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Bedre lsegemidler

Formalet med udviklingen af laegemidler er at diagnosticere, forebygge, behandle og lindre
sygdomme og symptomer bedst muligt. Det kraever i udpraeget grad, at forskerne arbej-
der pa tveers af faglige discipliner, hvor biomedicinsk grundforskning spiller sammen med
blandt andet de farmaceutiske og naturvidenskabelige fagomrader samt klinisk forskning.
Det er alle omrader, hvor danske forskere og virksomheder klare sig rigtig godt — ogsa efter
en international malestok. P4 de farmaceutiske institutter pa Det Sundhedsvidenskabelige
Fakultet pa Kgbenhavns Universitet bidrager vi pa mange mader med et staerk input til
fremtidens medicin til gavn for savel patienter som det danske samfund.

Det er mit hab, at naerveerende udgave af Laegemiddelforskning illustrerer nogle af de vig-
tige udfordringer inden for laegemiddelomradet i 2012. Og samtidig giver indblik i en raekke
af de spandende og udfordrende forskningsprojekter, der udspringer fra det farmaceutiske
omrade pa Det Sundhedsvidenskabelige Fakultet pa Kgbenhavns Universitet.

God forngijelse.

Sven Frokjeer
prodekan

Mad os on/offline

LAGEMIDDELFORSKNING
Vidste du, at du kan finde alle tidligere argange af Laeegemiddelforskning online? Ga pa
opdagelse og find inspiration pa pharmaschool.ku.dk/Imf

BES@G 0S SOM GYMNASIEKLASSE

Tag hele klassen med pa besgg pa farmaceutuddannelsen og mad bade forskere, stude-
rende og undervisere. Et besag kan besta af foredrag eller gvelser, som er rettet mod enten
kemi- eller biologiundervisningen. Laes mere pa pharmaschool.ku.dk/besoeg

GYMNASIELZRERDAG

Det Sundhedsvidenskabelige Fakultet pa Kgbenhavns Universitet inviterer i samarbejde
med Det Natur- og Biovidenskabelige Fakultet til den arlige gymnasieleererdag, hvor du har
mulighed for at stikke snablen i den nyeste forskning inden for natur-, sundheds- og biovi-
denskab. Dagen byder pa bade foredrag, workshops og socialt samveer kollegaer fra hele
landet. Du kan laese mere pa inspirationsdag.ku.dk

BES@G OS SOM GYMNASIEELEV

Som gymnasieelev har du mange muligheder for at blive klogere pa, hvad farmaci (eller
farmaceutuddannelsen) gar ud pa. Du kan stifte bekendtskab med studiet og studiemil-
joet ved enten at vaere studerende for en dag eller komme i 3-dages studiepraktik. Du kan
0gsa vaelge at skrive dit studieretningsprojekt hos os, eller du kan mgde os til dbent hus,
pa uddannelsesmesser rundt omkring i landet og pa kulturnatten. Men du kan laese meget
mere pad pharmaschool.ku.dk/besoeg.
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Ny metode skal afslore
forgiftning med Fantasy

STOFFET FANTASY (GHB) ER ET MISBRUGSSTOF, DER OGSA ANVENDES SOM ET »DATE
RAPE DRUG« | NATTELIVET. FANTASY NEDBRYDES MEGET HURTIGT | KROPPEN, SA HVER-
KEN MISBRUG ELLER FORS@G PA BED@VELSE AF VOLDTAGTSOFRE ER NEMT AT PAVISE
VED LABORATORIEANALYSER AF BLOD ELLER URIN. VI HAR FUNDET EN METABOLIT, SOM
MASKE HAR POTENTIALET TIL AT AFSL@RE MISBRUG ELLER FORGIFTNING MED FANTASY |
LANGERE TID EFTER INDTAGELSEN, END DET ER MULIGT | DAG.

toffet y-hydroxysmersyre (GHB) fin-
des naturligt i kroppen i ganske sma
maengder, men dets biologiske funk-
tion er stadig ukendt, selv om man
ved, at stoffet er et nedbrydningsprodukt fra
et af hjernens signalstoffer, som indgar i ner-
vecellernes kommunikation. Hvis man ind-
tager syntetisk GHB i moderate maengder,
har stoffet euforiske og afslappende effekter,
og derfor saelges det som rusmiddel pa det
sorte marked under navne som ‘Fantasy’ og
‘Flydende ecstasy’. | hgjere doser bevirker
stoffet, at man mister bevidstheden og gar
i koma, og ved meget hgje doser kan GHB
vaere livstruende.

Forskellen pa den dosis, der giver en
rus, og den dosis, som medfarer en alvorlig
forgiftning, er lille, og derfor er risikoen for
forgiftning stor. Kombination med alkohol
er saerligt farlig, fordi alkohol gger stoffets
slevende virkning og dermed risikoen for
koma. Der er mange tilfeelde af skadestue-
indlaeggelser og alvorlige forgiftninger med
GHB, nogle med dgden til falge. GHB er
0gsa kendt som et 'Date Rape Drug’, hvor
stoffet kommes i ofrets drink, hvorefter
offeret voldtages uden at veere i stand til at
flygte eller gare modstand.

P4 Institut for Laegemiddeldesign og Far-
makologi har vi fremstillet et stof, som forha-
bentligt kan bruges til at udvide det tidsrum
efter indtagelsen, hvor det er muligt at pavi-
se forhgjet GHB i en urinprave. Klinisk Bioke-
misk Afdeling pa Sygehus Vendsyssel har for
nylig pavist, at stoffet er til stede i urinpraver
og potentielt kan bruges som biomarker for
indtagelse af GHB. Hvis dette er tilfaeldet, vil
det markant kunne andre de procedurer og
analysemetoder som hospitaler og retskemi-
kere i dag benytter ved pavisning af misbrug
eller udredning af forgiftninger.

HURTIG NEDBRYDNING | KROPPEN
Normalt kan en persons indtag af et givent
stof pavises efterfalgende ved at analysere
en urinprgve, men dette er kun i begraenset
omfang muligt med GHB, fordi kroppen
nedbryder stoffet i lgbet af 3-12 timer og
derved fjerner sporene fra forgiftningen.
Hvis en person ingenting kan huske fra
aftenen fgr, men har mistanke om at have
veeret udsat for en forbrydelse, er det derfor
afgerende, at vedkommende henvender sig
meget hurtigt til myndighederne, sa der kan
tages en urinprgve, inden det er for sent.
Desveerre sker dette sjeeldent, fordi ofret
normalt er konfus dagen efter. Derfor er der
desvaerre meget fa formodede bedavelses-
forsag, der kan reelt kan dokumenteres.
Kroppen har mange mader at skille sig
af med fremmede stoffer pa. En af dem er,
at stoffet glucuronideres, hvilket indebeerer,
at enzymer haefter sukkerstoffet glucuron-
syre pa det fremmede stof. Det medferer,
at stoffet typisk mister den effekt, det ellers
ville have i kroppen, og samtidig bliver
stoffet mere vandoplgseligt, sa det nem-
mere udskilles i urinen i takt med, at blodet
renses, ndr det passerer gennem nyrerne.
Vi besluttede os derfor til at undersage, om
kroppens skiller sig af med GHB pa denne
made. | givet fald matte man forvente, at
stoffet GHB-glucuronid kan pavises i urinen.

NEDBRYDNINGSPRODUKT PAVIST I URIN
Urin indeholder en masse forskellige forbin-
delser — salte, peptider, hormoner og diverse
nedbrydelsesprodukter, som kroppen udskil-
ler. | princippet kunne vi godt have startet
med at lede efter GHB-glucuronid i urinpre-
ver, men det ville svare til at skulle finde en
nal i en hestak. Derfor greb vi tingene an pa
en anden made og fremstillede en syntetisk
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BIOMARKGRER KAN
AFSLORE EN

FORGIFTNING

En biomarker er et stof, som
bruges til at indikere en biologisk
tilstand. Inden for klinisk diagnostik
anvendes biomarkarer til at afslere
infektioner, diabetes, hjertesyg-
domme og kraeft. Biomarkerer er
typisk stoffer hvis tilstedevaerelse
eller eendrede koncentration i en
biologisk prave skyldes en endret
helbredstilstand.

Der stilles store krav til anven-
delsen af biomarkerer. Isaer ma
de kun udvise et meget lavt antal
falske positive eller falske negative
resultater, saledes at man far stil-
let den rigtige diagnose for den
testede person.

Biomarkgrer kan ogsa bruges
til at finde spor af skadelige miljg-
pavirkninger eller forgiftninger. For
indtagelse af alkohol anvendes ned-
brydningsproduktet ethylglucuronid
som biomarker, idet dette stof har
meget laengere pavisningstid i urin
end alkohol.




Princippet i glucoronidering — den meka-
nisme, hvormed kroppen skiller sig af
med fremmede stoffer — er her eksempli-
ficeret ved UDP-glucuronosyltransferase.
Det er et vigtigt enzym i stofskiftet, som
omdanner funktionelle grupper som alko-
holer og carboxylsyrer til deres respektive
B-glucuronid-derivater.

Derivaterne har generelt en laengere hal-
veringstid i kroppen end de umodificerede
stoffer, hvilket ger det muligt at bruge
glucuronid-derivater som biomarkerer,

der kan udvide perioden for pavisning

af et stof betydeligt. Vi mener, at GHB
kan blive glucuronideret af enzymet og
dermed producere et GHB-glucuronid der
kan anvendes som en biomarker med et
udvidet detektionsvindue for forgiftninger
med GHB.
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version af stoffet. At fremstille det stof, man
vil lede efter, giver mulighed for at etablere
og validere en robust analysekemisk meto-
de, inden man gar i gang med at undersage
urinprgver.

Vores analysemetode kaldes LC-MS,
hvilket er en kombination af vaeskekroma-
tografi (LC) og massespektrometri (MS). Ved
vaeskekromatografien adskilles en blanding
af stoffer i de enkelte komponenter, hvorpa
massespektrometret bestemmer identiteten
af hvert eneste af de fundne indholdsstof-
fer. Fordelen ved at anvende en syntetisk
»ndl« er, at man pa forhand ved, hvordan
nadlen ser ud, og hvor i hgstakken man
skal lede efter den, nar man efterfglgende
begynder at analysere urinprgver.

Da metoden var pa plads, indsamlede
personalet pa Sygehus Vendsyssel 50 ano-
nyme urinprever, som vi analyserede for
deres indhold af GHB-glucuronid. Det viste
sig, at stoffet var til stede i alle preverne i
starre eller mindre maengder som felge af
kroppens naturlige indhold af GHB. Et lille
antal praver fra kendte forgiftninger med
syntetisk GHB blev ligeledes analyseret, og
stoffet blev ogsa fundet i disse prever. Det

CO,H

Ho% uDP
HO

viser, at vores hypotese om, at GHB nedbry-
des i kroppen via glucuronidering er korrekt,
0g vi arbejder nu videre med at undersgge
om GHB-glucuronid kan benyttes som bio-
marker for GHB.

UDVIKLING AF EN BRUGBAR BIOMARK@R
Hvis GHB-glucuronid skal bruges som bio-
marker, er det vigtigt, at stoffet er stabilt

og ikke nedbrydes i de indsamlede urin-
prover. Derfor har vi undersggt stabiliteten
ved forskellige pH-vaerdier, som efterligner
de ydre graenser, man normalt finder i

urin — svarende til pH-veerdier pa 5 og 9.
Forsggene viste, at stoffet ikke nedbrydes
indenfor dette pH-interval. Bagefter opvar-
mede vi urinprgverne og fulgte, hvorledes
stoffet opfarte sig undervejs. Det viste sig,
at GHB-glucuronid er overraskende stabilt,
og selv efter flere dagn ved temperaturer pa
90 °C var der ikke sket noget med stoffet.
Den hgije stabilitet lover godt for, at GHB-
glucuronid i praksis kan bruges som biomar-
ker for GHB.

Der forestar dog stadig et omfattende
forskningsarbejde for at afklare dette. Der
skal indsamles praver fra flere hundrede
forsagspersoner for at bestemme det nor-
male niveau af biomarkgaren i kroppen. Vi
skal ogsa afklare, i hvor hgj grad variationer
i dette niveau afhaenger af ken, alder og
tidspunktet for prgvetagningen. Ligeledes
skal forsag under kontrollerede forhold
vise, hvordan niveauet af GHB-glucuronid
andrer sig over tid i blodprever og urin-
prover efter, at en frivillig fors@gsperson
har indtaget en kendt dosis GHB. Kort sagt
skal stoffets farmakokinetiske egenskaber
undersages grundigt. Hvis vores hypotese er
korrekt, bliver det muligt at pavise, at GHB
er blevet indtaget, i laengere tid end det i
dag er muligt. e

CO,H

HO o o)
Hm S COH

+

HO -~ COH

GHB
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Antimikrobielle peptider:

Et nyt vaben mod
multiresistente bakterier

DER RAPPORTERES STADIGT OFTERE OM SYGDOMSTILFALDE, SOM SKYLDES DJDSENSFAR-
LIGE INFEKTIONER MED MULTIRESISTENTE BAKTERIER, SOM IKKE ELLER KUN VANSKELIGT
KAN BEHANDLES MED KLASSISKE ANTIBIOTIKA. DERFOR ER DER HARDT BRUG FOR NYE TY-
PER LAGEMIDLER, SOM G@R DET SVART FOR BAKTERIERNE AT UDVIKLE RESISTENS. ANTI-
MIKROBIELLE PEPTIDER OG STABILE SYNTETISKE ANALOGER ER EN LOVENDE MULIGHED.

iden Anden Verdenskrig har antibio-

tika gjort det muligt at kurere bak-

terieinfektioner, som tidligere ofte

var dadelige. Men i de senere ar er
virkningen af antibiotika faldet staerkt, fordi
bakterierne i stigende omfang har udviklet
resistens. | dag florerer der mange steder i
verden bakterier, som er modstandsdygtige
over for naesten alle kendte antibiotika, og
selv om de fleste multiresistente bakterier
stadig kan elimineres med et enkelt lzege-
middel eller to, vil de ofte na at sla patien-
ten ihjel, inden laegerne far fundet frem til
netop det antibiotikum, der virker.

Der er flere arsager til de stigende pro-
blemer med multiresistens. Den vaesent-
ligste grund er et overforbrug af de mest
effektive laegemidler, for jo mere antibiotika
befolkningen bruger, jo bedre muligheder
far bakterierne for at mutere og udvikle
resistens. Et andet problem er forkert brug

af antibiotika, hvor patienten ikke gar kuren
faerdig. P& den made draeber laegemidlet
de fglsomme bakterier, mens de mest mod-
standsdygtige bakterier overlever og forme-
rer sig i kroppen. Antibiotika til behandling
af infektioner hos mennesker anvendes
desuden i udstrakt grad i dyreproduktionen
med deraf fglgende risiko for, at ked og
visse andre fgdevarer bliver forurenet med
multiresistente bakterier.

Desveerre er udviklingen af nye vaben i
det medicinske arsenal imod bakterier naer-
mest gdet i sta, fordi det er urentabelt for
medicinalindustrien at investere store sum-
mer i forskning i nye antibiotika. Det har
nemlig gentagne gange vist sig, at mikroor-
ganismerne hurtigt udvikler resistens imod
et nyt antibiotikum efter dets lancering i
klinikken, og hvis et antibiotikum bevarer
sin virkning gennem en laengere periode,
kurerer lzegemidlet hurtigt patienterne, som
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Venstre: | humane celler er cellemem-
branens yderside elektrisk neutral. Positivt
ladede antimikrobielle peptider binder sig
kun svagt til membranen og skader derfor
ikke cellerne. Ydersiden pa bakterielle cel-
lemembraner indeholder negativt ladede
grupper, hvorfor de positivt ladede peptider
binder sig staerkt til membranen. Hgjre:
Peptiderne maser sig ind i membranen og
danner porer, som punkterer bakteriecellen
ILLUSTRATION: JENS B@GESKOV
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derpa ikke laengere har brug for medicinen.
Derimod opnar den farmaceutiske industri
en langt stgrre indtjening ved at udvikle
lzegemidler, der anvendes til behandling af
kroniske sygdomme som fx diabetes i resten
af patientens levetid.

Disse fakta betyder tilsammen, at antallet
af effektive antibiotika efterhdnden er blevet
dramatisk lavt, samt at der kun sjaeldent
introduceres nye antibiotika. Tendensen brin-
ger patientsikkerheden i fare, hvilket tydeligt

PRINCIPPET | FASTFASESYNTESE

Ved fastfasesyntese fremstilles peptider ved at satte
aminosyrerne sammen som byggesten. Den forste ami-
nosyre bindes til uoplaselige polymerpartikler, hvorpa de
ovrige aminosyrer paseettes én for én, indtil peptidkee-
den er feerdig. Metoden kan med fordel automatiseres.

Trin 1: Pasaetning af den fgrste aminosyre pa den
uoploselige polymer

| alle aminosyrebyggesten er a-aminogruppen beskyttet
med en beskyttelsesgruppe, som kan fiernes med en
base (qul O). Safremt aminosyrens sidekaede er reaktiy,
ma denne beskyttes med en beskyttelsesgruppe (rad A),
som er spaltbar med syre, og som ferst fiernes efter endt
syntese. Carboxylsyren i den aminosyrebyggesten, som
skal bindes til polymeren, omdannes nu pa stedet til en
aktiveret ester ved hjeelp af et aktiveringsreagens. Bygge-
stenen reagerer herefter med den frie aminogruppe pa
den uopleselige polymer og danner en amidbinding.

Trin 2: Pasaetning af den naeste aminosyre
a-Aminobeskyttelsesgruppen fiernes med en base, og
den nye aminosyrebyggesten kobles pa.

Trin 3: Peptidet opbygges trin for trin
Denne cyklus med afbeskyttelse og kobling gentages,
indtil det enskede peptid er fremstillet.

Trin 4: Peptidet frigores

Peptidet spaltes fra polymeren med syre samtidigt med,
at sidekaedernes beskyttelsesgrupper (radeA) fiernes.
Endelig udfeeldes peptidet i aeter og frysetarres, hvorpa
det er klar til endelig oprensning.

bakteriecellens

Il anti-bakterielle pep-
tider indsaettes i bakter-
iecellens membran

ses i statistikkerne, hvori der optraeder et
stigende antal dedsfald som fglge af simple
infektioner, som tidligere let kunne behand-
les. Nu er der risiko for, at sddanne infektio-
ner igen kan blive »betydelige draebere« pa
linje med kraeft og hjerte-kar-sygdomme.

ANTIMIKROBIELLE PEPTIDER - EN
UNIVERSEL FORSVARSSTRATEGI

Det er sdledes vigtigt, at udvikle helt nye
typer laegemidler, som bakterierne far svaert
ved at udvikle resistens imod. Her er antimi-
krobielle peptider (AMP) et godt bud. Alle
planter, dyr og mennesker danner antimi-
krobielle peptider, der indgar i det medfedte
immunsystem, som er vores vaesentligste
forsvar imod bakterieangreb.

Alle klassiske antibiotika vekselvirker med
specifikke malmolekyler i bakterierne, og
derfor er der altid en risiko for, at bakterierne
muterer og a&ndrer malmolekylet, hvorved
de opnar resistens. Antimikrobielle peptider
aggregerer og destabiliserer (og danner evt.
porer i) bakteriens cellemembran. Bakterier
har meget svaert ved at udvikle resistens
imod denne mekanisme, fordi det kraever
en omstrukturering af hele cellemembranen,
hvilket forudsaetter, at et stort antal gener
muterer samtidigt. Derfor ses resistensud-
vikling over for antimikrobielle peptider
sjeeldent til trods for, at de har vaeret til stede
under det meste af evolutionen.

Klassen af positivt ladede antimikrobielle
peptider er saerligt interessante som mulige
nye laegemidler, da de selektivt kan veksel-
virke med mikroorganismers negativt ladede
cellemembraner, mens peptiderne ikke
binder sig i naer samme omfang til humane
celler, hvor cellemembranens yderside er
naesten neutral.



SYNTETISKE ANALOGER AF ET PEPTID FRA
HVEPSE

Et eksempel er det positivt ladede peptid
anoplin, som er isoleret fra en japansk
hveps. Anoplin virker specifikt imod bak-
terier og anses derfor for at veere et godt
udgangspunkt for udvikling af antibiotika.
Vores forskning er malrettet en optimering
af de egenskaber, som det naturlige peptid
har. Saledes forsgger vi at @ge specificite-
ten for Gram-negative bakterier, primaert
Escherichia coli, fordi visse multiresistente
stammer af kolibakterier udger et betydeligt
sundhedsproblem. Samtidig vil det vaere
fordelagtigt, hvis den terapeutiske dosis kan
nedbringes ved at forbedre peptidets evne
til at sla bakterier ihjel. Naturlige antimi-
krobielle peptider har typisk en kort levetid

i kroppen, fordi de nedbrydes af enzymer

i blodet, hvilket begraenser deres medicin-
ske anvendelighed. Analoger med bedre
stabilitet har derfor stgrre potentiale som
laegemidler. Forskellige modifikationer kan
@ge stabiliteten, fx inkorporering af unatur-
lige aminosyrer. Det er aminosyrer, som ikke
indgar i det alfabet af 20 naturlige aminosy-
rer, som alle proteiner og peptider i levende
organismer er opbygget af.

FASTFASESYNTESE AF PEPTIDANALOGER
Vi fremstiller syntetiske analoger af anoplin
ved hjeelp af fastfasesyntese. Her bindes
den farste aminosyre til sma partikler af en
fast polymer hvorpa peptidet opbygges ved
at pasaette én aminosyre ad gangen. Pa den
made har vi fremstillet og karakteriseret en
raekke nye analoger af anoplin.

Desuden har vi syntetiseret adskillige
peptidanaloger med et nyt molekylaert
design bestdende af skiftende aminosyrer
og peptoidenheder, hvor sidekaederne er
placeret pa nitrogenatomet i stedet for pa
carbonatomet imellem amino- og carboxyl-
gruppen. Ved sadanne organisk-kemiske
synteser har vi erstattet en eller flere natur-
lige aminosyrer med unaturlige byggesten,
hvilket ggr analogerne langt mere stabile
over for kroppens nedbrydningsprocesser.

HOJ EFFEKT, LAV TOKSICITET

Ud over at et nyt antibiotikum skal vaere
effektivt til at dreebe bakterier, er det afge-
rende, at stoffet ikke skader kroppens egne
celler som fx de rgde blodceller. Bestemmel-
se af denne effekt indgar derfor i evaluerin-

*W%%

Ac-[Lys-BNspe] -NH,
(n= 6)
(n=

1] Ac-[hArg-BNspe] -NH,
4, 2a(n=6)
K 2b(n = 8)

D-isoleucin

gen af mulig toksicitet. Kun peptider med
lav tilbgjelighed til at gdelaegge blodcellerne
set i forhold til deres antibakterielle aktivitet
undersgges naermere. Sa testes peptidets
evne til at forhindre vaekst af mange forskel-
lige sygdomsfremkaldende bakteriestammer.
Huvis disse resultater er lovende, afpraves
peptiderne i mus for at sikre, at dyrenes
organer ikke tager skade af behandlingen.
Disse studier kan fare til, at stofferne senere
testes i kliniske studier. Vi har undersggt de
syntetiske peptiders evne til at stoppe vaekst
af fire forskellige bakterier, heraf to Gram-
positive, methicillin-resistent Staphylococcus
aureus og vancomycin-resistent Enterococcus
faecium, samt to Gram-negative bakterier,
Escherichia coli og Pseudomonas aeruginosa.
Peptidanaloger med et nyt molekylzert
design bestaende af skiftende a-aminosyrer
og B-peptoidenheder udviser god effekt pa
bade Gram-positive og Gram-negative bak-
terier. Test pa sarinficerende stafylokokker,
S. aureus og S. epidermidis, samt de fade-
varerelaterede E. coli og Listeria monocyto-
genes har vist, at de ngdvendige minimums-
doser ligger pa 1-8 pg/mL. Endvidere giver
dette design fuld stabilitet over for enzyma-
tisk nedbrydning i kroppen samt minimal
tendens til @delaeggelse af rade blodceller.
Det mest lovende af vore antimikrobielle
peptider er bakteriedraebende ved en kon-
centration, som er 100 gange lavere end
den koncentration, som kan skade humane
celler. Det vil dog tage mange ars udvik-
ling, far disse syntetiske analoger vil kunne
bruges til at behandle mennesker, men
potentielt kan morgendagens antibiotikum
veere afledt af peptidet anoplin fra hvepse-
gift eller besta af skiftende a-aminosyrer og
B-peptoidenheder.®
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Ac-[Lys-BNspe-hArg-BNspe] -NH,
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Venstre: Eksempler pa unaturlige ami-

nosyrer. I midten og til hgjre: Eksempel

pé en peptidanalog med en unaturlig
“rygrad”



Hab om at ramme latente
balcterier i1 deres skjul

TILBAGEVENDENDE INFEKTIONER MED MULTIRESISTENTE BAKTERIER PA HOSPITALER OG |
SAMFUNDET ER BADE DYRE OG RISIKABLE. EN DEL AF FORKLARINGEN PA BAKTERIERNES
SEJLIVETHED ER, AT DE GEMMER SIG INDE | MENNESKELIGE CELLER, FX | LUFTVEJENE,
HVORVED DE BADE UNDSLIPPER KROPPENS IMMUNFORSVAR OG MEDICINSK BEHAND-
LING MED ANTIBIOTIKA. VED AT KOMBINERE NOGLE AF NATURENS VARKTQIJER TIL AT
TRANGE GENNEM CELLEMEMBRANER KAN MAN SANDSYNLIGVIS RAMME DISSE DVA-

LENDE BAKTERIER.

