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Af Jesper Munck

N auta-prisen tildeles hvert

andet ar en europeeisk forsker, der
pa internationalt plan har gjort sig
forskningsmaessigt banebrydende
geeldende inden for det medicinal-
kemiske omrade. | &r - og for blot
tredie gang overhovedet - gik prisen
til professor Povl Krogsgaard-Larsen,
Danmarks Farmaceutiske Hgjskole.

Ud over de 15.000 hollandske
gylden, der fglger med prisen, er det
essentielle - nar der nu er tale om
prisen inden for omradet - den zere
og internationale opmaerksomhed,
der tilfalder modtageren og den
glans, der samtidig kastes over Hgj-
skolens navn ude i den store verden.

Prisen tildeles for Krogsgaard-
Larsens forskningsmaessige indsats
inden for tre projektomrader:

GABA-systemet
Krogsgaard-Larsen og gruppen
omkring ham har afdeekket veesent-
lige aspekter af hjernens inhibitori-
ske signalsystem, som pavirker alle
vore hjerneceller i retning af at
deempe aktiviteten, og som gar
under betegnelsen GABA-systemet.
Projektet med GABA-systemet, der
etableredes pa Institut for Medicinal-
kemi tilbage i 1970, havde som
hovedformal at afdeekke mulighe-
derne med at pavirke GABA-syste-
met i hjernen rent farmakologisk.
En stimulering af dette system har
en beroligende effekt til fglge.
Omvendt gar man i kramper, hvis
systemet blokeres og hjernen der-
med sa at sige lgber Igbsk.

I midten af 70’erne var Krogs-
gaard-Larsen og hans gruppe i stand
til meget preecist at kunne pavise,
hvordan man farmakologisk ved
hjeelp af syntetiserede modelstoffer
kunne pavirke GABA-systemet.

Et antiepilepsimiddel, der mar-
kedsfgres i dag, kan fares tilbage til
den opdagelse, Krogsgaard-Larsen
gjorde i midten af 70’erne.

Ogsa indleeringsprocesserne er
under en deempende kontrol af
GABA-systemet, og man ved fra
dyreforsgg, at man er i stand til at
lette indleeringsprocessen gennem
blokering af GABA-systemets recep-
torer. Denne iagttagelse forsgges i

dag udnyttet til udvikling af laege-
midler til behandling af Alzheimer-
og andre demenspatienter.

Om det p& baggrund af disse
principper skal lykkes at udvikle et
laegemiddel til effektiv symptombe-
handling af disse patienter, vil tiden
vise.

THIP - en GABA agonist

En anden af de iagttagelser der
gjordes, forte frem til udviklingen af
stoffet THIP - en GABA agonist - som
gennemgik kliniske undersggelser i
starten af 80’erne i meget teet sam-
arbejde med H. Lundbeck A/S. Det
store perspektiv var, at man med
dette stof kunne behandle smerter
ligesa effektivt som med morfin,
men med en helt anden mekanisme
og uden morfinens bivirkninger.
THIP blev dog ikke til et leegemiddel
mod smertebehandling. Stoffet sti-
mulerede hjernens handbremse-
system - GABA-systemet - og derfor,
udover at virke effektivt smerte-
deempende, beroligende det ogsa
patienterne p& ugnsket vis.

P& samme tidspunkt startedes
en ligeledes banebrydende forskning
inden for hjernens overordnede
stimulerende system - stik modsat
GABA-systemets virkning. Hjernens
generelle aktivitetsniveau kan siges
at veere en funktion af, om det er
det inhiberende GABA eller det
stimulerende stof, glutaminsyre, der
har overvaegten.

P& baggrund af denne forskning
var Krogsgaard-Larsens gruppe i
stand til at syntetisere stoffer, som
fik afggrende indflydelse pa udvik-
lingen inden for feltet, f.eks. stoffet
AMPA, som virkede pa ét bestemt
glutaminsyre receptor-system i hjer-
nen. At dette receptor-system fgrst
identificeredes under selve forsggene
er arsagen til, at dette bestemte
receptor-system i dag gar under
betegnelsen AMPA-receptorerne -
et stdende vidnesbyrd om gruppens
pionérfunktion pa omradet. AMPA
og AMPA-receptorerne er i dag gen-
stand for livlig udforskning - blandt
andet i relation til indlaering og
hukommelse.

Acetylcholin-systemet
Hvor man generelt kunne forgge
indleeringen ved at lette haamnin-

gen eller gge stimuleringen i hjerne-
funktionen, kan man ggre det
meget specifikt ved at hjeelpe acetyl-
cholin-systemet. Acetylcholin er det
stof, der spiller den direkte rolle i
alt, hvad der vedragrer hukommelse
og indleering. Ogsa for acetylcholins
vedkommende er der tale om en
stimulerende hjerneeffekt, men kun
i f& og bestemte omrader, specielt i
hjernebarken. Hvor de to forste
systemer grundet deres overall-
effekt er vanskelige at handtere, er
det lettere at gribe ind med acetyl-
cholin, der virker centralt pa hukom-
melse og indlaering.

Inhibitor-systemets opdagelse er
det felt, hvor Povl Krogsgaard-Larsens
indsats forelgbig har faet den
starste internationale betydning,
fordi opdagelsen samtidig betad
startskuddet pa en international
interesse rettet mod dette systems
kemi. Herefter var man ikke alene
pa feltet - og da slet ikke da grup-
pen fra midten af 80’erne arbejdede
med acetylcholin-systemet. Allerede
fra starten stod hundredvis af forsk-
ningsgrupper nu klar i kulisserne,
hvilket ikke mindst skyldtes firmaer-
nes interesse i stoffet og dermed
meget massive forskningsindsats pa
omradet. Et handgribeligt resultat af
dette, er et laegemiddel mod Alzhei-
mers sygdom, som netop nu er un-
der udvikling pa Novo Nordisk A/S.

Det vi fra en Hgjskole-synsvinkel
forst og fremmest kan veere stolte af
er, at Povl Krogsgaard-Larsen har
veeret primus motor inden for oven-
neevnte banebrydende forsknings-
maessige omrader, at resultaterne
har vakt international opmaerksom-
hed og at denne opmaerksomhed nu
har resulteret i Nauta-prisen 1996.
Men ogsa at Hgjskolen har veeret
leverandgr af mange af de medici-
nalkemikere, som stod pa spring i
kulisserne, og som ude omkring pa
virksomhederne har faet omsat de
forskningsmeessige resultater til
udvikling og produktion af leege-
midler.

Det er sddanne faktorer, der pa
afgerende vis er med til at placere
navnet The Royal Danish School of
Pharmacy solidt pa forskningens ver-
denskort.

Redaktionen gnsker Povl Krogs-
gaard-Larsen tillykke med prisen!




Det lille signalmolekyle nitro-
genoxid spiller en vigtig rolle for
reguleringen af trykket og blod-
gennemstrgmningen i gjet. En
gget forstdelse af nitrogenoxids
funktion kan fgre til bedre
behandling af sygdomme som
grgn steer.

Af Niels C. Berg Nyborg

Nitrogenoxid, dvs. kveelstofilte,

er et vigtigt signalmolekyle i en lang
raekke normale og sygelige fysiologi-
ske processer.

P& normalsiden medvirker nitro-
genoxid i udvidelse af blodkarrene,

i immunforsvarets bekaempelse af
fremmede organismer samt i nerve-
systemets regulering af forskellige
kredslgb i kensorganerne, hjernen
og gjnene.

Nitrogenoxid er sandsynligvis
involveret i et veeld af sygdomspro-
cesser og menes at spille en rolle for
de skader pa organer og celler, som
ses ved AIDS, malaria, strélesyge,
meningitis, Alzheimers sygdom samt
ved iskeemi i hjernen og nethinden.
Iskeemi er nedsat vaevsiltforsyning
som fglge af reduceret blodtilfarsel
og kan fare til celledad.

Diet er et stort og komplekst organ. Tegningen
viser gjets anatomiske opbygning.

Udvidelse af blodkarrene
Nitrogenoxid har i mange ar veeret
kendt som signalmolekyle i immun-
forsvarets skraldemandsceller, makro-
fagerne. | begyndelsen af 1980’erne
opdagede man imidlertid en ny
funktion. Det blev her klart, at det
inderste cellelag i blodkarrene,
endothelet, udsender signaler, som
forer til, at karrene udvider sig, nar
der er behov for gget blodgennem-
strgmning.

Opdagelsen fgrte til en intens
jagt pa signalstoffet, og i 1987 blev
det klart, at endothelcellerne udsen-
der nitrogenoxid. Dét forklarer,
hvorfor nitroglycerin, der netop fri-
giver nitrogenoxid, lindrer hjerte-
smerter og nedsaetter blodtrykket.

Kort efter blev enzymet, nitro-
genoxidsyntase (NOS) isoleret, karak-
teriseret biokemisk og klonet. Det er
dette enzym, som frigiver nitrogen-
oxid i cellerne. | endothelcellerne og
nervecellerne findes enzymet kon-
stant, mens det dannes i makrofa-
gerne ved infektioner.

Nitrogenoxid er ikke bare en gas
Overfarslen af signaler fra endothel-
celler og nerver til de underliggende
karmuskler antages at involvere dif-
fusion af nitrogenoxid over i kar-

Fig. 1

muskelcellerne. Her aktiverer gassen
et enzym, guanylat cyclase, der star-
ter en kaedereaktion i muskelcellen,
som resulterer i en nedseettelse af
kraftudviklingen og dermed en udvi-
delse af blodkarret.

Denne forklaring af nitrogen-
oxids virkningsmekanisme har vist
sig at veere meget simplificeret, idet
nitrogenoxid kan aktivere andre
membranrelaterede processer, iseer
&ndringer af ionkanaler og ion-
transportsystemer.

Som gas er nitrogenoxid elek-
trisk neutral, men den seneste biolo-
giske forskning tyder pa, at nitro-
genoxid produceret i nerver optree-
der som et negativt ladet molekyle,
som ikke kan diffundere over celle-
membraner. At nitrogenoxid optreae-
der som signalstof i ladet form i
blodkarrenes nerveender medfgarer,
at stoffet kan frigives malrettet mod
den underliggende karmuskulatur
og ikke bare som gas diffundere i
alle retninger fra produktionsstedet.

Nitrogenoxid i gjet

| modsaetning til dyregjne har det
menneskelige gje en population pa
1000-2000 ganglieceller, som inde-
holder enzymet nitrogenoxidsyntase
og producerer nitrogenoxid. Celler-
ne er fordelt i sm& grupper i arehin-
den og i ciliarmusklen, der styrer
speendingen i gjets linse.

Nervefibre fra gangliecellerne
aktiverer muskelceller i &rehindens
blodarer samt i trabekelvaerket; et
netvaerk af fibre, hvorigennem
kammerveaesken draenes og ledes ud
af gjet.

Trabekelvaerkets muskelceller er
folsomme for nitrogenoxid, som
aktiverer calciumsensitive kaliumion-
kanaler i cellerne. Det leder til
afslapning af trabekelveerket samt
gget udstremning af kammervaeske
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og dermed til et fald i det indre tryk
i gjet.

Gangliecellerne i arehinden
pavirker blodarerne i denne del af
gjet. Aktivering af disse nerver leder
til udvidelse af blodkarrene, men
mekanismen er ikke fuldt klarlagt.

Det er ikke kun nerveceller, som
producerer nitrogenoxid i gjet. Stof-
fet dannes ogsa i endothelcellerne i
gjnenes blodarer for at regulere
blodgennemstremningen overalt i
gjet.

Spiller med i gjensygdomme
Jjensygdommen grgn steer skyldes
en trykstigning i gjet, som medfgrer
nedseettelse af blodgennemstrgm-
ningen i nerveveevet, iseer i omradet
omkring pupillen og den forreste
del af synsnerven.

Arsagen til den klassiske form
med hgijt intraokuleert tryk er endnu
ikke klarlagt, men anses for at veere
multifaktoriel. Nogle af de mulige
faktorer er gget veeskeproduktion
eller nedsat draenage gennem trabe-
kelveerket. Anatomiske studier af
gjne fra patienter med gren steer
har vist, at produktionen af nitro-
genoxid og dermed aktiveringen af
trabekelveerket og arehindens kar er
nedsat pa grund af et tab af ganglie-
celler.

Udover den klassiske form for
gron steer eksisterer der en mindre
gruppe patienter, som har normalt
intraokuleert tryk, men som alligevel
udvikler de samme defekter i syns-
feltet. Her menes arsagen at veere
darlig regulering af blodgennem-
stremningen til de vitale dele af
gjets nerveveey, idet en del af pati-
enterne har “karkramper” og reage-
rer pa behandling med lzegemidler,
der udvider blodkarrene. Kramperne
kan veere forarsaget af gget sam-
mentraekning af blodkarrene, eller

Fig. 2

af tab af karudvidende stimuli, og
her spiller nitrogenoxid en veesentlig
rolle.

Hos patienter med fremskreden
sukkersyge tabes reguleringsevnen i
nethindekredslgbet, og der opstar
store regionale forskelle i blodgen-
nemstrgmningen samt omrader med
iskeemi, hvilket medfgrer skader i
nethindens blodkar. Det er her
yderst interessant, at forsgg har vist,
at den neuronale nitrogenoxid-akti-
vering er forsvundet hos diabetiske
patienter.

Behandling af gjensygdomme
Medicinsk behandling af patienter
med klassisk grgn steer er isser base-
ret pa forskellige betablokkere, der
farer til reduceret produktion af
kammervaeske og dermed nedsat
interokuleert tryk. Desuden introdu-
ceres der snart et nyt behandlings-
princip med en prostaglandin
F2alpha analog, der gger bortskaf-
felsen af kammerveeske.

Fundet af nitrogenoxids afslap-
pende virkning pa trabekelveerket
og trykseenkende virkning har affgdt
kliniske undersggelser, som skal
afklare om laegemidler, der frigiver
nitrogenoxid, kan bruges til behand-
ling af patienter med grgn steer.

Problemerne ved denne behand-
ling er dels at transportere stoffet
over hornhinden og ind i gjet, dels
at eventuel indgivelse i tabletter
ikke ma pavirke patientens blodtryk.

Nar det geelder behandlingen af
patienter med normalt tryk i gjet,
har kliniske undersggelser vist, at
karudvidende calciumantagonister
har en akut forbedrende virkning pa
synsfeltsdefekterne hos disse patien-
ter. Men desveerre giver stofferne
ofte bivirkninger.

Da nitrogenoxid har afggrende
betydning for reguleringen af blod-

Nerve
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gennemstrgmningen i gjet, vil en
gget viden om nitrogenoxids rolle i
udvidelsen af blodkarrene kunne
lede til en specifik terapi rettet mod
disse processer i gjets blodarer. Her-
ved kan man med stor sandsynlig-
hed undga bivirkninger.

Betydningen af nitrogenoxid hos
den diabetiske patient er uafklaret.
De fa data tyder dog p4, at nitro-
genoxid kan have en endog vaesent-
lig betydning for den regionelle
iskeemi og resulterende karskader,
som gdelaegger synet hos patienter
med sukkersyge.

Hvis relationen bekreeftes, kan
behandling med stoffer, der frigiver
nitrogenoxid, maske forebygge
udviklingen af de diabetiske gjen-
skader.

Tegningen viser, hvordan nitrogenoxid (NO)
kan pavirke en karmuskelcelle. Aminosyren L-
arginin omdannes af enzymet NOS, hvorved
der frigives NO fra nervetrdden. NO kan
pavirke calciumsensitive kaliumkanaler, natri-
um-protontransportgrer og et enzym i membra-
nen pa karmuskelcellen (SMC). Endelig kan
NO diffundere ind i muskelcellen og aktivere
enzymet granulatcyklase, der producerer cGMP.
cGMP aktiverer enzymer, hvilket i sidste
instans leder til afslapning af muskelcellen.

Dr.med. Niels C. Berg
Nyborg er professor ved
Institut for Biologi.



Tungtoplaselige

leegemiddelstoffer

| tabletform

I dag ma tungtoplgselige lege-
middelstoffer ofte injiceres. Men
brugerne vil helst have tabletter.
Nye forskningsprojekter skal gge
forstéelsen af, hvordan medicin i
tabletform oplgses og optages i
tarmen .

Af Finn Norring Christensen,
Betty Lomstein Pedersen,
Lisbet Banlgkke,

Niels Hanberg Zangenberg og
Henning Gjelstrup Kristensen.

Et laegemiddelstof, der indtages

i tabletform, skal oplases, for det
kan traenge gennem tarmens mem-
bran. Mange af de nye laegemiddel-
stoffer, er imidlertid tungtoplgselige
i vand og i fordgjelsesvaesken i
mave-tarmkanalen.

Derfor er den maengde laege-
middelstof, som optages i kroppen
af de tungtoplgselige laegemiddel-
stoffer ofte meget lille, hvilket resul-
terer i en ringe virkningsgrad.

Da tabletter stadig er den fore-
trukne méade at indgive medicin p3,
er formulering af de tungtoplgselige
laegemiddelstoffer et veesentligt pro-
blem ved udviklingen af nye leege-
midler.

