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Naesten al medicin virker ved, at et medicinsk molekyle vekselvirker
med et molekyle i kroppen, der direkte eller indirekte er relateret til

sygdommen. Med teknikken smavinkelspredning er det muligt at
undersgge de vekselvirkende molekyler under naturlige betingelser,
hvilket er vigtigt for at kunne udvikle ny medicin.

4r man behandler sygdomme med medicin, er

formalet at angribe sygdommen helt ned pa
molekylert niveau. Det kan fx ske ved at rette op
pa et underskud af et bestemt molekyle eller pro-
tein, som nar insulin gives til diabetikere. Men ogsd
ved at skrue op eller ned for et velfungerende mole-
kyles aktivitet. Andre sygdomme er relateret til, at
bestemte molekyler i kroppen ikke opferer sig som
tilsigtet. Det gelder fx for en lang rekke neurode-
generative sygdomme som Parkinsons og Alzhei-
mers sygdom, som er associeret med ophobning af
proteiner i hjernen.

Det aktive stof i medicinen kan béide vere et pro-
tein eller et lille molekyle som acetylsalisylsyre, der
sammen med kodein er det aktive stof i kodimag-
nyler. Udover selve effekten af legemidlet er distri-
butionen i kroppen ogsa en vigtig faktor for, hvor
virksomt det er.

For at forstd bdde sygdommene og deres behand-
ling er det vigtigt at kunne undersoge strukturen af
de implicerede molekyler og proteiner ned pa den
mindste skala.

Teknikken krystallografi har veret essentiel for den
forstdelse, man i dag har af proteiners struktur og
funktion. Her kan den atomare struktur af et pro-
tein bestemmes ud fra diffraktionsmenstre af ront-
gen- eller neutronstriling. Det krever dog, at pro-
teinerne er krystalliserede — dvs. at de er place-

Aktuel Naturvidenskab | 2 | 2015

ret i et velordnet gitter, tet omgivet af nabo-protei-
ner. Det er temmelig langt fra de fysiologiske betin-
gelser, som proteinet befinder sig under i kroppen,
hvor det udfgrer sin funktion. Det er derfor vigtigt
ogsd at f4 information om, hvordan proteinet og de
andre relevante komponenter i en leegemiddelfor-
mulering opforer sig i oplesning ved den relevante
temperatur og pH. Det kan man fi med den teknik,
der hedder sméavinkelspredning. Smévinkelspred-
ning giver strukturel information pa lengdeska-
laen fra 1 til ca. 500 nanometer pa alle typer af pro-
ver. Teknikken har en lavere strukturel oplesning
end krystallografi, dvs. man kan fx ikke zoome ind
pa positionen af de enkelte atomer. Den helt store
fordel er dog, at man kan se, hvordan biologiske og
medicinske molekyler vekselvirker og danner kom-
plekser under de mere frie og realistiske rammer
udenfor krystallerne. Det giver et mere reprasen-
tativt billede af, hvordan disse processer foregir i
kroppen og er en unik mulighed for at folge proces-
ser under udvikling.

Neurodegenerative sygdomme pa nano-skala
Sikaldt neurodegenerative sygdomme som Par-
kinsons og Alzheimers er alvorlige sygdomme, der
resulterer i mistet hjernefunktion. De er forbundet
med dannelsen af meget lange fibre af protein (pro-
teinfibriller), som bestar af tusindvis af proteinmo-
lekyler i en @ndret, inaktiv form. I den farmaceu-
tiske industri er man meget interesseret i at under-
soge tilsvarende fibriller for at kunne forebygge, at



Smavinkelspredning: SAXS og SANS

| teknikken smavinkelspredning placeres en prgve i en Rgnt-
genstrale (Small-Angle X-ray Scattering, SAXS) eller neu-
tronstrale (Small-Angle Neutron Scattering, SANS). Typisk er
proverne oplgsninger eller suspensioner af partikler som
proteiner, emulsions-draber eller polymerer. Hvert punkt i
partiklerne spreder stralingen og bidrager dermed til det
totale, observerede spredningsmgnster. Spredningsman-
stret vil derfor afheenge af partiklernes stgrrelse og form,
hvilket vil sige, at data indeholder information om nano-

strukturen i prgven.

