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Forskningscentre og forskerskole
pa Danmarks Farmaceutiske Hgjskole

Alle forskningsprojekter ved DFH
vedrgrer laegemidler. Spektret
speender fra basale biologiske,
biokemiske og kemiske studier til
integrerede leegemiddelprojekter
med fokus pa rationelt design af
leegemidler og maélrettet trans-
port til virkningsstedet i kroppen.
Forskningen gennemfgres pri-
meert i de tveerinstitutionelle cen-
tre PharmaBiotec, NeuroScience
og Drug Design and Transport.
Forskerskolen Graduate School of
Drug Research fungerer som en
integrerende overbygning pd de
tre forskningscentre.

Af Povl Krogsgaard-Larsen,
Arne Schousboe og Sven Frokjeer

dvikling af et nyt leegemid-
del er en uhyre kompliceret og
omkostningskraevende proces, hvor
de samlede udgifter typisk vil veere
1-2 milliarder kroner. Dertil kommer,
at forskning i nye leegemidler er
steerkt risikobetonet, idet forsknings-
og udviklingsprojekterne pé alle sta-
dier af processen, ikke mindst i de
seneste udviklingsfaser, kan bremses
eller stoppes af uforudsigelige pro-
blemer.

Men der er et stort behov for
nye typer af leegemidler. Mange
alvorlige sygdomme kan i dag kun
behandles symptomatisk, og for
adskillige sygdomme med steerkt
invaliderende eller dgdeligt forlab
geelder det, at der ikke findes laege-
midler hverken til symptomatisk eller
helbredende behandling.

| Igbet af det seneste &rti er
vores viden om de biokemiske og
fysiologiske defekter i - og mulige
&rsag til - en reekke alvorlige syg-
domme imidlertid vokset eksplosivt.
Denne udvikling afspejler, at det
med molekyleaerbiologiske teknikker
har veeret muligt at belyse og forst&
et veeld af komplicerede processer i
s&vel raske som syge celler. Samtidigt
sker der nu i hastigt tempo en kort-
lzegning af arvematerialets samlede
struktur og de enkelte geners rolle i
béde den velfungerende og den syg-
domsramte organisme. Muligheder-

ne for at identificere den eller de
primeere arsager til sygdomme med
en endnu ukendt &rsag er bedre en
nogensinde far.

I mange sygdomme er der
afdaekket adskillige mekanismer, som
ikke fungerer normalt og endnu fle-
re regulerende processer og biomo-
lekyler, som muligvis med held kan
pévirkes med henblik pa at bringe
afsporede processer tilbage pa skin-
nerne igen. Men hvordan identifice-
rer man nggleprocesserne blandt dis-
se ofte mange muligheder? Hvordan
kan man vurdere mulighederne for
at pévirke disse processer pa gunstig
méade? Og hvordan designer man et
lzegemiddel, der virker efter hensig-
ten og desuden er i stand til at treen-
ge frem til det sygdomsramte sted i
organismen uden at forstyrre proces-
ser i den raske del af organismen?

Disse mangfoldige muligheder
skaber bade hab og frustration
blandt leegemiddelforskere. Men der
skal veelges og traeffes beslutninger.
Mulighederne for fejlvurdering er
mange, og hvert valg af terapeutisk
indfaldsvinkel kreever omfattende og
kostbar forskning. Det er ngdvendigt
at mobilisere alle relevante forsk-
ningsressourcer, og specielt i et lille
land som Danmark er opgaverne
ofte uoverkommelige selv for de
forskningstunge medicinindustrier.
Disse forhold har med stedse voksen-
de styrke aktualiseret behovet for
integreret samarbejde mellem de
universiteere institutioner og medi-
cinindustrien.

DFH har som centrum for den
akademiske lzegemiddelforskning
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her i landet veeret i frontlinien i den-
ne situation, og forskere ved DFH
har pa et tidligt tidspunkt taget
alvorligt fat p& disse store og speaend-
ende udfordringer. | dag ser vi de
forelgbige resultater af disse initiati-
ver i form af tre laegemiddeloriente-
rede forskningscentre centreret om
og ledet fra DFH samt en netop
bevilget forskerskole til samordning
og internationalisering af forskerud-
dannelsen inden for eller i forbindel-
se med centerforskningen.

Neuro-bioteknologisk
leegemiddelforskning
PharmaBiotec centret blev etableret
allerede i 1987 med en bevilling fra
statens bioteknologiske forsknings-
program. Centret, der omfatter
forskningsgrupper fra DFH, og uni-
versiteterne i Kebenhavn, Aarhus og
Odense, blev opbygget og har siden
veeret ledet af forskere p& DFH. Cen-
tret har i alt veeret gennem tre inter-
nationale evalueringsprocesser og
naermer sig nu sin 12-ars fadselsdag.
Fra begyndelsen af 1995 har Pharma-
Biotec kart med et budget besten-
de af basismidler (forskningsgrupper-
ne pa DFH) og sé&kaldt fleksible mid-
ler (forskningsgrupperne uden for
DFH); men pé trods af denne ret
komplicerede budgetstruktur funge-
rer centret meget effektivt og forbe-
reder sig pa den fjerde evaluerings-
runde sidst i 1998.

PharmaBiotec har veeret og er
fortsat rammen om et netveerk af
samarbejdsprojekter, som har givet
resultater i form af publikationer og
patenter, der pa flere omréder har

Graduate School of Drug Research

sat steerke preeg pa den internatio-
nale forskningsfront, primeert p&
neuroomrédet. Centeraktiviteterne
har veeret formidlet bl.a. i DFH’s
“Leegemiddelforskning™” og gennem
arlige centersymposier. Centerprojek-
terne har bade direkte og indirekte
involveret et betydeligt antal forsk-
ningsgrupper p& DFH, hvis resultater
bl.a. gennem engelsksprogede frem-
skridtsrapporter er bragt ud til for-
skerkolleger over hele kloden.
PharmaBiotec er i dag kendt og
anerkendt i den internationale forsk-
ningsverden.

Selv om PharmaBiotec bevillin-
gerne i hele perioden udelukkende
har veeret givet til akademiske forsk-
ningsgrupper, har centrets styrings-
gruppe fra starten ogsd omfattet
forskningsledere fra industrien.
Deres medvirken har veeret af stor
betydning for centrets funktion og
udvikling og har bidraget til, at langt
hovedparten af centerprojekterne i
dag har karakter af integrerede insti-
tutions-/industriprojekter, som er i
konstant udvikling. PharmaBiotec
har udviklet sig til en central plat-
form for naeste fase i etableringen af
danske centre for integrerede akade-
miske og industrielle forskningspro-
jekter.

Strategisk forskning

| perioden 1993-1995 blev der i sam-
spil mellem Erhvervsministeriet,
Forskningsministeriet og Statens
Sundhedsvidenskabelige Forsknings-
réd gennemfart flere maderaekker
med deltagelse fra industrien og
enkelte forskere fra de universitere

En skematisk illustration af de tre tveerinstitu-

(1998-2003)

PharmaBlotec NeuroScience Drug Design

A A and Transport
Biotechnological Strategic A

Drug Research Drug Research Drug Design and
Centre Centre Delivery Centre

(1987-1999) (1997-2001) (1997-2001)

D ks Far iske Hojskol

tionelle forskningscentre centreret om og ledet
fra DFH. Centrenes forskningsprogrammer
fokuserer pa forskellige aspekter af lagemiddel-
forskning. Centerforskningen er komplementzer
til DFH’s gvrige forskning og er pa veesentlige
omréder integreret med denne. Forskeruddan-
nelsen udger et centralt element i centerforsk-
ningen, og aktiviteterne samordnes og interna-
tionaliseres inden for forskerskolen, hvortil alle
ph.d.-studerende, som opfylder vedtagne kriteri-
er, kan tilknyttes.

\
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institutioner, herunder DFH, med
henblik pé at kortleegge industriens
behov for strategisk forskning. Disse
meder behandlede i stigende grad
spergsmal vedrgrende forsknings-
samarbejde mellem industrien og
institutionerne samt et bredt spek-
trum af relaterede spergsmal, bl.a.
vedrgrende patenter.

Resultatet var, at der pa finanslo-
ven for 1997 blev afsat midler til 3-4
forskningscentre for integreret insti-
tutions-/industrisamarbejde inden for
strategisk vigtige omréder, herunder
neuro-medicinindustrien. Dette fgrte
efter international evaluering til
etablering af NeuroScience centret
pr. 1. januar 1997, forelgbigt for en
5-&rs periode. Budgetstrukturen var
kompleks med en bevilling fra staten
og medfinansiering fra deltagende
medicinindustrier og institutioner.

NeuroScience centret er struktu-
reret som tre delcentre, de to med
projektkoordinatorer fra henholdsvis
H. Lundbeck A/S og NeuroSearch A/S
og det tredje udelukkende med del-
tagelse af akademiske forsknings-
grupper, koordineret fra DFH. Hele
centret ledes fra DFH. Efter forud-
sigelige begyndervanskeligheder er
projekterne nu i meget frugtbar
udvikling, og forskeruddannelsen,
som er det centrale element i cen-
tret, er nu naesten fuldt ud etableret
og udvikler sig tilfredsstillende.

Hvad er det s, der kendetegner
de integrerede aktiviteter inden for
NeuroScience centret? Jo, forsknings-
projekterne sigter mod at skabe
resultater, som vil kunne videreud-
vikles til leegemidler i medicinindu-
strien. De akademiske forskere arbej-
der imidlertid ikke med lgsning af

Fig. 2

konkrete opgaver Fig. 3
for industrien eller
med udviklingspro-
jekter. Der er tale
om forskning pa
hgjt internationalt
niveau. Seerligt
perspektivrige
resultater patente-
res og publiceres
efterfglgende. Der
er hverken fra aka-
demisk eller indu-
striel side interesse
i, at universitzere
forskere lgser kon-
krete opgaver.
Forskere fra
institutionerne og Receptor-
struktur
industrien deler i
de fleste tilfeelde
vejledningen af
ph.d.-studerende,

Lzgemiddel-
design

Molekylzr
farmakologi

Indlering &
hukommelse

Neuro- Neuro-
toksicitet degeneration

Molecular
modelling

NeuroScience centrets forskningsprogram er stzerkt interdisciplinart og
integreret. Forskningen er rettet mod de meget alvorlige og samfunds-

og de fleste ph.d.- okonomisk ressour
studerende fér et
forskningsophold
af kortere eller
leengere varighed i
industrien. Denne
naeste generation
af forskere bliver
uddannet til at kunne yde en solid
indsats med hensyn til innovativ
laeegemiddelforskning i samspil med
andre grupper af akademikere.

Design og transport

af leegemidler

Et andet resultat af diskussionen
mellem Erhvervsministeret, Forsk-
ningsministeret, Statens Sundhedsvi-
denskabelige Forskningsrad, repree-
sentanter fra den danske medicin-
industri og DFH blev etableringen af

Foto: Aksel @ye/Biofoto.

som skyldes neurodegenerati-

ve processer i hjernen. Et eksempel er Alzheimers syge, som er karakteri-
seret ved tab af hukommelse og evne til indlaring. Ingen af de neurode-
generative sygdomme kan i dag behandles effektivt; men inden for ram-
merne af NeuroScience centret udfoldes der bestrabelser pa at designe
og udvikle effektive leegemidler pa rationelt grundlag. De vigtigste forsk-
ningsdiscipliner i disse projekter er anfart i figuren.

“Centre for Drug Design and Trans-
port” i november 1997.

Centret bestar af syv projekt-
grupper med finansiel statte fra Sta-
tens Sundshedsvidenskabelige Forsk-
ningsrad, en raekke medicinvirksom-
heder og akademiske institutioner.
Ogsé dette center ledes fra DFH. Det
overordnede mél er at undersgge
nye principper for design og trans-
port af leegemiddelstoffer. Dette sker
ved en integreret forskningsindsats
indenfor organisk kemi, medicinalke-
mi, membranbiofysik, membran-
transport, farmaci samt farmakolo-
gisk, dermatologisk og klinisk forsk-
ning. Deltagerne i centret er DFH,
Danmarks Tekniske Universitet, PET
Center ved Arhus Kommunehospital,
Center for Billeddiagnostik og
Medikoteknik ved Rigshospitalet,
Dermatologisk afdeling p& Gentofte
Amtssygehus og Dumex-Alpharma
AJS, H. Lundbeck A/S, Lgvens Kemi-
ske Fabrik, Novo Nordisk A/S, Nyco-
med Pharma A/S og NeuroSearch
AlS.

En vasentlig del af PharmaBiotec-centrets forsk-
ning er rettet mod hjernens signalsystemer og
is&er mod de overordnede signalstoffer, der stimu-
lerer og heemmer nervecellernes aktivitet. Uba-
lance mellem stimulerende og heemmende signa-
ler i hjernen medfarer en raekke alvorlige syg-
domme. Et grundleggende kendskab til nervecel-
lernes kommunikation i savel raske som syge
hjerner, kan gare det muligt at udvikle specifikt
virkende laegemidler til sygdomme i hjernen.

Ligesom i NeuroScience-centret
laegges der her stor vaegt pé forsker-
uddannelsen samt pa, at projekterne
er interdisciplinaere og involverer
bade de deltagende akademiske
institutioner og medicinindustrien.

Nyetableret forskerskole

Som naevnt i det foregdende, laegges
der afggrende veegt pé integreret for-
skeruddannelse ved de tre forsknings-
centre. Det indebzerer, at ph.d.-pro-
jekterne bliver vaesentlige brikker i
centrenes forskningsprogrammer, og i
hele forskningsstrukturen udger disse
projekter dynamiske og fleksible dele-
lementer. Som led i forskeruddannel-
sen falger de ph.d.-studerende som
bekendt et antal teoretiske og ekspe-
rimentelle kurser, udvalgt séledes at
de bade styrker forskeruddannelsens
dybde og bredde.

11998 besluttede Forskerakade-
miet at imgdekomme en ansggning
fra DFH om oprettelse af en forsker-
skole, Graduate School of Drug Re-
search, i teet tilknytning til forsk-
ningscentrene. Skolens overordnede
mal er at styrke det internationale
aspekt af forskerkurserne og gene-
relt at haeve det videnskabelige
niveau af disse kurser i en sédan
grad, at forskerskolen far karakter af
“School of Excellence”. Forskersko-
len, som officielt startede 1. septem-
ber 1998 med en formaliseret ledel-
sesstruktur, modtager gkonomisk
statte til invitation af udenlandske
videnskabelige personligheder som
foredragsholdere i forbindelse med
ph.d.-kurserne og som inspirerende
diskussionspartnere for de ph.d.-stu-
derende.

Ph.d.-studerende under centrene
vil normalt veere tilknyttet forsker-
skolen. Endvidere vil forskerskolen
veere dben for andre ph.d.-studeren-
de ved DFH eller andre institutioner
eller virksomheder, forudsat at de
opfylder vedtagne kriterier. Forsker-
skolens ph.d.-studerende har nor-
malt bade akademiske og industriel-
le vejledere og skal falge tre ph.d.-
kurser, som er centrale for moderne
leegemiddelforskning og udvikling,
og de skal s& vidt muligt opholde sig
ved et forskningslaboratorium i
medicinindustrien i en periode af
normalt 3-6 maneder. Der vil blive
etableret overgangsordninger for
ph.d.-studerende, som er langt frem-
me i deres ph.d.-studium.

Efter tildeling af ph.d.-graden vil
disse juniorforskere fa tildelt et certi-
fikat udstedt af forskerskolen, bl.a.
som vidnesbyrd om, at de i forbin-
delse med forskeruddannelsen har
faet indsigt i og erfaring med inte-
greret akademisk/industriel lzegemid-
delforskning.

Fig. 4

BLOD-HIJERNE BARRIEREN er svaer
at treenge igennem for leegemidler til
behandling af hjernens sygdomme.

TARMVAGGEN bremser mange laege-
middelstoffers passage til blodet, nar de
indtages som tabletter eller kapsler.

MUNDSLIMHINDEN udger en genvej
til blodet som alternativ til injektion.

NASESLIMHINDEN kan passeres af
lzzgemidler som alternativ til injektion
og indtagelse i tabletter eller kapsler.

CELLEMEMBRANEN kan béde hindre
passage ind i cellen og fremme udskillel-
sen af laegemiddelstoffer, som udever
deres virkning inde i cellerne.

En vaesentlig del af forskningen inden for Centre for Drug Design and Transport er koncentreret om undersagelser med henblik pé at forbedre

transport over giske barrierer som tarmvzeggen, blod-hjernebarrieren, mundslimhinden eller naseslimhinden. Desu-
den er det i mange tilfeelde ngdvendigt med seerlige tiltag for at opna, at

lerne, hvor de skal virke.

ne krydser \erne og treenger ind i cel-



Fremtidens laeegemidler
rummer etisk og socialt

spraengstof

Nye leegemidler kan udover at
helbrede eller lindre ogsd have
sociale, samfundsgkonomiske og
etiske konsekvenser. Greenserne
for behandling udvides, og bru-
gergruppen vokser tilsvarende.
Teenk blot pa medicin mod
depression, impotens og rynker. |
de kommende &r bliver det
muligt at optimere normale men-
neskers evner, f.eks. hukommel-
sen. Men hvor gér graensen? Og
hvad bliver de sociale, samfunds-
gkonomiske og etiske konsekven-
ser?

Af Claus Mgldrup
og Janine Marie Morgall

ed Institute for Alternative

Futures i Washington DC, hvor Claus
Mgldrup netop har afsluttet et to
maneders forskningsophold, inddeles
fremtidens sygdomme i tre hoved-
grupper: akutte, kroniske og kon-
tekstuelle. Dét er sygdomme, som
manifesterer sig fysisk, men som rum-
mer psykologiske eller sociale aspek-
ter. Typiske eksempler er depression,
impotens og nervgs spisevaegring.

Kontekstuelle sygdomme for-
ventes at blive den stgrste medicin-
ske udfordring i det 21. &rhundrede,
og der er allerede flere illustrative
eksempler p& nye laeegemidler til
behandling af dem; Fontex® mod
depression, Viagra® mod impotens,
Ritalin® til behandling af hyperakti-
vitet og manglende koncentrations-
evne samt Letigen®, der anvendes til
at afhjeelpe sveer overveegt.

Studier viser, at de sociale, sam-
fundsgkonomiske og etiske konse-
kvenser ved anvendelse af leegemid-
ler iszer udspilles i forbindelse med
kontekstuelle sygdomme. Da der
fokuseres mere og mere pa disse syg-
domme, vil andelen af etiske og sam-
fundsmaessige konsekvenser gges til-
svarende. Samtidig ma man forvente,
at kriterierne for, hvem der bar
behandles, vil blive udvidet. | USA ser

man allerede tendensen. F.eks.
anvendes Viagra® af maend, som
ikke er decideret impotente, ja sdgar
af kvinder. Fontex® bruges af men-
nesker, som ikke lider af en egentlig
depression, og Ritalin® anvendes til
40% af skolebgrnene i Boston.

P& den baggrund bgr Leegemid-
delstyrelsen, Instituttet for Medicinsk
Teknologivurdering, universiteterne
og leegemiddelindustrien ngdvendig-
vis fokusere yderligere pa disse pro-
blemstillinger i de kommende &r.

Risici ved de nye laegemidler
Hypotesen om, at nye behandlinger
af kontekstuelle sygdomme vil have
ggede samfundsmaessige og etiske

konsekvenser, stgttes af flere nye
undersggelser. P4 Institut for Sam-
fundsfarmaci er vi i gang med en ny
undersggelse, der sgger at identifi-
cere risici ved fremtidens leegemid-
ler. Her bliver den sé&kaldte Delphi-
metode anvendt. Metoden gar brug
af to runder af spargeskemaer. Det
essentielle i metoden er, at delta-
gerne som et led i anden runde far
udleveret svarene fra fgrste runde.
Det endelige svar er séledes et
resultat af deltagernes refleksion
over egne og andres svar. | den
afsluttende del af undersggelsen
deltog 30 nationale eksperter
indenfor et meget bredt spektrum
af leegemiddelforskning og -udvik-

Medicinsk forsteerket normalitet

Cykelrytter Alex Ziille, som har indremmet brug af EPO og vaeksthormoner,
satte for nylig tingene p& spidsen: “Enhver ved, at han ikke kan vinde Tour
de France uden doping”. Almindelige mennesker kan komme i en lignende
situation, hvis det bliver muligt at forbedre hukommelsen medicinsk.

Dét vil i givet fald seette det enkelte individ i stand til at overskue flere
problemstillinger og at veere mere effektiv pa arbejdspladsen.

Et omfattende og eskalerende forbrug af hukommelsesfremmende
leegemidler initierer sociale, samfundsgkonomiske og etiske konsekvenser.
Vil det blive ngdvendigt at tage et hukommelsesfremmende lzegemiddel
for at komme i betragtning til bestemte jobprofiler? Vil kravet om gode
karakterer betyde, at studerende begynder at tage hukommelsesfremmen-
de leegemidler? Vil det blive ngdvendigt med dopingtest i folkeskolen?
Hvem skal betale disse udgifter i et allerede gkonomisk belastet sundheds-
system? Og vigtigst, er befolkningen etisk afklaret i forhold til muligheder-
ne og konsekvenserne af “medicinsk forsteerket normalitet”? Hermed
menes, at raske individer legalt anvender leegemidler for at forbedre deres
normale evner, i dette tilfeelde hukommelsen.

Scenariet er ikke grebet ud af luften. Kontrollerede kliniske undersggel-
ser, udfgrt pé raske unge og zldre ved The National Institute of Health i
USA, viser, at Ampakine forbindelsen CX516 (Cortex Pharmaceuticals Inc.)
har signifikant positiv effekt p& hukommelsen. Et kommende lzegemiddel
baseret p& CX516 vil naturligvis have sin berettigelse til behandling af
Alzheimers syge. Men at demme efter salget af naturproduktet Gingko
biloba, der ligeledes tilskrives en hukommelsesfremmende effekt, vil efters-
pargslen pa CX516 blive meget bredere.

Et argument imod, at denne udvikling vil finde sted, er samfundets
afstandstagen til doping indenfor sporten. Her ma man dog have for gje, at
doping ikke kun foregar hos eliten, men ogsa p& amaterplan. Derfor er det
vanskeligt at sige, hvordan den almene borger vil reagere, ndr muligheden
for at optimere arbejdsevnen pludselig er indenfor raekkevidde. Vil det bli-
ve betragtet som doping? Eller vil pillen glide lettere ned med argumentet
om det bedre liv! Det er sandsynligt, at medicinsk forbedret normalitet vil
blive accepteret pa lige fod med plastiske operationer og psykologisk
rddgivning.

ling i undersggelsen. Savel universi-
teterne, medicinalindustrien, univer-
sitetshospitalerne og sektorforsk-
ningsinstitutterne var repraesente-
ret. Resultaterne publiceres senere
pa aret.

Risici fra individniveau

til samfundsniveau

De nyere undersggelser, herunder
Delphistudiet, viser, at leegemiddel-
relaterede risici i nogen udstraekning
vil blive zendret fra det individuelle
niveau til et samfundsniveau. Hidtil
har bivirkninger hos de enkelte bru-
gere veeret den vigtigste risiko. |
fremtiden vil sociale problemer, sam-
fundsgkonomi og etiske spargsmal
veje tungere.

Det kan ses som en konsekvens
af moderne leegemidlers evne til at
vekselvirke dybere med den menne-
skelige organisme end tidligere.
Fremtiden vil tilbyde individuelle
lzegemidler baseret pa den enkelte
patients personlige biokemi. Leege-
midlerne vil i starre udstraekning
kunne helbrede frem for at lindre,
og de vil medfgre fzerre eller mindre
alvorlige bivirkninger. Sidst, men
ikke mindst, vil fremtidens leegemid-
ler i videre udstraekning end nu kun-
ne sendre normale menneskelige
konditioner.

Fig. 1

Studierne bergrer ogsé& bagsiden
af medaljen. Fremtidens leegemidler
bliver dyrere og vil saledes ikke ngd-
vendigvis veere tilgeengelige for alle
samfundsgrupper. Laegemidler, der er
designet til det enkelte individ, kan
fjerne fokus fra hele patientgrupper.
Andre lseegemidler vil kunne anven-
des - eller misbruges - til optimering
af raske mennesker. Det vil skabe eti-
ske kontroverser, ikke mindst i for-
tolkningen af normalitetsbegrebet.

Vi vurderer, at de sociale, sam-
fundsgkonomiske og etiske konse-
kvenser vil eendre leegemiddelforsk-
nings- og udviklingsprocessen. Skal
man tro samfundsanalytikerne, bliver
netop etiske og sociale aspekter cen-
trale evalueringsparametre i fremti-
den. Erkendelsen af denne tendens
ses allerede i medicinalindustrien
med introduktionen af “grgnne
regnskaber” og “social ansvarlig-
hed”.

Delphistudiet understreger, at
det er producenterne og forskerne,
som er ansvarlige for leegemiddel-
udviklingen. Den medicinske verden
har en klar forpligtigelse til at stille
spergsmal af social, gkonomisk og
etisk herkomst —systematisk og meto-
disk som et led i udviklingsprocessen.
Negligeres dette, opstar der risiko
for negative sociale, samfundsgkono-

miske og etiske konsekvenser. Den
medicinske udvikling i forhold til for
tidligt fadte bgrn illustrerer dette
dilemma. Teknologien kan i dag red-
de bgrn ned til 600 gram. Den medi-
cinske etik taler for at redde, hvad
reddes kan, selvom de pérgrendes
ogleller behandlerens fornuft taler
imod. Ingen blev, ved teknologiens
tilblivelse, spurgt om teknologien var
gnskelig, hvis den indeholdt disse
konsekvenser.

Alarm inden det
bliver for sent
For at undga parallelle situationer pa
leegemiddelomrédet mé vi oprette et
tidligt varslingssystem med sociale og
etiske indikatorer. P& miljgomradet
fokuserer man pé borgerinddragelse
i beslutninger, der kan have sociale,
samfundsgkonomiske og etiske kon-
sekvenser. Brugen af s&kaldte bor-
gerjuryer er et af miljgomradets til-
tag, som vi nu vil afprgve og eventu-
elt foresl& anvendt i forbindelse med
udviklingen af nye leegemidler.

Et sddant tidligt varslingssystem
vil minimere risikoen for udvikling af
lzegemidler, der ultimativt ikke vil
blive accepteret af omverdenen, eller
hvis anvendelse utilsigtet bliver en
social, samfundsgkonomisk eller etisk
byrde.

Cand.pharm. Claus Mgldrup
er ph.d.-studerende ved
Institut for Samfundsfarmaci.

Fil.dr. Janine Marie Morgall
er lektor ved Institut for
Samfundsfarmaci.

Svar pa spgrgsmalet: “I forhold til nutidens laegemidler vil fremtidens leegemidler
generelt karakteriseres ved feerre...?




Leegemidlers vej
til nervecellens gener

Den nye generation af leegemidler
mod psykiske sygdomme aktive-
rer bestemte gener i hjernens ner-
veceller. Ved at kortleegge de
involverede signalprocesser i ner-
vecellerne, hdber vi pa at kunne
udvikle bedre laegemidler, som vir-
ker hurtigere end de nuvaerende.
Projektet spiller en afggrende
rolle i NeuroScience Centrets inte-
grerede forsknings- og forskerud-
dannelse, som ledes pa Danmarks
Farmaceutiske Hgjskole.

Af Jens D. Mikkelsen

segemidler mod psykiske
lidelser som depression og skizofreni
virker ved at pavirke receptorer pa
hjernens nerveceller. Herved startes
en reaktionskaskade inde i cellerne,
som forer til, at bestemte gener akti-
veres. Farst en tid efter, at dette er
sket, begynder behandlingen at
virke.

