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Livsstilsmedicin
- Hvad er det?
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Begrebet »livsstilsmedicin« er blevet en del af vores
ordforrad. Men livsstilsmedicin eksisterer ikke i sig
selv. Det afggrende er den konkrete anvendelse, fordi
de samme laegemidler kan bruges bade til at behand-
le syge og til at forbedre livskvaliteten hos raske. Et
eksempel er medicin, som styrker potensen.

Af Claus Mgldrup

Begrebet »livsstilsmedicin« optraeder oftere og oftere i medier-
nes daekning af leegemiddelomradet. Men ganske fa ved rent
faktisk, hvad termen daekker over. Derfor har vi gennemfort en
videnskabelig analyse af begrebets anvendelse i savel videnska-
belig litteratur somi artikler fra populaere medier. Analysen viser
et broget billede af mulige definitioner, men i langt de fleste til-
feelde er begrebet slet ikke defineret.
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Anvendelsen af ordet livsstilsmedicin i engelsktalende medier gennem de seneste 25 dr.

| perioden 1978-2003 figurerede ordet livsstilsmedicin 3174
gange i engelsksprogede medier verden over; de 2600 gange var
i perioden 1998-2003.

Underspgelsen viser, at forfatterne har forspgt sig med ikke
mindre end 23 forskellige forklaringer pa livsstilsmedicin, men
det mest almindelige er, at der ingen definition er overhovedet.
At mange bruger ordet uden at vide, hvad det egentlig deekker
over, endsige forspger at forklare det, er naturligvis problema-
tisk set fra et vidensmaessigt synspunkt. Men hvad veerre er, sa
kan anvendelsen afbegrebet livstilsmedicin uden omtanke veere
direkte diskriminerende for patienter.

Risiko for diskrimination

En made at betragte livsstilsmedicin pa i fplge litteraturen er ved
at dele ordet op i livsstil og medicin. Pa den made bliver livsstils-
medicin til al medicin, der anvendes mod lidelser, som er afledt
af en persons livsstil. Umiddelbart lyder det jo meget fornuftigt,
hvilket nok ogsa er drsagen til, at mange har veeret forfaldne til
at anvende denne definition. Men ved naermere eftertanke er
definitionen ikke sa god endda.

Maengden af lidelser, der er en konsekvens af vores livsstil, er
jo ganske omfattende. For eksempel vil livsstilsmedicin sa ogsa
inkludere kemoterapi til behandling af lungekraeft som fplge af
rygning. Eller forebyggende malariabehandling som led i en livs-
stil der inkluderer en forestaende rejse til Afrika. Med andre ord:
Hvis man anvender denne definition, vil en meget stor del af de
leegemidler, der i dag er pa markedet, kunne betragtes som livs-
stilsmedicin, og sa har begrebet jo ingen forklarende vardi.

Enandenmade at betragte livsstilsmedicin pa erat udrabe spe-
cifikke leegemidler som veaerende livsstilsmedicin. Det er oftest
sadan, at de populzaere medier bruger begrebet. Det bedst kendte
eksempeler behandling afimpotens, hvor de anvendte laegemid-
ler uden tgven udrabes som livsstilsmedicin. Det er ved denne
generalisering, det gar galt, og det er igennem generaliseringen,
at man risikerer at diskriminere personer, som er rent faktisk er
syge. Det fplgende eksempel vil vise, hvorfor man er ngdsaget til
at forholde sig til den individuelle behandlingssituation, for man
kan udrabe et legemiddel som livsstilsmedicin:

"Hr. Jensen og Hr. Hansen er begge 50 dr. De gdr begge to til laegen.
Jensen har haft diabetes, siden han var teenager, og er nu begyndt
at marke forskellige symptomer, som er afledt af hans mangedrige
sygdom; et af demer problemer med potensen. Jensen opfatter selv
potensproblemet som en sygdom. Hansen derimoder frisk og rask.
Han har vaeret sd heldig at mgde en dejlig kvinde, som er femten dr
yngre. Som en naturlig falge af Hansens alderer den seksuelle akti-
vitetikke helt somidenglade ungdom. Men en ung konestiller sine
krav, og dem vil Hansen gerne kunne leve op til. Hansen betragter
sig ikke som syg, han er blot ved at komme op i drene.”

Medicinske produkter mod impotens kan hjaelpe bade Jensen og
Hansen. Ved generelt at udrabe alle medicinske produkter mod
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Hr. Jensen har sukkersyge, og med alderen har han fdet problemer med at fd rejsning. Hr. Hansen har fdet sig en dejlig ung kone, som han gerne
vil elske med, lige sd tit hun har lyst. For Jensen er medicin mod impotens en sygdomsbehandling. For Hansen er det samme laegemiddel en

livsstilsmedicin, som han bruger til at optimere sit liv.

impotens som livsstilsmedicin, vil man automatisk diskriminere
Jensen, som jo faktisk er syg.

Endnu vaerre bliver det, hvis sundhedsmyndigheder og forsik-
ringsselskaber begyndere at prioritere med udgangspunkt i den
generelle definition. En mulig konsekvens kunne veere, at man
besluttede, at der ikke skulle ydes tilskud til livsstilsmedicin. |
Jensens tilfeelde ville dette med rette kunne opfattes som dis-
krimination af hans diabetes. Omvendt opfatter Hansen sig ikke
som syg, han gnsker blot at optimere sin livsfgrelse ved anven-
delse af et legemiddel. | denne situation kan man sa med rette
tale om, at Hansen anvender livsstilsmedicin.

Detillustrerer, hvorforer man ngdt til atinddrage behandlings-
situationen i definitionen af begrebet livsstilsmedicin. For livs-
stilsmedicin findes pr. definition ikke, det er selve anvendelsen,
der kan gore et legemiddel til livsstilsmedicin.

METODE OG KILDEMATERIALE

Respekt for patienter
Skal man anvende et begreb som livsstilsmedicin, enten i daglig-
dagen, som led i populaer eller videnskabelig formidling, eller i
relation til sundhedspolitiske beslutninger og prioriteringer, har
manen forpligtelse til at treede varsomt i respekt for de patienter,
somfaktisk ersyge, og somopfatter deres medicinske behandling
som veerende en ngdvendighed og ikke som livsstilsmedicin.
Hvis man fremover anvender begrebet livsstilsmedicin, vil fgl-
gende definition saledes kunne vaere en hjalp:

»Livsstilsmedicin er laegemidler, der udover at kunne lindre, hel-
brede og forebygge kan anvendes til at forbedre tilstande, som
ikke betragtes som sygelige. Et sddant leegemiddel bliver fgrst
til livsstilsmedicin, hvis individet, der indtager laegemidlet, ikke
betragter sig selv som syg, men blot anvender laegemidlet som
led i en livsstil.«

Ph.d. Claus Mgldrup er
lektor ved Institut for
Samfundsfarmaci
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Effekten af oralt indtaget oleoylethanolamid pd fedeindta-
gelsen hos rotter, som har fastet i 24 timer for behandling.
En halv time efter behandling med oleoylethanolamid fik
rotterne fri adgang til fode i 90 minutter. Jo stprre dosis, rot-
terne fik, jo mindre dd de.

Tarmvaeg
(ubehandlet)

Tarmvaeg
(behandlet)

Figuren viser mangden af oleoylethanolamid i rotters tarm-
vaeg, henholdsvis det naturlige indhold i ubehandlede rotter
(data fra amerikansk artikel) og i behandlede rotter, som har
fdet 10 mg oleoylethanolamid/kg under samme omstandig-
heder som i figur 1. Pd det tidspunkt, hvor behandlede rotter
indtog mindre fode end kontrolgruppen, var maengden af
ikke-nedbrudt, aktivt oleoylethanolamid i tarmvaggen 11
gange hgjere end hos de ubehandlede rotter.

J

N

Hvis oleoylethanolamid har samme effekt
pa mennesker som pa rotter, har vi fundet et
stof, som efter oral indtagelse virker lokalt i
tarmen og sandsynligvis er ganske ufarligt for
kroppen — et sikkert leegemiddel mod fedme.

Af Gitte Petersen, Mie Julin Nielsen,
Arne Astrup og Harald S. Hansen.

Fedme er en stadig mere udbredt folkesygdom i
nasten alle vestlige lande, og det er vanskeligt at
tabe sig, hvis man forst er blevet svaert overveegtig.
Ganske vist lykkes det ofte at smide nogle kilo ved at ga
padizet, men oftettager man hurtigt det samme paigen.
Derfor er der et stigende behov for medicinsk behandling

af denne livsstilsrelaterede sygdom.

Leegemidler til behandling af fedme kan supplere dizeter og
fremkalde veegttab pa flere forskellige mader. | gjeblikket er der
tre receptpligtige leegemidler pa markedet i Danmark. Det ene
er Xenical, som nedsatter optagelseniblodet af en del af de ind-
tagne fedtstoffer. De to andre laegemidler, Reductil og Regenon,
haeemmer appetitten ved at pavirke signaler for mathed og sult
direkte i hjernen, og samtidig gger de kroppens energiforbrug
til varme.

Alle tre leegemidler kan have bivirkninger. Xenical kan give
diarre og luft i maven, mens Reductil og Regenon blandt andet
kan medfgre spvnforstyrrelser og forhgjet blodtryk. Dremmen
om det perfekte slankemiddel ser noget anderledes ud: Et natur-
ligt forekommende stof, som kanindtages i tabletform, som ned-
saetter appetitten via en effekt direkte i tarmene, og som ikke
medfprer bivirkninger andre steder i kroppen.

" OLEOYLETHANOLAMID |

Oleoylethanolamid er et naturligt forekommende stof, som
findes i en bred vifte af bdde planter og dyr. Den store ud-
bredelse af stoffet vidner om evolutionar konservering, som
tyder pd, at oleoylethanolamid har en vigtig funktion for
mange forskellige organismers overlevelse. Majs er en af de
planter, hvori der er mdlt et relativt stort indhold af oleoyl-
ethanolamid. Hvis et menneske skulle indtage oleoylethanol-
amid i et omfang, der svarer til den maengde, der haammer
fedeindtagelsen hos rotter, skulle en person pd 70 kilo spise
omkring to tons majs om dagen. En ren form af dette natur-
ligt forekommende fedtstof er derfor allerede fremstillet og
givet til forsagsdyr i kapsler.

Nedsat sultfglelse
Maske erwi pa sporet af mirakelkuren med oleoylethanolamid, et
stof, som kroppen selvproducerer. Nar stoffet injiceresibughulen
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pa rotter som har fastetiet dogn, og som q;'r 5ffar fri adgang
dé

til foder| halvanden time, sa splser de d ubehandlede

3 =1, der ogsa har fastet. [

‘:\ “Effekten skyldes, at oleoylethanolam|d pavirker en sakaldt

. transkriptionsfaktor, PPARa, som sandsynligvis er forbundet med
ellerlokaliseret teet patarmvaeggens sensoriske fibre. Fibrene har
forbindelse til hjernens sultcenter, og nar de stimuleres af ole-
oylethanolamid via PPAR«, senderifibrene besked til hjernen om
nedsat sultfplelse.

Med opdagelsen af oleoylethanolamids virkning pa rotters fo-
derindtag, star vi muligvis over for et vigtigt element i den videre
forstaelse af kroppens komplekse appetitreguleringssystem, men
ogsa over for en mulig kandidat til et leegemiddel mod fedme.

| forste omgang var der dog en abenbar begraensning af stof-
fets fremtidsmuligheder. Oleoylethanolamid skulle injiceres. Her
er der nappe tvivl om, at den store gruppe af overvaegtige, som
onsker lettilgeengelige midler til at opna vaegttab, absolut vil
foretraekke tabletter eller kapsler.

Oral indtagelse

Ingen forventede pa det tidspunkt, at oleoylethanolamid ville
virke, hvis det blev indgivet gennem munden, da man regnede
med, at stoffet ville blive nedbrudt i tarmene. | tarmslimhinden
findes dernemlig store maengder af et enzym, FAAH, som nedbry-
der stoffet. Men alligevel afprpvede vi trods alle odds, om stoffet
efteroralindtagelse kunne nedsaette fpdeindtagelsen hos rotter,
der havde fastet i 24 timer.

Resultatet var overraskende. Efter halvanden times fri adgang
til foder fandt vi, at der var en signifikant nedsattelse af fode-
indtagelsen pa over 15 procent hos de rotter, der havde faet 10
milligram oleoylethanolamid pr. kilo kropsvaegt, set i forhold til
ubehandlede rotter. De rotter, der fik en stgrre dosis pa 100 milli-
gramoleoylethanolamid pr.kilokropsveegt,ad 24 procent mindre
end kontrolgruppen.

Effekt i tarmvaeggen
Herefter undersggte vi, hvor stor en del af den indtagne maengde
oleoylethanolamid, der naede frem til tarmvaeggen uden at blive

nedbrudt afFAAH.Til detteforspg syntetiserede vi en radio-
aktiv udgave af stoffet, sa vi ved maling kunne skelne det
indgivne stof fra det oleoylethanolamid, som rotterne selv
producerer. Indholdet af radioaktivt oleoylethanolamid
efter oral indtagelse af 10 milligram pr. kilo kropsvaegt
blev undersggt i tre prgver: | mavesakkens indhold, i
tarmenes indhold af ufordgjet fode, samt i tarmvaeg-
gen hos rotter.
To timer efter oral administration af oleoylethanol-
amid, heraf de sidste halvanden time med fri adgang til
fode, var der stadig 14 procent af den samlede maengde
oleoylethanolamid tilbage i mavesakken. 0,2 procent af stof-
fetfandtesitarmindholdet,og 0,5 procent befandtsigitarmvaeg-
gen. De 0,5 procent svarer til 11 gange den naturlige koncentra-
tion af oleoylethanolamid i tarmen. Det er derfor sandsynligt,
at selv om kun 0,5 procent af den indtagne dosis nar frem til
tarmvaeggen, er det nok til at nedsatte fodeindtagelsen.

For at sikre, at den heemmende effekt pa fedeindtagelsen ikke
kunne tilskrives nedbrydningsprodukterne af oleoylethanol-
amid, oliesyre og ethanolamin, blev der udfert separate forsog,
hvor enten oliesyre eller ethanolamin blev indgivet oralt til rot-
terne. Det gav ingen effekt. Rotterne ad lige sa meget efter 24
timers faste som de ubehandlede kontroldyr.

FOR SENT TIL PATENT

DFU og KVL har sggt om patent pd opdagelsen af oleoy!-
ethanolamid som oralt virkende slankemiddel. Dette blev
dog gjort veerdilgst, fordi en forskningsgruppe i Californien et
halvt dr tidligere havde indsendt en patentansggning, som
patenteksperter vurderede ogsd daekkede oral indtagelse
trods ansggningens manglende dokumentation herfor.

Naeppe vaesentlige bivirkninger

Et andet studie blev kort tid efter publiceret af en anden forsk-
ningsgruppe, og det bekraeftede vores data for oral administra-
tion. Derudover dokumenterede studiet, at oleoylethanolamid
efter lang tids daglig indtagelse ikke blev ophobet i hverken
musklerne eller i hjernen hos rotterne. Dét er et meget cen-
tralt kriterium for at kunne bibeholde en lav risiko for bivirk-
ninger. Fra et farmakologisk synspunkt, er nedbrydningen af
oleoylethanolamid til oliesyre og ethanolamin ogsa positiv,
fordi begge stoffer findes i store maengder i kroppen i forvejen.
Derfor forventes nedbrydningsprodukterne hellerikke at kunne
forarsage naevnevaerdige bivirkninger.

Hvis oleoylethanolamid harsammeeffekt pa mennesker som
pa rotter, har vi fundet et stof som efter oral indtagelse virker
lokalt i tarmen og sandsynligvis er ganske ufarligt for kroppen
— et sikkert laegemiddel mod fedme. Naeste skridt vil vaere at
afprgve oleoylethanolamid pa mennesker.

Ph.d. Gitte Petersen er
adjunkt ved Institut for
Farmakologi.

Mie Julin Nielsen er
netop ferdiguddannet
cand.scient. fra Institut
for Human Ernaring,
KVL.

Dr.med. Arne Astrup er
professor og institut-
leder ved Institut for
Human Ernzring, KVL.

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

lindrer smerter

| mange ar har morfin vaeret det foretrukne stof til
behandling af operationssmerter, men desvaerre med-
forer behandlingen en del bivirkninger. Et hostemiddel
kan maske supplere morfin ved smertebehandling efter
operationer, sa man kan bruge mindre doser morfin og
dermed minimere bivirkningerne.

Af Tina Hoff Duedahl og Janne Remsing

Smerterefter en operation er naesten uundgaelige og ofte meget
ubehagelige for patienten. For at forhindre eller lindre ubehaget
ved smerterne er det npdvendigt med en ngje tilpasset smerte-
behandling bade fgr, under og efter operationen.

Behandlingen gives ikke blot af hensyn til patientens velbefin-
dende, men ogsa for at mindske risikoen for senere udvikling af
kroniske smerter. Nar patienten smertedaekkes tilfredsstillende,
fremmes normaliseringen af vigtige funktioner som andedret,
fordgjelse og mobilitet, hvilket betyder kortere indlaeggelsestid
og dermed ogsa betydelige samfundsmaessige besparelser.

Der bruges forskellige typer af smertestillende laegemidler
til at lindre smerterne efter en operation. | mange ar har mor-
fin veeret det foretrukne stof til behandling af middelstaerke til
steerke smerter. Morfin tilhgrer gruppen af opioider og har en
god smertestillende effekt, men desvaerre ogsa bivirkninger som

SMERTEOVERF@LSOMHED EFTER VAVSSKADER

kvalme, forstoppelse, vejrtraekningsbesveer, ssimmelhed og slpv-
hed. For at mindske brugen af morfin og derved reducere graden
af bivirkninger, er der et stort pnske om at kunne anvende andre
smertestillende laegemidler, eventuelt i kombination med mor-
fin, og samtidig opnd en optimal smertestillende effekt.

Supplement til morfin?

Et lzegemiddelstof, som er interessant i denne sammenhaeng,
er dextromethorphan. Stoffet anvendes som hostemiddel mod
tor hoste og salges bade som tabletter og mikstur pa de danske
apoteker. Udover at virke hostestillende har stoffet vist sig ogsa
at have anti-hyperalgetiske egenskaber, dvs. vaere i stand til at
mindske graden af smerteoverfglsomhed efter en vaevsskade,
som f.eks. er opstaet ved en operation. Det skyldes, at dextromet-
horphan tilhgrer den gruppe af stoffer, som blokerer de sakaldte
N-Methyl-D-Aspartat-(NMDA)-receptorer, som findes i rygmar-
ven og er involveret i fornemmelsen af smerter.

Da dextromethorphan ikke virker pa de samme receptorer som
morfin, undgas de bivirkninger, som opstdr ved morfinbehand-
ling. | sma doser har dextromethorphan ganske fa bivirkninger,
men i meget hgje doser kan stoffet virke euforiserende.

