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KAPLOBET OM
MEMBRANPROTEINET
“TRPM4”

Ny teknologi gor, at forskere kan kortlaegge membranproteiner med
meget starre praecision end tidligere. Opdagelserne er ngdvendige for
at kunne udvikle medicin mod blandt andet hud- og hjertesygdomme,

men konkurrencen inden for forskningsomradet er brutal.

et lyder som noget, der

er taget ud af et afsnit

af 24 timer med Kiefer

Sutherland i rollen som
agenten Jack Bauer, der i kaplgb
med tiden forsgger at forhindre ver-
dens undergang.

Det var midt i april 2017, og post-
doc Henriette Elisabeth Autzen stod
foroverbgjet over mikroskopet i sit
laboratorie ved Department of Bio-
chemistry and Biophysics ved Uni-
versity of California San Francisco.
Hun var i faerd med som den fgrste
i verden at kortleegge strukturen af
proteinet TRPM4 (transient receptor

potential cation channel subfamily
M member 4), der spiller en stor
rolle i udviklingen af forskellige
hjerte- og hudsygdomme. Det var
pa mange made ukendt terraen for
den unge forsker, for hun arbejde-
de med en teknik, kaldet cryoEM
(cryogenisk elektronmikroskopi),
hvis hastige udvikling inden for blot
fa ar havde kastet helt nye indsigter
i proteiners strukturer af sig. Der
var endda tale om, at Nobelprisen
samme ar kunne tilfalde forskerne
bag udviklingen af teknikken.

Den dag i 2017 kom Henriette
Elisabeth Autzens chef, professor
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Yifan Cheng, dog ind i laboratoriet
med nedslaende insider-informati-
on. Han havde fra sin gode ven og
kollega erfaret, at denne var lige pa
trapperne med en offentliggarelse
af strukturen af TRPM4. Det ville
gore maneder af Henriette Elisa-
beth Autzens forskningsarbejde til
rene spildtimer, for i forskningens
verden er der sjeeldent medaljer til
nummer 2.

»Det var virkelig surt. Inden for det
felt, jeg arbejder i, er folk ekstremt
kompetitive, hvilket betyder, at hvis
man treekker vejret én gang for
meget i sin forskning, bliver man



TRPM - en gruppe af membranproteiner

TRPM (transient receptor potential cation channel
subfamily M) er en gruppe af membranproteiner,
der sidder i kroppens celler og medierer transport af

rede fra 1 til 8, og deres funktioner afhaenger i seer-
deleshed af, hvor i kroppen de befinder sig. Ud over
TRPM-proteinerne findes der i familien ogsa andre
TRP-proteiner. De inkluderer blandt andet TRPV1,
der binder til capsaicin og derfor er ansvarlig for
fornemmelsen af at spise chili.

forskellige ioner over cellemembranen. Det drejer sig
blandt andet om ionerne kalium, calcium og natrium.
TRPM-familien bestar af 8 proteiner, der er nummere-

TRPM-underfamilien bestar af:

e TRPM4, der spiller en rolle for vores syn. Fejl i genet * TRPMS5 spiller en rolle for blandt andet smags-

bag proteinet er koblet til natblindhed hos men-
nesker. TRPM1 er desuden koblet til den plettede
struktur i Appaloosa-hestes pels.

TRPM2 findes specielt i hjernen, men er koblet til
mange forskellige funktioner i kroppen, herunder
immunforsvarets funktion og udskilning af insulin
fra bugspytkirtlen. TRPM2s mange funktioner geor,
at det kan kobles til en lang reekke sygdomme fra
bipoleer og Alzheimers til autoimmune sygdomme
som gigt samt fedme og diabetes. TRPM2 er ogsa

involveret i vores muligheder for at fornemme varme

i spektret fra 33 til 38 grader celsius.

TRPMS3 er koblet til udskilning af insulin fra bugs-
pytkirtlen og dermed muligvis involveret i kroppens
glukosehomeostase.

