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Til gavn for alle

Den offentlige og private forskning inden for leegemiddelomradet er et omrade, hvor danske
forskere og virksomheder klarer sig rigtig godt — 0gsa efter en international malestok. Univer-
siteternes grundforskning inden for naturvidenskab, teknisk videnskab og sundhedsvidenskab
komplementerer i mange tilfaelde industriens mere mélrettede forskning med udvikling af nye
laegemidler. | et taet samarbejde med andre universiteter, den farmaceutiske og bioteknologiske
industri, apotekervaesnet, hospitalsvaesnet og den gvrige offentlige sundhedssektor arbejder vi
pa Det Farmaceutiske Fakultet konstant pa at udvikle de farmaceutiske videnskaber til gavn for
studerende, ansatte og den samlede sundhedssektor.

Det er mit hab, at naervaerende udgave af Laeegemiddelforskning illustrerer nogle af vigtige ud-
fordringer, der ligger inden for lazegemiddelomradet og giver et indblik i nogle af de spaendende
forskningsprojekter, der udspringer fra Det Farmaceutiske Fakultet.

Sven Frgkjeer, dekan

Gymnasieklassebesag

Det Farmaceutiske Fakultet - FARMA - tilbyder en besggsordning, der giver gymnasieelever mulig-
hed for at se, hvordan kemi og biologi i gymnasiet anvendes i leegemiddelforskningen. Det sker i et
mgde med bade studerende, forskere og undervisere, og derved haber vi at kunne give inspiration

til den daglige undervisning. Et besgg kan besta af foredrag eller gvelser. Seneste skud pa stammen
er gvelser i farmaci, hvor eleverne far et hands on-indtryk af laegemiddelfremstilling, nar stoffet ibu-
profen fremstilles i laboratoriet. Det er muligt at veelge mellem forlgb, som primaert er rettet enten
mod kemi- eller biologiundervisningen. Se de mange muligheder pa www.farma.ku.dk/gymnasier

Studieretningsprojekt

Gymnasieelever har mulighed for at besege FARMA og udfere laboratoriegvelser i forbindelse med
deres studieretningsprojekt. Der udbydes 6 forskellige gvelsesprojekter, som afvikles over 2 dage fra
kl. 9-17. Laes mere pa farma.ku.dk/studieretningsprojekt

Studiepraktik

Det Farmaceutiske Fakultet deltager i den landsdaekkende ordning for studiepraktik for gymna-
sieelever, som finder sted i lgbet af efteraret. | lgbet af praktikopholdet, der straekker sig over tre
dage, vil eleverne opleve ‘livet’ som farmaceutstuderende. Eleverne vil blive praesenteret for flere
faglige omrader og derigennem erfare bredden i farmaceutuddannelsen. De vil komme med til
forelaesninger, klassetimer 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. Nzer-
mere 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 argange af Laegemiddelforsk-
ning. Her kan du ogsa finde en emnefortegnelse og foretage fuldtekstsagning pa tveers af tidligere
argange af Laegemiddelforskning.

@nskes yderligere trykte eksemplarer af Leegemiddelforskning?
Send din bestilling til bestil@farma.ku.dk
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| takt med den voksende internethandel er der sket en
stigning i antallet af forfalskede laegemidler, naturlze-
gemidler og kosttilskud, som i vaerste fald kan medfere
alvorlige bivirkninger. En sammenkobling af avance-
rede analysemetoder kan afslgre forfalskningerne til
gavn for bade forbrugerne og myndighederne.

Af Julie Kesting, Anne Adsersen og Lene Gudiksen

Med den voksende internethandel og ggede rejseaktivitet
er keb af forfalskede lzegemidler, naturlaegemidler og kost-
tilskud blevet et stort problem, som giver sundhedsmyndig-
hederne alvorlige bekymringer. Forfalskede laegemidler er i
nogle tilfaelde uvirksomme, men i vaerste fald kan de vaere
farlige og medfare alvorlige og uoprettelige bivirkninger,
som det er sveert at opdage arsagen til, fordi folk ikke ved,
hvad de har indtaget.

Et forfalsket leegemiddel defineres af WHO som et laegemid-
del, der har en forsaetlig og ulovlig maerkning med hensyn til
indhold og oprindelse med det formal at narre kgberen. Det
kan fx veere medicin, som indeholder et korrekt angivet ak-

Skematisk oversigt over HPLC-MS-PDA-SPE-NMR. Kromatogrammerne
og spektrene stammer fra studiet af det kinesiske naturpraeparat.
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tivt stof, men i for hgj eller for lav dosis. Der kan ogsa vaere
tale om laegemidler uden aktive indholdsstoffer, medicin,
som indeholder andre aktive stoffer end de angivne, eller
laegemidler, som er tilsat ikke-deklarerede indholdsstoffer.
Mange typer medicin forfalskes, men de laegemidler, der
oftest snydes med, er slankemidler og potensmidler. Det er
baggrunden for Laegemiddelstyrelsens kampagner: Pas pa
dig selv — kab godkendte slankemidler og Jagten pa et bedre
sexliv kan skade dit helbred.

Naturmedicin, laegemidler og kosttilskud
Naturlaegemidler og kosttilskud markedsfares ofte som sun-
de, naturlige alternativer til de almindelige syntetiske praepa-
rater. Naturprodukter fra Mellemgsten og Asien har imidler-
tid ofte vist sig langt fra at leve op til europaeisk kvalitet og i
mange tilfeelde at vaere direkte forfalskede.

Der er afslgret praeparater med et meget hgjt indhold af
tungmetaller, og man har fundet adskillige “naturlige” po-
tenspraeparater, der udover — eller i stedet for — det dekla-
rerede plantemateriale indeholder store doser af de samme
virksomme stoffer, som indgar i de receptpligtige laegemidler




Falsk deklaration: Disse kapsler indeholder angiveligt et kinesisk natur-
praeparat til behandling af forhejet blodtryk. Praeparatet virker, men
kun fordi det indeholder tre kendlte, syntetiske blodtryksseenkende
laegemiddelstoffer. Der er ingen aktive naturstoffer i preeparatet.

— eller virksomme stoffer, som anvendes til behandling af
helt andre lidelser. Det samme ggr sig gaeldende for slanke-
praeparater, gigtpraeparater, praeparater mod forhgjet kole-
sterolindhold i blodet og praeparater mod forhgjet blodtryk.
Ifalge den danske Laegemiddelstyrelse har tolden i et andet
EU-land sagar fundet et forfalsket laegemiddel mod hjerte-
kar-sygdomme, som indeholdt stev fra mursten overtrukket
med gul maling og mgbellak!

En undersggelse foretaget af Laegemiddelstyrelsen har vist,
at mindre end halvdelen af de personer, som har kgbt me-
dicin over internettet, kender reglerne for keb af medicin

pa nettet, og at mindre end halvdelen har overvejet, om der
kunne vaere bivirkninger ved det kabte. Lidt over en fjerdedel
af keberne angiver, at medicinen ikke virkede som forventet.

En cocktail af stoffer

Et naturlaegemiddel er ofte et ekstrakt af plantedele og inde-
holder derfor i modsaetning til de fleste syntetiske laegemid-
ler ikke ét enkelt aktivt indholdsstof, men adskillige stoffer

— ligesom en kop te, som ogsa er et planteekstrakt. For at
afgere, om et naturlaegemiddel indeholder andet end det

deklarerede, er det ngdvendigt, at alle indholdsstofferne ad-
skilles og identificeres.

Adskillelsen foregar som oftest ved hjzelp af vaeskekromato-
grafi, baseret pa stoffernes elektriske ladning og polaritet.
En detektionsmetode, der hyppigt anvendes til kontrol af
naturlaegemidler og andre laegemidler, er massespektrome-
tri, hvor indholdsstofferne identificeres ud fra deres eksakte
masse via en sammenligning med databaser, som indeholder
referencedata for kendte indholdsstoffer. Hvis et naturleege-
middel indeholder et kendt stof, vil stoffet séledes blive gen-
kendt, nar der er adgang til referencedata. Imidlertid er der
desvaerre observeret en stigende tendens til, at producenter
af forfalskede laegemidler aendrer pa den kemiske struktur
af de indholdsstoffer, de tilsaetter, s en sammenligning med
kendte stoffer i en database ikke giver nogen hits. Dette er
en meget alvorlig situation, fordi det normalt er umuligt at
forudsige, hvilken effekt en aendring af et molekyles sam-
mensaetning har pa virkning og bivirkninger.

En moderne sammenkobling af flere analysemetoder kan
imidlertid afslgre forfalskede laegemidler ved at vise, hvil-

ke stoffer de indeholder. Her anvendes kromatografi til

MODERNE ANALYSEMETODER - HURTIG OG SIKKER IDENTIFIKATION AF INDHOLDSSTOFFER

Vores metode til at afslere forfalskede laegemidlers indholds-
stoffer kaldes HPLC-MS-PDA-SPE-NMR. Farst adskilles ind-
holdsstofferne i leegemidlet ved hjaelp af vaeskekromatografi
(HPLC). Efter separationen ledes en lille del af hvert af ind-
holdsstofferne ind i et massespektrometer (MS), som har en
meget hgj falsomhed, hvorved det er muligt at opna gode
data baseret pa en lille maengde stof. MS maler molekyl-
vaegten af stoffet, hvilket gar det muligt at bestemme brutto-
formlen. Derudover kan molekylet fragmenteres i massespek-
trometret, og ud fra fragmenteringsmgnstret opnar man
information om strukturen af stoffet.

Den gvrige del af indholdsstofferne ledes videre til en enhed
for fastfaseekstraktion (SPE). | denne enhed sidder der en
raekke sma kolonner, som fastholder stoffer pa samme made
som en HPLC-kolonne. Nar en kromatografisk top kommer til
SPE-enheden, fortyndes den med vand og ledes igennem en
af disse kolonner, hvor indholdsstoffet bindes, mens vaesken
skylles bort. P& denne made kan et vilkarligt antal kromato-

grafiske toppe tilbageholdes pa hver sin kolonne. Det er end-
videre muligt at gentage den kromatografiske separation sa
mange gange som @nskeligt for derved at gge maengden af
stof pa hver kolonne. Til sidst t@rres kolonnerne med nitro-
gengas for at fjerne HPLC-oplasningsmidlet.

Herefter er det muligt med en lille maengde oplasningsmid-
del at skylle det opsamlede stof fra en kolonne ud i et rer,
som er beregnet til optagelse af NMR-spektre. Falsomheden
ved NMR er langt mindre end ved MS, men spektrene giver
til gengeeld information om alle hydrogenatomer og car-
bonatomer i det analyserede stof samt om deres indbyrdes
placering i molekylet, hvilket ger det muligt at identificere
stoffet. Desuden giver NMR information om den tredimensio-
nelle struktur af det undersagte molekyle.

Ved kombinationen af de anvendte metoder er det saledes
muligt hurtigt at afklare, hvorvidt et naturlaegemiddel eller al-
mindeligt leegemiddel er forfalsket, uanset hvilke stoffer pro-
ducenten har tilsat uden deklaration.

DET FARMACEUTISKE FAKULTET, KOBENHAVNS UNIVERSITET
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HVAD ER ALMINDELIGE LAGEMIDLER?
o Laegemidler er produkter, som anvendes til behandling eller
forebyggelse af sygdomme.
¢ De aktive stoffer er syntetiske stoffer, semisyntetiske stoffer
eller isolerede rene naturstoffer.
e Laegemidler er godkendt af Leegemiddelstyrelsen, som stiller krav
til fremstilling, kvalitet, virkning og sikkerhed af produkterne.

HVAD ER FORFALSKEDE LAGEMIDLER?

o Et forfalsket laeegemiddel defineres af WHO som et laegemiddel,
som har en forsaetlig og ulovlig maerkning med hensyn til indhold
og oprindelse med det formal at narre kaberen.

e Det kan fx vaere medicin, som indeholder et korrekt angivet
aktivt stof, men i for hgj eller for lav dosis.

e Der kan ogsa veere laegemidler uden aktive indholdsstoffer, medicin
som indeholder andre aktive stoffer end de angivne eller laegemidler,
som er tilsat ikke deklarerede indholdsstoffer.

HVAD ER NATURLAGEMIDLER?
¢ Naturlzegemidler er produkter, som er beregnet til at behandle lettere
sygdomme, dvs. sygdomme, hvortil det ikke er almindeligt at s@ge lzege.
¢ De aktive stoffer er pulveriserede plantedele eller planteekstrakter.
¢ Naturlzegemidler er godkendt af Laegemiddelstyrelsen.
o Laegemiddelstyrelsen stiller krav til fremstilling, kvalitet, virkning
og sikkerhed af produkterne.

HVAD ER KOSTTILSKUD?

e Kosttilskud er produkter, der supplerer den normale kost,
og som pavirker kroppen ernaeringsmaessigt og/eller fysiologisk.

¢ De aktive stoffer kan fx vaere vitaminer, mineraler, pulveriserede
planter eller planteekstrakter.

o Kosttilskud skal anmeldes til fedevaremyndighederne, hvilket ikke
er ensbetydende med at produktet er godkendt.

o Kosttilskud markedsfares i dosisform, fx kapsler eller tabletter.

o Kosttilskud er ikke lzegemidler og ma ikke markedsfagres som
egnede til behandling eller forebyggelse af sygdomme.

HVILKE REGLER GZALDER FOR INDK9B AF
LAGEMIDLER OVER INTERNETTET?
o Laegemidlerne skal vaere kabt eller afsendt fra et land inden for
EU eller E@S.
e De skal vaere godkendt af myndighederne.
¢ Medicinen skal veere til eget brug.
e Laegemidlerne ma ikke vaere doping eller indeholde euforiserende stoffer.

Reglerne findes pa www.laegemiddelstyrelsen.dk ”Fgr du handler pa nettet”

S

-

-

adskillelse, mens identifikationen af indholdsstofferne opnas
ved at kombinere massespektrometri, fastfaseekstraktion og
magnetisk resonans spektroskopi.

Naturleegemiddel med syntetiske stoffer

Vi anvender denne sammenkobling af metoder til hurtigt at
identificere kendte savel som ukendte stoffer i planteeks-
trakter og svampeekstrakter, men teknikken er ogsa oplagt
til kvalitetskontrol af bade naturlaegemidler og almindelige
laegemidler.

| samarbejde med forskere pa Merck Frosst Ltd. har vi un-
dersggt et kinesisk naturpraeparat til behandling af forhgjet
blodtryk. Praeparatet, som ifglge deklarationen indeholder
forskellige dele fra dyr og planter, viste sig at vaere saerdeles
effektivt til behandling af forhgjet blodtryk. Derfor undersgg-
te vi praeparatet i hab om at finde et ukendt naturstof, som
maske kunne danne grundlag for udvikling af et nyt laege-
middel. Det viste sig dog hurtigt, at kapslerne ikke indeholdt,
hvad der var deklareret. En kromatografisk undersggelse
afslgrede nemlig, at der kun var tre indholdsstoffer og ikke
den mangfoldighed af naturstoffer, der kunne forventes ud
fra deklarationen.

Under anvendelse af HPLC-MS-SPE-NMR blev det hurtigt ty-
deligt, at de tre stoffer i kapslerne var amlodipin, indapamid
og valsartan, som alle er registrerede aktive laegemiddelstof-
fer til behandling af forhgijet blodtryk. For at eliminere en-
hver tvivl om at virkningen af praeparatet kun skyldtes disse
tre stoffer, blev indholdet i kapslerne kvantificeret. Herefter
blev der foretaget et dyreforsgg, hvor rotter med forhgjet
blodtryk fik doseret enten kapsler eller en blanding af de tre
stoffer svarende til indholdet i kapslerne. Forsgget viste, at
den observerede effekt af kapslerne svarede fuldstaendig til
effekten af blandingen af de tre stoffer. Det kunne derfor
konkluderes, at der ikke var noget naturstof, som bidrog til
effekten af kapslerne.

Undersggelsen viser, hvordan den anvendte kombination af
moderne analysemetoder vil kunne afslgre forfalskede laege-
midler til gavn for bade forbrugerne og myndighederne.

Cand.pharm. Julie Kesting er ph.d.-studerende pa Institut for Medicinalkemi
Cand.pharm. Anne Adsersen er lektor pa Institut for Medicinalkemi
Cand.pharm. Lene Gudiksen er lektor pa Institut for Medicinalkemi
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Et nyopdaget enzym kan bane vej for en helt ny type
kraeftmedicin, som er mere skansom over for raske cel-
ler end almindelig kemoterapi. Enzymet er med til at
regulere, om kroppens gener taendes eller slukkes, og
enzymets aktivitet er markant hgjere i kraeftceller. Stof-
fer, som specifikt h&ammer enzymet, kan blive til laege-
midler, som hindrer kraeftcellerne i at vokse uhaemmet.

Af Jesper L. Kristensen, Brian Lohse og Rasmus P Clausen

Kraeftsygdomme kendetegnes ved, at kroppen mister kon-
trollen over sine egne celler. Den normale regulering af cel-
lernes vaekst saettes ud af spil, og kraeftcellerne deler sig
uhaemmet. Med tiden ferer den ukontrollerede vaekst til,

at det omgivende vaev nedbrydes, hvilket i sidste ende kan
medfgre dgden.

En af de store udfordringer ved udviklingen af laegemidler til
behandling af kreeft er, at det er kroppens egne celler, man
skal angribe. Kunsten er derfor at sikre sig, at det kun er
kraeftcellerne, som rammes af cellegiftene, og ikke de raske
celler. Nutidens laegemidler er desveerre ikke specifikke, og
nogle gange er bivirkningerne sa alvorlige, at laegerne ma
benytte meget sma doser, som ikke er tilstraekkelige til at sla
kraeftcellerne ihjel. En forbedret kraeftbehandling er derfor et
spargsmal om at finde egenskaber, der adskiller kraeftceller
fra raske celler, sa man kan nedkaempe kraeftcellerne uden
at ramme det sunde vaev i kroppen.

Kraeftcellernes ukontrollerede vaekst skyldes, at den normale
regulering af, hvilke gener, der skal aktiveres i cellerne, ikke
lzengere fungerer. Vores forskning fokuserer derfor pa at for-
hindre kreeftcellerne i at undslippe de mekanismer, som nor-
malt regulerer og bremser vaeksten i raske celler.

Cellerne bruger ikke alle gener

Menneskekroppen er sammensat af mere end 200 forskel-
lige typer celler. Faelles for dem er, at de alle indeholder hele
det humane genom i form af DNA. Det er med andre ord
den samme universelle kogebog med opskriften pa alle cellu-
lere byggesten, der findes i vidt forskellige celletyper som fx
nerveceller eller muskelceller. Den enkelte celle far sin egen-
art ved at udvaelge, hvilke gener — dvs. opskrifter pa protei-

DET FARMACEUTISKE FAKULTET,

Histonhaler

— et nyt mal inden for
kraeftbehandling

ner — som er relevante for, at cellen kan opretholde praecis
de funktioner, den skal udfere. De forskellige typer celler
bruger derfor kun en brekdel af alle de opskrifter, der findes
i genomet.

Hvis man kunne tage en DNA-streng ud fra cellekernen i en
celle og folde strengen ud, ville den vaere to meter lang, men
det er selvfglgelig umuligt at rulle strengen ud inde i cellen,
nar bestemte gener skal aflaeses. Derfor er genomet pakket
sammen pa en meget struktureret og velordnet made, hvor
DNA-dobbeltspiralen er viklet to gange rundt om en slags
garnnggler, man kalder for histoner.

Fra histonerne udgar der lange kaeder af aminosyrer, og dis-
se peptider kaldes for histonhaler. Halerne kan vaere kemisk
modificeret pa flere forskellige mader, og praecis hvordan,
er med til at afgare, hvorvidt et gen pa den pagaeldende del

GENER, PROTEINER OG ENZYMER

Det humane genom rummer omkring 23.000 gener. Et gen
er en DNA-sekvens, som indeholder opskriften pa et protein,
og nar cellen har brug for proteinet, abnes DNA-dobbelt-
spiralen, og cellen fremstiller en RNA-kopi af genet. Kopien
aflaeses nu i cellernes proteinfabrikker, som fremstiller det
gnskede protein.

Proteiner er kroppens byggesten og arbejdsheste. Nogle pro-

teiner har strukturelle funktioner og opbygger fx cellens ske-
let. Andre spiller en central rolle i cellernes kommunikation og
fungerer bl.a. som receptorer for hormoner og signalstoffer.
En meget vigtig gruppe af proteiner er enzymerne. De er
kroppens maskiner og sgrger for, at alle de processer,
som konstant karer i kroppen, fungerer efter hen-
sigten. Enzymerne katalyserer biokemiske reaktio-
ner, og de er drivkraften bag sa forskellige ting
som vore sanser, fordgjelsen af faden, musk-
lernes bevaegelser og lagring af hukommel-
sesindtryk i hjernen. Enzymer er ogsad med

til at taende eller slukke for forskellige
gener i forskellige typer celler.
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Sadan taendes og slukkes gener i cellekernen:

Den humane arvemasse udger en to meter lang DNA-dobbeltspiral, som er
pakket sammen i cellekerner med en udstraekning pa blot ti mikrometer.

DNA-dobbeltspiralen er viklet rundt om spoler pa samme méde, som
en snor er viklet rundt om en yoyo. Spolerne er dannet af proteiner, der
kaldes histoner, og de omviklede spoler sidder pa reekke som perler pa
en snor. Perlekaeden snor sig til en tyk fiber, som vindes rundt omkring
kromosomernes proteinskelet.

DNA midt inde i garneglet er utilgsengelig for de enzymer, som aktiverer
vore gener, men histonerne har haler af aminosyrer, som stikker ud. Nar
der seettes acetylgrupper pa en histonhale, folder en del af DNA-strengen
sig ud, sa enzymerne kan aktivere det pagaeldende gen.

Nar histonhalen far pasat methylgrupper, forhindres adgangen for
enzymerne, og genet inaktiveres.

EPIGENETIK REGULERER GENERNES AKTIVITET

Alle menneskers arvemasse er meget ens. Forskellene imellem os skyldes
i hej grad epigenetik, som er reversible kemiske modifikationer af DNA,
der bestemmer, hvilke gener der aktiveres og danner proteiner i krop-
pens celler.

Selve genomet a&ndres ikke livet i gennem, men epigenomet forandres
voldsomt under fosterudviklingen i takt med, at de oprindelige stamceller,
der kan udvikle sig til alle typer veev, specialiserer sig og danner mangfol-
digheden af forskellige celler i kroppen — en proces, som i @vrigt haenger
sammen med kemiske modifikationer af histonerne.

Enhver specialiseret celletype har sit eget epigenetiske mgnster. Mgnstret
andrer sig nogle gange i takt med, at mennesket bliver aeldre — og ma-
ske ogsa som felge af miljgpavirkninger og livsstil. Det er endda muligt, at
epigenetiske tilpasninger i én generation kan nedarves til den naeste.
Sygdomme som kraeft skyldes, at uhensigtsmaessige epigenetiske an-
dringer ggr cellerne syge. Derfor kan @get viden om epigenetik bane vej
for nye behandlingsformer, som griber ind i reguleringen af generne i de
syge celler.

1 2010 blev der pa internationalt plan dannet International Human Epigen-
ome Consortium (IHEC), hvis mal er at kortlaegge tusinde humane epigen-
omer i lgbet af et arti.
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af DNA-strengen bliver udtrykt eller ej. Modifikationerne af
histonhalerne udger pa den made et nyt kodelag ovenpa
den genetiske DNA-kode. Man kalder den ekstra kode for
den epigenetiske kode. Hvis man kan andre pa de epigene-
tiske modifikationer, vil det i teorien vaere muligt at ga ind og
teende og slukke for forskellige gener efter gnske.

Kraeftbehandling via genregulering

Man kender i dag flere enzymer, som kan modificere histon-
haler og pavirke, hvilke gener, der aktiveres i en celle. Men
ved udvikling af en fremtidig kraeftbehandling er det vig-
tigt kun at pavirke udvalgte enzymer, som er specifikke for
kraeftceller. Pa den made kan man undga, at laegemiddel-
stoffet modificerer histonhalerne i alle typer celler og dermed
medfarer bivirkninger.

