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Forskning ved DFU

Danmarks Farmaceutiske Universitet har som det eneste universitet i Danmark laegemid-
let i centrum for forskning og uddannelse. Da forskningen inden for laegemiddelomradet
af natur er interdisciplinaer, er det ngdvendigt at kombinere flere fagdiscipliner for at fa en
dybtgaende forstaelse for nyskabelser inden for laegemiddelomradet. DFU’s forskning og
uddannelse omfatter saledes en integration af de natur-, sundheds-, samfunds- og teknisk
videnskabelige omrader.

Det er vores hab, at naervaerende udgave af Leegemiddelforskning illustrerer flerfaglig-
heden og samtidig giver en bredere kreds af |zesere et indblik i en raekke af de spaendende
og udfordrende forskningsprojekter, der udspringer fra DFU.
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Sven Frokjeer, rektor

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

P3 www.dfuni.dk/gymnasier findes oplysninger om mulighederne for at besgge DFU med
kemi- og biologiklasser.

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

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

@nskes yderligere trykte eksemplarer af Leegemiddelforskning?
Send din bestilling til bestil@dfuni.dk
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| Star Trek diagnosticeres universets mest gadefulde syg-
domme pa fa sekunder. Besatningen pa stjerneskibet U.S.S.
Enterprise ser til med undren og fascination, nar Dr. McCoy
”Bones” betjener et lille handholdt apparat, som aflaser or-
ganismens tilstand ved kontakt med huden. Filmens diag-
nostik er maske ikke lengere helt sa futuristisk, som man
kunne tro.

Af Michael Lauridsen, Jerzy W. Jaroszewski,
Steen Honoré Hansen og Claus Cornett

| den vestlige verden er fokus i medicinsk forskning isaer
rettet mod hjerte-karsygdomme, gigt og kreeft — med god
grund. Fx blev der i 2003 indlagt 85.000 patienter i Dan-
mark med hjerte-karsygdomme, 50.000 med kraeft og
19.000 med gigtsygdomme. Tallene szetter en tyk streg un-
der vigtigheden af en pget indsats inden for disse sygdoms-
omrader.

For at opna en mere effektiv behandling af de meget for-
skelligartede patienter er det absolut ngdvendigt at kunne
stille en hurtigere og mere sikker diagnose, blive bedre til
at vurdere behandlingens effekt og vaere i stand til at for-
udsige eventuelle tilbagefald.

Efter opklaringen af det humane genom habede man, at
ovenstaende ville blive muligt i langt sterre grad, end det
hidtil har vist sig at vaere tilfaeldet. Vanskelighederne skyl-
des primaert, at det er sveert at forbinde genomet med de
forskellige sygdomme. Derfor satser man nu kraftigt pa
forskning, der kan koble genomet sammen med sygdom-
me.

Et af de mest lovende forskningsomrader er metabonom-
studier. Feltet har helt unikke fordele, sésom mulighed for
at forudsige, hvorvidt en individuel patient vil reagere posi-
tivt pa en given behandling. Samtidig kan diagnosticering
af mange forskellige sygdomstilstande forega noninvasivt
ud fra en enkelt urinprgve eller ud fra en blodprgve, og det
kan billiggere screening af store befolkningsgrupper.

Sidst, men ikke mindst, kan metabonomstudier give et gje-
bliksbillede af organismens tilstand. Billedet er i mange
tilfelde mere korrekt end det billede, der kan opnas ved

GENOMET, PROTEOMET OG METABONOMET
Traditionelt har man studeret funktionen af enkelte gener, proteiner og metabolitter. | de
senere ar er det blevet muligt at fa overblik over helheder:

Genomet er samtlige gener i en organismes arvemasse. Genomer er bl.a. kortlagt i men-
neske, chimpanse og mus samt i planter som ris og i et stort antal mikroorganismer.

Proteomet er alle de proteiner, som en organisme indeholder p3 et givet tidspunkt. Et
internationalt konsortium kortlegger det humane proteom.

Metabonomet omfatter alle stofskifteprodukter, der dannes i en organisme. Metabonom-
forskning defineres som studier af @ndringer af den samlede maengde sma metabolitter
i hele kroppen som fglge af genetiske stimuli eller sygdomsprocesser. Potentialet og per-

spektiverne er enorme inden for diagnostik, karakterisering og prognosticering.

en proteinundersggelse af organismen. Baggrunden for et
mere korrekt billede skal findes i, at proteiner kan haammes
og dermed saettes ud af funktion. Proteinerne vil i givet fald
stadig veere tilstede i organismen, men ikke laengere vzere
funktionelle. Et pjebliksbillede af proteomet pa et sddant
tidspunkt ville give anledning til et fejlagtigt billede af or-
ganismens tilstand. Sygdommen (organismens tilstand)
kan i stedet erkendes ved maling af proteinets produkt, de
mange sma metabolitter, der enten mangler eller er til ste-
de i for stor maengde. De mange sma metabolitter males
netop i metabonomstudier.

Tarm- og gigtsygdomme

Danmarks Farmaceutiske Universitet samarbejder med hos-
pitaler i hovedstadsomradet om at karakterisere metabo-
nomets dynamik under behandlingsforlgbet af patienter
med gigt og kroniske tarmbetaendelsessygdomme. Allerede
nu er der indsamlet prgver af urin, plasma og serum fra et
antal patienter. Malet er at udvikle et veerktgj, der kan an-
vendes til at vurdere behandlingen af disse patienter, be-
dgmme risikoen for fglgesygdomme samt diagnosticere
nye patienter.

Undersggelsen af patienternes metabonomer udfgres i det-
te studie ved hjaelp af hgj-felts NMR-analyse (kernemagne-
tisk resonans). NMR-analyse af en prgve giver information
om samtlige molekyler, som prgven indeholder i koncentra-
tioner over detektionsgraensen. Pa grund af den store varia-
tion i prpverne, isaer i plasma og serum, er det ngdvendigt
at designe forsggene, sa kun de molekyler, der er under en
vis stprrelse, detekteres. P4 den made fanger man de sma
metabolitter og spilder ikke kraefter pa store makromoleky-
ler som proteiner.

Analysen kan gennemfgres ved hjaelp af forskellige male-
metoder, som selektivt maler pa brintatomer i molekyler
indenfor et bestemt stgrrelsesomrade. Man kunne male pa
andre typer atomer, men pa grund af fgplsomhed og erfa-
ring vaelges ofte brint, der er til stede i stort set alle orga-
nismens molekyler i stgrre eller mindre grad. Ved hjzelp af
et enkelt eksperiment, som varer omkring 15 minutter, kan
flere hundrede molekyler detekteres samtidig. Et 1H-NMR-
spektrum af urin fra en patient giver saledes et fingeraftryk
af organismens biokemiske tilstand.

Mg¢nstergenkendelse

En af de store udfordringer i denne type analyse er at hente
de gnskede informationer ud af den enorme datamaengde,
der genereres. Derfor er det ngdvendigt med kraftige com-
putere og avancerede statistiske vaerktgjer. De anvendte
statistiske metoder karakteriseres som multivariable i mod-
seetning til de gaengse univariable metoder, som kun ud-
nytter én variabel pr. prove. Multivariable metoder beteg-
nes ogsa som menstergenkendelsesteknikker, fordi det er
hele megnsteret, der baerer informationen, i hgjere grad end
nogle fa variable.

Vi har opstillet og anvendt avancerede teknikker, som eks-
traherer den relevante information fra de meget komplek-
se data. Radata komprimeres ved at inddele spektret i pa
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forhand definerede regioner, som derefter integreres og
indsaettes i en datamatrice. Derpd analyseres det samlede
dataseet.

Et eksempel er en analyse af tre forskellige vaevskulturer,
to syge og en rask. Man kan tydeligt skelne mellem de tre
kulturer, fordi cellekulturerne har brugt af veekstmediet og
tilfgrt mediet forskellige affaldsstoffer, dvs. metabolitter.
Sa ligesom i vor almindelige verden kan man altsd skelne
mellem forskellige typer vaev — syge som raske — pa deres
forbrugsmenster. Analysen viser tydeligt, hvilke signaler i
NMR-spektrene, der i hgjeste grad er ansvarlige for diffe-
rentieringen. Man kan direkte aflaese de respektive vaerdier
for kemiske aendringer i vaevskulturerne og derved opna in-
formation om de ansvarlige metabolitter.

P& nuvaerende tidspunkt har vi, for fgrste gang inden for
feltet, gennemfert basale studier vedrgrende prgvetilbe-
redning og stabilitet, som har resulteret i elimination af
utilsigtet variation blandt NMR-spektrene. NMR-analyse
er en analyseteknik, som er forbundet med en relativ hgj
detektionsgraense. Derfor planlaegger vi at udfgre analyser
med massespektrometri, som kan komplementere NMR-
analysen og afstedkomme et endnu mere sikkert resultat.

3D-scoreplot, der illustrerer separation af tre forskellige
veevskulturer; to syge (réd og gren) og en rask (sort).

Betjening af NMR-spektrometret
anmarks Farmaceutiske Universitet

Helhedsanalyse

Perspektiverne inden for metabonomforskning er bade po-
sitive og overvaeldende. Men det bliver bedre endnu. For i
kombination med proteomanalyser og genomstudier ab-
nes der mulighed for, at man i fremtiden kan forudsige
forekomsten af mange sygdomme. Det vil sette laegerne i
stand til at ivaeerksaette behandling pa et langt tidligere og
mere hensigtsmaessigt tidspunkt.

Behandlingen kan ydermere designes specifikt til den en-
kelte patient ud fra den pagzeldendes evne til at metabo-
lisere forskellige leegemidler. Der tages sdledes hgjde for
uheldige bivirkninger, som vi for nylig sa med det smerte-
stillende laegemiddel Vioxx, som producenten, Merck & Co.,
matte traekke tilbage fra markedet, fordi medicinen med-
forte alvorlige bivirkninger hos nogle patienter, mens den
virkede effektivt pa andre.

Nar det geelder om at diagnosticere nye patienter, monito-
rere og vurdere et behandlingsforlgb eller forudsige, hvor-
dan et givet laegemiddel vil virke pa en individuel patient,
er det helt centralt at understrege vigtigheden af at kombi-
nere genomstudier, proteomforskning og metabonomstu-
dier, fordi det er den synergistiske effekt af de tre metoder,
som til slut kommer patienterne til gode.

ml041028 3 1 d: mil
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1H NMR-spektrum af brint i smd molekyler — metabolitter
— fra en urinprgve. Bemazerk de mange veloplgste signaler,
der relaterer sig til det store antal forskellige metabolitter,
som er til stede i urinen.
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Positiv holdning
til gentests og
individuel medicinering

Vo AG,
s |

GeneChip

Et leegemiddel kan virke fint pa nogle patienter og mindre
godt pa andre. Nogle far bivirkninger, selv om andre taler
medicinen. Gentests kan ggre det muligt at skraeddersy
legemiddelbehandlingen til den enkelte patient. De fleste
danskere er positive overfor den nye teknologi.

Af Louise Fuks Nielsen og Claus Mgldrup

Folk er som bekendt forskellige, og effekten af de fleste
medicinske behandlinger varierer staerkt blandt individer,
bade med hensyn til effektivitet og toksicitet. Derfor far
mange patienter ikke praecis den medicin, som de har brug
for, og konsekvenserne er ofte alvorlige.
| folge et amerikansk studie dg¢r over 100.000 patienter om
aret i USA pa grund af medicinske bivirkninger, som anses
for at vaere den fjerde- til sjettestprste dgdsarsag, og sam-
tidig skades 2,2 millioner patienter i varierende grad.
Bivirkningerne skaber ikke blot menneskelige tra-
gedier, men medfgrer ogsa en stor samfunds-
pkonomisk belastning. | Danmark er proble-
mer med brug af leegemidler drsag til 8-15
procent af alle hospitalsindlaeggelser, og
bivirkninger koster hvert ar det danske
samfund omkring otte milliarder kroner.
Den videnskabelige og teknologiske
udvikling har medfert, at fremtidens
legemidler og medicinske behandlin-
ger i hgjere grad vil blive individua-
liseret og udviklet ud fra et detalje-

DNA-chips kan opdage en
reekke sygdomme og padvise
genetiske variationer hos for-
skellige patienter med samme
sygdom. Gentests er forudsaet-
ningen for at individualisere
den medicinske behandling, sd
lzgemidlerne skraeddersys til
den enkelte patient.

ret genetisk kendskab til bade sygdommen og den enkelte
patient. Allerede nu anvendes farmakogenetik — lzeren om
genvariationers betydning for legemiddelrespons — ved
udvikling af laegemidler og pa nogle fa hospitaler. Om nog-
le ar vil vi se den nye teknologi anvendt bredt i den kliniske
praksis. Ved brug af farmakogenetiske tests vil patienten fa
en medicinering, som tager udgangspunkt i den enkeltes
unikke genprofil.

Individuelle genetiske faktorer har indflydelse pa enzym-
systemerne i kroppen og dermed pa omsatningen af et
lzegemiddel. Det er arsagen til, at ét praeparat kan have god
effekt hos nogle patienter og ringe effekt hos andre, mens
nogle oplever bivirkninger ved et leegemiddel, som andre
taler. Ud fra et kendskab til patientens genprofil kan man
derfor optimere behandlingen til det pageeldende individ.
Resultatet af denne skraeddersyede behandling vil vaere, at
patienten far en bedre effekt af leegemidlet og oplever faer-
re bivirkninger.

Holdninger er vigtige

Den offentlige mening pavirker i stigende grad vilkarene for
videnskabelig forskning, isaer inden for den medicinske ver-
den, og derfor er det vigtigt at tage offentlighedens syns-
punkter i betragtning. Samtidig har massemedierne og den
offentlige debat i stgrre grad end tidligere indflydelse p3,
hvordan befolkningen vurderer og anvender nye leegemid-
ler og behandlingsmetoder. En succesfuld implementering
af farmakogenetik vil sdledes afhaenge af en samfunds-
maessig accept af gentests. Derfor er det interessant at un-
derspge danskernes holdning til og opfattelse af farmako-
genetik.

Pa den baggrund har vi udfert et kvantitativt studie med
udgangspunkt i en spgrgeskemaundersggelse. Spgrgeske-
maet blev via Internettet sendt til 5102 repraesentativt
udvalgte danskere i alderen 18-70 ar. 3000 personer valg-
te at deltage, hvilket giver en svarprocent pa 59 procent.
Skemaet var ledsaget af en kort neutral praesentation af
farmakogenetikkens muligheder og begraensninger. Inden
denne introduktion kendte kun 14 procent af deltagerne
til farmakogenetik. Dataindsamlingen blev gennemfert i
marts 2005.

Opbakning til farmakogenetik

48 procent af deltagerne synes godt om, at farmakogenetik
bruges i den medicinske behandling, og 36 procent synes
meget godt om det. To procent bryder sig ikke om anven-
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100 = . Synes godt eller meget godt om anvendelsen af farmakogenetik
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ANTAL TEST

Jo flere sundhedsrelaterede tests deltagerne i undersggelsen selv havde prgvet, jo mere positive var de over-
for farmakogenetisk behandling, som de anser for at vaere bedre end traditionel behandling.

delsen af farmakogenetik, mens 9 procent er i tvivl.

De aspekter ved farmakogenetikken, som umiddelbart
bedpmmes som fordelagtige, er isaer, at anvendelsen kan
medfgre faerre indlaeggelser, faerre bivirkninger og bedre
effekt af laegemidler. At en gentest er pakraevet forud for
en farmakoterapeutisk behandling opleves af 14 procent
som vaerende en ulempe, mens resten overvejende opfatter
gentests som positive eller uden betydning.

Ombkring halvdelen af deltagerne i undersggelsen ser det
som en fordel, at personer med samme sygdom far forskel-
lig behandling, og 94 procent mener, at det er et gode, at
medicinen passer til patientens genprofil. At samfundet
kan opna gkonomiske besparelser vurderes som en fordel
af 88 procent. Overordnet viser underspgelsen, at dansker-
ne har en positiv opfattelse af farmakogenetik, og 78 pro-
cent finder anvendelse af farmakogenetik i den medicinske
behandling bedre end de nuvaerende behandlingstilbud.
Selv om det store flertal er positive overfor den nye tekno-
logi, papeger mange ogsa negative sider. Farmakogene-

tik kan medfgre ggede medicinpriser pa grund af behovet
for gentest og skraeddersyet medicinering, og det ses som
en ulempe af 66 procent. Desuden opfatter 62 procent det
som en ulempe, at der maske ikke vil vaere medicinsk be-
handling af alle patienter pa baggrund af den farmakoge-
netiske test.

Den overordnede opfattelse af farmakogenetikken pavirkes
ikke af deltagernes helbredstilstand, og uanset sygdoms-
status synes flertallet godt eller meget godt om, at farma-
kogenetik bruges i medicinsk behandling. Undersggelsen
viser dog en sammenhang mellem sygdomsstatus og va-
riationer i opfattelsen af forskellige forhold. Deltagere med
langvarig sygdom ser det i hgjere grad som en fordel, at
man skal have foretaget en gentest forud for en farmakote-
rapeutisk behandling. At der maske ikke vil vaere medicinsk
behandling til alle patienter, opfattes som en ulempe af 67
procent af de langtidssyge, mens kun 62 procent af de gv-
rige deltagere deler dette synspunkt.

Holdningen til selv at benytte en gentest forud for en me-
dicinsk behandling er ogsa afhaengig af sygdomsstatus. 86

procent af dem, som har et dagligt medicinbrug, vil fore-
traekke farmakogenetisk bestemt behandling frem for nu-
vaerende behandling, mens andelen er helt oppe pa 92 pro-
cent blandt de deltagere, der ikke bruger medicin til daglig,
men som har anvendt medicin indenfor 1-14 dage forud for
undersgpgelsen.

Resultaterne viser ogs3, at erfaring med sundhedsrelatere-
de tests pavirker holdningen til farmakogenetik. Personlig
erfaring medfgrer overordnet en mere positiv holdning til
anvendelsen af farmakogenetik i den medicinske behand-
ling, og den mindst positive holdning findes blandt perso-
ner, der aldrig er blevet testet. 81 procent af de deltagere,
som selv er blevet testet, opfatter den farmakogenetisk be-
stemte behandling som bedre end nuvaerende, mens ande-
len blot er 68 procent blandt de gvrige deltagere.

Viden fremmer accept

Stgrstedelen af deltagerne i undersggelsen vurderer, at en
farmakogenetisk bestemt behandling er bedre end den nu-
vaerende behandling, og det er tydeligvis en vigtig grund til
deres generelt meget positive holdning til anvendelsen af
farmakogenetik.

Et interessant aspekt er, at deltagere, som dagligt tager
medicin, er mere forbeholdne end andre over for personligt
at anvende farmakogenetik i den medicinske behandling.
Det kan skyldes, at mennesker med et stort medicinbrug vil
blive mest bergrt af indfgrelsen af farmakogenetik, hvorfor
de i hpjere grad ma aendre deres hverdag og livssyn. Derfor
kan disse personer have brug for et hgjere niveau af tryg-
hed for at acceptere den nye behandlingsform.

For at skabe tryghed over for farmakogenetik er det npd-
vendigt, at befolkningen far bedre kendskab til udviklin-
gen pa omradet. Udbredelse af viden er sdledes vaesentligt
for at opna en positiv holdning til gentests og anvendelsen
i den farmakoterapeutiske behandling. Vore resultater er

i overensstemmelse med tidligere undersggelser, som har
vist, at nar bevidstheden om bade fordele og ulemper ved
gentests gges, sa stiger graden af accept tilsvarende.

and.pha
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Cannabis Sativa. ‘f
Forbudt rusmiddel .

— fremtidens medicin?

Til venstre: Mikro-
gliaceller er hjernens
immunceller. | den
raske hjerne er cellerne
i dvale. Til hgjre: Ved
sygdom eller akutte
traumer aktiveres
mikrogliacellerne og
frigiver inflammatori-
ske stoffer, som pd kort
sigt beskytter nerve-
cellerne. Ved fortsat
aktivitet skades neuro-
nerne imidlertid. Disse
skadevirkninger kan
sandsynligvis dempes
via det endocannabi-
noide system.

