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Behov for hurtigere
udvikling af
leegemidler

| dag opdages nye potentielle lsegemiddelstoffer hurti-
gere end nogensinde fgr, men desveerre kan den videre
udvikling, validering og produktion ikke fglge med. En
gget stotte til de farmaceutiske videnskaber gennem
EU’s kommende forskningsprogram vil kunne afhjeelpe
flaskehalsen pé europeeisk plan. Der argumenteres for
en aktiv dansk indsats.

Af Ole J. Bjerrum

Bioteknologien har givet opdagelsen af lsegemiddelstoffer
et stort skub fremad. De direkte resultater er udvikling af
leegemidler, som bestar af biologiske molekyler,

f.eks. insulin, erythropoitin (EPO) og vaekst- ]
hormon. Mere indirekte er det ved =
hjeelp af bioteknologien lykkedes at

identificere tusinder af nye mal -

de sakaldte targets - for leege-

midler i kroppen, bl.a. recep-

torer, ionkanaler, enzymer S

og transkriptionsfaktorer.
Da maélene for leegemid-
lerne ofte befinder sig
bag barrierer i organis-
men, vil de pageeldende
sygdomme normalt kun
kunne behandles med
sma organiske leegemid-
delstoffer, som kan
treenge gennem barrie-
rerne.

Den farste del i udvik-
lingen af leegemidler, opda-
gelsesprocessen - ogsa kaldet
discovery - har féet et gevaldigt iy o L
lgft med bioteknologien i kombi- - ]
nation med teknologiske discipliner ol
som analyse, automatisering, miniaturise-
ring og informationsteknologi. Fremskridtene
skyldes iseer den igangveerende kortleegning af menne-
skets genom, kombineret med den nu rutinemaessige pro-
duktion af de proteiner, som generne rummer opskriften pa.
Dette har gjort det muligt at fremstille analysesystemer, hvor
disse proteiner fungerer som mal for potentielle leegemid-
delstoffer.

Med automatiserede anlyser kan man screene titusinder af
organiske stoffer om dagen. Effekten af stoffer, der binder sig til
malmolekylerne - de sékaldte hits - konfirmeres i efterfalgende
analyser, hvor stoffernes potens og specificitet optimeres med halv-
automatiseret medicinalkemi f.eks. i form af kombinatorisk kemi.

4

De nye landvindinger har faet stor bevagenhed og er
blevet stattet i sdvel offentligt som privat regie. Mange nye
virksomheder er blevet oprettet; for Danmarks vedkommen-
de mere end 50 bioteknologiske virksomheder siden 1988.
Hovedparten af firmaerne er under en eller anden form
beskaeftiget med opdagelsen af nye leegemiddelstoffer. Det
betyder, at vi om ganske fa ar vil rdde over et veeld af nye
leegemiddelkandidater.

Flaskehalsen er udviklingsprocessen
Der er imidlertid lang vej mellem identifikationen af mulige
leegemiddelstoffer, til et leegemiddel er feerdigudviklet. Ud-
viklingsarbejdet, eller development, omfatter mange flere
discipliner og teknologier end opdagelsesproces-
sen: farmakologi, toksikologi, farmaci, stor-
skalaproduktion, analytisk kemi og Kli-
niske forsgg.

Det er karakteristisk, at disse
discipliner ikke har gennem-
gaet den samme hurtige tek-
nologiske udvikling som
metoderne til at opdage

potentielle laegemiddels-

toffer. Det  skyldes
blandt andet en mere
beskeden forskningss-
totte og den omfatten-
de kontrol fra registre-
ringsmyndighedernes
side. Selv om incitamen-
tet til at f& introduceret
hurtigere metoder altid
er tilstede, har firmaerne
afvejet denne gevinst mod
risikoen for pé et senere stadi-
um ikke at kunne fa anerkendt
de anvendte procedurer.
Udviklingsprocessens lang-
sommelighed slar nu tydeligt igennem
med abenbare konsekvenser. Snart vil gamle
som nye firmaer std med en reekke lovende leegemiddel-
kandidater. Men da det ikke er muligt sddan lige at dublere
alle aktiviteter i udviklingsprocessen, vil firmaerne foretage
en stram prioritering af, hvilke kandidater der skal i udvik-
ling. Kriteriet vil alene veere den forventede indtjening pa
leegemidlet. Derfor vil sygdomme med begreenset patientun-
derlag blive forfordelt. Den lange udviklingstid medfarer
ogsa, at medicinen bliver dyrere. Desuden risikerer vi tab af
arbejdspladser, hvis den teknologiske udvikling sker i andre
lande.
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Stegtte gennem EU’s forskningsprogrammer
Problemstillingen omkring introduktion af nye sikre, hurtige
og effektive teknikker til udvikling af leegemidler er s& kom-
pleks, at den ikke kan lgses pd Danmarks Farmaceutiske
Hajskole, selv ikke i Danmark, om s alle farmaceutiske indu-
strier gik sammen. | den anledning er det naturligt at se p3,
hvad EU har at byde pa.

EU’s forskningsprogrammer er i dag s& omfattende, at
ca. 5% af medlemslandenes forskningsmidler fordeles via
Bruxelles. S& hvorfor ikke f& en del af disse penge kanaliseret
over i farmaceutiske videnskaber? Her skal anferes, at
Danmarks Farmaceutiske Hgjskole har stdet sig godt i den
internationale konkurrence. Under 4. rammeprogram i peri-
oden 1994-1998 har Hgjskolen saledes i alt tiltrukket 11,6
millioner forskningskroner fra Bruxelles.

I 5. rammeprogram blev forskningsomraderne samlet i
nagleaktioner, der hver iseer har ca. 2.5 milliarder kr. til radig-
hed. Til udmgntning i det 6. rammeprogram for arene 2003-
2007 har en arbejdsgruppe nedsat af Komiteen for Indu-
strielle Anliggender under European Federation of Pharma-
ceutical Sciences, hvor undertegnede har siddet som repraes-
entant for Danmarks Farmaceutiske Hgjskole, udarbejdet et
forslag til en ny nggleaktion “New Safe Medicines Faster” til
afhjeelpning af den beskrevne flaskehalsproblematik.

Kommissionen synes om forslaget og har direkte anmo-
det om at f& det udbygget. Dette vil ske gennem workshops
finansieret af EU. Forslaget nyder ogsa stgtte fra European
Federation of Pharmaceutical Industries and Associations.

Nok er Kommissionens og industriens holdning vigtig, men
de enkelte medlemslandes statte er vigtigere. Her skal forslaget
konkurrere med andre fagomréder, og en eventuel prioritering
afgares af forskningsministrene. Det er sdledes overordentligt
vigtigt, at interessenter inden for de farmaceutiske videnskaber
bakker op om forslaget nationalt som internationalt.

Hvis Danmark gnsker at se sine bidrag til EU’s forsknings-
programmer komme tilbage som stgtte til vore hjemlige
forskningsaktiviteter, ma dette ske ud fra en styrkeposition.
At den allerede er tilstede fremgar f.eks. af indholdet af dette
blad, men den vil kunne styrkes yderligere gennem tilfgrsel af
dedikerede nationale midler til dansk farmaceutisk forskning.

Selvom den omtalte nggleaktion ikke bliver til noget,
skulle alle tiltag til sikring af en hurtigere og mere palidelig
udvikling af nye leegemidler have befolkningens statte.
Danmark har en steerk offentlig forskningsbastion, en stor
etableret farmaceutisk industri og mange bioteknologiske
start-up firmaer med et stort potentiale. Oprustning af
udviklingsprocessen ville hjeelpe dem alle. Ma det lykkes.

Forslaget “New Safe Medicines Faster” kan fas ved hen-
vendelse til Prof. Sven Frgkjaer, Danmarks Farmaceutiske Hgj-
skole (sf@dfh.dk) eller hos artiklens forfatter (ojp@novo.dk).
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Antisense-medicin
- en vej til |
bedre leegemidler

Antisense-medicin bestar af korte DNA sekvenser, som
kan heemme gener i at danne sygdomsfremkaldende
proteiner. Selv om det fgrste antisense-leegemiddel
netop er markedsfgrt i USA, er der behov for basal
forskning i den lovende teknologi.

Af Lise Smith, Jerzy W. Jaroszewski, Klaus Bahl Andersen
og Lars Hovgaard

Der har i mange ar veeret en intens offentlig debat om gen-
terapeutisk behandling af sygdomme. Hele debatten har
veeret praeget af bekymringer af etisk karakter - med eller
uden berettigelse. Imidlertid bgr man inddele de genetiske
behandlingsformer i tre principielt forskellige hovedomra-
der, der kan medfgre en mere eller mindre permanent
g&ndring i genmaterialet: Genterapi, DNA-vacciner og anti-
sense-medicin.

Ved traditionel genterapi indseettes en korrekt udgave af
et sygt gen i en celle. Her skal det indsatte gen danne den
rette version af det protein, som er misdannet eller mang-

lende pa grund af sygdommen. Genterapi benyttes bl.a. eks-
perimentelt ved behandling af arvelige sygdomme som f.eks.
cystisk fibrose.

DNA-vaccination forsgges anvendt imod kraeft og alvor-
lige virussygdomme, men ogsd mod almindelige infektions-
sygdomme. Traditionelle vacciner bestar ofte af dede eller
sveekkede sygdomsfremkaldende bakterier eller vira, som
seetter kroppens immunforsvar i alarmberedskab overfor den
pageeldende mikroorganisme. Ved DNA-vaccination indfgrer
man et gen, som koder for et eller flere proteiner fra mikro-
organismernes overflade. Man risikerer derfor ikke at padra-
ge sig den sygdom, som vaccinen er rettet imod.

Antisense-terapi virker pa en tredie made; nemlig ved at
blokere produktionen af sygdomsfremkaldende proteiner.
Nar et gen skal danne sit protein, udsender genet en enkelt-
strenget kopi af sig selv, budbringer-RNA, som beveeger sig
hen til cellernes proteinfabrikker, der aflaeser opskriften og
producerer proteinet. Antisense-medicin bestar ligeledes af
en genstreng. Den binder sig nu til budbringer-RNA, hvilket
hindrer proteinfabrikkerne i at aflaese opskriften og danne
proteinet.

Antisense-medicin tegner iseer lovende til behandling af
arvelige sygdomme, kraeft og infektionssygdomme. Ved
arvelige sygdomme og kreeft slukker antisense-medicinen for
produktionen af sygdomsfremkaldende proteiner, og ved
behandling af infektionssygdomme blokeres dannelsen af
udvalgte proteiner, som de sygdomsfremkaldende mikro-
organismer behgver for at overleve.

DNA-gruppen pa& Danmarks Farmaceutiske Hgjskole
beskeaeftiger sig med flere aspekter af farmaceutisk fremstil-
ling af DNA til medicinsk behandling. Projekterne straekker
sig fra formuleringer af DNA-vacciner over studier af, hvor-
dan cellerne optager gener ved genterapi, til fremstilling af
antisense-praeparater. Denne artikel beskriver antisense-tera-
pi og bergrer de fremskridt, der er set i DNA-forskningsgrup-
pen.

Specifik virkning med antisense-medicin

| traditionel medicinsk behandling, f.eks. kemoterapi mod
cancer, forsgger man med sterre eller mindre held at sla cel-
ler med defekte gener ihjel. Specificiteten i denne behand-
ling er yderst begraenset, fordi raske celler ogsd rammes, og

Budbringer-RNA er malet for antisense-medicinen. Budbringer-
RNA er en lineaer polymer, som folder sig sammen i cellen.
Kendskab til foldningen er ngdvendig for at skreeddersy anti-
sense-molekylet. Her ses en computergrafisk gengivelse af et
budbringer-RNA’s (for GFP) foldede struktur opnaet ved hjeelp af
M-FOLD programmet. Abne regioner er potentielt mere attrak-
tive som mal for antisense-molekyler.
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Antisense-molekyler har mange mulige virkningsmekanismer. Antigent: 1 - forhindrer
transkription. Antisense: 2 - blokerer for transport af RNA fra cellekerne til cellernes pro-
teinfabrikker; 3 - haemmer proteinsyntesen; 4 - forhindrer proteinsyntesens start. RNase-H
induktion: 5 - inducerer intracelluleer nedbrydning af budbringer-RNA. Protein foldning:
6 - pavirker feerdige proteiners tredimensionelle struktur.

bivirkningerne er derfor betydelige og ubehagelige for pati-
enten. Behandlingen af en lang reekke virussygdomme som
AIDS, Herpes simplex og simpel influenza er ligeledes van-
skelig og uspecifik.

Medicin, som virker p& genniveau, dbner mulighed for
udvikling af langt mere specifikke behandlingsformer.
Sidelgbende med at det humane genoms kode opklares, og
metoderne til DNA-sekventering hele tiden forbedres,
opbygges en stor viden om praecis hvilke sekvenser i et gen,
der er ansvarlige for dannelsen af syge celler eller forkert
fungerende proteiner. Det betyder i praksis, at behandlingen
i flere og flere tilfaelde kan ramme sygdomskilden direkte. Til
dette formal er antisense-genstrenge oplagte kandidater.

DNA er opbygget af fire forskellige byggesten, kaldet
baser, som ved simpel kemisk sammenkobling danner lange
keeder af DNA. Hvis man kender sekvensen for det sygdoms-
fremkaldende gen, kan man fremstille den komplementeere
sekvens pa typisk 15-20 baser. Denne korte keede er det nye
leegemiddelstof, som kan blokere det defekte gen.

Valg og test af antisense-sekvensen

Teorien bag antisense er smuk og tilsyneladende ukomplice-
ret. Men i praksis er der mange vanskeligheder. For det farste
er budbringer-RNA meget store makromolekyler, hvilket gar
det sveert at malrette antisense-genstrengen, s den binder
sig optimalt til budbringer-RNA. Budbringer-RNA er linezre
polymerer, men de optreeder ikke som s&dan. | stedet folder
de sig selv op i en sekundeer konformation, som er speciel for
hver enkelt udgave af budbringer-RNA. Foldningen er styret
af, at molekylet gnsker at optraede i den lavest mulige ener-
gitilstand. | udveelgelsen af antisense-molekylerne ma man
séledes tage hensyn til, hvordan det pageeldende budbrin-
ger-RNA folder sig sammen.

Antisense-molekylerne kan udveelges pa en reekke for-
skellige mader. | forskningsgruppen anvendes en computer-
grafisk metode til at finde egnede, tilgeengelige omrader i
budbringer-RNA. Udvalgte antisense-molekyler testes deref-
ter i en cellemodel, som udtrykker det grgnne fluoresceren-
de protein GFP. | det omfang antisense-molekylerne ham-
mer budbringer-RNA, produceres GFP ikke og den grgnne
farve forsvinder fra cellerne. Derudover benytter vi cellefrie
analysesystemer, som indeholder alle de komponenter, der er
ngdvendige for proteinsyntesen, og heemmer malgenet her.
P& disse mader er det muligt at teste for en lang reekke
potentielle antisense-effekter.

Vejen ind i malcellerne

Nar egnede kandidater er udvalgt, gar det farmaceutiske for-
muleringsarbejde i gang. Antisense-molekyler er poleere
makromolekyler med en negativ ladning, og de er samtidig
vandoplgselige. Derfor har de kun en lille chance for p& egen
hand at treenge igennem den fedtholdige cellemembran og
ind i cellerne, hvor de udgver deres effekt.

Derfor arbejder vi med transportmolekyler, som kan
fragte antisense-medicinen ind i cellerne. Positivt ladede
poly-L-lysiner er blandt kandidaterne. Disse polymerer udvik-
les i samarbejde med professor Glen Kwon fra universitetet i
Wisconsin, USA. Polymererne kompleksbinder antisense-
molekylerne takket veere tiltreekningen mellem de positivt
ladede polymerer og de negativt ladede antisense-strenge.
| en reekke indledende studier med komplekserne har det vist
sig, at det sandsynligvis er muligt at gge cellernes optag af
antisense-molekyler. Dermed er der forhdbning om, at det
bliver lettere at opna terapeutiske koncentrationer i mélcel-
lerne.

Behov for basal grundforskning

Den amerikanske biotech virksomhed ISIS har sl&et sig op pa
antisense-omradet og har over en periode pa et arti veeret
hele forskningsfeltets opture og nedture igennem. Imidlertid
har ISIS nu markedsfgrt det farste antisense-preeparat,
Vitravene®, som er et leegemiddel til behandling af en HIV-
relateret gjeninfektion. | dette produkt er der tale om en
simpel oplgsning af antisense-medicinen i en vandig buffer
til lokal applikation i gjet.

For at mere avancerede antisense-praeparater i fremti-
den skal have en chance, er det ngdvendigt at udvikle far-
maceutiske formuleringer, som kan tre ting. For det farste
skal formuleringerne kunne beskytte antisense-molekylerne
mod nedbrydning i kroppen. For det andet skal de veere i
stand til at styre leegemiddelstoffet hen til det rette organ.
For det tredie er det ngdvendigt at gge cellernes optag af
medicinen.

Det er derfor vigtigt at indsamle faktuelle data om kine-
tikken og mekanismerne i den subcelluleere transport, om
stabiliteten og om mulighederne for at anvende eksisteren-
de farmaceutiske formuleringsmetoder for at kunne udvikle
disse bioteknologiske lseegemidler til bred fremtidig anven-
delse.

Projektet er bl.a. stottet af Centre for Drug Design and
Transport.

Cand.pharm. Lise
Smith er ph.d.-
studerende ved
Institut for Farmaci.

Ph.d. Jerzy W.
Jaroszewski er
professor ved Institut
for Medicinalkemi.

Ph.d. Klaus Bahl
Andersen er lektor
ved Institut for
Farmakologi.

Ph.d. Lars Hovgaard
er lektor ved Institut
for Farmaci.
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Centre for Drug Design and Transport

Peptider hjaelper nye
lcegemiddelstoffer
gennem tarmvaeggen

Der fokuseres ofte udelukkende pa biologisk aktivitet
under udviklingen af nye laeegemiddelstoffer. Imidlertid
kan mange aktive stoffer ikke udvikles til leegemidler,
fordi de ikke optages i organismen eller er ude af stand
til at n& frem til virkningsstedet.

Af Mikael Begtrup, Gerda Friedrichsen og Bente Steffansen

Mange nye laeegemiddelstoffer viser lovende resultater i test-
systemer, men ma alligevel kasseres, fordi de ikke kan na
frem til virkningsstedet i kroppen. Det geelder ikke mindst
lazzgemiddelstoffer, som skal indtages i tabletform. Her sker
det ofte, at leegemiddelstofferne ikke kan treenge gennem
tarmvaeggen.

Derfor er det vigtigt, at kemikerne szetter gget fokus pa
lazzgemiddelstoffers transport over biologiske barrierer som
tarmveeggen samt pa deres videre transport hen til virk-
ningsstedet. Malet er, at syntesekemikeren allerede i udvik-
lingsfasen bliver opmeerksom pa de biokemiske redskaber,
man kan benytte sig af for at optimere optagelsen og
malretningen af det aktuelle le&egemiddelstof.

Et leegemiddelstof, som indtages gennem munden, skal
veere i stand til at passere fra tarmen over i blodet, som derpa
transporterer det videre hen til virkningsstedet. Evnen til at
passere tarmslimhinden er vigtig for alle laegemiddelstoffer,
som skal indtages i tabletform.

Her kan man muligvis udnytte, at tarmslimhinden er

Kobling af leegemiddelstof med forbindelsesled til dipeptid

udviklet til at optage neeringsstoffer fra faden. Det er sdledes
oplagt at undersgge, om de transportmekanismer, som
neaeringsstofferne benytter sig af, ogsa kan anvendes i for-
bindelse med transport af leegemiddelstoffer.

Efter indtagelse af et proteinrigt maltid, nedbrydes pro-
teinerne dels mekanisk via tyggearbejdet, dels enzymatisk til
savel sma peptider som aminosyrer. Bdde de sma peptider,
der er opbygget af to eller tre aminosyrer, og de enkelte
aminosyrer har en struktur, som genkendes af henholdsvis en
peptidtransportgr og en aminosyretransportegr, som findes i
tarmslimhinden. Hvis transportgrerne genkender peptidet
eller aminosyren, far de “tilladelse” til at passere.

Man kan forestille sig, at leegemiddelstoffer, som har
vanskeligt ved at passere tarmslimhinden, kemisk kan kobles
til et lille peptid, som genkendes af peptidtransportaren. |
den resulterende transportform fungerer peptidet som last-
bil for det pageeldende leegemiddelstof.

Man kan sammenligne situationen med et hvepsebo,
hvor vagtbierne ved indgangen skal godkende den tilflyven-
de hveps, far den far lov til at passere med sin nyttelast.
Ligesom hvepsen skal aflevere sin nyttelast i hvepseboet, skal
transportformen aflevere sit leegemiddelstof enten i blodet
eller - endnu bedre - direkte pa virkningsstedet. Det er séle-
des vigtigt, at hvepsen ikke taber sin nyttelast, inden den nar
frem til boet. P4 samme made er det vigtigt, at transportfor-
men er stabil i mavetarmkanalen og farst spaltes i blodet
eller pa virkningsstedet.

Forbindelsesled NH2 J\
COOH

D-Glu— —Ala NW/©/\ D-Glu: Ala
Dipeptid Dipeptid
Flere Fremstilling af dipeptid
syntesetrin - .
Fremstilling af leegemiddelstof Opbygning af
med forankringspunkt til linker forbindelsesled Laegemiddelstof
Aminosyrer MgBr
Flere 1
syntesetrin ! Kobling
Forbindelsesled
A | 4 \n/©/ NW/©/\
o NaBH,4

Leegemiddelstof Modificeret leegemiddelstof

Leegemiddelstof med forbindelsesled
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Transport af leegemiddelstof efter kobling til oligopeptid

Tarmvaeg eller celleveeg
Yderside

1. Leegemiddelstoffet genkendes ikke af genkendel-
sespeptidet PepT og far ikke lov at passere

~

5. Leegemiddelstoffet

eEsice angriber bahandlingsmaélet

Behandlingsmal

Ph.d. Mikael Begtrup
er professor ved

Leegemiddel Laegemiddel Institut for
Medicinalkemi.
2. Leegemiddelstoffet kobles til oliegopeptid, Uiy
der genkendes af PepT m
¢ Genkendelsespeptid PepT
Leegemiddel Oligopeptid Ologopeptid

Forbindelsesled

T
Prodrug
3. Prodruget genkendes af genkendelsespeptidet
PepT og far lov at passere.

Fremstilling og test af transportformer
N&ar man rent praktisk skal koble et lsegemiddelstof pa et lille
peptid, skal peptidets struktur bevares, sd transportgren er i
stand til at genkende transportformen. Her ser det ud til, at
peptidtransportaren foretreekker en fri syregruppe og en fri
aminogruppe sével som en amidbinding.

| de ferste studier blev der fokuseret pa at fremstille et
egnet peptid. Efter en del indledende forsgg udvalgtes D-
Glutaminsyre-L-Alanin (D-Glu-Ala) som kandidat. Valget er
ikke tilfeeldigt. Glutaminsyren har en ekstra fri syregruppe,
hvortil det er muligt at tilkoble et aktuelt leegemiddelstof.
Spejlbilledformen af den naturlige L-konfiguration af gluta-
minsyre er valgt, fordi bindingen mellem glutaminsyre og
alanin herved stabiliseres overfor enzymatisk nedbrydning i
mave-tarmkanalen.

De neeste store udfordringer var at finde frem til en
egnet kobling mellem glutaminsyre og leegemiddelstoffet,
og derpa at undersgge, hvordan leegemiddelstoffets struktur
pavirker transportformens egenskaber. Indtil nu er der frem-
stillet en reekke modelstrukturer, hvor dels en raekke benzyl-
alkoholer, dels et egentligt lsegemiddelstof er koblet til
dipeptidet D-Glu-Ala med en esterbinding.

De fremstillede transportformers egnethed er derpa ble-
vet vurderet ved at male, hvor let le&egemiddelstoffet spaltes
fra D-Glu-Ala af enzymer under de forhold, der findes for og
efter passage af tarmvaeggen. Transportformens egnethed er
endvidere blevet vurderet ved at bestemme dets evne til at
blive transporteret af peptidtransportgren i dyrkede celler.
Resultaterne viser, at det er muligt at variere transportfor-
mernes stabilitet og samtidig bevare deres evne til at smutte
gennem tarmslimhinden ved hjeelp af peptidtransportgren.

Transport af leegemidler mod kraeft

| andre laboratorier har man vist, at visse kreeftceller udtryk-
ker peptidtransportgren, maske fordi kreeftcellerne har brug
for neeringsstoffer og dermed aminosyrer til deres hurtige
celledeling.

Laegemiddel

; : Cand.pharm. Gerd
4. Efter passage frigares leegemidlet EIRRAEILEC

" h Friedrich h.d.-
ved kemisk eller enzymatisk hydrolyse riedrichsen er ph.d

studerende ved
Institut for
Medicinalkemi.

G e

pa—

d oy

Oligopeptid
Forbindelsesled

Dette kan muligvis udnyttes til at malrette kemotera-
peutiske leegemidler til kreeftsvulster. En af arsagerne til at
kreeftmedicin giver s& mange bivirkninger er, at de virker pa
savel raske som syge celler. Man kan derfor forestille sig, at
bivirkningerne kan nedseettes betydeligt, hvis laegemiddel-
stoffet primeert dirigeres til hen til svulsten. Ved at koble et
laeegemiddelstof mod kraeft som f.eks. 5-fluorouracil til D-Glu-
Ala peptidet, kan man maske transportere transportformer
ind i kreeftcellerne. Herved kan lsegemiddelstoffet bringes
direkte frem til angrebspunktet inde i cellen.

