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- ¢ Giftige dyr

- ven eller fientie?

Mange dyr bruger gift som forsvar eller til at nedlaegge bytte. Ved millioner af ars
evolution er disse gifte udviklet til at virke mest muligt effektivt, og derfor er de et
oplagt sted at lede efter stoffer, der kan blive til nye laeegemidler.

rasilien anses for at vare det land i verden, der

huser den storste bidiversitet — ikke mindst pa
grund af Amazon-regnskoven, der dekker omkring
50 % af Brasiliens samlede areal.

I Brasilien findes der tusinder af giftige dyr som
klapperslanger, skorpioner, edderkopper, fraer.
Historisk er disse dyr blevet associeret med myto-
logiske figurer, der udgjorde en trussel for menne-
sket. Denne tro er da ogsd delvist velbegrundet, da
sddanne dyr producerer kraftfulde toksiner, som
bruges til forsvar eller til at nedlegge bytte. Vi kan
dog ogsd lere en masse ved at studere toksinerne
hos disse dyr, da de kan repraesentere potentielle nye
leegemidler. Toksinerne hos giftige dyr er udvik-

let ved millioner af 4rs evolution, si hvorfor skulle
vi forsege at opfinde nye legemidler fra bunden af —
sandsynligvis med en ekstremt lav succesrate — hvis
vi i stedet kan lere af, hvad naturen har udviklet?

P4 Syddansk Universitet har vi gennem nogle ar haft
samarbejde med forskere ved brasilianske universi-
teter om at studere toksiner fra brasilianske dyr, der
kan vere potentielle kandidater til legemidler. At
der er perspektiver i at studere toksiner fra giftige
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dyr, vil vi give nogle eksempler pa i det folgende.

Antibiotika fra frger og edderkopper

Over hele verden er resistens hos bakterier overfor
antibiotika et voksende problem. Det har stimuleret
jagten pa nye stoffer, der kan bekempe mikroorga-
nismer — og her kan froer hjzlpe.

Mange froer lever i varme, fugtige miljger, som
ogsi er perfekte omgivelser for bakterie- og svam-
pevakst. Men freernes hud er ikke modtagelige for
bakterielle infektioner, fordi freerne udskiller pep-
tider pd deres hud, som fungerer som kraftfulde
antibiotika. Forskere har interesseret sig en del for
denne type peptider, som ogsa er fundet i gifte fra
edderkopper og skorpioner. Spektret af mikroorga-
nismer, som disse peptider virker pa, er meget stort
og dekker bakterier, svampe og vira.

Peptiderne er meget variable og kan besta af alt fra
7 til 55 aminosyrerester. De er oftest positivt ladede
ved pH-verdier, der findes i levende organismer,
hvilket har betydning for deres funktion, fordi det
far dem til at bindes til de negativt ladede fosforli-
pider i cellemembranen.
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Proteiner er opbygget som lange kaeder af aminosyrer ved
dannelse af en amidbinding (ogsa kaldet peptidbinding) mel-
lem en syregruppe og en aminogruppe pa aminosyrerne. De
20 forskellige aminosyrer, som indgar i proteiner, adskiller

sig ved den kemiske sammensaetning af deres sidekader (R).

Proteinernes aminosyre-sekvens kodes fra den genomiske

information. De kan veere opbygget af 50 til mange hundrede
aminosyrer. Proteiner, der bestar af mindre end 50 aminosy-
rer, kaldes peptider. Disse kan enten vaere opstaet ved spalt-
ning af stgrre proteiner eller vaere direkte kodet fra genomet.

Figuren th viser et eksempel pa strukturen af et toksin fra den
brasilianske gule skorpion Tityus serrulatus. Den kompakte
rumlige struktur af dette toksin opretholdes af disulfidbroer
mellem sidekaederne af aminosyren cystein.

Typisk virker peptiderne gennem selektiv nedbryd-
ning af cellemembraner eller ved direkte at gribe
ind i signaleringsmekanismerne i cellerne — fx ved
at pavirke cellens DNA-maskineri og dermed pro-
duktionen af vigtige proteiner eller ved at aktivere
eller hemme enzymer. I alle tilfelde leder det til, at
cellen der.