NOEMAL TILSTAND

KUM Pl CB2-RECEPTORER

Hash er et af de mest brugte illegale rusmidler i verden,
men bag den ulovlige facade er der ved at abne sig et hav af
muligheder for at udnytte hash medicinsk. Hamp indehol-
der stoffer med gavnlige effekter til behandling af en raekke
sygdomme; fra cancer til Alzheimers syge.

Af Matilda Degn, Gitte Petersen, Harald S. Hansen,
og Trine Meldgaard Lund

Hash har varet kendt i artusinder og er beskrevet i tidlige
medicinske skrifter pa hindi og kinesisk. | Europa fik man
gje pa hashen pa Napoleons tid i forbindelse med hans eks-
peditioner til £gypten. Dengang blev hash brugt som sove-
middel og som krampestillende og smertelindrende medi-
cin. Efterhdnden som den euforiserende effekt blev kendt

i den vestlige verden, blev hashen i stigende grad brugt og
misbrugt som rusmiddel, og import har siden 1920’erne og
1930’erne vaeret forbudt i de fleste lande.

Mange ved sikkert, enten fra personlig erfaring eller fra me-
diernes omtale, at hash pavirker hjernen og virker euforise-
rende, slpvende og appetitstimulerende. Desuden er hash i
stand til at mindske kvalme. Alle disse effekter skyldes det
aktive stof i hampplanten; A®-tetrahydrocannabinol (THC).
Nar THC binder sig til G-protein-koblede cannabinoide re-
ceptorer pa nervecellerne pavirkes signalprocesserne i hjer-
nen. Mindre kendt er det, at THC ogsa demper immunsy-
stemet.

Receptorer og signalstoffer

De to vigtigste og mest velkarakteriserede receptorer for
THC er cannabinoid receptor 1 (CB1), der hovedsagelig fin-
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des i nerveceller, og cannabinoid receptor 2 (CB2), som ude-
lukkende udtrykkes af immunceller.

Set ud fra en farmaceutisk synsvinkel er den vaevsspecifik-
ke forekomst af de to typer receptorer en fordel, fordi det
er muligt at udvikle stoffer, der specifikt aktiverer eller blo-
kerer CB2. Pa den made kan man pavirke immunsystemet
uden at pavirke nervesystemet, og med sadanne stoffer vil
det veere muligt at undga euforiserende bivirkninger, som
udelukkende medieres af CB1.

De cannabinoide receptorer kan ikke blot aktiveres af THC.
Kroppen danner sine egne hashlignende stoffer, endocan-
nabinoider, og i dag kender man to af dem: Anandamid
(AEA) og 2-arachidonoylglycerol (2-AG). Begge stoffer syn-
tetiseres ud fra fedtstofferne i cellemembranen ved hjaelp
af enzymatisk regulerede processer.

I hjernen dannes endocannabinoider bade af nerveceller,
gliaceller og immunceller. Hvis hjernen bliver udsat for et
kraftigt slag eller andre traumer, f.eks. en blodprop, akku-
muleres endocannabinoiderne. Det vides endnu ikke med
sikkerhed, om denne stigning i maengden af endocanna-
binoider spiller en rolle for sygdomsudviklingen, men det
formodes, at stofferne er med til at regulere immunrespon-
set. Ngje regulering af immunresponset er essentielt for
at forhindre, at aktiverede immunceller pafgrer hjernen
yderligere skade efter traumer og for at sikre, at de aktive-
rede immunceller vender tilbage til hvilestadiet, nar deres
arbejde er gjort.

Hjernens immunforsvar
Hjernen har sine egne immunceller, mikrogliacellerne, der
minder meget om makrofager; immunceller, som opspo-

INFLAMBMATORISE TILSTAND
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Maling af nitrogenoxid-metabolitten nitrit i mikrogliaceller
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Nitrogenoxid er markgr for
inflammation i nervesystemet.
Grafen viser heemning i frigivel-
sen af nitrogenoxid — mdlt som
metabolitten nitrit — i aktiverede
mikrogliaceller behandlet et dggn
med enten endocannabinoidet
anandamid eller med det synteti-
ske cannabinoid Win 55,212-2.

Kontrol Anandamid Win55,212-2

rer og nedbryder fremmede stoffer og mikroorganismer i
kroppen.

Mikrogliacellerne ligger normalt i dvale i hjernen, men ef-
ter stimulering begynder de at dele sig og patage sig nye
funktioner. Cellerne bevaeger sig hen til det skadede omra-
de i hjernen, og her frigiver de forskellige inflammatoriske
signalstoffer som cytokiner og nitrogenoxid. Dette er med
til at udrydde invaderende mikroorganismer og fjerne dgde
celler fra vaevet.

Nar mikrogliacellerne har udfyldt deres rolle i immunfor-
svarets respons, deaktiveres de eller gar i apoptose, som er
en form for programmeret celledgd. At det sker, er uhyre
vigtigt, fordi en vedvarende aktivering af mikrogliacellerne
kan veere med til at skade de raske nerveceller og pa den
made forvaerre sygdommen.

Som regel aftager inflammationen automatisk og forsvin-
der helt igen, men i nogle sygdomme, f.eks. hos patienter
med Alzheimers syge og multipel sklerose, har man obser-
veret en konstant tilstedeveerelse af aktiverede mikroglia-
celler i de sygdomsramte omrader. De specifikke mekanis-
mer kendes endnu ikke, men man hdber p3, at en haemning
af den inflammatoriske reaktion kan vaere med til at seette
sygdomsprocesserne i bero.

THC demper immunsystemet

I midten af 1980’erne observerede man for fgrste gang, at
det cannabinoide system kan haemme immunforsvaret.
Det skete i forspg med mus, der blev brugt som en model
for sepsis; en dpdsensfarlig tilstand, der bl.a. kan opsta ved
bakteriel blodforgiftning. Forspgene viste, at THC nedsatte
koncentrationen af interferon, der udskilles af immunfor-
svarets celler. Dét blev startskuddet til forskning i THC'’s pa-
virkning af immunsystemet.

| vores gruppe har vi arbejdet med et modelsystem for
bakteriel inflammation i hjernen. I systemet aktiveres cel-
lekulturer af makrofager og mikrogliaceller med lipopoly-
saccharid, et stof der kommer fra bakteriers cellevaeg. Ef-
ter aktiveringen af immuncellerne i kulturen behandles de
med fysiologisk relevante koncentrationer af endocannabi-

THC SOM MEDICIN

I begyndelsen af 1980’erne blev det klart, at hashryg-
ning kan lindre voldsom kvalme hos kraeftpatienter i
kemoterapi og ¢ge appetitten hos steerkt svaekkede
AIDS-patienter. 1 1985 blev hashpillen Marinol god-

kendt som laegemiddel i USA og senere i Canada. | Dan-
mark kan afkreftede patienter med kraft og AIDS fa
tabletterne pa dispensation, og fra 2003 har dispensati-
onen omfattet sklerosepatienter med smerter og spas-
mer, som ikke kan behandles pa anden vis.

Der gar imidlertid mindst en time, for effekten af

noider. | denne model finder vi, at maengden af interleuki-
net IL-6 og det neurotoksiske signalstof nitrogenoxid falder
markant efter et dggn. Begge stoffer er markgrer for in-
flammation i nervesystemet, og vores eksperimenter tyder
derfor pa, at endocannabinoider kan haemme immunceller-
nes aktivering.

Efterhanden har en del studier givet tilsvarende resultater
bade i cellekulturer og i dyreforsgg, og det er derfor ret vel-
dokumenteret, at stimulering af CB2-receptoren med en-
docannabinoider eller syntetiske analoger deemper det cel-
lemedierede immunrespons.

Nervedg¢d og inflammation

Et oplagt mal for terapeutisk behandling via det cannabi-
noide system er de kronisk neurodegenerative sygdomme
som Alzheimers, Parkinsons og Huntingtons syge, der skyl-
des, at nervecellerne henfalder og dor.

| en rottemodel for Alzheimers syge er det vist, at rotter,
der fik cannabinoid, ikke havde aktiverede mikrogliaceller,
og at dyrenes mentale funktion blev forbedret. Resultatet
indikerer, at cannabinoider kan udvikles til at blive et |ze-
gemiddel, som kan bremse nervedgden hos patienter med
Alzheimers syge.

P4 tilsvarende vis er der opnaet meget lovende resultater i
modeller for multipel sklerose, hjerneblgdninger og forskel-
lige former for iskeemi. Potentielt kan cannabinoide stoffer
ogsa vare virksomme over for andre inflammatoriske lidel-
ser i og uden for hjernen ved at haamme dannelsen af cyto-
kiner og andre inflammatoriske stoffer.

Flere store farmaceutiske virksomheder arbejder derfor pa
hejtryk for at udvikle cannabinoide stoffer, der virker speci-
fikt pa CB2-receptoren. En anden, farmakologisk meget in-
teressant mulighed er at haamme de enzymer, der nedbry-
der endocannabinoiderne, hvilket vil pge koncentrationen
af de endocannabinoider, der naturligt dannes ved inflam-
mation i hjernen. Det er muligt, at sddanne stoffer vil have
feerre bivirkninger end syntetiske cannabinoider, fordi man
her benytter sig af kroppens naturlige forsvarssystem.

Marinol mzerkes, og det har patienter med akutte
smerter eller kvalme ikke altid tid til at vente p3. Derfor
foretraekker nogle at opna lindring med en illegal joint,
der virker indenfor ti minutter.

Dilemmaet er nu historie i Canada. | foraret 2005 god-
kendte Canada som det forste land i verden et nyt
hashlaegemiddel til behandling af sklerosepatienter
med kroniske smerter. Sativex, der indeholder ren THC,
indtages som en spray under tungen, hvor medicinen
traenger gennem slimhinden og hurtigt kommer ud i
blodet.
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Til venstre et normalt knzeled, til hgjre et et knaeled med slidgigt. | raske led sikrer den elastiske ledbrusk god be-
vagelighed og lav gnidningsmodstand. Led med slidgigt er bl.a. karakteriseret ved et defekt og nedslidt brusklag.

| dag bestar behandlingen af slidgigt primaert af smerte-
lindring, og der er et stort behov for medicin, som kan mod-
virke selve sygdomsprocessen. Innovative depotlegemidler,
som injiceres i ledkapslen, er en lovende mulighed.

Af Brian Thoning Pedersen, Susan Weng Larsen,
Jesper @stergaard og Claus Selch Larsen

Medicin gives ofte i form af tabletter eller kapsler, som ind-
tages gennem munden. Bagefter optages det aktive laege-
middelstof fra mave-tarmkanalen og transporteres med
blodet hen til det sted i kroppen, hvor medicinen skal virke.
Behandling af fx depressioner kraever sdledes, at leegemid-
delstoffet nar frem til hjernen, mens et laegemiddelstof til

Slidgigt, som kan vaere steerkt invaliderende, er den hyppigst forekommende ledsygdom
i Danmark og regnes i dag for en folkesygdom. Med alderen rammes stort set alle af
slidgigt i et eller flere af kroppens led.

Pa rentgenbilleder ses forandringer hos 85 procent af alle mellem 55-64 ar. Hos mindst
en femtedel af alle over 40 ar medferer slidgigt symptomer, bl.a. i form af smerter. Der
findes i dag ingen behandling, som kan kurere sygdommen. Hos knap seks procent af
den danske befolkning som helhed udger leddegigt og slidgigt den hyppigste arsag til
kroniske smerter, som skyldes, at ledfunktionen er forstyrret.

Behandlingen bestar i dag primaert af smertelindring. Derfor er der et stort behov for
kurative terapeutiske alternativer til forbedring af slidgigtpatienters livskvalitet.
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behandling af slidgigt skal ende i ledkapslerne.

Generelt forsyner blodet alle organismens organer og vaev
med naeringsstoffer og ilt og fjerner samtidig affaldsstoffer.
Leegemiddelstoffer, som indgives i form af tabletter forde-
les saledes i hele kroppen via blodet. Derfor er det en for-
udsaetning for oral indgift, at leegemiddelstoffet kun eller i
altovervejende grad udgver sin effekt pa det tiltaenkte virk-
ningssted i organismen.

Imidlertid er det karakteristisk for mange staerkt virkende
legemiddelstoffer, fx celledrebende stoffer til kemotera-
pi, at deres virkning er uspecifik. | sddanne tilfelde kan oral
indgift fore til sa alvorlige bivirkninger eller toksiske reak-
tioner, at det udelukker indgift i tabletform. Maksimal tera-
peutisk udnyttelse af disse ellers vaerdifulde stoffer kraever,
at de indgives i eller taet ved malomradet, hvilket i nogle si-
tuationer kun kan lade sig gere via et kirurgisk indgreb.

En lokaliseret effekt i kroppens stgrre led som knaeled og
hofteled kan opnas efter direkte indsprgjtning i ledhulen.
Her udnytter man, at ledvaesken er adskilt fra blodet af led-
hinden (synovialmembranen). Ved behandling af gigtsyg-
domme indgives medicinen i mildere tilfeelde oralt, mens
depotleegemidler med lzengerevarende effekt injiceres di-
rekte i ledhulen i hardt angrebne led.

| depotpraeparaterne er fine partikler af det tungtoplgselige
legemiddelstof opslammet i en vandig vaeske. Partiklerne
kan ikke selv forlade ledhulen og fjernes kun i forbindel-

se med, at stoffet gar i oplgsning i den vandige ledvaeske,
hvilket er en langsom proces, der kan vare adskillige uger
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afhaengigt af stoffets vandoplgselighed. De faste partikler
udggr saledes et immobiliseret depot, fordi det kun er det
oplgste stof, som kan udgve en terapeutisk effekt.

Innovativt depotprincip

/gte led som knae, hofter og albuer har ledbrusk, ledhinde
og ledvaeske. Knogleenderne er belagt med elastisk led-
brusk, der sikrer en god bevaegelighed og lav gnidnings-
modstand. Led med slidgigt er bl.a. karakteriseret ved et
defekt og nedslidt brusklag.

Bruskdannelsen er styret af en speciel celletype, chondro-
cytterne, hvis evne til at regulere bruskdannelsen er nedsat
ved slidgigt. Inden for de senere ar har man imidlertid ob-
serveret, at visse af kroppens egne vaekstfaktorer er i stand
til at stimulere chondrocytterne til at fremme dannelsen
af brusk, og vaekstfaktorerne har derfor et potentiale i be-
handlingen af slidgigt.

Vaekstfaktorer er staerkt virkende peptider, som har forskel-
lige virkninger mange steder i kroppen. Derfor er terapeu-
tisk anvendelse formentlig betinget af, at peptiderne ind-
gives direkte i ledkapslen for at minimere dosis og dermed
risikoen for alvorlige bivirkninger. Peptiderne kan injiceres i
et depotpraeparat, hvorfra det aktive stof langsomt frigives
til ledvaesken.

Vi har startet et projekt til belysning af muligheden for at
designe depotpraeparater indeholdende peptider, som sti-
mulerer chondrocytterne til at danne brusk. Som et inno-
vativt depotprincip har vi valgt at fokusere pa praeparater,
hvor legemiddelstoffet er oplgst i en blanding af planteoli-
er og specielle oplgselighedsfremmende midler, kaldet co-
solventer. Ved kontakt med den vandige ledvaeske sker der
en faseadskillelse, s& cosolventet diffunderer ud i ledvae-
sken, mens peptidet udfeaeldes som fast stof i olien. Herfra
frigives det immobiliserede peptid langsomt i ledhulen.

Model og dyreforsgg

Vi har etableret en afgiftsmodel i laboratoriet, som mulig-
gor simulering af et depots skaebne efter indgift i et led.
Det naeste mal er at opklare, hvordan peptidstrukturen og
praeparatets sammensaetning pavirker stofafgiften fra de-
potet til ledvaesken og den videre diffusion af det frigjorte
peptid fra ledhulen over i blodet.

Vi haber, at det er muligt matematisk at beskrive, hvor hur-

En simplificeret oversigt over processer, der kan influere pd
peptiders opholdstid i et knzeled efter injektion af en oplgs-
ning af laegemiddelstoffet i en olie-cosolventblanding. Ved
kontakt med den vandige ledvaske faelder peptidet ud i olien
(1). Fra det immobile depot afgives peptidet til ledvaesken
(2). Det er den frie koncentration af peptidet, der bestemmer
hastigheden for stoftransporten ud af knzleddet (4). Meng-
den af frit laegemiddelstof pdvirkes af peptidets evne til at
interagere (reversibelt) med makromolekyler i ledvaesken og
synovialmembranen (3).

Inden injektionen er leegemid-
delstoffet, et peptid, oplgst i en
olie-cosolvent-blanding (gverst).
Blandingen indeholder specielle
oplgselighedsfremmende cosol-
venter, som er blandbare med
bdde olie og vand, men som fore-
traekker vand frem for olie. Ndr
praeparatet kommer i kontakt
med den vandige ledvaeske, vil
cosolventet derfor forlade olie-
blandingen og diffundere over i
ledvaesken (midten). Peptidlaege-
midlet udfeeldes derved i oliefa-
sen, hvorfra det langsomt frigives
til det gigtramte led (nederst).

tigt det aktive stof forsvinder fra ledhulen baseret pa en
kortleegning af de involverede processers indbyrdes tidsaf-
haengighed. Pa den made vil vi fa et mal for, hvor lenge de-
potlaegemidlet vil blive ved med at virke.

Hastigheden for stoftransporten ud af leddet er til enhver
tid proportional med koncentration af frit leegemiddelstof i
ledvaesken, og koncentrationen kan fx pavirkes af peptidets
mulige binding til makromolekyler i ledvaesken. Desuden
er det ngdvendigt at kortleegge pa systematisk vis, hvilke
fysisk-kemiske karakteristika for savel peptidet som olie-co-
solventblandingen, der bestemmer omfanget af og hastig-
heden for peptidets udfaeldning. Endelig er det vigtigt at
studere, pa hvilken form stoffet udfaeldes, nar udfaeldnin-
gen sker under betingelser, der simulerer de biologiske for-
hold i ledvaesken. Alle disse parametre forventes at pavirke
stofafgiften fra de dannede oliesuspensioner markant.

Nu er det jo sddan, at en laboratoriemodel sjaeldent pa op-
timal vis er i stand til at efterligne de komplekse forhold,
der gor sig geeldende i den levende organisme. Eksperimen-
terne i laboratoriet skal derfor ssmmenlignes med data fra
dyreforspg for at bekraefte, om vi er pa rette vej med prin-
cipper for depotlaegemidler til helbredende behandling af

slidgigt.
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Allergi er blevet en folkesygdom. Undersggelser af de aller-
gifremkaldende stoffers struktur og vekselvirkning med im-
munforsvarets antistoffer er et vigtigt skridt til forbedring
af behandlingen af allergi.

Af Birthe Ross Johannessen, Lars K. Skov,
Jette Sandholm Kastrup og Michael Gajhede

Det er en dejlig sommerdag, vejret er skpnt og solen skin-
ner. De fleste er ude og nyde det gode vejr, men det er ikke
en selvfglge for alle. For pollenallergikere er det meget
ubehageligt at ga en tur pa en sommerdag, fordi det giver
Ipbende naese og rgde, irriterede gjne. Over en million dan-
skere lider af en eller anden form for allergi og generes i
stgrre eller mindre grad af det. Antallet er stadig stigende.
Det er fortsat et mysterium, hvorfor vi bliver allergiske,
men det star helt klart, at lidelsen er relateret til fejlfunk-
tioner i vores immunforsvar. Inmunsystemets opgave er
at forsvare os, nar der kommer fremmede stoffer eller or-
ganismer ind i kroppen, for eksempel parasitter, bakterier
og vira eller normalt uskadelige stoffer fra birkepollen el-
ler husstpvmider. Nar et stof er identificeret som fremmed,
binder kroppens antistoffer sig til det fremmede stof og
sprger for, at stoffet bliver optaget af celletyper, som kan
nedbryde det.

Imidlertid kan der ske fejl i immunsystemet, s3 stoffer fra
for eksempel birkepollen forarsager, at der dannes stgrre
mangder af andre antistoffer end de mest almindelige. Im-
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Husstgvmider indeholder flere forskellige
allergener, bl.a. allergenet Der f 2.

munsystemets celler i kroppen vil nu reagere over for det
fremmede stof ved at udsende histaminer, som skaber ube-
hag i form af kige, nysen og rindende gjne.

