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FORMIDLING AF FORSKNING

Forskning drejer sig grundlaeggende om at skabe viden, men for at fa den optimale nytte af
forskningsrsultater, er det veesentligt, at den skabte viden ggres tilgeengelig ikke alene for for-
skersamfundet, men for samfundet i bred forstand. Derfor er videnformidling en helt central
opgave for universiteterne, hvorfor viigen i ar bedt en raekke forskere pa DFU fortzelle om deres
forskning pa en popularvidenskabelig form, siledes at laeseren af »Laegemiddelforskning« kan
fa et indbilk i en reekke af de spaendende og udfordrende forskningprojekter, der udspringer fra
DFU. Vi haber, at resultatet vil vaere til inspiration og samtidig afspejle, at DFU som universitet er
en mindre - men dynamisk uddannelses- og forskningsinstitution.

Nowm Wie 4|0

Sven Frgkjaer, rektor

P& www.dfuni.dk optraeder - i forbindelse med DFU’s fem institutter - en gennemgang af
Universitetets forskningsomrader.

P& www.dfuni.dk/gymnasier findes oplysninger om mulighederne for at besgpge DFU med
kemi- og biologiklasser.

P& www.dfuni.dk/farmaceut er der information om farmaceutuddannelsen og dens mange
erhvervsmuligheder.

P& www.dfuni.dk/publikationer kan man hente inspiration i de tidligere argange af
Leegemiddelforskning.

@nskes yderligere trykte eksemplarer af Leegemiddelforskning? Send din bestilling til
bestil@dfuni.dk
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Design er
kommunikation

Farvel...

Som allerede navnt i sidste ars udgave af Leegemiddelforskning
@ndrede Danmarks Farmaceutiske Hgjskole allerede ved arsskif-
tet 2002/03 navn til Danmarks Farmaceutiske Universitet. Nar
det gamle logo alligevel skulle vige pladsen for et nyt, beslut-
tede man sig for, at ga alle grafiske elementer efter i sommene,
og ved samme lejlighed at indfgre en helt ny grafisk identitet.

Af Sven Frgkjaer og Jesper Munck

En af beveeggrundene har fra DFU’s side veeret gnsket om en
visuel identitet, der i hgjere grad end tidligere var i stand til
at signalere »moderne og omstillingsparat forsknings- og
uddannelsesinstitution«, og visualisere Danmarks Farmaceutiske
Universitets rolle som formidler og forskningsinstitution i en for-
anderlig farmaceutisk verden, nationalt som internationalt.

For at understrege Danmarks Farmaceutiske Universitets interna-
tionale rolle er Igsningen blevet en sammenstilling af det danske
og engelske navnetraek. Da Universitetets danske oprindelse
onskes fastholdt, skrives det danske navn tydeligst.

Det har veeret vores gnske, at fa udviklet et sterkt design, der
klart og kvalitetspraeget evner at skabe opmazrksomhed om
Universitetet. Det har vi faet opfyldt med det nyudviklede de-
signprogram. Lgsningen med sammenskrivning af det danske og
engelske navn til é&t navnetraek finder vi seerdeles spaendende.

Skiftende bomaerker
I tilknytning til det dansk-engelske navnetraek optraeder skiftende
bomaerker. Der er saledes ikke knyttet ét bestemt bomaerke til

DANMARKS

logotype (navnetraek), men p.t. ikke mindre end 36 af slagsen - i
forskellige kombinationer. Bomaerket, som bl.a. kan ses gverst pa
hgjresiderne i naervaerende udgave af Laegemiddelforskning, kan
andre sig i uendelige variationer, og nye mgnstre kan til stadighed
udvikles. Mgnstrene er abstrakte, og har ikke til hensigt at danne
konkrete symboler. Genkendeligheden ligger i de altid 81 punkter
store kvadrater og maden hvorpa punkterne i kvadraterne andrer
stprrelse og dermed danner nye symboler.

Navnetraekket kombineret med det altid kvadratiske bomaerke
sikrer, at Danmarks Farmaceutiske Universitets visuelle identitet
fastholdes pa trods af bomaerkets foranderlighed.

Den synlige del af isbjerget

Udadtil skal maerket optimalt set dels sikre genkendelighed, dels
via sit udtryk skabe forventninger gdende i den af afsenderen
pnskede retning. Maerket er den synlige del af isbjerget, den del
der fortaeller historien om resten. Indadtil skal et godt maerke ogsa
veere i stand til at fungere som samlingspunkt for - i dette tilfaelde
- ansatte og studerende.

For Britt Karlsen, designer hos Rumfang og idékvinde bag det nye
design, har det foranderlige bomzerke vaeret symbol pa den foran-
derlige verden og de nye og uopdagede muligheder, som forskeren
hele tiden spger at afdeekke. "Det har vaeret min tanke at illustrere,
at Danmarks Farmaceutiske Universitet har til opgave at formidle
og producere ny erkendelse i en omskiftelig verden,” siger Britt
Karlsen. Blandt overvejelserne har ogsd vaeret, at et universitet
underlagt forandringer ngdvendigvis ma veere dynamisk, innova-
tivt og visionaert, hvilket ogsa afspejles i bomaerket.

FARMACEUTISKE
UNIVERSITET

... 0g goddag.
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Bdde navneskift og ny grafisk identitet skal ses i lyset af gnsket om
mere preecist og tidssvarende at kunne kommunikere, hvad der
foregdr bag DFU’s facader. Et vigtigt led i denne proces er at give
landets gymnasieklasser mulighed for et indblik i hvad det er, vi
som landets eneste farmaceutiske universitet stdr for i forsknings-
og undervisningsmaessig sammenhang.

I den anledning seetter vore forskere fokus pd mere end 20
forskellige emner for gymnasieelever, hvor omdrejningspunktet
er, hvordan kemien og biologien, som eleverne kender den fra
gymnasiet, bliver anvendt i legemiddelforskningen her pd
Universitetet.

Bes@gene pd DFU er ment som et supplement og en inspiration

til den daglige undervisning i gymnasieskolerne. Foredragene
giver klasserne indsigt i den nyeste forskning inden for forskellige
naturvidenskabelige og sundhedsvidenskabelige fagomrdder

— omrdder, der lzgger op til debat eleverne imellem, og som giver
mulighed for at perspektivere kemiske og biologiske emner gennem
ud fra nye vinkler.

Et bes@g varer i reglen tre timer, og bestdr af to forskellige
»forelaesninger« fra nedenstdende liste med efterfglgende
rundvisning i laboratorierne. Endelig indgdr et mgde med en
repraesentant for de farmaceutstuderende, som fortaeller om
studiet og DFU, ogsd i besggspakken.

Vi kan i gjeblikket bl.a. tilbyde fplgende spaendende emner:

« Antistoffer og genteknologi

« De ekshibitionistiske gener

+ Den medicinerede normalitet

« Fiskeolier

« Forspgsdyr og in-vitro metoder

« Forurening af vandmiljget med steroidhormoner
 Hvordan studeres kroppens omdannelse af legemidler?
» Kemishow

+ Kommunikation i hjernen pd cellulzrt niveau

« Llaegemiddeldesign og Alzheimers sygdom

« Laegemidler mod hjernens sygdomme

« Laegemidler og smerte

 Medicinalkemi, neurotransmission og den rgde fluesvamp
» Moderne lzegemiddeludvikling

« Naturlegemidler: Hvad kan de bruges til?
 Naturstoffer og malaria

« Naturstoffer: Kommunikation eller krigsferelse

* Rusmidler - i kemisk og biologisk belysning

« Selen: Et ngdvendigt - og giftigt - grundstof

« Stereokemi og leegemiddeludvikling

Lees mere om emnerne og om hvordan man tilmelder sig pd
www.dfuni.dk/gymnasier

Ph.d. Sven Frgkjzer er
professor ved Institut for

Farmaci og rektor ved DFU.

Cand.mag. Jesper
Munck er leder af

Informationskontoret pd

Danmarks Farmaceutiske

Universitet.
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Born og unge

Har bgrn og unge det
skidt? Undersggelser af
skolebgrn fra flere lande
viser, at antallet af 11-15
drige medicinbrugere

er steget markant siden
1980°rne.

bruger mere

Pa blot ti ar er 15-ariges forbrug af medicin mod hovedpine og
mavepine steget med 50 procent blandt pigerne, mens drenge-
nes forbrug er fordoblet. Samtidig vokser forbruget af nervepil-
ler og sovepiller.

Af Ebba Holme Hansen

Mange sundhedsvaner grundlzegges i alderen fra 10 til 16 ar,
men alligevel er medicinforbruget i aldersgruppen meget darligt
belyst. Forskere har mest interesseret sig for antibiotikarecepter
til smabgrn og ordination af psykofarmaka til sma og lidt stgrre
bgrn. Nu er en projektgruppe i faerd med at rade bod pé det for-
spmte gennem en underspgelse af 11-15 ariges forbrug af medicin
mod smerter og psykiske problemer.

Resultaterne dokumenterer, at der er sket en signifikant stigning i
antallet af unge medicinbrugere siden 1980’erne. Samtidig er der
en social skaevhed i forbruget med det stgrste medicinforbrug i de
lavere socialgrupper. Studiet viser ogsa, at drenge og pigers for-
brug af legemidler skifter med alderen. Blandt de yngste er der en
overveegt af medicinbrugere blandt drengene, mens der blandt de
lidt eldre bgrn er flest piger, som jaevnligt indtager medicin.
Underspgelsen indgar i et internationalt projekt om sundheds-
adfaerd blandt 11-15-drige, hvor der er indsamlet data om brug
af medicin mod smerter og psykiske problemer siden midten af
1980’erne. Det internationale studie viser, at der er betydelige
forskelle i medicinforbruget fra land til land.

Den danske projektgruppe bestar af professor Bjgrn E. Holstein
og lektor Pernille Due fra Kgbenhavns Universitet samt profes-
sor Ebba Holme Hansen fra Danmarks Farmaceutiske Universitet.
Nogle af resultaterne er publiceret for nylig, mens andre publice-
res i naer fremtid.

medicin

Skolebgrn i 28 lande

Data om medicinbrug indsamles som led i det internationale
projekt Health Behaviour in School-Aged Children (HBSC), som
koordineres af Verdens Sundhedsorganisationen, WHO. Metoden
er en spprgeskemaundersggelse, som gennemfgres med ca. fire
ars mellemrum. 11998 deltog 28 lande i undersggelsen.
Spgrgeskemaer udfyldes af elever i 5., 7. og 9. klasse fra et reprae-
sentativt udvalg af skoler. Bgrnene er i gennemsnit 11,5, 13,5 og 15,5
ar gamle. 123.227 bgrn medvirkede i 1998-undersggelsen, heraf
5.066 fra Danmark.

Skemaerne indeholder omkring 150 spgrgsmal om elevernes
adfzerd i forhold til sundhed og sygdom samt om sociale forhold,
familie, netveerk med videre. De mange spgrgsmal giver mulighed
for et veeld af analyser, som kan beskrive og forklare, hvad der har
betydning for forbruget af laegemidler.

Selve medicinforbruget undersgges ved et simpelt spprgsmal:
Har du inden for den sidste maned taget piller eller medicin?
Spergsmalet stilles for fire symptomer, som er relativt hyppige
i aldersgruppen; hovedpine, mavepine, problemer med at falde i
spvn og nervgsitet. Svarkategorierne er: Nej; Ja, en gang; Ja, flere

gange.

Symptomer og forbrug

Det er mest almindeligt at bruge medicin mod hovedpine i alders-
gruppen. 1 1998 tog 55 procent af de 15-arige danske piger og 36
procent af de 15-arige danske drenge medicin mod hovedpine en
eller flere gange inden for en maned. Medicin mod mavepine blev
anvendt knap sa hyppigt. 33 procent af de 15-arige piger brugte
det, men kun 3 procent af de 15-drige drenge. Medicin mod sgvn-
problemer og nervgsitet blev brugt i omtrent samme omfang,
nemlig af mellem 10g 6 procent af de 11-15-arige.

Undersggelser af receptmedicin har vist, at sma drenge far ordi-
neret mere medicin end sma piger, men at forskellen udviskes
med alderen.

Vores undersggelse viser, at kgnsforskelle og aldersforskelle
udvikler sig forskelligt for de underspgte medicingrupper.
Hovedpinemedicin anvendes allerede blandt de 11-arige oftere af
piger end af drenge, og forskellen mellem drenge og piger gges

BIVIRKNINGER OG RISICI

De medicintyper, som anvendes til at behandle hovedpine,
mavepine, sgvnproblemer og nervgsitet, kan veere forbundet
med forskellige former for bivirkninger og andre risici.
Smertestillende medicin kan ved hyppig anvendelse og

brug i store doser resultere i leverskader, nyreskader og
maveblpdning. Desuden er smertestillende hdndksbsmedicin
det hyppigste selvmordsmiddel blandt unge.

Brug af nervemedicin og sovemedicin kan resultere

i afhangighed og misbrug og kan desuden reducere
indlaeringsevnen hos brugerne.
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Andel af 1-15-arige danske piger og drenge, der
har taget medicin mod hovedpine 1998 (i %)

Medicin mod hovedpine, piger

13
Alder

Medicin mod hovedpine, drenge

15

Piger, brugt > 1 gang sidste méned Drenge, brugt > 1 gang sidste méned

Piger, brugt 1 gang sidste méaned Drenge, brugt 1 gang sidste maned

Piger, brugt i alt —a— Drenge, brugt i alt

Andelen af 15-drige danske piger og drenge, der har taget

medicin modhovedpine og mavepine i 1988 til 1998 (i %).

Medicin mod hovedpine, 15- drige

1988 1991 1994 1998

Medicin mod mavepine, 15-drige

1988 1991 1994 1998

Drenge

Forbruget af medicin mod hovedpine blandt 11-15 drige danske piger
og drenge.

med alderen. Brug af medicin mod mavepine falder med alderen
blandt drenge, men stiger meget blandt piger, hvilket haenger
sammen med pigernes menstruationssmerter. Medicin mod ner-
vgsitet og sevnproblemer anvendes hyppigere af de 11-arige end af
de 15-drige. Desuden sker der med alderen et skift fra en overveegt
af drenge til en overvaegt af piger, der bruger disse typer medicin.
Receptunderspgelser viser, at brugen af nervemedicin og sove-
medicin er lavest blandt de ca. 15-arige. Senere stiger forbruget
blandt begge kgn, men pigerne bruger mest. Voksne kvinder
bruger generelt mere end dobbelt s3 meget medicin som maend
i disse kategorier.

Internationale variationer

Vi har sammenlignet brugen af medicin for 28 lande i 1998. Her
viser det sig, at der er kolossale forskelle fra land til land. Andelen
af de 11-15 drige drenge, som havde taget medicin mod hovedpine
i den foregdende maned, varierer fra 21,1 procent i Slovakiet til 49,9
procent i Skotland. Pigernes forbrug ligger pa et betydeligt hgjere
niveau, men forskellene mellem landene er lige sa udtalte.
Danmark er i en midterposition set i den internationale sam-
menhang. Men der er forskel pa, hvor i rangordenen landene er
placeret for de forskellige typer af medicin. Saledes ligger Israel
langt over gennemsnittet for medicin mod nervgsitet og spvnpro-
blemer, som bliver taget af en femtedel af de israelske piger. | den
anden ende af skalaen ligger Norge med ca. 1 procent.

Den internationale sammenligning viser desuden, at de kgnsfor-
skelle og aldersforskelle, som blev fundet i Danmark, gar igen i
andre lande. Det vil sige, at der med alderen sker et skift fra en
overvaegt af medicinbrugere blandt drenge til en overvaegt blandt
piger, uanset hvilket niveau landets forbrug ligger pa.

Markant stigning

De samme spgrgsmal om medicinbrug er anvendt i underspgel-
serne siden midten af 1980’erne, og derfor er det muligt at analy-
sere, hvordan forbruget udvikler sig.

Pa tvaers af de forskellige typer af medicinbrug har vi fundet en
signifikant stigning i andelen af brugere over arene. Et eksempel
er udviklingen i forbruget af medicin mod hovedpine og mave-
pine blandt 15-arige danske drenge og piger. Pa ti ar er der sket
en stigning med 50 procent blandt pigerne og 100 procent blandt
drengene, selv om drengene ligger pa et noget lavere niveau. Vi
ser tilsvarende stigninger i de ni andre lande, hvor vi har tilsva-
rende data.

Det forste spprgsmal, man stiller sig, er, om symptomerne er ste-
get tilsvarende, men det er ikke tilfaeldet. Forklaringerne pa det
pgede forbrug skal derfor findes i andre forhold, som vi endnu
ikke har underspgt.

Grund til bekymring

Medicinforbruget blandt 11-15-arige er altsa hgjt og markant sti-
gende. Udviklingen er bekymrende, fordi medicinen kan have ska-
devirkninger, og fordi et hgjt forbrug i ungdommen ma forventes
at fortsaette ind i voksenlivet. Kgnsforskellen blandt voksne i brug
af smertestillende medicin og psykofarmaka med en overvaegt
hos kvinderne udvikles i teenagealderen.

Bgrns og unges medicinanvendelse er ikke blot et forspmt forsk-
ningsomrade, men ogsa et forspmt omrade i sundhedspolitikken.
Der er behov for en politik pa omradet og for mere oplysning om
medicin til bgrn, foraeldre og andre, der omgas bgrn og unge.

OVERRASKENDE STOR SOCIAL SLAGSIDE

Det er velkendt, at de lavere socialgrupper har flere
helbredsproblemer end de hgjere socialgrupper, og derfor er
det ikke overraskende, at bgrn, hvis foreeldre tilhgrer de lavere
socialgrupper, bruger mere medicin end andre bgrn.

Det er derimod overraskende, at vi har fundet signifikante
forskelle mellem socialgrupperne, ogsd efter at have korrigeret
for forekomsten af symptomer. Vi udlaegger dette som en fplge
af forskelle i holdninger og adfeerd i forhold til sundhed og
sygdom i de forskellige socialgrupper.

M.Sc. Ebba Holme Hansen

er professor ved Institut

for Samfundsfarmaci.
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Hurtige genveje
til nye leegemidler

Fast-fase syntese i
laboratoriet.

Livsstilssygdomme som sukkersyge og hjerte-karsygdomme
rammer nu selv unge mennesker, og forekomsten af aldersbe-
tingede lidelser stiger. Samtidig skaber resistente bakterier pget
risiko for at d¢ af infektioner. Derfor er der akut behov for hurtig
udvikling af nye laegemidler.

Af Jerzy W. Jaroszewski, Henrik Franzyk og Christian Adam Olsen

Forekomsten af livsstilssygdomme som fedme, sukkersyge og
hjerte-karsygdomme stiger, og sygdommene rammer nu ogsa
relativt unge mennesker. Samtidig medfgrer den stadigt hgjere
gennemsnitlige levealder, at flere og flere lider af alderdomsbe-
tingede sygdomme.

Iseer sygdomme i centralnervesystemet er blevet et stort sund-
hedsproblem, som forringer livskvaliteten for mange zldre og
pger udgifterne i sundhedssektoren. Sygdommene medferer

nedsatte motoriske evner som i Parkinsons syge, senil demens
som i Alzheimers syge eller fglelsesrelaterede lidelser som depres-
sion. Arsagen til sygdommene er oftest fejl eller svigt i syntese,
lagring, udskillelse og nedbrydning af signalstoffer i hjernen og
rygmarven.

Samtidig stiger risikoen for, at infektionssygdomme som tuberku-
lose igen bliver dgdelige, fordi bakterierne udvikler resistens over-
for den medicin, der kendes i dag. Der er saledes et akut behov for
hurtig udvikling af helt nye leegemidler samt for forbedringer af
de eksisterende typer af medicin.

