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Lic.pharm. Marianne
Johansen er European
Patent Attorney hos
ALBIHNS Patentbyra
Malmé.

Ret til fri forskning

- ret t

Med de nye patentregler, som tradte i kraft den 1. januar
2000, kan offentlige forskningsinstitutioner kraeve ret-
ten til patenter, som ansatte opfindere tidligere selv
havde retten til. Vi bar se positivt pa loven, som vil med-
virke til, at det frugtbare samarbejde mellem forskerne
og erhvervslivet udbygges til gavn for samfundet.

Af Marianne Johansen

1. januar 2000 tradte en ny lov i kraft med betydning for alle,
der er ansat ved offentlige forskningsinstututioner; universi-
teter, sektorforskningsinstitutter, offentlige sygehuse og
sundhedsvidenskabelige forskningsinstitutioner under
amterne. Loven er L 1999 347 om opfindelser ved offentlige
forskningsinstutioner, og den geelder naturligvis ogsa for
ansatte pa Danmarks Farmaceutiske Hgjskole.

Formalet med loven er at sikre, at lovende forskningsre-
sultater frembragt ved hjeelp af offentlige midler kan blive
nyttiggjort for det danske samfund gennem erhvervsmaessig
udnyttelse. Fgr 1. januar 2000 var opfindelser gjort af det
videnskabelige personale ved hgjere leereanstalter omfattet
af Lov om arbejdstageres opfindelser, som gav opfinderne
den fulde ret til deres opfindelser. Med den nye lov er dette
ikke laengere tilfeeldet.

Nu kan den offentlige arbejdsgiver kraeve opfindelser
overdraget til sig. Overdragelsespligten er dog begraenset til
opfindelser, der er patenterbare i Danmark og frembring-
elser, der kan registreres som brugsmodel i henhold til regler-
ne herom. En brugsmodel er en rettighed, der minder om et
patent. Lgbetiden pa 10 ar er dog kun det halve af et patents
lgbetid pa 20 ar.

Blandet modtagelse

Den nye lov har — som forventet — faet en blandet modta-
gelse af det videnskabelige personale ved de offentlige
forskningsinstitutioner. Indskraenkninger i de enkelte forske-
res frihed til selv at bestemme, hvad de skal forske i, og i de
enkelte forskeres frihed til selv at bestemme over, om de
opndede forskningsresultater skal igennem patenterings-
mgllen for pd den made at give samfundet mulighed for at
drage nytte af forskningsindsatsen, vil nok altid veere gen-
stand for almindelig sund skepsis, nar der ikke er tale om
frivillige ordninger.

P& nuveerende tidspunkt er de erfaringer, som er gjort
med den nye lov om opfindelser ved offentlige forsknings-
institutioner, f. Loven har trods alt kun veeret i kraft i en
begreenset periode, og inden lovens ikrafttreeden havde alle
ansatte mulighed for at bekendtggre over for institutionen,
hvilke opfindelser, de havde gjort inden skeeringsdatoen.

Retten til sddanne indberettede opfindelser er forsker-
nes egen i lighed med den lov, som gjaldt indtil 1. januar

| fr1 patentering?

2000. Mange forskere har benyttet sig af muligheden for at
indberette allerede gjorte opfindelser, og derfor er det
naturligt, at der gar noget tid inden deres forsknings-
aktiviteter fgrer til nye patenterbare opfindelser. Rom blev
som bekendt heller ikke bygget pa en dag.

Ekspertise pa institutionerne
Den nye lov kreever, at hver enkelt offentlig forskningsinstitu-
tion har eller kan skaffe ekspertise til at foretage de indleden-
de vurderinger om en opfindelses patenterbarhed og kom-
mercialiseringspotentiale. Og dette er ikke nogen let sag.

Erfaringsmaessigt — set med mange ars erfaring fra IPR
branchen (IPR = Intellectual Property Rights) — er det meget
vanskeligt for ikke-IPR-kyndige personer og séledes ogsa for
forskere at forstd tolkningen i patentmaessig forstand af de
patenterbarhedskriterer, som skal veere opfyldt, for at en
opfindelse er patenterbar.

Den starste faldgrube er formodentlig, at patenterbar-
hedskriterierne udtrykkes med helt almindelige ord, som alle
mennesker har en mening om betydningen af, og derfor
glemmes det let, at der til hvert enkelt begreb dels ligger en
definition og dels ligger fortolkninger fra retspraksis.

Men hvad er sa et patent? Et patent er en tids-
begreenset forbudsret, der giver indehaveren ret til
at forbyde andre erhvervsmaeessigt at udnytte det
produkt, den fremgangsmade eller den anvendelse,
som er defineret i patentkravene. Ved at fa patent pa
en opfindelse opnéas den beskyttelse via retssystemet,
som anses for den steerkeste industrielle eneret.

Patentlovene i de enkelte lande har til formal at
fremme den teknologiske udvikling i samfundet. For
at opnd dette indgar samfundet en aftale med
opfinderen eller opfinderne, der giver de pageeldende
ret til at f& et tidsbegreenset monopol pa deres
opfindelse p& normalt op til 20 ar.

Modkravet er, at patenthaver offentligger den
teknologi, der er beskrevet i patentansggningen.
Denne offentligggrelse sker pa et relativt tidligt tids-
punkt i hele patenteringsforlgbet, nemlig allerede 18
maneder efter at patentansggningen er indleveret.
Ved offentliggerelsen af patentansggningen sikres
det, at den teknologiske viden ikke hemmeligholdes
og derfor kan udnyttes af andre, nar patentrettighe-
den bortfalder. Konkurrenter far hermed ogsa ind-
blik i den nye teknik og kan anvende de nye erken-
delser til endnu mere vidtraeekkende fremskridt.

Fordomme mod patenter
Inden for mange teknologiske omrader hersker der fordom-
me mod patentsystemet. Ofte hgrte indvendinger er:

* det er ungdvendigt - vi er teknologisk foran.

- det kan ikke betale sig, udviklingen gar for hurtigt

inden for dette felt.

patenter er kun noget veerd, hvis vi kan handhaeve dem

i de enkelte lande, dvs. forfglge eventuelle kraenkere.

= vores nye resultater er jo ikke noget seerligt, blot en
naturlig og neerliggende udvikling.

- patentering er for dyrt og uforstaeligt.

Heldigvis er situationen inden for laeegemiddelomradet
den, at der ikke her hersker tvivi om patentsystemernes
berettigelse, fordi de investeringer, der fortages i leege-
middeludvikling — bade inden for udvikling af nye leege-
middelstoffer, nye formuleringer for allerede kendte leege-
middelstoffer, nye terapeutiske behandlingsprincipper og
nye anvendelsesomrader for kendte laegemidler — er sa store,
at udviklingsarbejdet kun er muligt, hvis der er en god sik-
kerhed for, at investeringerne kan betale sig pa sigt.

Den eneste made, dette kan ske p3, er ved at have det
patenterede omrade for sig selv. | forbindelse med fusioner
og opkegb af virksomheder inden for leegemiddelomradet
spiller de indgaede virksomheders patenter - samt Igbetiden
af patenterne - en meget stor rolle. Nar det geelder mulighe-
derne for at tiltraekke ekstern finansiering til nystartede bio-
teknologiske og farmaceutiske virksomheder er det ligeledes
vigtigt, at den tilgrundleeggende teknologi og de potentielle
udviklingsmuligheder er patenteret.

Positiv vurdering

Alti alt synes jeg, at vi skal se positivt p& den nye lov om opfin-
delser ved offentlige forskningsinstitutioner, fordi et allerede
frugtbart samarbejde mellem forskere og erhvervslivet kan
udbygges yderligere, og fordi det herved ggres muligt aktivt
at tilskynde og medvirke til, at patenterings- og kommercia-
liseringsmodne projekter fagres videre.
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DNA-vacciner:

Stort potentiale
- store udfordringer

Udvikling af nye og mere effektive vacciner har stor
betydning for at forbedre folkesundheden i verden. Her
kan DNA-vacciner beskytte mod sygdomme uden de tra-
ditionelle vacciners ulemper. Imidlertid er det sveert at
fremstille effektive DNA-vacciner; iseer nar de skal indta-
ges gennem munden. DFH tager udfordringen op.

Af Annette Vinther Heydenreich, Karin Bryder,
Anders Fomsgaard og Lars Hovgaard

DNA-vacciner har stort potentiale, specielt nar det geelder
beskyttelse mod virussygdomme som AIDS, herpes, influenza
og hepatitis, hvor DNA-vaccinerne far kroppen til at efterligne
det immunrespons, som opstar ved virusinfektioner.

Samtidig er DNA-vacciner yderst attraktive, fordi de ikke
medfgrer nogen infektionsrisiko modsat traditionelle vacci-
ner, der bestar af svaekkede eller dade bakterier eller virus.
Her er der altid en principiel risiko for, at sveekkede mikroor-
ganismer kan mutere til sygdomsfremkaldende former, eller
at enkelte mikrober i dad vaccine ikke er slaet ihjel.

Et af de store mal pa internationalt plan er at udvikle en

Mave-tarm
barriere

‘DN

DNA-vaccine mod HIV, som er det virus der forarsager AIDS.
Her vil man foretraekke en vaccine, som indgives gennem
munden eller via andre slimhinder i kroppen, séledes tilstede-
veerelsen af sundhedsfagligt personale ikke er ngdvendigt.
Desuden vil en immunisering af de relevante slimhinder for-
ventes at producere et forsvar, som allerede ved optagelsen
af virus kan bremse infektionen ved slimhinden. P4 den
made undgar man, at HIV angriber immunsystemet.
DNA-vacciner har ogsa den fordel, at DNA er let og billigt
at producere, hurtigt kan testes og er mere temperaturstabilt
end almindelige vacciner. | fremtiden kan man forestille sig
samtidig vaccination for flere sygdomme pa grund af mulig-
heden for at indsaette gener fra en vifte af mikroorganismer
i DNA-vaccinen. P& den made vil immunforsvaret blive sat i
alarmberedskab over for flere typer infektioner pa én gang.

Princippet i DNA-vacciner

DNA-vacciner er baseret pa gener, der danner et overflade-
protein fra den mikroorganisme, som man gnsker beskyttelse
imod, f.eks. en virus. Vaccinen fremstilles ved at indseette
genet for det gnskede virusprotein i et plasmid, som er et lille

_Lysosom

Mange barrierer i kroppen skal passeres, og mange processer skal styres for at opna en virksom DNA-vaccine, som kan indtages gennem munden:

1) Nedbrydning i mave-tarmkanalen skal undgas. 2) Vaccinen skal passere over tarmvaeggen. 3) Derefter skal vaccinen optages af lymfesystemets antigen-pree-
senterende celler, som findes p& den anden side af tarmvaeggen, og her skal cellemembranen passeres. 4) Ved optagelsen i cellen pakkes plasmidet med DNA-
vaccinen ind i endosomer; som under transporten gennem cellen smelter sammen med sma saekke kaldet lysosomer, der indeholder nedbrydende enzymer.
Plasmidet skal frigives til cellevaesken, far det nedbrydes enzymatisk i lysosomerne. 5) Plasmidet bevaeger sig hen til cellekernen, hvor det skal veere i stand til
at treenge ind gennem kernemembranen. 6) DNA-vaccinen afleeses i cellekernen. 7) Derpa produceres det protein fra en virus eller en bakterie, som vaccinen
koder for. 8) Endelig skal det artsfremmede protein praesenteres pa cellens overflade til genkendelse for immunsystemet. (Ill. Mette Langebaek)

ringformet stykke DNA. Efter vaccinationen udtrykkes genet
i celler i lymfesystemet, hvorved cellerne danner virusprote-
inet pa deres overflader. Proteinet saetter nu immunforsvaret
i alarmberedskab overfor den pageeldende virus pa samme
made, som en almindelig vaccine ggr det. Immunsystemet
genkender det producerede virusprotein som fremmed,
hvorved et beskyttende immunrespons iveerksaettes.

Immunforsvaret reagerer pa to mader efter en DNA-
vaccination. For det fgrste dannes der antistoffer, som neu-
traliserer virusproteinet og som senere vil ggre det samme,
hvis personen skulle blive smittet med det pagzeldende virus.
For det andet medfgrer DNA-vaccinationen, at der produceres
T-celler, som draeber de inficerede celler. T-celler dannes sjeel-
dent ved brug af konventionelle vacciner, men de antages at
veere essentielle for at skabe en immunisering mod virus som
HIV samt ved fremstilling af kraeftvacciner.

Selvom det er over ti ar siden, at princippet bag DNA-
vacciner blev beskrevet og fundet veerdifuldt, er der endnu
ikke markedsfart vacciner af denne type. Det skyldes iseer, at
det er vanskeligt at udveelge de overfladeproteiner fra virus
og bakterier, som DNA-vaccinen skal danne, samt at DNA kun
i meget ringe grad optages i kroppens celler.

For at opna en tilstreekkelig optagelse i cellerne ma man
enten skyde DNA direkte ind i cellerne eller maskere DNA-
vaccinen. Hertil benyttes tomme virus, polymerer eller lipo-
somer, som er kugleformede szekke af fedtstoffer. Endelig
giver DNA-vacciner som andre genteknologiske lsegemidler
anledning til etiske overvejelser, da de principielt set kan
blive integreret i arveanlaeggene. Ingen af de hidtidige stu-
dier har imidlertid vist, at dette sker i praksis.

Sveer formulering

Selvom adskillige Kliniske studier har vist beskyttende immu-
nitet ved DNA-vaccination, er optagelsen af plasmider i cel-
lerne ineffektiv, og det samme geelder cellernes produktion
af de proteiner fra virus eller bakterier, som DNA-vaccinen
indeholder opskriften pa. Det er ofte ngdvendigt at anvende
store maengder plasmid, selvom det er tilstreekkeligt, at bare
100-1000 celler praesenterer de artsfremmede proteiner pa
deres overflade.

Den lave optagelse i cellerne skyldes iseer DNA-moleky-
lets fysiske og kemiske egenskaber. Molekylet er stort og har
derfor sveert ved at passere cellemembranen, og samtidig er
molekylet vandoplgseligt, hvilket ligeledes vanskeligger pas-
sagen over de fedtholdige cellemembraner. Desuden ned-
brydes DNA-vaccinen af enzymer bade i blodet og i cellerne,
og endelig er det ngdvendigt at fa transporteret vaccinen
hen til de celler i lymfesystemet, som praesenterer artsfrem-
mede proteiner for immunforsvaret.

P& trods af intens forskning er udvalget af anvendelige
transportsystemer endnu begraenset. Til DNA-vaccination har

man hovedsagelig anvendt to metoder. Den farste er injek-
tioner i muskler eller under huden med nggent DNA. Den
anden er gen-pistoler, hvor DNA-vaccinen kobles til guld-
partikler, som sa skydes direkte ind i hudceller.

Ved normal cirkulation i kroppen kommer DNA-vaccinen
ind i cellerne ved, at vaccinen under optagelsen omsluttes af
sma seekke, som kaldes endosomer. Endosomerne smeltes
sammen med andre saekke, lysosomer, som har lav pH og
indeholder store meengder enzymer, som nedbryder DNA.
Derfor ber plasmiderne veere beskyttede, sa de forlader
endosomerne i intakt stand, hvilket kan ggres ved at indpakke
plasmiderne i fedtstoffer eller polymerer. Endelig skal
plasmiderne veere i stand til at treenge gennem kernemem-
branen. Farst nar DNA-vaccinen er kommet ind i cellekernen,
aflzeses opskriften pa det artsfremmede protein, som derefter
produceres af cellernes proteinfabrikker i cellevaesken.

Mulig oral DNA vaccine

Vanskelighederne bliver endnu sterre, nar DNA-vaccinen skal
indgives via munden. Her ma& man bade beskytte vaccinen
mod enzymatisk nedbrydning i mave-tarmkanalen og i blodet.

Vi arbejder pa at udvikle et transportsystem baseret pa
faste fedtpartikler med en stgrrelse p& 100-300 nanometer.
Her kan DNA enten indkapsles i en lipidmatrix eller bindes pa
partiklernes overflade. Lipidernes faste form bevirker, at
DNA-vaccinen frigives langsomt ved enten diffusion eller
erosion, hvorved der bade opnas en forlzenget afgift og en
beskyttelse af DNA-vaccinen.

Lipidpartiklerne kan fremstilles af ugiftige stoffer. Ved at
benytte positivt ladede komponenter kan partiklerne frem-
stilles med en positiv overfladeladning, sdledes at de kan kom-
pleksbinde det negativt ladede DNA, s& vaccinen pakkes pa
overfladen. Vi gnsker imidlertid ikke ladningsneutralitet af
komplekserne, men en positiv nettoladning, som gger partik-
lernes vekselvirkning med den negativt ladede cellemembran.

Forsgg med mus

Partikler af starrelser mellem 50 nanometer og 5 mikrometer
kan passere tarmveeggen i begraenset omfang — jo mindre
partikler, i jo hgjere grad passerer de vaeggen og optages i
blodet. Dette sker primeert i afgreensede omréder i tarmen,
som direkte er forbundet med lymfesystemet. Ved potente
leegemiddelstoffer som DNA-vacciner, der indgives i sma
maengder, vil denne optagelsesvej kunne anvendes.

Orale immuniseringsforsgg er igangsat pa mus for at
undersgge, i hvilket omfang antistoffer dannes i livmoder-
slimhinden, endetarmen og blodbanen. Safremt et positivt
resultat opnas, vil T-celle produktionen mod HIV blive under-
sggt. Det langsigtede mal er DNA-vacciner, der kan indgives
i tabletform.

Projektet er stgttet af bl.a. Centre for Drug Design and Transport.
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Moderne naturstofkemi

effektiv analyse af

Den biologiske mangfoldighed, biodiversiteten, betyder
en endnu stgrre mangfoldighed af kemiske indholds-
stoffer, en kemodiversitet. Moderne teknologi giver nye
muligheder og fornyet interesse for naturens stofbiblio-
teker i udviklingen af leegemidler.

Dan Steerk, Else Lemmich, Henrik Franzyk, John Lemmich,
Sgren Brggger Christensen og Jerzy W. Jaroszewski

At naturen er en rig kilde til l&egemidler er der mange vel-
kendte eksempler pa: morfin fra opiumvalmuen, kinin fra
kinabark, de hjertevirksomme digitalisglykosider fra finger-
bglplanten og penicillin fra penicilliumsvampen. Mindre
kendte er nok nyere tilfgjelser til listen over naturstoffer,
som har dannet basis for steerkt efterspurgt medicin: taxol
fra takstraeet, der bruges til behandling af kraeft, artemisinin
fra en kinesisk malurt, som anvendes i malariabehandling,
samt mevastatin fra mikroorganismer, som bruges ved hjerte-
sygdomme.

For at rationalisere afprgvningen af syntetiske stoffer for
deres potentiale som laegemidler, har man gennem de sidste
10-15 ar produceret sdkaldte kombinatoriske biblioteker, det
vil sige samlinger af besleegtede stoffer. Overfor denne,
syntetisk skabte, kemiske mangfoldighed star naturens
mangfoldighed, skabt ved evolution gennem 4 milliarder ar,
som langt overgar, hvad kemikere har fantasi og praktiske
muligheder for at skabe. Problemet har hidtil veeret at fa
adgang til naturens store stofbibliotek uden alt for store
praktiske vanskeligheder og gskonomiske omkostninger.

Der er i gjeblikket en steerkt stigende interesse for natur-
stoffer som leegemidler, fordi den teknologiske udvikling nu

giver mulighed for at udnytte de naturlige stof-
biblioteker hurtigere. Udtrykket
dereplikation anvendes om
processen, som farer
frem til en kemisk
og biologisk ka-
rakterisering af
bestanddele i
en kompleks
stofblanding;
f.eks. en plan-

teekstrakt.