FORFATTERE
Cand.pharm. Jesper Bahnsen

er ph.d.-studerende pa Institut for

Farmaci.

Cand.pharm. Jorrit Water er ph.d.-
studerende pa Institut for Farmaci.

Ph.d. Camilla Foged er lektor pa

Institut for Farmaci.

Ph.d. Henrik Franzyk er lektor pa

Institut for Leegemiddeldesign og
Farmakologi.

Ph.d. Hanne Mgrck Nielsen er lek-

tor pé Institut for Farmaci.

12 - LAGEMIDDELFORSKNING - 2012

n overraskende stor andel pa 30-50

procent af den raske befolkning

baerer S. aureus uden at have syg-

domssymptomer. Disse raske smit-
tebaerere kan imidlertid videregive smitten
ved fysisk kontakt med sygdomssvaekkede
personer. Stafylokokkerne kan passere ind
gennem cellemembranen pa de epitelceller,
som danner overfladen af luftvejene, og pa
den made komme uden for raekkevidde af
bade kroppens immunforsvar og de fleste
former for antibiotika. Disse latente bakte-
rier kan blomstre op igen pa et senere tids-
punkt og medfgre sygdom.

ANTIMIKROBIELLE PEPTIDER — KROPPENS
EGNE ANTIBIOTIKA
Nar immunforsvaret registrerer invaderende
bakterier, aktiveres en raekke signaler for
at fa kroppen til at nedkaempe den udefra
kommende trussel. Et af immunsystemets
modtraek er at producere og udskille antimi-
krobielle peptider pa infektionsstedet. Anti-
mikrobielle peptider er korte, positivt ladede
aminosyresekvenser, som danner huller i
bakteriernes cellemembraner, hvorpa bakte-
rierne der.

Antimikrobielle peptider findes bade
i primitive organismer som svampe og
amgber og i hgjt udviklede pattedyr inklu-
sive mennesker. Gennemhulningen af den
bakterielle cellemembran sker pa en sadan
made, at det kun i meget ringe grad er
muligt for bakterien at modvirke dette og
derved udvikle resistens. En af de vigtigste
indikationer pa dette er netop, at naesten
ingen bakterier er modstandsdygtige over-
for disse peptider, selv om de har veeret til
stede i vidt forskellige organismer gennem
flere millioner ars evolution. Denne iagtta-

gelse underbygges af, at laboratorieforsgg
viser, at antimikrobielle peptider rent faktisk
kan sla multiresistente stafylokokker ihjel.
Nar kroppens egne antimikrobielle peptider
ikke konsekvent nedkaemper enhver infekti-
on, skyldes det, at bakterierne ofte formerer
sig sa hurtigt, at immunforsvaret — isaer hos
sveekkede personer — ikke kan fglge med.
Balancen kan imidlertid aendres til patien-
tens fordel, hvis syntetiske antimikrobielle
peptider tilferes kroppen som et ekstra
vaben imod bakterierne.

CELLEPENETRERENDE PEPTIDER -
NATURENS HOVEDN@GLE

Stafylokokkers evne til at krydse cellemembra-
nen er med til at gare infektionerne vedva-
rende og ekstra skadelige for den ramte. For
helt at udradere en intracellulzer infektion er
det imidlertid ikke tilstraekkeligt at behandle
patienten med et effektivt traditionelt anti-
biotikum. Det er lige sa vigtigt, at man kan
transportere laegemidlet ind i de celler, hvor
det skal virke. Hvis man rader over et antibio-
tikum, som kan nedkaempe multiresistente
stafylokokker, men som ikke ved egen hjeelp
kan na frem til de intracelluleere bakterier, fin-
des der heldigvis lovende vaerktgjer, som kan
hjeelpe lzegemidlet pa vej.

P& samme made som antimikrobielle
peptider kan draebe bakterier ved at danne
huller i dem, findes andre naturlige pepti-
der, som kan transportere store molekyler
tvaers gennem ellers uigennemtraengelige
cellemembraner. Disse peptider kaldes for
cellepenetrerende peptider. Et markant
eksempel findes hos bananfluer, hvor et cel-
lepenetrerende peptid bestaende af kun 16
aminosyrer udger en del af et meget starre
protein. Den korte peptidsekvens muligger



den nadvendige transport af proteinet ind i
visse celler i bananfluens hoved under dets
tidlige udviklingsstadier. Hvis man ved hjzelp
af genteknologi fjerner proteinet eller hindrer
det i at krydse cellemembranen, udvikler
bananfluen ben pa hovedet i stedet for fale-
horn.

Egenskaberne af netop dette peptid er
blevet grundigt undersagt, og forskere har
udnyttet peptidet som et vaerktgj ved klo-
ning, hvor arvemateriale skal feres ind i en
celle, eller til at @ge optaget af proteinlae-
gemiddelstoffer hen over det epitelcellelag,
der udger de indre overflader af luftvejene
og mave-tarmkanalen.

EN GYLDEN KOMBINATION
Bade antimikrobielle og cellepenetrerende
peptider er relativt korte — de bestar af 10
til 30 aminosyrer — og de har en positiv
nettoladning, som saetter dem i stand til
at binde sig til bakteriers negativt ladede
cellemembraner. De to grupper af peptider
antager oftest en ordnet, foldet struktur
som fx en helix, ndr de baner sig vej gen-
nem cellemembranerne. Disse faellestraek
ger, at man 0gsa har set virkninger pa tvaers
af de to peptidgrupper, idet visse cellepe-
netrerende peptider kan draebe bakterier,
mens nogle antimikrobielle peptider kan
treenge gennem humane cellemembraner
uden at skade dem. Ved at udnytte denne
krydsfunktionalitet, kan man syntetisere
peptider, som bade kan krydse de humane
cellemembraner og draebe latente bakterier,
der skjuler sig inde i cellerne.

For at teste peptidernes evne til at
draebe intracellulzere bakterier, har vi udfert

ANTAL AF BAKTERIER

sadanne eksperimenter i cellekulturer, hvor
humane celler inficeres med stafylokok-

ker, som traenger ind i cellerne. | forsggene
testede vi en syntetisk version af det cel-
lepenetrerende peptid penetratin fra banan-
fluer for dets evne til at draebe stafylokok-
ker, der gemte sig i celler, som stammer fra
de menneskelige luftveje. Ved anvendelse af
koncentrationer pa over 100 UM penetratin
var der 75 procent faerre levedygtige bakte-
rier tilbage 24 timer efter, at vi havde pafert
peptidet, end far behandlingen. Bakteri-
ernes vaekst blev med andre ord haammet
effektivt. | den videre forskning optimeres
strukturen af peptiderne hen imod en bedre
kombination af savel evnen til cellepenetra-
tion som den antibakterielle effekt.

HURTIGT SMITTESTOP MED NASESPRAY
Et fremtidigt peptidbaseret leegemiddel med
evne til at traenge ind i humane celler og
draebe latente bakterier inde i cellerne kan
fx indgives med en naesespray. Et sadant
antibiotikum vil ggre det muligt at stoppe
MRSA-spredning pa sygehuse ved at lade
personalet, de pargrende, og ikke-synligt-
inficerede patienter benytte naesesprayen.
P& den made vil et sygdomsudbrud som
folge af multiresistente stafylokokker hurtigt
kunne begraenses til de ramte patienter ved
at fjerne risikoen for, at symptomfrie smitte-
baerere inficerer andre modtagelige patien-
ter pa afdelingen. De inficerede patienter
isoleres, indtil infektionen er sldet ned.
Behandlingen med naesesprayen vil
naeppe medfgre risici, fordi peptider er
naturligt forekommende biologiske mole-
kyler, som hurtigt nedbrydes af enzymer i
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Grafen viser drab af latente stafylokokker
i humane luftvejsceller ved hjaelp af pene-
tratin. Y-aksen repraesenterer antallet af
tilbagevaerende bakterier, der kan danne
en koloni pa en agarplade efter 24 timers
behandling med peptid. X-aksen viser
koncentrationen af penetratin i uM. Der
sker intet bakterielt drab ved koncentratio-
ner lavere end 30 uM. Farst ved omkring
65 uM ses et betydeligt drab af bakteri-
erne. \led koncentrationer over 100 uM
er der feerre levedygtige bakterier, end da
peptidet blev pafert. Vaeksten er sdledes
blevet effektivt heemmet.
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Det cellepenetrerende peptid penetratin
kan dreebe stafylokokker, som er gaet i
dvale inde i dyrkede humane luftvejsceller
(Calu-3). Tegningen viser forsagsopstillin-
gen. Farst lader vi stafylokokkerne traenge
ind i bakteriecellerne. Derefter fiernes alle
ekstracelluleere bakterier via vask med en
buffer, som indeholder et antibiotikum,
gentamicin, der ikke treenger ind i luft-
vejscellerne men draeber ekstracelluleere
bakterier. Sa tilferes peptiderne. Efter 24
timer oplases lungecellerne, og celleind-
holdet spredes ud pa agarplader, hvor man
efter en passende inkubationstid kan taelle,
hvor mange levedygtige bakterier, der var
tilbage i de peptidbehandlede celler.

“| farste trin ses cellelaget, der er ved at
blive inficeret med Staphylococcus aureus
vist som grenne prikker. Neeste trin viser
(1) skylning af cellerne og rensning med
gentamicin efterfulgt af (2) pafersel af de
aktive stoffer pa cellelaget. | sidste trin

er en del af det aktive stof treengt ind i
cellerne og har draebt de intracellulzere
bakterier.”

JSTRATION: HENNING O
USTRATION: MALENE HA

Fremtidsvisionen: Cellepenetrerende
antimikrobielle peptider indtaget som
naesespray draeber latente bakterier, som
gemmer sig indeni cellerne i luftvejene.
Hvis personalet pa en hospitalsafdeling,
ikke-inficerede patienter og de parerende
til meget svaekkede patienter benytter
naesesprayen, bliver det sandsynligvis
muligt at udrydde multiresistente stafylo-
kokker pa afdelingen, fordi behandlingen
fierner risikoen for, at svaekkede patienter
inficeres af symptomfrie smittebeerere. De
inficerede patienter isoleres og behandles
separat.

JSTRATION: HENNING O
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blodet. Derfor vil peptiderne aldrig nd ud i
blodbanen, hvilket ger behandlingen lokal i
luftvejene, s& man slipper for ungdig belast-
ning af ikke-inficeret vaev.

ANTIMIKROBIELLE PEPTIDER |
PARTIKELFORM

Hvis peptidbaserede laegemiddelstoffer skal
ud i blodet og virke i hele kroppen, kan de
sammensaettes pa forskellige mader med
henblik pa at beskytte dem imod enzymatisk

nedbrydning. En mulighed er at indbygge
lzegemiddelstoffet i nanopartikler. Partik-
len fungerer som en beskyttende barriere
omkring laegemiddelstoffet og muligger
derved anvendelse af peptider til systemisk
behandling. Desuden kan partiklerne frem-
stilles i en sa lille starrelse, at der abnes
mulighed for, at de kan optages hele og
uaendrede gennem cellemembranerne.

Ydermere er det muligt at modificere
overfladen af partiklerne. Man kan eksem-
pelvis fastgere antistoffer pa overfladen, som
specifikt malretter partiklerne mod den type
celler, hvor de latente bakterier gemmer sig.
Samtidig kan den cellulzere optagelse @ges
ved at fastgere cellepenetrerende peptider
til overfladen. En sddan malsegende partikel
kan udstyres med en indre last af antimikro-
bielle peptider, som frigives inde i cellen, hvor
peptiderne kan draebe bakterierne. Alt i alt
giver kombinationen af antimikrobielle pep-
tider og cellepenetrerende peptider mange
forskellige muligheder for at behandle
intracellulaere infektioner, som er uden for
raekkevidde af immunforsvaret og klassiske
antibiotika som penicillin.e



Kroniske smerter forringer
livskvaliteten markant.

Kombinationsbehandling
kan lindre smerter effektive
med beskedne bivirkninger.

Kombinationslaegemiddel
reducerer bivirkningerne
ved smertebehandling

KOMBINATIONSLAGEMIDLER, SOM INDEHOLDER TO ELLER FLERE AKTIVE LAGEMIDDEL-

STOFFER, HAR OFTE GOD EFFEKT OG MEDFYJRER KUN BESKEDNE BIVIRKNINGER, MEN DE
ER EKSTRA DYRE AT FA GODKENDT. NYE FORS@G MED KOMBINATIONSBEHANDLING AF

PATIENTER MED KRONISKE NERVESMERTER LEVERER GODE ARGUMENTER FOR AT LETTE

MARKEDSADGANGEN FOR KOMBINATIONSTERAPI.
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irkelig effektiv behandling af
mange kroniske sygdomme
kraever kombinationer af flere
lzegemidler, og far den industrielle
laegemiddeludvikling tog fart, var al medi-
cinsk behandling baseret pa blandinger. Der
eksisterede simpelt hen ikke metoder til at
adskille komponenterne i de droger — oftest
planteekstrakter — som patienterne blev
behandlet med. Selv efter introduktionen af
kemisk syntetiserede laegemidler omkring ar
1900 blev kombinationer ved med at vaere
populaere. | 1960"erne viste undersggelser

imidlertid, at indholdstofferne i kombinati-
onspraparater nogen gange kan modvirke
hinanden, og derfor stillede myndighederne
omkring 1970 krav om monoterapi. Her
udvikles et enkelt laegemiddelstof til at
pavirke et specifikt malmolekyle i kroppen —
dvs. en receptor eller et enzym, som indgar
i de biokemiske processer, der forarsager i
sygdommen — og dette stof doseres alene.
Myndighederne, som regulerer tilgangen
af nye laegemidler til markedet, har frem-
met tendensen ved at stille sa store krav til
godkendelse af kombinationspraeparater,
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ROTTEMODEL FOR
NEUROPATISKE
SMERTER

Pa gnavere deler iskiasnerven sig
midt pé laret af bagbenet i tre
grene, der groft sagt forsyner laret
0g hver sin side af benet nedenfor
med sensoriske nerver. Ved at over-
skaere to af grenene og kun bevare
den del, som innerverer ydersiden
af benet og poten, bliver nervens
innervationsomrade hypersensitivt.
Det vil sige, at smertetaersklen ned-
saettes i omradet.

Ved forsggene findes rottens smer-
tetaerskel ved at bergre poten med
har med varierende tykkelser. Nar
haret prikker til poten, traekker rot-
ten poten til sig, hvis beraringen
generer den. Trykket i det har, som
udlgser tilbagetraekning af poten,
kan bestemmes overraskende prae-
cist. Bgjer haret, uden at rotten lof-
ter poten, er det tegn pa, at rotten
enten ikke maerker pavirkningen
eller ikke besvaeres af den.

Kalibreringen af den kraftpévirk-
ning, de forskellige hér overferer,
bestemmes separat og méles i New-
ton eller gram. Indgift af smertestil-
lende stoffer vil flytte teersklen for
observeret tilbagetraekning opad.

TEST FALSOMHEDEN

Rotters fglsomhed overfor smerter
kan testes ved at bergre en pote
med har af forskellige tykkelser. Nar
bergringen generer rotten, traekker
den poten til sig.

LAGEMIDDELFORSKNING - 2012

at det bliver uforholdsmaessigt dyrt for den
farmaceutiske industri at udvikle dem. Alli-
gevel har brugen af faste kombinationer
vaeret sejlivet; sa sent som i 1981 var der
37 kombinationer pa det danske marked
indenfor smertebehandling. Nye krav, som
gik ud pa, at samtlige stoffer i et kombinati-
onslaegemiddel skulle have smertelindrende
virkning, samt at varigheden af deres effekt
skulle vaere omtrent ens, har siden reduce-
ret udbuddet til 11 praeparater.

20 TABLETTER OM DAGEN

De mange enkeltdoseringer medfarer et
problem, kaldet polyfarmaci. Det er nemlig
ikke ualmindeligt, at aeldre patienter tager
op til 20 forskellige tabletter dagligt fordelt
over morgen, middag og aften. Det er ikke
altid let at holde styr pa alle pilleglassene,
nar hukommelsen og motivationen ikke er,
hvad den har veeret, og det farer ofte til
fejlmedicinering.

Samtidig er det blevet vanskeligere, at
finde nye monoterapier, der har tilstraek-
kelig virkning pa de sygdomme, som vi ikke
har effektiv medicin for i dag. Det ses af
udviklingen i den farmaceutiske industri. Pa
trods af, at medicinalfirmaerne bruger flere
og flere forskningsmidler — for gjeblikket
over 50 milliarder $ arligt pa verdensplan
— er introduktionen af nye laegemidler stag-
nerende, og der lanceres kun omkring 20
nye innovative praeparater om aret. Andre
sakaldte nye laegemiddelstoffer repraesente-
rer blot en marginalt forbedret behandling
og er saledes ikke radikalt nye laegemidler.

Derfor er der brug for nye tiltag, og vore
studier i forskningsgruppen for Systemfar-
makologi har ledt os frem til at veerdsaette
nytten af kombinationsterapi. Vores mal
er at finde nye og bedre behandlinger af
kroniske smertetilstande. Det gaelder isaer
neuropatiske smerter, ogsa kaldet kroni-
ske nervesmerter. Hos mange patienter
er nervesmerterne vanskelige at behandle
effektivt med monoterapeutiske laegemidler
uden alvorlige bivirkninger, og det forringer
i hgj grad patienternes livskvalitet.

Der findes gode sygdomsmodeller for
neuropatiske smerter, som kan pafagres mus
og rotter. Vi anvender en rottemodel, hvor
en operation foragger rottens fglsomhed
overfor bergring af poten med et har. En til-
svarende overfglsomhed overfor bergring er
karakteristisk for patienter med neuropatiske
smerter. Rottemodellen gar det muligt at

bestemme den smertestillende effekt af bade
kendte lzegemidlerstoffer og helt nye stoffer.

FASTE KOMBINATIONER AF
LAGEMIDDELSTOFFER

Efter etablering og validering af rottemodel-
len indledte gruppen en systematisk under-
sggelse af behandling med kombinationer
af eksisterende laegemidler, som ud fra deres
virkning kunne taenkes at pavirke smerte-
teersklen. Teoretisk vil en sddan kombinati-
onsbehandling kunne udvise antagonistisk,
additiv, synergistisk eller koalitiv effekt. Hvis
stofferne medfarer dosisafhaengige bivirk-
ninger, som er forskellige for de to stoffer,

vil en additiv virkning ved den halve dosis af
stofferne givet i kombination resultere i den
samme smertelindrende effekt som en fuld
dosis et af stofferne, men med mindre bivirk-
ninger. Teoretisk set en halvering.

En kombination af laegemidlerne gaba-
pentin og donepezil viste overraskende
gode resultater i rottemodellen. Gabapentin
bruges som farstegangsvalg ved behandling
af neuropatiske smerter.Donepezil virker
pa Alzheimers sygdom, hvor stoffet haem-
mer det vigtige enzym acetylcholinesterase,
hvilket fra en teoretisk betragtning ogsa kan
daempe smerter. Rotteforsggene viste en
staerk synergistisk effekt af denne kombina-
tion. Nar stofferne blev indgivet hver for sig,
kunne begge stoffer fuldstaendigt haemme
den smertefulde hypersensitivitet ved doser
pa 3 mg/kg for donepezil og 100mg/kg for
gabapentin. Ved disse doser trak rotterne
saledes farst poten til sig ved prikning med
et 20 grams har, hvilket svarer til responset
hos normale, ikke-opererede dyr.

Kombinationsbehandlingen gav fuld
smertelindring ved langt mindre doser — 0,5
mg/kg donepezil kombineret med 30 mg/
kg gabapentin. Effekten af 0,5 mg/kg done-
pezil alene kunne slet ikke males pa dyrene,
0g 30 mg/kg gabapentin gav allerede
potetilbagetraekning ved pavirkning med et
5 grams har. Synergieffekten kan saledes
beregnes til at vaere ca. tre gange.

FZARRE BIVIRKNINGER HOS PATIENTER
Hos mennesker har gabapentin kraftige
bivirkninger i form af staerk sgvntrang og
forekomst af ufrivillige bevaegelser ved de
normalt anvendte behandlingsdoser pa
30-50 mg/kg. Patienterne udholder dog
disse generende bivirkninger, fordi nerve-
smerterne oftest er et endnu vaerre onde.



Da bivirkningerne er proportionale med
dosis, vil en reduktion af dosis op til tre
gange kunne ggre bivirkningerne talelige
samtidig med, at den synergistiske smerte-
daempning stadig vil vaere optimal.

Kombinationen af gabapentin og
donepezil har aldrig far vaeret anvendt pa
patienter, og vi kunne saledes ikke vide med
sikkerhed, om dyreforsggene var praedika-
tive for behandling af mennesker. Derfor
ansggte vi myndighederne om tilladelse til
at udfare et klinisk forsag pa neuropatiske
smertepatienter med den fundne laegemid-
delkombination.

Tilladelsen blev givet, og forsgget blev
gennemfart dbent, hvilket vil sige, at patien-
terne vidste, hvornar de overgik til kombi-
nationen, men ikke hvad de skulle forvente.
| farste omgang indrulleredes ti patienter
med neuropatiske smerter efter nerveska-
der, hvoraf seks gennemfarte hele forsaget.
Farst blev patienterne behandlet med indivi-
duel dosering af gabapentin op til 2400 mg
dagligt i seks uger, hvorefter der blev lagt 5
mg donepezil oveni i yderligere seks uger.
Patienterne blev smertetestet tre gange;
far og efter gabapentinbehandlingen og
til sidst efter kombinationsbehandlingen.
Resultaterne viste en sikker smertedaem-
pende effekt af tilfart donepezil mélt pa en
raekke smerteparametre.

Fors@gsdesignet tillod ikke at pavise
synergistisk effekt, men fem af de seks
patienter rapporterede lavere smerteniveau
efter tillaegget med donepezil. En syvende
patient, som blev behandlet uafhaengigt af
forsgget med 5 mg donepezil dagligt, ned-
trappede sin dosis af gabapentin fra 30 mg/
kg til 15 mg/kg. Denne patient bevarede sin
fulde smertedaekning, mens bivirkningerne
blev reduceret markant. De ufrivillige bevae-
gelser forsvandt, og sevnbehovet faldt fra
12 timer til 9 timer i dggnet.

OPRAB TIL MYNDIGHEDERNE
Hvorfor forskes der sa lidt i kombinations-
behandlinger? Det kan undre, fordi bade lit-
teraturen og det omtalte eksempel pa kom-
binationsbehandling viser, at det er muligt
opna en bedre virkning og faerre bivirknin-
ger end ved en traditionel behandling med
et enkelt leegemiddel i hgjere doser.
Imidlertid mener sundhedsmyndighe-
derne stadig basalt set, at opdagede kom-
binationsmuligheder skal behandles med
monoterapi, dvs. laegen skal give stofferne

enkeltvist. Ansvaret for at kombinere lzege-
midlerne laegges saledes over pa laegen,
som ma ordinere kombinationerne som to
gange monoterapi.

Arsagen til myndighedernes fasthol-
delse af monoterapidogmet er formentlig
friheden til at tilrettelaegge en individuel
dosering og vanskeligheder i at overskue
konsekvenserne af udbredt brug af kom-
binationer. Derfor kraever det uforholds-
maessigt store kliniske undersggelser at
fa godkendt kombinationstabletter i faste
doseringer til markedsfaring, selvom de
findes indenfor behandling af fx kreeft,
infektioner og forhgjet blodtryk. Denne
politik heemmer en videre udbredelse af
faste kombinationsbehandlinger, som ellers
kunne veere til gavn for mange patienter.

