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Vi skifter navn:
Fra Danmarks Farmaceutiske Hajskole til
Danmarks Farmaceutiske Universitet

Det bliver sidste gang, at navnet "Danmarks Farmaceutiske Hojskole" kommer til at
optraede i Leegemiddelforsknings spalter. Der bliver efter 61 ar sagt farvel til betegnel-
sen "Hojskole" og goddag til afleseren "Universitet".

11942 - i forbindelse med at de nuveerende bygninger pa Norre Feelled i Kebenhavn
blev taget i brug - skiftede Den Farmaceutiske Laereanstalt navn til Danmarks
Farmaceutiske Hgjskole. Og dengang som nu skal navneskiftet ses i lyset af ensket om
et mere praecist og tidssvarende navn, som klart og entydigt markerer, hvad der gem-
mer sig bag murene. | stedet for at understrege det fuldgyldige medlemskab af grup-
pen af danske universiteter, skaber betegnelsen "Hgjskole" imidlertid i dag elementer
af uklarhed omkring begreberne.

Status som universitetsinstitution er saledes ikke ny for DFH. Men et navneskifte har
veeret vigtigt i bestraebelserne pa at profilere DFH som en sadan.

AT e

Povl Krogsgaard-Larsen, rektor

P4 www.dfh.dk optraeder - i forbindelse med DFH’s fem institutter - en gennemgang af
Hojskolens forskningsomrader.

P& www.dfh.dk/aktivitet findes oplysninger om mulighederne for at besege DFH med
kemi- og biologiklasser.

Pa www.dfh.dk/farmaceut er der information om farmaceutuddannelsen og dens
mange erhvervsmuligheder.

P4 www.dfh.dk/publikationer kan man hente inspiration i de tidligere argange af
Leegemiddelforskning.

@nskes yderligere trykte eksemplarer af Leegemiddelforskning? Kontakt Anne Serensen
pa ans@dfh.dk — eller ring pa 35 30 63 13.



Danmarks Farmaceutiske Hojskole

Indhold

1. Drug Research Academy
- en ny erhvervsrettet forskerskole ved DFH 4-5
Af Povl Krogsgaard-Larsen og Sven Frokjaer

2. Hgojteknologisk analyse af alle de sma molekyler 6-7
Af Jerzy W. Jaroszewski, Harald S. Hansen, Steen Honoré Hansen
og Arne Schousboe

3. Kortlaegning af arsager til hjerneadem ved leversvigt 8-9
Af Marianne Hald Larsen, Fin Stolze Larsen og Helmer Ring-Larsen

4. Hvordan kan kroppen gore laegemidler giftige? 10-11
Af Ulrik Sidenius, Christian Skonberg, Jorgen Olsen og Steen Honoré Hansen

5. Ny viden om selens omdannelse i kroppen 12-13
Af Bente Gammelgaard, Lars Bendahl, Ole Jgns, Kim Grimstrup Madsen
og Jesper Bjerrum

6. Fra medicinmaend til vestlig medicin 14-15
Af Anna K. Jager, Anne Adsersen og Ulla Wagner Smitt

7. Legemiddel mod prostatakraeft 16-17
Af Sgren Brggger Christensen, Carsten Milter Jakobsen,
John T. Isaacs og Samuel R. Denmeade

8. Peptider smugler lzgemidler gennem tarmvaeggen 18-19
Af Anne Engelbrecht Thomsen, Carsten Uhd Nielsen,
Birger Brodin, Mikael Begtrup, Sven Frokjser og Bente Steffansen

9. Forbedret terapi ved sendring af leegemiddelstoffets form 20-21
Af Helle Brgndsted, Susan Weng Larsen, Henrik Parshad,
Anders Bach Nielsen og Claus Selch Larsen

10. Nye lzegemiddelstoffer skraeddersys 22-23
til at passe ind i receptorproteiner
Af Tommy N. Johansen, Jette S. Kastrup og Jeremy R. Greenwood

11. Krystallografi i farmaceutisk tjeneste 24-25
Af Karla Frydenvang

12. Virusproteiner kan malrette leegemidler 26-27
Af Klaus Bahl Andersen, Anne Zedeler, Jes Hunsballe og Rasmus Kriegel

13. Inhalation af antibiotika hos patienter i respirator 28-29
Af Kenneth Manby Pedersen, Lars Heslet, Vagn Neerup Handlos
og Henning G. Kristensen

14. Fremstilling af inhalationspulver ved sprayterring 30-31
Af Kristina Stahl, Kjell Bdckstrém, Kyrre Thalberg, Torben Schaefer,
Anders Axelsson og Henning G. Kristensen

15. Laegemidler mod kronisk smerte 32-33
Af Helle K. Erichsen, Frederik Rode, Bjarne Fjalland og Ole J. Bjerrum

16. Medicinbrug og social position i den danske befolkning 34-35
Af Merete W. Nielsen, Ebba Holme Hansen og Niels Kristian Rasmussen

17. Lille spejl pa vaeggen der 36-37
Af Kristin Eskildsen og Ebba Holme Hansen

18. Hormoner fra mennesket forstyrrer reproduktionen hos fisk 38-39
Af Henrik Andersen, Anne Marie Jakobsen, Kristine Andersen Krogh,
Flemming Ingerslev og Bent Halling-Sgrensen




Legemiddelforskning - 2002

Drug Research Academy

— en ny erhvervsrettet forskerskole ved DFH

Drug Research Academy er en ny type erhvervsrettet for-
skerskole, som allerede nu har vakt betydelig internatio-
nal opmarksomhed som et storstilet akademisk/indu-
strielt samarbejdsprojekt.

Af Povl Krogsgaard-Larsen og Sven Frokjaer

Med et samlet budget pa omtrent 71 mill. kroner har den
nye forskerskole Drug Research Academy ved Danmarks
Farmaceutiske Hgjskole faet grent lys for at uddanne 36
farmaceutiske ph.d.’ere over seks ar.

Modellen til forskerskolen blev over en periode pa mere
end et ar udarbejdet i samarbejde mellem den forsknings-
politiske styregruppe i Laegemiddelindustriforeningen (Lif)
og ledelsen pa DFH. Skolen startede 1. juli 2002, og dermed
er en ny spaendende og perspektivrig epoke for forskerud-
dannelsen ved DFH begyndt. Den ny forskerskole har alle-
rede vakt betydelig international opmaerksomhed som et
storstilet akademisk/industrielt samarbejdsprojekt pa for-
skeruddannelsesomradet.

Forskerskolens drift er baseret pa samfinansiering mellem
syv medlemmer af Leegemiddelindustriforeningen, to bio-
teknologiske virksomheder, Ministeriet for Videnskab,
Teknologi og Udvikling samt DFH. De bidragydende virk-
somheder fra medicinindustrien er Novo Nordisk A/S, Leo
Pharma A/S, H. Lundbeck A/S, Nycomed Danmark A/S,
Ferring Leegemidler A/S, ALK-Abell6 A/S og A/S Gea, og de
bioteknologiske virksomheder er NeuroSearch A/S og
Zealand Pharma A/S.

Efterspurgte unge forskere

Den farmaceutiske sektor har gennem de senere ar oplevet
en naesten eksplosiv udvikling, og det gaelder bade den
etablerede farmaceutiske industri og de nye biotekvirk-
somheder, som sigter mod laegemiddelsektoren. Den glo-
bale konkurrence pa det farmaceutiske omrade er intens,
og kun medicinfirmaer med steerke og innovative forsk-
ningsprogrammer kan veere med i forerfeltet.
Leegemiddelindustrien har en stor samfundsskonomisk
betydning, og forudsaetningen for, at der kan ske en fort-
sat vaekst i sektoren i Danmark er en markant oprustning af
forskeruddannelsen.

Med den nuveerende kapacitet for uddannelse af juniorfor-
skere har forskningsfeltet inden for det kemiske/biotekno-
logiske/farmaceutiske omrade karakter af et afgreenset
rum. Den staerkt efterspurgte — men begraensede - gruppe
af unge forskere beveeger sig mellem den etablerede medi-
cinindustri, de nye biotekvirksomheder og universiteterne,
og det har skabt en lgnspiral, hvor universiteterne langt fra
kan folge med. Inden for flere fokusomrader pa universite-
terne opleves et dreen af juniormedarbejdere, som efter-
handen traekker forskeruddannelsen ind i en negativ skrue.
Denne udvikling, som maske allerede er ved at bremse en

speendende og fremtidsorienteret udvikling pa det farma-
ceutiske og bioteknologiske omrade, er meget folelig bl.a.
pa DFH. Det er arsagen til, at vi har gnsket at imgdekomme
behovet for en erhvervsrettet forskerskole, som skal aflase
og videreudvikle den nuveerende forskerskole pa DFH,
Graduate School of Drug Research. De stipendier, vi havde
herfra, bliver feerdiggjort under Drug Research Academy.
Graduate School of Drug Research har siden 1998 veeret
finansieret af Forskerakademiet og har dannet basis for det
nye forskerskoleinitiativ. Med denne erfaring som grundlag
vil der blive taget nye initiativer til uddannelse af hojt kva-
lificerede farmaceutiske ph.d.’ere inden for specialiserede
felter, men pa bredt fagligt fundament.

Forskerskolen skal vokse

Drug Research Academy bliver ikke nogen lukket struktur.
Der vil blive dbnet op for samarbejde bade nationalt og
internationalt, og Drug Research Academy vil blive koblet
til det nyetablerede Marie Curie Training Site ved DFH.
Den nye forskerskole alene daekker dog langt fra det vok-
sende behov for integreret forskeruddannelse med sigte
mod innovativ industriel l&egemiddelforskning. Bestyrelsens
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opgave bliver derfor at fa Drug Research Academy til at
vokse fagligt.

Forhabentlig vil forskerskolen danne model for tilsvarende
initiativer, sa Danmark for alvor kan blive foregangsland
med hensyn til integreret forskeruddannelse.

DFH far endvidere styrket sine muligheder for at udbygge
sin position som et fyrtarn for kompetencer og uddannelse
i savel Medicon Valley som i hele det skandinaviske og bal-
tiske omrade.

Forskeruddannelsen ved Drug Research Academy vil blive
gennemfgort i taet samarbejde med medicinindustrien bade
pa projekt- og vejlederniveau. Et af forskerskolens nye ini-
tiativer bliver ansaettelsen af et antal postdocs som med-
vejledere for de ph.d.-studerende og som internationale
juniorforskere under videreuddannelse inden for basal
leegemiddelforskning, primeert til stillinger i industrielle
forskningslaboratorier. Det skal veere med til at stotte for-
skeruddannelsesmiljoet pa DFH.

Et veesentligt aspekt af det nye initiativ er, at det ikke alene
er farmaceutiske kandidater vi seger til forskerskolen. Der
soges ogsa kandidater med andre uddannelser som f.eks.
cand.scient. og cand.polyt.

FORSKERSKOLENS LEDELSE OG BESTYRELSE

Den daglige leder af forskerskolen er ph.d. Jette Byberg
Buur, som sammen med Marianne Jgrgensen og Anne
Nordly varetager uddannelsens mangfoldige administrative
opgaver.

Forskerskolens bestyrelse har folgende sammensaetning:
e Professor Sven Frpkjeer (leder af forskerskolen)

e Professor Povl Krogsgaard-Larsen (formand)

e Professor Ole J. Bjerrum (naestformand)

e Professor Steen Honoré Hansen

e Lektor Erik Wind Hansen

e Forskningsdirektgr Poul Rasmussen, Leo Pharma A/S

e Fagdirekter Klaus Bogesg, H. Lundbeck A/S

e Direktar Peter Kurtzhals, Novo Nordisk A/S

e Udviklingsdirektor Aase Helles, Nycomed Danmark A/S
¢ @konomichef Villy Dahl Jensen (observatgr)

Dr. pharm. Povl
Krogsgaard-Larsen er
professor ved Institut
for Medicinalkemi og
rektor ved DFH indtil
31. 12. 2002.

Ph.d. Sven Frokjeer er
professor ved Institut
for Farmaci.

Rektor ved DFH fra

1. 1. 2003.
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Hojteknologisk analyse

af alle de sma molekyler

Mange sygdomme skyldes fejl i stofskiftet, og de fleste
laegemidler efterligner cellernes stofskifteprodukter. At
kortleegge alle spillerne - det humane metabonom -
bliver en gigantisk udfordring for den internationale
forskning.

Af Jerzy W. Jaroszewski, Harald S. Hansen,
Steen Honoré Hansen og Arne Schousboe

Kortleegningen af det humane genom var et syvmileskridt
for videnskaben. Men kun en begyndelse. For at forsta den
menneskelige organisme ma vi kortleegge alle de proteiner,
som generne danner, og fa styr pa de myriader af sma orga-
niske molekyler, som indgar i cellernes stofskifte og driver
livsveerket.

Generne rummer opskriften pa en levende organisme, og de
sikrer livets kontinuerlige eksistens og nedarvning af egen-
skaber gennem generationerne. Generne bestar af DNA, og
tilsammen udger de et genom. Kendskabet til det humane
genom og til genomer fra dyr, planter og mikroorganismer
bliver springbraettet til en ny bioteknologisk revolution.
Gener koder for proteiner, og proteinerne er cellernes
arbejdsheste og vigtigste byggematerialer. Bade gener og
proteiner er keempestore molekyler. Generne er opbygget af
fire byggesten, nukleotiderne, mens proteinerne dannes af
20 forskellige aminosyrer.

Haeren af metabolitter

Organismens giganter er dog ikke ene om at drive livets
maskineri. En levende organismes funktion og bestaen
opretholdes iseer af et utal af sma organiske molekyler.
Nogle af stofferne indgar i syntesen af de store biomolekyler.
Andre skaffer cellen den nedvendige energi eller sender sig-
naler mellem gener og proteiner og pavirker deres funktion.
Atter andre sma molekyler regulerer de biokemiske proces-
ser i kroppen, bade i og mellem cellerne.

De sma organiske molekyler er stofskifteprodukter — meta-
bolitter — og tilsammen udger de det humane metabonom,
som nu for alvor far international opmeerksomhed.

Hver eneste organisme og hver eneste celletype har sit eget
metabonom: Metabolitterne omfatter benzinen i energistof-
skiftet, byggestenene til gener og proteiner, signalstoffer
som hormoner og neutrotransmittere, og byggeklodserne til
fedtstofferne i cellemembranerne. Men ogsa affaldsstoffer
fra de mange processer indgar i metabonomet.

Metabonom og medicin

Metabonomet er vigtigt i en farmaceutisk sammenhaeng,
fordi langt de fleste leegemiddelstoffer er sma organiske
molekyler, som ofte efterligner naturlige metabolitter for at
udove deres farmakologiske og terapeutiske funktion.

For eksempel pavirker det aktive stof i "lykkepiller" de pro-
cesser, der reguleres af signalstoffet serotonin, som er en
naturlig bestanddel af hjernecellernes metabonom. Nar man
tager medicin, indgar de aktive leegemidler og deres omdan-
nelsesprodukter i personens eget metabonom.

Gennem analyse af metabonomer kan man opna kendskab til
de enkelte metabolitter og samspillet imellem dem - bade
under normale forhold og under sygdom. Dét har stor inte-
resse for leegevidenskaben, fordi man far helt nye muligheder
for at udvikle leegemidler, som kan rette op pa et sygt stof-
skifte.

Sygdomstilstande afspejler sig i @ndrede koncentrationer af
forskellige metabolitter i veevene, og derfor er metabolitpro-
filer et nyt og vigtigt redskab til at diagnosticere sygdomme.
Samtidig kan man felge op pa medicinsk behandling, fordi
bade virkningen og eventuelle bivirkninger af et l,egemiddel
a&ndrer sammensaetningen af metabolitter i cellerne. Hurtige
og palidelige metoder til analyse af metabonomer er en af
forudsaetningerne for fremtidig individuel terapi.

KOBLEDE ANALYSETEKNIKKER

Metabonomstudier kreever, at analyse og strukturopklaring i
stigende grad smelter sammen i én arbejdsproces. Det er
muligt ved at sammenkoble flere metoder:

o Vaeskekromatografi finder metabolitterne i en celle eller et
vaev.

* Massespektrometri identificerer metabolitterne ved at
bestemme deres veegt og ladning.

* Kernemagnetisk resonans (NMR) opklarer metaboliternes
tredimensionelle strukturer og bestemmer deres atomare
byggesten.

Billedet viser dele af det eksperimentelle udstyr til kombi-
neret vaeskekromatografi og massespektrometri.
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Kombineret hgjtryksveeskekromatografi og NMR-analyse har
stor betydning ved undersggelser af plantemetabonomer med
henblik pa at finde stoffer med interessante farmakologiske
egenskaber. NMR-spektre af alle toppe i et kromatogram (tv.)
optages lzbende, hvorefter de gnskede stoffer (th.) kan isoleres
og studeres neermere.

Sidst, men ikke mindst, er metabolitter fra planter og mikro-
organismer ofte vaerdifulde laegemidler. Et par eksempler er
morfin og penicillin, som er bestanddele af henholdsvis val-
mueplantens og skimmelsvampens metabonom.

Den store udfordring

I modseetning til generne og proteinerne er den kemiske
opbygning af metabolitterne uhyre varieret, og det samme
geelder deres fysiske egenskaber. Derfor er en samlet analyse
af metabonomer en kaempestor udfordring.

Pa grund af den ensartede opbygning af gener og proteiner
kan man stort set bruge de samme teknikker til at analysere
henholdsvis alt DNA og alle blandinger af proteiner. Det geel-
der for alle celler i alle organismer - fra virus til mennesket.
Sadan forholder det sig ikke med metabolitterne. Studier af
hele metabonomer og analyse af de enkelte komponenter
kreever derfor nye, hgjteknologiske metoder. Samtidig ma
man integrere mange fagdiscipliner og holde styr pa de
enorme mangder af data, der frembringes af moderne ana-
lysemetoder.

Tidligere har man typisk isoleret en enkelt metabolit ad gan-
gen for derefter at opklare dens kemiske og rumlige struktur.
Dét slar ikke laengere til. Analyse af metabonomer kraever
udvikling af kombinerede metoder til separation og struk-
turopklaring, s man bade far adskilt metabolitterne fra hin-
anden og bestemt deres struktur i ét hug.

Koblede analysemetoder kan sammen med metabonom-
databaser udvikles til kraftfulde veerktgjer, der vil aendre
forskningsverdenen. De analytiske traditioner i forskning og
uddannelse pa Danmarks Farmaceutiske Hojskole vil sammen
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med adgangen til "state-of-the-art"-apparatur og et stort
internationalt netvaerk af samarbejdspartnere gere os til en
del af denne udvikling. 6

Hjernens metabonom

Hjernen bestér af et uhyre komphceret netvaerk af forskelli-
ge typer celler,"som kommunikerér med hinanden med et
vald af signalstoffer. Deres-dannelse, frigivelse og géflopta-
gelse er kontrollerét i en fin balance, som er/forudsaetningen
for en normal hjernefunktion. P

Derfor er der stor interesse i at opkla‘?é 'de biosyntetiske pro-
cesser, der er involveret i dannelsen af 5|gna’f§tofferne
Signalstofferne findes i meget smé maengder, og deres dan-7
nelse og omsaetning kan kortlaegges ved at maerke dem.

En seerlig del af hjernemetabonomet er fedtstofferne i hjer-
nen, der fungerer som byggesten i cellemembranerne og
som energilager. Desuden spiller fedtstoffer ogsa en vigtig
rolle som signalstoffer bade i og mellem cellerne.

Et eksempel er endocannabinpiderne, som kan aktivere ner-
vecellernes cannabinoide receptorer som ogsa pavirkes ved
rygning af hash. Disse bioaktive fedtstoffer har mangé far-
makologiske ' effekter: ‘Induktion/ af sevn, stimulering/ af
appetit, seenkniflg® af kropstemperaturen, smertehaemnmg
og nedsat mobilitet. 0.0 /

Stoffer fra planter 0.4
Naturstoffer, som er metabolitter fra planter og dyr har tra- s
ditionelt vaeret den mest succesrige kilde til nye Iaegemld—
delstoffer. Metabonomanalyser kan forbedre udnyttelsen af
naturens store apotek. Men det kreever langt mere effektive
kemiske og farmakologiske metoder til kortleegning af plan-
te- og dyremetabonomer, end de teknikker vi hidtil har radet
over.

| fremtiden vil eksperimentelle metoder til koblet adskillelse
og strukturopklaring af metabolitter - i kombination med
passende databaser - blive det primaere veerktgj i metabo-
nomforskningen.

GENOM, PROTEOM OG METABONOM

Genomet, proteomet og metabonomet udggr tilsammen en
levende organisme - f.eks. et menneske. Det humane genom
er kortlagt, men kortleegningen af proteomet og metabono-
met er forst lige begyndt.

