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Drug targets: identifikation og validering
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Resume

Den forskningsdrevne leegemiddelindustri sgger efter nye angrebs-
punkter (drug targets) for nye leegemidler til et voksende marked
for bedre, steerkere og sikrere laegemidler. Anvendelse af moderne
molekylzere og cellebiologiske teknikker kombineret med hurtigere
screeningsmetoder har sammen med sekventeringen af det hu-
mane genom givet adgang til tusinder af nye drug targets. Uden
en funktionel karakterisering af disse targets og validering af dem
som angrebspunkter for leegemidler vil anstrengelserne sjeeldent
lykkes. | denne oversigtsartikel diskuteres mulige mader at veelge
og validere nye drug targets pa ved anvendelse af DNA-sekvens,
bioinformatik, omvendt farmakologi, funktionel genetik, ekspres-
sionsprofiler af RNA og genomskanninger af patientpopulationer.
Nogle eksempler pa gennembrud for drug discovery af fremtidens
leegemidler vil ogsa blive praesenteret.

Der er et stort behov for nye og bedre leegemidler, som kan
bruges til behandling af sygdomme og oge livskvaliteten for
patienterne. Dette stiller store krav og forventninger til den
forskende leegemiddelindustri, og maske sarligt til den del af
industrien, som arbejder i den tidligste fase af leegemiddelud-
viklingen, den sdkaldte drug discovery. Mange af de leegemid-
ler, som vi anvender i dag, herunder eksempelvis antipsyko-
tika og antidepressiva, er opdaget ved en tilfzldighed, uden
indsigt i og forstdelse for gennem hvilke mekanismer de vir-
ker. En »tilfzeldighedens strategi« er naturligvis ikke baeredyg-
tig for en moderne farmaceutisk virksomhed, men dette ude-
lukker langtfra, at et vist held kombineret med innovativt og
indsigtsfuldt arbejde ofte er nedvendige ingredienser i frem-
bringelse af nye leegemidler, ogsa i dag.

Mange virksomheder har investeret betydelige summer i
ny teknologi for at ege chancen for succes. Inden for de sene-
ste ti &r har kombinatorisk kemi, high-throughput (>1.000 stof-
fer pr. dag) screening, bioinformatik (databaser og beregnin-
ger af store biologiske datamangder), genomics (sekventering
af det humane genom) og proteomics (identifikation af pro-
teiner) - bare for at neevne nogle i af de store tekniske mulig-
heder - haft et succesfuldt indtog i forskningsmiljeerne og
medfort en stor 2ndring i den tidlige forskning og udviklings-
fase af drug discovery.

P4 trods af nye teknologiske muligheder forbliver drug
discovery dog en risikabel forretning. Samtidig har en aget
internationalisering og konkurrence medfert, at nye leege-
midler skal markedsfores globalt, hvilket igen har stillet storre
krav til de store farmaceutiske selskaber om en effektiv klinisk
udvikling af deres produkter. Sammenfattende betyder dette,
at et nyt succesfuldt leegemiddel skal virke via en ny meka-

nisme, og det skal kunne udvikles pa en effektiv made til et
marked, som er interesseret i at betale en pris, der modsvarer
de forsknings- og udviklingsomkostninger, som er anvendt til
projektet.

Alt i alt er den farmaceutiske og bioteknologiske industri
derfor i en spendende og udfordrende situation, hvor det
gzlder om at finde nye muligheder, gerne ved anvendelse af
nye avancerede teknologier og viden pa et stadig stigende,
konkurrerende, globalt marked. I denne oversigtsartikel be-
lyses de udfordringer og muligheder, der ligger i drug discovery
med en serlig fokus pa den nyeste forskning i den tidligste
fase, nemlig hvordan drug target velges og valideres.