Der er kun en vej frem, hvis der skal
udvikles nye effektive kombinationsbe-
handlinger eller opnas en minimering af
bivirkningerne via faste kombinationer af
eksisterende laegemidler. Det er fremskaf-
felse af tilstraekkelig mange forskningsbase-
rede argumenter for brug af kombinationer
i klinisk praksis. Kun pa den made vil det
blive muligt at overbevise de regulerende
myndigheder, dvs. Sundhedsstyrelsen i Dan-
mark og European Medicines Agency i EU,
om rationalet bag brugen af kombinations-
terapi. Farst hvis det lykkes, bliver det gko-
nomisk overkommeligt for laegemiddelindu-
strien at udvikle kombinationslaegemidler.
| den sammenhaeng kan farmaceuter som
faglige eksperter indenfor netop de regula-
toriske aspekter af laegemiddelfremstilling
spille en vigtig rolle ved at forske indenfor
den regulatoriske videnskab. e

GABAPENTIN
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Laegemidlerne donepezil og gabapentin
blev testet hver for sig og i kombination i
vores rottemodel for neuropatiske smerter.
Kurverne viser den smertedeempende
effekt over tid efter indsprejtning af lege-
midlerne.

(A) Donepezil; (B) Gabapentin og (C)
begge stoffer samtidigt. Y-aksen viser
taersklen for potetilbagetraekning malt
med von Frey hér, hvor antallet af gram
angiver pavirkningskraften ved prikning
med haret. Normale rotter reagerer med
potetilbagetraekning ved ca. 15 gram.
X-aksen viser tiden i minutter efter indgift
af leegemidlerne i de opererede rotter.
Halvanden time senere opnas fuld smerte-
daempning med bade donepezil og gaba-
pentin ved doser pa henholdsvis 3 mg/kg
og 100 mg/kg.

Samme smertedaekning kan ogsa opnas
med dosering af kun 0,5 mg/kg donepezil
0g 30 mg/kg gabapentin i kombination.
De to leegemidler forstaerker altsa hinan-
dens virkning via en synergistisk effekt.
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Bla medicin mod smerter

FARVESTOFFET METYLENBLAT ER | MERE END 140 AR BLEVET ANVENDT TIL DIAGNOSTIK
OG BEHANDLING AF EN LANG RAKKE SYGDOMME, MEN ENDNU ALDRIG TIL SMER-

TELINDRING. NYE ROTTEFORS@G PEGER PA, AT STOFFET KAN DAMPE BADE AKUTTE OG
KRONISKE SMERTER.
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er professor pa Institut for
Leegemiddeldesign og Farmakologi.
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er professor pa Institut for
Laegemiddeldesign og Farmakologi.

REDOXKEMI MED
METYLENBLAT

Metylenblat er en tricyklisk feno-
tiazin. Leegemidlet har en dybbla
farve i vandig oplgsning, hvor det
optraeder som kation og oxidant,
fordi stoffets og dets reducerede
leukoform danner elektrondonor-
acceptor-par. Metylenblat virker
som oxidant ved at fjerne elektro-
ner fra reaktanter i redoxkemiske
reaktioner. Leukoformen er farvelgs.

FOTO: TOMMY PANDURO
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in urin er helt bla!« Brudgom-

men ser forskraekket ned i toi-

lettet og spekulerer over, hvad

der er sket. Han skal giftes og
har vaeret pa polterabend til den tidlige
morgen. Vennerne gav ham til sidst en cola
at drikke for at modvirke temmermaend.
Til colaen var tilsat metylenblat. Vennerne
ved, at metylenblat anvendes som test for
nyrefunktionen, og at kraftig blafarvning af
urinen bekraefter en god funktion. Gom-
men aner ingenting, men til brylluppet kan
vennerne med et glimt i gjet forteelle ham,
at hans nyrer fungerer perfekt.

Metylenblat har mere end en 140 drig
historie bag sig siden dets patentering i
1876. | slutningen af 1800-tallet kom farve-
stoffet til at spille en stor rolle, fordi det bade
kunne farve vaev og bruges til at adskille
Gram-positive og Gram-negative bakterier.
Samtidig kunne metylenblat sl bakterier
ihjel, og stoffet blev verdens farste synte-
tiske antiseptikum. Paul Ehrlich anvendte
0gsa metylenblat til succesfuld behandling
af malaria. Det bla farvestof har nu et stort
antal farmakologiske anvendelsesomrader.

| kroppen blokerer metylenblat for
dannelsen af enzymet NO-syntase, som
producerer signalstoffet nitrogenmonoxid
(NO). NO medbvirker til syntese af et stort
antal sekundaere signalstoffer, som indgar
i en lang raekke biologiske processer inklu-
sive smertetransmission. Dyreforsgg har
nemlig vist, at NO bidrager til en foraget
falsomhed overfor bade inflammatoriske
0g neuropatiske smerter. Da metylenblat
gennem sin blokade af enzymet haemmer
NO-produktionen, var det logisk at teste for
metylenbldts potentielle virkning pa akutte,
neuropatiske og inflammatoriske smerter.

AFPRGVNING | DYREMODELLER

Nye leegemiddelstoffer skal afpreves i dyr,
for de testes pa mennesker. Smertestillende
lzegemidler afprgves ofte pa rotter, som

far en kortvarig ubehagelig pavirkning, fx
ved en bergring af poten med et stift har,

Huvad i alverden

sker der her?

hvorved rotten traekker poten til sig. Hos
rotter kan man fremkalde en mere langvarig
@gning af smertefglsomheden ved at pafere
rotten en nerveskade eller inducere inflam-
mation i en pote. Laegemidlets effekt kan
derpa males gennem dets nedseettelse af
smertefalsomheden.

Afpravningen af nye smertestillende
lzegemiddelstoffer falger ngje udarbejdede
forskrifter fra Statens Dyreforsagstilsyn. De
vigtigste krav er, at rotterne ikke har ondt
lzenge af gangen og at de har gode staldfor-
hold. Induktion af akut smerte i rotter frem-
kaldes med mekaniske og termiske stimuli,
men altid pa en sddan made, at rotten kan
undslippe smerten, sa snart den maerkes.
Den hypersensitive tilstand neuropatisk
smerte blev pafert gennem nerverodsafskae-
ring, og her fungerer rotten som en model
for kroniske nervesmerter. Inflammation
fremkaldtes kemisk gennem indsprgjtning i
bagpoten. Ved forsggene med metylenblat
anvendte vi forskellige metoder til at male
mekanisk hypersensitivitet og smertefalsom-
hed for varme. Desuden blev rotternes moto-
riske funktion ved bevaegelse undersagt.



BEHANDLING AF KRONISKE SMERTER
Fors@gene viste, at smertelindring kan
opnas ved doser af metylenblat pa 20-30
mg/kg. De behandlede dyr reagerede sta-
tistisk signifikant bedre end ubehandlede
dyr. Ved akut smerte gjaldt dette bade

for mekanisk og termisk fglsomhed. Ved
behandling af neuropatiske og inflammato-
riske smerter reducerede metylenblat ligele-
des smerterne markant.

Ved doser pa 20-30 mg/kg har metylen-
blat en god dosisathaengig smertestillende
effekt i dyremodellerne. Hgjere doser giver
bivirkninger i form af treethed og maves-
merter og samtidig blev rotternes motoriske
aktivitet negativt pavirket. Dette kan skyldes
hamning af enzymet acetylcholinesterase,
som nedbryder acetylcholin, som er et vigtigt
signalstof til styring af musklerne. Afstanden
mellem de gode terapeutiske effekter og de
toksiske bivirkninger synes lav, hvorfor dose-
ringen skal vaere meget ngjagtig.

Den farmakologiske effekt af metylenblat
gennem blokering af enzymet NO-syntase
repraesenterer et nyt vaerdifuldt princip

DOSISRESPONS FOR SMERTESTILLENDE EFFEKT OG BIVIRKNINGER AF METYLENBLAT

EFFEKT
h .
40 x 2 dage i traek
Alvorlige
bivirkninger
DET TERAPEUTISKE VINDUE i
T T T P DOSIS

indenfor smertebehandling, som fungerer
godt i dyremodeller for akutte, neuropatiske
og inflammatoriske smerter. Forhabentlig
kan metylenblat ogsa lindre bade akutte og
kroniske smerter hos mennesker. Rotteforsg-
gene viser, at selv et 140 ar gammelt laege-
middel kan fa helt nye anvendelsesomrader.e

OMFATTENDE FARMAKOLOGISK BRUG

Metylenblat har talrige farmakologiske anvendel-
ser til diagnostik og behandling.

Diagnostik

Som farvestof anvendes metylenbléat til test af
nyrefunktionen samt til at markere omrader i
kroppen fer kirurgi, fx gennem visualisering af
lymfesystemet. Farvestoffet bruges ogsa til at
finde laekager i fordgjelseskanalen.

Modgift imod methaemoglobinaemi
Udseettelse for oxiderende stoffer som nitrit fra
nitritproducerende bakterier i tarmen kan give en
form for iltmangel kaldet methaamoglobinaemi.
Her omdannes ferro (Fe2+) haem-jern i haemoglo-
bin til ferri (Fe3+) haem-jern. Fe3+ binder oxygen
med lavere affinitet end det normale Fe2+, hvorfor
de rgde blodcellers transport af oxygen til vee-
vene reduceres. Symptomerne omfatter bleghed,
bléfarvet hud, andengd, treethed, forvirring,
hovedpine, svimmelhed og hurtig hjertebanken.
Metylenblat virker ved at reducere Fe3+ til Fe2+.

Afhjeelper medicininduceret hjerneskade

En dosisafhaengig neurotoksicitet ses ved kemo-
terapi med lzegemidlet ifosfamid, som bruges til
at behandle visse former for krzeft. Nervecellerne
i hjernen skades, fordi en metabolit af laege-
midlet blokerer beskyttelsen af mitokondriernes
respirationskaede. Mitokondrierne er cellernes
energiproducenter. Metylenblat modvirker denne
bivirkning af kraeftmedicinen ved at genskabe det
mitokondrielle andedraet gennem sin funktion som
elektronacceptor.

Behandling af septisk chok

Bakterielle infektioner kan medfare septisk chock,
som i veerste fald er dgdeligt. Septisk chok er
karakteriseret ved blodforgiftning kombineret
med en kraftig udvidelse af blodkarrene. Sepsis
medfarer en steerkt gget koncentration af nitro-
genmonoxid (NO) i blodet, hvilket forarsager et kri-
tisk lavt blodtryk via udvidelsen af blodkarrene og
afslapning af hjertemusklen. Studier hos patienter
har vist, at metylenblat pa en dosisathaengig made
kan modvirke effekterne af septisk chok.

Behandling af urinvejsinfektion

Metylenblat bruges til at behandle urinvejsinfek-
tioner. Her eliminerer stoffet lokale symptomer
som smerte forarsaget af inflammation.

Bedre kognitiv funktion hos Alzheimer-
patienter

De to vigtigste patologiske markgrer for Alzhei-
mers sygdom er klumper af proteinet amyloid,
som dannes mellem hjernens nerveceller, og fibril-
ler af proteinet tau indeni cellerne. Metylenblat
kan blokere dannelsen af disse proteinaflejringer
samtidig med, at stoffet forbedrer patienternes
kognitive funktion. Ved Alzheimers sygdom ses
en betydelig reduktion i maengden af neuro-
transmitteren acetylcholin, hvilket bidrager til
forringelse af hukommelsen og indlaeringsevnen.
Hos patienterne haemmer metylenblat enzymet
acetylcholinesterase, som nedbryder signalstoffet,
og det forgger maengden af acetylcholin i nerve-
cellernes synapser.
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Den gronne kurve viser sammenhaengen
mellem dosis og smertelindring. Den

lilla kurve viser bivirkninger som falge af
behandling i 40 dage med to doser dag-
ligt. Den bla kurve markerer sammenhaen-
gen dosis og alvorlige bivirkninger. Det
terapeutiske vindue, hvor man bade opnér
god effekt og minimale bivirkninger svarer
til forskellen mellem den grenne og den
lilla kurve. Vinduet er smalt, hvorfor mety-
lenblat skal doseres meget praecist.

Behandling af anafylaktisk chok

Anafylaktisk chok er en voldsom allergisk reak-
tion, som pavirker hele kroppen og medfarer
livsfare. Tilstanden kendetegnes af tilstedevaerel-
sen af hgje koncentrationer af mediatorer, som
stimulerer NO-produktionen, hvilket medferer
dramatisk fald i blodtrykket. Metylenblat forager
den systemiske karmodstand og modvirker der-
med effekten af anafylaktisk chok.

Modvirker depression

Ved depression er der mangel pa signalstoffet
serotonin i hjernen. Metylenblat haemmer en-
zymet monoamin oxidase, hvilket formindsker
metabolismen af serotonin, hvorved serotonin-
manglen modvirkes. Eksperimentelt har en sadan
behandling vist lovende effekter.

Beskyttelse af hjernen ved iskaemi

Ved hjertestop afbrydes blodforsyningen til hjer-
nen. Det forarsager en stigning af signalstoffet
NO i hjernebarken, hvilket kan fare til nerveded.
Dertil kan NO medfare hjerneskader, nar blodcir-
kulationen igen gar i gang. Metylenblat optages
godt i hjernen og kan nedbringe koncentrationen
af NO i hjernebarken. Metylenblat reducerer ogsa
de frie oxygenradikaler, der produceres som fglge
af iskeemien og forbedrer blodgennemstrgmnin-
gen. Den nervebeskyttende effekt af metylenblat
skal imidlertid afvejes mod stoffets neurotoksicitet
ved hgjere doser.
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Farmaceutstuderende setter legemidler pa skoleskemaet

Hvorfor dor man, hvis man
spiser for meget medicin?

Hvad er meningen?
10 piger lerer at

lase og forstd infor-
mationerne pad en
medicinpakning

FORFATTERE | FOLKESKOLEN UNDERVISES DER IKKE SYSTEMATISK | LAGE-
Ph.d. Lotte stig Norgaard er ko \|[DDELANVENDELSE TIL TRODS FOR, AT BRUG AF LAGEMIDLER
Eh'dts””:djkt . ER DEN MEST UDBREDTE ADF4ARD, NAR VI BLIVER SYGE ELLER
sttt for Farmact VIL HOLDE OS RASKE, OG TIL TRODS FOR, AT DANSKE B@RN
Stud. pharm. Line Holst er OG UNGE | STIGENDE GRAD BRUGER MEDICIN — OFTE UDEN
speclstuderende pa st o AT HANDTERE LAGEMIDLERNE KORREKT. ET LANDSDZAKKENDE

PROJEKT, HVOR FARMACEUTSTUDERENDE UNDERVISER ELEVER
o orofessor o8 sttt for Famat | FRA 47 KLASSE, ER BLEVET RIGTIG GODT MODTAGET AF BADE
Farmakonom Mette Holmquist fra ELEVER OG LARERE.

Institut for Farmaci

Cand.pharm. Ebba Holme Hansen
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anske bgrn og unge benytter i sti-

gende grad laegemidler, og de er

ret selvstaendige i deres omgang

med medicinen. Samtidig viser
forskning, at bern og unge ikke har megen
viden omkring om korrekt handtering af
medicin, og det kan resultere i en raekke
uheldige konsekvenser for dem. Alligevel
modtager eleverne i den danske folkeskole
ingen undervisning om laegemidler.

Farmaceutstuderende lzerer en masse
om laegemidler pa deres studie, og i Fin-
land har folkeskolelzerere gennem flere ar
undervist i lzegemiddelanvendelse ud fra et
elektronisk tilgaengeligt undervisningsma-
teriale. Det var saledes i 2011 neerliggende
at kombinere de farmaceutstuderendes
kompetencer og de gode finske erfarin-
ger i et storstilet formidlingsprojekt kaldet
Skole-Medicinprojektet. Her fik interes-
serede farmaceutstuderende fra School of
Pharmaceutical Sciences ved Kgbenhavns
Universitet under deres studieophold pa et
apotek mulighed for at besgge folkeskoler
for at undervise barn fra 4.-7. klasse i kor-
rekt leegemiddelanvendelse.

De studerende kontaktede selv en neer-
liggende folkeskole for at arrangere et to
timers undervisningsforlgb, hvor undervis-
ningsmaterialet blev tilpasset til den enkelte
klasse typisk i samarbejde med laereren i
natur og teknik. De mest almindelige under-
visningstemaer var: Laegemidlers virkninger
og bivirkninger, bortskaffelse af medicin,
forskellige laegemiddelformuleringer, og
hvad man kan lzere af indlzegssedlen. 65
farmaceutstuderende underviste i 2011 pa
mere end 30 skoler, og i ar har 83 studeren-
de undervist pd mere end 50 skoler, som er
fordelt i hele landet. Til naeste forar vil 130

ville efter undervisningen selv lzese til farma-
ceut — bedyrede de. Eleverne fortalte, at de
havde laert, at man ikke ma tage medicin,
som ikke er ordineret til en selv, at man kan
laese en masse pa indlaegssedler, og at der
er gode grunde til, at noget medicin formu-
leres som kapsler og tabletter, mens anden
medicin skal inhaleres eller smgres pa.

Undervisningen blev i mange klasser
anvendt som et springbraet for en generel
dialog om lzegemidler. At engagementet
lyser ud af de farmaceutstuderende, skaerper
bgrnenes interesse, og de feler sig hert og
taget alvorligt, nar de studerende kan svare
pa de fleste af deres mange spgrgsmal. Citat
fra en naturtekniklzerer: »At eleverne meder
fagpersoner er rigtig godt — laereren er jo lidt
over det hele — men fagpersoner har udbyg-
get og specifik viden — det synes eleverne
godt om — det giver autenticitet til undervis-
ningen, og det er vigtigt, nar vi skal motivere
dem naturfagligt.«

TILFREDSE FOLKESKOLELARERE

En handfuld Izerere er blevet interviewet om
deres erfaringer med de farmaceutstuderen-
des undervisning. Disse lzerere finder det vig-
tigt, at barn laerer at omgas medicin korrekt,
fordi de ofte har erfaring med laegemidler,
men ikke ved, »hvad der egentlig sker inden
i mig, nar jeg tager denne her medicin«.

En af de store forcer ved projektet er, at
undervisningen tilretteleegges i et samar-
bejde mellem den farmaceutstuderende og
folkeskolelaereren. De studerende laver et
oplaeg ud fra de undervisningsmaterialer,
de har til radighed, og holder dernaest et

BORN OG UNGES BRUG
AF LAGEMIDLER

Mgnsteret for ordination og brug af
medicin blandt barn varierer meget
med alderen. De helt sma bgrn

far udskrevet relativt mest recept-
medicin. De far ferst og fremmest
antibiotika, men ogsa praeparater
til behandling af gjne og grer samt
hudmidler. Knap 5 % af bgrnene
far astmamedicin, og der er flere
0-5 arige end 6-15 arige, som far
denne slags laegemidler.

Blandt de starre barn er forbruget
af to slags receptpligtig medicin
steget dramatisk gennem det sidste
arti, nemlig laegemidler til behand-
ling af ADHD og antidepressiv
medicin. | & 2000 var det 0,5 % af
10-14 arige drenge, der fik medicin
mod ADHD, og i dag er det 4 %. |
andre aldersgrupper og blandt pi-
ger er tallene lavere, men forbruget
er steget i alle grupper. Forbruget
af antidepressiv medicin er vokset
sarlig meget blandt de store piger.
| dag far omkring 4 % af de 15-19
arige piger og 1,5 % af drengene
ordineret denne type medicin.

Forbruget af handkgbsmedicin mod
smerter er ogsa steget. Andelen af
15-drige drenge og piger, der har
taget medicin mod hovedpine er
fordoblet over 25 é&r. | dag tager
seks ud af ti 15-arige piger medicin
mod hovedpine i lzbet af en ma-
ned. Hertil kommer medicin mod
andre slags smerter sasom mave-
pine. Barn far farst og fremmest
héndkebsmedicin fra deres forzel-
dre, men blandt starre bgrn sker
det ogsd, at man far smertestillende
leegemidler af kammeraterne.

ANDELE AF 15-ARIGE SOM HAR BRUGT LAGEMIDLER MOD HOVEDPINE | DEN SENESTE MANED

farmaceutstuderende med stor sandsyn- % M ricer M DRENGE
lighed fa mulighed for at ggre fremtidens 100 :
voksne klogere pé, hvad leegemidler kan, og  9g -
hvad de ikke kan. =

80 S
TILFREDSE ELEVER 70

93 procent af de farmaceutstuderende
vurderede i 2011, at folkeskoleelevernes
udbytte af undervisningen enten var »godt«
eller »meget godt« (i 69 % af tilfaeldene
har klassens lzerer vaeret inddraget i vurde-
ringen). Eleverne markerede tydeligt, at de
farmaceutstuderende var et »frisk pust« i

o
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undervisningen, og at det var spandende, 10
at man kunne lzese til noget sa interessant 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ AR
som farmaceut pa et universitet. Flere elever 1988 1991 1994 1998 2002 2006 2010
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DET MA DU NOK
SPGRGE OM!

Elevernes spgrgelyst var stor, og af
og til mé det have kraevet sin far-
maceut at svare pa spergsmalene:

»Hvilket materiale er en injektions-
sprajte lavet af?«

»Hvordan kan det vaere, at ndr jeg
sluger en pille, sa virker den ogsa
nede i min storetd?«

»Hvad sker der, hvis man spiser for
mange vitaminpiller?«

»Er der noget medicin, man kan
tage i store maengder, uden at det
er skadeligt?«

»Hvad sker der, hvis man tager for
meget smertestillende medicin?«

»Hvorfor falder blodtrykket, nar
man far vaccination mod livmoder-

halskrzeft ferste gang?«

»Findes der medicin mod for hgjt
kolesterol?«

»Hvor er det aktive stof i en kapsel?«

»Ma man tage en tablet med maelk
eller juice i stedet for vand?«

»Er der spiritus i medicin? Det lug-
ter sadan...«

»Nar man spiser piller, mad man sa
godt tygge dem ferst?«

»Ved | noget om den der nye kad-
2dende bakterie?«

»Hvorfor dgr man, hvis man tager
for meget medicin?«

UNDERVISNINGSMA-
TERIALE TIL SKOLE-
MEDICINPROJEKTET

PowerPoint praesentation og
stgttematerialer for ca. 20 em-
ner, herunder udvalgte laegemid-
lers effekt, interaktioner, risici,
bivirkninger, forkert og korrekt
brug samt bortskaffelse.
Medicinbingo (fra 2012)
Rollespilsmateriale

Idékatalog fra projektets farste
ar (fra ar 2012)
Indlaegsseddelopgaver

Udkast til brev til skoler og
foraeldre

Artikler og bogafsnit

Evalueringsdokumenter
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mgde med lzereren, hvor undervisningen
bliver endeligt tilrettelagt. Denne mulighed
for indflydelse er lzererne glade for, fordi
samarbejdet medvirker til, at man far lavet
en undervisning, som lige praecis passer til
den enkelte klasse, og som kan indpasses i
laerernes undervisningsplaner.

De farmaceutstuderende har vaeret gode
undervisere, selvom de ikke er rutinerede
formidlere til barn. De er unge og kan fun-
gere som rollemodeller, og de har vaeret
gode til at underbygge undervisningen
med ting, som er konkrete og naervaerende
for eleverne. De har fx medbragt et skelet,
fremvist stikpiller, demonstreret astmaflgjter
og gennemgadet indlaegssedler. Citat fra
en lzerer: »Det jeg maler pa er, at ungerne
er interesserede, og de har haft en positiv
oplevelse af at have lzert noget. Det giver de
meget tydeligt udtryk for«.

Et andet aspekt er, at lzererne ikke faler
sig godt nok orienteret i fagstoffet til selv at
kunne foresta undervisningen, men flere af
dem har faet inspiration til ny undervisning.
De studerende har samtidig givet lzererne
adskillige gjenabnere, fx at gammel medicin
skal afleveres til destruktion pa apoteket, at
noget medicin ger rask, men at langt det
meste medicin symptombehandler, samt
at farmaceuter ikke bare bevidstlgst langer
tabletter over disken, men ofte giver gode
rad til patienterne. Ingen af lzererne havde
far projektet overvejet at undervise bgrn
pa mellemtrinet om korrekt brug af laege-
midler. Efterfalgende har mange valgt selv
at fortseette med at inddrage laegemidler i
undervisningen eller lavet aftaler om, at den
farmaceutstuderende igen kommer ud og
underviser i en anden klasse.

TILFREDSE FARMACEUTSTUDERENDE

Hele 94 procent af de farmaceutstuderende
vurderede i 2011, at de var enten »meget
tilfredse« eller »tilfredse« med projektet,

og samtlige studerende, der besvarede
spagrgeskemaet, vurderede, at projektet er
relevant for fremtidige farmaceutstuderende
pa apoteksophold. Flere fandt det decideret
sjovt at nad ud til en anden malgruppe end
kunderne pa apotekerne, som ofte er aldre
og medicinerede patienter. Ligeledes har de
studerende vaeret med til at seette apoteket
pa det lokale landkort som en vigtig sund-
hedsfremmende akter.