* Genomet er arveanleeggene og opskriften pd en organisme.

® Proteomet er alle de proteiner, som generne danner i alle
kroppens celler, pa alle tidspunkter, livet igennem.

e Metabonomet er alle de sm& organiske molekyler, som
dannes i cellerne, og som indgdr i cellernes stofskifte.

Ph.d. Jerzy W.
Jaroszewski er
professor ved Institut
for Medicinalkemi.

Dr.scient. Harald S.
Hansen er docent ved
Institut for Farmakologi.

Dr.pharm. Steen Honoré
Hansen er professor ved

Institut for Analytisk

Kemi.

Dr.scient. Arne
Schousboe er professor
ved Institut for

Farmakologi.
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Kortleegning af arsager til

hjerneoadem ved leversvigt

Ved akut leversvigt ophobes vand i hjernen med stor risi-
ko for, at patienten dor. Vi seger at identificere den fak-
tor, der udlgser vaeskeophobningen. Det kan abne nye
muligheder for udvikling af en medicinsk behandling,
som kan forhindre hjernegdem.

Af Marianne Hald Larsen, Fin Stolze Larsen
og Helmer Ring-Larsen

Fire ud af fem patienter med akut leversvigt der. | de fleste
tilfeelde er dedsarsagen hjernegdem, som er en livstruende
ophobning af vaeske i hjernen, der medferer gget intrakrani-
elt tryk. Arsagen til veeskeophobningen er en udvidelse af
hjernens blodkar, som gger blodtilfgrslen til hjernen.
Desvaerre findes der ikke en effektiv behandling. Derfor er
det af afgerende betydning at klarleegge de mekanismer, der
udlgser udvidelsen af blodkarrene. Hvis det lykkes, er der
hab om, at der kan udvikles en malrettet behandling af pati-
enterne.

Vi arbejder med at identificere den udlgsende faktor gen-
nem dyreforseg, hvor rotter benyttes som en model for akut
leversvigt. Ved dyreforsegene er det muligt af undersege,
hvordan farmakologisk blokering af specifikke enzymsyste-
mer og receptorsystemer i hjernen pavirker udviklingen af
hjernegdem.

Komplikationer ved leversvigt

Hos raske mennesker sarger leveren for, at kroppens stofskif-
te forbliver i ligeveegt. Det sker ved syntese af livsvigtige stof-
fer, ved omdannelse af cirkulerende molekyler og ved at

udskille giftige stoffer med galden.
Ved leversygdomme bliver stofskiftet bragt ud af balance,
hvilket ofte resulterer i nedsat funktion af andre organer. For
eksempel har blodet sveert ved at sterkne, og der udvikles lavt
blodtryk, nyresvigt og svigtende andedreet. Samtidig er pati-
enter med akut leversvigt ofte plaget af livstruende
infektioner. Imidlertid er bevidstleshed pa grund
af hjernegdem den alvorligste komplikation,
der kreever intensiv behandling, og er

den hyppigste dedsarsag.

™ = | Danmark behandles alle pati-

) enter med akut leversvigt
i pa Rigshospitalets hepato-
logiske intensivklinik. |
de senere ar er behand-
lingen blevet forbed-

ret med levertrans-
plantation i de til-
feelde, hvor det er

muligt at skaffe en donorlever til tiden, samt med nye meto-
der til at erstatte leveren i en kort periode. Behandlingen er
dog endnu mangelfuld og forhindrer ikke edemdannelse. En
egentlig organerstatning som dialyse ved nyresvigt findes
endnu ikke, fordi leverens funktioner er for mangfoldige og
komplicerede.

For at gore behandlingen mere effektiv og nedbringe dode-
ligheden, ma vi kende de sygdomsprocesser, der forer til
udvikling af hjerneadem. Arsagen til hjerneasdemet er sand-
synligvis en kritisk stigning i hjernens blodtilfersel. Men den
karudvidende faktor kendes ikke.

| et samarbejde mellem Danmarks Farmaceutiske Hojskole og
Hepatologisk-laboratorium pa Rigshospitalet, forseger vi nu
at identificere denne karudvidende faktor, der tilsyneladen-
de ophobes i hjernen. Hvis det lykkes at finde arsagen til
udvidelsen af blodkarrene, har man forudsaetningen for en
malrettet farmakologisk behandling og maske mulighed for
at forebygge hjernegdem.

Ammonium og vaeskeophobning

Ammonium er et affaldsstof fra kroppens stofskifte, som nor-
malt fjernes ved, at leveren omdanner ammonium til urin-
stof, som udskilles med urinen.

Ved leversvigt ophobes ammonium i blodet, og affaldsstoffet
treenger let gennem blod-hjernebarrieren. | hjernen er
ammonium giftigt for nervecellerne. Derfor forsgger hjer-
nens stotteceller, astrocytterne, som omslutter hjernens sma
blodkar, at fjerne ammonium.

Fjernelsen sker primaert ved, at signalstoffet glutaminsyre
omdannes til glutamin ved hjeelp af enzymet glutaminsyn-
tetase. Den akutte akkumulation af glutamin i astrocyterne
forer imidlertid til forhgjede intracellulaere koncentrationer
af osmotisk aktive stoffer, som suger vand ind i cellerne og
far dem til at svulme op.

Blokering af enzymet glutaminsyntetase med stoffet methio-
nin sulfoximin har i eksperimentelle studier forhindret udvik-
lingen af hjerneedem. Men desveerre har stoftet adskillige
uheldige bivirkninger, som forhindrer, at det kan anvendes til
behandling af mennesker.

Blodkarudvidelse i hjernen

Andre faktorer har imidlertid ogsa betydning for udvikling af
hjernegdem. For eksempel kan nedkeling af kropstempera-
turen til 33°C forhindre udvikling af hjerneesdem til trods for,
at hjernens glutaminindhold foreges. Nedkelingen forhin-
drer, at blodtilfgrslen til hjernen stiger.

Dét understreger, at blodkarudvidelsen i hjernen er af direk-
te betydning for udvikling af hjernesdem. Antagelselsen
underbygges af, at methionin sulfoximin ikke kun forhindrer

Leverpatient pa Rigshospitalets hepatologiske intensivklinik.
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Ammonium-induceret hjernegdem kan kun delvis modvirkes af calcineurin inhibition. Figuren til venstre viser vandindholdet i
hjernebarken efter behandling med placebo-placebo (1, n=6), placebo-ammonia (2, n=6), tacrolimus-placebo (3, n=6) og tacrol-
imus-ammonia (4, n=6). Figuren til hajre viser udviklingen i intrakranialt tryk (ICP) i fire forskellige behandlingsgrupper (n=6 x 4)
over en forsggsperiode pa tre timer. Tacrolimus reducerer stigningen i ICP.

akkumulationen af glutamin i astrocyterne, men forst og
fremmest modvirker karudvidelsen i hjernen.

Altsa er der to forhold, der har afgerende betydning for
udvikling af hjerneadem, nemlig eendringer i hjernens gluta-
minsyre-glutamin-cyklus og udvidelse af hjernens blodkar.

Kveelstofilte frikendt

Dyreforseg har vist, at hjernens ekstracelluleere koncentra-
tion af glutaminsyre er forhgjet ved akut leversvigt pa trods
af det ogede forbrug af stoffet inde i astrocytterne. Vi har
arbejdet med den hypotese, at eendringerne i hjernens kon-
centration af glutaminsyre indtraeffer for stigningen i hjer-
nens blodtilforsel.

Hos patienter med akut leversvigt har vi ved hjeelp af avan-
ceret teknik veeret i stand til foretage mikrodialyse af pa-
tienternes hjerne og bl.a. malt pa glutaminsyre. Det viser sig
faktisk, at karudvidelsen sker efter, at koncentrationen af
glutaminsyre er steget, hvilket bekreefter resultaterne fra
dyreforsegene.

Arsagen til at koncentrationen af glutaminsyre stiger uden
for cellerne er muligvis relateret til problemer med at trans-
portere frigjort glutaminsyre ind i cellerne igen.

Den frie glutaminsyre antages at kunne aktivere receptorer
pa astrocyterne, hvilket ferer til indstreamning af calcium i
cellerne. Resultatet er en oget produktion af kveelstofilte
(NO), som kunne veere det signalstof, der foranlediger blod-
karudvidelsen

Forseg med leegemiddelstoffer, som blokerer dannelsen af
kveelstofilte, har imidlertid vist, at dette ikke kan forhindre
karudvidelsen i hjernen. Kvaelstofilte er med andre ord ikke
involveret i udvidelse af blodkarrene og hjernesdem ved
akut leversvigt.

Vi har ogsa undersagt effekten af en gruppe leegemidler, der
kaldes calcineurin-inhibitorer, og som normalt bruges for at
undga afstedning ved transplantationer. Man ved imidlertid
0gsa, at leegemidlerne far blodkarrene i hjernen til at traek-
ke sig sammen ved at nedseette produktionen af kveelstofil-
te. Stofferne var kun i ringe grad i stand til at forhindre
udvikling af hjerneeadem og forhgjet tryk i hjernen.

Prostaglandiner og karudvidelse

Vore forseg har imidlertid vist, at gigtmidlet indometacin
kan forhindre udvidelsen blodkarrene og kortvarigt nedsaet-
te det intrakranielle tryk ved hjernegdem. Effekten af indo-
metacin har hidtil veeret antaget at bero pa en blokering af

de sakaldte COX-enzymer, der er ansvarlige for produktio-
nen af prostaglandiner, som virker karudvidende.
Indometacin pavirker imidlertid ogsa andre enzymer, som er
involveret i den videre omsaetning af prostaglandinerne i
stofskiftet. Specielt astrocytternes cytokrom-P450-enzymsy-
stem synes at medvirke til den videre metabolisme af visse
prostaglandiner, og nogle af stofskifteprodukterne har staer-
ke karudvidende egenskaber. | gjeblikket underseger vi
effekten af indometacin og stoffet proadifen, som haeemmer
aktiviteten af cytokrom-P450-enzymerne. Endnu har vi dog
ikke indsamlet konklusive data.

En kortlaegning af arsagen til udvikling af hjernesdem vil
abne muligheder for farmakologisk at forhindre den livstru-
ende komplikation. Selektiv blokering af enten glutaminsy-
rereceptorerne eller cytokrom-P450-enzymere i hjernen er
neerliggende muligheder, der maske kan abne vejen for en
mere forbyggende og mindre intensiv kraevende behand-
lingsstrategi ved akut leversvigt. Begge dele undersoges
aktuelt.
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Nar leveren svigter, ophobes affaldsstoffet ammonium i blo-
det, hvilket far blodkarrene i hjernen til at udvide sig.
Figuren viser sammenhaengen mellem blodgennemstrgm-
ningen (CBF) og vandindholdet i hjernen hos rotter, der
gives infusion af ammoniumklorid.
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Almindelige smertestillende lsegemidler
- ufarlige for de fleste, men i stand til at
fordrsage voldsomme bivirkninger hos
nogle fa personer. Hvorfor?

Hvordan kan kroppen gore

leegenuidler giftige?

Almindelig medicin til behandling af smerter og gigt
medforer i sjaeldne tilfaelde voldsomme og uforudsigeli-
ge bivirkninger. Vi arbejder pa at forsta de molekylaere
mekanismer, som fremkalder bivirkningerne.

Af Ulrik Sidenius, Christian Skonberg, Jorgen Olsen
og Steen Honoré Hansen

En del l,egemidler kan give alvorlige bivirkninger, som kun
rammer ganske fa personer ud af en meget stor gruppe
brugere. | dag kan vi ikke forudsige, hvem der er i farezo-
nen, og vi forstar ikke mekanismerne bag de uforudsigeli-
ge bivirkninger.

Et eksempel er gruppen af almindelige smertestillende

leegemidlerstoffer som acetylsalicylsyre, ibuprofen, naprox-
en, som i meget sjeldne tilfeelde kan medfere voldsomme
allergiske reaktioner eller leverskader.
Vi arbejder pa at forsta de molekylaere mekanismer, som
formodes at fremkalde bivirkningerne. Pa den made kan vi
forhabentlig blive i stand til at forklare bivirkningerne, og
i fremtiden vil man maske kunne forudse nogle af de ellers
uforklarlige bivirkninger allerede i udviklingsfasen af nye
laegemidler.

Omdannelse i kroppen

Nar man har indtaget et laegemiddel, optages stoffet i krop-
pens celler, hvorefter medicinen omdannes kemisk i cellens
stofskifte. Generelt gor omdannelsen leegemiddelstoffet
mindre giftigt og fremmer udskillelsen via urin eller
affering.

Men for nogle kemiske forbindelser kan omdannelsen i cel-

len faktisk gere stoffet mere giftigt. Feenomenet er for
eksempel kendt for alkohol, der bliver giftigt og medferer
temmermaend pa grund af kroppens omdannelse af alkohol
til affaldsstoffet acetaldehyd.

For leegemiddelstoffer, som indeholder karboxylsyrer, sker
der ligeledes en omdannelse. Denne gruppe af leegemidler
rummer bl.a. klassen NSAID, som omfatter mange alminde-
lige smertestillende lsegemidler.

Karboxylsyrer kan enten blive omdannet til glucuronsyre-
forbindelser eller til Coenzym A-forbindelser i kroppen.
Begge typer forbindelser er veesentlig mere reaktive end
det oprindelige leegemiddelstof og kan derfor reagere med
store molekyler i cellen som proteiner og DNA.
Reaktionsprodukterne kan skabe alvorlige konsekvenser.
F.eks. kan kroppens immunforsvar reagere over for et pro-
tein, som er gaet i forbindelse med et leegemiddel og der-
ved fremkalde en allergisk reaktion.

Coenzym A-forbindelser kan desuden indga i cellens fedtsy-
restofskifte og eendre omdannelsen af fedtstoffer til energi
eller blive indbygget i fedtmolekyler i cellens membran.

Fokus pa mekanismen

Nar man gnsker at undersege, om Coenzym A-forbindel-
serne er reaktive i kroppen, er det svaert at bruge levende
organismer, da den efterfglgende analyse bliver meget
vanskelig og ofte slet ikke er mulig.

Derfor har vi udfert forseg i reagensglas med et lille
modelprotein. Som model har vi benyttet glutathion, som
er neert besleegtet med proteiner, men veesentlig lettere at
arbejde med i laboratoriet.

For at kunne vurdere de omdannede laegemidlers reaktivitet

DE UFORUDSIGELIGE BIVIRKNINGER

NSAID stér for Nonsteroide Antiinflammatoriske Laegemidler.
Det er en gruppe pa ca. 25 forskellige lsegemidler, som iseer
benyttes til behandling af smerter og gigt. Nogle eksempler er
acetylsalicylsyre (Aspirin®), ibuprofen (Ipren®), naproxen
(Naprosyn®) og diclofenac (! Vo/taren®). De fleste af loegemidler-
ne bestar af karboxylsyrer og indeholder en aromatisk gruppe.
Den hyppigste bivirkning er blgdninger i mavesaekken og tar-
men, hvilket specielt rammer personer over 60 ar. Det skannes,
at der i Danmark alene der mere end 100 personer om dret i
NSAID behandling, som fglge af blgdninger i mavesaekken og
tarmen.

En meget alvorlig, men langt sjaeldnere bivirkning er allergiske
reaktioner. F& personer udvikler af uforklarlige arsager allergi
mod denne gruppe af leegemidler, og blandt dem optreeder

der i 4 tilfeelde anafylaktisk chock. Det er en meget alvorlig til-
stand, der kraever hurtig behandling.

Nogle af leegemidlerne har desuden en giftig virkning pa leve-
ren. En del af de nyere NSAID-laegemidler er blevet trukket til-
bage igen, fordi nogle f& personer dode af leverskader. Arsa-
gen til, at lsiegemidlerne kan forgifte leveren hos nogle perso-
ner, kendes ikke. En mulig forklaring kan veere maden, hvorpa
leegemidlerne omsaettes i disse personer.

Generelt ma det stadig anses for sikkert at indtage de hyppigst
anvendte NSAID’er som ibuprofen, acetylsalicylsyre og naprox-
en, sé leenge dosis og forskrifter overholdes.

Pa www.lk-online.dk kan du lsese mere om NSAID og andre
leegemidler.

10



Lamgmmecidal

Danmarks Farmaceutiske Hojskole

L ey erroci el

=
S

L sy e e |

har vi syntetisk fremstillet Coenzym A-forbindelser af en
reekke leegemiddelstoffer. Forbindelserne blev sa tilsat til et
reagensglas med en oplesning af modelstoffet glutathion.
Blandingen blev hele tiden holdt ved pH 7,4 og 37°C, sa pH-
veerdien og temperaturen ligner kroppens.

Herefter er den tidsmaessige udvikling i koncentrationerne af
leegemiddel-Coenzym A og leegemiddel-glutathion blevet
fulgt. Eksperimenterne viser, at alle laegemiddel-Coenzym A-
forbindelserne reagerer med glutathion, men der er forskel
pa hastigheden af reaktionerne.

Der synes at veere tre grupperinger: En hurtig, en moderat og
en langsom. Ud fra leegemidlernes opbygning kan det kon-
kluderes, at strukturen taet pa karboxylsyren sandsynligvis er
af afgerende betydning for, hvor reaktiv leegemiddel-
Coenzym A-forbindelsen er over for glutathion og dermed
sandsynligvis ogsa over for proteiner i kroppen.

Det neeste trin var at undersgge, hvorvidt de reaktive forbin-
delser faktisk dannes i kroppen, og om de reagerer med krop-
pens proteiner.

Vi gav laboratorierotter et af de undersggte laegemidler og
analyserede bagefter urinen samt leveren. Pa den made har vi
identificeret en raekke omdannelsesprodukter af leegemidlet.
Tilstedevaerelsen af omdannelsesprodukterne viser, at leege-
midlet har veeret omdannet til en Coenzym A-forbindelse,
fordi det er kendt, at kroppen bliver nadt til at lave Coenzym
A-forbindelser for at danne disse omdannelsesprodukter.

Det undersogte leegemiddel bliver altsd omdannet til en reak-
tiv forbindelse i dyr, og vores eksperimenter viser ligeledes, at
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Diagrammet viser en mulig forklaring pa de uforudsigelige
bivirkninger, som kan opstd ved indtagelse af karboxylsyre-hol-
dige lsegemidler. Farst kan lsegemiddelstoffet danne forbindel-
ser med glucuronsyre eller med Coenzym A, hvorved leegemid-

del-stoffet bliver aktiveret. De aktiverede laeegemidler kan her-
efter indgd i usnskede reaktioner med proteiner i kroppen.
Den Coenzym A-holdige forbindelse af leegemidlet kan ligeledes
indga i kroppens fedtsyreomsaetning. Disse ugnskede reaktioner
formodes at kunne give anledning til alvorlige bivirkninger.

de reaktive omdannelsesprodukter af leegemidlet ogsa reage-
rer med proteiner i rotten.

Bivirkninger pa molekylzert niveau

| reagensglasforseg har vi ogsa undersggt, hvordan
Coenzym A-forbindelsen af leegemidlet naproxen reagerer
med et rigtigt protein: Albumin. Efter at reaktionen er
stoppet, er albumins ordnede tredimensionale struktur ble-
vet odelagt kemisk, og proteinet er klippet i mindre styk-
ker af enzymer.

Disse proteinstykker er herefter blevet adskilt ved kroma-
tografi og detekteret ved hjeelp af massespektrometri.
Udfra massespektrene er det muligt at bestemme, om der
er bundet laegemiddel til proteinet, og hvor pa proteinet
leegemidlet er bundet. Undersegelserne viser, at naproxen
bliver bundet til albumin, nar naproxen-Coenzym A-forbin-
delsen blandes med albumin, og der er identificeret ni ste-
der pa albumin, hvor naproxen sidder bundet.

Arbejdets perspektiv

| ojeblikket er vi i gang med at undersoge betydningen af,
at liegemiddel-Coenzym A-forbindelser kan indga i fedtsy-
restofskiftet, ligesom vi vil undersege om laegemidlerne
ogsa binder til albumin i forseg med rotter.

Resultaterne af disse undersogelser vil forhabentlig oge
vores forstaelse for de molekylaere mekanismer som bevir-
ker, at kroppens eget forsvar mod giftstoffer omdanner
nogle leegemidler til giftige forbindelser.