Den anti-hyperalgetiske effekt efter indgift af tabletter eller
mikstur er lav pa grund af en ringe optagelse i blodet fra mave-
tarmkanalen samt en omfattende nedbrydning i leveren. For at
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opnaen bedre anti-hyperalgetisk effekt af dextromethorphan og
en hurtigere indsaettende virkning, har vi udfort et eksperimen-
telt smerteforsgg, hvor stoffet blev indgivet langsomt direkte i
blodet ved intravengs infusion til frivillige forsggspersoner, som
var maend i alderen 21-35 ar.

Smerteforsgg

Forsgget blev udfert pa Smertefysiologisk afdeling pad Herlev
Amtssygehus i samarbejde med overlaege Jorgen B. Dahl. Den
eksperimentelle smerte blev pdafert forspgspersonerne ved
at bruge et varmelegeme til at opvarme et mindre omrade pa
undersiden af armen ved 45 grader i fem minutter. Derefter blev
omradet deekket med en creme, som indeholdt det aktive stof i
chilipeber. Effekten af de to stimuleringer tilsammen svarer tilen
forste grads forbraending med redme og gmhed.

Det stimulerede omrdde blev ekstra fglsomt overfor tryk og
varme, hvilket kaldes primaer hyperalgesi. | den ubeskadigede
hud rundt om det stimulerede omrade opstod en zone med
forpget folsomhed overfor pavirkninger med tryk, hvilket kaldes
sekundaer hyperalgesi. Sekundaer hyperalgesi skyldes centrale
mekanismerirygmarven, og menes at haenge ngje sammen med
maden, hvorpa smerter opstar efter en operation.

Resultaterne af behandlingen med dextromethorphan viste
en udtalt anti-hyperalgetisk virkning. Desuden viste det sig, at
virkningen var forsinket ca. to timer i forhold til den maksimale
koncentration af dextromethorphan i blodet. Dét er en meget
vigtig oplysning set i klinisk sammenhang, hvis man gnsker at
bruge dextromethorphan mod operationssmerter. Stoffet skal
altsa gives ca. to timer for, den smertestillende effekt skal ind-
treede, hvilket ved kortvarige operationer kan betyde, at stoffet
skal gives til patienten for eller ganske kort efter operationens
start.

Bedre smertebehandling

Vort forspg viser, at anvendelsen af dextromethorphan har
potentiale som et supplement til den nuvaerende behandling af
smerter efter operationer. Ved at anvende dextromethorphan
kan brugen af morfin og graden af stoffets bivirkninger forha-
bentligt nedseettes, samtidig med at en bedre smertedaekning
opnads. Dextromethorphan kan saledes potentielt bidrage til at
forbedre patienternes velbefindende og reducere indlaeggelses-
tiden, hvilket vil medfgre samfundsmaessige besparelser.

En hypotese er endvidere, at brugen af dextromethorphan kan
mindske risikoen for senere udvikling af kroniske smerter, men
detteerendnu ikkedokumenteret. Flere kliniske studier med dex-
tromethorphan indgivet til operationspatienter er ngdvendige,
inden stoffet eventuelt tages i brug ved smertebehandling efter
operationer.

SMERTEFORS®G:

Eksperimentel smerte-

pdfersel med et varme-
legeme ved 45 grader i
fem minutter.

En creme med
indholdsstoffet fra
chilipeber smgres pd.
Den samlede virkning
af varmen og cremen
svarer til en forste-
gradsforbrending.

I det indrammede om-
rdde ses primeer hype-
ralgesi; rundt omkring
det beskadigede om-
rdde er der sekundaer
hyperalgesi.

Med en priktest udmdles
omrddet med sekundaer

hyperalgesi og gget fol- i ~ :
somhed over for smerter. .

Fglsomheden dempes
markant ved infusion af &
dextromethorphan. -

Cand. pharm. Tina
Hoff Duedahl er ph.d.-
studerende ved Institut
for Farmaci.

Ph.d. Janne Rgmsing er
lektor ved Institut for
Farmaci.
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Antistoffer til behandling
af multipel sklerose

Hvert ar rammes 200 danskere af multipel sklerose.
Vi underspger sygdomsmekanismerne og studerer de
involverede vaevstyper og celler ved hjalp af antistof-
fer, som muligvis vil kunne udvikles til leegemidler til
behandling af den kroniske sygdom.

Af Liselotte Brix Jensen, Michelle Krogsgaard, Lars Fugger og
Jan Engberg

Multipel sklerose er en kronisk sygdom, hvor nerverne i central-
nervesystemet beskadiges. Sygdommen menes at vaere autoim-
mun, dvs. at kroppens eget immunforsvar fejlagtigt angriber og
nedbryder de myelinskeder, der omgiver nervetradene. Det forer
tilenslags kortslutningaf nerveimpulserne, somresultererined-
sat nervefunktion. De mest almindelige symptomer er svaekkelse
af muskler, lammelser, problemer med synet og balanceevnen,

talebesveer og vanskeligheder med vandladning.
Sygdommen udvikler sig med varierende hastighed hos for-
skellige patienter og er karakteriseret

T-celle

Myelinpeptid

™ ved gentagne angreb pa forskellige dele
af nervesystemet. De enkelte angreb
kan medfgre en bred vifte af symptomer
afhaengigt af, hvilke nerver der beskadi-
ges. | perioder forbedres eller forsvinder
symptomerne helt, men de efterfglges
oftest af nye anfald med svaerere symp-
tomer.

Hvert &r rammes ca. 200 danskere af
sygdommen, og der findes omkring 5000
patienter i Danmark. Bade kvinder og
meend kan fa sklerose, men kvinder ram-
mes naesten dobbelt sa ofte som maend.
Den praecise sygdomsarsag kendes ikke,
og derfor er det hverken muligt at fore-
bygge eller helbrede. Man ved dog, at
bade arvelige og miljpmaessige faktorer
spiller en rolle, og formentlig er det et
sammenfald afiflere faktorer, der udlgser
sygdommen.

Der er stor interesse i at fa mere at
vide om sygdomsmekanismerne, og en
effektiv behandling star naturligvis hojt
pa enskelisten. Derfor har vi udviklet rea-
genser, som kan vaere med til at belyse
sygdomsprocessen, og som eventuelt vil

Vi har udviklet antistoffer, der har samme specificitet som
de autoreaktive T-celler, der angriber myelinskederne.
Antistofferne forhindrer aktiveringen af T-cellerne ved at
blokere for deres genkendelse af DR2-myelinpeptidmole-
kyler pd overfladen af antigenpraesenterende celler (APC).

S
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kunne anvendes til behandling af skle-
rose.

Immunforsvaret angriber eget vaev
Multipel sklerose forekommer hyppigst
hos personer med bestemte veevstype-

molekyler (MHC), som sidder pé overfladen af de antigenprae-
senterende celler. MHC-molekylerne er en vigtig del af vores
immunforsvar, fordi de praesenterer stumper af fremmede pro-
teiner, peptider, fra virus eller bakterier for immunforsvarets
angrebsceller, T-cellerne. Nar T-cellerne genkender et kompleks
af MHC og et peptid, aktiveres immunforsvaret, som bekeemper
den pagaeldende virus eller bakterie.

Under normale omstaendigheder er immunforsvaret i stand
til at genkende kroppens vaev som “selv” og angriber ikke krop-
pens egne celler, men hos sklerosepatienter sker der en fejlagtig
genkendelse af eget veev som fremmedartet, og T-cellerne gér
til angreb pa de skeder af myelin, som omgiver og beskytter ner-
vetradene.

| patienter med sklerose har man fundetT-celler,der genkender
specifikke peptider, som er dannet ved nedbrydning af myelin, og
som praesenteres af vaevstypemolekylet DR2. Sadanne T-celler
findes ogsa hos raske individer, men hos sklerosepatienter er de
aktiverede, og deres genkendelse af myelinpeptiderne medforer,
at immunforsvaret forsgger at nedbryde myelinskederne.

Det er endnu ikke klarlagt, hvordan T-cellerne aktiveres hos
sklerosepatienter, men en teori gar ud p3, at dele af virus eller
bakterier ligner komponenter fra myelin og dermed aktiverer T-
celler, der sa genkender bade myelin og den pageeldende virus
eller bakterie. For nylig er det blevet vist, at en autoreaktivT-celle
fra en sklerosepatient bade aktiveres af dele af en virus bundet
til et specifik veevstypemolekyle og af et myelinpeptid bundet til
et andet vaevstypemolekyle.

Hjernevaev fra patienter

Vi har specialiseret os i at fremstille sjeeldent forekommende
antistoffer, der genkender MHC-peptidmolekyler pd samme
made og med samme specificitet som immunforsvarets T-celler.
Antistofferne kan bruges til at undersgge forekomsten af MHC-
peptidmolekyler pa celler og i veev. Desuden kan de blokere for
T-cellers genkendelse af MHC-peptid og dermed pavirke aktive-
ringen af immunforsvaret.

Vi har isoleret antistoffer, der specifikt genkender komplekser
af veevstypemolekylet DR2 og myelinpeptid, og antistofferne er
blevet brugt til at underspge forekomsten af DR2-myelinpeptid
i hjernevaeyv fra patienter med sklerose og hos raske personer.
Forsggene viste, at komplekserne findes pa overfladen af celler
i hjernen hos bade raske mennesker og sklerosepatienter, men
patienterne har flere celler med disse molekyler pa overfladen og
har flere molekyler pr. celle.

Det understreger betydningen af vaevstypemolekylet DR2 i
udviklingen af sklerose, men viser samtidig, at tilstedevaerelsen
af DR2 i sig selv ikke er nok til at udvikle sygdommen. Forspgene
viste ogsa, hvilken type af celler i hjernen der praesenterer DR2-
myelinpeptid. Observationen er vigtigt i forstaelsen af de biologi-
ske mekanismer, der ligger til grund for multipel sklerose.
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T-celler

Hypotetisk mekanisme ved udviklingen af multipel sklerose: (1) Under en virusinfektion bliver virus optaget af antigenpraesenterende celler
(APC) og nedbrudt til mindre proteinstykker, peptider (2). Peptiderne praesenteres for immunforsvarets T-celler ved hjeelp af specialiserede re-
ceptorer, kaldet MHC-molekyler, og T-cellerne genkender virusstumperne som fremmede (3). T-cellerne aktiveres og deler sig (4). De aktiverede
T-celler krydser blod-hjernebarrieren og kommer ind i centralnervesystemet, hvor de mgder nye APC-celler, der praesenterer komponenter fra
nedbrudt myelin, myelinpeptider, som ligner viruspeptider og dermed genkendes af de aktiverede T-celler (5). Det starter en reaktion, der fprer til

nedbrydning af myelinen omkring nerveenderne (6).

Antistoffer til behandling

P& den baggrund undersgger vi, om antistofferne kan bruges
til at heemme T-cellernes aktivering og dermed udviklingen af
sygdommen. Forskning har gjort det muligt at dyrke T-celler
udtaget fra patienter med multipel sklerose i cellekulturer. Det
viser sig, at vores DR2-myelinpeptid specifikke antistoffer kan
forhindre T-cellerne i at blive aktiveret af celler, der praesenterer
DR2-myelinpeptid. Pa den baggrund er det muligt, at antistoffet
ogsa i mennesker kan haemme T-cellernes aktivering og dermed
deres pdelaeggende effekt.

For man kan underspge, om antistofferne haren gavnlig effekt
pasklerosepatienterer det npdvendigt at testevirkningeniegne-
de dyremodeller, og her findes der genmodificerede mus, som
kan fa induceret en skleroselignende sygdom. Vi er i gang med
at undersopge effekten af et af vores antistoffer i musene, hvor vi
forspger at heemme sygdomsudviklingen ved behandling med
antistoffet. Forelpbige resultater tyder p3, at antistoffet har en
beskyttende virkning.

KRYSTALLER @GER FORSTAELSEN

Ph.d. Liselotte Brix
Jensen er adjunkt ved
Institut for Farmakologi.

Ph.d. Michelle
Krogsgaard, er
postdoctoral fellow
ved Department of
Microbiology and
Immunology, Stanford
University School of
Medicine, USA.

Dr.med. Lars Fugger
er professor og
overlage ved Klinisk
Immunologisk
afdeling, Arhus
Universitetshospital,
Skejby Sygehus

Hjerneskader som fplge af multipel sklerose set i en MR-scanner.
Der ses to akutte laesioner med betydeligt gdem, samt to
mindre kroniske laesioner. Her er vist to forskellige MR-billeder:

. Dr. scient. Jan Engberg
Protonveegtet (venstre) og T2-vagtet (hgjre).

er professor ved Institut
for Farmakologi.
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Nar filmens fiktion

bliver virkelighed

Pa film er det legende let. Ude i junglen putter Dr.
Campbell et blad i kromatografen, og pa en computer-
skaerm ser han en 3D-struktur af det aktive plantestof,
som maske kan helbrede kraft. Faktisk er fiktionen pa
vej til at blive til virkelighed.

Af Dan Staerk, Maja Lambert, Maijid Sairafianpour,
Cailean Clarkson og Jerzy W. Jaroszewski

I filmen "Medicine Man”fra 1992 spiller Sean Connery rollen som
Dr.Robert Campbell, en excentrisk videnskabsmand, der arbejder
pa et forskningsprojekt langt ude i Amazonjunglen. Hans mal er
atidentificere et stof fraen plante, som kan helbrede kreeft. Tiden
er knap, for bulldozerne er ved at &de sig vej hen til det omrade,
hvor planterne gror.

Opgaven med at identificere det aktive indholdsstof i plan-
ten lykkes forst, da han far tilsendt en gaskromatograf. | filmen
ses Dr. Campbell putte et blad i gaskromatografen, og sekunder
senere vises den tredimensionelle struktur af molekylet pa en
computerskaerm.

Det er absolut ikke fiktion, at naturen er en rig kilde til nye
leegemidler, men det er det rene eventyr, at strukturen af et spe-
cifikt indholdsstof kan findes sa let og hurtigt. Ikke desto min-
dre arbejder en forskningsgruppe ved Danmarks Farmaceutiske
Universitet pa at udvikle en ny teknik, som vil gore filmens visio-
nare fiktion til virkelighed i laboratoriet.

Naturen som kilde til l,egemidler

Naturen har gennem artusinder veret en rig kilde til medicin
for mennesket, og omkring 75 procent af jordens befolkning
har udelukkende adgang til planter som medicin. | Danmark har
anvendelsenafnaturleegemidleret betydeligtomfang, menogsa
indenfor den etablerede leegemiddelverden spiller naturstoffer
envigtigrolle. Saledes er omkring halvdelen af alle nye leegemid-
delstoffer enten naturstoffer eller strukturer, hvor naturstoffer
har varet inspirationskilden. Som eksempler pa naturstoffer,
der anvendes som etablerede laegemidler, kan naevnes kinin fra
kinabark mod malaria, morfin fra opiumsvalmuen som bedgvel-
sesmiddel og taxol fra takstraeet som medicin mod kraeft.

Grundentil, at naturstofferspiller sa central enrolle ilegemid-
deludviklingen er, at planter gennem milliarder af ars evolution
har udviklet stoffer som varn mod bakterier og andre mikroor-
ganismer. Naturstoffer indeholder derfor en forprogrammeret
biologisk effekt, hvorfor naturstoffer ofte kaldes privilegerede
strukturer. Desuden er mangfoldigheden og forskelligheden
af naturstoffers kemiske strukturer, kemodiversiteten, meget
storre end det, man kan syntetisere i laboratoriet.

Naturen har saledes udviklet et helt bibliotek af privilegerede
strukturer, men for at kunne anvende naturstofferne i medicinal-
kemisk forskning skal de fgrst isoleres i ren form, og strukturen
af stofferne skal opklares. Det har indtil videre vaeret et langsom-
meligt og kostbart arbejde at fa isoleret naturstofferne og Ipst
deres struktur, men nyteknologiser ud til at kunne klare opgaven
pa en brgkdel af den tid, der hidtil har vaeret npdvendig.

Tre fluer med ét smaek

Omendekstraktionerforegar paenanden madeilaboratoriet, sa
laver de fleste danskere ekstrakter hver dag i form af kaffe eller
te, hvor indholdsstofferne i kvaernede kaffebgnner eller fintsnit-
tede teblade ekstraheres med varmt vand. Pa tilsvarende made
starter alle isoleringsprocedurer i laboratoriet med, at naturstof-
ferne ekstraheres fra plantematerialet med et passende oplgs-
ningsmiddel. S vidt s godt, men nu kommer den forste store
udfordring, for det er ofte en vanskelig opgave at isolere hvert
enkelt stof fra de komplekse ekstrakter. Problematikken kan illu-
streres ved, at et almindeligt ekstrakt som kaffe indeholder flere
hundrede forskellige stoffer.

Hidtil har princippet vaeret, at flere forskellige kromatografi-
ske trin pa preeparativ skala har fort til isolering af tilstraekkelige
mangder af stofferne til en efterfglgende strukturopklaring ved
hjeelp af moderne spektroskopiske teknikker. Men selv her er
man ikke i mal - for et spektrum skal tolkes af en person med
ekspertviden for at opklare den tredimensionelle struktur af det
pageeldende stof. Isoleringen af ekstrakternes indholdsstoffer,
optagelse af spektrale data for de enkelte stoffer og den manuelle
tolkning af spektrene har hidtil veeret betragtet som tre adskilte
trin pa vejen til at Ipse de isolerede molekylers strukturer.

HPLC-NMR apparaturet ved Danmarks Farmaceutiske Universitet. | glasskabet til hgjre ses HPLC delen, som el
forbundet til NMR apparatet til venstre med tynde kapillarer, som ses ved pilen.

Nye teknologiske landvindinger har imidlertid gjort det muligt
at lave en direkte sammenkobling af den hurtigste og mest
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Spektre Subspektre i database

Strukturer som databasespektrene
kan identificere

Et ukendt naturstof, der kan betragtes som opbygget af to kendte delstrukturer, vil kunne identificeres, fordi spektret af stoffet vil ligne summen
af spektrene af de to delstrukturer. Princippet er her illustreret med quinolinalkaloider som eksempel. Figuren viser, hvordan spektret af kinin
pverst tv. bdde giver referencespektret til kinin selv, samt til to delstrukturer, som er elementer i andre quinolinalkaloider. Det samme geelder
for dihydrocinchonidine nederst tv, og ved at kombinere spektrene af de to stoffer kan man fd referencespektre til identificering af otte mulige

strukturer og/eller delstrukturer.

effektive kromatografiske metode HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) med den i seerklasse mest informative
spektroskopiske teknik NMR (Nuclear Magnetic Resonance).
Den direkte sammenkobling af HPLC og NMR kaldes HPLC-NMR
og er muliggjort af et nyligt opstillet apparatur ved Danmarks
Farmaceutiske Universitet.

Vedundersggelserne adskilles stoffernei et planteekstrakt ved
hjeelp af HPLC og fores direkte over i NMR-spektrometret, hvor de
ngdvendige spektrale data optages for hvert enkelt stof Ud over
at HPLC-NMR sammensmelter to arbejdsprocesser, som for var
adskilte, sa medfgrer udformningen af de enkelte komponenter
i HPLC-NMR apparaturet, at der kan arbejdes med meget mindre
maengder prover end tidligere. Alt i alt betyder det en vaesentlig
nedsaettelse af arbejdsbyrden.