Drug target og drug screening

Det angrebspunkt (d7#g target), hvorigennem et nyt leegemid-
let udever sin virkning, er centralt for den tidlige forskning.
Har man det rigtige farget, og ved man, hvordan det skal mo-
duleres, kan man som regel fole sig ganske sikker pa ogsa at
kunne udvikle et virksomt leegemiddel. Problemet er bare at
udvzlge det rigtige target (target discovery) og at kunne vise, at
en modulation af det pagaeldende fa7gef vil medfore en farma-
kologisk virkning, som er af betydning for en patientgruppe
(target-validering).

Ser man pa de drug targets, hvorigennem de kendte laege-
midler virker, vil man hurtigt opdage, at den overvejende del
tilhorer en lille gruppe af proteinfamilier [1]. Det drejer sig
specielt om membranbundne receptorer og kanaler, enzymer,
transkriptionsfaktorer, cirkulerende hormoner og vaekstfak-
torer. Et muligt udgangspunkt for zarger discovery er derfor at
finde nye #a7gets inden for den samme klasse af proteiner.
Rationalet for den #arget-drevne industri er, at sdfremt nogle
targets er gode, sd vil andre ##7gets inden for samme protein-
familie ogsa vere det. Denne strategi vil som vist pa Figur 1A
give mulighed for at gennemfore screening pa fazgets relativt
tidligt i processen. Dette skyldes ogsd det forhold, at disse in-
dustrier besidder de kompetencer og teknologier, som skal
til for at screene fasgets inden for den samme familie. De ar-
bejder seedvanligvis bredt terapeutisk og ma forst senere, nar
leegemiddelkandidaten er identificeret, finde ud af, hvilket
sygdomsomrade de egentlig kan anvendes til.

Andre virksomheder er sygdomsdrevne og ensker kun at
udvikle lzegemidler inden for de szrlige omrader, hvor de al-
lerede arbejder, seedvanligvis fordi de har produkter pa mar-
kedet inden for et enkelt klinisk omrade. Rationalet for den
sygdomsdrevne drug discovery-strategi er, at et protein, som pa
den ene eller anden made er pavirket hos patienter med en
given sygdom eller i en dyremodel, som kan relateres til syg-
dommen, er et drug target (Figur 1B). Den enkelte virksomhed
vil naturligvis preve at kombinere de to strategier pa sidan en
made, at den anvender sin styrke, hvor end den matte vere.
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Figur 1. Drug target-identifika-
tion og -selektering. Den mere
target-drevne strategi (A) og
den sygdomsdrevne strategi
(B). Mens den target-drevne
tager udgangspunkt i sekvensen

A. Target-dreven drug discovery

Eksplorativ fase
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Men man vil ogsa selv blandt store og sma farmaceutiske og
bioteknologiske virksomheder se en tendens til fokusering pa
den ene snarere end den anden af disse strategier, ogsa blandt
de danske aktorer.

Screening af nye, sma molekyler mod et nyt target kan
sedvanligvis kun lade sig gore, hvis det er muligt at screene et
stort (>50.000), strukturelt og varieret stofbibliotek. Dette er
nedvendigt for at finde de enkelte hits, som der kan arbejdes
videre med. Den mest succesfulde metode til screening af
store stofserier er nok flourescence imaging plate reader (FLIPR),
med hvilken man kan detektere 2ndringer i intracellulzere
Ca?-koncentrationer. Instrumentet kan simultant male Ca?*-
koncentrationer i 96- eller 384-brends mikrotiterplader, hvil-
ket giver god basis for en effektiv screening af meget store
stofserier. I nogle af de storre industrier kan man screene stof-
serier pa op mod 500.000 stoffer pa en uge. Selv efter at hits er

blevet identificeret, vil det veere nedvendigt med mere kon-
ventionel kemisk syntese for at tilvejebringe nye strukturer og
tilstraekkeligt med stof til videre fa7get-validering og farmako-
logisk karakterisering.

