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Et godt helbred er livsvigtigt for det enkelte menneske — og borgernes sundhed
og en effektiv sygdomsbehandling er samtidig af afgerende betydning for sam-
fundet som helhed. Derfor spiller savel udvikling af nye laegemidler som optimal
lzegemiddelanvendelse en stor rolle i dagens Danmark.

Det Farmaceutiske Fakultet pa Kgbenhavns Universitet har som den eneste ud-
dannelsesinstitution i landet laegemidler i fokus for forskning og uddannelse.

| et teet samarbejde med andre fakulteter pa Kgbenhavns Universitet, den far-
maceutiske og bioteknologiske industri, apotekervaesnet, hospitalsvaesnet og
den gvrige offentlige sundhedssektor arbejder vi konstant pa at udvikle de far-
maceutiske videnskaber til gavn for studerende, ansatte og den samlede sund-
hedssektor.

Det er vores hab, at naerveerende udgave af Leegemiddelforskning illustrerer
nogle af vigtige udfordringer, der ligger inden for leegemiddelomradet og sam-
tidig giver en bredere kreds af laesere et indblik i en raekke af de spaendende
forskningsprojekter, der udspringer af Det Farmaceutiske Fakultet.

Sven Frokjeer, dekan

Gymnasieklassebesag

Formalet med besggsordningen er at give eleverne mulighed for at se, hvordan
kemi og biologi i gymnasiet anvendes i lzegemiddelforskningen pa Det Farma-
ceutiske Fakultet. Det sker i et mgde med bade studerende, forskere og undervi-
sere pa Det Farmaceutiske Fakultet, og derved haber vi at kunne give inspiration
til den daglige undervisning. Et besgg bestar to faglige foredrag, en rundvisning
0g et studenteroplaeg om farmaceutuddannelsen og universitetslivet. | gjeblikket
er vi i gang med at udbygge gymnasiebesggsordningen med tilbud om laborato-
rie- og regnegvelser. Laes mere pa www.farma.ku.dk/gymnasier

Pa www.farma.ku.dk/Imf kan man hente inspiration i de tidligere drgange af
Laegemiddelforskning. Her kan du ogsa finde en emnefortegnelse og foretage

fuldtekstsegning i drgangene 1999-2008.

Pa www.farma.ku.dk optraeder — i forbindelse med Det Farmaceutiske Fakul-
tet’s tre institutter — en gennemgang af Fakultetets forskningsomrader.

Pa www.farma.ku.dk/farmaceut er der information om farmaceutuddannel-
sen og dens mange erhvervsmuligheder.

@nskes yderligere trykte eksemplarer af Laegemiddelforskning?
Send din bestilling til bestil@farma.ku.dk
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Naturen har traditionelt vaeret den vigtigste kilde til nye
leegemidler, men efterhanden er screening af ekstrakter
af mikroorganismer og planter erstattet af screening
af syntetiske stofbiblioteker. Men krisen kradser i den
farmaceutiske industri. Tiden er inde til at bringe natur-
stoffer tilbage pa banen.

Af Jerzy W. Jaroszewski, Seren Bragger Christensen,
Henrik Franzyk, Dan Staerk og Hanne L. Ziegler

Den globale laegemiddelindustri er i krise. Der registreres
overraskende fa nye laegemidler, og ofte er der tale om nye
anvendelser eller modifikationer af gammelkendte stoffer.
Krisen kompliceres yderligere af, at et stigende antal laege-
middelkandidater ma forkastes pa et sa sent stadium i udvik-
lingsprocessen, at store investeringer har vaeret spildt. Kon-
sekvensen er, at pipelinen tarrer ud. | de seneste ar er der
blevet markedsfart faerre end 20 nye laegemidler per ar - en
halvering i forhold til 1990’erne.

| de seneste artier har medicinalindustrien ledt efter nye "mi-
rakelkure” for at opna @get produktivitet og indtjening, og
der er blevet satset staerkt pa brugen af teknologiske nyska-
belser sdsom kombinatorisk kemi, automatiseret screening af
store syntetisk fremstillede stofbiblioteker samt biostruktur-
baseret design.

Miraklerne er dog udeblevet, og de fordele, som forvente-
des af sekvenseringen af det humane genom, lader stadig
vente pa sig. Forsgg pa at reducere omkostningerne gennem
omfattende fusioner har tilsyneladende heller ikke lgst pro-
blemerne. Disse alarmsignaler burde anspore medicinalindu-
strien til at finde nye indgangsvinkler til leegemiddeludvikling
eller vende tilbage til tidligere succesfulde veje. En af mulig-
hederne kunne vaere udvikling af mere effektive metoder til
undersggelse af ekstrakter af bakterier, svampe, planter og
andre levende organismer.

Traditionel laegemiddelforskning

Traditionelt har naturstoffer vaeret den vigtigste inspirations-
kilde til udvikling af nye laegemidler. En tredjedel af alle nye
lzegemidler baseret pa sma organiske molekyler, som blev
godkendt pa verdensplan i perioden fra 1981-2006, var na-
turstoffer eller derivater af naturstoffer. Blandt antibiotika og
anticancermidler er andelen endnu hgjere. Selv om natur-
stoffer i mange tilfeelde kan bruges som laegemidler direkte
eller efter en kemisk modificering — sakaldt semisyntetiske
stoffer — skal de ofte gennemga en lang videreudvikling,
hvor medicinalkemikere fremstiller et mere effektivt laege-
middel med faerre bivirkninger. Medtager man disse rent syn-
tetiske stoffer fremstillet med inspiration i en naturstofstruk-
tur, kan ca. to tredjedele af samtlige laegemidler markedsfart
i ovenstaende periode spores tilbage til naturstoffer.

I lyset af ovenstaende er det bemaerkelsesveerdigt, at natur-
stofforskning praktisk taget er ophert i de store veletablere-
de medicinalvirksomheder, sa den nu kun varetages af aka-
demiske miljger og mindre, ofte nystartede, virksomheder.

Hlustration af kemisk diversitet af for-
skellige stofbiblioteker. @verst syntetiske
stoffer fremstillet ved hjeelp af kombi-
natorisk kemi, i midten naturstoffer og
nederst anvendte laegemidler. Der ses
stor lighed mellem de to sidste grupper,
hvorimod syntetiske stoffer udfylder en
mindre del af det "kemiske rum”.

Grunden til den ringe interesse for naturstofbaserede drug
discovery-programmer i de store farmaceutiske selskaber er
antagelig praktiske vanskeligheder sasom problemer med
at teste naturlige ekstrakter i moderne systemer til high-
throughput screening. Dette skyldes bl.a., at naturlige eks-
trakter som regel indeholder store maengder polyphenoler
og lipider, som giver anledning til vildledende resultater.

Kemisk diversitet fra naturen

En meget anvendt metode til opdagelse af nye laegemidler
er at undersgge, om stoffer i et stofbibliotek har farmakolo-
gisk aktivitet. Disse stofbiblioteker kan karakteriseres ved de-
res kemiske diversitet, som afspejler, i hvor hgj grad stofferne
enten ligner eller er forskellige fra hinanden, og i hvilken
grad stofbiblioteket repraesenterer de teoretiske muligheder,

JAGT PA NYE LAGEMIDDELSTOFFER |
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En raekke hgjteknologiske metoder har medfert, at
den farmaceutiske industri har satset massivt pa ud-
vikling af syntetiske laeegemiddelstoffer:

Kombinatorisk kemi er hurtig syntese af store stof-
samlinger. Metoden gar ud pa at kombinere et antal
sma molekyler pa alle mulige mader. Fx vil 10 forskel-
lige aminosyrer kunne kombineres pa 10x10x10 ma-
der og danne 1000 forskellige tripeptider. Hovedbe-
graensningen i kombinatoriske stofsamlinger er ringe
kemisk diversitet, fordi de fremstillede stoffer oftest er
naert beslaegtede.

High-throughput screening er farmakologisk test-
ning af stofsamlinger i stor skala. | robotbaserede an-
leg kan tusindvis af stoffer testes i lgbet af én dag.

Biostrukturbaseret design er design af laegemiddel-
molekyler baseret pa tilpasning til strukturer af kendte
receptorer eller andre proteiner, der fungerer som mal
for laegemidler.
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VERDENS BEDST SZALGENDE LAGEMIDDEL

HAR OPRINDELSE | NATURSTOFFER

Atorvastatin, udviklet af Pfizer og bl.a. markedsfert under navnet Li-
pitor®, er verdens bedst saelgende lzegemiddel — det indtjener ca. 13

milliarder dollar om aret.

HO. (0]

Atorvastatin, et milliard-dollar
molekyle. Atorvastatin haemmer
biosyntesen af kolesterol og an-
vendes imod forhgijet kolesterol-
niveau og heraf afledte hjerte-
karsygdomme.

HC
HC

HC™

Lovastatin — et naturstof produ-
ceret af Aspergillus terreus og an-
dre svampe — gav sammen med
beslaegtede stoffer, sakaldte sta-
tiner, inspiration til fremstilling af
atorvastatin.

hvorpa atomerne kan arrangeres.

De kombinatoriske stofbiblioteker, som kemikere skaber i
laboratoriet, udviser imidlertid kun en ringe del af den kom-
pleksitet, som naturen tilbyder. Ved statistiske metoder er
det muligt at sammenligne naturstoffers molekylaere egen-

skaber med kombinatoriske stofsamlingers og anvendte lae-
gemidlers. En sadan sammenligning (se side 5) viser, at eksi-
sterende laegemidler og naturstoffer ligner hinanden meget,
hvorimod syntetiske stoffer fremstillet ved hjeelp af traditio-
nel kombinatorisk kemi udfylder en mere afgraenset del af
det kemiske rum.

Nye teknologier i naturstofforskning

En af de store udfordringer ved opdagelse af nye biologisk
aktive naturstoffer er, at en organisme kan producere for-
skellige naturstoffer under varierende forhold, dvs. at kemo-
diversiteten i en organisme pavirkes af det ydre miljg. Dette
skaber flere udfordringer. Dels kan kemisk udforskning af en
bestemt organisme rammes af manglende reproducerbar-
hed, dels vil en undersagelse foretaget under visse forhold
kun afslere en brgkdel af den mulige kemodiversitet i form
af nye naturstofstrukturer.

@get kendskab til biosyntesen af naturstoffer og dens geneti-
ske styring har dbnet nye muligheder, specielt for stoffer som
produceres af bakterier og svampe. Ved genetisk manipulation
af mikroorganismernes biosynteseveje er det muligt at opna
nye og uventede naturstofstrukturer. Der er allerede fremstil-
let hundredvis af nye "unaturlige naturstoffer” ved hjeelp af

Ph.d. Jerzy W. Jaroszewski er professor pa Institut for Medicinalkemi.
Ph.d. Seren Bragger Christensen er docent pa Institut for Medicinalkemi.
Ph.d. Henrik Franzyk er lektor pa Institut for Medicinalkemi.

Ph.d. Dan Staerk er professor i bioorganisk kemi pa Det Biovidenskabelige Fakultet pa Kebenhavns Universitet. Frem til den 1.9.2008 var
Dan Steerk lektor pa Institut for Medicinalkemi.
Ph.d. Hanne L. Ziegler er ansat pa Novo Nordisk A/S. Frem til den 1.10.2008 var Hanne L. Ziegler adjunkt pa Institut for Medicinalkemi.
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kulturer af mikroorganismer dyrket i laboratoriet. Samtidig ud-
forskes nye naturlige miljger — akologiske nicher — for organis-
mer, som kan producere ukendte og spaendende naturstoffer

under de szerlige forhold, der hersker i disse nicher.

Smat er godt ved strukturopklaring

For at kunne udforske ovennaevnte nye muligheder ma man
vaere i stand til at strukturopklare selv sma maengder natur-
stoffer i meget komplekse blandinger. Ved at anvende nye
strukturopklaringsteknikker, der kun kraever sma masngder
biologisk materiale, undgas tidskraevende og kostbar dyrk-
ning eller indsamling i sterre skala. Samtidig bliver anven-
delsen af sjeeldne organismer eller udrydningstruede planter
bade praktisk muligt og gkologisk acceptabelt.

Den vigtigste metode til strukturopklaring af naturstoffer er
kernemagnetisk resonansspektroskopi (NMR). Traditionelt
har NMR-spektroskopiske analyser kraevet flere milligram
stof, men isolering og oprensning af milligram-maengder af
rene naturstoffer kraever ofte maneders arbejde samt store
maengder af det naturlige udgangsmateriale. Sidst, men ikke
mindst resulterer arbejdet tit i isolering af allerede kendte na-
turstoffer, hvilket oftest er spild af tid.

Naturstofgruppen pa Det Farmaceutiske Fakultet udvikler
nye NMR-metoder, som ger det muligt pa fa dage at skabe
udferlig viden om selv de naturstoffer, som kun er til stede i
meget ringe maengde i naturlige ekstrakter — endda uden at
isolere stofferne i traditionel forstand. Dette er muligt ved at
kombinere NMR med vaeskekromatografi (HPLC), der adskil-
ler stofferne, samt fastfaseekstraktion (SPE) i én integreret
arbejdsproces, som er hurtig og effektiv. Arbejde, der fer tog
maneder, kan nu gennemfgres pa fa dage. Derved ydes der
0gsa et tiltraengt bidrag til den ellers langvarige dereplika-
tion — en proces i udforskningen af biologisk aktive praver
med henblik pa at identificere og eliminere allerede kendte
bestanddele.

HPLC-SPE-NMR er saledes en af de teknologier, som kan
veere med til at bringe naturstoffer tilbage til drug discovery-
programmerne i den farmaceutiske industri.

Brug for flere strenge

Naturstofgruppen udvikler ogsa andre teknologier, som kan
medvirke til at effektivisere jagten pa nye laegemiddelkandi-
dater. Saledes arbejder vi med avancerede metoder til syn-
tese af naturstofanaloger, automatiserede syntesemetoder til
at danne stofbiblioteker med @get kemodiversitet, udvikling
af forbedrede testsystemer til bestemmelse af biologisk ak-
tivitet samt moderne analysemetoder til karakterisering af
naturleegemidler. Alle disse metoder er sma brikker i et sterre
puslespil, som samlet skal give naturstoffer en hovedrolle i
udviklingen af de naeste generationer af laegemidler.



Planter fra oceaniske ger indeholder ofte interessante
sekundzere indholdsstoffer. Studier af planterne ligger
i greenseomradet mellem medicinalkemi, botanik og
evolutionslere, og resultaterne kan give spandende
bidrag til alle fagene.

Af Anne Adsersen og Henning Adsersen

Planter har vaeret de vigtigste laegemidler fra de tidligste kul-
turtrin hos sa godt som alle folkeslag. Arsagen er, at mange
plantearter ved udvortes eller indvortes brug har en biolo-
gisk virkning pa grund af deres sekundzere indholdsstoffer. |
nogle tilfaelde skyldes effekten et enkelt eller fa stoffer, men
ofte beror virkningen pa et samspil mellem mange indholds-
stoffer i planten. | dag indgdr mange rene laegemiddelstof-
fer isoleret fra planter i konventionel medicin, mens mange
planter og planteekstrakter anvendes i naturlaegemidler og
kosttilskud.

Den potentielle medicinske anvendelse af de aktive stoffer
har forarsaget en veritabel jagt pa nye forbindelser i planter.
Der er stadig mange planter, som ikke er undersagt, men ef-
terhanden findes disse planter enten i afkroge af verden eller
af planteriget.

Jo lzengere ud i krogene, desto dyrere bliver plantejagten, sa
der ma laegges en strategi. En mulighed er at undersgge de
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dende:

Bjergregnskoven pa Réunion er voksested for Embelia angustifolia. Planten benyttes i
traditionel medicin og har vist sig at indeholde ACE-haemmere, som virker blodtrykssaenkende.

planter, som benyttes i traditionel medicin — den etnofarma-
kologiske strategi. Eller man kan lede, hvor der findes mange
plantearter — for eksempel i regnskov. Eller man kan koncen-
trere sig om dele af planteriget, som er betydelig darligere
kendt end blomsterplanter og derfor mangelfuldt undersagt
for indholdsstoffer. Endelig kan man jagte potentielle laege-
middelstoffer pa steder, hvor der vokser mange arter, som
ikke findes andre steder i verden.

Velger man den sidstnaevnte strategi, er det en god ide at
s@ge pa oceaniske ger, som aldrig har vaeret en del af fast-
landssoklen. Floraen pa sddanne ger har sin oprindelse i
arter, der har haft evne eller held til at passere oceanet og
etablere en levedygtig bestand. Det gaelder kun for fa af
fastlandets arter, og sammensaetningen af planter afspejler
ikke artsfordelingen péa fastlandet. Nar der kun er fa arter pa
en g, skabes der mulighed for udvikling af nye arter. Derfor
vokser der mange endemiske arter pa oceaniske ger — dvs.

KOBENHAVNS UNIVERSITET

/



8

I

Pa baggrund af indholdsstofferne i de eteriske olier fra de 15 arter af Scalesia er de indsamlede prever sat op i et ordina-

tionsdiagram. Lille afstand mellem punkterne i diagrammet er et udtryk for, at indholdet i de aeteriske olier ligner hinan-

den meget. De ovale figurer viser, hvordan preverne ved en anden metode, clusteranalyse, falder ud i 4 naturlige grupper.
Den formodede stamform — Scalesia affinis (aff) — findes nederst i den grenne cirkel.

SEKUNDZARE INDHOLDSSTOFFER

Sekundaere indholdsstoffer i planter er stoffer, som
normalt ikke indgar i plantens almindelige stofskifte.
En af grundsaetningerne i evolutionslzere er, at nedar-
vede traek, der ikke har positiv effekt for en popula-
tion, far eller siden vil forsvinde ved naturlig selektion.
Derfor er det ogsa naturligt at stille spargsmalet:
Hvorfor indeholder planter sekundzere indholdsstof-
fer?

Biologerne har flere forslag til svar. Mange sekun-
deere stoffer, fx alkaloider, indeholder naeringsstoffet
nitrogen, som ofte findes i utilstraekkelig maengde i
naturen. Det ser ud til, at nogle planter bruger disse
forbindelser som et lager af nitrogen, der kan mobili-
seres, hvis forsyningen svigter.

Desuden spiller sekundaere stoffer vigtige roller i plan-
ternes gkologi: Blomsternes duft og farver, som med-
virker til at tiltraekke bestgvere, skyldes sekundaere
stoffer; giftige eller skarpt smagende stoffer holder
plantezedere pa afstand; visse forbindelser haemmer
andre planter eller mikroorganismer og modvirker sa-
ledes konkurrence eller infektioner.

AGEMIDDELFORSKNING - 2008

arter, som ikke findes andre steder — og disse arter kan vaere
ret forskellige fra selv naere slaegtninge pa fastlandet. Fx er
alle arter i de endemiske slaegter af kurvplanter pa Galapa-
gosgerne traeer eller buske — mens langt de fleste kurvplan-
ter ellers er urter.

For os har strategien med at undersgge gfloraer ligget lige
for, fordi det har vaeret muligt at koble plantekemisk og far-
makologisk forskning sammen med botaniske projekter. Vi
har haft mulighed for at arbejde med floraen pa Galdpagos-
gerne i Stillehavet og pa Réunion i det Indiske Ocean. Pa
Galdpagosgerne findes der ca. 600 plantearter, hvoraf 40
procent er endemer, og pa Réunion vokser ca.1000 arter,
hvoraf 50 procent er endemer.

ACE-ha&mmere i planter fra Réunion

Pa Réunion er der en rig tradition for brug af planter som lae-
gemidler, og vi satte os for at undersgge, om de planter, som
i den traditionelle medicin er anset for at vaere vanddrivende
og/eller blodtryksseenkende, havde en haemmende effekt pa
enzymet ACE (Angiotensin Converting Enzyme). ACE spil-
ler en vigtig rolle i regulering af blodtryk og vandladning, og
ACE-haemmere anvendes i behandlingen af forhgijet blod-
tryk. Ydermere ville vi undersgge, om der var en hgjere hit-
rate blandt traditionelt anvendte arter end blandt arter uden
traditionel anvendelse.

Vi indsamlede 80 plantearter, hvoraf 54 blev anvendt tradi-
tionelt. De resterende 26 arter var alle endemiske arter uden
traditionel anvendelse relateret til for hgjt blodtryk. Af de
traditionelt anvendte arter var 44 procent aktive — dvs. de



Indsamling af bladmateriale af Scalesia divisa pa Galdpa-
gosgerne under Galathea-ekspeditionen i 2007. Blom-
strende skud af Scalesia baurii — en anden af i alt 15
endemiske arter pé oerne.

hammede aktiviteten af enzymet med mindst 50 procent —
mens 31 procent af arterne, der ikke blev brugt traditionelt,
var aktive. Resultatet understatter den traditionelle medicin-
ske brug af 44 procent af arterne, et hgjt tal, ikke mindst i
betragtning af at den pastaede virkning ikke ngdvendigvis
skyldes en ACE-hammende effekt. Resultaterne viser ogsa,
at en indsamlingsstrategi baseret pa bade traditionel anven-
delse og endemiske arter kan vaere et godt udgangspunkt i
sggen efter nye laegemiddelstoffer.

| forbindelse med ph.d.-studier og specialestudier er der iso-
leret flere stoffer, savel kendte som nye, med ACE-haammen-
de aktivitet fra flere af de endemiske arter, der viste sig ak-
tive i screeningen.

Evolution pa oceaniske ger

Det er et karakteristisk traek for evolutionen pa oceaniske
ger, at artsdannelsen i mange tilfaelde sker som en voldsom
forgrening, der leder til mange naertstaende arter med en
feelles stamfar, som pa et eller andet tidspunkt er immigreret
til @en eller ggruppen. Saledes er 469 endemiske plantearter
pa Hawaii fordelt pa kun 20 planteslaegter, og selv om der
kan veere sket flere immigrationer indenfor samme slaegt, er
der tale om en imponerende radiativ artsdannelse.

Ofte er det sveert at udrede, hvorledes stamtraeerne er udvik-
let, for selv om der i mange tilfzelde er betydelig morfologisk
eller gkologisk forskel mellem arterne, sa er variationsbred-
den inden for den enkelte art tit sa stor, at det er sveert at
adskille arterne. Man har naturligvis forsagt sig med DNA-
analyser, men det har ofte vist sig, at den store morfologiske
variation ikke er ledsaget af tilsvarende markante genetiske
forskelle. Derfor kan analyser af sekundaere indholdsstoffer
vaere et vigtigt veerktgj i taxonomien, som er laeren om arter-
nes slaegtskabsforhold.

Aterisk olie i Scalesia fra Galapagoseerne

Den endemiske kurvplanteslaegt Scalesia fra Galdpagosger-
ne er et godt eksempel pa, hvordan analyser af sekundaere
indholdsstoffer kan belyse slaegtskabet mellem forskellige ar-
ter. Der findes 15 endemiske arter, og selv om morfologi og
udbredelse og krav til omgivelserne er velbeskrevet, har man
ikke et overbevisende billede af, hvorledes slaegtskabsforhol-
det er. DNA-analyser har hidtil ikke givet brugbare resultater.
Vi har derfor fokuseret pa arternes indhold af aeterisk olie.
Vore tidligere undersggelser tydede pd, at sammensaetnin-
gen af olien sammenholdt med de tilgaengelige morfologi-
ske og molekylaere informationer kunne give et fingerpeg

om arternes udviklingshistorie. | forbindelse med Galathea-
ekspeditionen har vi indsamlet nyt materiale fra naesten alle
arter og har nu et stort materiale, der daekker flere indsam-
linger af de enkelte arter fra forskellige lokaliteter og forskel-
lige arstider.