Eksempler pa ledestrukturer,
som undersgges i gruppen.

naturens stofbiblioteker

Inspiration fra naturstofferne
Trods fremskridt inden for moderne sygdomsbehandling er
der stadig omréader, hvor der er behov for nye leegemidler og
for en gget forskningsindsats. Dette geelder for eksempel
infektionssygdomme, hvor mikroorganismers og parasitters
udvikling af modstandsdygtighed over for de anvendte
laeegemidler i stigende grad vanskeligger behandlingen af
bade mikrobielle og parasiteere infektioner verden over.
Leegemidlerne fremprovokerer en biokemisk tilpasning af
mikroorganismerne, s de kan tale medicinen. Derfor er der
til stadighed behov for nye ideer til mulige lsegemidler,
sdkaldte ledestrukturer. En ny ledestruktur er et molekyle,
som har en ny kemisk opbygning og ogs&d ofte en ny
virkningsmekanisme. Ud fra en ledestruktur forsgger man at
syntetisere forbedrede varianter. | sggen efter nye ledestruk-
turer kan man udnytte naturens kemiske mangfoldighed og
underkaste naturstofbibliotekerne en farmakologisk testning.
Ved den traditionelle naturstofkemiske fremgangsmade
i arbejdet med biologisk aktive ekstrakter bliver stgrstedelen
af tiden brugt til isolering og renfremstilling af det aktive
stof, efterfulgt af kemisk karakterisering, som har til formal
at fastleegge den kemiske struktur. Farst derefter kan en far-
makologisk karakterisering pabegyndes. Fremgangsmaden
er ikke optimal pa grund af den lange arbejdsproces, hvor
isolering og oprensning varer adskillige méneder, fgr man
kan begynde de farmakologiske undersggelser, der skal vise,
om der er tale om et lovende stof. Processen kan tidsmaessigt
ikke konkurrere med en hurtig farmakologisk screening af
allerede eksisterende samlinger af stoffer med kendt kemisk
struktur eller med design og fremstilling af et syntetisk stof-
bibliotek. Sidstneevnte fremgangsmader praktiseres i dag
bredt i den farmaceutiske industri.

Moderne arbejdsprocesser

I nutidig videnskab sker der ofte en sammensmeltning af
vidensdiscipliner og teknologier, der tidligere har veeret
adskilt. Et eksempel herpa er en sammenkobling af en effek-
tiv separationsprocess, som vaeskekromatografi (HPLC), med
en slagkraftig metode til strukturopklaring som kerne-
magnetisk resonansspektroskopi (NMR). HPLC er en kroma-
tografisk separationsmetode, der karakteriseres ved stor
separationsevne og hastighed. NMR-spektroskopi er i dag
den bedste teknik til strukturbestemmelse af organiske stof-
fer, og dette omrade har der i mange ar veeret satset steerkt
pa i den naturstofkemiske gruppe ved DFH.

Ved kombination af HPLC-separation og NMR-karakteri-
sering i én arbejdsprocess vil man opna en hurtig metode til
karakterisering af stoffer i en kompleks blanding, altsa en
dereplikation. En frugtbar kombination af HPLC og NMR
kreever imidlertid, at en reekke teknologiske problemer bliver
lgst. De vigtigste krav er, at NMR-delen udviser tilstraekkelig
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@verst: Traditionel sggen efter ledestrukturer fra naturstof-
kemiske biblioteker.

Nederst: Fremgangsmade der kombinerer separation med
kemisk og biologisk karakterisering af en ekstrakt.

hgj falsomhed, hvilket har kunnet opnas i de seneste ar ved
anvendelse af magneter med hgj feltstyrke. Der ses nu en
begyndende udvikling inden for HPLC-NMR, som er seerdeles
velegnet til "on-line" kemisk karakterisering af komponen-
terne i et naturstofbibliotek.

Kombineres dette med en indledende biologisk karakteri-
sering i et panel af automatiserede tests, far man samtidig en
hurtig undersggelse af flere farmakologiske egenskaber. Kun
de stoffer, der udviser interessante kemiske og farmakolo-
giske karakteristika isoleres og oprenses preeparativt.
Hovedgevinsten er, at dereplikation af en ekstrakt nu kan
gennemfares pa dage eller uger, i stedet for flere maneder.

Nye ledestrukturer
Ved Danmarks Farmaceutiske Hgjskole er der en rig tradition
for studier af farmakologisk aktive naturstoffer og derivater
heraf. Identificering af et lovende naturstof efterfglges
typisk af praeklinisk farmakologisk karakterisering og medici-
nalkemisk udvikling - en modifice-
ring af naturstoffet, som har til for-
mal at forbedre dets farmakologiske HPLC
egenskaber.

Denne forskning har resulteret i — ==
identificering af en raekke stoffer
og stofgrupper, som undersgges
med henblik pa en mulig videreud-
vikling mod anvendelse som laege-
midler. Forste eksempel er peptid-
konjugater af thapsigargin, et
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er sket i samarbejde med Lundbeck A/S, er det lykkedes at
opna en langt starre selektivitet og potens med hensyn til
binding til det biologiske malmolekyle, end det er tilfeeldet
for det naturlige toksin. | alle tre eksempler er de opnaede
resultater sa interessante, at en patenteringsprocedure enten
er gennemfart eller indledt.

Ogsa den seneste forskning i den naturstofkemiske gruppe
har resulteret i opdagelsen af en raekke naturstoffer med
potentiale som medicinalkemiske ledestrukturer, iseer rettet
mod malariaparasitter. Disse naturstoffer underkastes i gje-
blikket praekliniske undersggelser.

Der har fundet en oprustning sted med hensyn til farma-
kologiske tests, sdledes at gruppen nu i egne laboratorier har
faciliteter til at teste stoffer og ekstrakter med virkning mod
malariaparasitter. Gruppen rader ogsa over farmakologiske
testmetoder baseret pa bade sensitive og resistente cancer-
cellelinier og der arbejdes stadig pa at udvide det tilgeenge-
lige testpanel.

Moderne bioteknologi samt kortleegningen af det humane
genom skaber viden om nye terapeutiske angrebspunkter ved
sygdomsbehandling. Den viden, kombineret med en rationel
udnyttelse af naturstofkemiske biblioteker, giver steerkt
forbedrede muligheder for en hurtigere udvikling af nye
ledestrukturer pa basis af naturens enorme kemodiversitet.
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naturstof fra middelhavsplanten
Thapsia garganica. Disse stoffer
undersgges for deres evne til at
fremkalde organselektiv celleded
ved prostatakreeft. Det andet
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eksempel er licochalcon A, et stof ﬁ/ % LMW N“ A

med antiparasiteere virkninger, iso-
leret fra en kinesisk lakridsrod. Det == ———
tredje eksempel er analoger til
philanthotoxin-433, et neurotoksin
fra en egyptisk hveps, som muligvis
kan bruges til at behandle neurode-
generative sygdomme i hjernen.
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Ved syntetisk at modificere struktu-  Dereplikation af indolalkaloider fra barken af det afrikanske tree Corynanthe pachyceras.

ren af dette naturstof, hvilket bl.a.

NMR spektre optages "on-line" af de enkelte toppe i kromatogrammet.
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Korrekt dosering
ved behandling af
barns smerter

Paracetamol i spyt (mg/l)
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Paracetamol er et meget anvendt lsegemiddel til
behandling af smerter hos sm& bgrn efter operationer.
En ny undersggelse gar det muligt at give veldokumen-
terede anbefalinger om doser til de leeger, som dagligt
star overfor at skulle behandle smerter hos barn.

Af Tina Hahn, Sgren N. Rasmussen og Mette Rasmussen

Mange spaedbgrn og smabgrn gennemgar forholdsvis store
operationer, som efterfalgende kan kreeve smertebehand-
ling i flere dage. Smerterne er ofte sa steerke, at bgrnene ma
behandles med morfinlignende stoffer, opioider, som giver
de fleste barn ubehagelige bivirkninger sdsom kvalme, for-
stoppelse og vandladningsbesveer.

Derfor giver man normalt svagerevirkende smertestillen-
de leegemidler som paracetamol sammen med opioider, hvil-
ket gar det muligt at spare pa opioiderne og skane bgrnene
for nogle bivirkninger.

Nar smerter efter operationer skal lindres hos barn, er
paracetamol den mest anvendte smertestillende medicin,
enten som eneste leegemiddel eller i kombination med
andre. Alligevel er det aldrig tidligere blevet undersggt, om
bgrn kan téle at fa paracetamol i en laengere periode, selv-
om medicinen ofte anvendes i flere dage ad gangen.

Forskningen har hidtil kun fokuseret pa, hvordan krop-
pen optager, fordeler, omseetter og nedbryder paracetamol
efter indgift af én enkelt dosis. Det vides saledes ikke, hvor
hgje koncentrationer af paracetamol bgrnene nar op p4, nar
de far mere end en enkelt dosis.

Stikpiller er den oftest benyttede made at give bgrn para-
cetamol pé efter operationer, fordi mindre bgrn ofte ikke kan
sluge tabletter, eller fordi kvalme besveerligger indgivelsen af
leegemidler, der skal optages via mave-tarm kanalen. Endelig

Det er nu vist, at kon-
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Koncentration-tids-profil for et typisk barn. Det ses her, at den
computergenerede model (==) og de aktuelt malte koncentra-
tioner (=) stemmer fint overens. Paracetamol er her indgivet ca.
hver 6. time, men efter ca. 20 timer er der sprunget en dosis over.

kan selve operationen, f.eks. operation for ganespalte,
vanskeligggre indtagelse af tabletter og mikstur.

| Danmark benytter man ikke intravengs paracetamol, da det
er forholdsvis dyrt og kreever, at barnet har et kateter
liggende i en blodare i mange dage.

Gentagen indgift og bivirkninger

For de fleste leegemidler er der en god sammenhaeng mellem
den koncentration af laegemidlet, som opnas i kroppens
forskellige veesker, og virkningen. Dog er der oftest tale om,
at koncentrationen skal overstige en vis taerskelveerdi, for at
en effekt indtraeder.

Nyere udenlandske undersggelser har vist, at dette
teerskelniveau for paracetamol formodentlig ligger omkring
10 mg/l i blodet hos bgrn, hvilket giver omkring halvdelen af
bgrnene en tilfredsstillende smertelindring efter operationer.

For at nedseette risikoen for bivirkninger er der i hgj grad
brug for undersggelser, der belyser hvilke koncentrationer,
som opnads ved gentagen indgift af stikpiller med
paracetamol til bgrn. Iseer er det vigtigt at undersgge, om
paracetamol ophobes i kroppen.

Paracetamol er et meget ufarligt og effektivt leege-
middel, n&r det anvendes med omtanke; dog er der veldoku-
menterede bivirkninger pa leveren ved overdosering, hvilket
selvfglgelig aktualiserer en undersggelse af kroppens reak-
tioner, nar stoffet gives til spaedbgrn og starre barn i en
laengere periode.
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Klinisk undersggelse ]
Vi har for nyligt afsluttet en klinisk |
undersggelse af 23 bgrn i alderen 9
uger til 11 ar, der fik stikpiller med S
paracetamol fire gange i dggnet i op

til fem degn, svarende til 25 mg

paracetamol pr. kilo kropsveegt hver

sjette time.

Der er mange etiske krav til kliniske projekter, der inklu-
derer bgrn, men da paracetamol findes i samme koncentra-
tion i spyt og blod, skal der kun tages fa blodpraver fra hvert
barn for at fa de forngdne informationer. | undersggelsen
kunne bade blodprgver og spytprever tages uden at volde
bgrnene smerte. Samtidig var doseringen med paracetamol
ikke veesentlig forskellig fra den almindelige dosering til
bgrn. Undersggelsen var godkendt af bade Leegemiddel-
styrelsen og den lokale videnskabsetiske komité.

Efterfalgende blev alle oplysninger om dosis, doserings-
tidspunkt og malte koncentrationer af paracetamol i blod og
spyt for hvert enkelt barn bearbejdet i et til formalet
udarbejdet computerprogram. Programmet estimerer en
matematisk model, som kan beskrive aendringer i leege-
midlers koncentration i kroppen. Herved kan man udregne
farmakokinetiske data, det vil sige data om kroppens evne til
at absorbere, fordele, nedbryde og udskille paracetamol.

Ingen ophobning

Resultaterne viste, at bgrn er forholdsvis hurtige til at optage
paracetamol fra stikpiller i sammenligning med voksne. Der
kan veere forskellige forklaringer pa dette, men iszer de mere
snzevre forhold i barns endetarm betyder, at der opstar en
teet kontakt mellem selve stikpillen og tarmvaeggen. Jo starre
kontaktflade, der er mellem laegemiddel og blodkarrene i
tarmvaeggen, desto hurtigere absorption kan forventes.

Hvis man sammenligner med undersggelser, hvor der

kun er indgivet én dosis paracetamol til bgrn, afviger de
farmakokinetiske parametre ikke neevneveerdigt, selvom der
gives flere pa hinanden fglgende doser. Koncentration-tids-
profiler for typiske bgrn viser nemlig, at der ingen ophob-
ning var at spore selv efter flere dages behandling. Der ind-
stiller sig nemlig en ligevaegt mellem meaengden af stof, der
indgives, og maengden af stof, der udskilles, nar lazgemidler
tages med fast interval.
Nar der er etableret ligevaegt mellem indgift og udskillelse,
er det muligt at beregne en gennemsnitskoncentration for
hver patient. Middelveerdien i blodet var for disse bgrn
15,2 mg/l. Altsd over den teerskelveerdi pd 10 mg/l, man
formoder har smertestillende virkning.
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Alternative nedbrydningsveje

Barn har et umodent enzymsystem med hensyn til nedbryd-
ning af lsegemidler, og de enzymsystemer, som nedbryder
paracetamol hos voksne, er fgrst fuldt udviklede i 12-ars
alderen. Men allerede ved fadslen er sma bgrn i stand til at
omdirigere paracetamol til nogle veludviklede alternative
nedbrydningsveje.

Det er fgrst nu vist, at bagrns alternative enzymsystemer
har kapacitet nok til at nedbryde og udskille paracetamol,
selvom det gives i flere dage med fast interval. Dette er vig-
tigt, for hvis nedbrydningen og udskillelsen ikke er tilstraek-
kelig effektiv, kan der dannes for store meengder af det
levertoksiske stof NAPQI (N-acetyl-p-benzoquinonimin).

Normalt dannes NAPQI i meget sm& maengder ved ned-
brydning af paracetamol og inaktiveres af aminosyren gluta-
tion, hvorved stoffet mister sin giftighed. Glutation skal
tilfares kroppen via kosten og findes hos raske personer i
rigelige maengder. Hos patienter i darlig ernseringsmaessig
tilstand kan glutationdepoterne derimod veere udtgmte,
hvorfor man her skal udvise seerlig forsigtighed med dose-
ring af paracetamol.

Pa baggrund af de resultater, der er opnaet i projektet,
har det veaeret muligt at komme med en veldokumeteret
dosisrekommandation til de leeger, som hver dag star overfor
at skulle ordinere smertelindrende behandling af laengere-
varende postoperative smerter hos bgrn.

Der er dog stadig god grund til at observere de enkelte
bgrns reaktion pa behandlingen, da bgrnene reagerer meget
forskelligt pad lzegemidlet. Hos et atypisk barn steg koncen-
trationen af paracetamol for hver indgift, sandsynligvis fordi
barnet var meget langsomt til at optage paracetamol fra
stikpillerne, hvorfor der altsa stadig var en stor del af en fore-
gédende dosis i kroppen, nar en ny blev indgivet. De malte
koncentrationer hos barnet var dog s& forholdsvis lave, at
der ikke var risiko for toksiske bivirkninger.

Undersggelsen blev udfert i samarbejde med overleege
Steen W. Henneberg, afdelingsleege Rolf Holm-Knudsen og
afdelingsleege Kirsten Eriksen fra Bgrneaneestesiafdelingen
p& Rigshospitalet samt Karina Marinheiro og Annette
Poulsen, som var farmaceutstuderende p& DFH.
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Pa sporet af
bivirkningen

Nogle leegemiddelstoffer omdannes i kroppen til reaktive
produkter, som reagerer med proteiner og andre biomo-
lekyler, hvilket kan medfgre bivirkninger. Derfor er det
vigtigt at opna starre viden indenfor omradet. Malet er
at kunne forudsige risikoen for bivirkninger ud fra leege-
middelstoffets struktur.

Af Jgrgen Olsen, Inga Bjgrnsdottir,
Jette Tjgrnelund og Steen Honoré Hansen

P& indleegssedlerne i leegemiddelpakkerne findes der nor-
malt et - ofte skreemmende langt - afsnit om mere eller min-
dre hyppigt forekommende bivirkninger. Typisk stammer vor
viden om bivirkninger fra iagttagelser af laegemiddelbrugere,
men ofte er vi ikke i stand til at keede de ubehagelige gener
sammen med molekyleere processer i kroppen.

I mange tilfeelde tilskrives bivirkninger selve leegemiddel-
stoffet, men de senere ars forskning har vist, at bivirkningerne
kan forvoldes af nedbrydningsprodukter af laegemidlerne.
Iseer i leveren omdannes mange laegemidler i varierende
grad. Omdannelsesprodukterne anses generelt for at veere
farmakologisk inaktive, og ofte bliver leegemiddelmolekylet
aendret pa en made, sa udskillelsen fra kroppen gges.

Desveerre er inaktivering ikke altid lig med uskadelig-
gerelse. Et af de mest velkendte eksempler pa dette feeno-
men er det smertestillende laegemiddelstof paracetamol, der
bl.a. findes i Pamol® og Panodil®. Ved overdosering kan
leveren omdanne paracetamol til et reaktivt produkt, som i
hgje koncentrationer kan skade leveren fatalt.

Acylglucuronid af
leegemiddelstof

Proteiner
modificeret med
leegemiddelstof

Leegemiddelstof | ———> | forbindelse af

Coenzym A

leegemiddelstof

Andre

omdannelsesprodukter

Indbygning
i lipider

Diagrammet viser mulige biokemiske veje for NSAID laegemiddelstoffer, der inde-
holder en carboxylsyregruppe. Nogle af reaktionsvejene kan medfgre bivirkninger.
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Omdannelse og bivirkninger
Andre smertestillende stoffer fra gruppen af non-steroidale
antiinflammatoriske stoffer (NSAID'er) kan ligeledes forarsage
bivirkninger, der tilskrives reaktive omdannelsesprodukter.
NSAID'erne teeller bl.a. meget anvendte laegemidler som
Aspirin®, Magnyl®, I|dotyl® og Ibuprofen®. Hos enkelte
patienter har man set meget alvorlige allergiske anfald, som
i veerste fald kan medfgre dgden. Det er sandsynliggjort, at
det er omdannelsesprodukter af laegemiddelstofferne, som
resulterede i giftvirkningen. De leegemidler, som gav anled-
ning til de meget alvorlige bivirkninger, er i dag trukket ud
af markedet.
Mange NSAID'er indeholder carboxylsyregrupper, der i leve-
ren ofte paszettes glucuronsyre. Resultatet er, at der dannes
et produkt, som kaldes et acylglucuronid. Acylglucuronider
kan i modseetning til leegemiddelstoffet reagere med protei-
ner i plasma. Herved dannes der modificerede plasmaprotei-
ner, som af immunforsvaret anses for at veere fremmedlege-
mer. Derfor gar immunforsvaret til angreb pa fremmedlege-
met med en allergisk reaktion til fglge.
Leegemiddel-modificerede proteiner er ikke kun fundet i
plasma. Efter indgift af andre NSAID'er har man i nyrerne og
leveren fundet proteiner, hvortil der var bundet lsegemiddel-
stoffer. | leveren er de proteiner, som fremmer udskillelsen af
nedbrydningsprodukter af laegemiddelstoffer, seerligt udsatte,
og man har keedet dette sammen med forekomst af leverskader.

Ind i de biokemiske kredslgb

Reaktiviteten af acylglucuronider er i dag veldokumenteret,
men at leegemiddelstoffer kan omdannes til reaktive ned-
brydningsprodukter, er stadigt et interessant og et relativt
uudforsket omrade.

| gjeblikket undersgger vi reaktiviteten af andre omdan-
nelsesprodukter af NSAID'er, der indeholder carboxylsyre-
grupper. Disse leegemiddelstoffer omdannes ikke kun til acyl-
glucuronider, men kan ogsa paszettes coenzym A. Herved
opstar der et omdannelsesprodukt, som anses for at veere
mere reaktivt end acylglucuroniderne. Derfor kan man fryg-
te, at coenzym A forbindelser med laegemiddelstoffer kan
fremprovokere en reaktion med proteiner og andre biomo-
lekyler og dermed veere arsag til bivirkninger.