P& nuveerende tidspunkt undersgger vi i en model pepti-
det D-Glu(thymin)-Ala. Thymin minder strukturmeaessigt
meget om leegemidlet 5-fluorouracil, men har ingen virkning
mod kreeftsvulster. Vi har netop vist, at transportformen kan
bindes til peptidtransportgren. Dette positive resultat er det
farste speede skridt p& vejen mod en tilsvarende binding af 5-
fluorouracil, der kan tjene til at malrette leegemidlets angreb
direkte pa kreeftcellerne.

Ph.d. Bente
Steffansen er lektor

ved Institut for
Farmaci.

Transport af anticancerleegemiddelstoffer ved hjeelp af dipeptid

o
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5-Fluoruracil
Laegemiddelstof
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Model kan hjeelpe

Peptider er sma& proteiner med et stort terapeutisk
potentiale. Men desveerre nedbrydes peptiderne ofte,
inden de nar frem til virkningsstedet. Ved at kombinere
computerberegninger, statistik og eksperimenter, har vi
opstillet en model, der kan forbedre mulighederne for at
f& peptiderne optaget i kroppen.

Af Lene Hjorth Alifrangis, Inge Thager Christensen,
Lars Hovgaard og Sven Frgkjeer

Peptider er en meget vigtig kategori af potentielle leegemid-
delstoffer, men de lider af to alvorlige skavanker. For det
farste bliver peptiderne ofte nedbrudt i tarmsystemet, for de
nar ind i kroppen, og for det andet har de sveert ved at pas-
sere tarmvaeggen og komme ud i blodbanen. Kun hvis pepti-
det kommer over i blodet, kan det blive transporteret hen til
det sted i kroppen, hvor det skal virke.

En veesentlig del af forskningen med at finde nye laege-
midler baseret p& peptider er fokuseret pa at lgse disse to
problemer. De er nemlig arsag til, at man kun sjeeldent kan
indtage et leegemiddel med et peptid i form af en tablet. |
stedet m& det gives som en indsprgjtning. Den hurtige ned-
brydning og den darlige optagelse betyder desuden, at
laegemidlet skal indgives meget tit og i stor dosis, fordi der
skal veere en vis koncentration i blodet for, at peptidet har en
virkning.

Figuren viser peptidet met-enkephalin, som bestér af fem
aminosyrer. Hver aminosyre er vist med forskellig skravering.
Reaekkefglgen og sammensaetningen af aminosyrerne er
afgerende for peptidets virkning og egenskaber, fordi hver
aminosyre har forskellige egenskaber med hensyn til stgrrelse
og placering af fedtoplgselige og vandelskende dele.

4

peptider ud 1 blodet

Typisk vil halvdelen af et peptid veeret uvirksomt efter
fem minutter. Det er dels til stor ulempe for patienterne og
dels meget dyrt p& grund af det store peptidforbrug.
Desuden er der starre risiko for bivirkninger, fordi det er
sveert at styre doseringen, hvis optagelsesgraden er lav. Der
vil ofte veere en stor grad af variation, sd man f.eks. optager
en procent den ene gang og fem procent nzeste gang.
Selvom kun en lille del bliver optaget, vil dosis alligevel veere
fem gange s& hgj anden gang. Dermed gges risikoen for
bivirkninger.

Arsagen til problemerne skal findes i den molekyleere
struktur af peptiderne, sd hdbet er, at man i fremtiden kan
a&ndre peptidernes struktur, s& de bliver bedre optaget i
kroppen fra tarmen. Vores bidrag til dette mal er at finde ud
af, hvilke dele af strukturen, der virker henholdsvis bloke-
rende og fremmende for optagelsen i kroppen.

Nedbrydning i tyndtarmen

Nedbrydningen i tarmen skyldes, at der i tyndtarmen findes
en mengde fordgjelsesenzymer, som er indrettet til at ned-
bryde proteiner og peptider i faden, eksempelvis i kad.
Safremt peptidleegemidlet er opbygget pa fuldsteendig
samme made som naturligt forekommende peptider, kan
tarmenzymerne ikke kende forskel p& en bgf og et peptid,
der var teenkt som et leegemiddel.

Derfor vil det normalt veere ngdvendigt at modificere
den molekyleere struktur, s& peptidet bade kan modsta for-
dgjelsesenzymerne og veere fedtoplgseligt nok til at komme
over tarmslimhinden. Man har en del erfaring inden for fel-
tet, men endnu ingen gode systematiske modeller, som
beskriver sammenhaengen mellem peptiders molekylaere
struktur og deres evne til at blive optaget.

Peptider og proteiner er opbygget af aminosyrer, som i
kroppen saettes sammen i forlaengelse af hinanden til keeder
af varierende leengde. De sma keeder med 2-50 aminosyrer
kaldes peptider, og de store, ofte foldede kaeder kaldes pro-
teiner og indeholder ofte mange hundrede aminosyrer.

Kroppen har naturligt tyve forskellige slags aminosyrer,
og det er primaert sammenssetningen og reekkefglgen af
aminosyrerne, der afger, hvilken virkning peptidet har i
kroppen. Et af de mest kendte peptider er insulin, som bestar
af to peptidkeeder pa 21 og 30 aminosyrer.

Insulin er et forholdsvist stort peptid sammenlignet med
de mange sma peptider, som spiller vaesentlige roller for
f.eks. hormonbalancen. Som eksempler kan naevnes TRH med
tre aminosyrer, som stimulerer udskillelsen af hormoner fra
skjoldbruskkirtlen, vasopressin med ni aminosyrer, som styrer,
hvor meget vand nyrerne udskiller, samt enkephalin med
fem aminosyrer, som er kroppens egen smertestiller, fordi
peptidet har samme virkning som morfin.
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Ved at kombinere statistisk design, eksperimenter og computerberegninger har vi opstil-
let en model for sammenhangen mellem peptidernes struktur og deres evne til at blive
optaget i kroppen. Eksperimenterne blev udfgrt med en kromatografisk kolonne, hvor
modeller for en cellemembran, liposomer, er sat fast. Jo leengere tid peptidet er om at
komme igennem kolonnen, jo bedre vekselvirker det med membranen, og jo bedre bli-

ver det sandsynligvis optaget i kroppen.

Den sveere vej gennem tarmen

N&r man gnsker at indgive et peptid som leegemiddel, er det
vigtigt at kende til de kraefter, der virker mellem peptidet og
dets omgivelser i tarmen.

De fedtopleselige dele af peptidet vil traekke ind imod
tarmcellernes membran, som bestér af fedtmolekyler i to lag.
Andre dele af peptidet kan bedst lide at veere i naerheden af
vandmolekyler. Dem er der flest af udenfor membranen, s&
de vandelskende dele af peptidet vil helst blive der.

Problemet med peptider er oftest, at de indeholder for
mange vandelskende dele. Derfor kan de ikke passere tarm-
slimhinden og komme over i blodet. Vores opgave er at finde
ud af, hvordan balancen skal vaere mellem de fedtoplgselige
og vandelskende dele af peptiderne for, at de kan passere
barrieren.

For at komplicere sagen yderligere kan det ogsd have
betydning, hvordan delene sidder i forhold til hinanden rent
rumligt. Altsd er man ngdt til at kigge pa den tredimensio-
nelle opbygning af peptiderne. Vi bruger hurtige computere
med avanceret grafik til dels at beregne balancen mellem de
forskellige dele, dels at studere den tredimensionelle struk-
tur.

Peptiders evne til at komme ud i blodet

Malet er at kunne forudsige, hvordan et hvilket som helst
peptid vil absorberes i kroppen bare ved at kigge pd mole-
kylstrukturen. Med den viden er det i teorien ogsd muligt at
forbedre strukturen, s peptiderne bliver bedre optaget.

Man hverken kan eller vil lave samtlige peptider, der fin-
des, for at f& svar pa det spgrgsmal. Feks. udger alle kombi-
nationer af de tyve aminosyrer i et lille peptid med fire
aminosyrer 160.000 kombinationer. | stedet for de 160.000
muligheder har vi udvalgt tyve strukturer, som skal repree-
sentere de resterende 159.980 peptider.

Det er seerdeles vigtigt at udveelge de tyve repraesentan-
ter omhyggeligt. Man skal veere helt sikker pa, at alle de
egenskaber, der menes at have betydning for absorptionen,
er repreesenteret i de udvalgte peptider. Man kan regne sig
frem til i hvor hgj grad, det er tilfeeldet, ved hjeelp af stati-
stisk design.

Til at illustrere princippet kan man forestille sig, at man
gnsker at finde en model, der kan forudsige hvilken farve,
der fremkommer ved blanding af forskellige forhold af de
tre grundfarver rgd, gul og bla, hvor blandingsfarven illu-

strerer absorptionen, og farverne illustrerer de molekylzere
egenskaber. | stedet for at blande alle mulige sammenseet-
ninger gnsker vi at udveelge nogle f, som kan repraesentere
resten. Ved hjeelp af statistisk design, finder vi de blandinger,
som giver den bedste repraesentation, og som derfor kan
give den bedste model. Uden statistisk design risikerer vi at
udvaelge for fa eller for ens blandinger med f.eks. bla. Det vil
efterfalgende gore det vanskeligt at give en ngjagtig forud-
sigelse af, hvordan blandinger med bla vil opfare sig.

Fra statistik til forsgg

Ud fra det statistiske design har vi udvalgt de tyve peptider
og dernaest syntetiseret dem, dvs. sat aminosyrerne sammen
i en fastlagt reekkefglge. Derefter har vi undersggt hvor godt
de vekselvirker med en cellemembran, som er den del af cel-
lerne, der bremser optagelsen af peptiderne mest.

Til at undersgge disse vekselvirkninger har vi anvendt
liposomer, som er simple modeller for cellemembranen. De
bestar af kugleformede dobbeltlag af fedtmolekyler med en
kerne af vand i midten. Liposomerne er sat fast inden i et
tyndt glasrgr, som man pumper vaeske igennem sammen
med det peptid, man gnsker at undersgge. Ved hjeelp af en
detektor kan man se, hvor lang tid peptidet er om at komme
igennem glasrgret. Jo leengere tid det tager, jo bedre veksel-
virker peptidet med membranen. Ideen er, at dette ogsa for-
teeller noget om, hvor godt peptidet vil veere til at passere
den membran, som omkranser tarmcellerne.

Repraesentativ computermodel

Resultaterne af forsegene med liposomerne har vi sggt at
forklare ud fra de computerberegninger, vi har lavet med de
samme peptider.

P& det grundlag har vi opstillet en model for sammen-
heaengen mellem molekylstruktur af peptider og deres evne
til at blive absorberet. Fordi vi har anvendt statistisk design
til at finde de mest repreesentative peptider, kan vi nu med
rimelig sikkerhed forudsige i hvor hgj grad ukendte peptider,
som ligner dem i designet, vil blive optaget i kroppen.

Den viden er et skridt pd vejen i retning af at kunne
aendre peptidernes struktur i en gunstig retning for absorb-
tion. Derfor vil udviklingen af modeller i sidste ende gavne
patienterne, dels fordi det vil veere hurtigere at udvikle
leegemidler baseret p& peptider, og dels fordi det vil mindske
risikoen for bivirkninger.

4
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Fordgjelsen af fedtstoffer

pavirker optagelsen
af leegemidler

Alle stoffer, som indtages gennem munden, skal oplgses
i mavetarmkanalen, for de kan optages til blodet. Det
geelder ogsa fedtstoffer fra fgden og tungtoplgselige
laeegemiddelstoffer. | begge tilfeelde styres optaget af de
samme mekanismer. Derfor kan en kortlagning af disse
mekanismer fare til udvikling af mere palidelige leege-
midler.

Af Niels Hanberg Zangenberg, Henning Gjelstrup
Kristensen, Anette Miullertz og Lars Hovgaard

Den farmaceutiske industri udvikler i dag leegemiddelstoffer,
som er skreeddersyet til deres virkningssted i kroppen.
Desveerre er disse laegemiddelstoffer ofte meget tungtop-
lgselige i de vandige veesker i mavetarmkanalen, og oplgse-
ligheden bliver den begraensende faktor for optagelsen. Det
kan derfor veere sveert at opné en sikker effekt, nar stofferne
indgives gennem munden som tabletter eller kapsler.

Mekanismerne bag lsegemiddelstoffers oplgsning og
optagelse i mavetarmkanalen er meget komplekse. De pavir-
kes tilmed ved indtagelse af et maltid samtidig med tablet-
terne. Oplgseligheden af leegemiddelstoffer i mavetarm-
vaesken og deres efterfalgende optagelse varierer ikke blot
fra person til person, men ogsa fra dag til dag for samme per-
son. Det betyder, at biotilgeengeligheden af leegemidler -
karakteriseret ved optagelsens hastighed og omfang - kan
veere varierende og lav.

Det er en central opgave i leegemiddelformuleringen at
udvikle leegemidler, der sikrer en hgj og reproducerbar bio-
tilgeengelighed. Der er sdledes behov for enkle og hurtige

miceller

= tarmveeg
b

n

Fedt og tungtoplgselige leegemiddelstoffers vej fra en fedtdrabe
via miceller til tarmveeggen. Nedbrudt fedt danner miceller, som
oplgser tungtoplgselige lzegemiddelstoffer. Micellerne diffunde-
rer ind til tarmvaeggen, hvor micellen gér i stykker og kompo-
nenterne optages af tarmcellerne.

10

4

metoder til at teste forskellige formuleringer for at kunne
udveelge den formulering, som med starst sandsynlighed
farer til den gnskede biotilgeengelighed.

Vi har udviklet en laboratoriemodel af fordgjelsen af
fedtstoffer i mavetarmkanalen, som kan veere en nem og
hurtig metode til at opfylde behovet.

Fordgjelse af fedtstoffer

Udgangspunktet er, at vi via maden indtager fedtstoffer, som
er tungt oplgselige i vand. Ligesom laeegemiddelstofferne skal
de oplgses i mavetarmvaeskerne, fgr de kan optages fra tar-
men. Da biotilgeengeligheden af en lang reekke tungtoplase-
lige leegemiddelstoffer gges ved samtidig indtagelse af et
maltid, er det logisk at antage en sammenhaeng mellem
fedtfordgjelsen og biotilgeengeligheden af disse la&egemid-
delstoffer.

Fra naturens hand er mennesket udstyret med en fedt-
fordgjelse, der sikrer, at over 90% af fgdens fedtstoffer opta-
ges fra mave-tarmkanalen. Men inden fedtstofferne nar sa
langt, gennemgar de en lang raekke processer.

Maden homogeniseres ved tygning, og bearbejdning i
maven, og det medfgrer, at fedtstofferne samler sig i sma
fedtdrdber med en fedtkerne og en overflade, der indehol-
der overfladeaktive stoffer som f.eks. monoglycerider.
Overfladeaktive stoffer reducerer overfladespaendingen mel-
lem fedt og vand og reducerer fedtdrabernes starrelse.

Fra maven fgres maden videre til tolvfingertarmen, hvor
den bl.a. tilfares galdesalte, fosfolipider og fordgjelsesenzy-
mer. Galdesaltene og fosfolipiderne seetter sig pa overfladen
af fedtdraberne, hvor de skaber adgang for, at et af bugspyt-
kirtlens enzymer, lipasen, kan seette sig pa fedtdrdben. Her
kan lipasen nedbryde fedtstofferne i mindre bestanddele.

Lipasen nedbryder et triglycerid til et monoglycerid og to
frie fedtsyrer. Triglycerider udger mere end 90% af fedtstof-
ferne i den fade, vi indtager.

Fedtstoffers vej fra tarmen til blodet

Den enzymatiske nedbrydning af triglyceriderne medfarer,
at fedtdrabens kerne, der primeert bestar af triglycerider,
reduceres og til sidst forsvinder, samtidig med at maengden
af overfladeaktive stoffer gges.

Nedbrydningsprodukterne, monoglycerider og frie fedt-
syrer, danner sammen med galdesalte og fosfolipider micel-
ler, der er runde eller kubiske strukturer med en vandelsken-
de overflade og en fedtelskende kerne. | kernen findes fedt-
elskende stoffer, som f.eks. vitaminer og tungtoplgselige
leegemiddelstoffer, som hellere vil befinde sig i micellernes
indre end i det omgivende vand.

Micellerne diffunderer ind til tarmvaeggen, hvor fedtsy-
rerne og monoglyceriderne optages af tarmcellerne. Inde i
cellerne gendannes triglyceriderne udfra fedtsyrer og
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Forsggsopstillingen i laboratoriet. Pa billedet ses fra hgjre reak-
tionskammer og titratorenhed, der styrer tilseetningen af base.
Data opsamles pa en PC, der samtidig styrer titratorenheden.

monoglycerider og vandrer videre via blodbanen eller lym-
fen.

Vi antager, at det tungtoplgselige lseegemiddelstof vil
vandre fra fedtdrdben over i micellerne og ind til tarm-
vaeggen, hvorfra leegemiddelstoffet optages i blodet.

Model til test af l&egemiddelstoffer

Vi har udviklet en laboratoriemodel af fedtfordgjelsen til
at teste oplgsningen af tungtoplgselige leegemiddelstoffer.
Modellen fremstilles ved at blande bugspytkirtelekstrakt og
galdeekstrakt fra grise og derefter tilseette en olie-i-vand
emulsion. Emulsionen svarer til fedtdrdberne fra maden.
Lipasen fra bugspytkirtelekstraktet nedbryder fedtdraberne
til monoglycerider og fedtsyrer. Modellen ger det muligt at
folge nedbrydningens forlgb.

| farste omgang har vi undersggt to forskellige leegemid-
delstoffer; probucol og danazol. Begge stoffer optages let,
men har vidt forskellig oplgselighed i vand og sojabgnneolie.

Ved at fremstille en emulsion med det pageeldende
lazzgemiddelstof, er det muligt at folge oplgseligheden af
leegemiddelstoffet i de strukturer, som dannes under ned-
brydningen af fedtdraberne. Vi har udfert forseg, hvor der er
udtaget prover ved 0,50 og 75% nedbrydning af triglyceri-
derne. 100% svarer til at samtlige triglycerider er spaltet til
et monoglycerid og to fedtsyrer. De udtagne praver er ultra-
centrifugeret for at fjerne eventuelle rester af emulsionen og
opna en sa ensartet prgve som muligt.

Analyserne viste, at det er muligt at forgge begge stof-
fers oplgselighed i vandfasen veesentligt ved nedbrydning af

triglyceriderne. Men for probucols vedkommende er effek-
ten langt mere markant end for danazol. Det stemmer over-
ens med probucols stgrre oplgselighed i sojabgnneolie og
den meget lave oplgselighed i vand. Jo mindre oplgselighed
i vand, eller jo stgrre oplgselighed i olie, jo starre effekt har
nedbrydningen af triglyceriderne p& oplgseligheden i vand-
fasen.

Dette er de farste resultater. Efterfalgende skal prgverne
yderligere karakteriseres med hensyn til partikelstarrelse,
indhold af galdesalte, triglycerider, diglycerider, monoglyce-
rider og fedtsyrer.

En vej til bedre formuleringer

Resultaterne fra modellen af fedtfordgjelsen skulle gerne
fare til en starre viden om de mekanismer, der pavirker bio-
tilgeengeligheden af tungtoplgselige leegemiddelstoffer.
Samtidig skal modellen veere et nyttigt veerktgj til at teste og
kontrollere nye formuleringer. | sidste ende haber vi, at resul-
taterne fra modellen kan bruges til at forudsige biotilgaen-
geligheden af la&egemiddelstoffer fra forskellige formulerin-
ger i mennesker.

o
~
a1

Danazol
—=—Probucol

o
N
o

(koncentration i vandfasen)/
(total koncentrationen)
o
w

o

0% 25% 50% 75%
% nedbrudt triglycerid

Laegemiddelstoffernes oplgselighed i modellen af den vandige
tarmveeske som funktion af nedbrydningsgraden af triglyceri-
derne.

Oplgselighed Probucol Danazol
i vand mg/| <0,01 0,6

i sojabgnneolie mg/g 80 5

i vandfase fra model | mg/I 1058 70

Modelstoffernes oplgselighed i vand, sojab@nneolie og vandfase
fra model.
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Legemiddelforskning

Faerre injektioner
med depotleegemidler

Leegemiddelkoncentration i blodet

Mange leegemidler til injektion skal indsprgjtes med
korte mellemrum. Denne ulempe for patienten kan mini-
meres ved hjeelp af depotlaegemidler, hvor medicinen fri-
gives langsomt. Vand-i-olie emulsioner er lovende depo-
ter for leegemidler til injektion.

Af Simon Bjerregaard, Sven Frgkjeer, Charlotte Vermehren
og Ingrid Séderberg

Tabletter er den mest populeere form for lsegemidler, men
mange leegemiddelstoffer kan ikke indtages gennem mun-
den. Det skyldes f.eks., at de nedbrydes i fordgjelsessystemet
af enzymer eller er ude af stand til at passere tarmslimhinden
i tilstraekkelige meengder.

Til denne gruppe hgrer de nye bioteknologiske leege-
midler som f.eks. vaeksthormon, som det er ngdvendigt at
injicere. Da disse leegemidler ydermere omsaettes meget hur-
tigt i kroppen, vil det ofte veere ngdvendigt med hyppige
injektioner for at opna en effektiv koncentration i blodet.
Alternativt kan laegemidlet injiceres som depotleegemiddel i
en muskel eller under huden, hvorefter leegemidlet langsomt
frigives fra injektionsstedet. Samtidig undgés meget hgje
koncentrationer af la&egemiddel i blodet, som eventuelt kan
virke giftigt.

Alm.
injektionspreeparat

Toksisk

Depotpraeparat

Terapeutisk

Tid

lllustration af depotvirkning. Almindelige injektionspreeparater er karakteriseret ved, at
leegemiddelstoffet optages hurtigere i blodet end fra depotpraeparater. Ved anvendelse
af depotpreeparater kan en evt. toksisk leegemiddelkoncentration i blodet ofte undgas.
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Nyudviklet vand-i-olie emulsion med depoteffekt

P& Institut for Farmaci har vi udviklet en ny depotformule-
ring til injektion i muskler; iseer med henblik p& de vanskeli-
ge bioteknologiske leegemidler. Ved at indarbejde leegemid-
delstoffet i en vegetabilsk olie i form af en vand-i-olie emul-
sion opnas en depoteffekt.

Frigivelsen af leegemiddelstoffet fra depotet er afhaen-
gig af, at stoffet overfares fra sine fedtholdige omgivelser i
emulsionen til et vandigt miljg, nemlig veevsveeskerne
omkring depotet. Denne overfgring kan til en vis grad styres
via valg af hjeelpestoffer og forarbejdningsgrad af depotet.
Det er sdledes muligt at opna forleenget afgift i op til flere
dage afhaengig af den farmaceutiske formulering.

Far et leegemiddelstof, der injiceres i en muskel eller under
huden, kan udgve sin effekt, f.eks. p& bestemte receptorer, ma
flere processer have fundet sted. Efter overfarslen af leegemid-
delstoffet fra depotet til veevsveesken, ma det frigjorte stof dif-
fundere fra vaevsveesken og ud i blodet enten direkte gennem
blodkarrenes veegge eller indirekte via lymfesystemet. Derefter
ma leegemiddelstoffet igen forlade blodet for at na sit mal,
f.eks. en bestemt gruppe af receptorer i et bestemt organ.

Det er den langsommeste af disse processer, som bestem-
mer, hvor hurtigt leegemidlet virker. | praksis er frigivelsen af
leegemiddelstof hastighedsbestemmende, safremt der er tale
om en reel depoteffekt. Det betyder, at effekten principielt
kan ggres uafheaengig af egenskaber som f.eks. blodgennem-
stremning pa injektionsstedet.

Intramuskulzere injektioner foretages i bestemte muskler, hvor
sandsynligheden for at beskadige nerver eller ramme starre
blodkar er minimal. Disse muskler er sorte pa tegningen.
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Mekanismerne bag depotvirkningen

Et af fokusomraderne for forskningsgruppen er derfor at for-
std de mekanismer, der pavirker frigerelseshastigheden af
lzzgemiddelstof fra et oliedepot i en muskel. Her er det cen-
tralt at vide, hvordan oliedepoter spreder sig i musklen. Ved
at kunne styre udspredningen af oliedepotet, er det muligt
at kontrollere det areal af depotet, som er i kontakt med
muskelveev og veevsvaeske og hermed frigivelseshastigheden
af et leegemiddelstof.

Et andet vigtigt omrade er at opna en bedre forstéelse
af, hvordan et oliedepot forsvinder fra en muskel og dermed
hvor lang tid, man kan gere sig forndbninger om, at depot-
effekten varer ved. Pa nuvaerende tidspunkt er der kun ringe
viden inden for dette omréde.

