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H.C. Jrsted.:

Farmaceut og
naturstoftkemiker

Hans Christian @rsted skrev sig
ind i historien med opdagelsen af
elektromagnetismen, som fik
afggrende betydning for den
moderne fysik. Men han begynd-
te sin akademiske karriere som
farmaceut. | ar er det 200 ar
siden, @rsted bestod sin farma-
ceutiske eksamen.

Af Jerzy W. Jaroszewski

I det Herrens ar 1797 gik den

tyvedrige Hans Christian @rsted op
til farmaceutisk eksamen ved Kgben-
havns Universitets medicinske fakul-
tet efter Kong Christian V's Forord-
ning om “Medicis oc Apotecker” fra
1672. For 200 &r siden fandtes der
ingen farmaceutisk hgjskole — den
blev farst indviet i 1892.

Eksamen var en forudsaetning
for at fa apoteksbevilling, men
nogen egentlig undervisning af far-
maceuter fandtes ikke. Farmaceut-
uddannelsen bestod i en leeretid pa
apotek kombineret med selvstudi-
um, samt eventuelt foreleesninger
ved Kgbenhavns Universitet efter
muligheder og lyst. Eksaminering
blev varetaget af professorer i medi-
cin fra Kgbenhavns Universitet samt
af kgbenhavnske apotekere.

@rsteds far var apoteker i Rud-
kgbing, og den unge Hans Christian
hjalp sammen med sin yngre bror til
pa sin fars apotek fra 12 ars alderen.
| denne periode studerede @rsted
med stigende interesse farmaci og
naturvidenskab. | 1794 tog han til
Kgbenhavn for at fortseette sine stu-
dier.

Efter en periode op til de akade-
miske adgangseksaminer, der var
domineret af sprogstudier, filosofi
og aestetik, valgte Drsted kemi som
sit hovedfag. Han studerede farma-
ceutiske arbejder og gik blandt
andet til de netop indfarte fore-
laesninger i kemi, som blev holdt af
professor Ludvig Manthey, indehave-
ren af Lgveapoteket.

Henimod det 18. arhundredes

slutning eksisterede der ikke nogen
selvsteendig eksamen i fysik og kemi
ved Kgbenhavns Universitet. Kemi
var jo kun pa teerskelen til at udvikle
sig til et moderne fag, og vejen til
eksperimentel naturvidenskab farte i
hgj grad gennem et apoteks labora-
torium. Det er saledes denne vej,
@rsted har betradt.

Den 20. maj 1797 gik han op til
Examen chemico-pharmaceuticum,
som bestod af fem fag. Af de fire
eksaminatorer var tre leeger og en
apoteker. En af eksaminatorerne,
professor J. C. Tode, skrev lidt om
Drsteds eksamen i det af ham udgiv-
ne tidsskrift “Medizinisches-chirurgi-
sches Bibliothek™ under titlen “Ein
ausgezeichnetes Apothekerexa-
men”. Her beskriver Tode, at @rsted
blandt andet identificerede forelag-
te friske planter, inklusive deres
botaniske og farmaceutiske navne
samt deres egenskaber, og udviste
fint kendskab til den nye “antiflogis-
tiske” kemi (teorierne om, at alle
stoffer indeholder sakaldt flogiston,
en aeterisk substans, muligvis med

Fig. 1

Hans Christian @rsted (1777-1851) er en af
de mest kendte danske forskere gennem tiderne.
Det viste billede er Chrétiens blyantsforlag til
et kobberstik af 1803. Dette ungdomsportrat
pryder Danmarks Farmaceutiske Hgjskoles
H.C. @rsted-medaille af 1956 der indgar,
preget i guld, i Rektors embedskzde.

en negativ veegt, der slipper ud
under forbraending, var netop ble-
vet tilbagevist af Lavoisier).

Drsted bag eksamen
for farmaceuter
1 1800 blev Hans Christian @rsted
udnaevnt til ulgnnet adjunkt for
“Materia medica og pharmaceutik”
ved Kgbenhavns Universitet og fun-
gerede som apoteker ved Lgveapo-
teket. Som 23-arig var @rsted séle-
des bade en udgvende farmaceut og
leerer for fremtidige farmaceuter.
Endnu vigtigere for den farma-
ceutiske verden var det arbejde han
gjorde, efter han er blevet udnaevnt
til professor i fysik i 1806, for at for-
bedre den farmaceutiske uddannelse
- ofte under modstand fra den
medicinske side. Allerede i 1806 og i
1813 fremsatte Qrsted forslag til
reformering af farmaceuteksamen.
Det var dog forst i 1828 at det lykke-
des ham, sammen med kemikeren
Zeise, at indfere “Ordning for phar-
maceutisk eksamen” og den farma-
ceutiske eksamenskommision, hvori
@rsted, som medlem, eksaminerede i
fysik. Eksamen omfattede blandt
andet praktiske prgver i kemi. | 1838
blev censorinstitution indfgrt ved de
farmaceutiske eksaminer, og det
blev overladt til eksamenskommisio-
nen at fastseette reglerne for
bedgmmelse. Som resultat heraf ind-
forte Drsted en karakterskala, som
er blevet en forlgber til moderne
karaktergivning.

Naturstofkemi gennem 200 ar
Af de fag, som @rsted beskeeftigede
sig med i sit seerdeles rige professio-
nelle liv er naturstofkemi det eneste,
der er repraesenteret p& Hgjskolen i
dag.

1 1820 publicerede @rsted en
afhandling, hvor han beskriver isole-
ring af “Et nyt eesk [dvs. alkaloid] fra
peberen” - det skarpt smagende
stof piperin. Opdagelsen af piperin
kom i kglvandet pa Sertiiners isole-
ring af morfin fra opium i 1817, og
@rsted har séledes deltaget i en bal-
ge af nye landvindinger inden for
kemi, hvor en reekke rene stoffer —
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alkaloider - blev fundet pa et ratio-
nelt grundlag, som bestod i udnyt-
telsen af stoffernes syre-base egen-
skaber. Isolering af et stort antal af
de fysiologisk aktive alkaloider i
1820'erne og 1830'erne skabte for-
steerket behov for strukturelle analy-
ser og var seerdeles vigtig for udvik-
lingen af moderne organisk kemi,
blandt andet i form af perfektione-
ring af organisk elementeeranalyse
gennemfart af Liebig — der ogsa
begyndte sin kemiske karriere i far-
macien.

Drsted giver i sine artikler
udtryk for sine intentioner med hen-
syn til at fortseette sine naturstofke-
miske studier, men kort efter, i april
1820, s& han under en foreleesning
en magnetisk nal beveege sig i det
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gjeblik, han satte stregm til en kob-
berledning placeret lige ved siden
af, og Qrsteds liv fortsatte ad en
anden vej.

Naturstofkemi er som sagt et
fag, som er et driftigt forskningsom-
rade pa DFH den dag i dag. Omra-
det oplever sin store rengessance pa
verdensplan i disse ar. Forskningen
omkring naturligt forekommende
kemiske forbindelser fortseetter med
at veere en vigtig naturvidenskabelig
grunddisciplin, som stimulerer den
organisk-kemiske tankegang. Den
bidrager ogsa til identifikation af
nye farmakologisk vigtige stoffer,
hvilket har en seerlig interesse her
pa DFH.

Samtidig fuldfgres sammen-
smeltningen af naturstofkemi med
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@rsteds farmaceutiske eksamensbevis fra ar 1797.
g Teksten lyder:
“1797 d. 20. Maji Indstillede sig til Examen Chemico Pharmaceuticum Candida-
tus Pharmaci Hans Christian @rsted Fad i Rudkigbing paa Langeland, hvor hans
e ﬁ: ':‘II?JN 'E""“ “""’*‘""" A j o ; "_;‘E‘ Forceldre var Apoteker Sgren Christian @rsted, hans Moder Karen Hermansen.

Efter at have erholdt Kundskab i de Academiske Videnskaber og Undervisning af
hans Fader i de pharmaceutiske, blev han i Aaret 1794 demitteret til Universitetet
og erholdt i October Maaned s:a: in Examine Charact: laudab: Aaret derpaa Exa-
mine philosophico og Philogogico Charact. laudab. med Udmcerkelse. | Vinteren
1795 - 96 lagde han igien Vind paa Pharmacien under hans Faders Opsigt, fort-
satte derpaa sin Academiske Lobebane i Khavn, skrev en Afhandling i ZEsthetiquen
som blev tilkiendt Preemie, harte imidlertid Foreleesninger i de medicinske Viden-
skaber under EtatsR Saxtorph Prof. Tode og Prof. Aashejm, og i de Chemiske under
Prof. Manthey - gjorde derpaa Chemien til sit Hovedfag, og enskede sig nu Pravel-

Herefter folger karakterer og underskrifter.

en anden gammel farmaceutisk
disciplin, nemlig farmakognosi.
Farmakognosi, oprindeligt “leeren
om leegemidler og deres ydre kende-
tegn”, har altid benyttet sig af den
deskriptive naturstofkemi, men, som
allerede papeget af den tidligere
professor i naturstofkemi Helmer
Kofod under hans festtale pa DFH
den 20. oktober 1955, “det er en fal-
ge af den almindelige udvikling, at
hovedveegten mere og mere synes at
blive lagt pa denne [naturstofkemi-
ske] side af faget, pa bekostning af
den makroskopiske og mikroskopi-
ske drogeidentifikation™.

Rustet med moderne stofidenti-
fikations metoder, isseer NMR (kerne-
magnetisk resonansspektroskopi),
favoriseret af en global adgang til
planteressourcer, og stgttet af biolo-
gernes farmakologiske ekspertise,
star Hgjskolens naturstofkemikere
og farmakognoster sammen i
bestraebelser pa at viderefare de
stolte traditioner af faget i dette
land.

Drsteds afhandling om piperin, det stzrke
smagsstof i peber, publiceret i Schweiggers Jour-
nal fir Chemie und Physik, vol. 29, s. 80-82,
i feb. 1820. En kortere, fransk version blev pub-
liceret i Journal de Physique, vol. 90, s. 173-
174, i marts 1820. Stoffets bruttoformel blev
fastlagt i 1839, og strukturen opklaret i
1880’erne. Det var dog farst i 1970, at struk-
turen af piperin og lignende stoffer fremgik med
stor klarhed ud fra en NMR undersagelse.

Lic.scient. Jerzy W. Jaroszewski
er professor ved Institut for
Medicinalkemi.



Ved urinvejsinfektioner i mus
gges effekten af antibiotika, nar
viden om laegemidlets skeebne i
kroppen tages med i beregnin-
gerne af dosis, doseringsinterval
og behandlingsvarighed. Muse-
forsgg viser ogsa, at antibiotika
ikke altid har udryddet bakterier-
ne, selv om urinen er steril. Dét
ma leeger veere opmaerksomme
pad ved behandling af blaerebe-
teendelse og nyrebaekkenbe-
teendelse hos mennesker.

Af Hanne Hvidberg,
Niels Frimodt-Mgller og
Sgren N. Rasmussen

U rinvejsinfektioner er blandt

de hyppigste infektionssygdomme
hos mennesker og forekommer iseer
hos kvinder; saledes vil mere end
hver fjerde kvinde opleve mindst ét
tilfeelde af urinvejsinfektion.

Normalt begraenser infektionen
sig til bleeren, og disse tilfeelde er
ikke livstruende og medfarer ikke
varige mén.

Men hvis infektionen breder sig
til nyrerne, si der opstar nyrebaek-
kenbeteendelse, er der risiko for

Fig. 1

veevsskader af blivende karakter, for-
di nyreveevet omdannes til inaktivt
bindeveev. Samtidig stiger risikoen
for, at infektionen spreder sig til blo-
det. En sddan blodforgiftning kan
veere livstruende.

Principperne for behandling af
bleerebeteendelse er ganske veldoku-
menterede, men dokumentationen
for varigheden af antibiotikabe-
handling ved nyrebsekkenbetesendel-
se er ikke god, og ofte finder der en
reinfektion sted.

Langt den starste del af tilfaelde-
ne af urinvejsinfektion forarsages af
Escherichia coli. Antibiotika, der er
effektive overfor bakterier som E.
coli, er B-lactamer, herunder penicil-
liner og cefalosporiner, quinoloner
og aminoglykosider. Det er karakte-
ristisk for disse stoffer, at de efter
indgift resulterer i meget hgje kon-
centrationer i urinen i forhold til i
blodet.

Mus som model for mennesker
Mus er generelt fglsomme over for
de samme bakterielle egenskaber,
som szetter bakterier i stand til at
kolonisere urinvejene hos menne-
sker. Med en eksperimentel urinvejs-
infektionsmodel i mus kan man der-
for undersgge indflydelsen af dosis-
starrelse, doseringsinterval og

behandlingsvarighed pa effekten af
behandlingen. Samtidig kan man
studere sammenhaengen mellem
antibiotikas effekt og farmakokine-
tik, hvilket vil sige leegemidlernes
omseetning i kroppen. Undersggel-
serne er baseret pa resultater fra
hele organer og er derfor mere
detaljerede, end det er muligt at
opna ved kliniske undersagelser pa
patienter.

Vi har etableret en urinvejsinfek-
tionsmodel i hunmus med det for-
mal at efterligne forlgbet af en
naturligt fremskridende infektion i
urinvejene hos mennesker. Et lille
volumen bakterieoplgsning bestéen-
de af et Kklinisk isolat af en urinvejs-
patogen E. coli stamme blev injiceret
i bleeren via et urinrgrskateter, som
blev fjernet umiddelbart efter injek-
tionen. P4 denne made opnéede vi
en reproducerbar urinvejsinfektion,
som etablerede sig i tre fjerdedele
af nyrerne hos musene.

Mikroskopi p& nyreveev viste her
en signifikant sammenhaeng mellem
tilstedeveerelsen af bakterier i vaevet
og forandringer i vaevet af mere
eller mindre permanent karakter.

Behandling med antibiotika
Neeste trin var at behandle musene
med forskellige antibiotika og méle

En bakterieoplgsning bestéende af en urinvejs-
patogen E. coli stamme injiceres i musens blzre
via et urinrgrskateter. P& denne made opnéede
vi en reproducerbar urinvejsinfektion.

leegemidlernes virkning. Effekten
blev malt ved at bestemme antallet
af bakteriekolonier i hver nyre, i
bleeren og pr. milliliter urin. Virknin-
gen af hvert enkelt antibiotikum
blev derefter relateret til stoffernes
omseetning i musene.

Effekten af de forskellige typer
antibiotika har ved andre infektions-
typer kunnet relateres til specifikke
farmakokinetiske parametre, som
igen afhaenger af stoffernes antibak-
terielle drabseffekt. Sdledes kan
effekten af R-lactam antibiotika,
som udviser koncentrationsuafhaen-
gig drabseffekt, relateres til den tid,
hvor koncentrationen er over en vis
teerskel, der kaldes for den mindste
haemmende koncentration (MIC).
Effekten af quinoloner og amino-
glycosider, hvis drabseffekt derimod
er afhaengig af koncentrationen,
kan relateres til den maksimale kon-
centration, der opnas efter indgift af

Gentamicin havde god effekt pa
bakterietallet i bleeren og var gene-
relt mere effektivt end cefuroxim.
Men veevsakkumulation i nyrene,
der forleengede tilstedeveerelsen af
stoffet i nyreveevet, gjorde det sveert
at relatere effekten til urin- eller
nyrevaevskoncentrationer.

De starste doser af begge stoffer
var de mest effektive, men de valgte
doseringer var ikke i stand til at ste-
rilisere urinvejene, og vi antog, at
det skyldtes utilstraekkelig behand-
lingsvarighed.

Varigheden af behandlingen

Vi undersggte derfor betydningen
af, hvor laenge behandlingen vare-
de. Inficerede mus blev behandlet i
en, to eller fire dage med et af otte
antibiotika: Fem R-laktam antibioti-
ka, to quinoloner samt gentamicin.
Det viste sig nu, at effekten af alle
behandlingerne var stgrst efter fire

behandling, men vores resultater
tyder p4, at det i lige s& hgj grad
kan veere bleeren, som vedligeholder
infektionen.

Resultaterne viser ydermere, at
steril urin ikke ngdvendigvis er ens-
betydende med sterile urinveje, og
netop urindyrkning bliver i praksis
brugt som indikator for effekten af
behandling. Det vil derfor veere rele-
vant at undersgge, om der er bakte-
rieveekst i bleerevaegsbiopsier fra
patienter, der efter endt behandling
for nyrebsekkenbetaendelse har ste-
ril urin.

Model med bred

anvendelighed
Urinvejsinfektionsmodellen i mus
har vist sig at afspejle samme
respons pa behandling, som kliniske
undersggelser pa patienter har vist.
Modellen kan derfor anvendes til at
undersgge, hvor i urinvejene bakte-

Fig. 2
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Figuren viser effekten af 4 dages behandling af urinvejsinfektion induceret i mus. Musene blev behandlet med hhv. amoxicillin + clavulansyre, ciproflox-
acin og gentamicin. Figuren til venstre viser bakterietallet pr. ml. urin, den midterste figur viser bakterietallet pr. blere, og figuren til hgjre viser bakte-
rietallet pr. nyre. Bakterietallene i kontrolgruppen, der blev behandlet med saltvand, er vist til sammenligning.

stoffet samt til, hvordan koncentrati-
on aftager med tiden.

Dosisstagrrelse og
doseringsinterval
Inficerede mus blev behandlet en
dag med forskellige doser cefurox-
im, hvis drabseffekt er koncentrati-
onsuafheaengig, eller gentamicin, hvis
drabseffekt er afheengig af koncen-
trationen. Stofferne blev givet med
forskellige intervaller, og doserne
blev valgt, s& de gav aktive koncen-
trationer i urin alene, eller i urin,
serum og nyrevaev samtidig.
Cefuroxim havde bedst effekt pa
bakterietallet i urin samt pa bakterie-
tallet i nyrevaev, safremt koncentrati-
onen oversteg den mindste haem-
mende koncentration i hele urinvejs-
systemet. P& trods af hgje urinkon-
centrationer kunne cefuroxim ikke
sterilisere bleereveevet.

dage. Endvidere var quinolonerne
og gentamicin generelt mere effek-
tive end R-laktam antibiotika, hvil-
ket svarer til resultater af kliniske
undersggelser.

For R-laktam antibiotika fandt vi
en signifikant sammenhaeng mellem
omfanget af nyreinfektion og den
tid antibiotikakoncentrationerne var
over den mindste heemmende kon-
centration i nyreveev og blodserum
efter fire dages behandling.

Bleereinfektionen viste sig at
veere relativt uafheengig af antibio-
tikabehandling, hvilket kan skyldes,
at bakterierne sidder indkapslet i
bleerens slimlag eller er deekket af
biofilm. Begge dele kan forhindre
antibiotika i bade urin og i blodse-
rum i bleereveeggen i at pavirke bak-
terierne. Man mener generelt, at
reinfektion forarsages af bakterier,
som overlever i nyrerne pa trods af

rierne sidder efter endt behandling,
og hvilken form for behandling, der
vil kunne sterilisere de forskellige
Vaev.

Modellen kan ogsa bruges til at
undersgge, om der er sammenhaen-
ge mellem effekten af forskellige
antibiotikabehandlingsregimer og
specifikke egenskaber hos visse
E. coli stammer, der gar disse bak-
terier seerligt urinvejspatogene. Stu-
dierne vil kunne belyse vigtigheden
af detaljerede undersggelser og
typebestemmelse af kliniske isolater
med henblik p& valget af behand-
ling.

Endelig kan modellen ogs&
anvendes i tilsvarende undersggelser
af behandlingseffekt ved infektioner
forarsaget af andre urinvejspatoge-
ne bakterier end E. coli.

Cand.pharm. Hanne Hvid-
berg er ph.d.-studerende ved
Institut for Farmakologi.

Dr.med. Niels Frimodt-
Mller er overlzge ved Klinisk
Mikrobiologisk afdeling,
Statens Seruminstitut.

Cand.pharm. Sgren N.
Rasmussen er lektor ved
Institut for Farmakologi.



Det tager ar og koster milliarder
at udvikle et nyt laegemiddel.
Derfor forskes der intensivt i nye
metoder, som hurtigere og billi-
gere kan identificere nye laege-
middelstoffer. DFH er med til at
udvikle en genteknologisk meto-
de, som kan screene tusindvis af
stoffer p4 en dag. Metoden
anvendes nu til at teste potenti-
elle leegemidler til behandling af
Alzheimers sygdom.

Af Hans Brauner-Osborne og
Povl Krogsgaard-Larsen

D e gennemshitlige omkostnin-

ger ved udvikling af nye leegemidler
er i dag pad omkring to milliarder
kroner. Samtidig tager det typisk 13
ar fra et projekt startes, til laegemid-
let endelig kan markedsfares.

For at seenke omkostningerne
og reducere tidshorisonten satses
der voldsomt pa at udvikle nye
metoder, som vil ggre processen bil-
ligere og hurtigere. Der er flere
arsager til, at man gnsker en hurti-
gere udvikling af nye lsegemidler.
Dels konkurrerer medicinalfirmaerne
om at komme fgrst med nye pro-
dukter, dels geelder patentet pa et
leegemiddelstof kun i 20 ar, hvoraf
de farste 10 til 15 &r gar med udvik-
lingen af medicinen. Ved at mar-
kedsfare leegemidlet hurtigere vil

0-Methyl-THPO og 0-Methyl-THAO er ana-
loger af signalstoffet acetylcholin, hvor den
hydrolyserbare esterfunktion er blevet udskiftet
med en heterocyklisk bioisoster gruppe. Dermed
bliver de to analoger ikke nedbrudt s& hurtigt
i kroppen. De to analoger er blevet testet med
R-SAT pa de to muscarine receptorer, mMAChR1
0g MAChR3. Som det ses, er stofferne ikke spe-
cifikke for en receptor subtype.

man have eneretten pa produktet i
leengere tid, hvilket gger indtje-
ningsmuligerne.

Der er iseer to omrader, hvor
man satser staerkt pd at udvikle nye
metoder. Det fgrste er kombinato-
risk kemi, hvor syntesen af nye
leegemiddelstoffer systematiseres, s&
robotter pa kort tid kan fremstille et
veeld af forskellige stoffer. Det andet
er biologisk screening (High-Through-
put Screening, HTS), hvor den biolo-
giske testning af nye lsegemiddel-
stoffer ligeledes primzert foretages
af robotter.

Disse metoder har en meget stor
kapacitet, og det er i gjeblikket
muligt at teste op mod 10.000 stof-
fer om dagen. Indenfor fa ar spas
det, at antallet kommer op pa mel-
lem 100.000 og en million stoffer om
dagen.

Stoffer og receptorer

Under et studieophold pa University
of Vermont i USA indgik Hans Brau-
ner-Osborne meget centralt i et pro-
jekt vedrgrende udviklingen af et
nyt HTS system, som kaldes Receptor
Selection and Amplification Techno-
logy (R-SAT). Vi anvender nu syste-
met til at teste den biologiske aktivi-
tet pa receptorer i hjernen af stoffer,
som er syntetiseret pa Institut for
Medicinalkemi, og systemet er sam-
tidig hjgrnestenen i det nye firma
Acadia Pharmaceuticals, som netop
har startet et datterselskab i Glo-
strup.

