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Fra svampegift til

potentielt leegemiddel
med ny virkning

Muscimol fra rgd fluesvamp forarsager de alvorlige psy-
kiske forstyrrelser, som kan optreede hos mennesker, der
har indtaget den tgrrede svamp. | et mangearigt projekt
har vi teemmet giftstoffet til forbindelsen THIP, som i kli-
niske forsgg viser en helt ny farmakologisk profil, som
kan fare til udvikling af nye sovemidler og smertestillen-
de leegemidler.

Af Povl Krogsgaard-Larsen og Lotte Brehm

Den rgde fluesvamp, Amanita muscaria, danner flere struk-
turelt seeregne stoffer, hvoraf nogle pavirker det perifere
nervesystem, mens andre udgver deres effekt pa centralner-
vesystemet, dvs. hjernen og rygmarven. Stofferne kan forgif-
te bade mennesker og dyr, og denne toksicitet afspejler, at
stofferne pavirker vitale fysiologiske mekanismer.

Smuk, men farlig - den rgde fluesvamp, Amanita muscaria. Nar
den t@rrede svamp indtages i storre maengder kan indholdsstof-
ferne fordrsage dedbringende uregelmeaessigheder i hjertefunk-
tionen og alvorlige psykotiske forstyrrelser.

De mest kendte af fluesvampens gifte er muscarin og musci-
mol. Muscarin aktiverer de muscarine receptorer, som bl.a.
forekommer i hjertemuskulaturen, hvilket er arsag til den
dedbringende effekt ved indtagelse af sterre meengder af
den torrede fluesvamp.

| modseetning til muscarin traenger muscimol gennem blod-
hjerne-barrieren og aktiverer GABA-receptorerne pa hjer-
nens nerveceller meget kraftigt. GABA er hjernens vigtigste
hammende signalstof. De alvorlige psykiske forstyrrelser,
som ses hos mennesker, der indtager den torrede fluesvamp,
skyldes primaert muscimols effekt pad GABA-systemet.

Denne artikel beskriver et mangearigt projekt, hvor vi har
teemmet giften muscimol til det lovende laegemiddelstof
THIP, som i kliniske forsgg viser en helt ny farmakologisk pro-
fil.

Muscimol som modelstof

Muscimol har som naevnt en kraftig stimulerende effekt pa
hjernens GABA-receptorer. Muscimols aktivering af recepto-
rerne er vaesentlig steerkere end GABA's egen, og toksiciteten
skyldes sandsynligvis, at muscimol bindes for kraftigt til
GABA-receptorerne og dermed pa en made seetter dem ud af
spillet. Toksiciteten kan ogsa til dels skyldes, at muscimol bli-
ver omdannet til andre giftige forbindelser af enzymer i hjer-
nen og i ovrigt pavirker andre funktioner i GABA-signalsy-
stemet.

lkke desto mindre er muscimol et interessant medicinalke-
misk modelstof for udvikling af leegemidler til behandling af
sygdomme, som skyldes ubalance i GABA-systemet, og som
muligvis kan afhjaelpes gennem pavirkning af GABA-recep-
torerne. Spgrgsmalet var fra starten, om vi kunne teemme
effekten af muscimol og omdanne dette saeregne stof til et
leegemiddel med en onsket og kontrolleret virkning.

| den forste fase af projektet opstillede vi en hypotese ved-
rerende muscimols kraftige stimulerende virkning pa GABA-
receptorerne. Hypotesen blev fremsat pa et tidspunkt, hvor
vi intet vidste om GABA-receptorernes struktur og funktion.
Muscimol har pa grund af det indbyggede ringsystem en
langt mere fastlast struktur end GABA; kun molekylets side-
kaede kan drejes. Muscimol kan indtage to konformationer,
som i folge hypotesen muligger en trinvis binding, hvorved
stoffet tilpasser sig receptoren. Ferst bindes muscimol til
receptoren, hvorefter der sker en konformationseendring fra
den relativt stabile konformation | til den mindre favorable
konformation Il. Efter bindingen til receptoren forestillede vi
os, at muscimolmolekylet med hjeelp fra receptoren igen ville
andre konformation henimod den mere stabile konformati-
on |, og at den herved frigjorte energi var tilstraekkelig til at
aktivere receptoren.

For at underbygge denne hypotese blev stoffet THIP synteti-
seret som modelstof. | THIP er muscimol fastlast i den ufavo-
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Figuren viser to konformationer af giftstoffet muscimol, |
og I, samt strukturen af det potentielle laegemiddelstof
THIP. Alle tre stoffer binder sig til GABA-receptorer pa hjer-
nens nerveceller.

Muscimol aktiverer GABA-receptorer 100 procent og skifter
muligvis mellem de to konformationer under bindingen til
receptoren. THIP aktiverer GABA-receptorer langt mere
skansomt. Stoffet er en sakaldt partiel GABA-agonist. THIP
er sdledes en teemmet udgave af muscimol — et potentielt
og lovende laegemiddelstof.

Fremstillingen af THIP sker gennem en syntese med mange
trin, som er skitseret i figuren. Strategien har veeret at
opbygge 6-ringen i THIP og derefter at opbygge funktionel-
le grupper pa ringen, hvilket muliggjorde tilbygningen af 5-
ringen. Som vist indeholder udgangsstoffet A kun et af de
kulstofatomer, der kommer til at indgd i GABA-delen af
THIP. Gennem seks syntesetrin omdannes A til B, som nu
indeholder alle de fire kulstofatomer, som kommer til at
udgere GABA-delen i malmolekylet. Gennem to yderligere
trin omdannes grupper pa ringen af B til grupper pa C, som
muligger cyklisering til den bicykliske ringstruktur. Det
kraever 3 syntesetrin at omdanne C til THIP.

0= QL
4’——CHOQ<OCH
e = e
A

B

0
<) Q o
W | — L%
o CH;0 O NHOH
THIP

(g}

Indhold

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Fra svampegift til potentielt leegemiddel med ny virkning
Af Povl Krogsgaard-Larsen og Lotte Brehm

Nyt leegemiddel forbedrer sgvnen
Af Martin Mortensen, Jan Kehler, Povl Krogsgaard-Larsen og Bjarke Ebert

Forbedret test af nye leegemidler mod malaria
Af Jette Christensen, Dan Steerk, Hanne L. Ziegler,
Mayjid Sairafianpour og Jerzy W. Jaroszewski

Skraeddersyede laegemidler til individuelle genomer
Af Claus Mgldrup

Stofskiftesygdomme - fra gen til terapi
Af Trine Meldgaard Lund, Ernst Christensen,
Arne Schousboe og Allan Meldgaard Lund

Hab om bedre behandling af brystkraeft
Af Martin Wenckens, Per Vedsg, Mikael Begtrup og Palle Jakobsen

Proteiner som lseegemidler
Af Susanne Senderkaer, Lars Lindgaard Hansen, James Flink, Sven Frgkjser

Fra krampefremkaldende til krampestillende effekt
Af Ulf Madsen, Tine B. Stensbgl, Hans Brduner-Osborne og Connie Sénchez

Et bud pa fremtidens leegemidler mod epilepsi
Af Rasmus P. Clausen, Orla M. Larsson, Jeremy Greenwood og
Povl Krogsgaard-Larsen

Fokus pa hjernens statteceller
Af Helle S. Waagepetersen, Orla M. Larsson og Arne Schousboe

Genvej til hjernen via naesen
Af Morten Aavad Bagger og Erik Bechgaard

Ind gennem tarmens lymfesystem
Af René Holm, Anette Mdllertz og Henning Gjelstrup Kristensen

Computeren er medicinalindustriens krystalkugle
Af Jan Hest, Flemming Steen Jorgensen, Inge Thager Christensen,
Lars Hovgaard og Sven Frokjaer

E-screening af laegemidler
Af Flemming Steen Jgrgensen, Jargen Bonefeld Kristensen og
Inge Thegger Christensen

Optagelse af nye vacciner i kroppens immunceller
Af Camilla Foged, Birger Brodin og Sven Frokjaer

DNA-vaccine mod salmonella
Af Jesper Dregemdiller, Peter Thygensen, Erik Riise og Jan Engberg

Hgjfalsomme mikroteknikker til analyse af blod og urin
Af Lars Bendahl, Bente Gammelgaard, Ole Jgns, Ole Farver og
Steen Honoré Hansen

Farmaceutisk omsorg pa apotekerne
Af Charlotte Rossing, Ebba Holme Hansen og Janine Marie Morgall

6-7

8-9

10-11

12-13

14-15

16-17

18-19

20-21

22-23

24-25

26-27

28-29

30-31

32-33

34-35

36-37

38-39



Legemiddelforskning - 2001

De vigtigste farmakologisk aktive indholdsstoffer i den
rade fluesvamp er muscarin, ibotensyre og muscimol. |
den gverste figur illustreres den strukturelle lighed
mellem ibotensyre og muscimol og hjernens signalstof-
fer glutaminsyre og GABA.

Stoffet muscarin er i stand til at aktivere den under-
gruppe af receptorer for signalstoffet acetylcholin, der
betegnes muscarine receptorer. Muscarin indeholder en
permanent positiv ladning. Stoffet kan derfor ikke
traenge gennem den fedtholdige blod-hjerne-barriere,
som adskiller blodbanen fra hjerneveevet. Muscarin
aktiverer derfor kun de muscarine receptorer i det peri-
fere nervesystem, bl.a. i hjertemuskulaturen. Det er pri-
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meert denne effekt, der ligger til grund for alvorlige for-
giftninger, eventuelt med dgdeligt forlab

efter indtagelse af stgrre maengder af tgrret fluesvamp.
Fluesvampen biosyntetiserer ogsd aminosyren ibotensy-
re, som indeholder en 3-hydroxyisoxazolgruppe. Hy-
droxygruppen pd isoxazolringen har sur karakter af
omtrent samme styrke som en carboxylgruppe.
Ibotensyre er saledes en strukturanalog af glutaminsyre
med 3-hydroxyisoxazolgruppen i stedet for glutaminsy-
rens carboxylgruppe. Denne strukturelle lighed kan
ligge til grund for, at ibotensyre er i stand til at aktive-
re receptorerne for signalstoffet glutaminsyre. Den
torrede fluesvamp indeholder ogsa stoffet muscimol,
som strukturelt ligner signalstoffet GABA. Svampen bio-
syntetiserer ikke muscimol; men under tgrringsproces-
sen taber ibotensyre sin carboxylgruppe under fraspalt-
ning af kuldioxid, og bliver derved til muscimol. | de
omrader i verden, hvor fluesvampen anvendes som
rusmiddel, er det den tgrrede svamp, der indtages.
Effekten pa centralnervesystemet skyldes primaert ind-
holdet af muscimol. De forvirringstilstande - og efter
indtagelse af sterre maengder tgrret svamp - psykotiske
forstyrrelser, der karakteriserer rusen, er primaert resul-
tatet af, at muscimol meget kraftigt aktiverer hjernens
receptorer for signalstoffet GABA.

Ibotensyre er toksisk over for flere lavere dyrearter
bl.a. fluer. Det er naeppe ibotensyren selv, der dreeber
fluerne, idet flere analoger af glutaminsyre, som
pavirker receptorerne for glutaminsyre endnu krafti-
gere end ibotensyre, ikke er toksiske over for fluer.
Alle dyrearter har receptorer for GABA, og den toksi-
ske effekt skyldes efter al sandsynlighed, at ibotensy-
re i dyrene omdannes til muscimol, som pavirker
GABA-receptorerne.

Fraspaltningen af carboxylgruppen i ibotensyre kata-
lyseres af enzymet GAD, som i alle organismer kata-
lyserer dannelsen af GABA ud fra glutaminsyre.
Meget tyder altsa pa, at fluesvampen har fundet det
hensigtsmeessigt at danne ibotensyre som transport-
form af muscimol som forsvar mod forskellige arter
af dyr. En anden funktion af ibotensyre er i gvrigt at
udggre en strukturel komponent af svampens rede
farvestof.

Strukturen af ibotensyre og muscimol er entydigt fast-
lagt ved rgntgenkrystallografiske analyser. Strukturen
af begge stoffer er enestdende, og der findes ikke
andre naturstoffer, som indeholder den sure 3-
hydroxyisoxazol-ringstruktur. Den nederste del af figu-
ren viser strukturen af ibotensyre og muscimol.
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rable konformation Il, som vi mente muscimol kunne antage
i forbindelse med bindingen til GABA-receptoren. Pa grund af
den fastlaste konformation mente vi, at THIP nok ville binde
sig til receptoren, men maske ikke vaere i stand til at aktivere
den.

Det blev vist, at THIP binder effektivt til GABA-receptoren om
end ikke helt sa kraftigt som muscimol. Men til vores overra-
skelse viste det sig, at THIP ogsa i hgj grad var i stand til at
aktivere receptoren. Det beted, at den del af hypotesen, der
vedrorte selve aktiveringsmekanismen, var forkert. Det kunne
altsa ikke alene vaere frigjort energi ved muscimolmolekylets
2endring af konformation fra Il til I, som aktiverer receptoren.
Hvilken mekanisme, der aktiverer GABA-receptoren, er i dag,
mange ar senere, fortsat uafklaret.

Men det skulle vise sig, at vi havde fundet det helt rigtige
stof, omend af den forkerte grund. Gennem flere ars studier
er det nu blevet klarlagt, at THIP i modsaetning til muscimol
specifikt stimulerer GABA-receptorer og kun dem. Og mens
muscimol aktiverer receptorerne 100 procent, gor THIP det pa
en langt mere skansom og afdeempet made.

Det var lykkedes at taemme muscimol, og efter omfattende
studier af THIP tonede konturerne af et nyt leegemiddelstof
frem.

THIP i kliniske undersggelser

@nsker man at treenge ind pa nye farmakologiske og tera-
peutiske omrader, er det selvsagt nedvendigt med nye stof-
fer, der hverken kan kgbes eller pa anden made erhverves.
De ma syntetiseres, og i mange tilfeelde er synteserne van-
skelige og seerdeles tidsrovende. Det geelder ogsa for THIP.
Det tog mere end et ar at syntetisere de forste 50 mg af
stoffet og yderligere adskillige maneder, for metoden var
videreudviklet til at fremstille THIP i gramskala. H.
Lundbeck A/S har nu stoffet i udvikling og har efter ars
intens forskning formaet at udbygge syntesemetoden til
produktion af THIP i stor skala.

Tilsammen har alle disse forhold banet vejen for kliniske
forseg med THIP. Undersagelser i patienter har vist, at THIP
besidder meget kraftig smertestillende effekt. Det skelsaet-
tende i denne sammenhaeng er, at THIP's smertestillende
effekt er helt uafhaengig af hjernens opiatsystem - det
system, der medierer morfins effekt pa smerter. Vi star altsa
med et nyt smertestillende stof, hvis effekt ikke ledsages af
morfinpraeparaternes bivirkningsmenster. Dertil kommer,
at det i de seneste ar er blevet vist, at THIP har meget inter-
essante effekter pa sesvnmekanismerne i mennesker. Det er
en spaendende kombination af kliniske effekter.

Det foreliggende projekt er et mangearigt samarbejdspro-
jekt mellem forskere pé Institut for Medicinalkemi, DFH og
firmaet H. Lundbeck A/S.

THIR, og i @vrigt ogsa muscimol, er i modsaetning til signal-
stoffet GABA i stand til at treenge gennem blod-hjerne-bar-
rieren. GABA-molekylet er naesten 100 procent elektrisk
ladet, og pa grund af denne ladede struktur er GABA ikke i
stand til at treenge gennem blod-hjerne-barrieren. Ligesom
GABA er bade muscimol og THIP elektrisk ladede, men for
begge disse stoffer geelder det, at omkring 0,1 procent af
molekylerne i vandig oplasning foreligger i uladet form.
Den uladede form kan treenge gennem blod-hjerne-barrie-
ren. Inde i hjerneveevet, pa den anden side af barrieren, ind-
stiller ligeveegten sig igen med 99,9 procent af stoffet THIP
i elektrisk ladet form, og det er denne form, der binder til
og aktiverer GABA-receptorerne. Mere praecist er det en
undergruppe af GABA-receptorer, GABA,, der aktiveres af
muscimol og THIP.

I modseetning til muscimol viser THIP meget ringe toksicitet
i dyr og mennesker. Dette forhold skyldes muligvis i nogen
grad, at aminogruppen (NH-gruppen) i THIP er indbygget i
en ring og dermed beskyttet mod den enzymatiske proces,
der nedbryder sidekaeden i muscimol.

giE =y
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Aktivering af
GABA,-receptorer

THIP

THIP er et nyt potentielt l’egemiddel, som viser en spaend-
ende farmakologisk profil og en bemaerkelsesvaerdig spe-
cificitet. Stoffet har kun effekt pd GABA,-receptorerne.
Der er syntetiseret en mangfoldighed af strukturelt bes-
leegtede forbindelser, men ingen af dem evner at aktivere
GABA,-receptorerne. THIP er sdledes en enestaende for-
bindelse.

THIP er et meget fastldst molekyle. Det betyder, at den
struktur af THIR, der er blevet bestemt ved en rgntgen-kry-
stallografisk analyse, ma formodes at illustrere THIP i den
form, der bindes til og aktiverer GABA,-receptorerne.
Forste trin i analysen er at dyrke krystaller af THIP. Krystallen
anbringes i en intens rgntgenstrale, som spredes af ato-
merne i krystallen. Den spredte straling danner et mgnster,
og ud fra spredningsmenstret kan man entydigt beregne
den tredimensionelle atomare struktur af THIP.

Dr. pharm. Povl
Krogsgaard Larsen er
professor ved Institut
for Medicinalkemi og
rektor pa DFH.

Ph.d. Lotte Brehm er
lektor ved Institut for
Medicinalkemi.
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Nyt leegenmuddel

forbedrer sovnen

Forskere pd Danmarks Farmaceutiske Hgjskole og H.
Lundbeck A/S undersgger mekanismen bag en ny type
sovemiddel, som forbedrer sgvnens kvalitet. Dyreforsgg
har vist, at stoffet hverken skaber afheengighed eller
medfgrer abstinenser, og nye forsgg med sldre menne-
sker tegner lovende.

Af Martin Mortensen, Jan Kehler,
Povl Krogsgaard-Larsen og Bjarke Ebert

Alle har provet at ligge sovnlgse om natten og opdaget, at
den naeste dag ofte praeges af irritation og trang til en lille
lur. Men for en stor del af befolkningen er sgvnlgshed mere
end blot en enkelt nats venden og drejen i sengen - for dem
er det en langvarig tilstand, der er lige sa invaliderende som
smerter og depression. Faktisk resulterer sevnlgshed ofte i
depression, og manglende sgvn ger under alle omsteendig-
heder hverdagen meget sveer for den sgvnlase.
Behandlingen af sgvnlgshed er umiddelbart simpel: Et sove-
middel - sa ligger man i det mindste ikke vagen. Men des-
veerre er sovn ikke blot en periode, hvor man ligger stille.
Sevnen er i hgj grad hjernens frikvarter, hvor man er fri for at
teenke. Nar man sover godt, kerer hjernen skiftevis pa hejtryk,
mens man dremmer, og langsomt i rolige perioder med dyb
sgvn. Om morgenen vagner man efter en nats dreamme med
en hjerne, der er blevet renset og er klar til en ny dag. Netop
vekselvirkningen mellem dremme og dyb sevn er vigtigt for
god sgvn, sa hvis samspillet heemmes, far det konsekvenser.
Hvis man vagner mange gange i lgbet af natten, far hjernen
ikke vekslet mellem dremmesevn og dremmelgs sevn. Og det

Simulationen viser forskellige typer GABA-receptorer pa over-
fladen af en nervecelle.

Normal
Ll A U YR

Med benzodiazepin

@verst ses et elektroencefalogram (EEG), som med blat viser
hjernens elektriske aktivitet under en del af den normale sgvn.
Her veksler perioder med hektisk aktivitet med rolige perioder
med lav aktivitet. Nederst ses med rgdt et EEG af en forsegsper-
son, der har faet et traditionelt sovemiddel, et benzodiazepin.
Her viser hjerneaktiviteten, at forsggspersonen hele tiden sover
dybt og mangler de hektiske perioder med dramme.

samme er tilfeeldet ved brug af traditionelle sovemidler.
Sovemidler som Rohypnol og andre benzodiazepiner fjerner
nemlig overgangene mellem de forskellige sovntilstande. Sa
selv. om man har sovet dybt hele natten, kan man stadigvaek
veere sovnig og uoplagt den fglgende dag; nogle foler det
som om de har en mild omgang temmermaend.

Udover darlig sevn er der mange andre bivirkninger ved ben-
zodiazepinerne. Den vaesentligste er nok, at man allerede
efter den forste uge er blevet veennet sa meget til sovemid-
let, at man for det forste har brug for sterre maengder for at
fa sovet og for det andet kommer til at ligge sevnlgs, hvis
man stopper med tabletterne. Grunden er, at nar vi kemisk
tvinger hjernen til at sove med benzodiazepiner, slukker vi
for bevidstheden ved at stimulere hjernens vigtigste haem-
mende signalsystem - GABA-systemet - som deemper nerve-
cellernes aktivitet i hjernen.