Allergener, allergi og vaccination

Allergener er stoffer, som fremkalder en allergisk reaktion.
De kan for eksempel komme fra graespollen og birkepollen,
husstgvmider eller dpde hudceller fra hunde og katte.
Forskellige slags molekyler med vidt forskellige funktioner
kan veere allergener. Nogle allergener virker for eksempel
som enzymer, men mange allergeners funktion er ukendt,
og praecis, hvad der gor et stof til et allergen, er endnu uop-
klaret. Det er heller ikke entydigt fastlagt, hvorfor nogle
mennesker udvikler allergier og andre slet ikke. Endnu et
ubesvaret spprgsmal er, hvorfor nogle individer er allergi-
ske over for stoffer fra birkepollen og andre over for stoffer
fra kattepels.

Mange laegemidler kan dempe symptomerne pa allergi,
men vaccination er den eneste behandling, der kan hel-
brede sygdommen. Vaccinationen behandler bade sympto-
merne og selve arsagen til allergien. Nar en allergiker vac-
cineres med relativt store maengder af allergenet over en
laengere periode, vil de allergiske symptomer mindskes, og
ofte bliver man helt helbredt for sin allergi. Allergivaccinen
forebygger ogsa udvikling af astma, som ofte opstar hos al-
lergikere.

Der kan dog vaere bivirkninger ved vaccinen. Ved indsprgjt-
ninger af allergenet kan der i sjaeldne tilfaelde ske det sam-
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me som ved inhalation af stoffet, og der kan komme en
akut, allergisk reaktion, som fgrer til blodtryksfald, opkast-
ning og andedraetsbesveer. Bivirkningerne kan i allervaerste
tilfeelde veere dpdelige.

Proteinoverflader og krydsreaktivitet

En made at prgve at undga disse bivirkninger er at forsgge
at andre styrken af vekselvirkningerne mellem allergener-
ne i vaccinen og immunsystemets molekyler, sa immunfor-
svaret reagerer hensigtsmaessigt pa vaccinationen.

For at kunne modificere vekselvirkningen er det vigtigt at
kende allergenernes overflade og dermed deres tredimensi-
onelle struktur. Overfladen pa allergenet er bestemmende
for, hvordan kroppen vil reagere, fordi det er pa overfladen,
at immunsystemets antistoffer bindes. Selv sma aendringer
pa allergenets overflade kan aendre antistoffernes binding
og dermed forandre immunsystemets made at reagere pa.
Allergener er naesten altid proteiner, og et allergens reakti-
on med immunsystemets molekyler kan forandres markant

ALLERGENER ER OFTEST PROTEINER

Allergener er normalt proteiner. Proteiner er opbygget
af en lang kaede af byggesten, som kaldes aminosy-
rer. Der findes 20 forskellige naturligt forekommende
aminosyrer.

Kaeden af aminosyrer folder sig sammen pa en be-
stemt made og danner saledes proteinets tredimen-
sionelle struktur, som bestemmer dets funktion. Nar
strukturen er kendt, kan man analysere sammenhaen-
gen mellem proteinets struktur og dets funktion og
undersgge, hvordan proteinet vekselvirker med andre
proteiner pa atomart niveau.

Allergenet Der f 2 fra husstpvmider er et protein, som
er opbygget af 129 aminosyrer. Proteinet danner naer-
mest en sandwich med et indvendigt hulrum, hvor
der er fanget et andet molekyle. Den biologiske funk-
tion af Der f 2 kendes endnu ikke.

@verst sammenlignes overfladerne af al-
lergenerne Der f 2 og Der p 2, som stammer
fra neert beslegtede husstgvmider. Figuren
til hgjre er drejet 180 grader. Ens omrdder i
de to allergener er farvet rgde, og forskellige
omrdder er farvet gule. Det ses, at overfladen
pd de to allergener er naesten ens, og det
indikerer, at allergenerne krydsreagerer, fordi
de vil se ens ud for et antistof. Nederst sam-
menlignes overfladen af Der f 2 med over-
fladen af allergenet Lep d 2, der stammer fra
en fjernt beslaegtet husstgvmide. Farverne
viser, at de to allergener er meget forskellige.
Derfor er der ikke sd stor sandsynlighed for,
at allergikere vil opleve krydsreaktivitet mel-
lem de to midearter.

ved en minimal aendring af proteinets overflade, for eksem-
pel udskiftning af en aminosyre. Sma andringer pa allerge-
nets overflade kan derfor ogsa medfgre, at de ubehagelige
bivirkninger ved allergivaccinen undgas.

Med kendskab til allergenernes overflade kan man ogsa
bedre forudsige hvilke andre allergener, der kan forarsage,
at en allergiker oplever krydsreaktivitet mellem forskellige
allergikilder. Allergikere oplever ofte krydsreaktivitet, for
eksempel er det almindeligt at vaere allergisk over for bade
birkepollen og visse abler. Det skyldes, at aebler og birke-
pollen indeholder allergener med overflader, som er meget
lig hinanden.

| samarbejde med firmaet ALK-Abell6, som producerer al-
lergivacciner, har vi bestemt den tredimensionelle struktur
og analyseret krydsreaktivitet for en raekke allergener, bl.a.
allergenet Der f 2, som udskilles af husstgvmider. Kendska-
bet til disse strukturer af allergener er et skridt pa vejen
mod sikrere allergivacciner.

Tredimensionel struktur af allergenet Der f 2
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Tanker koster energi,
men hvad lever
hjerneceller af?

Hjernen foretraekker energi i form af glukose, men ny forsk-
ning viser, at hjernens sukkerlager, glykogen, muligvis spil-
ler en rolle i det interne energiregnskab. Maske medvirker
glykogen ogsa til, at personer med langvarig insulinkraeven-
de diabetes kan blive ude af stand til at maerke, nar deres
blodsukker falder.

Af Helle S. Waagepetersen, Helle M. Sickmann, Lasse K. Bak
og Arne Schousboe

Menneskets hjerne udggr kun to procent af den totale
kropsveegt, men star for en femtedel af menneskets sam-
lede energiforbrug. Som helhed foretraekker hjernen at
daekke sit behov med sukker i form af glukose, men tingene
er mere komplicerede end som sa. Hjernen bestar nemlig
af forskellige celletyper, som har forskellige fordgjelsesmu-
ligheder, og som ikke har lige adgang til kpleskabet, nemlig
blodbanen. Hjernens sukkerlager af glykogen er part i spil-
let, men dets rolle er i store traek uafklaret, bade under nor-
male og sygdomsrelaterede tilstande.

Hjernens energiforbrug
Stgrstedelen af hjernens energiforbrug gar til at videre-

bringe elektriske signaler igennem den enkelte nervecelle
og sende kemiske signaler mellem nervecellerne. Desuden
anvender hjernens stgtteceller, astrocytterne, energi pa at
hjaelpe nervecellerne med at opretholde den kemiske nerve-
transmission. Nervecellerne er tet omgivet af astrocytter,
og specielt i menneskets hjerne er antallet af astrocytter
flere gange hgjere end antallet af nerveceller.
Nervetransmissionen, som sker i en spalte mellem to ner-
veender, synapseklgften, kan enten vaere heammende el-
ler stimulerende pa den modtagende nervecelle. Glutamat
er det mest udbredte stimulerende signalstof i hjernen.
Nerveceller, som udsender glutamat, pakker signalstof-
fet i sma vesikler for at opkoncentrere det i nerveenden,
og pakningen er en af de processer, der koster energi. Efter
at glutamat har aktiveret den modtagende nervecelle via
receptorer i cellemembranen, skal signalstoffet fjernes fra
synapseklgften. Det sker i stor udstraekning ved optagel-
se i astrocytter, hvilket ogsa er en energikraevende proces.
Astrocytten bruger desuden energi pa at omdanne en del
af glutamaten til glutamin, et forstadium til glutamat, der
kan blive transporteret tilbage til nervecellen for at daekke
tabet af glutamat ved nervetransmissionen.

BLODBANEN

1) Astrocytter og nerveceller optager energi
i form af glukose fra blodbanen. Astrocyt-
terne kan lagre energien i glykogen eller
producere pyruvat. Pyruvat bliver enten
omsat til CO, i mitokondrierne, cellens
kraftvaerker, eller reduceret til laktat. Laktat,
der friszettes fra astrocytter, kan optages

af nerveceller, omdannes til pyruvat og
omseettes i mitokondrierne. Glutamat er et
stimulerende signalstof, der efter aktivering
af den modtagende nervecelle, optages af
astrocytten, hvilket forbruger energi. Astro-
cytten bruger ogsd energi pd at omdanne
glutamat til glutamin, der frisaettes og
optages af nervecellen. Glutamin er derefter
forstadium til glutamat. Enzymet glykogen
phosphorylase (GP) nedbryder glykogen til
pyruvat, ndr der er brug for hurtig energi.
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Glukose eller laktat?

Hjernen foretraekker glukose som energisubstrat og skal
have en konstant tilfgrsel af savel ilt som glukose for at
fungere optimalt. Glukose bliver transporteret ind fra blod-
banen, og pa de fine blodkar i hjernen, kapillererne, sidder
astrocytternes udlgbere klar til at optage glukosemoleky-
lerne.

| astrocytterne kan glukose blive nedbrudt til pyruvat, der
enten kan reduceres til laktat eller omszettes oxidativt til
CO, i cellens kraftvaerker, mitokondrierne. Alternativt kan
astrocytterne lagre glukosen i form af glykogen.

Glukose bliver ogsa optaget af nerveceller, men de fleste
nerveceller har ikke pa samme vis direkte kontakt til kapil-
laererne. Det har fostret en ide om, at hovedparten af glu-
kosen bliver optaget af astrocytter, hvorpa astrocytterne
nedbryder glukosen til laktat, som transporteres videre til
oxidativ omsaetning i omkringliggende nerveceller.

| hvor stor udstraekning det er glukose eller laktat, som er
det foretrukne energisubstrat for nerveceller, og om dette
er afhaengigt af nervecellernes aktivitet er to spgrgsmal,
som har veeret genstand for heftig debat. Vi har udfgrt for-
spg pa nerveceller i kultur, der viser, at nerveceller har det
fint med at omsaette laktat, men hvis de bliver aktiveret,
forgger de deres forbrug og omsaetning af glukose og ned-
saetter samtidigt omsaetningen af laktat.

Hjernens sukkerlager — glykogen

Hjernens sukkerlager, glykogen, er et specielt forgrenet
molekyle, der indeholder omkring 53.000 glukosemoleky-
ler. Glykogen findes kun i astrocytter. Den forgrenede ka-
rakter ger, at enzymet, der nedbryder glykogen, glykogen
phosphorylase, har mange angrebspunkter, og glykogen
kan derfor nedbrydes hurtigt ved behov. Hvorvidt glykogen
er af betydning for hjernens funktion under normale om-
steendigheder er endnu uklart, men det er et af de spgrgs-
mal vi deltager i opklaringen af.

Vi anvender to forskellige modeller. Pa DFU arbejder vi med
en cellekultur af astrocytter og nerveceller. Hjernevaev fra
mus udtages, hvorefter astrocytterne isoleres ved dyrknin-

2) Til underspgelse af stofskiftet i nervecellerne har vi
aktiveret nerveceller i naervaer af *C-maerket glukose
og laktat. Glukose og laktat nedbrydes i nervecellen til
acetyl-CoA, der omszettes i mitokondrierne. Signalstof-
fet glutamat bliver maerket i forskellig grad afhaengigt
af, om nervecellen foretraekker laktat eller glukose som
energisubstrat. Meerkningen i glutamat mdles med
LC-MS (vaeskekromatografi og massespektrometri) eller
med *C NMR-spektroskopi, hvorved cellens stofskifte
kan analyseres. LC-MS giver information om i hvilken
grad glutamat er maerket i 1, 2, 3, 4 eller 5 atomer,
mens NMR viser, hvor i molekylet de maerkede atomer
sidder. De hgje toppe, der er markeret med en cirkel,
opstdr, ndr der er maerkning i 4. og 5. kulstofatom i det
samme glutamatmolekyle. De mindre toppe, der er
markeret med en stjerne, dannes, ndr der er maerkning
i 3., 4. 0g 5. kulstofatom.

gen. To uger senere isoleres nerveceller fra hjernevaev og
dyrkes ovenpa astrocytterne. Efter yderligere en uge ud-
fores der forspg pa kulturen. Eksperimenterne har vist, at
vi kan pavirke det forventede mgnster for frisaetning og
optagelse af glutamat ved at heemme nedbrydningen af
glykogen, selv i nzervaer af en fysiologisk koncentration af
glukose.

I samarbejde med en amerikansk forskningsgruppe i Se-
attle har vi udfert forsgg pa musens synsnerve, der er en
del af hjernen. Vi udsatte den isolerede nerve for intens
elektrisk stimulation og fandt, at den var afhaengig af de
omkringliggende astrocytters glykogenlager for at fungere
optimalt. | den sammenhaeng er det logisk at stille spprgs-
malet: Hvordan kan glykogen overhovedet veere vigtig i
naervaer af en fysiologisk koncentration af glukose?

Flere faktorer kan ggre sig gaeldende. Astrocytter har lange
og tynde udlgbere, der i enderne er sa tynde, at der ikke er
plads til mitokondrier. Det vil sige, astrocytter i disse omra-
der ikke har mulighed for oxidativt at omsaette pyruvat og
producere store mangder energi ad den vej. Det er sam-
tidigt omrader, hvor der kan vaere behov for hurtig energi
til at fa glutamat fjernet fra synapseklgften. Et behov som
glukose fra blodbanen ikke ngdvendigvis kan honorere,
men derimod er lagret glukose i form af glykogen maske
klar pa rette tid og sted.

Er glykogen arsag til manglende fgling?
Diabetespatienter, der har vaeret insulinkraevende i flere
ar, kan udvikle en manglende fgling af lavt blodglukose,
dvs. blive ude af stand til at maerke et fald i blodsukkeret.
Tilstanden kan vaere livstruende, fordi patienten ikke har
mulighed for at reagere pa tilstanden og indtage sukker.
Omkring en fjerdedel af patienterne med type 1 diabetes
udvikler manglende fpling, og tilstanden kan opst3, hvis
patienten for ofte er udsat for lavt blodglukose.

Hjernens glykogenlager er under mistanke for at vaere en
bagvedliggende arsag til den manglende fgling. Hvis man
udszetter en rotte for lavt blodglukose, vil rotten reagere
med et forhgjet glykogenindhold i hjernens astrocytter.

Et sddant lager vil senere kunne bruges som energikilde
til omkringliggende nerveceller via laktat. De nervecel-

ler i hjernen, der skal fgle den lave blodglukose far dermed
daekket deres energibehov og vil ikke opfatte truslen om, at
kroppen lider af mangel pa sukker.

A5

Ph.d. Helle
Waagepetersen er lektor
ved Institut for Farma-
kologi og Farmakoterapi.

Cand.pharm.

Helle M. Sickmann er
ph.d.-studerende ved
Institut for Farmakologi
og Farmakoterapi.

Cand.pharm.

Lasse K. Bak er ph.d.-
studerende ved Institut
for Farmakologi og
Farmakoterapi.

Dr.scient. Arne Schousboe
er professor ved Institut
for Farmakologi og
Farmakoterapi.




Legemiddelforskning — 2005

Hvordan virker

GHB - ogsa kendt som fantasy — findes naturligt i hjernen,
og forskere pa DFU forspger nu at opklare stoffets funktion.
Mailet er at udvikle nye stoffer, som er mere aktive end GHB,
og som har potentielle medicinske anvendelsesmuligheder.

Af Signe Hgg, Petrine Wellendorph, Jeremy R. Greenwood
0g Rasmus Praetorius Clausen

y-Hydroxysmersyre (GHB) findes naturligt i hjernen, og
stoffet har siden 1970’erne vaeret anvendt medicinsk som
bedpvelsesmiddel, til behandling af spvnlgshed og til smer-
telindring ved fgdsler. | de senere artier er GHB blevet mis-
brugt som et muskelopbyggende stof af bodybuildere, og
mange har eksperimenteret med GHB som et afslappende
og seksuelt stimulerende rusmiddel. Alligevel ved vi ikke

fantasy i hjernen?

praecist, hvordan stoffet virker, og vi ved heller ikke, hvilken
funktion den naturlige forekomst af GHB har i hjernen.

GHB er en kemisk forbindelse i centralnervesystemet, og
stoffet dannes hovedsageligt ud fra hjernens vigtigste
hammende signalstof y-aminosmgrsyre (GABA). GHB gen-
kendes bade af specifikke GHB-bindingslommer i hjernen
og af en gruppe GABA-receptorer, der kaldes GABAg-recep-
torer. GABAg-receptorernes funktion i hjernen er kendt,
men det er uklart, hvilken betydning de specifikke GHB-
bindingslommer har for GHB’s virkning.

I knock-out mus, dvs. mus uden GABAs-receptorer, genken-
des GHB af GHB-bindingslommerne i hjernen, men mange
af de kendte fysiologiske effekter kan ikke pavises i muse-
ne. Det tyder p3, at GABAg-receptorerne medierer stgrste-
delen af de virkninger, der optraeder ved indtagelse af GHB.
GHB kan dog sagtens have nogle effekter pa bindingslom-
merne, der ikke er opdaget endnu, og der kan ogsa vaere

o o virkninger i mennesker, som ikke optraeder i mus. Da disse
| HO ] HO | effekter kan have stor betydning for terapeutisk anvendel-
HOMOH OH OH se af GHB og beslaegtede stoffer, er der interesse i at opkla-
re betydningen af de specifikke GHB-bindingslommer.
GHB HOCPCA HOCHCA

Pavirker kun GHB-bindingslommer
Ved at fremstille stoffer, der ligner GHB og dermed genken-
des af GHB-bindingslommerne, men ikke af GABAg-recep-

Ringstrukturen i de to analoger af GHB nedsatter molekylernes fleksibilitet, hvilket
ger det nemmere at forudsige stoffernes rumlige facon i GHB-bindingslommerne.

FANTASY — THE DATE RAPE DRUG

GHB virker i moderate maengder beroligende, seksuelt
stimulerende og sgvnfremkaldende. | stgrre doser kan
GHB fremkalde koma. Virkningen afhaenger meget af
dosis, men varierer ogsa fra person til person. Forskellen
pa den dosis, der giver en rus og den, der giver en alvor-
lig forgiftning, er lille, og derfor er risikoen for forgift-
ning stor ved brug af GHB. Kombinationen af alkohol og
GHB er szerlig farlig, da alkohol gger den slpvende virk-
ning af GHB og dermed risikoen for koma. Der er indtil
videre kun rapporteret ét dpdsfald i Danmark som fglge
af GHB.

11980’erne startede bodybuildere med at misbruge
GHB, som stimulerer dannelsen af vaeksthormon og
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torerne, kan man undersgge de fysiologiske effekter, der
alene skyldes GHB-bindingslommerne. Vi har derfor desig-

derfor har anabolsk effekt. | de fglgende ar steg udbre-
delsen af GHB som rusmiddel. GHB blev forbudt i USA
11990 pa grund af flere tilfeelde af forgiftning, og Dan-
mark fulgte trop i 1999. Alligevel er misbruget steget
kraftigt i USA og England, og den samme tendens for-
ventes i Danmark.

GHB bliver solgt under navne som Fantasy, Natural Po-
wer, ProG og Flydende Ecstasy. Det sidste navn er helt
misvisende, fordi rigtig ecstacy i modsaetning til GHB er
et staerkt opkvikkende stof. GHB er ogsa kendt som The
Date Rape Drug, fordi stoffet er blevet brugt som bedg-
velsesmiddel ved voldtaegter, hvor GHB kommes i offe-
rets drink, uden at det opdages.
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net og fremstillet stofferne HOCPCA og HOCHCA, som kun
bliver genkendt af GHB-bindingslommerne. Stofferne vil
derfor kunne afslgre effekter af GHB, der ikke er relateret
til GABA.