Coenzym A forbindelser spiller bl.a. en vigtig rolle i fedt-
stofskiftet i forbindelse med syntese og nedbrydning af fedt-
syrer. For leegemiddelstoffer, som indeholder en carboxyl-
syregruppe har det vist sig, at kroppens enzymer kan for-
veksle dem med fedtsyrer - dvs. at visse leegemiddelstoffer
kan indgd i de samme biokemiske veje som fedtsyrer.

Dette har resulteret i, at man har set, at NSAID'et
ibuprofen kan indbygges i fedtstoffer i cellerne. Igen en

Ill. Mette Langebaek

uheldig konsekvens af, at leegemiddelstoffer indgéar i
ugnskede biokemiske processer i kroppen, i stedet for blot at
blive inaktiveret og udskilt. Den kliniske betydning af dette
feenomen er dog endnu ukendt.

Analytisk kemi som veerktgj

I vores forskning har vi brugt NSAID'et naproxen som model-
stof. Vi har syntetiseret coenzym A forbindelsen med naproxen
og har undersggt stoffets reaktivitet over for proteinet albu-
min, som findes i plasma.

Binding har vist sig at foregd i en vaesentlig hgjere grad
end for acylglucuronidet af naproxen, hvilket ma tilskrives
den hgjere kemiske reaktivitet for coenzym A forbindelser.
Endvidere ses en hgj reaktivitet overfor glutathion, som fin-
des i leveren, og som normalt reagerer med reaktive mole-
kyler for at beskytte organismen.

For at kunne vurdere de kemiske egenskaber af forskel-
lige omdannelsesprodukter af leegemiddelstoffer er det
interessant at sammenligne, hvor og hvordan de bindes til
proteiner, samt i hvor hgj grad de bindes. Derfor er vi i gje-
blikket i faerd med at identificere bindingsstederne pa albu-
min for s&vel acylglucuronid som for coenzym A forbindelsen
af naproxen.

Med de seedvanlige analytiske kemiske teknikker er det
sveert at handtere store proteiner. Derfor spalter vi proteinet
med et enzym, hvorved der fremkommer ca. 70-80 protein-
fragmenter, som kaldes peptider. Opgaven er herefter at
adskille peptiderne, identificere de peptider, hvorpa der er
bundet leegemiddelstof, og karakterisere disse peptider. Til
slut kan puslespillet lazegges ved at indpasse peptiderne i den
lange proteinsekvens, fgr bindingsstedet endelig kan fast-
laegges. Peptiderne adskilles ved hjeelp af kromatografi,
identificeres med fluorescensdetektion og karakteriseres ved
hjeelp af massespektrometri.

Leverceller og dyreforsgg

Forsgsgene med omdannelsesprodukterne af naproxen er
udfert med albumin som modelprotein under omstaendig-
heder, der i en vis udstreekning minder om biologiske
forhold. Eksperimenterne giver os en baggrundsviden om
omdannelsesprodukternes kemiske reaktivitet, men forsggene
kan ikke sté alene. Der er behov for, at resultaterne sammen-
holdes med forhold, der ligner forholdene i den menneskelige
organisme mest muligt.

Derfor pabegynder vi nu forsgg i forskellige biologiske
systemer, hvor omdannelsesprodukterne dannes i leverceller
eller i levende rotter, som indgives leegemiddelstoffet.
Leverceller kan udtages fra forsggsdyr uden at miste funk-
tionen og er dermed i stand til at danne stofskifteprodukter
af laegemidler. Derpa bestar analysearbejdet i at isolere pro-
teiner fra begge typer forsgg og analysere for tilstedevee-
relsen af proteiner, som er modificeret af omdannelsespro-
dukter af laegemidler.

Samtidigt opsamles rotternes urin, som skal undersgges
for eventuelle forbindelser, der muligvis kan sammenholdes
med en ugnsket situation i leveren. Dette giver muligheden
for at kunne finde eventuelle biomarkgrer for dannelsen af
modificerede proteiner.

Fremtidsvisionen

Fremtidsvisionen er at opna s& megen viden om omdannelses-
produkternes binding til proteiner, at man pa skrivebordet
eller ved hurtige laboratorieforsgg kan udtale sig om laege-
middelstoffers potentielle risiko for at medfagre bivirkninger
hos mennesker.

Dette kan veere af betydning i tidlige stadier i laegemiddel-
udviklingen, da man sagtens kan forestille sig to leege-
middelstoffer med samme effektivitet mod en given sygdom,
men med forskellige bivirkningsprofiler. | en sddan situation
vil det veere gavnligt at kunne forudsige, hvilke af de to
leegemiddelstoffers omdannelsesprodukter, der vil give
anledning til den laveste grad af modificerede proteiner og
dermed laveste frekvens af bivirkninger.
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Kontrol af lseegemidler for

feberfremkaldende stoffer

i

m

Ved kontrol af leegemidler benyttes forsggsdyr til at
undersgge, om laegemidlerne indeholder feberfremkal-
dende stoffer. Forsgg med dyr er kostbare og besveerlige,
og af etiske arsager er det gnskeligt at begraense brugen
af forsggsdyr. P4 Institut for Farmakologi udvikles en ny
kontrolmetode baseret pa humane celler i kultur.

Af Lise Moeshy, Lene Tommerup,
Erik Wind Hansen og Jens Dencker Christensen

Pyrogener er stoffer fra bl.a. bakterier, svampe og virus, som
fremkalder feber ved indgift i blodbanen pa mennesker og
hgjerestdende dyr. Da det kan fa alvorlige konsekvenser, hvis
pyrogener indsprgjtes i blodet, er det vigtigt at sikre, at
laegemidler ikke indeholder feberfremkaldende stoffer.
| dag undersgges leegemidlers indhold af pyrogener ved
forsgg med kaniner, fordi kaniners falsomhed overfor pyro-
gener ligner menneskets. Princippet i kontrollen er, at leege-
midlet indsprgjtes i kaninens blod, hvorefter man registrerer,
om injektionen medfgrer en temperaturstigning. Et
alternativ er at bruge oplgste blodlegemer fra krabbearten
dolkhale. Nar dolkhalens blodlegemer udseettes for pyroge-
ner, stivner oplgsningen. Denne test har dog begreensninger,
fordi den kun er fglsom overfor pyrogener fra gram-negative
bakterier og derfor ikke kan detektere pyrogener fra gram-
positive bakterier, svampe og virus. Med andre ord er dolk-
haletesten ikke det ideelle alternativ til kanintesten.
Bakterier kan groft inddeles i to grupper: gram-positive
og gram-negative. Inddelingen er baseret pa opbygningen af
bakteriernes cellevaeg. Der har igennem en arraekke veere
fokuseret meget pa gram-negative
bakteriers pyrogene egenska-
ber, hvor feberen foréar-
sages af et sukkerhol-

. . . digt giftstof, et li-
Lipoteichoinsyre

/ popolysaccharid.

..Peptidoglycan

By PRV
ey

= Cellemembran

Skitse af en gram-positiv bakteries celleveeg. Veeggen bestér inderst
af en cellemembran, som er omgivet af et tykt lag af peptidoglycan.
Lipoteichoinsyre, som kan fremkalde feber, er forankret i celle-
membranen og stikker ud gennem peptidoglycanlaget.
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Derimod er de gram-positive bakteriers pyrogene egen-
skaber kun undersggt i ringe omfang. Typiske gram-positive
bakterier er Staphylococcus aureus og Bacillus subtilis. Et af
de feberfremkaldende giftstoffer, som gram-positive bakteri-
er har i deres celleveeg, er lipoteichoinsyre. Det er lange
molekyler, som er forankret i bakteriens cellemembran, og
som stritter ud fra bakterien som sma antenner.

Arsag til feber

Nar et menneske far pyrogener i blodet, pavirkes de hvide
blodlegemer, makrofager og monocytter, til at udskille nogle
signalstoffer, som kaldes cytokiner. Cytokiner regulerer
blandt andet immunforsvaret i forbindelse med infektion og
sarheling.

Cytokinerne transporteres via blodet til centralnerve-
systemet, hvor de direkte eller indirekte pavirker det tempe-
raturregulerende center i hjernen til at gge legemstempera-
turen, s& man far feber. Monocytternes udskillelse af cytoki-
ner, nar de udseettes for pyrogener, danner grundlaget for
den alternative pyrogentest, som vi arbejder med.

Man kan isolere monocytter fra frisk humant blod og
bruge dem til at teste leegemidler for deres indhold af pyro-
gener. De friskisolerede monocytter vil, ligesom i blodet,
udskille cytokiner, hvis der er pyrogener til stede. Der er dog
praktiske og etiske problemer ved at bruge blod fra
mennesker til forsgg bl.a. pa grund af smittefare.

Derfor anvender vi en human cellelinie af monocytter,
som hedder Mono Mac 6. Cellerne dyrkes ved 37 °C i en pas-
sende atmosfeere af ilt og kuldioxid, i et naeringsmedie, som
indeholder alle de stoffer, som er nagdvendige for cellernes
funktion og veekst.

Monocytterne far frisk neeringsmedie to gange om ugen,
og pa den méade kan cellerne leve i flere maneder. Fordelen
ved at arbejde med en cellelinie er, at den kan leve gennem
leengere tid under disse kunstige forhold. Til sammenligning
vil monocytter isoleret fra frisk blod kun kunne overleve

/ IL-1

Pyrogener — 3» Mono Mac 6 celle ——3» TNF-O.

\ IL-6

Nar Mono Mac 6 celler udseettes for pyrogener, udskiller de
cytokiner: interleukin 1 (IL-1), tumor nekrose faktor o (TNF-ct)
og interleukin 6 (IL-6). Vores test er baseret pa udskillelse af
interleukin 6.

—~
—w— Salmonella typhimurium
—@— Staphylococcus aureus
—m—Bacillus subtilis
—{0— Bacillus subtilis sporer
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Detektionsgraense

Stimulering af Mono Mac 6 celler med pyroge-
ner i form af mikroorganismer: Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis bakterier og sporer,
samt den gram-negative bakterie Salmonella
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nogle fa dage. En anden fordel ved brug af cellelinier er, at
de kan opbevares i fryseren, indtil de skal bruges. Der er altsa
hverken behov for forsggsdyr eller bloddonorer.

Nar Mono Mac 6 celler udszettes for pyrogener, vil de,
ligesom monocytter fra blodet, udskille en raekke cytokiner
s&dsom tumor nekrose faktor o, interleukin 1 og interleukin 6.
Vi har valgt at basere vores metode p& maling af udskilt
interleukin 6.

Brug af celletesten

Nar et lzegemiddel skal undersgges for indhold af pyrogener,
dyrkes Mono Mac 6 cellerne i naerveer af leegemidlet. Hvis
leegemidlet indeholder feberfremkaldende stoffer, kan det
males ved, at cellerne udskiller cytokinet interleukin 6. Jo
starre maengde af pyrogener, der findes i leegemidlet, jo starre
bliver udskillelsen af cytokiner. Derfor er celletesten meget anven-
delig til at male maengden af pyrogener i et laegemiddel.

Vi har vist, at Mono Mac 6 cellerne, ligesom de hvide
blodlegemer i blodet, er fglsomme overfor mange forskelli-
ge pyrogene stoffer og mikroorganismer. Det geelder gram-
negative bakterier, gram-positive bakterier og sporer, svampe
og geer. Undersggelserne har ogsa vist, at mikroorganismers
evne til at inducere udskillelse af interleukin 6 i cellerne er
forskellig, hvilket indebeerer, at detektionsgraensen afhaenger
af den undersggte mikroorganisme.

Sammenlignes kaninens fglsomhed overfor pyrogene
stoffer med Mono Mac 6 cellernes, s& kan cellerne generelt
male lavere koncentrationer af pyrogener end kaninen.
Mono Mac 6 testen er derfor et realistisk alternativ til kanin-
testen, fordi cellerne har en fglsomhed, som er sammenlig-
nelig med kaninens, og fordi cellerne er fglsomme overfor
mange forskellige pyrogene stoffer.

Gram-positive bakterier

Den pyrogene egenskab er typisk knyttet til bakteriernes celle-
vaeg, og en raekke bakterielle celleveegskomponenter stimu-
lerer udskillelsen af interleukin 6. En gram-positiv bakterie,
som vi i laboratoriet har undersggt indgdende, er Bacillus
subtilis. Bakterien har den egenskab, at den kan danne
sporer. En spore er en bakterie i hvilestadium og bakterien
omdannes typisk til en spore i situationer, hvor der er mangel
pé nezering. Sporen kan overleve i lang tid, og hvis der pa et
tidspunkt igen opstar gode vaekstbetingelser, vil sporen blive
til en vegetativ bakterie igen.

typhimurium. Detektionsgraensen for de
forskellige bakterier er indikeret med den
vandrette streg.

Vi har vist, at Mono Mac 6 cellelinien kan detektere bade
vegetative bakterier og sporer af Bacillus subtilis. Ydermere
kan testen pavise den feberfremkaldende celleveegskompo-
nent lipoteichoinsyre, nar lipoteichoinsyre er isoleret fra bak-
terierne.

Da vi med Mono Mac 6 assay har en metode, som er
meget anvendelig til maling af pyrogener fra gram-positive
bakterier, er der mulighed for at evaluere, hvilken virkning
varmebehandling har p& den pyrogene effekt. Dette er
interessant, fordi varmebehandling blandt andet anvendes
ved fremstilling af sterile leegemidler. Saledes har vi i labora-
toriet vist, at cellevaegskomponenten lipoteichoinsyre fra
Bacillus subtilis stort set har uaendret pyrogen effekt efter
autoklavering. Dette er ikke tidligere vist. Autoklavering er
en 15 minutter lang varmebehandling i en form for tryk-
koger ved 121 oC.

Mono Mac 6 testen er saledes ikke alene i stand til at
detektere et bredt spektrum af pyrogener, men er ogsa et
velegnet redskab til at undersgge andre farmaceutiske
problemstillinger; f.eks. undersggelser af, hvordan man
bedst inaktiverer pyrogener. Derfor ser vi mange perspekti-
ver i den videre forskning med Mono Mac 6 testen.

Makrofagcellelinien Mono Mac 6 - et nyt veerktgj til maling af
pyrogener.
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Ny lovende teknik til

En ny forstgvningsmetode har et stort potentiale til
fremstilling af leegemidler. Teknikken er velegnet til at
forsteve veesker til sma draber ved et luftforbrug 50
gange mindre end forbruget ved andre kendte teknik-
ker. Det kan betyde en stor gkonomisk besparelse, nar
forstgvning udfgres ved hjeelp af inaktiv gas.

Af Frederik J. Petersen, Henning G. Kristensen,
Ole Waorts og Torben Scheefer

Mange nye potentielle leegemiddelstoffer er uegnede til at
blive indtaget i tabletform, fordi de nedbrydes i tarmene
eller i blodet. Indanding af spray eller smé partikler er ofte et
godt alternativ, som i stigende omfang anvendes til behand-
ling af en reekke sygdomme, f.eks. astma.

Veaeskeforstgvning er generelt et centralt element i
mange farmaceutiske fremstillingsprocesser; f.eks. agglome-
rering, sprayterring, spraykgling, mikroindkapsling og over-
treekning af faste stoffer. Ved disse processer er produktets
egenskaber pavirket af relativt fa procesvariable, hvoraf den
forstgvede vaeskes middeldrabestgrrelse og drabestarrelses-
fordeling normalt er de to mest betydningsfulde.

I den farmaceutiske produktion gnsker man at anvende
en robust forstgvningsmetode, som problemfrit forstgver
vaesker eller suspensioner under stressede betingelser som

A
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forstavning af laegemidler

hgj varme, uden at veeskens karakteristika andres under
forstgvningen. Det er ikke altid let at forstave polymeroplgs-
ninger til sma ensartede dradber, grundet deres viskositet. Det
er isaer en kreevende opgave at forstgve vaesker ved produk-
tion af inhalerbare partikler, der kun skal veere f& mikro-
meter store, eller ved overtraekning af krystaller og andre
partikler med starrelser p& under 100 mikrometer. Her er det
ngdvendigt, at drdbestarrelsen i sprayen kun er 10-20 mikro-
meter og gerne endnu mindre.

Dysetyper
De forstgvere, som normalt anvendes i lsegemiddel-
produktion, kan basalt inddeles i tre typer:

* Pneumatiske forstgvere er tostof-dyser, der forstgver
vaesker ved hjeelp af en luftstrem omkring dyse&bningen
for veesketilledningen.

* Hydrauliske forstgvere er trykdyser, som man kender fra
f.eks. oliefyr. Her opnas forstgvningen ved at presse
veesken gennem et sneevert hul ved hjeelp af et overtryk.

e Rotationsforstgvere, hvor forstgvningen opnas ved at
slynge veesken ud fra et roterende hjul.

| de fleste af de ovennaevnte farmaceutiske processer
anvendes pneumatiske forstgvere, fordi de producerer
vaeskedraber af en mere ensartet stgrrelse end de hydrauliske
forstgvere. Rotationsforstgvere benyttes iseer i spraytarrings-
processer. Her fordampes veesken efter forstavningen, hvor-
ved leegemiddelstoffet kan opsamles i form af sma terre
partikler.

Den opnaelige drabestarrelsesfordeling for en given for-
staver er afhaengig af forholdet mellem den maengde af hen-
holdsvis Iluft og veeske, der tilfares dysen, samt af veeskens
viskositet og overfladespeending. Generelt kraever forstgv-
ning meget store luftmaengder i form af atmosfeerisk luft
eller gas som f.eks. kveelstof.

Figuren viser princippet i effervescent forstgvning. Luft injiceres
i dysen ved lavt tryk og dermed i en relativt lille meengde til
vaeskestesmmen, séledes at der opstar en intim blanding af
vaeskebobler og luft. Nar blandingen forlader dysen, ekspande-
rer luften pa grund af trykfaldet og genererer hermed en spray
eller aerosol af meget sma vaeskedraber. A: Luftindgang.

B: Luftinjektor. C: Udgang til trykmaler. D: Veeskeindgang.

E: Blandekammer. F: Dysedbning.

—+— Pneumatisk dyse
=== Effervescent dyse
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Luft-til-Vaeske-Masseforhold

En sammenligning mellem pneumatisk forstgvning og effer-
vescent forstevning. Middeldrabesterrelsen er udtrykt ved
volumen-overflade diameter. Luft-til-veeske-masseforholdet er
forholdet mellem massen af luften, der tilfgres forstaveren,
og massen af vaeske, der forstaves.

Bobleforstgvning

En ny teknologi, som er udviklet med henblik pa forstgvning
af breendstof i jetmotorer og dieselmotorer, kan abne nye
muligheder for at forbedre forstgvningen af leegemiddel-
stoffer. Teknikken kaldes bobleforstgvning eller effervescent
forstgvning. Fordelen ved metoden er, at man kan forstgve
vaesker meget fint med et luftforbrug, som er langt mindre
end ved andre kendte forstavningsteknikker.

Ved bobleforstgvning arbejder dysen efter tostof-prin-
cippet ligesom den pneumatiske dyse, men den adskiller sig
fra denne pa et centralt punkt. | den effervescente dyse
injiceres luft ved lavt overtryk og i en relativt lille maengde til
vaeskestemmen i dysen, séledes at der opstar en intim blan-
ding af veeske og luftbobler. Nar blandingen af veeske og luft
forlader dysen, ekspanderer luften pa grund af trykfaldet og
genererer hermed en spray af meget sma veeskedraber.

De hidtidige erfaringer har vist, at man med boble-
forstgvning kan fremstille sprays med drabestgrrelser
svarende til de drabestarrelser, der dannes ved pneumatisk
forstevning, men under anvendelse af en luftmaengde, der
er ca. 50 gange mindre. Hvis luftmaengden gges, kan man
ved hjeelp af bobleforstgvning generere drdber, der er
veesentligt mindre end de draber, der dannes ved andre
forstevningsmetoder.

Farmaceutisk industri

De undersggelser, vi indtil nu har udfart, har iseer haft til for-
mal at vurdere, hvor robust en teknik bobleforstgvning er.
Resultaterne viser, at den nye dyseteknik giver sma middel-
drabestarrelser ved lave luft-til-veeske-masseforhold, nar der
sammenlignes med den pneumatiske teknik. Dette er ens-
betydende med, at luftforbruget er markant lavere ved
bobleforstavning, hvilket kan fa stor betydning for de
processer, hvor man af hensyn til produktets egenskaber eller
beskyttelse mod f.eks. eksplosionsfare skal arbejde med
inaktive gasser som kveelstof.

