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Protein med
overraskende
forbindelser

En seerlig gruppe proteiner kaldet ORProteiner, som findes i alle organismer med

cellekerner, har ganske uventet vist sig at veere involveret i kreeftcellers vaekst.

Forskerne praver nu at finde ud af preecis, hvilken funktion disse proteiner har

for om muligt at udnytte dette til medicinudvikling.

Af Thomas Bjgrnskov Poulsen

M Sma organiske molekyler
kan have dramatiske effekter
pa vores celler. Der findes f.eks.
molekyler, som kan fa stam-
celler til at blive til hjertecel-
ler, molekyler, som kan f3 cel-
ler il at spise sig selv, og — ikke
mindst — molekyler, som kan fa
celler til at do. I mange tilfelde
skyldes sadanne biologiske akti-
viteter vekselvirkningen mel-
lem det organiske molekyle og
blot én type af protein ud af de
mange tusinde, som findes i de
fleste celler.

Det siger derfor nasten sig
selv, at det kan vare en szrdeles
vanskelig opgave at finde frem
til et sddant “mélprotein” (eller

“target”, som er det engelske

Billedet viser en eksperimentel teknik til adskillelse af store biologiske
molekyler, sasom proteiner, vha. sikaldr gel-elektroforese. Teknikken
anvendes som udgangspunkt for mere detaljerede analyser sé som “western
blotting” eller masse-spektrometrisk proteinanalyse. Begge dele blev
anvendt i studierne beskrevet i artiklen.

Foto: Thomas B. Poulsen

udtryk), hvis dette ikke er kendt
i forvejen. Ydermere kan det
veere noget af et detektivarbejde
at forstd, hvordan vekselvirknin-
gen mellem molekyle og pro-
tein kan resultere i den obser-
verede biologiske aktivitet. Vi
kan kalde dette for molekylets
“mekanisme”.

Opverraskelserne kan dog vere
store, nir det lykkes at finde
frem til et mélprotein for et
bioaktivt molekyle. Hvis der er
tale om et molekyle, hvis bio-
logiske aktivitet er relateret il
en bestemt sygdom — f.eks. at
molekylet er selektivt giftigt
for kraftceller — kan opdagel-
sen af et uventet malprotein
forst og fremmest leere os noget
nyt om sygdommen og dens
underliggende biologi (nemlig
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Figurl. Kemiske strukturer for de fire naturstoffer, som har vist sig selektivt giftige for kraficeller. Cephalostatin 1 og ritterazine B stammer begge
[fra organismer (hhv. orme og tunikater), der lever pa havbunden, mens OSW-1 og schweinfurthin A begge stammer fra planter.

at det nyfundne protein tilsy-
neladende spiller en rolle for
sygdommens udvikling), og det
kan samtidig vere startskuddet
til ny medicinudvikling.

Et nyt malprotein for
kraeftbehandling

Som del af et forskerteam fra
Department of Chemistry &
Chemical Biology pa Harvard
University var jeg en af de for-
skere, der for nylig fik sig en
stor overraskelse under studier
af en gruppe af naturstoffer
(figur 1), som netop er selektivt
giftige for kreeftceller. Vi havde
tidligere fundet, at disse fire
naturstoffer sandsynligvis havde
samme biologiske mekanisme,
vurderet bl.a. ud fra statistiske
sammenligninger af mere end

Kolesterol og oxysteroler (boks 1)

Kolesterol er et livsngdvendigt
fedtstof, idet det indgar som
en hovedbestandel i mange
af de membransystemer, som
findes i vores celler. Det er
samtidig ogsa en vigtig byg-
gesten for kroppens syntese
af en lang raekke andre vigtige
molekyler, f.eks. steroidhormo-
ner, galdesyrer og D-vitamin.
Store meengder kolesterol kan
dog veere skadeligt, hvilket kan
lede til en reekke hjerte-kar
problemer.

| forbindelse med stofskiftet
dannes en raekke kolesterol-
lignende forbindelser, sékaldte
oxysteroler, som findes i meget
sma meaengder i vores celler.

Oxysterolerne er langt mere
vandoplgselige end kolesterol

40.000 molekylers evne til at sl&
kreftceller ihjel. Undersagelser
(bl.a. via sikaldt affinitetskroma-
tografi — se figur 3) af disse fire
naturstoffer har vist, at de alle
binder sig til to forskellige prote-
iner tilhgrende en serlig gruppe
kaldet ORProteiner. Og det var
heri overraskelsen bestod, idet
denne gruppe proteiner ikke tid-
ligere er blevet sat i forbindelse
med kreft. Dermed kan disse
proteiner vere kandidater for

udvikling af kreftmedicin.

og de kan pavirke en raekke pro-

Me

HO

i

Kolesterol

Figuren viser et kolesterolmolekyle (med sort). Nar en alkohol-gruppe (OH
med rad) er paheeftet kulstof-25 i kolesterolmolekylet har vi en oxysterol -
25-hydroxykolesterol. Pa figuren angiver “Me” en methyl-gruppe.

cesser i cellers omseetning af
fedtstoffer i kraft af deres evne
til at binde en raekke forskellige
proteiner (herunder ORProtei-

Binder til kolesterol
Alle eukaryote organismer fra
gerceller til mennesket har
ORProteiner i sig, og i menne-
sker findes der 12 af dem. Men
man ved ikke precis hvilken
funktion disse ORProteiner
udferer indeni cellerne. Det
gelder ogsa de to ORProteiner,
vi identificerede som malprotei-
ner for de fire naturstoffer.