Der findes i dag flere metoder
til at forgge biotilgaengeligheden
for tungtoplgselige leegemiddelstof-
fer. Da der ikke eksisterer noget
systematisk overblik over disse meto-
der, anvendes de ofte i fleeng.

Et nyt forskningsomrade ved
Institut for Farmaci, som kaldes
GISOL-projekterne (Gastrointestinal
Dissolution of Low Solubility Drugs),
skal udfylde hullerne i den eksiste-
rende viden.

Optagelse af leegemiddelstoffer
Nar et lsegemiddelstof indtages i
tabletform, er optagelsen i kroppen
en trinvis proces. Farst skal stoffet
oplgses, sa skal det transporteres
hen til det yderste cellelag i tarm-
vaeggen, epithelet, og endelig skal
laegemiddelstoffet traenge ind igen-
nem tarmvaeggen til blodet eller til
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Mange nye leegemiddelstoffer er tungt oplaselige
i maven og tarmen. Figuren viser 173 nye leege-
middelstoffer fra perioden 1992-1995 fordelt
efter deres oplgselighed.
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Tilstedeveerelsen af galde og fedt - iscer fedtme-
tabolitter - menes at gge oplasningshastigheden
af fedtopleselige leegemiddelstoffer gennem dan-
nelsen af miceller, dvs. ordnede samlinger af
overfladeaktive stoffer. @get oplaselighed kan
fremme leegemidlers optagelse igennem tarm-
veeggen.

lymfen. Nar man skal forbedre bio-
tilgeengeligheden, m& man vide
hvilke af disse processer, der virker
begraensende.

Matematiske modeller af forhol-
dene i tarmen kan bruges til at iden-
tificere de processer, der begraenser
og dermed styrer optagelsen af
laeegemiddelstofferne. Derfor opbyg-
ger gruppen PC-baserede computer-
modeller over veesketransport og
oplgsningsprocesserne.

Samtidig opbygges en PC-data-
base over de eksisterende lseegemid-
delstoffer. Basen rummer informati-
oner om laegemiddelstoffernes dose-
ring, fedtoplaselighed, vandoplgse-
lighed, molvaegt m.m. Disse informa-
tioner kan s& sammenholdes med
biotilgeengeligheden af forskellige
formuleringer af det enkelte laege-
middelstof.

De overfladeaktive stoffer

i tarmen

De fleste tungtoplgselige leegemid-
delstoffer er vandafvisende. Derfor
er det sveert at befugte overfladen
af partikler af leegemiddelstoffet. |
tarmen findes der imidlertid en del
naturlige overfladeaktive stoffer,
som pavirker befugtningen og der-
med oplgsningen af de fedtstoffer,
som findes i fgden.

| dette projekt undersgges, hvor-
dan tarmens egne overfladeaktive
stoffer pavirker befugtningen og
oplgsningen af tungtoplgselige
laeegemiddelstoffer. Da de overflade-
aktive stoffer virker sammen i tar-
men, studerer vi blandinger af over-
fladeaktive stoffer.

Vi forventer, at disse opl@snings-
fremmende effekter vil vaere mest
udpraegede for de mere lipofile, dvs.
fedtoplgselige og olieagtige, leege-
middelstoffer.

Farste forsgg pa mennesker
Igennem mange ar har man studeret
oplgsning af leegemiddelstoffer i
vandige medier ved forskelligt pH,
ionstyrke m.m. Der er anvendt man-
ge sindrige apparater. Malet har
ofte vaeret at bestemme oplgsnings-
processen for de forskellige laege-
midler i menneskets tarm. Hvordan
processen faktisk forlgber i tarmen,
har man dog endnu ikke kunnet
male direkte.

Et GISOL-projekt skal derfor fal-
ge oplgsningsprocessen i tarmen.
Projektet udfares i samarbejde med
en gruppe ved Uppsala Universitet.
En sonde laegges ned i tarmen pa
frivillige forsggspersoner. lgennem
sonden pumpes testpreeparaterne
ned i tarmen, og prgver suges op.
De farste resultater tyder p3, at det
ved denne metode er muligt at fal-

ge oplgsningsprocessen i tarmen.

Ved at sammenligne oplgsnings-
processen i forskellige vandige medi-
er med den, man finder i mennesker,
kan man identificere de medier, som
bedst afspejler forholdene i den
menneskelige tarm.

En vej til bedre formuleringer
Ved indtag af 100 gram fedtstof i
foden optages over 93 procent. | tar-
men findes en raeekke enzymer og
overfladeaktive stoffer, som hand-
terer disse i vand tungtoplgselige
fedtstoffer. Omseetningen af fedt-
stofferne styres i et kompliceret sam-
spil imellem fgden, mave, galde og
tarm.

| et GISOL-projekt undersgger vi,
hvordan leegemiddelstoffer bliver
oplgst og optaget samtidig med, at
fodens fedtstoffer omsaettes. En
model af fedtstofomsaetningen er
blevet genskabt i laboratoriet for at
studere, hvordan leegemiddelstoffer-
ne pavirkes.

Nogle af de mest lovende tek-
nikker til forbedring af optagelsen
af lipofile leegemiddelstoffer, der
indtages som tabletter, er baseret pa
olieformuleringer.

Med denne model kan oplgsnin-
gen af sddanne oliebaserede laege-
midler studeres i laboratoriet.

| bedste fald vil det blive muligt
at udnytte naturens egne redskaber
til at lave helt nye og bedre tablet-
formuleringer af tungtoplgselige
laegemiddelstoffer.

Dr.pharm. Henning Gjel-
strup Kristensen er professor
ved Institut for Farmaci.

Stor interesse for
GISOL-projekterne
GISOL-projekterne har veeret i gang i
halvandet ar, og vi har i den periode
etableret et samarbejde med nogle
af de udenlandske forskningsgrup-
per, som er leengst fremme p& omréa-
det. Det drejer sig om grupper ved
universiteterne i Uppsala og Lund i
Sverige, i Frankfurt i Tyskland og i
Ann Arbor i USA. Samtidig er der
stor interesse for projekterne fra
medicinalindustrien i ind- og udland.

Det langsigtede mal er at gge
forstéelsen for oplgsningsprocessen i
den humane tarm, saledes at fremti-
dige leegemidler kan udnyttes mere
effektivt. | heldigste fald kan projek-
terne give helt nye principper til at
formulere tungtoplgselige leegemid-
delstoffer i fremtiden.

Fig. 3
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Tarmens egne overfladeaktive stoffer har betyd-
ning for lipofile Ieegemiddelstoffers oplasnings-
hastighed og oplaselighed. Her ses oplgsningsha-
stighed (IDDR) og oplgselighed for stoffet
hydrokortison i medier, der indeholder galdesalt
(BS), fosfolipid (PL), lyso-fosfolipid (LPL), 2-
monoglycerid (2-MG) samt frie fedtsyrer (FFA).

Lic.ind.cand.polyt. Finn
Norring Christensen er lek-
tor ved Institut for Farmaci.

Cand.pharm. Betty Lom-
stein Pedersen er Ph.D.-stu-
derende ved Institut for Far-
maci.

Cand.pharm. Lishet Bgn-
lgkke er Ph.D.-studerende
ved Institut for Farmaci.
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Cand.polyt. Niels Hanberg
Zangenberg er Ph.D.-stude-
rende ved Institut for Far-
maci.




Malrettet afgift af

leegemiddelstoffer

til tyktarmen

Nogle leegemiddelstoffer er i dag
uegnede til tabletter, fordi de
nedbrydes i maven eller tyndtar-
men. Men ny forskning viser, at
stofferne kan beskyttes af et
hydrogelsystem, indtil de nar
tyktarmen. Herfra kan de komme
ud i blodet og virke.

Af Charlotte L. Andersen,
Helle Brgndsted og Lars Hovgaard.

L
| abletter er ofte den bedste og

behageligste made at indtage laege-
midler pa. Men nogle lzegemiddel-
stoffer egner sig ikke til indgift via
munden. Det geelder bl.a. for pepti-
der og proteiner, der spas en stor
fremtid til smertebehandling samt
behandling af sygdomme som suk-
kersyge og dveergvaekst.

Problemerne opstar, fordi der i
maveseekken og tyndtarmen findes
en raeekke enzymer, som nedbryder
de aktive leegemiddelstoffer, fgr de
kan traenge gennem tarmveeggen
og videre ud i blodet for at virke.

| tyktarmen er maengden af disse
enzymer imidlertid veesentlig lavere,
hvilket betyder, at optagelsen af
peptider og proteiner gennem tarm-
vaeggen kan finde sted her.

Derfor er det af stor interesse at
udvikle et leegemiddelsystem som
kan beskytte leegemiddelstoffet
under passagen gennem mavesaek-
ken og tyndtarmen, sa stoffet farst
frigives i tyktarmen.

Vore undersggelser viser, at et
nyt leegemiddelsystem baseret pa
dextran hydrogeler, er meget loven-
de til formalet.

Leegemidler til tyktarmen
Specifik afgift til tyktarmen er rele-
vant for to grupper af medicin:

e | xegemiddelstoffer, som er usta-
bile i den gvre del af mave-tarm-
kanalen. F.eks. vacciner, peptider
og proteiner. Peptider er sma
proteiner.

Fig. 1
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e | zegemiddelstoffer til behand-
ling af sygdomme i tyktarmen.
Blandt disse findes antiinflam-
matoriske stoffer til behandling
af tarmbetaendelse samt kemo-
terapeutiske stoffer til behand-
ling af kreeft i tyktarmen.

Fysiologien i mave-tarm-kanalen
For at udvikle et lzzegemiddelsystem,
som specifikt afgiver laegemiddel-
stoffer i tyktarmen, er det ngdven-
digt at tage en del fysiologiske fak-
torer i betragtning. De vigtigste for-
hold er mave-tarmkanalens variation
i maengden af bakterier, pH og
kemisk reaktivitet.

Antallet af bakterier er markant
hgjere i tyktarmen end i den gvre
del af mave-tarmkanalen, hvilket
heenger sammen med de lave pH-
veerdier gverst i mave-tarmkanalen
og en forholdsvis kort transittid af
foden. Transittiden i mavesaekken og
tyndtarmen er henholdsvis 1-3 timer
og 5-6 timer, mens transittiden i
tyktarmen kan variere fra 24-72
timer.

Tegningen viser strukturen af en dextran hydro-
gel. Antallet af de tredimensionelle krydshin-
dinger kan varieres og har betydning for gelens
mekaniske styrke og for nedbrydeligheden i tyk-
tarmen.

Bakterierne i tyktarmen produ-
cerer en raekke enzymer, som man
kan drage nytte af ved formulerin-
gen af et leegemiddelsystem til spe-
cifik afgift af leegemiddelstoffer i
tyktarmen.

Det er muligt at fremstille leege-
midler, som passerer mavesaekken
og tyndtarmen i intakt stand og
forst nedbrydes af ét bestemt
enzym, som kun bakterierne i tyk-
tarmen udskiller. Derved begynder
afgiften af det aktive leegemiddel-
stof netop her.

DFH har udviklet et
leegemiddelsystem
P4 Institut for Farmaci har vi udvik-
let et sddant specifikt lzzgemiddel-
system. Systemet er baseret pa en
enzymatisk nedbrydelig hydrogel,
som leegemiddelstoffet er pakket
ind i. Gelen kan formuleres som en
tablet, en kapsel eller et overtraek.
Hydrogeler er krydsbundne poly-
merer, som danner et 3-dimensionelt
netveerk. Gelerne er uoplgselige i
vandige miljger, men indeholder selv

Fig. 2
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Hydrogelen bestéar af den bio-
nedbrydelige polymer dextran. Dex-
tran nedbrydes af enzymet dextra-
nase, som udelukkende produceres
af de bakterier, som findes i tyktar-
men.

Nar dextranhydrogelen nedbry-
des, frigives leegemiddelstoffet, som
nu enten kan passere tarmveeggen
eller udgve sin virkning lokalt i tyk-
tarmen.

Undersggelser med dextran
hydrogeler

Vi har syntetiseret og karakteriseret
dextran hydrogeler med henblik p&
at klarlaegge sammenheangen mel-
lem gelernes struktur og deres
fysisk-kemiske egenskaber. Desuden
er den enzymatiske nedbrydning af
systemet blevet undersggt i labora-
toriemodeller, der reproducerer for-
holdene i tyktarmen.

Vi har fundet, at det er muligt
at aendre styrken og krydsbindings-
graden i en dextran hydrogel ved at
anvende dextran med varierende
molekylestgrrelse. Desuden har det
vist sig, at jo mere krydsbundet en
hydrogel er, jo starre mekanisk styrke
har den, men jo mindre er dens evne
til at optage vand. Jo mere vand,
gelen indeholder, jo hurtigere ned-
brydes den.

Disse forhold har alle betydning
for nedbrydningen af hydrogelen.
Derfor skal man veere saerdeles
opmaerksom pa krydsbindingsgra-
den ved formulering af et l&egemid-
delsystem baseret pa dextran hydro-
geler.

Forskellige laeegemiddelstoffer er
blevet inkorporeret i hydrogelerne,
og modelforsgg har vist, at afgiften
af laegemiddelstof netop udlgses af
enzymet dextranase.

Det tyder pa, at dextran hydro-

geler ikke nedbrydes i den gvre del
af mave-tarm-kanalen. Dyreforsgg
har siden bekreeftet, at dextran
hydrogelerne ikke bliver nedbrudt i
en rottes mave, men farst i tyktar-
men, hvor dextranase findes.

Gelerne har et stort potentiale
Vores resultater viser, at det er
muligt at udvikle et laagemiddelsy-
stem baseret pa dextran hydrogeler,
som med stor sikkerhed afgiver
laegemiddelstoffer specifikt i tyktar-
men. Samtidig er systemet ugiftigt.
Derfor har dette lsegemiddel-
system en stor fremtid inden for
behandling med peptider, proteiner
og vacciner, samt inden for behand-
lingen af sygdomme i tyktarmen.

Figuren viser, hvordan dextranleegemiddelsyste-
met uskadt passerer maveseekken og tyndtar-
men. Forst i tyktarmen nedbrydes systemet, og
legemiddelstoffet frigives.

Hydrokortison blev brugt som modelstof for at
male frigivelsen af Iegemiddelstoffer fra dex-
trankapsler. Som det ses, bliver kun sm& meeng-
der af stoffet frigivet, indtil enzymet dextranase
tilseettes. Dette enzym, som kun findes i tyktar-
men, abner dextrankapslen helt.

Fig. 3
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Akutte tilstande som et epilep-
tisk anfald kan i dag kun behand-
les med en injektion. Det kreever
normalt, at der er en leege eller
en sygeplejerske til stede. Nee-
sespray er et godt alternativ, som
enhver kan bruge.

Af Erik Bechgaard, Morten Bagger
og Sveinbjorn Gizurarson

Kan administration af laege-

middelstoffer via luftvejene helt
erstatte injektion?

Nej, formentlig ikke. For det
forste er det sveert at undga skader i
luftvejene, nar det geelder leegemid-
ler, som hele livet igennem skal ind-
tages flere gange dagligt. For det
andet findes der en gvre greense for,
hvor store molekyler der kan opta-
ges via naesen eller lungerne.

Imidlertid rummer indgift via
naesehulen eller lungerne mange
muligheder, iseer i akutte situationer
som ved et epileptisk anfald eller
ved feberkramper. Her er et hurtigt
indgreb til stor gavn for patienten,
og hvis medicinen findes som nzese-
spray, kan enhver i patientens
neerhed straks yde farstehjeelp.

Ved dosering via luftvejene und-
gas desuden anvendelse af kanyler,
hvilket ikke blot sparer patienterne
for ubehag, men ogsa begraenser
risiko for smitte via blod, f.eks. i for-
bindelse med leverbeteendelse og

Fig. 1

AIDS, samt ved brug af medicin i
udviklingslandene.

Luftvejene er et godt alternativ
til injektion, fordi slimhinderne er
forholdsvis lette at gennemtreenge,
hvorved leegemiddelstoffet optages
direkte i blodet og virker hurtigt.

Administration via naesen eller
lungerne er ikke mindst interessant i
forbindelse med medicinsk anven-
delse af peptider, der let nedbrydes i
mave-tarmsystemet, hvis de indtages
som tabletter. Peptider er sma prote-
iner, som bestar af op til ca. 100
aminosyrer, og de spas en stor frem-
tid som leegemidler. De kan i dag
fremstilles ved hjeelp af genteknolo-
gi.

Indgift via neese og lunger
Nar et leegemiddelstof indgives via
naesehulen eller lungerne, skal stof-
fet optages gennem en barriere,
som i begge tilfeelde kun bestéar af
ét enkelt epithelcellelag. Ved nasal
administration skal stoffet derud-
over passere et markant slimlag,
mucus.

| lungernes alveoler foregar ilt-
optaget fra indandingsluften, og her
er epithelet szerlig let gennemtraen-
geligt og overfladen meget stor.
Derfor kan selv store peptider pas-
sere cellelaget i rimelige maengder.
Et eksempel er insulin, der har en
molekylevaegt pa ca. 5000 D. Mole-
kyler som er veesentligt starre end
vaeksthormon, med en molekyle-
vaegt pa ca. 20.000 D, kan naeppe
indgives uden brug af absorptions-
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Nar store molekyler skal indtages via neesen, er
det ofte ngdvendigt at anvende et absorptions-
fremmende stof. Kurven viser varigheden af den
absorptionsfremmende  effekt, der males som
den meengde af peptid T, der kommer ud i blo-
det (AUC). Neesehulen er forbehandlet med et
absorptionsfremmende stof i forskellige antal
minutter, for applikation af peptidet (Bech-
gaard og Bagger).