Vores studier af spredningen af oliedepoter i muskler er
foregéet i samarbejde med Afdelingen for Radiofarmaci i
Leegemiddelstyrelsen. | disse studier har vi anvendt et radio-
aktivt stof som markgr. Den radioaktive markgr indarbejdes i
vandet i vand-i-oliedepotet. Med en avanceret straleteeller,
et sdkaldt gammakamera, kan man herefter fglge intensite-
ten af den radioaktive strdling pa injektionsstedet uden at
lave indgreb pa forsggsdyret.

Dette har abenlyse fordele. Dels er metoden skansom
overfor dyret, og dels kan man foretage flere malinger pa
samme dyr. Herved nedbringes usikkerheden p& malingerne,
fordi forsggsdyret kan anvendes som sin egen reference. Ved
injektion af oliedepoter, som er mere eller mindre tyktfly-
dende, er det muligt at falge forskelle i udspredningsgraden
og udspredningshastigheden.

De farste 2-3 timer efter injektionen spreder oliedepotet
sig langs muskelfibrene og iseer langs de bindeveaevshinder,
der omslutter muskelfibrene. Der bgr derfor skelnes mellem
spredning i og mellem musklerne. Efter de farste 2-3 timer
forbliver depotlaegemidlet mere eller mindre stationaert i en
reekke sma depoter rundt omkring langs muskelgrupperne.

Spredningsgraden kan styres ved at anvende mere eller
mindre tyktflydende oliedepoter. Saledes spreder tyktflyden-
de oliedepoter sig betydeligt mindre end de tyndtflydende.
Dette afspejles i en lavere afgiftshastighed af leegemiddel-
stof fra de tyktflydende vand-i-olie emulsioner.

Gammabillede af spred-
ning af hhv. en tyktflyden-
de og tyndtflydende emul-
sion efter injektion i en
kanins venstre og hgjre
larmuskel. Ved denne type
forsgg opnés viden om,
hvilke flydeevner oliedepo-
tet skal have for at forblive
omkring injektionsstedet.

Depotlaegemidlers levetid kan styres

Oliedepoterne forsvinder med tiden som fglge af en kombi-
nation af flere processer. Saledes eksisterer der en balance
mellem enzymatisk nedbrydning af olien pa injektionsstedet
og dreaening af emulsionerne via lymfesystemet.

Lymfesystemet bestar af lymfekar, som i modszetning til
blodkarrene er relativt uteette. Herved kan starre molekyler
og partikler under en vis stgrrelse, sdsom sma oliedraber,
uhindret draenes veek via lymfeveesken. Partiklerne opfanges
undervejs i lymfeknuderne, mens lymfevaesken med det fri-
givne leegemiddelstof dreenes videre til de store centrale
vener og dermed tilbage til blodet. Graden af dreening fra
lymfesystemet er bl.a. afheengig af muskelbeveegelse, fordi
lymfevaesken strgmmer hurtigere, nar musklerne treekkes
sammen.

Injektion af et leegemiddel og herunder ogsa en vand-i-
olie emulsion vil frembringe en vis immunreaktion i veevet i
form af beteendelse. Det betyder, at der samtidig med
dreening til lymfesystemet ogsa vil forsvinde en del af emul-
sionen, som fjernes af makrofager og af andre betaendelses-
celler, der bl.a udskiller fedtspaltende enzymer. Typen og
omfanget af beteendelsesreaktionen ma i hgj grad forventes
at bestemme depotets levetid. Hvis depotet kan ggres “usyn-
ligt” overfor makrofagerne, ma man ga ud fra, at levetiden
forleenges.

I vores studier har vi valgt at fokusere pa beteendelsesre-
aktionen. Saledes tager vi veevsprever efter forskellige
behandlinger for efterfglgende at undersgge prgverne for
enzymatisk aktivitet. Dette ggres ved at fglge den lgbende
dannelse af fedtsyrer, som er et nedbrydningsprodukt af
vegetabilske olier.

Studierne viser, at der er store forskelle i den enzymati-
ske aktivitet som folge af de forskellige behandlinger.
Dermed bliver det pa lidt leengere sigt maske muligt at styre
forsvindingshastigheden af et oliedepot - og dermed fri-
gerelsen af laegemiddelstoffet - via kroppens egne opryd-
ningsmekanismer.
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Legemiddelforskning

Nye virkninger
af gamle hormoner

50uM GABA

50uM + 0,1 UM
DHEAS

Den klassiske virkning af steroider er som hormoner med
betydning for bl.a. forplantningen. De senere ars forsk-
ning har vist, at steroider kan have en effekt pa recepto-
rer i hjernen. Ogsa receptorer i hypofysebaglappen bli-
ver pavirket af disse steroider. Denne mekanisme kan
spille en rolle i for tidlige fadsler.

Af Suzanne Hansen, Uffe Kristiansen og Bjarne Fjalland

Steroider er en gruppe kemiske stoffer, som syntetiseres i
kroppen af bl.a. binyrerne og kegnskirtlerne. Mange af stero-
iderne virker som hormoner, og flere af kroppens vigtigste
hormoner er steroider; f.eks. kanshormonerne.

Det har leenge veeret kendt, at steroiderne udgver deres
effekt inde i cellerne, hvor de pavirker receptorer pa celle-
kernen og derigennem aktiverer gener. Resultatet er, at cel-
lens produktion af proteiner reguleres, hvorved steroiderne
udgver deres effekt pa bl.a. forplantningen.

Nyere forskning viser imidlertid, at nogle steroider er i
stand til at pavirke nervecellerne i hjernen. Det sker ved, at
steroiderne binder sig til nervecellernes receptorer for sig-
nalstoffer, som befinder sig i cellemembranerne. Denne
gruppe af steroider kaldes neuroaktive steroider, og deres

50uM + 100 UM WWWWWWWW

DHEAS

Hypofysebaglap

25 pA

500 ms
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virkninger adskiller sig pa flere mader fra de gvrige stero-
iders effekter pa cellekernen. De steroider, som pavirker cel-
lekernen, er inaktive pa receptorerne i nervecellernes mem-
braner.

Samtidig er virkningsmekanismerne for de to typer ste-
roider vidt forskellige. Mens effekterne pa cellekernen farst
viser sig efter timer til dage, virker de neuroaktive steroider
gjeblikkeligt i lgbet af sekunder til minutter.

Neuroaktive steroider er bl.a. i stand til at modulere
receptorerne for hjernens vigtigste heemmende signalstof,
gamma-aminosmgarsyre (GABA), samt for det vigtigste stimu-
lerende signalstof, glutaminsyre. Steroidernes virkning pa
disse receptorer tyder pd, at de spiller en rolle i finmodule-
ringen af den kemiske og elektriske signalering i hjernen.

Pavirker receptorer pa nervecellerne

GABA-receptorer findes i de fleste celletyper i hjernen. Der
eksisterer flere forskellige typer af receptorer for GABA, men
feelles for dem er, at en stimulation af receptorerne farer til
en deempet aktivitet i modtagercellen. Omvendt farer en
heemning af GABA-receptorerne til en gget aktivitet i mod-
tagercellen.

Det er blevet pavist, at neuroaktive steroider er i stand
til enten at stimulere eller heemme GABA-receptorerne, og
det er gennem disse receptorer, at steroiderne formodes at
udgve deres indflydelse pé vores adfzaerd, samt deres angst-
deempende, smertestillende og krampedaempende virknin-
ger.

Det neuroaktive steroid dehydroepiandrosteron-sulfat
(DHEAS) har en haemmende virkning pd GABA-receptoren,
og DHEAS menes at have en positiv indvirkning pé bl.a.
udvikling, hukommelse og indleering. Samtidig menes
DHEAS at modvirke eeldelsesprocesser i kroppen, og i USA
seelges DHEAS i handkeb som en “foryngelseseliksir”.

I lighed med andre strukturer i hjernen indeholder hypo-
fysebaglappens nerveender ogsd GABA-receptorer. Herfra
udskilles der to hormoner, vasopressin og oxytocin, som
inden da er dannet i den nzrliggende hjernedel hypo-
thalamus og transporteret til nerveenderne i hypofysebag-
lappen. Den klassiske virkning af vasopressin er, at hormonet
gger reabsorptionen af vand i nyrerne, saledes at urinmaeng-
den mindskes og kroppens veeskebalance bevares. Hormonet
oxytocin er vigtigt i forbindelse med fgdsel og amning.

Data som viser den koncentrationsafhangige heemning af
GABA aktiviteten pa hypofysebaglappens GABA-receptorer.
@verst er vist aktiviteten som falge af tilseetning af 50 pM
GABA. | midten er vist at 0,1 uM DHEAS haemmer GABA aktivi-
teten med ca. 50%, og nederst, at 100 uM DHEAS haemmer
GABA aktiviteten fuldsteendigt.
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1. DHEAS passerer fra
barnet til moderens

hypofyse Hypofyse

4. Den ggede maengde oxytoxin
forarsager sammentraekninger af
livmoderen og fedslen gar i gang

GABA-receptor

2. DHEAS haemmer
GABA-receptor

Nervecelle

3. Nerveterminalen
reagerer ved at
udskille oxytoxin
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Kan DHEAS fgre til for tidlig fodsel?

Oxytocin forarsager sammentreekningerne af livmoderen
under fagdslen, som er medvirkende til at presse barnet ud.
Ved amning vil barnets stimulation af brystvorten sende et
signal til hjernen, og som svar frigeres der oxytocin, som vir-
ker sammentraekkende p& maelkekanalerne i brystet og som
resulterer i meelkesekretionen.

Tidligere studier har vist, at pavirkning af GABA-recepto-
rerne i hypofysebaglappen modulerer sekretionen af oxyto-
cin og vasopressin. Vi satte os for at undersgge DHEAS’ muli-
ge virkning pa disse receptorer. Denne interesse var afsted-
kommet af en hypotese om, at DHEAS kan have en rolle ved
for tidlige fadsler.

Under graviditeten producerer fosteret DHEAS, som er
vigtigt for fosterets udvikling. DHEAS kan passere fra foste-
ret over til moderen, og der er blevet malt forhgjede kon-
centrationer af DHEAS i moderens blod under stresspavirk-
ninger af fosteret. Endvidere er det kendt, at stress under
graviditeten kan fere til en for tidlig fedsel. Hypotesen gér sa
ud pa, at det stressede foster udskiller DHEAS, som passerer
over til moderen. Her vil DHEAS haemme GABA-receptorerne
i hypofysebaglappen, hvilket kunne fare til en gget udskillel-
se af oxytocin, som kunne szette fedslen i gang i utide.

Forsgg med rottehypofyser
Vi gav os derfor til at undersgge, om DHEAS var i stand til at
pavirke GABA-receptorerne i hypofysebaglappen, og om
denne pavirkning kunne finde sted med koncentrationer af
DHEAS, som svarer til niveauet i kroppen.

Dette blev gjort ved at lave nogle meget tynde snit (80
uM) af hypofysebaglappen fra rotter. Ved at stikke en meget

Hypofysebaglap

100

T\\
P

204 \

GABA aktivitet (%okontrol)

0 T T T
1E-5 1E-4 1E-3 0,01 0,1 1 10 100

Koncentration af DHEAS i uM

tynd elektrode ind i en nerveende kan man méale GABA-
receptorens aktivitet, og saledes ogsd male, om et stof sti-
mulerer eller heemmer receptoren.

Forsggene viste, at DHEAS haeemmer GABA-aktiviteten op
til 100 procent afhsengig af koncentrationen af DHEAS.
Dermed er det altsa vist, at DHEAS er i stand til at pavirke
aktiviteten af GABA-receptorer i hypofysebaglappens nerve-
ender selv ved meget lave koncentrationer.

Udfra en s&dan forsggsreekke kan man tilpasse en pas-
sende teoretisk model til sine data og bruge modellen til
tolkning af resultaterne. P4 den méade kan man fa et bud p4,
hvor mange bindingssteder der er pa receptoren, hvor stor
en del af aktiviteten hvert bindingssted er ansvarlig for, samt
hvor stor en koncentration der skal til for at heemme 50% af
receptorens aktivitet. Denne sakaldte ECgy-veerdi er et udtryk
for, hvor kraftigt stoffet virker, dvs. jo lavere ECgq-veerdi
desto kraftigere virker stoffet. Det er bl.a. disse veerdier man
bruger til at sammenligne virkningen af forskellige laege-
midler.

Tilpasningen til de eksperimentelle data tyder pa, at der
er to bindingssteder for DHEAS pa receptoren. Modelbereg-
ningerne viser, at det farste bindingssted, som er ansvarlig
for knap en trediedel af heemningen af GABA-aktiviteten har
en ECg, veerdi, som er naesten 100.000 gange lavere end det
andet bindingssteds.

For at finde ud af om denne grad af haemning er fysio-
logisk relevant, sammenlignede vi de opnaede ECsy-veerdier
med de koncentrationer af DHEAS, som normalt er tilstede i
kroppen. | mennesker findes typisk en koncentration af
DHEAS, som er tusinde gange starre end hos rotter. Her viser
forsggsresultaterne, at DHEAS i fysiologiske relevante kon-
centrationer i en vis udstraekning vil veere i stand til at
heemme aktiviteten af GABA-receptorerne.

Som tidligere naevnt er koncentrationen af DHEAS for-
hgjet under stresspavirkninger, hvorved en stgrre del af
GABA-receptorernes aktivitet vil veere heemmet. Det kunne
teenkes at fgre til en gget sekretion af oxytocin og deraf
mulige falgende virkninger sdsom for tidlig fedsel.
Yderligere undersggelser ma dog gennemfares, far hypote-
sen kan bekreeftes.

Koncentrationsvirknings-kurve for DHEAS. De eksperimentelt
opnaede veerdier er vist som firkanter (middelveerdier) med der-
til hgrende spredninger, og den optrukne linie viser den bedste
tilneermelse til en teoretisk model. Figuren viser at selv ved
meget lave koncentrationer af DHEAS (~ 10 pM) ses en haem-
ning af GABA aktiviteten. Endvidere antyder det bifasiske kur-
veforlgb, at der er to bindingssteder for DHEAS pa receptoren.
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Legemiddelforskning

Regulering af hjertets

@get kolesterol
i blodet

blodkar ved

kredslgbslidelser

Flertallet af befolkningen rammes pa et eller andet tids-
punkt af for hgjt blodtryk eller areforkalkning, som i
veerste fald kan medfaere alvorlige og livstruende syg-
domme. Maske kan undersggelser af kroppens egen for-
svarsreaktion fgre til nye behandlingsformer.

Af Niels Chresten Berg Nyborg og Majid Sheykhzade

Den starste del af befolkningen rammes p& et eller andet
tidspunkt i deres liv af en kredslgbslidelse i form af forhgjet
blodtryk eller areforkalkningsrelaterede hjertesygdomme
sésom hjertekramper, blodpropper i hjertet og hjertepum-
pesvigt. Ofte haenger disse forskellige kredslgbslidelser sam-
men i et komplekst samspil.

De areforkalkningsrelaterede hjertesygdomme forarsa-
ger ofte en indskreenkning i patienternes fysiske forméen, og
sygdommene belaster samfundsgkonomien med store
omsorgsudgifter. Derfor har behandlingsformer, som sigter
pa at nedbringe risikoen for udvikling af areforkalkning,
altid veeret hgjt prioriterede i sundhedssektoren og den far-
maceutiske industri.

Blandt de nyere behandlingsformer, som bidrager vee-
sentligt til at nedseette risikoen for blodpropper, kan bl.a.
naevnes lavdosisbehandling med acetylsalicylsyre, koleste-
rolseenkende laegemidler, betablokkere, angiotensin con-
verting enzyme (ACE)-inhibitorer, by-pass operationer og
ballonudvidelse af hjertets store blodarer. Fzelles for alle
behandlingsformerne geelder, at de sgger at opretholde en
tilstraeekkelig blodforsyning til hjertemuskulaturen, s& balan-
cen i stofskiftet opretholdes.

Sensoriske nerver med dobbelt funktion
Nar blodgennemstrgmningen til hjertet nedszettes uden en
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samtidig reduktion af iltbehovet, eller nar iltbehovet gges
uden samtidig stigning i blodgennemstrgmningen, opstar
der iskaemi, dvs. iltmangel, i dele af hjertemuskulaturen.
Iltmanglen nedseetter hjertemuskulaturens evne til at traekke
sig sammen, og dermed svaekkes hele hjertets pumpefunk-
tion. Resultatet er, at blodforsyningen til bade hjertet og
andre vitale organer som centralnervesystemet og nyrerne
reduceres, hvilket i veerste fald kan veere livstruende.

Den iskeemiske tilstand i hjertemuskulaturen leder ogs&
til et fald i pH, som aktiverer de sensoriske nerveender, der
findes i musklerne i hjertets forkammer, samt omkring de
blodéarer, som forsyner ventrikelmuskulaturen. Ved aktiverin-
gen af de sensoriske nerveender frigives nervecellernes signal-
stoffer, calcitonin genrelateret peptid (CGRP) og substans P.

Der optreeder steerke smerter, som igen leder til angst,
hvilket i sidste ende gger det sympatiske nervesystems aktivi-
tet. Den nedsatte pumpefunktion medfarer en reflektorisk
gget aktivitet i det sympatiske nervesystem, som kan udlgse
alvorlige arytmier. Saledes der omkring 30 procent af patien-
terne med blodpropper i hjertet, inden de nar at blive bragt
til hospital, og yderligere ca. 30 procent der indenfor de
forste dage efter indleeggelsen.

Man kan saledes sige, at aktiveringen af det sensoriske
nervesystem ved hjerteiskeemi har en dobbelt funktion. Ud
over at lede til en bevidst opfattelse af smerter i hjertet,
medfarer frigivelsen af CGRP ogsa to fysiologisk gavnlige vir-
kinger under iskeemitilstande. Dels har CGRP en kraftig posi-
tiv virkning pa hjertets pumpefunktion, og dels har CGRP en
meget potent afslappende virkning pa de store hjerteblod-
arer, saledes at blodforsyningen til ventrikelmuskulaturen
om muligt kan genoprettes.

Receptorer for signalstoffet CGRP

Signalstoffet CGRP er et peptid, dvs. et lille protein, som bes-
tar af 37 aminosyrer, og stoffet findes i to varianter, som kal-
des a-CGRP og -CGRP. CGRP minder strukturelt om to andre
peptider, amylin og adrenomedullin. Ydermere har disse to
peptider ogsa stor lighed med CGRP, nar det geelder reekke-
folgen af de aminosyrer, som peptiderne er opbygget af.

Det er vanskeligt at lave en farmakologisk karakterise-
ring af receptorer for CGRP, amylin og adrenomedullin. For
det farste er receptorerne ikke seerligt selektive overfor pep-
tiderne, og for det andet rader vi ikke over stoffer, som til-
straekkeligt selektivt kan aktivere eller blokere for recepto-
rerne.

Receptorer, som binder signalstoffet CGRP er nu klonet

Skemaet viser sammenhaengen mellem forskellige hjerte-karsyg-
domme, som ofte influerer p& hinanden.
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CGRP via blodbanen
'
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fra forskellige dyrearter, herunder mennesket. Samtlige
receptorer sidder i cellemembranen, hvor de aktiverer G-pro-
teiner, som sa seaetter gang i en reaktionskaskade inde i cel-
lerne. Alle receptorerne har da ogsa en klassisk 7-transmem-
bran G-proteinkoblende opbygning.

CGRP-receptorer er pavist i muskulaturen i hjertes for-
kammer samt i blodarerne pa hjertets overflade og i det
indre af hjertet. | de ydre blodéarer findes der CGRP-recepto-
rer pd bade karmuskelceller og p& endothelceller, hvor en
aktivering leder til frigivelse af signalstoffet nitrogenoxid
(NO). I de sméa blodarer i hjertet findes CGRP-receptorerne
udelukkende pa karmuskelcellerne.

Der findes flere udgaver af CGRP-receptorer, men vores
undersggelser af receptorerne og deres virkningsmekanis-
mer i hjertets blodarer hos rotter har vist, at der udelukken-
de findes CGRP1-receptorer pa karmuskelcellerne i hjertets
sma blodarer. Disse receptorers virkningsmekanisme er kom-
pleks, men nar de stimuleres af CGRP, er resultatet en karaf-
slapning dels via en nedsat intracelluleer koncentration af
calcium, og dels via en nedsat fglsomhed for calcium i de pro-
teiner, som traekker karcellerne sammen.

Forbindelse til sukkersyge

Ved karakteriseringen af CGRP-receptor undertypen i hjer-
tets sma blodarer hos rotter har vi meget overraskende fun-
det, at amylin, som normalt stimulerer receptorerne meget
svagt, har en haemmende effekt pa receptorerne, nar effek-
ten af CGRP undersgges.

Dette bringer et meget interessant aspekt op omkring
CGRP receptorer og type-ll diabetes, der ogs& kendes under
betegnelsen gammelmandssukkersyge. Her optraeder der en
@get koncentration af amylin i blodplasmaet samt aflejringer
af amylin i blodkarrene. Vores undersggelser tyder derfor pa,
at iltmangel i hjertemuskulaturen ikke bliver reguleret godt

@get hjertearbejde

v

Iltbehov

v

Blodprop/karkontraktion

CGRP fra

/ sensorisk
or nerveterminal

Mulige virkningsmekanismer
for CGRP i blodkar. De rgde
pile viser reaktionsveje med
hammende virkning. COX =
cyklo-oxygenase. NOS = nitro-
genoxid syntase. PG = pro-
staglandin. NO = nitrogen-
oxid. cGMP = cyklisk guanosin
monofosfat. CAMP cyklisk
adenosin monofosfat. PKA =
proteinkinase A. PKG = prote-
inkinase G.

K rprkanal

i 2*kanal

Ca?*kanal

Karmuskelcelle

nok ved denne sygdom. Kliniske studier viser ogsd, at den
relative risiko for at dg af blodpropper i hjertet er forgget
hos patienter med type Il diabetes i forhold til normalbe-
folkningen.

CGRP som muligt leegemiddelstof

Selv om CGRP har en positiv virkning pa& hjertets pumpe-
funktion og en afslappende virkning pa de sma hjerteblod-
arer, er signalstoffet ikke umiddelbart egnet som et leege-
middel til behandling af hjertepumpesvigt, hjerteiskeemiske
tilstande og forhgjet blodtryk. Det skyldes, at CGRP er et
peptid, som hurtigt nedbrydes i kroppen.

Et andet stort problem ved anvendelse af CGRP er, at
CGRP-receptorerne findes i alle kroppens blodarer, hvilket
medfgrer at blodtrykket falder voldsomt ved for stor indgift
af CGRP. Derudover har CGRP ogsé i lighed med amylin en
haemmende virkning pa insulin, hvilket leder til en relativ
insulin-resistens.

Det er dog muligt, at der ved visse sygdomstilstande sker
endringer i CGRP-receptorernes funktion, hvilket kan med-
fore en bedre virkningsprofil for CGRP. Saledes har infusion
af CGRP til patienter med alvorlige hjertepumpesvigt vist
meget lovende resultater, idet pumpefunktion og dermed
ogsa den fysiske tilstand blev kraftigt forbedret, uden at
blodtrykket faldt hos denne patientgruppe. Yderligere viste
undersggelserne, at nyrefunktionen ogsa blev bedre.

Under alle omsteendigheder er udviklingen af stabile og
hjerte-selektive CGRP-analoger dog ngdvendig for at kunne
introducere en ny behandlingsform for patienter med hjer-
tesygdomme.

Figuren viser balancen mellem hjer-
tets iltbehov og gennemblgdnin-

Angina/
AMI gen. Ved gget hjertearbejde stiger
iltbehovet i hjertemuskulaturen, og
A hvis dette ikke modsvares af en

@ggning i gennemblgdningen udvik-
les der hjertekramper (angina pect-
oris) eller blodpropper (akut myo-
A kardieinfarkt). De samme sygdom-
me kan opstd, hvis gennemblgdnin-
gen nedseettes uden at iltbehovet
reduceres; f.eks. p.g.a. sammen-
treekning af blodarer.ne.

Gennemblgdning
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Legemiddelforskning

Nitrogenoxid som mulig
modgift mod cyanid?

Gennem mange ar er cyanidforgiftning blevet behandlet
med en cocktail af tre modgifte, men virkningsmekanis-
men er ikke fuldt forstaet. Nye forsgg med cellekulturer
tyder p4, at nitrogenoxid spiller en vigtig rolle i afgift-
ningen.

Af Mads Skak Jensen og Erling Sonnich Thomsen

Cyanid er et af de klassiske giftstoffer, der maske bedst er
kendt under navnene blasyre eller cyankalium. Cyanider er
ekstremt giftige og hurtigtvirkende; der er ofte tale om
minutter, fgr dgden indtreeder. Udover de mere dystre
anvendelsesomrader som brug til mord og selvmord, benyt-
tes cyanid ogsa til et utal af fredelige anvendelser, f.eks.
metalforarbejdning, produktion af syntetisk gummi og pla-
stic, organisk syntese osv.

Cyanidforgiftning forekommer ikke sjeldent, om end
antallet af cyanidrelaterede dedsfald i Danmark pa arsplan
formentlig er ret begreenset. Starst forgiftningsrisiko er der
naturligvis ved direkte handtering af cyanider, men ogsa
brandrgg udger en stor potentiel risiko, specielt nar der er
tale om nitrogenholdige syntetiske materialer. En yderligere
komplikation er, at en sddan brandrgg ofte ogsa indeholder
kulilte. | USA er cyanid sammen med kviksgly, arsen og bly de
uorganiske stoffer, der hyppigst er involverede i forgiftnin-
ger, hvorfor en hurtig og effektiv behandling med modgift
er uhyre vaesentlig.

