-

programines

- 4

innebir ett kontrollerat avligsnande

‘ skadade, skadliga eller 6verflodiga celler.

Processen ir yteerst viktig for korrekt

reglering av embryonal utveckling och
for uppritthillandet av cellhomeostas
under hela livet. Men det viktigaste kin-
netecknet for cancer ‘ss formaga att
undvika den naturliga celldi')len; ett be-
teende som inte bara bi
tillvixt utarrocksa til

medicinsk behandﬁng‘. Manga patien-

till cancerns
€SS resistens mot

ter dor fortfarande eftersom det inte
finns effektiv behandling mot deras can-
cer®p, sirskilt de clakartade, oftast rel-
apsade cancerformerna med hog resis-
tensbenagenhet. Detta giller ocksa for
avancerad prostatacancer som oftast ir
obotligi slutfasen och som ir i fokus hos
vara samarbetspartner inom onkologi
vid Ume3 universitetet. X

Molekylar insikt i en viktig underlig-
gande mekanism kom frin upptickten
av en gen i B-cells CLL/ Iymfog—Z (Bel-
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ed hjilp av neutronrefektometri ger forskare vid Kemiska instit u
forstaelse pa atomniva for hur Bax, ett protein som hjilper till att

na ESS i Lund och ISIS i Storbfff\a};nien, har publicera
eskriver forskarna Gerhard Gréobner och Hanna

2) som visade forlingd cancercellsé%er-
levnad istillet for 6kad proliferation
Motsvarande protein var det anti-apop-
totiska (pro-survival) Bcl-2-proteinet
som gav namnet till den s kallade Bcl-2
roteinfamiljen med ménga medlem-
ar med olika funktioner, dir vissa dr
cellskyddande medan andra ir cellds-

dande’. Dir ingdr som nyckelspelare det -

cellskyddande Bcl-2-proteinet sjilv och
det celldédande proteinet Bax. Denna
proteinfamilj reglerar den intracellulira
programmerade celldéden i vira mito-
kondrier (intrinsisk apoptos) som i nor-
mal vivnad avligsnar skadade, infekte-
rade eller 6verflodiga celler. Dir borde
ocksd cancerceller inga, me‘n‘e und-
kommer oftast denna proccsﬁorsk—
ning har visat ett starkt samband mellan
tumoérutveckling och behandlingsresis-
tens kopplat till Bel-2-familjen. Det cell-
skyddande Bcl-2-proteinet ir inblandat
i cirka 50 procent av alla tumérer* och
overproduktion av Bel-2 ir en av de vik-
tigaste skyddsmekanismerna som can-
cerceller anvinder mot naturliga d6ds-

-

-

®

signaler men ocksi mot likeniedelsbase-
rad canc;:rbehandhng. »

®
HITTA NYA LAKEMEDEL
Pa grund av deras nyckelroll i intracel-
luldr apoptos och tumérutveckling och
overlevnad, dr Bcl-2-familjen en primirt
mal for ace kartligga de grundPiggande
mekanismerna bakom cancerdverlevnad
och for att hitta nya anti-cancermedel’
som via intracelluldr stress kan starta
celldéd genom att aktivera celldodande
proteiner och mitokondrial apoptos.
Detta ses som en viktig strategi mot
ménga elakartade och svirbehandlade
tumorer som skyddar sig mot celldod ge-
nom uppreglering av de cellskyddande
Bcl-2-proteinerna och/eller nedreglering
av celldédande proteiner. Men for att
forstdhur Bcl-2-proteinerna kan anvin-
das mot cancerbehandling behéver vi
forse forstd hur de fungerar.

For att forbittra behandlingen av resi-
stenta tumorer och hitta nya vigar for ut-
veckling av en ny generation av Bcl-2-s6-
kande likemedel, bedriver vi molekylir
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forskning med malsitcningen att dka for-
stelse f6r hur Bel-2 fungerar da de skyd-
dar manga cancertyper frin naturligeller
behandlingstaktiverad dod, samt hur det
celldddande Bax-proteinet (Bcl-2-associ-
ated X) fungerar. Bax ir en kritisk aktor i
mitokondriellt reglerad celldod dir det
aktiverar apoptos genom att perforera mi-
tokondriens yttre membran. For att forstd
hur det allra forsta steget i denna process
fungerar, utnyttjar vi en kombination av
de avancerade biofysikaliska metoderna
neutronreflektometri (NR) och NMR-
spektroskopi for att fa en insike i Bcl-
2-proteinfamiljens funktion och meka-
nism pa molekylir niva.