Spredningsmgnster
pa detektor

Rentgen- eller neutronstrale

Prove

Principskitse for et smavinkelspredningsinstrument. Intensi-
teten af den straling, der spredes fra prgven, detekteres ved
sma vinkler, typisk op til 5 grader. Afhaengigt af instrumentet
deekker SAXS og SANS starrelser fra ca 1 nanometer og op til
100 eller 500 nanometer.

Rentgenstraling spredes fra elektronerne i prgven, hvorimod
neutronerne spredes fra atomkernerne. Det betyder, at SAXS
og SANS er falsomme overfor forskellige komponenter i par-
tiklerne, hvilket giver forskellige “kontrastforhold” og dermed

komplementeer information.

de dannes i protein- og peptidbaserede leegemidler
under fremstillingen.

Det er vanskeligt at studere den strukturelle udvik-
ling af fibrillerne, fordi der pa ethvert tidspunke i
processen findes et vald af forskellige, sameksiste-
rende former, og fordi den relative fordeling mel-
lem disse former udvikler sig over tid. Smavinkel-
spredning har dog vist sig at vaere et meget velegnet
verktgj til at fa central information. SAXS-data er
nemlig additive, hvilket betyder, at man ved grun-
dig analyse af dataserier, der er samlet, mens udvik-
lingen forlober, kan adskille spredningsmenstre

for de enkelte former, der dannes i lebet af proces-
sen og dermed fa detaljeret information om deres
struktur. Med denne metode har vi bl.a. undersegt
fibrildannelsen af proteinet alpha-synuclein, som

er relateret til Parkinsons sygdom. Metoden er sta-
dig serdeles arbejdskrevende, men vi arbejder pé et
computerprogram, der kan automatisere analysen.

I vore studier har vi ogsé vist, at lipid-modelsy-

stemer, der imiterer cellevagge, destabiliseres og
destrueres af de protein-former, der dannes tidligt

Det synkrotronbaserede
SAXS-instrument pa
storskala-faciliteten
ESRF (European
Synchrotron Radiation
Facility) i Grenoble.

Data opsamles pa storskala-faciliteter i stil med MAX IV og
ESS, der er under opbygning i Lund. Pa nuveaerende tidspunkt
kan data males fx i Grenoble, hvor der bade findes en rgnt-
gen- og en neutronkilde. Rentgenstraling kan ogsa genereres
pa en lille laboratoriebaseret rgntgenkilde, fx et rantgenror.
Derfor findes der ogsa rigtigt gode laboratoriebaserede
SAXS-instrumenter.

Det laboratoriebaserede
SAXS instrument pa Aar-
hus Universitet. Rantgen-
stralen er indtegnet med
gult og den prave, der
skal studeres, med blat.

i forlgbet. Vi har pavist, at der undervejs dannes et
aggregat, der bestdr af bade protein og lipid. Det er
miske en central del af forklaringen pé den celle-
nedbrydning, der observeres i forbindelse med de
neurodegenerative sygdomme. Med denne viden er
vi ét skridt nermere mod at forstd sygdommen pd
molekyler skala, hvilket er forudsetningen for at
kunne behandle den malrettet.

Insulin

For lidt over 100 4r siden blev det opdaget, at suk-
kersyge henger sammen med mangel pa signal-
stoffet insulin, som er et lille protein. Hurtigt efter
fandt man ud af, at patienter med sukkersyge meget
effektivt kunne symptombehandles ved at injicere
insulin oprenset fra fx hunde. Siden har bioteknolo-
gerne fundet ud af at fremstille insulin langt mere
effektivt, precist og dyrevenligt i genmodificerede
gerorganismer. En stor ulempe ved behandling af
sukkersyge med insulin er dog, at stoffet skal inji-
ceres direkte under huden, for at dosen kan styres
tilstrekkeligt pracist. Dette er til gene for de fle-
ste patienter og medforer, at medicineringen ikke
altid bliver tilstrekkeligt god. Derfor har forskere
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Den molekylaere basis for neurodegenerative sygdomme
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Ved neurodegenerative sygdomme dannes proteinfibriller af
et sygdomsspecifikt protein. | Parkinsons syge dannes fx
sakaldte Lewy bodies, som indeholder store maengder fibril-
leret alpha-synuclein. Der er dog ikke en simpel sammen-
haeng mellem tilstedeveerelsen af fibriller og tabet af kogni-
tive funktioner. Man ved, at nervecellerne langsomt dgr, men
man forstar endnu ikke den bagvedliggende molekylzere
mekanisme. Det er tydeligt, at forskellige faktorer som regu-

lering af cellernes oxidative tilstand og deres normale signa-

dette korrelerer med forkert foldning af de sygdomsspeci-
fikke proteiner. Vi ved ogsa, at tilstedevaerelsen af disse mis-
foldede proteiner kan veere giftigt for cellerne. Systemerne
udvikler sig imidlertid pa en meget kompleks made, som det
fremgar af figuren.