Metoden bruges til at teste,
hvordan lseegemiddelstoffer og
naturlige signalstoffer pavirker cel-
ler, og ideen bag R-SAT er egentlig
ret simpel. Udgangspunktet er en
cellelinie, der bestar af celler, som i
princippet kan blive ved med at dele
sig i det uendelige. Den anvendte
cellelinie hedder NIH-3T3, og celler-
ne har den specielle egenskab, at de
har “bergringsangst”, hvilket inde-
beerer, at cellerne stopper med at
dele sig og gar i en slags dvaletil-
stand, nar de er vokset sd meget, at
de begynder at rgre hinanden.

Det er dog muligt at overvinde
denne kontaktha&emning, nar man
stimulerer cellerne med visse signal-
stoffer. Da cellerne stammer fra en
hudcelle, er der dog mange af hjer-
nens receptorer, som ikke findes pa
cellerne, hvorfor de ikke reagerer pa
en del af hjernens signalstoffer. Net-
op hjernens signalstoffer er vort
forskningsfelt, men problemet Igses
dog nemt ved at tilfare cellen det
gen, som koder for den pageeldende
receptor, som man har isoleret fra
hjernen ved hjeelp af genteknologi.
Herefter vil cellen reagere pa hjer-
nens signalstof og begynde at vokse
i takt med, at koncentrationen af
stoffet gges.

Veekstggningen kan i princippet
males pa mange mader, men i R-SAT
valgte vi en metode, som er enkel
og let at handtere. Samtidigt med,
at vi indfgrer genet for receptoren,
indfgrer vi ogsa et gen, der koder
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Hans Brauner-Osborne arbejder her ved en sterilbznk med hudceller, der har faet indsat gener, sa de
danner receptorer, som findes pa hjernens nerveceller. Cellerne bruges bl.a. til at undersgge de struk-
turelle krav til potentielle lzgemidler til behandling af Alzheimers sygdom.

for enzymet beta-galactosidase. Det-
te enzym spalter et farvelgst sub-
strat til et gult produkt. Idet cellerne
vokser pa grund af stimulationen fra
signalstoffet, vil de samtidig produ-
cere mere enzym, og dermed gges
intensiteten af den gule farve, nar
substratet tilseettes cellerne. Man
identificerer sdledes nye stoffer, der
stimulerer receptoren ved at méle
intensiteten af den gule farve.

Fordelen ved metoden er, at den
er uhyre simpel og relativt nemt har
kunnet tilpasses robotudstyr, som
muliger HTS. Alle reagenserne er bil-
lige, hvilket ogséa er vigtigt, nar stof-
biblioteker med et meget stort antal
stoffer skal screenes. Vigtigst af alt
er det dog, at metoden giver resul-
tater, der svarer ngje til resultaterne
af mere traditionelle og besveerlige
biologiske tests.

Laegemidler mod

Alzheimers sygdom

P4 Institut for Medicinalkemi har vi
bl.a. anvendt R-SAT til at undersgge
stoffer, der aktiverer receptorerne
for acetylcholin, et af hjernens sig-
nalstoffer.

Det har vist sig, at acetylcholin
langsomt forsvinder fra dele af hjer-
nen hos patienter, der lider af Alzhei-
mers sygdom. Man haber derfor pa
at kunne lindre sygdommen ved at
indgive stoffer, som pavirker recep-
torerne for acetylcholin.

Acetylcholin selv nedbrydes
meget hurtigt i kroppen og er der-
for ikke selv egnet som laegemiddel.
For at et nyt stof skal veere effektivt

mod Alheimers syge, skal det veere
selektivt for den rette receptor for
acetylcholin. | hjernen er der nemlig
identificeret adskillige receptorer for
acetylcholin. Der findes i alt 5
sékaldte muscarine acetylcholin
receptorer i hjernen, som betegnes
mAChR1-5.

| forbindelse med Alzheimers
sygdom er interessen samlet om
receptoren mAChR1, som menes at
veere involveret i sygdommen. Sam-
tidig er det sandsynligt, at en anden
receptor for acetylcholin, mAChR3,
er arsag til nogle af de bivirkninger,
som acetylcholinlignende midler
ofte giver.

P& Institut for Medicinalkemi har
vi derfor arbejdet pa at udvikle nye
stoffer, som gerne skulle veere selek-
tive for mAChR1 receptoren. To af
disse stoffer er 0-Methyl-THPO og 0-
Methyl-THAO. Der er en vis struktur-
lighed mellem acetylcholin og de
nye stoffer, men i modseetning til
acetylcholin, nedbrydes stofferne
langsomt i kroppen, hvorfor de er
potentielt mere anvendelige som
laegemidler mod Alzheimers syg-
dom.

De to stoffer er testet med R-
SAT metoden, som viste, at begge er
i stand til at stimulere de muscarine
acetylcholin receptorer mAChR1 og
MAChR3. Desveerre pavirker begge
stofferne de to receptorer med
naesten samme styrke, hvilket be-
greenser deres mulige anvendelse
som Alzheimermiddel, fordi stoffer-
ne formentlig vil have bivirkninger.
Ved at &ndre yderligere pa struktu-

rerne og syntetisere nye analoger er
der dog mulighed for at gge selekti-
viteten for mAChR1 receptoren og
dermed for udvikling af stoffer, der
kan anvendes mod Alzheimers syg-
dom.

Test pa humane receptorer

Der er andre fordele ved R-SAT end
den store kapacitet og muligheden
for at teste stoffers virkning pa spe-
cifikke receptorer. F.eks. kan man
indseette gener for flere receptorer
samtidigt og dermed screene stof-
biblioteker mod flere méalreceptorer
pa en gang. Dermed spares bade tid
og penge. Stoffer, der viser sig at
veere aktive, vil herefter kunne
testes pa hver enkelt receptor for at
identificere stoffets selektivitet.

Under udvikling af nye laege-
middelstoffer er det farst i de sidste
stadier af udviklingsprocessen, at de
nye leegemiddelstoffer testes pa
mennesker i kliniske forsgg. Traditio-
nelt har man udviklet disse stoffer
pa baggrund af farmakologiske stu-
dier pa forsggsdyr. Selvom ligheden
mellem receptorerne hos mennesker
og f.eks. rotter oftest er meget stor,
vil der altid vaere smé forskelle, som
nogle gange viser sig at have stor
betydning. Man risikerer saledes at
std med et potentielt nyt la&egemid-
delstof, som har den gnskede virk-
ning pa rottens receptorer, men som
har en anden virkning péa de tilsva-
rende receptorer i mennesker.

Da man i R-SAT anvender gener,
der koder for receptorer, kan man
isolere genet for receptorerne fra
menneskets DNA, og dermed har
man altsd mulighed for at teste pa
humane receptorer pa et meget tid-
ligere tidspunkt i udviklingsforlgbet
og dermed reducere risikoen for at
udvikle et nyt rotteleegemiddel.
Metoder som R-SAT vil dog aldrig
helt kunne erstatte dyreforsgg.
Receptorer er en del af en hel orga-
nisme, og det vil derfor altid ogsa
veere vigtigt at teste stofferne i dyr,
hvor receptorerne sidder i deres
naturlige miljg og indgar i et kom-
plekst samspil med andre receptorer.

Ph.d. Hans Brauner-Oshorne
er forskningsadjunkt ved
Institut for Medicinalkemi.

Dr.pharm. Povl Krogsgaard-
Larsen er professor ved
Institut for Medicinalkemi.
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Patienter med Alzheimers syg-
dom mister gradvist og uigenkal-
deligt hukommelsen. Udviklin-
gen af leegemidler, som kan gge
deres evne til at huske, kraever
indsigt i de biokemiske processer
bag hjernens behandling, lagring
og genkaldelse af hukommel-
sesindtryk.

Af Alex Haahr Gouliaev og
Mikael Begtrup

ed Institut for Medicinalkemi
arbejder flere forskningsgrupper pa
at udvikle et effektivt leegemiddel i
behandlingen af Alzheimer’s syge.
En mulig behandling omfatter for-
bindelser, som mildner demenstil-
standen ved at fremme evnen til
lagring og genkaldelse af hukom-
melsesindtryk.

Tilvejebringelsen af sddanne
laegemidler kraever en god indsigt i
de biokemiske mekanismer i hjer-
nen. | de seneste artier er der pa
internationalt plan gjort sa veesentli-
ge opdagelser, at man efterhdnden
kan give rimelige forklaringer p3,
hvorledes hjernen behandler, lagrer
og genkalder information.

Den menneskelige hjerne funge-
rer ved hjeaelp af neurale netveerk.
Nettene bestar af et stort antal ner-
veceller, som indbyrdes er forbundet
med kontakter, der kaldes synapser.
Hver nervecelle i et netveerk kan
antage to tilstande: aktiv eller inak-
tiv. Den gjeblikkelige tilstand
afggres af de input, cellen modta-
ger. Disse signaler virker enten haem-
mende eller stimulerende.

Alle impulser forarsager imidler-
tid ikke lige stor effekt p4 modta-
gercellen. Derfor taler man om sva-

Figuren illustrerer det komplekse biokemiske
samspil, som finder sted under hukommelses-
processen. De biokemiske processer udger
angrebsmal i jagten pa lzgemidler til behand-
ling af senil demens.

ge og steerke synapser. Den styrke,
hvormed en modtager opfatter en
impuls fra en bestemt afsender, kal-
des for den synaptiske effektivitet.
For at modtagernervecellen kan skif-
te til aktiv tilstand kreeves det, at
summen af de enkelte input er
starre end en vis teerskelveerdi.

Indtryk lagres i
hukommelsesspor

Lagring af informationer finder sted
gennem indstillinger af synaptiske
effektiviteter og teerskelvaerdier. Nar
disse reguleres, aendres den vigtig-
hed, som modtagernervecellerne til-
leegger indkommende impulser fra
bestemte afsendere. Herved dannes
forudbestemte aktivitetsmanstre,
som kaldes potentierede netveerk.
Der er hermed skabt et hukommel-
Sesspor.

Nar der efterfglgende sendes en
lignende impuls ud i nettet, er der
en gget sandsynlighed for, at netop
det potentierede net aktiveres. En
sadan reaktivering af et allerede
potentieret net opfattes som en
genkaldelse af information.

Efterhdnden som maengden af
lignende informationer vokser, vil
relaterede informationer ikke blive
lagret individuelt i separate net,
men i net der forbindes med det
allerede eksisterende. Denne fusi-
onsproces kan betragtes som en pro-
grammeringsfase, hvor resultatet bli-
ver et program, som kan foretage
beregninger pa nye input. Herved

Fig. 1

mindskes enkeltinformationernes
betydning til fordel for en associativ
og intuitiv hukommelse.

Vedvarende impulser

bag hukommelsen

Man mener i dag, at kraftig vedva-
rende stimulering fra en eller flere
afsendernerveceller kan fgre til en
andring i synaptiske effektiviteter og
teerskelveerdier i de synapser, som er
involverede i processen. Herved dan-
nes de potentierede net, som opbe-
varer vore hukommelsesindtryk. Selve
processen er dog underlagt modulati-
on fra andre net, som pa et overord-
net fortolkningsniveau kan betragtes
som veerende motivation/opmaerk-
somhed/interesse overfor et givet
input. Disse modulatoriske systemer
har dermed ogsa indflydelse p3,
hvorvidt en information skal lagres
lang tid, kort tid eller slet ikke.

I hjernesnit fra forsggsdyr har
man kunnet inducere korte potentie-
ringer med varigheder af 20-30 sek.,
potentieringer med varigheder af
minutter, samt potentieringer, som er
langtidsstabile. De forskellige poten-
tieringstyper repraesenterer muligvis
en form for kort-, mellem- og lang-
tidshukommelse, og eendringer i
informationslagringen fra kort tid til
lang tid kaldes hukommelseskonsoli-
dering.

Biokemien bag processerne
Spgrgsmalet er nu, hvordan sddanne
processer kan beskrives biokemisk,
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hvilket er af afggrende betydning
for udviklingen af leegemidler. Man
mener i dag, at det stimulerende
signalstof glutaminsyre og en
bestemt modtagerstation for stoffet,
NMDA-receptoren, spiller en central
rolle i hukommelsesprocesserne.

Nar glutaminsyre fra en afsen-
dercelle bindes til modtagerens
NMDA-receptorer, er det imidlertid
ikke nok til at aktivere modtagercel-
len. Den skal ogsé& depolariseres.

Dette forlgb kan ske pa to
mader. Ved synkron stimulering
forérsager en eller flere afsendere
den ngdvendige depolarisering,
medens en eller flere andre afsende-
re samtidig frigiver det ngdvendige
glutaminsyre til stimulering af
NMDA-receptoren. Alternativt kan
vedvarende stimulering gennem en
glutaminsyrefriseettende afsender-
celle forarsage den ngdvendige
depolarisering og samtidig stimulere
NMDA-receptoren. | begge tilfeelde
skabes der en langtidspotentiering,
hvorigennem hukommelsesindtryk-
ket lagres.

Nar NMDA-receptoren aktiveres,
sker der en indstrgmning af ioner i
cellen, hvilket starter en reekke kas-
kadeprocesser, som farer til dannelse
af nye sekundeere budbringere. Det
er stoffer, som aktiverer en reekke
forskellige enzymer, der selektivt
endrer faconen af bestemte prote-
iner og dermed deres egenskaber.

Sadanne proteiner indgar i
opbygningen af ionkanaler i nerve-
cellernes membraner. Nar proteiner-
ne andrer facon, eendres kanalernes
struktur saledes, at nervecellen lette-
re aktiveres, hvorved teerskelveerdien
for den ngdvendige meengde af sti-
mulerende signaler saenkes. Samti-
dig ferer en leengerevarende depo-
larisering af modtagercellen via de
sekundeere budbringere til stabili-
tetseendringer af forskellige enzy-
mer, hvilket igen farer til gget syn-
aptisk effektivitet.

Gener aktiveres ved
langtidshukommelse

De hidtil beskrevne forstaerknings-
processer finder sted indenfor
minutter. Leengerevarende potentie-
ringer kreever aktivering af gener,
efterfulgt af produktion af proteiner
og overordnede strukturelle eendrin-
ger i nervekredslgbene.

Tidligt i hukommelsesforlgbet,
ca. 30 minutter efter, at forsteerk-
ningsprocesserne er startet, begyn-
der bestemte gener at producere
proteiner. Disse farstdannede prote-
iner binder sig til nye DNA-omrader.
Herved aktiveres en lang raekke
andre gener, som fremstiller prote-
iner, der er af stor vigtighed for de
overordnede strukturelle andringer.
Andringerne omfatter sandsynligvis
en forggelse af kontaktfladen mel-
lem neuronerne samt flytning af
synapsen til en slags udposning pa
nervecellen. Flytningen bevirker, at
depolariseringsforlgbet effektivise-
res, hvorved teerskelvaerdien og der-
med modtagernervecellens depolari-
sering lettere naes.

Ud over glutaminsyresystemet
indvirker en lang raekke modulatori-
ske signalstofsystemer pa hukom-

Fig. 2
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| et moderne synteselaboratorium arbejdes der
ofte med reaktionsdygtige, fugtfelsomme og
eksotiske udgangsstoffer i en kemisk inaktiv
beskyttelsesatmosfere. Her settes med kanyle en
organisk palladium katalysator til en reaktions-
blanding. Trykket i reaktionskammeret styres
fra ballonen, der indeholder nitrogen.

melsesprocessen. Dette meget kom-
plekse biokemiske samspil rummer
et stort antal angrebsmal for leege-
midler, der indvirker p& hukommel-
sesprocessen og som saledes kan
teenkes anvendt i behandlingen af
demens.

Udvikling af leegemidler
Syntesegruppen har fremstillet flere
nye receptorselektive glutaminsyre-
analoger. Disse unikke forbindelser
vil forh&bentligt bidrage til forstael-
sen af de strukturelle krav til stoffer,
som kan pavirke de enkelte under-
typer af glutaminsyrereceptorer.
S&danne informationer er veerdiful-
de ved udviklingen af leegemidler til
behandling af demens.

Gruppen udvikler samtidig stof-
fer, som selektivt pavirker forskellige
receptorer for gamma-aminosmagrsy-
re (GABA), der ha&emmer nerveceller-
nes aktivitet. Det antages her, at
aktivering af den sékaldte GABAg-
receptor fgrer til formindsket GABA-
friseettelse og dermed en sveekkelse
af det heemmende signal. Stoffer,
som blokerer denne receptor, vil der-
for fare til en gget inhibitorisk akti-
vitet, hvilket kan taenkes hensigts-
maessigt i behandlingen af de syg-
domsprocesser, som farer til Alzhei-
mers syge. Stoffer, som stimulerer
receptoren, vil derimod mindske de
haemmende signaler, hvilket vil veere
hensigtsmaessigt pa et senere stadie
af Alzheimers syge.

Under medicinalkemikernes
sggen efter nye potente og selektive
forbindelser spiller det en stor rolle,
at synteserne kan udfares i stort
udbytte og renhed. Det er med
sadanne forhold in mente, at syn-
tesegruppen laegger seerlig stor
veegt pa udvikling af nye syntese-
metoder, der kan opfylde de krav,
som fremstillingen af nye, interes-
sante forbindelser stiller.

Her ses et udvalg af de forbindelser, som syntese-
gruppen arbejder med. Stofferne pavirker selek-
tivt forskellige receptorer p& nervecellerne, som
er involveret i hukommelsesprocessen.

Ph.D. Alex Haahr Gouliaev
er seniorkemiker ved firmaet
Neurosearch.

Lic. techn. Mikael Begtrup er
professor ved Institut for Medi-
cinalkemi.
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Et forsvar
mod nervedgd?

Nerveceller dgr efter en blodprop
i hjernen samt ved Alzheimers
sygdom og Parkinsons syge. For-
sgg med cellekulturer tyder pa,
at hjernen sgger at forsvare sig
mod celledgden ved at danne to
specifikke stoffer. Stoffernes bio-
logiske funktioner skal nu neer-
mere afklares i dyreforsgg. Habet
er, at denne viden kan bidrage til
at udvikle nye behandlingsfor-
mer mod disse steerkt invalide-
rende og dgdelige sygdomme.

Af Harald S. Hansen,
Birthe Moesgaard,
Henrik H. Hansen,

Inga Bjornsdottir,

Jerzy W. Jaroszewski og
Steen Honoré Hansen

I I vis man anbringer dyrkede

nerveceller i et reagensglas og til-
seetter hgje koncentrationer af sig-
nalstoffet glutaminsyre, sa dar cel-
lerne gradvist. En tilsvarende proces
finder sandsynligvis sted i hjernen
ved sygdomme som Alzheimers syg-
dom, Parkinsons sygdom og Hun-
tingtons sygdom. Desuden bidrager
forhgjede koncentrationer af gluta-
minsyre sandsynligvis til at sla nerve-
celler ihjel, nar der opstar iltmangel
i hjernen efter en blodprop.
Imidlertid viser forsgg med celle-
kulturer ikke blot, at hgje doser af
glutaminsyre kan fa de dyrkede ner-

Figuren viser dannelse af NAPE og NAE samt
nedbrydning af NAE ved hjzlp af enzymer.
NAPE kan dannes ud fra fosfolipidet PtdEtn
ved overfarsel af en fedtsyre fra PtdCho til Ptd-
Etn. Dette sker ved hjelp af enzymet N-acyl-
transferase. NAPE kan spaltes til NAE og Ptd-
OH ved hjglp af fosfolipase D-enzymet, og
NAE kan nedbrydes til fedtsyre og ethanolamin
ved hjzlp af amidaseenzymet.

veceller til at henfalde og dg. Ved
dette henfald producerer nervecel-
lerne to stoffer, som kaldes NAPE og
NAE. Disse stoffer dannes sandsyn-
ligvis som en forsvarsmekanisme
mod cellebeskadigelsen.

Teorien bygger bl.a. pa, at ner-
vecellerne bedre overlever hgje kon-
centrationer af glutaminsyre, nar
man samtidig tilfarer NAE til celle-
kulturen. P& den baggrund er det
interessant at studere, hvordan de
to stoffer dannes i nervecellerne og
undersgge deres biologiske funktio-
ner i hjernen.

Aktive lipider fra membraner
NAE og NAPE dannes ud fra bygge-
stenene i biologiske membraner.
Alle celler indeholder membraner,
herunder ogsa cellemembranen, som
omgiver cellen. Byggestenene i
membranerne er en type fedtstoffer,
der hedder fosfolipider. En lille del
af membranernes fosfolipider bliver
jeevnligt spaltet af enzymer, sdledes
at der dannes bioaktive lipider, der
fungerer som signalstoffer; dels pa
celleoverfladen, dels inde i cellen.

Prostaglandiner er et eksempel
p& bioaktive lipider, der virker i
kommunikationen mellem cellerne.
Prostaglandinerne er lokalhormoner,
der medvirker i forskellige processer
som f.eks. fgdsel og betaendelsestil-
stande. Diacylglycerol er et eksempel
pa et bioaktivt lipid, der virker som
et signalstof inde i cellerne. Stoffet
aktiverer her specielle enzymer, som
styrer cellens funktioner.

Fig. 1

Stofferne dannes i cellekulturer
NAPE forekommer normalt ikke i
pattedyrceller. Stoffet kan dog dan-
nes relativt langsomt i nerveceller
fra hjernen, nér cellerne beskadiges.
Denne dannelse udfgres af et
enzym, der aktiveres af calciumioner,
som optages af cellen ved beskadi-
gelse af dens cellemembran. En lille
del af det dannede NAPE omdannes
derpa til det mindre lipid NAE ved
hjeelp af et andet enzym (fig. 1).

| gjeblikket har man ikke en klar
forstéelse af de to stoffers biologi-
ske funktion. En reekke resultater af
forsgg med cellekulturer kan imid-
lertid tolkes i retning af, at stofferne
virker som bioaktive lipider, der sta-
biliserer cellen. De dannes méaske
som en forsvarsmekanisme mod cel-
lebeskadigelsen.

Hgje koncentrationer af signal-
stoffet glutaminsyre er giftigt for
nerveceller. Et forhgjet niveau af
glutaminsyre i hjernen bidrager
sandsynligvis til det henfald af ner-
veceller, som man ser bade ved ilt-
mangel i hjernen efter en blodprop,
og ved en raekke neurodegenerative
sygdomme som Alzheimers sygdom,
Parkinsons sygdom og Huntingtons
sygdom.

| dyrkede nerveceller stimulerer
hgje koncentrationer af glutaminsy-
re dannelsen af NAPE og NAE. Indtil
videre er produktionen af NAPE og
NAE iseer blevet studeret i cellekul-
turer, og man ved endnu ikke ngjag-
tigt, hvor og hvornar disse lipider
dannes i den levende hjerne.

FiCim B e HAFE
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NAPE-dannelse i hjerneveev

Vi forsgger at etablere en reekke ana-
lysemetoder, der kan méale maengden
af NAPE i hjerneveev fra forsggsdyr.
NAPE udger kun en forsvindende lille
del af hjernens fosfolipider, sa derfor
skal analysemetoden veere meget
specifik og fglsom. Vi anvender ker-
ne-magnetisk-resonans-spektroskopi
(NMR) til at kvantisere akkumulering
af NAPE i rottehjerner.