Nerveceller fra kyllingefostre er blevet anvendt til at undersgge
effekten af nitrogenoxid pa cyanidforgiftning. Her ses kyllings-
fostrene umiddelbart efter udtagning fra seggene.

18
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Virkningsmekanismen klarlagt - troede man...

| cellerne binder cyanid sig til enzymet cytochrom-c-oxidase
og heemmer derved sidste led i respirationskeeden. Det bevir-
ker, at cellerne ikke kan udnytte ilten i blodet, selv om der er
rigeligt med ilt tilstede.

Den traditionelle modgiftsbehandling omfatter amylnit-
rit til inhalation efterfulgt af intravengs indgift af natriumni-
trit og natriumthiosulfat. Amylnitrit og natriumnitrit omdan-
ner blodets haemoglobin, der sgrger for ilttransporten til
kroppens organer, til methaemoglobin, som ikke er i stand til
at transportere ilt, men som derimod binder cyanid, hvorved
cytochrom-c-oxidase genaktiveres. Hermed er cyanid bundet
i en ugiftig form, hvilket giver kroppens egne afgiftningsme-
kanismer bedre tid til at klare forgiftningen. Funktionen af
det sidste stof i den modgiftscocktail, der anvendes, nemlig
natriumthiosulfat er at supplere kroppens egne lagre af
svovlforbindelser.

Denne behandling har med held veeret brugt i mange ar.
Problemet er blot, at amylnitrit i den normale dosering ikke
er i stand til at danne klinisk effektive maengder af met-
haemoglobin. Men behandlingen virker, oven i kabet inden
den beskedne maengde methaemoglobin er dannet, hvorfor
der ma veere en anden, yderligere effekt.

Dette betyder, at tendensen til at forklare cyanids virk-
ningsmekanisme som veerende udelukkende haemning af
cytochrom-c-oxidase, er oversimplificeret.

Hvilken rolle spiller nitrogenoxid?

Amylnitrit frigiver det lille signalmolekyle nitrogenoxid, der
de seneste ar er fundet at spille en betydelig rolle i en lang
raekke biologiske processer. Hgje koncentrationer af nitro-
genoxid anses normalt at veere giftigt for cellerne, men alli-
gevel kunne dette stof taenkes at spille en vaesentlig rolle for
amylnitrits virkning som modgift mod cyanid.

For at undersgge nitrogenoxids rolle er en model med
nerveceller fra kyllinger blevet anvendt. Rugeaeg inkuberes i
syv dage, hvorefter forhjernen udtages af kyllingefostrene.
Hjernehalvdelene renses og homogeniseres og udsas deref-
ter i cellekulturflasker. Dette giver en ren nervecellekultur,
der er Kklar til brug efter fem dage. Typisk tilseettes sa et medi-
um med natriumcyanid, samt et af de stoffer der gnskes
undersggt, og efter endt inkubering undersgges effekten af
det testede stof ved f.eks. at bestemme antallet af celler med
gdelagt cellemembran.

Dette kan geres pa flere forskellige mader, men vi
anvendte farvning med trypanblat. Som navnet antyder, har
trypanblat en meget kraftig bla farve, der tillader, at man
skelner mellem celler med beskadiget cellemembran, der er
farvet bld, og intakte celler, der er i stand til at holde try-
panblat udenfor.

Forskellige donorer af nitrogenoxid er undersggt ekspe-
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rimentelt. Resultaterne viser, at nitrogenoxid i sma& koncen-
trationer har en betydelig beskyttende effekt, lige meget
hvilken donor det er frigivet fra, mens hgjere koncentratio-
ner er toksiske.

At hgje koncentrationer er toksiske er ikke overrasken-
de, men at der ses en beskyttende effekt ved lave koncen-
trationer kunne underbygge hypotesen om en alternativ
mekanisme for amylnitrits effekt. Da de samme stoffer ingen
effekt har, hvis oplgsningerne star til dagen efter, hvor nitro-
genoxid er fuldsteendigt forsvundet, styrkes hypotesen om,
at det er nitrogenoxid, der er ansvarlig for den beskyttende
effekt.

Mulige forklaringer p& NO’s gavnlige virkning

Da en reekke donorer af nitrogenoxid med forskellig meka-
nisme for frigivelsen af nitrogenoxid viser sig at have effekt,
er det vanskeligt at komme med et entydigt bud pa en virk-
ningsmekanisme. Dog tyder bade resultater fra denne under-
sggelse samt undersggelser publiceret i litteraturen pa, at
NMDA-receptoren kan veere involveret. NMDA-receptoren er
en receptor for signalstoffet glutaminsyre, som er involveret
i kommunikationen mellem nervesystemets celler.

Cyanid er tidligere vist at kunne aktivere NMDA-receptoren
bade indirekte og direkte, hvilket muligvis spiller en starre
rolle i cyanids toksicitet end tidligere antaget. Desuden er
stoffer, som blokerer NMDA-receptoren, i stand til at yde en
signifikant beskyttende effekt mod cyanidforgiftning.

En mulig, om end en smule kontroversiel, sammenhang
mellem nitrogenoxid og NMDA-receptoren kunne veere bin-
ding af nitrogenoxid til thiolgrupper, hvorved receptoren
haemmes og en beskyttende effekt opnas. | denne under-
sggelse findes faktisk et ophgr af nitrogenoxids effekt, hvis
cellerne behandles med dithiotreitol, der reducerer thiol-
grupper, inden natriumcyanid tilseettes.

Billedet bliver imidlertid yderligere kompliceret, nar cya-
nids virkningsmekanisme undersgges naermere. Det viser sig
nemlig, at en meget stor del af cellerne dgr pa en made, der
kan karakteriseres som apoptotisk. Apoptose, eller program-
meret celledgd, er en slags selvmordsprogram, der aktiveres
ved et givent signal, og far cellen til at pakke sig paent sam-

S-nitrosoglutathion.

men, hvorefter den fjernes uden at pavirke de omkringlig-
gende celler.

Bekreeftelse af apoptotisk celledgd er foregdet ved
detaljeret undersggelse af cellerne med elektronmikroskop,
samt farvning af cellernes DNA med Hoechst 33258.
Resultaterne fra denne undersggelse viser, pa linie med de
andre udferte forsgg, at lave koncentrationer af nitrogen-
oxid giver en betydelig beskyttende effekt mod cyanid.

En sammenhang mellem nitrogenoxid og apoptose er
tidligere beskrevet, men effekten af nitrogenoxid viser sig at
veere tvetydig, da bade pro-apoptotiske og anti-apoptotiske
effekter af nitrogenoxid er pavist. Igen kan en mulig forkla-
ring veere koncentrationen af nitrogenoxid, idet lave kon-
centrationer kan veere beskyttende, mens hgje fremkalder
apoptose.

En foresldet mulig kontroversiel mekanisme er ha&emning
af proteiner af typen caspaser, der spiller en afggrende rolle
for gennemfarelse af programmeret celleded, kombineret
med induktion af det anti-apoptotiske protein Bcl-2.

Alternativer til amylnitrit

En konsekvens af disse resultater kunne veere, at man erstat-
ter amylnitrit med en anden donor for nitrogenoxid.
Amylnitrit skal gives ved inhalation fra sm& glasrgr, der
kneekkes, hvorefter amylnitrit fordamper. Dette vanskeligger
i hgj grad en korrekt og ensartet dosering, hvorfor en nitro-
genoxiddonor som nitroglycerin med fordel vil kunne anven-
des i stedet.

Dette stof gives som sma tabletter, der leegges under
tungen, hvorved det aktive stof optages gennem mundslim-
hinden. Ganske vist danner nitroglycerin kun beskedne
maengder methaemoglobin, sdledes at den beskyttende virk-
ning heraf mistes, men samtidig opnas flere fordele.

For det farste er det en fordel ved en ragforgiftning,
hvor kulilten binder en del af blodets haemoglobin, at man
undgér at binde yderligere haemoglobinmaengder med hen-
blik p& methaemoglobindannelse for at modvirke cyanidvirk-
ning fra ragen. For det andet giver nitroglycerintabletter en
yderligere behandlingsfrist, nemlig de minutter der gar, mel-
lem at andedrzettet ophgrer og kredslgbet svigter.
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Legemiddelforskning

Opiumvalmuen

- dggnsvingninger og

morfinproduktion

Koncentrationen af morfin i opiumvalmuens meelkesaft
svinger mere end 100 procent i lgbet af et degn med
maksimale niveauer i dagtimerne. Nye undersggelser
peger p&, at morfin er et akkumuleret slutprodukt i plan-
tens stofskifte - ganske som man mente for 35 ar siden.

Af Kim Itenov og Per Mglgaard

Indenfor planteriget er dggnsvingninger som resultatet af
den lysstyrede fotosyntese den mest udbredte &rsag til dggn-
variationer i koncentrationen af de stofskifteprodukter, som
planterne danner. Siden begyndelsen af 1960°erne har sving-
ninger i indholdet af kveelstofholdige stofskifteprodukter,
specielt alkaloider, veeret genstand for intense studier.
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Den centrale figur i den klassiske afhandling af Fairbairn &
Wassel (1964), som er baggrunden for antagelsen at alkalodind-
holdet svinger voldsomt inden for degnet. Figuren er gentaget i
et stort antal review-artikler og leerebgger og er aldrig blevet
betvivlet.
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| opiumvalmuen, Papaver somniferum, forekommer
alkaloiderne i meelkesaften i en speciel celletype, maelkekar-
rene, hvor stofferne akkumuleres i smé seekke, der kaldes
vesikler. Dggnsvingninger i alkaloidkoncentrationen i meel-
kesaften af de gkonomisk vigtige opiumalkaloider morfin,
codein og thebain er tidligere blevet pavist med udsving pa
mere end 200 procent for codein og mere end 100 procent
for morfin og thebain. Det skete i en klassisk artikel, som blev
offentliggjort af Fairbairn og Wassel i 1964.

Fairbairn og Wassel tolkede de store svingninger i kon-
centrationen som resultatet af en hurtig omseetning af alka-
loiderne i en irreversibel biokemisk proces, som gar fra the-
bain over codein til morfin. Resultaterne var epokeggrende
og medferte, at tidligere antagelser, der gik ud pa, at morfin
udgjorde et akkumuleret affaldsprodukt i planten, blev for-
kastet.

Fairbairns forskergruppe ved University of London for-
sggte efterfolgende at forklare morfins forsvinden ved
blandt andet at antage, at alkaloiderne indgar i plantens
energistofskifte og proteinsyntese, eller aflejres i fraene som
en bundet form.

Hvis den opstillede hypotese om hurtig omszetning af
opiumalkaloiderne er korrekt, har indsamlingstidspunktet
og handteringen af stoffet en afgegrende betydning for alkal-
oidindholdets kvalitative og kvantitative sammenseetning.
Det geelder bade, nar der er tale om indsamling af rdopium
pa traditionel vis og ved hgst af valmuestra til industriel
ekstraktion.

Vore nye undersggelser tyder imidlertid pa, at den oprin-
delige teori - at morfin er et akummuleret affaldsprodukt - er
rigtig. Svingningerne i koncentrationen af morfin i meelke-
saften kan i stedet forklares ud fra dggnvariationer i vand-
indholdet i planten. Der er hele tiden den samme totale
maengde morfin, men koncentrationen svinger, fordi vand-
indholdet i mzelkesaften varierer som en funktion af vand-
optagelse og fordampning.

Morfins skaebne i valmuens stofskifte

For at afdeekke mysteriet om morfins skeebne i valmuens
stofskifte har Danmarks Jordbrugsforskning og Danmarks
Farmaceutiske Hgjskole i feellesskab udfert en raekke dyrk-
ningsforsgg med opiumvalmuen, der dels beskriver alkaloid-
udbyttet under danske klimaforhold, og dels gentager de
tidligere forsggsserier under anvendelse af forbedrede kemi-
ske analysemetoder.

For at kunne beskrive de temperaturafheengige enzym-
processers reaktionshastighed i planten mere preaecist blev
dyrkningsforsggene udlagt i neer tilknytning til en automa-
tisk klimastation, der hvert tiende minut registrerer de vig-
tigste klimaparametre. Fra de umodne kapsler blev der i en
48-timers periode hver time i dggnet tappet meelkesaft, som
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blev analyseret for indholdet af vand og tarstof.

Tarstoffet i meelkesaften blev efter ekstraktionen analy-
seret for indhold af hovedalkaloiderne morfin, codein, the-
bain, noscapin og papaverin. Analyserne blev udfert ved
hjeelp af hgjtryksveeskekromatografi (HPLC). Vores analysere-
sultater har stor lighed med den tidligere engelske under-
sggelse, hvad angar dggnsvingningerne, og viste et maksi-
malt indhold af alkaloider midt pa dagen og et lavt indhold
om natten.

Efterfglgende dynamisk modelsimulering af analysere-
sultaterne og de dertil svarende klimadata viste imidlertid, at
svingningerne i koncentrationen af thebain, codein og mor-
fin ikke kunne forklares ved en irreversibel biokemisk proces.
Derimod viste en statistisk analyse af resultaterne en hgj
grad af sammenhseng mellem morfinkoncentrationen og
vandindholdet i meelkesaften samt med de klimatiske para-
metre solstraling, relativ luftfugtighed og temperatur.

Vandindholdet i maelkesaften svinger

Den naturlige forklaring er, at vandindholdet i maelkesaften
svinger i takt med det osmotiske potentiale i planteveevet,
hvorved alkaloiderne skiftevis fortyndes og opkoncentreres.
Osmose er den proces, som planterne bruger til at treekke
vand op gennem steenglerne. Princippet er, at vandet
beveeger sig fra omrader med lav koncentration til omréder
med hgj koncentration, indtil koncentrationsforskellene er
udlignet.

Plantens vandpotentiale er kontrolleret via transpiratio-
nen igennem bladenes laebeceller, der styres af de klimatiske
parametre solstraling, relativ luftfugtighed, temperatur og
vindhastighed. P& celluleert niveau kan koncentrationseen-
dringerne forklares som regulering af det osmotiske potenti-
ale ved hjeelp af ionkanaler, protonpumper og aquaporiner,
som findes i cellemembranerne. Osmotisk regulering alene
kan saledes forklare de iagttagne koncentrationssvingninger.

Som en logisk konsekvens af den nyfremsatte hypotese
ma den oprindelige teori - fra fer Fairbairn og Wassels artikel
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dampning.

fra 1964 - om morfin som et akkumuleret slutprodukt gen-
fremseettes. Det er endvidere ngdvendigt med det nye per-
spektiv at gentage flere af de undersggelser, som dengang
blev gjort for at forklare morfins forsvinden.

Selv om Fairbairn og hans forskergruppe ved University

of London oversa vandets funktion i deres epokeggrende
artikel, vil deres forskningsarbejde og den efterfglgende
raekke af publikationer, der beskaeftiger sig med opium og
opiumvalmuen, stadig fremsta som et banebrydende arbejde
indenfor den fytokemiske forskning.
Professor UIf Nyman fra Institut for Medicinalkemi og forsk-
ningslektor Sgren Nors Nielsen, Institut for Analytisk og
Farmaceutisk Kemi har deltaget i diskussion og modelsimule-
ring af vor nye teori.

Planternes svingninger

En biologisk cyklus defineres som en sekvens af begivenhe-
der i en organisme, der gentager sig i samme raekkefalge og
med samme tidsinterval. Dggncyklus er betegnelsen for en
cyklus, der er bestemt af dag og nat, mens betegnelsen cir-
cadian-svingninger benyttes mere specifikt om de svingnin-
ger, der er bestemt af jordens rotation og de deraf afledte
pavirkninger af omgivelserne med en periode pa ca. 24 timer.

Circadian-svingninger i de celluleere koncentrationer af
stofskifteprodukter er kendt fra litteraturen og beskrevet for
mange organismer. Disse svingninger kan primeert forklares
som forarsaget af svingninger af fysiske faktorer i omgivel-
serne sasom lys, temperatur og tilgeengelighed af vand, eller
af afledte celluleere mekanismer, forarsaget af regulering af
stofskiftet pa celluleert niveau, hvor hovedrollerne spilles af
gener og enzymer.

En speciel type svingninger er de endogene svingninger,
der fortseetter i flere perioder under konstante omgivelser,
efter at den eksterne pavirkning er slaet fra. Dette er f.eks.
tilfeeldet med lysstyrede dggnsvingninger, der fortsaetter
med langsom deempning efter at organismen er anbragt i
totalt marke.
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Legemiddelforskning

Afhaengighed af
psykofarmaka set fra
brugernes side

Et stort antal danskere er afhaengige af nerve- og sove-
medicin. Medicinen bruges ofte til at opretholde en faca-
de, men kan ende i afthaengighed med store menneskeli-
ge omkostninger. Forlgbet af laeegemiddelanvendelsen
afspejler sundhedsvaesenets manglende kompetence.

Af Ebba Holme Hansen og Stig Helweg-Jgrgensen

Omseetningen af nervemedicin og sovemedicin i Danmark
svarer til, at ca. 6 procent af befolkningen - fra speed til
olding - kan veere i behandling hver dag aret rundt. En del af
brugerne bliver afhaengige af den ordinerede medicin. Der
findes ingen eksakte opggrelser over hvor mange, det drejer
sig om, men et forsigtigt sken ligger pa ca. 100.000 menne-
sker.

Medicinafhangigheden indebaerer store menneskelige
omkostninger, men vor viden om brugernes situation er spar-
som. Hvilke problemer fgrer til brug af nervemedicin og
sovemedicin? Hvordan oplever brugerne leegemidlernes virk-
ninger? Hvordan erfarer man, at man er blevet afthaengig?
Hvordan kommer man ud af misbruget igen? Og hvilken
hjeelp far man? Det er nogle af de spgrgsmal, vi har stillet i
et forskningsprojekt, som gennemfgres ved Institut for
Samfundsfarmaci.

Vore resultater er baseret pa dybdeinterviews med 50
mennesker, som har oplevet medicinafhaengighed. Nogle er
kommet ud af det, mens andre s| med deres
afhaengighed. Pa trods af den me artede bag-
grund, der oprindeligt farte til m i
nemlever brugerne nogle karakt
lgb, der typisk bestér af seks fasi

| 3

Forbruget starter
Den forste fase er tiden, for personen begynder at bruge
leegemidler. Naesten alle brugerne i undersggelsen kan
karakteriseres ved, at der blev stillet store krav til dem i barn-
dom og opveekst. De har f.eks. haft det primaere ansvar for
deres (syge) foreeldre eller for deres sgskende, eller de har
mistet en eller begge forzeldre.

| mange tilfeelde har foreeldrene veeret kraevende med
hensyn til barnenes preestationer, ofte ledsaget af steerk kri-
tik. Nogle forzeldre har lidt af angst eller vaeret afhaengige af
alkohol og piller. | mange familier har oprettelse af en ydre
facade veeret det afggrende omdrejningspunkt. Som konse-
kvens af opveeksten stiller brugerne i voksenlivet store krav
til sig selv, ofte kombineret med lavt selvveerd.

| den anden fase begynder forbruget af leegemidler. Den
farste ordination sker i relation til tre typer af begivenheder
og stress. Den farste er dgdsfald blandt nzertstaende, f.eks.
et barn eller en af foreeldrene, der dar eller begar selvmord.
Den anden typiske igangseetter er en forestdende begiven-
hed, f.eks. en eksamen. Endelig kan medicinforbruget
udlgses af fysiske forhold, f.eks. ved en smertefuld sygdom.

Behovet etableres
Den tredie fase i medicinkarrieren kaldes instrumentel brug.
Her anvendes leegemidlerne som et redskab til at klare hver-
dagslivets krav og opretholde facaden. Brugerne oplever, at
de kan gennemfgre preestationer, som de ikke kan klare
uden medicinen, f.eks. at ga til fest, mader eller ga pa arbej-
de. De kan veere “som en klud” bagefter, men fgler at de
‘:har klaret det”. En typisk kommentar er, at “ingen i mine
omgivelser har lagt meerke til noget”. | denne periode er
brugerne meget tilfredse med medicinen. Ved kontinuert
instrumentel brug streekker fasen sig typisk over et halvt ar,
~men den kan vare adskillige &r, hvis medicinen kun bruges af
og til.
Derefter starter de
der er opstéet et fysi
kommer til at domi

e fase, afhaengigheden, hvor
hov for stoffet, som hurtigt
zengige brugers liv. Nar
abstinenssymptomerne
gerne udvikler en
med deres omgi-

velsers gjne.

De leegelige ofte forsgg pa

starten kan
klare uden

c
7 éprﬁlstatioqer, som de
der eller arbade. En typisk
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Fase I 1l 1 \% VI
For Ordination Instrumentel Behov Ophar Efter
anvendelse installeret
Livsbetingelser Belastet Stress Dget Dget Dget Dget
opvaekst socialitet isolation isolation socialitet
Handlestrategier ? Leege- Lejlighedsvis Jeevn Nedtrapning Psykologisk
konsultation leegemiddel- indtagelse bearbejdning
anvendelse mod kropsligt/
mod sociale psykisk ubehag
problemer
Personlig ? Angst krise Tilfredshed Abstinens Abstinens Dget frihed Mange brugere af
Erfaring sgvn- med Medicin Ekstremt Indgangskrise psykofarmaka gen-
problemer medikament "livsvigtig" ubehag genopstar nemgér et forlgb
Abstinens aftager )
med seks karakteris-

Jans liv og dad - et illustrativt eksempel

Jans mor var afhzengig af Restenil®, en eeldre type nerveme-
dicin. Hun havde angstanfald og turde ikke ga alene pa
gaden. Hele sin barndom var Jan derfor ngdt til at falge
hende rundt i byen.

Da Jan skulle til eksaminer og blev nervgs, foreslog hans
mor, at han tog en halv Restenil® for at styre angsten. Som
voksen fik han arbejde et sted, hvor der var mange kvinder.
Han var lidt bange for kvinder og havde sveert ved at veere pa
arbejdspladsen. Han spurgte derfor sin laege, om der ikke
“fandtes et eller andet”. Leegen gav ham Temesta®, en ner-
vemedicin af benzodiazepingruppen.

| mange ar brugte Jan medicinen ved behov. Men der
blev kortere og kortere mellem angstanfaldene, og pa et
tidspunkt gik han over til at tage pillerne fast hver dag. Han
havde tidligere - ogsa i starten af sin medicinkarriere - dyrket
sport pa et meget ambitigst niveau, hvilket desveerre affadte
en knaeskade. Derfor fik Jan nogle ar senere invalidepension.
Smerter fra kneeet gjorde ogsa, at han fik ordineret Kodein
til at deempe smerterne.

Jan brugte Kodein og Temesta® i et slags parlgb, hvor
Kodein kunne kvikke ham op, mens Temesta® kunne beroli-
ge ham. Han vendte dggnet rundt og var vdgen om natten,
hvor han bl.a. sad og chattede pa Internettet. Dette passede

at erstatte benzodiazepiner med SSRI-preeparater, sakaldte
“lykkepiller”, at henvise til andre eksperter eller forsgg pa
nedtrapning, som normalt mislykkes. Det, der nu kontrolle-
rer de langtidsafheengiges forbrug, er de eskalerende fysio-
logiske impulser til at tage stoffet.

Nye problemer efter ophgr

| den femte fase gnsker langtidsbrugerne at ophgre med at
tage medicinen. Men de oplever, at det er sveert at fa hjeelp.
Den manglende viden omkring nedtrapning er sldende.
Nogle af brugerne indleder en leengere henvisningskeede af
forskellige eksperter, der sa tilbyder forskellige og ofte mod-
stridende forklaringer p& deres problemer. Det er ogsa
typisk, at brugerne selv forsgger at finde hjeelp til deres ned-
trapning, men uden succes, da der ikke findes nogen offent-
lige specialiserede behandlingstilbud til denne gruppe af
patienter. De f& brugere, der alligevel far den forngdne
hjeelp, er yderst taknemmelige. Nedtrapning er altid forbun-
det med stor lidelse og ekstreme abstinenser. Jo hurtigere
nedtrapning, jo steerkere abstinenser.

For de brugere, som klarer nedtrapningen, begynder den
sjette fase; tiden efter ophgret. Efter et afhaengighedsforlgb
er det meget almindeligt, at brugerne bliver meget vrede pa
deres leege og pa sig selv, fordi de faler, at de har “spildt en
masse ar”. Desuden skal en reekke af problemer konfronteres.

tiske faser.

ham godt, da han var blevet temmelig menneskesky. Efter 16
ar pa piller tog han 15 stk. Temesta® og 15 stk. Kodein i dgg-
net.

Dette fungerede efter hans egen opfattelse fint. Jan var
dog, specielt i forhold til sin kone, bekymret over sin “narko-
manadfeerd”, og gnskede derfor at blive trappet ud. Hans
lzege foreslog, at han skulle trappe ud pa 8 dage og samti-
digt starte op pa Cipramil®. Dette havde han selv nok viden
om pillerne til at negte. Han forsggte at blive indlagt til ned-
trapning pa en psykiatrisk afdeling, men blev afvist. Jan kon-
taktede en psykolog, men havde ikke rad til selv at betale i
laengden. Til sidst besluttede han sig for at trappe ned selv
fra dag til dag.