Nar man overaktiverer et af hjernens signalsystemer, for-
s@ger systemet straks at mindske aktiveringen pa samme
made, som nar herelsen bliver midlertidigt nedsat ved meget
hgj musik. GABA-systemet bliver saledes mindre fglsomt, nar
man overaktiverer det. Samtidigt vil hjernens stimulerende
signalsystemer begynde at blive mere aktive for at modvirke
haemningen af hjernen. Tilsammen betyder det, at ens hjer-
ne efter nogle ugers behandling er blevet afhaengig af sove-
midlet. Derfor har man behov for at fa mere medicin for at
falde i sgvn, og samtidig far man abstinenser, hvis man stop-
per med at bruge sovemidlet.

Det rigtige handtag
Lesningen pa disse problemer er at udvikle nye sovemidler,
der i stedet for blot fa hjernen til at falde i sevn ogsa forbed-
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rer kvaliteten af sgvnen og ikke gor hjernen afhaengig. Men
kan man det?

Ja, meget tyder pa det! Men for at forsta mekanismen er det
nodvendigt at kigge naermere pa GABA-systemet. GABA-
systemet bestar af en maengde forskellige receptorer pa
hjernens nerveceller, og alle receptorerne kan aktiveres af
signalstoffet GABA. Nar en GABA-receptor stimuleres af
GABA, medfgrer det, at nervecellen bliver mindre aktiv.
GABA-systemet kan derfor opfattes som hjernens overord-
nede bremse, som forhindrer, at signalprocesserne lgber
lobsk. De forskellige typer af GABA-receptorer er placeret
seerlige steder i hjernen, saledes at en type findes i omrader,
der har betydning for sevn, mens andre er lokaliseret i de
dele af hjernen, der har betydning for hukommelse, angst
eller smerte. Visse typer GABA-receptorer findes naesten
overalt i hjernen.

Problemet med benzodiazepinerne er, at sovemidlerne
pavirker de GABA-receptorer, der findes naesten overalt i
hjernen, og derfor kan det ikke undre, at der er en maeng-
de bivirkninger forbundet med brugen af disse stoffer.
Malet er derfor at udvikle stoffer, som mere specifikt kan
ramme og pavirke de receptorer, der findes i de omrader af
hjernen, som er vigtige for sgvnens kvalitet.

Det er ikke nogen nem opgave! Faktisk var det indtil for
nylig stort set umuligt, fordi man ikke vidste, hvilke typer af
GABA-receptorer, der er ansvarlig for savnen. Derfor kunne
man selvfelgelig ikke fremstille laegemiddelstoffer, der vir-
ker pa netop den rigtige receptortype. Men nu har situati-
onen andret sig.

God sgvn uden afhaengighed

For nogle ar siden opdagede professor Marike Lancel ved
Max Planck Instituttet i Tyskland nemlig, at laegemiddels-
toffet THIP, der er syntetiseret pa Danmarks Farmaceutiske
Hgjskole af professor Povl Krogsgaard-Larsen, i dyreforseg
var i stand til at forbedre dyrenes sgvnkvalitet. Efter-
folgende har Lancel vist, at leengere tids behandling tilsy-
neladende heller ikke medferer de kendte problemer med
faldende effekt og abstinenser hos forsegsdyrene.

Pa den baggrund besluttede H. Lundbeck A/S, at THIP, som
firmaet allerede i midten af 1980’erne havde undersggt, nu
skulle udvikles som en helt ny type sovemiddel under navnet
gaboxadol.

En ting er at have et nyt og speendende leegemiddel i udvik-
ling, noget andet er at forsta virkningsmekanismen. For at
opna en dybere forstaelse af, hvad det er, som bestemmer
aktiviteten af stoffer som THIP har vi i et samarbejde mellem
Danmarks Farmaceutiske Hojskole og H. Lundbeck A/S frem-
stillet og undersegt THIP-lignede stoffer, der virker pa for-
skellige typer af GABA-receptorer.

For at kunne undersgge en enkelt type GABA-receptorer ad

gangen er det ngdvendigt at klone dem og derpa fa nogle cel-
ler til at danne receptorerne. Til det formal har vi gennem de
seneste ar benyttet ubefrugtede seg fra en sydafrikansk fro til
at danne receptorerne. Z£ggene fungerer som en slags syntes-
efabrikker. Nar man indsprgjter et gen, der koder for en recep-
tor, i et froeeg, vil segget i lobet af kort tid danne receptoren i
sin overflade. P4 den made har vi fremstillet fraseg med for-
skellige typer GABA-receptorer.

Derefter kan vi undersgge, hvordan forskellige lsegemiddels-
toffer pavirker de forskellige typer af receptorer. Vi har pa
denne made karakteriseret en maengde stoffer pa mange for-
skellige GABA-receptorer og til vores store overraskelse ser det
ud til, at THIP er et helt unikt stof. THIP er nemlig det eneste
stof, som aktiverer GABA-receptorer af type 4 meget steerkt.
Netop denne GABA-receptor er placeret i de omrader af hjer-
nen, som man mener har betydning for sevnens kvalitet. Da
THIP er det eneste stof, som virker sa godt pa denne receptor,
mener vi, at vi er ved at forsta baggrunden for THIP's effekt pa
sgvnen. Ingen af de stoffer, som vi eller andre har undersggt,
har nemlig den samme aktivitet pa savnen som THIP. Samspillet
mellem forskellige faggrupper fra Danmarks Farmaceutiske
Hgjskole og H. Lundbeck A/S har i denne sammenhaeng veeret
helt ngdvendig for at kunne opna en dybere viden.

Professor Lancel har for nyligt vist, at aeldre mennesker med
sgvnbesveer sover fastere og er vaesentligt mere veludhvilede
nar de har faet gaboxadol. Det er derfor utroligt spaendende,
om vi her virkelig star med en helt ny type sovemedicin, der
forbedrer kvaliteten af sevnen uden de bivirkninger, som man
normalt ser. Gaboxadol undersgges netop nu i klinisk fase II-
studier, hvor patienter med sevnproblemer far laegemidlet. Og
efter disse studier venter der flere meget omfattende under-
sogelser. Der kommer derfor sikkert til at ga cirka 4 til 5 ar
inden THIP som laegemidlet gaboxadol kommer pa markedet.

Pas THIP 1AA
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Diagrammerne viser, hvordan forskellige typer GABA-receptorer
pavirkes af leegemiddelstofferne P4S og THIP samt stoffet IAA,
som hjernen selv danner. THIP er det eneste af stofferne, der
aktiverer receptorer af type 4 staerkt. Netop disse receptorer fin-
des i de omréder af hjernen, der har betydning for sgvnen.
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Forbedret test

af nye leegemidler
mod malaria

Malaria skyldes en parasit, som er mester i at udvikle res-
istens mod leegemidler. Derfor er det ngdvendigt at
introducere ny medicin med f& ars mellemrum. DFH er
med i den globale indsats for at finde nye lseegemidler
mod sygdommen. Hvert ar der omkring to millioner
mennesker af malaria, og de fleste ofre er sma bgrn.

Af Jette Christensen, Dan Staerk, Hanne L. Ziegler,
Majid Sairafianpour og Jerzy W. Jaroszewski

Malaria er et af de mest alvorlige og komplekse sund-
hedsproblemer, som verden star overfor. Sygdommen
skyldes infektion med en parasit, der invaderer menne-
skets rode blodlegemer. Parasitten formerer sig i en
bestemt myggeart, der virker som mellemvaert. Nar myg-
gen suger blod fra en smittebaerer, videregives parasitten
i dens spyt til en rask person ved naeste stik.
Infektionen giver indledningsvis symptomer, der minder
om maveinfektioner og influenza, og anfaldene kommer
med bestemte intervaller. Senere i forlgbet kan ube-
handlet malaria medfegre alvorlig blodmangel med
doden til folge. Mange dedsfald skyldes ogsa blokering
af blodkar til vitale organer som hjerne, lever og nyrer.
I mange udviklingslande er malaria skyld i et
enormt antal dedsfald, store udgifter
til sundhedsveesenet og mange
tabte arbejdsdage. Det skon-
nes, at 300 millioner men-
nesker, hovedsageligt i
Afrika, Indien, Sydest-
asien og Sydamerika,
har malaria. Mellem
1,5 og 2,7 millioner
mennesker dor hvert
ar af sygdommen, og
hovedparten er bgrn
under fem ar. For at
seette tingene i per-
spektiv, svarer det til, at
syv jumbojets fyldt med
bern styrter ned hver dag
aret rundt.
Malaria kreever saledes lige
sa mange dedsofre som f.eks.
AIDS, og sygdommen er en af

Malaria er et seerligt stort
sundhedsproblem i Afrika,
og bern hgrer til den
mest udsatte gruppe.

de sterste hindringer for den sociale og ekonomiske
udvikling i Afrika, hvor mere end 90 procent af alle mala-
riatilfeeldene forekommer. Alene i ar 2000 skgnnes de
okonomiske tab som folge af malaria at have veeret 29
milliarder kr.

Sygdommens geografiske udbredelse har vaeret stigende
i de senere ar. Spredningen af malaria skyldes bl.a. een-
dret brug af landomrader i de ramte lande, globale kli-
maaendringer, krige og massive flygtningestremme til
ellers ikke ramte omrader. Globalisering og den staerkt
foregede rejseaktivitet medferer, at flere og flere dan-
skere kommer i kontakt med malaria. | 1999 importerede
207 danskere malaria og pa trods af, at Danmark rader
over et moderne sundhedsvaesen, sa der én ud af 100
malariaramte danskere.

Problemer med behandling

En medvirkende faktor til udbredelsen af malaria er spred-
ningen af malariaparasitter, som er modstandsdygtige
over for behandling med de traditionelle laegemidler mod
sygdommen. En af WHO'’s fire globale kontrolstrategier
for malaria er saledes, at en tidlig diagnosticering og
behandling er nadvendig for at kunne bekeempe sygdom-
men.

Det betyder, at adgangen til billige og effektive leegemid-
ler skal oges i de malariaramte omrader i verden. Samtidig
er det ngdvendigt, at der udvikles nye og virksomme lsege-
midler til bekaempelse af de resistente parasitter.

Den mest udbredte og farligste art af malariaparasitten,
Plasmodium falciparum, har i stigende grad og i sterre
geografiske omrader udviklet resistens over for klorokin,
som er det hyppigst anvendte middel mod sygdommen.
Det samme er tilfeeldet for leegemidler som indeholder
sulfadoxin, pyrimethamin, meflokin og kinin.

Behovet for nye laegemidler mod malaria er derfor stort
- specielt set i lyset af, at effektive og sikre vacciner mod
sygdommen stadig har lange udsigter, ikke mindst for
befolkningen i de omrader, hvor epidemier er hyppige.
WHO vurderer, at der er behov for et nyt leegemiddel
mod malaria ca. hvert femte ar. Det kraever en intensive-
ring i screeningen af stoffer for virkning mod malaria,
hvis denne del af WHO's strategi skal lykkes.

Leegemidler fra naturen

Naturen er en rig kilde til leegemidler mod mange syg-
domme, og dette er ogsa tilfeeldet med malaria. Kinin fra
kinabark og artemisinin fra en kinesisk malurt er eksem-
pler pa leegemidler fra naturen, som har dannet grund-
lag for udvikling af nye syntetiske stoffer, som pa for-
skellig vis er bedre egnede til at bekaempe sygdommen
end naturstofferne selv.
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Der er et stort behov for nye leegemidler mod malaria, fordi parasitten hurtigt bliver resistent overfor eksisterende
medicin. Derfor testes et stort antal naturstoffer pd DFH. Figuren viser princippet i undersggelserne.

Man er nu pa jagt efter nye ledestrukturer, der ligesom
kinin og artemisin kan fere til udvikling af effektive syn-
tetiske stoffer. En ledestruktur er et molekyle, som har en
ny kemisk opbygning og ofte ogsa en ny virkningsmeka-
nisme. | sggen efter nye ledestrukturer kan man udnytte
naturens kemiske mangfoldighed og underkaste natu-
rens rige stofbibliotek en farmakologisk testning.
Naturstofkemisk gruppe har intensiveret forskningen i
malaria, og har i den forbindelse implementeret en
metode, som kan bruges til at teste naturstoffer for deres
virkning mod malariaparasitter. Metoden anvendes til at
undersgge ekstrakter af forskellige planter for pa den
made at finde frem til planter med aktive indholdsstof-
fer.

Testen kan undersgge et meget stort antal planter for
deres virkning mod malaria, og undersegelserne kan bru-
ges til at bestemme, hvilke planter der skal arbejdes vide-
re med. Ligeledes kan metoden anvendes til en effektiv
og rationel isolering af de aktive indholdsstoffer i plan-
terne, fordi aktiviteten mod malaria bestemmes i hvert
enkelt trin af isoleringsfasen. Derved far man en malret-
tet procedure for isolering og oprensning, hvilket sparer
tid i forhold til tidligere metoder.

Forskning p& DFH

Til trods for, at dyrkning af malariaparasitter er blevet en
forholdsvis simpel opgave, rader kun fa laboratorier i ver-
den over en kontinuerlig og velfungerende biologisk test
til undersogelser af stoffers virkning mod malaria.

De testmetoder, som generelt anvendes til vurdering af
stoffers virkning mod malaria, kan ofte af ukendte arsa-
ger give upalidelige og variable resultater. Metoden, som
benyttes pa DFH, blev oprindelig implementeret med
hjeelp fra forskere fra Rigshospitalet, men forskningen pa
DFH har resulteret i en videreudvikling af testen.
Samtidig har vi identificeret flere faldgruber, som resul-
terer i upreecise eller falske resultater.

Da malariaparasitten lever inde i de rede blodlegemer, er
det vigtigt at vide, om stofferne er toksiske over for selve
parasitten eller overfor veertscellen. Ganske vist vil ede-
leeggelse af de rede blodlegemer indirekte medfere
parasittens ded, men det er bestemt ikke gnskeligt at

odeleegge de rode blodlegemer hos patienterne. Derfor
er det vigtigt at kunne vise, om nye potentielle leege-
middelstoffer alene skader parasitten.

I samarbejde med et finsk forskerhold har vi identificeret
en type stoffer, der medfgrer falske resultater i testen,
fordi de pavirker de rede blodlegemer og ikke parasit-
ten. Det drejer sig om de sdkaldte stomatocytogene
amphiphile stoffer, som pa en seerlig made modificerer
de rode blodlegemers membraner og derved sandsynlig-
vis pavirker kanaler i membranerne, som parasitten
benytter i forbindelse med vaekst og formering.

Til trods for, at dette resultat ikke i sig selv giver nye
leegemiddelstoffer mod malaria, bidrager opdagelsen
staerkt til at forhindre, at segen efter nye ledestrukturer
kerer af sporet. Litteraturen er saledes fuld af beretnin-
ger om pastaede antimalariastoffer, som nu alligevel ikke
synes at pavirke selve parasittens biokemi.

Vore resultater medvirker sdledes steerkt til, at segen
efter nye leegemiddelstoffer mod malariaparasitten kan
foretages hurtigere og mere rationelt.

Nye laeegemiddelstoffer

Den nye test har i kombination med moderne teknologi
til isolering og strukturopklaring af naturstoffer resulte-
ret i, at vi har identificeret en raekke nye stoffer med en
hgj toksicitet mod malariaparasitten. Stofferne under-
s@ges nu naermere for at afdeekke deres mulige egnet-
hed til videre medicinalkemisk udvikling.

Forskningen pa DFH omfatter ogsa undersegelser af tra-
ditionel naturmedicin. Her er afsleringen af uvirksom
naturmedicin, der anvendes i mange udviklingslande,
lige sa vigtig som fund af nye potentielle leegemiddels-
toffer mod malaria.

DFH er saledes ved at udvikle sig til et sted, hvor forske-
re fra neer og fjern sender deres stoffer hen for at fa dem
undersggt for virkning mod malariaparasitten. Det drejer
sig bade om private firmaer og om universitetslaborato-
rier i sdvel udviklingslande som industrilande. Samtidig
foregar der et omfattende samarbejde for at finde nye
antiparasiteere stoffer. DFH bidrager saledes til den glo-
bale indsats for at fremme malariaforskning pa det
kemoterapeutiske plan.
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Skreeddersyede leegemidler
til individuelle genomer

Fremtidens leegemidler vil blive skreeddersyede til pati-
enternes individuelle arveanlaeg. Fordelen er bedre
behandlinger og feerre bivirkninger. Prisen er, at folks
DNA-profiler kommer ud i det offentlige rum. Det rejser
etiske spargsmal og skaber risiko for genetisk diskrimi-
nation.

Af Claus Mgldrup

Det samme leegemiddel kan virke fortrinligt pa én person og
veere uden effekt pa en anden - og maske endda medfare
alvorlige bivirkninger. Arsagen er, at vi er genetisk forskelli-
ge og derfor omsaetter leegemidler pa forskellig vis i krop-
pen. Den genetiske variation i befolkningen medferer, at et
leegemiddel typisk kun virker optimalt pa 50-70 procent af en
patientgruppe.

| de senere ar er det sa smat blevet muligt at skraeddersy nye
leegemidler til bestemte patientgrupper, og vi har endnu kun
set begyndelsen. | fremtiden vil der i stigende grad blive mar-
kedsfert leegemidler, som er baseret pa genetiske profiler af
forskellige grupper i befolkningen eller sagar designet til
enkelte individer.

De nye leegemidler er baseret pa farmakogenetik — laeren
om, hvordan vore individuelle arveanleeg pavirker kroppens
evne til at omseette laegemidler. Farmakogenetikken vil forst
sla igennem i leegemiddelforskningen og ved udvikling af
nye leegemidler. Her vil medicinalindustrien anvende DNA-
profiler i kliniske forseg, hvor ny medicin afpreves pa men-
nesker. Ved at begynde med en genetisk screening af delta-
gerne vil man nemlig pa forhand kunne frasortere personer,
som ma forventes at reagere darligt pa leegemidlet eller fa
alvorlige bivirkninger af behandlingen.

Folgelig vil leegemidler, som er malrettet mod undergrupper
af befolkningen, i stigende grad blive introduceret pa mar-
kedet. Der er ingen tvivl om, at farmakogenetikkens frem-
march vil resultere i nye leegemidler med en bedre virkning
og feerre bivirkninger, og samtidig vil le&egemidlerne hurtige-
re komme pa markedet og blive billigere end i dag.

Dét ma betragtes som et gode, da udvikling af laegemidler
traditionelt er en dyr og langvarig proces, hvor succesraten er
til at overse. Samtidig udger bivirkninger og darligt samspil
mellem forskellig medicin en betydelig byrde for patienter-
ne, de pargrende og for samfundsgkonomien. | USA menes
bivirkninger og uheldige vekselvirkninger mellem lsegemid-
ler at veere en af de hyppigste arsager til dedsfald, og der er
naeppe grund til at tro, at situationen er anderledes i
Danmark og Europa. Der er derfor mange gode grunde til, at
medicinsk praksis vil beveege sig veek fra “one size fits all” til
mere skreeddersyede behandlinger — og det vil sandsynligvis
ske indenfor ganske fa ar.

Da leegemidlerne er udviklet pa baggrund af genetiske pro-
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filer, vil patienterne i fremtiden blive klassificeret i forhold til
deres individuelle arveanlaeg, sa de praktiserende laeger kan
udveelge et specifikt laegemiddel til en specifik patient. |
praksis vil udveelgelsen forega ved brug af en genchip, som
analyseres i konsultationen via et tilhgrende softwarepro-
gram.

Nye etiske problemer

Trods de abenbare fordele er farmakogenetikken et
tveaegget sveerd, hvor man risikerer at erstatte én ulempe
med én anden. Udviklingen vil nemlig udskifte de terapeuti-
ske ulemper ved nutidens leegemidler med ulemper af mere
etisk, social og gkonomisk karakter.

Til forskel fra i dag vil laeger og myndigheder kunne aflaese
specifik information om en patients sygdom og genetiske
profil. Leegemidlet bliver med andre ord en genetisk infor-
mationsmarkgr. Handteringen af den detaljerede genetiske
information vil rejse etiske problemstillinger som hensynet til
individets autonomi, herunder informeret samtykke, diskri-
mination og rettigheder til genetiske data.

Hidtil har disse problemstillinger veeret begraenset til steerkt
kontrollerede screeningsundersggelser eller til kliniske for-
s@g pa landets universitetshospitaler overfor mindre befolk-
ningsgrupper. | de kommende ar vil farmakogenetikkens
udbredelse betyde, at problemstillingerne ogsa far betyd-
ning for den primaere sundhedssektor og patienterne i
almindelighed.

Ud i offentligheden

Et centralt aspekt ved farmakogenetikken er, at vigtig infor-
mation om vores personlige genetiske hemmeligheder auto-
matisk bliver en del af det offentlige rum.

Nar vi i dag henter receptpligtig medicin pa apoteket, indbe-
rettes medicinforbruget til Leegemiddelstyrelsen og sygefor-
sikringer. Samtidig er vi offentlige med vores medicin, nar
denne indtages pa arbejdspladsen, i skolen eller nar plejeper-
sonale hjeelper med at indgive medicinen i hjemmet. Pa den
made bliver offentligheden bekendt med en persons laege-
middelbrug. Men i fremtiden vil langt flere informationer
blive offentligt tilgeengelige.