Hidtil har tolkningen af de spektrale data fra HPLC-NMR veeret
foretaget manuelt. Naturstofkemisk gruppe arbejder imidlertid
pa ogsa at automatisere denne proces, s man kan sla alle tre
fluer med ét smaek. Udviklingsprocessen sker i samarbejde med
det firma, som fremstiller HPLC-NMR apparaturet. Metoden gar
ud pa at udvikle computerbaserede spgealgoritmer, som kan
identificere strukturen af de isolerede stoffer ved hjeelp af sam-
menligninger med spektrale data fra en database.

Opbygning af database

Man kender i pjeblikket mere end 200.000 naturstoffer, og det
samlede antal naturstoffer ma antages at veere vaesentligt storre.
Ideelt set skulle en database indeholde spektre af samtlige disse
naturstoffer. Det erimidlertid en naesten uoverkommeligopgave,
bade pkonomisk og tidsmaessigt, at optage NMR-spektre af alle
de kendte naturstoffer, hvoraf mange ikke er tilgeengelige i ren
form. For endnu ukendte stoffer er der ingen muligheder for pa
forhand at have spektrale data.

Heldigyvis er det ikke ngdvendigt at have spektrale data af alle
kendte stoffer for at kunne bruge databasen til strukturopklaring
af nye stoffer. Det skyldes, at mange naturstoffer kan betragtes
som strukturer, der er opbygget af mindre delstrukturer, og ofte
vil delstrukturerne vaere kendte. Et nyt stof, som er opbygget
af to kendte delstrukturer, vil derfor kunne identificeres, fordi
spektret af dette naturstof vil ligne summen af spektrene af de
to delstrukturer.

Store perspektiver

Ved Danmarks Farmaceutiske Universitet har brugen af HPLC-
NMR indtil videre primaert veeret brugt til at undersgge planter
med virkning mod parasitere sygdomme sdsom malaria og
Leishmaniasis. Millioner af mennesker smittes hvert ar med de
to sygdomme, og for malaria er der en meget stor dpdelighed;
specielt blandt bgrn.

HPLC-NMR har allerede vist sig som en effektiv metode til
meget hurtigt at identificere indholdsstofferne i planteekstrak-
ter. Saledes er der pa meget kort tid isoleret quinolinalkaloider
med virkning mod malariaparasitter og tanshinoner med virk-
ning mod Leishmaniaparasitter. Der arbejdes i gjeblikket inten-
sivt med at videreudvikle HPLC-NMR systemet og efterprgve
metoden indenfor mange andre forskningsprojekter.

Denkortereanalysetidsom HPLC-NMR har sammenlignet med
traditionelle metoder betyder, at et meget stprre antal planter
kan underspges pa samme tid. Dermed bliver det meget billigere
at isolere naturstoffer, og det ma forventes, at naturstoffer vil
komme til at spille en endnu staerkere rolle i legemiddeludvik-
lingen end det er tilfaeldet i dag. Om end isolering og strukturop-
klaring endnu ikke foregar sa hurtigt som i "Medicine man”,sa er
filmens fiktion pa vej til at blive virkelighed.
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Jagten pa tempeltraeets
hemmelighed

For at underspge om terpen-trilak-
toner fira Ginkgo biloba treenger

ind i hjernen, blev to forskellige
radioaktive versioner af de naturlige
stoffer fremstillet. Startende fra det
naturlige ginkgolid C blev et mel-
lemprodukt lavet, hvorfra begge

radioaktive stoffer kunne fremstilles.

Ekstrakt af tempeltraeets blade er verdens mest solgte
naturleegemiddel og pastas at afhjelpe demens og
andre sygdomme i hjernen. Ved at studere unikke stof-
fer i ekstraktet forspger forskere pa DFU at opklare,
hvordan stofferne virker i hjernen. Malet er at udvikle
stoffer, der virker bedre end de naturlige.

Af Kristian Stremgaard

Verdens mest solgte naturlegemiddel er ekstrakt fra traeet
Ginkgo biloba, ogsa kaldet tempeltraeet. G. biloba-ekstrakt
bruges isar i mange europaiske lande, hvor det udskrives til at
afhjeelpe symptomer pa demens, isar Alzheimers sygdom, og
en reekke kliniske studier har antydet, at ekstraktet rent faktisk
har en vis effekt. Den pastaede positive virkning pa almindelige
menneskers hukommelse er formentlig mere tvivisom.

Ved anvendelse af naturleegemidletindtager manen kompleks
blandingafmangeforskellige stoffer.Ekstraktet erstandardiseret

mellemprodukt
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efter to typer af kemiske forbindelser, flavonider og terpentrilak-
toner, og man formoder, at det er netop disse to stofgrupper, der
har afggrende betydning for effekten. Terpentrilaktonerne er en
gruppe af stoffer, der er unikke for G. biloba og ikke findes andre
steder i planteriget. Derimod forekommer flavoniderne i en lang
reekke planter, og man ved, at de kan have gavnlige virkninger,
f.eks. somantioxidanter.Men det er hgjst usikkert, om flavonider
traenger ind i hjernen, hvilket naturligvis er en forudsaetning for
at kunne have effekt i hjernen.

Der er stor interesse for at forsta, hvorfor og hvordan G.
biloba-ekstrakt virker og for at udvikle leegemidler baseret pa
indholdsstofferne. Da der er forholdsvis gode indikationer for, at
terpentrilaktonerne er helt eller delvis ansvarlige for G. bilobas
terapeutiske effekt, er disse stoffer et godt sted at starte. Dererto
grundlaeggende spprgsmal, som maafklares, hvis man skalsand-
synligggre, at terpentrilaktoner er involveret i G. bilobas effekt
pa sygdomme ihjernen:Forst og fremmest ma man vise, at stof-
fernerentfaktisktraengerind ihjernen.Dernaest ma man afklare,
hvordan de pavirker hjernens funktion, feks. ved at aendre nerve-
cellernes omsaetning af signalstoffer. At besvare de to spprgsmal
var malet for et forskningsprojekt, der blev udfgrt i samarbejde
med Kemisk Institut pa Columbia University i New York.

VERDENS ALDSTE TRA

Indihjernen

Deterofteet stort problem at fa leegemiddelstoffertransporteret
ind i hjernen, fordi naturen har veeret s& snedig at danne den
sakaldte blod-hjernebarriere, der forhindrer fremmede stoffer i
at treenge ind hjernen. Barrieren kan dog overskrides pa forskel-
lig vis, bl.a. mener man, at stoffer, som er meget fedtoplgselige,
nemmere treenger over blod-hjernebarrieren end mere vand-
oplgselige stoffer. Nar man vil undersgge, om bestemte stoffer
treengerindihjernen, fremstiller man en radioaktivt maerket ver-
sion af stoffet. Det radioaktivt maerkede stof gives til forspgsdyr,
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og derefter kan man
undersgge, om radio-
aktiviteten findes i hjer-
nen.

Videsignede nutoforskellige radio-
aktiveversionerafterpentrilaktoner,hvor

maerkningen blev foretaget med tritium (3H) og

fluor-18 (18F), som er radioaktive versioner af brint og fluor. De
to radioaktive atomer har vidt forskellige egenskaber, som gor,
at de hver for sig kan besvare basale spgrgsmal om stoffernes
skabne i kroppen. Tritium, som har en lang halveringstid pa 12
ar, er velegnet til at pavise radioaktiviteten ved obduktion efter
aflivning. Flour-18 har en kort halveringstid pa 110 minutter og
kan bruges til underspgelser af den levende hjerne ved hjalp af
PET scanning (Positron Emission Tomografi).

Udgangspunktet for syntesen var en af de naturlige terpen-
trilaktoner, ginkgolid C, som blev omdannet til et mellempro-
dukt. I mellemproduktet kunne bade tritium og fluor-18 intro-
duceres i molekylet, og de to radioaktive versioner af ginkgolidet
blev fremstillet. Stofferne blev injiceret i rotter, som blev aflivet
pa forskellige tidspunkter efter injektionen. Derefter blev de
forskellige dele af kroppen, iser hjernen, analyseret for spor af
radioaktivitet. En fraktion af de radioaktive stoffer traengte over
blod-hjernebarrieren, selv om stofferne blev fundet i de stgrste
maengder i nyren og leveren.

Studierne viste praecist, hvor i hjernen stofferne fandtes. Sa pa
sporgsmalet om terpentrilaktoner traenger ind i hjernen, kan vi
nu svare: Ja, det gor de!

Pavirkning af signalstoffer
Tidligere studier havde indikeret, at terpentrilaktoner pavirker de
signalstoffer i hjernen, som demper kommunikationen mellem
nerveceller; specifikt gamma-aminosmegrsyre (GABA) og glycin.
Begge signalstoffer kontrollerer abning og lukning af ionkanaler
i nervecellernes receptorer for stofferne.

Flere leegemidler pavirker GABA-receptoren, mens man ved
vaesentligt mindre om glycinreceptoren. Giftstoffet stryknin er
dog kendt for at blokere receptoren, og man ved at receptoren

spiller en rolle i

forskellige arvelige

sygdomme. P4 det

seneste har det vist sig, at

glycinreceptoren ogsa er invol-
veret folelsen af smerte.

For at underspge om terpentrilaktoner har
eneffekt pa GABA-og glycinreceptorer, brugte vi dele af rottehjer-
ner, hvor disse receptorer findes. Terpentrilaktoner blev tilsat, og
vi malte aktiviteten i receptorerne. Det viste sig, at terpentrilak-
tonerne blokerede glycinreceptorerne ved at binde nede i selve
ionkanalen og fungere som en prop, der lukker kanalen.

Dermed var terpentrilaktoners forste direkte effekt pa vigtige
signalstofferihjernen pavist, men betydningen af blokeringen af
glycinreceptorer i relation til behandling af sygdomme i hjernen
er langtfra klarlagt.

Nye stoffer og testmetoder

Hvis man vil udvikle leegemidler baseret pa terpen trilkatoner
fra G. biloba, er det ngdvendigt at forsta, hvilke dele af stoffet
der er ngdvendige for aktiviteten. Samtidig er det absolut ikke
sikkert, at det naturlige stof isoleret fra G. biloba virker optimalt.
Derfor er det ngdvendigt at endre pa stoffet og undersege, hvad
@ndringerne betyder for aktiviteten pa receptoren.

Derfor har vi fremstillet op mod 70 forskellige terpentrilak-
toner. De nye stoffer syntetiseres ud fra de naturlige stoffer og
derefter analyseres stofferne for deres aktivitet pa receptoren
ved hjaelp af et testsystem, der hurtigt og effektivt kan give svar
pa stoffernes aktivitet. Forelpbigt har det vist sig at veere svaert
at forbedre aktiviteten af de naturlige stoffer, men det har vaeret
muligt at forsimple den relativt komplicerede struktur og sam-
tidig bevare aktiviteten.

Da glycinreceptoren er involveret i en raekke arvelige sygdom-
me og i smerte, kan man forestille sig, at terpentrilaktonerne
kan bruges til behandling af disse sygdomme. Samtidig kan stof-
ferne bruges som varktgjer til at skabe ny forstaelse for glycin-
receptorernes funktion og derved bane vej for udvikling af nye
legemidler.
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Ny bioisoster kan
skabe nye laegemidler

En nyt stof aktiverer receptorerne for hjernens vig-
tigste stimulerende signalstof, glutaminsyre, og den
nye kemiske struktur rummer unikke muligheder for
at designe leegemiddelstoffer, der specifikt aktiverer
udvalgte glutaminsyrereceptorer. Det kan bane vejen
for legemidler mod Alzheimers syge, epilepsi og skizo-
freni.

Af Jesper Kristensen og Rasmus Praetorius Clausen

Pd Institut for Medicinalkemi har syntesegruppen og neuromedi-
cinalkemigruppen samarbejdet om at udvikle en ny kemiskstruk-
tur, der efterligner carboxylsyren, som er indbygget i to meget
vigtige signalstofferihjernen.Opdagelsen giver nye muligheder
for at fremstille kemiske stoffer, der kan imitere de to signalstof-
fer og give indsigt i, hvordan hjernen fungerer. | sidste ende kan
det fore til nye og forbedrede leegemidler mod alvorlige hjerne-
lidelser som Alzheimers sygdom, epilepsi og skizofreni. Her er
der nemlig ubalance i de signalsystemer i hjernen, der benytter
de to signalstoffer.

Carboxylsyrer findes ikke blot i hjernen, men er universelt til-
stede i en stor del af kroppens kemiske stoffer og er bl.a. grunden
til at eddikesyre og citronsyre smager surt. Mange af kroppens
proteiner genkender forskellige signalstoffer, som indeholder
carboxylsyren. Det geelder feks. for nervecellernes receptorer
for hjernens to mest udbredte signalstoffer: Det stimulerende
signalstof glutaminsyre og det hammende signalstof gamma-
aminosmersyre (GABA). Begge stoffer indeholder carboxylsyren,
som er helt central for kroppens genkendelse af stofferne. Hvis
carboxylsyren ikke varindbygget i signalstofferne, ville hjernens
receptorer ikke kunne genkende dem.

Neuromedicinalkemigruppen har i en drraekke arbejdet med
at fremstille stoffer, der indeholder en bioisoster for carboxylsy-
ren. Det vil sige en kemisk struktur, der er sur som carboxylsyren,
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Carboxylsyrens kemiske struktur er vist med bldt til venstre. Med radt er det angivet, hvor man kemisk
kan bygge videre pd strukturen. De naste to strukturer er bioisosterne fra Quisqualis indica og fira red
fluesvamp, Amanita Muscaria. Bioisosteren fra Quisqualis indica kun kan udbygges i en position, mens
den fra rgd fluesvamp byder pd to udbygningsmuligheder. Den nye syntetiske bioisoster, som er vist til
hgjre, er unik, fordi den har hele tre positioner, hvor man kan udbygge strukturen kemisk. Det giver flere
muligheder i design af laegemiddelstoffer.

s
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men alligevel ikkeeridentisk. Dastrukturenligner den eegtevare,
vil nogle af kroppens receptorer tro, at stoffet er et signalstof,
mens andre receptorer ikke kan genkende det. Man kan derfor
kemisk fremstille et stof, som ligner GABA, men som indeholder
bioisosteren i stedet for carboxylsyren. Dette stof kan nu teende
eller slukke for udvalgte GABA-receptorer i hjernen.

Kemisk teemning

Det er princippet i et stof fra neuromedicinalkemigruppen,
som Lundbeck er i feerd med at udvikle til et nyt sovemiddel.
Sovemidlet aktiverer kun nogle ganske bestemte GABA-recep-
torer i hjernen, og netop derfor er det anvendeligt. Hvis man
brugte et stof, der aktiverede flere forskellige typer GABA-recep-
torer, ville det veere giftigt.

Naturen anvender samme princip. Bioisosteren, som er brugt
i sovemidlet, stammer fra rod fluesvamp. Svampen fremstiller to
stoffer med denne bioisoster: Ibotensyre, som efterligner gluta-
minsyre, og muscimol, som efterligner GABA. De to stoffer er dog
giftige og netop deres aktivering af udvalgte GABA-receptorer og
glutaminsyrereceptorer i hjernen er den direkte arsag til svam-
pens hallucinerende effekter. Ved kemisk modificering af musci-
mol har man "teemmet” det giftige stof og gjort det anvendeligt
til at afhjaelpe spvnproblemer.

Et andet eksempel er stoffet quisqualsyre som er isoleret fra
planten Quisqualis indica, som stammer fra Papua Ny Guinea.
Dette stofefterligner glutaminsyre og kan aktivere udvalgte glu-
taminsyrereceptorer, men ved hjaelp af en anden bioisoster end
den fra rpd fluesvamp.

Syntetisk stof

Den nye bioisoster, der er opdaget pa Institut for Medicinalkemi,
findes ikke i naturen. Den er syntetisk fremstillet, og kroppen vil
genkende denne bioisoster anderledes end de tidligere kendte
bioisostere. Det blev klart, da ibotensyre fra rod fluesvamp blev
fremstillet med den nye bioisoster. Naturlig ibotensyre var kun i
stand til at aktivere to af tre undergrupper af glutaminsyrerecep-
torerer, mensden nye bioisoster aktiverede alle tre undergrupper.
Hjernen vil derfor reagere forskelligt pa de to stoffer, selvom de
ligner hinanden meget.

Det nye stof vil formodentlig vaere giftigt, hvis det kom ind i
hjernen, men mulighederne for at tamme stoffet er storre end
for ibotensyre. Den nye bioisoster kan nemlig udbygges i tre posi-
tioner, mens bioisosteren fra r¢d fluesvamp kun kan udbygges to
steder. Den syntetiske bioisoster byder derfor pa nye muligheder
for at opbygge kemiske stoffer, som ikke kan fremstilles ud fra de
tidligere anvendte bioisostere.

Man kan forestille sig mange anvendelsesomrader for denne
nye carboxylsyrebioisoster. Vi arbejder i gjeblikket bl.a. pa at
fremstille stoffer, hvor syregruppen i GABA og gamma-hydro-
xysmorsyre - bedre kendt som fantasy - udskiftes med den nye
bioiosterijagten pa at udvikle nyeselektive farmakologiskevaerk-
tojer og i sidste ende laegemidler.
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De tre figurer viser, hvordan man kan bruge den nye bioioster til at fremstille stoffer
med virkning pd specifikke receptorer for glutaminsyre. | eksemplerne er bioisosteren
anvendt i stoffer, der ligner ibotensyre fra rgd fluesvamp.

Bioisosteren er den femledede ring, hvor syredelen er farvet bld, mens den sorte farve
angiver ringens tre kulstofatomer, hvor man kan udbygge strukturen kemisk.

1 figuren til venstre har vi udbygget den ene position med en aminosyregruppe (gren),
som er ngdvendig for glutaminsyrereceptorernes genkendelse a f stoffet. De to andre
positioner er angivet med rgdt. Dette stof aktiverertre slags glutaminsyrereceptorer.
Receptoren er vist i sin aktiverede form, hvor den omslutter stoffet som handsken om
en hdnd.

I midterste figur har vi modificeret stoffet ved at indseette en methylsubstituent (red)
i pverste kulstofposition (sort). Stoffet taammes derved til kun at aktivere en af de tre
receptorgrupper. Stoffer af denne type kan muligvis anvendes mod neurologiske lidel-
ser som Parkinsons syge, depression og migreene. Et legemiddel mod angst, som har
praecis denne aktivitetsprofil, er pd vej i USA.

I de to forste figurer passer stofferne til receptorlommen. Men i hgjre figur er en
meget stgrre substituent end methylsubstituenten indsat i gverste position (red).
Udbygningen forhindrer receptoren i at lukke sammen om stoffet, som derfor ikke
lzengere aktiverer receptoren. Dette stof kan til gengaeld forhindre glutaminsyre i at
aktivere receptoren ved at spaerre for receptorlommen. Pd den mdde kan det slukke for
udvalgte glutaminsyrereceptorer i hjernen.

Nezeste trin i forskningen bliver at modificere den tredje position nederst i bioisosteren.
Det giver nye muligheder for at kontrollere stoffernes biologiske aktivitet.
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SIRNA

— fremtidens legemidler?