Hurtig syntese og screening

Omkring 30 procent af alle leegemidler har deres oprindelse i
naturstoffer fra mikroorganismer, planter eller dyr. | forsknings-
feltet bioorganisk kemi kombineres isolering af nye naturstoffer
med moderne organisk-kemiske syntesemetoder. Pa den made
kan man finde og udvikle nye biologisk aktive stoffer, som kan
bruges til udvikling af nye laegemidler og til at opna vigtig viden
om biokemiske processer i organismen.

| det sidste arti har medicinalindustrien for alvor effektiviseret
den kemiske del af legemiddeludviklingen. Et lysende eksempel
er kemisk syntese pa overfladen af faste partikler — en metode,
som er blevet en vigtig metode til hurtig fremstilling af et stort
antal leegemiddelkandidater.

Samtidig er der udviklet screeningsmetoder, hvor automatisering
i form af robotter og computerstyrede processer ggr det muligt
at underspge store biblioteker af enkeltstoffer pa meget kort tid.
Normalt testes stofferne pa intakte celler eller pa cellekomponen-
ter som enzymer eller receptorer. En receptor er typisk et protein i
cellemembranen, som lzegemidlet binder sig til, hvilket skaber et
respons i cellen. Ved screeningen kan man hurtigt se, hvordan nye
leegemiddelstoffer vekselvirker med deres mal i organismen.

Fra naturstoffer til legemidler

I naturstofgruppen pa DFU videreudvikler vi de navnte syntese-
metoder. Udgangspunktet er naturstoffer, som gennemgar en
medicinalkemisk udviklingsproces for at fremstille nye stoffer
med den rette selektivitet og dermed minimale bivirkninger.

Der er mange eksempler p3, hvordan det er lykkedes at forfine
naturstoffer. Metadon til afvaenning af narkomaner er fremstillet
med udgangspunkt i morfin, mens kinin fra kinabark har givet os
stoffet klorokin, som er den mest brugte medicin til behandling
af malaria. Desuden har videreudvikling af penicillin isoleret fra
mikroorganismer fprt frem til en lang raekke semisyntetiske peni-
cilliner med staerkt forbedrede egenskaber.

Netop nu forsker vi intenst pa en videreudvikling af visse hvep-
segiftstoffer, som i gvrigt har en stor strukturel lighed med gift-
stoffer fra edderkopper. Stofferne er farmakologisk interessante
i forbindelse med udvikling af leegemidler til at modvirke den
fremadskridende nervedgd i Alzheimers syge og Parkinsons syge.
Nervedgden skyldes bl.a. overaktivitet i nogle af nervecellernes
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A: Resinbundet sulfonamid (aktiveret aminderivat) forlaenges med dialkohol byggesten under Mitsunobu-betingelser. B: Resinbundet alkohol-
gruppe forleenges med en diaminbyggesten (Ns-NH-(CH,) ,-NHTeoc, Ns = nitrobenzenesulfonamid, Teoc = beskyttelsesgruppe). Bemaerk, at de to
tertiaere sulfonamider herefter fungerer som beskyttelsesgrupper. C: Teoc-gruppen fjernes, og tyrosinbyggestenen kobles (Fmoc og But = beskyt-

telsesgrupper). D: Fmoc-gruppen fjernes og smersyre-byggestenen kobles. E: Afbeskyttelse af Ns-grupperne. F: Endelig afbeskyttelse og klgvning fra

resin giver toksinet (PhTX-433).

signalsystemer, hvilket giftstofferne kan deempe i forspg med
cellekulturer.

Som udgangspunkt bruger vi philanthotoksinet PhTX-433, der er
opbygget af en lang polyaminkaede, aminosyren tyrosin, samt en
smorsyrerest. Stoffets lineaere struktur ger det velegnet til kombi-
natorisk parallelsyntese pa overfladen af faste partikler.

Nye selektive stoffer

De naturlige giftstoffers funktion er at lamme eller draebe mange
forskellige byttedyr, sa deres farmakologiske effekt er meget uspe-
cifik, mens laegemidler skal veere meget selektive for at opna en
preecis terapeutisk effekt.

Syntese af toksinanaloger medfgrer et behov for at udvikle meto-
der til opbygning af polyaminkaeden og til at binde de forskel-
lige dele af molekylet sammen. Malet er at udforske syntetiske
analogers effekter pa forskellige typer receptorer pa humane
nerveceller. Vi har nu syntetiseret adskillige nye stoffer med en
@ndret struktur af savel polyamindelen som aminosyredelen og
acylgruppen. Forskningen har allerede resulteret i nye toksiner
med saerligt lovende evner til selektivt at hindre overstimule-
ring af nerveceller. Dette opnds ved at blokere receptorer for en
bestemt type signalstoffer.

Med de nyudviklede syntesemetoder vil det veere muligt at opna
en stor strukturdiversitet inden for denne type toksiner, hvilket
forpger chancen for at finde nye hgjpotente og selektive stoffer
med mulige anvendelser som legemidler til behandling af syg-
domme i centralnervesystemet.

KOMBINATORISK PARALLELSYNTESE

Kombinatorisk parallelsyntese er en metode til effektiv
fremstilling af et stort antal lzegemiddelstoffer, og

metoden kan anvendes til systematisk opbygning af store
stofbiblioteker. F.eks. kan man med udgangspunkt i de 20
naturlige aminosyrer fremstille et bibliotek af peptider med
tre aminosyrer. Kombinatorisk set kan der dannes 20 x 20 x 20
forskellige tripeptider; i alt 8ooo.

Syntesen finder sted i en reaktor med 20 smd brgnde. Fgrst
kobles de 20 aminosyrer hver for sig til faste partikler ved
hjeelp af et bindeled. Derefter blandes alle kuglerne sammen
og fordeles igen i brgndene. | naste trin kobles et nyt seet
byggesten pd kuglerne i hver sin brgnd, og ndr proceduren
gentages, vil det give de i alt 8ooo forskellige peptider med tre
aminosyrer. Den trinvise opbygning af mdlmolekylerne kan
veere mere eller mindre automatiseret.

Under syntesen anvendes beskyttelsesgrupper, som bindes
til funktionelle grupper, der ikke skal deltage i de reaktioner,
der opbygger mdlmolekylet. Nogle beskyttelsesgrupper
fjernes igen undervejs i syntesen for at frigere en funktionel
gruppe, der skal deltage i en efterfglgende reaktion. Ud over
beskyttelsesgrupper anvender man aktiverende grupper og
reagenser, som fremmer den gnskede reaktion.
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—(SYNTESE PA FASTE PARTI KLER>

Fastfase-syntese adskiller sig fra almindelig syntese i oplgsning

ved, at udgangsstoffet via et kemisk bindeled kobles til uoplgselige,

porpse, kugleformede partikler med diametre pd mellem o,10g 0,4

o - o <> - millimeter.
Resin Mdlmolekylet opbygges trinvis ved hjzelp af et antal kemiske

byggesten. Da mdlmolekylet stadig er bundet til partiklerne, kan
man let frafiltrere reagenser og biprodukter, der befinder sig i

Byggesten B opldsningen. Hvis reaktionen ikke ndr til fuld omsaetning, kan den

. Klgvnin gentages, indtil alt bundet udgangsstof er omdannet.

l’ Q_O'A_V —E °_<> + A_V Ndr syntesen er faerdig, spaltes den kemiske binding mellem
bindeleddet og mdlmolekylet selektivt. Slutproduktet er nu i
opldsning og kan isoleres ved simpel frafiltrering af partiklerne
og efterfglgende fordampning af oplgsningsmidlet og eventuelle
reagenser.

Linker Byggesten

Princippet i fastfase syntese
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Metalioner
— en nggle til nye laegemidler

Metalioner og metalholdige proteiner styrer de mest fundamen-
tale livsprocesser. Over halvdelen af enzymerne i den menneske-
lige organisme indeholder metalioner, som derfor bliver oplagte
mal for legemidler.

Af Ole Farver

Mange vil sikkert betragte laegemidler og uorganisk kemi som to
uforenelige begreber. Ikke desto mindre har de allerfleste grund-
stoffer i det periodiske system potentielle muligheder i design af
nye legemidler.

Iseer metaller er farmakologisk interessante. Mange lzegemidler
pavirker enzymer i kroppen, og over halvdelen af alle enzymerne
i den menneskelige organisme indeholder metalioner, som derfor
bliver oplagte mal for leegemidler. Samtidig styrer metalioner
fundamentale biokemiske processer som replikation af arvean-
leggene DNA og RNA. For levende organismer giver det ingen
mening at skelne mellem “organisk” og “uorganisk”; denne skel-
nen er udelukkende historisk betinget.

Uorganiske forbindelser har da ogsa vaeret benyttet i medicinen
i flere tusinde ar. Oldtidens aegyptere brugte for 5.000 ar siden
kobber til sterilisering af drikkevand, og pa samme tidspunkt
anvendte kineserne guld til eliksirer bl.a. med det noble formal at
sikre udgdelighed. Kalomel (kviksglv(l)chlorid) har veeret benyttet
som vanddrivende middel siden renaissancen og helt op til
1950’erne. Arsenforbindelser var de fgrste succesfulde medika-
menter til behandling af syfilis. Guldcyanid har vaeret et relativt
effektivt middel i kampen mod tuberkulose, og guldkure bruges
stadig ved behandling af visse gigtformer. Men det mest kendte
uorganiske leegemiddel er utvivisomt cisplatin, som i kemoterapi
har revolutioneret behandlingen af mange kraeftformer.

ANALYSE PA NANOSEKUNDER

Oxidation og reduktion kaldes med en feelles betegnelse for
redoxprocesser.

En af de metoder, vi benytter til at undersgge de lynhurtige
redoxprocesser, er puls-radiolyse. Her skydes korte pulse af
elektroner, som kun varer fd nanosekunder, ind i proteinerne.
Kunsten er at ramme det rigtige center i molekylerne - noget,
som det har taget mange dr at beherske tilfredsstillende

- og derefter at registrere de hurtige aendringer i enzymets
redoxtilstand.

Her kommer de optiske egenskaber af de jern- og
kobberholdige proteiner til deres ret. De har alle intensive
farver, som ggr det muligt at arbejde med meget smd
koncentrationer, hvilket er afgdrende, ndr proteinerne skaffes
fra levende organismer lige fra bakterier til mus og andre
forsggsdyr.

Det er karakteristisk for alle disse laegemidler, at de blev opdaget
ved tilfeldigheder. Moderne lzegemiddeludvikling er anderledes
rationel. | dag satser vi pa at forsta de grundliggende mekanismer
for reaktionerne mellem de uorganiske forbindelser og proteiner i
kroppen for sa at udnytte den opndede viden til malrettet design
af legemidler.

Omszetning af ilt

Oxidation, hvor elektroner fjernes fra en forbindelse, og reduktion,
hvor der tilfgres elektroner, spiller en meget stor rolle i al biologisk
kemi. Nogle eksempler er fotosyntesen i planter og respirationen
hos mennesker og dyr, som er baseret pa en kaskade af elektron-
overforsler.

Jern og kobber spiller hovedrollerne i alle de processer, hvor
ilt omszettes i organismen, og det er bemaerkelsesveerdigt, at
kobber- og jernholdige proteiner stort set udferer identiske
funktioner, men forskellige steder i organismen. Hvorfor denne
usaedvanlige ekstravagance fra naturens side?

Det skyldes primaert, at kobberionen danner mere robuste kom-
plekser end jern. Jernholdige forbindelser opererer derfor naesten
udelukkende inde i cellerne, mens de mere stabile kobberforbin-
delser fungerer i tilsvarende processer uden for cellerne.

Frie radikaler

En pris m& vi betale for den livgivende ilt; vi m3 beskytte os mod
ugnsket dannelse af frie radikaler — som iltforbindelser, der inde-
holder en uparret elektron. Frie radikaler spiller bl.a. en vigtig rolle
for de celleforandringer, som fgrer til, at cellerne zeldes. Viden om
hvordan og hvorfor cellerne aldes, har betydning for udvikling af
nye laegemidler.

En potentiel kilde til celleforandringer er radikal oxidation af cel-
lemembraner. Et af de ugnskede frie radikaler, som dannes ved
omsaetningen af ilt i kroppen, er superoxid-ionen, som med sin
ene uparrede elektron reagerer aggressivt med cellevaeegge og
vaev. Derfor findes der enzymer, superoxiddismutaser (SOD), som
katalyserer nedbrydningen af radikalet.

SOD er et af de allermest effektive enzymer, som overhovedet
kendes. Alligevel diskuterede man lzenge, om formalet med SOD
faktisk er at nedbryde superoxid. Et af modargumenterne var, at
frie kobberioner tilsyneladende er lige sa effektive. S& hvorfor
investere i opbygningen af et stort enzym, nar en enkelt metalion
er lige sa virkningsfuld? Men her glemte man en meget vigtig
pointe: Frie kobberioner er ikke specifikke, men vil kunne indga i
mange andre processer, hvor de kan vaere ekstremt farlige.

Det er altsa af meget stor vigtighed, at der aldrig findes frie
redoxaktive metalioner i organismen. | SOD er metalionerne
placeret i enzymet i en struktur, der specifikt binder og omdan-
ner superoxid. Ved alle store hjerteoperationer tilfgres SOD til
patienten for at undga, at vaevet i det abne sar nedbrydes ved
angreb af superoxid.

Det er karakteristisk for alle metalholdige proteiner, at de bestar
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Puls-radiolyseudstyret pd universitetet i Jerusalem bestdr af en ca. 6 m lang accelerator, som kan udsende elektronpulse i nanosekund-perioder.
Pulsene sendes gennem prgven, som er anbragt i en 1 cm optisk celle (ses ikke pd billedet).

af en eller flere metalioner bundet til aminosyregrupper eller
andre molekyler, som er fast forankrede i de store proteiner.
Proteinstrukturen sgrger for specificiteten, og metalionen udfg-
rer herefter arbejdet i samarbejde med de omkringliggende

grupper.

Kobber i hjernen

Hjernen er det organ, hvor de fleste kobberholdige enzymer
findes. Enzymerne er oplagte mal for leegemidler, der kan binde
til kobberionen.

Mange af de kobberholdige proteiner katalyserer dannelse af sma
molekyler, som indgar i nervecellernes kommunikation. Vi har her
arbejdet med et enzym, peptidylamidase, som producerer peptid-
hormonerne vasopressin og oxytocin i hypofysen. Vasopressin er
med til at opretholde vaeskebalancen i kroppen, mens oxytocin
spiller en vigtig rolle i forbindelse med fgdsel ved stimulering
af livmoderens sammentraekning. Dannelsen af hormonerne
finder sted i et samspil mellem kobberproteinet, C-vitamin og ilt.
Hormonerne skal ogsa fjernes hurtigt og effektivt, nar der ikke
leengere er behov for dem. Det foregar ogsé ved hjeelp af kob-
berholdige enzymer.

Genetisk betingede fejl i kobberstofskiftet forer til alvorlige
lidelser. Nar kobber ikke omsaettes effektivt nok, ophobes metal-
let i leveren og hjernen, hvilket uden behandling ferer til skader
pa organerne og til tidlig ded.

Mangel pa kobber er lige sa katastrofalt. Et eksempel er den
arvelige lidelse, Menkes sygdom, som kan ramme drenge, der
ofte dgr under svaere lidelser, inden de bliver tre ar. Sygdommen
skyldes defekter i et kobbertransportgrprotein, Menkes pro-
tein. Generne for bade det intakte og det defekte protein er
blevet isoleret og klonet, og vi har studeret kobberbinding til
proteinerne. Analyserne af sammenhangen mellem proteinets
struktur og funktion har fgrt til en tilbundsgaende forstaelse af
mekanismerne og abner hermed mulighed for bedre behandling
af sygdommen.

Betydningen af uorganisk kemi i biologien har efterhanden
opnaet betydelig anerkendelse, og metalioners og metalholdige
proteiners rolle i sundhed og sygdom har tiltrukket sig moleky-
lerbiologers og cellebiologers opmaerksomhed. Der er ingen tvivl
om, at den grundvidenskabelige forskning i metalloproteinkemi
vil udvikle sig voldsomt i de kommende ar, og at den indhentede
viden vil danne basis for en mere rationel og malrettet udvikling
af nye laegemidler.

Menkes protein transporterer kobber i organismen. | Menkes sygdom er
proteinet defekt, hvilket fgrer til akut kobbermangel og en tidlig dgd.
Analyser af sammenhangen mellem proteinets struktur og funktion
har fprt til en bedre forstdelse af sygdomsprocessen, hvilket dbner
mulighed for at udvikle en medicinsk behandling. Kobberionen (cyan-
farvet) er bundet til to svovlatomer (gule). Peptidskelettet er vist som et
magentafarvet bdnd.

Enzymet superoxiddismutase (SOD) nedbryder den frie radikal-ion
superoxid, der pdelaegger cellevaegge og vaev. Det aktive center i enzy-
met findes omkring kobber- og zinkionerne, som er markeret med
henholdsvis cyan og grdt. Proteinets "rygrad” er vist som et grgnt bdnd.
De aminosyresidekaeder, som holder metalionerne pd plads, er ogsd vist.
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og syntese

Angrebspunktet for mange legemidler er store proteiner med
en kompliceret tredimensionel struktur. Kendskabet til recep-
torernes rumlige opbygning vokser hastigt. Den opndede viden
anvendes til udvikling af legemidler med computerbaserede
metoder.

Af Ulf Madsen, Esben J. Bjerrum, Jeremy R. Greenwood
og Tommy Liljefors

Tidligere blev mange leegemidler fundet mere eller mindre til-
feeldigt. Normalt var udgangspunktet iagttagelser fra dyreforspg,
som blev brugt til at udvikle ny medicin, men ofte skete det helt
uden kendskab til, hvordan laegemidlet virkede i den menneske-
lige organisme. Man vidste ikke, hvilke molekyler i kroppen laege-
midlet pavirkede, og virkningsmekanismen var ukendt.

Metoden har givet et vaeld af gode laegemidler, hvoraf mange sta-
dig anvendes. Men opdagelsen af leegemidlerne var afhaengig af
tilfeeldigheder og ikke rationel og malrettet.

I nyere tid har udviklingen af llegemidler vaeret mekanismebase-
ret. Pa grundlag af kendskabet til mekanismerne bag en sygdom
kan nye laegemidler udvikles pa et rationelt grundlag. Mange
leegemidler pavirker bestemte receptorer i kroppen med funktio-
ner, der er relateret til den sygdom, som gnskes behandlet. Ved
malrettet udvikling af stoffer med virkning pa en given receptor
bliver chancen for at finde et godt leegemiddelstof meget storre.
Inden for de senere ar er kendskabet til mekanismerne bag mange
sygdomme naet helt ned pa det molekylzere niveau, og det har
gjort strukturbaseret leegemiddeludvikling mulig. Et detaljeret
kendskab til den rumlige opbygning af en receptor og i seerdeles-
hed den del af receptoren, som et leegemiddelstof bindes til, er nu
et meget vigtigt redskab ved design af nye potentielle lzegemid-
delstoffer. Langt de fleste receptorer er store proteiner med en
kompliceret tredimensionel struktur.

Receptorer for glutaminsyre
Et af vore mal er at udvikle legemiddelstoffer, som selektivt pavir-
ker bestemte undertyper af hjernens receptorer for signalstoffet

GLUTAMINSYRE OG NEUROLOGISKE SYGDOMME

Signalstoffet glutaminsyre er det vigtigste stimulerende
signalstof i centralnervesystemet, og stort set alle nerveceller i
hjernen padvirkes af glutaminsyre. Derfor spiller nervecellernes
receptorer for glutaminsyre en central rolle i hjernens normale
funktion.