De forelgbige resultater af analyserne viser, at der er et arts-
specifikt mgnster i sammenszetningen af den aeteriske olie,
og at de 15 arter kan grupperes i fire grupper. Undersggel-
sen antyder, at Scalesia affinis kunne vaere naermest stamfa-
deren, og at de andre arter var udviklet herfra.

Tveaerfaglige resultater

Studier af sekundaere indholdsstoffer i planter fra ger har alt-
sa givet resultater pa flere felter. Undersggelserne pa Réuni-
on har bidraget med nye medicinalkemiske data, og under-
sggelserne pa Galdpagosgerne er med til at kaste lys over
artsdannelsen pa de ger, som var en vigtig inspirationskilde
for Darwin i hans formulering af arternes oprindelse. Studi-
erne ligger i graeenseomradet mellem medicinalkemi, botanik
og evolutionslaere, og resultaterne kan tages til indtaegt for,
at tvaervidenskabeligt samarbejde kan give spaendende bi-
drag til alle de indgdende discipliner.

Cand.pharm. Anne Adsersen er lektor pa Institut for Medicinalkemi.
Cand.scient. Henning Adsersen er lektor pa Biologisk Institut, Det Naturvidenskabelige Fakultet pa Kebenhavns Universitet.
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rotein-protein
Interaktioner

— et nyt mal for udvikling af laegemidler

Leegemidler virker typisk ved at binde sig til proteiner -
fx receptorer, som er involveret i en sygdomsproces - og
stoppe deres skadelige funktioner. Desvaerre medferer
strategien ofte bivirkninger. En ny metode gar ud pa
at pavirke receptorernes samspil med proteiner inde i
cellerne. Dette princip abner for udvikling af laegemid-
delstoffer til behandling af hjerneskader som fglge af
slagtilfaelde.

Af Anders Bach, Marie Gottschalk, Anders S. Kristensen og
Kristian Stremgaard

Laegemidler virker primaert ved at binde til et eller flere af
kroppens mere end 20.000 forskellige proteiner; iszer de pro-
teiner der fungerer som receptorer eller enzymer. Efter bin-
dingen aktiverer eller haemmer medicinen proteinet afhaen-
gig af, hvilken sygdom der behandles. De fleste af nutidens
laegemidler binder til proteiner, som sidder i cellernes mem-
braner, hvor de fungerer som receptorer for kroppens signal-
stoffer og hormoner. Selv om denne metode hidtil har vaeret
succesfuld, er der i dag et stort anske om at finde alternative
strategier for udvikling af laegemidler.

Et af problemerne ved den traditionelle tilgang er nemlig, at
den sygdomsrelevante receptor kan vaere sa vigtig for krop-
pens almindelige funktioner, at en medicinsk blokering af re-
ceptoren farer til alvorlige bivirkninger. | de senere ar er der
derfor opstaet stor interesse for en alternativ strategi, hvor
laegemidlet ikke pavirker receptoren direkte, men i stedet
andrer de vekselvirkninger, som receptoren har med protei-
ner inde i cellen. Et eksempel pa sddanne vekselvirkninger er

protein-protein interaktioner, hvor to proteiner binder sig til
hinanden for at udave en fysiologisk effekt.

Store maengder calcium kommer ind i cellen, nar NMDA-receptoren Protein-protein interaktioner finder sted i alle celler og menes
stimuleres af for meget glutamat. Herved overaktiveres enzymet nNOS, bl.a. at veere involveret i sygdomme som kraeft og hjernesyg-
der danner stoffet nitrogen oxid (NO), som i store maengder draeber domme. | Kemisk Biologi-gruppen pa Det Farmaceutiske Fa-
hjernecellerne. Proteinet PSD-95 er bindeleddet mellem receptoren og kultet arbejder vi med studier af protein-protein interaktioner
nNOS. Ved at haemme vekselvirkningen mellem receptoren og PSD-95 som nye mal for laegemidler, og vi seetter isaer fokus pa pro-
kan man potentielt stoppe de skadelige virkninger af glutamat uden at teinernes indbyrdes vekselvirkninger i hjernen. For en lang
adelaegge den normale funktion af NMDA-receptoren. raekke hjernesygdomme sasom Alzheimers sygdom og slag-
J tilfeelde findes der i dag kun utilstraekkelige behandlingsmu-
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ligheder, og derfor er der behov for at udvikle nye laegemid-
ler, som kan behandle og afhjaelpe disse sygdomme.

Ved udviklingen af laegemiddelstoffer mod hjerneskader
efter slagtilfaelde har man fokuseret pa at blokere for de
signalstoffer i hjernen, der aktiverer de involverede re-
ceptorer. Herved beskyttes receptoren mod overaktive-
ring, men desvaerre pavirkes receptorens normale funktion
0gsa, og det resulterer i uacceptable bivirkninger. Det har
vist sig at vaere endog meget vanskeligt at finde en til-
fredsstillende balance mellem den gnskede effekt pa syg-
dommen og bivirkningerne.

Et fundamentalt anderledes princip for behandling af dis-
se sygdomme er derfor at udvikle laegemidler, som foran-
drer receptorproteinets vekselvirkning med proteiner inde
i cellen. Pa den made pavirkes receptorens normale funk-
tion ikke, mens den sygdomsfremkaldende effekt poten-
tielt kan stoppes.

Bivirkninger kan undgas

Specifikt fokuserer vi pa hjernens primaere aktiverende sig-
nalstof — glutamat — som pavirker en raekke receptorer i hjer-
nen, hvoraf en af de vigtigste er NMDA-receptoren. Denne
receptor findes i membranerne pa mere end 90 procent af
alle nerveceller, og dens normale funktion er at lede calcium
ind i nervecellen, nar receptoren aktiveres af glutamat.

Nar et omrade i hjernen bliver skadet under et slagtilfaelde, bli-
ver indstremningen af calcium via NMDA-receptoren imidlertid
et problem. Det skyldes, at store maengder glutamat frigives
fra de dade hjerneceller, hvorved signalstoffet overaktiverer
NMDA-receptorerne i det omkringliggende raske vaev, hvilket
medferer et for hejt niveau af calcium inde i cellerne. Resulta-
tet er en giftig keedereaktion, som kan fare til, at cellerne der,
hvorved den akutte hjerneskade spreder sig voldsomt.

De biokemiske processer bag celledgden kendes relativt godt.
En afgerende mekanisme er, at calcium inde i cellen aktiverer
enzymet nNOS, som danner stoffet nitrogen-oxid. Nitrogen-
oxid er uhyre giftigt i store maengder, og der er pavist en
direkte sammenhaeng mellem forhgjet aktivitet af NMDA-
receptoren, frigivelse af store maengder nitrogen-oxid og
hjerneskader.

DET

SIGNALSTOFFER, RECEPTORER
OG SLAGTILFALDE

Signalstof: Signalstoffer (neurotransmittere) er kemiske
forbindelser, som bruges af hjerneceller (neuroner) til at
kommunikere med hinanden. Signalstofferne frigives af
én celle og binder til en anden celles receptor.

Receptor: Disse proteiner sidder i cellemembranen. Nar
et signalstof binder til en receptor, aktiveres receptoren,
og et elektrisk signal opstar inde i cellen. Dette signal kan
sa kommunikeres videre til andre celler.

Glutamat: Aminosyren glutamat er det primaere aktive-
rende signalstof i hjernen, og det udgver sin effekt ved
at binde sig til glutamat-receptorer; deriblandt den type,
som hedder NMDA-receptorer.

Overaktivering: Under et slagtilfaelde kommer glutamat-
holdige hjerneceller ud af kontrol og frigiver for meget
glutamat. Derved overaktiveres glutamat-receptorerne pa
andre hjerneceller, og det saetter en kaedereaktion i gang,
som i sidste ende medfgrer, at cellerne der. Denne proces
menes at vaere arsag til de hjerneskader, der som regel
opstar i forbindelse med slagtilfaelde.
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Med udgangspunkt i den kemiske struktur af den del af NMDA-recep-
toren, som binder til PSD-95, er det lykkedes at designe og fremstille
en raekke stoffer, som binder meget potent til proteinet. Det bedste —
stof 1 — binder 20 gange bedre til PSD-95 end NMDA-receptoren selv.

FARMACEUTISKE FAKULTET, KOBENHAVNS UNIVERSITET
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Ved hjeelp af metoden bioluminescence resonance energy transfer (BRET) kan man se, om lysende proteiner binder til hinanden
inde i en levende celle. Nar proteinerne er bundet til hinanden, kan energi overfares imellem dem, hvilket pévirker deres evne til
at udsende lys. Ved at male intensiteten af det udsendte lys, kan man saledes bestemme, i hvor hegj grad stof 1 haemmer protein-

protein interaktionen mellem NMDA-receptoren og PSD-95.

Enzymet nNOS skal fysisk vaere teet pa NMDA-receptoren for
at blive aktiveret og danne nitrogen-oxid. Den taette kon-
takt opnas ved hjzlp af proteinet PSD-95, som danner en
bro mellem receptoren og enzymet. Der er allerede udviklet
er modelstof, som kan bryde forbindelsen mellem enzymet
og NMDA-receptoren, og en raekke forsag har vist, at stoffet
kan formindske skaderne efter et slagtilfaelde, uden at den
normale funktion af NMDA-receptoren pavirkes. Modelstof-
fet er et peptid, der kan traenge ind i cellen, og dette peptid
er nu i klinisk udvikling for behandling af hjerneskader. Pep-
tider er dog ikke optimale laegemidler, fordi de hurtigt ned-
brydes i kroppen. Vores mal er derfor at udvikle stabile stof-
fer, som binder sig til PSD-95 og forhindrer, at proteinet kan
danne bro mellem enzymet og NMDA-receptoren.

For at kunne finde stoffer, som kan frakoble PSD-95 fra
NMDA-receptoren, har man brug for en metode til at male,
hvorvidt proteinet og NMDA-receptoren binder sig til hinan-
den. Vi har etableret en sddan metode - fluorescens polari-
sation — som med stor succes har vaeret benyttet til at finde
en raekke stoffer, som kan bryde interaktionen mellem PSD-
95 og NMDA-receptoren. | laboratoriet har vi fremstillet en
serie af stoffer, som er op til 20 gange mere potente end det
stof, der er i klinisk udvikling. Stofferne er nu ved at blive pa-
tenteret.

Lovende lzegemiddelstoffer

En ulempe ved metoden er, at NMDA-receptoren og PSD-95
er fjernet fra deres naturlige miljg inde i hjernecellen. Fluo-
rescens polarisation kan saledes ikke bruges til at vurdere,
om de udviklede stoffer kan frakoble proteinet fra NMDA-
receptoren i levende celler. For at kunne bestemme dette har
vi etableret en anden teknologi — bioluminescence resonan-
ce energy transfer — som tillader os at male vekselvirkninger
mellem proteiner, nar proteinerne befinder sig inde i en in-
takt hjernecelle.

Teknologien er baseret pd, at proteiner, der kan udsende lys,
kan overfgre lysenergi til andre proteiner, nar proteinerne er
meget teet pa hinanden. Derfor kan man ved at male lysin-
tensiteten fra celler, som indeholder et par lysende proteiner,
bestemme, om disse to proteiner binder til hinanden. Des-
uden kan man male, om et stof kan haemme bindingen mel-
lem proteinerne.

Vi har ved hjzelp af genmanipulation introduceret lysende
versioner af NMDA-receptoren og PSD-95 i levende celler. Vi
kan saledes tilsaette vores aktive stoffer til cellerne og male,
hvor effektivt stofferne er i stand til at bryde vekselvirknin-
gen mellem PSD-95 og NMDA-receptoren. De stoffer, som
har en gunstig effekt, kan bruges i det videre arbejde med at
udvikle dem til lovende lzegemiddelkandidater til behandling
af slagtilfaelde.

Cand.scient. Anders Bach er ph.d.-studerende pa Institut for Medicinalkemi.
Cand.scient. Marie Gottschalk er ph.d.-studerende pa Institut for Medicinalkemi.

Ph.d. Anders S. Kristensen er lektor pa Institut for Medicinalkemi.

Ph.d. Kristian Stremgaard er professor pa Institut for Medicinalkemi.
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af genetisk medicin

Syntetiske dendritiske nanostrukturer er attraktive som
transporterer af genetisk medicin. Dendrimerer kan de-
signes til at indkapsle det genetiske materiale, beskytte
det under transporten gennem kroppen og frigive me-
dicinen specifikt til de syge celler. Mange udfordringer
skal dog lgses, inden de nye lsegemidler bliver klar til
behandling af alvorlige sygdomme som leddegigt og
kraeft.

Af Linda Boye Jensen, Hanne Marck Nielsen og
Camilla Foged

En dendrimer bestar af kaskader af gentagne strukturer,
som udspringer fra en central kerne. Et godt eksempel pa
den dendritiske struktur er maden, hvorpa et trae fordeler
sine grene og blade for at optage mest muligt sollys. Den
samme struktur er til stede under jorden, hvor rgdderne for-
grener sig for at optage den maksimale mangde vand og
neering til traeet. Evolutionen har frembragt mange dendriti-
ske strukturer i planter, dyr og mennesker. Det gaelder ogsa
pa det mikroskopiske plan; taenk bare pa opbygningen af
vores blodkar, som sikrer optimal fordeling af ilt til kroppens
mange vaev.

For godt 30 ar siden blev de ferste dendrimerer fremstillet
ved kemisk syntese. Dendrimerer er en klasse af polymerer
baseret pa et veldefineret kaskademotiv, og strukturerne blev
navngivet ud fra de graeske ord dendron som betyder trae/
forgrening og meros som star for del.

Den dendritiske effekt

Dendrimerers opbygning sikrer maksimal interaktion med
omgivelserne, som det er tilfaeldet i traeer og blodkar, hvor
den forgrenede struktur @ger overfladen med henblik pa

DET FARMACEUTISKE FAKULTET, KOBENHAVNS UNIVERSITET

Kemisk syntetiserede dendrimerer
bestar af en kerne med forgrenings-
punkter, hvor antallet af forgreninger
bestemmer dendrimerens storrelse

og antal overfladegrupper. Det den-
dritiske motiv genfindes i traeers kro-
ner, som forgrener sig pa en made, sa
bladene far mest muligt sollys.

optag og fordeling. | nanoskala kan den dendritiske struktur
give forbedret binding til en overflade. Eksempelvis er gek-
koens fedder beklzedt med flere milliarder sma har, som for-
grener sig i et dendritisk netvaerk, der saetter dyret i stand

til at sta fast pa stort set alle overflader bade i vand og luft.
Tager man de enkelte har hver for sig, har de ikke kraft nok
til at holde gekkoen fast, men fordi myriader af har er place-
ret teet ved hinanden, opstar der en synergistisk effekt, som
medfgarer, at den samlede kraft er tilstraekkelig. Man kan
sammenligne med velcrolukninger, hvor tusinder af sma lgk-
ker tilsammen har en enorm styrke.

Viruspartikler benytter en tilsvarende metode til at binde
med hgj affinitet til receptorer pa en celles overflade, hvor-
efter virus kan treenge ind i cellen og sprede sin smitte.
Kendskabet til denne smittemekanisme er for nylig blevet
udnyttet til at udvikle et dendrimerbaseret leegemiddel mod
seksuelt overfgrte sygdomme som AIDS og herpes. | det nye
laegemiddel VivaGel® fungerer dendrimererne ved at binde
til virus, sa viruspartiklerne ikke kan inficere kroppens celler.
Det forventes, at produktet snarest kommer pa markedet.
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Interaktion mellem et siRNA-molekyle og en dendrimer ved elektrostatisk binding. Nar kompleksets nettoladning er positiv, kan det
binde sig til negativt ladede molekyler pa cellemembranen og derefter optages i cellen, hvor det genetiske laegemiddel aktiveres.

Genetisk nanomedicin

Genetisk medicin er baseret pa DNA eller RNA. Nar de ge-
netiske byggesten kommer ind i cellerne, indgér de i cellens
normale maskineri, og alt efter strategien bliver de brugt til
at danne nye proteiner, som kan gare cellen rask, eller til at
haemme de af cellens proteiner, som forarsager eller forvaer-
rer sygdommen.

Udfordringen for denne type behandling er, at de genetiske
byggesten skal ind i cellerne for at virke. Dette er vanskeligt,
fordi DNA og RNA er store negativt ladede molekyler, som

i fri form hurtigt bliver fiernet af kroppens forsvarsmekanis-

LEDDEGIGT - EN SMERTEFULD KRONISK LIDELSE
Leddegigt (reumatoid arthritis) er en betaendelsestilstand, som oftest op-
star i fingre, handled, albuer og skuldre samt teeer, ankler og knae. 1 ud

af 100 voksne personer har sygdommen, som typisk forekommer hos folk

over 40 dr. Kvinder rammes oftere end maend.
Leddegigt er en autoimmun sygdom, hvor kroppens eget immunforsvar
gar til angreb pa leddene. Man ved ikke, hvorfor leddene bliver angrebet,

men sygdommen fordrsager stivhed, smerter og nedsat evne til at bevaege

sig. Med tiden kan der dannes gigtknuder under huden naer de betaend-

te led. Desuden kan brusk og knogler blive destrueret, hvilket deformerer

leddene, s& sygdommen kan veere direkte invaliderende.
De nuvaerende behandlinger forsgger at kontrollere symptomerne og

forebygge yderligere skader pa leddene, og de spaender fra smertestillen-

de og anti-inflammatorisk medicin til kirurgiske indgreb. Malet med ge-
netisk medicin er at nedregulere sygdomsrelaterede proteiner og derved
neutralisere sygdommen, sa smerte og knogledestruktion stoppes.
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mer. Desuden kan DNA og RNA pa grund af molekylernes
starrelse og ladning ikke selv passere gennem cellemembra-
ner. Gruppen pa Det Farmaceutiske Fakultet forsker i udvik-
ling af dendrimerer som transportgrer af sma interfererende
RNA-molekyler (siRNA). Det er korte dobbeltstrengede styk-
ker RNA, som specifikt og effektivt kan skrue ned for udvalg-
te gener i en celle. Projektet udfgres i samarbejde med Ulrik
Boas fra Veterinzerinstitutet pa DTU samt Michael Pittelkow
0g Jarn B. Christensen fra Kemisk Institut pa Kgbenhavns
Universitet, og det er en del af et sterre EU-projekt, MEDI-
TRANS, der skal malrette nanomedicin specifikt til de syg-




Dendriplex dannet ved elektrostatisk interaktion mellem adskillige siRNA- og dendrimermolekyler. Dette er en hypotetisk model,

da der endnu ikke foreligger noget bevis for, hvordan dendriplexerne er opbygget molekylaert.

domsramte celler via anvendelse af forskellige hjaelpestoffer.
Projektet fokuserer pa behandling af leddegigt og kraeft.

Dendrimerer som transportorer

Kroppens immunforsvar er specialiseret i at genkende frit
DNA og RNA, som kan vaere et tegn pa infektion, og derfor
vil terapeutisk RNA hurtigt blive nedbrudt i blodet — med-
mindre det beskyttes.

De funktionelle grupper pa overfladen af dendrimererne kan
bruges bade til at beskytte siRNA under transporten gennem
blodbanen og til at hjeelpe den genetiske medicin ind i de
sygdomsramte celler. Fx kan en positivt ladet dendrimer bin-
de et negativt ladet siRNA molekyle og samtidig skabe kon-
takt til celleoverfladen, som ogsa er negativt ladet.

En lovende mulighed er at anvende sékaldte dendriplexer,
som kan dannes under veldefinerede eksperimentelle for-
hold. Dendriplexer er komplekser af flere siRNA-molekyler og
dendrimerer. Ved at justere pa ratioen af positive og nega-
tive ladninger for henholdsvis dendrimer og siRNA kan man
danne komplekser, hvor siRNA beskyttes i midten af dendri-
plexet, mens overfladen er positivt ladet og i stand til at bin-
de sig til cellemembraner.

Starrelsen pa dendriplexet kan reguleres via dendrimerernes
starrelse. Store dendrimerer med en hgj ladningsteethed dan-
ner sma kompakte dendriplexer med siRNA, mens mindre
dendrimerer danner starre komplekser med mindre veldefi-
neret struktur. Dette er vigtigt, fordi dendriplexerne skal ind-
sprajtes i blodbanen, og her er det starrelsen, som bestem-
mer deres endelige skaebne. Meget sma komplekser bliver
hurtigt udskilt gennem nyrerne, men nar komplekserne har
en diameter pa 100-200 nanometer, forbliver de i blodba-

nen, og med tiden ophobes dendriplexerne i de betaendte
led. Hvis komplekserne er endnu starre vil de ikke fa adgang
til de betaendte led, og man risikerer, at de saetter sig fast i
nogle af de sma og tynde kapillzerer i kroppen.

Den naeste udfordring efter lokalisering til det syge vaev er,
at dendriplexerne skal transporteres ind i de rette celler, hvor
medicinen skal virke. Her kan man udnytte, at de sygdoms-
ramte celler har mange receptorer, som cellerne bruger til at
skaffe sig naering. Ved at malrette dendriplexernes overflade
mod disse receptorer, sa de binder sig til receptorerne, kan vi
kopiere viruspartiklers multivalente binding og derved fa me-
dicinen sendt ind i de syge celler ved hjaelp af den dendriti-
ske effekt.

Fremtidige udfordringer

Dendriplexer er pa nuvaerende tidspunkt lovende kandida-
ter til avanceret medicinsk behandling af leddegigt og andre
betaendelsessygdomme samt forskellige typer af kraeft. Men
der er stadig mange udfordringer at arbejde med, fgr dendri-
merbaserede lzegemidler kan markedsfgres.

P& Det Farmaceutiske Fakultet anvender vi et cellulaert mo-
delsystem til at belyse struktur-funktions-sammenhange
mellem dendriplexernes karakteristika og deres effektivitet.
Naeste trin bliver at arbejde med at afskaerme dendriplexer-
ne mod de destabiliserende komponenter i blodbanen, sa
de kan na frem til de sygdomsramte vaev. Malet er at opna
en god beskyttelse af dendriplexerne samtidig med, at den-
drimerernes binding til siRNA ikke ma veere for staerk. For
dendriplexerne skal jo i sidste ende vaere i stand til at frigive
laegemiddelstoffet, sa det kan virke terapeutisk i de syg-
domsramte celler.

Cand.polyt. Linda Boye Jensen er ph.d.-studerende pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi.
Ph.d. Hanne Mgrck Nielsen er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi.
Ph.d. Camilla Foged er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi.
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screening af
modificerede
proteinlaegemidler

a7

Forstegenerations-proteinleegemidler forseges i dag
modificeret bl.a. for at opna en forlaenget virkning, sa
patienten ikke skal tage sin medicin sa ofte. Ved udvik-
ling af de forbedrede laegemidler kan der spares tid og
penge, hvis proteiners stabilitet under opbevaring kan
relateres til let malbare parametre i laboratorieforsag.

