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Udvikling af legemidler har gennemgéet
en radikal &ndring siden Hippocrates blev
leegekunstens fader i 460 B.C. Fra at me-
dicin, som f.eks. opium, blev kendt via
empirisk brug af planter, er legemiddelud-
vikling i dag preeget af rationelt design af
stoffer med en gnsket farmakologisk virk-
ning pa et specifikt mélmolekyle (target)
i kroppen. Denne proces er dog ikke op-
stéet fra den ene dag til den anden, men er
gaet gennem adskillige udviklingsfaser. Ved
udvikling af nye selektive stoffer i 70erne
0g 80erne blev man saledes i stigende grad
klar over eksistensen af subtyper og isofor-
mer af receptorer, transportarer, ionkanaler
og enzymer i forskellige organer og hjer-
neregioner. Dette farte til udvikling af nye
lzegemidler med ferre bivirkninger, idet
man mere specifikt kunne ramme det syge
organ. Den selektive histamin H2 recep-
tor antagonist cimetidin og den selektive
adrenerge 132 receptor agonist salbutamol
er klassiske eksempler pa denne udvikling.
| begyndelsen af 80erne klonedes
DNA for de farste receptorer, ionkanaler
og enzymer, og i det efterfalgende arti blev
tusindvis flere klonet. Det viste sig hurtigt,
at mange af observationerne fra organfar-
makologien kunne forklares med eksisten-
sen af subtyper af disse targetmolekyler.
Hermed blev molekylar farmakologien
fadt, idet hver enkelt subtype kunne ud-
trykkes i cellelinier og ved hjelp af effek-
tive biokemiske assays kunne man profi-

lere nye stoffers subtype selektivitet med
hidtil uset pracision og hastighed. | lgbet
af 90erne blev disse biokemiske metoder
udviklet yderligere og ved implemente-
ring af robotter kunne man udvikle high-
throughput screening (HTS) hvor tusindvis
af stoffer kunne testes om dagen.

1 90erne blev high-throughput DNA
sekventering ogsa udviklet, bl.a. ved im-
plementering af robotter som ved HTS
screening. Dette gjorde det muligt at
sekventere hele genomer (arvematerialet),
hvilket kulminerede i 2001 med publice-
ring af det humane genom, der gjorde det
muligt at identificere og klone de sidste
subtyper og isoformer af receptorer, trans-
portarer, ionkanaler og enzymer. Man har
saledes faet et fuldstendigt overblik over
antallet af receptor- og transportar subty-

per for hjernens forskellige signalstoffer
som f.eks. y-aminosmagrsyre (GABA) —
den vigtigste og mest udbredte hemmende
neurotransmitter i centralnervesystemet
(CNS).

GABA — HJERNENS HEMMENDE
SIGNALSTOF

En typisk GABAerg synapse er skitseret

i fig. 1. Det ses, at GABA dannes i pre-
synapsen ud fra glutaminsyre via dekarbox-
ylering med enzymet glutaminsyre dekar-
boxylase (GAD). GABA oplagres i vesikler
og friszttes til synapsen, nar neuronen
aktiveres. Den frisatte GABA vil herefter
aktivere sével pra- og postsynaptiske re-
ceptorer, hvorefter GABA genoptages pre-
synaptisk og i de omliggende gliaceller via
en energikrevende GABA-transportar.
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FIGUR 1 Skematisk illustration af en typisk GABAerg synapse med angivelse af GABA’s
biosyntese og metabolisering, transportmekanismer og receptorer. Ved transmission
fra den praesynaptiske nervecelle frigives signalstoffet GABA til spalten mellem de to
celler. Herefter aktiveres GABA receptorer pd bade den pree- og postsynaptiske nerve-
celle, hvor farstnevnte fungerer som auto-feedback, der hemmer yderligere frigivelse
af GABA fra presynapsen. Signalet ophgrer ved at GABA transportgrer “suger” GABA til-
bage i preesynapsen og i de omliggende glia celler. GAD: glutaminsyre dekarboxylase.
GABA-T: GABA-transaminase.




Den optagne GABA vil delvist blive gen-
anvendt prasynaptisk, mens den resteren-
de del nedbrydes til ravsyresemialdehyd
0g ravsyre med enzymerne GABA-trans-
aminase (GABA-T) og ravsyre dehydro-
genase. Ravsyren indgar herefter i citron-
syrecyklus.