TRPM4 findes fortrinsvis i blodarerne og i hjerte-
musklen, hvor proteinet er involveret i afvikling af de

elektriske signaler, som holder hjertet karende. Muta-

tioner i TRPM 4 er koblet til gget risiko for hjertesyg-
dommene progressiv arvelig hjerterytmeforstyrrelse
og Brugada syndrom samt hudsygdommen PSEK.

fornemmelse. Eksempelvis er proteinet invol-
veret, nar vi smager noget bittert, sgdt eller
umami. Proteinet er ogsa koblet til signalering i
forhold til smagen af fedt. TRPM5 sidder i bug-
spytkirtlen, hvor det er en del af mekanismen
bag udskilning af insulin i forbindelse med et
maltid. Aktivering af TRPM5 kan i mus lede til
gget udskillelse af insulin og dermed beskytte
mod type 2-diabetes.

TRPMS6 er involveret i reguleringen af magnesiu-
moptag i leveren og i tarmene.

TRPM7Y er blandt andet involveret i immunforsva-
rets funktion i tarmene. Proteinet er ogsa essen-
tielt for cellers muligheder for at haenge sammen
i et veev.

TRPMS er udtrykt i lungerne, bleeren og prostata
og forbundet med folelsen af kulde og kuldesmer-
te. Derudover aktiveres TRPMS8 ogsa af stofferne
mentol og incillin og er pa den made ansvarlig for
kuldefglelsen, der opstar i munden, halsen og lun-
ger ved at spise et mentolbolsche.

overhalet inden om af andre. S&
kan rigtig mange timer i laboratoriet
veere spildt. Pa daveerende tids-
punkt havde jeg kun en grovkornet
skitse af TRPM4, sa jeg var ikke i
neerheden af at kunne publicere
noget fornuftigt. Jeg var i den grad
pa bagkant, men jeg ville ikke give
op,« forteeller Henriette Elisabeth
Autzen.

Fra det tidspunkt blev Henriette
Elisabeth Autzens forskningsarbej-
de et heesblaesende rees for ikke at
komme til at sta tilbage i kulissen,
nar laurbzeerne for kortleegningen
af TRPM4 skulle uddeles.

Indhentede modstanderne pa
malstregen

Den endelig forlgsning pa mange
maneders hardt arbejde i kaplgb
med tiden kom i januar 2018, da
Henriette Elisabeth Autzens kort-
leegning af TRPM4 endelig kom pa
tryk i Science. For forskere, som
konstant skal knaefalde for fonde
for at fa forskningsmidler, er en ar-
tikel i Science som at fa den ultima-
tive blastempling af deres arbejde.
Det gar det ogsa meget lettere at fa
penge til videre forskning.

Historien slutter dog ikke her. Som
ved et rent lykketreef udgav Nature i

samme uge ikke blot én anden for-
skergruppes kortleegning af TRPM4,
men ogsa en tredje kortleegning af
preecis det samme membranprote-
in. Derudover kom der i Science et
fjerde studie af en teet besleegtet
TRPM-kanal, TRPM8. Mange mane-
ders benhardt arbejde i et voldsomt
opskruet tempo havde altsa resul-
teret i, at fire forskergrupper kom
ud med deres forskningsresultater
pa praecis samme tid i starten af
2018.

Senere fandt Henriette Elisabeth

Autzen ud af, at den tredje forsker-
gruppe fra Nature faktisk havde
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hTRPM4 i en simplificeret celle

Den preecise effekt af
hTRPM4 afhaenger af cel-

letypen, som den findes i, Extraceliser hTRPM4
men hTRPM4 fungerer altid Streemona. -
. g ) Cellemembran i —J\IWW\-- \W:’---..:_ veee
som et calciumafhaengigt m
: o Intracelluleer e : kel i

reguleringscheckpoint i Lipider
cellerne. hTRPM4 aktive- ® S,
res af en forhgjet intracel- e Ca? e & e,

: . Ca? . .
luler calciumkoncentration @ Na* o ® o P,

(pink), membrandepolari- o ®

sering (kurvet pil) og lipider T ‘l‘ T l l l "-.,._ 2%
(orange) i cellemembranen. o
Disse signaler initieres af Receptorer Vasokonstriktion
andre kanaler, receptorer lonkanaler Hjerte rytme
0g enzymer som respons Sy Blodtryk

pa signaler fra det ekstra-

og intracelluleere miljg.