Vi har desuden fundet, at teknikken er velegnet til
forstgvning af vandige oplasninger af polymerer, selv meget
tyktflydende oplgsninger. Drébestgrrelsen styres meget let
ved kontrol af luft-vaeske-forholdet i dysen.

Mulighederne for at generere veeskedraber i starrelses-
omradet 10-20 mikrometer betyder, at teknikken har et stort
potentiale for overtraekning af sma faste partikler som f.eks.
krystaller af lzzgemiddelstoffer, nar forstaveren placeres i et
spraytgrringsanleeg. Formalet kan bl.a. veere at fremstille
farmaceutiske produkter med kontrolleret stofafgift.
Indledende undersggelser har vist lovende resultater af
kombinationen af bobleforstgving og sprayterring.

-

Her ses den efferrescente dyse.
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Plastblgdggringsmidler og
allergiske luftvejslidelser

Allergisk astma er en af de hurtigst voksende sygdomme
i vores del af verden, men det er sveert at pege pa en
direkte arsag til denne udvikling. Nye undersggelser
viser, at nedbrydningsprodukter fra plastblgdggrings-
midler, de sdkaldte phthalater, er i stand til at forsteerke
et allergisk immunrespons i mus.

Af Sgren Thor Larsen, Peter Thygesen
og Gunnar Damgard Nielsen

Antallet af personer der lider af allergiske luftvejslidelser
som astma og hgfeber er steget voldsomt de seneste 20-30 ar.
| dag er der dobbelt s& mange allergiske bgrn som for 20 ar
siden, og det sk@nnes, at 15-20 procent af de danske bgrn har
symptomer pa astma, hgfeber eller andre allergiske lidelser.

Det er bemaerkelsesveerdigt, at stigningen primeert ses i
vestlige, industrialiserede lande, hvor levestandarden er hgj.
Af samme grund er allergi misteenkt for at veere knyttet til
den livsstil eller det miljg, der er karakteristisk for lande med
et hgjt udviklingsniveau.

En del af stigningen i allergiske lidelser kan muligvis for-
klares ved et sendret infektionsmgnster p& grund af vaccina-
tion og brug af antibiotika. Desuden udseettes vi for miljg-
fremmede stoffer, hvoraf nogle sandsynligvis kan stimulere

immunforsvaret og forsteerke virkningen af allergi-
fremkaldende stoffer; et eksempel er sma partikler i diesel-
udstgdning.

Folk i industrilande opholder sig typisk meget
inden dgre og bliver p4 den made udsat for kemis-
ke stoffer, som afgives fra blandt andet bygge-
materialer. Mange byggematerialer inde-
holder PVC, som kan vere blagdgjort
med phthalater. Phthalater er det
plastblgdggringsmiddel, der an-
vendes i stgrst omfang, og
alene i Danmark bruger vi
arligt ca. 11.000 tons. En
stor del benyttes ved
fremstillingen af PVC-
gulve og gulvteep-
per, men phthala-
ter indgar ogsa

i mange andre
produkter.

Phthalater frigeres Igbende fra plastproduktet til det
omgivende miljg og vil under tilstedeveerelse af vand ned-
brydes til monophthalater. Ogsa den menneskelige organisme
nedbryder phthalater til monophthalater, ndr de kommer i
kontakt med en gruppe enzymer, som kaldes esteraser.

Astma hos bgrn

Phthalater er interessante, fordi en befolkningsundersggelse
peger pa, at der er en sammenhang mellem udseettelse for
phthalater og udvikling af astma hos bgrn. Endvidere tyder
resultater fra vores undersggelser pa, at visse monophthala-
ter kan forsteerke virkningen af allergifremkaldende stoffer
og dermed gge risikoen for at fa allergisk astma og hefeber.

I medicinske sammenheaenge bruger man stoffer med en
saddan forstaerkende effekt til at forbedre virkningen af inak-
tiverede giftstoffer og sygdomsfremkaldende mikro-
organismer i vacciner, hvor hensigten jo netop er, at krop-
pens immunforsvar skal aktiveres og danne antistoffer mod
vaccinerne. Ved vaccination gives det forsteerkende stof ofte
kun én gang og sammen med det inaktiverede giftstof eller
den sveekkede mikroorganisme med det formal specifikt at
forsteerke virkningen af den pagaeldende vaccine.

Hvis vi derimod konstant bliver udsat for stoffer med en
forsteerkende virkning, er der risiko for en uhensigtsmaessig
aktivering af immunforsvaret, séledes at kroppen begynder
at danne antistoffer mod allergener som pollen og husstgv-
mideproteiner.

Stoffer med forsteerkende effekt kan ogs& medvirke til, at
der dannes en ganske szerlig type antistoffer, som kaldes IgE,
og som spiller en central rolle ved allergiske sygdomme. Nar
IgE aktiveres af allergener, kan man opleve et allergisk
anfald med rgde gjne, klgen og eventuelt &ndengd. Allergi
overfor luftbarne allergener som pollen og husstgvmidepro-
teiner vil ofte give sig udslag i luftvejsallergi, fordi kontakten
med allergenet foregar via luftvejene.

Forstaerkende stoffer

Stoffer, som forsteerker virkningen af allergener og vacciner,
kaldes med en feelles betegnelse for adjuvanter, og man kan
klarleegge stoffers adjuvanteffekt ved hjeelp af en simpel
dyremodel.

Astma er en sygdom i voldsom stigning i mange industrilande,
og det er iseer bgrn der rammes. Ved astmaanfald forsnsevres
luftvejene - dels p.g.a. sammentraekning af de muskler, der
omgiver luftrgret og dels p.g.a. gget produktion af slim. Brug
af bl.a. inhalationsspray kan lindre symptomerne.

(Billedet er gengivet med venlig tilladelse fra PARI GmbH, Tyskland)
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0,01% MEHP 1 booster
0,001% MEHP 1 booster =
2500 — 0,0001% MEHP 1 booster

2000 —

Mono-2-ethylhexylphthalat
(MEHP) er et nedbryd-
ningsprodukt af plastblgd-
geringmidlet di(2-ethyl-
hexyl)phthalat. Figuren
viser effekten af MEHP pa

1000 —

IgE antistoffer (vilkarlig enhed)

Il Kontrol 2 boostere

1 0,19 MEHP 2 boostere
0,01% MEHP 2 boostere

1 0,001% MEHP 2 boostere

1500 — I'1' 0,0001% MEHP 2 boostere
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Sgren Thor Larsen
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dannelsen af IgE antistof- 500 —
fer i mus. Grupper af 10 i}
mus har faet 1ug segge- 2 |

hvideprotein alene (kon-
trolgrupper) eller 1ug
seggehvideprotein sam-
men med MEHP. Dyr, der

har modtaget endnu en dosis eeggehvideprotein, en sdkaldt booster, har faet yderligere 0,1ug seggehvideprotein 10 dage efter for-

Behandling af de forskellige grupper

)

"‘;"f‘[
o th

ste behandling. Grupper, der er boostet to gange, har faet 0,1ug eggehvideprotein 10 og 15 dage efter farste behandling. Efter to

boostere har gruppen, der er behandlet med 0,1% MEHP, en lavere antistofdannelse end kontrolgruppen, p.g.a. MEHPs giftige
virkning pa immunforsvarets celler. Gruppen, der er behandlet med 0,001% MEHP og boostet to gange, har en hgjere antistofdan-

Cand.pharm., ph.d.
Peter Thygesen er
lektor ved Institut

nelse end kontrolgruppen, hvilket tyder p& en immunstimulerende effekt, som kan fremme udvikling af allergi.

Man indsprgjter en lille smule seggehvideprotein sam-
men med det stof, man gnsker at undersgge for adjuvantef-
fekt, i dette tilfeelde monophthalat, under huden pa en
gruppe mus. En anden gruppe mus far pa tilsvarende made
indsprgjtet seeggehvideprotein, men uden den mulige adju-
vant. Begge grupper mus vil reagere ved at danne antistoffer
mod det indsprgjtede seggehvideprotein. Spgrgsmalet er, om
den gruppe der far monophthalat, danner flere antistoffer
end den gruppe, der udelukkende far aeggehvideprotein.
Hvis det er tilfeeldet, ma det betyde, at monophthalatet
virker som en adjuvant.

Nogle adjuvanter virker hurtigt, mens andre virker bedst,
nar allergenet gives flere gange. For at klarlaegge bade hur-
tige og sene adjuvantegenskaber hos monophthalaterne
males produktionen af antistoffer derfor efter, at musene
har faet indsprajtet seggehvideprotein en, to eller tre gange.

Der er ogsa stor forskel pa hvilken koncentration af adju-
vant, der giver maksimal virkning, og det er derfor ngdven-
digt at teste flere forskellige koncentrationer af monophtha-
lat. Ved hgje koncentrationer af stoffet vil man ofte se en
nedsat antistofproduktion, fordi stoffet vil virke giftigt pa
immunforsvarets celler, mens meget lave koncentrationer
ikke vil have nogen seerlig adjuvanteffekt.

Antistofdannelsen kan falges ved, at man tager en blod-
preve fra dyret, hvorefter man maler indholdet af antistoffer.

To dyremodeller
Metoden udmaerker sig ved, at man pa relativ kort tid kan fa
afdaekket adjuvanteffekten af et stort antal stoffer. Den er

for Farmakologi.

séledes velegnet som screeningsmetode, og nar det gezelder
stoffer, som normalt indandes, er der mange ligheder mellem
hudens og luftvejenes immunsystem.

Svagheden ved screeningsmetoden er, at den ikke
afspejler den made, man udseettes for stoffer pa i virkelig-
heden. Derfor bgr stoffer, der er blevet fundet positive med
hensyn til adjuvanteffekt i injektionsmodellen, testes i endnu
en dyremodel, hvor aeggehvideproteinerne og teststofferne
gives som en tage af fine luftbarne partikler, en sakaldt
aerosol. Nar musene indander denne aerosol, vil en del af
2eggehvideproteinerne aflejres i luftvejene - preecis pa
samme made som nar mennesker indander pollen eller stgv
bestdende af husstevmideprotein.

Dr.pharm. Gunnar
Damgard Nielsen er
seniorforsker pa
Arbejdsmiljginstituttet.

Kemi og biologi
Vi har testet seks forskellige monophthalater i injektions-
modellen, og deres evne til at virke som adjuvanter er forskel-
lig. Vores forlgbige undersggelser viser, at kun monophthalater
med en sidekaedeleengde pa 8-9 kulstofatomer har adjuvant-
effekt, mens monophthalater med en kortere eller leengere
keede ikke besidder denne effekt. Desuden er det kun
monophthalater med lang kulstofsidekaede, som har en giftig
virkning p& immunforsvarets celler ved hgjere koncentrationer.
Viden om hvordan stoffernes kemiske struktur pavirker
deres biologiske effekt er af stor veerdi, fordi man pa den
made kan ga mere malrettet til veerks, nar nye kemiske stof-
fer skal designes. P4 den made har man bedre chancer for at
udvikle nye phthalater, som bade er gode plastbladgarings-
midler og samtidig sa lidt skadelige som muligt.

Monophthalaternes grundstruktur: 0

Alle monophthalater har

samme kemiske grund- —R

struktur. Forskellen ligger B

i kulstofsidekaeden, pa

figuren angivet som R. Navn R 5 Adjuvant- Giﬁig virkning
effekt? pa immunfor-

Det ses, at kun mono- svarets celler?

phthalater med en side- ;50 1 hutyiphthalat ~CH,CH,CH,CHy Nej Nej

keede indeholdende Monobenzylphthalat -CH,-Ar Nej Nej

mindst otte kulstofato- Mono-n-octylphthalat ~CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH; Ja Ja

mer har effekt pa anti- Mono-2-ethylhexylphthalat -CH,CH(CH,CH3)CH,CH,CH,CH3 Ja Ja

stofdannelsen indenfor Monoisononylphthalat -CH,CH,CH(CH3)CH,C(CH3)3 Ja Ja

det testede koncentra- Monoisodecylphthalat -CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH,CH(CH3), Nej Ja

tionsomrade.
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Indgift af leegemiddelstoffer gennem mundslimhinden
eller huden er et lovende alternativ til injektioner. En
meget svag pulserende strgm kan forbedre optagelsen
af laegemiddelstoffer, som ellers vanskeligt kan optages
i blodet. Meaengden af optaget leegemiddelstof kan sty-
res ved strogmstyrke og streampulsfrekvens.

Af Jette Jacobsen og Margrethe Rgmer Rassing

Det er nemt at indtage en tablet, men nogle lsegemiddel-
stoffer egner sig ikke til at blive indtaget gennem munden
og sunket, fordi de nedbrydes af mavesyren eller af enzymer
i mavetarmkanalen eller leveren. Endvidere kan de have
sveert ved at passere tarmveeggen og komme ud i blodet. Der
er iser tale om lagemiddelstoffer som peptider og
proteiner. Derfor bliver disse stoffer i dag oftest injiceret
direkte i blodbanen med deraf fglgende ubehag og ulemper.
Det er kostbart og gger risikoen for bivirkninger.

Indgift via mundslimhinden kan veere fordelagtig for
nogle af disse le&egemiddelstoffer. | mange ar har man saledes
behandlet hjertekramper med glycerylnitrat ved at placere
en tablet under tungen eller ved at bruge en spray pa
mundslimhinden. Fordelen ved indgift via mundslimhinden
er, at leegemiddelstoffet passerer direkte over i blodbanen
og videre til virkningsstedet uden farst at skulle gennem
leveren.

Imidlertid er passagen af leegemiddelstoffer over mund-
slimhinden ofte s& langsom, at dosis bliver for lav. Derfor kan
absorptionsfremmende metoder veere ngdvendige for at
opna virksomme koncentrationer i blodet. Traditionelt

+ =

F 3

I Al I
. —t—— Referencekammer
||

-l I ] Port til
bt L preveudtagning

™ I I_ _ Klemme
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anvender man kemiske hjeelpestoffer, som kan pavirke de
yderste celler i slimhinden, s& de bliver mere gennem-
treengelige. Der kreeves dog ofte en hgj koncentration af
hjeelpestof for at opné& den gnskede effekt, og desveerre kan
hjeelpestofferne skade cellerne ved hgje koncentrationer.

Strgm i stedet for kemi

lontoforese er en fysisk metode til at fremme passage af
lazegemiddelstoffer over biologiske barrierer som hud og
slimhinde. Princippet er, at en meget svag pulserende strgm
sendes igennem f.eks. en slimhinde, hvorved et leegemiddel-
stof kan drives igennem barrieren og over i blodbanen. Man
kan saledes opné en lokal effekt eller eventuelt en systemisk
effekt i hele kroppen.

Metoden anvendes i dag til indgift af leegemiddelstof via
huden. Der er markedsfart et produkt i udlandet til lokal-
bedgvelse af hud forud for en injektion. Desuden kan cystisk
fibrose diagnosticeres ved indgift af pilocarpin, der optages
gennem huden ved hjeelp af iontoforese.

lontoforese er iseer velegnet til indgift af positivt eller ne-
gativt ladede leegemiddelstoffer, som normalt har sveerere ved
at passere slimhinden end neutrale molekyler. Metoden er non-
invasiv, idet mundslimhinden eller huden kan pavirkes udefra,
uden at man behgver at stikke igennem med en kanyle.

Udvikling og afprgvning af absorptionsfremmende
metoder forudssetter, at man rader over en egnet
laboratoriemodel til at studere disse forhold. Pa Institut for
Farmaci er der netop udviklet en laboratoriemodel til
bestemmelse af, hvor hurtigt et lsegemiddelstof passerer
igennem en kindslimhinde under anvendelse af iontoforese
som absorptionsfremmende middel.

Det optimale ville veere at anvende kindslimhinder fra
frivillige raske forsggspersoner, men dette er ikke muligt af
etiske og praktiske grunde. | stedet benyttes kindslimhinder
fra svin, fordi svinets kindslimhinder strukturmaessigt minder
meget om menneskets. Kinderne hentes pa et slagteri for
konsumgrise, sa der bruges ikke egentlige forsggsdyr til
arbejdet. Veevsstykkerne kan bevare deres passageegenskaber
i op til 10 timer efter, at de er udtaget fra grisen.

Skitse af laboratoriemodellen til bestemmelse af laagemiddel-
stoffers passagehastighed over slimhinder. | forsggene placeres
kindslimhinder fra svin med ydersiden opad i donorkammeret,
som indeholder en sglvelektrode og en oplgsning med det
gnskede laegemiddelstof. Arealet, hvor leegemiddelstoffet pas-
serer, er 1.8 cm?. Til forudbestemte tider udtages der praver fra
receptorkammeret, som simulerer blodkredslgbet.
Sglvkloridelektroden i referencekammeret sikrer, at det elektriske
kredslgb er sluttet. En impulsgenerator leverer en meget svag
pulserende strgm p& 0.1 til 0.4 mA/cm?.

Billedet viser en kindslimhinde fra svin, som anvendes til eksperimenterne. Kinderne
hentes pa et svineslagteri, s& der bruges ikke egentlige forsggsdyr til arbejdet.

(Foto: Hanne Mgrck Nielsen)

Ny laboratoriemodel

Den nye laboratoriemodel efterligner situationen i levende
dyr eller mennesker. Her placeres en aktiv elektrode med
leegemiddelstof pa kindslimhinden, og en anden elektrode
placeres et vilkarligt sted p& kroppen, f.eks. pa overarmen.
Dermed etableres et elektrisk kredslgb der giver en gget
speendingsforskel mellem slimhindens yderside og inderside.

Safremt laegemiddelstoffet er positivt ladet anbringes en
oplgsning af stoffet under den positive elektrode, som fra-
stader stoffet, og via speendingsforskellen mellem ydersiden
og indersiden af slimhinden fremmes passagen af leegemid-
delstoffet over slimhinden. Tilsvarende placeres et negativt
ladet leegemiddelstof under den negative elektrode.

Kindslimhinden er en fedtholdig barriere, hvilket inde-
beerer, at vandoplgselige leegemiddelstoffer har sveert ved at
passere. Derfor er modellen og iontoforeseprincippet stude-
ret med et lille, vandoplgseligt leegemiddelstof, som er posi-
tivt ladet ved blodets pH pa 7.4. Der blev anvendt leegemid-
delstoffet atenolol, som bruges til behandling af bl.a. forhgjet
blodtryk og hjertelidelser. Forsggene viste, at iontoforese er
velegnet til at fremme og kontrollere hastigheden for pas-
sage over kindslimhinden.

En gget streamstyrke gger hastigheden af passagen over
slimhinden. Hastigheden stiger direkte proportionalt med
strgmstyrken i intervallet 0.1 til 0.4 mA/cm? Den anvendte
stromstyrke er meget lav, og selvfglgelig kan stremstyrken
ikke ukritisk gges.

Der s&s en gget passagehastighed for en gget pulsvarig-
hed af strammen; man taler om puls/pauseforholdet, hvor
puls angiver den procentvise tid, hvor stremmen er tilsluttet,
mens pause angiver den procentvise tid, hvor strammen er
sldet fra. Det hgjest anvendte puls/pauseforhold pa 90/10 (4.5
msek/0.5 msek) og stramstyrken 0.4 mA/cm? resulterede i en
ca. 110 gange hgjere passagehastighed sammenlignet med
passiv passage uden brug af iontoforese.

Udvikling af leegemidler

Laboratoriemodellen er bedst egnet til studier af et leege-
middelstof eller en farmaceutisk formulering i de indledende
faser ved udvikling af et nyt leegemiddel. Det er efterfalgen-
de ngdvendigt at kontrollere virkningen af et nyt leegemiddel
pé levende dyr, inden det afprgves pd mennesker i kontrolle-
rede kliniske forsgg.

Ud fra de opnaede resultater vurderer vi, at iontoforese
er en lovende metode til at fremme passage af laegemiddel-
stof over kindslimhinden og til samtidig at kunne styre kon-
centrationen af lzegemiddelstof i blodbanen.

