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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 — ogsa efter en international malestok. Det er et
omrade i vaekst og med mange spaendende udfordringer. Her spiller universiteternes grundforskning
inden for naturvidenskab, teknisk videnskab og sundhedsvidenskab positivt sammen med
legemiddelindustriens mere malrettede forskning. | 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 Laegemiddelforskning illustrerer nogle af vigtige
udfordringer, der ligger inden for laegemiddelomradet og giver et indblik i nogle af de spaendende
forskningsprojekter, der udspringer fra Det Farmaceutiske Fakultet.

Sven Frgkjeer, dekan

Mgad os pa nettet — og ansigt til ansigt

Leegemiddelforskning

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.

Gymnasieklassebesag

Det Farmaceutiske Fakultet - FARMA - tilbyder en besggsordning, der giver gymnasieelever mulig-
hed for at se, hvordan kemi og biologi i gymnasiet anvendes i laegemiddelforskningen. 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 er med til at fremstille laegemidler indeholdende ibuprofen i labo-
ratoriet. Det er muligt at veelge mellem forlgb, som primzert er rettet enten mod kemi- eller biologi-
undervisningen. 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 4 forskellige gvelsesprojekter, som afvikles over 2 dage fra
kl. 9-17. Laes mere pa farma.ku.dk/studieretningsprojekt

Gymnasielaererdag

Det Farmaceutiske Fakultet, Det Biovidenskabelige Fakultet og Det Naturvidenskabelige Fakultet

pa Kebenhavns Universitet inviterer med den arlige gymnasielaererdag laererene til faglig
inspirationsdag. Foredrag og workshops giver rig mulighed for at hgre nyt fra den natur-,
sundheds- og biovidenskabelige forskningsverden. Neermere oplysninger pa: www.science.ku.dk/
inspirationsdag

For gymnasieelever

Pa www.farma.ku.dk /besoeg kan man laese mere om hvordan gymnasieelever kan komme i
3-dages studiepraktik som farmaceutstuderende, om mulighederne for at skrive studieretnings-
projekt samt hvad man skal gare for at opleve farmaceutuddannelsen som studerende for en
dag. Det er ogsa her vi fortaeller om, hvornar eleverne kan komme til abent hus, hvor og hvornér
de kan made farmaceutstuderende pa uddannelsesmesser eller vaere vidne til et festfyrvaerkeri af
indtryk leveret af farmaceuter i alle aldre pa kulturnatten.

@nskes yderligere trykte eksemplarer af Laegemiddelforskning?
Send din bestilling til bestil@farma.ku.dk
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) fy klasse antistoffer: o

Dyr i kamelfamilien danner specielle antistoffer i blodet,
hvorfra man kan konstruere sma fragmenter, som kaldes
nanobodies. De sma antistofdele har unikke egenska-
ber, som gor dem meget anvendelige som leegemidler
og til diagnostik. Vi har udviklet et nanobody, der kan
detektere en bakterie, som medfgrer paradentose.

Af Peter Durand Skottrup, Rasmus Praetorius Clausen
og Erik Riise

Antistoffer er en del af kroppens immunforsvar, som beskyt-
ter os mod bakterier, svampe og virus, men nu udvikles anti-
stoffer i stigende udstraekning som laegemidler og til diag-
nosticering af sygdomme. | begge tilfeelde udnytter man, at
antistoffer kun binder sig til ét bestemt malmolekyle, som
kaldes for antigenet. Ved medicinsk behandling er antigenet
typisk et protein i kroppen, som laegemidlet skal pavirke, og
ved diagnostik kan antigenet fx vaere et protein, som er spe-
cifikt for en sygdomsfremkaldende mikroorganisme.

Mange farmaceutiske antistoffer fremstilles ved hjaelp af en
teknik, hvor man fusionerer en antistofproducerende celle
og en krzeftcelle. Derved far man en cellelinie, som konstant
vokser via celledeling, og hvor alle cellerne danner antistof-
fet. Men desvaerre er der ulemper ved metoden. Antistof-
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fer kan vaere ustabile, og samtidig er de ofte store molekyler,
der kan have svaert ved at traenge ind til deres antigen, som
kan vaere vaev dybt inde i kroppen. Desuden er det bade
vanskeligt og kostbart at dyrke cellelinier.

Smat er godt

Derfor produceres antistoffer ogsa i gensplejsede bakterier.
Her behgver man ikke f& dannet hele antistoffet, fordi man
selv bestemmer, hvor stor en del af genet for antistoffet,
man vil klone og indsaette i bakterien. P& den made kan man
fremstille et mindre og mere stabilt antistoffragment, som
stadig besidder de dele, som er ngdvendige for, at antistoffet
kan genkende og binde sig til sit antigen.

Antistoffer er proteiner, der bestar af aminosyrer, som danner
to tunge kaeder og to lette kaeder. Den struktur af antistof-
fet, der binder antigenet, befinder sig i de yderste domaener
af disse kaeder. Forskere og medicinalfirmaer, som fremstiller
antistoffer i bakterier, ngjes derfor med at klone de antigen-
bindende domaener af kaederne. Det er nemlig tilstraekkeligt
til, at det formindskede antistof kan binde sig til det antigen,
som det skal detektere ved diagnostik eller pavirke medicinsk.
Undersggelser har imidlertid vist, at det primaert er den
tunge kaede i det antigen-bindende domaene af antistoffet,
som er vigtig for bindingen til antigenet, sa for at fa et end-



Til venstre ses strukturen af et almindeligt antistoffragment, som bestar af to tunge kaeder (red) og to lette kaeder (bla). De gule
yderomrader er den del af antistoffet, som binder antigenet. Bindingsomradet har en konkav form, og det fanger antigenet som
et par kaeber, der klapper sammen om sit bytte. Til hgjre ses et nanobody, der kun bestar af de tunge kaeder. Den antigenbin-
dende del har en konveks form, og denne top passer ind i en kleft pa antigenet.

nu mindre, men fuldt funktionsdygtigt fragment, har man
uden held forsggt at fremstille antistoffer, som kun bestar af
det relevante domaene af den tunge kaede. Nar det ikke er
lykkedes, skyldes det, at disse domaener er meget ustabile,
nar man forsgger at fremstille dem uden tilstedevaerelse af
det tilsvarende domaene fra den lette kaede.

Naturens minimalisme

Som sa ofte fer har det nu vist sig, at naturen selv har fun-
det pa en lgsning, idet sa forskellige dyr som kameler og ha-
jer danner specielle antistoffer, som adskiller sig fra normale
antistoffer ved kun at have to tunge kaeder. Tung-kaede-anti-
stoffernes antigen-bindende domaener er markant forskellige
fra normale antistoffers i flere afggrende aminosyrepositio-
ner. Det gar domanet meget stabilt, nar det klones og pro-
duceres alene. Det antigen-bindende domane af kamelens
antistoffer kaldes for et nanobody. De sma nanobodies har
typisk en udstraekning pa kun 4x3 nanometer, og det gger
deres evne til at treenge ind til antigener i kroppen.

Tilmed har nanobodies endnu en interessant egenskab, fordi
de binder til antigenet pa en helt unik made. Normale anti-
stoffer fanger antigenet i en konkav lomme, men det er om-
vendt for nanobodies, hvor de bindende aminosyrer udger en
konveks spids, som kan passe ind i en klgft pa antigenet (se ill.
side 6). Man forventer derfor at kunne finde antistoffer mod
antigener, som vi ikke har antistoffer mod i det traditionelle
antistofsystem. Specielt er det interessant at identificere nano-
bodies, som kan ha&emme enzymer og receptorer ved at binde
i omrader, hvor der ikke er adgang for almindelige antistoffer.

Hurtig identifikation af bakterier

Nanobodies er ogsa lovende til detektion af sygdomsfremkal-
dende bakterier. At skelne mellem ufarlige og farlige bakterier
med antistoffer er saerdeles attraktivt i situationer, hvor det er
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vigtigt at stille en korrekt diagnose hurtigt og praecist; fx pa
hospitaler, i fadevareproduktionen eller pa laegens kontor.

Det er dog tit vanskeligt at udvikle antistoffer, som er tilstraek-
kelig specifikke, fordi mange bakterier danner de samme over-
fladeproteiner, hvilket medferer risiko for fejldiagnoser. Ved

at udnytte den specielle konvekse antigen-bindende struktur i
nanobodies, kan man fange antigener, som er dybere begra-
vet under bakteriers overflade, og pa den made opna en mere
specifik detektion. Derfor kan nanobodies blive en vigtig del af
fremtidige tests for sygdomsfremkaldende bakterier.

| vores laboratorium har vi udviklet et stort bibliotek af nano-
bodies ud fra kamelblod. Biblioteket indeholder kamelblodets
naturlige antistoffer og kaldes 'naivt’, fordi kamelen ikke
blev immuniseret, inden blodet blev aftappet. Vi har konstru-
eret biblioteket sdledes, at de enkelte nanobodies bliver prae-
senteret pa overfladen af bakteriofager, som er virus, der in-
ficerer bakterier. Biblioteket bestar af millioner af fager, som
hver isaer praesenterer et enkelt nanobody pa overfladen,
samtidig med at det kodende DNA for det pagaeldende anti-
stof er indbygget i viruspartiklens genom. Denne teknik giver
en enestdende mulighed for hurtig isolering af et bindende
nanobody til et givet antigen.

Diagnostik af paradentose

| et af vores projekter udvikler vi metoder til at detekte-

re bakterier, der forarsager paradentose. Paradentose kal-
des de lgse taenders sygdom og rammer en stor del af den
voksne befolkning. Forlgbet starter typisk midt i 30’erne, og
sygdommen skrider langsomt frem. Paradentose skyldes, at
bakterier nedbryder de knogler, som teenderne er haeftet fast
i, indtil teenderne med tiden begynder at Igsne sig. Behand-
lingen bestar af hyppige tandlaegebesag, grundig mund-
hygiejne og antibiotikabehandlinger.

Paradentose kan ogsa i sjeldne tilfelde forekomme hos
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KONVENTIONELLE ANTISTOFFER OG NANOBODIES

Almindelige antistoffer er starre og mere komplekse end de
sma nanobodies, som udmaerker sig ved at binde sig til deres
antigen pa en helt speciel made.

@ Konventionelle antistoffer er opbygget af to identiske
lette kaeder og to identiske tunge kaeder. De lette kaeder er
hver isaer bundet til en tung kaede med svovlbroer, og de to
tunge kaeder er ligeledes bundet til hinanden med svovl-
broer. Tilsammen ligner antistoffets struktur et Y. Den yder-
ste del af de tunge og lette kaeder kaldes tilsammen for
Fab-delen og udger bindingsstedet for et antigen. Dvs. at
forskellen mellem to antistoffer ligger i strukturen af det
bindende domaene, mens resten er naesten ens. Variatio-

barn, og her kan der vzere tale om en speciel form af syg-
dommen, hvor knoglenedbrydningen gar ekstra hurtigt, hvil-
ket kraever mange og omfattende behandlinger. Endelig har
den nyeste forskning vist, at paradentose kan fare til andre
lidelser i kroppen, isaer hjerte-kar-sygdomme, sukkersyge og
leddegigt. Derfor er en hurtig og praecis detektion af para-
dentosebakterier vigtig for at kunne identificere sygdommen
pa et tidligt tidspunkt, sa en korrekt behandling kan blive sat
i vaerk. Desuden kan en sddan test bruges til at male effek-
ten af antibiotikabehandlinger.

Maling i spytprever

I mundhulen findes der hundredevis af forskellige bakterier,
men kun en lille gruppe forarsager paradentose. En af de
veerste hedder Porhyromonas gingivalis, og denne bakte-
rie producerer som den eneste et proteaseenzym — RgpB —
som nedbryder knoglevaevet omkring tanden. Vi har derfor

Ph.d. Peter Durand Skottrup er postdoc pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
Ph.d. Rasmus Preetorius Clausen er lektor pa Institut for Molekyleer Leegemiddelforskning
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@ Antigen Antigen

Normalt anitistof Nanobody

nen i Fab-delen, som afger, hvilket antigen antistoffet kan
binde, ligger i tre omrader, der kaldes CDRs (Complementary
Determing Regions).

O Antistoffer i kamelen mangler den lette kaede, og deres
bindende domaene kaldes et nanobody. Dette nanobody kan
klones ind i et fag-bibliotek. Ud fra 10 ml blod fra en kamel

i Kgbenhavns Zoologiske Have har vi lavet et stort 'naivt’
nanobody fag-bibliotek med ca. 70 millioner kloner, som kan
bruges til at isolere nanobodies mod forskellige proteiner i
menneskekroppen eller fra bakterier.

@ Nanobodies binder i dybe lommer p& antigener. Det skyldes
deres specielle konvekse struktur, som bruges til bindingen.

valgt at benytte RgpB som en specifik biomarker for denne
patogene bakterie.

Vi brugte vores bibliotek til at isolere et nanobody, der bin-
der sig til enzymet, og det udvalgte nanobody blev efter-
folgende anvendt til at udvikle en test til specifik detektion
RgpB pa overfladen af P gingivalis. Testen kan foretages i
spytprever, hvilket ger det nemt at f& biologisk materiale
fra patienten til undersggelsen. Vores metode kan poten-
tielt overfares til en nem og hurtig test i stil med en gravi-
ditetstest. Det vil give tandlaegen et nyttigt redskab, som
kan bruges i klinikken, og som ikke er afhaengig af stort og
kompliceret laboratorieudstyr.

Udover dette projekt arbejder vi malrettet med at udnytte
nanobody-teknologien til at udvikle leegemidler rettet mod
receptorer i centralnervesystemet til behandling af psykia-
triske lidelser, til at neutralisere enzymer, som er involveret i
kraeft, samt til at bekaempe skadelige bakterielle enzymer.

Ph.d. Erik Riise er lektor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
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Genetisk
nanomedicin

Der er mange fordele ved at benytte genetisk medicin til
sygdomsbehandling, men det er svaert at smugle makro-
molekyler som DNA og RNA forbi kroppens forsvarsbar-
rierer. En ny mulighed er at pakke det genetiske materi-
ale ind i nanopartikler, som beskytter llegemiddelstoffet
mod nedbrydning og transporterer det hen til virknings-
stedet. Forsag med at behandle mus med leddegigt med
genetisk nanomedicin viser positive resultater.

Af Camilla Foged, Linda Boye Jensen
og Hanne Marck Nielsen

Leddegigt er en smertefuld autoimmun sygdom, hvor en
kronisk betaendelsestilstand i kroppens led farer til @delaeg-
gelse af brusk og knogler. Pa verdensplan far et ud af hun-
drede voksne mennesker leddegigt, som typisk bryder ud i
alderen mellem 40 og 60 ar. Omkring 35.000 danskere lider
af sygdommen, og tre fjerdedele af de ramte er kvinder. Ar-
sagen til leddegigt er ikke fastslaet, men sygdommen kan
skyldes forskellige genetiske faktorer, som far immunforsva-
ret til at angribe kroppens eget vaev. Leddegigt behandles i
dag ved at forsgge at kontrollere symptomerne sa godt som
muligt for at forebygge yderligere skader pa leddene. Me-
toderne spaender fra smertestillende og antiinflammatoriske
laegemidler til kirurgiske indgreb.

Genetisk nanomedicin dbner nye muligheder for at gribe di-
rekte ind i sygdomsprocessen. Malet er at bruge skraeddersy-
ede gensekvenser til at nedregulere dannelsen af inflamma-
toriske proteiner i leddene. Pa den made kan man reducere
betaendelsestilstanden, s& smerterne lindres, og gdelaeggelse
af knoglerne standses. | praksis er det dog sveert at transpor-
tere DNA eller RNA ind i de celler, hvor de genetiske instruk-
ser skal aktiveres for at bremse sygdommens fremadskriden.
En lovende Igsning er at pakke den genetiske medicin ind i
nanopartikler, som bestdr af en uskadelig og bionedbrydelig
polymer, der frigiver laegemiddelstoffet pa virkningsstedet.
For nylig har vi — i samarbejde med en hollandsk forsk-
ningsgruppe — testet sddanne nanopartikler pd mus. Inden
forsggene fik musene induceret leddegigt via indsprejtning
af en antistof-cocktail rettet mod bindevaevsproteinet kol-
lagen, som findes i sener og led. Ved hjzlp af en billeddan-

-

MRI-SCANNING:

DETALJEREDE 3-D BILLEDER AF KROPPENS VAV

Magnetisk resonans imaging (MRI) er en noninvasiv metode, der bruges til at
fremstille billeder af alle typer vaev i kroppens indre.

Ved undersggelsen placeres patienten, eller i dette tilfaelde forsggsdyret, i en
MRI-scanner, som frembringer et staerkt magnetfelt, der ensretter magnetiske
atomkerner i kroppen. Derpa pésaettes et radiofrekvensfelt, som systematisk
andrer ensretningen for udvalgte atomkerner. Herved saettes atomkernerne i
svingninger, og det skaber et roterende magnetfelt omkring dem, som scan-
neren detekterer og bruger til at danne et billede. Styrken af det magnetiske
felt har staerke gradienter, hvilket far atomkernerne til at rotere med forskel-
lige hastigheder forskellige steder i kroppen. Dette udnyttes til at opbygge
tredimensionelle billeder.

MRI har mange fordele. Teknikken giver en hgj oplasning og en god kontrast
mellem forskellige vaev. Scanningen menes ikke at have skadelige effekter og
kan anvendes uden brug af kontrastvaeske. | modsaetning til fx CT-scanning og
PET-scanning udsaettes patienten eller forsagsdyret ikke for ioniserende straling.

Disse nanopartikler indeholder genetisk gigtmedicin. Partiklerne er fremstillet

af en uskadelig og bionedbrydelig polymer, som fremmer transporten ind i de
celler i sener og led, hvor medicinen skal virke.

DET FARMACEUTISKE FAKULTET, KOBENHAVNS UNIVERSITET
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nende metode, magnetisk resonans imaging, undersggte vi
derpa de levende mus og paviste en gavnlig effekt pa deres
gigtramte led efter indsprgjtning af genetisk nanomedicin

i leddene.

Forbi kroppens graensekontrol

Genetisk medicin er baseret pa DNA eller RNA. Nar en kun-
stig gensekvens kommer ind i cellerne, indgar den i cellens
normale maskineri, og alt efter strategien bliver gensekven-
sen brugt til at danne nye proteiner, som kan gare cellen
rask, eller til at haemme dannelsen af de af cellens protei-
ner, som forarsager eller forvaerrer sygdommen. Medicinen
bestar saledes af kroppens egne genetiske byggesten, som
man ved hjzelp af nanopartikler kan mélrette til at ga efter
bestemte celler i kroppen. P& den made bliver det muligt at
udvikle meget specifikke laegemidler, der virker i meget lav
koncentration og med faerre bivirkninger end almindelige
lzegemidler.

Udfordringen er imidlertid, at det genetiske materiale skal
ind i cellerne for at virke. Det er vanskeligt, fordi DNA og
RNA er store negativt ladede molekyler, som i fri form hurtigt
bliver elimineret af kroppens forsvarsmekanismer. Desuden
kan DNA og RNA ikke selv passere gennem cellemembraner
pa grund af molekylernes starrelse og ladning. Derfor bruger
vi nanopartikler til at transportere en bestemt type genetisk
materiale ind i cellerne, nemlig sma interfererende RNA-mo-
lekyler (siRNA). Disse sma RNA-sekvenser kan specifikt og ef-
fektivt skrue ned for udvalgte sygdomsrelaterede gener i en
celle via en mekanisme som kaldes RNA-interferens.

Bionedbrydelige nanopartikler

Nanopartiklerne er baseret pa polymeren polylactic-co-gly-
colic acid (PLGA), som er bionedbrydelig og biokompatibel.

| kroppen nedbrydes polymeren ved hydrolyse til naturligt
forekommende stoffer, der nemt udskilles igen. Polymeren
bruges i dag til implantater og til kontrolleret afgift af laege-
middelstoffer, og den er godkendt af den amerikanske laege-
middelstyrelse FDA.

Ved at indkapsle siRNA i nanopartikler kan man beskytte den
genetiske medicin mod nedbrydning under transporten gen-
nem kroppen. Desuden har vi modificeret nanopartiklerne
med et positivt ladet fedtstof, som giver partiklerne en posi-
tiv ladning, sa de bade kan binde de negativt ladede siRNA
molekyler og skabe kontakt til celleoverfladen, som ogsa er
negativt ladet. Denne egenskab fremmer optagelsen over
cellemembranen og ind i cellerne. Endelig kan man ved at
justere kompositionen af polymeren kontrollere afgiften af
siRNA fra nanopartiklerne og dermed forlaenge virkningen af
laegemiddelstoffet inde i cellerne.