Et leegemiddelstof, som optages via lungerne
(tv.) eller neesehulen (th) skal krydse en barrie-
re, der kun bestar af ét enkelt epitelcellelag, for
at komme ud i blodet. I neesen skal stoffet dog
farst passere et tykt slimlag, mucus.

fremmende stoffer. Man er imidler-

tid beteenkelig ved at anvende disse
stoffer i lungerne af frygt for skade-
virkninger.

Ved indgift via lungerne er
hovedproblemet at bringe mere end
10-20% af den anvendte dosis forbi
bronkierne og ned i alveolerne. Som
led i indhalationen skal patienten
ande kraftigt ind, hvilket kan veere
begreenset af sygdomstilstanden og
patientens fysiske formaen. Denne
administrationsvej er derfor uanven-
delig, nar patienten er bevidstlgs.
Her kan applikation i naesen anven-
des.

Hovedproblemerne ved nasal-
applikation er, at kun 50-150 pl kan
indgives i hvert neesebor, samt at
absorptionsoverfladen er relativ lille.
Endelig fjernes uabsorberet leege-
middelstof hurtigt fra neesehulen af
fimrehar. Nasalt er det ikke muligt
at indgive sa store molekyler, som
man kan via lungerne. Anvendelse
af et absorptionsfremmende stof vil
normalt veere ngdvendigt for pepti-
der med en molekyleveegt starre
end 500-1000 D.

Afvejning af fordele og ulemper
Kunsten ved indgift af leegemidler
via naesehulen er oftest at fremme
absorptionen uden at beskadige
slimhinden.

Ved kronisk behandling, f.eks.
af sukkersyge med insulin, hvor den
kliniske effekt af den eksisterende
behandling er meget tilfredsstillende,
vil kravene til nye administrations-
former veere seerdeles restriktive. |
andre tilfeelde opvejes eventuelle
ulemper som irritation af slimhinden
derimod klart af fordelene. Dette
beror saledes pa en cost-benefit vur-
dering.

Varigheden af gget absorption
Absorptionsfremmende stoffer sgger
man savidt muligt at undga i lsege-
midler til neesen. Et stof, der gger
slimhindens gennemtraengelighed,
skal veere sd virksomt og lidet skade-
ligt som muligt. Samtidig bar virk-
ningen helst forsvinde hurtigt efter,
at lazgemiddelstoffet er absorberet,
s& eventuelle allergener eller vira far
mindst mulig chance for at treenge
ind.

Virkningen af et steerkt absorpti-
onsfremmende stof kan vare i dage-
vis. | et pilotforsgg med et af de
nyere stoffer har vi fundet, at effek-
ten aftager i lgbet af ca. fire timer.

Lokaltoksititet og klinisk relevans
Et stofs skadevirkning pa cellemem-
braner kan bl.a. undersgges pa dyr-
kede celler eller dyrevaev. Men vi
kender meget lidt til den kliniske

relevans af disse tests. Derfor under-
sggte vi forandringer i naeseslimhin-
den efter en uges behandling af
kaniner med de velkendte 1% efe-
drin naesedréber. Efedrin pavirker
epithelcellerne steerkere end de fle-
ste nyere laeegemidler. Kaninerne
fungerede helt normalt, men de
cylinderformede epithelceller var fla-
de efter behandlingen. Efter fa dage
var slimhinderne igen normale.

Vi har desuden lavet forsgg
med nasal indgift af det muskel-
afslappende lsegemiddelstof dia-
zepam givet til mennesker. Forsgge-

Fig. 3

Histologisk forandring af neeseslimhinden efter
en uges behandling af kaniner med 1% efedrin,
DAK. Til venstre ses normale cylinderformede
epithelceller (G). Til hgjre ses, at de tilsvarende
celler efter behandling er flade og uden fimre-
har. (Bechgaard og Bagger i samarbejde med
E. Bindseil, KVL).

ne viste, at naesen er velegnet til
akut behandling af f.eks. epileptiske
anfald og feberkramper.

Nye vacciner og leegemidler
Effekten af en raekke vacciner kan
gges ved nasal indgift. Traditionel
vaccination ved injektion stimulerer
primeert dannelse af antistof i krop-
pen. Vaccination via naesen danner
samtidig antistof lokalt i alle slim-
hinder. Kroppen vil derfor veere
bedre beskyttet mod de infektions-
sygdomme, der benytter slimhinder
som indgangsport. Det geelder f.eks.
difteri og kolera.

Med hensyn til nasale laegemid-
ler har iseer industrien forsket
intenst i formulering af store pepti-
der - f.eks insulin - til kronisk anven-
delse som naesespray. Det vil nok i
forste omgang veere sikrest primeert
at satse pa akutte, kortvarige anven-
delser samt pa vaccination.

Til lungeapplikation forskes der i
inhalatorer, der kan bringe starst
mulig del af dosis ned i selv “svage”
lunger. Nyere undersggelser tyder
pa, at op til 95 procent er muligt.

Fremtiden er udfordrende og
lovende.
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Eksempel pa plasmakoncentration af diazepam
til forskellige tider efter nasal administration til
mennesker. (E. Bechgaard, S. Gizurarson, H.
Jonsson og F.K. Gudbrandsson)

Fig. 5

h]-l-

Sgjlerne viser det immunologiske respons malt i
slimhinderne og blodet efter nasal vaccination
(IN) og injektion (SC). Immunresponset for de
to administrationsformer er nogenlunde ens i
blodet. Desuden stimulerer nasal vaccination
den lokale beskyttelse pa slimhinden. TT = teta-
nus toxoid; DT = difteri toxoid (Gizurarson).

Lic.pharm. Erik Bechgaard
er lektor ved Institut for
Farmaci, DFH.

Morten Bagger er scholarsti-
pendiat ved Institut for Far-
maci, DFH.

Cand.pharm., Ph.D. Svein-
bjérn Gizurarson er docent
ved Institut for Farmaci,
Islands Universitet.
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Bedre

smerte-

behandling

efter operation

Leegemiddelstoffet paracetamol
er meget anvendt til smertebe-
handling efter operationer. Flere
undersggelser tyder imidlertid
pa, at de anbefalede doser er for
smaA.

Fig. 1

Af Tina Hahn, Janne Rgmsing og
Mette Rasmussen

N ar patienter har brug for

smertelindring efter operationer, er
paracetamol alene eller i kombina-
tion med morfika i dag farstevalget
indenfor gruppen af svage smerte-
stillende laegemidler.

Selv om paracetamol bruges i
stort omfang, er det fgrst nu, at der
bliver sat fokus pad sammenhaengen
mellem dosis og den smertestillende
effekt.

Dét er der i hgj grad brug for.
Flere undersggelser viser, at de
anbefalede doser af paracetamol
ikke har en tilstraekkelig virkning pa
postoperative smerter.

Ingen studier af dosis og effekt
Vi har netop afsluttet en under-
sggelse, der viser, at standarddoser
af paracetamol pa 60 mg/kg/dggn
som tabletter og 90 mg/kg/dagn
som stikpiller indgivet med faste
intervaller ikke er tilstreekkelige til
at forebygge steerke smerter tre

dage efter operationen hos bgrn,
der har faet fjernet mandlerne.

Den utilfredstillende effekt kan
have flere arsager. Muligvis er den
effektive dosis af paracetamol hgjere
end den anbefalede. Specielt med
hensyn til rektal dosering kan dette
veere tilfeeldet, fordi biotilgeengelig-
heden er lav, nar paracetamol gives
som stikpiller.

Ydermere er der meget stor
variation fra person til person i for-
holdet mellem dosis og koncentra-
tionen i blodet ved rektal dosering.
En forelgbig undersggelse har vist,
at maksimumkoncentrationerne
efter enkeltindgift til bgrn har en
spredning pa 64 procent.

Endelig er det uvist, hvilken kon-
centration i blodet, man skal sgge at
opna, fordi der aldrig er foretaget
dosis/respons studier af paracetamols
smertestillende effekt.

Doser valgt ud fra virkning pa
feber

Paracetamol lindrer ikke blot smerter,
men virker ogsa febernedszettende.
De doser, som i dag anvendes i
smertebehandlingen, er valgt ud fra
dosis/respons-forholdet for paraceta-

En frivillig forssgsperson far induceret en 1.
grads forbreending med et varmelegeme. Ved
anvendelse af kunstigt pafarte smerter opnas en
hgjere grad af standardisering end hos patienter
efter en operation.

mols febernedseettende virkning -
altsa en helt anden effekt.

For de fleste leegemidler er der
en sammenhang mellem den kon-
centration af laegemidlet, som opnas
i forskellige kropsvaesker og virknin-
gen. Dog skal koncentrationen op
over et bestemt teerskelniveau, for
man opnar en virkning. En dosis af
et laegemiddel, som resulterer i en
koncentration, der ligger under dette
teerskelniveau, er altsa nyttelgs.

Det er muligt, at de doser af
paracetamol, der anvendes i dag,
giver koncentrationer, som ligger
under teerskelveerdien for den smer-
testillende effekt.

Nu undersgges den
smertestillende effekt
Vi undersgger nu sammenhaengen
mellem den smertestillende effekt
og koncentrationen af paracetamol i
forskellige kropsvaesker.

For at fa afklaret, om effekten
er betinget af koncentrationen i
hjernen malt i rygmarvsvaesken
og/eller af koncentrationen i blod,
undersgges sammenhangen mellem
disse koncentrationer og leegemid-
lets smertestillende virkning.

Fig. 2
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Der er stor forskel pd koncentrationen af para-
cetamol i blodet, nar leegemidlet gives som stik-
piller. Kurverne viser koncentrationerne hos ni
barn der har faet 25 mg. pr. kg.

Samtidig undersgger vi, om spyt-
koncentrationen er et godt spejl af
serumkoncentrationen hos bade
bgrn og voksne i dagene efter en
operation. Habet er, at behandlin-
gen kan styres og justeres uden, at
det er ngdvendigt at “stikke” for at
tage blodprgver. De hidtidige resul-
tater lover godt. Hos raske voksne
optraeder koncentrationen af para-
cetamol i serum og spyt i forholdet
1:1.

Der er planlagt flere kliniske
undersggelser til afklaring af forhol-
det imellem paracetamols koncen-
tration i kropsveesker og den smerte-
stillende effekt. | to undersggelser
folges voksne patienter i de farste
timer efter operationen.

Her tages der prgver af blod,
rygmarvsvaeske og spyt. Samtidig
angiver patienten sin smerte pa en
smerteskala. Patienten saetter en
streg pa en vandret linie, hvor den
ene ende repraesenterer “ingen

Koncentrationen af paracetamol i spyt kan
méske bruges som en nem indikator for Ieege-
midlets smertestillende effekt. Grafen viser spyt-
koncentrationerne hos en rask forsggsperson
efter tre forskellige doser. Det febernedscettende
omrade ligger mellem 10 og 20 mg/l, mens
omradet for den smertestillende effekt muligvis
er hgjere.

smerte” og den anden ende “uud-
holdelig smerte”.

Model i stedet for naturlige
smerter

| en anden undersggelse, som er
dobbeltblind og placebokontrolleret,
far frivillige forsggspersoner induce-
ret en 1. grads forbreending, svaren-
de til en solskoldning, ved hjeelp af
et varmelegeme. Under opvarmnin-
gen, som varer 7 minutter, angiver
deltagerne deres smerte pa smerte-
skalaen.

Ved at anvende kunstigt pafart
smerte opnar vi en hgjere grad af
standardisering, og den variation
mellem personer, der iseer er forbun-
det med kvantisering af smerter, kan
udelukkes. Undersggelserne har
ogsa den fordel, at smerten ikke er
forbundet med nervgsitet, som det
ofte er tilfaeldet med postoperative
smerter.

Langvarige smerter hos bgrn
Efter starre operationer hos bgrn,
hvor der er et laengerevarende
behov for at lindre smerter, benyttes
ofte gentagen indgift af paraceta-
mol som stikpiller i kombination
med morfinpraeparater. Stikpillerne
anvendes, fordi bgrn kan have be-
sveer med at sluge tabletter eller pa
grund af kvalme, som ofte optraeder
i forbindelse med morfinpreeparater.

Selvom dette doseringsskema
benyttes i vid udstreekning, er for-
holdene darligt belyst. Derfor er en
undersggelse nu iveerksat for at
afklare, hvordan forholdet mellem
dosis og koncentrationen i blod er
hos bgrn, n&r paracetamol gives
over en laengere periode.

Effektiv dosering af paracetamol
Resultaterne af undersggelserne kan
fa stor betydning for optimeringen
af den postoperative smertebehand-
ling af bade bgrn og voksne.

Hvis der er god korrelation mel-
lem koncentrationen af paracetamol
i blod eller rygmarvsveeske og den
smertestillende effekt, kan det ud-
nyttes til at fastleegge effektive dose-
ringsskemaer til behandling af smer-
ter efter operationer. Sammen med
data om den enkelte patient kan
resultaterne ogsa fremme en indivi-
dualisering i smertebehandlingen.

Cand.pharm. Tina Hahn er
Ph.D.-studerende ved Insti-
tut for Farmaci.
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Cand.pharm., Ph.D. Janne
Remsing er adjunkt ved
Institut for Farmaci.

Lic.pharm. Mette Rasmus-
sen er lektor ved Institut for
Farmaci.
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Nar medicin omdannes i kroppen,
er produkterne i nogle tilfelde
arsag til allergiske reaktioner.
@get forstdelse af processerne
kan fare til forbedret design af
nye leegemidler.

Af Ulla Grove Sidelmann og
Steen Honoré Hansen

I I ovedpine og gigtsmerter

behandles i vid udstreekning med en
gruppe leegemidler, der kaldes non-
steroide antiinflammatoriske laege-
midler (NSAID-stoffer). Typiske
eksempler er ibuprofen, naproxen
og acetylsalicylsyre.

Nogle af disse leegemiddelstof-
fer medfarer hyppigt allergi hos bru-
gerne, og derfor er flere af dem,
f.eks. zomepirac, benoxaprofen,
indoprofen og alclofenac, nu truk-
ket tilbage fra klinisk anvendelse.

De allergiske reaktioner opstar
sandsynligvis ved, at nogle af de
stoffer, som leegemidlerne omdan-
nes til i organismen, binder sig til
proteiner i blodplasma. Det er disse
laegemiddel-protein komplekser,
som forérsager allergi hos brugerne.

Nar NSAID-lzegemidler omsaettes
i organismen, dannes der acylglucu-
ronider, som kan kobles til proteiner.
Man har her fundet ud af, at der er
sammenhang mellem hgj reaktivitet
af acylglucuroniderne og den hgje
hyppighed af allergiske reaktioner.

Derfor er det i vores interesse at
undersgge de faktorer, der har ind-
flydelse pa laegemiddelstoffers evne
til at danne acylglucuronider. Samti-
dig er det vigtigt at kende disse glu-
curoniders reaktivitet og dermed
deres evne til at danne komplekser
med proteiner i organismen.

Derigennem haber vi at kunne
forudsige et nyt leegemiddelstofs
evne til at forarsage allergiske reak-
tioner under terapeutisk anvendelse.

Omdannelse af glucuroniderne
NSAID-stoffer og andre leegemidler,
der indeholder en carboxylsyregrup-
pe, danner de sakaldte 3-1-O-acyl-
glucuronider i organismen. Disse
glucuronider kan derefter omdannes
pa tre forskellige mader i kroppen.

Med hensyn til stoffernes evne
til at fremkalde allergi er den vigtig-
ste af de tre reaktioner acylmigre-
ring. Jo mere reaktive glucuronider-
ne er, jo hurtigere forlgber acylmi-
greringen, og jo stgrre er laegemid-
lets evne til at danne komplekser
med proteiner og derved fremkalde
allergi.

Acylmigreringen foregar ved, at
selve leegemiddelstoffet flyttes fra
sin oprindelige plads i glucuronidet
over pa de hydroxylgrupper, der stik-
ker ud fra glucuronsyremolekylet.
Der er tre led i processen, hvor
laeegemiddelstoffet hver gang rykker
videre til den naeste hydroxylgruppe
pa glucuronsyre.

Under forlgbet dannes der altsa
tre nye varianter af glucuronidet.

Reaktionerne opstar spontant i
kroppen, og alle tre omdannelses-
produkter i reaktionskeeden kan bin-
des til proteiner i organismen.

Glucuronidernes reaktivitet kan
vurderes ud fra, hvor hurtigt acylmi-
greringen forlgber - jo kortere halve-
ringstid jo mere reaktive glucuroni-
der. Halveringstiden er den tid, der
gér, inden halvdelen af det oprinde-
lige R-1-O-acylglucuronid er omdan-
net til de tre varianter, der kaldes
henholdsvis B-2-O-acyl, 3-3-O-acyl og
R-4-O-acyl isomerer.