Sma interfererende RNA-molekyler (siRNA) kan effek-
tivt skrue ned for udtrykkelsen af specifikke gener.
siRNA har et stort terapeutisk potentiale til behandling
af sygdomme, som kan kureres ved at hamme et eller
flere gener, f.eks. kraeft eller AIDS. Flere store farma-
ceutiske udfordringer skal dog lgses, inden siRNA kan
blive til l,egemidler.

Af Camilla Foged, Sven Frekjaer og Hanne Mgrck Nielsen

Et optisk snit af Hela-celler optaget ved konfokalmikro-
skopi. Hela-cellerne er stabilt transfekteret med proteinet
Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP), der er et grant
fluorescerende protein (vist ved den grenne farve). Cellerne
overst er ubehandlede. Cellerne nederst er behandlet

med komplekser af kationiske liposomer og siRNA, der

er maerket med en rod farve. Det ses, at behandling med
siRNA forer til optagelse af siRNA i cellerne og haemning af
udtrykkelsen af EGFP (den grgnne farve er knap synlig pd
nederste billede).

J
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Alle celler i planter, dyr og mennesker
har et urgammelt indbygget forsvar,
som opsporer og destruerer fremmed
genetisk materiale. Systemet slar
til, nar det opdager dobbeltstrenget
RNA - for dét er lig med problemer.
Dobbeltstrenget RNA kan f.eks. veere
virus, som er ved at inficere cellen.

Feenomenet, som er relativt nyop-
daget, kaldes RNA-interferens (RNAI).
12001 blev det publiceret, at mekanis-
men kan aktiveres kunstigt med sma,
syntetiske, dobbeltstrengede RNA-
molekyler (siRNA). Nar man indfgrer
SiRNA i en celle, sker der en specifik
hamning af udtrykkelsen af et gen
med en komplementaer sekvens, f.eks.
et kraeftgen.

siRNA-medieret haeemning af gen-
udtrykkelse har et stort terapeutisk
potentiale. | forspg med cellekulturer
er udvalgte gener blevet heemmet i
HIV og poliovirus, og det samme er
tilfeldet med en raekke gener, som
har betydning for udvikling af kraeft. |
eksperimenter med mus er det lykke-
des at behandle leverbetaendelse med
siRNA. Metoden er endnu ikke afprg-
vet pa mennesker, men forspg med at
behandle AIDS-ramte bgrn planlaegges
nu i USA.

Molekyler mekanisme bag RNAi

Vi har efterhanden en god forstaelse af
de molekylaere mekanismer bag natur-
ligRNA-interferens: Nar der er dobbelt-
strenget RNA i cellevaesken, nedbryder
et enzym RNA’et til smd siRNA-mole-
kyler. siRNA-molekylerne indbygges
derpa i et proteinkompleks, der kata-
lyserer en opsnoning til enkeltstrenget
siRNA, som efterfglgende guider kom-

plekset hen til budbringer-RNA (mRNA) med en komplementaeer
sekvens.mRNAeren enkeltstrenget kopiafet gen,derindeholder
opskriften péa det protein, som genet koder for. Under normale
omstandighederaflaeses mRNA i cellernes proteinfabrikker,som
sa producerer proteinet. Det forhindresimidlertid, narmRNAind-
fanges af proteinkomplekset, som nedbryder budbringeren. P&
den made heemmes udtrykkelsen af det pageeldende gen, som
f.eks. kanvaere et gen fravirasomHIV, der udnyttercellens maski-
neri til at danne sine proteiner.

Entilsvarende proces finder sted, narsyntetiske siRNA-moleky-
lerindfgresien celle, og det kan bruges til at heemme hvilket som
helst gen med en komplementaer sekvens. siRNA har flere fordele
sammenlignet med den beslaegtede metode antisense medicin,
som typisk bestar af korte, enkeltstrengede DNA-sekvenser, der
neutraliserer mRNA fra udvalgte sygdomsgener. De stgrste for-
deleer,atsiRNAereffektivilangt lavere koncentrationer, at SiRNA
er mere stabilt, samt at siRNA har en hgj specificitet. £ndring af
blot en base i siRNAet kan reducere aktiviten dramatisk. Netop
den hgje specificitet gor siRNA attraktivt som leegemiddel, fordi
stoffet forventes at medfgre langt faerre bivirkninger end kon-
ventionel medicinsk behandling.

siRNA har dog ogsa sine begraensninger; forst og fremmest er
effekten relativt kortvarig. Derfor er det npdvendigt at udvikle
metoder til at forlaenge virkningen, hvis siRNA skal blive til lege-
midler.

Vejenind i cellen
RNA interferens finder kun sted i cellevaesken. For at bruge siRNA
til sygdomsbehandling er det derfor npdvendigt, at siRNA trans-
porteres ind gennem malcellernes membraner i tilstreekkeligt
hgje koncentrationer.

siRNAkanintroduceresindipattedyrceller pa to mader.Kemisk
syntetiseret siRNA kan sendes direkte i cellen, eller man kan ind-
fore DNA, som danner siRNA inde i cellen. Til det formal kan man
bruge sma DNA-ringe, som kaldes plasmider, eller vira. Fra et far-
maceutisk synspunkt er kemisk syntetiseret siRNA at foretraekke,
fordi dosis ngje kan kontrolleres, og fordi man undgar en raekke
bivirkninger og risici, der er forbundet med anvendelse af virus.

Desvarre er det sveert at fa syntetisk siRNA ind gennem cel-

HVADIERRNA?

RNA er en forkortelse for ribonukleinsyre. RNA er en polymer-
kaede, der lige som DNA er opbygget af monomerer, der kaldes
nukleotider. Nukleotiderne i RNA bestdr af sukkerstoffet ri-
bose, en fosfatgruppe, der forbinder nukleotiderne indbyrdes,
samt en base. | RNA findes baserne adenine (A), guanine (G),
cytosine (C) og uracil (U). Baserne kan parre indbyrdes — G
med C og A med U - og danne en dobbeltstrenget struktur.
RNA er involveret i afleesning af information lagret i DNA og
medvirker pd flere fronter i proteinsiyntesen.
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Den molekylzere mekanisme bag RNA
interferens: Dobbeltstrenget RN A fordg-

enzymet Dicer og indbygges i protein-
komplekset RN A-induced silencing com-
plex (RISC). RISC katalyserer opsnoningen
af siRNA-dupleksen til enkeltstrenget
SiRNA, som efterfplgende guider RISC til
homologe mRNA-molekyler, der klpves
og nedbrydes. Kemisk syntetiseret siRNA
kan ogsd inkorporeres i RISC og mediere
RNA interferens.

jes i cellevaesken til siRNA-molekyler af IED:EE

Dicer

siRNA duplex

RISC

mRNA

mRNA nedbrydning

lemembranen.RNAer vandoplgselige og negativt ladede makro-
molekyler, der vanskeligt passerer en fedtholdig cellemembran
med en negativt ladet overflade. Nar det gaelder cellekulturer,
findes der dog en del kemiske og fysiske teknikker, som kan lpse
opgaven. De fysiske metoder anvender tryk, strom eller ultralyd
tilat tvinge molekylerneindicellen. De kemiske metoder er base-
ret pa positivt ladede molekyler som lipider eller polymerer, der
kan kompleksbinde de negativt ladede RNA-molekyler i partikler.
Partikler med en positiv nettoladning kan binde til cellemem-
branen. Derpa kan partiklerne optages via sma indsngringer af
cellemembranen ved en proces, der kaldes endocytose.

siRNA-partikler skal frigives fra indsngringerne til cellevaesken
for at have en terapeutisk effekt, og det er tilsyneladende en fla-
skehals for den nye form for medicin. Isar geelder detomatundga
sammensmeltningmed organelleri cellen, der kaldes lysosomer,
og som nedbryder siRNA. Problemet kan dog sandsynligvis lgses
ved at koble siRNA sammen med bestemte peptider eller poly-
merer, som i forsgg har vist en positiv effekt pa frigivelsen af
siRNA til cellevaesken.

siRNA i forspgsdyr

Der er efterhanden mange eksempler pa effektiv hemning af
udvalgte gener med siRNA i cellekulturer. Men de anvendte fysi-
ske og kemiske metoder til atifa siRNA ind i cellerne er dog oftest
uegnede til brug i storre organismer. Nar det gaelder dyreforsog,
er det hidtil stort set kun lykkedes at bruge virussystemer og
sakaldt hydrodynamisk injektion, hvor siRNA indgives i en vene

HVAD ER siRNA?

sammen med en stgrre mangde vaeske.

Ved hjalp af disse teknikker er det lykkedes at inducere RNAi
i mus, hvilket giver store forhdbninger til anvendelsen af siRNA i
mennesker. Virale transportsystemer og hydrodynamisk injekti-
onerdog ikke acceptable til applikation i mennesker. Hvis siRNAs
store potentiale som leegemiddel skal udnyttes, er det derfor vig-
tigt at udvikle klinisk acceptable systemer, som effektivt og helst
via blodet kan bringe siRNA hen til malcellerne og ind gennem
cellemembranerne.

I biomakromolekylegruppen pa Institut for Farmaci arbejder
vi pa at fremstille og karakterisere transportsystemer til siRNA
baseret pa lipider og polymerer, der kan malrette siRNA til spe-
cifikke celler og veaev og sikre opnaelsen af terapeutiske koncen-
trationer af siRNA i cellevaesken.

Transportsystemerne afprgves bade i cellekulturer og i muse-
modeller, hvorviundersggersiRNA-effekten, dels pd et modelgen
og dels pa et gen med betydning for udviklingen af leddegigt.
Desuden underspger vi frit siRNA og siRNA-transportsystemers
stabilitetibiologiskrelevantemediersamtimus.Undersggelserne
vil forhabentlig kunne vise, om siRNA i fremtiden kan blive et nyt
laegemiddelprincip.

Projektet eren del af en stgrre centerbevilling fra Statens Teknisk
Videnskabelige Forskningsrad, der involverer grupper pa DFU,
Arhus Universitet og Utrecht Universitet samtfirmaerne Pipeline
Biotech A/S og H. Lundbeck A/S. Mere information kan findes pa
centrets hjemmeside: www.sirna.dk.
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Kan peptider hjelpe lege-
middelstoffer ind i cellen?

De fleste legemidler virker kun, hvis liegemiddelstoffet
optages i menneskets celler. Men desvaerre er optaget
ofte utilstraekkeligt, iseer nar leegemiddelstoffet bestar
af store, vandoplgselige molekyler som peptider, pro-
teiner, DNA eller RNA. En Igsning kan vare at bruge
membranpenetrerende peptider til at fragte medicinen
ind i cellerne.

Af Hanne Mgrck Nielsen og Camilla Foged

Biologiske molekyler som peptider, proteiner, DNA og RNA har et
stort potentiale til sygdomsbehandling, men ofte er det sveert at
fa leegemiddelstofferne transporteret ind i de celler, hvor medici-
nen skal virke. Derfor vakte en artikel i det anerkendte tidsskrift
Science stor opsigt i 1999. Studiet viste nemlig, at nar man gav
mus et stort protein sammen med et membranpenetrerende
peptid, fandtes proteinet kort tid efter overalt i musens celler.
Resultatet var specielt interessant, fordi peptidet ikke sa ud til at
give bivirkninger eller veere giftigt. Siden dengang er der for alvor
kommet fokus pa muligheden for at anvende membranpenetre-
rende peptider ved formulering af laegemidler.
Membranpenetrerende peptider er ofte relativt korte sekven-
ser med 20-30 aminosyrer. De er i stand til at traeenge igennem
biologiske membraner og i mange tilfaelde kan peptidet medtage
et andet og stprre molekyle — f.eks. et leegemiddelstof — uden
at medfgre toksiske bivirkninger. Det har vaeret svart at kort-
leegge virkningsmekanismerne, men det ser bestemt ud til, at
membranpenetrerende peptider udnytter attraktive principper,
som bgr undersgges naermere. Ved en raekke studier af naturlige
og syntetiske peptider har man fundet, at en positiv ladning af

~

Store vandoplgselige lzegemiddelstoffer (rode ovaler) er ofte ude af stand til at treenge
ind iceller; i nogle tilfaelde sker det dog via endocytose. Optaget kan forbedres

(A) ved administration sammen med membranpenetrerende peptid
(grenne streger). Forst bindes peptidet til cellemembranen (B),
hvorpd komplekset optages via endoc ytose (C). Til sidst fri-
gives peptidet og leegemiddelstoffet hver for sig

fra indposningen (D)- et vigtigt trin for at

legemiddelstoffet kan virke i cellen.
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peptidet er vigtig. Desuden ser effekten i nogen grad ud til at
veere uafhaengig af celletypen samt af stprrelsen padenlast, som
peptidet skal bringe ind i cellen.

" MAKROMOLEKYLER SOM L& GEMIDDELSTOFFER l

Peptider, proteiner og oligonukleotider er biomakromolekyler;
nogle eksempler er vaksthormon, insulin og RNA. De to forst-
nzevnte stoffer administreres i dag ved gentagne injektioner,
fordi de ikke er stabile nok og ikke optages tilstrakkeligt let
icellerne til at kunne indgives i tabletter. Mulig terapi med
feks. siRNA er ogsd betinget af; at stoffet optages i cellerne.

Virkningsmekanismen

Uden et membranpenetrerende peptid til at bane vejen optages
store, vandoplgselige leegemiddelstoffer oftest slet ikke i celler,
hvilket normalt gor stofferne virkningslgse. Dog sker optagelse
af og til ved endocytose, hvor cellemembranen kraenges indad,
sa leegemiddelstoffet omsluttes af en stump af membranen,
som derpa afsngres inde i cellen. Herefter skal leegemiddelstof-
fet frigives fra indposningen for at udpve en effekt i cellen, hvil-
ket ofte kan veere et begraensende trin.

Den seneste model for, hvordan membranpenetrerende pepti-
der fragter leegemiddelstoffer ind i celler, omfatter fire trin:

+ Peptiderne kobles enten direkte til det biologisk aktive lzege-
middelstof ved en kemisk kobling eller associeres ved binding
mellem positive og negative ladninger.

+ Derpa associerer peptiderne med cellemembranens negativt
ladede overflade ved en elektrostatisk binding. Dette under-
stottes af, at optaget er stgrst, nar peptiderne indeholder
mange basiske aminosyrer, dvs. at peptidet er positivt ladet.

+ Selve optaget sker ved en hurtig og energiuafhaengig meka-
nisme, der ikke er relateret til tilstedevaerelsen af en bestemt
receptor. De nyesteresultaterindikerer, at de fleste membran-
penetrerende peptider - med eller uden et leegemiddelstof
- optages via en form for endocytose. Men der er ikke tale om
den klassiskeform, som medieres viaen bindingtil enreceptor
i cellemembranen. Dette forklarer til dels, hvorfor effekten af
peptiderne ikke synes at veere celletypespecifik.
Til sidst frigives det aktive leegemiddelstof helt ellerdelvist fra
indposningen samt fra de membranpenetrerende peptider,
hvilket er afggrende for at opna den gnskede farmakologiske
effekt. Nogle typer peptider pavirker membranen i indpos-
ningen og sorger pa den made for fremkalde en frigivelse af
legemiddelstoffet i cellen.

Metoder og modeller
For at forklare mekanismen bag membranpenetrerende pep-
tider og forsta deres effekt er det vigtigt, at man anvender
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Konfokalt horisontalt billede i to forskellige celletyper, MDCK og Calu-3, behandlet med to forskellige membranpenetrerende peptider, hCTog
Tat. Den bld farve angiver cellekernerne og den gronne farve peptiderne. | MDCK celler lokaliseres begge peptider i afgraensede punkter neer cel-
lekernen. Billedet er anderledes i Calu-3 celler, hvor hCT primeert lokaliseres mellem cellerne, mens Tat lokaliseres bdde i og udenfor cellerne. Den
gronne farve udenfor cellerne kan vare enzymatisk nedbrudt peptid. Arbejdet er udfprt i samarbejde med professor Hans Peter Merkle fra ETH
Ziirich og Dr. Rachel Tréhin fira ETH Ziirich og Massachusetts General Hospital and Harvard Medical School, USA.

relevante modeller. Vi brugte to forskellige cellemodeller og to
forskellige peptider til forsggene.

Det ene peptid er Tat, som ogsa blev benyttet i det banebry-
dende studie fra 1999, og som er et af de mest lovende og bedst
underspgte membranpenetrerende peptider. Det andet peptid,
vi har inkluderet i studierne, er hCT, som er en del af det storre
peptid calcitonin. De anvendte cellemodeller bestar begge af
et teet sammenhangende lag af celler, der har vaeret dyrket i
laboratoriet i to til tre uger. MDCK-cellerne kommer fra en nyre,
mens Calu-3-cellerne har oprindelse i bronkierne. For at visuali-
sere, hvor Tat og hCT lokaliseres i cellerne, er der koblet et gront
fluorescerende stof til peptiderne.

[ OPRINDELSE AF TAT OG HCT |

Tatrer et protein fra HIV-1 virus. En del af det funktionelle do-
mane er isoleret og anvendes som det membranpenetrerende
peptid Tat.

Calcitonin er ligeledes naturligt forekommende og bruges
som lzegemiddelstof i forbindelse med regulering af calcium-
stofskiftet ved Pagets knoglesygdom og osteoporose. hCT

bestdr af 75 procent af aminosyrerne i calcitonin. |

Tat ser ud til at optages mere effektivt i MDCK celler end hCT.
Begge peptider lokaliseres i punkter i cellerne, og det tyder pa et
optag via endocytose, hvilket vi har verificeret ved andre typer
af studier. Men i gjeblikket er det uvist, om peptidet ogsa frigives
fra indposningerne. Nar man betragter lokaliseringen af pepti-
derneiCalu-3 cellerne, ser man, at hCT naesten ikke optages, men
befinder sig mellem cellerne. Det geelder ogsa i nogen grad for
Tat, men her ses der dog noget optag. Ved at tage andre meto-
der i brug fandt vi, at grunden til de forskellige resultater er en
hejere koncentration af bestemte enzymer i Calu-3 cellerne end
i MDCK cellerne. Vi fandt ogsa, at Tat var mere stabilt overfor
disse enzymer end hCT.

Stabiliteten og strukturen af peptiderne udenfor cellen savel
som i indposningerne inde i cellen har afggrende betydning for
succes ved indgift af leegemiddelstoffer.

Perspektiver

Opdagelsen af en raekke membranpenetrerende peptider har
abnet for nye muligheder i forbindelse med formulering af
legemidler. Der er dog stadig en raekke udfordringer, som skal
underspges naermere. Bl.a. er det vigtigt at huske, at laegemid-
delstoffet skal frigives for at virke i cellen; det er ikke nok at forgge
optaget i cellen.

Derfor bgr man supplere med modeller, hvor man maler en
farmakologisk effekt og ikke blot konstaterer, om og hvordan
membranpenetrerende peptider fragter et laegemiddelstof ind
i cellerne. Hvis man ikke kan male en effekt, er yderligere tiltag
ngdvendige, f.eks. at stabilisere peptidet, sa det ikke mister virk-
ningen efter optag, eller at udbygge peptidet med stoffer, der
aktivt sgrger for en frigivelse af leegemiddelstoffet i cellen.

