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Laegemiddelforskning er et vigtig forskningsomrade. Det rummer potentialer for at redde liv og
forbedre livskvaliteten ved at helbrede eller lindre sygdomme. Desuden er den farmaceutiske og
bioteknologiske industri samfundsgkonomisk yderst vigtig. Universiteternes grundforskning inden
for naturvidenskab, teknisk videnskab og sundhedsvidenskab komplementerer i mange tilfaelde
industriens mere malrettede forskning med udvikling af nye laegemidler.

Det Farmaceutiske Fakultet pa Kabenhavns Universitet har som den eneste uddannelsesinstitution
i landet laegemidler i fokus for forskning og uddannelse.

| et teet samarbejde med andre fakulteter pa Kabenhavns Universitet, den farmaceutiske og bio-
teknologiske industri, apotekervaesnet, hospitalsvaesnet og den gvrige offentlige sundhedssektor
arbejder vi konstant pa at udvikle de farmaceutiske videnskaber til gavn for studerende, ansatte
og den samlede sundhedssektor.

Det er vores hab, at naervaerende udgave af Laegemiddelforskning illustrerer nogle af vigtige ud-
fordringer, der ligger inden for laegemiddelomradet og samtidig giver en bredere kreds af lzese-
re et indblik i nogle af de spaendende forskningsprojekter, der udspringer fra Det Farmaceutiske
Fakultet.

Sven Frgkjeer, dekan

Gymnasieklassebesag

Formalet med besggsordningen er at give eleverne mulighed for at se, hvordan kemi og biologi i
gymnasiet anvendes i leegemiddelforskningen pa Det Farmaceutiske Fakultet. Det sker i et mgde
med bade studerende, forskere og undervisere pa Det Farmaceutiske Fakultet, og derved haber vi
at kunne give inspiration til den daglige undervisning. Et besag bestar to faglige foredrag, en rund-
visning og et studenteroplaeg om farmaceutuddannelsen og universitetslivet. | gjeblikket er vi i gang
med at udbygge gymnasiebesggsordningen med tilbud om laboratorie- og regnegvelser. Laes mere
pa www.farma.ku.dk/gymnasier

Studiepraktik

I 2009 kom Det Farmaceutiske Fakultet med i den landsdaekkende ordning for studiepraktik i uge
44 for gymnasieelever. | lgbet af praktikopholdet, der straekker sig over tre dage, vil eleverne op-
leve ‘livet’ som farmaceutstuderende. Eleverne vil blive praesenteret for flere faglige omrader og
derigennem erfare bredden i farmaceutuddannelsen. De vil komme med til forelaesninger, klasse-
timer og laboratoriegvelser sammen med fakultetets studerende og deltage i timer skraeddersyet
til praktikanterne. Der skulle saledes vaere optimale muligheder for bade at fa et indtryk af livet
som universitetsstuderende — og fa fagligt indhold med hjem i bagagen. Naermere oplysninger om
studiepraktik og tilmelding fas pa www.farma.ku.dk/studiepraktik og pa studiepraktik.nu

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 fuldtekstsagning i
argangene 1999-2008.

Pa www.farma.ku.dk optraeder — i forbindelse med Det Farmaceutiske Fakultet's tre institutter —
en gennemgang af Fakultetets forskningsomrader.

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

@nskes yderligere trykte eksemplarer af Leegemiddelforskning?
Send din bestilling til bestil@farma.ku.dk
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Tabletter med

Det er sveert at producere en tablet, som frigiver laege-
middelstoffet mange timer efter indtagelse; fx en tablet
som kan indtages for sengetid, men som farst skal virke
naeste morgen. Overtrukne tabletter med defekter, som
far overtraekkets endeplader til at falde af, kan blive en
lovende og billig Igsning.

Af Kaisa Naelapdd, Anette Miillertz, Jette Jacobsen, Janne
Remsing og Daniel Bar-Shalom

Stort set alle patienter foretraekker at indtage medicin gen-
nem munden, fx i form af tabletter. Oral administration af
lzegemidler stiller imidlertid store krav til formuleringen, isaer
hvis man vil sikre, at laegemiddelstoffet farst frigives pa et pa
forhand bestemt tidspunkt laenge efter indtagelsen. Nye me-
toder kan imidlertid bane vej for billige og meget sofistikere-
de doseringsformer.

Hvorfor oral administration?

At opretholde livet kraever energi og dermed indtagelse af
fade. Hos mennesker er mave-tarm-kanalen sa at sige den
"legale” vej til at indfare fremmede stoffer i kroppen. Her

fordgjes faden, og den nedbrydes til sma byggesten, som
kan optages over tarmvaeggen. Pa den made undgas ugn-
skede fysiologiske effekter, som kan blive fremkaldt ved fx at
optage hele proteiner.

Hvilke stoffer optages gennem tarmen?

Pa vejen gennem maven og tarmene bearbejdes faden me-
kanisk, kemisk og enzymatisk for at nedbryde store og kom-
plekse molekyler til deres byggesten: sukkerstoffer, fedt-
stoffer og aminosyrer. Laegemiddelstoffer, der indgives via
munden, far samme behandling i mave-tarm-kanalen, og
stofferne kan derfor blive andret eller nedbrudt. For at kun-
ne passere tarmvaeggen og komme ud i blodet ma et laege-
middelstof ligne de "accepterede” molekyler fra faden.

Kontrolleret frigivelse af laegemiddelstoffer

Efter indtagelse af konventionelle tabletter frigives laegemid-
delstoffet hurtigt i tarmvaesken, optages over tarmvaeggen
og fordeles hurtigt i kroppen. Derfor kan hyppig indtagelse,
fx hver fjerde time, veere ngdvendig. Ofte vil det imidlertid
give en bedre behandling, hvis tabletten - alt efter det kon-
krete behov - sikrer:

Forsinket frigivelse af laegemiddelstof kan opnas med multilagstabletter, hvor laegemiddelstoffet er koncentreret i det midterste
lag. Tablettens krumme overflade er daekket med et overtraek, sa erosionen sker fra enderne. Derved frigives laegemiddelstoffet
(det orange lag) ferst, nar de ydre lag er eroderet bort. De nuveerende metoder til at opna denne form for forsinket frigivelse er
dog meget kostbare.
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Koncentration i plasma

iver forsinket frigivelse

af leegemiddelstof

e at leegemiddelstoffet frigives langsomt fra et depot
for at opna en forlaenget og konstant virkning

e eller at leegemiddelstoffet farst frigives et stykke tid
efter indtagelsen pa et bestemt, gnsket tidspunkt, fx
om morgenen, fgr patienten vagner

Diffusion og erosion

De farste depottabletter var baseret pa diffusion efter sam-
me princip som i en tepose. Nar teposen saenkes ned i varmt
vand, treenger vandet ind i tebladene og opleser de oplaseli-
ge komponenter, som sa siver langsomt ud gennem teposen.
Pa denne made opnas afgivelse af laegemiddelstof gennem
leengere tid i koncentrationer, der ligger over den effektive
minimumskoncentration. Samtidig formindskes risikoen for,
at alt leegemiddelstoffet frigives sa hurtigt, at det toksiske ni-
veau overskrides. Sadanne depottabletter er velegnede, hvis
lzegemiddelstoffet er vandoplgseligt, og nar malet er forleen-
get frigivelse.

Senere blev det muligt at kontrollere frigivelsen af laegemid-
delstof fra depottabletter ved hjaelp af erosion. Metoden
minder om at pille lag. Hver gang et nyt lag fjernes, frigives
indholdet af laegemiddelstof herfra.

| dag er depotleegemidler af denne type ofte baseret pa ned-
brydelige, vandoplaselige polymerer, som eroderer i vandige
vaesker som tarmvaesken. Hvis man fremstiller en rund og
flad tablet af en sadan polymer, vil hele tablettens overflade-
areal blive reduceret i takt med, at tabletten eroderes. Hvis
erosionshastigheden er konstant, medfgrer dette, at maeng-
den af frigivet leegemiddelstof falder gradvist, fordi arealet
formindskes. Den nye metode sikrer konstant frigivelse af
laegemiddelstoffet, fordi polymeren er indbygget i et cylin-
drisk rar, som kun er dbent i enderne. Polymeren bliver udsat
for erosion fra et konstant areal i begge ender, og frigivelsen
af laegemiddelstof vil vaere konstant, indtil polymeren er ero-
deret helt vaek (se ill. side 4).

Optimal behandling af en raekke sygdomme kraever, at lae-
gemidlet virker inden opvagning om morgenen, sa patienten
kan vagne op uden symptomer. Det gaelder fx for astma, led-
degigt, hjerte-kar-sygdomme og Addisons sygdom. Frigivel-
sen skal vaere i form af en puls, d.v.s. forsinket frigivelse, frem
for konstant frigivelse natten over (se nedenstaende ill.).
Forsinket frigivelse af laegemiddelstoffet kan opnas, hvis stof-
fet er koncentreret midt i raret, mens de lag, der vender ud
imod enderne, ikke indeholder medicin. Polymeren eroderes

Toksisk niveau

0. orden frigivelse

Mindste effektive koncentration

Dagntidspunkt

Kurverne illustrerer koncentration af laegemiddelstof i blodet efter oral indgift af en konventionel, “klassisk” tablet, en "klassisk”
depottablet og doseringsformer baseret pa den ny teknologi, 0. orden frigivelse og forsinket frigivelse.
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som fgr, men intet leegemiddelstof frigives, far midtersek-
tionen eksponeres. Nar det sker, frigives laegemiddelstoffet
enten over tid eller pa en gang afhaengig af formuleringen.
Hvis man indtager tabletten om aftenen inden sengetid,
kan frigivelsen af leegemiddelstof programmeres til at starte,
umiddelbart fgr patienten vdgner om morgenen.

Forsinket frigivelse af laagemiddelstof

| forskningsgruppen har vi udviklet en lovende metode, hvor
polymeren overtraekkes med et bevidst ufuldstaendigt over-
traek. Et "godt” overtraek omslutter hele tablettens overfla-
de, men vi har udviklet et overtraek, hvor endepladerne fal-
der af inden for fa sekunder, ndr tabletten kommer i kontakt
med vand.

Vi har bevidst eksperimenteret med fejl under fremstillingen
af tabletterne. Mulighederne er talrige. Overtraekket bliver
ikke fuldstzendigt, hvis tabletten er “forkert” designet, fx nar
kanterne er for skarpe. Andre fejl - fx tilfersel af for meget
eller for lidt af en given komponent eller anvendelse af for-
kerte procesparametre — kan fare til, at overtraekket bliver
for porgst i visse omrader, eller at den bliver uforligelig med
polymeren i tablettens indre.

Vi har nu fundet den rette kombinationer af fejl, som ger det
muligt at fremstille tabletter, hvor overtraekket er perfekt —
bortset fra enderne af raret, hvor overtraekket ikke haenger
sammen med de to flade skiver, som udger endepladerne.
Nar tabletten kommer i forbindelse med vand, falder ende-
pladerne af, sa polymeren eroderes fra begge ender — og

kun derfra — hvorved forsinket og programmeret frigivelse
af leegemiddelstof kan opnas, nar stoffet er koncentreret

Et bevidst defekt overtraek pa tabletter kan blive en midt i raret. Metoden er billig, og den vil sandsynligvis kunne
billig lesning til at opna forsinket frigivelse af laege- bruges til at tilvirke tabletter, der frigiver leegemiddelstoffet
middelstof. Ved kontakt med vand falder overtraek- konstant over tid, samt udvikle en raekke meget avancerede
kets endeplader af, sa tabletten eroderes fra enderne. doseringsformer, der kan frigive laegemiddelstoffet pa det
Denne teknik byder pa muligheder for udvikling af tidspunkt eller pa det sted i tarmen, som er mest hensigts-
meget sofistikerede doseringsformer. maessigt for at opna en optimal behandling.

Ph.d. Kaisa Naelap&é er adjunkt pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi

Ph.d. Anette Mdillertz er lektor og leder af Bioneer:FARMA péa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
Ph.d. Jette Jacobsen er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi

Ph.d. Janne Remsing er lektor og institutleder pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi

Daniel Bar-Shalom er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
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Jagten pa nye laegemiddelstoffer sker blandt et svim-

lende antal molekyler, som gor det umuligt manuelt at
udvaelge de stoffer, som det er vaerd at undersgge i la-
boratoriet. Men computeren finder nalen i hastakken. |
et aktuelt projekt har vi opdaget nye, biologisk aktive
molekyler med evne til at tra&enge gennem tarmvaeggen
og ud i blodet.

Af Simon Birkse Larsen, Lars Olsen og
Flemming Steen Jergensen

Det anslas, at 10 kemiske stoffer har et muligt potentiale
som nye laegemidler, og dette gigantiske antal er stgrre end
den formodede maengde atomer i universet! Derfor er det
klart, at kun en ganske lille del af alle disse mulige molekyler
nogensinde vil blive forsggt fremstillet i laboratoriet eller op-
daget i naturen. Men selvom molekylerne ikke findes i virke-
ligheden, kan de sagtens eksistere i en computer i form af et
virtuelt bibliotek af kemiske stoffer.

Det smarte er, at computeren kan beregne mange af mole-
kylernes egenskaber, og det giver mulighed for at udvaelge
de mest interessante laegemiddelstoffer, som herefter kan
fremstilles i laboratoriet og bruges til forsgg. Ofte er det op-
lagt at lade de virtuelle molekyler pa computeren besta af
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/  er medicinal-
kemikerens
arbejdshest

kemiske forbindelser, som hurtigt kan anskaffes fra en kemi-
kalieforhandler. Pa den made sparer man tid i laboratoriet,
og udvalget af molekyler, der kan kabes, er ganske stort —
mere end et par millioner.

| et aktuelt forskningsprojekt har vi udnyttet computeren til
at opdage nye molekyler, der binder til en peptidtranspor-
tar i tarmvaeggen, som kaldes hPEPT1. Nar proteiner fra fo-
den nedbrydes til sma peptider med to eller tre aminosyrer,
transporterer hPEPT1 peptiderne over tarmvaeggen og ud i
blodbanen. Hvis hPEPT1 kommer i kontakt med andre mole-
kyler, som ligner de sma peptider, vil transporteren ogsa for-
sgge at fragte dem ud i blodet — et eksempel er penicilliner,
som krydser tarmvaeggen pa denne made. Med andre ord:
Hvis nye leegemiddelstoffer designes til at ligne sma peptider,
som genkendes af transportgren, kan man sikre deres opta-
gelse i organismen.

Men hvordan kan computeren udvaelge de 10 eller 100 lo-
vende molekyler, som skal undersages naermere, blandt mil-
lioner af kemiske stoffer i et virtuelt bibliotek? Det kan com-
puteren, hvis vi opstiller matematiske modeller for, hvornar
kemiske stoffer har en relevant biologisk aktivitet. Ved hjaelp
af sddanne computermodeller har vi fundet fire nye for-
bindelser, som genkendes og transporteres af peptidtrans-
portgren.



Leege-
middelstof

Transporter
- hPEPT1

Peptidlignende
kemisk handtag

Under fordajelsen nedbrydes proteiner i kosten Tarm
til sma peptider med to eller tre aminosyrer, som A
peptidtransportaren hPEPT1 sender gennem t 't‘d:
tarmvaeggen og ud i blodbanen. Laegemiddel-
stoffer med en struktur, der minder om de sma
peptiders, kan ligeledes blive transporteret ud i
blodet via hPEPTT.

Blodbane

o

Ved computermodellering har vi opdaget fire nye
forbindelser, som transporteres gennem tarm-
vaeggen af hPEPT1-transportaren. Formlen pa et
af stofferne er vist gverst, mens 3D-strukturen ses
pé den store tegning. Molekylet ligner til en vis
grad dipeptidet Ala-Ala, som er vist nederst. Fx
findes carboxylsyre- og amin-grupperne samme
sted. Det er lighederne, som ger; at transportaren
genkender det nye molekyle.
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COMPUTERMODELLER OG VIRTUEL SCREENING

Inden for medicinalkemien er struktur-aktivitetsrelationer
(SAR) et vigtigt koncept. Relationen mellem struktur og
aktivitet beskriver nemlig, hvordan et molekyles biologiske
aktivitet afhaenger af dets kemiske sammensaetning og
dets tredimensionelle form. Hvis man fx har et molekyle,
der virker mod forhgjet blodtryk, men kun i beskeden grad,
kan man forbedre effekten ved at andre pa molekylet.
Man kan eksempelvis prgve at indsaette en methyl-gruppe
et sted i molekylet. Tester man nu det nye molekyle pa en
rotte, vil man ofte se, at det er blevet mindre eller mere
biologisk aktivt.

Biologisk aktivitet opstar normalt ved, at molekylet binder
til bestemte proteiner i kroppen. Molekylet skal sa at sige
passe ind i proteinet, som en nggle der glider ind i en las.
Ved at a&endre pa molekylets struktur finjusterer man sale-
des ngglen.

Efterhanden ender man med en forstaelse af struktur-
aktivitetsrelationen for den pagaeldende biologiske aktivi-
tet. | ferste omgang beskriver man ofte relationen med ord
— for eksempel “en methyl-gruppe i position 6 gar mole-
kylet mere aktivt” — men relationen kan ogsa beskrives

Nye molekyler til peptidtransporteren

De fleste laegemidler indtages gennem munden, fx som tab-
letter. | mavesaekken og tyndtarmen opleses tabletten, og
de aktive molekyler kan optages i blodet efter passage gen-
nem tarmvaeggen. Denne proces kan ikke tages for givet, og
mange lovende molekyler med en gnsket biologisk virkning
ma opgives som laegemiddelstoffer alene af den grund, at
de ikke optages i kroppen og derfor aldrig kan blive til laege-
midler.

De fleste af nutidens leegemiddelstoffer traenger ved egen
hjeelp over cellemembranen i tarmvaeggens celler. Men der
er ogsa en anden mulighed: At blive fragtet ud i blodet af
transportproteiner som peptidtransportaren hPEPT1. Hvis
hPEPT1 kommer i kontakt med molekyler, som ligner sma
peptider, vil transporteren ogsa forsgge at fragte dem over
cellemembranen. Dette kan fx opnas ved at designe en del
af leegemiddelmolekylet som et “handtag”, der genkendes
af transportgren, som sa kan gribe fat i handtaget og trans-
portere molekylet ind i kroppen.