Proteiners native fold (hvid trekant gverst til venstre) er den
3D-struktur, der udger den primeere funktionelle tilstand.
Men proteiner er dynamiske molekyler, som i brgkdele af
deres tid er delvist eller helt udfoldede, og den nativt funktio-
nelle tilstand er en ligeveegt mellem disse tilstande (illustre-
ret i den morkegronne trekant). Proteinerne kan danne oligo-
merer med funktionel relevans, eller aggregere amorft (nedre
venstre hjgrne). Imidlertid kan proteinet ogsa antage en form,
der har potentiale for at interagere systematisk og dermed
danne de hgjt ordnede proteinfibriller (bla boks). Der findes
flere forskellige intermedizere oligomere former, hvoraf nogle
kan veere byggeblokke i fibrillen (on-pathway), og andre kan
vaere midlertidige, stabiliserede former, som ikke farer
direkte til fibrilllens opbygning (off-pathway). Nogle af for-
merne er giftige og kan sla celler ihjel. Man regner med, at
dette sker via kontakt til cellens membran, men man ved

ikke hvilken intermediaer form, der er praecist ansvarlig for

lering henover cellemembranen er steerkt forandret, og at

SAXS-data
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lllustration af sammenhangen mellem cellenedbrydning og de tidlige

aggregatformer i processen, hvor proteiner omdannes til fibriller i neuro-
degenerative sygdomme som Alzheimers. Baseret pa GISAXS-data har vi
kunnet beskrive bade de strukturer, der dannes midlertidigt i Iabet af pro-
cessen og de modne fibriller. Fibrillerne bestar af mange tusinde proteiner.
De gra strukturer (som dannes midlertidigt) har en diameter, der svarer til

dette, eller hvad der gor den giftig for celler.

fibrillens diameter og er sandsynligvis byggesten i fibrillen. Nar lipid-base-
rede vesikler (modelsystemer for cellerne) tilsaettes enten de oprindelige,
native proteiner eller de midlertidige former (gra partikler) kan man obser-
vere, at vesiklerne nedbrydes. Det fremgar af billederne nederst (optaget
med 2-foton mikroskop). Pilen angiver et omrade, hvor vesikler farst gar i
stykker og der derefter dannes aggregater af protein og lipid i baggrunden.



TEMA:

Principper for proteinbaseret leegemiddelformulering

Insulin er godt eksempel pa et proteinbaseret laegemiddel,
og den formuleringsstrategi, man benytter til insulin, er i
grove treek den samme, som benyttes til en lang reekke af
andre proteinbaserede lsegemidler. Proteiner, der indtages
oralt, dvs. spises, vil hurtigt blive nedbrudt af fordgjelses-
systemet til enkelte aminosyrer og miste deres relevans som
medicin. Derfor skal de fleste proteinbaserede laegemidler
injiceres direkte, enten i blodbanerne eller lige under huden.
Grundlaeggende geelder, at proteiner, der injiceres pa mono-
mer-form, dvs. som enkelte protein-molekyler, virker hurtigt,
fordi monomeren naesten altid er den aktive form. Proteiner,
der injiceres pa oligomerform, dvs. sma ansamlinger af
monomerer, virker derimod langsomt, fordi de skal falde fra
hinanden til monomerer, for de kan udfere deres funktion.

Figur: Nar insulinen produceres i den raske krop lagres den
midlertidigt i form af hexamerer koordineret omkring zinkato-
mer (pink kugle). Nar insulinhexamererne kommer ud i blodba-
nerne, falder de fra hinanden, forst til dimerer og siden til insu-
lin-monomerer, som derefter kan binde til en insulinreceptor,
der igen giver signal til cellerne om, at de skal optage glucose
fra blodbanen. Moderne insulintyper udnytter dette samspil
mellem lagring af inaktivt insulin pa hexamerform og aktivt
monomerisk insulin. Nar man skal lave hurtigtvirkende insulin,
overflademodificerer man de enkelte insulinmolekyler, sadan

bide p4 universiteterne og i medicinalvirksomhe-
derne i mange 4r arbejdet pd at gore den injicerede
insulin s langtidsvirkende som muligt ved at skabe
bedre kontrol over insulinfrigivelsen. En af de vig-
tigste strategier er at etablere mikroskopiske depo-
ter af insulin lige under huden pé patienten. Herfra
vil insulinen s3 frigives langsomt over lang tid. Der-
med vil patienten ikke skulle injicere insulin alt for
ofte, og insulinniveauet i patienten vil kunne hol-
des mere konstant.