-+ MCPA-5G [ Hurtig
* Salicyl-SG [ Mellem ]
Tolmetin-SG
Fenbufen-SG
Indomethacin-SG
# Clofibryl-SG
Ibuprofen-SG

Kurverne viser reaktiviteten af en raekke laegemiddel-Coenzym
A-forbindelser overfor glutathion, der her fungerer som en
model for kroppens proteiner. Reaktiviteten af de undersggte
forbindelser inddeler sig i tre grupper: En yderst reaktiv grup-
pe med MCPA, som er et ukrudtsmiddel, men naert beslaegtet
med laegemidler. En gruppe med medium reaktivitet, og ende-
lig en meget langsomt reagerende gruppe.
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Ny viden om selens

omdannelse 1 kroppen

Selen er et livsngdvendigt grundstof. Men vi ved ikke ret
meget om, hvordan selen omdannes og udskilles fra
kroppen. Det kan undersgges ved at pavise de selenfor-
bindelser, der optraeder i urin. Det er lykkedes os at iden-
tificere den mest fremtraedende selenforbindelse i
human urin.

Af Bente Gammelgaard, Lars Bendahl, Ole Jans,
Kim Grimstrup Madsen og Jesper Bjerrum

Selen er et livsnedvendigt grundstof, som indbygget i
proteiner fungerer som antioxidant i kroppen. Kliniske
undersggelser har desuden vist, at selen har en beskyt-
tende virkning mod visse former for kraeft.

Det er kendt, hvordan selen indbygges i kroppens proteiner,
men man ved ikke ret meget om, hvordan selen omdannes

DEN KEMISKE DETEKTIVS VARKT@JSKASSE

Spektrofotometri - UV-absorbans:

Mange stoffer absorberer lys. UV-absorbans er et méal for kon-
centrationen af de tilstedevaerende stoffer, der absorberer
ved den givne bglgelaengde. Metoden er uspecifik, fordi
mange stoffer absorberer ved samme bglgelaengde, og der
opnas ikke information om forbindelsens struktur. Nogle stof-
fer absorberer slet ikke.

og udskilles fra kroppen. Man har en formodning om, at den
kraeftforebyggende effekt ikke skyldes de selenholdige pro-
teiner, men andre selenholdige forbindelser.

Derfor er det vigtigt at forsta, hvilke forbindelser indta-
get selen omdannes til i kroppen, saledes at eventuelle
kreeftforebyggende selenforbindelser kan identificeres.
Derfor underseger vi selens omdannelse og udskillelse
ved at identificere de selenforbindelser, der optreeder i
urin. Det er lykkedes os at identificere den mest fremtrae-
dende og hidtil ukendte selenforbindelse i human urin.

Koblede analyseteknikker

| den danske befolkning er koncentrationen af selen i
urin i storrelsesordenen 30 nanogram pr. milliliter. Det er
en forholdsvis lav koncentration sammenlignet med
mange andre lande, hvilket skyldes, at dansk jord ikke er
seerlig selenholdig. Sterstedelen af den selen, vi indtager,
kommer nemlig fra planter, som optager selen fra jorden.
Den totale selenmaengde, der findes i urin, er fordelt mel-
lem flere forskellige selenholdige forbindelser, hvilket
kan observeres ved at analysere urinprgver ved kromato-
grafi, som separerer de forskellige forbindelser.

Da koncentrationen af de enkelte forbindelser er uhyre
lav, er det nedvendigt med en meget folsom metode til at
male maengden af hver enkelt forbindelse. Her benytter
vi ICP-massespektrometri.

Massespektrometri:

Stofferne i en prove detekteres efter deres masse-ladningsfor-
hold, hvilket giver oplysning om molekylets vaegt. Praven skal
ioniseres for at na ind i massespektrometret. Det kan gg@res pa
forskellige mader:

ESI-MS:

ElectroSpray lonization Mass Spectrometry: Prgven joniseres
ved atmosfaerisk tryk ved at pumpe oplgsningen gennem et
stalrgr, som er palagt hajspaending. Herved opnds en fin spray
af elektrisk ladede drdber. Ved efterfglgende opvarmning
overfgres ladningen til det enkelte molekyle. Molekylerne slés
ikke i stykker og der kan saledes opnés information om mole-
kylets masse. Teknikken er seerlig velegnet til molekyler, som
relativt nemt lader sig ionisere.

APCI-MS:

Atmospheric Pressure Chemical lonization: Efter indfgring og
opvarmning af prgven ioniseres molekylerne ved at passere en
elektrode, der udsender en elektrisk udladning. Metoden kan
ionisere de fleste forbindelser, men der er dog en risiko for, at
de oprindelige molekyler slas i stykker.

Tandem-MS:

I denne teknik opsamles molekyler med det masse-ladningsfor-
hold, man gnsker at analysere, d.v.s. den "ukendte" forbindel-
se. Herefter slds de enkelte molekyler i stykker ved at bombar-
dere dem med en gas. Ved at studere, hvordan molekylet frag-
menterer, kan man f& oplysninger om, hvilke kemiske grupper
molekylet indeholder.

ICP-MS:

Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry: Teknikken har
en fglsomhed, som for selen er 100-1000 gange starre end de
ovrige MS-teknikker.

Prgven forstgves ind i et ca. 8000°C varmt plasma af argon.
Herved atomiseres og ioniseres prgven, hvorefter ioner af alle
de tilstedevaerende grundstoffer indfgres i massespektrome-
tret.

Denne teknik adskiller sig fra de gvrige MS-teknikker ved ikke
at give oplysninger om strukturen af den oprindelige forbin-
delse. Ved kobling af ICP-MS til kromatografi detekteres kun
de forbindelser, der indeholder det grundstof, man leder efter.
Der er saledes ikke stgj fra alle de andre tilstedevaerende for-
bindelser.
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Samtidig findes der utallige andre stoffer i urin i koncen-
trationer, der kan veere flere storrelsesordener hojere. For
selenforbindelserne kan identificeres ved massespektro-
metri, skal de saledes farst adskilles fra alle de andre stof-
fer, der er tilstede i urin og samtidig opkoncentreres.
Det er en vanskelig opgave, fordi selenforbindelserne er
sma molekyler, som ligner de andre tilstedevaerende stof-
fer kemisk. Opgaven kan kun lgses ved at anvende en
kombination af flere forskellige kromatografiske princip-
per og koble separationsmetoderne til felsomme og
selektive detektionsmetoder.

Kromatografi

Vi anvendte urin fra frivillige personer, der havde indtaget
et gaerpraeparat, som er beriget med selen, og som salges
som kosttilskud pa bl.a. apoteket. Efter indtagelse af
praeparatet i en uge leverede forsegspersonerne urin-
prover, som blev opsamlet over hele dagen.

Prgverne blev analyseret, og prever med hejt indhold af
selen blev samlet i en urin-pool. Fra tidligere undersggelser
ved vi, at der dannes mest af én bestemt selenforbindelse
ved indtagelse af selen, men forbindelsens kemiske sam-
mensaetning var ukendt.

Der blev anvendt tre forskellige kromatografiske princip-
per til oprensningen, som blev fulgt ved at analysere
proven undervejs. Analyserne viste, at maengderne af alle
andre stoffer falder under oprensningen, mens selensigna-

— ACP-MS

samles, inddampes og
paseettes en preeparativ
kolonne. De selenholdige
fraktioner opsamles, ind-
dampes og pdseettes
yderligere en kromato-
grafisk kolonne. De
opsamlede fraktioner
inddampes og analyseres
ved massespektrometri.
P& kromatogrammerne
ses det, at UV-signalet
falder og adskilles fra
selensignalet under
oprensningen.

Preeparali
chromatografi

Stomelses-
chenmatograh
———

——

let til gengeeld stiger. Selenforbindelsen i den oprensede
prove blev herefter identificeret ved massespektrometri.

Massespektrometri

Ved massespektrometri detekteres elektrisk ladede ioner efter
deres masse-ladningsforhold. Den oprensede selenforbindelse
var imidlertid vanskelig at ionisere, og derfor var det ikke
muligt at bruge den mest anvendte teknik, ESI-massespektro-
metri. Heldigvis rader instituttet over flere massespektrometre
med forskellige ioniseringsmetoder. Det lykkedes at ionisere
proven med APCl-massespektrometri.

Analysen viste fingeraftrykket af den ukendte selenforbindel-
se. Selen forekommer naturligt som seks forskellige isotoper i
et bestemt masseforhold, hvor 80Se udger ca. halvdelen. Et
massespektrum af en selenholdig forbindelse vil saledes altid
vise det karakteristiske monster, som er bestemt af forholdet
mellem isotoperne.

Naeste trin var tandem-massespektrometri, hvor molekylet slas
i stykker. Analysen viser, hvilke kemiske grupper, der findes i
det selenholdige molekyle. Den isolerede forbindelse bestar af
en methyl-selen-gruppe pa et sukkermolekyle. Vi er i ojeblik-
ket i faerd med at fastleegge identiteten af sukkerdelen.

Der er ikke tidligere pavist en sadan selenforbindelse i human
urin, og den er meget forskellig fra de forbindelser, som man
tidligere har foreslaet kunne optreede i urin. Identifikationen
af denne forbindelse kan saledes medfere, at man ma
revurdere hvorledes selen omsaettes i kroppen.
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Fra medicinmeend

til vestlig medicin

| jagten pa nye leegemiddelstoffer til behandling af psy-
kiske sygdomme undersgger forskere fra Danmarks
Farmaceutiske Hgjskole medicinplanter, som traditionel-
le healere i Afrika bruger mod mentale sygdomme.
Planter har leveret mange psykoaktive stoffer.

Af Anna K. Jager, Anne Adsersen og Ulla Wagner Smitt

Planter kan indeholde stoffer med staerke virkninger pa hjer-
nen og psyken. Teenk pa opium fra valmuen, kokain fra coca-
buske eller cannabinoler fra hashplanten. Ud over den eufo-
riserende effekt bruges de aktive stoffer fra disse planter
ogsa til smertebehandling. Samtidig anvendes hash pa for-
sogsbasis flere steder i verden til at dulme kvalme hos kraeft-
patienter, der far kemoterapi.

Udviklingen af moderne psykofarmaka tog fart, efter at man
havde set de psykiske bivirkninger af den indiske busk
Rauwolfia serpentina, der blev anvendt i vesten fra
1950’erne mod for hgjt blodtryk.

Det blev pa det tidspunkt klart, at man kunne pavirke psyken
med kemiske stoffer. Rauwolfia indeholder alkaloidet reser-
pin, der fremkalder depression ved at pavirke niveauet af sig-
nalstoffer i hjernen. I Indien bruges Rauwolfia traditionelt til
at behandle for hojt blodtryk og psykiske sygdomme.

Pa Danmarks Farmaceutiske Hojskole er der i flere ar blevet
arbejdet med at videreudvikle stoffer med hjerneaktivitet pa
basis af ibotensyre og muscimol, som er nogle af giftene i red
fluesvamp.

Omkring ti procent af befolkningen i den vestlige verden er
i behandling for psykiske sygdomme, og det er sandsynligt,
at andelen vil vokse fremover, fordi antallet af eeldre i
befolkningen stiger. £ldre mennesker rammes hyppigst af
depressioner og demens. For flere af disse sygdomme er
behandlingstilbuddene ikke optimale i dag.

Galantamin, et alkaloid fra en bulgarsk vintergaek, bruges i
Danmark til behandling af Alzheimers sygdom. Maske er der
flere planter, der indeholder hjerneaktive stoffer, som kunne
anvendes medicinsk? Hvor skal vi lede efter disse planter?
Et godt bud er de planter, der bruges af medicinmaend i tra-
ditionelle kulturer forskellige steder i verden. | det sydlige
Afrika, hvor sundhedssystemet er under steerkt pres fra AIDS-

epidemien, er der meget begraensede ressourcer til behand-
ling af psykiske sygdomme. Derfor er langt de fleste menne-
sker med ondt i sjaelen henvist til at konsultere en traditionel
healer, en medicinmand eller kvinde. Traditionelle healere
benytter sig af en blanding af psykologi og medicinplanter
og er generelt anerkendt for at opna gode resultater.

Kultur og metoder

Det er nedvendigt at forsta den afrikanske kultur for at fa
indsigt i behandlingsmetoderne. Traditionelt er en person
bare et lille led af en lang slaegt, og forfaedrenes ander hol-
der hele tiden gje med, hvad de nulevende foretager sig. De
griber ind i begivenheder og ger for eksempler en person
syg, hvis han eller hun overtraeder sociale eller etiske normer.
Derudover er det ogsa muligt for onde hekseagtige personer
(ithakathi) at kaste forbandelser pa andre, gerne pa bestil-
ling og for en god betaling. Det er interessant, at ordet
depression slet ikke findes pa zulu. | stedet er der tale om en
situation, hvor patienten ikke har eret sine forfeedre nok,
hvorfor de er blevet sure og straffer ham, eller ogsa er pa-
tienten blevet udsat for en forbandelse.

Den traditionelle healer kommunikerer med anderne - eller
udnytter maske snarere sine treenede evner til at opfatte sma
signaler fra patienten — og finder sa ud af, hvad der er i
vejen, og hvordan det skal behandles. Ofte inddrages pati-
enten aktivt i behandlingen.

Patienten far ogsa plantemedicin, og det er interessant fra
en farmakologisk synsvinkel. Vi ved i dag meget lidt om, hvil-
ke planter healerne benytter til behandling af psykiske syg-
domme, og det er ngdvendigt at opna en sadan viden og fa
den dokumenteret.

Medicinplanter i Sydafrika

| et projekt samarbejder vi med University of Natal om at
kortleegge de planter, der bruges mod mentale sygdomme i
Sydafrika. | arbejdet med at indsamle information til databa-
sen er det vigtigt at huske pa den forskellige sygdomsopfat-
telse - det kan jo for eksempel ikke nytte noget at sperge en
healer, hvad hun bruger til at behandle depression, for det er
ikke en sygdom hun kender.

Men hun behandler tilstande, som falder ind under depressi-

NATURLIGE LYKKEPILLER

For nyligt blev anvendelsen af en lille sydafrikansk saftplante, Sceletium tortuosum, patenteret. Planten har veeret brugt i artu-
sinder af buskmeend af San-folket til at blive i bedre humgr og til at deempe angst og stress.

Det blev fundet, at planten indeholder et alkaloid, som blokerer for optagelsen af signalstoffet serotonin i hjernen, hvilket er
den samme virkningsmekanisme som i lykkepiller, der bruges mod depression.
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Figuren viser, hvordan den moderne
lsegemiddelforskning kan fa gavn af
traditionelle healeres viden om me-

dincinplanter — og omvendt

P

Neuroreceptor
assays

Traditionelle healere
Viden om medicinplanter

Medicinplanter

Fraktioner med
aktive indholdsstoffer

on i vestlig forstand, og den information er vigtig at fa. Med
i databasen kommer ogsa planter med "magiske" evner. En
plante med en steerk psykoaktiv virkning vil sandsynligvis
forekomme en traditionel befolkning at have magiske egen-
skaber.

Pa baggrund af de etnofarmakologiske data bliver planterne
inddelt i grupper, som bruges til behandling af forskellige syg-
domme, for derefter at blive undersegt i laboratorieforseg,
hvor ekstrakter af planterne bliver testet for deres aktivitet pa
forskellige receptorer pa nervecellerne i hjernen. Forsegene
udfgres pa homogeniserede rottehjerner fra aflivede dyr.

P& denne made kan vi finde frem til de planter, der har den

Weso0otas il

Nye
ledestrukturer

bedste aktivitet, sa man kan arbejde videre med netop disse
planter. Ved at kombinere isoleringen og oprensningen af stof-
fer i planteekstrakterne med testning pa hjernereceptorer kan
man finde de aktive stoffer. Habet er at finde nye stoffer, der
kan bruges som ledestrukturer til at udvikle nye lsegemidler.

VIDEN RETUR TIL HEALERE

medicin skal forbedres og effektiviseres.

Det er meget vigtigt, at den direkte information om virkningen af medicinplanterne kommer tilbage til brugerne, altsa de tra-
ditionelle healere og deres patienter. Det er ngdvendigt at vide bade hvad der virker, og hvad der ikke virker, hvis traditionel
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Leegemiddel mod

prostataRreeft

Med udgangspunkt i en gammel legeplante samarbej-
der en gruppe ved Danmarks Farmaceutiske Hgjskole
med Johns Hopkins Oncology Center om at udvikle et
laegemiddel mod prostatakraeft, der for tiden ikke kan
helbredes, hvis kraeften har bredt sig. 1 gjeblikket
afproves et meget lovende stof.

Af Sgren Brggger Christensen, Carsten Milter Jakobsen,
John T. Isaacs og Samuel R. Denmeade

Prostatakraeft dreeber hvert ar et stort antal meend i den
vestlige verden. En typisk prostatakreeftknude indeholder to
celletyper. Den ene type kraeftceller kan uskadeliggeres med
medicin, men den anden celletype er ufglsom over for
behandlingen. Disse celler vokser desuden meget langsomt,
hvorfor det er sveert at sla dem ihjel ved kemoterapi, idet
konventionel kemoterapi udnytter, at de fleste kreeftceller
vokser meget hurtigt. Ny forskning pa DFH og Johns Hopkins
Oncology Center i USA giver imidlertid hab om, at det kan
blive muligt at uskadelig-
gore de langsomt voksende
kreeftceller i prostatakraeft.

Giftig gulerod

Det nye og lovende laege-
middel stammer fra skaerm-
planten Thapsia garganica,
der vokser som ukrudt i
mange middelhavslande.
Planten har ikke noget
dansk navn, men pa arabisk
kaldes den giftig gulerod.
Plantens giftige egenska-
ber har veeret kendt i artu-
sinder. Alle-rede botanik-
kens fader Theophrastos,
som levede mellem 372 og
287 f.Kr., beskrev de hudir-
riterende egenskaber af
plantens saft.

Til trods for den tusind-
arige anvendelse af plan-
ten var det forst midt i
1970’erne, at en gruppe
ved Danmarks Farmaceu-
tiske Hojskole som de forste
isolerede de hudirriterende
indholdsstoffer og opklare-
de deres struktur. Det domi-
nerende stof blev kaldt
thapsigargin.

Virkningsmekanismen

Biokemiske studier har vist, at thapsigargins eneste effekt er,
at det standser en pumpe, der regulerer koncentrationen af
calciumioner inde i cellerne. Calciumioner har en meget vig-
tig funktion som regulator af en reekke funktioner, heri-
blandt udskillelse af signalstoffer.

Nar thapsigargin slukker for pumpen, stiger koncentrationen
af calciumioner i celleveesken og udskillelsen af signalstoffet
histamin eges, hvilket fremkalder bleerer og irritation af
huden. Det forklarer thapsigargins og dermed plantens hud-
irriterende effekt.

P& lidt leengere sigt far den e@gede calciumionkoncentration
cellen til at bega selvmord. Alle celler er programmeret til at
bega selvmord, hvis de modtager serlige signaler. Da
udlgsningen af selvmord er uafthaengig af, hvor hurtigt cellen
deler sig, er thapsigargin et stof, der kan dreebe alle celler,
ogsa de meget langsomt voksende prostatakreeftceller.
Netop thapsigargins brede virkning har indtil nu veeret stof-
fets begreensning som leegemiddel, for hvordan kan man
opna, at thapsigargin kun slar prostatakreeftceller ihjel uden
at dreebe organismens ovrige celler?

En kugle med navn pa

Noglen til at malrette thapsigargin er et enzym (PSA), som pro-
stataceller udskiller. Enzymet regulerer, hvor tyktflydende
saedvaesken er. Proteiner i blodet inaktiverer enzymet, sa det
kun er virksomt i umiddelbar naerhed af de celler, som udskil-
ler det.

Enzymet regulerer saedveeskens egenskaber ved at spalte
nogle proteiner. Disse proteiner har en meget seerpraeget
opbygning, og kun neert besleegtede proteiner kan blive
spaltet af enzymet.

Som naevnt virker thapsigargin ved at standse en pumpe,
der findes inde i cellerne. Ved at knytte thapsigargin til et
protein fremkommer der et stof, som er for stort til at traen-
ge ind i en celle, og som derfor ikke har nogen effekt pa
raske celler. Men hvis thapsigargin bindes til et protein, der
kun kan spaltes af PSA-enzymet, opnar man, at thapsigargin
frigeres neer ved de celler, der udskiller PSA. Thapsigargin vil
derfor udelukkende treenge ind i og fremkalde selvmord i
de prostataceller, der friger enzymet.