Med dessa metoder kan man obser-
vera hur Bcl-2-proteinerna sitter pa mi-
tokondriemembranets yta, och hur de
vixelverkar med varandra, samt studera
lipider i membranet. Neutronreflekto-
metri blev utfort vid ISIS Neutron and
Muon Source forskningsanliggning pa
Rutherford Appleton Laboratory i Eng-
land (se figur 1) i samarbete med Euro-
pean Spallation Source, ESS i Lund, som
for nirvarande byggs i Lund och kom-
mer att ha en rad olika instrument for
forskning inom life science och medicin
med hjilp av neutroner (se figur 2 for

princip). Syftet var att f4 molekylir in-
formation om strukturerna som bildas
av Bcl-2 och Bax pé mitokondriemem-
branens yta i det forsta steget av cell-
dédsprocessen for att hitta nya sitt att
blockera den skyddande funktionen av
Bcl-2 och besliktade proteiner (Bel-xL,
Mcl-1, Bcl-w, Bfl-1...) samt att 6ka den
celldodande effektiviteten av Bax imnat
for cancerbehandling.

Men hur fungerar Bcl-2-proteinerna
pa molekylir niva? Bel-2-familjen regle-
rar den intrinsiska apoptosen som ar en
process inuti cellen, starkt kopplad till
cellens sma kraftverk, s3 kallade mito-
kondrier dir till exempel ATP-produk-
tionen sker via oxidativ fosforylering.
Under apoptosen sker forstorelse av mi-
tokondrier med en kontrollerad kedja av
proteinmekanismer som i slutet ir d6d-
lig for cellen. For att detta inte ska ske i
vilmiende celler finns dirfor en vilba-
lanserad jimvike mellan cellskyddande
och celldédande Bcl-2-medlemmar som
befinner sig vid mitokondriens lipid-
membranyta, dir de enkelt sagt neutra-
liserar varandra.

AVGOR CELLENS ODE
Tillsammans med Dr. Luke Clifton vid

ISIS i England och kollegor fran Sverige,
har vi nu underscke hur de tva nyckel-
proteinerna Bcl-2 och Bax beter sig nir
de triffas vid mitokondriernas mem-
branyta f6r att avgora cellens 6de. Om
det blir en dodsdom aktiveras apopto-
tiska proteiner som Bax i cytosolen och
forflyteas i stora mingder till mitokon-
driens yttre membran dar de neutralise-
rar det antiapoptotiska Bcl-2 och de
dvertaliga Bax-molekylerna perforerar
mitokondriens hélje s att fler apopto-
tiska faktorer som cytokrom c slipps ut
for att vidare aktivera steg i cellddden via
caspaser. Slutligen fragmenteras cellen
och blir stadad bort via makrofager. Men
for att dverleva en sddan dodsdom har
ménga tumoérceller utvecklat en enkel
strategi i att Sveruttrycka Bel-2 for att
klara Bax-attacken (som ir ofta behand-
lingsinducerad) genom att himma all
Bax.

Ett stort problem i utvecklingen av
Bcl-2-inhibitorer ir fortfarande lag kun-
skapsniva om hur exakt Bcl-2 utfér sin
cellskyddande funktion i den mitokon-
driella membranmiljén. Dess molekylira
struktur och funktion ir inte helt ut-
redd, men skulle vara viktig for att ut-
veckla bittre strukturoptimerade like-