Valg af target pa grundlag af gensekvens

Sekventeringen af genomer fra flere dyrearter, herunder fra
mennesket, har principielt givet adgang til samtlige nye drug
targets. Forventningen om, at man med selve DNA-sekvensen
ene og alene hurtigt kunne tilvejebringe nye og bedre leege-
midler, har overordnet veret skuffende. Problemet har veeret,
at DNA-sekvensen kun er anvendelig til oversattelse til ami-
nosyresekvensen af de enkelte kodende proteiner , hvorimod
det kun i begreenset omfang har vaeret muligt at forudsige
funktionen af proteinerne, i hvert fald til et niveau hvor den
omkostningstunge lzegemiddelscreening kunne have gavn.
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Under og efter sekventeringen af det humane genom blev der
ved en reekke forskningsinstitutioner bygget databaser op
over den enorme mangde information, som sekvensdata
bidrog med. I samme periode udvikledes beregningsprogram-
mer til forudsigelse af funktionen udelukkende baseret pa
sekvensdata. Disse tidlige bioinformatiske beregninger har
muliggjort en sortering af det genomiske materiale i storre
grupper af genfamilier, baseret pa sekvensligheder [2]. Selv
om denne opdeling har vaeret en hjernesten i oversettelsen af
sekvensmateriale fra genomisk DNA til proteiner, er en stor
del af den kodende DNA endnu ikke relateret til nogen egent-
lig funktion [3, 4]. Disse proteiner kan naturligvis forventes at
vere kilden til flere nye angrebspunkter for nye lzegemidler,
men meget forskning skal gores, for det kommer si langt. Nye
bioinformatiske tiltag kan maske anvendes til at komme vi-
dere med bestemmelse af proteinfunktion ved at regne pa
sandsynligheden for posttranslationelle modifikationer af
proteinerne [5]. Ogsa fra denne forskning forventes der at
komme en ny viden, som vil have stor betydning for den bio-
teknologiske industri, men det kommer nok heller ikke i den
hastighed, som man troede for nogle &r tilbage.

Visse target-familier, herunder G-protein-koblede recep-
torer (GPCRYs) eller syv transmembrane receptorer, er kende-
tegnet ved sekventielle ligheder, som udmenter sig i en felles
struktur og funktion. GPCRs funktion er, efter pavirkning af
ligand, at signalere et cellulzert respons. Mange af disse recep-
torer er fysiologisk og farmakologisk meget velkarakterise-
rede og er derfor attraktive drug targets. De er ogsa attraktive,
fordi de relativt let lader sig udtrykke i cellellinjer, og fordi de
er relativt nemme at male aktiveringen af, blandt andet via
FLIPR. Ligheden mellem sekvensen pd GPCRs har derfor
gjort det muligt udelukkende ved hjelp af bioinformatik at
sortere disse gener og derved finde flere GPCRs, som kodes
fra det humane genom. Baseret pa disse bioinformatiske ana-
lyser formoder man, at der eksisterer 720 GPCRs i mennesket
[3, 4]. Ud af disse 720 gener er halvdelen nok sensoriske pro-
teiner, der er involveret i lugtesansen. Af de resterende 360
GPCRs er den naturlige ligand blevet identificeret for de 210.
Pa trods af at man ved en hel del om ligandernes funktion i
organismen, er det dog kun en mindre del af disse 210 GPCRs,
som rent faktisk er drug targets i dag. Tilbage star en stor
gruppe af potentielle GPCRs, hvor den endogene ligand ikke
er identificeret, og hvor man ikke ved, hvilke signaleringsveje
receptoren bruger, og hvilken rolle de derfor spiller i orga-
nismen [6, 7). Disse sdkaldte orphane-receptorer har vist sig
at vere serdeles gode nye drug targets, iser hvis liganden er
fundet, og hvis deres respektive GPCR kan sekvensmodifi-
ceres pa en sadan made, at de er i stand til at signalere via
intracellulzert Ca?, saledes at deres aktivering lettere lader sig
maéle ved FLIPR.

