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Nar Darwin moter Newton:

Cvolutiondra mutationer styr
oroteiners rorelsemonster

Proteiner har inte en enda form utan dr mer som dynamiska robotar. Men - hur rér de sig
egentligen? Och vad visar det om deras funktion? Laura Orellana, biofysiker och forskare
vid Karolinska Institutet, beskriver proteiners rorelser med datorsimuleringar - och har
upptéickt en ny angreppspunkt fér likemedel mot hjarntumoren glioblastom.

Hér beskriver hon senaste nytt inom detta fascinerande forskningsomréde.

harles Darwins evolutionsteori,
‘ beskriven i boken O the Origin

of Species (1859), beskriver natu-
rens formaga att styra biologisk utveck-
ling genom att optimera funktionalitet
och form utifrin miljé. Frin sin resa till
Galapagoséarna blev det bland annat up-
penbart f6r Darwin hur faglars nibb-
form varierade kraftigt mellan olika dar
och med typen av dominerande féda.
Till exempel frimjades faglar med langa,
smala nibbar pd éar dir fruke var den
dominerade fodan.

Idagkinner vi till manga andra exem-
pel frin djurriket dir liknande miljé har
framjat en liknande form och strukeur
bland vitt skilda arter. Detta kallas £o7-
vergent evolution, det vill siga oberoende
mutationer resulterar i samma slutgiltiga
funktion. Man har ocks3 insett att dessa
evolutiondra principer dven appliceras pd
molekylar niva och att de ir av extraor-
dinir betydelse for att forstd bland annat
mekanismen bakom cancer. Tumorer
drivs av ackumulering av nyckelmutatio-
ner som triggar en evolutiondr process i
miniatyr dar cancerceller vixer, 6verlever
och anpassar sig pa ett sitt som inte sker
i friska celler.

Under de senaste decennierna har
forskare virlden éver karaktiriserat mil-
jontals cancermutationer och gjort dem
sokbara i publika databaser. Till exempel
innchéiller COSMIC-databasen i dags-

liget 6ver 11 miljoner missense-mutatio-
ner och antalet vixer i rasande takt. Men
vad dr det som gor att en mutation for-
vandlar en normalt fungerande cell till
en drivande cancercell? for att pa djupet
forstd hur en specifik mutation forindrar
en cells biologiska funktion maste vi for-
flytta oss ned till atomir niva och vad fy-
sikern Richard Feynman hinvisade till
som atomernas ” jiggling and wiggling”.

FORMEN SKAPAR RORELSEN

Padrivande cancermutationer riktar pa-
fallande ofta in sig p kroppens byggste-
nar, proteinerna. Denna klass av moleky-
ler uppvisar typiskt en vildigt komplex
form samtidigt som de kan vara extremt
flexibla. Det ir ofta formen som skapar
rorelsen och det ir sedan rorelsen som
skapar funktionen. Vi kinner idag en
myriad av intrikata proteinrorelser som
in i minsta detalj reglerar cellsignalering
och cellers funktion, allt frin éppning/
stingning av jonkanaler i cellmembranet
till muskelkontraktioner.

Faktum ir att manga funktionella ré-
relsemonster ir hirt bevarade (70-80
procent identiska) mellan bakterier och
humana proteiner. Det foljer att forstd-
elsen for hur proteiner férindrar sin
form ir av yttersta vike, inte minst i de
situationer nar proteinet uppvisar for-
indrad och ooénskad funktion vilket ir
fallet i cancer. Samtidigt kinner vi till att

mutationer ofta uppvisar tydliga tecken
pa Darwins naturliga urval. Mutationer-
na ackumulerar ofta i regioner i protein-
strukturen som ir sirskilt betydelsefulla
for proteinets rorelsemonster.

Sedan 1970-talet har forskning kring
proteinstrukturer samlats i Protein
Data Bank (PDB). Denna databas inne-
haller de 3D-strukeurer av proteiner och
deras komplex, bestimt med experimen-
tella metoder som réntgenkristallografi,
magnetresonans (NMR) eller kryoelek-
tronmikroskopi (Cryo-EM). Dessa tek-
niker har verkligen revolutionerat biolo-
gin, men de kriver att man ”laser” pro-
teinet i en 8gonblicksbild for att ta “tyd-
liga” bilder. Dirfor dr de experimentella
strukturerna endast statiska bilder av
proteinets dynamiska rérelse och ger
dirfor en begrinsad bild av hur varje
protein faktiskt fungerar. Aven om PDB
innehaller cirka 200 000 strukturer har
vanligtvis bara en eller hogst ett par
dgonblicksbilder lyckats fangas experi-
mentellt, vilket férhindrar en fullstindig
forstielse av deras mekanism och, saledes
mutationerna kopplade till dem.