Vi har derfor arbejdet pa at finde nye kandidater til sddan-

matematisk. Dette kaldes kvantitativ SAR med den engelske forkortelse
QSAR.

| QSAR opstiller man en ligning for den biologiske aktivitet. | ligningen
indsaettes en beskrivelse af et molekyle i form af sdkaldte deskriptorer.
Der findes mange deskriptorer; fx molekylvaegt, antal ringsystemer, antal
syregrupper, antal kulstofatomer og fedtoplgselighed. Ligningen estime-
rer sa den biologiske aktivitet. Ved at se pa med hvilken vaegt de forskel-
lige deskriptorer indgar i QSAR-ligningen, kan man rationelt forudsige,
hvordan et molekyle skal modificeres for at opna den gnskede virkning.
Nar medicinalkemikeren har opstillet en computermodel, dvs. en QSAR-
ligning, som korrekt beskriver struktur-aktivitetsrelationen for den bio-
logiske aktivitet, kan computeren saettes i gang med at lede efter nye,
endnu ikke testede molekyler i en stor database af virtuelle molekyler.
Denne fase kaldes virtual screening. For hvert molekyle beregner compu-
teren et estimat for den biologiske aktivitet, og medicinalkemikeren far
besked, nar programmet identificerer lovende molekyler med stor sand-
synlighed for god biologisk aktivitet. Resultatet af en virtuel screening er
en prioriteret liste over de mest interessante molekyler. Selv.om en vir-
tual screening involverer flere hundrede tusinde molekyler, er tidsforbru-
get begraenset, og screeningen kan ofte udferes i lgbet af nogle minut-
ter eller pa fa timer.

ne handtag. Vi startede med at bygge en QSAR-model for
hPEPT1, og det lykkedes at udvikle en god og hurtig model.
Derpa lod vi computermodellen undersgge en database med
omkring 20.000 molekyler, som hurtigt ville kunne anskaf-
fes. | databasen fandt computeren 12 interessante kemi-
ske stoffer, som blev indkabt og testet i laboratoriet af vores
samarbejdspartnere. Ud af de 12 molekyler udviste 4 binding
til hPEPT1 — sdkaldte hits. Selvom man kan sige, at compute-
ren ikke ramte plet i alle tolv tilfaelde, er en succesrate pa 33
procent faktisk ganske hgj for en virtual screening, som det
kun kraever fa ressourcer at gennemfare.

Resultaterne fra projektet er forelgbigt offentliggjort i to
videnskabelige artikler, og de vil danne grundlag for flere
undersggelser; herunder fremstilling og test af andre mole-
kyler, som er beslaegtede med de fire nye, biologisk aktive
forbindelser. Selvom projektet er grundforskning, der laerer
os nyt om hPEPT1-transportproteinet, bliver det spaendende
at felge de fremtidige undersagelser — isaer med hensyn til,
om resultaterne pa sigt vil kunne bidrage til udviklingen af
fremtidens laegemidler.

Cand.pharm. Simon Birksg Larsen er ph.d.-studerende pa Institut for Medicinalkemi

Ph.d. Lars Olsen er lektor pa Institut for Medicinalkemi

Ph.d. Flemming Steen Jargensen er professor pa Institut for Medicinalkemi
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S/kraeddersyede
proteiner

— uden naturens begransninger

4

L«%

Ved at kombinere biologiske og kemiske metoder kan Pa grund af deres enorme betydning er proteiner det altover-
man nu designe semi-syntetiske proteiner stort set uden skyggende biologiske mal for laegemidler. De fleste laegemid-
hensyn til de begreensninger, som findes i naturen. Vi ler virker ved at binde sig til et eller flere af kroppens protei-
har fremstillet dele af en receptor i hjernen, som kan ner; isaer receptorer eller enzymer. Detaljeret viden om disse
give ny indsigt i receptorens funktion. Samtidig abner proteiners struktur og funktion er saledes uhyre vigtig i be-
teknologien op for udvikling af nye proteinleegemidler straebelserne pa at udvikle nye og bedre laegemidler.
med forbedrede egenskaber. Traditionelt har man i medicinalkemisk forskning fremstil-

let grupper af stoffer og testet deres biologiske effekt pa
Af Kristian Stromgaard, Mette S. Jensen og receptorer, og pa den made har man opnaet viden om sam-
Anders S. Kristensen menhangen mellem laegemiddelstoffernes struktur og deres

biologiske virkning. Men metoden giver kun indirekte viden
Proteiner er kroppens vigtigste byggeklodser og arbejds- om selve proteinets struktur og funktion. Derfor er der stor
heste. Nogle proteiner er enzymer, som udferer biokemiske interesse i at kunne overfgre teknikkerne og principperne fra
funktioner sdsom fordgjelse og optagelse af naering, andre medicinalkemien til proteinernes verden, hvilket er malet for
proteiner er antistoffer, som bekaemper bakterier og virus, en ny disciplin, som kaldes protein-medicinalkemi. Her har
mens nervesystemets receptorproteiner spiller en central rolle man mulighed for frit at aendre i proteiners struktur og efter-
for bearbejdelse af sanseindtryk og for signalprocesserne i folgende observere den biologiske effekt af andringen.
hjernen.

° o Protéin- _ °
. g . udtryk °

-
(o]
& 1,

HN—

o
H,N—

Semi-syntese kombinerer genetisk fremstilling af proteiner (tv.) med fast-fase peptidsyntese (th.). Forst skal de to komponenter,
protein og peptid, fremstilles, sa de udstyres med komplementzere kemiske grupper, der muligger, at fragmenterne kan saettes
sammen som byggeklodser. Dernaest skal proteinet og peptidet “limes” sammen, hvorved det semi-syntetiske protein dannes.
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Semi-syntetisk
glutamatbindende protein

Ligering
('limning’)

h H>N— 210 aminosyrer COOH

Vi har fremstillet den glutamatbindende del af en glutamatreceptor ved hjaelp af semi-syntese. Receptorproteinet bestar af 261

aminosyrer. Forst fik vi udtrykt et inaktivt forstadium af proteinet i E. coli. Forstadiet, som indeholder 210 aminosyrer, blev efter-

falgende aktiveret ved at frigare den kemiske gruppe, der er veesentlig for, at ligering ('limning’) kan finde sted.

Sidelebende fremstillede vi et peptid med 51 aminosyrer ved brug af fase-fase peptidsyntese og limede dette til den bakterielt

udtrykte byggeklods, hvorpé det enskede protein var sat sammen. Det biologisk aktive protein blev til sidst dannet ved refold-

ning, hvorefter biologiske undersogelser bekraeftede, at det semi-syntetiske protein opfarte sig som det normale protein.

Kombination af kemi og biologi

Proteiner er opbygget af aminosyrer, som er sat sammen i
kaeder — sakaldte polypeptider. | alle organismer fra bakterier
til mennesker er der praecis 20 forskellige aminosyrer til ra-
dighed som byggesten for proteinerne. Opskriften pa, hvilke
aminosyrer et protein skal indeholde, og i hvilken raekkefal-
ge de skal saettes sammen, er givet i vores gener. Mennesket
har mere end 20.000 gener, og kroppen indeholder et ligne-
de antal forskellige proteiner.

I laboratoriet har man traditionelt kunnet fremstille menne-
skelige proteiner med to metoder. Den farste metode er bio-
logisk, hvor man ved hjalp af genteknologi isolerer genet for
det gnskede protein fra menneskeceller og introducerer ge-
net i encellede organismer som bakterier og geer eller i pat-
tedyrsceller. Her aktiveres cellen til at producere det gnskede
protein fra det udefrakommende gen. Da celler kan dyrkes

i flydende kulturer i litervis, kan man efterfglgende isolere
store maengder af proteinet. Alternativt kan man fremstille
et protein ved en kemisk teknik, som kaldes fast-fase peptid-
syntese, hvor proteinernes byggesten — aminosyrerne — haef-
tes sammen en for en, indtil det gnskede protein er dannet.
Hver teknologi har sine fordele og ulemper. Produktion af
proteiner i bakterier og gaer kan relativt nemt opskaleres til
industriel skala, men genteknologien er begraenset til bru-
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gen af de 20 aminosyrer, som generne koder for. Modsat er
fast-fase peptidsyntese ikke begraenset til de 20 aminosy-
rer, men metoden er til gengaeld bekostelig og kan generelt
kun benyttes til at fremstille sma proteiner, som indeholder
op til 60 aminosyrer. Det er en vaesentlig begraensning, fordi
hovedparten af kroppens proteiner bestar af mange flere
aminosyrer.

For at kunne praktisere protein-medicinalkemi er det ngd-
vendigt, at man — som i medicinalkemien — har mulighed for
frit at variere proteiner uden at vaere begraenset til naturens
20 aminosyrer eller af proteinets starrelse. Denne frihed kan
opnas med en semi-syntetisk teknologi, som kombinerer de
biologiske og de kemiske metoder. | denne teknologi frem-
stilles en del af proteinet i bakterier eller gaer, mens den re-
sterende del fremstilles ved hjzelp af fast-fase peptidsyntese.
Efterfglgende "limes” de to dele sammen, sa de danner det
endelige protein. Teknologien kraever ferst og fremmest, at
de to byggeblokke hver isaer udstyres med komplementaere
kemiske grupper, som muligger, at de kan limes sammen.
Den helt store fordel ved metoden er, at man i den kemisk
fremstillede del af proteinet kan introducere hvilken som
helst syntetisk aminosyre, hvilket udvider valgmulighederne
fra 20 til flere end 1000 forskellige aminosyrer som bygge-
sten.
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FORBEDREDE PROTEINLAGEMIDLER

Den semi-syntetiske teknologi har stor bevagenhed i forhold til at kun-
ne lave modificerede terapeutiske proteiner. Proteiner kan nemlig veere
laegemidler i sig selv; nogle eksempler er insulin til behandling af suk-
kersyge, vaeksthormon til behandling af dvaergveekst og erythropoietin
(EPO) til behandling af blodmangel.

Terapeutiske proteiner er et omrade i hastig vaekst, men en afggrende
udfordring i udviklingen er, at de anvendte proteiner ofte er ustabile i
kroppen. Det medfarer, at proteinet ikke kan indtages som tabletter,
fordi det vil blive fordgjet i mave og tarm, og derfor ma indgives som
injektioner. Ydermere er det problematisk, at proteinet pa trods af di-
rekte injektion i blodbanen ofte mister sin effekt pa grund af nedbryd-
ning. Derfor er man uhyre interesseret i at modificere proteiner, sa man
@ger bade stabiliteten og effekten, og her har den semi-syntetiske tek-
nologi et stort potentiale.

Semi-syntese af en glutamat receptor

Den nye semi-syntetiske teknologi har en lang raekke anven-
delsesmuligheder. Farst og fremmest i grundforskning, hvor
teknologien kan benyttes i undersggelser af sammenhaengen
mellem proteiners struktur og deres funktion, idet teknolo-
gien tillader, at man kan i stedet for kun at kunne indfgre 20
forskellige modifikationer i proteinet nu i princippet kan veel-

ge mellem flere tusinde

Et eksempel fra Kemisk Biologi gruppen pa Institut for Me-
dicinalkemi er studiet af receptorerne for hjernens primaere
stimulerende signalstof glutamat. Glutamatreceptorerne er
en af de vigtigste grupper af receptorer i hjernen, da de fin-
des i cellemembranerne pa omtrent alle nerveceller og spil-

ler en afgerende rolle for hukommelse og indlaering samt
for mange hjernesygdomme sasom Alzheimers sygdom og
skizofreni.

Glutamatreceptorer er opbygget af fire proteiner, som tilsam-
men danner receptoren. Hvert af disse proteiner er opdelt i

fire domaener, og her er det lykkedes at isolere og produ-
cere det protein-domaene, hvortil glutamat binder, som en

Vort mal var at fremstille det glutamatbindende domaene
ved hjaelp af semi-syntese for at kunne fortage detaljerede
protein-medicinalkemiske studier af glutamatreceptoren. For-
ste trin i processen var at identificere positioner i proteinets
aminosyrekade, som tillod, at to proteindele kunne limes
sammen ved en proces kaldet ligering. Vi identificerede et
muligt ligeringssted, som tillod os at dele proteinet i et stort
fragment med 210 aminosyrer og et mindre fragment med
51 aminosyrer. Det store fragment kraevede fremstilling i
bakteriekulturer, mens det lille kunne fremstilles ved fast-fase
peptidsyntese.

Dernaest skulle de to komponenter saettes sammen ved
hjeelp af kemisk ligering. Under dette trin er en af de meget
store udfordringer, at de komplementaere kemiske grupper,
som muligger ligeringen, er ustabile. Derfor er det vigtigt

at finde de helt rette betingelser for, at ligeringen kan finde
sted. Efter at disse betingelser var bestemt og optimeret, lyk-
kedes det at danne proteinet med 261 aminosyrer. Efterfal-
gende udfarte vi en raekke biologiske undersggelser pa pro-
teinet, som viste, at det semi-syntetiske protein opfaerte sig
som det normalt fremstillede protein.

Pa nuveaerende tidspunkt har vi saledes udviklet en metode,
som muligger fremstilling af det glutamatbindende domaene
semi-syntetisk. | gjeblikket benytter vi metoden til at intro-
ducere en raekke modifikationer i proteinet. Fx undersager
vi, hvilken rolle kemiske grupper i proteinets rygrad har for
binding af glutamat. Disse amidgrupper kan kun modificeres
ved hjaelp af semi-syntetisk teknologi, hvilket vi har udnyt-
tet til at erstatte udvalgte amidgrupper med estergrupper. P&
den baggrund kan vi undersgge betydningen af hver enkelt
amidgruppe for binding af glutamat samt mulige laegemid-
delstoffer. Det abner op for en starre forstaelse for sammen-
haengen mellem struktur og funktion af receptoren og der-
med for design af nye og bedre laegemiddelstoffer.

separat enhed. Domaenet bestar af 261 aminosyrer, og det
har vaeret benyttet til en lang raekke vigtige studier af sam-
menhangen mellem glutamats binding og receptorfunktion
samt til undersagelser af, hvordan en raekke mulige laege-
middelstoffer binder sig til glutamatreceptorerne.

Ph.d. Kristian Stremgaard er professor pa Institut for Medicinalkemi
Cand.polyt. Mette S. Jensen er ph.d.-studerende pa Institut for Medicinalkemi
Ph.d. Anders S. Kristensen er lektor pa Institut for Medicinalkemi
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Kombination af

nedsaetter risikoen for allergi

Kombinationer af konserveringsmidler i kosmetik kan
markant nedsaette forbruget af allergifremkaldende
konserveringsmidler. Det kan medfere, at faerre for-
brugere udvikler allergi over for konserveringsmidler i
cremer.

Af Michael Dyrgaard Lundov og Lise Moesby

Nar du bruger cremer, far du udover den fugtgivende effekt
ogsa smurt forskellige kemikalier ud pa huden. Ikke alle disse
kemikalier er uskadelige, og hvis du oplever hudirritation el-
ler eksem efter brug af cremer eller andre kosmetiske pro-
dukter, er der stor sandsynlighed for, at du har udviklet aller-
gi over for et eller flere af de kemiske stoffer i produktet.
Omkring 6 procent af befolkningen har kontaktallergi over

for kosmetik, og en af de hyppigste drsager er anvendelsen
af konserveringsmidler i cremer. Hvis man ferst har faet kon-
stateret allergi over for et konserveringsmiddel, er der tale om
en livsvarig tilstand. Derfor er det ngdvendigt, at allergikeren
undersgger al kosmetik og alle husholdningsprodukter inden
brugen for at undga at blive udsat for konserveringsmidlet.
Det er vanskeligt at undga konserveringsmidler i kosmetik,
fordi mange cremer har en sammensaetning af ingredienser,
som giver gode vaekstbetingelser for bakterier, svampe og
mug (se ill. side 14). Hvis mikroorganismerne far lov til at gro
i en creme, kan de til sidst @delaegge cremen eller i sjeeldne
tilfelde gare forbrugeren syg.

Derfor stiller EU krav om, at kosmetik maksimalt ma indehol-
de 500 eller 1000 mikroorganismer pr. gram creme afhaen-
gigt af typen af kosmetik. Desuden skal alle kosmetiske pro-
dukter bestd en sakaldt challenge-test, som viser produktets
konserverende effekt. | testen tilsaetter man en kendt kon-
centration (10° -10° pr. gram) mikroorganismer til produktet
og derefter folges tilintetgerelsen af mikroorganismer over
en periode pa 28 dage. For at et produkt kan besta testen,
skal 99 eller 99,9 procent af mikroorganismerne vzere sldet
ihjel efter 14 dage, og der ma ikke ske en vaekst i antallet af
overlevende mikroorganismer fra dag 14 til dag 28.

| challenge-testen kan man bruge forskellige mikroorganis-
mer, men oftest vil man vaelge den Gram-positive bakterie
Staphylococcus aureus, den Gram-negative bakterie Pseudo-
monas aeruginosa, gaersvampen Candida albicans og svam-
pen Aspergillus niger. Flles for de fire mikroorganismer

er, at de ofte findes i miljget omkring os, at de kan gro pa
mange forskellige substrater, og at alle fire er potentielt syg-
domsfremkaldende.

DET FARMACEUTISKE FAKULTET, KOBENHAVNS UNIVERSITET

rveringsmidler
| cremer
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En creme uden konserveringsmiddel ses til venstre umiddelbart efter tilforsel af Pseudomonas-bakterier i en sakaldt challenge-
test. | midten er cremen vist tre maneder senere og til hgjre efter ni maneder. | den tre maneder gamle creme ses bakterie-

vaeksten som en generel markfarvning af cremen samt som merke pletter i kanten. Efter ni maneder er cremen overgroet med
bakterier.

Hyppigt anvendte konserveringsmidler

| cremer og andre kosmetiske produkter ma man i henhold
til EU-lovgivningen kun bruge bestemte konserveringsmidler.
Nogle af de hyppigst anvendte konserveringsmidler er diazo-
lidinyl urea og phenoxyethanol.

Diazolidinyl urea er et konserveringsmiddel, som blandt an-
det fungerer ved at fraspalte formaldehyd, hvilket ger stoffet
til et meget effektivt antibakterielt middel. Diazolidinyl urea
er det tiendemest brugte konserveringsmiddel og findes i
omkring 5 procent af alle kosmetiske produkter. Der ma til-
saettes op til 0,5 procent diazolidinyl urea i kosmetiske pro-
dukter. Diazolidinyl urea er ogsa en af de hyppigste arsager
til kontaktallergi over for kosmetik, hvilket isaer skyldes, at
formaldehyd er et meget kraftigt allergen. Der findes flere
forskellige konserveringsmidler, der fungerer ved at fraspalte
formaldehyd, og falles for dem alle er, at de hyppigt forar-
sager allergi.

Phenoxyethanol er det tredjemest benyttede konserverings-
middel i kosmetik og findes i ca. hver fjerde af alle kosmeti-
ske produkter. Der er stort set ingen, som er allergiske over-
for phenoxyethanol, men desvaerre er stoffet ikke et saerligt
effektivt konserveringsmiddel. Derfor bruges phenoxyethanol
naesten altid i kombination med et andet og mere effektivt
konserveringsmiddel. Der ma tilsaettes op til 1 procent phen-
oxyethanol i kosmetiske produkter.

Undersggelser har vist, at koncentrationerne af konserve-
ringsmiddel i cremer varierer meget, og man kan overveje,
om nogle cremer er overkonserverede. Det kan skyldes, at
producenterne vil vaere sikre pa, at produktet bestar chal-
lenge-testen, eller at man ikke har undersggt, om en lavere
koncentration kunne veere lige sa effektiv.
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| mange tilfaelde vil kombinationer af konserveringsmidler
vaere mere effektive, fordi mikroorganismerne bliver “an-
grebet” pa flere mader og derved bliver mere sérbare over-
for det enkelte konserveringsmiddel. Derudover er konser-
veringsmidler sjaeldent effektive over for bade bakterier og
svampe, og kombinationer af konserveringsmidler vil derfor
ofte vaere effektive over for flere forskellige typer af mikro-
organismer.

Koncentrationer og allergi

Nogle af de hyppigst brugte konserveringsmidler er ogsa de
mest allergifremkaldende, og hvert ar er der mange menne-
sker, der udvikler allergi over for konserveringsmidler. Ved at
benytte kombinationer af konserveringsmidler kan man ofte
bruge lavere koncentrationer og stadig opna tilfredsstillen-
de konservering. Kontaktallergi over for konserveringsmidler
skyldes blandt andet den dosis, brugeren udsaettes for, og
derfor vil lavere koncentrationer af konserveringsmidler i kos-
metik sandsynligvis medfare faerre tilfelde af kontaktallergi.
En af vore undersggelser viser, at man kan nedsaette kon-
centrationen af det allergifremkaldende konserveringsmiddel
diazolidinyl urea i en creme til en tiendedel - fra 0,5 procent
til 0,05 procent — ved at kombinere stoffet med 0,4 procent
af konserveringsmidlet phenoxyethanol, som sjzaeldent frem-
kalder allergi.