Men receptorerne er ogsd involveret i en reekke meget alvorlige
neurologiske sygdomme som Alzheimers syge, epilepsi og
Parkinsons syge. Derfor er de vigtige mdl for udvikling af nye
legemiddelstoffer.

Integreret computerdesign

glutaminsyre. Receptorerne er opdelt i et meget stort antal under-
typer med forskellige funktioner bade i den normalt fungerende
hjerne og i en raekke sygdomstilstande.

Det samlede billede af de enkelte undertypers funktion er langt
fra klarlagt. Ved at udvikle stoffer, som selektivt pavirker enkelte
undertyper, bliver det muligt at studere disse undertypers funk-
tion, og den opnaede viden kan anvendes i bestraebelserne pa at
udvikle nye og bedre lzegemidler.

Nér glutaminsyre bindes til receptorerne, udlgses et respons i
nervecellerne. Glutaminsyre aktiverer alle receptorerne, men ved
behandling af en sygdom er det ofte gnskeligt at stimulere eller
blokere enkelte undertyper.

Der er kun sma forskelle i opbygningen af receptorproteinet
i mange af undertyperne, men de sma forskelle kan alligevel
udnyttes til at udvikle selektive stoffer. Nogle gange kan man
opna selektivitet selv ved meget sma andringer i leegemiddel-
stoffernes struktur.

Selektive laegemiddelstoffer

En af undergrupperne af receptorerne for glutaminsyre hedder
AMPA-receptorer, og de kan yderligere opdeles i fire undertyper,
der kaldes GluR1-4.

Hidtil har det veeret meget vanskeligt at udvikle stoffer med
selektiv virkning pa disse undertyper. Detaljeret kendskab til den
rumlige struktur af bindingslommen og anvendelse af computer-
baserede metoder har nu skabt et gennembrud med hensyn til at
opna den gnskede selektivitet.

Nar det geelder GIuR2, har man opnaet et helt ngjagtigt bil-
lede af den rumlige opbygning af bindingslommen ved hjaelp
af rgntgenkrystallografi. Med genteknologiske metoder er det
samtidig lykkedes at fremstille en version af GIuR2 receptoren,
som i sin aminosyresammensaetning svarer til GluR3. Ogsa denne
GluR3-lignende receptor er det lykkedes at fa et preecist tredi-
mensionelt billede af. De to strukturer har dannet udgangspunkt
for at designe stoffer, som selektivt kan pavirke GluR2 og GIuR3
undertyperne.

Computeren viser vejen

P& en computer kan man anbringe tredimensionelle modeller af
de stoffer, man satser pa at syntetisere, i bindingslommen pa de
pnskede receptorer. Metoden involverer beregninger og visuel
inspektion, som kan afslgre, hvor godt forskellige stoffer passer
ind i bindingslommen pa de forskellige undertyper.

Tidligere forspg har vist, at stoffet Br-HIBO pavirker GIuR1 og
2 steerkere end GIuR3 og 4. Computerberegninger af Br-HIBO’s
samspil med bindingslommen i GIuR2 og i den GluR3-lignende
struktur viste, at bromatomet er af afggrende betydning for selek-
tiviteten. Men beregningerne pegede ogsa pa, at udskiftning af
brom med klor sandsynligvis ville fgre til langt hgjere selektivitet.
Efter syntese af CI-HIBO viste dette sig at holde stik. | samarbejde
med Institut for Farmakologi gennemfgrte vi undersggelser, som
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Hjernens glutaminsyre-receptorer inddeles i
ionotrope og metabotrope receptorer, der hver
isaer er opdelt i tre undergrupper, som yderligere
er opdelt i et antal undertyper. Af de i alt 24
undertyper er der kun angivet navne pad de fire
AMPA undertyper, som er relevante for dette
projekt. @verst ses strukturen af glutaminsyre,
som pavirker alle receptortyperne, og nederst de
Criappe 111 tre analoger HIBO, Br-HIBO og CI-HIBO, hvoraf
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viste, at CI-HIBO har en aktivitet, som er 275-1600 gange staerkere
pa GluR1 og 2 end pa GluR3 og 4, hvorimod Br-HIBO’s aktivitet
kun er 3-37 gange staerkere.

Kloratomet i CI-HIBO er langt mindre end bromatomet i Br-HIBO,
men stgrrelsen er ikke den afggrende faktor. Det kan vi se, fordi
forbindelsen HIBO med et lille brintatom i samme position er
endnu mindre selektivt end Br-HIBO. Den ggede selektivitet skyl-

des, at kloratomet pavirker molekylets elektroniske forhold pa en
optimal made for GIuR1 og 2 i forhold til GluR3 og 4.

Sundhed og sygdom

Stoffet CI-HIBO kan anvendes til undersggelse af GIuR1 og 2-
undertypernes betydning i savel den normalt fungerende hjerne
som i sygdomsmodeller.

Stoffets aktivitet er blevet grundigt karakteriseret og netop publi-
ceret, og stoffet vil veere tilgeengeligt gennem firmaet Tocris, som
forhandler forbindelser til eksperimentel brug.

CI-HIBO i sig selv forventes ikke at kunne anvendes som leegemid-
del, fordi det stimulerer receptorerne for glutaminsyre, og det er
primeert blokerende stoffer, man gnsker at bruge i terapeutisk

Glutaminsyre-receptor

caZ+

+
lonkanal ?

Cl-HIBO

sammenhang. Men forsgg med stoffet kan vise, om den ene
eller anden gruppe af receptorer har betydning ved forskel-
lige sygdomme, og dermed bane vejen for rationelt udviklede
legemidler.
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FORST MODEL, SA SYNTESE

Ved hjzelp af computerprogrammer kan man konstruere
tredimensionelle modeller af de lzegemiddelmolekyler, som
man @nsker at syntetisere. Derefter kan man undersgge, om
modellerne passer i bindingslommen pd den gnskede receptor.
Pd computeren kan man altsd undersgge et stofs evne til

at binde til en receptor, for det syntetiseres. Metoden kan
endnu ikke med sikkerhed afslgre, hvor godt et stof vil virke
pd receptoren. Men beregningerne er et vigtigt redskab i
udvaelgelsen af; hvilke stoffer man skal syntetisere for at finde
ud af; hvorfor nogle stoffer pdvirker flere typer af receptorer,
mens andre virker selektivt.

Ph.d. Jeremy R. Greenwood

er adjunkt ved Institut for
Medicinalkemi.

Ph.d. Tommy Liljefors

Bindingslomme

i 2
‘c-HiBO "ty

i

=

GluR2-receptoren

bestdr af fire enheder pd

er professor ved Institut for
Medicinalkemi

hver ca. 9oo aminosyrer.
De fire enheder danner i mid-

ten en ionkanal, og i hvert hjgrne
kan glutaminsyre bindes og dermed
dbne ionkanalen. Bindingslommen er forstgrret i billedet til hgjre, og her sammenlignes binding af CI-HIBO i GIuR2 og GluR3. | bindingslommen er
bl.a. vist de to aminosyrer (Tyr og Phe), som er forskellige i de to strukturer. Derudover er vist vandmolekyler (V), som specielt i GIuR2 giver en bedre
binding af CI-HIBO og dermed kan forklare den selektive aktivitet pd netop denne receptor undertype.

Ekstracellulzere domane

GluR2 GluR3
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Fluorescens
viser farmakologil

Tidligere matte man bruge mange forskellige testsystemer for at
opklare de farmakologiske egenskaber af nye lgemiddelstoffer.
Nu kan tests baseret pa fluorescens give svaret, selv om de
proteiner, stofferne skal pavirke, fungerer vidt forskelligt.

Af Mette Strange og Hans Brauner-Osborne

Mange molekyler exiteres af lys med en bestemt bglgelengde,
hvilket far dem til at udsende lys ved en anden bglgelaengde;
molekylerne fluorescerer. | medicinsk forskning har brugen af
fluorescens i de seneste ar revolutioneret mulighederne for at
bruge cellekulturer til at teste, hvordan nye lzegemiddelstoffer vil
pavirke deres mal i kroppen.

Underspgelserne kan f.eks. forega ved hjelp af et NOVOstar™
apparat, som Institut for Medicinalkemi for nylig har anskaffet og
brugt til farmakologiske undersggelser af legemiddelstoffer, som
er rettet mod proteiner i cellemembranerne.

Netop membranbundne proteiner er centrale for sundhed og syg-
dom, fordi de spiller en stjernerolle i cellernes indbyrdes kommu-
nikation, hvor de udggr forbindelsesledet mellem det ydre miljg i
vaevene og cellernes indre. De fleste af nutidens laegemidler virker
ved at binde sig til membranproteiner.

Aex Aem

Princippet i fluorescens. Et molekyle exiteres, ndr det belyses med én
bestemt bglgelaengde (\yy), hvorefter molekylet udsender fluorescerede
lys med en anden bglgelzngde (\gp,).

Receptorer og transportgrer

Mange membranproteiner er receptorer for naturlige signalstof-
fer og hormoner. Receptorerne fungerer som omstillingsborde
mellem omgivelserne og cellens indre. Nar et signalstof bindes til
receptoren, udlgser det et meget specifikt respons inde i cellen.
En vigtig gruppe receptorer er G-protein-koblede receptorer. Nar
de aktiveres af et signalstof, stimuleres forskellige intracellulaere
enzymer, hvilket kan fgre til frigivelse af positivt ladede calciumio-
ner fra cellens interne depoter.

En anden vigtig receptortype indeholder ionkanaler. Nar de akti-
veres, lgber en strgm af ioner gennem receptoren. Strgmmen
pavirker cellens membranpotentiale, dvs. spandingsforskellen

over membranen. | en hvilende celle er ydersiden og indersiden
af membranen henholdsvis positivt og negativt ladet. En indad-
rettet strom af positivt ladede ioner reducerer cellens membran-
potentiale, hvorimod indstramning af negativt ladede ioner gger
membranpotentialet.

Tilstedevaerelsen af signalstoffer mellem cellerne skaber en ved-
varende stimulation af receptorerne, som med tiden ville over-
belaste cellens indre maskineri, hvis ikke overbelastningen blev
forebygget af cellens skraldemaend. Det er transportgrerne, en
gruppe membranproteiner, som fragter signalstoffer ind gennem
membranen til cellens indre, hvor de ikke lengere kan aktivere
receptorerne.

Leegemiddelstoffer, der binder sig til receptorer, kan enten efter-
ligne effekten af et naturligt signalstof og aktivere receptoren,
eller de kan virke som en prop i receptoren og blokere effekten af
signalstoffet. Pa samme made kan stoffer, som binder sig til trans-
portgrer, enten blive sendt ind i cellen eller blokere for transport af
signalstoffet til cellens indre.

Fokus pa glutaminsyre
Vi har sat fokus pa samspillet mellem glutaminsyre og recepto-
rer og transportgrer. Glutaminsyre er det vigtigste stimulerende

Det nye NOVOstar™ apparat, som anvendes til studierne pd Institut for
Medicinalkemi.

signalstof i centralnervesystemet. Men nar maengderne af signal-
stoffet er for store, kan det fgre til nervedgd. Leegemiddelstoffer,
som regulerer niveauet af glutaminsyre i hjernen, er farmakolo-
gisk interessante i forbindelse med udvikling af behandlinger mod
bl.a. Alzheimers sygdom.

Glutaminsyre udgver sin fysiologiske effekt via savel G-protein-
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—{ TO NYE TESTSYSTEMER }

mGIuR1

Aktivering af mGIuR1

iGIuR5

Aktivering af iGIURS Na* Ca?t

Aktivering af iGIuRS
Transport gennem EAAT2

4

C2+
° *o—0

° 485 nm / %520 nm

Assay-molekyler bindes
til Ca2+-ionerne
(FLUOROSCENS!)

Vi har i den seneste tid implementeret to fluorescensbaserede
testsystemer. | begge systemer anvendes plader dakket med celler,
der udtrykker forskellige receptorer og transportgrer.

Det ene system — calciumtesten — bruges til at mdle, hvordan
signalstoffer og legemiddelstoffer pdvirker de typer af G-protein-
koblede receptorer, der medfgrer frigivelse af positive calciumioner
fra depoter i cellen. Systemet er baseret pd et molekyle, der kan
treenge gennem cellemembranen og binde sig til calciumionerne.
Ved dannelsen af komplekset bliver molekylet fluorescerende.
lonkanalreceptorer, som tillader indstremning af positive
calciumioner i cellen, kan ligeledes karakteriseres med systemet,
fordi det nytilkomne calcium skaber gget fluorescens i cellens indre.

++++++ + + + + + i
------------ -+-+-+ —+-H=-+
Depolarisering
Den intracellulaere Ca2+ Na' | Na* af cellen
concentration forages
9 Na" " Ca? L . .
ndstremning a
Ca¥ Ga%t 9

Ca?*
a2t Ca2+\

Figuren viser princippet i fluorescensbaserede test af, hvordan signalstoffet glutaminsyre pdvirker membranproteiner, der fungerer som
receptorer og transportgrer. Til venstre en G-protein-koblet receptor (mGluR1). | midten en ionkanalreceptor (iGIuRS) og til hgjre en trans-
portgr (EAAT2). Systemet kan bruges til at undersgge stimulerende og blokerende virkninger af potentielle legemiddelstoffer.

assay-molekyler y Na

\ Intracelluleert
protein

530 nm/ %560 nm

Assay-molekyler bindes
til intracellulzre proteiner
(FLUOROSCENS!)

Det andet system — membranpotentialetesten — mdler de aendringer
i spaendingen over cellemembranen, som opstdr ved dbning af
ionkanaler. Her benyttes et andet molekyle, som fluorescerer, ndr det
binder sig til intracelluleere proteiner. Molekylet er negativt ladet,
hvorfor dets evne til at treenge ind i cellerne bestemmes af cellens
membranpotentiale.

Ndr spaendingen over cellemembranen er hgj, frastéder membranen
molekylet, og indstrgmningen begraenses. Ndr spandingen er lav,
@ges indstrgmningen. Jo stgrre maengder af molekylet, der stremmer
ind i cellen og bindes til intracellulzere proteiner, jo staerkere bliver
fluorescensen.

koblede receptorer som ionkanalreceptorer. Nar glutaminsyre har
stimuleret receptorerne, fjernes signalstoffet af transportgrer.

Flere fluer med ét smaek

Vi har brugt de nye testsystemer til at méle glutaminsyres effekt
pa alle tre typer membranproteiner. | calciumtesten forarsager
stigende koncentrationer af glutaminsyre en stigning i den malte
fluorescens bade i celler, der udtrykker den G-protein-koblede
receptor mGluR1 og ionkanalreceptoren iGluR5. Selvom den ggede
maengde af intracellulaert calcium opstar via to vidt forskellige
celluleere processer, kan de to receptortyper altsa karakteriseres
farmakologisk i samme testsystem.

Eftersom indstrgmningen af positive calciumioner gennem iGluRs
pavirker cellens membranpotentiale, kan denne receptor ogsa
testes i membranpotentialetesten, som ligeledes kan karakteri-
sere transportpren EAAT2.

For hvert glutaminsyremolekyle, som transportgren sender ind i
cellen, lukker den tre positive natriumioner og en proton ind, mens
kun én positiv kaliumion tranporteres den modsatte vej. Den tota-
le indvirkning pa cellens membranpotentiale ved aktiv transport
af glutaminsyre er derfor en reduktion af spaendingen over cel-
lemembranen. Transporten af glutaminsyre giver siledes anled-
ning til en stigende fluorescens i membranpotentialetesten.
Databehandlingen af fluorescenssignalet i de to testsystemer er
sare enkel. Det maksimale respons opnaet ved forskellige kon-
centrationer af glutaminsyre og andre stoffer, som stimulerer
receptorer og transportgrer, kan konverteres til koncentrationsre-

sponskurver. P4 samme made kan virkningen af blokerende stof-
fer udledes af deres evne til at heamme effekten af en bestemt
koncentration af glutaminsyre.

Ud fra fluorescenssignaler af varierende intensitet er det derfor
nu muligt at vurdere, om et potentielt leegemiddelstof har sti-
mulerende eller blokerende virkninger pa en given receptor eller
transportgr, samt hvor potent stoffet er.

OG NU MED AUTOMATISERING...

Tidligere mdtte man bruge et vaeld af forskellige metoder
for at bestemme de farmakologiske egenskaber af nye
lzegemiddelstoffer.

Men takket vaere introduktionen af fluorescensbaserede
testsystemer i legemiddelforskningen kan farmakologien

af nye stoffer nu bestemmes i ganske fd tests - ogsd selvom
mdlproteinerne pd molekyleert plan fungerer endog meget
forskelligt.

Simpliciteten af de nye metoder har endda muliggjort en hgj
grad af automatisering, hvilket har betydet, at en anseelig
maengde stoffer kan afprgves pd mange mdlproteiner

inden for en overskuelig tidsramme. Test af store biblioteker
af strukturelt vidt forskellige stoffer mod terapeutisk
interessante proteiner er nu blevet en essentiel del af moderne
lzegemiddelforskning.

Mette Strange er
specialestuderende ved
Institut for Medicinalkemi.

Dr. pharm. Hans Brduner-

Osborne er professor ved
Institut for Medicinalkemi.




Lzgemiddelforskning - 2003

get vandoplgselighed

af leegemidler

Figuren viser de trin, et
prodrug skal igennem,
for legemiddelstoffet
kan absorberes til blod-
banen: Fprst oplgses
det vandoplgselige
prodrug i mave-tarm-
vaesken (A). Herefter
skal laegemiddelstoffet
frigives og forblive i
oplgsning (B), sd det
kan passere tarmvaeg-
gen. Det kan enten ske
ved direkte absorption
(C), eller ved udfeeld-
ning til mikropartikler,
som gdr i oplgsning (D)
og absorberes.

&

Tabletter er virkningslgse, hvis laegemiddelstoffet ikke friggres
og oplgses i mave-tarmsaften. Vandoplgseligheden af laege-
middelstof er derfor af stgrste vigtighed ved udvikling af nye
leegemidler. Forelpbige resultater viser, at en kombination af
prodrug design og saltdannelse kan gge vandoplgseligheden af
leegemiddelstoffer.

Af Anders Bach Nielsen og Claus Selch Larsen

Tabletter er normalt den behageligste made at indtage medicin,
men tabletter stiller store krav til design af leegemidlet. Iszer er det
svart at sikre, at legemiddelstoffet nar frem til det sted i kroppen,
hvor det skal virke.

En af de vanskeligste barrierer er at fa laegemiddelstoffet trans-
porteret ud i blodet fra mave-tarmkanalen. Transport over i blod-
banen forudsaetter nemlig, at stoffet oplgses i mave-tarmsaften,
og mange lovende lzegemiddelstoffer md opgives, fordi de oplgses
for darligt eller for langsomt.

Det er derfor af stgrste vigtighed at udvikle metoder til at pge
vandoplgseligheden af nye laegemiddelstoffer. Vi arbejder med to
metoder til at gge oplgseligheden, og forelgbige resultater tyder
pa, at en kombination af de to teknikker er lovende.

Prodrug og salt
Den ene metode bestar i at fremstille prodrugs, hvor et midlerti-

Mawve-tarm-kanal

/

{

Tarmvaag

/

Fast siof

Oplost siof

Laegemiddelstoffets vej til
blodbanen

Blodbano

digt transportstof tilkobles legemidlet. Et prodrug er virkningslgst
i sig selv. Fgrst nar leegemiddelstoffet frisettes ved fraspaltning af
transportstoffet, kan det udgve sin virkning. | dette projekt skal
transportstoffet gge vandoplgseligheden af liegemiddelstoffet.
Den anden metode er at danne et salt, som kan oplgses i mave-
tarmsaften. Her udnytter man, at mange laegemiddelstoffer
indeholder basiske eller sure grupper. Det er muligt at protonere
de basiske grupper eller deprotonere de sure grupper. Nar vi pro-
tonerer en basisk gruppe, sker det ved at tilsaette en syre; syren
afgiver en proton, og leegemiddelstoffet far herved en positiv
ladning. Ved deprotonering af sure grupper i leegemiddelstoffet
tilsettes en base, der tager en proton fra den sure gruppe, som
herved bliver negativt ladet.