Studier med cellekulturer har vist, at nanopartiklerne er rigtig
gode transportarer af siRNA rettet mod det inflammatoriske
protein tumor necrosis factor-o (TNF-u). Proteinet produce-
res af makrofager, nar immunforsvaret aktiveres, og det sty-
rer dannelsen af yderligere inflammatoriske signalstoffer i
cellerne. Nar produktionen af proteinet blokeres med siRNA,
daempes den inflammatoriske proces. Vore forseg med mus
bekraefter dette og giver hab om, at det vil blive muligt at ud-
vikle et nyt laegemiddel til gigtramte mennesker baseret pa
genetisk nanomedicin, som haemmer dannelsen af proteinet.

En levende mus underseges i MRI-skanneren (venstre). MRI-billedet viser et gigtramt kneeled fra bagbenet pa en mus. Ved skan-
ning fremkommer vand som lyse omrader. Hos mus med inflammation ses der en sterre vaeskeindtraengning i leddet i forhold til
raske eller behandlede mus, hvilket tyder pa en mere betaendt tilstand. Ved et leengerevarende sygdomsforleb vil knoglenedbryd-
ning ogsa veere synlig pa billedet som en utydelig afgraensning af knoglen.

LEGEMIDDELFORSKNING - 2011
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Syntetisk siRNA kan indfgres i cellen

MRNA

RISC

Dobbeltstrenget RNA

Dicer klipper dobbeltstrenget RNA
i stykker til sSiRNA

siRNA bindes til RISC

RISC udfolder siRNA-duplexen
0g sense-strengen nedbrydes

Antisense-strengen guider RISC

til komplementaer mRNA

MRNA nedbrydes

SMA RNA-MOLEKYLER SKRUER NED FOR SYGDOMSGENER

Menneskers og dyrs genomer er opbygget af DNA. Den menne-
skelige arvemasse rummer mellem 20.000 og 25.000 gener, som
hver isaer indeholder opskriften pa et af de proteiner, som dannes
i kroppen.

Nér et gen aktiveres, fremstilles en enkeltstrenget kopi af genet,
som kaldes messenger-RNA (MRNA), og som transporterer op-
skriften pa et specifikt protein ud fra cellekernen og hen til cellens
proteinfabrikker, ribosomerne, som befinder sig i cytoplasmaet.
Ribosomet aflaeser opskriften og producerer proteinet.

Kroppens veern mod virus

RNA-interferens er et naturligt forsvarssystem mod fremmed
genetisk materiale, fx virus, som formerer sig ved at udnytte
cellens genetiske produktionsapparat til at danne sine egne virale
proteiner. Det sker ved, at virus far sine gener aflaest i protein-
fabrikkerne. Forsvarssystemet slar til, nar det opdager dobbelt-
strenget RNA i cellevaesken. Dobbeltstrenget RNA kan nemlig
veere et tegn pa, at en virus er ved at inficere cellen.

Et enzym ved navn dicer nedbryder nu det dobbeltstrengede RNA
til sma dobbeltstrengede siRNA-molekyler, som indbygges i et

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

Ph.d. Linda Boye Jensen er R&D Scientist pd LEO Pharma A/S.

Ph.d. Hanne Mgrck Nielsen er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi.

DET FARMACEUTISKE FAKULTET, KOBENHAVNS UNIVERSITET

proteinkompleks kaldet RNA-induced silencing complex (RISC).
Komplekset katalyserer derpa en opsnoning til enkeltstrenget
RNA, som efterfglgende guider proteinkomplekset hen til mMRNA
med en komplementaer sekvens — dvs. det virale mRNA, som RI-
SC-komplekset sa nedbryder, og derved slukkes der for dannelsen
af virale proteiner.

siRNA blokerer dannelsen af inflammatoriske
proteiner

Mekanismen kan udnyttes terapeutisk ved at tilfere cellerne kun-
stigt fremstillet siRNA, som kan haemme dannelsen af hvilket som
helst protein i kroppen — fx et eller flere af de inflammatoriske pro-
teiner, som er involveret i sygdomsprocessen ved leddegigt. Her
guider de kunstige siRNA-molekyler RISC-komplekset hen til mRNA,
som koder for de inflammatoriske proteiner, hvorefter komplekset
nedbryder mRNA, og derved slukkes for udtrykkelse af genet.

| det seneste arti har der vaeret en stor interesse for udvikling af
laegemidler baseret pa kunstigt fremstillet sSiRNA, og i 2006 fik
Andrew Z. Fire og Craig C. Mello Nobelprisen i Medicin for op-
dagelsen af mekanismen bag RNA interferens.
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?V|ser fordellng n
,,J,r gemlddelstoffer
. R I planter og veev

Planters blade er beskyttet af et vokslag, hvilket ger det umuligt at fordampe og ionisere biomolekylerne i overfladen. Derfor
tager man et aftryk af bladet pa en pores overflade, som treekker plantestofferne ud af bladet. Pa fotoet ses et aftryk samt dysen

pé DESI-MS-udstyret.

En ny form for massespektrometri gor det muligt at
optage billeder, som viser fordelingen af kemiske for-
bindelser i vaevsprogver og plantemateriale. Teknikken
maler stofferne direkte fra en overflade, sa man praecist
ved, hvor pa overfladen molekylerne befandt sig, da de
blev detekteret. Det kan udnyttes til at vise, hvor far-
maceutisk aktive stoffer befinder sig i planter, eller til at
male, hvordan et leegemiddelstof fordeler sig i hjernen
og kroppen pa en rotte.

Af Christian Janfelt, Janina Thunig, Bin Li, Harald S. Hansen,
Niels Wellner og Steen Honoré Hansen

De fleste kemiske analyser af biologiske prever foretages

i dag med massespektrometri, hvor detektion og identi-
fikation af indholdsstofferne er baseret pa molekylernes
masse. Fgr malingen ioniseres molekylerne, og derpéa vejes
de i massespektrometret ved at male, hvor kraftigt deres
bevaegelse pavirkes af et elektrisk felt: loner med lave mas-
ser afbgjes mere end tunge ioner. Resultatet er et masse-
spektrum med en raekke toppe, hvor hver top repraesente-
rer et individuelt molekyle med en bestemt masse, og hvor
toppens hgjde viser maengden af det pdgaeldende molekyle

LEGEMIDDELFORSKNING - 2011

i praven. Den store fordel ved massespektrometri sammen-
lignet med andre teknikker er, at malemetoden bade er
meget falsom og meget selektiv. Derfor benytter man fx
massespektrometri til at finde pesticidrester i drikkevand,
hvor koncentrationerne ofte er sma, og hvor stofferne skal
identificeres med stor sikkerhed.

Massespektrometri er ogsa velegnet til at analysere biologi-
ske pragver som blade, vaevsprever eller blodpraver. Her eks-
traheres indholdsstofferne normalt over i en vaeske som me-
tanol, hvorefter ekstraktet analyseres med en metode, som
hedder Electrospray ioniserings-massespektrometri (ESI-MS).
Inden malingen omdannes vaesken til en spray af bittesma
draber, som fordamper og frigiver molekylerne i praven som
ioner, uden at de gar i stykker.

DESI-massespektrometri

For nogle ar siden blev metoden videreudviklet til Desorp-
tion Electrospray ioniserings-massespektrometri (DESI-MS).
Det nye er, at praven ikke laengere behgver at befinde sig pa
vaeskeform. | stedet bruger man en elektrisk ladet spray, som
rettes mod pravens overflade og som ioniserer molekylerne
pa overfladen, hvorefter de analyseres i massespektrometret.
Metoden har den abenlyse fordel, at man kan springe eks-



Billederne viser fordelingen af to naturligt forekommende antidepressive stoffer i et blad fra perikon. @) er et mikroskopibillede
af bladet, mens @ er et billede af et aftryk. @ og @ er optaget med DESl-imaging. @ viser, at stoffet hyperforin fordeler sig i
de gennemsigtige kirtler i bladet, mens @ viser, at hypericin fordeler sig i nogle olieagtige kirtler i kanten af bladene.

traktionen over og male stoffer direkte fra et blad eller en
vaevsprgve, hvilket giver en analysetid pa ned til fa sekun-
der. Samtidig bliver stofferne malt pa det sted, hvor de be-
finder sig, i modsaetning til ved en ekstraktion, hvor mole-
kyler fra hele praven blandes i samme ekstrakt, s man
derved mister information om praecis, hvor i praven mole-
kylerne oprindelig var placeret. Ved at bevaege praven,
mens massespektrometret optager spektre, kan man holde
@je med praecis, hvor og hvorndr stoffet af interesse viser
sig i spektrene.

Scanning og billeddannelse

Ved mere systematiske undersagelser styrer en computer
praveholderen, sa hele overfladen bliver scannet, raekke for
raekke og punkt for punkt, imens massespektrene bliver op-
taget. Nar det er gjort i lgbet af et par timer, har man tusin-
der af massespektre, et fra hvert punkt pa overfladen. Hvis
man nu vil kende fordelingen at bestemt stof, fx et laege-
middel i en vaevsprave, far man computeren til at lgbe alle
massespektrene igennem og hente intensiteten for massen
af leegemidlet ud for samtlige punkter i prgven. Disse inten-
siteter kan nu afbilledes i et diagram, som viser, hvor i prg-
ven de blev malt, og jo starre intensiteten er i et givet punkt,

DET

jo staerkere farves det pageaeldende punkt. Resultatet er et
billede af lzegemidlet i preven.

Teknikken er stadigvaek relativt ny, og mange af de ferste
anvendelser har iseer handlet om undersggelser af forsags-
dyr, hvor man maler pa tynde skiver af vaevsprgver monteret
pa en glasplade. Man kan undersgge vaevssnit fra en aflivet
rotte og se, om laegemiddelstoffet er ndet derhen, hvor det
skal virke. Eller man kan kigge p& endogene stoffer, som rot-
ten selv producerer. Det er fx en kendt sag, at lipiderne, dvs.
fedtstofferne, i kroppen er anderledes i en kraeftsvulst end i
sundt vaev. Man kan derfor bruge DESI-imaging bade til at
lokalisere en svulst meget ngjagtigt og til at undersgge mole-
kylaere forandringer i vaevet, nar det rammes af en sygdom.
P& Institut for Farmaci og Analytisk Kemi har vi konstrueret
en DESI-imaging-ionkilde, som er i stand til at tage billeder
af praver med en oplesning ned til 100 ym. Oplgsningen er
ikke nede i cellulzert niveau — der er altsa ikke tale om mikro-
skopi — men vi er i stand til at visualisere fordelingen af stof-
fer, som ikke lader sig skelne med almindelige optiske meto-
der. Noget af det farste, vi kastede os over, var at undersgge
planter, som indeholder aktive stoffer med anvendelse som
laegemidler.

FARMACEUTISKE FAKULTET, KOBENHAVNS UNIVERSITET
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DESI-MS-billeder af et vaevssnit, som viser fordelingen af tre forskellige lipider i hjernevaevet pa en rotte.

Forste undersogelser af laegeplanter

Imens andre forskningsgrupper har lavet mange undersg-
gelser af vaevsprever fra dyr, var der endnu ikke nogen, som
havde brugt metoden til undersagelser af plantemateriale.
Det skulle vise sig, at det heller ikke var sa ligetil, fordi blade
og blomster har et vokslag, kutikula, som ikke blot beskyt-
ter dem imod udterring, men ogsa imod DESI-imaging, ef-
tersom sprayen har svaert ved at traenge gennem voksen.
Lasningen blev at lave et aftryk af plantevaevet pa en porgs
teflonoverflade. Fordelen er, at alle stoffer af interesse traek-
kes ud af plantevaevet, samtidig med den rumlige fordeling
af stofferne bevares.

Vi brugte denne fremgangsmade til at analysere blade og
kronblade fra prikbladet perikon, Hypericum perforatum.
Ekstrakter af denne plante saelges som naturleegemiddel pa
apotekerne til behandling af mild depression pa grund af
plantens indhold af stofferne hyperforin og hypericin. Forsag
med DESI-imaging af plantens blade viste, at hyperforin be-
finder sig i gennemsigtige kirtler i bladene, mens hypericin
befinder sig i nogle sorte, olieagtige kirtler i kanten af bla-
dene. Dette har tidligere vaeret pavist ved at klippe bladene i
meget sma stykker og analysere delene hver for sig, men ved
hjeelp af DESI-imaging var det altsd muligt at give et samlet
billede af fordelingen af stoffer pa et blad.

Analysen af kronbladene viste, at hypericin var lokaliseret i
sorte kirtler i kanten af bladene. Da kronbladene, i modsaet-
ning til de almindelige blade, ikke har nogen gennemsigtige
kirtler, var det ikke dbenlyst, hvordan hyperforin ville fordele
sig her, men ogsa her s vi for nogle af kronbladene, at stof-
fet fordelte sig i lignende prikker. Da prikkerne pa kronbla-
dene ikke er synlige, er denne fordeling altsa ikke noget man

umiddelbart ville kunne fastslad uden brug af imaging masse-
spektrometri.

Vi lavede lignende analyser af blade fra pigaeble, som er
kendt for sit indhold af atropin, som almindeligvis er giftigt,
men som i kontrollerede doser anvendes som hjertemedicin
og som modgift mod krigsgasser. Billederne viste, at mens
kulhydrater sasom sukrose var relativt homogent fordelt i
bladet, var atropin iszer lokaliseret i ledningsstrengene i bla-
det, hvilket tyder pa, at stoffet transporteres rundt i netop
ledningsstrengene. Ved at lave imaging massespektrometri
pa planter kan man altsa blive klogere pa, hvor i planter far-
maceutisk interessante stoffer dannes, hvorledes de trans-
porteres rundt i planten, og hvilken funktion de har i planter-
ne. Det er fx muligt at sammenholde den kemiske fordeling
af plantestoffer med, hvor og hvordan insekter angriber den
pagaeldende plante og pa den made bliver klogere pa plan-
ternes forsvarsmekanismer.

Veaevsprover viser laegemidler i hjernen

Senest har vi benyttet DESI-imaging til analyser af vaevspre-
ver fra mus og rotter for at undersagge, hvilke molekylaere
andringer, der sker i hjernevaevet som fglge af en hjerne-
skade, hvor ilttilferslen til hjernen rammes. Vi har desuden
lavet billeder, som viser fordelingen af et antidepressivt stof

i nyren og hjernen fra en mus, som kort tid forinden havde
faet stoffet injiceret i bughulen. Foruden selve stoffet paviste
undersggelsen ogsa metabolitter af det, hvilket gar det mu-
ligt at felge omsaetning af leegemiddelstoffer i organismen.
Det er ingen tvivl om, at imaging med massespektrometri gi-
ver en lang raekke nye muligheder inden for det farmaceuti-
ske omrade.
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Gendannelse af
gdelagt vaev med

stamceller

Stamcelleterapi abner store perspektiver: @delagt vaev
som muskler, brusk, sener og knogler kan gendannes
med patientens egne stamceller fra tilsvarende vaev an-
detsteds i kroppen. Efter implantation gror cellerne pa
et biokompatibelt stillads af mikropartikler, som frigiver
vaekststimulerende stoffer, der far cellerne til at trives
og forblive pa det sted, hvor det nye vaev skal dannes.

Af Eva Horn Maller, Yanhong Wen og Hanne Marck Nielsen

Bade i Danmark og udlandet har stamcelleforskning vaeret
omgivet af en hidsig debat. Debatten har iseer fokuseret pa

= Q Voksne stamceller
A=
. I =N
: |
| 4 i
4 Il""- 5
II | II I'
¥ .I 1 '-_|
- | &
Ve ¥
.
| - |I
.I I Bl
T | II
|
| III If
|I || II
ol |
i I
r L
f o l\.}

Tredimensionelt netvaerk

=

=3 B
-\}-f" "_.

A

de etiske aspekter ved at anvende stamceller fra fostre, men
der bliver ogsa forsket i behandlingsformer, hvor man benyt-
ter patientens egne stamceller. Her kan man fx bruge stam-
celler fra brusk til at genopbygge brusken i et gdelagt knae,
som er beskadiget som falge af sport eller slidgigt, eller man
kan anvende stamceller fra muskelvaev til at gendanne en
skadet muskel andetsteds i kroppen.

Fosterstamceller og voksne stamceller har forskellige egen-
skaber. Fostre danner pluripotente stamceller, som har po-
tentialet til at udvikle sig til en hvilken som helst celletype i
kroppen. Voksne mennesker danner ogsa stamceller i mange
vaev, men det er en anden type stamceller, som allerede er

Opformering i laboratoriet

(B B
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Anvendelse af voksne stamceller kan foregé ved at @) vaev udtages ved en biopsi og stamceller isoleres, hvorefter @ stamceller-
ne opformeres i laboratoriet. @ Biologisk aktive faktorer kombineres med stilladset og stamcelller, hvorved @ et tredimensionelt

netvaerk dannes, @ og dette kan implanteres i patienten.
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@ Billede af mikropartikler optaget med et scanning-elektron-mikroskop. @ Her ses et tvaersnit af en mikropartikel. Den indre porese struktur
tillader diffusion af naeringsstoffer. @ Mikropartikler og celler klumper sig sammen til et starre tredimensionelt netveerk, hvorpd cellerne kan
gro og danne nyt vaev. @ Neerbillede af stilladset. De rade cirkler markerer steder, hvor celler vokser og deler sig mellem mikropartiklerne.
Med tiden danner cellerne nyt vaev, mens mikropartiklerne nedbrydes og forsvinder.

delvist udviklede, hvilket betyder, at deres endelige celle-
type er bestemt. Voksne stamceller kan saledes danne nye
og faerdigudviklede celler, men kun af deres egen slags; fx
kan muskelstamceller kun blive til muskelceller, men ikke

til bruskeeller, blodceller eller nerveceller. Voksne stamceller
er en faellesbetegnelse for alle typer stamceller, der findes i
barn og voksne — eksempelvis i knoglemarven, i blodet og i
muskler — og disse stamceller kan fungere som reservedels-
celler for kroppen.

Sammenlignet med pluripotente fosterstamceller er voksne
stamcellers udviklingspotentiale begraenset, men til gengaeld
er der en langt mindre risiko for, at de deler sig ukontrolle-
ret og skaber uhensigtsmaessig cellevaekst eller kraeft. Pa sigt
vil man kunne udtage sundt vaev fra patienten, opformere
stamcellerne fra vaevet og genimplantere dem i det defekte
vaev, som herved kan gendannes. Denne form for stamcelle-
terapi rummer et meget stort potentiale, men ogsa store ud-
fordringer for forskere fra forskellige fagdiscipliner.

LEGEMIDDELFORSKNING - 2011

Mikropartikler fungerer som stillads

Mange celler vokser bedst pa en overflade, og efter en im-
plantation gror og udvikler stamcellerne sig bedst, nar man
lader dem vokse pa et stillads af fx mikropartikler, som er
lokaliseret pa behandlingsstedet. Optimalt kan mikropartik-
lerne indeholde vaekststimulerende faktorer eller andre bio-
logisk aktive stoffer, som kan sarge for, at cellerne trives og
forbliver dér, hvor de er implanteret. Design og formulerin-
gen af mikropartiklerne er vigtig for at kontrollere afgiften
og dermed for virkningen af de vaekststimulerende faktorer.
Det Farmaceutiske Fakultet pa KU er med til at udvikle
egnede mikropartikler i et forskningssamarbejde med Herlev
Hospital, Glostrup Hospital, Aarhus Universitetshospital og
Coloplast A/S med statte fra Hgjteknologifonden. Formalet
med forskningen er at forbedre mulighederne for stamcelle-
terapi ved hjzelp af farmaceutisk designede stilladser. Tidlige-
re forsgg har vist, at kugleformede mikropartikler er gode til
at understatte stamcellerne, sa de modnes og formerer sig.



Kuglerne fungerer som et stabilt, men porgst underlag, der
tillader diffusion af naeringsstoffer, og samtidig kan de lang-
somt over maneder frigive biologiske faktorer, som hjaelper
cellerne med at gro fast og trives.

Mikropartiklerne fremstilles af en langsomt nedbrydelig poly-
mer, som bl.a. bestar af maelkesyre. Regenerationen af vaev er
langsom proces — fra en maned og op til et ar — og derfor er
det vigtigt, at det vaekstaktiverende stillads nedbrydes lang-
somt. Under vaevsgendannelsen skal mikropartiklerne dog
gradvist blive nedbrudt og forsvinde, sa terapien til sidst kun
efterlader det regenererede og fuldt funktionsdygtige veev.

Kontrolleret afgift af vaekstfaktorer

For at optimere de nyimplanterede stamcellers overlevelse og
vaekst er der arbejdet med at tilsaette biologisk aktive mole-
kyler til mikropartiklerne. Det kan fx vaere vaekstfaktorer eller
andre faktorer, der hjaelper med at danne et biologisk poly-
mernetvaerk, som fastholder stamcellerne efter injektion, sa
de ikke flytter sig fra injektionsstedet og bevaeger sig rundt

i kroppen.