Omvendt farmakologi
En orphane-receptor vil sedvanligvis ikke blive genstand for
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screening, uden at der foreligger en viden om dens funktion.
En fordelagtig strategi til at finde ud af, hvilken fysiologisk
funktion en orphane-receptor kan have pa celluleert eller sy-
stemisk niveau, er at identificere den endogene ligand, som
aktiverer den pageldende receptor. Denne vej mod et nyt
legemiddel-target kaldes reverse pharmacology (omvendt far-
makologi). Ved omvendt farmakologi begynder man med et
target og arbejder sig »bagud« for at finde liganden og derefter
leegemidlet [6, 8]. Den szdvanlige vej i 1980’erne og begyn-
delsen af 1990’erne var at bruge liganden (f.eks. monoaminer)
til at finde legemidlet og dernzest den endogene receptor
seedvanligvis ved brug af ekspressionskloningsteknologi. Den
omvendte farmakologi er ofte vanskelig, fordi man skal have
et kvalificeret geet pa, hvor den endogene ligand er udtryke;
man skal have en mulighed for at oprense liganden til en ren-
hed, der kan arbejdes med, og man skal have en god formod-
ning om, hvordan receptoren signalerer aktivitet i cellen [9].
Alle tre dele er risikable, og uden en losning pa alle tre nds der
ingen resultater. Omvendt har metoden, nar den lykkes, vist
sig at veere serdeles succesfuld, fordi det er lykkedes at iden-
tificere ligander og receptorer, som er mulige drug targets.

Et eksempel pa en af flere succesfulde forskningsarbejder,
som endte med at man fandt et brugbart drug zarget var iden-
tifikationen af orexin [10]. Her blev ekstrakter fra rottens
hypothalamus kert igennem en hejtryksvaskekromatograf
(HPLC), og de enkelte eluenter blev tilsat en cellelinje, som
havde faet transfekteret det kodende DNA svarende til en
orphane-GPCR [11]. Gentagne oprensninger gjorde det muligt
at sekventere den endogene ligand. Det viste sig at veere et
neuropeptid beliggende udelukkende i hypothalamus, der var
arsag til aktiveringen af den pageeldende receptor, og man
fandt samtidig, at dette neuropeptid havde effekter pa sovn,
degnrytmer og fodeindtagelse, hvorefter det fik navnet orexin
[12-14]. Yderligere kunne det vises, at orexinerge neuroner i la-
terale dele af hypothalamus var til stede i steerkt nedsat antal i
autopsimateriale fra patienter med narkolepsi [13], hvilket ty-
dede pa en selektiv degeneration af oreksinerge neuroner hos
disse patienter. Derefter var det oplagt for leegemiddelindu-
strien at fokusere intens interesse og arbejde pa orexin-recep-
torerne som fazgets inden for indikationerne sevnforstyrrelser
og appetitkontrol. Orexin er kun en af mange regulatoriske
peptider, som er fundet pd denne made [9].

Inden for de seneste ar er det vist, at GPCRs endogene li-
gander ikke kun er aminosyrederivater og regulatoriske pep-
tider. Stoffer som adenosindifosfat (ADP) [15], lange fede sy-
rer [16], spingosin-1-fosfat [17] og prostaglandin D2 [18] er fun-
det at aktivere GPCRs. Interaktioner mellem metabolitter og
GPCRs sztter helt nye standarder i vor forstaelse, og det ska-
ber helt nye perspektiver for leegemiddelforskningen, specielt
irelationen til fodevareindustrien. Det ma forventes, at nogle
af fremtidens leegemidler udspringer fra den omvendte farma-
kologi, og allerede nu ses der at veere mange sddanne kan-
didater i industriens tidlige pipeline.
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Target-validering

Target-validering har til formal at sandsynliggere, at modula-
tion af et fazget er virksomt hos patienter. Valideringen af et
givent target sker ultimativt, ved at man ser, om et leegemiddel
virker i en klinisk undersogelse. Imidlertid er det ikke hen-
sigtsmaessigt at lade valideringen streekke sig sd langt, hvorfor
valideringen af target ofte kan ske pé eksperimentelle model-
ler. Flere muligheder er til stede for at validere et givent zazgez,
inden man tester og screener de nye leegemidler pa patienter.
For den #arget-drevne strategi er det nedvendigt at finde en
lzegemiddelkandidat for at validere et givent zazget (Figur 1A).
Af den grund vil assay design og screening vere en integreret
del af den tidlige eksplorative fase. For den sygdomsdrevne
strategi har genetisk skanning af patienter givet mange nye
eksplorative drug target.

