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Grundforskning

Nervgaser ar kemiska stridsmedel som utdvar sin toxiska verkan genom att férhindra termi-
nering av kolinerg signalering. Behandlingsmetoder och motgifter som star till buds for att
hava nervgasforgiftning borjar bli till aren och har manga begransningar. Ett forskarlag vid
Totalférsvarets forskningsinstitut, FOI, avdelningen fér CBRN-skydd och sakerhet, berattar
har om sina studier som syftar till att fornya motmedelsforskningen, och pa sikt bidra till
utvecklingen av férbattrad behandling av nervgasférgiftning.

Kolinerga neuron styr flera basala
kroppsfunktioner och medverkar till fy-
siologisk homeostas. I CNS har kolinerg
signalering betydelse fér bland annat
minne och inlirning, och modulering
av neuronens aktivitet. Kolinerga signa-
ler anviinds ocks& av motorneuron som
kontrollerar kontraktion av glatt mus-
kulatur, reglerar sekretion och styr mus-
kelrorelser. Signalsubstansen 1 det kolin-
erga nervsystemet ir acetylkolin som
frisitts ur presynaptiska neuron och sti-
mulerar receptorer pd anslutande nerv-
eller muskelceller. Den kolinerga signa-
len termineras av enzymet acetylkoli-
nesteras som ansvarar for att avsluta ak-
tiveringen av de postsynaptiska recepto-
rerna genom att mycket effektivt kata-
lysera hydrolys av acetylkolin till kolin
och acetat [Figur 1]." Acetylkolinesteras-
inhibitorer sisom pyridostigmin och do-
nepezil har klinisk anvindning for att
oka halten av acetylkolin 1 synapsen vid
sjukdomar som exempelvis myastenia
gravis och Alzheimers sjukdom. Poten-
ta irreversibla acetylkolinesteras-inhibi-
torer som permanent forstér enzymets
funktion kan emellertid orsaka mycket
allvarliga forgiftningar. Ett exempel dr
exponering for organofosforbaserade
pesticider (bekimpningsmedel) dir for-
giftningar drligen leder till ett stort an-
tal dodsfall, framfor allt 1 utvecklings-
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Figur 1. Férenklad oversikt 6ver den kolinerga synapsen och metabolismen av neurotransmittorn
acetylkolin. Kolin-acetyltransferas (ChAT) katalyserar produktion av acetylkolin fran kolin med hjalp
av acetyl-koenzym A i det presynaptiska neuronet. Acetylkolinesteras (AChE) katalyserar hydrolys
av acetylkolin till kolin i synapsen vilket terminerar den kolinerga signalen.

linder.” Kemiska stridsmedel av nerv-
gastyp, sdsom sarin, tabun och VX, dr
ocksé acetylkolinesteras-inhibitorer och
inaktiverar enzymet effektivt genom att
binda dess katalytiska centrum kovalent

[Figur 2]. Vid exponering av en acetyl-
kolinesteras-inhibitor ansamlas acetyl-
kolin i synapserna vilket utléser en ko-
linerg kris. Vanliga symtom dr mios,
hypersekretion, bradykardi och kram-
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Figur 2. Biokemin vid en nervgasforgiftning och reaktivering av inhiberat acetylkolinesteras (AChE). Enzymet inhiberas av en nervgas, i det har
fallet sarin, vilket leder till en kolinerg kris. Det nervgasinhiberade enzymet kan reaktiveras genom administrering av en lamplig reaktivator, har
representerad av HI-6. De hoguppldsta tredimensionella strukturerna &r bestdmda med réntgenkristallografi och kvantkemiska berdkningar har

anvants for analysen.

Trots att kemvapenkonventionen

forbjuder anvindning av kemikalier

som vapen 1 viapnade konflikter har senare drs

vdrldshindelser visat att nervgaser fortsatt dr ett

hot mot fred, sikerhet och manniskors hilsa.

per. Trots att kemvapenkonventionen
forbjuder anvindning av kemikalier
som vapen 1 vipnade konflikter har se-
nare drs virldshindelser visat att nerv-
gaser fortsatt dr ett hot mot fred, siker-
het och minniskors hiilsa.