Mikropartiklerne er porgse, hvilket er vigtigt for flowet af
neeringsstoffer igennem dem og dermed for vaeksten af cel-
lerne, men porgsiteten udger en stor udfordring med hensyn
til at indlejre biologisk aktive stoffer, som skal frigives over
maneder. Det er dette dilemma, som skal lgses via et avance-
ret design af partiklerne. En lovede metode er at formulere
nanopartikler med kontrolleret afgift af fx vaekstfaktorer og
indbygge disse nanopartikler i komposit-mikropartikler.

Komposit med indbyggede nanopartikler
Undervejs i forskningsarbejdet er der saledes udviklet kom-
posit-mikropartikler med indlejrede nanopartikler, hvorfra
biologiske faktorer frigives langsomt og kontrolleret. Vore
samarbejdspartnere har derpa udfert laboratorieforsgg med
vaevsgendannelse, som viser, at komposit-mikropartiklerne
har en god udlgsningsprofil. Komposit-mikropartiklerne vil
nu blive yderligere undersagt med forskellige typer biologi-
ske faktorer, som kan fremme gendannelsen af gdelagt veev
ved stamcelleterapi.

Der er stadig lang vej, far man kan lave de farste kliniske
forsgg med mennesker med stilladser af komposit-mikropar-
tikler med kontrolleret frigivelse af indlejrede vaekstfaktorer.
Men allerede nu viser resultater i laboratorier verden rundt,
at stamcelleterapi med voksne stamceller har potentialet til
at blive enkel og bivirkningsfri vej til behandlinger, som kan
kurere eller lette tilvaerelsen for mange patienter. Formule-
ringsoptimerede partikler vil ggre potentialet for anvendelse
endnu starre.

FREMSTILLING AF KOMPOSIT-MIKROPARTIKLER
Nanopartikler med de gnskede karakteristika kan fremstilles ved fx dob-
beltemulsions-metoden gennem hvilken det aktive stof indlejres i partik-
lerne. Ved denne teknik inkorporeres det hydrofile, biologisk aktive stof i
en vandig fase, som emulgeres i en oliefase. Derpa overfares blandingen
til endnu en vandfase, der indeholder et graensefladeaktivt stof, som fuld-
ender dannelsen af nanopartiklerne. Efter frysetarring er nanopartiklerne
klar til indlejring i komposit-mikropartiklerne.

Nanopartiklerne opsleemmes nu i en oplgsning, som indeholder den poly-
mer, der skal anvendes til stilladset, og komposit-mikropartiklerne dannes
ved at spraye oplasningen til et andet flydende medium og dernzest terre
partiklerne. Karakteristika af bade nanopartiklerne og stilladspartiklerne er
afhaengig af metode og proces, som varieres afhaengigt af, hvilke biolo-
gisk aktive stoffer, som skal indlejres i nanopartiklerne.
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Biologisk aktive stoffer som vaekstfaktorer fremmer dannelsen af nyt

veev. Frigivelse skal helst ske gennem hele vaekstperioden, som kan vare
flere méneder. En meget langsom og kontrolleret frigivelse af biologisk
aktive stoffer kan opnas ved en ny formulering, som kaldes komposit-
mikropartikler. Her frigives stofferne fra nanopartikler, som er indbygget i
mikropartiklerne. TRAP-6 er et eksempel pa et peptid, der kan indbygges i
nano-komposit mikropartiklerne.

NUTIDENS STAMCELLETERAPI - OG FREMTIDENS
Stamcelleterapi med voksne stamceller bruges i dag eksperimentelt til at
behandle alvorlige sygdomme som leukaemi og hjertelidelser og desuden
til vaevsgendannelse af fx hornhinder.

Potentialet for fremtidig anvendelse af stamcelleterapi illustreres ved rap-
porter om genetablering af luftreret i cancerpatienter og behandling af
lammelser i centralnervesystemet.

Ph.d. Eva Horn Mgller er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
Yanhong Wen er ph.d.-studerende pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
Ph.d. Hanne Mgrck Nielsen er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
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Personlig medicinering

af type-2 diabetes
ud fra patientens

~ genetiske profi

Nar mennesker med samme sygdom reagerer forskelligt
pa den samme medicin, kan det skyldes genetiske varia-
tioner, som pavirker leegemidlers omsatning, transport
og malmolekyler i kroppen. Scanning af patientens gen-
om med DNA-chips, som tester for udvalgte punktmuta-
tioner, kan gore det muligt at identificere og klassificere
patienter, som vil have gavn af en bestemt behandling.
Det kan nedbringe antallet af fejlbehandlinger til gavn
for bade patienterne og samfundsgkonomien.

Af Malene Hornbak og Asa Andersson

Nér en person bliver syg, far stillet en diagnose hos laegen og
gar hjem med et bestemt laegemiddel, saetter han eller hun
sin lid til, at diagnosen er korrekt, og at laegemidlet er det
rigtige og virker efter hensigten. Men det er ikke altid tilfeel-
det. | USA dgr over 100.000 patienter om aret som felge af

DET HUMANE GENOM OG DEN GENETISKE
MANGFOLDIGHED

Det humane genom er opbygget af 3,2 milliarder basepar,
som danner DNA-sekvensen. En lille del af genomet indehol-
der menneskets 20.000-25.000 gener, som koder for protei-
ner. Hovedparten af genomet er ikke-kodende, men har re-
gulerende funktioner.

Blandt to tilfzeldige individer er 99,9 procent af genomet
fuldstaendig ens, mens de resterende godt tre millioner base-
par danner grundlag for den genetiske variation og mangfol-
dighed i befolkningen.

Ni ud af ti genetiske variationer er Single Nucleotide Poly-
morphisms (SNPs). En SNP er en andring i et enkelt basepar,
der forekommer hos mere end et ud af 100 mennesker. SNPs
findes i genomet med mellemrum pa omkring 300-1000 ba-
separ, og de kan opstd i bade kodende og ikke-kodende se-
kvenser. Deres placering har derfor afgerende betydning for,
hvordan mutationen kommer til udtryk.

2011

medicinske bivirkninger, og over to millioner patienter ople-
ver alvorlige bivirkninger, hvilket medfgrer store personlige
og samfundsmaessige omkostninger.

Bivirkninger kan blandt andet skyldes variationer i vores arve-
materiale, som pavirker effekten af laegemidler. Tidligere har
man isaer forsket i farmakogenetik, som fokuserer pa enkelte
geners indflydelse, men et nyere forskningsomrade, farma-
kogenomik, saetter fokus pa, hvordan samspillet mellem
mange gener samt individuelle genetiske variationer i befolk-
ningen kan have betydning for, hvordan et bestemt individ vil
reagere pa et givent laegemiddel. Farmakogenetik og farma-
kogenomik er redskaber til at udvikle skraeddersyet medicin,
som bade behandler sygdommen og tager hensyn til hver
enkelt patients genetiske profil. Malet er at age effekten af
leegemidlet, minimere bivirkningerne og ikke mindst at skelne
mellem patienter, som responderer godt, og patienter, der
responderer mindre godt pa en given behandling.

/;

/;

En Single Nucleotide Polymorphism (SNP) er en aendring af et
enkelt basepar, som er hyppigt forekommende i befolkningen.
Nogle SNPs har betydning for, hvordan vi reagerer p& medicin.
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Medicinering af type-2 diabetes

Udfordringen med at finde den helt rigtige medicin til hver en-
kelt patient er iszer vanskelig ved behandling af multifaktorelle
sygdomme, som udspringer af et kompliceret samspil mel-
lem gener og miljg. Et godt eksempel er type-2 diabetes, som
er karakteriseret ved forhgjet glukose i blodet, hvilket skyldes
varierende grader af nedsat produktion af insulin i bugspyt-
kirtlen samt nedsat fglsomhed overfor insulin i muskler, le-

ver og fedtvaev. De typiske symptomer er staerk tarst, hyppig
vandladning, kvalme og traethed, og desuden opstar der ofte
felgesygdomme som hjerte-kar-sygdomme, nervesygdomme,
nyrekomplikationer, fodsar og gjenkomplikationer.

Til dato har scanninger af forskellige menneskers genomer
identificeret over 40 genetiske varianter, som forbindes med
type-2 diabetes, mens de vigtigste miljgmaessige risici er al-
der, fysisk inaktivitet og fedme. Sygdommen er blevet en

af de mest almindelige sygdomme pa verdensplan med en
global praevalens pa 6,6 procent, som anslas at stige til 7,8
procent i ar 2030. Livsstilseendringer sdsom sundere kost og
mere motion er den grundlaeggende behandling, men der-

DET FARMACEUTISKE FAKULTET, KOBENHAVNS UNIVERSITET

udover anvendes adskillige typer af antidiabetisk medicin,
som kan nedsaette glukoseindholdet i blodet og dermed re-
ducere risikoen for komplikationer. Tabletter kan inddeles i
insulinstimulerende laegemidler, som gger udskillelsen af in-
sulin fra bugspytkirtlen, og insulinsensibiliserende, som @ger
falsomheden over for insulin i kroppens vaev. | begge tilfaelde
er behandlingens primaere mal at nedbringe maengden af
blodsukker, hvilket har en beskyttende effekt imod felgesyg-
dommene.

De fleste patienter med type-2 diabetes indtager derudover
blodtryksmedicin og kolesterolsaenkende medicin, og den
daglige brug af flere leegemidler ger dem ekstra udsatte for
at opleve bivirkninger eller manglende effekt af deres me-
dicin, hvilket medfgrer, at op mod 40 procent af patienter-
ne pa oral antidiabetisk behandling ikke opnar den gnskede
kontrol af blodsukkeret. Derfor er identificering af genetiske
varianter, som kan forbindes med bestemte laegemiddelvirk-
ninger, et vigtigt element i forskningen i de cellulzere me-
kanismer, der ligger til grund for bade sygdommen og den
farmakologiske respons.
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Glukosekanal

INSULINS BETYDNING FOR BLODSUKKERET
Nar blodsukkeret stiger, fx efter et maltid, stimuleres B-cellerne
i bugspytkirtlen til at producere og udskille insulin, og nar
insulin binder til insulinreceptorer pa kroppens celler, tillades
transport af glukose fra blodet ind i cellerne. Patienter med
type-2 diabetes har enten en nedsat evne til at producere

Insulin

%3
Nér insulin binder

til insulinreceptoren,
abner glukosekanaleN-- e

Insulinreceptor

Cellekerne

og udskille insulin og/eller deres perifere vaev har en nedsat
folsomhed overfor insulin, hvilket reducerer den maengde
glukose, som transporteres vaek fra blodet og ind i cellerne.
Resultatet er forhgjet blodsukker.

Glukose uden for cellen

Glukosen transporteres
gennem glukosekanalen

Glukose inde i cellen

18

Genvariationer og behandling

Genetiske variationer kan pavirke et laegemiddels virkning i
organismen pa flere mader. De kan spille en rolle i laegemid-
lets omsaetning eller vaere involveret i de intracelluleere signa-
leringsveje for den pagaeldende sygdom. En af de hyppigste
arsager til en varierende effekt af laegemidler skyldes varia-
tioner i de gener, som koder for cytochrom P450-enzymerne,
som spiller en central rolle for omdannelsen af laegemiddel-
stoffer i leveren. Genetiske variationer i disse enzymer farer
ofte til, at en patient omszetter et laegemiddel hurtigere eller
langsommere end gennemsnitligt i befolkningen, og det kan
bevirke, at det pagaeldende laegemiddel ikke virker optimalt
eller giver alvorlige bivirkninger.

Derudover har en raekke monogene diabetesformer givet
indsigt i, hvordan genetiske forskelle pavirker responset pa
medicinsk behandling. Maturity onset diabetes of the young
(MODY) er en genetisk heterogen form for diabetes, som er
arvelig og karakteriseret ved sygdomsgennembrud fgr 25-ars
alderen, nedsat p-celle funktion og normal insulinfglsomhed.

LEGEMIDDELFORSKNING - 2011

Der findes seks forskellige undergrupper af patienter, og
hver undergruppe har en specifik mutation i et gen. Behand-
lingen afhaenger derfor af genotypen. Fx er sulfonylurea,
som stimulerer B-cellerne til at frigive mere insulin, det fore-
trukne valg for patienter i undergruppe 3, mens patienter

i undergruppe 2 normalt ikke kraever behandling. Det skyl-
des, at de har behov for en hgjere glukosekoncentration end
normalt for at stimulere bygspytkirtlens udskillelse af insulin,
mens selve evnen til at producere og udskille insulin er beva-
ret. Derfor har hverken insulinstimulerende eller insulinsensi-
biliserende laegemidler naevnevaerdig effekt.

For overvaegtige type-2 diabetikere er metformin det fore-
trukne lzegemiddel. Metformin er et insulinsensibiliserende
stof, der bl.a. virker ved at nedsaette glukoseproduktionen i
leveren. Laegemiddelstoffet metaboliseres ikke, men elimine-
res i stedet via nyrerne. Flere kliniske studier har vist, at varia-
tioner i de gener, som koder for proteiner, der er ansvarlige
for laegemidlets transport ind i leveren og nyrerne, medvirker
til, at patienter reagerer forskelligt pa laegemidlet.




Farmakologisk behandling  Virkningsmekanisme

Sulfonylurea

Meglitinider

Kendte genetiske regioner

@ger insulinfrigivelsen fra p-cellen i bugspytkirtlen. CYP2C9

CYP2C19
IRS1
KCNJ11
ABCC8
TCF7L2
NOS1AP

@ger insulinfrigivelsen fra B-cellen i bugspytkirtlen. CYP2C9

CYP2D6
CYP2C8
CYP3A5

Metformin Nedsaetter glukoseproduktionen i leveren og gger SLC22A1
insulinfelsomheden i muskler, lever og fedtvaev. SLC22A2

Thiazolidinedioner

SLC47A1

Nedseetter koncentrationen af cirkulerende frie CYP2C8

fedtsyrer i lever og muskler, hvilket er med til at PPARG

@ge insulinfglsomheden.

SLCO1B1

Tabellen giver en oversigt over antidiabetiske laegemidler pa tabletform, deres virkningsmekanisme og de genetiske regioner,

som vides at have indflydelse pé effekten af leegemidlet.

Et farmakogenetisk studie af metformin
Addition-studiet er et populationsbaseret interventions-
studie, hvor man ved trinvis screening har identificeret 1500
personer med ikke-erkendt type-2 diabetes. Formalet med
studiet er at undersgge om et intensivt og multifaktori-

elt behandlingsregime farer til bedre behandling af type-2
diabetikere sammenlignet med den normale standardiserede
behandling. Ud fra Leegemiddelstatistikregisteret har det vae-
ret muligt at indsamle information om patienternes medicin-
mgnstre med saerlig henblik pa at belyse forbruget af met-
formin. Disse informationer vil blive koblet til patienternes
lzegemiddelrespons, malt som glykosyleret haemoglobin,
som er et mal for det gennemsnitlige blodsukkerniveau over
tre maneder. Det er saledes muligt at inddele patienterne i
to grupper: Patienter, som responderer darligt pa laegemid-
let, fordi deres blodsukkerniveau ikke nedsaettes, og pa-
tienter som responderer godt. Herefter skal vi sammenligne
forekomsten af bestemte genotyper i de to grupper for at
identificere specifikke genvarianter, som kan associeres med
patienternes respons pa metformin.

Fzerre fejl i fremtiden

Inden for en overskuelig fremtid kan scanning af hele gen-
omer med DNA-chips, der paviser genetiske variationer,
sandsynligvis gare det muligt at identificere og klassificere
patienter med en bestemt genetisk profil, som vil have gavn
af en bestemt behandling. Det er imidlertid stadig svaert at
forudse effekten af en given genetisk variation, fordi andre
genetiske og miljgmaessige faktorer kan spille en vaesentlig
rolle for, hvordan medicinen virker, og hvorvidt den geneti-
ske variation udtrykkes i cellerne. Desuden rejser forskningen
et etisk spgrgsmal om, hvad man stiller op med patienter
med en “forkert” profil, som medfarer, at de ikke vil fa gavn
af behandlingen eller fa alvorlige bivirkninger.

Der er dog ingen tvivl om, at anvendt farmakogenomik vil
kunne spare samfundet for mange penge ved at nedszette
antallet af fejlbehandlinger, som ofte er forbundet med dyre
indlaeggelser. Derudover kan man opna en bedre behandling
ikke mindst af patienter, som indtager flere laegemidler, fordi
en bestemt genotype potentielt kan sige noget om den op-
timale laegemiddeldosis og den kombinerede effekt af sam-
spillet mellem flere slags medicin.

Cand.scient.pharm. Malene Hornbak er ph.d.-studerende p§ Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
og ved The Novo Nordisk Foundation Center for Basic Metabolic Research, Kebenhavns Universitet
Dr.med. Asa Anderson er lektor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
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- som depotmedicin
mod prostatakraeft
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Mindst 27 sygdomme er blevet forbundet med tilstede-
vaerelsen af tradagtige sammenfletninger af proteiner,
som kaldes amyloide fibriller. Men det er ikke hele hi-
storien. Naturlige fibriller kan ogsa vaere gavnlige, og
ny forskning peger pa, at syntetiske fibriller kan udnyt-
tes medicinsk. Et depotpraeparat til behandling af pro-
statakreeft frigiver laegemiddelstoffet fra funktionelle
fibriller, som dannes spontant efter injektion i under-
huden.

Af Minna Grenning Jensen, Andreas van Maarschalkerweerd
og Tine Gottschalk

Proteiner og korte proteinsekvenser — peptider — har ten-
dens til at aggregere og kan bl.a. danne tradformede fibriller.
Mest kendt er de amyloide fibriller, som ophobes i hjernen
ved alvorlige neurodegenerative sygdomme som Alzheimers
sygdom og Parkinsons sygdom, og som ligeledes spiller en
rolle i type-2 diabetes. | de senere ar har man imidlertid faet
@jnene op for, at fibriller udever vitale funktioner i bakteri-

er og svampe og endda i pattedyr, hvor de indgar i cellernes
beskyttelse imod ultraviolet stréling. Det viser, at amyloid-
lignende strukturer ikke ngdvendigvis er patogene. Men at
fibriller kan bruges til terapeutiske formal er helt nyt. Vores
forskning sandsynligger, at spontan dannelse af fibriller er
mekanismen bag en forbedret behandling af prostatakraeft,
hvor laegemidlet frigives langsomt og kontrolleret fra et de-
pot i underhuden.

Prostatakraeft er den trediehyppigste kraeftform blandt dan-
ske maend over 50 ar. Over 20.000 danskere lever med diag-
nosen, og hvert ar opdages 3700 nye tilfaelde. Dgdeligheden
inden for fem &r efter diagnosticeringen er 32 procent, og
sygdommen fgrer til omkring 1100 dedsfald om dret. Be-
handlingsmetoderne omfatter operation, hvor prostata fjer-
nes, straleterapi, kirurgisk kastration samt medicinsk kastra-
tion. Ved medicinsk kastraktion anvender laegerne stoffer,
som regulerer effekten af hormonet Gonadotropin udlgsen-
de hormon (GnRH), hvilket blokerer det mandlige kenshor-
mon, testosteron. Den medicinske behandling kan ofte
bremse sygdommens udvikling i en laengere periode.

Depotlegemidlet degarelix til behandling af prostatakreeft bestar af et peptid, som danner fibriller, nar det i oplest form injiceres

i underhuden. | laboratoriet er fibriller af degarelix blevet visualiseret ved hjaelp af Atomic Force Mikroskopi @); en fibril er marke-

ret med pilen. Tykkelsen af en fibril er 1,3 nm, men de sma fibriller finder sammen i tykke fibre med diametre pa op til 5-10 um.

Nér farvestoffet Nil-rad binder sig til fibrene, kan de ses med fluorescensmikroskopi ©.
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Ferring Pharmaceuticals A/S har udviklet laegemidlet dega-
relix, som er en GnRH-antagonist — dvs. et stof, som virker i
prostata ved at blokkere cellernes GnRH-receptorer og der-
ved haamme de signalprocesser, som hormonet normalt
medierer. Laegemidlet blev godkendt af de amerikanske og
europaeiske laegemiddelmyndigheder til behandling af pro-
statakraeft i 2008-2009. Selve lzegemiddelstoffet er et synte-
tisk peptid, som danner funktionelle fibriller efter injektion i
underhuden, hvor fibrillerne fungerer som et depot, der fri-
giver leegemiddelstoffet langsomt og kontrolleret.

Gode og onde fibriller

Formodenlig kan alle proteiner og peptider forme amyloide el-
ler amyloidlignende fibriller. Disse yderst stabile fibriller maler
typisk nogle f& nanometer i diameter og op til flere mikrome-
ter i leengden. Den formelle definition pa de sygdomsrelate-
rede amyloide fibriller er stadig til debat pa internationalt plan

DANNELSE AF FUNKTIONELLE FIBRILLER
Fibriller er komplekse strukturer, og det er ngdvendigt at an-
vende en bred vifte af metoder for at karakterisere dem. Vi
har undersggt de fibriller, som dannes af peptidlaegemidlet
degarelix, og sammenlignet resultaterne med kendt viden
om amyloide fibriller.