Konserveringsmidler er ngdvendige i kosmetik, men det er
vigtigt, at de bliver brugt i sa lave koncentrationer som mu-
ligt for at undga, at forbrugerne udvikler en livsvarig allergi
over for konserveringsmidler, som ud over i kosmetik ogsa
findes i en lang raekke andre husholdningsprodukter.
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Challenge-test for gaersvampen Candida albicans i en creme med forskellige koncentrationer af konserveringsmidler:
) Tre koncentrationer af diazolidinyl urea — 0,25; 0,375 og 0,5 procent — var ikke i stand til at sl& geersvampen ihjel.
3 0,05 procent diazolidiny! urea blev testet i kombination med 0,2 og 0,4 procent phenoxyethanol. Sidstnsevnte

kombination bestod testen og eliminerede stort set svampen.

TESTRESULTAT: KOMBINATION RAMMER BREDT VED LAVE KONCENTRATIONER

Vi har gennemfert en challenge-test pa en creme med
forskellige koncentrationer af det allergifremkaldende
konserveringsmiddel diazolidinyl urea. | undersggelsen
blev der testet tre forskellige koncentrationer — 0,25;
0,375 0g 0,5 procent — hvor 0,5 procent er den hgjeste
koncentration, man ma tilsaette i kosmetiske produkter
i EU.

Det viste sig, at konserveringsmidlet ikke kunne sla gaer-
svampen C. albicans ihjel, og antallet af C. albicans
andrede sig stort set ikke i lgbet af de 28 dage, som
challenge-testen varer (£)). Bakterierne S. aureus og P
aeruginosa samt svampen A. niger blev alle draebt af de
undersggte koncentrationer.

Efterfglgende undersggte vi, om en raekke forskellige
kombinationer af diazolidinyl urea og phenoxyethanol
var mere effektive over for alle fire mikroorganismer.
Phenoxyethanol er sjaldent allergifremkaldende.
Forsggene viste, at en kombination af 0,05 procent dia-
zolidinyl urea og 0,4 procent phenoxyethanol bestod
challenge testen, hvilket ogsa var tilfaeldet for en raekke
andre kombinationer med hgjere koncentrationer af
phenoxyethanol. Derimod kunne 0,05 procent diazolidi-
nyl urea og en lavere koncentration af phenoxyethanol
pa 0,2 procent ikke sla gaersvampen ihjel ().

Cand.scient. Michael Dyrgaard Lundov er ph.d.-studerende pd Videncenter for Allergi, Gentofte Hospital, og pa Institut for

Farmakologi og Farmakoterapi
Ph.d. Lise Moesby er lektor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
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. OEA-niveau falder
Meget fedt i kosten é i tarmen

Ekstra sulten

falder

Transkriptionsfaktor
PPAro-aktivitet

af den
fede mad

Mindre signallering
via vagusnerven

Qget appetit

Foreslaet mekanisme der ligger til grund for, at fedtholdig kost eger energiindtaget. Man bliver sulten af fladekager!

Et hojt indtag af fedtholdig kost kan szette kroppens
normale appetitregulering delvist ud af spil, sa kroppen
har sveert ved at fornemme, hvornar der er indtaget
energi nok via den daglige kost. Meget fedt i kosten
kan saledes bidrage til udvikling af sget appetit og fed-
me. En af arsagerne er sandsynligvis nedregulering af
et hormonalt maethedssignal i tarmene.

Af Thi Ai Diep, Andreas Artmann, Niels W. Andersen, Steen
Honoré Hansen, Harald S. Hansen

Globalt er fedme et voksende problem. Pa verdensplan reg-
ner man med, at over en milliard mennesker er overvaegtige,
og mindst 300 millioner af dem er fede. Fedme og overvaegt
defineres ud fra begrebet Body Mass Index (BMI). BMI ud-
regnes ved, at en persons vaegt i kg divideres med hgjden?.
Hvis man har et BMI mellem 25 og 30 er man overvaegtig,
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mens man klassificeres som fed, hvis man har et BMI over
30. I Danmark skannes det, at ca. 13 procent af den voksne
danske befolkning er fede, hvilket svarer til omkring 350.000
personer.

Udover at overvaegt og fedme kan vaere et kosmetisk pro-
blem, sa er fedme en del af det metaboliske syndrom (MS),
som er en samling af risikofaktorer for diverse livsstilssyg-
domme. De vigtigste er &bleformet fedme, forhgjet blodtryk
og @ndringer i blodparametre sdsom nedsat HDL-koleste-
rol, foragede maengder af triglycerid i blodet samt forhg-

jet blodsukker ved faste. Hvis man har udviklet aebleformet
fedme og dertil har to eller flere af de gvrige risikofaktorer,
lgber man en stor risiko for at udvikle livsstilssygdomme som
type 2-diabetes og hjerte-kar-sygdomme. Alle sygdommene
er forbundet med nedsat livskvalitet og en @get risiko for en
tidlig ded.



Regulering af fedeindtaget

Appetitreguleringen hos mennesker har stor betydning for
tendensen til, at flere bliver fede eller overvaegtige i det mo-
derne samfund. Appetitreguleringen er et meget komplekst
system. | forbindelse med et maltid sendes signaler fra ma-
ven, tarmen og leveren op til hjernens appetitcenter, der be-
handler signalerne og regulerer den harfine balance mellem,
hvor meget vi spiser, og hvor meget energi vi forbraender.
Signalerne kan veere flere forskellige hormonlignende stoffer,
som udskilles i blodet og derved aktiverer nervebaner i hjer-
nens appetitcenter. Systemet er udviklet gennem evolutionen
over titusinder af ar — det vil sige i tider, hvor mad ikke altid
var let tilgaengelig, og hvor risikoen for sult altid var til stede.
Derfor er der meget, der tyder pa, at appetitreguleringen
snarere er optimeret til at lagre overskydende energi i form
af fedt i perioder med overskud af mad og energi, frem for
at beskytte kroppen mod fedme. Dette faktum i kombina-
tion med at vi spiser mere energiholdig mad og motionerer
mindre, menes at vaere de primaere arsager til den aktuelle
fedmeepidemi.

Forskergrupper verden over forsgger at afdaekke patofysio-
logien bag udvikling af fedme. Et fokusomrade er studier af
samspillet mellem mange vigtige signalstoffer, som indgar

i appetitreguleringen hos mennesker. Man forsgger bl.a. at
opklare, hvilke signalstoffer der dannes hvornar, og hvad den
eksakte funktion af de forskellige signaler er. | studierne ind-
gar anvendelsen af fede rotter og mus, hvis fedme er udvik-
let ved at give dem et hgjt indhold af fedt i foderet. Fra stu-
dier af mennesker ved man, at et hgjt fedtindhold i kosten
gger den indtagne energimangde ved et maltid.

Vi har iszer undersggt betydningen af et af signalmoleky-
lerne, oleoylethanolamid (OEA), som dannes i tarmen i for-
bindelse med indtagelse af et maltid. OEA er et anorektisk
lipidhormon med en fedtsyrelignende struktur. Det dannes

i tarmcellerne og virker lokalt ved at aktivere vagusnerven,
som sender information fra tarmen op til hjernen. Dyrefor-
s@g har vist, at hormonet kan haemme fadeindtagelsen.

Hormonet oleoylethanolamid (OEA) dannes lokalt i tarmene.
Studier med rotter har vist, at indgift af syntetisk OEA

farer til nedsat fadeindtag. Hvis hormonet virker
pé samme made hos mennesker, vil man
sandsynligvis kunne udvikle et laegemiddel
til behandling af fedme.

OEA OG POTENTIELLE LAGEMIDLER

OEA dannes ud fra forstadiet N-acylphosphatidyle-
thanolamin, hvilket sker ved en eller flere enzymatiske
reaktioner i tarmcellerne. OEA nedbrydes lokalt i tarm-
cellerne af et eller flere hydrolytiske enzymer. Derfor
er koncentrationen af OEA relativ lav i tarmen (pmol/g
vaev), og man regner med, at OEA virker lokalt i teet
forbindelse med, at det dannes.

Pa cellulaert plan virker OEA inde i cellerne ved at ak-
tivere en transkriptionsfaktor kaldet PPARa, som ved
aktivering pavirker signaleringen fra tarmen via vagus-
nerven til hjernen hos rotter.

Det vides endnu ikke, om OEA fungerer pa samme
made hos mennesker. Hvis OEA virker tilsvarende hos
mennesker, og hvis man kan udvikle kemiske stoffer,
der haammer nedbrydningen af OEA i tarmvaevet, vil
man sandsynligvis kunne udvikle et laegemiddel til be-
handling af fedme.
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Koncentrationen af OEA i tarmen (pmelig vaev)

EFFEKTEN AF FEDTHOLDIG KOST
PA OEA-NIVEAUET | TARMEN

Olivenalie

45 E% fedt

Studier i rotter

Vi har undersggt effekten af lokalhormonet via indgift af
syntetisk OEA til rotter. Indgiften er enten sket ved indsprgjt-
ning i doser pa 10-30 mg pr. kg kropsvaegt, ved at blande
stoffet i foderet svarende til 100 mg pr. kg kropsvaegt eller
via sondefodring med hormonet i maengder pa 10-100 mg
pr. kg kropsvaegt.

Uanset den anvendte metode farer indgiften af OEA bade
til nedsat fedeindtag og nedsat veegtforagelse. Ved faste
falder niveauet af OEA i tarmen, mens det normaliseres ved
genfodring af rotterne. OEA er derfor et af mange "maet-
hedssignaler”, der dannes i tarmen, og som via vagusnerven
bidrager til styring af fornemmelsen for sult og maethed i
hjernens appetitcenter.

Rotter er natdyr, som jager og spiser deres sma, men hyp-
pige maltider, nar det er markt. Virkningsmekanismen for
OEA’s appetitheemmende effekt er, at den forlaenger tids-
intervallet mellem to pa hinanden falgende maltider. Derfor
spiser rotterne mindre i lgbet af natten, nar de behandles
med hormonet.

Vi har fundet, at fodring af voksne rotter med en fedtholdig

Sajlediagrammet viser
niveauet af OEA i tarmveevet
fra rotter, som enten er fodret
med rottefoder indeholdende
13 energiprocent fedt eller
med rottefoder iblandet
forskellige spiseolier og et
fedtindhold pa 45 energi-
procent. Hajere fedtindhold i
foderet reducerer maengden
af hormonet, som signalerer
meaethed. | typisk dansk kost
udger fedtet 30-35 procent af
J energiindholdet.

ldselolie

kost, hvor 45 procent af energien kommer fra fedt, saenker
niveauet af OEA i tarmen, uanset hvilken fedttype foderet in-
deholder. Niveauet af hormonet i tarmen er betydeligt lavere
end hos rotter, som har faet almindeligt rottefoder med en
fedtenergiprocent pa 13. Det betyder, at et gget fedtindtag
via kosten reducerer OEA-niveauet i tarmen, og i teorien vil
det stimulere til at indtage mere fgde. Dette kan vaere en af
de virkningsmekanismer, hvorved et gget fedtindtag via ko-
sten kan fremme forekomsten af fedme.

Mindre fedt i maden

Indledende forsgg med rotter har vist, at faldet i niveauet af
OEA i tarmvaevet i stigende grad sker, nar fedt udger 20-45
procent af foderets samlede energiindhold. Til sammenlig-
ning udger fedt 30-35 procent af energien i en typisk dansk
kost. At niveauet af lokalhormonet i tarmen er omvendt pro-
portionalt med maengden af fedt i kosten, betyder, at selv en
lille seenkning af fedtmaengden i den danske kost potentielt
set vil @ge niveauet af OEA i tarmen og have gavnlig effekt
pa folkesundheden i form af nedsat fadeindtag og dertilhg-
rende vaegttab.

Cand.scient. Thi Ai Diep er ph.d.-studerende pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi

Ph.d. Andreas Artmann er Director of In Vivo Pharmacology ved Action Pharma A/S

Stud.pharm. Niels W. Andersen er specialestuderende pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
Dr.pharm. Steen Honoré Hansen er professor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi

Dr.scient. Harald S. Hansen er professor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
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Vaccination er en af de storste succeshistorier inden
for moderne medicin. Dedelige sygdomme som kop-
per og polio er af WHO erkleret for udryddet, og
flere andre sygdomme er ikke laengere en trussel mod
folkesundheden takket vaere effektive bgrnevaccinati-
onsprogrammer. Det til trods er der stadig mange infek-
tionssygdomme, som vi ikke kan vaccinere imod. Men
nu har helt nye gennembrud i forstaelsen af, hvordan
immunsystemet bekamper infektionssygdomme, givet
os viden til at kunne designe og skraeddersy nye og for-

bedrede vacciner mod de infektionssygdomme, hvor vi
i vaccinationsgjemed hidtil er kommet til kort.

Af Pernille Nordly, Else Marie Agger, Hanne Marck Nielsen
og Camilla Foged

Mange infektionssygdomme sasom malaria, tuberkulose og
respiratoriske infektioner (fx influenza og streptokokker) er
pa verdensplan skyld i massevis af dedsfald hvert ar. Derfor
forskes der i at udvikle nye vacciner mod disse sygdomme
eller forbedre allerede eksisterende vacciner. Moderne vac-
ciner (subunit-vacciner) er baseret pa udvalgte komponenter
(antigener) fra den sygdomsfremkaldende mikroorganisme.
Det er muligt at producere disse komponenter i en meget
hej renhedsgrad, hvilket bevirker, at de ikke udger nogen
sikkerhedsrisiko for mennesker i modsaetning til tidligere ti-

ders vaccination med levende mikroorganismer. Den hgje

renhedsgrad betyder imidlertid, at komponenterne ikke er i
stand til at aktivere immunforsvaret og tilkalde og aktivere
de celler, som saetter kroppens immunforsvar i gang. Derfor
kombineres antigenerne oftest med et eller flere hjaelpestof-
fer, der kan aktivere immunsystemet. Disse hjaelpestoffer kan
enten vaere deliverysystemer, fx nanopartikler, der afleverer
antigenet til immunsystemet pa den rette made, eller im-
munpotensatorer, der stimulerer eller modulerer aktiveringen
af et beskyttende immunrespons. Tilsammen kaldes disse
hjeelpestoffer en adjuvans, som kommer af det latinske ord
adjuvare, der betyder at hjeelpe.

| et samarbejde mellem Kagbenhavns Universitet og Statens
Serum Institut arbejdes der pa udvikling af effektive vaccine-
adjuvanser baseret pa positivt ladede nanopartikler af lipider,
kaldet liposomer. Disse liposomer bestar af det kationiske

og overfladeaktive stof dimethyldioctadecylammoniumbro-
mid (DDA) og immunpotensatoren trehalosedibehenat (TDB).
Dette adjuvanssystem kaldes CAFO1 og har vist sig meget
effektivt og sikkert i dyreforsag, og i ar testes det for farste
gang i mennesker i forbindelse med en tuberkulosevaccine.
Formalet med det nuvaerende projekt er at justere og skraed-
dersy dette adjuvanssystem til vacciner mod flere forskelli-
ge sygdomme. Ideen er farst at malrette adjuvansen til brug
i vacciner mod bl.a. klamydia, streptokokker og influenza,
men pa leengere sigt forventes det, at den nye adjuvans ogsa
kan bruges i vacciner mod andre sygdomme.

Moderne subunit-vacciner bestar typisk af tre komponenter: &) Et eller flere antigener der giver et specifikt immunsvar

over for en bestemt mikroorganisme. Antigener kan vaere proteiner; peptider eller DNA. © Et deliverysystem, ofte en

partikelstruktur, der kan praesentere og aflevere antigener pd rette vis til immunforsvaret. @ En immunpotensator som

modulerer eller stimulerer et immunrespons mod antigenet. Tilsammen kaldes deliverysystemet og immunpotensatoren

for en adjuvans.

DET FARMACEUTISKE FAKULTET, KOBENHAVNS UNIVERSITET
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Skraeddersyede vacciner
Forskellige former for infektioner skal
bekaempes forskelligt af kroppens im-
munsystem. Immunsystemet benytter
to overordnede principper for at komme
af med sygdomsfremkaldende bakterier eller
vira: 1) antistoffer, der direkte binder til bakterien
eller virussen og eliminerer den og/eller 2) celler, der
aktiverer andre dele af immunsystemet til at eliminere syg-
domsramte celler. De f& adjuvanser, der markedsfares i dag,
aktiverer kun dannelsen af antistoffer. Derfor er der brug for
adjuvanser, der ogsa kan inducere et cellulzert respons, hvor
forskellige immunceller bliver aktiveret (fx mod tuberkulo-
se, influenza og AIDS). Vaccinerne skal netop malrettes, sa
de kan inducere forskellige typer immunrespons karakteri-
seret ved aktivering af forskellige typer celler. Hypotesen er,
at vi kan skraeddersy adjuvanssystemet ved at inkorporere
nogle ekstra komponenter i liposomstrukturerne, sa det kan
benyttes i en raekke forskellige vacciner. Det vil medfare, at
immunsystemet vil reagere med et respons, der egner sig til
eliminering af en given sygdomsfremkaldende mikroorganis-
me. Disse komponenter kaldes immunpotensatorer, da de er
i stand til at potensere (forstaerke virkningen af) den made,
som immunsystemet reagerer pa.

Immunpotensatorer

Immunpotensatorer er sdkaldte pathogen-associated mo-
lecular patterns (PAMPs), dvs. strukturer, der er unikke for
sygdomsfremkaldende mikroorganismer, og som immunsy-
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1

Vaccineformuleringerne er testet i mus med et model-
antigen. Der blev observeret et meget hgjere immunre-
spons i de mus, der blev vaccineret med den optimerede
formulering af vaccinen end i de mus, der blev vaccineret
med vaccinen for optimering.
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Illustration af DDA/TDB-
liposomer med
immunpotensator

og antigen.

stemet genkender som fremmede og

farlige. Det kunne fx vaere komponen-
ter fra bakteriers cellevaeg eller arvemateriale fra

vira (dobbeltstrenget RNA). Vi har screenet flere immunpo-
tensatorer, blandt dem Poly IC, som er et syntetisk dobbelt-
strenget RNA. Ved at benytte Poly IC kan vi fa immunsyste-
met til at reagere "kunstigt”, som hvis det havde set virus.
Vores forelgbige resultater viser, at ved at tilsaette dette RNA
til vores nanopartikler induceres der i mus et immunrespons
karakteriseret ved aktivering af en bestemt type celler, kaldet
cytotoksiske T-lymfocytter. Disse celler er helt essentielle for
at bekaempe visse sygdomme som fx AIDS og tuberkulose.
Det er planen, at denne nye adjuvans skal testes som en del
af en influenzavaccine i dyremodeller.