Pa Biotech Research and Innovation Centre (BRIC) ved Ke-
benhavns Universitet har en gruppe forskere for nylig op-
daget et enzym, GASC1, som er i stand til at fjerne en af

de kemiske modifikationer af histonhalerne. Enzymet blev
fundet ved at studere, hvilke forskelle der er pa de biokemi-
ske processer i kraeftceller sammenlignet med raske celler.
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Aktiviteten viste sig at vaere markant hgjere i kraeftceller, og
derfor er enzymet formodentlig involveret i nogle af de pro-
cesser, der adskiller kraeftceller fra almindelige celler. Et stof,
som specifikt haemmer enzymet, kan derfor potentielt udvik-
les til et nyt leegemiddel mod kraeft — det er det, vi arbejder
hen imod.

Enzymet kan fjerne methylgrupper fra en bestemt amino-
syre, lysin, pa en af histonhalerne. Man ved, at placeringen
af disse methylgrupper pa histonet samt antallet af dem er
direkte relateret til, hvilke gener der bliver udtrykt og derfor i
sidste ende, hvordan cellerne udvikler sig.

Forseg med kunstige histonhaler

Pa Det Farmaceutiske Fakultet har vi fremstillet en serie af
afkortede histonhaler for at undersgge og forsta, hvordan
enzymet og histonhalerne vekselvirker med hinanden. | for-
s@gene praesenteres enzymet for de kunstige histonhaler, og

efterfelgende undersgger vi, om enzymet har fjernet methyl-
grupper fra halerne. Pa den made opnar vi meget detaljeret
information om, hvordan enzymet fungerer. Jo mere viden,
jo bedre kan vi malrette udviklingen af nye stoffer, som kan
forhindre enzymet i at andre pa histonhalerne, og dermed
potentielt bremse vaeksten af kraeftceller i kroppen.
Histonhalerne bestar af omkring 40 aminosyrer. Vi har syste-
matisk forkortet halerne og vist i laboratoriet, at enzymet
ikke behgver mere end fem aminosyrer fra histonhalen for
at kunne genkende halen og fjerne methylgrupperne. Med
udgangspunkt i den information er vi géet i gang med at
designe nye inhibitorer, der binder til det samme omrade

pa enzymet. Tanken er, at disse stoffer skal ga ind og blo-
kere enzymet, sa det forhindres i at fjerne methylgrupperne
fra histonhalerne og dermed hindre kraeftcellerne i at vokse
uhaemmet.

Ph.d. Jesper L. Kristensen er lektor pa Institut for Medicinalkemi

Ph.d. Brian Lohse er postdoc pa Institut for Medicinalkemi

Ph.d. Rasmus P. Clausen er lektor pd Institut for Medicinalkemi
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Nanopartikler

kan forbedre behandlingen af

hudsygdomme

Hudsygdomme som psoriasis og berneeksem er vanske-
lige at behandle. Ved at indlejre leegemiddelstofferne
i nanopartikler kan man opna, at stofferne forbliver i
huden, hvor de skal virke, og ikke spreder sig til blodet
eller til de omgivende vaev, hvor medicinen i vaerste fald
kan medfare bivirkninger.

Af Louise Bastholm Jensen, Nina @stergaard Knudsen,
Karsten Petersson, Jens Hansen, Camilla Foged og
Hanne Marck Nielsen

Huden er normalt en essentiel barriere mod indtraengning af
mikroorganismer, allergifremkaldende stoffer og andre kemi-
ske stoffer, men hudsygdomme forringer ofte den beskytten-
de barriere og farer til @get fordampning af vand, sa huden
bliver ter. Fx fremkalder psoriasis og barneeksem aendringer
i barrierens egenskaber, hvilket svaekker hudens forsvarsmur
mod ugnskede stoffer og ger huden ter og mindre taet.

Ved hjaelp af nanoteknologi og viden om den syge huds for-
ringede barriereegenskaber kan laegemiddelstoffer nu styres
mere pracist hen til malcellerne et stykke nede i huden. Det
er saledes muligt at designe nanopartikler, som sgrger for, at
laegemiddelstofferne fastholdes i huden og ikke diffunderer
ud i de omgivende veev eller til blodbanen, hvor stofferne er

uden effekt og i veerste fald kan medfare bivirkninger. Et ek-
sempel er pavirkning af kroppens egen hormonproduktion
efter anvendelse af binyrebarkhormon, som typisk bruges til
behandling af mange hudsygdomme.

Gennem en malrettet behandling baseret pa nanoteknologi
kan man reducere maengden af leegemiddelstof, som smgares
pa huden, hvilket formindsker risikoen for bivirkninger. Des-
uden kan cremer med nanopartikler bidrage til at forstaerke
hudens barriere mod vandfordampning og indtraengning af
mikroorganismer.

Behandling af beskadiget hud

Huden bestar af forskellige lag, overhuden (epidermis), lae-
derhuden (dermis) og underhuden (subcutis). Den yderste
del af overhuden kaldes hornlaget (stratum corneum), og
det bestar af dede celler. Hornlaget udggr hudens primaere
beskyttelsesbarriere mod indtraengning af fremmede stoffer
og bakterier, og laget holder pa hudens fugtighed ved at re-
ducere fordampningen af vand fra de underliggende hudlag.
Sygdomme som psoriasis 0og bgrneeksem behandles ofte
med salver eller cremer, og her skal laegemiddelstofferne
passere gennem hornlaget og udeve deres effekt dybere
nede i huden — i den levende overhud og laederhud — hvor
de syge celler findes. Samtidig skal man undga, at laegemid-
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PSORIASIS OG BORNEEKSEM

Til venstre et eksempel pa psori as
til hajre et eksempel pé barneeksel

2-3 procent af befolkningen har psoriasis. Det er en kronisk autoimmun hudsygdom, som er karakteriseret ved en gget og unor-

mal vaekst af hornceller i overhuden, hvilket viser sig i form af rade, skaellede pletter — typisk pa albuer og knae, men ogsa man-

ge andre steder pa kroppen, fx. i hovedbunden. Sygdommen er kronisk, selv om der kan vaere symptomfrie perioder. Psoriasis

kan optraede i alle aldersgrupper, men det farste udbrud kommer typisk i 20-25 ars alderen.

Barneeksem (atopisk dermatitis) er et klgende eksem, hvor patienten har symptomfri perioder afbrudt af sygdomsudbrud af forskel-

lig sveerhedsgrad. Omkring en femtedel af alle danske bern lider af bgrneeksem, og 30 procent af patienterne har fortsat eksem

som voksne. Personer med barneeksem har tendens til ter hud, lav klgetaerskel og en @get risiko for at udvikle astma og allergi.

delstoffet traeenger hele vejen gennem huden til blodbanen.

I to specifikke projekter undersgger vi, hvordan formulering
af leegemiddelstoffer i to forskellige typer nanopartikler kan
forbedre behandlingen af henholdsvis psoriasis og berneek-
sem. Der findes i dag flere slags nanopartikler, som er inte-
ressante til behandling af hudsygdomme, men nanopartik-
ler baseret pa fedtstoffer er mest lovende, fordi de anvendte
fedtstoffer er naturligt forekommende i huden og derfor
som udgangspunkt sikre at bruge. | et samarbejde mellem
Det Farmaceutiske Fakultet og LEO Pharma A/S fokuserer vi
pa liposomer til behandling af psoriasis samt pa faste lipidna-
nopartikler til behandling af berneeksem.

Psoriasisbehandling i overhuden

En raekke hydrofobe laegemiddelstoffer anvendes i salver til
behandling af psoriasis. Ved at indlejre disse fedtoplaselige
laegemiddelstoffer i liposomers membraner bliver medicinen
kontrollerbar via liposomernes fysisk-kemiske egenskaber og
mindre afhaengig af laegemiddelstoffernes egne egenskaber.
Det kan udnyttes til at styre laegemiddelstofferne hen til de
syge hudceller.

Laboratorieforseg med grisehud har vist, at det er muligt

at kontrollere, hvor langt liposomerne og laegemiddelstof-
fet traenger ned i huden ved at justere liposomernes kemiske
sammensatning, bade for intakt hud og ved en barriereska-
de. Optagelsen af liposomer i de sygdomsramte celler kan
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Faste
Vandfordampning lipidnanopartikler Liposomer

¢

Leegemiddelstof

@ Hudsygdomme forringer ofte den beskyttende barriere averst i
huden og farer til aget fordampning af vand, sa huden bliver ter. Bade
psoriasis og barneeksem fremkalder sendringer i barriereegenskaberne,
hvilket svaekker hudens forsvarsmur mod uenskede stoffer og ger

huden ter og mindre tet.

@ Faste lipidnanopartikler kan fastholde mere leegemiddelstof i huden
end en almindelig salve, og en depoteffekt kan opnas, specielt hvis hu-
den er intakt. Nanopartiklerne traenger ikke hele vejen igennem huden,
men kan laegge sig som en beskyttende film ovenpa huden, s& mindre

vand fordamper, og huden bliver mindre ter.

€ Liposomer fastholder mere lzegemiddelstof i huden end en alminde-
lig salve, og en depoteffekt kan opnas. Liposomerne treenger laengere
ned huden end faste lipidnanopartikler, iseer hvis huden er beskadiget.

DET FARMACEUTISKE FAKULTET,

KOBENHAVNS UNIVERSITET
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LIPOSOMER KAN TRANSPORTERE BADE FEDTOPLOSE-
LIGE OG VANDOPLOSELIGE LAGEMIDDELSTOFFER
Liposomer er sma hule kugler af fedtstoffer med en typisk diameter pa
omkring 100 nm. Fedtstofferne har vandoplgselige hoveder og fedthol-
dige haler, og i vand danner de spontant liposomer. Liposomernes vaeg-
ge bestdr et dobbeltlag af lipider, hvor fedthalerne er samlet i midten af
membranen, mens hovederne vender ud mod vandet og indad mod det
centrale hulrum.

Hydrofile (vandoplaselige) lzegemiddelstoffer kan indkapsles i den indre
vandige kerne eller associeres til overfladen af liposomerne, mens hydro-
fobe (fedtoplaselige) leegemiddelstoffer kan indlejres i selve membran-
strukturen.

Liposomernes egenskaber kan ngje kontrolleres via deres kemiske sam-
mensatning, som bestemmer deres smeltepunkt og dermed deres flek-
sibilitet samt deres fysiske egenskaber sdsom starrelse og antallet af dob-
beltlag. Liposomer er oftest opbygget af fosfolipider og kolesterol.

Ordet liposom kommer af de graeske ord “lipo”, som betyder fedt, og
"some", der betyder krop; dvs. fedtkrop.

J

@ges ved at udstyre liposomernes overflade med et stof, som

binder til en receptor pa hudcellerne. Ved hjzelp af denne
metode kan man muligvis fastholde laegemiddelstoffet pa
det rigtige sted i huden, hvorved man praecist kan ramme

de syge celler og hindre stoffet i at na helt ind til blodbanen.
Disse liposomer er under afpravning i en dyremodel for pso-

riasis i mus.

Nanopartikler forstaerker huden

Forsgg med grisehud har vist, at ca. 25 procent mere af det

applicerede lzegemiddelstof fastholdes i huden ved brug
af faste lipidnanopartikler sammenlignet med en alminde-

lig salve. Det betyder, at det er muligt at reducere den totale

maengde pafert leegemiddelstof samt at behandle mindre
hyppigt. Man kan isaer opna en god depoteffekt i huden,

FASTE LIPIDNANOPARTIKLER

- ET DEPOT | HUDEN

Faste lipidnanopartikler (Solid Lipid Nanoparticles, SLN) er
fremstillet af lipider med et smeltepunkt over kroppens
temperatur. Den faste struktur ger nanopartiklerne mere
stabile i huden og fastholder en sterre maengde laege-
middelstof i huden end ved brug af traditionelle cremer
eller salver.

Nanopartiklerne har typisk en diameter pa 100-500 nm
og leegemiddelstoffet inkorporeres i partiklen eller asso-
cieres til partiklens overflade. Partiklernes egenskaber kan
kontrolleres via sammensatningen af lipiderne.

-

hvis hudens barriere er intakt eller forbedres under behand-
lingen.

Der er ogsa lavet forsgg, som viser, at fedtstoffer fra faste li-
pidnanopartikler findes oven pa huden eller i hornlaget, hvil-
ket sandsynligger, at partiklerne kan virke forstaerkende pa
hudens barriereegenskaber. Yderligere forsag i en dyremodel
for barnekesem i mus skal sammenligne faste lipidnanopar-
tiklers egenskaber med en markedsfart formulering til be-
handling af barneeksem.

Mange hudsygdomme er kroniske og indebaerer en livslang
medicinering. Det gor det ekstra vigtigt at minimere eventu-
elle bivirkninger ved behandlingen. Anvendelse af fedtbase-
rede nanopartikler har derfor et stort potentiale for udvikling
af behandlinger, som er bedre og mere risikofri end de nu-
vaerende metoder.

Cand.pharm. Louise Bastholm Jensen er ErhvervsPh.d.-studerende pé Institut for Farmaci og Analytisk Kemi og LEO Pharma A/S

Cand.scient. Nina @stergaard Knudsen er ErhvervsPh.d.-studerende pd Institut for Farmaci og Analytisk Kemi og LEO Pharma A/S
Ph.d. Karsten Petersson er Senior Scientist pa LEO Pharma A/S

Ph.d. Jens Hansen er Corporate Vice President pa LEO Pharma A/S

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

Ph.d. Hanne Mgrck Nielsen er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
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Noglen til rationelt
lzegemiddeldesign

De fleste laegemidler virker ved at binde sig til protei-
ner i cellemembranen. Derfor er kendskab til humane
membranproteiner en uvurderlig hjelp, nar man de-
signer nye laegemidler, men desvzaerre er det ekstremt
svaert at bestemme deres strukturer. Sma krystaller med
tilsvarende membranproteiner fra bakterier kan afslgre
strukturen ved brug af intens rentgenstraling.

Af Helle Hald og Osman Mirza

Membranproteiner er cellernes omstillingsbord — forbindel-
sen mellem omverdenen og cellernes indre — og opklaring
af deres strukturer er i den absolutte frontlinie af biokemisk
forskning. | dag kan man ved hjzelp af rentgenkrystallografi
bestemme den tredimensionelle opbygning af de store pro-
teinmolekyler helt ned til en detaljeringsgrad, der afslarer de
indbyrdes positioner af de enkelte atomer i proteinet.
Oplysningerne er nyttige for forstaelsen af membranprotei-
ners virkningsmekanismer, og de kan anvendes i praksis ved
udvikling af nye laegemidler. Sterstedelen af alle leegemiddel-
stoffer virker nemlig ved at binde sig til et membranprotein,
og derfor er kendskab til membranproteiners strukturer en

~Q

stor hjeelp, nar man skal designe nye laegemidler. Det er sim-
pelt hen nemmest at fremstille en nggle til en Ias, nar man
kender lasens form.

Imidlertid er det ekstremt sveert at opklare strukturen af hu-
mane membranproteiner, og pa verdensplan har man endnu
kun bestemt den atomare opbygning af 12 af menneskets

i alt 7000 membranproteiner. Problemet er, at proteinerne
kollapser og aendrer form, nar de fjernes fra deres naturlige
miljg i den fedtholdige cellemembran, Derfor skal de pakkes
ind i seebemolekyler, nar de tages ud af membranen og dyr-
kes som krystaller, og ofte lykkes det kun at fremstille krystal-
ler, som er sd sma, at det er umuligt at bestemme proteinets
struktur selv med intens rentgenstraling fra store accelera-
torer.

| de seneste par ar har omradet imidlertid veeret inde i en ri-
vende udvikling, og nye metoder til proteinfremstilling og
krystallisation har gget antallet af kendte strukturer af mem-
branproteiner fra et halvt hundrede stykker i 2000 til om-
kring 250 i dag. De fleste strukturer stammer fra bakterier.

Peptidtransporter i tarmen
Vi fokuserer pa et membranprotein i tarmcellerne, som spil-
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Opklaring af proteinstrukturer: & En gradvist roterende proteinkrystal bestrales med intens rentgenstrling. & Krystallen spreder rantgenstrs-
len, og der dannes spredningsmenstre. € Ud fra spredningsmenstrene fremstilles et tredimensionelt kort over elektronernes placering i krystal-
len. €3 Kortet bruges til at bygge en model af proteinets struktur, som viser de enkelte atomers art og indbyrdes positioner i proteinmolekylet.

DET
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MODEL AF PEPTIDTRANSPORTOREN
Virkningsmekanismen af den humane peptidtransporter er
ikke opklaret eksperimentelt, men der er udviklet en teore-
tisk model, som er baseret pa strukturel viden om andre ty-
per transportarer:

I hvilepositionen befinder peptidtransportaren sig i en
strukturel form, hvor de aktive omrader vender udad pa

cellens overflade. Omraderne, som bestar af aminosyrer,

er bevarede gennem evolutionen og er derfor uaendrede
mellem bakterielle og humane peptidtransportarer. Det er
kendskabet til disse aminosyrers tredimensionelle placering,
der kan udnyttes til at designe laegemidler, som genkendes
af peptidtransportaren.

o e
fi ot ‘? Opformering af gensplejsede
— k-
s {*- . bakterier i laboratoriet. Bakterierne

KRYSTALDYRKNINGENS SVARE KUNST
Krystaller er opbygget af millioner af ens molekyler arrange-
ret i lange raekker af symmetriske formationer. For at lave en
krystal af et protein kraeves der store maengder af proteinet,
som typisk fremstilles i genmodificerede organismer sdsom
bakterier eller geer. Vi opformerer bakterierne i laboratoriet,
hvor de producerer den bakterielle peptidtransporter, inden
vi slar dem i stykker og isolerer proteinet fra celleresterne.
Na&r man arbejder med membranproteiner, er det ofte et pro-
blem, at vaertsorganismen kan dg, hvis man tvinger den til at
producere for store maengder protein.

Den starste udfordring er imidlertid fremstillingen af selve
proteinkrystallen. Det er meget vanskeligt at krystallisere

AGEMIDDELFORSKNING - 2010

producerer det humane membran-
protein, som derpa krystalliseres.

membranproteiner, fordi de bestar af en vandafvisende og
en vandelskende del, som henholdsvis befinder sig inde i cel-
lemembranen og udenfor cellen. Proteinets kombinerede
hydrofobe og hydrofile egenskaber vanskeligger den taette
pakning af molekyler, der kraeves for at opbygge en krystal,
fordi de to dele afviser hinanden pa samme made som ens-
rettede poler pa to magneter.

Lasningen er at tilseette en mild seebeoplgsning til oplasnin-
gen med proteinet. Saeben bestar af sma molekyler med en
vandafvisende og en vandelskende del, og nar seebemoleky-
lerne blander sig med proteinmolekylerne, formindskes den
indbyrdes frastedning mellem proteinerne.



Nar transportgrens substrater — en proton samt et peptid

— er til stede i, vil den gensidige tiltreekningskraft mellem
de aktive omrader og substraterne fare til dannelsen af et
kompleks, hvor protonen og peptidet bindes til transporte-
ren §. Som falge af peptidbindingen andres transporta-

ler en central rolle, nar medicin indtages i tabletter, hvilket
er tilfaeldet med langt de fleste laegemidler. Forudsaetningen
for, at medicinen virker, er, at tabletten ferst bliver nedbrudt i
mave-tarm-systemet. Derefter skal det aktive leegemiddelstof
transporteres fra tarmen over i blodet, som farer stoffet hen
til det organ, hvor det skal udegve sin effekt.

Transporten fra tarmen til blodbanen finder ofte sted med
hjeelp fra membranproteiner, som sidder pa cellerne i tarm-
vaeggen. De kaldes for transporterer og sender sma mole-
kyler, som ellers ville vaere blevet tilbageholdt i tarmen, ind i
blodet. Vi forsker i den humane peptidtransportar hPEPT1,
som fragter sma peptider med to eller tre aminosyrer gen-
nem tarmvaeggen. Peptiderne er typisk nedbrydningsproduk-
ter fra fgden, men da transportaren er ret uspecifik, kan den
0gsa sende peptidlignende lzegemiddelstoffer ind i blodet,
og det ggr membranproteinet yderst interessant i forbindelse
med design af laegemidler.

Til trods for peptidtransportgrens vigtige funktion kender
man ikke strukturen, fordi det er meget vanskeligt at arbejde
med menneskelige membranproteiner i laboratoriet. Derfor
har vi valgt at undersgge en raekke peptidtransportarer, som
evolutionzert er relateret til hPEPT1. Et eksempel er et mem-
branprotein fra kolibakterier, som kaldes YjdL, og som er
bakteriens version af transportgren. Bakteriers membranpro-
teiner er ofte mere stabile end de tilsvarende humane pro-
teiner, og derfor er de som regel nemmere at arbejde med.
Strukturel information om kolibakteriens transportar kan
bruges til at designe en model af menneskets peptidtrans-
portar med hjzelp fra en computer, fordi den overordnede
struktur af de to evolutionaert beslaegtede proteiner ma for-
ventes at vaere meget ens.

Rontgenkrystallografi pa accelerator
Vi har udviklet en metode til at producere store maengder

Ph.d. Helle Hald er postdoc pé Institut for Medicinalkemi
Ph.d. Osman Mirza er lektor pa Institut for Medicinalkemi
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rens form, s& der opstar et mellemstadium. Dernaest dan-
nes et stadium & hvor protonen og peptidet vender indad
i cellen. Dette medvirker til, at bade protonen og peptidet
frigares fra peptidtransportaren €¥. Denne tomme peptid-
transporter aendrer derefter form tilbage til hvilepositionen.

af peptidtransportaren YjdL i genmodificerede bakterier, der
fungerer som sma proteinfabrikker, og vi har fremstillet sma
krystaller af membranproteinet, som vi har undersggt pa en
stor partikelaccelerator i Schweiz. Swiss Light Source er en
ringformet synkrotron, hvori bundter af elektroner cirkule-
rer ved naer lysets hastighed. Flere steder i ringen passerer
elektronerne sarlige konfigurationer af magneter, der kaldes
undulatorer. De far elektronerne til at lgbe slalom, og nar
elektronernes baner krummes, udsender de meget intens
rgntgenstraling. Den staerke stréling er fokuseret i en eks-
tremt tynd stréle, hvilket gar det muligt at bestemme prote-
instrukturer ud fra langt mindre krystaller end normalt.

Til bestemmelse af et proteins tredimensionelle struktur bru-
ger vi en metode, som kaldes rgntgenkrystallografi. Ved
eksperimenterne bestrales en gradvist roterende krystal af
proteinet med rgntgenstraling. Rentgenstralen spredes af
de elektroner, som omgiver atomerne i krystallen, hvilket
resulterer i spredningsmenstre, hvis udseende afhaenger af
proteinmolekylets struktur. Ud fra menstrene beregner man
pa en computer et tredimensionelt kort over positionerne af
elektronerne i proteinet. Med dette kort som udgangspunkt
bygger man sa en model over proteinets rumlige facon og
atomstruktur, som viser de enkelte atomers art og indbyrdes
positioner i proteinet.

Vore undersggelser af krystallerne med bakteriens peptid-
transporter tegner lovende, men resultaterne er endnu ikke
gode nok til, at vi kan bestemme strukturen. Derfor arbejder
vi med at optimere forskellige trin i processen, og vi haber pa
snart at fa resultater af en kvalitet, som kan fere til struktur-
bestemmelse af YjdL. P& den made vil vi fa nyttige oplysnin-
ger om den tilsvarende humane peptidtransporter, som kan
udnyttes til design af nye laegemidler til indtagelse gennem
munden.
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. Ny viden
\_om antimon
\ny |n asigt |

\ glemt tropesygdom

| N .
Laegemidler baseret pa grundstoffet antimon er gen-

nem 80 ar blevet brugt til at behandle tropesygdom-
men leishmaniasis. Alligevel er virkningsmekanismen
ukendt. Nye opdagelser om antimons kemi kan bane
vej for bedre laegemidler. Drammen er tabletter frem
for injektioner eller drop. Det vil overflediggere indlaeg-
gelse og vaere en stor fordel i udviklingslandene.

Af Claus Hansen, Bente Gammelgaard, Stefan Stirup og
Helle Riisz Hansen

Tropesygdommen leishmaniasis rammer to millioner men-
nesker om dret, og dog har de faerreste i Danmark hert om
den. Det er en parasitsygdom, som kan veere dgdelig, hvis
den ikke behandles.