Reaktionen fra 3-1-O-acylglucu-
ronidet til B-2-O-isomeren er irrever-
sibel, men de gvrige omdannelses-
trin fra B-2-O-acyl over R-3-O-acyl til
R-4-O-acyl kan lgbe begge veje.

Adskillelse og strukturopklaring
Man star over for en sveer analytisk
problemstilling, nar man skal male
acylmigreringshastigheder, fordi man
skal kunne skelne mellem meget
neert besleegtede stoffer, der hele
tiden hurtigt omdannes til hinanden.

Kernemagnetisk resonans (NMR)
er en optimal teknik til at identifi-
cere de forskellige glucuronider, der
dannes som fglge af acylmigrering.
NMR-teknikken udmeerker sig ved at
kunne bestemme strukturen af neert
besleegtede stoffer selv i meget
komplekse blandinger.

Ofte er det dog ngdvendigt at
adskille komponenterne i blanding-
erne fra hinanden, inden selve struk-
turopklaringen. Det ggres normalt
ved hjeelp af hgjtryks veeskekroma-
tografi (HPLC).

Inden for de seneste &r er det
blevet muligt at koble HPLC direkte

Tegningen viser acylmigrerings reaktioner for
acylglucuronider. Den oprindelige udgave B-1-
O-acylglucuronid har leegemiddelstoffet (R)
koblet til carbonyl-carbon (C). Man ser tre
hydroxylgrupper (OH) stikke ud fra glucuron-
syremolekylet. Ved den farste acylmigrering flyt-
tes carbonyl-carbon med Ieegemidlet over pé den
nermeste hydroxylgruppe, hvorved B-2-O-acyl-
forbindelsen dannes. Ved de to falgende reaktio-
ner flyttes gruppen hen pa de neeste hydroxyl-
grupper

Fig. 1
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med NMR. Herved kan man fgrst
adskille ukendte stoffer og derefter
opklare deres struktur enkeltvis. Ved
et sddant direkte-koblet HPLC-NMR
eksperiment er det muligt at lave
analyser, der ellers ville veere uhyre
tidskreevende.

| den her beskrevne problemstil-
ling var det muligt at skille samtlige
glucuronider ad og derefter direkte
identificere dem enkeltvis.

Nar de enkelte glucuronider
forst er adskilt, kan man isolere de
forskellige varianter, der dannes som
falge af acylmigreringen, i NMR
magneten. Ved hjeelp af direkte-
koblet HPLC-NMR kan deres indivi-
duelle acylmigreringsreaktioner der-
efter fglges online ved at optage
NMR-spektre med givne tidsinterval-
ler.

P& den made kunne vi fa oplys-
ninger om de enkelte glucuroniders
omdannelse til de fgr naevnte vari-
anter. Ved hjeelp af NMR-spektrene
er det samtidig muligt at optegne
koncentrationen af de forskellige
varianter som funktion af tiden, og
ud fra disse kurver kan de individu-
elle acylmigreringshastigheder der-
efter bestemmes.

Model viser allergirisiko

Der er blevet indsamlet information
omkring sammenhaengen mellem
strukturen af laegemiddelstoffer og
reaktiviteten af deres acylglucuroni-
der. Det er gjort ved at bestemme
halveringstider for acylmigreringen
af modelglucuronider.

Det blev erfaret, at bade struk-
turelle og elektroniske faktorer har
betydning for glucuronidernes reak-
tivitet. P& det strukturelle plan er
det vigtigt, om angrebspunktet for
acylmigreringen er let eller sveert til-
geengeligt. Dette angrebspunkt er
carbonyl-carbon i carboxylsyregrup-
pen.

P& den elektroniske side er det
vigtigt, hvor stor den positive lad-
ning af carbonyl-carbon er. Jo starre
positiv ladning, jo mere modtagelig
er carbonyl-carbon for elektroner og
jo hurtigere forlgber acylmigrerings-
reaktionerne.

Vi fortseetter nu med at under-
sgge acylmigreringshastighederne
for acylglucuronider af leegemiddel-
stoffer. Vi hdber derigennem at gge
vores viden omkring de fysisk-kemi-
ske forhold, der bestemmer acylglu-
curoniders reaktivitet og de relate-
rede allergiske reaktioner, der obser-
veres hos brugerne af leegemidlerne.

Derigennem kan man opstille
forbedrede designkriterier for nye
laegemiddelstoffer, der indeholder
en carboxylsyregruppe.

Fig. 2
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Ved hjeelp af direkte koblet HPLC-NMR er det
muligt at adskille de forskellige acylglucuroni-
der og bestemme strukturen af dem. Princippet
er, at man farst adskiller sine stoffer i det kro-
matografiske system og leder dem enkeltvis hen
til  gennemstrgmningscellen i magneten, hvor
NMR-spektrene optages. De enkelte stoffers
acylmigreringsreaktioner kan falges ved at opta-
ge NMR-spektre med givne tidsintervaller.
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Protein

kan fgre til
behandling af

septisk shock

Fig. 1

Bakterielle infektioner kan med-
fore deden ved septisk shock,
fordi et overaktivt immunforsvar
far organerne til at svigte. Opda-
gelsen af proteinet HBP kan fare
til en effektiv behandling.

Af Lars Fogh Iversen,
Jette Sandholm Kastrup og
Ingrid Kjgller Larsen

L
| rods medicinske fremskridt i

behandlingen af blodforgiftning
med septisk shock, findes der i dag
ingen effektiv behandling mod den-
ne sygdom, som ofte har dgdelig
udgang.

Nye forskningsresultater tyder
imidlertid p&, at der med opdagel-
sen af Heparin Binding Protein (HBP)
abnes mulighed for at udvikle en
effektiv behandling.

HBP har flere funktioner og
besidder en reekke egenskaber, som
alle er rettet mod immunforsvaret
og bekeempelse af bakterielle infek-
tioner. Proteinet bliver frigivet fra de
hvide blodlegemer, nar de skal ned-
keempe en infektion.

| samarbejde med Novo Nordisk
A/S har vi bestemt strukturen af HBP,
og vi arbejder nu med at opklare
proteinets biologiske funktioner.

Shock skyldes gift i bakterier

| et klassisk forsgg, som blev udfert
sidst i det 19. &rhundrede i Berlin,
demonstrerede Richard Pfeiffer, at
varmeinaktiverede kolerabakterier
kunne fremkalde en raekke sygdoms-
tilstande i forsggsdyr, deriblandt
irreversibelt, dgdeligt forlgbende
shock.

Det giftige materiale var resi-
stent overfor varmebehandling og
matte derfor veere forskelligt fra det
kendte, varmefglsomme giftstof, som
kolerabakterien udsender. Observa-
tionen fik Pfeiffer til at postulere, at
det nye giftstof var bundet til bakte-
riens cellekrop. Han kaldte derfor
giftstoffet for et endotoksin, hvilket
betyder internt giftstof.

Mekanismen bag blodforgiftning
Senere er det blevet kendt, at mange
sdkaldt gramnegative bakterier har
giftstoffer med de samme egenska-
ber som endotoksinet fra kolerabak-
terien.

Figuren viser hvordan atomerne, som udger
HBP, er placeret. | mgrke farver ses atomerne,
der formodes at binde til heparin.

Mekanismen bag sepsis begyn-
der simpelt, men ender komplekst.
Forlgbet kan starte med en bakteriel
infektion, som gar i blodbanen, eller
som udvikler sig pa infektionsstedet
og sender store maengder af bakteri-
elle produkter ud i blodet.

De primeere igangseettere af
blodforgiftning og septisk shock er
de bakterielle endotoksiner.
Endotoksinerne aktiverer immunfor-
svarets hvide blodlegemer, der frigi-
ver kaskader af stoffer, som i mange
tilfeelde har en selvaktiverende
mekanisme, eller som taender for
andre typer aktiverende stoffer.
Denne overaktivering af immunfor-
svaret fgrer til blodtryksfald,
organsvigt og i sidste ende til
daden.

Endotoksiner kommer fra bakte-
riers overflade og udgegr sammen
med fedtstoffer og proteiner den
ydre membran hos gramnegative
bakterier. Endotoksin er et relativt
stort molekyle, der bestar af to dele:
En stor og varieret sukkerkaede, som
normalt stikker ud fra bakteriens
overflade, samt en fedtstofkompo-
nent, kaldet Lipid A, der sidder fast
som et anker i bakteriens membran.

Det er Lipid A, som indeholder
alle de giftige egenskaber af endo-
toksin.

HBP i sepsis-behandling

Nar HBP bliver frigivet fra de hvide
blodlegemer, heefter det sig til suk-
kermolekylet heparin i veevet mel-
lem cellerne samt til heparansulfa-
ter, som findes pa overfladen af de
celler, som danner blodkarrene. Her-
fra udgver proteinet sine virkninger.

Fig. 2

Sammenligning af proteinkederne af HBP (i
lyse farver) og en serinprotease (i marke farver).
Figuren viser hvordan hovedkeden af protei-
nerne lgber for at danne den tredimensionelle
struktur af proteinet. Kun i yderomraderne af
de to proteiner Igber kederne forskelligt. Dette
viser, at proteiner med forskellige funktioner
godt kan have samme opbygning.

HBP har vist sig at kunne draebe
gramnegative bakterier. Denne
egenskab skyldes sandsynligvis, at
HBP binder steerkt til Lipid A pa
endotoksinet. | Igbet af de sidste 20
ar har der veeret en raekke forsgg
péa at behandle blodforgiftning ved
neutralisering af endotoksin med
antistoffer. Denne strategi har vist
sig ikke at veere brugbar, og derfor
formoder vi ikke, at binding af HBP
til endotoksin alene kan danne
grundlag for en behandling af blod-
forgiftning og septisk shock; der skal
mere til.

Her kan man muligvis udnytte
en seerlig egenskab ved HBP. Protei-
net udsender nemlig signaler, der
forteeller immunforsvarets virkelige
skraldemaend, monocytterne, at de
skal vandre hen til det sted, hvor
infektionen finder sted og sede bak-
terierne.

Hvis dét sker tilstraekkeligt
effektivt, vil infektionen blive brem-
set. Hermed kan man undga, at
immunforsvaret koger over og gde-
laegger kroppens vitale organer.

Habet om at udvikle en effektiv
behandling mod septisk shock er
baseret pa, at monocytternes aktivi-
tet muligvis kan stimuleres ved at
bruge HBP som leegemiddelstof.

HBP's struktur giver vigtige
oplysninger

For at en s&dan strategi kan lykkes,
er det ngdvendigt at kende den
rumlige struktur af den receptor pa
monocytterne, som HBP binder sig
til. Det er en forudseetning for at
finde ud af, hvordan HBP tilkalder
og aktiverer monocytterne.

Endnu er det ikke lykkedes at
isolere receptoren og opklare dens
struktur, men vi kender nu den rum-
lige opbygning af HBP. Kendskabet
til strukturen af proteinet vil gare
det lettere at finde receptoren pa
monocytterne, da HBP efter alt at
dgmme passer ind i receptoren som
en nggle i en las.

Strukturen af HBP er blevet
bestemt ved hjeelp af proteinkrystal-
lografi, hvor alle atomernes positio-
ner i proteinet er blevet kortlagt.

Pa den ene side af HBP moleky-
let har vi lokaliseret det omréde, der
binder til heparin. P4 en af de andre
sider af HBP molekylet regner vi

med at finde bindingsstedet for
endotoksin, og sandsynligvis ogsa
det omrade pa HBP molekylet, hvor-
fra signalet sendes til monocytterne
om, at de skal vandre mod infek-
tionsstedet.

HBP ligner kendte enzymer
Ordsproget om, at man skal ligne
dem, man bevaeger sig iblandt, pas-
ser pa HBP. Sammen med HBP frigi-
ves en stribe andre proteiner fra de
hvide blodlegemer, blandt dem
mange sakaldte serinproteaser. Det
er enzymer, som nedbryder protei-
ner i vaevet, s& vaevet bliver lettere
gennemtraengeligt for de celler, der
kommer senere i infektionsbekeem-
pelsen.

HBP er over millioner af ar
g&ndret fra at vaere en serinprotease
til at have en unik rolle i immunfor-
svaret. HBP's kernestruktur ligner
serinproteasernes, men yderomra-
derne er anderledes. Det er i disse
yderomrader af HBP, at vi forventer
at finde grundlaget for HBP's mono-
cytaktivering og binding til endotok-
siner.

Krystaller af HBP for fagrste gang
HBP har som en raekke andre protei-
ner sukkerkaeder bundet til sin over-
flade. Sukkerkeederne bringer ofte
uorden i krystallen, fordi de stikker
ud fra proteinet og er meget for-
skellige i deres struktur. Til trods for
sukkerkaederne har vi opnaet dif-
fraktionsdata pa vores krystaller af
HBP med en detaljeringsgrad, der
ikke tidligere er beskrevet i litteratu-
ren for denne type af proteiner. De
gode krystaller er opnaet efter halv-
andet ars intenst arbejde i laborato-
riet.

Fig. 3

HBP krystal egnet til dataopsamling. Krystallen
er 0.5 x 0.2 x 0.2 mm stor, hvilket er en nor-
mal storrelse for en proteinkrystal.
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Alle levende organismer kreever
metalioner for at kunne eksiste-
re. Derfor er en gget forstaelse af
samspillet mellem metaller og
biologiske molekyler af afggren-
de betydning for udvikling af nye
leegemidler.

Af Ole Farver

v d

Et af de mest fascinerende og

hurtigst ekspanderende omréader i
den kemiske forskning er samspillet
mellem store biologiske molekyler
og metalioner. Fagomradet kaldes
biouorganisk kemi.

Metaller indgér i et veeld af livs-
vigtige funktioner som respiration,
stofskifte, nervetransmission, muskel-
sammentraekning og beskyttelse
mod giftstoffer. Samtidig er metaller
aktive i knap halvdelen af alle kend-
te enzymer, og i cellemembranerne
er tilstedeveerelsen af bestemte
metalioner essentiel.

Metaller er altsd af fundamental
betydning for helbredet, og bade
underskud og overskud kan medfgre
alvorlige sygdomme. Derfor vil den
moderne biouorganiske kemi frem-
over udggre en vigtig del af grund-
laget for rationel udvikling af nye
laegemidler.

Kobber, oxidation og frie
radikaler

Undersggelser af mulige arsager til
celleforandringer er et omrade, hvor
forskningen i biouorganisk kemi har
farmaceutiske perspektiver. Viden
om, hvordan og hvorfor cellerne
eeldes, kan fa stor betydning for
udviklingen af nye leegemidler, bade
i forbindelse med forebyggelse af
sygdomme og egentlig medicinsk
behandling.

En central mekanisme i de cellu-
lzere aldringsprocesser er de sakaldte
redoxprocesser, hvor biologiske
molekyler oxideres ved fjernelse af
elektroner eller reduceres ved tilfar-
sel af elektroner.

Jeg har gennem tyve ar sammen
med forskere pd Weizmann Institut-

tet i Israel foretaget bade eksperi-
mentelle og teoretiske studier af
elektrontransport gennem biologisk
materiale i et forsgg pa at forst3,
hvordan redoxprocesserne kan styres
og kontrolleres i humane og bakteri-
elle proteiner.

| visse situationer kan der dan-
nes store koncentrationer af stoffer,
som friggr kobber fra humane pro-
teiner under dannelse af frie radika-
ler, hvorved der skabes det ideelle
miljg for oxidering af cholesterol,
hvilket bl.a. kan bidrage til udvikling
af areforkalkning. Starre viden pa
dette omrade vil kunne skabe
grundlag for anvendelse af mere
specifikke antioxidanter som laege-
midler.

Det samme geelder for et andet
hyppigt forekommende problem,
som sandsynligvis forarsages af frie
kobberioner: Disse kan katalysere
produktion af meget aggressive
radikaler, som bl.a. vil kunne gde-
leegge blodkarrene og hermed ned-
seette blodtilfgrselen til hjertet
(iskeemi), hvilket kan fare til hjerte-
stop.

Fig. 1

Kobber og mental retardering
Fejl i cellernes omsaetning af kobber
spiller en central rolle i Menkes syg-
dom og i Wilsons sygdom. Begge er
sjeeldne arvelige former for mental
retardering.

Menkes sygdom giver sig udtryk
i en hastigt fremadskridende gde-
laeggelse af blodkar og nerveceller,
hvilket medfagrer dgden i en tidlig
alder. Disse symptomer skyldes ned-
sat produktion af det kobberholdige
enzym ceruloplasmin, som findes i
blodplasma, og som har en afggren-
de betydning for kobberbalancen i
den menneskelige organisme. Pro-
duktionen af enzymet er nedsat p&
grund af en defekt i et intracellulaert
kobbertransport protein.

1 1993 isolerede dr. med. Nina
Horn fra Kennedy Instituttet sammen
med Ph.D. Zeynep Tumer genet for
Menkes sygdom. Hermed er det ble-
vet muligt at producere det defekte
kobbertransportprotein i tilstraekke-
lige maengder til, at man kan fore-
tage kemiske undersggelser af det.

Jeg har netop startet et Ph.D.
projekt sammen med cand. pharm.
Pia Y. Jensen med det formal at stu-
dere bindingsforholdene for kobber
i bade det intakte og det defekte
transportprotein. P4 den made kan
et biouorganisk projekt medvirke til
behandling af en alvorlig sygdom.