P4 samma sitt som Darwins forkla-
ring av nibbformar kan appliceras pa
cancermutationer, kan Newtons rorelse-
lagar anvindas for att beskriva hur pro-
teiner ror sig. Samma ekvationer som be-
skriver planeternas rorelser kan anvin-
das for att simulera proteiners rorelse-
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Figure 1 (Full-page). Model to simulate EGFR embedded in a lipid membrane
with atomic detail.

Figure 2. Right: Structural convergence of ECD missense mutations (bottom left) and EGFRVIII (bottom right) to respectively displace or remove
domain | (pink), revealing the cryptic epitope for mAb806 (in red). Left: Intermediate state of the ECD bound to mAb806.

ménster. Med utgangspunke fran en ex-
perimentell proteinstrukeur (fran PDB)
kan man modellera dess ingdende ato-
mer, hur de interagerar och hur de kom-
mer att rora sig. Resultatet ir nirmast en
film av ett protein i rérelse och kan be-
skriva hur det évergar mellan olika funk-
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tionella tillstind. De mekanistiska insik-
terna som simuleringar kan ge, oméjliga
att uppni experimentellt, kan vara for-
vanansvirt avgorande for att forklara
mutationsménster i tumorer, nyligen be-
skrivet av var forskning med onkogenen
EGFR.

EGFR - EXTREMT FLEXIBELT

EGEFR (epidermal growth factor recep-
tor) ir en av de ildsta onkogenerna och
trots att den ir en méltavla for cancerte-
rapier finns det fortfarande fragetecken
kring dess aktiveringsmekanism och spe-
cifikt hur den triggar tumérbildning.



Tva experimentella biologiska observa-
tioner tyder pa att var forstaclse for detta
viktiga protein ir ofullstindig.

EGEFR ir ett extremt flexibelt trans-
membranprotein. Dess ektodomin bin-
der extracellulirt EGF och formedlar al-
losteriskt signalen vidare till den intra-
cellulira delen av proteinet (kinasen)
som i sin tur reglerar celltillvixt. Dess
komplexa strukeur och rérelse gor det
experimentellt svirt att “fotografera”
detta protein och det finns dirfor nigra
f3 statiska, kristalliserade, isolerade frag-
ment av EGFR dokumenterade i PDB.
Dessa fragment kan pa egen hand inte

forklara varfor extra- och intracellulira
mutationsmonster varierar kraftigt mel-
lan olika vivnader. I motsats till lung-
cancertumdrer (NSCLC) dir mutatio-
ner tenderar att fokusera pa den intracel-
lulira kinase-dominen (KD) ackumule-
ras mutationer i stillet extracellulirt i
hjarntumérer (glioblastomas, GBM).
Denna slaende mutationsasymmetri re-
sulterar i antagonistiska likemedelskins-
ligheter. Medan lungcancermutationer
kan behandlas med “tyrosin-kinase™in-
hibitorer (TKI) som binder till den ak-
tiva KD, paradoxalt nog ir GBM-muta-
tioner mer kinsliga for himmare av den
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Figure 3. Top: Models of fully active EGFR (left) and the transient EGFR intermediate (left) found

in GBM, shown bound to mAb806 and lapatinib. Bottom: Therapeutic response in animal models
to low dose mAb806: tumors carrying missense mutations respond to mAb806 (right) while those
driven by WT-EGFR overxpression do not. However, WT-EGFR can be allosterically sensitised by
lapatinib, so that extra- and intra-cellular co-targeting triggers synergistic tumor inhibition in

treated mice (left).

sd kallade inaktiva KD-konfigurationen
— ibada fallen aktiveras EGFR i avsak-
nad av liganden EGF.

En annan experimentell observation
som indikerar att vir forstielse for
EGFR ir inkomplett har sitt ursprung i
en unik antikropp (mAb806) utvecklad
av forskare vid Ludwig Institute i Austra-
lien for att specifikt binda till EGFR i
just cancerceller. Denna antikropp var
framtagen utifrin den vanligast fore-
kommande EGFR-varianten i glio-
blastom (EGFRvIII) dir halva ektodo-
minen ir helt raderad vilket i sin tur ex-
ponerar epitopet for antikroppen. Det
var dirfér mycket férvinande nir det
observerades att antikroppen iven visade
sig binda till WT EGFR i cancerceller.
Utifrén "fotografierna” av EGFR i PDB
ir epitopet for mAb806 dolt i bada dess
kinda konformationer (open/closed).
Det antogs dirfor att antikroppen i sjil-
va verket detekterar en okind interme-
diir konformation nir WT EGFR ror
sig fran dess inaktiva (obunden) till ak-
tiva (bunden) form.

