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Laegemiddelforskning 2013

Laegemidler er omdrejningspunktet for al forskning pa de to
institutter pa det Sundhedsvidenskabelige Fakultet, som er knyttet
til School of Pharmaceutical Sciences (PharmaSchool): Institut for
Farmaci og Institut for Leegemiddeldesign og Farmakologi.

Med naervaerende udgave af Laegemiddelforskning daekkes
et bredt udsnit af igangveerende forskningsprojekter pa de to
institutter, som tilsammen udger grundlaget for udbuddet af
forskningsbaserede uddannelser pa PharmaSchool.

Forskning indenfor lzegemiddelomradet er af natur interdisciplinaer
og omfatter bade natur-, sundheds-, samfunds- og teknisk-viden-
skabelige projekter. Mange projekter er integrerede for at opna

en bade bred og dybdegaende forstaelse, som er ngdvendig for
udvikling indenfor lzegemiddelomradet. Jeg haber, at vi med naer-
vaerende magasin vil bringe naering til nysgerrigheden — og husk,
at du kan felge med pa institutters, PharmaSchools og fakultetets
hjemmesider, som er naevnt nedenfor.

God forngjelse,

UIf Madsen
School Director
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Fra plantegift til malrettet
laegemiddel mod kraeft

Kliniske undersggelser har vist, at en nyudviklet l=agemid-
delkandidat har en effekt pa leverkraeftpatienter. Stoffet
er baseret pa en plantegift, der draeber alle celler, men ved
kemisk omdannelse og udnyttelse af et seerligt enzym er

giften blevet malrettet mod blodkar i kraeftsvulster. De
indledende undersogelser var tilrettelagt for at undersoge
bivirkninger og ikke med henblik pa at behandle patienter,
men resultaterne er opmuntrende.

Forfattere

Ph.d. Seren Bregger Christensen er professor MSO pa Institut for
Leegemiddeldesign og Farmakologi.

Cand.scient. Eleonora Sandholdt Paulsen er ph.d.-studerende pa
Institut for Laeegemiddeldesign og Farmakologi.

Cand.scient. Nhu Thi Quynh Doan er ph.d.-studerende pa Institut
for Laegemiddeldesign og Farmakologi.

Ph.d. Poul Nissen er professor pa Institut for Molekylserbiologi og
Genetik, Arhus Universitet.

Dr.med. Jesper Vuust Maller er professor pa Institut for Biomedicin
— Fysiologi og Biofysik, Arhus Universitet.

Ph.d. Craig Dionne er direkter for GenSpera Inc., San Antonio,
USA.

Naturen har skabt nogle ekstremt giftige forbindelser, og en
rekke af disse stoffer er seerligt giftige over for celler, der deler
sig. Et eksempel er taxol fra takstraeet, som anvendes til kemotera-
pi. Naturen er langt bedre end mennesker til at fremstille ekstremt
giftige forbindelser, men vi er til gengeeld dygtige til at udnytte
giftstofferne til behandling af fx kraeft.

Det er karakteristisk for mange kraeftceller, at de deler sig
hurtigere end starstedelen af kroppens normale celler. Ved at
behandle kraeften med plantegifte fra takstraeet eller singrgnslaeg-
ten, opnas en selektivitet over for de hurtigt voksende kraeftceller,
men desveerre vil stofferne ogsa ramme andre hurtigvoksende
celler i kroppen. Dette er forklaringen pa, at mange patienter, der
undergar kemoterapi, taber haret og far svaekket deres immun-
forsvar. Hartabet er et forbigdende kosmetisk problem, men den
nedsatte aktivitet af immunsystemet kan i vaerste fald blive fatal.

| de senere ar er det lykkedes at udvikle laegemidler til behand-
ling af en raekke hurtigt voksende kraeftformer, men det er stadig
sveert at behandle langsomt voksende former som fx prostata-
kraeft, og i dag er mulighederne for at helbrede disse sygdomme
meget begraensede. En farbar vej vil veere at malrette giftstof-
ferne, sa de kun rammer kraeftceller, men det er uhyre vanskeligt,
fordi kraeftceller kun udviser sma forskelle fra normale celler.
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Cellegift fra skaermplante

Et tveerfagligt samarbejde mellem denne artikels forfattere har
fort til en strategi, som giver nyt hab. Strategien er baseret pa to
forhold. For det fagrste har gruppen opdaget en cellegift med en
ny virkningsmekanisme, og for det andet har vi fundet et unikt en-
zym i blodkarrene i kraeftsvulster, som gor det muligt at malrette
cellegiften mod kraeftcellernes blodforsyning.

Cellegiften stammer fra skeermplanten Thapsia garganica, som
vokser i Middelhavsomradet. Planten har endnu ikke faet almin-
deligt anerkendt dansk navn — men giftgulerod kunne vaere en
mulighed. Nar planten vokser pa marker, hvor der gar far, spiser
farene slet ikke af planten, selv om al anden vegetation er adt.
Det gor farene klogt i, for planten indeholder en raekke staerke
giftstoffer, hvoraf den dominerende gift kaldes thapsigargin.

Thapsigargins giftvirkning beror pa, at stoffet treenger ind i
cellen og blokerer en ionpumpe, der opretholder en lav koncen-
tration af calciumioner i cellevaesken og en hgj koncentration af
calciumioner i visse intracellulzere organeller. Hvis calciumpumpen
blokeres, forhindres denne funktion, og det er fatalt for cellen,
som begar selvmord i Igbet af nogle timer via programmeret
celledgd. Den omtalte calciumpumpe findes i alle celler, s uden
modifikationer slar thapsigargin alle kroppens celler ihjel.

Malretning imod svulster

| forbindelse med gruppens arbejde blev det konstateret, at
blodkarrene i en raekke kraeftsvulster indeholder et unikt enzym,
som kaldes prostata specifikt membran antigen (PSMA), fordi
enzymet oprindeligt blev opdaget i prostatakirtlen. Undersagelser
har nu vist, at enzymet findes i 95 procent af leverkraeftsvulster,
70 procent af ovariekraeftsvulster, 95 procent af nyrekraeftsvulster
og 42 procent af brystkraeftsvulster. Derimod findes enzymet ikke
i paviselige maengder i normalt vaev i levereren, aeggestokkene,
nyrerne eller brysterne.

PSMA enzymet er meget specifikt med hensyn til de proteinse-
kvenser, det kan spalte, og derfor har vi udviklet en modifikation
af thapsigargin, som indeholder en spaltelig proteinsekvens, et
peptid. Pa den made har vi fremstillet et sakaldt prodrug, som kun
spaltes i den menneskelige organisme, hvor det mgder PSMA-
enzymet — altsa ved tumorerne. Ved spaltningen frigives giftstof-
fet, hvorpa det traenger ind i svulsten og draeber kraeftcellerne.

Prodrugget kan sammenlignes med en handgranat. Sa leenge
splitten sidder i granaten, er den harmlgs, men hvis splitten fjer-
nes, eksploderer handgranaten efter kort tid. Prodrugget er harm-
lgst, fordi proteindelen ikke kan traenge gennem de fedtholdige
cellemembraner, og derfor kan det uspaltede prodrug ikke komme
ind til calciumpumpen i de raske celler.



Laegemiddeldesign fra krystalstrukturer

For at prodrugget kunne spaltes af PSMA-enzymet matte der
saettes en lang kaede ind i molekylet. Thapsigargin er nemlig

sa volumingst, at plantegiften ikke kan passe ind i enzymets
bindingslomme. Ved hjaelp af den indsatte kaede, som bestar af
12 CH,-grupper, kunne peptiddelen gé ind i enzymets bindings-
lomme og blive fraspaltet, hvorimod thapsigargindelen forbliver
uden for enzymet.

Det var ikke givet pa forhand, at thapsigargindelen forlaenget
med denne kaede kunne haamme calciumpumpen i kraeftcellerne
og sende dem pa selvmordskurs. Heldigvis viste det sig at veere
tilfaeldet, og ved hjaelp af proteinkrystallografi kunne vi vise, hvor-
dan den frigjorte cellegift binder sig til calciumpumpen. Krystal-
strukturen viser, at calciumpumpen er sa fleksibel, at kaeden kan
ga tvaers gennem pumpen og derfor ikke forhindrer giftstoffet i at
binde sig i pumpens bindingslomme.

Modelforseg og dyreforsag

Konceptet er blevet afprgvet i en raekke modelforsag, hvor
kraeftceller blev dyrket under tilsaetning af prodrugget. De celler,
der ikke danner PSMA-enzymet, bliver kun’pavirket i meget hgje
koncentrationer af prodrugget, hvorimod kraeftceller, der danner
enzymet, bliver draebt selv i lave koncentrationer, fordi kraeftcel-
lerne friger giftstoffet fra prodrugget,

Naeste trin var at indgive prodrugget til sunde dyr, heriblandt
mus, og forsggene viste, at stoffet jkke blev spaltet i musene. | ste-
det forsvandt prodrugget langsomt fra musenes blod sandsynligvis
via udskillelse i nyrerne. Men nar musene blev pafert kraeftknuder,
der danner PSMA, kunne det aktive giftstof pavises i svulsterne,
som svandt ind. For at fa tilladelse til at give prodrugget til men-

Blomstrende giftgulerod (Thapsia garganica) vokser i landene omkring
Middelhavet. Plantegiften thapsigargin udvindes fra roden eller fra frugterne.
Foto: Forfatterne

nesker, undersggte vi, om stoffet havde uacceptable bivirkninger
pa de dyr, der star mennesker naermest, nemlig aber. Forsggene
viste, at stoffet kunne indgives i doser, der var mindst lige sa store
som den forventede virksomme dosis hos mennesker, uden at der
blev observeret uacceptable bivirkninger.

Kliniske forseg med kreeftpatienter

Efter de vellykkede dyreforsgg kontaktede gruppen de amerikan-
ske sundhedsmyndigheder i Food and Drug Administration (FDA)
med henblik pa at fa tilladelse til at gennemfare kliniske studier,
og tilladelsen blev givet i september 2009.

De indledende kliniske fase 1 forsgg var udelukkende designet
til at undersgge, om behandlingen medfgrer uacceptable bivirk-
ninger. 28 kraeftpatienter, som det ikke var lykkedes at behandle
med kendte behandlingsformer, blev udvalgt til at deltage i un-
dersggelserne. Disse patienter led af flere forskellige typer kraeft.
Forsggene var meget tidskraevende, idet kliniske forsgg af denne
type startes med at indgive meget sma maengder af prodrugget.
Dosis bliver sa langsomt aget, for at sikre, at der ikke opstar bivirk-
ninger. Farst efter to ars behandling var patienterne ndet op pa en
dosis, der kunne udvise en effekt.

Selv om forsgget som naevnt fokuserede pa toksiske bivirknin-
ger og ikke var planlagt tilat undersage, om behandlingen rent
faktisk virker imod-kraeften, observerede vi alligevel en klinisk
effekt hos nogle enkelte patienter. Blandt patienterne var der fem
patienter, som ikke havde reageret positivt pa behandling med
det normalt anvendte laegemiddel mod deres sygdom. Statistik-
ken viser, at disse patienter efter to maneder kunne forventes at
udvikle svulster, der ikke kan behandles. En meget opmuntrende
observation var, at i tre af tilfaeldene blev perioden inden dannel-
sen af svulsterne forlaenget med adskillige maneder. Selv om dette
er lovende, tillader et forseg med kun fem patienter naturligvis
ikke at konkludere, at laegemidlet rent faktisk virker. Hertil kraeves,
at et langt starre antal patienter har vaeret i behandling og har
reageret positivt pa behandlingen.

| gjeblikket rekrutteres 28 patienter med leverkraeft for at
undersgge effekten af en forsggsbehandling med lzegemidlet. Vi
forventer, at resultaterne fra disse fase 2 forseg vil foreligge ved
udgangen af 2014. Hvis resultaterne er lovende, skal der gennem-
fares fase 3 forsgg pa flere tusinde patienter, inden vi bliver i stand
til at konkludere, om stoffet er virksomt imod leverkraeft uden
uacceptable bivirkninger og kan frigives til almindelig behandling.
Derfor vil der ga 4 til 5 ar for det kan blive muligt at anvende det
nye laegemiddel i almindelig behandling af kraeftpatienter. En sa-
dan lykkelig udgang af projektet ville vaere et eksempel pa et helt
nyt koncept i kraeftbehandling.
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 Koncentration
i hviletilstanden

Plasmamembran-CaZ+
-ATPase

Endoplasmatisk
retikulum

(A) SERCA-pumpen er en intracelluleer ionpumpe, som holder koncentratio-
nen af calciumioner lav i cellevaesken ved at pumpe ionerne ind i organeller,
som kaldes det sarcoplasmatiske eller endoplasmatiske retikulum — afhaengigt
af, hvilken type celle, der er tale om. (B) Hvis ionpumpen blokeres med thap-
sigargin (TG), stiger koncentrationen af calciumioner ved diffusion ud af or-
ganellerne. Dette kan medfare en yderligere indtraengen af ioner ved &bning
af enionkanal (bla) i cellemembranen. En pumpe i cellemembranen (gren) vil
forsege at pumpe ionerne ud af cellen. Huvis ikke cellen formar at genetablere
hviletilstanden, vil den bega selvmord. lllustrationer: Henning Dalhoff
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Selektiv spaltning af prodrugget

Proteiner bestar af lange perlekaeder, som er sammensat af
de 20 forskellige aminosyrer, der findes i kroppen. Almin-
delige proteiner er opbygget ved, at a-aminogruppen (rad)
i en aminosyre danner en peptidbinding til a-carboxylsyren
(bld) i den naeste aminosyre. Det indrammede omrade viser
aminosyreenheden i peptidet og R symboliserer de sidekae-
der, som sidder pa aminosyrerne, n er et vilkarligt tal op til
flere hundrede.

Kroppen rader over et stort arsenal af enzymer kaldet
proteaser, som kan nedbryde proteiner ved at bryde
peptidbindingerne. De to sure aminosyrer, asparaginsyre

og glutaminsyre, indeholder to carboxylsyregrupper og

kan saledes danne to typer peptidbindinger. Safremt
a-aminosyregruppen (bld) indgar i bindingen, dannes den
type proteinstoffer, der er afbilledet i strukturen ovenfor.
Hvis den anden carboxylsyre (gren) indgar i bindingen, dan-
nes forbindelser som vist i strukturerne nedenfor:

o M MOV 0wk,
HO)K/-\H/OH A_-OH
B o —_— R N B o
(@] H o)
Asparaginsyre
NH H NH;
HOMOH - RVNMoH
0 v o) “ o Y 0 a
HO™ S0

Glutaminsyre

Denne type peptidbindinger spaltes ikke af kroppens almin-
delige proteaser, men PSMA-enzymet i kraeftsvulster er en
undtagelse. Dette er udnyttet i prodrugget G202, som ses i
strukturen nedenfor:

o
CH;
HsC.. JJ\ HsC
Cciing 1P
o

o O COOH H O COOH H
9 I i A N A N co
HsG, S0 NCHT N N 6
= OH O NH O COOH O COOH

12ADT-BASp-/Glu-yGlu-Glu-yGlu = G202
i PSMA

o
CHy
Hiw N, ;
Coei] P o o

0. H
HsC o “OleHz)GN \H/\‘)J\OH
- OH 0 NH,
CHsHC 4 Niom
CHs
o)

12ADT-Asp

Nar PSMA spalter prodrugget, frigives stoffet 12ADT-Asp,
som er en modificeret udgave af thapsigargin og en virksom
cellegift.



Kreeftceller er afhaengige af store maengder sukker i form af glukose for at kunne vokse hurtigt og sprede sig i kroppen. Foto: iStockphoto.com.

Sukkeratheengighed er
kraettcellers akillesheel

Kraeftceller er afhaengige af sukker, og det kan udnyttes
til at bekaempe svulsterne ved at bremse aktiviteten af et

nogleenzym, som omsaetter sukkeret til energi. Vi underso-
ger enzymets virkningsmekanismer for at blive bedre til at
hindre krzaeftcellerne i at sprede sig i kroppen.

Forfattere

Ph.d. Magda Skou er postdoc pa Institut for Leegemiddeldesign
og Farmakologi.

Ph.d. Seren Skou er postdoc pa Niels Bohr Institutet.

Ph.d. Richard Edward Gillilan er seniorforsker pa CHESS
synkrotron, USA.

Ph.d. Bente Vestergaard er lektor pa Institut for Laegemiddel-
design og Farmakologi.

Kraeftceller har brug for enorme maengder energi i forhold til
almindelige celler for at kunne opretholde deres hurtige vaekst og
sprede sig i kroppen. Derfor er bl.a. kraeftceller karakteriseret ved
en andret omsaetning af sukkerstoffet glukose.

I normale celler bliver glukose omdannet til pyruvat, som her-
efter omdannes videre til ATP i mitokondrierne, som er cellernes
kraftveerker. ATP er et molekyle, der beerer energi, og det fungerer
som kroppens braendstof, som holder alle processerne i cellerne i

gang.

| kreeftceller bliver glukosen brugt til syntese af andre celledele i
cellevaesken, og ATP bliver i stedet dannet ud fra aminosyren glu-
tamin. Kraeftcellens overlevelse er derfor direkte afhaengig af de
biokemiske processer, som omdanner glutamin til ATP (se figuren
pa naeste side).

Derfor har forskere i flere artier arbejdet pa at bekaempe spred-
ningen af kraeftsvulster ved at sulte kraeftcellerne for glukose og
glutamin, men desvaerre uden held. For nyligt lykkedes det imid-
lertid for en forskergruppe fra Cornell University i USA at stoppe
vaeksten af brystkraeftceller ved at tilsaette et lille molekyle, som
de kalder #968. Ved videre undersggelse fandt forskergruppen
frem til, at dette molekyle haemmer aktiviteten af nagleenzymet
glutaminase C.

Enzymet findes i kraeftcellers mitokondrier, hvor det katalyserer
omdannelsen af glutamin til glutamat, som derpa udnyttes til at
danne braendstoffet ATP. Ved at haemme enzymet reducerer man
kreeftcellernes produktion af biologisk braendstof, og det standser
vaeksten i kraeftsvulsterne. Da glutaminase C er et specifikt
negleenzym i de syge kraeftceller, er det relevant at laere mere om
dets tredimensionelle struktur, fordi strukturen er afggrende for
enzymets funktion.

@get kendskab til den praecise rumlige form, som enzymet an-
tager, nar det omdanner glutamin til glutamat kan ggre det muligt
at optimere designet af det nye laegemiddelstof #968 og derved
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En normal celle (averst) bruger glukose til at fremstille

ATP, som er et biologisk braendstof. Kraeftcellen (nederst)
omsaetter glukose til laktat og fremstiller i stedet ATP ved
hjeelp af nggleenzymet glutaminase C. Hvis enzymet haem-
mes med et leegemiddelstof kaldet #968, gar kraeftcellen
sukkerkold og der. lllustration: Henning Dalhoff

opna en foraget evne til at sla kraeftceller ihjel uden at skade krop-
pens raske celler.

Dynamiske enzymer i oplgsning

Vi har undersggt strukturen af glutaminase C i forskellige
relevante oplgsninger ved brug af smdvinkel rentgenspredning
(SAXS), som er velegnet til studier af proteiners struktur og
dynamik (se figuren pa naeste side). En stor fordel ved metoden
sammenlignet med klassisk rgntgenkrystallografi er, at man kan
undersgge enzymer og andre proteiner under mere fysiologisk re-
levante betingelser og dermed opna information om enzymernes
tredimensionelle former i deres naturlige miljg. Hvis flere enzymer
samles i komplekser, nar de saetter fart i biokemiske processer, er
det ogsa muligt at se dette.

Forsggene blev udfert ved hjeelp af et avanceret microfluid-
blandingssystem som muligger, at vi kan undersage mange
forskellige oplasninger i lgbet af kort tid og ud fra sma maengder
af enzymet. De fleste enzymer, inklusive glutaminase C, aendrer
deres tredimensionelle form, nar de arbejder, og derfor var det es-
sentielt at opna data, som belyser enzymets strukturelle forandrin-
ger indenfor korte tidsintervaller (se figuren nederst til hgjre).

Struktur og funktion

Glutaminase C er et enzym, der danner komplekser med flere
eksemplarer af enzymet, nar det udaver sin funktion og omdan-
ner glutamin til glutamat, som derpa omdannes til det biologiske
braendstof ATP i kreeftcellerne. Komplekserne kaldes oligomerer,
og man har leenge haft mistanke om, at en aendring i det oligmere
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stadie — dvs. antallet og formen af enzymer i komplekset — er
koblet til den enzymatiske aktivitet.

De preecise detaljer var imidlertid ukendte, og derfor under-
sggte vi de strukturelle egenskaber for to udgaver af glutami-
nase C. | den ene version havde enzymets proteinkaede sin fulde
lzengde, mens et endestykke var klippet af proteinkaeden i den
anden version. Dette endestykke kaldes C-terminalen og er helt
unikt for enzymet glutaminase C i kraeftceller. Netop tilstedeveerel-
sen af den specielle C-terminal adskiller kraeftenzymet fra normal
glutaminase, som findes i sunde celler. Derfor gnskede vi at afklare
endestykkets betydning for funktionen af det kraeftcellespecifikke
enzym.

Analyserne af den fulde og den afkortede udgave af enzymet
blev udfert med udgangspunkt i rentgendata optaget i forskel-
lige oplasninger. Forsggene viste, at enzymet er mere stabilt i fuld
lzengde, end den afkortede version er. Analysen evaluererede
0gsa, hvilke oligomerer, der blev malt i hver oplasning ud fra en
stor pulje af mulige strukturer af dimerer, tetramerer og oktame-
rer; dvs. komplekser af to, fire og otte enzymer. Resultatet viste, at
de forskellige oplgsninger med det lange og det afkortede enzym
indeholdt alle tre oligomerer.

Hvis man sammenligner fordelingen af oligomerer for de to
varianter af enzymet, danner det fulde enzym imidlertid en sterre
pulje af tetramerer end den afkortede version. Den enzymatiske
aktivitet blev ogsa testet, hvilket viste, at enzymet i fuld leengde
har den hgjeste aktivitet. Tilsammen viser disse data, at enzymets
aktive version er tetramerstadiet.

Vores rentgendata muliggjorde ogsa at beregne en tredimen-



Rontgen viser enzymets strukturelle a2endringer

Figuren illustrerer, hvordan vi udfarer en SAXS rgntgenanalyse ved brug af et microfluid-blandingssystem.

Den viste forsggsopstilling kan bruges til at opna information om et enzyms strukturelle egenskaber, nar man ikke pa forhand
kender enzymets strukturelle reaktion pa aendringer i oplgsningen. Fx kan forandringer i saltkoncentrationen eller aendringer af

oplasningens pH fa enzymet til at antage en anden rumlig form.

A. Ved analysen blandes enzymet i forskellige oplasninger pa en lille chip. Sammensaetningen af oplgsningerne styres af et

computerprogram.

B. Rgntgendata viser enzymets struktur i de frisk blandede oplgsninger, og de strukturelle informationer registreres automatisk.
Den violette linje nederst i figuren illustrerer den rgntgenstrale, som gennemlyser praven og spredes af elektronskyerne omkring
atomerne i enzymet. Det cirkulaere spredningsmgnster afspejler enzymets tredimensionelle struktur.

C. Den indledende automatiserede dataanalyse giver oplysninger om enzymets strukturelle stadie. Disse oplysninger kan blandt
andet fortaelle, om enzymet er foldet i sin funktionelle tredimensionelle form, eller om det er udfoldet som en lang perlekaede af
aminosyrer. | sidste tilfaelde er enzymet sandsynligvis inaktivt. Oplysningerne kan ogsa angive, om et enzym danner sterre komplek-
ser med flere eksemplarer af enzymet, ndr det arbejder. Det kan fx veere dimerer, hvor to enzymer tilsammen udgver funktionen,
eller tetramerer, hvor det aktive kompleks er opbygget af fire enzymer. Disse oligomere stadier har betydning for, hvor enzymatisk

aktivt glutaminase C er.

D. Sammensatningen af de efterfalgende oplasninger beregnes automatisk ud fra resultaterne af de indledende analyser. Intelli-
gente algoritmer — symboliseret med en hjerne pa figuren — evaluerer resultaterne og beslutter selv, hvordan forsagene fortsaettes.

E. Hvis det lykkes at fremstille en oplasning, hvor enzymet opfarer sig pa en interessant made, kan man ved videre analyse af de
malte rgntgendata generere en tredimensionel struktur af enzymets overflade.

sionel struktur af glutaminase C tetrameren. En del af strukturen
er tidligere bestemt pa atomart niveau, men vi er de farste til at
praesentere en struktur, der inkluderer begge endestykker i enzy-
met; den C-terminale ende og den N-terminale ende.

Optimering af l,egemiddelstoffer

Alle disse nye informationer om det kraeftspecifikke enzyms oligo-
mere struktur kan nu danne basis for nye strategier for fremtidens
lzegemiddeludvikling. Vores undersggelser viser, at det er tetra-
merstadiet, som kan omdanne glutamat til glutamin og derved
sgrge for dannelsen af braendstoffet ATP i kraeftceller. Denne
information kan bruges til at forage virkningen af lzegemiddelstof-
fet #968 eller til at designe helt nye laegemidler.

Vores analyse viser, at hvis man blokerer for enzymets mulig-
hed for at danne en tetramer, blokerer man ogsa dets aktivitet.
Det er uvist pracist, hvor laegemiddelstoffet #968 binder til enzy-
met, men tidligere analyser indikerer, at det binder til den flade pa
enzymerne, hvor tetramererne formes. Vores resultater er med til
at bekraefte de tidligere resultater, og man kan ud fra denne infor-
mation preve at optimere molekylets binding til tetrameriserings-
fladen. Den nye information om kraeftenzymets aktive oligomere
form kan ogsa bruges til specifikt at designe helt nye molekyler,
der binder til denne flade.m

lllustration: Henning Dalhoff

Her ses strukturen af en tetramer af glutaminase C; en tetramer bestar af

fire eksemplarer af enzymet, som til sammen danner det aktive kompleks.
Strukturen af den bla del af enzymet er tidligere blevet bestemt pa atomart
niveau, men vi er de ferste til at praesentere en struktur, der bade inkluderer
den farste del af proteinkaeden (gren) og endestykket af proteinkaeden (pink)
lllustration: Forfatterne
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— fra molekyle

Biologiske laegemidler, som er baseret pa peptider, protei-
ner og nukleinsyrer, bruges i stigende grad til at behandle
kroniske sygdomme og lidelser. Biologiske lzegemiddelstof-
fer er ofte meget potente og virksomme i sma doser, men
det er alligevel en stor udfordring at formulere lzegemidler-
ne pa en made, sa de aktive stoffer kan passere kroppens
barrierer og na frem til virkningsstedet i tilstraekkelig store

Forfattere

Ph.d. Hanne Marck Nielsen er lektor pa Institut for Farmaci.