For at kunne udvikle bedre

lzegemidler til behandling af psyki-

Fig. 1

ske sygdomme er det vigtigt at
opklare, hvordan medicinen pavirker
nervecellernes interne maskineri.
Ngglen til en sddan forstaelse ligger i
studier af signaloverfaring.

Signaloverfaring er viderebrin-
gelse af information, hvilket sker i
cellemembranen og cellevaesken
samt mellem celleveesken og celle-
kernen. Denne biokemiske kommu-
nikationsproces sgrger for, at infor-
mation fra cellens overflade kan
transporteres hele vejen ind til celle-
kernens DNA. P& den méde kan et
ydre signal - f.eks. p&virkningen fra
et leegemiddel - eendre, hvilke gener,
der er aktive i nervecellen.

Nogle vigtige regulatoriske ele-
menter i disse signalprocesser er de
sékaldte proteinkinaser A, B og C.
Kinaser er intracelluleere enzymer,
som aktiverer andre proteiner, her-
under de sékaldte transkriptionsfak-
torer. Transkriptionsfaktorer er fael-
lesbetegnelsen for en reekke prote-
iner, som udgger det sidste led i sig-
nalkeeden. De kan nemlig binde sig
til DNA og derved teende eller slukke
for gener i cellen.

| et samarbejde med forskere fra
Hovedstadens Sygehusfeellesskab,

Kgbenhavns Universitet samt Dan-
marks Farmaceutiske Hgjskole og

med stgtte fra The Drug Research

Centre gnsker H. Lundbeck A/S at

intensivere forskningen i de tran-

skriptionsfaktorer, som er aktive i

hjernens nerveceller.

Langsom andring

inde i cellerne

Laegemidler mod sygdomme i hjer-
nen virker ofte ved at binde sig til en
s&kaldt G-proteinkoblet receptor pa
nervecellernes overflademembran.
Disse receptorer aktiverer farst et G-
protein, som er koblet til membra-
nen. G-proteinerne er omstillingsbor-
det mellem omgivelserne og cellens
indre miljg. Via G-proteinet aktiveres
kinaserne, som starter en kaskade af
signalprocesser.

Mange tusinde potentielle laege-
middelstoffer kan screenes relativt
hurtigt for deres evne til at binde sig
til en given G-protein kobletreceptor.
Derefter kan man opklare, om bin-
dingen af et givet stof medfarer en
blokering eller en stimulation af den
pageeldende receptor, udtrykt ved
effekten p& G-proteinet.

Det er imidlertid langt sveerere
at undersgge, hvilke
betydende effekter
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laegemidler har pa sig-
naloverfgringen inde i
den enkelte nervecelle,
fordi flere af disse pro-
cesser gar i gang pa

L~ WOOC samme tid i cellen.
Derudover sker de cel-
T lulzere aendringer ikke

.“'\ pludseligt, men over

relativt lang tid, endda
op til flere dage. Ende-
lig gentages indgivel-
sen af et leegemiddel
ofte, séledes at den

Behandling med laegemidler
mod depression gennem nogle
uger aktiverer bestemte gener i
nervecellerne, hvilket kan
veere Arsag til behandlingens
gunstige effekt. Figuren viser
to signalkaskader, som begge
kan aktivere malgenet.

daglige sendring af cellens signalo-
verfgring kan medfare yderligere
aktiveringer inde i cellen, men som
ikke sker ved en enkelt behandling.

Man skal derfor have en klar
viden om, hvilke processer, som szet-
tes i gang pé forskellige tidspunkter.
Desuden skal man vide, hvornér og
hvor i hjernen processerne finder
sted for mere preecist at studere de
effekter, som er afggrende for leege-
midlets virkning. Alt i alt er dette
genstand for en intens forsknings-
indsats.

Forstdelse af tilvaenning
Forandringerne inde i nervecellerne
er vigtige for at forst&, hvordan
leegemidler egentlig virker. Specielt
er eendringerne vigtige i forstaelsen
af de tilveenningsmekanismer, som
optraeder, nar leegemidler indgives
over leengere tid. Et eksempel pa til-
veenning er, at cellerne bliver mindre
og mindre fglsomme for det samme
laegemiddel. Ved at forsta disse cellu-
lzere aendringer vil man kunne fjerne
den veesentlige bivirkning ved man-
ge leegemidler, som tilveenningen er.

Et andet mal med forskningen er
at korrelere momentan receptorakti-
vering med den effekt, som udeves
gennem transkriptionsfaktorerne, for
at forstd hvilke gener, som i sidste
ende pévirkes, og som maske er
ansvarlige for leegemidlets terapeuti-
ske effekt. Dette er seerligt relevant
for forst&elsen af antidepressiva og
antipsykotika, fordi virkningen ind-
treeder lang tid efter, at behandling-
en er begyndt, og leegemidlerne har
bundet sig til receptorerne.

Fig. 2

Leegemidler mod depression
Forskergruppen har lagt seerlig vaegt
pé at forstd de mekanismer, som
udlgser en antidepressiv effekt efter
lzengere tids behandling med lzege-
midler som Prozac, Fontex og Cipra-
mil. Det er velkendt at behandling
med disse laegemidler skal foretages
i flere uger, far den gunstige effekt
opnas.

Vi har derfor undersggt i dyre-
forseg, om de dybere processer i
hjernen aendres ved behandlingen.
Gentagen behandling gger de signal-
processer i hjernedelen hippocam-
pus, som seettes i gang af protein
kinase A. Selv aktiveres protein kina-
sen via stimulation af receptorer,
som er koblet til et stimulatorisk G-
protein.

Protein kinase A aktiverer andre
proteiner ved at anbringe fosfor-
grupper pa dem. Et interessant pro-
tein, som aktiveres p4 denne méade
er transskriptionsfaktoren cyclic
response element binding protein
(CREB). Hvis CREB fosforyleres p&
position serin-133, gges transkripti-
onsfaktorens evne til at koble sig
sammen med et andet protein. Dette
proteinkompleks binder sig teet til
bestemte dele af DNA og teender for
det pageeldende gen. P& den made
er der direkte forbindelse mellem en
receptor og et malgen.

En anden mulighed for at starte
denne proces er, nar der flyder posi-
tivt ladede calciumioner ind igennem
cellemembranen. lonerne aktiverer
proteinet calmodulin-kinase, som
ogsa er i stand til at fosforylere CREB
pa position serin-133. Det er uvist,
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NAr et gen aktiveres,
udsender det en
enstrenget kopi af sig
selv, mRNA, som sgrger
for dannelsen af et pro-
tein. Nér rotter behand-
les med antidepressiv
medicin, stiger mang-
den af mRNA for prote-
inet adenylate cyklase 1
(AC-1) med tiden. Efter
en periode er mengden
af AC-1 i nervecellerne
oget, og samtidig begyn-
der behandlingen at
virke

"l i B

hvilke af disse kinaser, som er af
betydning for de antidepressive
leegemidlers effekt, men under alle
omsteendigheder sker en raekke cel-
luleere begivenheder, som forbinder
korttidseffekter med mere leengere-
varende effekter.

Malgener for leegemidler

Det er vigtigt at bestemme de mél-
gener, som forarsager den leengere-
varende effekt. Disse geners aktivitet
undersgger vi ved at méle, hvilke og
hvor store maengder budbringer-RNA
(mRNA), de danner. mRNA er en-
strengede kopier af genet, som inde-
holder opskriften pa de proteiner,
det pageeldende gen koder for.
Opskriften afleeses i cellernes
proteinfabrikker, som producerer
proteinerne.

Ved hjeelp af kvantitative mRNA
malinger har vi for nyligt vist, at
genet, som koder for proteinet ade-
nylate cyclase type 1 (AC-1) var akti-
veret, og at niveauet af mRNA gge-
des efter lzengere tids behandling
med antidepressiv medicin. En anden
forskergruppe har vist, at ogsa genet
for veekstfaktoren, brain derived ner-
ve growth factor (BDNF) var pavirket,
og at meengden af mRNA for denne
veekstfaktor ligeledes stiger efter
laengere tids behandling med forskel-
lige leegemidler mod depression.

Det interessante ved disse to
gener er, at de begge aktiveres af
CREB, og at de pavirkes lang tid efter,
at behandlingen er startet, og hvor
den terapeutiske effekt indtraeder.

Nye perspektiver
for behandling
Leegemidler mod flere sygdomme i
hjernen binder sig til receptorer og
starter en raekke langtidseffekter i
de enkelte nerveceller. Transkripti-
onsfaktorer er vigtige budbringere
mellem nervecellens overflade og
dybereliggende effekter pa cellens
DNA. Derfor er det vigtigt at kende
de involverede transkriptionsfaktorer
og forsta deres virkning for derved
at udvikle nye leegemidler med
gnskede langtidseffekter.

sadanne studier kan skabe
muligheder for at finde nye stoffer,
som virker bedre end de nuveerende.
En vej at g& er at udvikle laeegemidler,
som ikke binder sig til selve recepto-
ren, men som pavirker den specifikke
signaloverfaringsvej, som er pévirket
i en given sygdom, og som vi ved
pévirkes af kendte stoffer. En made
at gere dette pa er at udnytte den
krystallografiske struktur af de unik-
ke regulatoriske omrader p& enten
kinaserne eller pa transkriptionsfak-
torerne som et udgangspunkt for
design af nye leegemidler.

Dr.med. Jens D. Mikkelsen
er afdelingsleder ved
Neurobiologisk afdeling,
H. Lundbeck A/S og
forskningskoordinator i
Drug Research Centre.
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Maling af nervecellers
lynhurtige signaler

Signaloverfagrsel mellem nerve-
celler foregdr pd millisekunder.
Nye méleteknikker kan folge dis-
se lynhurtige processer. Malinger-
ne giver vigtig ny viden, som kan
gere det muligt at designe speci-
fikt virkende lagemidler til
bestemte dele af hjernen.

Af Tue Banke, John Lambert
og Arne Schousboe

jernens celler kommunike-
rer med hinanden ved hjeelp af syn-
apser. En synapse er et lille stykke
cellemembran, der er i meget teet
kontakt med en anden nervecelles
membran. Disse to stykker membran
danner selve synapseklgften, hvor de
to celler kan udveksle information.
Signaloverfarslen sker ved, at den
ene celle frigiver et signalstof til den
anden. P& overfladen af modtager-
cellen sidder der receptorer, hvortil
signalstofferne bindes.

Nar det er sket, aktiveres recep-
torerne og &bner en ionkanal, som
medvirker til at sende signalet fra
afsendercellen videre. lonkanalen
danner et ganske lille hul, hvori
ioner kan treenge igennem. Hjerne-

cellen vil, idet der traenger ioner ind
gennem cellemembranen, tolke det-
te som et signal. Nervecellen kan
herefter videresende signalet til
andre hjerneceller.

Vi arbejder med at karakterisere
en gruppe af receptorer, der kaldes
glutaminsyrereceptorer, fordi de
aktiveres af hjernens vigtigste stimu-
lerende signalstof glutaminsyre. Glu-
taminsyrereceptorer er vidt udbredt i
hjernen og er involveret i vigtige
funktioner, sdsom indleering og
hukommelse. Imidlertid kan fejlfunk-
tioner i disse receptorer fore til en
reekke af hjernesygdomme, bl.a.
Alzheimers syge. Derfor er der stor
interesse for at opklare strukturen af
glutaminsyrereceptorerne, fordi de
er potentielle angrebspunkter for
leegemidler.

Glutaminsyrereceptorer

Der findes forskellige receptorer for
glutaminsyre, og de inddeles i under-
typer alt efter deres farmakologiske
egenskaber. Inddelingen er baseret
p&, at receptortyperne reagerer for-
skelligt pa forskellige analoger af
glutaminsyre.

Der er tre hovedklasser: NMDA-
receptorer, AMPA-receptorer og
kainsyrereceptorer. Vi har i en raekke
&r arbejdet med AMPA-receptorerne.
Deres karakteristiske egenskaber er,

at de meget hurtigt kan aktiveres af
AMPA eller glutaminsyre, samt at
den ionstrem, der traeenger gennem
hver enkelt ionkanal er ganske lille.

Hver AMPA-receptor er bygget
op af 4 eller 5 underenheder; hvor
mange helt preecist vides ikke. Unde-
renhederne bestdr af proteiner. Der
er klonet fire forskellige underenhe-
der, som kaldes GIuR1-4. Hvis vi anta-
ger, at der skal fire underenheder til
at bygge en ionkanal op, er der et
stort antal mulige sammenseetninger.
En kanal kan f.eks. veeret bygget op
af kun GluR1-enheder, eller maske af
2 GluR1-enheder og 2 GluR2-enheder
0.8.V.

Der er indicier for, at specielle
typer AMPA-receptorer findes i speci-
elle omréder af hjernen. Et endeligt
mal er at kunne designe leegemidler,
som specifikt er rettet mod en
gnsket undergruppe af disse recepto-
rer i et specifikt omrade af hjernen.

Receptorerne taendes

og slukkes hurtigt

Som omtalt aktiveres og ikke mindst
inaktiveres AMPA-receptorer meget
hurtigt. Inaktiveringen kaldes for
desensibilisering og indtraeffer umid-
delbart efter, at AMPA eller gluta-
minsyre har bundet sig til recepto-
ren, og den sker uanset, om signal-
stoffet stadig er tilgaengeligt for

Fig. 1
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Med et nyt udstyr er det muligt at simulere de lynhurtige signalprocesser i synapserne mellem nerveceller. Abningen pé en mikropipette forsegles med en lille
lap af modtagercellens cellemembranen. Pipetten placeres under et dobbeltrar med henholdsvis en kontroloplasning og en oplasning med det signalstof, der

aktiverer modtagercellens receptorer. Ved hjelp af en piezoelektrisk krystal kan pipetten flyttes, si man kan skifte mellem de to oplgsninger p& under et milli-
sekund. Herved er det muligt at male, hvor hurtigt receptorerne aktiveres og desensibiliseres.

receptoren. For AMPA-receptorens
vedkommende sker desensibiliserin-
gen pé under 50 millisekunder. Nor-
malt vil signalstoffet veere diffunde-
ret veek fra synapseklgften indenfor
f& millisekunder. Men skulle det ske,
at signalstoffet er tilstede i l&engere
tid, kan desensibilisering opfattes
som en slags “overophedningsven-
til”. Det vil sige, at kanalen og der-
med den videre respons automatisk
stoppes efter ganske kort tid.

Da hver enkelt kanal kun tillader
en meget lille ionstram at passere
igennem, er det vanskeligt at male
den stram af ioner, der passerer en
enkelt ionkanal. Derfor plejer man at
studere flere kanaler samtidigt.

Maling i et lille

stykke membran

Netop desensibilisering og den lille
ionstrem udger hovedproblemerne i
forbindelse med eksperimentielle
studier af AMPA-receptorernes ion-
kanaler. For at kunne undersgge dis-
se kanaler anvendes et system, der
tilferer glutaminsyre lige s& hurtigt,
som det sker i synapsen under nor-
male forhold.

Dette har hidtil veeret vanskeligt
at opné. Traditionelt har man tilsat
glutaminsyre eller syntetiske analoger
meget langsomt i forhold til synaptisk
friseetning af glutaminsyre. Derved
studeres disse kanaler i en desensibili-
seret tilstand, som ikke har noget
med informationsoverfarsel at gare.

For bedre at kunne undersgge
receptorernes ionkanaler anvender vi
nu en metode, som kaldes for patch-
clamp teknik. Metoden gar ud pa, at
man med en lille pipette river et

Fig. 2

ganske lille stykke membran ud af
cellens overflade. Flere receptorer er
indlejret i membranstykket. Disse
kan stimuleres ved at tilseette en hgj
koncentration af enten AMPA eller
glutaminsyre. Strammen, der lgber
igennem ionkanalerne, males med
en meget fglsom forsteerker.

Et piezoelektrisk system anven-
des til at tilfare AMPA eller gluta-
minsyre i under et millisekund. Syste-
met er baseret pa en piezoelektrisk
krystal, som har den egenskab, at
krystallen bevaeger sig ganske lidt,
men meget hurtigt, n&r man seetter
en spaending over den. Denne egen-
skab udnyttes til at flytte en pipette,
der bestar af to rar. Ved forsggene
sendes en kontroloplgsning gennem
et rgr og en oplgsning med signal-
stof gennem et andet. Pipetten med
det lille stykke membran anbringes
forst under rgret med kontrolop-
lgsningen. S& aktiveres krystallen,
som sé flytter sig s&ledes, at mem-
branstykket nu placeres under det
andet rgr med signalstoffet. Herved
stimuleres receptormolekylerne, som
forarsager en ionstrem igennem
membranen. Strammen males ved
hjeelp af patch-clamp forsteerkeren.

Vi kan udskifte oplgsningen
omkring cellemembranstykket med
receptorerne pé& under ét millisekund
og dermed simulere, hvad der fore-
gar i synapseklgften under normale
forhold.

Froaeg og kulturer

af hjerneceller

AMPA-receptorer bestar som naevnt
af forskellige underenheder, GluR1-4.
Da der findes mange mulige kombi-

nationer, er det en fordel at kunne
studere disse enheder en for en,
f.eks. ved at méle pd AMPA-kanaler,
der kun bestar af GluR1-enheder.

Forsggene er baseret p&, at man
kunstigt kan fremstille forskellige
AMPA-receptorer. Her udnyttes freen
Xenopus laevis’s store ag. Nar man
sprajter de gener, der koder for de
forskellige underenheder af recepto-
rerne ind i a&gget, begynder segget
at producere de pagaeldende AMPA-
receptorer i dets ydre membram.

P& den méade har vi fremstillet
g med AMPA-receptorer, der kun
bestar af GluR1-underenheder. Disse
receptorers samspil med glutaminsy-
re blev herefter undersggt ved hjeelp
af det piezoelektriske udstyr. Herved
kunne vi méle, hvor hurtigt respon-
set forsvinder, fordi receptorerne
desensibiliserer.

Vi har ogsa forsggt at benytte
dette system p& hjernecellekulturer.
Her er AMPA-receptorerne sammen-
sat pa en made, som man ikke ken-
der ngjagtigt. Ved at gentage de
ovenfor beskrevne forsgg pa hjerne-
kulturer, kan man opnd farmakolo-
gisk information om, hvordan en
naturlig forekommende AMPA-
receptorkanal opfarer sig. Metoden
gér ud pé at sammenligne med resul-
taterne fra frgaeggene, hvor vi ken-
der sammensaetningen af AMPA-
receptorerne. Hensigten er, at kunne
opklare, hvilke underenheder der
indgér i receptorerne i hjernen. Der-
ved far vi vigtig viden, som kan bru-
ges i forsgg pé design af nye speci-
fikke laegemidler, der kun pavirker
de gnskede receptorer i netop den
del af hjernen, hvor de forekommer.

10 mM Glutamat

2 pAmpere

20 msec

/WA AN

Figuren viser en méling pa et stykke membran fra frazeg, som indeholder GIuR1 AMPA-receptorkanaler. Den sorte streg i
toppen af figuren illustrerer tidsrummet, hvor glutaminsyre var appliceret. Desensibilliseringen ses ved, at responset forsvin-

der, selvom glutaminsyre fortsat er tilstede.
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Mulighed for diagnostik
af neurodegenerative
sygdomme

En rzekke sygdomme i hjernen
skyldes, at nervecellerne henfal-
der og dgr. Studier af tidlig-
respons-gener, som er involveret i
celledgden, kan maéaske fore til
udvikling af en diagnostisk meto-
de, der kan pavise sygdommene i
et tidligt stadium.

Af Aase Frandsen og Arne Schousboe

lutaminsyre er et
tveaegget sveerd. P& den ene side er
glutaminsyre hjernens vigtigste sti-
mulerende signalstof i kommunikati-
onen mellem nervecellerne, og det
spiller en afggrende rolle for f.eks.
hukommelsen, evnen til indlaering
og bevidstheden. Men glutaminsyre
kan ogsd under visse omsteendighe-
der veere Arsag til, at nerveceller ska-
des eller der. Dette menes at medvir-
ke til de skader, der opstér i forbin-
delse med epilepsi, hjerneblgdninger,
Alzheimers syge og neuropsykiatri-
ske tilstande.

Endnu kan sygdommene ikke
behandles. Det skyldes blandt andet,
at det ikke er muligt udelukkende at
ramme de sygdomsfremkaldende
processer uden samtidigt at forhin-
dre de normale, fysiologiske funk-
tioner, hvilket vil medfere uaccepta-
belt alvorlige bivirkninger. Et storre
kendskab til de cellebiologiske pro-

c-fos er et af de tidlig-respons-gener, der udtryk-
kes, nér signalstoffet glutaminsyre stimulerer en
nervecelle. Ved normale koncentrationer af glu-
taminsyre i hjernen udtrykkes c-fos kun i nogle
minutter, men ndr meangden af glutaminsyre
oges ved flere sygdomme i hjernen, udtrykkes c-
fos i meget lengere tid. Tidsmensteret for mang-
den af c-fos-mRNA i nervecellerne kan derfor
bruges som en indikator for, om ggede niveauer
af glutaminsyre er i feerd med at skade cellerne.
Spjlediagrammet viser mangden af c-fos-mRNA
efter stimulerering med lave, ikke-toksiske gluta-
minsyrekoncentrationer (0, 1 og 10 pM) og efter
stimulering med toksiske glutaminsyrekoncen-
trationer (50 og 100 pM).

cesser, der startes af glutaminsyre,
kan gere det muligt at skelne mel-
lem de processer, som er normale, og
de processer, der farer til celleded.

Det er sandsynligt, at en meget
tidlig genetisk reaktion p& glutamin-
syres skadelige pvirkning af nerve-
cellerne kan bruges diagnostisk ved
disse sygdomme. Al cellens arvema-
teriale bestar af DNA og indeholder
information, der bl.a. overszettes til
budbringer RNA (MRNA). mRNA er
en enkeltstrenget kopi af et gen og
indeholder opskriften p& det protein,
som genet koder for. Opskriften
aflaeses nu af cellens proteinfabrik-
ker, som producerer det pageeldende
protein. Proteinerne er cellens red-
skaber, som udgver de livsngdvendi-
ge funktioner.

Nogle af cellens gener danner
hele tiden proteiner og kaldes “hus-
holdningsgener”, mens andre kun
transkriberes pa bestemte signaler.
Dette udger en meget vigtig regula-
tionsmekanisme for cellens aktivitet
og funktion.

Fig. 1

Tidlig reaktion

i nervecellerne

Det er for nyligt opdaget, at en af de
forste celluleere reaktioner pé gluta-
minsyrepavirkning er aktivering af
de tidlig-respons-gener, der er ngd-
vendige for at seette gang i cellens
gvrige reaktionsmaskineri.

Tidlig-respons-generne koder
bl.a. for proteiner, der fungerer som
transkriptionsfaktorer. Disse er ngd-
vendige for, at cellens gener bliver
oversat til de proteiner, som udger
cellens signaleringsmaskineri, og som
udfgrer de intracellulzere processer,
der forer til nervecellens reaktion pa
den ydre pavirkning; i dette tilfeelde
glutaminsyre.

Et af medlemmerne i denne gen-
familie er c-fos. Under en normal
fysiologisk reaktion vil meengden af
c-fos-mRNA i cellen stige midlertidigt
i nogle minutter for hurtigt at falde
ned pé& det basale niveau, nar tran-
skriptionen af de relevante gener er
sket. Ved en pavirkning, der senere
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vil fare til, at nerveceller skades eller
der, bliver c-fos-mRNA-ekspressionen
ved med at veere forhgjet i flere
timer eller sdgar dage efter stimule-
ringen af cellen. Samtidig er maeng-
den af mRNA for c-fos meget hgjere
end i normale situationer.

Starter interne

signaler i celler

Hjernen bestar af mange forskellige
nervecelletyper, der reagerer forskel-
ligt p& glutaminsyres pavirkning,
hvorfor det kan veere meget vanske-
ligt at tolke forsgg, der er udfart i
den intakte hjerne, ligesom der kan
veere etiske aspekter forbundet med
s&danne undersggelser. Derfor er det
en fordel at anvende dyrkede nerve-
celler af forskellig art fra musehjer-
ner til studiet af glutaminsyres funk-
tioner.

Man ved, at glutaminsyre udaver
sin effekt ved at binde sig til recep-
torer, der sidder udenpé& nerveceller-
ne og modtager glutaminsyresigna-
let fra andre nerveceller. Efter bin-
dingen overseettes signalet til cellens
eget interne signaleringssystem, hvil-
ket i sidste ende forer til cellens
reaktion. Under normale fysiologiske
forhold sendes glutaminsyresignalet
videre, men i neurodegenerative syg-
domstilstande kan signalet fare til
cellens destruktion.

Glutaminsyres receptorer kan
inddeles i forskellige undergrupper
med forskellige farmakologiske
egenskaber. Alle receptorundergrup-
perne kan formidle glutaminsyres
giftvirkninger, selvom det foregar via
forskellige, endnu ikke fuldt opklare-
de, ruter inde i cellen. Desuden for-
midles ogsa de normale fysiologiske
funktioner af samtlige receptorun-
dergrupper. Dette betyder, at man
ikke som terapeutisk strategi kan
anvende stoffer, der forhindrer mod-
tagelse af glutaminsyresignalet. Disse
stoffer bruges hovedsagligt i det eks-
perimentelle arbejde med at opklare
de intracelluleere signaleringsveje for
glutaminsyres funktioner.

Da glutaminsyres giftvirkninger
ofte teenkes at opst& som fglge af en
forleenget eller forstaerket stimulati-
on af receptorerne, kunne man teen-
ke sig en terapeutisk anvendelse af
stoffer, der delvist heemmer cellens
modtagelse af signalet, séledes at
styrken af nervecellens pavirkning
med glutaminsyre ville blive normali-
seret. En s&dan behandling ville vaere
specielt lovende, hvis den kunne
kombineres med et stof, der ikke
pavirker cellens signalmodtagelse
udefra, men som specifikt blokerer
det eller de trin i cellens signalerings-
veje, der farer til celleskader.

Et eksempel pa et sddant stof er

dantrolene, som kan forhindre fri-
saetningen af calciumioner fra
bestemte depoter inde i cellen og
derved forhindre cellen i at dg som
folge af en under normale omstaen-
digheder toksisk glutaminsyrepavirk-
ning. Imidlertid er calciumfriseetning
ikke involveret ved celleded formid-
let af samtlige receptorundergrup-
per, og idet glutaminsyre aktiverer
alle receptorundergrupperne i hjer-
nen, kan dantrolene heller ikke
anvendes som monoterapeutisk mid-
del i forbindelse med de sygdomme,
hvori glutaminsyre spiller en rolle.
Dantrolenes rolle er derfor ogsé for-
trinsvis som redskab for det videre
arbejde med opklaring af de involve-
rede signaleringsveje.

Behandling

og diagnostik

Den tidlige placering af c-fos-respon-
set i den interne kommunikations-
proces i nervecellerne er et vigtigt
element i forsgget pa at udvikle en
effektiv behandling af neurodegene-
rative sygdomme. Dette skyldes, at c-

Fig. 2

fos-responset ligger meget tidligt i
reekkefalgen af de proccesser i cel-
lens indre, der aktiveres af glutamin-
syre. Derfor kan man opdage reakti-
onen sa tidligt, at man muligvis kan
nd at forhindre aktiveringen af de
efterfglgende processer og dermed
ogsa forhindre celledgd.

Glutaminsyre aktiverer samtidigt
flere forskellige kommunikationsy-
stemer i cellens indre, hvilket ikke
kan undersgges pa een gang. Des-
uden er undersggelserne af en sddan
karakter, at det ikke kan lade sig
gore at foretage dem i en starre ska-
la. Derimod egner de analyser, vi har
brugt til at pavise det sendrede tids-
mgnster for meengden af c-fos-
mRNA sig af tekniske &rsager fortrin-
ligt til screening i starre skala, hvilket
er vigtigt, hvis testen skal kunne bru-
ges diagnostisk.

