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LEGEMIDDELFORSKNING

Blod-hjerne-barrieren er hjernens vaern mod giftstoffer,
men desvaerre spaerrer den ogsa vejen for naesten alle
leegemiddelstoffer til behandling af hjernesygdomme.
En kunstig model af hjernens effektive forsvarsmur kan
lette udviklingen af ny medicin ved tidligt at vise, om
et potentielt l,egemiddelstof kan smugles ind i hjernen
eller €j.

Af Hans Christian Helms, Helle Senderby Waagepetersen,
Carsten Uhd Nielsen og Birger Brodin

Hjernen er et af menneskets vigtigste og derfor mest beskyt-
tede organer. En raekke mekanismer i kroppen arbejder pa at
skabe det optimale miljg for hjernen, sa den har en konstant
koncentration af salte og naeringsstoffer omkring de fintfg-
lende nerveceller. Mangden af salte skal vaere konstant, for-
di saltene deltager i signalprocesserne i hjernen, og koncen-
trationen af naeringsstoffer, isaer sukkerstoffet glukose, skal
veere konstant, s& hjernen altid har rigeligt med braendstof til
de energikraevende signalprocesser.

Derudover skal de sarte nerveceller beskyttes imod giftstof-
fer, som via kosten er kommet ind i blodet, samt imod blo-

Arbejdet med modellen af blod-hjerne-barrieren starter pa slagteriet. Kraniet abnes pa en nyslagtet kalv

i@, hvorefter hjernen tages ud & og fragtes til universitetet. Her skrabes det yderste lag, den gra substans,
af hjernen €. Den grd substans homogeniseres, og blodkarrene fanges pé et filter. Til sidst skylles blodkar-
rene af filtret, behandles med en enzymcocktail og nedfryses til senere brug i laboratoriet.
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dets egne signalstoffer, der er beregnet til at virke andre
steder end i hjernen. Til det formal er hjernen udstyret med
en ekstremt effektiv forsvarsmur, blod-hjerne-barrieren, som
hindrer indtraengning af ugnskede stoffer.

Et kompliceret og effektivt forsvar
Blod-hjerne-barrieren udggres af de sma blodkar, der forsy-
ner hjernen med ilt og naeringsstoffer. Blodkarrenes vaegge
bestar af endothelceller, som har en vanskelig opgave, fordi
de skal tillade hurtig passage af ilt og naeringsstoffer til hjer-
nen og samtidig holde salte og andre ugnskede stoffer ude.
For at kunne udfere arbejdet har endothelcellerne specielle
egenskaber. De er bundet ekstremt taet sammen, og derfor
er det stort set umuligt for stoffer at traenge ind i hjernen
imellem endothelcellerne. Dette forsvar er dog ikke tilstraek-
keligt, fordi mange sma fedtoplaselige molekyler kan passere
direkte gennem cellerne. Derfor er endothelcellerne udstyret
med en raekke transportproteiner, som regulerer passagen

af et bredt udsnit af stoffer fra blodet til hjernen. Nogle af
disse transportarer optager essentielle naeringsstoffer og la-
der dem passere ind i hjernen, mens andre forhindrer adgan-

gen for ugnskede stoffer ved konstant at pumpe dem tilbage



De isolerede blodkar udsas pa bunden i dyrkningsflasker (tv.), hvor de ses som lysende fragmenter. Efter tre dage i flaskerne ses
de farste endothelceller som smé merke @er omkring blodkarrene (i midten), og efter fem-syv dage fylder endothelcellerne det
meste af flaskens bund (th.). Endothelcellerne kan nu lesnes og bruges til dyrkning af cellekulturer, som udger en model af blod-
hjerne-barrieren.

til blodet. Som et sidste forsvar er endothelcellerne udstyret
med en haer af enzymer, der omdanner fedtoplgselige stof-
fer, som ellers ville kunne traenge igennem cellerne, til mere
vandoplgselige stoffer, som kun kan forsgge at passere imel-
lem cellerne.