Thapsigargins opbygning ger det imidlertid umuligt at
binde et protein til molekylet. Udfordringen bestod derfor i
at omdanne thapsigargin til en forbindelse, der ligesom
thapsigargin kan traenge ind i cellen og fremkalde selvmord,
men som ogsa kan bindes til et ensket protein. Det er nu lyk-
kedes at udvikle en forbindelse med de onskede egenska-
ber: Stoffet spaltes af PSA, og spaltningsproduktet traenger
ind i cellerne, hvor det far cellen til at bega selvmord.
Stoffet er blevet afprovet i dyreforseg. Her fik nogle mus
indpodet bade prostatakreeftceller og en anden type kreeft-
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A: Normalt holder SERCA-pumpen (SP) koncentrationen af calciumioner (gule prikker) lav i cellevaesken ved at pumpe ionerne ind i
intracelluleere calciumionlagre (ER). B: Hvis pumpen blokeres f.eks. med thapsigargin (TG), siver calciumionerne ud af lagrene.
Samtidigt dbnes en kanal i cellemembranen (PK), og calciumioner strammer ind fra veesken uden for cellen. Det medfgrer en usaed-
vanligt hgj koncentration i celleveesken. En pumpe i cellemembranen (PP) forsgger at fjerne calcium-ionerne. Resultatet er en
reekke ukontrollerede reaktioner i cellen; til sidst programmeret selvmord.

celler, der ikke frigar PSA. Derefter blev musene behandlet
med den fremstillede forbindelse.

Til vores store tilfredshed skete der en markant reduktion i
prostatakraeftknuderne, hvorimod den anden kraeftform
uhammet voksede videre. De meget opmuntrende resulta-
ter giver god grund til at fortsaette projektet.

I skranken pa apoteket?

Til trods for at projektet har fort frem til meget lovende muli-
ge laegemidler, bor det understreges, at der stadig er meget
lang vej, for vi har et leegemiddel. Endnu er stoffet kun
afprovet i sma mus. Selv om det ogsa viser sig meget loven-

de i storre dyr, vil den ultimative prove veere, om stoffet er
virksomt i mennesker og ikke medferer alt for store bivirk-
ninger.

Der kan veere adskillige faldgruber, inden vi nar sa langt.
Men nar det er sagt, skal der ikke vaere tvivl om, at de meget
lovende resultater i gjeblikket gor os meget optimistiske.

Et meget spaendende aspekt ved projektet er, at thapsigar-
gin draeber alle celler, uanset hvor hurtigt de deler sig.
Mange kreeftformer har ligesom prostatakreeft unikke egen-
skaber, der gor, at thapsigargin i princippet ber kunne malret-
tes mod en raekke forskellige kraeftformer.
Prostatakraeftceller udskiller PSA, andre kraeftceller udskiller
andre enzymer med andre egenskaber og
endelig har nogle typer kraeftceller seerlige pro-
teiner bundet til overfladen. Alle disse egenska-
ber giver spaendende muligheder, som bor
undersgges.

Moralen kan meget vel vise sig at veere, at en
tusindarig gammel viden om planter i kombina-
tion med moderne forskningsmetoder og eks-
pertise kan fere frem til nye leegemidler, der
kan behandle sygdomme, som lsegevidenska-
ben i dag er magteslos overfor.

Det lovende middel mod prostatakreeft er et pro-
tein, som er bundet til en variant af plantegiften
thapsigargin (HSSKLQC=ONHTG). Forbindelsen
spaltes af enzymet PSA i umiddelbar naerhed af de
PSA-friggrende prostatakreeftceller (KC), hvorefter
thapsigargin (TG) treenger ind i cellerne og frem-
kalder selvmord. | blodbanen (BK), som ses til ven-
stre, inaktiveres PSA. Derfor spaltes laegemiddel-
stoffet ikke, og thapsigargin frigives ikke i blodet.
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Peprider smugler lcegemidler

gennem tarmouyeggen

Sma proteinstumper, der ligner nedbrudt fade, kan frag-
te leegemiddelstoffer gennem tarmvaeggen og ud i blo-
det. Forseg med et antiviralt middel tegner lovende.

Af Anne Engelbrecht Thomsen, Carsten Uhd Nielsen, Birger
Brodin, Mikael Begtrup, Sven Frgkjser og Bente Steffansen

Leegemidler kan indgives pa mange mader; tabletter, stikpiller,
cremer, injektionsveesker og inhalationsspray. | praksis anven-
des tabletter mest, og det er den form, de fleste patienter
foretraekker.

Hvordan kommer det virksomme lsegemiddelstof fra at ligge
gemt i tabletten til at virke i kroppen? Nar patienten sluger
tabletten, fores den ned i maven og videre til tyndtarmen.
Undervejs falder tabletten fra hinanden, og leegemiddelstoffet
oplgses i tarmvaesken. Fra tyndtarmen skal stoffet passere igen-
nem tarmveeggen for na ud i blodet, som fordeler leegemid-
delstoffet videre rundt i kroppen, hvor det udgver sin virkning.
Mange lsegemiddelstoffer har imidlertid sveert ved at treen-
ge gennem tarmvaeggen, og den darlige passage sveekker
leegemidlets virkning. Et eksempel er Aciclovir, som bruges til
behandling af bl.a. herpesvirus.

Nar patienter indtager Aciclovir som tabletter, er det kun 15-
20 procent af laeegemiddelstoffet, der passerer tarmvaeggen
og nar over i blodet. Den lille meengde leegemiddelstof, som
bliver tilgeengeligt i blodet, gor det sveert at behandle
seerligt hardfere virusstammer. Og hvis man prover at lose
problemet ved at give patienten flere tabletter, kan det ofte
medfere ugnskede bivirkninger.

Hvordan kan Aciclovirs passage igennem tarmvaeggen for-

Tarmien

Lille Mangde

bedres? En mulighed er at forkleede lsegemiddelstoffet som
et naeringsstof, et lille peptid, og udnytte kroppens naturlige
optagelsesmekanisme. Cellerne i tyndtarmens veeg indehol-
der nemlig transporterer, som fragter naeringsstoffer fra
foden gennem tarmvaeggen og ud i blodet, sa kroppen kan
udnytte neeringen.

Transporter for peptider

Oprindeligt mente man, at alt protein i feden forst skulle
nedbrydes til proteinernes byggesten, aminosyrer, for at
blive transporteret gennem tarmveaeggen.

Men nyere forskning har vist, at op mod halvdelen af fodens
indhold af proteiner optages som kaeder pa to eller tre
aminosyrers leengde. Optagelsen sker ved hjeelp af transpor-
toren hPepT1, der sidder i tyndtarmscellernes membraner pa
den side af cellerne, som vender ud mod tarmen.

De sma kaeder kaldes for dipeptider og tripeptider. Da der fra
naturens hand findes 20 forskellige aminosyrer giver dette
400 mulige naturlige dipeptider og 8000 mulige tripeptider.
Det store antal viser, at peptidtransporteren ma vaere for-
holdsvis uspecifik, sa den kan transportere stoffer med
meget forskellige, men dog peptidlignende strukturer gen-
nem tarmvaeggen.

Det har da ogsa vist sig, at en raekke laegemiddelstoffer gen-
kendes af peptidtransportgren. Det drejer sig om forskellige
former for antibiotika, visse antivirale og blodtryksseenkende
midler samt kraeftlaegemidler, der alle genkendes og trans-
porteres gennem tarmveeggen, fordi deres strukturer minder
om sma peptider.

Peptidtransporteren har saledes et stort potentiale for at

Tarmeelle og blod

~ )

0 ) «

Kun sma maengder Aciclovir passerer tarmvaeggen, og derfor er det sveert at bekaempe hardfgre virus. Men nér Aciclovir kobles sam-
men med et passende dipeptid, dannes et prodrug, som fragtes gennem tarmvaeggen af peptidtransportgren hPepT1. Derpa fraspal-
tes Aciclovir i tarmcellen eller i blodet. P4 den made @ges maengden af Aciclovir i blodet.
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Forsag i laboratoriet: Celler fra cellelinien Caco-2 bruges som en
model for de celler i tyndtarmen, som prodruget skal sende
laegemiddelstoffet igennem.

hjeelpe leegemiddelstoffer til at passere fra tarmen og ind i
tarmcellerne og videre ud i blodet. P4 den made kan man
oge den andel af leegemiddelstof, som nar ud i blodet ved en
given dosering. Opgaven for forskningen er derfor at for-
soge at udnytte denne naturlige mekanisme.

Prodrugs af laegemidler

I gruppen arbejder vi med at koble leegemiddelstoffer til et
dipeptid, som i forvejen genkendes og transporteres af
hPepT1. Herved har man dannet et prodrug af leegemidlet.
Hensigten er, at transporteren skal kunne acceptere prodrug-
et og hjeelpe leegemiddelstoffer ind i cellen.

Vi har koblet Aciclovir til forskellige dipeptider, og to nye
prodrugs er blevet undersogt i cellekulturer.

Konceptet skal helst ikke kun virke med Aciclovir, men ogsa
med andre laegemiddelstoffer, hvis virkning er begraenset af
en ringe evne til at treenge gennem tarmvaeggen.

Frigivelse af laegemiddelstof

Nar Aciclovir er koblet til et dipeptid, har leegemiddelstoffet
ingen biologisk virkning, og derfor er det essentielt, at prod-
ruget bliver spaltet efter optagelse i blodet, sa Aciclovir bli-
ver frigivet. Til gengeeld ma prodruget ikke blive fraspaltet
under opholdet i tarmen, da frit Aciclovir ikke bliver gen-
kendt og transporteret af peptidtransporteren. Dette er lidt
af en balancegang.

Vores metode gar ud pa at udnytte forskellen i pH mellem
den gvre del af tyndtarmen og pH inde i tarmcellerne og i blo-
det. | den gvre del af tyndtarmen er pH svagt sur, mens den er
mere neutral i tarmcellerne og blodet. Prodrugene er kon-
strueret saledes, at de er robuste og ikke frigiver Aciclovir i
naevneveerdig grad ved den svagt sure pH i tyndtarmen, mens
de spaltes hurtigt ved den neutrale pH i tarmcellerne og i
blodet.

Det vil sige, at prodrugene forbliver intakte, indtil de er hjul-
pet igennem tarmcelleveeggen af transporteren, hvorefter
Aciclovir bliver frigivet til at udeve en virkning i kroppen.

&

Genkendelse af transporteren

Frigivelse af Aciclovir pa det rigtige sted er vigtig, men lige sa
vaesentligt er det, at prodrugene genkendes og tranporteres
af transportgren.

Dette kan undersgges ved hjaelp af en cellelinie (Caco-2), som
oprindeligt stammer fra en patient med tyktarmskraeft.
Cellerne kan dyrkes i laboratoriet og har egenskaber, der
minder om cellerne i tyndtarmen, og de indeholder ogsa
peptidtransportaeren.

De forelgbige undersogelser viser, at den ene af de to frem-
stillede prodrugs bliver genkendt af transporteren, mens den
anden ikke bliver genkendt. Det prodrug, som genkendes, er
baseret pa et dipeptid med aminosyrerne L-glutaminsyre og
sarcosin. De forelgbige resultater indikerer saledes, at dette
prodrug vil kunne hjeelpe Aciclovir igennem tarmvaeggen.
Det er dog ikke tilstraekkeligt, at peptidtransporteren gen-
kender prodruget. Det skal ogsa aktivt kunne transportere
dent. Fremtidig forskning vil derfor veere rettet mod at
undersege om transportgren rent faktisk kan transportere
prodruget gennem tarmcellerne og ud i blodet.

w
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Prodrugs bestar af et laegemiddelstof, som er tilkoblet et mid-
lertidigt transportstof. Prodrugs har ingen biologisk virkning.
Prodrugs bringer lsegemiddelstoffet hen til virkningsstedet i
kroppen.

Her skal lsegemiddelstoffet frigives, sa det kan udgve sin bio-
logiske virkning.

Transportstoffet har udspillet sin rolle. Stoffet er uskadeligt
og nedbrydes i kroppen.
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Forbedret terapt ved
endring af legemiddelstoffets form

Medicinindustrien har et stort behov for at kunne at
manipulere med legemidlers opleselighed. | tabletter er
opleseligheden ofte afgorende for laegemiddelstoffets
evne til at komme ud i blodet, og i depotleegemidler
bestemmer oplgseligheden virkningens varighed.
Rationelt design af laegemiddelstoffers oploselighed er
vejen frem.

Af Helle Brgndsted, Susan Weng Larsen, Henrik Parshad,
Anders Bach Nielsen og Claus Selch Larsen

Medicinindustrien fremstiller arligt et stort antal potentielle
leegemiddelstoffer, som har stor effekt ved virkningsstedet.
Desvaerre bliver mange af stofferne aldrig udviklet til leege-
midler, fordi de ikke evner at na frem til den del af kroppen,
hvor de skal virke.

Problemet geelder ikke mindst for leegemiddelstoffer, som
skal bruges i tabletter. Mange lovende kandidater ma opgi-
ves, fordi de oplases for darligt eller for langsomt i tarm-
vaesken. Det er nemlig en forudseetning for transporten fra
mave-tarmkanalen over i blodbanen, at lsegemiddelstoffet
er oplest i tarmsaften.

Den ringe vandoplaselighed skyldes ofte, at leegemiddelstof-
ferne har en krystalstruktur, hvor molekylerne pakker sig
meget tet sammen. Derfor er tiltraekningskraften mellem
molekylerne i krystallen sa stor, at de kemiske bindinger mel-
lem dem er vanskelige at bryde for vandet.

@get vandoploselighed

Ved - pa kontrolleret vis — at lave
uorden i krystallen kan man opn3,
at molekylerne ikke pakker sa
effektivt, og det forer ofte til en oget
vandoplgselighed. En sadan uorden i
pakningsmenstret kan frembringes ved at
seette en kemisk gruppe pa leegemiddel-
stoffet. Nar vandmolekylerne er traengt
ind i krystallen og har oplest leegemiddel-

stoffet, fraspaltes den pasatte gruppe.
Mange laegemiddelstoffer indeholder en
tertiser amin. Desveerre er mange aminer sa
tungtopleselige i vand, at de ikke kan

- ‘I"

komme ud i blodet i tilstreekkelig maengde efter indtagelse i
en tablet. Anvendelsen af stofferne kompliceres yderligere
af, at deres opleselighed varierer med tarmsaftens surheds-
grad, hvilket gor det sveert at beregne en passende dosering.
For at lose problemet har vi sat kemiske grupper pa terticere
aminer, sa de far en permanent ladning. P4 den made har vi
opnaet, at laegemiddelstoffernes opleselighed er blevet min-
dre afheengig af surhedsgraden i tarmvaesken.

Vi undersgger nu, hvordan opleseligheden pavirkes af de
pasatte grupper, samt hvor hurtigt de bliver fraspaltet i
mave-tarmsaften ved hjeelp af enzymer. Den tungtopleselige
amin vil muligvis blive udfeeldet i tarmsaften som meget fine
partikler, hvilket sikrer en hurtigere oplgsningshastighed.

Depotlaegemidler med forleenget effekt

Selv om tabletter eller kapsler er den mest bekvemme made
at indtage leegemidler pa, er det i nogle sammenhange ngd-
vendigt at injicere leegemiddelstoffet. Dette geelder bl.a. for
insulin, der anvendes til behandling af sukkersyge.

Hvis behandlingen streekker sig over en leengere periode, er
det ofte hensigtsmaessigt at anvende injektionspreeparater
med langtidsvirkning. Her indsprojtes depotleegemidlet
typisk i en muskel eller ind under huden, hvorfra det virk-
somme stof langsomt frigeres. Oliedepoter til injektion har
vaeret anvendt i mange ar ved behandling af skizofreni og til
indgift af steroidhormoner, hvor en enkelt injektion kan
veere virksom i op til en maned.

Hastigheden, hvormed leegemiddelstoffet frigeres fra olien,
og dermed virkningens varighed haenger bl.a. sammen med
stoffets opleselighed i olien. Jo mere olieopleseligt stoffet er,
jo mindre villigt er det til at forlade olien, og jo leengere tid
gar der, for depotet er tomt.

Her er det muligt at koble kemiske grupper med varierende
grader af olieoplaselighed til leegemiddelstoffet og pa den
made styre afgiften af stoffet. Sterstedelen af de klinisk
anvendte oliedepoter til injektion er baseret pa dette princip.
| forbindelse med design af depotinjektioner af sma peptid-
lignende stoffer undersgger vi metoder til at ege opleselig-
heden af meget poleere stoffer i injicerbare olier. Det sker
gennem en kombination af to strategier. For det forste kob-
les leegemiddelstoffet sammen med et fedtopleseligt stof,
som medferer langsommere afgift fra olien. For det andet er

: FRIGIVELSE FRA DEPOTPRAPARATER

Vi bruger en roterende dialysecelle (billedet) til at undersage, hvordan forskellige faktorer pavirker frigivel-
sen af laegemiddelstoffer fra depotpreeparater.

Cellen er cylinderformet og opbygget af en dialysemembran. Depotpraeparatet placeres i cellen, som deref-
ter seenkes ned i en vandig veeske og bringes i rotation. Efterhdnden som laegemiddelstoffet oplgses, vil det
sive ud i vaesken, hvori stoftilgangen méles som funktion af tiden, indtil der har indstillet sig en ligeveegt.
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Den gverste figur viser prodrug-
princippet. En prodrug bestar af et
laegemiddelstof og et transport-
stof, og det er inaktivt i sig selv.
Efter indgift i organismen gendan-
nes det virksomme laegemiddelstof
ved fraspaltning af den pasatte
kemiske gruppe. Den nederste
figur viser princippet i saltdannelse.
Her danner et positivt ladet leege-
middelstof et salt med en negativt
ladet ion eller omvendt. Saltet
opleses pa virkningsstedet, hvorved
laegemiddelstoffet frigives.

det muligt at danne et salt mellem det modificerede laege-
middelstof, som er elektrisk ladet og et fedtopleseligt stof
med modsat elektrisk ladning. Derved forventer vi, at olieop-
leseligheden oges yderligere.

doser er ngdvendige, fordi kun en brgkdel af det indtagne
stof nar frem til det opererede led. Behandling med NSAID-
stoffer er forbundet med bivirkninger, hvis frekvens stiger
med stigende doser.

Dét kan abne mulighe-
der for at anvende olie-
depoter til injektion af
peptider og peptidlig-
nende stoffer. Peptider
er mindre dele af pro-
teiner, hvoraf mange
har en farmakologisk
virkning.

Medicin efter en
ledoperation
Depoteffekt kan ogsa
opnas ved indsprojt-
ning af meget fine faste
partikler af et leegemid-
delstof opslemmet i en
passende vaeske.

Den slags praeparater
omfatter bl.a. steroider,
der indsprojtes i knaeled
hos gigtplagede patien-
ter for at mildne smer-
ten ved sygdommen.
Virkningens varighed
er i grove traek propor-
tional med den hastig-
hed, hvormed steroi-
dpartiklerne gar i op-
lesning i ledvaesken.
Som tommelfingerre-
gel geelder, at jo tunge-
re opleseligt et stof er,
jo langsommere gar
det i oplegsning, og jo
leengere virker depot-
leegemidlet.

Efter en ledoperation
far patienten en smer-
tebehandling, som nor-
malt bestar af en ind-
sprojtning af et lokal-
bedovelsesmiddel i led-

vaesken lige efter operationen. Injektionen virker kun i 4-6
timer, og derfor skal patienten desuden i 2-3 dage tage tab-
letter, som indeholder store doser af et betaendelseshaem-
mende og smertestillende la&egemiddel af NSAID-typen. Store

Skematisk illustration af et led. Et salt, som injiceres ind i ledhu-
len, gar i oplgsning (angivet med hastighedskonstanten kopi)-
Dernaest diffunderer komponenterne over i blodkarrene (angivet
med hastighedskonstanterne kp;,q). For at opna en forlaenget
virkning lokalt i kneeet er det vigtigt, at saltet forbliver sa leenge
som muligt i ledhulen.

Ved smertebehandling
efter en ledoperation er
der behov for praepara-
ter, som virker i mindst
24 timer, sa patienten
kan hjemsendes uden
smerter - i modsaetning
til i dag, hvor han eller
hun sendes hjem med et
glas smertestillende tab-
letter. En yderligere for-
del ved effektiv smerte-
behandling vil veere, at
patienten med det
samme kan bevaege sig,
hvilket fremskynder hel-
bredelsen.

Vi har dannet salte mel-
lem et lokalbedovel-
sesmiddel og et NSAID-
stof, og saltene er tungt-
opleselige i vand. Vi
undersgger nu, om salte-
ne kan danne grundlag
for udvikling af depot-
leegemidler til injektion i
kneeleddet. Hvis det lyk-
kes, opnar man bade en
leengerevarende virkning
af lokalbedgvelsesmidlet,
samt at NSAID-stoffet
injiceres pa virkningsste-
det og derfor kun skal
indgives i en relativ lille
maengde.