P Institut for Farmaci undersoger vi i gjeblikket en raekke
peptider for deres evne til at forpge frigivelse og dermed effekt
af korte RNA sekvenser, siRNA, efter optagelse ved endocytose.
Vi supplerer med mekanistiske studier for at forklare en eventuel
positiv effekt.

" CELLEMODELLER

MDCK cellerne (Madin-Darby canine kidney) stammer fra
en hundenyre, og ved dyrkning danner de en forholdsvis
simpel og velkarakteriseret cellemodel bestdende af et en-
kelt, teet lag af celler. Calu-3 cellerne stammer fra humane
bronkier og udger ved dyrkning en enkeltlaget cellemodel,
med dannelse af mucus og en lang raekke enzymer, der er
kendetegnende for epitel i luftvejene. Calu-3 cellemodellen
repraesenterer derfor en model for en relevant administra-
tionsvej.
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Nye metoder til studier
af l,egemiddelfordeling

Det er ikke nok, at et legemiddel har den gnskede far-
makologiske effekt. Legemidlet skal ogsa vare i stand
til at na frem til virkningsstedet i organismen. Nye, hur-
tige og effektive metoder til at forudsige fordelingen af
legemiddelstoffer i kroppen er under udvikling.

Af Henrik Jensen, Anne E. Thomsen og Jesper @stergaard

Ved udvikling af nye leegemidler er det vigtigt at have et godt
kendskab til, hvordan leegemiddelkandidaterne absorberes af
organismen, hvordan de fordeler sig, hvordan de nedbrydes, og
hvordan de udskilles af kroppen.

Naret nyt potentielt liegemiddelstof syntetiseres, er det forste
trin pa vejen til et feerdigt laegemiddel derfor at fastlaegge en
raekke fysisk-kemiske parametre, som har betydning for laege-
midlets skaebne i kroppen. Det er langt fra givet, at et leegemid-
delstof havner pa apotekerens hylde, selvom det er velegnet til
at behandle en sygdomstilstand et sted i organismen. Ofte viser
det sig nemlig, at veere sveert at fa stoffet transporteret hen til
virkningsstedet.

En af de fysisk-kemiske parametre, der har stor betydning for
transporten af laegemiddelstoffer i kroppen, er fordelingskoef-
ficienten for stoffet mellem olie og vand. Koefficienten bestem-
mes som forholdet mellem stoffets koncentration i olie og vand
og er et mal for, hvor lipofilt eller hydrofilt leegemiddelstoffet
er. Lipofile molekyler befinder sig godt i fedtholdige miljper og
skyer vand, mens det forholder sig lige omvendt med hydrofile
molekyler.

ud fra fordelingskoefficienten kan man fa en idé om, hvor
godt et stof optages via mavesaekken og tarmene, gennem
huden, over cellemembraner eller fra blodbanen ind i hjernen.
For eksempel har meget lipofile stoffer ofte svaert ved at treenge
gennemtarmvaeggen, mens hydrofile stoffer kan have problemer
med at passere de fedtholdige cellemembraner.

En simpel, men desvaerre ret tidskreevende metode til bestem-
melse af fordelingskoefficienten, er udrystning af leegemiddel-
kandidaten i et to-fase system, som bestar af en vandig vaeske og
en olie. I nogle tilfaelde kan det ogsa vaere et problem, at meto-
den kraever en relativt stor meengde laegemiddelstof, som det
kan veere kostbart at fremstille. Endelig har metoden begraens-
ninger, hvis laegemiddelstoffet er staerkt lipofilt eller hydrofilt,
da det kan vaere vanskeligt at kvantificere sma stofmaengder i
den ene fase.

Elektrokemiske studier

Iforskningsgruppen for Farmaceutisk Fysisk Kemi ved Institut for
Analytisk Kemi arbejder vi i gjeblikket pa at udvikle nye, hurtige
og effektive teknikkertil at forudsige fordelingen af legemiddel-
stoffer i kroppen. En af metoderne er baseret pa elektrokemiske
studier af fordelingen af leegemiddelstoffer mellem to vaesker,
som ikke er blandbare.
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ET MODELEKSPERIMENT
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Figuren viser resultatet af et modelfiorsgg med tetraethylam-
moniumionen (TEA). | forsgget blev spaendingsforskellen mel-
lem vandfasen og oliefasen varieret linezert samtidig med,

at strommen af ladede stoffer mellem de to faser blev mdlt.
Resultatet er et cyklisk voltammogram, fordi spaendingsfor-
skellen forst blev gget og derpd saenket, inden mdlingen blev
afsluttet ved udgangspotentialet.

Ved lave spaendingsforskelle, som er vist i den venstre side af
voltammogrammet, er potentialvinduet begraenset af overfors-
len af sulfationer fra den vandige oplgsning til olien. | midten
af vinduet ses signalet fira TEA, der overfpres fra vand til olie
ved 20 mV, som er et gennemsnit af de to toppotentialer. Ved
hgjere spaendingsforskelle overfgres TEA ionen spontant fra
vand til olie.

Ved spaendingsforskelle pd over 400 mV overfpres lithiumioner
fra stptteelektrolytten fira vand til olie, hvilket begraenser mu-
lighederne for at anvende teknikken i dette omrdde. Pd vejen
tilbage til udgangspotentialet ses forst overferslen af lithium-
ionen fra olie til vand, dernaest overforslen af tetraethylammo-
niumionen fira olie til vand og endelig signalet fra sulfationen,
der fpres tilbage til vandfasen teet ved udgangspotentialet.
Det praecise spaendingsniveau for overfprslen af TEA er direkte
relateret til ionens fordelingskoefficient. For det konkrete
system svarer det mdlte overforselspotentiale pd 20 mV til en
fordelingskoefficient pd 0.46, hvilket betyder, at TEA er relativt
hydrofil. Havde koefficienten varet stgrre end 1 ville TEA vaere
blevet placeret i gruppen af lipofile stoffer.

Eksemplet repraesenterer en simpel ladningsoverfgrsel mellem
to ikke blandbare veesker, men ofte vil signalet vaere pdvirket
af syre-base ligevaegte af legemiddelkandidaten i vandfasen
eller f.eks. kompleksbinding af leegemiddelkandidaten med
molekyler i oliefasen. Teknikken kan derfor ogsd bruges til at
bestemme lzegemiddelkandidatens syrestyrke og binding til an-
dre molekyler. Det er sdledes muligt at opnd vigtig information
om flere afggrende fysisk-kemiske parametre for udviklingen af
nye legemidler med den samme eksperimentelle teknik.
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En elektrokemisk celle til cyklisk voltammetri. Elektroderne er forbundet til en computerstyret potentiostat, som kontrollerer spaendingsforskel-
len mellem referenceelektroderne, E, og som mdler den elektriske strém gennem modelektroderne, I. Potentialet varieres linezert over tid, hvilket
er vist i den indsatte graf. Nederst ses et cellediagram, som angiver indholdet af de forskellige faser og referenceelektrodernes beskaffenhed.
Stgtteelektrolytten i oliefasen er det lipofile salt bis(triphenyl)phosphoranylidenammonium tetrakis(4-chlorphenyl)borat.

Tilstudierne brugervien elektrokemiske celle, som gverstinde-
holder en vandig oplgsning og nederst en olie. Ved hjzelp af en
elektrode i vandet og en anden i olien skabes der en regulerbar
spandingsforskel mellem de to faser, som far elektrisk ladede
legemiddelstoffer til at bevaege sig mellem dem. Strommen
males med to andre elektroder.

Generelt gaelder det, at positivt ladede lipofile ioner overfgres
fravandtil olie ved lave spaendingsforskelle, mens positivt ladede
hydrofile ioner overfores ved hgje spandingsforskelle. For nega-
tive ioner forholder det sig omvendt. Ved analysen bestemmes
strommen af ioner mellem olien og vandet. Signalets beliggen-
hed afhanger af ionernes tendens til at fordele sig mellem vand
og olie samt af deres ladning.

Videreudvikling
Forvisse stofferindikerer de elektrokemiske malingerivirkelighe-
den, at cellen snarere bgr betragtes som et tre-fase system, fordi
mange kemiske forbindelser vekselvirker kraftigt med graense-
fladen mellem vand og olie. Derfor er det ofte neerliggende at
betragte graensefladen som en fase i sig selv. Netop vekselvirk-
ningen med graensefladen har seerlig biologisk relevans, da graen-
sefladen mellem vand og olie kan bruges som en model for feks.
cellemembraner.

Vekselvirkningen med graensefladen kan studeres med en
seerlig elektrokemisk teknik, hvor man anvender et oscillerende
elektrisk felt. Stromsignalet vil svinge med en tilsvarende fre-

kvens. Det elektrokemiske udstyr er indrettet saledes, at det er
muligt at frasortere alle andre stromsignaler end netop dem med
samme frekvens som det elektriske felt. Det betyder, at signal-
stgjforholdet bliver dramatisk forbedret, hvilket ggr det muligt at
undersgge biomolekyler og leegemiddelstoffers vekselvirkninger
med graensefladen. For eksempel kan man se, om stofferne bin-
dersig til graensefladen, hvilket kan have betydning for deres far-
makologiske effekt. Desuden haenger bindingen til greensefladen
af specielt proteiner ofte ngje sammen med proteinets stabilitet,
som eren afggrende parameter i udviklingen af proteinbaserede
legemidler.

| gjeblikket bruger vi en relativt stor elektrokemisk celle, der
kraever mellem 1 og 2 ml olie og vand. Et af vore mal er at udvikle
et miniaturiseret system, som kan arbejde med mindre prgver og
dermed mindre maengder af leegemiddelstof. Desuden arbejder
vi med at koble yderligere analysetrin med teknikken.

Smaog alsidige analysesystemer er specielt relevante ved ana-
lyser af store biologiske molekyler som proteiner, der ofte kun er
til radighed i meget sma maengder eller i blandinger med andre
stoffer. | den farmaceutiske industri er der desuden et stadigt
stigende behov for at kunne analysere mange nye laegemiddel-
kandidater pd kort tid. Et miniaturiseret analysesystem vil vaere i
stand til at udfpre en sddan opgave meretilfredsstillende. I sidste
ende vil det betyde, at udviklingsprocessen for nye laegemidler
bliver vaesentlig kortere end i dag.
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Erstatning af
radioaktivitetsmaling
| llegemiddeludvikling

I den tidlige fase af l,egemiddeludvikling skal leegemid-
lets optagelse, fordeling, omdannelse og udskillelse
underspges. Normalt maerkes leegemiddelstoffet med
en radioaktiv isotop, hvorpa stoffet og dets omdannel-
sesprodukter kan genfindes i urin og faeces efter indgi-
velse til f.eks. mus eller rotter. Metoden er bade kostbar
og tidskreevende. ICP-MS er et muligt alternativ som
detektionsmetode.

Af Berit Packert Jensen, Bente Gammelgaard,
Steen Honoré Hansen og Jan Vanggard Andersen

Ved udvikling af nye laegemidler skal det dokumenteres, hvor-
danlagemidletomdannesikroppen.Omdannelsesprodukterne
—metabolitterne—kan have samme virkning somdet oprindelige
leegemiddelstof, vaere virkningslgse ellervaere giftige. Derfor skal
savel identiteten som maengden af de individuelle metabolit-
ter bestemmes tidligt i udviklingsprocessen, sa man ikke pa et
senere tidspunkt bliver overrasket af manglende effekt eller af
bivirkninger, der kunne have varet forudset.

En meget anvendt metode er at maerke leegemiddelstof-
fet radiokemisk. Her udskiftes et af atomerne i stoffet med en
radioaktiv isotop. Derefter indgives det meerkede laegemid-
delstof til mus eller rotter, og urin og faeces opsamles lpbende
over en periode pa nogle dpgn. Naste trin er at male den totale
mangde af radioaktivitet i de opsamlede prgver og beregne, hvor
stor en del af det indgivne laegemiddelstof, der er blevet udskilt.
P& den made far man et mal for, om leegemiddelstoffet opho-

ICP-MS

" RADIOKEMISK DETEKTION |

Laegemiddelstoffet maerkes med radioaktive isotoper som
supertung brint, tritium (°*H) eller kulstof-14 (**C), som udsen-
der elektroner. Prgven blandes med en scintillationsvaeske,
som indeholder molekyler, der udsender lys, ndr de anslds af
elektronerne. Antallet af radioaktive henfald frembringer en
maengde lys, som er proportional med mangden af det radio-
aktivt meerkede stof.

bes i kroppen. Den radioaktive maerkning er dog bade kostbar
og tidskraevende.

Den radiokemiske detektor kan kobles til en kromatografisk
separationsmetode (HPLC), hvor de enkelte metabolitter sepa-
reres fra det oprindelige legemiddelstof og fra de naturligt
forekommende forbindelser, der er til stede i urin. Det resulte-
rende kromatogram viser, hvor mange forskellige metabolitter,
der dannes, og hvor store maengder prgverne indeholder af den
enkelte metabolit. Metoden giver ingen oplysninger om identite-
ten af metabolitterne. En ulempe ved teknikken er, at den del af
molekylet, der indeholder den radioaktive maerkning, kan falde
af under metaboliseringen, hvorved den pdgeeldende metabolit
ikke opdages.

Identitet og maengde af metabolitter
Identiteten af metabolitterne bestemmes oftest ved kobling af
HPLC med en kombination af UV-spektrofotometri og elektro-
spray ioniserings massespektrometri,
ESI-MS samt MS/MS (tandem- mas-
sespektrometri).
Ulempen ved begge detektions-

MS {Quadropof) metoder er, at signalet er afthangigt
= af strukturen af det molekyle, der
] - ar* L] SRS [ — males pa. Ved metaboliseringen af
‘.,F'_] fr=— lj f}‘\-‘h’.‘-iw Iaegemizdelstof'fet kan det sgke, at
den struktur, der giver anledning til
UV-absorbansen, andres. Samtidig
kan metabolittens evne til at lade sig
) ionisere blive forandret, sa den enten
— ESI-MS ioniseres meget lettere eller eventu-
MS (lontrap) elt slet ikke ioniseres. lonisering er en
1l Br N -~ forudsaetning for, at man kan bruge
.-.‘.o'.'-'..o,.‘,'.‘:.. (;h — "5 ' massespektrometri til at identificere
— N ) L . metabolitten.
e s ‘-——-'J For at opnd pélidelige b -
pna pélidelige bestemmel

Opstilling, hvor udlgbet fra HPLC-separationen deles mellem en ICP-MS detektor og en ESI-MS detektor. Ved denne opstilling kan
identiteten af den enkelte metabolit bestemmes ved ESI-MS samtidig med at meaengden bestemmes ved ICP-MS.
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ser af mangden af metabolitterne
kan man derfor ikke npjes med at
sammenligne med signalet fra en
standard af leegemiddelstoffet — det
er ngdvendigt at have standarder af
alle metabolitterne, og det har man
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Kromatogrammer af en urinprgve fraen rotte opsamlet det forste degn efter indgivelsen af tritiummaerket bromhexin, detekteret med de
forskellige detektionsmetoder. ICP-MS signalet viser alle de forbindelser, der indeholder brom, mens det radiokemiske signal viser alle de forbin-
delser, der indeholder tritium, °H. De to uspecifikke teknikker, UV-spektrofotometri og ESI-MS, viser en skov af signaler, som ikke ngdvendigvis
indeholder hverken *H eller brom. Det hgje signal ved 80 minutter, som ses i ICP-MS detektionen, optraeder ikke i nogen af de andre kromato-
grammer — her er altsd en bromholdig metabolit, som har tabt sin radioaktive meerkning, og som ikke ville vare blevet opdaget med de gvrige
teknikker. Metabolitten ved 65 minutter ses bdde radiokemisk og ved ICP-MS detektion, men ikke ved de andre metoder. Ved sammenligning af
den radiokemiske detektion og ICP-MS detektionen ses desuden, at stgjen pd basislinien er meget mindre ved ICP-MS teknikken. Det betyder, at
der kan mdles ca. 100 gange lavere koncentrationer med denne teknik.

UV-SPEKTROFOTOMETRI fet indeholder et grundstof, som kan males ved denne teknik,
som primaert er udviklet til bestemmelse af metaller. Alle metal-
holdige forbindelser kan males, men ogsa klor, brom, jod, fosfor
og svovl, som en del leegemidler indeholder, kan detekteres.

Metabolisk profilering
Vi har sammenlignet ICP-MS teknikken med de gvrige teknikker
til metabolisk profilering pa leegemidlet bromhexin —etwelkendt
hostestillende middel, som danner et stort antal metabolitter.
ICP-MS signalet viser alle bromholdige forbindelser, som er
adskilt ved HPLC. Blandt andet finder vi et hgjt signal efter 80
minutter,somikke sesinogen af de andre kromatogrammer—her
er altsa en bromholdig metabolit, som har tabt sin radioaktive
maerkning, og som ikke ville veere blevet opdaget med de gvrige
teknikker. Sammenligning af den radiokemiske maling og ICP-MS
detektionen viser desuden, at ICP-MS teknikken kan pavise ca.
100 gange lavere koncentrationerend denradiokemiske maling.
ICP-MS teknikken kan derfor vaere etalternativ eller et vaesentligt
supplement til de gvrige metoder ved metabolisk profilering.

meget sjeeldent pa et tidligt tidspunkt af leegemiddeludviklin-
gen.

ICP-MS — et alternativ

Ved anvendelse af ICP-MS kan én enkelt standard anvendes til
at kvantisere alle de ukendte metabolitter, fordi signalet ved
denne detektionsteknik er uafhaengigt af molekylets struktur.
Det skyldes, at alle de separerede forbindelser afbreendes under
ioniseringen og kun de atomare ioner af de oprindelige stoffer
teelles i detektoren. Dette kraever imidlertid, at legemiddelstof-
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Mange legemidler omdannes og nedbrydes i bl.a. leve-
ren af cytochrome P450-enzymer. Computerbaserede
studier af enzymernes tredimensionelle strukturer kan
lede til en bedre forstaelse af laegemidlers skaebne i
organismen.

Af Lars Olsen, Rikke Bergmann og Flemming Steen Jgrgensen

Mange laegemidler nedbrydes — metaboliseres — i leveren
af en familie af enzymer, der kaldes cytochrome P450 (CYP).
Omdannelsen er en del af en proces, der har til formdl at uska-
deliggpre fremmede stofferikroppen ved at ggre dem mere vand-
oploselige, sa de bedre kan udskilles med urinen.

Processen kan vaere problematisk for leegemiddelstoffer, fordi
de risikerer at blive omdannet, inden de nar frem til virknings-
stedet i kroppen. | enkelte tilfaelde er omdannelsesproduktet
farmakologisk virksomt, men i mange tilfeelde er det inaktivt,

Kortlaegning af favorable og ufavorable omrdder inde i CYP-enzymets bindingslomme. @verst til venstre ses

hele CYP-enzymet. Til hgjre ses et forstprret udsnit af bindingslommen, der er vist som grd overflade. Det rode

omrdde i bindingslommen viser et positivt ladet omrdde, hvor negativt ladede grupper i et lzegemiddel kan

binde. | bindingslommen er ogsd vist en analog af det smertestillende laagemiddel ibuprofen, som nedbrydes

ved binding til dette enzym. Leegemiddelstoffet indeholder en negativt ladet carboxylatgruppe, der binder i
det positive omrdde af bindingslommen. Fenylringen i lzegemiddelstoffet binder til et iltatom i bindingslom-

men (markeret med en stiplet linie), hvilket viser, at CYP-enzymet kan hydroxylere fenylgruppen i denne posi-

tion.
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Computeren kan forudsige
leegemidlers omdannelse

og i veerste fald er omdannelsesproduktet giftigt. Feks. er et af
CYP-enzymerne ansvarlig for, at det smertestillende laegemid-
delstof paracetamol omdannes til en giftig forbindelse i leveren.
Omvendt sprger et andet CYP-enzym for, at laegemidlet codein
delvist omdannes til morphin, som er det egentlig virksomme
stof. Derfor er det utrolig vigtigt at vide, hvordan CYP-enzymerne
omdanner leegemiddelstoffer.