Ved at indgive en mindre meengde lsegemiddelstof i for-
hold til indtagelse af en tablet mindskes risikoen for
bivirkninger. lontoforese er iseer attraktivt til at fremme
optagelsen af elektrisk ladede lsegemiddelstoffer, som har
sveert ved at passere slimhinder eller hud. Man undgar injek-
tioner, og patienten kan selv tage sin medicin uden hjeelp fra
sundhedspersonale. Det vil ogsa veere muligt at efterligne en
pulserende dggnrytme f.eks. af hormoner i blodbanen. Det
kunne gares ved et plaster pa huden, som er programmeret
til at afgive varierende maengder lsegemiddelstof over et
dagn eller en uge - f.eks. til forebyggelse af knogleskgrhed
hos midaldrende kvinder. Indgift af leegemiddelstoffer via
kindslimhinden vil ligeledes kunne give en hurtig lindring af
gennembrudssmerter i en kronisk smertebehandling.

Det er dog ngdvendigt med yderligere undersggelser for
endeligt at kunne afgere egnetheden af iontoforese;
herunder er det vigtigt at afprave, om de pataenkte farma-
ceutiske formuleringer er elektrisk og biologisk stabile.

2,0x10° —

Hastighed for absorption i cm/s :SD
I
(=]
|

N T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4

Strem i mA/cm?

Hastighed for absorption af atenolol over svinekindslimhinder
som funktion af passiv behandling eller strambehandling.
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Ind gennem tarmcellerne

via naturlige

optagemekanismer

Den humane peptidtransportgr, hPepT1, er et membran-
transportprotein, der transporterer sma peptider fra
tarmlumen ind i tarmcellerne. Denne transportvej kan
udnyttes til at gge optagelsen af leegemiddelstoffer.

Af Birger Brodin, Carsten Uhd Nielsen,
Bente Steffansen og Sven Fragkjeer

Menneskets tyndtarm indeholder transportmolekyler, som
optager stoffer, der dannes efter nedbrydningen af faden i
fordgjelseskanalen. Et af disse transportmolekyler er den
humane peptidtransporter, hPepT1.

Oprindeligt mente man, at alt protein forst skulle ned-
brydes til aminosyrer, fgr det kunne transporteres gennem
tarmveeggen. Men nyere forskning har vist, at op til 50 pro-
cent af fgdens indhold af proteiner optages i form af peptid-
keeder pa to eller tre aminosyrers leengde. Optagelsen sker ved
hjeelp af hPepT1, der sidder i tyndtarmscellernes membraner
pa den side af cellerne, som vender ind mod tarmen. Trans-
portgren sender peptiderne ind i tarmvaeggens celler.

Nar peptiderne er kommet ind i cellerne, nedbrydes en
stor del af dem til aminosyrer, som transporteres ud i blodet
via aminosyretransportgrer i den cellemembran, der vender
ud mod blodbanen. Peptider eller peptidlignende stoffer, der
ikke bliver angrebet af enzymer i tarmcellerne, vil blive trans-
porteret ud i blodet via en peptidtransportar i den membran,
der vender ud mod blodbanen (Fig. 1). Denne transportar er
endnu ikke klonet og karakteriseret.

Tarmcellernes evne til at transportere peptider og
peptidlignende stoffer fra tarmlumen over i blodbanen kan
udnyttes til at gge optagelse af leegemiddelstoffer, der ellers
ikke ville blive absorberet gennem tarmvaeggen. Dette kan
ske, enten ved at koble leegemiddelstoffet til et peptid, eller
ved at modificere lzegemiddelstoffet s& det far en peptid-
lignende struktur.

Kendskabet til hvorledes peptider transporteres gennem
cellerne, og hvorledes denne transport reguleres er dog
endnu ganske sparsomt. Formalet med projektgruppens
arbejde er derfor at gge vor viden om tyndtarmens peptid-
transportmekanismer for, pa leengere sigt, at muligggre
design af peptidlignende leegemiddelstoffer, der kan
optages gennem transportsystemet.

Stort potentiale

Peptidtransportagren hPepT1 har vist sig at veere relativt uspe-
cifik. Mange transportmolekyler transporterer kun et enkelt
eller ganske f& typer af stoffer. Peptidtransporteren, derimod,
er i stand til at transportere et meget stort antal forskelligar-
tede substrater. Eksempelvis transporteres stort set alle teste-
de naturlige peptider, som bestar af to eller tre aminosyrer.
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Efterfalgende har det vist sig, at en reekke leegemiddel-
stoffer, hvis transportvej fra tyndtarmen ind i blodbanen ikke
var kendt, da laegemidlerne oprindeligt blev taget i brug,
0gsa transporteres via peptidtransportgren. Dette gaelder for
en raekke antibiotika, anticancermidlet bestatin og visse
blodtryksseenkende midler. Fzelles for disse leegemiddelstof-
fer er, at de alle har en peptidlignende struktur.

Peptidtransportgrens evne til at optage peptider og
peptidlignende leegemiddelstoffer rummer saledes et stort
potentiale i farmaceutisk sammenhaeng.

Vor viden om tyndtarmens transportegenskaber for pep-
tider er dog endnu mangelfuld. hPepT1 blev klonet i 1994-96,
forst fra rotter og kaniner og senere fra mennesket. Vi ken-
der sdledes gensekvensen og kan ogsa forudsige strukturen
af det membranprotein, som hPepT1 bestar af. Der mangler
dog information om, hvorledes transportmekanismen regu-
leres, hvilke typer stoffer der kan transporteres, og hvilke
stoffer der afvises af transportgren.

Endelig mangler man som neevnt at karakterisere den
transporter, der star for transporten af peptider og peptid-
lignende stoffer fra tarmcellerne og ud i blodet. Det har
derfor veeret malet med projektet at undersgge hvorledes
forskellige peptider transporteres gennem tarmcellerne for
derigennem at fa& oplysninger om transportvejen og de for-
skellige parametre, der er bestemmende for transporten.

men Tarmcelle Blod

Receptor

QO Ve
Peptid + Peptid

l Enzymatisk
spaltning

Aminosyrer —.—> Aminosyr

Effekt p& hPepT1

eptid
H+

. Den apikale peptidtransportar, hPepT1
. Den basolaterale peptidtransportar

. Basolaterale aminosyretransportarer

Fig. 1: Transportvejen for peptider og peptidlignende lsegemid-
delstoffer gennem cellerne i tarmveeggen. Peptiderne kommer
ind i cellerne via den humane peptidtransportar hPepT1, og
sendes ud i blodet via en peptidtransportar, som endnu

ikke er karakteriseret.

Kontrolceller

L]

EGF-behandlede celler

mM Gly-Sar

Fig. 2: Cellulzer optagelse af peptidet glycylsarcosine (Gly-Sar)
via peptidtransportgren. Figuren viser optagelsen af peptid som
funktion af koncentrationen af Gly-Sar pa den apikale side af
monolaget. Figuren viser to kurver, en hvor cellerne er ube-
handlede, og en hvor cellerne har veeret behandlet med
epidermal veekstfaktor, EGF. Det ses tydeligt, at denne vaekst-
faktor seenker transportaktiviteten.

Regulering af transporten

| Igbet af projektperioden har vi videreudviklet en reekke
metoder. Vi har optimeret transportforsgg og optagsforsgg,
séledes at vi med stor ngjagtighed kan karakterisere vigtige
parametre for transport af lazgemiddelstoffer ind i og gen-
nem tarmcellerne.

Vi har karakteriseret den humane peptidtransporter,
hPepT1, ved hjeelp af molekyleerbiologiske metoder, hvor vi
har malt aktiviteten af det gen, som danner transportgren;
det er sket ved at bestemme maengden af de genetiske sen-
debud, mRNA, der koder for hPepT1. Desuden har vi malt
maengden af hPepT1 protein, som er tilstede i cellen. Ved
sddanne malinger kan vi ngje fglge sendringer i antallet af
hPepT1 molekyler i cellerne efter forskellige pavirkninger.
Ved hjeelp af antistoffer rettet mod peptidtransportagren og
ved hjeelp af laserkonfokalmikroskopi har vi visualiseret, hvor
i cellen denne peptidtransporter befinder sig (Fig. 3).

Overordnet har de forskellige typer forsgg vist, at ydre
stimuli kan regulere optaget af stoffer gennem peptidtrans-
portvejen. Vi har vist, at veekstfaktorer og hormoner regule-
rer optagsprocessen ved at stimulere specifikke receptorer,
der sidder pa den del af tarmcellernes membran, der vender
ud mod blodbanen. Eksempelvis gger insulin peptidtranspor-
ten, mens epidermal vaekstfaktor (EGF), seenker transporten
(Fig 2). Ligeledes har vi vist, at visse peptider er i stand til at
@ge optagsprocessen, nar de tilseettes pa den side af cellerne,
der normalt vender ind mod tarmen.

Hvorledes reguleringen foregar, er ikke afklaret og er i
gjeblikket genstand for undersggelser i vort laboratorium.
Disse resultater er vigtige for at kunne klarlaegge det samspil
af faktorer, der finder sted, nar laegemiddelstoffer bliver
optaget gennem tarmvaeggen via peptidtransportsystemet.

Forsggene har hovedsageligt veeret udfert pa celler fra
cellelinien Caco-2, som funktionelt ligner tyndtarmsceller.
Cellelinien stammer oprindelig fra en kreeftsvulst i tyktarmen.

Caco-2-cellerne er udgdelige og kan saledes dyrkes i det uen-
delige i laboratoriet, men de er derfor ogsa forskellige fra
cellerne i normalt veev. Resultater opnéet med sadanne celleli-
nier skal derfor tolkes med forsigtighed.

Vi arbejder nu med at gentage forsggene med tynd-
tarmsvaev fra svin for sdledes at sandsynligggre, at resulta-
terne kan reproduceres pa naturligt vaev.

Langtreekkende perspektiver

Projektets perspektiver er langtraekkende. En stor del af nye
potentielle lzzgemiddelstoffer er peptider eller peptidlignen-
de. Ligeledes kan visse leegemiddelstoffer, der normalt ikke
ville krydse tarmvaeggen, kobles til dipeptider. Herved dan-
nes et prodrug, som kan optages via peptidtransportgren og
senere spaltes til leegemiddelstof og dipeptid i tarmcellerne
eller blodbanen.

De store fremskridt inden for molekyleerbiologien har
medfgrt, at man har identificeret en reekke molekyler, der
sandsynligvis er peptidtransportgrer. Carsten Uhd Nielsen fra
projektgruppen har pa et ophold hos en af USAs fgrende
eksperter indenfor omradet, professor Wolfgang Sadeé fra
University of California i San Francisco, undersggt nye typer
transportgrer i andre veev. Kendskab til, hvor sddanne trans-
portgrer befinder sig, vil pa leengere sigt bidrage til at malret-
te behandlinger med peptidbaserede lsegemiddelstoffer
mod netop disse vaev.

Vor viden om, hvordan leegemiddeltransport via peptid-
transportgrer finder sted, og om hvilke fysiologiske forhold,
der spiller ind i transportprocessen, vil sidledes bade kunne
danne grundlag for et rationelt design af leegemiddelstoffer
med starre biotilgeengelighed og dermed ogsa starre tera-
peutisk effektivitet og pa leengere sigt muligggre malrettet
behandling mod sygdomme i bestemte vaev.

Fig. 3: Konfokalt optisk snit ned gennem et monolag af Caco-2
celler. Den grgnne farve stammer fra et antistof rettet mod
peptidtransportgren, hPepT1. Den rgde farve stammer fra celle-
kernerne, der er maerket med propidiumiodid. Det ses, at denne
peptidtransporter hovedsageligt er lokaliseret i og umiddelbart
under den apikale membran, som vender ind mod tarmen.
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Membranforankring og

peptiders terapeutiske effekt

Nogle peptider som f.eks. insulin og desmopressin,
virker mere effektivt, nar en kulbrintekeede kobles pa
molekylet. Det skyldes bl.a. en gget stabilitet i blodet,
men en anden mulig arsag er, at keeden fremmer pep-
tidets evne til at forankre sig i cellemembraner.
Modelstudier kan give svar pa spgrgsmalet.

Af Tina Bjeldskov Pedersen, Sven Frgkjeer,
Ole G. Mouritsen og Kent Jgrgensen

Peptider har et stort potentiale som leegemiddelstoffer, men
desveerre er de samtidig ustabile i blodet. Derfor er det ofte
ngdvendigt at modificere peptider for at opna en forbedret
terapeutisk effekt. Det kan bl.a. geres ved at koble en
kulbrintekeede pa peptidet.

Kaeden kaldes for en acylkeede, og nye undersggelser
viser, at acyleringen kan forlaenge peptidets halveringstid i
plasma markant. Arsagen er endnu ikke fuldt klarlagt, men
meget tyder p&, at acylerede peptider bindes til plasma-
proteiner. Derved opnas en slags depoteffekt, fordi det acyle-
rede peptid frigives over leengere tid fra plasmaproteinerne.

Insulin, der anvendes til behandling af sukkersyge, og
desmopressin, der heemmer vandladning, er eksempler pa
peptider, som er blevet acyleret for at opna teraputiske for-
dele. | dyreforsgg har de acylerede udgaver vist sig at veere
mere effektive end de naturligt forekommende peptider. Det
potentiale, som acylerede peptider har som lseegemiddel-

Efter tilseetning af Lipider

For tilseetning af Lipider
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Ved et emissionsspektrum males fluorescensintensiteten som funktion af
bglgeleengden. Her er vist et emissionspektrum for et acyleret peptid i
vandig oplgsning samt et emissionsspektrum for et acyleret peptid ved
tilstedeveerelse af liposomer. Forskellen pa de to spektre indikerer, at
peptidet bindes til liposomets membran.
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stoffer, er forholdsvis uudnyttet, og der ligger et stort arbejde
foran os med at afklare, hvad der egentlig sker, nar de ind-
gives i kroppen og vekselvirker med kroppens celler.

At acylering gger levetiden af peptider i blodet er
nzeppe den eneste forklaring pa, at acyleringen i nogle til-
feelde forbedrer den terapeutiske virkning. En anden mulig
virkningsmekanisme er, at acyleringen kan fremme peptidets
evne til at forankre sig i cellemembranen.

Der findes mange naturligt forekommende membran-
proteiner, som er acylerede, og acyleringen menes at vaere
naturens made at sikre en membranforankring, som er ngd-
vendig for den videre signalvej i cellemembranen. Desuden
besidder membranproteiner ofte omrader med positivt
ladede aminosyrer, som kan bindes elektrostatisk til negativt
ladede lipider i cellemembranen. Man mener saledes, at
bade acylkeeden og omraderne med ladede aminosyrer har
betydning for forankringen og vekselvirkningen mellem
membranproteiner og cellemembranen.

Forsgg med liposomer

Liposomer er kugleformede lipidaggregater, som afhaengig
af deres komposition besidder forskellige egenskaber.
Liposomer er opbygget af lipider, som er vandoplgselige i
den ene ende og fedtoplgselige i den anden. Liposomernes
membran er opbygget af to lipidlag, som vender de vand-
oplgselige hoveder udaf og de fedtoplgselige haler indad.
Fedtoplaselige stoffer vil derfor placere sig inde mellem lipi-
dernes haler og vandoplgselige stoffer vil placere sig enten
pa indersiden eller ydersiden af membranen. Hermed kan
man anvende liposomer som malrettede transportarer af
laeegemiddelstoffer.

Imidlertid har liposomer ogsa en anden interessant egen-
skab. Liposomernes membran ligner cellemembraner, og
derfor anvendes liposomer ofte som modelsystemer for
cellemembraner.

For at klarleegge nogle af de grundleeggende spgrgsmal
omkring acylerede peptiders vekselvirkning med membraner
har vi brugt liposomer som modelsystemer. Her undersgger
vi, hvordan acylerede peptider pavirker liposommembranen,
og hvilken effekt membranforankringen har pa peptidets
rumlige struktur.

For at fa svar p& ovenstdende spgrgsmal har vi fremstil-
let tre peptider, som er opbygget af de samme 10 aminosyrer
- forskellen bestar i leengden af acylkaeden, som bestér af
henholdsvis 2, 8 og 14 kulstofatomer. Peptiderne er positivt
ladet, idet de indeholder den basiske aminosyre, histidin.
Ved at undersgge de tre peptiders binding til liposomer
haber vi at kunne svare pd, om bindingen til membranen
fortrinsvis sker p& grund af acylkaeden, eller pa4 grund af
elektrostatisk tiltreekning mellem det positivt ladede peptid
og de negativt ladede lipider i liposomets membran.

Model af hvordan peptider kan bindes til liposomer. Forskellige
scenarier er anfgrt. 1) Peptidets acylkaede kan bore sig ned
mellem lipiderne i liposomet. 2) Peptidet kan leegge sig pa
overfladen af liposomet. 3) Peptidet kan penetrere lipidmem-
branen og befinde sig pé indersiden af liposomet.

Fluorescensspektroskopi

Peptiderne indeholder den fluorescerende aminosyre trypto-
fan, og derfor er det muligt at undersgge bindingen til lipo-
somerne ved hjeelp af fluorescensspektroskopi. Her belyses
peptiderne, hvilket far tryptofan til at udsende flouresceren-
de lys. Intensiteten og bglgeleengden af dette lys afhaenger
af det fysisk-kemiske miljg, som omgiver peptidet.

Nar et peptid befinder sig i en vandig oplgsning, er
lysudsendelsen svag, men intensiteten stiger, nar der tilsset-
tes liposomer til oplgsningen. Desuden andres den bglge-
leengde, som hovedparten af lyset udsendes ved, fra 350
nanometer til 340 nanometer. Denne aendring i fluorescens-
intensitet og flytningen af emissionsmaximum indikerer, at
peptidet binder sig til liposomet. Andringen skyldes, at
tryptofans mikroomgivelser skifter fra at veere poleere, nar
peptidet befinder sig i vand, til at veere mere apolaere, nar
peptidet binder sig til lipidmembranen.

En anden metode til at bestemme bindingen af peptider
til liposomer er fluorescens-energioverfgrsel. Denne teknik
kreever to fluorescerende molekyler. Ved at belyse peptidet
med lys med en bestemt bglgeleengde kan tryptofan videre-
sende energien til et fluoreserende stof i liposomet, som der-
ved udsender lys ved en leengere bglgelaengde end tryptofan.

Energioverfarslen kan kun finde sted hvis de to fluorese-
rende molekyler er i teet kontakt, det vil sige hvis peptidet er
bundet til membranen. Energioverfgrslen afheenger af
afstanden mellen de to fluorescerende molekyler. Ved at pla-
cere fluorescerende stoffer i forskellige dybder i liposomets
membran kan man f& yderligere information om, hvordan
peptidet bindes til lipidmembranen.

Undersggelserne viser bl.a., at acylerede peptider kan
bindes bade til neutrale og delvist negativt ladede membra-
ner, hvilket understreger acylkaedens betydning for bindingen.
Bindingsevnen stiger dog, nar dele af membranen er nega-
tivt ladet, hvilket tyder pd, at elektrostatisk tiltreekning lige-
ledes spiller en rolle for bindingen til membranen.

Binding til membranen

Der er flere mulige méader, hvorpa acylerede peptider kan
binde sig til membranen. Den mest oplagte er, at peptidet
indseetter acylkeeden mellem lipiderne i liposomet. Hvor langt

keeden reekker ned mellem lipiderne er
endnu uklart. Vi forsgger at opklare
dette ved at bruge forskellige fluoresce-
rende molekyler som sidder i forskellige
dybder af membranen.

P& nuveerende tidspunkt kan det imidlertid ikke ude-
lukkes, at peptidet overhovedet ikke stikker acylkeeden ned i
membranen. Vores fgrste resultater viser dog, at acylkeeden
har en stor effekt p& bindingen af peptidet til liposomet. Et
tredje scenario er, at peptidet i fgrste omgang bindes til yder-
siden af membranen, og at acylkeeden bevirker, at peptidet
traekkes ned gennem membranen og helt ind pa indersiden
af liposomet.

Peptidets rumlige struktur

For at opna yderligere viden om, hvordan peptiderne pa-
virkes ved binding til liposomer, har vi blandt andet anvendt
infrargd spektroskopi (FTIR), som giver oplysninger om
peptidets rumlige struktur.

Peptidet kan antage flere rumlige konformationer, som
absorberer forskellige bglgelaengder af infraradt lys. Ved at
optage spektre af peptidet i henholdsvis vandig oplgsning og
sammen med liposomer, kan man undersgge, om peptidets
rumlige struktur eendres ved membranforankringen.