Medicin mod forhgjet blodtryk
Hjerte-kar-sygdomme er den hyppigste drsag til
dedsfald i vores del af verden. Forhejet blodtryk er
en af synderne i den forbindelse, da det oger risi-
koen for hjerteanfald. Der findes mange forskel-
lige legemidler mod forhgjet blodtryk. I de fleste
tilfelde ma patienterne indtage en kombination af
to eller flere preparater for at kontrollere blodtryk-
ket og for at undga for kraftige bivirkninger. Der
er stor interesse for at udvikle nye, moderne lege-
midler til at behandle forhgjet blodtryk, og gift fra
slanger og skorpioner kan muligvis lede os til netop
dette.

I forbindelse med slangebid og skorpionstik far
nogle patienter lavt blodtryk, og man kender da
ogsd et antal toksiner, som pévirker hjerte-karsy-
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Brasilien

Brasilien er med sine 8,515,767 km? (ca. 200 gange storre end Danmark) det stgrste land
i Sydamerika og deekker flere klimatiske zoner og biotoper reekkende fra tropisk regnskov
til halverken. Det betyder, at der i Brasilien er en meget stor biodiversitet - ogsa af giftige
dyr, som bl.a. teeller mange arter af edderkopper, skorpioner, slanger og frger.
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Det forste kommercielle laegemiddel mod for lavt blod-
tryk blev udviklet fra et toksin fra den brasilianske klap-
perslange Bothrops jararaca.

— Figuren viser de forskellige trin i et venomicsstudie,
som anvendes til “struktur-til-funktion- segning” efter
medicinsk relevante giftkomponenter.

Blodtryk

Venomicsstudie

—

Peptider i giften identificeres med
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massespektrometri (LC-MS/MS)
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Eksempel pa et forsgg til at pavise, at en komponent af giften fra en skorpion kan reducere blodtrykket pa forsggsrotte-

stamme med hgjt blodtryk. Rotten gives skorpionpeptidet gennem munden ved hjzaelp af en pipette. Ca. 2 timer efter at

rotten har indtaget peptidet, falder blodtrykket.

stemet og reducerer blodtrykket. Interessant nok
var det forste kommercielle legemiddel p& marke-
det beregnet mod lavt bloderyk (udviklet tidlige i
1970°erne) lavet pd baggrund af et toksin fra en bra-
siliansk klapperslange (Bothrops jararaca). 1 dag er
hundreder af toksiner med en tilsvarende aktivitet
blevet isoleret og identificeret fra slangegift.

Denne klasse af toksiner bestdr af sma peptider
(normalt mindre end 10 aminosyrerester), og de vir-
ker blodtrykssenkende ved at stimulere aktivite-
ten af hormonet bradykinin. Sammen med hormo-
net angiotensin II regulerer bradykinin bloderyk-
ket: Angiotensin IT oger blodtrykket, mens bradyk-
inin modvirker denne effekt. En noeglespiller i dette
system er et enzym kaldet ACE (som star for Angi-
otensin Converting Enzyme), fordi det producerer
angiotensin II og nedbryder bradykinin. De nevnte
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toksiner senker blodtrykket ved at blokere for enzy-
met ACE og dermed forskubbe balancen mellem de
to hormoner over mod bradykinin.

En klasse af giftstoffer kaldet “hypotensiner” (lavt
blodtryk kaldes ogsa “hypotension”) blev for nylig
opdaget i den brasilianske gule skorpion Tityus ser-
rulatus. Der er tale om peptider af lengder varie-
rende mellem 7og 25 aminosyrerester med en staerk
og langvarende aktivitet mod hejt blodtryk. For-
sog har vist, at laboratorierotter med spontant hgjt
blodtryk far senket deres blodtryk i mere end 6
timer ved at injektion af hypotensiner. Der er ogsd
set en lignende effekt, nir man indgiver hypoten-
sin gennem munden, hvilket viser at det maske kan
optages via tarmsystemet. Det gor denne klasse

af giftstoffer serlig interessante som kandidater til
fremtidige legemidler mod forhgjet blodtryk.



®©
L
&)
k=]
°
L
3
)
)
@
53
@
cR
L
£
o |
°
2
=]
€
)
o
e
2k
3]
i

Den brasilianske gule skorpion Tityus serrulatus, hvis gift bl.a.

indeholder komponenter, der er yderst interessante som
muligt laegemiddel mod for hgjt blodtryk.

I forhold til de klassiske toksiner fra slanger brugt
til blodtrykssenkende legemidler er hypotensi-
nernes mekanisme en lidt anden. De virker ved at
binde sig til og aktivere bradykinin-receptoren (kal-
det B2R), som findes i membranen pa endothelcel-
ler i blodkarrene. Det far blodkarrene til at udvide
sig, hvorved blodtrykket falder.