Ph.d. Camilla Foged er lektor pa Institut for Farmaci.

Ph.d. Lene Jargensen er lektor pé Institut for Farmaci.

Ph.d. Sven Frokjeer er professor pa Institut for Farmaci og
prodekan pa det Sundhedsvidenskabelige Fakultet.

Biologiske laegemidler — eller biopharmaceuticals pa engelsk —
er baseret pa leegemiddelstoffer, der har udspring i biologisk
materiale som peptider, proteiner og nukleinsyrer. De biologiske
lzegemidler udger en voksende del af de stoffer, som bruges til
behandling af alvorlige kroniske sygdomme og lidelser. Stofferne
kan fx afhjeelpe mangel pa bestemte proteiner i kroppen og

pa den made vaere med til at opretholde livsvigtige funktioner.
Gennem de seneste ar har biologiske laegemidler udgjort mellem
15-30 procent af alle nye godkendte laegemidler i USA, og rent
gkonomisk udger stofgruppen 40-60 procent af de laegemidler,
som forventes at blive blockbusters. Det vil sige medicin, hvor den
arlige omsaetning overstiger en milliard dollars.

En forudsaetning for udvikling af nye biologiske laegemidler er,
at de kan fremstilles i en form, som kan doseres til patienten og
na frem til virkningsstedet i kroppen. Det er ofte en udfordring,
fordi store biologiske molekyler som proteiner kun i ringe grad er
i stand til at passere biologiske membraner som tarmvaeggen, og
derfor ma langt de fleste biologiske laegemidler injiceres. | de se-
nere ar er der imidlertid kommet et stigende fokus pa muligheden
for anvendelse af andre administrationsveje. Et eksempel er ud-
vikling af insulin pa tabletform, som medicinalindustrien for tiden
investerer store summer i. Det er dog stadig en kaempe udfordring
at designe formuleringer af biologiske laegemiddelstoffer, som
kan stabilisere de komplekse biomolekyler, sa de ikke nedbrydes
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Biologiske laegemidler

til medicin

i maven, tarmene eller i blodet, og samtidig @ge deres evne til at
passere gennem biologiske membraner.

Potente, store og hydrofile molekyler

Mange biologiske laegemidler er baseret pa terapeutiske proteiner
og de mindre peptider, som begge bestar af aminosyrer som byg-
gesten. Disse laegemidler anvendes primaert som substitutionste-
rapi, hvor laegemiddelstoffet erstatter et naturligt forekommende,
men manglende, peptid eller protein i kroppen eller supplerer

et for lavt niveau af det pagaeldende peptid eller protein. Nogle
eksempler pa dette er vaeksthormon, insulin og erythropoetin
(EPO), som bruges til behandling af henholdsvist dvaergvaekst, in-
sulinmangel og blodmangel. Det samme geelder for koagulations-
faktorer, som er livsvigtige biologiske laegemidler til behandling af
patienter med bladerlidelser. Andre typer af biologiske lzegemidler
er antistoffer, der anvendes til behandling af kraeft, knogleskerhed
og urinsyregigt, samt antigener, eller mindre fragmenter heraf,
som stimulerer immunsystemet ved vaccinationer. Nukleinsyre-
baserede stoffer, som benyttes til forskellige former for genterapi,
er ligeledes en vigtig stofgruppe.

Feelles for de biologiske laegemiddelstoffer er, at de generelt er
store molekyler, og at deres rumlige tredimensionelle struktur

har stor betydning for deres effekt. Til gengaeld er stofferne ofte
yderst potente, hvilket betyder, at den maengde, der skal til for at
opna den gnskede virkning, ikke er ret stor. Alligevel er det en stor
udfordring at fremstille laegemiddelstofferne og dernaest formu-
lere lzegemidler, som ger laegemiddelstoffet i stand til at na frem
til virkningsstedet i kroppen.

Modificering af biologiske leegemidler

Nye avancerede metoder til kemisk syntese eller modifikation af
store molekyler, som i sig selv er terapeutisk aktive, har resulteret
i mange nye potente leegemiddelstoffer. Faktisk er kemisk syntese
blevet sa effektiv, at det ikke bare er muligt, men ogsa gkonomisk
fordelagtigt at fremstille peptider med en molekylvaegt pa op til
ca. 3000 Dalton ved syntese. Dermed er kemisk syntese blevet et
reelt alternativ til genteknologi, nar det geelder fremstilling af sma
peptidlaeegemiddelstoffer. Et eksempel er antimikrobielle pepti-
der til bekeempelse af sygdomsfremkaldende bakterier, som har
udviklet resistens imod traditionelle antibiotika som penicillin. Pro-




Drug delivery system
(kompleks)

Kompleksdannende
hjeelpestof

Oral administration af fx. insulin kraever brug af hjaelpestoffer og avancerede formuleringsmetoder. De molekylaere strukturer af insulin (model t.v.)
og hjaelpestoffet (midt) har betydning for interaktionen mellem stofferne. Hjaelpestoffet er en hydrofil polymer. Ved at optimere forholdet mellem det
biologiske leegemiddelstof og hjaelpestoffet (t.h.) kan man opné smé partikulaere strukturer, som er bedre end insulin alene til at tale det barske miljg i

mave-tarmsystemet. Forelgbige resultater tyder pa, at sddanne komplekser kan lede til den gnskede effekt pa glukoseniveauet i blodet hos forsegsdyr.

teiner som insulin med en molekylvaegt pa ca. 5800 Dalton eller
blgdermedicin som faktor VIl med en molekylevaegt pa omkring
330.000 Dalton ma dog fortsat produceres i gensplejsede gaercel-
ler eller pattedyrsceller.

I mange tilfaelde kan man opna en raekke fordele ved at ud-
nytte mulighederne for kemisk at stabilisere molekylet eller give
det egenskaber, sa det bedre kan traenge igennem de vigtigste
barrierer i kroppen, fx tarmvaeggen, og derved opna en god
terapeutisk effekt. Det virksomme molekyle kan ogsa modificeres
med henblik pa at optimere stabiliteten under produktion og ved
opbevaring af det faerdige laegemiddel.

Ligeledes abner kemisk modifikation mulighed for at forbedre
effekten af laegemiddelstoffet efter administration til patienten via
injektion. Det er sdledes muligt at @ge proteiners cirkulationstid
i blodet ved at haefte en fedtsyrehale pa molekylet. Herved kan
man opna en forleenget effekt, fx ved at laegemiddelstoffet binder
sig til proteiner i blodplasma og derved danner et depot, hvorfra
stoffet frigives gradvist over tid. Dette er vigtigt ved mange former
for substitutionsterapi, hvor malet er at opretholde en bestemt
og konstant koncentration af et peptid eller protein i kroppen
ved indtagelse af en eller nogle f& doser i degnet. Metoden med
paheeftning af fedtsyrehaler udnyttes fx af Novo Nordisk A/S i den
langtidsvirkende insulinanalog Levemir®.

Sadanne modifikationer kan dog resultere i, at laegemiddel-
stoffet bliver mindre potent, hvis man alene ser pa interaktionen
med den relevante receptor i kroppen. Men pa grund af de nye
egenskaber kan det vaere fordelagtigt at ga pa kompromis med
dette, hvis lzegemidlet overordnet set virker bedre.

Drug delivery - vejen til virkningsstedet

Ndar man har udviklet et aktivt biologisk laegemiddelstof, er det
neeste trin at formulere et laegemiddel, som ggr laegemiddel-
stoffet i stand til at na frem til virkningsstedet i kroppen. Her er
det essentielt at forsta det aktive molekyles egenskaber og de
biologiske barrierer, som stoffet mader, inden det nar frem til sit
mal. Desuden er det iszer vigtigt at erkende, at netop for biolo-
giske legemiddelstoffer kan man ikke forvente, at en optimal
design-lgsning for ét aktivt molekyle ogsa kan bruges til et andet
molekyle af naesten samme starrelse, hvis dette molekyle har en
helt anden tredimensionel struktur, der fx er mindre stabil.

Credits: Henning Dalhoff

Samtidig er det en stor udfordring at designe biologiske
laegemidler, som kan indgives til patienter uden injektion. For det
farste er selv sma biologiske laegemiddelstoffer store molekyler
sammenlignet med traditionelle kemisk fremstillede laegemid-
delstoffer. For det andet indeholder molekylerne ofte mange
strukturelle detaljer sasom en hgj grad af ionisering, en kompleks
tredimensionel struktur eller meget falsomme bindinger, som gar
laegemiddelstoffet sarbart overfor kemisk og enzymatisk nedbryd-
ning i kroppen. Derfor er det ofte yderst kompliceret at udvikle
en effektiv drug delivery strategi for biologiske laegemiddelstof-
fer. Gennem vores forskning fokuserer vi derfor pa at opna en
detaljeret mekanistisk forstaelse for hvordan leegemiddelstoffernes
unikke egenskaber kan vaere afgerende for effekten af hjaelpestof-
ferne og de udviklede drug delivery systemer.

En lovende metode til fremstilling af laegemidler til oral
administration er at stabilisere det biologiske leegemiddelstof
gennem en kompleksdannelse eller ved indkapsling af molekylet
i mikropartikler eller nanopartikler. Kemiske modifikationer af det
aktive molekyle kan i nogen grad forbedre interaktionen mel-
lem laegemiddelstoffet og hjaelpestofferne i nanopartiklerne, sa
partiklernes egenskaber optimeres til at kunne klare det barske
miljg i mave-tarmsystemet bedst muligt. Samtidig kan modifika-
tionen i sig selv @ge stoffets stabilitet i tarmvaesken eller fremme
diffusionen ind over tarmvaeggens slimlag og videre ind gennem
cellemembranerne i tarmcellerne. For at opna et bedre laegemid-
del er det afggrende, at alle disse elementer betragtes i en sam-
menhang og ikke hver for sig.

Derfor fokuserer vi pa at anvende biologisk nedbrydelige og
ufarlige hjaelpestoffer i kombination med formuleringsteknolo-
gier, som gar det muligt at udvikle terapeutisk aktive biologiske
molekyler til lzagemidler, som kan passere tarmslimhinden eller
lungeslimhinden. P& den made kan leegemidlerne indtages gen-
nem munden eller inhaleres frem for at skulle injiceres. Med netop
det formal deltager vi i det Europaeiske netvaerk Collaboration on
the Optimization of Macromolecular Pharmaceutical Access to
Cellular Targets.

Ind gennem slimhinder

Det er essentielt at have velegnede testmodeller og analytisk
ekspertise for at klarlaegge, hvordan forskellige hjaelpestoffer og

DET SUNDHEDSVIDENSKABELIGE FAKULTET | K@BENHAVNS UNIVERSITET | 13




formuleringsstrategier kan medvirke til at forbedre et biologisk
laegemiddels evne til at passere slimhinder.

For tiden undersgger vi ved hjaelp at et batteri af forskellige
testmetoder, om en raekke transportpeptider og fedtsyre-modifi-
kationer kan bruges til at udvikle biologiske laegemiddelstoffer til
brugbare laegemidler til oral administration. Et af de laegemiddel-
stoffer, som vi undersgger, er insulin, som blandt andet kombine-
res med polymerer med meget positivt ladede hydrofile omrader,
der vil kunne interagere med insulins elektronegative overflade
savel savel som med det mere lipofile indre miljg af molekylet. Ved

Forelgbige resultater tyder pa, at sddanne komplekser kan lede
til den gnskede effekt pa glukoseniveauet i blodet hos forsagsdyr.
For at kunne optimere yderligere pa effekten af drug delivery
systemet, er det ngdvendigt at opna et detaljeret kendskab til de
bagvedliggende mekanismer, som blandt andet bliver afggrende
for, om det aktive biomolekyle kan leveres fra tarmen til blodet.
Til dette formal udvikler vi forskellige relevante modeller for
tarmslimhinden, sd vi i laboratoriet kan teste potentielle biologiske
laegemidlers evne til at traenge gennem tarmvaeggen og komme
ind i blodbanen.m

at optimere forholdet mellem det biologiske laegemiddelstof og
hjeelpestofferne kan man opna sma partikulzaere strukturer.
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En model af tarmslimhinden bruges til at undersage, om de eksperimentelle partikulzere laegemidler kan
passere gennem slimhinden. Tarmslimhinden bestar af et slimlag ovenpa et taet monolag af epitelceller
understgttet af en membran, der adskiller simhinden fra det underliggende vzev. P& overfladen af epi-
telcellerne findes glycocalyx molekyler, der er med til at binde et komplekst viskast netvaerk af glycopro-
teiner til epitelet. Det teette lag af glycoproteiner daekkes af et mere lgst lag af glycoproteiner og andre
komponenter. Alt i alt udger slimhinden saledes en fysisk, men dynamisk barriere, der kan vaere vanskelig
at treenge igennem for biologiske laegemiddelstoffer. lllustration: Henning Dalhoff

Eksempel pa hvordan forskellige hjeelpestoffer og
formuleringsprocesser har indflydelse pa udseen-
det af laegemidler. Billederne viser mikroskopisk
forstarrelse af tre forskellige formuleringer, der
makroskopisk alle ligner vandige oplasninger.

A) viser dannelse af et last kompleks mellem
insulin og sma hjeelpestoffer, B) viser nogle mere
uniforme partikler dannet mellem et protein og
hydrofile polymerer, mens C) viser nogle faste
partikler bestaende af kun delvist hydrofile
polymerer, der indkapsler et biologisk leegemid-
delstof. Fotos: Forfatterne
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Genmodificerede virusbiblioteker:

Producerer milliarder
at potentielle biologiske
laegemiddelstoftfer

Bakteriofager er vira, der inficerer bakterier. Ved hjaelp af
genteknologi kan man fremstille biblioteker med milliarder
af fager, som hver isaer praesenterer et bestemt protein,
peptid eller antistof pa sin overflade. Naeste trin er at un-

dersgge, om der blandt alle de udstillede biomolekyler er
et stof, som binder sig til den receptor, det enzym eller det
proteinkompleks som skal pavirkes medicinsk. | givet fald
kan man veere pa sporet af et nyt leegemiddelstof.

Forfatter
Ph.d. Brian Lohse er lektor pa Institut for Laegemiddeldesign og
Farmakologi.

Biologiske molekyler som proteiner og peptider spas en stor frem-
tid som laegemidler, diagnostiske markgrer og vacciner. Biomole-
kylerne er meget specifikke overfor de malmolekyler, de skal pa-
virke medicinsk, hvad enten der er tale om enzymer og receptorer
i menneskekroppen eller pa sygdomsfremkaldende bakterier, vira
eller parasitter. Evnen til selektivt at pavirke de gnskede mal abner
op for udvikling af leegemidler med et minimum af bivirkninger.

Proteiner er opbygget af peptider, som svarer til korte frag-
menter af proteiner. Peptiderne bestar af kaeder af aminosyrer, og
raeekkefalgen af aminosyrerne er vigtig for den biologiske aktivitet.
Proteiner i alle levende organismer er opbygget af 20 forskellige
essentielle aminosyrer, som kan saettes sammen pa et naermest
uendeligt antal mader. Derfor er det mildt sagt ikke let at finde
netop det specifikke peptid, som kan pdvirke en given receptor
eller et enzym pa den @nskede made. Det er baggrunden for, at vi
arbejder med en kraftfuld metode, som kan fremstille biblioteker
med milliarder af forskellige peptider eller antistoffer.

Teknikken kaldes fag display. Bakteriofager — eller blot fager
— ervira, som inficerer bakterier. Biblioteket fremstilles ved at gen-
splejse fager, sa de udover at fremstille deres egne proteiner ogsa
danner et ekstra proteinmolekyle sdsom et antistof eller et peptid,
som de praesenterer pa deres overflade. Sammensaetningen og
antallet af aminosyrer i det udstillede proteinmolekyle kan styres
ved hjzelp af den DNA-sekvens, som indsaettes i fagen. Biblioteket
fremstilles ved at indfare et stort antal forskellige gensekvenser i
forskellige fager, hvorpa de gensplejsede vira opformeres i bakte-
rier, som fagerne naturligt inficerer, fx tarmbakterien E. coli.

Fag-biblioteket kan nu bruges til at teste, om et eller flere af de
udstillede proteiner eller peptider binder til den gnskede recep-
tor. Ndr det er tilfeldet, kan man vaere pa sporet af et potentielt
lzegemiddelstof — eller af en biomarker, som kan maerkes med et
fluorescerende stof og bruges til diagnostik eller forskning ved
hjeelp af billeddannende metoder.

Mange anvendelsesmuligheder

Fag display teknologien blev introduceret i 1985 af George Smith.
Han fremstillede gensplejsede fager, der udtrykte fremmede
aminosyresekvenser, som kunne binde et antistof til sig. Siden da
er der opbygget et stort antal biblioteker af fager, som praesente-
rer fremmede peptider og proteiner pa deres overflader, og der
er sidelgbende blevet udviklet en raekke metoder til screening af
bibliotekerne. Fag display teknologien har haft en positiv effekt
indenfor immunologi, cellebiologi og farmakologi samt indenfor
opdagelse af nye leegemiddelstoffer, hvilket primaert er det om-
rade, som vi arbejder med i vores forskningsgruppe EpiDiscovery.
En seerlig gruppe af proteiner er antistoffer, som spiller en cen-
tral rolle i immunforsvaret ved at genkende sygdomsfremkaldende
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A. Grafisk fremstilling af fagen M13, som vi
bruger til at fremstille peptid-biblioteker og
antistof-biblioteker. Det geres ved at indsaette
tilfeeldige DNA-sekvenser i et stort antal fager.
De indsatte DNA-sekvenser koder for en masse
forskellige peptider. Nederst pa fagen ses pro-
teinet plll (grenne kugler). Det er pa overfladen
af dette protein, at de fremmede peptider eller
antistoffer dannes og praesenteres.

B. Malmolekylet (sorte kugler), som vi gnsker at
pavirke medicinsk, immobiliseres i brende i bun-
den af pladen. Derefter tilferes fag-biblioteket.

C. Kun fager, der har dannet et bindende peptid
(lyserade kugler) pé overfladen af plll proteinet,
bindes til malmolekylet. De gvrige fager vaskes
vaek under den efterfglgende oprensning.

D. Ved at seenke pH i brgnden frigeres de
bundne fager, hvorefter de isoleres og opfor-
meres. Derpa gentages processen som i trin B,
indtil man har en staerk binding.

E. Fagerne, som findes i hgj koncentration i
bunden af skélen, suges op i pipetten. Efter

en opkoncentrerring sekventeres deres genom
inklusive den indsatte DNA-sekvens. Pa den
made far vi den preecise genetiske opskrift pa
det bindende peptid, som nu kan syntetiseres i
laboratoriet via peptidkemi. Derpa kan peptidets
farmakologiske egenskaber undersgges i for-
skellige testsystemer, fx et inhibitions assay, som
kan vise, om peptidet er i stand til at haemme
malmolekylets biologiske aktivitet.

lllustration: Henning Dalhoff

mikroorganismer. Pa verdensplan er den sterste medicinske og
kommercielle succes, som er opndet ved brug af fag display, frem-
stillingen af et humant monoklonalt antistof kaldet Adalimumab,
der specifikt binder sig til og inaktiverer tumor necrosis factor.
Dette stof starter det ugnskede inflammatoriske respons i autoim-
mune sygdomme som astma, gigt og psoriasis, hvor immunforsva-
ret gar galt i byen og angriber kroppens egne celler. Det monoklo-
nale antistof reducerer inflammationen og lindrer sygdommenes
symptomer ved at haemme aktiviteten af tumor necrosis factor.
Antistoffet, der markedsfares af det amerikanske firma Abbott
Laboratories, selges i penne, som bruges til injektion. Salget
indbragte 9,3 milliarder dollars i 2012.

Fag display metoden kan ogsa bruges til at opdage biologisk
aktive proteiner og peptider, som kan nedkaempe sygdomsfrem-
kaldende mikroorganismer, eller antistoffer, som kan benyttes
som vacciner. Desuden kan metoden anvendes til at finde mod-
gifte imod biologiske toksiner som fx slangegift. | sidst naevnte
tilfeelde leder man efter peptider eller antistoffer, som binder sig
til giftmolekylerne og inaktiverer dem.

Der findes adskillige typer af fager, som er velegnede som
vaerktejer i fag display, og hver af dem har fordele og ulemper
set i forhold til de applikationer, man er pa jagt efter. Fx er den
sakaldte Ff-familie af fager fremragende kloningsveerktgijer, fordi
deres starrelse ikke er fastlast igennem deres DNA. Man kan
derfor inkorporere lange fremmede DNA-sekvenser i deres genom
blot ved at forlaenge genomet.

Nar man skal opbygge et fag display bibliotek til et givet
formal, er det farste trin at identificere det malmolekyle, som man
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gnsker at pavirke medicinsk. Mdlet kan vaere hvilket som helst mo-
lekyle i kroppen eller i en sygdomsfremkaldende mikroorganisme;
enzymer, proteiner, receptorer i cellemembranerne eller sagar hele
celler.

Biblioteket fremstilles ved at indsaette fremmede DNA-frag-
menter i fager, som udtrykker deres proteiner pa overfladen af
viruspartiklen. | forleengelsen af den DNA sekvens, som koder for
fagens eget overfladeprotein, indsaettes en tilfaeldig raekkefglge
af genetiske bogstaver, som koder for tilfaeldige aminosyrer.
Desuden indsaettes en lille bro kaldet en linker, fx et antal af
aminosyren glycin. Broen adskiller fagens eget overfladeprotein fra
det fremmede peptid eller antistof, som fagen nu praesenterer pa
overfladen. Vi bruger iszer fagen M13, som har fem proteiner pa
overfladen, og pa disse fem proteiner kan der udtrykkes et frem-
med proteinmolekyle.

Pa jagt efter laegemiddelstoffer

En klar fordel ved fag-biblioteker er den enorme diversitet af
forskellige proteiner, peptider, antistoffer eller fragmenter af anti-
stoffer, som kan udtrykkes pa viruspartiklernes overflader. For ek-
sempel findes der antistof-biblioteker med 10 milliarder forskellige
antistoffer, og det samme gaelder for biblioteker med peptider.
Fag display er yderst fleksibelt og kan modificeres, sa biblioteket
kan tilpasses til stort set et hvilket som helst malmolekyle. Frem for
at syntetisere sig frem til et potentielt laegemiddelstof, fx et lille or-
ganisk molekyle eller et mindre peptid, kan man her som en grov
tommelfinger regel screene milliarder af peptider pa fa uger.

Som naevnt arbejder vi med adskillige typer af fag display
biblioteker, men her vil vi kun praesentere, hvordan vi bruger
peptid-biblioteker i jagten pa nye leegemiddelstoffer. Vi har for
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Figuren viser et cyklisk peptid, som er praesenteret pa fagens plll protein. Cykliske peptider er typisk mere stabile end lineaere peptider og derfor velegnede som

nylig fundet et cyklisk peptid, som binder og inhiberer et enzym
kaldet KDM4C, som udtrykkes i meget hgj grad i kraeftceller; fx
ved brystkraeft eller prostatakraeft. Enzymet er derfor et muligt
mal for nye laegemidler, som selektivt kan sla kraeftcellerne ihjel.

Ferste trin i vore undersggelser er at daekke bunden af brgn-
dene i en testplade med enzymet. Herefter tilsaettes et eller flere
forskellige biblioteker af gensplejsede fager. Flertallet af de pepti-
der, som fagerne praesenterer, vil ikke vaere i stand til at binde til
det kreeftrelaterede enzym, og de vaskes vaek, ndr brgnden skylles
ren. Men hvis et af peptiderne binder sig til enzymet, bliver fagen
med det pagaeldende peptid haengende pa enzymet i brgnden. Pa
den made fandt vi et stabilt cyklisk peptid, som selektivt haemmer
enzymet. Derpa isolerede vi den bindende fag og sekventerede
dens genom, hvorved vi kunne bestemme raekkefelgen af de
genetiske bogstaver i den indsatte DNA-sekvens. Det svarer til at
aflaese stregkoden pa en vare i supermarkedet.

Peptid heemmer et kraeftrelateret enzym

Ved at afkode DNA-sekvensen far vi kendskab til sammensaetnin-
gen og raekkefglgen af den kaede af aminosyrer, som de indsatte
gener koder for, og sa kunne vi selv syntetisere peptidet og teste
dets biologiske aktivitet i laboratoriet. Peptidet kaldes BL151, og

vi har efterfglgende modificeret det lidt, sa det haemmer det
kraeftrelaterede enzym bedre. Andre modifikationer ger peptidet i
stand til at treenge igennem cellemembraner, og i den kommende
tid vil vi teste peptidet i en cellelinje med kraeftceller for at afklare,
om det kan sla kraeftcellerne ihjel. Vi vil ogsa udfare toksikologiske
studier for at verificere, at peptidet ikke har giftvirkninger pa raske
celler.

legemiddelstoffer. lllustration: Henning Dalhoff, Sune Kliborg og forfatterne (3D)

Hvis undersggelserne opfylder vore forhabninger, har vi ved
hjeelp af fag-biblioteket skabt et godt udgangspunkt for udvikling
af et virksomt laeegemiddelstof mod fx brystkreeft eller prostata-
kraeft. Her vil man typisk starte med at opklare, hvordan kaeden
af aminosyrer er foldet og danner en bestemt rumlig form, nar
peptidet binder til enzymet. Netop peptidets rumlige facon er
afgerende for dets biologiske aktivitet, og kendskabet til den
tredimensionelle struktur dbner mulighed for at designe modifi-
cerede peptider, som er endnu bedre til at seette enzymet ud af
spillet i kraeftceller.

Diagnostiske biomarkerer

Selv.om man finder et peptid, som binder specifikt til det kraeft-

relaterede enzym, er der ingen garanti for, at peptidet som BL151
er i stand til at heemme enzymets aktivitet. Men anstrengelserne
behgver ikke at veere spildte af den grund!

Fx kan peptider, der binder specifikt, men ikke aendrer ved
enzymets egenskaber, maerkes med fluorescerende farvestof-
fer eller radioaktive isotoper og bruges som biomarkgrer. Det
abner mulighed for at undersgge enzymets aktivitet i kraeftceller
med forskellige billeddannende teknikker, eller for at bruge det
maerkede peptid som et diagnostisk veerktej til at pavise kraeft,
forhabentligt pa et tidligt stadie.m
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NMR:

En dram for tekniknarder

NMR-scannere er meget alsidige forskningsvaerktojer og
baseret pa en avanceret teknologi. Pa Institut for Laege-

middeldesign og Farmakologi rader vi over et veludrustet
NMR-laboratorium, hvor vi gar pa jagt efter nye potentielle
lzegemiddelstoffer.