Vi fokuserer pa teknolo-
gier til frembringelse af
praeparater, hvor saltet
er oplost i et veevsven-
ligt organisk oplasnings-
middel. Efter injektio-
nen bevirker kontakten
med ledvaesken, at sal-

tet feelder ud, hvorefter laegemiddelstoffet frigives pa
injektionsstedet. Varigheden af virkningen er primaert
bestemt af, hvor hurtigt saltet gar i oplesning i og efter-
folgende transporteres ud af ledvaesken.
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Nye legemiddelstoffer skreeddersys

til at passe ind 1 receptorproteiner

Mange leegemidler virker ved at binde sig til receptorer i
kroppen, og leegemiddelstofferne skal passe ind i recep-
torerne som hand i handske. Vi har bestemt flere struk-
turer af en af nervecellernes receptorer og pa baggrund
heraf syntetiseret nye potentielle laegemiddelstoffer.

Af Tommy N. Johansen, Jette S. Kastrup
og Jeremy R. Greenwood

Udviklingen af et nyt leegemiddel til behandling af en
given sygdom tager ofte sit udspring i kendskabet til en
kemisk forbindelse, som har nogle enskede farmakologiske
egenskaber. En sadan ledestruktur er sjeeldent det perfek-
te leegemiddelstof, sa medicinalkemikere samarbejder nor-
malt med farmakologer om at eendre den kemiske struktur
for at fremstille beslaegtede stoffer, som har en tilpas

opleselighed, eller som er mere potente eller selektivt vir-

kende.
K | Som inspiration i designfasen har medici-
lonkana nalkemikerne tidligere iseer brugt
Na+ Ca2+ deres erfaring, intuition og

viden fra udvikling af be-
sleegtede laegemidler.
Alligevel har det
ofte veeret ned-
vendigt at synte-
tisere og karak-
terisere et stort
antal stoffer for

at opna en til-
streekkelig for-

Underenhed

Ekstracelluleert

apo: ionkanal lukket

med Glu: ionkanal aben

COMPUTERFORS@G REDUCERER MANGDEN AF MODELSTOFFER

Computergrafik og computerberegninger ud fra strukturen af et receptorprotein er nyttige i forbindelse med udveelgelsen af de
modelstoffer, der skal fremstilles for at opklare sammenhaengen mellem struktur og virkning.
Ved omhyggelig udveelgelse af relevante forbindelser reduceres det antal stoffer, der er behov for at syntetisere.

staelse af sammenhangen mellem struktur og virkning.
Denne indledende fase af udviklingsprocessen er dyr og tids-
kraevende. Derfor er det enskeligt set fra lsegemiddelindu-
striens synspunkt at gare processen sa kort som muligt, sa det nye
leegemiddel hurtigt kan komme pa markedet.

| et forsog pa at opna et mere malrettet design af nye potentielle
leegemiddelstoffer, inddrager medicinalkemikerne nu i stigende grad
viden om proteiners tredimensionelle strukturer. Proteiner er meget
vigtige i leegemiddelsammenhaeng, fordi langt de fleste leegemidler
udever deres farmakologiske effekt ved at pavirke forskellige protei-
ner i kroppen, sasom enzymer eller receptorer i cellemembraner.
Proteiner er store molekyler og har ofte en meget kompliceret
rumlig opbygning. Ved hjeelp af rentgenkrystallografi kan pro-
teinets atomare opbygning og dets tredimensionelle facon
bestemmes. Metoden forudseetter, at man ferst danner en kry-
stal, som bestar af milliarder af proteinmolekyler.

Krystallografi og computerkemi

Gennem de seneste ar har den proteinkrystallografiske gruppe ved
Institut for Medicinalkemi opnaet banebrydende resultater inden
for strukturbestemmelse af nogle af de receptorer, som pavirkes af
glutaminsyre; hjernens vigtigste stimulerende signalstof.
Receptorerne er proteiner, som er indbygget i nervecellernes celle-
membraner, og pa grund af forankringen er de meget vanskelige at
krystallisere. Derfor har vi valgt kun at krystallisere den del af recep-
toren, der binder glutaminsyre. Det er lykkedes at bestemme flere
rentgenstrukturer, hvor denne minireceptor enten er krystalliseret
sammen med et stof, som stimulerer receptoren, eller med et stof,
som blokerer den.

Ved hjeelp af computere er det muligt for kemikere ved
Instituttet at placere forskellige laegemiddelstoffer i receptor-

F Tegningen viser en jonotrop glutaminsyrereceptor, som bestar af fire naertbeslaegtede under-
. . enheder. | den forreste underenhed er proteinets formodede forankring i cellemembranen
vist i r@d farve. Den grgnne del af receptoren forestiller den del af receptorproteinet, som
binder signalstoffet glutaminsyre, og som det er lykkedes at krystallisere. Til venstre ses
receptorstrukturen, nar der ikke er bundet et stof til receptoren (apo), og ionkanalen derfor
er lukket. Nar et stimulerende stof som glutaminsyre (Glu) bindes til receptoren, sker der en
konformationsaendring af receptorstrukturen — proteinet sluttes taet sammen omkring stof-
fet. £ndringen medfgrer dbning af den tilhgrende ionkanal i cellemembranen, hvorved der
sker en depolarisering af nervecellen. Binding af et blokerende stof til receptoren forhindrer
proteinet i at eendre konformationen.
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Stoffer med stigende grad af selektivitet: Glutaminsyre stimulerer alle typer af glutaminsyrereceptorer. AMPA stimulerer selektivt
den gruppe af glutaminsyrereceptorer, der kaldes AMPA-receptorer. (S)- og (R)-TPDA vil sandsynligvis kunne videreudvikles til stoffer,

som selektivt stimulerer bestemte undertyper af AMPA-receptorer.

strukturen. Sa justeres lsegemiddelstoffets tredimensionelle
facon og dets rumlige placering, indtil det nye stof passer bedst
muligt ind i receptoren.

Derefter kan man identificere vekselvirkningerne mellem
receptoren og laegemiddelstoffet. Et stort antal positive veksel-
virkninger, som for eksempel brintbindinger og saltbroer, er
nedvendige for en kraftig binding til receptoren, mens negati-
ve vekselvirkninger, som en for stor afstand mellem stoffet og
receptoren, betyder, at forbindelsen kun forventes at binde
svagt til receptoren.

Selektivitet pa molekylaert plan

Rentgenstrukturerne kombineres med computerkemiske studier,
og det har pa det seneste skabt en vaesentligt bedre forstaelse af
den observerede farmakologiske aktivitet af nogle af de stoffer,
der er syntetiseret ved Institut for Medicinalkemi.

Flere sygdomme i hjernen vil muligvis kunne behandles med
leegemiddelstoffer, som selektivt stimulerer eller blokerer
bestemte undertyper af receptorer for glutaminsyre. Pa den bag-
grund har kemikere ved Instituttet taget udgangspunkt i struk-
turen af glutaminsyre og erstattet en syregruppe i den ene ende
af molekylet med en seerlig femleddet ring.

Et resultat er forbindelsen TDPA, som findes i to spejlbilled-
former, der kemisk set er ens, men rumligt set er forskellige pa
samme made som hgjre og venstre hand. Vi har fremstillet
begge spejlbilledformer, som kaldes (S)- og (R)-TDPA, og fun-
det, at de begge stimulerer receptorer for glutaminsyre. Men
i modsaetning til glutaminsyre, der aktiverer alle typer af glu-
taminsyrereceptorer, stimulerer (S)- og (R)-TDPA udelukkende

RONTGENKRYSTALLOGRAFI VISER PROTEINERS STRUKTUR

Rentgenkrystallografi er en meget vigtig metode til at opklare, hvordan et protein er

opbygget atom for atom i tre dimensioner.

Inden eksperimentet skal der fremstilles krystaller af proteinet, hvilket ofte er en
meget vanskelig opgave. Sa sendes en kraftig rentgenstrdle gennem proteinkry-
stallen. Stralen spredes nu af atomernes elektroner i krystallen og danner et
spredningsmanster, der viser atomernes art og placering i proteinet.
Rentgenkrystallografien giver medicinalkemikeren yderst relevante informatio-
ner, men der er stadig tale om en model af den virkelige verden. | kroppen
bevaeger proteiner sig, ndr de vekselvirker med signalstoffer eller leegemidler,

hvorimod rentgenkrystallografien giver statiske billeder.

Begraensningerne kan veere kritiske, men ved at kombinere rentgenkrystallografi-
en med computerberegninger og andre teknikker er det muligt at danne sig et

mere dynamisk billede af proteinet.

Til hgjre ses et spredningsmenster af minireceptoren for glutaminsyre krystalliseret
sammen med et stimulerende stof. Udfra spredningsmgnstret er det lykkedes at

beregne receptorens tredimensionelle struktur.

den gruppe af receptorer, der kaldes AMPA-receptorer.

Det er ikke sveert at forestille sig, at (S)-TDPA og glutaminsyre
besidder besleegtede farmakologiske aktiviteter, fordi begge for-
bindelser har den samme rumlige opbygning omkring aminosy-
redelen. Derimod var det ikke umiddelbart muligt at komme
med en forklaring p3, at (R)-TDPA, der har den modsatte rumli-
ge orientering af aminosyredelen, besidder en lignende aktivitet.
Tidligere studier har vist, at AMPA-receptorerne normalt ikke
aktiveres af kemiske forbindelser, der har samme rumlige facon
omkring aminosyredelen som (R)-TDPA, og det er ikke set for, at
to spejlbilledformer er lige potente.

Her har computerkemiske beregninger vist, at (R)-TDPA pa trods
af sin opbygning med lethed kan antage en rumlig facon, der
passer godt ind i receptorproteinet.

Mere selektive stoffer

En sammenligning af den forventede bindingsmade for (R)- og (S)-
TDPA har vist, at (R)-TDPA tilsyneladende har bedre mulighed for at
indga i teette brintbindinger med receptorproteinet i et bestemt
omrade af bindingslommen, som indeholder aminosyren tyrosin.
Denne aminosyre er seerlig interessant, fordi den kun findes i to ud
af fire undertyper af AMPA-receptoren, hvorimod den i de to reste-
rende undertyper er erstattet med den beslaegtede aminosyre phe-
nylalanin, som ikke har de samme brintbindende egenskaber.
Forskellen betyder, at (R)-TDPA ma forventes at binde bedre til de
to undertyper, der indeholder denne tyrosin, end til de to andre.
Ved at designe forbindelser, der danner steerke brintbindinger til
eksempelvis tyrosin, skulle det veere muligt malrettet at udvikle
endnu mere selektivt virkende laegemiddelstoffer.
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Krystallografi 1

farmaceutisk tjeneste

| jagten pa nye og bedre lzegemidler fremstilles et meget
stort antal stoffer. Det vil veere yderst vaerdifuldt at
kunne forudsige stoffernes egenskaber - allerede mens
de endnu er pa tegnebraettet. For at det kan lykkes, er
der behov for eksperimentelle data om leegemiddelstof-
fers og hjeelpestoffers krystalstrukturer.

Af Karla Frydenvang

Mange leegemiddelstoffer og hjeelpestoffer, som anvendes i
medicinindustrien, er krystallinske. Krystaller er opbygget af
milliarder af molekyler eller atomer, som har arrangeret sig i
et systematisk monster, der gentages i alle tre dimensioner i
det "uendelige".

Netop krystallers regelmaessige opbygning geor det
muligt at opklare et leegemiddelstofs tredimensionelle struk-
tur ved hjeelp af rentgenstraling. Nar en intens rgntgenstra-
le sendes gennem en krystal af stoffet, spredes stralen af ato-
mernes elektronskyer og danner et spredningsmenster.

Spredningsmenstret er ikke direkte forstaeligt, men ved
hjeelp af beregninger kan monstret omdannes til et billede af
elektronteetheden i krystallen, som igen kan omsaettes til

entydige oplysninger om molekylets atomare
opbygning, dets tredimensionelle facon,
og hvordan molekylerne i krystallen er
placeret i forhold til hinanden. Oplys-
ningerne er vigtige for flere faser af
laegemiddelforskningen.
Rentgenkrystallografiske undersegelser
kan skaffe viden om bade sma molekyler
som leegemiddelstoffer og store molekyler,
som de proteiner leegemiddelstofferne typisk
pavirker i kroppen. Vi studerer sma moleky-
ler og gennem undersggelserne opnas
information, som giver eget forstaelse af
vekselvirkninger mellem sma og store
molekyler.

Spejlbilledformer
Mange biologisk aktive forbindel-
ser er chirale. Det vil sige, at
de er forskellige fra deres
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spejlbillede. De to spejlbilledformer er kemisk ens, men rumligt
forskellige som hgjre og venstre hand.

| naturen findes oftest kun den ene spejlbilledform, f.eks.
aminosyrer og dermed proteiner, mens kemisk syntese af nye
aktive forbindelser kan give en blanding af de to former.
Ofte er det kun den ene af to spejlbilledformer, som udviser
biologisk aktivitet. | andre tilfeelde udgver den ene form
leegemiddelstoffets virkning, mens den anden form med-
forer bivirkninger. Ved design af nye mulige leegemiddelstof-
fer er det derfor vigtigt, at man kender den praecise rumlige
opbygning af den spejlbilledform, som har den gnskede virk-
ning.

Rentgenkrystallografiske metoder spiller en central rolle ved
fastlaeggelse af spejlbilledformernes tredimensionelle struk-
turer (stereokemi).

Faste stoffer

Mens metoder til fastlaeggelse af molekylers tredimensionel-
le struktur, og herunder bestemmelse af spejlbilledformers
stereokemi, er veletablerede, er der endnu ingen sikre veje
til forstaelse af faste stoffers mange andre egenskaber. Der
er et stort behov for at forsta og ultimativt forudsige faste
stoffers egenskaber, da denne viden vil have meget stor
praktisk veerdi i leegemiddelproduktionen.

Mange af de hjelpestoffer og leegemiddelstoffer, som
anvendes i den farmaceutiske industri, er faste krystallinske
stoffer. Krystallernes egenskaber, storrelse og form er vigtige
faktorer i en lang reekke processer ved fremstilling af laege-
midler sasom filtrering, granulering og komprimering.
Krystalpakningen er et kompromis mellem mange faktorer,
f.eks. molekylernes elektronfordeling, deres konformation
og fleksibilitet og deres vekselvirkninger med nabomoleky-
lerne. Molekylerne i krystallen antager ikke nedvendigvis
den energimaessigt mest favorable konformation, men det er
den konformation, som under de givne betingelser resulterer
i den mest favorable krystalpakning.

Nar man aendrer krystallisationsbetingelserne f.eks. ved
anvendelse af nye oplgsningsmidler, a&endret temperatur eller
tryk, kan det undertiden bevirke, at der dannes en krystal
med et nyt tredimensionelt monster. Ogsa urenheder kan
pavirke krystallisationen og resultere i eendret krystallisation,
og dette udnyttes undertiden.

Molekyler af det smertestillende laegemiddelstof paracetamol findes i mindst to forskelli-
ge krystalformer. Den gverste form er elastisk. Der er ikke nogle oplagte planer i krystal-
len, hvor molekylerne kan forskydes i forhold til hinanden. Resultatet er, at krystallen
opferer sig som en fjeder. De elastiske egenskaber giver problemer ved komprimering af
tabletter, og derfor ma man benytte hjaelpestoffer for at stabilisere tabletterne. Nederst
ses en anden mere plastisk og mindre stabil krystalform af paracetamol, hvor molekylerne
findes i lag. Under komprimering vil der kunne ske forskydninger mellem lagene i krystal-
pakningen, og denne krystalform kan komprimeres direkte.
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Krystalpakning

Som et eksempel kan det naevnes, at det meget anvendte smer-
testillende leegemiddelstof paracetamol findes i mindst to kry-
stalformer. Den mest stabile form af paracetamol har elastiske
egenskaber, som giver problemer ved komprimering af tablet-
ter. Ved fremstillingen ma der derfor anvendes hjeelpestoffer
for at stabilisere tabletten. De elastiske egenskaber haenger
sammen med molekylernes indbyrdes kontakter i krystallen.
Paracetamol findes ogsa som en mindre stabil form. Her er kry-
stalpakningen mere lagdelt, og det giver mere plastiske egen-
skaber, hvorved paracetamol kan komprimeres direkte uden
brug af hjeelpestoffer. Men desveerre er det vanskeligt at opna
denne form ved udkrystallisation fra en oplesning, da den er
mindre stabil. Af den grund er den elastiske form af parace-
tamol blevet anvendt i tabletter.

Forskellige krystalpakninger af et stof medfgrer altsa forskelli-
ge egenskaber. Det geelder ogsa for oploseligheden, som er
vigtig for biotilgeengeligheden af et laegemiddelstof. Denne
problemstilling er meget vigtig i farmaceutisk sammenheeng,
fordi leegemiddelstoffer skal oplgses, f.eks. i mave-tarmsaften,
for at komme ud i blodet.

Qget forstaelse af et stofs opleselighed kan man opna ved at se
pa vekselvirkninger mellem krystallens overflade og det
anvendte oplesningsmiddel. Et eksempel er vekselvirkningen
mellem vand og overfladen pa en krystal af urinstof. Her kon-
kurrerer vandmolekylerne mod kontakterne mellem urinstof-
molekyler i krystalpakningen. Kontakterne i pakningen skal
brydes, og nye kontakter til vandet skal etableres for at opna,
at urinstoffet gar i oplesning.

Simuleringer benyttes oftest til at illustrere forskelle i veksel-
virkninger pa krystaloverfladerne pa forskellige krystalformer
af samme stof. Metoderne er endnu under udvikling, og der
arbejdes ihaerdigt pa en bedre handtering af de intermoleky-
leere vekselvirkninger, som observeres i krystaller.

Databaser
Den store maengde af kendte strukturer er et vigtigt arbejds-
redskab for oget forstaelse af faste stoffers egenskaber. | dag

Nar en krystal bestrales med rantgenstraler, op-
star et spredningsmegnster, som opsamles af en
detektor. Baseret pa spredningsmgnstret kan man
beregne et billede af elektrontaetheden i krystallen, hvor-
efter molekylets atomer kan placeres. Resultatet giver enty-
dig information om molekylets opbygning, dets facon og om
foretrukne kontakter til nabomolekyler i krystalpakningen.

samles data for alle publicerede krystalstrukturer af organi-
ske og metalorganiske forbindelser i Cambridge Structural
Database (CSD). Databasen indeholdt i april 2002 omkring
255.000 strukturer - et tal der arligt vokser med ca. 20.000.
CSD kan benyttes som kilde for systematiske studier af
bestemte molekylfragmenter; hvilke konformationer anta-
ger de oftest, og hvilke kontakter til omgivelserne er fore-
trukne. Denne type af oplysninger har stor betydning bade
ved undersggelser af materialeegenskaber og ved design af
nye forbindelser, nar man f.eks. kender det sted pa recepto-
ren, som leegemiddelstoffet skal vekselvirke med.

Forudsigelser

Som led i leegemiddelforskning fremstilles et meget stort
antal forbindelser. Det ville vaere yderst veerdifuldt, safremt
man var i stand til at forudsige disse forbindelsers egenska-
ber allerede mens de var pa tegnebraettet. Men man kan
endnu ikke forudsige krystalstrukturer. Fremtraedende for-
skere sagde for ti ar siden: "Det er umuligt". Nogle siger nu:
"Det bliver maske muligt".

Mangfoldigheden af kendte strukturer har imidlertid gjort
det abenlyst, at der er visse hovedregler, som molekylerne
folger, selv om de ofte gor noget andet.

Vekselvirkningen mellem vand og overfladen af et krystallinsk
laegemiddelstof er afgerende for, om stoffet kan blive oplgst i
vandige medier. Figuren viser vekselvirkningen mellem vand og
overfladen af krystallinsk urinstof. Baseret pa rentgenstruktu-
ren af urinstof simuleres vekselvirkningen mellem vand og urin-
stof. Resultatet er et méal for den energi, som er ngdvendig for,
at krystallen kan oplgses i vandet. Jo hajere energi, jo lavere
forventes opleseligheden at veere.
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Virusproteiner

Billedet viser-fusion af museceller, som er forarsaget af en mute-
ret retrovirus. Cellerne vokser i et jaevnt lag og deres kerner er
farvet bla. Fusionen ses umiddelbart til venstre. Her er kernerne
samlet taet pa hinanden i det sammensmeltede omrade.

kan malrette lcegemudler

Proteiner fra overfladen af virus kan serge for, at laege-
midler kun indferes i de enskede celler. Samtidig kan
overfladeproteiner fra virus malrette genterapi, sa de
nye gener kun indsaettes i bestemte organer i kroppen.