Wilsons sygdom skyldes forgift-
ning pa grund af kobberophobning i

Biouorganisk kemis placering som et interdisci-
plineert forskningsomréde.

Bio-
uorganisk

Fig. 2

Enzymet ceruloplasmin spiller en vigtig rolle
bl.a. i Menkes sygdom, der skyldes en fejl i kob-
berstofskiftet p& grund af nedsat produktion af
enzymet. Her ses den tredimensionale struktur
af ceruloplasmin. Kobberatomernes placering er
angivet med sorte cirkler.

lever og hjerne. Hidtil har den ene-
ste behandling veeret med praepara-
ter af penicillamin-typen. Sygdom-
men forarsages af en defekt i et
leverspecifikt kobberprotein. Geneti-
ske studier har vist, at ceruloplasmin
har stor betydning i forbindelse med
Wilsons sygdom, ligesom det er
tilfeeldet med Menkes sygdom.

Helt generelt er der pavist en
teet sammenheaeng mellem kobber-
og jernoptagelse i cellerne, men det
er forblgffende, sa lidt vi ved om
transporten af disse metalioner p&
molekylaert niveau. Ceruloplasmin
synes imidlertid at have en veesentlig
rolle ogsa i jernstofskiftet.

Sygdommen systemisk hemosi-
derose, der medfgrer ophobning af
jern inde i cellerne, menes saledes
at veere forarsaget af en fejl i sam-
mensatningen af aminosyrerne i
humant ceruloplasmin. Defekten
bevirker, at overskydende jern ikke
fjernes, hvorved cellerne forgiftes.
Jeg samarbejder med en britisk
gruppe omkring jern-kobber stof-
skiftet og sammenhaengen med
ceruloplasmin.

Kveelstofilte, jern og hjernens
signaler
Kveelstofilte, et ganske lille molekyle
bestdende af blot ét iltatom og ét
kveelstofatom, har vist sig at spille
en kolossal vigtig rolle i mange bio-
logiske sammenhaenge, f.eks. ved
muskelafspaending, regulering af
blodtrykket og i immunforsvaret.
Sidst, men ikke mindst, dannes
kveelstofilte i visse hjerneceller. Her
bindes molekylet til jern i et enzym
og starter produktionen af stoffer,
der medvirker til signaloverfarsel
mellem hjernens nerveceller. | den
forbindelse samarbejder jeg med
tyske forskere omkring de enzym-
processer i hjernen, hvor der dannes
forbindelser mellem jern og kveel-
stofilte.

Metaller som gift og som
leegemidler

Det er velkendt, at metaller kan
veere giftige for mennesker; klassi-
ske eksempler er tungmetalforgift-
ning med cadmium, kviksglv og bly.
Men ogsa de livsngdvendige metal-
ler som zink, kobber og jern er gifti-
ge, nar de forekommer i for store
maengder.

Studier af de naturlige regule-
ringsmekanismer samt udvikling af
analytiske veerktgjer og fremstilling
af nye kemiske stoffer til binding af
bestemte metaller er et andet vig-
tigt aspekt af det hastigt voksende
forskningsfelt i greenseomradet mel-
lem biouorganisk kemi og medicin.

Et bredt udvalg af metalholdige
forbindelser har i mange ar veeret
benyttede som laegemidler. To pro-
dukter er baseret pa metallerne pla-
tin og guld, som ellers ikke findes i
organismen. Cis-platin bliver benyt-
tet i stor udstreekning ved behand-
ling af visse kraeftformer, mens det
guldholdige laegemiddel auranofin
anvendes til behandling af ledde-
gigt. Men der er stadig et stort
behov for forskning omkring design
og udvikling af nye specifikke metal-
baserede laegemidler.

Der er ingen tvivl om, at den
grundvidenskabelige forskning i fun-
damentale biouorganiske processer
vil vokse kolossalt i de kommende
ar, og den opnaede viden vil kunne
danne basis for en mere rationel
og malrettet udvikling af nye leege-
midler.

..:'-" it
Dr.scient. Ole Farver er
docent ved Institut for Ana-
Iytisk og Farmaceutisk
Kemi.
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Immunforsvarets
OJg nerve_systemets

Forskning i kommunikationen
mellem immunforsvaret og ner-
vesystemet kan fgre til bedre
forebyggelse af sygelighed, som
skyldes stress.

Af Erik Wind Hansen, Dorte Malling
og Jens Dencker Christensen

D et er en gammel folkelig

erfaring, at stress - svel psykisk som
fysisk - kan veere sygdomsfremkal-
dende.

| de senere ar er der udfart en
hel del videnskabelige studier, som
belyser, hvordan stress pavirker
immunforsvaret. Undersggelserne er
typisk foretaget pa studenter eller
pa depressive patienter.

| eksamensperioder har studen-
terne symptomer, som tyder pé en
haemning af immunforsvaret. Det
samme geelder for andre befolk-
ningsgrupper, som er udsat for bela-
stende begivenheder, f.eks. aegte-
skabsproblemer, overarbejde, vold-
somme fysiske belastninger og
arbejdslgshed.

Sammenfattende kan man sige,
at stress kan pavirke immunforsvaret
og medfgre gget sygelighed, som
f.eks. kan give sig udslag i, at man
lettere bukker under for infektioner.

Fig. 1

Nervetrade
Hypofysestilk

Pituicyt

Nerveterminal

Cytokin

Neurohypofyse

Vi arbejder med at forklare
kommunikationen mellem immun-
systemet og nervesystemet. En for-
staelse heraf vil selvsagt &bne nye
muligheder for at udvikle behand-
lingsmetoder til forebyggelse af
sygelighed, som skyldes stress.

Immunforsvaret og infektioner
Nar mennesker udseettes for en
infektion, udskiller nogle hvide blod-
legemer, makrofagerne, en type sig-
nalstoffer, som kaldes cytokiner.
Cytokinerne regulerer immunceller-
nes specialisering og modning, men
de medvirker ogsa til at skabe de
endringer i stofskiftet og fysiologi-
en, der ledsager en infektion. F.eks.
er feber, nedsat appetit og gget
sgvnbehov fremkaldt af cytokiner.

Cytokiner er altsd immunforsva-
rets signalstoffer og produceres i
immunceller. Nu har det imidlertid
vist sig, at disse stoffer ogsa kan pro-
duceres af nervecellerne og deres
statteceller.

Ydermere er nerveceller udstyret
med receptorer for cytokiner. Her-
med er der altsd mulighed for, at
cytokiner kan pavirke nervesystemet.

Signaler mellem de to systemer
Nervesystemets egenskaber er bl.a.
betinget af nervecellernes evne til at
danne og frigive signalstoffer. Som
eksempel pa sddanne stoffer kan

Neurohypofysen frigiver de to hormoner oxyto-
cin (Ox) og vasopressin (VP), som produceres i
hypothalamus. Udsendelsen gges ved bakterie-
infektioner. Dette kan skyldes, at en type celler
i hjernens immunforsvar, pituicytterne, udsen-
der signalstoffer, cytokiner, som modtages af
nervecellerne i neurohypofysen. Her er der altsa
en direkte kobling mellem nervesystemet og
immunforsvaret.

rolle 1 stress

naevnes oxytocin og vasopressin.

Det er i de senere ar blevet
klart, at mange immunceller ogsa
er i stand til at producere neuronale
signalstoffer samt, at cellerne har
receptorer for disse stoffer.

De feelles elementer i de to
systemer muligggr en kommunika-
tion mellem systemerne. Som et
eksempel pa dette samspil vil vi
beskrive et projekt, der udfgres her
pa instituttet.

Projektet fokuserer pa frigarel-
sen af to af nervecellernes vigtige
signalstoffer, hormonerne oxytocin
0g vasopressin.

Oxytocin har betydning i forbin-
delse med fadsler, mens vasopressin
kontrollerer kroppens vand- og salt-
balance. Samtidig gges udskillelsen
af de to hormoner ved bakterielle
infektioner.

Cytokiner pavirker
hormonfriggrelsen

Oxytocin og vasopressin dannes i
hjernedelen hypothalamus og trans-
porteres derpa hen til neurohypofy-
sen, hvorfra de frigives til blodet ved
passende stimuli.

Nar man skal undersgge, hvor-
dan bakterieinfektioner pavirker
udskillelsen af de to hormoner,
anvender man ofte injektion af lipo-
polysakkarid som modelsystem. Det
skyldes, at lipopolysakkarid er
hovedansvarlig for bakteriers stimu-
lering af immunforsvaret.

Injektion af lipopolysakkarid til
rotter er i stand til akut at gge kon-
centrationen af oxytocin og vaso-
pressin i blodplasma. Denne effekt
fandt vi meget vel kunne veere star-
tet via udsendelse af cytokiner, da
indgift af lipopolysakkarid netop er
kendt for at fremkalde sekretion af
cytokiner.

Vi var nu i stand til at vise, at
injektion af cytokinet interleukin-113
til kaniner medfarte en kraftig stig-
ning af frigivelsen af oxytocin.

Vi undersggte derpd, om cytoki-
net havde en direkte virkning pa
nerveenderne i neurohypofysen.
Hertil anvendte vi en isoleret neuro-
hypofyse, som blev elektrisk stimule-
ret p& en méade, der svarer til de
elektriske signaler ved nerveimpulser.

Strgmsted af passende styrke
medfarer frigivelse af oxytocin og
vasopressin. Det viste sig, at interleu-
kin-1R ggede udsendelsen af begge
hormoner.

Hvis disse iagttagelser skal have
betydning i den levende normale
organisme, er det ngdvendigt, at
cytokinerne kan na frem til nerveen-
derne i neurohypofysen. Da der end-
nu ikke er pavist nerveceller i neuro-
hypofysen med indhold af cytokiner,
s& synes den eneste mulighed at
veere, at stofferne kommer via blo-
det eller ved sekretion fra andre cel-
ler i neurohypofysen.

Cytokiner dannes i
neurohypofysen

| 1990 blev det pavist, at neurohypo-
fysen indeholder immunceller bl.a.
pituicytter, der indgér i hjernens
stagtteveev. Disse celler kunne meget
vel veere i stand til at producere
cytokiner, der s vil kunne afgives til
nerveenderne.

Fig. 3

Pituicytter dyrket i 15 dage og derefter farvet
med Giemsa. 100 gange forstarrelse.

Forsgg pa at male cytokiner i
den frisk isolerede neurohypofyse
viste, at den ikke indeholdt cytoki-
ner. Imidlertid kunne vi pavise cyto-
kiner, nar neurohypofysen blev sti-
muleret med lipopolysakkarider.

For neermere at bestemme kilden
til denne cytokinproduktion dyrker
vi pituicytter i cellekulturer (fig. 2).
Under normal veekst producerer cel-
lerne en smule cytokin, men hvis de
stimuleres med lipopolysakkarid
gges produktionen 10-15 gange. Nar
lipopolysakkarid igen fjernes fra cel-
lerne, falder cytokinproduktionen til
et lavt niveau (fig. 3).

Vi mener derfor - den neere kon-
takt mellem nerveender og pituicyt-
ter taget i betragtning - at have fun-
det stedet, hvor immunforsvaret og
nervesystemet kommunikerer med
hinanden i neurohypofysen.

Sekretionen af cytokinet 11-6 fra dyrkede pitui-
cytter blev malt i perioder af 24 timer. Under
dag 12 og 14 er sekretionen malt uden stimula-
tion, mens cellerne under dag 13 er stimuleret
med 100 ng lipopolysakarid/ml. LPS skaber
samme respons som en bakterieinfektion.

IL-6 {pg/ml)
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Hvert ar degr en million menne-
sker af malaria, og resistente
malariaparasitter udggr et sti-
gende problem. Forklaringen pa
parasittens modstandsdygtighed
overfor leegemidler kan maske
ligge i strukturen af et enzym.

Af Inge Thgger Christensen,
Thomas Lemcke og
Flemming Steen Jargensen

M alaria er en af de mest

udbredte sygdomme i verden. Hvert
&r bliver mere end 100 millioner
mennesker smittet, og op mod 1
million dgr, fordi de ikke far til-
streekkelig behandling. Malaria er
bl.a. forarsaget af parasitten Plasmo-
dium falciparum, som overfgres til
mennesker, nar man bliver stukket
af malariamyggen.

Vi kender i dag flere effektive
laegemidler, der haemmer forskellige
trin i parasittens livscyklus. Men des-
veerre er malariaparasitten i stand til
at endre nogle egenskaber, s& den
bliver modstandsdygtig overfor
laegemidlerne. Resistente parasitter
er derfor et af de alvorligste proble-
mer indenfor malariabehandling.

Forsgg har vist, at malariapara-
sitten bl.a. kan udvikle resistens ved
at eendre opbygningen af bestemte
enzymer. Et af de vigtigste er enzy-
met dihydrofolat reduktase.

Hvis man kender den tredimen-
sionelle struktur af et enzym, der
pavirkes af et laegemiddel, kan man
i princippet forklare, hvorfor laege-
midlet virker. P4 samme made kan
man forklare, hvordan en aendring i

Tredimensionelle strukturer af enzymerne dihy-
drofolat reduktase fra kylling, menneske samt
coli- og meelkesyrebakterie. Billedet illustrerer,
at de fire enzymer har en feelles kerne, som ses i
midten, mens de variable regioner findes pa
overfladen.

enzymet kan fore til, at leegemidlet
bliver virkningslgst.

Vi har derfor opbygget en tre-
dimensionel model af dihydrofolat
reduktase hos malariaparasitten.
Formalet med projektet er at blive i
stand til at forklare parasittens resi-
stens pa et molekyleert niveau. Den-
ne viden vil gge mulighederne for at
udvikle leegemidler, som parasitten
ikke kan udvikle resistens imod.

Dihydrofolat reduktase

- en gammel kending
Dihydrofolat reduktase er af meget
stor betydning for vores celler, fordi
enzymet medvirker til opbygningen
af nukleinsyrer, der bl.a. er en
bestanddel af generne. Cellerne
danner hele tiden nye nukleinsyrer,
og hvis produktionen bremses, farer
det til cellens dad.

Stoffer, som heemmer dihydro-
folat reduktase, anvendes derfor
bl.a. i cancerbehandling. Enzymet
findes ogsa hos f.eks. bakterier, og
leegemidler, som haemmer dihydro-
folat reduktase hos bakterier, anven-
des derfor til bekeempelse af infek-
tioner. | et sddant tilfeelde er det
meget vigtigt, at det anvendte
leegemidddel kun heemmer det bak-

Fig. 1

terielle enzym, da haemning af det
menneskelige enzym ville give
bivirkninger.

Leegemidlet pyrimethamin
anvendes i dag til behandling af
malaria, og det virker ved at haem-
me dihydrofolat reduktase hos mala-
riaparasitten. Pyrimethamin har en
meget ringe effekt pa dihydrofolat
reduktase hos mennesker, men til
gengeeld er malariaparasitten i
stand til at forandre sig, mutere,
séledes at pyrimethamin ikke virker
leengere.

Man ved preecis, hvilken del af
enzymet, der forandres, men vi ken-
der endnu ikke den tredimensionelle
opbygning af dihydrofolat reduktase
hos malariaparasitten.

3D-modelbygning af enzymer
Der findes i dag meget effektive
metoder til at bestemme den tredi-
mensionelle struktur af enzymer,
men der er stadig greenser for, hvil-
ke enzymer, man kan opklare struk-
turen af.

Det er derfor fantastisk vigtigt,
at man inden for dette omrade har
en langvarig tradition for at depo-
nere sine resultater i internationale
databaser. De fleste af disse databa-

AT

Kylling

Menneske

Meelkesyrebakterie

Leegemidlet pyrimethamin ses her bundet til
enzymet dihydrofolat reduktase hos malariapa-
rasitten. Bindingstedets facon er illustreret med
en prikket overflade. Pyrimethamin fastholdes
bl.a. af en asparaginsyre (Asp54). Hos resisten-
te malariaparasitter er en serin (Ser108) mute-
ret til en anden og starre aminosyre.

ser er i dag tilgeengelige pa Inter-
nettet, s& man kan hele tiden fra sin
egen computer fa adgang til den
nyeste viden.

Til modelbygningen af dihydro-
folat reduktase fra malariaparasitten
udnyttede vi de tilgeengelige struk-
turer af enzymet fra menneske, kyl-
ling samt meelkesyre- og colibakterie.

Princippet i modelbygning - eller
homologibygning - er, at man udnyt-
ter kendskabet til den tredimensio-
nelle struktur af besleegtede enzy-
mer til at forudsige, hvordan det
pageeldende enzym er opbygget
rumligt.

Det farste trin i modelbygnin-
gen er at identificere de strukturelle
egenskaber, som de kendte enzymer
har tilfeelles. Denne feelles kerne
anvendes som et skelet for opbyg-
ningen af modellen af det ukendte
enzym - i dette tilfeelde dihydrofolat
reduktase hos malariaparasitten.

Derefter modellerer man de
variable regioner. Dette ggres igen
ved at udnytte information fra
strukturelle databaser. Den endelige
model opnas ved omfattende energi-
beregninger, fordi enzymet vil fore-
treekke en facon, der har lav energi.