Forfattere

Ph.d. Nils Nyberg, NMR & MS Manager ved Institut for Laege-
middeldesign og Farmakologi.

Ph.d. Sileshi G. Wubshet er postdoc pa Institut for Leegemiddel-
design og Farmakologi.

| 1980'erne sa jeg den amerikanske tv-serie Star-Trek med
forngjelse, og jeg bemaerkede alle de gadgets, personalet pa
rumskibet Enterprise brugte. Isaer stralevabnene var interessante
for en ung teknikngrd, men der var ogsa et lille handholdt ap-
parat, tricorderen, som blev benyttet til at scanne bade levende
og dede ting. Med en fejende bevaegelse hen over objektet fandt
Dr. McCoy "Bones” pa stedet ud af alt, hvad der var veerd at vide
om genstandens eller personens aktuelle tilstand: Braekkede ben,
forgiftninger, kemisk indhold og beszettelse af onde ander.
Heldigvis findes der ingen krav om, at teknisk udstyr i science-
fiction serier skal kunne realiseres — ikke engang i fremtiden — men
mit gaet er, at instrumentet meget vel kunne have vaeret baseret
pa principperne bag NMR, kernemagnetisk resonans, fordi NMR-
scannere ganske som tricorderen har mange forskellige anvendel-
sesomrader. Samtidig opfylder virkelighedens scanner alle teknik-

peratur

Stuetem

En superledende NMR-magnet
Vakum og isolation

Flydende kvaelstof, -196 °C
Flydende helium, -269 °C (4.2K)

Superledende spole

nerdens forventninger. Ganske vist er ydersiden intetsigende, men
indeni er den magnetiske scanner fuld af avanceret teknologi.

Et kig ind i scanneren

Et NMR-instrument ligner en keempemaessig termokande, typisk
to meter hgj og en meter i diameter, med tre kraftige ben og
nogle rgr pa oversiden. Beholderen indeholder flere tanke, der er
monteret indeni hinanden som i en russisk dukke, og i midt inde i
scanneren er det et hult rgr, som gar fra toppen til bunden.

Den inderste tank omgiver en elektromagnet, der bestdr af
en spole med en flere kilometer lang ledning af et materiale,
som er superledende ved ekstremt lave temperaturer. Spolen er
nedkglet med flydende helium, som er det koldeste medium, der
findes — kun fire grader over det absolutte nulpunkt pa minus
273 °C. Fordelen ved denne type elektromagnet er, at den ikke er
afhaengig af stremtilfersel. Nar den superledende spole en gang
er opladet med elektroner, bliver strammen ved med at cirkulere i
spolen, fordi der ikke er nogen elektrisk modstand. Det dannede
magnetfelt er statisk, homogent og meget kraftfuldt, specielt i det
vertikale rgr midt i apparatet, hvor kemiske praver kan placeres.
Selve praven er ikke nedkglet i flydende helium og kan undersg-
ges ved stuetemperatur.

Ulempen ved den superledende teknologi er, at helium er me-
get kostbart, og derfor er heliumtanken omgivet af en tank med
flydende kveelstof for at minimere fordampningen af helium. Fly-
dende kveelstof, som har en temperatur pa minus 196 °C, koster
det samme som maelk, mens flydende helium koster lige sa meget

2 |

Fotoet til hgjre viser en 600 MHz NMR-apparat pa Institut for Leegemiddeldesign og Farmakologi. Foto: Birgitte Ruste, ILF. Til venstre ses en skematisk tegning af

scanneren. lllustration: Sune Kliborg
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Fortynding
med vand

Tl

Fastfaseekstraktion (SPE)

Find, oprens og identificer! Sadan gér vi pa jagt efter farmaceutisk interessante stoffer i komplekse ekstrakter; fx indholdsstofferne i en plante. Stofferne adskilles
fra hinanden med vaeskekromatografi (HPLC), de udvalgte stoffer oprenses og opkoncentreres ved hjeelp af fast-fase-ekstraktion (SPE), og til sidst analyseres de i

som en vellagret flaske single-malt whisky indkgbt i Sverige. Disse
superkolde vaesker skal pafyldes med jaeevne mellemrum for at
erstatte de fordampede maengder, for ellers ophgrer superlednin-
gen i magnetspolen. Hvis det sker, vil den staerke strem pludseligt
mgade elektrisk modstand, og sa frigives energien i form af varme,
hvilket kan resultere i en eksplosion.

Udover den store superledende spole findes der mindre spoler
omkring preven i rgret. Disse spoler virker som antenner og
udsender ultrakorte pulser af radiobglger, som rammer praven.
Nar pulsene slukkes, kan de sma spoler fornemme et svagt ekko
fra prgven, som indspilles flere tusinde gange i sekundet. Ekkoet
indeholder information om prgven, og processen gentages flere
gange for at forsteerke signalet. For at fortolke det indspillede
signal omregnes det til et spektrum, og pa den made kan vi finde
ud af, hvilke frekvenser der gemmer sig i ekkoet. Pa et moderne
NMR-instrument udfgres analysen automatisk: Praven, som er
oplgst i et egnet oplgsningsmiddel, leveres til en lille robot, som
flytter den ind i malekammeret, og efter nogle f& minutter er
spektret udskrevet.

| korte treek er NMR scanneren altsa en kombination af en
meget staerk magnet, radioforstaerkere og radiomodtagere. For-
kortelsen star for Nuclear Magnetic Resonance, og i princippet er
der tale om den samme type instrument, som pa sygehuse kaldes
for MRI-scannere, der star for Magnetic Resonance Imaging.
Brugen af forkortelserne skyldes, at mange mennesker i modsaet-
ning til fiktionens frygtlase Kaptain Kirk nadig vil stoppes ind i en
maskine, som hedder noget med Nuclear. Men faktisk er det lige
praecis dette ord, som er kendetegnende med teknikken. Signalet
kommer nemlig fra det inderste af atomerne og molekylerne i
praven — atomkernerne.

Det er kun de typer af atomkerner, som er magnetiske, scanneren
kan observere. Maske taenker du pa, at jern er magnetisk, men
det er ikke denne type magnetisme, der er tale om. Alle atom-
kerner med et ulige antal neutroner eller et ulige antal protoner
har det, som fysikerne kalder for et magnetisk moment, og det er

NMR-scanneren. lllustration: Henning Dalhoff

disse atomkerner, som er NMR-aktive. Den vigtigste kerne er brint
("H), som bestar af kun én proton. Denne kerne er vigtig, fordi de
fleste organiske forbindelser indeholder brint, og brint er samtidig
den atomkerne, som kan detekteres i de mindste maengder. Det
indebaerer, at NMR er en noget naer universel detektor for organi-
ske stoffer.

En anden kerne, som tit bliver analyseret med NMR er kul-
stof-13 (3C), som har én ekstra neutron sammenlignet med den
almindeligt kulstof-12 (2C). Desvaerre er kulstof-13 sjzelden, og i
naturligt materiale er det kun en procent af alle kulstofatomerne,
som er den tunge magnetiske variant. Sammen med det faktum,
at kulstof-13 har et lavt magnetisk moment, medfarer den lave
forekomst, at *C-NMR er naesten 6000 gange mindre fglsomt
end 'H-NMR. Andre observerbare kerner er fluor-19, nitrogen-15
og deuterium (?H). De fleste NMR-apparater kan observere flere
forskellige typer atomkerner ad gangen ved at variere frekvensen
for radiobglgerne.

Der findes to forskellige strategier til at fa et paent spektrum
med klare signaler og mindst mulig stgj. Den ferste gar ud pa at
analysere en stor maengde af stoffet, hvis det er tilgaengeligt. Den
anden strategi er at indsamle NMR-signaler over lang tid — op til
flere dage.

Institut for Laegemiddeldesign og Farmakologi er veludrustet med
NMR-apparater. Samlet i en rummelig kaelder findes det hele fire
scannere. Styrken af magneterne males i MHz, og vi har to 400
MHz og to 600 MHz instrumenter. Tre af dem har automatisk
udskiftning af praver, som ggr det muligt at optage spektre hele
dagnet, hele ugen og stort set alle dage aret rundt.

Som naevnt er NMR naermest en universel detektor for orga-
niske stoffer, og et af vore hgjt prioriterede omrader er jagten pa
ukendte naturstoffer, som kan danne udgangspunkt for udvikling
af nye leegemiddelstoffer. Naturen rummer et sandt overflgdig-
hedshorn af stoffer med en eller anden form for biologisk aktivitet
— ganske enkelt fordi det slet ikke kan betale sig for planter,
marine organismer, svampe eller bakterier at fremstille uvirk-
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somme stoffer for sjov. Levende organismer har brug for aktive
stoffer til deres interne processer og for et arsenal af stoffer, der er
rettet imod omverdenen. Det kan fx vaere giftstoffer, som kan sla
konkurrenter ihjel, eller forsvarsstoffer, som kan afvaerge angreb
fra andre organismer.

Mange af stofferne produceres kun i meget sma maengder. For
at finde ud strukturen af et naturstof ved hjaelp af NMR har vi ty-
pisk brug for mindst 1 mg oprenset stof, og det kan tage lang tid
at oprense en tilstraekkelig stor maengde. Derfor arbejder vi med
at udvikle NMR-teknikken for at gge falsomheden og derigennem
fa mulighed for at analysere de sma maengder, som det er muligt
at fremstille i laboratoriet.

Copenhagen Small-Molecule NMR Centre

Institut for Laegemiddeldesign og Farmakologi (ILF) er netop
blevet veert for Copenhagen Small-Molecule NMR Centre,
som er en sakaldt kernefacilitet indenfor NMR. Med en
kernefacilitet menes en samling af avanceret udstyr, som
ikke ejes af enkelte forskergrupper. Centret er stiftet for

at fremme god videnskab, hjzelpe med ansggninger til
forskningsfonde, tiltraekke ledende forskere pa verdens-
plan, understgtte undervisning pa alle niveauer og sikre en
effektiv anvendelse af instrumenterne. | gjeblikket har vi to
NMR-instrumenter, som kan benyttes af alle fra studerende
til professorer med et minimum af oplaering.

Et af vores NMR-apparater er designet til at handtere meget sma
pravevolumener, sa vi kan ngjes med kun 30 pL i et rgr med en
diameter pa 1,7 mm. Dette volumen er sa lille, at vi bruger en
robot udstyret med en tynd nal for at fylde rgrene. Disse sma rar
rummer altsd meget lidt materiale, og netop derfor er det vigtigt
for detektionen at opkoncentrere prgven sa meget som muligt.

De specifikke stoffer fra fx en plante, vi gnsker at undersage,
isolerer vi fra et ekstrakt, hvor komponenterne adskilles fra hin-
anden ved hjaelp af en type vaeskekromatografi, som kaldes High
Pressure Liquid Chromatography (HPLC). Adskillelsen af stofferne
opnas ved at pumpe ekstraktet gennem et rgr med et porgst
materiale, som i varierende grad fastholder molekyler som fglge
af deres polaritet. De mest polaere molekyler bevaeger sig hurtigt
gennem rgret, mens mindre polzere stoffer bremses lidt og kom-
mer senere ud af rgret. P4 den made adskilles indholdsstofferne i
preven fra hinanden.

Nar stofferne kommer ud et ad gangen, opsamles de i sma
patroner, som er fyldt det samme porgse materiale, hvor stoffet
fastholdes pa overfladen af porerne. Fordelen ved metoden er,
at vi kan gentage processen mange gange for at opkoncentrere
et udvalgt stof pa patronerne. Nar vi vurderer, at maengden er
tilstraekkelig, tarres patronerne, og indholdet skylles ud med et
oplasningsmiddel. Teknikken kaldes for Solid Phase Extraction
(SPE), og den samlede analyseproces kaldes for HPLC-SPE-NMR.
Kort fortalt adskilles stofferne ved vaeskekromatografien, isoleres
og opkoncentreres ved fast-fase-ekstraktionen og analyseres i
NMR-scanneren.

Felsomheden af NMR-analysen kan desuden @ges med en fak-
tor 10 ved at nedkgle de sma antenner, som udsender og aflytter
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radiopulser, med en kold heliumgas med en temperatur pa minus
250 °C. Teknikken, som kaldes for kryogen kelning, minimerer
den elektroniske stgj og ger det muligt at detektere meget svage
radiosignaler fra praven.

Med denne type udstyr er det lykkedes at optage "*C-spektre af

et stof fra en spiselig svamp, Ganoderma lucidum, som er populaer
i traditionel kinesisk medicin, hvor svampen bruges til at forebyg-
ge allergier, gigt, kraeft og hjertekarsygdomme.

Svampen indeholder bl.a. en type kulstofforbindelser, kaldet
triterpener, som blev selektivt ekstraheret og separeret, hvorefter
NMR-analysen blev gennemfert. Spektret viste, at hvert enkelt
kulstof-13 atom i det undersggte stof udsender sit eget signal, og
samtidig er den elektroniske stgj sa lav, at oplgsningen mellem
signalerne er meget bedre, end hvad det ellers er muligt at opna.
Pa den baggrund har vi opklaret den kemiske struktur for et ind-
holdsstof, som er afgerende for den biologiske aktivitet.

Dr. McCoy "Bones” ville naeppe have byttet sin fiktive tricor-
der med virkelighedens NMR laboratorium, men vi tillader os

at habe, at han ville have nikket anerkendende og sagt, at vi

er godt pa vej, nar det gaelder om at undersgge naturens store
medicinskab og finde nélen i hgstakken i form af nye potentielle
laegemiddelstoffer.

n
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@verst: Den spiselige svamp Ganoderma lucidum er gennem é&rtusinder blevet
brugt i kinesisk folkemedicin. Foto: iStockphoto.com

Nederst: Svampen indeholder bl.a. en gruppe biologisk aktive kulstofforbin-
delser kaldet triterpener. Her ses et NMR-spektrum fra en kulstof-13 analyse
af et triterpen med henblik pa at opklare stoffets kemiske struktur. De skarpe
toppe repraesenterer individuelle kulstof-13 atomer. Pa strukturtegningen

kan man se, hvor de nummererede kulstof-13 atomer er placeret i molekylet.
lllustration: Forfatterne



NMR: En teknik med mange
anvendelsesomrader

NMR-scannerne kan analysere stoffer i komplekse blan-
dinger, bestemme mangderne af dem og opklare bade
den kemiske og rumlige struktur af de mest interessante
substanser. Vi har for nylig i samarbejde med Sundheds-
styrelsen analyseret forskellige typer kaffe, hvoraf nogle
blev indkebt i udlandet via internettet. Og her gjorde vi et
interessant fund.

Forfattere

Ph.d. Nils Nyberg, NMR & MS Manager ved Institut for
Leegemiddeldesign og Farmakologi.

Dennis Aslak Olsen er specialestuderende ved Institut for
Laegemiddeldesign og Farmakologi.

NMR-analyser er den mest anvendte metode til at fastsla den
kemiske og rumlige struktur af et nyt stof, som syntesekemikere
har fremstillet i laboratoriet. Ud fra flere forskellige typer af NMR-
spektre er det desuden muligt at vise, om stoffet er rent, og male
praecis, hvor meget af materialet, det er lykkedes at fremstille og
oprense. Disse informationer er essentielle for udvikling af nye
lzegemiddelstoffer, nar stoffets biologiske aktivitet efterfalgende
skal undersgges i forskellige testsystemer.

Strukturopklaring

For en forsker, som undersgger naturstoffer fra planter, marine or-
ganismer, svampe eller bakterier er opgaven tit mere kompliceret
end for syntesekemikerne. Her er udgangspunktet et ekstrakt med
mange forskellige bestanddele, som er blandet i forskellige maeng-
der, og derfor er det ngdvendigt at starte med at adskille stofferne
fra hinanden ved hjaelp af kromatografi. Nar vi selv har syntetiseret
et nyt stof, har vi fra starten en klar forventning til strukturen, som
vi sa kan konfirmere ud fra spektre. Men den fordel har vi sjael-
dent med ukendte naturstoffer. Nar NMR-spektrene dukker op pa
computerskaermen, er vi ngdt at stykke forskellige informationer
sammen som brikkerne i et puslespil for at finde frem til, hvilket

stof det drejer sig om, og hvordan det er opbygget.

For at fastsla strukturen af et organisk stof er man er ngdt
at vise, hvordan atomerne er bundet sammen, og det er muligt
ud fra NMR-eksperimenter. Her udnytter vi, at der udveksles
informationer mellem atomkernerne i molekylet, hvilket sker via
elektronerne i de kemiske bindinger. Sammenkoblede elektro-
ner mellem kemisk forbundne naboatomer kan nemlig pavises i
NMR-signalerne. Pa den made er det muligt at finde ud af, om et
'H-signal stammer fra et brintatom, som er nabo til et andet brint-
atom i molekylet. Et brintatom kan pa samme made bade pavirke
og blive pavirket af signalet fra et kulstof-13 atom, og nar det er
tilfeeldet, kan vi se, at netop de to kerner er bundet sammen. Ved
at sammenholde NMR-signalerne fra alle 'H og *C atomerne er
det muligt at opklare strukturen af det samlede molekyle. Man
kan sammenligne med et puslespil, hvor mulige bud pa de enkelte
brikkers placering vaelges eller forkastes, mens man talmodigt
arbejder sig frem imod malet.

Ved analysen kan vi ogsa finde ud af, om to atomer er
placereret i naerheden af hinanden, selv om de ikke direkte er
bundet sammen af en kemisk binding. Nar NMR-maskinen sender
radiobglger mod prgven, sparkes magnetiske atomer som brint
og kulstof-13 op i en hgjere energitilstand, og nar radiopulsen
opharer, vil de gerne falde tilbage til grundtilstanden — de saetter
sig billedlig talt ned i sofaen i stedet for at blive staende ved siden
af den. En listig mdade at opnad den gnskede hvile pa er at overfgre
den overskydende energi til en naerliggende atomkerne. Dette
atomare energibytte kan males og giver en indikation om, at de to
atomer sidder taet pa hinanden.

Ud fra flere forskellige typer af NMR-eksperimenter er det sdle-
des muligt at drage konklusioner om, hvordan et stof er opbygget
og opklare dets rumlige struktur, som er afggrende for stoffets
biologiske aktivitet. Da de undersggte stoffer ikke forbruges eller
forandres ved analysen, er det ogsa muligt at felge kemiske reak-
tioner.
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Det er vigtigt at kvantificere maengderne af de forskellige stoffer

i komplekse blandinger, sa man kan finde ud af, hvor meget af
et farmaceutisk interessant stof, der findes i en prgve. Her er det
tit umuligt at bruge en vaegt — fx fordi stoffet findes i sa sma
maengder, at en vejning ikke er praktisk, eller fordi der er tale om
et organisk stof, som er blandet med salt eller med et oplgsnings-
middel, som man ikke gnsker at regne med til vaegten.

For de fleste metoder til kvantificering maler man et eller andet
respons, fx hvor meget UV-lys af en vis bglgeleengde, som absor-
beres af stoffet, hvorpa man sammenligner signalet med signaler
fra kendte maengder af stoffet og laver en kalibreringskurve.
Ulempen er at man er ngdt at lave én kalibreringskurve for hvert
enkelt stof i blandingen, og hvis man finder et helt nyt og ukendt
stof, er det ofte mere interessent at teste stoffets biologiske aktivi-
tet end at bruge det til kvantificering.

NMR har ikke denne ulempe — under specielle betingelser
er det muligt at bestemme maengden af stoffet ud fra et NMR-
spektrum af et referencestof, som ikke behgver veere relateret til
det ukendte stof. NMR-signalet gar det nemlig muligt at beregne
praecis hvor stor en koncentration, der giver signaler af en vis
starrelse. Samtidig udnytter man, at NMR-spektrene indeholder
information, som er specifikt relateret til strukturen af det ukendte
stof. Derfor kan vi bestemme koncentrationen af et nyt interes-

sant stof pa trods af, at stoffet befinder sig i en blanding med flere

lignende stoffer.

Afvigende nale i hgstakken

| visse projekter kan udfordringen veaere, at du har adgang til
hundredvis af komplekse praver. Det er maske blodprever fra alle
cykelrytterne i et cykellgb, urin fra flokke af far som spiser forskel-

lige diaeter, eller ekstrakter af alle de forskellige kaffeprodukter, du

kan kegbe. En NMR-analyse af samtlige prgver i en sddan gruppe
kan vise, hvordan de er relateret til hinanden. Maske er alle
praverne ens med undtagelse af nogle ganske fa, der er anderle-
des. | den situation kan de afvigende og maerkelige prever maske
fortolkes som dopede cykelryttere, sultne far eller kaffe krydret
med illegale stoffer.

NMR-spektre af komplekse blandinger kan analyseres med
forskellige statistiske metoder som menstergenkendelse. Hver
prave resulterer i et spektrum, som ikke kan fortolkes direkte, men
kun ved sammenligning med spektrene fra alle de andre praver.
Man kan sige, at NMR bruges til at tegne en profil af praven, som
repraesenterer prgvens samlede indhold. NMR bliver tit brugt til
denne type af sammenlignende studier, fordi det er muligt at de-
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tektere alle organiske stoffer i en pragve, og fordi signalet fra hvert
enkelt stof er direkte korreleret med koncentrationen.

Noget ekstra i kaffen

Ved et netop gennemfert specialearbejde, udfert i samarbejde
med Sundhedsstyrelsen, var malet at finde ud af, om det er
muligt at bruge NMR til at undersgge forskellige kaffebaserede
produkter, der bl.a. markedsfares som “slankekaffe”. En del af
produkterne blev kgbt over internettet og sendt til os med post
fra udlandet. Toldmyndighederne var ogsa interesserede, for de
gerne vil vide, om kaffen er blandet op med illegale stoffer eller
lzegemidler, som ikke star pa indholdsfortegnelsen. Fordelen ved

Tvaersnit af en NMR-scanner. Foto: Tommy Panduro




Sa er der kaffe! Vi har analyseret et bjerg af forskellige kaffeprodukter, som bade er doneret fra forretninger herhjemme og kebt i udlandet over internettet.

at bruge NMR-analyser til denne type undersggelser er, at meto-
den ikke er malrettet mod nogle fa stoffer, men fanger dem alle.

Vi startede med at indsamle forskellige, formodentligt helt
legale, kaffeprodukter fra almindelige forretninger i Danmark for
at teste, hvordan indholdsstofferne bedst kunne ekstraheres. Ud
fra 42 kaffeprodukter bryggede vi kaffe, som blev frysetarret og
oplest i en buffer for at fiksere pH inden NMR-analysen. Desuden
lavede vi NMR-prgver ved at oplgse kaffen direkte i bufferen og
derpa blot filtrere oplasningen inden analysen. Alle prgverne blev
analyseret to gange i instrumentet, og til sidst var det 200 spektre,
som var klar til at blive tolket.

Alle disse spektre blev analyseret samlet med en statistisk
metode, som kaldes Principal Component Analysis (PCA). Helt
kort fortalt svarer metoden til at omregne spektre med tusindvis
datapunkter til nogle fa vaerdier, som trods forenklingen beskriver
preven ganske godt. Praver, som har lignende profiler set med
NMR-gjne, placeres naer hinanden i diagrammet, mens prgver
med profiler, som adskiller sig fra hinanden, placeres langt fra
hinanden.

Konklusionerne fra denne analyse er, at pulverkaffe og
almindelig kaffe rent faktisk er forskellige pa trods af, at begge
kategorierne er frysetarret. De praver, som ikke blev frysetarret,
adskiller sig ogsa fra de frysetarrede, men det skyldes, at en starre
maengde blev ekstraheret. Overordnet kan man sige, at pulver-
kaffe adskiller sig fra almindelig kaffe, og at praveforberedelsen,
dvs. hvordan kaffen ekstraheres, er vigtig. Analysen har altsa givet
mere viden om, hvordan vi kan angribe problemet med at teste
kaffe.

Nar vi sa testede kaffeprodukter, som var kgbt i udlandet via
internettet, udviste disse et fuldstaendigt anderledes mgnster ved

Foto: Tommy Panduro

NMR-analyse. Den store forskel skyldtes, at det var tilsat store
mangder sukker, hvilket er maerkeligt med tanke pa, at der var
tale om sakaldt “slankekaffe”. Da vi senere studerede preverne
i detaljer, var det muligt at observere NMR-signaler fra en tilsat
amfetaminlignende substans. m

Component #3 (7%)

Companent #1 (71%)
Component #2 (13%)

Plottet viser en statistisk analyse af 200 NMR-spektre af kaffeprodukter. De
ragde kryds repraesenterer frysetarret pulverkaffe, de sorte ringe repraesenterer
frysetarret almindelig kaffe, mens de bla firkanter repraesenterer ekstraheret
kaffe, som ikke er frysetarret. Afstanden mellem prgver i plottet er en indika-
tion af hvor ens de er ud fra det, som NMR-apparatet registrerer.

lllustration: Forfatterne
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Sveer vurdering af laegemidler:

Hvordan afvejer man bedst
nytte kontra risiko?

Medicin, som markedsfores i Europa, skal have en positiv
benefit-risiko balance, hvor fordelene ved et lsegemiddel
overstiger ulemperne. Nar et firma sgger om tilladelse til
markedsfaring, skal ansggeren derfor redegere for balan-

cen mellem nytte og risici for patienterne. Mange dilem-
maer er indbygget i vurderingen, og i dag findes der ikke
klare regler for, hvilke metoder den farmaceutiske industri
skal benytte. Derfor er der nu fokus pa udvikling af objek-
tive metoder til vurdering af benefit-risiko balancen.

Forfattere

M.Sc. Berit Nautrup Andersen er specialestuderende i Master of
Industrial Drug Development og Head of Safety Operations
and Risk Management, ALK A/S.

Dr. med. Ole Jannik Bjerrum er professor pa Institut for
Laegemiddeldesign og Farmakologi.

Er et nyt leegemiddel sa nyttigt for patienterne, at eventuelle
bivirkninger ma accepteres? Eller er risikoen for alvorlige bivirknin-
ger sa stor, at leegemidlet ikke bgr markedsfares, selv om det rent
faktisk kan hjaelpe nogle patienter? Den vurdering indeholder ofte
sveere dilemmaer, og derfor har vi undersggt den eksisterende
europaeiske praksis pd omradet gennem de seneste ar.