En anden styrke ved projektet er, at
mange farmaceutstuderende er blevet
opmaerksomme pa deres egen kommunika-
tion med bgrn, nar de ekspederer medicin
til dem pa apoteket. Der tales nu ikke laen-
gere kun til far og mor, men mere direkte til
det enkelte barn ved skranken.

BREDER SIG SOM RINGE | VANDET

| neermeste fremtid foreligger der resultater,
som vil vise, om undervisningen rent faktisk
har sendret ved elevernes laegemiddelrelate-
rede viden og opfattelser. Vi ved, at projek-
tet er i gang med at sprede sig til feerdigud-
dannede apoteksfarmaceuter pa landets
apoteker. Mange lzerere vil gerne have et
lzengere undervisningsforlgb, og flere sa
0gsad gerne, at eleverne i 4-6 klasse hvert

ar far besag af laegemiddeleksperter, sa der
blev bygget ovenpa de ferste lektioner. Kort
sagt: De vil have mere! o

Der var stor inter-
esse, da farmaceut-

studerende undervi-
ste om legemidler.




Teenageres brug af smerte-
stillende medicin afthaenger

af etnisk baggrund

BJRN OG UNGES FORBRUG AF SMERTESTILLENDE LAGEMIDLER STIGER. MANGE BRUGER
MEDICINEN FORKERT, OG DET KAN SKADE HELBREDET OG HAVE NEGATIVE PSYKOSO-

CIALE KONSEKVENSER. FORBRUGET ER MEGET STURRE BLANDT TEENAGERE MED IRAKISK,
LIBANESISK OG TYRKISK BAGGRUND END BLANDT DANSKE JAVNALDRENDE. DET B@R

MAN TAGE HOJDE FOR VED SUNDHEDSUNDERVISNING TIL UNGE.

efolkningsundersggelser i Danmark
viser, at unges medicinforbrug vokser
i en grad, som ikke alene kan forkla-
res ud fra hyppigheden af sympto-
mer. Teenageres brug af laegemidler har stor
betydning for folkesundheden, iszer fordi
mange unge anvender medicinen forkert.
Det medfarer risiko for at udvikle afhaengig-
hed, og et langvarigt overforbrug kan skade
helbredet alvorligt. Misbrug af smertestil-
lende medicin kan ogsa fare til, at den unge
udvikler uhensigtsmaessige mader at hand-
tere daglige stressfaktorer pa — bade i skolen
0g i hjiemmet — og i vaerste fald kan laege-
midlerne svaekke den kognitive udvikling.

En meget stor gruppe teenagere bruger
smertestillende medicin, men alligevel har
det indtil nu vaeret darligt belyst, om der er
etniske forskelle i forbruget. Da antallet af
indvandrere og deres efterkommere i Dan-
mark vokser, er det vigtigt for folkesundhe-
den at afklare, om der er etniske forskelle
i barn og unges forbrug af smertestillende
laegemidler. Sddanne undersggelser kan
hjaelpe med til at identificere de minoriteter,
som er i risikogruppen for at bruge medici-
nen til andet end dens egentlige formal.

Etnisk baggrund kan pavirke forbruget
af smertestillende medicin, fordi forskellige
kulturer anvender laegemidler pa forskellige
mader. Visse grupper af indvandrere gar
hyppigere til l&zgen og s@ger behandling af
andre drsager end etniske danskere. Des-
uden kan unge fra etniske minoriteter vaere
udsat for saerlige psykosociale belastninger,
som kan vaere relateret til migrationen og
den integrationsproces, de oplever i vaerts-
landet. Begge dele kan pavirke teenagernes
anvendelse af medicin.

Vi har undersggt forskellene i medicin-
forbruget mellem etniske danskere og de
tre starste minoritetsgrupper her i landet:
Tyrkere, irakere og libanesere. Undersg-
gelsen omfatter medicin til behandling af
hovedpine og mavepine, hvilket er de mest
anvendte laegemidler blandt unge i alders-
gruppen mellem 11 og 15 ar.

Hvis medicin, som indeholder parace-
tamol, anvendes i leengere tid eller i stgrre
mangder end de anbefalede doser, gar det
ud over leveren. Ved almindelig dosering
af paracetamol metaboliseres et et reaktivt
nedbrydningsprodukt (NAPQI) af laegemid-
delstoffet ved hjzelp af antioxidanten glu-
thation. Ved overdosering @ges NAPQI-kon-
centrationen, og mangden af gluthation
udtemmes hurtigt, hvorved leveren beska-
diges. Der er dog ikke fuldstaendig klarhed
over mekanismerne. Ved alvorlig leverskade
indtraeder daden, men farst efter et stykke
tid med kvalme, opkast og smerter.

Blandt unge piger er paracetamol fgrste
valg ved selvmordsforsag, men de unge
kender ikke doseringen, og de ved heller
ikke, at dette ikke er en »let«, men tveerti-
mod en meget smertefuld made at tage sit
eget liv. Hvis en person, der har taget en
overdosis, bliver bragt hurtigt pa hospitalet,
er der dog relativt gode muligheder for
behandling med modagift.

SVAR FRA TITUSIND SKOLEELEVER

| undersggelsen har vi brugt data fra Ver-
denssundhedsorganisationens interna-
tionale undersagelse Health Behaviour in
School-children til at analysere de fire grup-
pers forbrug af smertestillende laegemidler.
I'alt 10.158 elever i danske skoler deltog i

FORFATTERE

Cand.polit. Lourdes Cantarero-
Arévalo er ph.d.-studerende pa
Institut for Farmaci.

Cand.pharm. Ebba Holme Hansen

er professor pa Institut for Farmaci.
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at bruge medicin for hovedpine og mavepine
end etnisk danske drenge.

Blandt pigerne var der flere med tyrkisk,
irakisk og libanesisk baggrund, som havde
anvendt medicin for mavepine indenfor den
seneste maned, sammenlignet med etnisk
danske piger. Desuden har libanesiske piger
en gget tendens til at bruge medicin for
hovedpine sammenlignet med danske piger.

undersggelsen. Eleverne gik i femte, syven-
de og niende klasse, hvor den gennemsnit-
lige alder er henholdsvis 11,7, 13,7 og 15,7
ar. Eleverne besvarede et anonymt sparge-
skema om sundhed og sundhedsadfzerd
samt om sociale og psykosociale faktorer.
For at vurdere teenagernes brug af medicin
blev eleverne stillet fglgende spargsmal:
»Indenfor den sidste maned: Har du taget
piller eller medicin for 1) Hovedpine, og 2)
Mavepine?«. Vi brugte derpa oplysninger
om de unges og foraeldrenes fadeland til

at inddele deltagerne i danskere, tyrkere,
irakere og libanesere. Da hovedpine og
mavepine er de mest almindelige grunde

til at tage smertestillende medicin, medtog
vi forekomsten af disse symptomer i vores
studie. Vi beregnede nu den relative tilbgje-
lighed til at bruge medicin hos de forskellige
etniske grupper sammenlignet med referen-
cegruppen, som er etniske danskere.

FORKERT BRUG AF
SMERTESTILLEDE
MEDICIN: HVAD KAN
DER SKE?

Mange barn og unge har en opfat-
telse af, at »sadan en lille pille kan
da ikke skade«. Nar det drejer sig om
smertestillende medicin, understattes
opfattelsen af, at man kan kgbe al-
mindeligt brugte praeparater i super-
markeder og pa tankstationer.

BEHOV FOR UNDERVISNING OM
LAGEMIDLER

lkke alene er medicinforbruget hgjere.
Mange tyrkiske, irakiske og libanesiske
drenge og piger bruger desuden medicin af
grunde, som ikke alene kan forklares ud fra
forekomsten af symptomer. Medicinforbru-
get ser altsa ud til at tjene andre formal end
bare symptombehandling.

Hvad de praecise grunde er, kan man
indtil videre kun gisne om. Medicinbrug
blandt etniske minoriteter er nemlig — pa
trods af vigtigheden — stadig et underprio-
riteret emne. Derfor planlaegger vi nu at ga
bag om tallene i undersggelsen og intervie-
we bgrn med forskellig etnisk baggrund for
at afklare, hvorfor deres forbrug af smer-
testillende medicin er starre end forbruget
blandt etnisk danske jeevnaldrende. Den
nuvaerende undersggelse viser dog tydeligt,
at der er et stort behov for sundhedsun-
dervisning om laegemidler i skolen, samt

Blandt teenagere er det farst og
fremmest praeparater med para-
cetamol (Panodil og Pamol), acte-
tylsalicylsyre (Magnyl, Kodimagnyl)
og ibuprofen (Ipren), der bruges til
at dulme hovedpine og mavepine.
Nar disse praeparater anvendes lej-
lighedsvist, er de effektive og giver
ingen eller meget fa bivirkninger.
Men anvendes de hyppigt eller over
laengere tid, er der stor risiko for
bivirkninger. Ved anvendelse mere
end et par gange om ugen er der
stor risiko for at udvikle overfor-
brugshovedpine, som skyldes en
form for tilvaenning af de receptorer,
som legemidlet virker pa.

MINORITETERNE BRUGER MERE MEDICIN
Blandt drenge var der flere med tyrkisk bag-
grund, som indenfor den seneste maned
havde brugt medicin for hovedpine og mave-
pine, end det var tilfaeldet blandt drenge
med dansk baggrund, og det samme gjaldt
for etniske irakere og etnisk libanesere med
hensyn til medicin for mavepine. Disse for-
skelle kan ikke forklares ud fra hyppigheden
af symptomer alene, sa det peger pa, at der

Ved lengerevarende forbrug af
acetylsalicylsyre @delaegges overfla-
den i mavetarmkanalen af den syre,
som er den virksomme bestanddel i
medicinen. Denne proces forvolder
smerte. Endvidere er der fare for, at
der opstar hul i overfladen af blod-
karrene og dermed indvendige blad-
ninger. Hertil kommer ubehag pa
grund af sure opstad og lignende.

er andre arsager end hovedpine eller mave-
pine, som pavirker drenge fra etniske minori-
tetsgrupper til at tage smertestillende medi-

at undervisningen bar tilrettelaegges pa en
sadan made, at den tilgodeser de szrlige
behov, som de etniske minoritetsgrupper i

cin. Drenge med en tyrkisk, libanesisk eller Danmark har. e

irakisk baggrund har altsa starre tendens til

P|G ER DREN G E Til venstre: Forbruget af smertestillende
B HOVEDPINE medicin blandt 11-15 arige piger med
PROCENT % MAVEPINE forskellig etnisk baggrund. Til hgjre: De
80 Jjeevnaldrende drenges forbrug fordelt pa
etniske grupper.
20 grupp
66.6% LUSTRATION: MALENE
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Kontinuerlig lsegemiddelfrem-
stilling — en ny rockstjerne i den
farmaceutiske industri?

FGDEVAREINDUSTRIEN OG DEN KEMISKE INDUSTRI HAR INDFGRT EFFEKTIVE KONTINU-
ERLIGE PRODUKTIONSLINJER, SOM REDUCERER PRODUKTIONSOMKOSTNINGERNE VIA
ET FORMINDSKET FORBRUG AF RAMATERIALER OG ENERGI. FORSKNING OG UDVIKLING
SKAL BANE VEJ FOR EN TILSVARENDE REVOLUTION | DEN FARMACEUTISKE INDUSTRI.

raditionel udvikling og produktion i
lzegemiddelindustrien er baseret pa
batch-fremstilling, hvor de enkelte
enhedsoperationer som granulering,
tarring og tablettering er fysisk adskilte fra
hinanden, og hvor kvaliteten af hvert mel-
lemprodukt testes i separate analyselabo-
ratorier. Denne produktionsform er gko-
nomisk ufordelagtig, fordi det tager lang
tid og kraever store produktionsfaciliteter
skiftevis at producere mellemprodukterne,
transportere dem rundt pa fabrikken og
analysere deres kvalitet, inden det endelige
lzegemiddel kan faerdiggares. Desuden er
det problematisk, at store partier af laege-
midler, de sakaldte batches, risikerer at ga
til spilde, hvis bare en enkelt enhedsopera-
tion slar fejl. Derfor har en raekke industrier
som fadevareindustrien og den kemiske
industri indfart langt mere effektive fremstil-

lingsprocesser, hvor moderne produktions-
teknologier er forbundet i kontinuerlige
produktionslinjer, som Igbende overvages,
kontrolleres og justeres af automatiserede
procesanalytiske teknologisystemer.

Kontinuerlig laegemiddelproduktion med
tilsvarende systemer til kvalitetsmonitorering
og proceskontrol er i arevis blevet betragtet
som en uopnaelig drgm for den farma-
ceutiske industri. Det skyldes ikke mindst,
at den farmaceutiske industri historisk set
har vaeret underlagt streng kontrol og ngje
overvagning fra laegemiddelmyndighederne
af hensyn til patientsikkerheden. Men des-
veerre har den strenge kontrol vanskeliggjort
innovation og udvikling i visse dele af den
farmaceutiske industri, og i dag er laegemid-
delfremstillingen typisk baseret pa forael-
dede og ineffektive metoder.

| de seneste ar har billedet imidlertid

FORFATTERE

Ph.d. Kaisa Naelap&a var adjunkt
pa Institut for Farmaci, arbejder nu pa
Novo Nordisk A/S.

M.Sc. Niels Peter Aae Christensen
er ph.d.-studerende pa Institut for
Farmaci.

Ph.d. Jukka Rantanen er Professor
pa Institut for Farmaci.

Anlaeg til kontinuerlig laegemiddelfremstil-
ling.
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Batch vs. kontinuerlig produktion
Princippet i batch-produktion. De enkelte
enhedsoperationer som fx granulering,
torring og tabletfremstilling er fysisk
adskilte fra hinanden, og kvaliteten af hver
enkelt operation testes hver for sig.

LLUSTRATION: MALENE HALD
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I OPERATION

RUTE FOR PRODUKT 1

= RUTE FOR PRODUT 2

andret sig som fglge af initiativer fra de
regulerende myndigheder samt nytaenkning
og udvikling i medicinalindustrien og pa
universiteter verden over. Eksempelvis har
amerikanske og europaeiske sundhedsmyn-
digheder, sdsom U.S. Food and Drug Admi-
nistration (FDA) og European Medicines
Agency (EMA), udgivet en raekke guidelines
for at fremme implementeringen af nye
produktionsteknologier i den farmaceutiske
industri.

STORE POTENTIELLE GEVINSTER
Der er flere store potentielle gevinster
ved indfarsel af kontinuerlig produktion i
laegemiddelindustrien. Fx forventer man
omkostningsbesparelser som fglge af kor-
tere produktionstid kortere opbevaringstid,
reduceret materialeforbrug og mindre
energispild. Samtidig er det sandsynligt, at
den generelle produktkvalitet vil stige ved
anvendelse af de nye teknologier, fordi
opsatningen af kontinuerlige produktions-
liner med automatiserede systemer til moni-
torering og kontrol vil reducere variationen
i produkterne. En anden vigtig fordel ved
kontinuerlig produktion er muligheden for
at fremstille bade meget store og meget
sma produktportioner pa det samme udstyr
— alt efter markedets behov. Udstyrspro-
ducenter som GEA Pharma Systems har
allerede udviklet og markedsfart kontinu-
erlige produktionslinjer til fremstilling af
laegemidler.

For at opna optimalt udbytte af kontinu-

v

erlige produktionslinjer er det ngdvendigt
med en grundlaeggende mekanistisk for-
staelse af samspillet mellem materialevalg,
ravarevariation, forarbejdning og kvaliteten
af det feerdige laegemiddelprodukt, fordi
de automatiserede procesanalytiske tekno-
logisystemer (PAT-systemer) skal baseres pa
en sadan viden. Denne mekanistiske indsigt
skal tilvejebringes allerede under laegemid-
lets udviklingsfase.

AUTOMATISK KONTROL OG JUSTERING
Derefter kan den opnaede viden om proces-
sen udnyttes til at indstille og programmere
de automatiske systemer, som via mate-
matiske modeller og multivariable algorit-
mer skal kunne overvage det bearbejdede
materiale og kontrollere produktionslinjen
med henblik pa at opna en hgj og ensartet
kvalitet af det faerdige laegemiddel.
Procesanalytiske teknologisystemer skal
kunne vurdere kvaliteten af ramaterialerne
— fx deres vandindhold eller partikelstarrelse
— direkte under bearbejdningen, hvorefter
systemet benytter resultatet til automati-
seret justering af de relevante parametre
pa produktionsudstyret — fx ved at regulere
tilseetningen af granuleringsvaeske eller ved
at aendre tgrringstemperaturen. Pa den
made kan kontrolsystemet tage hajde for
variationer i ravarerne, sa alvorlige kvalitets-
afvigelser og deraf felgende spild af kost-
bare laegemiddelbatches undgas via rettidig
justering af procesparametrene.



FORSKNING OG FORSOGSPRODUKTION
Forskergruppen Pharmaceutical Technology
pa Institut for Farmaci indgar i et interna-
tionalt samarbejdsprojekt med flere farende
industrielle og akademiske forskningscentre
for at fremme udviklingen af kontinuer-
lige produktionssystemer. Vore vigtigste
partnere er Process Analytical Technologies
Laboratory pa universitetet i Gent i Belgien,
Farmacigruppen pa Abo Akademi i Finland
og Research Center Pharmaceutical Engine-
ering i Graz i @strig. | projektet undersgger
vi, hvad ravarernes kvalitet og kvaliteten

af de aktive leegemiddelstoffer betyder for
kvaliteten af de producerede laegemidler.
Hovedparten af den kontinuerlige fremstil-
ling af granulatkorn udferes pa det proces-
teknologiske laboratorium i Gent, mens den
efterfglgende karakterisering foretages af
universitet i Gent, pa Abo Akademi samt pa
Kabenhavns Universitet.

Vi har bl.a. sat fokus pa laegemidlet
theophyllin, som bruges i tabletter til
behandling af astma og andre andedraets-
sygdomme. Laegemidlet blev granuleret
med laktose som fyldstof samt et bindemid-
del og efterfglgende komprimeret til tab-
letter. Efter fremstillingen blev granulatets
partikelstarrelse, laegemiddeldosis, densitet,
flydeegenskaber, fugtighed og krystallinske
egenskaber bestemt ved brug af forskellige
karakteriseringsmetoder.

Desuden undersggte vi brudstyrken og
henfaldstiden af de producerede tabletter.
Brudstyrken er et mal for tabletternes styrke
under de naeste trin som overtraekning,
pakning og transport. Henfaldstiden giver
en indikation af, hvor hurtigt tabletterne
henfalder til partikler under oplasning, og
indikerer altsa, hvor hurtigt laegemiddelstof-
fet vil veere tilgaengeligt for absorption og
farmakologisk effekt i patienten. Brudstyrke
og henfaldstid er kvalitetsegenskaber, som
kan saettes i sammenhaeng med kvaliteten
af de benyttede ramaterialer og maden,
hvorved produkterne blev fremstillet.

| naeste fase af projektet skal effekten af

Hjalpestof
Lagemiddel

Granulerings-
vaske

Ekstern
blandingsfase

Elestern Fase 1
Ekstern Fase 2
Glittemiddel

Overtraksvaske

vigtige procesparametre som temperatur,
pulverfadehastighed, tilfarselshastighed

af granuleringsvaeske samt omdrejnings-
hastighed og konfiguration af skruen i
granulatoren undersgges i forhold til rdma-
terialernes kvalitet. Malet er at opna viden,
som i fremtiden vil muliggere produktion
af leegemidler i sofistikerede kontinuerlige
produktionslinjer, hvor automatiserede pro-
cesanalytiske teknologisystemer kan tage
hejde for variationer i ramaterialers kvalitet
0g automatisk justere procesparametrene,
sa der altid opnas en hgj og ensartet kvalitet
af de producerede laegemidler. e

| dag fremstilles det meste medicin ved
batch-produktion, hvor det feerdige laege-
middel skabes trin for trin via mellempro-
dukter. Der kan opnas store praktiske og
okonomiske fordele ved at skifte til kon-
tinuerlig produktion, hvor rématerialerne
bearbejdes uden afbrydelser i sammen-
haengende produktionslinjer, der til sidst
leverer det ferdige laegemiddel. Grafikken
viser, hvordan anlsegget fungerer.

ILLUSTRATION: MALENE HALD

Princippet i kontinuerlig produktion.
Ramaterialerne tilfores i den ene ende af
produktionslinjen, og det ferdige laege-
middel kommer ud i den anden ende.
Kvaliteten af produktet og produktions-
processen testes lebende ved hjzelp af
automatiserede systemer.

LUSTRATION: MALENE D
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Fra industrielt madspild
til sundhedsfremmende
fadevarer og malrettet

medicin

ABLESKRAL OG LOGTOPPE ER AFFALD FRA DEN MODERNE FZDEVAREINDUSTRI, MEN
KAN FREMOVER BLIVE EN BAREDYGTIG KILDE TIL MALRETTEDE MEDICINALPRODUKTER
TIL DIABETIKERE. NY TEKNOLOGI VISER, AT SPILDPRODUKTER FRA FEDEVAREPRODUKTIO-
NEN INDEHOLDER MANGE GAVNLIGE INDHOLDSSTOFFER, SOM KAN BLIVE EFFEKTIVE VA-

BEN MOD LIVSSTILSSYGDOMME.

FORFATTERE

Cand.pharm. Jeppe Secher
Schmidt er ph.d.- studerende pa
Institut for Laeegemiddeldesign og
Farmakologi.

Ph.d. Anna K. Jager er lektor pa
Institut for Leegemiddeldesign og
Farmakologi.

Ph.d. Dan Steerk er professor pa
Institut for Leegemiddeldesign og
Farmakologi

HVAD ER HVAD?

Funktionelle fadevarer defineres
som fgdevarer, der har en sund-
hedsfremmende eller sygdoms-
forebyggende effekt ud over deres
ernaringsmaessige vaerdi.

Naturlsegemidler er komplekse
blandinger af bioaktive molekyler,
som typisk udvindes fra planter.

Laegemidler indeholder normalt et

enkelt farmakologisk aktivt stof til
behandling af en specifik sygdom.
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aeredygtig produktion af fremtidens
funktionelle fgdevarer og morgen-
dagens malrettede medicin kan
med fordel tage udgangspunkt i
fadevareindustriens spildprodukter. Derved
bliver disse affaldsprodukter en del af las-
ningen pa de helbredsproblemer, som er
fulgt i kelvandet pa de seneste artiers eks-
plosive vaekst i livsstilssygdomme. Arsagen
til den dramatiske vaekst er blandt andet at
mange voksne har faet stillesiddende jobs
med store krav til effektivitet og produkti-
vitet, mens barn og unge sidder stille foran
computere og fjernsyn i timevis. Samtidig
har vi konstant adgang til store maengder,
ofte usunde, fadevarer. Derfor stiger antal-
let af mennesker med livsstilssygdomme
som fedme, hjertekarsygdomme og type
2 diabetes; sidstnaevnte ogsa kendt som
»gammelmandssukkersyge«. Et faellestraek
ved livsstilssygdommene er, at de let kan
forebygges, men de er svaere — og maske
endda umulige — at helbrede.

Medicinsk behandling af livsstilssyg-
domme kan sjaeldent sta alene, idet gget
fysisk aktivitet og aendrede kostvaner ogsa
er vigtige for at holde sygdommene under
kontrol. Fremover bar effektiv sygdomsfore-
byggelse, behandling og helbredelse derfor
inkludere bade funktionelle fadevarer,
naturlaegemidler og ordinaere laegemidler.
Feelles for alle tre kategorier er den gavn-
lige indflydelse pa helbredet, som naturligt
forekommende bioaktive molekyler spiller.
Derfor er det afgarende, at vi til stadighed

udvikler nye teknologier, som kan give et
indgaende kendskab til disse biologisk akti-
ve molekylers kemiske og farmakologiske
egenskaber.

LIVSSTIL GOR TYPE 2 DIABETES TIL EN
FOLKESYGDOM
Overvaegt og manglende motion er blandt
de vaesentligste faktorer for udvikling af
type 2 diabetes. P4 globalt plan er antallet af
overvaegtige ifalge WHO mere end fordoblet
siden 1980, og i dag er der 1,4 milliarder
overvaegtige mennesker med et Body Mass
Index (BMI) pa over 25. Af dem er 500 mil-
lioner fede, ogsa kaldet svaert overvaegtige,
hvilket betyder, at de har et BMI pa over
30. I Danmark er 47 procent af den voksne
befolkning overvaegtige, og 13 procent er
fede, men ogsa barnene fylder godt i sta-
tistikken. | Kgbenhavn er saledes mere end
hvert femte barn overveegtigt ved skolestart.
Fedmeepidemien vil medfgare, at en
hastigt stigende andel af befolkningen frem-
over vil udvikle type 2 diabetes, og allerede
nu er sukkersyge i hgj grad en folkesygdom:
250.000-300.000 danskere menes at have
diabetes, og halvdelen af dem er endnu ikke
diagnosticeret. Patienter med type 2 diabetes
rammes af en raekke alvorlige senkomplika-
tioner med kraftigt forringet livskvalitet og
aget dedelighed til falge. Eksempler pa sen-
komplikationer er hjertekarsygdomme, ned-
sat nyrefunktion, svaekket syn og eventuelt
blindhed, og det skannes, at omkring 7 pro-
cent af Danmarks sundhedsbudget bruges til
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behandling af diabetes og de medfglgende
senkomplikationer.