Figur 1: Dr.J Adén och Prof. G. Grébner vid SURF, en avancerad neutronreflektometer vid ISIS forskningsanldggning vid Harwell i England, som
anvands i samarbete med ESS (Lund) for att studera det cellskyddande proteinet Bcl-2 och celldédande proteinet Bax beteende i deras naturliga
mitokondriala membranomgivning. Bild: Dr. Tobias Sparrman, Umea universitet.
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Figur 2: Neutronreflektometri pa biologiska membran: Reflektions- och brytningsprocessen av en neutronstrale producerar en global profil tvérs
genom hela membranet och deras lipid- och proteinkomponenter. Metoden méter ocksa andringar efter tillsats av vidare proteiner,

|dkemedel eller membraneffektorer. Bild: stod fran Dr. L. Clifton, STFC (UK).

medelskandidater. Med neutronreflekto-
metri (NR) och NMR (kirnmagnet-
resonans)-spektroskopi kunde vi studera
hela Bel-2-proteinet i en mitokondrielik-
nande membranmiljé for att generera en

molekylir insike i de viktigaste strukeu-
rella och dynamiska funktionerna av
Bcl-2°. Vi kunde kartligga den relativa
fordelningen av Bcl-2-protein i mem-
branet och vilka delar av proteinet som

Dodsfunktion

Drug screening
Venetoclax

Figur 3: Var forskningsstrategi bygger pa vart arbetskoncept: Bcl-2-protein férhindrar apoptos vid
mitokondriens membran via blockering av proteinet Bax. Var forskning har tre syften: I. Vilken
struktur har Bcl-2 i sin nativa mitokondriala membranomagivning (se véanstra sidan); II. Hur blocke-
rar cellskyddande Bcl-2 det celldédande Bax-proteinet (se mitten) sa att cancerceller kan undvika
(terapi-inducerad) celldéd; och hur kan framtida ldkemedel [6sa upp komplexen sé att Bax kan
utfora sin celldodande effekt (se hogra sidan). Nu finns Venetoclax som dock bara fungerar for en
liten grupp av Bcl-2-kansliga cancertyper (i ALL och AML leukemier). Stort fokus ligger darfor pa
utveckling av nya lédkemedelkandidater for att expandera dess tilldmpning mot andra Bcl-2-kéns-
liga cancerformer och sléktningar till Bcl-2.

var rorliga. Resultaten visade att den hu-
vudsakliga proteindelen som blockerar
celldédande Bcl-2-medlemmar sitter
innesluten och orérlig i membranet sna-
rare in pa ytan (s figur 3, vinster sida);
detta i motsats till vad man tidigare
trott. Men den s kallade regulativa loo-
pen av proteinet ligger pé eller nira
membranytan och 4r mycket rorlig, som
ocksd NMR-spektroskopi tidigare indi-
kerat. Detta proteinsegment fungerar
som en molekylir omkopplare som kan
ta emot signaler fran cellens cytosol (till
exempel fosforyleringen for att kontrol-
lera aktiviteten). Celldédande proteiner
som Bax (i brun firg i figur 3) himmar
Bcl-2 pA membranniva via sin bindande
huvuddel, det si kallade BH3-motifet.
Resultaten innebir ett betydande ge-
nombrott i den mekanistiska forstielsen
hur Bcl-2 och Bax vixelverkar med var-
andra i membranmiljo, trots att det
linge varit kidnt att Bax dr membranak-
tivt och kan delvis penetrera det yttre li-
pidmembranet i mitokondrierna. Att
uppticka placeringen och beteendet for
Bcl-2-proteinet i dessa mitokondriella
membran ir ett genombrott for att forstd
den molekylira cellskyddsfunktionen av
Bcl-2 i normala celler samt tumorceller,
vilket gor Bel-2 till ett primirt mal for
bittre cancerbehandling med fokus pa
aktiva substanser som slipper Bax fri
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fran Bcl-2/Bax complexen (se figur 3,
mitten och hoger).