Af Charlotte Petersen, Lene Joergensen, Susanne Hostrup,
Jens Thostrup Bukrinsky og Sven Frekjeer

Fer et stof kan anvendes som lzegemiddel, skal det formu-
leres som fx en tablet, en salve eller injektionsvaeske. Laege-
midlet bestar sdledes bade af det virksomme laegemiddelstof
og forskellige hjeelpestoffer. Hjzelpestoffernes funktion kan
veere at oplese leegemiddelstoffet, daekke over en ubehage-
lig smag eller lugt, konservere eller stabilisere laegemiddel-
stoffet samt at gare det teknisk muligt at fremstille laegemid-
delformen.

| proteinlaegemidler er det aktive laegemiddelstof et protein.
Det er som regel ngdvendigt at administrere proteinlaege-
midler som injektionsvaesker, fordi proteiner nedbrydes i ma-
ve-tarmkanalen.

Modificering af proteiner

Nér et proteinlaegemiddel injiceres, vil proteinet cirkulere i
blodet en vis tid, som i nogle tilfaelde kan forlaenges ved at
modificere proteinet. Fordelen er, at lsegemidlet vil virke i
leengere tid, hvorfor patienten ikke skal tage sin medicin sa
hyppigt. Proteinets cirkulationstid i blodet kan fx @ges via
PEGylering eller acylering, hvor henholdsvis en polymer eller
en fedtsyrekaede bindes til proteinet.

En tredje form for modifikation er glycosylering, som er en
naturligt forekommende modifikation, hvor en sukkergrup-
pe kobles til proteinet. Humane proteiner, der anvendes me-
dicinsk, fremstilles normalt i cellekulturer med gensplejsede
bakterieceller, gaerceller eller pattedyrsceller, som har faet
indsat det humane gen, der koder for proteinet. De sukker-
grupper, som kobles pd proteinet under produktionen, vil
dog varierer fra veertscelle til vaertscelle, og derfor kan suk-
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kergrupperne pa et protein i et leegemiddel vaere anderledes
end sukkergrupperne pa det naturligt forekommende pro-
tein i raske mennesker.

Det er imidlertid gnskeligt, at proteiner, der gives som laege-
midler, minder mest muligt om de naturligt forekommende
menneskelige proteiner, og derfor benytter den farmaceuti-
ske industri i stigende omfang humane celler til fremstilling
af medicinske proteiner. Det kan betyde, at sukkergrupperne
pa andengenerationslaegemidler er forskelligt fra sukker-
grupperne pa farstegenerationslaegemidler.

PROTEINER OG PROTEINLAGEMIDLER
Proteiner er cellernes arbejdsheste og byggesten, og
de er essentielle for alle levende organismer. Vore cel-
ler kan indeholde tusindvis af forskellige proteiner
med mange forskellige funktioner. Nogle proteiner
udger de strukturelle dele af celler og vaev, mens an-
dre er hormoner eller fungerer som antistoffer eller
som enzymer, der katalyserer en masse forskellige re-
aktioner.

Raske mennesker danner selv de proteiner, som krop-
pen har brug for, mens syge mennesker kan vaere ude
af stand til det. Et eksempel er personer med type
1-diabetes, som ikke kan danne proteinet insulin. In-
sulin er med til at sgrge for, at vores celler kan optage
glukose, og insulin er derfor et meget vigtigt protein.
Proteiner er opbygget af 20 naturligt forekommen-
de a-aminosyrer, som saettes sammen i en lang poly-
merkaede som perler pa en snor. Der kan veere flere
tusinde aminosyrer i polymerkaeden. | ethvert protein
folder kaeden sig sammen pa en helt bestemt made,
hvilket giver proteinet en unik rumlig struktur, som er
afgerende for, at det kan fungere korrekt.

Det er en stor udfordring at formulere proteinlaege-
midler, fordi proteiners tredimensionelle struktur er
meget felsom overfor varme, rystelser, pH, hjaelpestof-
fer og temperaturaendringer.



ACYLERING, PEGYLERING OG GLYCOSYLERING

Ved acylering bindes en fedtsyrekaede til proteinet. Formalet er typisk at opna en laengere virkningstid. Acyleringen gger
proteinets affinitet til serum albumin i blodet, og det medferer, at proteinets cirkulationstid i blodbanen gges. | nogle til-
feelde inducerer acylering ogsa selvassociering, hvor proteinet danner komplekser med sig selv, hvilket vil forgge virknings-

tiden yderligere.

Eksempelvis gger fedtsyrekaeden C14 (CHs(CH,),COOH) insulins cirkulationstid i blodbanen.
Ved PEGylering bindes en polymer af polyethylenglycol (PEG) til proteinet. Det PEGylerede protein udskilles langsommere
gennem nyrerne, fordi molekylet er starre, og desuden beskytter polymeren proteinet mod nedbrydning i kroppen.

O T

Strukturformel for polymeren af polyethylenglycol, der kobles til proteiner for at @ge proteiners cirkulationstid i blodet. Ek-
sempelvis gger PEGylering Interferon-as cirkuleringstid i blodbanen.
Ved glycosylering kobles sukkermolekyler til proteinet. Glycosyleringsmensteret athaenger af, hvilken type organisme

proteinet fremstilles i.

EPO er et eksempel pa et proteinlaegemiddel, der farst blev produceret med sukkergrupper, som er forskellige fra de hu-

mane, men som nu produceres som humant EPO.

Proteinadsorption

Proteiner bestdr af bade hydrofile (vandelskende) og hydro-
fobe (vandskyende) aminosyrer, hvilket gar dem graensefla-
deaktive. En graenseflade opstar, ndr en oplgsning kommer i
kontakt med et fast stof, en gas eller en vaeske, som ikke er
blandbar med oplgsningen.

De hydrofile dele af proteinet vil helst befinde sig i vand,
mens de hydrofobe dele helst vil opholde sig ved graensefla-
den for at undga kontakt med vandet. Derfor sgger protei-
ner i vandig oplgsning normalt mod graenseflader, hvor de
adsorberes og akkumuleres. Den primaere drivkraft bag pro-
teinadsorption til en hydrofob overflade er vekselvirkningen
mellem proteinets hydrofobe aminosyrer og graensefladen,
men tiltraekningen mellem modsat rettede ladninger pa pro-
teinet og graensefladen har ogsa betydning.

Adsorption af proteiner i en laegemiddelbeholder vil fere til
et fald i koncentrationen af det terapeutiske protein i behol-
deren — og dermed ogsa i blodet efter administration. Det
er ugnsket, da det er vigtigt, at patienten far den tilsigtede
maengde laegemiddelstof. Et andet problem i forbindelse
med adsorption er, at proteiners rumlige struktur typisk an-
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dres. Det skyldes, at proteinet ofte udfolder sig en smule ved
graensefladen for at @ge kontaktfladen mellem de hydrofobe
aminosyrer og den hydrofobe overflade. Hvis de adsorbere-

de proteiner i lzegmiddelbeholderen udbyttes med proteiner
fra oplasningen, kan det resultere i, at der kommer proteiner

med en aendret rumlig struktur ud oplasningen i beholderne.

Det kan betyde, at de terapeutiske proteiner bliver biologisk
inaktive.

Modificeringers effekt pa proteinadsorption

I laboratoriet undersgger vi effekten af acylering, PEGylering
og glycosylering pa adsorption af proteiner fra vandig op-
lzsning til faste overflader. Malet er at udvikle en model, der
kan bruges til at forudsige adsorption af proteiner fra vandig
oplesning til faste overflader i fx beholdere.

PEGylering vil normalt gere proteinet mere hydrofilt, og
derfor forventes PEGylering at mindske adsorptionen til hy-
drofobe overflader. Omvendt gger acylering proteiners hy-
drofobicitet, og derfor forventes acylering at @ge proteiners
adsorption til hydrofobe overflader. Glycosylering ger lige-
som PEGylering normalt proteinet mere hydrofilt, og derfor

FARMACEUTISKE FAKULTET, KOBENHAVNS UNIVERSITET

17



18

TIRF apparatet pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi bestemmer proteiners adsorption til overflader ved hjzelp af fluore-

scens. Til hajre: Neerbillede af TIRF cellen i pravekammeret.

forventes glycosylering at mindske proteinadsorptionen til
hydrofobe overflader.

Maengden af adsorberet protein pa en overflade kan males i
laboratoriet ved hjzelp af fluorescens — udsendelse af lys ved
elektronovergange i molekyler. Vi anvender et specielt ekspe-
rimentielt set-up kaldet Total Internal Reflection Fluorescence
(TIRF), som kun belyser proteiner pa overfladen.

Vi har undersggt adsorptionen af et protein uden sukker-
grupper og et protein med fem pasatte sukkergrupper. Indtil

0,8

0,6 4

0,4+

0,2+

Normaliseret flourecent enceintensitet
v

Tid (min)

videre har resultaterne vist, at pasaetningen af sukkergrupper
ikke pavirker adsorptionen af det anvendte modelprotein.

De forelgbige resultater understgtter ikke vores teori. Der er
dog s& mange faktorer, som kan pavirke adsorptionen, at
det er ngdvendigt med yderligere forsgg for med sikkerhed
at kunne udtale sig om, hvorvidt proteinadsorption vil kunne
anvendes som en parameter for proteiners stabilitet under
opbevaring.

Fluorescensmaling med teknikken Total Internal Reflec-
tion Fluorescence (TIRF) er her anvendt til at bestemme
adsorption af to varianter af et protein til en overflade.
Figuren viser adsorption af proteinet med henholdsvis
0 og 5 sukkergrupper. Koncentrationen er ens for de to
varianter. Desto hgjere fluorescensintensitet desto mere
protein er adsorberet.

Gra: 0 sukkergrupper.
@ Bla: 5 sukkergrupper.

Cand.pharm. Charlotte Petersen er ph.d.-studerende p4 Institut for Farmaci og Analytisk Kemi.
Ph.d. Lene Jgrgensen er adjunkt pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi.
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Ph.d. Jens Thostrup Bukrinsky er ansat pa Novo Nordisk A/S
Professor Sven Frokjeer er dekan pa Det Farmaceutiske Fakultet.
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Fra Sims til Biosi

Computermodeller, som matematisk beskriver alle mu-
lige vekselvirkninger mellem et laegemiddelstof, der
indtages i en tablet, og de fysiologiske forhold i mave-
tarmkanalen over tid, kan gore det muligt at simulere
i hvilket omfang og med hvilken hastighed laegemid-
delstoffet absorberes og nar frem til sit virkningssted
i kroppen.

Af Bente Steffansen og Luise Kvisgaard Gram

Laegemiddelstoffer, som indtages gennem munden, skal pas-
sere tarmvaeggen for at na ud i blodet, der transporterer
stoffet hen til virkningsstedet i kroppen. Et komplekst sam-
spil mellem lzegemiddelstoffets molekylaere egenskaber og
de fysiologiske forhold i mave-tarmkanalen afger, om stoffet
sendes ud i blodet eller ej. | dag er det uhyre sveert at spa om
et givet laegemiddelstofs skaebne, fordi det er forskelligt fra
stof til stof, hvilke faktorer og vekselvirkninger, der er afge-
rende for succes eller fiasko.

Ved udvikling af nye laegemidler og behandlingsstrategier er
det imidlertid gnskeligt at blive i stand at forudsige et laege-
middelstofs evne til at passere tarmvaeggen — helst pa et tid-
ligt tidspunkt i den lange og kostbare udviklingsproces. Der-
for udvikles der nu computermodeller, som matematisk kan
beskrive alle mulige kombinationer af samspil, der over tid

ANTIBIOTIKA OG KEMOTERAPEUTIKA
Mange antibiotika i tabletform, som bruges til at sla in-
fektioner ned, absorberes gennem tarmvaeggen til blodet
via transportarer. Et eksempel pa en sadan transportar

er den proton-afhaengige peptidtransportar (PEPT1), hvis
naturlige funktion er at sende de sma peptider, som pro-
teiner i faden nedbrydes til, gennem tarmvaeggen og ud

i blodet.

Tarmvaeggen indeholder ogsa udsmidningstransporte-
rer, der skal beskytte kroppen mod skadelige stoffer, som
ikke ma cirkulere i blodbanen. Disse transportarer sgrger
for, at stofferne sendes tilbage til tarmvaesken, hvorfra de
udskilles med affgringen. | nogle tilfaelde sker det samme
for leegemiddelstoffer, fx en raekke toksiske laegemiddel-
stoffer som anvendes i behandlingen af kreeft.

Mange lzegemiddelstoffer vil have et samspil med mem-
brantransporterer, hvorfor deres absorption og biotilgaen-
gelighed kan afhaenge af en eller flere transporterer. Hvis
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kan finde sted mellem et leegemiddelstof indgivet via mun-
den som en tablet og de fysiologiske forhold i mave-tarm-
kanalen. Malet er at kunne simulere et givet stofs biotilgaen-
gelighed, dvs. i hvilket omfang og med hvilken hastighed
laegemiddelstoffet passerer tarmvaeggen og nar frem til sit
virkningssted.

For at udvikle sddanne computermodeller ma man afdaekke
0g matematisk beskrive alle involverede faktorer og bestem-
me, hvilke faktorer, som i deres samspil har betydning for

et givet laegemiddelstofs absorption og biotilgaengelighed.
Naeste trin er sa at designe en slags "computerspil”, som
efter input fra “spilleren” kan simulere laegemiddelstoffers
absorption og derudfra afggre, om spekulative forsknings-
strategier er relevante for optimering af potentielle leegemid-
delstoffers absorption gennem tarmvaeggen.

to laegemiddelstoffer bliver givet til en patient samtidig, og
hvis de begge vekselvirker med samme transporter, kan de
pavirke hinandens absorption og biotilgeengelighed. Det kan
medfare, at patienten ikke behandles optimalt.

Ved at have kendskab til hvilke strukturelle egenskaber hos
laegemiddelstoffer, der spiller sammen med bestemte mem-
brantransportgrer, samt hvor hurtigt og med hvilken kapaci-
tet stofferne transporteres, kan man danne sig et indtryk af
de involverede transporterers betydning for laegemiddelstof-
fernes absorption og biotilgeengelighed. Antallet af transpor-
terer i tarmen er ikke konstant over tid, men kan opreguleres
og nedreguleres, hvilket fx kan vaere hormonelt styret. Nar
disse informationer laegges ind i et biosimuleringsprogram,
som ogsa indeholder informationer om andre faktorers ind-
flydelse pa absorption og biotilgeengelighed, kan man for-
habentlig i fremtiden udvikle mere sikre laegemiddelstoffer
bade hurtigere og billigere, end man kan i dag.
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Blodkar

Serosal membran
Cytosol (cellevseske)
Luminal membran

Tarmlumen (tarmvaeske)

Ved at simulere hvilke faktorer og deres samspil der har ind-
flydelse pa leegemiddelstofabsorption kan man forudsige om
laeegemiddelstotkandidater i udvikling absorberes.
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SAMSPIL MELLEM FAKTORER
- OG VEJEN TIL SUCCES

Princippet i biosimuleringsmodeller om lzegemiddel-
absorption kan sammenlignes med computerspillet Sims.
Ved at spille Sims far man et godt indtryk af hvilke fak-
torer og samspil mellem disse der giver en Sims-familie
succes. Ved at bruge biosimuleringsmodeller om lzege-
middelstofabsorption far man et godt indtryk af hvad der
skal til for at designe et leegemiddelstof som kan absor-
beres med succes.

Tveerfaglig europaeisk ekspertise

En god biosimuleringsmodel kraever, at man har et overor-
dentlig godt kendskab til, hvilke faktorer der er af betydning
for leegemiddelstoffers absorption og biotilgaengelighed.
Derfor er det absolut ngdvendigt, at mange forskellige eks-
perter bidrager med deres viden til modellerne. Netop dette
er hensigten med det Europaeiske Biosimuleringsnetvaerk,
BIOSIM, som bestar af en lang raekke forskere fra universi-
teter og virksomheder i Europa. Vi er sa heldige og dygtige
at veere en del af netvaerket, som ledes af den danske fysik-
professor Erik Mosekilde fra Danmarks Tekniske Universitet.
Mosekilde er hgjt anerkendt for sin store ekspertise inden for
modellering og simulering af en raekke biologiske processer.
Vi bidrager til BIOSIM med eksperimentelt opnaet viden om,
hvorledes membrantransportgrer i tarmvaeggen pavirker lae-
gemiddelstoffers absorption og biotilgaengelighed. Trans-
portgrerne er placeret i tarmcellevaeggen, enten ind imod
tarmvaesken eller ud mod blodbanen, og deres biologiske
funktion er at bidrage til optagelsen af nzeringsstoffer fra
tarmvaesken til blodet. Desuden holder transportererne regn-
skab med, hvilke stoffer der kan far adgang til blodet, saledes
at stoffer, som kroppen ikke bryder sig om eller taler, sendes

tilbage til tarmen, hvorfra de udskilles med afferingen.

Biosimuleringsmodeller

Det er muligt at kebe de farste biosimuleringsmodeller, som
kan anvendes til at simulere absorption af laegemiddelstof-
kandidater: det amerikansk udviklede program GastroPlus og
det europaeisk udviklede Simcyp. Det er vigtigt, at sddanne
programmer hele tiden opdateres, sa den nyeste eksperi-
mentelle viden omkring laegemiddelabsorption beskrives og
undersgges pa en sadan made, at resultaterne kan imple-
menteres i modellerne.

Det Europaeiske BIOSIM-projektet er mere ambitigst og
handler ikke kun om at simulere absorption af laegemiddel-
stoffer, men ogsa om at simulere forskellige laegemiddelstof-
fers behandlingseffekt. Saledes arbejdes der fx pa at simu-
lere, hvorledes man kan optimere behandlingen af cancer
med laegemidler ved at undersgge og modellere kraeftcel-
lers degnrytme, fordi man har vist, at behandlingen er mest
effektiv pa bestemte tidspunkter i cellernes degnrytme. Pa
verdensplan er det overordnede mal at lave simuleringspro-
gram, som man kunne kalde det digitaliserede menneske.

Ph.d. Bente Steffansen er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi.
Ph.d. Luise Kvisgaard Gram er farmakokinetiker pa Novo Nordisk A/S.
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epilepsibehandling

Epilepsi skyldes overaktivitet i nervecellernes kom-
munikation. Medicinsk blokering af hjernecellernes
GABA-transporterer kan indirekte haemme nervecellers
kommunikation, og ny forskning skaber hab om, at me-
kanismen kan udnyttes til udvikling af bedre leegemid-
ler med faerre bivirkninger.

Af Karsten Kirkegaard Madsen, Rasmus Praetorius Clausen,
Orla M. Larsson og Arne Schousboe

Epilepsi omfatter adskillige neurologiske sygdomstilstande,
der enten farer til kramper eller absencer, som mest kendes
fra barn, der bliver fravaerende i korte perioder. Behandlin-
gen af epilepsi er ofte livslang og kun symptomatisk — de
epileptiske anfald forhindres, men den underliggende arsag
til sygdommen forbliver ubehandlet. Selv med grundig kon-
trol og vejledning kan 30-40 procent af epileptikerne ikke
behandles i tilstraekkelig grad til at blive anfaldsfrie, og de
betegnes derfor som terapiresistente.

Arsagen til epilepsi menes at vaere en ubalance i hjernen
mellem de signalstoffer, der henholdsvis aktiverer og haem-
mer nervecellernes indbyrdes kommunikation. Ubalancen
skyldes mangel pa haemmende impulser. Derved bliver for
mange nerveceller aktiveret pa en gang, og den normale
hjerneaktivitet forhindres. | stedet opstér der en ukontrolla-
bel overaktivitet i dele af eller i hele hjernebarken, hvilket re-
sulterer i et epileptisk anfald.

GABA i synapsespalten

Nervecellernes kommunikation sker i synapsespalten mel-
lem cellerne. Nerveimpulserne kommer fra nervecellen pa
den pre-synaptiske side og videregives til nervecellen pa den
post-synaptiske side. Nerveceller, som udsender det haem-

mende signalstof GABA, daemper aktiviteten hos naboner-
vecellerne.

Efter at GABA har udgvet sin virkning, bliver signalstoffet ak-
tivt transporteret ind i den pre-synaptiske nervecelle eller ind
i de omkringliggende gliaceller. Gliaceller er nervecellernes
hjaelpeceller, som tilfgrer naeringsstoffer til nervecellerne og
fierner affaldsstoffer, og som desuden bidrager til kommuni-
kationen mellem nerveceller. Nar GABA er fjernet fra synap-
sespalten, slutter det inhibitoriske signal, og synapsen er sa-
ledes klar til endnu en signalproces.

Den aktive transport af signalstoffet vaek fra synapsespalten
sker ved hjzelp af proteiner i hjernecellernes membraner, som
kaldes for transportgrer. | mennesket findes der fire GABA-
transporterer, der betegnes GAT1, BGT1, GAT2 og GAT3. De
samme transportgrer findes ogsa i mus og rotter samt andre
dyrearter, og vor viden om GABA-transportgrernes placering
omkring synapsespalten stammer iszer fra studier i mus og
rotter.

GABA-systemet og epilepsi

Safremt epilepsi skyldes en for lav maengde inhibitoriske im-
pulser, kan man forsgge at manipulere med GABA-systemet
for at @ge de inhibitoriske impulser og dermed forebygge
epileptiske anfald. Et muligt mal for sddanne laegemidler er
de post-synaptiske GABA-receptorer, og her findes der en
raekke stoffer, som direkte kan aktivere receptorerne, uan-
set om GABA er til stede i synapsespalten eller gj. Disse stof-
fer ager maengden af h&ammende impulser og modvirker
pa den made epileptiske anfald. Men desvaerre er denne be-
handlingsstrategi forbundet med mange bivirkninger, fordi
den direkte aktivering af GABA-receptorerne giver et for
kraftigt inhibitorisk signal.

En indirekte tilgang gar ud pa at heemme GABA-transpor-

NERVECELLERS KOMMUNIKATION - AKTIVERING OG HAEMNING

I hjernen kommunikerer milliarder af nerveceller i et kom-
pliceret netvaerk, der ultimativt saetter os i stand til at
teenke og handle.

Principielt kommunikerer nerveceller pa to niveauer; ek-
sitatorisk eller inhibitorisk. De eksitatoriske impulser ak-
tiverer nervecellerne til kommunikation, hvorimod de
inhibitoriske impulser haemmer kommunikationen. En
nervecelle far input fra et utal af omkringliggende ner-
veceller, og det er integrationen af de samlede impulser,

LEGEMIDDELFORSKNING - 2008

som styrer, hvorvidt den pagaeldende nervecelle videre-
bringer kommunikationen.