Den rumlige struktur af GHB-bindingslommerne er ukendt,
men ud fra de stoffer, som binder sig til dem, kan man fa
information om bindingslommernes stgrrelse og facon. Ved
hjeaelp af computerberegninger analyserede vi nogle stoffer,
der genkendes af GHB-bindingslommerne, og pa den made
fik vi nogle ideer til, hvilken facon og form sadanne stoffer
skal have. Dette forte til design og fremstilling af HOCPCA
og HOCHCA, der indeholder en ringstruktur i modsaetning
til GHB’s lineaere struktur. Ringen begraenser de to stoffers
strukturelle fleksibilitet, hvilket ggr det nemmere at forud-
sige stoffernes facon i bindingslommerne.

Derefter underspgte vi HOCPCA og HOCHCA's evne til at
blive genkendt af GHB-bindingslommerne i rottehjerner.
Bade HOCPCA og HOCHCA viste sig at binde henholdsvis
27 og 9 gange staerkere end GHB selv til GHB-bindingslom-
merne.

Udvikling af nye GHB stoffer

HOCPCA og HOCHCA findes begge i spejlbilledformer, der
er kemisk ens, men rumligt forskellige som hgjre og venstre
hand. Nar et stof genkendes af en bindingslomme, skal det
passe rumligt ind i lommen som en hand, der glider ind i en
handske. Derfor genkender bindingslommen normalt den
ene spejlbilledform af et stof bedre end den anden form.
Det er ogsa tilfaeldet for HOCHCA og HOCPCA; (R)-spejlbil-
ledformerne binder 10-70 gange staerkere end (S)-former-

GHB

(R)-HOCPCA

Ved hjeelp af computerberegninger har vi sammenlignet
HOCPCA og HOCHCA med andre GHB-stoffer og opbygget en
model over den facon, stofferne antager, ndr de genkendes
af GHB-bindingslommerne. Via modellen opndr vi viden om
lommernes stgrrelse, facon og andre molekylaere egenskaber.
Til venstre er GHB (grd) samt (R)-spejlbilledformerne af HOC-
PCA (mgrkebld) og HOCHCA (lysebld) vist, som de ser ud ved
genkendelsen. Til hgjre ses (S)-spejlbilledformerne af HOCPCA
(mgrkegrgn) og HOCHCA (lysegrgn) sammen med (R)-spejl-

(s)-HOCPCA

ne. (R)-HOCPCA binder 39 gange bedre end GHB og er sale-
des et af de mest kraftigt bindende GHB-stoffer, der findes.
Det kan dog godt taenkes, at man med udgangspunkt i
HOCPCA og HOCHCA kan udvikle nye stoffer, der er endnu
mere aktive. Derfor er naeste skridt at fremstille stoffer, der
ligner HOCPCA og HOCHCA, men med sma aendringer, og
undersgge, hvad aendringerne betyder for aktiviteten af
stofferne. Nar vi har udviklet et stof med hgj aktivitet pa
GHB-bindingslommerne, vil vi maerke det radioaktivt og
anvende det til at skabe ny forstdelse for GHB-bindings-
lommernes funktion. Hvis det lykkes at opklare funktio-
nen, abnes der nye muligheder for at vurdere potentialet af
laegemidler, som specifikt pavirker GHB-bindingslommen.

GHB SOM LAGEMIDDEL

12001 blev GHB godkendt i USA som laegemiddel
mod sygdommen narkolepsi under navnet Xyrem®.
Narkolepsi er en sjeelden sygdom, hvor folk pludselig
kan falde i spvn, ogsa selvom de er i gang med at spi-
se eller snakke med andre. Patienter med narkolepsi
oplever ofte anfald af muskelslaphed, hvor de taber
ting ud af handen, og i veerre tilfaelde kan patienten
pludselig falde helt sammen. Medicinering med GHB
har vist sig at nedsatte antallet af anfald, bl.a. fordi
patienterne far en bedre nattesgvn.

Nye potente analoger af GHB har et klinisk potentiale
som medicin mod sgvnforstyrrelser samt til afvaen-
ning af eksempelvis alkoholmisbrug.

0 I
o (o)
H,O,,,@J( _ W G H
(o}
(R)-HOCHCA (S)-HOCHCA

billedformerne af HOCPCA (mgrkebld) og HOCHCA (lysebld).
(S)-spejlbilledformerne af HOCHCA og HOCPCA binder 10-70
gange svagere end (R)-spejlbilledformerne og md derfor
passe ddrligere i GHB-bindingslommerne. (S)-spejlbilled-
formerne (grenne) rammer ind et omrdde vist med pilen,
som (R)-spejlbilledformerne (bld) ikke fylder ud. Pladsen

kan vaere trang i dette omrdde, og det kan veere drsag til, at
(S)-spejlbilledformerne passer ddrligere i GHB-bindingslom-
merne og derfor binder svagere end (R)-spejlbilledformerne.
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Nye mal for laagemidlers
antiepileptiske effekt

De nuvaerende lgemidler mod epilepsi er ikke i stand til at
forhindre eller reducere antallet af anfald hos alle patienter.
For at udvikle antiepileptika med nye virkningsmekanismer
er der behov for nye eller forbedrede dyremodeller for syg-
dommen.

Af Suzanne L. Hansen, Uffe Kristiansen og
Henrik Tang Vestergaard

Omkring en procent af befolkningen lider af epilepsi, som
er karakteriseret ved, at patienten oplever gentagne spon-
tane bevidsthedszendringer og/eller motoriske forstyrrel-
ser pa grund af en synkroniseret overaktivitet af hjernens
nerveceller.

Selv om der findes flere forskellige leegemidler pd markedet
til behandling af epilepsi, er det ikke altid muligt at opna

en tilstraekkelig og tilfredsstillende behandling. En del pa-
tienter opnar ikke en reduktion i anfaldenes antal endsige
anfaldsfrihed — pa trods af, at patienterne behandles med
flere forskellige typer antiepileptika. Denne gruppe af pa-
tienter betegnes som terapiresistente.

Samtidig oplever mange patienter en raekke bivirkninger
ved den medicinske behandling, bl.a. slgvhed, depression
og andre psykiske problemer samt vaegtaendringer. Des-
uden er der risiko for fosterskader i forbindelse med be-
handling under graviditet.

Den insufficiente behandling skyldes bl.a. en utilstraekkelig
viden om, hvorfor og hvordan den synkroniserede overak-
tivitet opstar i hjernen. Derfor er der et stort behov for en
pget forstdelse af de cellulzere forandringer, som ligger til
grund for epilepsi. En sadan forstaelse kan danne grundlag
for udvikling af nye typer af antiepileptika med en forbed-
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ANTAL INJEKTIONER MED PTZ

En traditionel epilepsimodel: Jo flere stimuli, jo flere mus fdr
kloniske kramper som fglge af injektion med det krampefrem-
kaldende stof pentylentetrazol (PTZ). Forekomsten af kramper
er dosisafhaengig.

55.000 DANSKERE HAR EPILEPSI
Ca. 55.000 danskere har epilepsi. De fleste far det enten som bgrn eller
som eeldre. Epileptiske anfald kommer som lyn fra en klar himmel, men der
findes nogle generelle faktorer, som hos nogle gger risikoen for anfald, fx
traethed, stress, alkohol og hormonelle forandringer. Epileptiske anfald op-
deles i to hovedgrupper — generaliserede og partielle anfald. Ved generali-
serede anfald begynder anfaldene centralt inde fra hjernen og spreder sig
hurtigt til hele hjernen. Personen er ikke ved bevidsthed. Generaliserede
anfald kan desuden vise sig som:

* Absencer

» Kramper i arme og ben, bla leber, skum om munden

« En pludselig slaphed af kroppens muskler, der medfgrer, at patienten

falder om.

Partielle anfald involverer en begrzaenset del af hjernen. Hvis personen
er helt vagen og klar, taler man om simple partielle anfald. Er personens
bevidsthed derimod pavirket under anfaldet, er det et komplekst partielt

ret terapeutisk profil.

Potentielle antiepileptika er traditionelt blevet fundet,

og bliver det til dels stadig, ved screening i dyremodeller
for epilepsi. Ved screeningen benyttes typisk den samme
handfuld dyremodeller, og det er sandsynligvis en medvir-
kende arsag til, at de eksisterende antiepileptika har et be-
graenset repertoire af virkningsmekanismer.

P4 den baggrund ma man formode, at udvikling af nye dy-
remodeller for epilepsi eller forbedring af de eksisterende
modeller vil fremme udviklingen af antiepileptika med nye
virkningsmekanismer. | forbindelse med forbedring af ek-
sisterende metoder bgr det dyreetiske perspektiv ligeledes
fremhaeves.

En traditionel dyremodel

En af de problemstillinger, som vi beskaeftiger os med i
gruppen, er at udvikle nye dyremodeller og forbedre eksi-
sterende metoder til at undersgge potentielle antiepilepti-
kas virkning.

Vi har opsat og valideret en meget anvendt musemodel,
hvor man bruger stoffet pentylentetrazol (PTZ) til at udipse
epileptiske anfald, den sakaldte PTZ-kindlingmodel. Model-
len menes bl.a. at kunne forudsige virkningen af antiepilep-

anfald. Partielle anfald kan fx vise sig som:
« Oplevelser af en szerlig smag, lugt, lys eller lyd.
* Pludselig udbrud af kvalme og sved pa panden.
« Traekninger i ansigt, arme og ben.

At leve med epilepsi

Epilepsi har stor betydning for livskvaliteten, fordi patienten hele tiden

ma tage hensyn til risikoen for pludselige anfald, som kan give anledning
til frygt for ikke at sla til pa arbejdspladsen eller negative reaktioner i om-
gangskredsen. Epilepsi kan ogsa give problemer i forhold til parforhold og
seksualitet og medfgre manglende tro pa fremtiden.

Samtidig kan epileptikere ikke have job som f.eks. pilot, lokomotivfgrer,
erhvervschauffer, semand og soldat. Derudover kan problemer med bivirk-
ninger og hukommelsesvanskeligheder saette nogle graenser. En europzeisk
undersggelse af epilepsipatienters livskvalitet konkluderer, at feerre anfald
og feerre bivirkninger er de to vigtigste mader at forbedre livskvaliteten hos
patienterne.
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tika til behandling af kompleks partiel epilepsi, en type af
epilepsi, hvor op imod 30 procent af patienterne er terapi-
resistente.

Oprindelig er modellen udviklet til at male forekomsten

af kloniske kramper, hvor musklerne traekkes sammen og
afslappes flere gange, og hvor man observerer antallet af
mus, som far kramper. Karakteristisk for denne type mo-
del er, at en stimulus, her injektion med det krampefrem-
kaldende stof PTZ, i begyndelsen ikke giver anledning til
kramper. Forst efter gentagne stimuli er felsomheden gget
sa meget, at den samme stimulus udlgser kramper. Dette
forlgb er dosisafhaengigt, saledes at lave doser pa 30 mg/
kg slet ikke eller forst sent i forlpbet inducerer kramper hos
relativt fa dyr, mens ca. 90 procent af de dyr, som har faet
stprre doser pa 45 mg/kg, far kramper i slutningen af forlg-
bet. Den gradvist pgede forekomst af kramper formodes at
afspejle det progressive forlpb i sygdommen epilepsi.
Forekomsten af kloniske kramper og teststoffers evne til at
hamme kramperne er den traditionelle effektparameter,
som benyttes i modellen.

Modellen forbedres

Vi har forbedret modellen ved at inkludere en raekke nye
parametre, som vil give en mere detaljeret viden om et
teststofs virkning. Disse parametre beskriver nermere
kramperne; hvor alvorlige kramperne er, hvor lang tid der
gar inden krampernes start (latenstid), og hvor lang tid de
varer.

Til bedpmmelse af, hvor alvorlige kramperne er (seizure se-
verity), benytter vi en kvalitativ skala fra 1-5, hvor 1 er en
meget mild krampe mens 5 er en sveer krampe. Da musene
gradvist udvikler kramper, vil benyttelse af latenstiden til
den kloniske krampe betyde, at mus, som ikke far kloniske

NUVZARENDE ANTIEPILEPTIKA - VIRKNINGSMEKANISMER
Der findes flere forskellige antiepileptika pa markedet, som
alle virker ved at deempe nerveaktiviteten i hjernen. De fle-
ste af legemidlerne betjener sig af én eller flere af neden-
stdende virkningsmekanismer:

» Benzodiazepiner, fenobarbital, valproat, vigabatrin og
tiagabin gger aktiviteten i GABA-systemet. GABA er

hjernens vigtigste deempende signalstof.

* Fenytoin, ethosuximid og lamotrigin haammer aktivi-
teten af de spaendingsafhaengige ionkanaler i nerve-
cellernes membraner, primeert Na+ og Ca2+ kanaler.

« Topiramat og fenobarbital haammer nervecellernes
receptorer for glutamat, som er hjernens vigtigste
stimulerende signalstof.

ANTAL PTZ-INJEKTIONER

kramper, ikke kan inddrages. | stedet benytter vi den in-
verse latenstid, og denne parameter kan dermed anvendes
som et mal for den gradvise stigning i felsomheden over
for PTZ, svarende til et fald i krampetaersklen.

Alle parametrene afspejler det karakteristiske kindlings-
forlgb, fordi bade anfaldenes sveerhedsgrad, fglsomheden
for PTZ og varigheden af de kloniske kramper stiger som
funktion af antallet af stimulationer.

For at afprgve, om den opsatte sygdomsmodel kan bru-
ges til at forudsige virkningen af potentielle lzegemiddel-
kandidater, underspgte vi, om det meget anvendte anti-
epileptikum valproat kunne haemme udviklingen af
kramper i modellen.

Testen viste, at valproat dosisafhangigt haemmer udviklin-
gen af kramper pd alle malte effektparametre. Dette tolkes
som en bekraeftelse p3, at de nye parametre afspejler ud-
viklingen af en epilepsilignende tilstand. Da sddanne para-
metre repraesenterer forskellige aspekter af tilstanden, vil
inddragelsen af flere effektparametre give en bedre beskri-
velse af, hvordan et potentielt lzegemiddelstof virker.

Nye virkningsmekanismer
Valproat ser ud til at virke lige sa godt pa alle fire effektpa-
rametre, men nye antiepileptiske teststoffer med anderle-
des virkningsmekanismer kunne taenkes at have forskellig
effekt pa de enkelte parametre. | s fald kan virkningsprofi-
len benyttes som en slags fingeraftryk for et antiepileptisk
teststofs virkningsmekanisme.

Efterhanden som vi far undersggt flere teststoffer i model-
len, forventer vi derfor, at disse farmakologiske fingeraftryk
vil give en bedre karakterisering af virkningsmekanismen
for nye potentielle antiepileptika samt bidrage til at afdaek-
ke nye muligheder for terapeutisk intervention.
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ANDROGENER

Androstendion
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Testosteron

Et batteri af cellebaserede og enzymbaserede toksikologi-
ske tests kan muligvis anvendes til at forudsige laegemidlers
bivirkninger hos bgrn og unge, som ofte adskiller sig fra bi-
virkningerne hos voksne.

Af Naja Wessel Jacobsen, Franziska Kramer Birkved, Anne
Munch Christensen, Tue Sgeborg, Flemming Ingerslev og
Bent Halling Sgrensen

Bern og unge, iseer med kroniske sygdomme, kommer mere
og mere i fokus som brugere af laegemidler, og den gode
gamle regel om at dosere leegemidler til bern med ud-
gangspunkt i voksendosis er ikke leengere acceptabel. Ny-
ere forskning har nemlig vist, at leegemidler kan have an-
dre bivirkninger pa bgrn end pa voksne. Arsagen er, at bl.a.
hjernen og knoglerne udvikler sig hos bgrn og unge, og det
giver mulighed for en anden bivirkningsprofil.

Den ny forstaelse pger vigtigheden af at udfgre kliniske
studier pa bgrn, og EU har netop vedtaget at forlaenge pa-
tenter pa lzegemiddelstoffer i op til seks maneder, hvis der
specifikt er lavet undersggelser pa bgrn. Derfor er der fuld
fart pa klinisk forskning rettet mod bgrn. Dog viser ame-
rikanske studier, at kun 15-20 procent af alle leegemiddel-
stoffer pa verdensmarkedet er testet specielt med henblik
pa bern. Det skyldes sandsynligvis, at forseg med bgrn og
unge rejser mange etiske spprgsmal.

En metode til at vurdere, om et llegemiddelstof medfgrer
seerlige bivirkninger hos bgrn, er at afprgve stoffet pa unge
dyr. Juvenile dyremodeller anvendes da ogsa rutinemaes-
sigt som del af de undersggelser, der bruges til at bestem-
me et laegemiddels toksikologiske profil pa bgrn og unge,
og en raekke guidelines er udviklet. Men dyreforspgene er

@STROGENER

AROMATASE

s

AROMATASE !

@stradiol

Enzymet aromatase er ansvarlig for omdannelse af mandlige kenshormoner, androgener,
til kvindelige kenshormoner, gstrogener. Nogle antiepileptika haemmer enzymet, hvilket
specielt er uhensigtsmaessigt hos unge piger.
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ofte meget kostbare at udfgre, og resultaterne kan vaere
svaere at fortolke.

Derfor er det vigtigt at kunne udvaelge og anvende de "rig-
tige” dyremodeller, som kan forudsige saerlige bivirkninger
pa barn og unges udvikling. Her er der specielt behov for
modeller, som kan forudse bivirkninger pa centralnervesy-
stemet, reproduktionsevnen hos begge ken, lunger, skelet,
hjerte og fordgjelse. Modellerne skal give et videngrundlag,
som gor det muligt at udfgre de "rigtige” kliniske studier pa
bgrn og unge og gennemfgre underspgelserne sa skansomt
som overhovedet muligt.

Laboratorietests som supplement

Da resultater fra juvenile dyremodeller som sagt kan veere
svaere at fortolke, bgr man overveje at supplere dyreforsg-
gene med et batteri af cellebaserede og enzymbaserede |a-
boratorietests.

Hvert enkelt testsystem skal have et klart defineret male-
punkt, som kan relateres til bgrn og unges udvikling. Det
er vigtigt at understrege, at det formentligt ikke er muligt
at overfgre resultaterne direkte til bgrn, men man kunne
forestille sig, at de individuelle testsystemer hver isaer kan
bruges til at rangordne lzegemiddelstoffer med samme far-
makologiske effekt for én mulig bivirkning.

Hvis man sa har forskellige tests rettet mod flere relevante
bivirkninger, kan man maske blive i stand til at opstille et
bivirkningsmgnster for de undersggte leegemiddelstoffer,
som kan supplere de langt mere kostbare toksikologiske
undersggelser i juvenile dyremodeller.

Bgrn og unge med epilepsi

Et eksempel, vi har taget op, er anvendelse af antiepilep-
tika til bgrn og unge. Her kan det vaere et problem at finde
en effektiv dosering, fordi der optraeder mange forskellige
typer bivirkninger.

I Danmark anvendes et dusin leegemidler til behandling af
epilepsi og andre former for kramper hos bgrn og unge. De
to mest anvendte er valproat og lamotrigin, som begge vir-
ker mod et bredt udvalg af epileptiske anfald og har flere
virkningsmekanismer. Derudover anvendes oxcarbazepin
som forstevalg ved partielle anfald, der udlgses af unormal
elektrisk aktivitet i et afgreenset omrade af hjernen.

De fleste dokumenterede bivirkninger hos bgrn og unge er i
overvejende grad forbundet med lzegemiddelstoffet valpro-
at og med en gruppe leegemidler, som pavirker cytokrom
P450-enzymsystemet i kroppen: Carbamazepin, phenobar-
bital, phenytoin, primidon og oxcarbazepin. Dog er bivirk-
ningerne af flere nyere antiepileptika til bgrn ikke under-
spgt i saerlig hgj grad, og det kan derfor ikke udelukkes, at
flere aldersspecifikke bivirkninger senere vil vise sig.

Aromatasehaemning

En af bivirkningerne ved anti-epileptiske midler er haem-
ning af enzymet aromatasen. Aromatasen er det enzym,
som katalyserer omdannelsen af mandlige kgnshormoner,
androgener, til kvindelige kpnshormoner, gstrogener.
Denne bivirkning kan vaere uhensigtsmaessig, specielt for
piger i puberteten, fordi haemmet aromatase kan medvir-
ke til et forhgjet niveau af mandlige kenshormoner, men-
struationsforstyrrelser og gget harveekst. Derfor testede vi
hamning af aromatasen forarsaget af 12 forskellige anti-
epileptiske midler, der alle anvendes til danske bgrn i stgrre
eller mindre malestok. Pa den made kunne vi rangordne
leegemiddelstofferne for denne bivirkning.
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Mikrotiterplader med 96 brgnde bru-
ges til at teste antiepileptika for deres
evne til at hamme aromatasen.