Skorpiongift mod autoimmune sygdomme
Den molekylere palet af skorpiongifte omfatter bl.a.
en familie af gifte, der er karakteriseret af peptider,
som er meget stabile, fordi de udover selve peptid-
bindingerne er krydsbundet med adskillige disulfid-
broer mellem sidekzderne pa den aminosyre, som
hedder cystein. Herved bliver de utilgengelige for
de enzymer, som ellers ville nedbryde dem. Sddanne
stabile peptidstrukeurer kaldes knudestrukturer,
fordi de fremstar som en stram knude. De er pri-
mert aktive pa kalium-ionkanaler — dvs. specialise-
rede proteiner i cellemembranen, der sorger for spe-
cifik transport af kalium-ioner gennem membranen.

Blandt de kaliumkanal-blokerende toksiner i gif-
ten fra skorpionen 7Tityus serrulatus er det veerd at
navne Ts7, som blokerer en bestemt underfamilie
af kaliumkanaler kaldet Kv1,3, som sidder i celler
som neuroner og muskler, der aktiveres ved @ndrin-
ger i det elektriske potentiale. Det interessante er, at
disse Kv1,3-kanaler har vist sig at vare potentielle
mal for legemidler, der er beregnet til at under-
trykke immunforsvaret (og dermed til at behandle
autoimmune sygdomme). Det ideelle immunun-
dertrykkende stof vil specifikt forhindre dannel-
sen af de immunceller (T-celler), der er involveret

i den autoimmune sygdom uden at pavirke andre
immunreaktioner. I flere autoimmune sygdomme
som multipel sklerose, leddegigt og type 1 dia-
betes er det den kroniske aktivering af bestemte
typer T-celler (TY,,), der er ansvarlig for skaderne
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Edderkoppen Phoneutria nigriventer synes i sig selv neeppe
seerligt seksuelt stimulerende, men den indeholder toksiner,
der virker lovende som middel mod potensproblemer.

pa vevet. Selektiv blokering af Kvl,3-kanaler vil
fuldstendigt og varigt kunne forhindre dannelsen
af disse celler. Derfor har specifikke Kv1,3-blok-
kere som fx Ts7 et stort potentiale for behandling af
autoimmune sygdomme.

Naturlig viagra fra edderkopper

Den mandlige erektion er en mekanisme, der starter
med en lokal frigivelse af signalstoffer (neurotrans-
mittere), som fir blodkar og den glatte muskula-

tur i svulmelegemerne i penis til at afslappes, hvilket
pger blodtilstremningen. Erektionen er som funk-
tion afhengig af en perfekt balance mellem de sig-
nalstoffer, der fremmer hhv. afslapning og sammen-
trekning af blodkar. Hvis denne balance forstyrres
medforer det problemer med potensen. Selvom lege-
middelstoffer som sildenafil (Viagra) og andre har
revolutioneret behandlingen af potensproblemer, er
der en relativt stor gruppe (30-35 %) af patienterne,
som ikke reagerer pé disse legemiddelstoffer. Og det
understreger behovet for andre behandlingsmulig-

heder.

Nogle mand oplever en ufrivillig, smertefuld

og langvarig erektion (en tilstand kaldet pria-
pisme) efter at vere blevet stukket af skorpioner
eller edderkopper. Og det har fiet forskernes gjne
op for den mulighed, at giftstofferne fra disse dyr
kan indeholde interessante molekyler, der kan bru-
ges som modeller for en bedre forstdelse af meka-
nismerne i den mandlige erektion — og som kan
vare potentielle kandidater for legemiddelstoffer til
behandling af impotens. Det bedste eksempel pd
sddanne molekyler er stoffet Pn Tx2-6, der er isole-
ret fra giften fra den brasilianske edderkop Phoneu-
tria nigriventer. Dette toksin har vist sig at kunne
afhjelpe erektionsproblemer hos diabetiske rotter
med for hgjt blodtryk. Stoffet oger produktionen af
nitrogenoxid (NO), som spiller en ngglerolle i for-
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Proteomanalyse

Ved proteomanalyse udnytter man, at aminosyre-
sekvensen af mange tusinde proteiner findes i
databaser. De eksperimentelle data (venstre
kolonne) sammenlignes med teoretiske data
genereret fra databasen (hgjre kolonne). Nar de
eksperimentelle og de teoretiske data matcher,
kan proteinerne i det undersggte materiale identi-
ficeres. Denne metode kan identificere et stort
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Proteom - proteiner fra fx
dyregift, celler eller veev.