Hvor den praktiserende laege i dag har 35-40 praeparater til at
prove sig frem med ved behandling af depression, vil patien-
tens genetiske profil reducere dette antal til 1-2 preeparater,
som vil have maksimal effekt. P4 denne baggrund vil savel
direkte som indirekte informationsmodtagere ikke blot
kunne opdage, at brugeren har en depression, men ogsa
kunne udlede detaljeret viden om vedkommendes genetiske
profil, fordi den pagaeldendes arveanleeg har bestemt valget
af det anvendte leegemiddel. Hvis patienten indtager flere
typer laegemidler for forskellige diagnoser, vil kombinationen
af denne viden kunne give informationsmodtagerne yderli-
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Nar en diagnose stilles i dag, f.eks. depression, har laegen 35-40 forskellige preeparater at prgve sig frem med, indtil han eller hun -
mdske - finder det bedste laegemiddel til patienten. | fremtiden vil patientens genetiske profil blive aflaest af en DNA-chip ud fra en
blodprgve eller en urinprgve. Ved hjeelp af DNA-profilen kan leegen indsnaevre antallet af lsegemidler til et eller to, som vil have den
maksimale effekt pa den pdgeeldende patient. Dét er en fordel for behandlingen, men laegers, myndigheders, arbejdspladsers og for-
sikringsselskabers adgang til den genetiske information rejser en raekke etiske spgrgsméal og skaber risiko for genetisk diskrimination.

gere specifik viden om vedkommendes genetiske disposition.
Informationerne vil naturligvis kunne sammenholdes med
andre oplysninger af social og gkonomisk karakter, som til
sammen vil kunne give en viden, som patienten maske ikke
engang selv er bekendt med. | udlandet har disse emner
allerede vakt staerke diskussioner i forhold til diskrimination
i forsikringsspergsmal og pa arbejdsmarkedet. Dette er blot
nogle fa eksempler pa, hvordan genetikkens indtog i leege-
middelverdenen er startskuddet til genetikkens indtog i det
offentlige rum.

Hvis ikke vi som individer, sundhedssystem og samfund for-

mar at uddanne og oplyse os, sa vi opnar en hensigtsmaessig
omgang med genetisk information, sa vil generne naturligt
udspille en af deres grundleeggende fristelser, nemlig lysten
til at sladre. Der er saledes et steerkt behov for at fokusere pa
de etiske og samfundsmaessige aspekter af nye laegemidler,
som vil blive udviklet med udgangspunkt i farmakogenetik.
Iseer er der behov for at inddrage befolkningen og patien-
terne i debatten gennem deling af viden og gennem oplys-
ning. Ellers er der risiko for, at ubegrundet frygt eller mang-
lende viden vil forhindre udviklingen af en helt ny dimensi-
on indenfor rationel medicinsk behandling.
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Stofskiftesygdomme

- fra gen til terapt

Fejl i stofskiftet er arsag til over 500 kendte sygdomme.
Kortleegningen af det humane genom har forbedret
mulighederne for at opklare arsagerne til sygdommene
og forstd deres biokemi. Udfordringen er nu at udvikle
behandlingsmetoder.

Af Trine Meldgaard Lund, Ernst Christensen,
Arne Schousboe og Allan Meldgaard Lund

Mere end 500 sygdomme skyldes fejl i kroppens omsaetning af
forskellige stoffer, og sygdommene er ofte voldsomt invalide-
rende. Den forste stofskiftesygdom blev beskrevet i 1902 af
Archibald Garrod, som beskrev gigtsygdommen alkaptonuri,
som odeleegger ledene i kroppen. Garrod postulerede, at en
arvelig fejl i stofskiftet var arsag til sygdommen, og det blev
senere bekraeftet, at gigten forarsages af en defekt i nedbryd-
ningen af aminosyren tyrosin. Han vidste nok, at sygdommen
var arvelig, men der skulle ga naesten et drhundrede, for genet
for alkaptonuri blev identificeret, og de arvelige mutationer i
genet blev beskrevet hos patienter med sygdommen. En effek-
tiv behandling findes endnu ikke, men er muligvis pa vej.

Faelles for stofskiftesygdomme er, at en omsaetningsvej i stof-
skiftet er sendret, fordi et af de involverede enzymer er
defekt. Typisk skal enzymet omsaette et substrat til et pro-
dukt. Nar enzymet ikke fungerer korrekt, vil substratet blive
ophobet i kroppen, mens der opstar mangel pa produktet.
Desuden kan der via alternative reaktionsveje ogsa dannes
for meget af andre stoffer. Det er saledes ophobning af og
mangel pa bestemte stoffer, som er arsag til symptomerne
ved denne gruppe af lidelser.

Forstaelse af sygdomsmekanismerne har fort til, at man i dag
kan behandle nogle af sygdommene med dizet, hvor de stof-
fer, som ophobes i kroppen, fjernes fra kosten, mens man til-
setter de stoffer, som kroppen mangler. Et eksempel er
Follings sygdom (phenylketonuri), som ubehandlet forer til
dyb andssvaghed, men hvor intelligensen er normal, hvis
bgrn med sygdommen kommer pa diset umiddelbart efter
fedslen.

Enzymdefekterne bag stofskiftesygdommene er forarsaget
af mutationer i det gen, der koder for det pageeldende
enzym. De sidste artiers kortlaegning af det humane genom
har givet os en betydelig forstaelse af sygdommenes moleky-
leere baggrund. Samtidig har kendskabet til menneskets sam-
lede arvemasse forbedret mulighederne for at identificere
de bern, som har en stofskiftesygdom. Udfordringen i de
naeste artier er at bruge denne viden til at udvikle effektive
behandlingsformer, som raekker videre end den nuvaerende
behandling af symptomerne.

En alvorlig sygdom

Med dette for gje har vi undersegt en stofskiftesygdom, som
kaldes glutarsyreuri type 1 (GA1). Historien er den samme:
De biokemiske eendringer, enzymdefekten og gendefekten
er kendt, men den egentlige arsag til sygdommen er ukendt,
og behandlingen er derfor kun symptomatisk.

Ved fedslen ser bern med sygdommen umiddelbart raske ud,
selv om de kan veere lidt slappe, lidt irritable og lidt sveere at
give mad. Flere af bernene har imidlertid store hoveder, og
en CT/MR-scanning af hjernen kan allerede pa det tidspunkt
vise atrofi, iseer i pande- og tindingelapperne.

Et ar gamle har tre ud af fire bern oplevet en akut krise med
svaer hjernepavirkning og veeret i en grad af koma. Krisen
efterlader bernene med udtalte forstyrrelser i deres evne til
at beveege sig. Efterhanden optraeder der ogsa spasticitet, og
en del af bernene bliver mentalt retarderede. Pa tidspunktet
for den akutte krise viser CT/MR-scanning odelaeggelser dybt
inde i hjernen. Disse pavirkninger af hjernen ligner dem, vi

ser ved andre neurodegenerative sygdomme, hvor nervecel-
lerne i hjernen henfalder og dor.

GA1 skyldes, at enzymet glutaryl-CoA dehydrogenase ikke
fungerer normalt. Hos flere bern med sygdommen har vi tid-
ligere fundet mutationer i det gen, der koder for enzymet.

CT-scanning af hjernen hos et ar gammelt barn med GAI1. Barnet blev diagno-
sticeret 7 maneder gammel pa grund af bevaegeforstyrrelser (dystoni). Der ses
den karakteristiske atrofi svarende til pandelapper og tindingelapper.
Basalganglierne (putamen og nucleus caudatus) ses ikke pa optagelsen, men
formodes ogsa at veere beskadiget pga. tilstedeveerelsen af dystoni.
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Glutaryl-CoA dehydrogenase er et af negleenzymerne i ned-
brydningen af aminosyrerne lysin, hydroxylysin og tryptofan.
Ved nedsat eller manglende funktion af enzymet ophobes
stofskifteprodukterne glutarsyre, trans-glutakonsyre og 3-
OH-glutarsyre i kroppen, hvilket formodes at forarsage syg-
dommens symptomer. Preecist hvordan vides ikke.
Sygdomsbilledet kan pege pa bade en direkte toksisk effekt
og en energimangel i lighed med det billede, vi ser for visse
neurodegenerative sygdomme, hvor signalstoffet glutamin-
syre overstimulerer nervecellerne i hjernen. Energimanglen
kan skyldes, at der opstar skader pa cellernes kraftveerker,
mitokondrierne. Ser man pa symptomerne, er der ogsa flere
ligheder med de neurodegenerative sygdomme.

Pa denne baggrund enskede vi at undersege, om ophobnin-
gen af de tre stofskifteprodukter aktiverer nervecellernes
receptorer for glutaminsyre og dermed forarsager en celle-
dad, der kan forklare gdeleeggelserne i hjernen. Hvis dette er
tilfeeldet, vil en medicinsk behandling, som blokerer recepto-
rerne for glutaminsyre, muligvis kunne forhindre nervecelle-
deden.

Forgiftning af nerveceller

I vore forseg bruger vi kulturer af nerveceller fra mus. | mod-
seetning til andre celletyper deler modne nerveceller sig nor-
malt ikke. Men hvis man udtager nerveceller fra musefostre
pa det rette tidspunkt i deres udvikling, kan man fa nerve-
celler i kultur til at danne et netveerk af udlgbere, preecis som
i den intakte hjerne.

I kulturen savel som i hjernen foregar kommunikationen
mellem nervecellerne via signalstoffer som glutaminsyre.
Nervecellerne har flere typer receptorer for glutaminsyre,
hvoraf en kaldes NMDA-receptoren. En overstimulering af
NMDA-receptorerne forarsager celleded.

Vi kan male pa cellernes overlevelse i kultur ved en test, hvor
et gult farvestof tilseettes til kulturerne. Levende celler med
intakte mitokondrier er i stand til at omsaette det gule farve-
stof til et blat farvestof. Ved at male pa denne omdannelse
far vi et mal for cellernes energiomsaetning og dermed for
deres levedygtighed. Hvis man overstimulerer NMDA-recep-
torerne og dernaest maler pa nervecellernes omdannelse af
gult farvestof til blat, kan man se, at omsaetningen falder.
Det viser, at mitokondrierne er gdelagt, og at cellerne er min-
dre levedygtige.

Vi har testet de tre stofskifteprodukter glutarsyre, trans-glu-
takonsyre og 3-OH-glutarsyre og fundet, at alle tre stoffer
slar en del af cellerne ihjel ved blot et degns behandling i
kulturerne. Til sammenligning er patienterne konstant udsat
for forhgjede koncentrationer af disse stoffer.

Naeste spargsmal er s, om effekten af stofferne skyldes over-
stimulering af NMDA-receptorerne eller andre mekanismer.
Ved at forbehandle cellerne med et stof, som selektivt blo-

kerer NMDA-receptorerne kan man forhindre celleded, som
skyldes overstimulering af NMDA-receptorerne.

| en serie af forseg, hvor vi ferst har forbehandlet cellerne
med det blokerende stof og dernaest udsat dem for hvert af
de tre stoffer, som ophobes i sygdommen, forhindres celle-
deden. Det er derfor sandsynligt, at de tre stofskifteproduk-
ter overstimulerer nerveceller via NMDA-receptorerne. Den
skade, der ses i hjernen hos patienterne, kan saledes forkla-
res ved denne overstimulering.

Fremtidig behandling

Resultaterne danner basis for at udvikle nye strategier for
behandling af GA1 udover den nuveerende behandling, som
bestar af en diset. Behandlingen kunne inkludere blokade af
NMDA-receptorerne.

Fremtidige studier ma afklare effekten af en sadan behand-
ling. Her kan man bl.a. anvende de sakaldte knockout dyr,
hvor der er slukket for et bestemt gen. Hvis genet for enzy-
met glutaryl-CoA dehydrogenase mangler i et forsegsdyr, vil
vi have en god sygdomsmodel for GA1.

Det er en klar udfordring i den post-genome eera at forbed-
re behandlingen af GA1 bern og bern med andre stofskifte-
sygdomme, specielt fordi let tilgeengelig screening af nyfed-
te snart vil muliggere en tidlig behandling.

Stofskiftesygdomme skyldes fejl i en omsaetningsvej i stof-
skiftet, og fejlene opstar, fordi et enzym ikke fungerer kor-
rekt. Tegningen viser en skematisk fremstilling af en omsaet-
ningsvej. Det defekte enzym, symboliseret ved den sorte
blok, skal normalt omsaette substratet A til produktet B, som
videre omsaettes til produktet C. Nar enzymet ikke fungerer
korrekt, opstdr der mangel p& stofferne B og C, mens der
sker en ophobning af substratet A og en stigning i nedbryd-
ningsprodukterne D og E via alternative reaktionsveje.
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Hab om bedre

behandlhing

af brystkreeft

De leegemidler, som i dag anvendes til behandling af bry-
stkreeft, nedbrydes for hurtigt i kroppen. En serie nye
leegemiddelstoffer er mere stabile og vil derfor sandsyn-
ligvis virke i leengere tid. Flere af stofferne heemmer
veeksten af kreeftceller mere end de almindeligt benytte-
de leegemidler.

Af Martin Wenckens, Per Vedsg, Mikael Begtrup
og Palle Jakobsen

Omkring hver tiende kvinde bliver ramt af en eller anden
form for brystkreeft. For dem kan en medicinsk behandling
have fordele, hvis den er effektiv og uden bivirkninger.

| dag bruger laegerne bl.a. praeparatet Tamoxifen til behand-
ling af brystkreeft. Tamoxifen er et syntetisk hormon, der har

antiestrogen effekt pa kraeftceller. Stoffet virker ved at for-
treenge det kvindelige kenshormon gstrogen fra en bestemt
receptor, som findes i et meget storre antal pa kreeftceller
end pa raske celler. Nar gstrogen er bundet til receptoren,
danner cellen nye proteiner. Nar Tamoxifen binder sig til
receptoren, a&ndrer den struktur og produktionen af protei-
ner gar i sta. Det resulterer i, at kraeftcellen ikke kan danne
de proteiner, den har brug for, og til sidst der den.
Desvaerre nedbrydes Tamoxifen ret hurtigt i kroppen af et
enzym, hvorved virkningen opherer. Samtidig medforer
nogle af nedbrydningsprodukterne bivirkninger, som sand-
synligvis skyldes, at stofferne virker som gstrogen. Andre af
Tamoxifens bivirkninger kan skyldes, at leegemidlet ogsa
pavirker sunde celler og saledes ikke virker selektivt nok.

| et projektsamarbejde mellem Novo-Nordisk Health Care
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Tamoxifen er et af de mest almindeligt anvendte laegemidler til behandling af brystkraeft. De nye analoger til stoffet er mere stabile
end Tamoxifen, hvorfor de sandsynligvis virker i leengere tid i kroppen.
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Figuren viser princippet i den fleksible, trinvise syntese af analoger til Tamoxifen.

Discovery A/S og Syntesegruppen pa DFH har vi forsegt at
forbedre Tamoxifen ved at eendre pa stoffets struktur.

Nye Tamoxifen analoger

En af nedbrydningsvejene for Tamoxifen i kroppen starter
med, at en bestemt kemisk gruppe spaltes af leegemidlet.
Herved far nedbrydningsproduktet en fri fenolgruppe, som
giver stoffet en svag estrogen virkning i stedet for den
onskede antigstrogene effekt, som Tamoxifen normalt besid-
der. Fenolgruppen fremmer yderligere kemiske sendringer af
nedbrydningsproduktet, sa det far en kraftig estrogen effekt
og altsa virker stik modsat Tamoxifen selv.

Samtidig accelererer den frie fenolgruppe ogsa den enzymati-
ske nedbrydning af Tamoxifen i organismen. Nedbrydningen
sker ved oxidation, hvilket bade kan inaktivere Tamoxifen og
oge stoffets vandopleselighed, s& det hurtigere udskilles fra
kroppen.

Syntesegruppen pa DFH har udviklet en raekke analoger til
Tamoxifen, hvor fenolgruppen er erstattet med en sakaldt N-
hydroxyazol. Denne kemiske gruppe opferer sig pd mange
mader som fenolgruppen, men den er mere stabil. Derfor
bevarer stofferne deres aktive kemiske struktur, og samtidig
nedbrydes de ikke sa hurtigt ved oxidation. Erstatning af
fenolgruppen i Tamoxifen med en N-hydroxyazol kan saledes
give en Tamoxifen-analog, hvor den gnskede antigstrogene
virkning bevares i leengere tid, og hvor der ikke dannes ned-
brydningsprodukter, som virker stik modsat af laegemiddels-
toffet.

Vi har designet en fleksibel syntesevej, hvor et felles
udgangsstof kan bruges til fremstilling af et stort antal for-
skellige analoger af Tamoxifen.

Biologiske malinger

Tamoxifen virker ved at binde sig til en receptor, som normalt
pavirkes af estrogen, og som kaldes ERa. Nar gstrogen akti-
verer receptoren, binder den sig til cellens DNA. Herved teen-
der receptoren for nogle gener, som sa danner nye proteiner
i cellen. | kreeftceller, hvor celledelingen foregar hurtigt, er
der mange aktive ERa-receptorer. Nar Tamoxifen binder sig
til en ERa-receptor, andrer den struktur og kan ikke laenge-
re binde sig til DNA. Resultatet er, at kraeftcellen ikke kan
producere de proteiner, den har brug for, og til sidst der den.
Et leegemiddelstofs binding til ERa-receptoren testes ved
forst at lade radioaktivt meerket @strogen binde sig til recep-
toren. Derefter tilseettes laegemiddelstoffet, som nu vil prove
at erstatte gstrogen pa receptoren. Efter et stykke tid maler
man, hvor meget radioaktivt maerket estrogen, der har for-
ladt ERa-receptorerne. Malingerne viser, hvor godt teststof-
fet binder sig til receptoren sammenlignet med estrogen.
Man kan ogsa undersgge et laegemiddelstofs virkning direk-
te pa kreeftceller, som dyrkes i kultur. Her tilsaettes stoffet
over en periode, hvorpd man maler, hvor meget det har
haemmet cellevaeksten.

Forsegene med receptorer viste, at nogle af de syntetisere-
de stoffer bandt sig til ERa-receptorerne. Disse stoffer blev
sa afprovet pa kraeftceller, og det viste sig, at de kunne
haemme kreeftcellernes vaekst lige sa godt, eller bedre end
Tamoxifen. Samtidig er vore stoffer mere stabile og ma for-
ventes at have en laengere opholdstid i organismen end
Tamoxifen.

Den udviklede syntesemetode er fleksibel og vil gore det let
at fremstille et stort antal lignende stoffer med henblik pa
at finde den helt optimale kemiske struktur.
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Proteiner som
lcegemidler

Proteiner har et stort potentiale som leegemidler; de er

7.5
meget biologiske aktive og medfgrer fa bivirkninger.
Men proteiner er ustabile og kan blive nedbrudt under l
fremstillingen eller i det feerdige leegemiddel. Derfor er T [
der behov for at stabilisere proteiner, som skal bruges 5,0
som leegemidler.
Af Susanne Sgnderkaer, Lars Lindgaard Hansen, 2,5 I
James Flink og Sven Frokjaer
Mange proteiner er lovende som lsegemidler, og i dag kan 5

T T T T T T 1

man fremstille proteiner i stor skala ved hjeelp af gentekno-
logi. Derfor vil mange nye protein-l&egemidler blive mar-
kedsfert i de kommende ar.

Proteiner har flere fordele sammenlignet med almindelige
leegemidler, som typisk bestar af sma molekyler. Proteiner

phos arg asp gly ile thr trp

Antal timer for synlige aggregater

findes ofte naturligt i kroppen, hvor de fungerer som celler-
nes arbejdsheste. Som laegemidler virker proteiner meget
specifikt og effektivt, hvilket sandsynligvis vil medfore feerre
bivirkninger for patienten end ved brug af traditionelle
leegemidler.

Tilseetning af forskellige aminosyrer kan pavirke den fysiske sta-
bilitet af vaeksthormon. Hvis en aminosyre stabiliserer vaeksthor-
mon, gar der laengere tid, for vaeksthormon danner aggregater.
Af de undersggte aminosyrer, er arginin (arg) mest effektiv til
at stabilisere vaeksthormon.

Insulin er et velkendt eksempel pa et protein, der bruges som
medicin til behandling af sukkersyge. Proteiner anvendes
ogsa i behandlingen af kreeft (interleukin-2), AIDS (interfer-
on) og ved vaeksthormonmangel (veeksthormon).

Med kortlaegningen af det humane genom vil vi komme til at
se endnu flere proteinbaserede laegemidler, fordi det vil blive
muligt at vise, at bestemte sygdomme skyldes forhgjet eller
nedsat produktion af bestemte proteiner. Kroppens produk-
tion af proteiner bestemmes nemlig af vores gener. Hvis en
sygdom skyldes underproduktion af et bestemt protein, kan
den saledes behandles med et proteinbaseret laegemiddel.

Proteiners struktur

Proteiner er meget store sammenlignet med almindelige sma
leegemiddelstoffer, og de har en kompleks tredimensionel
facon. Proteiner er opbygget af aminosyrer, der er sat sam-
men som perler pa en snor. Aminosyrekaeden foldes forst til
bestemte karakteristiske strukturer (a-helix og B-sheet), som
derefter lejres yderligere. Herved dannes proteinets tredi-
mensionelle struktur, som bestemmer dets biologiske funkti-
on.

For at fa et brugbart leegemiddel ud af et protein er vi ngdt
til at opretholde proteinets rumlige struktur, men desveerre
er proteinets form ikke seerlig stabil og nedbrydes let.
Konsekvensen af en sddan nedbrydning kan veere tab af virk-

Proteiner har en meget kompleks struktur sammenlignet med almindelige
laegemiddelstoffer, der bestdr af sm& molekyler. Som eksempel er vist den tre-
dimensionelle struktur af humant vaeksthormon. Vaeksthormons struktur er
karakteriseret ved fire a—helix-strukturer, der tilsammen danner et bundt.

ning eller i veerste fald immunologiske reaktioner, som med-
forer bivirkninger for patienten.