Kommunikationen sker ved hjzelp af kemiske signalstof-
fer, der syntetiseres i nervecellen og frigives ud i synap-
sespalten, hvorefter signalstoffet bindes til receptorer pa
den modtagende nervecelle og derved udgver sin effekt.
Signalstofferne glutamat og GABA (y-aminosme@rsyre)
medierer henholdsvis aktiverende og haemmende impul-
ser i starstedelen af hjernen.
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Figuren viser en synapse, hvor GABA fungerer som signalstof. GABA syntetiseres i den pre-synaptiske nervecelle, som frigiver signal-
stoffet til synapsespalten. Her bindes signalstoffet til GABA-receptorer pa den post-synaptiske nervecelle, hvilket giver anledning til
et inhibitorisk signal til modtagercellen. Signalstoffet fjernes fra synapsespalten af transporterer, der enten sender stoffet ind i den
pre-synaptiske celle eller ind i gliaceller. Tre af de fire humane GABA-transportarer er indtegnet. GAT1 sidder pa den pre-synaptiske
nervecelle i synapsespalten, GAT3 sidder pé gliaceller taet ved synapsen, hvorimod BGT1 sidder pa gliaceller udenfor synapsen.

SCREENING AF POTENTIELLE LAGEMIDDELSTOFFER

Laegemiddelstoffer til behandling af epilepsi kan identifice- Desveerre findes der endnu ikke en valideret screeningsmo-
res i relevante screeningsmodeller i mus og rotter, og nogle del, som kan identificere leegemidler mod terapiresistent
modeller kan endda forteelle os, om et potentielt laegemid- epilepsi, hvilket understreger det store behov for kontinu-
delstof vil virke mod en bestemt type epilepsi i mennesker. ert forskning inden for omradet.
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Tiagabin (R/S)-EF1502 SNAP-5114

Kemiske strukturer af leegemiddelstoffet Tiagibin samt af modelstofferne EF1502 og SNAP-5114. Tiagibin heemmer selektivt
GAT1. EF1502 heemmer GATT og BTG 1. SNAP-5114 haemmer GAT2 og GAT3.

tarerne pa de pre-synaptiske nerveceller, sa de bliver mindre
effektive til at fierne signalstoffet fra synapsespalten. Derved
stiger koncentrationen af signalstoffet i synapsespalten, og
virkningstiden forlaenges. Konsekvensen er flere heemmende
impulser og dermed en mulig behandling af epilepsi. Til det-
te formal har vi gennem tre artier testet forskellige stoffer for
deres heemmende effekt pa transportarerne.

Behandling med GAT-haammende stoffer
Laegemidlet Tiagabin, som haemmer GAT1, er indtil videre
det eneste laegemiddel mod epilepsi, som haammer GABA-
transporterer. Nuvaerende og tidligere studier har fokuseret
pa at blive i stand til at haemme andre undertyper af trans-
portgrerne, men desvaerre har det ikke kunnet lade sig gare
at syntetisere specifikke haemmere af andre undertyper end
GAT1. Imidlertid er det lykkedes at udvikle stoffet EF1502,
som haemmer bade GAT1 og BGT1, og stoffet SNAP-5114,
som hammer bade GAT2 og GAT3. Det er blevet vist, at
EF1502 virker krampestillende i screeningsmodeller.

| kombinationsstudier har vi undersagt, om effekten af at
indgive kombinationer af laegemiddelstofferne har en bedre
(synergistisk), ens (additiv) eller ringere (antagonistisk) virk-
ning, end nar de indgives separat. Hvis leegemiddelstofferne
virker synergistisk, betyder det, at man skal bruge mindre af
dem tilsammen, end hvis de indgives hver for sig. Med min-
dre doser nedsaettes risikoen for bivirkninger ved brugen af

laegemidler steerkt. Dette er tidligere observeret, idet kombi-
nation af EF1502 og Tiagabin viste sig at give en synergistisk
effekt mod kramper, uden at bivirkningerne blev vaerre.

Bedre effekt — faerre bivirkninger

Tiagabin er for nylig blevet undersggt i et kombinationsstu-
die med modelstofferne EF1502 og SNAP-5114, der begge
virker haemmende pa GABA-transportgrer. Formalet var at
undersgge, hvilke kombinationsmuligheder mellem stof-
ferne, der kunne give en synergistisk effekt i behandlingen
af epilepsi.

Tiagabin haemmer primaert GAT1, som er placeret pa den
pre-synaptiske nervecelle i synapsespalten, EF1502 haemmer
udover GAT1 ogsa BGT1, som sidder pa gliaceller udenfor
synapsen, mens SNAP-5114 haemmer GAT3, som findes pa
gliaceller taet ved synapsespalten. Det viste sig, at EF1502 og
SNAP-5114 tilsammen havde en synergistisk effekt, hvori-
mod Tiagabin og SNAP-5114 kun havde en additiv effekt.
Sammenfattende kan siges, at haeamning af GAT forskellige
steder i og omkring synapsespalten kan haemme epileptiske
anfald. Men det er kun haemning af den ekstrasynaptiske
BGT1, der giver anledning til en markant synergistisk effekt
sammen med GAT1 og GAT3 ved synapsespalten. Det mu-
lige potentiale i heemmere af BGT1 kunne give anledning til
laegemidler med faerre bivirkninger og bedre effekt, end det
vi i dag kender.

Mus bruges i stor stil ved udvikling af laegemidler, og der er udviklet musemodeller, som efterligner menneskelige sygdomme,

bl.a. epilepsi. Disse mus kan benyttes til identificere potentielle legemidler mod specifikke sygdomme.

Cand.pharm. Karsten Kirkegaard Madsen er ph.d.-studerende pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi.
Ph.d. Rasmus Preetorius Clausen er lektor pa Institut for Medicinalkemi.

Ph.d. Orla M. Larsson er lektor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi.

Dr.scient. Arne Schousboe er professor pé Institut for Farmakologi og Farmakoterapi.
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Ny human

GABA-transportor

— et muligt mal for
behandling af epilepsi

GABA

Signalstoffet GABA transporteres fra ydersiden

af cellen og ind i cellen ved hjzelp af en GABA-
transporter. Transporten kan kun forega, hvis der
samtidig sker transport af to natriumioner og en
chloridion. Strukturelt bestar transportaren bl.a. af
12 mindre dele, der gar igennem cellemembranen.
Delene er angivet med forskellige farver. Dette

Sygdomme som epilepsi, depression og Parkinsons syg-
dom skyldes fejlkommunikation i hjernen, som bl.a.
kan forklares ved uorden i meengden af signalstoffer.
Leegemidler kan rette op pa denne uorden og behandle
symptomerne pa sygdommene. Vi har fundet en ny
medspiller i hjernen, der kan fa en rolle i behandling
af epilepsi.

Af Bolette Christiansen, Trine Kvist, Anders A. Jensen og
Hans Brduner-Osborne

Den menneskelige hjerne bestar af et kompliceret netvaerk
af celler, der benytter signalstoffer til at kommunikere med
hinanden. Der findes bade ha&ammende og aktiverende sig-
nalstoffer, og det er vigtigt for hjernens funktion, at der hele
tiden er balance imellem dem. Som et led i opretholdelsen
af den harfine balance benytter hjernen transportgrer. Det
er proteiner, som er indlejret i cellemembranen pa cellerne.
Transportgrerne kan fjerne signalstoffer fra rummet mel-
lem hjernecellerne ved fx at returnere stofferne til de celler,
som producerer og udsender dem. P& den made forhindrer
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kaldes et 12 transmembran-domaene.

transportererne, at nabocellerne overstimuleres af for store
maengder af et signalstof.

Det vigtigste haemmende signalstof i hjernen er GABA, ogsa
kaldet y-aminosmarsyre. GABA fjernes fra virkningsstedet i
hjernen ved hjzelp af GABA-transporterer, og derved afslut-
tes signalstoffets haammende signalering. GABA-transportg-
rer er proteiner, som specifikt genkender GABA og transpor-
terer signalstoffet fra ydersiden af cellen og ind i cellen. Man
kan sammenligne med et security check i lufthavnen. Flypas-
sagerer med et boarding pass kan ga igennem kontrollen og
ind i omradet for gaten, men ndr de farst er kommet igen-
nem, kan de ikke ga tilbage ad den samme vej.

GABA-transportarer og epilepsi

GABA-transportgrer er medicinsk interessante, fordi de er
mulige mal for nye laegemidler til behandling af epilepsi.
Epilepsi skyldes en overaktivitet i hjernen, som haenger sam-
men med ubalance mellem to vigtige signalstoffer. Det ene
signalstof er glutamat, der medvirker til at @ge aktiviteten i
hjernen, mens det andet er GABA, der nedsatter aktivitets-
niveauet.
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Segning efter heemmere af GABA-transporteren blev foretaget ved en screening af en samling af 3000 stoffer. Der blev brugt plader med
96 brande (8 x 12). Her ses et eksempel pa en plade samt resultaterne fra reekke C og D. Der er god adskillelse mellem de positive kontrol-
ler (gren) og de negative kontroller (rad). Pé pladen fandtes ét stof med effekt pa GAT-2, nemlig stoffet i brend C2 (bla).

J

Epilepsi kan derfor bl.a. behandles ved at age mangden af
GABA i hjernen. Der findes allerede et leegemiddel, Gabitril®
til behandling af epilepsi, hvor det aktive laegemiddelstof
specifikt heemmer en GABA-transporter. Dette leegemiddel
forhindrer, at GABA fjernes fra virkningsstedet og medvir-
ker derfor indirekte til at @ge maengden af det haeammende
signalstof ved virkningsstedet i hjernen. Resultatet er, at den
epileptiske overaktivitet deempes.

Opdagelsen af den nye transporter

Fire forskellige GABA-transporterer er tidligere blevet klo-
net fra rottehjerner, og de betegnes GAT-1, BGT-1, GAT-2 og
GAT-3. Der er ligeledes fundet fire forskellige GABA-trans-
portarer i mus, men fra mennesket har man indtil videre kun
klonet tre forskellige transporterer, nemlig GAT-1, BGT-1 og
GAT-3.

Det undrede os, at GAT-2 ikke var fundet i menneskelige
hjerneceller, og vi begyndte derfor at lede efter den mang-
lende humane transporter. En sggning i offentligt tilgeengeli-
ge databaser over den menneskelige arvemasse — genomet —
resulterede i, at vi fandt et gen, der i hgj grad lignede genet
for GAT-2 fra rotte og mus. Vores efterfglgende undersggel-
ser viste, at genet ganske rigtigt koder for det protein, som
udger den humane GAT-2-transportar.

GABA-transportgarer tilhgrer en familie af Na*/Cl-afhaengige
transporterer; dvs. transporterer, der kun kan transportere
signalstoffet, nar der er natriumioner og chloridioner til ste-
de. For at vende tilbage til sammenligningen med et security
check kan natriumioner og chloridioner betragtes som boar-
ding pass’et, som er ngdvendigt for, at flypassagerer kan fa
lov til at ga igennem kontrollen.

Strukturelt er disse transporterer kendetegnet ved at have et
transmembrant domaene, hvor begge ender af proteinet er
lokaliseret inde i cellen. En analyse af sekvensen af det fund-
ne genprodukt viste, at dette strukturelle mgnster gik igen
for GAT-2. Vi kunne ogsa vise, at GAT-2 findes i hjerne, nyre,
testikler og lunge, og det tyder pa, at GAT-2 har en biologisk
og potentielt vigtig funktion i mennesket.

Funktion pa molekylzert plan

Det naeste trin var at vise, at GAT-2 rent faktisk er en trans-
porter, som kan transportere GABA ind i cellen. Det lykkedes
os at indfere genet for GAT-2 i et eksperimentelt cellesystem,
hvor genet udtrykkes, sa vi kan undersgge funktionen af
transporteren i cellernes membraner. Vi udviklede derefter to
forskellige farmakologiske metoder til at undersage den nye
GABA-transportar.

Ved den farste metode brugte vi radioaktivt maerket GABA,
som vi tilferte cellerne. Efter et givent tidsrum malte vi
mangden af radioaktivt maerket GABA inde i cellerne, og vi
kunne derved pavise, at GAT-2 rent faktisk havde transporte-
ret GABA ind i cellen.

Ved den anden metode benyttede vi et fluorescerende farve-
stof, som kan komme ind i cellen, og som giver et fluoresce-
rende signal, nar der sker transport af ioner over cellemem-
branen. Vi ved, at GABA-transportarer kun kan transportere
signalstoffer, nar der samtidig sker transport af natriumioner
og chloridioner. Man kan derfor bruge det fluorescerende
signal som et indirekte mal for transport af GABA. Ved den-
ne metode kunne vi ogsad demonstrere transport af GABA
via GAT-2.

Haemmere af GABA-transporterer

For tre artier siden blev nipecotinsyre udviklet pa Det Farma-
ceutiske Fakultet, og stoffet viste sig at veere en af de farste
effektive haemmere af GABA-transport. Opdagelsen farte til,
at Novo Nordisk A/S udviklede laegemid-

let Gabitril®, som specifikt haem-

mer GAT-1. Der er dog end-
nu ikke fundet specifikke
og effektive haemmere
af de tre andre un-
dertyper af GABA-
transporterer, heri-
blandt GAT-2. Vi
@nskede derfor at

lede efter nye ke-
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Til eksperimentel undersagelse af GABA-transportaren benyttes bl.a. denne fortyndingsrobot. Maskinen kan nemt og hurtigt
lave fortyndinger af kemiske stoffer og bruges sammen med farmakologiske metoder til at karakterisere effekten af kemiske

stoffer pa transporteren.

miske stoffer, der kan haamme transporten af GABA.

Vi har en samling af 3000 stoffer, der alle ud fra deres kemi-
ske struktur anses for at veere egnede til fremtidig udvikling
af laegemidler. Man kan undersgge effekten af disse stoffer
pa GAT-2 ved at foretage en screening, hvor man tester hvert
stof i én koncentration og ser om det har effekt eller ej. Suc-
cesen af en sadan screening afhaenger i hgj grad af adskil-
lelsen mellem positive og negative kontroller, dvs. om man
med sikkerhed kan afklare, om et stof har en virkning. Man
ansker saledes hverken at fa falske negative resultater, fordi
man derved gar udenom potentielt interessante stoffer, eller
falske positive resultater, fordi man sa efterfglgende skal ud-
fore et stort arbejde for at afklare, hvilke stoffer der i virkelig-
heden har en effekt.

Vi etablerede et screeningssystem, hvor der var rigtig god
adskillelse mellem de positive og negative kontroller, og der-
for kunne vi med hgj sikkerhed identificere stoffer med ef-
fekt pad GAT-2. Ved screeningen fandt vi i alt otte stoffer, som
/ har effekt pd GAT-2. Vi er nu i gang med at undersgge, hvil-

£

ke af disse stoffer der er mest interessante; dvs. hvilke stoffer
der bade virker specifikt og effektivt pa GAT-2.

GAT-2 og sygdomme

Vi mangler endnu at opna en tilbundsgdende forstaelse af
sammenhangen mellem GAT-2 og epilepsi — eller andre hjer-
nesygdomme, som er relateret til GABA-signalering. Forskere
fra Det Farmaceutiske Fakultet har for nyligt vaeret med til at
vise, at GABA-transportaren BGT-1 kan have en vigtig rolle

i hjernen og muligvis vaere relevant i behandling af epilepsi.
Et kemisk stof, der var udviklet til at kunne haamme BGT-1
(EF1502, se side 22-24), var arsagen til, at forskerne kunne
na til denne konklusion.

Huvis vi pa tilsvarende made kan finde et kemisk stof, som ef-
fektivt kan haemme GAT-2 vil vi kunne sige meget mere om
den fysiologiske funktion af den nyopdagede transporter og
afklare, om transportgren kan veere vigtig i behandling af
sygdomme som fx epilepsi.

Cand.pharm. Bolette Christiansen er ph.d.-studerende pa Institut for Medicinalkemi.
Cand.pharm. Trine Kvist er ph.d.-studerende pa Institut for Medicinalkemi.

Ph.d. Anders A. Jensen er lektor pa Institut for Medicinalkemi.

Dr.pharm. Hans Brauner-Osborne er professor pa Institut for Medicinalkemi.
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Frasynaptise |

nervenge

Pastiynaptitk
nerveende

potentielt
laegemiddel

Mange receptorer i kroppen indeholder flere identiske
bindingssteder for leegemiddelstoffer. Ved at sammen-
koble to molekyler af et laegemiddelstof kan to bin-
dingssteder pavirkes i ét hug. Det styrker bindingen til
receptoren, og virkningen forgges.

Af Kasper Harpsoe, Birgitte H. Kaae, Thomas Balle,
Darryl S. Pickering og Jette S. Kastrup

Néar et laegemiddelstof binder til en receptor, frigives der en
mangde energi, som kaldes bindingsaffinitet. Da bindingen
til receptoren er en forudsaetning for stoffets virkning, bety-
der en hgjere bindingsaffinitet normalt et mere effektivt lze-
gemiddel.

Mange receptorer i kroppen er sammensat af flere ens enhe-
der, som samtidig skal binde et laegemiddelmolekyle for at
opna optimal effekt. Det kraever altsa, at fx to leegemiddel-
molekyler uafthaengigt af hinanden skal finde frem til to for-
skellige bindingssteder. | nogle tilfaelde kan to ens laegemid-
delmolekyler forbindes til ét molekyle, en dimer, der samtidig
kan binde til de to bindingssteder. Det er lettere for et mole-
kyle at finde frem til det rette bindingssted, end det er for to

AMPA-receptorer er et mél for leegemid-
ler til behandling af x Alzheimers syg-
dom. Receptorerne er ionkanaler, og de
bestér af fire naesten identiske enheder,
som hver indeholder et bindingssted for
signalstoffet glutamat. Glutamat frigives
som faelge af en nerveimpuls fra den
praesynaptiske nervecelle. Nar signalstof-
fet binder til AMPA-receptorerne pé den
postsynaptiske celle, dbnes ionkanalen,
0g en elektrisk impuls startes ved, at
ioner strammer gennem kanalen.

Bindingssted
fior positive
allosteriske
madulatoner
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molekyler at finde frem til to bindingssteder pa samme tid.
Derfor kan man forgge bindingsaffiniteten af en dimer op til
tusind gange i forhold til monomeren.

En sadan foragelse af bindingsaffiniteten kan give mere po-
tente laegemidler, og fremstilling af dimerer benyttes der-
for i forsgget pa at udvikle bedre medicin. Pa trods af flere
eksempler pa denne strategi er det dog farst nu lykkedes

at fare et strukturelt bevis for, at den ggede bindingsaffi-
nitet og forbedrede virkning rent faktisk skyldes binding til
to identiske bindingssteder. Vi genererede en hypotese ved
hjeelp af computersimuleringer og har siden bevist hypotesen
via en rgntgenstruktur og forsag med cellekulturer.

AMPA-receptorer

AMPA-receptorerne er en familie af receptorer, som er mal
for leegemidler. Receptorerne er bl.a. involveret i hukommel-
se og indlaering, og ved sygdomme som Alzheimers sygdom
ses et nedsat antal AMPA-receptorer i hjernen. Hvis impulser-
ne fra de tilbagevaerende receptorer kan forgges, kan symp-
tomerne maske afhjaelpes.

AMPA-receptorer er ionkanaler og bestér af fire naesten
identiske enheder, som hver indeholder et bindingssted for
glutamat, som er et af hjernens vigtigste aktiverende signal-
stoffer. Receptorerne sidder i nervecellernes membraner og
er ansvarlige for en stor del af impulsoverfarslen mellem de
enkelte celler i nervesystemet.

Glutamat frigives som falge af en nerveimpuls fra den prae-
synaptiske nervecelle, og AMPA-receptorerne pa den postsy-
naptiske nervecelle sgrger for, at impulsen sendes videre. Nar
glutamat binder sig en AMPA-receptor, abnes ionkanalen, og
en elektrisk impuls startes via de ioner, som strammer gen-
nem kanalen. En gruppe stoffer kaldet positive allosteriske
modulatorer forstaerker den normale strgm af ioner gennem
receptoren og er derfor i fokus som potentielle laegemiddel-
stoffer.

En god ide

Ideen med at konstruere en dimer af modulatorerne opstod
under et ph.d.-projekt i gruppen for Biostrukturel Forskning
pa Institut for Medicinalkemi. Baggrunden herfor var den
farste tilgaengelige rentgenstruktur af en AMPA-receptor

i kompleks med en modulator, kaldet Cyclothiazide (CTZ).
Den tredimensionelle struktur viser, at AMPA-receptoren in-
deholder to ens bindingssteder for CTZ relativt taet pa hinan-
den i den symmetriske graenseflade mellem to receptoren-
heder.

Vi beregnede en overflade af omradet i receptoren og
fandt, at en smal kanal forbinder de to bindingssteder, sa de
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© Rantgenstrukturen af den glutamat-bindende del af
en AMPA-receptor i kompleks med modulatoren CTZ
(hvide kulstofatomer).

O Computermodellen viser, hvordan BPS-modulatorerne
(cyane kulstofatomer) binder i forhold til CTZ i den
beregnede overflade af receptorhulrummet.

@ Den eksperimentelt bestemte rentgenstruktur af en
AMPA-receptor i kompleks med dimer 1 (brune kul-
stofatomer) sammenlignet med CTZ. Strukturen er i god
overensstemmelse med den forudsagte bindingsmade.

..-
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Strukturformler for CTZ, den mest potente af BPS-modulatorerne, samt dimer 1 og monomer 1.

tilsammen danner et symmetrisk hulrum. Dermed abnes mu-
ligheden for at designe et symmetrisk molekyle, der p& sam-
me tid kan binde til begge CTZ-bindingssteder. CTZ var dog
ikke oplagt som udgangspunkt for at designe en dimer. Det
var derfor ngdvendigt at identificere andre modulatorer, som
binder i samme omrade af receptoren.

Computergenereret bindingsmodel

En serie af modulatorer, biarylpropylsulfonamider (BPS), blev
fundet i litteraturen med tilhgrende aktivitetsdata, og de vi-
ste sig at indeholde lige det strukturelement, vi havde brug
for. En af modulatorerne var tidligere publiceret i forbindelse
med en mutation i receptoren, der havde en tydelig effekt
pa stoffets virkning. At denne mutation samtidig havde vist
sig at pavirke effekten af CTZ, var en klar indikation p4, at
der var tale om samme bindingssted.

Vi benyttede et computerprogram til at generere forslag til,
hvordan BPS-modulatorerne kunne passe ind i en rgntgen-
struktur af AMPA-receptoren. Ved at beregne og vurdere for-
skellige faktorer, som influerer pa stoffernes bindingsaffini-
tet, udvalgte vi den mest sandsynlige bindingsmade for hver
BPS-modulator. P& baggrund af modulatorernes interaktio-
ner med receptoren, fx via hydrogenbindinger, kunne vi for-
klare, hvorfor nogle af stofferne er mere effektive end andre.
For at evaluere den forudsagte binding til AMPA-receptoren,
delte vi serien af modulatorer i to grupper; et traeningssaet
0g et testsaet. Traeningssaettet blev brugt til at konstruere en
computermodel, der identificerede en mulig sammenhaeng
mellem modulatorernes tredimensionelle struktur og deres
virkning pa receptoren. Det faktum, at computermodellen
kunne forudsige aktiviteten af BPS-modulatorerne i testsaet-
tet, bekraeftede, at vores forslag til, hvordan de binder, var
korrekt. Bindingsmodellen kunne derefter bruges som ud-
gangspunkt for videre studier.