Jan vidste godt, at en “kold tyrker” ikke var den bedste
méade, men han var simpelt hen desperat. Hans leege forsy-
nede ham med en stgrre meengde Fenemal, et barbiturat,
som bruges mod kramper og abstinenser. P4 andendagen i
nedtrapningen havde han spist naesten al sin Fenemal. Han
havde taget alt for mange piller, idet han havde mistet for-
nemmelsen for tid. Han lagde sig dernaest til at sove, men
vagnede aldrig op igen.

Jan dgde af en kombination af abstinenser, for meget
Fenemal, mangel pa information og behandlingsmulig-
heder.

De problemer, man oprindeligt fik benzodiazepiner for,
kan komme frem igen. Ofte har brugerne benyttet benzodi-
azepiner som strategi til handtering af angst, og her skal der
udvikles nye strategier. Dertil kommer abstinenser fra leege-
midlerne, som kan vare ved i op til ar efter ophgr med medi-
cinen.

Mangel p& viden og behandlingsmuligheder

Det forbrug, som senere bliver til afheengighed, er initieret i
sundhedsvaesenet, typisk af en praktiserende leege. Brugerne
har ofte vaeret i en stresset situation, som kan bunde i mange
forskellige sociale problemer. | sundhedsveesenet omdefine-
res problemerne til sygdom.

Sundhedsvaesenets behandlingsstrategi er altid den
samme: Ordination af medicin. Hermed far brugerne ogsa
selv en opfattelse af at vaere syge og have behov for medici-
nen. Det er farst langt senere, i fase 5 og 6, at de begynder
at forholde sig kritisk til medicineringen.

Det er sldende, hvor darligt sundhedsveesenet har staet
rustet til at tage sig af vore informanters problemer. De bru-
gere, som kommer gennem hele forlgbet giver udtryk for
stor vrede over den fejlbehandling og manglende kompe-
tence, de har veeret udsat for hos dem, der skulle vaere eks-
perterne. Det ma konkluderes, at der er en stor mangel pa
hjeelpemuligheder for disse mennesker i Danmark.
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Legemiddelforskning

Miljgrisikovurdering
af lsegemidler

Farmaceuter og den farmaceutiske industri bgr deltage
aktivt i miljerisikovurderinger af leegemidler. Vi ma blive
i stand til at sandsynliggere, at nutidens laegemidler ikke
ender som morgendagens miljgproblemer.

Af Bent Halling-Sgrensen, Jette Tjgrnelund, Flemming
Ingerslev, Hans Christian Holten Lutzhgft, Marie-Louise
Loke, Sven Erik Jgrgensen og Steen Honoré Hansen

For mere end 25 ar siden begyndte man at miljgrisikovurde-
re alle nye industrikemikalier. Ikke fordi at alle industrikemi-
kalier er farlige, men fordi man ikke kunne bedgmme mil-
jorisikoen uden at foretage en egentlig vurdering. | lgbet af
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1980’erne gik man i gang med at vurdere miljgrisikoen ved
allerede eksisterende kemikalier, som anvendes i stort
omfang.

I miljgsammenhaeng kan laegemidler tildels ligestilles
med andre kemikalier, og derfor var det naturligt, at EU i
1996 vedtog retningslinier for, hvordan alle nye veterineere
leegemidler skulle miljgrisikovurderes (EMEA/CVMP/055/96).
Tilsvarende retningslinier for humane laegemidler er pa vej
og ventes at traede i kraft &r 2000.

Nar EU adskiller den humane og veteringere anvendelse
af laegemidler, selvom de kan indeholde de samme aktive
stoffer, skyldes det, at eksponeringsvejene er forskellige.
Laegemidler anvendt til mennesker passerer ofte rensnings-
anlaegget og havner i slam eller overfladevand, hvorimod
leegemidler til dyr spredes i miljget med gylle. Derfor betyder
disse eksponeringsveje uhyre meget for belastningen af mil-
joet, selv om der kan veere tale om det samme aktive stof, og
den deraf resulterende miljgkoncentration.

At leegemidler vitterligt findes i miljget vises af en
opggrelse fra 1999 publiceret af Ingerslev med flere. | 1996
havde man pavist 25 forskellige leegemiddelstoffer i mil-
jopraver. 1 1999 var antallet steget til 68 forskellige aktivstof-
fer. Disse tal viser, at der er ved at herske det samme feeno-
men, som kendes pa pesticidomradet: man finder de stoffer,
man sgger efter. De analytisk kemiske malemetoder er efter-
handen sa veludviklede, at man kan opspore og ofte male
stoffer i koncentrationer p& nanogram pr. liter, selv i prever
som grundvand og overfladevand.

Risikovurdering er et veerktgj

Der er tre vaesentlige grunde til, at farmaceuter og den far-
maceutiske industri ma deltage aktivt i udviklingen og imple-
menteringen af de retningslinier, som foreskriver miljgrisiko-
vurderinger af leegemidler.

Malet er p& ingen made at forbyde nogen former for
leegemidler og slet ikke et leegemiddel, som kan helbrede en
alvorlig sygdom. Risikovurderingen gnsker derimod at opstil-
le en cost-benefit analyse, der ger det muligt at kunne
beslutte ud fra kendte risici. En miljgrisikovurdering er sim-
pelt hen et veerktgj, som synligger miljgpavikningen. Viser

Spredningsvejene for humane og veterineere leegemidler i mil-
joet. Leegemidler til mennesker transporteres via toiletter og
kloakker til rensningsanlaeggene. Herfra kan leegemidlerne og
deres nedbrydningsprodukter enten blive udledst til der og seer
med det rensede spildevand, eller de kan blive spredt pd mar-
kerne med slammet, der bruges som ggdning. Laegemidler til
dyr spredes typisk pd markerne med husdyrgadning.



BROCHURE-NY 17/01/00 17:22 Side 26

Lic.pharm. Bent
Halling-Serensen er
lektor ved Institut for
Analytisk og
Farmaceutisk Kemi.

det sig, at et leegemiddel er uhensigtsmaessigt for miljoet,
kan det veere, at man ma tage initiativ til at opsamle patien-
tens urin og affering til speciel destruktion.

Et andet aspekt af miljgrisikovurderingen kan veere, at
leegemiddel A,B og C er terapeutisk ligeveerdige. Hvorfor s&
ikke anvende det laegemiddel, som er mest miljgvenligt? |
Sverige er denne vinkel blevet et salgsfremmende argument
over for leeger for visse antibiotikas vedkommende. Man
taler om, at antibiotika, som skaber mindre resistens, har en
bedre miljgprofil.

Den tredje grund til, at farmaceuter og den farmaceuti-
ske industri ma interessere sig for miljgvurderinger er, at der
pa verdensplan er opstdet en generel forstéelse for, at
enhver branche eller profession ikke kun skal arbejde for at
lgse de miljgproblemer, de skaber ved deres produktion.
Erhvervet skal ogsa sandsynliggare, at branchens produkter
ikke skaber miljgproblemer pa leengere sigt. Nar man f.eks.
producerer biler, ma producenten sandsynliggare, at bildele-
ne 10 til 15 &r senere kan destrueres eller genanvendes pa
forsvarlig vis.

At producere miljgvenligt har i mange ar veeret en inte-
greret del af den farmaceutiske industri, og kun fa brancher
er underlagt s& megen kontrol pa miljgomradet. Derimod er
spgrgsmalet om at sandsynliggare, at laegemidlerne ikke ska-
ber fremtidige miljgproblemer, ikke lgst. Dét kan kun ggres
ved at udfgre miljgrisikovurderinger pa aktivstofferne. Det
er vigtigt, at farmaceuterne tager del i dette arbejde og der-
med sikrer en fagligt forsvarlig lovgivning pa omradet.

S& i bund og grund er miljgrisikovurdering af leegemidler
et veerktgj til at udvikle strategier for, hvordan man skal for-
holde sig, hvis det viser sig, at et leegemiddelstof har negati-
ve virkninger pad miljget. Det er selvfglgeligt langt fra alle
leegemiddelstoffer, som er miljgproblematiske, men vurde-
ringsproceduren er ngdvendig pa alle stoffer for at udpege
de f& problematiske stoffer og blastemple alle andre pa den
tilgeengelige viden.

Fokus pa leegemidlers skaebne i miljget
En gennemgang af litteraturen viser, at man specielt for anti-
biotika, antiparasitmidler, cancermidler og hormoner begyn-
der at f& et overblik over stoffernes skaebne i miljget.
Specielt for antibiotika er det vigtigt at forstd deres
skeebne i miljget, da antibiotika til forskel fra andre laege-
middelstofgrupper har en tildels irreversibel effekt pa mil-
joet - nemlig udvikling af resistente bakterier. Hvis en fiske-
bestand bliver sldet ihjel i en sg, kan man rense sgen og gen-
udseette en fiskebestand, hvorved balancen er genoprettet
efter nogle ar. Anderledes forholder det sig, hvis naturens
mikroorganismer far aéndret deres arveanleeg. Hvis genop-
retning overhovedet er mulig, vil det tage meget leengere
tid, og man skal huske p4, at bakterier bl.a. deltager som
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centrale aktarer i sd vigtige processer som jordens omseet-
ning af kveelstof og kulstof.

En anden type effekt, som man ikke kan udelukke i for-
bindelse med spredning af laeegemidler i miljget, er hormo-
nelle virkninger. | begyndelsen af 1990’erne gik det op for
forskerne, at en raekke industrikemikalier sdsom bisphenol-A
og phtalater havde en hormonlignende effekt i miljgrealisti-
ske koncentrationer pa 1-10 mikrogram pr. liter. Man kan
ikke udelukke, at de mange hormonlagemidler, hvis skeebne
i miljget, man intet kender til, kan pavirke de samme hor-
monale systemer pa fisk og krebsdyr, som de identificerede
industrikemikalier har vist sig at kunne.

Behovet for forskning

Fremtidens forskning inden for miljgrisikovurdering af leege-
midler vil efter vores mening fokusere pa tre videnskabelige
discipliner: analytisk kemi, gkotoksikologi og skeebnemodel-
lering.

Et centralt indsatsomrade vil blive at udvikle og validere
analysemetoder til analyse af leegemiddelstoffer og i seerde-
leshed laeegemiddelstofmetabolitter i miljgpraver. Der vil bli-
ve stigende krav til dokumentationen af disse analyseresul-
tater, hvorfor der forude ligger vanskelige arbejdsopgaver
for analytiske kemikere. Samtidig er det vigtigt at udvikle og
afprove testmetoder, der kan vurdere de specifikke effekter
som leegemidler har p& miljget.

Ved vurderingerne er det ngdvendigt at veere i stand til
at tage hgjde for, at naturen er meget inhomogen, hvorfor
det er sveert kun at stole pd méaledata. En tilfeeldig valgt
naturlig preve kan have en meget uensartet matrice, f.eks.
en kompliceret jordbund, hvorfor koncentrationen af det
stof, man undersgger ikke bliver repreesentativ. Der er to
lgsninger pa dette problem. Enten analyserer man mange
hundrede prgver, hvilket er meget kostbart, eller man kan
udvikle en skeebnemodel pa grundlag af det undersggte
stofs fysisk-kemiske egenskaber og jordbundens beskaffen-
hed. En god skaeebnemodel gar det muligt at klare sig med et
begraenset antal maleresultater, maske 15-30 stykker, til vali-
dering af skeebnemodellen. Sidstnsevnte metode er geengs
praksis i f.eks. Miljgstyrelsen ved miljgvurdering af industri-
kemikalier.

Forskningsgruppen pa Danmarks Farmaceutiske Hgj-
skole, der beskeeftiger sig med dette omrade, har baggrund
i enten den analytiske eller miljgkemiske forskningsgruppe,
og rader derfor over forskere, som tilsammen deekker alle tre
ovenstéende discipliner. Flere af dem er uddannede farma-
ceuter. Vi har derfor mulighed for at bidrage til og pavirke
dette nye forskningsfelt, sledes at farmaceuten ogsa opfyl-
der samfundets krav om at sandsynliggere, at de produkter,
vi fremstiller, ikke ender som morgendagens miljgproblemer.
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Legemiddelforskning

Pa sporet af
antibiotika 1 miljget

Antibiotika anvendes i store mangder til dyr savel som
til mennesker, men vi kender i dag meget lidt til stoffer-
nes skaebne i miljget og i hvor stort omfang tilstede-
veerelse af antibiotikarester i vand og jord bidrager til
udvikling af resistente bakterier. Nye analysemetoder
skal belyse antibiotikas skeebne i miljget.

Af Jette Tjgrnelund, Marie-Louise Loke,
Bent Halling-Sgrensen og Steen Honoré Hansen

Der er en stor offentlig interesse omkring forekomsten af
antibiotikarester i fedevarer og risikoen for udvikling af re-
sistente bakterier. Derimod har udledninger af antibiotika og
andre leegemiddelstoffer til miljget kun har haft ringe
bevagenhed - p& trods af, at leegemidler og deres omdan-
nelsesprodukter havner i vore omgivelser.

| Tyskland, England, Italien og Schweiz er der saledes fun-
det over 60 leegemiddelstoffer i miljget, heriblandt seks anti-
biotika. Samtidig har man pavist otte leegemiddelstoffer i
grundvandet, hvoraf de to var antibiotika. Imidlertid ved vi
stadig for lidt om antibiotikas tilstedeveerelse og skaebne i
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miljget. En s&dan viden vil bl.a. kunne anvendes til at veelge
det mest miljgvenlige antibiotikum til behandling af en
given infektion og opklare, om forureningen med leegemid-
ler medfarer udvikling af resistente sygdomsfremkaldende
bakterier i vore omgivelser.

| dag ved vi meget lidt om, hvor hurtigt antibiotika ned-
brydes i miljget og i givet fald til hvad. Den viden kan man
kun opnd, hvis man udvikler nye analytisk kemiske metoder.

Fokus pa to antibiotika

1 1998 blev det samlede danske forbrug af antibiotika anslaet
til ca. 150 tons. Cirka 60 tons anvendes som antimikrobielle
vaekstfremmere i forbindelse med svineproduktionen.
Omkring 60 tons antibiotika anvendes til sygdomsbekaem-
pelse i landbruget, mens de resterende 30 tons bruges til at
behandle mennesker.

Hvad sker der med lzegemidler i miljget? Hvordan omseettes og
nedbrydes stofferne? Det undersgges i prover fra gylletanke,
rensningsanleeg og vandmiljger.
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Som led i et projekt under Det Strategiske Miljgforsk-
ningsprogram SMP |l undersgges skaebnen af en reekke anti-
biotika i miljget. Vi har iseer sat fokus pa tylosin og oxytetra-
cyklin; to veterineere leegemiddelstoffer, der bruges i store
maengder.

Tylosin A er et af de mest anvendte antibiotika i land-
bruget, og i 1998 var forbruget p& 13 tons. Stoffet benyttes
bade som veekstfremmer og til at behandle syge dyr. Tylosin
er virksomt overfor grampositive bakterier, enkelte gramne-
gative bakterier og mykoplasmainfektioner. Stoffet slar bak-
terierne ihjel ved at heemme deres evne til at danne protei-
ner. Bakterierne kan udvikle resistens overfor stoffet ved
brug af meget lave koncentrationer, og der er krydsresistens
til erythromycin, som er meget anvendt i human medicin.
Tylosin udskilles delvist uomdannet i gyllen.

Oxytetracyklin tilhgrer gruppen af tetracykliner, og i
1998 blev 12,1 tons af stoffet anvendt til veterinaert brug.
Oxytetracyklin er aktivt overfor sdvel grampositive som
gramnegative bakterier. Stoffet dreeber bakterierne ved at
gribe ind i deres proteinsyntese. Der ses ofte resistensudvik-
ling overfor stoffet, og resistensen holder sig ofte leengere
end for andre antibiotika. Oxytetracyklin anvendes bade
veterineert og humant. Det udskilles uomdannet primaert
med affgringen, idet kun en fjerdedel af stoffet udskilles via
nyrerne.

Hvad skal man lede efter?

De fleste leegemiddelstoffer bliver i en vis udstraekning
omdannet, inden de udskilles af organismen. Organismens
omdannelsesprodukter er som regel mindre farmakologisk
aktive end selve leegemiddelstoffet, men der findes en reekke
eksempler pd, at medicinresterne er farmakologisk aktive
eller ansvarlige for en toksisk virkning.

Graden af omdannelse og arten af omdannelsesproduk-
terne afhaenger dels af selve leegemiddelstoffet, dels af hvil-
ken dyreart der indtager leegemidlet. Derfor er man ngdt til
at vide, i hvilken udstraekning stoffet omdannes og til hvad.
Ydermere ma man kende nedbrydningsmenstret i miljget for
at kunne fglge stoffets skaeebne. For de veterineere lsegemid-
delstoffers vedkommende er det ogsa vigtigt at kende ned-
brydningsforholdene under forskellige forhold i gylletanke-
ne, i jorden og i overfladevand. Hvis stoffet ogsa anvendes til
humant brug, skal man kende nedbrydningen i rensningsan-
leeg.

Stofferne er vandoplgselige

Antibiotika og deres nedbrydningsprodukter er ofte meget
vandoplgselige set i forhold til de stoffer, man normalt ana-
lyserer for i miljgpraver. Det er derfor naturligt at benytte de
erfaringer, man har fra analyse af lsegemiddelstoffer og
deres omdannelsesprodukter i plasma, urin og affgring.

For at kunne bestemme lave koncentrationer af antibio-

tika i miljgpraver er det ngdvendigt at benytte metoder, der
kan adskille det, man gnsker at male, fra de andre kompo-
nenter i prgven samt at benytte en meget fglsom detekti-
onsteknik.
Hajtryksveeskekromatografi (HPLC) er ofte farste valg ved
analyse af meget vandoplgselige stoffer. Kromatografien
adskiller stofferne, som derpa detekteres, f.eks. via deres
udsendelse eller absorption af lys. Hvis man ogsa gnsker at
bestemme stoffets identitet, benyttes massespektrometri,
hvor stofferne sorteres efter deres molekylvaegt.

Uanset hvor avanceret en analyseteknik, der anvendes,
er behandlingen af prgven inden selve analysen dog helt
afgerende for analyseresultatet. Prgven skal bringes pa en
form, der passer til analysemetoden og i gvrigt behandles
séledes, at man ikke fejlagtigt finder indhold af antibiotika i
en prgve, hvor det ikke er tilstede. Isaer dette trin i analyse-
arbejdet er meget forskningskreevende.

Analyse af antibiotika i prgver fra miljget

Til analyse af nedbrydningen af tylosin og oxytetracyklin i
miljget, benytter vi laboratoriemodeller, der afspejler forhol-
dene i overfladevand, rensningsanleeg og gylletanke.

Tylosins halveringstid er for den primaere nedbrydning
vurderet til under to dage i gylletankene under iltfrie for-
hold. Det er sdledes ikke sandsynligt, at man vil kunne pavi-
se tylosin i autentiske gyllepraver eller p& marken, selv efter
en omfattende opkoncentrering af prgven, medmindre bin-
ding til partikler i gyllen hindrer nedbrydning i gylletanken.

Igangveerende forsgg tyder p&, at oxytetracyklin nedbry-
des noget langsommere end tylosin bade i slamreaktorer,
gyllereaktorer og overfladevand. Der er saledes en begrun-
det mistanke om, at stoffet spredes med gylle eller slam til
marken. Ud fra tetracyklinernes egenskaber ville man for-
vente at kunne finde stofferne bundet til jord og sedimenter,
men naeppe at kunne finde det i vandmiljget.

Neeste trin i projektet er at udvikle metoder til analyse af

autentiske jordprever og gylleprgver. Det er en stor analy-
tisk- kemisk udfordring, da det er meget vanskeligt at detek-
tere lave koncentrationer af antibiotika i gylle, blandt andet
fordi der er problemer med at udtreekke steerkt bundne stof-
fer fra jordprever og sedimentpraver. Derfor skal der forskes
i nye prgveoprensningsmetoder, som skal kombineres med
avancerede analyseteknikker.
Analyse af antibiotika og andre leegemiddelstoffer i miljget
er et helt nyt forskningsomrade pa internationalt plan. Der
ligger et stort arbejde forude med at identificere nedbryd-
ningsprodukter og udvikle analysemetoder, s& man med sik-
kerhed kan méle, om antibiotika og deres nedbrydningspro-
dukter er til stede i miljget og i givet fald i hvilken koncen-
tration.
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Specifikke stoffer belyser
Alzheimers sygdom

Alzheimers sygdom er nzert forbundet med flere forskel-
lige typer af receptorer i hjernen, der anvender gluta-
minsyre som signalstof. For at forstd de enkelte recep-
tortypers betydning i Alzheimers sygdom har man brug
for kemiske forbindelser, som udelukkende pavirker én
type af receptorerne.

Af Tine Bryan Stensbgl, Tommy Ngrskov Johansen og Jan
Egebjerg

| den normalt fungerende hjerne findes en harfin balance
mellem stimulerende og haemmende signaler. Forskydninger
i denne balance forarsager sygdomstilstande som f.eks.
Alzheimers sygdom, en demenslignende sygdom med dgde-
ligt udfald. Hvorfor og hvordan ubalancen opstar, er stadig
uafklaret, men vi ved, at forhgjede maengder af signalstoffet
glutaminsyre medvirker til, at hjernecellerne gradvist henfal-
der og der.

Glutaminsyre aktiverer mange forskellige receptortyper,
og anses for at veere hjernens vigtigste stimulerende signal-
stof. Billedligt talt kan glutaminsyre opfattes som en hoved-
nggle til alle dgrene i et hgjhus, hvor dgrene symboliserer de
forskellige receptortyper.

Kemiske forbindelser, der selektivt pavirker én enkelt type af
receptorerne, er uundveerlige i jagten pa leegemidler, som
kan forebygge, helbrede eller behandle Alzheimers sygdom.
Det skyldes, at sddanne stoffer kan bruges til at kortleegge de
enkelte receptortypers rolle i sygdomsprocessen. Kortleeg-
ningen giver et bedre udgangspunkt for at designe laege-
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middelstoffer, som specifikt pavirker netop de relevante
typer af receptorer.

De receptorer, der aktiveres af glutaminsyre, inddeles i to
hovedgrupper, som kaldes ionotrope og metabotrope. De
ionotrope receptorer, inddeles videre i undergrupper. To af
disse undergrupper kaldes AMPA-receptorer og kainsyre-
receptorer, fordi de fortrinsvis aktiveres af stofferne AMPA
og kainsyre.

| den neuromedicinalkemiske gruppe pa& Danmarks
Farmaceutiske Hgjskole har vi i flere ar arbejdet med at iden-
tificere stoffer, der selektivt aktiverer enten AMPA- eller
kainsyre-receptorer; altsd at finde nggler der udelukkende
abner én enkelt dor i hgjhuset. Mélet er dels at identificere
nggler, der kan lase dgrene op, dels at finde nagler, der pas-
ser ind i ngglehullet og plomberer det, s& det er sveert eller
umuligt at fa en virksom nggle ind i lasen. Begge typer af
stoffer er vigtige veerktgj i afklaringen af de enkelte recep-
torers betydning i udviklingen af bl.a. Alzheimers sygdom og
pa leengere sigt som led i udviklingen af nye og bedre leege-
midler.

Spejlbilledformer og selektivitet

For 15 ar siden blev stoffet APTA syntetiseret som et led i en
serie af stoffer, hvor malet var at modificere AMPA's kemiske
struktur og undersgge, hvordan sendringerne pavirkede stof-
fernes effekt. ATPA kunne i modseetning til moderstoffet
AMPA treenge over blodhjernebarrieren, men var tilsynela-
dende veaesenligt mindre potent end AMPA. Imidlertid blev
ATPA betragtet som et centralt stof, fordi den faldende
potens i forhold til moderstoffet tydede pa, at den store
kemiske gruppe, der er tilstede i ATPA, gor det sveert for stof-
fet at passe ind i AMPA receptoren. Det gav en vigtig infor-
mation om receptoren, og om hvorledes nye stoffer skulle
designes.

ATPA er ligesom glutaminsyre et stof, som eksisterer i to
spejlbilledformer, der er fysisk og kemisk ens, men rumligt
forskellige som hgjre og venstre hand. De to spejlbilledfor-
mer af APTA kaldes henholdsvis (R)-APTA og (S)-ATPA. Det
viser sig ofte, at kun den ene af to spejlbilledformer har den
gnskede virkning, hvorimod den anden enten er uden virk-
ning eller forarsager ugnskede bivirkninger. Man kan igen

Den kemiske struktur af signalstoffet glutaminsyre samt angivel-
se af strukturen for de selektive stoffer, AMPA, kainsyre, (S)-
ATPA og (R)-ATPA. De receptorer, der aktiveres af glutaminsyre
opbygges af underenheder. Underenheder af typen GluR1-4
opbygger AMPA-receptorer, hvorimod underenheder af typen
GluR5-7 og KA1-2 danner kainsyre-receptorer.
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sammenligne med en ngagle; et spejlbillede af ngglen kan
ikke abne lasen i en dar.

| hjernen findes udelukkende den ene af de to spejlbil-
ledformer af glutaminsyre, nemlig (S)-glutaminsyre. (R)-glu-
taminsyre har ingen paviselig virkning pa de receptorer, der
aktiveres af (S)-glutaminsyre.