KONVERGERANDE MUTATIONER | GBM
Monstret av de vanligaste missense-mu-
tationer i GBM visade sig for oss vara yt-
terligare en observation vird att griva
djupare i. Dessa mutationer ir beligna i
en till synes irrelevant region av ECD-
strukturen. Inledningsvis frsokte vi en-
dast forstd hur dessa mutationer aktive-
rar EGFR, men vir forskning ledde oss
till bAde mekanistiska och terapeutiska
relevanta insikter.

ECD bestar av fyra subdominer (I-
IV) som halls samman i en kompakt och
inaktiv konformation genom sjilvinhi-
berande link ("tether”) mellan domin II
och I'V. Nir liganden binder brister lin-
ken och ECD 6ppnas och méjliggor for
aktivering genom dimerisering. Vid ana-
lys framgar att de flesta GBM-mutatio-
ner féorekommer i kluster vid interdo-
mingrinsnite (I-IL, II-IV och II-III).
Medan mutationer vid linken mellan
II-IV klart gynnar éppnandet av ECD
var mekanismen for I-II-mutationer, be-
lagna langt fran sivil linken som omra-
det for ligandbindning, desto mer oklar.

Genom datorsimuleringar av I-II-mu-
tanter kunde vi observera en ovintad
“un-tethering” mot ett delvis 6ppet, mel-
lantillstand, vilket exponerade epitopen
f6r mAb806 och dirmed kopplade sam-
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man tv helt orelaterade forskningslinjer
di mAb806 aldrig tidigare hade foresla-
gits binda GBM missense-mutationer.
Simuleringarna visade vidare att regio-
nen som ror sig ar densamma som ir ra-
derad i EGFRVIII vilket féreslog poten-
tiell “strukturell ekvivalens” av tva ex-
tremt olika varianter av EGFR, det vill
saga att strukturelle helt olika glio-
blastommutationer “konvergerar” ge-
nom att ta bort eller férskjuta samma del
av proteinet och pd s sdct aktivera
EGEFR p4 liknande sitt.

Genom att anvinda smavinkelront-
genspridning (SAXS), fluorescensaktive-
rad cellsortering (FACS) tillsammans
med cell- och musmodeller f6r GBM ut-
vecklade av LICR validerade vi denna
”konvergens™hypotes. Resultaten visade
att GBM-mutationer, representativa for
de viktigaste strukturella klasserna hit-
tade i hjirntumérpatienter (vissa aldrig
testade in vitro), alla konvergerar till ett
liknande tillstind som detekteras av
mAb806. Exponering av 806-epitopen
skulle di vara kinnetecknet foér en
“ohimmad” ECD, dir en himmande re-
gion forskjuts eller raderas av mutationer
for ate aktivera vivnadsforedragna sig-
nalvigar.

Baserat pa var berikningsforskning
visades mAb806 forst framgingsrike be-
handla mutation A289V, den mest agg-
ressiva och frekventa missense-mutatio-
nen i GBM. Denna studie f6ljdes inom
kort upp av en bredare studie dir vi de-
monstrerar konvergensen av de viktigas-
te GBM-mutationsklasserna som finns
hos patienter, och hur lagdosbehandling
av mAb806 utloser tumérregression hos
dem alla. Dessa fynd kan dramatiskt ut-
oka den terapeutiska anvindningen av
mAb806 lingt bortom EGFRVIII- och
EGFR-amplifiering, som fortfarande ir
de tva primira biomarkorerna for klinis-
ka provningar.