Endothelcellerne kan ikke klare alle disse kraevende opgaver
alene. Derfor er de omgivet af en rand af andre celletyper,
iseer pericyter og astrocytter, som sender signaler til endo-
thelcellerne. Uden denne kommunikation ville endothelcel-
lerne miste deres specielle barriereegenskaber, og blod-hjer-
ne-barrieren ville bryde sammen.

Blod-hjerne-barrieren er saledes en ekstremt kompleks og ef-
fektiv barriere, som vi normalt nyder godt af. Men nar det
drejer sig om at behandle sygdomme i hjernen med medicin,
er blod-hjerne-barrieren en naermest uovervindelig forhin-
dring. Lige sa effektiv som barrieren er til at beskytte hjernen
mod giftstoffer, lige sa effektiv er den til at holde laegemid-
delstoffer ude. Man ansldr, at over 95 procent af alle afprg-
vede kandidatstoffer bremses af blod-hjerne-barrieren, hvor-
ved starstedelen af alle nyudviklede stoffer til behandling af
hjernesygdomme fejler i udviklingsforlgbet frem mod et feer-
digt leegemiddel. Derfor er der behov for at udvikle metoder,
som pa et meget tidligt tidspunkt i udviklingsprocessen kan

vise, om et laegemiddelstof har evnen til at traenge gennem
blod-hjerne-barrieren.

Dyrkning af taette modelvaev

Der eksisterer pa nuvaerende tidspunkt en raekke modelvaey,
som er opdyrket kunstigt i laboratoriet. Modelvaevene har
nogle af de samme egenskaber som endothelcellerne i hjer-
nen, men endnu har det ikke vaeret muligt at udvikle model-
ler, som kan benyttes til industriel screening. Det helt store
problem er, at det har vaeret vanskeligt at fa endothelceller til
at danne teette cellelag i laboratoriet, hvorved blod-hjerne-
barrierens essentielle taethed ikke kan efterlignes.

| forskningsgruppen har vi startet et projekt med at lave bed-
re cellemodeller af blod-hjerne-barrieren. Som udgangspunkt
benytter vi blodkar fra kalvehjerner, som skaffes fra nyslagtet
kvaeg. Blodkarrene placeres i dyrkningsflasker, hvor endo-
thelcellerne far de bedst mulige vaekstvilkar og forsynes med
et naeringsmedium. Nar blodkarrene har sat sig fast i fla-
skerne, begynder endothelcellerne langsomt at vokse ud, og
med tiden daekker de hele dyrkningsoverfladen. Ved hjzelp
af enzymatisk behandling lgsnes endothelcellerne, som der-
efter kan bruges til at lave cellekulturer.

Som tidligere naevnt kan endothelcellerne ikke alene opret-

Endothelceller
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Astrocytter

En skematisk opsaetning af modellen af blod-hjerne-barrieren. Endothelceller og astrocytter dyrkes sammen pa et filter forsynet
med porer. Endothelcellerne dyrkes pa oversiden af filtret, hvor de kan danne en teet barriere, mens astrocytterne dyrkes under
filtret, hvorfra de kan sende signaler til endothelcellerne. Det overste kammer repreesenterer blodbanen, mens det nederste
kammer repreesenterer hjernen. Endothelcellerne (tv.) vokser i et ordnet og teet monolag, mens astrocytterne (th.) ikke udviser
samme orden og ikke danner et taet lag.
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Elektrisk modstand malt over blod-hjerne-barrieremodellen som funktion af
dyrkningsdage. 4p = astrocyt monolag, W = endothelcelle monolag,
B = endothelceller og astrocytter i co-kultur under standardbetingelser,

= endothelceller og astrocytter i co-kultur med optimeret dyrknings-
medium. Omradet mellem de stiplede linjer indikerer den estimerede mod-
stand over menneskets blod-hjerne-barriere. Det ses, at kun vores optimerede
model opnar modstande svarende til dette niveau.