Da man ikke kender strukturen

Fig. 3

Fig. 2

Pyrimethamin

1a% A%,

af dihydrofolat reduktase hos mala-
riaparasitten, ved man heller ikke,
hvordan pyrimethamin binder til
enzymet.

Man ved imidlertid, hvordan
andre inhibitorer binder til andre
typer af dihydrofolat reduktase.
Udfra denne viden har vi forsggt at
beregne, hvordan pyrimethamin bin-
der til malariaparasittens udgave af
enzymet.

Simpel mutation skaber
resistens

Som neevnt ved man preecis hvilken
del af enzymet, der er involveret i
udviklingen af resistens. Ved at skifte

én aminosyre - ud af 250 - er malaria-
parasitten i stand til at beskytte sig
mod f.eks. pyrimethamin.

Vi er derfor i gang med at
undersgge, om vores model kan for-
klare, hvordan denne ene andring
forhindrer pyrimethamin i at binde
sig til enzymet og heemme dets
funktion. Forelgbige resultater tyder
pa&, at der lige akkurat er plads til
pyrimethamin i det oprindelige
enzym, mens den punktmutation,
der er forbundet med resistens,
medfarer, at der ikke laengere er
plads til pyrimethamin i enzymets
bindingssted.

Formalet med projektet er sale-
des at kunne forklare, hvorfor en
punktmutation forhindrer pyrime-
thamin i at virke. Det er endvidere
et mal at kunne forklare, hvorfor
pyrimethamin foretreekker parasit-
tens enzym fremfor det menneske-
lige enzym.

P& lzengere sigt er det vores hab
at kunne udnytte kendskabet til den
tredimensionelle struktur af dihydro-
folat reduktase hos malariaparasit-
ten til at designe mere effektive og
selektive leegemidler mod malaria.

Malariamyggen spreder flere og flere resistente
malariaparasitter.
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Tidlig

diagnostik af

blodkreeft

Blodkreeften multipelt myelom
kan slas ned med kemoterapi,
men breder sig normalt igen med
dgden til fglge. Hvis sygdom-
mens genopblussen opdages i
tide, er der hdb om at forbedre
behandlingen. En tidlig diagnos-
tisk test er nu under udvikling.

Af Erik Riise, Jan Engberg og
Lisbeth Roslund

B lodkreeften multipelt myelom

er kendetegnet ved, at en enkelt af
immunforsvarets antistofproduce-
rende celler af ukendte arsager
endrer sit normale livsmgnster og
begynder at dele sig uhzemmet.

| Danmark opdages omkring
200 tilfeelde om aret. Sygdommen
behandles med kemoterapi, men
den kureres ikke, og efter varierende
tid blusser den op igen og ender
ofte med dgden. Det er af stor
betydning, at man sa hurtigt som
muligt kan konstatere et tilbagefald,
s& man straks kan starte en ny
behandling.

P& grund af kreeftcellernes
uhaemmede deling producerer de
store meengder af et bestemt anti-
stof. Da dannelsen af dette mono-
klonale antistof er forbundet med
sygdommen, er det vigtigt at kunne
pavise tilstedeveerelsen af antistof-
fet, inden sygdommen tager over-
hand.

Med den hidtidige test skal der
veere relativt store maengder anti-
stof i blodet, for tilbagefaldet kan
pavises, og sa er det ofte for sent.
Derfor er der behov for en ny test-
metode, som kan stille diagnosen pa
et tidligere tidspunkt.

Vi har udviklet en s&dan test,
som kan identificere selv meget sméa
maengder af sygdommens karakteri-
stiske antistof ved hjeelp af peptider,
som specifikt binder til patienternes
antistof i en blodprave.

P& jagt i store peptidbiblioteker
Peptider er sma proteiner, der er
opbygget af nogle fa aminosyrer.

Fig. 1
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Peptiderne til den nye test er
fundet i sdkaldte peptidbiblioteker,
som bestér af gensplejsede bakterie-
virus, der har peptiderne siddende
pa deres overflader.

Bibliotekerne er konstrueret p&
folgende made: Nogle af de virus,
som inficerer bakterier, er forsynet
med overfladeproteiner, som de bru-
ger til at haefte sig fast pa bakterier-
ne under deres infektionscyklus. Det
har vist sig, at man kan indsesette et
peptid pa op til 15 ekstra aminosyrer
i disse overfladeproteiner uden, at
det forhindrer viruspartiklerne i at
inficere bakterierne.

Derfor har man indsat sma styk-
ker DNA i virus for enden af det
gen, der koder for overfladeprotei-
net. Dette DNA indeholder opskrif-
ten pa et peptid. Da de genetiske
byggesten, baserne, i det indsatte
DNA sidder i en tilfeeldig reekke-
falge, bliver aminosyrerne i peptidet
ogsa tilfeeldige af slags og reekke-
falge.

Det er p& den made forholdsvis
let at fremstille 100 millioner for-
skellige viruspartikler, som hver har
et specifikt peptid siddende i deres
overfladeprotein.

Den nye diagnostiske test for multipelt myelom
er baseret pa peptider, som specifikt binder sig
til et monoklonalt antistof, som bliver overpro-
duceret hos patienter med sygdommen. Tegnin-
gen viser de enkelte trin i selektionen af pepti-
derne.

Peptid bindes til
kreeftantistoffet

| sddanne biblioteker kan man finde
peptider, der binder specifikt til det
af patientens antistoffer, der over-
produceres ved multipelt myelom.
De bindende peptider blev i fgrste
omgang fundet ved at bruge anti-
stof fra patienter, hvor sygdommen
er i udbrud, s& antistoffet kunne
isoleres med geengse metoder. Anti-
stoffet blev derefter heeftet fast til
indersiden af et lille plastikrar.

De 100 millioner viruspartikler
blev nu tilsat til plastikreret, og de
viruspartikler, hvis peptid bandt til
antistoffet, blev haengende, mens de
andre blev vasket veek. Herefter
kunne vi friggre de bundne viruspar-
tikler ved at deformere antistofmo-
lekylerne.

De saledes frigjorte viruspartik-
ler kan nu inficere nye bakterier. P
den made kan man opformere virus
med det bindende peptid.

Ved at bestemme DNA-sekven-
sen af de ekstra baser, der er indsat i
genet for overfladeproteinet, har vi
opklaret aminosyresekvensen af det
peptid, der er indsat i overfladepro-
teinet. Herefter kan peptidet frem-
stilles syntetisk.

Da det er forskellige antistoffer,
der udtrykkes i forskellige patienter,
er man ngdt til at finde virus, der
binder for hvert af disse antistoffer,
men vi har forenklet metoden og
har relativt let fundet bindere for
syv ud af otte patienter. Her er med
andre ord markgrerne til en diag-
nostisk test, der kan pavise et til-
bagefald pa et tidligt tidspunkt.

Kontrol af testmetoden

Det er afggrende for testens palide-
lighed, at bindingen af viruspartikler
til antistoffet alene skyldes det
ekstra peptid i overfladeproteinet.
Derfor har vi kontrolleret testen i
forsgg.

Dette blev gjort ved at tilseette
en syntetisk udgave af det bindende
peptid til raret med antistof, inden
viruspartikler med peptidet blev
tilsat. Hermed kunne vi undersgge,
om disse peptider konkurrerede
med viruspartiklerne om bindingen
til antistoffet. Det viste sig at veere
tilfeeldet.

Endelig er det vigtigt at vise, at
bindingen er specifik, det vil sige, at
det peptid, der binder til det mono-
klonale antistof ikke binder til andre
antistoffer eller andre serumkompo-
nenter.

Det har vi gjort ved at adskille
de forskellige komponenter i patien-
ternes blodserum ved hjeelp af gel-
elektroforese, en separationsmeto-
de, der kan adskille stoffer ved
hjeelp af deres molekyleveaegt eller
elektriske ladning.

Efter adskillelsen blev de forskel-
lige blodproteiner overfort til et fil-
ter. Filteret blev sa "badet" i virus-
partikler, som tidligere var fundet at
binde til antistoffet fra en af patien-
terne. Efter vask af filteret kan man

Fig. 2
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pavise, hvor der er bundet viruspar-
tikler.

Undersggelsen viste, at der kun
kunne pévises binding til netop det
monoklonale antistof og kun til den
enkelte patients antistof, som
viruspartiklen oprindelig var fundet
at binde til.

Diagnostik og mulig behandling
Sadanne peptider kan altsé bruges
til at diagnosticere et tilbagefald

af multipelt myelom allerede ved
begyndende ophobning af antistof-
fer.

Man vil ogsa kunne pavise selve
kreeftcellerne ved at ggre dem per-
meable for peptider, som kan treen-
ge ind og binde til antistof, som
endnu ikke er udskilt.

Desuden vil vi undersgge, om

myelomacellerne i lighed med andre

blodkreeftformer beholder antistof-
ferne pa overfladen. Er dette tilfeel-
det, er der mulighed for i hvert fald
delvis fjernelse af de syge celler fra
blodet.

En anden mulighed er at koble
celletoksiske stoffer til peptiderne
med henblik pa et specifikt drab af
kreeftcellerne.

Til venstre ses en gel med proteiner fra forskelli-
ge patienters blod. Til hgjre ses et filteraftryk,
hvor det protein, som viruspartiklerne binder
til, er fremkaldt.

Lic.scient. Erik Riise er lek-
tor ved Institut for Biologi.

Dr.scient. Jan Engberg er
professor ved Institut for
Biologi.

Cand.pharm. Lisbeth
Roslund er farmaceut pa
Kastrup Apotek.
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Overaktivitet i hjernens recepto-
rer for signalstoffet glutaminsyre
er involveret i alvorlige sygdom-
me som Alzheimers syge og epi-
lepsi. Derfor gnsker vi at frem-
stille stoffer, som kan blokere
den lgbske proces.

Af UIf Madsen, Frank A. Slgk og
Povl Krogsgaard-Larsen

I I enfald og ded af nerveceller

er arsag til en reekke alvorlige syg-
domme i hjernen. Det geelder bl.a.
for kroniske sygdomme som Alzhei-
mers syge, epilepsi, Huntingtons syg-
dom og parkinsonisme, men neuro-
degeneration ses ogsa ved akutte
tilstande som hjertestop og slagtil-
feelde.

| de to sidstneevnte tilfaelde ned-
seettes blodforsyningen til hjernen,
hvilket farer til, at nervecellerne fri-
giver store maengder af signalstoffet
glutaminsyre. Den frisatte glutamin-
syre forarsager en kraftig overstimu-
lation af nervecellerne og er derfor
en medvirkende faktor i udviklingen
af de hjerneskader, som ofte ses
efter hjertestop og slagtilfeelde.

I nogle af de neurodegenerative
sygdomme er mangderne af gluta-
minsyre ligeledes for hgje, hvilket er
med til at fremkalde nervecellernes
henfald og dad.

Det vigtigste stimulerende stof
Glutaminsyre stimulerer, ogsa under
normale forhold, nervecellerne i
hjernen via deres receptorer for stof-
fet. Disse receptorer er opdelt i et
stort antal undertyper. Med henblik
pa at udvikle leegemidler til behand-
ling af hjernens sygdomme er det
vigtigt at opklare de enkelte under-
typers funktioner.

Derfor fremstiller vi stoffer med
selektiv virkning pa de forskellige
undertyper. Det gzelder bade stoffer,
som stimulerer receptorerne i lighed
med glutaminsyre selv, og stoffer,
som kan blokere glutaminsyres effekt.
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Sadanne selektive aktiverende
og blokerende stoffer har stor
betydning for at opklare de meka-
nismer, som er involveret i svel den
normale stimulation af nervecellerne
som i de neurodegenerative tilstande.

De stoffer, som kan blokere
effekten af glutaminsyre, har yder-
mere potentiale som lseegemidler til
behandling af de naevnte hjernesyg-
domme.

AMPA stimulerer receptorerne
Glutaminsyre stimulerer alle under-
typerne af receptorer for signalstof-
fet. | bestraebelserne pa at fremstille
forbindelser med en selektiv virk-
ning er stoffet AMPA tidligere ble-
vet syntetiseret pa DFH.

AMPA har en potent og meget
selektiv virkning pa én af underty-
perne af receptorerne for glutamin-
syre, som derfor har faet betegnel-
sen AMPA-receptorer.

Den kemiske struktur af AMPA
bevirker, at molekylet er mindre
fleksibelt end glutaminsyre selv. Det-
te menes at veere en medvirkende
arsag til den selektive virkning af
AMPA.

Yderligere modifikation af
AMPAs struktur har fart til udvikling
af et stort antal lignende stoffer
med forskellig styrke og virknings-

@verst til venstre ses strukturen af signalstoffet
glutaminsyre. Nedenunder ses analogerne
AMPA og ATPA, der ligesom signalstoffet selv
virker stimulerende pd AMPA-receptorerne, en
undertype af receptorerne for glutaminsyre.
Stofferne AMOA, ATOA, AMPO og ATPO til
hgjre blokerer AMPA-receptorerne og nedscetter
de stimulerende stoffers effekt.

mekanisme pa de enkelte receptorer
for glutaminsyre.

En serie analoger er syntetiseret
med forskellige kemiske grupper pa
isoxazolringen i AMPA. Stgrrelsen af
den kemiske gruppe har stor betyd-
ning for, hvor kraftigt stofferne
stimulerer AMPA-receptorerne. De
steerkest virkende forbindelser har
sma pasatte grupper, mens starre
substituenter forer til svage eller
inaktive stoffer.

AMOA blokerer receptorerne
Ved modifikation af hydroxy-grup-
pen pa isoxazolringen i AMPA er
stoffet AMOA blevet syntetiseret.
AMOA har vist sig at kunne blokere
AMPAs stimulerende virkning pa
nervecellerne.

Ved undersggelser af AMOAs
blokerende effekt pa de forskellige
typer af glutaminsyre receptorer
blev der pavist en selektiv, men for-

holdsvis svag virkning p& AMPA
receptorerne.

Med henblik p& udvikling af
nervecellebeskyttende laeegemidler er
denne blokering seerdeles spaenden-
de. Den ret svage effekt gar det dog
gnskeligt at fremstille mere kraftigt
virkende forbindelser, som bedre
kan beskytte nervecellerne mod at
blive overstimuleret af glutaminsyre.

Vi har nu fremstillet en reekke
stoffer med forskellige substituenter
pa isoxazolringen i AMOA. Yder-
mere blev en tilsvarende serie for-
bindelser fremstillet, hvor den ene
carboxylsyre er erstattet med en fos-
fonsyre.

Nyt stof er ti gange sa effektivt
Vi har malt, hvor kraftigt disse stof-
fer blokerer for den stimulerende
virkning af glutaminsyre og AMPA.
Den blokerende effekt udtrykkes
ved en sdkaldt ECg,-veerdi. Veerdien

Fig. 3

angiver, hvor stor en koncentration
af det blokerende stof, der skal til
for at reducere den stimulerende
effekt til 50 procent.

Ved malinger med AMPA
anvendte vi en koncentration pa 5
MM til stimulation af receptorerne.
For AMOA kreeves en koncentration
pa 320 uM for at reducere effekten
til 50 procent.

For forbindelsen ATOA var en
koncentration pa 150 uM tilstreekke-
lig. For analogerne AMPO og ATPO
med en fosfonsyre i molekylet blev
en yderligere forggelse af effekten
opnaet. AMPO viste ECg, pa 60 UM
og ATPO en ECg, pa 28 uM. Vi har
altsd opnaet en gradvis forggelse af
den blokerende effekt pd AMPA-
receptorerne, s den mest potente
forbindelse, ATPO, er mere end ti
gange sa aktiv som AMOA.

Udover gget styrke viser de to
forbindelser ATOA og ATPO ogsa

Denne forsagsopstilling anvendes til undersggel-
ser af stoffer med virkning pa glutaminsyre
receptorerne. Til forsggene anvendes skiver af
rottehjerne, som indeholder et meget stort antal
nerveceller med de pageeldende receptorer. Ski-
verne er ved hjeelp af elektroder forbundet til en
skriver, som registrerer, om nervecellerne bliver
stimuleret, eller om effekten af et stimulerende
stof kan heemmes ved samtidig tilseetning af et
blokerende stof.

gget selektivitet. AMOA og ATOA
udviser i en koncentration pd 1 mM
en svag blokerende effekt p& andre
receptorer for glutaminsyre end
AMPA-receptoren, hvorimod AMPO
og ATPO er helt uden effekt pa disse
receptorer.

Yderligere undersggelser pa
cellekulturer savel som pa klonede
receptorer gennemfgres i gjeblikket
med ATPO til afdeekning af stoffets
farmakologiske muligheder.

Synteseskema: 5a er AMPA, 10a er AMOA.
Figuren viser en reekke nye analoger til AMPA,
5b-f, og til AMOA, 10b-f samt 14a-f. De to
serier af AMOA-analoger adskiller sig ved R,-
gruppen, som bestar af en carboxylsyre i 10a-f
og en fosfonsyre i 14a-f.
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Den parasitiske hveps Philanthus
Triangulum har udviklet neuro-
toksiner, som bruges til at lamme
andre insekter, sdledes at byttet
omdannes til en levende, men
forsvarslgs klump af fersk fade.
Det lyder paradoksalt, men gifte-
ne bruges nu som basis for udvik-
ling af leegemidler til behandling
af sygdomme i hjernen.