FUNKTIONELLE FODEVARER 0OG
LAGEMIDLER TIL DIABETIKERE

I dag findes der ingen helbredende medi-
cinsk behandling for type 2 diabetes, men
med den rette kombination af aendrede
kostvaner, motion og medicin kan kompli-
kationerne udskydes og deres svaerhedsgrad
formindskes. Der er specielt to omrader,

ILLUSTRATION: MALENE HALD

hvor anvendelsen af bioaktive stoffer fra
fadevareproduktionens spildprodukter har
et stort potentiale.

Det farste er udvikling af funktionelle
fedevarer og naturlaegemidler med et hgjt
indhold af a-glukosidase inhibitorer. Disse
stoffer heemmer omdannelsen af komplekse
kulhydrater til monosaccharider i tarmen,
hvilket reducerer blodsukkerets topniveau
efter indtagelse af et méltid. Netop blodsuk-
kerniveauet bgr vaere under streng kontrol

QTVYH INITYIN NOILY YLSNTTI

@verst: Den globale fedmeepidemi er en
vaesentlig faktor bag stigningen i antallet
af type 2 diabetes tilfeelde. Kortet viser
andelen af overvaegtige voksne (BMI >
25) pa verdensplan. Kortet er modificeret
efter et interaktivt kort fra World Health
Organization: http://gamapserver.who.int/
gholinteractive_charts/ncd/risk_factors/
overweight_obesity/atlas.html

Nederst: Skematisk repraesentation af
vores unikke metabolomics teknolo-
giplatform — HPLC-SPE-NMR/HR-bioassay.
Kombinationen af de fire teknikker tillader
samtidig kemisk og farmakologisk karak-
terisering af alle indholdsstoffer i fadeva-
reindustriens spildprodukter.
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AEbleskreel kan bruges til baeredygtig
fremstilling af bade funktionelle fadevarer
og naturleegemidler. Desuden kan nogle
af de bioaktive stoffer, som her er vist
som strukturformler, isoleres i ren form til
anvendelse i ordinaere laegemidler.

ILLUSTRATION: MALENE HALD
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og ikke na op pa for hgje topniveauer for at
minimere senkomplikationerne, og det kan
opnas ved at indtage funktionelle fgdevarer
eller naturlaegemidler med a-glukosidase
inhibitorer i forbindelse med maltiderne.
Det andet omrade, hvor bioaktive stoffer
fra fadevareindustriens spildprodukter kan
udnyttes, er som kilde til nye laegemidler,
der haemmer enzymet aldose reduktase.
Aldose reduktase katalyserer omdannelsen
af glukose til sorbitol, og for diabetikere,
hvis blodsukkerniveau ikke er under ngje
kontrol, medfgrer det ophobning af sorbitol
i gjets linse. Konsekvensen er, at det osmo-
tiske tryk i gjet stiger, hvilket kan medfgre
nedsat syn eller i veerste fald blindhed.

BIOAKTIVE STOFFER | £BLESKRAL 0G
LOGTOPPE

For at finde biologisk aktive stoffer i fadeva-
reindustriens spildprodukter, som kan mini-
mere risikoen for falgesygdomme ved type
2 diabetes, anvender vi en ny forskningsdi-
sciplin kaldet metabolomics. Metabolomics
er defineret som 'en dybtgdende analyse,
hvorved alle metabolitter i et biologisk
system identificeres og kvantificeres'. Vore
metabolomics-undersagelser har mulig-
gjort effektiv analyse af bioaktive stoffer i
overjordiske dele af forskellige lggarter samt
&bleskrael — alt sammen spildprodukter i
fadevareproduktionen.

De farste resultater viser, at aebleskreel fra
&blesorten 'Pink lady" indeholder en bred
vifte af stoffer med a-glukosidase aktivitet,
herunder stofferne reynoutrin, avicularin og
(-)-epicatechin. Det er lykkedes, at udvikle
en selektiv ekstraktionsprocedure, hvor hele
gruppen af stoffer kan udvindes til baeredyg-

tig fremstilling af funktionelle fadevarer og
naturlaegemidler, ligesom de mest potente
stoffer kan isoleres i ren form til fremstilling
af ordinaere laegemidler.
Ligeledes har vores metabolomics-under-
s@gelser vaeret brugt til at undersgge bade
toppe og lggknoldene af en lang raekke log-
sorter, herunder almindelig leg, forarslag,
hvidlgg, elefant hvidlag, ramsleg, porrer
0g purlgg. Her viser det sig, at mange af
lzgsorterne har a-glukosidase aktivitet, og
at denne aktivitet ogsa findes i lggtoppene,
som er spildprodukter i fadevareindustrien.
For lag er de aktive stoffer isaer N-p-cou-
maryloctopamine, N-p-coumaryltyramine og
quercetin. Bade lgg og abler forarbejdes i
meget store maengder i fgdevareindustrien,
og derfor er maengden af spildprodukter sa
stor, at der er rigeligt med ravarer til en stor
produktion af bade funktionelle fadevarer,
naturlaegemidler og ordinaere laegemidler. o




Kostens sammensaetning
kan pavirke optagelsen af
lcegemiddelstoffer

NOGLE LAGEMIDDELSTOFFER OPTAGES FRA TARMEN VIA DE SAMME TRANSPORTPROTEINER,
SOM SENDER AMINOSYRER FRA PROTEINERNE | FGDEN IND | BLODET, OG DET MEDFQRER,
AT DER KAN OPSTA KONKURRENCE OM TRANSPORT@RERNE. EN PROTEINRIG KOST KAN
MULIGVIS FORMINDSKE OPTAGET AF DISSE LAGEMIDDELSTOFFER.

e fleste laegemiddelstoffer, som stof i blodet, dels af den tid stoffet opholder FORFATTERE

indtages i tabletter, skal ind i blodet  sig i blodbanen. Derfor kan det medfare Ph.d. Carsten Uhd Nielsen er lektor

for at virke. Det sker ved, at tablet- andringer i leegemiddelstoffets virkning, hvis pa Institut for Farmaci

ten oplgses i maven og tarmene, der er forhold i tarmen, som pavirker opta- Ph.d Sidsel Frelund er Post. Doc. pa
hvorfra laeegemiddelstoffet bevaeger sig gen- gelsen gennem tarmvaeggen. Institut for Farmaci
nem tarmvaeggen og ind i blodbanen. Blodet Nogle laegemiddelstoffer transporteres Cand.pharm. Martha Kampp Nghr
pumper laegemiddelstoffet rundt i kroppen, ind i blodet via transportproteiner, som sid- er ph.d.-studerende pa Institut for
hvilket saetter stoffet i stand til at udave sin der i tarmcellernes membraner i tarmvaeg- Farmaci
virkning i de gnskede organer. Effekten er gen. Transportgrernes primaere funktion er Lic.scient. Birger Brodin er lektor pa
dels afhaengig af maengden af laegemiddel- at sende vandoplgselige naeringsstoffer fra Institut for Farmaci

Ph.d. René Holm er Divisional
Director, Biologics and Pharmaceutical
Sciences, H. Lundbeck A/S og
adjungeret lektor pa Institut for
Farmaci

Tarmcellen er placeret mellem tarmvae-
sken og blodbanen. Sma vandopleselige
leegemiddelstoffer som vigabatrin og
gaboxadol (bla kugler) kan optages fra
tarmvaesken via aminosyretransporteren
PATT1. Transportaren er placeret i tarmcel-
lernes cellemembran pa den side, der ven-
der ud mod tarmvaesken, og dens primaere
funktion er at transportere aminosyrer fra
faden (qule kugler) gennem membranen
og ind i tarmcellen. Derfra fortsaetter
aminosyrerne og laegemiddelstofferne ind
i blodet. Aminosyrerne og leegemiddelstof-
ferne konkurrerer om adgang til transpor-
taren (den grenne figurz). Den generelle
transporthastighed gennem transporteren
Aminosyrer pévirkes af pH i tarmvaesken, som bestem-
Leegemiddelstoffer mes af antallet af protoner (H*). Lav pH i
tarmvaesken oger hastigheden.
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KIPEDIA CHALE LINNENBACH

4q fra den afrikanske sporefra Xenopus
laevis er velegnede til undersagelser af
transportarer som PAT1. Nar man injicerer
genetisk materiale, som koder for trans-
porteren, i froeegget, udtrykkes transpor-
toren i eeggets cellemembran (gren oval).
Herefter kan man méle transporten af
laegemiddelstoffer gennem transportaren
og bestemme i hvor hej grad tilstedevaee-
relsen af aminosyrer eller dipeptider (gule
kugler) pavirker transporten. Det gverste
diagram til venstre, viser effekten af
forskellige koncentrationer af dipeptidet
glycyl-prolin pa transporten af leegemid-
delstof (bla kugler) vigabatrin, mens det
overste diagram til hajre viser effekten pa
transporten af gaboxadol.
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faden gennem de fedtholdige cellemem-
braner og ind i blodbanen. De mest almin-
delige vandoplgselige naeringsstoffer er
vitaminer og sukkerstoffer samt aminosyrer
0g sma peptider, som er nedbrydningspro-
dukter fra proteinerne i fagden.
Laegemiddelstoffer, som optages via trans-
portgrer, benytter altsa de naturlige opta-
gelsesveje for naeringsstoffer fra faden. Pa
denne made bliver det muligt at fa trans-
porteret vandopleselige laegemiddelstoffer
gennem de fedtholdige cellemembraner og
ind i blodbanen, men fglgen er, at naerings-
stoffer fra faden kan bremse optagelsen af
lzegemiddelstof fra tarmen, fordi der opstar
en konkurrence om pladsen pa transport-
proteinerne. Vi har undersggt, hvordan
tarmens indhold af naeringsstoffer som
aminosyrer og dipeptider, der bestar af to
sammenkoblede aminosyrer, haammer krop-
pens evne til at optage laegemiddelstoffer
via transportgrerne i tarmvaeggen. Under-
sggelsen belyser, hvordan naeringsstoffer

fra faden kan interagere med optagelse af
laegemiddelstoffer.

DEN PROTONKOBLEDE
AMINOSYRETRANSPORT@R

Vi fokuserede pa en aminosyretransportar,
som sidder i den del af cellemembranen, som
vender ud mod tarmvaesken. Transportgren
kaldes protonkoblet aminosyretransportgr nr.
1 (PAT1), og dens biologiske funktion er at
transportere aminosyrer som prolin og alanin
ind i tarmcellen. At transportaren er proton-
koblet betyder, at dens effektivitet athaenger
af pH, dvs. koncentrationen af protoner i
tarmvaesken. Lav pH svarende til en hgj pro-
tonkoncentration pa indersiden af tarmen
@ger saledes transportarens effektivitet og
dermed hastigheden for transporten af ami-
nosyrer ind i cellen.

PAT1 findes i tyndtarmen, som er den del
af tarmen, hvorfra der sker det starste optag
af naeringsstoffer. Det er ogsa den del af
tarmen, hvor leegemidler, vi indtager i tablet-
form, primaert optages. Vi er altsa fra natur-
ens side indrettet pa en made, som skaber
mulighed for interaktioner mellem naerings-
stoffer og laegemiddelstoffer i tyndtarmen.

TRANSPORT AF LAGEMIDLDELSTOFFER

To vandoplaselige lzegemiddelstoffer, som den
protonkoblede aminosyretransporter sender
gennem cellemembranen og ind i tarmcel-
lerne, er sovemidlet gaboxadol samt vigaba-
trin, der anvendes til behandling af epileptiske
kramper i nyfadte og spaedbgrn. Laegemid-
delstoffernes hgje vandopleselighed medfarer,
at de ikke selv kan traenge gennem den fedt-
holdige cellemembran, men undersggelser
har vist, at de bliver hjulpet gennem barrieren
af aminosyretransportaren.

Nar laegemiddelstoffer transporteres via
PAT1 transporteren, er det begraenset, hvor
hurtigt stoffet kan komme ind i tarmcellen,
samt hvor store maengder, der kan krydse
cellemembranen. Begransningerne er
betinget af, hvor mange transportgrer, der
er i tarmcellen, og hvor mange molekyler
transportgren kan transportere i sekundet.
Desuden kan transporten af laegemiddel-
stoffer ind i tarmcellen blive reduceret, hvis
der er andre stoffer i tarmvaesken, som ogsa
skal bruge transportgren. Hvis koncentra-
tionen af sadanne molekyler er hgj, vil de
konkurrere med vigabatrin og gaboxadol
om plads pa transportaren, hvilket kan
betyde en reduktion i antallet af vigabatrin-



molekyler eller gaboxadolmolekyler, der kan
optages. Derved formindskes maengden af

lzegemiddelstof, som kommer ind i blodet,

og dette kan potentielt betyde, at der ikke

opnas den gnskede kliniske effekt af laege-

midlet i kroppen.

AMINOSYRER OG DIPEPTIDER PAVIRKER
LAGEMIDDELOPTAGELSEN

Aminosyrer og dipeptider kommer fra
faden, hvor de er nedbrydningsprodukter
af de proteiner, vi far fra fx aeg, ked og fisk.
For at undersgge om vores kost kan pavirke
vores evne til at optage de to laegemiddel-
stoffer, har vi malt pd PAT 1-transportgrens
evne til at optage vigabatrin og gaboxadol,
ndr der samtidig er enten aminosyrer eller
dipeptider til stede i tarmvaesken.

Aminosyrer, som optages gennem
transportaren, nedsaetter optagelsen af
laegemiddelstofferne. Umiddelbart skulle
man ikke forvente, at dipeptider, som ikke
fragtes gennem transportaren, ogsa kan
formindske optagelsen af medicin. Alligevel
undersggte vi betydningen af tilstedevaerel-
sen af en raekke af dipeptider. Grunden til
vores interesse var, at vi tidligere har pavist,
at leegemiddelstoffet 5-aminolevulinsyre,
som anvendes til at behandle eller visua-
lisere kreeftceller, optages via aminosyre-
transporteren PAT1. Laegemiddelstoffet er
en aminosyre, men ikke en af de normale
aminosyrer fra faden, som indgar i opbyg-
ningen af kroppens proteiner. Stoffet ligner
i nogle biologiske henseender et dipeptid,
og derfor var det relevant at undersgge, om
rigtige dipeptider i tarmvaesken ogsa pavir-
ker optagelsen af vigabatrin og gaboxadol.

For at veere sikre pa, at vi malte pa den
rigtige transporter — og kun den — brugte vi
ikke celler fra tarmen i de indledende forsgg,
fordi tarmceller har mange forskellige trans-
portgrer for naeringsstoffer, og nogle af dem
ville kunne pavirke vores resultater. Derfor
anvendte vi frgaeg, hvor man ved hjzelp af
bioteknologiske metoder kan indsaette en
@nsket transporter i eeggets cellemembran.
Da frgaeg fra naturens hand ikke har sarlig
mange transportarer i cellemembranen, kan
man undersgge den indsatte transportgr
uden af fa falske resultater.

Fors@gene viste, at dipeptider som
glycyl-tyrosin, glycyl-glycin, glycyl-sarcosin
og glycyl-prolin pavirker aminosyretrans-
portgren PAT1. Omfanget af transporten af
bade vigabatrin og gaboxadol via transpor-

tagren falder, hvis man @ger koncentrationen
af dipeptid i oplasningen med fraaeggene. Y Tow  Pprolin
Derimod sa vi ikke nogen forskel i transpor-
ten, da vi testede tripeptidet glycyl-sarcosyl-
sarcosin, som bestar af tre aminosyrer.
Resultaterne viser derfor tydeligt, at sma
peptiders kemiske struktur er kritisk for
interaktionen med aminosyretransportgren,

og derfor er det ngdvendigt at undersgge M

OH Alanin

de mulige interaktioner mellem transportg- o, "o
ren og hvert enkelt peptid.

Efter forsegene med fr@aeg undersggte " | °\N —
vi transporten af gaboxadol og vigabatrin ¢
gennem dyrkede celler fra human tarm, o

som indeholder mange forskellige transpor- i
tarer ud over PAT1. Her fandt vi det samme ] o Typtophan
mgnster som i frgaeggene, nemlig at nogle AN N

af dipeptiderne nedsaetter den maengde
af leegemiddelstof, som kommer igennem °
tarmcellen. Naeste trin bliver dyreforsgg, "'N\)J\/\n/o" Femnleinare
som skal afklare, om dipeptider ogsa kan °
nedsaette maengden af leegemiddelstof, der
~

kommer ind i blodbanen i levende dyr.

©  Glycyl-prolin

FODEVALG OG VIRKNINGEN AF MEDICIN " °
Set fra et behandlingsmaessigt perspektiv Kemiske strukturer: Aminosyrerne prolin
er den nye viden om konkurrencen mellem og alanin er nedbrydningsprodukter fra
. proteiner i faden. Vigabatrin, gaboxadol
fadekomponenter og leegemidler vaesent- og 5-aminolivulinsyre er leegemiddelstoffer.
lig. Konkurrencen kan nemlig medfare, at Glycyl-prolin er et dipeptid sammensat af
kostens sammensaetning forskellige steder i de to aminosyrer glycin og prolin.
verden kan pavirke optagelsen af laegemid-
delstoffer pa forskellig vis. Konsekvensen kan
vaere, at man bgr indtage leegemidlerne pd
en made, som tager hensyn til den lokale
sammensaetning af kosten.
Eksempelvis spiser befolkningen i USA
og Europa en starre procentdel ked og der-
med protein end folk i Asien, hvor fgden
indeholder mere kulhydrat. Nar man anven-
der et leegemiddel, der transporteres af de
samme transportproteiner som aminosyrer
fra faden, kan det sdledes vaere en fordel, at
patienter i USA og Europa bliver informeret
om, at medicinen bgr tages en time inden
maltidet, mens der maske ikke er brug for
lignende restriktioner for asiatiske patienter.
Fremtidige kliniske forsgg vil vise, om laege-
middelstoffers konkurrence med aminosyrer
og dipeptider om adgangen til aminosyre-
transportgren PAT1 kan medfgre aendringer i
vores made at indtage nogle lzegemidler pa.e
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mkring 70 procent af alle smamo-

lekylaere laegemiddelstoffer under

udvikling har en lav opleselighed

i tarmvaesken. Yderligere 20 pro-
cent har desuden en ringe evne til at treenge
gennem tarmvaeggen. Hvis sadanne darligt
oplaselige laegemiddelstoffer indtages som
tabletter, har de sveert ved at komme ind i
blodet, der skal transportere medicinen hen
til virkningsstedet i kroppen. Tabletter er
generelt den mest acceptable doseringsform
hos patienterne, eftersom medicinen er let at
indtage. Men lav vandopleselighed medferer
i mange tilfelde, at medicinalindustrien ma
opgive lovende lzegemiddelstoffer, fordi det
mislykkes at finde en passende doserings-
form. Derfor er det vigtigt at overvinde pro-
blemerne med begraenset oplaselighed for

at sikre, at disse nye laegemiddelstoffer kan
komme patienterne til gavn.
Smamolekylaere laegemiddelstoffer er
ofte krystallinske. En af de mest lovende
metoder til at forbedre vandoplgseligheden
er at omdanne stoffet til en amorf form,
som hurtigere gar i oplgsning i tarmvaesken.
| praksis medferer amorfe laegemiddelfor-
muleringer imidlertid store udfordringer,
fordi de tit er sa ustabile, at medicinen kun
taler opbevaring i et par dage. Det er slet
ikke tilstraekkelig tid, hvis medicinen skal na
frem til patienten, inden den er udlgbet.

KRYSTALLINSK OG AMORF

Den krystallinske tilstand er et ordnet system,
hvor molekylerne er arrangeret i et veldefi-
neret tredimensionelt krystalgitter. | kemiske



forbindelser som eksempelvis lzegemiddel-
stoffer kan molekylerne ofte arrangere sig

i krystalgitteret pa to eller flere forskellige
mader, hvilket kaldes polymorfisme. De
forskellige polymorfe former har forskellige
kemiske og fysiske egenskaber sasom smel-
tepunkt, opleselighed og kemisk reaktivitet.
Dette pavirker farmaceutisk relevante para-
metre som fysisk og kemisk stabilitet samt
stoffets biofarmaceutiske adfeerd i kroppen.
Den mest stabile polymorfe form har den
laveste frie energi, og andre former har der-
for tendens til at omdannes til denne type
krystal, som desvaerre ogsa har den laveste
vandoplgselighed. Ofte vil dog ingen af kry-
stalformerne vaere szerlig lette at oplase.

For at opna en betragtelig forbedring af
oplgseligheden og udlgsningsprofilen kan
man i stedet fremstille leegemiddelstoffet i
amorf form. Amorf betyder uordnet, og den
amorfe tilstand er et hgjenergistadie, hvor
molekylerne ikke danner et tredimensionelt
krystalgitter, men arrangerer sig tilfaeldigt.
Derved far molekylerne en hgjere intern
mobilitet, hvilket giver laegemiddelstoffet en
meget bedre oplgselighed end de krystal-
liske former.

Desvaerre bevirker den hgje interne
energi i amorfe laegemiddelstoffer, at de er
termodynamisk ustabile, og desuden beva-
rer amorfe forbindelser ofte en lille grad af
molekylaer orden mellem nogle fa naertlig-
gende molekyler, som danner minikrystaller.
Disse to forhold resulterer i en udpraeget
tendens til, at stofferne over tid omdannes
tilbage til en krystallinsk form med lav ener-
gi, hvilket formindsker stabiliteten under
leegemiddelstoffets opbevaring.

FREMSTILLING AF AMORFE STOFFER
Generelt kan et laegemiddelstof fremstilles

i en uordnet amorf tilstand pa to mader.
Den ene mulighed er at inducere uorden
ved direkte omdannelse fra den krystallinske
tilstand, hvilket man som regel opnar ved
anvendelse af en vibrerende kuglemglle.
Alternativt kan fremstillingen foretages ud
fra en termodynamisk stabil, men ikke-
krystallinsk tilstand som en smeltemasse
eller en oplagsning. Her nedkgler man hur-
tigt det rene smeltede laegemiddelstof

eller udfaelder hurtigt stoffet fra en vaeske.
Selvom den amorfe tilstand ikke er opdelt i
forskellige veldefinerede polymorfe former
som den krystallinske tilstand, vil forskellige
processer pavirke laegemiddelstoffets ter-

Qverst og i midten ses to krystalline

polymorfe former og nederst en uordnet

amorf form af det samme laegemiddelstof.

modynamiske egenskaber. For at undersgge
dette har vi bearbejdet det smertestillende
laegemiddelstof indomethacin ved hjaelp af
tre forskellige metoder, henholdsvis hurtig
nedkeling af en smeltemasse, spraytgrring
og bearbejdning i en kuglemgille.

Efter fremstillingen kunne vi pavise
forskelle i lzegemiddelstoffets molekylaere
struktur samt i de intermolekylzere inter-
aktioner mellem naertliggende molekyler,
hvilket farte til forskelle i stoffets oplas-
ningshastighed og fysiske stabilitet. Des-
uden opstod der strukturelle forskelle ved
anvendelse af forskellige procesparametre.
Fx pavirkede nedkglingshastigheden indo-
methacins fysiske stabilitet, nar laegemid-
delstoffet blev nedkalet fra en smeltemasse.
Saledes medfarte hurtigere nedkeling, at
graden af uorden i smeltemassen i starre
omfang blev bevaret i det amorfe lzegemid-
delstof, hvilket @gede den fysiske stabilitet.
Under maling i en vibrerende kuglemelle
observerede vi, at langere bearbejdningsti-
der resulterede i forgget uorden og dermed
mere stabile amorfe indomethacinprever.
Ligeledes farte laengere tids bearbejdning i
mallen til en forbedring af leegemiddelstof-
fets oplasningshastighed.