Af Klaus Bahl Andersen, Anne Zedeler, Jes Hunsballe og
Rasmus Kriegel

Virus er mestre i at inficere celler og er arsag til mange syg-
domme, som det er uhyre sveert at helbrede — et eksempel er
AIDS. Men virus unikke evner kan ogsa udnyttes til at malret-
te leegemidler, sa de kun kommer ind i de celler, hvor leege-
midlet skal virke. Samtidig bruges virus i genterapi til at ind-
fore gener i kroppen.

I alle tilfaelde er det vigtigt at opklare, hvordan virus infice-
rer celler, og her spiller proteiner pa overfladen af viruspar-
tiklerne en central rolle. Proteinerne sgrger nemlig for, at
virus kommer ind cellerne.

Vi udferer forseg med en virus, der fremkalder leukeemi hos
mus. Malet er at aflure, hvordan overfladeproteinerne arbej-
der i retrovirus. Det er en vigtig gruppe virus, som bl.a.
omfatter HIV.

Musevirusen treenger ind i celler ved hjaelp af ét enkelt over-
fladeprotein. Proteinet gar tveers gennem virusmembranen;
det har en ydre del, som stikker ud fra viruspartiklen, en del,
som sidder inde i membranen, og en del, som gar ind i
viruspartiklens indre. Proteinet klgves under dannelsen af
viruspartiklen.

Infektion af celler

Nar en ny celle inficeres, binder en del af proteinet viruspar-
tiklen til cellemembranen, mens en anden del serger for, at
viruspartiklens membran smelter sammen med cellemembra-
nen, sa virus kommer ind i cellen.

Inde i cellen anbringer retrovirus sine gener i cellens egne
arveanlaeg. Sa serger cellen for, at nye viruspartikler masse-
produceres. Musevirussen indeholder generne (i form af
RNA), to overfladeproteiner, fire indre proteiner, et par enzy-
mer og en membran. De enkelte byggeklodser produceres
hver for sig, snittes til og samles til sidst til nye viruspartikler.
Overfladeproteinet fremstilles i cellens indre membraner.
Herefter transporteres proteinet til celleoverfladen, men
undervejs kloves proteinet i to dele: Bindingsdelen og fu-
sionsdelen. De to dele holdes dog stadig sammen af kemiske
bindinger.

Overfladeproteinet gar gennem cellemembranen, sa storste-
delen stikker ud, mens en mindre del stadig raekker ind i cel-
len. Derpa samles nyslaede kopier af virus arveanleeg plus de
ovrige virusproteiner pa indersiden af membranen.
Cellemembranen danner sa en beholder omkring virus, og til
sidst afsngres beholderen — en ny viruspartikel er dannet.
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| den feerdige viruspartikel tjener bindingsdelen af overfla-
deproteinet til at koble sig pa en ny veertscelle, og fusions-
delen far virusmembranen og cellemembranen til at smelte
sammen, sa viruspartiklen kan traeenge ind i veertscellen.

Lille stump med stor effekt

Fusionsdelen af overfladeproteinet har en "fjedermekanis-
me", som bringer virusmembranen og cellemembran sa teet
pa hinanden, at de smelter sammen.

Mekanismen kan forst udlgses, nar viruspartiklen er faerdig-
dannet. Hvis det skete tidligere, ville fusionsdelen fa vaerts-
cellen til at smelte sammen med nabocellen allerede ved pro-
teinets ankomst til celleoverfladen.

| den musevirus vi arbejder med, er fusionsdelen af overfla-
deproteinet beskyttet, indtil den nye viruspartikel er fiks og
feerdig og forlader cellen. Det er den stump af proteinets
fusionsdel, der stikker ind i cellen, som beskytter mod for tid-
lig membransammensmeltning. Stumpen, der kloves af i de
afsluttende faser af virusmodningen, kaldes for R-peptidet.

| mutanter, hvor klgvningen ikke sker, kan viruspartiklerne
ikke inficere nye celler, mens mutanter, der helt mangler
stumpen, far mange celler til at smelte sammen. Faktisk er
der andre virus, som spreder sig pa den made; det geelder
bl.a. nogle HIV-stammer og RS-virus, som inficerer luftvejene
hos bern.

LAGEMIDLER I LIPOSOMER

Leegemidler, som er indesluttet i liposomer, anvendes i flere
former for eksperimentel kreeftbehandling. Nogle f& leege-
midler er markedsfgrt, bl.a. medicin til behandling af kreeft
hos AIDS-patienter samt til behandling af kreeft i eeggestok-
kene hos kvinder.

R-peptidet er opbygget af 14-21 aminosyrer, og vi arbejder
med at undersoge, hvilken rolle typen og reekkefelgen af
peptidets aminosyrer spiller i museleukaemivirussen (MoMLV).
Sammenligninger med andre retrovirus, som inficerer mus,
har vist, at de ti aminosyrer, der er neermest membranen,
ikke varierer meget, og det tyder pa, at de er vigtige for
funktionen. Derimod varierer de yderste aminosyrer meget,
og det antyder, at deres funktion er mindre vaesentlig.

Hvordan virker stumpen?

Hvordan kan fraklevning af proteinstumpen kontrollere
aktiviteten af fusionsdelen af proteinet? Vi har tidligere fun-
det, at en fedtsyre, som er bundet til R-peptidet, muligvis kan
fastlase fusionsdelen i membranen, sa fjedermekanismen
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af proteiner pa overfladen. @verst ses en inficeret celle.
enes ved cellens membran (A-D). Derpa omsluttes de af
tikler (E-H). Nederst inficerer virus en ny celle. Her far

til at smelte sammen. P& den made kommer virus ind i
cellen (I-K).

Membranomspundne virus traenger ind i celler ved hjeelp
Byggestenene til nye viruspartikler dannes i cellen og for-
cellemembranen og bliver afsngret som feerdige viruspar-

overfladeproteiner virusmembranen og cellemembranen

Sammensmeltning af virusmembranen og cellemembranen: Fgrst binder over-
su fladeproteinets bindingsdel (SU) sig til en receptor pa overfladen af cellemem-
branen (A). Sa gar fusionsdelen (TM) ind i membranen pa veertscellen (B) og
treekker virusmembranen og cellemembranen sammen (C). Derpa smelter de to
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=
membraner sammen (D).
Celle/virus . .
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™ =S5/ sy tilTM og SU i cellen
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Pa vejen ud af cellen klpves overfladeprote-
inet: Farst fremstilles et forstadie af overfla-
deproteinet, som gar gennem cellemembra-
nen. Derefter klpves praeproteinet i bin-
dingsdelen (SU) og fusionsdelen (TM). Nar
den nye viruspartikel er feerdig, fraspaltes
en stump af proteinet, R-peptidet, inden
afsngringen. Forst da kan fusionsdelen i det
faerdige protein aktiveres.

ikke aktiveres. For at undersgage denne mekanisme konstrue-
rer vi mutanter af virus med aendringer i de ti vigtige amino-
syrer.

Vi har bl.a. sat fokus pa mutationer, hvor dele af R-peptidet
mangler. Vi har fjernet 2-3 aminosyrer pa forskellige steder,
og det heemmer infektionen. Nar man fjerner 7 aminosyrer —
fra nr. 3 til 10 - giver mutanterne cellesammensmeltning, og
de virusinficerede celler gar til grunde. Forsgget viser, at
omradet er kritisk for viruspartiklen.

I samarbejde med Arhus Universitet arbejder vi med et
system, der automatisk udveelger de mutationer, der er infek-
tigse. Pa den made kan vi finde ud af, hvilke variationer i de
ti aminosyrer virus kan leve med.

Systemet benytter sig af sakaldte minivirus. Minivirus er skabt
i laboratoriet, og indeholder kun det gen, der koder for over-
fladeproteinet, samt et gen sa inficerede celler kan modsta et
giftstof. De er ikke i sig selv infektiose, men kan reproducere
sig i celler, som har faet overfert de gvrige virusgener. | genet,
der koder for overfladeproteinet, indfgrer vi mutationer i den
del, som koder for R-peptidet. Nar minivirus dernaest reprodu-
cerer sig i neerveer af giften, er det kun de mutationer, der kan
inficere celler, som giver cellerne mulighed for at overleve.
Mutanternes biologiske egenskaber kan derefter undersages.

Medicinsk anvendelse

Forskningen kan bane vejen for at udnytte overfladeprotei-
ner fra virus til malretning af laegemidler. Man kan f.eks.
fylde en lille, bleere af fedtstoffer — et liposom — med et leege-
middel, som skal ind i bestemte celler. Liposomet forsynes
med proteiner, der virker som virusoverfladeproteiner. Et
protein, som svarer til bindingsdelen binder til netop de cel-
ler, hvor leegemidlet skal virke, og et protein, der virker som
fusionsdelen, giver membransammensmeltning, sa liposo-
mets indhold leveres ind i cellen.

En anden anvendelse er i genterapi, hvor man ofte benytter
retrovirus som genfeerger. Genfeergerne fremstilles typisk
ved at erstatte gener i retrovirus med de gnskede gener. Hvis
genterapien skal malretttes til et bestemt vaey, kan bindings-
delen af overfladeprotinet eendres, sa det netop binder her.

VIRUS OG GENTERAPI

Virus er den mest anvendte genfeerge i forseg med genterapi
pa mennesker. Eksperimenterne omfatter bl.a. behandling
af mange kreeftformer, AIDS, SCID (boblebgrn), cystisk fibrose
og blpdersygdomme.
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Inhalation af antibiotika

hos patienter 1 respirator

Infektioner i luftvejene er hyppige hos patienter i respi-
rator — et eksempel er lungebetaendelse. Alvorlige infek-
tioner behandles med en kombination af injektioner og
indanding af antibiotika via respiratoren. Inhalation
reducerer bivirkningerne.

Af Kenneth Manby Pedersen, Lars Heslet,
Vagn Neerup Handlos og Henning G. Kristensen

Mellem 20 og 40 procent af alle patienter, der er tilsluttet
respirator, far lungebetaendelse. Langt de fleste af infektio-
nerne kan behandles med en injektion af et antibiotikum,
men hos patienter med lungebeteendelse forarsaget af bak-
terier som Pseudomonas aeruginosa er man nedt til at bruge
to angrebspunkter i behandlingen.
Udover indsprgjtningen inhalerer patienten et andet antibio-
tikum, f.eks. tobramycin. De inficerende bakte-
rier findes i slimen i lungerne, og ved injek-
tion alene er det nedvendigt med en hgj
dosis for at sikre en tilstraekkelig kon-
centration af laegemiddelstof i lun-
gerne, fordi aminoglykosider som
tobramycin treenger darligt igennem
til lungevaevet. De hgje koncentrati-
oner af tobramycin i blodet er for-
bundet med alvorlige bivirknin-
ger, specielt i form af nedsat
nyrefunktion.
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Ved inhalation
undgas de gift-
virkninger i krop-
pen, som ville
opsta, hvis stof-
fetblevinjiceret.
Fordelen ved

den direkte vej til lungerne er, at man opnar meget hoje kon-
centrationer af antibiotika i lungerne og dermed hgj antibak-
teriel effekt - uden bivirkninger i resten af kroppen.

Ind via respiratoren

Det er baggrunden for et forskningsprojekt, der udferes i et
samarbejde med Abdominalcentrets Intensiv Terapiklinik og
HS Apoteket, begge ved Rigshospitalet, og Institut for
Farmaci ved Danmarks Farmaceutiske Hgjskole. Projektet
omhandler formulering af antibiotika til inhalation via en
respirator.

En respirator virker ved at presse luft ned i patientens lunger
via et rgr, og respiratoren styrer patientens indanding og
udanding gennem periodiske aendringer af luftstremmen. |
respiratoren er der indbygget et aggregat, som forstever den
vandige leegemiddeloplgsning ud i det rersystem, der forer
indandingsluften frem til patientens luftveje.

For at opna den optimale effekt skal det forstovede leege-
middel na ud i de fineste forgreninger i lungerne sammen
med indandingsluften. Dette kreever, at drabestorrelsen er
mellem 1 og 5 mikrometer og gerne mindre end 3 mikrome-
ter. Storre draber vil blive opfanget i respiratorens slangesy-
stem, og mindre draber vil blive fort ud igen med udéand-
ingsluften.

Forstevning af laegemidler

Der findes forskellige typer af forstovere, som er i stand til
at danne aerosoler med den gnskede drabestarrelse, forud-
sat oplgsningen med laegemiddelstoffet ikke er veesentligt
mere tyktflydende end rent vand.

| projektet har vi arbejdet med en ultralydsforstover.
Princippet er, at lydbglgerne forstever vandige oplasninger
til en aerosol med en drabestorrelse, som iseer afheenger af
ultralydens intensitet.

| vore undersggelser males aerosolens drabestorrelse ved
enden af det ror, der forer luften fra respiratoren ned i pati-
entens lunger. Malingerne udferes med laserlys, som sendes
gennem aerosolen. Draberne spreder laserstralen, og spred-
ningsmenstret afheenger af drabernes storrelse. Forsogene
viste, at drabestarrelsen ikke alene bestemmes af den for-
stovning, som ultralydsforsteveren yder, men i hgj grad ogsa
af luftstremningen i respiratoren.

Luftstrommen kan karakteriseres Reynolds tal, som er en
storrelse, der beregnes ud fra luftstremmens hastighed, luf-
tens densitet og viskositet. Hvis Reynolds tal er mindre end
ca. 3000, stremmer luften jeevnt og uden kaotiske hvirvler,

Aerosolen med leegemiddelstoffet mgder mange forhindringer pa
vejen fra forstgveren til lungen. Rarsystemet har flere 90 graders
bajninger, der fanger stgrre partikler fra luftstrammen.
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Sammenhaengen mellem aerosolens middeldrabestgrrelse og Reynolds tal, der beskriver luftens stremning i rersystemet. Her ses
resultaterne af forseg med ultralydforstaver og intubationsrgr med forskellig diameter (A: 6 mm, [l : 7 mm, @ : 8 mm.).

mens luftstrammen er turbulent ved storre Reynolds tal.
Vore undersggelser viser, at aerosolens drabestarrelse afta-
ger med stigende lufthastighed. Effekten kan forklares ved,
at storre draber opfanges i rorsystemet ved hgje lufthastig-
heder, hvorved middeldrabestorrelsen aftager. Forseget illu-
strerer, at aerosolens drabestorrelse og dermed muligheden
for deponering af laeegemidlet i de nedre luftveje er vaesent-
ligt pavirket af respiratorens funktion og variationer i luft-
strommen.

Overraskende resultater

Vand og vandige oplgsninger kan ogsa forsteves i en anden
type forstever, som fungerer ved, at veesken ved vibrering
presses gennem meget fine kanaler.

Drabestorrelsen ved enden af det ror, hvor patienten indan-
der luften, er her omkring 6-7 mikrometer, og sterrelsen
aftager svagt med stigende lufthastighed. Drabestgrrelsen,
der opnas ved forstevning af 0,9 procent saltoplesning, er
noget mindre, og i modseetning til vand stiger drabe-
storrelsen svagt med stigende lufthastighed i roret.
Resultaterne var uventede og bevirkede en reekke supple-
rende undersggelser, der forte frem til den konklusion, at
forskellen mellem forstgvning af vand og forstegvning af en
vandig saltoplesning sandsynligvis skyldes, at vanddraberne
oplades af statisk elektricitet under forstevningen. Nar rent
vand presses ud gennem snaevre dyser, oplades vandmole-
kylerne ved gnidning. Hvis oplesningen indeholder en elek-
trolyt som salt, sker der ikke nogen opladning af draberne.

Kliniske forseg

Den variationen i drabestorrelse, som er vist i de to eksem-
pler, ma forventes at influere veesentligt pa den meengde
leegemiddelstof, der kan feres frem til lungernes fineste for-
greninger og deponeres.

Derfor undersgger vi nu sammenhangen mellem aerosolens
drabestorrelse, respiratorens funktion og deponeringen i
luftvejene pa et antal patienter. Malene er at belyse formu-
leringens betydning for effekten af inhaleret antibiotika,
samt at finde frem til den nedvendige dosis til bekaempelse
af resistent lungebetaendelse hos patienter i respirator.

INHALATION, INJEKTION OG TABLETTER

Nar et leegemiddel skal virke lokalt i luftvejene, har man tre
muligheder: Tabletter, injektion og inhalation.

Ved indtagelse af tabletter skal det viksomme laegemiddel-
stof kunne traenge gennem tarmvaeggen og komme ud i blo-
det. Imidlertid har mange laegemiddelstoffer sveert ved at
passere tarmveeggen, hvilket reducerer den virksomme dosis.
Ved injektion kommer stoffet direkte ud i blodet, men des-
vaerre har nogle stoffer svaert ved traenge ind i lungeveevet,
hvilket ogsa formindsker den virksomme dosis. Denne be-
greensning geelder ogsa for leegemiddelstoffer i tabletter.
Ved inhalation undgas spild i kroppen, fordi laegemiddelstof-
fet transporteres direkte hen til virkningsstedet i lungerne.
Derfor kan man ngjes med en mindre dosis og minimere
bivirkningerne.
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Fremstlling af

imhalationspulver ved spraytorring

Inhalationspulvere er i dag de mest anvendte inhalations-
laegemidler i Danmark, og fremover kan de mange sam-
menhange blive et alternativ til injektion. Vi har ved
sprayterring fremstillet sma krystallinske partikler, som
kan komme ud i lungernes yderste forgreninger.

Af Kristina Stahl, Kjell Backstrém, Kyrre Thalberg,
Torben Schaefer, Anders Axelsson og Henning G. Kristensen

Man har i mange ar foretaget lokalbehandling i luftvejene,
iseer af astma, ved inhalation af aerosoler, der dannes ved
forstevning af en veeske i en overtrykspakning. Som drivgas
brugte man tidligere CFC, som er velegnet til formalet, men
i dag er gasserne forbudte, fordi de nedbryder ozonlaget i
atmosfeeren.

Selv om der findes alternative, men teknisk set mindre egne-
de drivgasser, satte diskussionen om CFC-gasserne for ti ar
siden gang i udviklingen af inhalationspulvere, som bringes
ned i lungerne ved hjeelp af indandingsluften. | dag er sddan-
ne pulvere de mest anvendte inhalationsmidler i Danmark.

Sukkerarten mannitol er velegnet til mikroindkapsling af inhala-
tionspulvere. Her ses et SEM-billede af de sma krystallinske
mannitolpartikler, som har den gnskede runde form-og:storrel-
ser pa ca. 1-3 mikrometer.
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| de senere ar er interessen for inhalationspulvere blevet
skeerpet, fordi luftvejene er velegnede til indgivelse af laege-
midler, der indeholder peptider og proteiner, som skal virke
efter optagelse i blodkredslebet. Efter inhalation optages
leegemidlet i blodet fra lungerne.

Peptider og proteiner som f.eks. insulin nedbrydes i mave-
tarmkanalen, nar laeegemidlerne indtages som tabletter, og
derfor er de traditionelt blevet injiceret. Inhalation er et
attraktivt alternativ til injektion, fordi brugeren selv kan
administrere sin medicin, og fordi man slipper for det ube-
hag, som mange feler ved en indsprgjtning.

Udvikling af inhalationspulvere er uhyre kompliceret og stil-
ler store tekniske krav til savel leegemidlet, der skal forstoves,
som til forstevningsaggregatet, der er indbygget i paknin-
gen. Ved forstevningen skal der dannes en aerosol af fine
partikler, som fordeles i indandingsluften. Luften beerer par-
tiklerne ned gennem luftvejene, hvor de enten deponeres
eller udandes igen, hvis de er mindre end 1 mikrometer.

For at kunne na de fineste forgreninger i lungerne skal par-
tiklerne have en storrelse pa 1-3 mikrometer. | praksis er det
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Meelkesukker, laktose, kan ogsd danne
smd partikler, men partiklerne er amor-
fe og har derfor tendens til at suge
vand og klumpe sig sammen. Nar opta-
get af fugt ndr en vis graense, som
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krystallinske partikler samtidig med, at i
fugtindholdet reduceres. Figuren viser

fugtoptaget (red kurve) i spraytgrret LT ""-F_
laktose som funktion af stigende relativ | ' m
fugtighed (bl4, stiplet kurve). daa

sveert at fremstille pulvere med sa sma partikler, fordi partik-
lerne har en tendens til at klumpe sig sammen, nar man
inddnder dem.

Hvis pulveret ogsa er vandsugende, er forstevningen, der i
inhalationsaggregatet sker ved hjeelp af indandingsluften,
stort set umulig. Det ideelle inhalationspulver bestar af
afrundede krystallinske partikler, fordi det modsatte — amor-
fe partikler med en ustruktureret opbygning - er staerkt
vandsugende.