Calciumioner binder til det hTRPM4 far natriumioner til at flyde ind i cellen, mens kalium samtidigt flyder ud.
calcium-bindingssted, som Netto opbygges der en positiv ladning pa indersiden af cellemembranen og en
Henriette Autzen og hendes  negativ ladning pa ydersiden. Denne depolarisering af cellemembranen pavirker
kollegaer identificerede i andre kanaler, f.eks. VGCC som far mere calcium til at flyde ind i cellen, som i
hTRPM4 og far dermed hTR- hjertet far muskelfibrene til at treekke sig sammen. Pa figuren ses hTRPM4 som
PM4 til at abne. Abningen af en simplificeret orange kanal og VGCC i lysergd.

Cryo-EM strukturen af \TRPM4

1
Cryo-EM strukturen ,
af hTRPM4 set fra hvad der ‘
svarer til membranplanen og E
oppefra membran ydersiden. ,
hTRPM4 bestar af fire indivi- 1
duelle keeder (b3, gul, red og !
bla) som associerer med hin- ! 3D model
anden og dermed danner en i
kanal i midten, hvorigennem i
natrium og kalium kan flyde ! =
ind og ud af cellen. Struktu- i
ren kan bruges til at lave en - -CD-/(-):I-EM- _S_'[I;Lllgt}l_l’ -------------
model af hTRPMA4.

’

Figurens hgjre del viser

et udsnit af modellen af
hTRPM i granne farver, som
er overlagt med cryo-EM-
densiteten vist som en gra
densitet. Calciumionen er
vist som en pink sfeere. Figu-
ren illustrerer, at oplgsnin-
gen af cryo-EM-densiteter i
dag er sa gode, at man med
stor sikkerhed kan identifi-
cere ioner og mindre stoffer
bundet til proteiner.

Calciumbindingssted ™

aidiff) =14
o (map) =5
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veeret foran hende gennem hele
forlgbet, men at hun havde ind-
hentet dem praecis pa malstregen.
Havde hun haft influenza en uge
undervejs, var hun kommet for sent
til afslutningsfesten, og sa havde
naesten et helt ars arbejde veeret
forgeeves.

»Mange forskere ender med helt
at skulle opgive mange maneder
eller ars arbejde, fordi de bliver
overhalet inden om af andre, sa
det var helt fantastisk, at jeg naede
det. Derudover havde vi tre forsk-
ningsgrupper, som havde arbejdet
pa TRPM4 hver for sig, angrebet
problemstillingen lidt forskelligt,
sa selvom vi alle sammen havde
kortlagt det frie membranprotein,
havde vi hver iseer ogsa lavet en
kortlaegning, hvor det var bundet
til forskellige andre molekyler. Det
gjorde den samlede pakke meget
overbevisende,« forklarer Henriette
Elisabeth Autzen.

Involveret i hjertesygdomme
TRMP4, der var omdrejningspunk-
tet i det forskningsdrama, som
udspillede sig i slutningen af 2017,
er en ionkanal, der sidder i rigtig
mange af kroppens celler. Her
danner det en passage gennem cel-
lemembranen, som ionerne kalium
og natrium kan passere igennem.
Natrium og kalium er med til at
styre mange af cellernes funktioner,
blandt andet optag af naerings-
stoffer eller evnen til at sende
elektriske signaler til nabocellerne.
Det betyder, at uden ionkanaler og
ionpumper til at transportere de to
typer ioner over membranen, bliver
cellerne som dgde fisk i vandet. De
kan ingenting.

TRMP4 findes isaer i vores blodarer
og i hjertet. Specifikt for TRPM4
geelder det, at forskere har koblet
mutationer i de gener, der star bag
TRMP4, sammen med udvikling

af sygdommen progressiv arvelig
hjerterytmeforstyrrelse. Lidelsen er
forholdsvis sjeelden, men kan lede
til bade besvimelse, pludseligt hjer-
testop og dgdsfald.