Proteiner nedbrydes ofte ved en mekanisme, der kaldes
aggregering, hvor flere proteiner gar sammen og danner et
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stort kompleks. Det kan medfaere, at proteinet inaktiveres
eller forarsager bivirkninger hos patienten. Ved formulering
af proteiner til laegemidler ensker vi derfor ikke, at vort pro-
tein aggregerer. Tvaertimod geelder det om at serge for, at
proteinet forbliver pa sin naturlige form.

Naturen har selv opfundet en made til stabilisering af prote-
iner, nemlig ophobning af visse sma molekyler i de celler,
hvor proteiner oplagres. Disse stoffer stabiliserer sandsynlig-
vis proteinerne ved at gere deres struktur sa kompakt som
overhovedet muligt, hvilket skaber de bedst mulige betin-
gelser for proteiners stabilitet.

Ved fremstilling af leegemidler, som indeholder proteiner er
der risiko for, at proteinerne kan blive nedbrudt under savel
formulering som produktion og oprensning. For at opna et
godt slutprodukt er det ngdvendigt at forsta den fysiske og
kemiske ustabilitet af proteiner, samt hvordan nedbrydnin-
gen pavirkes af formulering og opbevaringsbetingelser.

| dette projekt fokuserer vi isaer pa den fysiske stabilitet af
terapeutisk aktive proteiner med henblik pa at forsta, hvor-
dan proteiner nedbrydes og stabiliseres ved hjaelp af forskel-
lige farmaceutiske hjeelpestoffer. Et andet mal er at under-
soge, hvorvidt det er muligt at forudsige holdbarheden af et
givet protein i en vandig oplgsning ved hjelp af en eller flere
analytiske teknikker.

Da dannelse af ugnskede proteinkomplekser menes at fore-
ga ud fra delvist udfoldede proteiner, ma det forventes, at
den sterst mulige fysiske stabilitet kan opnas i formuleringer,
hvor proteinernes struktur er meget kompakt.

Formulering af proteiner

Ved formulering af proteiner bruger man mange forskellige
hjeelpestoffer for at opna en stabil formulering. Hjaelpestoffer
er stoffer uden selvsteendig terapeutisk effekt, der tilsaettes til
leegemidlet; et eksempel er mannitol.

Selvom man i mange ar har arbejdet med formulering af pro-
teiner, tilseettes mange hjeelpestoffer stadig pa basis af erfa-
ringer og ikke ud fra en generel og tilbundsgaende viden.
Arsagen er, at hver enkelt protein er unikt og kraever helt spe-
cielle forhold for at bevare sin aktivitet.

En karakterisering af, hvordan forskellige typer af hjeelpestof-
fer stabiliserer proteiner, vil givetvis kunne gere det farmaceu-
tiske formuleringsarbejde hurtigere, bedre og billigere. Vi har
derfor valgt at se pa, hvordan forskellige hjeelpestoffer pavir-
ker stabiliteten af udvalgte terapeutisk aktive proteiner.

Et af vore mal er at undersege effekten af aminosyrer i far-
maceutisk relevante koncentrationer pa proteiners fysiske
stabilitet. Som testsaet har vi valgt seks ud af de 20 naturligt
forekommende aminosyrer, og som modelproteiner udvalg-
te vi veeksthormon og insulin.

FTIR-spektrofotometeret. | dette
projekt anvendes udstyret til under-
s@gelse af proteiners rumlige struk-
tur. Der findes ogsd mange andre
anvendelsesmuligheder, eksempel-
vis kontrol af rdvarekvalitet.

Effekten af aminosyrerne pa et proteins stabilitet underseges
ved at omryste proteinet i en oplgsning i kombination med
de forskellige aminosyrer. Ved omrystningen dannes der en
greenseflade mellem luften og proteinoplesningen, hvilket
kan bevirke en delvis udfoldning af proteinerne og dermed
mulighed for dannelse af aggregater. Testen gor det muligt
at identificere de aminosyrer, som kan stabilisere proteiner-
ne, men forsegene forteeller ikke, hvilken mekanisme der er
ansvarlig for stabiliseringen.

Den rumlige struktur af proteinerne i oplgsning og i aggre-
gater kan underseges ved hjelp af infrared spektroskopi.
Metoden udnytter, at forskellige strukturer i proteinerne
absorberer infraredt lys ved forskellige bolgelaengder. Ved
spektroskopien er det saledes muligt at fa en ide om, hvilke
strukturer, der er involveret i dannelsen af aggregater.

Hvis det lykkes at opna en basal forstaelse af, hvordan pro-
teiner stabiliseres og nedbrydes, vil medicinalindustrien
kunne formulere nye proteinbaserede laegemidler pa et
mere rationelt grundlag end i dag. Det vil medvirke til, at nye
protein-leegemidler hurtigere vil komme gennem udviklings-
processen fra idé til markedsforing.

|
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Infrarad spektroskopi (FTIR) giver oplysninger om de strukture-
lementer, som proteinet er opbygget af, f.eks. a-helix og B-
sheet. Figuren viser FTIR-spektre af veeksthormon i oplgsning
og i aggregater. Bemeerk at aggregaterne indeholder mange [-
sheets, som karakteriseret ved bandene ved 1625 og 1695 cm-'.
Karakteristiske band er markeret med pile.
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Fra krampefremkaldende

'

lonotrope receptorer
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NMDA  AMPA KAIN

Glutaminsyre er hjernens vigtigste stimulerende signal-
stof, men glutaminsyre er ogsa involveret ved kramper,
f.eks. ved epilepsianfald. Det &bner mulighed for at
anvende stoffer, der haammer glutaminsyres virkning,
som nye krampestillende midler.

Af UIf Madsen, Tine B. Stensbgl,
Hans Brduner-Osborne og Connie Sanchez

Glutaminsyre er et af hjernens vigtigste signalstoffer, som
pavirker stort set alle nerveceller i hjernen. Signalstoffet akti-
verer nervecellerne ved at binde sig til receptorer pa overfla-
den af cellerne. En tilstraekkelig stimulering af receptorerne
for glutaminsyre er af afgerende betydning for, at hjernen
fungerer normalt.

Imidlertid kan forhgjede koncentrationer af glutaminsyre
medfere kramper og udbredt nervecelleded, hvilket blandt
andet ses under og efter epileptiske anfald. Stoffer, som kan
haemme en sadan overaktivitet af glutaminsyre, er derfor af
interesse som nye krampestillende midler til behandling af
epilepsi.

Glutaminsyre pavirker et stort antal forskellige receptorer.
Overordnet findes der to hovedtyper: de ionotrope recepto-
rer og de metabotrope receptorer. De ionotrope receptorer
for glutaminsyre formidler hurtige signaler til nervecellerne
ved at lade elektrisk ladede atomer stremme ind i cellerne.
Nar de metabotrope receptorer aktiveres, pavirkes nervecel-
lens indhold af sekundeere signalstoffer, hvilket frembringer
langsommere signaleffekter i nervecellerne. Savel de iono-
trope som de metabotrope receptorer er opdelt i tre under-
grupper, som hver iseer er opdelt i et antal undertyper.

Glutaminsyre-receptorer

PN

Metabotrope receptorer

AN

Gruppe | Gruppe Il Gruppe llI
' v ' v '
= 20g
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til krampestillende effekt

Der er tidligere blevet udviklet stoffer, som er meget effekti-
ve til at haemme de ionotrope receptorer. | dyreforseg har
stofferne vist sig at veere seerdeles virksomme mod kramper,
men desveerre har de ogsa haft alvorlige bivirkninger.
Bivirkningerne skyldes at stofferne blokerer receptorerne for
effektivt.

P& grund af bivirkningerne ved blokade af de ionotrope
receptorer er fokus nu flyttet til de metabotrope receptorer.
Disse receptorer modulerer nervecellernes aktivitetsniveau
og pa grund af deres langsommere signalveje kan de repraes-
entere en mildere made at pavirke glutaminsyresystemet pa.
Malet er at finde nye effektive stoffer, som kan pavirke de
metabotrope receptorer, og bruge disse stoffer til at opklare
hvilke undertyper af receptorerne, som er vigtige i forbin-
delse med epilepsikramper. Pa den baggrund kan det blive
muligt at skreeddersy leegemidler, som kun pavirker netop de
rigtige receptorer, og som derfor ikke vil medfare alvorlige
bivirkninger.

Naturstof som ledetrad

| jagten pa midler med haemmende effekt pa glutaminsyre-
receptorerne har stoffet ibotensyre spillet en afgerende rolle
for forskningen i den neuromedicinalkemiske gruppe pa Institut
for Medicinalkemi. Ibotensyre er et naturstof fra red fluesvamp,
og fluesvampens giftighed skyldes blandt andet indholdet af
ibotensyre.

Ibotensyre har potent stimulerende effekt pa flere typer gluta-
minsyre-receptorer, bade blandt de ionotrope og de metabo-
trope receptorer. Ibotensyre er et molekyle, som indeholder en
femleddet ringstruktur, og vi har brugt ringen som ledetrad ved
syntesen af en raekke nye forbindelser, hvor den er blevet udsty-
ret med sidekaeder af forskellig leengde.

Disse stoffer har vist sig at have meget forskellige effekter pa de
forskellige typer af receptorer for glutaminsyre, og stoffer med
selektiv virkning pa savel de tre ionotrope som pa de tre meta-
botrope receptorgrupper er blevet udviklet med ibotensyre som
modelstof.

Stoffet homoibotensyre (HIBO) har stimulerende effekt pa en af
de ionotrope receptorer, men har ogsa vist sig at kunne haemme
de metabotrope receptorer i Gruppe I. Da vi kun gnsker den ene
af virkningerne, nemlig heemningen af de metabotrope recep-
torer, har vi fremstillet en reekke nye stoffer ud fra HIBO.

Pa den made fandt vi frem til stofferne Hexyl-HIBO og Heptyl-

Skematisk oversigt over hjernens glutaminsyre-receptorer.
Klassifikationen omfatter de to hovedtyper, ionotrope og meta-
botrope receptorer, der hver iseer er opdelt i tre undergrupper,
som yderligere er opdelt i et antal undertyper. Af de i alt 23
undertyper er for overskuelighedens skyld kun angivet navne pa
de to Gruppe | undertyper, som er relevante for dette projekt.
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Glutaminsyre Ibotensyre

HIBO

Kemisk struktur for signalstoffet glutaminsyre fra hjernen, naturstoffet ibotensyre fra den
rade fluesvamp og for den syntetiske analog homoibotensyre (HIBO).

HIBO, som slet ikke aktiverede de ionotrope receptorer, men
som fortsat er i stand til at heemme de metabotrope receptorer.

Modvirker kramper i mus

De fremstillede HIBO-analoger haemmer metabotrope recep-
torer i Gruppe |, som bestar af to undertyper. Receptorerne
kaldes mGIuR1 og mGIuRS5. Det viste sig, at Hexyl-HIBO havde
en haemmende effekt p& mGIuR1 og mGIuR5, hvorimod

Heptyl-HIBO primaert virkede pa mGluR1.

Forbindelserne blev dernzest testet pa mus i en krampemo-

del. Hexyl-HIBO udviste her en krampestillende effekt over-

for AIMDA-inducerede kramper. Heptyl-HIBO havde ingen

krampestillende effekt.

Forsa@gene viser, at den krampestillende effekt af Hexyl-HIBO

formentlig skyldes virkningen pa mGluR5, hvorimod den

selektive effekt af Heptyl-HIBO pa mGluR1 er uden virkning
overfor de inducerede kramper.
De gennemforte dyreforseg blev
udfert pa mus dels ved indgift i
blodbanen, dels ved direkte inds-
prejtning i hjernen. Kun ved den
direkte indgift i hjernen blev de
beskrevne effekter opnaet.
Forsegene tyder derfor pa, at de
undersagte forbindelser ikke kan
treenge over blod-hjerne-barrie-

ren og dermed komme fra blo-
det og ind i hjernen. En anden

OH
H,N 1.;"
HIBO-analoger HO.. f N
""' o)
0]
Stof R Aktivitet
AMPA receptor stimulation
H3Cm Gruppe | heemmende effekt
PentylHIBO HCo o Svag AMPA receptor stimulation
Gruppe | heemmende effekt
Hexyl-HIBO H3C"ﬁ"""f i Gruppe | heemmende effekt
Krampestillende effekt
Hepty-HIBO HoCo e, Gruppe | haemmende effekt
(kun pa mGluR1)
T .
Octyl-HIBO H5C Inaktiv

mulig forklaring kan veere, at
stofferne nedbrydes i blodet
eller i leveren, inden de kan pas-
sere blod-hjerne-barrieren.

Den fortsatte forskning er derfor
koncentreret om nye forbindel-
ser med den gnskede haemmen-
de effekt pa de metabotrope
receptorer i Gruppe |, herunder
udvikling af stoffer med selektiv
effekt pa mGIuRS5. Vi satser iseer
pa at udvikle HIBO-analoger med
sidekaeder, som kan forbedre
stoffernes evne til at treenge
over blod-hjerne-barrieren og
samtidig forhindre nedbrydning
af stofferne i blodbanen og leve-
ren.

Kemisk struktur af fem HIBO-analoger indeholdende uforgrenede sidekseder (R) med 4-8

kulstofatomer. Stoffernes biologiske aktivitet er angivet til hgjre.
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Et bud pa fremtidens

leegenudler mod epilepst

I nogle former for epilepsi har patienterne mangel pa
det haammende signalstof, GABA, i hjernen. Derfor er
det et problem, at hjernens hjeelpeceller tilintetger sig-
nalstoffet, s& det ikke kan genbruges. Nu er der hab om
at designe laegemiddelstoffer, som selektivt blokerer for
gliacellernes optagelse af GABA.

Af Rasmus P. Clausen, Orla M. Larsson, Jeremy Greenwood
og Povl Krogsgaard-Larsen

Hjernen bestar af et kompliceret netveerk af celler der kom-
munikerer med hinanden ved udsendelse og modtagelse af
signalstoffer. De primaere signalstoffer er glutaminsyre og
gamma-amino-smgarsyre (GABA).

Glutaminsyre overferer stimulerende signaler, som eger
modtagercellernes aktivitet, mens GABA overforer haem-
mende signaler, som deemper modtagercellernes aktivitet.
Hjernens normale funktion er bestemt af en harfin balance
mellem de stimulerende og heemmende signaler.

Det er vigtigt for et velfungerende signalsystem, at signaler-
ne hurtigt kan bringes til opher igen. En konstant stimule-
ring af hjernecellerne fgrer nemlig til celleded, som det ses i
Parkinsons syge og Alzheimers syge. Derfor rader hjernen
over mekanismer til at kontrollere signalerne mellem nerve-
cellerne, sa de ikke overstimuleres.

En nervecelle, der udsender et bestemt signalstof, er saledes
i stand til at opsuge overskydende signalstof fra synapseom-
radet, hvor kommunikationen mellem to nerveceller finder
sted. Samtidig findes der hjeelpeceller i hjernen, kaldet glia-
celler, som ligeledes kan fjerne signalstoffet fra synapsen.
Det sker ved hjaelp af transportgrer i cellemembranerne, som
pumper signalstoffet ind i cellerne.

Forskellen er, at nervecellen genbruger signalstoffet, mens
gliacellerne nedbryder det. Denne forskel kan vise sig at
veere vaesentlig for udviklingen af nye leegemidler.

Mangel pa GABA

I nogle typer af epilepsi er der mangel pa det heemmende
signalstof GABA i patienternes hjerner. Nar GABA’s modpart
glutaminsyre fortseetter med at stimulere nervecellerne, ops-
tar der epileptiske krampeanfald, fordi der ikke er tilstraek-
keligt med GABA til at deempe nervecellernes aktivitet og
holde den nede pa et passende niveau.

Der kan veere flere forklaringer pa den nedsatte virkning af
GABA hos disse patienter. For det forste kan nervecellernes
lagre af GABA vaere udtemte, og for det andet kan de recep-
torer, der pavirkes af GABA, have nedsat felsomhed. En tred-
je arsag kan veere nedsat aktivitet af det enzym, som produ-
cerer GABA i hjernen.

Problemet kan taenkes lgst pa flere mader. Man kan forsgge
at stimulere selve produktionen af GABA, eller man kan gore
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GABA-receptorerne mere folsomme overfor signalstoffet.
Desuden findes der endnu en mulighed, som bruges i et af de
nyere laegemidler mod epilepsi, Tiagabine.

Dette praeparat, som markedsfores af Novo Nordisk, blokerer
de transportgrer pa nervecellerne og gliacellerne, som pum-
per GABA ind i cellerne. Resultatet er, at GABA bliver laenge-
re i synapseomradet, og de haemmende signaler forlaenges.
Det skaber en bedre balance i signalsystemerne, og patien-
ten undgar de epileptiske anfald.

Tiagabine er udviklet pa grundlag af nipecotinsyre, som for
flere ar siden blev opdaget pa DFH af den medicinalkemiske
forskningsgruppe. Gruppen viste, at denne aminosyre meget
effektivt blokerer transporten af GABA ind i nerveceller og
gliaceller. Opdagelsen var et gennembrud i udforskningen af
hjernens GABA-system.

Det er imidlertid muligt at forbedre denne type laegemidler,
hvis det lykkes at udvikle laegemiddelstoffer, der selektivt
hindrer transport af GABA ind i gliacellerne, hvor signalstof-
fet nedbrydes. Transporten ind i nervecellerne er mindre
problematisk, fordi nervecellerne genbruger GABA og
udsender stoffet igen. Leegemidler, som specifikt blokerer
gliacellernes evne til at indtage GABA, vil derfor bevare
endnu mere GABA i synapsen og pa den made opretholde
balancen mellem haemmende og stimulerende signalstoffer.
Leegemiddelstoffer, der kun rammer gliacellernes transpor-
torer, findes endnu ikke, men nye forskningsresultater pa
DFH har skabt hab om, at det kan lykkes at designe sadanne
stoffer.

Modifikation af strukturer

Neuromedicinalgruppen pa DFH har gennem flere ar
beskeeftiget sig med stoffer, der virker pa transportererne i
nerveceller og gliaceller. Disse stoffer er udviklet ud fra
GABA sely, samt ud fra muscimol, som er et af de psykoakti-
ve stoffer i red fluesvamp.

Ved at manipulere med molekylestrukturen er det muligt at
forfine og malrette virkningen af de naturlige stoffer.
GABA-molekylerne har dels en positivt ladet gruppe og dels
en negativt ladet gruppe. De tiltraekkes af kemiske grupper
med modsat ladning pa transporterer og receptorer. Det er
pa den made, at signalstoffet kan binde sig til transportgren
eller receptoren og derved blive genkendt. Muscimol har
ladede grupper, der ligner GABA's, hvilket seetter stoffet i
stand til at efterligne GABA og pavirke dele af hjernens sig-
nalsystem.

Denne mulighed har vi udnyttet ved modificering af musci-
mol til stofferne THIP og THPO. THIP virker selektivt pa recep-
torerne, mens THPO selektivt rammer transportgrerne. Man
har pa den made opsplittet muscimols virkning og faet et
redskab til at skelne disse to dele af GABA-systemet.
Virkningen af THPO forte til, at nipecotinsyre blev undersogt,
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og det viste sig som naevnt, at stoffet havde en langt krafti-
gere heemmende virkning end muscimol, fordi stoffet bloke-
rer for optagelsen af GABA i nerveceller og gliaceller.
Effekten er efterfglgende blevet yderligere optimeret pa
Novo Nordisk til leegemidlet Tiagabine, hvis centrale del er
nipecotinsyre.

Ved at andre naturens egne stoffer kan man altsa udvikle
stoffer, der selektivt rammer transportgrerne. Nu forseger vi
ved tilsvarende strukturelle sendringer at designe stoffer, der
kun blokerer gliacellernes transportegrer uden at pavirke
transportererne i nervecellerne.

Gliaselektive stoffer.

THPO viste sig at foretraekke gliacellernes transporterer frem
for nervecellernes, om end denne selektivitet var svag. Arsa-
gen til selektiviteten har vi siden forsegt at indkredse ved at
lave lignende stoffer.

Pa den made er det lykkedes at designe stoffet N-Me-exo-
THPO, der viste sig at vaere ikke blot et mere aktivt, men ogsa
langt mere selektivt overfor gliacellernes transporterer.
Denne vigtige opdagelse har vist, at det er muligt at diffe-
rentiere effektivt mellem transportererne i gliaceller og ner-
veceller, hvilket kan fa stor betydning for udvikling af leege-
midler, der virker pa GABA-systemet.

N-Me-exo-THPO blokerer gliacellernes transporterer mere
effektivt end noget andet kendt stof, men stoffet er ikke
egnet som laegemiddel, da det ikke er tilstraekkeligt virk-
somt. Derfor arbejder vi nu med at sendre N-Me-exo-THPO
med henblik pa at udvikle terapeutisk anvendelige stoffer.
Indsatsen har ikke baret frugt endnu, men forsegene har
givet nogle interessante resultater.