Vi har leenge veeret interesseret i at opna rene spejlbil-
ledformer af ATPA for at karakterisere de to formers indivi-
duelle egenskaber. Her har en relativt ny metode inden for
hgjtryksvaeskekromatografi (HPLC) gjort det muligt at adskil-
le visse stoffer udfra deres rumlige egenskaber. De to spejl-
billedformer af APTA blev fremstillet i et hgjt udbytte og
med hgj renhed. | hver af de to spejlbilledformer var der sale-
des mindre end 0,1 procent af den anden spejlbilledform til-
stede efter adskillelsen.

Test pa enkelte receptortyper
Til at karakterisere de biologiske egenskaber af APTA's to
spejlbilledformer har vi i teet samarbejde med Institut for
Molekyleer og Strukturel Biologi ved Arhus Universitet benyt-
tet os af en metode, der ggr det muligt udelukkende at teste
pa& én receptorundertype fremfor det veeld af receptorer,
man finder i det normale hjernevaev. Metoden gér ud pa at
indfagre receptorerne i frgaeg ved hjeelp af genteknologi.
Forsggene med henholdvis AMPA- og kainsyre-recepto-
rer viste meget overraskende, at (S)-ATPA selektivt og meget
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Et frgeeg er delt i en lys og en mgrk del. Ved
at injicere arvemasse, der specifikt koder for
en receptorundertype i freaeg opnar man, at
receptoren efter nogle dage udtrykkes pa
freseggets overflade. Nar en oplgsning af et
stimulerende stof ledes hen over fraaegget,
aktiveres receptoren. Ved hjeelp af elektro-
der, placeret i frgeegget, kan man male de
ionstremme, der opstar som fglge af aktive-
ringen. Stigende koncentrationer af et stimu-
lerende stof vil fare til stgrre udslag, indtil et
maximum nés.

potent aktiverer den undertype af kainsyre-receptorerne,
som opbygges af byggestenen GIUR5. PA AMPA-receptorerne
er (S)-ATPA derimod 10-100 gange mindre potent. Denne
selektivitet gar (S)-ATPA til et overordentlig vigtigt veerktgj i
fremtidig forskning.

Den anden spejlbilledform, (R)-ATPA, viste sig derimod at
veere uden virkning pa kainsyre-receptorerne. Derimod har
stoffet en blokerende virkning pd AMPA-receptorerne. (R)-
ATPA passer med andre ord i receptoren, med er ikke i stand
til at stimulere den.

| et andet testsystem, en sakaldt hjerneskivemodel, har vi
undersggt stoffets virkninger i levende veev; et stykke af hjer-
nebarken fra en rotte. De receptorer, man her undersgger, er
séledes receptorer, der eksisterer i hjernen. | modsaetning til
forseg med klonede receptorer i froseg, hvor receptorsam-
mensaetningen er kendt, testes der i dette system pa ukend-
te receptorkombinationer.

Ved forsggene havde (S)-ATPA som forventet en stimule-
rende virkning pad AMPA-receptorerne, der er dobbelt sa
steerk som den oprindelige blanding af de to spejlbilledfor-
mer. (R)-ATPA udviser derimod ingen stimulerende virkning,
men hammer i stedet AMPA-receptorerne, ngjagtigt som
det var tilfeeldet i forsegene med frgeeg.

I en model med levende veev ses ikke umiddelbart den
kainsyreselektivitet, som vi fandt i forsegene med frgeegge-
ne. Det skyldes efter al sandsynlighed, at den seerligt fglsom-
me udgave af kainsyre-receptorerne kun findes i begreenset
omfang i hjernebarken.

Ved at adskille de to spejlbilledeformer af ATPA, der
oprindeligt blev opfattet som et stof, der stimulerede AMPA-
receptorerne svagt, er vi nu i besiddelse af et stof, der selek-
tivt og potent aktiverer en specifik undertype af kainsyre-
receptorer. Vi har pa denne made ved hjeelp af et velkendt
stof opnaet et veerktaj, der forhabentlig kan skabe ny indsigt
i baggrunden for Alzheimers sygdom og samtidigt bringe os
et stykke videre af den sngrklede vej mod leegemidler, der
virker mod den invaliderende og dedelige sygdom.

Dosis-respons kurver af (S)-ATPA’s virkning pa selektive
receptorer for AMPA og kainsyre udtrykt i freaeg. Den kon-
centration, som opnas ved den halve maximale effekt, kal-
des ECgg-veerdien og anvendes som udtryk for potensen af
et givent stof. Jo lavere denne veerdi er jo mere potent er
stoffet.
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AMPA -receptorer - et mal
for laeegemidler mod
Alzheimers sygdom
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En gruppe receptorer for hjernens vigtigste stimulerende
signalstof, AMPA-receptorerne, spiller en fundamental
rolle for evnen til indleering og hukommelse samt for
bl.a. Alzheimers sygdom. Derfor ma man selektivt kunne
regulere signalstoffets aktivering af disse receptorer.

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

Opfattelsen af hjernen som en sort kasse, hvor forskellige
input kan bearbejdes p& mere eller mindre forudsigelig vis,
harer fortiden til. | dag har man en langt mere nuanceret
opfattelse af det uhyre komplekse samspil mellem hjernens
100 milliarder nerveceller.

Denne indsigt er et resultat af halvtreds &rs forskning.
Det er bl.a. blevet klart, at signaloverfarslen mellem nerve-
celler sker via signalstoffer, der udlgser en nerveimpuls ved at
binde sig til receptorproteiner pa celleoverfladen.

Det vigtigste stimulerende signalstof i hjernen er gluta-
minsyre. Hvis der opstar ubalance i glutaminsyresystemet,
hvorved der frigives for store meengder af signalstoffet, sker
der en overstimulering af nervecellerne, som farer til henfald
og celleded. Denne fremadskridende proces har stor betyd-
ning for udviklingen af visse sygdomme i centralnervesyste-
met, fordi henfaldet af nerveceller kan fgre til f.eks.
Alzheimers sygdom eller Huntington’s chorea.

Indleering og hukommelse
Op gennem 1970’erne viste farmakologiske undersggelser
med en raekke naturstoffer, at der findes flere forskellige
typer af receptorer, som aktiveres af glutaminsyre, som deri-
gennem udgver sin stimulerende effekt.

Derfor inddeler man i dag glutaminsyre-receptorerne i
undergrupper, hvor bl.a. AMPA-receptorerne spiller en helt
central rolle, fordi disse receptorer synes at have en funda-
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mental betydning for evnen til indleering og hukommelse.
@nsker man at modvirke en fremadskridende senilitet, er det
af stor betydning, at man selektivt kan regulere funktionen
af AMPA-receptorerne.

Siden den neuromedicinalkemiske gruppe pa Danmarks
Farmaceutiske Hgjskole i begyndelsen af 1980’erne syntetise-
rede AMPA ved at modificere strukturen af stoffet ibotensyre
fra rad fluesvamp og derigennem definerede eksistensen af
AMPA-receptorerne, har der frem til i dag veeret en intensiv
forskning i udvikling af nye stoffer, som ligner AMPA.

Udviklingsarbejdet har primeert bestdet i design og syn-
tese af AMPA-analoger, der kan belyse sammenhangen mel-
lem molekylernes struktur og deres biologiske aktivitet.
Nogle af de principper, som anvendes, er f.eks. at syntetisere
nye stoffer, hvor afstanden mellem de funktionelle grupper i
molekylet varieres pa systematisk vis, hvor der indferes nye
kemiske grupper med andre egenskaber, eller hvor stoffets
struktur fastlases i en bestemt konformation. Her igennem
opnar man indsigt i, hvilke kriterier, der stilles til stoffer, som
henholdsvis kan aktivere eller blokere receptoren.

Aktivering og blokering

Gennem 1980’erne og 1990’erne har vi fremstillet en reekke
modificerede analoger af AMPA, og her indtager ACPA,
AMOA og ATOA seerstillinger ud fra sammenhaengen mellem
deres struktur og deres biologiske aktivitet.

Struktureendringen i ACPA er baseret pa udskiftning af
en kemisk gruppe med en anden, hvorved man opnér at for-
leenge afstanden mellem de funktionelle grupper.
Afstandsforggelsen har vist sig at fare til et mere potent stof
med hensyn til aktivering af AMPA-receptoren.

Imodseetning til ACPA blokerer AMOA- og ATOA-recep-
torerne. Her er der i realiteten tale om en yderligere forleen-
gelse af afstanden mellem de funktionelle grupper.
Forbindelsen ATOA er yderligere modificeret ved udskiftning
af en funktionel gruppe i molekylets centrale ringstruktur.
Denne eendring farer til, at ATOA virker kraftigere end
AMOA med hensyn til at blokere AMPA-receptorerne.

Med udgangspunkt i henholdsvis ACPA- og AMOA-struk-
turerne, har vi gennem syntese af en reekke nye analoger for-
sggt at belyse, hvilke strukturelle forhold, der er afggrende
for at opnad henholdsvis en aktiverende og en blokerende
effekt. Der er primaert anvendt to modifikationsformer, den

@verst til venstre ses strukturen af glutaminsyre, som er hjer-
nens vigtigste stimulerende signalstof. Naturstofferne Quis,
Ibotensyre og Kainsyre blev oprindeligt anvendt som modelstof-
fer for design og syntese af nye forbindelser. Gennem 80’erne
har det primeert vaeret AMPA, som har fungeret som modelstof,
mens det i dag hovedsagelig er ACPA og AMOA, der danner
grundlaget for design af nye stoffer.
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Skemaet viser syntesen af henholdsvis ACMP og ACTP. Molekylet
opbygges gradvist gennem en raekke transformationer, hvor
delfragmenter sammenszaettes til det endelige stof. Den rumlige
struktur af ACMP og ACTP illustrerer starrelsesforskellen mellem
en methylgruppe og en tertieer butylgruppe i isoxazolens 5-posi-
tion.

ene er en endring af afstanden mellem de funktionelle
grupper, mens den anden gar ud pa at eendre orienteringen
af den centrale ringstruktur i molekylet.

Af de nye stoffer blokerer forbindelsen ACMP AMPA-
receptorerne, og stoffet er 4-5 gange mere potent end
AMOA, mens ACTP har en lavere aktivitet end bade ACMP og
ATOA. Resten af de nye forbindelser var inaktive overfor
AMPA-receptorerne.
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Strukturelle krav til stofferne

De designede stoffer har vist, at orienteringen af den centra-
le ringstruktur har en central betydning for stoffets aktivitet.
Afstanden mellem iseer to grupper, a-aminosyrefunktionen
og carboxylsyren, er afggrende for, om stofferne er aktive-
rende, blokerende eller inaktive.

Forsggene har vist, at der ikke findes en simpel sammen-
haeng mellem struktur og aktivitet. Derfor kan man ikke pa
enkel vis forudsige aktiviteten af et stof, hvor man har ind-
bygget strukturelementer fra flere forskellige stoffer, selv om
hvert enkelt strukturelement i princippet burde fore til sti-
gende aktivitet.

Vi forsgger nu at finde en sammenhseng mellem de
enkelte strukturelementers betydning for aktiviteten, ved at
designe nye stoffer, hvor carboxylsyresidekaeden i ACMP og
ACTP er tvunget ind i en bestemt konformation.

Figuren viser seks nye stoffer, der er designet med udgangs-
punkt i strukturerne af ACPA og AMOA. Forbindelserne 1-3 er
alle uden effekt p& AMPA-receptorerne. 1 er en modificeret
form af ACPA, hvor orienteringen af isoxazolringen er sendret. 2
og 3 har faet modificeret afstanden mellem a-aminosyrefunkti-
onen og den terminale carboxylsyregruppe. | forbindelsen 4 er
afstanden mellem carboxylsyregruppen og isoxazolringen aend-
ret ved at indfgre en methylengruppe i ACPA-strukturen.
Carboxylsyregruppen befinder sig i en mellemafstand mellem
den aktiverende struktur (ACPA) og den blokerende struktur
(AMOA). Denne forbindelse er ogsé inaktiv overfor AMPA-
receptorerne. Inaktiviteten indebzerer, at der er et dgdt
afstandsomrade mellem de to grupper, hvor forbindelserne ikke
kan binde sig til receptorerne. 5 (ACMP) minder strukturelt om
AMOA, men har faet udskiftet iltatomet i isoxazolringens 3.
position med en methylengruppe. ACPM er 4-5 gange mere
potent end AMOA med hensyn til at blokere AMPA-receptorer-
ne. | 6 (ACTP) er bade iltatomet og methylgruppen udskiftet
med henholdsvis en methylen-gruppe og en tertiger butylgrup-
pe. ATCP stimulerer AMPA-receptorerne, men ikke naer s kraf-
tigt som ACMP og ATOA.

31

Civilingengr ph.d.
Frank A. Slgk er forsk-
ningslektor ved
Institut for
Medicinalkemi.

¥
Ph.d. UIf Madsen er

lektor ved Institut for
Medicinalkemi.

Dr.pharm. Povl
Krogsgaard-Larsen er
professor ved Institut
for Medicinalkemi.



BROCHURE-NY 17/01/00 17:23 Side 33

Legemiddelforskning

PharmaBiotec Research Center

AMPA-receptorer
og celledad

Mange sygdomme i hjernen skyldes, at nerveceller dar.
En undertype af nervecellernes receptorer for signalstof-
fet glutaminsyre, AMPA-receptorerne, spiller bl.a. en
rolle for nervedgd ved epilepsi og blodpropper. Studier
af receptorerne kan gge forstaelsen af sygdomsproces-
serne og identificere méal for nye leegemidler.

Af Jette Bisgaard Jensen og Arne Schousboe

Glutaminsyre er hjernens vigtigste stimulerende signalstof
og spiller en vigtig rolle i mange fysiologiske processer sasom
udvikling af nerveceller, indleeringsprocesser og hukommel-
se. Imidlertid kan glutaminsyre ogsa veere yderst skadelig for
nervecellerne. Hvis koncentrationen af signalstoffet bliver
for hgj omkring en nervecelle, kan cellen tage skade og
eventuelt dg.

Den celledgd, der ses efter sygdomstilstande som epilep-
si og blodpropper, menes at veere forarsaget af en over-
aktivering af receptorerne for glutaminsyre. Derfor er det et
vigtigt terapeutisk mal for udvikling af nye leegemidler at
kunne hindre celledgden. Det kan f.eks. opnas ved brug af
stoffer, der blokerer receptorerne. En anden mulighed er at
standse de processer, som foregdr inde i cellerne, nar recep-
torerne er blevet aktiveret.
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Flere receptorer for glutaminsyre

Receptorer er betegnelsen for specifikke proteiner i celle-
membranen, som signalstofferne binder sig til. Ved binding
af et signalstof til receptoren, sker der nogle eendringer inde
i cellerne, som afheenger af receptorens art.

I hjernen findes der flere forskellige typer receptorer for glu-
taminsyre, og tre af dem har faet navn efter stoffer, som
aktiverer dem. Receptorerne kaldes for NMDA-, AMPA- og
kainsyrereceptorer. Ved udviklingen af nye lsegemidler til
behandling af nerveded forarsaget af glutaminsyre, er det
vigtigt at kende de enkelte receptorers indflydelse pa nerve-
cellernes henfald og mekanismerne bag nervedgden.

De tre nsevnte typer receptorer danner alle ionkanaler,
som ger det muligt for positivt ladede atomer at treenge ind
i cellen. Nar receptorerne aktiveres af deres repektive signal-
stof eller af glutaminsyre, sker der en gget indstremning af
ioner gennem ionkanalen.

Arten af de indstreammende ioner afheenger af receptor-
typen. Kalciumioner er specielt interessante, fordi de spiller
en rolle for celledgden i hjernen ved neurodegenerative syg-
domme. Kalcium har let ved at treenge gennem NMDA-
receptorerne, mens AMPA- og kainsyrereceptorerne kun er
gennemtraengelige for kalcium under saerlige omsteendighe-
der. AMPA-receptorer er hovedsagelig gennemtreengelige
for natrium-ioner.

AMPA-receptorer er ionkanaler

| et nyt studie har vi undersggt AMPA-receptorernes evne til
at fremkalde celledad. Nar receptoren aktiveres af glutamin-
syre eller AMPA, vil kanalen &bnes, og natrium vil strgamme
igennem kanalen, s& leenge den er &ben. AMPA-receptorer
kan dog ogsa i seerlige tilfeelde lade kalciumioner stramme
igennem receptorkanalen. Dette sker, n&r sammenszetningen
af receptoren er af en bestemt karakter.

Nar AMPA-receptorerne dannes i cellemembranen, seet-
tes de sammen af fire underenheder. Disse fire underenhe-
der, som kaldes GIuR1, GIuR2, GIuR3 og GluR4, samles i for-
skellige komplekser med fire eller fem i hver, hvorved recep-
torstrukturen og ionkanalen dannes.

Hvis GIuR1, GIuR3 og GIuR4 samles i en AMPA-receptor,
vil ionkanalen vaere gennemtraengelig for kalcium. Men hvis

Denne figur viser en koboltfarvning af en 12 dage gammel
cellekultur. Nervecellerne er blevet stimuleret i 20 min med en
buffer indeholdende kobolt og 25 pM AMPA plus 50 pM cyclo-
thiazid. Herefter er cellerne blevet farvet med en svoviforbindel-
se og efterfglgende er farvningen forsteerket med sglv. De sorte
nerveceller har optaget kobolt og har derfor AMPA-receptorer,
som er gennemtreengelige for kalcium.
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Levedygtige
celler (%)

Figuren illustrerer den toksiske effekt af AMPA ved pavirkning
af en 12 dage gammel cellekultur. Giftvirkningen er udtrykt
som procent levedygtige celler i forhold til ubehandlede celler
(rad sgjle), som er 100%. Cellernes evne til at omsaette MTT til
formazan blev brugt som mal for levedygtighed. Cellekulturen
blev udsat for pavirkning med 500 uM AMPA (bla sgjle) og 25
UM AMPA plus 50 uM cyclothiazid (gren sgjle).

GIuR2 indgar i receptorkomplekset, kan receptoren ikke leen-
gere lede kalcium gennem ionkanalen og ind i cellen. Det
indebeerer, at kun natrium kan stramme gennem disse typer
af AMPA-receptorer.

Ved undersggelser af AMPA-receptorers sammensaetning
i den intakte hjerne, har man fundet, at de fleste AMPA-
receptorer indeholder GIuR2. Det vil sige, at flertallet af
AMPA-receptorerne i hjernen ikke eller kun i ringe grad er
gennemtraengelige for kalcium.

Giftvirkninger pa nerveceller

Undersggelser af stoffers giftvirkninger pa nerveceller kan
med fordel foretages pa dyrkede nerveceller fra eksempelvis
mus. Under de korrekte betingelser kan cellekulturen give
svar pa teststoffernes virkning, deres rolle i celledgd, deres
evne til at gge koncentrationen af kalcium i cellen og meget
andet.

Vi har undersggt AMPA's toksiske effekt pa nerveceller
dyrket i kultur. Pavirkningen af AMPA nedszetter procentde-
len af levedygtige celler sasmmenlignet med de ubehandlede
celler. Ved pavirkning af cellerne med AMPA i seks timer
mister omkring 40 procent af cellerne deres levedygtighed,
mens ubehandlede celler alle overlever. AMPA udgver sale-
des en giftvirkning péa cellerne.

Mange receptorer har en evne til at desensibilisere, hvil-
ket vil sige, at receptoren lynhurtigt inaktiveres efter, at sig-
nalstoffet har bundet sig til receptoren. Denne inaktivering
af receptoren er vedvarende, selv om signalstoffet stadig er
tilgeengeligt. AMPA har netop denne evne til at inaktivere
AMPA-receptorer, og hvis dette ikke var tilfeeldet, ville stof-
fets toksiske effekt vaere langt kraftigere. Derfor har desen-
sibiliseringen stor betydning for AMPA’s evne til at fremkal-
de celledgd.

Receptorens nedsatte fglsomhed ved vedvarende kon-
takt med AMPA er beskyttende for cellekulturen, sdledes at
faerre celler bliver skadet. Det ses, hvis man reducerer desen-
sibiliseringen af receptorerne, hvilket kan ggres ved at til-
seette stoffet cyclothiazid til cellekulturen sammen med

AMPA. Cyclothiazid heemmer AMPA's evne til at inaktivere
receptorerne ved vedvarende pavirkning. Derfor bliver flere
receptorer ved med at veere aktive, hvorved AMPA’s giftvirk-
ning pa receptorerne gges. Resultatet er, at andelen af leve-
dygtige celler falder sammenlignet med den pavirkning
AMPA alene udgver pa cellerne.

Under normale tilstande i hjernen beskytter den hurtige
desensibilisering af AMPA-receptorerne mod skadevirknin-
ger af AMPA og glutaminsyre. Men under sygdomstilstande,
hvor desensibiliseringen maske er ophaevet, vil AMPA-recep-
torerne kunne udgve en betydelig skade pa nervecellerne.

Kalcium er gift for nerveceller

Undersggelser af mekanismerne bag forgiftning af nervecel-
ler seetter normalt fokus pd kalciumioner. Denne ion spiller
nemlig vigtig rolle for den celledad, som skyldes en oversti-
mulering af glutaminsyre receptorerne.

Nar nervecellerne stimuleres med glutaminsyre stiger
maengden af frie kalciumioner inde i cellerne. Hvis den intra-
celluleere koncentration af kalcium vedbliver med at veere
forhgjet gennem kortere eller lzengere tid, aktiveres forskel-
lige skadelige stoffer inde i cellen. Feks. gges dannelsen af
frie radikaler, som derefter gdelaegger cellens struktur, hvor-
ved cellen dar.

Da kalcium spiller sa stor en rolle for celleded, er det
vaesentligt at undersgge, hvorvidt kalcium har betydning for
den celledad, der er observeret efter aktivering af AMPA-
receptorerne. En gget indstremning af kalciumioner under
aktivering af disse receptorer kan for eksempel gge den
resulterende celledgd. Det vil sige, at nerveceller, der har
AMPA-receptorer indeholdende GIuR2 i receptorkomplekset,
kunne taenkes at vaere mere modstandsdygtige over for en
pavirkning fra AMPA og glutaminsyre, fordi kalcium ikke
eller naesten ikke kommer ind i cellen.

Spegrgsmalet kan undersgges ved hjeelp af koboltfarv-
ning. Denne metode er designet sdledes, at kun AMPA-
receptorer, der er gennemtraengelige for kalcium, kan opta-
ge kobolt gennem receptorkanalen. Den kobolt, som opho-
bes i cellerne kan efterfglgende farves med en svovlforbin-
delse og forsteerkes med en sglvfarvning. Nerveceller, som
har optaget kobolt, indeholder AMPA-receptorer, der er gen-
nemtreengelige for kalcium.

Disse nerveceller er sandsynligvis mere udsatte ved en
blodpropper eller under epileptiske anfald, fordi kalcium vil
stremme ind i cellerne, ndr receptorerne aktiveres. Dette stu-
die har dog vist, at kun omkring en femtedel af nerveceller-
ne i kulturen har AMPA-receptorer, der er gennemtraengeli-
ge for kalcium. Resultaterne af neerveerende studie synes
séledes at pege pa, at desensibilisering er vigtigere end kal-
ciumgennemtraengelighed for den AMPA-receptor mediere-
de celledgd.
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Antistoffer finder
specifikke receptorer

Hjernens receptorer for signalstoffet glutaminsyre ind-
gér i vigtige funktioner som indleering og hukommelse,
og fejlfunktioner kan fgre til alvorlige sygdomme som
f.eks. Alzheimers sygdom, Parkinsons syge og epilepsi.
Der findes et stort antal undertyper af receptorerne, som
nu kan identificeres ved hjeelp af antistoffer.

Af Lene K. Jespersen og Jan Engberg

Hos mennesker og alle hgjerestdende dyr indgar nerveceller-
nes receptorer for signalstoffet glutaminsyre i flere af hjer-
nens vigtige funktioner, f.eks. indleering og hukommelse. Det
er derfor ikke uventet, at en lang raekke studier har vist, at
neurologiske sygdomme ofte skyldes, at receptorerne for
glutaminsyre ikke fungerer, som de skal.

Betegnelsen glutaminsyrereceptorer omfatter en stor
gruppe receptorer, som alle benytter glutaminsyre som sig-
nalstof. Receptorerne for glutaminsyre kan opdeles i forskel-
lige undergrupper, som afviger fra hinanden ved deres struk-
turelle opbygning og ved deres egenskaber.

De sdkaldte ionotrope glutaminsyrereceptorer er invol-
veret i transport af positive ioner over nervecellernes mem-
braner. Receptorerne er opbygget af et antal individuelle
proteiner, kaldet underenheder, som danner en slags kanal i
cellemembranen. Nar receptorerne aktiveres af glutaminsy-
re, bnes kanalen, og ionerne kan nu stremme ind i nerve-
cellen, som derved aktiveres.

De ionotrope glutaminsyrereceptorer er opbygget af fire
forskellige underenheder, som kaldes GIuR A-D. Nogle gluta-
minsyrereceptorer kan bestd af GIUR A alene, mens andre
kan bestd af forskellige typer underenheder. Transporten af
positive ioner og den deraf fglgende fysiologiske effekt er
kritisk afhaengig af receptorens sammensaetning af underen-
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heder. Derfor er det af stor betydning for indsigten i hjernes
funktion at opklare, hvordan receptorerne for glutaminsyre
er sammensat i de forskellige omrader af hjernen. Dét kan
give en ledetrad for udviklingen af leegemidler til afhjeelp-
ning af en raekke neurologiske sygdomme.