Design af en dimer

De fleste af BPS-modulatorerne indeholder et biphenyl-struk-
turelement, der udover selv at vaere symmetrisk viste sig at
binde midt i det symmetriske hulrum. Propylsulfonamid-de-
len af disse modulatorer binder til samme sted, som et af de
to CTZ molekyler. Derfra var der ikke langt til ideen med en
dimer, der indeholder to propylsulfonamid-enheder med en
biphenyl-enhed i midten. Vi designede et par forslag til di-

Ph.d. Kasper Harpsge er postdoc pa Institut for Medicinalkemi.

merer og undersggte, om de passede ind i bindingsmodellen
for BPS-modulatorerne.

Kun dimer 1 blev forudsagt til at have en fuldstaendig sym-
metrisk binding til de to CTZ-bindingssteder. Samtidig forud-
sagde computerberegningerne en hgj bindingsaffinitet for
dimer 1 og dermed sandsynligvis ogsa en god virkning pa
receptoren.

Bevis for binding og effekt

Alt arbejdet var indtil nu foretaget pa computer. Bindingen
af dimer 1 til to identiske bindingssteder var derfor kun teori
uden konkrete beviser. Desuden var det ikke belyst, hvilken
effekt, der kunne opnas fra dimeren i forhold til monomeren
af samme stof.

Derfor etablerede vi et samarbejde med Chem-MedChem
forskningsgruppen pa Institut for Medicinalkemi med henblik
pa fremstilling af modulatorerne og med Sektionen for Cel-
luleer Neurofarmakologi pa Institut for Farmakologi og Far-
makoterapi med henblik pa test af modulatorernes virkning
pa AMPA-receptorerne. Dimer 1 og monomer 1 blev derpa
fremstillet og testet pa rekombinante AMPA-receptorer, som
var udtrykt i cellemembranerne pa levende fraaeg. Desuden
startede gruppen for Biostrukturel Forskning et eksperiment
med at Igse rgntgenstrukturen af en AMPA-recetor i kom-
pleks med dimer 1.

De farmakologiske tests viste, at bade dimer 1 og monomer
1 foregede strgmmen af ioner gennem AMPA-receptorerne
med mellem 700 og 1000 procent i forhold til kontrolmalin-
ger uden en modulator. Desuden viste resultaterne, at dimer
1 er over 1000 gange mere potent end monomer 1. Rgnt-
genstrukturen viser, at dimer 1 binder i greensefladen mellem
to receptorenheder. Biphenyl-elementet placerer sig i midten
af hulrummet, mens propylsulfonamid-enhederne anbringer
sig i de to identiske CTZ-bindingsteder.

Resultaterne bekraefter helt tydeligt, at fremstilling af dime-
rer, som binder til to identiske bindingssteder, kan fare til ud-
vikling af langt mere potente laegemidler. | den forbindelse
bliver dimer 1 i gjeblikket undersggt for en potentielt frem-
mende effekt pa kognitive egenskaber hos forsagsdyr. Sam-
tidig stemmer rantgenstrukturen godt overens med compu-
termodellen, hvilket viser, at computervaerktgjer kan vaere en
yderst effektiv hjzelp ved design af nye potentielle laegemid-
delstoffer.

Cand.scient. Birgitte H. Kaae er ph.d.-studerende pa Institut for Medicinalkemi.

Ph.d. Thomas Balle er lektor pa Institut for Medicinalkemi.

Ph.d. Darryl S. Pickering er lektor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi.

Ph.d. Jette S. Kastrup er lektor pa Institut for Medicinalkemi.
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Risiko for
hjerteflimmer

afslores med computermodel

Nar ionkanalen hERG ikke fungerer korrekt, kan der
opsta andringer i hjerterytmen, hjerteflimmer, som i
vaerste fald er livstruende. Mange leegemiddelstoffer
hammer ionkanalen, og flere nye leegemidler er derfor
blevet trukket tilbage fra markedet. En computermodel
kan nu forudsige lsegemiddelstoffers pavirkning af ion-
kanalen.

Af Olivier Taboureau, Seren Brunak og
Flemming Steen Jergensen

Nar en medicinalvirksomhed traekker et laegemiddel tilbage
umiddelbart inden markedsfering — eller endnu veerre efter
markedsfering — koster det ufattelig mange penge i form af
spildte forskningsudgifter og tab af forventet indtjening. Fir-

maets aktiekurs falder, og rygter om dets fremtid florerer.
“Liden tue kan veelte stort laes” siger man, og i dette tilfelde
er tuen en ubalance i hjertet mellem ioner af starrelsesorde-
nen 1,1 - 1,5 picometer (1 pm = 1 x 1072 meter). Forskelle

i koncentrationen af disse sma kaliumioner i hjertecellerne
kan veere arsag til, at et nyt lsegemiddel medfarer uventede
bivirkninger i form af hjerteflimmer.

Vi starter lige forfra: | organismen er de forskellige organer
opbygget af vaev, som igen bestar af celler. Hver enkelt celle
omsluttes af en membran, hvorover der er en spaendingsfor-
skel, som bestemmes af koncentrationen af ioner pa begge
sider af membranen. Spaendingsforskellen reguleres af ion-
kanaler og ionpumper, som er transportproteiner i cellemem-
branen. En af disse ionkanaler er hERG-kaliumkanalen, som
regulerer koncentrationen af kaliumioner i hjertet. Hvis

Deskriptorer
495 x 618

Den praediktive computermodel blev opbygget med udgangspunkt i 495 stoffer, der er kendt for at binde til hERG-kaliumkanalen, som er vist
midt i figuren. Ud fra stoffernes struktur bestemmer modellen, hvilken konformation de antager ved binding til ionkanalen @. Disse konfor-
mationer benyttes ved beregning af deskriptorerne @, som derefter modelleres med SVM.
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Eksempler pa visualisering af deskriptorer for to kendte bindere til hERG-
kaliumkanalen, sertindol og cisaprid. Nederst deskriptorprofilen for aktive
bindere. De hajeste toppe svarer til de deskriptorer, eller egenskaber, som
bidrager mest til aktiviteten.
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hERG-kanalen ikke fungerer korrekt, kan det medfare, at
hjerterytmen andres ved, at det sdkaldte QT-interval forlaen-
ges. QT-intervallet relaterer til hjertets elektriske cyklus og er
et mal for, hvor lang tid hjertet er om at depolarisere og re-
polarisere. En forlaengelse af QT-intervallet viser sig i form af
uregelmaessigheder i patientens elektrokardiogram (EKG), og
denne tilstand kan i saerlige tilfaelde resultere i hjerteflimmer
og i veerste fald i patientens pludselige ded.

En lang raekke laegemiddelstoffer binder desvaerre til hERG-
kanalen og reducerer dermed kanalens effektivitet. Disse
stoffer udger en potentiel risiko for patienterne, og netop
denne risiko har medfert, at flere leegemidler er blevet truk-
ket tilbage fra markedet. Det bedst kendte eksempel er
sandsynligvis Terfenadin til behandling af forskellige former
for allergi (antihistamin), som blev trukket tilbage fra det
amerikanske marked i 1997 pa grund af mistanke om, at
medicinen kunne forarsage en forlaengelse af QT-intervallet
og dermed udggre en risiko for patienterne. Ogsa danske
virksomheder har vaeret ramt, idet H. Lundbeck i 1998 trak
laegemidlet Sertindol (Serdolect) til behandling af skizofreni
(antipsykotika) tilbage fra markedet af samme darsag. Den
amerikanske laegemiddelstyrelse (FDA) kraever i dag, at nye
stoffer testes for negative effekter pa hERG-kanalen.

Der er udviklet laboratoriemodeller og dyremodeller til vurde-
ring af risikoen, men det vil vaere af stor betydning, hvis man
med computerbaserede metoder kan afgere, om et muligt
laegemiddelstof udger en potentiel risiko. Isaer vil det vaere
en stor fordel, hvis denne risikovurdering kan udferes pa et
meget tidligt tidspunkt i den lange udviklingsprocedure. Hvis
den indledende vurdering kan udfgres alene med computer-
baserede metoder, behgver man nemlig kun at fremstille de
stoffer, som ikke umiddelbart udger en risiko. Herved vil den
farmaceutiske industri kunne spare betydelige resurser i form
af bade tid og penge.

Derfor besluttede vi som en del af et NABIIT-finansieret pro-
jekt at konstruere en model for klassificering af stoffers bin-
ding til hERG-kaliumkanalen.

hERG-modellen

Indledningsvis blev alle de stoffer, hvis binding til hERG-ka-
nalen er kendt, samlet og vurderet. Nar man gnsker at op-
stille en model for en biologisk effekt, athaenger modellens
kvalitet selvfglgelig af kvaliteten af de data, som modellen er
baseret pa. | dette tilfaelde radede vi over et relativt stort an-
tal stoffer — 495 — som primaert stammede fra to kilder. Stof-
ferne var strukturelt meget forskellige, hvilket har betydning
for, om den udviklede model kan forventes at vaere praedik-
tiv. Alt i alt et tilfredsstillende udgangspunkt.

For hvert stof beregnedes 618 deskriptorer, som afspejler
forskellige molekylaere karakteristika ved stofferne. Disse de-
skriptorer er ikke simple data som smeltepunkt og oplgselig-
hed, men deskriptorer, som fortzeller noget om, hvilke funk-
tionelle grupper der er til stede i molekylet, deres indbyrdes
placering, samt hvordan og i hvilket omfang grupperne vil
kunne vekselvirke med andre molekyler. Disse deskriptorer
afhaenger til dels af molekylets rumlige facon og ber séledes



QT

QT-intervallet relaterer til hjertets elektriske cyklus og er et mal for, hvor lang tid hjertets celler er om at depolarisere og
repolarisere. QT-intervallet defineres som tiden mellem begyndelsen af Q-balgen og afslutningen af T-balgen @. En for-
leengelse af QT-intervallet viser sig i form af uregelmaessigheder i patientens elektrokardiogram (EKG) kaldet ‘torsades de
pointes’ @. Denne tilstand kan i saerlige tilfeelde resultere i hjerteflimmer og i veerste fald i patientens pludselige ded.

beregnes for netop den konformation, som stoffet antager,
nar det binder til hERG-kanalen.

Vi konstruerede nu en tredimensionel model af hERG-kana-
len ud fra en strukturelt beslaegtet kaliumkanal og lod der-
efter computeren finde den konformation, som hvert enkelt
af de 495 stoffer ville antage ved binding til hERG-kanalen.
Da vi primeert er interesseret i at identificere og klassificere,
hvilke stoffer der vil vaere i stand til at binde til hERG-ka-
nalen, udviklede vi en kvalitativ model. Modellen gjorde

det muligt at anvende en sdkaldt Support Vector Machine
(SVM)-metode, som er specielt velegnet til at klassificere
store datamaengder. Stofferne beskrives som vektorer i et
618-dimensionalt rum, og SVYM metoden bestemmer sa det
hyperplan, som bedst adskiller de to grupper af data, dvs. de
stoffer, som binder til hERG-kanalen, og de som ikke binder.
For hvert stof udger deskriptorerne en slags profil af stoffets
egenskaber. Efter at have konstrueret modellen er det muligt
at ga tilbage og identificere og visualisere, hvilke dele af pro-
filen som er vigtig for stoffets aktivitet. Den opndede model
er i stand til at klassificere 94 procent af stofferne i datasaet-
tet korrekt i forhold til den eksisterende viden fra laboratorie-
modeller og dyremodeller, hvilket er usaedvanligt godt.

Den virkelige udfordring for modellen er imidlertid at forud-
sige aktiviteten af stoffer, som ikke er medtaget i konstruk-

FAKTA

NABIIT stdr for Programkomiteen for Nanovidenskab
og -teknologi, Bioteknologi og IT.

hERG star for human Ether-a-go-go-Related Gene, og

hERG-kanal er den mere mundrette betegnelse for
den spaendingsafhaengige kaliumkanal KCNH2 eller
Kv11.1.

tionen af modellen. To uafhaengige datasaet pa henholdsvis
66 0g 1948 stoffer blev forudsagt, og her klassificerede vi
henholdsvis 72 og 73 procent af stofferne korrekt. Traeerne
vokser som bekendt ikke ind i himlen, men generelt er vores
metode 10-20 procent bedre end de hidtil rapporterede mo-
deller. Vi forventer, at modellen kan forbedres yderligere ved
at udnytte, at vi for alle stofferne har bestemt i hvilken kon-
formation, de binder til hERG-kanalen.

Modellen er publiceret i et relevant fagtidsskrift, men for at
gere den tilgaengelig for alle, er den ogsa tilgaengelig som en
internetbaseret service pa www.cbs.dtu.dk/services’/hERG-1.0

Ph.d. Olivier Taboureau er forskningsadjunkt pa Institut for Systembiologi, DTU.
Dr.phil. Seren Brunak er professor og centerleder pa Institut for Systembiologi, DTU.
Ph.d. Flemming Steen Jargensen er professor pa Institut for Medicinalkemi.
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Forbrugernes rapporter
giver g

ny

viden

m laegemiddel-

bivirkninger

Siden 2003 har patienter og pargrende haft mulighed for at indberette bivirkninger pa lige fod med
laeger og andre sundhedsprofessionelle, hvilket har fort til en stigning i antallet af rapporter om nye

bivirkninger. Men der mangler et effektivt system til at omdanne informationen til relevant viden, som

kan anvendes i praksis.

Af Lise Aagaard, Doris |. Stenver og Ebba Holme Hansen

Nye leegemidler afpraves klinisk inden markedsfering, men her finder man
typisk kun forventede eller hyppigt forekommende bivirkninger. Derfor er det
nedvendigt, at uventede bivirkninger rapporteres efter markedsfaringen.

LEGEMIDDELFORSKNING

Nye lzegemidler afpreves grundigt i kliniske studier, inden de
kommer pa markedet, men de kliniske afprgvninger finder
hovedsagelig forventede eller hyppigt forekommende bivirk-
ninger. Derfor er rapportering af bivirkninger efter markeds-
faringstidspunktet vigtig for at fa viden om ukendte bivirk-
ninger.

Danske lzeger, tandlaeger og dyrlaeger er lovmaessigt forplig-
tigede til at indberette formodede bivirkninger til myndighe-
derne. | 2003 blev det ogsa muligt for forbrugerne at indbe-
rette bivirkninger til det danske bivirkningsregister. Det skete
i kelvandet pa sagen omkring slankemidlet Letigen®, hvor vi-
den om alvorlige bivirkninger i hjerte-karsystemet var til stede
hos forbrugerne. Forbrugerne og deres pargrende henvendte
sig til Forbrugerradet med deres sygehistorier, mens Laege-
middelstyrelsen kun kendte til sagen fra massemedierne.

Behandling af bivirkningsrapporter

Det danske bivirkningsregister administreres af Laegemiddel-
styrelsen. Overvagningen foretages i samarbejde med Bivirk-
ningsradet, som har repraesentanter fra industri, behandlere,
patienter og forbrugere. Indberetning af bivirkninger foregar
pa specielle skemaer, udarbejdet til bade sundhedsprofes-
sionelle og forbrugere. Skemaerne er tilgeengelige via Laege-
middelstyrelsens hjemmeside. Laegemiddelproducenterne
rapporterer bivirkninger via et elektronisk system direkte til
Laegemiddelstyrelsens bivirkningsdatabase, og styrelsen vide-
resender bivirkningsdata fra forbrugere og sundhedsprofes-
sionelle til producenterne via dette elektroniske system.

Data fra bivirkningsindberetningerne bliver vurderet — her-
under klassificeret som vaerende alvorlige eller ikke-alvorlige
— efter fastsatte kriterier og registreres i Laegemiddelstyrel-
sens database. Data videresendes til WHO's internationale



Thalidomid-skandalen i begyndelsen af 1960’erne var arsag
til, at de fleste vestlige lande oprettede bivirkningsregistre.

Laegemidlet blev taget af gravide for morgenkvalme og resul-
terede i, at titusinder af barn blev fadt med misdannelser.

BIVIRKNINGSOVERVAGNING | DANMARK

| begyndelsen af 1960’erne blev titusinder af misdan-
nede bgrn fadt af medre, som havde taget leegemidlet
thalidomid for morgenkvalme under graviditeten. P& den
baggrund fik leegerne pabud om at rapportere alvorlige
bivirkninger til nationale registre, som blev oprettet i de
fleste vestlige lande. Danmark indfgrte et sddant rappor-
teringssystem i 1968 og meldte sig i 1970 til det interna-
tionale bivirkningssamarbejde i verdenssundhedsorgani-
sationen WHO.

| begyndelsen gjaldt indberetningspligten kun laeger, men

T

i 1972 fulgte ogsa pligt for tandlaeger. | 1995 blev lege-
middelproducenterne palagt indberetningspligt samtidig
med, at farmaceuter fik mulighed for at indberette. Sa

sent som i 2003 fik brugerne ogsa muligheden. Laege-
middelstyrelsen kraever fglgende bivirkninger indberettet
fra lzeger, tandlaeger og producenter:
® Laegemidler markedsfert inden for to ar:

Alle formodede bivirkninger.
e Laegemidler markedsfert i mere end to ar:

Alvorlige og uventede bivirkninger.
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Forbruger Advokat Andre Farmaceut Laege

bivirkningsdatabase, som administreres af Uppsala Moni-
toring Centre, til EU’s faelles bivirkningsdatabase Eudra-
Vigilance samt til de involverede laegemiddelproducenter.
Laegemiddelproducenterne er ansvarlige for opfelgning og
faglig vurdering af bivirkningsrapporterne. Producenternes
faglige vurderinger sammenlignes med viden fra litteraturen,
0g pa den baggrund indsender industrien periodiske sikker-
hedsopdateringer til myndighederne. Formalet er at vurdere,
om produktinformationen for de aktuelle laegemidler skal
opdateres, eller lzegemidlet maske skal traekkes tilbage fra
markedet.

Ny information fra forbrugerne

Erfaringer med bivirkningsrapporter fra forbrugere er endnu
sparsomme. Som led i et ph.d.-projekt analyserede vi bivirk-
ninger rapporteret i perioden 2004 til 2006 og sammenlig-
nede de rapporterede bivirkninger fra forbrugere, laeger, far-
maceuter, advokater eller patientforeninger samt fra andre
sundhedsprofessionelle, inklusive lzagemiddelproducenter-
ne. | perioden blev der rapporteret i alt 15.531 bivirkninger.
Hovedparten, 10.948 af rapporterne, kom fra laeger, mens
1700 kom fra forbrugere, 277 fra farmaceuter, 159 fra ad-
vokater eller patientforsikringen mens de resterende 2447
stammede fra 'andre sundhedsprofessionelle’.

Analyserne viste, at rapporteringsmanstret mellem forbruge-
re eller deres advokater og sundhedsprofessionelle og farma-
ceuter var forskelligt med hensyn til de organsystemer, som
rammes af bivirkninger, samt for de grupper af laegemidler,
som bivirkningerne er rapporteret for. Forskellene i rapporte-
ringsmgnstret giver sig udtryk ved, at forbrugere rapporterer
flere eller faerre bivirkninger sammenlignet med sundheds-
professionelle inden for specifikke organsystemer og grup-
per af laegemidler. Eksempler pa organsystemer er blodet og
lymfesystemet, gre- og labyrintsystemet, leveren, nervesyste-

Rapporterede bivirkninger i Danmark for perioden 2003-
2006. Diagrammet viser den procentvise fordeling af forskel-
lige indberettere samt bivirkningernes alvorlighedsgrad.

. Total
. Alvorlige

| Ikke-alvorlige

met, forplantningsorganerne og brystsystemet. Eksempler pa
grupper af laegemidler, hvor forbrugerne rapporter flere eller
feerre bivirkninger sammenlignet med de professionelles rap-
porter, er inden for medicin til behandling af hjerte og kreds-
lzb, infektionssygdomme, AIDS medicin, psykofarmaka og
midler til behandling af sygdomme i gjne og erer.

Analysen viste 0gsa, at forbrugere indberettede bivirkninger,
som ikke var blevet indberettet af sundhedsprofessionelle.
Alene inden for organklassen nervesystemet har forbru-
gerne rapporteret bivirkninger for seks forskellige laegemid-
ler. Det drejer sig om bivirkninger som kramper, indlaerings-
vanskeligheder, forstyrrelser i lugtesansen, taleforstyrrelser,
svaer muskeltraethed, nervesmerter og blodpropper.

Forbrugernes rapporter skal bruges

Det tog 35 ar efter oprettelsen af det officielle danske sy-
stem, for laegemiddelbrugerne fik ret til selv at rapportere de
bivirkninger, som de oplever. Vores resultater viser, at bivirk-
ningsrapporter fra forbrugerne er en kilde til ny information
om bivirkninger, som skal sorteres og omsaettes til brugbar
viden. Forbrugerne er en direkte kilde til nye oplysninger om
bivirkninger, fordi de pa deres egen krop opnér praktisk er-
faring med laegemidler. Forbrugernes erfaringer ber derfor
aktivt inddrages i bivirkningsovervagningen og skal tilleegges
samme vaerdi som bivirkningsrapporter fra sundhedsprofes-
sionelle.

Udnyttelse af forbrugernes erfaringer stiller krav til bivirk-
ningssystemet om at definere strategier og praksis for bedre
udnyttelse af disse data, herunder fx inddrage avancerede
statiske vaerktgjer som “data mining” i analyserne. Data
mining-teknikkerne kan systematisk analysere forbrugernes
frivillige rapporter med dermed systematisere informations-
mangden og filtrere de relevante informationer fra bag-
grundsstgjen, saledes at nye bivirkningssignaler kan findes.

Ph.d. (pharm.) Lise Aagaard er adjunkt pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi.
Cand.med. Doris I. Stenver er overlaege i Laegemiddelstyrelsen, afdelingen for Forbrugersikkerhed.
Cand.pharm. Ebba Holme Hansen er professor pd Institut for Farmakologi og Farmakoterapi.



Alle danske apoteker kan fa penge af staten, nar de hjeel-
per astmatikere med at fa lzert den rigtige teknik til at
inhalere deres medicin. For at radgivningen kan blive ved
med at finde sted, er det vigtigt, at apoteket lobende fol-
ger op pa ydelsen, samt at personalet og apotekeren har
et gnske om at vaere gode til at radgive kunderne.

Af Susanne Kaae, Birthe Sendergaard og
Lotte Stig Haugballe

Der bliver stadigt flere astmatikere i Danmark. | dag lider
omkring 300.000 danskere af astma, og inden for de nae-
ste fem ar forventes det, at yderligere 50.000 personer vil

fa sygdommen. Astma behandles med inhalationsmedicin,
og korrekt inhalation er en forudsaetning for, at laegemidlet
far den optimale effekt i kroppen og dermed medvirker til at
holde astmaen under kontrol.