Det anvendte testsystem er mikrotiterplade med 96 brgn-
de, hvor teststofferne afsaettes i en passende raekke af for-
skellige koncentrationer. For at kontrollere forspgsbetin-
gelserne inkluderes udover de gnskede stoffer anastrozol,
som er en velkendt og effektiv aromatasehaemmer, og som
derfor virker som positiv kontrol pa alle plader. Herudover
indeholder hver plade to andre kontrolserier. Den fgrste an-
vendes til at fastleegge 0 procents haemning. Her tilszettes
der ikke aromatasehammer, hvorfor der opnas maksimal
omdannelse af substratet. Den anden kontrolserie anven-
des til at fastlaegge 100 procents haemning. Da dette svarer
til ingen aromataseaktivitet, udfgres denne serie med inak-
tiveret enzym.

Selve forspget forlpber ved at tilszette et coenzym, som er
nedvendigt for aktivering af aromatase, til brendene med
teststoffet og lade pladen inkubere i ti minutter. Herefter
startes reaktionen ved at tilsaette en substrat-enzymblan-
ding. Reaktionen forlgber i en halv time, hvorefter der til-
seettes natriumhydroxyd for at inaktivere enzymet.

Efter endnu to timers inkubation males fluorescensen af
omdannet substrat i de enkelte brende. Hele forspget fore-
gar ved 37°C. Alle fluorescensdata normaliseres over for
kontrolserierne for henholdsvis 0 og 100 procents haem-
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ning og afbildes som dosis-responskurver. | alle tilfaelde
er stofferne testet i koncentrationer op til deres oplgselig-
hedsgraense.

Syv stoffer hammer aromatasen

Vi fandt at syv ud af de tolv af mest anvendte anti-epilep-
tiske midler heemmer aromatasen. Ethosuximid var den
mest potente aromatasehaemmer, og en hgj grad af haem-
ning blev ogsa malt for det meget brugte leegemiddelstof
valproat, som er kendt for at kunne fremkalde bivirkninger
hos bgrn og unge. Gabapentin, lamotrigin, primidon, topi-
ramat og vigabatrin kunne ikke pavises at haamme aroma-
stasen.

Disse resultater kan selvfglgeligt ikke direkte benyttes til
ekstrapolation til bgrn, men de kan muligvis anvendes til
at rangordne leegemiddelstofferne for denne bivirkning.
P& samme made kunne vi ved hjaelp af andre testsystemer
rangordne stofferne mod andre malepunkter, der kan for-
bindes med andre bivirkninger hos bgrn og unge.

Samlet kan vor metode maske anvendes til bedre at de-
signe juvenile toksikologiske dyremodeller, eller i bedste
fald til at udelukke et leegemiddelstof som egnet til bgrn og
unge, allerede i en tidlig udviklingsfase.
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Dosis-respons-sammenhaeng for ethosuximid, valproat og primidon. De to fgrstnaevnte stoffer hemmer
aromatasen kraftigt i store doser, mens primidon ikke haammer enzymet.
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Proteinleegemidler

S

En tredjedel af alle nye leegemidler i
kliniske forspg er baseret pa proteiner.
De terapeutiske perspektiver er store,
men desvarre er proteiner ustabile og
har darlig holdbarhed. Problemerne kan
afhjeelpes ved at indsvgbe proteinet i en
kappe af polymerer.

Af Pernille Stigsnzes, Eva Horn Mgller, Simon
Bjerregaard, Marco van de Weert og Sven Frokjaer

| proteinlegemidler er det aktive stof et stort biomolekyle
—et protein. | dag findes der ikke ret mange proteinlaege-
midler pa hylderne i de danske apoteker, men det vil zendre
sig dramatisk inden for en kort arraekke.

Leegemidler baseret pa proteiner er i rivende udvikling, og
omkring en tredjedel af alle nye lzegemidler i kliniske for-
spg er proteiner eller peptider. Anvendelsesomraderne er
mange forskellige former for alvorlige og kroniske sygdom-
me som kraeft, diabetes og leverbetandelse.

En stor fordel ved proteiner er, at de kan have en meget se-
lektiv virkning i organismen i stil med kroppens egne hor-
moner eller enzymer. Men i praksis er det sveert at lave lze-
gemidler med proteiner, fordi proteiner ofte er ustabile og
har darlig holdbarhed.

Et protein bestar af en lang kaede af aminosyrer, som folder
sig sammen til en specifik tredimensionel struktur, og bade
aminosyresekvensen og foldningen skal veere korrekt for at
opna den optimale virkning i kroppen. Hvis proteinet folder
forkert, er der ikke kun risiko for at det bliver uvirksomt; im-
munsystemet kan ogsa reagere overfor leegemidlet, hvilket
kan medfgre alvorlige bivirkninger for patienterne.

Hvis foldningen af proteinet forstyrres eller pdelaegges, kan
proteinerne i et legemiddel klumpe sig sammen og danne
fibriller. Dette kan fx ske ved produktionen af leegemid-

let eller under opbevaring. Fibrildannelse er en irreversibel
proces, og fibriller er hgjst ugnskelige, fordi proteinet inak-
tiveres. Fibrildannelse af kroppens egne proteiner er i gvrigt
relateret til uhelbredelige sygdomme som Alzheimers syge,
Parkinsons syge og Creutzfeldt-Jakobs syge, den menneske-

PEGyleret glukagon, hvor
polymerkaeden danner en
kappe rundt omkring protei-
net. Glukagon anvendes til
akut behandling af insulin-
chok hos diabetespatienter.
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med en
D) beskyttende

kappe

lige parallel til kogalskab.

Proteiners lave stabilitet betyder ogs3, at proteinlaegemid-
ler generelt har en darlig holdbarhed ved opbevaring. Et
vigtigt mal er derfor at udvikle mere stabile praeparater.
Man vil helst fremstille leegemidler, som allerede er oplgst
og klar til injektion, men for at bevare proteinets virksom-
me struktur kan det veere ngdvendigt at formulere laege-
midlet som et frysetgrret pulver, der oplgses lige for brug.

Polymerer stabiliserer

Pa grund af de store terapeutiske perspektiver forskes der
meget i at optimere proteinlaegemidlers egenskaber. En
lovende teknik er PEGylering, som har vundet stor udbre-
delse. Her kobles den ugiftige polymer polyethylen glycol
(PEG) direkte pa proteinerne ved hjaelp af kovalente kemi-
ske bindinger. Polymerer er lange kaeder, som formentlig
omslynger proteinerne og danner en beskyttende kappe.
PEGyleringen andrer proteinets egenskaber, og derved kan
der opnas fordele som laengere virkningstid i kroppen og
bedre holdbarhed. Ved at variere stgrrelsen af polymeren
samt pahzeftningsstedet pa proteinet, kan virkningen og
stabiliteten af det PEGylerede protein aendres og optimeres
efter gnske.

Fordelene er dog ikke altid gratis, for proteinet kan blive

sa grundigt pakket ind, at der opstar risiko for, at PEGyle-
ringen aendrer eller helt slukker for proteinets biologiske
aktivitet. Derfor skal reaktionen mellem protein og poly-
mer styres med omhu. Anvendelse af en stgrre polymer el-
ler pahaeftning af flere polymerer vil typisk medfgre bedre
holdbarhed og forlzenget cirkulationstid i kroppen, men
pger ogsa risikoen for tab af farmakologisk virkning. Derfor
er det ngdvendigt at optimere PEGyleringen for hver enkelt
sammensatning af polymer og protein.

PEGylering af glukagon

Vi har opndet gode resultater med PEGylering af protein-
legemidlet glukagon, der anvendes til akut behandling af
insulinchok, som kan ramme diabetespatienter, nar deres
blodsukker er for lavt. P4 grund af begraenset holdbarhed
fremstilles glukagon som et pulver, som skal oplgses for in-



Danmarks Farmaceutiske Universitet

MANGE FORDELE VED PEGYLERING
PEGylering giver abenbare fordele, men rejser ogsa forskningsmaessige udfordringer:

Laengere virkningstid: Proteinet beskyttes mod fysisk og kemisk nedbrydning i kroppen, og desuden udskilles det
PEGylerede protein langsommere gennem nyrerne, fordi molekylet er stprre. Med en laengere virkningstid kan det
proteinbaserede lzegemiddel indgives med stgrre mellemrum. Der findes allerede enkelte lzegemidler pa markedet,
som indeholder PEGylerede proteiner. Et eksempel er Pegintron® mod leverbetaendelse. Pegintron® skal kun injice-
res én gang om ugen, hvor man tidligere var ngdt til at injicere tilsvarende midler tre gange om ugen.

Svagere effekt: Polymeren laegger sig om proteinet som en beskyttende kappe, og derfor vil effekten i kroppen vaere
lavere. Det skyldes, at proteinet ogsa skeermes mod selve virkningsstedet pa cellerne. Dette kan bade reducere ef-
fekten og formindske risikoen for bivirkninger. Kunsten er at finde den rette balance.

Lavere immunologisk respons: Selv om humane proteiner kan produceres med rekombinant DNA-teknologi, kan
der vaere sma strukturelle forskelle mellem proteiner, som er dannet i kroppen, og proteinlaegemidler, som produce-
res i bioreaktorer. Strukturforskelle kan fgre til, at immunforsvaret gar til angreb pa proteinet, specielt ved laengere
tids gentagen brug. Ved PEGylering kan proteinlaegemidlet beskyttes mod genkendelse af immunsystemet. Derved
kan immunologiske bivirkninger formindskes eller undgas.

Bedre holdbarhed: Proteinlaegemidler kraever ofte saerlig opbevaring, fx i keleskab, eller alternativt skal leegemidler-
ne oplgses i vaeske lige inden brugen pa grund af proteinernes lave holdbarhed. Ved PEGylering beskyttes proteiner-

ne bl.a. mod fibrillering og dermed nedsaettes risikoen for inaktivering af liegemidlet.

jektion. Den lave stabilitet af glukagon medfgrer, at protei-
net let klumper sig sammen i fibriller, hvilket fgrer til dan-
nelse af en gelagtig struktur.

For at underspge den fysiske stabilitet har vi udsat gluka-
gon og PEGyleret glukagon for farmaceutiske processer sa-
som frysetgrring. Frysetgrring kan medfere aendringer af
glukagons rumlige struktur og fibrillering. Fibrillering kan
males ved at tilsaette et fluorescerende stof, Thioflavin T,

til en proteinoplgsning. Stoffet udsender en karakteristisk
fluorescens ved tilstedevaerelse af fibriller. Ved testen rystes
proteinoplgsningerne, og der males fluorescens som udtryk
for dannelse af fibriller over tid.

FLUORESCENS 2000

1500

1000

500

| forsggene var PEGyleret glukagon langt mere stabilt end
det nggne protein. Normalt danner glukagon fibriller efter
ca. 1dggn, hvor der ses en drastisk stigning i fluorescens-
signalet. Men PEGyleret glukagon fibrillerer ikke, selv efter
4-5 dogn.

Resultaterne viser, at stabiliteten af glukagon kan forbed-
res ved PEGylering, og det abner en potentiel mulighed for,
at PEGylering kan benyttes til udvikling af et flydende glu-
kagonpraeparat i stedet for det nuveerende frysetgrrede. Et
flydende praeparat vil lette patienters anvendelse af glu-
kagon. Videre studier vil vise, om det er muligt at designe
PEGyleret glukagon pa en made, sa den biologiske aktivitet
bibeholdes.
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Hvis proteinerne klumper sig sammen i fibriller, fx under opbevaring, kan proteinleegemidlet miste sin effekt.
Fibrillering males ved at tilsaette Thioflavin T til en oplgsning med proteinet; stoffet udsender en karakteristisk
fluorescens, ndr der dannes fibriller. Den rgde kurve viser test af glukagon, mens den bld kurve viser test af
PEGyleret glukagon. Mdlingen er foretaget ved 1 mg/ml protein og pH 2.5. Glukagon fibrillerer efter 25 timers
rystning, hvorimod PEGyleret glukagon ikke fibrillerede under forsgget.
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Forudsigelser

med hjaelp fra

Sma pepil:idlaegemiddelstoffer kan smugles fra tarmene til
blodet via en type transportgrer, der normalt fragter fode
gennem tarmvaeggen. En ny computermodel ggr det muligt
at beregne, hvilken struktur et farmakologisk aktivt peptid
skal have for at blive transporteret ud i blodet.

Af Rikke Andersen, Bente Steffansen,
Flemming Steen Jgrgensen og Carsten Uhd Nielsen

Der ligger ofte mange ars synteser, farmakologiske under-
spgelser og farmaceutiske afprpvninger bag et godt lzege-
middelstof, som udviser en gnsket effekt uden vaesentlige
bivirkninger. Derfor kraever det store ressourcer at udvikle
et nyt leegemiddel. Omkostningerne, arbejdsindsatsen og
tidsforbruget kan imidlertid reduceres ved at opstille mo-
deller, der —inden man bruger kraefter pa at syntetisere og
teste potentielle lzegemiddelstofkandidater — kan forudsi-
ge, hvordan stoffet vil blive optaget og virke i kroppen.
Hvis medicinen skal indtages gennem munden, hvilket ofte
er mest hensigtsmaessigt og bekvemt for patienten, er det
ngdvendigt, at leegemiddelstoffet er i stand til at traen-
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det virtuelle rum

ge gennem tarmvaeggen og komme over i blodet, hvorfra
det fgres hen til virkningsstedet i kroppen. Ved at udforske
strukturelle egenskaber ved lzegemiddelstoffer eller lig-
nende molekyler har man mulighed for at opstille modeller,
som kan forudsige, hvordan og i hvilken grad et ukendt laege-
middelstof vil blive transporteret gennem tarmvaeggen.

Tripeptider smugles ind i kroppen

En af vejene fra tarmvaesken til blodet gar via transportg-
rer i tarmvaeggen. Transportgrernes opgave er at fragte nae-
ringsstoffer fra fpden, som kroppen har behov for, gennem
tarmvaeggen. Kroppen bruger fx mindre dele af proteiner,
peptider, til at opbygge muskler. Derfor klipper enzymer i
mave-tarmkanalen proteiner fra fgden over i mindre en-
heder; fx til dipeptider, som bestar af to aminosyrer, og tri-
peptider, hvor tre aminosyrer er bundet sammen.

Disse di- og tripeptider fragtes over i blodet via en nzerings-
stoftransporter, som er lokaliseret i tyndtarmen. Her griber
transportgren fat i peptiderne og ruller dem gennem tarm-
membranen.

Det spaendende ved denne transportgr er, at den udover
dipeptider og tripeptider ogsa er i stand til at transportere
peptidlignende leegemiddelstoffer, fx antibiotika som pe-
nicilliner og cephalosporiner. Det skyldes, at transportgren
opfatter legemiddelstofferne som vardifulde naeringsstof-
fer. Man kan sige, at transportgren ubevidst smugler visse
leegemiddelstoffer ind i kroppen, og pa den made kan pep-
tidlignende laegemiddelstoffer blive optaget fra tarmen til

Et tripeptid er her placeret i et virtuelt rum sammen
med et lille molekyle, der repraesenterer én bestemt
egenskab ved den transportgr, som fragter tripeptider
gennem tarmvaeggen. Den gensidige pdvirkning mel-
lem tripeptidet og det lille molekyle kan omszettes til et
tal, som svarer til én bestemt strukturel egenskab ved
tripeptidet. Ved at gennemfgre simulationen med man-
ge forskellige smd molekyler, som hver isaer repraesen-
terer forskellige egenskaber ved transportgren, er det
lykkedes at lave en model for, hvilke strukturelle krav et
tripeptid skal opfylde for at binde sig til transportgren.
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STRUKTURELLE EGENSKABER

Grafen viser sammenhangen mellem strukturen af tripeptider og bindingen til transportgren. Ud fra tripeptidets
beregnede strukturelle egenskaber er det nu muligt at gd ind og afizese, hvor godt lige netop dette tripeptid binder

sig til transportgren.

blodet, som fgrer dem til virkningsstedet. Mange poten-
tielle legemiddelstoffer er peptider eller har en peptidlig-
nende struktur.

Modellen — hvorfor og hvordan

Hvis man kan finde ud af, hvilke strukturelle egenskaber
ved tripeptider der giver anledning til en god binding til
transportgren, kan man forudsige et givet tripeptids evne
til at binde sig til transportgren. Dermed vil man altsd have
en god idé om, hvorvidt det pnskede tripeptid kan komme
over i blodet fra tarmen. Men det virkeligt smarte er, at
man vil vide besked, inden man overhovedet gar i gang
med at syntetisere og afprove stoffet! P4 den made kan
man slippe for mange ungdige og dyre undersggelser, og
udviklingen af laegemiddelstoffet vil skride hurtigere frem.
For at kunne forudsige hvor godt et tripeptid binder sig til
transportgren har vi undersggt en lang raekke tripeptider.
Hvis man kan finde en overordnet sammenhaeng mellem
tripeptiders struktur og deres evne til at binde sig til trans-
portgren, vil det vaere muligt at forudsige, hvorvidt det en-
kelte tripeptid kan optages fra tarmen.

For at kunne ggre dette har vi brug for at beskrive tripep-
tidernes strukturelle egenskaber. En made at beskrive de
mange fysisk-kemiske egenskaber ved tripeptiderne pa er
at lave komplicerede modeller med en computer. Compu-
terprogrammet, som bruges til dette, giver os mulighed for
at skabe et virtuelt rum, hvori tripeptiderne kan placeres.
Inde i rummet kan man sa flytte et andet molekyle rundt
om tripeptidet og beregne, hvordan molekylet og tripepti-
det pavirker hinanden. Molekylet, der bevaeges rundt om
tripeptidet, veelges saledes, at det repraesenterer én egen-
skab i transportgren. Det betyder, at stgrrelsen af den pa-
virkning, som kan beregnes mellem tripeptidet og mole-
kylet, er et udtryk for en bestemt egenskab, som kan have

indflydelse pa tripeptidets evne til at binde til transporte-
ren. Ved at gennemfgre forlpbet med et stort antal mole-
kyler, som hver iszer repraesenterer forskellige egenskaber i
transportgren, kan man fa et overblik over, hvilke egenska-
ber der har betydning for, om tripeptidet kan fragtes gen-
nem tarmvaggen.

| alt blev 25 meget forskellige tripeptider undersggt for,
hvor godt de bandt til transportgren. Alle tripeptiderne
blev placeret i det virtuelle rum og op mod 80 forskellige
strukturelle egenskaber blev beregnet. Jagten pa en sam-
menhaeng mellem alle de forskellige egenskaber kunne nu
starte.

Metoden gik ud pa at sammenholde alle egenskaberne
med evnen til at binde sig til transportgren. At ggre dette,
pa én og samme tid, kraever en del matematiske krum-
spring. Efter mange beregninger lykkedes det os at finde
en sammenhaeng, og vi fik dermed information om, hvilke
specielle egenskaber hos tripeptider, der er vigtige for deres
evne til at binde sig til transportgren.

Sadan forudsiger man

Med denne information er det nu muligt at ggre det, vi gn-
skede at ggre fra starten. Ud fra den fundne sammenhang
kan et tripeptid eller tripeptid-lignende stofs evne til at bin-
de sig til transportgren forudsiges. Som udgangspunkt ved
vi ikke, hvor godt et tilfaeldigt tripeptid binder til transpor-
teren. Men vi kan beregne tripeptidets strukturelle egen-
skaber med computerprogrammet og forudsige — ud fra
vores model — hvor godt lige netop dette tripeptid vil binde
sig til transportgren. Med andre ord giver modelberegnin-
gerne os en god idé om, hvorvidt det er muligt at fa netop
dette llegemiddelstof optaget over tarmvaeggen via vores
transporter. Og det inden vi overhovedet har lavet én ene-
ste syntese eller eksperiment!
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Figuren viser omridset af
bindingslommen pd gluta-
matreceptorerne GIuR2 (t.v.)
og GluRS5 (t.h.). Lommen har
forskellig stgrrelse pd de to
receptorer, og dette kan udnyt-
tes til design af laegemiddel-

stoffer med selektiv virkning
pd den af receptorerne, man
@nsker at pdvirke. Radt viser
omrdder i bindingslommen,
der kan fungere som accepto-
rer for brintbindinger, mens
bldt markerer omrdder med
brintdonerende egenskaber.

ceutiske

rbejde

Design af leegemiddelstoffer kan sammenlignes med at
fremstille nggler til lase. Gruppen for Biostrukturel Forsk-
ning pa DFU arbejder med at opklare, hvordan lasen ser ud,
og hvordan nggler passer i ngglehullet.