For at lette inddelingen i doser i inhalatoren og aerosoldan-
nelsen ved forstevningen er det almindeligt at blande de
fine leegemiddelstofpartikler med storre partikler af maelke-
sukker, som de sma partikler af leegemiddelstof kleeber til.
Under forstgvningen lgsrives de fine partikler, sa de kan
komme helt ned i lungerne, mens de storre baerepartikler bli-
ver opfanget i munden og de ovre luftveje.

Partikler af leegemiddelstof

Det er sveert at fremstille inhalerbare partikler. Den mest
anvendte metode bestar i formaling af krystallinske leege-
middelstoffer. Formaling til den onskede partikelstorrelse
kraever en meget kraftig mekanisk bearbejdning.
Desveerre er det de feerreste peptider og proteiner, der
taler formalingen uden at blive nedbrudt. Derfor har man
i de senere ar arbejdet intenst med udvikling af alternati-
ve metoder til fremstilling af inhalerbare partikler. Her er
sprayterring en god teknik, som bade er egnet til industri-
el produktion og til mikroindkapsling af laeegemiddelstof-
fet i et beeremateriale, f.eks. sukker eller en polymer.

Ved sprayterringen forstoves en oplesning til draber i varm
torreluft, hvorved oplgsningsmidlet fordamper og efterla-
der det faste stof i form af partikler. Vi udvikler metoden i
et samarbejde mellem Afdelingen for Kemisk Appa-
ratteknik ved Lunds Universitet, Institut for Farmaci ved
Danmarks Farmaceutiske Hojskole og AstraZeneca R&D i
Lund. Projektets formal er at studere partikeldannelsen
under sprayterring og at vurdere mulighederne for at
fremstille krystallinske partikler ved processtyring og ved
anvendelse af hjeelpestoffer, der kan fremme krystaldan-
nelsen.

Mikroindpakning

Vore forseg viser, at sprayterring af sukkerarten mannitol
kan fore til krystallinske partikler i den gnskede form og
storrelse. Andre sukkerarter som f.eks. meelkesukker kan
ogsa sprayterres til den enskede partikelstorrelse, men
partiklerne er amorfe. Her er der total uorden blandt
molekylerne i partiklen, mens krystallinske partikler har
en regelmaessig, ordnet gitterstruktur.

Nar en amorf partikel udseettes for fugt og varme, kan
den dog godt krystallisere. Vi har analyseret en prove af

Elagrzal Taee

spraytorret maelkesukker ved hjeelp af et apparat, der
gor det muligt at bestemme provens veegtforggelse
under en kontrolleret osgning af luftens fugtighed.

Det amorfe maelkesukker optager fugt i takt med at den
relative luftfugtighed @ges i trin pa 10 procent. Ved 50
procents relativ fugtighed eoges fugtoptaget voldsomt,
og der dannes krystaller af meelkesukkeret samtidig
med, at preoven afgiver stort set al fugt. Eksemplet illu-
strerer, at en mere eller mindre amorf partikel er vand-
sugende og tilbejelig til at krystallisere. Men problemet
er, at partikelstorrelsen vokser og dermed kommer ud af
kontrol.

Sprayterring er som neaevnt forbundet med en meget
hurtig terring af de forstovede veeskedraber.
Partikeldannelsen sker i lgbet af millisekunder, mens
den efterfelgende bortterring af restfugtigheden varer
nogle fa sekunder. Dannelsen af de krystallinske partik-
ler skal derfor kunne forlebe meget hurtigt.
Undersggelser af en serie af sukkerarter har vist, at
mulighederne for at opna krystallinske partikler har
sammenhaeng med den amorfe tilstands glasovergangs-
temperatur, d.v.s. den temperatur, hvor den glasagtige
tilstand ved temperaturstigning eendres til en mere pla-
stisk tilstand. £ndringen er forbundet med en udvidelse
af stoffets volumen og dermed en gget mobilitet af de
enkelte molekyler.

Vi har fundet, at sukkerarter med overgangstemperatu-
rer under stuetemperatur danner krystaller, mens sukker-
arter med overgangstemperaturer pa omkring 100°C
danner amorfe partikler.

Fra amorf til krystal

Da glasovergangstemperaturen mindskes med stigende fug-
tighed i stoffet, er det vores hypotese, at det ved en passen-
de kombination af produkttemperatur og fugtighed samt
procestid skulle veere muligt at opna krystallinske partikler af
stoffer, som ellers danner amorfe partikler.

De hidtidige studier har vist, at det normalt ikke kan lade sig
gore alene ved justering af processen at opna betingelser,
som matcher de undersggte sukkerarters krav. Der ma tilsaet-
tes hjeelpestoffer, som enten forsinker terringsprocessen eller
pavirker overgangstemperaturen. Pa den made er det muligt
at fremstille inhalerbare partikler i det enskede storrelses-
omrade ved hjeelp af sprayterring.

| projektet har vi anvendt flere kommercielle spraytorrings-
apparater. Et generelt problem, som skal lgses for processen
kan udnyttes industrielt, er udviklingen af en forbedret tek-
nik til separation af de sprayterrede partikler fra terreluften.
Vi har fundet, at de cykloner, der er indbygget i apparaterne,
ikke er tilstreekkeligt effektive til at opfange de meget fine
partikler.
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Lcegemidler mo

kronisk smerte

Mange onsker at slippe for kroniske smerter uden at risi-
kere afhaengighed af morfin. Derfor er der brug for dyre-
forseg i undersagelser af nye smertestillende midler, som
ikke er vanedannende. | dag kan forsggene udferes uden
at udsazette dyrene for steerke smerter.

Af Helle K. Erichsen, Frederik Rode, Bjarne Fjalland
og Ole J. Bjerrum

Hvorfor forske i smerte? Det er der mange arsager til. Forst og
fremmest er der mange smertevoldende tilstande hos patien-
ter, der trods en rivende udvikling inden for smertestillende
medicin ikke kan behandles effektivt nok. Desuden vil det veere
et stort fremskridt, hvis kraftige kroniske smerter en dag kan
behandles med andet end morfinpraeparater, idet patienter
onsker smertefrihed uden

e Hvis dyrene ma underkastes operationer, udferes indgrebne i
fuld bedovelse, og efterfalgende malinger sker forst, nar dyre-
ne igen trives. Hvis dyrenes forlighed nedseettes, kompenserer
man for dette, f.eks. ved at lade dyrene ga pa et superbladt
underlag, sa de kan bevaege sig uden smerter i poterne.

Smertens fysiologi
Smerteopfattelse er meget kompleks og varierer fra person til
person, fordi der ogsa er en psykologisk faktor involveret.
Kronisk smerte kan defineres som enhver smerte, der varer
leengere end 12 uger, men ogsa som smerte, der fortseetter ud
over den tid, hvor smerten normalt skulle ophere.
Smertebanerne bestar af tre nerver pa raekke, der leder smer-
ten fra det smertefremkaldende omrade til hjernen. Hvis man
f.eks. slar en fod, maerkes smerten fra nerveenderne i foden.
Den genererede smerteimpuls

samtidig at blive morfini- fra receptorerne i nervespid-
ster! Smerteteerskel hos rotter efter indgift af morfin serne lober op gennem den
Hvorfor bruge dyr til forsk- —+—3mglkg —=— 6 mglkg s 0mglkg primaere nerve til rygmarven,
ningen? Den akademiske 1000 hvorfra nerve nummer to
frined tillader videnskabs- leder impulsen videre til
manden selv at veelge 5 /-\ thalamus, som er hjernens
emnet for sin forskning g 100 omstillingsbord. Herfra sendes
inden for det fag, han eller é pavirkningen videre til hjerne-
hun arbejder med. Men g /i\ barken via en tredie nerve.

med mindre man er sadist, E 10 Hvis nerveenderne stimuleres
hvorfor sa veelge forskning § gennem laengere tid, kan det
pa dyr, der med sikkerhed 2 &ndre smerteoplevelsen.
paferer dyrene smerte? E 1 — Langvarig smerte kan med-
Sadan har det maske veeret fore sekundeer inflammation
engang, men moderne med storre smertefelsomhed.
dyreforseg inden for smer- 0,1 . . . . Kroniske smerter opstar i
tebehandling ger den slags 0 0,5 1 1,5 2 25 meget teet samspil med
forestillinger til skamme og Timer inflammatoriske tilstande som
giver videnskabsmanden ro Effekt af morfin p& mekanisk allodyni hos rotter, der har faet veevsbeskadigelse og beteend-
i sindet, nar det er smerte- dele af iskiasnerven overskaret og tilsngret i det ene ben. else. Gennem en meget raffi-
mekanismer og deres be- Allodyni er smerterespons efter et stimulus, som normalt ikke neret og kompleks vekselvirk-
handling, der optager ved- fremkalder smerter. ning mellem nerverne og det
kommende. omgivende veev oges folsom-

Dyreforseg uden lidelser

| dag er det muligt at nedbringe dyrenes smertepavirkning til
et niveau af ubehag, snarere end skarp smerte. Metoden byg-
ger pa nogle simple principper:

e Dyrene skal kunne beveege sig frit i buret og til enhver tid
kunne flytte sig fra den paferte pavirkning.

Styrken af pavirkningen skal ga gradvist fra umaerkelig op til
det niveau, hvor dyret reagerer. Det kan man konstatere ved,
at dyret undgar pavirkningen. Effekten af et smertestillende
leegemiddel males som flytning af denne observerbare
teerskel opad.
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heden over for smerter staerkt
i disse tilfeelde. Her spiller stoffer, som fremkalder inflamma-
tion, sammen med nerveenderne. Stofferne produceres fra
nerveenderne, som yderligere er udstyret med receptorer for
stofferne.
Da smerteopfattelsen afhaenger af impulsoverfgrsler mellem
flere nerver, er der mulighed for regulering med laegemid-
delstoffer pa flere niveauer. Angrebspunktet for smertebe-
handling har da ogsa veeret farmakologisk pavirkning af de
signalstoffer og receptorer i nervesystemet, som formidler
overforslen af smerteimpulsen.
Det er kendt, at almindeligt brugte svage smertestillede mid-
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Effekt af GABA analogen THIP pa mekanisk allodyni hos en
tilsvarende gruppe af rotter.

ler, som f.eks. aspirin, lindrer smerter ved at haemme aktivite-
ten af bestemte enzymer, hvilket nedsaetter koncentrationen
af en gruppe af smertesensibiliserende stoffer. Lokalbedgvelse
virker ved at blokere impulstrafikken i nerverne i omradet for
injektionen.

| rygmarven og hjernen er der ogsa mulighed for specifik
pavirkning af receptorer for de signalstoffer, som indgar i
smerteoverforslen. Signalstofferne overferer smerteimpul-
sen mellem to nerver i og ved synapsen. F.eks. giver bloke-
ring af impulstrafikken i de synapser, der benytter gluta-
minsyre som signalstof en nedsat smerteoplevelse. Visse
staerke smertestillende midler som morfinpraeparatet keto-
gan pavirker ikke blot nervecellernes receptorer for opioi-
der, men har ogsa en blokerende virkning pa receptorerne
for glutaminsyre. Glutaminsyre virker stimulerende pa ner-
veceller og ved at blokere receptorerne deempes nervecel-
lernes aktivitet.

Angstdeempende stoffer, der pavirker centralnervesystemet,
har ogsa en smertestillende effekt, specielt nar de anvendes
sammen med smertestillende medicin. Effekten opstar for-
mentlig ved at deempe aktiviteten i visse nerver, der lgber fra
hjernen til kroppen.

Dyremodeller for kronisk smerter

Der findes en raekke dyremodeller, som antages at afspejle
den type kroniske smerter, der opstar efter nervebeskadigelse,
de sakaldte neuropatiske smerter. Feelles for modellerne er, at
der paferes en ensidig operativ skade pa iskiasnerven, som
lober fra den nedre del af rygmarven ned gennem benene og
ud i poterne.

Leesionerne resulterer i, at rotterne bliver hyperfalsomme

under den pote, som den beskadigede nerve leder impulsen
fra. | studier af neuropatiske smerter beskzeftiger bade
NeuroSearch og Institut for Farmakologi pa DFH sig med en
model, hvor det operative indgreb indebaerer tilsnering og
overskaering af to ud af de tre forgreninger af iskiasnerven.
Efter indgrebet udvikler dyrene et smerterespons ved stimu-
li, der normalt ikke medferer smerter, og et foroget smerter-
espons efter en normalt smertefremkaldende stimulering
under bagpoten.

Overfglsomheden opstar fa dage efter nervebeskadigelsen og
har indtil videre holdt sig i op til 15 maneder. Tilstanden generer
dog ikke dyrene, da der ikke observeres spontane smerter eller
hvilesmerter. Som en vigtig observation trives dyrene normalt.
Selve testen foregar pa et haevet tradnet, hvor der er tilgang
til undersiden af poten, samtidig med at dyrene har fri
beveegelighed. Ved test for smerterespons af pavirkninger,
som normalt ikke fremkalder smerte, anvendes von Frey-har,
som er sma stive borster af forskellig tykkelse, der paferer
poten en mekanisk pavirkning pa et kendt antal gram, inden
haret bgjer. | testsituationen anvendes stigende tykkelser af
von Frey-har, indtil dyret lgfter poten som tegn pa, at smerte-
teersklen er naet.

Til test for falsomhed over for pavirkninger, der normalt frem-
kalder smerte, anvendes en sikkerhedsnal som rotten prikkes
med under poten. Ved positiv respons vil dyret holde poten
loftet i et maleligt tidsinterval.

Tilstedevaerelsen af overfolsomhed blandt de opererede dyr er
normalt let konstaterbar, da der er en tydelig forskel pa test-
veerdierne i forhold til ikke-opererede rotter.

Virkning af laegemiddelstoffer

Kendte smertestillende stoffer som morfin er afprovet i model-
len for at vurdere, om de haemmer rotternes overfglsomhed
overfor smerter. Og det gor de. Dette er vigtigt, hvis dyremodel-
len skal kunne forudsige, om nye stoffer har smertestillende
effekt hos patienter.

I dag anvendes morfin til behandling af neuropatiske smerter
hos nogle patientgrupper. Ofte virker morfinen, men der er stor
risiko for at patienten bliver afhaengig.

Der er imidlertid mange typer leegemiddelstoffer, som kan teen-
kes at virke mod neuropatiske smerter uden at skabe afhaengig-
hed, og det medfgrer et stort behov for at teste stofferne alene
eller i kombination i dyremodeller. En analog af signalstoffet
GABA, som haemmer nervecellers aktivitet, er blevet testet.
Dette stof, THIP, har vist god effekt i dyremodellen. Det er inter-
essant, fordi THIP ikke er fysisk vanedannende som morfin.
Karakterisering af smertelindrende stoffers virkningsmekanis-
me pa individuelle receptortyper kan pa laengere sigt give store
fremskridt i behandlingen af smerte. Her kan smerteforsknin-
gen med dyremodellen med fordel kombineres med eksperi-
menter pa isolerede celler eller udskaret nervevaev fra dyr.
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Medicinforbrug og social position

1 den danske befolkning

Erhverv, uddannelse og indkomst haenger sammen med
vores forbrug af laegemidler. En analyse af danskernes
medicinforbrug giver helt ny viden.

Af Merete W. Nielsen, Ebba Holme Hansen
og Niels Kristian Rasmussen

Sundhed og sygelighed er skaevt fordelt i samfundet, og de
lavere sociale klasser har oftest flere sundhedsproblemer end
den mere velstillede del af befolkningen. Der er sociale for-
skelle gennem hele livsforlgbet - lige fra fedselsveegt til dede-
lighed. Tendensen er klar: Personer fra de laveste sociale grup-
per har det darligste helbred.

Nar vi bliver syge, tager de fleste af os medicin. Men man ved
kun lidt om sociale forskelle i anvendelsen af leegemidler.
Dette geelder bade i Danmark og internationalt.

Vi har undersggt, om der er sociale forskelle i brugen af
leegemidler i Danmark ved at studere sammenhangen mel-
lem tre typer af medicinforbrug og tre forskellige mal for
social position.

Danskernes brug af laeegemidler er malt pa: Regelmaessig brug,
brug af receptmedicin inden for 14 dage, og brug af hand-
kebsmedicin inden for 14 dage. Den sociale position er malt pa:
Erhverv, uddannelse og indkomst.

Der er store forskelle mellem grupper i erhverv og grupper
udenfor arbejdsmarkedet. Folk med de mindste indkomster og
de laveste uddannelser anvender hyppigst medicin regelmaes-
sigt og bruger oftest receptmedicin. Anvendelsen af handkgbs-
medicin viser ikke noget tydeligt menster.

Undersagelsen bygger pa data fra Sundheds- & sygelighedsun-
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dersggelsen, som Statens Institut for Folkesundhed gennem-
forte i 2000. 16.690 danske statsborgere pa 16 ar og der-over
blev interviewet i deres hjem af treenede interviewere.
Stikpreven er repreesentativ for befolkningen.

Kon, alder og sygelighed

Nar man analyserer medicinforbrugets fordeling pa soci-
ale grupper, er det vigtigt at vide, at mange andre fak-
torer har indflydelse pa brug af medicin. Det gaelder iseer
keon, alder og sygelighed.

For alle tre typer af medicinforbrug geelder det, at kvin-
der oftere anvender medicin end mand. Samtidig stiger
hyppigheden af regelmaessigt medicinforbrug og brug af
receptmedicin med stigende alder. Dette er ikke tilfaeldet
for brug af handkgbsmedicin.

Helbredet har naturligvis stor betydning for anvendelsen
af leegemidler. Gruppen med en eller flere langvarige
sygdomme har en langt hojere andel af medicinforbrug-
ere end gruppen af raske mennesker uden langvarige
sygdomme. Dette geelder for alle typer af medicinfor-
brug.

Kon, alder og sygelighed er ikke lige fordelt mellem de
forskellige erhvervs-, uddannelses- og indkomstgrupper.
Nar man skal undersoge sociale forskelle i leegemiddel-
forbrug er det derfor vigtigt at inddrage ken, alder og
sygelighed. Vi bruger to forskellige mal for sygelighed:
Selvvurderet helbred og langvarig sygdom.

Resultaterne viser, at der er sociale forskelle i medicinan-
vendelsen, ogsa selvom man tager hgjde for betydningen
af kon, alder og sygelighed.

T

Regelmeaessig brug af medicin, brug af receptmedicin inden for
14 dage og brug af handkebsmedicin inden for 14 dage fordelt
pa erhverv (25 til 66-arige; antal: 10.631).
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ken, fordi der er keansforskelle.

Sociale forskelle

Regelmaessig anvendelse af leegemidler og brug af receptme-
dicin inden for 14 dage er koblet til sociale forhold. Nar man
anvender indkomst og erhverv som mal for social position, ses
en signifikant sammenhaeng med de to typer af medicinfor-
brug. Folk med de laveste indkomster og grupper uden for
arbejdsmarkedet bruger oftere medicin end andre grupper i
samfundet.

Leengden af vores uddannelse har betydning blandt maend,
men ikke blandt kvinder. Meend med 13-14 ars uddannelse
bruger sjeeldnere medicin end andre uddannelsesgrupper.
Forbruget af handkgbsmedicin er meget anderledes. Her spiller
erhvervet ind. Sammenhaengen er ikke ret steerk, men under-
sggelsen viser, at selvsteendige anvender handkgbsmedicin
mindst hyppigt. Uddannelse og indkomst har ikke betydning
for brugen af handkebsmedicin.

Resultaterne viser altsa, at der er sociale forskelle i regelmaessig
anvendelse af medicin og brug af receptmedicin inden for 14
dage, mens forskellene i anvendelsen af handkebsmedicin ma
betragtes som ubetydelige.

Leegemidler, der bruges regelmaessigt, er iseer receptpligtige
leegemidler, og det kan forklare, hvorfor der er overensstem-
melse mellem regelmaessig brug af medicin og brug af recept-
medicin inden for 14 dage.

Anvendelse af receptpligtige laegemidler er baseret pa en
leegelig beslutning. Derimod er brug af handkebsmedicin
oftest selvmedicinering uden involvering af leegen.

Sygdom handteres forskelligt

Analyserne viser vigtigheden af at skelne mellem forskellige
typer af medicinforbrug. Man ma formode, at begrundelser og
handlemegnstre for medicinanvendelse varierer mellem forskel-
lige medicintyper i forskellige dele af samfundet.

Mennesker reagerer forskelligt pa symptomer pa sygdom ud
fra deres opfattelser af sundhed og sygdom. Analyserne tyder
pa, at de sociale grupper i samfundet handterer sygdom og
symptomer pa sygdom forskelligt. Vore analyser kan ikke for-
klare hvorfor og hvordan, men viser blot at der i Danmark fin-
des sociale forskelle inden for nogle former for leegemiddel-
anvendelse.