Formulering af vacciner med
immunpotensatorer

Et vigtigt aspekt i udviklingen af vacciner er selve formule-
ringen (dvs. design og fremstilling) af vaccinerne. Formule-
ringen af vacciner er essentiel og har stor betydning for en
lang raekke faktorer, heriblandt for den kemiske og fysiske
stabilitet af vacciner, for hvordan antigener og immunpoten-
satorer praesenteres for immunforsvaret og for evt. bivirknin-

Immunrespons

Fer optimering Efter optimering



ger og er dermed afggrende for, om vaccinerne virker efter
hensigten eller ej. Det er vigtig at opna en stabil vaccine, der
har betydelig holdbarhed, s& den kan transporteres til fjerne
dele af verden, uden at der sker nedbrydning eller sammen-
klumpning (aggregering), der kan medfgre aendringer i vac-
cinens virkningsgrad.

Formuleringsdesignet er meget vigtigt for at inducere et
godt immunrespons. En af de adjuvanser, som vi arbejder pa,
var i begyndelsen meget ustabil, og der blev dannet store
aggregater, nar immunpotensatoren blev tilsat. Den var dog
i stand til at inducere et immunrespons. Men ved at opti-
mere fremstillingsmetoden er adjuvansen blevet forbedret,
saledes at der nu induceres et immunrespons, der er mange
gange hgijere end fgr optimering af formuleringen (se ill. side
20). Ved at optimere formuleringen blev det ogsa muligt at
tilseette en hgjere maengde af immunpotensatoren end tidli-
gere, da dannelsen af store aggregater saledes undgas. Efter
optimeringen var der ikke laengere aggregater tilstede i vac-
cineformuleringen, og indtil videre ser det ud til, at den er
stabil i keleskab i minimum tre maneder.

Formulering pa molekylaert plan

For at kunne malrette og optimere vacciner er det vigtigt

at forsta, hvordan vaccineformuleringen ser ud pa moleky-
lert plan. Nanopartikler, i dette tilfaelde liposomer blan-

det med immunpotensatorer, udger komplicerede struktu-
rer, og der kraeves avancerede karakteriseringsteknikker for
at undersgge og forstd deres opbygning. Vigtige parametre
at karakterisere er i denne forbindelse fysisk-kemiske egen-
skaber sa som partikelstarrelse, overfladeladning, lipidernes
smeltepunkt (faseovergangstemperatur) og deres tredimen-
sionelle struktur. Det er vigtigt at forsta disse egenskaber for
at kunne optimere selve designet og fremstillingen af vacci-
nerne, sa der kan opnas en effektiv, stabil og reproducerbar
vaccineformulering med faerrest mulige bivirkninger.

De fysisk-kemiske egenskaber er ikke kun vigtige for formu-
leringen af vaccinen, men de har ogsa betydning for induk-
tion af et immunsvar. Fx viser forskning, at liposomer skal
have en faseovergangstemperatur over den normale krops-

Der er synlig forskel pa adjuvansformuleringen fer og
efter optimering. Far optimeringen ses tydelige aggrega-

ter i en uhomogen suspension, mens der efter optimering

ses en ensartet maelkehvid formulering.

temperatur pa 37 °C for, at de virker mest effektivt som vac-
cineadjuvanser.

Overfladeladningen af liposomerne har ogsa betydning, da
positive ladede partikler lettere vil kunne interagere med de
negativt ladede celler i immunsystemet og dermed fremme
et immunrespons.

Rationelt design

Vores forelgbige resultater tyder pa, at det er muligt at lave
skraeddersyede vacciner ved inkorporering af forskellige im-
monopotensatorer i liposomerne gennem et rationelt for-
muleringsdesign. Ydermere viser resultaterne, at formule-
ringsdesignet og fremstillingsmetoden af liposomer med
immunpotensatorer ikke blot er vigtig for at opna en stabil
vaccineformulering, men ogsa for at inducere et hgjt im-
munsvar. Det er altsa ikke tilstraekkeligt bare at blande de
forskellige vaccinekomponenter sammen i et mix pa samme
made som tidligere, hvor adjuvansen blev betegnet som
"The Immunologist’s dirty little secret”. Derimod er det vig-
tigt at karakterisere og forstd komponenternes fysisk-kemi-
ske egenskaber for at kunne lave en god vaccineformulering.
Det er derfor planen ogsa i fremtidige studier at karakteri-

sere formuleringerne yderligere og analysere interaktionen
mellem adjuvans og antigen, da dette ligeledes forventes at
have betydning for vacciners effektivitet.

Cand.polyt. Pernille Nordly er ph.d.-studerende pd Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
Ph.d. Hanne Mgrck Nielsen er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi

Ph.d. Else Marie Agger er associate director for Afdelingen for Infektionsimmunologi, SSI samt sektionschef for vaccine delivery og formulering

Ph.d. Camilla Foged er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
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Gaboxadol

Efter indtag gennem munden bliver leegemiddelstoffet
gaboxadol transporteret via transporter-proteiner over
tarmens cellemembraner til blodbanen og herfra videre
til hjernen. Mens man leenge har kendt til GABA-trans-
porterer i hjernen, har farst nyere forskning pavist en
transporter for GABA og GABA-analoger som gaboxa-
dol i tarmvaeggen.

Af Mie Larsen, Rene Holm, Klaus Gjervig Jensen,
Birger Brodin og Carsten Uhd Nielsen

Langt de fleste laeegemidler indtages gennem munden, hvor-
efter de bevaeger sig ned gennem mave-tarm-kanalen. Hidtil
har man troet, at naesten alle laegemiddelstoffer blev opta-
get fra mave-tarm-kanalen ved passiv diffusion over tarme-
pithelet. Imidlertid har det vist sig, at mange laegemiddel-
stoffer bliver absorberet via aktive membran-transporterer.
Membrantransportarer er transportproteiner, der findes i epi-
thellaget i tarmen for at optage naeringsstoffer fra faden og
fare dem over i blodet.

Laegemiddelstoffer, der har samme struktur som naerings-
stofferne aminosyrer og peptider, kan optages via forskellige
aminosyre- og peptid-transporterer. Leegemiddelstoffet ga-
boxadol ligner gamma-aminosyrer som neurotransmitteren
GABA (se ill. side 23). Gaboxadol har ved fysiologiske pH-
veerdier en positivt ladet aminogruppe og en negativ ladet
3-isoxazolol enhed, som minder om en syregruppe.

Nar et laegemiddelstof absorberes fra tarmen til blodet via en
aktiv membrantransporter, sker det ved at laegemiddelstof-
fet binder sig til en lomme i membrantransportgren. Derefter
a&ndrer membranproteinet facon og bringer laegemiddelstof-
fet gennem cellemembranen. Denne form for aktiv trans-
port er forskellig fra passiv diffusion, fordi den er maetbar,
dvs. den har en maksimal kapacitet. Desuden kan der opsta
konkurrence mellem forskellige substrater og inhibitorer ved
membrantransportgrens bindingssted, dvs. der kan ske en
haemning af transporten.

Gaboxadol absorberes via den proton-koblede
aminosyretransportar 1, PAT1

I menneskers tarm findes en proton-koblet aminosyretrans-
porter, der kaldes PAT1. Transportaren sidder i de yderste

LEGEMIDDELFORSKNING - 2009

tarmceller i den membran, der vender ind mod tarmlumen
(se ill. side 23), hvor den kan optage sma neutrale aminosy-
rer fra faden, fx glycin, prolin og alanin. Men transportaren
kan ogsa optage aminosyre-lignende stoffer som osmolytter-
ne sarcosin, betaine og taurine samt laegemiddelstofferne D-
cycloserine, vigabatrine og neurotransmitteren GABA. PAT1
er en proton-koblet transporter, hvilket betyder, at den ogsa
flytter en proton hen over cellemembranen, hver gang den
transporterer et aminosyre-lignende stof. Proton-koblingen
er speciel for PAT1, da de fleste andre aminosyretransporte-
rer og andre transportgrer for neurotransmittere er koblet til
natrium- eller chloridioner.

| Caco-2 celler (en cellekultur af tarmceller) er det vist, at
gaboxadol binder til og transporteres af PAT1. Transporten
af gaboxadol hen over tarmcellerne er blevet karakterise-

ret grundigt for at bevise translokationen/overflytningen via
PAT1 og for at undersgge, om der var andre aminosyretrans-
porterer involveret i absorptionen af gaboxadol. Det viste sig,
at uden en tilstedevaerende proton-gradient over cellelaget
var der naesten ingen gaboxadol-transport — og netop denne
proton-kobling peger pa, at gaboxadol hovedsagelig bliver
transporteret via PAT1.

Plasmakoncentration af gaboxadol

Nar laegemiddelstoffer som gaboxadol er kommet over epi-
thelets farste cellemembran (se ill. side 23) og ind i tarm-
cellerne, er det naeste trin at komme over den bagerste
cellemembran og over i blodbanen. Derefter bliver laegemid-
delstoffet fordelt i kroppen. Man ved endnu ikke, hvordan
gaboxadol kommer over den naeste cellemembran, for PAT1
sidder kun pa den luminale side af cellerne. Men det kan
teenkes, at det sker via en anden aminosyretransporter. Nar
gaboxadol bliver absorberet og findes i blodet, er det for-
holdsvis let at male, hvordan maengden af laegemiddelstof-
fet i blodet aendrer sig med tiden. Man kan tage blodpraver,
analysere dem og derefter tegne en plasmakoncentrations-
profil. Den sorte kurve i diagrammet pa side 24 viser plasma-
koncentrationsprofilen af gaboxadol i hunde. Hundene har
faet 2.5 mg/kg gaboxadol som en oral oplasning, og deref-
ter tager man blodpraver fra hundene gennem 6 timer. Med
en plasmakoncentrationsprofil kan man fglge gaboxadolmo-
lekylernes fordeling i hundens kredslgb.
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Strukturen af GABA, gaboxadol og
L-tryptofan.

GABA-TRANSPORTORER SIDDER

IKKE KUN I CNS

I hjernens neuroner og gliaceller sidder nogle mem-
brantransporterer, der sgrger for at regulere maeng-
den af neurotransmitteren GABA i synapseklgften
mellem nervecellerne. Den frie maengde GABA er vig-
tig for kommunikation mellem nerveceller og er med
til at styre hjernens funktion. Der er forsket meget i
disse humane GABA-transporterer (GAT), som hed-
der GAT-1, GAT-2, GAT-3 og BGT-1. De forekommer
hovedsagelig i CNS, og derfor taenker man ofte pa
GABA-transportgrer som vaerende GAT-1-3 og BGT-
1. Selvom den proton-koblede aminosyretransporter
PAT1 er af en anden familie, er PAT1 ogsa en GABA-

transporter. PAT1 er indtil videre bedst karakteriseret

i tarmen hos mennesker, hunde og rotter, men det Laegemiddelstoffet gaboxadol indtages gennem munden, bliver absor-
er pavist, at PAT1 ogsa forekommer i CNS i neuroner. beret via aminosyretransportaren i tarmen, hvorefter det bliver fort via
PAT1 kan vise sig at veere vigtig for oral drug delivery blodbanen til hjernen, hvor det skal udfere sin virkning. Figuren seetter
af GABA-lignende lzegemiddelstoffer, som vi har set fokus pa den proton-koblede aminosyretransporter 1, PAT1, som medierer

det med gaboxadol.

den intestinale absorption af gaboxadol.
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Den gennemsnitlige plasmakoncentration
af gaboxadol i hunde efter oral administra-
tion af 2.5 mg/kg gaboxadol (sort kurve).
Plasmakoncentrationen af gaboxadol nar
hundene samtidig fik 2.5 mg/kg gaboxadol
og 2.5-150 mg/kg L-tryptofan (TRP) (farvede
kurver).

Absorption: nar koncentrationen stiger i
den farste halve time efter indtag, er det
fordi gaboxadol bliver absorberet.
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Fordeling, absorption og elimination:
Nar kurven topper, er det fordi laegemiddel-
stoffet bliver fordelt i kroppen pa hunden,
og den mangde, der fordeles og udskilles,

Elimination: | den sidste del af plasmapro-
filen regner man med, at alt gaboxadol er
optaget, og nu ser man, at koncentrationen
falder, fordi laegemiddelstoffet udskilles fra

er lig med den maengde, der absorberes.

PAT1-inhibitoren L-tryptofan haemmer absorptio-
nen af gaboxadol

Ved at give hundene stigende maengder af aminosyren L-
tryptofan samtidig med oplgsningen af gaboxadol, ser man
pa plasmaprofilen, at absorptionen af gaboxadol sendres (de
farvede kurver i ovenstdende diagram). Grunden til, at ab-
sorptionen andres, er, at gaboxadolen nu konkurrerer med
L-tryptofan om at komme ind i cellerne gennem transporte-
ren PAT1. Nar koncentrationen af L-tryptofan i den orale op-
lgsning stiger, binder tryptofanen sig i hgjere grad til PAT1-
transportgren og mindsker derved transporten af gaboxadol.
L-tryptofan kan dog ikke hindre absorptionen af gaboxadol
gennem lang tid, fordi L-tryptofan selv bliver absorberet via
andre aminosyretransportarer og forsvinder fra tarmlumen.
Absorptionen af Gaboxadol bliver altsa forsinket. Absorp-
tionen sker sandsynligvis langsommere og lzengere nede i
tarmen pga. konkurrencen med L-tryptofan. Konklusionen
fra forseget er, at gaboxadol i hundene bliver absorberet via
PAT1, og at der er en sammenhang mellem det, der ses i
cellekulturer, og det der ses i hundene. Fra forsgget i hunde
ses det, at man kan aendre plasmakoncentrationsprofilen af
gaboxadol markant ved samtidig at give en PAT1-haemmer

Ph.d. Mie Larsen er adjunkt pd Institut for Farmaci og Analytisk Kemi

hunden. | bade mennesker og hunde udskil-
les gaboxadol hovedsageligt som uomdan-
net stof via nyrerne.

- her L-tryptofan. P& den made kan man sandsynligvis slippe
for eventuelle bivirkninger i forbindelse med hgje plasmakon-
centrationer af gaboxadol, hvorfor en forstaelse af absorpti-
onsmekanismen kan veere til stor fordel for patienterne.

Gaboxadol skal fordeles til hjernen

Bade neurotransmitteren GABA og gaboxadol kan blive ab-
sorberet fra tarmen til blodet via PAT1 i mennesker. Begge
stoffer er agonister til GABA-receptorer, der findes i cen-
tralnervesystemet (CNS). GABA4-receptorerne, er involveret
i haemmende signaler mellem neuronerne i hjernen. Derfor
har gaboxadol vaeret undersggt som laegemiddelstof til be-
handling af bla. smerte, epilepsi og sgvnlashed. Gaboxadol
ma altsa passere den taette blod-hjerne-barriere for at kom-
me ind i hjernen, far det kan have en effekt.

Det har lenge vaeret en gade, hvordan laeegemiddelstoffet
blev transporteret hele vejen fra tarmen til hjernen. Nu har
man lgst en del af gaden; nemlig hvordan det kommer fra
tarmen til blodet. Men hvordan gaboxadol kommer fra blo-
det over blod-hjerne-barrieren til hjernen, vides endnu ikke
med sikkerhed.

Ph.d. Rene Holm er afdelingsleder for Department of Preformulation, H. Lundbeck A/S
Ph.d. Klaus G. Jensen er associate director for Drug ADME Research, H. Lundbeck A/S

Ph.d. Birger Brodin er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi

Ph.d. Carsten Uhd Nielsen er lektor p Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
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Nye

analyseme%

viser laegemidlers
fordeling i blodet

Laegemidler kan cirkulere frit i blodbanen eller binde
sig til proteiner i blodet. Omfanget af proteinbindingen
kan have stor betydning for bade virkningen og bivirk-
ningerne. Metalholdige lzegemidler, som anvendes til
kemoterapi, har stor affinitet for proteiner. Derfor ud-
vikler vi nye hgjfalsomme analysemetoder, som kan be-
stemme maengden af frit og proteinbundet lazegemiddel
i blodet.

Af Charlotte Maller, Bente Gammelgaard, Helle Risz Hansen
og Stefan Stirup

Mange former for kraeft behandles i dag med laegemidler,
som indeholder grundstoffet platin. | Europa er der god-
kendt tre platinholdige laegemidler: cisplatin, carboplatin og
oxaliplatin. Cisplatin er effektiv i behandlingen af fx testikel-
kraeft, men der er mange andre kraeftformer, for hvilke virk-
ningen er begraenset, eller hvor patienten udvikler resistens
under behandlingen. Hertil kommer, at kemoterapi har man-
ge bivirkninger sdsom nedsat immunforsvar, hartab, kvalme,
treethed og i nogle tilfaelde nyreskader, nedsat herelse og
nervebeskadigelse. Derfor forskes der i udviklingen af nye
lzegemidler med bedre effekt og feerre bivirkninger.

Kemoterapi

De fleste laegemidler, som anvendes til kemoterapi, indgives
intravengst, dvs. direkte i blodbanen. | blodet kan lsegemid-
let binde sig til proteiner, og maengden af frit leegemiddel-
stof kan dermed blive reduceret kraftigt. Konsekvensen af,

at det platinholdige laegemiddel binder til proteiner i blo-
det, er ukendt. Pa den ene side kan proteinbinding vaere en
made effektivt at transportere laegemidlet hen til kraeftceller-
ne, men pa den anden side kan bindingen til proteiner ogsa
haemme optaget af laegemiddelstoffet i kraeftcellerne. For at
cisplatin kan udgve sin effekt, skal stoffet optages i kraeftcel-
len og traenge ind i cellekernen, hvor cisplatin binder sig til
DNA. Nar det sker, bgjes DNA'et, hvilket hindrer replikation
af cellen. Til sidst der kreeftcellen.

| udviklingen af nye laegemidler er det vigtigt at undersagge
maengden af frit og proteinbundet laegemiddelstof. For at
kunne bestemme dette, ma man rade over analysemetoder,
som kan separere det frie og det proteinbundne lzegemid-
delstof — selv i meget lave koncentrationer. Vi har udviklet en
velegnet analysemetode, som kan adskille og derpa bestem-
me koncentrationen af det frie og det proteinbundne laege-
middelstof. Teknikken er baseret pa kobling af separations-
metoden kapillarelektroforese (CE) og detektionsmetoden
induktivt koblet plasma-massespektrometri (ICP-MS). Den
koblede metode kaldes CE-ICP-MS.

Fordelen ved ICP-MS er, at man kan detektere laegemidler,
som indeholder metaller i meget lavere koncentrationer, end
det er muligt at bestemme med UV- detektion. Fglsomhe-
den ved ICP-MS-detektion er typisk tusind gange bedre end
med UV-detektion. Det betyder, at man kan detektere platin
i koncentrationer pa helt ned til nanogram pr. milliliter. ICP-
MS giver ogsa mulighed for at analysere forskellige cellefrak-
tioner, hvor koncentrationen af platin er meget lav og prove-
voluminet er begraenset.
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CE-ICP-MS

ICP-MS
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Plasma

Massespekirometer

Ved kapillarelektroforese (CE) adskilles frit laegemiddelstof, her carboplatin, fra proteinbundet laegemiddelstof. Efter adskillelsen sendes

fraktionerne hver for sig ind i massespektrometret, hvor praven atomiseres og ioniseres (ICP-MS). Ved at male platinindholdet i de adskilte

fraktioner, kan forholdet mellem bundet og frit legemiddelstof bestemmes.
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Sekunder

Elektroferogrammet viser separation af frit og proteinbundet carbo-

platin efter forskellige inkubationsperioder. Malinger efter forskellige

inkubationsperioder kan bruges til at beregne hastighedskonstanten

for bindingen af carboplatin til albumin.