NMR-teknikken er baseret p3, at
proven, f.eks. ekstrakter af rottehjer-
ne, anbringes i et kraftigt magnet-
felt. Herved ordner atomkernerne sig
som sma stangmagneter, sa de ligger
langs med magnetfeltets linier. Den-
ne orden kan forstyrres med radio-
bglger. Radiobglgerne udsendes i
korte pulser, og nar en puls afbrydes,
roterer atomkernerne tilbage pa
plads i magnetfeltet. Derved frem-
bringer de elektriske signaler, som
giver oplysninger om atomernes art
og deres kemiske placering i moleky-
lerne. Sadanne informationer ggr det
muligt at bestemme prgvens sam-
menseetning.

Radiobglgernes frekvens kan ind-
stilles, s& de pavirker specifikke ato-
mer. | dette tilfeelde har malet veeret
fosfor-31, som findes i alle typer fos-
folipider. Da signalet fra fosfor-31
afhaenger af de kemiske omgivelser,
har det veeret muligt at bestemme
maengden af de forskellige fosfolipi-

Fig. 2
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der i ekstraktet fra rottehjernerne.
P& den baggrund kunne vi pavise
NAPE-dannelse som fglge af den ilt-
mangel i hjernen, der indtraeder ved
dgden (se fig. 2).

NAPE findes i flere former, der
adskiller sig ved deres indhold af
forskellige fedtsyrer, og som derfor
har forskellig masse. En anden tek-
nik, som kaldes electrospray-ionise-
rings massespektroskopi, har gjort
det muligt at pavise meengderne af
hvert enkelt type NAPE-molekyle,
som findes pa ionform. lonerne sen-
des nu gennem et magnetfelt, hvor
deres baner afbgjes. Graden af
afbgjningen afhaenger af ionernes
masse, hvorved NAPE-molekyler med
varierende masse adskilles. Metoden
bestemmer samtidig maengden af de
forskellige molekyler (se fig. 3).
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Stofferne i den levende hjerne
Der er endnu en raekke uafklarede
spargsmal: Dannes NAPE og NAE i
forbindelse med nervedad i hjer-
nen? | givet fald, hvor, hvornar, i
hvor store maengder og hvorleenge?
Har stofferne en beskyttede effekt
mod nervedgd i den levende hjerne?
Og hvordan virker de? Disse spgrgs-
mal sgges afklaret ved at male
maengden og fordelingen af NAPE i
hjernen fra forsggsdyr. Der anvendes
forsggsmodeller for neurodegenera-
tive sygdomme og efter blodprop-
per i hjernen, hvor nerveceller gar til
grunde.

P& lzengere sigt haber vi pa, at
undersggelserne kan bidrage til bed-
re behandling af de neurodegenera-
tive sygdomme og eftervirkninger af
f.eks. blodpropper i hjernen.

Her ses et fosfor-31-NMR spektrum af fosfoli-
pider i et ekstrakt af en rottehjerne, der blev
udtaget fire timer efter aflivningen. Arealet af
toppene er proportional med mangden af de
pageldende fosfolipider. Det ses at NAPE kun
udger en lille del af den samlede fosfolipid-
mangde. Der kan ikke pavises NAPE, nar hjer-
nen ekstraheres umiddelbart efter dadens ind-
tradelse.

Figuren viser et massespektrum af samme hjer-
neekstrakt med angivelse af de negativt ladede
ioner, som reprasenterer individuelle fosfolipid-
molekyler. Toppene med masserne 976-1057
reprasenterer forskellige NAPE-molekyler og de
andre toppe er ioner af mere simple fosfolipider
som PtdEtn. Hgjden af toppene er proportional
med mangden af de pagzldene molekyler.
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Hansen er ph.d.-studerende
ved Institut for Farmakologi.

Cand.pharm., ph.d. Inga
Bjornsdottir er forsknings-
adjunkt ved Institut for Ana-
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Leegemiddelforskning

med

rene

spejlbilledformer

Mange leegemiddelstoffer findes i
to spejlbilledformer, som er
kemisk ens, men er rumligt for-
skellige - ganske som hgjre og
venstre hand. Normalt er kun den
ene form aktiv, mens den anden
kan medfgre bivirkninger. For at
minimere risikoen for bivirkninger
er det vigtigt at anvende den rene,
virksomme spejlbilledform frem-
for en blanding af begge former.

Af Tommy N. Johansen og
Erik Falch

IVI ange lezegemidler pa det

danske marked tilhgrer en gruppe af
stoffer, som forekommer i to spejl-
billedformer. Det vil sige stoffer, der
har identiske fysiske og kemiske
egenskaber, men som er rumligt for-
skellige. P& trods af, at det ofte kun
er den ene spejlbilledform, som har
den gnskede virkning, anvendes alli-
gevel en blanding af de to former
ved leegemiddelfremstillingen.

Nar leegemidlerne indeholder
begge spejlbilledformer, skyldes det,
at laegemiddelstofferne normalt syn-
tetiseres som en lige blanding af
begge former. En sadan ligelig blan-
ding kaldes et racemat eller en race-
misk forbindelse. Samtidig har det
tidligere veeret sveert at skille spejl-
billedformerne fra hinanden. En ny
variant af hgjtryksveeske kromato-
grafi (HPLC) ger det imidlertid
muligt at adskille formerne. Dermed
kan hver spejlbilledform nu renfrem-
stilles.

Adskillelse af et liegemiddelstofs
spejlbilledformer kan blive til gavn
for patienterne, fordi man kan redu-
cere dosis og dermed formindske
risikoen for bivirkninger. Ydermere
er rene spejlbilledformer et fremra-
gende forskningsveerktgj ved udvik-

Den kemiske struktur af spejlbilledformerne af
APPA, 2-Py-AMPA og 2-Fu-AMPA.

Fig. 1

(S)-Glu

(R)-Glu

Begrebet spejlbilledformer er illustreret ved hjalp af (R)- og (S)-glutaminsyre. De to spejlbilledformer
kan ikke bringes til fuldstzndigt at overlejre hinanden. I hjernen findes kun (S)-glutaminsyre.

ling af nye laegemidler, f.eks. til
behandling af hjernens sygdomme.

Alzheimers sygdom og
spejlbilledformer
P& Institut for Medicinalkemi har vi
gennem en arraekke beskaeftiget os
med udvikling af potentielle lsege-
middelstoffer til behandling af alvor-
lige sygdomme i hjernen, f.eks. Alz-
heimers sygdom, der medfgrer sveer
demens og ender med dgden. Syg-
dommen kan ikke behandles i dag.

Alzheimers sygdom er en til-
stand, hvor omrader af hjernen ikke
fungerer normalt. P4 nuveerende
tidspunkt har man ringe kendskab til
de processer, der forarsager Alzhei-
mers sygdom, men overaktivitet i vis-
se nervebaner menes at veere af
betydning.

Disse nervebaner benytter den
ene spejlbilledform af signalstoffet

glutaminsyre til at sende impulser
fra en nervecelle til den naeste. Den-
ne form kaldes for (S)-formen, mens
den anden, (R)-formen, ikke findes i
hjernen. Overaktiviteten i glutamin-
syresystemet i de pageeldende ner-
vebaner medfgarer, at nerveceller
henfalder og dgr. En blokade af ner-
vecellernes receptorer for (S)-gluta-
minsyre er derfor en mulig behand-
lingsstrategi.

En fuldsteendig blokade er imid-
lertid uheldig, fordi der kraeves en
vis aktivitet i nervebanerne for at
opretholde nogle af hjernens grund-
laeggende funktioner som evnen til
indleering og hukommelse. Teoretisk
kan denne situation Igses ved at
anvende en forbindelse, der aktive-
rer receptorerne, men som samtidigt
forhindrer overstimulationen. Et stof
med saddanne biologiske egenskaber
kaldes en partiel agonist.

Fig. 2
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Studier af stoffers

biologiske aktivitet

For nogle ar siden blev forbindelsen
APPA syntetiseret pa Institut for
Medicinalkemi. Ved undersggelse af
stoffets biologiske aktivitet, viste det
sig, at racemisk APPA var en partiel
agonist ved en undertype af (S)-glu-
taminsyre receptorerne.

For bedre at kunne forsta bag-
grunden for stoffets evne til at akti-
vere receptorerne uden at oversti-
mulere dem har vi adskilt de to
spejlbilledformer og undersggt deres
biologiske aktivitet. Disse studier
viste, at (S)-formen af APPA stimule-
rer receptorerne maksimalt, mens
(R)-formen blokerer de samme
receptorer.

Disse modsat rettede effekter
har vi undersggt neermere ved at
syntetisere nye stoffer, der struktu-
relt ligner APPA. Biologiske studier
med racemisk 2-Py-AMPA og 2-Fu-
AMPA viste, at de to stoffer er vee-
sentlig steerkere end racemisk APPA.
Desuden viste studierne, at de nye
stoffer til forskel fra racemisk APPA
ikke er partielle agonister, men at de
stimulerer receptorerne maksimalt.
Men hvordan ser billedet ud, hvis
man i stedet studerer de rene spejl-
billedformer? For at finde ud af det-
te matte vi adskille spejlbilledfor-
merne.

Rene spejlbilledformer med
HPLC kromatografi

Inden for de seneste ar er det tek-
nisk blevet lettere at opna rene
spejlbilledformer. Det skyldes bl.a.
nye kolonner til hgjtryksveeske kro-
matografi (HPLC), som specifikt er
udviklet til formalet. Kolonnen be-
star af et stalrgr fyldt op med et fin-
kornet pakkemateriale, som kan
modsta det hgje tryk, der etableres,
nar vaeske presses gennem kolon-
nen.

De nye, sakaldte chirale kolon-
ner indeholder typisk en optisk aktiv
forbindelse, som sidder fast bundet
til kolonnens pakkemateriale. For-
bindelsen udveelges saledes, at den
er i stand til at danne komplekser
med de to spejlbilledformer, der
gnskes adskilt.

| den ideelle situation vil kun
den ene af de to spejlbilledformer
danne et steerkt kompleks med den
optisk aktive forbindelse og derved
blive kraftigt tilbageholdt i kolon-
nen, mens den anden spejlbilled-
form bindes og tilbageholdes i langt
mindre udstraekning. Herved opnas
adskillelse af de to spejlbilledformer.
P& en udskrift registreres dette som
to lige store toppe, der stammer fra
hver sin spejlbilledform.

Chirobiotic T kolonnen er en for-

Et HPLC-system bestar af en pumpe (nederste
modul) og en UV-detektor. Til hgjre ses en chi-
ral HPLC-kolonne, som er forbundet til syste-
met ved hjzlp af stalrgr. Det drejer sig om en
Chirobiotic T kolonne beregnet til analytiske
formal.

holdsvis ny chiral HPLC kolonne, der
har det optisk aktive stof teicoplanin
bundet til kolonnens inderside. Den-
ne kolonne er seerdeles velegnet til
adskillelse af aminosyrer som 2-Py-
AMPA og 2-Fu-AMPA.

Renhedsanalyse af
spejlbilledformer

Ved undersggelse af en ren spejlbil-
ledforms biologiske aktivitet er det
vigtigt, at indholdet af den modsat-
te spejlbilledform er meget lavt. Tid-
ligere blev renheden typisk bestemt
ved maling af molekylernes optiske
drejning, men pa grund af en lav
folsomhed er denne metode ikke
velegnet. Chiral HPLC har nu fundet
stor anvendelse pa grund af veesent-
lig hgjere fglsomhed.

Et problem ved anvendelse af
chiral HPLC til renhedsanalyse er
imidlertid toppenes form, fordi
spejlbilledformer ved analyse pa chi-
rale kolonner ofte giver toppe med
udtalt “haledannelse”. Det betyder,
at en given chiral HPLC kolonne er
mest velegnet til renhedsanalyse,
nar den ugnskede spejlbilledform,
urenheden, kommer ud af kolonnen
for den gnskede form. | praksis er
det ofte ngdvendigt at anvende to
forskellige kolonner med selektivitet
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for hver sin spejlbilledform for at
kunne foretage en ngjagtig ren-
hedsanalyse af begge former.

Design af nye modelstoffer
Biologisk karakterisering af de rene
spejlbilledformer viste, at (S)-former-
ne af 2-Py-AMPA og 2-Fu-AMPA i lig-
hed med (S)-APPA, er i stand til
selektivt at stimulere AMPA-recepto-
rene maksimalt. De to nye stoffer er
er henholdsvis 40 og 100 gange
steerkere end (S)-APPA.

Dette viser, at tilstedeveerelsen
af kveelstof eller ilt i den cykliske
gruppe i molekylet tilsyneladende
har stor betydning for stoffernes
biologiske potens. Endvidere viste
malingerne, at de to (R)-former med
6-ledede cykliske grupper, (R)-APPA
og (R)-2-Py-AMPA, var lige gode til
at blokere receptorerne, mens (R)-2-
Fu-AMPA, som har en lidt mindre 5-
ledet gruppe, ikke havde denne
egenskab.

Racemisk 2-Py-AMPA bestar sale-
des af en (S)-form, der kan stimulere
receptorerne maksimalt og en (R)-
form, der kan blokere de samme
receptorer, men da (S)-2-Py-AMPA er
meget kraftigt virkende, ses kun den
stimulerende komponent, nar man
undersgger racematets effekt. Dette
viser, at aktivering og blokade af
receptorer stiller forskellige struktu-
relle krav.

De komplicerede sammenhange
mellem de omtalte spejlbilledfor-
mers struktur og deres biologiske
aktivitet vil blive udnyttet i design af
nye modelstoffer til behandlingen af
Alzheimers sygdom.

Ved stereokemisk renhedsanalyse ved chiral
HPLC er det vigtigt at anvende forskellige
kolonner, s& urenhederne kommer ud far hoved-
toppen. Til hgjre ses analyse af (S)-2-Fu-AMPA
pa en (S)-pipecolinsyre kolonne, og til venstre ses
analyse af (R)-2-Fu-AMPA pa en Chirobiotic
T kolonne. De stereokemiske urenheder pé hhv.
0.05 0g 0.1% er markeret med pile.
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Stoffer, som hammer hjernecel-
lers optagelse af signalstoffet
GABA, giver mulighed for en
mere malrettet behandling af
epilepsi, der vil medfgre feerre
bivirkninger for patienterne.

Af Orla Miller Larsson,
Tina Bolvig og
Arne Schousboe

I en rask hjerne er der en perfekt

balance mellem de stimulerende og
haemmende impulser i nerveceller-
nes indbyrdes kommunikation. Nar
balancen forrykkes, kan det fare til
neurologiske sygdomme som epilep-
si.

Ved flere former af epilepsi
svaekkes de impulser, der formidles
af signalstoffet gamma-aminosmgar-
syre, GABA, hvilket kan udlgse alvor-
lige anfald. Stoffer, som gger effek-
tiviteten i GABA-systemet, er derfor
mulige leegemidler til behandling af
disse former af sygdommen.

Nervecellers kommunikation
foregar ved, at cellerne udsender og
modtager signalstoffer. Det vigtigste
hammende signalstof i centralner-
vesystemet er GABA, medens gluta-
minsyre er det mest betydningsfulde
stimulerende signalstof. Savel stimu-
lerende som heemmende signalover-
forsel mellem nervecellerne sker
ved, at de forskellige signalstoffer
friseettes fra en nervecelle til veesken
mellem cellerne, hvorefter stoffet
pavirker andre nerveceller via en

Skematisk billede af GABA-transmissionen.
GABA udsendes fra nervecellen til venstre. Efter
at have pavirket nabocellens GABA-receptor
frisgttes stoffet til vasken mellem cellerne.
GABA optages nu af nerveceller og astrocytter
via serlige GABA-transporterer, der sluser sig-
nalstoffet ind i cellerne. | nervecellen kan
GABA dels blive genbrugt som signalstof, dels
blive omsat til ravsyre. GABA , som optages i
astrocytter, omdannes udelukkende til ravsyre.

kortvarig binding til receptorer pa
overfladen af cellerne (fig. 1).

For at undga en vedvarende
aktivering af nervecellerne er det
vigtigt, at signalstofferne fjernes
hurtigt og effektivt fra det ekstracel-
luleere rum. Da GABA ikke kan pas-
sere cellemembranen, sker fjernelsen
ved hjeelp af et specifikt system, der
sluser GABA ind i cellerne. Systemet
bestar af et transportgrmolekyle,
et protein, der er indlejret i nerve-
cellers og astrocytters membraner
(fig. 2).

Astrocytter er en speciel type
celler, som findes i nerveveev, hvor
de stgtter nervecellernes funktioner.
Koncentrationen af transportgrmo-
lekyler er starst i astrocytternes
udlgbere, som findes i nerveveevet
teet pa de omrader af nervecellerne,
hvorfra signalstofferne frisaettes, og
hvor der er mange receptorer.

GABA-systemet er svaekket
ved epilepsi
En af de strategier, som er blevet
anvendt for at optimere effekten af
GABA, har veeret at fremstille stof-
fer, som heemmer optagelsen og
dermed fjernelsen af GABA fra
vaesken mellem hjernecellerne. Der-
ved forleenges tilstedeveerelsen af
GABA i receptorernes neerhed, hvil-
ket giver mulighed for en mere
effektiv pavirkning af receptorerne.
P& Institut for Farmakologi har

Fig. 1

vi i en arreekke undersggt effekten
af mange forskellige stoffer pa opta-
gelsen af GABA i dyrkede nervecel-
ler og astrocytter. Disse stoffer,
GABA-analoger, er blevet syntetise-
ret af kemikere ved Institut for
Medicinalkemi og Lundbeck A/S.
GABA-analogerne er kendetegnet
ved at afspejle en af de mange muli-
ge tredimensionelle strukturer, som
GABA kan indtage.

GABA-analogerne er syntetiseret
saledes, at deres struktur er langt
mere fastlast og stiv end strukturen
af det meget fleksible GABA-mole-
kyle (fig. 3). Mange af analogerne er
sdkaldte konkurrerende haemmere
af optagelsen af GABA i savel nerve-
celler som astrocytter. Denne type
haemmere bindes til det omrade pa
transporteren, hvor ogsa GABA skal
bindes. Hemmeren optager sdledes
bindingspladser for GABA og ned-
seetter dermed binding og efterfal-
gende transport af GABA ind i cel-
lerne.

Bedre udnyttelse af signalstoffet
Resultater fra studierne har veeret
vaesentlige for klarleeggelsen af de
strukturelle krav, som skal opfyldes
af potentielle antiepileptiske laege-
midler med virkningsmekanisme via
GABA-transportgrer.

Vore undersggelser afslgrede
endvidere hurtigt, at nogle af
GABA-analogerne var bedre til at

Ravsyre -#— <#&— GABA
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Astrocyt l

Ravsyre — -— GABA

GABA-transporter
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GABA &~ GABA-receptor

AN
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haemme GABA-optagelsen i astrocyt-
ter end i nerveceller. Samtidig viste
farmakologiske undersggelser, at det
var blandt disse selektive heemmere
af GABA-optagelsen i astrocytter,
der var stgrst mulighed for at finde
stoffer med antiepileptisk effekt.

Grunden er sandsynligvis, at
GABA nedbrydes i astrocytterne.
Derimod viste vore forsgg med dyr-
kede nerveceller, at det GABA, som
nervecellerne optog, kunne genbru-
ges som signalstof. En selektiv heem-
ning af optagelsen i astrocytter
betyder derfor dels, at opholdet af
GABA i det extracelluleere rum for-
laenges, dels at en mindre del af
GABA mistes ved nedbrydning i
astrocytter. Begge mekanismer farer
i den aktuelle situation til en mere
effektiv GABA-transmission og der-
med deempning af eventuelle kram-
per.

P& baggrund af forsggene skel-
nede man mellem de GABA-trans-
portgrer, som primeert er tilknyttet
henholdsvis nerveceller og astrocyt-
ter. | dag er billedet mere komplice-
ret, idet man nu har klonet fire for-
skellige GABA-transportarer fra
s&vel mus som rotter. Samarbejde
med den israelske forsker Nathan
Nelson har fart til, at vi nu har faet
adgang til de fire klonede transpor-
torer fra mus.

Fire klonede GABA-transportgrer
Ved molekyleerbiologiske metoder er
vi i stand til at f& celler fra en
bestemt cellelinie til at udtrykke de
forskellige transportarer i cellemem-
branen. Dermed kan vi undersgge
effekten af GABA-analoger overfor
optagelsen af GABA formidlet af
hver af de fire transportarer.

Undersggelser af to humane
GABA-transportgrer har afslgret en
meget stor lighed med de tilsvaren-
de transportgrer fra mus og rotter.
Saledes har alle undersggte GABA-
analoger, som haemmer funktionen
af GABA-transportgrer fra mus og
rotter, ogsa haft effekt pa de tilsva-
rende humane transportgrer. Det
betyder, at sddanne GABA-analoger
har interesse som modelstoffer for
udvikling af nye leegemidler til
behandling af epilepsi hos menne-
sker.

Fig. 3

De forskellige GABA-transpor-
tarer er ikke cellespecifikke. Man
finder en blanding af to eller flere
GABA-transportgrer pa bade nerve-
celler og astrocytter. Den aktuelle
blanding i de forskellige celler
afhaenger muligvis af centralnervesy-
stemets udviklingstrin og er sandsyn-
ligvis ogsa afheengig af i hvilken
hjerneregion, den pageeldende celle-
type er lokaliseret.

Epileptiske anfald kan afhaengig
af type og person involvere fejlfunk-
tion i forskellige dele af hjernen.
Det kan derfor veere forskellige
typer af GABA-transportgrer, som er
relevante for en mélrettet og effek-
tiv behandling hos den enkelte pati-

generelt en mere malrettet og indi-
viduel behandling af epilepsi.

GABA-analoger med effekt over-
for GABA-transportgrer har som
antiepileptiske midler den fordel, at
de kun er aktive i forbindelse med
en aktiv GABA-transmission. Kun i
de omrader af nervesystemet, hvor
der er en fysiologisk betinget GABA-
transmission, vil heemmere af opta-
gelsen af GABA pavirke overfarslen
af impulser mellem nervecellerne.
Dette forhold kan betyde, at sddan-
ne laegemidler vil yde en mere
malrettet og effektiv behandling
med feerre bivirkninger.

Fig. 2
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Stoffer, som kan hamme nervecellers og astrocytters optagelse af GABA, er potentielle lzgemidler til
behandling af epilepsi. Her ses en skematisk fremstilling af virkningsmekanismen for en GABA-trans-
porter, som farer GABA fra cellevasken ind i cellerne. Det falles bindingssted for GABA og konkur-
rerende hammere, GABA-analoger, er vist. Samtidig med transporten af GABA ind i cellerne over-

fares to natriumioner og en kloridion.

ent.

Vore undersggelser er nu pri-
meert koncentreret om at klarleegge
specificiteten af kendte og nye
GABA-analoger overfor de fire typer
af GABA-transportgrer. Det er habet,
at undersggelserne vil afslgre selek-
tive haemmere for hver af de fire
transportgrer. Analoger med disse
egenskaber vil veere gode model-
stoffer for udvikling af laegemidler
til behandling af former for epilepsi,
som endnu ikke kan behandles, samt
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Nipecotinsyre

Strukturen af GABA sammenholdt med to af de
mange GABA-analoger, nipecotinsyre og
THPO. “GABA-delen” af nipecotinsyre- og
THPO-molekylet er fremhavet.
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Regulerlng
hjernens blodkar

Under et migraeneanfald er de
store blodarer i hjernen kraftigt
udvidede. Omvendt traekker
blodkarrene sig sammen efter en
blgdning mellem hjernehinder-
ne, hvilket kan fremkalde dadeli-
ge spasmer. Studier af et signal-
stof i hjernen kan fore til udvik-
ling af nye laegemidler mod beg-
ge sygdomme.