De ladede grupper i leegemiddelstoffet danner par med en ion
med modsat ladning — en modion. Pardannelse af to grupper med
modsat ladning ferer til dannelse af et salt.

Mange potentielle, men sveert oplgselige leegemiddelstoffer
indeholder en base, som kaldes en tertiaer amin. Vi arbejder derfor
med den type stoffer. Nar der laves prodrugs pa en tertiaer amin,
opnas to ting. For det fgrste tilkobles et transportstof, og for det
andet inkorporeres en fast positiv ladning i molekylet. Det vil sige,
at der dannes et salt, samtidig med at transportstoffet pasaettes.
Vi undersgger her, hvilken indflydelse variation af transportstoffet
og den saltdannende modion har pa oplgseligheden, samt hvor
hurtigt leegemiddelstoffet frisaettes fra et prodrug-salt.

delse

Forste trin har vaeret at undersgge, hvilken
indflydelse modionen har pa oplgselighe-
den. Her har vi arbejdet med stabile for-
bindelser, fordi det er betydeligt lettere at
udskifte modionerne pa en stabil forbin-
delse end pa et prodrug, som er ustabilt
og derfor vanskeligere at handtere.

Vi syntetiserede en stabil positivt ladet
forbindelse ved at saette en metylgruppe
pa den tertizere amin. Derefter valgte
vi syv forskellige negative modioner og
malte deres indflydelse pa saltets evne til
at lade sig oplgse i vand.

Undersggelsen viser to ting. For det fgrste
'|I havde alle saltene en forbedret oplgse-
1 lighed i forhold til udgangsstoffet — nar
der laves et salt med de givne modioner,
opnas en forpgelse af stoffets oplgselig-
hed med en faktor 25-25.000. Desuden
er der en forskel pad en faktor 1000 i
oplgselighed, nér saltene sammenlignes
indbyrdes. Det viser, at det er vigtigt at
finde den rigtige modion for at fa en til-
straekkelig hgj vandoplgselighed.

Modionens indfly-
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Modion Oplgselighed (mg/ml)

lodid 1-10
Tosylat 10-100
Glycolat 300-500
Mesylat >1000
Acetat >1000

Clorid >1000

Forggelse i oplgselighed
25-250

250-2.500

7.500-12.500

>25.000

>25.000

>25.000

Format Hygroskopisk

Tertiser amin base 0,04

Tabellen viser modionens indflydelse pd vandoplgseligheden af salte af et stabilt modelstof.

Pro-delen
Propionyl-oxy-methyl
Buturyl-oxy-methyl
Isobuturyl-oxy-methyl
Pivaloyl-oxy-methyl

Tertizer amin base 0,0002

Oplgselighed (mg/ml)

Forggelse i oplgselighed
2.000

4.500

>10.000

7.500

Tabellen viser, hvilken indflydelse forskellige transportstoffer har pd vandoplgseligheden af et prodrug-salt.

Transportstoffets indflydelse

Naeste trin har veeret at undersgge prodrugs, som blev syntetise-
ret ud fra et potentielt lzegemiddelstof, som ligeledes indeholder
en tertizer amingruppe, og som har en meget lav vandoplgselig-
hed. Stoffet er doneret af medicinalfirmaet H. Lundbeck A/S. Her
fremstillede vi fire forskellige prodrug-salte, som alle havde klorid
som modion.

Prodrug-saltene har en markant forpgelse af vandoplgseligheden
pa en faktor 2000-10000 sammenlignet med udgangsstoffet.
Desuden viser undersggelsen, at der ikke er den store forskel i
oplgselighed mellem de fire valgte prodrug-salte; kun en faktor 5.

Friseetning af laagemiddelstof

Prodrugs er i sig selv virkningslgse, sa friseettelse af legemiddel-
stoffet er af vital betydning for, at laegemiddelstoffet kan udgve
sin virkning. Da de anvendte prodrugs ikke kan treenge gennem
tarmvaeggen og komme ud i blodet, skal leegemiddelstoffet fri-
saettes i mave-tarmkanalen, fgor absorptionen over i blodbanen
kan finde sted.

Nedbrydning af et prodrug og frigivelse af leegemiddelstoffet kan
ske pa to mader. Den ene er hydrolyse, som bestemmes af vandets
surhedsgrad, og den anden er spaltning ved hjzlp af enzymer.
Ved hydrolyse varierer frigivelsens hastighed ofte med pH. | mave-
tarmkanalen ligger pH pa ca.1-8 og i det givne interval er halve-
ringstiden mellem 12 timer og 60 dage. Halveringstiden er den tid,
hvor halvdelen af det pagaeldende prodrug er blevet omdannet til
leegemiddelstof, sa jo kortere halveringstiden er, desto hurtigere
nedbrydes et prodrug.

En halveringstid pa 12 timer til 60 dage er alt for lang tid, nar man
sammenligner med de 24 timer, som et prodrug typisk tager om

at passere mave-tarmkanalen, inden det udskilles af kroppen.
Hydrolyse er altsa ikke alene tilstraekkelig til at frisette leegemid-
delstoffet.

Enzymatisk nedbrydning

Derfor vil vi nu saette fokus pa, om prodrugs kan nedbrydes ved
hjeelp af enzymer. Der findes et stort antal enzymer i mave-tarm-
kanalen, og ideen er at underspge, om enzymerne kan friseette
leegemiddelstoffet, sa halveringstiden bliver i stgrrelsesordenen
minutter i stedet for dage.

Vores resultater har vist, at det er muligt at gge vandoplgselighe-
den ved at kombinere prodrug design og saltdannelse. Men for
enzymstudierne er faerdige, er der ikke tilstraekkelig grundlag for
at konkludere, om metoden kan bruges i den fremtidige udvikling
af nye leegemidler. De forelpbige underspgelser peger dog i den
rigtige retning.

VANDOPL@SELIGHED
— ET NOGLEPUNKT | FREMTIDENS FORSKNING

Hvert dr fremstiller medicinalindustrien et stort antal poten-
tielle lzzgemiddelstoffer. Desvaerre bliver mange af stofferne
aldrig udviklet til legemidler, fordi vandoplgseligheden er sd
ringe, at de ikke evner at nd frem til virkningsstedet i kroppen.
I de senere dr har utilstraekkelig vandoplgselighed af mulige
legemiddelstoffer udviklet sig til at veere et af de storste
problemer, som medicinalindustrien har, ndr der skal udvikles
nye legemidler. Netop derfor er det et ngglepunkt i fremtidens
forskning.

Cand.pharm.
Anders Bach Nielsen er ph.d.-
studerende ved Institut for

Farmaci.

Dr.pharm.
Claus Selch Larsen er

professor ved Institut for

Farmaci.
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Kan leegemiddelstoffer
smugles ind i organismen?

N&r medicin indtages i tabletter, kan det vaere sveert at fa det
aktive stof gennem tarmvaeggen og ud i blodet. Men laegemid-
lerne kan smugles ind i kroppen, hvis organismen ikke kan skelne
mellem lgemiddelstoffer og nzeringsstoffer.

Af Jon Vidbeng, Carsten Uhd Nielsen, Bente Steffansen
og Flemming Steen Jgrgensen

Patienter foretraekker helt klart at indtage deres medicin gennem
munden fremfor via injektion, og derfor er det en stor fordel, hvis
legemidlerne kan formuleres som tabletter. For eksempel bruges
der betydelige ressourcer pa at udvikle laegemiddelstoffer til
behandling af sukkersyge, som kan indtages i tabletter og erstatte
injektioner med insulin.

En af de store udfordringer ved anvendelse af tabletter er, at
mange laegemiddelstoffer ikke er i stand til at passere tarmvaeg-
gen og komme ud i blodet, hvorfra stofferne udgver deres virkning.
I nogle tilfeelde kan man dog snyde organismen ved at forklaede
lzegemiddelstoffet som fpde og pa den made smugle stoffet gen-
nem tarmvaeggen.

Nar vi har spist, nedbryder fordgjelsesenzymer i maven og tarme-
ne en stor del af fedens proteiner til sma peptider, som bestar af to
eller tre aminosyrer, kaldet di- og tripeptider. Di- og tripeptiderne
sendes ud i blodet ved hjzelp af transportgrer i tarmvaeggen, og pa
den made bliver naeringsstofferne udnyttet.
Peptidtransportgrerne er transportproteiner lokaliseret i tarmcel-
lernes membraner. Transportgrerne er - pa endnu ukendt vis - i

Acyclovir

- L-Glu[acyclovir]-Sar

Dipeptid

3D-figur af molekylet Glu[acyclovir]-Sar, som er en kombination af et
peptid med to aminosyrer og leegemiddelstoffet acyclovir, der bruges til
behandling af herpes.

stand til at genkende di- og tripeptiderne og derefter transportere
dem gennem tarmvaeggen til blodet.

Transport af antibiotika

Mange meget udbredte legemiddelstoffer ligner peptider til-
straekkeligt til, at peptidtransportgren sgrger for at transportere
stofferne gennem tarmvaeggen, sa de hurtigt og effektivt opta-
ges i blodet. Nogle eksempler er antibiotika som penicilliner og
cephalosporiner.

Peptidtransportgren abner ogsa en kattelem for medicin, som ikke
i sig selv er i stand til at passere tarmvaeggen. Hvis man kan for-
kleede et legemiddelstof, sa transportgren tror, at der er tale om di-
eller tripeptider, kan lzegemiddelstoffer nemt og effektivt smugles
ind i organismen. Kravet er, at man ved praecis, hvilke funktionelle
grupper leegemiddelstoffet skal indeholde, og hvordan grupperne
indbyrdes skal vaere placeret i forhold til hinanden.

Vi har undersggt en raekke antibiotika med henblik pa at iden-
tificere, hvordan de forskellige dele af molekylerne er anbragt
rumligt i forhold til hinanden. Det ggres ved hjaelp af avancerede
computerprogrammer, som er i stand til at simulere molekylernes
form og facon.

Ofte kan sma forskelle i molekylernes struktur medfgre store
forskelle i biologisk aktivitet. Antibiotika som cephalexin og
cefadroxil har for eksempel en hgj biotilgaengelighed, dvs. at de
let optages af organismen via peptidtransportgren, mens cefa-
mandol og cephalothin ikke transporteres gennem tarmveaeggen
af transportgren og derfor har lav biotilgaengelighed. Forskellen er
pa sin vis forunderlig, fordi grundstrukturen af de fire antibiotika
er meget ens.

For at ggre mystikken fuldkommen kan man vise, at alle fire
stoffer genkendes af transportgren og bindes til den. Men de to
antibiotika med hgj biotilgeengelighed har tilsyneladende nogle
strukturelle egenskaber, som ggr, at netop de transporteres gen-
nem tarmvaeggen. Det er ikke tilfaeldet for cefamandol og cepha-
lothin, selv om de ogsa bindes til transportgren. De to antibiotika
sidder muligvis fast i proteinet og spaerrer dermed for transport
af andre stoffer.

Sma3, men vigtige forskelle

Vi har sammenlignet de fire antibiotika ved hjzelp af vore compu-
terprogrammer, og analysen viser, at der kun er sma forskelle imel-
lem molekylerne — forskelle, som umiddelbart virker ubetydelige.
Men analysen peger ogsa pa, at de sma forskelle maske netop er
arsagen til stoffernes vidt forskellige biotilgaengelighed.

Efter at have identificeret forskellene mellem de molekyler, som
transporteres, og de som ikke bliver sendt gennem tarmvaeggen,
kan den opnaede viden udnyttes til at designe nye laegemiddel-
stoffer, som kan smugles ind i organismen via peptidtransportg-
ren.

Alle de fire molekyler har begraenset fleksibilitet pa grund af
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Cephalexin

Relativ energi (kcal/mol)

Cefamandol
16
’ O,

konformationer; deres relative
energi er her vist for cefamandol
og cephalexin (1). Kun en lille del
af energiprofilen er dog interes-
sant (2). Cephalexin med hgj
biotilgaengelighed foretraekker en
udstrakt konformation (3), mens
cefamandol med lav biotilgaen-
gelighed foretraekker en mere
foldet konformation (4). Den
konformation af cefamandol (5),
som ligner cephalexin, og som

formodes at passe til peptid-
transportgren, er energetisk ufa-
vorabel og er derfor kun til stede
i meget ringe meengde.

o 60 120
Torsionsvinkel

10
8
6 )
4 1
2
@
o
180 240 300 360

o
@ ©

deres kemiske struktur, som er et bicyklisk p-lactam ringsystem
med to forbundne ringe. Den stive struktur betyder, at den ven-
stre sidekaede kun kan befinde sig i et begraenset antal mulige
orienteringer i rummet. Derfor kan molekylet kun antage fa
konformationer.

Ved en konformationsanalyse kan man bestemme, hvilke oriente-
ringer som er mulige, og hvilke som er de mest favorable. Ved naer-
mere eftersyn viser det sig her, at der er nogle principielle forskelle
mellem cephalexin og cefadroxil, der transporteres gennem tarm-
vaeggen, og cefamandol og cephalothin, som ikke transporteres.
De to antibiotika med lav biotilgeengelighed foretraekker en mere
foldet konformation end de to antibiotika med hgj biotilgaenge-
lighed, som befinder sig bedst i en fuldstaendig udstrakt konfor-
mation. Hvis cefamandol eller cephalothin skal antage samme
udstrakte konformation som cephalexin og cefadroxil, kraever det,
at der tilfpres energi til molekylet for at tvinge det til at antage en
facon, som energimaessigt er mindre fordelagtig for molekylet.

Vi har en hypotese om, at det netop er forskellen i de foretrukne
konformationer, som er arsag til stoffernes forskellige trans-
portegenskaber. Cephalexin og cefadroxil forekommer altsa i
den optimale konformation, og peptidtransportgren genkender
umiddelbart de to molekyler og transporterer dem gennem

tarmvaeggen. Cefamandol og cephalothin foretraekker en anden
konformation, som maske nok genkendes af peptidtransportgren,
men som ikke transporteres ud i blodet. Vi arbejder i pjeblikket pa
at bevise denne hypotese ved ogsa at inddrage andre aspekter i
konformationsanalysen.

Design af laagemiddelstoffer

Vi har anvendt ideen med at udnytte organismens peptidtrans-
portgrer for at gge biotilgeengeligheden af leegemiddelstoffet
acyclovir, som bruges til behandling af herpes.

Metoden var at koble acylovir sammen med et dipeptid. Resultatet
var stoffet Glu[acyclovir]-Sar, som genkendes af peptidtransporte-
ren. Desvarre har senere studier vist, at stoffet ikke transporteres
igennem membranen af transportgren, men tvaertimod spaerrer
vejen for andre stoffer.

Hensigten med konformationsanalyserne er saledes, at man alle-
rede ved design af leegemiddelstoffer til peptidtransportgren kan
forudsige egenskaberne. Er det designede stof en inhibitor, som
blokerer transportgren? Eller er der tale om et stof, som transpor-
tgren forveksler med nedbrudt fede, sa den villigt smugler lege-
middelstoffet ud i blodet, hvor medicinen skal virke.
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Fra nyrerne
til blodet

Nye lzegemidler, som udvikles til behandling af kraeft eller HIV,
er ofte sma peptider, som skal cirkulere i en vis tid i blodet for at
virke. I nyrerne bliver peptiderne enten udskilt med urinen eller
returneret til blodbanen. Nyreceller kan bruges til at undersgge
potentielle legemiddelstoffers skaebne i nyrerne.

Af Silvina A. Bravo, Carsten Uhd Nielsen, Sven Frpkjaer
og Birger Brodin

Udviklingen af leegemidler til behandling af globale sygdomme
som HIV og kraeft er i dag i stort omfang baseret pa peptider eller
peptidlignende molekyler. Peptider er sma proteindele, og de er
sammensat af aminosyrer, som findes naturligt i kroppen.

Det medicinske potentiale er stort, men i praksis er der mange
problemer med at anvende peptider som laegemiddelstoffer; de
skal passere mave-tarmkanalen uden at blive nedbrudt, og nar
peptiderne kommer ud i blodet, skal de cirkulere i blodbanen
laenge nok til at kunne udgve deres virkning. Derfor er det vigtigt
at finde ud af, hvordan peptider omsaettes i maven, tarmene og
nyrerne.

I nyrerne bliver peptider enten udskilt med urinen eller sendt retur
til blodet. Om der sker det ene eller det andet, afhanger af lege-
middelstoffernes kemiske struktur.

Nyrerne har et naturligt system til at returnere sma peptider til
blodet. Det skyldes, at en stor del af proteinerne fra fgden pas-
serer tarmvaeggen og kommer ud i blodet som di- og tripeptider,
der indeholder to eller tre aminosyrer. Nar nyrerne ekspederer de
sma peptider tilbage til blodet, udnyttes aminosyrerne i faden
effektivt.

Nyrecellerne lgser opgaven ved hjaelp af to proteiner, der fungerer
som transportgrer. Proteinerne kaldes h(uman)PEPT1 og hPEPT2.
De genkender di- og tripeptider og sikrer, at peptiderne genop-
tages i kroppen fremfor at blive udskilt med urinen. For en lang
reekke legemiddelstoffer, der er baseret pa peptider af samme
storrelse, vil transportgrerne have en vaesentlig betydning for,
hvor lang tid leegemiddelstoffer findes i blodbanen og dermed er
i stand til at udeve deres terapeutiske virkning.

Cellelinie fra rottenyrer

Vi bruger en nyrecellelinie til at underspge, hvordan di- og tripep-
tider optages i nyrerne for bagefter at blive returneret til blodet.
En cellelinie bestar af celler, der kan vokse i laboratoriet, men som
stadig har de egenskaber, som dens »forfaedre« i kroppen havde.
Vi har valgt en cellelinie, som er udviklet fra en rottenyre.
Cellelinien hedder SKPT, og den danner kun én af de to naturlige
transportgrer, proteinet PEPT2. Dermed kan vi underspge PEPT2,
uden at den anden transporter i nyrerne, PEPT1, pavirker vore
observationer og resultater.
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Figuren viser optaget i SKPT-nyreceller af peptidet
Gly-Sar via peptidtransportgren PEPT2 som funk-
tion af koncentrationen af Gly-Sar. Den gverste
kurve viser optaget i ubehandlede celler, mens den
nederste kurve viser optaget, ndr cellerne har vaeret
behandlet med epidermal vaekstfaktor, EGF. Det ses
tydeligt, at denne vaekstfaktor saenker transportak-
tiviteten.
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Et optisk snit af et monolag af SKPT-celler optaget med konfokal
mikroskopi. Den grgnne farve stammer fra en farvning af cellemem-
branen. Den rgde farve stammer fra cellekernerne, der er maerket med
propidiumiodid. Cellerne til venstre er dyrket i vaekstmedium uden EGF,
mens cellerne til hgjre er dyrket i vaekstmedium tilsat EGF. Det ses, at de
behandlede og ubehandlede celler er meget forskellige.

Alligevel er det bade ngdvendigt og vigtigt, at man tester sin
valgte model grundigt. Derfor har vi karakteriseret transportgrens
kapacitet i cellerne ved at anvende et radioaktivt dipeptid, Gly-Sar,
som transportgren genkender.