3D-strukturer

Kendskab til 3D-strukturen af CYP-enzymerne er et vigtigt skridt
pa vejen mod at kunne forudsige, om en mulig legemiddelkan-
didat vil blive omdannet af enzymerne. Ud fra form og amino-
syreopbygning af den reaktive del af enzymerne vil det i bedste
fald vaere muligt at forudsige, hvilken type stoffer der vil kunne
binde hertil. Dermed vil udviklingen afleegemiddelstofferkunne
optimeres, s& de opnar de pnskede metaboliske egenskaber.

Hidtilerkunfa 3D-strukturerafdehumane CYP-enzymerblevet
bestemt eksperimentelt. Blandt de strukturer, derer publicerettil
dato, er der en klar strukturel lighed pa trods af, at aminosyrese-
kvensen i mange tilfaelde er ret forskellig. Vi har derfor ved hjeelp
af computerbaserede metoder kunnet konstruere 3D-modeller
af ukendte CYP-strukturer pa baggrund af de kendte strukturer.
Disse homologimodeller kan underspges pd samme made som
eksperimentelt bestemte enzymstrukturer.

En af de store fordele ved at bruge 3D-strukturer af CYP-enzy-
merne er, at det er muligt atiteste hypoteser om omdannelsen af
leegemiddelstoffer pd computeren, fortidskraevende og kostbare
eksperimentelle forsgg seettes i gang.

I bindingslommen

Leegemiddelstoffet skal genkendes af CYP-enzymet for at kunne
blive bundet og omdannet. Faconen og andre egenskaber inde i
bindingslommen er bestemmende for, hvilke legemiddelstoffer,
der kan binde, samt hvordan og hvor godt de binder. F.eks. vil det
kraeve en stor bindingslomme at binde et stort leegemiddelstof,
og indeholder stoffet en negativt ladet gruppe, vil det som regel
kraeve, at en del af lommen er en positivt ladet. Man kan tale
om komplementaritet mellem leegemiddelstoffet og bindings-
lommen.

Ved hjeelp af computerbaserede metoder har vi kortlagt omra-
der inde i enzymlommen, der er favorable eller ufavorable for
forskellige kemiske grupper i et leegemiddelstof. Informationen
om disse omrader har vi behandlet statistisk og bestemt, hvilke
vekselvirkninger mellem leegemiddelstof og enzym, der er unikke
for hver enkelt af de underspgte CYP-enzymer. P4 den made kan
man underspge, hvilke typer af stoffer, der binder til og eventuelt
nedbrydes af det enkelte CYP-enzym.

Selve bindingen afleegemidletienzymlommen kan ogsa testes
pa computeren, hvor metoderne i de seneste ar har gennemgaet
en rivende udvikling. Man kan ikke blot undersgge, hvor godt
legemiddelstoffet binder, men ogsa hvad enzymet vil kunne
omdanne det til.
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Molekylzidynamiske metoder kan folge lzzgemiddelstoffet pd vej ind og ud
af enzymlommen, hvor omdannelsen sker. Man fremstiller en energiprofil

- langs med lzegemiddelstoffets rute og ser, hvor energikrevende trans- Ph.d. Lars Olsen er
A :rﬂi"“"g poiten er. indtil nu har vi underspgt halvdelen af vejen ind til reakti- adjunkt ved Institut
=a® > Y onscenteret ved C, og analyserne giver en energiprofil langs med for Medicinalkemi.
7 legemiddelstoffets viej. Dette vil vise, hvor meget energi trans-
Ly porten kizver. Selve omdannelsesprocessen vied C studeres med

kvantemekaniske metoder. Arbejdet udfpres i samarbejde
med Patrik Rydberg, Thomas H. Rod og Uif Ryde pd Lunds
Universitet, hvor alle beregniriger er udfert. Beregningerne
er meget tidskraevende og har hidtil taget, hvad der svarer
til to drs nonstop arbejde for en erkelt moderne PC, men
udfores i praksis pd et cluster af mange PC'er
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Ind og ud af enzymet ~ ~N
En ting er komplementaaitetem mellem leegemaddet og bigidings-
lormanen, men leegemaddelstoffet ska ogsa kunne transporteres
ind i lomanen og det omdaamede paodukt ud igen. Hvis lege-
middelstoffet ikke kan komme ind til det reaktive cemteni enzy-
met, omdanmes det ikke. Ligehedes vil stoffet optage phads inde CyP 2E1
i enizymiomanen og dermed hamme CYP-eazymets evne til at — |
omdanne andre laegemadler, hvis ikke det kan tramsporteres ud /N\n/ N\n/
igea. o e}
Viaamvender molekylerdynaaiske metoder tilaat undeesoge,
hvor energikreevende tramsposten ind og ud af bindingsiomanen
er. Selv med nutidens hurtige computere er sadanne undersogel-
ser meget tidskraevende.

OH o]

Paracemoi N-acetyi-p-benzoquinoneimine
(giftig)

Sterie folus i fremitiden

| de senere da ermder kommet meget fokus pa kroppens evne til
at omdanne leegemidler. Det skyldes blamdt andet, at de fleste
af de nye legemidler, som er blevet trukket tilbage fra markedet

uaniddelbaet efter deres lanceang, netop er trukket tilbage pa ﬂ): %,
grund afuacceptable metaboliske egenskaber. Der er altsd penge k N—
at spate forlegemiddelindustrien og i yderste konsekvens kan
en uhensigisinaessig omdanneise af et leegemiddebkoste men- 2
neskeliv. Codein Mq‘rphin

Et andet aspekt er, at mennesker daaner forskellige maengder (aktivt stof)
ad de forskellige metaboliserende enzymer. Som nzevat tidligere
er det et bestemt enzym i CYP-faanilien, som star for omdannei-
sen af codein tilamorphin,anen nogle mennesker har ikke dette Eksempler pd CYP-enzymernes omdanneise af laegerniddeistof-
enzyan,aog de peesoner viladedor ikke opleve dea onsiede virk- feraFompamicetamols vedkommende eraomdannelsesproduktet
ning af codein. Degfor vilader formoderitiig blive take om mere giftigt, mens codein omdannes tiladet aktive stof momphin.
individuelamedicinering i fremtiden, bl.a. med udgangspunkt i
individuelle forskelle i mangden af de forskellige CYP-enzymer. . j
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Lymfesystemet kan transportere
tungoplgselige
legemiddelstoffer

Phospholipid

Cholesterol

Apoprotein J*r"

Fa B

Tungtoplgselige, lipofile laegemiddelstoffer har ofte
sveert ved at blive absorberet og transporteret fra tar-
men og hen til virkningsstedet i kroppen. En mulig lgs-
ning er at formulere stofferne, sa transporten via lym-
fesystemet pges.

Af Ditte Maria Karpf, Jette Jacobsen, René Holm og
Anette Miillertz

Omkring 40 procent af alle de leegemiddelstoffer, som er regi-
strereti den Europaiske Pharmacopé, er tungtoplgselige i vand.
Stofferne udviser ofte en lav og variabel biotilgeengelighed, fordi
de kun langsomt oplgses i maven og tarmen eller har en lav oplg-
selighed i tarmvaeskerne. | de senere ar har introduktionen af
teknikker som kombinatorisk kemi og hurtig screening af store
stofbiblioteker accelereret antallet af tungtoplgselige leegemid-
delstoffer, som ofte er meget potente. For at fa gavn af stofferne
er det npdvendigt at udvikle metoder til at fa dem transporteret
hen til virkningsstedet i kroppen.

Apoprotein

!

&;‘.

Cholesteryl Ester
»

' e Triglycerid
by

A
4.

I mange tilfaelde er tungtoplgselige leegemiddelstoffers opta-
gelse i organismen afhaengig af tilstedevaerelsen af fode, iseer
fedtstof (lipid) fra foden, og biotilgeengeligheden er hgjere lige
efter et maltid. Det skyldes en leengere opholdstid i tarmen
og iser udskillelsen af fordgjelsesvaesker i tolvfingertarmen.
Bugspytkirtlen udskiller enzymer, der spalter lipider, bl.a. trigly-
cerider, fra foden. Galdesalte og fosfolipider udskilles via galden
og danner miceller. Triglyceriderne nedbrydes til frie fedtsyrer
og monoglycerider, der inkorporeres i micellerne. Processerne
fremmer oplgsningen af tungtoplgselige laegemiddelstoffer,
som fgres gennem det uomrgrte vandlag til tyndtarmsepitelet
og transporteres ind i tarmcellerne.

Via lymfesystemet til blodet

Fra tarmcellen kan et stofitransporters ind i blodkredslgbet ad to
veje;entendirekte ellerindirekte vialymfesystemet. En betydelig
del af de lipofile leegemiddelstoffer transporteres via lymfesyste-
met, hvilket er seerligt interessant, fordi stofferne herved undgar
den fgrste passage gennem leveren, hvor de kan blive omdannet
eller nedbrudt. Pd den made opnar leegemiddelstoffet en hpjere
og mindre variabel biotilgaengelighed og far dermed en bedre
effekt.

Et stofs fysisk-kemiske egenskaber bestemmer, hvorvidt det
transporteres via lymfen eller sendes direkte ud i blodet fra
tarmcellerne. Nar det gaelder fedtoplgselige neeringstoffer som
triglycerider, kolesterol og bestemte vitaminer, inkorporeres de
i lipoproteiner. Lipoproteinerne dannes i tarmcellerne og trans-
porteres udiblodet via lymfesystemet. Lipoproteiner bestarafen
hydrofob kerne af lipider og en hydrofil overflade, som er opbyg-
get af proteiner og polzere grupper fra feks. fosfolipider.

Meget lipofile laegemiddelstoffer, der foretraekker at befinde
sig i et fedtholdigt miljp frem for i vand, transporteres med stor
sandsynlighed sammen med fedtstofferne fra fpden og sendes
ud i blodkredslpbet via det lymfatiske system.

Tilstedevaerelsen afifedtstoffer fra en lipidbaseret formulering
kan gge den lymfatiske transport af et legemiddelstof. Imidlertid
vides der ikke meget om, hvilke lipider der har den stgrste effekt
patransporten via lymfesystemet.

Forsgg i cellekulturer
Indtil nu er der primaert blevet brugt dyremodeller til studier
af den lymfatiske transport. | dyreforsgg er det npdvendigt at
legge et kateter ind i lymfegangen, og denne form for mikro-
kirugi er meget tidskraevende og har en lav succesrate, selv for
ovede kirurger. Desuden er det ikke muligt at bruge dyremodeller
til at underspge de mekanismer, der ligger bag den lymfatiske
transport.
Derfor er det interessant at etablere en model baseret pa en
cellekultur, sa man kan estimere omfanget af den lymfatiske

Chylomikron. Yderst ses skallen, bestdende af phospholipider (pink), cholesterol (gul) og apoproteiner
(lys pink). Inderst kerne, der indeholder triglycerider (gron) og cholesterol estre (gule med bld “hale”).
Tungtoplgselige lzegemiddelstoffer vil befinde sig i kernen.

transport af et givet lipofilt laegemiddelstof i dyr og mennesker,
til at supplere dyremodellerne. Modellen kan ogsa anvendes til
at undersoge effekten af farmaceutiske hjalpestoffer som over-
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Lymfatisk transport: Fra tarmvaeggen (indsat) til blodet. De gule pile viser stoffets vej fira tarmlumen, gennem tarmcellen til lymfekanalerne
i tarmen. Derfra dirigeres lymfen gennem cisterna chylii til den thorakiske lymfekanal og draenes ud i blodet ved den venstre jugulaere vene.

Herved undgds forste passage metabolisme i leveren.

fladeaktive stoffer, og endelig opnar man at reducere antallet af
forspgsdyr i forskningen.

Caco-2 cellekulturen eristand til at producere lipoproteinerog
er derfor ofte anvendt til at underspge omsatningen af lipider i
tarmceller, ligesom den ogsa bruges til at underspge aktivitrans-
port af hydrofile legemiddelstoffer. Imidlertid er der ikke meget
viden om anvendeligheden af Caco-2 celler til underspgelse af
transport af tungtoplgselige leegemiddelstoffer.

Det er ofte problematisk at praesentere cellerne for tungtop-
Ipselige stoffer, fordi de ikke oplgses i de medier, der normalt
anvendes til transportforsgg. Derfor oplgses stofferne i biorele-
vante medier, der indeholdergaldesalte, fosfolipider, fedtsyrerog
monoglycerider i et forhold, der efterligner forholdet i tarmene.
Men desvaerre kan nogle af medierne vaere toksiske for cellerne i
visse koncentrationer og under visse inkubationsforhold. Derfor
er identificeret biorelevante medier, som ikke er toksiske for cel-
lekulturen, hvorefter Caco-2 kulturen blev karakteriseret med
hensyn til udskillelse af chylomikroner.

Styring af lymfatisk transport
Formalet med projektet er at evaluere sekretionen af lipopro-
teiner fra Caco-2 celler som en marker for lymfatisk transport

af tungtopleselige stoffer. Effekten pd lipoproteindannelse
af farmaceutisk ofte anvendte overfladeaktive stoffer som
Cremophor, Pluronic, Tween 80 og lecithin er nu blevet under-
spgt i modellen.

Cremophor og Pluronicviste sig at nedsaette lipoproteinsekre-
tionenafettungtoplgseligt modelstof, mensTween800glecithin
pgede sekretionen. Pa basis af denne viden kan det vaere muligt
at designe en lipidbaseret formulering af et tungtoplgseligt stof,
der enten kan gge eller mindske den lymfatiske transport.

I en lipidbaserede formulering, feks.en olieoplgsning eller en
emulsion, vil det tungtoplgselige laegemiddelstof veere i oplgs-
ning. Processen hvorved fordgjelsesvaeskerne nedbryder formu-
leringen og frigiver stoffet til transport ind i tarmcellen er meget
darlig belyst. Den fortsatteforskningvil bl.a. focusere pa at karak-
terisere hvilke parametre, der er vigtige for denne proces. Ud fra
denneviden vil man pa et rationelt grundlag kunne udvikle lipid-
baserede formuleringer af et tungtoplgseligt laegemiddelstof.

29

Cand.pharm. Ditte
Maria Karpf er ph.d.-
studerende ved Institut
for Farmaci.

Ph.d. Jette Jacobsen er
lektor ved Institut for
Farmaci.

Ph.d. René Holm er far-
maceutisk forsker ved H.
Lundbeck A/S.

Ph.d. Anette Miillertz
er lektor ved Institut for
Farmaci.



https://f.eks.en

Lzgemiddelforskning - 2004

Cellulzert stressrespons
- ngglen til celleskader i

hjernesygdomme?

Det cellulaere stressrespons er vigtigt for cellernes
evne til at overleve, og desuden sgrger stressrespon-
set for kontrolleret celledgd under hjernens udvikling,
hvor nogle celler skal ga til grunde, nar de har udspil-
let deres rolle. Men systemet er et tvezegget sveerd.
Fejlregulation kan medfgre alvorlige hjernesygdomme.

Af Aase Frandsen

Normal udvikling og funktion af pattedyrs og menneskers hjer-
ner er betinget af neurotransmission, der formidles af det stimu-
lerende signalstof glutaminsyre. Signalprocesserne involverer
vigtige kognitive funktioner, som er centrale for bevidstheden,
samt forskellige neurotrofiske og neurotoksiske funktioner.

Forstyrrelser i regulationen af én eller flere af disse processer
erinvolveretide celleskader, der observeres iakutte neurologiske
sygdomme somsslagtilfaelde, neurodegenerative sygdomme som
Alzheimers syge og psykiatriske sygdomme som skizofreni.

Ingen af sygdommene kan pa nuvaerende tidspunkt behand-
les tilfredsstillende med deraf fglgende store menneskelige og
samfundsmaessigeomkostninger. Det skyldes ikke mindst, at det
endnu ikke er muligt at fjerne de ugnskede patologiske effekter
uden samtidigt at pavirke de essentielle fysiologiske funktioner
pa en uacceptabel made.

Nyt udstyr muligger dynamiske studier af de involverede
processer. Sadanne studier vil fremme muligheden for at finde
terapeutiske strategier til udvikling af effektive leegemidler med
feerre bivirkninger.

Calciumbalancen

En feellesnaevner for de umiddelbart meget forskellige sygdom-
me er forstyrrelser i den intracellulzere calciumbalance, som bl.a.
pavirkes af glutaminsyre. En central rolle spilles af det endop-
lasmatiske reticulum, et intracellulaert organe, som simultant er
involveret i cellens deponering og signalering af og med calcium
samt med syntese og transport af proteiner, der skal bruges inde
i og udenfor cellen. Det endoplasmatiske reticulum har taette
fysiske og funktionelle kontakter til andre intracellulaere orga-
ner eller til cellemembranen, og interaktionerne mellem disse
strukturer er essentielle for, at cellen fungerer korrekt.

Vores arbejdshypotese er, at en regulatorisk eller funktionel
fejlfunktion i systemet forertil et tofaset cellulaert stressrespons,
som er neert knyttet til det endoplasmatiske reticulum. Den for-
ste fase er et adaptivt stressrespons, der forer til aktivering af
et spektrum af stressgener, hvis funktion er at forpge cellens
modstandskraft og overlevelsemuligheder. Den anden fase er et
sidste beredskab — en slags celluleer selvmordsknap — som kan
aktiveres, hvis det adaptive stressrespons ikke er tilstraekkeligt til
at sikre cellensoverlevelse. Aktivering af dette beredskab forer til
cellens tilintetggrelse pa en kontrolleret vis. Herved undgas det,
at cellen gar til grunde pa en katastrofisk made, som medforer
skader pa de omkringliggende, sunde celler, pa vaevet og i sidste
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ende pa individet. Der er saledes en vis grad af kommunikation
mellem de to systemer.

Et tvesegget svaerd
Det cellulzere stressrespons er evolutionaert velbevaret og findes
i alle dyreceller, lige fra rundorme til mennesker, og det aktive-
res blandt andet ved ugnskede udefrakommende pavirkninger.
Desuden aktiveres systemet under hjernens udvikling, hvor
nogle af cellerne skal ga til grunde for, at et velordnet netvark
mellem nervecellerne kan opbygges. Det cellulaere stressrespons
er en meget vigtig mekanisme for cellers, organers og individers
udvikling og tilpasningsevne - og dermed for overlevelsen.
Problemerne opstar, hvis regulationen af systemet kommer
ud af kontrol, s& det aktiveres pa forkerte tidspunkter eller i en
for lang periode. Dette kan medfgre udviklingsmaessige skader,
som menes at veere tilfeldet ved skizofreni, eller direkte cel-
leskader, som kendes fra de neurodegenerative sygdomme. En
sadan uhensigtsmaessig aktivering af cellernes stressrespons gor
fysiologi til patologi. Vores forskning sigter pa at afklare, hvornar
og hvordan dette sker.