VIDEN, DER KAN BRUGES

reguleringer pa sundhedsomradet.

grundlag for reguleringerne.

Viden om medicinforbrugets sociale fordeling og arsager til fordelingen kan anvendes i folkesundhedsprogrammer og bruges ved

Reduktion af social ulighed i sundhed er et prioriteret mal i regeringens folkesundhedsprogram 2002-2010. Nar man kender laege-
middelforbrugets fordeling, forbedres mulighederne for at reducere sociale forskelle pad omradet.

Laegemidler har stigende skonomisk betydning for samfundet, fordi omkostningerne stiger. Derfor er der god grund til at forestille
sig fremtidige reguleringer, som resulterer i en omfordeling af forbruget. Nér man kender forbrugets fordeling, har man et godt
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Lille spejl

pa veggen der...

Praktiserende lzegers vurdering af, hvem de er som per-
son og laege, og hvem de gnsker at vaere, har betydning
for deres udskrivning af laegemidler. Fremtidige forseg
pa at andre udskrivningsvanerne bgr tage udgangs-
punkt i den enkelte laeges opfattelse af sig selv.

Af Kristin Eskildsen og Ebba Holme Hansen

Talrige undersggelser har vist, at praktiserende laeger ikke
altid udskriver, som de burde ifolge idealerne for rationel
leegemiddelterapi. Nogle gange far patienterne for eksem-
pel recepter pa antibiotika, selv om de naeppe har bakterie-
infektioner, og i andre tilfaelde udskrives nervemedicin eller
smertestillende piller i unedigt omfang.

Derfor har blandt andre amterne og de praktiserende leegers
organisation forsegt at eendre laegernes udskrivningsvaner
med for eksempel skriftlig information - uden at det er lyk-
kedes. Det skyldes blandt andet, at man har set pa leegerne
som en slags robotter. Hvis man bare trykkede pa de rigtige
knapper og gav den rigtige information, ville laegerne auto-
matisk begynde at udskrive rigtigt.

| de senere ar er instanserne begyndt at finde ud af, at dette
billede af leegerne er for simpelt. Hvis kampagnerne skal
virke, er det ngdvendigt at seette sig grundigt ind i, hvad
leegerne teenker, forsta deres dagligdag og samarbejde med
dem for at fremme kvalitetsudviklingen.

For at fa en forstaelse af laegernes eget perspektiv pa deres
udskrivning af leegemidler har vi interviewet 20 leger, hver i
ca. to timer. Ni af laegerne blev ogsa observeret en hel dag i
deres praksis.

Undersagelsen viste, at laegernes selvvurdering har afgeren-
de betydning for deres udskrivning af laegemidler. Hvis
leegerne i den konkrete situation mangler respekt for sig selv,
oger de ofte deres selvagtelse ved at udskrive, som de mener
er rigtigt - uden at ga pa kompromis. Nar leegerne derimod
har stor selvrespekt, gar de nogle gange lettere pa kompro-
mis i deres udskrivninger.

Pres pa laegerne

De praktiserende laeger oplever, at de bliver presset af pati-
enter, sygehuse, amter, kommuner og lsegemiddelindustrien
til at udskrive pa en made, de ikke selv ensker. Ofte skaerpes
presset af mangel pa tid til patienterne i dagligdagen.

Nar laegerne giver efter for pression, bliver de skuffede over
sig selv. Overgivelsen far dem til at stille spergsmalstegn ved,
hvem de egentlig er som laeger og som personer. De begyn-
der at tvivle pa, om de virkelig er sa steerke, gode og dygti-
ge, som de havde troet og habet.

Leegernes skuffelse over sig selv er ikke bare faglig, men lige
sa udtalt pa det menneskelige plan. De oplever, at de ikke
lytter nok til patienterne, ikke forstar dem og ikke handterer
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patienterne godt nok ved udskrivning af laeegemidler. Ofte
udskriver leegerne recepter til trods for, at de ved, at det ikke
er rigtigt fagligt set. Flere leeger rapporterede for eksempel,
hvordan de udskrev antibiotika, selv om sandsynligheden for,
at patienten havde en bakterieinfektion var lille.

Mange gange er det sveert bade at handtere patienterne rig-
tigt og samtidig udskrive korrekt. Laegerne er ngdt til at pri-
oritere det ene aspekt over det andet og oplever saledes
bade skuffelse og tilfredshed pa samme tid.

En af leegerne fortalte, hvordan han helst udskrev nye laege-
midler, fordi han mente, at de tit er bedst, fagligt set. Det
gav dog et skar i gleeden, menneskelig set, at patienterne
skulle bruge mange penge.

"Problemet med de nye praeparater er jo, at de er sa dyre,
ikke? Det er synd for vores patienter. Men man kan jo ikke
lade veere. Eller jeg kan i hvert fald ikke lade veere med at
sige: Hvis de nu er bedre, hvorfor skal patienterne sa ikke
have glaede af det?"

Ubehageligt at give efter

Laegerne oplever, at det er ubehageligt bade at blive presset
og at give efter for pres. En laege fortalte, hvordan han folte
det efter at have givet efter for pres fra en migreenepatient,
der ville have mere medicin:

"Jamen jeg foler, jeg bliver groft udnyttet. Sddan en patient
teerer jo pa min personlighed. Det bliver et irritationspro-
blem frem for en rutineopgave, ikke? Sa jeg kan ga og tygge
pa det i flere timer bagefter. | stedet for at laegge det veek."
Laegen oplevede at blive behandlet som et objekt, som en
genstand, i stedet for som et menneske, en samarbejdspart-
ner eller radgiver. Han oplevede, at patienten manglede
respekt for ham bade som menneske og som leege. Leegen
begyndte at sporge sig selv, om han i virkeligheden var for
svag, om han nu egentlig var god nok?

At se sig selv i spejlet

Laegerne prover at undga at blive skuffede over sig selv ved
at argumentere, at det de gjorde, var godt nok. En af leeger-
ne beskriver, hvordan han hele tiden er ngdt til at reflektere
over sine handlinger og begrunde over for sig selv, hvorfor
han nogle gange velger at handle mindre fagligt korrekt:
"Vi har alle sammen situationer, hvor vi siger: Det her har jeg
ikke evidens for, at jeg ber gere. Men jeg gor det i denne
situation. Men nar jeg ger det, vil jeg ogsa ga hen og kigge
mig i spejlet og sige: Du valgte at gore det pa den og den
baggrund."

Det er altsa vigtigt for leegen at kunne se sig selv i spejlet, at
veere tilfreds med sig selv efter en udskrivning. Leegen er
noadt til at overbevise sig selv om, at det han ger er rigtigt. At
overbevise sig selv kan vaere sveert, fordi det langt fra er alle
argumenter, som bygger pa sikre fakta. Leegerne oplever
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Nu er det slut! Neeste gang lille Peter bliver forkglet, far fru
Hansen ikke en recept pa antibiotika til ham.

derfor at veere pa gyngende grund og at veere usikre pa, om
de nu gor det rigtige. For at klare sig bliver de ngdt til at leve
med usikkerheden og tro pa sig selv: "Det sken ma man leve
med. Det er ikke altid sort hvidt. Det er det, der praeger
mange af vores udskrivninger, at de er tricky. Man kan sige,
at det er ikke sort hvidt det her. Det er en grazone."

| situationer hvor laegerne erkender, at de har udskrevet for-
kert, er det vigtigt at lzere af fejlen, tilgive sig selv og komme
videre.

Nar kampen tages op

Leegerne giver bestemt ikke altid efter, nar patienter kreever
mere medicin. Ofte veelger de at tage kampen op, nar de
meader kravene, gere det de tror pa og saledes markere sig
selv:

"Nar patienten plager om den lgsning, som jeg ikke tror p3,
bliver jeg nogle gange steedig og siger: Nej. Og siger: Jeg ved
mere end du ger, og jeg mener ikke du skal sadan og sadan.
Andre gange siger jeg: Jeg giver mine rad, og sa ma du selv om
det. For patientens autonomi og min autonomi har noget at
goere med, hvornar jeg har brug for selvrespekt. For at kunne
lide at se mig selv i spejlet.”

Hvis laegerne far det skidt med sig selv, kan det medfere, at de
gor sig ekstra umage for at udskrive fagligt korrekt. Hvis
leegerne har det godt med sig selv, gar de lettere pa kompro-
mis med patienterne.

Det er veaerd at bemeerke, at leegerne ofte bevidst veelger at
skrive faglig ukorrekt uden at have det skidt med sig selv, fordi
de foler, at de menneskelige argumenter er i orden. Hvornar
leegerne veelger at tage kampen op, og hvornar de vurderer,
at sejren er i hus, varierer med, om leegerne synes, at det fag-
lige eller det menneskelige i situationen er det vigtigste. Nogle
leger er ikke tilfredse, for patienten ger lige preecis, som
laegen synes er bedst fagligt set. Andre leeger synes, at det er
vigtigere at mgde patienten pa halvvejen:

"Sa ma man jo forhandle sig frem til et eller andet niveau
man kan leve med." Interviewer: "Selv som leege? Er det det

Der var jeg god. Han fik ikke vredet flere smertestillende ud af
mig. Skidt med hans fortvivlelse, da han gik ud af deren.

du mener?" Leege: "Som laege og som person, ja. Fordi man
er ngdt til at mede patienten. Man bliver i nogle situationer
ngdt til at give, sleekke pa sine egne idealer. Fordi patientens
idealer er der jo ogsa."

Fagligt feellesskab

Et fagligt og kollegialt feellesskab er vigtigt for, at laegerne
leerer at veere opmaerksomme pa, hvornar de far det skidt
med sig selv og for at leere, hvornar de skal tage sig selv i
nakken. De sgger refleksion, inspiration og udvikling ved
hjeelp af pauser, kollegialt samvaer, leegemiddelindustrien,
patienterne, kurser, laesning af faglitteratur, sport, musik osv.
"Risikoen er jo, at nar man er alene, kan man ga og fa sig
sadan nogle uvaner, maske. Men der prover vi at have sadan
lidt faglig feellesskab."

Ved at bremse op, tage sig selv i nakken og udvikle sig bliver
laegen bedre rustet til at tage kampen op mod kravene og
beskytte sig selv. Risikoen bliver mindre for, at de ikke kan
lide at se sig selv i spejlet.

HVORDAN KAN VI KVALITETSUDVIKLE?

Hvis man skal hjeelpe laegerne til at eendre deres udskriv-
ninger, bliver man ngdt til at tage udgangspunkt i leeger-
nes opfattelse af sig selv.

Meget arbejde venter, for et godt koncept, der tager
udgangspunkt i den enkelte laeges selvopfattelse, kan fores
ud i livet. Vores undersggelse peger pd, at kvalitetsudvik-
ling bar tage udgangspunkt i samtaler med den enkelte
leege, at laegen selv aktivt ber definere sine problemer med
udskrivning af laegemidler og gives redskaber til at arbejde
med dem.
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Hormoner fra mennesket

forstyrrer reproduktionen hos fisk

Renset spildevand fra kebenhavnske rensningsanlaeg
indeholder gstrogener i koncentrationer, der kan fa han-
fisk til at danne aegproducerende celler og seggeblom-
meproteiner. Derfor bor anlaeggenes evne til at nedbry-
de ostrogener i spildevandet undersages.

Af Henrik Andersen, Anne Marie Jakobsen,
Kristine Andersen Krogh, Flemming Ingerslev
og Bent Halling-Sgrensen

Udledning af estrogene steroidhormoner i renset spildevand
er blevet keedet sammen med skader pa fisk i en raekke
lande. Hormonerne far hanfisk og ungfisk til at producere
2ggeblommeproteiner, som ophobes i blodet, og desuden
kan hanfisk danne aegproducerende celler i testiklerne, hvil-
ket kan formindske deres fertilitet.

| Danmark er de biologiske effekter af @strogene stoffer i
vandmiljoet blevet observeret i skaller og erreder fra vand-
lob og seer i Arhus amt. | 2001 undersagte professor Poul
Bjerregaard og medarbejdere fra Biologisk Institut pa
Syddansk Universitet i Odense de to fiskearter for forekomst

af aegproducerende celler og andre unormale kenstraek i
hanfisk samt for tilstedeveerelse af aeggeblommeprotein i
blodet. Forskergruppen fandt gstrogenpavirkede fisk, men i
mindre omfang end i sammenlignelige studier i England.

De ostrogene effekter fra udledning af spildevand til vand-
miljoet har i nogle tilfeelde vaeret tilskrevet industrikemikali-
er med hormonlignende egenskaber sasom 4-alkylphenoler,
der iseer stammer fra nedbrydning af seebestoffer, som
anvendes i industrien og husholdningerne. De pageeldende
sebestoffer er alkylphenolethoxylater, som naesten ikke
anvendes i Danmark mere.

| andre tilfeelde har de estrogene stoffer i spildevand vaeret
steroidhormoner som 17a-ethingstradiol, der stammer fra P-
piller, og 17B-estradiol og gstron, der er naturlige hormoner,
som mennesker udskiller i urin. | udlandet er estrogenerne
blevet fundet i renset husholdningsspildevand i koncentrati-
oner, der kan skade fisk.

Effektive danske anlaeg?
Befolkningen og forbrugsmenstret af P-piller i Danmark er
ikke vaesentligt forskelligt fra andre europaeiske lande, og

HORMONER OG AGGEBLOMMEPROTEIN

Hypofyse

Gonadotropin

Aggestokke

Naér hunfisk danner aeggeblommeproteinet vitellogenin til produkti-
on af &g, sker det under hormonel kontrol.

Forst fremstiller hypofysen en type hormoner, som kaldes gonadotro-
piner. Disse hormoner pavirker seggestokkene til at danne gstrogen,
som efter frigivelse til blodbanen optages i leveren. Her reagerer
kenshormonet med gstrogenreceptoren, hvilket seetter gang i lever-
ens produktion af eeggeblommeprotein.

Hanfisk, der ikke skal fremstille aeg, danner derimod normalt ikke
vitellogenin. Men da hanfisk baerer genet for gstrogenreceptoren, vil

Lever

Illustrationen viser, hvordan
hormoner styrer dannelsen af
a&ggeblommeprotein hos fisk.

tilstedevaerelsen af @strogen i hanfisk medfere, at de danner segge-
blommeproteinet.

Hvis spildevand indeholder gstrogen eller gstrogenlignede stoffer, opta-
ges hormonerne i hanfisken, hvilket kan pavises ved at male dannelsen
af vitellogenin. Forskellige fiskearter har en forskellig falsomhed for
dannelse af eeggeblommeproteinet.
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Dstrogen Median | Min | Max | n
Dstron 3 <1 48 |10
Canada 17 B-ostradiol 6 <1 |6 10
17 o -ethinylestradiol 9 <1 |42 |10
Dstron 9 1 80 | 7
England 17 B-ostradiol 6 1 50 |7
17 o -ethinylestradiol 0,25 |<0,2 717
@stron 4,5 <0,5 47 | 6
Holland 17 B-ostradiol 09 <06 | 12 4
17 a-ethinylestradiol | <0,3 |<0,2 | 7,5 | 6
Dstron 9,3 2,5 | 82,130
Italien 17 B-ostradiol - U 0,35 | 3,5 |30
17 a-ethinylestradiol | 0,45 <0,3 @ 1,7 |30
Ostron = ™

B-ostradiol
17 a -ethinylgstradiol
Dstron

17 B-ostradiol i
17 a —ethinyltzsstra.di 2l

Storkebenhavn

Tabellen viser forekomsten af gstrogener i spildevandsudlgb fra
rensningsanleeg forskellige steder i verden. Koncentrationerne
er mlt i nanogram pr. liter.

derfor skulle man forvente, at estrogener tilfores rensnings-
anleeg i Danmark i samme omfang som i resten af Europa.
Det kan derfor undre, at man i Danmark ikke finder de
samme markante effekter hos fisk som i f.eks. England.

De mindre udtalte biologiske effekter hos fisk i Arhus Amt
kan maske forklaret med, at spildevandsbelastningen her er
mindre end i de undersegte omrader fra England. Desuden
er det muligt, at danske rensningsanlaeg fjerner gstrogener
mere effektivt end engelske, da der foretages mere avance-
ret rensning af spildevand i Danmark.

For at efterprove denne teori har vi analyseret indholdet af
de to naturlige estrogene hormoner, 173-gstradiol og
ostron, samt det syntetiske ostrogen, 17a-ethinylostradiol, i
renset spildevand fra fire storkebenhavnske rensningsanlaeg.

Resultater fra Kebenhavn

Vi tog prover af spildevand fra udlgbet af de fire rensnings-
anlaeg, der repraesenterede forskellige storrelser og design.
Analyserne viste, at de to naturlige gstrogene hormoner, som
mennesker udskiller, fandtes i varierende koncentrationer fra
under analysemetodens detektionsgreense pa 1 ng/l til hen-
holdsvis 11 og 63 ng/l.

Det syntetiske @strogen, der anvendes i P-piller, var tilstede i
alle prover i et snaevert koncentrationsomrade pa mellem
5-7 ng/l. Blindprover, som bestod af grundvand, gav ikke
noget malbart signal af nogen af de tre gstrogener.
Generelt er de fundne koncentrationer i Kgbenhavn hgjere
end de koncentrationer, der blev pavist i undersggelsen fra
Arhus Amt. Her var koncentrationen det syntetiske @strogen
fra p-piller pa op til 4,7 ng/l, mens de naturlige estrogener
17B-ostradiol og estron blev fundet i koncentrationer pa op
til henholdsvis 2,5 og 6,1 ng/l.

De hgjere koncentrationer af estrogener i det rensede
kobenhavnske spildevand er mere i overensstemmelse med,
hvad der tidligere er observeret i resten af Europa, end med
resultaterne fra Arhus Amt.

| England og Canada findes der hgjere koncentrationer af
17B-gstradiol end i Danmark. Det kan ifelge japanske under-
sogelser skyldes, at biologiske rensningsanlaeg med effektiv
anaerob fjernelse af kveaelstof kan nedbryde det naturlige
ostrogen. | flere af de kebenhavnske rensningsanleeg funge-
rer kveelstoffjernelsen godt, og det kan derfor vaere en mulig
forklaring pa, hvorfor koncentrationen af 17B3-gstradiol er
lavere i Danmark end i England og Canada.

At der generelt finder langt hgjere koncentrationer af alle
tre estrogener i Kebenhavn end i Arhus Amt, kan skyldes ars-
tidsvariationer. Fra engelske undersggelse ved man, at kon-
centrationen af gstrogenerne i spildevandet kan svinge en
del fra det ene ar til det andet. Desuden kan der veere for-
skelle i rensningsanlaeggenes konstruktion, og ogsa maleme-
toderne kan betyde noget.

Fisk pavirkes

| en lang reekke laboratorieforseg verden over har man
undersegt, hvilke doser af gstrogener, som pavirker repro-
duktionsevnen hos fisk. En gennemgang af resultaterne for
ostron, 17B-ostradiol og 17a-ethinylestradiol viser, at de
laveste koncentrationer, som giver statistisk signifikant
effekt, er pa henholdsvis 8, 0,5 og 0,03 ng/l.

Nar man sammenligner disse data med de malte koncentra-
tioner i ufortyndet spildevand fra de fire kebenhavnske rens-
ningsanlaeg, er der ikke plads til sikkerhedsfaktorer, der nor-
malt anvendes i miljorisikovurderingen: Vi ma sla fast, at det
behandlede spildevand i Storkebenhavn kan forstyrre repro-
duktionsevnen hos fisk.

Derfor foreslar vi, at man gennemforer en tilbundsgaende
undersogelse af de danske rensningsanlaeg for deres evne til
at nedbryde naturlige og syntetiske @strogener.

ANALYSE AF SPILDEVAND

Spildevandet fra de kebenhavnske rensningsanlaeg blev
analyseret med en metode, som er udviklet af Thomas
Ternes fra ESWE instituttet i Tyskland, hvor malingerne ogsa
blev udfort.

Spildevandet blev inddelt i prover af 1 kg, som hver blev til-
sat 100 nanogram af det syntetiske gstrogen 17[3-gstradiol-
acetat, der fungerede som kontrolstandard ved den efter-
folgende ekstraktion af spildevandets indhold af gstroge-
ner.

Ekstrakterne blev inddampet og oprenset pa silicakolonner
og blev derefter analyseret ved hjeelp af gaskromatografi-
ionfeeldemassespektrometri. Analysen viste prevens ind-
hold af de to naturlige gstrogener og det syntetiske gstro-
gen fra P-piller. Som blindpreve for analyserne blev der
anvendt grundvand.
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