Pé baggrund af farmakologiske data er
GABA receptorerne blevet inddelt i GABA,
09 GABA; receptorer. GABA, receptorer-
ne er receptorstyrede ionkanaler, der ved
aktivering farer til doning af en klorid-
kanal. Herved falger klorid-ionerne den
elektrokemiske gradient, hvilket i de fleste
tilfelde betyder en transport af klorid-ion-
er ind i cellen. Cellen bliver herved hyper-
polariseret og dermed sveerere at depolari-
sere ved efterfglgende stimulative input.
GABA; receptoren er G-protein koblet og
hemmer dannelsen af cyklisk AMP (CAMP).
Postsynaptisk farer aktivering af GABA;
receptoren endvidere til &bning af en ka-
lium-kanal, hvilket farer til hyperpolari-
sering. Praesynaptisk farer aktivering af
GABA; receptoren til lukning af en kal-
cium-kanal og reduktion af den intracellu-
lzere kalcium koncentration, hvilket er med
til at stoppe yderligere friszttelse af GABA.
GABA; receptoren er saledes ogsa inhibi-
torisk, men har endvidere en vigtig feed-
back funktion i synapsen.

GABA SYSTEMETS SUBTYPER
18 forskellige GABA, receptor enheder

er blevet klonet og opdelt i syv forskellige
familier, hvor hovedparten har beslegtede
enheder: s, Bis, Vi3 9, € 0 0 prs. SOM
det fremgar af fig. 2 er en funktionel
GABA, receptor opbygget af fem enheder
samlet i en ring omkring et rgr i midten,
der udger klorid-kanalen. Teoretisk er der
sdledes tusindvis af mulige kombinationer
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FIGUR 2 (a). Skematisk illustration af den mest udbredte GABA, receptor (set fra den
ekstracellulaere side), som er opbygget af to «,, to B, 0g en vy, enheder. Enhederne er sam-
let i enring, hvorved der dannes et rgr i midten der udger den receptorstyrede klorid-
kanal. GABA og benzodiazepinernes (BZ) bindingssted i interfacet mellem henholdsvis
o,/ B, 09 o, / vy, erangivet. (b). Illustration af den heteromere GABA; receptor dannet af
GABA.; 0g GABA,, med angivelse af de to forskellige isoformer af GABA,, med varieren-
de lengde af den extracellulere amino-terminale hale kaldt henholdsvis GABA,,, og
GABA;;,. (c). 3D model af GABA transportar subtypen GAT-1 der er skabt vha. computer
modeling udfra den kendte 3D struktur af den bakterielle transporter LeuTAa.

af de 18 enheder, men det har vist sig, at
der kun dannes relativt fa kombinationer
in vivo. Receptorer bestdende af to o,
a; eller a; enheder sammen med to B,, B.
eller B, enheder og én vy, eller & enhed er
saledes de mest udbredte. Feks. er ouB2y,
receptoren den mest dominerende subty-
pe, der stort set er udtrykt i alle CNS regi-
oner, mens andre receptor kombinationer
har mindre udbredelse og er mere specifikt
udtrykt. GABA binder til interfacet mel-
lem « 0g B enhederne, mens benzodiaze-
pinerne (mest anvendte leegemiddelgruppe
indenfor GABA systemet, hvor diazepam
og valium er de klassiske eksempler) binder
til interfacet mellem « og y enhederne.

GABA; receptoren er en heterodimer
sammensat af de to enheder; GABAg, 0g
GABA; (fig. 2b). Hovedparten, hvis ikke
alle funktionelle GABA, receptorer be-
star af disse to enheder, og det er séledes
ikke umiddelbart muligt at opna subtype
selektivitet indenfor GABA; receptoren.
Der er dog blevet identificeret to forskel-
lige isoformer af GABAg; med varierende
lengde af den extracelluleere amino-termi-
nale hale kaldt henholdsvis GABAg,. 09
GABAGy.

Endelig er der blevet identificeret fire for-
skellige subtyper af GABA transportarer,
der alle bruger co-transport af natrium
ioner som energikilde til at transportere
GABA mod dens koncentrationsgradient.

Samlet set er der saledes en lang rekke
subtyper indenfor GABA systemet, som
alle er potentielle lzgemiddeltargets. Op-
gaven er sa “blot” at finde ud af, hvilke
subtyper der er involveret i de forskellige
sygdomsprocesser og derefter udvikle se-
lektive stoffer, der specifikt rammer disse
subtyper.