Af Inger Jansen-Olesen og
Anette Sams

S ignalstoffet calcitonin gen-

relateret peptid (CGRP) spiller en
vigtig rolle ved regulering af hjer-
nens blodkar. @get viden om signal-
stoffets virkningsmekanismer kan
fore til bedre forstdelse og behand-
ling af migraene og visse apopleksi-
formers hjerneblgdninger.

Mellem 10 og 15 procent af den
danske befolkning har pa et tids-
punkt i deres liv migraene, som med-
forer en ensidig pulserende sveer
hovedpine, kvalme og i nogle tilfeel-
de ogsa overfglsomhed for lys og
lyd.

Migreene opdeles i migraene
med og uden aura. Ved migreene
med aura begynder anfaldet med
synsforstyrrelser eller fgleforstyrrel-
ser. Maling af hjernens blodgennem-
stramning under et migraeneanfald
med aura har vist et omrade med
nedsat blodgennemstrgmning, som

Fig. 1
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Under et migrzneanfald med aura flytter et
omrade med nedsat blodgennemstremning sig
langsomt fremad i hjernebarken. Fenomenet,
som er pavist ved hjernescanninger, ses her i et
tidsforlab, som varer 70 minutter.

Fig. 2
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Figuren giver et overblik over forandringer i hjernens blodgennemstremning under et migreneanfald
med aura. CGRP-koncentrationen i blod fra kraniet stiger, mens patienten har hovedpine og falder
til normale verdier, nér patientens hovedpine aftager.

langsomt flytter sig fremad i hjerne-
barken. Dette faanomen finder man
ikke hos patienter med migraenean-
fald uden aura. Under migraenean-
faldet har man bade hos patienter
med og uden aura fundet, at de sto-
re blodarer i hjernen er udvidede.
Desuden har man vist, at der sker en
gget frigarelse af signalstoffet CGRP,
som netop far blodkarrene til at
udvide sig.

CGRP spiller ligeledes en central
rolle ved subarachnoidal blgdning,
hvilket vil sige blgdning mellem
hjernehinderne. Cirka hver fjerde
patient med disse blgdninger dar.
Tre til fire dage efter blgdningen
opstéar spasmer i hjernens blodkar.
En uge efter blgdningen nar spas-
men sit maksimum, og den varer
ofte ved i to til tre uger. Vi mener, at
de kraftige spasmer i hjernens blod-
kar aktiverer en sensorisk refleks,
som stimulerer friggrelsen af det
karudvidende stof CGRP fra nerve-
terminaler pa hjernens blodKar.
Blodkarrenes diameter normaliseres
derved i nogle dage, indtil kroppen
ikke leengere er i stand til at produ-
cere tilstreekkelige maengder CGRP.
S& tager spasmen overhand, og
mange patienter dar pa grund af ilt-
mangel i hjernen som fglge af ned-
sat blodtilfarsel.

Vi har malt maengden af CGRP i
hjerneblodkar fra mennesker, som er
dgde af blgdningerne og har sam-
menlignet dette med blodkar fra
mennesker, som er dgde af blodprop
i hjertet. Blodkar fra patienter med
blgdninger mellem hjernehinderne
havde signifikant lavere koncentrati-
oner af CGRP.

CGRP har altsa stor betydning
ved bade migraene og subarachnoi-
dal blgdning. Nar det gzelder blgd-
ningerne, har stoffer, som efterlig-
ner CGRP's karudvidende effekter, et
potentiale som leegemidler, mens
migraene maske kan behandles
effektivt med stoffer, som blokerer
virkningen af CGRP. P4 den bag-
grund er det interessant at under-
sgge i detaljer, hvor og hvordan sig-
nalstoffet CGRP pavirker hjernens
blodkar.

Nervesystemet i
hjernens blodkar
Hjernens blodkar er forsynet med et
fint net af nervefibre, som indehol-
der en raekke signalstoffer, der stam-
mer fra hjernens forskellige ganglier.
Blodkarrene pavirkes bade af nerve-
fibre fra det autonome nervesystem
og af sensoriske nervefibre.
Sensoriske nervefibre udgar fra
ganglion trigemini og indeholder

bl.a. signalstoffet CGRP. De sensori-
ske nervefibre er involveret i en
refleks, som blandt andet beskytter
hjernen mod for kraftige karsam-
mentraekninger. Signalstoffers sam-
mentraekkende eller dilaterende
evne kan undersgges i en dyremo-
del, hvor man studerer diameteren
af hjernens blodkar in situ. Effekten
af signalstoffer, som far hjernens
blodkar til at treekke sig sammen,
har hos det normale dyr en varighed
af ca. halvandet minut. | dyr, hvor
trigerminusnerven er skaret over, far
nerveterminaler p& blodkarrene ikke
tilfert CGRP gennem nerven. Dette
farer til, at karsammentreekkende
stoffer giver en tilsvarende redukti-
on af blodarernes diameter, men
effekten er tre gange sa langvarig
som hos de dyr, hvor trigerminusner-
ven er intakt. Dette skyldes, at en
sensorisk refleks, som frigar det kar-
udvidende stof CGRP ikke aktiveres.
Denne refleks beskytter hjernen
mod karsammentraekninger, som via
lav ilttilfarsel kan sla hjerneceller
ihjel.

CGRP receptorer i

hjernens blodkar

Af alle stoffer i hjernens nerver er
CGRP det stof, som giver den kraf-
tigste og mest potente udvidelse af
blodkarrene. Hos mennesket er hjer-
nens blodkar ca. 10 gange mere
folsomme overfor CGRP end blodkar
fra andre omréader i kroppen.

CGRP bestar af 37 aminosyrer,
og stoffet findes i to varianter, som
har forskelle i tre aminosyrer. De to
varianter syntetiseres ud fra to
gener pa kromosom 11. Det ene gen
giver anledning til dannelse af enten
calcitonin i skjoldbruskkirtlen eller
humant a-CGRP i centralnervesyste-
met. Det andet gen producerer
humant 3-CGRP.

Fig. 4
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Hjernens blodkar er forsynet med et fint net af nervefibre fra det parasympatiske nervesystem, det
sympatiske nervesystem og det sensoriske nervesystem. Tegningen viser den cerebrovaskulare innerve-

ring og nervernes forskellige signalstoffer.

For at forst& signalstoffets virk-
ningsmekanismer er det ngdvendigt
at klarleegge, hvilke receptorer pa
overfladen af blodkarrene, stoffet
pavirker. CGRP aktiverer en gruppe
receptorer, som i dag deles op i tre
forskellige typer, CGRP, amylin og
adrenomedulin. En undergruppering
af disse receptorer kan ikke udeluk-
kes.

Ved at studere blodkarsreaktio-
nen i veevsbade har vi fundet, at
effekten af a-CGRP, men ikke af -
CGRP, kan blokeres af stoffet
CGPRg4;. En CGPR receptor blev for
nylig klonet, og vi har fundet, at
hjernens blodkar netop er forsynet
med denne receptor.

CGRP analoger som leegemidler
Der er endnu ikke udviklet stoffer,
som henholdsvis efterligner eller
modvirker CGRP, som er egnet til
brug som lseegemidler. CGRP selv er
heller ikke egnet som laegemiddel,

Calcitonin gen-relateret peptid

da det ogsa virker dilaterende pa
perifere kar med kraftigt blodtryks-
fald til fglge. For at finde terapeu-
tisk anvendelse skal der findes frem
til varianter af CGRP, som selektivt
stimulerer hjernens CGRP-receptorer.
Samtidig kan stoffer, som selek-
tivt blokerer CGRP-receptorerne i
hjernens blodkar, maske give en ny
behandlingsmulighed ved migreene.
Den ggede frigarelse af CGRP, som vi
har set under et migreeneanfald, kan
veere arsagen til udvidelse af de sto-
re blodkar i hjernen, som sandsynlig-
vis fremkalder migraenesmerterne.

Her ses aminosyresekvensen for humant a-
CGRP. Tre aminosyrer forsynet med pile
peger pa de steder, hvor humant a-CGRP
adskiller sig fra humant 8-CGRP.

£
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Model af
blod-hjerne

barrieren

Mange leegemidler virker i hjer-
nen, og derfor skal de kunne
treenge gennem blod-hjerne bar-
rieren. Traditionelt undersgges
leegemidlers evne til at komme
ind i hjernen i dyreforsgg. Nu fin-
des der et godt alternativ; en
model af blod-hjerne barrieren,
som er baseret pa dyrkede celler.

Af Lise Lund, Lars Hovgaard og Lona
Christrup

IVI ange leegemiddelstoffer

som f.eks. morfin udgver deres far-
makologiske virkning i hjernen. For
at kunne na hjernens celler fra blo-
det, skal et leegemiddelstof passere
blod-hjerne barrieren, som er en af
kroppens mest uigennemtreengelige
barrierer.

Ved udvikling af nye leegemidler
til hjernen er det derfor vigtigt at
undersgge deres evne til at treenge
gennem blod-hjerne barrieren. Det-
te har traditionelt veeret gjort ved
hjeelp af dyreforsgg.

Behovet for at undersgge, om et
stort antal af potentielle leegemid-
delstoffer kan komme ind i hjernen,
har veeret med til at fremskynde
udviklingen af en cellekulturmodel
af blod-hjerne barrieren. Modellen,
som nu er sat op pa Institut for Far-
maci, gar det muligt pa kort tid at
teste mange stoffers evne til at pas-
sere barrieren.

Her ses en skematisk tegning af et “udfoldet”
hjernekapiller; et af hjernens smé& blodkar.
Yderst mod blodet ligger endothelcellerne, som
er bundet tzt sammen af tight junctions, og som
udger blod-hjerne barrieren. Direkte herunder
ligger hjzlpecellerne, som kaldes pericytter. Dis-
se to celletyper er omkranset af basalmembra-
nen, hvorigennem astrocytter og nerveceller kan
regulere blod-hjerne barrierens funktioner.

Blod-hjerne barrieren er lokalise-
ret i hjernebarkens sméa blodKar,
hjernekapillzererene. Nar laegemid-
delstoffer optages i hjernen, sker
det fra blodet, der Igber igennem
hjernens forskellige omrader bade
via de sma og de store blodkar. Det
indebeerer, at stofferne har mulig-
hed for at blive optaget i hjernen
uden om blod-hjerne barrieren. Men
da de store blodkars overflade kun
udggr en meget lille procentdel
sammenlignet med blod-hjerne bar-
rierens overflade, er det la&egemid-
delstoffers evne til at passere blod-
hjerne barrieren, som i praksis er
afgerende for, om de har en farma-
kologisk virkning.

Dette blev fagrste gang beskre-
vet, da et forsgg med injektion af et
farvestof i rotter viste, at alle andre
organer end hjernen blev farvet.

Blod-hjerne barrierens
opbygning og funktion
Hjernens sma blodkar er opbygget
af flere lag af forskellige celletyper. |
direkte kontakt med blodet ligger
endothelcellerne, som udggr selve
blod-hjerne barrieren. Bagved
endothelcellerne ligger nogle hjeel-
peceller, som kaldes pericytter og
astrocytter, samt udlgbere fra hjer-
nens nerveceller.

Endothelcellerne er farst og
fremmest karakteriseret ved deres
evne til at danne sakaldte tight
junctions. Disse tight junctions er en
fusion mellem cellemembranerne,
som forhindrer ioner, vand og sma

Fig. 1

vandoplgselige stoffer i at passere
mellem cellerne fra blodet og ind i
hjernen. Da en reekke livsngdvendi-
ge stoffer som f.eks. glukose og
aminosyrer heller ikke kan treenge
gennem barrieren, reguleres deres
optagelse i hjernen ved hjeelp af
aktive transportsystemer, som er spe-
cifikke for de enkelte stoffer. Speci-
elt optaget af glukose er vigtigt, da
det er hjernens eneste breendstofkil-
de.

Endothelcellerne er ligeledes i
stand til at tilbageholde fedtoplgse-
lige stoffer, der normalt kan passere
igennem celler. Det sker ved hjeelp
af mekanismer, der pumper stoffer-
ne ud af endothelcellerne. Tilstede-
veerelsen af tight junctions, aktive
transportsystemer og pumpemeka-
nismer i endothelcellerne betyder, at
passagen af stoffer ind og ud af
hjernen kan reguleres med det for-
mal at holde hjernens falsomme
indre kemiske miljg stabilt.

Hjeelpecellerne, pericytter og
astrocytter, er med til at opretholde
og regulere blod-hjerne barrieren
samt til at udvikle den fra fostersta-
diet. Specielt astrocytter menes at
have en afggrende rolle for blod-
hjerne barrierens funktion.

Endothelceller fra kveeghjerne

| starten af 1980'erne, da man blev
klar over, at blod-hjerne barrieren
befandt sig i hjernens sma blodkar,
begyndte udviklingen af en cellekul-
turmodel for barrieren. Modellen
bestar af endothelceller, som isoleres
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fra en dyrehjerne og udsées pa en
veekstoverflade, hvor de kan dele sig
og danne et sammenhaengende cel-
lemonolag.

| gjeblikket eksisterer der celle-
kulturmodeller af blod-hjerne barri-
eren fra kvaeghjerne, svinehjerne og
rottehjerne. Vaekstmediets sam-
mensaetning og vaekstoverfladen har
stor betydning for, hvordan cellekul-
turen udvikles, og mange forskellige
veekstbetingelser er afprgvet for at
optimere cellekulturerne, sa de lig-
ner forholdene i den levende hjerne
mest muligt. For eksempel er celle-
kulturens evne til at danne tight
junctions afhaengig af bade veekst-
overfladen og veekstmediet.

En cellekultur, som dyrkes over
mange generationer, en sakaldt cel-
lelinie, vil gradvist miste nogle af
blod-hjerne barrierens karakteristi-
ka. Det kan forhindres ved at dyrke
endothelcellerne sammen med
astrocytter, som kan foranledige
dannelsen af bade tight junctions og
forskellige enzymer. Vi har valgt at

Hjernebark fra kvegy

Filtrering
¥ Enzymatisk nedbrydning

| ~ Kapilleger i vekstflaske
En uge

| e Endothelceller rundt om
| , [~ kapillear

1 Hastning

|
rmremrenne | Filter med endothel celler

seette en model op baseret pa
endothelceller fra kvaeghjerne, der
dyrkes som en primaer kultur, d.v.s.
over et kortere antal generationer.
Herved undgés det mere komplekse
system med to forskellige celletyper.

Selve isoleringsproceduren er
inddelt i to trin. Under aseptiske for-
hold fjernes hjernebarken fra en
kveeghjernes to hjernehalvdele. Hjer-
nebarken homogeniseres og filtre-
res, hvorefter de sma blodkar, hjer-
nekapillzererne, kan opsamles fra fil-
terklaedet. Efter en enzymatisk ned-
brydning, hvor kontaminerende cel-
ler som astrocytter, pericytter og
basalmembranen fjernes, udsaes
kapilleererne i veekstflasker med
veekstmedium.

Endothelcellerne vil nu begynde
at dele sig, og efter én uge kan cel-
lerne “hgstes” fra flaskens bund.
Cellerne udsées nu pa filtre, og efter
en uge vil de have dannet et teet
cellemonolag med blod-hjerne barri-
ere karakteristika.

Figuren viser, hvordan hjernekapillzrer isoleres
fra kvaghjerne og udsaes i vakstflasker. Endot-
helceller deler sig ud fra kapillzrstykkerne, og
efter én uge kan cellerne hastes fra flaskebunden
og udsdes pa filtre. Efter endnu en uge har de
dannet et cellemonolag og kan anvendes til
transportforsag, der viser legemiddelstoffers evne
til at trenge gennem blod-hjerne barrieren.

Transportstudier med
cellemodellen

Disse filtre med cellemonolag kan
nu bruges til transportstudier af
leegemiddelstoffers evne til at passe-
re blod-hjerne barrieren. Det er
oplagt at anvende modellen til kvali-
tativt at screene nye potentielle
leegemiddelstoffers transport over
barrieren.

Man kan bestemme transporten
bade ind i hjernen og ud af hjernen
ved at tilseette stoffet pa henholds-
vis oversiden og undersiden af filte-
ret. Det er ligeledes muligt at under-
sgge, om stofferne transporteres
igennem cellerne via et aktivt trans-
portsystem, s&fremt dette transport-
system udtrykkes i cellerne. Mange
leegemiddelstoffer traenger ikke ind
i hjernen, fordi de pumpes ud af
endothelcellerne. Med cellekultur-
modellen kan man ogsa afklare, om
potentielle leegemiddelstoffer ude-
lukkes fra hjernen med denne meka-
nisme.

Figuren viser den procentdel af sucrose, der
transporteres fra oversiden af filteret til undersi-
den af filteret, som funktion af tiden. Til tiden
= 0 tilszttes sucrose til oversiden af filteret, og til
forudbestemte tider udtages prever fra undersi-
den af filteret. Kurvens retlinede forlgb viser, at
der er en konstant flux af sucrose fra oversiden
til undersiden.

Fig. 3
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Veeksthormon afhjeelper dveerg-
veekst hos bgrn og bruges nu
ogsa til at behandle voksne, som
lider af mangel p& hormonet. |
dag injiceres veeksthormon, men
det vil veere behageligere for
patienterne og sandsynligvis
ogsd mere effektivt at indtage
lzegemidlet gennem naesen. Nye
studier viser imidlertid, at naese-
slimhinden kan tage skade ved
daglig indgift.

Af Charlotte Vermehren,
Peter B. Johansen og
Harald S. Hansen

mkring 250 danske bgrn
behandles for dveergveekst med
vaeksthormon, der injiceres pa sam-
me made som insulin. Hvis hormonet
kunne indtages som spray gennem
naeseslimhinden, ville man sandsyn-
ligvis kunne opna en bedre effekt.

Veeksthormon er et naturligt
stof, som frigives fra hypofysen. Fri-
givelsen er episodisk, og det er vig-
tigt at efterligne dette episodiske
udskillelsesmgnster i forbindelse
med veeksthormonterapi. Dyreforsgg
har vist, at hyppige injektioner af
veeksthormon resulterer i bedre
veekst, end nar der kun gives én
injektion i dggnet, hvilket i dag er
praksis ved behandling af menne-
sker.

Hyppig indgift gennem neesen
er langt behageligere for patienten
end mange injektioner, og metoden
ger det samtidig muligt at optimere
behandlingen ved at efterligne hor-
monets naturlige udskillelses-
mgnster.

Vaeksthormon er imidlertid et s&
stort molekyle, at stoffet kun van-
skeligt kan traenge gennem naese-
slimhinden og komme ud i blodet.
Af den grund er det ngdvendigt at
tilseette hjeelpestoffer, som fremmer
optagelsen af hormonet. Nogle af
disse hjeelpestoffer kan imidlertid
medfgre skader pa naeseslimhinden.

Derfor er det vigtigt at fa kend-
skab til, hvilke konsekvenser
behandling med nasalpreeparater vil
fa for naeseslimhinden. Det er natur-

ligvis en forudsaetning for nasal
behandling med vaeksthormon, at
naeseslimhindens integritet og funk-
tioner bevares.

Veeksthormon til bgrn og voksne
Veeksthormon er med til at opret-
holde normal veekst. Selv.om men-
neskets gennemsnitshgjde stiger pa
verdensplan, findes der et stigende
antal barn med dvaergveekst. Sadan-
ne bgrn bliver hgjere, nar de
behandles med veeksthormon.
Voksne, der lider af klassisk
vaeksthormonmangel, som bl.a. kan
medfare knogleskerhed, svaekkede
muskler, depressioner og unormal
treethed, har ligeledes gavn af hor-
monbehandlingen. | dag anvendes

Fig. 1

veeksthormon desuden til at
behandle kvinder med den arvelige
sygdom Turners syndrom, hvis veekst
er nedsat. Samtidig bruges veekst-
hormon til behandling af bagrn med
kronisk nyresvigt, og det er sandsyn-
ligt, at der vil findes nye anvendel-
sesomrader i de kommende ar.
Behandling af voksne patienter
har hidtil veeret meget begreenset
pa grund af mangel pa veeksthor-
mon, som far i tiden matte udvindes

En Ussingkammer-opstilling, der anvendes ved
elektrofysiologiske malinger pa kaninslimhin-
den. Naseslimhinden spzndes op mellem de to
kammerhalvdele, og ved hjelp af elektroder pa
begge sider kan man bl.a. male spendingsfor-
skellen over vavet. Spendingsforskellen giver
udtryk for slimhindens tilstand.

af hypofyser fra afdgde. | midten af
1980'erne lykkedes det imidlertid at
fremstille humant veeksthormon ved
hjeelp af gensplejsede gaerceller. Den
ggede tilgeengelighed af biosynte-
tisk veeksthormon muliggjorde en
@get forskning pd omradet. Novo
Nordisk blev tidligt involveret i
arbejdet og malrettede sin indsats
mod at udvikle en optimal metode
til at indgive hormonet pa.

Vejen gennem neeseslimhinden
Veeksthormon er et peptid. Vaekst-
hormon og andre peptidlaegemidler
som f.eks. insulin ma i dag injiceres,
hvilket er forbundet med veesentlige
gener for patienterne. Man har der-
for sggt alternative medicineringsve-
je, og indgift gennem naesen har her
vist sig som en seerligt lovende
metode.

Imidlertid udger nzeseslimhin-
den en effektiv barriere mod pepti-
der som vaeksthormon. Desuden er
nedbrydende enzymer og slimlagets

Transport over naseslimhinden kan undersgges
pa en kaninslimhinde. Far forsagene anbringes
naseskilleveggen pé en ramme. Der anvendes
en pincet til forsigtigt at lasne naseslimhinden,
som anbringes i Ussingkammer-opstillingen.

Fig. 2

konsistens veesentlige hindringer for
optagelse af peptider gennem naes-
en. Alligevel er naeseslimhinden ide-
elt indrettet med henblik p& opta-
gelse af leegemiddelstoffer. De gun-
stige fysiologiske omsteendigheder
bestar iseer i en hgj blodgennem-
stremning og begreenset enzymatisk
aktivitet. Herudover er det let at
dosere medicinen, og leegemiddel-
stoffet optages hurtigt, hvilket resul-
terer i en hgj koncentration i blodet.
Dette er netop gnskeligt i forbindel-
se med veeksthormonterapi, da man
her har mulighed for at efterligne
veeksthormons naturlige episodiske
udskillelsesmgnster.

Hjeelpestoffer er ngdvendige

Da veeksthormon ikke selv kan traen-
ge gennem naeseslimhinden, er det
ngdvendigt samtidig at indgive
hjeelpestoffer, som fremmer hormo-
nets evne til at passere. Sddanne
stoffer kaldes for absorptionsfrem-
mere.

Der findes flere typer absorpti-
onsfremmere, som er af forskellig
kemisk natur og har forskellige virk-
ningsmekanismer, der ikke er klar-
lagt fuldtud. Dog tyder en raeekke
studier pa, at stofferne kan gge
transporten af peptidleegemidler
over slimhinden péa fire mader. For
det farste kan slimlagets viskositet
nedsaettes, sa slimen bliver mere
tyndtflydende. For det andet kan
aktiviteten af nedbrydende enzymer
deempes. For det tredie kan porerne
mellem de enkelte celler i neeseslim-
hinden abnes, og endelig kan slim-
hinden blive blgdere.