Ved at sammenstykke data fra de forskellige teknikker er
det muligt at f& indsigt i, hvordan peptidet og liposomet
gensidigt pavirker hinanden — og dermed ogsa at leere noget
grundleeggende om, hvad der sker med peptiderne, nar de
indgives i kroppen og kommer i kontakt med kroppens egne
membraner.
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En metode til at bestemme bindingen af et peptid til membra-
nen er fluorescens-energioverfarsel. Her er vist energiover-
farslen som funktion af lipidkoncentrationen. Jo hgjere energi-
overfgrsel, jo teettere er liposomet og peptidet pa hinanden.
Af figuren ses det, at peptidet har en hgjere affinitet til den
delvist negativt ladede membran.
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Ny nagle til
behandling af
skizofreni?
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| dag behandles skizofreni med medicin, som heemmer
det signalsystem i hjernen, hvor dopamin benyttes som
signalstof. Men laeegemidlerne kan medfgre bivirkninger,
og der er brug for alternative angrebspunkter. GABA-
signalsystemet er en terapeutisk mulighed.

Af Bente Frglund, Uffe Kristiansen, Tine Bryan Stensbgl
og Povl Krogsgaard-Larsen

Hjernen er organismens kontrol- og kommunikationssystem,
og den bestar af et kompliceret netveerk af nerveceller.
Nervecellerne kommunikerer ved hjeelp af elektriske impul-
ser, der beveeger sig gennem cellerne, og via signalstoffer,
som cellerne udveksler med hinanden. Nervecellerne ad-
skilles af en sneever klgft, og her bringer signalstofferne
beskeder fra afsenderen videre til modtageren ved at binde
sig til receptorer p& modtagercellens overflade.

Da nervecellernes kommunikation er essentiel for, at
organismen kan fungere pa en koordineret og kontrolleret
made, er systemet meget fint afbalanceret, og ganske sma
forandringer kan gdelsegge balancen. Adskillige sygdomme
i hjernen skyldes ubalance i nervecellernes signalsystemer.

Et vigtigt redskab til at opklare, hvorfor der opstar
ubalance i nervecellernes kommunikation, er modelstoffer,
som selektivt vekselvirker med de involverede signalsystemer.
Sadanne stoffer kan give os oplysninger om, hvordan den
enkelte receptor er opbygget, hvor receptorerne er placeret,
og hvilke funktioner de har i sygdomsprocesserne. | sidste
ende kan undersggelserne fgre til udvikling af leegemidler,
som kan forebygge, behandle eller helbrede de pageeldende
sygdomme.

Sma strukturelle sendringer
forandrer virkningen. @verst
tv. ses strukturen af signal-
stoffet GABA. | midten ses
strukturen af muscimol, som
stimulerer GABA,-receptorer
R OH pa samme made som signal-
J \N stoffet selv, mens GABA;- og
(o} GABA-receptorer stort set
ikke pavirkes. @verst th. ses
strukturen af THIP, som har
bade stimulerende og bloke-
rende egenskaber, hvilket
ogsé geelder 4-PIOL, som er
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GABA-systemet som angrebspunkt

Hjernens overordnede haemmende signalstof, som daemper
aktiviteten af nervecellerne, er gamma-aminosmgrsyre
(GABA). Fejlfunktioner i GABA-signalsystemet er involveret i
forskellige neurologiske og psykiske sygdomme som
Huntingtons syge, epilepsi, Parkinsonisme, skizofreni og
sgvnforstyrrelser.

Da stgrstedelen af hjernens nerveceller indeholder
receptorer for GABA, er der mange muligheder for at ud-
bedre defekte signalprocesser med laegemidler, som pavirker
GABA-systemet. GABA udgver sin effekt via tre forskellige
grupper af receptorer som kaldes GABA,, GABA; og GABA..
Leegemidler med angrebspunkt i GABA,- 0og GABAg-recepto-
rer har i mange ar veeret anvendt til at behandle angst og
sgvnlgshed samt spastiske patienter.

Blandt flere andre signalsystemer synes GABA,-signal-
systemet at veere involveret i skizofreni. Den traditionelle
behandling af skizofreni er baseret pa en delvis blokering af
det signalsystem, hvor dopamin benyttes som signalstof.
Da behandlingen kan veere forbundet med alvorlige bivirk-
ninger, er det gnskeligt at fokusere pa alternative angrebs-
punkter. Her synes GABA-signalsystemet at veere en tera-
peutisk mulighed.

Flere forskningsresultater stgtter hypotesen om, at gget
aktivitet i GABA-systemet medvirker til at frembringe symp-
tomerne i skizofreni. Ved at undersgge hjerner fra skizofre-
ne patienter har man saledes konstateret, at antallet af
GABA,-receptorer er gget i forhold til antallet hos normale
individer. Desuden kan en overaktivering af GABA,-recepto-
rer fremkalde psykose hos normale mennesker og forsteerke
de psykotiske symptomer hos patienter, der lider af skizofre-
ni. Derfor er det muligt, at en delvis blokering af GABA-
systemet kan pavirke sygdomstilstanden i gunstig retning.

Blokering uden kramper
GABA blev anerkendt som et signalstof i hjernen for over 50
ar siden, men alligevel har man meget begraenset viden om,
hvordan GABA,-receptoren ser ud. Ved at designe model-
stoffer og undersgge i hvilken grad de bliver genkendt af
receptoren, kan man f& et indtryk af receptorens opbygning
og dermed fastsla, hvilke strukturelle krav der skal opfyldes
for at designe stoffer, som pavirker receptoren.
Neuromedicinalgruppen ved Institut for Medicinalkemi
pa DFH har gennem flere &r udviklet stoffer, som vekselvirker
med GABA,-receptoren. Med udgangspunkt i naturstoffet
muscimol, isoleret fra red fluesvamp, er en lang reekke

vist nederst tv. De nye stoffer 1a-1d er fremstillet med udgangspunkt i 4-PIOL. Vore undersggelser
viser, at indfagring af relativt smé& grupper som methyl og ethyl i den centrale ringstruktur af 4-
PIOL, kun har ringe effekt pa bindingsevnen til GABA,-receptorer, hvorimod indfgring af en stor

gruppe som naphthylmethyl gger bindingsevnen vaesentligt.
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stoffer blevet designet og syntetiseret. Muscimol stimulerer
GABA-systemet pd samme made som signalstoffet selv, men i
modsaetning til GABA aktiverer muscimol stort set kun
GABA,-receptorerne, mens GABAg- og GABA-receptorerne
stort set ikke pavirkes. Imidlertid har muscimol vist sig at
veere giftigt, og stoffet nedbrydes hurtigt i den menneske-
lige organisme.

En total blokering af hjernens ha&emmende signalsystem
vil efter alt at demme fore til alvorlige muskelkramper.
Derfor er vor interesse specielt rettet mod stoffer, som i mod-
seetning til muscimol kun aktiverer receptoren til et niveau,
som er vaesentlig lavere end 100 procent. Ved at anvende sa-
danne delvist aktiverende stoffer kan man opna en begreaen-
set receptorblokering og samtidig bibeholde en passende
GABA-aktivitet, s man undgar at fremkalde muskelkramper.

For at et stof kan aktivere og blokere en receptor pa
samme tid, skal stoffet kunne binde sig effektivt til recepto-
ren, men kun aktivere den i begreenset omfang. Stoffer med
disse egenskaber kan veere potentielle leegemidler til
behandling af skizofreni.

Ud fra muscimol er stofferne THIP og 4-PIOL fremstillet,
og har begge vist sig at have bade aktiverende og blokeren-
de egenskaber. THIP aktiverer receptorerne neesten lige s&
effektivt som GABA, mens 4-PIOL stimulerer GABA, recepto-
rerne i mindre grad. | kliniske forsgg har THIP vist en smerte-
stillende og en sgvndyssende effekt. Virkningen af 4-PIOL er
relativt svag i forhold til bAde muscimol og THIP, og desuden
har 4-PIOL sveert ved at treenge gennem blod-hjerne-barrieren.

-PIOL
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Isoguvacin stimulerer nervecellernes GABA,-receptorer 100
procent. Alle de testede stoffer 1a-1d reducerer isoguvacins
effekt pa en koncentrationsafhaengig made. Jo lavere koncen-
tration af teststof, der er ngdvendig for at reducere responset
fra isoguvacin, jo mere potent er stoffet som haemmer af
GABA,-receptorerne.
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Skematisk model af en GABAx-receptor, hvor en fuld agonist
(rad) aktiverer receptoren 100 procent, en antagonist (grgn)
blokerer receptoren 100 procent, mens en partiel agonist
(red-gren) aktiverer receptoren delvist og samtidig blokerer
for GABA.

Da en terapeutiske effekt er betinget af, at stoffet nar
frem til hjernen og pavirker nervecellernes receptorer, har
virkningens styrke og biotilgeengeligheden stor betydning
for den terapeutiske anvendelighed af stoffet. En gget effekt
kreever, at stoffet binder sig steerkere til receptoren, mens
biotilgeengeligheden - her evnen til at treenge ind i hjernen -
i hgj grad afhaenger af stoffernes vandoplgselighed og fedt-
oplgselighed. @get fedtoplaselighed vil forbedre stoffernes
evne til at treenge ind i hjernen.

Nye stoffer — nye egenskaber

Med udgangspunkt i strukturen af 4-PIOL har vi forsggt at
optimere stoffets egenskaber. | den centrale ringstruktur i
4-PIOL har vi indfgrt forskellige kemiske grupper med for-
skellige starrelser, og jo sterre de kemiske grupper er, jo
mere gges stoffets fedtoplgselighed. Disse strukturelle
gndringer vil give information om, hvor meget plads der er
i receptoren, og kan ydermere skabe ekstra vekselvirkning
med receptoren, der vil fare til gget binding.

Den biologiske effekt af de fremstillede stoffer er blevet
undersggt ved hjeelp af receptorbinding pa vaev, som er iso-
leret fra rottehjerner. Her tester man, om stofferne binder til
GABA,-receptorer. Resultaterne viser, at indfgring af relativt
sma grupper, som methyl og ethyl i den centrale ringstruktur
af 4-PIOL kun har ringe effekt pa bindingsevnen, hvorimod
indfgring af en stor gruppe som naphthylmethyl gger bin-
dingsevnen vaesentligt.

Vi har ogsa anvendt et andet testsystem, hvor stoffernes
evne til enten at aktivere og blokere GABA,-receptorerne
kan maéles. Resultaterne viser, at stoffer med mindre grupper
er i stand til at aktivere og blokere receptoren pa samme tid.
Derimod hindrer stgrre grupper aktivering af GABA,-recep-
toren. Iseer forbindelsen med naphthylmethyl var seerdeles
effektiv til at blokere receptorerne.

Med de fremstillede stoffer har vi opnaet en veesentlig
forbedret binding til receptoren og samtidig gget sandsyn-
ligheden for, at stofferne kan transporteres over blod-hjerne-
barrieren. Selv.om modelstofferne ikke umiddelbart kan
anvendes medicinsk, har de stor interesse som udgangspunkt
for design af laeegemidler. Desuden har resultaterne af det
beskrevne projekt givet veerdifuld information om recepto-
rens opbygning, og de fremstillede stoffer skal nu anvendes
til yderligere karakterisering af receptorernes sammen-
seetning og funktion.
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Hjernens cannabis-
lignende stoffer
modvirker nervedgd
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Hjernen har et stort antal receptorer, der aktiveres af det
psykoaktive stof i hash, og hjernen danner selv lignende
stoffer, som kan modvirke nervecelledgd som fglge af
overbelastning. Denne effekt kan maske udnyttes til
behandling af neurodegenerative sygdomme, bl.a.
Parkinsons sygdom.

Af Henrik H. Hansen, Steen Honoré Hansen
og Harald S. Hansen

Planten Cannabis sativa, hvorfra hash og marihuana produ-
ceres, er i rtusinder blevet anvendt som leegemiddel, iseer pa
grund af plantens mentalt og fysisk afslappende effekt. Men
mekanismen for plantestoffernes indvirkning pa processerne
i hjernen blev ferst opdaget for 12 ar siden.

Cannabisplantens bioaktive stoffer, iseer A°-tetrahydro-
cannabinol, pavirker hjernen via aktivering af specifikke
receptorer pa& nervecellernes overflader, kaldet cannabinoide
receptorer, som findes i meget stort antal neesten overalt i
hjernen. Ligesom hjernen rummer et system af morfin-
lignende signalstoffer, endorphiner, der virker via opioide
receptorer, s& har man fundet signalstoffer i hjernen, der
stimulerer cannabinoide receptorer.

Signalstofferne kaldes endocannabinoider, og der er hid-
til identificeret to forskellige typer i hjernen, anandamid og
2-arachidonoyl-glycerol. Deres friseetning finder sted ved
enzymatisk spaltning af forstadier i hjernecellernes membra-
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ner, og denne proces kan formentlig stimuleres af andre sig-
nalstoffer i hjernen, f.eks. glutaminsyre.

Endocannabinoiders aktivering af hjernens cannabinoide
receptorer medfgrer en deempende effekt p4 mange basale
hjernecellefunktioner. Nyere forskning har vist, at de canna-
binoide receptorer er placeret sdledes, at de kan deempe sig-
naltransmissionen mellem hjerneceller.

Deemper hjerneaktivitet

Evnen til at deempe hjerneaktivitet er interessant fra et far-
makologisk synspunkt. Skadelig overaktivering af nerveceller
optraeder nemlig i relation til flere uhelbredelige, neurode-
generative sygdomme. Farmakologisk stimulering af de can-
nabinoide receptorer kan derfor rumme en ny nggle til at
modvirke sygdomsprocesserne.

Overaktiveringen skyldes iseer, at nervecellerne udsender
forggede meengder af det stimulerende signalstof, glutamin-
syre. Herved overstimuleres forskellige typer nerveceller, og
ved vedvarende overstimulering gar cellerne til grunde.

Ved anvendelse af dyrkede hjerneceller udsat for skade-
lige pavirkninger har man opdaget, at dgende hjerneceller
har en forgget evne til at danne endocannabinoider og deres
forstadier. Her har det vist sig, at tilseetning af syntetiske
endocannabinoider til cellekulturerne reducerer omfanget
af celledgden, formentlig ved at deempe aktiviteten i gluta-
minsyre-signalsystemet. Dette nyopdagede faanomen tolkes
som en mekanisme, som ved lokal beskadigelse af nerveceller
kan opretholde forgget aktivitet af cannabinoide receptorer
i nabocellerne, hvilket modvirker spredning af celledgden.

En central del af forskningen i cannabinoide receptorer
og endocannabinoider er derfor rettet mod sygdomsproces-
ser i hjernen, der medfarer stort og uopretteligt tab af hjer-
neceller, hvilket er karakteristisk for de neurodegenerative
sygdomme. Det er sdledes muligt, at forskningen vil kunne
pege pa nye terapeutiske principper i behandlingen af bl.a.
Parkinsons og Huntingtons sygdomme.

Forstadiet til endocannabinoidet anandamid, NArPE, dannes i
nervecellernes cellemembran. Det sker ved overfgrsel af arachi-
donsyre-enheden af phosphatidylcholin (PC) til phosphatidylet-
hanolamin (PE), en reaktion der katalyseres af enzymet N-acyl-
transferase (NAT). NArPE nedbrydes herefter vha. enzymet
phospholipase D (PLD), hvorefter anandamid friseettes til cellens
omgivelser. Anandamid kan aktivere cellens egne og neerlig-
gende nervecellers cannabinoide receptorer (CB1) ved at binde
sig til receptorerne. Anandamid genoptages af cellerne ved
hjeelp af en anandamid transportgr (AT). Herefter inaktiveres
anandamid ved enzymatisk nedbrydning til arachidonsyre (AA)
og ethanolamin (EA), en proces der katalyseres af enzymet
anandamid amidohydrolase (AAH).

KONTROL

Meaengden af de cannabinoide receptorer i hjernesnit kan méles indirekte ved at bestemme aktiviteten af genet, som koder for
dannelsen af receptorerne. Méalingen udfares ved at male pa genproduktet, messenger-RNA. Billedet til venstre viser et snit fra en
normal rottehjerne. Til hgjre ses et hjernesnit fra en rotte, der har modtaget en direkte injektion af NMDA i venstre hjernehalvdel,
hvilket medfgrer nervedgd, fordi nervecellernes receptorer for signalstoffet glutaminsyre overstimuleres. Den venstre hjernehalvdel
udviser et stort af tab af messenger-RNA, iseer i hjernebarken og det omgivende veev. En tilsvarende effekt er observeret for de
cannabinoide receptorers evne til at binde cannabinoider i samme hjerneomrader, hvilket tyder pa et kraftigt tab af cannabinoide

receptorer i hjernen efter injektion af NMDA.

Det cannabinoide system

Der er imidlertid behov for eksperimentelle studier, som kan
afklare, hvordan hjernens produktion af endocannabinoider
og funktionen af de cannabinoide receptorer pavirkes af
neurodegenerative sygdomsprocesser.

| samarbejde med en forskergruppe i Berlin har vi derfor
anvendt dyremodeller for hjernecelledad for at belyse, hvil-
ken neurodegenerativ sygdomsproces, der spiller stgrst rolle
for aktiveringen af det endocannabinoide system i den
levende hjerne.

Vi anvendte unge rotter, fordi de i hgjere grad end voks-
ne rotter er fglsomme overfor neurodegenerative
pavirkninger. Den neurodegenerative effekt fremkaldes ved
injektion af stoffet NMDA (N-methyl-D-asparaginsyre), som
aktiverer nervecellernes receptorer for glutaminsyre, hvilket
farer til overstimulation af nervecellerne, eller med stoffet
MK-801, som blokerer receptorerne med det resultat, at ner-
vecellerne understimuleres. | begge tilfeelde forstyrres nerve-
cellernes normale aktivitetsniveau, hvilket medfgrer, at hjer-
neceller i sensitive hjerneomrader gar til grunde.

Ydermere undersggte vi, hvordan det endocannabinoide
system pavirkes i forbindelse med kraftig hjernerystelse,
fordi folgevirkningerne af hjernerystelse i unge rotter har
feellestreek med en kombineret effekt af NMDA og MK-801.

Specifik celledgdsproces

Endocannabinoider dannes som fglge af enzymatisk omdan-
nelse af deres forstadiestoffer. Da endocannabinoidernes
koncentration i hjerneceller primaert bestemmes af koncen-
trationen af forstadiestofferne, er det vigtigt at bestemme
maengde af disse stoffer i hjernen.

Vi har udviklet en meget fglsom analysemetode til
bestemmelse af anandamids forstadiestof, NArPE, som findes
i ekstremt lave koncentrationer i hjerneveev. Denne analyse-
metode er baseret pa en avanceret udgave af massespektro-
metri. Teknikken bruges til at bestemme meengden af et
bestemt stof i en vaevsprgve ved at programmere massespek-
trometeret til at analysere for stoffets preecise molekyle-

vaegt. NarPE kan bestemmes med stor ngjagtighed i opren-
sede hjerneveevsprgver i kvantiteter, der udggr mindre end
ét nanogram.

Vi analyserede tilstedeveerelsen af NArPE i vaevspraver
fra hjernebarken, og det viste sig, at kun NMDA og hjerne-
rystelse foragede koncentrationen af NArPE. Iseer overstimu-
lation af receptorerne for glutaminsyre ved hjeelp af NMDA
forérsagede en uhyre kraftig stigning i niveauet af NArPE i
hjernebarken.

Man ved, at NMDA forarsager omfangsrig spredning af
hjernecelledgd i unge rotter som fglge af en mekanisme, der
betegnes som nekrotisk - en betaendelseslignende reaktion,
hvorunder cellemembranen gér i stykker, og nervecellen dar.
P& den baggrund antager vi, at iseer nekrotiske celledads-
processer stimulerer aktiviteten af det enzym, der danner det
endocannabinoide forstadiestof, NArPE.

| samarbejde med en forskergruppe i USA er vi nu i feerd
med at undersgge veevspregverne for indholdet af de canna-
binoide signalstoffer anandamid og 2-arachidonoyl-glycerol.