Det ene af disse protei-
ner hedder OSBD, og det blev

oprindelig opdaget for sin evne

nerne). Man ved dog endnu ikke,
hvor vigtig en rolle oxystero-
lerne spiller i vores organisme
som helhed.

til at binde sterke til oxiderede
former af kolesterol, de sikaldte
oxysteroler (se boks 1). Denne
evne har ogsd lagt navn til pro-
teinet, siledes at OSBP er en
forkortelse af OxySterol Bin-
dende Protein. Forkortelsen
“ORProteiner” for hele familien
betyder simpelthen OSBP-
Relaterede-Proteiner. Det andet
ORProtein, vi identificerede
i vores undersogelse, er tet
besleegtet med OSBP og kaldes
ORPA4L. Begge de to protei-
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Membranerne i cellens forskel-
lige organeller indeholder vidt
forskellige koncentrationer af
fedtstoffer. F.eks. indeholder
membranen i det endoplasmati-
ske reticulum (ER-membranen)
ca. 5 % kolesterol, mens plasma-
membranen indeholder 30-40 %
kolesterol. Denne koncentrations-
forskel bibeholdes pa trods af, at
organellerne konstant udveksler
sma fedtstofholdige vesikler, som
man umiddelbart skulle tro ville
ensrette fedtstofsammensaet-
ningen.

Faktisk ved man, at nar
udvekslingen af vesikler bloke-
res, sa sker der kun en delvis
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Figur 2. Struktur af et ORProtein fra ger.

Strukturen er afsloret ved at gro proteinet
som krystaller og undersoge det ved hjelp af

sdkalds rontgenkrystallografi. I strukturen
er proteinet farvet grd. Midt i strukturen ses

et oxysterol-molekyle (gron), som
er bundet i en lomme midt i pro-
teinet. Pi den mdde skarmes det
[fra det omgivende vandige miljo,

hvori det ikke er oploseligt.

OSBP-
«—protein

Kolesterol

blokering af transporten af f.eks.
kolesterol. Det antyder steerkt, at
andre mekanismer er ansvarlige
for dele af fedtstoftransporten.
Transportproteiner, som er
dedikerede til at fragte en type
fedtstof fra et sted til et andet, er
oplagte kandidater til at varetage
en sadan opgave.

Figuren viser en model for,
hvordan man kan forestille
sig, at proteinet OSBP kunne
fungere som et transportpro-
tein for kolesterol. Et sddant
fedtstoftransportprotein kunne
virke i sakaldte “close contact
sites”, som er omrader hvor
to membraner er meget teet
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pa hinanden. OSBP-proteinet
indeholder seerlige domaener
(lilla og r@d pa figuren), der gar
det muligt for proteinet at vek-
selvirke med membranerne for
to forskellige organeller i cellen;
golgi-apparatet og endoplasma-
tisk reticulum (ER).

En tilsvarende mekanisme
kendes for de to vigtige fedtstof-
fer, ceramid og sphingomyelin.
Ceramid transporteres af et
ceramid-transportprotein (kal-
det CERT) fra ER-membranen
til Golgi-membranen, hvor det
omdannes til sphingomyelin ved,
at et enzym paseetter den rgde
kemiske gruppe.

ner binder, foruden oxysteroler,
ogsé sterke til kolesterol.

Man kender den 3-dimensio-
nelle struktur af et af ORProtei-
nerne fra ger, hvor man kan se,
at oxysterolmolekylet er bundet
i en dyb lomme i strukturen
(Aigur 2).

Vores efterfolgende under-
sogelser viste, at alle fire natur-
stoffer binder bide OSBP og
ORP4L med meget hoj affi-
nitet. Ved at anvende en lang
rekke biokemiske og cellebio-
logiske eksperimenter kunne
vi efterfolgende godtgere, at
OSBP og ORP4L med stor
sandsynlighed netop er de pro-
teiner, som “formidler” den
biologiske aktivitet af alle fire
naturstoffer. Dette vil sige, at
kraftceller dor, nir de udsattes
for naturstofferne, netop fordi
disse binder til OSBP og/eller
ORPA4L. Dette lyder umiddel-
bart til at vere en triviel kon-
klusion, men det kraver faktisk
mange beviser, for man kan
konkludere noget som helst i
den henseende.