Mutationer i TRMP4 opstar generelt

i enkelte af proteinets byggesten,
hvilket ofte aendrer pa dets funktio-
nalitet, sa det bliver enten mere el-
ler mindre aktivt i cellemembranen.
Denne aendring i aktivitet forskyder
den harfine balance mellem kalium
og natrium bade indeni og udenfor
cellen, hvilket forstyrrer de elektri-
ske signaler, som cellen udsender.

Da TRPM4 fortrinsvis sidder i hjer-
temusklen, leder mutationerne til,
at cellerne ikke kan producere de
elektriske signaler, der skal til for

at opretholde en normal hjerteryt-
me. Derudover gar cellerne ofte til
grunde og bliver til arveev, hvilket
yderligere kan styrke graden af hjer-
terytmeforstyrrelser.

Mutationer i TRPM4 kan ogsa lede
til udvikling af hjertesygdommen
Brugada syndrom, der ogsa involve-

rer hjerterytmeforstyrrelser og risiko
for pludseligt dedsfald.

»Det var det protein, som vi kortlag-
de. For nogle maneder siden fandt
forskere ogsa ud af, at mutationer
i TRPM4 er involveret i udvikling af
hudsygdommen progressiv sym-
metrisk erytrokeratodermia ogsa
kaldet PSEK. Proteinet spiller altsa
ind flere forskellige steder i forskel-
lige sygdomme, hvilket kun ggr det
mere interessant,« siger Henriette
Elisabeth Autzen.

Abner for ny medicin og faerre
bivirkninger

Interessen for TRMP4 skyldes
blandt andet, at man pa den lange
bane gerne vil bruge viden om
strukturen af proteinet til at desig-
ne medicin mod de pageeldende
sygdomme. For at biokemikere skal
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Sadan fungerer cryo-EM

Kryo-elektronmikroskopi (forkortet
cryo-EM pa engelsk) har forskere
udviklet pa i lige sa lang tid, som
de har udviklet pa rgntgenkrystal-
lografi, men teknikken kunne indtil
for fa ar siden ikke bruges til at
bestemme den atomistiske struk-
tur af proteiner. Udvikling af bade
hardware og software har dog gjort
cryo-EM konkurrencedygtig i forhold
til rentgenkrystallografi, og i 2017
gik nobelprisen i kemi til Joachim
Frank, Richard Henderson og Jacqu-
es Dubochet, der er tre prominente
forskere, som har bidraget til udvik-

lingen af cryo-EM som metode.

| cryo-EM inkorporerer man det
isolerede protein i en tynd film

af is med en temperatur pa -195
grader celsius. Pa grund af den
lave temperatur bliver vandet i prg-
ven ikke til krystallinsk is med en
reguleer struktur, som man kender
det fra isterninger i fryseren, men

i stedet ligesom glas amorf og
uden reguleere interaktioner. Dette
fastholder proteinets tilstand, som
var det i en oplgsning i modseetning
til i et krystalgitter, hvilket bruges i

rentgenkrystallografi. | et mikroskop
skyder forskere pa den tynde film af
proteiner med elektroner, og elek-
tronernes interaktioner med pro-
teinerne bruger de til at projektere
billeder af proteinerne i 2D. Billeder
af flere hundredtusinder identiske
proteiner med alle mulige tilfeeldige
orienteringer bliver fanget i 2D og
seettes sammen til en 3D-struktur
ved hjeelp af avancerede algorit-
mer, som kan relatere billedernes
vinkel i forhold til hinanden. Ud fra
3D-strukturen kan forskerne deref-
ter bygge en atomistisk model.