LEGEMIDDELFORSKNING

Kapillarelektroforese (CE) er en separationsmetode,
hvor en blanding af analytter adskilles pa baggrund af
deres ladning og sterrelse. Det gares ved at laegge en
spaending pa 10-30kV hen over et kapillar — et tyndt rgr
— hvori der er en buffer. Praven injiceres i kapillaret, og
de ladede analytter vil bevaege sig mod elektroden med
den modsatte ladning. Sma molekyler bevaeger sig hur-
tigere end de stgrre molekyler, da sma ioner mgder min-
dre friktion i bufferen. Neutrale molekyler pavirkes ikke af
det elektriske felt, men traekkes med hen mod elektroden
med det elektroosmotiske flow, som opstar pa grund af
ladningsforskellen mellem kapillaroverfladen og bufferen.
Neutrale molekyler kan derfor ikke adskilles med denne
form for CE. Kapillaret, som anvendes til CE har en indre
diameter pa 50pum, og med denne teknik kan man analy-
sere et prgvevolumen pa fa nanoliter.

ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrome-
try) er en detektionsmetode, hvor stofferne detekteres ud
fra deres indhold af metaller. Praven fares ind i et argon-
plasma, som er ca. 8000 °C varmt. Alt organisk materiale
braendes af og efterlader kun metalioner. Ved analysen af
fx carboplatin dannes der platinioner, som efterfglgende
kan detekteres med massespektrometret.

CE-ICP-MS er en kobling af de to metoder. Ved kapillar
elektroforese adskilles blandingen af stoffer, i dette til-
faelde separeres det fri leegemiddel fra det proteinbund-
ne laegemiddel. De adskilte stoffer fares videre til mas-
sespektrometret, hvor indholdet af platin bestemmes.
Forlgbet vises i et elektroferogram, hvor platinsignalet ses
som funktion af tiden.




Maling af proteinbinding

Hastigheden, hvormed lzegemidlet bindes til et protein, kan
undersgges ved at inkubere cisplatin og proteinet ved 37 °C
for at simulere fysiologiske betingelser. Efter forskellige inku-
bationsperioder, udtages der prgver, som analyseres. Dermed
kan vi se, hvor meget frit cisplatin der er, samt hvor meget af
stoffet, som er bundet til proteinet. Ved at anvende data fra
alle inkubationsperioder kan vi beregne hastighedskonstan-
ten for bindingen af cisplatin til proteinet.

CE-ICP-MS kan ogsa bruges til analyse af platinholdige lae-
gemidler i mere komplicerede systemer som blodplasma. Her
viser vore undersggelser, at carboplatin ikke i udstrakt grad
bindes til proteiner eller andre stoffer i blodplasma. Carbo-

platin findes altsa overvejende frit i blodplasmaet, og efter
inkubation i 48 timer er 65 procent af den totale maengde
carboplatin frit. Den resterende del er bundet til albumin,
som er det hyppigst forekommende protein i blodet. Til sam-
menligning vil cisplatin hurtigt binde til albumin og allerede
efter 6 timer er 85 procent af den totale maengde cisplatin
bundet til albumin. Forskellen mellem de to laegemidler har
betydning for deres omsaetning og udskillelse af kroppen, og
dermed for den dosis man kan give.

Der arbejdes konstant pa at udvikle nye forbedrede lzege-
midler til behandlingen af kraeft, men det er en lang og svaer

proces, og succesraten er lav. Gode og fglsomme analyseme-
toder kan understgtte udviklingen af fremtidens laegemidler.

Cisplatin slar kraeftceller ihjel ved at binde sig til DNA i
cellekernen og hindre cellens replikation. | blodbanen kan
cisplatin danne komplekser med proteiner i blodet, og ef-
fekten heraf er ukendt. Maske kan proteinbindingen age
transporten af cisplatin hen til kreftcellerne, men det er ogsa
muligt, at proteinbindingen haemmer optaget af cellegiften i
kreeftcellerne.

Cand.scient. Charlotte Mgller er ph.d.-studerende ved Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
Ph.d. Bente Gammelgaard er lektor ved Institut for Farmaci og Analytisk Kemi

Ph.d. Helle Risz Hansen er lektor ved Institut for Farmaci og Analytisk Kemi

Ph.d. Stefan Stdrup er lektor ved Institut for Farmaci og Analytisk Kemi

DET FARMACEUTISKE FAKULTET, KOBENHAVNS UNIVERSITET 27




28

Elektrokemi til

karakterisering
og kvantitativ analyse
af leegemiddelstoffer

Det er af afgarende betydning for at laagemiddelstoffer
kan optages i kroppen, at de er egnede til at indga i en
formulering - fx en tablet. Leegemiddelstofoptagelse,
fordelingen af leegemiddelstoffet i kroppen, nedbryd-
ning og endelig udskillelse af kroppen kan forudsiges
ud fra en raekke fysisk-kemiske parametre.

Af Henrik Jensen, Maria A. Deryabina, Steen Honoré Hansen
og Jesper Dstergaard

Igennem de seneste dr har vi pa Institut for Farmaci og Ana-
lytisk Kemi udviklet nye metoder baseret pa elektrokemi til
fysisk-kemisk karakterisering af laegemiddelstoffer. Meto-
derne er specielt velegnede til at beskrive ladede laegemid-
delstoffers fordeling ind i lipofile (fedtelskende) miljger samt
til studier af laegemiddelstoffernes vekselvirkninger med hhv.
lipofile og hydrofile kompleksbindere. Undersggelser viser
0gsa, hvordan en potentialforskel pa dramatisk vis kan pa-
virke fordelingsforholdene. Endelig har vi vaeret i stand til at
miniaturisere metoden, sa vi kan analysere ganske fa mikro-
liter (1 mikroliter = 10 L) prave. Det miniaturiserede format
har ogsa vist sig velegnet som en ekstremt falsom detekti-
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onsteknik, idet vi har demonstreret detektion af stoffer i en
koncentration pa fa nanomolaer (1 nanomolaer = 1 nM =
10° mol L).

To-fasesystem

Potentielle nye leegemiddelstoffer bliver i ferste omgang te-
stet for deres evne til at binde til specifikke sygdomsrelate-
rede receptorer. Leegemiddelstofoptagelse, fordelingen af
laegemiddelstoffet i kroppen, nedbrydning og endelig udskil-
lelse er bl.a. bestemt af en raekke fysisk-kemiske parametre
som fx oplgselighed, pK.-vaerdi, fordelingskoefficient (log P)
og kompleksbinding.

Fordelingskoefficienten kan bestemmes ved at se pa forde-
lingen ved ligevaegt af laegemiddelstoffet i et to-fasesystem
bestdende af en vandfase og en oliefase. Denne metode er
velkendt og meget anvendt for neutrale stoffer, men for la-
dede lzegemiddelstoffer er den problematisk. Det skydes, at
det ikke er muligt at ekstrahere enkelte ioner, da der altid vil
vaere modioner tilstede for at sikre elektroneutralitet. Med
den elektrokemiske teknik kan det imidlertid lade sig gare,
da vi med ngje udvalgte elektroder kan danne en kompen-
serende ladning og derved sikre elektroneutraliteten. | alt



Elektrokemisk celle med tilharerne cellediagram.

Platin-
elektroder

anvendes 4 elektroder: to elektroder bruges til at etablere en
spaendingsforskel mellem de to faser, og to elektroder sikrer
elektroneutralitet i hhv. vand- og oliefasen.

Cyklisk voltammetri

| vores eksperimenter bestar “oliefasen” af 1,2-dichlorethan
(1,2-DCE). | et typisk eksperiment varieres spaendingsforskel-
len linegert over tid, samtidig med at ionstrammen males.
Farst varieres signalet linezert i positiv retning, hvorefter po-
tentialet varieres i negativ retning tilbage til udgangspoten-
tialet. Denne type eksperimenter betegnes cyklisk voltam-
metri, og resultatet rapporteres i et cyklisk voltammogram
som vist i figur a pa side 30. Det cykliske voltammogram vi-
ser overfarslen af lidokainkationen. Lidokain (svag base) er et
lokalanalgeticum, hvor syreformen (i det fglgende betegnet
LidH*) har en pK,-vaerdi pa 7,9, dvs det fortrinsvist er positivt
ladet ved pH 4,0. Ved lave potentialforskelle ses overfars-
len af negative ioner fra bufferoplgsningen. | midten af po-
tentialvinduet er der et signal stammende fra overfarslen af
LidH* fra vand til 1,2-DCE. Ved hgje potentialer ses signalet
svarende til overfarslen af bufferoplgsningens positivt ladede
ioner fra vand til 1,2-DCE. Nar potentialet varieres linaert til-
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bage til udganspotentialet ses de samme transportprocesser,
blot fra 1,2-DCE til vand. Overfarselspotentialet for LidH* be-
regnes som gennemsnittet af de to toppotentialer i midten
af vinduet. Overfgrselspotentialet svarende til LidH* er pro-
portionalt med fordelingskoefficienten for LidH* og indehol-
der ikke bidrag fra modioner, som det er tilfaeldet med andre
teknikker.

Eksperimentet giver altsa information om LidH* fordelingsko-
efficienten. | eksperimentet er pH-vaerdien af vandfasen fast-
holdt pa 4,0 med en eddikesyrebuffer. @ges pH til en veerdi
taet pa lidokains pK,-veerdi bliver fortolkningen af overfer-
selspotentialerne lidt mere kompliceret. Naermer pH sig 7,9
ma der ogsa tages hensyn til den uladede form af lidokain
(den frie base) som bliver fordelt ind i 1,2-DCE fasen. | prak-
sis betyder det, at det malte overfarselspotential bliver af-
haengigt af pH i vandfasen.

| figur b er vist et sakaldt fordelingsdiagram, hvor overfgr-
selspotentialet er malt som funktion af pH i vandfasen. Ved
lav pH er overfarselspotentialet uathaengig af pH, men ved
pH starre end 6,1 stiger overfgrselspotentialet med pH. Ved
meget hgj pH ses der ikke noget signal, da lidokain er pa
den uladede Lid-form. Linierne i diagrammet viser, hvordan
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lidokain fordeles i vand/1,2-DCE-systemet som funktion af
pH og overfarselspotentialer. For eksempel svarer det gverste
venstre hjarne til betingelser, hvor Lidokain er protoneret og
fordelt ind i oliefasen. Som det ses af fordelingsdiagrammet,
kan en potentialforskel mellem de to faser altsa pa dramatisk
vis pavirke fordelingsforholdene.

Nar laegemiddelstoffer optages i kroppen skal de ofte pas-
sere membraner (fx cellemembraner), hvor der er betydelige
potentialforskelle. Den elektrokemiske metode kan give et
billede af, hvordan disse potentialforskelle kan pavirke for-
delingen og dermed optagelsen af ladede laegemiddelstof-
fer i kroppen.

Lad os se pa eksemplet LidH* ved pH 4,0. Ved en potential-
forskel p& 120 mV er fordelingskoefficienten for LidH* 1. Ved
0 mV er fordelingskoefficienten 0,01, mens den er 100 ved
240 mV! En relativt beskeden andring i potentialforskellen
mellem vaesker kan altsa have en meget kraftig pavirkning
pa fordelingen.

Kompleksbinding

Et andet fanomen, der har indvirkning pa fordelingen, er
kompleksbindere. Man kan bade forestille sig en kompleks-
binding af laegemiddelstoffet i den lipofile samt i den hy-
drofile fase. Cellemembraner og andre lipofile barrierer har i
reglen en heterogen sammensaetning, hvor specifikke veksel-
virkninger (kompleksbinding) i membranen spiller en rolle
for laegemiddelstoftransporten. Vi har anvendt den elektro-
kemiske teknik til at male vekselvirkningen mellem choleste-
rol oplgst i 1,2-DCE og en serie laegemiddelstoffer. Resulta-
terne viste bl.a., at fordelingen af LidH* ind i 1,2-DCE @ges

i tilstedeveerelse af cholesterol, mens fordelingen af Lid ikke
pavirkes af cholesterol. P& lignende vis har vi studeret, hvor-
dan en kompleksbinder i vandfasen pavirker fordelingen.
Som eksempel pa en vandoplgselig kompleksbinder valgte vi
a-cyklodextrin, som har en cyklisk struktur sammensat af 6
glukosemolekyler. Cyklodextriner anvendes bl.a. som tilsaet-
ningsstoffer i laegemidler. Deres saerlige struktur betyder, at
de kan kompleksbinde organiske molekyler; styrken af kom-
pleksbindingen er bl.a. afhaengig af molekylets starrelse. For
a-cyklodextrin kunne vi ogsa observere en effekt pa lege-
middelstoffets fordeling og dermed fa en ide om effekten af
a-cyklodextrin som tilseetningsstof i leegemidler.

Der arbejdes i gjeblikket pa at videreudvikle metoden, sa den
kan anvendes til saerligt sma pravemaengder og til detektion
af ladede laegemiddelstoffer. Strammen svarende til overfars-
len af et ladet laegemiddelstof er nemlig direkte proportional
med koncentrationen af leegemiddelstoffet. Vi har vaeret i
stand til at kvantifisere meget sma koncentrationer af laege-
middelstof (M), sa metoden kan konkurrere med andre fal-
somme detektionsprincipper baseret pa massespektrometri
eller fluorescens.

Maria A. Deryabina er postdoc pa Institut for Mikro- og Nanoteknologi, Danmarks Tekniske Universitet
Dr.pharm. Steen Honoré Hansen er professor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
Ph.d. Jesper @stergaard er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
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GABA-receptoren:

Bedre modeller
— bedre laegemidler

Nye, forbedrede modeller giver grundlag for syntese af
nye leegemidler med mere specifik virkningsprofil.

Af Bente Frolund, Tommy Sander, Henriette Hansen og
Thomas Balle

Det optimale udgangspunkt for udvikling af lzegemidler er et
kendskab til den tredimensionelle struktur af malmolekylet
og de ngdvendige interaktioner mellem laegemiddelstoffet
og malmolekylet, fx en receptor. For de malmolekyler, hvor
den tredimensionelle struktur endnu ikke er kendt, er udvik-
lingen af ligander endnu baseret pa intuition og inspiration
fra tidligere hgstede erfaringer. GABAx-receptoren har laenge
vaeret en af disse.

Pa Det Farmaceutiske Fakultet har vi i en arraekke arbej-

det med at udvikle ligander til GABAa-receptoren. Arbejdet
har fart til syntese og karakterisering af et stort antal stof-
fer for at opna et tilstraekkeligt klart billede af sammenhaen-

gen mellem stoffernes struktur og biologiske virkning. Dette
arbejde har fert til ny indsigt i opbygningen af receptorlom-
men og interaktionen mellem ligand og receptor.

DET FARMACEUTISKE FAKULTET,

GABA-receptorer

GABA (y-aminosmarsyre) er hjernens overordnede haem-
mende signalstof, som daemper aktiviteten af nervecellerne.
Sterstedelen af hjernens nerveceller indeholder receptorer
for GABA, hvilket giver mange muligheder for at gribe ind
med medicin ved defekte signalprocesser. GABA4-recepto-
rerne har vaeret anvendt som terapeutisk mal i mange ar til
behandling af bl.a. angst, smerte, sgvnlgshed og kramper.
Desveerre er brugen af mange af de laegemidler, der er rettet
mod GABA,-receptorerne forbundet med ugnskede bivirk-
ninger som slgvhed, afhaengighed og tolerance. Derfor er
der brug for en gget indsigt i opbygning og funktion af den-
ne receptorgruppe i udviklingen af nye og bedre laegemidler.
GABA,-receptorerne tilhgrer en starre familie af struktu-

relt og funktionelt beslaegtede receptorer kaldet ligandsty-
rede ionkanaler. GABAa-receptorerne er opbygget af fem
enheder, som danner en kanal, der er gennemtraengelig for
kloridioner. Nar GABA binder til et specifikt bindingssted pa
receptoren, dbnes ionkanalen, og kloridioner strammer ind

i cellen. Indstremningen af kloridioner bevirker, at det bli-
ver sveerere at aktivere nervecellen, og kommunikationen

© Overordnet struktur af to af de fem enheder; der udger receptoren.
Tilsammen danner de bindingslommen for GABA (atomer vist med van
der Waals radier). Nogle af de aminosyrer, man fra mutationsstudier ved
er placeret i bindingslommen, er fremhaevet med turkis kulstofatomer.

© Close-up af bindingslommen (her vist som turkis van der Waals over-
flade) med fire forskellige placeringer/orienteringer af det lille og fleksible
GABA-molekyle. Rade og bla overflader markerer udvalgte oxygen- og
nitrogenatomer i receptoren, der alle er mulige interaktionspartnere for
GABA.
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Qverst ses strukturen af GABA,
hvor pilene viser de bindinger,

der kan drejes. Tre carboxylsyre-
bioisoster-byggeblokke anvendt i
dette studie er vist til hgjre herfor.
De rade stjerner angiver positioner,
der kan udbygges kemisk. | midten
ses 4-PIOL samt analoger heraf ba-
seret pa de to af byggeblokkene,
med en generel angivelse af ind-
farte kemiske grupper (R). Nederst
er vist eksempler pa forbindelser,
som har vist sig at binde steaerkt til
GABAs-receptoren.

FASTLASTE BYGGEBLOKKE SOM CARBOXYLSYRE-BIOISOSTERER

Da vi ved, at en carboxylsyrefunktion er nadvendig, for at en ligand kan
binde til GABAx-receptoren, har vi fokuseret pa byggeblokke med samme
funktion som carboxylsyren i GABA, ogsa kaldet carboxylsyre-bioisosterer.
Disse byggeblokke har en mere fastlast struktur end GABA, hvilket bety-
der at der er faerre muligheder for forskellige konformationer af moleky-
let (se ill.). Desuden indeholder byggeblokkene positioner, hvor man nemt
kan udbygge strukturen kemisk. Den nedsatte flexibilitet og muligheder
for kemisk udbygning giver samlet set basis for at finde frem til en sand-
synlig placering af forbindelserne og en karakterisering af bindingslom-
men i veldefinerede omrader.

mellem nervecellerne haemmes. Der findes flere forskellige
undertyper af GABAa-receptorer med specifik funktion og
placering i hjernen. Det betyder, at man har mulighed for at
ramme en enkelt undergruppe og derved opna en mere se-
lektiv effekt, men ogsa at studier af receptorgruppen bliver
mere kompleks.

Modeller for GABAx-receptoren pa vej

Vi har i dag en god idé om den overordnede struktur af
GABAa-receptoren, men den tredimensionelle struktur af
receptoren med detaljerede strukturelle informationer er
endnu ikke fundet. | stedet anvendes en model, der primaert
er baseret pa en rgntgenstruktur af et protein isoleret fra en
snegl. Proteinet har essentielle ligheder med den del af GA-
BAs-receptoren, der binder GABA. Ved at kombinere amino-
syresekvensen af GABA-receptoren og den eksperimentelle
tredimensionelle struktur af proteinet er en model af GABAA-
receptoren foresldet. Da den samlede aminosyresekvenslig-
hed mellem det isolerede protein fra sneglen og GABA-re-
ceptoren er forholdsvis lav, er modellen forbundet med en
vis usikkerhed og en lav detaljeringsgrad.
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Med GABAa-receptorliganden 4-PIOL som grundstruktur
har vi fremstillet en raekke forbindelser baseret pa disse
byggeblokke og indfart kemiske grupper med forskellig
starrelse og elektroniske egenskaber i de tilgaengelige po-
sitioner som vist ovenfor. Den biologiske karakterisering af
disse forbindelser har vist, at stofferne binder til recepto-
ren, hvilket betyder, at der i naerheden af bindingslommen
for GABA i flere omrader er forholdsvis meget plads. De
biologiske resultater viser desuden, at forbindelserne ikke
som GABA aktiverer, men derimod blokerer receptoren.