Biokemiske parametre

Vi anvender dyrkede nervecellekulturer fra forskellige dele af
musehjerner som modelsystemer, der er sarligt velegnede til
mekanistiske undersggelser pa molekylaert niveau. Dette skyl-
des bl.a. kulturernes monotypiske karakter, der tillader separate
studier af de enkelte celletypers respons.

Vi har gennem mange ar karakteriseret den toksicitet og de
celleskader, som forarsages af glutaminsyre, og i sardeleshed
de aendringer i calciumbalancen, som er af afggrende betydning
for udviklingen af toksiciteten. Vi har i de senere ar endvidere
inkluderet studier af ekspressionen af en gruppe proteiner, som
er relateret til det endoplasmatiske reticulum. Proteinerne er
involveret i det adaptive stressrespons og spiller formentligt
en vigtig rolle i regulationen af calciumbalancen. Herved har vi
opnaet et detailleret kendskab til mange af de enkelte biokemi-
ske parametre, der aendres ved pavirkning af nervecellerne med
glutaminsyre, herunder ogsa kvantitative malinger af nervecel-
lernes overlevelse efter de forskellige pavirkninger.

Et dynamisk helhedsbillede
Imidlertid har vore og andres underspgelser vist, at der ikke
eksisterer nogen simpel sammenhang mellem stgrrelsen af
@ndringer i calciumbalancen og graden af celleskader, ligesom
de biologiske konsekvenser af de gvrige molekylaerbiokemiske
forandringer heller ikke kan forudsiges. Dette er specielt vigtigt i
narvaerende sammenhaeng, dels fordi mange fysiologiske, nor-
malt fungerende signaleringssystemer inde i cellen involverer
andringer i calciumbalancen og stressresponset, og dels fordi
glutaminsyre medierer bade gnskede og ugnskede processer.
Det er saledes af stor vigtighed at kunne afggre pa hvilken
made en given molekylar aendring pavirker cellens funktionio-
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FRET — DET NYE KONFOKALE MIKROSKOP

nalitet. Dette testes ved en ultimativ funktionalitetstest for en
nervecelle i evnen til at frisaette sit signalstof som kommunika-
tionsmiddel i det neurale netvzerk, hjernen udger.

Hidtil har det udelukkende veeret tekniskmuligt at studere de
enkelte parametre separat og statisk. Sadanne pjebliksbilleder
tillader ikke samtidige analyser af den beskrevne problematik,
som udelukkende kan belyses ved hjaelp af en avanceret form for
konfokal mikroskopi, som tillader maling af op til tre parametre
samtidigt i den samme celle. Et sadant udstyr har vi netop faet
bevilliget fra Carlberg Fondet i samfinanciering med DFU.

Apparaturet muligger meget detaljerede studier i levende cel-
ler bade med hensyn til rumlig og tidsmaessig oplgsning. Pa den
made bliver det muligt at bestemme de dynamiske aspekter af
calciumsignalering og mange andre parametre. Desuden er det
muligt at opna en direkte kobling mellem molekylzere eendringer
og det cellulaere respons i form af overlevelse eller celleskader.
Vi har saledes nu faet enestdende muligheder for at studere
samspillet mellem parametre, der hidtil udelukkende har kun-
net studeres enkeltvis.

Et meredetailleret kendskabtil de enkelte processer ogisaerde-
leshed om raekkefplgen af dem vil bidrage til den grundlaeggende
forstaelse af bade de fysiologiske og de patologiske processer, sig-
naltransduktionen relaterer sig til. En sddan viden vil udover den
grundvidenskabelige interesse formodentligt forbedre mulighe-
derne for at udvikle stoffer, der selektivt haemmer de patologiske

mekanismer uden at pavirke de normal fysiologiske funktioner,
hvorved bivirkningsprofilen for de nye potentielle legemidIer vil
forbedres.

Dr. scient. Aase Frandsen
er lektor ved Institut for
Farmakologi.
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En ny receptor |

mennesket

Med udgangspunkt i det humane genom er det lykke-
des atidentificere og karakterisere en ukendt receptor,
som findes i de fleste af kroppens organer. Receptoren
er efter alt at domme biologisk vigtig og kan derfor
vare farmakologisk interessant.

Af Petrine Wellendorph, Anders Balsgaard, Kasper Bg Hansen og
Hans Bréuner-Osborne

Kortleegningen af menneskets totale arvemateriale — det hu-
mane genom — blev afsluttet i 2001, og man vurderer, at vi har
omkring 30.000 gener fordelt pa 23 kromosompar. En stor del af
generne er stadig ukendte, og man ved ikke, hvilken funktion de
har i den menneskelige organisme.

Derfor er der et stort gnske om at identificere nye og ukendte
generigenometfor at underspge genernes biologiskefunktioner.
Gener, der koder for receptorer pa overfladen af celler, er seerligt
interessante ud fra et laegemiddelsynspunkt, fordi receptorerne
kan binde hormoner eller signalstoffer pd cellens yderside og
starte signalkaskader inde i cellen. En lang raekke kendte lege-
middelstoffer virker netop ved at aktivere eller haamme recep-
torer. Pa den made kontrollerer medicinen cellens aktivitet og
dermed de signaler, som cellen udsender til nabocellerne.

Et detaljeret kendskab til receptorers funktion er en forud-
saetning for udvikling af nye leegemidler. | vores projekt har vi
med udgangspunkt i kendte receptorers aminosyresekvenser
draget nytte af bioinformatik og udfert databasesggninger for
at identificere ukendte receptorgener og bruge dem til at danne
og karakterisere de receptorer, som generne koder for.

( CELLERNES OMSTILLINGSBORD
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Gen for ukendt receptor

Med udgangspunkt i medlemmer af den familie af receptorer,
der kaldes G-protein koblede receptorer, har vi spgt pa internet-
tet i offentligt tilgeengelige databaser over det humane genom
(www.ncbi.nlm.nih.gov), og her lykkedes det at identificere et
gen med en hidtil ukendt funktion. Da genet har sekvensmaessig
og strukturel lighed med en mindre familie af de G-protein kob-
lede receptorer, kaldet familie C, har genet faet navnet GPRC6A
for G-protein koblet receptor, familie C, subtype 6A.

Fra gen til protein

Naestetrinvaratlaveenmolekyleerkloning af GPRC6A. Molekylzer
kloning gar ud pa at producere den DNA streng, der i organismen
koder for et givet protein. Det klonede DNA kan nu indfgres i
eksperimentelle cellesystemer, hvor genet vil blive oversat til
et protein. Derpd kan funktionen af proteinet studeres i labo-
ratoriet ved at tilfgre cellerne stoffer med en formodet virkning
pa proteinet. For den egentlige molekylzere kloning af GPRC6A i
laboratoriet var det vigtigt forst at forudsige storrelsen af genet
samt fa en ide om, hvilke organer der udtrykker genet. Derfor
indhentede vi informationer fra databaser pa internetet, og det
er lykkedes os i laboratoriet at syntetisere en kopi af det stykke
DNA, der koder for GPRC6A fra humant nyrevaev. Sekvensen af
det syntetiserede DNA stemmer fuldstaendig overens med den
forudsagte sekvens fra genomet.

GPRC6A findes ikke blot i nyrerne, men ogsa i mange andre
af menneskets organer som feks. hjernen, lungerne, leveren,
tarmene og musklerne. Dét tyder steerkt pa, at receptoren ma
veere biologisk vigtig.

Leegemiddel

Hormonytransmitter
r d’r ;5 S

Ekstracelluler

Intracellulaer


www.ncbi.nlm.nih.gov
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GPRC6A

Kontrol

Udbredelsen af GPRC6A i forskellige organer i mennesket.

Karakterisering af GPRC6A

For at underspge funktionen af en receptor benytter man sig af
simple, opdyrkede pattedyrsceller, som tilfgres det klonede DNA
og derfor er i stand til at producere det tilsvarende protein.

Hvis man er heldig, bliver receptorproteinet straks indlejret i
cellernes ydre membran og vil sa kunne pavirkes eksperimentelt
med stoffer, man tror kan binde til receptoren og aktivere den.
Ved at maerke proteinet med et specifikt antistof observerede vi
desveerre, at GPRC6A ikke umiddelbart udtrykkes pa overfladen
af de primitive celler, men forbliver inde i cellerne. Det kan skyl-
des, at GPRC6A fysiologisk set ikke er en overfladereceptor, eller
at den tilbageholdes i cellerne af andre arsager.

Kimaere receptorer viser vejen

Med henblik pa at "tvinge” human GPRC6A op til celleoverfladen
konstruerede vi blandingsprodukter — sakaldte kimaerer — mel-
lem GPRC6A og en beslaegtet receptor fra sanseorganerne pa
guldfisk.

Vihar produceret kimaerer, hvorenten den aminoterminale del
eller den transmembrane plus carboxyterminale del af GPRC6A
er udskiftet med de tilsvarende komponenter fra guldfiskere-
ceptoren. En af de fremstillede kimaerer blev transporteret til
celleoverfladen.

Den kunstigt fremstillede receptor har hjulpet os til at treekke
den del af GPRC6A op til overfladen, som indeholder bindings-
domanet, og det gor det muligt at afdaekke, hvilke stoffer der
genkendes af receptoren. Identifikation af stoffer, der binder til
GPRC6A, er af stor betydning for i fremtiden at kunne udvikle
leegemidler rettet mod netop denne receptor.

Binding til GPRC6A

Den kimaere receptor indeholder, foruden bindingsdomaenet af
GPRC6A, det transmembrane signaldomaene fra guldfiskerecep-
toren. Man ved fra tidligere forspg, at signaldomaenet kan akti-
vere kloridkanaler i aegceller fra en afrikansk fro, Xenopus laevis,
og derfor har vi benyttet dette system til at screene stoffer pa
GPRC6A. Nar genet for guldfiskereceptoren indsprojtes i eegcel-
len, udtrykkes proteinet pa agcellens overflade, og det samme
er tilfeeldet med den kimaere receptor.

Forsggene viste, at to naturligt forekommende aminosyrer,
arginin og lysin, kan binde sig til kimarreceptoren og fore til
abning af kloridkanalerne. Til sammenligning giver zegceller
uden kimaerreceptoren intet signal. Arginin og lysin er saledes
indirekte blevet vist at veere stoffer, der kan binde sig til GPRC6A.
Viharefterfglgendetestetandreaminosyrerogfundet, atornitin,
citrullin, alanin, glycin og serin ogsa kan binde sig til GPRC6A.

Receptoren i andre pattedyr

For at underspge farmakologien af GPRC6AIyderligere har vi klo-
net en tilsvarende receptor fra mus, som er identisk med den
humane receptor pa 80 procent af aminosyrerne. | modsaetning
til GPRC6A udtrykkes musereceptoren pa overfladen af pattedyr-

cellerne. Ved at sammenligne GPRC6A i menneske og mus haber
vi at kunne sandsynligggre, hvilke dele af den humane receptor,
der hindrer dens transport til celleoverfladen. Desuden har vi
udtrykt musereceptoren i eegceller og har ogsa her kunnet vise,
at arginin virker aktiverende.

Vi ved nu, at GPRC6A er en receptor for aminosyrer i flere pat-
tedyr, og det styrkertroen pa, at receptoren er biologiskwigtig. Da
aminosyrer findes naturligt i organismen og har stor betydning i
bade proteinsyntesen og stofskiftet, kan det teenkes, at GPRC6A
spiller en vigtig rolle i savel den raske som den syge organisme.
Vort projekt tjener i et storre perspektiv til at bane vejen for en
detaljeret opklaring af GPRC6A’s biologiske rolleisundhed og syg-
dom - og som potentielt mal for udvikling af nye laegemidler.
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Receptorer udtrykt i cellemembranerne i en pattedyrcelle-
linie vist med antistofmaerkning.

Proteinet for den kimaere receptor er udtrykt i den ydre
membran af celler; her vist ved maerkning med et fluore-
scerende antistof.
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Uudnyttet potentiale i
den mikrobielle jungle?

Bakterier skal have en utrolig tilpasningsevne for at
overleve. Studier af de genetiske aspekter af bakteriers
tilpasningsevne kan bruges til at forbedre de bakte-
riekulturer, der anvendes til produktion af protein- og
peptidbaserede legemidler.

Af Anders Fuglsang

Livet i den mikrobielle jungle er pa ingen made en skovtur. Er
man sa uheldig at veere en bakterie dér, sa gaelder det om at vaere
forberedt pa stort set alle taenkelige lumpne tricks fra naboerne.
Hvis ikke man skynder sig at vokse og dele sig, s& gor naboen det
i sadan en fart, at man selv risikerer at blive kvalt. Maske udskil-
ler naboen enzymer, der gdelaegger den naering, man gerne vil
bruge,hvorvedensveaekstkanstoppe.Maskebenytternaboensig
ligefrem af slag under baeltestedet og smider kradse kemikalier
efteren i et forsgg pa at komme forst og blive storst. Og som om
det ikke var nok, kan miljget pludselig skifte totalt, sa man pa

i N\
Den genetiske kode
Codon Aminosyre Codon Aminosyre Codon Aminosyre
* AUG er desuden et typisk startcodon.
Tabellen viser sammenhaengen mellem codon og aminosyre; selve princippet i den genetiske kode.
Forskellige codons kan kode for samme aminosyre.
J
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fa ojeblikke skal indstille sig pa at bruge en anden naering til sin
funktion og vaekst. Den, der ikke er tilpasset, dor!

Pd Institut for Farmakologi erwi for nylig begyndt at interessere
os for teoretiske studier af de genetiske aspekter af bakteriers
tilpasning.Til formalet anvender vi software, som vi selv udvikler.
Forskningsomradet har navne som bioinformatikeller det engel-
ske "genomics”.

Siden slutningen af 1990’erne er et stort antal bakterier ble-
vet sekventeret, hvilket vil sige, at man har kortlagt samtlige
byggesten, nukleotider, i genomet, og sekvenserne er offentligt
tilgaengelige. Men selv om man kender alle nukleotiderne i en
organisme, sa er det ikke sikkert, at man ved saerlig meget om
betydningen af dem. Det er her, bioinformatikken kommer ind
i billedet.

Anvendelse af codons

Et afde genetiske aspekter, som eret godt studie veerd, er bak-
teriers anvendelse af codons. Codons er tripletter med tre nuk-
leotider, som oversaettes fra DNA til RNA og derfra videre til de
aminosyrer, som bruges til at bygge et protein.

Der findes 20 aminosyrer og 64 codons, sa de fleste aminosyrer
kan dannes ud fra mere end et codon. Nogle aminosyrer dannes
dog kun ud fra ét bestemt codon. Et eksempel eraminosyren tryp-
tofan. I skarp kontrast hertil kan man naevne aminosyren leucin,
som kan dannes ud fra seks forskellige codons.

Det har vist sig, at der absolut ikke er lige mange af de seks
codons, uanset hvilken organisme man taler om. Dette skyldes
til dels det sakaldte mutationstryk, hvor kemiske forhold i bakte-
riernes miljp f.eks. medfgrer, at aminosyrerne guanin og cytosin
med tiden @endres til adenin og thymin, siledes at AT-rige codons
generelt foretraekkes. Meget tyder imidlertid pa, at der ogsa er
tale om en tilpasning til forholdene i den mikrobielle jungle.

Fra gen til protein

Et gen er opskriften pa et protein. Nar genet aktiveres, dannes
deren enkeltstrenget kopi af genet, messenger-RNA (mRNA), der
fungerer somen genetisk budbringer. Cellernes proteinfabrikker,
ribosomerne, afleeser mRNAet og indsaetter for hvert codon en
korrekt aminosyre ved hjzlp af transfer-RNA (tRNA), som leverer
aminosyrerne til proteinfabrikken. Man siger, at tRNA er ladet,
nar det har en aminosyre koblet til sig, og uladet, nar det har
afleveret sin aminosyre til den voksende peptidkaede.

Dereret npje afstemtforhold mellem hvilket codon, deranven-
des for en aminosyre, og ekspressionsniveauet af det pageelden-
de protein; hgjt udtrykte proteiner anvenderofte et snaevert seet
af de 64 codons. Dette skyldes, at niveauerne af tRNA er lave
for visse tRNAer. Processen kan taenkes at forlpbe langsomt, hvis
den ladede tRNA ikke er umiddelbart til stede, og her er det ikke
alle typer af tRNA, som findes i cellevaesken i store maengder. De
smarteste bakterier i junglen har tilpasset deres codons, sa lave
niveauer af bestemte tRNA ikke bliver en flaskehals, der ggr, at
naboen vokser hurtigere.
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...AGU.UGG.CCA.CUU.AGC.GCA.GCA.AAA.CAA...

TransBitionsprocessen: Et ribsom (grons) aflaeser mRNARt i pilens retring. mRNA, der er vist sorn en vandret nukleotidsekvens, indeholder op-
skeiften pd et protein. Ribosomet rekrugterer tRNA, som bringer arniviosyierre til fabrikkens samebdnd. En bestemt amindsyre passer til hvert
eikelt codon. Am3n®syrerne kobles sammen eri for en og erder som en keede af amindsyrer. Herved danngs proteiret. Pd tegndngen er codonzt
CUU, som koder for ardndsyren leucin, netop bievet afleess, g den tomme tRNA har forladt ribosomet. En ny tRNA med arnindsyren serin skal

ind og rfkodes ved AGE -codonzt.

Shine-Dalgarnosekvenser

En yderligere tilpasning er de sdkaldte Shine-Dalgarno-sekven-
sed, som er sma korte sekvenser pa 6-7 nukleotider. De findes
ca. ti nuklgotider ovea for et gens startcodon, og de genkendes
sekvensspecifikt af ribosomerne. Jo bedre sekvensen genkendes,
desto stomz er chancen fog at den gaverankedningtil at starte pro-
teimsyntesen for det pagaldende gen. Sagt pa en anden made:
Shinealgarno-sekvenser kan bruges ti at oge udtryikelsen af
et proteia.

Det er kun bakteriea, der beayttea sig af denne form for tilpas-
ning, mem evolutionen ha ikke tgpasset alle bakterier pa denae
made. Det ea muligt at fimde ud af, om en bakterie benyttea sig
af Shine@adgarno-sekvensea ved hjeelp af en simped anadyseane-
tode, en x*-dest, dea fumgeees nogeadumde, soan det kemdes fra
Meadedsk gemetik.

x* antagea stose veeadiea, hvis det forvemtede amtal af forsked
lige nukleotider et givet sted i gemomet ea meget mandae end
det obseavezede antah Det gelder forShimeddadgaano-sekveraea,
forda de ea sekveasspecifikke, og foadi tijfeeddigheden af nukleoti-
deanes individuelle antal emmeget lille. Yersinga pestis, pestbak-
tediea, er et eksemnpel pa en baktede, hvor plottet giver ien fint
afgrenset top omkring tinukleotidesefter geaemes stadcodon,a
hvilket eraen klaa indikator foraat bakterien benytter sig af Shine-
Dalgano-sekveasea

Hvad kan det bruges til?