holde blod-hjerne-barrieren. Den naestvigtigste celletype er
astrocytterne, som omringer blodkarrene i hjernen og forsy-
ner endothelcellerne med signaler, og vi dyrker derfor endo-
thelcellerne sammen med astrocytter fra rottehjerner. Astro-
cytterne placeres pa undersiden af sma porgse filtre, hvor
de repraesenterer hjernesiden af barrieren, og endothelcel-
lerne placeres pa oversiden af filtrene, hvor de repraesente-
rer blodsiden. Filtret daekkes med specielle vaekstmedier, og
astrocytterne udsender stoffer, som far endothelcellerne til at
udvikle sig og blive teette. Nar endothelcellerne har dannet
et sammenhangende lag, kan man undersgge transporten
af leegemiddelstoffer gennem cellelaget og benytte resulta-
terne til at forudsige, hvorvidt potentielle laegemiddelstoffer
vil kunne traenge gennem blod-hjerne-barrieren. Vi har op-
naet seerdeles gode resultater med at fremdyrke modelvaey,
som — modsat tidligere modeller — naermer sig blod-hjerne-
barrierens teethed.

Optimeringen af dyrkningsmediet har en szerlig stor effekt pa
barrierens taethed, hvilket skyldes en opregulering af protei-
net Claudin-5 i endothelcellerne. Claudin-5 er et szerlig vigtigt
protein i blod-hjerne-barrieren, fordi det binder cellerne taet
sammen med en slags molekylaer lynlas, der sidder i et baelte

ELEKTRISKE MALINGER VISER, AT MODEL-
BARRIEREN ER TAT

Elektriske malinger viser, hvor taet vores kunstige blod-hjer-
ne-barriere er. Ved malingerne placerer vi en elektrode pa
hver side af cellelaget og registrerer, hvor stor en modstand
vaevet yder for bevaegelse af salte i oplgsningen. Teetheden
af vaevet udtrykkes som elektrisk modstand — jo taettere, jo
starre modstand.

Den preecise elektriske modstand over blod-hjerne-barrieren
i mennesker kendes ikke, men den anslas at ligge i omradet
1000-2000 ohm x cm?, og malet er derfor at udvikle en cel-
lemodel med samme taethed. De fleste tidligere forsgg med
lignende modeller af blod-hjerne-barrieren har givet mod-
stande i starrelsesordenen 50-300 ohm x cm?.

| vores arbejde har vi identificeret en raekke faktorer, der
@ger den kunstige blod-hjerne-barrieres taethed, heriblandt
kalvenes alder ved isolering af cellerne og sammensatnin-
gen af dyrkningsmedierne. Ved at optimere begge dele er
det lykkedes os at opnd modstande pa op til 1600 ohm x
cm?; altsa en barriere med en taethed, der naermer sig men-
neskets blod-hjerne-barriere.

rundt om cellerne og forbinder dem med nabocellerne. Det
kan vaere en sardeles brugbar viden, fordi meget tyder pa, at
aendringer i dette protein er af stor vigtighed for blod-hjerne-
barrierens teethed og dermed dens effektivitet.

Fokus pa transportgrer og enzymer

Selv om det er lykkedes at opna en model, der efterligner
blod-hjerne-barrierens taethed, er vi endnu ikke i mal. Mo-
dellen skal nemlig ogsa udstyres med alle de rigtige trans-
portproteiner og enzymer, fer den er klar til at blive brugt til
industriel screening af potentielle leegemiddelstoffer til be-
handling af hjernesygdomme.

Naeste trin i projektet er derfor at bestemme tilstedevaerel-
sen og maengden af disse transportarer og enzymer. Dette
bliver i gjeblikket undersggt ved hjeelp af molekylzaerbiologi-
ske metoder i modellen samt studier af, hvordan cellelaget
transporterer laegemiddelstoffer. Indtil videre har vi fundet en
raekke af de vigtige transportgrer, men arbejdet er langt fra
slut. Det kraever en lang raekke undersggelser med kendte
lzegemiddelstoffer, bade stoffer, der ber passere barrieren,
og stoffer som ikke bar, for vi endeligt kan konkludere, at
det er lykkedes os at kopiere hjernens effektive forsvarsmur.
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