Vurdering af nytte og risiko starter allerede, mens er laege-
middel er under udvikling. Her skal medicinfirmaet indsende en
anmodning til myndighederne om at fa lov til at udfare en klinisk
afprevning af en leegemiddelkandidat pa en gruppe af patienter. |
Danmark er det Sundhedsstyrelsen, Datatilsynet og en videnskab-
setisk komité, som giver tilladelsen. | ansggningen skal firmaet
redegare for de antagne fordele og risici for forsggspersonerne.
Sa leenge afpregvningen foregar, skal der hvert dr indsendes en
sakaldt Development Safety Update Report til myndighederne.

Senere, nar firmaet ansgger om tilladelse til markedsfering af
det nye laegemiddel, skal virksomheden redeggre for benefit-risiko
balancen pa produktet, og redeggrelsen skal bygge pa alle tilgaen-
gelige data. Jo flere forsgg der er gennemfart, og jo flere sikre
data der er genereret, desto bedre kendes laegemidlets virkning
og eventuelle bivirkninger. Hvis der er grupper af patienter, som
ikke har afprgvet medicinen, fx barn eller nyresyge, vil myndighe-
derne se det som en risiko, iseer hvis der blot er den mindste mu-
lighed for, at de kan blive udsat for leegemidlet. Dermed mindskes
chancen for at opna en markedsfaringstilladelse.

Efter markedsfaring overvages laegemidlet lgbende af bade
firmaer og myndigheder, hvilket sker gennem indsamling af
bivirkningsrapporter, og firmaet skal udarbejde en éarlig Risk Ma-
nagement Plan. Planen er et dokument, der beskriver risikopro-
filen pa produktet med angivelse af, hvad der rutinemaessigt og
ekstraordinaert gares for at nedsaette risikoen. Zndres risikoen
for produktet, skal risikovurderingen opdateres og sendes til myn-
dighederne. Derudover indsendes en arlig Periodic Safety Update
Report til myndighederne i de farste to ar efter markedsfaringen
og derefter hvert tredje ar. Rapporten fokuserer pa ny information
om bivirkninger, som er opstaet i perioden. | denne rapport skal
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benefit-risiko balancen anfares tillige med en beskrivelse af de
metoder, som er brugt til vurderingen af balancen.

Samspil mellem industri og myndigheder

Myndighederne vil under behandlingen af disse ansggninger og
rapporter ogsa selv forholde sig til de indsendte data. Konse-
kvensen af denne vurdering hos bade firma og myndigheder kan
vaere alt fra ingenting til, at markedsfaringstilladelsen inddrages,
og leegemidlet traekkes tilbage fra markedet. Det kan ogsa veere,
at firmaet bliver bedt om at foretage nye afprgvninger, eller at
medicinen kun ma udskrives af speciallaeger til specielle grupper
af patienter.

Laegemiddelindustrien har ingen interesse i at skade patien-
ter med deres produkter. Det er uetisk, @deleeggende for deres
renommé og kan ende i retssager med efterfglgende store erstat-
ninger, som vil kunne ruinere firmaet. Det er heller ikke i myndig-
hedernes interesse at sta i en situation, hvor der er et laegemiddel
pa markedet, som udviser negativ benefit-risiko balance. Ogsa de
mister anseelse og trovaerdighed. Saledes er det vigtigt for bade
firmaer og myndigheder at kunne forudse sa tidligt og s& objektivt
som muligt, om der er problemer med laegemidlet.

Akne er en akut hudsygdom, som primaert rammer i teenagedrene, og som
ofte efterlader betydelige ar.

Et sveert dilemma

Afvejningen mellem et laegemiddels nytte og bivirkninger er van-
skelig. Et taeenkt eksempel: Hvis du er en 18-25 drig kvinde og lider
af svaer akne med mange bumser, vil du sa tage et laegemiddel,
som med 100 procents sikkerhed kan fa din akne til at ga vaek,
men som kraever, at du ikke ma dyrke ubeskyttet sex, fordi pro-
duktet giver anledning til fosterskader med svaere misdannelser?
"Ja", vil du maske sige, "for jeg er alligevel for ung til at fa barn”.
Benefit-risiko-balancen vil sdledes vaere i orden for dig.
Problemet set med myndighedernes gjne er bare, at der er en
generel hgj risiko for, at unge dyrker ubeskyttet sex. Hvor mange
barn, der fades med misdannelser, kan samfundet tolerere som
en konsekvens af et aknemiddel? Ingen? Hvis dette er tilfaeldet,



sa skal lzegemidlet slet ikke vaere pa markedet! Men hvad nu hvis
lzegemiddelafpravningen viser, at medicinen gger livskvaliteten
for de stakkels unge, som lider af sveer akne? Og hvad nu hvis
laegerne palaegges at give patienterne praevention i forbindelse
med udskrivning af leegemidlet, og der udvikles et godt under-
visningsmateriale til de unge patienter? Vil det nedsaette risikoen
sa meget, at aknemidlet kan markedsferes? Og hvem skal traeffe
afgarelsen? Myndighederne, lzegemiddelproducenten eller
patienten?

Godkendelse af laegemidler abner saledes op for sveere dilem-
maer. Her er udfordringen lige nu, at der ikke eksisterer klare
regler eller gode metoder til at vurdere benefit-risiko balancen
objektivt. Det handler om vaerdier, og vaerdier er subjektive. Det,
som tillaegges positiv betydning af en person, kan meget vel vaere
forskelligt fra, hvad en anden person mener. Derfor har vi stillet
spgrgsmalet: Hvad er praksis i dag under de nuvaerende regler
indenfor benefit-risiko vurdering? Hvilke metoder eksisterer, og
hvor meget anvendes de? Dette var malet for vores undersggelser.

Kvantitative og kvalitative metoder

Basalt findes to metoder til beregning af benefit-risiko balancen:
Den kvalitative og den kvantitative. Derudover er der nogle meto-
der, som benytter elementer af begge.

Historisk set har de fleste firmaer og myndigheder brugt en
kvalitativ metode, som er baseret pa ekspertvurderinger. Det
betyder, at en ekspert eller en gruppe af eksperter gennemgar
alle data for leegemidlet og derefter foretager en afvejning af de
fordele og risici, som er forbundet med dets anvendelse. Her er
problemet, at processen for, hvordan viden og data kombineres til
beslutninger, ofte er ugennemsigtig, ustruktureret og personbe-
stemt. Det indebaerer en risiko for partiskhed og for, at niveauet af
beviser for beslutningsgrundlaget er for lavt. Endvidere kraever en
kvalitativ vurdering, at eksperterne er i besiddelse af stor viden og
erfaring.

I et forsgg pa at finde mere objektive metoder er der i Igbet af
de sidste 5-10 ar blevet gennemfart adskillige projekter hos bade
myndigheder og i lsegemiddelbranchen. @nsket har vaeret at finde
kvantitative metoder, som ved hjaelp af computere, software og
grafer kan beregne og visualisere benefit-risiko balancen for et
givent laegemiddel.

De europaeiske lazegemiddelmyndigheder i London, European
Medicines Agency, gennemfarte saledes fra 2006-2012 en raekke
projekter med henblik pa at identificere de bedste metoder for
myndighedsgodkendelse af laegemidler. Projektgruppen endte
med at pege pa en kvalitativ metode, kaldet PrOACT-URL, som
den bedste. Metoden er ret simpel og anvender grafisk visualise-
ring af nytte og risiko.

Projektgruppen afpravede ogsa en kvantitativ metode kaldet
Multi Criteria Decision Analysis. Metoden repraesenterer et farste
generations program, som er baseret pa identificering af nyttekri-
terier og risikokriterier, som hver isaer tillzegges en given vaegt. Pa
den baggrund beregner programmet sa en benefit-risiko balance..
Projektgruppen konkluderede, at metoden kan bruges i specielle
og falsomme tilfeelde. Derudover har flere af de starste laegemid-
delfirmaer vaeret med til at teste en kvantitativ metode kaldet
Pharmaceutical Research and Manufacturers of America Benefit-
Risk Action Team. Metoden har helt klart nogle fordele i form af
en metodisk fremgangsmade og visuelle grafer, men indebaerer
0gsa en risiko for partiskhed.

Myndighederne har saledes et dilemma. Kan de stole pa de
kvantitative metoder? En gennemgang af fordele og ulemper ved
disse metoder viser nemlig, at de ogsa har risiko for partiskhed og
ugennemsigtighed. Endvidere ser det ud til, at lzegemiddeleksper-
terne blot erstattes med IT-eksperter! Der er med andre ord brug
for mere forskning.

Hvilke metoder bruger firmaerne?

Selvom intentionen om at udvikle velunderbyggede og objektive
metoder absolut er til stede, bruges der altsa fortsat ikke-gen-
nemtestede kvantitative metoder til benefit-risiko vurdering af lae-
gemidler. Vores undersggelse viser, at alle de adspurgte laegemid-
delproducenter bruger kvalitative metoder, men kun halvdelen af
firmaerne har skriftlige procedurer for deres udfarelse.

Kombinationen af de ggede lovkrav og offentlighed omkring
data tvinger imidlertid firmaerne til at vaere mere strukturerede
end tidligere. Efter vores mening er det bedste, firmaerne kan
gere pa nuvaerende tidspunkt, at udarbejde skriftlige procedurer
for deres metoder til benefit-risiko vurdering. Herved er det muligt
for dem at bevise, redeggre for beviserne og reproducere de data
og beslutninger, som ligger til grund for den fremfarte benefit-risi-
ko balance for laegemidlet til brug i dialogen med myndighederne
0g patienterne. m

Farmakovigilance arbejdsopgaver
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Farmakovigilance kommer fra det graeske ord pharmacon, som betyder
lzegemiddel, og det latinske ord vigilare, som betyder at veere vagen. Begrebet
bruges indenfor overvagning af leegemidlers sikkerhed. Farmakovigilance
omfatter fglgende aktiviteter: Indhentning af information om, hvor sikre
laegemidlerne er at bruge, identificering og analyse af de problemer og
bivirkninger, som viser sig i behandlingen, samt udarbejdelse af planer for
minimering af eventuelle risici. Overvagningen involverer bade patienter,
leeger, leegemiddelindustri og myndigheder. Omradet er i stadig vaekst og
beskaeftiger mange farmaceuter. lllustration: Sune Kliborg

En god benefit-risiko vurdering

European Medicines Agency’s Benefit-risk Methology Project
fra 2009 anbefaler, at en god benefit-risiko vurderingsme-
tode skal sikre fglgende:

e Al tilgeengelig information inddrages.

e Information fra forskellige kilder kombineres.

e Diskussionen omkring nytte og risiko skal vaere
struktureret.

e Usikkerheder inddrages i vurderingen, fx manglende
afprgvning pé barn.

e Antagelser og vaerdifastsaettelse fremfares transparent.

e Konsekvenser ved forkert brug er forudset.

e Der er en procedure for at Igse situationen, hvis der er
forskellige synspunkter.

e Alle rapporter under leegemidlets udvikling, ansggning
om tilladelse til markedsfering og efter markedsfaringen
skal vise konsistens i de trufne beslutninger.

e At der foreligger en endelig skriftlig vurderingsrapport.

e At benefit-risiko balancen kan kommunikeres pa
forstaelig vis.

e At den fremfarte benefit-risiko balance er afbalanceret i
forhold til myndigheder, patienter og laeger.
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Optimal behandling af kritisk
syge med vancomycin

Vancomycin er et antibiotikum som anvendes til at behand-
le en reekke alvorlige infektioner, fx blodforgiftning og
tarmbetaendelse, samt andre infektioner, hvor bakterierne
er blevet resistente overfor andre antibiotika. Behandlin-

gen med vancomycin har i praksis vist sig at veere sveer, og
et teet samarbejde mellem farmaceuter, sygeplejersker og
leger er afgerende for en optimal behandling af kritisk
syge patienter.

Forfattere

Cand.pharm. Tina Andersen er ph.d.-studerende pa Institut for
Leegemiddeldesign og Farmakologi samt pa Intensiv
Terapiklinik 4131 pé Rigshospitalet.

Cand.pharm. Dorthe Vilstrup Tomsen er omradechef pd Region
Hovedstadens Apotek.

Dr.med. Jan Bonde er klinikchef pa Intensiv Terapiklinik 4131 pa
Rigshospitalet.

Overlaege Michael Tvede er klinikchef pa Klinisk Mikrobiologisk
Afdeling pé Rigshospitalet.

Ph.d. Lona Louring Christrup er professor pa-nstitut for
Laegemiddeldesign og Farmakologi:

Sveere infektioner ses-hyppigt hos kritisk syge patienter — disse
infektioner-kan enten vaere den direkte arsag til, at patienterne
indlaegges pa intensive afdelinger, eller de kan forekomme hos
staerkt svaekkede patienter, som er indlagt af andre drsager.

Vancomycin er et antibiotikum, som anvendes til behandling af
en raekke sveere infektioner, fx blodforgiftning og tarmbetaendel-
se, nar bakterierne er multiresistente og ikke kan nedkeempes med
andre antibiotika. Den praktiske behandling med vancomycin er
vanskelig, og det er en stor udfordring at optimere det komplekse
behandlingsforlgb, som indebaerer et taet samarbejde mellem flere
forskellige sundhedsprofessioner. En ngje styret behandling er
afgerende for at opna effekt og undga bivirkninger og resistens-
udvikling. Derfor er det afggrende at tilrettelaegge behandlingen,
sa den passer ind i afdelingens daglige rutiner, og sikre at alle
involverede faggrupper forstar vigtigheden af punktlighed i netop
deres rolle.

Livstruende infektioner

Vancomycin er et effektivt antibiotikum, som hovedsagelig anven-
des til at behandle sveere infektioner med grampositive kokker.
Der er dog flere forhold, som begraenser anvendeligheden: Ud-
vikling af nyresvigt kan forekomme, og kredslgbsforstyrrelser kan
opsta ved for hurtig indgift. Desuden har andre lzegemidler i en
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reekke sammenhaenge vist en bedre effektivitet, og dertil kommer
praktiske problemer med at individualisere doseringen.

Da vancomycin er et af de fa antibiotika, der kan bekaempe fx
multiresistente stafylokokker, er det vigtigt at undga, at bakterier-
ne ogsa bliver modstandsdygtige over for dette stof. Denne risiko
kan mindskes ved; at man sgrger for at anvende tilstraekkeligt hgje
doser, samt ved/at man reserverer brugen af stoffet til infektioner,
der ikke kan behandles med andre antibiotika.

Antibiotika og resistens

Antibiotika er laegemidler, som draeber bakterier eller haem-
mer deres vaekst. Det bedst kendte og mest anvendte anti-
biotikum er penicillin, som blev opdaget i 1928. Penicillin var
det farste effektive laegemiddel til at bekaempe infektioner,
som indtil da ofte slog patienterne ihjel.

Klinisk anvendelse af antibiotika kan medfare, at bakteri-
erne udvikler resistens imod lzegemidlerne, som sa bliver
virkningslese. Derfor er der til stadighed behov for at udvikle
nye antibiotika og for at optimere behandlingsstrategierne
for de eksisterende laegemidler. Resistens blev et globalt pro-
blem allerede i starten af 1950’erne, hvor der opstod et stort
behov for kunne nedkaempe stafylokokker, som var blevet
ufalsomme over for penicillin.

Fundet i Borneos regnskov

I 1953 blev vancomycin fundet i en jordprgve indsamlet af
missionaerer i Borneos regnskov, og den mikroorganisme,
som danner vancomycin, blev isoleret. Vancomycin kom

pa markedet blot fem ar senere. De farste ar indeholdt
medicinen urenheder, som medferte nyreskader og svaekket
harelse. | dag anvendes vancomycin i en oprenset form.

Vancomycin skal doseres praecist

Vancomycin er et smalspektret antibiotikum, som kun er virksomt
overfor grampositive bakterier som streptokokker, enterokokker
og stafylokokker. Laegemidlet virker ved at haemme opbygningen
af bakteriernes cellevaeg, sa bakteriernes vaekst haemmes, og de
gar til grunde.

Vancomycins effekt afhaenger af, hvor lang tid koncentratio-



Infektioner med multiresistente gule stafylokokker behandles med vancomycin, som kan nedkampe bakterierne. Foto: iStockphoto.com

nen af stoffet er hgjere end den mindste effektive koncentration.
Samtidig @ges risikoen for, at bakterierne udvikler resistens, hvis
en patient behandles med séa lave doser, at koncentrationen i
lange perioder kommer under den mindste effektive koncentra-
tion. Derfor er det afggrende, at koncentrationen af vancomy-

cin under hele behandlingsforlgbet er hgjere end den mindste
effektive koncentration. Pa Rigshospitalets intensivafdeling anser
man 15-20 mg/L for at vaere den mindste effektive koncentration
ved alvorlige infektioner. P4 den anden side ma koncentrationen
ikke overstige en gvre graense pa omtrent 50 mg/L pa grund af
risikoen for bivirkninger. Det betyder, at vancomycin skal indgives i
doser pa et gram to gange dagligt til stabile patienter med normal
nyrefunktion og normal vaegt.

Vancomycin er vandoplgseligt og samtidig et stort molekyle,
som kun i ringe grad passerer gennem kroppens cellelag. Hvis
man indtager medicinen som tabletter, bliver stoffet i tarmen,
indtil det udskilles med afferingen, hvorfor tabletter kan anvendes
til behandling af visse typer tarmbetaendelse. Hvis vancomycin
gives som indsprgjtning, udskilles det gennem nyrerne i urinen, og
hvis leegemidlet indsprgjtes for hurtigt i en lille blodare, kan det
medfere rgdme og irritation i huden og i veerste fald give smerter
og muskelsammentraekninger i ryggen og brystet, andedreets-
besvaer og for lavt blodtryk. Vancomycin skal derfor indsprgjtes
langsomt i store blodarer med en hurtig blodgennemstrgmning.
Pa Rigshospitalets intensivafdeling gives normalt en dosis pa 1 g
over en time.

Behandling af kritisk syge patienter

Kritisk syge patienter adskiller sig fra andre patienter ved at have
en varierende nyrefunktion, og da vancomycin udskilles gennem
nyrerne afhaenger udskillelseshastigheden af den aktuelle nyre-
funktion. Derfor kan det veere sveert at forudsige, hvilken dosis
af vancomycin, der giver en optimal behandling, hvor den laveste
koncentration i blodet — dvs. lige inden, der gives en ny dosis —
ikke kommer under 15-20 mg/L, men hvor koncentrationen heller
ikke pa noget tidspunkt overstiger 50 mg/L.

Derfor anvendes styret terapi, hvor man i det fgrste behand-
lingsdagn indgiver 1 g vancomycin to gange med 12 timers
interval. Koncentrationen i blodet bestemmes i lgbet af det andet
behandlingsdegn, og dosis justeres pa baggrund af en vurdering
af den hidtidige dosis og den aktuelle koncentration i blodet pa
det tidspunkt, hvor blodprgven tages.

Pa Rigshospitalet analyseres blodprgverne pa Klinisk Mikro-
biologisk Afdeling, som bestemmer plasmakoncentrationen af
vancomycin. Resultatet forligger 6-8 timer efter, at blodprgven
er taget. De anvendte doser noteres Igbende i patientens journal
sammen med tidspunkterne for indgift og for blodpravetagning.

Observationsstudie gennem 13 uger

Ved ethvert trin i behandlingsforlgbet er der risiko for, at der be-
gas fejl, hvilket kan skade patienten i form af behandlingssvigt, bi-
virkninger eller forgiftning. Hvis der fx noteres et forkert tidspunkt
for blodprevetagning eller en forkert dosering, vil vurderingen af
den anvendte vedligeholdelsesdosis hvile pa et forkert grundlag.
Med henblik pa at sikre en optimal behandling pa intensivafde-
lingen pa Rigshospitalet er der udfert et observationsstudie, hvor
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samtlige trin i behandlingen blev overvaget gennem 13 uger. Data
blev indsamlet for alle patienter, som modtog behandling med
vancomycin i mere end 48 timer.

Patienternes kgn, alder, vaegt, hgjde og nyrefunktion blev re-
gistreret, og hver dag registreredes doser, indgivelsestidspunkter,
tidspunkt for blodprgvetagning og koncentration af vancomycin i
blodprgven. Det blev ogsa registreret, hvis nogle af oplysningerne
manglede.

Blodprgvetagning med henblik pa at fastsaette den optimale dosis.
Foto: iStockphoto.com

Blodprgverne analyseres i laboratoriet. Her bestemmes plasmakoncentratio-
nen af vancomycin. Foto: iStockphoto.com
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For lave doser og darlig timing

Studiet viste, at den indledende dosis var for lav hos en tredjedel
af patienterne, og i 44 procent af blodpragverne var koncentratio-
nen af vancomycin lavere end foreskrevet. Dette tyder pa, at man
generelt brugte for lave doser, hvilket svaekker behandlingens ef-
fekt og @ger risikoen for, at bakterierne udvikler resistens. Derfor
er der udarbejdet nye retningslinjer med hgjere, vaegtbaserede
doser.

Tidspunktet for blodpravetagningen var heller ikke optimalt,
da de fleste af blodprgverne blev taget mere end tre timer far
naeste dosis blev givet, og ikke som foreskrevet umiddelbart inden
indgift. Den malte koncentration vil séledes vaere hgjere end det
sande minimum, hvilket kan veere en af forklaringerne pa, at der
ofte gives for lave doser. Arsagen til, at blodpraverne blev taget
for tidligt, er sandsynligvis, at den daglige rutine pa afdelingen
indebar, at blodpraver blev taget kl. 6.00, mens medicin, der skal
administreres to gange dagligt, indgives kl. 8.00 og kl. 20.00.

Dette uhensigtsmaessige forhold blev rettet i de nye retnings-
linjer, s& vancomycin nu skal gives kl. 6.00 og kl. 18.00. Sygeple-
jerskerne opfatter det som en positiv sidegevinst, at vancomycin
ikke skal konkurrere med alle de mange gvrige laegemidler, der
skal gives kl. 8.00 og kl. 20.

| overraskende mange tilfelde var der sammenfald mellem det
tidspunkt, hvor vancomycin blev gjort klar i medicinrummet og det
dokumenterede tidspunkt for start af indgiften. Dette er selvsagt
en umulighed, og efter naermere undersggelse viste det sig, at
nogle sygeplejersker for “nemheds skyld” registrerede klargering
og indgift simultant. Derfor er der nu udarbejdet et undervisnings-
materiale, som indskaerper vigtigheden af, at det er de korrekte
tidspunkter, som dokumenteres i journalen.

Behandlingen forbedres

De nye retningslinjer, som blev udarbejdet pa basis af resultaterne
fra undersggelsen, er nu blevet implementeret pa afdelingen.

Vi er fortsat i gang med at undersgge effekten af aendringerne,
men haber og tror, at retningslinjerne vil medvirke til at optimere
behandlingen med vancomycin, sa behandlingseffektiviteten kan
@ges, og risikoen for resistensudvikling kan reduceres. m

Styret behandling

En optimal styring af behandlingen med vancomycin hos

kritisk syge patienter, omfatter falgende trin:

e Valg og ordination af startdosis.

e Ordination af blodprave.

e Registrering af indgivet dosis og doseringstidspunkt.

e Registrering af tidspunkt for udtagning af blodprave til
bestemmelse af koncentrationen af vancomycin.

e Afsendelse af blodprgve til analyse.

e Analyse af blodprgve.

e Modtagelse og registrering af resultatet af blodprgven.

e Revurdering af dosis pa baggrund af resultatet, dosis og
indgivelsestidspunkt.

¢ Valg af vedligeholdelsesdosis.

e Ordination af ny blodprave.

e Registrering af indgivet dosis og doseringstidspunkt.

e Stillingtagen til rettidigt ophgr med behandling.



Pa det sociale omrade er venner altafggrende i ungdomsarene. For unge med kroniske sygdomme kan det sociale liv vaere begraenset pa grund af traethed, smerter,
laegebes@g, behandling og langvarige eller gentagne indlaeggelser, og mange unge med kronisk sygdom faler sig ensomme og isolerede. Foto: iStockphoto.com
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Cand.mag. MPH Signe Hanghgj er ph.d.-studerende ved
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Ph.d. Lotte Stig Nergaard er lektor pa Institut for Farmaci.

Det udger et stort problem for patientsikkerheden og folkesund-
heden, at mange patienter ikke tager deres laegemidler som fore-

skrevet. Faktisk er det en meget stor andel af patienterne, som har
svaert ved at passe deres medicinske behandling: 50-80 procent,
nar det gaelder forebyggende behandling, og 30-60 procent, nar
det drejer sig om behandling af kronisk sygdom.

De barrierer, som voksne oplever, blev i 2003 beskrevet af
Verdenssundhedsorganisationen WHO i en meget omfattende
systematisk litteraturgennemgang. Rapporten viste, at voksnes
medicinefterlevelse pavirkes af fem overordnede dimensioner;
faktorer relateret til sundhedssystemet og de sundhedsprofessio-
nelle; sociale og skonomiske faktorer; sygdomsspecifikke faktorer;
behandlingsrelaterede faktorer; og patientrelaterede faktorer.

De fem dimensioner ger sig geeldende bade med hensyn til
det, der pavirker medicinefterlevelsen, og for de interventioner,
som bevisligt er effektive overfor utilstraekkelig medicinefterlevel-
se. De fem dimensioner daekker over mere end 100 enkeltfaktorer.
Et eksempel pa en vigtig enkeltfaktor er patienternes viden om
sygdommen og behandlingen, men der skal ofte meget mere til
end blot information fra en sundhedsprofessionel, far en person,
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som har svaert ved at passe sin medicinske behandling, bliver i
stand til at eendre adfeerd.

Den korte version af WHO's budskab er, at manglende medi-
cinefterlevelse omfatter komplekse problemer, som kraever mul-
tidimensionelle lgsninger, og at viden er en ngdvendig, men ikke
tilstraekkelig forudsaetning for, at folk aendrer leegemiddeladfzerd.

Leegemiddelbrugere er ikke kun voksne personer. Mange unge
anvender medicin i deres dagligdag, selv om unge generelt be-
tragtes som en rask befolkningsgruppe. Realiteten er imidlertid, at
forekomsten af langvarig sygdom blandt unge er stigende.

Det skyldes, at flere bgrn med alvorlige medfadte sygdomme
nu overlever barnearene, samt at hyppigheden af en raekke almin-
delige sygdomme som astma og diabetes er steget. Flere undersg-
gelser viser saledes, at omkring 10 procent af en ungdomsargang
lider af en langvarig sygdom, der pavirker dagligdagen. Det giver
saerlige udfordringer i en livsfase, hvor et vaesentligt tema er ‘at
vaere som de andre’”.