Leishmania-parasitten overfgres ved bid af en sandflue. Nar
parasitten er kommet ind i kroppen, vil immunforsvarets cel-
ler — makrofagerne — opsluge den for at uskadeliggere den.
Makrofagerne draeber normalt alle fremmede organismer,
som kommer ind i kroppen, men desvaerre har parasitterne
tilpasset sig til dette, sa de der ikke, nar makrofagerne aeder
dem. Tvaertimod er det kun ved at blive spist af makrofager-

ne, hvori de lever og deler sig, at parasitterne kan overleve i
mennesket. Alvorligheden af sygdommen afhaenger af para-
sitternes art. De milde former giver “kun” laesioner i huden,
mens den alvorligste form angriber organer som lever, milt
og knoglemarv. Det farer til daden i 95 procent af tilfzeldene,
hvis sygdommen ikke behandles. Af de to millioner arlige
sygdomstilfaelde er 500.000 med den alvorligste form, og
omkring 57.000 mennesker dgr hvert ar af leishmaniasis.

Antimonlaegemidler

Heldigvis findes der laegemidler mod sygdommen, og de
mest anvendte er baseret pa grundstoffet antimon. Anti-
monlaegemidler har vaeret brugt mod leishmaniasis i over 80
ar og anvendes stadig i dag, fx pa Rigshospitalet, hvis dan-
skere er blevet smittet under rejser i troperne. De nuvaerende
laegemidler har dog mange ulemper, og deres virkningsme-
kanisme er stort set ukendt. Forskning pa Institut for Farma-
ci og Analytisk Kemi har nu bragt os et par skridt naermere
pa en forstaelse af mekanismen. Analyseproblemer undervejs
forte endda til, at vi opdagede helt nye egenskaber ved anti-
mons opfarsel i biologiske praver.

Antimon har det kemiske tegn Sb, og grundstoffet kan ek-




sistere oplgst i to forskellige former — Sh(lll) og Sb(V). De op-
rindelige antimonholdige laegemidler var baseret pa Sb(lll),
men for 50 ar siden gik man over til Sb(V)-forbindelser, som
fortsat bruges i dag. Sb(lll) var effektivt i lavere doser, men
desvaerre ogsa temmelig giftigt, sa det gav mange bivirknin-
ger. Sb(V) giver faerre bivirkninger, men alligevel udvikler pa-
tienterne ofte symptomer pa forgiftning.

Ved behandlingen skal leegemidlet indgives dagligt i mindst
tre uger — og i nogle tilfelde gennem adskillige maneder —
enten som indsprgjtninger eller i drop. Det er meget uprak-
tisk i udviklingslandene, hvor der er langt mellem hospitaler-
ne. | lgbet af en kur pa tre uger kan en patient komme op pa
at fa 17 gram antimon sprgjtet ind i kroppen.
Virkningsmekanismen er ukendt. Man regner dog med, at
det faktisk er Sb(lll), som er aktivt — sa nar man giver Sb(V),
skal dette farst omdannes til Sb(lll). Der har laenge vaeret del-
te meninger om, hvor omdannelsen foregar. Nogle mener, at
det sker, nar Sb(V) kommer ind i parasitten, mens andre me-
ner, at omdannelsen finder sted inde i de makrofager, hvor
parasitterne lever og formerer sig. Ingen havde imidlertid
malt, om der faktisk foregar en omdannelse i makrofagerne,
sa derfor besluttede vi at undersgge dette.

Model for makrofager

I samarbejde med Erik Wind Hansen pa Institut for Farmako-
logi og Farmakoterapi dyrkede vi en cellelinje som en model
af kroppens makrofager. Cellelinien er oprindeligt opforme-
ret ud fra en human kraeftcelle, men cellerne har egenska-
ber, som i hgj grad ligner normale makrofagers egenskaber.
For at vaere sikker pa, at det kemiske miljg i cellerne var som

i rigtige makrofager, testede vi farst, om cellerne kunne
danne reaktive iltforbindelser som brintoverilte. Det ger ma-
krofager nemlig, nar de har optaget en fremmed organis-
me, som skal slas ihjel; og de kemiske processer i forbindel-
se med brinoverilte-produktionen kan vaere vigtige for, om
Sb(V) omdannes til Sb(lll).

Dannelse af brintoverilte males ved at tilsaette stoffet luminol
til cellerne. Nar luminol reagerer med brintoverilte, udvik-

les der lys. Derfor kan man male, om cellerne begynder at
lyse, nar de bliver provokeret med fremmede mikrobiologiske
stoffer, ganske som nar immunforsvarets makrofager stimu-
leres og gar til angreb pa en fremmed organisme i kroppen.
| forsegene dyrkede vi cellelinien sammen med Sb(V)-lege-
midlet Pentostam® og stimulerede cellerne med cellevaegge
fra gaer. Derpa lavede vi ekstrakter af makrofager til analyse
af, om Sb(V) var blevet omdannet til Sb(lll).

Ekstraktion og maling

Ekstrakterne blev analyseret ved hjzelp af hejtryksvaeskekro-
matografi (HPLC). Her sprgjtes nogle fa pl prove i en vee-
skestream, der pumpes igennem en kolonne, som er et rer
pakket med porgst materiale. Sb(V) og Sh(lll) binder til kolon-
nematerialet i forskellig grad og bevaeger sig derfor gennem
kolonnen med hver deres hastighed, s& de kommer ud af ko-
lonnen pa to forskellige tidspunkter. Derved far man de to
former adskilt, s& man kan detektere dem hver for sig.

For at bestemme maengderne af henholdsvis Sb(V) og Sh(lll)
brugte vi induktivt koblet plasmamassespektrometri (ICPMS).
Her forstgves vaesken fra kolonnen i en dyse og suges ind

i en 6000 °C varmt plasma. Den hgje temperatur nedbry-

sh(n) b
J 5 5
. ©
) sha Sb(In) B
S

sb(ii)

Leishmania-parasittens livscyklus: @ En blodsugende sandflue overfarer parasitten til et menneske. & Immunforsvarets makro-
fager sluger parasitten for at draebe den. €} Parasitten overlever og formerer sig inde i makrofagerne. @ Laegemiddelstoffet
antimon indgives i blodet som Sh(V). & Sb(V) omdannes til den mere potente form Sb(ill) inde i makrofagerne, hvor stoffet slar

parasitterne ihjel.
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ANTIMON | MILJQET
Den nye metode til analyse af antimon er relevant i mange sammenhange.
Antimon bliver nemlig brugt som brandhammende middel, som katalysator i
plastproduktion og som smeremiddel i bremseklodser til biler.

Den store anvendelse farer til ggede koncentrationer af antimon i naturen, sa
gode analysemetoder er ngdvendige for at fglge stoffets omdannelse i milje-
et. Opdagelsen af antimons tendens til at blive indbygget i store molekyler —
og metoden til at analysere grundstoffet alligevel — er derfor meget nyttig.

der alle molekyler i preven til ioner med en positiv ladning.
lonerne bliver derpa suget ind i massespektrometret og skilt
ad efter vaegt i forhold til elektrisk ladning i elektriske felter.
Teknikken er meget fglsom; man kan uden problemer male
koncentrationer pa en milliontedel gram antimon pr. liter.
Da vi analyserede ekstrakterne, kunne vi se, at en andel af
Sb(V)'et var omdannet til Sb(lll). Imidlertid var omkring halv-
delen af den samlede mangde antimon i praverne forsvun-
det — det kom aldrig ud af kolonnen igen!

Gaden om det forsvundne antimon

Nar man laeser om andre videnskabsfolks analyser af antimon
i biologiske praver, er der mange, som “mister” en vaesentlig
del af deres stof pa HPLC-kolonner. Nar der manglede anti-
mon i vores analyse, skyldes det med andre ord et generelt
problem.

Antimon bruges ikke bare i medicin, men ogsa i produktion
af plastik, og derfor fik vi den ide, at antimon kan reage-

re med forskellige biologiske molekyler og danne polyme-
rer — store antimonholdige molekyler — som ikke kan kom-

o

Sb(V) + askorbinsyre

Minutter

me gennem de fine porer i kolonnerne. For at teste ideen,
blev antimon blandet med askorbinsyre, som fungerer som
repraesentant for biologiske molekyler. Analysen viste, at en
del af antimonet nu kunne filtreres ud af oplasningen pa et
filter, som tilbageholder store molekyler.

Udfordringen var derpa at fa& nedbrudt disse store molekyler,
s& antimon atter blev frit og kunne kvantificeres — selvfglge-
lig uden at omdanne Sh(lll) i preven til Sb(V) eller omvendt.
Det opndede vi ved at tilsaette saltsyre til praven et par timer
far analysen. Foruden saltsyre tilsatte vi stoffet EDTA, som
binder til Sb(lll) og derved beskytter det mod at oxidere og
blive omdannet til Sb(V). Ligeledes tilsattes citronsyre, som
binder bade til Sb(lll) og Sb(V).

Med den forbedrede analysemetode genfandt vi 97 procent
af antimonet i celleekstrakterne mod normalt halvdelen, og
derfor kunne vi bevise, at de makrofaglignende celler fak-
tisk omdanner Sb(V) til Sb(lll). Op mod 20 procent af Sb(V)
et blev omdannet, og det havde vi overhovedet ikke kunnet
sige noget om, hvis halvdelen af antimonet forsvandt under
analysen.

Bedre laegemidler

Ved at forbedre forstaelsen af virkningsmekanismen er vi
med til at bane vejen for, at man en dag kan udvikle bedre
antimonlagemidler end de nuvaerende. Hvis man fx kunne
udvikle et laegemiddel, som rammer parasitterne mere mal-
rettet, kunne man ngjes med mindre doser, hvilket vil betyde
faerre bivirkninger. Nye antimonforbindelser vil maske kunne
eliminere stammer af parasitten, som er resistente over for
den traditionelle medicin. Den store drgm er et lsegemiddel
pa tabletform, s& patienten ikke laengere behgver at vaere
indlagt for blive behandlet.

\ Makrofag-ekstrakt
0| >

\

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Minutter

Kromatogrammer for antimon: €¥Modelblanding af Sb(V) og askorbinsyre. U Ekstrakt af makrofaglignende celler behandlet

med Sb(V). De rade kromatogrammer er optaget pa ubehandlede prever; de sorte nar praverne er behandlet med syre, hvilket

tydeligger kromatogrammerne: &3} Kromatogrammet for syrebehandling har ingen regulaere toppe, s& man kan faktisk ikke se,

hvilken form antimon findes i. € Fer syrebehandling findes der en ukendt antimonforbindelse i kromatogrammet. Syren ned-

bryder forbindelsen, sa vi kan se, om antimonet var Sb(V) eller Sb(lll). Sb(V) giver to toppe.

Cand.pharm. Claus Hansen er ph.d.-studerende pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
Ph.d. Bente Gammelgaard er professor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi

Ph.d. Stefan Stirup er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi

Ph.d. Helle Risz Hansen er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
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"Planternes slaegtskab
som skattekort

til nye laegemidler

Der er store muligheder for at finde nye potentielle
laegemidler i naturen, men det er svaert at vide, hvilke
planter der gemmer pa de mest interessante stoffer. Ny
viden om planternes slaegtskab baseret pa DNA-analy-
ser kan hjzelpe med til at opdage nye potente laegemid-
delstoffer.

Af Nina Rensted, Birger Brodin, Saren B. Christensen,
André Huss Eriksson og Anna K. Jager.

Planter er historisk set den vigtigste kilde til laegemidler, og
en fjerdedel af alle nye leegemidler, som registreres i dag,
stammer fra planter eller andre naturressourcer. Planternes
store potentiale skyldes, at de gennem evolutionen har ud-
viklet mange slags avancerede forsvarsstoffer for at undga
at blive spist eller angrebet af sygdomme, og de biologisk
aktive forsvarsstoffer kan i nogle tilfaelde udnyttes til udvik-
ling af nye laegemidler.

Identifikation, oprensning og test af farmakologisk aktive
naturstoffer er bade tidskraevende og dyrt, og derfor er kun
en lille del af verdens enorme biodiversitet blevet undersggt.
Fx findes der alene over 250.000 arter af daekfrgede planter.
Det er saledes ngdvendigt med nye rationelle metoder til at
udvzelge de mest lovende planter med henblik pa at opdage
potentielle lzegemiddelstoffer.

Effekt pa centralnervesystemet

I vores forskningsgruppe arbejder vi pa at finde nye laege-
middelstoffer fra Amaryllisfamilien med aktivitet over for
lidelser i centralnervesystemet. Familien indeholder omkring
850 arter og findes primaert omkring Middelhavet, i det syd-
lige Afrika og langs med Andesbjergene i Sydamerika. Til
familien hgrer dog ogsa de hjemlige vintergaekker og pa-
skeliljer, samt stueplanter som Clivia, der oprindeligt kom-
mer fra Sydafrika, og arter af den sydamerikanske slaegt Hip-
peastrum, som omkring juletid kan kgbes under navne som
"De fire arstider”, “Ridderstjerne” eller blot “Amaryllis”.
Planter fra Amaryllisfamilien indeholder familiespecifikke
alkaloider, som udviser aktivitet i centralnervesystemet. Fx

er leegemiddelstoffet galanthamin, som oprindeligt er iso-
leret fra vintergaekker, registreret til brug mod Alzheimers
sygdom. En raekke arter fra familien anvendes ogsa mod
mentale lidelser i traditionel medicin, bl.a. i Sydafrika. Men

DET FARMACEUTISKE FAKULTET,

hvilke af de mange hundrede arter indeholder mon de mest
lovende potentielle laegemiddelstoffer?

| dag kan genetiske slaegtskabsanalyser bruges til at forudsi-
ge de forskellige slaegters og arters medicinske potentiale og
pa den made lede undersggelserne i den rigtige retning.
Fordelen ved at gruppere planterne efter slaegtskab er, at det
indbyrdes slaegtskab kan bruges til at forudsige planternes
egenskaber. Hvis en bestemt type naturstoffer er almindelige
i en plantefamilie, er der stor sandsynlighed for, at arter fra
familien, som endnu ikke er undersggt, ogsa vil indeholde
denne type naturstoffer. Viden om planternes slaegtskab kan
saledes vaere en hjeelp til rationel udvaelgelse af de mest lo-
vende plantearter til naermere stu-

dier.

Planter fra Amaryllistamilien indeholder familiespecifikke stoffer, som udviser
aktivitet i centralnervesystemet. Vi har vist, at Haemanthus sanguineus og
beslaegtede arter producerer stofferne coccinin og montanin, som begge er
alkaloider med antidepressiv aktivitet. Det mest potente stof, coccinin, har

aldrig tidligere veeret studeret.
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DNA-baseret sleegtskabstrae for en gruppe sydafrikanske slaegter fra Amaryllistamilien.

Amaryllis belladonna

A. lanceolatum
G. lanuginosa

G. afra
L.

. verticillata

I: G. britteniana

G. grandiflora

— G. ciliaris
H. albiflos

_E H. albiflos

H. deformis

H. deformis

. hirsutus
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. humilis

. amarylloides
. coccineus

. sanguineus

sanguineus

graniticus

pumilio

montanus

cinnabarinus

w

. puniceus

1=

— S. multiflorus

S. puniceus

— S. puniceus

I: Cl. caulescens

Cl. gardenii
| Cl.

_E Cl. miniata
L Cl. nobilis

— Cl. nobilis

miniata

_[ Cr. vansonii
Cr

. vansonii

DNA-ANALYSER REVOLUTIONERER BOTANIKKEN
Nér man leder efter mulige lzegemiddelstoffer i en bestemt plante-
familie, er det rationelt at starte med en indledende screening af et
repraesentativt udsnit af familien for biologisk aktivitet og pa den
made indsnaevre feltet til de mest lovende arter. Men hvad er et re-
praesentativt udsnit af familien?

| de store klassiske botaniske systemer, som blev udviklet pa Linnés
tid i midten af 1700-tallet, blev planterne grupperet i familier efter
ligheder i udseende som fx antallet af stgvdragere eller formen pa
selve blomsten som fx aerteblomster eller klokkeblomster, men man

LEGEMIDDELFORSKNING - 2010

_E A. cedarbergense

membranaceus

Cr. haemanthoides

Gethyllis /
Apodolirion
38 arter

Haemanthus
22 arter

Scadoxus
9 arter

Cryptostephanus
3 arter

Clivia
4 arter

vidste ikke noget om planternes genetiske slaegtskab.

For 10-15 ar siden blev det muligt at sammenligne mindre stykker
af planternes DNA-sekvenser og opstille slaegtskabstraeer for plan-
ter og andre levende organismer ved hjaelp af sofistikerede com-
puteranalyser. Det viste sig, at over 60 procent af de plantefamili-
er, man kendte, ikke stemte overens med de nye slaegtskabstraeer.
Botanikerne er stadig i gang med at omklassificere alle planter efter
genetisk slaegtskab, og det er et kaeempestort arbejde.



FOR LIDT SEROTONIN | HJERNEN VED DEPRESSION

Centralnervesystemet er den del af nervesystemet, som in-
tegrerer information til og fra alle dele af kroppen. Systemet
fungerer via et komplekst samspil mellem en lang raekke for-
skellige signalstoffer, der kan opreguleres eller nedreguleres
efter behov.

Ved en raekke lidelser i centralnervesystemet er der ubalance
i sammensaetningen af signalstoffer i hjernen. Fx er der en
sammenhang mellem et lavere niveau af stoffet serotonin
og depression, selvom mange andre faktorer ogsa spiller ind.

Amaryllisarter mod depression

| samarbejde med forskere fra University of KwazZulu-Natal i
Sydafrika har vi produceret et genetisk slaegtskabstrae med
repraesentanter for alle seks slaegter i en sydafrikansk grup-
pe af Amaryllisplanter, som blandt andet indeholder arter af
slaegterne Clivia og Haemanthus.

Ekstrakter af planterne blev undersggt for, om de kunne
hamme et enzym, der har betydning for udviklingen af Alz-
heimers syge, samt for, om de kunne haemme genoptagel-
sen af signalstoffet serotonin i nervecellerne i hjernen. Man-
gel pa serotonin er karakteristisk for depression, og ved at
begraense genoptagelsen gges den maengde af stoffet, som
er tilgaengelig for nervecellernes indbyrdes kommunikation.
Forsagene viste, at der var stor forskel pa de forskellige ar-
ters haemning af genoptagelsen af serotonin. Kun arter fra
slaegten Haemanthus udviste dosisafhaengig aktivitet.

Vi kunne saledes ved at sammenligne slaegtskabstraeet med
de indledende aktivitetsstudier udvaelge Haemanthus som
den mest lovende slaegt for videre studier. Vi isolerede der-
pa de aktive stoffer fra tre Haemanthus-arter. Ved hjeelp af
spektroskopiske teknikker kunne vi opklare strukturerne og
identificere stofferne montanin og coccinin, som har naesten
samme kemiske struktur.

I en cellekulturmodel i laboratoriet testede vi begge stoffers
hamning af genoptagelsen af serotonin og fandt, at coc-
cinin er dobbelt sa aktivt som montanin. Andre forskere har
tidligere pavist montanins aktivitet i dyremodeller for depres-
sion i rotter, hvilket bekraefter vores resultater. Coccinin har
man derimod ikke studeret tidligere.

Over blod-hjerne-barrieren

For at et aktivt stof skal kunne pavirke centralnervesyste-
met, skal det vaere i stand til at passere blod-hjerne-barrie-
ren, der bestar af et naesten uigennemtraengeligt cellelag,
som beskytter hjernen mod farlige stoffer. Nogle stoffer kan
dog krydse blod-hjerne-barrieren pa grund af de rette fysisk-
kemiske egenskaber, men hvis de er skadelige kan stofferne

Ph.d. Nina Rgnsted er lektor og Steno-stipendiat pa Institut for Medicinalkemi [ et
Ph.d. Birger Brodin er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi

Serotonin-transportgren genoptager normalt serotonin i
nervecellerne og reducerer derved maengden af serotonin i
synapsen mellem to nerver. Hvis et stof haemmer transpor-
taren, kan det saledes gge serotonin-niveauet i hjernen og
dermed have en gavnlig virkning pa depression. Nar vi tester
potentielle laegemiddelstoffer som montanin og coccinin i la-
boratoriet, bruger vi derfor en metode, som maler, om stof-
ferne binder sig til serotonin-transportegrer isoleret fra rotter

blive pumpet tilbage i blodet, inden de nar ind til hjernevae-
vet. Det skyldes, at cellerne i blod-hjerne-barrieren har et
yderligere forsvarsvaerk i form af sékaldte transporterer, som
returnerer ugnskede stoffer til blodet.

Huvis et potentielt liegemiddelstof genkendes af disse trans-
porterer og ikke far lov at passere blod-hjerne-barrieren, vil
man som regel ikke kunne opna tilstreekkelig hgj koncentra-
tion af laegemiddelstoffet i hjernen til at give den gnskede
effekt. Man regner med at cirka 98 procent af alle leegemid-
ler ikke er i stand til at krydse blod-hjerne-barrieren pa grund
af ovennaevnte forsvarsmekanismer.

Vi undersagte derfor, om montanin og coccinin genkendes
af en vigtig transporter fra blod-hjerne-barrieren, p-glycopro-
tein-pumpen. | laboratoriet brugte vi en cellemodel, hvor vi
maler, om laegemiddelstoffer binder til transporteren. Dette
forseg kan bruges til at forudsige, om stoffer vil blive pum-
pet ud af hjernen.

Bade montanin og coccinin bandt darligt til transporteren,
hvilket betyder, at der er en god chance for at de vil trans-
porteres igennem blod-hjerne-barrieren. Det stemmer ogsa
godt overens med, at montanin viser aktivitet i dyreforsag
med rotter.

| laboratoriemodellen er coccinin dobbelt sa effektiv som
montanin til at haemme nervecellernes genoptagelse af sero-
tonin, og stoffet vil formentlig ogsa kunne passere blod-
hjerne-barrieren. Fremtidige forsgg vil vise, om coccinin sa

er mere aktivt end montanin i dyremodeller og maske har
potentiale som udgangspunkt for udvikling af et laegemid-
delstof til behandling af depression. Det er teenkeligt, at man
yderligere vil kunne forbedre naturstoffernes aktivitet ved at
aendre lidt pa deres kemiske struktur og undersgge, om re-
sultatet bliver et endnu mere aktivt stof.

Ideen med at tage udgangspunkt i planternes slaegtskabs-
traeer baseret pa DNA-analyser kan naturligvis ogsa bruges til
at lede efter stoffer med potentiale overfor mange andre syg-
domme. Der er masser at hente i naturens store skatkammer.

Ph.d. Sgren Bregger Christensen er professor pa Institut for Medicinalkemi
Ph.d. André Huss Eriksson er videnskabelig medarbejder ved Bioneer:FARMA, Bioneer A/S

Ph.d. Anna K. Jager er lektor pa Institut for Medicinalkemi
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Blod-hjerne-barrieren er hjernens vaern mod giftstoffer,
men desvaerre spaerrer den ogsa vejen for naesten alle
leegemiddelstoffer til behandling af hjernesygdomme.
En kunstig model af hjernens effektive forsvarsmur kan
lette udviklingen af ny medicin ved tidligt at vise, om
et potentielt l,egemiddelstof kan smugles ind i hjernen
eller €j.

Af Hans Christian Helms, Helle Senderby Waagepetersen,
Carsten Uhd Nielsen og Birger Brodin

Hjernen er et af menneskets vigtigste og derfor mest beskyt-
tede organer. En raekke mekanismer i kroppen arbejder pa at
skabe det optimale miljg for hjernen, sa den har en konstant
koncentration af salte og naeringsstoffer omkring de fintfg-
lende nerveceller. Mangden af salte skal vaere konstant, for-
di saltene deltager i signalprocesserne i hjernen, og koncen-
trationen af naeringsstoffer, isaer sukkerstoffet glukose, skal
veere konstant, s& hjernen altid har rigeligt med braendstof til
de energikraevende signalprocesser.