Vi har blandt andet forsagt at optimere N-Me-exo-THPO ved
at udbygge molekylet med en sidekeede fra Tiagabine, hvil-
ket @ger aktiviteten betragteligt, men desveerre pa bekost-
ning af selektiviteten. Desuden har vi sendret N-Me-exo-
THPO pa samme made som THPO blev aendret til nipecotin-
syre. Herved fas en gruppe stoffer, som vi havde forventet
ville virke pa transportererne, men som hgjst overraskende
var inaktive.

Forklaringen pa stoffernes manglende aktivitet pa GABA-
transportererne skal muligvis sages i stoffernes tredimensio-
nelle struktur; det er som at stikke en forkert negle i en las.
Naeste trin i forskningsprocessen vil blive sammenlignende
analyser ved hjeelp af computersimuleringer, som forhabent-
lig kan afslgre, hvilke faktorer der er vigtige for at designe
stoffer, som selektivt blokerer for gliacellernes transporterer;
svarende til den rigtige negle i lasen.

Vi opbygger nu en virtuel skabelon pa baggrund af disse
computersimuleringer, og modellen vil veere et vigtigt red-
skab for design af nye stoffer. | dette puslespil er de uventet
inaktive stoffer vigtige brikker, fordi de er med til at vise, i

Computermodeller er vigtige i jagten pa den rigtige struktur
for udviklingen af en ny type laegemiddelstoffer mod epilepsi,
der selektivt kan hindre gliaceller i at optage og nedbryde sig-
nalstoffet GABA.
@verst ses N-Me-exo-THPO, der er det stof til dato, som mest
selektivt blokerer for gliacellernes optag af GABA.
I midten ses strukturen af nipecotinsyre, der blev brugt som
udgangspunkt for legemidlet Tiagabine, der blokerer transpor-
ten af GABA ind i bade nerveceller og gliaceller.
Nederst ses strukturen af et nyt stof, som overraskende
viste sig at vaere uden virkning pa de transportgrer, som
sender GABA ind i gliacellerne.

hvilken retning vi kan ga for at finde de rigtige stoffer.

| de seneste maneder har vi fundet en vej til omdannelse af
de inaktive stoffer til farmakologisk aktive forbindelser med
en meget spaendende og enestdende effekt pa GABA-trans-
portgrerne. Vi forfelger nu aktivt denne ny linje med det mal
at bidrage til udvikling af nye leegemidler til behandling af
epilepsi.

EN SPECIFIK VIRKNING

GLIACENLE

POSTSYNAPSE
PRAESYNAPSE

NERVECELLE

< = Signalstof (eks. GABA)

SYNAPSE

Signaler overfgres fra en nervecelle til en anden ved
hjeelp af signalstoffer. Det sker ved, at signalstoffet frigi-
ves fra nerveenden pa én nervecelle (A), hvorpa signal-
stoffet genkendes af den anden nervecelle ved, at det
binder sig til receptorer pa modtagercellens overflade (B).
Overskydende signalstoffer opsuges dels af afsendercel-
len, hvor stofferne genbruges, dels af gliaceller, som
destruerer signalstofferne.

| epilepsi opstar der mangel pa hjernens vigtigste haem-
mende signalstof, GABA, hvorved nervecellerne overakti-
veres af det stimulerende signalstof glutaminsyre - resul-
tatet er et epileptisk anfald. Manglen pa GABA kan
afhjeelpes ved at hindre transport af signalstoffet ind i
gliacellerne. P4 den made undgar man, at GABA nedbry-
des i gliacellerne.
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Fokus pa hjernens
stotteceller

Nervecellerne i hjernen er dybt afhaengige af deres stot-
teceller, som er ngdvendige for produktion og omseet-
ning af signalstoffer. Studier af stgttecellernes rolle i
hjernens stofskifte kan bane vejen for nye angrebspunk-
ter for fremtidige la&egemidler mod neurologiske lidelser.

Af Helle S. Waagepetersen, Orla M. Larsson
og Arne Schousboe

Nervecellerne i hjernen er omgivet af stotteceller, som kaldes
astrocytter, og specielt i menneskehjernen er antallet af
astrocytter flere gange hgjere end antallet af nerveceller.
Selv om nervecellerne umiddelbart er hjernens mest betyd-
ningsfulde celler, sa har de senere ars forskning vist, at de er
helt afhaengige af astrocytterne. Uden astrocytter ville kom-
munikationen mellem nervecellerne ga i sta, fordi astrocyt-
terne hjeelper nervecellerne med at producere og omsaette
de signalstoffer, som sgrger for signalprocesserne i hjernen.
Kommunikationen mellem to nerveceller sker i en spalte mel-
lem to nerveender, synapsespalten. Nar en nervecelle afsen-
der en besked, frigiver den et signalstof, som krydser synap-
sespalten og aktiverer en receptor i cellemembranen pa den
modtagende nervecelle. Herefter pavirkes processerne inde i
modtagercellen. Alt efter hvilket signalstof afsenderen

Mitokondrie
€O, —, PYR
l 4
OAATca T
cyklus/'y
Glutamaterg
nervecelle =
a-KG
GLU ~ GLN GLN ~ GLU
y NHg+ Astrocyt
_GLUTAMINSYRE ~ GLU " GLU
Modtagende
nervecelle

Illustrationen viser syntese og friseetning af signalstoffet glutaminsyre fra en ner-
vecelle og optagelse og omsaetning af glutaminsyre i en astrocyt. PYR: pyruvat;
CIT: citrat; TCA: tricarboxylsyre; a-KG: a-ketoglutarat; GLN: glutamin; GLU: gluta-
minsyre; OAA: oxaloacetat.
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udskiller, kan signalet enten stimulere eller heemme modta-
gercellens aktivitet.

Syntese af glutaminsyre

Det vigtigste stimulerende signalstof i hjernen er glutamin-
syre. Efter signaloverforslen skal glutaminsyre fjernes fra syn-
apsespalten, hvilket primeert sker via optagelse i astrocytter-
ne. | astrocytten inaktiveres glutaminsyre ved omdannelse til
glutamin eller ved nedbrydning i citronsyrecyklus.
Citronsyrecyklus er en ring af processer, som er centrale for
cellernes energiomsaetning, og som foregar i cellernes kraft-
veerker, mitokondrierne.

Glutamin kan friseettes fra astrocytten og optages af nerve-
cellen, der bruger glutamin til at gendanne sit signalstof glu-
taminsyre. Denne recirkulering er ngdvendig for nervecellen,
da den ikke har andre muligheder for at danne ny glutamin-
syre, uden at det sker pa bekostning af stoffer, der indgar i
citronsyrecyklus. Dette ville vaere et problem for nervecellen,
da den ikke kan binde CO,, hvilket er ngdvendigt for at pro-
ducere nye stoffer til citronsyrecyklus.

Man kan sige, at nervecellerne er handicappede i deres stof-
skifte og afhaengige af astrocytterne, der er i stand til at
binde CO, og fremstille nye udgangsstoffer til citronsyrecyk-
lus.

Det er i denne sammenhaeng blevet observeret, at astrocyt-
ter udskiller store maengder citrat, et stof i citronsyrecyklus.
Der er ogsa fundet relativt hgje koncentrationer af citrat i
vaesken, der omgiver cellerne i hjernen. For at kunne udskil-
le citrat er cellen afheengig af, at den kan binde CO, via en
reaktion med pyruvat. Betydningen af udskillelsen af citrat er
langt fra opklaret. Men man ved, at citrat kan regulere
niveauet af flere typer positivt ladede ioner, som alle er vig-
tige i nervecellernes kommunikation, da de pa forskellig vis
modulerer nervecellernes receptorer, herunder de recepto-
rer, der pavirkes af glutaminsyre.

Syntesen af glutamin finder kun sted i astrocytter, og proces-
sen pavirker - udover at vaere en del af glutaminsyre-gluta-
min-cyklus - reguleringen af maengden af ammoniak i hjer-
nen. Omdannelsen af glutaminsyre til glutamin er den kvan-
titativt mest betydende proces i hjernen med hensyn til at
binde ammoniak. Processen er vigtig, fordi for hgje koncen-
trationer af fri ammoniak kan forgifte bade nerveceller og
astrocytter, men forst og fremmest astrocytter. Beskadigelse
af astrocytterne vil naturligvis fa alvorlige konsekvenser for
nervecellerne.

Forsgg med astrocytter

Vi er interesseret i at opnd mere detaljeret viden om de
naevnte omseetningsveje i astrocytternes stofskifte. Det er
derfor nedvendigt at isolere astrocytter fra hjerneveey,
eksempelvis fra mus, for at kunne veere sikre pa at andre
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Astrocytten opdeler sine arbejdsopgaver i speci-

fikke afdelinger med forskellige mitokondrier:

Afd. A, Syntese af citrat for eksport: Citrat kan

modulere det ekstracelluleere niveau af ioner

som Zn2+, Ca2+ og Mg?+, hvilket er vigtigt for

receptorers funktion og dermed for nervecel-
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celletyper, sasom nerveceller, ikke pavirker resultaterne.

De isolerede og dyrkede astrocytter bliver inkuberet med
kulstof 13-maerket glukose, hvor alle kulstofatomerne er
maerkede. Herefter bliver ekstrakter fra cellerne analyseret
med magnetisk resonans spektroskopi og massespektrometri.
Med disse analysemetoder er det muligt at folge de maerke-
de kulstofatomer. Glukose bliver omsat til meaerket pyruvat.
Den videre omseaetning af pyruvat til citrat kan imidlertid
folge to forskellige omseetningsveje, og maerkningen gor det
muligt at skelne mellem de to ruter. Uden reaktioner mellem
pyruvat og CO, bliver citrat maerket i to positioner, men nar
CO, bindes til pyruvat, bliver citrat meerket i tre positioner.

Flere slags mitokondrier

Sadanne forseg har vist, at astrocytter sandsynligvis har speci-
fikke afdelinger inde i cellerne. Til hver afdeling er der knyttet
forskellige mitokondrier med hver sine saerlige arbejdsopgaver.
Afdeling A er karakteriseret ved mitokondrier, som har en hgj
produktion af citrat for videre friseetning. En produktion, der
er fuldt afheengig af den omsaetningsvej, hvor pyruvat reage-
rer med CO,.

Afdeling B omdanner glutaminsyre til glutamin. Fgrst optages
signalstoffet, nar det har udevet sin effekt pa den modtagen-
de nervecelle. Derpa frissetter astrocytterne glutamin til
anvendelse i nervecellerne. Man kan sige, at den del af gluta-
minsyre-glutamin-cyklus, der foregar i astrocytterne, er lokali-
seret i afdeling B.

| afdeling C produceres der glutamin, som ikke bliver frisat.
Denne syntese af glutamin formodes at have relation til bin-

rygmarvsvaesken.

Afd. B, Glutaminsyre-glutamin-cyklus:
Inaktivering af glutaminsyre ved omdannelse til
glutamin og derefter frisetning af glutamin til
optagelse for nervecellerne. Processen er over-
ordentlig vigtig for glutaminsyreniveauet i
hjernen og dermed for et meget stort antal
neurologiske lidelser.

Afd. C, Ammoniakniveau: Koncentrationen af
ammoniak i hjernen reguleres via syntesen af
glutamin, der kun sker i astrocytter. For hgje
koncentrationer af ammoniak er toksiske for
bade nerveceller og astrocytter. OAA: oxaloace-
tat; Cl, citrat; TCA: tricarboxylsyre; GLN: gluta-
min; GLU: glutaminsyre.

ding af fri ammoniak og dermed regulering af ammoniakni-
veauet i hjernen.

Astrocytterne er altsa i stand til fysisk at adskille omseetnings-
vejene i deres stofskifte, selv om processerne involverer de
samme udgangsstoffer. Denne evne ger det muligt for cellen
at regulere omsaetningsvejene hver for sig.

Eksempelvis bevirker opdelingen, at en umiddelbar forgget
koncentration af ammoniak ikke ferer til forhgjede koncen-
trationer af glutamin i hjernen, hvilket ville influere pa maeng-
den af glutaminsyre og dermed pa kommunikationen mellem
nervecellerne. Ligeledes er den hgje produktion af citrat i
afdeling A adskilt fra den gvrige energiomsaetning i cellen,
hvor citrat indgar som et stof i citronsyrecyklus.

Mal for laegemidler

En kortleegning af astrocytternes specifikke omsaetningsveje og
deres forskellige mitokondrier kan bane vejen for nye angrebs-
punkter for fremtidige leegemidler mod neurologiske lidelser.
Flere sygdomme i hjernen og i det perifere nervesystem som
hepatisk encefalopati, skizofreni og amyotrofisk lateral sklero-
se er nemlig i et vist omfang knyttet til fejlfunktioner i astro-
cytterne.

Astrocytter er celler, der omgiver nervecellernes synapser.
Astrocytter er ngdvendige for nervefunktionen ved at fjerne
signalmolekyler (f.eks. glutaminsyre) og forsyne nerveceller
med metabolitter for gendannelse af signalstoffer.
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Genvey til hjernen

C

Centre for Drug Design and Transport

via Nneesen

Det er ofte vanskeligt at sende lseegemiddelstoffer ind i
centralnervesystemet med blodet, fordi passagen hin-
dres af blod-hjerne-barrieren. Direkte indgift via lugte-
cellerne i det olfaktoriske omrade i nzaesehulen er en
interessant mulighed, som nu undersgges i dyreforsgg.

Af Morten Aavad Bagger og Erik Bechgaard

Mange leegemiddelstoffer udever deres effekt i hjernen eller
andre dele af centralnervesystemet. Det gaelder f.eks. stoffer,
som bruges til at behandle steerke smerter, migreene, epilep-
si og Parkinsons syge.

Nar sddanne leegemiddelstoffer indgives som tabletter eller
ved indsprgjtninger, skal de veere i stand til at passere blod-
hjerne-barrieren for at virke. blod-hjerne-barrieren er hjer-
nens forsvar mod fremmede stoffer, som cirkulerer rundt i
blodet. Barrieren udgeres af cellerne i hjernens kapillaer-
veegge, hvor abningerne mellem cellerne er meget sma.
Derfor er det kun sma molekyler, som kan passere gennem
abningerne og komme ind i hjernen.

Dette er en meget effektiv barriere mod mange vandoplgse-
lige leegemiddelstoffers passage fra blodet ind i hjernen, da

Optagelsen og omszetningen af et laegemiddelstof i hjer-
nen kan males pa forsggsdyr ved hjselp af mikrodialyse.
Princippet er, at laegemiddelstoffet diffunderer gennem en
membran ind i en hul nal — en sakaldt probe - der ved lav
hastighed gennemstremmes med en saltoplasning.
Billedet viser en mikrodialyseprobe til kontinuert opsam-
ling af leegemiddelstof fra hjerneveesken i en bedgvet
rotte. Den 4 mm lange dialysemembran, som sidder pa pro-
bens spids, tillader diffusion af molekyler op til 20 kDa. Den
viste probes dimensioner er 0,5 x 30 mm, hvoraf membra-
nen udggr 0,5 x 4 mm. Mikrodialyseprober fas, som vist, i
en stiv version til implantering i hjerneveev samt en fleksi-
bel version til implantering i f.eks. blodkar.
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disse ofte er for store til at slippe gennem nalegjet. Samtidig
indeholder blodkarrene i blod-hjerne-barrieren transpor-
torer, der fungerer som udsmidere. Transportererne genken-
der forskellige molekyleere strukturer og serger for at pumpe
sadanne stoffer tilbage til blodstremmen. Denne mekanisme
tager sig iseer af fedtopleselige stoffer, hvilket kan blokerere
for potentielt aktive leegemiddelstoffers adgang til hjernen.
| de senere ar har en reekke dyreforsgg imidlertid vist, at der
er en mulig genvej for laegemiddelstoffer, som har sveert ved
at komme ind i hjernen og rygmarvsvaesken. Genvejen gar
via de nerveceller i naesehulen, som sender duftindtryk ind i
hjernen.

Absorption af leegemiddelstoffer via nervecellerne i naesehu-
len kan have et potentiale indenfor behandling af sygdom-
me i centralnervesystemet, og samtidig vil bivirkninger, som
er relateret til koncentrationen af leegemiddelstofferne i
blodet kunne mindskes. For nye konventionelle naesesprays
vil eksistens af denne transportvej omvendt kunne medfore
ogede dokumentationskrav pa grund af risiko for bivirknin-
ger i centralnervesystemet, som ikke vil optraede ved anven-
delse af tabletter eller injektioner.

Bagdgr til hjernen

Lugtecellerne findes i den gverste, bageste del af naesehulen,
hvor kun slimhinden — det olfaktoriske epitel — og en hullet
benplade - sibenet — danner barriere mellem centralnervesy-
stemet og de ydre omgivelser. De nggne ender af lugtecel-
lerne stikker ud gennem slimhinden og raekker saledes helt
ind i naesehulen. Her kan fedtoplgselige laegemiddelstoffer
optages i nervecellerne og diffundere gennem dem ind til
lugtehjernen, som findes i bade hgjre og venstre side af hjer-
nen. Denne transportvej anses for at vaere relativt langsom
med en transporttid til hjernen i storrelsesordenen af timer
til dage.

Derimod kan vandoplgselige laegemiddelstoffer komme ind i
hjernen i Igbet af minutter, fordi transportvejen her ikke gar
gennem nervecellerne, men langs med dem via den
rygmarvsvaeske, som omslutter nervecellerne helt frem til
slimhindens bagside. Optagelse af vandopleselige laegemid-
delstoffer gennem slimhinden i naesehulen vil derfor ske til
rygmarvsvaesken, hvorfra stofferne kan diffundere videre til
vaesken mellem hjernecellerne.

Pa grund af den begreaensede barriere mellem naesehulens
duftomrade og centralnervesystemet, er det veesentligt, at
man i dyreforseg sammenseaetter de eksperimentelle lsege-
midler pa en made, sa der ikke opstar skader pa dyrenes
slimhinder i naesehulen pa grund af hjaelpestoffer. Flere
undersogelser er gennemfoert pa bedevede dyr, hvor sveelget
er afsnoret. Derfor draenes leegemiddelstof og hjeelpestoffer
ikke bort, som det sker under normale forhold, hvorfor ska-
der pa slimhinden lettere kan opsta.
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Krav til leegemidler

Da direkte absorption af laegemiddelstoffer via naesehulen
hidtil kun er blevet undersegt i begraenset omfang, er det
endnu uklart hvilke fysisk-kemiske egenskaber et laegemid-
delstof skal have for at opna den bedste udnyttelse af den
olfaktoriske transportve;j.

Det er dog pavist, at lav molekylevaegt og moderat fedtop-
loselighed fremmer transporten af leegemiddelstoffer fra
naesehulen til rygmarvsvaesken. Det svarer til, hvad der gene-
relt er optimalt for molekylers passage over biologiske barri-
erer. Derfor vil laegemiddelstoffer med disse egenskaber
ligeledes nemt optages fra naeseslimhinden til det almindeli-
ge blodkredslgb. Nar man arbejder med modelstoffer, er det
derfor en fordel at udveelge stofferne pa en made, sa den
direkte optagelse til hjernen ikke overskygges af absorption
via blodkredslgbet.

Direkte optagelse af leegemiddelstoffer via lugtecellerne i
naesehulen er tidligere blevet undersegt ved nasal indgift af
radioaktive isotoper af tungmetaller til forsegsdyr. Dyrene er
efterfolgende blevet aflivet, og man har kunnet méale udbre-
delsen af radioaktivitet fra slimhinden over lugtehjernen og
videre ind i den resterende del af hjernen.

Metoden, som ogsé anvendes til at undersege optagelsen af
leegemiddelstoffer, har den ulempe, at der kreeves et stort
antal forsegsdyr for at beskrive absorptionen som funktion
af tid, ligesom det ikke altid er muligt at opna kvantitative
mal. Derfor er der ogsa blevet udfert studier med totalbe-
stemmelse af leegemiddelstoffer i hjernevaevet og med
lebende opsamling af prover fra blodet og rygmarvsveesken
pa forsegsdyr.

Et eksempel er L-Dopa, som anvendes til behandling af
Parkinsons syge. Det er i dyreforseg fundet, at koncentratio-
nerne i rygmarvsvaesken i forhold til koncentrationerne i blo-
det er 10 til 20 gange hgjere efter indgift i naesehulen end
efter injektioner til sdvel mus som rotter.

Maling pa hjernevaesken

Mikrodialyse er en metode, som kan bruges til opsamling af
leegemiddelstoffer fra hjernevaesken. Undersggelserne kan
bade gennemferes pa bedevede og ubedgvede dyr, da de
ikke medforer veesentlige gener. Dyrene kan endda indga i
overkrydsningsforseg, hvor forskellige stoffer eller indgifts-
former afproves i de forskellige grupper af dyr med nogle
dages mellemrum, hvilket nedseetter behovet for et stort

Skitse af det olfaktoriske omrédes placering i naesehu-
len og af opbygningen af det olfaktoriske epitel.
A: Lugtehjernen, B: Si-benet, C: Olfaktorisk nervecelle,
D: Olfaktorisk neeseslimhinde.

antal forsegsdyr. Samtidig er mikrodialyse en af de eneste
metoder, som kan vise, hvordan laegemiddelstoffer over tid
fordeles og omsaettes i hjernen.

Mikrodialysen foregar ved hjeelp af et meget tyndt stalrer,
som indfgres i hjernen pa forsggsdyret. De yderste 1-10 mil-
limeter af roret bestar af en rerformet dialysemembran. Sma
molekyler i hjernevaesken kan treenge gennem membranen
og over i den saltoplgsning, som reret ved lav hastighed gen-
nemstremmes af. Derimod er membranen lukket for store
molekyler som blodceller og proteiner, hvilket letter det
efterfolgende analysearbejde.