Hormoner og vaekstfaktorer

Nyrecellernes evne til at returnere di- og tripeptider til blodet
pavirkes af koncentrationerne af hormoner og vaekstfaktorer i
nyrerne, som kan variere i forhold til alder og kgn samt i forbin-
delse med sygdom. Derfor gnsker vi at opklare, hvordan hormoner
og vaekstfaktorer pavirker transportgrernes evne til at sikre en
effektiv genoptagelse i blodet af di- og tripeptider.

Epidermal veaekstfaktor (EGF) er specielt interessant i denne sam-
menhang, fordi nyresygdomme ofte medfgrer store svingninger i
nyrens EGF-niveau. Cellelinien har traditionelt vaeret dyrket med
store maengder af EGF i dyrkningsmediet.

| bestrebelserne pa at undersgge hvordan dyrkningsmediets
indhold af vaekstfaktorer pavirker transportkapaciteten af PEPT2,
har vi malt, hvilken effekt EGF har pa transportgren. Malingerne
viste, at nyrecellerne optager vaesentligt mere af det radioaktivt

maerkede peptid, nar der ikke er EGF tilstede i dyrkningsmediet.
Det betyder, at EGF nedregulerer transporten af di- og tripeptider
til blodet i den levende nyre.

Ved at fjerne denne vaekstfaktor fra dyrkningsmediet far man altsa
en cellelinie med en hgj transportkapacitet, hvilket ggr cellelinien
langt mere brugbar til studier af peptidtransport. Det kan f.eks.
veere undersggelser af, hvilke typer peptider og leegemiddelstoffer
transportgren er i stand til at optage og returnere til blodbanen.

EGF pavirker cellerne

Forskellige koncentrationer af EGF i vaekstmediet bevirker, at
transportkapaciteten via PEPT2 varierer. Jo hgjere niveauer, jo min-
dre bliver nyrecellernes evne til at optage di- og tripeptider.
Desuden aendrer tilstedevaerelsen af vaekstfaktoren nyrecellernes
udseende. Uden EGF i vaekstmediet er cellernes struktur ensartet,
hvorimod celler behandlet med EGF varierer i stgrrelse og form.
Vi har tidligere vist, at en tilsvarende relation gaelder for regulerin-
gen af den anden transporter i nyrerne, PEPT1. Det er saledes klart,
at EGF har indflydelse p3, hvor effektivt di- og tripeptider og pep-
tidlignende lzegemiddelstoffer genoptages i nyrerne og returneres
til blodet. Derfor vil koncentrationerne af EGF i nyrerne sandsynlig-
vis kunne pavirke den terapeutiske effekt af di- og tripeptider og
lignende leegemiddelstoffer.

Model for nyrerne

SKPT cellerne er sandsynligvis en brugbar model for, hvordan
hormoner og vaekstfaktorer pavirker PEPT2’s evne til at sikre en
effektiv genoptagelse i blodet af di- og tripeptider. Men det er
stadig uafklaret, hvordan EGF saenker cellernes evne til at genop-
tage di- og tripeptider, og spprgsmalet er i gjeblikket genstand for
videre underspgelser i vort laboratorium. De resultater, man opnar
med cellelinier, skal altid tolkes med forsigtighed, og derfor ma
resultaterne senere evalueres i naturligt vaev.

Desuden er det uklart, i hvilke sygdomssituationer koncentratio-
nen af EGF i nyrerne andrer sig. Man har foreslaet, at det sker, nar
nyrernes naturlige barriere er beskadiget. EGF kan i sa fald stimu-
lere gendannelsen af barriereegenskaberne.

Da niveauet af hormoner og veekstfaktorer kan variere i forhold
til alder og kgn samt i forbindelse med sygdom, skal man kunne
koble zndringerne til specifikke sygdomstilstande. Vi vil i frem-
tiden underspge, hvordan en raekke sygdomme pavirker nyrernes
evne til at returnere peptidbaserede laegemiddelstoffer til blod-
banen.

Vores studie er det fgrste af sin art, der rent faktisk viser en
fysiologisk/patologisk regulering af PEPT2. Samtidig har resulta-
terne dbnet op for, at vi og andre forskere nu har en langt mere
anvendelig cellelinie til radighed til transportstudier — simpelt hen
ved at udelade tilsaetning af vaekstfaktorer til dyrkningsmedierne.
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Effektiv analyse

af binding mellem proteiner
og leegemiddelstoffer

En simpel analytisk metode er velegnet at undersgge leegemid-
delstoffers binding til proteiner i blodet — en binding, som spiller
en central rolle for mange leegemidlers omsaetning i kroppen.
Kapillarelektroforese muligggr studier af bindingsfenomener,
som det tidligere har vaeret vanskeligt at underspge.

Af Jesper @stergaard, Claus Selch Larsen, Christian Schou
og Niels H. H. Heegaard

Medicinalindustrien syntetiserer i dag et meget stort antal poten-
tielle legemiddelstoffer, og det stiller krav om udvikling af hurtige
og automatiserede analysemetoder til at karakterisere stoffernes
farmakologiske egenskaber.

Et af de centrale spgrgsmal, nar man skal vurdere nye laegemid-
delkandidater, er stoffernes skaebne i kroppen — en skaebne, som i
hej grad afhaenger af proteinbindingen i blodet: Bindes leegemid-
delstoffet til proteinerne? Frigives det igen? Og hvor hurtigt sker
frigprelsen?

Generelt er det kun den frie andel af et leegemiddelstof i blodet,
som kan passere cellemembraner, udgve farmakologisk effekt og
blive udskilt gennem nyrerne. Derfor er kendskab til proteinbin-
ding i blodet pa et tidligt trin i leegemiddeludviklingen en stor
fordel, nar man sgger at identificere de stoffer, som har de stgrste
chancer for at blive til feerdige leegemidler.

Analyser med kapillarelektroforese har et stort potentiale i forbin-
delse med bindingsstudier. Her beskriver vi principperne bag ana-
lysemetoden, som har vist sig saerdeles anvendelig til at studere
legemiddelstoffers binding til proteiner i blodet.

Bindingsstudier

Under visse omstandigheder kan kapillarelektroforese anvendes
til at studere, hvordan to stoffer interagerer med hinanden. Her
er det et krav, at mindst et af de vekselvirkende molekyler baerer

en elektrisk ladning, samt at interaktionen medfgrer et skift i den
hastighed, som et af molekylerne bevaeger sig med i det elektriske
felt.

Nar betingelserne er opfyldt, er det muligt at anvende kapillar-
elektroforese til at analysere laegemiddelstoffers binding til de
proteiner, som findes i blodet. Vi har brugt metoden til at studere
reversibel binding mellem lzegemiddelstoffer og proteinet albu-
min, som er et naturligt forekommende baeremolekyle i humant
blod.

Forspgene bygger pa fplgende procedure: Fprst fremstilles en
preve, som indeholder albumin og det lzegemiddelstof, hvis bin-
ding vi gnsker at studere. S3 indfgres 50-200 nanoliter af prgven
i kvartsrpret. Herefter pafgres der spaending over kapillaret, og
adskillelsen af frit l;egemiddelstof fra frit albumin og komplekser
af albumin og leegemiddelstoffet begynder.

Et typisk eksperiment tager mellem 5 og 25 minutter afhaengig
af leegemiddelstoffets vandringshastighed i rgret. Metoden er en
hurtig og enkel made at studere leegemidlers binding til plas-
maproteiner pa. Man kan sammenligne med en traditionel lige-
vaegtsdialyse, hvor forspgene varer mellem 6 og 20 timer. Samtidig
kraever dialyseforspg et langt stgrre prgvevolumen.

Desuden er bindingsstudier ved kapillarelektroforese mindre
arbejdstunge. Separation af frit leegemiddelstof fra protein og
kompleks samt bestemmelse af koncentrationen af frit leegemid-
delstof sker i ét integreret trin. Den stgrste ulempe ved metoden
er en lav fplsomhed, som skyldes begraensninger i detektion med
ultraviolet lys. Anvendelse af mere fplsomme detektionsmetoder
kan afhjaelpe denne begraensning for flere typer af stoffer.

Fokus pa gigt

Kapillarelektroforese er indtil nu iszer blevet anvendt til at bestem-
me binding mellem laegemiddelstoffer og plasmaproteiner, og der
har overvejende veeret tale om studier af velkendte stoffers bin-

KAPILLARELEKTROFORESE

Elektroforese adskiller elektrisk ladede molekyler i en blanding.
Metoden bygger pd bevaegelse af ioner i et elektrisk felt. Ndr en
spaendingsforskel pdferes over to elektroder, vil ionerne bevage

sig i retning mod den modsat ladede elektrode. Deres hastighed
afheaenger af molekylernes ladning og stgrrelse, og derved kan
forskellige ioner separeres. Smd molekyler med hgj elektrisk ladning
beveeger sig hurtigere i det elektriske felt end store molekyler med
lav elektrisk ladning.

Kapillarelektroforese er en effektiv udgave af metoden, som
anvendes til adskillelse af komplekse stofblandinger. | modsatning
til traditionel elektroforese, hvor ionerne bevaeger sig gennem en
gel, foregdr separationen i en vaeske. Det ggr, at systemet er meget
velegnet til at simulere bindinger mellem molekyler i blodet.
Separationen finder sted i tynde bufferfyldte kvartsror, kapillerer,

som typisk er 25-75 cm lange og har en indre diameter pd 25-75
um. Rerets dimensioner gor, at en meget hgjt elektrisk feltstyrke
kan anvendes, og samtidig skaber kvartsoverfladen en vaeskestrgm
gennem rgret, som fgrer alle stofferne i prgven hen mod den
negative elektrode, hvor de detekteres.

Positivt ladede ioner bevager sig hurtigt hen til den negative
elektrode, mens negativt ladede ioner stritter imod og ndr senere
hen til elektroden. lonernes stgrrelse og ladning afger, hvor hurtigt
de kommer hen til detektoren.

Detektionen sker normalt ved hjaelp af ultraviolet lys, som sendes
ind i rgret gennem et vindue. Ndr et stof, som absorberer lys

ved den anvendte bglgelaengde, passerer vinduet, opstdr der et
absorptionssignal, som er proportionalt med koncentrationen af
stoffet.
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Detektor

Forsggsopstillingen til kapillarelektroforese:
Kvartskapillaret har en indre diameter pd 50 ym og en

ydre diameter pd 365 um. Detektion med ultraviolet lys

foregdr gennem et vindue i kapillaret.
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studeret ved kapillarelektroforese. UV-signalet for warfarin er afbildet

med en tyk linje, signalet fra albumin er afbildet med en tynd linje (d). Albumin er et meget stprre molekyle end warfarin; det bevirker, at binding af
warfarin til albumin ikke pdvirker den hastighed, hvormed albumin bevaeger sig i kapillaret. Bundet warfarin vandrer med samme hastighed som
albumin, frit warfarin er lzengere tid om at nd detektoren.

Der observeres to plateauer for warfarin (a og b). Hgjden af plateauet inden i albuminsignalet (b) er et udtryk for den totale warfarin koncentration
i den analyserede prove, i dette plateau er bindingsligeveegten mellem warfarin og albumin opretholdt. Plateauet udenfor albuminsignalet (a)
skyldes frit warfarin, hgjden er proportional med den fri warfarin koncentration i prgven. Forholdet mellem UV-signalets stgrrelse ved de to pla-
teauer giver den fri andel af warfarin (ca 60%) i proven og beskriver dermed bindingen mellem de to molekyler. Plateauhgjden (b) kan som oftest
ikke bestemmes direkte og bestemmelse af den frie fraktion sker ved hjaelp af en warfarinoplgsning uden albumin med samme koncentration som
proven (e). Den faldende warfarin koncentration i omrddet (c) skyldes, at bindingsligevaegten ikke kan opretholdes pd grund af tilfgrsel manglende
warfarin.
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mod detektoren.
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Pa opdagelse

| greensefladen

Proteiner i lgemidler saetter sig ofte pa emballage med risiko
for, at patienten far en utilstreekkelig dosis. Bedre materiale-
kendskab samt tilsetning af hjeelpestoffer til legemidler kan
eliminere eller formindske problemet.

Af Susanne Mgllmann, Ulla Elofsson, Marco van de Weert,
Jens Thostrup Bukrinsky og Sven Frpkjaer

Proteiner og peptider udggr i dag de aktive stoffer i en anseelig
andel af alle legemidler. Ofte er der tale om hormoner som insulin
og vaeksthormon, som kroppen selv danner, og lzegemidlerne har
derfor en meget specifik virkning selv ved lave koncentrationer.
Netop fordi man anvender lave koncentrationer, er det vigtigt,
at patienten far den tilsigtede maengde laegemiddelstof, samt at
proteinet er biologisk aktivt. Derfor tager man ved formulering og
emballering af laegemidlet hensyn til processer, som kan fore til
mangdetab eller biolo-

gisk inaktivering.

Proteiner  gives

normalt som

injektions-

praeparater,

og her har proteiner tendens til at satte sig pa infusionsposer,
haetteglas og ampuller med det resultat, at meaengden af aktivt
legemiddelstof formindskes. For nogle proteiner inaktiveres helt
op til 8o procent af indholdet i emballagen, hvilket naturligvis er
uacceptabelt.

Der forskes derfor Ipbende i nye materialer og hjaelpestoffer, som
kan forhindre ugnskede reaktioner mellem proteiner og de typer
af emballage og medicinsk udstyr, som leegemidlet kommer i
kontakt med.

Proteiner og granseflader
Proteiner bestar af bade hydrofile (vandelskende) og hydrofobe
(vandskyende) aminosyrer, og det ggr dem graenseflade-aktive af
natur. En graenseflade opstar, nar en oplgsning kommer i kontakt
med et fast stof, en gas eller en vaeske, som ikke er blandbar med
oplgsningen.
Proteiner i oplgsninger spger normalt mod graen-
sefladerne, hvor de akkumuleres, hvilket kaldes
for adsorption. De hydrofile aminosyrer i proteinet
vil helst befinde sig i vandet, mens de hydrofobe
aminosyrer sgger at undga vandet, f.eks. ved at spge
mod graensefladen mellem vand og fast stof.
Vekselvirkninger mellem hydrofobe aminosyrer og
grenseflader er den vigtigste arsag til, at proteinerne
adsorberes til grenseflader, men ogsa tiltreekning mellem

modsat rettede ladninger pa protein og graenseflade har betyd-
ning. Interaktionen mellem protein og graenseflade er normalt
steerkest ved meget hydrofobe graenseflader som luft, silikone
eller Teflon, der virker som magneter pa de hydrofobe aminosyrer
i proteinet. Hydrofile graenseflader har egenskaber, der minder
om vands egenskaber, og skal derfor konkurrere med den vandige
oplgsning om at tiltraekke proteinerne.

Proteiner bestar af en kaede af aminosyrer, som er foldet sammen
i en kompliceret tredimensionel struktur, som er ngdvendig for at
fa den gnskede virkning i kroppen. Nar proteiner kommer i kontakt
med hydrofobe graenseflader, sker det ofte, at deres rummelige
struktur aendres for at pge antallet af hydrofobe aminosyrer pa
overfladen og derved forbedre interaktionen med graensefladen.

I vaerste fald kan udfoldning af nogle fa proteiner pa en graense-
flade have en autokatalytisk virkning pa resten af proteinerne i
oplgsningen, fordi udfoldningen gger stgrrelsen af det tilgaenge-
lige hydrofobe areal, hvorefter flere molekyler spger mod omradet
med de allerede udfoldede proteiner.

Dét kan i sidste ende fgre til dannelse af stgrre aggregater af
biologisk inaktive proteiner. Aggregater er ugnskede i laegemid-
ler, ikke blot fordi de ofte er biologisk inaktive, men ogsa fordi
aggregaterne kan fgre til tilstopning af nale og katedre. Desuden
kan man forestille sig, at kroppens immunforsvar aktiveres som
reaktion pa den ukendte form af proteinet.

For injektionspraeparater er der flere problematiske graenseflader
i det feerdige produkt; mellem vaeske og emballage samt mellem

Tilgaengelige graense-
flader i et injektions-
praeparat.

Fast stof [ vaeske
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Adsorptionsisoterm for human insulin
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vaeske og luft. Akkumulation ved graensefladerne kan forhindres
eller formindskes ved at udveelge hjeelpestoffer og emballage til
legemidlet med omhu.

Adsorption til overflader

Projektets formal er at studere adsorptionsprocessen narmere
samt at undersgge effekten af forskellige hjaelpestoffer til at
forhindre adsorption af proteiner. | forsggene blev insulin anvendt
som modelprotein og bl.a. Teflon til at skabe graensefladen.
Insulin i oplgsning befinder sig i en ligevaegt mellem forskellige
former bestdende af individuelle molekyler (monomere) og kom-
plekser af to molekyler (dimer), samt seks molekyler (hexamer).
Monomeren er den mest hydrofobe form, fordi de hydrofobe
aminosyrer eksponeres pa overfladen. Hexameren er den mest
hydrofile form, da de hydrofobe aminosyrer gemmes i komplek-
sets indre. Derfor er det sandsynligt, at det primzert er monomer-
formen af insulin, som adsorberes til greenseflader.

De forelgbige undersggelser viser, at insulin adsorberes hurtigt og
i stor maengde til Teflon. Efter en tid ndr maengden af adsorberet
insulin et plateau, hvorefter ingen yderligere adsorption sker, selv
om koncentrationen gges. Det tyder pa, at hele overfladen er
daekket med insulin, sa der ikke er flere tilgaengelige hydrofobe
omrader. Procentuelt adsorberes der mere insulin fra en oplgsning
med en lav koncentration end fra en oplgsning med en hgjere kon-
centration.

Insulin og Teflon

Undersggelserne viser, at insulin og Teflon ikke er den optimale
cocktail inden for leegemiddelfremstilling. Der findes sandsynlig-
vis andre materialer, hvis forligelighed med insulin er bedre, som
kan anvendes i stedet.

En anden mulighed er at udvaelge hjaelpestoffer, som kan forhin-
dre adsorptionen. Hjaelpestoffernes funktion kunne for eksempel
veere at stabilisere hexamerformen af insulin i oplgsningen, som
jo ikke adsorberes til Teflon.

Overfladeaktive hjzelpestoffer vil ogsa kunne anvendes, fordi de
kan konkurrere med insulin om at adsorbere til Teflon-overfladen
og i visse tilfeelde ligefrem fortraenge insulin-molekylerne.

OPTISKE METODER

Til studierne af interaktionen mellem insulin og Teflon anven-
des forskellige optiske metoder, blandt andet ellipsometri.

Et ellipsometer mdler polariseringen af lys, som reflekteres fra
en overflade. Da Teflon ikke er reflekterende i sig selv, er der ud-
viklet en speciel Teflonlignende overflade, som reflekterer lys.
Ndr insulin adsorberes til overfladen, andres polariseringen af
det reflekterede lys.

Figuren viser en adsorptionsisoterm for
adsorption af insulin til overfladen ved
forskellige koncentrationer af insulin
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Samspil mellem insulin og en overflade af Teflon:

« A:lnsulin i en oplgsning er i ligevaegt mellem individuelle
molekyler samt komplekser med to og seks molekyler. Det
er sandsynligvis de individuelle insulinmolekyler, som adsor-
beres til grenseflader og efterfplgende udfoldes.

B: Udfoldede insulinmolekyler daekker hele overfladen. Jo
lavere koncentrationen i oplgsningen er, des stgrre procent-
del af den samlede mangde insulin adsorberes til overfla-
den.

C: Overfladeaktive hjaelpestoffer kan deekke overfladen og
hindre adsorption af insulin.

D: Overfladeaktive stoffer kan endda fjerne insulin, som
allerede er adsorberet til overfladen.
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Skal alle born med leukaemi

have samme d

_

26

osis medicin?