Derudover skal de sarte nerveceller beskyttes imod giftstof-
fer, som via kosten er kommet ind i blodet, samt imod blo-

Arbejdet med modellen af blod-hjerne-barrieren starter pa slagteriet. Kraniet abnes pa en nyslagtet kalv

i@, hvorefter hjernen tages ud & og fragtes til universitetet. Her skrabes det yderste lag, den gra substans,
af hjernen €. Den grd substans homogeniseres, og blodkarrene fanges pé et filter. Til sidst skylles blodkar-
rene af filtret, behandles med en enzymcocktail og nedfryses til senere brug i laboratoriet.

2010

Hjernens

forsvarsmur

dets egne signalstoffer, der er beregnet til at virke andre
steder end i hjernen. Til det formal er hjernen udstyret med
en ekstremt effektiv forsvarsmur, blod-hjerne-barrieren, som
hindrer indtraengning af ugnskede stoffer.

Et kompliceret og effektivt forsvar
Blod-hjerne-barrieren udggres af de sma blodkar, der forsy-
ner hjernen med ilt og naeringsstoffer. Blodkarrenes vaegge
bestar af endothelceller, som har en vanskelig opgave, fordi
de skal tillade hurtig passage af ilt og naeringsstoffer til hjer-
nen og samtidig holde salte og andre ugnskede stoffer ude.
For at kunne udfere arbejdet har endothelcellerne specielle
egenskaber. De er bundet ekstremt taet sammen, og derfor
er det stort set umuligt for stoffer at traenge ind i hjernen
imellem endothelcellerne. Dette forsvar er dog ikke tilstraek-
keligt, fordi mange sma fedtoplaselige molekyler kan passere
direkte gennem cellerne. Derfor er endothelcellerne udstyret
med en raekke transportproteiner, som regulerer passagen

af et bredt udsnit af stoffer fra blodet til hjernen. Nogle af
disse transportarer optager essentielle naeringsstoffer og la-
der dem passere ind i hjernen, mens andre forhindrer adgan-

gen for ugnskede stoffer ved konstant at pumpe dem tilbage



De isolerede blodkar udsas pa bunden i dyrkningsflasker (tv.), hvor de ses som lysende fragmenter. Efter tre dage i flaskerne ses
de farste endothelceller som smé merke @er omkring blodkarrene (i midten), og efter fem-syv dage fylder endothelcellerne det
meste af flaskens bund (th.). Endothelcellerne kan nu lesnes og bruges til dyrkning af cellekulturer, som udger en model af blod-
hjerne-barrieren.

til blodet. Som et sidste forsvar er endothelcellerne udstyret
med en haer af enzymer, der omdanner fedtoplgselige stof-
fer, som ellers ville kunne traenge igennem cellerne, til mere
vandoplgselige stoffer, som kun kan forsgge at passere imel-
lem cellerne.

Endothelcellerne kan ikke klare alle disse kraevende opgaver
alene. Derfor er de omgivet af en rand af andre celletyper,
iseer pericyter og astrocytter, som sender signaler til endo-
thelcellerne. Uden denne kommunikation ville endothelcel-
lerne miste deres specielle barriereegenskaber, og blod-hjer-
ne-barrieren ville bryde sammen.

Blod-hjerne-barrieren er saledes en ekstremt kompleks og ef-
fektiv barriere, som vi normalt nyder godt af. Men nar det
drejer sig om at behandle sygdomme i hjernen med medicin,
er blod-hjerne-barrieren en naermest uovervindelig forhin-
dring. Lige sa effektiv som barrieren er til at beskytte hjernen
mod giftstoffer, lige sa effektiv er den til at holde laegemid-
delstoffer ude. Man ansldr, at over 95 procent af alle afprg-
vede kandidatstoffer bremses af blod-hjerne-barrieren, hvor-
ved starstedelen af alle nyudviklede stoffer til behandling af
hjernesygdomme fejler i udviklingsforlgbet frem mod et feer-
digt leegemiddel. Derfor er der behov for at udvikle metoder,
som pa et meget tidligt tidspunkt i udviklingsprocessen kan

vise, om et laegemiddelstof har evnen til at traenge gennem
blod-hjerne-barrieren.

Dyrkning af taette modelvaev

Der eksisterer pa nuvaerende tidspunkt en raekke modelvaey,
som er opdyrket kunstigt i laboratoriet. Modelvaevene har
nogle af de samme egenskaber som endothelcellerne i hjer-
nen, men endnu har det ikke vaeret muligt at udvikle model-
ler, som kan benyttes til industriel screening. Det helt store
problem er, at det har vaeret vanskeligt at fa endothelceller til
at danne teette cellelag i laboratoriet, hvorved blod-hjerne-
barrierens essentielle taethed ikke kan efterlignes.

| forskningsgruppen har vi startet et projekt med at lave bed-
re cellemodeller af blod-hjerne-barrieren. Som udgangspunkt
benytter vi blodkar fra kalvehjerner, som skaffes fra nyslagtet
kvaeg. Blodkarrene placeres i dyrkningsflasker, hvor endo-
thelcellerne far de bedst mulige vaekstvilkar og forsynes med
et naeringsmedium. Nar blodkarrene har sat sig fast i fla-
skerne, begynder endothelcellerne langsomt at vokse ud, og
med tiden daekker de hele dyrkningsoverfladen. Ved hjzelp
af enzymatisk behandling lgsnes endothelcellerne, som der-
efter kan bruges til at lave cellekulturer.

Som tidligere naevnt kan endothelcellerne ikke alene opret-

Endothelceller

HORPY ﬁ##@ﬁ&#

“HJERNE"

Astrocytter

En skematisk opsaetning af modellen af blod-hjerne-barrieren. Endothelceller og astrocytter dyrkes sammen pa et filter forsynet
med porer. Endothelcellerne dyrkes pa oversiden af filtret, hvor de kan danne en teet barriere, mens astrocytterne dyrkes under
filtret, hvorfra de kan sende signaler til endothelcellerne. Det overste kammer repreesenterer blodbanen, mens det nederste
kammer repreesenterer hjernen. Endothelcellerne (tv.) vokser i et ordnet og teet monolag, mens astrocytterne (th.) ikke udviser
samme orden og ikke danner et taet lag.
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Elektrisk modstand malt over blod-hjerne-barrieremodellen som funktion af
dyrkningsdage. 4p = astrocyt monolag, W = endothelcelle monolag,
B = endothelceller og astrocytter i co-kultur under standardbetingelser,

= endothelceller og astrocytter i co-kultur med optimeret dyrknings-
medium. Omradet mellem de stiplede linjer indikerer den estimerede mod-
stand over menneskets blod-hjerne-barriere. Det ses, at kun vores optimerede
model opnar modstande svarende til dette niveau.

holde blod-hjerne-barrieren. Den naestvigtigste celletype er
astrocytterne, som omringer blodkarrene i hjernen og forsy-
ner endothelcellerne med signaler, og vi dyrker derfor endo-
thelcellerne sammen med astrocytter fra rottehjerner. Astro-
cytterne placeres pa undersiden af sma porgse filtre, hvor
de repraesenterer hjernesiden af barrieren, og endothelcel-
lerne placeres pa oversiden af filtrene, hvor de repraesente-
rer blodsiden. Filtret daekkes med specielle vaekstmedier, og
astrocytterne udsender stoffer, som far endothelcellerne til at
udvikle sig og blive teette. Nar endothelcellerne har dannet
et sammenhangende lag, kan man undersgge transporten
af leegemiddelstoffer gennem cellelaget og benytte resulta-
terne til at forudsige, hvorvidt potentielle laegemiddelstoffer
vil kunne traenge gennem blod-hjerne-barrieren. Vi har op-
naet seerdeles gode resultater med at fremdyrke modelvaey,
som — modsat tidligere modeller — naermer sig blod-hjerne-
barrierens teethed.

Optimeringen af dyrkningsmediet har en szerlig stor effekt pa
barrierens taethed, hvilket skyldes en opregulering af protei-
net Claudin-5 i endothelcellerne. Claudin-5 er et szerlig vigtigt
protein i blod-hjerne-barrieren, fordi det binder cellerne taet
sammen med en slags molekylaer lynlas, der sidder i et baelte

ELEKTRISKE MALINGER VISER, AT MODEL-
BARRIEREN ER TAT

Elektriske malinger viser, hvor taet vores kunstige blod-hjer-
ne-barriere er. Ved malingerne placerer vi en elektrode pa
hver side af cellelaget og registrerer, hvor stor en modstand
vaevet yder for bevaegelse af salte i oplgsningen. Teetheden
af vaevet udtrykkes som elektrisk modstand — jo taettere, jo
starre modstand.

Den preecise elektriske modstand over blod-hjerne-barrieren
i mennesker kendes ikke, men den anslas at ligge i omradet
1000-2000 ohm x cm?, og malet er derfor at udvikle en cel-
lemodel med samme taethed. De fleste tidligere forsgg med
lignende modeller af blod-hjerne-barrieren har givet mod-
stande i starrelsesordenen 50-300 ohm x cm?.

| vores arbejde har vi identificeret en raekke faktorer, der
@ger den kunstige blod-hjerne-barrieres taethed, heriblandt
kalvenes alder ved isolering af cellerne og sammensatnin-
gen af dyrkningsmedierne. Ved at optimere begge dele er
det lykkedes os at opnd modstande pa op til 1600 ohm x
cm?; altsa en barriere med en taethed, der naermer sig men-
neskets blod-hjerne-barriere.

rundt om cellerne og forbinder dem med nabocellerne. Det
kan vaere en sardeles brugbar viden, fordi meget tyder pa, at
aendringer i dette protein er af stor vigtighed for blod-hjerne-
barrierens teethed og dermed dens effektivitet.

Fokus pa transportgrer og enzymer

Selv om det er lykkedes at opna en model, der efterligner
blod-hjerne-barrierens taethed, er vi endnu ikke i mal. Mo-
dellen skal nemlig ogsa udstyres med alle de rigtige trans-
portproteiner og enzymer, fer den er klar til at blive brugt til
industriel screening af potentielle leegemiddelstoffer til be-
handling af hjernesygdomme.

Naeste trin i projektet er derfor at bestemme tilstedevaerel-
sen og maengden af disse transportarer og enzymer. Dette
bliver i gjeblikket undersggt ved hjeelp af molekylzaerbiologi-
ske metoder i modellen samt studier af, hvordan cellelaget
transporterer laegemiddelstoffer. Indtil videre har vi fundet en
raekke af de vigtige transportgrer, men arbejdet er langt fra
slut. Det kraever en lang raekke undersggelser med kendte
lzegemiddelstoffer, bade stoffer, der ber passere barrieren,
og stoffer som ikke bar, for vi endeligt kan konkludere, at
det er lykkedes os at kopiere hjernens effektive forsvarsmur.

Cand.pharm. Hans Christian Helms er ph.d.-studerende pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
Ph.d. Helle Senderby Waagepetersen er professor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
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Antidepressive
laegemidler

&

€

Synapsespalte

I mere end 40 ar har antidepressive leegemidler virket
ved at blokere transporterer i hjernen, som pavirker
vores humer, segvn, sexdrift og appetit. Hidtil har man
manglet kendskab til, hvordan medicinen virker pa mo-
lekylzert niveau. Nye tredimensionelle modeller af virk-
ningsmekanismen kan bruges til at skreeddersy fremti-
dens leegemidler mod depression.

Af Jacob Andersen, Lena Sarensen, Kristian Stremgaard og
Anders S. Kristensen

Verdenssundhedsorganisationen WHO rangerer depression
som en af de mest invaliderende sindslidelser med store per-
sonlige og samfundsgkonomiske omkostninger til fglge. Det
er 0gsa en af de mest almindelige psykiske sygdomme. Hver
sjette dansker rammes i lgbet af i livet af en depression.

De biologiske mekanismer bag arsagen til depression er
langt fra afklarede, men menes at inkludere en ubalance i

a
&
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hjernens brug af signalstofferne serotonin og noradrenalin.
Hjernens nerveceller kommunikerer med hinanden ved at
udsende og modtage et vaeld af signalstoffer, og kommuni-
kationen foregar i synapser, som er mellemrummet mellem
to nabonerveceller. Signalstofferne udsendes i pulser fra den
presynaptiske nervecelle, hvorefter de udgver deres effekt
ved at aktivere receptorer pa den postsynaptiske nervecelle.
Hver puls afsluttes ved, at signalstofferne transporteres tilba-
ge ind i den presynaptiske nervecelle via transportgrer, som
sidder i cellemembranen.

Et for lavt niveau af serotonin og noradrenalin i hjernen me-
nes at kunne bidrage til udvikling af depression, og naesten
alle antidepressive laegemidler modvirker dette ved at blo-
kere de transportarer, som fragter serotonin og noradrena-
lin tilbage ind i den presynaptiske nervecelle. Nar transpor-
ten af de to signalstoffer blokeres, @ges maengden af dem

i synapsespalten, og dette kan medfere en lindring af de
depressive symptomer. De to transporterer, som er mal for

Til venstre ses en synapse, hvor
serotonin fungerer som signal-

stof. Signalstofferne frigives fra

den presynaptiske nervecelle

og udever deres effekt ved at
aktivere receptorer pa den post-
synaptiske celle. Signalstofferne
fiernes fra synapsespalten af
serotonin-transporteren, som sidder
i cellemembranen pa den presynaptiske
nervecelle, og som pumper signalstofferne
ind i cellen igen. Til hgjre vises en model af,
hvordan serotonin-transportarerne menes at se ud.
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Historisk tidslinie med antidepressive leegemidler klassificeret efter deres farmakologiske profil. De tricycliske antidepressiver som

imipramin var de farste leegemidler mod depression. De blokerer transportererne for serotonin og norandrenalin, men har ogsa

effekt pa mange andre proteiner i hjernen, hvilket medfarer alvorlige bivirkninger. Efterfalgende er antidepressive leegemidler

med en skaerpet selektivitetsprofil blevet udviklet. Farst kom der laegemidler som citalopram, som selektivt blokerer serotonin-

transporteren (ogsa kaldet Selective Serotonin Re-uptake Inhibitors eller SSRI'er). Derefter blev der udviklet stoffer som venla-

faxine, som blokerer transportererne for bade serotonin og noradrenalin (ogsa kaldet Serotonin and Noradrenalin Re-uptake

Inhibitors eller SNRI’er). Nyere stoffer som reboxetine blokerer selektivt noradrenalin-transportaren (ogsa kaldet Noradrenalin

Re-uptake Inhibitors eller NRI’er). Udover at blokere transportarer vil fremtidens antidepressive leegemidler sandsynligvis ogsa

have effekt pa udvalgte receptorer i hjernen. Disse stoffer kaldes ofte Serotonin Re-uptake Inhibitors+ (eller SRI+) og stoffet

Lu AA21004, som blokerer serotonin-transportaren og samtidig pavirker serotonin-receptorerne, er et eksempel.

antidepressive leegemidler, er begge proteiner, som er ind-
lejret i nervecellens membran, og de kaldes henholdsvis for
serotonin-transportaren og noradrenalin-transporteren.

Leegemidler til behandling af depression
Blokering af de to transportgrer har vaeret behandlingsprin-
cippet for depression siden begyndelsen af 1950’erne. De
ferste antidepressive laegemiddelstoffer var de tricycliske
antidepressiver, som stadig bruges til behandling af sveere
depressioner, selv om stofferne er forbundet med bivirknin-
ger, fordi de ogsa pavirker en raekke andre proteiner i hjer-
nen. Derfor har man i de senere artier fokuseret pa stoffer,
som i langt hgjere grad er selektive for de to transportarer.
| dag er de mest anvendte antidepressive laegemidler base-
ret pa stoffer, som selektivt blokerer serotonin-transporteren;
nogle eksempler er Fontex® og danske Cipralex®. Disse lze-
gemidler kendes under den misvisende betegnelse "lykke-
piller”, selv om de absolut ingen lykkebringende effekt har
pa raske mennesker, men udelukkende hjaelper depressive
patienter. Der findes ogsa antidepressive laegemidler, som
selektivt blokerer noradrenalin-transportgren eller begge
transportgrer samtidig. Derudover er det danske medicinal-
firma H. Lundbeck A/S pa vej med et nyt leegemiddel mod
depression, som ud over at blokere serotonin-transportaren
ogsa pavirker de postsynaptiske nervecellers receptorer for
serotonin.

Tredimensionel model af transportererne

Pa trods af, at antidepressive laegemidler har vaeret benyttet
i artier ved man forbavsende lidt om, hvordan laegemiddel-
stofferne vekselvirker med transportgrerne for serotonin og
noradrenalin pa det molekylaere niveau.

Den tredimensionelle struktur af de to humane transportarer
kendes ikke, men i 2005 lykkedes det ved hjzelp af rentgen-
straling at bestemme strukturen af en lignende transporter

AGEMIDDELFORSKNING - 2010

fra en bakterie, og derfor kender man denne transporters
praecise tredimensionelle form og atomare opbygning. Da
ligheden mellem den bakterielle transportgr og de to hu-
mane transportgrer er stor, kan man ved at kombinere ami-
nosyresekvensen af de humane transporterer med struktu-
ren af bakteriens transporter f& en ide om den overordnede,
tredimensionelle opbygning af serotonin-transporteren og
noradrenalin-transportgren. Man kan med andre ord lave
realistiske modeller af de to menneskelige transportarer ud
fra kendskabet til den bakterielle transporter.

Bindingsstedet for antidepressive leegemidler
For at fa sterre indsigt i hvor og hvordan antidepressive lae-
gemidler binder i serotonin-transportaren, besluttede vi at
studere bindingslommen for laegemiddelstoffet escitalopram
i detaljer. Escitalopram er det aktive stof i det antidepressive
lzegemiddel Cipralex®, som er en videreudvikling af citalo-
pram, som i 1970’erne blev syntetiseret af H. Lundbeck A/S
og markedsfert som Cipramil®. Escitalopram har bedre anti-
depressiv virkning, og kom pa markedet for ti ar siden.
Ferste trin i vores studier var at bygge en model for seroto-
nin-transportgren, der tillod os at studere de atomare detal-
jer i proteinet. Vores interesse rettede sig farst og fremmest
mod bindingslommen, som er det omrade i transporteren,
hvor serotoninmolekylet binder sig. Man mener nemlig, at
bindingen af escitalopram i denne lomme forhindrer trans-
portgren i at binde og transportere serotonin. Vi testede
hypotesen gennem en omfattende mutationsanalyse af om-
radet omkring bindingslommen, hvor vi lavede mere end
70 forskellige mutationer i genet for transporteren. Derpa
undersggte vi, hvad de resulterende strukturelle sendringer i
proteinet betad for escitaloprams evne til at saette sig fast i
bindingslommen og blokere transportfunktionen.

Vi identificerede pa den made seks aminosyrer i transportg-
ren, som er saerdeles vigtige for genkendelsen af escitalo-



pram, hvilket ses af, at aendringer i disse seks aminosyrer har
en dramatisk effekt pa laegemiddelstoffets evne til at binde
sig til transportaren. Aminosyrerne er alle placeret centralt i
bindingslommen, og resultaterne gav os derfor en entydig
indikation pa, hvor i transportaren escitalopram bindes.

Escitalopram i bindingslommen
| samarbejde med Biostrukturgruppen pa Det Farmaceuti-
ske Fakultet udfaerte vi herefter avancerede computerbereg-
ninger for at undersgge, hvordan escitalopram kan placeres
i bindingslommen i serotonin-transportgren, og bestemme,
hvilke dele af laegemiddelstoffet der veskelvirker med spe-
cifikke aminosyrer i bindingslommen. Escitalopram kunne

i folge beregningerne placeres pa fire forskellige mader i
bindingslommen.

For at opklare, hvilken placering der var den mest sandsynli-
ge, undersggte vi efterfglgende en raekke stoffer, som struk-
turelt er naert beslaegtede med laegemiddelstoffet. Vi fandt
at nogle af de voldsomme effekter p& bindingsevnen, som

vi havde fundet ved at indfgre mutationer i de seks vigtige
aminosyrer, kunne ophaeves ved at modificere specifikke
dele af escitaloprams strukturskelet. Pa den baggrund kunne
vi sammenkaede, hvilke dele af escitalopram der vekselvir-
kede med specifikke aminosyrer i bindingslommen. Kun én
af de fire foreslaede modeller for, hvordan escitalopram kan
placeres i bindingslommen, stemte overens med disse resul-
tater. Derfor kan vi med stor sandsynlighed udpege netop
den model, som viser, hvordan escitalopram binder til
transportgren.

Hvad kan det bruges til?

Vores endelige model giver et unikt indblik ind i de
molekylzere detaljer for, hvordan escitalopram binder
sig til serotonin-transportgren. En sddan model er af
stor vaerdi, ndr man gnsker at designe stoffer, som
blokerer transporteren endnu bedre end escitalopram,
fordi man praecist forstar, hvilken rolle de enkelte dele
af det kendte laegemiddelstof spiller for bindingen til
transporteren, og i hvilke positioner det kan vaere gunstigt
at lave andringer pa molekylet.

Desuden kan man sammenligne modellen med lignende
modeller af noradrenalin-transportgren og opna en praecis
forstaelse af, hvorfor escitalopram blokerer serotonin-trans-
portgren men ikke noradrenalin-transportgren. Denne viden
kan udnyttes som et rationelt grundlag til at skraeddersy nye
stoffer, som enten kun virker pa den ene af transportererne
eller pa begge samtidig, hvilket kan ende med at blive et nyt
- og forbedret — laegemiddel mod depression.

Ph.d. Jacob Andersen er postdoc pa Institut for Medicinalkemi

MUTATIONSANALYSE AF PROTEINER
Et protein er bygget op af en lang kaede af aminosyrer, og serotonin-trans-
portgren er eksempelvis 630 aminosyrer lang. Nar man studerer strukturen
og funktionen af de store og komplekse proteinmolekyler, @nsker man ofte
at undersgge betydningen af én specifik aminosyre, som kan have afggren-
de betydning for hele proteinets funktion. P& hver position i aminosyrekae-
den kan proteiner indeholde 20 forskellige aminosyrer. Hver aminosyre har en
unik starrelse og unikke egenskaber og pavirker derigennem proteinets form
og funktion.

Raekkefelgen og identiteten af aminosyrerne i et givent protein er bestemt af
den genetiske kode. Ved hjzlp af genteknologi kan man relativt nemt aen-
dre koden, sa man opndr en mutation i proteinet — dvs. at en bestemt ami-
nosyre udskiftes med en af de 19 andre aminosyrer, som er indeholdt i den
genetiske kode. Pa den made kan man fa information om funktionen af den
udvalgte aminosyre, fx om aminosyren har betydning for genkendelsen af et
stof, som binder til proteinet.

Figuren viser en model af serotonin-transportaren i kompleks med escitalo-

pram. Laegemiddelstoffet er vist i violet, og det binder inde i kernen af det
blé transportarprotein. Til venstre zoomes der ind pa bindingslommen. De
seks aminosyrer, som er meget vigtige for escitaloprams evne til at blokere
transporteren er vist som orange staenger.

Cand.pharm. Lena Sarensen er ph.d.-studerende pa Institut for Medicinalkemi
Ph.d. Kristian Stremgaard er professor pa Institut for Medicinalkemi

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

lzegemiddelstoffets

| moderne laegemiddeludvikling screener man typisk
store biblioteker med tusindvis af stoffer, og efter fle-
re ars seggen finder man et stof, der er egnet til klinisk
afprevning. En ny metode, kemogenomik, opdager
hurtigt potentielle kandidater. Her identificerer man
kemiske grundstrukturer, som kan passe ind i bindings-
lommerne pa mange forskellige receptorer.

Af David E. Gloriam, Petrine Wellendorph, Lars D. Johansen,
Daniel Sejer Pedersen og Hans Brauner-Osborne.

| jagten pa nye laegemiddelstoffer forsgger forskere ofte at
forudsige, hvilke kemiske stoffer der binder sig til netop den
receptor, som de gnsker at pavirke, fordi receptoren er in-
volveret i en bestemt sygdom og derfor er et potentielt mal
for nye laegemidler. Normalt tager forudsigelserne udgangs-
punkt i kendte leegemiddelstoffer med virkning pa beslaeg-
tede receptorer, hvilket sker ud fra en formodning om, at be-
slaegtede receptorer binder beslaegtede stoffer.