I mange tilfeelde har disse
absorptionsfremmere dog udvist
skadelige egenskaber, og man har
sat spgrgsmal ved, om den optagel-
sesfremmende effekt haenger sam-
men med skadevirkningerne.

Novo Nordisk har afprgvet man-
ge absorptionsfremmere for at finde
frem til de mest effektive. Valget
faldt pa et fosfolipid og et cyclodex-
trin, som begge forekommer natur-
ligt i organismen. Fosfolipidet, dide-
canoylfosfatidylcholin (DDPC), er
syntetisk, men minder om de naturli-

Koncentrationen af vaksthormon varierer
sterkt i blodet hos mennesker. Her ses den
naturlige variation over et degn. Ved behand-
ling af bl.a. dvergvekst med vaksthormon
opnar man starst effekt ved hyppig indgift af
lzgemidlet, fordi behandlingen kommer s tet
pd den naturlige episodiske udskillelse som
muligt.

ge fosfolipider i f.eks. cellemembra-
ner. Det andet stof, a-cyclodextrin
(a-CD), er det mest almindelige
naturlige nedbrydningsprodukt fra
stivelse. Molekylet indeholder en
ringstruktur med en vandoplgselig
yderside og et vandskyende indre,
hvilket muligger kompleksdannelse
med vandskyende komponenter i
naeseslimhinden. Denne egenskab
medvirker sandsynligvis til, at stoffet
kan transportere vaeksthormon over
naeseslimhinden.

Hjeelpestoffer medfarte skader
Bade vi og andre har vist, at begge
absorptionsfremmere gger optagel-
sen af bade insulin og veeksthormon
tilstreekkeligt til, at man kan opna
effektive koncentrationer af laege-
middelstofferne ved indgift gennem
naesen.

Det neeste skridt var sa at under-
sgge, hvilke skadelige virkninger, der
er forbundet ved en sddan behand-
ling. Forudsaetningen for nasalterapi
ma veere, at neeseslimhinden bevares
intakt. Den optimale effekt af en
absorptionsfremmer vil veere en
kortvarig virkning, der aftager straks
efter, at leegemiddelstoffet er opta-
get. Dette vil veere et udtryk for, at
naeseslimhindens barriere hurtigt
gendannes.

P& den baggrund gennemfarte
vi forsgg med kaniner, som fik indgi-
vet absorptionsfremmeren a-CD i
naesen og derefter til forskellige
tider fik veeksthormon. Koncentrati-
onen af veeksthormon i kaninernes
blod blev derpa malt for at vurdere,
hvor meget der var blevet absorbe-
ret. Nar veeksthormon blev givet en
halv, en hel og tre timer efter a-CD,
var hormonkoncentrationen vaesent-
ligt nedsat i forhold til, nar vaekst-
hormon og hjeelpestoffet blev indgi-

Fig. 3

vet samtidig.

Resultatet var umiddelbart
lovende, da det tydede p4, at naese-
slimhindens barriere blev genopret-
tet inden for en halv time. Men sam-
me forsgg udfgrt med DDPC viste
ingen genoprettelse af barrieren.
Andre forsgg demonstrerede lige-
ledes, at bade DDPC og a-CD forér-
sagede drastiske sendringer i naese-
slimhinden hos kaniner.

Maling af elektrofysiologiske
parametre som spaendingsforskellen
over kaninnaeseslimhinden giver et
udtryk for slimhindens tilstand.
S&danne malinger viste, at spaend-
ingsforskellen blev kraftigt nedsat
med stigende koncentrationer af
bade DDPC og a-CD. Ved hgje kon-
centrationer var naeseslimhinden
ikke i stand til at genetablere den
oprindelige speendingsforskel, hvil-
ket tyder pa, at celler i naeseslimhin-
den var dgde.

Alt i alt m& det konkluderes, at
selvom absorptionsfremmernes
effekt pa optagelsen af veeksthor-
mon over neeseslimhinden var til-
fredsstillende, syntes sikkerheden
ved lang tids anvendelse af stofferne
i forbindelse med indgift af veekst-
hormon at veere tvivisom. Men den
tilfredsstillende absorptionsfrem-
mende effekt betyder, at disse stof-
fer muligvis er anvendelige ved
nasal indgift af andre peptidleege-
midler i engangsterapi.

Det kunne f.eks. veere indgift af
glucagon ved akut fald i blodsukke-
ret hos sukkersygepatienter, hvilket
kan veere livstruende. En hurtig ind-
gift af glucagon vil kunne normalise-
re blodsukkerkoncentrationen, og i
et sddant tilfselde vil en kortvarig,
lokal skade i nsesen veere mindre
betydningsfuld.

40 ~

30

20 A

0

ng/mt - Vaksthormonkoncentrationen i plasma (ng/ml)

T T T
08.00 12.00 16.00

T T T T
20.00 24.00 04.00 ~ 0B.00

Cand. pharm, ph.d. Charlotte
Vermehren er adjunkt ved
Institut For Farmaci.

Lic.pharm. Peter B. Johansen er
specialkemiker ved Growth
Hormone Biology pd Novo
Nordisk A/S.

Dr.scient. Harald S. Hansen er
docent ved Institut for Farma-
kologi.

23


http://www.dfh.dk/dfh/staff/cv.htm
http://www.dfh.dk/dfh/staff/hsh.htm

24

Veeksthormon anvendes i dag til
behandling af dveergveekst og
kronisk nyresvigt hos bgrn samt
piger med Turners syndrom.
Uheldigvis kan hormonet ikke
indgives i tabletter, men ma inji-
ceres. En mulig fremtidig l@sning
er stoffer, som kan friggre vaekst-
hormon fra hypofysen, og som
kan indtages gennem munden.
Ny forskning tyder tilmed p4&, at
disse stoffer har andre interes-
sante farmakologiske virkninger.

Af Bjarne Fjalland,
Thomas Anderson og
Peter B. Johansen

aksthormon har mange faci-
nerende fysiologiske virkninger, som
bedst kan illustreres ved de sympto-
mer, der opstar hos patienter, som
lider af veeksthormonmangel. Det
drejer sig om gget kropsvaegt, starre
fedtmasse og mindre muskelmasse.
Yderligere har disse patienter gget
risiko for at udvikle hjerte-karsyg-
domme og har nedsat mineral-
teethed i deres knogler. Omvendt
vides veeksthormon bl.a. at gge for-
breendingen af fedt og vil maske
vise sig at kunne hjeelpe sveert over-
veegtige mennesker af med over-
fladige kilo.

Desveerre egner veeksthormon
sig ikke til at blive indtaget i tablet-
ter, fordi hormonet nedbrydes af
enzymer i tarmen, inden det nar ud i
blodet, hvorfra det udgver sine virk-
ninger. Derfor m& man injicere stof-
fet, hvilket begreenser anvendelses-
mulighederne.

En elegant, alternativ Igsning vil
veere at fa de veeksthormonproduce-
rende celler i hypofysen til at friggre
mere veeksthormon. Derfor er der
stor farmakologisk interesse for en
gruppe stoffer, som netop er vist at
kunne friggre vaeksthormon fra
hypofysen. Stofferne er sma synteti-
ske peptider, som bestar af fem eller
seks aminosyrer.

Friggrelse af veeksthormon

De vaeksthormonfriggrende stoffer
kaldes med en feelles betegnelse for
GHS-stoffer efter det engelske navn
Growth Hormone Secretagogues. De
farste GHS-stoffer blev syntetiseret
allerede i slutningen af 1970'erne;
det vil sige nogle ar far kroppens
eget overordnede vaeksthormonfri-
gegrende hormon (GHRH) blev identi-
ficeret og isoleret.

Fra hjernen reguleres udskillel-
sen af veeksthormon af GHRH i sam-
spil med et andet overordnet hor-
mon, somatostatin, som haeemmer
udskillelsen. Disse to hormoner dan-
nes i specifikke nervecentre i hypo-
thalamus, en hjernedel, som er pla-
ceret lige over hypofysen. De over-
ordnede hormoner transporteres
derpa via nervebaner til hypofyse-
forlappens blodkarnet, hvor de frigi-
ves og udgver deres virkning.

Hvorledes GHS-systemet spiller
med i processen, er endnu ikke fuldt
opklaret, men man forestiller sig, at
GHS-stofferne efterligner et ukendt
hormon, som der i gjeblikket sgges
iheerdigt efter.

Pa internationalt plan foregar
der en intens medicinalkemisk og
farmakologisk forskning med hen-
blik pa at udvikle GHS-stoffer. Ud fra
teoretiske overvejelser over moleky-
lernes rumlige struktur er det bl.a.
lykkedes at syntetisere det meget
potente og stabile peptid GHRP-6.
Farste generation stofferne var imid-
lertid darligt absorberbare efter ind-
tagelse som tabletter. Det vil derfor
veere et stort fremskridt, hvis det
lykkes at frembringe et GHS-stof til
indtagelse gennem munden. Dette
mal synes at veere inden for reekke-
vidde.

Disse nye potentielle leegemid-
delstoffer udvikles med henblik pa

Hypofysen er placeret under hypothalamus, som
udsender hjernens overordnede veksthormonfri-
ggrende hormon GHRH. GHRH transporteres
til hypofyseforlappen, som herved bringes til at
udskille veksthormon.

behandling af barn og voksne med
veeksthormonmangel. Andre interes-
sante anvendelsesomrader er
behandling af knogleskarhed, sveaer
fedme og tilstande med gget prote-
innedbrydning, f.eks i forbindelse
med sveere kirurgiske indgreb. Ende-
lig kan GHS-stofferne bruges i for-
bindelse med diagnostisk pavisning
af vaeksthormonmangel.

Stoffernes selektivitet

Der bliver naturligvis fokuseret
meget pa, hvor specifikke GHS-stof-
ferne er, da man kun gnsker fri-
gerelse af veeksthormon og ikke af
andre hormoner, som ogsa udskilles
fra hypofyseforlappen.

Hidtil er der imidlertid ingen,
som har set pa, om stofferne pavir-
ker hypofysebaglappen. Denne del
af hypofysen udskiller hormoner
som vasopressin, der har betydning
for henholdsvis organismens salt- og
vandbalance, samt oxytocin, som sty-
rer meelkeproduktionen.

Man har indtil videre ikke pavist
nogen kommunikation mellem de to
hypofysehalvdele. Men for nylig er
der pavist nervebaner mellem hypo-
fysebaglappen og de omrader i

Fig. 1
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hypothalamus, som farer til hypofy-
sens blodkarnet, og som indeholder
de to overordnede hormoner GHRH
og somatostatin.

De biologiske virkninger af de to
overordnede hormoner i denne del
af hypofysen er ukendte. Derfor
besluttede vi at undersgge, hvordan
kroppens vaeksthormonfriggrende
hormon GHRH samt et GHS-stof
(GHRP-2, en analog af GHRP-6)
pavirker udskillelsen af hypofysebag-
lappens hormoner oxytocin og vaso-
pressin.

Malinger pa rottehypofyser

Fra rotter kan hypofysebaglappen
isoleres og bringes til at overleve i
kunstige neeringsveesker. Man kan
herefter ved elektrisk pavirkning
efterligne de naturlige nerveimpul-
ser og fremkalde hormonudskillelse,
séledes som det sker i den intakte
organisme. Mangden af udskilt hor-
mon bestemmes ved biologiske og
radioimmunologiske malinger.

Ved den biologiske analyse
anvendes en livmoder fra en rotte.
De hormoner, som hypofysebaglap-
pen danner, drypper ned pa livmo-
deren og far den til at treekke sig
sammen. Sammentreekningen gges
med stigende maengder af de hor-
moner, som hypofysebaglappen dan-
ner. Den radioimmunologiske meto-
de er baseret pd meerkning af hor-
monerne med radioaktivt jod, hvor-
ved maengden kan maéles i en teeller.

Tilfarsel af organismens overord-
nede vaeksthormonfrigarende hor-
mon, GHRH, til organbadet medfar-
te en markant nedsat udskillelse af
begge hypofysebaglaphormoner.
Spargsmalet var si, om det synteti-
ske GHS-stof havde en tilsvarende
effekt. Overraskende viste det sig, at
dette stof ligeledes haammede
udskillelsen af vasopressin og oxyto-
cin.

Virkningen af GHRH og GHS-
stoffet var maksimal i det fysiologi-
ske omrade, hvilket vil sige i koncen-
trationer, der svarer til koncentratio-
nen af GHRH i kroppen. Bade starre
og mindre doser gav en ringere
effekt. Virkningen af GHS-stoffet sti-
ger med stigende dosis indtil et vist
punkt, hvorefter effekten aftager.
Hvis man forud for behandlingen
pavirkede hypofysebaglappen med
et stof, der er kendt for at ophaeve
GHS-stoffets vaeksthormonfrigaren-
de effekt, opheevedes stoffets heem-
ning pa udskillelsen af vasopressin
og oxytocin.

Nye omrader for behandling
Noget tyder altsa pa, at vi her har at
gere med en stofgruppe, der udover
at have markante og terapeutisk

Lierus

interessante virkninger i forbindelse
med forskellige tilstande med vaekst-
hormonmangel, ogsa kan pavirke
frigerelsen af hypofysebaglaphor-
moner og dermed have andre tera-
peutiske muligheder.

Dette fordrer imidlertid en
adskillelse af stoffernes effekter pa
hypofysens forlap og baglap, s&
laegemiddelstofferne specifikt kan
pavirke hypofysebaglappen. Yder-
mere er det ngdvendigt med en
adskillelse af den haemmende virk-
ning pa vasopressin og oxytocin.
Hvis et stof f.eks. specifikt kan haem-
me friggrelsen af vasopressin, vil
stoffet kunne bruges som et vand-
drivende middel. Det skyldes, at en
formindsket koncentration af vaso-
pressin i blodet vil medfare nedsat
reabsorption af salt og vand i nyrer-
ne.

For nylig blev den receptor pa
cellerne, man mener GHS stofferne
virker over, identificeret. Denne
receptor er fundet i hypothalamus

Hormonfrigarelse

kentrol 10°
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Fra rotter kan hypofysebaglappen isoleres. Ved
elektrisk stimulering fremkaldes hormonudskil-
lelse, som det sker i organismen. Ved den biolo-
giske analyse anvendes en livmoder fra en rotte.
Jo starre mengder hormon, der drypper ned pa
livmoderen, jo mere trekker den sig sammen. |
den radioimmunologiske metode mearkes hor-
monerne med radioaktivt jod, hvorved mang-
den kan males i en tzller.

og i hypofyseforlappen. Hvorvidt
receptoren ogsa findes i hypofyse-
baglappen er endnu uvist.

Man taler allerede om eksisten-
sen af forskellige undertyper af den-
ne receptor. Hvis sddanne underty-
per findes, er det muligt, at nogle af
dem er specifikke for henholdsvis
udskillelse af vasopressin og oxyto-
cin. | sa fald vil det sandsynligvis
veere muligt at designe GHS-stoffer,
som selektivt pavirker den gnskede
receptor.

Receptoren er imidlertid forskel-
lig fra den receptor, som GHRH vir-
ker over. Det er derfor p& nuvaeren-
de tidspunkt umuligt at udtale sig
om hvilke virkningsmekanismer, der
er involveret i begge stoffers haem-
mende effekt. Der forestar saledes
et meget stort udredningsarbejde,
for det er muligt at give en realistisk
vurdering af den farmakologiske
betydning af vores observationer.
Farste skridt pa vejen ma imidlertid
veere at pavise, om stoffernes haem-
mende effekt pa udskillelsen af vaso-
pressin og oxytocin ogsa kan doku-
menteres i en intakt organisme.

Det syntetiske peptid, GHRP-2, hzmmer
udskillelsen af vasopressin og oxytocin fra hypo-
fysebaglappen. Virkningen er maksimal i det
fysiologiske omréde.

Lic. pharm. Bjarne Fjalland
er lektor ved Institut for Far-
makologi.
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Mange lovende lseegemiddelstof-
fer er blevet kasseret efter en
langvarig og kostbar udviklings-
indsats, fordi de ikke kan traenge
gennem tarmvaeggen og derfor
ikke kommer ud i blodet. Nye
computermetoder kan afslgre
problemet, allerede inden et
potentielt lsegemiddelstof frem-
stilles i laboratoriet.

Af Lene Krarup og
Inge Thgger Christensen

E t leegemiddelstof kan kun

udgve sin virkning, hvis det bliver
optaget — absorberet — af organis-
men og derneest bliver transporteret
med blodet til det tilteenkte virk-
ningssted. Normalt overvejes dette
aspekt farst sent i udviklingen af et
nyt leegemiddel, fordi man som
regel fokuserer pa at fremstille
leegemiddelstoffer, som er sa effekti-
ve som muligt.

I medicinindustrien findes der
séledes mange eksempler pa, at et
ellers lovende laeegemiddelstof er
blevet kasseret efter flere ars kost-
bar udvikling, fordi man ikke har
taget hgjde for, om det nye stof
kunne absorberes i f.eks. mave-tarm-
kanalen. Det vil derfor veere af stor
veerdi, hvis man pa et tidligt tids-
punkt i udviklingen kan forudsige,
om de nyudviklede leegemiddelstof-
fer har en chance for at blive opta-
get i organismen.

Det er ikke praktisk eller gkono-
misk muligt at teste absorptionen af
alle nye lazegemiddelstoffer pa dyr,
fordi der ofte syntetiseres tusindvis
af stoffer i jagten pa et enkelt nyt
laeegemiddel. | stedet kan man f.eks
dyrke tarmceller i laboratoriet og
bruge dem som modelsystemer. Et
eksempel herpa er cellelinjen Caco-
2, som i vid udstreekning anvendes
pa Institut for Farmaci som model
for absorption af leegemiddelstoffer
over tarmslimhinden.

Beregninger aflgser
laboratoriearbejde
En anden mulighed er en rent teore-

tisk beregning af absorptionen ud
fra viden om lseegemiddelstoffets
molekyleere struktur. Herved undgas
arbejdskreevende laboratoriearbejde
og dermed ogsa brugen af potenti-
elt miljgskadelige kemikalier. En
yderligere fordel er, at man kan for-
udsige absorptionsegenskaberne af
leegemiddelstoffer, allerede inden de
syntetiseres.

Med en tilstraekkelig udviklet
teoretisk basis vil det ogsa veere
muligt at give anvisninger pa, hvor-
dan strukturen af et leegemiddelstof
skal eendres for at optimere absorp-
tionsegenskaberne. Det vil alt andet
lige veere en fordel, at leegemiddel-
stoffet fra starten har sa hgj en
absorption som muligt, idet man
derved minimerer behovet for en
senere udvikling af absorptionsfrem-
mende foranstaltninger.

De eksisterende metoder til at
beregne et l&egemiddelstofs evne til
at blive optaget i organismen er i
mange tilfeelde utilstraekkelige. For-
malet med vores arbejde er at udvik-
le nye og bedre beregningsmetoder
ved at uddybe kendskabet til sam-
menhangen mellem molekylstruk-
tur og absorption. Med vores nye
beregningsprincip er det muligt at
opna en ngjagtig forudsigelse af
absorptionen ud fra molekylaere
egenskaber.

Struktur bestemmer

stoffets optagelse

Nar et leegemiddelstof skal gennem
tarmslimhinden og ud i blodet, ma
molekylet veere i stand til at passere
skiftevis vandige og fedtholdige mil-
joer for at n& over tarmcellen og ind
i blodbanen. Leegemiddelstoffer er
bygget op af to grupper af atomer —
poleere og apoleere atomer. Poleaere
atomer har en delvis positiv eller
negativ elektrisk ladning, mens apo-

leere atomer er overvejende neutrale.

Gruppen af polaere atomer
omfatter bl.a. ilt og kveelstof, mens
kulstof hgrer til de apoleere atomer.
De poleere atomer kan danne svage
bindinger, sékaldte brintbindinger, til
de omgivende vandmolekyler, som
ogsa er poleere. Disse bindinger skal
brydes, far molekylet kan passere
igennem det apoleere miljg i celle-
membranen, som omgiver tarmcel-
len. Jo feerre brintbindinger, der skal
brydes, jo nemmere slipper moleky-
lerne taget i vandet og jo flere mole-
kyler passerer cellemembranen pr.
tidsenhed.

Det er derfor rimeligt at antage,
at et molekyles evne til at danne
brintbindinger ogsa fortzeller noget
om dets absorptionsegenskaber. Et
s&dant udtryk fas af overfladearealet
af de atomer, der er i stand til at

Fig. 1
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Nar et lzgemiddelstof skal fra tarmen over i blodbanen, ma det farst passere det yderste lag celler,
tarmepitelet. Far den fedtholdige cellemembran kan passeres, ma brintbindingerne mellem lzgemid-

delstoffet og de omgivende vandmolekyler brydes.

danne brintbindinger, dvs. de
poleere atomer. Dette udtryk kaldes
det poleere vandtilgaengelige over-
fladeareal (PVO).

Molekylernes facon

og fleksibilitet

Imidlertid er det poleere vandtilgeen-
gelige overfladeareal ikke en enty-
dig starrelse, hvis der er tale om
fleksible molekyler, hvilket ofte er
tilfeeldet. | et fleksibelt molekyle er
atomerne bundet til hinanden ved
enkelt- eller dobbeltbindinger. Det
koster kun lidt energi at flytte to
atomer, som er adskilt af tre bindin-
ger, i forhold til hinanden. Det sva-
rer til at rotere omkring en enkelt-
binding i molekylet. Resultatet er, at
atomernes indbyrdes placering i det
tredimensionelle rum let kan send-
res, hvilket resulterer i mange kom-
binationsmuligheder for atomernes
indbyrdes placering. Hver kombinati-
onsmulighed betegnes som en kon-
formation.

Starrelsen af det poleere vandtil-
geengelige overfladeareal for den
enkelte konformation afheaenger af, i
hvor hgj grad apoleere atomer
“speerrer” for vandmolekylernes
adgang til de poleere atomer. Det
poleere vandtilgengelige overflade-
areal er typisk starre i en udstrakt
konformation end i en mere sam-
menfoldet konformation, hvor de
poleere atomer delvist skjules af de
gvrige atomer. Variationen i vandtil-
geengeligheden mellem konformati-
onerne er sa betydelig, at det er
ngdvendigt at tage hgjde for den,
nar man gnsker at bruge det polzere
vandtilgeengelige areal til at forudsi-
ge absorptionen af et leegemiddel-
stof.

Dertil kommer, at nogle konfor-
mationer forekommer hyppigere
end andre. Energien eller stabilite-
ten er bestemmende for hyppighe-
den af konformationerne. En hgj
energi betyder, at afstandene og
vekselvirkningerne mellem atomer-
ne i konformationen ikke er favo-
rable. Derfor er sddanne hgjenerge-

Fig. 3

Fig. 2

tiske konformationer sjeeldnere end
konformationer med lav energi. En
enkelt dosis af et laegemiddelstof
bestér af milliarder af molekyler, s&
graden af absorption afhaenger af,
om de dominerende konformationer
har et favorabelt poleert vandtil-
geengeligt overfladeareal.