I 50 ar er legemidlet prednisolon blevet brugt til at behandle
leukaemi hos bgrn. En ny undersggelse viser, at laegemidlet
omsattes si ensartet hos patienterne, at det er tilstraekkeligt at
fastsaette dosis efter barnets storrelse.

Af Kamilla Buchberg Petersen, Mette Rasmussen
og Kjeld Schmiegelow

Traditionelt giver man enten samme dosis af et laegemiddel til
alle patienter eller baserer doseringen pa patienternes vaegt eller
overfladeareal.

For nogle legemidler, der bruges i behandlingen af leukaemi hos
bern, varierer omsatningen af stofferne i kroppen imidlertid fra
barn til barn. Forskellen kan have betydning for risikoen for syg-
domstilbagefald, og derfor har man individualiseret doseringen
af disse leegemidler.

Men for en raekke af de vigtigste laegemidler, som anvendes i
kemoterapien, er variationer i omsatningen aldrig blevet kort-
lagt. Derfor har vi udfert en klinisk undersggelse i samarbejde
med Rigshospitalet, hvor vi har malt omsaetningen af laegemidlet
prednisolon hos bgrn med leukaemi.

Formalet var at vurdere, hvor stor forskel der er fra barn til barn,
og om en eventuel forskel kan have betydning for, hvor godt
behandlingen virker.

De fleste helbredes

Bgrnene havde akut lymfoblastzer leukaemi (ALL), som med 35 nye
tilfelde om aret i Danmark er den mest almindelige form for kraeft
hos bgrn. Behandlingen bestar primaert af cellegiftige laegemidler,
der gives i 2-3 ar fra det tidspunkt, hvor diagnosen stilles.
Prognosen er forbedret vasentligt gennem de sidste 20 ar, og i
dag helbredes fire ud af fem bgrn. Den ggede overlevelse skyldes
isaer, at den kemoterapeutiske behandling er blevet intensiveret.
Desuden bruges kombinationsterapi, hvor flere leegemidler med
forskellige virkningsmekanismer indgives samtidig for at sikre en
maksimal effekt pa kreftcellerne.

Prednisolon har vaeret anvendt som led i behandlingen i 50

LAGEMIDLET PREDNISOLON

Kroppens binyrebark producerer en type hormoner, der kaldes

glukokortikoider, som har betydning for immunforsvaret

og stofskiftet. Prednisolon er et syntetisk fremstillet
glukokortikoid der, hvis det indgives i stdrre maengder end
kroppen normalt selv producerer, kan benyttes til behandling
af sygdomme, hvor immunforsvaret er involveret. Det kan
vaere ved visse former for gigt og leukaemi. Desuden gives
legemidlet efter en organtransplantation for at forhindre
afstedning af det nye organ.
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ar, men trods den udbredte brug er vor viden om leegemidlets
omsaetning i kroppen hos bgrn begraenset. Man ved ikke,om nogle
bgrn omsaetter stoffet langsommere end andre, og heller ikke om
det har betydning for, hvordan behandlingen virker.

Omsaetning i kroppen

For at bestemme omsaetningen af prednisolon i kroppen tog vi
blodprgver hos 23 bgrn med leukaemi i alderen 2-15 ar. Prgverne
blev taget efter en dosis prednisolon, som svarer til den dosis, der
normalt benyttes under de fgrste fem ugers behandling. Til data-
behandlingen brugte vi sarligt udviklede computermodeller, som
gor det er muligt at ngjes med fa blodprgver pr. barn.

I blodplasmaet findes prednisolon i en inaktiv form, hvor leegemid-
let er bundet til plasmaproteiner, og i en aktiv form, hvor laege-
middelstoffet er frit. Stoffets binding til proteinerne afhanger af
koncentrationen af prednisolon i plasmaet, og derfor varierer den
procentdel af prednisolon, der er bundet til plasmaproteiner.

Det er derfor ngdvendigt at bestemme koncentrationen af frit
prednisolon i plasma for at kunne beregne stoffets optagelse,

LEUKZAMI ER BLODKRAFT

Leukaemi skyldes, at knoglemarven producerer defekte hvide
blodlegemer. De defekte blodlegemer deler sig uhemmet og
fortreenger de raske blodlegemer, hvorved knoglemarvens
normale funktion undertrykkes. Der findes flere forskellige
slags hvide blodlegemer og dermed ogsd flere forskellige typer
af leukaemi. Akut lymfoblasteer leukaemi (ALL) er den hyppigste
form for leukaemi hos bgrn og skyldes en defekt i de hvide
blodlegemer, der kaldes lymfocytter.

Plasmakoncentrationen af frit prednisolon som en funktion af tiden hos
en 11-drig pige med leukaemi. «: mdlte plasmakoncentrationer i blodprg-
ver fra patienten,—: beregnet plasmakoncentration for patienten, ---:
beregnet plasmakoncentration for hele den undersggte population af
AlL-patienter.

fordeling og udskillelse hos bgrnene. De computermodeller, der
benyttes til beregningerne, ggr det muligt at bestemme omsaet-
ningen af prednisolon hos det enkelte barn samt at sammenholde
resultaterne med hele populationen af ALL-patienter.

Herved er det muligt at vurdere, om specifikke faktorer hos bgr-
nene som alder, kgn eller sygdommens svaerhedsgrad har betyd-
ning for omsaetningen af prednisolon. Desuden kan vi foretage
simulationer, hvor computermodellen forudsiger plasmakoncen-
trationerne efter en @endring af dosis eller hos patienter, der f.eks.
har nedsat nyrefunktion og dermed en langsommere udskillelse
af legemidler.

Dosis efter legemsoverflade

Undersggelsen viste, at omsaetningen af prednisolon varierede
mindre end en faktor to og dermed for praktiske formal var stort
set ens hos de 23 bgrn. Omsaetningen var generelt noget lavere i
sammenligning med tidligere udenlandske undersggelser af bgrn,
der behandles med prednisolon.

Den lille forskel i omsaetning fra barn til barn betyder, at den
nuvaerende dosering baseret pa barnets legemsoverflade er
tilstreekkelig til at opna en ens eksponering for prednisolon hos
alle bgrn. Individuel dosisjustering baseret pa det enkelte barns
omsatning synes derfor ikke at vaere aktuel for prednisolons
vedkommende.

Det er imidlertid vist, at der er stor forskel pa hvor falsomme de
forskellige bgrns leukaemiceller er over for prednisolon, sa der kan
i fremtiden vise sig andre grunde til at en dosisjustering kan blive
ngdvendig.

Pd www.lk-online.dk kan der lzeses mere om prednisolon
og andre lzgemidler.

FARMAKOKINETIK — LEGEMIDLERS OMSATNING

Farmakokinetik beskriver legemidlers skaebne i organismen;
deres optagelse fra mave-tarm-kanalen til blodet, deres
fordeling i kroppens vaev samt deres omsaetning og udskillelse
i urin og affaring. Ved at mdle koncentrationen af lazgemiddel
i blodprgver taget til forskellige tider kan man ved hjaelp

af matematiske modeller beregne laegemidlets optagelse,
fordeling og udskillelse.

Hvis der er store forskelle fra patient til patient, kan det veere
en fordel at benytte individuel dosering. Det er typisk tilfaeldet,
hvis effekten af legemidlet er mindre hos de patienter,

der udskiller det hurtigt, eller hvis legemidlet kan give
bivirkninger hos de patienter, der udskiller det langsomt.
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Nar kroppen overreagerer

ved kronisk hjertesvigt

Ved hjertesvigt andres blodcirkulationen, og kroppens sma
pulsarer overreagerer pa en made, der kan ende med at sla
patienterne ihjel. En opklaring af mekanismerne kan fore til
bedre medicinsk behandling af patienter med hjertesvigt.

Af Simon Trautner og Majid Sheykhzade

Hjertesvigt optraeder med stigende hyppighed i befolkningen.
Mellem 50.000 og 100.000 danskere skgnnes at lide af sygdom-
men, som medfgrer pget sygelighed, nedsat livskvalitet og en
betydelig overdgdelighed. Risikoen for at dg af kronisk hjertesvigt
inden for fem ar svarer til risikoen ved mange almindelige kraeft-
former.

Hjertesvigt opstar oftest efter en blodprop i hjertet, der skyldes
forkalkning af hjertets kranspulsarer. | det ramte omrade af hjer-
tet gar muskelvaevet til grunde og erstattes af bindevaev, som ikke
bidrager til hjertets sammentraekning. Hvis skaden er tilstraekke-
lig stor, kan hjertet ikke laengere opretholde sin pumpefunktion.
Resultatet er, at den udpumpede mangde blod mindskes, sa
blodtrykket falder.

Kroppen forspger at kompensere for den mindskede blodforsy-
ning til vaevene ved at aktivere flere neurohormonale systemer
inklusive det sympatiske nervesystem, som reagerer i ngdsituatio-
ner. Det sikrer blodforsyningen til de vitale organer som hjernen,
hjertet og nyrerne.

Aktiveringen af stresssystemerne har to effekter. For det forste
pges maengden af blod, sé hjertet fyldes bedre, og pumpefunktio-

Til venstre ses et normalt rottehjerte. Til hgjre ses et rottehjerte, der er

ramt af en stor blodprop for to mdneder siden. Det ramte muskelvaev er
erstattet med grdt bindevaev, og hjertet er stort og slapt.
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nen forstaerkes. For det andet sammensngres de sma pulsarer i de
organer, som ikke er livsngdvendige, s blodgennemstrgmningen
mindskes. P4 den made holdes blodtrykket oppe, og der bliver
mere blod til at holde de vitale organer i gang.

En hgj pris

Sammensngringen af de sma arterier, foregar ved sammentraek-
ning af glatte muskelceller, der ligger som et tyndt cirkulzert lag i
arterievaeggen. Nar de glatte muskelceller udsaettes for noradre-
nalin fra det sympatiske nervesystem, stiger koncentrationen af
calciumioner i cellerne. Calciumionerne far proteiner i muskel-
cellerne til at traekke sig sammen, hvorved cellerne forkortes, og
arterien sngres sammen.

Desveerre er sammensngringen af kroppens arterier langt kraf-
tigere end ngdvendigt for at holde blodtrykket oppe. Resultatet
er, at det svigtende hjerte skal arbejde hardere for at pumpe
blodet ud i kroppen, og hjertet gger derfor muskelmassen i de
ikke-beskadigede dele. Det har en hgj pris: Hjertet er jo selv en
muskel, der har brug for mere blod, jo mere det skal arbejde.
Blodet har i forvejen svaert ved at komme gennem de forsnaev-
rede kranspulsarer, og nar muskelvaeggen oven i kpbet fortykkes,
bliver forsyningsvejen endnu trangere. Derfor kommer der mindre
blod til hjertemusklen, og med tiden beskadiges den raske del af
hjertemusklen, s3 hjertet bliver slapt og oppustet.

Samtidig andres de elektriske impulser, som Ipber gennem hjer-
tet, og det gger risikoen for at d¢ af en ondartet forstyrrelse af
hjerterytmen.

Det meste af den medicin, der bruges til behandling af patienter
med hjertesvigt, formindsker sammensngringen af arterierne, s&
hjertets arbejde lettes. Medicinen helbreder ikke patienterne, men
sygdommens udvikling forsinkes, sa patienterne lever laengere.

Fokus pa mekanismen

Ny forskning tyder pa, at hjertesvigt ggr arterierne overfglsomme
overfor noradrenalin, sa de sngrer sig kraftigere sammen end nor-
malt ved stimulation med stresshormonet. | den sammenhaeng
spiller arterierne i skeletmusklerne en central rolle, fordi en stor
del af blodforsyningen til kroppen gar til musklerne.

Derfor har vi sat fokus pa samspillet mellem hjertesvigt, noradre-
nalin og arterierne i musklerne. Vi eksperimenter ikke med arterier
fra mennesker, fordi det kraever udtagning af store muskelprgver.
| stedet bruger vi en meget anvendt rottemodel for hjertesvigt og
blodpropper i hjertet.

Rotter med hjertesvigt

Inden forspgene skal rotterne gennem en operation, der fremkal-
der symptomer, der svarer til hjertesvigt. Forst bedgves dyrene,
og et tyndt plasticrgr fgres ned i luftroret. Plasticrgret kobles til
en respirator, og den venstre kranspulsare lukkes gennem et ind-
snit i venstre side af brystkassen. Brysthulen tsmmes for luft, og
indsnittet sys sammen. Efter operationen far rotterne smertestil-
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Samtidig mdling af koncentrationen af frie calciumioner i de glatte
muskelceller i en arterie (rgd kurve) og kraftudviklingen (sort kurve)
under tilseetning af stigende koncentrationer af noradrenalin. De
to kurver fglges ngje ad.

Ndr vi undersgger, hvordan noradrenalin pdvirker

arterier fra rotter med hjertesvigt, mdler vi to ting

samtidigt. Kraftudviklingen i de glatte muskelceller under
sammentrakningen mdles i myografen, mens andringer i
calciumkoncentrationen i cellerne bestemmes med lys.

Inden lysmdlingerne inkuberes arterien med et fluorescerende
farvestof, der bindes til frie calciumioner. Ndr farvestoffet har
bundet calcium, absorberer det fortrinsvis lys med en kortere
bglgelengde end ubundet farvestof. Maengden af bundet
farvestof mdles med lys fra en xenonlampe, som sendes
gennem filtre, der kun tillader lys med bplgelaengder pd 340
og 380 nanometer at passere. Ndr arterien belyses, udsender
den selv lys med en tredie bplgelaengde. Jo mere lys, den har
absorberet, jo mere udsender den.

Arterien belyses skiftevis med de to bplgelaengder, og forholdet
mellem styrken af det lys, som udsendes fra arterien ved den
lange og den korte bplgelaengde, viser calciumkoncentrationen
i de glatte muskelceller.

Kraftudvikling (N/m)

lende medicin, og efter et dpgns tid er deres adfaerd igen normal.
Dgdeligheden ved operationen er ca. 50 procent.

Efter otte uger bedgves rotterne igen. Gennem et indsnit pa hal-
sen fgres et tyndt kateter ned i venstre hjertekammer, og hjertets
pumpefunktion males. Kun dyr med svaer hjertesvigt inkluderes i
studiet. Samtidig implanteres et vaeskefyldt kateter i halspulséren.
Kateteret fgres ud gennem nakkeskindet, sa det senere kan bruges
til at udtage blodprgver til maling af hormonkoncentrationer, nar
rotten er vagen og ustresset.

En lille arterie er monteret i en myograf, som mdler kraften under arte-
riens sammentraekning ved stimulation med hormoner.

Rotterne har de samme kliniske symptomer, de samme andringer
i hjertets pumpefunktion og de samme @ndringer i hormonspej-
let i blodet som patienter med hjertesvigt. Efter yderligere en uge
aflives dyrene, og der udtages arterier fra musklerne i bagbenene.
Arterierne er ca. 0,15 mm tykke og 2 mm lange. Arterierne spaen-
des op pa to 0,04 mm tykke metaltrade, som anbringes i et veeske-
bad. Instrumentet kaldes en myograf.

Pget fplsomhed

Nu kan vi male kraftudviklingen i arterien under tilsaetning af
noradrenalin eller andre biologisk aktive stoffer til badet samtidig
med, at vi maler aendringer i koncentrationen af calciumioner i
cellerne.

P& baggrund af forsggene har vi udviklet en hypotese om syg-
domsmekanismen ved hjertesvigt. Hypotesen gar ud p3, at
noradrenalin giver en for kraftig sammensngring af arterierne,
fordi felsomheden over for calciumioner i de glatte muskelceller
i arterievaeggen er pget.

Det er nemlig ikke kun koncentrationen af calcium i de glatte
muskelceller, der bestemmer kraftudviklingen; flere enzymsy-
stemer og signalsystemer i cellerne kan modificere samspillet
mellem de proteiner, der far arterierne til at traekke sig sammen.
De sekundzere systemer kan saledes andre kraftudviklingen ved
en given calciumkoncentration i cellerne. Hvis hypotesen er sand,
vil der vaere tale om en hidtil ukendt mekanisme for den abnorme
sammensngring af arterierne ved hjertesvigt.

| givet fald vil det blive muligt at udvikle en helt ny gruppe laege-
midler,der modificerer funktionen af de sekundaere signalsystemer
pa en sadan made, sa fgplsomheden over for calcium normaliseres
i de glatte muskelceller. Herved vil den alt for kraftige sammen-
sngrring af arterierne ved kronisk hjertesvigt kunne afhjzelpes, og
det vil forbedre behandlingen til gavn for patienterne.
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Kommunikation
og stress

Ved at tilsaette farve-
stoffer til pituicytter
fra hypofysen kan
man bedre observere
dem. Cellerne er lyse-
r@de, og cellekernerne
kan ses inde i hver
enkelt celle som en
red kugle.

Kroppen ser stress som et faresignal, og hjertekredslgbet,
immunforsvaret, fordgjelsessystemet, sanseapparatet og hjer-
nen gor sig klar til at mgde faren. Kommunikationen mellem
nervesystemet og immunforsvaret er en af ngglerne til at forsta
kroppens reaktion.

Af Tine Holst Kjeldsen, Erik Wind Hansen, Jens Dencker Christensen
og Lise Moesby

Stress er en fysisk eller psykisk belastning, der fremkaldes af
negative stimuli. Arsagerne kan vaere fysiske, mentale eller folel-
sesmaessige.

Fysisk stress kan opsta ved smerte, kulde, varme, sult, infektion,
inflammation eller hard fysisk udfoldelse. Psykisk stress kan skyl-
des bekymringer, ensomhed, darlige arbejdsforhold eller et darligt
parforhold. Stress gennem lzengere tid slider pa organismen. Tit
kommer advarselssignalerne i form af smerter og traethed. Hvis
man ignorerer signalerne, risikerer man at blive rigtig syg.

Stress forstyrrer kroppens funktion, hvilket kroppen naturligt nok
gnsker at undga. Derfor fyger signalerne gennem organismen i en
intens kommunikation, der g¢r alle kroppens systemer — hjerte-
kredslgbet, immunforsvaret, fordgjelsessystemet, sanseapparatet

=
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og hjernen — parat til at mgde faren. Kroppens systemer kommu-
nikerer med hinanden ved hjzelp af neurotransmittere, hormoner,
cytokiner og andre signalmolekyler.

Vi er interesserede i kommunikationen under den form for fysisk
stress, der optraeder i forbindelse med inflammation, en slags
betaendelsestilstand, som f.eks. kan opsta, nar man far en infek-
tion. En detaljeret forstaelse af samspillet mellem nervesystemet
og immunforsvaret kan forbedre mulighederne for at behandle
inflammation.

Nerver og immunforsvar

Ved undersggelserne kigger vi pa et bestemt omrade i kroppen.
Lige under hjernen ligger hypofysen, en lille hormonproducerende
kirtel, som bestar af tre lapper, hvoraf den bagerste kaldes baglap-
pen. Hypofysebaglappen kan anvendes som model for kommuni-
kationen mellem det neuroendokrine system og immunforsvaret.
Det neuroendokrine system bestdr af nerveceller, som frigiver
hormoner til blodet. Inmunforsvaret er komplekst og bestér af
mange typer celler lokaliseret forskellige steder i kroppen. Disse
celler styres af signalmolekyler og bekeemper udefra kommende
mikroorganismer som bakterier og virus.

Hypofysen er forbundet med hjernedelen hypothalamus via hypo-
fysestilken. Lange nervetrade fra nervecellerne i hypothalamus
munder ud i nerveterminaler i hypofysebaglappen. Den bestar
bl.a. af gliaceller, der fungerer som stgtteceller for nervecellerne.