Overordnet kan man sige, at valget af
proces samt procesparametre pavirker et
laegemiddelstofs molekylaere karakteristika
og dermed oplasningshastigheden. Des-
uden pavirkes den fysiske stabilitet i forhold
til re-krystallisering. Omdannelsen fra en
amorf tilstand, som er totalt uordnet, til det
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FREMSTILLING AF EN
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Omlejring af molekylerne

Til venstre og til hgjre vises hurtig re-
krystallisering af amortfe prover af to
smertestillende laegemiddelstoffer indo-
methacin (IND) og naproxen (NAP). Nar
man fremstiller en amorf blanding af de
to leegemiddelstoffer (midtfor) stabiliseres
den amortfe tilstand, fordi hydrogenbin-
dingerne mellem indomethacin-molekylet
0g naproxen-molekylet forst skal brydes,
inden re-krystallisering af de individuelle
stoffer kan finde sted. Fremstilling af
amorte blandinger kan saledes age stabi-
liteten, hvilket kan gare det muligt at fa
fuldt udbytte af fordelene ved amorfise-
ring af leegemiddelstoffer.
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velordnede krystallinske stadie kan betrag-
tes som en to-trins-proces. Fgrst dannes der
en krystallinsk kerne i det amorfe materiale,
og derpa vokser krystallen. Dette er for-
klaringen p4, at en hgjere grad af uorden
bidrager til et mere stabilt amorft system.

STABILISERING AF AMORFE STOFFER

For at bevare et leegemiddelstof i den
amorfe form og for at forebygge dannelsen
af en krystalkerne og den efterfglgende re-
krystallisering bliver farmaceutiske forskere
nadt til at finde ud af, hvordan leegemid-
delstoffer kan stabiliseres i den amorfe
tilstand. | dag er den mest udbredte strategi
at inkorporere laeegemiddelstoffet i en amorf
polymer. Man fremstiller her en blanding af
legemiddelstoffet og en hydrofil polymer,
hvor partikelstarrelsen af leegemiddelstoffet
er reduceret til molekylaert niveau.
Fremgangmaden har dog visse ulemper,
som primaert skyldes polymerens reaktioner
ved kontakt med vand, som blgdger den
amorfe blanding og forager den interne
molekylaere mobilitet, hvilket kan adeleegge
blandingens fysiske stabilitet. En anden
ulempe kan veere begraenset blandbarhed
mellem lzegemiddelstoffet og polyme-

ren, hvilket medfarer, at der kraeves store
maengder polymer for at inkorporere en
tilfredsstillende maengde laegemiddelstof. |
sidste ende vil dette betyde, at man er ngdt
til at fremstille alt for store tabletter.

BLANDINGER GGER STABILITETEN
Disse vanskeligheder har skabt en stigende
interesse for amorfe laegemiddelformulerin-
ger, som bestdr af to farmakologisk passende
lzegemiddelstoffer. | denne metode forenes
to laegemiddelstoffer, som stabiliserer hinan-
den, med henblik pa at fremstille en amorf
blanding med forbedret oplasningsprofil.

| et forsag med feaelles amorfisering af
de smertestillende laegemiddelstoffer indo-
methacin og naproxen har vi observeret en
@get indre modstand mod re-krystallisering,
nar leegemiddelstofferne blev nedkglet fra
en smeltemasse i forholdet 1:1. Den forbed-
rede stabilitet skyldes dannelsen af moleky-
lzere komplekser af de to molekyler. Herved
fjernes de sma ger af molekylzer orden, som
er til stede i den amorfe form af de indivi-
duelle leegemiddelstoffer, og der dannes
hydrogenbindinger mellem de to molekyler,
som stabiliserer den nye amorfe tilstand.

For at dette system kan nedbrydes og
omdannes til de respektive individuelle
krystallinske stoffer, kraever det, at hydro-
genbindingerne brydes, for at molekylerne
kan frigares fra hinanden. Farst da vil de
individuelle leegemiddelstoffer igen blive i
stand til at danne krystalkerner, hvilket er
udgangspunktet for ny krystallinsk vaekst.
Udover forggelsen af den fysiske stabilitet
udviste den blandede amorfe formulering
en forbedret oplgselighed i forhold til savel
de krystallinske som de amorfe former af de
individuelle stoffer. Anvendelsen af to sma
molekyler til dannelsen af en amorf blan-
ding har vaeret en succes, og resultaterne
har skabt stor interesse indenfor forsknin-
gen — i seerdeleshed for at imadekomme
behovet for et godt alternativ til anvendel-
sen af polymerer. Denne strategi kan frem-
over blive afggrende i medicinalindustrien.
Studierne har indtil nu koncentreret sig om
at kombinere to smamolekylaere laegemid-
delstoffer, hvilket stiller krav om, at kom-
binationen af netop disse to leegemiddel-
stoffer er relevante at give til patienterne.
Normalt foretraekker den farmaceutiske
industri og sundhedsmyndighederne imid-
lertid, at tabletter kun indeholder et aktivt
laegemiddelstof. Derfor fokuserer vi nu pa
at finde passende smamolekylzaere hjzelpe-
stoffer, der kan virke som partnermolekyler
ved at skabe staerke bindinger til et enkelt
laegemiddelstof i amorfe blandinger. ©



OVERMATNING FOR BEGYNDERE

En flaske champagne indeholder kulsyre i en overmaettet tilstand, fordi
kulsyren er pumpet ind i vaesken under tryk, hvilket tilfarer systemet
ekstra energi. Derfor bobler kulsyren lystigt, nar flasken abnes. Hvis
man tilfgrer endnu mere energi ved at ryste flasken, far kulsyren vae-
sken til at sprejte ud med stor kraft. Hvis et laegemiddel i en kapsel
overmaettes pa tilsvarende vis, frigives der overskudsenergi, nar kapslen
gar i stykker og opleses i tarmen. Det medfarer, at et svaert oplaseligt

laegemiddelstof lettere bliver oplgst i tarmvaesken.

Ny metode skal oge biotilgengeligheden af legemiddelstoffer:

Overmeaetning |
kapsler eller | tarmen

OPL@SNING | TARMVASKEN ER EN NODVENDIGHED FOR, AT LAGEMIDDELSTOFFER INDTA-
GET GENNEM MUNDEN KAN KOMME IND | BLODET OG UD@VE DERES VIRKNING | KROP-
PEN. MEN DE FLESTE NYE LAGEMIDDELSTOFFER ER SVARE AT OPLGSE. EN NY METODE

KAN FORBEDRE VANDOPLQJSELIGHEDEN VED AT OVERMATTE EN OLIE MED LAGEMIDDEL-
STOF, HVILKET JGER DEN DEL AF DOSIS, SOM BLIVER OPLAST | TARMVASKEN.

e fleste laegemiddelstoffer indta-
ges i tabletter eller kapsler, hvilket
er mest bekvemt for patienterne.
Nar tabletten er slugt, gar den fra
hinanden. Derpa skal lzegemiddelstoffet
oplases i tarmvaesken, far det kan traenge
gennem tarmvaeggen og komme ind i blo-
det, som transporterer stoffet hen til virk-
ningsstedet i kroppen. Den del af dosis, som
kommer ind i blodet, bestemmer laegemid-

delstoffets biotilgaengelighed.

Tarmvaesken bestar primaert af vand, og
derfor er det afgerende, at lsegemiddelstof-
fet er tilstraekkeligt vandoplgseligt. Desvaerre
er 70 procent af alle nye laegemiddelstoffer,
som fremstilles i moderne screeningspro-
grammer, svaert oplgselige i vand og har sale-
des en ringe biotilgaengelighed. Derfor er det
en stor udfordring at @ge den andel af dosis,
som oplgses i tarmvaesken, og som kan blive
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“FJEDER”

LAGEMIDDELKONCENTRATION

A

“Faldskaerm”

mmm 1. Krystalisk pulver
mm D Fjeder
= 3. Fjeder med faldskaerm
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Man kan sammenligne et overmeaettet
laegemiddel med en spaendt fjeder, som
ved udlasning overmeaetter tarmvaesken
med laegemiddelstoffet. Det kan fx opnas
ved anvendelse af en olie, som er over-
meettet med laegemiddelstof. Udfeeldnin-
gen i tarmvaesken ma imidlertid ikke ske
for hurtigt, og derfor kan man tilsstte
farmaceutiske hjselpestoffer, der nedbrem-
ser hastigheden af laegemiddelstoffets
udfeeldning, som en faldskaerm bremser
frit fald. P& den made bliver det muligt

at opretholde den overmaettede tilstand

i tarmvaesken gennem lengere tid. Den
granne kurve viser maengden af oplast
laegemiddelstof i tarmvaesken fra en almin-
delig tablet. Den lilla kurve viser frigivelsen
af leegemiddelstof fra en overmaettet olie
uden brug af hjeelpestoffer. Den bl kurve
viser frigivelsen af laegemiddelstof fra en
overmeettet olie med hjzelpestoffer.

USTRATION:MALENE HALD
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transporteret ind i blodet. Et nyt princip til at
forbedre biotilgaengeligheden har vakt stor
interesse pa internationalt plan. Metoden gar
ud pa at formulere tabletter eller oliefyldte
kapsler, som udlgser en overmaettet koncen-
tration af laegemiddelstoffet i tarmvaesken.
Herved vil en starre del af lzzgemiddelstoffet
blive absorberet og transporteret gennem
tarmvaeggen.

OVERMATNING AF OPLASNINGER

Der er masser af dagligdags eksempler pa
overmaetning af vandige oplasninger. En
klassiker er kulsyren i en sodavand, som er
oplast i en hgjere koncentration i sodavand-
en end det niveau, som oplgseligheden af
kulsyre normalt tillader i vand. For at frem-
stille en overmaettet oplgsning er det ngd-
vendigt at tilfere ekstra energi til systemet,
hvilket opnas ved at pumpe kulsyren ind i
vandet under tryk. Den ekstra energi frigives
igen i form af opstigende bobler af kulsyre,
nar man normaliserer trykket ved at dbne
sodavanden. Et andet eksempel pa brug af
overmaetning er handvarmere, som vi typisk
bruger pa skiferie. Det er sma plastikposer
med en overmaettet oplgsning af saltet

>

TID

natriumacetat. Udkrystallisering af den over-
maettede oplasning startes ved at knaekke en
lille metalskive i posen. Ved krystalliseringen
bringes saltet i en lavere energitilstand end
i den overmaettede oplgsning, og den over-
skydende energi frigives som varme.
Konceptet med overmaetning kan ogsa
udnyttes i farmaceutisk forskning, hvor man
arbejder med at udvikle oliefyldte kapsler,
hvor laegemiddelstoffet er indlejret i en
overmaettet form, hvorfra den midlertidigt
oplagrede energi frigives i tarmvaesken,
hvilket forbedrer laegemiddelstoffets oplase-
lighed.

FRIGIVELSE AF OVERSKYDENDE ENERGI
En mulighed for at opna overmaetning i
tarmen er at fremstille laegemiddelstoffet i
en amorf tilstand, som er i et hgjere ener-
giniveau end den almindelige krystallinske
form, og derfor hurtigere gar i oplgsning
og kan danne en overmaettet oplgsning. En
anden lovende metode gar ud pa at oplgse
laegemiddelstoffet i flydende fedtstoffer
som fx olivenolie. Nar en sadan lipidoples-
ning fordgjes i mavetarmkanalen, oplgses
lzegemiddelstoffet s& hurtigt i tarmvaesken,



at den normale maetningsgraense for oplgst
laegemiddelstof overskrides. Overmaetnin-
gen i tarmvaesken gger den andel af dosis,
som oplgses, krydser tarmvaeggen og kom-
mer ind i blodet.

For at kunne udnytte fordelene ved
overmaetning af olier er det imidlertid ngd-
vendigt, at laeegemidlet formuleres pa en
made, sa det overmaettede stadium i tarm-
vaesken fastholdes laenge nok til, at tarm-
cellerne kan na at transportere det frisatte
lzegemiddelstof ind i blodet. Det kan opnas
ved, at leegemidlet far tilsat hjaelpestoffer,
som stabiliserer den overmaettede oplas-
ning. Vi undersgger for tiden, om en sadan
udlgsningsprofil kan opnas ved at tilsaette
en polymer, fx baseret pa cellulose, som
bremser hastigheden af leegemiddelstoffets
udfeeldning.

DOSERING VED OVERMATNING

Hvis det lykkes at udvikle laegemidler, som
kan frigive leegemiddelstoffer pa en made,
som sikrer, at tarmvaesken overmaettes i et
passende langt tidsrum, er der endnu en
stor udfordring, som skal overvindes. Den
maengde leegemiddelstof, som kan indgives
i en enkelt dosis fra en overmaettet olie i en
kapsel eller fra en tablet, er nemlig begraen-
set. Det medfarer, at patienterne skal tage
mange doser i lgbet af dggnet, og det vil
veere langt mere hensigtsmaessigt, hvis en
enkelt kapsel kan rumme en dggndosis.
Derfor arbejder vi med at udvikle en ny
doseringsform baseret pa kapsler, som er
fyldt med en olie, som indeholder en blan-
ding af lipider og overfladeaktive stoffer.
Blandingen opvarmes til 60 °C, og varmen
ger det muligt at overmaette blandingen
med laegemiddelstof. Derpa nedkales blan-
dingen langsomt til stuetemperatur, hvorved

SNEDDS

1

LAGEMIDDEL
MED FJEDER

overmaetningen bevares.

SUCCES | DYREMODEL
Nar olien oplgses i vand eller vandige vaesker
som tarmvaesken, dannes der spontant en
emulsion af bittesma draber med diametre
pa f& nanometer. Metoden kaldes derfor
self-nanoemulsifying drug delivery system
(SNEDDS). | et modelforsagg, hvor fordgjelsen
i tarmen efterlignes, har vi undersggt meto-
dens egnethed til at udlgse overmaettede
lzegemiddelstoffer fra en olie. | nogle tilfzelde
lykkedes det at fa frigivet laegemiddelstof-
fet p& mader, der fremkaldte overmaettede
oplasninger i den eksperimentelle tarmvae-
ske. Vore detaljerede analyser viste samtidig,
at nogle laegemiddelstoffer faelder ud pa
amorf form under fordgjelsen of SNEDDS.
En amorf form vil have en bedre umiddelbar
vandoplgselighed end stoffernes almindelige
krystallinske former og derfor @ge laegemid-
delstoffernes biotilgaengelighed.

Vi har ogsa testet overmaettede SNEDDS
i hunde og sammenlignet med tilsvarende
formuleringer uden overmaetning. Forsg-
gene viser, at overmeaetning af olierne med
laegemiddelstof naesten fordobler biotilgaen-
geligheden af lzegemiddelstoffet i dyremo-
dellen. Et andet lovende resultat er, at vores
overmaettede SNEDDS er forblagffende stabile
og taler opbevaring i op til ti maneder. Det
har stor praktisk betydning, fordi laegemidler,
som fremstilles med denne metode, s& kan
lagres og distribueres pa normal vis. ®

overmeaettede
SNEDDS

LAGEMIDDEL
| OPLUSNING

Grafikken viser princippet i fremstilling af
overmeettede olier, der danner nanoemul-
sioner ved kontakt med tarmvaesken. Oli-
en overmeettes med laegemiddelstof ved
samtidig tilfersel af varme. Derpa nedkales
olien langsomt, hvorved overmaetningen
bevares ved stuetemperatur.
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Modelforsog baner vejen:
Effektiv optagelse af lzegemidiler
gennem kindslimhinden

NAR LAGEMIDDELSTOFFER OPTAGES GENNEM KINDSLIMHINDEN, SENDES STOFFERNE DI-
REKTE IND | BLODET UDEN RISIKO FOR AT BLIVE NEDBRUDT | MAVE-TARMKANALEN ELLER
| LEVEREN. MULIGHEDERNE UDNYTTES ENDNU KUN | BEGRANSET OMFANG. DET SKYL-
DES ISAR MANGEL PA LABORATORIEMODELLER, SOM KAN FORUDSIGE, HVORDAN NYE
LAGEMIDDELSTOFFER OPTAGES GENNEM DEN MENNESKELIGE KINDSLIMHINDE
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Grisene er fuldt bedevet under forsoget.
En gel med leegemiddelstoffet placeres pa
kindslimhinden.

Forsog i
cellemodellen
korreleres med

Jorsog i minigrise, hvis
kindslimbinder
minder om
menneskers.
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a&gemiddelstoffer som nitroglycerin

mod hjertekrampe og nikotin til

rygeafvaenning optages effektivt gen-

nem kindslimhinden, men alligevel
indgives kun fa af nutidens laegemidler pa
denne made. Det skyldes ikke mindst, at
den farmaceutiske industri mangler gode
laboratoriemetoder, som kan forudsige
optagelsen af nye laegemiddelstoffer i
forsggsdyr og efterfglgende korreleres til
mennesker. Derfor har vi undersggt, om en
cellekulturmodel kan forudsige absorptio-
nen over kindslimhinden i minigrise. Grisens
kindslimhinde har samme kemiske opbyg-
ning og dermed samme barriereegenskaber
som den humane kindslimhinde.

Optagelse af leegemiddelstoffer via
mundhulen kan have betydelige fordele
sammenlignet med traditionel indgift i
form af tabletter, hvor laegemiddelstoffet
optages i blodet fra mave-tarm kanalen.
Medicinen virker hurtigt, fordi blodgen-
nemstrgmningen i kindslimhinden er hgj,

og da laegemiddelstoffet sendes direkte ind
i blodet, undgas mavesyren, som kan ned-
bryde syrefalsomme laegemidler. Laegemid-
delstoffet skal heller ikke farst passere leve-
ren med risiko for nedbrydning, inden det
kommer ud i blodet. Endelig kan metoden
@ge brugervenligheden for patienter med
synkebesveer, fx zeldre eller bgrn, som uden
problemer kan indtage den rigtige dosis
medicin. Alligevel er der historisk set ikke
udviklet ret mange praeparater til systemisk
optagelse via mundhulen. Det skyldes det
relative lille absorptionsareal i kindslimhin-
den sammenlignet med mave-tarm-kanalen,
samt at der endnu kun eksisterer et spinkelt
erfaringsgrundlag for at vurdere nye stoffers
egnethed til absorption gennem kindslim-
hinden. Derfor er der behov for palidelige
laboratoriemetoder, som kan forudsige
optagelsen i blodet.

Ved udvikling af nye laegemidler testes
stofferne farst i laboratoriemodeller som
cellekulturer eller vaevskulturer, dernaest



folger typisk dyreforsgg, som i hgjere grad
efterligner laegemiddelstoffers optagelse
og virkning i mennesker. Den forsknings-
baserede laegemiddelindustri efterlyser
konstant nye metoder til at teste optaget
af nye leegemiddelstoffer i de indledende
faser af forlgbet. | dag koster det typisk

1-2 milliarder kr. at udvikle et nyt leegemid-
del, og den farmaceutiske industri ma ofte
opgive et lovende laegemiddel, som aldrig
nar ud pa markedet, fordi de tidlige under-
sggelser ikke gav et fyldestgarende indblik
i, hvordan laegemiddelstofferne opfarer sig
i patienterne. Derfor bruger industrien nu
mange ressourcer pa at udvikle laborato-
riemodeller, som kan forudsige, hvordan
laegemiddelstoffer bliver absorberet, fordelt,
nedbrudt og til sidst udskilt fra kroppen. En
af metoderne til at bestemme optagelsen af
laegemiddelstoffer i blodet via mundhulen
er cellekulturer, hvor epitelceller dyrkes pa
et filter, sa cellelaget kommer til at ligne
kindslimhinden.

FARREST MULIGE DYREFORSQG

Vi arbejder med en cellekulturmodel
(TR146), som efterligner det humane epitel
i kinden. De resultater, vi far fra cellekultur-
modellen, sammenligner vi efterfalgende
med resultater fra fors@g i minigrise for at
se, om vi har en korrelation. Der er flere for-
dele forbundet med at have en praedikativ
cellekulturmodel, som korrelerer med dyre-
fors@g. Ud fra et dyreetisk synspunkt vil det
altid veere bedst, hvis en laboratoriemodel
helt kan overflgdiggare dyreforsagene, men
dette er ikke altid muligt. Samtidig kraever
lovgivningen, at visse forsgg skal udfares i
dyr, inden de potentielle laegemidler testes

i mennesker for farste gang. Derfor vil
laboratoriemodeller sandsynligvis aldrig

helt erstatte dyrefors@g, men de vil kunne
begranse antallet.

Desuden er undersaggelser med cellekul-
turmodeller bade billigere og hurtigere at
udfgre end forsgg i dyr, og derfor kan flere
potentielle stoffer testes tidligt i udviklingen
af et nyt laegemiddel. Det er en stor fordel,
fordi mange farmaceutiske virksomheder
arbejder ud fra et koncept, hvor man ved
hjaelp af computerteknologi screener millio-
ner af mulige leegemiddelstoffer for derpa
at udvaelge de mest lovende kandidater til
afprevning i laboratoriet. Konceptet resulte-
rer i et stort antal stoffer til videre undersg-
gelser, og derfor er det umuligt at afprave

BEREGNING AF BIOTILGANGELIGHED

A PLASMAKONCENTRATION

Area Under Curve (AUC)

Auc,

B PLASMAKONCENTRATION

c PLASMAKONCENTRATION

Fo (AUCkmd).( Dose,, )
‘ AUC, Dose,

kind

dem alle sammen i forsggsdyr, hvilket igen
understgtter behovet for praedikative labo-
ratoriemodeller.

CELLEKULTURMODEL AF KINDSLIMHINDEN
I vores cellekulturmodel af kindslimhinden
undersggte vi laegemiddelstoffet metopro-
lols evne til at treenge gennem cellelaget.
Derefter udferte vi dyreforsgg for at se,
om resultaterne korrelerede med optagel-
sen gennem kindslimhinden i minigrise.
Metoprolol anvendes bl.a. til behandling af
forhgjet blodtryk, og laegemiddelstoffet har
vaeret mange ar pa markedet i tabletform.
Stoffet er en amin og vil derfor vaere
ioniseret ved pH under 9,5. Denne egen-
skab gar metoprolol velegnet som model-
stof til at teste pH-afhaengig permeabilitet
i bade cellekulturen og i grisene. Ved for-
sggene undersggte vi, om permeabiliteten
i laboratoriemodellen korrelerer med biotil-
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Biotilgaengelighed er et mal for, hvor
stor del af en dosis, der ender i blodet

ved forskellige administationsmetoder, fx

tabletter til oral indtagelse eller geler og

sprays til indgift af leegemiddelstoffer via
kindslimhinden, naeseslimhinden eller slim-

hinden i endetarmen.

Biotilgaengeligheden (Fa) er defineret ved

forholdet mellem den maengde stof af
en given dosis, som optages i blodet set
i forhold til den maengde stof, som blev

indgivet direkte i blodbanen ved injektion.
Biotilgaengeligheden for leegemiddelstof

efter optagelse gennem kindslimhinden
beregnes ved hjselp af falgende ligning,

hvor AUC er Areal Under Curve (plasma-

kurven).
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Laegemiddelstoffet tilferes i donorkamme-
ret, som repraesenterer mundhulen. Cel-
lelaget i bunden af donorkammeret efter-
ligner kindslimhinden. Acceptorkammeret
svarer til blodkredslobet. Malingerne viser
laegemiddelstoffets evne til at passere cel-
lelaget, hvilket gar det muligt at forudsige
stoffernes evne til at passere kindslimhin-
den i dyr og mennesker.

Teorien forudsiger, at egede pH-veerdier
fremmer optaget og biotilgaengeligheden
af laegemiddelstoffet metoprolol over
kindslimhinden. Det blev bekreeftet af for-
sagene i cellekulturmodellen. Til venstre
ses den teoretiske korrelation og til hgjre
ses de eksperimentelle resultater.

A

BIOTILGANGELIGHED METOPROLOL (%)

pH 8,5

120
100
80
60 %,
pH 7.4
40
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gaengeligheden i dyreforsgget. Biotilgaenge-
ligheden er den del af dosis, som kommer
ind i blodet via kindslimhinden.

Ifalge teorien vil den uladede form af
metoprolol (pH>9,5) bevaege sig hurtigere
gennem epitelcellerne end den ladede form
pa grund af en starre affinitet for de lipofile
cellemembraner. Dette testes ved at opstille
et forsgg med varierende pH-vaerdier i det
omrade, hvor metoprolol a&ndrer ionise-
ringsgrad. Hypotesen er, at gennemtraeng-
ningshastigheden ville sendre sig pa samme
made i cellemodellen og i dyreforsgget, som
folge af andringer i pH vaerdien.

Cellemodellen bestar af en flerlaget epi-
telcellebarriere pa samme made som kind-
slimhinden hos grise og mennesker. Forsg-
get blev udfert ved at tilsaette en oplgsning
indeholdende metoprolol og en buffer sale-
des at en specifik pH vaerdi blev fastholdt i
pH intervallet fra 7,4-9,5. Disse oplgsninger
blev tilsat i et donorkammer svarende til
mundhulen. Prgver blev udtaget som funk-
tion af tiden for at bestemme hastigheden,
hvormed metoprolol passerer gennem cel-
lelaget fra donorkammeret til acceptorkam-
meret, som repraesenterer blodkredslgbet.

PERMEABILITET OG BIOTILGANGELIGHED
Dyreforsgget blev udfart i minigrise ved
dosering med geler, som indeholdt metopro-
lol samt en buffer til at fastholde en specifik
pH veerdi og dermed en specifik ladning for
laegemiddelstoffet. Gelerne blev placeret pa
indersiden af kinden pa minigrisen, som var i
fuld bedgvelse under forsgget.