Af Peter Naur, Bente Vestergaard, Lars K. Skov, Jan Egebjerg,
Michael Gajhede og Jette Sandholm Kastrup

Naesten alle lzegemiddelstoffer er rettet mod proteiner,
som er keempemaessige molekyler med et vaeld af forskel-
lige funktioner. Proteiner kan vaere enzymer, der katalyserer
biokemiske reaktioner, receptorer, som reagerer pa hormo-
ner og signalstoffer, eller transportere, der fragter moleky-
ler gennem biologiske membraner.

At proteiner er et naturligt mal for lzegemidler skyldes net-
op, at de er involveret i hovedparten af de biologiske pro-
cesser, som holder livet i gang. Sa nar noget gar galt —ved
sygdom — er proteinerne naturligvis ogsa i spil. Derfor kan
man behandle sygdommens symptomer og i visse tilfaelde
helbrede patienten helt ved hjzelp af llegemiddelstoffer,
som kan andre proteinernes aktivitet. Det lyder nemt nok
—men i praksis er opgaven uhyre svaer.

Et godt udgangspunkt for fremstilling af nye leegemid-
delstoffer er at opklare malmolekylets tredimensionelle
struktur. Man kan sammenligne laegemiddelstoffet med en
nggle og malmolekylet med et ngglehul. Ngglens opgave er
at lase op eller i for proteinets funktion. For at kunne finde
praecis den npgle, der passer i ngglehullet, er det vigtigt at
vide, hvordan ngglehullet er udformet, og hvilke byggesten
det bestar af. Processen kaldes strukturbaseret laegemid-
delforskning.
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lasesmede b

Mervecelle

Nervecelle

Nervecellers kommunikation

Gruppen for Biostrukturel Forskning pa Danmarks Farma-
ceutiske Universitet har i naesten ti ar arbejdet med en type
proteiner, som kaldes ionotrope glutamatreceptorer.
Glutamat er hjernens vigtigste stimulerende signalstof, og
de ionotrope glutamatreceptorer findes overalt i hjernen,
hvor de medvirker til hurtig udveksling af information mel-
lem nervecellerne. Denne udveksling af information er helt
afgerende for, at hjernen kan fungere korrekt. Nar det sy-
stem, som receptorerne indgar i, bryder sammen, har det
fatale konsekvenser. Nogle eksempler er alvorlige neuro-
logiske sygdomme som Alzheimers og Parkinsons sygdom
samt epilepsi.

Netop fordi glutamat er hjernens vigtigste stimulerende
signalstof, er det ikke ngdvendigvis hensigtsmaessigt med
legemiddelstoffer, der aktiverer alle typer glutamatrecep-
torer, da konsekvensen kan blive overophedning af nerve-
cellerne og i sidste ende nervedgd. Pa tilsvarende vis er det
heller ikke npdvendigvis fornuftigt at blokere eller haamme
alle typer glutamatreceptorer med leegemiddelstoffer, fordi
det kan forrykke den harfine balance mellem stimulerende
og haemmende signaler i hjernen.

Derfor er der stor interesse for at udvikle leegemiddelstof-
fer rettet mod udvalgte glutamatreceptorer. Det giver mu-
lighed for specifikt at pavirke sygdomsprocesser, som den
pagaeldende receptortype er involveret i, og pa den made
genoprette den normale kommunikation mellem nervecel-
lerne. En stor hjelp i denne proces er kendskab til struktu-
ren af receptoren, s man kan designe nggler, der passer i
den rigtige 13s —og kun i den.
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IONOTROPE GLUTAMATRECEPTORER
lonotrope glutamatreceptorer medvirker til overfgrsel
af information mellem nerveceller.
Hver nervecelle har tusinder af forbindelser til
andre nerveceller. Cellerne mgdes i synapser, hvor
de to cellers membraner ligger teet op af hin-
anden. Kommunikationen sker ved, at den ene
nervecelle udsender sit signalstof, som opfan-
ges af receptorer i membranen pa den anden
celle. Pa den made sendes information fra den
ene nervecelle til den anden. | dette tilfelde
frigiver afsenderen signalstoffet glutamat, som
diffunderer hen til en ionotrop glutamatrecep-
tor pa modtagercellen. Signalstoffet bindes til

Na*
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Vores indfaldsvinkel til forskningsarbejdet er at bestemme
tredimensionelle strukturer af forskellige typer af ionotro-
pe glutamatreceptorer ved hjaelp af en metode, som kaldes
rontgenkrystallografi.

I dag har vi kendskab til 18 forskellige ionotrope glutamat-
receptorer. Vi har i en del r koncentreret os om den type af
receptorerne, som kaldes GluR2. For at kunne forsta hvorfor
nogle stoffer primaert virker pa en bestemt type af recepto-
rer, har vi nu udvidet projektet til ogsa at omfatte andre ty-
per, bl.a. receptoren GIuRS.

Benhard konkurrence

| efteraret 2004 lykkedes det os at fa etableret en metode
til at fremstille de npdvendige mangder protein til krystal-
lisation af den del af GluR5-receptoren, som binder signal-
stoffet og leegemiddelstoffer. Men sa begyndte rygterne i
den videnskabelige verden at svirre —en amerikansk for-
skergruppe var ved at publicere den selv samme struktur.
Nu skulle det ga staerkt. Og nar engagementet og viljen er
tilstede, kan man komme utroligt langt pa kort tid. | Ipbet
af en meget hektisk maned med arbejdsuger pa op til 80-
100 timer blev der samlet og analyseret data, og en artikel
blev skrevet og sendt af sted. Heldigvis var det hele sliddet
vaerd. Vores struktur kom ud til offentligheden forst —tre
dage for konkurrentens!

; Cellemembran

receptoren, og det bevirker, at en kanal dbnes i
receptoren, sa der nu kan traenge ioner ind i cellen.
Efter kort tid frigives signalstoffet, og kanalen luk-
kes igen.

Ngglehul pa atomart niveau

Hvad har strukturen af GIuR5 sé laert os? Fgrst og frem-
mest har vi opndet vigtig viden om det omrade i recepto-
ren, hvortil det naturlige signalstof glutamat bindes. Denne
viden kan udnyttes til at designe potentielle legemiddel-
stoffer, der er selektive for denne type receptorer. Da de
forskellige typer af ionotrope glutamatreceptorer minder
meget om hinanden, er det en stor hjeelp at kende de sma
forskelle helt ned pa atomart niveau. Skal man file en nggle
til, er det godt at kende ngglehullet forst og dermed kunne
regne ud, hvordan ngglen kan forbedres.

Et af de store spprgsmal er, hvordan binding af signalstof-
fet fgrer til dbning af ionkanalen, og hvordan den herefter
lukker igen. Ndr man sammenligner strukturen af den del
af GIuRS5, som binder glutamat, med strukturer af GluR2,
kan man se de bevaegelser, der sker i proteinet efter binding
af signalstoffet. For at blive i billedet med nggle og 13s kan
man altsa sige, at vi har set, at |asen ogsa tilpasses af ngg-
len. Sa vi har nu en arbejdsmodel for, hvordan ionkanalen
abnes og lukkes. Denne viden er en vigtig lille brik i forsta-
elsen af, hvordan information overfgres fra den ene nerve-
celle til den naeste. Helt nede pa atomart niveau er vi altsa
nu i stand til at studere, hvordan de enkelte tandhjul bevze-
ger sig i det utroligt komplekse maskineri, som menneskets
hjerne og nervesystem er.

RONTGENKRYSTALLOGRAFI OPKLARER STRUKTUREN
Rontgenkrystallografi er en vigtig metode til at bestemme
den tredimensionelle struktur af store og sma molekyler.
En afgprende forudsaetning er krystaller af molekylet. At
opna dette med store makromolekyler som proteiner er en
vanskelig kunst, og fremstilling af store maengder rent pro-
tein til krystallisation er ofte den stgrste forhindring pa ve-
jen til at opklare strukturen af et protein.

Perfekte krystaller er opbygget af en grundbyggesten — be-
stdende af et eller flere molekyler — der gentages igen og

igen hele vejen gennem krystallen. Denne regelmaessighed
udnytter man ved at beskyde krystallen med intens rgnt-
genstraling. Rgntgenstralen bliver spredt af krystallen i et
menster, der afspejler, hvordan atomerne i det enkelte mo-
lekyle er placeret i forhold til hinanden.

Nar man har malt dette spredningsmenster, kan man reg-
ne sig frem til atomernes art og position i krystallen og der-
med bestemme molekylets tredimensionelle opbygning.
Disse beregninger er kreevende, nar det gaelder proteiner,
som normalt bestar af flere tusinde atomer.
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DESIGNET ANALOG

Kemisk struktur af naturstoffet thapsigargin og den nye analog.

Dyreforsgg har vist, at plantestoffet thapsigargin kan an-  Udgangspunktet for vor kemiske bedrift er naturstoffet
vendes til udvikling af medicin mod prostatakreaeft. Nu er  thapsigargin, som er en meget kraftig hemmer af en in-
det lykkedes at syntetisere et stof, som slar kraeftceller ihjel ~ tracellulaer calciumpumpe (SERCA). Nar pumpen ham-

ti gange mere effektivt end naturstoffet.

Af Spren Brggger Christensen,
Helmer Sghoel og Tommiy Liljefors

mes, kan cellen ikke opretholde calciumbalancen og ma dg.
Ved anvendelse af moderne teoretiske og eksperimentelle
metoder har det vaeret muligt at designe og syntetisere et
molekyle, der bindes ti gange kraftigere til calciumpumpen

Derpa sagde Gud: "Jorden lade fremspire gronne urter, der
bzerer frg, og frugttraeer, der beerer frugt med kerne, pa
jorden!” (1. Mosebog v. 11.) En vidtgaende tolkning af ska-
belsesberetningen er, at Gud ogsa skabte planterne for, at
menneskene skulle kunne finde lindring og helbredelse for
deres sygdomme. Det fremfgres, at Gud har skabt lzege-
midler mod alle sygdomme, og det er blot menneskenes
opgave at finde dem. Da Gud har skabt leegemidlerne, kan
de umuligt forbedres — i fglge dette dogme. Men moderne

kemi kan faktisk overgd naturen.

Bindingsstedet for thapsigargin i calciumpumpen: De svage linier mar-
kerer bindinger i proteinet, de kraftigt optrukne linier viser thapsigargin
samt fragmentet af phenylalanin 834 i bindingsstedet. De grgnne knaek
markerer et kulstofatom, de rgde knaek et iltatom og de bld knaek et kvael-
stofatom. De rgde omrdder er dele af pumpen, der har affinitet for lipofile
molekylfragmenter. Analysen af bindingsstedet gennemfgres uafhaengigt
af thapsigargin, men efterfglgende er thapsigargin lagt ind pd figuren for
at illustrere, hvor vekselvirkningen mellem thapsigargin og pumpen finder
sted. L1 vekselvirker med smgrsyrefragmentet (rad pd formel-illustrationen
gverst pd denne side), L2 med en af methylgrupperne i thapsigarginskelet-
tet (bld), L3 med methylbutensyrefragmentet (lilla), og L5 med eddikesyre-
fragmentet (grgn). Den lille udstraekning af L4 markerer, at dette omrdde
kun udviser svag interaktion med octansyrefragmentet (turkis).

Nedenfor ses landskab fra Ibiza, hvor planten giftig gulerod gror.

end thapsigargin. Opdagelsen kan fa betydning ved udvik-
ling af kemoterapeutisk medicin, fordi indledende forspg
har vist, at thapsigargin synes at kunne danne basis for et
legemiddel mod prostatakreeft.

Thapsigargin udvindes af middelhavsplanten Thapsia gar-
ganica L., som ikke har noget officielt dansk navn, men som
ved en oversaettelse fra engelsk kan kaldes giftig gulerod.
Planten har gennem artusinder veeret anvendt i folkeme-
dicin. Frem til Anden Verdenskrig fremstillede man plastre,
som blev sat pa huden. Plantens indhold af hudirriterende
forbindelser, primaert thapsigargin, medfgrer en lokal irrita-
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tion, der udover at fremkalde klge ogsa lindrer gigtsmerter.
Virkningen beror p3, at det virksomme stof traenger ind
gennem huden og ind i cellerne, f.eks. mastceller og andre
celler, der kan udskille signalstoffer. Inde i cellerne bloke-
rer thapsigargin calciumpumpen SERCA, der er afgprende
for, at cellen kan opretholde sin calciumbalance. Kort tids
ubalance far cellerne til at udskille signalstoffer, og det for-
arsager hudirritationen. Laengere tids ubalance medfgrer
celleded.

Da thapsigargin kun kan isoleres fra den vilde plante giftig
gulerod, er det naeppe muligt at fremskaffe nok af stoffet
til en baeredygtig llegemiddelproduktion, med mindre man
udvikler metoder til at dyrke planten i agerbrug. Derfor ar-
bejder vi pa at finde egnede alternativer til stoffet.

Analyse af bindingen mellem stof og pumpe

For at udvikle analoger af thapsigargin er det ngdvendigt
at forsta de kraefter, der far thapsigargin til at binde sig til
calciumpumpen og blokere den. Her har det veeret afge-
rende, at det er lykkedes for en japansk forskergruppe at
udkrystallisere pumpen sammen med thapsigargin. Ved en
efterfplgende rgntgenkrystallografisk analyse lykkedes det
at kortlaegge placeringen af alle de tunge atomer i kom-
plekset, dvs. alle atomerne pa naer brint.

Efter opklaringen af kompleksets tredimensionelle atomare
struktur blev pumpens bindingssted for thapsigargin ana-
lyseret for at finde ud af, hvilke omrader der binder sig til
fedtoplgselige dele af molekyler (lipofile omrader), og hvil-
ke omrader der binder sig til vandoplgselige dele af mole-
kyler (hydrofile omrader).

Et overraskende resultat er, at alle de hydrofile iltatomer i
thapsigargin kun har beskeden betydning for bindingen til
pumpen, og at molekylets tricykliske kerne primaert bidra-
ger ved at placere fragmenter af smersyre, methylbuten-
syre og eddikesyre i korrekte rumlige positioner, sa de kan
vekselvirke med de lipofile omrader i pumpen.

En dybtgaende analyse af thapsigarginmolekylet viser, at
de tre carbonylgrupper i fragmenterne af henholdsvis ed-
dikesyre, octansyre og methylbutensyre rumligt sidder sa
taet, at de tre carbonylgrupper tvinges til at veere orienteret

L W
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Til venstre ses thapsigargin. De tre carbonylgrupper sidder
sd taet, at carbonylgrupperne pd fragmenterne af methylbu-

tensyre (lilla pil) og eddikesyre (gren pil) tvinges til at pege op

over papirets plan, hvorimod carbonylgruppen i octansy-
refragmentet (turkis pil) peger ned i papirets plan. Til hgjre
ses den designede analog. Den stgrre fleksibilitet tillader
eddikesyrecarbonlygruppen (gren pil) at ligge nogenlunde
i papirets plan, hvorved en ufavorabel vekselvirkning med
phenylalanin 834 i calciumpumpen undgds.

i forhold til hinanden. Ved indlejring af thapsigargin i bin-
dingsstedet medferer den begraensede fleksibilitet, at det
elektronrige iltatom i thapsigargins eddikesyrecarbonyl-
gruppe placeres i umiddelbar naerhed af den elektronrige
aromatiske ring i aminosyren phenylalanin, der indgar som
byggesten i calciumpumpen. Herved skabes en elektrosta-
tisk frastedning, der svaekker vekselvirkningen mellem pro-
teinet og thapsigargin.

Safremt analysen er korrekt, skulle en designet analog
uden octanoylfragmentet binde sig kraftigere til bindings-
stedet, fordi det nu er muligt for eddikesyrecarbonylgrup-
pen at orientere sig saledes, at den ikke peger ind imod
phenylringen i phenylalanin.

Design ud fra et billigt naturstof
I designet af stoffet indgik tillige overvejelser om, at stoffet
ville kunne fremstilles ud fra et andet naturstof end thap-
sigargin, nemlig (S)-carvon. | modsaetning til thapsigargin
kan er (S)-carvon billigt og let tilgeengeligt; stoffet kan ud-
vindes af kommen.

Alle stoffer findes i to spejlbilledformer, der er kemisk ens,
men rumligt forskellige som hgjre og venstre hand. Effek-
ten af de to spejlbilledformer af et leegemiddelstof er ofte
forskellige, fordi kun den ene spejlbilledform passer ind i
den gnskede receptor. Ved at bruge den hgjredrejede spejl-
billedform (S)-carvon som udgangspunkt for syntesen er
det muligt kun at fremstille den gnskede spejlbilledform af
det nye molekyle. Stoffet blev syntetiseret gennem sekvens
pa 34 trin, og en efterfglgende farmakologisk afprgvning
viste, at stoffet bandt sig ti gange kraftigere til calcium-
pumpen end thapsigargin.

Ved anvendelse af avancerede beregningsmetoder til for-
udsigelse af organiske stoffers egenskaber, ved brug af
rentgenkrystallografi til kortleegning af atomernes place-
ring i biologiske makromolekyler bundet til lzgemiddel-
stoffer og endelig ved anvendelse af moderne synteseme-
toder har det altsa vaeret muligt at fremstille et stof, der
binder sig ti gange bedre til et biologisk makromolekyle
end naturstoffet. Kemikere kan overga naturen.
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Morfin

— nye aspekter ved
200 ar gammel
legemiddelstof

| kroppen nedbrydes morfin bl.a. til stoffet M6G, som ved
injektion lindrer smerter med feerre bivirkninger end mo-
derstoffet morfin. Et nyt mal er at ggre M6G egnet til indta-
- gelse i tabletter eller mikstur.

Af Hanne Villesen, Niels-Henrik Jensen,
Steen Honoré Hansen og Lona Christrup

Morfin er den gyldne standard blandt staerke smertestillen-
de laegemidler, men pa trods af, at morfin har vaeret kendt
og anvendt i snart 200 ar, mangler der stadig viden om
virkningen af stoffet og dets metabolitter.

Det var den tyske farmaceut Friedrich Wilhelm Adam Ser-
urner, der fgrst isolerede og senere renfremstillede mor-
fin fra rdopium. Sertiirner blev fpdt i 1783 og dpde i 1841.
Hans arbejde med rdopium udviklede sig over mange ar,
hvilket har resulteret i forvirring omkring tidspunkterne for
isolering og renfremstilling af morfin. Det er imidlertid nu
bred enighed om, at den fgrste publikation, hvori isolerin-
gen af morfin er beskrevet, udkom i 1806. Her beskrives et
stof isoleret fra opium, som blev navngivet "morphium”
efter den graeske dremmegud Morpheus. Sertiiner gav lidt
under et gram af stoffet til fire hunde, som alle fik kramper
og blev traette og bedgvede, men ikke faldt i svn, sa med
vore dages viden om morfins virkning er det helt klart, at
stoffet ma have vaeret meget urent.

11817 offentliggjorde Sertiirner en metode til oprensning

Rdopium udvindes af opium-
valmuens frgkapsel.

N
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Friedrich Wilhelm Adam Sertiirner isolerede morfin fra raopium i 1806
og testede det nye stof pa hunde —.og.senere pa studerende. (Maleria af Robert Thom).
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af den urene morfin. Isolering og oprensning fandt sted ved
at ekstrahere rdopium med varmt vand og herefter udfeel-
de rene morfinkrystaller med salmiakspiritus. For at bevise,
at krystallerne havde de samme farmakologiske virkninger
som raopium, gav han 60 mg af stoffet til tre af sine stu-
denter. Dette er det dobbelte af den maengde, man i dag
giver til patienter, der far morfin for ferste gang. Studenter-
ne overlevede, men oplevede opkastning, forstoppelse, en
voldsom traethedsfornemmelse samt hovedpine, som forst
forsvandt efter flere dage. Alle er eksempler pa symptomer,
der nu kendes som morfins bivirkninger.