Nar et leegemiddelstof indgives gennem naesehulen og kom-
mer ud i hjernevaesken, vil stoffet saledes diffundere gennem
membranen og komme ind i saltoplgsningen. Denne opsam-
les Iobende i fraktioner, som senere kan analyseres med hen-
blik pa bestemmelse af sammenhaengen mellem tid og kon-
centration.

Ved anvendelse af mikrodialyse fortages implanteringen ved
hjeelp af udstyr, som muligger en meget praecis placering af
roret, saledes at den gnskede struktur i hjernen rammes. Pa
grund af de sma dimensioner kan implanteringen ske uden
vaesentlig skade pa det omkringliggende vaev.

Dette er vigtigt, da resultaterne af forsegene kun er palide-
lige, nar der ikke sker skader pa blod-hjerne-barrieren.
Sadanne skader er naturligvis iseer uacceptable, nar man
undersoger transporten til hjernen af lsegemiddelstoffer,
som normalt kun passerer blod-hjerne-barrieren i begraenset
omfang. Kontrol af den fysiske integritet af blod-hjerne-bar-
rieren kan foretages med intravengs indgift en fluoresceren-
de marker, som ikke er i stand til at passere en intakt blod-
hjerne barriere.

Selv om flere studier af leegemiddelstoffers optagelse via lug-
tecellerne i naesehulen har virket overbevisende med hensyn
til direkte transport til centralnervesystemet, iseer til
rygmarvsvaesken, er det endnu uklart, hvorvidt transportve-
jen er anvendelig ved behandling af mennesker.

For det forste er det oftest sma stofmeengder, som totalt set
absorberes via genvejen til hjernen. For det andet har de
anvendte forsagsdyr - mus, rotter og kaniner - en langt stgrre
del af naesehulen daekket med lugteceller, end det er tilfeel-
det hos mennesket. Flere forskningsgrupper arbejder dog pa
at skabe ny viden pa omradet, og fremtiden vil vise om den
direkte transportvej gennem naesehulen vil kunne udnyttes
til at behandle sygdomme i centralnervesystemet.
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Mange potente leegemiddelstoffer oplgses darligt i
tarmvaesken og har derfor sveert ved at passere tarm-
veeggen og komme ud i blodet. Transport til blodet via
lymfesystemet er en lovende mulighed.

Af René Holm, Anette Mdllertz og
Henning Gjelstrup Kristensen

| dag udveelger medicinalkemikere ofte nye lsegemiddelstof-
fer efter, hvor godt stofferne binder sig til receptorer, som
leegemidlet skal pavirke for at lindre eller helbrede en syg-
dom. Resultatet af strategien er meget potente laegemid-
delstoffer.

Men desveerre er stofferne ofte vanskelige at anvende i tab-
letter, fordi de ikke lader sig oplese i mave-tarm-kanalen.
Oplgsningen i tarmvaesken er nemlig en forudsaetning for, at
et leegemiddelstof kan passere tarmvaeggen og komme ud i
blodet, som skal transportere det hen til virkningsstedet.
Sveert opleselige leegemiddelstoffer vil altsa kun komme ud i
blodet i meget beskedent omfang, nar de indtages i en
almindelig tablet. Dét udger et reelt problem for den farma-
ceutiske industri i Danmark, fordi den ringe oplgselighed
ofte forer til forkastelse af lovende leegemiddelstoffer i labet
af udviklingsprocessen.

Sadanne stoffers opleselighed i mave-tarm-veeskerne kan
imidlertid @ges ved at indtage laegemidlet sammen med et
fedtrigt maltid, eller ved at pakke leegemiddelstoffet ind i

Tarmen

Fordojelses-
enzym

k
R

fedt, hvorved biotilgeengeligheden af mange tungtopleseli-
ge stoffer gges. Den forbedrede optagelse af leegemiddels-
toffet skyldes pavirkning fra fedtstofferne under fordgjelsen
i tarmen.

Fordgjelse i tarmen

Nar man har spist, bearbejdes maden ved tygning og derefter
i maven, saledes at sterrelsen af fedtdraberne fra maden for-
mindskes. Herefter temmes maveindholdet over i tolvfingert-
armen, hvor der via galden tilferes fosfolipider og galdesalte
samt fordgjelsesenzymer fra bugspytkirtlen.

| tarmvaesken flyder fedtet rundt i draber som olie i vand.
Fosfolipiderne og galdesaltene saetter sig nu pa overfladen af
fedtdraberne og skaber adgang for fordgjelsesenzymet, der
ligeledes seetter sig pa fedtdraberne og nedbryder fedtstoffer-
ne i mindre bestanddele. | takt med at fedtstofferne nedbry-
des, bliver fedtdraberne mindre og mindre, og maengden af
nedbrydningsprodukter bliver storre og sterre. Til sidst danner
nedbrydningsprodukterne sammen med de tilstedeveerende
fosfolipider og galdesalte, blandede miceller.

Miceller er sma kugler med en fedtholdig kerne og en vandel-
skende overflade, som @ger kroppens optagelse af fedt, fordi
den vandelskende overflade muligger oplegsning i tarm-
vaesken. Tungtoploselige leegemiddelstoffer i en fedtholdig
formulering vil under fordgjelsen folge fedtet og ende i micel-
lernes kerner sammen med nedbrydningsprodukterne fra
foden.

Tarmcellen

Kort- og mediumkaedede
nedbrydningsprodukter
+ associeret
leegemiddelstof

Systemiske
" blodkredslgb

Triglycerid
+ associeret
laegemiddelstof

Lipoproteiner
+ associeret | |
leegemiddelstof Lymfe

nedbrydningsprodukter
+ associeret
leegemiddelstof

Triglycerid svarer til, hvad vi i daglig tale kalder for fedt. Triglycerid kan bruges til indpakning af leegemiddelstoffer, som ikke lader
sig oplgse i tarmvaesken. Figuren viser, hvordan nedbrudt triglycerid danner miceller - sma kugler med en fedtholdig kerne omgivet
af en vandelskende overflade. De tungtoplaselige lsegemiddelstoffer indbygges i micellerne, som oplgser leegemiddelstofferne.
Micellerne diffunderer ind til tarmvaeggen, hvor micellen gér i stykker og komponenterne optages af tarmcellerne. Inde i tarmceller-
ne gendannes langkaedede nedbrydningsprodukter til triglycerider, indkorporeres i lipoproteiner og udskilles i lymfen.
Nedbrydningsprodukter med korte og mellemlange kaeder optages direkte til blodbanen.
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Micellerne diffunderer hen til tarmvaeggen, hvor de ned-
brudte fedtstoffer optages af tarmcellerne sammen med det
tungtopleselige leegemiddelstof. Hvad der sker inde i tar-
mcellerne afhaenger af nedbrydningsprodukternes storrelse.
Hvis de bestar af relativt korte kaeder af fedtsyrer, bliver de
optaget direkte i blodet. Men nar keederne er lange, bliver
de oprindelige fedtstoffer gendannet via biokemiske proces-
ser i tarmcellerne. Herefter dannes der lipoproteiner ved, at
fedtdraberne haegtes pa proteiner, som udskilles fra tarmcel-
lerne til lymfekarrene. Fra tarmen transporteres den danne-
de lymfe op gennem brystet og temmes ud i blodbanen lige
inden hjertet, indeholdende det opleste leegemiddelstof.

Struktureret fedt

Fedt bestar af triglycerider, der rent kemisk er tre fedtsyrer
bundet sammen. Triglycerider, der stort set svarer til det, man
i daglig tale kalder fedt, er neutrale forbindelser med mulig-
hed for stor variation i strukturen — disse forskelle er f.eks.
arsagen til, at olivenolie adskiller sig fra tidselolie.

En interessant udvikling i biokemien og ernaeringsvidenska-
berne har veeret udviklingen af strukturerede triglycerider,
som enten er kemisk eller enzymatisk modificerede, sa de
opnar de fysiske egenskaber og fysiologiske funktioner, som
man ensker. Disse specielt fremstillede triglycerider har fun-
det anvendelse i behandlingen af patienter med cystisk fibro-
se og for tidligt fedte barn.

Brug af lymfesystemet

Lymfesystemet er et vidtforgrenet netveerk af specialiserede
kar med fire vigtige funktioner. Den forste er at bringe filtreret
veevsvaeske tilbage til blodet og dermed opretholde kroppens
vaeskebalance. Den anden er at transportere hvide blodlege-
mer ud i blodet. Den tredie er at indga i immunforsvaret ved at
rense den dannede lymfe i lymfeknuderne for fremmedlege-
mer, og den fjerde er at transportere fedt bort fra tarmen.
Nyere forskning har vist, at transporten af de fedtholdige
naeringstoffer via lymfen kan pavirke transporten af tungtop-
loselige leegemiddelstoffer ud i blodet via lymfesystemet; til-
med i en maengde, der bidrager veesentligt til den totale bio-
tilgeengelighed.

Den lymfatiske absorptionsvej for leegemidler er endnu man-
gelfuldt undersggt, men den er interessant i forbindelse med
formulering af leegemidler. Det skyldes forst og fremmest, at
der er mulighed for at gge biotilgeengeligheden af tungtop-
laselige leegemiddelstoffer, men ogsa at lsegemidlerne trans-
porteres uden om leveren, inden de nar blodbanen. Herved
undgas nedbrydning af leegemiddelstoffet i leveren.

En oget forstaelse af de faktorer, som pavirker optagelsen af
leegemiddelstoffer via lymfesystemet kan muliggere en malret-
tet optagelse af nogle af de nye potente leegemiddelstoffer,
som i dag ma kasseres, fordi de ikke lader sig oplese i tarm-
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vaesken. Optagelsen vil ogsa kunne anvendes til bl.a. behand-
ling af kraeft i fremskredne stadier, hvor kraeftcellerne har
spredt sig, samt til behandling af sygdomme som AIDS, hvor
immunforsvarets funktion er nedsat.

Transport af laegemidler

Vi bruger rotter til at teste forskellige farmaceutiske hjaelpe-
stoffers indflydelse pa optagelsen af tungtopleselige laegemid-
delstoffer; bade direkte i blodet og via lymfesystemet.

Ved hjeelp af rottemodellen har vi undersggt de strukturerede
triglyceriders potentiale som hjeelpestoffer til at fremme biotil-
geengeligheden af tungtopleselige leegemiddelstoffer. De
anvendte strukturerede triglycerider indeholder bade fedtsyrer
med korte og mellemlange keeder, der optages gennem blo-
det, og langkaedede fedtsyrer, der optages gennem lymfen.
Forsegene viste, at det var muligt at @ge optagelsen bade via
lymfen og via blodet ved anvendelse af disse kunstige trig-
lycerider. Den umiddelbare konklusion er, at man i fremtiden
skal anvende strukturerede fedtstoffer ved formulering af
tungtoplgselige leegemidler. Men desveerre er organismens
behandling af de indtagne stoffer ikke let og gennemskuelig.
Dyreforsegene har nemlig vist, at ikke alt det leegemiddels-
tof, der optages gennem lymfesystemet, kan genfindes i blo-
det. Arsagen er sandsynligvis, at der sker en aendret forde-
ling i veevet af leegemiddelstoffet, som pavirkes ved tilstede-
veerelsen af lipoproteiner i blodet.

Viden om hvordan laegemidler optages i blodet via lymfesy-
stemet og om hvilke fysiologiske forhold, der spiller ind, vil
danne grundlag for en rationel - og maske endda innovativ —
formulering af leegemidler med storre biotilgeengelighed og
dermed storre terapeutisk effekt.

Figuren viser den rumlige struktur af de undersagte strukture-
rede triglycerider. Molekylet til venstre er en afbildning af et
naturligt forekommende triglycerid. De to andre billeder viser
strukturerede triglycerider, som er fremstillet, sa de indeholder
bade mellemlange og lange kaeder i forskellige positioner.
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Legemiddelfo

rskning - 2001

Computeren er medicinal-
industriens krystalkugle

Det er dyrt for medicinalindustrien at finde ud af, om
kroppen er i stand til at optage nye leegemidler.
Computere kan forudsige kroppens optagelse af leege-
middelstoffer og ggre udviklingen af ny medicin hurti-
gere og billigere.

Af Jan Hgst, Flemming Steen Jgrgensen,
Inge Thager Christensen, Lars Hovgaard og Sven Frokjeer

Nar man udvikler nye leegemidler, er der altid et uomgaen-
geligt spergsmal: Kan kroppen optage lsegemiddelstoffet?
Normalt er det mest behageligt for patienten, at leegemid-
delstoffet indtages som tabletter og derefter optages i blo-
det fra tarmen. Hvis leegemiddelstoffet passerer tarmen
uden at blive optaget i blodet, har det ingen virkning, og
derfor er det vigtigt, at et laegemiddelstof kan treenge gen-
nem tarmslimhinden og komme ud i blodet.
Leegemiddelindustrien er naturligvis ikke interesseret i at
satse penge og mandskab pa leegemidler, der ikke kan pas-
sere tarmslimhinden. Jo tidligere under udviklingen af et
leegemiddel man bliver klar over, om leegemiddelstoffet kan
treenge gennem tarmslimhinden, jo bedre.
Onskesituationen er at kunne forudsige leegemiddelstoffers
evne til at passere tarmslimhinden, inden stofferne er frem-
stillet. Hidtil har det veeret nedvendigt at syntetisere leege-
middelstofferne i laboratoriet, for man kan teste deres egen-
skaber pa celler, dyr og mennesker. Hvis man kan beregne
leegemiddelstoffers evne til at treenge gennem tarmslimhin-

(o] Vv o 2
K = fluid K, s = immobilized
M membrane B membrane
partition partition
coefficient fo) coefficient

==

MEMBRANE BILAYER

Silica
IAM HPLC Column

Laegemiddelmolekylers evne til at traeenge gennem tarmslimhinden testes eksperi-
mentelt ved hjaelp af den kunstige membran (til hgjre), der minder om en biolo-
gisk membran som tarmslimhinden (til venstre). Stoffer, som kan treenge ind i
membranen bindes, mens stoffer uden evne til indtraengning forbliver i den omgi-

vende veeske.
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den pa en computer - uden anden input end deres kemiske
struktur - kan medicinalindustrien spare mange penge.
Forudsigelse af et laegemiddelstofs egenskaber ud fra den
kemiske struktur er en kompliceret proces. De fysiske egen-
skaber kan veere fordelingen af et laegemiddelstof i kroppen,
udskillelse af stoffet eller evnen til at traeenge gennem en bio-
logisk membran som tarmvaeggen.

Data til modeller

Vi har beregnet 20 kemiske forbindelsers evne til at treenge
gennem tarmslimhinden. Stofferne er valgt ud fra deres for-
skellighed for at deekke et bredt spektrum af kemiske for-
bindelser. Vi anvender computerprogrammet Volsurf, til at
beregne forskellige teoretiske egenskaber for hvert enkelt
forbindelse. Volsurf er et international anerkendt program
som bl.a. beregner volumen og overfladeareal.
Udgangspunktet for beregningerne er molekylernes kemiske
struktur. Dels tager programmet hensyn til hvilke og hvor
mange forskellige atomer molekylet indeholder. Men ogsa
den tredimensionelle placering af atomerne kommer i
betragtning.

Overfladens karakter har ligeledes stor betydning. Nogle
atomer bidrager med en sakaldt vandig overflade. Det er
primaert ilt og kveelstof samt brint, der sidder direkte bundet
til ilt og kveelstof. Denne vandige overflade er meget ladet
og ligner dermed vand. Vand har udelukkende denne type
overflade, da vand jo bestar af lutter ilt og brint. En del af
molekylernes overflade kan ogsa veere ikke-vandig, og den
bestar oftest af kulstof med tilknyttede brintatomer. Denne
type overflade ses ofte i fedtlignende kemiske forbindelser
og ligeledes i membraner, hvis indre er opbygget af fedt.
Laegemiddelstoffer, som primaert har en fedtlignende over-
flade, er normalt bedre til at treenge gennem membraner
som tarmslimhinden end laegemiddelstoffer, hvor det meste
af overfladen er vandig.

Kort sagt: Volsurf beregner hvor stor en del af overfladen,
der er vandig, hvor stor en del der er fedtlignende, samt
leegemiddelstoffets volumen og overfladeareal.

Test af beregninger

Det er ngdvendigt at sammenholde beregningerne fra
Volsurf med eksperimentelle data for at veere sikker pa, at de
beregnede resultater svarer til virkeligheden. Her bruger vi
en kunstig membran til at bestemme laegemiddelstoffers
evne til at treenge gennem biologiske membraner som tarm-
slimhinden. Nogle af de kemiske forbindelser treenger ind i
den kunstige membran og tilbageholdes, mens andre ikke
treenger ind, fordi de ikke har de rigtige kemiske egenskaber
til at treenge ind i membranen. Metoden kaldes for
Immobilized Artificial Membrane-kromatografi.

Samtidig udferer vi transportforseg med levende celler. Her
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Udgangspunktet for at forudsige, om et laegemiddelstof kan
traenge gennem tarmveeggen, er molekylets kemiske struktur.
Her ses strukturen af Nikotinsyre, methylester.

dyrkes en bestemt type celler, kaldet Caco-2, pa et filter, hvor
cellerne vokser sammen og danner en taet membran, som lig-
ner tarmslimhinden. Derefter males laegemiddelstoffernes
evne til at traenge gennem membranen.

Til sidst keedes forsggsresultaterne fra membrankromatogra-
fien og fra arbejdet med Caco-2 cellerne sammen med de
egenskaber, som vi har beregnet med Volsurf. Mange af de
beregnede egenskaber viser sig ofte at veere uden indflydel-
se pa stoffernes evne til at treenge gennem tarmslimhinden,
men enkelte har en markant betydning.

Molekylernes volumen og overfladeareal kan umiddelbart
bruges til forudsigelse af transporten over tarmslimhinden.
Det er ikke nogen overraskelse, at sterrelsen har betydning,
fordi store molekyler normalt har sveert ved at traenge gen-
nem membraner.

Desuden er der en sammenhang mellem laegemiddelstoffer-
nes evne til at passere membraner og det vandige overflade-
areal. Det vandige overfladeareal relaterer sig direkte til
sandsynligheden for, at molekylerne danner brintbindinger
med omgivelserne. Brintbindinger dannes fra laegemiddels-
toffet til den omgivende vaeske, og de kan kun dannes fra
vandig overflade til vandige omgivelser som f.eks. tarm-
vaesken. Det betyder, at molekyler med meget vandig over-
flade danner mange brintbindinger, hvis de befinder sig i
tarmvaesken, mens de ikke kan danne nogen, hvis de befin-
der sig i en fedtholdig membran som tarmslimhinden.
Molekyler, der kun har en ganske lille vandig overflade, kan
selv ikke i vandige omgivelse lave brintbindinger og forskel-
len til de fedtholdige omgivelser i membranen er derfor ikke
sa stor for dem.

Derfor kan molekyler med en meget vandig overflade ikke
treenge ind i tarmslimhinden, da brintbindingerne binder
dem til vandet, mens molekyler med en fedtholdig overflade
snildt kan vandre gennem membranen, fordi de ikke har
brintbindinger.

God sammenheeng

Studierne viser, at der er en god sammenhang mellem de
computerberegnede egenskaber og forsggsresultaterne fra
henholdsvis de kunstige membraner og med Caco-2 cellerne.
Pa trods af den paviste sammenhaeng kan der dog ga lang

>
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tid, for computerberegninger helt erstatter eksperimentel
bestemmelse af evnen til at gennemtraenge tarmslimhinden.
Forudsigelsen er nemlig stadig preeget af stor usikkerhed,
fordi der er mange andre ting, som pavirker et leegemiddels-
tofs evne til at passere tarmvaeggen end storrelse, overflade
og brintbindinger. Indtagelse af foede, som teknisk set ikke
har noget at gore med tarmslimhinden, pavirker leegemid-
delstoffers evne til at treenge gennem tarmvaeggen. Desuden
findes der transportsystemer i tarmslimhinden, der sender
molekyler gennem den, hvis molekylerne ellers har de egen-
skaber, der kreeves af pageeldende transporter. Disse trans-
portgrer kan enten g@ge eller hindre laegemiddelstoffernes
passage gennem tarmslimhinden.

Men der er ingen tvivl om, at computerne er kommet for at
blive i forskningens verden. | takt med computernes udvik-
ling vil beregningsmetoderne blive mere avancerede, hvilket
vil @ge preecisionen i forudsigelserne. | fremtiden vil det veere
muligt at tage hensyn til flere mekanismer i tarmslimhinden,
og efter tilbundsgaende udforskning af alle mekanismerne
vil preecise forudsigelser af membranpassagen blive mulig.

Leegemiddelstof

B
-\.l_-'""'-_l.-‘_"\.ll.-"'\-w-' y

Laegemiddelstoffet passerer Caco-2 cellelaget pd samme made
som var det en rigtig tarmslimhinde.
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Computerbaserede metoder integrerer medicinalkemi og
farmaci og ger det muligt bade at optimere et leegemid-
delstofs biologiske aktivitet og dets biotilgaengelighed.