Elektronmikroskop
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Elektronstrale

3D struktur

Figuren viser processen i kryo-elektronmikroskopi. Det isolerede protein pafares et 3 mm gitter, hvorefter det meste af preven fier-
nes igen med filterpapir. Prgven, som bliver tilbage, ender i huller i gitteret og fryses hurtigt i flydende ethan ved cirka -195 grader
celcius. Dette skaber en amorf is med proteinet, som ligger i mange forskellige orienteringer i den nu frosne buffer i gitteret. Her-
efter bliver gitteret med prgven sat ind vakuumet pa et elektronmikroskop og skudt pa med elektroner. Mange tusind projektioner
af enkelte proteiner ekstraheres, hvorefter de kan blive sammensat i 2D og efterfglgende 3D. 3D-strukturen kan forfines ved at
optimere bestemmelsen af vinkler, som de enkelte proteiner antager i forhold til hinanden.

kunne designe molekyler, der ek-
sempelvis blokerer for funktionen af
TRMP4, sa det ikke forarsager hjer-
terytmeforstyrrelser, skal de have et
overblik over, hvordan proteinet ser
ud for pa den made at finde steder,
hvor de kan koble et blokerende
molekyle pa. Det kan de nu pa bag-
grund af det arbejde, som Henriette
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Elisabeth Autzen har lavet.

Ydermere er TRMP4 kun ét protein
ud af en stor familie af lignende
proteiner. Det betyder, at nar leege-
middelproducenter forsgger at lave
leegemidler, der blokerer for det
ene protein, er der risiko for, at de
ogsa kommer til at blokere for et

andet. Ggr de det, kan det lede til
uheldige bivirkninger. For eksempel
er sgsterproteinet TRPM5 involveret
i udvikling af diabetes. Nar TRPM5
aktiveres, stiger produktion af
insulin i bugspytkirtlen. Derfor ville
det veere meget uhensigtsmaes-
sigt, hvis laeegemiddelindustrien fik
designet et molekyle til at blokere



for TRPM4, som samtidig blokerer
for TRPM5 og for bugspytkirtlens
udskilning af insulin.

»Her er det ngdvendigt at kende til
strukturerne af alle proteinerne i fa-
milien, sa man ved, hvilke forskelle
der er mellem dem. Ellers kan man
komme til at blokere for eller pa
anden made pavirke flere af dem,
nar man bare vil ramme det ene,«
forklarer Henriette Elisabeth Autzen.

Finder forskelle i TRP-familien
Pa det mere detaljerede plan viste
Henriette Elisabeth Autzens kort-
leegning af TRPM4 fra 2017/2018
blandt andet, at proteinet kun
danner en smal kanal gennem
cellemembranen. Der er forment-
lig er forklaringen pa, at TRPM4
sammen med TRPM5 er de eneste
ud af TRP-familiens 27 proteiner,
som ikke lader calcium passere
igennem.

Selvom calcium altsa ikke kan
passere gennem TRPM4, spiller
ionen dog stadig en tilsyneladende
vigtig rolle for membranproteinets
funktion. | hvert fald viser Henriette
Elisabeth Autzens kortleegning, at
der pa TRPM4 findes et domeene,
hvor calcium kan binde og derved
endre strukturen og formentlig
ogsa funktionen af TRPM4.

»i fandt ud af, at det her sted pa
TRPM4, hvor calcium kan binde,
faktisk sidder helt inde i den del af
proteinet, som sidder i cellemem-
branen. Det forteeller os noget

om, hvordan kanalen fungerer og
aktiveres. Siden vores opdagelse
har andre forskere fundet lignende
domeener i andre TRP-proteiner, og
det kommer til at veere interessant
at finde ud af, hvorfor nogle protei-
ner inden for familien tilsyneladen-
de lader calcium passere igennem,
mens andre blot binder det som en
del af deres aktivering,« siger Henri-
ette Elisabeth Autzen.

Ydermere fandt hun i sin struk-
turelle kortleegning, at TRMP4 har
et meget stort cytoplasmisk do-
meene, hvilket er den del af mem-
branproteinet, som sidder uden for

cellen. | en medicinsk sammen-
haeng er det cytoplasmiske domee-
ne formentlig det mest interes-
sante. Det vil vaere her, at man vil
forsgge at udvikle forskellige mole-
kyler, som kan binde til og blokere
funktionen af membranproteinet.
De cytoplasmiske domaener varierer
ogsa meget mellem de forskellige
proteiner i familien, og hos TRPM4
er domaenet relativt stort i forhold
til i de andre proteiner.

