G protein-koblede reseptorer
som mal for legemidler

Signal-bias og 3D-modellering
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Hvordan virker legemidler? Og hva virker de pa?

= De aller fleste legemidler virker ved a binde til makromolekyler pa/i
celler, og dermed modulere (stimulere/hemme) deres funksjon.

= Disse makromolekylene omtales som malmolekyler (drug targets),
og ca 95 % av dem er proteiner.

= Tall fra 2017:

e Ca 670 malmolekyler, og ca 1200 legemidler
* Ca1/3 avlegemidlene virker pa G protein-
koblede reseptorer (GPCRs):
-agonister: aktiverer reseptoren

B GPCRs (7TM1)

B lon channels

[ Kinases

[ Nuclear receptors

B Other

-antagonister: blokkerer reseptoren

Markedsfgrte smamolekylzere legemidler (%)
Santos et al. Nat. Rev. Drug Disc. 2017, 16, 19-34. gruppert etter malmolekyl-familie
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Kjemokinreseptorene (23 stk) utgjar en stor
underfamilie av GPCRs, men det finnes kun 3
markedsfgrte legemidler (0,6 %):

» Mogamulizumab: CCR4 antistoff; T-celle lymfom

= Maraviroc: CCR5 antagonist; HIV-entry

= Plerixafor: CXCR4 antagonist; stamcelle-mobilisering

Hauser et al. Nat. Rev. Drug. Disc. 2017, 16, 829-842
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Hva er plerixafor (Mozobil®)?

= Egenskaper: Selektiv CXCR4 antagonist

* Blokkerer binding av den endogene kjemokinliganden CXCL12
til kjemokinreseptoren CXCR4

= Klinisk bruk: Mobilisering av stamceller fra benmarg til
blod ifbm. stamcelle-transplantasjon
* Interaksjonen mellom CXCL12 og CXCR4 bidrar til a holde
stamceller i benmargen.

* Blokkering av denne interaksjonen med en antagonist
(plerixafor) gjgr at stamcellene forlater benmargen og
«mobiliserer» ut i blodet.

* De mobiliserte stamcellene hgstes fra blod, og kan deretter
transplanteres til en annen person (allogen) eller tilbake til
samme person (autolog).

» Aktuelt ved behandling av ulike typer blodkreft: Non-
Hodgkins lymfom og multippelt myelom.
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Ngo et al. PLoS Biol. 2020, 18, e3000656



Hva er biased signaling (signal-bias)?

a) Forenklet modell

= Betrakte reseptoren som en bryter:

Tidligere forstaelse: en funksjon

J

Kun to muligheter:

AV

Dagens forstaelse: flere funksjoner

# ]
4 vy
Fire muligheter: Atte muligheter:
-AV -PA-AV
AV- -AV-AV
AV-AV AV-AV-PA osv.

https://privat.elko.no



Hva er biased signaling (signal-bias)?

b) Konkret for GPCRs

= G-protein aktivering vs. B-arrestin rekruttering

«balansert» «biased»
agonist (ant)agonist

:::w:::

J

d GRK
. -arrestin
G-protein - G-protein B
PA-PA PA-AV

«biased»
(ant)agonist

«balansert»
antagonist

‘ y GRK
a g ly ai g v
- z B-arrestin
G-protein G-protein
AV-PA AV-AV

Eiger et al. Cell Signal. 2021, 78, p.109862



Fokus for artikkelen:
Sammenligning av to CXCR4 antagonister

= Plerixafor (godkjent legemiddel) og AMD11070 (eksperimentell forbindelse)
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Aktivitetsprofiler for de to forbindelsene
a) In vitro (cellekultur m.m.)

Hemming av G protein-signalering:
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= Konklusjon: AMD11070 er en bedre CXCR4 antagonist enn plerixafor in vitro.



Aktivitetsprofiler for de to forbindelsene
b) Stamcelle-mobilisering in vivo (i levende organismer)

= Effekt pa hematopoetiske progenitor-celler (HPC) fra mus:
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= Konklusjon: Plerixafor er en bedre stamcelle-mobiliserer enn AMD11070 in vivo.

= Et tilsynelatende paradoks...



% of max. CXCL12 induced
[-arresting recruitment
in C2C12-CXCRA4 cell line

Hvordan kan dette forklares?
a) Ulik effekt pa rekruttering av B-arrestin
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= Plerixafor rekrutterer B-arrestin, og er
en partiell agonist for denne signalveien.

= AMD11070 rekrutterer ikke B-arrestin



Hvordan kan dette forklares?
b) Signal-bias
= AMD11070 er en «balansert» antagonist, mens plerixafor er «biased»:

AMD11070 plerixafor

CXCR4
< oo
. GRK
a B v
B-arrestin mmm) Flere effekter, inkludert
«internalisering»
AV-AV AV-PA = reseptorer fjernes fra

celleoverflaten!



Sett fra siden:
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Molekylaer forklaring pa bias
a) Bindingsmate i CXCR4

= Genererte 3D-modeller av henholdsvis plerixafor og
AMD11070 bundet til CXCRA4.

= Fant ulike bindingsmater i reseptoren — her sett ovenfra:
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Molekylzer forklaring pa bias
b) Overfgrsel av bindingssted fra CXCR4 til CXCR3

® Innf@grte mutasjoner i CXCR3, slik at bindingslommen ble CXCR4-lignende:
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| fremtiden...

= Design av nye legemidler med en spesifikk (balansert/biased) farmakologisk profil?
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Immunmodulerende middel.  Klassifisering: Bicyclamderivat, selektiv reversibellantagonist av kjemokinreseptoren CXCR4.

LO3A X16 (Plerixafor) Virkningsmekanisme: Blokkerer binding av liganden stromacellederivert faktor-1 alfa (SDF-1 alfa),
ogsa kjent som CXCL12. Forstyrrelse av CXCR4-binding til CXCL12 ferer til ekning av bade modne og
pluripotente celler i systemisk sirkulasjon. Mobiliserte CD34+-celler er funksjonelle og kan
transplanteres med langvarig repopulasjonevne.
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