Smévinkelspredning er i de seneste par ar blevet en
mere og mere hyppigt benyttet teknik til at f3 yder-
ligere indsigt i disse mikroskopiske insulinstruk-
turer. Den helt store fordel ved smavinkelspred-
ning er, at man let kan studere insulinmolekylerne
under fysiologisk relevante betingelser. Bl.a. kan
man undersoge, hvordan forskellige modifikatio-
ner af insulinens overflade pavirker mikrostruktu-
ren af insulindepoterne og den made hvorp4, insu-
linmolekylerne sidder sammen med hinanden. Vi
ved nu, at en af de nyeste kommercielle insulintyper
organiserer sig i lange tynde stave, som igen er dan-
net af enheder af hver seks insulinmonomerer. Med
denne struktur er det mest oplag, at den aktive
insulin bliver frigivet fra enderne af stavene. Det er
formentlig en vigtig del af forklaringen p4, at insu-
linen frigives sd langsomt fra denne formulering.
Denne nyttige viden kan bruges som et springbret

Insulin i blodbanen

AT dimerer
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-

Struktur af insulin-hexamer

”

"hexamer-konglomerat

at de i hgjere grad er pa monomer- eller dimer-form. Dermed
virker de umiddelbart efter injektion. Omvendt fas langsomt-
virkende insulin ved at stabilisere hexamererne og overflade-
modificere disse, sadan at de samler sig i starre konglomera-
ter. Disse konglomerater af hexamerer skal sa forst falde fra
hinanden til hexamerer, dernaest skal hexamererne falde fra
hinanden til dimerer, som sa til sidst falder fra hinanden til de
aktive monomerer. Alt i alt giver dette en forsinket frigivelse

af insulinen.

til at finde ud af; hvordan man yderligere kan kon-
trollere frigivelsen af insulin og dermed nedsatte
generne samt gge livslengden og livskvaliteten for
patienterne.

Leegemiddelformuleringer

For at legemidler kan virke, er det essentielt, at de
kan optages i blodbanen. Det er en udfordring for
de mange legemidler, der ikke er oplaselige i vand.
Derfor er tabletter og kapsler bl.a. tilsat specielle
polymerer, olier og overfladeaktive stoffer, der skal
oge opleseligheden af legemidlerne i vand. Nir
man blander legemidlerne med disse stoffer, taler
man om legemiddelformuleringer. Polymererne vil
typisk vere sammensat af to blokke af forskellige
polymerer, hvoraf den ene er vandopleselig, og den
anden er vandskyende. Nir polymeren er oplest i
vand, samles den spontant i nanometer-store aggre-
gater, der kaldes miceller. Heri danner den vand-
skyende blok en kerne, hvori legemidlet kan oplg-
ses, og den vandopleselige blok omgiver kernen, og
gor hele micellen vandopleselig. Indkapslingen af
leegemidlet i kernen giver yderligere den fordel, at
leegemidlet kan frigives gradvist og langsommere, si
der opnis en konstant koncentration i blodet over
leengere tid. Polymer-micellerne er ofte si smd, at de
kan krydse blod-hjerne-barrieren, hvis vitale funk-
tion er at forhindre skadelige stoffer og iser bakte-
rier og virus i at komme ind i hjernen. Micellerne
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Micelle

Kerne af vandskyende
blokke + laegemiddel

Videre leesning

Mere om smavinkel-
spredning:

Lees ogsa i dette nummer
artiklen "Form og funk-
tion pa nanoskalaen” af
Dorthe Posselt.
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Vandoplgselige
blokke

Figuren illustrerer en micelle fra en computersimulering,
baseret pa malinger med SAXS og SANS. Micellen bestar
af lange polymer-molekyler, der igen bestar af to forskel-

kan siledes bruges til at levere legemidler til hjer-
nen. For at dette kan gores, skal man kende og
kunne kontrollere micellernes storrelse og strukeur.
Til det formal er smavinkelspredning baseret p&
bade rentgen- og neutronstraling en optimal teknik.