I hypofysebaglappen frigives de to hormoner vasopressin og oxy-
tocin. Hormonerne dannes i hypothalamus og transporteres via
nervetrade til baglappen, hvor de udskilles fra nerveterminalerne
og sendes ud i blodet. Vasopressin far nyrerne til at genoptage
vand og holde pa vandet i kroppen. Oxytocin er iseer kendt for
at stimulere veerne under fpdslen og bevirke, at mzelken Igber til
brystet under amning.

Udskillelsen af vasopressin og oxytocin kan reguleres bade i
hypothalamus og i hypofysebaglappen. For tiden undersgger vi,
om stgttecellerne i baglappen er involveret i reguleringen af de
to hormoner.

Nar gliaceller stresses

Hypofysebaglappens stgtteceller kaldes pituicytter, og de er den
stgrste population af celler i hypofysebaglappen. Cellerne omslut-
ter de nerveterminaler, som udskiller vasopressin og oxytocin, og
det menes derfor, at 2endringer i deres funktion kan vaere med til
at regulere frigivelsen af de to hormoner.

Pitiucytterne kan isoleres, sd man kan lave forsgg udelukkende
med dem. Her er det muligt at stresse cellerne ved at pavirke dem
med et stof, der efterligner en infektion og forarsager inflamma-
tion. Stoffet er et lipopolysaccharid, som indgér i en bestemt type
bakteriers cellevaeg, og som aktiverer immunforsvaret. | kroppen
kan stoffet i store mangder medfgre shock og alvorlig diarre, og i
sma mangder giver det feber.

Vi har sat fokus pa, hvordan stgttecellerne i hypofysen reagerer
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Pituicytter dyrkes i brgnde. Cellerne sidder fast pa bunden, og brgnden er fyldt op med dyrkningsmedie (rpdt). Lipopolysaccharid kan
tilsaettes dyrkningsmediet og fd cellerne til at frigive signalmolekyler, bl.a. nitrogenoxid.

Vi bruger cellekulturer af pituicytter fra hypofysebaglappen
til at simulere fysisk stress i form af inflammation, en slags
beteendelse, som bl.a. kan opstd i forbindelse med en infektion.
Efter at have vokset og delt sig i 14 dage, blev cellerne
stimuleret med et lipopolysaccharid, der fremkalder
inflammation. Efter 24 timer blev dyrkningsmediet

opsamlet, og vi mdlte den dannede maengde nitrogenoxid i
dyrkningsmediet.

Pd den mdde fandt vi ud af, at pituicytterne kan danne gassen
nitrogenoxid, ndr de stimuleres med lipopolysaccharid.
Nitrogenoxid fungerer som et signalmolekyle i samspillet
mellem nervesystemet og immunforsvaret.

Nervocellor

* Hypaihalarmus

=~ Hypofysesifcen

Mervatommingler

~Baglap

Miallambng

Hypofysen er en lille hormonproducerende kirtel, som bestdr af tre lap-
per og ligger lige under den del af hjernen, der kaldes hypothalamus.
Hypofysebaglappen kan anvendes som model for kommunikationen
mellem det neuroendokrine system, der frigiver hormoner til blodet, og
immunforsvaret.

pa den type stress. Ved at bestemme cellernes funktion kan man
opna indsigt i de reaktioner, kroppen szetter i vaerk, nar den stres-
ses af en infektion.

Nar immunforsvaret aktiveres af lipopolysaccharid, dannes og
frigives gassen nitrogenoxid sammen med immunforsvarets sig-
nalmolekyler. Nitrogenoxid er ofte til stede under inflammation,
hvor gassen og andre signalmolekyler modulerer udskillelsen af
vasopressin og oxytocin.

Derfor undersggte vi, om pituicytter ved hjaelp af lipopolysaccha-
rid kunne stimuleres til at frigive nitrogenoxid - og det kunne de.
Dette muligger, at pituicytter under inflammation kan modulere
udskillelsen af de to hormoner vasopressin og oxytocin fra hypo-
fysebaglappen, og dermed bidrage til kommunikationen mellem
det neuroendokrine system og immunforsvaret.

Det vides, at lipopolysaccharid i den intakte organisme gger
udskillelsen af vasopressin og oxytocin markant. En stigning i
udskillelsen af vasopressin betyder bl.a., at kroppen sparer pa
vandet, hvilket er meget hensigtsmaessigt under en infektion.
Derimod er en stigning i udskillelsen af oxytocin uhensigtsmaessig
i den sidste del af graviditeten, da det gger risikoen for abort.
Selve mekanismen bag den ggede udskillelse af de to hormoner
i forbindelse med lipopolysaccharid er stort set ukendt. Vi haber
at kunne vaere med til at forklare dele af denne mekanisme ved
hjeelp af vores forskning. Nar mekanismen er klarlagt, kan det
danne grundlag for udvikling af nye leegemidler.
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Struktur

pa allergiens signalveje

Et birketrae er et smukt syn, men det er ingen spag at vaere allergisk overfor birkepollen.
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Proteiner spiller hovedrollen i de mest udbredte allergiske reak-
tioner. En forstaelse af, hvordan proteinerne udveksler signaler
i cellerne, kan forbedre behandlingen af allergi, som rammer en
femtedel af befolkningen.

Af Bente Vestergdrd, Osman Mirza, Jette Sandholm Kastrup
og Michael Gajhede

Allergi er en folkesygdom. | den vestlige verden lider op mod en
femtedel af befolkningen af luftbaren allergi, f.eks. over for birke-
pollen, graespollen eller stevmider. Allergiske sygdomme er i stadig
vaekst, sa behovet for behandling er stigende.

Nogle allergikere kan helbredes ved hjaelp af immunoterapi, hvor
allergikeren udszettes for kontrollerede maengder af allergifrem-
kaldende stoffer gennem en lzengere periode. Behandlingen virker
dog ikke for alle og kan have alvorlige bivirkninger.

Derfor er det ngdvendigt at forbedre den eksisterende behandling
og udvikle nye behandlingsformer, hvilket kraever en detaljeret
forstaelse af baggrunden for allergiske sygdomme. Netop her star
vi over for en stor udfordring. Selvom vi har en omfattende viden
om allergi, forstar vi stadig ikke det centrale spgrgsmal: Hvorfor
bliver nogle mennesker allergiske over for visse allergifremkal-
dende stoffer?

Proteiner i ngglerolle

En ting er dog sikkert, nemlig at proteiner spiller en ngglerolle i
de allergiske reaktioner. Det er proteiner, som genkender det aller-
gifremkaldende stof — allergenet — og det er ogsé proteiner, som
medbvirker til, at der opstar en allergisk reaktion.

Den strukturelle viden kan danne basis for design og udvikling af
nye eller forbedrede laegemidler. En sddan strukturbaseret lzege-
middelforskning er udpeget som et fokusomrade pa Danmarks
Farmaceutiske Universitet.

Vi har gennem de seneste ar arbejdet pa at skabe forbedrede
udgaver af allergener til brug i immunoterapi i naert samarbejde
med ALK-Abello A/S. Pa basis af kendskab til tredimensionelle
strukturer af allergener har vi designet varianter af allergenerne
til sikker immunoterapi med et minimum af bivirkninger.

Mal for legemidler

For at komme videre har vi nu kastet os ud i at underspge de sig-
nalveje, der fgrer til en allergisk reaktion. Metoden er at bestemme
strukturerne af de involverede proteiner og undersgge vekselvirk-
ningerne i mellem dem.

| de seneste ar har det vist sig, at bestemte proteiner, adaptor-
molekyler, spiller en central rolle i signalkaskaderne inde i cellen.
Det sker i samspil med enzymer; en sarlig gruppe proteiner, som
saetter fart i biokemiske reaktioner. Enzymerne star for den egent-
lige signalering, mens adaptormolekylernes rolle er at placere
enzymerne korrekt i forhold til hinanden ved at samle dem i store
aggregater. De involverede enzymer kaldes kinaser.
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—(KROPPENS IMMUNFORSVAR OG ALLERGI)

Normalt beskytter kroppens immunforsvar os mod sygdomme

og farlige stoffer. Men hos en allergisk person overreagerer
immunforsvaret pd stoffer, som normalt er ufarlige.

Man bliver typisk allergisk over for smd proteiner, som kaldes
allergener. Allergenerne stammer fra dyr som for eksempel
stgvmider og katte eller fra planters pollen fra birk og grees.

Allergi involverer forskellige signalveje i den enkelte celle i
immunforsvaret. Allergener (bld ovaler) opfanges og fordgjes forst
i de celler, der kaldes antigenpraesenterende celler. APC-cellerne
sgrger for, at stumper af allergenet (rgd firkant) bliver praesenteret
forimmunforsvarets T-celler, der er specialiseret i at genkende
fremmede molekyler.

T-cellerne sender nu besked til en anden type af celler, B-celler, om
tilstedevaerelsen af fremmede stoffer. Hos en rask person fremstiller
B-cellerne primaert antistoffet IgG, hvilket i sidste ende medfgrer, at
det fremmede stof opfanges.

Men ndr en allergiker udseettes for et allergen, danner B-cellerne for
meget af en anden type antistoffer, IgE. IgE bindes pd overfladen
af mast-celler, og ndr mast-cellerne mgder allergenet, krydsbinder
allergenet IgE.

Det starter en signalskaskade (lilla ovaler) inde i mast-cellerne,

der medfprer frigivelse af en rakke stoffer, f.eks. histamin (brune
ovaler). Den onde cirkel er nu sat i gang, og allergikeren bliver syg.
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Figurerne viser
den tredimensionelle
struktur af det allergifremkal-
dende stof fra birkepollen, proteinet bet v1.
Proteinkaeden er vist som et bdnd til venstre, mens alle
proteinets atomer ses som kugler til hgjre. De omrdder af proteinet, som bestdr af evolutionaert bevarede aminosyrer,

er farvet rgdt, lilla og orange. Netop disse omrdder antages for at vare potentielt vigtige for den allergiske reaktion.

Der foreligger naesten ingen strukturel viden om adaptormoleky-
ler og slet intet om de komplekser, der dannes mellem enzymerne
og adaptorerne i signaleringsprocessen. Faktisk kender man i dag
kun den tredimensionelle struktur af et eneste adaptormolekyle.
Hvis det lykkes at opklare strukturen af de involverede proteiner,
enzymer og komplekser, vil det uden tvivl afslgre nye vigtige mal
for laegemidler til behandling af allergi.

Den fprste opgave er at fremstille alle proteinerne i sa store
maengder, at man kan studere deres indbyrdes vekselvirknin-
ger. Her kan man i dag skaffe de humane gener, som koder for
proteinerne, ved at henvende sig til det humane genomprojekt.
Derefter kan man sa bruge bakterier til at producere proteinerne
i store maengder.

Vi har allerede fremstillet et antal af de proteiner, som er involve-
ret i allergirelateret signalering i en bestemt type af immunceller.
Den naeste opgave er sa at bestemme de tredimensionelle struk-
turer af de enkelte proteiner og af de komplekser, der dannes.

Krystaller er ngdvendige

Proteiners struktur kan opklares ved hjzlp af rgntgenkrystallo-
grafi, men metoden kraever, at man kan fremstille krystaller af de
pageldende proteiner, hvilket ofte kan vaere en vanskelig opgave.
Nar en kraftig rgntgenstrale sendes gennem proteinkrystallen,
vil proteinets elektroner sprede strilen i et bestemt menster.
Spredningsmenstret er unikt for det pagaeldende protein.

Det er lykkedes os at fremstille krystaller af et af de interessante
proteiner i de allergiske signalveje. Proteinet kaldes phospholipase

C-y2, og det er opbygget af 1265 aminosyrer.

Nar vi far opklaret strukturen ved hjalp af rgntgenkrystallografi,
vil vi vide praecist, hvordan hver aminosyre er placeret rumligt i
forhold til alle de andre. Ja, vi ved faktisk endnu mere — ogsa hvor-
dan mere end 100.000 atomer er rumligt placeret. Denne struktur
vil vaere det fgrste vigtige skridt mod strukturbaseret leegemid-
deldesign mod allergiske sygdomme.

STRUKTUREL BIOLOGI | RIVENDE UDVIKLING

Udgangspunktet for strukturel biologi er at bestemme den
tredimensionelle struktur af biomolekyler. Derefter bruges
kendskabet til strukturen til at opklare molekylets biologiske
funktion pd molekylaert niveau.

Der anvendes mange eksperimentelle teknikker, som spaender
fra kloning af gener over fremstilling af proteiner og andre
makromolekyler i bakterier til strukturelle undersggelser med
rentgenstrdling og NMR-spektroskopi.

Feltet er i rivende udvikling, og der arbejdes for eksempel
med at opbygge forskningscentre, som kan undersgge alle
komponenterne i komplicerede systemer som en bakterie.

Pd internationalt plan udvikles der ogsd avancerede
robotsystemer, som kan varetage de simplere arbejdsopgaver i
de store forskningsprojekter.
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Laegemidlers
usynlige spor

Figuren viser, hvordan
den elektrofysiologiske
opstilling bruges til

at mdle effekten at et
stimulerende laegemid-
delstof pd receptorer
med ionkanaler.
Opstillingen kan ogsd
anvendes til at mdle,
hvor effektivt et bloke-
rende legemiddelstof
haemmer virkningen af
det stimulerende stof.
Ved den type forspg
oplpses de to stoffer i
hver sin vaeskestrom.

Iskemi og Alzheimers sygdom kan maske behandles med stof-
fer, som blokerer for bestemte receptorer i hjernen. Men det er
svaert at male effekten af blokerende stoffer, fordi de ikke frem-
kalder elektriske signaler i nervecellerne. Alligevel er det muligt
at afdeekke de usynlige spor.

Af Henrik Tang Vestergaard og Uffe Kristiansen

Organismens nerveceller kommunikerer med hinanden ved at
frigive og modtage kemiske signalstoffer. Stofferne virker ved at
binde sig til specifikke receptorer, der sidder i modtagercellens
ydre membran.

Receptorerne er typisk store proteiner, og de er angrebspunkt
for det meste af nutidens medicin. Derfor er det vigtigt at forsta
samspillet mellem receptorer og leegemiddelstoffer, nar vi udvikler
nye laegemidler.

For at et signalstof kan pavirke en receptor, skal det fgrst binde sig
til den. Efter bindingen stimulerer signalstoffet receptoren, og det
skaber en reaktion i cellen. Nogle laegemiddelstoffer kan stimulere
receptoren pa ngjagtigt samme made.

Andre lzegemiddelstoffer bindes til receptoren uden at stimulere
den. Deres virkning bestar i at blokere adgangen for stimulerende
signalstoffer, og pa den made hindrer de aktivering af receptoren

og dermed af cellen. Da de blokerende laegemiddelstoffer ikke
stimulerer receptoren og saledes ikke giver sig til kende, ma deres
virkning studeres pa indirekte vis — nemlig ved at male deres evne
til at blokere virkningen af stimulerende stoffer.

Vi er iszer interesseret i effekten af blokerende lzegemiddelstof-
fer, fordi de er aktuelle i behandling af neurologiske sygdomme
som iskeemi og Alzheimers sygdom. Sygdommene er kendetegnet
ved, at visse receptorsystemer i hjernen bliver overstimuleret
som fplge af en pget frigivelse af hjernens egne signalstoffer.
Behandling med blokerende laegemiddelstoffer vil kunne hindre
signalstofferne i at f4 adgang til receptorerne og dermed standse
eller dempe overstimuleringen af nervecellerne.

Stof og receptor

Nar et stimulerende lzegemiddelstof har bundet sig til en receptor,
aktiveres receptoren ved, at den andrer sin rumlige struktur, hvil-
ket pavirker funktionerne i resten af cellen.

De strukturelle aendringer efter binding af et stimulerende
leegemiddelstof studeres lettest pa receptorer, der indeholder en
ionkanal. loner er ladede molekyler, som forekommer i forskellig
koncentration i cellens indre og ydre miljp.

En ionkanal i hvile er lukket, men nar receptoren aktiveres, abner
kanalen sig, sa ioner kan passere gennem abningen. Bevaegelsen
af de ladede ioner skaber en elektrisk stram, som

Forstaerker

Piezoelektrisk Computer

krystal

Glaselektroden traekkes
vaek fra nervecellen,
hvorved et membranstykke
braekkes af

lille stykke af

Glaselektrode
Nervecelle

Glaselektrode med et

cellemembranen

CCa

kan males med elektrofysiologiske teknikker.

Elektrofysiologiske malinger

Malingerne foretages med et specielt maleud-
styr, som bestar af en meget lille glaselektrode,
der er forbundet til en fintfglende forstaerker
og en computer. Ved at skabe kontakt mellem
glaselektroden og en nervecelle, er det muligt
at male stremaendringer som fglge af lukninger
eller abninger af ionkanaler i cellen.

Man kan ogsa méle pa stremmen gennem et
mindre stykke af nervecellens membran ved
hjeelp af en endnu mere raffineret teknik. Efter

lonkanalen befinder sig i
vaskestrammen uden
lzegemiddelstof og er
derfor lukket

I Vaeskestrom
uden

lzegemiddelstof

veskestrm —
uden I Vaeskestrom
legemiddelstof med

Vaeskestrom
med
legemiddelstof

Nar glasrgret flyttes,
vilionkanalen
blive aktiveret

at have skabt kontakt mellem glaselektroden og
cellemembranen, kan man langsomt traekke et
meget lille stykke membran ud af cellen svaren-
de til en diameter pa en tusindedel millimeter.

De sma membranstykker kan indeholde fra en
enkelt til flere tusinde ionkanaler, hvilket ger
det muligt at studere detaljerede egenskaber
af en enkelt isoleret ionkanal eller de overord-
nede egenskaber af adskillige ionkanaler under
samme eksperimentelle forhold. En yderligere
fordel ved metoden er, at man kan underspge

hurtige vekselvirkninger mellem legemiddel-
stoffer og receptorer.
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Lynhurtige vaeskeskift

Nar nerveceller i den levende organisme friggr deres signalstoffer,
er stofferne kun til stede ved receptorerne i fa tusindedele af et
sekund, inden de fjernes igen.

Receptorerne opfanger signalet uden problemer, fordi ionkana-
lerne abner og lukker sig inden for en tusindedel af et sekund. For
at kunne efterligne de naturlige processer eksperimentelt, er det
ngdvendigt at kunne tilfgre og fjerne signalstoffer og laegemid-
delstoffer lige sa hurtigt, som det sker i organismen.

| eksperimenterne tilfgres eller fjernes et leegemiddelstof ved at
udskifte veesken omkring cellens membran, hvor receptorerne
sidder. Ved at begraense den elektriske maling til et lille stykke
cellemembran frem for en hel celle, reduceres den overflade,
hvor vaesken skal udskiftes, og sa kan man lettere opna et hurtigt
vaeskeskrifte fra én oplgsning til en anden.

De lynhurtige vaeskeskift frembringes ved at anvende et lille glas-
rgr, der er forbundet til en piezoelektrisk krystal. Rgret er opdelt
i to kanaler ved hjeelp af en meget smal glasvaeg. Den ene kanal
indeholder en oplgsning bestaende af et blokerende legemid-
delstof oplgst i naeringsvaeske, mens den anden kanal indeholder
en oplgsning af et stimulerende lzegemiddelstof oplgst i den
samme naringsvaeske. Begge oplgsninger flyder ud af rgret som
to adskilte og parallelle vaeskestramme.

Elektroden med det lille stykke cellemembran placeres fgrst i
vaeskestrommen fra den ene kanal. Herefter udskiftes vaesken
omkring det lille stykke cellemembran ved hurtigt at flytte glasrg-
ret, sa elektroden med cellemembranen rammes af vaeskestrom-
men fra den anden kanal.