Flere undersggelser viser, at unge i endnu hgjere grad end
voksne har sveert ved at passe en langvarig behandling, og i lgbet
af de sidste ti ar er der kommet starre fokus pa arsagerne til dette.
Forskere fra en lang raekke lande har forsggt at afdaekke, hvilke
barrierer unge med kroniske sygdomme oplever, nar de skal tage
deres medicin. Men indtil nu er resultaterne fra disse undersggel-
ser aldrig blevet analyseret i sammenhaeng. Derfor har forskere fra
Ungdomsmedicinsk Videnscenter pa Rigshospitalet nu samlet og
analyseret alle vestlige studier siden 2000, med fokus pa kronisk
syge unges selvoplevede barrierer imod at passe en medicinsk
behandling.

Alle unge gennemgar i Igbet af fa &r en markant og vigtig bio-
logisk, psykologisk og social udvikling. Denne hastige udvikling
har betydning for, hvordan man lever med en kronisk sygdom,
herunder hvordan man passer en langvarig behandling.

Evnen til abstrakt taenkning, impulsstyring og langtidsplanleeg-
ning styrkes i lgbet af ungdomsarene, og det har stor betydning
for den unges forstaelse af sygdommen og behandlingen og for
kommunikationen med sundhedspersonalet. Neurofysiologisk
forskning har vist, at hjernen ikke er feerdigudviklet ved puber-
tetens afslutning, og at isaer de omrader i hjernen, som styrer
funktioner som planlaegning, opmaerksomhed, impulskontrol og
arbejdshukommelse, er under stadig udvikling frem til midten af
20’erne. | de tidlige ungdomsar er tidsperspektivet almindeligvis
ultrakort, og taenkningen er ofte konkret: »Jeg tog ikke min me-
dicin i gar, og jeg har det o.k. i dag, sa det behgver jeg nok ikke«.
Med tiden forlaenges tidsperspektivet og evnen til at abstrahere
fra det konkrete gges: »Jeg glemte min medicin i gar, og jeg har
det o.k. i dag, men pa leengere sigt gar det ikke pa den made«.

Pa det sociale omrade er venner altafggrende i ungdomsarene.
For unge med kroniske sygdomme kan dette formende sociale liv
med venner vaere begraenset pa grund af traethed, smerter, lee-
gebesag, behandling og langvarige eller gentagne indlaeggelser.
Mange unge med kronisk sygdom fgler sig derfor ensomme og
isolerede fra deres jeevnaldrende.

Litteraturgennemgangen analyserer barrierer blandt unge pa
tveers af 13 kroniske sygdomme, fx gigt, kraeft, astma og diabetes,
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og analysen viser, at unge oplever de samme barrierer, som
voksne ger, fx glemsomhed. Men derudover oplever de ogsa spe-
cifikke barrierer, som er knyttet til deres tilvaerelse som ung.

Sygdommene er meget forskellige, hvad angar behandlings-
byrden i form af antallet af daglige behandlinger og bivirkninger,
samt med hensyn til symptomer og alvor i form af sygelighed eller
dadelighed, hvis behandlingen ikke passes. Men alligevel oplever
unge stort set de samme barrierer pa tveers af diagnoser og be-
handlinger. Det interessante er saledes, at de specifikke barrierer
ikke knytter sig til selve sygdommen, men til det at veere ung.

Som led i unges lgsrivelse fra foraeldrene opstar typisk en raekke
konflikter. Det gaelder selvfglgelig for alle unge og ikke kun for de,
som har en kronisk sygdom, men lgsrivelsen for unge med en kro-
nisk sygdom kan vaere endnu sveerere end for andre unge, fordi
de er bundet til deres forzeldre som felge af foraeldrenes ansvar
for den medicinske behandling i barnedrene.

For foraeldrene kraever det tillid og mod at overgive ansvaret
omkring behandlingen til den unge selv. Konflikterne opstar ty-
pisk, nar den unge ikke varetager behandlingen efter foraeldrenes
anvisninger — fx ved at indtage medicinen pa andre tider af dag-
net — eller nar foraeldrene har svaert ved at overdrage behandlings-
ansvaret i det tempo, som den unge selv gnsker. Unge pa tveers af
diagnoser angiver overvagning fra foraeldre, restriktive foreeldre og
overbeskyttende foraeldre som en arsag til lav medicinefterlevelse.

I takt med Igsrivelsen fra foraeldrene knytter unge staerkere
band til deres jeevnaldrende. Venner far en ny plads i den unges
liv, som dem man betror sig til, og dem man tilbringer mest tid
sammen med. Unge spejler sig i deres jeevnaldrende og gnsker i
hej grad at veere som dem. En kronisk sygdom kan dog betyde,
at man ikke er som de andre. Man stikker ud fra maengden, man
skal have medicin med i tasken, man skal maske madle blodsukker

Unge vil gerne vaere som deres jeevnaldrende, men det er ikke let for langtids-
syge unge. Man skiller sig ud, hvis medicinen altid skal veere i tasken, hvis
man skal male blodsukker i klassen, hvis man er pa diet og ikke kan spise det
samme som vennerne, eller hvis man méa ga tidligt fra festen for at n& hjem og
tage sin behandling til tiden. Derfor springer unge kronikere ofte behandlin-
gen over, og det kan forveerre deres sygdom. Illustration: Regner Lotz



Utilstraekkelig medicinefterlevelse er generelt — bade for voksne og unge — pavirket af fem dimensioner. De fem dimensioner, som er skitseret pa figuren, pavirker
ifalge WHO medicinefterlevelsen bade i form af tilskyndelser til at passe behandlingen og barrierer, som star i vejen for at falge anvisningerne. De fem dimensioner
spiller ogsa ind pa effekten af de tiltag, som fremmer medicinefterlevelsen. lllustration: iStock og Sune Kliborg

i klassen, og man skal maske na hjem pa et bestemt tidspunkt for
at tage sin behandling.

Det er alt sammen medvirkende til, at mange kronisk syge
unge faler sig anderledes og uden for faellesskabet. Langt de
fleste angiver, at det at fgle sig unormal, anderledes og begraen-
set i forhold til sine venner er en kaempe barriere imod at passe
sin behandling. Det er simpelthen lettere at glemme sin sygdom
for en stund, lade medicinen ligge derhjemme, og deltage i det
sociale liv pa lige fod med raske venner.

En del kronisk syge unge oplever endvidere, at forholdet til
laegen kan vaere en barriere imod at passe behandlingen. Nogle
unge oplever, at laegen ikke forsgger at szette sig i deres sted og
ikke forstar vigtigheden af, at behandlingsplanen skal kunne passe
ind i deres liv og rutiner. Andre unge oplever, at laegen taler til
dem, som om de stadigvaek var bgrn, eller at leegen primaert kom-
munikerer til foraeldrene hen over hovedet pa den unge.

Unge har saerlige ressourcer, men ogsa seerlige udfordringer i
et liv med langvarig sygdom og behandling. Der mangler fortsat
viden om, hvordan gruppen af langtidssyge bedst stgttes igennem

En sveer pille at sluge

Unge med kronisk sygdom oplever szerlige barrierer i forhold
til at passe behandling:

e Konflikter med foraeldrene.

e At fgle sig unormal og anderledes end vennerne.
e At fgle sig uden for faellesskabet.

e Darlig leege-patient kommunikation.

ungdomsarene — herunder stgtte til at mestre sygdommen og
passe behandlingen, samtidig med at den unge har et menings-
fyldt ungdomsliv. WHO’s budskab om, at utilstraekkelig medi-
cinefterlevelse omfatter komplekse sammenhaenge, der kraever
multidimensionelle lgsningstilgange, gzelder i allerhgjeste grad for
nutidens unge patienter. =
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Forskeruddannelse baner vej for

Bedre-medicinbrug blandt

barn 1 Uganda

Uganda er et af verdens fattigste lande, og 15 procent af
alle nyfedte born dar, inden de bliver fem ar. | et projekt
samarbejder vi med Makerere Universitetet i Kampala om

at forbedre brugen af medicin til behandling af barn. Des-
uden er vi med til at styrke landets ekspertise pa omradet
gennem uddannelse af ti ugandiske forskere.

Forfattere

Cand.pharm. Ebba Holme Hansen er professor og sektionsleder pa
Institat for Farmaci.

Ph.d. Annette Olsen er lektor og sektionsleder pa Institut for
Veteringer Sygdomsbiologi.

Ph.d. Marianne Stubbe @stergaard er seniorforsker pa Afdeling for
Almen Medicin. Ph.d.

Susan Reynolds Whyte er professor pa Institut for Antropologi.

Barns brug af medicin er et forsgmt forskningsomrade pa globalt
plan og i serdeleshed i fattige lande. Et af verdens fattige lande er
Uganda, som har en bruttonationalindkomst pa 500 US dollar om
aret pr. indbygger, hvilket svarer til ca. en procent af danskernes
gennemsnitsindkomst. Halvdelen af landets befolkning er 15 ar
eller yngre, og 15 procent af de nyfadte bgrn nar ikke at opleve
deres 5-ars fgdselsdag.

Barnene lider af en raekke akutte og kroniske sygdomme som luft-
vejsinfektioner, HIV/AIDS, malaria, parasitinfektioner og epilepsi,
og deres tilstand forveerres ofte af den udbredte underernaering
og fejlernzering. Derfor har de syge bgrn et stort og patreengende
behov for behandling med lzegemidler. Behandlingen kan finde
sted pa offentlige klinikker, i sma private klinikker, i medicinbutik-
ker, hos traditionelle behandlere, i skolen eller i hjemmet. Men
desveerre er bade diagnosticering og behandling ofte utilstraekke-
lig og til tider endda direkte skadelig.

Uganda modtager udviklingsstgtte fra Danmark gennem Danida,
som har valgt at stgtte et tvaerfagligt forskningsprojekt med
henblik pa at fremme en bedre brug af medicin blandt barn.
ChildMed projektet skal ogsa styrke forskningskapaciteten i landet
gennem uddannelse af ti ugandiske forskere: 4 ph.d.-studerende,
2 postdocs og 4 kandidatstuderende. Forskeruddannelsen finder
sted i samarbejde mellem Makerere Universitet i Kampala og
Kgbenhavns Universitet.
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| projektet bliver der sat fokus pa medicinering af fire typer
sygdomme: Luftvejsinfektioner og astma, epilepsi, HIV/AIDS og
schistosomiasis, som er en tropisk ormesygdom. De fire medicine-
ringsscenarier belyser pa hver sin vis fire tvaergaende dimensioner,
som er vigtige og relevante for barns medicinbrug. Disse fire di-
mensioner er diagnoser, selve laegemidlerne, adgangen til dem og
anvendelsen af dem, samt kommunikation om laegemiddelanven-
delse. Desuden analyseres forekomsten og indholdet af politikker
og guidelines af relevans for lzegemiddelbehandling af barn.

Astma hos smabgrn

Hver dag kommer hundredevis af madre baerende pa deres syge
barn til det store Mulago hospital i Ugandas hovedstad Kampala.
Her sidder de i lange raekker og venter pa undersggelse, og hvis
barnet indlaegges efter undersggelsen, sker det pa overfyldte
hospitalssale. Mange af bagrnene har akut luftvejslidelse, hoster og
kan naesten ikke traekke vejret. Den triste realitet er, at hver femte
af disse smabarn der pa hospitalet af vejrtraekningsbesvaer og
udmattelse. Hidtil er de fleste af barnene blevet behandlet med
antibiotika ud fra den antagelse, at de havde lungebetaendelse.

De fire ph.d.-studerende pa billedet er alle i gang med projekter, som skal for-
bedre den medicinske behandling af barn i Uganda. Fra venstre ses Rebecca
Nantanda, Phoebe Kajubis, Simon Muhumuza og Xavier Nsabagasan. Xaviers
projekt er ikke omtalt i artiklen; han undersgger adgang og holdninger til
barnevenlig medicin.



Man behgver ikke at kunne laese ugandisk for at forsta budskabet i denne plakat om sneglefeber: Ingen affgring og vandladning i naerheden af vandet!

| et studie har vi antaget, at en del af bgrnene kunne have akut
sveer astma frem for lungebetaendelse. Symptomerne pa de to
sygdomme ligner nemlig hinanden, og samtidig vidste vi, at der er
meget lidt opmaerksomhed pa astma i Afrika. Ph.d.-studerende
og bernelaege Rebecca Nantanda undersgger derfor, hvad bgrn
indlagt med svaer hoste og vejrtraekningsbesvaer i virkeligheden
fejler. Det sker ved hjaelp af detaljerede diagnostiske kriterier og
undersagelser for lungebetaendelse, astma og andre luftvejssyg-
domme.

Studiet har forelgbig vist, at 40 procent af 600 smabgrn, som
blev indlagt sidste dr med svaer hoste og vejrtraekningsproblemer,
faktisk havde astma. Nogle havde samtidig lungebetaendelse.
Studiet viser 0gsa, at dgdeligheden af luftvejssygdomme hos disse
smabgrn er faldet overraskende meget, efter at studiet har sat
fokus pa astma og givet astmamedicin akut. En anden glaedelig
konsekvens er, at bgrneafdelingen pa Mulago hospitalet i ar har
oprettet et astmaambulatorium. Her vil lzegerne efterbehandle
de smabarn, som har faet diagnosticeret astma under indlaeg-
gelsen. Derfor er der god grund til at forvente, at barnene far en
bedre livskvalitet, fordi de vil vaere mindre syge og undga mange
genindlaeggelser.

At vaere barn med epilepsi

Epilepsi er tre gange sa udbredt i Afrika syd for Sahara som i

den industrialiserede verden. Den forholdsvis store udbredelse af
sygdommen skyldes bl.a. hjerneskader, som opstar i forbindelse
med fadslen, samt at infektioner med parasitter i hjernen kan

forérsage epilepsi. Officielt er der 156 nye tilfaelde om aret pr.
100.000 indbyggere. Men der findes et langt sterre antal men-
nesker med epilepsi, som slet ikke bliver registreret i det offentlige
sundhedsvaesen. Forklaringen er dels, at familierne ikke @nsker at
erkende at et barn har epilepsi, og dels at sundhedsvaesenet ikke
er tilstraekkelig rustet til at yde korrekt behandling.

Flere danske specialestuderende i samfundsfarmaci har undersggt
lokalbefolkningers kontakt med sundhedsvaesenet og analyseret
deres opfattelser af sygdommen og erfaringer med behandlingen.
Undersggelserne viser, at de epilepsiramte er udsat for fordomme
og stigmatisering pa grund af sygdommens natur, hvilket ofte
farer til, at der ikke gives forebyggende behandling. Derfor vil den
epilepsiramte f& krampeanfald, og han eller hun vil méske falde
om med frdde om munden og miste selvkontrollen. | den lokale
fortolkning skyldes disse anfald, at personen er besat af onde
ander.

Pa den baggrund har nogle barn i vores studier oplevet at blive
forfulgt og mobbet i skolen, ja selv slaet af deres lzerere. Selv om
vores bgrneinformanter hungrer efter en almindelig skolegang,
frygter de den ogsa. Hvad nu hvis de far et anfald i klassen eller
skolegarden? Derfor forsgger nogle af dem — og ikke mindst deres
omsorgsgivere — at skjule sygdommen. Som flere af dem sagde,
“er det heldigt, at anfaldene normalt kommer om aftenen og
natten”, for sa opdager naboerne dem ikke. Nogle tror desuden,
at sygdommen er smitsom og undgar derfor samvaer med den
epilepsiramte.
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Denne b

HIV-smittet pige om, at hun
skal huske at tage sin daglige

medicin.

| det offentlige sundhedsvaesen kan bgrnene fa gratis behandling
med medicin, men den lokalt mest anvendte epilepsimedicin kan
medfere slevhed og indlaeringsproblemer i skolen. Desuden er der
kun faste rammer for kontrolundersggelser og nye forsyninger

af medicin pa hospitaler og de sterste sundhedscentre. Mange
foreeldre forstar heller ikke, at sygdommen ikke kureres ved en
enkelt behandling, men kraever langvarig behandling. Derfor
ops@ger lokalbefolkningen de traditionelle behandlere, som sager
at behandle "drsagen”, nemlig de onde ander, med urteafkog og
ritualer.

Der er heldigvis eksempler pa kroniske behandlingsprogrammer
pa sundhedsklinikker, som behandler epilepsi pa en rationel made,
men der er alt for fa af dem. Isaer mgdrene vil ggre naesten hvad
som helst for deres syge barn, men hvis de skal rejse uden for
nabolaget for at opsa@ge en god klinik, skal de bruge penge pa
transport og overnatning og gar endvidere glip af deres indtaegter,
som normalt er pa dagsbasis. Hermed starter en ond cirkel, som
kan betyde, at barnet ikke bliver behandlet med hensigtsmaessig

medicin.
Kommunikation med bgrn om
HIV/AIDS

"Veer forsigtig med hvad du siger”,
advarer barnets bedstemor. “Hun forstar
ikke, hvorfor hun er ngdt til at tage me-
dicin hver dag, og vi synes ikke, at hun
er gammel nok til at vide, at hun er HIV-
positiv”. Der er 27.000 bgrn i Uganda,
der tager antiviral medicin mod HIV, som
de har faet af deres madre. Programmet
vokser, men desveerre er der alvorlige
kommunikationsproblemer knyttet til
medicinering af HIV-positive barn.

Selv om nationale og internationale
vejledninger anbefaler, at barn i un-
derskolealderen skal informeres om
deres sygdom og behandling, er mange
omsorgsgivere tilbageholdende med at
diskutere disse emner. Og hvis bagrnene
ikke faler sig syge, og hvis de ikke forstar, hvorfor de skal tage
medicin, sa er det svaert at praktisere det strenge medicinerings-
regime, som er ngdvendigt for at holde virussen i ave og undga
AIDS i udbrud. Phoebe Kajubis ph.d.-projekt handler om barns
kommunikation omkring sygdommen og om omverdenens kom-
munikation med bgrn, som er i leegemiddelbehandling. Phoebe
har observeret samtaler i klinikker og i klubber for HIV-positive
bern, og hun har interviewet naesten 400 bern i alderen 8-17

ar. Phoebe fandt, at kun halvdelen af bgrnene vidste, at de tog
medicin for HIV.

amse skal minde en

Kommunikationen i hjemmet er ofte vanskelig. To tredjedele af
de HIV-positive bgrn har mistet en eller begge forzeldre til AIDS-
sygdommen, og over halvdelen bor hos omsorgsgivere, som ikke
er deres biologiske foraeldre. Samtidig er HIV/AIDS kendt som en
livsfarlig og miskrediterende sygdom, selv nu hvor behandling er
mere udbredt. Omsorgsgiverne vil gerne beskytte bgrnene fra at
vide, at de har en livstruende sygdom. De mener, at barn ikke kan
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holde pa hemmeligheder, hvorfor de maske vil fortzelle det til an-
dre, hvis de far klar besked. Derudover fandt Phoebe, at hierarki-
ske relationer i hjemmet ger det svaert for barn at stille spargsmal
og at tale med voksne om deres fglelser og bekymringer.

Phoebe Kajubi konkluderer, at sundhedsarbejderne har behov
for undervisning i at tale direkte med barnene, nar de kommer
til klinikken. Derudover har omsorgsgiverne brug for mere stgtte
fra sundhedsarbejderne i den vanskelige kommunikation med
barnene.

Behandling mod sneglefeber giver bivirkninger

I 'en landsbyskole i Jinja distriktet i Uganda stiller bgrnene op i en
lang ke for at tage imod den medicin, som laereren giver dem
mod parasitsygdommen schistosomiasis. Pa dansk kaldes sygdom-
men sneglefeber, fordi de orme, som forvolder sygdommen, pas-
serer gennem snegle i deres livscyklus. Bgrnene er utrygge, fordi
de har hart fra kammerater, at de maske vil fa ondt i maven og fa
kvalme, kaste op og blive svimle. En del af kammeraterne er da
0gsa blevet hjemme fra skole, fordi de ved, at behandlingen skal
forega i dag.

Ugandas kontrolprogram mod sneglefeber bestar af sundhedsop-
lysning til skolebgrnene om sygdommen og dens konsekvenser
samt massebehandling med ormemidlet praziquantel. Ved mas-
sebehandling forstas behandling uden foregaende diagnose. Det
kan man gere, fordi praziquantel er sa sikkert et stof, at det er i
orden at behandle personer, som ikke er smittet med sygdommen.
Ideen med at behandle barnene hvert ar er at holde smitteniveau-
et i miljget nede, fordi smittede bgrn udskiller ormenes a&g med
urin og affering. Mélet er desuden at opna, at ingen barn far sa
store parasitbyrder, at det gdelaegger deres organer. Udfordringen
er at fa bgrnene til at slutte op om en behandling, der gar dem
darligt tilpas, nar de ikke faler sig syge.

Den lave tilslutning til behandlingen er et stort problem, og Simon
Muhumuza prever i sit ph.d.-arbejde at finde Igsninger pa det.
Projektet har vist, at de vigtigste arsager til den lave tilslutning er
barnenes angst for medicinens bivirkninger, at de ikke ved nok-om
sygdommen, samt at skolelaererne ikke bakker op om behand-
lingsprogrammet. Det er velkendt, at praziquantels bivirkninger er
vaerst, hvis medicinen spises pa tom mave, sa projektet har forsagt
at forbedre tilslutningen ved at sgrge for, at bgrnene far lidt mad,
inden de behandles. Saledes har bgrnene i 6 skoler faet intensi-
veret sundhedsoplysning plus lidt mad inden behandlingen, mens
barnene i 6 andre skoler kun har faet sundhedsoplysning. Resul-
tatet var entydigt og viste, at barnenestilslutning var signifikant
hajere og antallet af bivirkninger signifikant lavere i de skoler, hvor
bernene blev tilbudt mad. Den hgijere tilslutning til behandlingen
kunne ogsa ses i en-markant-nedgang i antallet af barn -med
sneglefeber.



kroppen
T

Nar medicin omdannes og nedbrydes i kroppen, kan der
dannes giftige metabolitter, som medfarer bivirkninger.
Derfor er det nadvendigt at rade over teknikker, der kan
teste leegemidlers omszetning i stofskiftet. Vi har udvik-
let et unikt og simpelt system til at studere lsegemidlers
metabolisme.
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Efter indtagelse af et leegemiddel omdannes og nedbrydes medici-
nen i kroppens stofskifte, fx ved en hydroxylering, hvor der heeftes
en hydroxylgruppe (-OH) pa lzegemiddelstoffet, eller ved en de-
methylering, hvor der fraspaltes en methylgruppe (-CH,). En sadan
metabolisering kan pavirke laegemidlets effekt, og desuden kan
omdannelsen til nye stoffer medfare bivirkninger eller fa indfly-
delse pa virkningstiden i kroppen. Typisk vil en hydroxylering gare
lzegemiddelstoffet mere vandopleseligt, hvorved det hurtigere
bliver udskilt gennem nyrerne.

De fleste metabolitter vil ligesom laegemidlet have en gavnlig
virkning, men der kan ogsa dannes toksiske metabolitter, som
medferer ugnskede bivirkninger. En szerlig gruppe af disse giftige
stofskifteprodukter er reaktive metabolitter, som er meget svaere
at detektere, fordi de hurtigt omdannes yderligere pa grund af
deres hgije reaktivitet.

Ved udvikling af nye laegemidler er det derfor ngdvendigt at rade
over teknikker, som kan teste, hvordan laegemidler omdannes og
nedbrydes i kroppen, sa man undgar ubehagelige overraskelser,

nar medicinen skal afprgves pa dyr eller mennesker.

Simpelt system viser
la2egemidlers omdannelse |

De traditionelle metoder til at studere laegemidlers metabolisme er
meget tidskraevende og vil ofte ikke vaere i stand til at detektere
reaktive metabolitter af lzegemiddelstoffet, fordi der gar for lang
tid mellem prgvetagningen og den kemiske analyse. | samarbejde
med Oslo Universitet har vi udviklet et simpelt og effektivt model-
system, som med kun fa sekunders forsinkelse kan fglge metabo-
lismen af leegemidler ved hjzelp af massespektrometri. Metoden
identificerer de enkelte metabolitter ved at bestemme deres masse
/ladningsforhold og maler Igbende deres koncentration i praven.

Massespektrometri kraever oprensede prgver, og grundstenen i
systemet er derfor en effektiv oprensning af de biologiske praver.
Oprensningen er baseret pa en metode, som kaldes elektromem-
bran-ekstraktion, og ekstraktionscellen er koblet direkte til mas-
sespektrometret, hvilket muligger de hurtige analyser.

Efterligner leveren

De fleste laegemidler metaboliseres i leveren, og derfor efterligner
systemet forholdene i leveren. Omsaetningen af leegemidlet fore-
gar i et lille termostatstyret reaktionskammer, der kan indeholde

1 ml reaktionsblanding, som bestar af en fysiologisk buffer med
naeringssalte samt mikrosomer fra rottelever. Mikrosomerne
dannes ved homogenisering af levervaev, og de indeholder en stor
del af de enzymer, som metaboliserer lzegemidler. Reaktionskam-
meret er udstyret med en elektromembran-ekstraktionscelle, som
selektivt kan ekstrahere leegemiddelstoffet og dets metabolitter
og sende stofferne videre til massespektrometret.

Elektromembranen bestar af porgs plast med en masse sma
porer. Vand vil ikke traenge ind i disse porer pa grund af overfla-
despaendingen, men hvis man dypper membranen i et organisk
oplasningsmiddel, vil oplgsningsmidlet fylde porerne og danne en
membran af olie.
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Oliemembranen fungerer nu som en fysisk barriere, som adskiller
den komplekse biologiske prgve i reaktionskammeret fra en ren
vandig oplgsning pa indersiden af membranen.

Ekstraktion via elektrisk spaending

Laegemiddelstoffet og metabolitterne ekstraheres selektivt
fra reaktionsblandingen ind gennem membranen, og via et
tyndt rer — et kapillar — sendes stofferne videre til analyse i
massespektrometret.

Selve ekstraktionen sker ved at pafere et spaendingsfald hen
over membranen fx ved hjaelp af et almindeligt 9 volts bat-
teri. Basiske laegemidler er positivt ladede ved fysiologisk pH i
reaktionsblandingen, og den negative elektrode anbringes derfor
pa den anden side af membranen, hvorved spaendingsforskellen
traekker de positivt ladede laegemiddelstoffer og metabolitter
gennem membranen og ind i kapillaret. Buffersalte og sma ioner
som natrium kan ikke passere membranen pa grund af deres ringe
opleselighed i den organiske oliemembran, og derved undgar
man, at saltene volder problemer i massespektrometret og i sidste
ende gdelaegger instrumentet.