Reagenser skelner mellem undertyper

P& den baggrund satte vi os for at fremstille reagenser, som
kan skelne mellem de forskellige undertyper af glutaminsy-
rereceptorer. Vi valgte at fremstille antistoffer mod recepto-
rerne, fordi antistoffer er meget effektive til at genkende
specifikke molekyler. Dette forhold har sin baggrund i, at
vores immunforsvar kan danne antistoffer imod praktisk
taget alle slags indtraengende fremmedlegemer.

Antistoffer produceres ved at immunisere forsggsdyr,
som regel mus. Men metoden er ikke problemfri. Iseer er det
sveert at isolere netop de celler i immunforsvaret, som pro-
ducerer et antistof med den gnskede specificitet. For at
komme omkring dette problem valgte vi at anvende en ny
teknologi, som pa relativt kort tid har opnaet en stor gen-
nemslagskraft inden for bade akademiske og kommercielt
orienterede projekter.

Antistoffer pa viruspartikler

Teknologien er baseret pa sakaldte fager; en gruppe virus,
der inficerer bakterier. Fag-display-metoden ggr det muligt
at undersgge et meget stort antal antistoffer pa relativt kort
tid.

Princippet i metoden er, at musens totale repertoire af
antistoffer - i alt 100 millioner forskellige specificiteter - efter
en del manipulationer bliver preesenteret som antistoffer pa
overfladen af viruspartikler, sdledes at hver enkelt virusparti-
kel preesenterer ét bestemt antistof. Ved at underkaste par-
tiklerne en oprensning under anvendelse af glutaminsyrere-
ceptorer med en kendt sammenseetning af underenheder,
kan man isolere de antistoffer, som binder sig til de forskelli-
ge undertyper af receptorerne.

Derpa kan man ved yderligere genteknologiske manipu-
lationer fremstille store maengder af det gnskede antistof.
Kort fortalt bruges fagerne til at inficere E.coli-bakterier, som
s& fungerer som antistoffabrikker.

Normalt anbringes det molekyle, som antistofferne skal
genkende, pa overfladen af et fast stof. Det forudseetter
imidlertid, at man er i stand til at isolere det pageeldende
molekyle i ren form, samt at molekylet kan téle at blive fast-

Tegningen viser en glutaminsyrereceptor. Det gennemgaende
vandrette lag illustrerer cellemembranen, og de fem tendefor-
mede strukturer er de underenheder, som opbygger receptoren.
P& underenhederne er der paheeftet tradformede proteindo-
maener.
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Princippet i fag-display-metoden. | eksemplet er anvendt en
immuniseret mus til isolering af antistoffers kodende sekvenser
(mRNA). Messenger-RNA fra milten omdannes til cDNA-moleky-
ler, hvorpé antistof-generne indfares i bakterieceller. Ved efter-
folgende infektion af bakteriecellerne med en hjeelperfag, dan-
nes nye fagpartikler, som praesenterer antistoffer pa deres over-
flade. De gnskede fagpartikler isoleres og oprenses nu ved
hjeelp af antigenet. Nar en specifikt bindende fagpartikel er
karakteriseret, overfgres de antistofkodende gener fra denne til
andre vektorer, som er specielt udviklet til at producere store
meaengder antistoffer.

gjort til en plastikoverflade uden at miste sin biologiske
funktion. Dette kan ikke lade sig ggre med mange recepto-
rer, fordi deres korrekte struktur og dermed funktion er
betinget af, at de findes indlejret i en cellemembran eller i en
kunstig membran med tilsvarede egenskaber.

Vi valgte derfor at isolere underenhederne af recepto-
rerne for glutaminsyre i en membranbunden form. Dette
blev opnéet ved at indbygge de forskellige underenheder af
receptorerne i kunstige membraner, som kaldes liposomer.

Mus blev dernaest immuniseret med liposomer, som inde-
holdt funktionelle underenheder af receptorerne. Fra muse-
ne blev der nu fremstillet antistofbiblioteker, som blev
udtrykt pd overfladen af fager. Derp& blev antistofferne
oprenset ved hjeelp af den samme type liposomer, som blev
anvendt ved immuniseringen. P4 den made fandt vi de anti-
stoffer, som binder sig til glutaminsyrereceptorerne.
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Karakterisering af antistofferne

De isolerede antistoffer blev dernaest analyseret for at preeci-
sere deres specificitet. Baggrunden for disse analyser er, at
antistofferne ifglge deres natur kun genkender et begreenset
omréade p& overfladen af receptorernes underenheder. Det
vil derfor nedseette et antistofs vaerdi som genkendelsesrea-
gens, hvis dette omrade forekommer i flere receptortyper.

Vi analyserede derfor specificiteten af antistofferne over-
for en udvalgt underenhed i glutaminsyrereceptorerne,
GIuRD. Undersggelsen viste, at nogle antistoffer havde abso-
lut specificitet overfor netop denne underenhed, medens
andre genkendte sével GIURD som andre underenheder i glu-
taminsyrereceptorerne. Disse resultater var preecist som for-
ventet, fordi GIURD bade indeholder proteinomrader, der er
specifikke for GIURD, og omréder, der ogsa findes i andre af
receptorerenes underenheder.

Neeste trin var at dokumentere, at de isolerede antistof-
fer havde den forventede specificitet overfor ekstrakter fra
hjerneveev. Disse resultater er specielt vigtige, fordi de viste,
at antistofferne genkender relevant og funktionelt biologisk
materiale og ikke blot receptorliposomer, som fremstilles i
laboratoriet.

Vores strategi og resultater har séledes bragt os i besid-
delse af reagenser, som specifikt genkender vigtige recepto-
rer i hjernens normale virkemade. Anvendelsen af gentekno-
logiske metoder, isaer fag-display teknologien, har her
demonstreret sin nytteveerdi ved at ggre det muligt at frem-
stille antistoffer mod sveert tilgeengelige receptorer i celle-
membranerne. Det omtalte projekt er udfgrt i samarbejde
med Dr. Kari Keinanens laboratorium i Helsinki, Finland.
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Glutaminsyrepumpen

regulerer
aktivitet

Glutaminsyre er det hyppigst forekommende stimule-
rende signalstof i hjernen. Stoffets exciterende effekt
bringes til ophgr ved, at glutaminsyre fjernes fra vaevs-
vaesken af proteiner i cellemembranen, sakaldte trans-
porterer. Ved hjeelp af mikrodialyseteknikken har vi
bestemt kapaciteten og fglsomheden af en af disse
transportarer.

Af Torben Bruhn, Thomas Christensen, Arne Schousboe
og Nils Henrik Diemer

Nervecellerne i hjernen kommunikerer med hinanden ved
hjeelp af synapser. En synapse er et kontaktpunkt mellem to
nerveceller, hvor de udveksler informationer med hinanden.
Synapsen bestar af specialiserede omrader af cellemembra-
nen, som sidder i udlgbere pa de to kommunikerende nerve-
celler. Udlgberne er kun adskilt fra hinanden af et ganske
sneevert rum, den synaptiske klgft.

Udvekslingen af signaler foregar ved, at signalstoffer fri-
geres fra nerveenden, krydser over synapseklgften og pavir-
ker receptorer, som sidder i cellemembranen pa den modta-
gende nervecelle. Herefter skal signaleringen standses. Det
sker ved, at signalstoffet spaltes enzymatisk eller genoptages
- enten af den nervecelle, der frigjorde det, eller af en anden
celletype, astrocytten, hvis udlgbere omgiver synapsen.
Signaleringen kan endvidere stoppes ved, at receptorens
falsomhed for signalmolekylet falder.

Signalstoffer kan enten stimulere eller heemme en mod-
tagende nervecelle, og der er normalt en fin balance mellem
stimulation og heemning i hjernen - ellers lgber signalproces-
serne lgbsk som ved et epileptisk anfald, eller den gar mere
eller mindre i std som hos personer i coma, sveer alkoholfor-
giftning, morfinforgiftning osv.

Blandt de stimulerende signalstoffer er glutaminsyre det
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hjernens

mest udbredte, og stoffet anvendes neesten overalt i hjernen.
Glutaminsyres aktivering af nervecellerne kan standses pa to
af de naevnte mader. Enten nedseaettes receptorens fglsom-
hed for signalstoffet, eller glutaminsyre genoptages i astro-
cytterne. Afhaengig af hvilken hjerneregion, der er tale om,
dominerer den ene eller den anden proces i afslutningen pa
stimulationen.

Vi har undersggt hjernedelen hippocampus i rotter. Her
synes fjernelse af glutaminsyre fra synapseklgften at afslutte
signaleringen.

Malinger pé den levende hjerne

Der kendes nu mindst fire forskellige transportgrer, som fjer-
ner glutaminsyre fra synapseklgften. Transportgrerne findes
bade pa nerveceller og pa astrocytter.

Deres evne til at optage glutaminsyre kan dels under-
sgges pa dyrkede celler, dels p& forsggsdyrs intakte hjerner
eller pa isoleret hjerneveev. Man vil foretreekke dyrkede cel-
ler, nar de enkelte transportgrers basale egenskaber skal
undersgges, men nar transportgrernes funktion skal under-
sgges i sygdomsmodeller, er det en stor fordel at kunne tage
forsggsdyr til hjeelp.

Koncentrationen af glutaminsyre i cellevaesken kan
males pa levende dyr med den sékaldte mikrodialyseteknik,
hvor en tynd fiber placeres i den hjerneregion, man gnsker at
undersgge. Fiberen er en dobbeltlgbet kanyle, hvis yderste
spids bestar af en membran, der er gennemtraengelig for
mindre molekyler.

Inde i kanylen er der to tynde rgr, et indlgbsrer og et
udlgbsrer, sdledes at kanylespidsen med den gennemtraen-
gelige membran kan gennemskylles langsomt. Herved opstar
der en stofudveksling mellem hjernevaesken og veesken inde
i kanylen p& den anden side af membranen. Den veeske, der
opsamles fra mikrodialysefiberens udlgbsrer, afspejler derfor
hjernevaeskens sammenseaetning og kan analyseres for sit ind-
hold af mindre molekyler.

Omréade involveret i epilepsi og iskaemi
Med denne metode har vi undersggt koncentrationen af glu-
taminsyre i hippocampus pa rotter. Regionen er interessant,
idet der ved epilepsi og efter kortvarig standsning af hjer-
nens blodtilfarsel, hjerneiskaemi, hyppigt forekommer nerve-
celledgd her, som ser ud til at skyldes overstimulering med
glutaminsyre.

Ved hjerneiskaemi viste vores undersggelser en stor stig-
ning i glutaminsyrekoncentrationen. Derimod fandt vi i en
epilepsimodel ingen aendring af glutaminsyreniveauet, hvil-

Skema over mikrodialyseopstilling. 1. Injektionspumpe
2. Veeskeomskifter 3. Rotte med mikrodialysefiber 4. Automatisk
preveopsamler 5. Hgjtryksvaeskekromatograf (HPLC).



BROCHURE-NY 17/01/00 17:24 Side 38

Figuren skitserer princippet i mikrodialysen. Den bl& ramme
viser veevsveesken. @verst ses mikrodialysergrets indlgb (tv) og
udlgb (th). Stremmen gennem vaevsvaesken males ved hjzelp af
markgren (M), som hverken optages af nerveceller eller astro-
cytter, hvorfor maengden i udlgbsrgret svarer til den meengde,
som strgmmer ind i veevsveesken fra indlgbsreret. Det radioak-
tive sporstof (A) optages i astrocytten og nervecellens synapser
pa samme made som signalstoffet glutaminsyre (Glu), hvilket
sker gennem transportgrerne i cellemembranen (Tp). Forskellen
mellem meaengden af markaren og sporstoffet méles i udlgbs-
rgret. Differencen viser, hvor meget af sporstoffet - og dermed
glutaminsyre - cellerne genoptager.

ket var ejendommeligt, fordi den @gede aktivitet burde
resultere i en gget friggrelse af glutaminsyre. Hvis man imid-
lertid teenker sig, at der ogsé sker en gget genoptagelse af
glutaminsyre i nerveender og astrocytter, s& ma det konklu-
deres, at mikrodialysemetoden i dens simple udformning
ikke kan méale stremmen af glutaminsyre - hvor meget vand,
der Igber gennem &en - men kun niveauet, svarende til vand-
standen.

Sporstof viser genoptagelsen

Fiberens membran kan ogsa bruges til at sende stoffer ind i
veevsveesken, herunder radioaktive sporstoffer. Vi begyndte
undersggelser med et sddant sporstof, tritium-maeerket D-
asparaginsyre. Molekylet har omtrent samme starrelse som
glutaminsyre og transporteres ligesom signalstoffet rundt i
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veevsvaesken uden at blive nedbrudt i cellernes stofskifte.

Ideen var at tilseette sporstoffet til dialysefiberens ind-

lgbsvaeske og sa registrere i udlgbsvaesken, hvor meget af
sporstoffet, der var forsvundet - og pa4 den made male stram-
men i &en. Den maengde, som forsvinder, afhenger af to
forhold, rumfanget af veevsveesken, der omgiver mikrodialy-
sefiberen, og optagelsen af sporstoffet i cellerne.
For at kunne beregne den maengde af sporstof, som kommer
ud i veevsvaesken, er det ngdvendigt at bruge et markarstof.
Markgrstoffet optages ikke af cellerne, og derfor svarer
maengden i udlgbsraret til den meengde, der strammer ind i
veevsveesken. Situationen er anderledes for det glutaminsyre-
lignende sporstof, som genoptages, nar signalprocessen
standses. Ved at male maengderne af bade markgrstoffet og
sporstoffet i udlgbsrgret kan man saledes beregne, hvor
meget glutaminsyre, der genoptages i cellerne efter endt
arbejde.

Som markgr anvendte vi mannitol. Markaren blev nu
meerket med kulstof-14, hvorved vi kunne skelne mellem
markgren og det tritiummeerkede sporstof. Herefter kunne
vi beregne den maengde sporstof, der blev optaget i rottens
nerveceller.

Neerbillede af transportgren

Forsggene strakte sig over en time, hvor hjernecellerne
omkring vores mikrodialysefiber blev udsat for forskellige
koncentrationer af sporstoffet, hvor den hgjeste var tusind
gange stagrre end den mindste. P& den baggrund kunne vi
bestemme genoptagelsen af sporstoffet ved forskellige kon-
centrationer.

Som tidligere naevnt findes der flere forskellige trans-
portgrer for glutaminsyre, og den malte genoptagelse kunne
derfor repreesentere summen af deres optagelse af sporstof-
fet. Imidlertid ville det veere veerdifuldt, hvis man kunne
bestemme fglsomheden og kapaciteten af de enkelte gluta-
minsyretransportgrer. For nylig har det vist sig, at man selek-
tivt kan blokere funktionen af en af disse transportgrer, som
sidder pa astrocytter, med stoffet dihydrokainsyre.

Da vi blokerede for denne transportgr, som kaldes GLT-1,
faldt genoptagelsen af sporstoffet til vaerdier nzer nul. Den
genoptagelse, vi ser i hippocampus, stammer séledes under
normale omstaendigheder fra GLT-1 transportgrens funktion.

Ud fra vore eksperimenter kan vi konkludere, at det er
lykkedes at videreudvikle mikrodialyseteknikken, séledes at
transportgrfunktionen kan bestemmes. Metoden er nu klar
til brug til undersggelser af sygdomstilstande i hjernen.

Resultater fra mikrodialyseforsgg, som viser udlgbsmeengden af
asparaginsyre, der fungerer som en analog for glutaminsyre,
samt mannitol udtrykt som ekstraktion. Sgjlerne til hgjre viser,
at ekstraktionen kan elimineres ved hjeelp af en uspecifik haem-
mer af glutaminsyretransportgrerne, THA.
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Acetylcholin -
et terapeutisk koncept
under forandring

Hos patienter med Alzheimers sygdom dgr de nervecel-
ler, som anvender acetylcholin som signalstof. Derfor har
man sggt at udvikle leegemiddelstoffer, som er malrettet
mod en vigtig type af nervecellernes receptorer for ace-
tylcholin. Resultaterne er skuffende, men forskningen
har afdeekket nye terapeutiske muligheder, bl.a. inden-
for skizofreni.

Af Henrik Pedersen, Hans Brauner-Osborne,
Karla Frydenvang og Povl Krogsgaard-Larsen

Demenssygdomme af Alzheimer-typen er karakteriseret ved
et fremadskridende henfald af hjerneceller, der anvender
acetylcholin som signalstof. Nar nervedgden nar et vist
niveau, begynder Alzheimer-patienterne at opleve ind-
lzerings- og hukommelsesproblemer, og disse symptomer
udvikler sig gradvist til vidtgdende tab af deres intellektuel-
le evner.

Imidlertid foreligger der nu steerke indicier for, at andre
faktorer ogsa spiller en rolle i udviklingen af Alzheimers syg-
dom. Det geelder specielt udfeeldningen af proteinansamlin-
ger i hjernen, som skyldes en abnorm omseetning af amyloid
precursor-proteinet, samt fejlfunktioner i et andet af hjer-
nens proteinsystemer, apolipoprotein E. Der er blevet pavist
et samspil mellem acetylcholinreceptorerne og omsaetningen
af amyloid precursor-proteinet, som rummer terapeutiske
muligheder.

Design af aktive stoffer

Gennem de sidste to artier har de muscarine receptorer
veeret i fokus som terapeutiske angrebspunkter i Alzheimers
sygdom. Den neuromedicinalkemiske gruppe p& Danmarks
Farmaceutiske Hgjskole spillede fra starten en central rolle

\D—(OCHa HD_«OCH;; Ty OCHj3
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O
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med hensyn til design og udvikling af stoffer, som stimulerer
de muscarine receptorer, og som derfor har farmakologisk
og potentiel terapeutisk interesse.

Med udgangspunkt i naturstofferne arecolin og norare-
colin, som aktiverer receptorerne, men som hurtigt nedbry-
des i organismen, designede og syntetiserede vi det stimule-
rende stof O-Me-THPO ud fra norarecolin.

Derpa analyserede vi sammenheaengen mellem struktur
og aktivitet af en serie besleegtede stoffer. Undersggelserne
viste, at strukturen af den “gverste del” af disse molekyler
var af kritisk betydning for stoffernes evne til at binde sig til
de muscarine receptorer. Den “nederste del” af molekylerne,
syntes ikke pa tilsvarende made at veere i teet kontakt med
receptorerne, men det blev klart, at stoffernes styrke og
farmakologiske profil kunne modificeres gennem en tilpas-
ning af strukturen af denne del af molekylerne.

Disse struktur-aktivitets analyser blev gennemfeart i naert
samarbejde med forskere pa H. Lundbeck A/S, og indenfor
rammerne af dette samarbejde blev et stort antal nye for-
bindelser syntetiseret og farmakologisk karakteriseret.
Resultatet af disse struktur-aktivitets analyser var i god over-
ensstemmelse med tidligere konklusioner vedrgrende den
relative betydning af molekylernes gverste og nederste del.

Skuffende resultater med Alzheimer patienter

En vaesentlig del af de omfattende “drug design™ aktiviteter
med henblik pa at udvikle stoffer, som med forskellig effek-
tivitet stimulerer de muscarine receptorer, er gennemfart i
Danmark pa firmaerne H. Lundbeck A/S, Novo Nordisk A/S
samt p&d Danmarks Farmaceutiske Hgjskole. Disse forsknings-
aktiviteter har fort til udvikling af flere stoffer, som stimule-
rer receptorerne i begraenset omfang. Sddanne stoffer har
terapeutisk interesse, fordi de ikke forrykker den harfine
balance mellem aktiverende og haemmende signaler i hjer-
nen pa ukontrollabel vis.

En del af stofferne, bl.a. (S)-A og (R)-A, stimulerer recep-
torerne pad en made, som vurderes at veere optimal for
behandling af Alzheimer-patienter, og mange af stofferne
har forbedret forsggsdyrs evne til at leere og huske.
Endvidere er der pa flere forskningslaboratorier gennemfart
undersggelser, der har afslgret, at stoffer, som stimulerer de

Strukturen af forskellige stoffer, som aktiverer de muscarine
receptorer for acetylcholin. Stofferne er analoger af norarecolin,
et stof fra betelngdden, som har denne effekt. C-atomerne i
den “gverste del” af molekylerne, som sammen med sidekaeder-
ne i hgj grad bestemmer stoffernes farmakologi, er fremhaevet.
| den “nederste del” af molekylerne A og B er der etableret et
center, hvor stofferne kan fremstilles i to spejlbilledformer. For
stof A's vedkommende er spejlbilledformerne (S)- og (R)- blevet
syntetiseret og karakteriseret farmakologisk.
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Figuren viser, at en rgntgenkrystallografisk analyse af et salt af
(S)-A har afslgret tilstedeveerelsen af to forskellige konforma-
tioner af stoffet i krystallerne. Denne iagttagelse kan have
betydning for forstdelsen af stoffets vekselvirkning med de
muscarine receptorer.

muscarine receptorer, ogsd pavirker apolipoprotein E og
amyloid percursor-proteinsystemerne pé& en gunstig made.

| lyset heraf var det overraskende og skuffende, da de
forste meldinger om stort set negative resultater af kliniske
undersggelser med Alzheimer patienter blev rapporteret.
Disse nedsldende resultater er siden blevet bekrzeftet fra for-
skellig side, og de kliniske forsgg med behandling af
Alzheimers sygdom er nu i flere tilfeelde indstillet.

Fra et terapeutisk synspunkt har forskningen lidt et
alvorligt tilbageslag. Et indlysende logisk koncept, som gen-
nem arene blev yderligere uddybet, har ikke levet op til for-
ventningerne i den altafggrende fase, som er forsggene pa
patienter med Alzheimers sygdom. Der rejser sig naturligvis i
denne situation et hav af spgrgsmal, som forskerne allerede
er géet i gang med at forsgge at besvare.

Har man hidtil overset en faktor af betydning for syg-
domsprocessen? Man mé ogsd mere dybtgaende undersgge,
om de muscarine receptorer, som man sigtede efter, nu ogsa
er s& funktionelt intakte i Alzheimer-patienterne, som man
formodede pa grundlag af dyreforsgg. Forskningsfeltet kan
meget vel tage en ny positiv drejning, séledes at man om
nogle ar maske kan konkludere, at man “tabte et slag, men
vandt krigen”.

Stofferne hjalp pa psykotiske tilstande
| forbindelse med de kliniske forsgg med Alzheimer-patien-
ter blev det bl.a. observeret, at selv om patienternes ind-
laerings- og hukommelsesdefekter ikke blev signifikant for-
bedret, s& skete der en igjnefaldende forbedring for de pati-
enter, som samtidig havde psykotiske symptomer.
Observationerne har vakt opsigt, og disse resultater er
nu genstand for udforskning i forskningslaboratorierne. Der
eksisterer tilsyneladende et teet samspil mellem to af hjer-
nens signalsystemer, acetylcholinsystemet og dopaminsyste-
met, som finder sted gennem receptorerne for acetylcholin.
Hos patienter med skizofreni er dopaminsystemet overaktivt.
Der er séledes dbnet en ny og spaendende gren af skizo-
freniforskningen. Fremtiden vil vise, om den vil bane vejen
for ny terapeutisk behandling af skizofrenipatienter. Et bety-
deligt antal stoffer, som stimulerer de muscarine receptorer
er allerede kart i stilling, nar vejen i gvrigt bliver banet for
kliniske undersggelser pa dette omrade.
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Nervecellernes receptorer for signalstoffet GABA er et
maél for la&egemidler mod sygdomme som epilepsi, angst,
sgvnlgshed og depression. Ny forskning har vist, hvor-
dan den ene af GABAs to familier af receptorer er
opbygget. Det giver muligheder for at skreeddersy leege-
middelstoffer, som kan finjustere receptorernes aktivi-
tet.

Af Hans Brauner-Osborne, Bo Enemark Madsen
og Povl Krogsgaard-Larsen

Kommunikationen mellem hjernens nerveceller er en harfin
balance mellem stimulerende og heemmende signaler, som
udveksles mellem nervecellerne ved hjeelp af signalstoffer.
Nogle signalstoffer aktiverer receptorer p4 modtagerceller-
ne, mens andre daemper deres aktivitet.

Det overordnede haemmende signalstof i hjernen og
centralnervesystemet er gamma-aminosmgrsyre (GABA).
Stoffet udgver sin effekt via to forskellige familier af recep-
torer pa nervecellerne, som kaldes GABA, .- 0g GABA,-recep-
torer. GABA,c-receptorerne styrer en ion-kanal i cellemem-
branen, der tillader en hurtig indtreengning af klorid-ioner i
nervecellerne, hvilket farer til en heemning af cellen. Denne
effekt er blevet udnyttet terapeutisk i mange ar; bl.a. virker
benzodiazepiner som Valium og Stesolid pd GABA,-recepto-
rerne ved at forsteerke GABA's haeemmende effekt. Det er
séledes gennem aktivering af GABA,-receptorerne, at man
opnar den angstdeempende og sgvndyssende virkning ved
indtagelse af Valium og Stesolid.