Over tid blev der udtaget blodprever
fra grisen. Herefter blev koncentrationen af
laegemiddelstoffet i blodplasmaet bestemt
som funktion af tiden, hvilket ger det

muligt at estimere biotilgaeengeligheden af
laeegemiddelstoffet. Derpa udferte vi til sam-
menligning et forsgg, hvor metoprolol blev
injiceret direkte i blodbanen, hvorved hele
dosis kommer ud i blodet svarende til en
biotilgaengelighed pa 100 procent.

Resultaterne fra bade cellekulturmodel-
len og dyreforsgget viste en klar pH-afthaen-
gig permeabilitet i overensstemmelse med
teorien. | alt 4 pH vaerdier blev testet: 7,4,
8,5, 9,0 0g 9,5. Biotilgaengeligheden som
funktion af permeabiliteten ved de respek-
tive pH-vaerdier viser en korrelation, hvor sti-
gende pH medferer gget biotilgaengelighed.

Ved optagelse fra tabletter med meto-
prolol via mave-tarmkanalen ses en biotil-
gaengelighed pa omkring 3 procent i grisen.
Ved indgift gennem kindslimhinden ligger
biotilgaengeligheden i omradet fra 60 til
100 procent. Den store forskel i biotilgaen-
gelighed mellem optaget fra mundhulen og
optaget fra mave-tarmkanalen skyldes sand-
synligvis, at stoffet metaboliseres kraftigt i
leveren, hvilket undgas, nar stoffet optages
fra mundhulen. Samtidig viser den store
forskel, at laegemidlet rent faktisk optages
over kindslimhinden og ikke blot er blevet
slugt og efterfalgende optaget via mave-
tarmkanalen.

Cellemodellen, som efterligner de huma-
ne epitelceller i kinden, var saledes i stand
til at forudsige optagelsen af metoprolol i
dyremodellen. Nye studier vil vise, om dette
0gsa geelder for andre laegemiddelstoffer.
Disse resultater er et godt udgangspunkt for
videre udvikling af en laboratoriemodel til
tidlig screening af laegemiddelstofkandidater
for deres mulige optagelse fra mundhulen. e
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Massespektrometri
viser vejen til forbedrede
proteinlaegemidier

EN TREDJEDEL AF ALLE LAGEMIDLER | KLINISKE FORS@G ER PROTEINER. FOR AT OPNA
DEN @NSKEDE EFFEKT OG UNDGA ALVORLIGE BIVIRKNINGER ER DET AFG@RENDE, AT
PROTEINET BEVARER SIN RUMLIGE FACON UNDER PRODUKTION OG OPBEVARING. EN
UNIK METODE BASERET PA MASSESPEKTROMETRI KAN SIKRE DETTE OG ENDDA BRUGES
TIL AT OPTIMERE PROTEINETS TERAPEUTISKE VIRKNING.

roteiner er kroppens molekylaere
maskiner, som udaver utallige essen-
tielle funktioner i organismen. Et
protein er opbygget af aminosyrer,
der saettes sammen som perler pa en snor
inde i cellen, hvorefter kaeden foldes op i
en unik rumlig struktur. Denne struktur er
afgerende for, at proteinet kan udfare sit
arbejde. Sterstedelen af nutidens laegemid-
ler enten pavirker eller er baseret pa et eller
flere af kroppens mere end 50.000 forskel-
lige proteiner.
| senere ar har genteknologi gjort det
muligt at fremstille proteiner kunstigt og
udnytte deres unikke egenskaber til tera-
peutiske formal. Medicinsk brug af pro-
teiner er inde i en rivende udvikling; ikke
mindst i Danmark, hvor flere bioteknologi-
ske og farmaceutiske virksomheder baserer

lede proteiner — det klassiske eksempel er
insulin fra Novo Nordisk A/S. P& verdensplan
udger proteiner en tredjedel af alle nye
lzegemidler, som afprgves i kliniske forsgg,
og andelen stiger. Disse lovende biolaege-
midler er et centralt forskningsomrade pa
Institut for Farmaci.

KZAMPE BIOMOLEKYLER
Proteinlaegemidler udspringer af naturens
eget design, og det er stor en fordel, fordi
medicinen i lighed med kroppens egne pro-
teiner er i stand til at udeve meget selektive
virkninger, hvorved bivirkningerne bliver
minimale. Men samtidig er det en keempe-
maessig udfordring at udvikle og fremstille
proteinleegemidler. Proteiner er meget store
molekyler med en langt mere kompleks
tredimensionel struktur end de sma synte-
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deres forretning pa rekombinant fremstil-

MALING PA FLYVENDE IONISEREDE PROTEINER

MASSE SPEKTRUM AF ET TERAPEUTISK ANTISTOF

(farmaceutisk navn: Rituximab)

INTENSITET G0

148.500

149.000

(1322 AMINOSYRER | ALT)

G1

G2

G3

149.500 150.000

tiske molekyler, som anvendes i klassiske

STRUKTUR AF RITUXIMAB ANTISTOFFET

ROD = LET KADE
BLA = TUNG KZDE

Her ses et massespektrum af proteinlae-
gemidlet Rituximab til behandling af en
type lymfekraeft. Rituximab er baseret

pa et af kroppens egne antistoffer og er
opbygget af to naesten ens underenheder,
som hver bestar af en lang (bld) og en
kort (red) aminosyrekaede. Antistoffet er
sammensat af 1322 aminosyrer og har en
molekylvaegt pa 149.250 Da. Et sadant
proteinleegemiddel er en gigant i forhold
til smé& molekylaere leegemidler, der ofte
vejer under 2000 Da. Signalet »GO« i mas-
sespektret svarer til massen af antistoffet
uden glykosylering, mens G1, G2, G3 sva-
rer til molekyler af Rituximab med pahaeft-
ning af en, to og tre galaktosemolekyler.
Ud fra analysen kan vi se, om molekylet
har den forventede masse — dvs. korrekte
sammensaetning — og blotleegge, om anti-
stoffet eksisterer i forskellige former med
forskellige biologisk vigtige modifikationer.
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legemidler. Og nar det gaelder proteiner,
er struktur lig med funktion. Derfor er det
altafgerende, at et terapeutisk protein har
praecis den rigtige rumlige facon. Verden
over forskes der i at udvikle nye analytiske
metoder, som hurtigt og praecist kan karak-
terisere proteinlaegemidlers struktur, og i
den sammenhang er massespektrometri
blevet et uundvaerligt vaerktg;.
Massespektrometri bestemmer mole-
kylers masse uhyre praecist, men malingen
kraever, at molekylet bringes pa gasform
0g ioniseres. For sma molekyler kan dette
opnas ved at opvarme og fordampe mole-
kylerne, men opvarmning far proteiner til
at ga i stykker. Problemet blev lgst i 1988,
da John B. Fenn samt Michael Karas og
Franz Hillenkamp introducerede to nye
mader til ionisering af proteiner: Elektro-
spray ionisering og Matrix-assisteret-laser-
desorption-ionisering. Da Fenn senere mod-
tog Nobelprisen i kemi for sit arbejde med
elektrospray ionisering, sammenlignede han
teknikken med at give molekylaere elefanter
vinger og fa dem til at flyve. Udviklingen af
de to ioniseringsmetoder har revolutioneret
den moderne bioteknologiske og biofarma-
ceutiske forskning.

NATURLIGE MODIFIKATIONER AF
PROTEINER

I menneskets celler bliver proteiner typisk
modificeret efter selve proteinsyntesen. Det
sker ved pahaeftning af forskellige kemiske
grupper, som binder sig til specifikke amino-

syrer i proteinet — fx ved glykosylering, ace-
tylering, methylering og fosforylering. Disse
biologiske modifikationer er oftest vigtige
for proteinets funktion, dets intracellulaere
beliggenhed og kommunikationen med
andre proteiner i cellen.

Et proteinlaegemiddel skal oftest modi-
ficeres pa samme made for at udgve sin
terapeutiske funktion. Fx gennemgar koa-
gulationfaktoren faktor Vlla, som bruges til
behandling af blgderpatienter, flere modi-
fikationer efter proteinsyntesen i gensplej-
sede hamsterceller. Det samme er tilfeeldet
for proteiner, der fungerer som antistoffer.
Rekombinante antistoffer udger en hastigt
voksende andel af de nye biolaegemidler,
som er under udvikling. Et eksempel, som
vi arbejder med i laboratoriet, er Rituximab
til behandling af en form for lymfekraeft.
Dette store protein modificeres naturligt
med komplekse glykanstrukturer, og graden
af glykosylering er afgarende for funktionen
som laegemiddel i kroppen.

RISIKO FOR UNATURLIGE MODIFIKATIONER
Ved produktion og opbevaring af protein-
laegemidler er der risiko for, at proteinerne
danner nedbrydningsprodukter, som kan
andre de eksisterende modifikationer eller
fordrsage nye unaturlige modifikationer
som falge af fx oxidation eller hydrolyse.
Sadanne andringer i proteinets sammen-
seetning og struktur kan have alvorlige kon-
sekvenser for biolaegemidlets virkning og
bivirkninger. Derfor er det essentielt at rade



over analytiske redskaber, som kan identifi-
cere og lokalisere ugnskede modifikationer.
Massespektrometri er velegnet til formalet.
Savel naturlige som unaturlige modifikatio-
ner aendrer nemlig proteinets masse, hvilket
kan males med stor ngjagtighed.

Udover at male massen af det intakte pro-
tein kan man ogsa bestemme aminosyrer-
nes raekkefglge og pavise, hvilke aminosyrer
eventuelle modifikationer sidder pa. Det
opnas ved hjaelp af en analysemetode, som
kaldes peptidkortlaegning. Her bliver pro-
teinet klippet over i sma stykker — peptider
—ved hjaelp af et enzym. Derefter adskilles
peptiderne fra hinanden ved hgjtryksvaeske-
kromatografi (HPLC), hvorefter hvert enkelt
peptid analyseres med massespektrometri.
Farst males massen af hele peptidet, og der-
efter klaves det i gasfasen til endnu mindre
stykker, sa der opstar fragmenter, der svarer
til tab af en enkelt eller nogle fa aminosyrer.
Ved at male massen af de dannede frag-
menter kan man nu bestemme raekkefelgen
af aminosyrerne i peptidet og afklare, hvilke
aminosyrer modifikationerne sidder pa.
Bade massebestemmelsen af det intakte
protein og peptidkortlaegningsanalyser er
vigtige redskaber til at kvalitetssikre biolae-
gemidlet under samtlige faser i udviklingen
af et terapeutisk protein.

STRUKTUR ER LIG MED FUNKTION

Den fortlgbende kortlaegning af et pro-
teinleegemiddels aminosyresekvens og
modifikationer er imidlertid ikke nok for at
sikre, at leegemidlet fungerer, som det skal i
kroppen. Funktionen af et protein er i sidste
ende dikteret af aminosyrekaedens foldning
til en specifik tredimensionel struktur. Et
proteins rumlige struktur er imidlertid ofte
skrgbelig og kan let pavirkes af andringer

i de fysiske og kemiske omgivelser. Det kan
resultere i, at laegemidlet mister sin virkning

i kroppen. | vaerste fald kan andringer i
proteinets facon medfgare alvorlig fare for
patienten, fordi immunforsvaret gar til
angreb pa det misdannede protein.

Derfor er der brug for en analytisk metode,
som lgbende kan karakterisere proteinets
rumlige struktur under udviklingen af laege-
midlet. Samtidig kan en dybere forstaelse
for det teette samspil mellem proteinets
foldning og dets funktion udnyttes til at for-
bedre et leegemiddels terapeutiske virkning.

NY TEKNOLOGI VISER RUMLIGE
ANDRINGER

I vores laboratorium har vi udviklet en unik
ekspertise med en ny teknologi, som med
hej felsomhed kan detektere og kortlaegge
selv sma aendringer i proteiners rumlige
struktur. Her bruger vi massespektrometri til
at mdle hastigheden, hvormed hydrogen-
atomer i et protein udveksles med tungt
vand (D,0). Deuterium har en ekstra neu-
tron i atomkernen og er derfor tungere end
et almindeligt hydrogenatom. Derfor kan
udvekslingen pavises med massespektro-
metri.

Der sidder et hydrogenatom pa hver
amidgruppe langs proteinets rygrad, og
amidhydrogenet udveksles kontinuert med
deuterium, hvis proteinet befinder sig i
tungt vand. Hastigheden af denne reaktion
forteeller en masse om den rumlige struktur,
som amidhydrogenet befinder sig i. Amid-
hydrogener i fleksible og dbne omrader af
proteinet udveksles hurtigt, hvorimod amid-
hydrogener, som er begravet i teetpakkede
regioner af proteinet eller indgar i interne
hydrogenbindinger, udveksles langsomt.
Udvekslingshastigheden giver derfor direkte
information om det lokale strukturelle
og dynamiske miljg, hvori hvert enkelt
amidhydrogen er lokaliseret. Malingen af
udvekslingen udfgres ved at udtage praver

To metoder bruges at ionisere proteiner,
hvorefter massespektrometret kan bestem-
me deres masse.

Denne side: Elektrospray lonisering (ESI):
En vandig oplesning med proteiner ledes
ud gennem en meget tynd kapilleer. Som
falge af en stor spanding mellem spidsen
af kapillzeren og en modelektrode forlader
vaesken kapilleeren i en spray af mikroskopi-
ske draber med hgj ladning. Fordampning
af vand fra mikrodraberne medfarer frigi-
velse af en gas af ioniserede proteiner.

Modsatte side: Matrix-assisteret-laser-
desorption-ionisering (MALDI): Her krystalli-
seres proteinet under tilstedevaerelse af lav-
molekylaere stoffer, der er specielt egnede
til at absorbere enerqgi fra laserlys. Nar den
krystalliserede prove beskydes med en laser,
omdannes lysets energi til vibrationsenergi,
hvilket resulterer i eksplosioner pa overfla-
den af krystallen. Herved ioniseres protein-
molekylerne og bringes pa gasform.

HVAD ER EN AMID-
GRUPPE?

En amidgruppe er en funktionel
gruppe i organiske forbindelser, som
bestar af en carbonylgruppe, der er
forbundet til et nitrogen atom. | pro-
teiner danner amidgruppen »rygra-
den« af proteinets struktur, fordi den
via sakaldte peptidbindinger kaeder
de enkelte aminosyrer sammen som
perler pa en snor.

g
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Illustrationen viser, hvordan amidgrup-
perne i rygraden af et protein udveksler
hydrogen (gra kugler) med deuterium
(rede kugler), nar proteinet opleses i tungt
vand (D>0). Denne udveksling afslarer en
rigdom af information om proteinets rum-
lige struktur. Amidgrupper, som sidder pd
aminosyrer i abne omrader af proteinet,
optager hurtigt deuterium fra det tunge
vand. Amidgrupper, som sidder pa amino-
syrer i teetpakkede omrader af proteinet,
udskifter kun langsomt hydrogen med
deuterium eller slet ikke.

ILLUSTRATIO SPER DYRBERG R

Sarheling begynder ved, at faktor Vila i
blodet binder sig til receptoren veevsfaktor,
der eksponeres ved vaevsskade. Vaevsfak-
tor omdanner faktor VIl til sin aktive form
faktor Vlla, som starter koagulationska-
skaden. Rekombinant faktor Vlla bruges
til behandling af bledere. Malinger pa
proteinlaegemidlet alene og efter interak-
tionen med vaevstaktor viser, at proteinets
rumlige struktur endrer sig dramatisk, nar
det aktiveres som folge af bindingen til
veevstfaktor. Omrader af FVila der udviser
aendret hydrogen/deuterium udveksling
som folje af vekselvirkningen med veevs-
faktor er vist i radt (se den skematiske
afbildning af FVila til hajre).

JSTRATI PER RE 5 R [
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ved givne tidsintervaller. P4 den made kan
vi pavise lokale @ndringer i hydrogenud-
vekslingen som falge af strukturelle modi-
fikationer i proteinet. P& samme made kan
vi vise strukturelle aendringer som fglge af
vekselvirkninger med andre proteiner eller
med laegemidler.

Teknologien kaldes for Hydrogen-
Deuterium-udveksling-massespektrometri
(HDX-MS) og vi har anvendt metoden pa en
raekke terapeutisk interessante proteiner.

FOKUS PA BLODERMEDICIN

Et eksempel er lzegemidlet rekombinant
faktor Vlla, som bruges til at behandle en
gruppe blagdere, som danner antistoffer
imod den almindelige blgdermedicin, faktor
VIl og FIX, som derfor ikke kan bruges.

Ved bladninger aktiveres en receptor kaldet
vaevsfaktor faktor Vlla, hvilket starter koa-
gulationskaskaden hos blgderen. Maden,

hvorpa veevsfaktor aktiverer proteinet, er
derfor helt afgarende for, om blodet kan
starkne. Vi har anvendt HDX-MS for at for-
std de molekylzere detaljer omkring aktive-
ringen af proteinlaegemidlet.

Malingerne viste, at der sker en drama-
tisk strukturel sendring i Faktor Vlla ved akti-
veringen, og vi har kortlagt i detaljer, hvilke
omrader af proteinets rumlige struktur, som
pavirkes og hvordan. Den nye viden kan
bane vej for at inducere strukturelle zendrin-
ger i faktor Vlla ved kemisk modifikation
med henblik pa at udvikle et mere aktivt
proteinleegemiddel med en forbedret tera-
peutisk virkning. ®



Shegleprotein
oger forstaelsen

af vigtige

receptorer

I hjernen

Lymnaea stag-

nalis — alias
stor mosesnegl.

VI ER MANGE, DER KENDER BIRNESANGEN »MARIEHONEN EVIGGLAD«, SOM MUJDTE SO-
REN SNEGL OG BLEV REDDET FRA REGN OG TORDENVEJR. VI BLEV OGSA HJULPET AF EN
SNEGL | VORES UDFORSKNING AF EN VIGTIG GRUPPE AF RECEPTORER | HIERNEN OG NER-
VESYSTEMET — IKKE AF SOREN, MEN AF STOR MOSESNEGL, SOM DANNER ET PROTEIN,
DER LIGNER RECEPTORERNE. VI BLEV GEVALDIGT OVERRASKEDE OVER RESULTATERNE.

en lynhurtige kommunikation
mellem nervecellerne i hjernen og
musklerne beror pa tilstedevae-
relsen af receptorer, som er pro-
teiner i cellemembranerne, der kan binde
signalstoffer og derved udlgse et signal i
cellerne. En vigtig klasse af receptorer er
ionkanaler, som tillader transport af ioner
ind i nervecellen, nar receptoren aktiveres af
et stimulerende signalstof. Til denne familie
herer de nikotine acetylcholinreceptorer,
der aktiveres af signalstoffet acetylcholin
0g — som navnet fortaeller — af nikotin.
Disse receptorer er blandt de mest velstude-
rede ionkanaler, og de er meget udbredte
bade i det perifere nervesystem, hvor de er
ansvarlige for kontrollen af musklerne, og
i centralnervesystemet, hvor de medvirker
i funktioner som opmaerksomhed, hukom-
melse og smertefglelse.

Udover at vaere mal for laegemidler til
rygeafvaenning udger de nikotine acetylcho-
linreceptorer lovende mal for behandling af
en bred vifte af neurodegenerative og psyki-

atriske sygdomme som Alzheimers sygdom,
Parkinsons sygdom, skizofreni og depres-
sion. Derfor arbejder forskere verden over
med at opklare receptorernes tredimensio-
nelle struktur, hvilket er en forudsaetning
for at forsta, hvordan de fungerer og kan
pavirkes med medicin. Ved design af nye
lzegemiddelstoffer er det nemlig n@dvendigt
med en meget detaljeret viden om, hvordan
stofferne binder til receptoren, fordi laege-
middelstoffet skal passe ind i receptorpro-
teinet som en hand i en handske og pavirke
receptoren pa praecis den gnskede made.
Desveerre er det vanskeligt at opklare den
detaljerede tredimensionelle struktur af
receptorer, der er placeret i cellemembraner.
Ganske vist kan proteinstrukturer bestem-
mes pa atomart plan med intens rgnt-
genstraling, men det forudsaetter, at man
kan fremstille en krystal af proteinet, som
indeholder flere millioner proteinmolekyler.

| praksis er det sveert eller umuligt at lave
brugbare krystaller af membranproteiner,
fordi deres rumlige facon andrer sig, nar de
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Til venstre: Strukturen af sneg-
leproteinet med alkaloidet DHBE
bundet ses her fra oven. Alkaloidet
er vist som rade kugler.

Til hgjre: Strukturen af snegle-
proteinet med leegemiddelstoffet
varenicline bundet ses her fra siden.
Varenicline bruges som hjalp til
rygestop og er vist i en gren kug-
lemodel.

TAG PA EKSPEDI-
TION | PROTEINER-
NES VERDEN

For at kunne publicere en tredimen-
sionel struktur af et protein skal

det deponeres i databasen »Protein
Data Bank«, som er offentligt
tilgaengelig pa internettet (www.
pdb.org).

Hvis du har lyst til at se naermere
pa strukturen af snegleproteinet
AChBP, nar det binder alkaloidet
DHBE, skal du blot angive pdb-
koden »4ALX« i sggefeltet pa
hjemmesiden. Her vil du ogsa
kunne se, hvordan nikotin binder til
snegleproteinet (pdb-kode: 1UWE),
samt hvordan rygestop-laegemidlet
varenicline binder til proteinet (pdb-
kode: 4AFT).

fjernes fra den fedtholdige cellemembran.
Endnu er det ikke lykkedes at fremstille
krystaller af nikotine acetylcholinreceptorer.
Men netop her fik vi hjeelp fra mosesneglen
Lymnaea stagnalis.

SNEGLEPROTEINET ER ET GODT
MODELSYSTEM

For omkring ti ar siden opdagede andre
forskere, at mosesneglen Lymnaea stagnalis
danner et protein kaldet acetylcholinbin-
dende protein (AChBP). Selv om sneglepro-
teinet er vandoplgseligt og ikke fungerer
som ionkanal i cellemembranen, har det en

NIKOTINE ACETYLCHOLINRECEPTORER

ILLUSTRATION:JETTE KASTRUP
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Der findes mange varianter af nikotine
acetylcholinreceptorer, men de er alle
opbygget af fem underenheder arrangeret
omkring en central ionkanal.

Enkelte typer af nikotine acetylcholin-
receptorer bestar af fem identiske under-
enheder, men de fleste af receptorerne er
dannet ved kombinationer af forskellige
underenheder. Der findes i alt 17 forskel-
lige underenheder i humane nikotine
acetylcholinreceptorer, og kombinations-
mulighederne medfarer, at der er mange
forskellige undertyper af receptorerne.

Alle undertyperne aktiveres af ace-
tylcholin, men de reagerer forskelligt pa
kemisk og strukturelt beslaegtede stoffer.
Dette giver mulighed for stor diversitet i
signalprocesserne i forskellige hjerneregio-
ner.

Nikotine acetylcholin receptorer er ionka-
naler, som penetrerer cellemembranen.
Her ses en tredimensionel struktur af en af
receptorerne, som er bestemt ved hjaelp
af elektronmikroskopi. De fem underen-
heder, som receptoren er opbygget af,

er vist i hver deres farve. Den rgde skive
markerer ydersiden af cellemembranen,
mens den bla skive markerer indersiden af
membranen.

rumlig form og starrelse, som ligger meget
teet pa den extracellulaere del af de nikotine
acetylcholinreceptorer. Det er netop denne
del af receptoren, som binder signalstoffet
acetylcholin. Desuden har en raekke andre
stoffer vist sig at binde med samme relative
affinitet til snegleproteinet som til nikotine
acetylcholinreceptorer. Derfor har vi kunnet
anvende proteinet fra mosesneglen som et
modelprotein for receptorerne, sa vi nu har
et vaerktgj til strukturelle studier af bindin-
gen af interessante stoffer til nikotine ace-
tylcholinreceptorer.

En gruppe af disse stoffer kaldes ery-
thrina alkaloider, og de udger en familie af
naturstoffer, som primaert isoleres fra traeer
og buske tilhgrende slaegten Erythrina. Et
eksempel er stoffet dihydro-B-erythroidine
(DHBE), som er en potent antagonist af
nikotine acetylcholinreceptorer. Antagoni-
ster er stoffer, som blokerer en receptors
funktion, ved at forhindre aktivering af
receptoren og dermed abning af ionkana-
len. Stoffer, som aktiverer receptoren ved
abning af ionkanalen, kaldes for agonister.
Ved aktivering tillades transport af ioner
gennem kanalen og ind i cellen.