Siden 2005 har alle danske apoteker kunnet fa penge af sta-
ten, ndr de hjeelper en astmatiker med at fa lzert den rigtige
teknik til at inhalere sin medicin. Men efter en god start har
antallet af radgivninger vaeret faldende. Et ph.d.-projekt er
blevet sat i vaerk med det formal at undersage, hvilke for-
hold der har betydning for, at apotekerne bliver ved med at
tilbyde ydelsen til de astmatikere, der har behov for dette.
Radgivning af en astmatiker tager ca. ti minutter, og den
radgivning, som apotekerne kan tilbyde for at optimere inha-
lationsteknikken, er beskrevet i en manual - Tjek pa inhala-
tion — fra Danmarks Apotekerforening. Foruden astmatikere
kan ydelsen ogsa tilbydes personer, som lider af Kronisk Ob-
struktiv Lungesygdom. Ved udgangen af 2006 havde apote-
kerne udbudt ydelsen til knap 75.000 personer. | 2007 be-
gyndte antallet af udbudte ydelser pa de danske apoteker at
falde vaesentligt sammenlignet med 2006. Spgrgsmalet
er, om dette fald kan skyldes andre faanomener end
"afmatning”, dvs. at udbydelsen falder, fordi man-
ge astmatikere allerede er blevet tilbudt ydelsen?
For at finde ud af, om det er realistisk at fast-

holde et hgjt udbydelsesniveau for Tjek pa in-
halation, og i sa fald hvordan, har vi valgt at

tage ud og undersgge ydelsen, der hvor den

finder sted — pa apotekerne. Pa syv udvalgte apo-
teker udferer vi feltundersggelser, hvor vi over fem dage ob-
serverer, hvordan man tilrettelaegger apoteksarbejdet i det
daglige, hvordan apotekeren — ejeren og lederen af apote-
ket — omgas personalet, og hvordan astmaydelsen foregar i
praksis.

Herudover interviewes tre blandt personalet i et fokusgrup-

DET FARM

peinterview for at fa be-
skrevet alle de aktiviteter,
apoteket har udfert for at

fa radgivningen til at fungere i
praksis, og for at indsamle de an-

sattes forklaringer pa "op- og nedtu-

re” i udbydelsen af ydelsen siden 2005. Endelig interviewes
apotekeren for at finde frem til hans eller hendes ledelsesstil,
fordi ledelsesstilen formodes at have indflydelse pa udbydel-
sen af radgivningen.

De udvalgte apoteker omfatter bade apoteker, der pa for-
hand vides at vaere gode til at blive ved med at tilbyde rad-
givning til deres astmakunder samt apoteker, der i 2006 til-
bad astmaraddgivning til mange kunder, men derefter kun
har tilbudt den til relativt fa.

For at finde frem til, hvilke forhold der har betydning for, at
apotekerne bliver ved med at udfere radgivning af astma-
tikere, skal alle de data, som er indhentet ved observatio-
ner, fokusgruppe- og enkeltinterviews analyseres i forhold til
hinanden. Det centrale spargsmal er: Hvordan haenger or-
ganiseringen af det daglige arbejde og ledelsesstilen pa det
enkelte apotek sammen med bade de aktiviteter, apoteket

Astma behandles med inhalationsmedicin, og korrekt inhalation er en
forudseetning for, at medicinen virker optimalt.
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udfarer for at fa radgivningen til at fungere i praksis, samt
med antallet af udbudte ydelser over tid?

Sammenligning af apoteker

Endelig er det meningen at sammenligne de syv apoteker pa
tveers. Alle de apoteker, der bliver ved med at tilbyde Tjek pd
inhalation radgivning til mange kunder sammenlignes, hvad
angar organiseringen af det daglige arbejde og ledelsesstil.
Desuden opggres det, hvor mange og hvilken type aktiviteter
der har veeret udfert i forbindelse med servicen. Samme pro-
cedure udfgres for de apoteker, hvor det ikke er lykkedes at
fastholde at hgjt udbydelsesniveau.

Det farste apotek, vi har analyseret, er kendetegnet ved at
have en demokratisk indstillet apoteker, som er interesseret
i, at apoteket deltager i nye projekter om radgivning til kun-
derne. Apotekeren opfordrer sit personale til at deltage, men
presser dem ikke til det.

Apotekeren pavirker det daglige arbejde pa en made, der
sikrer, at iseer farmaceuterne kan lgse faglige opgaver, som
ligger udover den egentlige kundeekspedition.

Personalet pa apoteket er primaert mellem 40-60 ar — alle
har arbejdet der i mange ar og kender deres opgaver indga-

ende. Der er flere ansatte pa apoteket, som er meget interes-
seret i at hjaelpe og radgive kunderne, og selv fgr astmaydel-
sen blev introduceret, havde man en politik pa apoteket om,
at alle astmatikere, som ikke havde prevet at bruge inhalati-
onsmedicin far, skulle have szerlig instruktion.

Pa dette apotek far personalet ikke lov til bare at ga ud og
tilbyde astmaradgivning til kunderne. Man skal farst mod-
tage undervisning og bagefter besta en test, far man som
ansat kan tilbyde ydelsen. Den farmaceut pa apoteket, som
har seerligt ansvar for radgivning af astmatikere, opger en
eller to gange om dret, hvor mange ydelser, de ansatte har
udfart. Derefter fglger farmaceuten op pa, om man pa apo-
teket kan blive bedre til at udfere ydelsen, dvs. hvilke gode
rad, der er ekstra hensigtsmaessige at give til kunderne.

Pa apoteket valgte man nogle maneder efter starten pa ord-
ningen i 2005 at inddrage apotekerens kontor (tidligere var
ydelsen blevet tilbudt ved skranken), s& man kunne foretage
radgivningen her, da det var generende for bade kunder og
personale at stad midt i larm og aktiviteter fra andre kunde-
ekspeditioner. Flere pa apoteket finder denne service uund-
vaerlig og understreger, at de tilbyder den til astmakunderne,
uanset hvor travlt der er pa apoteket.

Radgivning af astmatiker pa et apotek. Radgivningen foretages her pa apotekerens kontor, sa hverken kunden eller farmaceuten

forstyrres af aktiviteten ved skranken.
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Serigs radgivning

lkke overraskende har dette apotek et stabilt og endda svagt
stigende niveau for antallet af udbudte ydelser. Dette kan
forklares med, at man pa apoteket fortsat har fokus pa ydel-
sen ved at en farmaceut laver lgbende opggrelser og melder
disse ud til resten af personalet. Opfelgningen har fokus pa
lering og er fremadrettet. Tilbagemeldingerne finder sted,
fordi det daglige arbejde organiseres pa en made, sa farma-
ceuten far tid til bade at foretage opgerelsen og give feed-
back.

Desuden tager personalet Tjek pd inhalation serigst. Der er
indfart kvalitetskrav; man kan ikke bare udbyde ydelsen "for
sjov”. Serigsiteten vises ogsa ved, at man pa apoteket har
besluttet at flytte placeringen af radgivningen til mere ro-
lige omgivelser samt at ydelsen tilbydes, ogsa selvom der er
travlt. Ved at flytte placeringen af radgivningen til apoteke-
rens kontor, fastholder man pa apoteket en positiv oplevelse
med kunden. Dette formodes at have en selvforstaerkende
effekt pa udbydelsen.

7000

5250

3500

1750

Kan radgivningen forbedres?

Da alle resultater fra undersggelsen endnu ikke er indsamlet,
er det for tidligt at afgere, hvordan apoteker, der har en hgj
kontra lav vedvarende udbydelse af ydelser, adskiller sig fra
hinanden. For at Tjek pa inhalation skal komme astmatikerne
til gode, er det ngdvendigt at den viden, der fremkommer
via undersggelsen, kanaliseres ud til apotekerne, hvor ydel-
sen skal finde sted.

Nogle tiltag med betydning for udbydelsen af radgivnin-
gen vil vaere nemmere at overfare fra et apotek til et andet
end andre. At flytte ydelsen fra skranken til et baglokale ma
vaere en mulighed for de fleste, ligesom lgbende fremad-
rettet feedback til personalet synes overkommeligt at skulle
udfare. Det vil formentligt tage laengere tid at opbygge en
dybfalt interesse for rddgivning af apotekskunder, hvis den
ikke allerede er til stede bade hos personalet og maske isaer
hos apotekeren.

Forhdbentligt kan resultaterne af undersggelsen ligeledes an-
vendes til at fremme implementeringen af andre nye ydelser
pa de danske apoteker i fremtiden til gavn for bade kunder
og apoteker.

Radgivning af astmatikere foretages efter
manualen ‘Tjek pa inhalation’. Kurven
viser Laegemiddelstyrelsens opgerelse af
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April 07 =
Juli 07 =
Okt 07 =

antallet af radgivninger pa landsplan.

Juli 08

April 08

Cand.pharm. Susanne Kaae er ph.d.-studerende pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi.
Ph.d. Birthe Sendergaard er lektor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi.
Ph.d. Lotte Stig Haugbglle er lektor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi.

DET FARMACEUTISKE FAKULTET,

KOBENHAVNS UNIVERSITET 39



40

kan redde
menneskeliv

LEGEMIDDELFORSKNING

n

008

| leveren nedbrydes laegemiddelstoffer til metabolit-
ter, som i nogle tilfeelde kan medfere bivirkninger og i
vaerste fald dedelige forgiftninger. Kulturer af humane
leverceller er en god model til at forudsige nye laege-
midlers nedbrydningsmenstre i mennesket.

Af Lassina Badolo

Leveren er et af kroppens vigtigste organer — faktisk er leve-
ren sa ngdvendig, at et menneske kun kan overleve i op til et
dagn uden leverfunktion — og en af leverens centrale opga-
ver er at nedbryde fremmede stoffer i kroppen. Nar det gael-
der laegemiddelstoffer, som indtages i tabletter, er omsaet-
ningen i leveren ofte afgerende bade for medicinens effekt
og for eventuelle bivirkninger.

Oral indtagelse af laagemidler

Det forste sted, medicinen havner efter indtagelse gennem
munden, er i maven og tarmen. En del af leegemiddelstoffet
optages i blodet via tarmen og transporteres derpa gennem
leveren, inden stoffet og dets nedbrydningsprodukter kom-
mer ud i hele kroppen med blodet (se illustration side 52).
Sammen med tarmen er leveren det vigtigste forsvar mod alt
det, vi spiser. Alt det som kroppen skal beskytte sig imod.

| leveren omdannes laegemiddelstoffet ofte til stoffer, som
lettere kan fjernes fra kroppen via urin eller affering. Ved at
sta for en stor del af nedbrydningen af laegemiddelstoffet er
leveren hovedansvarlig for, hvor meget laegemiddelstof og
hvor store maengder af nedbrydningsprodukter, der findes

i blodet, som cirkulerer rundt i kroppen for at na alle orga-
nerne.

Maengden af lzegemiddelstof i blodet er afgarende for at
opna en bestemt terapeutisk effekt. Der er en nedre graense,
hvor medicinen ikke har nogen virkning, og en gvre graense,
som bestemmer, hvorndr der optraeder bivirkninger. En for
kraftig nedbrydning af et laegemiddelstof i leveren medfarer
saledes ikke kun, at der dannes en stor maengde af forskel-
lige metabolitter, men ogsa at den gnskede terapeutiske ef-
fekt udebliver.

Individuelle forskelle
Graden af nedbrydning kan variere fra person til person alt



LEVEREN - ET CENTRALT ORGAN

Menneskets lever vejer i gennemsnit 1,5 kg og forsynes
med 1,5 liter blod hvert eneste minut. Leveren er op-
bygget af flere forskellige typer celler, og de vigtigste
kaldes hepatocytter. De udger omkring 80 procent af
hele leveren.

Hepatocytterne er de celler, som nedbryder laegemid-
delstoffer og andre udefra kommende stoffer. Dermed
er hepatocytterne med til at beskytte kroppen. Et gram
lever indeholder ca. 120 millioner hepatocytter, hvilket
svarer til, at hele leveren hos et voksent menneske inde-
holder omkring 180 milliarder hepatocytter.

| rotter, der ofte benyttes som forsggsdyr ved udvikling
af leegemidler, vejer leveren i gennemsnit 20 gram —
omkring en tiendedel af rottens vaegt — og den indehol-
der som hos mennesket cirka 120 millioner hepatocyt-
ter pr. gram.

efter den enkeltes leverfunktion. Dét indebaerer en risiko for,
at der opstar meget store variationer i den maengde af et lae-
gemiddelstof, som findes i forskellige patienters blod efter
indgift af en given dosis.

Et eksempel er to slags medicin, hvoraf det ene laegemiddel-
stof i gennemsnit nedbrydes med 99 procent i leveren, mens
kun 20 procent af det andet laegemiddelstof bliver nedbrudt.
| det farste tilfaelde vil en lille forskel i nedbrydningshastighe-
den pa 1 procent mellem to patienter (99 og 99,9%) med-
fare, at den ene har ti gange mere laegemiddelstof i blodet
end den anden. Det kan hurtigt fare til toksiske virkninger.
For det mere stabile laegemiddel vil samme forskel i ned-
brydningshastigheden ikke have nogen vaesentlig effekt pa
mangden af leegemiddelstof i blodet.

Set i lyset af disse kendsgerninger benyttes leverceller — he-
patocytter — rutinemaessigt i den farmaceutiske industri for
at frasortere laegemiddelkandidater, som nedbrydes for hur-
tigt i leveren. Flere ars erfaringer har nemlig vist, at hepato-
cytter er gode til at forudsige laegemidlers nedbrydningsha-
stighed i mennesker.

Der af bivirkninger

Nar leveren forsvarer kroppen ved at omdanne laegemiddel-
stoffer til metabolitter, kan det ske, at nogle af disse ned-
brydningsprodukter er skadelige. Da leveren producerer star-
stedelen af et laegemiddelstofs metabolitter, bliver leveren
automatisk det organ i kroppen, som er mest udsat for deres
toksiske virkninger.

Bivirkninger af laegemidler er drsag til mange dgdsfald i vo-
res del af verden. Undersggelser fra USA viser, at der hvert
ar der omkring 100.000 mennesker af leegemiddelrelaterede
bivirkninger. | USA kommer bivirkninger af medicin ind i raek-
ken af de mest hyppige dgdséarsager som nummer 4 til 6. Til-
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svarende tal kendes ikke praecist fra Danmark, men store un-

dersggelser, som daekker en raekke europaeiske lande, viser,
at tendensen her i Europa er det samme.

En stor del af bivirkningerne kan forklares ud fra den made,
et givet laegemiddel virker i kroppen, og dermed kan bivirk-
ningerne forudsiges og minimeres ved at felge patienterne
ngje. | modsaetning til disse forudsigelige bivirkninger er ar-
sagen til bivirkningerne ikke forstaet i 20-25 procent af til-
feeldene. | USA svarer det til, at 20.000 mennesker hvert ar
der af uforudsigelige medicinrelaterede bivirkninger — og
dermed uden at der er mulighed for at redde disse menne-
sker.

Reaktive metabolitter

Som naevnt sker det nogle gange, at nedbrydningsproduk-
terne af et laegemiddelstof, som dannes i leveren, er skade-
lige. Disse stoffer kaldes for reaktive metabolitter, og deres

FRA EN ENKELT ROTTE

TIL FLERE MILLIONER HEPATOCYTTER

Forskere rundt omkring i verden har de seneste ar vaeret under pres for
at formindske antallet af forsegsdyr i medicinsk forskning. EU har en
malsaetning, som opfordrer forskere til at reducere antallet af forsggs-
dyr, formindske dyrenes ubehag og smerte og i videst muligt omfang
bruge alternative metoder.

| den sammenhaeng har vi implementeret en teknik, som gar det mu-
ligt at isolere hepatocytter fra rotter. En enkel rotte kan give flere hun-
drede millioner celler, som herefter kan fryses ned pa en bestemt made
og opbevares i flydende nitrogen med et minimalt tab af deres egen-
skaber. Disse celler kan opbevares i flere ar og kan bruges til mange
eksperimenter, og dermed spare mange forsggsdyrs liv.
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betydning for laegemiddelbivirkninger har i nogle tilfaelde vist
sig at veere dramatisk. Et eksempel er paracetamolforgift-
ning, som hvert ar draeber flere mennesker verden over.
Forskning i reaktive metabolitters skadevirkninger har vaeret

i fokus i Leegemiddelmetabolismegruppen pa Det Farmaceu-
tiske Fakultet gennem mange ar. Brug af meget felsomme
analytiske metoder som vaeskekromatografi koblet til et mas-
sespektrometer giver nu mulighed for at undersgge meta-
bolitter i levende celler eller celledele. Forskningen har vist,
at et enkelt leegemiddel kan nedbrydes til mange forskellige
metabolitter — i visse tilfaelde mere end 20.

Hvert eneste af disse stoffer vil ga sin egen vej i kroppen.
Risikoen for, at en af metabolitterne virker toksisk, @ges

ikke kun med antallet, men i hgj grad ogsa af den kemiske
struktur, som selve medicinen har. Kendskab til de kemiske
strukturer, som ager risikoen for at der produceres reaktive
metabolitter, gar det sdledes muligt for laegemiddelindustri-
en at fraveelge stoffer med et potentiale for disse ugnskede
bivirkninger.

Viden og ekspertise indsamles ved at undersgge sammenhaen-
gen mellem de kemiske strukturer og de toksikologiske egen-
skaber af de lzegemidler, som allerede findes pa markedet.
Anderledes forholder det sig med lzegemiddler med nye ke-
miske strukturere. Af oplagte etiske grunde kan man ikke
bare afprave sadanne laegemiddelkandidater pa mennesker
uden grundige forundersggelser. Her er det bedste alternativ
at bruge humane hepatocytter, som i mange tilfaelde har vist
sig at veere en god model til at forudsige mange laegemidlers
nedbrydningsmeanstre i mennesket.

Forskning i laagemiddelmetabolisme

Gruppen for Laegemiddelmetabolisme og Analytisk Kemi
har i de sidste ar fokuseret pa mekanismen bag den toksiske

4

virkning af reaktive metabolitter ved at undersgge leverens
bidrag til laegemiddeltoksicitet. Ved at bruge celler eller cel-
ledele i stedet for forsggsdyr er det muligt at reducere bru-
gen af forsggsdyr. Nar det gaelder humane hepatocytter, kan
man i mange europaeiske lande fa rester af levere fra kirurgi-
ske indgreb med henblik pa at isolere hepatocytter til forsk-
ning. Det dbner mulighed for at arbejde med menneskecel-
ler i forseg pa at forudsige toksiciteten af laegemiddelstoffer
i leveren.

Udfordringen er at kunne forudsige toksicitet i dyr eller hos
mennesker ud fra nogle fa celler. Det kraever en sammen-
kaedning af forskellige oplysninger samt mange ars erfaring
med at bygge en model, som kan bruges til at integrere re-
sultater fra flere forskellige eksperimenter i laboratoriet. Den
erfaring er forskere rundt omkring i verden i gang med at
opbygge.

Laegemiddelmetabolismegruppen har gennem mange ar op-
arbejdet ekspertise inden for forskning i reaktive laegemid-
ler, og gruppen er i stand til at analysere metabolitter med
avancerede analytiske instrumenter og dermed opklare den
kemiske struktur af mange hidtil ukendte metabolitter. Disse
metabolitter er produceret ved hjaelp af hepatocytter, lever-
fraktioner kaldet mikrosomer eller ved hjaelp af elektrokemi-
ske teknikker. Alle disse teknikker er alternative metoder til
at benytte forsggsdyr.

At undersgge og forsta leverens bidrag til leegemiddelbivirk-
ninger vil hjzelpe til bade at mindske tab af menneskeliv og
til at reducere de samfundsmaessige omkostninger, som er
forbundet med laegemiddelrelaterede bivirkninger. Et sam-
fundsproblem, som vokser stgt i takt med at befolkningen i
gennemsnit bliver ldre og aldre og dermed bruger mere

og mere medicin.

Ph.d. Lassina Badolo er lektor pa Institut for Analytisk og Farmaceutisk Kemi.
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Nedfrysning af immunceller
kan overfladiggore

forsagskaniner

| llegemiddelkontrol

200.000 kaniner anvendes hvert ar i EU til rutinemaessig
kontrol af injektionslaegemidler for at sikre, at medici-
nen ikke indeholder feberfremkaldende bakterier eller
bakterierester. En ny celletest kan erstatte brugen af
forsegskaniner. Cellerne kan nedfryses, og det gor te-
sten let anvendelig overalt i medicinalindustrien.

Af Michael Timm, Lise Moesby og Erik Wind Hansen

Alle legemidler til indsprgjtning skal rutinemaessigt kontrol-
leres for deres mikrobielle renhed, fordi det er vigtigt, at me-
dicinen er fri for forurening med fx bakterier og vira. Nogle
bakteriers cellevaegge indeholder giftstoffet endotoksin,

som er farligt for mennesker, og hvis stoffet injiceres direkte
i blodbanen, kan det forarsage kraftig feber, organsvigt og i
vaerste tilfaelde deden.

For at sikre renheden af injektionslaegemidler, har myndighe-
derne stillet krav om, at laegemiddelindustrien skal gennem-

fare en grundig produktkontrol for forurening med bakterier
og bakterierester, som med et faelles navn kaldes pyrogener.
Kontrollen udferes ved hjzelp af en af to godkendte metoder,
som begge er baseret pa brug af dyr.

Den mest omdiskuterede af metoderne er kanin-pyrogente-
sten. Under testen sidder kaninerne fastspaendt i over fem
timer og far indspregjtet leegemidlet i en grevene. Derefter
registreres kaninens kropstemperatur, og hvis tre kaniners
samlede temperaturstigning er over 2,65°C, anses laegemid-
let for at vaere forurenet og bliver dermed ikke frigivet til
brug for mennesker. Industrien i EU anvender hvert ar over
200.000 kaniner til kontrol af leegemidler.

Alternativ til kanin-pyrogentesten

Pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi har vi udviklet
en ny pyrogentest, som er baseret pa en human cellelinie,
hvor cellerne er optimeret til at minde om kroppens egne im-
munceller. Fordelen ved at anvende cellelinien er, at cellerne

Kanin-pyrogentesten udfart som beskrevet i den europaeiske farmakopé: Kaninen sidder fastspaendt i over fem timer og far
laegemidlet indsprajtet i en srevene. Hvis medicinen er forurenet med pyrogener, far kaninen feber.
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Celler fra den humane cellelinie, HL-60, kan udvikles til aktive immunceller i laboratoriet. Nar en oplesning med cellerne udsaet-

tes for et legemiddel, som indeholder pyrogener, frigiver cellerne reaktive iltforbindelser, der reagerer med stoffet luminol, som

sa udsender lys. Hvis proven ikke lyser, er laegemidlet rent.

stammer fra et menneske, hvorfor deres reaktionsmgnster

i meget hgj grad afspejler menneskers reaktion pa pyroge-
ner. Testen er hurtigere og mere praecis end den eksisterende
kanin-pyrogentest.

Inden testen udferes, behandles den humane cellelinie HL-60
med A-vitaminsyre, hvorved cellerne kan udvikle sig — diffe-
rentiere — til aktive immunceller. Hvis man derpa tilsaetter et
forurenet laegemiddel, vil de reagere pa samme made som
immunforsvarets celler og forsage at gdelaegge og nedbryde
bakterier og bakterielle bestanddele. | denne proces anven-
der cellerne et arsenal af aktive og toksiske stoffer, herunder
reaktive iltforbindelser.

Frigivelsen af reaktive iltforbindelser fra en cellesuspension
kan nemt males, fordi de reagerer med stoffet luminol, som
udsender lys. Prgven vil derfor lyse, hvis der er pyrogener i
den, og lyset registreres af et maleinstrument, der kaldes et
luminometer. Hvis laegemidlet er fri for pyrogener, udsender
praven intet lys.