Efter injektion i huden danner oplgsningen med degarelix en
gel, hvorfra det terapeutiske peptid frigives over tid. Tilsva-
rende geler kan fremstilles i laboratoriet, nar degarelix ople-
ses i vand, og vore undersggelser viser, at disse geler bestar
af amyloidlignende fibriller. For at fremskynde fibrillerings-
processen blev degarelix rystet ved 37 °C svarende til den
humane kropstemperatur.

De enkelte fibriller i gelen har en diameter pa omkring 1,3
nanometer, og de kan visualiseres ved hjeelp af Atomic Force
Mikroskopi. Desuden anvendes farvestoffet Thioflavin T ofte
til at felge dannelsen af fibrillerne. | denne sammenhang

blandt feltets fgrende forskere. Men de fleste er enige om,

at amyloide fibriller farvet med Congo-red giver en ablegren
dobbeltbrydning under polariseret lys, og at de er er symme-
trisk opbygget af en karakteristisk kryds-g-struktur. | denne
struktur er peptidstrengene samlet i plader, hvori strengene
ligger pa tvaers af fibrillernes laengderetning som leddene i en
lynlds, og pladerne er samlet i flere lag, som til ssmmen danner
fibrillen. Mindst 27 sygdomme er til dato blevet forbundet med
tilstedevaerelsen af amyloide fibriller, som er opbygget af krop-
pens egne proteiner eller peptider. Meget tyder dog pa, at de
amyloide fibriller i sig selv er inaktive, og at de fungerer som et
lager for giftstoffer, som dannes under fibrilleringsprocessen.
Mens amyloide fibriller primaert forbindes med sygdomme,
sa har forskerne i de seneste ar faet gjnene op for, at en til-
svarende type fibriller udgver en raekke gavnlige funktioner

i mange levende organismer. Blandt andet indgar amyloid-
lignende fibriller i mammale cellers forsvar mod ultraviolet

udnyttes det, at farvestoffet bliver fluorescerende, nar det
binder sig til fibriller.

Efter den umiddelbare fibrildannelse samles de sma tynde
fibriller spontant i tykke fibre med en diameter pa 5-10 ym.
Disse fibre er sa store, at de kan observeres med fluorescens-
mikroskop, hvis fibrene farst farves med eksempelvis Nil-rgd.
Samlingen er atypisk for amyloide fibriller.

Q

Fluorescens [a.u.]
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Degarelix-fibrillerne har mange amyloidlignende karakteristika. Overordnet falger fibrildannelsen et forlab, som er typisk for

amyloide fibriller. Denne udvikling monitoreres ved at falge eéendringerne i Thioflavin T fluorescens som funktion af tiden @. Et

andet amyloid-lignende karakteristika fremkommer, nér fibrillerne farves med Congo-red @, hvorefter de fremstar seblegranne,

nér de belyses med polariseret lys @.
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OPKLARING AF FIBRILLERNES INTERNE STRUKTUR

Et af de mest udpraegede fysisk-kemiske karakteristika ved
amyloide fibriller er deres interne opbygning af plader, der
er dannet af peptidstrenge orienteret pa tveers af fibrillens
leengderetning. Denne seerlige struktur kan identificeres ved
at farve fibrillerne med Congo-rad, hvilket giver en aeblegren
dobbeltbrydning under polariseret lys.

Strukturen kan undersgges ngjere med en metode, der hed-
der rgntgen-fiberdiffraktion. Inden undersggelsen tarres fi-
brillerne med en speciel teknik, hvorved de orienterer sig pa-
rallelt. Nar en rgntgenstrale derpa sendes gennem fibrillerne,

7 B-streng

Q

Fibrilretning 14,8 A

~11‘A\

B-plade

spredes den i et bestemt manster, som afslgrer afstandene
mellem B-strenge og mellem B-plader.

Amyloide fibriller udviser typisk signaler ved 4,84, hvilket
svarer til afstanden mellem strengene inde i pladerne, og
omkring 10-11A, hvilket svarer til den indbyrdes afstand
mellem pladerne i fibrillen. | degarelixfibrillerne genkendes
dette klassiske mgnster, men derudover fremkommer der
stgrre indbyrdes afstande p& omkring 13, 22,5 og 25,9 A,
hvilket fint kan stemme overens med, at de tynde degarelix-
fibriller gdr sammen og danner tykkere fibre.

9 4,8 A

( _) T=10-11A

Amyloide fibriller er opbygget af kryds-B-plader, i hvilke peptidstrengene er orienteret pa tveers af fibrillernes leengderetning
med en indbyrdes afstand p& 4,8 A, mens afstanden mellem pladerne i fibrillen er 10-11 A @). Vore forseg med rentgen-fiber-
diffraktion viser, at degarelixfibrillerne overordnet set har samme karakteristiske afstande, hvilket ses i diffraktionsmenstret @.

straling, og de medvirker til bakteriers frigivelse af sporer. De
nye funktionelle fibriller til medicinsk brug har sldende struk-
turelle ligheder med bade de skadelige amyloide fibriller og
de nyttige amyloidlignende fibriller, og det sandsynligger, at
funktionelle fibriller har et medicinsk potentiale, som raekker
langt ud over at veere et farligt faenomen, som for enhver
pris skal undgas.

Funktionelle fibriller mod prostatakraeft
Laegemidlet degarelix er en GnRH-antagonist, som anvendes
til behandling af prostatakraeft. Aktivstoffet er et linezert syn-
tetisk peptid, som bestdr af ti aminosyrer, og laegemidlet frem-
stilles som et frysetarret, hvidt praeparat. Inden brugen ople-
ses praeparatet, hvorpa det injiceres i underhuden. Her dannes
der spontant en gel ved mgdet med det omgivende miljg som
falge af blandt andet pH-vaerdien, ionstyrken og kropstem-
peraturen. Nar gelen er dannet, afgives peptidet langsomt til

blodkredslgbet, hvorved der opnas en depoteffekt.

Gelen bestar sandsynligvis af fibriller med amyloidlignende
karakteristika. Denne anvendelse af funktionelle fibriller er
ganske unik, og derfor er det interessant at undersgge naer-
mere, hvor mange fallestraek disse fibriller har med amyloi-
de fibriller. Vore undersggelser bekraefter, at degarelix i labo-
ratorieforsgg er i stand til at danne amyloidlignende fibriller,
og at disse fibriller derpa samles i starre netvaerk. Peptidet
danner ogsa et teet netvaerk af fibriller ved injektion i men-
nesker, men om det sker pa helt samme made som i labora-
torieforsagene, er stadig ved at blive undersggt. Bade labo-
ratorieforsgg og dyreforsgg viser, at et syntetisk, unaturligt
peptid med terapeutisk effekt kan danne funktionelle fibriller
med amyloide karakteristika. At der eksisterer funktionelle
fibriller, som kan anvendes i terapeutisk gjemed, er noget
helt nyt, som abner nye dare for fremtidig medicinsk brug af
disse strukturer.

Ph.d. Minna Grenning Jensen er postdoc pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
Cand.pharm. Andreas van Maarschalkerweerd er ph.d.-studerende pa Institut for Molekylaer Laegemiddelforskning

Ph.d. Tine Gottschalk er seniorforsker pa Ferring Pharmaceuticals A/S
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Kan plantemedicin forhindre, at kvinder der af blad-
ning under fadslen, eller bruges til at fremkalde abort?
Vi har undersegt en raekke planter, der anvendes til
abort i Tanzania, og fundet, at nogle af dem har en
kraftig sammentraekkende effekt pa livmoderen. Sam-
mentrakningen kan udstaede et foster eller standse livs-
truende bladninger efter fadslen.

Af Anna K. Jager, Uffe Kristiansen og Vibeke Rasch

Hvad ger du, hvis du er en 16-drig skolepige, der venter et
ugnsket barn, og du ved, at skolen vil smide dig ud, fordi du
er gravid, og at din kaereste kan ende i faengsel, fordi det er
forbudt at gere skolepiger under 18 ar gravide? Eller hvis du
er gravid efter en voldtaegt, og din mand, som snart kommer
hjem pa sit arlige besag fra arbejdet i byen, vil straffe dig og
udstade dig — eller hvis du ganske simpelt ikke kan bredfade
endnu et barn? Mange gravide kvinder i udviklingslandene
befinder sig i sa vanskelige sociale og gkonomiske situatio-
ner, at de ikke ser andre udveje for deres egen eller familiens
overlevelse end at abortere deres foster.

| Tanzania er det illegalt at f& foretaget en abort, sa kvinder-
ne ma selv fremkalde aborten. 40 procent af de kvinder, som
vaelger abort, bruger planter til at udlgse aborten. Her hen-
ter kvinderne hjzelp hos de traditionelle fadselshjzelpere, som
er kvinder uden formel uddannelse, der fungerer som jorde-
madre. Fadselshjaelperne synes at vide, hvilke planter man
kan bruge, og hvordan planterne skal tilberedes og doseres.
De ma dog ikke selv fremstille praeparaterne og give dem til
kvinderne, men de mé godt instruere gravide kvinder i, hvil-
ke planter de skal samle, og hvordan de skal bruges.

Mange kvinder i Afrika der af bledninger efter fadslen. Andre gravide er sa
pressede af sociale og ekonomiske forhold, at de ikke ser anden udvej end
at abortere deres foster. Plantemedicin kan bade standse bledninger og
fremkalde abort.



Mange afrikanske medicinplanter har sammentraekkende virkning pa livmoderen. Til venstre ses Commelina africana og til hgjre
Desmodium barbatum.

Men virker planterne? Det vil vi gerne finde ud af. | program-
met People and Plant Medicine undersgger vi derfor viden-
skabeligt, om de planter, som traditionelle healere rundt
omkring i verden anvender, rent faktisk har farmakologiske
virkninger, som ger planterne egnede som medicin. Ud over
at identificere de planter som virker, er det ogsa vigtigt at fa
sorteret virkningslase eller direkte skadelige planter fra.

| vores projekt blev 22 fgdselshjaelpere i Tanzania intervie-
wet om deres viden om planter til fremkaldelse af abort. De
kendte 23 planter. En af planterne bliver brugt som en spids
pind, som man stikker ind gennem skeden og op i livmode-
ren for at inducere abort pa samme made, som strikkepinde
tidligere blev brugt i Danmark. Denne plante sa vi ikke naer-
mere pa, da det jo er en ren mekanisk effekt. Af de avrige
22 planter bliver to anbragt i skeden, mens resten indtages
som afkog eller te eller tygges. Man fortsaetter med at tage
planten, indtil virkningen indtraeder, hvilket kan tage op til et
par dage.

Sammen med fgdselshjeelperne indsamlede vi materiale af
de 22 planter. For at veere sikre pa identiteten af de udvalgte
planter blev de artsbestemt videnskabeligt af en lokal botani-
ker — med det yderst passende navn Flora — hvorpa pressede
herbarieeksemplarer af alle planterne blev oplagret pa her-
bariet i Dar es Salaam, hvor de tjener til dokumentation af
planternes identitet.

Abort ved sammentraekning af livmoderen
Hjemme i laboratoriet i Danmark fremstillede vi ekstrakter af
planterne, sa vi kunne undersgge deres virkning. Vi valgte at
undersgge planteekstrakternes evne til at fa livmoderen til at
traekke sig sammen, da dette er den klassiske made at ud-
stade et foster pa. Til forsagene skulle vi bruge livmoderen
fra rotter, der var i brunst og havde aglgsning, fordi det er
lettest at inducere sammentraekninger pa livmoderen pa det-
te tidspunkt i cyclus. Hver morgen matte vi tage et skrab fra
rotternes skeder, hvorefter vi under et mikroskop kunne se,
om der var forandringer i skedeslimen, som viste, at rotten
havde aglgsning. Nar rotten kom i brunst, blev den aflivet,
hvorpa livmoderen blev udtaget og klippet i mindre stykker,
sa en enkelt livmoder kunne bruges til flere forsag.
Livmodervaevet blev placeret i naeringsvaeske og spaendt op
mellem to snore. Den ene snor var fastgjort til en fijeder med
en kraftmaler, som kunne male, hvor meget fjederen blev
strakt, og dermed om livmodervaevet trak sig sammen. Der-
pa tilsatte vi planteekstrakterne til naeringsvaesken, som liv-
modervaevet befandt sig i. Malingerne viste nu, om ekstrak-
terne fik livmoderen til at traekke sig sammen, hvor staerk
sammentraekningen var, og hvor lang tid, der gik mellem
hver sammentraekning — ligesom ved veer.

At fremkalde en abort kraever en staerk sammentraekning

af livmoderen. Halvdelen af de testede planter fik livmoder-

TRADITIONEL FODSELSHJALP | UDVIKLINGSLANDE

Traditionelle fadselshjeelpere (Traditional Birth Attendants)
er en del af behandlingssystemet i mange udviklings-
lande, hvor de fungerer som jordemgdre og tager sig af
omkring halvdelen af alle fadsler. Ude pa landet fader
naesten alle kvinder med hjeelp fra en traditionel fgdsels-
hjeelper.

Fadselshjeelperne er normalt kvinder uden en egentlig
uddannelse, men med erfaring fra mange fgdsler, og i
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mange kulturer skal de selv veere mgdre. Deres manglen-
de uddannelse og knaphed pa udstyr og medicin betyder,
at fadselshjeelperne ikke kan stille meget op ved kompli-
cerede fagdsler.

I nogle lande er der initiativer i gang for at give de tradi-
tionelle fgdselshjeelpere en basal uddannelse, sa de kan
klare flere situationer og blive bedre til at bedemme,
hvornar en kvinde skal sendes videre i sundhedssystemet.
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Malinger viser, at et ekstrakt af Rubia cordifolia forstaerker sasmmentraekningen af livmodervaevet og eger antallet af sammen-

traekninger. Begge virkninger stiger med stigende dosis.

veevet til at lave kraftige sammentraekninger, mens 11 af
ekstrakterne fik sammentraekningerne til at komme med
kortere mellemrum. Syv af planteekstrakterne havde beg-
ge virkninger: Commelina africana, Desmodium barbatum,
Obetia radula, Ocimum suave, Rubia cordifolia, Sphaerogyne
latifolia og Triumfetta microphylla. Vi sammenlignede virk-
ningen af planteekstrakterne med kontrolstoffet acetylcho-
lin, som far livmodervaevet til at traekke sig sammen, og flere
af planteekstrakterne virkede lige s& godt som acetylcholin.
De traditionelle fadselshjeelpere foreslog ikke altid kun at
bruge en enkelt plante, men somme tider blandinger af to
eller tre planter. Og det ser ud til, at der er god grund til det-
te. For eksempel anvendes et afkog af en blanding af Obetia
radula, Rubia cordifolia og Zehneria scabra, hvor de alle tre
giver sammentraekninger med korte tidsintervaller, mens de
to ferste ogsa giver sammentraekninger med stor styrke.

FORMIDLING AF DEN NYE VIDEN

People and Plant Medicine programmets ultimative mal
er at hjeelpe folk, sa derfor er det afgerende at fa den
nye viden om plantemedicin ud til udeverne og brugerne.
Det haber vi at gere ved informationsseminarer i de tra-
ditionelle healeres og fadselshjeelperes organisationer i
Tanzania.

Det er generelt meget sveert for forskere at fa deres
forskningsresultater om effekten af medicinplanter ud til
dem, der har brug for den nye viden i behandlingsgje-
med. Nogle enkelte lande har velorganiserede sammen-

Standsning af bledninger efter fadslen

Planter, som kan fa livmoderen til at traekke sig sammen,

kan ikke kun bruges til at fremkalde abort, men ogsa til at
stoppe blgdninger efter fadsler. Det anslas, at der hvert ar pa
verdensplan der 350.000 kvinder pa grund af blodtab, efter
at de har fadt. | Afrika der en ud af 16 kvinder i forbindelse
med graviditet, og i de hardest ramte lande dgr hver ottende
gravide kvinde.

Det skyldes iszer, at kvinderne ikke har adgang til medicinsk
hjeelp, enten fordi de ikke har rad, eller fordi de bor for langt
vaek fra byerne. | disse landomrader kan kendskabet til effek-
tive planter, der kan traekke livmoderen sammen efter fgds-
len og stoppe blgdningen, vaere en gratis eller i hvert fald
billig lzsning. Det er ikke kun den enkelte kvindes dad, som
kunne forhindres, men ogsa katastrofen for hendes efterlad-
te barn, der kastes ud i en fortvivlet kamp for at overleve og
som kommer til at vokse op under svaere vilkar.

slutninger af traditionelle healere, men i mange lande er
der darlig organisering, og store geografiske afstande
ger det svaert at na helt ud i landdistrikterne. Der mang-
ler maske ogsa en faelles forstaelsesramme af sygdom og
behandling, hvilket kan gare det sveert for forskere og
healere at kommunikere. Endeligt er det sadan i forsk-
ningsverdenen, at det kun er artikler publiceret i viden-
skabelige tidsskrifter eller patenter, der tzeller og giver
prestige, mens det desvaerre ikke teeller ret meget at fa
viden ud til brugere i et udviklingsland.

Ph.d. Anna K. Jager er lektor pa Institut for Molekylaer Laegemiddelforskning
Ph.d. Uffe Kristiansen er lektor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
Dr.med. Vibeke Rasch er pa Gynaekologisk - Obstetrisk Afdeling, Odense Universitetshospital
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Malrettet

iIsketur I hjernén

giver ny viden om
Fantasys virkningssted

— — -

Vi har udviklet en molekylzer fiskestang, som hjzelper
os til at forsta, hvordan misbrugsstoffet GHB — kendt
som Fantasy - virker i hjernen. Med fiskestangen har vi
fanget det specifikke protein, som GHB reagerer med i
hjernebarken. Dermed bliver det muligt at undersege
stoffets virkning, og om det kan modificeres, sa det
ikke laengere er farligt og kan bruges til at behandle
sygdomme.

Af Inge S. Villumsen, Stine B. Vogensen, Bente Fralund,
Rasmus P Clausen og Petrine Wellendorph

GHB er en kemisk forbindelse, der forekommer naturligt i
menneskets hjerne, men som er bedst kendt som misbrugs-
stoffet Fantasy. Nar GHB indtages i moderate maengder,
medfarer det euforiske og afslappende effekter, men i hgjere
doser eller blandet med alkohol kan misbrug af stoffet med-
fare koma og dad. Den naturlige funktion er stadig ukendt,
men GHB fungerer sandsynligvis som et signalstof i hjernen.
Malet med vores forskning er at karakterisere GHB's bin-
dingssteder i hjernen pa molekylzert plan og korrelere dem
med stoffets fysiologiske og farmakologiske funktion.
Hjernens signalstoffer virker ved at binde til og aktivere saer-
lige proteiner, men det vides ikke, hvilket af hjernens pro-
teiner GHB binder sig til. Ved brug af radioaktivt maer-

kede GHB-lignende stoffer har vi tidligere vist, hvor

i hjernen det ukendte protein findes. Men farst nar
selve proteinet er identificeret, kan man for alvor be-

y-hydroxysmarsyre (GHB) blev ferste gang be-
skrevet i 1960'erne som et stof, der let passerer
ind i hjernen, hvor det haemmer nervecellernes
signaloverfersel. Man opdagede ogsa, at GHB er
naturligt forekommende i hjernen i sma maeng-
der, men stoffets fysiologiske betydning er stadig
ukendt.
| hgjere doser er GHB blevet brugt bade rekrea-
tivt og medicinsk. | Danmark er GHB mest kendt
som misbrugsmidlet Fantasy, der anvendes som rus-
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gynde at forsta GHB's rolle i hjernen. Derfor er vi nu gaet pa
fisketur i hjernevaev fra rotter for at fa proteinet pa krogen.

Den molekylzere fiskestang

Vi har brugt medicinalkemiske metoder til at udvikle fiske-
stangen i form af et molekyle, som kan fiske GHB’s bindings-
protein ud fra hjernens samlede pulje af proteiner. Kravene
til en saddan molekylzer fiskestang er, at molekylet skal binde
specifikt til det rigtige protein, at det har en krog, som kan
hage sig fast i proteinet, og at det indeholder en lampe, som
lyser, sa man kan detektere fiskestangen og dermed fang-
sten.

GHB-fiskestangen indeholder forskellige funktionelle grup-
per, som hver iszer opfylder disse forskellige krav. Den ene
ende af stangen er strukturelt identisk med GHB og fungerer
som madding, der sgrger for, at fiskestangen binder til det
samme protein i hjernen som GHB. Fiskestangen indeholder
0gsa to aromatiske ringe, der forstaerker stangens tilknytning
til proteinet. Eksperimenter har vist, at tilstedevaerelsen af
ringene medfarer, at molekylet binder op til 700 gange steer-
kere til bindingsproteinet end GHB selv, hvilket medfarer, at
fiskestangen er selektiv overfor det gnskede protein; det bin-
der ikke til andre af hjernens proteiner.