G-PROTEINKOBLEDE RECEPTORER
ER CELLERNES OMSTILLINGSBORD

G-proteinkoblede receptorer er placeret i cellemembraner, hvor de udger
omstillingsbordet mellem det ydre miljg i kroppen og cellernes indre.
G-proteiner aktiveres i et veeld af situationer: Nar gjet reagerer pa lys, nar
smagen breder sig pa tungen, nar naesens duftceller indsnuser lugte, nar
tankerne opstar i hjernens nerveceller, nar hjertet slar, og nar musklerne
spaendes eller slappes. Samtidig er G-proteiner involveret i mange syg-
domme og dermed et centralt mal for laegemidler.

G-proteinkoblede receptorer har alle en faelles tredimensionel opbygning,
som bestar af syv alfahelixkaeder, der tilsammen danner en bindingslomme
i cellemembranen.

synspunkt

Imidlertid kan slaegtskabet mellem receptorer defineres pa
flere forskellige mader, hvilket kan fare til meget forskellige
resultater. Fx vil en farmakolog sige, at receptorer, der binder
samme naturlige signalstof, er beslaegtede, mens en bioin-
formatiker vil vurdere slaegtskabet mellem receptorer ud fra
ligheder mellem receptorernes aminosyresekvenser, som er
genetisk bestemte og afstedkommet af den evolutionaere
udvikling. Desveerre er ingen af de to tilgange saerligt brug-
bare inden for medicinalkemi, fordi man normalt benytter
syntetisk fremstillede stoffer frem for naturstoffer. Metoder-
ne er i seerdeleshed uegnede, nar det geelder stoffer, der bin-
der til andre steder i receptoren end de naturligt forekom-
mende signalstoffer.

\ mmm

uml Wik

Figuren viser den tredimensionelle struktur af en G-protein-
koblet receptor, som sidder i cellemembranen. Receptoren
har syv transmembrane kaeder, kaldet alfahelixer, som er vist
med forskellige farver. Bindingslommen sidder en trediedel
nede i receptoren, hvori stoffet 2-phenyl-indol (red) er ind-
sat. Nar et naturligt signalstof binder til lommen, aktiveres et
G-protein (grent) pa indersiden af membranen.

J
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En ny metode, kemogenomik, kan med succes bruges pa
syntetiske stoffer. Her kombinerer man de kemiske strukturer
af farmakologisk aktive stoffer med genomiske data; typisk
receptorproteiners aminosyresekvenser. Kemogenomik ad-
skiller sig fra bioinformatik ved specifikt at fokusere pa den
del af receptoren, som binder til stofferne — bindingslommen
— frem for hele receptoren.

Pa den made ser vi receptoren ud fra laegemiddelstoffets
synspunkt, og det giver mere praecise forudsigelser af, hvilke
type stoffer som binder til hvilke receptorer. Dette er szerlig
relevant for genetisk fjernt beslaegtede receptorer, fordi ke-
mogenomik er den eneste fremgangsmade, som kan forkla-
re og forudsige, hvorfor nogle stoffer binder til mange typer
receptorer, som ikke umiddelbart er beslaegtede.

Kemiske hovedneagler

Moderne lzegemiddeludvikling starter ofte med, at forskere
tester titusinder af tilfaeldigt udvalgte kemiske stoffer. Ofte
tager det flere ar fgr man finder et stof med reelt potentiale
til klinisk afprevning. Kemogenomiske forudsigelser kan bru-
ges til at speede processen op ved at indsnaevre stofbiblio-
tekerne til en sterrelse pa fa hundrede stoffer, som har langt
starre chance for at veere aktive end de tilfzeldigt udvalgte
molekyler i store stofbiblioteker.

Det geaelder isaer for biblioteker baseret pa sma kemiske mo-
lekyler, som er kendt for at binde til mange forskellige recep-
torer, en slags kemiske hovednggler. Her anvendes kemo-
genomik allerede med stor succes. Traditionelt er kemiske
hovednggler blevet testet mere eller mindre tilfaeldigt pa
forskellige receptorer, uden at man pa forhand havde en klar
formodning om, at de ville kunne binde til den givne malre-
ceptor. Med kemogenomik er vejen banet for at malrette ud-
vaelgelsen af kandidatstoffer og pa den made skyde genvej i
laegemiddeludviklingen.

Megnstre i receptorers bindingslommer
Kemogenomik er baseret pa den hypotese, at receptorer, der
binder de samme hovednagler, har beslzegtede bindings-
lommer med hensyn til kemiske egenskaber som form og
ladning. For familier af receptorer, som har den samme over-
ordnede tredimensionelle struktur, er det muligt direkte at
sammenligne de aminosyrer, der danner bindingslommen i
de forskellige undertyper, som binder de samme kemiske ho-
vednggler.

Ud fra denne viden kan forskere identificere aminosyremen-
stre, som er ansvarlige for binding af de forskellige dele af en
kemisk hovednggle. Et eksempel herpa er G-proteinkoblede
receptorer, som tilhgrer den klasse af proteiner, som oftest
udger malet for leegemiddelstoffer.

Ved at sammenholde layoutet for bindingslommerne for
hver af de mange G-proteinkoblede receptorer med hvilke
kemiske hovednggler, der kan binde til hvilke receptorer, op-
nar man efterhanden et billede af, hvilket layout der ferer til
binding af hvilke typer stoffer.

Nar forskere star med en ny receptor, kan man nu se pa

de aminosyrer, som danner bindingslommen, og forudsige
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Slaegtskab mellem receptorer kan analyseres bioinformatisk (tv.) og kemo-
genomisk (th). Ved en bioinformatisk analyse sammenlignes hele aminosy-
resekvensen i receptorproteinerne, mens man ved kemogenomisk analyse
kun sammenligner sekvensen af de aminosyrer, som danner bindingslom-
men, hvortil et potentielt laegemiddelstof skal binde. Disse analyser forer til
forskellige fylogenetiske traeer, som ud fra hvert sit udgangspunkt beskriver,
hvilke undertyper af en receptorfamilie, der er taettest beslegtet, jo kortere
forgreninger, jo teettere slegtskab. | begge traeer vises analyser af en reekke
G-proteinkoblede receptorer, der binder signalstofferne adrenalin (bl&), dopa-
min (gren), serotonin (gra), acetylcholin (orange) og histamin (rad).
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Kemisk hovednggle

OH

Specifikke ligander "lejlighedsnagler”

Receptorer med forskellige bindingslommer

Eksempler med 2-phenyl-indol som “hovednggle”
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En kemisk hovednegle har en grundstruktur (rad), som gar igen i forskellige stoffer, der binder til forskellige receptorer. De

kemiske modifikationer (bla) ger stofferne til specifikke lejlighedsnagler, som hver isaer kun passer til en bestemt bindings-

lomme. Nederst er hovednaglen 2-phenyl-indol vist sasmmen med tre lejlighedsnagler, som binder specifikt til tre forskellige

receptorer: Gonadotropin releasing hormone-receptoren (GnRH), D2 dopamin-receptoren og chemokin CCR2-receptoren.

hvilken type kemisk hovednggle, der passer i lommen. De
kemiske hovednggler har en faelles grundstruktur, som gen-
kendes af mange receptorer, men ved at tilfgje sidekaeder
med variabel struktur kan man ofte andre stofferne til kun
at passe i netop den malreceptor, som man vil pavirke med
et leegemiddelstof. Ved kemisk modifikation kan man med
andre ord lave hovedngglerne om til lejlighedsnagler, som
kun pavirker den @nskede receptor. Sadanne specifikke lae-
gemiddelstoffer er fordelagtige, fordi de som regel medfarer
faerre bivirkninger end uspecifikke stoffer.

Kemogenomik i praksis

For fem ar siden identificerede vi en ny G-proteinkoblet recep-
tor, kaldet GPRC6A. Receptorens funktion er stadig ukendt,
og for at afkode funktionen er det ngdvendigt at udvikle stof-
fer, der selektivt kan haemme receptoren. Ved at sammenhol-
de aminosyresekvensmgnstrene i bindingslommen for GPR-
C6A med kendte kemiske hovednggler, fandt vi en match i
form af en kemisk struktur, som kaldes 2-phenyl-indol.

Pa basis af en kemogenomisk forudsigelse kabte vi nu et
mindre bibliotek med 32 stoffer med et fzelles 2-phenyl-in-
dol-grundskelet, men med forskellige sidekaeder. Stofbiblio-
teket blev testet pa vores receptor GPRC6A, og ligeledes pa
to andre receptorer, som ogsa binder hovedngglen. P4 den

Ph.d. David E. Gloriam er postdoc pa Institut for Medicinalkemi

Ph.d. Petrine Wellendorph er lektor pa Institut for Medicinalkemi

Ph.d. Lars D. Johansen er forsker pa ChemoMetec A/S

Ph.d. Daniel Sejer Pedersen er postdoc pa Institut for Medicinalkemi

made fandt vi otte stoffer, der alle virker selektivt pa vor re-
ceptor, men ikke pa de beslaegtede receptorer pa grund af
forskelle i sidekaederne. To af stofferne er farmakologisk in-
teressante og er nu genstand for fortsat forskning.

De identificerede stoffer heemmer GPRC6A-receptorens
funktion og er de farste stoffer med en specifik effekt pa
denne receptor. Stofferne er derfor vigtige modelstoffer, som
vi nu kan benytte til at undersgge receptorens funktion ved
at slukke for den og dermed vurdere dens potentiale som
mal for udviklingen af nye laegemidler.

Resultatet er et gennembrud for det kemogenomiske forsk-
ningsomrade, fordi man ikke tidligere har kunnet finde ke-
miske hovednggler, som kan anvendes pa den gruppe af
receptorer, som GPRCEA tilhgrer. Dette skyldes, at GPRC6A
er meget fjernt beslaegtet med de receptorer, som 2-phenyl-
indol normalt binder til. Hvis vi havde benyttet de klassiske
farmakologiske eller bioinformatiske metoder, havde vi aldrig
opdaget, at GPRC6A-receptoren kan haemmes af 2-phenyl-
indol-stoffer.

Kemogenomik udmaerker sig saledes ved at veere meget
tidsbesparende, fordi de nye stoffer blev fundet pa kort tid
ved blot at teste nogle f& dusin stoffer. Dét illustrerer tyde-
ligt, hvor effektivt det kemogenomiske koncept er inden for
moderne medicinalkemi.

Dr. pharm. Hans Brdauner-Osborne er professor pa Institut for Medicinalkemi
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— en vigtig brik

for kontrol af epilepsi

Undersggelser med knockout-mus, som mangler genet
for enzymet GADG65, har vist, at denne isoform af en-
zymet spiller en vigtig rolle for syntese af signalstoffet
GABA i hjernen. Underskud af det heemmende signal-
stof kan medfere kramper, og enzymets produktion af
GABA indgar i en pulje af signalstoffet, som er szerlig
vigtig for at forhindre krampeaktivitet.

Af Anne B. Walls, Arne Schousboe og
Helle S. Waagepetersen

Hjerneaktivitet bygger pa overfersel af signaler mellem ner-
vecellerne. Signalerne mellem to naboceller udveksles i kon-
taktpunktet mellem cellernes nerveender, som kaldes synap-
sen. Nerveledningen er baseret pa et elektrisk signal, som i
nerveenden udlgser frigarelse af et kemisk signalstof, som
virker stimulerende eller haammende pa modtagercellen.
Normalt er bade stimulerende og haemmende signalstoffer

i spil pa samme tid, og det er det samlede input til en ner-
vecelle, som til enhver tid afger, om cellen stimuleres eller
hammes. | hjernen er det mest fremtraedende stimulerende
signalstof glutamat, mens det vigtigste haemmende signal-
stof er y-aminobutyrat (GABA).

For at kunne opretholde en normal hjernefunktion er det
vigtigt, at der altid er et passende forhold imellem stimule-
rende og haemmende signaler i hjernen. Ubalance i dette

KNOCKOUT-MUS VISER FUNKTIONEN AF ET GEN

En knockout-mus er en mus, der har faet slettet et specifikt
gen, og som derfor kan benyttes til at belyse det biologiske
formal med det protein, som genet koder for. Ved en sadan
undersggelse sammenlignes knockout-musene med alminde-
lige mus, hvor genet er funktionelt og proteinet dannes.
Menneskelige sygdomme kan studeres ved at slukke for
musens analog til et humant gen, der er involveret i en
sygdom. | dag findes der over 11.000 forskellige knock-
out-mus, der tjener som modeller for menneskelige syg-

DET FARMACEUTISKE FAKULTET, KOBENHAVNS UNIVERSITET

forhold er involveret i flere neurologiske sygdomme sasom
Alzheimers sygdom, skizofreni og epilepsi. For at kunne for-
std arsagen til sygdommene og for mélrettet at kunne udvik-
le lzegemidler til en given sygdom, er det ngdvendigt at klar-
laegge, hvorfor en sddan ubalance opstar. | den forbindelse
er det vigtigt at undersgge, under hvilke omstaendigheder
GABA dannes, bade med hensyn til udgangsstofferne og
med henblik pa, hvilket formal signalstoffet syntetiseres til.
GABA dannes ud fra glutamat, og processen katalyseres af
enzymet glutamat decarboxylase (GAD). Dette enzym findes
i to former, GAD65 og GAD67, som er navngivet ud fra
deres respektive molekylestgrrelser pa 65 og 67 kiloDalton.
Begge former findes under normale omstaendigheder ude-
lukkende i de nerveceller, som benytter GABA som signal-
stof. GAD67 er jeevnt fordelt over hele cellens volumen,
mens GAD65 primeaert findes i nerveenden, hvor GABA be-
nyttet til signalering syntetiseres.

domme som kraeft, fedme, hjerte-kar-sygdomme, sukker-
syge, gigt og neurologiske sygdomme. Ud over at kaste
lys over sygdomsprocesserne kan knockout-mus bruges til
afpravning af nye laegemiddelstoffer til behandling af den
givne sygdom.

Vi har benyttet GAD65 knockout-mus til at undersgge, hvil-
ken rolle dette enzym spiller i hjernen. Malet er at gge for-
staelsen af epilepsi og bane vej for en forbedret medicinsk
behandling.

31



~

GABA og kramper:

GABA er det vigtigste heemmende signalstof i hjernen. Syntesen af nerveenden ved synapsespalten. Den toniske haemning er markant
GABA katalyseres af to former af enzymet glutamat decarboxylase nedsat i knockoutmusene, hvilket viser, at GABA produceret via
(GAD), som kaldes GAD65 og GAD67. Det meste GABA produ- GADG5 spiller en central rolle for tonisk heemning. Nedsat tonisk
ceres ved hjeelp af GAD67, som er livsnadvendigt: knockoutmus, haemning ferer sandsynligvis til @get krampeaktivitet og dedelighed
som mangler denne form af enzymet, overlever ikke. GAD67 findes i knockoutmusene.

overalt i nervecellen, mens enzymet GAD65 primeert er lokaliseret i
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& Den praesynaptiske nervecelle frisaetter GABA til synapsespalten, Janner glutamin til glutamat,

hvor signalstoffet udever sin effekt pa modtagercellens GABA- som er udgangspunktet for nervecellens syntese af GABA 0 0mn
receptorer, hvilket deemper cellens aktivitet via fasisk haemning. del af det signalstof, der er frisat i synapsespalten, diffunderer ud af
© GABA fiernes hurtigt fra synapsespalten af den praesynaptiske denne, hvorefter det udaver sin effekt pa nervecellen via recepto-
nervecelle samt af stotteceller, som kaldes astrocytter. € Astrocyt- rer, der befinder sig uden for synapsen. Dette heemmer nervecellen
ter omsaetter GABA til glutamat via TCA(tricaboxylsyre)-cyklus i via tonisk heemning, som er vigtig for kontrol af krampeaktivitet.

mitokondriet og derpa til glutamin €. @ Glutamin overfares til
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De to former af enzymet er produkter af forskellige gener,
og det fremmer mulighederne for en fleksibel individuel re-
gulering af aktiviteten af de to udgaver. Derudover regule-
res aktiviteten af de to former af enzymet ved fosforylering
og via binding af co-enzymet pyridoxal-5-fosfat (PLP). Begge
disse faktorer varierer mellem de to former. GAD67 optrae-
der primaert i den aktiverede udgave, som er bundet til PLP.
GADG65 derimod findes primaert i den latente form, som kan
aktiveres ved binding af PLP, nar der opstar et @get behov
for syntese af GABA i hjernen. Pa grund af den forskelligar-
tede fordeling og regulering er det blevet foreslaet, at de to
former af enzymet katalyserer produktionen af GABA under
forskellige omstaendigheder og med henblik pa forskellige
formal.

Kontrol af krampeaktivitet i hjernen

Vi har undersagt de forskellige roller af enzymets to former
ved brug af knockout-mus, hvor genet for GAD65 er sluk-
ket. Her sammenlignede vi forskellige faktorer i forbindelse
med GABA-stofskiftet og signaleringen i hjernen med nor-
male kontrolmus. P& den made kan man belyse, hvilken rolle
GAD65-enzymet spiller.

Desuden kan knockout-musene benyttes til at afklare, hvil-
ket formal GAD67 og GABA syntetiseret af denne form af
enzymet har, fordi kun GAD67 er til stede i knockout-muse-
ne. Dette er relevant, fordi musene ikke overlever, hvis denne
form af enzymet mangler, mens GAD65-knockout-musene
er levedygtige, om end deres levetid er forkortet. Man kan
med andre ord undersgge funktionen af begge former af
enzymet ved blot at slette det gen, som koder for GAD65.
Dog skal man vaere opmaerksom pd, at GAD67 muligvis kan
kompensere for det slettede gen, hvorved der er en risiko
for, at man ikke kan afslgre alle funktioner af GAD65 med
en knockout-mus.

Maengden af GABA i hjernen pa knockout-musene er ned-
sat med ca. 25 procent i forhold til almindelige mus. Det
betyder, at GAD65 under normale omstaendigheder bidra-
ger med syntesen af minimum en fjerdedel af den samlede
mangde af det haemmende signalstof i hjernen. Det sker
pa trods af, at GAD67 er langt mere udbredt i hjernen og
aktiveret i hgjere grad end GAD65. Den lavere maengde af
GABA i knockout-musene skaber ubalance i forholdet mel-
lem glutamat og GABA, sa der opstar et overskud af det sti-
mulerende signalstof glutamat. Det er sandsynligvis arsagen
til den @gede krampeaktivitet, der i sidste ende medfgrer en

forhgjet dedelighed blandt knockout-musene. Alt i alt kan
det konkluderes, at GAD65 syntetiserer GABA, der er vi-
tal for hjernens normale funktion, men hvad benyttes dette
GABA til, der er sa vigtigt?

To slags haamning

Signaler fra GABA i hjernen kan opdeles i to former for
haemning, som kaldes for tonisk og fasisk ha&emning. Den fa-
siske hamning opstar i synapsen, nar GABA bindes til post-
synaptiske receptorer, efter at en relativt hgj koncentration af
signalstoffet er blevet frigjort fra den praesynaptiske nerve-
ende. Denne form for haemning er tidsbegraenset til milli-
sekunder og afsluttes, nar GABA fjernes fra synapsespalten
ved hjzelp af specifikke transportarer, der returnerer signal-
stoffet ind i den praesynaptiske nervecelle eller ind i omkring-
liggende hjzelpeceller, som kaldes astrocytter.

Den toniske haemning opstar, nar signalstoffet bindes til eks-
trasynaptiske GABA-receptorer; det vil sige receptorer, som
befinder sig uden for synapsen, og denne form for haem-
ning er ikke tidsbegraenset pa samme made som den fasiske
haemning. Den toniske hamning er primaert forarsaget af,
at en lille del af den frisatte GABA, ikke bliver transporteret
ind i cellerne, men i stedet diffunderer ud af synapsen. En
anden mulig drsag er, at der sker en vending af transporte-
rerne pa den praesynaptiske celle, sa de leder GABA ud af
cellen i stedet for ind i cellen, hvilket bidrager til den toniske
haemning. Dette formodes at vaere relevant specielt under
sygdomstilstande.

Ved brug af GAD65-knockout-mus er det vist, at GABA syn-
tetiseret af denne form af enzymet kun er vigtigt for den
fasiske haemning under langvarig intens stimulation. Under
moderat stimulation daekkes behovet for syntese af signal-
stoffet til fasisk haemning udelukkende af GAD67. Derimod
er den toniske haemning vaesentligt nedsat i knockout-muse-
ne, og det demonstrerer, at GABA syntetiseret af GAD65 er
overordentlig vigtig for denne type haemning.

Da den toniske haemning jo primaert er en konsekvens af dif-
fusion af GABA fra synapsen, betyder det, at GAD65 er vig-
tig for syntese af GABA, der benyttes til signalering, hvilket
er i overensstemmelse med placeringen af denne form af en-
zymet i nerveenden. Endvidere er den toniske haemning spe-
cielt vigtig for kontrol af krampeaktiviteten i hjernen, og der-
med bidrager en nedsat tonisk hamning i knockout-musene
sandsynligvis til den @gede krampeaktivitet og forhgjede do-
delighed i disse mus.

Ph.d. Anne B. Walls er videnskabelig assistent pd Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
Dr. scient. Arne Schousboe er professor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
Ph.d. Helle S. Waagepetersen er professor MSO pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
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Genetik
kan forudsige

folsomhed for smerte

~

Genetiske variationer i befolkningen er en vigtig ar-
sag til, at mennesker oplever smerte meget forskelligt.
Identifikation af gener, som er involveret i smerte, og
opklaring af deres biokemiske betydning kan gore det
muligt at skraeddersy personlige smertebehandlinger
og opdage nye molekylaere mal for smertestillende me-
dicin.

Af Arafat Nasser, Ole J. Bjerrum, Anne Marie Heegaard og
Lisbeth Birk Meller

Alle mennesker har oplevet smerte, og evnen til at fele smer-

te er en alarmklokke, som beskytter os mod farer i vore om-
givelser. Smerten sikrer nemlig, at vi straks opdager risikoen

Falsomheden over for smerte undersages i en musemodel. Her prikkes for forbraendinger, forfrysninger, tsninger, knoglebrud eller
musene under poterne med plastikhdr med forskellige diametre og dermed afskaering af lemmer, og derfor nar vi som regel at reagere,
forskellig kraft, nar de bajes mod poten. Dyrets tilbagetraekning af poten inden det er for sent. P4 den anden side er vedvarende smer-
bruges som indikation pa taersklen for, hvornar det begynder at gere ondlt. te ekstremt ubehagelig og nedsaetter livskvaliteten, og kroni-
Testen anvendes til at bestemme mekanisk allodyni, hvilket vil sige smerte ske smerter medferer store behandlingsmaessige problemer
forarsaget af stimulus, der normalt ikke er smertefremkaldende. verden over.
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Den individuelle opfattelse af smerte varierer fra menneske til
menneske, og risikoen for at udvikle smertefulde tilstande er
ligeledes vidt forskellig. Derfor kan den samme skade, fx som
falge af en operation, udvikle sig til permanente nervesmer-
ter hos et mindretal af de opererede, mens flertallet slipper
med forbigdende smerter. Forskere verden over er enige om,
at disse individuelle forskelle i smertefalsomhed blandt andet
kan forklares ud fra genetiske variationer i befolkningen.

Regulering af smertetaersklen

For ikke at fgle unadig smerte ved sma stad eller ubetyde-
lige temperaturforandringer, som vi hele tiden udszettes for,
eksisterer der en taerskel for, hvornar vi opfatter et nervesig-
nal som smerte. Smertetaersklen er underlagt en regulering,
som afpasser fglsomheden efter forholdene. Hvis man far
en lille splint i huden, aenser man det knapt nok. Men hvis
splinten er forurenet med sygdomsfremkaldende bakterier,
og der opstar en infektion, ger det straks meget mere ondt.
Smerten medfarer, at vi bliver opmaerksomme pa splinten, sa
vi kan fjerne den. Under infektionen sankes smertetaersklen
midlertidigt, hvorpa den normaliseres, nar splinten er vaek.
Mekanismen er baseret pa kontrol af de nerveimpulser, der
sendes fra kroppen til hjernebarken, sa vi kan opfatte smer-
te. Impulserne skabes ved frigivelse af signalstoffer i synap-
sespalten mellem de nerveceller, som indgar i nervebanerne
— synapsespalten er mellemrummet mellem to nabonerve-
celler, og her foregar den indbyrdes kommunikation.
Signalstofferne kan enten aktivere de involverede nerveceller
direkte eller gge deres felsomhed over for andre former for
stimuli. Maengden af tilgaengelige signalstoffer i nervebaner-
ne — og dermed smerteoplevelsen — er afhaengig af aktivite-
ten af enzymer og deres cofaktorer, som sa igen er afhaengi-
ge af genernes funktion. En cofaktor er et stof, som er med
til at aktivere et enzym.