Resultatet har fgrt til en bevil-
ling fra EU til et demonstrationspro-
jekt med henblik p& at udvikle nye
strategier og teknikker til diagnosti-
sering uden eller med begrzenset
brug af forsggsdyr.

Fase-kontrast-lysmikro-
skopisk billede af nerve-
cellekulturer fra muse-
hjerner dyrket i plastic-
petriskale i 10 dage.
Stregen indikerer 25
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Nyt angrebspunkt

for leegemidler
mod Alzheimers syge

Leegemidler, der gger signalstof-
fets GABA's aktivitet i hjernen,
anvendes i dag til behandling af
epilepsi, angst og sgvnlgshed. Ny
forskning tyder p&, at demens og
maéske ogsa sindslidelser, herun-
der skizofreni, vil kunne behand-
les gennem en kontrolleret bloke-
ring af GABA-systemet.

Af Bente Frglund, Bjarke Ebert,
Uffe Kristiansen, Erik Falch
og Povl Krogsgaard-Larsen

en menneskelige hjerne
rummer omkring 10 milliarder nerve-
celler, som vekselvirker med hinan-
den i et yderst kompliceret netveerk.
Nervecellerne betjener sig af et stort
antal signalstoffer, som overfarer sig-
naler imellem dem, og som regulerer
og modificerer ikke alene signal-
strammene, men ogsa de enkelte sig-
nalers intensitet. Hvert enkelt signal-
stofs funktioner udgves normalt via
et stort antal receptorer p& nervecel-
lerne, som modtager signalerne. Man
skeanner, at en nervecelle i sin celle-

Fig. 1

membran har indbygget omkring
1000 receptorer af forskellig art.

Hos de fleste mennesker funge-
rer disse ufatteligt komplicerede
hjernemekanismer problemigst, men
der kan opsta fejl i signalmaskineri-
et, som kan udvikle sig til alvorlige
og ofte dgdelige hjernesygdomme.

Hjernens overordnede haemmen-
de signalstof, som deemper nervecel-
lernes aktivitet, er GABA (gamma-
aminosmgrsyre). Det vigtigste stimu-
lerende signalstof er glutaminsyre,
som gger aktiviteten i nervecellerne.
Langt de fleste af hjernens nervecel-
ler indeholder receptorer for disse to
signalstoffer, som billedlig talt fun-
gerer som henholdsvis hdndbremse
og speeder i hjernen. Nerveceller, der
danner henholdsvis GABA og gluta-
minsyre, spiller sammen med andre
centrale neurotransmittersystemer,
bl.a. acetylcholin- og dopaminsyste-
merne. Fejlfunktioner i de sidstnaevn-
te signalsystemer spiller en vaesentlig
rolle i henholdsvis Alzheimers syge
og skizofreni.

Degeneration og ubalance

Vor viden om mekanismerne bag en
reekke hjernesygdomme vokser, men
er i alle tilfelde ufuldsteendig. Der

GABA

ACh

En skematisk illustration af
samspillet mellem hjernecel-
ler, der udnytter acetylcholin
(ACh), GABA og glutaminsy-
re (Glu) som signalstoffer.
/ACh-neuroner, som spiller en
central rolle i forbindelse med
hukommelse og indlering,
stimuleres gennem aktivering
af deres receptorer for Glu,
GlU mens aktivering af deres
GABA-receptorer nedsatter
nervecellens frigarelse af
ACh. I Alzheimers syge er det
primart disse ACh neuroner,
der henfalder og dar.

har i de seneste &r veeret forsket
intensivt i demenssygdommen Alz-
heimers syge. Det er en neurodege-
nerativ sygdom, som er karakterise-
ret ved et ubgnherligt fremadskri-
dende henfald af iseer de nerveceller,
som udsender signalstoffet acety-
Icholin, hvilket farer til tab af
hukommelse og evne til indleering.
Overstimulation af glutaminsyrere-
ceptorerne pa disse nerveceller er
efter al sandsynlighed en medvirken-
de &rsag til, at de gér til grunde,
men mange andre processer spiller
ogsa en rolle.

Der har i flere &r veeret udfoldet
store bestreebelser pa udvikling af
laeegemiddelstoffer, der pavirker ner-
vecellernes receptorer for acetylcho-
lin pd samme méde som signalstoffet
selv. Mdlet har veeret at anvende
stofferne som laegemidler mod
Alzheimers syge ved at kompensere
for faldet i meengden af acetylcholin
i hjernen pa grund af det fremadskri-
dende henfald af acetylcholinnerve-
cellerne. Selv om denne terapeutiske
strategi ma siges at veere logisk og
velbegrundet, har resultatet af flere
kliniske studier veeret skuffende.

Hvorfor? Ja, det er sveert at for-
klare; men faenomenet kan muligvis
afspejle, at receptorerne for acetyl-
cholin, selv om de sidder p& modta-
gernervecellerne og altsa ikke pé de
degenererende acetylcholinnervecel-
ler, alligevel mister evnen til at kun-
ne aktiveres, néar afsenderne er
dgende.

Der har verden over, ikke mindst
i Danmark, veeret anvendt formidab-
le ressourcer pa denne forskning,
som ser ud til kun i begreenset
omfang at have indfriet forventnin-
gerne. Sadan er betingelserne for
leegemiddelforskning. Der er behov
for nyteenkning, og en mulig negle
ligger i GABA-systemet.

GABA-systemet,

en ny nggle?

GABA's rolle som overordnet haem-
mende signalstof i hjernen har vaeret
klarlagt i mere end tre artier. Som
resultat af intens forskningsaktivitet

er der udviklet flere laegemidler med
GABA-stimulerende effekt. Disse
lzegemidler anvendes til behandling
af epilepsi og tilstande, som er
karakteriseret ved angst og sgvnlgs-
hed.

| dag er forskningen i GABA
udvidet til at omfatte adskillige psy-
kiatriske og neurologiske sygdomme,
og meget tyder pa, at afsporede pro-
cesser i flere af disse hjernesygdom-
me kan bringes i balance gennem
pavirkning og regulering af GABA-
systemet. Der tegner sig stedse tyde-
ligere et billede af, at det i flere
tilfeelde vil veere muligt at bedre syg-
domsbilledet eller deempe sympto-
merne gennem kontrolleret bloke-
ring af GABA-systemet.

DFH-gruppen fokuserer nu kraf-
tigt p& GABA-receptorerne som muli-
ge terapeutiske angrebspunkter, spe-
cielt i Alzheimers syge, men ogsa i
skizofreni. Der sidder GABA,-recep-
torer p& acetylcholinnervecellerne,
og aktivering af disse receptorer
nedseetter frigerelsen af acetylcholin.
Dette er absolut ikke gnskeligt i
Alzheimers syge, og pé grundlag af
dyreforsgg er der al mulig grund til
at forvente, at behandling af Alzhei-
mer-patienter med stoffer, der stimu-
lerer GABA,-receptorerne, ville for-
veerre det fremadskridende tab af
hukommelse og evne til indleering.

Behandling med stoffer, som blo-
kerer GABA,-receptorerne, kunne i
princippet lette symptomerne hos
disse patienter, men med saddanne
stoffer ville man blokere GABA-
handbremsen pé stort set alle hjer-
nens nerveceller, hvilket gjeblikkeligt
ville f& hjernen til at lgbe Igbsk. Men
kunne man deempe aktiveringen af
GABA,-receptorerne delvist, abner
der sig maske nye terapeutiske
muligheder. For GABA-receptorer-
nes vedkommende er der saledes
fokus p& s&kaldte partielle agonister.

Fig. 3
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2) En partiel agonist aktiverer kun en receptor til et begraenset niveau. Mens muscimol (A) er en fuld

agonist med 100% effekt pi GABA,

ptorer, aktiverer analogen THIP (B) GABA,-

receptoren til ca. 80% af maksimalresponset, mens Thio-4-PIOL (C) og 4-PIOL (D) aktiverer recepto-

rerne til is 60% og 40% af

. En partiel agonist (i figuren til hgjre stof D)

besidder sével agonisme som antagonisme. Den agonistiske del kan aktivere receptoren til et 40%
niveau, mens den antagonistiske del kan tvinge effekten af en fuld agonist (i figuren stof A) ned pa 40%
niveauet i forsag, hvor D tilszttes i stigende koncentration. Denne mekanisme kan formentlig udnyttes
terapeutisk til en fleksibel og skansom regulering af funktionen af hjernens GABA,-receptorer.

| modsaetning til en fuld agonist,
der stimulerer GABA,-receptorerne
pa samme méde som signalstoffet
GABA selv, er en partiel agonist kun i
stand til at aktivere receptoren til et
niveau, der er lavere end 100%. Tre
eksempler pa partielle agonister er
stofferne THIP, Thio-4-PIOL og 4-
PIOL. THIP er en effektiv partiel ago-
nist, mens Thio-4-PIOL og iseer 4-PIOL
stimulerer GABA,-receptorerne i
mindre grad.

Stoffer af denne kategori er
potentielle lzegemidler til behand-
ling af symptomerne hos Alzheimer-
patienter. Det skyldes, at partielle
agonister har evnen til bade at akti-
vere og blokere receptorerne, men
for begge effekters vedkommende
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HZN\J_<O HzNﬂ
o
GABA OH Muscimol (A)
LN RS
OH () OH
I THIP (8) [ N
s’ o
HN HN
Thio-4-PIOL (C) 4-PIOL (D)
L & g e m i d d e

kun delvist. | princippet ville anven-
delse af 4-PIOL som leegemiddel fare
til ca. 60 procents blokering af
GABA,-receptorerne, men den stimu-
lerende komponent pa 40 procent af
4-PIOL's effekt ville kunne holde
receptoren i funktion, men pé lavt
blus. GABA,-receptorens naturlige
haemning af acetylcholinnerveceller-
nes frigarelse af deres signalstof ville
blive vaesentligt reduceret, efter al
sandsynlighed til gavn for patienten.

4-PIOL er imidlertid stadig kun et
modelstof, og der er endnu langt til
et leegemiddel pa dette felt. Vi ken-
der ikke det optimale effektivitetsni-
veau for denne kategori af stoffer.
Maéske er 4-PIOL’s 40% agonist
niveau for hgijt - eller for lavt. Hver-
ken 4-PIOL eller Thio-4-PIOL synes at
veere aktive i tilstraekkeligt lave kon-
centrationer, og isaer 4-PIOL har
sveert ved at treenge gennem blod-
hjerne-barrieren. Der er behov for
omfattende forskning pa dette felt;
men DFH-gruppen har pa det sene-
ste udviklet kemiske forbindelser,
som ser meget lovende ud.

Strukturen af hjernens overordnede h&emmende
signalstof GABA samt af stoffet muscimol (A),
som er en fuld GABA,-receptor agonist. Struk-
turene af de partielle GABA,-agonister THIP
(B), Thio-4-PIOL (C) og 4-PIOL (D) med for-
skellige grader af effektivitet er ligeledes vist.
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Effektiv syntese af
neuroaktive naturstoffer

Hvepsegiften, philanthotoxin,
pavirker nerveceller og bruges
som modelstof for udvikling af
leegemidler mod bl.a. Alzheimers
syge. Hidtil har det veret be-
sveerligt at fremstille denne type
stoffer. En ny metode klarer syn-
tesen hurtigt og effektivt. Samti-
dig 4bner metoden mulighed for
at anvende computerstyrede
systemer, s& fremstillingen kan
automatiseres.

Af Kristian Strgmgaard,
Kim Andersen og Jerzy W. Jaroszewski

ed udvikling af nye leege-
midler tager man ofte udgangspunkt
i naturstoffer, ikke blot fra planter,
men ogsa fra dyr. Naturstofkemikere
interesserede sig oprindeligt for gif-
tene fra edderkopper og hvepse, for-
di de kan dreaebe eller paralysere in-
sekter, og dermed kan danne ud-
gangspunkt for nye insektbekaem-
pelsesmidler. | de senere &r er inter-
essen blevet skaerpet, fordi visse af
giftene ikke blot virker p& insekter-
nes centralnervesystem, men ogsé pa
menneskets. Derfor er disse gifte
interessante som udgangspunkt for

Fig. 1

Nér den stikker bierne, lammes de af dens gift.

Hvepsen Philanthus triangulum kaldes biulven, fordi den udelukkende fodrer sine larver med bier.

udvikling af nye laegemidler mod
sygdomme i hjernen, der skyldes ner-
vecellers henfald og ded; f.eks.
Alzheimers og Parkinsons syge.

Et insekt, der har pakaldt sig
seerlig opmeerksomhed, er hvepsen
Philanthus triangulum ogsé kaldet
biulven, da den udelukkende fodrer
sine larver med bier. Nar bierne ind-
fanges, sker det ved, at hvepsen stik-
ker bien og injicerer en giftcocktail,
der paralyserer den. | 1988 lykkedes
det at isolere og bestemme struktu-
ren af det aktive stof i giften. Stoffet
blev kaldt philanthotoxin-433.

Philanthotoxin-433 var ingen
succes som udgangspunkt for et nyt
insektbekeempelsesmiddel, dels fordi
stoffet kun virker ved injektion, dels
fordi stoffet kun bedgver insekterne.
Farmakologisk set er giftstoffet langt
mere interessant. En karakterisering
af philanthotoxin-433 afslgrede nem-
lig, at stoffet blokerer en klasse af
ionkanaler, der fungerer som recep-
torer for nogle af de signalstoffer i
hjernen, som sgrger for nerveceller-
nes indbyrdes kommunikation. lon-
kanalerne aktiveres bl.a. af glutamin-
syre, som er et af hjernens vigtigste
stimulerende signalstoffer. En over-
stimulering af disse ionkanaler
menes at fore til nervedad i hjernen
og dermed til udvikling af neurode-
generative lidelser som Alzheimers

og Parkinsons syge.

Philanthotoxin-433 har i testsy-
stemer vist en beskyttende effekt p&
nerveceller, hvilket sammen med blo-
keringen af ionkanalerne tyder pa,
at denne stofklasse har et potentiale
i behandlingen af neurodegenerati-
ve sygdomme. Derudover er philant-
hotoxin-433 yderligere interessant,
fordi stoffet blokerer ionkanalerne
ved at binde til et andet omrade i
kanalerne end andre kendte bloke-
rende stoffer.

Blokade af ionkanaler
Forskningen omkring philanthotoxin-
433 handler séledes om at under-
s@ge, hvordan stoffet blokerer ionka-
nalerne, og her er det vigtigt at kig-
ge pa stoffets kemiske struktur. Phi-
lanthotoxin-433 bestar af aminosyren
tyrosin, hvortil der er bundet hen-
holdsvis smarsyre og en polyamin.
Numrene i philanthotoxin-433, angi-
ver strukturen af polyaminen, hvor
der findes henholdsvis 4, 3 og 3 kuls-
tofatomer mellem aminogrupperne.

Det har vist sig, at placeringen af
aminogrupperne i polyaminen spiller
en afgerende rolle. En simplificeret
forklaring er, at aminogrupperne er
positivt ladede under fysiologiske
betingelser, og at de binder til nega-
tivt ladede aminosyrer i det indre af
ionkanalen, hvorved kanalen bloke-
res. Afstanden mellem aminogrup-
perne i polyaminen skal passe med
afstanden mellem de sure aminosy-
rer i ionkanalen for at opné den
bedste blokering. Dette er sandsyn-
ligvis ikke den fulde forklaring, idet
det ma formodes, at ogsé andre fak-
torer, s&som graden af protonering
af aminogrupperne, har betydning.
Denne kan netop pévirkes ved at
aendre afstanden mellem amino-
grupperne.

Fastfase-syntese

| et forseg pé at belyse disse interak-
tioner og om muligt at bestemme
den optimale placering af amino-
grupperne i polyaminen, valgte vi at
fokusere pé fremstilling af analoger
af philanthotoxin-433, hvor poly-
amindelen varieres systematisk.
Maélet blev derfor at fremstille de
otte analoger af philanthotoxin-433,
der er mulige ved at kombinere

Fig. 1

Tyrosin

Den kemiske struktur af hvepsegiften philanthotoxin-433. Numrene angiver antallet af kulstofatomer

mellem aminogrupperne i polyamindelen

afstandene 3 og 4 kulstofatomer
mellem aminogrupperne. For at
muliggere dette er det essentielt at
udvikle en effektiv syntesemetode.

Litteraturen og siden egne erfa-
ringer indikerede, at fremstilling af
disse otte stoffer ved brug af "tradi-
tionel” kemi ville blive en seerdeles
omfattende opgave, specielt fordi
fremstilling af polyamindelen er en
vanskelig proces, hvor en udstrakt
brug af beskyttelsesgrupper er
péakraevet, og hvor oprensningen af
polyaminerne er meget kompliceret.

| stedet blev det besluttet at
udvikle en metode, som er baseret
pa fastfase-syntese. Princippet i fast-
fase syntese er, at man opbygger det
gnskede stof trin for trin, mens stof-
fet er koblet til overfladen af mikro-
skopiske plastkugler af polystyren,
som er uoplgselige i de anvendte
oplgsningsmidler. Efter hver reaktion
filtreres overskydende reagenser fra.
Farst n&r samtlige trin i syntesen er
udfart, frigeres stoffet fra kuglerne.

Fordelene ved fastfase-syntese
er, at oparbejdning efter hver reakti-
on foregér ved en simpel filtrering,
samt at reagenser kan bruges i stort
overskud, hvorved reaktionstiden
reduceres.

Udfordringen var saledes at
udvikle en metode til fremstilling af
polyaminerne ved fastfase-syntese. Vi
tog udgangspunkt i en ny metode

Fig. 1

kaldet Fukuyama-aminering, hvor
kommercielt tilgeengelige amino-
alkoholer med henholdsvis 3 og 4
kulstofatomer mellem alkoholen og
aminen blev anvendt som bygge-
klodser. Ved at bruge Fukuyama-ami-
neringen lykkedes det at udvikle en
metode, hvorved de otte analoger af
philanthotoxin-433 kan fremstilles
ved fastfase-syntese.

Fordelen ved den nye metode
kan illustreres ved at sammenligne
en “traditionel” syntese af en analog
af philanthotoxin-433. Syntesen kan
tage flere uger, endda maneder,
hvorimod det ved fastfase-syntese er
muligt at fremstille de otte stoffer
pé& mindre end en uge.

Udover at veere hurtig og effek-
tiv er det lige sa vigtigt, at metoden
er generel for fremstilling af poly-
aminer. Det betyder, at det i princip-
pet er muligt at fremstille hvilken
som helst polyamin, blot ved at veel-
ge de rette byggeblokke. Ydermere
begraenser den udviklede metode sig
ikke til at udfgre variationer af poly-
aminen, men kan med fordel anven-
des til at udfgre et utal af variatio-
ner i bade tyrosindelen og smarsyre-
delen af philanthotoxin-433. Dette er
et eksempel p& kombinatorisk kemi,
hvor man ved at kombinere bygge-
blokke pa en systematisk méade kan
fremstille en lang reekke nye stoffer
hurtigt og effektivt.

Automatisering ved
synteserobotter

En anden vigtig fordel ved fastfase-
syntese er, at processen kan automa-
tiseres ved anvendelse af en syntese-
robot. Sédanne robotter findes kom-
mercielt tilgaengelige i forskellige
design. Det udstyr, der blev anvendt
til dette projekt hos H. Lundbeck A/S,
er i stand til at fremstille 60 forskelli-
ge stoffer parallelt, idet den compu-
terstyrede synteserobot kan tilseette
reagenser, omrgre, varme, kgle og
filtrere i 60 separate reaktorer. Her-
med kan man ved at overfgre den
udviklede syntesemetode til syntese-
robotten fremstille 60 forskellige
analoger af philanthotoxin-433 ad
gangen.

Kombinationen af fastfase-synte-
se og automatiseret udstyr er blevet
en vigtig teknologi i medicinindustri-
en. Ved at kombinere disse metoder
med et omhyggeligt design af de
fremstillede stoffer er det muligt at
opné en detaljeret forst&else af sam-
menhaenge mellem kemisk struktur
og biologisk aktivitet pa en hurtig
og effektiv made.

Projektet har vist, at de samme
teknologier med stor fordel kan
benyttes i fremstillingen af analoger
af philanthotoxin-433, hvilket baner
vejen for en mere omfattende viden
om sammenhangen mellem analo-
gernes kemiske struktur og deres
evne til at blokere ionkanalerne.
Dette kan give en stgrre indsigt i
hvordan disse analoger binder i ion-
kanalen, og vil med tiden maske
kunne lede til nye og effektive leege-
midler.

Dette projekt er gennemfgrt som
et internationalt, EU-finansieret sam-
arbejde med deltagelse af, foruden
den danske gruppe, forskere fra Eng-
land, Tyskland og Italien.

Fast fase
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Produkt

| fastfase-syntese opbygges den gnskede forbindelse trin for trin p& overfladen af smé kugler af polystyren.

Cand.pharm. Kristian
Strgmgaard er ph.d.-
studerende ved Institut for
Medicinalkemi og H
Lundbeck A/S.

Civilingengr, ph.d. Kim
Andersen er afdelingsleder
for Afdelingen for
Kombinatorisk Kemi,

H. Lundbeck A/S

-

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

- et lille signalstof
med stor betydning

Nitrogenoxid har betydning ved
en reekke funktioner i centralner-
vesystemet; fra hjernens blod-
gennemstrgmning til hukommel-
sen. Ved sygdom kan overdreven
produktion af signalstoffet med-
fore celledgd. Udviklingen af
leegemidler, som regulerer pro-
duktionen af nitrogenoxid ved
neurologiske sygdomme er et
lovende omréde for leegemiddel-
forskere.

Projektet beskriver en ny tek-
nik inden for hjerneforskningen,
som vil fa stor betydning for flere
forskere tilknyttet NeuroScience
Centret, herunder forskere pa
Danmarks Farmaceutiske Hgjsko-
le.

Af Martin Lauritzen

pdagelsen af, at nitro-
genoxid (NO) fungerer som signal-
stof i centralnervesystemet har &bnet
op for helt nye forskningsfelter.
Nitrogenoxid er et useedvanligt sig-
nalstof ved at veere en gas, som i
hgje koncentrationer er giftig for
nerveceller. Friggrelsen af gassen i
veevet reguleres af enzymer, der kal-
des NO syntaser (NOS). Disse enzy-
mer er mél for udviklingen af nye
lzegemidler mod en en raekke syg-
domme herunder migrzene, blod-
prop i hjernen og dissemineret skler-
ose.

Der er nu identificeret tre sadan-
ne enzymer: endothelialt NOS
(eNOS), som produceres af cellerne i
blodkarrenes vaegge, neuronalt NOS
(NNOS), som dannes i nerveceller og
det inducerbare enzym (iNOS). eNOS
og nNOS er vigtige i bdde normale
og sygelige tilstande, hvorimod iNOS
fortrinsvis eller udelukkende spiller
en rolle under sygdom.

Den basale produktion af nitro-
genoxid i hjernen og blodkarrene
varetages af NNOS og eNOS. Signalet
for syntese af gassen er en strom af

calciumioner over cellemembranen,
som medfgrer, at enzymets produkti-
onshastighed gges fra 5 til 95 pro-
cent af maksimum. Nitrogenoxid
oplagres ikke, men diffunderer gen-
nem cellemembranen og hen til cel-
ler, som er op til 600 um vaek. Den
biologiske halveringstid er 10-30
sekunder. Efter stimulation er enzy-
met aktivt i f& minutter.

Funktioner i hjernen

Nitrogenoxid er af afggrende betyd-
ning for blodtryksregulationen og
blodgennemstremningen i organer-
ne. Opdagelsen af signalstoffes funk-
tion i den sammenhaeng indbragte i
&r Nobelprisen i Medicin til de ameri-
kanske forskere Robert Furchgott,
Louis Ignarro og Ferid Murad.

Senere er det blevet klart, at gas-
sen ogsé er et signalstof i nervesyste-
met. | hjernen findes nNOS i den
hgjeste koncentration i hjernebar-
ken, men enzymet er ogsa aktivt i
andre hjernedele. eNOS findes i hjer-
nen ikke blot i blodkarrene, men
ogsa i visse nerveceller.

Nitrogenoxid regulerer nervecel-
lernes friggrelse af en raekke signal-
stoffer i hjernen. Generelt fremmer
nitrogenoxid friggrelse af signalstof-
fer, mens NOS-inhibitorer ha&emmer
friggrelsen af signalstoffer.

Denne effekt er forenelig med,
at nitrogenoxid medvirker ved tilpas-
ningen af nervecellernes aktivitet til
aendrede funktionskrav. Et eksempel
er dannelse af hukommelsesspor ved
en proces, der kaldes “long term
potentiation” (LTP), hvor forbindel-
serne mellem de involverede nerve-
celler styrkes. Dyreforsgg har vist, at
NOS-inhibitorer blokerer LTP, mens
NO forsteerker eller inducerer disse
funktionsaendringer.

Celledgd og sygdomme

Hvorfor dar hjernecellerne ved for
eksempel iskeemi og degenerative
neurologiske lidelser? Overdreven
friggrelse af stimulerende signalstof-
fer, forst og fremmest glutaminsyre,
spiller en afggrende rolle, fordi glu-
taminsyre i for hgje koncentrationer

slar nerveceller ihjel pa f& minutter.
Da produktionen af glutaminsyre
fremmer dannelsen af nitrogenoxid,
kan NOS-haemmere beskytte nerve-
cellerne. Desuden virker enzymet
superoxid dismutase (SOD) beskyt-
tende pa nerveceller, som udsaettes
for forhgjede koncentrationer af glu-
taminsyre. Enzymet fjerner frie radi-
kaler i nervecellerne.

Man har for nylig opdaget en
mutation i familier med amyotrofisk
lateral sklerose (ALS), en dgdelig
muskelsvindsygdom hos voksne. Den-
ne mutation medferer defekter i
genet for superoxid dismutase. Dette
er foreneligt med den hypotese, at
frie radikaler og muligvis nitrogen-
oxid er involveret i sygdommen.

| hjerner fra patienter, der er
dede af Huntingtons chorea, finder
man i bestemte omréder et meget
stort tab af nerveceller. Det er de cel-
ler, der udsender signalstoffer, som
haemmer andre neuroners aktivitet.
De overlevende celler indeholder
NOS, hvilket er interessant eftersom
nNOS-holdige nerveceller er resisten-
te for glutaminsyres giftvirkninger.
Man forestiller sig, at NOS-holdige
neuroner indeholder beskyttende
faktorer herunder hgje koncentratio-
ner af superoxid dismutase.

NOS-hzemmere som

mulige leegemidler

Ved iskaemi i hjernen dgr nerveceller-
ne som fglge af iltmangel p& grund
af svigtende blodforsyning. | dyre-
modeller for sygdommen beskytter
NOS-inhibitorer mod celledad. NOS-
inhibitorer givet i hjerneveesken
reducerer stgrrelsen af vaevsdeden.
Intravengs indgift af NOS-inhibitorer
haemmer eNOS og reducerer dermed
hjernens blodgennemstrgmning i
randomréderne af infarktet, hvorved
starrelsen gges.

Sammenfattende er den hgje
nNOS aktivitet i de tidlige faser af
iskeemi skadelig p& grund af de cel-
letoksiske effekter, medens eNOS
aktiviteten er gavnlig p& grund den
kompenserende udvidelse af blod-
karrene i randomraderne. Det er for-

venteligt, at infarktet vil blive min-
dre ved anvendelse af leegemidler,
der selektivt heemmer nNOS i de tid-
lige faser, medens non-specifikke
NOS-heemmere vil veere skadelige pa
grund af en heemning af eNOS. | de
sene faser af infarktdannelsen inva-
deres hjernen af immunforsvarets
makrofager, der indeholder iNOS.
iNOS aktiviteten medvirker til den
sene infarktdannelse, og det er for-
venteligt, at specifikke heemmere af
iNOS pé dette tidspinkt vil kunne
haemme vaevsdgden.