Tab af cannabinoide receptorer

Vi har ogsa undersggt, hvorledes niveauet af cannabinoide
receptorer pavirkes af NMDA. Dette studie udfertes i samar-
bejde med en forskergruppe i Madrid under ledelse af Dr.
Javier Fernandez-Ruiz. Resultaterne viser, at hjernecelledgd
medfarer et kraftigt tab af cannabinoide receptorer i en lang
reekke hjernestrukturer, men iseer i hjernebarken og
omkringliggende hjerneomrader.

Vi kan derfor konkludere, at der ved beskadigelse af
hjerneceller mistes cannabinoide receptorer i bestemte
omréader af hjernen, men at der i de samme omrader akku-
muleres endocannabinoide forstadiestoffer. Det er muligt, at
denne effekt pd den endocannabinoide syntesevej begreen-
ser celledgden i hjernen ved at forgge aktiviteten af de
tilbageveerende cannabinoide receptorer. Derfor undersgger
vi nu, om anvendelse af syntetiske cannabinoide signalstof-
fer kan forhindre udbredelsen af hjernecelledad i de beska-
digede hjerneomréader.
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receptor 1 hjernen

Signalstoffet glutaminsyre spiller en central rolle for
nervedgden i flere neurodegenerative sygdomme, og
derfor er der stor farmaceutisk interesse i nervecellernes
receptorer for stoffet. Vi har kortlagt, hvordan glutamin-
syre binder sig til en receptor og har kastet lys over,
hvordan receptoren fungerer.

Af Anders A. Jensen og Hans Brauner Osborne

En receptor er et protein i cellemembranen, som overseetter
et ydre signal til forandringer i cellens biokemiske processer.
Hjernens nerveceller rummer adskillige receptorer, som akti-
veres af forskellige signalstoffer, som formidler nervecellernes
indbyrdes kommunikation. Nar et signalstof bindes til recep-
toren, videresender receptoren signalet til cellens indre.

Et af de mest udbredte signalstoffer i hjernen og central-
nervesystemet er det stimulerende signalstof glutaminsyre.
Glutaminsyre udgver sin effekt via to typer af receptorer; de
ionotrope og de metabotrope receptorer. De metabotrope
receptorer tilhgrer en stor familie af receptorer, der alle for-
midler deres effekt gennem de sdkaldte G-proteiner, som ud-
ger omstillingsbordet til cellens interne biokemiske maskineri.

Der har laenge veeret stor interesse for de metabotrope
glutaminsyre-receptorer, da de er interessante mal i behand-
lingen af en raekke neurologiske og psykiatriske lidelser. De
mest anerkendte terapeutiske mal for stoffer, der virker pa
disse receptorer, er behandlingen af sygdomme som epilepsi,
iskeemi og flere neurodegenerative lidelser, hvoriblandt
Alzheimers sygdom er den mest kendte. Samtidig tyder
adskillige undersggelser pa, at lidelser som angst, skizofreni
og visse former for smerte med succes vil kunne behandles
med stoffer, som malrettes mod de metabotrope receptorer
for glutaminsyre.

Man har klonet otte forskellige metabotrope receptorer
for glutaminsyre, kaldet mGIuR1-8. Stimulation af hver af
disse otte receptorer medfarer forskellige pavirkninger af de
interne processer i cellen. Derfor er egenskaberne af de stof-
fer, der binder til den enkelte receptor vigtige set fra en tera-
peutisk synsvinkel.

| flere neurodegenerative og psykiske sygdomme er kon-
centrationen af glutaminsyre forhgjet i hjernen, hvilket farer
til overstimulering af nervecellerne, som beskadiges eller dar.
Nar glutaminsyre binder sig til mGIuR1 og mGIuR5 gges cel-
lens aktvitetsniveau, og derfor er man interesseret i stoffer,
der haemmer eller blokerer signalet gennem disse receptorer.
Nar glutaminsyre binder sig til de resterende seks receptorer,
deempes cellens aktivitetsniveau. Derfor gnsker man her
laeegemiddelstoffer, der stimulerer disse receptorer.
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En computermodel testes

Som alle andre G-protein-koblede receptorer besidder de
metabotrope receptorer for glutaminsyre en kaede, som gen-
nemskeerer cellemembranen syv gange. Derimod adskiller
mGlu- receptorerne sig markant fra de gvrige receptorer ved
at have en usaedvanligt stor del af receptoren pa ydersiden af
membranen.

For godt syv ar siden opdagede forskere hos Novo
Nordisk og firmaets datterselskab ZymoGenetics, at aminosy-
resekvensen af den ydre del af receptoren minder om en
familie af proteiner, som findes i bakterier. Denne opdagelse
skulle hurtigt vise sig at blive en milepeel i udforskningen af
de metabotrope receptorer for glutaminsyre. Strukturen af
et af disse bakterieproteiner var nemlig tidligere blevet
bestemt ved hjzelp af rentgenkrystallografi, og pa baggrund
af denne Kkrystalstruktur konstruerede ZymoGenetics og
Novo Nordisk en computermodel af den ydre del af mGIuR1.
| folge modellen bestar den ydre del af receptoren af to
domeener, der sammen danner en klgft.

Det er kendt fra bakterieproteinet, at forskellige amino-
syrer bindes nede i klgften til det ene af disse to domeener.
Glutaminsyre er ligeledes en aminosyre, og man géar ud fra, at
den ydre del af mGIuR1 eksisterer i to former; en &ben, inak-
tiveret form og en lukket, aktiveret form, hvortil glutamin-
syre er bundet efter samme princip som i bakterieproteinet.

Computermodeller er kun til nytte i forskning, hvis de til
en rimelig grad afspejler virkeligheden. Derfor er det vigtigt

Nar zink bindes til den muterede mGIuR1, haemmes signalet fra
glutaminsyre gennem receptoren, og princippet vil veere brug-
bart i design af leegemiddelstoffer. Receptorens bindingslomme
indeholder to domeener, og zink bindes til det domeene, som
ikke binder glutaminsyre.
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at udfordre modellerne. Det gjorde ZymoGenetics og Novo
Nordisk-forskerne selv i 1993 ved at demonstrere, at to spe-
cifikke aminosyrer i receptoren binder grunddelen af gluta-
minsyre. Det blev gjort ved at udskifte de to bindende ami-
nosyrer i mGIuR1 med andre aminosyrer.

Mutationerne af de to bindende aminosyrer, Serin165 og
Threonin188, reducerede pa dramatisk vis glutaminsyres
evne til at binde sig til receptoren og aktivere den. Dette var
den forste steerke indikation af, at homologien mellem bak-
terieproteinet og mGIuR1 ikke var tilfeeldig, og at den kon-
struerede computermodel ville blive til stor gavn for forsta-
elsen af receptorens aktiveringsmekanismer.

Binding til receptoren

Man vidste alts& nu, at grunddelen af glutaminsyre bindes til
to specifikke aminosyrer i klgften pa receptorens ydre del. Vort
naeste mal var at finde ud af, hvor den sidste funktionelle grup-
pe i glutaminsyre, en carboxylsyregruppe, bindes i mGIuR1.

Her kunne vi ikke bruge bakterieproteinet som udgangs-
punkt, da de tre aminosyrer, der binder til bakterieproteinet
ikke har denne carboxylsyregruppe. Imidlertid viste model-
len, at en bestemt aminosyre i glutaminsyre-receptoren,
Arginin78, 1& i en afstand fra Serin165 og Threonin188, der
muliggjorde, at glutaminsyre kunne binde sig til alle tre.
Glutaminsyrens negativt ladede carboxylsyregruppe ville
kunne danne en saltbro til den funktionelle gruppe af
Arginin78, der er positivt ladet.

For at teste hypotesen muterede vi Arginin78 til en
anden aminosyre, leucin, og konstaterede, at dette markant
sveekkede glutaminsyres evne til at aktivere receptoren. | en
anden mutant blev Arginin78 muteret til en glutaminsyre, og
det resulterede i, at receptoren blev helt ude af stand til at
blive aktiveret af signalstoffet. Dette kan forklares med, at
de to negativt ladede carboxylsyregrupper, der mgder hinan-
den i bindingen i denne mutant, frasteder hinanden.
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Glutaminsyre-receptoren mGIuR1 har en keede,
som skaerer sig gennem cellemembranen syv gange
samt en stor ydre del, der danner en klgft, hvori
signalstoffet bindes (A). | (B) ses den kemiske struk-
tur af glutaminsyre samt af tre andre aminosyrer,
som bindes til et bakterielt protein, som strukturelt
minder om mGIuR1. Glutaminsyre har imidlertid en
ekstra carboxylsyregruppe (tv. i strukturen). Vore
forsgg viser, at denne gruppe bindes til aminosyren
Arginin 78 i receptorens ydre del. Bindingsevnen
falder dramatisk, nar Arginin 78 muteres til leucin
eller glutaminsyre (C). | (D) ses modellen af, hvor-
dan glutaminsyre bindes til receptoren. Grunddelen
kobler sig til aminosyrerne Threorin188 og
Serin165, mens carboxylsyregruppen bindes til
Arginin78.

Konklusionen er, at Arginin78 i mGIuR1 udggr den tredie
part i bindingen af glutaminsyre, som forudsagt af
computermodellen.

Et zink-bindingssted konstrueres

Hvis teorien om, at den ydre del af mGlu receptorerne findes
i en aben, inaktiveret form og en lukket, aktiveret form
holder stik, kan man forestille sig, at signalet gennem recep-
toren kan haemmes ved at blokere for sammentraekningen af
receptorens ydre del. For at undersgge om dette princip
kunne udnyttes i medicinalkemisk sammenhaeng benyttede
vi os af, at metalionen zink (Zn*") kan bindes til aminosyrerne
histidin, cystein, asparaginsyre og glutaminsyre. Via introduk-
tion af disse aminosyrer i bestemte positioner i forhold til hin-
anden i receptoren skabes der bindingssteder for zink.

Vi valgte at konstruere et bindingssted for zink i toppen
af det domeaene i den ydre del af mGIuR1, som ikke binder
glutaminsyre. Forsggene viste, at bindingen af zink til den
modsatte side af bindingsstedet for glutaminsyre heemmer
signalet gennem receptoren. Vores hypotese er, at zink-
bindingen traekker strenge i dette omrade af receptorens
ydre del sammen og derved forhindrer den sammentraekning
af hele den ydre del, som er ngdvendig for at glutaminsyre
kan aktivere receptoren. Dette princip vil veere brugbart i
design af leegemiddelstoffer, som kan blokere mGIuR1. Som
tidligere naevnt er sddanne stoffer af stor interesse fra en
terapeutisk synsvinkel.

Som det vil veere fremgaet, har den konstruerede com-
putermodel af mGIuR1’s ydre del vist sig at vaere meget
repraesentativ for virkeligheden, og modeller af de ydre dele
af andre metabotrope receptorer er nu blevet udarbejdet ud
fra samme princip. Flere forskergrupper arbejder nu intenst
péa at opna en krystalstruktur af den ydre del af mGIuR1 og
andre af de metabotrobe receptorer for glutaminsyre. En
sadan struktur vil udggre den nzeste milepeel i forskningen.
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Malet i moderne lzegemiddelforskning er ofte at designe
leegemidler, som pavirker flere processer i en sygdom. |
hdb om at udvikle laegemidler til behandling af
Alzheimers sygdom, arbejder vi med et modelstof, som
bade har en aktiverende og en beskyttende funktion pa
en receptor, der spiller en central rolle i sygdommen.

Af Stine Byskov Vogensen, Tine Bryan Stensbgl,
Jan Egebjerg, Karla Frydenvang, Tommy Ngrskov Johansen
og Povl Krogsgaard-Larsen

Den frygtede og dgdeligt forlebende Alzheimers sygdom er
genstand for intens forskning verden over, men pa trods af
en formidabel forskningsmaessig indsats er det stadig kun lyk-
kedes at udvikle lseegemidler, som i meget begreenset omfang
kan forhale sygdomsforlgbet og deempe symptomerne.

Alzheimers sygdom er en progressiv neurodegenerativ
sygdom. Her er det iseer et system af nerveceller, der anven-
der acetylcholin som signalstof, som gar til grunde, hvilket
forer til, at patienten gradvist mister evnen til at leere og at
huske. Kortleegningen af de processer, der gdelaegger disse
nerveceller, er langt fremme. Man har identificeret en lang
raeekke mekanismer, som uafhaengigt af hinanden eller i samspil
forer til, at nervecellerne dgr i forbindelse med sygdommen.

Det centrale problem er at omszaette den omfattende
viden til design af effektive leegemiddelstoffer. Et af de
vaesentlige problemer ligger i, at det i mange tilfaelde er
sveert at finde ud af, hvad der er arsag til degenerationen af
de pageeldende nerveceller, og hvilke fejlfunktioner, der er
forarsaget af, at cellerne bliver gdelagt.

Interessen har i flere ar blandt andet veeret rettet mod
det system af nerveceller, der overordnet driver hjernens
funktion, og som anvender glutaminsyre som signalstof.
Dette meget energikraevende signalsystem har en direkte
eller indirekte stimulerende virkning pa langt de fleste
nerveceller og altsd ogsa pa acetylcholin-nervecellerne.
Meget tyder pd, at henfaldet af acetylcholin-nerveceller
blandt andet skyldes vedvarende overstimulation fra hyper-
aktive glutaminsyre-nerveceller. Det er henfaldet af
acetylcholin-nerveceller, som ligger til grund for
Alzheimerpatienternes tiltagende sveekkelse og efterhanden
fuldsteendige tab af evne til indlaering og hukommelse.

Udforskning af et paradoks

Behovet for pd én gang at stimulere acetylcholin-
nervecellerne og undgd, at de overstimuleres, skaber et
paradoks set ud fra et behandlingssynspunkt. Ved at styrke
glutaminsyre-nervecellernes evne til at stimulere de hen-
sygnende acetylcholin-nerveceller i hjernen ville det veere
muligt at afhjeelpe patienternes problemer med indleering
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og hukommelse. Men samtidig vil det veere ngdvendigt at
blokere de receptorer p& acetylcholin-nervecellerne, som
ogsd formidler glutaminsyrens gdelaeggende overstimula-
tion af nervecellerne.

Spgrgsmalet er altsd, om det er muligt at designe leege-
middelstoffer, som bade kan stimulere og beskytte recepto-
rerne for glutaminsyre pa de truede nerveceller, som spiller
en ngglerolle i sygdommen. Det er et af de problemer, som
de medicinalkemiske forskere arbejder med i forbindelse
med Alzheimers sygdom.

Der findes mange forskellige receptorer i hjernen for sig-
nalstoffet glutaminsyre. En gruppe af disse receptorer beteg-
nes AMPA-receptorer, opkaldt efter stoffet AMPA, som tidli-
gere er blevet udviklet p& Institut for Medicinalkemi ved
DFH. AMPA-receptorerne findes bl.a. pa acetylcholin-nerve-
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I rammen ses strukturen af hjernens overordnede stimule-
rende signalstof glutaminsyre. Stoffet 2-Me-Tet-AMPA er et
nyt modelstof, som aktiverer den undergruppe af glutamin-
syre-receptorer, som betegnes AMPA-receptorer og som
selektivt aktiveres af stoffet AMPA. Den neertbeslaegtede
forbindelse 1-Me-Tet-AMPA er derimod inaktiv. Effekten af
2-Me-Tet-AMPA ligger i S-formen af stoffet, hvorimod
(R)-2-Me-Tet-AMPA er inaktiv.

Strukturen af (R)-2-Me-Tet-AMPA bestemt ved en rgntgen-
krystallografisk analyse.

celler, der spiller en rolle i forbindelse med sygdomsproces-
serne i Alzheimers sygdom. | samarbejde med forskere pa H.
Lundbeck A/S har instituttet udviklet en forbindelse 2-Me-
Tet-AMPA, som uhyre effektivt aktiverer AMPA-receptorerne.

Nyt modelstof

Aktiviteten af stoffet er karakteriseret ved en hgj grad af
strukturel specificitet forstdet pa den méade, at blot en lille
gendring i modelstoffets kemiske struktur betyder, at stoffet
ikke leengere kan aktivere AMPA-receptorerne. Dette for-
hold understreges af, at den strukturelt neert beslaegtede
forbindelse 1-Me-Tet-AMPA er inaktiv.

Ydermere spiller den rumlige opbygning af stoffet en
central rolle for aktiviteten pad AMPA-receptorerne.
Modelstoffet findes i to spejlbilledformer, der kemisk set er
ens, men som har en forskellig rumlig facon; man kan
sammenligne med hgjre og venstre hand. De to spejlbilled-
former kaldes henholdsvis S- og R-formen. Her er det kun
den spejlbilledform, der har S-konfiguration, som er i stand
til at aktivere AMPA-receptorerne, medens R-formen er
totalt inaktiv. Den rumlige opbygning af de to former af
2-Me-Tet-AMPA er blevet vist ved en rgntgenkrystallografisk
undersggelse.

Disse forhold illustrerer tydeligt, at de terapeutiske
angrebskugler skal stabes med stor preecision indenfor dette
omrade af forskningen i leegemidler til behandling af
Alzheimers sygdom.

(S)-2-Me-Tet-AMPA har en hgj grad af strukturel og
kemisk lighed med AMPA-receptorernes naturlige signalstof,
glutaminsyre, og stoffet aktiverer tilmed AMPA-receptorerne
effektivt. Men spgrgsmalet er, om en saddan forbindelse sam-
tidig kan have en beskyttende effekt pa& disse receptorer.
Umiddelbart er svaret nej, men det har faktisk vist sig i studi-
er pa enkeltceller, at AMPA-receptorerne efterhdnden bliver
ufglsomme over for (S)-2-Me-Tet-AMPA ved vedvarende akti-
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vering. Denne reaktion kaldes receptor desensibilisering, fordi
receptorenes fglsomhed overfor stoffet gradvist forsvinder.

| det foreliggende tilfeelde er desensibiliseringen af
AMPA-receptorerne sa effektiv, at stoffet faktisk blokerer
receptorerne, s de ikke kan aktiveres.

Dobbelt virkning

(S)-2-Me-Tet-AMPA er séledes et sjeeldent eksempel pa en
forbindelse, som bade har en stimulerende og blokerende
virkning pad AMPA-receptorerne, hvor den sidstnaevnte effekt
skyldes desensibilisering. Stoffet er altsd et modelstof for et
leegemiddel, som i princippet pavirker AMPA-receptorerne
pa den gnskede dobbelte made.

Man ma naturligvis holde sig for gje, at disse egenskaber
ved stoffet er registreret gennem undersggelser pa enkelt-
celler, og vi ved endnu intet om, hvordan virkningen vil veere
pé acetylcholin-nerveceller i hjernen hos forsggsdyr eller i
Alzheimerpatienter. Men der er gjort en interessant opda-
gelse, og fortsat forskning vil vise, om (S)-2-Me-Tet-AMPA
kan videreudvikles til et effektivt leegemiddel.

® Glutaminsyre
V¥ (S)-2-Me-Tet-AMPA
Glutaminsyre-

nervecelle
@) Q)
1I I 1I 1111
Na* Na*
ca® ca”*

Acetylcholin-
nervecelle

Overstimulering med signalstoffet glutaminsyre medvirker til,
at acetylcholin-nerveceller henfalder og dgr i Alzheimers syg-
dom. Figuren viser en af receptorerne for glutaminsyre, AMPA-
receptoren, i en lukket, inaktiv tilstand (l). Ved binding af glu-
taminsyre eller (S)-2-Me-Tet-AMPA aktiveres AMPA-receptoren,
hvorved receptorens ionkanal dbnes (11). Bindingen af (S)-2-Me-
Tet-AMPA efterfglges af en konformationsaendring af AMPA-
receptoren, sdledes at ionkanalen naesten lukkes. AMPA-recep-
toren desensibiliserer (Il1), hvilket vil sige, at receptorens fol-
somhed overfor (S)-2-Me-Tet-AMPA og glutaminsyre forsvinder.
Som vist i figuren er konformationseendringerne reversible.
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Design af laegemidler
mod neurodegenerative
sygdomme

Signalstoffet glutaminsyre er involveret i bl.a.
Alzheimers sygdom og akutte hjerneskader. Det er nu
muligt at bestemme den tredimensionelle struktur af
bindingsstedet i receptorer for glutaminsyre. Det abner
vejen for en forstaelse for receptorernes funktion og for
malrettet design af nye laegemidler.