Fiskestangen fanger proteinet i pragven, mens det har sin na-
turlige facon. Men derefter opstar der et problem. For nar
man gnsker at isolere og oprense et protein i laboratoriet, er
det normalt ngdvendigt at udszette proteinet for et kemisk
miljg, som @delaegger proteinets tredimensionelle struktur.

GHB GENNEM TIDEN: FRA NATURSTOF TIL MISBRUGSSTOF OG LAGEMIDDEL

middel, som giver euforiske og afslappende effekter, men
som i hgje doser kan fare til koma og ded. GHB er ogsa
kendt som et Date Rape Drug, fordi stoffet er blevet brugt
som bedgvelsesmiddel ved voldtaegter, hvor GHB kommes i
offerets drink, uden at det kan smages. Der findes ikke no-
gen modgift.

Siden 1970’erne har GHB vaeret anvendt medicinsk som be-
develsesmiddel, til behandling af sevnlgshed og til smer-
telindring ved fgdsler. GHB er i dag et registreret laegemiddel
mod nogle former for sgvnforstyrrelser samt alkoholisme.



Pa fisketur i hjernen: Seen er en proteinoplesning fra en rottehjerne. Maddingen er et GHB-lignende molekyle, og fisken er det
protein, som GHB binder til i hjernen. Nar fisken bider pa, fanges den pa krogen. Ved de efterfalgende analyser i laboratoriet
kan proteinet detekteres, fordi det afslares af en radioaktiv lampe pa fiskekrogen. Den molekyleere fiskestang er baseret pa
strukturen af GHB (bla) og designet, sa der er plads til to aromatiske phenylringe, som bidrager til proteinets genkendelse af
GHB. Krogen er en azidgruppe, N=N=N (sort), som kan fraspalte et kvaelstofmolekyle, N,, og omdannes til en nitren (red), nar
gruppen belyses med ultraviolet lys. Nitrener er meget reaktive og reagerer kemisk med proteinet, hvorved der dannes en staerk
kovalent binding. Lampen et radioaktivt atom, jod'?* (gul), som er placeret pa den ene ring.

Under sadanne betingelser kan GHB og GHB-lignende mole-
kyler ikke laengere binde til proteinet som en nggle i en las,
fordi lasen har andret form.

For at sikre, at vores GHB-madding ikke falder af bindingsste-
det pa proteinet under oprensningen, har vi inkorporeret en
kemisk azidgruppe i den molekylzere fiskestang. Nar stangen
belyses med ultraviolet lys, reagerer azidgruppen med ami-
nosyrer i proteinet og binder sig kovalent til dem som en fi-
skekrog, der saetter sig fast i munden pa en fisk. Efter denne
reaktion kan man udszette proteinet for de ngdvendige for-
sggsbetingelser uden at fiskestangen falder af. Derved kan
GHB’s bindingsprotein adskilles fra de gvrige proteiner i hjer-
nevaevet via klassisk separation af proteiner efter starrelse.
Den molekylaere fiskestangs sidste egenskab er en lampe,
som ger det muligt at felge molekylet under forsggene.
Lampen bestar af en radioaktiv jod-isotop, der udsender et
kraftigt signal, som radiofglsomme malere opfanger i form
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af lysglimt. Metoden er saerdeles falsom og ger det muligt
at pavise tilstedevaerelsen af molekylet ned til meget sma
maengder.

Bid i laboratoriet

Ved at udnytte det specialdesignede molekyle er det lykke-
des at isolere GHB-bindingsproteinet fra rottehjernevaev og
bestemme starrelsen pa proteinet. Vi har anvendt vaevsmate-
riale fra det cerebrale cortex, ogsa kaldet hjernebarken, som
er det yderste lag af hjernen hos mennesker og hgjere dyr.
Her er der tidligere observeret en hgj grad af GHB-binding.
Vi kastede fiskestangen ned til blandingen af proteiner fra
rottehjernevaevet og opndede en selektiv og staerk binding
til bindingsproteinet. Blandingen blev efterfglgende fotorea-
geret ved belysning med ultraviolet lys, sa azidgruppen pa
fiskestangen kunne reagere med proteinet og fange det pa
krogen. Herefter blev proteinblandingen analyseret ved at
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ADSKILLELSE AF PROTEINER VED GELELEKTROFORESE

For at kunne identificere proteinerne i en prgve af fx hjernevaev er det ngd-
vendigt ferst at denaturere proteinerne og derpa at adskille dem. Det kan op-
nas med metoden SDS polyakrylamid gelelektroforese (SDS-PAGE).

SDS star for natriumdodekylsulfat, som er et meget anvendt oplgsningsmid-
del inden for biokemien. Stoffet denaturerer proteiner, dvs. gdelaegger deres
oprindelige tredimensionelle facon ved at bryde bindinger mellem aminosy-
rerne og ved at give proteinoplgsningen en negativ ladning. Fidusen er, at de
denaturerede proteiner nu kan adskilles efter starrelse.

Adskillelsen opnas med polyakrylamid gelelektroforese, hvor proteinblandin-
gen fra prgven anbringes gverst i gelen, som péfares et spaendingsfelt. Da
proteinerne er negativt ladede, vil de vandre fra den negative katode pa top-
pen af gelen imod den positive anode i bunden af gelen, sadan at de mind-
ste proteiner vandrer hurtigst. Man anbringer oftest en blanding med kendte
proteiner i en af yderbrgndene for at have noget at sammenligne med.

Nar proteinerne i praven er adskilt, viser den radioaktive markgr pa fiskestan-
gen, hvilket protein GHB binder sig til.

sortere proteinerne efter starrelse. Derpa blev proteinet de-
tekteret ved hjaelp af den radioaktive jod-isotop, og starrel-
sen blev malt til at vaere pa omkring 50 kDa. De naeste skridt
bliver at oprense proteinet yderligere, bestemme aminosyre-
sekvensen og identificere det gen, som koder for proteinet.
Nar det er lykkedes, bliver det muligt at udtrykke det GHB-
bindende protein i pattedyrsceller ved brug af genteknologi
og undersgge proteinet isoleret frem for blandt alle hjer-
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Her ses en gel af proteinoplasningen fra en rottehjerne.

Det marke band i den centrale brend repraesenterer det
indfangede bindingsprotein, som haenger sammen med den
radioaktivt meerkede fiskestang. Til hgjre kan man se, hvor-
dan tilseetning af en haj koncentration af GHB fortraenger
det meerkede stof inden belysning med ultraviolet lys, hvilket
bekreefter, at bandet kommer fra et protein, der kan binde
GHB. Det GHB-bindende protein har en sterrelse pa ca. 50
kDa estimeret ud fra forskellige kendte proteiners sterrelse
yderst til venstre i gelbilledet.

nens proteiner. Herved vil vi mere praecist kunne bestemme,
hvordan proteinet fungerer pa det molekylaere plan, bygge
modeller af proteinet og gé i gang med at designe stoffer,
som preecist aktiverer eller haemmer proteinet. Alt afhaengig
af, hvilken rolle proteinet spiller i hjernen, vil vores fangst pa
sigt muliggere udvikling af stoffer med malrettet effekt mod
visse sygdomme i hjernen, men uden de farlige bivirkninger,
som Fantasy medfarer.
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@ Anatomien af en rottehjerne. De rade streger markerer det horisontale plan, hvor der er udtaget tynde skiver til bindings-
studierne. @ En vaevsskive med markering af de relevante hjernedele. @ Den radioaktivt maerkede fiskestang binder

til det cerebrale cortex og hippokampus (grent), men ikke til lillehjernen (redt). @ Ved tilstedevaerelse af GHB
under reaktionen fortraenges det radioaktive stof fra sit bindingssted, og radioaktiviteten aftager. Forskellen
mellem @ og @ svarer til de specifikke GHB-bindingssteder som overvejende er i cortex og hippokampus.

Stud.scient Inge S. Villumsen er specialestuderende pa Institut for Molekylaer Laegemiddelforskning og Aarhus Universitet
Ph.d. Stine B. Vogensen er postdoc pa Institut for Molekylser Leegemiddelforskning
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Mysteriet om

Vandige ekstrakter af den euforiserende plante kava
har vzeret anvendt pa ger i Stillehavet gennem artu-
sinder uden at forarsage alvorlige bivirkninger. Men i
Vesten har brug af kava medfert leverskader. Hvorfor?
Nye undersggelser tyder pa, at toksiciteten skyldes,
at organiske oplasningsmidler har erstattet vand ved
fremstilling af ekstrakterne.

Af Line Olsen, Steen Honoré Hansen, Claus Cornett
og Christian Skonberg

Vandige ekstrakter af planten kava har vaeret anvendt i ce-
remonielle sammenhaenge i flere artusinder pa ger i Stille-
havsregionen. Drikken har en beroligende og let euforiseren-
de virkning, men pavirker ikke de mentale funktioner. Den
traditionelle drik forekommer relativt sikker, idet den mest
udbredte bivirkning er et skaellet udslaet, som kaldes kava-
dermopati. Men efter introduktion af produkter baseret pa
kava pa det europaeiske og amerikanske marked blev flere til-
feelde af leverskader observeret. Mange af skaderne blev for-
bundet med indtag af kava, og produkter indeholdende kava
blev derfor forbudt i en raekke lande, heriblandt Danmark.
Mekanismen bag levertoksiciteten er ukendt og beskrives
derfor som idiosynkratisk. Det vil sige, at kun meget f& per-
soner rammes, og at man ikke kan pavise en sammenhang
mellem dosis og giftvirkning. Nye forskningsresultater ty-
der imidlertid pa, at leverskaderne observeret i Vesten kan
skyldes, at kava her ekstraheres i organiske oplgsningsmid-
ler frem for i vand, som bruges pa Stillehavsgerne. Desuden
sandsynligger vore resultater, at en gruppe pigment-stoffer i
ekstraktet er involveret i processen.
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James Cook beskrev planten

Kava eller Kava-Kava blev ferste gang beskrevet i litteraturen
af kaptajn James Cook under hans sejlads i Stillehavsomra-
det fra 1768 til 1771. Ekstrakter af planten bliver anvendt i
ceremonielle sammenhange og effekten beskrives som be-
roligende og sammenlignes ofte med alkohol, dog uden at
medfare afhaengighed eller ophidselse.

Pa sin anden rejse i Stillehavsomradet fra 1772 til 1775 hav-
de James Cook en ung botaniker med, Johann Georg For-
ster, som navngav planten Piper methysticum. Forster gav
samtidig en udferlig beskrivelse af fremstillingsmetoden af
ekstraktet. Traditionelt bliver ekstrakterne fremstillet ud fra
roden, som skaeres i sma stykker, hvorefter stykkerne tygges
— evt. af landsbyens jomfruer — og saften spyttes ud i en stor
skal. Her blandes saften med vand eller kokosmaelk, hvoref-
ter ekstraktet drikkes. Mere hygiejniske fremstillingsmetoder
er 0gsa beskrevet, hvor roden udblades eller knuses og sies
gennem palmeblade.

Kava blev indfart i Europa i lgbet af det naeste arhundrede
og blev optaget i forskellige farmakopéer, bl.a. i den britiske
farmakope i 1914 til behandling af gonoré. Den dag i dag
kan man stadig blive tilbudt traditionelt fremstillede kavaeks-
trakter pa Stillehavsgerne.

Svaert at forklare giftvirkninger

Kava indeholder flere forskellige kemiske stoffer, hvoraf de
mest dominerende er laktoner, som udger 3-20 procent af
tarret kavarod og op til 96 procent af et organisk ekstrakt.
Laktonerne er ansvarlige for kavas beroligende effekt. Ud
over laktoner indeholder planten forskellige alkaloider samt
en gruppe af pigmenter, som kaldes flavokavainer. | vestlige
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Traditionel fremstilling af et kavaekstrakt.
Q@verst: Roden skaeres i mindre skiver.

I midten: Skiverne findeles og eltes, indltil fibrene er adskilt.
Nederst: Fibrene blandes med lidt koldt vand, og saften vrides ud.
Ekstraktet er en brunlig veeske.
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lande fremstilles primaert standardiserede organiske tgrrede
ekstrakter med et laktonindhold pa 30-70 procent.

| lgbet af 1990’erne steg kavas popularitet i den vestlige ver-
den, og samtidig blev en stigning i antallet af leverskader
observeret i forbindelse med indtag af ekstrakterne. Denne
sammenhaeng ferte til et forbud mod salg af kavaprodukter
i en raekke europaeiske lande samt i Canada, og i USA maer-
kes alle kavaprodukter med advarsler. En starre undersggel-
se udfert af WHO konkluderede i 2007, at der var en mulig
sammenhang mellem brug af kavaprodukter og levertoksi-
citet, men den konkrete drsag til leverskaderne kunne ikke
fastslas, og man kunne heller ikke pavise nogen sammen-
haeng mellem toksicitet og dosis eller eksponeringstid. Fore-
komsten af leverskader blev estimeret til at vaere et tilfaelde
blandt 2500 brugere. Siden er adskillige studier blevet udfert
med henblik pa at forklare den bagvedliggende mekanisme
for toksiciteten, men til dato uden succes.

At kava har veeret anvendt i flere artusinder pa Stillehavsger-
ne uden at medfare en gget forekomst af levertoksicitet, har
vaeret et mysterium for alle involverede forskere, fordi der
ikke synes at vaere andre forskelle pa kommercielle produkter
og traditionelle ekstrakter end selve fremstillingsmetoden.
Vandige og organiske ekstrakter er blevet testet bade i labo-
ratoriefors@g med cellekulturer og i dyreforsgg, men uden
entydige resultater. Konklusionen har i mange tilfaelde vee-
ret, at kavainduceret levertoksicitet er idiosynkratisk, hvilket
er karakteriseret ved, at der ikke kan pavises dosisathaengig-
hed, og at kun meget fa individer rammes.

Idiosynkratisk toksicitet

Giftvirkninger af kava kan ikke pavises i dyremodeller. Dette
kan skyldes, at mennesker og dyr omdanner laegemidler og
rusmidler forskelligt, sa det ofte er forskellige metabolitter af
et stof, som dannes i forskellige arter. Blandt andet derfor er
involvering af reaktive metabolitter en udbredt teori i forkla-
ringen af idiosynkratisk toksicitet hos mennesker ved indta-
gelse af kava. Hvis der dannes reaktive forbindelser i leveren,
kan de reagere med leverens proteiner, hvilket kan gdelaegge
proteinernes funktion eller fremkalde et immunrespons.
Idiosynkratiske reaktioner har ofte ligheder med allergiske re-
aktioner, og det kan ikke forudsiges, hvilke personer der vil
reagere. Omdannelse af indholdsstofferne i kava foregar for
en stor del i leveren, som ofte er involveret ved idiosynkra-
tisk toksicitet. En del laegemidler omdannes saledes til reak-
tive metabolitter i leveren. Et eksempel er det smertestillede
stof, paracetamol, men her dannes metabolitterne dosisaf-
haengigt, og kun nar de dannes i store maengder, vil de give
anledning til at levercellerne tager skade. Leverens robusthed
skyldes i hgj grad, at cellerne indeholder hgje koncentratio-
ner af stoffet glutathion. Glutathion kan nemlig reagere med
de dannede reaktive metabolitter, far cellen bliver angrebet,
0g pa den made forhindre, at cellen tager skade.



Vores forskergruppe har i mange ar arbejdet med at identi-
ficere og karakterisere kemisk reaktive omsaetningsproduk-
ter af leegemiddelstoffer i leveren, primaert med fokus pa
karboxylsyreholdige laegemidler. Det er isaer smertestillende
medicin, de sakaldte NSAID — non steroide antiinflammato-
ric drugs — som kan danne reaktive acylglucuronider og acyl-
Coenzym A-addukter. Disse laegemidler kan reagere med
savel glutathion som proteiner i leveren. Forskningsgruppen
har endvidere arbejdet med chalconer, en stofgruppe som
omfatter laegemiddelkandidater mod bl.a. malaria, og som
i lighed med flavokavainerne indeholder en a,-umaettet
keton som reagerer med glutathion.

Reaktive flavokavainer

Flavokavainerne og laktonerne er potentielt reaktive, fordi
de indeholder en molekylaer struktur, en a,p-umaettet ke-
ton, som villigt indgar i kemiske reaktioner. Flavokavainerne
findes kun i sma maengder i kavaplanten, men pigmenterne
er de mest toksiske indholdsstoffer. Nyere forskning har vist,
at denne type af stoffer har potentiale som laegemidler til
behandling af visse kraeftformer, fordi de inducerer kontrol-
leret celledad. Denne effekt kan ophaeves ved at behandle
cellerne med N-acetylcystein. N-acetylcystein har i denne for-
bindelse samme beskyttende egenskaber, som glutathion har
i leveren.

Oplaseligheden af bade laktoner og flavokavainer er meget
hgjere i organiske oplgsningsmidler som ethanol og aceto-
ne end i vand. Indholdet af flavokavainer i et standardiseret
vestligt ekstrakt vil séledes vaere hgjere end i et vandigt eks-
trakt, som er fremstillet med de traditionelle metoder pa Stil-
lehavsgerne. Ydermere viser tidligere forskning, at kemiske
stoffer med strukturer, der ligner flavokavainers, nedbrydes i
vandige oplgsninger til stoffer, som sandsynligvis ikke er re-
aktive. Desuden har man pavist glutathion i vandige ekstrak-
ter af kava, men ikke i organiske ekstrakter. Eventuelle re-
aktive stoffer, der matte ekstraheres i vand, vil derfor kunne
"afgiftes” ved at reagere med co-ekstraheret glutathion.

Mistanke til organiske ekstrakter

Vi har undersggt forskellige vandige og organiske ekstrakter
af kava, og ved hjzlp af vaeskekromatografi og massespek-
trometri (LC-MS/MS) har vi pavist konjugater mellem flavoka-
vainer og glutathion, hvor de to stoffer er gaet i forbindelse
med hinanden. Dette bekraefter, at flavokavainerne er reak-
tive, i hvert fald i laboratorieforsag.

Konjugaterne mellem flavokavainer og glutathion blev pavist
i tre forskellige organiske ekstrakter, mens der ikke blev fun-
det konjugater mellem kavalaktoner og glutathion. Maeng-
den af flavokavainer, der blev ekstraheret i vand, var for-
svindende lille sammenlignet med maengden i et organisk
ekstrakt. Vores forsgg bekraefter desuden, at flavokavainerne
i vandige oplasninger nedbrydes til ikke-reaktive forbindel-
ser med en hastighed, som er signifikant hurtigere end i or-
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De vigtigste indholdsstoffer i kava er kavalaktoner, alkaloider og flavoka-
vainer. Bade laktoner og flavokavainer indeholder en sakaldt o, B-umaettet
keton (tegnet med fede linier). Dette strukturelle element er potentielt
kemisk reaktivt. Reaktive kemiske forbindelser kan vaere arsagen til de
sjzeldne tilfeelde af levertoksicitet, som er observeret i Vesten. Her fremstilles
kavaekstrakt ved brug af organiske oplasningsmidler, og sddanne ekstrakter
indeholder bl.a. flavokavainer i langt starre maengder end i de traditionelle
drikke pa Stillehavsaerne, hvor kava ekstraheres i vand.
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Torret kava-pulver
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SADAN ANALYSERES INDHOLDSSTOFFER | EKSTRAKTER

Indholdsstofferne i traditionelle og vestlige kavaekstrakter
blev analyseret via en kombination af vaeskekromatografi og
massespektrometri, som kaldes LC-MS/MS. Farst adskilles de
forskellige stoffer i ekstrakterne ved hjeelp af hgjtryksvaeske-
kromatografi (HPLC). Derpa fordampes oplgsningsmidlet, og
indholdsstofferne ioniseres ved at pafere dem en spaending,
hvorpa de sendes ind i massespektrometret.

loner med et specifikt masse-ladningsforhold kan nu isoleres
i massespektrometrets farste kammer. | det andet kammer
slas ionerne i stykker til mindre fragmenter, og i det tredje
kammer kan specifikke fragmenter isoleres.

ganiske oplgsningsmidler. | organiske solventer var flavoka-
vainerne stabile over en periode pa mere end 8 timer. Disse
opdagelser tyder pa, at flavokavainer kan vaere involveret i
leverskader, samt forklare arsagen til, at der ikke ses en @get
forekomst af leverskader pa Stillehavsger, hvor brugen af
kava er udbredt. Ved den traditionelle fremstilling af de ce-
remonielle drikke vil flavokavainer blive ekstraheret i meget
mindre mangde, og den andel, som ekstraheres, vil blive

Cand.pharm. Line Olsen er research scientist i EntomoPharm

Dr.pharm. Steen Honoré Hansen er professor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
Ph.d. Claus Cornett er lektor pa Institut for Farmaci og Analytisk Kemi
Ph.d. Christian Skonberg er research scientist i ADME-afdelingen pd Novo Nordisk, Malgv
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Teknikken er velegnet til at detektere konjugater, fordi man i
det farste kammer kan isolere ioner med et masse-ladnings-
forhold, som svarer til summen af de stoffer, som tilsammen
udger et givet konjugat. Efter fragmenteringen i det andet
kammer kan man bestemme masse-ladningsforholdet af
udgangsstofferne i det tredje kammer og derigennem vise,
hvilke stoffer konjugatet blev dannet af.