SOM EN RATIONELL MALTAVLA

Den andra viktiga slutsatsen frin var
studie var att den allosteriska kopplingen
mellan ECD och KD kan utnyttjas som
en rationell maltavla for kombinerad ex-
tra- och intracellulir behandling.
mAb806-ECD-mutantkonvergensen
vickte naturligtvis frigan om sidana
mutationer ocksa skulle dela samma
KD-konformation som tidigare foresla-
gits, det vill siga om bide mAb806 och
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typ-II TKI kdnner igen samma mellan-
liggande tillstand i GBM. Med hjilp av
FACS visade vi att tillgingligheten for
806-epitopen dr titt kopplad till KD-
konformationen stabiliserad av TKI:er:
typ-I TKI minskar bindningen till
mAb806 medan typ-II och sirskilt lapa-
tinib (typ-11/2, med intermediir aktiva-
inaktiva funktioner) okar det, det vill
siga TKI-stabilisering av en mellanlig-
gande sKD-konformation forindrar al-
losteriskt ECD-konfigurationen och
dess epitoptillginglighet. Viktige dr att
KD-mutationer ir kinda for att gynna
aKD-dimeren, som vi visade ar kopplad
till en ECD med en begravd 806-¢pitop,
vilket méjligen férklarar deras kinda
samre svar pd mADb806. Baserat pa den-
na koppling visade vi att lapatinib-be-
handling sensibiliserar icke-svarande
WT-EGFR till mAb806, vilket resulte-
rar i synergistisk tumorhimning genom
samtidig extra-intracellulir blockad av
samma konformer. Demonstrationen av
hur allosterisk koppling kan omvandla
WT-ECD till tillstindet bundet av
mAb806 med konformationsspecifika
och synergiska TKI:er ger en grund for
att utdka anvindbarheten av denna anti-
kropp till EGFR-férindrade tumérer
oberoende av deras mutationsstatus, vil-
ket banar vig for rationell ECD-KD
sambchandling.

GOR ONKOLOGI “KONFORMATIONELL”

Aven om Newtons rérelselagar och can-
cermekanismer forefaller vara tva helt av-
lagsna omraden har vi visat att de kan
bringa nya ledtrddar for att knicka meka-
nismen bakom EGFR-onkogenen. Med
hjalp av simuleringar upptickee vi att vitt
skilda GBM-mutationer i sjilva verket
indrar EGFR-form eller konformation pi
ett liknande sitt. Detta ir ett unikt exem-
pel pé strukturell mimik p& molekylar
nivé. Vad som férefoll vara en skog av oli-
ka mutationer visade sig d6lja en snillrik
mckanism som i sjilva verket producerade
samma Darwinistiska resultat vilket i sin
tur anvinds av cancerceller for att vixa.
Ur en evolutionar synvinkel, och dven om
det har forekommit rapporter om “kon-
vergens’, till exempel pa enzymatiska plat-
ser ar vart arbete formodligen det forsta
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som avslojar denna méjlighet i sa stor ska-
la f6r cancermutationer.

A ena sidan visar EGFR konvergent
utveckling av anmirkningsvirt olika
mutationer i en given “nisch”, det vill
siga hjirnan for att uppna samma funk-
tion (asymmetrisk kinase), medan den &
andra sidan divergerar i tva olika miljoer
— lunga/hjirna - for att uppné olika an-
passningar (asymmetriskt kontra sym-
metriske kinase). Den féredragna “for-
men” eller konformationen i varje viv-
nad bestimmer det motsatta sittet som
dessa tumorer svarar pd likemedel, och
slaende nog, baserat pa receptorallosteri,
visade vi att iven en tumor som bir dver-
utcrycke EGFR vindes till att svara som
ett glioblastom av likemedel som laser
den i den "GBM-liknande” formen. En
annan viktig uppticke av vér forskning
var att visa att extra- och intracellulira
likemedel kan synergisera om de binder
till samma konformation, vilket kan
vara av stor betydelse nir man rikear sig
mot allosteriska transmembranrecepto-
rer. Vira experiment visade ocksa att,
som for EGFR-KD-mutationer, den
enda nirvaron av ECD-mutationer kun-
de frutsiga positiva svar pa anti-EGFR-
terapi mot den GBM-liknande konfor-
mationen; i ett vidare perspektiv rationa-
liserar de ocksi mutationell heterogeni-
tet i evolutionir-biokemiska termer, vil-
ket tyder pi att viavnadsspecificitet kan
vara ett anvindbart kinnetecken for
konvergens i likemedelssvar, vilket for-
tjinade ytterligare utforskning,

Nir vi letade efter dynamiska hotspots
i cancerdatabaser har vi hittat “konver-
genta” egenskaper i ovintade proteiner
som jonkanaler eller transportorer som
kan spela specialiserade roller i vissa tu-
morer. Sddana studier kan ocksa hjilpa
till att identifiera ligre frekvensmutatio-
ner i onkogener, vart EGFR-arbete vi-
sade ocksa att en sillsynt mutation, nira
hégfrekventa sadana och forutspas akei-
veras in silico”, verkligen var onkogen i
djurmodeller och kunde svara pa
mAb806-terapi. Identifieringen av £5-
rarcancermutationer ar ett mycket aktivt
omrade, och inklusive strukturell dyna-
mik 4r redan nésta grins.
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