DHBE har i drenes lgb vaeret anvendt
som et farmakologisk vaerktgj til at opna
en bedre forstaelse af receptorernes invol-
vering i fysiologiske processer. For at opna
yderligere indsigt i alkaloidets bindingsmade
og blokerende mekanisme, besluttede vi
at bestemme rgntgenstrukturen af stoffet
bundet til snegleproteinet. Strukturen viste
sig at afslere egenskaber, som er unikke for
denne antagonist.

EN OVERRASKENDE OPDAGELSE
Snegleproteinet indeholder i lighed med
nikotine acetylcholinreceptorer et sakaldt



C-loop, der er vigtig for binding af acetylcho-
lin og beslaegtede stoffer. Loopet i snegle-
proteinet forskyder sig i varierende grad ved
binding af aktiverende og blokerende stoffer.
Det er saledes blevet foreslaet, at et lukket
C-loop er den foretrukne form i forbindelse
med aktivering af receptoren via binding af
en agonist, hvorimod et dbent C-loop afspej-
ler en ikke-aktiv eller blokeret form af recep-
toren ved binding af en antagonist.

Strukturen af alkaloidet DHBE bundet
til snegleproteinet |zerte os falgende: DHBE
introducerer et lukket C-loop, som det ses
for agonister, og det bindes til receptoren
ved hjeelp af hydrogenbindinger pa samme
made som agonister. Men samtidig sker
der noget helt uventet. C-loopet undergar
nemlig en konformationsaendring vinkelret
pa de tidligere viste bevaegelser, hvilket
medfarer, at alkaloidet eendrer formen af
receptoren pa en anden made end agoni-
ster. Derved blokerer alkaloidet receptorens
funktion.

Det lader saledes til, at DHBE forhindrer
aktivering af receptoren via en mekanisme,
der er forskellig fra den normale virknings-
mekanisme for antagonister. Sadan kan

man blive overrasket — men der er jo det,
der ger forskning sa spaendende!

KOMMER LETTERE IND | HIJERNEN
Fremadrettet kan kendskabet til alkaloidets
bindingsmade bruges til rationelt design af
nye laegemiddelstoffer med forbedret virk-
ning pa sygdomme i hjernen, hvor der er et
farmaceutisk behov for at blokere de niko-
tine acetylcholinreceptorer pa nervecellerne.
Det skyldes, at DHBE i kraft af sin mindre
molekylvaegt og mere optimale fysisk-kemi-
ske egenskaber har langt bedre mulighed
for at traenge gennem blod-hjernebarrieren
end traditionelle antagonister, som typisk er
mange gange stgrre end alkaloidet. e

Nikotine acetylcholinreceptorer er alle udstyret
med et funktionelt vigtigt C-loop, som indehol-
der en svovibro. C-loopet spiller en central rolle
for evnen til at binde signalstoffet acetylcholin og
andre biologisk aktive stoffer. | grent ses loopet

i en lukket form, som binder agonister. | orange
er loopet vist i en aben form, som binder typiske
antagonister og toksiner. | red er loopet vist i den
saerlige form, som det antager ved binding af
den atypiske antagonist, alkaloidet DHBE.

ILLUSTRATION:JETTE KASTRUP
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Kvalitetssikring af malrettede
nanopartikler til kemoterapi

METALHOLDIGE LAGEMIDLER TIL BEHANDLING AF KRAFT KAN INDGIVES | FEDTHOLDIGE
NANOPARTIKLER — LIPOSOMER — SOM MALRETTER MEDICINEN MOD SVULSTERNE, SA

KROPPENS RASKE CELLER SKADES MINDST MULIGT. DET ER VIGTIGT, AT LIPOSOMERNE ER
STABILE, SA DE IKKE FRIGIVER CELLEGIFTEN UNDER OPBEVARING ELLER TRANSPORT. NYE

ANALYSEMETODER KAN GIVE SIKKERHED FOR KVALITETEN.
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LIPOSOMER ER
NANOPARTIKLER

Liposomer er smé kugler af fedt-
stoffer, hvor et centralt hulrum er
omsluttet af en membran, der min-
der om en cellemembran. Membra-
nen er opbygget af et dobbeltlag
af fedtstoffer — kaldet fosfolipider —
som bestar af en vandopleselig fos-
fatdel og en fedtoplaselig lipiddel.

Nar fosfolipider anbringes i en
vandig oplesning, danner de spon-
tant en kugleformet membran,
som bestdr af to lag. | dobbeltlaget
gemmer fosfolipiderne deres fed-
topleselige dele inde midt i mem-
branen, mens en vandopleselig del
og en fedtoplgselig lipiddel danner
membranens yderside og inderside.
Nar liposomer benyttes til transport
af cisplatin, er leegemiddelstoffet
oplgst inde i det vandfyldte hulrum.
Liposomernes egenskaber kan
skraeddersys til et givet formal ved
at variere arten af fosfolipiderne el-
ler ved at modificere dem kemisk.

Liposomers stgrrelse kan variere
fra 25 nm til 10 pm i diameter, og

den typiske starrelse for liposomer
til medicinsk brug er 100 nm, hvil-
ket ligger indenfor definitionen pa
nanopartikler. Betegnelsen bruges

om partikler med diametre pa mel-
lem 1 til 100 nanometer.

LAGEMIDDELFORSKNING - 2012

n gruppe kemoterapeutiske lege-
middelstoffer til behandling af kreeft
indeholder metaller. Det klassiske
eksempel er cisplatin. Da stoffet blev
opdaget og godkendt af myndighederne i
1970’erne, blev det muligt at behandle flere
livstruende kraeftformer med gode resultater;
fx steg helbredelsesraten for testikelkraeft
markant. Cisplatin virker ved at binde sig til
DNA i kraeftcellen, hvorved cellen der.
Cisplatin er kemisk opbygget omkring
metallet platin. De gode resultater farte til,
at forskningen i metalbaserede laegemid-
delstoffer med andre egenskaber blev inten-
siveret med henblik pa at fremstille stoffer
med faerre bivirkninger. | dag er der to nyere
platinbaserede laegemiddelstoffer pd mar-
kedet, carboplatin og oxaliplatin, og flere
andre lzegemiddelstoffer baseret pa platin og
ruthenium er i klinisk afprevning. Pa trods af,
at der er fremstillet og testet tusindvis af nye
kemiske metalforbindelser, har succesraten
dog veeret forholdsvis lav. Derfor spiller cis-
platin og andre platinforbindelser fortsat en
central rolle indenfor kraeftbehandling.

LIPOSOMER AFLEVERER MEDICINEN |
SVULSTEN

Al kemoterapi er et tveaegget sveerd, fordi
de giftige laegemiddelstoffer, som skal elimi-
nere kraeftcellerne, ogsa skader raske celler
i kroppen. Derfor er der fokus pa at udvikle
nye afgiftssystemer til leegemiddelstoffer —
drug delivery systemer — hvor cellegiftene
malrettes direkte mod kraeftsvulsterne og i
mindre grad skader raske celler undervejs.
Det giver mulighed for at @ge dosis og sla
alle kraeftcellerne ihjel.

En af de mest lovende metoder er at pak-
ke cisplatin ind i sma hule fedtkugler kaldet
liposomer. Her udnytter man, at kraeftceller i
modsaetning til raske celler vokser sa hurtigt,

at de blodkar, som forsyner svulsten med
blod, er utaette. Derfor kan nanopartiklerne
laekke ud af blodbanen og komme ind i
vaevet omkring kraeftcellerne, hvor der ofte
er enzymer til stede, der kan abne liposo-
merne. Sa frigiver liposomerne deres ladning
af cisplatin, som traenger ind kraeftcellerne.
Med andre ord: Langt det meste af cellegif-
ten ender i svulsten, hvorved skadevirknin-
gerne pa kroppens raske vaev minimeres.

STABILITET PA HYLDEN

Cisplatin — og mange andre kemotera-
peutiske stoffer — indgives ved injektion,

og leegemidler baseret pa liposomer er
ligeledes injektionsvaesker. Det er vigtigt, at
laegemidlet er stabilt, sa liposomerne ikke
frigiver cisplatin under opbevaring og trans-
port, og derfor er det ngdvendigt at udvikle
metoder til unders@ge, om cisplatin frigives
fra liposomerne.

Ved malingerne skal man kunne skelne
mellem den maengde cisplatin, som findes
inde i liposomerne, og den mangde, der
eventuelt er frigjort, enten fordi liposomer-
ne er gdelagt, eller fordi cisplatin har fundet
vej ud gennem liposomernes membraner.
Vi anvender starrelseskromatografi til at
adskille liposomerne, som er forholdsvis
store partikler, fra de meget mindre frie cis-
platinmolekyler.

Udlgbet fra den sterrelseskromatografiske
kolonne kobles til et massespektrometer,
som kan detektere grundstoffer pa bag-
grund af deres masse-ladningsforhold (m/z).
Ved samtidigt at male pa platin med masse-
ladningsforholdet 195 og fosfor med masse-
ladningsforholdet 31 kan man se, hvilke
fraktioner fra kolonnen, der kun indeholder
platin svarende til frigivet cisplatin, og hvilke
fraktioner, der indeholder bade fosfor og
platin svarende til liposomer med cisplatin i



det vandige hulrum. P& den made kan man
vurdere, om produktet er stabilt, fx om lipo-
somerne nedbrydes med tiden.

STABILITET | BLODET

Nar man har udviklet et stabilt liposombase-
ret leegemiddel, er det naturligvis ogsa vig-
tigt at kunne vurdere, om cisplatin frigives,
nar laegemidlet injiceres i kroppen. Det ide-
elle laegemiddel skal vaere stabilt, sa laenge
det cirkulerer i blodet, men vaere i stand til
at frigive sin last, nar liposomet nar frem til
kraeftsvulsten.

Der er altsa brug for analysemetoder,
som kan skelne mellem frit og liposomind-
kapslet lzegemiddelstof i blodplasma. Analy-
sen er kompliceret, fordi plasma indeholder
store maengder af salte, proteiner og andre

stoffer, som kan indvirke pa resultatet. Der-
for anvender vi her en anden separations-
metode, kapillarelektroforese. Fordelen ved
metoden er, at der ikke opstar forstyrrende
vekselvirkninger med de mange plasma-
komponenter. Via optimering af analyse-
betingelserne er det lykkedes at separere
liposomindkapslet og frit cisplatin. Samtidig
kunne vi vise, at noget af det frigjorte cis-
platin bandt sig til plasmakomponenter —
sandsynligvis proteiner som albumin.

Udviklingen af disse analysemetoder har
gjort det nemmere at vurdere kvaliteten af
liposombaserede laegemidler bade under
udviklingen af nye indkapslingsmetoder og
ved den efterfalgende afprgvning i dyr og
mennesker. e

Analyse af cisplatin i plasma. Analyseme-
toden giver mulighed for at skelne mellem
frit cisplatin, som er frigivet fra liposo-
merne (farste bla top) og cisplatin, som er
bundet i liposomer (midterste bld og rede
top) samt frigivet cisplatin, som har bun-
det sig til protein (sidste bla top). Den rede
top er signal for phosphor. Da liposomerne
er dannet af phosphorholdige lipider (fos-
folipider), ses en top for bade platin og
phosphor, nér de platinholdige liposomer
detekteres.

LLUSTRATION:HENNING DALHOFF

| liposomer vender fosfolipiderne deres
vandopleselige dele ud imod blodet og ind
imod det centrale hulrum, hvor laegemid-
delstoffet er oplaest i en vandig vaeske.

L TRATION:HENNING DALHOFF
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“Storrelseskromatografi er en separa-
tionsmetode, hvor analytter adskilles pa
baggrund af sterrelse og molekylvaegt i en
kolonne. Kolonnen indeholder porgst mate-
riale med en porestarrelse, som medfgrer, at
mindre molekyler kan szette sig i materialet,
mens starre molekyler ikke tilbageholdes sa
kraftigt. P4 den made opnds en separation
efter starrelse, hvor store molekyler kommer
ud fra kolonnen fer de sma. Starrelseskro-
matografi benyttes ofte til adskillelse af ma-
kromolekyler som proteiner, men kan ogsa
anvendes til at separere frit l;legemiddelstof
fra liposomindkapslet laegemiddelstof.

Kapillarelektroforese er en separationsme-
tode, hvor en blanding af analytter adskilles
pa baggrund af deres ladning og starrelse.
Dette gares ved at laegge en spaending pa
10-30 kV hen over et tyndt rar — kapillaret —
som er fyldt med en bufferoplgsning. Nogle
fa nanoliter prave injiceres i den ene ende af
rgret, en spaendingsforskel paseettes, hvilket
medfgrer at positivt ladede stoffer bevaeger
sig imod elektroden og detektoren i den an-

den ende. Sma molekyler bevaeger sig hurti-
gere gennem kapillaret end store molekyler.
Neutrale molekyler pavirkes ikke af det elek-
triske felt, men traekkes hen mod detektoren
af det elektroosmotiske flow, der opstar pa
grund af ladningsforskellen mellem kapillar-
overfladen og buffervaesken. Systemet giver
en separation efter ladning og sterrelse, hvor
sma positive molekyler kommer ferst ud af
kapillaret, fulgt af de starre positive moleky-
ler, neutrale molekyler og til sidst de negativt
ladede forbindelser.

ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry) er en detektionsmetode, hvor
molekylerne i en prove detekteres ud fra
deres indhold af grundstoffer. Praven fares
ind i et 8000 °C varmt argonplasma, hvor alt
organisk materiale braendes af, sa der dan-
nes positive ioner af grundstofferne i preven.
Grundstofferne detekteres efterfglgende via
deres masse-ladningsforhold i et massespek-
trometer. ICP-MS instrumentet kan kobles
sammen med udstyret til starrelseskroma-
tografi eller kapillarelektroforese, hvorved
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molekylerne fgres ind i massespektrometret,
nar de efter adskillelsen kommer ud fra
kolonnen et efter et. Malingen giver et kro-
matogram, hvor grundstofsignalerne fra de
forskellige molekyler kan fglges over tid.
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Mondragé

Nationalpark

Forekomst af lzegemiddelstoffer

I grundvand og havvand
pa Mallorca

FERSKVAND ER EN MANGELVARE PA MALLORCA, OG DERFOR GENBRUGES RENSET SPIL-
DEVAND TIL VANDING | LANDBRUGET OG | BYERNE. VANDET INDEHOLDER BIOLOGISK
AKTIVE RESTER AF LAGEMIDLER, SOM IKKE FJERNES | RENSNINGSANLAGGENE, OG SOM
KAN SKADE BADE PLANTER OG DYR. VI HAR UNDERS@GT VANDPR@VER TRE STEDER PA
TURIST@EN, HVOR VI FANDT RESTER AF 18 FORSKELLIGE LAGEMIDLER.
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er findes ikke permanente der og
sger pa turistgen Mallorca, og der-
for er ferskvand en mangelvare.
For at daekke behovet genbruges
store maengder renset spildevand til vanding
i landbruget, i byerne og pa golfbanerne.
Et vaesentligt problem ved genanvendelsen
er, at rensningsanleeggene pa gen — og
generelt i hele Europa — ikke er tilstraekke-
ligt effektive til at fjerne laegemiddelrester
fra spildevandet. Den starste del af gens
rensede spildevand kommer fra hovedbyen
Palma de Mallorca med lidt over 400.000
indbyggere og ender ude i Palma bugten.

Laegemiddelrester er i sagens natur
steerkt biologisk aktive, og hvis disse stoffer
spredes i miljget, siver ned til grundvandet
eller ender i havet, kan de forarsage ugn-
skede gkotoksikologiske effekter pa flora
og fauna. Det er isaer problematisk, hvis
stofferne siver ned i grundvandet, fordi Mal-
lorca udvinder store maengder grundvand til
drikkevand til gens 1,1 million indbyggere
og de omkring 14 millioner turister, som
hvert ar besgger ferieparadiset.

Pa trods af det store antal besggende er
spredningen af laegemiddelrester til vand-
miljeet aldrig tidligere blevet undersggt. Ved



hjeelp af en multi-analysemetode fandt vi

i alt 18 laegemiddelstoffer i vandpraver fra
rensningsanlaegsudlgb, grundvand og hav-
vand. Prgverne blev indsamlet i april 2011
fra tre forskellige omrader pa gen umid-
delbart fer turistsaesonen. Flere laegemid-
delrester blev fundet i spildevandsudlgbene
i koncentrationer helt op til 30 pg/L. Nogle
af leegemiddelresterne blev ogsa fundet i
grundvand og havvand, men i lavere kon-
centrationer.

STORBYEN PALMA DE MALLORCA

| Palma de Mallorca undersggte vi spilde-
vand fra to rensningsanlaeg, og derefter
indsamlede vi havvandsprgver fra Palma
bugten ca. 50 m fra anlaeggenes udlgb i
havet. | udlgbsvandet og havvandet fandt vi
adskillige laegemiddelrester:

e Hjertemedicinen atenolol var til stede i
udlgbsvandet fra rensningsanlaeg 1 i kon-
centrationer pa over 20 pg/L og blev ogsa
identificeret i malbare koncentrationer i
havvandet. Koncentrationerne var dog
heldigvis lavere end de niveauer, der med-
farer kroniske effekter pa fisk.

¢ Laegemidlet carbamazepin, som bruges
til behandling af epilepsi og skizofreni, er
kendt for at vaere et stabilt laegemiddel-
stof i miljget og blev fundet i lave koncen-
trationer pa 0,2 pg/L i udlgbene fra begge
rensningsanlaeg. Stoffet blev ikke fundet i

OMRADE 1
Hovedbyen, Palma de Mallorca

havvand. Carbamazepin er blevet under-
s@gt med hensyn til toksicitet ovenfor
fisk. Effekter ses dog farst i koncentratio-
ner, der er mere end tusinde gange hgjere
end de malte koncentrationer i udlgbene.

Det anti-inflammatoriske laegemiddel
diclofenac, som anvendes til behandling
af leddegigt, er kendt for at have draebt
95 procent af bestanden af gribbe i Paki-
stan, efter at fuglene spiste kadavere af
kger, som var blevet medicineret med
stoffet. Leegemiddelstoffet er i dag prio-
riteret af EU i udlgbsvand. Stoffet blev
ikke fundet i seerlig hgje koncentrationer i
rensningsanlaggene og fortyndes derfor
sandsynligvis ud i havet, hvor det ikke kan
detekteres.

Det angstdeempende lzegemiddel oxaze-
pam blev fundet i koncentrationer over 1
pg/L i udlgbsvandet, men kunne alligevel
ikke identificeres i havvand pa trods af, at
stoffet er rimeligt stabilt.

Mavesarsmedicinen omeprazol er det
stof, som vi malte i de starste maengder
i spildevandet med koncentrationer helt
op pa 30 p/L. Rester af stoffet forefindes
0gsa i havvandet i Palma bugten.

Generelt kan det konkluderes, at spildevand-
et fra storbyens rensningsanlaeg udger en
kilde for lzegemiddelrester til havmiljget.

OMRADE 2
Alcudiabugten med
S'Albufera Nationalpark

Kortet viser de tre omrader pa Mal-
lorca, hvor vandpraverne blev indsamlet.
Omrade 1: Hovedbyen Palma de Mal-
lorca. Omrade 2: Hotelomradet i Alcudia
og S’Albufera national park. Omrade 3:

OMRADE 3 :
Nationalparken Mondrago.

Mondragd Nationalpark
ILLUSTRATION: MALENE HALD
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Grafikken viser, hvordan og i hvilket
omfang laegemiddelrester fra renset spil-
devand og lossepladser ender i havvand,
Jord og grundvand. Her er spredningen i
miljoet eksemplificeret med betablokkeren
atenolol, som bruges til behandling af
forhajet blodtryk og hjerterytmeforstyr-
relser; carbamazepin, der anvendes til
behandling af epilepsi og skizofreni; samt
mavesarsmedicinen omeprazol.

ILLUSTRATION: MALENE HALD

Palma

de Mallorca
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Koncentrationerne i havvandet er dog i
de fleste tilfzelde lavere end i det rensede
spildevand pa grund af nedbrydning eller
fortynding.

TURISTBYEN ALCUDIA OG TO
NATIONALPARKER
Turist og hotelomradet Alcudia er kendt
for sine badestrande, og her satte vi fokus
pa, om nedsivende spildevand fra en los-
seplads forurenede grundvandet under
lossepladsen og den narliggende bugt. Vi
indsamlede praver af havvandet i bugten ud
for byen Alcudia samt ud for nationalparken
S’Albufera, som ligger ved Alcudia bugten.
Vandet fra lossepladsen indeholder i alt
syv laegemiddelstoffer. Tre af disse lzege-
midler findes ogsa i grundvandet under

lossepladsen; nemlig hormonet gestoden,
der anvendes i p-piller, mavesarsmedicinen
omeprazol samt antibiotikummet amoxy-
cilin. Koncentrationerne i grundvandet var
dog 5-15 gange lavere end pa lossepladsen.
Desuden detekterede vi mavesarsmedicinen
cimetidin samt carbamazepin i grundvan-
det pa trods af, at disse to laegemidler ikke
kunne identificeres i vandet fra losseplad-
sen. Dette kan muligvis forklares ved, at
renset spildevand genbruges til vanding af
golfbaner og landbrugsarealer i omradet.
Hypotesen bestyrkes af, at begge laeegemid-
ler blev fundet i udlgbsvandet fra rensnings-
anlaeggene i Palma de Mallorca, og man
ved fra andre studier at carbamazepin er

et sveert nedbrydeligt stof. Fundet tyder pa
en kobling mellem lossepladser, hvor vand
med lzegemiddelrester siver ned til grund-
vandsmagasinerne, og kontaminering af
grundvandet via genbrug af renset spilde-
vand til markvanding.

Alcudia bugten samt S’Albufera natio-
nalpark er mindre forurenet med laege-
middelrester end Palma bugten, men
indeholder dog en del lzegemiddelrester.
Mavesarsmedicinen omeprazol blev malt i
havvandet ud for Alcudia og i havvandet
ved nationalparken. Havvand fra national-
parken indeholdt ogsa den vandrivende
medicin furosemid samt hormonet gesto-
den. Det er interessent at notere, at bety-
delige maengder af disse stoffer forekom i
vandet fra lossepladsen pa trods af, at der
ikke er nogen direkte fysisk kobling mellem
vandet fra lossepladsen og nationalpar-
ken. Flere analyser er sledes ngdvendige
for at forsta transporten af disse stoffer til
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S’Albufera nationalpark.

Nationalparken Mondrago er mere isole-
ret end S'Albufera, og vores malinger viser, at
vandet her er meget rent. Det eneste laege-
middel, vi identificerede var mavesarsmedi-
cinen omeprazol, som blev pavist i koncen-
trationer pa 0,02 pg/L vand. Dette stemmer
0gsa fint overens med, at der ikke er byer
eller vaesentlig aktivitet fra turisme i omradet.

LAGEMIDDELSTOFFER | VANDMILJQET
Med udgangspunkt i de fgrste malinger af
forekomsten af laegemiddelrester i vandmil-
joet pad Mallorca, kan man skabe et preeli-
minaert overblik over spredningen af disse
stoffer pa gen. Undersggelsen af laegemid-
delresternes transportveje til grundvandet
udger et godt grundlag for at tilrettelaegge
en fremtidig overvagning af den meget
vigtige naturressource, som grundvandet er
pa Mallorca. Samtidig giver undersagelsen
mulighed for at planleegge, hvordan for-
bedringer af de store byers rensningsanlaeg
kan gennemferes for at undga udledning af
laegemiddelrester til havmiljget.

EFFEKTER PA DYR OG MENNESKER
Generelt har de niveauer af laegemiddelre-
ster, som blev malt i grundvand og havvand,
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ikke akutte toksiske effekter pa dyreliv

og mennesker. Men i dag har man kun
begraenset viden om mulige langtidseffekter
samt om de mulige kombinatoriske effekter,
der kan opsta, ndar dyr og planter udsaettes
for sma maengder af mange forskellige stof-
fer. Leegemiddelstoffer bar derfor ses som
en kilde til forurening parallelt med pestici-
der og tungmetaller.

@kotoksikologiske studier har for nylig
vist, at fx laks sendrer aktiveringen af
generne i insulinsystemet efter blot fem
dages udsaettelse for relativt lave koncen-
trationer af hjertemedicinen atenolol, som
var til stede i spildevandet fra rensningsan-
laeggene i Palma de Mallorca. Indtil man
far starre viden om de mange komplekse
effekter, der kan opsta ved forurening med
lzegemiddelrester, er det ngdvendigt med
en vis overvagning af disse stoffer i miljget.
Samtidig forskes der nu i metoder til at
forbedre rensningsanlaeg, sa de bliver bedre
til at fijerne ugnskede stoffer som laegemid-
delsrester fra det rensede spildevand. Ende-
lig er det vigtigt at udvikle mere miljgvenlige
laegemiddelstoffer, som lettere nedbrydes,
hvis de ender i vandmiljget. ©
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