Af Lisa Matzen og
Jerzy W. Jaroszewski

Fig. 2

Strukturelt er hvepsetoksinet PhTX-433 opbyg-
get af en polyaminkede (omrade 1) og den aro-
matiske aminosyre tyrosin (omréde I1).

Der eksisterer i dag ingen

effektive metoder til at behandle
sygdomme, som skyldes fremadskri-
dende henfald og degd af nerveceller
i centralnervesystemet, det vil sige i
hjernen og rygmarven.

Til disse invaliderende sygdomme
hgrer kroniske lidelser som Alzhei-
mers syge, Parkinsons syge og skizo-
freni samt akut nervedgd, som bl.a.
forarsages af iltmangel i hjernen
efter en blodprop.

Kommunikation mellem nerve-
celler foregar ved, at cellerne udsen-
der signalstoffer, der pavirker recep-

omrade 2

HO. omrade 1

PhTX-433

torer p& andre nerveceller og der-
med sgrger for signaltransmissionen.

Et af de vigtigste signalstoffer i
centralnervesystemet, (S)- glutamin-
syre, er ofte blevet forbundet med
ovennavnte sygdomme, og ubalan-
ce i det centrale glutaminsyresystem
menes at veere en af arsagerne til de
karakteristiske irreversible forandrin-
ger i centralnervesystemet.

lonkanaler og nervecelledgd
Nervecellernes receptorer for gluta-
minsyre inddeles i fire hovedklasser:
NMDA, AMPA, KAIN og metabo-
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trope receptorer. De tre fgrstnaevnte
klasser er proteinkomplekser, der
danner en ionkanal i nervecellernes
membraner.

Nar glutaminsyre aktiverer disse
receptorer, abnes kanalen for gen-
nemstrgmning af calcium- og natri-
umioner, hvilket farer til et fysiolo-
gisk respons. Overstimulation af
receptorerne bevirker derimod neu-
ronhenfald, idet massiviongennem-
stremning er skadelig for cellerne.

Eftersom denne mekanisme
menes at vaere involveret i oven-
naevnte sygdomme, er NMDA, AMPA
og KAIN receptor-regulerede ionka-
naler vigtige medicinalkemiske mal.
P& trods af mange ars intensiv forsk-
ning er der i dag ingen laeegemidler
til rddighed, som selektivt pavirker
glutaminsyre receptorer.

Neuroaktive hvepsetoksiner
Rationel udvikling af nye selektive
laeegemiddelstoffer forudsaetter en
forstaelse for neuroaktive stoffers
virkningsmekanisme samt de invol-
verede biologiske strukturers opbyg-
ning.

Detaljeret viden om den moleky-
leere arkitektur af NMDA, AMPA og
KAIN receptor-regulerede ionkanaler

lonotrope glutaminsyre receptorer klassificeres i
NMDA, AMPA og KAIN receptorer. Nederst
illustreres, hvordan et hvepsetoksin formodes at
blokere en ionkanal.

er sdledes ngdvendig for at udvikle
leegemiddelstoffer, som kan haeamme
den gdeleeggende, massive iongen-
nemstrgmning under patologiske
forhold.

Studier af hvepsetoksiners biolo-
giske aktivitet har afslgret interes-
sante bioaktive stoffer, der binder
sig til disse ionkanaler. Saledes inde-
holder giften, isoleret fra hvepsen
Philanthus triangulum F., mindst fire
neuroaktive kemiske strukturer, kal-
det philanthotoxiner, hvis funktion
bestar i at lamme hvepsens bytte.

Naturstoffet, philanthotoxin-433
(PhTX- 433) og den syntetiske ana-
log philanthotoxin-343 (PhTX-343)
blokerer NMDA, AMPA og KAIN
receptor-regulerede ionkanaler i
glutaminsyresystemet, hvorved sig-
naltransmission under fysiologiske
og patologiske forhold hsemmes.

Strukturelt set er philanthotoxi-
ner opbygget af en polyaminkaede,
som er bundet til aminosyren tyro-
sin. Flere studier tyder p3, at poly-
aminkeeden binder dybt nede i ion-
kanalen og saledes fungerer som en
slags prop i kanalen.

Bindingen mellem ionkanalens
veegge og polyaminkaeden er sand-
synligvis resultatet af bl.a. tiltraek-
ningen mellem modsat ladede grup-
per. Man forestiller sig saledes ion-
kanaler som vandige porer, pa hvis
indre overflade negative ladede
aminosyrerester er fordelt.

Derimod beerer de basiske
aminogrupper i hvepsetoksinerne
positive ladninger ved fysiologisk
pH.

For at belyse bindingsmekanis-
men er det iseer relevant at bestem-
me starrelsen af de positive ladnin-
ger og deres fordeling i toksinerne
ved fysiologisk pH. Starrelsen af de
positive ladninger samt ladningsfor-
delingen i polyaminkseden er fysisk-
kemiske egenskaber, der kan
bestemmes ved hjeelp af kernemag-
netisk resonans spektroskopi (NMR).

NMR spektroskopi pa
hvepsegiftene
NMR er en spektroskopisk metode
af stor betydning inden for talrige
naturvidenskabelige discipliner. Til
undersggelserne af hvepsetoksinerne
har vi anvendt en teknik, der kaldes
kulstof-13 NMR spektroskopi.
Kulstof-13 NMR spektroskopi
beror pa disse kerners evne til at
absorbere energi under visse betin-
gelser. Anbringes en kulstof-13 ker-
ne i et ydre magnetfelt, vil der pa
grund af det magnetiske moments
to mulige orienteringer ske en
opsplitning af kernerne i to forskel-
lige energiniveauer.
Elektromagnetisk bestraling
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af denne kerne med frekvenser sva-
rende til energiforskellen giver
anledning til absorption af energi.
Absorptionen registreres som funk-
tion af frekvensen, hvorved NMR-
spektret fremkommer.

Energiforskellen afhaenger af
kernernes kemiske omgivelser, hvil-
ket danner basis for metodens brede
anvendelsesmuligheder. NMR er bl.a.
velegnet til beskrivelse af dynamiske
forhold som f.eks. ladningsfordelin-
gen som funktion af pH.

Vi har gennemfart en raekke
NMR studier af hvepsegiftene ved
fysiologisk pH. Resultaterne er i
overensstemmelse med, at toksinets
blokade af ionkanalen beror pa
tiltraeekning mellem positivt ladede
grupper i hvepsetoksinet og nega-
tivt ladede aminosyrerester i NMDA,
AMPA og KAIN receptor regulerede
ionkanaler.

NMR-studierne har afslgret nye
aspekter for giftens biologiske akti-
vitet ved at fremhaeve de grupper i
PhTX-343, der har seerlig betydning
for bindingen til ionkanalen.

Figuren viser et eksempel pa et 2D-NMR spek-
trum af hvepsetoksinet PhTX-343.

Rationelt design af leegemidler
Undersggelserne er et godt eksem-
pel p&, hvordan man kan opna viden
om bioaktive forbindelsers virknings-
mekanisme og receptorers struk-
turelle elementer ved at bestemme
stoffernes fysisk-kemiske egenskaber.
Tiltag af denne art baner vejen
for lzegemiddeldesign pa rationelt
grundlag. En bedre forstaelse af det
centrale glutaminsyresystem kraever
en interdisciplineer indsats, hvor
naturstoffer indtager en vigtig rolle
- bade som farmakologiske veerk-
tgjer og som mulige modelstoffer til
udvikling af leegemiddelstoffer.

Titreringskurver demonstrerer endringen af
kemisk skift i hvepsetoksinet som funktion af
pH. Matematisk analyse af kurverne giver
oplysninger om mulige vekselvirkninger mellem
toksinmolekylet og ionkanalen.
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Stoffer, som i princippet kan
forbedre en sygdomssveekket
hukommelse, vil samtidig frem-
kalde kramper. Men maske kan
man finde en balance, sd de uac-
ceptable bivirkninger undgas.

Af Uffe Kristiansen

Fig. 1

N ervesystemet star for hoved-

parten af informationsbehandlingen
i kroppen. | nervecellernes indre er
informationen kodet som elektriske
signaler, mens kommunikationen
mellem nervecellerne isaer foregar
ved hjeelp af kemiske signalstoffer.

Nervecellernes signalstoffer
pavirker andre nerveceller ved at
binde sig til receptorer pa cellernes
overflader. Nogle signalstoffer sti-
mulerer modtagercellens aktivitet,
mens andre virker haemmende.

Hos raske mennesker er der en
harfin balance mellem de stimule-
rende og heemmende signaler. Men
nar balancen forskydes i forbindelse
med sygdom, giver det sig udslag i
alvorlige neurologiske symptomer.

Det er derfor af stor farmaceu-
tisk interesse at kunne regulere
niveauet tilbage mod det normale,
nar nervecellerne pa grund af syg-
dom har et for stort eller for lille
aktivitetsniveau.

Regulering af nerveaktiviteten
Reguleringen kan f.eks. ske ved at
aktivere eller blokere receptorerne
for gamma-aminosmagrsyre (GABA).
GABA er det vigtigste heemmende
signalstof i hjernen. Der findes flere
forskellige typer af receptorer for
GABA, men feelles for dem alle er, at
nar de aktiveres, sker der en nedseet-
telse af modtagercellens aktivitet.

P& Institut for Biologi har vi i en
arreekke udforsket GABA receptorer-
nes funktion. Samtidig har forskere
pa Institut for Medicinalkemi frem-
stillet en lang reekke stoffer, som
kan pavirke disse receptorer. Virk-
ningen af de nye stoffer er ofte

Chloridioner

GABA

Yderside

Fig. 2

GABA,-receptorerne sidder i nervecellernes
membran. De bestdr af fem mindre enheder,
som omgiver en central kanal, der er gennem-
treengelig for chloridioner. Kanalen er normalt
lukket, men &bnes, nér signalstoffet GABA bin-
des til receptoren. Stremmen af chloridioner ind
i cellen deemper nervecellens aktivitet.

Ved at udtage et lille stykke af cellemembranen
pa en nervecelle med en fin pipette er det muligt
at isolere én enkelt GABA,-receptor. Receptoren
bruges til at teste nye leegemiddelstoffers evne til
at &bne chloridkanalen.
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undersggt i samarbejde mellem de
to instituttter.

Vi interesserer os bl.a. for en
type receptorer, som kaldes GABA,.
Receptorerne sidder i cellemembra-
nen og indholder en kanal, der er
selektivt gennemtreengelig for chlo-
ridioner. Nar GABA bindes til GABA,
receptoren, dbner kanalen sig, og
chlorid streammer ind i cellen, hvilket
virker deempende p& modtagercel-
lens aktivitet.

Indleering uden kramper

Stoffer, der er gode til at aktivere
GABA,-receptorer, nedseetter nerve-
cellernes aktivitet og virker sgvndys-
sende og angstdaeempende. Der fin-
des ogsa stoffer, som kan bindes til
GABA,-receptorerne, men som ikke
er i stand til at aktivere dem. S&dan-
ne stoffer blokerer for GABAs
adgang til receptorerne og @ger her-
ved aktivitetsniveauet i nerveceller-
ne.

Disse stoffer vil sandsynligvis
kunne forbedre evnen til at lzere
og at huske hos f.eks. patienter med
den alvorlige form for senilitet,
Alzheimers syge. Men péa grund af
den effektive blokade af recepto-
rerne virker stofferne ofte krampe-
fremkaldende.

Indenfor de seneste ar har for-
skerne pa Institut for Medicinalkemi
derfor udviklet en serie nye stoffer,
som er en mellemting mellem de
aktiverende og blokerende stoffer.

Disse stoffer, som kaldes partielle
agonister, er i stand til at binde sig
til GABA,-receptorerne, men er ret
darlige til at aktivere dem. Samtidig
blokerer de ved deres binding
GABAs adgang til receptorerne. Det
vil sige, at de fjerner GABAs effek-
tive receptoraktivering og laser akti-
veringen fast pa et lavere niveau.

Malet er at udvikle et stof, der
forbedrer evnen til at leere og
huske, men samtidig bibeholder sa
meget aktivering af GABA,-recepto-
rerne, at det ikke virker krampe-
fremkaldende.

Vi ved endnu ikke, om det er
muligt, men selv om dét lykkes, er
der fortsat lang vej til malet. For de
hidtil udviklede partielle agonister
er ikke i stand til at treenge ind i
hjernen og er derfor uegnede som
leegemidler. Der forestar altsa stadig
et stort udviklingsarbejde.

Aktivering af GABA,-receptorer
For at gge forstaelsen af GABA,-
receptorens aktiveringsmekanisme
og dermed muligheden for at udvikle
bedre laegemidler, har vi undersggt,
hvorfor de partielle agonister er
darligere til at aktivere receptoren
end GABA selv.

Fig. 3

Som det ses, er stoffet 4-PIOL storre end GABA
selv. Det er sandsynligvis arsagen til, at 4-PIOL
kun bner ionkanalen i kort tid. lonstrsmmen
bliver derfor reduceret, og heemningen af nerve-
cellens aktivitet formindskes i forhold til, nar
GABA bindes til receptoren.
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Man kunne pa forhand geette
pa flere mulige forklaringer. Det
viser sig, at GABA,-receptorerne
ikke er helt ens. Selv inden for sam-
me nervecelle findes der GABA,-
receptorer med lidt forskellige egen-
skaber. Det kunne veere, at de parti-
elle agonister virkede som GABA pa
visse GABA,-receptorer, mens de
blokerede andre. Det kunne ogsa
teenkes, at partielle agonister virkede
ens pa de forskellige receptorer og
generelt var déarligere til at bne
kanalen.

Fokus pa en enkelt receptor

Vi anvendte en teknik, der satte os

i stand til at se aktiveringen af en
enkelt GABA,-receptor. En nervecel-
les membran indeholder normalt i
hundredvis af disse receptorer, men
det er muligt at isolere et lille stykke
cellemembran med en diameter pa
ca. 1/1000 mm. ved hjeelp af spidsen
af en meget fin pipette.

Af og til indeholder et sddant
membranstykke netop én GABA,-
receptor med tilhgrende chlorid-
kanal. Fordi chloridioner har en
negativ ladning, vil de, nar de van-
drer, beere en elektrisk stram, som
kan males med elektroder i og
udenfor pipetten. Hvis der ikke er
GABA til stede ved receptoren, er
kanalen lukket, men nar GABA bin-

der sig til receptoren, vil den veere
aben en del af tiden.

Til forsggene anvendte vi, for-
uden GABA, den partielle agonist
4-PIOL. Resultaterne viste, at nar
4-PIOL &bnede ionkanalen, var
strgmmen den samme, som nar
GABA &bnede kanalen. Men 4-PIOL
var ikke i stand til at holde kanalen
aben ret lang tid af gangen.

Det betyder, at den gennemsnit-
lige stram, der passerede kanalen,
var mindre med 4-PIOL end med
GABA. Dette gjaldt pa samtlige
receptorer, vi undersggte, og der var
altsd ikke tegn pa at 4-PIOL virkede
forskelligt p& GABA,-receptorerne.

Neeste skridt er at sammenholde
den nye viden med den rumlige
struktur af 4-PIOL. Stoffets darlige
evne til at holde kanalen dben
forteeller os, at 4-PIOL bindes til
GABA ,-receptoren pa en helt anden
made end GABA. Det haenger sand-
synlivis sammen med, at 4-PIOL, lige-
som de andre partielle agonister, er
en del stgrre end GABA molekylerne
og derfor ikke passer seerligt godt til
receptoren.

En forstéelse af denne sammen-
heeng mellem stoffernes struktur
og deres evne til at aktivere GABA,-
receptoren vil danne basis for udvik-
lingen af nye partielle agonister
med forbedrede egenskaber.

Cand.pharm., Ph.D. Uffe
Kristiansen er adjunkt ved
Institut for Biologi.

31



32

Forurener
leegemidler
naturen?

Leegemidler til mennesker og dyr
er i fglge sagens natur biologisk
aktive, og de er ofte sveert ned-
brydelige. Derfor er det pa hgje
tid, at vi nu begynder af vurdere
risikoen ved udledning af leege-
midler til miljoget.

Af Bent Halling Sgrensen,
Sagren Nors Nielsen og
Sven Erik Jgrgensen

Laegemidler er i forbindelse

med deres anvendelse og produktion
indtil for nylig naesten updagtet ble-
vet udledt til miljget i starre eller
mindre mangder.

Ny forskning har imidlertid vist,
at en raekke leegemidler pavirker
miljget. Opmaerksomheden omkring
de hormonlignende stoffer har leert
os, at selv om stofferne kun findes
i s& lave koncentrationer som nano-
gram pr. liter i miljget, s& kan de
godt have uheldige direkte effekter
pa naturen og dermed ogsa indirekte
effekter p& mennesket.

Derfor kreever et EU-direktiv
under udarbejdelse, at fremstillin-
gen af visse nye leegemidler fglges
op med en miljgmaessig risikovurde-
ring, der viser, at utilsigtet udled-
ning af stofferne ikke medfgrer mil-
joskader.