Modellen er desuden kun en overordnet model og daekker
ikke den mangfoldighed af undergrupper af GABAx-recepto-
rer, der adskiller sig fra hinanden med sma forskelle i struktur
og funktion.

For at fa indsigt i hvad der krzeves af en ligand for at opna
binding til GABAs-receptoren, har man indlejret strukturen
af GABA i denne praeliminaere model. Da GABA er et lille og
meget fleksibelt molekyle, har det veeret sveert at finde en
entydig placering af molekylet i den forholdsvis store lomme,
der ved hjaelp af mutationsstudier er defineret som bindings-
stedet for GABAa-ligander (se ill. side 31).

Placering af liganderne i bindingslommen

De nye ufleksible forbindelser (se tekstboks ovenfor) har
vaeret en stor hjzelp i udviklingen af en ny og forbedret re-
ceptormodel. Den store gruppe, der er koblet pa 4-PIOL
strukturskelettet, kan naermest kun placeres pa én made i
modellen, baseret pa at aminen og caboxolsyre-bioisosteren,
henholdsvis positiv og negativ ladet ved fysiologisk pH, sam-
tidig skal kunne interagere med komplementzere ladninger

i bindingslommen. P& side 33 er det illustreret, hvordan en



Forbindelsen, der er vist nederst til hgjre pa illustrationen side 32, er her indlejret til 3D-modellen af GABA-receptorbindings-
lommen. De aromatiske substituenter er med til at definere, hvordan liganden formentlig skal orienteres, idet de skal placeres

i hver sin hydrofobe lomme. Dermed opnas samtidig optimale interaktioner (stiplede linjer) mellem, pa den ene side, ligandens
positivt ladede aminogruppe og elektronrige glutaminsyre- og carbonylgrupper i receptoren (rad overflade), og pa den anden
side mellem carboxylsyre-bioisosteren og en af de positivt ladede arginin sidekaeder (bla overflade).

af liganderne passer optimalt ind i receptorlommen. Base-
ret pa modellen er det lykkedes at designe og efterfglgende
syntetisere en ny forbindelse som binder 410 gange bedre
end udgangspunktet — et meget tilfredsstillende resultat som
0gsa er med til at validere modellen.

Da man kun har en model for den del af receptoren, der bin-
der GABA, og ikke en model for hele receptoren, er det sta-
dig uklart, hvilke faktorer der er ansvarlige for receptorakti-
vering, efter at liganden har bundet sig til receptoren. Man
mener dog, at en rotation af en del af receptoren er en del
af aktiveringsprocessen. | receptormodellen medferer place-
ringen af vore modelstoffer, at de store aromatiske grupper,
der er indfart i molekylerne, bliver placeret i et omrade af
bindingslommen, som er involveret i den foreslaede rotation
og derved fungerer som en kile i aktiveringsprocessen. Dette
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kunne veere en forklaring pa den haemmende effekt, forbin-
delserne har pa GABAs-receptorerne.

Hvad kan det sa bruges til?

Den nye forbedrede receptormodel har indtil videre kunnet
forklare de forskelle, der er observeret i bindingsaffinitet for
forskellige GABAA-haemmere, og vi er sa smat ved at bevae-
ge os i retning af at studere stoffer, der aktiverer receptoren.
Malet er at kunne forklare forskellene mellem stoffer, der
binder til receptoren, og stoffer der bade binder og aktive-
rer. Samtidig vil vi ogsa gerne rationelt kunne designe stoffer,
der kun binder til en enkelt af de ca. 20 forskellige under-
grupper af GABAa-receptoren, hvoraf mange spiller en helt
specifik rolle i hjernen.
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En ny grup-
pe af stoffer,
NHP5G, er designet

og fremstillet pa Det Far-
maceutiske Fakultet. De aktiverer

selektivt en gruppe af receptorer kaldet NMDA-re-
ceptorer. NHP5G-stofferne kan give os vigtig informa-
tion om denne receptorgruppes betydning i hjernen.

Af Rasmus Praetorius Clausen, Simon Dalsgaard Nielsen,
Jesper Kristensen og Kasper Ba Hansen

Vi ved, at NMDA-receptorerne spiller en stor rolle for indlae-
ring og hukommelse, men de menes ogsa at vaere involveret
i psykotiske lidelser som skizofreni og i de sékaldte neuro-de-
generative hjernesygdomme sasom multipel sclerose og Par-
kinsonisme. NHP5G-stofferne kan derfor bane vejen til nye
mader at behandle disse og beslaegtede lidelser.

| psykotiske lidelser som skizofreni er der meget, der tyder
pa, at NMDA-receptorerne er centralt involveret. NMDA-
receptorer genkender det signalstof i hjernen, der hedder
glutamat. Glutamat kendes ogsa som smagsforstaerkeren
det tredje krydderi eller umami (umami er betegnelsen for
det femte smagselement — de gvrige er de gamle kendinge:
sgdt, salt, surt og bittert), fordi det aktiverer glutamatrecep-
torer pa tungen.
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Glutamat aktiverer
0gsa glutamatrecep-
torer i hjernen, og det er i
det hele taget det mest udbredte
signalstof i hjernen. De receptorer i hjer-
nen, der genkender glutamat, er derfor meget vigtige for
mange af centralnervesystemets funktioner og dermed ogsa
involveret i en raekke hjernelidelser.

Selektiv pavirkning af subtyper med nye stoffer
Der har gennem flere artier foregaet intens forskning i at ud-
vikle nye kemiske stoffer, der pavirker glutamatreceptorer i
hjernen, og det er nu lykkedes en forskningsgruppe pa Det
Farmaceutiske Fakultet at udvikle de farste stoffer, der selek-
tivt kan pavirke subtyper af NMDA-receptorer. Disse stoffer
vil vaere vigtige redskaber til at klarlaegge, hvilken rolle for-
skellige subtyper af NMDA-receptorer spiller i hjernen.

Der findes fire forskellige undertyper af NMDA-receptorer
kaldet NR2A, NR2B, NR2C og NR2D. Bortset fra en raekke
antagonister, som selektivt rammer NR2B, aktiverer eller blo-
kerer de stoffer, som findes i dag, generelt alle fire underty-
per. Det udger et problem, da receptorerne ikke kun spiller
en rolle i forbindelse med hjernelidelser, men ogsa i normale
funktioner som hukommelse og indlaering. Derfor ses en
raekke bivirkninger ved benyttelse af disse uselektive stoffer.
Man ved ikke, hvilke af de fire undertyper der er involveret



Prazsynaptisk
nervecelle

NDMA-receptor

Postsynaptisk
nervecelle

Nerveceller kommunikerer ved hjeelp af kemiske signalstoffer
i forbindelsespunkter, der kaldes synapser. Glutamat er det
mest udbredte signalstof i hjernen. Dette kemiske stof frigi-
ves fra en nervecelle (praesynaptisk nervecelle) og genkendes
af receptorer pa overfladen af en anden nervecelle (postsy-
naptisk nervecelle). Derved aktiveres den anden nervecelle.
Der findes flere forskellige grupper af glutamatreceptorer. P4
illustrationes ses NMDA-receptorer.

i sygdommene, da man hidtil ikke har haft kemiske stoffer,
der selektivt kan blokere eller aktivere en enkelt undertype —
bortset fra NR2B. Det har derfor ikke vaeret muligt at under-
sgge de enkelte undertypers bidrag i forbindelse med syg-
domme eller normale funktioner.

Men med den nyudviklede gruppe NHP5G-stoffer, er det nu
muligt at g& malrettet efter de enkelte subtyper.

Docking til design af stoffer

En tredimensionel struktur af receptorproteinet med gluta-
mat i bindingslommen har veeret til radighed i flere ar. Ved
hjeelp computerberegninger kan man docke det nye stof ind
i stedet for glutamat (dvs. placere det nye stof i en model i
stedet for glutamat). P& den made kan man fa en idé om,
hvordan stoffet vil blive genkendt af receptoren, og hvor det
kan vaere gunstigt at bygge videre pa stoffet.

Pa side 34 er vist stof D docket i en af NMDA-receptorun-
dertyperne. Receptorproteinet er vist pad to mader. Dels som
en gennemsigtig "“spaghetti”-model til venstre og dels som
en mere retvisende udfyldt model til hgjre. Her ses, at den

Synapse

Glutamat

MNMDA-receptor

NDMA-receptorens rumlige struktur, som
man mener den ser ud. Den grenne del
sidder i cellemembranen mens resten sidder
udenfor. Den orange del genkender glutamat og
aktiverer dermed receptoren.

Den overste rade del kender man endnu ikke helt funktionen af.
Gruppen af NMDA-receptorer findes i forskellige klonede udgaver, der
kaldes NR2A, NR2B, NR2C og NR2D, som ogsa har samme rumlige op-
bygning men indbyrdes varierende overflader. De aktiveres alle af NMDA,
men NHP5G-stofferne er i stand til at kende forskel pa disse undertyper
og aktivere dem forskelligt.

grgnne kaede med tre kulstofatomer, en sakaldt propyl-
kaede, er pa vej ud af bindingslommen. Mange af omrader-
ne i proteinet er ens i de fire undertyper, men der er ogsa
omrader, der ikke er ens. Og netop omradet omkring den
grgnne propylkaede varierer mellem de forskellige underty-
per. At det kan udnyttes til at designe stoffer, der kan dif-
ferentiere undertyperne af NMDA-receptorer, er demonstre-
ret af forskelle mellem de fire stoffer vist gverst side 36 (se
figurteksten). Saledes er stoffet uden kulstofkaede i stand til
at aktivere alle fire undertyper lige meget, mens stoffet med
propylkaeden aktiverer de fire undertyper meget forskelligt
og er faktisk ikke i stand til at aktivere en af undertyperne.
Vi planlaegger at udvide denne serie af stoffer. Séledes vil vi
i fremtiden pregve at saette mange andre "granne” grupper
pa. Malet er at udvikle stoffer, der er i stand til at aktivere
eller blokere en enkelt undertype. Vi bruger docking til at
hjeelpe os med at designe sadanne stoffer, men det er farst,
nar de er syntetiseret og afprevet pa receptorerne i labora-
toriet, at vi ved, om det, vi designer virtuelt pa computeren,
ogsa fungerer efter hensigten i virkeligheden.
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Fire NHP5G-analoger bade som kemisk formel og i

deres rumlige 3D-struktur. De fire stoffer adskiller sig fra
hinanden ved at have kulstofkaeder af forskellig laengde
pé den femkantede pyrazolring. Pa figuren er kulstof
farvet gra, ilt red og kveelstof bla. Kulstof, der bygges pa
den femledede pyrazolring, er angivet med gron. NHP5G
uden grenne atomer (stof A) viser sig at aktivere alle fire
undertyper af NMDA-receptorer lige meget (ca. 50%).

Receptorproteinet — som udggr en lille del af NDMA-

receptorens orange glutamatbindingsdel vist pa side
35 — med propyl-NHP5G (stof D) “docket” vist pa to
forskellige mader. En gennemsigtig spaghetti-model

til venstre og en mere realistisk rumfyldende model
til hgjre. Forelpbige resultater indikerer, at omradet

Men nér der saettes et eller to kulstofatomer péa (stof

B og C), er der stor forskel pa, hvor meget de enkelte
undertyper aktiveres. Med tilfojelse af tre kulstofatomer
har man et stof, der ikke aktiverer NR2A, men stadig kan
aktivere NR2D ca. 37%. Det er forste gang man ser store
forskelle i graden af aktivering af forskellige NMDA-
receptorundertyper, og det er perspektivrigt i habet om
at kunne udvikle selektive stoffer.

omkring den grenne propylgruppe er forskelligt de
fire subtyper af NDMA-receptorer imellem. Disse
sma forskelle kan gore det muligt at designe stoffer,
der kan kende forskel pa de fire forskellige underty-
per, der findes af disse receptorer.

Ph.d. Rasmus Preetorius Clausen er lektor pa Institut for Medicinalkemi
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Multipel sklerose er en kronisk sygdom, hvor nervecel-
lerne gradvist odeleegges. Immunisering af mus med
sma peptider, kan fa musen til at danne antistoffer, som
kan blokere for immunforsvarets aggressive T-celler. Pa
sigt er der hab om, at en sadan vaccinestrategi vil kunne
vaere med til at standse sygdommen i mennesker.

Af Rebekka Dam-Tuxen og Erik Riise

Multipel sklerose (MS) er en kronisk sygdom, hvor nervecel-
lerne i centralnervesystemet gradvist gdelaegges. Den ram-
mer hyppigst unge mennesker i alderen 20-40 ar og ram-
mer dobbelt s& mange kvinder som maend. | Danmark er
der ca. 7000 MS-patienter og hvert ar kommer ca. 300 nye
til. Sygdommen menes at vaere autoimmun — dvs. at det er
kroppens eget immunforsvar, der angriber nervecellerne og
beskadiger dem. Det giver anledning til symptomer sa som
treethed, svaekkelse af muskler, lammelser, vandladnings-
besvaer, talebesvaer, problemer med synet og balanceev-
nen. Sygdommen udvikler sig meget forskelligt fra person
til person, og symptomerne varierer alt efter hvilke nerver,
der beskadiges. Som oftest udvikler sygdommen sig gen-
nem serier af anfald, hvor patientens tilstand forvaerres, og
symptomerne gges. Mellem anfald kan der vaere perioder,
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hvor patienten er i bedring, indtil naeste anfald kommer med
vaerre symptomer end ved det foregaende tilfaelde. Der stil-
les heldigvis til stadighed bedre behandlingsmuligheder til ra-
dighed, men det er endnu ikke muligt at kurere sygdommen
—kun at mindske forvaerringen og behandle de symptomer,
der opstar.

Immunforsvaret angriber nerverne

Den praecise arsag til, at nogle mennesker udvikler sklerose,
kendes endnu ikke, men man mener, at det bade skyldes ge-
netiske og miljgmaessige faktorer. De genetiske faktorer, hvor
man indtil videre har fundet den starste tilknytning til MS, er
vaevstypemolekyler kaldet MHC II-komplekser. De sidder pa
overfladen af nogle af immunforsvarets celler og hjzelper til
med at fortaelle kroppen, om den har en infektion eller e].
Det ger de ved at fremvise stumper af proteiner, kaldet pep-
tider, fra os selv eller fra fremmede organismer sa som bak-
terier og vira. Disse peptider sidder i MHC Il-komplekset og
genkendes af en anden gruppe af immunforsvarets celler,
der kaldes T-celler.

T-cellernes opgave er at fortzelle resten af immunforsvaret,
hvorvidt peptiderne stammer fra os selv eller fra en fremmed
organisme, der har inficeret os. Hvis T-cellerne genkender
peptidet som vaerende fremmed, saetter de immunforsva-
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Viruspartikler

Aktiverede
T-celler

Mulig mekanisme for udviklingen af multipel sklerose:

) Et virus bliver under en virusinfektion optaget af immun-
forsvarets antigenpraesenterende celler (APC) og peptidstyk-
ker fra virusproteiner bliver praesenteret sammen med MHC
li-komplekser. € En T-celle genkender viruspeptiderne i
MHC-komplekserne som fremmede, den bliver aktiveret og
saetter et immunrespons imod virus i gang. @ Den aktive-
rede T-celle deler sig og €} de aktiverede T-celler kan krydse

MK 16 Fab

b)

261 @)
¥, =

Myelinpeptid
MK 16 Fab

MHC

Peptid, der ligner overfladen
al myelinpeptid, prasenterst
pa en baklenevns

Strategi bag vores immuniseringsforseg: & Vi har udviklet et
antistof (MK16), der genkender myelinpeptidkomplekset med
et peptid fra myelin og blokerer for T-cellens genkendelse af
samme kompleks. & Vi har isoleret 3 peptider; der genken-
der dette antistof, og brugt dem til at immunisere mus.
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Immunisering af mus med peptiderne
far musene 1l at danne
antistoffer mod dem

PERIFERIEN

CNS

Cf
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Demyelinisering

blod-hjerne-barrieren og komme ind i centralnervesystemet.
@ inde i centralnervesystemet mader den aktiverede T-celle
en anden antigenpraesenterende celle, der viser peptider fra
myelinet omkring nervecellerne frem i sine MHC-komplekser.
Disse peptider ligner viruspeptiderne, og de aktiverede
T-celler genkender dem derfor som “fremmede” og @ saet-
ter et immunrespons i gang mod myelinet, hvilket ferer til
skader pa nervecellerne.

‘( "_)

@ Vi formoder; at musen vil danne antistoffer mod pepti-
derne, og € at disse antistoffer vil binde samme sted p&
MHC-peptidkomplekset som bade MK16 og T-cellerne og
derfor ogsa blokere for de aktiverede T-celler.



ret i gang med at bekaempe den invaderende bakterie eller
virus. Imidlertid haender det, at T-cellerne ser et peptid fra
egen organisme og fejlagtigt tror, at der er tale om fremmed
indtraengen. Sker det, vil T-cellen forsgge at fjerne denne
"fremmede"” organisme og derved starte et angreb péd egne
raekker. | MS gar cellerne til angreb pa det myelin, der ligger
beskyttende rundt om nervecellerne og hjaelper dem med at
sende impulser over lange afstande.

Man har hos sklerosepatienter fundet sddanne peptider

fra myelinet omkring nervecellerne praesenteret i et MHC
lI-kompleks — kaldet DR2-komplekset. Derudover har man
ogsa fundet T-celler, der reagerer pa DR2-komplekset med
peptider fra myelin. Disse T-celler kan ogsa findes i blodet
hos raske mennesker, men da er de ikke aktiverede og giver
derfor ikke anledning til sklerose. Hos sklerosepatienterne er
de aktiverede, og kan derfor give anledning til at, immunfor-
svaret forsgger at nedbryde myelinet rundt om nervecellerne.
Vi ved ikke med sikkerhed, hvorfor T-cellerne hos sklerose-
patienterne er aktiverede, men det er muligt, at det skyldes
en tidligere infektion. Nogle af disse T-celler kan nemlig ogsa
genkende MHC-komplekser med et peptid fra virus. Man
kan taenke sig, at patienten som udgangspunkt har haft en
ganske normal virusinfektion. Peptider fra viruspartiklen er
blevet praesenteret i MHC Il-komplekser, og T-cellerne har
genkendt dem som vaerende fremmede. Derfor er immun-
forsvaret blevet sat i gang med at @delaegge viruspartiklerne,
og infektionen er blevet nedkaempet. Disse aktiverede T-cel-
ler genkender nu MHC-komplekset med peptider fra myelin i
og tror, at der 0ogsa her er tale om virusinficerede celler. Der-
for saetter de et angreb i gang mod kroppens eget myelin i
den tro, at det er en virusinfektion.

Forsaget viser, at de antistoffer, som musene har dannet,
kan fjerne bindingen mellem MK16 og MHC-komplekset
med et myelinpeptid. Sejlerne med serum fra mus immu-
niseret med de tre peptider ER6.1, ER6.1mut1 og ER6.2
er meget lavere en sajlen for MK16 alene. Det betyder, at
nar der er tilsat serum fra musene til blandingen af MHC-
myelinpeptidkomplekset med myelinpeptid og MK16-
antistoffet, sa forhindrer serum at MK16 kan binde. Dvs.
at der i serum fra musene findes antistoffer, der ligner
MK16. Forhabentlig vil de ogsa forhindre T-cellens gen-
kendelse af MHC-komplekset med et myelinpeptid.