Sekventeringen af det humane genom har gjort det muligt
systematisk at studere genetiske variationer i patienternes
gener, og relatere dem til forskellige sygdomme. Det kan vaere
gener, som er fundet at veere muteret, og hvor disse muta-
tioner statistisk falder ud i szrlige patientgrupper. I nogle til-
feelde har mutationer af enkelte gener medfort et sygdoms-
billede, som ikke har kunnet adskilles fra den essentielle form.
Rationalet har enkelt veeret, at safremt defekter i et enkelt pro-
tein kan medfere et kompleks sygdomsbillede, sa ma lege-
midler, der pavirker dette protein, vaere virksomme hos
patienter med sygdommen (Figur 1B).

Et eksempel blandt flere er Alzheimers sygdom, hvor fa-
milizere, arvelige former er fundet hos patienter med muta-
tioner af amyloid-B-pracursoren, presenilin-1 og presenilin-2
[19]. Udelukkende af den grund var det oplagt, at disse pro-
teiner kunne vere drug targets for Alzheimers sygdom, men
problemet var, at disse proteiner er integrerede bestanddele af
et celluleert system, som umiddelbart syntes at vaere sveert at
modulere med smé molekyler [19]. Derfor har der varet fokus
pa at modvirke effekten af amyloid ved at hemme det med
antistoffer enten i form af monoklonale antistoffer eller ved
en vaccinering. Yderligere er der initiativer til at udvikle nye
leegemidler, som heemmer den sekretase, som nedbryder
amyloidpraecursoren til amyloid- (1-42) [20].

I andre situationer har kloningen af gener, som kan forklare
den arvelige gang af en serlig patologisk fzenotype, fort di-
rekte til lzgemiddeludvikling. Dette gelder for eksempel for
fundet af leptin som et appetitheemmende hormon [21]. Inden
for samme indikationsomrade, type 2-diabetes og fedme, er
der fundet omkring 90 gener, som kan relateres alene til fedme
[22], men mange af disse er endnu ikke valideret. En spzn-
dende made at validere dem pa er at fjerne dem ved en trans-
gen teknologi, hvorved den transgene linje ikke er i besiddelse
af et funktionelt gen [7], og derefter teste disse dyr inden for
det sygdomskompleks, som man er interesseret i. Man kan
ogsa stimulere mutagenese i mus for derefter at studere feeno-
typiske forandringer i musen og endelig identificere det eller
flere muterede gener, som er &rsag til den nye fenotype [23].
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Det interessante er, at disse teknologier ogsa har vaeret mulige
at anvende pa invertebrater, ogsa inden for specifikke syg-
domsomrader som diabetes og fedme [24, 25], hvilket naturlig-
vis szetter nye standarder for den funktionelle genetik.

Tidlig karakterisering af stofkandidater

og deres bivirkninger

Nar der er udviklet en legemiddelkandidat, som er i stand til
at modulere et givent zarget bevaeger forskningen sig fra en
eksplorativ fase ind i en mere klassisk drug discovery-fase. Det
er nu muligt at lave farmakologiske undersogelser pa kom-
plekse biologiske systemer, herunder i dyremodeller. Anven-
delse af dyremodeller til testning af nye lzegemidler rummer
serlige vanskeligheder, idet simple modeller i normale dyr
sjeeldent er preedikative for effekten i komplekse syndromer
hos mennesker. Det er ogsd muligt at vurdere, om effekten af
stoffet er tilstraekkelig steerk og samtidig at undga bivirknin-
ger, og det er muligt at starte absorption, distribution, meta-
bolisme og ekskretion(ADME)-studier, som leder mod en
egentlig udvikling af produktet.