Dissemineret sklerose er en
immunmedieret sygdom i central-
nervesystemet af inflammatorisk
karakter, som farer til destruktion af
myelinet omkring de lange nerveba-
ner. | dyremodeller af sklerose findes
gget indhold af iNOS i hjernen, og
koncentrationerne af iNOS er sam-
menfaldende med dyrenes neurolo-
giske udfald. Udviklingen af sympto-
mer begraenses af NOS-inhibitorer i
nogle dyremodeller.

Vore egne endnu upublicerede
data tyder pé&, at iNOS-aktiviteten i
hjernen hos sklerosepatienter
udtrykkes i reaktive astrogliaceller,
en gruppe af nervecellernes stgtte-
celler. Der er meget der taler for NO
som sygdomsfremkaldende faktor
ved sklerose.

Dyr uden gener for NOS-enzymer
Ved at gdeleegge genet for et af de
tre NOS-enzymer i sékaldte “knock

out”-mus kan man studere effekten
af fraveer af aktivitet af ét af de tre
enzymer uden at bergre aktiviteten i
de to andre.

Hjerner fra mus, der mangler
nNOS-genet, ser normale ud. Dyrene
virker vitale og fertile, og der er
ingen forandringer at se i nervesyste-
met. Hunmusene udviser normal
adfeerd, men hanmusene er agressive
og hyperseksuelle. Studier af
adfeerdsforandringerne hos nNOS
“knock out”-mus kan muligvis give
vigtig ny viden om unormal adfeerd
hos bade dyr og mennesker. nNOS
“knock out” mus udvikler mindre
omréder med veevsded efter lukning
af blodarer til hjernen end normale
dyr. Heemmes den tilbagevaerende
eNOS-aktivitet, gges infarktvolume-
net. Resultatet stgtter den hypotese,
at nNOS-aktivitet ved iskeemi bidra-
ger til udvikling af vaevsskade. eNOS-
aktivitet beskytter nervecellerne ved
at opretholde gennembgdningen i
randomréderne. eNOS “knock out”-
mus har forhgjet blodtryk, men
ingen adfeerdsforstyrrelser.

Klinisk forskning
i sklerose og kreeft
| gruppen, som har deltagere fra
NeuroSearch A/S, har vi iseer studeret
betydningen af nitrogenoxid for
blodgennemstremningen i hjernen
og de perifere nerver.

Nervecellerne og endothelceller-
ne i blodkarrene syntetiserer konti-

nuerligt nitrogenoxid, som oprethol-
der blodgennemstrgmningen pa nor-
malt niveau. Hemmes dannelsen af
signalstoffet, falder blodgennems-
tremningen bade i hjernen og de
perifere nerver. Nitrogenoxid medvir-
ker ogsé ved de ggninger i hjernens
blodgennemstrgmning, der ledsager
eendringer i nervecellernes aktivitet.
Lokal produktion af nitrogenoxid i
hjerne og nerver er essentiel for
opretholdelsen af normal funktion.

Vores kliniske forskning har dels
drejet sig om sygdomsmekanismen
ved dissemineret sklerose som refere-
ret ovenfor, dels om hjernesvulster.
Nogle hjernesvulster har en meget
hgj blodgennemstremning og et hgjt
NOS-indhold, og kirurgisk behand-
ling er forbundet med risiko for
blgdning. Det er muligt, at haemning
af dannelsen af nitrogenoxid vil
medfgre, at blodgennemstrgmnin-
gen i svulsten falder. Det vil i givet
fald reducere risikoen for blgdning
under operationer. Det begreensende
i den kliniske anvendelse af NOS-
haemmere er vanskeligheder med
haemmerens evne til kun at pavirke
én af de tre udgaver af enzymet.

Behandlerne imgdeser med
speaending resultaterne af den
moderne lzegemiddelforskning. De
rigtige NOS-haemmere vil utvivisomt
kunne lindre, méske helbrede grup-
per af patienter med sygdomme i
nervesystemet og alvorlige handi-
caps.
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Nitrogenoxid (NO) fungerer som et signalstof i nervesystemet, der er med til at fremme frigerelsen af en raekke neurotransmittere, herunder glutaminsyre. |
det viste eksempel fremmes produktionen af NO, nér glutaminsyre binder sig til NMDA-receptoren p& en nervecelle, og calcium gar ind i cellen. Herved
aktiveres enzymet NOS, som producerer NO. NO pavirker nu de prasynaptiske neuroner, som herved far gget deres evne til at frigare glutaminsyre. Over-
dreven frisaetning af glutaminsyre spiller sandsynligvis en rolle i en rakke sygdomme som f.eks. blodprop i hjernen, hvorfor stoffer der haemmer det NO pro-
ducerende enzym NOS, er potentielle legemiddelstoffer il behandling heraf.

L=
Overlage dr.med. Martin
Lauritzen er professor ved
Klinisk Neurofysiologisk
Afdeling pa Amtssygehuset i
Glostrup.
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Kan man forudsige

biotilgeengelighed?

Virkningen af et leegemiddel,
f.eks. en tablet, afhaenger farst
og fremmest af leegemiddelstof-
fets virkning p& den levende
organismes funktioner. Det er
imidlertid afgerende for at opna
den gnskede effekt, at laegemid-
delstoffet kan bringes frem til
virkningsstedet i organismen i en
passende koncentration og over
en vis tid.

Af Betty Lomstein Pedersen,
David llardia og Henning Gjelstrup
Kristensen

e fleste brugere af leege-
midler har oplevet den situation, at
lzegen eller apotekeren anbefaler et
skift fra et laegemiddel til et andet,
méske fordi det nye leegemiddel er
billigere, eller fordi det gamle ikke
virkede helt som forventet. Men kan
man frit skifte mellem f.eks. tablet-
ter, som indeholder det samme laege-
middelstof i samme meaengde?

| denne artikel diskuteres ét
aspekt af denne problemstilling,
nemlig om man kan forvente, at
lzegemiddelstoffet i en tablet opta-
ges i blodkredslgbet pd samme made
og med samme virkning fra gang til
gang. De to starrelser - optagelses-
hastigheden og maengden af opta-
get leegemiddelstof - kaldes under ét
biotilgeengeligheden.

Fig. 1

Tabletter og kapsler, der indta-
ges gennem munden, skal frigive
deres indhold af leegemiddelstof til
vaeskerne i mave-tarmkanalen, hvor-
efter det oplaste laeegemiddelstof
skal passere over i det cirkulerende
blod med en passende hastighed og
s& fuldsteendigt som muligt.

Biotilgaengeligheden af leege-
middelstof vil altid variere lidt fra
dag til dag og fra bruger til bruger.
Det er imidlertid en vigtig opgave
for den, der udvikler leegemidler, at
mindske denne variation og dermed
at gere leegemidlets virkning sé for-
udsigelig som muligt; man tilstreeber
reproducerbarhed i biotilgeengelig-
heden.

Tungtoplgselige
leegemiddelstoffer

Problemerne med varierende leege-
middeleffekt p& grund af varierende
biotilgeengelighed er blevet forsteer-
ket i de senere ar, fordi mange nye
leegemiddelstoffer er meget tungt-
oplgselige. S&danne stoffer oplgses
ikke umiddelbart i mave-tarm-
vaeskerne. Optagelsen i blodkreds-
Igbet er betinget af en reekke meget
komplekse processer i mave-tarmka-
nalen, som pévirker leegemiddelstof-
fets frigivelse fra tabletten og dets
oplgsning i mave-tarmkanalen.

Vi studerer disse oplgsningspro-
cesser for tungtoplgselige leegemid-
delstoffer for at opnd en bedre for-
stéelse af mekanismerne bag opta-
gelsen i blodkredslgbet. Formélet er
iseer at udvikle laboratoriemetoder,
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Oploselighed af
hydrocortison i
human tarmsaft
og tarmsaftens
indhold af galde-
salte.

der kan forudsige, hvordan et lzege-
middel vil opfare sig, nar det indgi-
ves gennem munden. Med s&danne
metoder vil man have et veerktgj, der
kan bruges til at screene nye, poten-
tielle leegemidler uden at skulle bela-
ste dyr eller mennesker med ungd-
vendige undersggelser. Og man vil
opné et vaerktaj, der er egnet for
den rutinemaessige kontrol af laege-
midler til at sikre en reproducerbar
biotilgeengelighed.

Test af to laegemidler
Hydrocortison, som anvendes til
behandling af rheumatisme, og
danazol, der har anti-hormoneffekt,
er to eksempler pa leegemiddelstof-
fer, der er meget tungtoplgselige i
vand. Begge stoffer diffunderer hur-
tigt over tarmveeggen, fordi de er
fedtopleselige. Biotilgeengeligheden
af forskellige brugsfeerdige leegemid-
ler vil derfor primeert veere afhaengig
af stoffernes oplgselighed og
oplgsningshastighed i mave-tarm-
vaeskerne.

Vi har undersggt oplgseligheden
af de to stoffer i human tarmsaft og
i vandige medier, som simulerer sam-
menseetningen af human tarmsaft.
Tarmsaften indeholder forskellige
enzymer og greensefladeaktive stof-
fer, som har betydning for fordgjel-
sen af vores fgde. De har ogsé betyd-
ning for oplgsningsprocessen af de
tungtoplgselige leegemiddelstoffer,
fordi galdesalte sammen med ned-
brydningsprodukter fra fedtstoffer
danner sékaldte miceller og vesicler,
som oplgser leegemiddelstoffet. De
simulerede oplgsningsmedier inde-
holder s&danne komponenter.

Tarmsaften blev udtaget fra for-
skellige personer i fastende tilstand.
Hvis personerne havde faet en fedt-
rig kost forud for udtagningen af
tarmsaft, var indholdet af galdesalte
vaesentlig hgjere end hos personer,
der havde spist mager kost. Malin-
gerne viste, at hydrocortisons oplgse-
lighed stort set var ens uanset ind-
holdet af galdesalte.

Hydrocortisons oplgselighed blev
ogsa malt i forskellige oplgsningsme-
dier med et indhold af miceldannen-
de stoffer i koncentrationer svarende
til fastende tilstand og efter indta-
gelse af en fedtrig dizet. Det frem-

Fig. 2
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Oploselighed af
hydrocortison i
human tarmsaft
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Oploselighed af
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gdr, at oplgseligheden neesten for-
dobles, nar oplgsningsmediet inde-
holder galdesalte pa hgjt niveau.
Den tilsvarende effekt ses ikke ved
malingerne i tarmsaft. Oplgsningsha-
stigheden i de samme medier stiger
proportionalt med stigende oplgse-
lighed.

For danazols vedkommende viser
de tilsvarende undersggelser, at
oplesningsmediets sammensaetning
har stor betydning for oplgselighe-
den af leegemiddelstoffet. Iseer til-
seetning af det graensefladeaktive
stof lecithin til oplgsningsmediet har
stor effekt pa opleseligheden af
danazol, men ingen effekt pa op-
Igseligheden af hydrocortison.

Vi har desuden undersggt trans-
porten af danazol over en cellekul-
turmodel af tarmvaeggen. Resultater-
ne viste, at den hastighed, hvormed
danazol passerer over cellelaget og
dermed tarmvaeggen, er propor-
tional med koncentrationen i
oplesningsmediet. Det skyldes, at
danazol er meget fedtoplgseligt og
diffunderer frit gennem tarm-
vaeggen. Biotilgaengeligheden af
danazolformuleringer er séledes
fuldsteendig afheengig af stoffets
oplgselighed i tarmsaften. Her pavir-

kes oplgseligheden ikke alene af, om
personen er fastende eller netop har
indtaget et maltid, men i hegj grad
ogsa af de aktuelle koncentrationer
af graensefladeaktive stoffer, der
oplgser danazol.

Betydning af formuleringen

N&r man sammenligner resultaterne
for hydrocortison og danazol far
man et billede af den forskel, der
eksisterer for forskellige leegemid-
delstoffer. Hydrocortison er ikke s&
udpreeget tungtoplgseligt som andre
nye lzegemiddelstoffer, og oplaselig-
heden pavirkes ikke seerligt af f.eks.
galdesalte. Stoffets oplgselighed og
oplgsningshastighed kan kontrolleres
ved at sikre, at leegemidlet indehol-
der hydrocortison i en passende lille
partikelstarrelse. Leegemiddelfrem-
stillingen kan kontrolleres ved at
undersgge den hastighed, hvormed
hydrocortison oplgases i laboratorie-
modeller.

Danazol er et meget mere fedt-
opleseligt stof. Da oplgseligheden er
meget afhaengig af oplgsningsmedi-
ets sammensaetning, vil biotilgaenge-
ligheden af en tabletformulering
veere meget personafhaengig og des-
uden afhaengig af den fede, som

brugeren har indtaget. For leegemid-
delstoffer, der ligner danazol, m&
man séledes udvikle laegemidler, som
modvirker denne effekt, f.eks. ved
anvendelse af galdesalte eller vege-
tabilsk olie.

Veerktgjer til forudsigelser

Hvis det aktuelle lzegemiddelstof har
en passende vandoplgselighed, vil
man normalt kunne bade forudsige
og kontrollere biotilgeengeligheden
ved hjeelp af standardiserede labora-
toriemalinger. Det er blandt denne
type stoffer, det vil veere muligt at
skifte mellem synonympraeparater,
forudsat at praeparaterne i laborato-
riet udviser ensartede profiler for
leegemiddelstoffets oplasning.

En meget stor del - skenmaessigt
over 40 procent - af alle nye laege-
middelstoffer er imidlertid tungtop-
Igselige i vandige medier, og oplase-
ligheden af mange af disse stoffer er
steerkt pavirket af mave-tarmvaesker-
nes aktuelle sammenseetning. Det
kan vi ikke kontrollere i leegemiddel-
formuleringen, men vi kan méske
kompensere ved passende valg af
hjeelpestoffer, f.eks. ved at anvende
oliebaserede oplgsninger.

Det har stor interesse for den
farmaceutiske industri at f& udviklet
metoder til laboratoriemaessig scree-
ning af sddanne leegemiddelformule-
ringer. De oplgsningsmedier, der er
omtalt i denne artikel, vil veere veer-
difulde som grundlag for at opn&
viden om samspillet mellem lzege-
middelstoffet og mave-tarmvaesker-
nes bestandele. P& den baggrund
kan man sa veelge de mest hensigts-
maessige leegemiddelformuleringer.

Fig. 4
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Maling af leegemiddel-
stoffers oplagsning
I mave-tarmkanalen

Over en trediedel af alle nye
leegemiddelstoffer er tungtople-
selige. Mange af disse stoffer
tager lang tid om at komme ud i
blodet, fordi de farst skal oplgses
i tarmsaften. Derfor er det vigtigt
at kunne male og forudsige nye
leegemidlers oplgsning i mave-
tarmkanalen.

Af Lisbet Banlokke
og Henning Gjelstrup Kristensen

en terapeutiske effekt af
en tablet er afhaengig af en lang
raekke processer. Farst skal det virk-
somme leegemiddelstof frigives og
oplgses i vaeskerne i mave-tarmkana-
len. Derefter skal det oplgste stof
transporteres frem til tarmveeggen
og passere over denne til det cirkule-
rende blod. Blodet transporterer
stoffet rundt i organismen, sa det
aktive leegemiddelstof nér frem til
virkningsstedet.

Fig. 1

Forlgbet af hvert enkelt trin er
afhaengig af et komplekst samspil
mellem leegemiddelstoffets egenska-
ber, tablettens fremstilling og sam-
mensaetning samt de fysiologiske og
biokemiske forhold i organismen;
forst og fremmest i mave-tarmkana-
len. Hvis et af trinene forlgber
anderledes end ventet, kan det have
vaesentlig betydning for den tera-
peutiske effekt af leegemiddelstoffet.

Mange nye laegemiddelstoffer er
tungtoplgselige i vand og oplases
derfor langsomt i mave-tarmkanalen.
GISOL gruppen ved Institut for Far-
maci har netop udviklet en ny meto-
de, som direkte bestemmer oplgsnin-
gen af sddanne laegemiddelstoffer i
tarmsaften hos forsggspersoner. For-
malet er at udvikle laboratoriemeto-
der, som er bedre end de nuveerende
til at forudsige nye laegemidlers
skaebne i mave-tarmkanalen. Sadan-
ne preecise forudsigelser er af stor
betydning for formuleringen, dvs.
sammensaetningen og fremstillingen,
af nye leegemidler indeholdende
tungtoplgselige leegemiddelstoffer.

Indirekte méalinger
er ikke gode nok
Man kan ved passende laegemiddel-
formulering accelerere eller forsinke
oplgsningsprocessen og dermed i
mange tilfeelde styre varighed og
tidspunktet for, hvornar leegemidlet
begynder at virke. | formuleringen af
leegemidler er det derfor helt cen-
tralt at have fuld kontrol over frigi-
velse og oplgsning af laegemiddel-
stoffet i tarmsaften og iseer at sikre,
at oplgsningsprocessen sker pé& en
reproducerbar og forudsigelig made.
| dag vurderes oplgsningen fra
en tablet ved indirekte metoder, som
er baseret pd malinger af koncentra-
tionen af laegemidlet i blodet over
tid. Malingerne bearbejdes ved
hjeelp af en kompliceret matematisk
model, som beregner tilfgrslen af
leegemiddelstoffet til det cirkuleren-
de blod fra mave-tarmkanalen. Hvis
stoffet er i stand til at diffundere frit
over tarmvaeggen, antager man, at
tilfarslen afhaenger af oplgsnings-
processen i mave-tarmkanalen.

Det er iszer vigtigt at have kend-
skab til, hvordan formuleringen og
forholdene i mave og tarm pavirker
oplgsningsprocessen. For nér det
geelder tungtoplgselige leegemid-
delstoffer, er det nemlig oplgsnings-
processen, der begreenser optagelsen
i blodet og dermed transporten frem
til virkningsstedet.

Antallet af tungtoplaselige
lzegemiddelstoffer er stadig stigen-
de. Udviklingen gennem de senere
&r viser, at mellem en trediedel og
halvdelen af alle nye leegemiddel-
stoffer er tungtopleselige i vand.
Stofferne er ofte fedtoplgselige og
passerer over tarmvaeggen ved passiv
diffusion. Det er derfor helt centralt
for formuleringen af tungtoplgselige
leegemiddelstoffer at r&de over en
metode, som kan karakterisere
oplasningsprocessen og afklare,
hvordan den pavirkes af de fysiologi-

Sonden Loc-1-Gut, ses her pa plads i mave-
tarmkanalen. Ved hjlp af sonden méles
oplasningen af lzegemiddelstoffer i deres
naturlige omgivelser.

ske faktorer i mave-tarmkanalen.
Iseer m& man vide, hvordan oplgsnin-
gen pévirkes af naturlige stoffer i
tarmene, f.eks. galdesalte og enzy-
mer.

Screening af nye
leegemiddelstoffer

GISOL gruppen arbejder med flere
projekter, hvis langsigtede formal er
udvikling af laboratoriemetoder, der
kan anvendes til screening af laege-
middelstoffer og formuleringer og
dermed tjene til optimering af nye
lzegemidler.

Da en sikker viden om
oplgsningsprocessen i mave-tarmka-
nalen er essentiel, har gruppen i
samarbejde med Hans Lennernas,
Uppsala Universitet, udviklet en
direkte malemetode, som bestemmer
lzegemiddelstoffets oplgsning i tar-
mene. Metoden er en modificering
af en teknik, Hans Lennernas har
udviklet og anvendt i et arbejde for
den amerikanske Food and Drug
Administration som led i etablerin-
gen af et biofarmaceutisk klassifika-
tionssystem for leegemiddelstoffer.

Metoden er baseret p& en sonde,
som indfgres gennem munden ned i
tyndtarmen pa raske frivillige
forsggspersoner. Sonden, Loc-I-Gut,
er 175 millimeter lang og ca. 5 m
meter i diameter. Den bestar af 6
kanaler og er i den nedre ende forsy-
net med to balloner, der kan pustes
op ved hjeelp af to af kanalerne. De
gvrige kanaler anvendes til at indgi-
ve lzegemiddelstof og til at tage
progver ud igennem.

Den korrekte placering af son-
den er vigtig, hvilket sikres med

Fig. 2

optagelse af et rentgenbillede. Nar
sonden er pa plads, pustes den
nederste ballon op, s&ledes at der
skabes et segment af tarmen, der er
lukket af for passage nedad til. | det-
te segment kan oplgsningsprocesser-
ne undersgges i deres naturlige
omgivelser. Det er ikke muligt at ind-
give faste lezegemidler gennem son-
den. Leegemiddelstoffet indgives der-
for i form af en opslemning af par-
tikler. Segmentet skylles konstant
igennem med veeske i sm& meengder,
og praver udtages lgbende fra seg-
mentet. | de opsamlede prgver skilles
uoplgste partikler fra, og meengden
af uoplest og oplest stof analyseres.

Samtidigt med, at forsgget fore-
gér i tarmen, tages der blodpregver
for at bestemme den maengde leege-
middelstof, som er blevet optaget i
blodbanen. Vi kan hermed udfare
den traditionnelle indirekte vurde-
ring af oplgsningsprocessen parallelt
med den nye direkte maling.

Mere sikre

resultater

Der er forelgbig udfert to under-
sggelser, hvor anti-epilepsimidlet car-
bamazepin er anvendt som models-
tof. Carbamazepin er tungtoplgseligt
i vand og vi ved, at oplgsningspro-
cessen er det hastighedsbestemmen-
de trin i absorptionsprocessen.

Vi opndede en meget fin over-
ensstemmelse mellem den direkte
maling af oplgsningsprocessen og
den inddirekte bestemmelse baseret
pa blodkoncentrationer over tid, som
blev beregnet ved hjeelp af matema-
tiske modeller. Det er farste gang,
der foreligger en verificering af den-

ne indirekte metode baseret p&
beregning ud fra blodkoncentrati-
onsdata. Dette resultat sendrer ikke
de eksisterende metoder og proce-
durer for dokumentation for nye
lzegemidler, men fjerner et vaesent-
ligt usikkerhedsmoment.

Derimod var der markant forskel
mellem den mélte oplgsningsproces i
mave-tarmkanalen hos mennesker
og de resultater, som blev opnéet
ved malinger i laboratoriemodeller. |
det ene laboratorieforsgg brugte vi
et oplgsningsmedium, der er almin-
deligt anvendt i dag. | det andet
anvendte vi et medium indeholden-
de galdesalt, som vi ved influerer p&
oplgsningen af carbamazepin.

Samlet viser forsggene, at der er
en fundamental vanskelighed ved at
sammenligne laboratoriedata med
data opnéet i forsgg med menne-
sker. Sammenligningen har stor
betydning for den farmaceutiske
industri, fordi sundhedsmyndighe-
derne som forudsaetning for godken-
delse af nye leegemidler kraever
udvikling af laboratoriemetoder, der
kan afslgre variationer i oplgsnings-
processen, som har betydning for
den terapeutiske effekt.

Den udviklede metode er bade
vanskelig og gkonomisk kraevende.
Den er derfor ikke egnet for rutine-
maessige studier af lazgemiddelstof-
fer og leegemiddelformuleringer.
Men de resultater, vi opnar med
metoden, vil kunne danne grundlag
for udviklingen af laboratoriemeto-
der, som giver en bedre sammen-
haeng mellem resultater opnaet i
laboratoriet og i klinikken.

De resultater, vi opnar med den-
ne metode, vil desuden gge vores
viden om mave-tarm-
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Uplast Carbamazepin §

vaeskernes betydning for
oplgsning og absorption
af tungtoplgselige leege-
middelstoffer. Det er en
viden, der vil kunne
udnyttes i rationel leege-
middeludvikling.

Oplasningsprofiler for legemidlet
carbamazepin, der anvendes til

at behandle epilepsi, opnaet ved
direkte maling (e), matematisk
modellering af plasmaprofiler
(), oplasning i en laboratorie-
model i fosfatbuffer ( ) og
buffer tilsat galdesalt (),
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Smarte polymerer

farer leegemiddelstoffet
mod malet

Leegemiddelstoffer, som prote-
iner og peptider, er ikke egnede
til indgift gennem munden, fordi
de nedbrydes i maven eller tynd-
tarmen. Problemet kan lgses ved
at indbygge leegemiddelstoffet i
polymerer, som beskytter stoffet
mod nedbrydning og ferst frigi-
ver det, hvor det er gnskeligt.

Af Flemming Madsen

de senere ar har der veeret en
markant forskningsmaessig fokuse-
ring pa brugen af peptider og prote-
iner til sygdomsbehandling. Mange
af disse leegemiddelstoffer er seerde-
les lovende, men de stiller store krav
til sammenszetningen og fremstillin-
gen af leegemidlet. | hvert fald hvis
man gnsker at indgive medicinen via
munden.

Det er oftest gnskeligt at indgive
leegemidler i tabletter eller kapsler,
da det som regel er den bedste og
mest behagelige made at indtage
leegemidler pa. Men i dag er dette
ikke muligt, nar det drejer sig om
lzegemidler, som indeholder peptider
og proteiner.

Fig. 1

Peptider og proteiner er nemlig
meget falsomme stoffer, der let ned-
brydes i kroppen. N&r stofferne ind-
gives via munden, nedbrydes de
typisk i mave-tarmkanalen af enzy-
mer, men ogsa de sure omgivelser i
mavesaekken samt andre forhold kan
medvirke til nedbrydning af lzege-
middelstoffet, inden det optages i
blodbanen og transporteres til virk-
ningsstedet.

Derfor er det ngdvendigt at
udvikle nye leegemiddelsystemer,
som i videst muligt omfang beskytter
proteiner og peptider mod nedbryd-
ning, og som farst frigiver stofferne,
hvor det er gnskeligt. Sddanne syste-
mer kan baseres p4, at l&egemiddel-
stoffet kombineres med et polymer-
materiale. Polymererne kan fremstil-
les séledes, at leegemiddelstoffet ud-
over at veere beskyttet mod nedbryd-
ning ogsa frigives p& en kontrolleret
méde. Frigarelsen af leegemiddelstof
kan veere bestemt og styret af et
bestemt stimulus i kroppen. Sadanne
polymerer kaldes smarte polymerer.

Vi har udviklet et lovende
system, hvor leegemiddelstoffet ind-
bygges i en sékaldt hydrogel, som
beskytter peptider eller proteiner
mod nedbrydning. Samtidig er
hydrogelen i stand til at frigive lzege-
middelstoffet p& kontrolleret vis.

Kontrolleret afgift

af leegemiddelstoffer

Formélet med at kontrollere frigivel-
sen af leegemiddelstoffet ved hjeelp
af smarte polymerer er at opné en
mere effektiv behandling.

Frigivelsen kan veere konstant
eller cyklisk over en leengere periode
og kan aktiveres af omgivelserne
eller andre eksterne stimuli. Risikoen
for en eventuel overdosering eller
underdosering kan elimineres ved
vedligeholdelse af leegemiddelstoffet
indenfor et bestemt niveau i krop-
pen. En anden fordel er, at sddanne
systemer kan fore til feerre indtagel-
ser af leegemidlet og dermed forbed-
ret brug hos patienterne.

Der kan imidlertid ogsa veere
ulemper, som ikke ber negligeres:
mulige toksiske effekter, mangel pa
forligelighed med kroppen af poly-
mermaterialet, ugnskede nedbryd-
ningsprodukter samt mulighed for
gener for patienterne. En anden
ulempe er, at sddanne sofistikerede
leegemidler generelt vil fare til hgjere
produktionsomkostninger sammen-
lignet med traditionelle leegemidler.

| dag er det muligt at designe en
lang reekke komplekse polymersyste-
mer, der béde er ikke-toksiske og
kompatible med kroppen, og hvis
virkning er bestemt og afhaengig af
en given ydre faktor. Et lovende
system er anvendelsen af smarte
polymerer som hydrogeler.