Metoden kan ogsa anvendes til at sege efter konjugater i
en prgve. Hvis man fx forventer, at et stof reagerer med glu-
tathion, kan man bruge et fragment fra glutathion til at lede
efter starre forbindelser, som indeholder dette fragment.

nedbrudt i lgbet af relativ kort tid.

Selvom man skulle synes, at mysteriet om kavas toksicitet nu
er lgst, s& mangler der naturligvis yderligere studier af flavo-
kavainerne for at bekraefte vores teori. | praksis er det dog
naesten umuligt at fastsld med absolut sikkerhed, at flavo-
kavainerne er skyld i de fa tilfeelde af levertoksicitet ved ind-
tagelse af kavaekstrakter, man har observeret i de vestlige
lande — netop fordi sa fa personer rammes.




Uklare
retningslinje

om D-vitamintilskud
til etniske minoriteter

D-vitaminmangel er udbredt i den danske befolkning,
og visse etniske minoriteter har en forgget risiko for at
mangle vitaminet. Men hvilke minoriteter? | forskellige
officielle vejledninger defineres etniske minoriteter for-
skelligt og upraecist, hvilket gor det svaert at vurdere,
om en person med minoritetsbaggrund er i seerlig ri-
siko. Det kan medfare, at anbefalingen om D-vitamintil-
skud ikke gives til netop de mennesker, som har foraget
risiko for D-vitaminmangel.

Af Anna Mygind, Janine Morgall Traulsen
og Lotte Stig Nergaard

D-vitamin fremmer optagelsen af calcium og fosfat fra tarmen
og ager aflejringen af de to mineraler i knogler og taender.
Desuden bruger vores immunforsvar vitaminet i bekaempelsen
af sygdomsfremkaldende organismer. D-vitamin optages gen-
nem kosten eller dannes via sollys pa huden, og pa vore bred-
degrader er den naturlige tilfgrsel af D-vitamin ofte utilstraek-
kelig i de marke vintermaneder. Derfor har op imod halvdelen
af den danske befolkning D-vitaminmangel, hvilket kan for-
arsage engelsk syge, hvor knoglerne bliver "blgde”, samt
knogleskgrhed. For nylig er mangel p& D-vitamin ogsa blevet
kaedet sammen med aget risiko for depression, svaekkelse af
immunforsvaret, hjerte-kar-sygdomme og kraeft.

Forskellige grupper i befolkningen har en seerlig risiko for
D-vitaminmangel. Det gaelder fx for gravide, da behovet for
D-vitamin @ges under graviditet. Ogsa aeldre udger en risiko-
gruppe, fordi de ofte opholder sig mindre ude i sollyset, og
fordi omdannelsen til den aktive form af D-vitamin i nyrerne
mindskes med alderen. Desuden naevnes etniske minoriteter
ofte som en risikogruppe. Men hvad mener sundhedsmyn-
dighederne egentlig, nar man taler om etniske minoriteter i
denne sammenhang? Det satte vi os for at undersgge.
Undersggelsen fokuserede pa, hvordan etniske minorite-

ter bliver defineret i danske retningslinjer som risikogruppe
for D-vitaminmangel. Vi fandt frem til ti officielle dokumen-
ter, som alle handlede om dette. Dokumenterne var udgivet
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af styrelser, regioner, hospitaler og faglige
organisationer, og et enkelt dokument var
skrevet af en praktiserende lzege. Vi sam-
menlignede de forskellige dokumenters defi-
nitioner af etniske minoriteter og forklaringer
pa den ggede risiko, og resultatet var hgjst
overraskende. Der var nemlig otte for-
skellige definitioner pa etniske mino-
riteter, og en del af definitionerne

var temmelig upraecise.

FAKTA OM D-VITAMIN

Definition pa D-vitaminmangel
Graenserne for, hvornar koncentrationen af D-vitamin er for lav, er
lgbende til debat. | gjeblikket benyttes nedenstdende graenser:

e Sveer D-vitaminmangel: < 12 nmol/L

e D-vitaminmangel: 12 - 25 nmol/L

e D-vitamininsuffiens: 25 - 50 nmol/L
Ved en plasmakoncentration pa 50 - 200 nmol/L vurderes
D-vitaminniveauet at vaere optimalt.

Hvordan males D-vitaminmangel?

D-vitaminmangel konstateres pa baggrund af en blodprgve. Her males
koncentrationen af den form for D-vitamin, der kaldes 25-OH-vitamin D.
Analysen af blodpreven er relativt dyr, sa der skal vaere en seerlig grund til
at fa foretaget en blodpreve.

Behandling for D-vitaminmangel

Behandlingen varierer alt efter, hvor lavt D-vitaminniveau man har. Ofte
er et tilskud i form af tabletter tilstraekkeligt. Desuden kan gget indtag
af fisk, ag og anden D-vitaminholdig mad hjeelpe til et hgjere niveau.
Det anbefales generelt ikke at @ge solbadningen, selvom man sa kan
optage mere D-vitamin via sollyset. Det skyldes risiko for hudkraeft.
Ved svaer D-vitaminmangel kan man fa stgrre maengder D-vitamin som
intramuskulaere indsprgjtninger.
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Den marke vinter i Danmark medferer risiko for D-vitaminmangel hos hele befolkningen, men nogle etniske minoriteter er

saerligt udsatte.

Hvem er i risiko og hvorfor?

Gennem analysen fandt vi frem til de temaer, som indgik i
definitionerne i hvert enkelt dokument og sammenlignede
temaerne pa tvaers af dokumenterne. Langt de fleste doku-
menter indeholdt temaerne hudfarve og tildaekning. Der var
altsa bred enighed om, at mennesker, som har mgrk hud-
farve og/eller gar tildaekket, var i risiko for at fa D-vitamin-
mangel.

Men her stopper enigheden. Nogle dokumenter holdt sig
udelukkende til hudfarve og tildaekning, mens andre vurde-
rede, at det var en risikofaktor at vaere muslim uden at prae-
cisere, om risikoen gjaldt for alle muslimer, eller kun folk, der
baerer tarklaede eller har saerlige madvaner, som ma formo-
des at gge risikoen for D-vitaminmangel. | andre dokumenter
stod der, at indvandrere var i risiko for at mangle D-vitamin,
uden at det blev specificeret, hvad der mentes med at vaere
indvandrer. Gjaldt det fx svenskere og tyskere eller kun folk
fra fjernere dele af verden? Andre dokumenter vurderede, at
indvandrere fra bestemte omrader har en seerlig risiko, men
der var stor uenighed om, hvilke omrader der var tale om. |
dokumenterne var der ogsa forskelle pa, om begge kan og
alle aldersgrupper blev anset som vaerende i risiko, eller om
dette kun eller seerligt gjaldt kvinder og barn.

Et par af dokumenterne kom ind pa teorien om evolution.
Den gar ud pa, at mennesket gennem genetisk selektion til-
passer sig livsvilkarene der, hvor man lever — en proces, som
foregar over adskillige generationer. Argumentet i dokumen-
terne var, at mennesker med lys hudfarve har tilpasset sig
den begraensede mangde sollys her nordpa ved, at der me-
get langsomt er sket en genmutation, sa hudpigmenteringen
er endret. Derved kan D-vitamin lettere optages via solens
straler. Tilsvarende har de lyshudede danskere tilpasset sig
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kulturelt ved ikke at daekke huden s& meget med tgj, lod ar-
gumentet. De fleste indvandrergrupper i Danmark har imid-
lertid boet her i alt for fa generationer, til at genetiske muta-
tioner vil sld igennem. | dokumenterne er dette et argument
for, at livsstilsaenddringer er ngdvendige for at opretholde et
tilstraekkeligt D-vitaminniveau.

En anden udfordring er tde emmelig upraecise definitioner af
risikogrupperne. Fx udpeger nogle af dokumenterne "islami-
ske kvindelige farstegenerationsindvandrere fra Neere Orient,
Asien og Somalia” og "andengenerationsindvandrere, der
bevarer foraeldrenes levevis” som saerlige risikogrupper. Et
andet sted stod der, at “indvandrere defineres som indvan-
drere, der genetisk og livsstilsmaessigt er tilpasset et solrigt
klima”. I de to farste eksempler er det uklart, hvad det vil
sige at vaere islamisk eller fra den Nzere Orient, eller hvilken
levevis, det er risikabelt at bevare fra sine foraeldre. Hvad det
vil sige at vaere genetisk og livsstilsmaessigt tilpasset et solrigt
klima, er heller ikke klart.

Indvandring fra fjernere egne er nyt

Hvorfor er der sé forskellige og upraecise definitioner af
hvilke etniske minoriteter, der har risiko for D-vitaminman-
gel? Det kan der veere flere arsager til. For det farste har
indvandring fra fjernere egne af verden i starre omfang kun
fundet sted gennem kort tid i Danmark. Det er derfor en
forholdsvis ny ting at forholde sig til etnicitet og migration
- 0gsd i sundhedsvaesnet.

For det andet er etnicitet en svaer kategori at afgraense. Der
er en tendens til at taenke etnicitet som en fast og mere el-
ler mindre biologisk kategori som kgn og alder, men i vir-
keligheden er det ofte en social kategori. Det indebzerer,

at det samme menneske kan bade tilhgre og ikke tilhgre



kategorien, alt efter gjnene der ser. Derfor er der ingen fast
definition af etnicitet, som man kan lane sig opad, nar
sundhedsmyndighederne skal udarbejde retningslinjer om
D-vitamintilskud. Det hele kompliceres yderligere af, at D-
vitaminstatus er pavirkelig af bade genetiske faktorer, fx
hudpigmentering, og adfzerd, fx kost og hvordan man klae-
der sig.

Men kan styrelser, regioner og hospitaler ikke bare kigge pa
forskningen om forskellige befolkningsgruppers D-vitamin-
status, nar de udarbejder retningslinjerne? Jo, og det gar
man 0gsa. Men ogsa her er definitionerne upraecise. Fx har
nogle videnskabelige undersggelser malt D-vitaminniveau-
er blandt "tildeekkede arabiske kvinder” og "pakistanske
indvandrere og efterkommere” uden naermere at definere,
hvad det vil sige at vaere "arabisk” eller “pakistansk efter-
kommer”. | undersggelserne sammenlignes deltagernes D-
vitaminniveau med niveauet hos "etniske danskere”, men
ofte er det heller ikke klart, hvem det praecist er.

Udfordring for radgivningen

Radgivning om D-vitamin foregar i flere dele af sundheds-
vaesnet, fx hos egen laege, pa hospitalet og pd apoteket.
Her skal de sundhedsprofessionelle foretage konkrete vur-
deringer af, om en person ber vurderes at vaere i risiko for
D-vitaminmangel.

Andre
Hudfarve

Tildeekning og islam
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Hvilke etniske minoriteter har foreget risiko for mangel pa D-vitamin? Ti officielle dokumenter papeger
naesten samstemmende, at mark hud og tildaekning eger risikoen. Men der er uenighed om, hvad der

ellers karakteriserer etniske grupper med seerlig risiko.

Cand.scient.san.publ. Anna Mygind er ph.d.-studerende p4 Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
Fil.dr. Janine Morgall Traulsen er lektor p4 Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
Ph.d. Lotte Stig Ngrgaard er lektor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
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traditioner

En blodprgve kan vise, om en person lider af D-vitamin-
mangel, men undersggelsen er dyr, s& den sundhedspro-
fessionelle er ngdt til farst at vurdere, om den pagaeldende
person er i seerlig risiko eller ej. Denne vurdering baseres
bl.a. pa retningslinjer fra sundhedsmyndighederne, og nar
definitionerne pa de sarbare etniske minoriteter i disse ret-
ningslinjer er sa forskelligartede og uklare, som vores un-
dersggelse viser, vanskeligggres vurderingen af, hvorvidt en
person ber tage ekstra D-vitamintilskud eller ej. Dermed ri-
sikerer vi, at radgivningen ikke bliver givet til de mennesker,
der reelt er i risikogruppen, hvorved D-vitaminmangel ikke
bliver forebygget hos de pagaeldende mennesker. Det kan
fare til sygdomme, som ellers kunne vaere undgaet, men
der findes i dag ingen videnskabelige undersggelser af,
hvor omfattende problemet er.

De danske retningslinjer kan sandsynligvis blive mere enty-
dige og klare til gavn for udsatte etniske minoriteter, hvis vi
bliver bedre til at afgraense og definere, hvilke etniske mi-
noriteter, som er szerligt udsatte for D-vitaminmangel. Et
godt sted at starte vil vaere ved at skabe klare definitioner

i den epidemiologiske forskning, som sundhedsmyndighe-
derne derefter vil kunne laene sig opad, nar de skal udar-
bejde retningslinjer. Derved vil vi ogsa kunne blive klogere
pa, hvor stor rolle de genetiske, adfaerdsmaessige og socio-
okonomiske forhold spiller for vores D-vitaminstatus.

Indvandring Kon og alder Evolution
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Mangel pa kommunikation mellem hospitaler, prak-
tiserende leeger og hjemmeplejen kan fore til forkert
medicinering, darlig behandling og ungdvendige bi-
virkninger. En farmaceutisk gennemgang af patientens
medicinforbrug kan afhjaelpe laegemiddelrelaterede
problemer, der opstar som folge af tvaersektoriel be-
handling.

Af Christine Tilsted Villesen, Jette Hajsted
og Lona Louring Christrup

En 80-arig mand kommer ind pa Tvaerfagligt Smertecen-

ter pa Rigshospitalet med en pose laegemidler. Han har tid
hos farmaceuten til en gennemgang af hans medicin. Forin-
den har farmaceuten kontaktet hans praktiserende laege og
modtaget mandens medicinliste, orienteret sig pa internet-
tet i den Personlige Elektroniske Medicinprofil, hvor udleve-
ring af receptpligtig medicin registreres, samt i det Elektroni-
ske Patient Medicineringsmodul, som er sygehusets database
over ordineret medicin. Manden forteeller, at han har kroni-
ske smerter i venstre skulder, forhgjet blodtryk og lider af mi-
graene engang imellem. Desuden bruger han en handkgbs-
creme mod svamp i knaehaser og skridt. Pa et spargsmal
om, hvorvidt han er allergisk overfor noget, fortzeller han,

at han klgr overalt og har gjort det i ni maneder. Hans lege
har ordineret medicin mod nzeldefeber, men det kunne ikke
afhjaelpe klgen. | stedet blev han henvist til en dermatolog,
som har ordineret Betnovat, et staerkt virkende praeparat til
behandling af alvorlig eksem. Det hjaelper lidt, men klgen er
ikke vaek. Manden startede i Tvaerfagligt Smertecenter for ni

BEHANDLING PA TVARFAGLIGT SMERTECENTER
Tveerfagligt Smertecenter modtager patienter med komplek-

se kroniske smertetilstande sasom rygsmerter, nervesmerter

pa grund af operationer, skader eller sygdomme i nervesy-
stemet, fibromyalgi, piskesmaeldslaesioner og smerter efter
overstdede kraeftsygdomme. Med den stigende levealder og

de forbedrede behandlinger af kraeft henvises en stigende

del af den aeldre befolkning til vurdering og behandling i
centret.
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| krydsfeltet mellem

maneder siden og blev sat i behandling med Gabapentin for
smerter i skulderen. En hyppig bivirkning af dette laegemid-
del er udslzaet, og sammenfaldet mellem ordinationstidspunk-
tet og starten pa den utdlelige klge er pafaldende. Manden
har ikke talt med smertelaegen om klgen. "Det er jo mine
smerter, jeg er her for”.

Efter samtalen kontakter farmaceuten laegen i Tveerfagligt
Smertecenter, som far et resume af samtalen, og farmaceu-
ten sender samtidig et brev til mandens praktiserende laege
med en fuldstaendig medicinliste samt information om, at
behandlingen med Gabapentin opharer pa grund af bivirk-
ningerne, plus en anmodning til lagen om at overvage, om
der fortsat er behov for Betnovat mod klgen og det anvend-
te leegemiddel mod svamp.

Historien er en ud af mange, som farmaceuten pé Tvaerfar-
ligt Smertecenter oplever, og et eksempel pa et laegemid-
delrelateret problem, der opstar som falge af tvaersektoriel
behandling. Patienten kontaktede flere sundhedsprofessio-
nelle med sine symptomer, men deres manglende overblik
over hans medicinering resulterede i symptombehandling af
bivirkningerne af Gabapentin med tre laegemidler.

Tabt information ved tveersektoriel behandling
Det danske sundhedsvaesen er opdelt i en primaer sektor,
som omfatter laeger, hjemmepleje og apotek, og en sekun-
deer sektor, som er hospitalerne. | lgbet af et liv involveres
flere og flere aktarer fra sundhedsvaesenet i medicinsk be-
handling af en person i takt med, at vi bliver zldre og far
skavanker. Men desvaerre resulterer darlig koordinering og
kommunikation mellem sektorer og aktarer ofte i uoverens-

Patienten behandles kun for sin kroniske smertetilstand og
ikke for andre fysiske sygdomme, men den farmakologiske
smertebehandling kombineres med psykologisk og social
radgivning. | forlgbet, som kan vaere langvarigt, sker der lg-
bende medicinjusteringer, som kommunikeres til egen laege,
hjemmepleje og plejehjem, eller til apoteket, hvis patienten
modtager dosispakket medicin.



Aldre og kroniske patienter bruger ofte mange slags medicin, som ikke altid er fornuftigt afstemt efter hinanden. Ved en

farmaceutisk gennemgang pa Tveerfagligt Smertecenter pa Rigshospitalet gennemgas patientens samlede medicinforbrug.

Herved opdager farmaceuten i gennemsnit fire leegemiddelrelaterede problemer pr. patient.

stemmelser mellem de forskellige medicinlister, hvilket kan
medfare laegemiddelrelaterede problemer.

For patienterne er den tvaersektorielle problemstilling ligegyl-
dig. De forventer, at laegen, hjemmeplejeren, apoteket eller
hospitalet har det samlede overblik uanset sektor, og mange
udtrykker overraskelse over, at alle medicinoplysninger ikke
umiddelbart er tilgaengelige. Hver gang en patient flytter fra
en akter til en anden, er der behov for en fuldstaendig og
opdateret medicinliste. Men processen med at identificere
den korrekte opgerelse over patientens aktuelle medicinfor-
brug, som inkluderer laegemiddelnavn, dosering, frekvens
og administrationsvej og dertil redeggrelser for forskelle mel-
lem ny og tidligere medicinlister, er tidskraevende og udfares
sjeeldent systematiseret og fuldt ud.

Pa Rigshospitalets Tvaerfaglige Smertecenter har man i sam-
arbejde med Institut for Farmakologi og Farmakoterapi og
Region Hovedstadens Apotek igangsat en undersggelse af
forekomsten og den kliniske relevans af laegemiddelrela-
terede problemer hos aldre kroniske smertepatienter med
komplicerede lidelser, der behandles tvaersektorielt, samt om
interventionen medfgrer andringer i ordination i bade den
primaere og den sekundaere sektor.

Den &ldre befolkning har ofte multiple lidelser, der kraever
farmakologisk behandling med flere typer og kombinatio-

Mange aktarer er involveret i den zldre patients medicine-
ring, og hver akter repraesenterer potentielle medicinjuste-
ringer, som skal kommunikeres til de evrige akterer. | dag
findes der ikke et IT-system, der samler medicinjusteringerne,
men forhabentlig lases problemet via det faelles medicinkort,
som ventes lanceret sidst i 2011.

DET FARMACEUTISKE FAKULTET, KOBENHAVNS

ner af laegemidler, hvorfor de aeldre benytter flere aktarer i
sundhedsvaesenet. | projektet kortleegger farmaceuten pa-
tientens aktuelle medicinering, inklusive recept, handkeb og
naturmedicin. Det sker ved at afstemme medicinoplysninger
via journal, apotekets og hospitalernes elektroniske registre,
egen lege, hjemmepleje og patient. Gennemgangen omfat-
ter en patientsamtale, som kan identificere patientens egen
oplevelse af lzegemiddelrelaterede problemer. Farmaceuten
bliver saledes et bindeled med fokus pa medicin mellem pa-
tienten og de forskellige akterer i det tvaersektorielle system.