GABAg-receptorer tilhgrer en anden familie af receptorer
i cellemembranerne, som aktiverer G-proteiner. G-proteiner-
ne udger cellernes omstillingsbord, som omseetter ydre sti-
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muli til en kaskade af reaktioner inde i nervecellerne. Denne
effekt indtraeder langsommere end for GABA,-receptorernes
vedkommende, hvorfor man omtaler GABA; som modulato-
riske receptorer. De haammer bl.a. udskillelsen af andre sig-
nalstoffer sdsom det overordnede stimulerende signalstof
glutaminsyre.

GABA,-receptorerne spiller ogsd en terapeutisk rolle.
Stoffet baclofen, som markedsfgres af Novartis som Lioresal,
virker ved at aktivere receptoren. Det fgrer til, at musklerne
afslappes, og leegemidlet kan derfor anvendes til at afhjeelpe
forskellige former for spasticitet.

To underenheder i receptoren

Selvom man har kendt til eksistensen af GABAg-receptoren
siden begyndelsen af 1980’erne, blev den fgrst klonet i 1997
gennem screening af gen-biblioteker for binding til et radio-
aktivt stof, som kobler sig meget effektivt til receptoren. P&
den méade lykkedes det at identificere de gener, som inde-
holder opskriften pa receptoren, hvorpa receptorerne kan
masseproduceres i celler til forsgg.

Det farste gen man fandt, GABAgR1, danner en receptor, der
som ventet er effektiv til at binde stoffer, som blokerer
receptoren. Men det viste sig overraskende, at situationen er
anderledes, nar det geelder stoffer, der aktiverer receptoren.
De bandt sig nemlig meget svagere til GABAgR1 end forven-
tet, og ydermere havde de meget sveert ved at aktivere
receptoren. Der manglede altsd noget. Et &r senere fandt
adskillige forskergrupper naesten samtidigt ud af, hvad der
manglede: Der findes endnu en underenhed af receptoren,
som kaldes GABAGR2.

GABAgR2 kan tilsyneladende hverken binde stimuleren-
de eller blokerende stoffer, men n&r man udtrykker genet
sammen med GABAGR1 far man en receptor, der nu kan
binde begge typer stoffer effektivt, ganske som man oprin-
deligt havde forventet. P& trods af at man har klonet flere
hundrede forskellige G-protein koblede receptorer, er det
farste gang, at man har observeret dobbelt-receptorer inden
for denne receptorfamilie. Feenomenet er imidlertid vel-
kendt indenfor ion-kanal receptorer sdsom GABA,, der er
sammensat af tre typer underenheder.

Selv om man nu havde Igst gdden om GABA;-receptorer-
ne, var det stadig sveert at f& et robust signal at male p, nar
man ville lave farmakologisk testning pa de klonede recep-
torer. De publicerede systemer gav enten for svage signaler,
eller var baseret pa avancerede teknikker med lavt udbytte.
Vi gik derfor i gang med at udvikle et nyt farmakologisk test-
system for de klonede GABA;-receptorer baseret pa en tek-

Strukturen af de testede stoffer; GABA, (R)-baclofen, 3-APPA
samt (R)-homobaclofen.
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Farmakologisk aktivitet pa celler, der udtrykker forskellige sam-
menszetninger af GABA; underenheder og det gensplejsede
G-protein Gg-i5. Som det ses, opnas der kun et robust signal,
nar begge GABA, underenheder og det gensplejsede G-protein
Gg-i5 udtrykkes samtidigt.

nik, vi tidligere havde anvendt p& andre receptorer.
Princippet bag teknikken er at tvinge receptoren til at akti-
vere en anden kaskade af reaktioner i cellen end den, som
den normalt vil udlgse. GABA; aktiverer normalt G-proteinet
Gi, hvorved cellens indhold af stoffet cyklisk AMP saenkes.
Indholdet af cyklisk AMP kan males, men det er en kostbar
metode, som ofte giver et svagt signal. Ved at give cellerne
et gen, der koder for et gensplejset G-protein kan man deri-
mod tvinge receptoren til at aktivere dette G-protein frem-
for Gi.

Nar det nye G-protein aktiveres, seettes en anden reak-
tionskaskade i gang, hvilket resulterer i, at niveauet af stof-
fet inositol fosfat i cellen gges betragteligt. Dette er billige-
re at male pa end cyklisk AMP og giver et kraftigt signal.

Finjustering af receptoren

P& Institut for Medicinalkemi har vi igennem en laengere
arraekke designet stoffer, som stimulerer GABA,- og GABAg-
receptorerne. Vi har imidlertid en speciel interesse i at udvik-
le stoffer, der bade stimulerer og blokerer samtidigt, hvilket
medfgrer, at man selv ved hgje koncentrationer kun opnar
en delvis aktivering af receptoren. Sddanne stoffer menes at

have flere fordele, fordi de kan bruges til at modulere recep-
toreren fremfor at seette den pa fuld damp eller slukke den
helt.

Muligheden for at finjustere receptorens aktivitet vil
veere nyttigt ved udvikling af leegemiddelstoffer. Man regner
séledes med, at stoffer, som blokerer GABA,-receptorerne vil
kunne anvendes mod bl.a. kognitive defekter og depression,
men eftersom stimulerende stoffer afslapper muskler, ma
man forvente, at blokerende stoffer vil ggre det modsatte og
fremprovokere bivirkninger i form af muskelkramper. Her er
det sandsynligt, at stoffer, som pa én gang stimulerer og blo-
kerer i en vis udstreekning vil have den gnskede effekt pa
kognition og depression, men samtidigt sikre en vis GABA;-
aktivitet i musklerne og dermed undga muskelkramperne.

Ved hjeelp af vores nyudviklede GABA;-testsystem har vi
nu karakteriseret en del stoffer, hvoraf stofferne 3-APPA og
(R)-homobaclofen har den gnskede kombinerede effekt.
Desveerre er virkningen af begge stoffer relativt svage i for-
hold til f.eks. GABA, og de vil derfor neeppe kunne anvendes
terapeutisk. Men de giver vigtig information om kravene til
strukturen af stoffer med bade stimulerende og blokerende
virkning, som kan anvendes til at designe nye og mere
potente stoffer med de samme egenskaber.

Farmakologisk karakterisering af stofferne fra figur 1 pa celler,
der udtrykker GABA;R1, GABAR2 og et gensplejset G-protein.
Det ses, at GABA og (R)-baclofen stimulerer receptoren 100 %,

mens 3-APPA og (R)-homobaclofen selv i meget hgj koncentrati-
on kun er i stand til at aktivere receptoren delvist.
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Legemiddelforskning

3D-modeller fremmer
forstaelsen af samspillet mellem
receptor og leegemiddelstof

GABA, receptorerne pa hjernens nerveceller er et mal for
laegemidler mod bl.a. spasticitet. Moderne computerme-
toder ger det muligt at modellere den tredimensionelle
struktur af den del af receptoren, som binder lsegemid-
delstoffer.

Af Flemming Steen Jgrgensen, Karla Frydenvang,
Hans Bréauner-Osborne og Kurt Kristiansen
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Model af GABA -recaptonen.
hwortil baclcfen ar bundet
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Realistiske tredimensionelle modeller af organismens makro-
molekyler kan i dag konstrueres med computermetoder.
Modellerne gger forstaelsen for, hvordan molekylerne pavir-
ker hinanden og ger det muligt - pa rationel vis - at designe
nye leegemiddelstoffer.

Tilbage i 1981 opdagede Bowery og medarbejdere, at
den kemiske forbindelse baclofen specifikt aktiverede en
hidtil ukendt receptor, som blev reguleret af signalstoffet
gamma-aminosmgrsyre (GABA). Det viste sig hurtigt, at der
var tale om en receptor, som ikke havde andet til faelles med
den allerede kendte GABA,-receptor, end at de begge blev
aktiveret af det samme signalstof. | de falgende ar blev den
nye receptor karakteriseret farmakologisk og blev dgbt
GABAg-receptoren.

Farst i 1997 skete det neeste store fremskridt inden for
omrédet, idet receptorens aminosyresekvens blev bestemt.
Det var nu muligt entydigt at identificere GABAg-receptoren
som en receptor i cellemembranen, der aktiverer G-proteiner
i nervecellerne. G-proteinerne er cellernes omstillingsbord,
som omsaetter ydre stimuli til interne reaktioner.

GABAg-receptoren afviger funktionelt fra flertallet af
nervecellernes receptorer, og den tredimensionelle struktur
af GABAg-receptoren er fortsat ukendt. Man ved imidlertid,
at en stor del af receptoren er placeret udenfor cellemem-
branen, og man formoder, at signalstoffer og laegemiddel-
stoffer bindes til denne del af receptoren.

Med denne viden som udgangspunkt besluttede vi i slut-
ningen af 1998 at konstruere en tredimensionel model af
GABA;-receptorens extracelluleere del. En sddan model vil
gere det muligt at forklare sammenhaengen mellem moleky-
leer struktur og biologisk aktivitet for forbindelser, som sti-
mulerer GABA;-receptorerne og méaske ogsa for forbindelser,
som blokerer dem. Dét vil forbedre mulighederne for at
designe nye leegemiddelstoffer, som pavirker receptoren.

Baclofen, som oprindeligt blev brugt til at identificere
GABAg-receptoren, bruges i dag som muskelafslappende
leegemiddel til behandling af spastiske kramper. GABA;-
receptoren er samtidig et potentielt mal for leegemiddelstof-
fer til behandling af andre sygdomme i centralnervesyste-
met, bl.a. depression.

Den tredimensionelle struktur af den del af GABA;-receptoren,
som binder signalstoffer og leegemiddelstoffer. Modellen er
baseret p4 homologibygning, hvor man benytter kendte protein-
strukturer til at forudsige ukendte strukturer. Receptoren kan
antage to former, en &ben form, hvor bindingstedet er tomt, og
en lukket form, nar GABA eller baclofen binder til receptoren.
@verst ses den besleegtede proteinstruktur, som er anvendt ved
modelleringen af den dbne form. | midten ses den besleegtede
proteinstruktur, som er anvendt ved modelleringen af den luk-
kede form. Nederst vises den feerdige model af den del af
GABAg-receptoren, hvortil baclofen bindes. Alpha-helices er
farvede rgde og beta-sheets grgnne.
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Modelbygning af proteiner

GABAg-receptoren er et protein. Proteiner er opbygget af
aminosyrer, der er koblet sammen som perler pé en snor. Ved
sekventering bestemmer man raekkefglgen af aminosyrerne
i et protein. | cellerne foldes den lange perlekaede af amino-
syrer sammen, og det er den endelige tredimensionelle struk-
tur, som bestemmer proteinets funktion.

Den tredimensionelle struktur af proteiner bestemmes
eksperimentelt med NMR-spektroskopi eller rgntgenkrystal-
lografi. | gjeblikket rapporteres dagligt strukturen af 5-6 nye
proteiner, men antallet af proteiner der sekventeres vokser
endnu hurtigere. Derfor er der betydelig interesse i at udvik-
le metoder, som kan forudsige den tredimensionelle struktur
af proteiner.

Det er i dag muligt at konstruere ngjagtige tredimensio-
nelle modeller af et protein efter et princip, der kaldes
homologibygning. Proteiner, der er evolutionaert besleegte-
de, eller homologe, har med stor sandsynlighed naesten den
samme tredimensionelle struktur. Det betyder, at safremt
man kender den tredimensionelle struktur af et eller flere
besleegtede proteiner, kan man konstruere en tredimensio-
nel model af det ukendte protein.

Et af de vigtigste trin i homologibygningen er valget af,
hvilken tredimensionel struktur modelbygningen skal base-
res pd. Samtidig m& man afklare, hvor stor en del af den
udvalgte struktur, der er feelles for de homologe proteiner
og hvor stor en del, der skal modificeres i modelleringen af
det ukendte protein. Dette kraever, at sekvensen af det
ukendte protein sammenlignes med sekvensen og den tredi-
mensionelle struktur af flest mulige homologe proteiner.

Det forste skridt i modelbygningen af GABA;-receptoren
var at finde de proteiner, der kunne bruges som udgangs-
punkt. Det blev hurtigt klart, at vores model skulle baseres
pa en reekke aminosyrebindende proteiner, hvis tredimensio-
nelle struktur var bestemt eksperimentelt ved hjeelp af rant-
genkrystallografi. Disse proteiner er involveret i transport af
aminosyrer og forefindes i to former, en lukket form, hvor en
aminosyre er bundet til proteinet, og en aben form, hvor der
ikke er bundet noget til proteinet.

Leegemiddelstoffet baclofen, som bruges til at deempe muskel-
kramper hos spastikere, ses her bundet til GABAg-receptoren.
Baclofen er vist som en rumopfyldende model, mens recepto-
rens aminosyrer er vist som pinde. Atomerne er farvede efter atom-
type, dvs. kulstof hvide, nitrogen bld, oxygen rade og chlor grgnt.

Fra kendte proteiner til GABA;-receptoren

Vi valgte at g& ud fra strukturen af et leucin-isoleucin-valin
bindende protein, fordi dette protein havde starst sekvens-
lighed, 22% identitet, med GABA;-receptoren. Her kender
man kun strukturen af den dbne form. Ved at sammenligne
og udnytte sekvensvariationen i forskellige aminosyrebin-
dende proteiner og andre receptorer var det muligt at iden-
tificere, hvilke omrader, der repreaesenterede de strukturelt
konserverede dele, og som derfor kunne tages direkte fra
strukturen af vort udgangsprotein.

For at fa en sd ngjagtig model som muligt, blev de to
halvdele af den bindende del af GABAg-receptoren model-
bygget uafhaengigt af hinanden. Baseret pa strukturen af et
besleegtet protein, der forefindes p& den lukkede form, blev
de to domeaener dernaest placeret i forhold til hinanden.
Neeste trin i modelbygningen var at placere baclofen i recep-
toren. Derefter blev modellen af komplekset forfinet ved
hjeelp af molekyldynamiske simuleringer for at sikre, at struk-
turen var sé realistisk som mulig. Denne proces blev gentaget
adskillige gange og den bedste model udvalgt for det videre
arbejde.

Baclofen kan opfattes som en analog af GABA med en
ekstra aromatisk gruppe. | den endelige model antager
GABA-delen af baclofen en udstrakt konformation, mens
den aromatiske gruppe er placeret i en lomme mellem de to
halvdele af GABA;-receptoren.

Evaluering af modelberegningen

For at modellen kan bruges i forbindelse med design af nye
lazegemiddelstoffer, er det et ufravigeligt krav, at den kan for-
klare eksisterende struktur-aktivitetsdata.

Som udgangspunkt for evalueringen brugte vi (R)- og (S)-
baclofen, der kemisk er helt ens, men som er spejlbilledfor-
mer, dvs. de forholder sig til hinanden som en hgjre hand til
en venstre hand. De to spejlbilledformer blev nu placeret i
receptormodellen ved hjeelp af et program, der genererer
tusindvis af mulige orienteringer og udveelger de mest sand-
synlige ud fra strukturelle kriterier.

Det viste sig - heldigvis - at (R)-baclofen bindes bedre til
modellen end (S)-baclofen, hvilket er i god overensstemmel-
se med eksperimentelle data.

Med henblik pa endeligt at verificere modellen er en
raekke punktmuterede receptorer blevet klonet og testet for
binding af baclofen. Her har man primeert valgt at mutere de
aminosyrer, som har kontakt med baclofen. Forelgbige resul-
tater viser sig at veere i god overensstemmelse med model-
len. Alt tyder saledes pa, at modellen af GABA,-receptoren er
realistisk, samt at den kan anvendes til design af nye forbin-
delser.
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Legemiddelforskning

Den randomiserede
Kliniske undersggelse

Den randomiserede kliniske undersggelse er en hjgrne-
sten i vurderingen af nye lseegemidler. Her anvendes to
grupper af patienter. Den ene afprgver det nye leege-
middel, mens den anden far et uvirksomt stof. Hverken
lzeger eller patienter ved, hvem der far hvad. Til sidst
anvendes statistik til at bedgmme virkningen af medici-
nen. Metoden har gennem mange ar haft savel tilhaen-
gere som kritikere.

Af Sgren Troels Christensen, Ebba Holme Hansen
og Poul Reinhardt Kruse

Den randomiserede kliniske undersggelse udger et selvfglge-
ligt element i vurderingen af laegemidlers terapeutiske egen-
skaber. Trods den selvfglgelighed metoden tilleegges i dag, er
den af nyere dato. Den moderne udgave sa ferst dagens lys i
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1948, men grundprincipperne kan spores tilbage til forrige
arhundrede, hvor forlgberen, den “numeriske metode”, blev
introduceret i Danmark.

Medicinske fagtidsskrifter tilbage i tiden udger en rig
historisk kilde, dels til en forstdelse af hvordan og hvornar
den randomiserede kliniske undersggelse er opstaet, og dels
til indsigt i, hvordan leegemiddelterapien og udforskningen
af leegemidlers virkninger har udviklet sig.

Den numeriske metode og kritikken af den

| 1839 preesenterede den danske leege Carl Emil Fenger den
numeriske metode i Ugeskrift for Leeger. Fenger havde veeret
pa studietur i Frankrig og havde der overveeret en reekke
forelaesninger over brugen af statistik i klinisk medicin.
Budskabet var, at medicinen var en erfaringsvidenskab pa
linie med fysikken og kemien. Vejen til erkendelse var den
direkte observation af mange patienter, kvantificering og
simpel statistik.

Fengers entusiasme var stor, og hjemvendt til Danmark
pleederede han med iver for den nye metode. Om vurdering
af terapi hedder det: “For at komme efter, hvilken
Behandlingsmaade med starst Fordeel kunde anvendes, vilde
den bedste Maade veere, farst at skaffe sig Forholdet imellem
Helbredede og Dgde i de Tilfeelde, hvor slet ingen
Behandling var anvendt, og da sammenligne dette med
Resultatet af hver enkelt Kurmethodes Anvendelse; dernaest
at anstille lignende sammenligninger imellem de forskjellige
Kurmethoder med hensyn til deres Indvirkning paa
Sygdommens varighed”.

Fengers numeriske metode er ikke fremmed for nutiden.
Han fremfgrte den vigtige pointe, at safremt man gnsker at
vide, hvorvidt et leegemiddel virker eller ej, da ma man lave
sammenlignende studier mellem tilfeelde, hvor terapi har
veeret anvendt, og tilfeelde hvor ingen terapi har veeret
anvendt. Ved at ggre et stort antal observationer efterfulgt
af en systematisk behandling, kunne man na til en objektiv
vurdering af, hvorvidt et leegemiddel virkede eller ej.
Fengers numeriske metode blev imidlertid mgdt med hard
kritik af samtiden. Regimentskirurg Michael Djgrup for i
bleekhuset og fremfarte en farverig og senderlemmende kri-
tik. Om den numeriske metode siger Djgrup “den indeholder
adskilligt Godt og adskilligt Nyt; kun Skade, at det Gode ikke
er nyt og det nye ikke er godt.”

Djgrups vigtigste kritikpunkt var, at den numeriske meto-
de anlagde et gennemsnitsperspektiv, idet metoden ikke tog
hgjde for det enkelte individ og betydningen af individuelle
forskelle i behandlingen af sygdomme.

Forste side af Carl Emil Fengers artikel om den “numeriske
Methode” i Ugeskrift for Leeger, 1839.
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Michael Djgrup argumenterede for, at leegemidler ikke kunne
afprgves gennem forsgg pa store patientgrupper. Sygdom var
noget individuelt og behandlingen matte tage udgangspunkt i
det konkrete tilfeelde.

Farmakologi anno 1839 - behandling af individer
Fengers numeriske metode var nytenkning i 1839 og et
angreb rettet mod datidens farmakologi, som med Fengers
og nutidens gjne nok synes noget spekulativ. Netop Djgrup
var talsmand for denne farmakologi.

Djerup argumenterede for, at lsegemidler ikke kunne
afprgves gennem forsgg pa mennesker, hvor store patient-
grupper sammenlignes. Argumentet herfor udsprang af
Djgrups syn pa sygdom og terapi. Sygdom var noget indivi-
duelt, og behandlingen af sygdom métte tage udgangspunkt
i det konkrete tilfaelde, hvorefter en individuel behandling
matte sammensaettes. Djgrup var séledes talsmand for, at der
ikke eksisterede terapeutiske love med gyldighed hzevet over
det enkelte individ.

Men hvordan kunne Djgrup da nd til erkendelse om
leegemidlernes virkninger, safremt det ikke skulle veere
muligt at sige noget generelt om virkningerne? Djgrups svar
var, at nar sygdom og terapi var et individuelt anliggende,
gik vejen til erkendelse gennem intensive studier af enkelt-
tilfeelde. Ved studiet af enkelttilfeelde skulle den erfarne kli-
niker studere sygdomstilfeeldene i alle deres detaljer og der-
med na til en teoretisk forstaelse af sygdommenes essens.
Herunder skulle psykologiske forhold medinddrages.

Denne form for undersggelse af leegemidlernes virknin-
ger synes nok noget uklar, al den stund at de metodiske prin-
cipper var upreecise. Djgrups tilgang til studiet af lazgemidler,
skal imidlertid ses som bestreebelser pa at na en teoretisk for-
klaring pa lseegemidlernes virkninger, hvilket lidt lgsagtigt
kan oversaettes til nutidens fokus p& mekanismeforklaring.
Diskussionen mellem Fenger og Djgrup endte uafgjort.
Fengers numeriske metode slog ikke igennem, og Djarups
farmakologi overlevede ikke leenge. Fengers metode skulle
dog i leengden overleve og videreudvikle sig til nutidens
randomiserede kliniske undersggelse. Denne udvikling kom
dog til at streekke sig over 100 ar.

| den periode blev der gjort flere forseg pa at lancere
den numeriske metode. Ikke mindst blev metoden i udviklet
form anvendt i forbindelse med den senere Nobelprismod-
tager Johannes Fibigers studie over serumterapis effekt over-
for difteri fra 1898. Fibigers studie var for den tid et ene-
stdende stykke metodisk arbejde, men studiets metodiske
principper dannede ikke skole for eftertiden. | Ugeskrift for
Leeger omkring arhundredeskiftet kan man leese adskillige
artikler, der redeger for laegemidlers virkninger. Hvad der
kendetegner disse artikler er, at den terapeutiske dom afsi-
ges pa baggrund af den enkelte laeges egne erfaringer, der
typisk bestod af f& behandlede patienter, der er blev fulgt
meget ngje, og med meget detaljerede sygdomshistorier.

=
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=

Carl Emil Fenger mente, at vejen til erkendelse var den direkte

observation af mange patienter, kvantificering og simpel statistik.

Den ngdvendige afprgvning

| slutningen af forrige arhundrede udviklede fysiologien sig
kraftigt, og i kelvandet herpd fulgte farmakologien, der
udviklede sig til en selvstaendig disciplin.

Opkomsten af farmakologien medferte en eksplosiv
veekst af nye laegemidler, der fra fabrikanternes side blev rost
i hgje vendinger. Mange Klinikere stillede sig imidlertid skep-
tiske overfor disse nye leegemidler. Situationen udtrykkes flot
af den danske farmakolog H. lacobzeus, der i 1915 skrev fal-
gende i Ugeskrift for Laeger: “Vi ved jo alle, hvor megen
Svindel der drives med de mange nye Midler, og hvor lidt
man kan stole paa de gyldne Lgfter... Det bliver derfor en
Opgave for den praktiserende Terapeut at adskille den ringe
Meengde Hvede og den store Masse Klinte i de neesten tal-
lgse nye Midler, der bringes paa Market.”

Efter anden verdenskrig fik de mange nye lseegemidler
flere klinikere til at indse, at det var tvingende ngdvendigt at
afprave lsegemidler efter en metode, der kunne afsige den
terapeutiske dom pa objektiv vis. Den randomiserede Klini-
ske undersggelse blev lgsningen pa problemet, og det farste
egentlige studie blev gennemfart i England i 1948 i forbin-
delse med afpregvningen af streptomycin til behandling af
tuberkulose.

Et spgrgsmal om videnskabeligt temperament
Diskussionen mellem de to herrer i forrige arhundrede har
mere end blot historisk interesse. Diskussionen omhandler
ikke mindst spgrgsmalet om terapivurdering. Fenger argu-
menterede for, at laegemidler skulle evalueres for deres tera-
peutiske egenskaber gennem systematiske principper, som
siden deres introduktion har veeret genstand for omfattende
debat.

Ved at betone empiriens betydning foretages samtidig
nogle vidensmaessige valg og fravalg. Empiri inden for far-
macien og leegevidenskaben betyder data, der kan males og
vejes. Hvad der ikke kan males og vejes, kan ikke geres til
genstand for videnskabelig indsigt. Netop dette spgrgsmal
har historisk set udgjort et stridspunkt i forbindelse med vur-
deringen af leegemidler. Ikke alle klinikere har veeret enige
om, at leegemidler og deres terapeutiske egenskaber enty-
digt kunne studeres gennem systematiske forsgg pad menne-
sker. Djgrups frygt og kritik genfindes saledes i kritikken af
nutidens randomiserede kliniske undersggelse, hvor kritikere
frygter, at det enkelte individ vil forsvinde i den statistiske
kalkyle.

Studiet af metodens historiske udvikling giver saledes
god indsigt i, hvordan den terapeutiske videnskab har an-
dret sig gennem tiderne. Den randomiserede kliniske under-
sggelses historie er i hgj grad et spgrgsmal om videnskabeligt
temperament, hvor seerligt klinikere har haft forskellige
opfattelser af, hvad god terapeutisk videnskab bestar i.
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