Sensorer eller transportgrer?
Vi star nu med to helt store
ubesvarede sporgsmél: Nem-
lig hvilken funktion disse
ORProteiner har i vores celler,
og hvorfor kreftceller tilsy-
neladende er mere afthengige
af disse proteiner end raske
almindelige celler er det. Vi
kender endnu ikke svarene

pa disse sporgsmal, men flere
interessante scenarier kan
udtenkes. Baseret pi de til-
gengelige informationer om
ORProteinerne, er det sand-
synligt, at de enten fungerer
som sterolsensorer, dvs. pro-
teiner som “maler” sterol-
koncentrationen i cellerne og
bruger den information til at
pavirke andre cellulzre proces-
ser, eller at ORProteinerne er
transportproteiner, som kan
transportere f.eks. kolesterol
fra et af cellens organeller til
et andet.

Et sensorprotein kunne fun-
gere som et slags kolesterolba-
rometer for cellen, hvor pro-
teinet eksempelvis signalerer
til andre proteiner i cellen, at
der er tilstrekkelige mangder
kolesterol til stede for at cellen
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Figur 3. Princippet bag sikaldt affinitetskromatograft, som géir ud pa at identificere netop de proteiner, der
binder til et bestemt bioaktivt molekyle.

kan dele sig. Det er en oplagt
mulighed, at kreftceller kan
udnytte et sddant system til at
dele sig ukontrolleret.

Transport-teorien

Den anden mulighed — at
ORProteinerne er transport-
proteiner af kolesterol — er en
interessant teori, idet dette evt.
kan forklare de store forskelle

i fedtstofsammensztning, som
kan observeres i cellens for-
skellige organeller (se boks 2).
Denne teori understottes af, at
langt de fleste medlemmer af
proteinfamilien, inklusiv OSBP
og ORPA4L, indeholder struk-
turdomeaner, der giver dem
mulighed for at vekselvirke
med flere forskellige lipidmem-
braner, enten i form af cellens
plasmamembran eller mem-
branerne i cellens forskellige
organeller.

Feks. kan OSBP vekselvirke
med membranerne hos de to
celleorganeller endoplasmatisk
reticulum og Golgi-apparat.

I netop disse to organellers
membransystemer foregar bio-
syntesen af en rekke meget vig-
tige fedtstoffer. Man har fakrisk
allerede fundet et transportpro-
tein (kaldet CERT), som trans-
porterer fedtstoffet ceramid fra
membranen i det endoplasma-

tiske reticulum til Golgi-mem-
branen, hvor ceramid efterfol-
gende omdannes til et andet
fedtstof sphingomyelin (se
boks 2). Man forestiller sig, at
transporten foregdr i omrider,
hvor to membraner er meget
tet pa hinanden. Transport-
proteiner, som kan vekselvirke
med begge membraner, vil i
siadanne “close contact sites”,
som det hedder p3 fagsprog,
kunne operere effektivt og sam-
tidigt “koordinere” deres akti-
vitet.

Den tette sammenheng mel-
lem koncentrationen af sphing-
omyelin og kolesterol, som
man kan observere i blandt
andet cellens plasmamembran,
kunne siledes vare en konse-
kvens af koordinerede aktivite-
ter af CERT samt et eller flere
ORProteiner. I den forbindelse
har vi faktisk ogsa vist, at bio-
syntesen af sphingomyelin blo-
keres, nar de fire naturstoffer
tilsettes celler.

Denne opdagelse kunne
derfor netop indikere en koor-
dination mellem transporten
af kolesterol og fedtstoffet
ceramid, der som nzvnt er den
direkte forleber for sphingo-
myelin. Hvis transporten af
forskellige fedtstoffer — her-

under kolesterol — viser sig at

vare en vigtig parameter for at
en celle kan dele sig hurtigt, sa
kan man igen forestille sig, at
kreftceller kan udnytte dette
til at accelerere deres cellede-
ling. De vil derfor ogsé vare
specielt felsomme, nar proces-
sen blokeres med et af de fire
naturstoffer.

Opdagelse med
fremtidsperspektiver
Opdagelsen af, at ORProtei-
nerne er malproteiner for de
fire naturstoffer er interessant
af flere arsager. For det for-
ste fordi der nu er etableret
en klar forbindelse mellem
ORProteiner og kreftsyg-
dom. Man vil derfor i frem-
tiden kunne tage en mere
systematisk tilgang og forsege
at udvikle nye — og simplere
molekyler — som ogsé vek-
selvirker med ORProteiner,
og som vil kunne testes for
deres anti-kreft aktivitet i
levende organismer. For det
andet fordi man nu vil kunne
anvende de fire naturstoffer
som molekylere verktojer til
at studere ORProteinerne og
dermed forsege endeligt at
afdekke disse proteiners cellu-
lzere funktion. Her kunne man
jo hibe pa endnu en overras-
kelse. |
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