Metabolitter med forskellig virkning

Forst mere end hundrede ar senere, i 1927, blev man klar
over morfins kemiske struktur. | 1954 blev morfins hoved-
metabolit morfin-3-glucuronid (M3G) identificeret, og se-
nere, i 1970, lykkedes det at identificere endnu en metabo-
lit, morfin-6-glucuronid (M6G).

Forspg i mus og rotter viste, at M3G ikke selv havde nogen
smertestillende virkning, mens M6G besad en smertestil-
lende effekt, stprre og leengevarende end morfins. Dyrefor-
spgene tydede desuden p3, at indgift af M6G ikke gav an-
ledning til bivirkninger i samme grad som indgift af morfin.
Disse resultater betgd, at hvis det var muligt at renfrem-
stille M6G til brug i mennesker, ville man have et effektivt
smertestillende legemiddelstof, som ikke gav anledning
til de bivirkninger i form af kvalme, opkastning, treethed

NEDBRYDNING AF LAGEMIDLER | KROPPEN
Metabolitter er betegnelsen for omdannelses-
produkter af legemiddelstoffer. Metabolitter
dannes primeert i leveren med det formdl at
lette udskillelsen fra organismen. Metabolitter
er oftest meget mere vandoplgselige end deres
moderstof, hvilket betyder, at de fordeler sig pd
en anden mdde i kroppen og lettere udskilles
med urinen.

Nogle metabolitter er uden egen farmako-
logisk effekt, mens andre selv besidder en
farmakologisk virkning, som enten kan bidrage
til de pnskede effekter, der ses efter indgift af et
laegemiddel, eller til ugnskede bivirkninger.
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og forstoppelse, som normalt plager patienter i langvarig
smertebehandling med morfin. Og da varigheden af M6G’s
virkning ogsa er leengere end morfins, ville man samtidigt
kunne reducere antallet at daglige doser.

Smertelindring med fa bivirkninger

11988 kom den fgrste rapport om indgift af M6G til men-
nesker og i de fglgende ar fulgte flere undersggelser af sa-
vel den smertestillende effekt som bivirkninger. Resultater-
ne af de fgrste undersggelser var ikke entydige med hensyn
til potensen af M6G sammenlignet med morfin. Bivirknin-
ger som kvalme og opkastning forekom dog ikke efter ind-
gift af M6G.

Senere undersggelser har vist, at efter en enkelt intravengs
eller subkutan indgift af M6G, er potensforholdet til morfin
ca. 1:3-4, dvs. morfin er 3-4 gange steaerkere end M6G. Givet
i dette forhold er forekomsten af bivirkninger efter indgift
af M6G lavere end efter indgift af morfin. En injektionsvae-
ske med M6G beregnet til behandling af smerter efter ope-
ration er nu pa vej til at blive markedsfgrt pa baggrund af
disse underspgelser.

For at kunne gavne patienter med vedvarende staerke
smerter, fx smerter forarsaget af kreeft, er det imidlertid
vigtigt ogsa at rade over et praeparat, som patienterne selv
kan administrere, fx i form af tabletter eller mikstur.

Nar man giver M6G via munden som en oplgsning, opta-
ges kun ca. 15 procent af den indgivne maengde fra maven
og tarmen. Optagelsen foregar langsomt og gennem hele
tarmsystemet; mavesaek, tyndtarm og tyktarm. Til sam-
menligning optages morfin 100 procent og meget hurtigt
allerede i den forste del af tyndtarmen.

Umiddelbart har den anderledes og langsommere optagel-
se af M6G den fordel, at antallet af daglige doseringer kan
nedsattes. Desvaerre betyder det ogs3, at 85 procent af det
indgivne M6G gar til spilde.

Det har desuden vist sig, at en del af den maengde af M6G,
der nar tyktarmen, omdannes til morfin af mikroorganis-
mer, der findes her. Morfinen optages fra tyktarmen og kan
saledes give anledning til bivirkninger. Nar blodet passerer
leveren, omdannes det optagne morfin til metabolitterne
M3G og M6G. Denne cyklus kan saledes forlaenge virknin-
gen af M6G.

Konc nmol/L
1200 +

1000 +
800 +
600 -
400 -
200 +

-
OPIOIDER OG SMERTELINDRING

Opioider er smertestillende stoffer, prototy-

pen er morfin som udvindes af opiumvalmuens
frekapsel. De mest kendte opioider er morfin,
kodein, heroin og metadon.

Opioiderne virker ved at binde sig til specifikke
opioide receptorer pa nervecellerne, og man har
i dag kendskab til tre undertyper. Den vigtigste
og hyppigst forekommende opioide receptor i
centralnervesystemet, er pu-receptoren.

Kroppen danner selv en type opioider, endorfi-
ner, som ogsa binder sig til de opioide recepto-
rer, men endorfinerne er meget ustabile i krop-
pens vandfaser, sa derfor er de sveere at udnytte
som leegemidler.

Tabletter eller mikstur

Hvis M6G med fordel skal kunne gives som tabletter, er det
derfor ngdvendigt at finde en made at gge optagelsen af
M6G i tyndtarmen, saledes stoffet optages, inden det nar
tyktarmen, hvor det omdannes til morfin.

Forseg i isoleret rottetarm har vist, at man kan gge opta-
gelsen af M6G ved at tilsaette optagelsesforpgende stoffer.
Virkningen fremkommer ved, at tarmen midlertidigt bliver
lettere gennemtraengelig. Risikoen ved brug af optagelses-
forggende stoffer er imidlertid, at ogsa andre stoffer end
det pnskede leegemiddelstof vil blive optaget hurtigere, og
hvis disse andre stoffer tilsaettes i for store maengder, er der
risiko for en permanent gdelaeggelse af tarmen.
Indledende forsgg i frivillige raske forspgspersoner, hvor
M6G er givet samtidig med et optagelsesforpgende stof,
TWEEN 20, har desvaerre vist, at det ikke er muligt at pge
optagelsen af M6G pa den made.

| pjeblikket gennemferer vi undersggelser, der skal kortlaeg-
ge praecis, hvor i tarmen og hvor hurtigt M6G optages efter
oral indgift med henblik pa at finde et egnet optagelsefor-
pgende stof og dermed at udvikle en tablet eller en mikstur
indeholdende M6G.
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Koncentrationerne af M6G, morfin og M3G i 24 timer efter indgift af M6G til mennesker.
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Analyse af blodprgver
kan afslgre en lgs
hofteprotese

Det g¢r ondt, nar en hofteprotese begynder at Igsne sig,
men desvaerre kan rgntgenfotos ferst vise Igsrivelsen sent
i forlpbet. En blodprgves indhold af metaller kan maske af-
slgre problemet tidligt, sa patienten kan fa en ny protese og
blive sparet for mange smerter.

Af Bente Gammelgaard, Lars Bendahl, Stefan Stiirup
og Arne Borgwardt

I Danmark indsaettes omkring 6000 hofteproteser om aret.
Proteserne er oftest fremstillet af en kombination af metal-
legeringer, keramisk materiale og plast. Alle typer proteser
kan afgive metaller til blodet, og det sker iszer ved meka-
nisk slid. Ved at male metalkoncentrationerne i patienter-
nes blod med jeevne mellemrum — fx hvert ar —kan man
kontrollere, om protesen begynder at afgive metaller som
folge af det slid, der typisk opstar, nar protesen ikke er ind-
sat korrekt, eller hvis den er ved at Ipsne sig.

Regelmaessig kontrol vil vaere en stor fordel for patienterne,
fordi man tidligt kan opdage, om protesen lgsner sig, og i
givet fald kan laegerne operere med det samme. | dag kan
en proteselpsning forst afslgres sent i forlgbet ved hjaelp af
rentgenfotos. Hvis en tidlig pavisning bliver mulig, vil pa-

tienten blive sparet for mange smerter. Kunstige hofteled

Normalt findes metaller i blodplasma i meget lave koncen- Et kunstigt hofteled bestar af en kugle — protesehovedet
trationer, og den stigning, der skal kunne males efter ind- —som er fastgjort pa et metalskaft, der settes ind i [ar-
saettelse af en protese, er relativt beskeden. Derfor er det bensknoglen. Skaftet er ofte af titan, aluminium og lidt
ngdvendigt med hgjfplsomme og selektive analysemetoder ~ vanadium, mens protesehovedet kan vaere fremstillet af en
for at kunne pavise, om en protese er ved at Ipsne sig. Den kobolt-krom-molybdaenlegering eller af et keramisk mate-
lille forskel i blodets metalindhold kan males praecist ved riale, som indeholder aluminium eller zirkonium.

hjaelp af en avanceret form for massespektrometri, ICP-MS, Protesehovedet er indlejret i en skél, som fungerer som
som er til radighed pa DFU. hofteled. Skalen er ofte fremstillet af haerdet plast, men

i de seneste ar er man i stigende grad begyndt at anven-
de slidflader, som bestar af metal mod metal. Det er isaer
det yderst begraensede slid i lejet, der har givet metalslid-
flader en ny aera. Dagens laserteknologi tillader nemlig en
uhyre praecis tilvirkning af lejekomponenterne, sa der kan
dannes en vaeskefilm mellem metalfladerne, hvilket mini-
merer sliddet. | protesehoveder af kobolt-krom-molybdaen-

Dette ICP-MS-spektrum viser isotopmgnsteret af en raekke
metaller. Antallet af isotoper varierer fra én for aluminium
og kobolt til syv for molybdaen. Det indbyrdes forhold
mellem et metals isotoper i spektrummet svarer til den
naturlige fordeling som angivet i det periodiske system. De
unavngivne bldgrd toppe er interferensioner, der er dannet
under analysen, fx er de to stprste toppe argonoxid og en
argondimer, som begge er dannet i argonplasmaet.
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hofte af titan med et keramisk leje er
blevet indsat i Idrben og hofteknogle.

legeringer er skalen foret med den samme legering.

Nar knoglerne bevaeges, kan partikler fra det kunstige led
frigives til blodbanen. Frigivelsen sker ved mekanisk slid pa
de flader, som glider mod hinanden, og ved galvanisk kor-
rosion fra hele ledprotesens metaloverflade. Det mekaniske
slid er stprst under indkgringsfasen i det fgrste ar efter ind-
saettelsen af protesen. Desuden stiger frigivelsen af metal-
ler, hvis ledprotesen lgsner sig, fordi en forkert stilling gger
det mekaniske slid.

Hofteprojektet pa Frederiksberg

Ortopaedkirurgisk Klinik pa Frederiksberg Hospital startede
11998 et stort videnskabeligt projekt med 300 patienter,
som alle fik indsat en kunstig hofte. Patienterne blev ind-
delt i fire grupper ved lodtraekning, og slidfladerne i deres
kunstige hofter var forskellige fra gruppe til gruppe. Siden
er patienterne blevet fulgt ngje hvert &r med rgntgenun-
derspgelser, spprgeskemaer, interviews og kliniske under-
spgelser af hoftens funktion.

Det tredje ar blev undersggelsen udvidet med en blodprg-
ve. Formalet var at male koncentrationerne af en raekke
metaller, som er relevante for de enkelte typer hoftepro-
teser. Pa den made opnar man viden om sammenhangen
mellem metalkoncentrationer i blodet og slid pa protesen.

Analyse af metaller

Blodprgvernes indhold af aluminium, kobolt, chrom, mo-
lybdaen, nikkel, titan og zirkonium blev malt ved hjzelp

af ICP-MS. Malemetoden er enestaende ved at kunne be-
stemme ekstremt lave koncentrationer af mange metaller
samtidig, og stort set alle metaller kan males pa én gangii
samme analyse.

Resultatet af den fgrste maleserie var, at der ses forhgjede
veerdier af kobolt, krom og molybdazen i blodprgver fra de
patienter, der havde faet indopereret protesehoved og hof-
teskal af kobolt-krom-molybdaen legeringen. En tilsvarende
forhgjelse blev ikke fundet i de tre gvrige grupper. Dette er
et tegn pd, at malemetoden virker og med sikkerhed kan be-
stemme de naevnte metaller, hvilket bestyrkes af, at patien-

terne blev fordelt i den pagaeldende gruppe ved lodtraekning.

Der blev ikke observeret pget frigivelse af aluminium, nik-

lllustrationen viser, hvordan en kunstig

SADAN VIRKER ICP-MS

Koncentrationerne af metaller i en blodprgve kan
analyseres ved hjaelp af ICP-MS, som star for Induc-
tively Coupled Plasma Mass Spectrometry.
Blodpreven forstgves og indfgres i et argonplasma,
som har en temperatur pa ca. 8000° C. Her afbraen-
des alt organisk materiale, og prgven atomiseres og
ioniseres. Derefter indfgres ioner af alle tilstedevae-
rende grundstoffer i massespektrometret, hvor io-
nerne adskilles efter deres masse-ladningsforhold og
feres ind i detektoren, som paviser blodets indhold af
de relevante metaller.

Koncentrationsmalinger i rene vandige oplgsninger
er principielt mulige helt ned i omradet parts pr. tril-
lion — svarende til en drabe blaek i et svspmmebassin
med olympiske mal. Der er dog begraensninger, fordi
der ved maling af nogle metaller optraeder interfe-
rens; dvs. at andre stoffer forstyrrer malingen af det
pageeldende metal. Feenomenet er seerligt udtalt i
biologiske prgver som plasma, som indeholder en
lang raekke interfererende stoffer.

kel eller zirkonium i nogen af grupperne, men nogle patien-
ter havde steerkt forhgjede veerdier af titan i blodprgven.
Metalskaftet, der indsaettes i larbenet, er hos alle patienter-
ne fremstillet af titan. Det er ikke endeligt klarlagt, om der
er en sammenhaeng til proteselgsning hos denne patient-
gruppe, men patienterne fglges ngje.

En enkelt patient, som pa tidspunktet for blodprgvetag-
ningen klagede over staerke smerter i hoften, havde mere
end 10 gange forhgjede titanvaerdier sammenlignet med
normalvzerdierne hos personer uden en indsat protese. Pa-
tientens rgntgenbilleder gav ikke entydigt svar pa prote-
selpsning, men pa grund af patientens staerke smerter blev
hofteleddet opereret. Metalskaftet lod sig umiddelbart
fjerne med handen, hvilket er et klart bevis p3, at protesen
havde Ipsnet sig helt. Blodprgver udtaget en uge efter fjer-
nelsen af den darligt fungerende protese viste nu normale
koncentrationer af titan i serum, og patienten blev smerte-
fri efter operationen.

Hvis maling af metalindholdet i en blodprgve indikerer, at
protesen er ved at lpsne sig, kan patienten opereres tidlige-
re i forlpbet og skanes for mange smerter. Der kraeves dog
forsat en reekke undersggelser og malinger, for en rutine-
prove til metalbestemmelse kan indfgres pa

danske hospitaler til dette formal.

FLERE YNGRE PATIENTER FAR NYE LED

Afgivelse af metaller fra en slidt ledprotese medferer
en stigning i koncentrationerne i blodet af isaer krom,
kobolt og titan. Forhgjede niveauer af disse metaller
over laengere tid kan medfgre toksiske virkninger og
bgr derfor begraenses.

Hidtil er langt de fleste ledproteser blevet indopere-
ret i en sen alder, hvorfor man ikke har fokuseret sa
meget pa eventuelle skadelige langtidsvirkninger af
frigivne metaller. Men efterhanden far flere yngre
mennesker erstattet hofteled med proteser, hvor leje-
materialet bestar af metal mod metal.

Disse patienter skal leve med deres proteser i meget
leengere tid, og deres fysiske aktivitet er ogsa bety-
deligt hgjere, fordi proteserne fungerer sa godt, at de
ikke haemmer bevaegelsesfriheden. Der er saledes ri-
siko for en markant hgjere afgift af metaller gennem
en laengere arraekke.
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Hurtigere kemiske analyser fremmer forskning i og udvik-
ling af nye laegemidler til gavn for patienterne. Samtidig
formindskes medicinalindustriens tidsforbrug og omkost-
ninger. Men analyserne skal ikke blot veaere hurtige — de skal
ogsa vaere palidelige.

Af Steen Honoré Hansen

I en arreekke har forskning og udvikling af nye leegemidler
veeret praeget af et voksende behov for kunne gennemfgre
projekter hurtigere og reducere tiden fra ide til produkt. For
medicinalindustrien er gpget hastighed med til at optimere
cost-benefit for det enkelte udviklingsprojekt, og set fra pa-
tienternes synspunkt er det en stor fordel, at nye og bedre
leegemidler kommer hurtigere pd markedet.
"High throughput screening”, som vel
bedst kan overszettes med undersg-
gelser af tusindvis af potentielle
legemiddelstoffer eller biologi-
ske prgver pa ultrakort tid, er
blevet nggleordet inden for
mange discipliner i lege-
middeludviklingen, og det
gaelder naturligvis ogsa for
analytisk kemi. Det er dog
ikke blot hurtigere svar,
men ogsa mere palidelige
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analyser, som gnskes af alle. At opna dette kraever udvikling
og implementering af robuste analysemetoder, som arbej-
der ved hgj hastighed.

Hojtryksvaeskekromatografi

Hojtryksvaeskekromatografi (HPLC) er et af de vigtigste
veerktgjer i analytisk kemi. Metoden bruges bade til analyse
af leegemiddelravarer og faerdige produkter som tabletter
og injektionsmedicin og til analyse af leegemiddelstoffer og
deres metabolitter i biologisk materiale som urin og blod.
Ved analysen pumpes en vaeske gennem en kolonne, og
preven indfgres i veesken i den ene ende af rgret. Kolonnens
inderside er beklaedt med et materiale, der binder forskel-
lige stoffer med forskellig effektivitet, og pa den made kan
stofferne i en blanding adskilles, hvis de har forskellig af-
finitet for kolonnematerialet. Ved udgangen af kolonnen
males de enkelte stoffer ved hjaelp af forskellige detektorer,
fx massespektrometre.

| et sddant system kan man kun analysere én prove ad gan-
gen. Nar den fgrste prove er kommet igennem kolonnen,
kan den naeste prove indfgres i systemet. Typiske analyse-
tider ligger fra nogle minutter til op imod en halv time. Sa
lange analysetider er imidlertid uacceptable, nar der skal
analyseres tusindvis af prgver.

Selve separationens effektivitet er primaert afhaengig af
stprrelsen af de partikler, som kolonnematerialet bestar af,
samt af kolonnens lzengde. Jo mindre partikler, jo mere ef-
fektiv separation. Den hastighed, hvormed analysen kan
udfgres, er afhaengig af kolonnens laengde og flowhastig-
heden i vaesken. Jo kortere kolonne og hgjere flowhastig-
hed, jo kortere analysetid.
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Vaeskekromatografisk analyse af kreatin og kreatinin med massespektrometrisk detektion. @verst ses et kromatogram af
separationen af en enkelt prove, nederst en serie pd 26 kromatogrammer. Analysen af de 26 injektioner tager ca. 25 minut-
ter. Kromatograferingstiden for en enkelt prgve varer kun ca. 25 sekunder, men dertil tager det ca. 18 sekunder at udfpre selve
injektionsproceduren. Den samlede analysetid for et kromatogram kommer sdledes til at ligge pd under et minut.
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Moderne kolonne: Kortere kolonner betyder kortere analysetid — et vigtigt parameter, ndr der skal analyseres tusindvis af praver.

Ultra —ti gange hurtigere

Historisk set har analysemetoden eksisteret i 35 ar. Isaer i
de senere ar er den teknologiske udvikling Ipbet staerkt, og
fra at bruge partikler af stprrelsen 30-50 mikrometer pak-
ket i lange kolonner pa 30-100 centimeter, anvender man
nu typisk partikler af stgrrelsen 3-5 mikrometer pakket i
kortere kolonner pa 3-150 millimeter. For yderligere at kun-
ne reducere analysetiden og samtidig bevare en effektiv
separation er man nu begyndt at anvende partikler af stor-
relsen 1,7-1,8 mikrometer. De meget sma partikler betyder,
at der kraeves ekstra ydeevne af pumpen, som skal pumpe
vaeske igennem kolonnen, specielt ved laengere kolonne-
laengder.