FLUORESCENS VISER FARMAKOLOGI
For at na malet, at udvikle subtype selek-
tive stoffer, har man udviklet nye farma-
kologiske HTS testsystemer, som hurtigt
kan karakterisere nyudviklede stoffer pa
en raekke forskellige receptorsubtyper, der
udtrykkes individuelt i cellelinier. End-
videre abner disse teknologier mulighed
for at udfare screening af stofbiblioteker,
som kan fare til nye kemiske strukturer
med nye farmakologiske egenskaber sasom
gget subtype selektivitet. De mest udbredte
testsystemer er baseret pa fluorescerende
stoffer, der @ger deres fluorescens, nar de
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FIGUR 3 A. Konfokal mikroskopi billede af to celler transfekteret med en ionotrop gluta-

mat receptor og loaded med stoffet Fluo-4, der fluorescerer gront nar det binder kalcium
ioner. B. Billede af de samme celler, der er blevet aktiveret med glutamat, hvorved der
strgmmer kalcium ind i cellen, hvilket farer til kraftigt gren fluorescens fra Fluo-4 markgren.

f.eks. binder kalcium eller membranpoten-
tialet over cellemembranen @ndres (fig. 3).
Hermed kan aktivering af langt de fleste
receptorer og den natrium afhangige trans-
port af signalstoffer hurtigt og billigt mé-
les i samme apparat. Pa denne vis er der
saledes udviklet fluorescens baserede assays
for bade GABA, og GABA receptorer
samt GABA transportarer, som anvendes
i forbindelse med testning af nyudviklede
kemiske stoffer.

KNOCKOUT MUS
Et af hovedformalene med udviklingen

af GABA ligander er at tilvejebringe nye
subtype selektive stoffer, som efterfalgen-
de vil kunne anvendes til at undersage den
fysiologiske funktion og det terapeutiske
potentiale af de enkelte subtyper. En an-
den vej til at na dette mal er anvendelse af
knockout mus, hvor de enkelte receptor-
subtyper fjernes fra musens arvemateriale,
hvorefter man sammenligner analyser af
disse knockout mus med den oprindelige
vildtype mus. Forekomsten af de tidligere
navnte GABAs.. 0 GABAsy, isoformer af
GABA; receptoren havde afstedkommet
nogen undren. Da variationen sidder langt
fra GABA's bindingssted (fig. 2) kunne
man ikke identificere stoffer, der kunne
differentiere mellem de to isoformer, og
valgte derfor at ga den lange vej og lave to

knockout mus, der henholdsvis manglede
GABAg,. (1a") og GABAg, (1b7). Fem
ar efter pabegyndelsen af projektet var de
genetisk modificerede mus fremstillet og
analyseret, og der viste sig meget spend-
ende resultater, idet de to isoformer har
forskellig lokalisering i synapsen og for-
skellig funktion i forbindelse med f.eks.
indleering og hukommelse.

FANTASY’'S VIRKNINGSMEKANISME
Endeligt kan man kombinere de to meto-
der, selektive stoffer og knockout mus, til
at opna ny viden om stoffers virknings-
mekanisme in vivo. F.eks. havde det lzenge

veeret diskuteret, hvordan rusmidlet gamma-
hydroxysmarsyre (GHB, Fantasy) virkede
in vivo. Nogle mente der eksisterede en
decideret GHB receptor, mens andre
mente at stoffet virkede via aktivering af
GABA, receptoren. For at lgse denne gade
blev stoffet givet til vildtype mus og til
mus, der havde faet fiernet GABA,, recep-
toren. Den efterfalgende analyse af muse-
ne viste, at alle kendte effekter af GHB var
tilstede i vildtype musene, mens de var fjer-
net i GABAg, knockout musene. Interes-
sant nok bandt GHB stadig til hjernen
hos GABAs,; knockout musene pa samme
made som til vildtype musene, sa det er
muligt, at der eksisterer en GHB receptor,
som dog i givet fald stadig skulle fare til
aktivering af GABA; receptoren (f.eks. via
gget GABA frigivelse). Farst nar protei-
net, der binder GHB i knockout musen,
bliver identificeret, far vi endelig vished
for om GHB virker direkte eller indirekte
pa GABA, receptoren. Derfor jagtes dette
protein nu for at man kan komme helt til
bunds i problematikken.

MOLECULAR PHARMACOLOGICAL SUBTYPES

~vy-Aminobutyric acid (GABA) is the most important inhibitory neurotransmitter in the central nervous sys-
tem (CNS). Upon release into the synapse, GABA activates GABA, and GABA; receptors, which belong

to the families of ligand-gated ion channels and G-protein coupled receptors, respectively. Signal trans-
mission is terminated by GABA re-uptake into neurons and glia cells by GABA transporters. A number of
receptor and transporter subtypes have been identified and are currently being pursued as targets for the
development of novel drugs. A key point in this regard is to achieve subtype selectivity in order to develop
effective drugs with fewer side effects. To reach this goal, highly efficient pharmacological assays for
numerous subtypes based on fluorescence markers of cell activation have been developed. They are
employed to characterise novel compounds targeting the GABA system. In addition, a number of genetically
modified mice with targeted disruption of individual GABA; receptor subtypes have been generated and
analysed. The combination of novel selective compounds and genetically modified mice provides a strong
platform for understanding the complex physiology of the individual receptor and transporter subtypes
forming the basis for GABA neurotransmission.