ETT OBESVARAT MEDICINSKT BEHOV
AV EFFEKTIVA BEHANDLINGAR AV
NERVGASFORGIFTNING
Nervgasforgiftning gér 1 vissa fall att
hiva med medicinska motmedel. Be-
handlingens effektivitet beror pé vilken
typ av nervgas det idr friga om, omfatt-
ningen av exponeringen, och hur snabbt
det medicinska omhindertagandet kan
pdbérjas. Symtomdimpande dtgirder
spelar en viktig roll, dir antikolinergika
(exempelvis atropin) och benzodiazepi-
ner (exempelvis diazepam) anvinds for
att mildra effekterna av den kolinerga
overstimuleringen och lindra kramper.

Ofta kriivs dven livsuppehillande inten-
sivvdrd som kan vara mycket resurskri-
vande. For behandling av nervgasfor-
giftning finns dven specifika motgifter,
s& kallade reaktivatorer, som avligsnar
nervgasen fran acetylkolinesteras och
dirmed &terstiller funktionen hos det
kolinerga nervsystemet. Nervgasinhibe-
rat acetylkolinesteras genomgdr en pro-
cess kallad aldring, dir en kemisk om-
lagring av den enzymbundna nervgasen
ger ett innu stabilare enzym-inhibitor-
komplex. Det dldrade stadiet av him-
mat acetylkolinesteras kan inte reaktive-
ras, och det ir dirfor viktigt att reakti-
vatorer sitts in s tidigt som mojligt ef-
ter exponering. Beroende pd vilken
nervgas det ror sig om varierar tiden till
aldring mellan ett fital minuter till
dygn. Valet av reaktivator kan ha bety-
delse for behandlingsresultatet, eftersom
de har olika férméga att reaktivera ace-

tylkolinesteras beroende pa vilken nerv-
gas som bundit enzymet.” Behandling
av allvarlig nervgasforgiftning med de
medel som finns tillgiingliga kriver ex-
pertis inom klinisk toxikologi och inten-
sivvard, snabbt insatta dtgirder och helst
vetskap om vilken nervgas som orsakat
forgiftningen. Den behandling som an-
viinds 1 dag togs fram under 1970- och
1980-talen, med den tidens kunskap om
det kolinerga nervsystemet som grund.
Vir forskning syftar till att modernisera
forskningsfiltet om motmedel vid nerv-
gasforgiftning genom att beakta ny
kunskap om kolinerg neurokemi och till
att introducera nya experimentella me-
toder for att pdskynda utvecklingen av
forbittrade likemedel.

NYA EFFEKTIVA OCH BREDSPEKTRIGA
REAKTIVATORER FOR FRAMTIDEN
Reaktivatorer ir motmedel som kan re-
agera med nervgaser bundna till acetyl-
kolinesteras och frigéra enzymet som
dirmed aterfdr sin funktion [Figur 2].
Trots begrinsningar hos befintliga re-
aktivatorer i friga om effektivitet och
ogynnsam specificitet fér vissa nervga-
ser har inga nya likemedel fér behand-
ling av nervgasforgiftning tillkommit
pé flera decennier. Genom var forsk-
ning om de molekylira interaktionerna
mellan nervgasinhiberat acetylkolines-
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Figur 3. Kolin-acetyltransferas’ (ChAT) struktur och funktion. Substraten kolin och acetyl-koenzym A méts mitt i den katalytiska tunneln dar
acetylgruppen overfors. Strukturrepresentationen i figuren har genererats genom sammanléggning av kristallstrukturerna 2FY3 och 2FY4
(protein data bank). Acetyl-koenzym A &r inte stabilt i enzymet och har darfor ersatts av koenzym A vid kristalliseringen.

Vi anvinder just nu den detaljerade

kunskapen om reaktiveringskinetiken

till att utveckla nya experimentella reaktivatorer

med alternativa kontakter med enzymet som kan

gora dem effektiva mot ett bredare spektrum av

nervgaser.