0D490

Udvikling af en immuniseringsstrategi

| vores laboratorium har vi forsggt at udvikle en immunise-
ringsstrategi mod sklerose. Vi har tidligere isoleret et antistof
kaldet MK 16, der genkender og binder til MHC med et pep-
tid fra myelin, og som blokerer for binding af den aktiverede
T-celle. Vi har identificeret sma peptidstykker, der praesen-
teres pa overfladen af bakterievirus, og som ikke har noget
at gare med MS, men som genkender antistoffet MK16, og
som derfor formodes at ligne det MHC-peptidkompleks, som
de aktiverede T-celler binder til. Vi har immuniseret mus med
disse peptidbaerende bakterievirus, og habet var, at de ville
ligne overfladen af MHC-komplekset med myelinpeptidet til-
straekkeligt til at fa musen til at danne antistoffer mod dette
kompleks. Formalet var at fa disse antistoffer til at blokere
for T-cellernes genkendelse af MHC-komplekset med myelin
0g pa den made standse deres angreb pa nerverne.
Fors@gene viste, at musene dannede antistoffer, der bandt
MHC-komplekset med myelinpeptidet, men desvaerre ogsa i
nogen grad antistoffer, der genkendte MHC-komplekset ale-
ne. Nogle af de dannede antistoffer blokerede for bindingen
mellem MK16- og MHC-komplekset med myelinpeptidet.
Forhdbentlig vil de derfor ogsa blokere for T-cellen og derved
forhindre, at T-cellen kan starte et immunrespons mod myeli-
net rundt om nerverne. For at finde ud af om det er muligt,
er det ngdvendigt at teste forsaget i forskellige egnede dyre-
modeller. Der findes en model for sklerose med transgene
mus, der har de samme MHC-komplekser og T-celler som
sklerosepatienter, og som udvikler en sygdom, der ligner MS.
Det vil derfor vaere oplagt at teste vores peptider i en sddan
model for at se, om de dannede antistoffer ogsa blokerer for
de aktiverede T-celler. Indtil videre ser resultaterne lovende
ud, og vi haber, at de ogsa vil vise sig at virke i en muse-
model for MS.
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Helping

Hand

- patientens forlaengede arm

Sundhedsvaesenet har mulighed for at tilbyde glemsom-
me patienter en hjaelpende hand. Et nyt studie viser, at
en elektronisk pamindelse med apparatet Helping Hand
forbedrer medicinefterlevelsen hos blodtrykspatienter
med 15% i kombination med individuel radgivning.

Af Arne Christensen og Ebba Holme Hansen

Det er et faktum, at patienter sjeldent tager medicinen

som ordineret. Forskellige undersggelser har dokumente-

ret manglende medicinefterlevelse fra /3 til op mod 90% af
patienterne. Undertiden kan afvigelse fra ordineret medici-
nering vaere hensigtsmaessigt, men saedvanligvis har det ne-
gative konsekvenser for patienternes helbred, sundhedssy-
stemets ressourceforbrug og samfundets gkonomi.

Der kan vaere mange grunde til, at patienter ikke tager deres
medicin som ordineret, men ofte bunder manglende medi-
cinefterlevelse i hverdagslivets sociale kontekst, patientens
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Helping Hand med indsat blisterkort
indeholdende tabletter. Et grant lys minder
patienten om at tage tabletter til tiden. Et
redt lys viser, at tabletten ikke blev taget.

veerdier, opfattelser og evner — eller der kan vaere tale om
simpel glemsomhed, frygt for medicinens bivirkninger, dar-
lige erfaringer med laegemidler eller manglende tillid til den
laege, som udskriver medicinen.

Manglende medicinefterlevelse er en individuel problema-
tik. Det er bade unge og aldre, maend og kvinder, der ikke
lever op til receptens ordlyd og radgivningen fra laege og far-
maceut. Der er ikke noget, som tyder pa, at aldre patien-
ter er mere glemsomme end resten af befolkningen. Faktisk
er den aldre del af befolkningen bedre til at huske at tage
medicinen — maske fordi de er mere medicinvante og mere
autoritetstro.

En mulighed for at forbedre medicinefterlevelsen kan vaere
brug af sakaldte reminder devices. Disse apparater minder
patienterne om at tage den rette medicin til den rette tid.
Helping Hand er et sadant device, og vi har underkastet bru-
gen af apparatet en undersggelse for at finde ud af, om den
elektroniske pamindelse fungerer efter hensigten. Studierne
har drejet sig om bdde patienters og sundhedsprofessionel-
les (leger, farmaceuter, sygeplejersker osv.) accept af Helping
Hand og om dens effekt pa medicinefterlevelsen hos patien-
ter med forhgjet blodtryk.

Apparatet resulterede i en forbedret medicinefterlevelse pa
ca. 6%, og det er i sig selv ret meget. Kombineret med mal-
rettet radgivning, som bygger pa data fra apparatet, var der
en naesten tre gange sa stor effekt, som nar den hjaelpende
hand blev benyttet alene.

En elektronisk hjzaelper ved handen

Helping Hand er et apparat, som kan rumme sakaldte blister-
kort med tabletter. Blisterkort er plastikkort med sma bobler

(engelsk ‘blister’), som ofte bruges til indpakning af tabletter.
Disse blisterkort bliver skubbet ind i apparatet, som har cirka

samme taskevenlige sterrelse som en lille fjernbetjening eller
en mobiltelefon. En gang om dagen minder Helping Hand sa



med et staerkt blinkende lys og en hgj bippende lyd patien-
ten om, at det er tid til at indtage dagens dosis. Patienten
fierner blisterkortet, tager tabletten og saetter kortet tilbage
i apparatet. Til brug for forskere findes en szerlig version af
apparatet, som gemmer data om, hvorndr patienten har ta-
get tabletterne, og disse data kan downloades til en compu-
ter for naermere analyse.

Bred accept blandt patienter og sundheds-
professionelle

Vi gennemfarte flere spargeskemaundersagelser blandt bade
patienter og laeger pa internettet, hvor de blev bedt om at
tage stilling til Helping Hand. Desuden spurgte vi patienter,
som deltog i kliniske forsgg, og deres behandlende lzeger
om, hvad de synes om Helping Hand. Resultaterne viste, at
cirka tre ud af fire synes, at Helping Hand er en rigtig god
ide, og at dens reminderfunktion er nyttig.

To ud af tre adspurgte ville gerne begynde — eller fortsaette
—med at bruge Helping Hand. Nogle af patienterne sa dog
0gsa ulemper ved apparatet, som for eksempel at det kun
kan bruges med bestemte blistere og kun med én slags me-
dicin ad gangen. For nogle var det desuden problematisk, at
apparatet giver lyd pa samme tid hver dag — maske vil pa-
tienten gerne sove lenge om sgndagen, og s kan ‘Helping
Hand’ veere et irritationsmoment.

Helping Hands effekt pa medicinefterlevelse

| et klinisk forsag med blodtrykssaenkende medicin med ca.
400 patienter undersggte vi, om Helping Hand kunne for-
bedre patienters medicinefterlevelse. | undersggelsen brugte
den ene halvdel af patienterne apparatet sammen med de-
res blodtryksmedicin i et halvt ar. Efter det halve ar blev deres
medicinefterlevelse og blodtryk s& sammenlignet med den
anden halvdel af patienterne, som ikke havde haft apparatet.
Samlet set havde patienterne taget deres medicin i ni ud af ti
dage (medicinefterlevelse pa knap 90%). De patienter, som
havde brugt Helping Hand havde dog en 6% hgjere medi-
cinefterlevelse. Med andre ord glemte de kun ca. halvt sa
mange tabletter, som patienterne uden ekstra hukommel-
seshjaelp.

Patienternes blodtryk blev derimod ikke pavirket af brugen
af apparatet. Blodtrykket var, efter patienterne var begyndt
at tage medicinen, faldet i begge grupper, og i begge grup-
per var blodtrykket ved slutningen af studiet, som det burde
veere. Den forskel, at patienterne i Helping Hand-gruppen
tog en ekstra tablet hver attende dag, var ikke stor nok til

at saenke blodtrykket yderligere. Derfor ser det ud til, at det
med den undersggte medicin ikke har nogen alvorlig betyd-
ning for blodtrykket, hvis man glemmer en tablet i ny og nze.

DET FARMACEUTISKE FAKULTET,

Tilbagemelding om medicinefterlevelse til
patienter

Helping Hand blev brugt i et andet forsgg til at monitorere
patienternes medicinefterlevelse elektronisk. Det skete natur-
ligvis for at hjzelpe de patienter, som glemmer at tage deres
medicin, men ogsa for at komme de patienter i mgde som
synes, at de egentlig ikke behgver at tage deres medicin — og
de der ikke tager medicin af frygt for bivirkninger. Grunden
til at patienterne glemmer blodtryksmedicinen kan veere, at
for hgjt blodtryk ikke giver besvaerlige symptomer, og syg-
domstilstanden kan derfor fgles meget abstrakt for patien-
ten. Der er ingen umiddelbar konsekvens ved at glemme en
dosis her og der — medicinen giver maske bivirkninger, og
det er sveert at forholde sig til et alvorligt sygdomsscenarie,

(
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Professionelle
42,8 % 44,2 %
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Patienters og sundhedsprofessionelles opfattelse af Helping Hand'’s
reminderfunktion.
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Eksempel pa en patients indtagelse af tabletter gennem flere maneder.
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Helping Hand — ogsa til at monitorere patienternes
medicinefterlevelse elektronisk.

der ligger langt ude i fremtiden, som konsekvens af mange
ar med for hgijt blodtryk.

Medicinefterlevelsen blev gennemgdet gentagne gange af
en farmaceut sammen med patienten. Ved disse mgder vi-
ste farmaceuten en graf over forlgbet af medicinindtagelsen,
som sa var udgangspunkt for en samtale. Pa denne made er
det muligt at hjzelpe patienten med dennes individuelle pro-
blemer med lzegemiddelbehandlingen. Forsgget foregik pa
apoteker i Tyskland.

| dette forsgg blev medicinefterlevelsen forbedret med 15%.
Imidlertid indgik der relativt fa patienter i undersggelsen, sa
resultaterne gaelder ikke ngdvendigvis for en stgrre gruppe
patienter. Heller ikke i dette forsgg var der forskel pa patient-
gruppernes blodtryk, hvilket igen viser, at moderne blod-
tryksmedicin virker efter hensigten, selv nar enkelte tabletter
udelades i behandlingen. Bade patienter og farmaceuter var
generelt meget glade for denne mere dybdegdende kon-

MEDICINEFTERLEVELSE

Medicinefterlevelse er graden af overensstemmelse
mellem patientens faktiske medicinindtagelse og

den ordinerede behandling. Medicinefterlevelse opgi-
ves ofte i procent. Pa engelsk hedder medicinefterle-
velse compliance eller adherence.

takt, hvor det var muligt at afhjeelpe individuelle problemer
mere malrettet end det er tilfaeldet i den almindelige, travle
apotekshverdag.

Hjzelper den?

Helping Hand er accepteret af et flertal af patienter og sund-
hedsprofessionelle. Apparatet ser ud til at forbedre medicin-
efterlevelse med 6%, og kombineret med individuel radgiv-
ning er der tale om en forbedring pa 15%. Der var imidlertid
ikke forskel pa patienternes blodtryk i de to patientgrupper
(med og uden brug af Helping Hand).

Patientens forleengede robotarm hjaelper med at forbedre
medicinefterlevelsen. Det skyldes andre forhold, at det ikke
kom klart til udtryk i forskelle i patientgruppernes blodtryk.
Der vil derfor veere et stgrre potentiale i at anvende HH i
forbindelse med laegemidler som fx p-piller, HIV-medicin el-
ler lzegemidler mod epilepsi, hvor en ngjagtig medicinefter-
levelse er afggrende for behandlingsresultatet.

COMPLIANCE DEVICES

Der findes en raekke hjzelpemidler, som skal sikre, at
medicin bliver taget regelmaessigt. Det kan veere do-
seringsaesker med rum til alle ugens dage, eller arm-
bandsure som kan programmeres til at minde pa-
tienten om, at det er tid til at tage medicinen. Disse
betegnes pa engelsk compliance devices.

Apparatet Helping Hand er et compliance device.

Cand.pharm. Arne Christensen er ph.d.-studerende pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
Cand.pharm. Ebba Holme Hansen er professor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
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At vaere eller
ikke vaere en

antagonist. '

Antagonisten der i virkeligheden er en agonist — og som
opfarer sig, som var den begge dele. Et dansk-ameri-
kansk samarbejde soger at klarlaegge, hvorfor en ana-
log syntetiseret med udgangspunkt i et giftstof fra en
tropisk marin svamp opferer sig sa usaedvanligt.

Af Karla Frydenvang, Peter Naur, Michael Gajhede og
Jette Sandholm Kastrup

1 2006 blev vi kontaktet af en amerikansk forsker fra et uni-
versitet i Chicago om samarbejde vedrgrende stofferne dy-
siherbain og MSVIII-19. De mente, at disse to stoffer virker
som henholdsvis en agonist og en antagonist pa ionotrope
glutamatreceptorer i centralnervesystemet. Ofte er antago-
nister starre molekyler end agonister, og det vakte straks vo-
res interesse, at det omvendte sa ud til at veere tilfaeldet her.
Vores forskningsresultater viste da ogsa, at MSVIII-19 slet
ikke var en antagonist men derimod en sakaldt svag partiel
agonist.

lonotrope glutamatreceptorer

Glutamat er et af hjernens vigtigste signalstoffer, som pavir-
ker stort set alle nerveceller i centralnervesystemet. Signal-
stoffet aktiverer nervecellerne ved at binde sig til glutamat-
receptorer, der sidder i cellemembranen. En tilstraekkelig
glutamat-stimulering af receptorerne er af afgerende be-
tydning for, at hjernen fungerer normalt. En vigtig klasse af
glutamatreceptorer er de ionotrope glutamatreceptorer, der
medvirker til hurtig overfersel af information mellem nerve-
celler. Disse receptorer danner ligandaktiverede ionkanaler.

Naturstoffer er ofte lead stoffer

Kainat-receptorer danner en underklasse af ionotrope gluta-
matreceptorer. Disse receptorer har vist sig at binde en raek-
ke naturstoffer. Et eksempel er naturstoffet dysiherbain, som

.

L

g N
.

er et giftstof

(toxin) fra den )
marine svamp Dy-

sidea herbacea. Med

udgangspunkt i dysiher-

bain er der blevet syntetiseret

en raekke analoger, deriblandt stoffet
MSVIII-19. Denne analog er forskellig fra dysiher-

bain ved at mangle de to funktionelle grupper pa det seks-
ledede ringsystem. Funktionelle studier har vist, at dysiher-
bain er en potent agonist pa kainat-receptoren GIuR5, mens

MSVIII-19 tidligere er rapporteret som vaerende en potent
antagonist pa GIuR5. Det er usadvanligt, at en antagonist
er et mindre molekyle end en agonist med naesten samme
struktur. Ofte blokerer antagonister netop aktiveringen af
receptorerne ved at indeholde en stor rumlig gruppe, som
vil forhindre den del af receptoren, som binder ligander, i at
lukke sammen om liganden. Dermed forhindres det, at re-
ceptoren antager den aktive form, hvor ionkanalen er dben.

Tre-dimensionel struktur viser uventet resultat
For at forsta forskellen i aktivitet af dysiherbain og MSVIII-19,
henvendte en amerikansk forskningsgruppe ved et univer-
sitetet i Chicago sig til os. Vi har nemlig siden 2004 veeret i
stand til at producere en oplaselig form af den del af GIuR5-
receptoren, som binder ligander, samt at bestemme tre-di-
mensionelle strukturer af oplgseligt GIUR5 med forskellige
ligander bundet. De foreslog os at indga i et samarbejde,
hvor vores bidrag bestod i at krystallisere og bestemme den
tre-dimensionelle struktur af GIuUR5 med henholdsvis dysiher-
bain og MSVIII-19 bundet til receptoren. En krystalstruktur af
en receptor med en ligand giver mulighed for at studere vek-
selvirkningen mellem receptor og ligand i detaljer. En sadan
struktur kunne maske forklare, hvorfor MSVIII-19 opferer sig
som en antagonist. Vi fik krystaller af GIuUR5 med begge stof-
fer, og efter opsamling af rentgendiffraktionsdata kunne vi
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DYSIDEA HERBACEA

Ekstration

Den marine svamp Dysidea Herbacea

har vist sig at indeholde et naturstof, =
dysiherbain, som binder til den ionot- HO"
rope glutamatreceptor GIuR5. Med

udgangspunkt i den kemiske formel

af dysiherbain er der blevet syntetise-

ret analoge stoffer. Et eksempel pa en

sddan analog er stoffet MSVIII-19. DYSIHERBAIN

bestemme de to strukturer. Analysen af strukturerne gav et

overraskende resultat. Det viste sig nemlig, at de to struktu-
rer var meget ens. Det vil sige, at receptoren lukkede sig lige
meget sammen om stoffet MSVIII-19 som om agonisten dy-
siherbain.

MSVIII-19 er et usaedvanligt stof

Med denne oplysning fortsatte forkningsgruppen i Chicago
med de funktionelle studier af de to stoffer. Under disse stu-
dier viste det sig, at meget hgje koncentrationer af MSVIII-19
faktisk kan aktivere receptoren, og dermed er der tale om

en meget svag agonist. Den maksimale effekt af MSVIII-19

i forhold til effekten af glutamat er dog kun ca. 15%, og
MSVIII-19 kan derfor karakteriseres som en partiel agonist.
MSVIII-19 er et meget usaedvanligt stof, da den har en hgj
bindingsaffinitet (i N(M-omradet), men der kraeves en hgj

LEGEMIDDELFORSKNING - 2009

MSVIII-19

koncentration af stoffet for at aktivere receptoren (potens i
uM-omradet). Denne observation kan maske forklare, hvor-
for det i starten blev antaget, at forbindelsen var en antago-
nist. Nar MSVIII-19 binder s& effektivt til receptoren, s& op-
tager stoffet pladsen for glutamat samtidig med, at det kun
i meget ringe grad kan aktivere receptoren. Stoffet kommer
dermed til at fremsta som en antagonist.

Vi forstar dog stadig ikke, hvorfor receptoren lukker helt
sammen om stoffet MSVIII-19. Da der er tale om en par-
tiel agonist, ville vi ved sammenligning med tidligere studier
forvente, at receptoren kun skulle lukke delvis. Disse over-
raskende resultater har fornyligt resulteret i, at en forsk-
ningsgruppe ved et tredje universitet vil kaste sig ud i at
undersgge, hvordan vores GIuR5-protein binder stoffet
MSVII-19, ndr det er i vandig oplasning.



ANTAGONIST BUNDET AGONIST BUNDET

-5

IONKANAL LUKKET W Antagonist @ Agonist IONKANAL ABEN

Gennem de seneste 10 ar er der opnaet en ret detaljeret form, der ferer til 3bning af ionkanalen og dermed aktivering
forstaelse af de ionotrope glutamatreceptorers struktur af receptoren. Antagonister virker derimod som en stopklods
og funktion. Denne forstaelse er primaert opnaet ved at og blokerer herved for aktivering af receptoren (figur averst
bestemme rentgenstrukturer af en opleselig form af den del til venstre). Nederst er vist strukturen af kainat-receptoren

af receptoren, som binder ligander. Vied stimulering af recep- GIuR5 med en antagonist bundet (venstre) og med stoffet
toren med en agonist, fx neurotransmitteren glutamat, luk- MSVIll-19 bundet (hajre). Leek maerke til, hvordan receptoren
ker receptoren sig fuldstaendig sammen om liganden (figur lukker sig sammen om MSVIII-19, hvilket den ikke gar om
averst til hajre). Herved sker der en andring af receptorens antagonisten.