Gener for smerte

Mange forskningsgrupper arbejder ihaerdigt pa at afklare ge-
nernes betydning for udvikling og vedligeholdelse af smerte,
og i dag kendes flere humane gener, der kan nedsaette eller
helt forhindre udvikling af smerte. Et eksempel er sygdom-
men congenital analgesi, som fremkaldes af en mutation i et
gen, der koder for en ionkanal, som fortrinsvis findes i cel-
lemembranerne pa smertenerverne. Patienterne faler slet
ikke smerte, og ofte der de tidligt i livet af skader, de aldrig

Det koder for en- ‘\i

zymet GTP-cyclohy-

drolase, som regulerer

dannelsen af tetrahydro-

biopterin; en naturlig cofak- p

tor, der spiller en afgerende rolle \
for syntesen af signalstofferne norad-

renalin, dopamin, serotonin og nitrogen-

oxid, som alle er involveret i smertetransmissionen.

Fra fors@g med rotter ved vi, at syntesen af cofaktoren

@ges i sensoriske nerveceller efter nerveskader og inflamma-
tion. Herudover er det pavist, at nar produktionen af stoffet
blokeres, reduceres smertefglsomheden i rotter med kroniske
smertesymptomer pa grund af nerveskader og inflammation,
mens injektion af stoffet fremkalder smerter. Dette farte til
opdagelsen af en genetisk variation af GCH1-genet i menne-
sker, som formindsker smerten hos patienter, som er blevet
opereret for diskusprolaps. Begge dele viser, at aktiviteten af
GCH1-genet og dermed koncentrationen af cofaktoren har
central betydning for reguleringen af smertetaersklen gen-
nem regulering af de signalstoffer, som er involveret i smerte.

Smertemodel i mus

Vi har erhvervet en musemodel kaldet hph-1 fra en forsker-
gruppe i Oxford. Musene er karakteriseret ved formindsket
aktivitet af enzymet GTP-cyclohydrolase og dermed ned-
sat dannelse af den vigtige cofaktor. Vi har for ferste gang
undersggt disse mus i eksperimentelle smertemodeller. Vor
hypotese er, at musene som fglge af en mutation i GCH1-
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Smertetaerskel

0,2

0,0
0 1 2 4 6

Dage efter inflammation

b

maerkede. En sadan person er beskrevet i den svenske for- Kurverne viser smerteteersklen malt i vildtypemus (bla) samt i hph-1-mus
fatter Stig Larssons kriminalroman "Pigen, der legede med (red). Disse hph-1-mus har en mutation i GCH1-genet, som kaedes sammen
ilden”. med nedsat smertefalsomhed. Smertetaersklen er ens hos de to typer mus,

| samarbejde med Kennedy Centret i Glostrup arbejder vi pa for der fremkaldes inflammation i en af deres poter. Efter inflammation falder
at karakterisere et andet gen, som er involveret i bade akutte smertetaersklen i de almindelige mus sammenlignet med hph-1-musene.

og kroniske smerter. Genet, som kaldes GCH1, kaedes sam- Forsegene viser, at de muterede mus er mindre falsomme over for inflamma-
men med nedsat smertefglsomhed i bdde mennesker og dyr. torisk smerte end almindelige mus.
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genet vil have en haevet smertetaerskel og derfor ikke sa let
udvikler kroniske smertetilstande.

Smertetaersklen hos mus kan bestemmes ved at teste deres
reaktion pa en svag stimulus som fx tryk eller varme. Dette
kan undersgges pa traeedepuden pa en musepote ved at an-
vende plastikhar med forskellige diametre og dermed for-
skellig kraft, nar de bgjes mod poten. Dyrets tilbagetraekning
af poten bruges som indikation pa taersklen for, hvornar det
begynder at gere ondt. Testen anvendes til at bestemme me-
kanisk allodyni, hvilket vil sige smerte forarsaget af stimulus,
der normalt ikke er smertefremkaldende.

Vi undersggte musenes smertetaerskel i en betaendelses-
betinget smertemodel. Her blev lokal inflammation i poten
fremkaldt ved injektion af en suspension med inaktiverede
bakterier, hvis toksiner fremkalder beteendelse. P4 udvalgte
dage efter inflammationen blev musenes felsomhed over for
mekanisk pavirkning undersggt ved hjzelp af de forskellige
plastikhar. Vi paviste pa den made, at mus med mutation i
GCH1-genet har en hgjere smertetaerskel og derfor ikke ud-
vikler mekanisk allodyni i modsaetning til vildtype mus uden
mutationen.

Na&r man sammenligner smertetaersklen hos de to typer mus
fer inflammation, er der ingen forskel mellem hph-1-muse-
ne og de almindelige mus. Forskellen i smertetaerskel kan
altsa ferst observeres efter inflammation, hvor maengden af
cofaktoren er opreguleret i sansenerverne. Ved hjelp af ana-

Genet GCH1 koder for enzymet GTP-cyclohydrolase, som
regulerer dannelsen af tetrahydrobiopterin (BH4). Dette stof
spiller en afgerende rolle for syntesen af signalstofferne
noradrenalin, dopamin, serotonin og nitrogenoxid, som alle
er involveret i smertetransmission. Sejlediagrammet viser
koncentrationen af tetrahydrobiopterin i plasma fra vildtype-
mus og hph-T1-mus. Det ses, at maengden er sterkt nedsat

i de muterede mus sammenlignet med de almindelige mus.
Da tetrahydrobiopterin requlerer smertetaersklen, kan dette
forklare, hvorfor hph-1-mus har en reduceret smertefalsom-
hed efter inflammation i poten.

lytiske metoder, som er tilgaengelige pa Kennedy Centret,
kunne vi derpa bekrzefte, at hph-1-musene havde underskud
af cofaktoren sammenlignet med de almindelige mus. Da
cofaktoren regulerer smertetzersklen, kan den formindskede
smertefglsomhed i hph-1-mus tilskrives nedsat dannelse af
dette stof.

Nye mal for leegemidler

Identifikation af smerterelaterede gener samt kendskab til
mekanismerne for, hvordan de regulerer smerte, kan bruges
til at individualisere eksisterende smertebehandlinger samt
til at identificere nye malmolekyler for smertestillende laege-
midler.

Vore studier viser, at variationer i GCH1-genet er forbundet
med reduceret smertefalsomhed, hvorfor bade genet og
dets enzym kan tjene som nye potentielle mal til effektivt at
bekaempe smerte. Saledes vil en medicinsk behandling, der
via pavirkning af enzymet reducerer syntesen af cofaktoren
— uden at pavirke stoffets normale funktion — kunne fare til
formindsket smertefglelse efter en inflammation.

Den endelige mekanisme, hvorved cofaktoren pavirker smer-
tesystemet er endnu ikke klarlagt, men forskning indikerer,
at opregulering af stoffet ved vaevsskader gger dannelsen
af nitrogenoxid i de sensoriske neuroner. Om dette er den
egentlige mekanisme, vil vi i vores videre arbejde forsgge at
undersgge ved hjaelp af musemodellen.

Cand.pharm. Arafat Nasser er ph.d.-studerende pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi samt pa

Medicinsk Genetisk Laboratorium pa Kennedy Centret

Dr.med. Ole J. Bjerrum er professor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
Ph.d. Anne Marie Heegaard er lektor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
Ph.d. Lisbeth Birk Mgller er seniorforsker pd Medicinsk Genetisk Laboratorium pa Kennedy Centret




Stress

smerte-
stillende

Mere end nok at se
til. 25-44 arige er den
mest stressede alders-
gruppe i Danmark.

medicin

Vi bruger ikke kun smertestillende handkgbsmedicin,
nar vi har ondt i hovedet eller i maven. Mange indtager
leegemidlerne, nar de foler sig stressede, selvom medi-
cinen er aldeles uegnet til at behandle stress. Tilbgjelig-
heden til at ty til medicinen afhanger af ens overord-
nede evne til at handtere stress.

Af Vibeke Koushede og Ebba Holme Hansen

De sidste mange ar er der sket en markant stigning i brugen
af smertestillende handkagbsmedicin i Danmark. Indenfor det
seneste arti er fx antallet af doser med paracetamol steget
med over 30 procent, og smertestillende laegemidler er blandt
de mest benyttede former for medicin pa verdensplan.

Den hyppigste drsag til anvendelsen af disse laegemidler er
hovedpine, men ikke al brug kan forklares ved, at man har
smerter. Da anvendelse af smertestillende medicin ikke er
uden risiko — selv almindelig handkgbsmedicin mod smerter
kan medfere alvorlige bivirkninger som indre blgdninger eller
aget forekomst af hovedpine — har det vaeret vigtigt at kort-
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laegge motiverne til at bruge medicinen, s& man kan modar-
bejde fejlagtig anvendelse.

Udover at flere og flere danskere bruger smertestillende me-
dicin, sa faler et stigende antal danskere sig ofte stressede.
Undersggelser viser, at stressede mennesker er mere tilbg-
jelige til at ryge og drikke alkohol og mindre tilbgjelige til at
dyrke motion — der er altsd en sammenhang mellem stress
og sundhedsadfzerd. Vi besluttede derfor at undersgge, om
brug af smertestillende handkgbsmedicin er en stressrelate-
ret adfeerd i den almene befolkning.

Nogle mennesker er bedre til at handtere belastninger og
stress i hverdagen end andre, og derfor ville vi ogsa undersg-
ge, om ens personlige evne til at handtere stress er afgaren-
de for ens tendens til at bruge medicin, nar man er stresset.

25-44 arige er mest stressede

Vi fokuserede pa gruppen af 25-44 arige danskere, som er
den aldersgruppe, der bade har det hgjeste stressniveau og
det starste forbrug af smertestillende handkabsmedicin. Ud-
gangspunktet var selvrapporterede data, som stammer fra to
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Figuren viser sasmmenhangen mellem forskellige niveauer af stress i hverdagen og brug af smerte-
stillende handkebsmedicin. De anvendte data stammer fra danskere i alderen 25-44 ar, i alt 4.739
personer, som deltog i en national undersagelse udfert af Statens Institut for Folkesundhed i 2005.

nationale spgrgeskemaundersggelser: Sundheds- og sygelig-
hedsundersagelsen, som blev udfert af Statens Institut for Fol-
kesundhed i 2005 samt Det Danske Livsstil og Medicinbrugs
Survey, som i 2009 blev gennemfart af Afdelingen for Sam-
fundsfarmaci pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi.

| Danmark fares der ikke register over den enkelte persons
brug af handkgbsmedicin, s& undersggelserne bygger pa
svar fra et repraesentativt udsnit af 25-44 drige danskere.
Deltagerne er blevet spurgt om deres forbrug af smertestil-
lende handkgbsmedicin i lgbet af de seneste 14 dage, samt
om de har haft smerter eller ubehag i perioden; fx hovedpi-
ne, ondt i nakken eller forkalelse.

Stress kan males via analyser af spyt, hvor man bestemmer
maengden af cortisol, kendt som “stresshormonet”. Det blev
dog ikke gjort i forbindelse med undersggelsen, men sparge-
skemaer er ogsa en velegnet metode, fordi naesten alle voks-
ne intuitivt ved, hvad stress er. Derfor kan stress males med
et meget enkelt spargsmal: Faler du dig stresset?

Stress oger medicinforbruget

Vores undersggelser viser, at stress i dagligdagen er forbun-
det med anvendelse af smertestillende handkgbsmedicin. Vi
beregnede den relative risiko (chance) for at bruge medicin
ved forskellige niveauer af stress. Resultaterne udtrykkes i
Odds Ratio, som skal forstas saledes, at veerdier over 1 indi-
kerer gget brug og veerdier under 1 indikerer reduceret brug

el

Ofte

af smertestillende handkgbsmedicin sammenlignet med en
referencegruppe af personer, der aldrig feler sig stressede.
Risikoen for at ty til smertestillende medicin er 1,38 for per-
soner, der fgler sig stressede af og til og 1,91 for personer,
som ofte faler sig stressede. Det vil sige, at der er en 91 pro-
cent stgrre risiko for brug af smertestillende handkabsmedi-
cin blandt personer, som ofte faler sig stressede, sammen-
lignet med personer, der aldrig feler sig stressede. Vi fandt
tilsvarende resultater for bade maend og kvinder, hgjtuddan-
nede og lavtuddannede, gifte og ugifte, samt voksne med
og uden bgrn.

Et vigtigt spargsmal er, om resultaterne haenger sammen
med, at stressede mennesker har flere smerter end normalt.
Vi ved, at stress kan give hovedpine, nakkesmerter og ondt i
maven, men vores undersggelse viser, at kun en tredjedel af
de ofte stressede personer bruger handkagbsmedicin, fordi de
har smerter. For to tredjedeles vedkommende kan overfor-
bruget ikke forklares ved, at det ger ondt. Det tyder pa, at
stress — selv uden smerter — udlgser gget forbrug af smerte-
stillende handkgbsmedicin.

Mennesker reagerer forskelligt pa stress
Mennesker reagerer forskelligt pa belastninger og stress i
hverdagen. Den amerikansk-israelske professor i medicinsk
sociologi Aaron Antonovsky (1923-1994) har fremsat en mu-
lig forklaring, som gér ud pa, at nogle mennesker oplever en

BIVIRKNINGER VED SMERTESTILLENDE HANDK@BSMEDICIN

Smertestillende handkgbslaegemidler giver meget fa bi-
virkninger ved lejlighedsvis og kortvarig brug.

Ved lzengerevarende anvendelse af acetylsalicylsyre, som
er det aktive leegemiddelstof i fx Magnyl og Idotyl, er
smerter og ubehag i mave-tarm-regionen meget alminde-
lige, og der er stor risiko for blgdninger.

Ved overdosering af paracetamol, som er det aktive laege-
middelstof i bl.a. Pamol og Panodil, kan der opsta alvor-
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lige leverskader, som kan vaere dgdelige. | sjaeldnere tilfeel-
de ses en raekke andre alvorlige bivirkninger.

| de senere ar er man blevet opmaerksom pa en paradok-
sal tilstand, som kaldes overforbrugshovedpine. Det vil
sige hovedpine, der skyldes hyppig brug af hovedpineme-
dicin. Det vides endnu ikke, hvor stor andel af den danske
befolkning, som lider af dette, men 1-2 procent har vaeret
skgnnet.



staerkere sammenhaeng i livet end andre, og dette ger dem
bedre i stand til at handtere belastninger og stress. Denne
oplevelse af sammenhaeng i tilvaerelsen har Antonovsky debt
Sense of coherence (SOC).

Falelsen af sammenhang i livet bestar i falge Antonovsky

af tre elementer: Mening, forstaelighed og handterbarhed.
Personer, der oplever livet som meningsfuldt, forstaeligt og
handterbart — altsa mennesker der fgler en hgj grad af sam-
menhaeng i tilvaerelsen — kan bedre klare belastninger og
stress og har en mindre risiko for at blive syge. Det skyldes,
at de er bedre til at vaelge en passende strategi til at handte-
re vanskelige udfordringer end mennesker med lav oplevelse
af sammenhaeng i livet.

Er mennesker i den lave ende af SOC-skalaen saerligt tilba-
jelige til at tage smertestillende handkabsmedicin, nar de

er stressede? For at undersgge dette spgrgsmal analyserede
vi data fra deltagerne i Det Danske Livsstil og Medicinbrugs
Survey 2009 i alderen 25-44 r, i alt 900 personer.
Undersggelsen viser, at mennesker med lav oplevelse af sam-
menhaeng i tilvaerelsen i langt hgjere grad tager smertestil-
lende handkebsmedicin, nar de er stressede, end mennesker
med bade en middel og en hgj oplevelse af sammenhang.
Man ved, at mennesker i den lave ende af skalaen plages

af flere smerter end mennesker i den hgje ende, men det
forhold kan ikke alene forklare det mgnster, vi ser. Personer
med lav sammenhaengsfalelse tyr nemlig i starre grad til me-
dicin, ndr de er stressede — 0gsa selvom de ikke har smerter.
Baseret pa Antonovskys teori kan dette skyldes, at disse per-
soner har saerligt sveert ved at finde en mere passende made
at handtere stress pa.

Samlet set viser vores undersggelser, at personer, som er
stressede, er langt mere tilbgjelige til at tage smertestillende
handkgbsmedicin for andet end smerter end de, som ikke er
stressede. Derudover kan vi se, at der er en gruppe menne-
sker — med lav felelse af sammenhaeng i livet — som har en
saerlig risiko for denne uhensigtsmaessige adfzerd.

Uegnet til at behandle stress

Fejlagtig brug af smertestillende handkgbsmedicin kan med-
fere alvorlige bivirkninger. Ligeledes kan stress have alvorlige
konsekvenser for helbredet, hvis ikke man tager hand om de
bagvedliggende arsager. Derfor er det vigtigt, at den almene
befolkning geres opmaerksom pa, at smertestillende hand-
kabsmedicin er aldeles uegnet til at behandle stress. Des-
uden bgr politikere samt apoteker, supermarkeder og andre,
der salger handkgbsmedicin, vaere opmaerksomme pa det-
te potentielt skadelige misbrug af medicin, som kan kagbes
uden recept.

MPH Vibeke Koushede er ph.d.-studerende pé Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
Cand.pharm. Ebba Holme Hansen er professor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi

FOLELSEN AF SAMMENHZNG | LIVET
Oplevelsen af sammenhaeng i livet — Sense of coherence (SOC) — males
ved tre spgrgsmal:

e Handterbarhed: Plejer du selv at kunne se en lgsning pa problemer
og vanskeligheder, som umiddelbart virker hablgse?

e Meningsfuldhed: Synes du, at din dagligdag er en kilde til personlig
tilfredsstillelse?

e  Forstaelighed: Synes du, at det, som sker for dig i din dagligdag, er
sveert at forsta?

Svarkategorierne er: 1) Naesten altid, 2) For det meste, 3) Sjeeldent,

4) Aldrig. Hvert svar giver et antal point, der laeegges sammen. Derefter
inddeles de samlede point i tre grupper pa en SOC-skala fra lav til hgj
oplevelse af sammenhaeng i livet.
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. Ikke stresset . Stresset

Hvis vi feler ssmmenheeng i vores tilveerelse, er vi bedre til at handtere stress,
end nér livet foles uoverskueligt. Diagrammerne viser sammenhaengen mel-
lem stress, brug af smertestillende hdndkebsmedicin og felelsen af sammen-
haeng i tilvaerelsen (Sense of coherence, SOC). De anvendte data stammer fra
Det Danske Livsstil og Medicinbrugs Survey 2009.
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Stressfremkaldende
hjerneaktivitet
kan nu undersgges

I

| realtid

Kronisk stress kan hamme indlaeringsevnen, svaek-
ke immunforsvaret, udlgse hjerte-kar-sygdomme og
fremkalde psykiske lidelser. Trods de potentielt me-
get alvorlige konsekvenser af stress er de involverede
signalbaner i hjernen kun kendt i begraenset omfang.
Dyremodeller gor det nu muligt at undersege mekanis-
merne i detaljer.

Af Morten Pilgaard Kristensen

Stress er en essentiel fysiologisk reaktion, som tjener til at
mobilisere kroppens ressourcer for at imgdega en potentielt
skadelig pavirkning. Akut stress saetter os i stand til bedre at
klare uventede udfordringer, og stressresponset kan frem-
kalde friggrelse af glukose i kroppen, stimulere immunreak-
tioner og fremme vor gjeblikkelige indlaeringsevne. En pé-
virkning, som kan udlgse stress, er ofte kendetegnet ved, at
den signalerer, at organismens interne eller eksterne miljg er
blevet mindre kontrollerbart eller forudsigeligt. Det kan dreje
sig om fysiske forhold som stgj eller smerte eller om psykiske
belastninger som sorg eller sociale problemer.

Huvis stressresponset udlgses gentagne gange med korte mel-
lemrum over en lzengere periode, kan reaktionen imidlertid
gere mere skade end gavn. Gentagen stress kan lede til kog-
nitiv haemning, et svaekket immunforsvar, hjerte-kar-sygdom-
me, savnforstyrrelser og psykiske lidelser som skizofreni og
depression. Til trods for de potentielt meget alvorlige konse-
kvenser af langvarig stress, er de signalbaner i hjernen, som
medierer stress, kun kendt i begraenset omfang. Men det
star klart, at det hormonale stressrespons i kroppen udlgses
af Corticotropin Releasing Hormone (CRH), som frigives fra
nerveceller i det paraventrikulaere nukleus i hjerneomradet
hypothalamus.

Fra stressor til stress

Pavirkninger, som udlgser stress i os, kaldes stressorer. | dag
er det uklart, hvordan hjernen klassificerer forskellige pa-
virkninger som stressorer. Vi ved, at den udlgsende stimulus
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ultimativt ma aktivere

nerveceller i det para-

ventrikulaere nukleus for

at kunne ivaerksaette det

hormonale stressrespons.

Men vi ved ikke, hvilke sig-

nalbaner og neurotransmittere,

som er involveret i aktivering af

de stressmedierende og CRH-hol-

dige neuroner i det paraventrikulaere

nukleus.

Ligeledes er det uklart, i hvor hgj grad disse

nerveceller bidrager til den stimulusintegration,

som er ansvarlig for at identificere og klassificere

en stressor. Aktiveres de samme szt af neuroner af vidt for-
skellige typer stressorer som fx stgj og sorg? Eller drejer det
sig om separate undergrupper af nerveceller? For at besvare
sadanne spgrgsmal er det ngdvendigt at kunne méle nerve-
cellernes aktivitet i de hjerneomrader, der medierer stress.
Det kan geres i dyremodeller, mens dyrene sanser stressorer.
Forsggsdyrene skal vaere ved bevidsthed og veltilpasse, sa de
— udover den kortvarige eksperimentelle pavirkning — i gvrigt
er fri for stress.

Sadanne forsggsopstillinger og dyremodeller har vi nu til
vores radighed. Det er muligt at male nerveaktiviteten med
savel elektrofysiologiske som optiske metoder med hgj tids-
oplgsning i fritgdende dyr, mens de pavirkes med relevante
stressorer. Vi arbejder derfor pa at afdeekke netop de hjer-
nemekanismer, der medierer stress med udgangspunkt i det
paraventrikulaere nukleus.

Fokus pa forskellige stressorer

Vi har tidligere demonstreret aktivering af nerveceller i store
omrader af det paraventrikulaere nukleus under kortvarigt
akustisk stress i fritgdende dyr; stressoren var 90 sekunders
stgj ved en lydstyrke pa 90 dB. Den stressorudlaste nerveak-
tivitet steg umiddelbart markant, men aftog derefter, hvilket
er forventeligt i kraft af de mange negative feedbackmeka-
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DEN HORMONALE STRESSRESPONS:

Corticotropin Releasing Hormone (CHR) udlgser det hormo-
nale stressrespons i kroppen. CHR produceres af nerveceller
i det paraventrikulaere nukleus i hypothalamus, hvorfra det
frigives og transporteres i specielle blodarer til hypofysen.

I hypofysen bindes CRH til receptorer pa endokrine celler,
som frigiver signalstoffet AdrenoCorticoTropic Hormone
(ACTH) i blodcirkulationen. Dette hormon transporteres

i blodet til binyrebarken, hvor det udlgser frigivelse af
glucokortikoider.

Disse steroide hormoner kan binde til receptorer pa mange

N\

AKTIVERING AF HYPOTHALAMUS-HYPOFYSE-BINYREBARK-AKSEN

- HYPOTHALAMUS

CRH

~ HYPOFYSE

ACTH (via blodet)

celler i kroppen og herefter blive optaget i cellerne, hvor
glucokortikoiderne kan pavirke et vaeld af mekanismer, som
har betydning for bl.a. cellernes overlevelse, stofskiftet og
immunforsvaret.