Hydrogeler som
leegemiddelsystem

Hydrogeler er krydsbundne polyme-
rer, som danner et tredimensionelt
netveerk. Gelerne er i sig selv uop-
lgselige i vand eller andre biologiske
vaesker, men de kan optage store
meengder vand. Optagelsen af vand
far hydrogelen til at svulme op
(kveelde), hvorved et indbygget
lzegemiddelstof kan diffundere ud

Billedet viser fra venstre den terrede, ikke kveel-
dede hydrogel, dernaest den samme hydrogel
kvaeldet ved henholdsvis pH 3,6 og 7,4. Bemaerk
den enorme forskel i vandoptagelsen.

gennem netveerket og frigares til
omgivelserne.

Hydrogelerne kan oftest optage
vand mange gange deres egen veegt
og vil ved ligeveegt typisk indholde
op til 70-90% vand og kun 10-30%
polymer. Hydrogeler anvendes i sin
torrede form og kan f.eks. fremstilles
som en tablet, en kapsel eller et
overtraek.

Et unikt forhold ved disse hydro-
geler er, at deres vandindhold kan
reguleres af ganske bestemte
gendringer i det miljg, der omgiver
systemet. Afhaengig af polymertypen
kan den udlgsende faktor f.eks. veere
pH, temperatur, ionstyrke eller enzy-
matisk. Hydrogelen kan si enten
optage eller afgive veeske ved en
endring af en af disse parametre.
For de fleste af sddanne polymerer
geelder det, at struktureendringerne i
hydrogelen er reversible, og den giv-
ne a&ndring kan saledes vendes eller
gentages ved yderligere sendringer i
det omgivende miljg.

Ny lovende hydrogel

Under et forskningsophold pa Pur-
due University i USA arbejdede jeg
sammen med professor N.A. Peppas
om syntesen og karakteriseringen af
et nyt polymermateriale til anvendel-
se i liegemidler. Denne hydrogel er
et pH falsomt system, dvs. dets evne

Fig. 2

til at optage og afgive vand er
bestemt af omgivelsernes surheds-
grad.

Hydrogelen bestar af et kryds-
bundet netveerk af polymethacrylsy-
re, hvorpa keeder af ethylenglycol i
forskellig laengde eller i forskellig
maengde péheeftes. Systemet kaldes
P(MAA-g-EG). | et surt miljg er net-
veerksstrukturen klappet sammen, og
polymerkaederne viklet ind i hinan-
den. Ved hgjere pH-veerdier brydes
komplekset og polymerkeederne fol-
des ud. Netveerksstrukturen udvides
nu kraftigt som falge af, at hydroge-
len optager vand, hvorved leegemid-
delstoffet kan blive frigjort.

Materialet er blevet udviklet til
indgift igennem munden, da sadan-
ne hydrogeler vil beskytte laegemid-
delstoffet mod det sure miljg i mave-
saekken, og farst frigare stoffet i
tyndtarmen. Derudover er hydroge-
lerne i stand til at heefte sig fast pa
det slimlag eller slimhinder, der
udger overfladen i tarmvaeggen. Det
kan muligvis udnyttes til at forleenge
lzegemiddelsystemets transittid i
mave-tarmkanalen, hvilket gger
chancen for, at leegemiddelstoffet
optages gennem tarmvaeggen og ud
i blodet. Endnu en brugbar egenskab
ved disse geler er deres potentielle
evne til at heemme visse proteinned-
brydende enzymer.

Den essentielle male-
enhed p& instituttets
rheometer, hvor hydro-
gelernes mekaniske
egenskaber testes. Poly-
mermaterialet placeres
mellem de to plader,
som kares sammen,
hvorefter materialets
viskoelastiske egenska-
ber kan bestemmes og
relateres til hydroge-
lens netveerksstruktur.

Struktur og egenskaber

En reekke forskellige P(MAA-g-EG)
hydrogeler er blevet syntetiseret og
karakteriseret med henblik p& at
klarlzegge sammenhaengen mellem
gelernes struktur og deres fysisk-
kemiske egenskaber. Desuden er det
blevet undersggt, hvorvidt disse
polymerer var i stand til at heemme
enzymet trypsin, som findes i mave-
tarmkanalen, og som er et af de
enzymer, der er med til at nedbryde
peptider og proteiner.

Undersggelserne viste, at hydro-
gelernes evne til at optage vand var
meget afhaengig af pH og de til-
stedevaerende ioner. Ved lav pH dan-
ner hydrogelerne polymerkomplek-
ser, og intet eller kun lidt veeske
optages. Hydrogelerne holdes imid-
lertid sammen af brintbindinger, og
som pH stiger, brydes disse bindinger,
og hydrogelerne begynder at svulme
voldsomt op. Tilstedeveerelsen af
ioner har en stor indflydelse pa
gelernes evne til at optage og afgive
vand. S&ledes optager hydrogelerne
mindre vand, hvis calcium er tilstede
sammenlignet med natrium.

Hydrogelernes egenskaber kan
varieres dels med molekylstgrrelsen
af ethylenglycolkeeder og dels med
antallet af disse i polymeren. Kryds-
bindingsgraden er afggrende for
gelernes mekaniske styrke. Jo storre
mekanisk styrke, jo mindre vand kan
der optages.

De fremstillede geler var i nogen
grad i stand til at heemme trypsins
aktivitet. Enzymhaemningen var ikke
signifikant for alle de fremstillede
hydrogeler, men det var interessant
at konstatere, at heemningen var
direkte relateret til, hvor meget cal-
cium, de enkelte hydrogeler var i
stand til at binde. S&ledes opndedes
den starste enzymhaemning for de
hydrogeler, der bandt mest calcium.

Systemet testes

nu i dyreforsgg

Professor N.A. Peppas og hans med-
arbejdere i USA har nu lavet indle-
dende forsgg med rotter, som fik
insulin i P(MAA-g-EG) geler. Yderlige-
re forsgg i andre dyremodeller er
ogsé undervejs. Eksperimenterne har
indtil videre givet lovende resultater,
hvilket umiddelbart giver anledning
til at spd materialet en stor fremtid
inden for behandling med peptider
og proteiner.

Fer man ndr s vidt, er det dog
ngdvendigt med yderligere karakte-
risering af materialet, ligesom det er
ngdvendigt at karakterisere interak-
tionerne mellem lzegemiddelstoffer-
ne og hydrogelen med henblik pa at
bestemme stabiliteten af de anvend-
te peptider og proteiner.

Cand.pharm., ph.d.
Flemming Madsen er
forskningsadjunkt ved
Institut for Analytisk og
Farmaceutisk Kemi.
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Medicinsk behandling
af Fgllings sygdom

Follings sygdom medfgrer mental
retardering, hvis sygdommen
ikke behandles med diset fra
fodslen. Arsagen til sygdommen
er mangel pd et bestemt enzym i
leveren. Et alternativ til den
strenge dieet vil veere at indgive
enzymet i tabletter. Men det
kreaever, at enzymet pakkes effek-
tivt ind, s& det ikke nedbrydes i
maven eller tarmene.

Af Mette Ingemann, Sven Frgkjeer,
Lars Hovgaard og Helle Brgndsted

gllings sygdom eller phenyl-
ketonuri (PKU) er en arvelig medfadt
stofskiftesygdom, som konstateres
for én ud af hver 10.000 nyfadte ver-
den over. PKU skyldes mutationer i
et gen, som koder for enzymet phe-
nylalaninhydroxylase (PAH). Enzymet
er aktivt i leveren, hvor det nedbry-
der fadens indhold af aminosyren
phenylalanin. Hos barn med PKU
fungerer leverenzymet ikke. Resulta-
tet er, at phenylalanin ophobes i
organismen. Det fgrer til mental
retardering, hvis barnet ikke kommer
pa streng dieet.

Phenylalanin tilfares organismen
ved nedbrydningen af proteinholdi-
ge fadevarer i mave-tarmsystemet til
frie aminosyrer eller sm& brudstykker
af proteinet bestdende af ganske fa
aminosyrer. Da PKU-patienter ikke
kan omdanne phenylalanin, ophobes
aminosyren i organismen, og diagno-
sen for Fgllings sygdom kan saledes
stilles ud fra analyser af maengden af
phenylalanin i blodet.

Alle nyfadte i Danmark far taget

Fig. 1

en blodpreve, som analyseres p& Sta-
tens Seruminstitut, hvorfra forzeldre-
ne far besked om yderligere under-
sggelser, hvis koncentrationen af
phenylalanin i blodet er forhgjet i
forhold til det normale niveau.
Ophobning af phenylalanin i orga-
nismen medfgrer hurtigt hjerneska-
der, og derfor er det vigtigt, at diag-
nosen stilles hurtigt, og at behand-
lingen startes fra barnets forste leve-
dage.

Alternativer til

den strenge dizet

| dag er den eneste form for behand-
ling af PKU en streng diget, som sik-
rer, at barnet udvikler sig normalt.
Princippet er at undga at indtage
fadevarer, der indeholder store
meengder phenylalanin. Varedeklara-
tionen p& mange fegdevarer er pateg-
net “Indeholder phenylalanin™ netop
for at informere PKU-patienter.

Disetbehandlingen fastleegges
individuelt p& behandlingscentret
John F. Kennedy Instituttet i Glo-
strup, hvor patienterne ogsa gér til
kontrol gennem hele behandlingspe-
rioden, som minimum skal fortszettes
op til teenageérene. Kvindelige pati-
enter skal ligeledes pé diget under en
graviditet. Hverdagen for PKU-pati-
enter og deres familier er komplice-
ret som fglge af de strenge restrikti-
oner i indtagelsen af fgdevarer, og
der er et stort behov for en alterna-
tiv behandlingsstrategi.

En mulig fremtidig behandlings-
form er genterapi, hvor organismen
selv bliver i stand til at producere det
manglende enzym. Et alternativ til
genterapien er enzymsubstitutionste-
rapi. Patienten tilfgres her det mang-
lende enzym, eller et med tilsvaren-
de effekt, med regelmaessige mel-

lemrum. Den mest bekvemme made
for patienten at indtage enzymet pa
er via en tablet eller en kapsel. Pro-
blemet med dette princip er, at enzy-
met nedbrydes i mave-tarmsystemet
af fordgjelsesenzymer pa samme
mé&de som proteinholdige fedevarer.
Hvis enzymsubstitutionsterapien skal
have en fremtid, skal der findes en
lgsning pé stabilitetsproblemerne i
mave-tarmsystemet.

Stabilisering af

terapeutisk enzym

Det har leenge veeret kendt, at det
mikrobielle enzym phenylalanin-
ammonialyase (PAL) omdanner
phenylalanin til det ikke-toksiske
kanelsyre. En canadisk forskergruppe
har arbejdet med behandlingen af
Follings sygdom netop ved at gare
brug af PAL og vist, at det er muligt
at reducere phenylalanin maengden i
blodet efter oral indtagelse af store
maengder PAL i mikrokapsler.

Som naevnt tidligere er det ngd-
vendigt at stabilisere enzymet, for at
det ikke gdeleegges, inden det far
lov til at udfere sin virkning lokalt i
mave-tarmsystemet. En lgsning kun-
ne veere fysisk at beskytte det indgiv-
ne enzym mod fordgjelsesenzymerne
ved at indlejre enzymet i et gelnet-
veerk, hvor fordgjelsesenzymerne
ikke kan komme ind. Forhindring af
teet kontakt mellem enzymet og for-
dgjelsesenzymerne kunne alternativt
opnas via store molekyler, der er
feestnet pa det indgivne enzym.

P& Institut for Farmaci har vi
arbejdet med at finde en metode til
at beskytte PAL mod de mest domi-
nerende fordgjelsesenzymer trypsin
og chymotrypsin med henblik p& oral
administration. Vi har taget
udgangspunkt i drug delivery syste-

Hydrogel

T

PEG-konjugat

PKU skyldes mangel pa et lever-
enzym. Et alternativ til diaetbe-
handlingen er at tilfare det
manglende enzym i tabletter
eller kapsler. Desvéerre nedbrydes
enzymet i mave-tarmsystemet.
Det terapeutiske enzym kan
imidlertid beskyttes ved, at det
indlejres i hydrogeler eller ved at
store PEGmolekyler konjugeres
til enzymet. E star for enzymet.

Fig. 2

Tilsaetning af .
phenylalanin, PAL —— Tarmside
og trypsin
5 Cellelag Z
[ D G |
Udtagning af |
prever Blodside

Cellelag som model for mave-tarmslimhinden. Phenylalanin, PAL og fordgjelsesenzymer appliceres p& tarmsiden og praver udtages fra blodsiden. Mangden

af phenylalanin og omdanr produktet kanelsyre

mer baseret p& polymermaterialer
f.eks. acrylater eller polyethylen-
glycol (PEG). Arbejdet har primaert
veeret koncentreret om syntese af
hydrogeler via to principielt forskel-
lige polymeriseringsreaktioner samt
PEG-PAL-konjugater via en koblings-
reaktion.

Hydrogeler er tredimensionelle
polymer-netveerk, hvor det terapeuti-
ske enzym indlejres mellem de
kemisk krydsbundne polymerkeeder.
PEG-konjugaterne er forbindelser
hvor ganske f& linezere PEG-moleky-
ler kemisk feestnes til det terapeuti-
ske enzym. Drug delivery systemer af
varierende sammenszaetning er blevet
syntetiseret, fysisk-kemisk karakteri-
seret og vurderet med hensyn til
opretholdelse af PAL's enzymaktivitet
efter syntese, efter opbevaring og
ved kontakt med fordgjelsesenzymer.

Hydrogeler har i mange sam-
menhaenge vist sig at kunne bruges
som system til kontrolleret afgift af
sma leegemiddelmolekyler, som frigi-
ves pé kontrolleret vis fra hydroge-

Fig. 3

i proverne.

len. Det var forventet, at indlejrin-
gen af det store PAL-molekyle ikke
ville resultere i afgift fra systemet. Vi
habede saledes pa, at phenylalanin
ville diffundere ind i hydrogelen,
hvor stoffet ville blive omdannet til
kanelsyre, som s& ville sive ud igen.
Det viste sig dog hurtigt, at PAL
mistede den overvejende del af sin
aktivitet ved syntesen af drug delive-
ry systemet formodentlig ved kon-
takt med kemisk reaktive grupper pa
udgangsmaterialet.

PEG-PAL-konjugater
tegner lovende
PEG-konjugering er et hyppigt
anvendt stabiliseringsprincip for
terapeutiske proteiner beregnet p&
injektion, hvor flere produkter alle-
rede er registrerede leegemidler. Den
stabiliserende effekt vil ogs& kunne
udnyttes ved oral administration, og
for PAL viste teknikken sig anvende-
lig.

Enzymaktiviteten af PAL blev
bibeholdt efter syntese samt efter
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leengere tids opbevaring. Forsgg med
kontakt til fordgjelsesenzymer viste
samtidig, at PEG-PAL-konjugater var
aktive dobbelt s& lang tid som det
frie PAL. Anvendeligheden blev yder-
ligere bekrzeftet efter transport-
forseg med Caco? celler; en labora-
toriemodel af mave-tarmslimhinden.
Phenylalanin og enten frit eller PEG-
konjugeret PAL blev appliceret pa
tarmsiden, hvorefter maengden af
phenylalanin og produktet kanelsyre
blev kvantiseret pa blodsiden ved
HPLC-analyse.

Da PAL ikke passerer cellelaget,
kunne det fastslas, at PAL - enten frit
eller konjugeret - omdanner phenyl-
alanin til kanelsyre pa tarmsiden, og
at kanelsyren hurtigt transporteres
over cellelaget til blodsiden. Ved
samtidig tilstedeveerelse af trypsin pa
tarmsiden var meengden af transpor-
teret kanelsyre mindre for det frie
PAL end for det PEG-konjugerede
PAL. Det viser, at PEG-konjugeringen
til en vis grad forhindrer trypsin i at
odeleegge PAL.

Ved at variere forsggsbetingel-
serne for koblingsreaktionen mellem
PEG og PAL, aktiveringsgruppen pa
PEG-molekylet samt molekylveegt og
meaengde af PEG kan den stabilise-
rende effekt optimeres. Herefter vil
test i PKU-dyremodel veere det nzeste
trin i en vurdering af, om PEG-konju-
geringen af PAL er en mulighed for
en fremtidig medicinsk behandling
af Fgllings sygdom.

Mangde kanelsyre transporteret over cellelaget
som funktion af tiden for frit PAL og PEG-
konjugeret PAL med og uden tilstedeveerelse

af trypsin.

Cand.pharm. Mette Inge-
mann er ph.d.-studerende
ved Institut for Farmaci

Cand.pharm., ph.d. Sven
Frokjer er professor ved
Institut for Farmaci

Cand.pharm., ph.d. Lars
Hovgaard er lektor ved
Institut for Farmaci.

[ = A
Cand.pharm., ph.d. Helle
Brandsted er lektor ved
Institut for Farmaci
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Depoteffekt

efter injektion

Nar visse leegemidler injiceres i
muskler, frigives de gradvist over
et dagn eller nogle uger. Omkring
30 depotpreeparater markeds-
fores i Danmark, og flere nye
leegemidler er under udvikling.
Derfor er der behov for en mere
fuldsteendig forstéelse af praepa-
raternes virkemade, sd deres
effekt kan optimeres.

Af Dorrit Hgj Larsen, Susan Weng,
Karin Fredholt, Gitte Juel Friis
og Claus Selch Larsen

angt den hyppigste og mest
bekvemme méde at indtage medicin
pa er i form af tabletter eller kapsler.
Der er imidlertid flere situationer,
hvor der er behov for alternative
méder til at f leegemiddelstoffer ind
i kroppen. En af mulighederne er at
indgive stoffet ved injektion, hvor
det aktive stof indsprgjtes direkte i
en vene, under huden eller i en
muskel.

Et godt eksempel er insulin, der
anvendes i behandlingen af sukker-
syge. Insulin kan ikke transporteres
fra mave-tarmkanalen over i blodba-
nen og kan derfor ikke indgives som
tabletter. Mange diabetespatienter
ma derfor sprgjte sig en eller flere
gange dagligt for at f& tilfert den til-

Fig. 1

straekkelige meengde af det livsnad-
vendige stof.

En tilsvarende darlig optagelse
efter indtagelse gennem munden
ger sig geeldende for andre protein-
lignende leegemiddelstoffer samt for
mange vacciner, der som felge heraf
maé injiceres. Det mé& forventes, at
flere af fremtidens bioteknologisk
frembragte leegemidler vil have van-
skeligt ved at passere den biologiske
barriere, som tarmvaeggen udger.
Ogsé for sddanne stoffer vil ind-
spregjtning méske udgere den eneste
realistiske og reproducerbare admi-
nistrationsvej.

I sjeeldne tilfeelde kan det fore-
komme, at patienter ikke er motive-
rede til at tage deres medicin til
trods for, at den laegelige vurdering
har fundet medicinering pékraevet.
Dette kan veere tilfeeldet for visse
sindslidende, f.eks. skizofrene perso-
ner, som af hensyn til dem selv og
samfundet bgr veere i stabil behand-
ling med et neuroleptikum. S&danne
patienter behandles i kortere eller
leengere tid med injektionspraepara-
ter med lang virkningstid. Depot-
lzegemidlet sprgjtes her ind i en
muskel, hvorfra det virksomme stof
langsomt frigeres, sdledes at den
terapeutiske effekt kan holde sig i
2-4 uger.

Fordelen ved depotpraeparaterne
er blandt andet, at patienten ikke
skal behandles sa ofte. For en del af
de injicerbare depotleegemidler gar
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det sig endvidere geeldende, at den
maénedligt indgivne maengde stof er
veesentligt mindre end, hvis stoffet
tages i form af en tablet en gang om
dagen i den samme periode. Det
skyldes, at leegemiddelstoffet, nar
det gives som en tablet, skal passere
leveren, inden det kommer frem til
virkningsstedet i hjernen. | leveren
kan leegemiddelstoffer i starre eller
mindre udstraekning blive nedbrudt.
Ved injektion transporteres stoffet til
hjernen uden passage af leveren i
forste omgang.

Indsprgjtning vil fortsat veere
ngdvendig, men vil formentlig aldrig
blive den foretrukne vej til at f&
leegemiddelstoffer ind i kroppen. Det
heenger sammen med, at der er en
vis risiko forbundet med at give
injektioner, hvorfor disse normalt
foretages af specielt uddannet perso-
nale.

Oliedepoter til injektion
Depoteffekten af et givent leegemid-
del kan ikke ngdvendigvis relateres
til en naermere fastsat virkningsvarig-
hed pa eksempelvis en uge eller der-
over. Varigheden bestemmes nemlig
af det enkelte lazegemiddelstofs
egenskaber og den vej, hvoraf stof-
fet indgives. For visse insulinpreepa-
rater kan virkningen holde sig i op til
36 timer, mens nogle depotpraepara-
ter til behandling af skizofreni virker
i op til 30 dage.

Der er i Danmark markedsfart
omkring 30 depotinjektionspraepara-
ter, som primeert kan inddeles i to
grupper; krystalsuspensioner og olie-
oplgsninger. Den fgrstnaevnte type
bestar af meget sma faste partikler i
et vandigt eller olieholdigt medium.
Til oliedepoterne anvendes vegeta-
bilske olier som kokosngdolie og
sesamolie, hvori det aktive stof er
oplgst.

Oliedepoter til injektion i musk-
ler har veeret anvendt i mange ar.
Men alligevel foreligger der ikke en
fuldsteendig forstaelse af, hvorfor
preeparaterne virker, som de vitterlig
ger. Det heenger i hgj grad sammen
med, at leegemidlerne er udviklet og

Farmaceutisk-kemiske aspekter ved
ioner.

Fig. 2

Fremover ma der forventes en stigende anvendel-
se af depotleegemidler. Derfor er der behov for at
undersage, hvordan lzegemiddelstoffer frigares fra
oliedepoter. Her anvendes en roterende dialyse-
celle. Oliedepotet med lzegemiddelstoffet anbrin-
ges i cellen, hvorpa stoffets frigerelse til vandet
méles. Metoden er en model for, hvordan depot-
praparater frigives fra muskelvav.

registreret mange ar tilbage, hvor
analysemetoderne langt fra var s&
udviklede, som de er i dag.

Fremover ma der generelt for-
ventes et gget behov for anvendelse
af depotleegemidler. Et veesentligt
fremskridt inden for dette omréde
vil veere at sikre optimal styring af
den hastighed, hvormed lsegemid-
delstoffet frigives fra depotet og
dermed nér virkningsstedet i organis-
men.

Nye prodrugs i
depotpreeparater
Oliedepoterne byder p& en reekke
produktionstekniske fordele sam-
menlignet med krystalpreeparater.
Ikke mindst er det enkelt at opna
sterile preeparater, og da olierne har
vaeret brugt gennem mange é&r, er
det dokumenteret, at de er ugiftige.
Design af oliedepoter abner end-
videre pa fascinerende vis mulighed
for at kombinere mere traditionelle
formuleringsmaessige tiltag med
s&kaldte prodrugs; eller pa dansk
transportformer. Her omdannes
leegemiddelstoffet til et inaktivt stof
ved at koble det sammen med et
ugiftigt transportstof. P4 det gnske-
de sted i kroppen spaltes det pageel-
dende prodrug tilbage til det oprin-
delige leegemiddelstof samt trans-
portstoffet. Spaltningen kan f.eks.

Eksempler pa udlgsningsprofiler, hvor mangden
af stof afgivet fra oliedepotet til det vandige mil-
jo er bestemt som en funktion af tiden. Model-
stoffet er en svag syre, og det ses, at bade afgifts-
hastigheden og maengden af afgivet stof varierer
med vandets pH-verdi.

blive udlgst af enzymer eller pH i det
pégeeldende veev.

Forud for egentlige dyreforsag
med s&danne nye depotsystemer,
arbejder vi pa at opbygge laborato-
riemodeller til studier af den hastig-
hed, hvormed modelstoffer frigares
fra oliepraeparater til et vandigt me-
dium. Vi studerer her betydningen af
savel den kemiske struktur af model-
stoffer som oliernes sammenseetning
pa frigerelseshastigheden. For et
depot, der er sprgjtet ind i en
muskel, vil den aktive substans blive
afgivet til den omliggende veevs-
veeske og herfra transporteret over i
blodkredslgbet. Vi arbejder pé at
klarleegge hvilke mekanismer, der pa
injektionsstedet bidrager til at f&
stoffet ud af oliedepotet.

I den vengse del af blodbanen
kan et leegemiddelstofs eller en trans-
portforms skeebne blive pavirket af
enzymer og andre komponenter i
blodet. Det indgivne stof vil herefter
né& hjertet, der pumper blodet ud i
lungerne. Efter passagen gennem lun-
gerne transporteres det aktive stof til-
bage til hjertet, som s& pumper det
iltede blod ud i kroppen. En del af
blodet med lsegemiddelstoffet gar til
hjernen. | relation hertil er vi specielt
interesseret i at designe prodrugs,
som er i stand til at krydse blod-hjer-
ne-barrieren med efterfglgende spalt-
ning i hjernen, hvorved det oprindeli-
ge laeegemiddelstof s& frigives.

Den roterende
dialysecelle-model
| undersggelserne af, hvordan for-
skellige faktorer pavirker frigivelses-
hastigheden fra olier, bruger vi en
roterende celle, der er cylinderformet
og opbygget af en dialysemembran.
Oliepraeparatet anbringes i cel-

Dr.pharm. Claus Selch
Larsen er professor ved
Institut for Analytisk og
Farmaceutisk Kemi

len, som saenkes ned i et vandigt
medium og bringes i rotation. Laege-
middelstoffet i olieoplgsningen vil
nu sive gennem membranen og ud i
vandet. Stoftilgangen til vandet
maéles som funktion af tiden, indtil
der har indstillet sig en ligevaegt.
Stoffet fordeler sig séledes mellem
olieoplgsningen og vandet, hvor
koncentrationerne bestemmes af
stoffets struktur samt sammenseet-
ningen af olieoplgsningen og vand-
fasen, herunder vandets pH-veerdi.

Jo mere fedtoplgselige stoffer er,
jo mindre tilbgjelige er de til at for-
dele sig fra olien til et vandigt medi-
um. Dette forhold har ligget til
grund for markedsfarte oliedepoter
med varierende virkningsvarighed.
Disse preeparater indeholder pro-
drugs af det samme leegemiddelstof,
men med forskellig fedtoplaselig-
hed.

Denne fordelingsmekanisme kan
dog ikke altid alene forklare virk-
ningsvarigheden af de enkelte depo-
ter. Af andre mulige mekanismer
fokuserer vi p& involvering af enzy-
mer til spaltning af dels olierne dels
af indbyggede prodrugs.

Fig. 3
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Model for

mundslimhinden

kan reducere
brugen af forsggsdyr

Mange mennesker vil foretraekke
indgift af laegemidler gennem
mundslimhinden via hurtigtop-
Igsende tabletter, tyggegummi
eller en slags plaster, der seettes
pa indersiden af kinden frem for
injektioner. Sadanne leegemidler
testes ofte p& dyr, men en ny cel-
lemodel for mundslimhinden kan
reducere antallet af dyreforsgg.

Af Hanne Marck Nielsen
og Margrethe Rgmer Rassing

ange livsngdvendige

leegemiddelstoffer er ikke effektive i
form af tabletter, men md i stedet
injiceres direkte i blodet. Arsagen er
typisk, at det aktive stof i for hgj
grad nedbrydes i menneskets tarmsy-
stem, hvis det indgives i tabletter.