Af Flemming Steen Jorgensen, Jergen Bonefeld Kristensen
og Inge Thgger Christensen

Udviklingen af et nyt leegemiddel er en kompliceret, langva-
rig og kostbar proces. Ofte er det nedvendigt at fremstille
titusindvis af stoffer, hvoraf et eller maske et par stykker
efter 5-10 ars arbejde ender som nye laegemidler. Det er selv-
sagt klart, at medicinalindustrien forsgger at optimere udvik-
lingsprocessen, som kan sammenlignes med et forhindrings-
leb, hvor der ved hver forhindring skilles nogle deltagere fra.
Oprindelig var det medicinalkemikernes job at fremstille et
potentielt l,egemiddelstof med passende aktivitet og selekti-
vitet. Leegemiddelkandidaten blev derefter sendt videre i sy-
stemet med henblik pa at opna en farmaceutisk formulering,
som sikrede, at leegemiddelstoffets biotilgeengelighed var
passende, sa det blev optaget i kroppen og naede det gnske-
de virkningssted.

For blot fa ar siden indsa man ngdvendigheden af at bestem-
me disse egenskaber sa tidligt som muligt under udviklingen
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E-screeming af leegemidler

af et nyt leegemiddel. Man er derfor begyndt at udvikle com-
puterbaserede metoder, som alene ud fra et stofs kemiske
strukturformel kan forudsige stoffets opleselighed, absorpti-
on, transport, metabolisme, udskillelse og senest toksicitet.
Den stoerste betydning af de nye metoder er, at beregninger-
ne gor det muligt at kombinere de medicinalkemiske og far-
maceutiske undersggelser. Med computernes hjaelp kan
medicinalkemikerne nu samtidig med optimeringen af akti-
vitet og selektivitet sikre sig, at de fremstillede stoffer har
passende egenskaber og biotilgaengelighed i kroppen.
Denne integration af de traditionelle medicinalkemiske og
farmaceutiske omrader stiller store krav til uddannelsen af
personer indenfor begge discipliner. Det projekt, som beskri-
ves her, er da ogsa inspireret af og steerkt pavirket af et sam-
arbejde mellem Institut for Medicinalkemi og Institut for
Farmaci.

Forudsigelse af egenskaber

Vi har som udgangspunkt valgt at udvikle to forholdsvis
enkle metoder, fordi de skal vaere tilstreekkeligt hurtige til, at
hundredvis eller maske tusindvis af stoffers egenskaber kan
forudsiges i lebet af nogle minutter.

Tidsfaktoren er vigtig, fordi man i dag designer og fremstil-
ler biblioteker med tusindvis af stoffer i de indledende faser
under udviklingen af et nyt leegemiddel. Her er det nedven-
digt, at stofferne - samtidig med, at de er strukturelt forskel-
lige - opfylder bestemte krav til opleselighed, absorption,

Beregning af acetylsalicylsy-
res vandoplgselighed efter
ATW WASA princippet.
ATW stér for Atom-Type

WASH i Hninnd g 5|

] D05 0.7 Weigthed og WASA stér for

5 L5 0.3 Water-Accessible Surface
EI_: ;Ig ; E‘?I;: ; ::':',' Area. Baseret pa en traditi-
5208 ] 18 onel kemisk formel konstru-
5.0 AItE 01,58 eres en tre-dimensionel
= oni1a 0.35 model af molekylet. Denne
514 LR _:_ ;'j model bruges til at bereg-

ne, hvor meget de enkelte

atomer bidrager til den

vandtilgaengelige overflade.

Overfladearealet for hvert atom multipliceres med en
koefficient, som er karakteristisk for hver atomtype, og der-
ved opnas tal for, hvor meget de enkelte atomer bidrager til
den vandige oplgselighed. Endelig summeres bidragene fra
alle atomerne og man far molekylets vandige oplgselighed.
HCar henviser til brintatomer bundet til et aromatisk kulstofatom
og Osp2 henviser til iltatomerne i carbonylgrupperne.



transport, metabolisme og udskillelse. Tidsforbruget for
begge beregningsmetoder er kun omkring 1 sekund pr. stof.
Den ene metode, vi har udviklet, bygger pa det princip, at et
stof bestar af forskellige atomer og hvert af disse atomer
bidrager til stoffets egenskaber. En tre-dimensionel model
konstrueres ud fra stoffets kemiske struktur, og hvert atoms
bidrag til stoffets vandtilgeengelige overflade beregnes. For
hver atomtype veegtes arealet nu med en koefficient, som er
karakteristisk for atomtypen, og endelig leegges bidragene
fra alle atomerne sammen.

Ved den anden metode, fragmentmetoden, deles stoffet op
i fragmenter svarende til funktionelle grupper og ringsyste-
mer. Hvert fragment antages at bidrage med en karakteri-
stisk veerdi og ved sammenlaegning af bidragene fas vaerdien
for den aktuelle egenskab, som vi vil vide noget om.

Begge metoder har indtil nu veeret anvendt til forudsigelse
af egenskaber som vandoplgselighed, absorption i mave-
tarm-kanalen og transport over blod-hjerne-barrieren.

Vandoplgselighed

Nar et laegemiddel indtages gennem munden, typisk i form
af en tablet, skal laeegemiddelstoffet forst oplgses i maven
eller tarmen, dernaest passere tarmvaeggen og endelig opta-
ges i blodet, som serger for den videre transport.
Vandoplaseligheden har altsa stor betydning for maengden
af tilgaengeligt leegemiddelstof i mave-tarm-systemet og der-
med for absorptionen og biotilgeengeligheden af leegemid-
delstoffet.

Vi har brugt begge de nye computermetoder til at beregne
vandopleseligheden af 1292 strukturelt meget forskellige
stoffer. Til denne type forudsigelse var fragmentmetoden
bedst (for andre egenskaber er det omvendt), og vandoplgs-
eligheden af stofferne kunne forudsiges relativt sikkert.

Figuren viser en tredimesionel
model af acetylsalicylsyre, hvor
atomerne er farvet efter type (ilt
er rgd, kulstof hvid og brint lyse-
bla). Den vand-tilgaengelige
overflade, dvs. den overflade,
som afspejler, hvor teet et vand-
molekyle kan komme pa ace-
tylsalicylsyre, er vist som en hal-
vgennemsigtig sky rundt om
modellen.

pH-afheengig oplgselighed

Det er ikke kun et stofs vandopleselighed ved neutral pH, som
har interesse i leegemiddelsammenhaeng. Safremt stoffet skal
oploses i mavesaekken, er det ogsa vigtigt at kende dets
oplaeselighed i sur vaeske.

Vi har derfor forsegt at udvide begge metoder til ikke blot at
kunne forudsige oplaeseligheden i rent vand, men ogsa til at
estimere oplaselighedens afhaengighed af pH. Desvaerre van-
skeliggeres dette af manglen pa eksperimentelt bestemte pH-
opleselighedsdata. Indtil nu er det dog lykkedes os at forud-
sige opleseligheden som funktion af pH for simple stoffer,
som kun indeholder en svagt sur eller en svagt basisk gruppe.
Ovennavnte er kun nogle eksempler pa de mange egenska-
ber, som computerbaserede metoder kan bruges til at forud-
sige. Metoderne er for tiden inde i en rivende udvikling, og
de anvendes allerede ved udvikling af nye lsegemidler.

EN SAMLET VURDERING

Computere er allerede i 25 &r blevet brugt til at beregne,
hvor aktivt et potentielt laegemiddelstof er. Her giver
modellerne et bud pa, hvor effektivt stoffet er til at aktive-
re relevante receptorer pa malcellerne.

Men det er ikke nok, at et laegemiddelstof er virksomt. Det
skal ogsa na frem til virkningsstedet i kroppen. | de senere
ar er vi begyndt at bruge computere til at beregne egen-
skaber som absorption, distribution, metabolisme og
udskillelse fra kroppen.

Ved at kombinere de to typer beregninger far man mulig-
hed for bade at forudsige laegemiddelstoffets biologiske
aktivitet og dets biotilgaengelighed. Man finder med andre
ord pé et tidligt tidspunkt i processen ud af, om et leege-
middelstof er egnet til videre udvikling.

Beregning af acetylsalicyl- -~ -,

syres vandoplgselighed '_.-CH 3

ved hjeelp af fragmentme-

toden. Med udgangs- o OH Fragment Counts Coefficient log$S
punkt i stoffets kemiske o OH t“T"-

formel identificeres karak- —CH3 1 -0.3915 -0.39
teristiske grupper eller =CH in a ring 4 -0.3382 -1.35
fragmenter og deres antal O‘T-'CH3 — {: 0 :}. -C(=0)OH aromatic 1 -0.0338 -0.03
bestemmes. For acetylsali- -C(=0)O- ester 1 0.2613  0.26
cylsyre finder vi f.eks. en o o} CH=CH-CH=C-C= 2 -0.1248 -0.25
methylgruppe, fire-CH= CO-0O-C-CH= 1 -0.1088 -0.11
grupper, en estergruppe =CH- -1.88
osv. Opleseligheden

beregnes derefter ved at

summere bidragene fra e -

hver af disse fragmenter.
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Optagelse af nye vacciner
1 kroppens immunceller

En reekke nye vacciner er baseret pa proteiner eller DNA
fra sygdomsfremkaldende mikrober. Vaccinerne er uden
risiko for brugeren, men de virker ikke s& effektivt som
traditionelle vacciner. Derfor skal de nye vacciner trans-
porteres hen til og optages i netop de celler i immunfor-
svaret, som vaccinerne skal saette i alarmberedskab.

Af Camilla Foged, Birger Brodin og Sven Frokjaer

Det er nu mere end 200 ar siden, at Edward Jenner opdage-
de, at levende ko-kopper kan beskytte mennesker mod kop-
per, og han lagde dermed grunden for den del af laegevi-
denskaben, som kaldes immunologi. For 100 ar siden skabte
Louis Pasteur et nyt gennembrud ved at bruge draebte
mikroorganismer som vacciner. Han understregede det vigti-
ge princip, at stimulering af menneskets immunsystem med
en lille smule af en sygdomsfremkaldende mikroorganisme
kan beskytte mod efterfelgende infektion.

De traditionelle vacciner har vaeret en stor succes i hele ver-
den, og flere sygdomme som f.eks. kopper er i dag udryddet
globalt. Men trods successen er vor viden om, hvordan vacci-
ner virker langt fra tilbundsgaende, for der findes stadig
mange sygdomsfremkaldende mikroorganismer, som hvert
ar forarsager millioner af dedsfald, og som vi endnu ikke har
veeret i stand til at udvikle vacciner imod. Nogle eksempler er
HIV og malaria.

Transmissionsbillede af dendritiske celler. Bemaerk den meget
foldede overflade, der giver cellerne en stor overflade til opta-
gelse af mikroorganismer samt til omrgring af det omgivende
vandlag og til samspil med andre immunceller.
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Indenfor de seneste ar har bioteknologien gjort det muligt at
fremstille en ny type vacciner, som bestar af mindre enheder
af de sygdomsfremkaldende mikroorganismer, nemlig prote-
iner og sma proteinstumper kaldet peptider samt DNA.
Fordelen ved de nye vacciner er feerre bivirkninger, fordi kun
en lille del af mikroorganismerne praesenteres for kroppens
immunforsvar. Samtidig undgar man risikoen for sygdom.
Til gengeeld er de nye vacciner endnu ikke sa effektive til at
stimulere immunforsvaret som de traditionelle vacciner.

Nye transportsystemer

Effekten af de bioteknologiske vacciner kan muligvis forbed-
res, hvis de transporteres direkte hen til de celler i immun-
forsvaret, som de skal seette i alarmberedskab. Pa Institut for
Farmaci fremstiller vi forskellige former for transportsyste-
mer, som kan dirigere de nye vacciner hen til de celler i krop-
pen, hvor de har storst effekt. Vi prover at udnytte det prin-
cip, som bakterier og virus har udviklet til perfektion, nemlig
at inficere pa den mest effektive made.

Vi koncentrerer os om partikler i mikro- og nanometer skala-
en til transport af vaccinerne; partiklerne har de samme
dimensioner som mikroorganismer. Partiklerne skal indkap-
sle de artsfremmede vacciner, beskytte dem mod nedbryd-
ning og serge for, at vaccinen frigives pa kontrolleret vis pa
det rigtige sted i kroppen. Endelig skal partiklerne forbedre
immunresponset overfor vaccinerne. P& verdensplan satses
der pa forskellige former for bionedbrydelige partikler af
fedtstoffer kaldet lipider samt pa polymerpartikler af bl.a
maelkesyre, stivelse og gelatine. | gruppen arbejder en ph.d.-
studerende med faste lipid-nanopartikler til DNA-vaccination
og en anden ph.d.-studerende undersgger et polymerbaseret
system til en kreeftvaccine.

Maling af celluleer optagelse

Et af vore mal er at undersege, hvilken betydning partikler-
nes fysisk-kemiske egenskaber sasom storrelse, ladning og
fedtoplgselighed har for deres optagelse i immunsystemets
celler.

Vi bruger kulturer af en type immunceller, der kaldes dendri-
tiske celler til underspgelserne. Forstadier til dendritiske cel-
ler dannes i knoglemarven og cirkulerer hele tiden rundt i
blodet. De fungerer som immunsystemets skildvagter, der
opfanger faresignaler og bevaeger sig til infektionsstedet,
hvor de optager artsfremmede stoffer. Derpa seetter de gang
i et meget effektivt immunrespons. Dendritiske celler kan
nemlig provokere immunforsvaret til at reagere pa to mader:
For det forste dannes der antistoffer, som kan neutralisere syg-
domsfremkaldende mikroorganismer, og for det andet stimule-
rer de dendritiske celler dannelsen af draeberceller, som kan
genkende inficerede celler og eliminere dem.

Til forsegene isolerer vi forstadier til dendritiske celler fra don-
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orblod og dyrker dem i kultur en uge ved tilstedeveerelse af en
raekke stoffer, som fremkalder dannelsen af dendritiske celler.
Som modelpartikler anvender vi kommercielt tilgeengelige
latex-partikler, som har flere fordele; de er velkarakterisere-
de, de findes i mange veldefinerede storrelser, og de kan
meerkes med fluorescerende molekyler, hvilket ger det
muligt at detektere dem. Desuden varierer vi ladning og fed-
toplgselighed pa overfladen af partiklerne.

Dendritiske cellers optagelse af disse modelvacciner males
med en type fluorescens-mikroskopi, som kaldes konfokal
laser-scanningsmikroskopi, samt ved fluorescens-aktiveret
cellesortering.

Projektet har til dato koncentreret sig om opseetning og
karakterisering af cellekulturer med dendritiske celler, og
desuden har vi udviklet metoder til at bestemme optagelsen
i cellerne og koblingen af diverse makromolekyler til model-
partikler. | den naeste fase vil vi ga i gang med at kvantifice-
re optagelsen af vaccinerne i de dendritiske celler ved hjeelp
af fluorescens-aktiveret cellesortering, hvorved man kan
male intensiteten af det fluorescerende lys fra hver enkelt

Her ses en overlejring af et transmissionsbillede og et konfokalt
optisk snit gennem en dendritisk celle, der har veeret inficeret
med E.coli i tre timer. Den rede farve stammer fra E.coli. Nu
befinder bakterierne sig i cytoplasmaet taet ps cellekernen.
Bemaerk den lille T-celle til hgjre, der scanner dendritcellens
overflade for artsfremmede peptider.

Konfokalmikroskopi er en avanceret
form for fluorescensmikroskopi, hvor
man ved hjaelp af en laser og fin optik
er j stand til at detektere fluorescens
fra et meget tyndt optisk snit uden at
medtage forstyrrende lys fra de neerlig-
gende planer. Sdledes kan man ved at
meerke celler med fluorescerende mar-
karer bade se strukturer pa overfladen
og inde i cellen. Figuren viser et konfo-
kalt billede af en dendritisk celle, som
har optaget E.coli. Den grgnne farve
stammer fra E.coli. Den rgde farve
stammer fra et antistof rettet mod en
overflademarker pa dendritiske celler.
Det ses, at E.coli efter to timer befinder
sig naer cellens ydre membran.

celle. Desuden vil vi se pa, hvordan forskellige typer partikler
pavirker preesentationen af artsfremmede peptider og der-
med det efterfelgende immunrespons.

Langsigtede perspektiver

Vi tror, at studier af partiklernes egenskaber og deres betyd-
ning for optagelsen i cellerne kan give os en storre forstael-
se af, hvilke faktorer der er vigtige for at starte et immunre-
spons ved vaccination med nye bioteknologiske vacciner. En
sadan viden vil veere veerdifuld til design af nye transportsy-
stemer, og vil maske kunne fortzelle os, hvilke stoffer, der er
bedst egnede som vacciner.

Endelig ensker vi at undersgge mulighederne for at forege
immunresponset ved specifikt at kunne dirigere vacciner til
dendritiske celler i kroppen. Det kunne gores ved at koble et
molekyle til vaccinen, der genkendes af receptorer pa over-
fladen af de dendritiske celler.

Potentialet af de nye vacciner er stort, og vacciner rettet mod
infektionssygdomme, autoimmune sygdomme og kraeft
udger spaendende nye leegemiddelkandidater.

Overlejring af et transmissionsbillede og et konfokalt optisk snit
gennem en dendritisk celle, der har veeret inficeret med 10 ym
latexpartikler i fire timer. Latexpartiklerne er granne.
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DNA-vaccine

salmonella

Forsgg med vaccinering af rotter skal vise, om en ny DNA-
vaccine ggr dyrene immune over for salmonella.
Forskningen kan fgre til udvikling af DNA-vacciner mod
bakterier, som ofte findes i fgdevarer.

Af Jesper Dregemdiller, Peter Thygesen, Erik Riise
og Jan Engberg

Vacciner bestar traditionelt af svaekkede bakterier eller virus, som
aktiverer immunsystemet til at modsta fremtidige infektioner
med den pagaeldende mikroorganisme. Men der er ulemper ved
de traditionelle vacciner. Svaekkede bakterier og virus fremkalder
typisk de karakteristiske symptomer for sygdommen i mild grad.
Selvom symptomerne er mildere end ved den egentlige sygdom,
kan de give anledning til en del ubehag, isser hos mindre bern.
Man kan ogsa vaccinere med komponenter af bakterier og virus,
hvorved man ofte undgar disse problemer. Sadanne vacciner akti-
verer isaer den del af immunforsvaret, som serger for dannelsen
af antistoffer, som kan opspore de pageeldende mikroorganismer.
Men det er ikke altid nok til at nedkeempe sygdomsfremkalden-
de bakterier og virus.

For at vaccinationen skal virke optimalt, ma man ogsa aktivere
den anden del af immunforsvaret. Inmunforsvarets anden arm er
baseret pa dreeberceller, som destruerer de celler i kroppen, der
er inficeret af mikroorganismer. Draebercellerne spiller en vigtig
rolle ved bekaempelsen af en raekke infektionssygdomme, speci-
elt intracelluleere bakterier og virus, og her er de traditionelle for-
mer for vaccination ikke altid tilstreekkelige til at opna en effek-
tiv beskyttelse.

Pa grund af ulemperne ved de eksisterende vacciner forskes der
intenst i nye mader at vaccinere pa. Adskillige studier har vist, at
DNA-vacciner er i stand til at stimulere immunforsvaret.
Princippet er, at der indferes et stykke DNA fra en mikroorganis-
me i kroppens egne celler. Genet indeholder opskriften pa et pro-
tein fra den bakterie eller virus, som man gnsker beskyttelse
imod. Nar genet er kommet ind i cellerne, producerer de protei-
net, hvorpa det bliver praesenteret pa cellernes overflader. Dét
seetter immunforsvarets celler i alarmberedskab mod den pageel-
dende bakterie eller virus. Pa den made opnar man en situation,
der ligner en egentlig infektion med intracelluleere bakterier.
For at @ge beskyttelsen yderligere kan genet for bakterieprotei-
net indgives i kombination med gener for immunforsvarets sig-
nalstoffer, og ved hjaelp af dem kan immunresponset stimuleres i
den retning, man gnsker.

Rotter som modelsystem

Som modelsystem har vi valgt infektion med Salmonella typhi-
murium i rotter. S. typhimurium er en af de salmonellabakterier,
der optraeder hyppigt i fadevareforgiftninger hos mennesker. |
organismen lever bakterien inde i cellerne, og dens infekti-
onsmenster ligner en anden salmonellaart, Salmonella typhi, der
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er arsag til den langt farligere infektionssygdom tyfus hos men-
nesker. Tyfus optreeder hyppigt i situationer, hvor mange menne-
sker er samlet pa et lille areal med fa vandressourcer og darlige
saniteere forhold.

Til at alarmere immunforsvaret mod S. typhimurium har vi valgt
et protein fra bakteriens overflade, det sakaldte flagelprotein
(FliQ).

For at forsteerke immunresponset vil vi samtidig forsege at stimu-
lere det celluleere immunsystem. Reguleringen af det celluleere
immunsystem er meget kompliceret, og der indgar flere forskelli-
ge hjeelperceller og signalstoffer, der stimulerer hjeelpercellerne.

Et af vigtigste signalstoffer er et gamma-interferon. Af denne
grund indeholder vaccinen ogsa DNA, der danner gamma-inter-
feron.

Genet for flagelproteinet er blevet isoleret fra S. typhimurium ved
hjeelp af PCR-teknik. Med denne metode kan man mangfoldig-
gore et bestemt gen fra en organisme, sa genet efterfglgende
kan isoleres. Genet for gamma-interferon er blevet fremstillet pa
samme made ud fra hvide blodlegemer fra rotter. For at sikre at
rottecellerne udtrykker gamma-interferon, anvendte vi blodlege-
mer, som blev isoleret fra rotter, der er stimuleret med en ikke
dadelig dosis af S. typhimurium. Disse celler har en eget produk-
tion af gamma-interferon.