For nogle polymerer er dannelsen af kerne-skal-
strukturen i micellerne ikke sa tydelig, hvis proverne
studeres med smavinkel-rentgenspredning (SAXS).

I dette tilfzelde er smavinkel-neutronspredning
(SANS) et fantastisk verktej til at undersoge micel-
lerne. Niér vi bruger SANS, hvor neutronerne spredes
fra atomkernene i oplosningen, kan vi ved at “marke”
kun den ene af blokkene bestemme fordelingen af de
to blokke i strukturen. Dette gpres ved at bruge en
polymerblok, hvor hydrogen (H) er udskiftet med
tungt hydrogen, deuterium (D), der foruden den
sedvanlige proton ogsd har en neutron i sin atom-
kerne. Nar micellerne s oplases i almindeligt vand
(H,0), kan neutronerne se den deutererede blok,
mens vi ved at oplese den i tungt vand (D,0O), vil se
den blok, der ikke er deutereret ved hjelp af neutro-
nerne. Man kan derefter gd skridtet videre og studere
fordelingen af et leegemiddel ved delvist at merke
det med deuterium og s& undersoge flere blandin-
ger af H,O og D,O. Dermed far man “flere lignin-
ger” til de “flere ubekendte”, som man kan bruge til
at bestemme, hvor de enkelte bestanddele er placeret
i forhold til hinanden. Denne metode kaldes ogsa for
kontrastvariation, da synligheden af de enkelte kom-
ponenter varieres ved at variere H,0/D,O-indholdet
i den oplesning, der udger baggrunden.

Resultaterne for kernestorrelse, skaltykkelse og pla-
cering af legemidlet forklarer, hvorfor nogle lege-
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lige blokke: En vandoplgselig og en vandskyende blok. Ved
at indkapsle et vandskyende laegemiddel pa denne made,
kan det gores oploseligt i blodstreammen. Til hgjre ses kon-
trasterne for de forskellige komponenter i tre forskellige
solventblandinger. Det svarer til et SANS-eksperiment,
hvor de forskellige komponenter er “maerket” med deute-
rium (D,0) og undersggt i forskellige blandinger af H,0 og
D,0. Denne “kontrastvariation” far de forskellige kompo-
nenter til hhv. at fremtraede tydeligt eller blive usynlige.

midler frigives langsomt (tyk skal og legemidlet

er fortrinsvist til stede dybt i kernen), mens andre
leegemidler frigives hurtigt (tynd skal og legemidlet
sidder pa overfladen af kernen). Denne indsigt kan
bruges til at optimere leegemiddelformuleringen ved
fx at 2ndre molekylemasse af de to polymerblokke
eller typerne af polymerer, der anvendes for blok-
kene, sd der kan opnis en given frigivelseprofil, fx
med konstant frigivelse over tid af legemidlet, s&
koncentrationen i blodbanen holdes konstant.

En efterspurgt teknik
Smavinkelspredningsmetoden er i lobet af de sene-
ste ti ar gdet fra at veere en halveksotisk metode,
der kun blev benyttet af specialister, til i hojere

og hgjere grad at vare en metode, der benyt-

tes af en bredere skare af forskere og udviklere til
at fi essentiel information om medicinske mole-
kyler og sygdomsrelaterede molekylere struktu-
rer. Metoden er en af de mest efterspurgte teknik-
ker pé de internationale neutronspredningsfacili-
teter, og pé rontgen-synkrotronerne har den veret
en sterkt voksende teknik de seneste ti ar og er

en central del af instrumentportefoljen pé de fle-
ste internationale faciliteter. Smévinkelspredning
er dog stadig en relativt svert tilgengelig metode,
fordi det kraver et stort analysearbejde at fortolke
data, og den vil neppe lige med det forste blive en
fuldt automatiseret og bredt tilgengelig screening-
metode. Dog er der en lang rekke af situationer,
hvor smavinkelspredning giver essentiel informa-
tion, der vanskeligt kan fis pa andre mider. Der
arrangeres derfor store internationale kurser flere
steder i verden med henblik pa at uddanne flere
unge forskerer indenfor feltet. ]