Nogle af disse leegemiddelstoffer
kan med fordel indgives gennem
mundslimhinden, hvorfra de optages
direkte i blodkredslgbet. Et eksempel
er behandling af hjertekramper med
glycerylnitrat i hurtigtoplesende tab-
letter, som anbringes under tungen.

Fig. 1

Tyggegummi eller en slags plaster,
der saettes p& indersiden af kinden,
er andre mader, hvorved lzegemid-
delstoffer kan indgives via mundhu-
len.

For at vurdere, om et nyt loven-
de leegemiddelstof kan optages gen-
nem mundslimhinden, anvendes ofte
modeller for mennesket. Den opti-
male model ville veere en model
baseret pa veevsstykker udtaget fra
frivillige forsggspersoner, men dette
er ikke muligt i seerlig hgj grad af
etiske og praktiske grunde. | stedet
anvender man ofte dyremodeller i
leegemiddelforskningen. Det er dog
langtfra givet, at resultater fra for-
spg med f.eks. rotter kan overfares
direkte til mennesker. Dertil kommer,
at det ikke er etisk acceptabelt at
anvende det store antal forsggsdyr,
som ofte kraeves til grundlaeggende
studier.

Derfor er der en stor interesse
for at udvikle modeller for mund-
slimhinden baseret pa celler, som
dyrkes uden for den levende organis-
me. Cellemodeller ggr det muligt at
udfere flere og mere ensartede for-
spg ad gangen. Ved anvendelse af
menneskeceller undgar man samti-
dig usikkerheden ved eventuelle

variationer fra dyr til mennesker.

Ofte anvendes hurtigtvoksende
kreeftceller, der i vid udstraekning lig-
ner de normale celler. Kreeftceller er
udadelige, hvilket betyder, at den
samme type celler kan anvendes til
uendelig mange forseg.

Cellemodel af mundslimhinden
En type kraeftceller, kaldet TR146,
udtaget fra en metastase af en cancer
i mundslimhinden hos en kvinde, har
ved neering og dyrkning p& permeab-
le filtre vist sig at danne en membran
af flere cellelag, der delvis svarer til
indersiden af menneskets kind. Den
forventes derfor at udgere en god
model for menneskets mundslimhin-
de. Modellen kan bruges ved en
generel vurdering af nye potentielle
lzegemiddelstoffers evne til at absor-
beres gennem mundslimhinden samt
til vurdering af stoffers giftighed.

En af fordelene ved anvendelse
af denne cellemodel i stedet for
levende dyr eller veev fra dyr er, at
cellerne forbliver levende, hvorimod
veev udtaget fra eksempelvis hunde
eller svin kun kan holdes levende i et
begraenset tidsrum, hvorfor der ma
anvendes et nyt dyr ved hvert forsgg.
En anden fordel ved brug af cellemo-
dellen er, at der er mindre variation
mellem de enkelte forseg og dermed
stgrre mulighed for at skelne mellem
resultater, som opnés med forskellige
lzegemiddelstoffer. Det er endvidere
muligt at studere effekter p& celleni-
veau og at kontrollere forsggsom-
steendighederne ngje. Modellen vil
kunne erstatte flere former for for-
sgg pa levende dyr sével som pé veev
udtaget fra forsggsdyr.

Et stykke mundslimhinde udtages fra et menne-
ske. Mundslimhinden bruges som kontrol ved
karakterisering af TR146-cellemodellen. Den
nye cellemodel kan bruges til testning af laege-
midler, som skal treenge gennem mundslimhin-
den, i stedet for stykker af mundslimhinde fra
mennesker eller dyr.

Fig. 2
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mennesker og dyr

For at resultater opnéet med TR146-
cellemodellen kan overfgres til men-
nesket, er det vigtigt, at modellen
karakteriseres og sammenlignes ikke
blot med mennesket, men ogsa med
de modeller, der i dag anvendes i
stedet for mennesket. | flere forskel-
lige typer af studier er TR146-celler-
ne derfor sammenlignet med mund-
slimhinde fra frivillige raske forsggs-
personer samt med mundslimhinde
udtaget fra slagtesvin.

I en type af forsgg bestemmes,
hvor hurtigt samt hvordan et stof
treenger fra den ene side af TR146-
cellemodellen til den anden side.
Dette kan sammenlignes med passa-
ge over mundslimhinden fra mund-
hulen til blodbanen. Hvor hurtigt
dette sker, afhaenger bl.a. af starrel-
sen af stoffet, dvs. molekylvaegten,
samt af, hvor fedtoplgseligt stoffet
er.

| samarbejde med forskere ved
Leiden/Amsterdam Center for Drug
Research i Holland er der undersggt
en raekke modelstoffer, der er lige
fedtoplgselige, men har forskellig
molekylvaegt. Studierne er dels
udfert med TR146-modellen og dels
med mundslimhinder fra svin.

Hastigheden for absorption af
stoffer med omtrent samme molekyl-
veegt, men med forskellig fedtop-
Igselighed, viser samme tendens i de
to modeller. Nogle af de stoffer, der
er anvendt i de ovennevnte studier,
er ogsa blevet testet pd mundslim-
hinde fra mennesker ved samarbejde
med leeger fra Rigshospitalet. Her
blev det observeret, at resultaterne

Sammenhangen mellem hastigheden for
absorption over TR146-cellemodellen og
absorption over mundslimhinde fra svin. De
undersggte stoffer er alle vandoplaselige, men
har forskellig molekylvaegt, idet de undersogte
stoffers molekylvgt ligger mellem ca. 200
dalton og 40.000 dalton.

fra studier med TR146-cellemodellen
kan korreleres til resultater fra studi-
er med menneskets mundslimhinde
pa samme méde som med hensyn til
resultaterne fra studierne med
mundslimhinde fra svin.

Anvendelse af
TR146-cellemodellen

Til trods for, at mange laeegemiddel-
stoffer ikke nedbrydes i s hgj grad
ved indgift gennem mundslimhinden
som ved indgift via tarmsystemet, er
det ikke givet, at koncentrationen af
laegemiddelstof i blodbanen nér op
pa et virkningsfuldt niveau.

Ofte er absorptionen over mund-
slimhinden for lav. Derfor forskes der
idag i anvendelse af absorptionsfrem-
mende stoffer. Det er ved hjeelp af
TR146-cellemodellen muligt at under-
sage effekten af forskellige absorp-
tionsfremmende stoffer. Samtidig kan
man ved hjeelp af bl.a. mikroskopi se,
hvordan nogle stoffer pavirker celler-
ne, og pa den made opdage eventu-
elle skadelige virkninger.

TR146-cellemodellen er blevet
anvendt til at studere effekten af

Skitse af TR146-cellemodellen. Cellerne gror i
flere lag pa et permeabelt filter. De nzres med
en specielt sammensat oplgsning af vigtige
neringsmidler, der tilsettes bade pa oversiden
og pa undersiden.

sddanne absorptionsfremmende stof-
fer. Det viser sig, at effekten af en
type potentielle absorptionsfremme-
re i hgj grad afhaenger af molekyl-
veegten samt fedtopleseligheden af
det leegemiddelstof, der anvendes.
Da modellen ser ud til at kunne sam-
menlignes med menneskets mund-
slimhinde, m& man formode, at
effekten af det absorptionsfremmen-
de stof vil vise samme tendens i men-
nesket.

Nyttig test af nye laegemidler
Potentialet for cellemodellen er
lovende, bade fordi strukturen af
cellemodellen ligner den normale
mundslimhinde, og delvis fordi kend-
te stoffers permeation over eller
effekt p& TR146-cellemodellen kan
korreleres til resultater opnaet med
humant veev fra mundslimhinden.

Ved anvendelse af modellen i de
indledende faser af udviklingen af et
nyt laegemiddel kan der hurtigt skel-
nes mellem de enkelte nye stoffers
evne til at traenge igennem den for-
modentlig vigtigste barriere for
absorption til blodbanen fra mund-
hulen, nemlig mundslimhinden. Der-
med kan antallet af forsggsdyr, der
bruges i sddanne indledende studier
reduceres betydeligt, mens det dog
stadig vil veere ngdvendigt at kon-
trollere virkningen af et naesten faer-
digudviklet nyt leegemiddel pa leven-
de dyr, inden det afpraves i klinikken
pa mennesker.
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Membranbiofysik og
malrettede laegemidler

Grundleeggende fysisk-kemiske
studier af byggestenene i celle-
membraner og deres samspil med
leegemiddelstoffer er af central
farmaceutisk betydning. Det geel-
der iseer for udviklingen af
maélrettede transportsystemer,
som bringer laegemiddelstoffet
hen til virkningsstedet, hvor det
skal reagere med receptorer i cel-
lemembranerne eller transporte-
res gennem membranerne og ind
i cellerne.

Af Kent Jgrgensen, Ole G.
Mouritsen, Sven Frokjeer
og Charlotte Vermehren

lle kroppens celler er

omgivet af cellemembraner, som er
opbygget af et dobbeltlag af lipider,
dvs. fedtstoffer. Ud over lipidmoleky-
lerne indeholder cellemembranerne
forskellige proteiner, der medvirker
ved udvekslingen af stoffer mellem
cellen og omgivelserne.

Membran-biofysik beskaeftiger
sig med eksperimentelle og teoreti-
ske undersggelser af lipider, lipid-
membraner og membranproteiners
strukturelle og funktionelle opfarsel.
Lipidmembraner udggr det centrale
element i alle cellemembraner. De
kan fremstilles i laboratoriet og er
vigtige modelsystemer, som kan bru-
ges til at studere sammenhaengen
mellem lipidmembranens strukturelle
opfarsel og aktiviteten af mange af
de processer, som finder sted i biolo-
giske membraner.

En bedre forstaelse af lipidmem-
braners funktionelle egenskaber
abner samtidig op for nye og interes-
sante farmaceutiske og medicinalke-
miske anvendelsesmuligheder. Det
geelder f.eks. anvendelsen af liposo-
mer som mikrotransportarer af leege-
middelstoffer. Liposomer er sma kug-
leformede lipidaggregater, som kan
stabiliseres, s de ikke s& nemt ned-
brydes i blodet. Samtidig eksisterer
der muligheder for at designe liposo-
merne, s& de forst nedbrydes, nér de
kommer frem til virkningsstedet og
dér frigiver det aktive leegemiddel-
stof.

Fig. 1
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Eksperimentelle og teoretiske resultater, der viser en tet sammenhang mellem lipidmembranens

mikrostruktur og aktiviteten af fosfolipase A2. (A) Monte Carlo computersimuleringer af graden af
homogenitet i lipidmembranen. (B) Fosfolipase A2 lag-tidsmélinger. Lag-tiden er omvendt propor-
tional med den enzymatiske nedbrydning af liposomerne. (C) Ved anvendelse af Stealth-liposomer
wges aktiviteten af fosfolipase A2. (D) Monte Carlo computersimulering af lipidmembranens dyna-
miske mikrostruktur.

Et muligt, fremtidigt eksempel er
behandling af inflammation, hvor
der i det beteendte veev findes en
foraget koncentration af et mem-
brannedbrydende enzym. Dette
enzym kan nedbryde liposomer, som
ellers er stabile i blodet. P4 den
mé&de kan man opn4, at leegemid-
delstoffet kun frigives pa det gnske-
de sted, hvorved virkningen bliver
starst og bivirkningerne minimale.

Laegemiddelstoffer

og lipidmembraner

Den seneste membranforskning, der
omfatter biofysiske, biofarmaceuti-
ske og biokemiske undersggelser, har
afslgret, at den molekyleere opfarsel
af membranlipiderne samt lipidmem-
branernes dynamiske mikrostruktur
har afgerende indflydelse p& de bio-
molekyleere processer, som finder
sted i tilknytning til cellemembranen.
Lipidmembranens strukturelle opfar-
sel pavirker saledes aktiviteten af
membranbundne proteiner og enzy-
mer og har ligeledes indflydelse pa
lzegemiddelstoffers evne til at binde
sig til receptorer pa overfladen af
cellemembranen.

Andre lzegemiddelstoffer skal
transporteres ind i cellerne for at vir-
ke. Her udger lipidmembraner en
transportbarriere, som mange laege-
middelstoffer har sveert ved at passe-
re. Dertil kommer, at mange laege-
middelstoffer som f.eks. psykofarm-
aka, narkosemidler og hjertemedicin
er i stand til at aendre lipidmembra-
nernes molekyleere opfarsel og
udgve en farmakologisk effekt via en
indirekte pavirkning af membranpro-
teinernes aktivitet. Undersggelser af
lipidmembraners strukturelle og
funktionelle egenskaber er derfor
betydningsfulde for at forstd, hvor-
dan transporten af leegemiddelstof-
fer ud til virkningsstederne i kroppen
finder sted.

Ud over at veere velegnede
modelsystemer for biologiske mem-
braner har liposomer og lipidmem-
braner interessante farmaceutiske
anvendelsesmuligheder som mikroin-
kapsuleringssystemer og transpor-
torer af leegemiddelstoffer. Grund-
leeggende studier af lipidmembraners
strukturelle og dynamiske opfarsel
har bidraget til en bedre forst&else af
deres egenskaber, hvilket er af

Fig. 2
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afgerende betydning for udvikling af
transportsystemer for laegemiddel-
stoffer baseret pa liposomer.

Den opndede viden ger det
muligt at optimere liposomernes sta-
bilitet i blodet, deres transportegen-
skaber og deres evne til kun at frigi-
ve det aktive leegemiddelstof pa det
enskede virkningssted i kroppen. P&
den made vil mange af de bivirknin-
ger, der normalt optraeder ved ind-
gift af potente leegemidler, kunne
reduceres.

Nyt princip for

malrettet afgift

Vore undersggelser har identificeret
et nyt potentielt princip for malret-
tet afgift af lazgemiddelstoffer til
beteendte omrader i kroppen.

Ngglen er enzymet fosfolipase
A2, som er et regulatorisk og mem-
branaktivt enzym, der forekommer
béde inde i cellerne og imellem dem.
| forbindelse med inflammatoriske
sygdomme medvirker enzymet ved
dannelsen af nogle af de signalstof-
fer, der optreeder i det syge veev, og
som indgér i den inflammatoriske
proces. Kendskab til de grundlaeg-
gende forhold, der bestemmer akti-
viteten af fosfolipase A2 er derfor
vigtig, hvis man skal gribe ind i de
mekanismer, som pavirker funktion-
en af enzymet og derved den inflam-
matoriske reaktion.

Parallelle teoretiske og eksperi-
mentelle undersaggelser af lipidmem-
branens mikrostruktur og aktiviteten
af fosfolipase A2 har afslaret, at spe-
cielt dannelsen af domeener i lipid-
membranen med en stgrrelse pa
nogle fa hundrede lipidmolekyler,
har afgerende indflydelse pa enzy-
mets aktivitet. Monte Carlo compu-
tersimuleringer af lipidmembranens
opfarsel har vist, at forekomsten af
specielle greenseomrader i lipidmem-
branen med en hgj koncentration af
delvist uordnede lipider er betyd-
ningsfuld for funktionen af fosfoli-
pase A2 og @ger enzymets aktivitet.
Andre undersggelser har samtidig
vist en forgget aktivitet af enzymet

overfor stabiliserede Stealth-liposo-
mer. Det er liposomer, som har faet
indbygget sm& maengder polymerli-
pider i membranen, hvilket bevirker,
at de ikke s& nemt nedbrydes i blo-
det.

Denne nye viden om samspillet
mellem lipidmembraners dynamiske
mikrostruktur og aktiviteten af fos-
folipase A2 bner op for anvendelse
af liposomer som malrettede trans-
portarer af leegemiddelstoffer til
omréder i kroppen med et stort ind-

Liposomer rummer et stort potentiale som
transportarer af legemiddelstoffer. Ved indbyg-
ning af polymerlipider i lipidmembranen dannes
Stealth-liposomer, som vanskeligere nedbrydes i
blodbanen, og som derfor har mulighed for at
nd frem til virkningsstedet i kroppen, hvor lege-
middelstoffet kan frigives.

hold af membrannedbrydende enzy-
mer - som det f.eks. er tilfeeldet med
fosfolipase A2 i veevsomrader med
inflammation. Kendskabet til de
enzymatiske nedbrydningsmekanis-
mer udenfor blodbanen giver nemlig
mulighed for at designe liposomer
med den rette sammensaetning af
lipider og polymerlipider. P& den
made kan man opn4, at liposomerne
er stabile i blodet, men bliver ned-
brudt i de beteendte omrader, hvor
der er en hgj koncentration af mem-
branaktive enzymer, som kan ned-
bryde liposomerne. Herved vil de
indesluttede anti-inflammatoriske
leegemiddelstoffer kunne frigives
netop pé de steder i kroppen, hvor
de skal udgve deres virkning.

Liposomer som
mikrosensorer

relevante vandige omgivelser.

Udviklingen af specielle overfladeteknikker som Atomic Force mikroskopi
har gjort det muligt at studere lipidmembraners mikrostruktur og opfersel
netop pa de smé leengdeskalaer, der har funktionel betydning. Men det er
dog stadig vanskeligt at opnd information om blgde lipidmembraner i de

Et gennembrud i undersggelserne er imidlertid opnaet ved anvendelsen
af en speciel mikropipetteteknik, der ger det muligt at bruge liposomer
som ultrafglsomme mekaniske mikrosensorer. Ved at udnytte liposomernes
blgde materialeegenskaber er det muligt at méle svage intermolekyleere
kreefter i et stgrrelsesomrade, der spaender fra svage brintbindinger, bin-
dingskraefter mellem membranoverflader og til bindinger mellem smé& orga-
niske molekyler og biologiske makromolekyler.

En speciel farmaceutisk interesse knytter sig
le membranproteiner og receptorer i liposomerne. Herved vil teknikken
kunne bruges til at male de molekylaere kraefter, der er tilstede, nar leege-
middelstoffer binder sig til den enkelte receptor.

ndbygningen af speciel-

Fig. 3
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En ny mikropipetteteknik anvender liposomer som mikrosensorer. Hermed bliver det bl.a. muligt
at male de molekylaere bindingskreefter, som spiller en rolle, nar et legemiddelstof bindes til en
receptor i cellemembranen.
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Virus vej
INd 1 cellerne

Virus er arsag til sygdomme, men
de kan ogsé benyttes til behand-
ling. En mulig anvendelse er gen-
terapi, hvor virus transporterer
gener ind i kroppen, som patien-
ten mangler. Virus kan ogsa bru-
ges som indpakning af leegemid-
ler, der s& fegres ind i cellernes
indre. | alle tilfeelde er det vigtigt
at opklare, hvordan virus inficerer
celler.

Af Klaus Bahl Andersen,
Katharina E. P. Olsen,
Stine Willemann og Gitte Schmidt

ogle virus er nggne, andre

er omsluttet af en membran. | begge
tilfeelde skal virus have deres gener
fort ind i kroppens celler, hvor de
reproduceres i stort antal. De mem-
branomsluttede virus opnér dette via
en membranfusion, hvor virusmem-
branen smelter sammen med celle-
membranen. Man kan sammenligne
med to seebebobler, der smelter sam-
men, sd deres indhold blandes.

Fusionen sker ved hjeelp af
viruspartiklens overfladeproteiner.
De fleste membranomsluttede virus
har to typer proteiner, som er aktive
i fusionen; et bindingsprotein og et
fusionsprotein.

Opgaven for bindingsproteinet
er at binde viruspartiklen til makro-

Fig. 1

molekyler p& cellens overflade. F.eks.
binder HIV-proteinet gp120 sig til
proteinet CD4 p& T-hjeelpercellerne,
som indgdr i immunforsvaret. Derpa
aktiveres fusionsproteinet. Det sidder
i viruspartiklens membran og skydes
ind i cellens membran, s& der dannes
en kanal mellem de to membraner.
Kanalen vil da blive udvidet, og fusi-
onen er sket.

Virustransport af

gener og laegemidler

Virus er arsag til mange sygdomme,
men de kan ogsd anvendes til at
transportere leegemidler ind i celler-
ne. P4 den méde kan virus bruges til
at lgse et udbredt problem. Det er
nemlig vanskeligt at fa store eller
ikke-fedtoplgselige lzegemidler ind i
cellerne, hvorfor vor evne til at kon-
trollere mange vitale processer i cel-
lernes indre er begraenset.

Virus kan betragtes som indpak-
kede gener, der leveres ind i cellen.
Det kan udnyttes i forbindelse med
genterapi, hvor man til dels erstat-
ter viruspartiklens gener med huma-
ne gener, som patienten mangler.
En anden mulighed er at bruge
virus til indpakning af laegemidler,
som s& sendes ind i cellens indre.
Preparationer af membranmateriale
fra inficerede celler kan ogsa give
fusion. Det kan benyttes til prakti-
ske anvendelser, f.eks. genterapi.
Gener kan séledes pakkes ind i
membranerne og blive indfert i cel-
len ved fusion.

Béde nar det geelder virus evne
til at forvolde sygdom og de biotek-
nologiske anvendelser, er det vigtigt
med en detaljeret viden om, hvordan
virus inficerer celler ved membranfu-
sion.

Vi undersgger fusionen for en
retrovirus fra mus, Moloney murin
leukaemi virus (MoMLV). Retrovirus
er specielt velegnede til genterapi,
fordi deres gener szettes ind i cellens
kromosomer. For MoMLV hedder bin-
dingsproteinet gp70 og fusionsprote-
inet p15E. Vi har undersggt fusions-
mekanismen samt modningen af
fusionsproteinet, der sker under
virusdannelsen.

Inducerer fusion

mellem celler

Fusionen mellem virus og celle star-
ter tit en keedereaktion, s& det ender
med, at flere celler smelter sammen.
Feenomenet er kendt for HIV,
maeslinger, og isaer for RS-virus, som
inficerer luftvejene hos barn. Der var
udbrud af RS-virus i Danmark sidste
vinter.

Traditionelt har man ment, at
celle-cellefusion kun kan ske pa to
forskellige méder. Dels kan fusionen
ske mellem uinficerede celler, nar
viruspartikler tilszettes, og dels kan
fusionen ske mellem en inficeret og
en uinficeret celle. For musevirus
MoMLV kan de to typer fusion skel-
nes fra hinanden ved, at de kan sti-
muleres ved henholdsvis tilseetning
af store positive ioner og med mole-

Membranomsluttede virus
inficerer celler ved en
membranfusion. Farst bin-
des viruspartiklens mem-
bran til cellemembranen,
dernast smelter de to
membraner sammen, hvor-
pé den nagne viruspartikel
frigives i .

Virus kan fa celler til at smelte sammen. Billedet viser en sédan virusinduceret celle-cellefusion. Fusio-

nerne ses ved, at cellekernerne samles taet i samme cytoplasma. Her ses en fusion med syv kerner.

Fig. 3
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Vi har overraskende opdaget en ny type celle-cellefusion. N&r inficerede og uinficerede celler blandes, sker
der fusion mellem uinficerede celler, uden at fri virus er involveret. Fusionen er sandsynligvis induceret af
umodne virus, da den kun sker i naerheden af en inficeret celle. Kernerne i de inficerede celler er market

med stoffet bromdeoxyuridin, som til sidst er sortfarvet.

kyler, som lader kalium passere gen-
nem membranen.

Vore studier har overraskende
fort os til endnu en type celle-celle-
fusion: N&r inficerede og uinficerede
celler blandes, sker der ogsa fusion
alene mellem uinficerede celler,
uden at fri virus er involveret. Denne
fusion sker teet pa inficerede celler.
Meget tyder p&, at nylig dannede
umodne virus, som kun findes teet pa
den inficerede celle, er involveret.

Mekanismen bag
fusionsprocessen
N&r MoMLV-virus inficerer museceller,
styres membranfusionen ved en klgv-

Fig. 4

ning af fusionsproteinet, som er pla-
ceret pé tveers i virusmembranen, s&
en del af proteinet stikker ud i omgi-
velserne, mens den modsatte ende
raekker ind i viruspartiklen. Under
dannelsen af viruspartiklerne klgves
et peptid pa 16 aminosyrer fra den
inderste del af fusionsproteinet. Det
klgvede, modne fusionsprotein beteg-
nes pl12E, og peptidet kaldes for R-
peptid. Forst p12E kan give fusion.

Vi er i gang med at studere R-
peptidets egenskaber. | sig selv er
det vandoplgseligt, men overrasken-
de nok bindes det til den fedtholdi-
ge cellemembran. Samtidig kobles
fedtsyrer til peptidet, hvilket tyder
p4, at det binder sig til membranens
lipider.

Klgvningen af fusionsproteinet
sker som naevnt under virusdannel-
sen, men der er stor forskel p&, hvor
meget af proteinet, der bringes med
i de nye viruspartikler. Meengden er
dog uden indflydelse pa viruspartik-
lers fusionsevne.

MoMLV-virus inficerer bl.a.
epithelceller. Det er slimhindeceller,
som afgraenser organernes hulrum,
f.eks. tarmkanalen, fra kroppens
indre. Nar MoMLV-virus har inficeret
en celle, udnyttes cellens produkti-
onsapparat til at danne et kompleks
af fusionsproteinet p15E og bin-
dingsproteinet pg70. Komplekset
fores nu ud pa cellemembranen,
hvor de nye viruspartikler dannes.

P& vejen ud til cellemembranen
sgrger R-peptidet normalt for, at pro-
teinkomplekserne dirigeres hen til
den side af cellerne, som vender ind
mod veevene. Men hvis R-peptidet er
forkortet som felge af en mutation,
forsvinder denne specifikke trans-
port. Herved bliver proteinkomplek-
serne ogsa transporteret hen til den
side af slimhindecellerne, som vender
ud mod kroppens hulrum. P& den
made kan nye viruspartikler blive
sendt ud i organet, si infektionen
spredes yderligere.
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Transport af fusionsproteinet p15E i epithelceller. Normal virus og mutanter, hvor R-peptidhalen
mangler, er anvendt. Som det ses har R-peptidhalen betydning for transportvejen.
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Regn med vand!

Leegemidler virker typisk ved at
binde sig til enzymer eller til
receptorer pa cellerne. For at for-
std og forudsige bindingsproces-
sen er det af afgerende betyd-
ning, at det omgivende vands
indflydelse kan forstas og bereg-
nes.

Af Tommy Liljefors,
Per-Ola Norrby, Jonas Bostrom
og Peter Aadal Nielsen

andmolekylet, som kun inde-
holder tre atomer, er et af de mind-
ste molekyler vi kender - pa trods af
dette er vand i biologisk sammen-
haeng det vigtigste af alle molekyler.
Samtidig er vand et af de sveereste
molekyler at forst& og forudsige
effekterne af.

Vand har unikke egenskaber,
som seetter det i stand til at oplgse
og stabilisere ioner og andre hgjt
poleere molekyler. Ligesa vigtig er

Fig. 1

vands manglende evne til at oplgse
ikke-poleere molekyler som f.eks. kul-
brinter. Denne egenskab er arsag til
den vandafvisende sakaldt hydrofo-
be effekt, som er ansvarlig for, hvor-
ledes komplekse biologiske struktu-
rer organiseres, f.eks. de fedtholdige
cellemembraner, som adskiller celler-
nes indre miljg fra omgivelserne.
Ved design af nye laegemiddel-
stoffer, som skal pavirke enzymer og
receptorer i kroppen har leege-
middelkemikeren traditionelt kon-
centreret sig om, hvordan stoffet
binder sig til bindingsstedet i recep-
toren, dvs. hvordan det vekselvirker
med de aminosyrer, som udger bin-
dingsstedet. Problemet med sddan
en analyse er, at den langt fra giver
hele sandheden om stoffets bin-
dingsmuligheder. Det er ligesa vig-
tigt at analysere stoffets evne til at
forlade det vandmiljg, det befinder
sig i, inden det binder sig til recepto-
ren og at undersgge, om stoffet
antager en anden tredimensionel
form i vand, end den gar i gasfase.
For at kunne transporteres i
vand skal et godt lazegemiddelstof

veere designet, s& det er vandoplgse-
ligt, men en alt for stor vandoplgse-
lighed kan heemme stoffets evne til
at forlade vandmiljget, og derved
bliver det mindre aktivt. Ved design
af nye leegemiddelstoffer er en ana-
lyse af vands effekt pa stoffets struk-
tur og energi séledes af afggrende
betydning.