Glasrgret bevaeges ved hjeelp af den piezoelektriske krystal, som
udfgrer sma og meget hurtige bevaegelser, nar den tilfgres en
elektrisk spaending. Krystallens praecise bevaegelser gor det muligt
at skifte hurtigt og effektivt mellem to forskellige oplgsninger.
Nar vaeskeskiftet bevirker en abning eller lukning af de membran-
bundne ionkanaler, kan andringen i den elektriske stram males
direkte i glaselektroden.

At se det usynlige

Den beskrevne eksperimentelle opstilling kan umiddelbart bruges
til at studere vekselvirkninger mellem stimulerende laegemid-
delstoffer og receptorer. Det er dog mere omstaendeligt at male
effekten af blokerende lzegemiddelstoffer, som er interessante i
forbindelse med behandling af iskeemi og Alzheimers sygdom.
De blokerende stoffer stiller saerlige krav, fordi de ikke stimulerer
receptorerne og ikke frembringer strem gennem ionkanalerne.

Derfor er det ngdvendigt at studere stoffernes egenskaber indi-
rekte ved hjzelp af deres haemning af et stimulerende stofs akti-
vering af receptoren.

Efter malingerne gennemfgres en matematisk sammenligning
af det stimulerende stofs effekt, nar det er alene, og nar det er
under pavirkning af et blokerende stof. Pa den made kan man
beregne, hvordan og i hvor hgj grad det blokerende stof pavirker
receptoren.

Det er altsa muligt at afdaekke den skjulte vekselvirkning mellem
receptorer og blokerende leegemiddelstoffer. Studier af de usyn-
lige spor kan hjzelpe med til at forsta mekanismerne bag bloke-
rende lzegemiddelstoffers effekt, hvilket ggr det muligt at designe
stoffer med den gnskede virkning pa de specifikke receptorer, som
er involveret i neurologiske sygdomme.

—— Stimulerende stof
—— Blokerende stof

I

Strom |

Tid

+ Matematisk analyse

0% receptorer
blokeret

100%
o _\\_
0%

Stremspor af et stimulerende stof; samspillet mellem et stimulerende
og et blokerende stof; plus mdlinger af, hvor hurtigt det blokerende stof
fjernes fra receptoren.
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Liberaliseringen,

er blev vaek

Supermarkeder szlger handkgbsmedicin, men liberaliseringen
af apotekervaesenet er ikke naet lengere end det. Staten og
apotekerne dominerer den politiske dagsorden pa trods af
tidens staerke ideologiske pres mod monopoler og for markeds-
orienterede reformer.

Af Jakob Bjerg Larsen og Janine M. Traulsen

Fra 1. oktober 2001 har supermarkeder, kiosker og benzinstationer
landet over kunnet szlge en raekke handkgbsleegemidler. Det er
resultatet af langvarig og til tider ophedet debat om at liberalisere
apotekervaesenet i Danmark.

Processen startede med krav om en fuldstaendig liberalisering — fri
nedsattelsesret for farmaceuter samt fri prisdannelse pa lege-
midler — men endte med en mindre justering af de bestdende
forhold. Hvorfor gik det sadan?

Vi har analyseret den politiske proces forud for loveendringen,
og konklusionen er, at resultatet er formet af to modsatrettede
kreefter. Pa den ene side har den politiske debat i de seneste ar
veeret praeget af et generelt ideologisk pres imod monopoler og
for markedsorienterede reformer, hvilket bl.a. har fert til liberali-
sering af elsektoren. P4 den anden side har apotekervaesenets 450
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ar gamle strukturer og normer virket stabiliserende og bremset
storre @ndringer pa omradet.

Beslutningen om at frigive salget af en raekke handkgbslaege-
midler kan derfor ses som et led i en kontinuerlig udvikling af
apotekerne. Den beskedne liberalisering har ikke aendret ved, at
langt den meste medicin fortsat kun ma szlges af apoteker, at
staten kontrollerer antallet af apoteker, at et apotek kun kan ejes
af en farmaceut, og at der er stram offentlig styring med hensyn
til placering af apoteker og priserne pa laegemidler.

Leegemiddelpolitik

Legemidler er taet reguleret. Overalt er der love, bekendtggrelser
og guidelines, der i mindste detalje bestemmer, hvad der er laege-
midler, hvordan de ma laves, hvem der skal udfgre arbejdet, og
hvordan leegemidlerne skal distribueres og handteres.

Hvis rammerne aendres, forandres farmaceuternes rolle bade pa
apoteket og i medicinalindustrien, hvor farmaceuter arbejder med
udvikling, produktion og markedsfgring. Hvis vi gnsker at forsta
udviklingen af legemiddelomradet og i sarlig grad farmaceuter-
nes placering i hele spillet, ma vi undersgge de politiske processer,
der forer til fastsaettelse af nye regler.

Pa den made kan vi pge indsigten i et meget komplekst omrade,
som er preeget af mange aktgrer, mange mod-
satrettede interesser og mange forseg fra poli-
tisk side pa at lave andringer.

Fokus pa apotekerne

| ph.d.-projektet, som danner baggrund for
denne artikel, har vi sat fokus pa den del af
leegemiddelpolitikken, der beskzeftiger sig med,
hvordan vi indretter distributionen af laege-
midler til forbrugerne. Malet er at analysere
distributionens udvikling i Danmark - fra den
forste apotekerbevilling, der blev givet af Kong
Christian 11l i 1546, til ophaevelsen af apoteks-
forbeholdet for en raekke handkgbsleegemidler
i2001.

Vi inddeler analysen i en historisk og en
nutidig del. Ved hjzaelp af farmacihistoriske
oversigtsveerker, udskrifter af Rigsdags- og
Folketingsdebatter samt artikler i fagtidsskrif-
ter laves en overordnet fremstilling af de struk-
turer og normer, der har udviklet sig og praeget
de politiske beslutningsprocesser i perioden fra
1546 til 1994.

For perioden fra 1994 til 2001 udfgres en mere
detaljeret analyse af liberaliseringsdebatten:
Hvilke aktgrer deltog? Hvad gjorde de? Og
hvordan opfattede de forlgbet? Denne analyse
bygger ikke alene pa skriftlig dokumentation
som betzaenkninger, rapporter og heringssvar,
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men inkluderer ogsa interviews med ministre, sundhedspolitiske
ordfgrere og repraesentanter for de involverede interesseorgani-
sationer.

Pres for monopolbrud

Efter en kort politisk debat i sommeren 1999 nedsatte daveaerende
sundhedsminister Carsten Koch (S) et udvalg, der skulle vurdere
reguleringen af salget af medicin. Mélet var lavere patientpriser
pa legemidler og lavere offentlige udgifter, samtidig med at
sundhedspolitiske hensyn fortsat skulle tilgodeses.

Men allerede inden udvalget naede at offentligggre sit arbejde,
indgik regulering af apotekervaesenet i finanslovsaftalen for ar
2000. Om apotekervasenet stod der bl.a.: "Regeringen fremlzeg-
ger inden 1. juli 2000 et samlet beslutningsgrundlag for gennem-
fgrelsen af en liberalisering af apotekervaesenet i overensstem-
melse med medicinudvalgets forslag ...”

Hvordan en liberalisering i praksis skulle gribes an, var endnu usik-
kert. Kun ét var sikkert: monopoler var utidssvarende, og markeds-
kraefterne burde aktiveres noget mere. Der skulle liberaliseres!
Presset var ikke en politisk dpgnflue. Krav om markedsoriente-
rede reformer praegede og praeger stadig den politiske dagsorden
generelt. Inden for andre sektorer var gamle monopoler allerede
liberaliseret. Et eksempel er elforsyningen. Her blev det danske
elmarked liberaliseret i 1999 i kglvandet pa liberaliseringer i
Norge, Sverige, Finland og Tyskland.

Samtidig blev der gennemfgrt flere apoteksreformer i Norden. |
Island blev apotekslovgivningen liberaliseret allerede i 1996. Pa
grund af den historiske tilknytning til Danmark var der inden
reformen den samme regulering af distributionen af leegemidler
som her i landet, og det gjorde erfaringerne fra Island saerligt
interessante for danske politikere.

Liberaliseringen i Island medfgrte store aendringer; der blev abnet
for priskonkurrence pa lzegemidler, etableringen af nye apoteker
blev givet fri, og ejerskabet af apotekerne var ikke lengere for-
beholdt farmaceuter. | Norge blev apotekervaesenet liberaliseret i
2001, og det skete med staerk inspiration fra Island.

Hvis man udelukkende ser pa begivenhederne i slutningen af
1990’erne i Danmark, star det klart, at der pa det tidspunkt var et
massivt pres for at andre distributionen af laegemidler radikalt.
Men det skete ikke.

Stabiliserende faktorer

Der var nemlig et endnu stgrre pres for at bibeholde apotekervae-
senet, som det var. De strukturer og normer, der i tidens Igb har
udviklet sig omkring reguleringen af apotekervaesenet, virkede
stabiliserende.

Grundlaget for stabiliteten skal findes i de taette forbindelser mel-
lem den danske stat og apotekerne — forbindelser, som udviklede
sig i perioden fra 1546 til 1672. Lige siden dengang er alle revisioner
af apotekerloven formet ud fra den eksisterende grundstruktur.
Det teette forhold mellem staten og apotekerne blev bygget op

omkring en vaegtning af interesser: Staten gav apotekerne mono-
pol pa salg (og i sin tid fremstilling) af leegemidler samt indfly-
delse pa udformningen af apotekerloven. Til gengzeld efterlevede
apotekerne villigt alle krav og pabud fra staten. Apotekerne fik
tryghed, og staten fik en sektor, der var nem at styre!

Denne korporative organisering har bevirket, at staten og de apo-
teksfaglige organisationer har domineret den politiske dagsorden
fra 1672 og til i dag. De har defineret apotekervaesenets problemer
og sammen vurderet, hvilke Ipsninger der var brugbare. Andre
aktgrer —som den gvrige detailhandel — har haft meget sveert ved
at gore deres synspunkter gaeldende i dette forum.

Et andet resultat af det mangeérige samarbejde mellem staten
og de apoteksfaglige organisationer er, at reguleringen er meget
kompleks. Apotekerne varetager mange opgaver, som er taet
forbundet med det offentlige sundhedsvaesen. For eksempel er
apotekerne centrale i administrationen af sygesikringen, og de
varetager uddannelsen af farmakonomer. Samtidig sikrer en
udligningsordning mellem det faste antal af apoteker, at det kan
lade sig gore at opretholde apoteker i yderomraderne, hvor der
ikke er forretningsmaessig basis for driften.

Hvis den nuvaerende regulering aendres radikalt ved, at man til-
lader fri etablering af apoteker, kan staten fa svaerere ved at styre
sektoren. Staten har i dag god kontrol med de ca. 280 private apo-
teker, men vil det veere lige s3 nemt at fa danske og udenlandske
kapitalkaeder til at varetage apoteksdrift i landets yderomrader?
Eller til at handtere sygesikringstilskuddet til laegemidler? Hvis
strukturen i apotekervaesenet zndres radikalt, har det mange
praktiske konsekvenser.

Sidst, men ikke mindst, har Danmark et velfungerende og effek-
tivt apotekervaesen. Avancen i apoteksleddet er blandt de laveste
i Europa, og der er ikke folkelige krav for at eendre apotekerlovgiv-
ningen. Sa hvorfor skulle politikerne kaste sig ud i et projekt, hvor
der er lidt at vinde — men meget at tabe?
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Nye kemiske analysemetoder
finder gstrogener

@strogeners vej fra

mennesket til vandmil-
Jjoet via spildevands-

systemet.
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Ved hjelp af nyudviklede kemiske analysemetoder kan man
male, hvor effektive danske rensningsanlag er til at fjerne
pstrogener fra spildevandet. En ny undersggelse giver et bud pa
forureningens omfang.

Af Flemming Ingerslev, Henrik R. Andersen, Anne-Marie Jacobsen,
Kristine Andersen Krogh, Tue Sgeborg, Martin Hansen
og Bent Halling-Sgrensen

Mennesker udskiller gstrogener med urinen, bade de naturlige
kpnshormoner gstron og 178-@stradiol samt 17a-ethinylgstradiol,
der stammer fra p-piller. Via spildevandet nar hormonerne frem
til der og seer, og flere undersggelser, iszer i udlandet, har vist, at
udledningerne er den vigtigste arsag til feminisering af hanfisk i
forurenede vandIgb.

Der er endnu ikke fuldt overblik over problemets omfang i
Danmark, men en ny undersggelse af spildevand fra 19 rensnings-
anleg i hele landet tyder p3, at spildevandets indhold af gstroge-
ner bidrager vaesentligt til de hormonrelaterede skader, man ser
pa hanfisk og andre organismer i vandmiljget. Valget af anlaeg har
sikret, at alle amter og anlaegstyper er repraesenteret.

Biologisk nedbrydning

@strogener er fedtoplpselige stoffer, som umiddelbart burde
bindes til spildevandsslam og derfor ikke veere i stand til at pas-
sere rensningsanlaegget. Imidlertid omdannes ¢strogenerne
inden udskillelsen fra kroppen, hvilket sker ved, at de far koblet
et glucuronsyremolekyle pa. Omdannelsen ggr hormonerne ca. 50
gange mere vandoplgselige, hvilket ggr, at de nemt udskilles med
menneskets urin.

Stereoidostrogeners vej til miljoet
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Fraspafining af
glucuronid v.h.a
miknearganismer i
spildevandsanieegy

i ng/l niveau

| kloakken eller i rensningsanlaegget fraspaltes glucuronidet af
mikroorganismerne, hvorved gstrogenerne reaktiveres. Hvis fra-
spaltningen sker tidligt i kloaksystemet, nedbrydes gstrogenerne
i rensningsanlaegget. Men hvis fraspaltningen sker sent, f.eks. i
rensningsanlaggets denitrifikationstank, s& kan gstrogenerne
ikke nd at blive nedbrudt eller bundet til slam i rensningsanlaeg-
get, og derved vil hormonerne vare til stede i det behandlede
spildevand.

Spildevandsprgver

| oktober og november 2002 indsamlede vi en vandprgve fra hvert
af de 19 anlaeg. Pa grund af det begraensede antal prgver ma
undersggelsens resultater betragtes som forelgbige.

Prgverne blev indsamlet gennem et helt dggn, idet man udtager
en delprgve hver gang en fastsat maengde spildevand - f.eks. 200
liter — har passeret udlpbet. Bagefter blandes alle delprgverne
sammen og udggr saledes et gennemsnit for det pagaeldende
degn. Efter indsamling blev to liter fra hver prgve haldt pa flasker,
som blev transporteret til laboratoriet hurtigst muligt, hvilket for
de sjeellandske og fynske prgver var mindre end 12 timer, mens de
jyske prover kunne veere op til fem dggn undervejs. Prgverne var
nedkglet til 4°C.

| laboratoriet blev prgverne inden 24 timer inddelt i prpver af en
liter, som hver blev tilsat 100 nanogram 17p-gstradiolacetat, der
fungerer som kontrolstandard for den efterfgplgende ekstraktion
og analyse. Som blindprgve brugte vi postevand.

Kemi og skader
Det er forst i de senere ar blevet muligt at lave kemiske analyser
af gstrogener i spildevand. Den store udfordring ligger i at opkon-
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centrere hormoner fra flere liter vand, sé de samles i en prgve pa
mindre end en milliliter. Metoden er fastfase-ekstraktion, hvor
hormonerne bindes til en fast overflade.

| den videre procedure har vi anvendt gaskromatografi til at
adskille de forskellige gstrogener og massespektrometri til at
identificere dem. For den naevnte metode ligger detektionsgraen-
sen i omradet 0,1 til 1 nanogram pr. liter.

Tidligere undersggelser har vist, at der observeres feminisering af
hanfisk ved koncentrationer af gstron, 17p-gstradiol og 170-ethiny-
Ipstradiol pa henholdvis 8, 0,5 og 0,03 ng/l. De skadelige niveauer
ligger altsad teet pa detektionsgraensen. Derfor er pavisning af
@strogener i en vandprgve alene nok til at sige, at der sandsyn-
ligvis forekommer hormonskader pa fisk ved udlgb med ringe
fortynding af spildevandet.

Mest i Storkpbenhavn

Ved analyserne kunne 178-gstradiol og 17a-ethinylgstradiol
detekteres i koncentrationer ned til 0,1 ng/l, mens gstron kunne
pavises i koncentrationer fra 2 ng/I. For at kvantificere maengden
af hormonerne var det ngdvendigt med hgjere koncentrationer pa
henholdvis 1 ng/l og 2 ng/I.

Under denne kvantifikationsgraense kan hgjden af den kroma-
tografiske top ikke bestemmes med tilfredsstillende statistisk
sikkerhed. | prgverne er der altsa fundet gstrogener, men i sa lave
koncentrationer, at usikkerheden er stor.

Som tidligere naevnt er der kun analyseret 19 prpver. Det er maske
grunden til, at der ikke er fundet sammenhange mellem de for-
skellige anlaegs stgrrelse, beliggenhed og tekniske opbygning. Dog
ses der umiddelbart to tendenser i datamaterialet.

For det forste forekommer gstrogener med en hgjere frekvens og
ved lidt hgjere koncentrationer i Storkgbenhavn end i de andre
regioner, og for det andet tyder resultaterne p3, at problemet ikke

Ph.d. Flemming Ingerslev

er lektor ved Institut for
Analytisk Kemi.

er s udbredt i Jylland.
At der iser er gstro-
gener i spildevand fra
Storkgbenhavn kan skyldes den hgje befolkningstaethed.
Transporten til laboratoriet af prever fra jyske anlaeg var af nogle
dages varighed og i et enkelt tilfeelde fem dage. Det er sandsyn-
ligt, at transporttiden har veeret for lang, sa nedbrydningsproces-
ser har betydet, at stofferne ikke blev fundet i prgverne. En anden
mulig forklaring kan vaere, at der tilledes mere industrispildevand
uden gstrogener til de jyske anlaeg.

Landsdakkende problem

Alt i alt er der fundet gstrogener i 15 ud af de 19 rensningsanlaeg. |
8 ud af 19 prgver blev der fundet kvantificerbare maengder. @stron
er fundet i faerrest prgver, men til gengaeld i de hgjeste koncen-
trationer. Det hyppigst forekommende stof var 173-¢stradiol, men
fundene var oftest under graensen for egentlig kvantificering.
Undersggelserne viser som de fgrste i Danmark, at udledningen
af pstrogener fra danske spildevandsanlzaeg er et landsdaekkende
problem, som ikke kun kan kobles til szerlige regioner eller anlaegs-
typer. Forureningen svarer derfor til situationen i udlandet, selv
om de danske rensningsanlaeg er blandt de mest avancerede i
Europa.

De fundne koncentrationer er i stand til at fordrsage feminisering
af hanfisk. Miljgstyrelsens anbefalede veerdier for fortynding af
spildevandet reducerer ikke koncentrationen af steroidgstrogener
til et niveau, der ligger flere stprrelsesordener under effektni-
veauet. Resultaterne stgtter derfor den konklusion, udenlandske
undersggelser ogsa har vist, at spildevandets gstrogenindhold
bidrager vaesentligt til de hormonrelaterede skader, man ser pa
hanfisk og andre vandlevende organismer.

REPRASENTATIVE ANLEG

Kortet viser en oversigt over de
regioner i Danmark, der indgik i
undersggelsen, samt antallet af
prover fra hver region.

De enkelte rensningsanlaeg

var udvalgt med henblik

pd at fd stgrst mulig

variation med hensyn til by

og land, recipienttype og
anlaegsstgrrelse. Anleggenes
stgrrelser er angivet som det
antal personakvivalenter, de er
designede til at kunne hdndtere.
Det skal bemeerkes, at flere
anlaeg har en overkapacitet i
forhold til den reelle belastning.
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