Kraevende celledyrkning

HL-60-pyrogentesten, som er opfundet pa Institut for Farma-
kologi og Farmakoterapi, er mere falsom end kanin-pyrogen-
testen og er samtidig mere praecis. Derfor virker den som et
oplagt alternativ. Desvaerre er dyrkning af celler kompliceret,
og derfor har testen indtil videre kun vaeret anvendelig for
medicinalvirksomheder, som har passende faciliteter til cel-
ledyrkning og saerligt uddannet personale. Det har begraen-
set anvendeligheden betragteligt, hvilket er uheldigt, ikke
mindst fordi det ydermere er gnskeligt at kunne anvende py-
rogentests i forbindelse med ravarekontrol, proceskontrol og
feerdigvarekontrol.

Der er med andre ord brug for, at man ogsa kan benytte py-
rogentesten pa steder, hvor der ikke er celledyrkningsfacili-
teter til radighed. Hvis den cellebaserede test skal anvendes
bredt, er det derfor ngdvendigt at kunne transportere cel-
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lerne hen til det sted, hvor de skal bruges.

Nedfrysning muligger transport og lagring
Nedfrysning er en meget anvendt metode, nar man skal lag-
re eller transportere celler. | lighed med saedceller og aegcel-
ler er det ogsa muligt at nedfryse celleliner, uden at cellerne
tager naevnevaerdigt skade. Men nogle celler er meget svaere
at nedfryse. Dette gaelder for immunceller, der indeholder
og producerer toksiske stoffer sasom reaktive iltforbindelser.
Disse stoffer opbevares inde i cellen i sma hulrum kaldet gra-
nula. Det er inde i disse granula, at immuncellerne draeber
og nedbryder bakterier, og pa den made sgrger immunceller-
ne for, at de toksiske stoffer kun i meget ringe grad kommer
udenfor cellen. Imidlertid kan nedfrysning vaere sa hard for
immuncellerne, at deres granula gar i stykker, hvorved cel-
lerne gdelaegger sig selv.

Let at anvende nedfrosne celler

Selvom det er sveert at nedfryse immunceller, s& de overlever
frysning og optening, er det lykkedes at nedfryse differentie-
rede HL-60-celler. Cellerne er testet over for flere pyrogener,
og de er stadig i stand til at detektere disse forureninger i
koncentrationer, der er lavere end de koncentrationer, som
kanin-pyrogentesten er i stand til at pavise. Vore undersggel-
ser viser, at cellerne kan nedfryses og lagres i flydende nitro-
gen i over to maneder uden tab af felsomhed.

Det er derfor muligt at udfere en pyrogentest baseret pa
nedfrosne celler. Med denne nye test er det ikke laengere
nedvendigt at have celledyrkningsfaciliteter til radighed. Ved
test af laegemidler for pyrogener kan man optg en ampul
med celler og tilsaette sit laegemiddel, hvorefter man blot
skal male udsendelsen af lys. Det er med andre ord blevet s&
simpelt at anvende den nye test, at den bar have potentiale
til at erstatte den omstridte brug af forsggskaniner i den ruti-
nemaessige kontrol af laegemidler til injektion.



STYR PA NEDFRYSNINGSHASTIGHEDEN

Nar immunceller nedfryses, er nedfrysningshastigheden meget
vigtig for cellernes overlevelse. Hvis cellerne fryses for lang-
somt, vil der opsta en ubalance i saltkoncentrationen inde i
cellen, og det kan adelaegge cellernes funktionalitet. Desuden
medfgrer langsom nedfrysning dannelse af meget store iskry-
staller i den omgivende vaeske, som fysisk kan skade cellerne.
Omvendt — hvis der fryses for hurtigt, dannes der iskrystal-

ler inde i cellen, som vil fa cellen til at svulme op, hvorved den
gdelaegges. Nedfrysningshastigheden méa derfor hverken vaere
for hurtig eller langsom.

For at kunne styre nedfrysningsproceduren i mindste detal-
je benytter vi en fryser, som anvender flydende nitrogen til
en temperaturkontrolleret nedfrysning. Fryseren kan meget
praecist programmeres til at nedfryse cellerne med en opti-
mal hastighed.

Inden frysningen underafkales vaesken, der omgiver cellerne,
hvilket medfgrer, at faseovergangen mellem vand og is sker
meget hurtigt. Pa denne made dannes der meget sma iskry-
staller bade udenfor cellen og inde i cellen samtidig. Dette
giver de bedste forudsaetninger for, at cellerne overlever
nedfrysningen.

Far den egentlige start pa nedfrysningen underafkgles op-
lzsningen med celler derfor til -7°C. Nar vaesker er under-
afkglede, vil de fryse gjeblikkeligt, hvis de pavirkes — enten
mekanisk ved omrystning eller bergring eller ved et brat tem-
peraturfald. Vi initierer faseovergangen mellem en vandig
fase og is ved at seenke temperaturen fra -7°C til -25°C pa
under et minut. Resultatet er paradoksalt nok, at tempera-
turen i praven stiger! Denne temperaturstigning skyldes, at
faseovergangen mellem vand og is frigiver energi, som med-
farer dannelse af varme. Det indikerer, at faseovergangen er
sket, og at prgven er frosset.

Herefter udfares resten af nedfrysningen efter et ngje plan-
lagt skema til -130°C med ca. 1 grad pr. minut, hvorefter
praverne anbringes direkte i flydende nitrogen med en tem-
peratur pa ca. -190°C.

Temparatur [*C)

Antal overlevende celler

* @ @
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For at sikre cellernes overlevelse, skal nedfrysningshastigheden kon-

Medfrysningshastighed

trolleres naje — den ma hverken veere for hurtig eller for langsom.

B Colletemparatur

N Frysertemparatur

Tid {rrsir)

Grafen viser forlobet af nedfrysningen. Cellerne suspenderes i en

frysevaeske, der fordeles i sma ampuller og anbringes i nitrogenfryse-
ren. Herefter startes den kontrollerede nedfrysning af cellerne. Den
rede kurve viser temperaturen inde i fryseren, mens den grenne viser

temperaturen inde i cellesuspensionen.

Cand.pharm. Michael Timm er ph.d.-studerende pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi.
Ph.d. (pharm) Lise Moesby er lektor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi.
Ph.d. (pharm) Erik Wind Hansen er lektor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi.
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A

Kan laboratorie-
modeller

reducere

a ¥ antallet af

Ved behandling af fx slidgigt indsprojtes laegemiddel-
stoffet i det bergrte led i et depotpraeparat, som frigiver
stoffet langsomt. Nye laegemiddelkandidater kraever
nye depotformuleringer, som forst skal afproves pa dyr.
Udvikling af laboratoriemodeller kan sandsynligvis re-
ducere antallet af dyreforseg.

Af Anna Buus Frost, Susan Weng Larsen, Jesper Ostergaard
og Claus Selch Larsen

Ved behandling af gigtsygdomme som slidgigt og leddegigt
er leegemiddelstoffers angrebspunkt lokaliseret til det indre
af et eller flere af kroppens store bevaegelsesled som knze og
hofte. Laegemiddelstoffet skal ind i ledvaesken for at virke.
Hvis stoffet indgives i tabletter, skal det frigives i mave-tarm-
systemet og transporteres med blodet hen til fx knaeet. Det
geelder som en tommelfingerregel, at kun en tusindedel el-
ler mindre af den totale maengde laegemiddelstof nar frem
til malomradet. Til sammenligning kan terapeutiske koncen-
trationer i ledvaesken opnas med en meget mindre dosis af

DE STORE BEVAGELSESLED

De starre bevaegelsesled (synoviale led) som knae og
hofte tillader mere eller mindre fri beveegelighed mellem
knoglerne, som er adskilt ved et hulrum fyldt med led-
vaeske (synovialvaeske). Knogleenderne er belagt med ela-
stisk brusk, og ledhulen er afgraenset af en ledkapsel med
to lag. Synovialmembranen, der udggr kapslens indre lag,
indeholder bade blodkar og lymfekar, som sikrer udveks-
ling af stoffer mellem blodbanen og ledvaesken.

LEGEMIDDELFORSKNING - 2008

dyreforseg?

stoffet, safremt det indgives direkte i den vaeskefyldte led-
hule ved injektion. Samtidig reduceres risikoen for systemiske
bivirkninger betragteligt p& grund af den lokaliserede indgift.
Desvaerre har laegemiddelstoffer oplgst i ledvaesken kun en
kort opholdstid pa nogle timer i ledhulen, fordi stofferne
transporteres over i blodbanen. Ved behandling af gigt er
det imidlertid gnskeligt, at virkningen opretholdes over dage
eller uger. For at undga gentagne injektioner — og det der-
med forbundne ubehag for patienten — er det en fordel at
indgive laegemiddelstoffet i et depotpraeparat. Med depot-
praeparater kan man opna en laengerevarende virkning, som
skyldes, at depotet efter injektion forbliver i indstiksomradet,
hvor det langsomt frigiver det terapeutiske stof.

Gennem flere artier har injektion af langtidsvirkende steroid-
praeparater i led veeret anvendt til at reducere betaendelses-
tilstande og smerte i behandlingen af de to sterste gigtsyg-
domme, leddegigt og slidgigt. Nutidens behandling kan dog
ikke kurere sygdommene, som forringer livskvaliteten for et
meget stort antal patienter, og som paferer samfundet be-
tydelige udgifter. | den vestlige verdens lande er de samlede




omkostninger relateret til gigtsygdomme estimeret til at
veere 1-2,5 procent af bruttonationalproduktet.

Nye leegemiddelstoffer

Nar det gaelder slidgigt, som er den mest udbredte gigtsyg-
dom, er der identificeret spaendende nye angrebspunkter

for medicin, hvilket kan fere til udvikling af laegemiddelstof-
fer, som kan kurere eller i det mindste forsinke udviklingen af
sygdommen vaesentligt. Dét har skaerpet interessen for ud-
vikling af nye principper for design af depotpraeparater, som
efter injektion i et led kan afgive det aktive stof med en re-
producerbar hastighed over en gnsket tidsperiode.

Udvikling af nye laegemidler er en kompleks, tidskraevende
og dyr proces med mange delprocesser, som den farmaceuti-
ske industri til stadighed forsgger at optimere. Efter at laege-
middelstofkandidaten er udvalgt, er det vigtigt at fa stoffet

Laboratoriemodellen bestar af en lille donorcelle, der
indeholder 5 ml svarende til et led. Donorcellen er adskilt
fra acceptorfasen med en membran, som tillader trans-
port af leegemiddelstof mellem de to faser. Acceptorfa-
sen repraesenterer blodbanen og indeholder 1000 ml.
Laegemiddelformuleringerne placeres inde i donorcellen
ved forsegets start, og der udtages herefter praver med
passende tidsintervaller fra acceptorfasen. Ud fra indhol-
det af laegemiddelstof i praverne kan afgiftshastigheden
fra depotpraeparatet bestemmes.

indbygget i et feerdigt laegemiddel, som er klar til brug.
Denne opgave er en stor udfordring, safremt der skal udvik-
les et depotpraeparat beregnet til injektion i led. For det far-
ste skal det sterile praeparat helst vaere stabilt i opbevarings-
beholderen i mindst to ar. Og for det andet skal praeparatet
efter indfaring i ledhulen afgive det indeholdte laegemiddel-
stof til ledvaesken over den gnskede tidsperiode.

Ved udvikling af nye formuleringer af depotpraeparater er
det et krav, at praeparatet har vaeret testet i passende dyre-
modeller for de farste kliniske afprevninger pa mennesker.
Af dyreetiske savel som tidsmaessige arsager vil det vaere op-
timalt, hvis laboratoriemodeller i det mindste delvist kan be-
nyttes i udviklingen af en depotformulering, der efter injek-
tion i ledvaesken frembringer den gnskede afgiftsprofil. | dag
findes der ingen myndighedsgodkendte laboratoriemodeller
til afprevning af depotpraeparater til injektion.

Ledhinde

Ledvaeske

(synovialmembran) Krop
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DEPOTPRAPARATER | LEDHULEN

Efter injektion af et depotpraeparat i ledhulen kan en raekke forhold pavirke varigheden af laegemidlets virkning.

Ideelt set skal depotet forblive i malomradet og her afgive det aktive laegemiddelstof med den tilsigtede hastighed. Det
frigjorte stof transporteres via ledvaesken til det specifikke virkningssted i ledhulen. Samtidig fiernes en del af stoffet fra
ledvaesken ved nedbrydning eller via transport over i blodkar og lymfekar. Ogsa binding af stoffet til proteiner som albu-
min i ledhulen pavirker muligheden for at opretholde en terapeutisk koncentration af laegemiddelstoffet ved receptoren.

DET
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& Fem heste fik med en uges mellemrum to indsprejtninger af en vandig oplasning af et modelleegemiddelstof, henholdsvis
i en vene og direkte i ledvaesken. @ For hver hest blev koncentrationen af stoffet i ledvaesken bestemt som en funktion af
tiden efter injektion i en vene (fyldte symboler) og i ledveesken (@bne symboler). Arealet under hver af de 10 kurver viser, hvor
meget stof det pageeldende led blev eksponeret for. Ved injektion i en vene pavirkes leddet i gennemsnit kun af 0,03 procent
af dosis. Ved direkte injektion i ledvaesken blev leddet eksponeret for hele dosis.

Laboratoriemodeller

Laboratoriemodeller kan designes, sa de mere eller mindre
efterligner de forhold, som depotet udsaettes for efter injek-
tion ind i ledhulen, hvor praeparatet frigiver laegemiddelstof
til ledvaesken. | takt med at laegemiddelstoffet frigives fra
depotet, fiernes en del af det oplgste stof fra ledvaesken fx
via transport over i blodbanen. Hastigheden for frigivelsen er
primaert styret af depotets sammensaetning, mens transport-
hastigheden af oplest leegemiddelstof ud af leddet varierer
med stoffets fysisk-kemiske egenskaber. Koncentrationen af
stof i virkningsomradet over tid pavirkes derfor af, hvor hur-
tigt de to modsat rettede processer forlgber.

Vi har brugt relativt simple laboratoriemodeller til at under-
s@ge, hvordan variation i sammensaetningen af farmaceuti-
ske hjeelpestoffer pavirker laegemiddelstoffets afgiftshastig-
hed fra udvalgte formuleringstyper.

Korrelation med dyreforseg

| den optimale situation kan man ud fra laboratoriemodellen
etablere en korrelation til tilsvarende forsgg i en dyremodel.
Det vil sige, at de afgiftsdata, der genereres i laboratoriemo-
dellen, kan bruges til at forudsige, hvorledes laegemiddel-
stoffet vil opfare sig efter indgift i leddet pa et dyr, nar det er
formuleret i et depotpraeparat.

For at etablere en sadan korrelation har vi valgt hesten som

Cand.pharm. Anna Buus Frost er ph.d.-studerende pa Institut for Analytisk og Farmaceutisk Kemi.
Ph.d. Susan Weng Larsen er lektor pa Institut for Analytisk og Farmaceutisk Kemi.

dyremodel pa grund af dens store led. Samtidig er heste
0gsa en mulig malgruppe for depotpraeparater, fordi de ofte
far problemer med leddene.

| et forsgg med fem heste har vi vist, at der kan opnds den
gnskede korrelation mellem laboratoriemodellen og dyre-
modellen, nar stoffet indgives i en vandig oplgsning. Vi har
netop igangsat et forsgg til afdaekning af, hvorvidt vores la-
boratoriemodel 0gsé er i stand til at frembringe en tilsvaren-
de korrelation ved injektion af et egentligt depotpraeparat.
Etableringen af en sadan korrelation vil sandsynligvis kunne
reducere antallet af forsggsdyr til praekliniske forsgg og yder-
mere veere et nyttigt vaerktej i den videre udvikling af nye lze-
gemidler til behandling af slidgigt og leddegigt.

Ph.d. Jesper @stergaard er lektor pa Institut for Analytisk og Farmaceutisk Kemi.
Dr.pharm. Claus Selch Larsen er professor pa Institut for Analytisk og Farmaceutisk Kemi.
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Ufglsomme hjerter i

livsfare

Nar blodkarrene er forkalkede, og hjertet mangler ilt, er
en god nervefunktion afgerende for, hvordan kroppen
reagerer. For diabetikere kan aendringer i nervefunktio-
nen betyde forskellen mellem liv og ded under hjerte-
iskeemi. En gget forstaelse af disse andringer kan bane
vej for tidlige diagnoser og rettidig behandling.

Af Marie Louise Muus Ghorbani, Bjarne Fjalland,
Majid Sheykhzade og Niels C. B. Nyborg

Det anslas, at 200.000-300.000 danskere har type 2-dia-
betes, og antallet er stigende. Diabetes agger risikoen for at
udvikle hjerte-karsygdomme, som er darsag til tre ud af fire
dedsfald blandt personer med type 2-diabetes.

Nar diabetes diagnosticeres, har en ud af tre allerede hjer-
teiskaemi, hvor blodforsyningen til hjertet er nedsat. Blandt
diabetikere er de iskaemiske tilfaelde alvorligere end normalt,
og dedeligheden er hgjere.

Nar hjertet mangler ilt

Blodet indeholder ilt og naeringsstoffer, som er livsngdven-
dige for kroppen, og blodet pumpes rundt til alle dele af or-
ganismen af kroppens starste muskel, hjertet. For at kunne
pumpe normalt skal hjertet selv forsynes med blod, og det
sker via kranspulsarerne, som er sma blodkar, der sidder i
hjertemuskulaturen.

Hvis kranspulsarerne forsnaevres pa grund af aflejring af fedt
og dade celler i blodkarvaeggen, forringes tilfarslen af blod
og ilt til hjertet. Det er den mest almindelige arsag til hjerte-
iskaeemi, som bl.a. diabetikere og overvaegtige har gget risiko
for at udvikle. Tilstanden er kendetegnet ved, at hjertet ikke
far ilt nok. Det er isaer et alvorligt problem, nar hjertets iltbe-
hov stiger, fx ved fysisk aktivitet. De iskaemiske episoder er
typisk forbigdende og ophagrer, nar den iskaeemifremkaldende
aktivitet stoppes, eller nar tilstanden behandles, sa blodgen-
nemstrgmningen forgges.

I nogle tilfaelde sker en fuldsteendig aflukning af blodgen-
nemstrgmningen pa grund af en blodprop. Her er det ngd-
vendigt med en hurtig behandling, hvis hjertevaevet ikke skal
ga til grunde, hvilket kan medfgre deden.

Smerter eller ej

Hjerteiskaemi er typisk ledsaget af smerter i brystet, angina
pectoris, og nogle gange ledsages smerterne af angst og
kvalme. Trods ubehaget er smerten nyttig, fordi den er et

DET FARMACEUTISKE FAKULTET, KOBENHAVNS UNIVERSITET

advarselssignal om, at der er noget galt, sa personen kan
sgge hurtig behandling.

Imidlertid er nogle mennesker symptomfrie under iskaemiske
episoder og lider dermed af "tavs hjerteiskaemi”. Manglen
pa symptomer er meget alvorlig, fordi tilstanden ubemaer-
ket kan forvaerres og i vaerste fald kan fare til pludselig ded.
Studier tyder pa, at forekomsten af hjerteiskaemi, som ikke
er ledsaget af smerte, er hgjere end normalt, hvis man har
diabetes.

Nervernes reaktion pa iskaemi

Under hjerteiskaemi danner muskelcellerne maelkesyre, hvil-
ket medferer et lokalt fald i pH. Derudover frigives en raekke
stoffer som adenosin, bradykinin, serotonin og prostaglandin
E,. Alle disse stoffer er med til at aktivere eller sensibilisere
sensoriske nerveender.

Aktivering af de sensoriske nerveender under hjerteiskaemi
tjener flere formal. Fx frigives der blodkarafslappende stoffer,
som gger blodgennemstrgmningen gennem kranspulsarer-
ne. Desuden sendes der elektriske signaler fra nerveenderne
i hjertet til hjernen, hvor de omsaettes til smerte. Signalerne
kan ga via rygmarven og vil da give anledning til smerter i
bryst og arm eller via den forlaengede marv, hvilket medfarer
smerter i hals og kaebe. Nogle af de signaler, som Igber fra
de sensoriske nerveender i hjertet til rygmarven eller den for-
laengede marv, kan aktivere de autonome nerver her, og det
medfarer regulering af hjerterytmen og blodtrykket. Endelig
kan nerveceller fra den forlaengede marv sende signaler ned
til rygmarven og her a&ndre aktiviteten af de autonome ner-
ver, der regulerer hjerterytme og blodtryk.

De sensoriske nerver er dermed afggrende for, hvordan krop-
pen kompenserer for den nedsatte iltforsyning under iskaemi
og for smerteopfattelsen og dermed evnen til at reagere og
sgge behandling.

HJERTETS NERVEFORSYNING

Hjertet er forbundet med nerver fra det autonome og det sensoriske
nervesystem. De autonome nerver (sympatiske og parasympatiske) |a-
ber til hjertet, hvor deres funktion bl.a. er at regulere hjerterytmen og
blodtrykket. De sensoriske nerver lgber fra hjertet, parallelt med de
autonome nerver, og fungerer som sensorer ved sygdomstilstande sa-
som hjerteiskaemi og ved aendringer i blodtrykket.
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Figuren viser hjertet og den del af dets nervefor-
syning, som har betydning under hjerteiskaemi.
Uden pa hjertet sidder kranspulsarerne bestaende
af arterier (markegra) og vener (lysegra). Nar de
sensoriske nerveender i hjertet (qule) aktiveres ved
iskaemi, opstar et elektrisk signal, der lober langs
nervetradene mod rygmarven eller den forleengede
marv. Fra rygmarven og den forleengede marv kan
signalet enten fortseette op til hjernen, hvor det
giver anledning til smerte, eller det kan aktivere
autonome nerver i rygmarven (sympatiske (bla)

0g parasympatiske (grenne)) og den forleengede
marvy, hvilket farer signalet tilbage til hjertet, hvor
hjerterytme og blodtryk kan reguleres. Nerveceller
i den forleengede marv kan desuden sende signaler
ned til rygmarven (sort stiplet) og &ndre aktiviteten
af autonome nerver her.

N\

J

Diabetes og sensoriske nerver

Diabetikere udvikler ofte andringer i nerver og nervefunk-
tion, som muligvis kan medvirke til den forhgjede forekomst
af bade tavse tilfaelde og mere alvorlige tilfzelde af hjerteis-
kaemi. Flere studier har vist, at der under diabetes sker &n-
dringer i de autonome nerver, og at disse a&ndringer kan
have betydning under hjerteiskaemi. Men der har hidtil vaeret
meget lidt fokus pa betydningen af de sensoriske nerver.

| vores laboratorium pa Det Farmaceutiske Fakultet undersg-
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ges det, om diabetes giver anledning til funktionelle andrin-
ger i de sensoriske nerver, der Igber fra hjertet til rygmarven,
og om disse andringer kan have betydning ved hjerteiskaemi.
Undersggelsen udfares pa nerveceller fra en cellekultur, som
er oprenset ud fra dorsalrodsganglier. Dorsalrodsgangliet lig-
ger lige uden for rygmarven og indeholder nerveceller, som
hver har to nervetrade med nerveender i henholdsvis rygmar-
ven og et organ; for nogle cellers vedkommende i hjertet.
Disse nerveceller er bindeleddet mellem hjertet og rygmar-
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Aktivitetsforseqg. &) Kultur af nerveceller fra dorsalrodsganglierne. Cellerne, hvis nervetrade stammer fra hjertet, er farvet
rede og tydelige at identificere. &) Repraesentativ graf fra et aktivitetsforseg. Cellens aktivitet steg fa sekunder efter stimule-
ring (pil) med en blanding af bradykinin, serotonin, adenosin og prostaglandin E2, samt capsaicin. pH var indstillet til 6.5.

ven, idet signaler opstaet i nerveenderne i hjertet under is-
kaemi Igber direkte via nervecellerne i dorsalrodsgangliet pa
vej mod rygmarven. Disse nerveceller er dermed de farste,
der modtager signal om, at hjertet mangler ilt.