teras och reaktivatorer har vi forsokt
oka forstdelsen for de faktorer som styr
dessa motmedels effektivitet och speci-
ficitet.* Sidan kunskap kan forbittra
mojligheterna att designa effektivare re-
aktivatorer som ir anvindbara mot f6r-
giftningar orsakade av ett brett spekt-
rum av organofosforbaserade nervgaser
och pesticider. Vi har anvint en kombi-
nation av rontgenkristallografi, avance-
rad reaktionskinetik och datorsimule-
ringar for att kartligga reaktivatorers
verkningsmekanism pd atomir niva. In-
teraktionen med nervgasinhiberat ace-
tylkolinesteras har visat sig ha flera del-
steg dir reaktivatorn férst méste anta
ritt konformation for att ta sig in i en-
zymets aktiva centrum. Direfter sker
flera forindringar av reaktivatorns lige
for att positionera den korrekt i forhal-
lande till den bundna nervgasen. En
nukleofil attack 6verfor sedan nervga-
sen till reaktivatorns oximgrupp. For att
enzymet ska dterfd full aktivitet krivs
dven att reaktivator-nervgasaddukten
limnar det aktiva centrat snabbt. Fér
alla steg 1 processen har interaktioner
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med acetylkolinesteras och rorelser i en-
zymet en avgorande roll {6r hur effek-
tivt reaktivering kan ske. Vira data vi-
sar tydligt hur sddana interaktioner skil-
jer sig beroende pd vilken nervgas som
bundit enzymet.” Vi anviinder just nu
den detaljerade kunskapen om reakti-
veringskinetiken till att utveckla nya ex-
perimentella reaktivatorer med alterna-
tiva kontakter med enzymet som kan
gora dem effektiva mot ett bredare
spektrum av nervgaser. Forskningen
om reaktivatorer sker 1 samarbete med
Professor Anna Linusson Jonsson vid
Umea universitet.

KOLIN-ACETYLTRANSFERAS AR EN
NYCKELSPELARE | DET KOLINERGA
NERVSYSTEMET

Acetylkolin tillverkas frin kolin av en-
zymet kolin-acetyltransferas med hyilp
av kofaktorn acetyl-koenzym A (Ac-
CoA) [Figur 1]. Kolin-acetyltransferas
ir pa sd vis acetylkolinesteras’ antipod.
Acetylkolin som producerats av kolin-
acetyltransferas lagras i vesiklar som fu-
serar med cellmembranet och frisitter

acetylkolin vid en nervimpuls. Med tan-
ke pd kolin-acetyltransferas’ centrala
roll i nervsystemet och kopplingen mel-
lan stérningar i kolinerg signalering och
flera vanliga och allvarliga sjukdomar
sdsom Alzheimers sjukdom och myas-
tena syndrom ir kunskapsliget om det-
ta enzym bristfilligt. Exempelvis fanns
tills helt nyligen ingen kind himmare
av enzymet med en vedertagen verk-
ningsmekanism, och dirfér finns innu
inga anvindbara farmakologiska verk-
tyg for att studera enzymets roll i kolin-
erg neurokemi.

Var forskning om kolin-acetyltrans-
feras syftar till att vitalisera motmedels-
omradet genom att belysa en ny mojlig
viig att behandla nervgasforgiftning. Ef-
tersom kolin-acetyltransferas star for
produktionen av acetylkolin i de presy-
naptiska neuronen ir det en rimlig hy-
potes att en sinkning av kolin-acetyl-
transferas’ aktivitet vid ett forgiftnings-
tillstdnd dir acetylkolinesteras ir inhi-
berat kan minska den kolinerga 6versti-
muleringen [Figur 1].° Eftersom kolin-
acetyltransferas ir ett uppstroms mal for
behandling skulle en sidan effekt vara
relevant oavsett vilken nervgas som or-
sakat forgiftningen, eller om enzym-
nervgaskomplexet har dldrats. For att
undersoka kolin-acetyltransferas’ poten-
tial som mél for behandling av nervgas-
forgiftning krivs en genomgripande ge-
nomlysning av enzymets strukturbiolo-
giska forutsittningar for inhibitorut-
veckling och hur redan kiinda himma-
re av enzymet fungerar. Var forskning
har pa senare dr varit inriktad pa att