Medicingennemgang afslgrer problemer

En medicingennemgang kan foretages pa forskellige ni-
veauer. For eksempel kan man foretage en systematisk tek-
nisk medicingennemgang, hvor farmaceuten gennemgar de
skriftlige kilder og identificerer uhensigtsmaessige ordina-
tioner, der inkluderer vurdering af dosering, doseringstids-
punkt, administrationsvej, dobbeltdoseringer, interaktioner
og rationale i laegemiddelvalg. Dette kan vaere optimalt for
svaert syge eller kognitive svage patienter, hvor samtale ikke
er mulig.

En anden tilgang er en systematisk klinisk medicingennem-
gang, der udover ovenstaende omfatter en afklaring af pa-
tientens gnsker og behov. Denne metode giver det mest
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HVAD ER LAGEMIDDELRELATEREDE PROBLEMER?

Et leegemiddelrelateret problem er en ugnsket situa-
tion, som patienten oplever, der skyldes eller mis-
teenkes at skyldes medicinsk behandling, og som in-
debeerer eller muligvis indebaerer problemer for det
onskede resultat af behandlingen.

Et eksempel kan veere, at patienten anvender et
laegemiddel uhensigtsmaessigt uden at vide det,
som illustreret i denne samtale.

Patient: “Jeg er sa tor i halsen. Jeg er bange for, at
der en dag seetter sig noget fast i halsen som jeg
ikke kan skylle vaek”. Farmaceut: "Tager du medici-
nen med et stort glas vand?” Patient: “Ja, men jeg
deler altid tabletterne, sa er de nemmere at sluge.”

LEGEMIDDELFORSKNING - 2011

Farmaceut: "Panodil TMU 665 mg ma du ikke dele,
fordi tabletten er designet til at virke leengere end
en almindelig Panodil. Derfor far du tabletten tre
gange dagligt i stedet for fire. Nar du deler tablet-
ten, mister du den forleengede virkning.” Patient:
"N3, sa er det maske derfor, jeg far flere smerter in-
den naeste dosering?” Farmaceut: “Formodentlig,
jeg kontakter lzegen og foreslar, at du i stedet far
ordineret almindelig Panodil, som du kan dele el-
ler knuse. Det vil dog kraeve, at du skal tage tablet-
terne fire gange dagligt i stedet for tre. Vil du det?”
Patient: “Ja, hvis det kan lindre mine smerter.”



Oplyst via: Medicin:

EPM/PEM
EPM/PEM
EPM/PEM
EPM/PEM

Egen leege/PEM
Egen leege/PEM
Speciallaege/PEM
Egen laege/PEM

Kapsler Gabapentin 400 mg x 3 mod smerter

Tablet med modificeret udlgsning Panodil 1330 mg x 3 mod smerter
Depottablet Tradolan Retard 100 mg x 4 mod smerter

Depotkapsel Gemadol Retard 50 mg x 2 mod smerter

Tablet Lisinopril/hydroklorthiazid 20/25 mg x 1 for blodtrykket
Tablet Levocetirizin 5 mg x 1 mod naldefeber

Kutan oplesning Betnovat 1 mg/ml mod eksem ved behov

Smeltetablet Oriptan 50 mg mod migraene ved behov

Patient Creme Canesten 1 % mod svamp ved behov

Tabellen viser en 80-arig mands medicinforbrug inden samtalen med farmaceuten pa Tvaerfagligt Smertecenter pa Rigshospita-
let. PEM = Personlige Elektroniske Medicinprofil, hvor udlevering af receptpligtig medicin registreres. EPM = Elektroniske Patient
Medlcineringsmodul, som er sygehusets database over ordineret medicin.

retvisende resultat, nar patienten inddrages via samtaler, ef-
tersom patientens perspektiv kan og vil vaere et andet end
den sundhedsprofessionelles. For eksempel vil en utilsigtet
interaktion mellem to laegemidler ikke vaere et laegemiddel-
relateret problem af klinisk relevans, hvis patienten af en el-
ler anden drsag er stoppet med at tage et af leegemidlerne
pa trods af, at det er ordineret og registreret i det Elektroni-
ske Patient Modul samt kabt pa apoteket og registreret i den
Personlige Elektroniske Medicineringsprofil.

De forelgbige resultater af vores undersagelse viser, at far-
maceuten finder uoverensstemmelser mellem de forskellige
registreringer af de aeldre smertepatienters aktuelle medicin
iseer vedrarende praeparat, doser, doseringstidspunkter og
dobbeltordinationer. Nar uoverensstemmelserne er klarlagt,
paviser medicingennemgangen gennemsnitligt fire leege-
middelrelaterede problemer pr. patient, som typisk omfatter
problemer med uhensigtsmaessig anvendelse af laegemidler
hos patienten, bivirkninger, medicinering uden begrundet in-
dikation og uhensigtsmaessigt praeparatvalg. De forelgbige
resultater viser, at farmaceuten er med til at aendre ordinatio-
ner bade i den primaere og sekundaere sektor, og at patien-
ten far en gget viden om virkning og korrekt handtering af
sin medicin.

Fremadrettede udfordringer

Farmaceutisk omsorg via en patientspecifik medicingennem-
gang er ikke daglig praksis, og man mgader flere barrierer.
Iseer er det tidskraevende for den kliniske farmaceut at fa ad-
gang til den Personlige Elektroniske Medicinprofil, samt at
opna adgang til laboratoriedata og journaloplysninger, som
er afggrende for kvaliteten af medicingennemgangen. En
samlet gennemgang tager to timer i gennemsnit, hvoraf pa-

Cand.pharm. Christine Tilsted Villesen er videnskabelig assistent pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi

og klinisk farmaceut pa Region Hovedstadens Apotek

tientsamtalen typisk varer en halv til en hel time. Patienterne
skal ogsa vaenne sig til, at en ny faggruppe har en rolle i de-
res medicinske behandling, som raekker ud over udlevering
af leegemidler pa apoteket.

| januar 2011 lancerede de danske regioner en medicinpolitik
som foreslar, at alle aldre medicinske patienter eller kroni-
kere, som far seks typer medicin eller mere, skal have tilbudt
medicingennemgang ved udskrivelse fra sygehus eller en
gang arligt ved praktiserende laege. Det er den praktiserende
laege, som har ansvaret for patientens totale medicinering,
hvilket umiddelbart er rationelt, da den praktiserende laege
er patientens gennemgaende sundhedsfaglige kontaktper-
son livet igennem. | dette projekt er det imidlertid farmaceu-
ten pa et ambulatorium pé et sygehus, som har ansvaret at
gennemfgre medicingennemgangen, og erfaringerne kan
danne baggrund for at optimere behandlingen af patienten
pa tveers af sektorerne og dertil spare ressourcer for laegen.
Der er allerede mange tiltag for at lukke klgften i det tvaer-
sektorielle behandlingssystem. Det feelles medicinkort lan-
ceres snarligt, der er forseg med “fglge med hjem” teams i
forbindelse med udskrivelse af svage zldre patienter, og der
foretages datafangst i regionerne, sé den enkelte praktise-
rende laege kan identificere patienter, hvor det er hensigts-
maessig at udfere medicingennemgang. Men der er ikke no-
gen entydig model for en systematisk medicingennemgang
pa tvaers af sektorerne. Det kan vaere fordelagtigt at udvikle
en model for systematisk medicingennemgang, som er brug-
bar og tidsbesparende for alle aktarer i patientens medi-
cinske behandling samt at definere farmaceutens rolle i en
sadan model. Hvordan kan farmaceuten arbejde pa tvaers?
Projektet "Laegemiddelrelaterede problemer som felge af
tvaersektoriel behandling” er et bud.

Cand.med. Jette Hgjsted er overlaege pa Tveerfagligt Smertecenter, Rigshospitalet
Ph.d. Lona Louring Christrup er professor pa Institut for Farmakologi og Farmakoterapi
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lzegemiddelstoffers

I

samspil 1 kroppen

Nar patienter indtager flere slags medicin, kan laege-
midlerne forstaerke eller svaekke hinanden, og begge
dele kan fa ugnskede konsekvenser. Nar effekten af
et leegemiddel gges, kan der opsta bivirkninger, mens
nedsat effekt kan gere behandlingen virkningsles. En
ny forsagsmodel skal vise, om samspillet mellem laege-
middelstoffer og kroppens egne stoffer kan bruges til
at forudsige laegemidlers indbyrdes vekselvirkninger.

Af Anne Sophie Grandvuinet, Henrik Tang Vestergaard,
Nicolas Rapin og Bente Steffansen

Det sker ofte, at iseer aeldre patienter og kronisk syge har be-
hov for at indtage flere forskellige laegemidler samtidigt. Det
vil seedvanligvis vaere i form af tabletter, hvorfra laegemid-
delstofferne skal optages i kroppen via tarmsystemet. Nar en
patient bruger flere slags medicin, er der nogle gange risiko
for, at de forskellige lsegemidler enten forstaerker eller for-
mindsker hinandens effekt.

Sadanne vekselvirkninger mellem laegemidler kaldes laege-
middelinteraktioner, og de kan bl.a. indtraeffe, hvis laegemid-
delstofferne konkurrerer om transportgrer, som er placeret i
cellemembranerne pa cellerne i tarmvaeggen, i leveren og i
andre organer. Membrantransportgrerne er selektive porte,
som ger det muligt for nogle stoffer at bevaege sig fra den
ene side af membranen til den anden. Sadanne transportarer
i tarmvaeggen serger for, at nogle laegemiddelstoffer feres
fra tarmen via leveren ind i det systemiske blodkredslab,
hvorved de kan udeve deres terapeutiske virkning. Laege-
midlers konkurrence om membrantransportgrer i tarmen kan
fx fare til, at der kommer mindre laegemiddelstof ind i blodet
end beregnet, sa behandlingen ikke virker.

Vejen gennem tarme og lever

For at et leegemiddelstof kan udgve en terapeutisk effekt,
skal det na fra tarmvaesken og frem til virkningsstedet via
leveren og det systemiske blodkredslgb (se ill. side 41).
Laegemiddelstoffet skal saledes frigives fra tabletten, ople-
ses i tarmvaesken og efterfelgende transporteres over tarm-
vaeggen til blodet i den store portalvene, som transporterer
lzegemiddelstoffet hen til leveren. | levercellerne kan lzege-
middelstoffet blive nedbrudt, sendt videre til det systemiske
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blodkredslab og/eller overfart til galden. Hvis stoffet ender i
galden, vil det blive returneret til tarmen, hvorfra laegemid-
delstoffet eller dets nedbrydningsprodukter s& udskilles med
affaringen, medmindre det optages pa ny over tarmvaeggen.
Der sidder membrantransportarer bade i leveren og i tarm-
vaeggen. Transportgrerne i tarmvaeggen kan vende ud mod
tarmvaesken eller ind mod det portale blod. | levercellerne er
transportarerne placeret ud mod det portale blod, ud mod
galdegangen eller i cellemembranen ind mod det systemi-
ske blodkredslgb. Transportgrer i leveren kan med andre ord
fragte laegemiddelstoffer til eventuel nedbrydning i levercel-
lerne, videre til det systemiske blodkredslgb og/eller tilbage
til galde og tarm afhaengigt af, om kroppen anser stoffet
som brugbart eller ugnsket.

En legemiddelinteraktion i tarmen eller leveren kan enten
fare til en nedsat eller gget optagelse af laegemiddelstof-
fet. En gget optagelse af laegemiddelstoffet kan ske, hvis to
stoffer er i konkurrence om at binde sig til en transporter,
som returnerer stoffer til tarmen, mens en nedsat optagel-
se af laegemiddelstoffet sker, hvis to stoffer konkurrerer om
en transportar, som sender stoffer ind i blodet. Det er isaer
@get optag af leegemiddelstoffer, som vaekker bekymring,
fordi det kan fere til bivirkninger, hvilket kan vaere farligt for
patienten. Men der er ogsa situationer, hvor et laegemid-
dels effekt er livsngdvendig, og her er det afggrende, at en
tilstraekkelig maengde laegemiddelstof bliver optaget i krop-
pen. Derfor er det vigtigt at kunne vurdere pa forhand, hvor-
vidt en patient vil blive udsat for en laegemiddelinteraktion,
fordi det vil give laegen mulighed for at justere dosis af et
eller flere laegemidler, s& de rette maengder af laegemiddel-
stofferne nar ud i blodkredslgbet, og de gnskede virkninger
opnas.

Desveerre er det meget sveert at forudsige laegemiddelinter-
aktioner, som forarsages af konkurrence om membrantrans-
porterer. Det skyldes bl.a., at et laegemiddelstof ofte vil blive
transporteret af flere forskellige transportarer, saledes at

der bade vil ske transport til blodet og til galden og tarmen.
Desuden er mange af transportarerne udtrykt i flere forskel-
lige vaey, fx bade i tarmvaeggen og i leveren, og endelig kan
nogle stoffer blive transporteret gennem cellevaeggene pa
andre mader.



KONKURRENCE MELLEM LAGEMIDLER - OG ET GLAS ZABLEJUICE

Laegemiddelstoffet aliskiren, som anvendes mod forhg-
jet blodtryk, optages fra tarmen til det portale blod via
transportegren OATP2B1. Nar stoffet indtages sammen
med rifampicin, som er et antibiotikum, kan der opsta en
laegemiddelinteraktion.

Rifampicin, som kan blokere vejen gennem transportg-
ren, har nemlig vist sig at halvere koncentrationen af alis-
kiren i det systemiske blodkredslab, nar disse lsegemid-
ler indtages sammen. Noget lignende sker, nar aliskiren
indtages sammen med 150 ml grapefrugtjuice eller aeb-
lejuice, hvis indholdsstoffer ogsa genkendes af transpor-

Interaktioner med kroppens egne stoffer

Vi udvikler nu en model baseret pa dyrkede tarmceller, som
kan male, hvorvidt laegemiddelstoffer pavirker transporten af
kroppens egne stoffer gennem transporterer i tarmvaeggen.
Formalet er at bane vej for at kunne forudsige interaktioner
mellem lzegemiddelstoffer.

Modellen er baseret pa dyrkede tarmceller, som bruges til at
undersgge laegemiddelinteraktioner pad membrantransporte-
rer. Cellerne dyrkes pa et filter, hvor de danner en membran
svarende til tarmvaeggen. | forsggene kan man male koncen-
trationen af pafarte stoffer ovenover cellelaget, inde i cel-
lerne og under cellelaget. Pa den made kan man undersgge,
hvor meget stof, der transporteres gennem cellerne fra det
ene kammer til det andet kammer. Indtil videre fokuserer vi
pa, hvordan forskellige leegemiddelstoffer pavirker transpor-
ten af kroppens egne stoffer (kaldet endogene stoffer), og
her har vi undersggt interaktioner mellem laegemiddelstof-
fer og galdesyren taurocholinsyre samt gstrogenmetabolitten
estrone-3-sulfat.

Det kolesterolsaenkende laegemiddelstof fluvastatin er et ek-
sempel pa et stof, som har vist sig at pavirke transporten af
begge disse stoffer, som kroppen selv danner. Fluvastatin kan
altsa forhindre, at andre stoffer far adgang til det systemiske
blodkredslgb, safremt disse stoffer transporteres over tarmen
og leveren via de samme transportgrer som fluvastatin. Lige-
ledes er det muligt, at andre stoffer kan forhindre fluvastatin
i at blive fert ind i det systemiske blodkredslgb.

Vi har valgt at arbejde med taurocholinsyre og estrone-
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taren. Her reduceres koncentrationen af aliskiren i det
systemiske blodkredslab med omkring 60 procent.

Der er derfor god grund til at tro, at den mindskede kon-
centration af aliskiren i begge tilfaelde skyldes en interak-
tion p& OATP2B1, som potentielt kan fgre til en mindre
effektiv blodtrykssaenkende virkning. Det sidste eksempel
viser desuden, at der ikke kun sker interaktioner mellem
lzegemidler, men ogsa mellem laegemidler og fgdeva-
rer, hvilket illustrerer, hvor komplekst det er at forudsige
interaktioner pa transportarer.

3-sulfat, da det er kendt, at de hver isaer transporteres i et
samspil mellem flere centrale transportgrer i tarmen. Derfor
giver disse to endogene stoffer mulighed for at undersage
laegemiddelinteraktioner, der opstar i et samspil mellem flere
transporterer. Denne tilgang, hvor samspillet mellem flere
transporterer undersgges samtidig, er ny og forventes at
veere en forbedret model til at kunne forudsige laegemidde-
linteraktioner i tarmen.

Biomarkerer for leegemidlers vekselvirkninger
Cellemodeller er naturligvis meget forsimplede i forhold til
de processer, som afger, hvordan et laegemiddel vil opfare
sig i et levende menneske. Det er derfor altid nedvendigt i
sidste ende at udfare kliniske forsgg for at afklare, om der er
en reel risiko for de laeegemiddelinteraktioner, som man har
opdaget i celleforsgg. Men brugen af cellemodeller er ngd-
vendig for at kunne udrede, hvilke transportgrer der har be-
tydning for en interaktion mellem to eller flere laegemidler.
Pa sigt haber vi pa at kunne bruge kroppens egne stoffer
som biomarkgrer i kliniske forsgg, s& man ved maling af en
raekke endogene stoffer vil kunne forudsige laegemiddelin-
teraktioner pd membrantransporterer direkte i menneske-
kroppen, hvor et kompliceret samspil mellem flere trans-
portgrer finder sted. Far man ndr sa langt, kraever det, at vi
opnar et bedre overblik over de transportgrer, som de enkel-
te endogene stoffer bruger. Dette kan med fordel undersg-
ges i cellemodeller.
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| laboratoriemodellen danner tarmceller en membran svarende til tarmvaeggen. Modellen indeholder ligesom tarmvaeggen
transporterer, der fungerer som porte, som kan sende leegemiddelstoffer tvaers gennem membranen. Ved forsegene ind-
fares laegemiddelstoffer for oven eller for neden. Derefter kan man méle stoftransporten begge veje gennem membranen

og bestemme stofkoncentrationen inde i tarmcellerne.

MODEL SATTER FOKUS PA CENTRALE TRANSPORTORER

Laegemiddelstoffer i tabletter har rige muligheder for at vek-
selvirke med hinanden i tarmen og i leveren. Vi har udviklet

en forsagsmodel, der kan undersgge samspillet mellem vig-

tige membrantransporterer, som ofte spiller en central rolle

for sadanne laegemiddelinteraktioner.

Tarmen

I tyndtarmen kan to laegemiddelstoffer konkurrere om at
binde sig til transportgrer i tarmvaeggen, som regulerer
transporten til og fra den store portalvene. Hvis det ene stof
har tendens til at fortraenge det andet fra transportaren, vil
transporten af det fortraengte laegemiddelstof til blodet en-
ten blive reduceret eller forgget afhaengigt af, hvilken trans-
portretning der blokeres.

Leveren

Nar lzegemiddelstofferne kommer ind i det portale blod, fo-
res de til leveren, hvorfra de kan blive sendt ind i det syste-
miske blodkredslgb og transporteret hen til virkningsstedet

i kroppen. Alternativt kan stofferne nedbrydes i leverceller-
ne og/eller blive fart til galdeblaeren og derfra sendt tilbage
til tarmen. Optagelsen til det systemiske blodkredslgb @ges,
hvis de to leegemiddelstoffer konkurrerer om en transporter i
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leveren, som sender stofferne ud til galden og tarmen, mens
den formindskes, hvis de konkurrerer om en transporter,
som abner vejen ind til det systemiske blodkredslgb.

Modellen

De viste transporterer indgar i vores model. Det er disse
transporterer, som vore endogene modelstoffer estrone-
3-sulfat og taurocholinsyre benytter for at komme gennem
cellemembranerne i tarmen og leveren. | modellen bruges de
to stoffer til at male laegemiddelstoffers evne til at blokere
disse transportarer for kroppens egne stoffer og for andre
laegemiddelstoffer, der benytter de samme transportarer.
Herved kan vi undersgge laegemiddelstoffers evne til at for-
arsage interaktioner, som enten kan fare til, at en sterre el-
ler mindre maengde laegemiddelstof nar ind til det systemi-
ske blodkredslgb, hvorfra stoffet kan udeve sin terapeutiske
virkning.

De bla transportarer pa figuren hjaelper til at viderefare
endogene stoffer og laegemiddelstoffer til det systemiske
kredslgb. De gule transporterer sender stofferne af veje, hvor
stofferne enten nedbrydes eller fgres ud af kroppen, og de
grenne transportgrer kan fungere i begge retninger —ind til
det systemiske kredslab eller ud af kroppen.
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Computeren
forudsiger

lzegemidilers
omdannelse

| leveren

Naesten alle legemiddelstoffer omdannes i leveren, og
denne metabolisme gor stofferne mindre aktive og let-
tere at udskille fra kroppen. Under udvikling af nye lze-
gemiddelstoffer er det vigtigt at forsta de egenskaber,
som bestemmer, om stoffet er let eller svaert at omdan-
ne, samt hvilket nyt stof, det omdannes til. Vi har udvik-
let et computerprogram, som kan forudsige dannelsen
af metabolitter ved omsaetning af leegemiddelstoffer.