»Det gar det mere realistisk at tro
pa, at man kan udvikle et molekyle,
som kun binder til TRPM4 uden at
binde til de andre proteiner i TRP-fa-
milien,« siger Henriette Elisabeth
Autzen.

Ny teknik giver bedre
kortleegning af proteiner

| sin forskning har Henriette Elisa-
beth Autzen benyttet en helt ny tek-
nik til at kortleegge proteiner med.
Metoden hedder cryoEM, og hen-
des chef, professor Yifan Cheng, var
den forste forsker til at benytte tek-
nikken til at kortleegge strukturen af
et membranprotein, nemlig TRPV1
som interagerer med capsaicin, der
er det aktive stof i chilipeber.

Strukturel kortleegning af proteiner
ved hjeelp af cryoEM fungerer pa
denne made:

Indledningsvist udtrykker forskerne
det gnskede protein i en celle-
linje. Henriette Elisabeth Autzen
benyttede sig i sin forskning af en
human cellelinje. Efterfglgende
isolerer forskerne proteinerne i

et oplgsningsmiddel, der tillader
membranproteinernes fedtelskende
dele at veere tolerante overfor en
vandbaseret oplgsning. Ved at ud-
trykke proteinet i samme sekvens
som en proteinmarkgr, som forske-
re har specialiserede veerktgjer til
at fange, kan forskerne bagefter
isolere de specifikke proteiner, som
de vil undersgge, fra alle de andre
proteiner i en celle.

Nar farst proteinet er oprenset,
plader forskerne det ud over et lille
gitter og fryser det gjeblikkeligt med
ethan, der er nedkglet ved hjeelp

af flydende kveelstof. Herefter kan
de fotografere det med et elektron-
mikroskop, som beskyder proteinet
med elektroner fra alle teenkelige
vinkler. Det giver udslag i form af en
masse 2D repraesentationer af prote-
inet. En matematisk algoritme seetter
efterfalgende alle de mange billeder
sammen til en 3D-model. Voila!

»Det svarer til, at en fotograf gar
rundt om et objekt og tager en
masse billeder, som han derefter
seetter sammen til noget, der kan
illustreres i 3D,« forklarer Henriette
Elisabeth Autzen.

Vil kortlaegge muterede
proteiner

Foruden de medicinske indsigter,
som kan komme ud af at kortlaegge
membranproteiner, kan forskningen
ogsa bruges til at blive klogere pa
cellerne i sig selv.

Calcium er pa den ene eller anden
made involveret i reguleringen af
alle TRPM-membranproteinerne, og
calcium er maske det vigtigste af
kroppens signalmolekyler. Ved at
forsta, hvordan calcium spiller sam-
men med TRPM-proteinerne, far for-
skerne indsigt i, hvordan celler i det
hele taget reguleres, kommunikerer
og fungerer. Det er vigtigt at vide,
ikke kun for at kunne kurere syg-
domme, men ogsa for overhovedet
at kunne forsta, hvorfor de opstar,
nar noget gar galt i generne.

| den sammenhaeng spiller Henriet-
te Elisabeth Autzens forskning indtil
videre kun en lille rolle, men det
kan eendre sig.

»Pa nuveerende tidspunkt drejer
min forskning sig om at fglge op pa
de fund, som vi gjorde i 2017 og
2018. Mere specifikt vil jeg meget
gerne kortlaegge proteinet, nar der
er opstaet en mutation i det og fin-
de ud af, hvilken rolle den omkring-
liggende lipidmembran spiller. Det
kan forhabentlig veere med til at
komme med en molekyleerbiologisk
forklaring pa, hvordan mutationer i
generne bag TRPM4 kan resultere

i hjerte- og hudsygdomme,« siger
Henriette Elisabeth Autzen. u
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