Computere p& hardt arbejde
Starrelsen af konformationernes
energi bruges til at beregne et veeg-
tet gennemsnit af det poleere vand-
tilgeengelige overfladeareal i for-
hold til hver enkelt konformations
sandsynlighed for at forekomme.
Problemet er s& at bestemme, hvilke
og hvor mange forskellige konfor-
mationer, molekylet kan antage.
Dette problem er ikke trivielt, hvis
molekylet har mere end 3-4 bindin-
ger med mulighed for rotation, fordi
antallet af kombinationsmuligheder
hurtigt bliver uoverskueligt.

For at lgse problemet udfgres en
sékaldt konformationsanalyse. Til
dette bruger vi et computerpro-
gram, som ved hjeelp af indbyggede
parametre og formler for molekylers
opfarsel kan beregne bl.a. eendrin-
gen i energi, nar konformationen
forandrer sig. Desuden kan man ved
hjeelp af computergrafik fa vist
molekylerne pa skaermen.

Fremfor at vi selv e&ndrer mole-
kylernes konformation ved at rotere
atomerne i forhold til hinanden,
seettes computeren i arbejde. | den
proces, der kaldes molekyldynamik,
bliver computeren instrueret om at

Den relative placering af atom 1 og 4 i det tre-
dimensionelle rum &ndres ved rotation omkring
enkeltbindingen mellem atom 2 og 3. Hver
kombinationsmulighed for indbyrdes placering
af alle molekylets atomer betegnes en konforma-
tion. Som eksempel er her vist 3 forskellige kon-
formationer af det samme stof, butan.

give hvert atom et lille puf i en
tilfeeldig retning. Hvis puffene er til-
straekkeligt store, eendres atomernes
indbyrdes position og en ny konfor-
mation dannes, som s& bruges som
udgangspunkt for de neeste puf, en
ny konformation dannes og sa frem-
deles. Hvis man bliver ved leenge
nok og ger puffene tilstreekkeligt
store, far man ideelt set besagt alle
teenkelige konformationer.

Indtil videre har vi analyseret 15
modelstoffer med denne metode.
Resultaterne er meget lovende, da vi
har fundet en lineser sammenhaeng
mellem absorptionshastigheden i
Caco-2 tarmceller og det konforma-
tionsafheengige poleere vandtilgeen-
gelige overfladeareal. Vier nu i
gang med at undersgge, om en til-
svarende sammenhaeng geelder for
andre typer af molekyler med mulig-
hed for endnu flere forskellige kon-
formationer.

Selv om vi bruger store, kraftige
computere, kreever metoden allige-
vel lang beregningstid. For tiden
tager det en til to dage at beregne
pa et enkelt molekyle. Fgr metoden
bliver praktisk anvendelig i udviklin-
gen af nye laegemidler, m& bereg-
ningstiden reduceres veesentligt; sa
det er en vigtig del af det videre
arbejde.

Starrelsen af det polere vandtilgengelige over-
fladeareal (PVO) afhanger af konformationen.
PVO af den udstrakte konformation til venstre
er betragteligt sterre end af den sammenfoldede
til hajre. De marke prikker viser polzrt overfla-
deareal, de lyse prikker viser ikke-polert over-
fladeareal.

Cand. pharm. Lene Krarup
er ph.d.-studerende ved
Institut for Farmaci.

Lic.pharm. Inge Thager
Christensen er forskningslektor
ved Institut for Medicinal-
kemi.
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Mange leegemidler skal ud i blo-
det for at virke. Men en del af
disse stoffer bremses af tarm-
veeggen, nar de indtages som
tabletter, kapsler eller lign. En
mulig lgsning er at bruge de
transportsystemer, der sluser
sma peptider fra fgden gennem
tarmslimhinden, til at sende
leegemiddelstofferne ud i blodet.

Af Bente Steffansen,
Sven Frgkjeer og
Mitchell E. Taub

E n raekke laeegemiddelstoffer,

som virker, nar de indgives direkte i
blodet ved injektion, er uvirksomme
i tabletform. Arsagen er typisk, at
det aktive leegemiddelstof ikke
treenger gennem tarmslimhinden.
Det medfgrer, at l&egemiddelstoffet
ikke far adgang til blodet, som ellers
skulle transportere stoffet videre til
virkningsstedet.

Da det ubetinget er behagelige-
re at indtage tabletter end at injice-
re stofferne, forskes der intenst i
metoder til at fa disse la&egemiddel-
stoffer sendt gennem tarmslimhin-
den. Og der er en mulig lgsning. Ved
at koble stoffet til en transportarm,
som passer til et bindingssted i tarm-
slimhinden, en sakaldt aktiv trans-
portgr, kan man maske alligevel fa
det virksomme stof transporteret
over i blodet og dermed opnéa den
gnskede effekt.

Et stof som indgives gennem
munden kan passere tarmslimhinden
enten ved passiv eller aktiv trans-
port. Passiv transport kraever, at stof-
fet har sddanne fysisk-kemiske egen-
skaber, at det af sig selv treenger
gennem tarmslimhinden. Ved aktiv
transport er det ngdvendigt, at stof-
fet har en kemisk struktur, der pas-
ser til en aktiv transportgr som en
nggle i en I3s.

Der findes en raekke aktive
transportgrer, som transporterer
stoffer fra faden over i blodbanen.
Dette geelder visse stoffer, som er
ngdvendige for, at kroppen kan fun-

gere optimalt, sdsom glucose,
aminosyrer og sma proteinfragmen-
ter, der kaldes peptider.

Transportgr for sma peptider
Mange steder i kroppen, men iseer i
tyndtarmen, findes en transportgr,
som sender sma peptider ud i blo-
det. Transportgrens naturlige funkti-
on er at optage di- og tripeptider,
som kun bestar af henholdsvis to og
tre aminosyrer. Disse peptider stam-
mer fra fgdens proteiner.

Peptiderne har kemiske struktu-
rer, som pa nogle omrader er meget
ens, men som p& andre er vidt for-
skellige. Dette ggr, at transportgren
ikke er udtalt strukturspecifik, nar
blot de strukturer, som de sma pep-
tider har tilfaelles tilnaermelsesvis
bevares i molekylet. Det har da ogsa
vist sig, at nogle kendte peptidlig-
nende leegemiddelstoffer sdsom vis-
se antibiotika, penicilliner og ce-
phalosporiner, transporteres fra
tarmen og over i blodet via denne
transportar.

Man kan ogsa forestille sig, at
transportgren for di- og tripeptider
kan benyttes til at fragte laegemid-
delstoffer med helt andre strukturer
gennem tarmvaeggen. Ved at udvik-

Fig. 1

le en transportform (produg) be-
stdende af det oprindelige la&egemid-
delstof koblet til en transportarm,
som er i stand til at binde sig til
transportgren, vil man maske kunne
f& laegemiddelstoffet sendt ud i blo-
det.

Sa lenge laegemiddelstoffet er
koblet til transportarmen, er det
uvirksomt. Det er sdledes hensigten,
at transportarmen under eller efter
transporten frigiver det oprindelige
leegemiddelstof. Det er f.eks. vist, at
stoffet valaciclovir, som er en trans-
portform af aciclovir, transporteres
fra tarmen og over i blodet via den-
ne transportar. Valaciclovir er regi-
streret under navnet Zelitrex® og
anvendes til behandling af herpes.

Transportformer af
leegemiddelstoffer

Gruppen arbejder p& nuveerende
tidspunkt med modeltransportfor-
mer. Vi koncentrerer primeert arbej-
det omkring modellaegemiddelstof-
fet benzylalkohol, som kobles til for-
skellige dipeptider. Dipeptiderne er
valgt saledes, at de indeholder en
s&kaldt ekstra funktionel gruppe,
hvortil det er muligt at koble benzyl-
alkohol.

Tarmlumen

|| Transportarm

Tarmslimhinden Blod

I

Leegemiddelstof ~ [J Transportform

En transportform binder sig til di- og tripeptidtransportgren pa tarmslimhinden. Herved bliver trans-
portformen sendt over i blodet, hvor lzgemiddelstoffet frigives under enzymatisk nedbrydning af

transportformen.

Asparaginsyre eller glutaminsyre
indgar som én af aminosyrerne i alle
de dipeptider, der anvendes som
transportarm for benzylalkohol. Vi
anvender stabiliserede dipeptider,
hvilket er ngdvendigt for at undgé,
at der sker enzymatisk nedbrydning
af selve transportarmen i mave-
tarmkanalen.

D-asparaginsyre-L-alanin er et
sadant stabiliseret dipeptid, fordi
asparaginsyren anvendes i dets D-
konfigurationsform, som er et spejl-
billede af den naturlige L-asparagin-
syre. De to former er kemisk ens,
men har forskellig facon ligesom
hgjre og venstre hand. Ved at
anvende D-formen opndr man, at
enzymer i mave-tarmkanalen ikke
genkender dipeptidet og dermed
ikke nedbryder det til de respektive
aminosyrer, hvilket ville veere tilfeel-
det, hvis den naturlige L-asparagin-
syre havde veeret anvendt.

Transportgren for sma peptider
genkender imidlertid stadig dipepti-
der, hvor den ene aminosyre findes
pa D-konfigurationsform. Hvis deri-
mod begge aminosyrene er pa D-
formen, kan transportgren ikke gen-
kende stoffet. Ved saledes at anven-
de D-asparaginsyre-L-alanin med én
spejlvendt og én normal aminosyre
er det muligt at undga nedbrydning
i mave-tarmkanalen og samtidig
bevare transportarmens evne til at
binde sig til transporteren.

Kobles modellsegemiddelstoffet
benzylalkohol til den ovenfor
beskrevne transportarm D-Asp(OBzl)-
Ala opretholdes sével bindingsevnen
samt evnen til at passere tarmslim-
hinden og komme ud i blodet.

Studier pad humane cellekulturer
De ovenfor beskrevne bindings- og
transportstudier er udfgrt pa celle-
kulturer stammende fra en human
tyktarmscancer, hvilket betyder, at
cellerne deler sig hurtigt. Dette er
en stor fordel, da man allerede efter
ca. tre ugers dyrkning opnar et rela-
tivt teet og homogent cellelag, hvor
transportaren er udtrykt. Cellelaget
virker som en kunstig tarmslimhin-
de.

Binding til transportgren males
ved fortreengningsstudier. Man til-
seetter her et radioaktivt meerket
stof, som man ved binder sig til
transportgren, samtidig med det
stof man gnsker at undersgge. Her-
ved vil det stof, man undersgger,
helt eller delvist fortreenge det radi-
oaktivt meerkede stof fra bindings-
stedet, fordi de to stoffer konkurre-
rer om det samme bindingssted.
Radioaktiviteten vil sdledes veere
mindre i de praver, der udover det
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radioaktivt meerkede stof indeholder
et andet stof, som er i stand til at
binde sig til transportgren.

Transport over cellelaget males
ved, at tilseette det stof, man gnsker
at undersgge pa den side af cellela-
get, som svarer til cellernes naturlige
tarmside. Derpa maler man, hvor
meget stof, der findes pa cellelagets
anden side. Mélingerne viser, hvor
meget af stoffet, der har veeret i
stand til at passere den kunstige
tarmslimhinde.

Transportstudier pa

intakte tarme

| samarbejde med Hans Lennernas
pa Uppsala Universitet i Sverige er
D-Asp(OBzl)-Ala’s binding til trans-
portagren blevet undersggt pa intakt
rottertarm.

Fig. 3

Kemisk struktur af modeltransportformen D-
Asp(OBzl)-Ala. Modellzgemiddelstoffet benzyl-
alkohol er koblet til dipeptidet D-Asp-Ala ved
en simpel esterbinding.

Resultaterne bekraefter resulta-
terne udfart pa cellekulturer. Indgi-
ves D-Asp(OBzl)-Ala sammen med
markgrstoffer, som er istand til at
binde sig til transportgren, mindskes
absorptionen af markgrstofferne.

Det ser saledes ud til, at trans-
portgren for di- og tripeptider kan
anvendes til at transportere leege-
middelstoffer fra tarmen og over i
blodet, nér et stabiliseret dipeptid
anvendes som transportarm.

Tilseetning af produg

L Fi
Udtagning af praver
Cellekultur opsat til transportstudier.
L 2 g e m i d d e I f o r s k n i n g
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Membraner
og transport af

lzegemidler

Lipidmembraner danner grund-
strukturen i cellemembraner og
virker samtidig som en transport-
barriere for laeegemiddelstoffer.
Kendskab til lipidmembraners
molekyleere struktur og dynamik
er derfor vigtigt for at forsta,
hvorledes leegemiddelstoffer nar
ud til virkningsstederne. Samti-
dig kan lipidmembraner og lipo-
somer anvendes til at transporte-
re leegemiddelstoffer til bestem-
te steder i kroppen.

Af Kent Jgrgensen

Lipidmembraner indtager en

nggleposition som et strukturelt og
funktionelt grundelement i alle
biomembraner. Et eksempel er celle-
membraner, der omslutter og af-
graenser alle levende celler.

Grundstrukturen i en biomem-
bran udggres af lipidmolekyler, der
danner en dobbeltlagsstruktur, hvor
de hydrofile, vandsggende hoveder
pa lipiderne vender ud mod vandfa-
sen og de lange hydrofobe, vandsky-
ende fedtsyrekeeder udger membra-
nens indre. Ud over lipidmolekylerne
indeholder cellemembraner forskelli-
ge proteiner, der blandt andet med-
virker ved den aktive stofudveksling
mellem cellen og omgivelserne.

Biomembraner har generelt en
lav gennemtraengelighed for leege-
middelstoffer. Kendskab til lipid-
membraners molekyleere struktur og
dynamik er vigtigt for at forsta
grundlaeggende barriereegenskaber
af biomembraner. Dertil kommer, at
mange leegemiddelstoffer pavirker
biomembraners strukturelle og
dynamiske opfarsel og derved kan
udgve en effekt.

Resultater fra den seneste mem-
branforskning, der involverer fysisk-
kemiske, farmaceutiske og biologi-
ske discipliner, har vist, at lipidmem-
braners dynamiske mikrostruktur har
afgerende betydning for funktionel-
le membranegenskaber som f.eks.
den passive gennemtreengelighed af
laegemiddelstoffer samt for aktivite-

ten af membranassocierede prote-
iner og enzymer.

Grundleeggende eksperimentelle
og teoretiske studier af lipidmem-
braners mikrostruktur har samtidig
frembragt viden og indsigt i vigtige
materialeegenskaber af lipidmem-
braner, som har betydning for udvik-
ling af transportsystemer, der kan
bringe leegemiddelstoffer hen til de
gnskede virkningssteder i kroppen.

Et eksempel pa et lovende trans-
portsystem er liposomer, som er sma
kugleformede lipidaggregater. Lipo-
somer har potentielle anvendelses-
muligheder som avancerede trans-
portsystemer for vand- og fedtop-
Igselige leegemiddelstoffer, der kan
inkorporeres i liposomerne og pa
den made veere delvist beskyttet
mod nedbrydning i blodbanen.

I de senere ar har der veeret for-
sket intenst i at anvende liposomer
til malrettet transport og afgivelse
af leegemiddelstoffer til bestemte
omrader i kroppen. Anvendelse af
liposomer som malrettede transport-
systemer vil samtidig kunne reduce-
re mange af de bivirkninger, der
ofte optreeder ved indgift af poten-
te leegemiddelstoffer.

Fig. 1

Faseovergange i lipidmembraner
Ved basale studier af lipidmembra-
ners struktur og dynamik anvendes
hyppigt liposomer som modelsyste-
mer. Liposomer dannes spontant,
nar lipidmolekyler blandes med
vand. Lipidernes molekyleere struk-
tur og de anvendte praeparations-
metoder er bestemmende for liposo-
mernes stgrrelse og antallet af lipid-
dobbeltlag, som liposomerne er
opbygget af.

Lipidmembraner kan underga
adskillige faseovergange, der bl.a.
afheenger af lipidernes molekyleere
struktur og fysisk-kemiske forhold
som f.eks. ionstyrke og pH. Den
bedst undersggte faseaendring i
lipidmembraner er den sdkaldte gel-
fluid faseovergang, hvor lipidmem-
branen andrer sig fra en fast til en
flydende struktur. Overgangen er
karakteriseret ved, at de lange
keaeder pa lipiderne smelter og an-
drer tilstand fra en overvejende ord-
net konformation til en uordnet
konformation.

Vigtig indsigt i lipidmembraners
kooperative opfarsel er fremkom-
met ved anvendelse af Monte Carlo
computersimuleringer af statistisk-
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Liposomer har et potentiale som transportsystemer for lzgemiddelstoffer. Til venstre ses en skematisk
illustration af sma og store liposomer, der kan besta af et eller flere lipiddobbeltlag. 1 midten er vist
en forstgrrelse af lipiddobbeltlaget, der udgares af fosfolipider. De marke omrader p& membranens
ydersider er lipidmolekylernes hydrofile hoveder, mens membranens indre bestér af de lange hydrofo-
be fedtsyrekeder. Membranen kan undergd en gel-fluid faseovergang som vist sverst til hgjre.
Ved inkorporering af lipopolymerer i membranen beskyttes liposomerne mod nedbrydning i blodet

(Stealth-liposomer).

~ 100A

Monte Carlo computerberegninger af lokalstruktur og lipiddomaner i fosfolipidmembraner. A viser en lipidmembran i ligevagt. B viser en lipidmembran

ude af ligevagt.

mekaniske molekylaere modeller.
Beregningerne, der giver mulighed
for at studere fordelingen af lipider-
ne i membranen, har afslgret, at
faseovergangen mikroskopisk mani-
festerer sig ved dannelsen af dyna-
miske lipidstrukturer med en starrel-
se, der raekker over adskillige mole-
kyleere afstande.

Eksistensen af lipiddomaener og
differentierede omrader i cellemem-
braner har bl.a. betydning for mem-
branens gennemtraengelighed for
laeegemiddelstoffer samt for aktivite-
ten af membranassocierede enzymer
og proteiner. Specielt er en sddan
struktur-funktionssammenhaeng vel-
beskrevet for enzymet fosfolipase
A2, der er et hyppigt forekommende
enzym i organismen.

| modelmembraner, der er
opbygget af flere forskellige slags
lipider, kan en tilsvarende variation i
membranstrukturen forekomme som
lipiddomaener med en lokal kompo-
sition, der er forskellig fra den glo-
bale komposition. Pavisning af lokal-
struktur i lipidmembraner i den fly-
dende tilstand er af speciel interesse
set i relation til de fysiske forhold i
biomembraner, der pa trods af deres
globale flydende karakter alligevel
kan have en betydelig grad af lokal-
struktur med funktionel betydning.

Studier af faseseparationsdyna-
mikken i lipidmembraner har endvi-
dere veeret i stand til at afdeekke en
uventet og overraskende langsom
tidsskala for vaekstprocessen af
faseseparerede lipidomrader. Dette
viser sig ved dannelsen af en mem-
branstruktur, der udggres af lipiddo-
maener med en varierende levetid
og starrelse. En opdeling af lipid-
membranen i afgreensede omrader
har indflydelse pa fordelingen og

beveegeligheden af f.eks. membran-
associerede proteiner og enzymer.

Transport af laegemiddelstoffer
Den forggede indsigt i lipidmembra-
ners mikroskopiske struktur, der er
fremkommet fra teoretiske og eks-
perimentelle modelstudier, har
bidraget til en bedre forstaelse af
funktionelle og strukturelle forhold i
biomembraner. Sidelgbende hermed
er der opndet gget indsigt i vigtige
materialeegenskaber af lipidmem-
braner, der har betydning for en
rationel udvikling af liposomer som
maélrettede transportsystemer for
laeegemiddelstoffer.

Et eksempel pa en vellykket
forsknings- og udviklingsstrategi
hentet fra den internationale forsk-
ningsverden er overflademodificere-
de liposomer med sma maengder
polymerlipider indbygget i membra-
nen. Sddanne stabiliserede Stealth-
liposomer, der nu markedsfares som
transportsystemer for laegemiddel-
stoffer, udviser bade en forgget sta-
bilitet i blodet og en forbedret evne
til at bringe medicinen hen til det
gnskede virkningssted.

Fremtidige undersggelser af
modelmembraner med stigende
grad af kompleksitet ma forventes
at give dybere indsigt i lipidmembra-
ners strukturelle og funktionelle
egenskaber. En forgget klarleeggelse
af de mikroskopiske forhold i lipid-
membraner er en forudseetning for
en bedre forstaelse af lipidmembra-
ners funktionelle rolle i biologiske
systemer. Sidelgbende hermed abnes
der op for en rationel made at
designe liposomer med nye og for-
bedrede egenskaber, der kan bruges
som malrettede transportsystemer
for leegemiddelstoffer.

Ph.d. Kent Jargensen er lektor
ved Institut for Farmaci.
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Fra Iak{_ildsrod
Iaege'mi

Der er hardt brug for nye lsege-
midler mod parasitere sygdom-
me som malaria og leishmania-
sis. Lakridsrod indeholder et stof,
som kan dreebe parasitter, men
som ogsa frygtes at veere svagt
kreeftfremkaldende. Computer-
beregninger bruges nu til at
undersgge, hvordan stoffets
struktur kan aendres, s bivirknin-
gen elimineres og den helbreden-
de effekt forsteerkes.

Af Sgren Brggger Christensen, Simon
F. Nielsen og Tommy Liljefors.

M ange naturstoffer har

spaendende medicinske egenskaber,
men ngjere undersggelser afslgrer
ofte, at de samme stoffer besidder
en reekke uheldige bivirkninger, der
gor dem uegnede som leegemidler.

Andring af naturstoffernes
struktur kan i nogle tilfeelde fare til
forbindelser, hvor stoffets favorable
egenskaber er fremmet p& bekost-
ning af de ugnskede. Uheldigvis fin-
des der ingen sikker metode til at
forudsige, hvorledes de gnskede
egenskaber kan fremmes, men nye
computerbaserede statistiske meto-
der kan anvendes som et veerktgj for
at lette denne proces.

Vi har anvendt computerbereg-
ninger til at undersgge et stof fra
lakridsrod, som kan helbrede mus
for infektionssygdomme forarsaget
af parasitter. Uheldigvis er der en
risiko for, at stoffet maske kan frem-
kalde kreeft, og derfor kan det ikke
bruges til at behandle parasiteere
sygdomme hos mennesker. Compu-
termodellen peger p&, hvordan stof-
fet kan andres, sa det bliver egnet
som leegemiddel.

Der er hardt brug for nye leege-
midler mod sygdomme forvoldt af
parasitter, fordi mange af de syg-
domsfremkaldende parasitter er ble-
vet resistente overfor de eksisteren-
de former for medicin. Alene mala-
ria draeber hvert &r over over to mil-
lioner mennesker.

Biologisk aktive plantestoffer
Planteindholdsstoffer inddeles tradi-
tionelt i primeere metabolitter og
sekundeere metabolitter. Karakteris-
tisk for de primaere metabolitter er,
at de er feelles for et bredt udsnit af
levende organismer, og at det er
simpelt at forklare deres betydning
for organismens livsfunktioner; et
eksempel er druesukker. De
sekundeaere metabolitter findes kun i
ganske fa, oftest neert beslaegtede
organismer, og deres betydning for
organismen er ikke umiddelbart ind-
lysende.

Alle naturstoffer, der er anvendt
eller stadig anvendes som leegemid-
ler, tilhgrer gruppen af sekundzere
metabolitter. Flere af dem virker
seerdeles steerkt, hvilket gor det pro-
blematisk at benytte den ra eller
torrede plante som laegemiddel. |
mange tilfeelde svinger maengden af
sekundaere metabolitter nemlig
steerkt med plantens udviklingstrin.