Leegemiddelstoffer,

vand og computerkemi
Computerkemi, som i dag er et vig-
tigt veerktgj i moderne laegemiddel-
forskning, var i sin barndom hoved-
sageligt begreenset til gasfasestudier.
Effekterne af de vandige omgivelsers
indflydelse pa forskellige molekyl-
egenskaber, f. eks. ladningsfordelin-
gen og den foretrukne tredimensio-
nelle struktur, var helt eller delvist
umulige at forudsige.

Et af de senere ars vigtigste
fremskridt indenfor computerkemien
er de forbedrede muligheder til at
beregne oplgsningsmidlets effekt pa
et leegemiddelstofs egenskaber.
Mange forskergrupper, inklusive
vores egen, arbejder intensivt med
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Figuren illustrerer beregning af hydratiseringsenergier, dvs. de energier, hvorved molekyler oplgses i vand. I kontinuum-modeller placeres molekylet i et hul-
rum i det kontinuerlige medium med dielektricitetskonstanten e. Herefter beregnes energien for dannelsen af hulrummet samt vekselvirkningen mellem
molekylet og det omgivende medium. Til hgjre vises et plot af eksperimentelle vs. beregnede hydratiseringsenergier for en serie af repraesentative molekyler.
Beregningerne er lavet med den kvantekemiske AM1/SM2 metode.

yderligere forbedringer af disse
muligheder.

Forskningen gar hovedsageligt i
to forskellige retninger. Den farste
indebeerer, at man direkte inkluderer
et stort antal vandmolekyler i bereg-
ningerne. S&danne beregningsmodel-
ler kaldes explicitte vandmodeller.
Eftersom effekter, der virker over sto-
re afstande, er meget vigtige, er det
ngdvendigt at inkludere hundredvis
til tusindvis af vandmolekyler. Des-
uden ma et meget stort antal relative
positioner af de forskellige vandmo-
lekyler afprgves. Denne type bereg-
ninger, kaldet molekyledynamik eller
Monte Carlo simuleringer, er meget
tidskraevende og oftest upraktiske i
forbindelse med design af nye leege-
middelstoffer, da beregninger pa en
lang raekke stoffer skal kunne gen-
nemfgres pa relativt kort tid.

Den anden retning indebeerer, at
de explicitte vandmolekyler erstattes
af et kontinuert medium. Laegemid-
delstoffet placeres her i et passende
hulrum i dette kontinuerte medium
og vekselvirkningen mellem moleky-
let og mediet beregnes. Disse bereg-
ningsmodeller kaldes kontinuum-
modeller. En del af disse modeller
anvender en generalisering af teori-
en for ioners vandoplgselighed, som
allerede blev introduceret i
1920’erne af Born. Fordelen ved kon-
tinuum-modeller er, at beregninger-
ne foregar meget hurtigt. Dette
bevirker, at hele systemet kan beskri-
ves kvantemekanisk, hvilket er vig-
tigt ved beregninger pa polaere
molekyler, hvis elektronstruktur
andres i vandigt miljg.

lonpar og saltbroer

- findes de?

Et par eksempler fra vores eget
forskningsarbejde viser, hvor vigtigt
det er at forsta vandets indvirkning
pa biologiske processer.

Fig. 2

Alle kemistuderende ved, at en
amin blandet med en carboxylsyre
danner et ionpar - et ammoniumcar-
boxylat-salt. Sddanne ionpar spiller
en vigtig rolle i mange biologiske
systemer, eksempelvis danner ionpar-
rene de sdkaldte “saltbroer” i prote-
iner, og de er f.eks. meget afggrende
for, hvordan nervesystemets signal-
stoffer bindes til receptorproteiner.

Vi har udfert avancerede kvante-
mekaniske beregninger af egenska-
berne hos et ammoniumcarboxylat-
ionpar og fundet, at denne type af
ionpar ikke kan eksistere isoleret.
Vores beregninger viser, at det er
ngdvendigt, at der findes mere end
ét vandmolekyle eller en lignende
brintbindingsdonor, som stabiliserer
ionparret for, at det kan eksistere.

Eksistensen af de biologisk vigti-
ge ionpar er séledes helt beroende
pa omgivelsernes natur. En under-
sggelse af eksperimentelt kendte
rgntgenstrukturer af sdvel sma mole-
kyler som komplekser af store prote-
iner og sm& molekyler statter vores
slutning om, at ionpar ikke eksisterer
uden stabilisering fra omgivelserne.
Denne viden er vigtig for forstaelsen
af, hvordan signalstoffer binder sig
til receptorer og for udviklingen af
computermodeller for denne neuro-
transmitter-receptorbinding.

Vandets indvirkning

pa form og energi
Computerberegninger viser, at hvis
ikke vands pavirkning inkluderes,
antager mange molekyler en tredi-
mensionel struktur, som giver dem
en energi, der gor det umuligt for
dem at binde til en receptor eller et
enzym.

Et eksempel pa dette er biotin
(vitamin B7), som binder til proteinet
streptavidin med en exceptionel hgj
bindingsevne. Hvis det omgivende
vand ikke medtages i beregningerne,

er det ngdvendigt at tilfare meget
energi for at aendre biotins struktur
til stoffets tredimensionelle form i
receptoren. Dette gor det umuligt at
forsta biotins hgje bindingsevne.
Imidlertid pavirker det omgivende
vand biotinmolekylets facon pa en
s&dan méade, at dets foretrukne form
og energi ligger naer den bundne
struktur. Med andre ord: Nar der er
vand tilstede, behgves der ingen
ungdig energi for at f& molekylet pa
den rette form, s& det kan bindes til
proteinet.

Hvis det ikke var muligt at
udfgre beregningerne i vandfasen
og f& viden om molekylets foretruk-
ne struktur i vand, ville biotins hgje
evne til at binde sig til streptavidin
veere uforstaelig.

Steerkt polaere molekyler

- et vigtigt problem

De beregningsmetoder for vands
indvirkning p& molekylaere egenska-
ber, som nu er tilgeengelige, funge-
rer godt og er veltestede, nér det
geelder upoleere og moderat polaere
molekyler; derimod er metoderne
mindre veludviklede for steerkt
poleere molekyler som aminosyrer.
Vort forskningsarbejde retter sig nu
mod at forsgge pa at udvikle bereg-
ningsmetoder for staerkt polaere
molekyler i vand.

En interessant mulighed i denne
sammenhang er at forsgge at udvik-
le metoder, som kombinerer explicit-
te vandmodeller og kontinuum-
modeller. Et stort problem i denne
sammenhzang er dog, at der findes
meget fa eksperimentelle data at
teste nye metoder efter. Derfor sam-
arbejder vi med professor Jerzy
Jaroszewski, DFH, om at producere
sddanne data ved hjeelp af NMR
spektroskopi.

foretrukne konformation
i gasfase

foretrukne konformation
ivand

(¢}
eksperimentelt kendt
konformation ved
binding til streptavidin

Polaere molekylers tredimensionelle facon er oftest staerkt beroende pa omgivelserne. Figuren viser biotins (vitamin B7) foretrukne konformation i gasfase og i
vand, i falge vores beregninger, samt den eksperimentelt bestemte konformation af biotin, der er bundet til streptavidin.
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Selektive metoder
kan vise effekten af

selentilskud

Kroppen kan ikke undvzere selen,
og mangel kan fgre til sygdom.
De traditionelle metoder til at
maéle mzengden af selen i kroppen
viser ikke, hvilke selenforbindel-
ser, der findes i organismen. En
sédan viden vil veere nyttig til at
vurdere effekten af selentilskud i
kosten. Derfor udvikler vi meto-
der til at bestemme meaengden af
forskellige selenholdige forbin-
delser.

Af Bente Gammelgaard, Ole Jens
og Ulrik Sidenius

elen er et essentielt grund-
stof, og symptomer pé selenmangel
er konstateret i omrader med selen-
fattig jord. Det mest kendte eksem-
pel er Keshans sygdom, en dedeligt
forlabende sygdom i hjertemuskula-
turen, der er set hos iseer bgrn i
selenfattige omrader i Kina. Sygdom-
men kan helbredes fuldstaendigt ved
hjeelp af selentilskud. Selen er desu-
den sat i forbindelse med mange for-
skellige symptomer og sygdomme,
bl.a. kreeft. En amerikansk under-
sggelse fra 1996 har vist, at selen har

en vis generel beskyttende virkning
mod kreeft. En europaeisk opfalgning
af denne undersggelse er nu under
forberedelse.

Selen udgver sin virkning gen-
nem selenholdige proteiner. Indtil nu
er to selenoproteiner identificeret i
humant blodplasma. Det mest kend-
te er enzymet glutathion peroxidase,
som katalyserer nedbrydningen af
stoffer, som kan gdeleegge membra-
nerne i levende celler via oxidation.
Selen spiller herved en vigtig rolle i
organismens antioxidative processer.

Den biologiske funktion af det
andet protein, Selenoprotein P, er
endnu ikke klarlagt. Det har veeret
foresldet, at proteinet er et trans-
portprotein, men der foreligger dog
en del indicier for, at ogsa dette pro-
tein virker ved at beskytte mod oxi-
dativ beskadigelse af cellemembra-
ner. Selenoprotein P er det protein,
der dannes farst ved indgivelse af
selen, nar kroppen er i selenmangel.

Alle selens funktioner er séledes
endnu ikke klarlagt. Disse funktioner
vil kun kunne belyses med veldoku-
menterede analytisk-kemiske meto-
der. Der er saledes behov for udvik-
ling af metoder, som kan anvendes i
studier af f.eks. selens virkning ved
indgivelse som kosttilskud til menne-
sker.

Behov for mere

specifikke malinger

Menneskets selenstatus vurderes nor-
malt ved totalbestemmelse af selen i
blodplasma eller urin. Sddanne
totalmalinger giver imidlertid ingen
oplysninger om, hvilke specifikke
selenforbindelser, der er tilstede i
organismen. Der er derfor stor inter-
esse for analysemetoder, der kan
separere og detektere de enkelte
forbindelser.

Sadanne analyser kan frembrin-
ge ny detailviden om de enkelte
selenforbindelsers funktion. Dette vil
veere af betydning for hvilke para-
metre, man bgr méle pa i befolk-
ningsstudier. Desuden kan en s&dan
viden medvirke til at belyse, hvor
store maengder selen, mennesket har
behov for. Vores hovedprojekt er
derfor at identificere og kvantisere
forskellige selenforbindelser i blod-
plasma og urin.

Selenforbindelser i

blodplasma og urin
Totalindholdet af selen i blodplasma
udger kun ca. 80 p.g pr. liter. Ca. to
trediedele af selenindholdet i blod-
plasma er specifikt bundet i seleno-
proteinerne. Resten er der ikke rede-
gjort for; formodentlig findes den

Fig. 1
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Kromatografisk adskillelse af selenoproteiner ved hjalp af en cobalt-immobiliseret kolonne. Den fgrste proteinfraktion indeholder enzymet glutathion peroxidase.

Den anden proteif ! i

in P. Ved g

Selenoprotein P som to band ved molekylmasse ca. 60.000 g/mol.

resterende selen uspecifikt bundet i
andre plasmaproteiner, sandsynligvis
iseer i albumin. Det vides ikke, hvilke
mindre selenholdige molekyler, der
optreeder i plasma.

| et ph.d.-projekt arbejdes pa at
separere og oprense Selenoprotein P
fra humant plasma ved hjeelp af FPLC
(Fast Protein Liquid Chromatogra-
phy). De forskellige proteiner i blod-
plasma separeres i kolonner, som
indeholder forskellige metalholdige
kolonnematerialer, hvortil proteiner-
ne bindes i forskellig grad, mens
resten af plasmaet skylles ud.

Ved efterfelgende at skylle
kolonnen med en saltoplgsning med
lav pH, frigagres proteinerne, som
opsamles i fraktioner.

For at lokalisere de selenholdige
proteiner i de enkelte fraktioner
males lysabsorptionen ved 280 nano-
meter, hvor alle proteiner absorbe-
rer. Desuden méles selenkoncentrati-
onen i fraktionerne. Selenoprotei-
nerne kan saledes lokaliseres i de
fraktioner, som bade absorberer lys
og indeholder selen. Kolonnemateri-
aler, som indeholder nikkel, zink og
cobalt har veeret afprgvet. Det
cobaltholdige kolonnemateriale er
mest velegnet, eftersom det giver en
god separation af de to selenoprote-
iner samtidig med, at der opnéas den
mest oprensede Selenoprotein P
fraktion.

I urin er totalindholdet af selen
ca. 30 pg pr. liter. I urin er pvist
selenit og trimethylselenonium-

Fig. 2

ionen. Det diskuteres om trimethyl-
selenonium er et primeert stofskifte-
produkt i urin eller kun optraeder
under szerlige omsteendigheder som
en del af en afgiftningsmekanisme
for selen. Der findes desuden en del
selenholdige forbindelser i urin, som
endnu er uidentificerede. Vi arbejder
nu med at separere de forskellige
selenforbindelser i urin. Hertil anven-
des forskellige kromatografiske
systemer koblet til et massespektro-
meter som en selenspecifik detektor.

Massespektrometri pa
uorganiske stoffer

Ved en analyse af de forskellige
selenforbindelser i plasma og urin
skal man kunne detektere koncen-
trationer, der er omkring en faktor
10 lavere end totalkoncentrationen,
som i forvejen er meget lav. Dette
kraever en meget hgj falsomhed af
detektoren. Desuden er det gnske-
ligt, at detektoren kan kobles pa
separationssystemet on-line.

Anskaffelsen af et ICP masse-
spektrometer (Inductively Coupled
Plasma Mass Spectrometry) har der-
for &bnet helt nye muligheder, efter-
som dette instrument opfylder disse
krav, hvilket ingen af de tidligere
detektionsmetoder gar.

Apparatet bestér af en plasma-
del, som er koblet til et massespek-
trometer. Prgven forstgves i et spray-
kammer, hvorfra den indfares i
argonplasmaet. | dette plasma, hvor
temperaturen er 6-8.000°C, atomise-

Laborant Suraya Jabin betjener ICP-
blodplasma eller urin.

res og ioniseres prgven. lonstralen
fares herfra gennem ionlinsen, hvor
den fokuseres og videre ind i masse-
spektrometeret. Her sorteres ionerne
efter deres masse/ladningsforhold
ved hjeelp af et magnetfelt.

Fordelen ved teknikken er, at alt
organisk materiale afbraendes i plas-
maet, hvilket resulterer i forholdsvis
enkle spektre. Dette er en stor fordel
ved arbejde med biologisk materiale,
hvor det ofte kan veere vanskeligt at
opna den tilstraekkelige selektivitet i
separationsmetoden, da biologisk
materiale indeholder mange mulige
interfererende stoffer.

Alle ioner detekteres ved deres
respektive masser, hvorved isotoper
af forskellige grundstoffer kan over-
lappe hinanden. Desuden dannes der
i plasmaet en del polyatomiske ioner,
som ligeledes kan interferere med
malingerne. F.eks. dannes argonio-
nen “Ar‘°Ar*, som har samme atom-
masse som den mest forekommende
seleniumisotop ®Se. Det er derfor
ngdvendigt at méle p& en af de min-
dre forekommende isotoper med
deraf nedsat falsomhed.

| et igangveerende arbejde
undersgges arsagen til forskellige
former for interferens ved selen-
maélinger i urin og plasma med hen-
blik p& at kaste lys over processerne i
argonplasmaet og optimere fglsom-
heden og ngjagtigheden af selen-
malingerne.

' kan kobles direkte til separationssystemer, som adskiller selenforbindelser i
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Medicinmandens
mod sneglefeber

midler

Millioner af mennesker i troperne
er angrebet af sneglefeber, der
ogsé kendes som schistosomiasis
og bilharziose. | et samarbejde
med forskere i Zimbabwe arbej-
des der pa at udnytte et plan-
testof til at bekeempe sneglene
med. Samtidig undersgges det,
om man fra planter, der anvendes
i den traditionelle medicin, kan
isolere stoffer, der kan helbrede
allerede smittede personer.

Af Per Mplgaard og Else Lemmich

samfundsmaessig betydning

overgés sneglefeber kun af malaria.
Omkring 200 millioner mennesker i
troperne er smittet med sygdommen.
| begyndelsen har sneglefeber et
udramatisk forlgb, men hvis parasi-
tinfektionen ikke behandles, kan den
medfgre alvorlige falgesygdomme i
urinvejene og fordgjelsessystemet.

Gennem en arreekke har der
veeret et udbytterigt samarbejde mel-
lem Danmark og Zimbabwe om
udnyttelse af et plantemiddel til

Fig. 1

bekeempelse af de snegle, der over-
forer smitten. Fra den afrikanske
plante Endod, som er i familie med
kermesbeer, kan der hgstes beer, der
indeholder saponiner med snegle-
dreebende effekt, og dette middel vil
kunne produceres billigt af befolknin-
gen selv. Endod projektet er nu ndet
til en fase, hvor lokalbefolkningen bli-
ver involveret i dyrkning af planten
og anvendelse af sneglegiften efter
princippet hjeelp til selvhjeelp.

Men det er naturligvis ikke til-
streekkeligt kun at hindre smitte; de
allerede smittede personer skal ogs&
behandles for at blive befriet for
parasitten. Til dette findes et udmaer-
ket laegemiddel, praziquantel, som
dog desveerre pa grund af prisen er
utilgaengeligt for starsteparten af de
mennesker, der behgver det mest.

Som et sideprojekt til Endod-pro-
grammet har vore samarbejdspartne-
re fra Blair Research Laboratory (BRL)
i Harare i Zimbabwe undersggt, hvilke
planter der bliver brugt i den traditio-
nelle medicin til behandling af sneg-
lefeber. Mange patienter veelger
nemlig behandling hos medicinman-
den eller -kvinden, ogsa selv om de
bliver tilbudt behandling p& helsekli-
nikken med praziquantel.

Traditionelle lzegeplanter

Ved en rundspegrge hos 286 traditio-
nelle behandlere viste det sig, at de
sammenlagt brugte op mod 50 for-
skellige plantearter til behandling af
sneglefeber.

De mest anvendte planter havde
rgde frugter, eller deres redder eller
bark udskilte rgd saft. Dette kan tol-
kes som et eksempel p& “signatur-
lzeren”, en behandlingsfilosofi vi ogs&
har kendt i Europa. Man udvalgte
plantedele med form efter det formo-
det syge organ: hjerteformede dele til
behandling af hjertesygdomme, nyre-
formede til behandling af nyresyg-
domme osv. | forbindelse med snegle-
feber er et af de tydeligste symptomer
pa sygdommen, at der er blod i uri-
nen. Derfor har man typisk valgt plan-
ter med rgde dele eller med rgd saft.

Mange af planterne var gengan-
gere hos de traditionelle behandlere.
P& BRL i Zimbabwe undersggte man
virkningen af vandige udtraek af de
syv hyppigst anvendte planter pa
hamstere inficeret med de sygdoms-
fremkaldende parasitter, der kaldes
schistosomer. Tre af disse plantearter
havde naesten samme virkning som
praziquantel pé infektionen hos
hamsterne.
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Figuren viser effekten af 37 vandige ekstrakter af planter fra Zimbabwe overfor unge bendelorm, cystocercarier. Skalaen er omvendt logaritmisk saledes, at
nr. 1 har sterst virkning, og ekstrakterne er herefter ordnet efter aftagende aktivitet. Nummer 1, 5 og 33 er fra tre organer fra den samme plante, et lille tree
ved navn Ozoroa insignis fra familien Anacardiaceae; henholdsvis rodbark (1), steengelbark (5) og blade (33). I den lille indsatte figur er vist effekten af en
del af ekstrakterne overfor schistosomuler. Bemeerk at der ikke er sammenfald mellem ekstrakternes effekt overfor de to typer af parasitter.
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Indsatsomrader ved bekempelse
af sneglefeber: 1) medicinsk
behandling 2) sundhedsuddan-
nelse 3) gode toiletforhold 4) rent
drikkevand 5) sneglebekampelse.

Miracidie som et bevis for metodens
anvendelighed.

De vandige ekstrakter,
der viste starst effekt i
ormeassayet, blev ogs&
testet p& unge parasitter,
schistosomuler. Denne
metode er mere tidrgven-
de, idet schistosomulerne

Som et led i samarbejdet mellem
BRL og DFH, blev vi opfordret til at
arbejde videre med planternes anti-
schistosome virkning for at prove at
spore det eller de plantestoffer, der
var ansvarlig for virkningen. P4 den
baggrund indsamlede vi plantemate-
riale i Zimbabwe blandt de 47 arter,
behandlerne brugte. Oftest var det
rod eller bark, der blev brugt, men
blade og eventuelt frugter fra plan-
terne blev ogsé indsamlet.

Laboratorietest

af ekstrakter

For at kunne isolere de aktive ind-
holdsstoffer er det ngdvendigt at
have adgang til en metode - et bio-
assay — som kan vise indholdsstoffer-
nes aktivitet uden brug af forsggs-
dyr. P& Institut for Populationsbiologi
ved Kgbenhavns Universitet var det
muligt at etablere to anvendelige
metoder, og undersggelsen af plan-
teekstrakterne blev gennemfart som
et specialeprojekt ved DFH.

Den ene metode gik ud pa at
teste de vandige planteekstrakters
virkning pa unge beendelorm. Disse
var lettest at arbejde med, og derfor
blev alle 37 planteprover testet for
effekt mod baendelorm. De fleste
ekstrakter havde temmelig ringe
effekt, men enkelte havde en kraftig
virkning pa ormene. Dette blev tolket

Fig. 3

forst skal “fremstilles”. De
inficerede snegle udskiller talrige sma
bevaegelige organismer, cercarier, der
kan gennemtraenge huden hos men-
nesker. Under passagen taber de
halen og bliver til schistosomuler. Det-
te kan efterlignes i laboratoriet. Nar
inficerede snegle belyses, udskiller de
cercarier, som kan sendes gennem en
membran fremstillet af musemave-
skind, hvorved de omdannes til
schistosomuler.

Effekt p& parasitterne

Vi fandt i alt 11 vandige ekstrakter,
som var effektive over for schistoso-
muler. Tre af ekstrakterne havde
seerlig god effekt, heraf to som ogsa
var effektive i ormetesten.

Det mest effektive ekstrakt mod
schistosomer kom fra planten Abrus
precatorius, men da denne plante er
velkendt for sine giftige indholds-
stoffer, var den mindre attraktiv som
et muligt leegemiddel. Derfor fokuse-
rede vi i stedet pa ekstrakter fra et
lille tree ved navn Ozoroa insignis fra
familien Anacardiaceae; henholdsvis
fra rodbark, steengelbark og blade;
de to farste begge med rad farve.
Da ormetesten var mest velegnet til
at spore de aktive stoffer i ekstrak-
terne, brugte vi den til det videre
arbejde videre arbejde med ekstrak-
ten fra rodbarken, der havde vist
starst aktivitet i ormetesten, ogs&

Det lille trae ved navn
Ozoroa insignis. Rod-
barken indeholder
stoffer, som kan sla de
parasitter ihjel, der
giver

selvom effekten overfor schistosomu-
ler ikke var s& kraftig. Endvidere er
andre planter fra Anacardiaceae-
familien kendt for indholdsstoffer
med meget forskellig biologisk akti-
vitet, s& der var gode muligheder for,
at ekstrakten kunne indeholde inter-
essante stoffer.

En anden potentiel kandidat for
et leegemiddel mod sneglefeber er
en ekstrakt af Elephantorrhiza goet-
zii, som ogsé er indsamlet i storre
maengde og ligger som naeste mulig-
hed for nye specialestuderende.

Isolation af aktive stoffer

Med ormetesten som ledetrad under
adskillelsen og oprensningen af
ekstrakterne blev der isoleret tre
stoffer med stor biologisk aktivitet
b&de overfor baendelorm og schisto-
somuler.

To af disse herer til gruppen af
anacardiasyrer, som er besleegtet
med salicylsyre. Det tredie stof havde
et steroidlignende molekyle. Indhold
af anacardiasyrer er et specielt traek
for plantefamilien Anacardiaceae og
de er kendt for deres biologiske akti-
vitet. De har endda vist sig at vaere
snegledreebende med samme styrke
som de saponiner der findes i Endod-
planten. Der er anacardiasyrer i cas-
hew-ngddernes skaller, og det har
veeret undersggt, om disse skaller
kunne anvendes som et billigt sneg-
lemiddel. Men da der tillige fore-
kommer stoffer, der kan fremkalde
allergi, métte det opgives.

Flere planter fra denne familie
anvendes som ormemidler i den tra-
ditionelle medicin ogs& i andre dele
af Afrika. | vore undersggelser mang-
ler der endnu at blive foretaget tok-
sikologiske studier, der kan godtggre
at rodbarkekstraktet fra Ozoroa er
ufarligt. Ferst da kan vi vende tilba-
ge til informanterne fra Zimbabwe
med anbefaling om at satse pé bru-
gen af Ozoroa insignis til behandling
af patienter med schistosomiasis.

Disse resultater er fremkommet
gennem to specialeopgaver udfert af
henholdsvis Susanne Berg Jensen og
Dorte Rasmussen og af Hanne Lisbeth
Frederiksen og Charlotte Sletbjerg.
Under indsamlingerne i Zimbabwe
havde vi hjeelp af R. B. Drummond fra
Herbariet i Harare og af Norman
Makaza fra Blair Research Laboratory.
De to bioassays er gennemfert hos
Jorn Andreassen pé Institut for Popu-
lationsbiologi ved Kgbenhavns Uni-
versitet, og Dansk Bilharziose Labora-
torium har leveret de inficerede sneg-
le. Carl Erik Olsen fra Kemisk Institut
ved Landbohgjskolen har hjulpet med
massespektroskopiske undersggelser
af indholdsstofferne. De takkes alle
for det gode samarbejde.

+ (]
Lic.agro. Per Melgaard er

lektor ved Institut for
Medicinalkemi.

Cand.pharm. Else Lemmich
er lektor ved Institut for
Medicinalkemi.
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Ingen magisk kugle
mod smerter

Leegemidler uden bivirkninger
skal fungere som et cruisemisil:
né sikkert og uden svinkearinder
frem til det gnskede mal, som
derefter szettes ud af spillet uden
ungdige tab. Sdledes har man
teenkt i 50 &r, men meget tyder nu
pa, at strategien er forfejlet ved
mange sygdomme. Et eksempel
er smerter, hvor flere systemer er
forstyrrede. Derfor skal en effek-
tiv smertebehandling ramme fle-
re forskellige mal pa samme tid.

Af Bjarke Ebert og Bjarne Fjalland

vorfor virker leegemidler,
og hvordan skal et effektivt laege-
middel uden bivirkninger se ud? Det-
te er et par af de spgrgsmal, som for-
skere gennem de sidste halvtreds ar
har stillet sig selv, nar de har forsggt
at udvikle nye leegemidler. Men er
det overhovedet muligt at udvikle
leegemidler uden bivirkninger, og
hvad forstar vi ved et effektivt laege-
middel?

Den moderne forst&else af laeege-
midlers virkning gar tilbage til
begyndelsen af dette rhundrede,
hvor det for farste gang blev
erkendt, at lzegemiddelstoffer
udgver deres virkning gennem recep-
torer. Receptorer er proteiner, som
sidder pé cellerne, og gennem akti-
vering eller blokering af disse recep-
torer pévirker leegemidlerne cellerne
pé en sddan méade, at sygdommens
ubalance kan modvirkes.