Forskningen har haft som strategi att
hitta likemedel som binder till Bcl-
2-proteinet eller dess sliktningar for att
slappa celldddande proteiner som Bax fri
fran sin inhiberande Bcl-2-komplex for
att forstora tumorceller. Men att hitta 13-
kemedel som korrumperar protein-pro-
tein-vixelverkan och inte bara module-
rar en enzymfunktion med smi likeme-
delmolekyler, 4r ganska krivande. Men
pa senare ar hittade farmaceutisk forsk-
ning si kallade BH3 mimetiska likeme-
del som blockerar Bcl-2 bindningsficka
(princip, se figur 3, mitten) frin att bin-
da Bax-proteinet via sin BH3-domain.
Som en forsta linjes likemedel uppticktes
Venetoclax (ABT-199) som nu ir tillatet
for behandling av kronisk lymfocytisk
leukemi. I princip skulle Venetoclax hjil-
pa ocksd mot ménga Bcl-2-kinsliga tu-
mdérer som ensam behandlingsform, men
det gor det inte.

AKTIVERAR PARALLELLA VAGAR

Mainga andra Bcl-2-kinsliga tumérer
overlever behandlingen eftersom de kan
aktivera parallella vigar for att 6verut-
trycka andra cellskyddande Bcl-2-prote-
iner, eller s& muterar de bindningsfickan
hos Bcl-2 som till exempel bidrar till act
en subgrupp av leukemipatienter blir
icke-responsiv till Venetoclax”. Dirfér
finns nu ocksa en typ av modifierad Ve-
netoclax som kallas Navitoclax (ABT-
263) som inte bara himmar Bcl-2 utan
ocksé dess sliktningar som BclxL och
Bcl-w, och befinner sig nu under klinisk
prévning (AbbVie). Det finns ocksd en
hel del studier dir anvindningen av
dessa substanser i kombination med an-
ticancer-likemedel som utnyttjar andra
signalvigar i tumérer utreds.

Den stora motspelaren av de cellskyd-
dande Bel-2-proteinerna ar Bax och dess
nira sliktningar. Men hur penetrerar
Bax mitokondrierna for att aktivera cell-
déd, en mekanism som minga tumérbe-
handlingar vill fa iging? Det finns bra
molekylira strukturer av Bax i cytosolen
men hur det aktiverade Bax-proteinet
binder till och perforerar mitokondriens
yttre membran har tidigare varit okint.
Dirfor anvinde vii en ny studie® huvud-
sakligen neutronreflektometri (NR) for
att studera strukturen av Bax i olika mi-
tokondria membranmiljder. Eftersom vi
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kunde gora unika tidsupplosta NR-mit-
ningar kunde vi se hur Bax attackerar
och perforerar mitokondrier under apo-
ptosens forsta steg samt pa vilken tids-
skala detta sker. Bildning av porer i
membranet sker i tvd steg med en snabb
process dir Bax fastnar pA membranet
och en langsammare process (nigra tim-
mar som dr jimfSrbart med celldéden 77
vivo) dir Bax skapar porer genom att ex-
trahera lipider for att skapa ett hal i
membranet. Lipider som pé si sitt extra-
heras bygger lipid-Bax-komplex pd mem-
branets yta pa ett sitt (se figur 4) som var
okint innan vir NR-studie. Hilets
funktion ir att slippa ut apoptotiska
faktorer sdsom cytokrom ¢ frin mito-
kondrien, som i cytosolen aktiverar cas-
paser och borjar en irreversibel signal-
kaskad som slutar i cellens dod.

GAV UNIKA INSIKTER

Att vi kunde studera hur Bax bildar po-
rer i membranet genom att undersoka
strukturen av Bax i olika membranmil-
joer med tidsupplésta experiment gav en

unik molekylir och mekanistisk insike i
denna kritiska process dir Bax attackerar
mitokondrier under celldéd. Detta ar-
bete har relevans for att forstd bide
grundliggande cellprocesser samt can-
cerbiologi. Det visar verkligen formagan
av neutronreflektometri att ge unik in-
formation pa molekylir nivi inom bio-
medicinsk forskning och éppnar upp nya
vigar for utveckling av likemedel som
forstirker Bax fdrmaga att attackera mi-
tokondrier ocksa hos elaka tumérceller.
P4 sistone ligger fokus i att utnyttja Bel-
2-familjen i cancerbehandlingar, nimli-
gen att hitta nya likemedel som ir akei-
vatorer’ av Bax for att ytterligare oka
dess effekt i cancerbehandling.