De receptorer og neuropeptider, som findes i nerveenderne,
dannes i nervecellen i dorsalrodsgangliet — og kan findes
begge steder. Det betyder, at nervecellerne i dorsalrods-
ganglierne kan forventes at opfare sig pa samme made som
nerveenderne. Ved at undersgge aktiviteten af nervecellerne
f&r man dermed en ide om, hvordan nerveenderne ville rea-
gere under de pagaeldende forhold. Cellerne er sdledes me-
get relevante at studere i forbindelse med hjerteiskaemi.
Afvigelser i aktiviteten af nervecellerne under diabetes kan
betyde, at kroppen ikke pa samme made som normalt re-
gistrerer og reagerer pa, at hjertet mangler ilt. Dermed kan
signalet fra hjertet til rygmarven vaere andret, hvilket kan
medfgre sendringer i signalet til hjernen; dvs. andret smer-
teopfattelse, men ogsa forandringer i reguleringen af blod-
trykket og hjerterytmen, hvilket kunne fare til mere alvorlige
tilfaelde af hjerteiskaemi. Begge dele ville kunne medvirke til
den hgjere dadelighed, som ses blandt diabetikere med hjer-
teiskaemi.

Celler fra diabetiske rotter

Vi studerer celler fra rotter, der hedder Zucker Diabetic Fatty
(ZDF)-rotter, og de far spontant type 2-diabetes i 7-ugers
alderen, karakteriseret ved forhgjet blodsukker. Dyrene ud-
vikler nerveaendringer, som kan sammenlignes med men-
neskers, og ZDF-rotterne er derfor en god model til disse
undersggelser. Under forsggene benyttes raske rotter som
kontrolgruppe.

Der er etableret en metode til farvning af de sensoriske ner-
veceller, som har nerveender i hjertet. Her indspraijtes et fluo-
rescerende farvestof i den tynde hinde, som omgiver hjertet.

Farvestoffet bliver efterfalgende optaget af nerveenderne og
transporteret til nervecellerne i dorsalrodsganglierne. Flere
uger senere aflives dyrene, hvorpa dorsalrodsganglierne isole-
res, og cellerne oprenses. Hjerteneuronerne identificeres un-
der mikroskop ved at tilfgre lys af en bglgeleengde, som det
fluorescerende stof absorberer, hvorved cellerne farves rgde.
Nar nerveceller aktiveres, stiger calcium-niveauet inde i cel-
len. Det kan males ved hjeelp af det fluorescerende stof
FURA-2, som cellerne inkuberes med. Farvestoffet binder

til calcium og absorberer lys ved forskellige belgelaengder
afhaengigt af, om det er bundet eller ubundet. Nar cellen
aktiveres, vil den ggede maengde calcium i cellen binde til
FURA-2, og det medferer et skift i lysintensiteten af FURA-2
ved de to bglgelzengder. Ved at beregne forholdet mellem
lysintensiteten ved de to bglgelaengder, far man et mal for
nervecellernes aktivitet. Cellerne ses gennem mikroskop, og
der er et kamera tilkoblet, som tager billeder skiftevis ved de
to belgelaengder. P4 denne made kan nervecellernes aktivitet
folges under hele forsgget.

For at aktivere nervecellerne tilfgres kulturen en kombination
af stoffer, som dannes lokalt i hjertet under hjerteiskaemi,
samt capsaicin, som findes i chili, og som ligeledes aktiverer
de sensoriske nerveceller. Nar nervecellerne stimuleres med
blandingen, stiger aktiviteten, og efterfalgende vender kon-
centrationen af calcium langsomt tilbage til udgangsniveauet.
Malet med forsggsraekken er at rette opmaerksomheden
mod vigtigheden af at fa diagnosticeret de diabetiske pa-
tienter, der lider af hjerteiskaemi. Hvis der er sammenhaeng
mellem andret sensorisk nervefunktion ved diabetes og
kroppens reaktion pa hjerteiskaemi, vil en vurdering af den
sensoriske nervefunktion kunne bruges som kriterium til at
screene patienterne for hjerteiskaemi. Tidlig diagnosticering
vil muliggere rettidig behandling og dermed @ge overlevel-
sen blandt disse patienter.

Cand.pharm. Marie Louise Muus Ghorbani er ph.d.-studerende pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi.
Ph.d. Bjarne Fjalland er lektor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi.

Ph.d. Majid Sheykhzade er lektor pd Institut for Farmakologi og Farmakoterapi.

Dr.med. Niels C.B. Nyborg er Preclinical Project Director pa Novo Nordisk A/S.
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Modelstoffer

— forskning i selens
kraeftforebyggende mekanismer

Til kroppen

Metabolisme
i lewer

‘ Omdannelse |

mavesmkken

Absorberet

Omdannelse i
legemiddal /metabolit

i tarmen

Portdresystem

Indtagede stoffers vej til organismen.
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Modelstoffer kan anvendes for at tage hgjde for, at la-
boratoriemodeller er forenklede i forhold til menneske-
kroppen. Vi har undersggt egnetheden af et modelstof,
der ofte bruges til forskning i selens kraeftforebyggen-
de virkningsmekanismer.

Af Charlotte Gabel-Jensen og Bente Gammelgaard

Selen er et essentielt sporelement, der indtages via faden og
i kosttilskud. Forsag i isolerede celler, dyremodeller og men-
nesker har vist, at selen har en beskyttende virkning mod
flere former for kraeft.

Derfor er der stor laegevidenskabelig interesse for selen. Isaer
er det gnskeligt at opklare, hvordan selen omsaettes i krop-
pen for at gge forstaelsen af den kraeftforebyggende effekt.
Selens metabolisme kan klarlaegges ved at identificere og
kvantificere selens metabolitter i biologiske praver, der spaen-
der over hele spektret fra humane og animalske prover til
cellekulturer.

Strategien for denne selenspeciering er anvendelse af for-
skellige former for massespektrometri, som supplerer hinan-
den. LC-ICP-MS bruges til detektion af selenholdige forbin-
delser i en prove og til kvantificering heraf, mens LC-ESI-MS
benyttes til identifikation af de detekterede forbindelser.

Selen og kraeft

Selen optages let fra mad. Sporstoffet indbygges derpa
enten i aminosyren selenocystein, som indgar i kroppens
selenoproteiner, eller uspecifikt i almindelige proteiner som
selenomethionin, hvor kroppen ikke skelner mellem methio-
nin og selenomethionin.

Selenoproteiner har antioxidative egenskaber, og seleno-
cystein udger en vigtig del af proteinernes funktionelle om-
rade. Antioxidative proteiner menes at have en generel be-
skyttende virkning mod kraeft, fordi de reducerer maengden
af reaktive iltforbindelser, der er kendt for at inducere kraeft.
Kliniske forseg i mennesker har dog vist, at selen er mest ef-
fektivt til at modvirke kraeft, nar stoffet indtages i hgjere do-
ser end ngdvendigt, for at selenoproteinerne virker optimalt.
Derfor er der muligvis ogsé er en anden kraeftforebyggende
virkningsmekanisme i spil.

Denne virkningsmekanisme er ukendt, men en teori, der er
baseret pa kraeftmodeller i rotter, involverer en selenforbin-
delse kaldet methylselenol. Derfor er selenforbindelser, der
kan metaboliseres til methylselenol, genstand for stor op-
maerksomhed indenfor forskningen i selens kraeftforebyg-
gende virkningsmekanismer.



AVANCERET MASSESPEKTROMETRI

ICP-MS (Inductive Coupled Plasma Mass Spectrometry)

ICP-MS bruges til detektion af selenholdige forbindelser i en preve og kvantificering af selen-
maengden. Praven fgres ind i et argonplasma med en temperatur pa ca. 8000 grader. Herved
splittes preven til atomer, som ioniseres inden detektionen i massespektrometret. Signalet er
derfor uafhaengigt af strukturen af molekylet, og giver heller ingen oplysninger derom.

IGEMS MS (Quadropol)

MS (lontrap)
i I

-i-n-» ;

ESI-MS (ElectroSpray lonization Mass Spectrometry)

ESI-MS benyttes til identifikation af de detekterede forbindelser. Ved ioniseringen tilfares el-
ler fiernes en proton fra de neutrale molekyler. Herved dannes der molekylaere ioner, hvis
masse-ladningsforhold kan detekteres i massespektrometret. Da ionen har samme masse
som den oprindelige forbindelse =1, giver metoden oplysning om molekylets vaegt. Ved ef-
terfglgende eksperimenter, hvor molekylarionen slas i mindre stykker (tandem-massespektro-
metri), opnas oplysninger om molekylets struktur. Identifikation med ESI-MS kraever ofte, at
forbindelserne oprenses og opkoncentreres fra preven.




B-1)

Se-methylselenocystein ) alanine + methylselenol

. spontant spontant
methylseleninsyre + GSH 5-(MeSe)-SG W) methylselenol
2 R-SH RS-SR + H,0 R-SH GS-SR

Dannelse af methylselenol i stofskiftet. @verst: Den enzymatiske proces. Nederst: Den spontane reaktion.

Selenaminosyren methylselenocystein, der bl.a. er fundet i
hvidlgg og broccoli dyrket under specielt selenrige forhold,
omdannes til methylselenol i kroppens stofskifte ved hjzelp
af enzymet B-lyase. Desuden mener man, at methylselenol
dannes spontant i kroppens celler via en reaktion mellem
methylseleninsyre og tripeptidet glutathion (GSH), der findes
i relativt stor maengde i cellerne.

Netop fordi methylselenol skulle dannes spontant i sidst-
naevnte reaktion, hvorimod dannelse af methylselenol ved
spaltning af methylselenocystein kraever B-lyase-aktivitet, er
methylseleninsyre meget anvendt som modelstof for methyl-
selenocystein inden for forskning i selens kraeftforebyggende
virkningsmekanismer.

Modelstoffets metabolisme

Vi har undersagt methylseleninsyres metabolisme i homogen-
iserede epitelceller fra svinetyndtarme, som er en laboratorie-
model for mave-tarmkanalen — det farste sted selenforbin-
delser fra faden passerer pa deres vej gennem kroppen.

Her fandt vi som beskrevet ovenfor, at methylseleninsyre re-
duceres ved reaktion med glutathion og danner en forbin-
delse med denne. Endvidere sa vi, at methylseleninsyre ogsa
reduceres af cystein, der ligeledes findes i stor maengde i
mave-tarmkanalen; ved denne reaktion dannes en tilsvaren-
de forbindelse med cystein.

Vi detekterede ikke methylselenol i disse forsag, hvilket ikke
var overraskende, da forbindelsen sandsynligvis er sveer at
detektere, fordi stoffet er meget reaktivt og nok ikke kan iso-
leres, inden det har reageret med cellematricen.

Ud over modellen for mave-tarmkanalen har vi anvendt isole-
rede leverceller fra en rotte som en model for metabolisme i
leveren. Stoffer, der absorberes fra mave-tarmkanalen feres via
det sakaldte portaresystem direkte fra tarmen til leveren, in-
den de kommer ud i blodbanen og transporteres derpa videre
med blodet til de vaev, hvor stofferne udever deres effekt.

I leveren foregdr der en stor metabolisk aktivitet, og mange
stoffer omdannes i leveren. Her fandt vi de samme to svovl-
selenforbindelser, der dannedes spontant ved reaktion med
glutathion og cystein i modellen for mave-tarmsystemet.

Vores forskningsresultater viser saledes med sikkerhed, at
methylseleninsyre reduceres spontant ved reaktion med cy-
stein og glutathion. Endvidere identificerede vi selenaminosy-
ren methylselenocystein som metabolit af methylseleninsyre

i levercellerne.

Spergsmalstegn ved egnetheden

Moderstoffet methylselenocystein, som methylseleninsyre
anvendes som modelstof for, spaltes af B-lyase og metabo-
liseres saledes anderledes end modelstoffet. Hvis forskellige
metaboliske reaktioner finder sted for moderstof og model-
stof, kan forskellige cellulzere mekanismer aktiveres. Kender
man ikke denne forskel, kan virkningsmekanismer, der ak-
tiveres ved modelstoffets metabolisme, fejlagtigt tilleegges
moderstoffets virkningsmekanisme.

Nar isolerede celler behandles med methylseleninsyre, falder
koncentrationen af glutathion som felge af den spontane
reaktion. Denne tilstand signalerer oxidativt stress, og cel-
len reagerer ved at mobilisere hele sit forsvar mod oxida-

tivt stress. Kraeftforebyggende stoffers virkningsmekanisme
tilleegges ofte, at de er i stand til at aktivere cellens forsvar
mod oxidativt stress, hvilket ogsa er den oftest forslaede virk-
ningsmekanisme i cellelinier behandlet med methylselenin-
syre.

Det er ikke pavist, at moderstoffet methylselenocystein ned-
saetter cellernes koncentration af glutathion, og derfor er der
sandsynligvis en anden virkningsmekanisme i spil her. Det er
altsa vigtigt, at fa kortlagt metabolismen af bade modelstof
og moderstof for at man kan drage paralleller mellem stof-
fernes virkningsmekanismer.

Vores resultater viser, at modelstoffet methylseleninsyre delvis
omdannes til moderstoffet methylselenocystein. Dette saetter
saledes spargsmalstegn ved, om methylseleninsyre er et rele-
vant modelstof for methylselenocystein, og om resultater fra de
mange forsag i cellelinier, hvor modelstoffet har vaeret anvendt,
med rimelighed kan overferes til moderstoffet.

Disse resultater har haft betydning for hvilke modelstoffer, vi
vil bruge i vores fremtidige forskning i selenforbindelsers me-
tabolisme i kraeftceller.

Ph.d. Charlotte Gabel-Jensen er postdoc pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi.
Ph.d. Bente Gammelgaard er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi.

AGEMIDDELFORSKNING - 2008



Laegemidlers

effekt pa fedt-
nedbrydning

kan males i rotter

Potentielle lzzgemidler mod fedme pavirker typisk sult-
centeret i hjernen og nedsatter appetitten. En anden
nyttig effekt vil vaere, hvis stofferne direkte ager ned-
brydningen af allerede oplagret fedt. Mikrodialyse kan
male, hvad der sker i fedtvaevet, under dyreforsag med
sadanne la=gemiddelkandidater.

Af Signe Malhaj, Kjell Malmléf, Thue Johansen og
Harald S. Hansen

Forekomsten af fedme er stgt stigende og har leenge vaeret
et problem i den vestlige verden. | de senere ar er overvaegt
og fedme i hgjere og hgjere grad blevet et globalt faenomen,
og man taler nu om en decideret fedmeepidemi.

Nar antallet af fede mennesker stiger i befolkningen, @ges
risikoen for udvikling af en raekke alvorlige sygdomme som
type 2-diabetes, hjerte-karsygdomme og areforkalkning. Be-
handling af fedme er saledes ikke udelukkende af kosmetisk
interesse, men frem for alt af stor sundhedsmaessig betyd-

T i
o Glycerol

© _.TAG = Glycerol + 3FFA

Fedtvaev

Blodkar
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ning. De vigtigste arsager til fedmeepidemien er et stadig
stgrre indtag af energirig mad samt fysisk inaktivitet i form af
manglende motion og stillesiddende arbejde.

Helt fundamentalt kan man sige, at mennesker bliver fede,
nar energiindtaget gennem laengere tid overstiger energifor-
bruget. Saledes vil et overskydende energiindtag pa blot 250
kJ om dagen - svarende til 10 gram chokolade — fere til en
vaegtforggelse pa omtrent 30 kg i Igbet af ti dr. Der behaver
altsd kun at vaere et ganske lille overskud pa energibalancen
for at give anledning til fedme pa sigt.

Kostaendringer, som reducerer energiindtaget, og motion,
der gger energiforbruget, kan fere til vaegttab, men i tilfzelde
af svaer overvaegt og fedme er disse enkle midler sjaeldent til-
straekkelige. Derfor er der et udtalt behov for en effektiv me-
dicinsk behandling.

Biokemien bag fedtoplagring
Fedt oplagres i kroppens fedtdepoter i form af triacylglyce-
rol, som bestar af et glycerolmolekyle, hvortil der ved hjzelp

Ved nedbrydning af fedt — lipolyse — spaltes oplagret fedt
i form af triacylglycerol (TAG) til glycerol og frie fedtsyrer
(FFA). Disse metabolitter frigives til blodbanen, hvorfra
de kan transporteres til andre veev og forbruges. | blodet
bindes de frie fedtsyrer til albumin, der fungerer som
transportprotein.

KOBENHAVNS UNIVERSITET



MIKRODIALYSE - DYNAMISKE UNDERSOGELSER | LEVENDE VAV

Mikrodialyse er en teknik, som muligger opsamling af
ekstracellulaervaeske i det levende vaev. Siden metoden
blev beskrevet farste gang i 1974, har den fundet stigen-
de anvendelse inden for metaboliske studier i vaev hos
bade dyr og mennesker, fordi mikrodialyse giver en unik
mulighed for at undersgge cellernes metabolisme i deres
aktuelle miljg.

Princippet i metoden er, at en mikrodialyseprobe ind-
opereres i det vaev, man gnsker at undersgge. Proben
indeholder en dialysemembran, som er forbundet med
henholdsvis en indlgbsslange og en udlgbsslange, hvori-
gennem der pumpes en fysiologisk saltoplgsning ved
meget lav hastighed; typisk 0,3-5 pl/min. Membranen er
permeabel overfor vandopleselige molekyler op til en gi-
ven molekylvaegt, og under tilstedevaerelse af en koncen-
trationsgradient mellem ekstracellulzervaesken pa den ene
side af dialysemembranen og saltoplasningen pa den an-
den side vil disse molekyler passere gennem membranen

ved hjeelp af diffusion.

Princippet bag mikrodialyse: En mikrodialy-
seprobe indopereres i rottens fedtveev. Her
fungerer den som en slags kunstig blodare,

og visse stoffer i veevsvaesken vil transporteres
over probens membran, hvorefter de opsamles
i den saltoplasning, der pumpes gennem pro-
ben. Frie fedtsyrer fra fedtvaevet kan passere
gennem en membran med seerligt store huller,
nar fedtsyrerne er bundet til albumin.

LEGEMIDDELFORSKNING - 2008

Nar proben er indopereret, diffunderer vandoplgselige
metabolitter, som er til stede i ekstracellulaervaesken, gen-
nem membranen og ind i saltoplasningen, hvorfra de
opsamles via udlgbsslangen. Herefter kan koncentratio-
nen af metabolitterne madles. Opsamlingen kan foretages
kontinuerligt gennem timer eller dage, og pa den made
kan malingerne give et dynamisk billede af metabolismen
i det undersagte vaev.

Frie fedtsyrer er ikke vandoplaselige, og de kan derfor
ikke opsamles ved almindelig mikrodialyse. Vi har imid-
lertid udviklet en metode, som gar opsamling mulig. |
blodet danner frie fedtsyrer komplekser med proteinet
albumin, hvorved fedtsyrerne kan transporteres rundt i
blodbanen. Albumin-associerede frie fedtsyrer i fedtvaevet
kan opfanges ved anvendelse af dialysemembraner med
saerligt store huller.

Glycerol kan ligeledes passere
gennem membranen. P den
made kan nedbrydning af

| fedtveevet males i udlebs-

", vaesken, bade ved naturlig

t og medicinsk stimuleret

p. nedbrydning.



af esterbindinger er bundet tre fedtsyrer. Ved nedbrydning
af fedt — lipolyse — spaltes bindingerne, og metabolitterne
glycerol og frie fedtsyrer frigives. Processen er regulerbar, og
visse stoffer og hormoner har en lipolytisk virkning, fordi de
fremmer spaltningen af triacylglycerol med en fedtreduce-
rende effekt til folge.

Glycerol og frie fedtsyrer friggres til blodbanen, og koncen-
trationen af disse stoffer i blodplasmaet bruges ofte som

en indikation for lipolytisk aktivitet. Dette mal er imidlertid
kun indirekte, fordi frigjorte fedtsyrer dels kan genoptages i
fedtvaevet og dels kan optages og forbruges i andre vaev —
fortrinsvis muskler og lever. Glycerol kan ligeledes optages

i andre vaev eller alternativt udskilles med urinen. En mere
direkte metode til maling af metabolitterne i selve fedtvae-
vet vil derfor give et mere ngjagtigt billede af den lipolytiske
proces.

Lipolysestudier i fede rotter

I vores forskning anvender vi mikrodialyse som metode til
at studere fedtstofskiftet i opfedede rotter (DIO-rotter —
Diet-Induced Obese). Rotterne er genetisk normale, og

de er blevet fodret med et szerligt fedtholdigt foder for at
opna en fedmetilstand, som mest muligt efterligner den,
der typisk ses hos overvaegtige mennesker.

Under bedgvelse kan mikrodialyseprober indopereres i
fedtvaevet pa rotterne, og efterfglgende kan koncentratio-
nen af glycerol og frie fedtsyrer males i det opsamlede dia-
lysat. Malingerne gennemfares, mens rotten er bedavet
Gennem malingerne opnar vi direkte information om den
aktuelle lipolytiske aktivitet i fedtvaevet. Ved samtidig at be-
handle rotten med et teststof kan en eventuel stimulerende
effekt pa lipolysen males i form af en direkte stigning i meta-
bolitniveauet. P4 den made kan vi afklare, om stoffet direkte
pavirker den lipolytiske proces og medferer en gget nedbryd-
ning af det oplagrede fedt.

Habet med forskningen er pa sigt at finde en laegemiddel-
kandidat mod fedme, som har en bedre effekt end de eksi-
sterende praeparater, som kun giver moderate vaegttab eller
er forbundet med ugnskede bivirkninger. Metoden er endvi-
dere et vaerdifuldt redskab til bedre at kunne forsta det kom-
plicerede samspil, som den lipolytiske proces indgér i, og de
faktorer der pavirker processen. Denne grundforskning er et
bidrag til den samlede forstaelse af fedmens biologi.
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Graferne viser koncentrationen af henholdsvis frie fedtsyrer (FFA) og
glycerol malt ved hjeelp af mikrodialyse i rotters fedtvaev. Pilen angiver
indgift af et stof der @ger lipolysen. *P<0.05.

Cand.pharm. Signe Mglhgj er ph.d-studerende pa Novo Nordisk A/S og Institut for Farmakologi og Farmakoterapi.
Dr.scient. Kjell Malmléf er professor pa Fakultet for Veterinser Medicin pa Uppsala Universitet i Sverige.

MD ph.d. Thue Johansen er forsker pa Novo Nordisk A/S.
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