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grunn fra DNA-reparasjon/genomstabilitet.

Nytt verktgy i jakten pa nye antibiotika-kandidater

Meticillinresistente gule sta-
fylokokker (MRSA) er utbredt
i mange land og kan forarsake
alvorlige infeksjoner som er
vanskelige a behandle. En stu-
die gjennomfert ved Institutt
for klinisk og molekylaer
medisin ved NTNU, tar i bruk
en ny metode for a undersgke
virkningsmekanismen til to
nye antibiotika-kandidater
med svaert god kombinasjons-
effekt mot MRSA.

I Norge kan de fleste infeksjoner enkelt
behandles med antibiotika. Men behand-
ling av bakterielle infeksjoner blir sta-
dig mer utfordrende pa grunn av gkende
antibiotikaresistens bade her i Norge og
internasjonalt. Verdens helseorganisa-
sjon (WHO) anslar at innen 2050 vil 10
millioner liv gd tapt arlig pa grunn av
antibiotikaresistens (1). Selv om antibio-
tikaresistens er en av de stgrste truslene
mot folkehelsen, utvikles det fa nye anti-
biotika. For a sikre enkle behandlingsal-
ternativer for fremtidens infeksjoner ma
viinvestere i forskning og utvikling av
flere antibiotika.

To nye antibiotika-kandidater har en
synergistisk effekt mot MRSA

12020 publiserte vi en studie om de
bakteriedrepende egenskapene til en
gruppe peptider som hindrer DNA-rep-
likasjon ved a binde til det bakterielle
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proteinet 3-clamp (2). Den mest lovende
kandidaten i denne gruppen er pepti-

det BTP-001 (3). Samtidig drev forskerne
ved Institutt for kjemi et arbeid med a
utvikle nye antibiotika-kandidater basert
pa en kjent DNA-synteseinhibitor. Ett

av disse stoffene er JK-274, en brominert
pyrrolopyrimidin. Pa laboratoriet sa vi

at BTP-001 og JK-274 effektivt dreper
MRSA i kombinasjon, ved lavere konsen-
trasjoner enn ved enkeltbehandling, en
sakalt synergieffekt (4). Konsentrasjonen
av JK-274 som er ngdvendig for a drepe
MRSA reduseres med en faktor pa atte
nar den kombineres med BTP-001. At
man far god effekt ved lavere konsentra-
sjoner av BTP-001 og JK-274 kan redusere
potensielle bivirkninger i humane celler.
A angripe bakteriene pa to ulike méter pa
samme tid, reduserer ogsd sannsynlighe-
ten for resistensutvikling.

Kostbart og tidkrevende
Bestemmelse av virkningsmekanismene
er kritisk nar en antibiotika-kandidat
vurderes for videre utvikling. Vanlig-
vis tar det rundt ti r og over ti milliar-
der kroner a utvikle et nytt legemiddel.
Derfor er det viktig & kun investere i de
mest lovende kandidatene. En grundig
forstdelse av hvordan et stoff forarsaker
bakteriedgd kan gi verdifull innsikt om
mulige resistensmekanismer og sekun-
daere effekter.

Metode og sentrale funn

For a studere den bakteriedrepende
effekten av BTP-001 og JK-274 i kom-
binasjon, optimaliserte vi en metode

som tidligere er brukt for a stu-

dere signalsystemer i menneskecel-

ler. Metoden kalles for «multiplexed
kinase inhibitor bead assay» (MIB) og
tar i bruk kinaseinhibitorer koblet til
sepharosekuler for & fange aktiverte sig-
nalproteiner, som kinaser, og relaterte
proteiner. Kinaseinhibitorene binder til
ATP/GTP-bindingssetet bare i aktiverte
kinaser/signal-proteiner eller proteiner
i kompleks med disse (Figur 1). Deretter
blir dette sub-proteomet analysert med
massespektrometri som identifiserer
hvilke proteiner som er dratt ned.

Ved a se pd aktiverte signalproteiner
og sammenligne med ubehandlet kon-
troll, far vi innsikt i hvilke prosesser
som aktiveres eller deaktiveres i respons
til behandlingen. For eksempel, ved
behandling av gule stafylokokker med
JK-274, detekterte vi lavere nivaer av akti-
verte proteiner i sitronsyresyklusen sam-
menlignet med en ubehandlet kontroll,
en indikasjon pa at JK-274 hindrer energi-
omsetningen i bakteriecellen.

Strukturelle forskjeller i ATP/
GTP-bindingssettet mellom protei-
ner i menneskeceller og bakteriecel-
ler forer ofte til ulik bindingsaffinitet til
kinaseinhibitorer. Nar vi brukte de sam-
me kinaseinhibitorene til MIB som ble
brukt til menneskeceller, detekterte vi
sveert fa bakterielle signalproteiner. For
a gke antall detekterte bakterielle pro-
teiner, og dermed gke var innsikt i bak-
terienes signalsystemer, testet vi fem
nye kinaseinhibitorer syntetisert av vare
samarbeidsparter pa Institutt for kje-

mi og Institutt for materialteknologi
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£, de hver for seg ikke aktiverer. Dette gkte
) stresset forer til bakterieded. De gode
kombinasjonsresponsene i bakteriene
tyder pa at disse to stoffene kan vaere en
lovende antibiotikakombinasjon, som
burde studeres videre. Det er en lang
vei fra laboratorieforsegk til BTP-001 og
JK-274 kan brukes for a behandle infek-
sjoner i mennesker, men med bedre inn-
sikt i virkningsmekanismene kan man
bedre forutse potensielle bivirkninger i
humane celler. Derfor er denne studien
og metodeutviklingen et viktig skritt

i kampen mot gkende antibiotikaresi-
stens. ®

Cellelysat

Sepharosekule med
kinaseinhibitorer
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F1GcUR 1: Multiplexed kinase inhibitor bead assay (MIB) Cellelysat blandes med sepharoseku- 0 m a rtl k ke le n
ler koblet til tre ulike kinaseinhibitorer i en kolonne. Kinaseinhibitorene binder seg til ATP-/GTP- Studien ble utfort av ph.d.-stipen-
bindingssetet til kinaser og fanger dermed opp aktiverte kinaser og relaterte proteiner. Ubundet diatene Amanda Holstad Single-
cellelysat blir vasket bort fra kolonnen fer bundne proteiner gjennomgér trypsinering, et trinn hvor ton og Olaug Elisabeth Torheim
de enzymatisk klippes i mindre fragmenter kalt peptider. Peptidene elueres fra kolonnen og blir T © SEMENEETE e e i
) . o . ) Institutt for bioteknologi og matviten-
analysert med massespektrometri, som identifiserer hvilke proteiner som er dratt ned. skap, Institutt for kiemi og Institutt for
materialteknologi, og ledet av pro-
fessor Marit Otterlei ved NTNU. Den
ved NTNU. Ved a ta i bruk to av disse lokokker (1). er publisert i tidsskriftet Frontiers in
kinaseinhibitorer i kombinasjon med en Den nye MIB-metoden viser at den L\/Ilcrkot.mology (5)'k?tLtK'jl'f|?/I'eRr en del av
kommersiell kinaseinhibitor, klarte vi a gode kombinasjonseffekten skyldes at orsxningsprosjexte 1l som er
. . i . X finansiert av Trond Mohn-stiftelsen
oke affiniteten for bakterielle proteiner BTP-001 og JK-274 til sammen aktive- (https://www.ntnu.edu/ikom/tamir).
og dra ned 1568 proteiner fra gule stafy- rer stressmekanismer i bakteriene som
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