S&fremt en plante anvendes pa
grund af tilstedeveereslen af et
steerktvirkende stof, er det et pro-
blem for en behandling, hvis stoffet
i nogle preeparationer findes i stor
maengde, mens det stort set ikke er
tilstede i andre.

Tidligere blev mange patienter
med hjerteproblemer behandlet
med torrede digitalisblade. Da ind-
holdet af de aktive metabolitter i
disse blade svinger en del, blev hver
enkelt preeparation af bladene der-
for styrkebestemt ved at male den
dosis, der kunne dreebe et marsvin.
Problemet kan Igses ved at renfrem-
stille de aktive indholdsstoffer. | dag
benyttes de aktive indholdsstoffer,
der stadig isoleres fra digitalisblade.
Den gnskede dosis kan s& simpelt
afvejes.

Udvikling af leegemidler

Mange naturstoffer har gennem
tiden veeret brugt som laegemidler,
og en raekke stoffer anvendes sta-
dig. Der er dog i nogle tilfeelde kon-
stateret uheldige bivirkninger. Sale-
des kan kinin, der anvendes som
behandling af malaria give uhelbre-
delige skader i centralnervesystemt.
Med udgangspunkt i kinin har man

ddel

s& ved mere eller mindre systemati-
ske variationer af stoffets struktur
formaet at fremstille en besleegtet
forbindelse, der ikke besidder denne
uheldige bivirkning, men stadig kan
bekeempe malariaparasitten.

Der er gennem de senere ar
udviklet metoder, som ggr det
muligt at afpregve planteekstrakter
for speendende egenskaber. Disse
metoder er baseret pa reagensglas-
forsgg med cellekulturer og kraever
séledes ikke anvendelse af levende
forsggsdyr. Da metoderne bade er
hurtige og effektive, kan et stort
antal planteekstrakter afpraves, og
de interessante ekstrakter udpeges.
Samtidig kan de aktive indholdsstof-
fer isoleres og karakteriseres.

Denne udvikling har medfgrt en
stigende interesse for at anvende
planter som udgangspunkt for
udvikling af lazgemidler. Det fascine-
rende ved denne metode er, at det
ikke pa forhand kan forudsiges, hvil-
ken type naturstoffer, der viser sig at
veere de aktive indholdsstoffer.
Metoden kan derfor lede til helt
uventede og interessante resultater.

Medicin fra lakridsrod

For nogle ar siden gennemferte vort
institut i samarbejde med forskere
pa Rigshospitalet og Panuminstitut-
tet en sddan undersggelse af kine-
sisk lakridsrod. Det var allerede pa
det tidspunkt kendt, at lakridsroden
indeholdt forbindelsen licochalcon
A, men studiet viste overraskende,
at dette stof var i stand til at draebe
s&vel malaria- som leishmaniapara-
sitter.

For at afklare, om stoffet kunne
anvendes som laegemiddel til men-
nesker, blev det underkastet en raek-
ke forseg med forskellige cellekultu-
rer. Et af eksperimenterne viste, at
stoffet kunne fremkalde forandrin-
ger i nogle cellers arvemasse. Det
ma derfor frygtes, at licochalcon A
kan fremkalde kraeft i mennesker
eller dyr.

Selv om den anvendte testproce-
dure er meget fglsom, og det derfor
kan vise sig, at forbindelsen i realite-
ten ikke er kraeftfremkaldende, blev
det alligevel besluttet at undersgge,

Fig. 1

om det var muligt at sendre stoffets

disse stoffer samt selve QSAR-analy-

struktur. Malet var at fjerne bivirk- sen.

ningen og gge stoffets draebende
effekt pa parasitterne. Da sygdom-

| dette tilfeelde blev stofferne
valgt ved et statistisk eksperimentelt

me fremkaldt af parasitter er infekti- design for at sikre sa stor en variati-

onssygdomme, er det samtidig vee-
sentligt,
mer immunsystemet.

Pa baggrund af overvejelser af
denne type blev det besluttet at
belyse, hvorledes stoffets struktur

on som muligt i deres egenskaber.
Denne computerbaserede regnetek-
nik g@r det muligt at designe et
begraenset antal stoffer og samtidig
sikre at et bredt udsnit af stofgrup-
pens egenskaber bliver afprgvet.

at leegemidlet ikke haem-

kunne aendres, s& det kunne opfylde Selv om mange variable e&ndres pa

disse kriterier. Vi valgte her at gen-
nemfare en sdkaldt 3-Dimensionel

én gang, er regneteknikken i stand
til at belyse de enkelte komponen-

Kvantitativ Struktur Aktivitets Relati- ters betydning. P& basis af analysen

ons analyse (3D-QSAR). Metoden

blev ca. 100 stoffer fremstillet og

omfatter tre trin; design af relevante den koncentration (ICs), der med-
stoffer, fremstilling og afprgvning af farer en halvering af parasitternes

Fig. 2

Lakridsrod indeholder stoffet licochalcon A,
som kan nedkzmpe parasitter. Stoffets kemiske
formel er vist nederst til venstre.

og lymfocytters evne til at formere
sig blev malt. Lymfocytter er en type
hvide blodlegemer, der indgar i
immunsystemet.

| den fglgende 3D-QSAR analyse
blev stoffernes kemiske egenskaber,
der blev repraesenteret ved nogle
talveerdier, ved statistiske metoder
sammenholdt med den biologiske
aktivitet (ICs). For en treenet person
er det ud fra denne model muligt at
se, hvorledes eendringer af opbyg-
ningen af molekylet vil pavirke den
biologiske aktivitet. Det naeste skridt
bliver s& at fremstille de forbindel-
ser, som denne model peger p&, og
undersgge om de virkelig er bedre
end udgangsstoffet.

b

Figuren viser et tredimensionelt billede af en chalcon omgivet af konturer af omrader. Disse omréder er beregnet ved hjzlp af 3D-QSAR. Safremt chal-
conen pasxttes en kemisk gruppe, der okkuperer disse omrader forudsiger modellen, at den pagzldende forbindelse vil have mindre aktivitet over for para-
sitter (a) samt lymfocytter (b). En tilsvarende tredimensionel model, der viser de omrader, som forager stoffernes aktivitet, er ogsa blevet beregnet. Den sto-
re forskel mellem omradernes placering og omfang i henholdsvis a og b tyder pa, at det er muligt at fremstille en forbindelse med hgj aktivitet over for
parasitterne og ringe effekt pa lymfocytterne og dermed p& immunforsvaret.

Lic.pharm. Sgren Bragger
Christensen er docent ved
Institut for Medicinalkemi.

Ph.d. Simon F. Nielsen har
veret ph.d.-studerende ved
Institut for Medicinalkemi i
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Born skal
INformeres om

deres laegemidler

Nar bgrn far medicin, skal de
informeres om leegemidlerne pa
en made, der er passer til deres
alder og udviklingstrin. Det er
ikke nok, at forseldrene far
besked. God oplysning fremmer
behandlingen og ger det lettere
for kronisk syge bgrn at leve med
deres sygdom.

Af Anna Birna Almarsdottir

I dette arti er bgrn og unge kom-

met mere i fokus som laeegemiddel-
brugere. Iseer kronisk syge bgrn og
unge har faet stgrre opmaerksom-
hed i kraft af, at de er i stand til - til
dels — at afggre om deres behand-
ling er effektiv. Livlig forskning og
udnyttelse af resultaterne er fulgti
kolvandet af den voksende interesse
for emnet.

Netop bgrns opfattelse af syg-
domme og leegemidler var emnet
for min ph.d.-afhandling, som jeg
forsvarede i 1994 fra University of
North Carolina, School of Public
Health. Afhandlingen udsprang af et
samarbejde jeg havde med forskere i
USA og Europa omkring bgrns leege-
middelforbrug. Samarbejdet var
finansieret af EU’s BIOMED program,
som pa det tidspunkt hed COMAC.

Problemformuleringen i hele det
europeeiske projekt var: Hvad er
barns oplevelser og tanker omkring
sygdomme og brug af laeegemidler i
forskellige europeeiske lande og
USA? Formalet var at oplyse prakti-
kere og politikere om, hvad bgrn
ved og tror om leegemidler, og der-
med saette barnet som bruger i cen-
trum.

COMAC projektet var banebry-
dende med hensyn til formalet, sam-
mensaetningen af forskergruppen og
brugen af metoder. Forskerne kom
fra ni lande og fra vidt forskellige
discipliner. Antropologer, farmaceu-
ter, leeger, leerere og psykologer
arbejdede taet sammen i et relativt
nyt forskningsfelt.

Bgrns opfattelse af laegemidler
Min egen afhandling fokuserede pa&
bgrn i 7 og 10 ars alderen. De blev
rekrutteret fra middelklassen i North
Carolina. Metoderne bestod af kvali-
tative interviews og kvantitative
spgrgeskemaer samt skalaer. Skalaer
bestar af standardiserede spgrgsmal,
hvor svarene giver et antal point.
Resultatet er et tal, som udger et
mal for, hvor god eller darlig den
adspurgte mener, at en behandling
er. De anvendte skalaer stammede
fra Children’s Health Promotion, et
forskningscenter ved Georgetown
University.

Ved de kvalitative interviews
blev bgrnene bedt om at tegne et
billede af den sidste gang, de var
syge. Spgrgsmalene blev sa stillet ud
fra tegningens indhold. Haendelser,
folelser og tanker i relation til syg-
dom og leegemiddelanvendelse blev
derpa analyseret.

Hvad teenker bgrn om laegemid-
ler? Et kortfattet svar fra min
afhandling kunne lyde, at de ikke
teenker ret meget pa leegemidler. |
deres tegninger forekom laegemidler
kun undtagelsesvis, og forskerne
blev ngdt til at spgrge direkte til
medicinforbrug i naesten alle tilfeel-
de. Det afspejler, at bgrn ikke er
seerlig autonome i deres beslutnin-
ger omkring sygdom; afggrelserne

treeffes af leegerne og bgrnenes
foreeldre.

Der var - ikke overraskende —
forskelle mellem 7 og 10 arige i
deres made at omtale leegemidler
pa. Syvarige var tilbgjelige til at
mene, at leegemidler var gavnlige,
mens 10 arige var mere neutrale i
deres holdning. Den yngre gruppe
beskrev leegemidlerne generelt i far-
ver og smag, mens de &ldre omtalte
dem p& en mere voksen manér. De
brugte ofte medicinnavne eller
betegnelser som f.eks. hostemiddel.

Internationale sammenligninger
blev udfert af andre forskere i COM-
AC projektet. De viste bl.a., at bgrn i
de fleste samfund synes, at laege-
midler er et vigtigt led i terapien,
selv om de ikke uopfordret omtalte
dem i interviewene. Alle rapporter
fra de europeeiske lande, men ikke
den amerikanske, pegede p4, at bgr-
nene havde gjort sig tanker om
negative eller farlige sider af leege-
middelterapien.

Fokus pa astmaskoler
Samarbejdet fra COMAC projektet
forseetter nu i et europaeisk BIOMED
projekt, som bestar af tre delomra-
der. Det farste er en kortlaegning af
astmatiske bgrns opfattelser og for-
stdelse af deres sygdom og leegemid-
ler i hverdagen. | den anden del ind-

En 10-arig pige med influenza og hendes mor.
Pigen siger, at hun er imod at tage legemidler.
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Fig. 2

En 7-arig dreng med skoldkopper
og hans mor. Han ligger i et
havregrynsbad, som han siger
hjzlper ham med at blive af med
skoldkopperne.

samles undervisningsmaterialer om
astma; i Danmark stammer de isaer
fra leeger og apoteker samt fra Ast-
ma og Allergiforbundet. Derefter
beskrives materialerne kvalitativt
med henblik pa at afklare, om deres
indhold, sveerhedsgrad og billedvalg
gor dem velegnede til bgrn. | den
sidste del af projektet studeres bru-
gen af undervisningsmaterialerne
for at undersgge, hvordan bgrn
gnsker at blive undervist om astma
og leegemiddelanvendelse.

Den danske projektgruppe be-
star af undertegnede og antropolog
Sussi Skov Jensen fra DSI — Institut
for Sundhedsveesen. Vi har fokuseret
pa astmaskolerne i Danmark og iseer
pa astmaskolen i Odense, der starte-
de i 1991 som den farste her i lan-
det. Skolen er for bgrn og unge i
alderen 6-18 ar, og kurserne foregar
to dage om ugen i et forlgb over
seks uger. Bgrnene henvises typisk til
skolen af praktiserende laeger.

Odenseskolen har vist meget
lovende kliniske resultater. Kort for-
talt har undervisningen medfert, at
bgrnene har det bedre i dagligda-
gen. Vi har anvendt en kvalitativ
metode, observation, til at forsta,
hvorfor skolen har opnéet s& gode
resultater. Her lyttes der til, hvad der
bliver sagt, hvordan det siges, og de
involveredes kropsprog studeres.

Observationerne tyder pa, at det
er vigtigt at tilpasse informations-
materialet og undervisningsmaden
til aldersgrupperne. Personalet pa
Odenseskolen og iseer sygeplejer-
sken Betty @stergaard har anvist en
god made at kommunikere med
bgrn og unge. Nar der er tale om
sma bgrn, seetter hun sig pa gulvet
med dem, far bgrnene til at fortzelle
og bidrager selv med de relevante
oplysninger under samtalen. Nar det
drejer sig om unge, taler hun til dem
som voksne.

For fremtidige astmaskoler og
andre programmer, der fokuserer pa
kronisk syge bgrn, er det ngdvendigt
at kunne kommunikere effektivt.
Erfaringerne fra Odense er bl.a. rele-
vante for den nye astmaskole, som
er startet i Kgbenhavn.

Anvendelse i Danmark og USA
Afhandlingens resultater er blevet
anvendt helt bevidst to steder — i
Nordjyllands Amt og hos United
States Pharmacopeia (USP).

1 1994 blev jeg inviteret til at
deltage i et “advisory panel” hos
USP omkring bgrn og leegemidler.
USP blev stiftet i 1820 til at varetage
udgivelsen af standarder og mono-
grafier over leegemidlers indhold.
Organisationen har nu udvidet sit
arbejdsomrade til ogsa at omfatte
la&egemiddelinformation. USP blev i
begyndelsen af 90'erne opmeerksom
pa, at bgrn har behov for informati-
on om deres la&egemidler og oprette-
de det radgivende udvalg, som jeg
medvirkede i. Udvalget har netop
anbefalet ni principper for brug af
laegemidler til bgrn. Den centrale
anbefaling er, at bgrn skal informe-
res pd en made, der passer til deres
alder, fglelser og kulturelle bag-
grund.

Planleegnings- og udviklingskon-
toret ved Nordyllands Amt udarbej-
dede i 1996 en sundhedsprofil
blandt de 13-19 arige nordjyder,
Unge i profil. Undersggelsen blev
gennemfgrt som en spgrgeskemaun-
dersggelse med naesten 1000 tilfael-
digt udvalgte unge. Et af de mest
tankevaekkende resultater var, at

31% af de adspurgte angiver at
have indtaget smertestillende medi-
cin inden for de sidste 14 dage. For-
bruget var stgrst hos de unge kvin-
der.

| begyndelsen af 1997 holdt
amtet en temadag om emnet. Jeg
blev inviteret til at forteelle om
resultater af forskning omkring bgrn
og unges brug af leegemidler som
forberedelse til debatgrupper om,
hvorvidt dette var et problem, som
skulle behandles af sundhedsmyn-
dighederne og i sa fald, hvilken ind-
sats amtet kunne ggre for at frem-
me et rationelt forbrug af smertestil-
lende medicin.

Der er siden blevet fremlagt en
raekke konkrete initiativer for at
mindske de unges forbrug af smer-
testillende medicin. Et af forslagene
er aldersdifferentieret oplysning i de
enkelte skolers sundhedsundervis-
ning. Malet er at forandre de unges
holdning til det at anvende smerte-
stillende medicin. Et andet er oplys-
ning og holdningsbearbejdning i
forhold til foraeldre samt leerere og
andet personale pa de skoler, der
udleverer smertestillende medicin.
Andre muligheder er bedre diagno-
sticering hos de praktiserende leeger
og forbud imod reklamer for smer-
testillende medicin.

Betty Dstergaard kommunikerer livligt med den
yngre gruppe barn pd Astmaskolen i Odense.

Cand.pharm., ph.d. Anna
Birna Almarsdéttir er
adjunkt ved Institut for
Samfundsfarmaci.
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Flere hundrede tusinde danskere
far ordineret psykofarmaka,
typisk nerve- og sovemedicin. Et
ukendt antal bliver afheengige af
medicinen. Hvad koster det sam-
fundet? Belgbet kan ikke opggares
i dag. Men en kortleegning af
udgifterne vil veere et skridt i ret-
ning af at spare ressourcer og
forbedre mange menneskers livs-
kvalitet.

Af Marlene Gyldmark og
Ebba Holme Hansen

I or et par ar siden blev vi kon-

taktet af et canadisk regeringsor-
gan, som bad os om at skrive en rap-
port om de samfundsgkonomiske
omkostninger ved misbrug af psy-
kofarmaka. Vi patog os med glaede
opgaven, da der her var en mulig-
hed for at kombinere vor forsknings-
maessige baggrund inden for savel
psykofarmaka som sundhedsgkono-
mi.

Vi aftalte at lave en kritisk vur-
dering af den eksisterende litteratur
p& omradet og at opstille retningsli-
nier for fremtidige analyser. Det
viste sig snart, at planerne var van-
skelige at realisere. En omfattende
litteratursggning i internationale
databaser opsporede ikke en eneste
publiceret undersggelse af omkost-
ningerne ved misbrug af psykofar-
maka.

Herefter var vi overladt til selv
at forsgge at opstille et regnestykke.
Ved en samfundsgkonomisk analyse
er det ngdvendigt at identificere
samtlige konsekvenser af misbrug af
psykofarmaka. Men det betyder, at
vi ma kunne definere bade “psyko-
farmaka” og “misbrug”. Som det vil
fremga, er dette ikke uden proble-
mer, og det er endnu sveerere at
kvantificere omfanget af misbruget.

Psykofarmaka og afheengighed
Anvendelsen og udbredelsen af psy-
kofarmaka er kultur- og tidsbestemt.

Seerligt i de seneste artier har man
set en meget stor udskiftning af det
registrerede sortiment af psykofar-
makapreeparater.

Mange af de lsegemidler, som
har veeret anvendt til behandling af
depression, angst og sgvnlgshed, er
blevet markedsfgrt som veaerende
“uden risiko for afhaengighed”. Men
senere har man s& opdaget, at virke-
ligheden var anderledes. Reglen har
veeret, at et nyt laegemiddel herefter
har overtaget markedet.

Afheengighed, vanedannelse,
overforbrug, misbrug... et stort vo-
kabularium betegner de ugnskede
virkninger ved behandling med ner-
vemedicin og sovemedicin, men
begreberne er ikke veldefinerede.
For tiden anbefaler WHO primeert at
bruge betegnelsen "afhaengighed™ i
relation til psykofarmaka. Men ogsa
her skifter definitionerne ved hver
ny udgave af de diagnostiske kriteri-
er.

Mange brugere udtrykker imid-
lertid afhaengigheden ganske enkelt
pa felgende made: “Jeg er ikke i
stand til at kontrollere pillerne - pil-
lerne kontrollerer mit liv.”

Ingen viden om

problemets omfang

Nar afhzengighed er vanskeligt at
definere, er det selvfglgelig ogsa
vanskeligt at male. Vi ma derfor
ogsa konstatere, at der hverken i
Danmark eller udlandet findes
preecise og palidelige data om
omfanget af afhaengighed og mis-
brug af psykofarmaka. En direkte
opgerelse vil besta i en undersggelse
af hvor mange, der falder ind under
definitionen ""afheengige’. Men diag-

Ingen ved i dag, hvor mange danskere, der er
afhzngige af nervemedicin og sovemedicin.

nosen kan ikke stilles ved almindeli-
ge kliniske undersggelser eller i
f.eks. telefoninterviews, og man kan
derfor hgijst tilnserme sig problemets
omfang igennem indikatorer og
indirekte mal.

Safremt kun ét mal skal veelges
som indikator, m& det blive varighed
af kontinuert brug. Vi ma regne
med, at dagligt forbrug af nerveme-
dicin af typen benzodiazepiner ud
over et &r med stor sandsynlighed vil
fore til athaengighed som kan give
abstinenssymptomer ved ophgr. Det
samlede antal modtagere af ordina-
tioner pa benzodiazepiner i Dan-
mark var i 1995 et sted mellem
350.000 og 600.000. Hvor mange af
disse, der er langtidsbrugere, vides
endnu ikke.

Samfundsgkonomiske
omkostninger

Cost-of-lliness er den metode, man
oftest har anvendt til at beregne de
samfundsgkonomiske konsekvenser
af misbrug. Metoden bestar i at
opregne samtlige taenkelige omkost-
ninger og ressourceforbrug ved en
given tilstand. Hver komponent til-
regnes en veerdi, og totalen forven-
tes sa at repraesentere den samlede
byrde for samfundet.

Fig. 1
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Men metoden har flere proble-
mer. Nogle gange kan det veere
sveert at bestemme, hvad der egent-
lig er en omkostning. Det samlede
belgb repreesenterer desuden et mix
af baerere af omkostninger, hvoraf
nogle aldrig vil blive realiseret i
form af egentlige vaerdier, safremt
problemet forsvandt. At tale om
byrden for samfundet er derfor
nogle gange misvisende.

Vil man undersgge de samfunds-
gkonomiske omkostninger af
afhaengighed og misbrug af psyko-
farmaka, bgr man stille falgende
spgrgsmal: Hvad koster det ud fra
en samfundsmaessig synsvinkel at
behandle og reducere afhaengig-
hed? Hvad er effekten? Hvilke alter-
native metoder er anvendelige?
Hvad er disse metoders omkostnin-
ger og effekter? Hvad er prisen for
at gare ingenting? Metoden til at
besvare denne type spgrgsmal hed-
der Cost-effectiveness analyse.

Det nzeste spgrgsmal er: Er den
ene fordeling af ressourcer bedre
end den anden? Bliver de, som bli-
ver bedre stillet ved et nyt tiltag, s
meget bedre stillet, at det kan beta-
le sig at gennemfgre det? Eller er
omkostningerne for store? Denne
type gkonomisk analyse kaldes en
Cost-benefit analyse. Heller ikke
denne type analyse har veeret
udfart inden for psykofarmakaom-
radet.

Ressourceforbrug

ved afhaengighed

Afhaengighed af psykofarmaka tee-

rer p& mange forskellige ressourcer:

*  Det offentlige sundhedsvaesen;
herunder sygehussektoren, den
primeere sektor, information og
medicin.

*  Andre offentlige instanser; her-
under sociale ydelser, der deek-
ker patienter, som vil ophgre
forbrug, patienter som ikke vil
ophgre samt patienter med ille-
galt forbrug.

* Retslige instanser; herunder
retshjeelp og omkostninger ved
svindel og illegalt forbrug.

*  Den private sektor; herunder
private klinikker.

*  Frivillig hjeelp; herunder hjeelp
og behandling fra organisatio-
ner.

*  Omkostninger ved uheld og
ulykker; herunder ulykker i tra-
fikken, pé arbejde og i fritiden
samt for tidlig ded.