Ph.d. Karla Frydenvang er lektor pa Institut for Medicinalkemi

Ph.d. Peter Naur er postdoc pa Institut for Medicinalkemi

Ph.d. Michael Gajhede er professor pé Institut for Medicinalkemi

Erhvervsforsker, cand.pharm. Jette Sandholm Kastrup er professor pa Institut for Medicinalkemi
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"C-maerkede

l2egemiddelstoffer
til scanning af hjernen

I moderne syntese af laeegemiddelstoffer benyttes
mange forskellige kemiske reaktioner med en bred an-
vendelse af stoffer fra det periodiske system. Til frem-
stilling af stoffer til billeddannelsesteknikker, som fx
PET-scanning, anvendes radioaktive grundstoffer. Med
PET-scanning kan man fa 3-dimensionelle billeder, der
viser, hvordan radioaktivt maerkede stoffer fordeler sig,
efter de er kommet ind i kroppen. Binder sporstoffet til
en bestemt receptor, afslgres dennes position. Det gor
det muligt med PET-scanning at teste, om nye potentiel-
le leegemiddelstoffer binder sig til netop den receptor,
man tilstraeber.

Af Jesper Christensen og Mikael Begtrup
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Dopamin-receptorer

Dopamin er et vigtigt signalstof i hjernen, der binder til do-
pamin-receptorerne. Disse receptorer spiller en stor rolle i
sygdomme sasom Alzheimers, Huntington, Parkinsons, ski-
zofreni og depressioner. Der findes to grupper af dopa-
min-receptorer: Dy og D,. D1-receptorer pavirker appetit og
indlzering og spiller en rolle ved en raekke sygdomme i ner-
vesystemet som fx ADHD (tidligere kaldet DAMP), der ytrer
sig ved hyperaktivitet og mangel pa koncentration. Inden for
leegemiddelforskning tilstraebes at udvikle specifikt virkende
leegemiddelstoffer, da disse er karakteriseret ved at have faer-
re bivirkninger end laegemiddelstoffer med mindre specifik
virkning. Derfor gnsker man at kortlaegge D;- og D,-recepto-
rerne, for sidenhen specifikt at kunne pavirke disse.
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En betydelig del af grundstofferne i det periodiske system deltager i de omtalte fa syntesetrin.
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Asterisk (*) indikerer, at kulstofatomet er radioaktivt maerket

Ved en PET-scanning indgives et markerstof, som binder sig
til en bestemt receptortype. Derpa foretages malingen, der
viser, hvor markarstoffet opholder sig. Markerstoffets place-
ring afslgrer dermed, hvor i hjernen den pagaeldende recep-
tortype befinder sig.

Pa denne made er D,-receptorernes placering blevet bestemt
med stor ngjagtighed. Derimod har det vaeret vanskeligt at
fremstille markarstoffer, der kun binder til Ds-receptorerne
og dermed kan give oplysninger om, hvor i hjernen, disse re-
ceptorer befinder sig.

Phenylbenzazepiner

Ved malinger pa cellekulturer har man fundet, at phenylben-
zazepiner, heriblandt methylforbindelsen 1 (se illustrationen
ovenfor), binder specifikt til Di-receptorer. For at man kan
male, hvor markarstoffet 1 saetter sig i hjernen, ma det gares
radioaktivt. Dette kan ske ved at indbygge en methylgruppe
(-CHs) der indeholder den radioaktive kulstofisotop 'C, som
fremstilles i en cyclotron. Kemikeren skal arbejde hurtigt ved
fremstillingen, da "'C nedbrydes sa hurtigt, at halvdelen er
vaek pa bare 20 min. Derfor ma indbygningen af CHs-grup-
pen i markarstoffet ske sa sent som muligt ved fremstillingen.
En anden vanskelighed er at indfgre methylgruppen netop
pa det gnskede C-atom i 1. Ved traditionelle metoder vil
methylgruppen hellere placere sig pa O- og N-atomerne i
molekylet, og det giver stoffer, der ikke binder sig specifikt til
D-receptoren.

Syntesevej |

For at lgse dette skisma blev der udtaenkt en syntesestrate-
gi, hvor de reaktive O- og N-atomer farst beskyttes (2—3).
Derpa indfares methylgruppen pa det gnskede C-atom ved
en katalyseret kemisk reaktion mellem methyliodid (CHsl) og
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*CH;l Sn[N(SiMe;),], Bu,NF Pd . NBoc
MeO

(6

en aromatisk tinforbindelse (3—6). Tinforbindelser téler ikke
luftfugtighed, derfor ma reaktionerne udferes i en nitrogen-
atmosfzere.

For at sikre at methylgruppen kommer til at sidde i den rig-
tige position benyttedes 2 som udgangsstof, idet dette har
et bromatom i den samme position som 1. Ferst beskyttes O-
og N-atomerne med passende grupper (2—3); derpa erstat-
tes bromatomet med lithium ved behandling med tert-bu-
tyllithium (3—4). tert-butyllithium er et hgjreaktivt reagens,
der let bryder i brand, hvis det kommer i kontakt med luften.
Herefter erstattes lithium med tin ved at tilsaette en tin-halo-
genforbindelse (4—5).

Da udbyttet af reaktion ikke var tilfredsstillende, blev det for-
sggt at bytte brom-atomet direkte ud med tin (3—5). Det
kraever det eksotiske grundstof palladium som katalysator.

Palladium (Pd) er syntesekemikerens tryllepulver. Blot
et lille drys Pd kan facilitere ellers umulige reaktioner.
Pd er et aedelmetal, der minder om platin. Det kan
bade optage og afgive elektroner og er derfor fortrin-
ligt i arbejdet med at danne kemiske bindinger.

Palladiumkatalysatoren er dyr, men der gar naesten intet til
spilde, og katalysatoren kan genbruges mange gange. Des-
veerre var udbyttet i dette tilfaelde ogsa utilfredsstillende.
Tinforbindelsen blev nu koblet sammen med en methylhalo-
genforbindelse (5—6). Sammenkoblingen, der ogsa kraever
en palladiumkatalysator, gav kun et beskedent udbytte, og
der opstod desuden to biprodukter. Der blev derfor forsggt
en alternativ syntesevej — syntesevej Il.
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I

PET-scanning, der viser D1-receptorernes placering i hjernen.

Perspektiver
Metoden méa kunne bruges til radioaktiv maerkning af andre

To muligheder

Nér en kemisk binding skal dannes mellem to udgangsstoffer
A og B for at give produktet A-B, kan enten A eller B levere stoffer, der blot skal have et bromatom, hvor den radioak-
elektronerne, som bindingen bestar af. | vores tilfeelde er tivt maerkede methylgruppe skal sidde. Syntesen er nu klar
det tinforbindelsen, der leverer elektronerne. Ved syntesevej til afprevning med radioaktivt maerket CHsl. Forhdbentligt vil
Il skal tin og halogen direkte bytte plads, det vil sige, at tin- disse PET-studier tilvejebringe den manglende basale viden
net skal sidde p& methylgruppen, mens halogenatomet skal om D;-receptorerne, og dermed bane vejen for udvikling af
sidde pa den aromatiske ring (3—6). Det ene udgangsstof mere specifikke laegemidler rettet mod enten D;- eller D.-
ved koblingen bliver hermed bromforbindelsen 3, mens det receptorerne.

andet skal vaere en methyl-tin-forbindelse.

Syntesevej Il

Som tinforbindelse valgtes (SN[N(SiMes).],), med kaelenavnet PET er en forkortelse for Positron-Emissions-

Lapperts stannylen. Denne kan methyleres kvantitativt (100

%) til methyltinforbindelsen ved reaktion med CHsl. Reaktio-

nen er momentan og velegnet til udfarelse med radioaktivt
maerket CHsl. Ved den efterfelgende sammenkobling pep-

pes tinforbindelsen op med fluoridioner (3—6). Fluoridioner-

ne ger yderligere gavn ved at fange det brugte tin og give

Tomografi.

Radioaktivitet er der tale om, nar ustabile atom-
kerner udsender straling. Denne strdling kan males,
0g herved opnas informationer om, hvor det radio-
aktivt maerkede atom befinder sig.

Receptorer er proteinmolekyler. For at et stof kan

tungtopleselige tinfluorider, hvorved produktet bliver frit for binde sig til receptorstrukturen, skal stoffets struktur

giftige tinforbindelser. veere specifik, hvilket vil sige, at stoffet skal vaere for-
Den alternative syntesevej gav et vaesentligt hgjere udbytte. met praecist som en nggle til en las.
Derudover er den et syntesetrin kortere og giver ingen bipro- 1C udtales carbon-11.

dukter, sa produktet er lettere at rense.

Cand.scient. Jesper Christensen er ph.d.-studerende pa Novartis, Basel, Schweiz
Ph.d. Mikael Begtrup er professor pa Institut for Medicinalkemi
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— en ny udfordring

Af Seren Troels Christensen og Ole J. Bjerrum

Ibrugtagning af nye laegemidler sker pa baggrund
af kliniske undersggelser, hvor antallet af under-
saggte patienter teelles i tusinder. Sadanne under-
sogelser kan desvaerre ikke fuldt ud belyse risi-

koen for sjeldne bivirkninger, fordi lsegemidlet
forst efter markedsferingen afproves i den prak-
tiske verden med alle aldersgrupper af patienter
med hver deres livsstil og vaner.

DET FARMACEUTISKE FAKULTET, KOBENHAVNS UNIVERSITET
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En opinionsundersggelse foretaget af analyseinstituttet
Zapera i sommeren 2009 fandt, at 41 procent af danskerne
er "medicinskeptikere” pa grund af frygt for bivirkninger.
Nogle har som konsekvens ligefrem stoppet deres behand-
ling uden samrad med deres laege.

Samtidig har det aktuelle fokus pa laegemiddelbivirkninger i
Danmark fert til, at der er blevet pavist en underrapportering
i antallet af bivirkningsindberetninger fra bade sundheds-
professionelle og borgere til Laegemiddelstyrelsen. Dette er
vurderet ud fra forholdet mellem antallet af modtagne rap-
porter og det samlede laegemiddelforbrug i Danmark. Derfor
har myndighederne begraensede muligheder for at ivaerk-
saette nye sikkerhedsmaessige tiltag.

Gennem bedre og mere effektiv rapportering og kommuni-
kation om bivirkninger kan der skabes @get tillid til liegemid-

BIVIRKNINGER OPDAGET EFTER MARKEDSFORING

§

L A

Eltroxin’
tablets 100 mcg

Thyroxine Tablets BP

Det anti-inflammatoriske leegemiddel Vioxx® (tv.) var effektivt, og ved
markedsfaringen fremhaevedes det, at leegemidlet ville medfere feerre
bivirkninger og lavere dedelighed end tilsvarende lsegemidler. Det holdt
ikke stik, og Vioxx® blev trukket tilbage fra markedet i 2008. Hormon-
praeparatet Eltroxin® (th.) har veeret markedsfert i over 50 ar uden at
volde problemer. En ny formulering farte til overdoseringssymptomer.

LEGEMIDDELFORSKNING - 2009

ler i befolkningen. Apoteksfarmaceuter, som er i taet kontakt
med den enkelte laegemiddelbruger, kan spille en vaesentlig
rolle i en forbedret bivirkningsmonitiering.

Generelt er der altid grund til at vaere opmaerksom pa, om
der er knyttet bivirkninger til medicin — og herunder bivirk-
ninger, som endnu ikke er kommet til myndighedernes kend-
skab. Markedsfgringstilladelse for nye laegemidler sker nem-
lig pa baggrund af en konkret vurdering af forholdet mellem
effekt og risiko. Hvis effekten af et nyt laegemiddel er bedre
eller i det mindste lige sa god som eksisterende laegemidlers,
og hvis risici i form af bivirkninger er mindre end for eksi-
sterende medicin, gives der markedsfgringstilladelse. Denne
indledende vurdering kan imidlertid ikke give fuld sikkerhed
for laegemidlets videre brug, fordi det kun er testet pa et be-
graenset antal patienter.

Sjeeldent forekommende bivirkninger opdages ofte farst
efter markedsfgringen af et laegemiddel. Et eksempel er
det anti-inflammatoriske laegemiddel Vioxx®, der havde
god effekt, men ogsa kendte bivirkninger i form af risiko
for blodpropper og nyresygdomme. Derimod gav det nye
laegemiddel ikke umiddelbart anledning til mavesarsbled-
ninger som tilsvarende gaengse laegemidler. Da Vioxx®
skulle erstatte andre anti-inflammatoriske laegemidler,
som i Danmark forarsager mellem 20-30 dgdsfald arligt,
vurderedes risikoen for alvorlige bivirkninger som mindre
end for de gvrige laegemidler i gruppen. Farst efter 5 ar
pa markedet viste det sig ikke at veere tilfeldet, og leege-
midlet blev trukket tilbage. | mellemtiden havde det for-
arsaget ungdvendige lidelser og dedsfald.

Laegemidlet Eltroxin®, et hormonpraeparat, der anvendes
mod for lavt stofskifte ved sygdommen Myxadem, har
vaeret markedsfert i mere end 50 ar og anses for at vaere
et uproblematisk laegemiddel. | 2008 oplevede myndig-
hederne i New Zealand en pludselig stigning i antallet af
rapporterede bivirkninger ved Eltroxin®. De danske myn-
digheder har tilsvarende i 2009 oplevet et stigende antal
bivirkningsrapporter vedrgrende Eltroxin®. Forklaringen
pa det pludselige markante antal indberetninger skyldes,
at producenten af Eltroxin® har introduceret en ny formu-
lering af praeparatet. Tabletten kan ikke laengere deles,
og sammen med en andret absorption af aktivt hormon
giver dette anledning til bivirkninger i form af overdose-
ringssymptomer. Dette vidste patienterne ikke og troede
sig i ferste omgang syge.

Eksemplet illustrerer, at leegemidler, som har vaeret an-
vendt i adskillige ar, kan give bivirkninger. Producenten af
Eltroxin® og myndighederne kunne forud for relancerin-
gen have udarbejdet en monitoreringsplan for at detekte-
re eventuelle bivirkninger knyttet til den nye formulering.



Udvikling af forbedret monitering

Der er brug for lgbende, effektiv og simpel registrering af
laegemiddelbrugeres oplevelser af bivirkninger efter mar-
kedsfgring, som kan bidrage til en tidslig opdateret og
skarpere sikkerhedsprofil for leegemidler. Det vil give myn-
dighederne mulighed for at gribe ind i tide ved at advare,
begraense eller helt stoppe salget af et laegemiddel, sa une-
dig lzegemiddelinduceret sygdom begraenses mest muligt.
Indsatsen vil vaere til gavn bade for den enkelte laegemid-
delbruger i form af mindre gener og for samfundet, som vil
spare hospitalsindlaeggelser.

| Danmark er laeger, tandlaeger og dyrlaeger lovmaessigt for-
pligtet til at indberette enhver formodet bivirkning til den
danske Laegemiddelstyrelse. Derudover har gvrige sundheds-
professionelle, patienter og pargrende mulighed for at ind-
berette laegemiddelbivirkninger. Farmaceuter har pligt til at
assistere patienter med indberetninger.

Apotekerne selv tegner sig for et yderst begraenset antal
indberetninger arligt — kun godt 1 procent af samtlige spon-
tane bivirkningsindberetninger kommer fra danske apote-
ker, hvilket star i skaerende kontrast til den hyppige kontakt,
det lokale apotek har med den enkelte lzegemiddelbruger.
Apotekerne har gennem de senere &r medvirket til gen-
nemfarelse af udviklingsprojekter med fokus pa kvalitets-
sikring af danskernes laegemiddelanvendelse. Indsatsen er

i hgj grad sket gennem gget dialog med den enkelte lzege-
middelbruger, hvor omdrejningspunktet har vaeret korrekt
laegemiddelanvendelse for at sikre det bedst mulige resultat
af behandlingen samt for at forebygge laegemiddelrelatere-
de problemer. | forlaengelse af disse brugerorienterede tiltag
er det kun naturligt, at apotekerne fokuserer pa at opspore
laegemiddelbivirkninger sa tidligt som muligt.

FORSKNING | LAGEMIDDELSIKKERHED
Farmakovigilance — forskning som omhandler detektion,
vurdering, forstaelse og forebyggelse af bivirkninger — har
faet stigende interesse blandt forskere og studerende pa
Det Farmaceutiske Fakultet. Saledes blev 5 procent af far-
maceutdrgang 2008 ansat i farmakovigilancestillinger. Fa-
kultetets ekspertise spaender fra metodeudvikling til tidlig
detektion af brugeroplevede laegemiddelbivirkninger gen-
nem en kobling til traditionel klinisk farmakologi, farmaci
og epidemiologi.

Registrering gennem apoteker

| foraret 2009 gennemferte farmaceutstuderende et studium
pa danske apoteker for at undersgge og belyse apoteker-
nes mulige rolle som proaktive medspillere i monitorering og
indsamling af brugeroplevede laegemiddelbivirkninger. Det
overordnede fokus for forsgget var at afpreve en spgrge-
algoritme i praksis samt at undersgge den faglige og organi-
satoriske forankring pa apoteket i forhold til monitorering og
registrering af bivirkninger.

20 studerende blev forud for selve undersggelsen gennem
en workshop traenet til konkret identifikation af symptomer
pa bivirkninger omkring modellzegemidlet Ibuprofen. Ibupro-
fen tilhgrer gruppen af anti-inflammatoriske laegemidler, der
bl.a. som bivirkning nedszetter mave- og tarmslimhindens
modstandskraft, hvilket kan lede til sdrdannelse og bladning,
som i vaerst teenkelige tilfaelde kan blive fatal. De studerende
udspurgte ved hjzelp af et spargeskema brugere af Ibupro-
fen, som accepterede at deltage i undersggelsen, om opleve-
de gener i forbindelse med deres laegemiddelanvendelse.
Forsgget viste, at apotekerne med apoteksfarmaceuter i
spidsen efter passende traening kan indsamle relevant in-
formation, klar til at blive indsendt til Laegemiddelstyrelsen.
Tildeles apotekerne en selvstaendig rolle i forbindelse med
monitorering og rapportering af leegemiddelbivirkninger, vil
apoteksfarmaceuter kunne indga i konkrete sammenhaenge
sasom styrket bidrag til den eksisterende spontane indberet-
ning, intensiv monitorering af et nyintroduceret leegemiddel
eller klinisk orienteret forskning i en hverdagskontekst.

| forbindelse med intensiv monitorering af et nyt laegemid-
del, vil apoteksindberetninger tjene et dobbelt formal i form
af en tidlig varslingsforanstaltning samt som forskning i lee-
gemiddelsikkerhed. Ved ekspedition af laegemiddel udsper-
ges den enkelte Igbende om eventuelle oplevede gener;
farste gang ved anden ekspedition af det pagaeldende laege-
middel.

Cand.pharm., ph.d. Sgren Troels Christensen er videnskabelig assistent pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
Dr.med. Ole J. Bjerrum er professor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
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