Den vandige oplgsning i kapillaret har et meget lille volumen, og
det bevirker, at de ekstraherede stoffer opnar en hgjere koncentra-
tion, end de havde i reaktionsblandingen. Dette er en stor fordel,
fordi opkoncentreringen medfarer, at systemet kan detektere stof-
fer, der kun forekommer i meget lave koncentrationer i reaktions-
Foto: Tommy Panduro. blandingen.
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Skitsen viser forsggsopstillingen. En oplgsning med et laegemiddelstof tilsaettes reaktionskammeret, hvor kroppens metabolisme i leveren simuleres.
Laegemiddelstoffet og dets omdannelsesprodukter ekstraheres selektivt gennem elektromembranen. Derpa bestemmes metabolitternes struktur og
mangder over tid i massespektrometret. lllustration: Sune Kliborg
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Direkte ind i massespektrometret

Ekstraktet fra oprensningen pumpes kontinuerligt videre gennem
det kun 100 pym tykke kapillar hen til massespektrometret med

et flow pa 5 pL i minuttet. Ved at palaegge en stor spaending pa
2000-3000 volt mellem enden af kapillaret og indgangen til mas-
sespektrometret, kan man fa overskud af positive ladninger i de
bittesma draber, der dannes for enden af kapillaret.

Den hgje spaending treekker de ladede drdber hen mod indgangen
til massespektrometret, hvorved der sker en effektiv forstavning
af praven. Draberne vil terre ind undervejs, og den ekstra ladning
ioniserer indholdsstofferne, sa de far en ladning, nar de kommer
pa gasform. Sadanne ioniserede molekyler kan detekteres i mas-
sespektrometret, som adskiller de forskellige indholdsstoffer ud
fra deres masse/ladningsforhold.

Massespektrometret kan lgbende male massen og koncentra-
tionen af leegemiddelstoffet og de metabolitter, der er blevet
ekstraheret. Tilmed kan metoden bruges til strukturopklaring af
stofferne. De kemiske strukturer kan bestemmes ud fra massen

af de enkelte stoffer, men instrumentet kan ogsa justeres til at

sla molekylerne i stykker og veje de enkelte dele, og det giver
information om, hvor i molekylet de forskellige kemiske grupper er
placeret. P4 den made kan man fx opklare, hvor i et leegemiddel-
stof, der er sket en hydroxylering.

Metabolisering af laagemidler

Ved brug af den nye metode har vi studeret omdannelse og ned-
brydning af flere forskellige leegemidler. Et eksempel er amitripty-
lin, som er et antidepressivt lsegemiddel. Metabolismen af dette
leegemiddelstof er kendt, og vi har derfor kunne bruge det til at
validere vores system, som fungerer efter hensigten.

Hvilken information kan man opna med systemet? Vi far et hurtigt
overblik over, hvilke metabolitter af et laegemiddel, der dannes
over tid, og samtidig kan vi bestemme den forventede halve-
ringstid for stoffet i kroppen. Ydermere kan systemet pa grund af
opkoncentreringen og den korte analysetid detektere og struktur-
bestemme reaktive laegemiddelmetabolitter, som hurtigt omdan-
nes videre. Systemet vil sdledes kunne bruges til karakterisering

af, hvordan nye laegemiddelkandidater metaboliseres i kroppen.
Samtidig er det en praktisk fordel, at systemet har et meget lille
forbrug af bade prgve og enzymer.

Forskningsgruppen har netop faet godkendt og bevilliget penge
fra EU til at anseette en ph.d.-studerende, som skal arbejde med
systemet, og vi ser et stort potentiale for analyserne inden for
lzegemiddelforskning. m

Analyse af et antidepressivt laegemiddelstof

Nar metaboliseringen af et leegemiddelstof skal undersgges,
fyldes reaktionskarret fgrst med en fysiologisk buffer, som
opvarmes til 37 °C. Efter ca. fire minutters opvarmning til-
saettes det laeegemiddel, vi gnsker undersggt; i dette tilfeelde
det antidepressive laegemiddelstof amitriptylin. Laegemid-
delstoffet, som har massen 278 g/mol, kan nu males med
massespektrometret. Efter tilsaetningen, som er markeret
med (a) i figuren, stiger signalet for amitriptylin kraftigt,
indtil niveauet bliver konstant efter et minuts tid.

Derpa tilsaettes mikrosomer fra rottelever (b), hvorefter
signalet for laegemiddelstoffet falder lidt. Det skyldes, at
amitriptylin delvist bindes til enzymer i mikrosomerne, hvor-
ved den frie maengde af amitriptylin i oplasningen reduceres.
Selve metabolismen starter, nar der tilsaettes nikotinamid-
adenin-dinukleotid-fosfat til reaktionsblandingen (c). Signalet
for amitriptylin begynder derefter straks at falde, fordi laege-
midlet nu omdannes til metabolitter med andre masser.

Hastigheden af metaboliseringen kan males ud fra intensite-
ten af signalet i massespektrometret som funktion af tiden,
hvorved lzegemidlets halveringstid kan bestemmes. Ligeledes
kan dannelsen af de forskellige metabolitter felges over tid
ved brug af massespektrometret. | den viste karsel ses dan-
nelsen af metabolitterne nortriptylin med en masse pa 264
g/mol, hydroxyamitriptylin med en masse pa 294 g/mol og
dihydroxyamitriptylin med en masse pa 310 g/mol.
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Signalet fra massespektrometret viser omdannelsen af det antidepressive
leegemiddel amitriptylin og dannelsen af metabolitterne over tid.

AT = amitriptylin (sort), NT = nortriptylin (orange), AT-OH = hydro-
xyamitriptylin (bld), AT-2(OH) = dihydroxyamitriptylin (violet).
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Nyt princip til forleenget smertebehandling af gigt:

Medicindepot dannes

efter injektion

Depotmedicin til smertebehandling af gigtpatienter injice-
res normalt i faerdig form i det ramte led, hvorpa medici-
nen frigives over en periode. Et nyt og lovede princip er at

injicere lagemiddelstoffet som en prodrug-oplesning, der
danner depotet pa injektionsstedet. Sadanne praeparater
kan afhjeelpe et stort behov for behandlinger, hvor virknin-
gen skal vare 7-10 dage.
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De fleste laegemidler indtages som tabletter eller injiceres direkte
i en vene. | begge tilfaelde transporteres laegemiddelstoffet hen til
virkningsstedet med blodet. Det er den eneste realistiske metode,
nar malstedet i organismen ikke er samlet i en kropsdel, eller nar
lzegerne skal behandle svaert tilgaengelige organer dybt inde i
kroppen. Ulempen ved tabletter og injektioner i blodbanen er
imidlertid, at blodet ogsa bringer det aktive stof hen til alle andre
vaev og organer, som sdledes ungdigt udsaettes for laegemiddel-
stoffet.

Hvis man kan malrette laegemiddelstofferne, sa de kun trans-
porteres til madlomradet, er det muligt at minimere den indgivne
dosis og dermed reducere risikoen for ugnskede bivirkninger. En
lokal og tillige forlaenget virkning kan opnas i tilfaelde, hvor det
er muligt at placere et medicindepot teet pa virkningsstedet, fx et
depotplaster eller et injiceret depotpraeparat, hvorfra leegemiddel-
stoffet frigives langsomt over en periode.

I sidstnaevnte sammenhaeng er der et udtalt behov for nye
teknologier til behandling af de store gigtsygdomme som slidgigt.
Det samme geelder for smertebehandling efter mindre kirurgiske
indgreb i kroppens led, fx kikkertoperationer. Sportsskader, der
medferer ledbetaendelse, er et tredje omrade, hvor der er brug for
innovative behandlingsmuligheder, hvor virkningen skal vare 7-10
dage.

Depotlaegemidler til injektion

Leegemiddelstoffer kan pa forskellig vis indlejres i depoter, som

er sammensat af farmaceutiske hjaelpestoffer. | depotpraeparater
til injektion kan hastigheden for laegemiddelstoffets frigivelse — i
det mindste delvist — styres via valget og sammensatningen af
hjeelpestofferne. Laegemiddelstoffet kan fx indlejres i bionedbry-
delige mikrosfaerer; en slags mikrokugler. Denne metode anvendes
i et langtidsvirkende steroidpraeparat til indsprejtning i led, som er
under udvikling. Leegemidlet, der skal lindre smerteepisoder ved
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| leddet

slidgigt, afpreves for tiden i kliniske forseg med patienter.

Det er karakteristisk for denne type af partikulzere depoter, at
indholdet af det aktive lazegemiddelstof typisk kun udger 10-20
procent eller mindre af depotpraeparatets samlede vaegt. Partiku-
lzere depoter omfatter ogsa mikrokrystallinske opslaemninger, hvor
de faste krystallinske partikler bestér af et tungtopleseligt laege-
middelstof eller af et prodrug, som spaltes pa stedet og derved
frigiver laegemiddelstoffet.

Injicerbare suspensionspraeparater indeholder kun et minimum
af farmaceutiske hjaelpestoffer. Dette er en klar fordel for depoter,
der skal injiceres direkte i led, fordi risikoen for en lokal irritati-
onsreaktion stiger med maengden af veaertsfremmede partikler,
som laegges ind i ledhulen. Sadanne praeparater, der kan injiceres
i led som knae og albuer, har siden 1960’erne vaeret anvendt til at
mindske smerter og betaendelsestilstande hos gigtpatienter over
en tidsbegraenset periode. Varigheden af virkningen er her bl.a.
styret af det enkelte prodrugs oplaselighed samt af starrelsen og
diameteren af de faste partikler.

Dyr sterilisation

Mikrokrystallinske oplasninger udger ved farste gjekast et relativt
ukompliceret formuleringsprincip for depotlaegemidler til injek-
tion. Den generelle anvendelighed af princippet kan dog vaere
begraenset af to forhold.

For det farste vanskeliggeres fremstillingsprocessen af, at det
feerdige produkt skal veere sterilt. Sterilisation er omkostnings-
kraevende og udger en betydelig produktionsteknisk udfordring
for alle partikulaere praeparater til injektion. For det andet kan
det vaere svaert at sikre en tilstraekkelig fysisk stabilitet af sddanne
suspensioner under opbevaring. Her taenkes fgrst og fremmest pa
andringer i fordelingen af partikelsterrelsen under lagringen. 4n-
dringer i denne parameter pavirker partiklernes samlede overflade
og dermed den hastighed, hvormed det aktive laeegemiddelstof
oplases og bliver i stand til at udgve sin farmakologiske aktivitet.

Depotdannelse pa injektionsstedet

Ved udvikling af depotpraeparater til injektion har man forsggt at
omga ovennavnte problemstillinger ved design af nye formule-
ringsprincipper, som er kendetegnet ved, at en prae-formulering
med det oplaste leegemiddelstof og alle de gvrige ingredienser
forst danner det egentlige depot pa injektionsstedet, fx i form af
en hydrogel.

Dannelse af hydrogeler med indesluttet leegemiddelstof
kan opnas ved at oplgse laegemiddelstoffet sammen med visse
polymerer. Praeparatet er en oplgsning ved stuetemperatur, men
danner en gel ved temperaturer over 34-36 °C. Depotgelen dan-
nes med andre ord farst, ndr preeparatet injiceres i en 37 °C varm
krop.

Indlejring af de aktive leegemiddelstoffer i bionedbrydelige
mikrokugler kan opnas ved at oplase laegemiddelstoffet og visse



polymerer i et vaevsforligeligt oplesningsmiddel. Efter injektion ud-
feeldes polymererne med indesluttet leegemiddelstof ved kontakt
med den vandige vaevsvaeske. Herefter frigives laegemiddelstoffet
langsomt over tid fra det nydannede depot.

For tungtopleselige laegemiddelstoffer kan der fremstilles
prae-formuleringer ved at oplgse laegemiddelstoffet ved hjaelp
af vandopleselige oplgselighedsfremmende hjaelpestoffer. Efter
injektion af prae-formuleringen feelder laegemiddelstoffet ud og
det suspensionsbaserede depot dannes.

Oget effekt og faerre bivirkninger

I dag indgar brug af en gruppe laegemiddelstoffer, som kaldes
non-steroid-antiinflammatoriske stoffer (NSAID), i den postope-
rative smertebehandling efter mindre kirurgiske indgreb i led. Et
velkendt eksempel pa et sadant laegemiddelstof er ibuprofen, som
indtages i tabletter til behandling af feber, slidgigt og smerter —
isaer inflammatoriske smerter, som skyldes betaendelse. Optimal
anvendelse af disse laegemiddelstoffer i tabletform begraenses
imidlertid af en risiko for bivirkninger i mave-tarmkanalen i form
af kvalme, opkastninger, mavesmerter og gget risiko for mavesar.
Bivirkningerne kan opsta selv efter kort tids brug, og hyppigheden
af dem stiger med ggede doser.

Nar det gaelder behandling af slidgigt og sportsskader i led, er
det derfor langt fra ideelt at indtage den smertestillende medicin
i tabletter. For oral NSAID behandling gaelder det nemlig, at kun
omkring 1/3.000 af dosis nar frem til et givent led, fx et knae.
Hvis man i stedet injicerer leegemidlet direkte i det beskadigede
knaeled, vil den smertestillende effekt teoretisk set kunne opnas
med 0,03 procent af den oralt indgivne dosis. Ud over en markant
reduktion af bivirkningerne har direkte injektion i leddet den store
fordel i forhold til oral terapi, at man kan opna en vaesentlig hgjere
koncentration af laegemiddelstoffet i virkningsomradet, hvilket
resulterer i en bedre smertelindring. Safremt behandlingen skal
straekke sig over laengere tid, kan det anvendte laegemiddelstof
med fordel injiceres i form af et depotpraeparat.

Ny prodrug-strategi

Vi undersgger nu, om den nye strategi med injektion af en prae-
formulering, som danner et suspensionsbaseret depot ved injekti-
onsstedet, kan bruges til lokal smertebehandling i led. Her er det
imidlertid en udfordring, at dannelsen af depotet forudseetter, at
det anvendte NSAID lzegemiddelstof er relativt tungtoplgseligt
omkring neutral pH, hvilket kun er tilfaeldet for ganske fa af de
klinisk anvendte stoffer. Langt de fleste af leegemiddelstofferne,
fx diclofenac og ibuprofen, indeholder en carboxylsyregruppe,
som vil vaere ioniseret, og dermed bliver stoffet let opleseligt ved
fysiologisk pH 7.4. Disse laegemiddelstoffer er derfor oplgselige i
ledvaesken og kan ikke i sig selv fare til den gnskede dannelse af
medicindepotet pa stedet.

Prodrug-princippet er tidligere blevet brugt til at fremstille

o

Nér gigtsmerter behandles med tabletter, fordeles medicinen i hele kroppen.
Derfor er det ngdvendigt med store doser for at lindre patientens smerter, og
det medfarer en risiko for bivirkninger. Hvis et depotpraeparat med laegemid-
delstoffet i stedet injiceres direkte i det gigtramte led — her knaeet — kan man
opna en bedre smertelindring med mindre doser, og samtidig reduceres
bivirkningerne markant, fordi leegemidlet ikke fordeles i hele kroppen.
lllustration: Henning Dalhoff

tungtoplaselige udgaver af laegemiddelstoffer, og derfor ville
det veere relativt nemt at fremstille et tungtoplaseligt prodrug af
diclofenac. | stedet for at anvende sadanne prae-formuleringer,
hvor prodrugget er oplast ved brug af opleselighedsfremmende
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hjaelpestoffer, har vi forfulgt en helt ny strategi til dannelse af et
depot af prodrugget ved injektionsstedet.

Vi har saledes syntetiseret en raekke esterprodrugs af bl.a.
diclofenac, som er karakteriseret ved, at transportgruppen inde-
holder et nitrogenatom, hvilket gar forbindelserne svagt basiske.
Sadanne svage baser vil vaere ioniserede og dermed oplgselige
i en vandig oplgsning ved svag sur pH, men ikke-ioniserede ved
fysiologisk pH 7.4. Det indebaerer, at prodrugget teoretisk set vil
vaere omkring 5000 gange mere oplgseligt i en vandig oplgsning
ved pH 3.4 end i ledvaesken.

Patentans@gning og firma

Dannelsen af et suspensionsdepot pa injektionsstedet kan saledes
opnas ved at bringe en svagt sur oplgsning af et diclofenac-
prodrug i kontakt en vandig oplgsning som fx ledvaeske. Det
indebaerer, at diclofenacs koncentration og opholdstid i ledvaesken
nu primaert afhaenger af prodruggets oplaselighed i ledvaesken
samt af dets falsomhed for enzymspaltning.

| et pilotfors@g har vi indsprgjtet en svagt sur oplasning af et
diclofenac prodrug i rotteknae. Forsgget varede fire dage. Alle
blodprgverne, som blev udtaget i lgbet af perioden, indeholdt
diclofenac, og efter forsggets afslutning indeholdt de injicerede
rotteknae fortsat analyserbare maengder af det faste prodrug.
Det viser, at laagemiddelstoffet som gnsket frigives langsomt fra
depotet.

Opfindelsen er daekket af en patentansggning og har dannet
grundlag for etablering af Dep-Xplora ApS, som er et spinout
firma fra Kgbenhavns Universitet. Seed Capital er medinvestor. m

Injektion i
vaeskeform  frigives
over tid
Medicindepot
dannes pa

e L iddelstof
injektionsstedet S S

V)

Prodrug

lllustration: Henning Dalhoff
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Prodrug-princip til dannelse af suspensionsdepot
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Formal: Gar det muligt at
injicere en vandig oplasning
af prodrugget lokalt i leddet.

Formal: Prodrug faelder ud efter
kontakt med ledvaeske og der-
med dannes suspensionsdepotet.

Prodrugs og prae-formuleringer

Et prodrug dannes ved at binde en
sakaldt transportgruppe til leegemid-
delstoffet, hvorved der dannes en ny
kemisk forbindelse — prodrugget. Bin-
dingen mellem de to molekyler spaltes
efter optagelsen i organismen, hvor-
ved det oprindelige laegemiddelstof
gendannes. Spaltningen sker typisk
ved hjalp af enzymer, som findes i det
behandlede vaey, i blodet eller i leve-
ren. Ved at vaelge transportgrupper
med forskellige egenskaber kan man
fremstille prodrugs med eksempelvis
haijere eller lavere vandoplgselighed,
@get stabilitet eller starre evne til at
treenge over biologiske membraner,
end selve det aktive leegemiddelstof
har.

Prae-formuleringer kan fremstilles som
oplgsninger, der indeholder prodrug-
get samt de nadvendige hjzelpestoffer.
Efter injektion af prae-formuleringen
dannes det egentlige medicindepot pa
injektionsstedet. Herfra frigives laege-
middelstoffet gradvist over en periode
pa en uge eller lengere.

lllustration: Henning Dalhoff



Vaccination 1 slimhinderne

skal forhindre

sygdomsfremkaldende
mikroorganismer at na ind |

kroppen

Mange sygdomsfremkaldende mikroorganismer invaderer
kroppen gennem vores slimhinder og satter derved det na-
turlige forsvar i slimhinderne ud af spillet. Vaccination kan
forebygge infektionerne, men mange eksisterende vacciner

inducerer ikke tilstreekkelig immunitet i slimhinderne til at
hindre mikroorganismer i at bryde gennem dem. Derfor ud-
vikler vi nye vacciner, som kan gge slimhindeimmuniteten
og stoppe indtreengning af patogener.

Forfattere

Ph.d. Camilla Foged er lektor pa Institut for Farmaci.

Ph.d. Pall Thor Ingvarsson er akademiker pa Statens Serum Institut.
Ph.d. Frank Follmann er akademiker pa Statens Serum Institut.
Ph.d. Dennis Christensen er akademiker pa Statens Serum Institut.
Ph.d. Hanne Marck Nielsen er lektor pé Institut for Farmaci.

Slimhinder daekker kroppens indre overflader i naesen, lungerne,
munden, mavetarmkanalen og kgnsorganerne, og her udggr de
en stor del af kroppens barriere mod det ydre miljg. Slimhinderne
beskytter det underliggende vaev mod fremmede stoffer og
mikroorganismer ved hjzelp af naturlige forsvarsmekanismer, som
bade bestar af fysiske barrierer og af immunforsvaret i slimhin-
derne — det mukosale immunsystem. Nogle mikroorganismer er
imidlertid i stand til at bryde igennem barrieren og inficere krop-
pen. Det geelder eksempelvis for luftvejsinfektioner som tuberku-
lose og influenza, infektioner i kensorganerne som klamydia samt
infektioner i mavetarmkanalen som salmonella.

Vaccination har igennem de sidste drhundreder vist sig at
vaere en effektiv og billig metode til at forebygge en lang raekke
alvorlige infektionssygdomme. Alligevel er der stadig mange
infektioner, som ikke kan forebygges ved vaccination. En vaesentlig
arsag er, at vacciner traditionelt indgives ved injektion i muskler,
hvilket ofte ikke inducerer en tilstraekkelig grad af immunitet i
slimhinderne. Derfor er vaccinerne ikke er i stand til at forhindre,
at mikroorganismerne traenger igennem slimhinderne og kommer
ind i kroppen. Lokal vaccination direkte pa slimhinderne har vist
sig at veere en lovende metode til at inducere slimhindeimmunitet.
At opna dette er dog en seerlig udfordring og stiller mange krav til
design af vaccinen.

Kroppens naturlige forsvar i slimhinderne

Kroppens barriere i slimhinderne mod indtreengende mikroorga-
nismer udgeres af flere lag, som varierer alt efter deres anatomi-
ske placering og funktion, men den overordnede opbygning er
ens for alle slimhinder. En vaesentlig bestanddel er et til flere lag af
epitelceller, der hviler pd en basalmembran understgttet af binde-
vaev, som udger forbindelsen mellem slimhinden og de underlig-
gende vaev. | nogle omrader af kroppen, fx i mundhulen, er der
flere lag epitelceller, fordi epitelet skal beskytte det underliggende
vaev mod den mekaniske pavirkning under tygning. | andre om-
rader, fx i lungerne og i tarmene, bestar epitelet kun af et enkelt,
tyndt cellelag, fordi afstanden til blodbanen skal vaere kort for at
sikre en hurtig optagelse af henholdsvis ilt og naeringsstoffer.

Epitelet er i reglen daekket af et slimlag af mere eller min-
dre tyktflydende karakter. Slimlaget — mukus — bestar foruden
vand hovedsagligt af muciner, som er store og negativt ladede
proteiner. Mucinerne danner et meget forgrenet netvaerk med
porestarrelser fra fa nanometer til flere mikrometer afthaengig af
den anatomiske placering. Nogle slimhinder, fx i de gvre luftveje,
er daekket af fimrehar, som via mekaniske bevaegelser fjerner det
materiale, der bliver fanget i slimlaget.

Foruden denne fysiske barrierefunktion er slimhinderne beskyt-
tet af immunologiske forsvarsmekanismer. Det immunologiske
forsvar er saerligt vigtigt i slimhinder, der konstant udsaettes for
angreb af mikroorganismer, hvilket fx er tilfaeldet i tarmene og
luftvejene. Det mukosale immunforsvar kan forhindre mange in-
fektioner gennem slimhinderne og fungerer i princippet uafthaeng-
igt af det systemiske immunsystem, selv om forsvaret udfgres af
de samme typer immunceller.

Det mukosale immunforsvar er karakteriseret ved, at immuncel-
lerne udskiller en bestemt type antistoffer, immunoglobulin A, i
slimlaget. Her binder antistofferne sig til mikroorganismerne pa
infektionsstedet og hindrer dem i at seette sig fast pa det underlig-
gende epitel. Denne neutralisering forhindrer infektion, reducerer
virulens og hindrer mikroorganismerne i at sprede sig. Desuden
spiller rekruttering af T-celler en vaesentlig rolle. Med hensyn til
vaccination kan slimhindeimmunitet opnas ved at indgive vac-
cinerne direkte pa slimhinderne, og derfor er der behov for at
udvikle saerlige vacciner til mukosal administration.
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Slimhinder udger den starste graenseflade mellem kroppen og det ydre miljg, bl.a. i luftvejene (lilla), mavetarmkanalen (gren) og kensvejene (bld). Slimhinder-

nes forsvar mod indtraengende mikroorganismer udgeres af fysiske barrierer som slimlaget, fimreharene og epitelcellerne samt af det mukosale immunsystem.
Slimhindernes immunforsvar fungerer iscer via en saerlig type antistoffer, sekretorisk immunoglobulin A (slgA), som udskilles ud i slimlaget. Antistofferne binder sig
til mikroorganismer pé infektionsstedet, hvilket forhindrer dem i at saette sig fast pa det underliggende lag af epitelceller. Mikroorganismer, der formar at traenge
igennem epitelet og ind i kroppen, optages af dendritiske celler, som migrerer til lymfeknuderne, hvor de aktiverer antigen-specifikke T-celler. Disse T-celler migrerer

tilbage til slimhinderne, hvor de bekaemper infektionen. lllustration: Henning Dalhoff

Moderne vacciner

Tidligere anvendte man svaekkede eller inaktiverede bakterier som
vacciner, men moderne vacciner er sakaldte subunitvacciner, som
kun bestar af en eller flere isolerede komponenter — antigener —
fra den sygdomsfremkaldende mikroorganisme. Disse vacciner
har den store fordel, at de besidder en meget hgj renhedsgrad,
hvorfor brugen af dem ikke udgar nogen sikkerhedsrisiko for
mennesker.

Prisen for den hgje sikkerhed er, at man har fjernet de sakaldte
patogen-associerede molekylaere mgnstre, som immunsystemet er
tilpasset til at genkende og reagere pa. Derfor er det ngdvendigt
at tilsaette hjaelpestoffer til vaccinerne. Hjzelpestofferne bestar
ofte af drug delivery systemer som nanopartikler, der afleverer
antigenet til immunsystemet pa den rette made, samt af immun-
potensatorer, som stimulerer eller modulerer aktiveringen af et
beskyttende immunrespons.

| et samarbejde mellem Kgbenhavns Universitet og Statens
Serum Institut arbejder vi pa at udvikle effektive hjeelpestoffer til
subunitvacciner baseret pa positivt ladede nanopartikler af lipider,
som kaldes liposomer. Disse liposomer indeholder det kationiske
og overfladeaktive stof dimethyldioctadecylammoniumbromid
(DDA) og immunpotensatoren trehalosedibehenat (TDB).

Systemet, som kaldes CAFO1, har vist sig at vaere meget effek-
tivt og sikkert i dyreforsgg, og det er allerede testet i mennesker.

I et nyligt afsluttet Ph.d. projekt under Centre for Nanovaccine
finansieret af det Strategiske Forskningsrad har vi udviklet terre
mikropartikler baseret pa systemet, som er skraeddersyet til indgi-
velse i luftvejene.