En serlig opgave i forbindelse med drug discovery er pa
dette stadium at finde ud af, om bade positive og negative
effekter er relateret til den modulerende effekt pa zarget, eller
om det kun er relateret til det nye legemiddel eventuelt via et
ukendt zazget. Foruden de mere obligatoriske undersogelser
har den genomiske forskning fort til, at man har studeret
effekten af stofferne pa modelsystemer, for herefter at screene
effekten pa genekspressionen af mange toksikologiske rele-
vante gener. Mikroarrayanalyser kombineret med transgen-
teknologi pa flere dyrearter har vist sig at veere effektivt til at
male biomarkerer for effekt og bivirkninger, men vi skal nok
vente nogle ar, for de slir igennem, siledes at myndighederne
onsker at se dem anvendt i forbindelse med godkendelse af
nye legemidler.

Konklusion og perspektiver

For at have succes med at udvikle nye lzzgemidler er det ned-
vendigt at validere zargets, hvorigennem lzegemidlet udever
sin effekt. Sekventeringen af det humane genom har givet
lzegemiddelindustrien adgang til et naesten uendeligt antal nye
targets. Valideringen af disse targets kan foretages pa celler og
vev ved hjlp af en reekke nye teknologier, men det skal
konstant gores med det formal for gje at udvikle nye leegemid-
ler til markedet. Det konkluderes, at industrien for at tilveje-
bringe nye leegemidler skal arbejde strategisk og fokuseret for
at f3 fuldt udbytte af de nyeste forskningsresultater til gavn for
de patienter, som stadig har et stort behov for bedre behand-
lingsmuligheder.
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Resume

Den teknologiske udvikling har sammen med den nye viden om
det humane genom gget mulighederne for farmakogenetiske ana-
lyser af laegemidlers farmakodynamiske egenskaber. Regulatorisk
er erfaringerne med den type undersggelser dog beskedne, og i er-
kendelse heraf har myndighederne (iseer i USA) udarbejdet en vej-
ledning (og slet skjult opfordring) til indsamling af farmakogene-
tiske data i forbindelse med udvikling af nye leegemidler. Farma-
kogenetiske undersggelser stiller ogsa nye krav til den etiske
godkendelse af lsegemiddelafprgvning, og initiativer til feelles
terminologi og definition af begrebet farmakogenetik er undervejs.
Farmakogenetiske undersggelser skaber ggede muligheder for hur-
tigere udvikling af bedre medicin, og der er allerede eksempler pa
laegemidler, som p& denne baggrund er blevet hurtigere registre-
ret. Farmakogenetikken er en udfordring, og myndighederne har
sammen med leegemiddelindustrien et felles ansvar for, at dens
potentialer udnyttes til at skabe bedre og sikrere behandling for
patienterne.

Farmakogenetik, dvs. anvendelse eller undersogelse af inter-
individuelle variationer i DNA-sekvenser og deres indflydelse
pa legemidlers absorption, distribution, nedbrydning og ud-
skillelse (farmakokinetik), pA den ene side og virkninger og
bivirkninger (famakodynamik) pA den anden side, er ikke di-
rekte reguleret gennem lovgivningen.

Indirekte, derimod, er omradet teet reguleret, fordi en
Kklinisk farmakogenetisk undersogelse omfatter patienter, op-
bevaring af biologisk materiale (DNA) samt indeholder en ge-
netisk test og afprovning af et legemiddel. Farmakogenetiske
undersogelser er derfor helt eller delvist reguleret pa flere
niveauer:

Nationalt

- Lov om patienters retsstilling, herunder reglerne for selv-
bestemmelse over biologisk materiale afgivet i forbindelse
med behandling, og reglerne for private biobanker.

- Persondataloven.

- Lov om et videnskabsetisk komitésystem og behandling af
biomedicinske forskningsprojekter.