Ved akut aktivering tjener disse mekanismer til at mobilise-
re organismens fysiologiske og adfaerdsmaessige reaktioner,
sa vi bedre kan klare umiddelbare udfordringer.
Langtidseksponering som felge af gentagen stress ferer
imidlertid til forhgjede niveauer af glucokortikoider, og det
kan medfare alvorlige sygdomstilstande.

J
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Nar nerveceller kommunikerer, udsender cellerne sekvenser
af kortvarige elektriske udladninger, kaldet aktionspotentia-
ler (AP), som kan ledes langs en nervecelle og udlgse frigivel-
se af signalstoffer eller hormoner fra dens terminaler.

Vi kan méle sadanne elektriske signaler i fritgaende forsags-
dyr ved at implantere elektroder i udvalgte grupper af nerve-
celler. Elektroderne kan implanteres permanent, og signaler-
ne males kontinuert via denne extracellulzere (EC) afledning.
I hanrotter som dyremodel vil vi nu benytte denne metode
til at registrere andringer i signalmgnstret i neuronerne i det
paraventrikulaere nukleus i hypothalamus, mens rotterne pa-
virkes med kortvarige stressorer.

nismer, som regulerer aktiviteten i hypofyse-binyrebark ak-
sen. Cellerne i det paraventrikulaere nukleus udviser lignende
andringer i aktivitetsniveauet under forandringer i sevn/va-
gen-stadier. Dette er interessant set i lyset af de vaesentlige
gensidige vekselvirkninger, som eksisterer mellem sgvn og
stress. Stresshormoner kan saledes haemme sgvn.

Vort naeste skridt bliver at male i en rottemodel, om den
stressfremkaldte elektriske nerveaktivitet i det paraventriku-
lere nukleus er afhaengig af, hvilken type stressor dyret ople-
ver. Vi undersager her effekten af gentagen pavirkning med
forskellige stressorer sdsom stgj og rovdyrlugt.

Endvidere kan vi teste, hvilke signalstoffer og receptorsyste-
mer, der regulerer nerveaktiviteten i det paraventrikulaere nu-
kleus. Det ger vi ved hjzelp af agonister og antagonister; dvs.
stoffer, som henholdsvis aktiverer eller blokerer et udvalgt
receptorsystem. Sadanne neurofarmakologiske undersggel-
ser er vigtige i forbindelse med udvikling af lsegemidler, som
kan blokere skadelige stressreaktioner pa et tidligt tidspunkt
i processen snarere end at foretage symptombehandling af
de negative konsekvenser af stress.

Vi har nyligt set, at stimulering af sével nikotinreceptorer

Stressorerne er dels fysiske som stgj og aeterbedevelse, dels
sociale og psykogene som lugt af rovdyrurin, en dominant
hanrotte eller en hunrotte i brunst, som ikke kan nas. P& den
made kan vi undersgge, om nervecellernes aktiveringsmen-
ster er afhaengigt af typen af stressorer.

Alternativt kan de elektriske signaler males indirekte ved
hjeelp af optiske metoder. Aktive nerveceller svulmer nem-
lig op, og det aendrer deres optiske egenskaber. | stedet for
elektroder kan man derfor implantere en sonde, hvorigen-
nem man optisk kan male aktivitetsaendringer over et stgrre
omrade af nervevaevet i fritgdende dyr.

som CRH-receptorer udlgser aktivering af neuroner i det pa-
raventrikulaere nukleus. CRH kan dermed bidrage til feed-
back-regulering af det hormonale stressrespons, fordi CHR
kan pavirke aktiviteten i forskellige typer celler i det paraven-
trikulzere nukleus og derigennem nedregulere aktiveringen
af hypofysen og binyrebarken. Tilsammen udger cellegrup-
per, som modtager input fra begge disse neurotransmitter-
systemer, et potentielt center for samspil mellem separate
mekanismer og signalbaner, der hver iszer kan modulere
stressrespons. Nogle eksempler herpa kunne vaere CRH-me-
dierede feedbackmekanismer og angstreaktioner samt stres-
sfremkaldt sevnlashed.

Vi har nu mulighed for at foretage funktionel afprgvning af
disse hypoteser via dyreforsag i laboratoriet, hvor vi i detaljer
kan afdaekke de stressmedierende signalbaner i hjernen via
elektrofysiologiske malinger i fritgdende dyr. Dette vil vaere
nyttigt med henblik pa at identificere potentielle mal for en
tidlig medicinsk behandling af vedvarende stress — inden
stressresponset medferer alvorlige skader.

Ph.d. Morten Pilgaard Kristensen er lektor pd Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
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Proteiner |
lzegemidier

— de saetter sig
alle de forkerte steder

En tredjedel af alle nye laegemidler i kliniske forseg er
baseret pa proteiner. Imidlertid er proteinlaagemidler
vanskelige at formulere, fordi proteiner binder sig til
graenseflader og overflader, hvilket kan medfere, at det
faerdige laegemiddel ikke virker efter hensigten. Nye
metoder kan screene for kombinationer af hjzelpestof-
fer, som kan lgse problemet.

Af Stefania Baldursdottir, Signe Hougaard Nielsen, Maria
Fullerton og Lene Jorgensen

| proteinlaegemidler er det aktive stof et biomolekyle — et
protein eller et peptid. Et velkendt eksempel er insulin, som
anvendes til behandling af sukkersyge. Vi vil meget gerne
bruge flere proteiner som laegemidler, mest af alt fordi de

er specifikke i deres virkning og derfor kun medfarer fa bi-
virkninger. Rigtig mange og vidt forskellige sygdomme kan
behandles med proteiner. Det geelder bl.a. kraeft, en raekke
mangelsygdomme, infektioner med bakterier, svampe el-

ler parasitter samt virusbarne sygdomme som AIDS. Et nyere
eksempel er den meget specifikke behandling af en bestemt
type brystkraeft ved hjaelp af laegemidlet Herceptin®, som in-
deholder et monoklonalt antistof.

Desveerre er proteiner vanskelige at arbejde med i lzegemid-
delindustrien. En af ulemperne er, at proteiner er graensefla-

deaktive, hvilket vil sige, at de vil forsgge at saette sig i graen-

seflader mellem vand og olie, mellem vand og luft eller pa
overfladen af beholdere. Det kan fare til mangel pa protein

i det feerdige laegemiddel, s dosis bliver for lav. Der er ogsa
risiko for at fremstille uhensigtsmaessige formuleringer, hvor
proteinet enten frigives for tidligt eller slet ikke. Hvis protei-
net i leegemidlet befinder sig i en graenseflade, fx mellem et
fast stof og en vaeske, vil proteinet maske ikke have nogen
terapeutisk effekt overhovedet, og det er selvfglgelig et stort
problem.

Adsorption til greenseflader

Under fremstilling af et laegemiddel vil de anvendte proteiner
made flere forskellige typer af graenseflader og overflader.
Det gaelder eksempelvis, nar proteiner indbygges i partikler,
som skal beskytte proteinet imod enzymatisk nedbrydning i
blodet og transportere det hen til virkningsstedet i kroppen.
Her er der risiko for, at proteinet i lgbet af produktionspro-
cessen kommer til at befinde sig i olie-vand lignende graen-
seflader, og det kan pavirke stabiliteten, effektiviteten og
aktiviteten af det faerdige laegemiddel pa en negativ made.
For eksempel kan proteinet aendre sin tredimensionelle form,
hvilket ofte vil hindre det i at udfare sin terapeutiske funk-
tion. Nar man producerer proteinlaegemidler, er det derfor
vigtigt at have kendskab til og forstaelse for den indflydelse,
som graenseflader har pa stabiliteten af det anvendte pro-
tein.

Skematisk udvikling af adsorptionen af proteiner til en olie-vand-graenseflade. Over tid adsorberes mere og mere protein. Proteinet kan aendre
struktur, nar det adsorberes til greensefladen — med risiko for, at det mister sin biologiske aktivitet og ikke laengere virker som laegemiddel.
Struktursendringen kan pavirke strukturen af ikke-adsorberede proteiner, specielt hvis adsorptionen er reversibel.
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greensefladespeending.

Nar et protein adsorberer til en graenseflade, vil proteinmo-
lekylerne over tid opbygge et lag i graensefladen, som det
ofte er sveert at detektere. Vi har anvendt nogle avancerede,
men dog ret enkle metoder til at bestemme adsorptionen af
proteiner ved olie-vand graenseflader. En forstaelse for, hvor-
dan adsorptionen foregar, og hvordan den kan aendres ved
at finjustere formuleringen af laegemidlet, vil gere det lettere
og mere effektivt at designe gode partikulzere eller flydende
formuleringer af proteinlaegemidler.

Graensen mellem vand og olie

Nar proteiner adsorberer til en vand-olie graenseflade, vil
energien over graensefladen falde, mens der dannes et mo-
nolag af proteiner. Vi kan derfor felge processen under den
tidlige adsorption og opbygningen af monolaget ved at male
andringer i graensefladespaendingen mellem vanddraben

og olien.

Hvis der fortsat er overskud af protein, vil monolaget med
tiden blive udbygget til et multilag, og denne sene adsorp-
tion og opbygning af multilaget kan observeres ved hjzelp

af reologi. Reologi er en meget fglsom metode, som tradi-
tionelt bruges til at bestemme vaeskers flydeegenskaber. Vi
har benyttet en ny og ikke sa ofte anvendt reologisk opsaet-
ning, der ger det muligt at méle flydeegenskaberne direkte i
graensefladen mellem vand og olie. Pa den made kan vi ob-
servere og karakterisere den del af processen, som farer frem
til dannelsen af et multilag af proteiner.

Omdannelsen fra monolag til multilag begynder sa smat ef-

FORMULERING AF PROTEINLAGEMIDLER

At formulere et laegemiddel vil sige at fremstille det i en sta-
bil form og serge for ved brug af passende hjeelpestoffer, at
det aktive leegemiddelstof efter indgift er tilgaengeligt for
kroppen via den valgte administrationsve;j.

Proteiner egner sig generelt ikke til tabletter, fordi de ned-
brydes i mave-tarm-kanalen, og skal derfor normalt injiceres.
Den mest enkle formulering vil vaere at oplgse proteinet i
vand, men denne formulering vil ikke vaere stabil eller accep-
tabel for patienterne. Det skyldes, at proteinlaegemidler til
injektion skal vaere sterile og taet pad pH-neutrale. En vandig
proteinformulering vil derfor indeholde hjzelpestoffer, typisk
salte, til at holde pH stabil. Ellers vil proteinet kunne faelde
ud, fordi dets oplgselighed eller den kemiske ned-

brydning af proteinet kan accelereres. Begge dele vil betyde,
at der ikke administreres den angivne maengde af det aktive
protein, og at virkningen af leegemidlet udebliver. Rent prak-
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Et billede af en vanddrébe i et oliekar. Et multilag af proteinmolekyler er adsorberet til
greensefladen mellem olien og vandet, hvilket ses som en slags film. Filmen er fleksibel og
kan pustes op som en ballon. Billedet er taget ved hjeelp af et apparatur, som kan male

ter en halv times adsorption af proteinet, og den medfarer
en forandring i lagets flydeegenskaber, sa det bliver staer-
kere. Efter 40 minutter andres flydeegenskaberne fra at
minde om en tyktflydende vaeske til at blive dominerende
elastisk, og netop ved dette skift forandres proteinlaget fra
et monolag til et multilag. Derefter fortsaetter opbygningen
af multilaget, som vokser i tykkelse. Ved forsterrelse i et mi-
kroskop kan man nu direkte se laget i greensefladen mellem
olie og vand som et fleksibelt lag pa overfladen af en vand-
drabe. Faktisk er laget sa fleksibelt, at det kan pustes op som
en ballon.

Bedre proteinlaegemidler

De to anvendte metoder — malinger af graensefladespaendin-
gen og reologi — ger det muligt at beskrive dannelsen af pro-
teinlaget lige fra den ferste adsorption af ganske fa protei-
ner, dannelsen af et monolag og videre til dannelsen af det
fleksible multilag.

Dét abner op for, at man kan bruge disse to metoder til at
undersgge pavirkningen af forskellige parametre pa adsorpti-
onen af proteiner i en olie-vand graenseflade; fx proteintypen
og anvendelse af hjeelpestoffer med forskellige egenskaber.

| forbindelse med optimering og design af nye og forbedre-
de formuleringer af proteinlaegemidler kan de anvendte me-
toder benyttes til at screene for brugbare kombinationer af
hjaelpestoffer, som kan forhindre ugnsket proteinadsorption
under produktion af laegemidler.

tisk kan udfeeldningen ogsa betyde, at proteinet slet ikke
kan administreres, fordi det klumper sammen, sa det ikke
kan komme ud gennem nalen.

Derudover anvender man ofte stabilisatorer, fx graense-
fladeaktive stoffer, i flydende formuleringer. Et andet hjzel-
pemiddel er co-faktorer, som er ngdvendige for, at protei-
net praesenteres pa dets aktive form, eller for at beskytte
proteinet, sa det forbliver stabilt og ikke aendrer struktur i
formuleringen.

Proteiner kan ogsa formuleres som frysetarrede pulvere el-
ler i partikler. Under fremstillingen udsaettes proteinet for
pavirkninger som frysning og terring eller for graenseflader,
der vil kunne pavirke strukturen og stabiliteten af proteinet.
Derfor tilsaettes hjeelpestoffer, som beskytter proteinet mod
effekten fra frysningen og graensefladerne. Det kan fx vaere
sukkerstoffer eller graensefladeaktive stoffer.
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REOLOGI VISER OPBYGNINGEN AF PROTEINLAGET
Reologiske malinger kan fglge overgangen fra monolag og
multilag, nar proteiner adsorberes til graenseflader mellem
olie og vand.

Malingen indledes ved at stille et baeger med proteinoplas-
ning pa reometret, derefter placere en sdkaldt Du Nouy-ring

i greensen mellem vand og luft og laegge en bestemt maeng-
de olie oven pa den vandige oplasning. Ringen begynder nu
at oscillere, og modstanden under bevaegelsen bliver regi-
streret.

Nér proteinerne diffunderer op til overfladen og samles i et
monolag ved ringen, giver det et signal. Under malingen an-
dres monolagets struktur og multilaget dannes. Senere for-
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andres multilagets opfarsel fra at minde om en tyktflydende
vaeske til at vaere dominerende elastisk. £ndringerne under-
vejs i processen farer alle til en gradvist gget modstand imod
ringens bevaegelser.

Nar proteinlagets flydeegenskaber males, kan de deles op i
to forskellige udslag: Et viskositets-udslag og et elasticitets-
udslag. Viskositet er et mal for, hvor meget graensefladen
aendrer sig under madlingen via frigivelse af energi. Elasticitet
beskriver den energi, der bliver bevaret under malingen; dvs.
hvor meget af den oprindelige struktur, der er tilbage, nar
malinger er afsluttet.

Qverst ses en Du Nodly-ring, som 1,20E-03 -
maler dannelsen af et proteinlag 100603
i greensefladen mellem vand og

olie. Diagrammet til hajre viser < 800604 -
en reologisk beskrivelse af op- é
bygningen af proteinlaget. Med R) 6.008-04 7
tiden stiger det elastiske udslag i & 400604 -
takt med, at det dannede multi- o

lag bliver tykkere og tykkere. 2,008-04

0,00E+00

# G', det elastiske udslag
W G", det viskgse udslag
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Ph.d. Stefania Baldursdottir er adjunkt pd Institut for Analytisk og Farmaceutisk Kemi
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UV-imaging

lzegemiddelstoffer

Udvikling af avancerede lsegemidler kraever et detal-
jeret kendskab til lzegemiddelstoffets transport bade i
formuleringen - fx tabletter, plastre eller salver - og i
kroppen umiddelbart efter administrationen. UV-ima-
ging er en ny teknik, som kan visualisere laegemiddel-
stoffers diffusion i oplesninger og geler og bestemme
de lokale koncentrationer over tid.

Af Fengbin Ye, Emil Meng-Lund, Anan Yaghmur,
Susan Weng Larsen, Claus Larsen, Henrik Jensen og
Jesper Ostergaard

Et laegemiddelstofs virkning afhaenger ikke kun af effekten pa
virkningssted. Farst skal stoffet transporteres hen til virknings-
stedet i kroppen, og her skal det frigives med den rette hastig-
hed. Det aktive stof i et avanceret laegemiddel far derfor ofte
hjaelp af et transportsystem, som beskytter stoffet mod ned-
brydning pa vejen gennem organismen, og et afgiftssystem,
som regulerer frigivelsen af stoffet, nar laegemidlet nar frem til
malet. At udstyre leegemiddelstoffet med de ngdvendige hjael-
pesystemer kaldes at formulere et laegemiddel, og formulerin-
gen er afggrende for laegemidlets effekt, uanset om det ind-
gives i tabletter, injektionsvaesker, plastre, tyggegummi, salver
eller praeparater, som indsprgjtes under huden.

Detaljeret viden om et leegemiddelstofs transport inde i for-
muleringen vil vaere til stor hjeelp, ndr man gnsker at modi-
ficere den hastighed, hvormed stoffet frigives i kroppen pa

eller i naerheden af virkningsstedet. En sddan indsigt kan nu
opnas ved hjeelp af UV-imaging. Det er en ny teknologi til
karakterisering af laegemiddelstoffers transport i oplesninger
og geler, som er transparente for ultraviolet straling. Meto-
den er baseret pa, at laegemiddelstoffet absorberer UV-lys,
0g i modsaetning til traditionel UV-spektrofotometri males
absorptionen bade som funktion af tid og position. Man kan
med andre ord falge det aktive stofs bevaegelser inde i for-
muleringen under afgiften.

Diffusion af leegemiddelstof i gel

Vi har for nylig sat fokus pa piroxicam, et antiinflammato-
risk middel, som anvendes ved behandling af gigt og andre
inflammatoriske lidelser. Stoffet indgives normalt i tabletter,
men formuleres ogsa som en gel til pasmering pa huden med
henblik pa lokal behandling af gigtsmerter. Vi malte diffusio-
nen af piroxicam gennem en gel fra et omrade med hgj kon-
centration af laegemiddelstoffet til en del af gelen, som oprin-
deligt ikke indeholdt piroxicam. Man kan sammenligne med
bevaegelsen af laegemiddelstoffet fra en creme og ind i huden.
Diffusionen af piroxicam blev visualiseret direkte ved en bal-
gelaengde pa 355 nm i form af en film. Ud fra de enkelte
billeder i filmen kan koncentrationsgradienterne bestem-
mes, 0g vi opnar pa den made kvantitativ information om
piroxicams diffusion i gelen. Forsgget viste, at diffusionen

af piroxicam foregar ca 5 gange langsommere i 20 procents
poloxamergel end oplest i en fosfatbuffer ved pH 7,4. Det

UV-IMAGING FOGLGER STOFTRANSPORTEN I TID OG RUM

UV-imaging - billeddannelse med ultraviolet lys — er en vi-
dereudvikling af klassisk UV-spektrofotometri. Denne teknik
bygger pa, at mange laegemiddelstoffer absorberer lys i det
ultraviolette omrade; dvs. lys med bglgelaengder mellem 200
0g 400 nm. Malinger af absorptionen ved en given bglge-
leengde kan anvendes til at bestemme koncentrationen af
det stof, som absorberer lyset.

Farst males intensiteten af lyset, nar det passerer gennem et
rent oplgsningsmiddel, og derefter males intensiteten i en
oplgsning med laegemiddelstoffet. Ved relativt lave koncen-
trationer er absorptionen af UV-lyset proportional med lysve-
jens laengde og koncentrationen af det absorberende stof,
hvilket bruges til at bestemme den molaere absorptionsko-
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efficient ved hjeelp af Beers lov.

UV-imageren er et kamera, som bestar af en samling af in-
dividuelle UV-spektrofotometre. Hver pixel stammer fra ét
mini-spektrofotometer og har en udstraekning pa 7 pm x 7
pum. Som i de konventionelle spektrofotometre passerer lyset
gennem en quartzkuvette, fer det rammer imagerens sensor-
omrade, som maksimalt er 7 mm x 9 mm svarende til 1.3
megapixel.

Der optages typisk 2-3 billeder i sekundet, hvilket gar det
muligt at felge laegemiddelstoffets transport gennem for-
muleringen over tid. Vi er langt fra at kunne detektere en-
kelte molekyler, men den opnaede rumlige oplgsning i um-
omradet er passende for de fleste diffusionsstudier.



skyldes, at polymeren i vand danner et komplekst netvaerk,
en gel-lignende struktur, som kan sammenlignes med en
svamp, hvorigennem piroxicam skal diffundere. Hvis man
@ger koncentrationen af polymeren, reduceres diffusionsha-
stigheden yderligere.

Forsggene illustrerer et hyppigt anvendt formuleringsprin-
cip til at forsinke og kontrollere frigivelse af et laegemid-
delstof ved brug af en diffusionsmatrix. Sddanne polymer-
baserede gel-lignende afgiftssystemer forventes anvendt i
nye praeparater, som skal indsprgjtes under huden. Dette vil
isaer vaere realistisk, nar laegemiddelstofferne er store mo-
lekyler som terapeutiske peptider og proteiner, fordi de vil
blive kraftigere tilbageholdt af polymernetvaerket end sma
molekyler som piroxicam.

| modsaetning til andre metoder muligger UV-imaging kvan-

Skematisk illustration af komponenterne | UV-imageren.
Lampen blinker 2-3 gange i sekundet og belyser hver gang
quartzcellen, hvor laegemiddelstoffet diffunderer fra en gel
over i en oplesning. Laegemiddelstoffet absorberer ultra-
violet lys, og positionelle forandringer i absorptionen over
tid repraesenterer aendringer i de lokale koncentrationer.
Forlabet registreres af sensoren, som overferer de malte
data til computeren, der generer gjebliksbilleder, som kan
saettes sammen til en film.

titative studier af leegemiddelstoftransport direkte i gelen,
hvilket eksperimentelt er langt mindre kraevende end eksiste-
rende teknikker og maske ogsa mere interessant, fordi meto-
den forventes at give os ny mekanistisk indsigt i laegemiddel-
stoffrigivelsen fra denne type formuleringer.

Frigivelse af nikotin fra plaster

Vores ferste eksperimenter med UV-imaging blev udfert pa
sma udsnit af Nicorette®-nikotinplastre med en diameter pa
2 mm. Undersggelsen viste nikotins frigivelse fra en plaster-
preve og efterfglgende diffusion ud i vandig buffer, hvor
man kunne se, at absorptionen af UV-lyset og dermed niko-
tinkoncentrationen steg over tid.

Ved summering af UV-absorbansen over billedomradet kun-
ne vi bestemme maengden af nikotin frigivet fra plastret som

DIFFUSION SKABES AF FORSKELLE | KONCENTRATIONER

Diffusion er en proces, hvorved koncentrationsgradienter af

et stof mindskes og til sidst forsvinder som felge af moleky-

lernes tilfeldige bevaegelser. Stoftransporten sker fra omra-

der med en hgj lokal koncentration til omrader med lav kon-
centration.

Diffusion er en relativt langsom proces, som iseer har betyd-

ning ved transport af molekyler over sma afstande, typisk
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fra um til mm. Transport over laengere afstande sker normalt
ved hjeelp af andre mekanismer, fx via vaeskers flydning.
Matematisk bruges diffusionskoefficienten som et mal for
et leegemiddelstofs evne til at diffundere gennem en given
matrix. Diffusionskoefficienten vil bl.a. afhaenge af mole-
kylets starrelse samt af matrixens egenskaber.



Billederne er optaget ved UV-imaging af diffusion af gigtmedicinen piroxicam i en 20 procents poloxamergel;, imagingomra-
det er 3 mm x 8 mm. De fire snapshots viser, hvordan laegemiddelstoffet, som oprindeligt kun var placeret i den ene halvdel
af gelen, beveeger sig fra den del af gelen med haj piroxicamkoncentration (red) til den del af gelen, som oprindeligt ikke
indeholdt piroxicam (bl3). Diagrammet viser koncentrationsgradienten i billedernes leengderetning til de fire tider: 5 minutter
(red), 1 time (sort), 2 timer (bl3) og 4 timer (gron). Som forventet bliver koncentrationsgradienten mindre stejl over tid.
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funktion af tiden, hvilket tillod bedgmmelse af plastrets ef-
fektivitet som afgiftssystem. For et nikotinplaster kraeves det,
at nikotinen frigives langsomt i sma maengder over en perio-
de pa op til 16 timer.