besvara dessa frigor. Kolin-acetyltrans-
feras’ struktur har studerats tidigare och
med hjilp av rontgenkristallografi har
interaktionsménstret med koenzym A
och kolin kartlagts.” Genom enzymet
gér en rorformad tunnel och 1 mitten av
den méts substraten vid den katalytiska
aminosyran histidin 324 som forflyttar
en acetylgrupp frin acetyl-koenzym A
till kolin [Figur 3]. Acetyl-koenzym A
ir en lngstrickt molekyl och har flera
bidragande kontakter med enzymet.
Koenzym A och acetyl-koenzym A
finns bada 1 jimforlig halt i cellens cyto-
plasma och kolin-acetyltransferas har
likvirdig affinitet for dem bada, vilket
gor att enzymet kan ockuperas av sdvil
acetyl koenzym A som koenzym A.
Nyligen avlutade vi en studie vars
malsittning var att forstd hur kinda ko-
lin-acetyltransferas-inhibitorer fungerar.
Det ldngsiktiga syftet idr att bygga en
kunskapsbas for vidare utveckling av
nya selektiva inhibitorer. Vi valde att fo-
kusera pd arylvinylpyridiner som upp-
ticktes redan 1967.* Aven om dessa for-
eningar har god potens in vitro och har
anvints for forsok in vivo, gor deras
otydliga biokemiska och farmakologis-
ka profil att de ir oldimpliga for anvind-
ning inom forskning om kolinerg signa-
lering. Arylvinylpyridin-klassen av inhi-
bitorer omfattar mer dn 160 kemiska
analoger, men ingen har tidigare lyckats
forklara hur arylvinylpyridiner fungerar
eller de forbryllande struktur-aktivitets-
samband som priglar dem. Genom att
anvinda rontgenkristallografi for att

T

Vi strdvar efter att kunna framstilla

ett experimentellt verktyg 1 form av

en ihibitor som dr potent, har god selektivitet for

kolin-acetyltransferas, och har en hog permeabilitet

1 vdvnad.

med atomir upplésning bestimma ko-
lin-acetyltransferas’ interaktion med
arylvinylpyridiner forsokte vi forstd hur
dessa himmare fungerar. De forsta dren
gav vira anstringningar inga tydliga re-
sultat. Eftersom kofaktorn acetyl-koen-
zym A ir sd viktig fér enzymets funk-
tion och kanske dven bidrar till att gora
enzymets mottagligt fér himmare pro-
vade vi att ocksd inkludera koenzym A

i experimenten. Resultatet var hipnads-
vickande, det tycktes som koenzym A
hade reagerat med arylvinylpyridinen,
och bildat en stérre molekyl, arylvinyl-
pyridin-koenzym A [Figur 4]. I kristall-
strukturen syns tydligt hur aminosyran
histidin 324 ir positionerad for att kata-
lysera reaktionen, och att pyridinium-
ringen tar stod mot tyrosin 552. Genom
att sitta upp en testreaktion i buffert
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Figur 4. Kristallstruktur som visar att kolin-acetyltransferas (ChAT) katalyserar reaktionen mellan arylvinylpyridiner (lila) och koenzym A (orange) vil-
ket ger den aktiva hammaren arylvinylpyridin-koenzym A som produkt. Tva aminosyresidokedjor som ar viktiga for reaktionen har inkluderats (gult).
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mellan koenzym A och arylvinylpyridin
1 nirvaro av kolin-acetyltransferas och
analysera resultatet med masspektrome-
tri kunde vi med en oberoende teknik
bekriifta att arylvinylpyridin-koenzym
A bildades, och att den hade en him-
mande effekt pd kolin-acetyltransferas.
Vira resultat visar alltsd att arylvinylpy-
ridiner inte dr himmare av kolin-acetyl-
transferas utan ir substrat som reagerar
med koenzym A in situ for att bilda en
produkt som ir sjilva himmaren.” Det-
ta dr en unik uppticke, och sdvitt vi vet
har en liknande reaktion aldrig tidigare
observerats. Var kristallstruktur av aryl-
vinylpyridin-koenzym A pd plats i ko-
lin-acetyltransferas kan liknas vid en
karta 6ver méjliga interaktioner mellan
himmare och kolin-acetyltransferas,
och vi anviinder just nu denna karta f6r
att designa nya kolin-acetyltransferas-
inhibitorer som binder enzymet med ett
vildefinierat interaktionsménster. Vi
strivar efter att kunna framstilla ett ex-
perimentellt verktyg 1 form av en inhi-
bitor som ir potent, har god selektivitet
for kolin-acetyltransferas, och har en
hoég permeabilitet 1 vivnad. Vir for-
hoppning ir att ett sidant verktyg kan
anvindas for att underséka om kolin-
acetyltransferas ir ett relevant mal for
behandling av nervgasforgiftning.
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