Men hur aktiverar man Bax att utfora
celldéd via penetrering av mitokondrias
yttre lipidmembran dir ocksa cellskyd-
dande proteiner som Bcl-2 sitter och kan
vara i stort overtal? Fysiologiskt siker-
stills Bax homeostasis i vivnad, men fel-
reglering av Bax kan orsaka oavsiktlig
celldod. Detta vill man utnyttja. Trots
att Bax ir ett intressant likemedelsmal

Figur 4: Schematisk modell av proteinet Bax (lila) generering av porer i mitokondriernas yttre
membran detekterat med hjalp av neutronreflektometri (6verst). Bildningen av protein/lipid-
komplex sker pa samma tidskala av nagra timmar som i levande celler och ar ett nyckelsteg
for att slutfora den programmerade celldéden. Bild: Dr. Luke Clifton, STFC (UK).
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Figur 5: Strukturer av ldkemedlet Venetoclax och de experimentella ldkemedelkandidaterna
Navitoclax och Obatoclax som fungerar som inhibitorer av den cellskyddande proteinfamiljen
Bcl-2. BTSA1.2 dr en ldkemedelskandidat som istéllet aktiverar celldddande Bax for att undvika
blockering via Bcl-2 och dérmed avldagsnar tumorceller.

har man fokuserat ganska linge pa like-
medel mot cellskyddande proteiner som
Bcl-2, detta for att det har varit svirt att
forstd mekanismerna bakom Bax-aktive-
ring samt att hitta aktiveringslikemedel.
Men nyligen har det hint mycket pa den-
na front’. Genom intensiva struktur-
funktionsstudier de senaste iren hittade
man en Bax N-terminal bindingssite
som dr nodvindig for aktivering av Bax
sd att den attraheras frin cytosolen till
mitokondrier och bildar dédliga mem-
branperforerande oligomerer. Detta ak-
tiveringsstille i Bax dr en hydrofob yta
dar man ocksa lyckades att hitta och op-
timera likemedelkandidater som kan
fastna och aktivera Bax. Det finns minga
forsok for ate hitta sma molekyler som
oppnar nya mojligheter for att angripa
Bax. Den direkta farmakologiska modu-
leringen av Bax dr ett attraktivt mal och
de nyligen upptickta smé molekylerna
som BTSA1.2 har exempelvis uppvisat
potential i djurmodeller for att stoppa
blockeringen av cancer via 6veruttryck
av cellskyddande Bel-2-proteiner’.
Samfattningsvis kan man siga att
grundforskning som till exempel vara
NR-studier ar en liten pusselbit, men
som bidragit med stora steg for att forsta
rollen av Bel-2-familjen och programme-
rad celldéd och dess 6kade roll i upp-
komsten av tumorer och behandlingsre-
sistens. Baserad pa en molekylir forsta-
else hur cellskyddande Bcl-2 och deras
sliktingar skyddar cancerceller och hur

24 onkologi i sverige nr 6 — 23

Bax dodar celler via cellens mitokon-
drier, utvecklades nya strategier att bota
cancer genom att uttnyttja dessa protei-
ner som terapeutiska mal. Medan Vene-
toclax och Navitoclax redan finns god-
kinda som Bcl-2-inhibitorer trots deras
begrinsningar, ir mer forskning pa ging
for att forbittra dem och hitta nya Bel-2
familjen-inhibitorer som Obatoclax
(6versike, se figur S). For Bax-aktivator ir
BTSAI.2 en het kandidat, men det sker
mycket sékande fortfarande for andra
sma lakemedelmolekyler som kan vara
ortosteriska, allosteriska eller inducera
Bax oligomerisering, detta for att hitta
nya vigar att forbitcra behandlingsfor-
mer. Nyligen finns ocksé behandlings-
strategier dir man kombinerar Bcl-2-in-
hibitorer med Bax-aktivatorer' for att sla
kraftfullt mot tumérceller och motverka
deras formaga att utveckla resistens.
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