Nedbrydning af protein
med fx trypsin

antal proteiner i en given prgve. En forudsaetning l

er dog, at informationen om aminosyresekvensen
af disse proteiner findes i databasen.

Protein-database

Peptider

Nedbrydning af protein
ved computerberegning
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bindelse med erektion, da det inducerer udvidelse af
blodkarrene i svulmelegemerne.

Hvordan kan vi studere molekylerne?

I de klassiske studier af skorpiongifte brugte man
en “funktion-til-struktur” tilgang, som tager
udgangspunkt i, at man har konstateret en rele-
vant farmakologisk effekt af giften. I denne til-
gang adskilles komponenterne i giften ved hjelp

af veskekromatografiske metoder, og de opsam-
lede fraktioner testes for en foruddefineret biologisk
aktivitet, fx at det virker som antibiotika. Denne
metode kan i sagens natur ikke bruges til at opdage
toksiner, der ikke har en dbenbar effekt.

Forst for omkring 10 4r siden begyndte man at
anvende mere folsomme bioinformatiske meto-

der, som i samspil med spektrometri-baserede tek-
nikker kunne anvendes til at identificere poten-
tielt interessante giftstoffer. Denne moderne “struk-
tur-til-funktion” tilgang er baseret pa eksperimen-
tel bestemmelse af toksinernes aminosyresekvenser
(dvs. rekkefolgen af aminosyrerester, der opbygger
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peptiderne). Disse sekvenser undersoges sa efter-
folgende ved at spge i databaser efter tilsvarende
sekvenser af toksiner med kendt aktivitet fra andre
dyr, og derudfra slutte sig til den mulige biologiske
aktivitet af det pagzldende stof.

En ret ny metode til at analysere proteiner i en
organisme kaldet proteomanalyse (proteomics) er

i dag den foretrukne metode blandt forskere til at
studere disse gifte (ofte betegnet med venomics, nir
den anvendes pd de komplekse giftblandinger). En
alvorlig begreensning ved denne tilgang er dog, at
proteomanalyse er athengig af, at information om
den studerede organismes genomsekvens er tilgan-
gelig i databaser. Desverre er disse databaser endnu
ufuldstendige, sd den relevante information enten
pa genom- eller proteinsekvensniveau ikke er til-
gengelig for de fleste giftige dyr.

En made at overkomme denne begrensning er ved
i forbindelse med venomicsstudier at bestemme
aminosyresekvensen af alle de observerede pepti-
der enten ved automatisk eller manuel tydning af
massespektre opndet ved analyse af giftene. Efter-
folgende kan de bestemte aminosyresekvenser sam-
menlignes med alle gifte, som man kender aktivite-
ten af. Herved er det muligt at reducere mengden
af forseg og mélrette disse bedre. Metoden kaldes
databaseuathengig, fordi den kan udferes, uden at
peptidets aminosyresekvens findes i databaserne.

Den lange rejse mod nye leegemidler

For nylig har vores forskningsgruppe ved Syddansk
Universitet udfert et omfattende studie af giften
fra den brasilianske skorpion Tityus serrulatus. Her
kombinerede vi massespektrometrisk sekvensana-
lyse af de enkelte peptider i et venomics-eksperi-
ment og segning i databaser for peptider med lig-
nende, men oftest ikke identisk, sekvens. Vi identi-
ficerede hundreder af toksiner, hvoraf de fleste ind-
til da havde varet ukendte. Udover toksiner, som
reprasenterede allerede kendte biologiske aktivite-
ter i skorpionens gift som nervegifte, blodtrykssen-
kende stoffer og antimikrobielle stoffer, fandt vi nye
klasser af toksiner som fx vanddrivende toksiner,
der reprasenterer et stort bioteknologisk potentiale

til fx behandling af forhgjet blodtryk.

Det er dog vigtigt at understrege, at vejen fra opda-
gelsen af et potentielt interessant toksin til det fin-
des pa apotekets hylder som legemiddel er lang og
slidsom. Det kraver flere 4rs undersegelser at teste
stoffets effektivitet og sikkerhed, og fremfor alt kree-
ver det mange penge at betale for disse undersegel-
ser og patentansggninger. Derudover har flere lande
— bl.a. Brasilien — en skrap lovgivning beregnet pa
at beskytte biodiversiteten i landet. Det nedvendige
bureaukrati er derfor endnu en faktor i processen,
der er med til at gore udvikling af leegemidler base-
ret pa giften fra dyr til en lang og besvarlig rejse. m