Design af vacciner til lungerne

Administration of vacciner direkte pa lungernes slimhinder stiller
saerlige krav til vaccinedesignet, fordi man skal sikre, at vaccinen
rent faktisk nar hen til det gnskede sted efter inhalation. Samtidig
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skal man undga, at vaccinen fanges og inaktiveres af de selvsam-
me forsvarsmekanismer, der beskytter slimhinderne. Inhalation af
vacciner er en ikke-invasiv metode, hvor patienterne undgar brug
af nal og sprajte, hvilket de fleste helst er fri for.

Imidlertid er der mange faktorer at tage i betragtning ved
design af en pulverbaseret luftvejsvaccine. Deponering af partikler
i lungerne afhanger nemlig af den sakaldte aerodynamiske
diameter af partiklerne, som er et mal for partiklernes geometriske
starrelse og deres densitet. Partikler i stgrrelsesordenen 1-5 pm
deponeres i de mindste luftsaekke, alveolerne, mens stgrre partik-
ler med diametre pa 5-10 um deponeres i de gvre luftveje. Meget
sma partikler deponeres ikke og udskilles for det meste med udan-
dingsluften. Ved at designe partikler med specifikke karakteristika
kan man derfor meget praecist ramme det sted i lungerne, hvor
vaccinen skal virke.

Flere metoder kan anvendes til at fremstille pulverpartiker med
vaccinen til inhalation. Vi har anvendt spraytarring og sprayfry-
setgrring, som giver god mulighed for at skraeddersy de tarre
partiker til at have egenskaber, sa de deponeres praecist pa det
sted i lungerne, hvor de virker bedst. Ved indbygning af vaccinen i
et tart pulver opnar man, at vaccinerne bliver varmestabile, hvilket
er en stor praktisk fordel, da det ikke er ngdvendigt at opbevare
vaccinerne kgligt. Terring af vacciner rummer dog saerlige udfor-
dringer, fordi de indeholder antigener og nanopartikler, som let
gdelaegges ved tarring. Derfor tilsaettes en stor maengde hjzelpe-
stoffer, som kan beskytte de skrgbelige strukturer under terring,
fx kulhydrater som trehalose og inulin.

Vores forelgbige resultater tyder pa, at vi ved sprayterring
af CAFO1 nanopartiklerne sammen med et tuberkuloseantigen
og et beskyttende kulhydrathjaelpestof fuldstaendig kan bevare
vaccinens aktivitet. P4 den made har vi designet en varmestabil
tuberkulosevaccine, hvis aktivitet er intakt uden keling i modsaet-
ning til en flydende vaccine. Vi har endvidere anvendt en avance-
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En vaccine til indanding i luftvejene bestar af mikropartikler. Partikler med
starrelser pa 5-10 pm deponeres gverst i luftvejene og fanges i slimlaget,
hvorefter de transporteres mod svaelget og synkes. Partikler med starrelser pa
1-5 pm deponeres i de fint forgrenende respiratoriske afsnit af lungerne —
alveolerne — som ikke er daekket af slim. Ved at designe partikler med speci-
fikke karakteristika kan man derfor ramme det sted i lungerne, hvor vaccinen
skal virke. lllustration: Henning Dalhoff

Scanningelektronmikroskopibillede af en tuberkulosevaccine baseret pa terre
mikropartikler, som er fremstillet ved sprayterring af CAFO1 nanopartikler
sammen med hjeelpestoffet trehalose. En ter vaccine i pulverform behgver
ikke at blive opbevaret i et keleskab, som det er tilfeldet for en flydende
vaccine. Foto: Forfatterne

ret forsggsopstilling, hvor man med et minimalt antal fors@g kan
variere mange designparametre for formuleringen af vaccinen og
processen simultant. P& den made er det lykkedes at optimere tor-
ringen af CAF01 systemet, sa vaccinen er stabil, og sa det faerdige
pulvers partikelstarrelse er optimal for deponering i lungerne. m

Et nyt koncept: Slimhindeimmunitet i luftvejene over-
fores til kensvejene

En seerlig fascinerende og unik egenskab ved det mukosale
immunsystem er, at den mukosale immunitet i fysisk adskilte
vaev er forbundet via et mukosalt netvaerk. Fx kan induktion
af mukosal immunitet i luftvejene beskytte mod infektion
gennem slimhinderne i kgnsorganerne. Dette faenomen ud-
nytter vi til vaccination mod kenssygdommen klamydia ved
at designe en vaccine til anvendelse i luftvejene.

Ideen er at kombinere en almindelig injektion af vaccinen i
en muskel med en slimhindevaccination i luftvejene, saledes
at der bade induceres systemisk immunitet og lokal im-
munitet i slimhinderne. Resultatet er et immunsvar, der bliver
dirigeret fra luftvejene til slimhinden i kensorganerne, hvor
der opnas hgje niveauer af sekretorisk immunoglobin A og
af T-celler. Forskningen udferes i samarbejde med Institut
for Produktionsdyr og Heste pa Kgbenhavns Universitet i et
projekt sponsoreret af Hgjteknologifonden.

GeniVac konceptet: Ideen er at kombinere injektion af en klamydia-
vaccine i en muskel med en slimhindevaccination i luftvejene, sa der
bade induceres systemisk immunitet og lokal immunitet i slimhind-
erne — markeret p& tegningen med de rgde antistoffer. Resultatet

er et immunsvar, der bliver dirigeret fra slimhinden i luftvejene til
slimhinden i kensorganerne, hvor der opnas hgje niveauer af sekretorisk
immunoglobulin A (slgA) og af T-celler, som kan beskytte imod en
eventuel klamydiainfektion.

lllustration: Henning Dalhoff
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Depression: Bedre
dyremodeller — bedre medicin

Ifelge Verdenssundhedsorganisationen, WHO, er depres-
sion verdens mest belastende sygdom baseret pa antal-

let af ar, hvor patienterne ma leve med lidelsen. Knap en
tredjedel af patienterne har ikke gavn af de nuvaerende
laegemidler. Udvikling af bedre medicinsk behandling
kraever adgang til realistiske dyremodeller, som tager hgjde
for de medfedte og miljgmaessige faktorer, der kan udlgse
depression, og som fgrer til en bedre forstaelse af de un-
derliggende biologiske sygdomsprocesser.

Forfattere

Ph.d. Helle M. Sickmann er postdoc pa Institut for Leegemiddel-
design og Farmakologi.

Cand. Pharm. Tina S. Arentzen
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Ph.d. Niels Plath er Head of Department, Synaptic Transmission 1,
Lundbeck A/S

Ph.d. Morten P. Kristensen er lektor pa Institut for Laegemiddelde-
sign og Farmakologi.

Omkring 17 procent af verdens befolkning rammes i lgbet af livet
af depression, hvilket har alvorlige konsekvenser for livskvalite-
ten — ikke blot for patienterne — men ogsa for deres pargrende.
Desvzerre er det kun omkring 70 procent af de diagnosticerede
patienter, som har gavn af de nuvaerende antidepressive leegemid-
ler pa markedet, og hele 65 procent af dem, der far depression, vil
lide af sygdommen resten af livet.

Depression belaster ikke blot personen mentalt. Sygdommen
medferer ogsa store gkonomiske konsekvenser, fordi depression
kan gare det sveert eller umuligt at passe et arbejde, og nar medi-
cinen ikke hjzelper, ma patienterne ofte indlaegges pa psykiatriske
hospitaler. Derfor er depressive lidelser ligeledes en gkonomisk
belastning for samfundet som helhed. Hvis det lykkes at forbedre
den antidepressive behandling, vil det udover at forbedre livskvali-
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Arsager og sygdomsprocesser

teten for en stor gruppe patienter ogsa spare enorme ressourcer.

Udvikling af bedre behandlinger for sindslidelser er kritisk
afhaengig af, at der findes gode dyremodeller for lidelsen. Det er i
disse modeller, vi kan undersgge de underliggende sygdomsmeka-
nismer, identificere nye muligheder for at udvikle bedre behand-
lingsmetoder og evaluere effektiviteten og sikkerheden af nye
laegemidler til sygdomsterapi.

I dag eksisterer der et veeld af dyremodeller for forskellige aspek-
ter af depression med hver med deres fordele og begraensninger.
Men generelt er det et problem, at modellerne ikke afspejler en
xtiologisk relevant udvikling af symptomerne blandt depres-

sive patienter. £tiologi betyder arsagslaere, og i farmakologisk
sammenhang betegner begrebet summen af de genetiske og
miljgmaessige faktorer, som kan medvirke til at udlgse symptomer.

For at udvikle en atiologisk relevant dyremodel er det mest
hensigtsmaessigt at tage afsaet i de kendte elementer af sygdom-
mens arsager og de biologiske sygdomsprocesser. Depression er
et saet af lidelser, der er kendetegnet ved aendringer i centralner-
vesystemets funktion, som kan lede til en raekke fysiologiske og
adfaerdsmaessige forandringer. Listen af symptomer inkluderer
manglede lystfglelse, savnforstyrrelser, angst, dggnrytmeforan-
dringer, reduceret fysisk aktivitet, slavhed, afvigende stressreaktio-
ner, nedsat libido, vaegtforandringer samt falelser af hjaelpelgshed
og manglende selvvaerd. De forandringer i hjernefunktionen, som
farer til disse diagnostiske symptomer og @vrige karakteristika for
depression er imidlertid kun kendt i begraenset omfang. Derfor er
det kritisk at opna en dybere forstaelse af de underliggende bio-
logiske sygdomsmekanismer for at kunne udvikle bedre medicin
mod depressive lidelser.

Udfordringen for dyremodeller er ikke mindst at inkludere arts-
relevante versioner af de forandringer i hjernen, der opstar hos
depressive patienter. For at opna en sa realistisk model som muligt
har vi valgt at anvende en gnavermodel, som i hgjest mulig grad
afspejler den made, lidelsen kan udvikle sig pa blandt mennesker.




Praenatal stress som dyremodel for depression

Depression betegnes som en stress-relateret lidelse, fordi belasten-
de handelser, der medfgrer stress, fx et dgdsfald blandt de naer-
meste, en alvorlig sygdom eller at blive udsat for vold kan udlgse
en depressionsepisode. Stress over laengere tid, fx pga. jobbet, er
imidlertid ogsa en af de faktorer, der kan praedisponere for de-
pression. Samtidig har flere undersggelser vist, at gravide kvinder,
som oplever ekstrem stress, har starre risiko for at fgde barn, der
senere i livet vil udvikle psykiske lidelser saésom depression.

Derfor har vi i forskningssektionen for System Farmakologi ind-
ledt et samarbejde med Lundbeck A/S og Hvidovre Hospital med
henblik pa at undersgge forandringer i adfeerd og hjernefunktion
i en naturlig dyremodel for depression, der udnytter denne sam-
menhang med stress. Det ultimative mal er at blive i stand til at
udvikle bedre og mere specifikke laegemidler mod depression. Vi
betegner dyremodellen som en naturlig model, fordi den inklu-
derer nogle af de faktorer, som kan gge risikoen for at udvikle
depression blandt mennesker. Den valgte model for depression er
en praenatal stressmodel i rotter.

I modellen udsaettes gravide rotter for forskellige typer af
stressudlgsende pavirkninger, stressorer, i den sidste del af
graviditeten. Denne periode af graviditeten er valgt, fordi flere af
de hjerneregioner, som menes at vaere pavirkede hos depressive
patienter, udvikles i fosteret i den tilsvarende periode i mennesker.
De gravide rotter udsaettes gennem to uger for en blandet serie
af stressorer af kortere eller laengere varighed. Nogle eksempler
er 15 minutters svemning i et bassin, hvor rotten ikke kan bunde,
placering pa en forhgjet platform 1 m over jorden, placering i bur
med fremmede rotter, eller dagnrytmeforandringer via konstant
rumbelysning gennem 24 timer.

Stressede rotter har tendens til at tabe sig, og de gravide rotter
vejes under graviditetsforlgbet for at fa et indirekte mal for, om
stresspavirkningen har haft en effekt pa dem. Desuden tages
der blodpraver pa dyrene for at teste, hvorvidt de har forhgjede
koncentrationer af kortikosteron, som er det centrale hormon, der
medierer organismens stressreaktioner. Kortikosteron svarer til

stresshormonet kortisol i mennesker. Efter rotterne har fgdt, bela-
stes de ikke laengere, og ungerne far lov at vokse op til voksenal-
deren, inden vi undersgger deres adfaerd ved hjaelp af forskellige
metoder til at teste depression.

Stress rammer isa&r hunner

Vi har undersggt, hvordan unge rotter, som havde vaeret udsat for
praenatal stress i fostertilstanden og for akut stress som ungdyr,
reagerer i en raekke standardtests for depressionslignende adfzerd
i rotter. De adfaerdsforandringer, som undersgges gennem disse
tests, er generelt aktivitetsniveau, angst og tendens til at give op
overfor en udfordring, hvilket er nogle af de almindelige karakte-
ristika for depression. Testen inkluderer desuden en undersggelse
af, hvor villige rotterne er til at bevaege sig ind i et mindre trygt
omrade — rotter foretraekker i uvante situationer at befinde sig i
mgrke omrader og naer vaegge — samt en undersggelse af, hvor
aktivt rotterne forsager at undslippe en ugnsket situation i sam-
menligning med kontroldyr, der ikke har vaeret udsat for praenatal
stress.

Resultaterne af modelforsagene indikerer, at dyr, der har vaeret
udsat for praenatal stress og akut stress, udviser mere angstlig-
nende og opgivende adfaerd end rotterne i kontrolgruppen. Af
saerlig interesse er det, at disse forandringer forekommer i et
kans-specifikt menster. Det er sdledes i hgjere grad hunrotterne
blandt de stresspdvirkede dyr, som udviser depressionslignende
adfaerdsforandringer. Denne observation er utroligt relevant efter-
som depressive lidelser oftere synes at ramme kvinder end mand.
Der er saledes dobbelt sa mange kvinder som maend, der bliver
diagnosticeret med depression.

Den praenatale stress-model tegner dermed til at kunne op-
fylde forventningerne om at fungere som en god dyremodel for
depression, fordi den producerer sammenlignelige adfeerdsforan-
dringer i forsagsdyrene og gar det pa kvalitativt samme kans-
specifikke made som hos mennesker.

Vi er derfor i faerd med at gennemfare yderligere serier af for-
s@g i den praenatale stressmodel for depression. Disse inkluderer
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Rotteungerne vokser op under normale forhold frem til forsegene, hvor de
som ungdyr udsaettes for akut stress. De rotteunger, som blev udsat for stress
i fostertilstanden, har starre tendens til at udvikle depressionslignende adfeaerd
ved akut stress end rotterne i kontrolgruppen, som ikke har veeret udsat for
praenatal stress. Disse andringer kan inkludere angst-lignende adfaerd, som

i rotter kan males i tests som den, der er vist pa billedet. Her kan rotten pa
den forhgjede platform veelge at opholde sig i de deekkede marke grene, som
opfattes som mest trygge, eller i de dbne og lyse grene af den simple krydsfor-
mede labyrint. Hvis forsggsdyrene i hgjere grad end kontroldyrene fortraekker
de lukkede grene frem for at udforske de dbne grene, anser vi dem for at vaere
mere angste. lllustration: Henning Dalhoff

13 22

en analyse af sgvnmgnstre samt undersggelser af forandringer i
hjernens struktur og funktion ved hjzelp af magnetisk resonans
(MR) billeddannelse, mikroskopi og elektrofysiske malinger af de
relevante hjerneomrader.

Evaluering af det terapeutiske potentiale

Sammen med vore samarbejdspartnere planlaegger vi at udvide
vore aktiviteter indenfor dette omrade i de kommende ar pa bag-
grund af de indhgstede resultater. De naeste skridt vil inkludere
evaluering af det terapeutiske potentiale af nye leegemiddelkandi-
dater i sammenligning med klassiske antidepressive laegemidler i
den praenatale stress model.

Desuden vil vi udfgre yderligere undersggelser af konsekven-
serne af praenatale pavirkninger for patologien, som ligger til
grund for udvikling af depression og andre sindslidelser med
henblik pa at identificere nye mal for farmakoterapi. Samtidig vil vi
udvikle flere etiologibaserede dyremodeller for underbehandlede
sygdomme og lidelser i centralnervesystemet. Ultimativt er det
vores ambition at etablere et center for undersggelse af stress-re-
laterede lidelser i centralnervesystemet samt udvikling af leegemid-
ler til behandling af sygdommene med udgangspunkt i naturlige
dyremodeller. m

55-70

Graviditetsperiode (22 dage)

Den gravide rotte udsaettes for
gentagen variabel stress
mellem 13.-21. graviditetsdag

Afkommets alder i dage

r— "
Akut stress
| - .|

Test af om rotterne har
depressionslignende adfaerd

| den praenatale stressmodel udsaettes gravide rotter for forskellige typer stressudlgsende pavirkninger i den sidste del af graviditeten. Perioden er valgt, fordi de
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hjernedele, som er pavirkede hos depressive patienter, udvikles hos fosteret i tiden op til fadslen. Figur: Sune Kliborg



Cellemodel af

blodhjernebarrieren kan
mindske brugen at forsagsdyr

Blodhjernebarrieren beskytter hjernen mod pavirkninger
udefra, men hindrer ogsa leegemiddelstoffer i at komme
ind i hjernen. Barrieren er meget teet, og den indeholder
transportproteiner, som aktivt pumper indtreengende stof-

fer tilbage til blodet. En ny cellemodel af blodhjernebar-
rieren er naesten lige sa taet som den rigtige barriere og har
de samme typer af transportproteiner. Med modellen kan
vi, uden brug af forsggsdyr, undersgge om nye lsegemid-
delstoffer kan komme ind i hjernen.

Forfattere
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Hjernen er kroppens maske vigtigste organ og kan rammes af en
lang reekke sygdomme som kreeft, Alzheimers sygdom, Parkin-
sons sygdom, multipel sklerose og forskellige sindslidelser. Det er
i @jeblikket meget svaert at behandle disse hjernesygdomme med
medicin, fordi de fleste laegemiddelstoffer ikke kan komme ind i
hjernen, hvor de skal virke.

Hjernen er nemlig rigtigt godt beskyttet mod udefrakommen-
de stoffer. Den er omgivet af kraniet, og derfor kan vi ikke sprejte
laegemidler direkte ind i hjernen uden store gener for patienten.
Laegemiddelstoffer skal derfor transporteres ind i hjernevaevet
via blodet. Men det er heller ikke let. De sma blodarer i hjernen
er meget teette og tillader kun, at ganske fa stoffer traenger ind
i hjernen fra blodet. Ydermere har de sma blodarer en masse
transportproteiner i deres cellemembraner, hvis rolle er at pumpe
stoffer ud af hjernen, de sakaldte effluxpumper. De sma blodarer
i hjernen kaldes for blodhjernebarrieren, og denne barriere er
hovedarsagen til, at det er sa svaert at behandle hjernesygdomme
med lzegemidler.

Transport af leegemiddelstoffer over blodhjernebarrieren er et
meget stort problem for medicinalindustrien, og det anslas, at op
til 95 procent af alle laegemiddelstoffer, som testes til behandling
af hjernesygdomme, kasseres pa grund af deres manglende evne
til at treenge ind i hjernen. Dette gaelder i szerlig grad for en ny
klasse af lovende biologiske laegemiddelstoffer, som er baseret pa
peptider og proteiner. Disse molekyler er meget store og meget
vandoplgselige, og det er to egenskaber, som gar passage af
blodhjernebarrieren endnu mere vanskelig.

Kapillernet

Arterie Vene

Astrocyt
Pericyt

Blodhjernebarrieren udgeres af de mindste blodkar i hjernen; kapillererne. Pa
blodsiden er kapillaererne foret med endotelceller, som danner selve barrieren.
Endothelcellerne er haeftet taet sammen med proteiner. Barrieren er lukket for
de fleste laegemiddelstoffer, og desuden forsynet med effluxpumper i endo-
thelcellernes membraner, som pumper indtraengende stoffer tilbage til blodet.
Astrocytterne, der omgiver blodkarret ind imod hjernen, frigiver hele tiden
signalstoffer, som holder endotelcellerne taette og udrustede med pumper.
Pericytternes funktion er endnu ikke fuldt forstaet.

lllustration: Henning Dalhoff
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Grafikken viser cellemodellen af blodhjernebarrieren. Endothelceller og astrocytter dyrkes sammen pa et porgst filter. Endothelcellerne dyrkes pa oversiden af filtret,
hvor de danner en taet barriere, mens astrocytterne dyrkes under filtret, hvorfra de kan sende signaler til endothelcellerne. Det gverste kammer repraesenterer blod-
banen, mens det nederste kammer repraesenterer hjernen. Endothelcellerne (tv.) vokser i et ordnet og taet monolag, mens astrocytterne (th.) ikke udviser samme

orden. lllustration: Jens Raadal

Medicinalindustrien har derfor et stort behov for at kunne
afgere pa et tidligt tidspunkt i udviklingsforlgbet, om et nyt
potentielt lazgemiddelstof kan passere gennem barrieren eller ej.
Det spagrgsmal bliver typisk undersagt i dyreforsgg. Men bade i
industrien og i universitetsverdenen har man gennem de sidste to
artier forsggt at lave mere simple testsystemer til at afklare, om
nye laegemiddelstoffer kan traenge ind i hjernen.

Vores forskningsgruppe arbejder med at udvikle blodhjernebar-
rierevaev i laboratoriet med udgangspunkt i celler isoleret fra
dyrehjerner. Vaevet kaldes en cellemodel, fordi det modellerer
blodhjernebarrieren. Vi bruger cellemodellen til at undersagge,
hvordan lzegemiddelstoffer traenger ind gennem blodhjernebar-
rieren samt til fundamentale undersggelser af, hvordan barrieren
fungerer.

Mange forskningsgrupper verden over har forsggt at fremstille
sadanne cellemodeller, men generelt er det ikke lykkedes at fa
gjort modellerne lige sa taette som den rigtige blodhjernebar-
riere. Samtidig har det vaeret sveert at fa modellerne til at danne
de effluxpumper som pumper leegemiddelstoffer ud af hjernen.

Vi har derfor lagt veegt pa at udvikle taette cellemodeller med hgj
pumpeaktivitet.

For at kunne forsta, hvordan en cellemodel af blodhjernebar-
rieren fungerer, er det ngdvendigt farst at forsta opbygningen af
de sma blodkar i den intakte hjerne. Her udger de sma blodkar
og de celler, som omgiver dem, en kompleks struktur. Vaeggene
i blodkarret bestar af meget tynde endothelceller, der giver blod-
karret dets barrierefunktion. Disse endotelceller er haeftet sammen
med proteiner, som danner en uigennemtrangelig zone mellem
cellerne. Rundt om endotelcellerne sidder der pericytter, en cel-
letype, hvis funktion endnu ikke er helt klarlagt. Det menes dog,
at pericytterne spiller en rolle under dannelsen af blodkarrene og
medvirker til reguleringen af endotelcellerne. Endotelceller og peri-
cytter er fuldstaendig indkapslet af astrocytter, som er hjeelpeceller
for nervecellerne i hjernen. Astrocytterne sender udlgbere hen til
blodkarret og daekker dets overflade ind mod hjernen. Astrocyt-
terne frigiver konstant signalstoffer, som far endotelcellerne til at
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forblive helt taette og udvikle de ngdvendige effluxpumper.

Vi fremstiller cellemodellerne af blodhjernebarrieren ud fra hjerne-
vaev fra dyr. | vores cellemodel dyrker vi endotelceller fra blodkar-
renes vaegge sammen med astrocytter, som pavirker endotelcel-
lernes vaekst. Endotelcellerne far vi fra hjerner fra slagtekvaeg.
De sma blodkar isoleres gennem en oprensningsprocedure, hvor
hjernevaevet forst findeles, derefter filtreres de sma blodkar fra,
og til sidst behandles blodkarrene med enzymer, der adskiller
endotelcellerne fra de gvrige celler, som omgiver blodkarrene. De
sma stykker af blodkar kan derefter opbevares i flydende nitrogen
ved -196 °C, indtil de skal bruges. Astrocytterne isoleres fra rot-
tehjerner, hvorpa de dyrkes i store maengder og opbevares -196
°C, indtil de skal anvendes.

Cellemodellerne fremstilles ved at udsa astrocytter og endo-
telceller pa hver sin side af et permeabelt filter og placere filteret
i dyrkningsmedie. Efter seks dages dyrkning med en raekke
naeringsstoffer har endotelcellerne lavet et teet lag af celler under
pavirkning af astrocytternes signalstoffer.

Vi har udfert en raekke forsgg for at undersgge, om cellemodel-
len ligner den rigtige blodhjernebarriere i den intakte hjerne.
Cellemodellens taethed har vi bestemt ved at male den elektriske
modstand gennem cellelaget; jo hgjere modstand, jo sterre taet-
hed. Den humane blodhjernebarriere har en elektrisk modstand
pa 1500-5000 ohm-cm?, mens vores modeller har modstande
pa 600-2500 ohm-cm?. Vi har altsa ikke opnaet helt samme hgje
modstand som i det intakte hjernevaev, men de vaerdier, vi har
malt for cellemodellen, er blandt de hgjeste, der er publiceret i
den videnskabelige litteratur pa feltet.

Vores cellemodeller har ogsa store maengder af proteinet
Claudin-5 siddende mellem endotelcellerne. Dette protein, som
fungerer som en slags molekylzer lynlas mellem cellerne, er an-
svarligt for at give blodhjernebarrieren dens ekstreme taethed og
medvirker til at holde sma vandoplgselige stoffer ude af hjernen.



Fakta om laegemiddelstoffer til hjernen

Leegemiddelstoffer, der kan passere ind i hjernen, er som
regel sma molekyler med en molekylevaegt pa under 400
Dalton. Det gaelder fx for laegemiddelstoffer som aspirin og
cipramil. Ogsa andre biologisk aktive stoffer som nikotin,
koffein og tetrahydrocannibinol fra hash traenger ind i
hjernen uden problemer. Som regel er de stoffer, som kan
treenge ind i hjernen, kendetegnet ved at vaere lipofile og
ved ikke at blive opdaget og pumpet ud af blodhjernebar-
rierens effluxpumper.

Der findes imidlertid ogsa stoffer, som lukkes ind i hjernen,
fordi de ligner naeringsstoffer, og som derfor bliver transpor-
teret ind i endotelcellerne af naeringsstoftransporterer. Dette
geelder fx for laegemiddelstoffet L-DOPA, som bruges til
behandling af Parkinsons sygdom.