UV-imageren giver mulighed for at male maengden af frigi-
vet laegemiddelstof helt taet pa formuleringen, fordi man kan
male pa sma prever som med nikotinplastret. De traditionelle
laboratoriemetoder til afprevning af laegemiddelformulerin-
ger kraever ofte omfattende preveforberedelse. Til sammen-
ligning ventes UV-imaging at medfgre mindre provestarrel-
ser, mindre tidskraevende eksperimenter og faerre arbejdstrin.

Et vigtigt nyt veerktoj

UV-spektrofotometri er en velkendt og robust analytisk male-
metode. UV-imaging tilferer muligheden for at lave malinger
af lysabsorption oplast med hensyn til position. Herved kan
der optages serier af billeder, som gar det lettere at folge lae-
gemiddelstoffers transport over tid, fx via diffusion.
UV-imaging kraever, at den matrix, som undersgges, er trans-
parent for lys i UV-omradet, hvorfor teknikken er begraenset
til undersggelser i laboratoriet. Vores indledende forsag viser,
at UV-imaging kan blive et vigtigt veerktej i udviklingen af
nye laegemiddelformuleringer.
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Afstand fra plaster (um)

UV-billeder af frigivelsen af nikotin fra prave med en diameter pa 2 mm af et Nicorette®-plaster og tilherende koncentrations-
gradienter til tiderne 1 minut (a,; bla), 2 minutter (b, red) og 3 minutter (c; sort).
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Darlig kommunikation mellem hospitaler og praktise-
rende leger medforer, at mange patienter far proble-
mer med deres medicinske behandling, hvilket ofte er
skyld i ungdige indleeggelser. Det planlagte elektroni-
ske Fzelles Medicinkort vil give alle involverede laeger
adgang til patientens medicinoplysninger med mulig-
hed for opdatere dem.

Af Saren llsge-Kristensen, Steffen Thirstrup og
Mette Rasmussen

Nar en patient udskrives fra hospitalet, overtages den me-
dicinske behandling ofte af patientens egen laege. Dette
kraever god kommunikation mellem hospitalslaegen og den
alment praktiserende lzege for at sikre, at begge parter er
enige om, hvordan patienten skal behandles. Imidlertid viser

DET FALLES MEDICINKORT

Formélet med det Faelles Medicinkort (FMK) er at fa redu-
ceret de medicineringsfejl, som opstar pa grund af mang-
lende oplysninger om en borgers medicinering, nar sund-
hedspersonalet skal handtere borgerens medicin, eller nar
borgeren behandles hos forskellige laeger. | dag bruger
sundhedspersonalet mange ressourcer pa at ringe eller
sende e-mail til hinanden for at indhente oplysninger om
patienters medicinering. Manglende oplysninger kan forar-

sage fejlmedicineringer.

Grundlzeggende er ide-
en med det Falles Me-

dicinkort, at alle involve-

rede sundhedspersoner
skal dele de samme
medicindata frem for at
sende data til hinanden.
Lasningen indebzerer,
at alle aktgrer fremover
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flere undersggelser, at kommunikationen ikke er god nok,
og at kommunikationsbrister i sundhedsvaesenet kan vaere
arsag til, at mange patienter far problemer med deres medi-
cinske behandling.

For den praktiserende laege betyder darlig information fra
hospitalet, at det bliver svaerere at tage stilling til, om den
igangvaerende behandling er hensigtsmaessig for patienten,
eller om der skal foretages aendringer. Nye symptomer, som
opstar efter udskrivelsen, kan fx vaere bivirkninger af me-
dicin, som laegen ikke har kendskab til. Valg af ny medicin
bliver vanskeliggjort, fordi laegemidler kan vekselvirke med
hinanden, sa det nye laegemiddel enten forgger eller ned-
saetter et andet laegemiddels effekt. Uden et samlet overblik
over patientens medicinering kan laegen i veerste fald udskri-
ve medicin, der ggr patientens behandling darligere, s det i
sidste ende gar ud over helbredet.

gemmer oplysninger om medicinering i en feelles, elektro-
nisk service hos Laegemiddelstyrelsen. Hver gang en borgers
medicin a&ndres, skal den laege, der udskriver laegemidlerne,
ajourfare oplysningerne i det nationale register. Herved vil
relevante sundhedspersoner altid kunne fa adgang til en op-
dateret liste over borgerens medicin. Det er meningen, at det
Faelles Medicinkort skal integreres i de eksisterende [T-syste-
mer pa hospitalerne og hos de praktiserende lzeger.
Hensigten er, at kommunikationen mellem blandt andet ho-
spitaler og praktiserende laeger forbedres ved, at beslutnin-
gerne om patienternes medicinering baseres pa de samme
medicinoplysninger. Saledes vil sundhedspersoner fa et bedre
overblik over borgeres aktuelle brug af laegemidler, og bor-
gerne vil potentielt opleve faerre fejl i forhold til den medicin,
de far udskrevet, og dermed faerre gener.

Det Faelles Medicinkort skal vaere etableret i samtlige regio-
ner, hos praktiserende laeger og i kommunerne inden udgan-
gen af 2011.
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Efter udskrivelse fra hospitalet far mange patienter ikke en optimal medicinering, fordi den praktiserende lege, som overtager

behandlingen, far mangelfulde oplysninger om de anvendte laegemidler under indlaeggelsen. Kommunikationsbristerne kan i
veerste fald fare til, at laegen udskriver medicin, som i sidste ende skader patientens helbred.

Pa trods af de mange risici er der ikke pa nuvaerende tids-
punkt noget sted, hvorfra hospitaler og praktiserende lae-
ger kan fa et samlet overblik over en patients medicinske
behandling. De laegemidler, som patienten anvender eller
tidligere har anvendt, kan saledes vaere registeret i hospitals-
journaler, i journaler hos den praktiserende laege samt i op-
tegnelser hos sundhedshjzelpere, hjemmesygeplejersker og
hjemmehjzelpere.

Det manglende overblik kompliceres yderligere af, at patien-
terne ofte undlader at kebe den medicin, som laegen har ud-
skrevet. Og selv nar laegemidlerne er indkabt pa apoteket,
tager patienten ikke altid medicinen. Undersggelser har vist,
at patientens manglende medicinefterlevelse eller andre lze-
gemiddelrelaterede problemer er arsag til mellem 4 og 28
procent af alle hospitalsindlaeggelser.

Mangelfuld oplysning til legen

Nér en patient udskrives fra et hospital, sender hospitalet en
sakaldt epikrise til patientens egen laege. Epikrisen indehol-
der oplysninger om den medicin, patienten udskrives med, i
form af en medicinstatus. Desuden findes der et resumé af
journalen fra indlaeggelsen samt eventuelle forslag til videre
behandling. Epikrisen er pa nuvaerende tidspunkt den forma-
liserede vej til at videregive oplysninger fra hospitalet til den
praktiserende laege, og omkring 80 procent af alle epikriser
sendes i dag elektronisk.

Pa Det Farmaceutiske Fakultet har vi undersggt, hvad epikri-
serne indeholder af information efter patientens udskrivelse.
Studiet viste, at de ofte rummer forslag til videre medicinsk

LEGEMIDDELFORSKNING - 2010

behandling. Men andelen af epikriser, som indeholdt en fyl-
destgerende medicinstatus, var pafaldende lav. Blandt de
593 undersggte epikriser manglede der en medicinstatus i
over to tredjedele af tilfeldene. Desuden manglede der alt
for ofte detaljerede beskrivelser af de udskrevne laegemidler,
og endelig var dokumentationsfejl hyppige. Enten manglede
der dokumentation for den medicin, som var udskrevet un-
der indlzeggelsen, eller ogsa blev der tilfgjet medicin i epikri-
sen, som ikke var ordineret i hospitalsjournalen.

Medicinering efter udskrivelse

Flere undersggelser har vist, at patienters medicin ofte bliver
andret, uden at aendringen bliver kommunikeret videre til
andre relevante fagpersoner. For at undersgge anvendelsen
af leegemidler efter udskrivelse blev 164 patienter fra Region
Hovedstaden og Region Syd rekrutteret til at deltage i et pro-
jekt, hvor vi indhentede oplysninger om deres medicinhisto-
rie gennem de forste seks maneder efter udskrivelsen.
Udgangspunktet var patienter med hjertesvigt, fordi de ty-
pisk har et stort forbrug af forskellige laegemidler, og fordi
de i samme periode er tilknyttet bade et hospital og en prak-
tiserende laege. Patienternes medicinhistorie blev indsamlet
fra journaler pa tre hospitaler, hos de praktiserende laeger og
via recepter hentet pa apoteket. Vi fandt, at ingen af datakil-
derne gav et samlet overblik over den enkelte patients medi-
cinhistorie. Men ved at sammenligne de respektive data fik vi
et overblik over, i hvor hgj grad medicinoplysningerne stem-
mer overens, og hvilke andringer patienterne oplever.

Der var betydelige aendringer i patienternes medicinforbrug



gennem observationsperioden. Bade hospitalslaeger og prak-
tiserende leger deltog i behandlingen af patienterne, men
de observerede andringer i patienternes medicinforbrug

var tilsyneladende ikke koordineret mellem de praktiserende
lzeger og hospitalslaegerne. 24 procent af patienterne i un-
dersggelsen undlod at tage medicin udskrevet af hospitalets
lzeger, mens andre fik helt nye laegemidler ordineret af deres
praktiserende lege.

Hjertepatienter indtager ofte adskillige leegemidler i ngje af-
stemt kombination, men i mange tilfzelde blev kombinatio-
nen af leegemidler aendret af patientens praktiserende laege,
uden at sundhedsprofessionelle pa hospitalet nadvendigvis
blev inddraget.

Behov for et samlet overblik
De to studier peger samlet pa betydelige kritiske problem-
stillinger ved patientovergange i sundhedssektoren. Der skal

mere fokus pa at hgjne kvaliteten af epikriser, sa det star helt
klart, hvilke laegemidler patienterne bliver udskrevet med fra
hospitalet. Desuden skal koordinationen mellem hospitalerne
og de praktiserende lzeger forbedres, nar patienternes medi-
cin andres efterfelgende.

De fleste hospitaler og praktiserende laeger anvender i dag
elektroniske patientjournaler. Imidlertid kan de forskellige
[T-systemer sjaeldent kommunikere direkte med hinanden.
Hvert hospital har typisk sit eget system, og de praktiserende
laeger har mindst 18 systemer at vaelge i mellem. Som lgs-
ning pa problemet arbejder man i sundhedsvaesenet med at
indfare et nyt system; det Feelles Medicinkort. Kortet vil give
adgang til patientens medicinoplysninger pa tveers af alle
eksisterende systemer, og alle involverede laeger kan pa den
made fa adgang til at se og opdatere den aktuelle medicine-
ring af patienten.

Ph.d. Sgren llsge-Kristensen er ansat pd Institut for Rationel Farmakoterapi
Ph.d. Steffen Thirstrup er institutchef pa Institut for Rationel Farmakoterapi
Ph.d. Mette Rasmussen er professor pd Institut for Farmakologi og Farmakoterapi ‘
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sieret forskningsprojekt, Environmental Risk Assessment of
Pharmaceuticals (ERAPharm), som undersggte, om den gael-
dende miljerisikovurderingsguideline lever op til lovgivningens
krav om, at lzegemidler ikke ma forarsage nogen risiko for
ugnskede effekter pa miljget. | projektet benyttede forsker-
gruppen det antiparasitaere laegemiddel ivermectin som mo-
delstof. lvermectin anvendes i stor stil til behandling af kvaeg
og far mod indvoldsorm, og stoffet ender i miljget enten via
faeces fra graessende dyr eller via spredning af gylle fra dyr pa
stald.

Retningslinjerne for miljgrisikovurdering af veterinaere laege-
midler er beskrevet af European Medicines Agency (EMA)
og International Cooperation on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Veterinary Medicinal Pro-

Et EU-projekt med deltagelse af Det Farmaceutiske Fakul-
tet har identificeret problemer i den europaiske guide-
line for miljorisikovurdering af veterinaere laegemidler.
Vort modelstof, et ormemiddel, opfylder de gaeldende
miljekrav, men nye eksperimentelle metoder viser, at
stoffet udger en uacceptabel risiko for organismer, som
lever i gylle, overfladevand, sedimenter og jord.

Af Kristine A. Krogh, Gitte G. Anskjaer og
Bent Halling-Serensen

Laegemidler til mennesker og dyr er i sagens natur biologisk
aktive stoffer, som kan pavirke og i veerste fald forgifte le-
vende organismer, ndr de spredes i miljget — fx via gyllen fra
svin, kvaeg og far. Derfor indfgrte EU for fem ar siden et saet ducts (VICH).
retningslinier for miljgrisikovurdering af veterinzere laegemid-
ler, som skal sikre, at anvendelsen af medicin i husdyrbruget
er miljgmaessigt forsvarlig.

Det Farmaceutiske Fakultet har medvirket i et starre EU-finan-

Teaerskelvaerdien i jord
Den internationale forskergruppe startede med at falge EMA-
guidelinens fase |, hvor man estimerer den forventede koncen-

FO’Ventet
entration ; jord

FASE |

EMA RISIKOVURDERINGEN o
Flowdiagrammet viser forlgbet i miljgrisikovurderinger af veterinaere
leegemidler efter den europaeiske EMA-guideline.

Fase I: Indledende estimering af den forventede koncentration af laege-
middelstoffet i jord. Hvis koncentrationen er under 100 pg/kg jord,
standser miljgvurderingen normalt her. For visse ormemidler som
ivermectin, der anvendes til graessende dyr, gar man videre til fase II. Ncentratio,
| fase Il niveau A inddrages parametre som stoffets fysiske og kemi-

ske egenskaber samt metabolisme og udskillelse af stoffet fra de be-

handlede dyr. Desuden laves specifikke studier af laegemiddelstof-

fets skaebne i forskellige miljger som overfladevand, sediment, jord,
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ud fra effektstudier, som afklarer virkningen pa udvalgte testorga-
nismer. Hvis risikokvotienten er stgrre end 1, gar man videre med " Forventer
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. .. . . ° . . atj .
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endelige risikovurdering laves.

P
OTENTIE, MlLJBRISlKO

52 LEGEMIDDELFORSKNING - 2010



Dafnier (Daphnia Magna), som lever i overfladevand, er mest
falsomme over for ormemidlet ivermectin. Koncentrationer pa
fé ng/l, kan immobilisere dyrene

tration af et laegemiddel i jorden. Vurderingen blev udfert ud
fra kendskab til dosis og anvendelseshyppighed af ivermectin
samt ud fra data om dyrehold. Koncentrationen blev estimeret
for to scenarier. | det ene opdraettes dyrene pa stald, og lege-
middelresterne ender i gyllen, som spredes pa markerne. | det
andet scenarium gar dyrene pa graes, og laegemiddelresterne
udskilles direkte pa jorden via urin og faeces.

De estimerede koncentrationer i jorden var i begge scenarier
under den gaeldende taerskelvaerdi pa 100 pg/kg jord, hvilket
for de fleste veterinaere laegemidler betyder, at miljgrisikovur-
deringen stopper her, og laegemidlet miljggodkendes. Men
for visse ormemidler som ivermectin, der anvendes til dyr pa
graes, skal man i fglge guidelinen ga videre med risikovurde-
ringens fase Il. | projektet blev det gjort for begge scenarier.

Estimatet forbedres

| fase Il niveau A forbedres estimaterne af koncentrationen
af ivermectin i omgivelserne ved, at man specifikt beregner
koncentrationen i overfladevand, grundvand, sediment, jord
og faeces. De estimerede koncentrationer sammenholdes
med effektkoncentrationer af ivermectin, som forventes at
pavirke testorganismer i de forskellige miljger.

Desuden inddrages kendskab til ivermectins fysisk-kemiske
egenskaber samt viden om omsztningen af laegemiddelstof-
fet i husdyr og i miljget. Via eksperimenter afklares absorption,
metabolisme og udskillelse fra kvaeg, svin og far. Desuden be-

Miljematricer Organisme Fase II-A

Groft estimat af kon- Mere realistisk

centrationen i miljg-  estimat af koncen-

matricerne
Overfladevand Alger Ingen risiko
Dafnier Risiko
Fisk Risiko
Sediment E::tsi:gygrzgnismer Risiko
Jord Planter Ingen risiko
Regnorme Ingen risiko
Springhaler Ingen risiko
Faeces/mag Kveegflue og mggbille  Risiko

lyses ivermectins skaebne i omgivelserne: Fordeling i jord, ned-
brydning i jord og nedbrydning i sedimenter. lvermectin bindes
til jordpartikler, hvorfor laegemiddelstoffet kun i ringe grad ud-
vaskes til grundvand og overfladevand. Man ma dog forvente,
at ivermectin, som bindes til eroderende jordpartikler, kan ud-
vaskes til vandmiljget. Endvidere viser studierne, at ivermectin
er sveert nedbrydeligt i jord og sediment.

Resultaterne fra de specifikke studier anvendes til at beregne
mere realistiske estimater af koncentrationen af leegemiddel-
stoffet i faeces, jord, grundvand og overfladevand for bade
graessende dyr og dyr pa stald. | farste omgang estimeres
den forventede koncentration i miljget ud fra data om dosis,
anvendelseshyppighed, dyrehold og fordeling i jord, mens
der ikke tages hensyn til metabolisering af laegemidlet i de
behandlede dyr. | et efterfglgende estimat inkluderes infor-
mation om metabolisme, udskillelse og nedbrydning i vand,
jord og faeces. Dette mere realistiske estimat forudsagde
dobbelt s hgje koncentrationer af ivermectin i jorden som
det indledende estimat i fase I.

Effektstudier med organismer

Effektstudier afklarer ivermectins virkning pa organismer, der
lever i henholdsvis vand og jord samt i faeces. For vandle-
vende organismer blev der udfart akutte effektstudier over
48-96 timer med alger, dafnier og fisk. Dafnierne var mest
falsomme, idet der blev observeret effekter i form af immo-

Fase II-A Fase II-B
Koncentrationen

estimeret ud fra felt

trationen data

Ikke kraevet Ikke kraevet

Risiko Risiko

Risiko Ingen data tilgaengelige

Risiko Risiko

lkke kraevet lkke kraevet

Ikke kraevet Ikke kraevet

lkke kraevet Ikke krzevet, risiko
observeret i testsystem
med to arter sammen

Risiko Risiko (feltstudie)

Tabellen viser den overordnede miljerisikovurdering for organismer, som lever i overfladevand, sediment, jord og faeces.
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| folge VICH-guidelinen skal der ikke udferes feltforseg med
antiparasiteere stoffer som ivermectin under fase Il, niveau
B, men i forbindelse med det europaeiske forskningsprojekt
blev der alligevel lavet et modelstudie samt to feltstudier i
York i England og Madrid i Spanien.

Modelstudiet var et semifeltstudie baseret pa intakte jord-
kolonner, hvor der pa overfladen af kolonnen spredes kvaeg-
gylle tilsat ivermectin i forskellige koncentrationer. Resulta-
terne stotter laboratorieforsgg, der indikerer at ivermectin
nedbrydes langsomt i jord. Studiet viste ogsa, at ivermectin
er mere toksisk overfor leddyr end andre dyr, hvilket bekraef-
ter resultaterne af laboratorieforsggene.

bilitet helt ned til koncentrationer af ivermectin pa fa ng/l. De
jordlevende testorganismer var regnorme og springhaler, mens
testorganismerne i faeces og gylle var kvaegfluer, gadnings-
fluer og magbiller. Effekter pa udviklingsraten fra g til flue
af kvaegfluen optradte helt nede ved koncentrationer omkring
fa pg/kg frisk meg. Ud fra disse studier bestemmer man den
hgjeste uskadelige koncentration, hvor laegemiddelstoffet ikke
forventes at have noget effekt pa organismerne.

Naeste trin er en risikokarakterisering, hvortil de generere-
de estimater anvendes til at beregne en risikokvotient; dvs.
forholdet mellem den forventede koncentration i miljget og
den uskadelige koncentration for de forskellige organismer.
Risikokvotienten var mindre end 1 for de testede jordorga-
nismer, hvorfor der ikke forventes effekter. Derimod var kvo-
tienten sterre end 1 for dafnier og fisk samt for kvaegfluer
og magbiller, og her ma det forventes, at ivermectin har ska-
delige effekter pa organismerne. Nar risikokvotienten er star-
re end 1 for vandlevende hvirvellgse organismer, skal der ud-
fares en risikokarakterisering for sediment. Den viste, at der
0gsa er en risiko for organismer, som lever i sedimentet.
Yderligere effektstudier under fase Il, niveau B, er kraevet for
de organismer, hvor risikokvotienten i niveau A er starre end
1. Her bestemmer man eksperimentelt de laveste koncentra-
tioner, hvor ivermectin ikke medfgrer skadevirkninger pa or-
ganismer i de undersggte miljger. Den uskadelige minimums-
koncentration for de mest falsomme arter i overfladevand,
dafnier, var helt nede pa 0,0003 ng/l. | sediment var den
laveste uskadelige koncentration i sedimenter 0,6 pg/kg ter-
stof sediment for rundorme, mens den uskadelige koncen-
tration for organismer i faeces var pa 53 pg/kg terstof.

Kveegfluer, som lever i faeces, udvikler sig langsommere fra aeq til flue,
nar kveeget er blevet behandlet med ivermectin.

FELTFORSOG BEKRAFTER LABORATORIEFORS9G

Ph.d. Kristine A. Krogh er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
Cand.scient. Gitte G. Anskjeer er ph.d. studerende pé Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
Ph.d. Bent Halling-Serensen er professor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi

| feltstudierne blev kokasser fra keer, som var blevet behand-
let med ivermectin, placeret pa graesmarker og overdaekket
med net. Koncentrationen af ivermectin blev efterfglgende
bestemt i kokassen samt i den underliggende jord efter en
maned. Resultaterne bekraefter, at ivermectin er meget svaert
nedbrydeligt i faeces under feltforhold, samt at ivermectin
ikke transporteres fra faeces til jorden under kokassen. Ud fra
disse forsgg kunne man forbedre estimaterne for koncentra-
tionen i de forskellige miljger, som indgik i projektet. Feltfor-
sggene bekraeftede ogsa laboratorieforsagene ved at pavise,
at organismer, der lever i faeces pavirkes af ivermectin.

For vandmiljget omfattede de udferte test bade forsgg med
enkeltarter samt flere arter i samme testsystem; fx med vand
eller med sediment eller med vand og sediment sammen.
Desuden blev der udfert forsgg i jord med flere arter i sam-
me testsystem. | et sddant testsystem med springhaler og
mider sammen, var springhalerne betydelig mere fglsomme
end i testsystemer med enkeltarter.

Risiko for organismer i miljoet

Til sidst laves sa& den endelige risikokarakterisering ud fra
data, som er opnéet i niveau B. Der er en meget stor risiko
for vandlevende invertebrater som dafnier og dertil en risiko
for organismer, der lever i sediment samt i faeces og gylle.
Jordtoksicitetstesten med to arter i samme testsystem viste
endvidere, at der var en risiko for springhaler. Uanset om
husdyrene er pa graes eller pa stald, var der en uacceptabel
risiko for de undersggte miljger; overfladevand, sediment og
jord samt faeces.

Resultaterne af miljgrisikovurderingen viser, at taerskelvaer-
dien pa de 100 pg/kg jord for den beregnede jordkoncen-
tration under fase | ikke er tilstraekkelig beskyttende for flere
arter i de undersagte scenarier. Alt i alt konkluderer den
europaeiske forskergruppe, at lovgivningens miljgkrav ikke
overholdes.

Hvad ger man sa? Resultaterne er nu publiceret med 28
medforfattere i et velanskrevet internationalt tidsskrift, og vi
afventer nu med spaending EMA's udspil til, hvordan man vil
igangsaetter risikoreducerende initiativer, sa det kan undgas,
at ivermectin ender i miljget og dermed giver anledning til
skadelige effekter pa organismer. :
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