*  |kke-institutions hjeelp; herun-
der stgtte, hjeelp, behandling,
pleje fra familie og venner samt
omkostninger for familie og
venner i form af humgreffekter
etc.

Peters erfaringer — en case

Da Peter arbejdede pa skiftehold
og samtidigt byggede sit eget hus,
fik han problemer med maven og
folte sig ofte stresset. Han gik til
bedriftslaegen, som ordinerede
Librium. Han skulle tage medici-
nen efter behov.

“Jeg opdagede hurtigt, at jeg
ikke kunne undveere pillerne. De
var altid med i lommen. Nogle
gange blev det tre om dagen,
nogle gange blev det seks tablet-
ter”.

S&dan gik det i ti &r. Peter vid-
ste, at han var afheengig af tablet-
terne, men han talte ikke med
andre om det. Hjertet slog ure-
gelmaessigt og hurtigt. Da han
ops@gte en hjertespecialist, fortal-
te laegen, at han var ngdt til at
have en hjerteklapoperation.
Leegen skrev en recept pa oxaze-
pam. Peter tog for givet, at det
var hjertemedicin.

“Nu tog jeg tre typer benzodi-
azepiner samt tabletter mod sur
mave. Jeg syntes fra starten, at
oxazepam virkede fantastisk godt.
Men snart begyndte jeg at meerke
uro, nar medicinen ikke lzengere
var i kroppen. Der métte veere
noget galt™.

Peter ville holde op med det
samme. Men da han stod i kg til
en hjerteoperation, fortsatte han.
| 14 maneder ventede han pé& at

Beretningen er

blive opereret. Dagen efter operati-
onen sluttede han helt med den
beroligende medicin.

“Men jeg blev forbandet
darlig. Jeg kunne af og til slet ikke
std pa fgdderne. Nar jeg I& i sen-
gen, troede jeg, at loft og vaegge
ville falde ned. Jeg var bange for at
g& ud. | butikker vovede jeg mig
slet ikke™.

Peter tog kontakt med en pa-
tientorganisation, som sendte
noget materiale om, hvordan man
trapper benzodiazepiner ned og
hvilke abstinenser, man kan fa.

“Det materiale reddede mit liv.
Men efter et halvt ars nedtrapning
blev jeg endnu darligere og matte
indlaegges pa en medicinsk afde-
ling. Jeg var voldsomt forgiftet. Det
skreg i kroppen. Jeg meerkede et
steerkt sug efter tabletterne. Jeg
maétte veere forfeerdelig forsigtig og
kun fjerne en kvart tablet om
ugen”.

Peter var p& hospitalet i seks
uger, hvor sygeplejerskerne talmo-
digt hjalp ham.

“Jeg manglede selvtillid. Jeg
troede ikke, benene kunne beere
mig. Men fysioterapeuterne var
staedige. Bid for bid treenede de
med mig, jeg fik selvfglelsen tilbage
og klarede til sidst at ga rundt”.

To ar efter hjerteoperation og
nedtrapning begyndte Peter pa
halvtidsarbejde.

fra “Till priset av vad”, KILEN, 1996

Private omkostninger; herunder
udgifter til den afhaengigheds-
skabende medicin, behandling
af bivirkninger og behandling af
patienter, som gnsker at holde
op. Desuden konsekvenser som
ensomhed, depression, selv-
mordstanker og mistet selv-
veerdsfalelse.

Indirekte omkostninger; herun-
der omkostninger for samfundet
pga. mistet produktion.

Der er store vanskeligheder med at
indhente den ngdvendige informati-
on, og beregning af de samfunds-
maessige omkostninger af afhaengig-
hed af psykofarmaka er séledes ikke
mulig i dag. Men det vil veere nyttigt
at kortlaegge de direkte udgifter for
at give et skansmaessigt indtryk af,
hvilke ressourcer afheengigheden
koster samfundet. En s&dan bereg-
ning kan ses som et skridt pa vejen
til at gare noget ved problemet.

Direkte omkostninger ved medicinafhaengighed

Fig. 2
Fordeling af arlige udgifter pa akterer:

Afheaengigheds- Aftrapnings-

tiden tiden

Patient 14.033 40.155

Arbejdsgiver 180.630 182.502

Sygesikring 43.495 95.462

Sygehus og specialistbehandling 120.272 216.500

Kommune - 36.000

lalt 358.430 516.619
& g e m i d d e I f o r s k n i n g
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JJkotoksikologiske

tests paviser
hormoneffekter

Forurening med kemiske stoffer
med hormonlignende effekter
misteenkes for at vaere skyld i fal-
dende seedkvalitet hos meend.
Desuden skader stofferne en
reekke dyr. Nye gkotoksikologi-
ske tests kan identificere kemika-
lier, som har hormonlignende
virkninger pa levende organis-
mer.

Af Bent Halling-Sgrensen,
Henrik Rasmus Andersen,
Sgren Nors Nielsen,

Sven Erik Jargensen og
Steen Honoré Hansen

Kemiske stoffer, der virker som

hormoner - iseer som det kvindelige
kgnshormon gstrogen — er udbredt i
miljget og findes ogsa i forskellige
fodevarer. Stofferne kan skade
reproduktionen hos en reekke
dyrearter, og kemikalierne mistaen-
kes ligeledes for at veere skadelige
for mennesker.

Mistanken skyldes iseer, at der
gennem de seneste halvtreds ar er
sket en generel nedseettelse af
meends fertilitet pa grund af et mar-
kant fald i antallet af seedceller. Et
andet foruroligende tegn er, at hyp-
pigheden af testikelkreeft er gget.
Samtidig rammes flere og flere dren-
ge af mangelfuld nedsynkning af
testiklerne til pungen eller mangel-
fuldt anleeg af kensorganerne.

Forskere verden over har derfor
sat fokus pa, om der er en sammen-
haeng mellem disse effekter og
udsendelsen af en raekke kemiske
stoffer til miljget. Man har her
pavist, at disse stoffer kan efterligne
hormoners biologiske aktivitet, spe-
cielt virkningerne af det kvindelige
kgnshormon gstrogen.

| dag er der identificeret 25-30
naturlige og syntetiske stoffer med
gstrogenlignende virkning. Velkend-
te eksempler er insektgiften DDT og
PCB, der tidligere har veaeret anvendt
i plast. Derudover geelder det enkel-
te insektgifte, ukrudtsmidler, for-
breendingsprodukter, blgdggrere fra

plastindustrien og nedbrydningspro-
dukter fra greensefladeaktive stoffer
i rensemidler. Alle disse kemikalier
har vist sig at have en bemaerkelses-
veerdig darlig nedbrydelighed samt
en stor evne til at kunne ophobes i
vores fgdekeeder.

Ingen af stofferne ligner i
kemisk struktur hormoner, hvorfor
man for gjeblikket ikke kan forudsi-
ge, hvorvidt et stof har en hormon-
lignende effekt ved analyser af dets
struktur. Derfor er der i hgj grad
brug for gkotoksikologiske tests,
som kan vise, hvordan stofferne
pavirker levende organismer.

Mange stoffer med

hormonvirkning

De vigtigste grupper af stoffer med

hormonlignende virkninger er:

*  Alkylphenol polyethoxylater
(APEs), der anvendes som green-
sefladeaktive stoffer i rensemid-
ler, i maling, som olieadditiver,
samt som antioxidanter i plast-
varer. Den globale produktion er
pé ca. 360.000 tons arligt, og i
Danmark forbruges der ca. 2400
tons arligt. Stoffernes er vand-
oplgselige og ret akkumulerba-
re. | spildevandsslam nedbrydes
polyethoxylatkeeden bakterielt
under iltholdige forhold til alkyl-
phenoler eller alkylphenol car-
boxylsyre. Ved en videre stabili-
sering af slammet sker der en
yderligere anaerob nedbrydning
af stofferne til diverse alkylphe-

Fig. 1

noler. Alle disse nedbrydnings-
produkter bioakkumuleres let i
slammet samt i fedekaederne og
mistaenkes for at udvise den hor-
monlignende effekt.
Bisphenol-A (BPA) anvendes i
produktionen af polykarbonat-
resiner, der bruges i plastpro-
dukter. BPA's virkningsmekanis-
me beror p&, at det kan fjerne
naturligt gstrogen fra dets
receptorer pa cellerne. BPA vir-
ker gstrogent ned til meget lave
koncentrationer.

Pthalater anvendes primeert som
blgdgerende midler ved frem-
stillingen af plast, iseer PVC.
Pthalater kan frigives til omgi-
velserne ved for eksempel at
vandre fra plastembalage til
fede fgdevarer som ost, meelke-
produkter og kad. | Norge er
pthalatet DEHP pévist i rameelk,
skummetmeelk og flgde. Det
daglige humane indtag af
pthalater anslés til at ligge pa
10-30 mg. Ved spildevandsbe-
handling fjernes hovedparten af
pthalaterne fra vandet. Ikke
desto mindre er der i USA fun-
det phatalater i vandmiljget.
Tributyltin (TBT) bruges som
svampedrzeber i treebeskyttelse
og har indtil fornyligt veeret
anvendt i stor malestok i skibs-
maling for at heemme vaeksten
af alger og orme pa skibssider.
Stoffets udbredelse har betydet,
at der i omrader med kraftig

Krebsdyret Acatia tonsas
reproduktion pavirkes af
gstrogen samt af mil-
jofremmede kemikalier
med hormonlignende
effekter. Krebsdyret er
derfor velegnet til gko-
toksikologiske tests.

skibstrafik er konstateret pseud-
ohermafrodisme hos sneglearten
Nucella lima, idet der er en ngje
sammenhaeng imellem tinind-
holdet og graden af pseudo-
hermafrodisme. TBT er sveert
oplgseligt, og har hormonvirk-
ning ved meget lave koncentra-
tioner.

Mangel pé test pa

levende dyr

| dag er der kun udviklet meget fa
screeningstests, der kan detektere
miljgfremmede stoffers hormonlig-
nende effekt. Dertil kommer, at de
fleste af disse tests er baseret pa cel-
lekulturer og ikke pa levende orga-
nismer.

Der findes kun én test pa dyr,
nemlig pa regnbuegrred. Her méles
et gget niveau af fiskeproteinet
vitellogenin, som produceres i leve-
ren ved gstrogen stimulering. Prote-
inet fgres med blodet til &ggestok-
kene, hvor det optages i de voksen-
de ag. Bade hanfisk og hunfisk har
genetisk anleeg for dannelse af vitel-
logenin. Da hannen dels ikke har
neevneveerdig gstrogenproduktion,
dels ikke kan fjerne vitellogenin fra
blodet pd grund af manglende
aeggestokke, kan et vitellogenin ind-
hold i hanfisk tages som udtryk for
en udefra kommende gstrogen
pavirkning.

Ny test pd krebsdyr
Miljgkemigruppen pa DFH er sam-
men med forskere pd Danmarks Tek-
niske Universitet (DTU) i gang med
at udvikle en gkotoksikologisk scree-
ningstest p& zooplankton krebsdyret
Acartia tonsa (projektet er financie-
ret af det strategiske miljgforsk-
ningsprogram), der er almindeligt
forekommende i indre danske
farvande. Testen maler virkningen af
gstrogenlignende stoffer pa krebs-
dyrets reproduktion. Der er brug for
screeningsmetoder, der kan udfgres
hurtigt. Acartia tonsa er her interes-
sant pd grund af en kort livscyklus
pa ca. tre uger.

Krebsdyrets kennede formering
styres af en kompliceret hormonal
stimulation. Derfor arbejder vi med
en meget simplificeret hypotese;
nemlig at det er muligt at pavirke
reproduktionen ved at tilfgre natur-
ligt gstrogen eller stoffer med hor-
monlignende egenskaber. Denne
pavirkning kan resultere i malelige
faktorer sdsom stimulering til tidli-
gere modenhed til at leegge &g,
gget aegproduktion, faldende larve-
udvikling eller aendring af livsstadie-
tiden.

Ved 20 grader Celsius begynder
krebsdyret normalt at laeegge a&eg pa

den niende dag efter dets fgdsel.
Her laegges meget f& aeg, men antal-
let forgges pa tiende og elvte dag,
for sé& igen at klinge af. Nar krebsdy-
rene stimuleres med gstrogen i
veekstmediet, bliver de tidligere
kgnsmodne og leegger hurtigere en
stgrre del af eeggene. P& niende og
tiende dag af deres livscyklus har de
lagt henholdsvis dobbelt s& mange
og tre gange sa mange a&g sammen-
lignet med ubehandlede krebsdyr.

Vi har udfart et tilsvarende for-
seg med Bisphenol-A. Det ses ogsa
her, at krebsdyrene stimuleres til
hurtigere at laegge en starre del af
den samlede agleegning pa den
forste dag i eegleegningsperioden.
P& niende og tiende dagen af deres
livscyklus er henholdsvis tre gange
0g 40 procent flere &g lagt i forhold
til ubehandlede dyr.

Forsggene med Bisphenol-A er
udfert af studerende Franziska Kra-
mer og Karin Hggsbro Pedersen
under projektarbejde ved miljoke-
migruppen p& DFH. De anvendte to
koncentrationer af stoffet. Den lave-
ste koncentration pa 50 pg/l er abso-
lut miljgrelevant, da der er méalt op

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

til 9 pg/l bisphenol A i forurenede
japanske floder.

Screeningstests, der kan identifi-
cere stoffer med en hormonlignende
effekt, bgr udvikles ogsa for dyr pa
andre udviklingstrin end krebsdyr, sa
man i reguleringsgjemed og til vur-
dering af nye stoffer har en vifte af
testmetoder, der kan identificere
denne uheldige sideeffekt. Det vil
gere det muligt at udfase eksisteren-
de stoffer og undga, at nye stoffer
med en gstrogen virkning ekspone-
res til miljget.

Fig. 2a
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Nar krebsdyret Acatia tonsa udsettes for gstrogen i veekstmediet i koncentrationen 23 pg/l, stimuleres
det til hurtigere at lzgge en storre del af dets samlede glzgning (a). P& 9. og 10. dagen af deres liv-
scyklus er henholdsvis dobbelt s& mange og tre gange s mange &g som normalt.

Det samme billede ses for Bisphenol-A (b), et miljafremmed stof, som mistznkes for at virke som gstro-
gen. Ved en koncentrationen pa 50 pg/l Bisphenol-A er der p& 9. og 10. dagen af krebsdyrets livscyk-
lus henholdsvis ca. tre gange og 40 % flere @g end normalt. For koncentrationen 500 pg/l ses stimu-
leringen ikke s& markant, formodenligt fordi der nu begynder at indtraffe andre giftvirkninger end

de reproduktionstoksiske.
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Protein binder
giftige og |IVSVIgtI?e
metaller

Metallothioneiner er naturligt
forekommende proteiner, som
binder metaller i kroppen. De
menes at beskytte celler mod gif-
tige metaller som kadmium, sglv
og kviksglv, og de indgar i cellens
zink- og kobberstofskifte. Nye
studier skal afklare proteinernes
specifikke biologiske funktioner.

Af Carsten Boye Knudsen,
Inga Bjgrnsdottir,

Ole Jgns og

Steen Honoré Hansen.

M etallothioneiner er en

gruppe proteiner, som er meget
effektive til at binde en raekke
metaller som zink, kobber, kadmi-
um, sglv og kviksglv. Det farste af
proteinerne blev oprenset fra heste-
nyre i 1957 og siden er der fundet
metallothionein i lever, blod, fedt-
veaev og hjerne fra andre pattedyr, i
fisk, insekter, blgddyr og mikroorga-
nismer.

Proteinet overproduceres ved
flere former for fysisk og kemisk
stress, hvilket har gjort det sveert at
opklare den specifikke biologiske

Figuren viser resultatet af en kombineret kapil-
larelektroforese og massespektrometri under-
sggelse af en leverprove fra et 90 dage gammelt
farefoster. Nederst ses et UV-spor af praven,
hvor de to hovedtoppe stammer fra henholdsvis
MT-1 og MT-2. @verst ses de respektive masse-
spektre, hvor MT detekteres som multiladede
ioner (z = 5+, 6+, 7+ og 8+). Af spektrene ses
det, at den farste top i UV-sporet indeholder to
MT-1 isoformer, henholdsvis MT-1a og MT-1c.
Derimod ses, at UV toppen fra MT-2 kun inde-
holder en MT-2 isoform (MT-2a).

funktion. Da proteinet overproduce-
res ved tilstedeveaerelsen af giftige
metaller, er det muligt, at metallo-
thionein har en rolle i beskyttelse af
cellerne mod cadmium, sglv og kvik-
salv.

Dette er dog en yderst kontro-
versiel hypotese, fordi proteinet fin-
des i et veeld af dyrearter, hvilket
tyder p3, at det har eksisteret langt
tilbage i evolutionen, mens den sto-
re pavirkning af giftige metaller
farst for alvor har taget fart efter
samfundets industrielle udvikling.
Flere forskere mener derfor, at
metallothioneins grundlaeggende
funktion har forbindelse med celler-
nes omsaetning af de livsvigtige
spormetaller zink og kobber, som
proteinet binder i sin naturligt fore-
kommende form.

De biologiske funktioner
En faktor, som har gjort det vanske-
ligt at opklare proteinets biologiske
funktioner, er eksistensen af isofor-
mer. Isoformer er proteiner fra sam-
me gruppe, men med sma forskelle i
sammenseetningen af de aminosyrer,
som proteinerne er opbygget af.
Der er til dato blevet fundet fire
hovedisoformer af metallothionein,
som klassificeres som MT-1 til MT-4.

Fig. 1

Yderligere er der fundet undergrup-
per i to af hovedisoformerne, som
klassificeres med bogstaver, f.eks.
MT-1a og MT-1b.

MT-1 og MT-2 findes hovedsag-
lig i leveren og nyrerne, hvor protei-
nerne sandsynligvis indgar som
zinkleverandgr i produktionen af
zinkholdige enzymer, og man mener
ogs4a, at de fungerer som antioxi-
danter ved gget eksponering over-
for frie radikaler, UV-straling og oxy-
gen. De endelige beviser mangler
dog fortsat.

MT-3 er fundet i hjernen, hvor
proteinet har en heemmende effekt
pa veeksten af nerveceller. Diverge-
rende opfattelser af MT-3’s indvirk-
ning pa Alzheimers sygdom er rap-
porteret i litteraturen.

MT-4 findes specifikt i hudceller.
Man ved her, at zinkmangel giver
hudforandringer samt darlig s&rhe-
ling, men der er til dato ikke pavist
nogen sammenhang mellem MT-4,
zink og hudopbyggende processer.

Separation af proteinerne

Et vigtigt led i opklaringen af metal-
lothioneins biologiske funktioner er

udviklingen af analysemetoder med

stor fglsomhed samt mulighed for at
detektere de forskellige isoformer.

Relative Abundance

800 900 1000 1100 1200
miz

MT-laog lc
Mw = 5993.2 og 6026,6

o
o
®

0,03

0,01

Absorbance units (200 nm)
o
8

0,00

=06

1300 800 900 1000 1100 1200 1300
miz
MT-2a
Mw = 60709
4 6 8 10
Time (min)

Kapillarelektroforese har inden
for de seneste ar opnaet stor anven-
delse til separation af molekyler
med forskellige masse-ladnings for-
hold. Separationen foregar i et tyndt
silica kapillar med en indre diameter
pa mellem 50 og 150 um. Kapillaret
er et rgr, som fyldes med en vaeske.
Der péalaegges en spaending over
kapillaret, hvorefter molekylerne
bevaeger sig gennem kapillaret med
en hastighed, der afhaenger af deres
starrelse og ladning.

Normalt detekteres molekylerne
ved hjeelp af deres evne til at absor-
bere ultraviolet lys, og maengderne
af de forskellige molekyler udskrives
som toppe som funktion af den tid,
det tager molekylerne at vandre
gennem kapillaret. Da mange mole-
kyler absorberer ultraviolet lys, er
metoden imidlertid ret uspecifik og
giver derfor ringe informationer om
indholdet og renheden af de detek-
terede toppe, som i dette tilfeelde
repraesenterer metallothioneins for-
skellige isoformer.

Ved yderligere at anvende et
massespektrometer som detektor er
det muligt at fa flere informationer
om den analyserede prgve. Masse-
spektrometrien giver oplysninger om
molekylveegt og strukturelle egen-
skaber samt om renheden af de for-
skellige isoformer i toppene.

Far molekylerne i en prgve kan
analyseres ved massespektrometri,
skal de ggares elektrisk ladede. Mole-
kylerne bringes pé ionform ved at
forstove veesken i kapillaret, inden
introduktion i massespektrometeret.
Forstavningen opstar ved, at der
udenom kapillaret er placeret en
nal, som er pélagt en speending. De
relativt store draber, der dannes, nar
veesken sprgjtes ud af kapillarenden,
far overfgrt ladninger fra den palag-
te spaending p& nalen. En strgm af
nitrogen omkring kapillarenden og
nélen gger fordampning af veaeske
fra draberne, som sa formindskes i
starrelse.

Ladningsteetheden pa overfla-
den af draberne forgges, hvilket
betyder, at draberne spaltes op i
endnu mindre dréber som fglge af
elektrostatisk frastedning. Denne
process fortseetter indtil hver drabe
bestar af et enkelt molekyle med en
eller flere ladninger. Denne forstav-
nings teknik mindsker desuden dan-
nelse af associerede molekyler, hvil-
ket er veesentligt, da molekylerne
analyseres efter deres masse-lad-
nings forhold og en association ville
give anledning til fejlagtige resulta-
ter.

Fig. 2

Opsztning af CE-MS udstyret. Til venstre ses kapillarelektroforesen og til hgjre massespektrometeret.

Efter forstgvningen ledes de
ladede molekyler videre ind i masse-
spektrometeret. Her sendes ionerne
gennem et magnetfelt, hvor deres
baner afbgjes. Graden af afbgjnin-
gen afheenger af ionernes masse og
ladning, hvorved metallothioneins
forskellige isoformer kan separeres.

Metallothionein i
fostertilstanden

| et samarbejde med partnere fra
the Rowett Research Institute i Skot-
land har vi tidligere undersggt sam-
mensaetningen af metallothioneins
hovedisoformer i fostre fra far ved
hjeelp af kapillarelektroforese og
detektion af ultraviolet lys.

Vi fandt her, at koncentrationen
af den totale meengde metallo-
thionein falder med tiden hen mod
fodslen, samt at forholdet mellem
hovedisoformerne varierer gennem
graviditeten. Metallothioneins funk-
tion som stressprotein er i dette
tilfeelde tvivlsom. Forklaringen skal
sandsynligvis findes i, at fosterceller-
ne mindsker deres omsaetning af
zink og kobber hen mod slutningen
af graviditeten.

Nar man alene anvender ultra-
violet lys til detektion, er det ikke
muligt at belyse undergruppesam-
mensaetningen af hovedisoformer-
ne. Det har vi imidlertid opnéet ved
at supplere med massespektrometri.
Sidstneevnte metode har ogsa veeret
anvendt til strukturopklaring af to
modificerede former for gaer-metal-
lothionein samt undersggelse af
metallothionein isoformer fra kani-
ner.

Kombinationen af kapillarelek-
troforese og massespektrometri er
derfor et vigtigt veerktgj til opnaelse
af en bedre viden om metallothione-
in isoformernes funktion inden for
et bredt spektrum af arter.
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