Ved opformeringen af generne for flagelproteinet og for
gamma-interferon kobles de to gener sammen saledes, at de syn-
tetiseres som et sammenhaengende protein. De fusionerede
gener indsaettes derpa i et plasmid, et lille ringformet stykke DNA,
der fungerer som genfaerge. Plasmidet kan indfere de indsatte
gener i bade colibakterier og i rotteceller.

Fordelen ved at bruge en sadan genfeerge er, at alt DNA-arbej-
det kan foretages i colibakterier. Ved at analysere sammensaet-
ningen af DNA-molekylerne har vi sikret os, at generne er opfor-
meret fejlfrit, at de er koblet rigtigt sammen, samt at de sidder
korrekt i forhold til den gensekvens, der starter produktionen af
proteinet fra salmonella i kombination med gamma-interferon.

Forsgg med rotter

| forste omgang undersggte vi, om fusionsproteinet kan udtryk-
kes i cellekultur af celler fra mus. Her brugte vi en analyseteknik,
der er baseret pa antistoffer, som genkender fusionsproteinet.
Metoden er meget folsom, og tilstedeveerelsen af det gnskede
protein kan spores i meget sma maengder. Undersggelsen viste, at
cellerne danner fusionsproteinet.

Naeste trin er at afprgve vaccinen i rotter, hvilket vi netop er gaet
i gang med. DNA'et indgives ved direkte injektion i musklerne,
fordi muskelceller er i stand til at optage og udtrykke fremmed
DNA. Vaccinationen gentages efter 14 dage pa samme made som
i traditionel vaccination for at forsteerke immuniseringseffekten.
14 dage efter den sidste vaccination gives rotterne en normalt
dadelig dosis af S. typhimurium, og vaccinens effekt pa overlevel-
sen anvendes som mal for vaccinens effektivitet.
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Infektion med salmonella

Figuren viser princippet i fremstilling af en DNA-vaccine. Genet for flagelproteinet fra salmonella samt genet for gammainterferon,
der stimulerer det celluleere immunforsvar, indszettes i et lille ringformet stykke DNA, der fungerer som genfaerge. Plasmidet indsaet-
tes i cellekulturer (tv), og cellerne danner nu et fusionsprotein af flagelproteinet og gammainterferon. Plasmidet kan bruges til at
indfgre de to gener i bade colibakterier og i rotteceller. Nar man ved arbejdet med cellekulturer har sikret sig, at fusionsproteinet
dannes og fungerer korrekt, afprgves DNA-vaccinen i rotter (th). DNA’et indgives ved direkte injektion i musklerne, fordi muskelcel-
ler er i stand til at optage og udtrykke fremmed DNA.
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Hojfolsomme
mikroteknikker
til analyse af blod og urin
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For at fa tilladelse til at seelge et leegemiddel, m& man
kunne dokumentere, hvad der sker med laegemiddels-
toffet efter optagelsen i kroppen. Normalt omseettes
laeegemiddelstoffer i leveren, og et kendskab til omdan-
nelsesprodukterne og deres udskillelse fra kroppen giver
en sikkerhed for laeegemidlets uskadelighed.

Af Lars Bendahl, Bente Gammelgaard, Ole Jgns, Ole Farver
og Steen Honoré Hansen

Hvad sker der med et la&egemiddel efter indtagelsen? Hvilke
stoffer omdannes medicinen til? Er omdannelsesprodukterne
uskadelige eller giftige? Svarene kan findes ved at analysere
blodprever eller urinprgver fra patienten. Men analyserne
kreever, at man rader over meget folsomme og selektive
malemetoder.

For at udvikle nye teknikker, der sger mulighederne for
folsom og selektiv detektion, er det nedvendigt med bade
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Eksempler pa anvendelser af CE-ICP-MS ved bioanalyse. @verst, et elektro-
ferogram fra en analyse for selen i human urin, der viser, at prgven inde-
holder 4 forskellige selenforbindelser. Den totale koncentration af selen i
praven er ca. 30 ng/mL. Nederst, et elektroferogram fra en analyse for
brom i human urin fra en person, der har indtaget hostemidlet bromhex-
in. Analysen viser, at storstedelen af hostemidlet er blevet omdannet til en
reekke forskellige bromholdige omdannelsesprodukter.
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basal analytisk kemisk forskning og malrettet udviklingsar-
bejde. Pa Institut for Analytisk og Farmaceutisk Kemi har vi
netop kombineret to teknikker pd en made, som muligger
anvendelse af mikroteknikken kapillarelektroforese til analy-
se af biologiske prover.

Nar det er ngdvendigt med meget folsomme metoder ved
analyser af blod og urin skyldes det, at de forbindelser, der
onskes analyseret, ofte findes i lav koncentration blandt
tusindvis af andre forbindelser. Derfor ma man anvende
metoder, der forst adskiller s mange af stofferne som
muligt, og som derefter maler maengderne af de relevante
stoffer i en detektor.

Malet med vor forskning har veeret at kombinere en af de
mest effektive separationsteknikker med nogle af de mest
selektive og samtidig mest folsomme detektionsmetoder.

Adskillelse og maling

Separationsprincippet for kapillarelektroforese er baseret pa, at
provens indholdsstoffer vandrer med forskellige hastigheder i et
elektrisk felt; sma molekyler med en hgj elektrisk ladning vil sale-
des vandre hurtigere end store molekyler med lav elektrisk lad-
ning. Separationerne foretages i tynde kvartsrer med indre dia-
metre pa typisk 25-75 pm, under indflydelse af elektriske felt-
styrker pa op til ca. 100.000 V/m. Det er en yderst effektiv mikro-
separationsteknik, men desveerre er falsomheden ved anvendel-
se af den traditionelle UV-detektionsteknik ikke altid tilstraekke-
lig til, at metoden kan anvendes ved analyse af biologiske prover,
hvor mange relevante stoffer kun findes i meget sma maengder.
To nye teknikker har sendret dette forhold radikalt. Den forste er
baseret pa en sammenkobling af kapillarelektroforese med in-
duktivt-koblet-plasma-massespektrometri (ICP-MS). Her fores
proven ind i et plasma, som har en temperatur pa omkring
8.000°C. Den hgje temperatur i plasmaet medferer, at alt stof i
preoven atomiseres og ioniseres. De positive ioner, der dannes ved
processen, fgres hen til et massespektrometer, som sorterer dem
efter deres masse-ladningsforhold. Man kan altsa male selektivt
pa udvalgte grundstoffer og oven i kgbet pa enkelte isotoper af
et givet grundstof. Tilmed er denne malemetode generelt meget
folsom for en lang raekke grundstoffer.

Problemet med at koble kapillarelektroforese on-line til ICP-MS
ligger i, at kapillarelektroforese er en mikroteknik, mens masse-
spektrometrien ma betegnes som en makroteknik, der kreever
store prgvemaengder tilfort — flere milliliter i minuttet. Til sam-
menligning er maengden, der kommer fra kapillarelektroforesen
mindre end en mikroliter i minuttet.

Hvis massespektrometret skal kunne analysere denne meget lille
volumen, skal proven fores direkte ind i plasmaet. Her er det lyk-
kedes os at udvikle et billigt mellemled mellem kapillarelektro-
foresen og massespektrometret, som koster under tusind kroner.
Interfacet fungerer som en forstever og er udformet saledes, at
den forstgvede sky kan sprayes direkte ind i det varme plasma.
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Figuren illustrerer princippet for CE-ICP-MS koblingen.

CE-ICP-MS Interface

Den elektriske forbindelse til udgangen af kapillaret er Plasma

opndet gennem en elektrolytoplgsning, der strammer I CE-Kapillar
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toves ved hjeelp af argon direkte ind i plasmaet.
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En analyse for selen i human urin viser, hvad den kombinerede
malemetode kan praestere. Her er det lykkedes at pavise fire for-
skellige selenforbindelser, som findes i koncentrationer pa fa
nanogram pr. ml urin.

Vi har ogsa analyseret urinprover fra en person, som har indta-
get hostemidlet bromhexin. Kun en lille fraktion af leegemidlet
udskilles uomdannet. Sterstedelen af laegemidlet er blevet
omdannet til en reekke stofskifteprodukter, hvoraf i alt otte for-
skellige kan detekteres. Kun stoffer indeholdende brom bliver
detekteret her.

Billigt og effektivt

Massespektrometri er som naevnt en teknik, hvor ioner kan
blive sorteret efter forholdet mellem deres masse og ladning.
Der findes flere forskellige metoder til ionisation af preoven i
massespektrometri.

Vi har ogsa koblet kapillarelektroforese med elektrospray-
ionisation-massespektrometri. Her forsteves prgven ved hjzelp
af et elektrisk felt til en spray af ladede aerosoler, dvs. partik-
ler pa drabeform. Pa vej ind i massespektrometret fordamper
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v
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Skematisk illustration af separationsprincippet i kapillarelektro-
forese. A: En prove bestdende af anioniske ®, kationiske ® og
neutrale forbindelser ® indfgres i kapillaret. B: Kapillaret
paleegges en elektrisk spaending, og de ladede forbindelser vil
nu vandre med forskellig hastighed og retning. En overordnet
veeskestremning i kapillaret, bensevnt det elektroosmotiske
flow (EOF), sikrer, at alle forbindelserne fares imod detektoren.

Argon til forstevning l

Elektrolytoplgsning CE-buffer

Hojspaendingsstremforsyning

«» Den elektriske kontakt til udgangsenden af kapillaret er opnaet
gennem et pdlagt nikkellag, der samtidigt fungerer som elek-
trisk pol ved elektrosprayionisationen. Forbindelser, der under
separationen forlader kapillarets udgangsende, forstgves ved
hjeelp af et elektrisk felt til en sky af ladede areosoler. Pa vej
mod massespektrometret omdannes areosolerne til en sky af
molekylaere ioner.

oplesningsmidlet fra partiklerne, og ladningen overgar til de
efterladte forbindelser.

Da forbindelsernes kemiske struktur bevares ved denne ioni-
sationsform, er det muligt at opna information om et stofs
molekylveegt og formodede struktur, samtidig med at det er
en fglsom malemetode.

Igen er det af stor vigtighed, at mest muligt af preven fra
kapillarelektroforesen bliver fort ind i massespektrometret. Da
massespektrometret fungerer bedst med sma vaeskemaengder,
gar kunststykket ud pa, at fa dannet en meget fin forstevning
af proven direkte fra analysekapillaret til massespektrometret.
Dette er tidligere gjort muligt ved hjaelp af de sakaldte nano-
spray-interfaces, som er kommercielt tilgeengelige, og som
koster omkring 100.000 kr. Her er det lykkedes for os at frem-
stille et interface til under tusind kroner. Den elektrisk ladede
spray udgar fra selve kapillaret, der er palagt et elektrisk
ledende lag af nikkel. Ved hjeelp af justeringsskruer kan det
nikkelbelagte kapillar placeres saledes, at sterstedelen af
sprayen rettes direkte mod indgangen til massespektrometret.
Ved at benytte begge typer af koblede teknikker ved bioana-
lyse af et stof som hostemidlet bromhexin, der indeholder to
bromatomer pr. molekyle, kan vi fa oplysninger om, hvilke
omdannelsesprodukter i urinen, der indeholder brom, og hvor
meget der er af de enkelte produkter. Endvidere far vi oplys-
ning om stoffernes molekylveegt, hvorefter en forelebig
kemisk struktur kan optegnes.

Kraftfuldt veerktgj

En intensiv forskning i og udvikling af nye hgjfalsomme og
selektive analyseteknikker er vigtig i forbindelse med fort-
satte bioteknologiske landvindinger.

Specielt er sammenkoblingen af meget effektive separati-
onsteknikker med selektive og falsomme detektionsprincip-
per et kraftfuldt veerktej ved analyse af meget komplekst
sammensatte prover. Ved yderligere at kombinere data fra
sammenkobling af kapillarelektroforese med de to forskelli-
ge former for massespektrometri, kan vi pa fa dage opna
resultater, som det tidligere ville tage uger eller maneder at
opna. Da der samtidig er tale om en mikrometode kan
prover i nanoliter-storrelsen analyseres.
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Farmaceutisk omsorg

pa apotekerne

Farmaceutisk omsorg handler om at sikre, at patienterne
far de rigtige leegemidler i de rigtige doseringer samt
god besked om, hvordan medicinen skal anvendes og
hvorfor. P4 danske apoteker har farmaceuterne darlig tid
til opgaven. En vej til at forbedre situationen er, at apo-
tekerne far mulighed for at tjene penge pa farmaceutisk
omsorg.

Af Charlotte Rossing, Ebba Holme Hansen
og Janine Marie Morgall

Malet med farmaceutisk omsorg er at sikre, at enhver medi-
cinsk behandling er rettet mod at opna resultater, som forbed-
rer patientens livskvalitet. Konceptet blev udviklet i USA i slut-
ningen af 1980’erne, og ideen var, at farmaceuter i samarbejde
med leeger og sygeplejersker kunne reducere og forebygge
leegemiddelrelaterede problemer pa hospitalerne.

Der er god grund til at gere en indsats. | USA - og sandsynligvis
ogsa i Danmark og Europa - oplever en ud af halvtreds hospi-
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talspatienter problemer med leegemidler - f.eks. forkert medi-
cin, forkert dosering, bivirkninger eller manglende behandling.
Ideen om at traekke pa farmaceuters faglige kompetence til
at afhjeelpe problemerne blev godt modtaget af farmaceuter
og deres faglige organisationer i mange lande. Farmaceutisk
omsorg er efterfelgende blevet overfort fra hospitaler til
apoteker i primeersektorer.

Farmaceutisk omsorg er en professionsstrategi, som sgger at
opfange og forebygge problemer i forbindelse med anvendel-
se af leegemidler. | arbejdet taenker farmaceuten helhedsorien-
teret pa patienten og dennes anvendelse af medicin.
Farmaceutisk omsorg indgar i Danmarks Apotekerforenings
kvalitetssikringsprogram som en metode til at sikre lsegemid-
delbehandlingen blandt patienterne. Dette kan ske ved: “at
identificere, lose og forebygge lsegemiddelrelaterede proble-
mer samt at overvage og dokumentere resultaterne af behand-
lingen”. Information til patienterne om problemer ved brug af
leegemidler er et vaesentligt aspekt af farmaceutisk omsorg.

Problemer med laegemidler

| USA udgav “"Committee on Quality of Health Care in
America” i 2000 rapporten “Det er menneskeligt at fejle”,
som vakte stor opsigt, ogsa i Danmark, med sin dokumenta-
tion af de problemer, som findes ved anvendelsen af leege-
midler. | rapporten skgnner komiteen, at to procent af alle
hospitalsindlagte patienter i USA oplever et leegemiddelrela-
teret problem, som kunne have vaeret undgaet. At det ikke
sker, resulterer i en arlig merudgift pa 2 milliarder dollar til
behandling af de gener, patienterne ma dgje med. Komiteen
vurderer endvidere, at der der 7000 mennesker om aret i
USA pa grund af fejimedicinering.

Der findes ingen nyere opgerelse over omfanget af leege-
middelrelaterede problemer i Danmark. En undersogelse
lavet i 1996 pa svenske apoteker viste, at der var problemer
med leegemidler hos 2,5 procent af patienterne. Proble-
merne vedrorte iseer receptpligtig medicin. De oftest rappor-
terede vanskeligheder var patientens usikkerhed om forma-
let med at tage leegemidlet, problemer med doseringen,
praktiske problemer og receptfejl.

| vinteren 1999/2000 gennemforte vi en spergeskemaunder-
sogelse om farmaceutisk omsorg pa Danmarks 288 apoteker,
hvor spergsmalene blev besvaret af den farmaceut, som var
ansvarlig for farmaceutisk omsorg eller information pa apo-
teket. Svarprocenten var 75,7 procent.

De resultater, vi fremleegger i denne artikel, er relateret til

Konsultation ved skranken. Farmaceuter har en god faglig bag-
grund for at tale med patienterne om deres brug af medicin og
for derigennem at identificere, lpse og forebygge lsegemiddel-
relaterede problemer. Men i praksis kniber det med at fa tid til
farmaceutisk omsorg pé danske apoteker.
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Ubehandlet indikation

Uhensigtsmaessig praeparatvalg
det optimale

For lav dosering

Uhensigtsmaessig anvendelse

Patienten har et medicinsk problem, som burde behandles med laegemidler

Patienten har en behandlingskraevende tilstand, men det anvendte praeparat er ikke

Patienten far det rigtige laegemiddel, men i for lav dosis til at det har den @nskede virkning

Patienten far det rigtige leegemiddel, men anvender det ikke hensigtsmaessigt pa grund af

tekniske, fysiske, psykiske, sociale eller skonomiske rsager

Overdosering
Bivirkninger

Interaktioner

Patienten oplever bivirkninger

Patienten far det rigtige laegemiddel, men i for hgj dosis til at det har den gnskede virkning

Patienten har et medicinsk problem, som skyldes, at laegemidlet reagerer uheldigt med

andre laegemidler eller med levnedsmidler

Medicinering uden grund

besvarelsen af to spergsmal: Hvordan prioriterer farmaceu-
terne information om leegemiddelrelaterede problemer? Og
hvilke forhindringer for farmaceutisk omsorg oplever farma-
ceuterne pa apotekerne?

Information pa apoteker

Farmaceuterne prioriterede emner af en teknisk karakter
hgjest, og mere end to tredjedele vurderede, at "informati-
on om den tekniske brug af leegemidler” er vigtig. Emnerne
var: Hvordan leegemidlet skal indtages, hvilken dosis der skal
indtages, hvor lang tid lsegemidlet skal bruges, og hvordan
det skal opbevares.

"Information relateret til leegemidlers kliniske virkninger”
blev vurderet som betydningsfuld af feerre farmaceuter. Et af
emnerne var behovet for at informere om, hvordan laege-
midler, som indtages samtidig, kan skabe problemer for pati-
enten. Halvdelen af farmaceuterne vurderede, at dette er
vigtig information. En tredjedel mente, at “information om
leegemidlers bivirkninger” er vigtig.

Inden for omradet "“information om formalet med at tage
leegemidlet” var emnerne: Hvordan virker leegemidlet, og
hvad er formalet med at tage medicinen? Omkring halvdelen
af farmaceuterne mente, at det var vigtigt at give denne
form for information til patienterne. Sadanne oplysninger
kan kaldes motiverende information, og det er den type
information, som prioriteres hgjt inden for farmaceutisk
omsorg.

Forhindringer pa apotekerne

Tidligere undersggelser i bl.a. USA og Irland har vist, at det
kan veere sveert at indfere farmaceutisk omsorg i det daglige
arbejde pa apotekerne. | denne undersggelse blev falgende
forhindringer for farmaceutisk omsorg oplevet af mindst en
tredjedel af farmaceuterne:

Den oftest oplevede interne forhindring var manglende
mulighed for at forlade de daglige arbejdsrutiner for at
arbejde med farmaceutisk omsorg, hvilket var et problem for
65 procent af de adspurgte. 40-46 procent svarede, at mang-
lende arbejdskraft var en forhindring. 37 procent anferte, at

Patienten anvender medicin, selv om der ikke er behov for det

manglende lyst fra ledelsen var en forhindring for imple-
menteringen af farmaceutisk omsorg. Endelig mente 35 pro-
cent af farmaceuterne, at manglende driftsmidler var et pro-
blem. Dette kan tolkes som en lav prioritering af ressourcer
til at indarbejde farmaceutisk omsorg pa danske apoteker.
Den vigtigste eksterne forhindring var manglende samarbej-
de med leeger, hvilket blev naevnt af 35 procent af farmaceu-
terne. Andre forhindringer var manglende samarbejde med
patientforeninger og manglende samarbejde med andet
sundhedspersonale.

Lang vej igen

Nar farmaceuterne pa de danske apoteker primaert priori-
terer teknisk information om laegemiddelrelaterede pro-
blemer, kan det heenge sammen med opbygningen af far-
maceutstudiet, der primaert er fokuseret pa tekniske fag.
En sadan fagsammensatning fremmer ikke nedvendigvis
en helhedsorienteret opfattelse af patient og leegemidde-
lanvendelse.

Den vigtigste eksterne forhindring for farmaceutisk
omsorg - manglende samarbejde med laegerne — og de
interne forhindringer vedrgrende manglende prioritering
og manglende ressourcer begr afhjelpes for at fremme
arbejdet med farmaceutisk omsorg. Dette er afheengig af
ledelsen pa det enkelte apotek. Et sterre engagement fra
ledelsens side kan maske medvirke til at reducere de ople-
vede forhindringer.

Derimod kan det veere vanskeligt for den enkelte apoteker
at finde ggede driftsmidler til farmaceutisk omsorg. At
tage betaling for sadanne sundhedsydelser kan vaere en
lgsning pa dette problem. Danmarks Apotekerforening
arbejder nu med modeller for “prisbaerende sundhedsydel-
ser”, hvor apotekerne netop kan tjene penge pa at udeve
farmaceutisk omsorg.

Konklusionen er, at der stadig mangler et stykke vej, for
farmaceutisk omsorg bliver en del af hverdagen pa danske
apoteker. Hvis apotekerne gnsker at implementere farma-
ceutisk omsorg, peger denne undersggelse pa nogle omra-
der, hvor man kan seette ind.
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