Af Patrik Rydberg og Lars Olsen

Alle lzegemiddelstoffer, som indtages gennem munden, fx
i tabletform, passerer gennem leveren, far stofferne kom-
mer ud i blodet, som transporterer dem hen til deres mal i

SADAN ARBEJDER LEVERENZYMERNE

Cytochrome P450-enzymerne i leveren omdanner primaert
lzegemiddelstoffer via oxidationsreaktioner.

Oxidation
Nar et grundstof er i ren form, vil hvert atom have
lige sa mange elektroner, som det har protoner, og
sa er oxidationstrinnet nul. Hvis en elektron afgives,
stiger oxidationstrinnet med én — det kaldes en oxi-
dation. Nar en elektron optages, falder oxidations-
trinnet med én — det kaldes for reduktion. Et velkendt
eksempel pa oxidation er, nar metallisk jern ruster. Jer-
net oxideres fra Fe til Fe*> under afgivelse af tre elektroner.
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kroppen. Leveren er en slags rensningsanlaeg, der forsager
at omdanne fremmedstoffer som laegemiddelstoffer og gift-
stoffer til mere oplgselige stoffer, som lettere kan udskilles
fra leveren og fjernes fra kroppen via urin eller affaring.
Stofskiftet i leveren er hovedansvarlig for, hvor meget laege-
middelstof, der kommer ud i blodet, hvilket er afgarende for
at opna den gnskede terapeutiske effekt. Der er en nedre
graense, hvorunder medicinen ikke har nogen virkning, og
en gvre graense, som typisk bestemmer, hvornar bivirknin-
gerne indtraeder. Samtidig kan en for kraftig nedbrydning af
et laegemiddelstof i leveren fgre til, at der dannes forskellige
metabolitter, som ogsa kan medfgre bivirkninger. Derfor er
det vigtigt at kunne forudsige, hvordan et nyt laegemiddel-
stof vil blive metaboliseret i leveren.

Hydroxylering
Ved oxidation i leveren bliver et oxygenatom typisk indsat i
laegemiddelstoffet. Den mest almindelige reaktion bag om-
dannelsen er hydroxylering. En hydroxyleringsreaktion udfart
af et cytochrome P450-enzym involverer, at et hydrogen-
atom i reaktanten (R) udskiftes med en hydroxylgruppe (OH),
som bestdr af et hydrogenatom (H) og et oxygenatom (O).
Til det formal har enzymet brug for molekylzert oxygen, to
protoner og to elektroner.

Reaktionen forlgber saledes:
RH + O; + 2H* + 2e- — ROH + H,O



Cytochrome P450-enzymer

Leveren omdanner laegemiddelstoffer ved hjeelp af enzymer,
og blandt alle leverenzymerne er den vigtigste gruppe cy-
tochrome P450-enzymerne, som metaboliserer 90 procent
af alle anvendte leegemiddelstoffer. | alt kender man over
11.500 af disse enzymer fra levende organismer pa Jorden,
og menneskets lever danner mere end 60 medlemmer af fa-
milien. Af dem er der fire, som tager sig af 80 procent af al
omdannelse af laegemiddelstoffer, mens de gvrige medlem-
mer omdanner 10 procent af samtlige laegemiddelstoffer.
Cytochrome P450-enzymerne er specielle sammenlignet
med de fleste andre enzymer. Den bindingslomme, hvori lae-
gemiddelstoffet binder sig under omdannelsen, er begravet
dybt inde i enzymet, og nar et laegemiddelstof skal metabo-
liseres, abner enzymet sig, sa stoffet kan komme ind i lom-
men, hvor reaktionen finder sted. | modsatning til andre
enzymer, som normalt er meget specialiserede, er cytochro-
me P450-enzymer en slags altmuligmaend. De kan omdan-
ne naesten hvilket som helst laegemiddelstof og er hver iszer
i stand til at udfere mange forskellige typer reaktioner, hvor
andre enzymer normalt kun udferer én bestemt type reak-
tion.

Det er disse leverenzymers evne til at metabolisere laegemid-
delstoffer, som vi har fokuseret vores forskning pa i mange
ar. Mange af deres reaktioner er nu forstaet ned til mindste
detalje, men der er stadig reaktioner, hvor mekanismen end-
nu ikke er helt opklaret.

Falles for cytochrome P450-enzymerne er, at de har en
haem-gruppe, som udfgrer reaktionen. Gruppen er placeret i
bunden af bindingslommen, og den indeholder et jernatom
(Fe), som spiller sammen med et reaktivt oxygenatom. Under
selve reaktionen gennemgar jernionen forskellige oxidations-
tilstande, og ionen har afgivet fem elektroner (Fe**), nar selve
reaktionen med laegemiddelstoffet udferes. Den kraftige oxi-
dation satter ionen i stand til at oxidere naesten alle typer
stoffer.

Vi har anvendt meget preecise kvantekemiske metoder pa
supercomputere, som er tilgaengelige pa Kgbenhavns Uni-
versitet, til at studere 99 procent af alle de mulige typer reak-
tioner, som heme-gruppen i enzymerne kan udfgre. | alt har
vi beregnet mere end 200 oxidationsreaktioner pa fragmen-
ter af laegemiddelstoffer, hvoraf hver enkelt beregning tager
omkring to uger at udfare.

Pa grund af den lange beregningstid pr. reaktion, og fordi
der potentielt set er op til 30 forskellige mulige reaktioner
for et almindeligt lzegemiddelstof, er det ikke praktisk muligt
for medicinalindustrien at benytte kvantekemiske metoder til
forudsigelse af, hvilke metabolitter der vil blive dannet af et
stort antal potentielle llegemiddelstoffer. Derfor har vi brugt
vores data og erfaringerne fra vores kvantekemiske bereg-
ninger pa de 200 fragmenter til at udvikle SMARTCyp — et
nyt softwareprogram til forudsigelse af dannelse metabolit-
ter ved omsaetning af laegemiddelstoffer i leveren.

DET FARMACEUTISKE FAKULTET,

Figuren viser strukturen af et cytochrome P450-enzym. De sorte bolde i cen-
trum markerer haem-gruppen i bunden af bindingslommen, hvor oxidations-
reaktionen foregar. De grenne kaeder over gruppen danner en lage ind til det
sted, hvor reaktionen sker. Lagen lukker sig omkring leegemiddelstoffet, nar
det er kommet ind i lommen og abnes igen, nar metabolitten skal sendes ud
af enzymet.
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KVANTEKEMI BEREGNER ATOMERS OG ELEKTRONERS BEVAGELSER | MOLEKYLER

| kvantekemi kan man opklare komplicerede sammenhaenge,
der beskriver positionerne og bevaegelserne af alle atomerne
og elektronerne i et molekyle. Da elektronerne bevaeger sig
hurtigt og er meget lette i forhold til atomkernerne, pavirkes
de af et kvantemekanisk faanomen, som kaldes usikkerheds-
princippet, som indebaerer, at vi ikke pad samme tidspunkt

kan vide, hvor elektronerne befinder sig, og med hvilken ha-
stighed de bevaeger sig. Matematisk betyder det, at vi skal
lzse den sakaldte Schrédingers ligning. Da ligningen er eks-
tremt kompleks at lgse, er man ngdt til at benytte meget
store og hurtige computere og avanceret software til denne

type studier.
J
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Computerprogrammet SMARTCyp kan forudsige, hvilke metabolitter et givet

laeegemiddelstof omdannes til i leveren. Eksemplet viser, hvilke metabolitter,

der kan dannes af leegemiddelstoffet Diazepam.

Program forudsiger metabolitter

I SMARTCyp inddeles laegemiddelstoffet i fragmenter, der
ligner ét af de 200 fragmenter, som vi har regnet pa kvante-
kemisk. Det svarer til, at molekylet er bygget op af en masse
legoklodser, og at vi pa forhand har regnet pa, hvordan re-
aktionen sker for hver klods. Det gzelder med andre ord om
at bygge molekylet bedst muligt med de eksisterende lego-
klodser.

For at bruge SMARTCyp skal man bare tegne laegemiddel-
stoffets molekylaere struktur pa vores website, og i lgbet af

fa sekunder giver programmet sa en forudsigelse af de sand-
synlige metabolitter. Programmet har vist sig at veere et af de
mest palidelige af sin art og er derudover hurtigt til at lave
forudsigelsen. SMARTCyp blev lanceret i 2010 og bruges al-
lerede af flere store farmaceutiske virksomheder rundt om i
verden. Vores metode er ydermere blevet inkluderet i flere an-
dre software-pakker, savel gratis som kommercielle pakker.

Du kan selv preve SMARTCyp programmet pa
www.farma.ku.dk/smartcyp

Ph.d. Patrik Rydberg er lektor pa Institut for Molekylaer Laegemiddelforskning
Ph.d. Lars Olsen er lektor pa Institut for Molekylser Laegemiddelforskning
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Ny testmetode

afslorer

leegemidlers
bivirkninger

pa immunforsvaret

Det tager op til 20 ar og koster milliarder af kroner at
udvikle et nyt leegemiddel. Derfor er det vigtigt at op-
dage uacceptable bivirkninger sa tidligt som muligt i
udviklingsprocessen, sa man ikke spilder tid og penge.
En mulig bivirkning er, at et laegemiddel utilsigtet kan
pavirke immunforsvaret, sa det bliver haemmet eller
aktiveret. En ny test kan hjeelpe med at identificere im-
munmodulerende leegemiddelstoffer.

Af Alex Boje, Lise Moesby, Michael Timm
og Erik Wind Hansen

Udviklingen af et nyt leegemiddel er en kompliceret og risiko-
fyldt proces, hvor blandt andet uacceptable bivirkninger kan
medfare, at et ellers potentielt leegemiddelstof aldrig kommer
patienterne til gode. En bivirkning kan vaere, at stoffet pavir-
ker immunforsvaret uhensigtsmaessigt, sa brugeren kan have
svaerere ved at bekaempe en infektion. Derfor er det vigtigt, at
den farmaceutiske industri har vaerktgjer til radighed, som kan
hjaelpe med at identificere immunmodulerende laegemiddel-
stoffer sa tidligt som muligt i udviklingsprocessen. | vores labo-
ratorium er vi ved at udvikle et sddant vaerktg;.

Ofte har medicin bivirkninger i stgrre eller mindre grad, lige
fra moderate gener som hovedpine til alvorlige fglger som
blodpropper. En del af disse bivirkninger er acceptable for
brugeren, som kan Izere at leve med dem og tage sine for-
holdsregler under behandlingen. For eksempel kan brugen
af beta-blokkere, som anvendes til behandling af hjertesyg-
domme og mod forhgjet blodtryk medfere kolde haender og
mareridtsagtige dramme. Men det er 0gsa kendt, at beta-
blokkere kan pavirke immunforsvaret. Ligeledes findes der
en lang raekke lzegemidler pa markedet, som kan pavirke im-
munforsvaret, selv om det ikke er hensigten. Denne gruppe
omfatter bl.a. morfin, antibiotika, hormoner og antidepres-
sive laegemidler. | praksis er disse ugnskede effekter pa im-
munforsvaret dog ofte minimale for laegemidler, der allerede
er godkendt af myndighederne.

DET MEDFGDTE IMMUNFORSVAR

Det medfadte immunforsvar kan ikke tilpasse sig i lgbet af livet i mod-
satning til det adaptive immunforsvar, som hele tiden udbygges, sa
det kan genkende og bekaempe mikroorganismer, man tidligere har
vaeret inficeret af.

Det medfadte immunforsvar er programmeret til at genkende mange
af de mikroorganismer, vi bliver udsat for. Det er relativt hurtigtvirken-
de inden for et dggn og fungerer som kroppens ferste forsvarslinje
imod infektioner. De vigtigste celler er neutrofile celler, makrofager og
monocytter.

De neutrofile celler, vi anvender som model i vores testsystem, genken-
der bestemte komponenter fra bakterier. Det kan fx veere endotoksin,
som findes i cellemembranen pa Gram-negative bakterier som Salmo-
nella og E. coli. Nar dette sker, vil de neutrofile celler optage bakte-
rierne og nedbryde dem ved at producere store maengder af giftige,
reaktive iltforbindelser.

Til venstre: Udifferentierede HL-60 celler, som stadig kan dele sig. Til hgjre:
Tilseetning af A-vitaminsyre har medfert, at cellerne er blevet feerdigudvik-

lede og ikke leengere deler sig. De er nu en model for immunforsvarets mest
talrige celler, de neutrofile celler.

DET FARMACEUTISKE FAKULTET, KOBENHAVNS UNIVERSITET




Nar immunforsvaret sendres

Nér et laegemiddel tilsigtet eller utilsigtet haemmer immun-
forsvaret, kan en infektion opleves som veerre og vare i laen-
gere tid end normalt. Personer med et svaekket immunfor-
svar har en gget risiko for at blive inficeret med bakterier,
som normalt ikke vil give infektioner, fx visse bakterier fra
den normale tarmflora.

Omvendt kan immunforsvaret blive aktiveret af et laegemid-
del. Dette behgver ikke at involvere en infektion, idet im-
muncellerne kan blive aktiveret pa samme made, som hvis
kroppen var inficeret rigtigt. Her kan konsekvenserne blive
meget forskellige alt efter maden laegemidlet er indgivet pa,
fx via et plaster, hvor virkningen er lokal, eller via munden eller
blodbanen, hvor hele kroppen bliver behandlet. Hvis det sker,
0g brugeren samtidig far en infektion, kan immunforsvaret
blive aktiveret endnu mere, hvilket potentielt set kan medfare

A-vitaminsyre @ Legemiddel @ Endotoksin
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anafylaktisk shock. Derfor er det vigtigt, at nye laegemidler
bade bliver tjekket for, om de kan aktivere immunforsvaret el-
ler heemme det, inden de kommer pa markedet.

Laboratorieforseg viser immunrespons

Der findes et veeld af metoder til at undersage, om et lege-
middel kan andre brugerens immunrespons, og pa interna-
tionalt plan er der lavet officielle retningslinjer for, hvordan
disse tests skal udfgres. De amerikanske, japanske og euro-
paeiske myndigheder har alle tilsluttet sig guidelinen: “Immu-
notoxicity Studies for Human Pharmaceuticals”.

Et af punkterne er, at medicinalfirmaerne skal udfgre labora-
torieforsgg pa immunceller fra det medfgdte immunforsvar.
Her isolerer man immunceller fra humant blod, aktiverer dem
og tilsaetter derpa laegemidlet for at se, om immunrespon-

set aendres. Det lyder simpelt, men i praksis er der mange

A =

Y Y Y

A Antistof A 1L-8

SADAN VIRKER LABORATORIEMODELLEN

Forsagene viser, om laegemiddelstoffer kan
pavirke det medfadte immunforsvars evne

til at producere reaktive iltforbindelser og tilsatte laegemiddel:

© HL-60 cellerne vil herefter reagere pa
endotoksinet og eventuelt ogsa pa det

Fluorescerende stof

signalstoffet interleukin-8, som males
ved en metode, der kaldes ”Sand-
wich-ELISA”. Her anvender man farst

proteinet interleukin-8.
@ HL-60 cellerne skal feerdigudvikles til

neutrofile celler, fgr de kan anvendes i
testen. Dette opnas ved at inkubere cel-
lerne med A-vitaminsyre i syv dage.

@ Nar cellerne er klar, tilsaettes endotoksin

til kulturen sammen med det laegemid-
delstof, vi gnsker at undersage.

@ Cellerne vil farst danne et hurtigt re-
spons i lgbet af minutter, hvor de pro-
ducerer reaktive iltforbindelser. Dette
males ved at tilsaette stoffet luminol,
som ved reaktion med iltforbindelser-
ne udsender lys, der kan males.

© Pa lz=ngere sigt, i lgbet af nogle timer,
vil cellerne producere proteinet og
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et specifikt antistof, som binder alt
tilstedeveerende interleukin-8 i en prg-
ve. Derefter tilsaettes et nyt antistof,
som 0gsa binder sig til interleukin-8,
og som er maerket med et fluoresce-
rende stof. P4 den made kan vi mdle,
hvor meget interleukin-8, der er til
stede i praven.



parametre, man skal tage hgjde for, sa man ikke risikerer at
drage forkerte konklusioner. | vores laboratorium udvikler vi
en test, som er baseret pa neutrofile celler fra det medfadte
immunforsvar. De neutrofile celler udger omkring 70 procent
af alle immunceller i kroppen og er saledes en meget vigtig
del af immunforsvaret. Men i stedet for at isolere neutro-

file celler fra fors@gspersoner, anvender vi en cellelinje, som
nemt kan dyrkes i laboratoriet. Dermed har vi ikke behov for
et stort antal frivillige forsagspersoner, og samtidig opnar vi
mere stabile resultater, fordi vi undgar den naturlige donor-
variation sdsom alder og ken.

Vi anvender en cellelinje, der hedder HL-60, som i udviklings-
processen til den neutrofile celle er standset i et forstadie,
hvor cellerne stadig er i stand til at vokse og dele sig. Nar
cellerne skal anvendes i testen, skal de derfor farst feerdig-
udvikles, hvilket opnas ved at tilseette A-vitaminsyre. Derefter
deler cellerne sig ikke lengere, og de ligner normale neutro-
file celler og har mange af de samme egenskaber.

Hurtigt og langsomt immunrespons

Ved test af laegemidler fremkalder vi et immunrespons i de
feerdigudviklede HL-60 celler med endotoksin, som er isoleret
fra E. coli, og tilsaetter samtidigt det leegemiddel, vi gnsker at
undersgge. Herefter reagerer cellerne i lgbet af en time med
en hurtig immunrespons, hvor de producerer reaktive iltforbin-
delser. Senere, i lgbet af 6-12 timer, udvikler cellerne en lang-
som immunrespons, hvor specifikke gener ferst skal aktiveres,
far forskellige proteiner kan blive syntetiseret, heriblandt inter-
leukin-8. I kroppen virker interleukin-8 ved at tiltraekke flere
neutrofile celler til det inficerede omrade, sa infektionen kan
blive bekeempet mere effektivt.

Det medfaedte immunforsvar bestar af en hurtig immun-
respons, hvor immuncellerne “seder” indtraengende
mikroorganismer for herefter at nedbryde dem ved hjaelp

af reaktive iltforbindelser, samt en langsom immunrespons,
hvor cellerne danner signalstoffet interleukin-8, som tilkalder
flere immunceller til infektionsstedet. Tabellen viser testresul-
taterne fra en reekke undersegte leegemidler, der kan pavirke
de to typer immunresponser péa forskellig vis, enten ved at
haemme eller stimulere immuncellernes funktioner.
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| vores forsggsopsaetning maler vi, om laegemiddelstoffet
andrer det hurtige og det langsomme immunrespons i posi-
tiv eller negativ retning. De to typer af responser daekker de
mest almindelige reaktioner i det medfgdte immunforsvar, sa
hvis laegemiddelstoffet aendrer dem, er der en forgget risiko
for, at stoffet 0gsa vil veere immunmodulerende i den men-
neskelige organisme.

Undersagelser af leegemidler

| udviklingen af modellen har vi testet en raekke laegemid-

ler, som allerede er beskrevet i litteraturen som vaerende im-
munmodulerende. Her har vi bl.a. inddraget det mandlige
kanshormon testosteron og det anabolske steroid stanozo-
lol, samt morfin, adrenalin og litium. Vi har opnaet forskellige
resultater, hvad angar laegemidlernes evne til at pavirke de to
typer af responser, vi maler i vores model. Et liegemiddel kan
saledes aktivere det ene respons uden at pavirke det andet,
eller det kan maske have modsatrettede effekter pa de to re-
sponser. Netop derfor er det afgarende, at flere parametre al-
tid bliver undersagt, da man ellers risikerer at drage forkerte
konklusioner. Dette er den store styrke ved vores model.

Fer modellen kan bruges i praksis, skal de fundne resultater
sammenlignes med forsgg pa isolerede celler fra forsggsperso-
ner. P4 den made kan vi fa verificeret, om resultaterne fra vo-
res cellelinje svarer til resultater, man ville have opndet ved at
bruge friskisolerede celler. Det har vi gjort igennem en raekke
fors@g, som har vist, at dette er tilfeldet. Det naeste skridt er
herefter at teste laegemidlerne i forsggsdyr, for at veere mere
sikker pa, at vores model er valid — nemlig om et laegemiddel
kan aendre dit immunforsvar.

Testosteron . 2 2
Stanozolol t
Dexamethason
3 4
Adrenalin ‘ ‘v
Morfin ‘
Ketamin §
Litium t
Lovastatin Ingen effekt
Erythromycin A ‘
Chlorprothixen ',

Ingen effekt

Ingen effekt
/ svag stigning
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