Af Anders Hogner, Marie-Louise Lunn,
Jette Sandholm Kastrup, Ingrid Kjgller Larsen,
Tommy Liljefors og Jan Egebjerg

Glutaminsyre er hjernens vigtigste stimulerende signalstof,
som er involveret i mange vigtige funktioner, f.eks. indleering
og hukommelse. Men glutaminsyre er et tveaegget sveerd.
Nar koncentrationen af signalstoffet bliver for hgj i hjernen,
overstimuleres nervecellerne, og de gar til grunde. Det sker i
en raekke neurodegenerative sygdomme, som spaender fra
den langsomt fremadskridende senilitet i Alzheimers sygdom
til akutte hjerneskader, som opstar ved hjerneblgdning og
hjertestop.

Glutaminsyre aktiverer mange typer af receptorer, og for
at beskytte hjernens nerveceller mod overstimulering er det
vigtigt at udvikle leegemiddelstoffer med specifik virkning pa
de enkelte receptortyper.

Der er to hovedgrupper af glutaminsyre-receptorer, som
kaldes ionotrope og metabotrope. De ionotrope receptorer
inddeles videre i tre grupper, NMDA, AMPA og kainsyre-
receptorer. For hver af disse grupper er der forskellige recep-
tortyper alt efter, hvilke underenheder receptorerne bestar
af. AMPA-receptorerne er et proteinkompleks i cellemem-
branen, bestdende af fire eller fem af underenhederne
GluR1-4, mens kainsyre-receptorerne er sat sammen af
underenhederne GIuR5-7 og KA1-2.

Underenhederne ligner hinanden meget med hensyn til
reekkefglgen af de aminosyrer, de er opbygget af. Men alli-
gevel har de vidt forskellige rumlige faconer. Dét medfarer,
at der er forskel pa, hvor godt de forskellige receptortyper
binder stoffer, som har en stimulerende eller heemmende
virkning pa receptoren.

Receptormodeller

Det er vigtigt at kunne designe laegemiddelstoffer med spe-
cifik virkning pa de enkelte typer af receptorer. Det har ikke
tidligere veeret muligt pa grund af manglende viden om
strukturen af de enkelte underenheder.

I den seneste tid er situationen imidlertid blevet eendret
radikalt. Med genteknologi kan man nu fremstille den del af
receptoren, som binder glutaminsyre og lsegemiddelstoffer.
Det har vist sig, at bindingslommen findes pa ydersiden af celle-
membranen mellem to proteinkeeder, som kaldes for S1 og S2.
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Ved hjeelp af genteknologi er det lykkedes at klippe
begge kaeder af ved cellemembranen og erstatte de dele af
receptoren, som gar gennem membranen, med en kort pep-
tidkeede. Derved har man opnéet et mindre protein, som har
bevaret sin evne til at binde signalstoffer og lsegemiddel-
stoffer. Miniproteinet kan derfor anvendes som en model for
receptoren.

T Subenhed
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cytoplasma
c

Modeltegning af en ionotrop glutaminsyre-receptor bestdende
af fire underenheder indlejret i cellemembranen. | den ene
underenhed er vist den bindingslomme for signalstoffer, som
peptiderne S1 og S2 danner. Den punkterede streg illustrerer
den peptidkeede, der er sat ind ved hjeelp af genteknologi i stedet
for de dele af underenheden, der normalt gar gennem celle-
membranen. Pa den made er det lykkedes at fremstille en mini-
udgave af proteinet, som kan krystalliseres og strukturbestem-
mes ved rgntgenkrystallografi.

Rantgenkrystallografi viser strukturen

Fordelen ved miniproteinet er, at chancen for, at proteinet er
krystalliserbart, gges veesentligt. At krystallisere proteinet er
en ngdvendighed for at opklare proteinets tredimensionelle
struktur ved hjeelp af rantgenkrystallografi.

Forskere pa Columbia University i New York har for nylig
krystalliseret miniproteinet af AMPA-receptoren GluR2 sam-
men med et signalstof, som er bundet til receptoren. Derpa
bestemte de strukturen af bindingslommen og det bundne
signalstof ved hjeelp af rantgenkrystallografi.

Her belyses krystallen med intens regntgenstraling, og
stralerne spredes af atomerne i det krystalliserede protein.
Resultatet er et spredningsmgnster, som kan bruges til at
beregne, hvilke atomer proteinet er opbygget af, og hvor-
dan atomerne er placeret i forhold til hinanden. P& den
made far man detaljerede oplysninger om proteinets tredi-
mensionelle struktur.

HOOC
0/

2-Me-Tet-AMPA Br-HIBO
(AMPA-receptor stimulerende) (AMPA-receptor stimulerende)

HOOC, 0\
COOH \P g
OH

ACPA ATPO
(AMPA-receptor stimulerende) (AMPA-receptor blokerende)

| formelskemaet er vist strukturen af tre AMPA-receptor stimu-
lerende stoffer og et AMPA-receptor blokerende stof. Alle fire
forbindelser er blevet krystalliseret med AMPA-receptor mini-
proteinet af GIuR2 med henblik pa strukturbestemmelse ved
hjeelp af rgntenkrystallografi.

Strukturen af protein-signalstof komplekset viser, hvor i
receptoren signalstoffets bindes, og giver desuden preecis
viden om, hvilke aminosyrer i bindingslommen signalstoffet
har kontakt til, f.eks. via brintbindinger eller saltbroer.

Binding af modelstoffer

P& Institut for Medicinalkemi er det fornylig lykkedes, i sam-
arbejde med de amerikanske forskere, at krystallisere mini-
proteinet af AMPA-receptoren GluR2 sammen med en reekke
modelstoffer. Nogle af disse stoffer aktiverer receptoren og
stimulerer nervecellen, mens andre af stofferne binder sig til
receptoren uden at aktivere den. Sddanne stoffer kan bloke-
re receptoren for glutaminsyre og dermed haemme nervecel-
lens aktivitet.

Modelstofferne er designet og syntetiseret af den medi-
cinalkemiske gruppe pa instituttet, og forbindelsernes
strukturkemi og farmakologi er undersggt ngje. Der
er nu samlet rgntgendata af miniproteinet sam-
men med tre stimulerende stoffer 2-Me-Tet-
AMPA, Br-HIBO og ACPA samt for det blo-
kerende stof ATPO. Den tredimensionelle
struktur er lgst for de to farstnevnte
stoffer.

De strukturelle studier af de iono-
trope glutaminsyre-receptorer omfatter
ogsd andre typer end AMPA-recepto-
rerne. Et modelprotein af en af under-
enhederne i kainsyre-receptoren er alle-
rede fremstillet genteknologisk, og
andre er klonet og udtrykt i kolibakterier
for derefter at blive isoleret, oprenset og
farmakologisk karakteriseret. Ogsa disse
proteiner vil blive krystalliseret sammen med
forskellige modelstoffer med henblik pa at
bestemme den tredimensionelle struktur af komplek-
serne ved hjaelp af rgntgenkrystallografi.
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Computerkemi og laegemidler

Strukturopklaring af en lang reekke forskellige receptor-sig-
nalstof komplekser vil give veerdifuld information om stof-
fernes samspil med receptoren og om formen af bindings-
lommerne pa de forskellige receptortyper.

Detaljeret viden herom er af afggrende betydning for at
opklare sammenhaengen mellem modelstoffernes struktur
og deres biologiske funktion, dvs. evnen til at stimulere eller
blokere forskellige typer af glutaminsyre-receptorer.
Samtidig vil det blive muligt at opklare strukturelle forskelle
mellem de forskellige receptortyper. Hermed er dgren dben
for strukturbaseret design af leegemiddelstoffer, hvorved nye
og bedre leegemidler mod neurodegenerative sygdomme
som f. eks. Alzheimers syge kan udvikles pd et rationelt
grundlag.

Den strukturelle information om glutaminsyre-recepto-
rerne, som vi opnar ved hjelp af rentgenkrystallografi,
anvendes til yderligere karakterisering af bindingslommer-
nes egenskaber ved hjaelp af computerbaserede beregnings-
metoder. Et teet samarbejde mellem grupperne, som arbejder
med proteinkrystallografi og computerkemi, kan fgre til
identifikation af de aminosyrer, der er vigtige for bindingen
af leegemiddelstoffer.

Pa den made kan man klarleegge mekanismen for de
enkelte receptortypers funktion, ligesom der vil blive kastet
lys pa detaljer omkring de enkelte leegemiddelstoffers virke-
made. En anden mulighed, som rgntgenstrukturerne abner
op for, er udvikling af modeller for andre undertyper af glu-
taminsyre-receptorer. Formalet er at uddybe forstaelsen for

hvilke faktorer, der er bestemmende for, at nogle
leegemiddelstoffer pavirker bestemte underen-
heder af receptorer, men ikke andre.

Projektet er et eksempel pa udpreeget
interdiciplineert samarbejde. Det in-
volverer sédledes molekyleerbiologi,
proteinkemi, molekyleerfarmakologi,
proteinkrystallografi, organisk syn-

tese og computerkemi.

J{/ I Strukturen af bindingslommen i
= 54 AMPA-receptor underenheden GluR2
i kompleks med det stimulerende
modelstof 2-Me-Tet-AMPA.. Peptiderne
S1 og S2 er vist i henholduvis lilla farve og
gren farve, medens peptidkaeden, som
sammenknytter S1 og S2, nederst i molekylet
er orange. Modelstoffet 2-Me-Tet-AMPA ses midt i
molekylet mellem S1 og S2.
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Fra 1lden til

Yngre kvinder, som bruger antidepressiv medicin, opfat-
ter sig selv som stemplet af samfundet. Far behandlingen
fordi de havde et psykisk problem. Under behandlingen
pa grund af det image de mener, at samfundet tilleegger
medicinen. En interviewundersggelse viser, at opfat-
telsen af stempling snarere skyldes egne forventninger,
end faktiske erfaringer med negative reaktioner fra
omverdenen.

Af Pia Knudsen, Ebba Holme Hansen og
Janine Marie Morgall

Forbruget af nervemedicin og sovemedicin er generelt fal-
det i Danmark. Brugen af de nyere midler mod depression,
selektive seretonin genoptagsheemmere (SSRI), er derimod
vokset drastisk. Alene omsaetningen af disse sakaldte
"lykkepiller i den primzere sundhedssektor svarede i 1998
til, at ca. 4 procent af den danske befolkning kunne veere i
behandling hver dag aret rundt.
| takt med den kraftige stigning i forbruget har der
veeret en heftig debat i medierne om, hvem
medicinen bgr udskrives til, om
konsekvenserne ved det
ggede forbrug samt om
bivirkningerne.

ity

Mange af de kvindelige brugere af "lykkepillerne" undgar ofte
at forteelle deres omgangskreds om deres medicinforbrug. Nar
de skal vaere sammen med andre mennesker, taler de om at
“""tage en maske pa". (Foto: Mikael Andersson/MIRA/2maj)

asken

med antidepressiv medicin

Men hvad betyder medicinanvendelsen for dem, som
bruger lsegemidlerne? Vi har gennemfgrt en undersggelse
for at afdeekke yngre kvinders opfattelser af deres forbrug af
SSRI. Maélet er at opné indsigt i, hvad der er afgarende for
kvinderne i deres brug af antidepressive leegemidler. En sddan
viden kan fremme kommunikationen mellem bruger og sund-
hedsvaesen samt mellem brugerne og deres sociale netveerk.

Undersggelsen er et led i et tveerfagligt europeeisk
forskningsprojekt, The User Perspective Project (TUPP), som
gennemfgres i samarbejde med WHOs europeeiske kontor.
Studiet er godkendt af De Videnskabsetiske Komitéer for
Kgbenhavns og Frederiksberg Kommuner.

Resultaterne er baseret pa femten dybdegé&ende interview
med yngre kvindelige brugere af SSRI-preeparater, hvoraf fire
blev interviewet to gange med et interval pa et halvt ar.
Kvinderne var mellem 18 og 34 ar. Brugere, som pa interview-
tidspunktet var indlagt p& hospital eller anden institution blev
udelukket fra undersggelsen, og det samme gjaldt kvinder,
hvis anvendelse af psykofarmaka indgik i et blandingsmisbrug.

Kvinderne blev rekrutteret til undersggelsen pa apoteker
i Kgbenhavns og Frederiksberg kommuner i forbindelse med,
at de indleverede deres recepter pa SSRI.

Unormal og desperat

Far de interviewede kvinder kontaktede en leege, folte de, at
de ikke fungerede i hverdagen. De oplevede, at de ikke var
sig selv og syntes, at de opfgrte sig “"'unormalt™, men forstod
ikke, hvad der var galt, hvilket var meget smerteligt for dem.
Nar de beskrev sig selv i denne periode af deres liv, brugte de
ord som "'sindssyg", "'sker'* og "underlig".

Kvinderne forsggte i lang tid selv at handtere deres
problemer, men symptomerne tog mere og mere over. Pa et
tidspunkt afgjorde de, at de matte have professionel hjaelp
og henvendte sig derefter til en laege, som tilbgd en recept
péa antidepressiv medicin. For nogle af kvinderne var dette en
konfliktfyldt oplevelse. Laegemidlet blev af mange af
kvinderne set som et tegn pa svaghed. De skammede sig,
fordi de ikke kunne klare deres problemer selv. Andre fandt
det sveert at begynde at bruge medicin, fordi de ikke ansa sig
selv for at veere syge. Det kreevede derfor en omdefinering af
deres problemer, fra at vaere et hverdagsproblem til at veere
en sygdom, fgr de var rede til at bruge leegemidlet. Andre
var mere parate til at bruge medicinen.

Flertallet reesonnerede dog, at le&egemidlet var den sidste
udvej. Mange af kvinderne beskrev sig selv som "desperate™
pa dette tidspunkt. Efter at have taget den antidepressive
medicin i et stykke tid meerkede kvinderne en effekt. De folte
nu, at de kunne begynde at fungere i deres hverdagsliv igen.
De gav udtryk for en fglelse af overskud, og beskrev nu sig
selv som "normale™ eller "at de var sig selv igen". Kvinderne
ansa dog ikke sig selv som raske. De kunne stadig maerke

Stigma relateret til psykiske lidelser

= Ustabil person
= Svag person
= Skgr person

= “Skal bare tage sig sammen”

Stigma relateret til brugen af SSRI

= Den lette Igsning
= Svag person

= Associationer til psykisk sygdom

Yngre kvinder, der bruger antidepressiv medicin (SSRI), oplever at g fra et stigma til et andet.

symptomerne, men fglte, at de nu kunne kontrollere dem.

Med undtagelse af én gik alle kvinderne i samtaleterapi
hos enten en psykolog eller en psykiater, samtidig med at de
var i behandling med laegemidlet. Mange fandt, at medi-
cinen spillede en vigtig rolle i terapien, da den gav dem over-
skud til at arbejde med deres problemer.

Faler sig afvigende

De kvindelige brugere af SSRI var bekymrede for, om deres
omgivelser ville kunne forsta deres tilstand. De fglte, at sam-
fundet kaeder det at have psykiske problemer sammen med
at veere ustabil og svag eller endnu veerre, at vaere skar.
Samtidig falte kvinderne ofte, at samfundet ikke ansa deres
tilstand for alvorlig, og at holdningen var, at de bare skulle
tage sig sammen.

Nar mennesker afviger fra samfundets normer, bliver en
stemplingsproces ofte sat i gang, og den som afviger pafares
et stigma - de bliver, eller fgler sig, dybt miskrediterede.
Kvinderne vurderede, at det at have psykiske problemer er
en uacceptabel tilstand i vort samfund. Man er afviger og
falder uden for normerne.

Flertallet af kvinderne fandt, at leegemidlet kun gjorde
afvigelsen starre. Kvinderne frygtede, at medicinforbruget
ville stemple dem som veerende ustabile pa jobbet, uegnede
som mgdre eller skare i hovedet. Mange af kvinderne fglte,
at samfundet satte spgrgsmalstegn ved ngdvendigheden i
brugen af leegemidler til behandling af psykiske problemer.

| folge kvinderne er medierne en vigtig faktor i dan-
nelsen af samfundets holdning til laegemidlet. Kvinderne tog
saledes klart afstand fra ordet "lykkepiller". De mente, at
laeegemidlernes image i medierne var, at de blev udskrevet til
mennesker, som bare var lidt nede, eller blev givet til svage
mennesker som en let Igsning. Desuden associerede navnet
"lykkepille™ til en tilstand af lykke, som kvinderne i denne
undersggelse ikke fglte. Kvinderne gav udtryk for mangel pa
respekt og forstaelse for deres tilstand.

At tage masken pa
Kvindernes opfattelse af samfundets holdning havde stor ind-
flydelse p&, hvordan de handterede deres situation. Inden de
selv fik problemer, havde mange af kvinderne tilleert sig sam-
fundets normer omkring psykiske lidelser og brugen af psyko-
farmaka, og nogle af dem havde tidligere selv haft en nega-
tiv opfattelse af brugere af antidepressive lsegemidler.
Kvinderne havde saledes accepteret samfundets normer, og
de forventede at blive stemplet som syge eller afvigende.
Derfor skjulte de oftest deres problemer. Mange af
kvinderne neevnte, at de ikke havde energi til at veere sam-
men med andre mennesker, hvorfor de trak sig tilbage og om
muligt isolerede sig. Nar de skulle vaere sammen med andre

2

mennesker, talte de om at "'tage en maske pa".

Kun udvalgte personer i det sociale netveerk kendte til
kvindernes medicinforbrug. Leegemidlernes rygte som en
"lykkepiller" blev ofte neevnt som en grund til ikke at for-
teelle andre om forbruget. Kvinderne havde sveere overvej-
elser om, hvor meget de gnskede, at andre mennesker skulle
kende til deres tilstand, fordi de ofte fglte, at de skulle for-
klare sig eller neesten undskylde sig, hvis de fortalte, at de
brugte antidepressive laegemidler.

Fra et stigma til et andet

Det kan konkluderes, at yngre kvinder, der bruger SSRI, synes
at ga fra et stigma relateret til at have psykiske problemer til
et andet stigma relateret til brugen af leegemidlerne.
Kvinderne handterer denne fglelse ved at skjule bade de psy-
kiske problemer og leegemiddelforbruget for de fleste i deres
omgangskreds.

Dette skyldes i hgj grad deres forventning om stigmatise-
ring og frygten for de reaktioner en afslgring eventuelt ville
kunne medfgre. Meget fa kendte til kvindernes situation, og
det kan derfor konkluderes, at kvindernes fglelse af stigma
delvis stammer fra dem selv i kraft af den accept af samfundets
normer, som har fundet sted tidligere i kvindernes tilveerelse.

Frygten for omverdenen - citater fra undersggelsen

* “Du kan godt ringe og sige, jeg er syg. Jeg har influenza
og kommer ikke. Men du kan ikke ringe og sige, jeg er dybt
deprimeret. Det kan folk simpelt hen ikke forstd. Man er
kronisk syg, men ingen forstar det. Fordi det er ikke et
breekket ben. Det er ikke en tandbyld. Folk siger bare: Tag
dig sammen og kom videre.* (32 ar)

* “Generelt er der jo den der holdning, at det i dag er let
nok at fa en pille. Man kan fa en pille for alt, og hvis man
har det lidt skidt, og lige er ude i en krise, sa aeder man en
lykkepille. Det vil sige, at dem der virkelig har behovet, de
bliver stemplet som nogen, der giver hurtigt op og ikke kan
tale den mindste modgang, far de simpelt hen ma have et
eller andet kemisk at kaste i kroppen. Det er ret slemt, fordi
jeg gider ikke og sidde og skulle undskylde at jeg tager
dem.” (32 ar)

* “Jeg har ikke fortalt mine venner det. Fordi jeg er bange
for deres reaktion. Jeg har fortalt det til én, og ham snak-
ker jeg ikke med mere. Jeg ved ikke om det har noget med
det at ggre, men altsd... Jamen, jeg er bange for at de
teenker ""hun er eddermanme en skgr kugle". S& derfor har
jeg valgt ikke at sige noget.” (21 ar)

35

Cand.pharm.

Pia Knudsen er
ph.d.-studerende
ved Institut for
Samfundsfarmaci.

&

Cand.pharm.

Ebba Holme Hansen
er professor

ved Institut for
Samfundsfarmaci.

\ *'_;‘__
AN

Fil.dr. Janine Marie
Morgall er lektor
ved Institut for
Samfundsfarmaci.