For tiden er et vaeld af bakterier ved at blive sekventeret, og sam-
tidig satses der staerkt pa at udvikle leegemidler, som bestaa af
protemer eiler deie af proteiner, som kades peptider.

Peptider og proteiner kam ikke syntetiseres kemiski kolber, men
kankun fremstilles ved at gensplejse mikroorgamismer, sa de pro-
duceser humame peptider eiler proteiner. Insudin er et klassisk
eksempebpa et medicmsk peptid, der fremstilles pa den made,
og mange peptid- eller proteinbaserede leegemidler forwentes at
komime pa markedet inden forafa ar.

Imidiedid em bakteriekultuter i fermenteringstanke en dyr
mdade at producere medicin pa, fordeoprensningen af et peptid
eflemet protein fra en bakteriesuppe er serdeles besveriig Derfor
spger man hele tiden at optimere produldicnen.

Her kan viden om produktionsorganismens anvendeise af
codons og Shine-Daigamo-sekvenser blive serdeles vaerdifuld.
Hvis man forspger at udteykke et geaader indenoider mange
codonsasom translateres ved hjxip aRtRNAader kun findes i
sma mangderasa risikerer man, at processen foripber lang-

somt. Dermed biivea udbyttet ikke sa stoat, som det ellers kunne
VEre.

I sddanne tilfzelde kan man give den gensplejsede bakterie en
grundig ansigtsapftning ved sampeit hen at udskifte de upnskede
codons med foretrukne codons, hvortal der findes tRNA i store
mangder. Metoden, som kaldes codonoptimeripg, andrer ikke
aminosyresekvensen i det udtaykte protein, men pger udeluk-
kende produktionsiapaciteten. Samtidig kan x*-plottet give et
godt praj orme hvorvidt det kan betade sig at optimere genekspaes-
sionen ved at indsaette en Shinedagano-sexvens i bakterien.

Et af malene med vores forskning inden foa dette feit er netop
at fremstidle softwaae, des kan bruges ti§ at beregne, hvordan
bakteriers genekspression kan forbedres ved hjeelp af codonop-
tianedpg og manapuation af Shine@agarno-sekvemser. Det er
et skeidt i retning af at kunne drage fordelaf det potententaade,
som de barske forhoid i den makrobielle jungie ha udstyret bak-
terierne med.
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X plot for pestbakterien, Yeizinia pestis. N betegner nukleotid-
positionen ovenfor et startcodon. Grafen viser, at ca. 10 nukleo-
tiderzfter startcodons er tilfeeldigheden af nukleotidernes
individuelle aritalameget lille, hvilket giver en skarp top pd x+-
veerdieme.Dette er et typisk monster for bakterier, der benytter
sig af Shitie-Dalgarno-sekvenser.
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Blandingers

toksikologi

Miljp og mennesker eksponeres til blandinger af kemi-
ske stoffer i koncentrationer, som ligger langt under
det niveau, hvor de enkelte stoffer er giftige. Det har
dog vist sig, at stofferne kan interagere med hinanden
og forarsage effekter, som ikke kan forudses ud fra
viden om de enkelte stoffer.

Af Franziska K. Birkved, Anne Munch Christensen,
Flemming Ingerslev og Bent Halling-Sgrensen

Organismer i naturen udsattes ofte for komplekse blandinger af
kemikalier. Et eksempel er vandmiljpet omkring dambrug, hvor-
fra der bl.a. udledes antibiotika fra sygdomsbehandling. Andelen
af antibiotika, der optages i fiskene, er ofte meget lille, og over-
skuddet fores med vandet, der strommer igennem dambruget,
ud i det omgivende miljp.

QPkotoksikologiske tests har traditionelt vist, om enkelte stof-
fer kan pavirke miljpets organismer. Spgrgsmalet er dog ofte,
om flere stoffer ad gangen kan have endnu stgrre betydning.
Dette har vi underspgt ved hjelp af en testmetode, der maler
antibakterielle kemiske stoffers heemning af bakteriers vaekst.
Metoden gor det muligt at vurdere blandingers betydning pa
kvantitativ vis.

To antibiotika, erythromycin og oxolinsyre, er testet i en blan-
det bakteriekultur ved en raekke koncentrationer bade som rene
stoffer og ved forskellige blandingsforhold. | samtlige tilfeelde
har vi bestemt EC50-vardier og de koncentrationer af henholds-
vis erythromycin og oxolinsyre, hvor EC50 opnds. | denne sam-
menhang betyder EC50, at bakteriernes vaekstrate halveres.
Resultatet af eksperimentet viser, at en blanding af stofferne
har en stgrre potens end summen af de to stoffers individuelle
virkning.

For dambrug peger vores resultater altsa pa, at blandingsef-
fekter er noget man skal tage hensyn til i forbindelse med betyd-
ningen af udledninger af antibiotika.

Ved at anvende metoden kan man fd meget preecise data
til vurdering af blandingers toksicitet. | det givne eksempel er
datamaengden af en sadan kvalitet, at det har veeret muligt at
forudsige effekten af at blande de to stoffer i andre forhold, end
dem der er underspgt.

Imidlertid har metoden dog betydelige begraensninger, bl.a.
ma man have en test, hvor det kan lade sig gore at udfgre mange
forspg. Desuden kan metoden i praksis kun anvendes, ndr man
undersggervekselvirkningerne mellemto ellertre stoffer. Endelig
er virkeligheden ofte den, at man ikke kender den pracise sam-
mensatning af en blanding af kemiske stoffer i miljpet.

Hormonforstyrrende stoffer

Til illustration af hvordan man i mere komplekse situationer
kan underspge blandingers effekter, har vi valgt et studie af
phytogstrogener, som er plantestoffer med hormonegenska-
ber. Nogle af stofferne, isoflavonoider, mistaenkes for at kunne
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BEREGNING AF INTERAKTIONER - ISOBOLMETODEN:

pavirke reproduktionsevnen og pge risikoen for brystkraeft. Der
er altsa tale om stoffer med flere virkninger; altsa en ikke praecist
definerbar effekt.

Ved underspgelse af de enkelte stoffers effekt i udvalgte test-
systemer kan man male stoffernes indvirkning pa mange enkelt-
faktorer sasom hamning af visse enzymer og veekstfaktorer, der
tilsammen er med il at forklare den ggede forekomst af hormon-
relaterede kraeftformer og nedsat reproduktionsevne. Billedet er
forvirrende, fordi man ikke kan sammenkade de malte effekter
med stoffernes samvirkende pavirkning. Imidlertid kan man ved
at male blandingens samlede virkning pa én effekt maske for-
klare, om blandingseffekter af stofferne har betydning.

Vi underspgte forst den gstrogene aktivitet af isoflavonoider
i et sojaekstrakt i en cellekultur med humane brystkraeftceller.
Vi fandt, at de enkelte isoflavonoider udviste gstrogenegenska-
ber i cellekulturen, hvilket ogsa gjaldt for et sojaekstrakt, som
er rigt pa isoflavonoider, og som anvendes som kosttilskud.
Eksperimentet viste klart, at stofferne er gstrogene, samt at deres
virkning er additiv.
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Bestemmelser af de koncentrationer af to antibiotika, der enten alene eller i forskellige blandingsforhold giver anledning til 50% haemning af
bakteriers vaekst. Testen er udfgrt med spildevandsbakterier efter isostandarden, 1SO15522. Hvert punkt angiver koncentrationen af hvert af
stofferne ved 50% hamning. Punktlinierne illustrerer de forskellige blandingsforhold af de to stoffer (dvs. 100%, 83%, 67%, 50%, 33%, 17% og
0% af oxolinsyre). Pd figuren ses omrdderne for synergi (red), additivitet (grd) og antagonisme (gren).

Imidlertid er det problematisk at overfpre data fra laboratorie-
forspg til levende organismer, og derfor underspgte vi, hvorvidt
denneblandingafisoflavonoider kunne have en effekt irotter ved
hjaelp af en uterotrofrtest. | dette assay males storrelsen af rot-
ters livmoder (uterus), efter at dyrene i deres foder har indtaget
de stoffer, der underspges. Forspgene viste, at sojaekstraktet var
pstrogent irotter, hvilket kunne ses ved, at livmoderens vaegt blev
pget. Effekten, visa i cellekulturen, optraeder altsd ogsa i levende
dyr. De valgte doser er relevante for humant indtag i Asien, hvor
der spises meget soja, samt for folk, der tager kosttilskud med
store maengder isoflavonoider.

Undervurderede effekter

Vore underspgelserviser, at eksponering til en cocktail afikemika-
lier for bade miljp og mennesker kan have konsekvenser, som er
storre og anderledes, end hvad der kunne forventes ud fra viden
om de enkelte stoffer. Det kunne pavises, at antibiotika fundet
i lave koncentrationer i vandmiljger kan virke synergistisk og
dermed pavirke vandmiljget og dets organismer i langt hgjere
grad end hidtil antaget. Ligeledes tyder vores undersggelser pa,
at udsaettelse for en blanding af hormonforstyrrende stoffer i
lave doser kan medfgre en ikke ubetydelig hormonpavirkning,
der skyldes en addition af effekten af de enkelte stoffer.

| ERTO PLUS TO LIG MED FIRE?

Spergsmidlet synes trivielt, men er det absolut ikke, ndr toksi-
kologer blander stoffer. Nogle gange ses en additiv effekt, ndr
stoffer blandes, og deres effekt kan leegges sammen (2+2=4).
Men der kan ogsd vare tale om antagonisme, hvor den re-
sulterende effekt er mindre end summen af enkeltstoffernes
virkning (2+2<4). Andre gange er effekten af stofferne stprre
end det, der kan beregnes ved summering (dvs. 2+2>4), og sd
taler man om synergi.

Pa baggrund af vores studier mener vi, at effekter af lavdosis-
blandinger hidtil har veeret undervurderet, og det i allerhpjeste
grad er pakreaevet at undersgge blandingers toksikologi.
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Grafen dokumenterer isoflavonoiders gstrogenaktivitet i rotter
i et uterotrof-assay. Rotter, der har fdet fjernet ovarierne for at
stoppe hovedkilden til deres gstrogenproduktion, fidr et kosttil-
skud, som er rigt pd isoflavonoider. Koncentrationerne svarer til
humant indtag i Asien (0,5 %) og fem gange humant indtag (2,5
%). Efter to ugers eksponering igennem foderet mdles vaegten
af livmoderen. Vaegten er et mdl for et stofs gstrogenaktivitet,
fordi gstrogener @ger livmoderens vagt. Bide den lave og den
hgje dosis af kosttilskuddet ggede livmodernes vagt signifikant,
hvilket betyder, at stofferne udviste gstrogenaktivitet i rotterne,
og aktiviteten var stigende med stigende koncentrationer. Den
positive kontrol er ethinylgstradiol, et syntetisk steroidgstrogen.
Disse resultater tyder pd, at disse stoffer udviser den samme ad-
ditive effekt, som blev set i forspg med cellekulturer.

J
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Medicinsk
teknologivurdering
af dosispakket medicin

Dosispakning pd pakkeapotek.

En medicinsk teknologivurdering af dosispakket medi-
cinviser, at derikke er dokumentation for helbredsmaes-
sige effekter ved brug af dosispakning. Dosispakninger
sikrer ikke alene, at brugeren tager medicinen som
anbefalet af de sundhedsprofessionelle.

Af Lotte Stig Haugbaglle, Birthe Sendergaard og Anne Lee

De danske apoteker har siden 2001 i fplge lovgivningen haft
ret og pligt til at tilbyde den medicinske teknologi "dosispakket
medicin”til deres kunder.Ti af landets apoteker eri dag godkendt
som pakkeapoteker, mens alle landets apoteker udleverer dosis-
dispenseret medicin.

Ved dosisdispenseringforstas, at et legemiddel pa apotekeller
sygehusapotek pafyldes en doseringsbeholder, som er tilpasset
legemidlets konkrete anvendelse. Beholderen kan indeholde en
eller flere doseringer af et eller flere leegemidler. Leegemidlerne
til de enkelte indtagelsestidspunkter skal veere klart adskilt fra
leegemidler, som skal indtages pa andre tidspunkter.

Vor viden om erfaringerne og effekten af dosispakning er
begraenset til trods for, at teknologien har veeret anvendt i
mange ar i form af manuelt pakket medicin. Derfor har vi lavet
en medicinsk teknologivurdering (MTV) af dosispakket medicin.
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Medicinsk teknologivurdering er en alsidig, systematisk vurde-
ring af forudsaetningerne for og konsekvenserne af at anvende
medicinsk teknologi. | Danmark arbejder man med en MTV-
model, der bestar af fire elementer: Patient, organisation, pko-
nomi og teknologi.

Medicinsk teknologivurdering har de senere ar vundet indpas
i den sundhedspolitiske debat og forskning bade i Danmark og
internationalt. Baggrunden er de hastigt voksende teknologiske
muligheder koblet med begraensede pkonomiske ressourcer og
en mere kritisk holdning til anvendelse af teknologi.

Litteraturstudie

Vi har gennemfort et litteraturstudie om dosisdispensering
bade indenfor og udenfor Danmarks graenser. Undersggelsen
bygger pa de fire elementer i en medicinsk teknologivurdering.
Systematiske spgninger blev gennemfort i databaserne Medline,
International Pharmaceutical Abstract, Cinahl og Embase.
Derudover blev argangene 2000-2001 af bl.a. Manedsskrift for
Praktisk Leegegerning, Sygeplejersken, Ugeskrift for Laeger samt
Farmaci underspgt for relevante artikler.

Litteraturstudiet endte med at inkludere 55 underspgelser.
Der blev identificeret ni kontrollerede studier, fire for-efter
studier uden kontrolgruppe og 42 deskriptive eller kvalitative
studier. Anvendelsen af dosisdispensering som medicinsk tek-
nologi er saledes mere baseret pa erfaring og viden hos sund-
hedspersonalet end egentligt evidensbaseret. De inkluderede
studier omhandler maskinel og manuel dosisdispensering og
rummer erfaringer fra apoteker, plejehjem og almen praksis.
Undersggelser fra sygehuse er medtaget, hvis dosisdispenserin-
generstartet op pa hospitalet. Studierne er primaert europaeiske.
Fraden gvrigeverdenerderinkluderet studier,som bidrager med
viden, som ikke er dokumenteret i en europaeisk sammenhang.

Sparsom dokumentation

Resultaterne af litteraturstudiet, som er skitseret i de fire kasser
pa naeste side, viser, man i dag har ringe kendskab til dokumen-
terede effekter af at indfgre og anvende dosispakning i sund-
hedsvaesenet.

Derforvil det i fremtiden vaere en god ide at designe studier, der
kan dokumentere effekterne: Bliver folk mindre syge? Indlzegges
de faerre gange pa sygehusene? Er der andre kvalitetsforbedrin-
ger? Studierne bgr vaere kontrollerede undersggelser, hvor effek-
ten af maskinel dosispakningtestesimod alternativer somingen
dosispakning eller manuel dosispakning.

Det kunne ligeledes veaere en god ide at gennemfgre en grun-
dig pkonomisk analyse af indfgrelsen af maskinel dosisdispense-
ring. Kun to af de studier, der beskaeftigede sig med pkonomiske
vurderinger, var baseret pa analyser, hvor man sammenlignede
udgifterne for og efter indforsel af dosispakning.

Vi fandt heller ingen dokumentation for, at dosisdispensering
i sig selv bidrager til, at brugeren i hgjere grad tager medicinen
som foreskrevet af sundhedspersonalet. Anvendelse af dosis-



Danmarks Farmaceutiske Universitet

TEKNOLOGIEN:

+ Opnaelseafgget sikkerhed somresultat af dosispakninger
erfaringsbaseretr-der er fd konkrete data pa omradet.

- Erfaringsmaessigt medfgrer dosispakning bedre overblik
over medicineringen, stgrre sikkerhed og bedre kontrol
med ordinationer.

« Der ses kun ganske fa fejl ved udferelse af dosisdispen-
sering.

- Sikkerheden ved dosispakning kan kompromitteres, da
der er pavist store uoverensstemmelser mellem medicin-
journal og doseringskort. Det geelder i 17-40 procent af
tilfaeldene.

-

» Maengden af medicinspild og kassation falder ved dosis-
pakning.

» Brugere kan have problemer med handtering af dosispak-
ker.

- Der er ingen dokumentation for, at dosispakning i sig selv
fremmer patienternes rette brug af medicinen.

- Der foreligger ingen beviser for, at dosispakning resulte-
rer i bedre helbred; feks. via malinger af antal sygedage,
indlaeggelser m.v.

-

ORGANISATION:

« De sundhedsprofessionelle er tilfredse med de forskellige
dosispakningsordninger.

» Dosispakningerorganisatorisk tidskraevende, og deropnas
kun tidsbesparelser i begranset udstrakning.

- Organisatoriske barrierer for dosisdispensering:
Manglende samarbejde mellem de involverede faggrup-
per, uklare arbejds- og ansvarsfordelinger, manglende
information, utilstraekkelig deling af data, uafklaret gko-
nomi og utilstraekkelige fysiske rammer.

-

PATIENTER:

+ Personer med kognitiv-, mental-, psykisk- og fysisk sveek-
kelse er potentielle brugere af dosispakket medicin, hvori-
mod alder og boform ikke er indikationer i sig selv.

« Brugerne er stort set tilfredse med de forskellige dosisdis-
penseringsordninger.

Det er uklart om dosispakning medforer, at patienterne
bedre selv er i stand til at handtere deres medicin pa rette
vis.
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PKONOMI:

- Der kan vaere besparelser ved indfgrelse af dosispakning,
primaert pa reducerede medicinudgifter og eventuelt per-
sonalebesparelse.

pakning sammen med reduktion i antallet daglige doseringer,
patientuddannelse, medicingennemgang og individuelle medi-
cineringsstrategier kan derimod gge graden af korrekt brug af
legemidlerne.

Organisatoriske konsekvenser

| dag foreligger der kun en begraenset dokumentation pa, hvor-
dan dosisdispensering pavirker de organisationer og grupper,
som kommer i bergring med teknologien; f.eks. apoteker, prak-
tiserende laeger og patienter. Derfor er en tveerfaglig projekt-
gruppe med repraesentation fra Syddansk Universitet, Danmarks
Farmaceutiske Universitet og Pharmakon i gang med en storre

interview- og spgrgeskemaunderspgelse blandt de bergrte par-
teromhandlende dette emne. Specielt spprgeskemaundersogel-
sen, der udgres blandt de kommuner i Danmark, som er laengst
mhp. implementering og maskinel dosisdispensering, har et
fremadrettet sigte og vil saledes beskrive de gode lgsninger,
som den enkelte kommune har fundet for at ggre ordningen til
en succes.

Samtidig gennemforer vi en registerundersggelse, som skal
afklare, hvilke patienter der anvender maskinelt pakket medi-
cin, hvilken medicin de bruger, og hvordan deres kontakt til
sundhedssektoren er. Undersggelsen kan ogsa vise, hvor mange
potentielle brugere, der egentlig er til denne ordning.
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