Det er egentlig ikke s& under-
ligt, at leegemidler kan veere skade-
lige for miljget, da de jo netop er
designet til at veere biologisk aktive.
Samtidig er leegemidler ofte fedtop-
lgselige for at kunne passere celle-
membraner, og de er robuste over
for biologisk nedbrydning, sa de
ikke bliver nedbrudt, inden de nar
at virke i organismen. Disse egenska-
ber gar, at stofferne kan bioakku-
muleres i vores fadekaeder eller
ophobes i sedimenter i have og sger.

Flere undersggelser viser, at man
kan finde leegemidler i miljget. En
norsk undersggelse fra 1995 viser
bl.a., at visse antibiotika anvendt i
dambrug ikke nedbrydes i sedimen-
tet indenfor en periode af 300 dage.
Derfor ma& man forvente, at stoffer-
ne ophobes.

Fig. 1

Miljgrisikoen er ofte ukendt

| dag har man ikke styr pa hvilke
leegemiddeltyper, som har potentiel
risiko for miljget, men man ved, at
bade antibiotika og leegemidler mod
kreeft udledes og har virkning pa
miljget.

De primeere spgrgsmal er selv-
folgelig hvor store koncentrationer,
der findes i miljget, og hvilke effek-
ter stofferne har. Det ved man heller
ikke meget om endnu. Nogle huma-

| en undersggelse af grundvands-
prever fra Grinsted udfaert af Grin-
sted Products og DTU i 1994 er der
fundet laegemiddelstoffet propyphe-
nazone i grundvandet. Et stof, som
ikke har veeret anvendt i mange ar.

Mange mulige spredningsveje
Der er mange spredningsveje for
laegemidler til miljget. Laegemidler
til mennesker udledes til kloaknettet
via urin og affering. Stofferne nar
frem til rensningsanleegget, hvorfra
de kan blive spredt pd markerne i
slam eller blive udledt i vandmiljget.
Veteringer medicin anvendes i
stalde, til dyr p& markerne og i dam-
brug. De vigtigste lsegemidler er de
antibiotika, der bruges som veekst-
fremmere i husdyrbruget. Disse stof-
fer vil via staldens affald blive spredt
i relativt hgje koncentrationer p&
markerne og kan pavirke bakterier
og dyr i jorden. Fra dambrug udle-
des medicin og desinfektionsmidler
i store maengder til direkte dbne
vandomrader.

Leegemidler er indtil fornylig stort set updagtet
blevet udledt til miljget.

ne leegemidler, som det vanddriven-
de furosemid og det smertestillende
ibuprofen er blevet testet i fore-
lgbige forsgg, som viste, at de har
tydelige effekter pa alger i koncen-
trationer pa ned til 1/10.000 del af
dggndosis for mennesker regnet
som mg/l.

Begge stoffer udledes i Danmark
i meengder pa& henholdsvis over 10
og 25 tons pr. r, mens udledninger-
ne af veekstfremmere fra landbruget
langt overgar disse maengder. De
arlige udledninger af desinfektions-
midler fra dambrug er pa ca. 13 tons.

Leegemiddelstoffer udledes altsa
i samme omfang som andre miljg-
fremmede stoffer med kendt skade-
virkning. Derfor er der al mulig
grund til at undersgge lsegemidlers
effekt pa miljoet.

Leegemidler til mennesker og dyr ender iscer i
jord og vand. Figuren viser spredningsvejene.

Koncentrationer og
graenseveerdier

EU har foresl&et en procedure til at
vurdere miljgrisikoen af et leegemid-
del. Proceduren har to faser. | fase |
estimeres, hvor stoffet ender i mil-
joet samt i hvor store maengder.

Fra producenter og Sundhedssty-
relsen kan man fa oplysninger om
produktion og forbrug af et leege-
middel. Kommunale spildevands-
malinger giver oplysninger om spild
og udledning til kloaknettet. Disse
data kombineres med kendskab til
laeegemidlets kemi, spredningsveje,
bionedbrydelighed og omdannelse i
miljget.

P& den made kan man beregne
en “Estimeret Miljgmeessig Koncen-
tration”, som estimerer, om stoffet
ender i jord, vand eller luft, og som
kvantificerer koncentrationerne i det
pageeldende milja.

Derefter eftersgges litteratur-
data for effekten pa organismer i
det relevante miljg - i det omfang
det er muligt. For de fleste laegemid-
ler findes sddanne data endnu ikke.

Effektdata vil i givet fald fore-
ligge som ECy, eller EC,, veerdier.
Det vil sige den koncentration af et
stof, hvor man ser en effekt pa hen-
holdsvis 50 eller 10 procent pa
udvalgte parametre, f.eks. dgd eller
nedsat reproduktionsevne.

Herefter beregner man en
“Uskadelig Miljgmaessig Koncentra-
tion”, som ikke menes at skade
organismerne i det pageeldende
miljg.

Hvis den “Estimerede miljgmaes-
sige koncentration” er p& under 10
ug/kg i jord og pa under 0,001 pg/l i
overfladevand, er stoffet i fglge EU’s
direktivforslag ufarligt. Nar koncen-
trationerne er stgarre, startes en fase
Il undersggelse.

Dybtgaende gkotoksikologi
Fase Il er en dybtgdende gkotoksiko-
logisk vurdering af leegemidlet. Vur-
deringen indledes med at fa et bed-
re kendskab til det miljg, hvor stof-
fet ender, og med at bestemme den
ngjagtige eksponeringsve;j.

Hvis bakterier ikke nedbryder
stoffet i en aerob laboratotietest,
eller hvis nedbrydningen varer mere

Fig. 2
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end otte timer, viser det, at jordbak-
terierne heller ikke, eller kun lang-
somt, vil kunne nedbryde stoffet.

Naeste trin er s& at kvantificere
effekten af stoffet pa organismer i
det pageeldende miljg. Nar leege-
midlet ender i overfladevand, under-
s@ges stoffets giftvirkninger pa f.eks.
alger, krebsdyr og fisk. | jord testes
effekten pa f.eks. jordbakterier og
regnorme.

Derved fas en mere ngjagtig
“Uskadelig miljgmaessig koncentra-
tion”. Til sidst vurderes forholdet
mellem den “Estimerede Miljgmaes-
sige Effekt” og den “Uskadelige
Miljgmaessige Koncentration”. Hvis
den estimerede koncentration i
miljget er starre end den uskadelige

Figuren viser, hvordan man beregner koncen-
trationen af et Icegemiddel, som udledes i mil-
joet samt, hvordan man fastsetter greenser for,
hvornar udledningen ikke medfarer nogen mil-
jorisiko.

koncentration, m& udledningerne af
stoffet nedseettes.

EU-direktivet er endnu ikke ved-
taget, og det forlyder, at det sand-
synligvis ikke bliver vedtaget i sin
nuveerende form. Producenter af
laeegemidler kan derfor fortseette
med blot at sandsynliggere, at et
laegemiddelstof ikke skader miljget.
De skal ikke bevise det, selvom
mange faktorer peger pa, at en del
leegemidler pévirker miljget.

Lic.pharm. Bent Halling
Sgrensen er adjunkt ved
Institut for Analytisk og
Farmaceutisk Kemi.

AR T
Cand.scient., Ph.D. Sgren
Nors Nielsen er forsknings-
adjunkt ved Institut for
Analytisk og Farmaceutisk
Kemi.

Dr. scient. Sven Erik Jor-
gensen er docent ved Institut
for Analytisk og Farmaceu-
tisk Kemi.
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Toksikologi
har stor
betydning for
samfundet

Samfundet har brug for kemikere
og toksikologer med paratviden.
DFH far hvert ar mange henven-
delser om hjeelp, som viser beho-
vet for den toksikologiske forsk-
nings resultater.

Af Erling Sonnich Thomsen og
Mads Skak Jensen

L
I oksikologi er i stigende grad

relevant for samfundet, og der er
brug for velkvalificerede forskere.
Det geelder i krisesituationer; hvor
farligt er det, nar et kemikalielager
braender, og hvordan skal man gribe
ind over for en akut livstruende for-
giftning? Men vi skal ogsa holde gje
med politikerne og sige fra, nar
f.eks. toksikologien er glemt i risiko-
analyser.

Med hensyn til forskeruddannel-
sen har vi for nylig i samarbejde med
Risg gennemfgrt to Ph.D. projekter
ved Lene Smith-Hansen og Anette
Schipper omkring sammensegetning
og giftighed af reggasser fra brande
i kemikalielagre med pesticider.

En anden veesentlig sag er, at
amylnitrit er undsagt af Arbejdstilsy-
net som modgift mod cyanid - men
det virker faktisk!

Dette kunne give en mistanke
om, at det er nitrogenoxid (NO), der
friggres fra amylnitrit, som har en
gunstig virkning.

Indtil for f& &r siden mente man,
at mekanismen bag cyanidforgift-
ning var helt klarlagt. Cyanid haem-
mer sidste led i respirationskaeden,
hvilket bevirker, at cellerne ikke kan
udnytte oxygen.

Nye modgifte mod
cyanidforgiftning (MJS)
AmyInitrit er den klassiske modgift.
Stoffet omdanner blodets oxygen-
transportgr haemoglobin til met-
haemoglobin, der ikke kan transpor-
tere oxygen, men som til gengeeld
kan binde cyanid. Dette giver krop-
pen bedre tid til selv at uskadelig-
gare giften.

Det viste sig bare, at ved normal
dosering var methamoglobindan-
nelsen mindre end den klinisk effek-
tive dosis. Fgrst da man begyndte at
seette spgrgsmalstegn ved det rimeli-
ge i, at amylnitrit virkede som mod-
gift, kom der pa ny gang i diskussio-
nen om cyanidforgiftning.

Amylnitrit matte derfor have en
anden, eller en yderligere effekt.
Det har startet jagten pa nye mod-
gifte med andre virkningsmekanis-
mer end de traditionelle.

Stoffer, der friggr nitrogenoxid,
er blandt kandidaterne. Da en af
effekterne af nitrogenoxid er blod-
tryksseenkning, var det en mulighed,
at nedseettelse af blodtrykket i sig
selv maske kunne have en effekt.
Mads Skak Jensen undersggte dette
i en dyremodel i samarbejde med
Tue Johansen under deres speciale-
studium.

Fire blodtryksnedseettende stof-
fer blev testet. Resultatet var, at den
rene blodtryksnedseettelse ikke hav-
de nogen virkning, men til gengeeld
syntes der at veere modgifteffekt af
de to NO-donorer, der var medtaget
i forsgget.

Dette skal nu studeres naermere,
og planen er at screene forskellige
interessante stoffer med en celle-
model, hvorved vi gerne skulle fa en
handfuld stoffer, der s& skal testes i
en dyremodel.

Resultatet bliver forhabentlig
en modgift, der kan administreres af
ikke-leeger, og som dermed er et
godt alternativ til amylnitrit, som
ved forkert anvendelse kan veere
potentielt farligt, iseer for menne-
sker med et svagt hjerte.

Bedre formidling til brugerne
Et af resultaterne af forskningen pa
Danmarks Farmaceutiske Hgjskole er
de svar, vi kan give til dem, som hen-
vender sig til Hgjskolen om hjeelp.
Det er indlysende for mig, at
formidling af egne og andres resul-
tater bar have stgrre prioritet i trilo-
gien "forskning, undervisning, admi-
nistration". Vel at meerke en formid-
ling, som er forstaelig og umiddel-
bart anvendelig for brugerne, og

som finder sted pa deres egne betin-
gelser. Det geelder, hvad enten der
er tale om fagfolk, myndigheder,
politikere, medierne eller manden
pa gaden.

Bare i lgbet af det sidste ar har
jeg haft et halvt hundrede formid-
lende henvendelser. En af de starre
sager var om foreeldrelgse kemikalier
pa Bygmestervej i Kgbenhavn:

Et par unge fyre havde opdaget,
at der var fri adgang fra gaden til et
galvaniseringsfirma. Da virksomhe-
den krakkede i 1993, havde direktg-
ren kun sgrget for at fjerne ca. 100
kg cyanider. Nu i januar 1996 var der
grafitti i rummene, og narkomaner
havde overnattet.

TV2, som drengene havde ringet
til, bad mig komme ud og se pa de
kemikalier, man blot havde efter-
ladt. Der var et syndigt rod af pro-
ceskar, kemikalieaffald og umeerkede
kemikalier i 400-liters plastbeholdere.
Andre beholdere havde gdelagte
etiketter. Vi kunne identificere
steerkt esetsende stoffer som fast
natriumhydroxid i en maengde pa&
over 250 kg., kaliumpermanganat
og ammoniumhydrogenfluorid. Der
var tungmetalforbindelser, iseer nik-
kelsalte, i kar, pa gulv og sivet ned i
jorden. Af de kreeftfremkaldende
stoffer kan neevnes 250 kg. chrom-
trioxid samt dichromater.

Forholdene var aldeles uforsvar-
lige, idet bgrn kunne ga frit ind fra
gaden og fylde lommerne med dad-
sensfarlige kemikalier. Vi fik arran-
geret afspeerring, inden TV gik i luf-
ten, for at hindre en valfart af kemi-
interesserede drenge, og selve
oprydningen skete dagen efter.

Sadanne henvendelser udefra
danner p& mange mader et godt
grundlag for at ggre undervisningen
vedkommende!

100 ngglestoffer bar leeres
udenad
Gennem de seneste artier er der sket
en uheldig udvikling i bl.a. fagene
kemi og toksikologi: Det er ikke
leengere "'in" at kunne stofegenska-
ber udenad, hverken i Danmark eller
i udlandet. Man har i stedet sggt at
leere de studerende teori og regler i
héb om, at de s& kunne udlede stof-
egenskaberne, nar der er brug for
det. Dén strategi har spillet fallit.
Samfundet har brug for kemi-
kere og toksikologer med paratviden
béade til umiddelbar brug og til at sla
alarm, ndr vigtige beslutninger treef-
fes pa et tvivisomt grundlag. Data-
baser ger det ikke alene, for det for-
udseetter faglig baggrund at vurdere
indholdet kritisk.

Vi bgr sikre, at de studerende pa
Danmarks Farmaceutiske Hgjskole
opnar en stgrre paratviden, ogsd om
farlige stoffer.

Farst og fremmest arbejdes der
pa at definere et szet stoffer, 50
organiske og 50 uorganiske, som
skal veelges sdledes, at de dels er
umiddelbart relevante, dels udger et
solidt grundlag for at skenne over
egenskaberne af lignende stoffer.
Udvalgte egenskaber ved stofferne
som udseende, fysiske og kemiske
data, reaktioner, farlighed m.v. skal
sa lzeres udenad.

Indleeringen kan gg@res mere
attraktiv ved, at listen og indholdet
preesenteres pa samme made som
WWW-sider pa internet.

Brug af internet er i gvrigt
speendende og uundveerligt i dag,
men her skal man veere seerlig kri-
tisk, fordi informationerne langt fra

altid er vurderet fagligt, inden de
fores frem. Hgjskolen bgr imidlertid
veere i frontlinien, hvad angéar
anvendelser af internet, bade for
de studerende og for de ansatte.

Vi tager ogsa pa anden méade
konsekvensen af, at samfundet
mangler jordneere risikokemikere og
toksikologer. Allerede i sikkerheds-
kurset pa 1. semester introducerer vi
de studerende for farlige stoffer og
reaktioner. Man bgr udbygge kurset
med at demonstrere disse i stinkskab
eller udendgrs. Laboratoriekurset i
uorganisk kemi pa 2. semester kunne
med fordel drejes hen mod farlige
stoffer og reaktioner; pa 7. semester
rundes der s& af med selve toksiko-
logien.

Kontroversiel sag omkring
DAMP-bgrn
Det mest speendende er greenseom-

Foreeldrelsse kemikalier p& Bygmestervej i
Kgbenhavn. Der var fri adgang fra gaden til et
krakket galvaniseringsfirma, som havde efter-
ladt et syndigt rod af proceskar og kemikalieaf-
fald. Vi fandt steerkt eetsende stoffer, tungmetal-
forbindelser og kreeftfremkaldende stoffer.

raderne mellem de traditionelle fag.
Her er der behov og udviklingsmu-
ligheder!

Et eksempel pa en sag, der ma
forekomme farmaceuter vaesentlig,
er brug af stoffet methylphenidat
med en svag amphetamin-lignende
virkning til behandling af "DAMP-
barn" ("'Deficit in Attention, Motor
Control, and Perception™). Vi er min-
dre restriktive i Danmark end i
udlandet, og vi bruger stoffet mere,
end WHO anbefaler.

Dertil kommer, at der synes at
vaere mode i at diagnostisere den
mindste smule aktiv nysgerrighed
hos selv 1-2 &rige barn som hyper-
aktivitet som fglge af DAMP. | efter-
aret tog en gruppe studerende
sagen op i et tveerfagligt projekt i
greenseomradet mellem toksikologi
og samfundsfarmaci.

Lic.pharm. Erling Sonnich
Thomsen er lektor ved Insti-
tut for Analytisk og Farma-
ceutisk Kemi.

Cand.pharm. Mads Skak
Jensen er Ph.D. studerende
ved Institut for Analytisk og
Farmaceutisk Kemi.
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