Det ideelle leegemiddel fungerer
i teorien som den magiske kugle, der
rammer den syge proces uden at
pavirke andre systemer. Et eksempel
pé denne type lzegemiddel er peni-
cillin, der, nar det virker, meget
selektivt kan gé ind og dreebe bakte-
rier uden p& nogen anden made at
pavirke mennesket, der er blevet

Organbad med en opspaendt musesedleder i
midten. Museszdledere indeholder relativt store
mangder af opioidreceptorer og er derfor ideelle
til at karakterisere virkningen af morfinlignende

stoffer.

inficeret med bakterien. Desveerre er
antibiotika et af de fa lykkelige
eksempler pa det magiske leegemid-
del; langt hovedparten af de leege-
midler, som vi benytter idag, har
bivirkninger.

Grunden er, at naesten alle lzege-
midler udover at pavirke den syge
celle ogs& rammer alle andre celler,
der indeholder den pageeldende
receptor. Det betyder, at bivirkning-
erne kommer, fordi laegemidlet
enten rammer andre celler med den
samme receptor, eller fordi lazegemid-
let rammer andre receptorer end
dem, man gnsker at pavirke. For at
undga disse bivirkninger er det i teo-
rien blot et spgrgsmal om at udvikle
laegemidler, der gar rent ind og ram-
mer den gnskede receptor uden at
pavirke andre systemer.

Fig. 1

Desveerre er virkeligheden i langt
de fleste tilfeelde langt mere kompli-
ceret end den netop beskrevne teori.
Grundene hertil er mange, men den
grundleeggende ide om, at enhver
sygdomstilstand kan henfares til
ubalance af et enkelt system er nok
for simpel. Iseer nar det drejer sig om
sygdomme, der pévirker hjernen, har
det vist sig, at meget forenklede
behandlingsstrategier ofte har fejlet,
nar de er blevet afpravet i patienter.
Der er derfor et stort behov for en
dybere forsté&else af hvorledes for-
skellige systemer vekselvirker i sével
den raske som den syge hjerne.

Et af de omréder, hvor der de
seneste &r har veeret omfattende
forskning, er smertebehandling.
Smertelindring har faet en stadig
starre placering ved behandling af

sygdomme, og dette har medfert et
udtalt gnske om mere effektive
smertestillende lzegemidler.

Gammel vin pa nye flasker

Til smertelindring hos patienter med
steerke smerter for eksempel i forbin-
delse med kraeft benytter man gerne
morfin eller morfinlignende stoffer.
Morfin virker via opioidreceptorerne,
séledes at smerteimpulsen i hjernen
ikke bliver opfattet som seerlig
steerk. For en del patienter far mor-
fin desveerre nedsat effekt i lgbet af
behandlingen, hvorfor det bliver
ngdvendigt at anvende andre typer
af steerke smertestillende laege-
midler.

Forskningen indenfor smerteme-
kanismer har vist, at adskillige syste-
mer lgber af sporet i forbindelse
med steerke vedvarende smerter.
Man har derfor forsggt at udvikle
stoffer, som kan pévirke flere forskel-
lige systemer p& samme tid. Dette
lyder umiddelbart indlysende og
relativt simpelt, men vor forstaelse
af, hvor meget de enkelte systemer
skal pavirkes og i hvilken retning, er
meget mangelfuld. Endvidere ved
man ikke, hvorledes man skal ind-
bygge alle disse gnskede virkninger i
et molekyle pa een og samme tid.
Der er derfor lange udsigter til det
magiske leegemiddel, som ved et slag
vil fjerne alle smerter uden bivirk-
ninger.

P& Institut for Farmakologi har vi
gennem de seneste &r derfor i stedet
undersggt kendte smertestillende
lzegemidler med henblik pa at finde
nye og maske ukendte sider af deres
virkning for p& denne méde hurtigt
at kunne udveelge leegemidler, der
kan veere interessante at benytte ved
smerter med nedsat morfinfalsom-
hed.

Rottehjerner og musesaedledere
For at undersgge, om et leegemiddel
vil virke i forbindelse mod en
bestemt type smerte, er der kun en
mulighed: preve det i mennesker
med symptomerne!

Dette er dog ikke let, da et men-
neskes oplevelse af smerte ikke blot
er resultatet af for eksempel en
braekket arm, men derimod et sam-

Kroppens egen morfin, enkefalin, h&emmer szd-
lederens evne til at traekke sig sammen. De lod-
rette streger viser hvorledes sedlederen traekker

sig sammen, nar den bliver stimuleret med et
svagt sted. Ved stigende koncentrationer af
enkefalin, vist ved tykkelsen af sgjlen gverst, bli-
ver sedlederens sammentraekning stadigt
svagere, indtil yderligere mangder af enkefalin
ikke giver yderligere effekt.

spil mellem skaden og personens
psyke.

For derfor at kunne undersgge
flere forskellige stoffer under stan-
dardiserede betingelser benytter
man dyreforsgg. Nar man anvender
dyr til forseg, foretager man en
maengde etiske og praktisk overve-
jelser, inden man opstiller en model
for smerten.

Vi har valgt at benytte rotte-
hjerner og museszedledere til at
belyse, hvorledes de forskellige steer-
ke smertestillende lzegemidler virker.
Ved at benytte organer, som er udta-
get fra dyret og derefter behandlet
pa en sddan méde, at de kan holdes i
live, undgar vi dels at foretage smer-
tevoldende forsgg, dels at have pro-
blemer med, at stofferne optages og
nedbrydes forskelligt.

Rottehjernemodellen er speciel
god til at undersgge stoffers bloke-
rende virkning pé den type af gluta-
minsyre receptorer, som er ansvarlig
for smertetransmissionen, mens saed-
lederen indeholder opioidreceptorer,
som iseer afspejler den kendte mor-
finsmertestillende virkning. Ved at
kombinere de to modeller, opnér vi
derfor viden om stoffernes evne til
at heemme glutaminsyre-smerte-
transmissionen og aktivere det smer-

Fig. 2

tedeempende opioidreceptorsystem.

Vi har nu karakteriseret stort set
alle steerke smertestillende preaepara-
ter pa det danske marked, og det
har vist sig, at enkelte stoffer har en
virkningsprofil, som er helt forskellig
fra de andre stoffer. Selv om disse
resultater antyder, at enkelte af de
smertestillende praeparater kan have
en helt seerlig effekt p& morfinufgl-
somme smerter, er det for tidligt at
rabe hurra. Kliniske undersggelser
mangler endnu at afklare om der er
en sammenhang mellem disse
modeller for smerter, og den type
smerter, som mennesker faktisk op-
lever.

| samarbejde med overleege Finn
Molke Borgbjerg, Smerteklinikken,
Bispebjerg Sygehus og cand.pharm.
Charlotte Egebo har vi undersggt en
serie leegemidler, som isaer benyttes
til behandling af depression. Kliniske
erfaringer samt vore forsgg peger i
retning af, at jo flere smeretehaem-
mende systemer disse lzegemidler
pavirker, jo mere effektive er stoffer-
ne til lindring af morfinufalsomme
smerter. Disse konklusioner er nu
ifeerd med at blive efterpravet i
mere avancerede modeller end her
beskrevet.

Lic.pharm. Bjarke Ebert er
lektor ved Institut for
Farmakologi.

Lic.pharm. Bjarne Fjalland
er lektor ved Institut for
Farmakologi.
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Cellekommunikation

Ubalance i cellers kommunikation
og styringsmekanismer kan veere
alvorligt for organismen og f.eks.
bevirke udbredelse af kreeft.
Karakterisering af de involverede
proteiner kan fare til, at man bli-
ver i stand til at gribe ind i pro-
cesserne.

Af Christina Kasper, Hanne
Rasmussen og Ingrid Kjgller Larsen

ar celler kommunikerer
indbyrdes, binder de sig til hinanden
ved hjeelp af szerlige proteiner. Uba-
lance i bindingsmekanismen kan fare
til sygdomme, f.eks. kreeft.

For at kunne gribe ind i cellernes
biologiske bindingsmekanismer ved
hjeelp af lzegemidler, er det ngdven-
digt, at vi forstar processerne bedre.
Til denne forst&else hgrer et detalje-
ret kendskab til den rumlige opbyg-
ning af de involverede proteiner
samt til deres indbyrdes samspil.

| samarbejde med professor Elisa-
beth Bock fra Proteinlaboratoriet ved
Kgbenhavns Universitet arbejder vi
pé at bestemme den tredimensionel-
le struktur af proteinet NCAM (neural
cell adhesion molecule) ved hjeelp af
rgntgenkrystallografi. NCAM’s over-
ordnede funktion er netop at gen-
kende og sammenknytte celler. Prote-
inet er involveret i signalering mel-
lem cellerne og i regulering af vaeve-
nes morfologi. Samtidig spiller det en
ngglerolle i udviklingen af nervesy-
stemet.

Fig. 1

og kreeft

Cellernes

kommunikation

Udviklingen af en organisme er
underlagt mange niveauer af kon-
trol. Forskellige styresystemer sikrer,
at organismen udvikles korrekt, sa
udvikling og opretholdelse af
veevstyper og celletyper fungerer.

Et eksempel pa et sddant styresy-
stem er gruppen af celleadhaesions-
molekyler, CAM’er. Disse proteiner,
som befinder sig pa overfladen af
celler, har en afggrende rolle under
udvikling og opretholdelsen af orga-
nismens korrekte veevsmorfologi.
Styringen foregér ved, at cellerne via
de enkelte CAM’er har kontakt og
interaktion med hinanden og med
omgivelserne. CAM’erne indgar pa
denne méde i signalprocesserne mel-
lem cellerne.

| mange situationer er det gavn-
ligt for celler at binde sig til hinan-
den og sende signaler, mens det i
andre situationer ikke er gnskeligt.
Ved nogle sygdomstilstande, f.eks.
krzeft, er mekanismen for cellead-
haesion ude af balance.

NCAM er opbygget
som en perlekaede
NCAM er et af de bedst karakterise-
rede CAM’er. Proteinet findes hoved-
sagelig i nervecellerne og deres stot-
teceller, men forekommer ogsd i bl.a.
muskelvaev og hjertevaev.

| hjernen findes NCAM i tre for-
skellige varianter. To af varianterne
krydser cellemembranen. Der er for-
skel i stgrrelsen af den del af prote-
inet, som raekker ind i cellen. Den
tredje udgave af proteinet er koblet

til membranen via et sakaldt lipid-
anker.

Den del af proteinerne, som stik-
ker ud af cellerne, er stort set ens i
alle varianter og bestar af fem
domaener, hvis opbygning er beslaeg-
tet med immunoglobulin (Ig)
domeener, samt to domaener neer-
mest cellemembranen, som i opbyg-
ning ligner fibronektin type Il (F3)
domeener. Domeenerne sidder i en
lang reekke som perler p& en snor,
men “perlekeeden” kan veere mere
eller mindre sammenfoldet i organis-
men.

Yderligere variation i den over-
ordnede struktur af NCAM kan ske i
organismen ved en proces, der ind-
fojer ekstra aminosyrer flere steder i
keeden, en proces, der kaldes alter-
nativ splejsning. Selvom det normalt
kun drejer sig om f& aminosyrer, ses
en klar modificering af proteinets
funktion og egenskaber. Dette er et
led i reguleringen af cellekontakter-
nes styrke og sker under sével udvik-
lingsmaessig som veevsspecifik regu-
lering.

NCAM kan pavirke

udvikling af kreeft

Andringer i maengden af NCAM kan
medfgre morfologiske zendringer.
Omvendt er morfologiske gndringer,
f.eks. ved overskeering af nerveba-
ner, ofte korreleret med en stigning i
maengden af proteinet, indtil den
normale tilstand er genoprettet. |
visse sammenhaenge synes binding af
NCAM til andre biomolekyler, som
bl.a. receptoren for vaekstfaktoren
FGF (fibroblast growth factor), at
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Modeltegning af
NCAM-varianter. To
varianter krydser cel-
lemembranen, og en
er koblet til membra-
nen via lipi

Fig. 2

Foreslaede modeller for NCAM-
NCAM-binding.

mellem to NCAM-molekyler
kendes endnu ikke. Det
vides séledes ikke, hvilke af
de ekstracelluleere
domeener, der binder til
hinanden, men mange
muligheder har veeret
foreslaet.

Forskellige eksperimen-
telle forsgg, fortrinsvis
udfert pa Proteinlabora-
toriet, samt af Flemming
Poulsen pa Carlsberglabora-
toriet, har fornylig vist, at
det sandsynligvis er de to
yderste domaener Igl og
Igll, der binder sig til hinan-
den.

Derfor har vi ved hjeelp
af genteknologi fremstillet

kunne starte en signaleringskaskade
inde i cellerne. Dette kan bl.a. fare
til, at nerveceller stimuleres til at
udsende udveekster, skaldte neurit-
ter.

Det kan veere alvorligt for orga-
nismen, hvis genkendelsen og bin-
dingen mellem cellerne haemmes
eller bringes ud af kraft. Ved ondar-
tet kreeft sker der en lgsrivelse af
kreeftceller fra den oprindelige svulst,
hvorpé kraeftcellerne spreder sig i
organismen, s der dannes metasta-
ser. Kraeftcellers evne til at sprede sig
og danne metastaser er saledes del-
vist bestemt af deres bindingsevne
og mobilitet.

P& Proteinlaboratoriet har man
arbejdet med en ondartet nervecelle-
kreeftform, hvor kreeftcellerne nor-
malt ikke har NCAM pa celleoverfla-
den. Ad genteknologisk vej er det
lykkedes at skabe en variant af den-
ne kraeftform, med NCAM pé overfla-
den af cellerne. Nu viser det sig, at de
modificerede celler ligner en mere
godartet kraeftform, hvor svulsten
vokser langsommere, og hvor der
opstér langt feerre metastaser. Dette
kan skyldes, at celler med NCAM pé&
overfladen bindes bedre til hinanden,
samt at proteinet medvirker til en
langsommere veekst af svulsten.

Struktur og

funktioner

NCAM-proteinets mange funktioner
bygger pa binding mellem to NCAM-
molekyler pa overfladen af samme
eller to forskellige celler, eller pd bin-
ding mellem NCAM og et helt andet
biomolekyle. | mange &r har man
vidst, at NCAM binder til sig selv,
men mekanismen for interaktionen

et rekombinant protein,
som alene bestar af disse to
domaener. Proteinet er oprenset til
hgj renhedsgrad og homogenitet,
hvilket er ngdvendigt for at kunne
krystallisere det, sa dets struktur kan
bestemmes ved hjeelp af rentgenkry-
stallografi. Hvis de to domaener bin-
der til hinanden i organismen, vil de
med stor sandsynlighed ogsa gare
det i bade den proteinoplasning, der
anvendes til krystallisation, og i pro-
teinkrystallen.

I en krystal pakker molekylerne
sig sammen i et helt regelmaessigt
menster. Nar en rgntgenstrile sendes
igennem krystallen spredes strélen i
et mgnster, som afhaenger af mole-
kylernes atomare opbygning. Ud fra
spredningsmenstret er det muligt at

Fig. 3

bestemme alle atomernes rumlige
placering i forhold til hinanden. Nar
alle atomernes positioner er fastlagt,
har man et billede af den rumlige
opbygning af proteinet. Desuden vil
man kunne se, hvordan de enkelte
proteinmolekyler er placeret i for-
hold til hinanden, og en interaktion
mellem domeenerne vil kunne pavi-
ses.

Krystallisation af proteiner er
som regel en vanskelig og langvarig
proces. Ofte vil man have testet
mere end tusind forskellige forsggs-
betingelser, far den egnede krystal
er fundet. Det er lykkedes os at kry-
stallisere NCAM-Igl-Il. Krystallerne
spreder rentgenstraling godt, hvilket
betyder, at der kan forventes en
struktur af hgj detaljeringsgrad.

Vi har sggt at bestemme protein-
strukturen ved modelsggning ved
hjeelp af allerede kendte strukturer
af besleegtede proteiner. Denne
metode har imidlertid ikke givet et
entydigt resultat ved anvendelse pa
NCAM-Igl-1l, hvilket muligvis kan
skyldes stor fleksibilitet i broregio-
nen mellem de to domeener.

Derfor er strukturen nu ved at
blive lgst ved hjeelp af en metode,
hvor krystallerne bliver behandlet
med oplgsninger af tunge atomer,
som diffunderer ind i krystallen. Ved
hjeelp af rentgendata opsamlet fra
disse behandlede krystaller vil man
kunne lokalisere de tunge atomer i
proteinet. P4 basis heraf kan positio-
nen af alle andre atomer fastlaegges,
det vil sige strukturen bestemmes.

Vi har netop nu opnéet spaend-
ende resultater i strukturbestemmel-
sen, som vil give os helt ny informati-
on om celluleer genkendelse og bin-
ding mellem nerveceller.

Krystal af NCAM-Igl-11, dvs. de to ferste Ig-domaner af NCAM.
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Farmaceuter
under liberalisering

Leegemiddellovgivningen i Island
blev zndret i retning af liberali-
sering den 1. juli 1994, og den 15.
marts 1996 var samtlige elemen-
ter i loven tradt i kraft. £ndrin-
gerne vedrgrer isaer oprettelse af
apoteker, apoteksdrift og apo-
teksservice samt reklamer for
leegemidler. Vi har veeret med til
at evaluere den nye lovs betyd-
ning for den farmaceutiske pro-
fession.

Af Anna Birna Almarsdottir
og Janine Marie Morgall

slandske farmaceuter har ople-
vet en revolution i apotekervaesenet
som fglge af landets nye lzegemid-
dellovgivning.

Indtil marts 1996 bestemte myn-
dighederne, om et nyt apotek kunne
etableres, hvor apoteket skulle veere,
hvem der skulle veere apoteker, og

hvem der skulle overtage apoteket
ved pensionering. Samtidig var det
et krav, at apotekeren selv ejede
apoteket. Desuden fastsatte myndig-
hederne priserne pa savel receptplig-
tige leegemidler som handkgbsmedi-
cin.

Liberaliseringen bestér i grove
traek i, at ejerskabet af apoteker er
eendret radikalt. Oprettelse af apote-
ker kreever dog stadigveek en licens
udstedt af sundhedsministeren.
Licensansggeren skal veere farma-
ceut, der er berettiget til professio-
nen efter islandsk lov, hvilket inde-
beerer, at p&geeldende skal have
arbejdet mindst tre &r pa et apotek
samt have en handelslicens eller en
aftale med en licensindehaver.

Ministeren sender licensanseg-
ninger til de relevante lokale myn-
digheder for udtalelse om f.eks. ind-
byggertal for apoteket og nzerhed til
andre apoteker. Hvis den lokale myn-
dighed er imod licensudstedelse, kan
ministeren give afslag. En farmaceut
kan kun have én apotekslicens, men
apoteksejeren behgver ikke at veere
farmaceut. Farma-
ceuten kan veelge

-
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at veere lgnmod-
tager hos et fir-
ma, som ejer apo-
teket. Der er ogs&
mulighed for, at
det samme firma
opretter en kaede
af apoteker, dog
med det forbe-
hold, at apoteker-
ne har hver sin
farmaceutlicens.
For apoteks-
drift er den vigtig-
ste sendring, at
apotekeren skal
give brugere og
sundhedsprofessi-
oner information
om anvendelse og
opbevaring af
leegemidler. De
mé& endvidere yde
farmaceutisk
omsorg i samar-
bejde med andre
sundhedsprofessi-
oner med det for-
mal at mindske

risikoen for sygdom og fremme
sundhed generelt. Denne lovgivning
ma veere den eneste i Europa og
maéske i hele verden, som indeholder
en klausul om farmaceutisk omsorg.
Farmaceutisk omsorg defineres
af Hepler og Strand som: “... den
ansvarlige tilvejebringelse af laege-
middelterapi med det formal at
opné& bestemte resultater, som for-
bedrer patientens livskvalitet”. Ker-
nen i filosofien er, at det drejer sig
om deltagelse i ansvaret for laege-
middelbehandlingens resultat.
Forfatterne har veeret med til at
evaluere, hvad der skete, og hvordan
@ndringen i distributionssystemet
pavirkede professionen. Vi har fun-
det, at loveendringen var et produkt
af en meget staerk sundhedsminister
og en splittet profession. Resultater-
ne viser ogs4, at apotekerne er ble-
vet mere forretning end for. Nogle
apoteksfarmaceuter er tilfredse med
denne udvikling, mens andre synes,
at fagligheden er ved at forsvinde.

Interviews med

farmaceuter

Vi gennemfarte to slags interviews
med farmaceuter. Den farste type
var dybdegéende interviews med far-
maceuter, som havde veeret aktive,
eller som er kendt for at have haft
steerke meninger om loven. Ti inter-
views af mindst én times varighed
blev foretaget af en af forfatterne i
perioden fra maj 1997 til januar
1998. Formalet var ikke at samle
egentlige fakta om zendringen, men
at hgre de fremtraedende personers
mening om og fortolkning af, hvor-
dan loven havde pévirket dem, og f&
deres forklaringer p&, hvordan og
hvorfor denne lov blev lavet.

Den anden type interviews var
fokusgruppeinterviews med apoteks-
farmaceuter. Henholdsvis syv farma-
ceuter i Reykjavikomrédet og otte
farmaceuter fra landet blev udvalgt
som repraesentative for farmaceuter
“i marken™. Disse var samlet i okto-
ber 1997 for at diskutere emner som
udviklingen med hensyn til deres
egen arbejdsplads, deres faglige
arbejde og relationerne med andre
parter som f.eks. leegerne og myn-
dighederne. De to fokusgrupper blev
styret af en farmaceut, der arbejder i

lzegemiddelindustrien og er kendt
for at have en afbalanceret holdning
til den nye lov.

En splittet

profession

Resultaterne af de individuelle inter-
views viste, at anledningerne til den
nye lov var umiddelbart en meget
steerk og mélrettet sundhedsminister
og en splittet farmaceutprofession.
Gennem 20 ar havde der veeret
diskussioner om, at systemet burde
aendres. Der blev bade snakket om et
apoteksbolag som i Sverige og p&
den anden yderkant et totalt liberali-
seret system inspireret af USA og
Storbritannien. Hovedargumentet
for et liberaliseret system var at sge
konkurrencen pé leegemiddelmarke-
det og derved spare i det offentliges
udgifter til laegemidler.

De, der har set den engelske tv-
serie “Yes Minister”, vil ikke genken-
de ministerens rolle i Island. Sund-
hedsministeren siges at have vaeret
drivkraften i at fa lovforslaget skre-
vet og vedtaget. Ministre i Island har
mere magt end i de fleste andre
vestlige demokratier, og sundhedsmi-
nisterens argument om besparelser
blev godt modtaget af politikere,
der alle var bekendt med de hgje
avancer og stigende priser pa leege-
middelomradet. Desuden var det
almen viden i Island, at nogle af de
starste skatteydere var apotekere.

De individuelle interviews viste
ogsd, at farmaceuterne ikke reagere-
de som én profession pa det nye
lovforslag. Den vigtigste opdeling
var mellem apotekere og ansatte far-
maceuter. Mange af de ansatte far-
maceuter var utilfredse med at skulle
vente med at blive apoteker. En far-
maceut, som aspirerede til at blive
apoteker, behgvede i de fleste tilfeel-
de forst at arbejde p& apotek i nogle
4r, derefter at blive apoteker i et
yderomrade med et meget lille
befolkningsunderlag, harde vilkar og
darlig lgn, for til sidst at kunne fa et
mere attraktivt apotek i Reykjavik
eller en starre by. Denne utilfredshed
mundede ud i, at aktive medlemmer
af Farmaceutforeningen sa en raekke
ulemper ved det gamle system og
stottede liberaliseringen.

Fokusgruppeinterviewerne viste,
at apoteksfarmaceuter nu befinder
sig i et mere forretningsagtigt miljo
end for eendringen. Nogle er tilfredse
med dette, men andre er beteenkeli-
ge ved udviklingen. Ved indfarelse af
den nye lov er rabatter pa receptplig-
tige leegemidler og handkgbsmedicin
blevet meget udbredte, hvilket i fal-
ge nogle af farmaceuterne ger arbej-
det pa apotekerne mere belastende
og mindre fagligt end far.

Analysen af fokusgrupperne har
vist, at betingelserne for patientkon-
takt samt farmaceutisk omsorg er
blevet svaerere. Det ser ud til at veere
umuligt at liberalisere apoteksvaese-
net og lovgive om farmaceutisk
omsorg pa det samme tidspunkt. Far-
maceuterne har mattet tackle to sto-
re eendringer pé& én gang. Den ene,
liberaliseringen, restrukturerede
deres arbejdsplads p& kort tid og den
anden, farmaceutisk omsorg, kraever
en helt ny tilgang til arbejdet med
kunder. Farmaceuterne var ikke for-
beredt p& nogen af disse &endringer.

Procedurerne i apotekerne er
meget mere udtrykkelige end for fra
Laegemiddeltilsynets side. Farmaceu-
terne udtrykker stor tilfredshed med
denne udvikling, som standardiserer
arbejdet p& apotekerne. Deltagerne
er meget optaget af deres tekniske
problemer i dagligdagen. Nogle
udtrykker savn efter magistrel frem-
stilling af leegemidler.

Der er nogle forskelle i syns-
punkter mellem farmaceuter i Rey-
kjavikomrédet og det gvrige Island.
Farmaceuter i landomraderne er
generelt mere optimistiske med hen-
syn til kundekontakten. Dette er ikke
overraskende, da der er mindre kon-
kurrence i laegemiddeldistributionen
i yderomraderne. Oplevelsen af kon-
kurrencen er arsagen til, at der ses
staerkere modseaetninger i Reykjavik-
gruppen, og lange diskussioner fore-
kommer om, hvorvidt liberalisering
gavner professionen og kunden. |
landomréderne er farmaceuterne

mere enige og taler om, hvordan
man eventuelt kan lgse de proble-
mer, der er opstdet som fglge af den
nye lov.

Mal og resultater

af projektet

Vi har nu sendt tre artikler om denne

forskning til internationale tidsskrif-

ter. Forelgbige resultater blev praes-

enteret til Nordisk Farmacikongress i

Kgbenhavn i juni, FIP (Federation

Internationale Pharmaceutique) i

september og Farmaciens Dag i okto-

ber 1998. @vrige deltagere i projekt-
gruppen er farmaceuterne Almar

Grimsson (leder), Ingunn Bjornsdottir

og Olafur Olafsson.

Projektplanen for 1999 omfatter
en tidsserieanalyse af gkonomiske og
leegemiddelforbrugsdata, samt en
undersggelse af alle ansatte island-
ske farmaceuters oplevelser og erfa-
ringer med den nye lov.

Projektet har som formal:
= atveere et laboratorium, der

informerer lovgivere og beslut-

ningstagere om effekten af

reguleringer og loveendringer i

sundhedssystemet, herunder far-

maceutisk praksis.

« at udforske farmaceutprofessio-
nens udvikling ved eendringer i
sundhedssystemet.

« at udvikle metoder til at age
patienters tilfredshed med far-
maceutisk service.

Billedet er taget pa det eneste apotek i Reykjavikomréadet med en &ben receptur, hvor kunder med
recepter kunne stte sig hos en farmaceut og blive ekspederet. Apoteket har som falge af den nye lov-
givning lukket recepturen igen, saledes at kunderne ikke lzngere har direkte kontakt til farmaceuten.

Cand.pharm., ph.d. Anna
Birna Almarsdéttir er
adjunkt ved Institut for
Samfundsfarmaci.

Fil.dr. Janine Marie Morgall
er lektor ved Institut for
Samfundsfarmaci.
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