Et problem med tidligere cellemodeller har vaeret, at de dyrkede mo- Vores cellemodel af blodhjernebarrieren afspejler tilsyneladende
delvaev ikke har faet indbygget de samme transportproteiner,'som mange af den rigtige blodhjernebarrieres egenskaber. Derfor har
findes i den rigtige blodhjernebarriere. Dette geelder i saerlig grad for vi nu startet flere mindre projekter, hvor vi anvender modellen til
effluxpumperne, som pumper laagemiddelstoffer ud af hjernen. at prave at forudsige, om laegemiddelkandidater kan komme ind
Vi har nu pavist, at to af de vigtigste effluxpumper i den natur- i hjernen. Indtil videre er der dog den begraensning, at det kraever
lige blodhjernebarriere, P-glycoprotein og Breast Cancer Resistan- rigtig meget arbejde at fremstille den kunstige blodhjernebarriere,
ce Protein, er til stede i vores cellemodel, hvor vi kan undersgge fordi isoleringen af endotelceller er tidskraevende og kun giver fa
deres transport af laegemiddelstoffer fra hjernen tilbage til blodet. celler til radighed. Derfor er det en fremtidig udfordring at udvikle
Det er fgrste gang, at man har pavist en aktiv transport af leege- dyrkningsmetoden, sa vi kan fa store maengder celler at arbejde
middelstoffer fra hjerne til blod i en cellemodel fra oksehjerner, og med.
resultaterne er ved at blive faerdiggjort og indsendt til publicering. Nar deter sket, vil cellemodellen kunne bruges til screening
Ydermere er det lykkedes os at pavise et f&enomen i modellen, af nye leegemiddelstofkandidater og til undersggelser af de
som tidligere kun er observeret i intakt hjernevaev. Cellemodellen mekanismer, som transporterer laegemiddelstoffer ind i hjernen.
indeholder nemlig transportproteiner, som pumper neurotrans- Det er saledes vort-hab, at den laboratoriedyrkede cellemodel af
mitteren glutamat fra hjernen til blodet. Glutamat er hjernens blodhjernebarrieren vil ggre det nemmere at udvikle-ny-medicin
vigtigste signalstof, men hvis koncentrationen stiger ukontrolleret i til behandling af sygdomme i hjernen og centralnervesystemet og
hjernevaesken, bliver stoffet farligt for nervecellerne og kan forar- begrzense brugen af forsggsdyr.

sage celledad. Ved hjeelp af vores cellemodel har vi kunnet vise, at
blodhjernebarrieren aktivt pumper glutamat fra hjernen til blodet,
0g pa den mdade er med til at holde koncentrationen af glutamat'i
hjernevavet lav.

Fakta om blodhjernebarrieren

Blodhjernebarrieren er et videnskabeligt slangudtryk for hjer-
nens kapillzerer, de mindste blodkar i hjernen. Kapillaererne
er cylindriske kar med en diameter pa 5-8 pm. Hvis man laeg-
ger alle hjernens kapilleerer i forlaengelse af hinanden vil de
have en laengde pa omkring 650 km, og deres overfladeareal
pa blodsiden er blevet estimeret til at vaere mellem 12 og 18
m?. Hjernens kapillzerer udger kun 1-2 procent af hjernens
totale vaegt.

Endothelceller til brug i cellemodellen af blodhjernebarrieren udvindes fra
oksehjerner A. Derefter isoleres og oprenses endothelcellerne B.
Fotos: forfatterne
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Pa jagt efter et virkningssted

| hjernen

Vore japanske partnere pa Yokohama City Universitet har
syntetiseret et nyt stof, der kan blokere en gruppe vigtige
receptorer i hjernen. Det er de ionotrope glutamat recep-
torer, som overforer stimulerende nervesignaler til hoved-

parten af alle nerveceller i hjernen, og som er involveret i
alvorlige neurologiske sygdomme. Der var dog usikkerhed
om, hvor stoffet binder pa receptoren. Derfor kom vi pa
banen.
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Langt de fleste af kroppens signalstoffer og mange laegemidler
virker ved at binde sig til receptorer i cellemembraner. En af de
vigtigste og mest udbredte grupper af receptorer i hjernen er
ionotrope glutamat receptorer. Det er ionkanaler, som abnes, nar
signalstoffet glutamat binder sig til dem, hvorpa en strgm af ioner
bevaeger sig ind i nervecellen.

Receptorerne er interessante, fordi hurtig signalering mellem
neuroner via glutamat spiller en vigtig rolle i 80 procent af alle
stimulerende synapser i hjernen. Synapserne er det sted, hvor
information overfares fra nervecelle til nervecelle. De ionotrope
glutamat receptorers betydningsfulde rolle afspejles ogsa af, at de
er involveret i flere alvorlige neurologiske sygdomme, fx Alzhei-
mers sygdom, skizofreni og epilepsi.

Derfor er udvikling af leegemidler, som pavirker receptorerne,
et centralt fokusomrade for mange universiteter og farmaceutiske
virksomheder verden over. Pa centret GluTarget ved Kgbenhavns
Universitet er vi omkring 60 forskere, som forsker i ionotrope
glutamat receptorer. Det er utroligt givtigt at indga i et sa omfat-
tende forskningsmiljg, og centret har da ogsa banet vej for mange
interessante nationale og internationale samarbejder.

Internationalt samarbejde

Den forskning, som vi omtaler her, er et eksempel pa et projekt
mellem et japansk, et amerikansk og et dansk universitet. | et
sadant forskningssamarbejde er det vigtigt med komplementaere
ekspertiser. Vores partnere pa Yokohama City Universitet er spe-
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cialister i syntetisk fremstilling af komplicerede stoffer. Disse nye
stoffer skal testes for biologisk aktivitet, hvilket vores amerikanske
samarbejdspartner har stor ekspertise i. Vi kommer pa banen, nar
man skal finde ud af, hvordan det nye stof binder til receptoren og
udgver sin biologiske effekt.

Vores metode gar ud pa at bestemme den tredimensionelle
struktur af receptoren med det nye stof bundet. Hertil anvender
vi rentgenkrystallografi, som i bedste fald kan vise kompleksets
rumlige form med atomar oplgsning, sa man kan fastsla arten
og placeringen af hvert eneste atom. Denne viden er vigtig for at
forsta virkningsmekanismen af det nye stof og abner samtidig nye
muligheder for rationelt design af forbedrede varianter af stoffet.

Det stof, som vore japanske kolleger syntetiserede, kaldes
IKM159. Stoffet er en antagonist, som har en blokerende effekt
pa ionotrope glutamat receptorer. Det var dog uklart fra studi-
erne i celler og dyr, om der var tale om en kompetitiv antagonist,
som konkurrerer med glutamat om det samme bindingssted pa re-
ceptorerne, eller en non-kompetitiv antagonist, som binder sig til
et andet sted pa receptorerne. | dette tilfaelde vidste vi altsa ikke,
hvor stoffet binder pa receptoren, og derfor kunne vi ikke helt
forsta den biologiske virkning.

Kompetitiv og non-kompetitiv binding

At et stof er en antagonist betyder, at det blokerer for en re-
ceptors funktion. En kompetitiv antagonist binder til samme
bindingssted pa receptoren som det naturlige signalstof; i
dette tilfeelde glutamat. Stoffet konkurrerer med andre ord
med glutamat om pladsen — heraf ordet kompetitiv.

En anden type af stoffer, der ogsa blokerer for receptorens
funktion, kaldes non-kompetitive antagonister. Som ordet
angiver, at der ikke er tale om konkurrence. Det er karakte-
ristisk for non-kompetitive antagonister, at de ikke binder til
det samme bindingssted som det naturlige signalstof.

Derfor gik vi i gang med at bestemme strukturen af den ionot-
rope glutamat receptor GIuA2 med IKM159 bundet. Udfordringen
blev ikke mindre af, at det nye stof findes i to spejlbilledformer,



Figuren illustrerer den ionotrope glutamat receptor GIuA2. Receptoren er opbygget af fire underenheder vist i forskellige farver. lonkanalen, som &bnes ved aktive-
ring af receptoren, er placeret i cellemembranen. Bindingsstedet for kompetitive antagonister er vist med en sort kugle. Non-kompetitive antagonister formodes at
binde naer cellemembranen, hvilket er angivet med en sort stjerne. lllustration: Forfatterne

som er kemisk ens, men rumligt forskellige som hgjre og venstre
hand. Da vi startede pa projektet, havde vi kun adgang til en lige
blanding af de to spejlbilledformer. Vi vidste derfor ikke, om stof-
fet i det hele taget kunne binde sig til det glutamat-bindende sted
pa receptoren og heller ikke, hvilken af de to spejlbilledformer,
som i givet fald ville binde i bindingsstedet.

Stoffet har to spejlbilledformer

Hvis et stof som IKM159 indeholder et stereogent center, betyder
det, at stoffet findes i to spejlbilledformer. Den hgjrehdndede form
kaldes (R)-konfigurationen og den venstrehandede form af stoffet
kaldes (S)-konfigurationen. Som regel genkender en receptor
kun den ene af de to spejlbilledformer. | sa fald er receptoren
stereospecifik, og det er kun den genkendte spejlbilledform, som
er biologisk aktiv.

Da vi krystalliserede den glutamat-bindende del af receptoren
med IKM159 bundet, havde vi kun en blanding af de to spejlbil-
ledformer til radighed. Vores data viste imidlertid tydeligt, at kun

den ene form bandt til receptoren. Pa basis af strukturen kunne
vi konkludere, at den hgjrehandede spejlbilledform (R)-IKM159
kan binde sig til den glutamat-bindende del af receptoren og at
stoffet er en kompetitiv antagonist. Dette star interessant nok i
modsaetning til signalstoffet glutamat, der binder til receptoren i
sin venstrehandede form.

I lgbet af projektet lykkedes det for vores japanske samarbejds-
partner at syntetisere de to spejlbilledformer af det nye stof hver
for sig. Dette var en meget kompliceret syntese, som kraevede ikke
mindre end 18 syntesetrin. Det er nu 0gsa ved studier i celler og
dyr vist, at det er (R)-IKM159, som er biologisk aktiv.

En stopklods i receptoren

Den hgjrehandede form af IKM159 virker i lighed med andre

antagonister som en klods i bindingsstedet pa receptoren. Nar
glutamat binder til receptoren, lukker den sig helt sammen om
signalstoffet, s& man ikke leengere kan se det udefra. Man me-
ner, at det er denne bevaegelse, der aktiverer receptoren og far
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ionkanalen til at dbne. Da (R)-IKM159 fungerer som en stopklods
for bindingsstedets bevaegelse, kommer stoffet til at virke som en
antagonist, som blokerer aktiveringen af receptoren.

Strukturen danner nu baggrund for udvikling af ideer til nye
stoffer. IKM159 tilhgrer en strukturelt ny klasse af antagonister,
der er selektive for en type af ionotrope glutamat receptorer, som
kaldes for AMPA receptorer, og som er medicinsk interessante i
forbindelse med behandling af neurologiske sygdomme. IKM159
kan derfor anvendes som grundstruktur for udviklingen af mere
potente laegemiddelstoffer, som selektivt blokerer AMPA recepto-
rer. Sadanne selektive antagonister vil have et stgrre terapeutisk
potentiale end de i dag kendte stoffer. m

Rontgenkrystallografi med synkrotronstraling

En amerikansk gruppe har bestemt strukturen af hele glutamat
receptoren GIluA2 ved hjalp af rentgenkrystallografi, hvilket
tog mere end ti ar. Men desveerre er detaljeringsgraden lav,
hvilket ofte er tilfaeldet, nar der er tale om et membranbundet
protein som receptoren. Derfor arbejder vi med en mindre del
af receptoren, nar vi gnsker at bestemme, hvordan et nyt stof
binder til den glutamat-bindende del.

Bindingslomme fremstillet i bakterier

Bindingslommen pa receptoren kan fremstilles i kolibakte-

rier ved at indfare et stykke ringformet DNA — et plasmid — i
bakterien. Plasmidet indeholder det gen, som koder for den
glutamat-bindende del af receptoren. Nar bakterierne har
produceret denne del af receptoren, er naeste skridt at oprense

proteinet, hvilket vil sige at fjerne alle andre proteiner og stoffer,

som vi ikke er interesseret i. Til sidst krystalliseres receptorens
bindingslomme sammen med det nye stof.

Bittesma krystaller

Krystaller af salt kender vi alle, og dem kan man se med det
blotte gje. Krystaller af proteiner maler ofte kun 0,1 mm i dia-
meter, og derfor kan man kun se dem i et mikroskop.
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Stregtegning og tredimensionel model af stoffet IKM159, som blokerer
ionotrope glutamat receptorer pa nervecellerne. lllustration: Forfatterne

(A) Her ses strukturen af den
glutamat-bindende del af GluA2
med IKM159 bundet. Strukturen
viser, at det er den hgjrehandede
spejlbilledform (R)-IKM159, som
kan binde til receptoren. Stoffet,
som er vist i rgdt og sort inde i
receptoren, saetter en prop i re-
ceptoren, hvilket hindrer binding
af signalstoffet glutamat. (B) Nar
glutamat selv er bundet til GIuA2
lukker receptoren yderligere sam-
men, sa glutamat kun svagt kan
skimtes. Ved binding af glutamat
aktiveres receptoren.

Krystaldyrkning af proteiner er en vanskelig proces, og det
geelder iseer for membranbundne proteiner som de ionotrope
glutamat receptorer, fordi disse proteiner har tendens til at
andre deres facon, nar de fjernes fra deres naturlige miljg i den
fedtholdige cellemembran.

Spredningsmanster viser strukturen

Nar det lykkes at fremstille brugbare krystaller, tager vi til et
synkrotronstralingscenter for at samle diffraktionsdata pa dem.
Synkrotroner er store ringformede acceleratorer, som fremstiller
ekstremt intens rgntgenstraling. Nar proteinkrystallen belyses
med rgntgen, spredes stralen i et mgnster, som afhaenger af
atomernes art og placering i proteinet. Ud fra sprednings-
mgnstret er det muligt at bestemme den detaljerede atomare
struktur af proteinet ved hjeelp af computerberegninger.

Med denne metode undersggte vi den glutamat-bindende del

af receptoren med det nye stof bundet, og pa den made lykke-
des det at se placeringen af de mange tusinder af atomer, som
komplekset er opbygget af.



(5

Glutamatdehydrogenase
— et nggleenzym 1 hjernens
energiomsaetning

Glutamat er den vigtigste stimulerende neurotransmitter

i hjernen, og signalstoffet spiller samtidig en central rolle

i hjernens energiomsaetning. Enzymet glutamatdehydro-
genase, som omszatter glutamat til rastoffer for energipro-
duktionen, er afgerende for en normal energiomsaetning

i hjernen, og derfor har vi kortlagt enzymets funktion.
Undersggelserne viser, at enzymet er et interessant mal for
udvikling af nye laegemidler, som via pavirkning af gluta-
matmedierede processer i hjernen kan fa gavnlig effekt i
alvorlige neurologiske sygdomme.
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Signalstoffet glutamat aktiverer nerveceller, og stoffet er hjernens
kvantitativt vigtigste stimulerende neurotransmitter. Men glutamat
kan samtidig vaere et farligt stof. Hvis maengden af glutamat i
hjernen bliver for hgj, er signalstoffet giftigt for nervecellerne og
kan sla dem ihjel. Fejl i glutamat-systemet er involveret i alvorlige
neurologiske sygdomme som Alzheimers sygdom, skizofreni og
epilepsi, og hvis nervecellerne udszettes for hgje koncentrationer
af signalstoffet gennem laengere tid, kan det medfere irreversibel
nerveded.

Som andre neurotransmittere frisaettes glutamat fra nerveen-
der, og efter signaleringen inaktiveres signalstoffet i vid udstraek-
ning ved aktiv transport ind i de omkringliggende astrocytter,
som er nervecellernes stgtteceller i hjernen. Denne mekanisme for
inaktivering er unik for glutamat, idet de fleste andre signalstoffer
genoptages i nervecellerne. Astrocytterne har en enorm kapacitet
til at fjerne glutamat fra synapsen, som er det omrade mellem
nervecellerne, hvor signaloverfarsel sker. Derfor kan astrocytterne
ofte forhindre, at forhgjede koncentrationer af glutamat forar-
sager nervedgd, fx efter en blodprop i hjernen.

Fiernelsen af signalstoffet fra synapserne via optaget i astocyt-
terne medfarer et konstant behov for, at glutamat gendannes i
nerveenderne, hvilket foregdr ud fra stoffet glutamin. Astrocyt-
terne omdanner glutamat til glutamin, som derpa fares tilbage til
nerveenderne, sa signalstoffet kan blive genbrugt i nye signal-
processer. Men dette er ikke astrocytternes eneste anvendelse af
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Figuren viser trin for trin, hvordan vi fremstiller cellekulturer af astrocytter, som er nervecellernes statteceller i hjernen. Figur: Sune Kliborg

glutamat. Astrocytterne benytter nemlig ogsa glutamat som en
essentiel brik i hjernens energiomsaetning.

Stimulerende signalstoffer kan draebe nerveceller

Excitatoriske — dvs. stimulerende — nervesignaler farer til
depolarisering af den nervecelle, som modtager signalstof-
fet, hvorpa cellen frisaetter sit eget signalstof. Glutamat er
hjernens vigtigske stimulerende neurotransmitter.

Excitotoksicitet defineres som overstimulering af neuroner,
som ferer til nervecellernes ded. Glutamat har denne virk-
ning, hvis den extracellulaere koncentration i synapsen bliver
for hgj gennem for lang tid. Det kan fx ske efter hjertestop,
en blodprop i hjernen eller pa grund af en hjerneskade som
folge af en ulykke.

Hjernen kraever masser af energi

Hjernen er et uhyre energikraevende organ, som pa trods af sin
ringe vaegt svarende til ca. 2 procent af kropsvaegten star for
omkring 20 procent af kroppens samlede energiforbrug. Arsagen
er, at hjernen forbruger store maengder energi til at opretholde
signalprocesserne i centralnervesystemet, hvoraf signalering ved
hjaelp af glutamat som naevnt udger en betragtelig andel. Glukose
er langt det vigtigste energisubstrat for hjernen, men dertil spiller
glutamat som naevnt en central rolle i energiomsaetningen.

Dette er bemaerkelsesveerdigt set i lyset af, at den aktive
transport af glutamat ind i astrocytterne i forening med den
efterfalgende omdannelse til glutamin er energikraevende.
Balancen mellem disse processer, som sikrer genbrug af glutamat
som neurotransmitter, og enzymatisk nedbrydning af glutamat,
som frigiver rastoffer til energiproduktionen, er saledes af starste
betydning for hjernens normale funktion.

Glutamat indgar i hjernens energiomsaetning ved, at en del
af stoffet farst nedbrydes til ammoniak og a-ketoglutarat, som
derpa omdannes videre til produktion af biologisk braendstof —
kaldet ATP —i cellernes kraftveerker. Omsaetningen af glutamat er
katalyseret af enzymet glutamatdehydrogenase, som i overve-
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jende grad er til stede i astrocytterne. Nye studier i knockout
mus, som ikke har glutamatdehydrogenase i hjernen, har vist, at
enzymet er kritisk for den normale energiomsaetning.

Cellekulturer fra knockout mus

| knockout musene er det gen, som koder for glutamatdehydro-
genase, blevet inaktiveret ved hjalp af genteknologi. Vi har faet
adgang til musene via professor Pierre Maechler fra Universi-
tetet i Geneve, og vi har saledes faet mulighed for at fremstille
primaerkulturer af astrocytter fra knockout musenes hjerner.
Disse astrocytter danner ikke glutamatdehydrogenase, og vi kan
derfor sammenligne deres stofskifte af glukose og glutamat med
stofskiftet i tilsvarende celler fra normale mus. Undersggelserne
udferes ved at maerke glukose og glutamat med stabilt kulstof-13
og radioaktivt kulstof-14, hvilket tillader detaljerede studier af
stoffernes metaboliske omsaetningsveje.

Knockout mus, som ikke danner glutamatdehydrogenase, har
en lavere koncentration af glukose i hjernen end de normale kon-
trolmus. Vores forsgg har desuden vist, at astrocytter fra knockout
musene producerer mindre maengder kuldioxid ud fra glukose til
brug i hjernens energistofskifte end astrocytter fra kontrolmusene.
Den nedsatte produktion ser ud til at blive kompenseret ved at
@ge omsatningen af glukose til laktat, men denne omsaetning af
glukose er langt mindre effektiv end den normale omsaetnings-
vej. Derfor er den observerede lavere koncentration af glukose
i hjernen fra knockout musene formentlig et udtryk for, at der
er behov for et starre forbrug af glukose for at producere den
ngdvendige maengde energi. En mulig forklaring pa den nedsatte
glukoseomsaetning i knockout musene er, at der er mangel pa
a-ketoglutarat, som i normale dyr dannes gennem den enzy-
matiske omdannelse af glutamat via glutamatdehydrogenase.
a-Ketoglutarat er ngdvendigt for, at glukose kan nedbrydes til
kuldioxid.

Hjernens produktion af braendstof

Cellernes kraftveerker kaldes mitokondrier, og de producerer
biologisk braendstof i form af ATP, der fungerer som benzin i en
motor og leverer energi til de biologiske processer i cellerne. Den
primare generator til ATP-produktionen er en samling af kemiske
reaktioner, som kaldes for citronsyrecyklus.

Vi har undersggt isolerede mitokondrier fra knockout musene
og fundet, at deres evne til at producere ATP via denne cyklus er




vaesentligt forringet i forhold til mitokondrier isoleret fra kontrol-
musene. Et andet vigtigt resultat fra studierne af cellekulturerne
med astrocytter fra knockout musene er, at deres indhold af
glutamat og aspartat er gget sammenlignet med celler dyrket fra
normale mus. Da bade glutamat og aspartat er neurotoksiske i for
hgje maengder, kan en forhgjet koncentration af disse to amino-
syrer i astrocytterne fa fatale konsekvenser for nervecellerne, hvis
iltforsyningen svigter, fx i forbindelse med en blodprop i hjernen.

Hvad er sa forklaringen p4, at knockout musene har forhgjet
koncentration af bade glutamat og aspartat i hjernen? | normale
astrocytter kan glutamat blive metaboliseret fuldstaendigt til kul-
dioxid, vand og ammoniak via enzymet glutamatdehydrogenase
og citronsyrecyklus. | cellerne fra knockout musene, som mangler
enzymet, omsaettes glutamat til aspartat ved anvendelse af kun en
del af citronsyrecyklus. Denne omsaetning af glutamat producerer
kun en tredjedel af den energi, som en fuldstaendig cyklus kan
praestere ved komplet omsaetning af glutamat under medvirken af
glutamatdehydrogenase.

Enzymet er vigtigt ved energimangel

Astrocytter med normal enzymaktivitet kan ved hjzelp af gluta-
matdehydrogenase gge omsaetningen af glutamat og producere
rastoffer til brug i energistofskiftet i kritiske situationer, hvor
niveauet af glukose i hjernen er for lavt. Vore studier har vist, at
astrocytter uden glutamatdehydrogenase ikke er i stand til det.
Overraskende nok kan de heller ikke opregulere den del af citron-
syrecyklus, der farer til produktion af aspartat, ved lave niveauer
af glukose. Dette tyder pd, at glutamatdehydrogenase er vigtigt
for at kunne haeve aktiviteten i citronsyrecyklus, nar der opstar
mangel pa glukose i hjernen.

Pa baggrund af de eksperimentelle fund fra knockout musene
kan vi konkludere, at glutamatdehydrogenase spiller en meget
vaesentlig rolle for at opretholde en normal metabolisme af gluta-
mat i hjernen. Endvidere er enzymet gjensynligt af betydning for
en optimal funktion af mitokondrierne og dermed for glukoseom-
saetningen og energiproduktionen.

Da glutamat er bade en livsngdvendig neurotransmitter og et
potentielt neurotoksisk stof, er det oplagt, at kontrol af enzymet
glutamatdehydrogenase er vigtigt i medicinske sammenhange.
Derfor er enzymet et interessant mal for laegemidler, som kan
fa terapeutisk effekt ved pavirkning af den glutamatmedierede
neurotransmission, der indgar i mange alvorlige neurologiske
sygdomme. m

N A
\gy, + Glulamin
N

-

Pre-synaplisk

p nerveende Y l
( = ., e i
\ Glutamat _,’/ Glutaminase . K
~Pigle oy
Synapse g J S Glutamin
I T A b’ “* ' Glutaminsynhetase
f : J B et iy - 1
{ I ‘o PO e %o Glulamat
\
\ ) \/‘
Post-synaplisk >
X ®, o Astrocyt

Figuren illustrerer glutamat-glutamin cyklus, som er en essentiel proces i glu-
tamats stimulerende nervefunktion: Den prae-synaptiske nervecelle frisaetter
signalstoffet glutamat (orange kugler), som pavirker receptorerne i den post-
synaptiske nervecelle. Efter signaleringen optages glutamat af astrocytten,
der omdanner glutamat til glutamin, som frisaettes fra astrocytten. Glutamin
optages nu af den prae-synaptiske nervecelle, der gendanner glutamat fra
glutamin. Glutamat er klar til igen at veere neurotransmitter.

lllustration: Henning Dalhoff.
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Glutamat (GLU) kan efter optagelse i astrocytten indga som en essentiel brik i
cellens energiomsaetning via citronsyrecyklus (TCA), som finder sted i cellernes
kraftvaerker, mitokondrierne. Indenfor den hvide ramme illustreres omdan-
nelsen af glutamat til metabolitten a-ketoglutarat (o -KG) i citronsyrecyklus.
Omdannelsen katalyseres enten af enzymet glutamatdehydrogenase (GDH)
eller af enzymet aspartataminotransferase (AAT). | sidstnaevnte tilfeelde sker
der ligeledes en omdannelse af oxaloacetat (OAA) til aspartat (ASP). Citronsy-
recyklus danner samtidig adskillige andre metabolitter, deriblandt oxaloacetat
(OAA) og citrat (CIT). Omsaetningen af glukose til kuldioxid, der fgrer til
energiproduktion i mitokondrierne, finder ligeledes sted via citronsyrecyklus.
Sgjlediagrammet illustrerer vores opdagelse af, at produktionen af kuldioxid
og energi fra glukose er nedsat i astrocytter fra knockout mus (gra sgjle), som
ikke indeholder glutamatdehydrogenase, sammenlignet med astrocytter fra
normale kontrolmus (lilla sgjle).

lllustration: Henning Dalhoff og Sune Kliborg
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Leegemiddelforskning

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

Besog os som gymnasieklasse

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

Gymnasielzaererdag

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

Besgg 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
studiemiljget ved enten at vaere studerende for en
dag eller komme i 3-dages studiepraktik. Du kan

0gsa veelge at skrive dit studieretningsprojekt

hos os, eller du kan megde os til abent hus, pa
uddannelsesmesser rundt omkring i landet

0g pa kulturnatten. Men du kan laese

meget mere pa

pharmaschool.ku.dk/besoeg