12004 er en ny platform for HPLC blevet udviklet, hvor
pumpen kan arbejde ved op til 1000 atmosfaeres tryk mod
tidligere kun 400. Den ny teknik kaldes ultra-hgjtryksvaeske-
kromatografi (UPLC), og metoden ggr det muligt at an-
vende kolonner pa 10 centimeters leengde pakket med 1,7
mikrometer partikler. | praksis betyder dette, at analyseti-

KREATININ VISER NYREFUNKTIONEN
Kreatin er et organisk stof, som findes i muskler, hvor det danner den energirige forbindelse kreatinfos-
fat, som indgar i musklernes energiomsatning. Musklernes indhold af kreatinfosfat spiller en vigtig rolle
for kortvarigt, intensivt arbejde; hos et gennemsnitsmenneske raekker en muskels depot til 6-12 sekunders
hardt arbejde. Under processen omdannes kreatinfosfat til kreatinin, som udskilles fra blodet til urinen via
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den alt andet lige kan reduceres med omkring en faktor 10
i forhold til det nuvaerende niveau.

Kreatinin-analyse

Et eksempel pa en nyudviklet analysemetode med kort
analysetid er en metode til samtidig og specifik bestem-
melse af forholdet mellem kreatin og kreatinin i urin og
blodplasma. Specielt analyse af kreatinin anvendes i stort
omfang som et klinisk-kemisk parameter for den menne-
skelige organismes funktionsstatus ved en lang raekke syg-
domstilstande.

Der udfgres hvert ar flere hundredetusinder kreatininanaly-
ser pa de klinisk biokemiske laboratorier pa danske hospita-
ler, og den anvendte metode er en uspecifik farvereaktion,
hvor andre stoffer kan blive medbestemt ved analysen. Ul-
tra-hgjtryksveeskekromatografi er tidsmaessigt konkurren-
cedygtig og samtidig langt mere specifik og dermed mere
ngjagtig.

nyrerne. Da dannelsen af kreatinin sker i et jeevnt tempo, kan koncentrationen af kreatinin i blodet anvendes
som et mal for nyrernes funktion, fordi stoffet ophobes ved nedsat nyrefunktion. | nyrefysiologien anvendes
kreatininudskillelse som et generelt mal for nyrernes evne til at filtrere blodet for affaldsstoffer.

Kreatinin er en af de mange klinisk-kemiske parametre, man tager i anvendelse, nar sygdomme som fx
nyreinsufficiens, hjerte-kar sygdomme og diabetes skal diagnostiseres.
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erstatte forsggsdyr

Kan humane celler

| llegemiddelkontrol?

Hvert ar anvendes et stort antal kaniner til kontrol af lege-
midlers renhed. Kaniner bruges, fordi deres immunrespons
pa feberfremkaldende stoffer minder om menneskers. En
ny test baseret pa humane celler er under udvikling. Malet
er at overflpdiggere brugen af forsggsdyr til rutinekontrol
af laegemidler.

Af Michael Timm, Erik Wind Hansen,
Lise Moesby og Jens Dencker Christensen

Leegemidler til injektion testes rutinemaessigt for tilstede-
vaerelse af stoffer, der kan frembringe feber i mennesker.
Sadanne stoffer kaldes pyrogener og kan vaere mikroorga-
nismer eller toksiner, der oprindeligt stammer fra bakterier,
svampe eller vira.

Hvis et leegemiddel er forurenet, vil pyrogenerne hurtigt
kunne spredes i kroppen. De fysiologiske effekter af pyro-
gener er mangfoldige og kan bl.a. udlgse forhgjede kon-
centrationer af inflammatoriske signalstoffer, hvilket kan
medfgre feber, muskelpmhed og hovedpine. Indgift af for-
urenede laegemidler kan i yderste konsekvens vaere dedelig,
og det er derfor af stprste vigtighed, at leegemidler til injek-
tion kontrolleres for tilstedevaerelse af pyrogener.

Der findes i dag to godkendte kontrolmetoder. Den ene er
kaninpyrogentesten, hvor kaniner injiceres med en dosis

af leegemidlet. Kaniners fgplsomhed overfor pyrogener kan
sammenlignes med menneskers, og testen kan detektere
et bredt spektrum af pyrogener. Den anden metode, Limu-
lus Amebocyte Lysate-testen (LAL), er baseret pa blod tap-
pet fra dolkhaler. Testen anvendes iszer, fordi den er meget
felsom overfor et enkelt pyrogen, men den kan ikke pavise
andre feberfremkaldende stoffer eller mikroorganismer. Ud
over de to godkendte metoder udvikles der nu en test, der
anvender en cellelinie af humane makrofager. Alle tre me-
toder har dog ulemper, og ingen af dem er szerligt fplsom-

HUDBARRIERE

KROPPENS BEREDSKAB MOD INFEKTIONER:

1. Hudbarrieren brydes, hvilket giver bakterier
adgang til det underliggende vaev.

2. Bakterierne genkendes af makrofager og PMN-
celler, som med det samme begynder at optage
og nedbryde de invaderende bakterier via en
proces, som kaldes fagocytose.

3. Makrofagerne sender signaler til andre celletyper
i blodbanen om, at en infektion er startet.

4. PMN-celler i blodet reagerer hurtigt pd signa-
lerne og traekker ud i vaevet, hvor de bevaeger sig
mod det inficerede sted.

5. PMN-cellerne starter fagocytosen af bakterierne
og frigiver samtidig antimikrobielle stoffer, bl.a.
reaktive iltforbindelser.

me overfor gaer og svampe. Med inspiration fra det menne-
skelige immunsystem arbejder vi derfor pa at udvikle en ny
bredspektret pyrogentest.

Kroppens reaktion pa mikrobielle stoffer

Mikroorganismer, der traeenger gennem huden, bekaem-

pes af immunforsvaret. En lokal infektion kan fx opsta, hvis
man far en splint i fingeren, og bakterier treenger ned i det
underliggende veev. | kroppen indledes nedkaempelsen af
bakterierne via aktivering af de hvide blodceller. Specielt

to typer hvide blodceller er vigtige i det hurtige respons pa
fremmede stoffer: Makrofager og polymorfonuklezere leu-
kocytter (PMN). Disse celler befinder sig dels i blodbanen
og dels i vaevet.

Det er makrofagerne i vaevet, som ferst genkender og opta-
ger udefra kommende fremmedlegemer som fx bakterier,
og nar det sker, alarmerer makrofagerne andre celletyper
om, at en infektion er under udvikling. De celler, der hur-
tigst rekrutteres til bekeempelsen, er PMN-celler, som be-
vaeger sig mod infektionsstedet fra vaevet og blodbanen.
PMN-celler er fagocytterende, hvilket vil sige, at de optager
og nedbryder invaderende mikroorganismer og mikrobielle
toksiner. Til det formal danner og frigiver cellerne bakterie-
nedbrydende stoffer; fx reaktive iltforbindelser som super-
oxid, hydrogenperoxid og hydroxylradikaler. De reaktive ilt-
forbindelser dannes og frigives meget hurtigt ved kontakt
med mikroorganismer eller mikrobielle stoffer.

Hvis en ny pyrogentest skal kunne pavise pyrogener, som
mennesker vil reagere p3, er det derfor naerliggende at bru-
ge immunsystemets PMN-celler som testsystem. Detektion
af reaktive iltforbindelser i systemet vil indikere, at et lzege-
middel er forurenet med pyrogener.

Reaktive iltforbindelser reagerer med stoffet luminol under
dannelse af et exciteret molekyle, og nar molekylet vender
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MODEL FOR HVORDAN HL-60 CELLER KAN BRUGES TIL PYROGENTEST:

1. HL-60-cellerne tilsaettes A-vitaminsyre
og begynder differentiering til PMN-lignende celler.
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2. Ndr HL-60-cellerne er ferdigudviklede, kan de stimuleres med mikrobielle stoffer eller af hele svampe og bakterier.
3. Ved stimulation indleder HL-60-cellen en fagocytose og danner reaktive iltforbindelser.
4. llitforbindelserne reagerer med tilsat luminol og udsender lys. Lysudsendelsen madles i et luminometer.

tilbage til sin grundtilstand, udsendes der lys. Fenomenet
kaldes luminescens. Med et luminometer, der registrerer
lys, kan man male intensiteten fra en sadan reaktion og
dermed kvantificere mangden af dannede reaktive iltfor-
bindelser.

Nar PMN-celler genkender mikroorganismer eller mikrobi-
elle stoffer, danner de reaktive iltforbindelser, som kan pa-
vises via luminescens. Pa den made kan man bruge celler
fra det humane immunforsvar til at kontrollere lzegemidler
for tilstedevaerelse af feberfremkaldende stoffer. PMN-cel-
ler har dog den ulempe, at de kun kan overleve i fa timer,
efter at de er blevet isoleret fra blodet. Anvendelse af cel-
lerne til pyrogentest er derfor problematisk pa grund af de-
res korte levetid.

Human cellelinie som testsystem

Et alternativ til isolerede PMN-celler er cellelinier. Det er
celler, som er isoleret fra mennesker eller dyr, og som vok-
ser ud over det antal celledelinger, der normalt er muligt.
Cellelinier er derfor naermest udgdelige, og oftest stammer
de fra kreeftceller. Pa grund af udgdeligheden er det prak-
tisk at anvende cellelinier til kontrol af legemidler.

Den humane cellelinie HL-60 kan bringes til at udvikle sig
til PMN-lignende celler, nar A-vitaminsyre tilseettes til kul-
turen. HL-60-celler besidder herefter, ligesom PMN-celler,
evnen til at udskille reaktive iltforbindelser, hvis de kom-
mer i kontakt med mikrobielle stoffer. Vi kan saledes udvik-
le HL-60-cellelinien til en celletype, der funktionelt ligner
PMN-cellerne fra det menneskelige immunsystem.

Med det udgangspunkt har vi lavet en test, der er i stand til
at detektere pyrogener. Nar HL-60-cellerne stimuleres med
mikrobielle stoffer, opforer de sig som PMN-celler og ned-
bryder mikroorganismerne under dannelse af reaktive ilt-
forbindelser. lltforbindelserne reagerer med tilsat luminol
og udsender lys, der detekteres i et luminometer.

Vi har nu undersggt cellernes evne til at detektere nogle
mikroorganismer og mikrobielle stoffer. Resultaterne af de
forste forspg med det nye system viser, at HL-60-cellerne
kan genkende mange forskellige bakterier og mikrobielle
stoffer, og nogle stoffer kan endda pavises i lavere koncen-
trationer end i kanintesten.

Det mest interessante er dog, at den nye metode kan de-
tektere gaer og svampe i lavere koncentrationer end de eksi-
sterende pyrogentests. Dette er specielt vigtigt i forbindel-
se med udvikling og kontrol af lzegemidler, der produceres

i bioreaktorer ved hjaelp af gensplejsede mikroorganismer,
fx human insulin, fordi sadanne rekombinante leegemidler
kan indeholde rester af fx geerceller.

HL-60-celler har desuden den fordel, at udskillelsen af de
reaktive iltforbindelser sker meget hurtigt efter kontakt
med mikrobielle stoffer, og det er derfor muligt at gennem-
fore hele testen inden for et par timer. Anvendelse af HL-60-
celler i en luminescenstest kan derfor sandsynligvis danne
grundlag for en ny hurtig metode til detektion af pyrogener.
Det er endda muligt, at en kombination af to eller flere py-
rogentests med forskellige cellelinier helt kan overflpdig-
gore brugen af forspgsdyr til rutinekontrol af laegemidler til
injektion.
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Mikroskopibillede af HL-60 celler efter fagocytose af bakterier,
der er maerket med et fluorescerende stof. Omridset af HL-60-
cellerne ses i en orangergd farve, og de fluroscerende bakterier
ses som gule pletter inde i HL-60-cellerne.
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Atopisk eksem er en yderst generende syg-
dom, der kan have store konsekvenser for den
syge og omgivelserne. | denne undersggelse
viste sygdommen sig velegnet til at udforske,
hvordan leegemiddelforbrugerne forholder
sig til forskellige aspekter omkring deres
laegemiddelforbrug.

Den aktive,
engagerede og usikre
leegemiddelforbruger

Opfattelsen af den moderne legemiddelforbruger som
aktiv og engageret bgr ogsd rumme elementer af usikker-
hed, bekymring og magteslgshed. Det viser interviews med
personer, som handterer behandlingen af deres egen eller
deres barns atopiske eksem.

Af Mikkel Ngrreslet, Janine M. Traulsen og Gregor B. E. Jemec

Brugernes forhold til sundhedsvaesenet er under foran-
dring. Det forlyder fra flere sider, at de traditionelle patien-
ter, der fglger laegens, sundhedsplejerskens og apoteksper-
sonalets anvisninger uden stgrre indvendinger, bliver faerre
og faerre, og at de i stigende grad erstattes af kritiske, utal-
modige og til tider “bedrevidende” forbrugere.

Hvis man definerer leegemidler som en del af de ydelser,
sundhedssystemet tilbyder dets brugere, gaelder den be-
skrevne tendens sandsynligvis ogsa forbrugere af leegemid-
ler. Meget tyder pa det, men fa har udforsket problemstil-
lingen set fra brugernes perspektiv. Ved at kende brugernes
forhold til legemidler vil det veere nemmere at imgdekom-
me deres gnsker og behov.

For at udforske brugernes forhold til leegemidler blev 12
voksne med atopisk eksem og 12 foraeldre til bgrn med ato-
pisk eksem interviewet. Rekrutteringen af disse personer
skete i samarbejde med Dermatologisk Ambulatorium ved
Roskilde Amts Sygehus, der pa det tidspunkt var i gang med
at etablere en eksemskole.

De fleste interviews fandt sted i deltagernes eget hjem, og
alle interviews blev udfert af farmaceut og ph.d.-studeren-
de Mikkel Norreslet.
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Atopisk eksem — et godt udgangspunkt

Der er flere grunde til, at vi tog udgangspunkt i personer,
der handterer behandling af deres egen eller deres barns
atopiske eksem. Der er nemlig en raekke forhold i spil, som
vi fer underspgelsen antog, ville fremme “forbrugerhand-
linger”. De vigtigste forhold er:

- Atopisk eksem er en kronisk, men ikke dpdelig sygdom,
der dog er yderst generende.

* Atopisk eksem er nem at overvage selv, fordi sygdommen
er en hudlidelse.

+ Behandlingen bestar af en blanding af almindeligt til-
gangelige cremer og leegemidler, hvoraf nye leegemidler
var kommet pa markedet umiddelbart inden undersggel-
sens start.

Under interviewene stod det klart, at deltagernes udtalel-
ser i hgj grad var bundet til deres egen livssituation — de
var med andre ord komplekse. Den efterfglgende temati-
ske analyse reducerede denne kompleksitet og afslprede
grundlaeggende menstre i deltagernes udtalelser. Mgnstre,
der viste, hvordan brugerne forholder sig til legemidler.

Risici ved brug af laegemidler

Et centralt og gennemgaende traek i deltagernes beskri-
velser var bekymring for at anvende legemidler i leengere
perioder. Primaert nar det drejede sig om receptpligtige |-
gemidler. Det var isaer bekymringer omkring leegemidler-
nes bivirkninger, der blev naevnt. Enkelte deltagere frygtede
dog ogs4, at legemidlerne havde en degenererende frem
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Mikkel Ngrreslet er
ph.d.-studerende ved
Institut for Farmakologi
og Farmakoterapi.

Internettet er en af de mange kilder, der anvendes
til at sege oplysninger om medicin og sygdom.

TYPISKE UDTALELSER OMKRING LAGEMIDLER
Fil.dr. Janine M. Traulsen
”..sa snart at man szetter et eller andet pa recept, sa har vi andre mere respekt for det. Ingen tvivl om Z::‘éi;}'j;,’:;ﬁ::;{gzo

det. Der er sadan ligesom et faresignal om, at her skal man passe lidt pa.” (Mor, 38 ar/datter 8 ar) terapi.

”... jeg har det indtryk, at det [red: risiko forbundet med brug af steroid creme] er retlinet afhaengig af
den maengde, du smgrer pa huden. Jeg bruger det i det omfang, jeg kan klare det, minimumsforbrug.”
(Mand, 40 ar)

"Da jeg havde brugt det i tre dage, sa var det [red: eksemen] vaek, og sa stoppede jeg igen, for jeg bryder
mig ikke rigtig om det der hormoncreme. Det er fordi, der har veeret nogle ting oppe og vende i medier-
ne om, at de der hormoncremer, man ved ikke rigtig, hvad langtidsvirkningerne egentlig er...”

®
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”..min hud i ansigtet kan ikke tale steroider mere, men pa den anden side sa kan jeg ikke undvaere at

behandle det med et eller andet.”

for en regenererende virkning pa kroppen. | denne sam-
menhaeng markerede hormonpraeparaterne sig staerkt.
Under interviewene kom det ogsa frem, at deltagerne per-
sonligt forspgte at vurdere de risici, der kan vaere forbundet
med anvendelsen af leegemidler. | den forbindelse brugte
de mange forskellige informationskilder fx internettet, ind-
legssedler, familie og venners erfaringer samt samtaler
med laeger og personale pa apotekerne. | forleengelse heraf
fremstod den personlige erfaring med et leegemiddel som
et yderst centralt aspekt for flere af deltagerne —isaer for
de, der selv havde atopisk eksem. Pa baggrund af intervie-
wene var det tydeligt, at deltagerne ofte handlede ud fra
disse personlige vurderinger, ved f.eks. at undga bestemte
leegemidler, efterspprge specifikke leegemidler eller ved at
veere forsigtige i deres brug.

Medicin — et ngdvendigt onde

De fleste deltagere anerkendte dog ogsa leegemidlernes
nytte og relevans. Koblet med deltagernes bekymringer
stod det saledes klart, at leegemidler blev betragtet som et
“ngdvendigt onde”. Et onde, som flere havde forspgt at fri-
gore sig fra ved f.eks. at eendre kostvaner, undga bestemte
bekleedningsgenstande eller bespge alternative behandle-
re. Sa godt som alle disse forspg havde dog vaeret utilstraek-
kelige, og de fleste af deltagerne kunne ikke klare sig uden

(Mor, 34 ar/datter 1 ar)

Dr. med. Gregor B.E.
Jemec er overlaege ved
Dermatologisk Ambula-
torium pd Roskilde Amts
Sygehus.

(Kvinde, 49 ar)

medicin. Slet ikke i en travl hverdag, hvor familie og arbejde
ogsa kraever tid og overskud.

Deltagerne var med andre ord afhaengige af leegemidler-
nes virkning. Den udbredte bekymring blev dog brudt af tre
af deltagerne. En mand pa 80 ar og to kvinder (med sund-
hedsmaessig uddannelse) gav udtryk for en mere pragma-
tisk og mindre bekymret holdning til leegemidler/lzege-
middelforbrug. Disse tre mente ikke, at der var reelle risici
forbundet med deres eget eller deres barns leegemiddelfor-
brug — et forbrug de selv ansa for at veere begraenset.

Den usikre leegemiddelforbruger

Hvad peger resultaterne sa pa? Jo, de peger p3, at aspek-
ter vedrgrende usikkerhed, bekymring og magteslgshed er
med til at karakterisere den sakaldte “laegemiddelforbru-
ger”. Samme tendens er tidligere set i internationale un-
derspgelser, der viser, at disse aspekter er vigtige elemen-
ter i brugernes forhold til legemidler — ogsa i relation til
ikke-dermatologiske sygdomme. Det at veere selvstaendig,
kritisk og utdlmodig, ja endda "bedrevidende” (hvilket kan
diskuteres) indebaerer saledes ikke at vaere fri for bekymrin-
ger. Tvaertimod, sa tyder meget p3, at selvsteendighed og
bekymringer gar hand i hand hos laegemiddelforbrugeren.
En erkendelse heraf er ngdvendig, hvis leegemiddelforbru-
gerens gnsker og behov skal imgdekommes.
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