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Resume

Genteknologien vil snart gere det muligt at fremstille rekombinant
humant serumalbumin til klinisk brug samt at fremstille albumi-
ner med forskellige biologiske levetider og isoformer med sa hgj
specifik bindingsaffinitet, at de kan bruges som modgift. Mutan-
ter med gget affinitet for bestemte celletyper kan designes og
anvendes til drug targeting. Albumin-ligand-komplekser med nye
egenskaber kan konstrueres. Levetiden af peptidterapeutika kan
forleenges ved fremstilling af albuminhybrider. Med disse mulig-
heder kan man hgjst sandsynligt skreeddersy albuminer til indi-
viduel brug.

Humant serumalbumin (HSA) er et vigtigt og hyppigt an-
vendt leegemiddel. Plasma Protein Therapeutics Association har
en lobende opdateret hjemmeside om den kliniske anven-
delse af HSA (www.albumin.nl). Det irlige forbrug af HSA i
Danmark fremgér af indberetninger fra sygehuskommunerne
til Leegemiddelstyrelsen. Ifolge disse brugte sygehusene 847 kg
HSA 12003 og 823 kg i 2004. Proteinet anvendes som 5%- eller
20%-oplesninger. Al HSA var udvundet fra plasma; intet af
det brugte protein var rekombinant. For at nedsztte risikoen
for smitte med bakterier, virus eller prioner bliver HSA var-
mebehandlet. Behandlingen bestar hyppigt i opvarmning til
60 °C 110 timer. For at beskytte proteinet mod varmedena-
turering og oxidativt stress under behandlingen tilszttes ca-
prylat (octanoat) og som regel ogsd acetyl- L-tryptophanat [1].
Liganderne fjernes ikke for anvendelsen, hvilket betyder, at
de formentlig pavirker HSAs bindende egenskaber in vivo.
Ud over at indeholde de tilsatte ligander, er preeparaterne ofte
heterogene. Heterogeniteten kan skyldes forekomst af albu-
minisoformer eller kovalent modificeret albumin, eller den
kan vere forarsaget af den industrielle forarbejdning. Bar-Or
et al [2] undersogte praeparater fra seks forskellige producenter
med massespektrometri og fandt at forskellige ligander, som
cystein og nitrogenoxid, havde blokeret 50-60% af HSA’s en-
lige frie cysteinsidekaede, at 4-8% manglede de to N-terminale
aminosyrer, og at 3-6% manglede den C-terminale aminosyre.
Blokering af cysteinsidekaden kan reducere HSA’s antioxide-
rende egenskaber, og mangelen pa de N-terminale amino-
syrer nedsztter proteinets evne til at binde metalioner som
Cu™, Ni** og Co™ [3]. Endvidere kan nitrogenoxid have for-
skellige biologiske effekter. I en anden in vitro-undersogelse

fandt Bar-Or et al [4], at HSA preparaterne havde en immu-
nosuppressiv effekt pd aktiverede humane T-lymfocyter og
aktiverede humane leukocyter af den mononuklezre type.

En eller flere af ovennzevnte forhold kan teenkes at resul-
tere i bivirkninger, som kan blive alvorlige hos kritisk syge
patienter. Derfor har man i flere ar brugt mange resurser pa at
blive i stand til at producere rekombinant HSA (rHSA) til kli-
nisk brug. Dette arbejde lettes af, at proteinet er en monomer,
som ikke er glykosyleret. Nogle af fordelene ved rHSA vil
vere, at varmebehandling ikke er nedvendig, og at prepara-
tionerne hgjst sandsynlig er mere homogene. Desuden ville
man blive uathzengig af plasmaforsyningen, som jo kan va-
riere med tid og sted. I bestreebelserne pa at finde et velegnet
ekspressionssystem har man afprovet transgene dyr, planter,
bakterier og gerceller [5]. Resultaterne viste, at geercellerne
Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis og iseer Pichia
pastoris ser ud til at vaere de mest velegnede, idet de kan syn-
tetisere store mangder rHSA. Cellerne secernerer proteinet
ud i det omgivende medium, hvorfra det forholdsvis nemt
kan isoleres og oprenses [6, 7]. P4 nuvaerende tidspunkt bruges
rHSA og mutanter heraf i mange forskellige laboratoriesam-
menhzange [5], men det er endnu ikke tilgzengeligt til klinisk
anvendelse. Det varer dog nok ikke sa lzenge, inden dette
bliver muligt. Pichia pastoris kan nemlig producere si meget
rHSA, at den kan anvendes til industriel produktion [5, 7]. Der
er allerede udfort kliniske fase III- forsog med dette produkt,
og resultaterne var meget lofterige [7].

Fremtiden for rHSA ser sdledes lovende ud. Gentekno-
logien vil ogsd gore det muligt at fremstille albuminer med
specielle egenskaber. For eksempel vil man kunne fremstille
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rHSA med modificeret plasmahalveringstid og dermed biotil-
gengelighed samt rHSA-mutanter og rHSA-ligand- komplek-
ser med specielle egenskaber. Endelig har man allerede nu
fremstillet protein- og peptidhybrider med rHSA.

Metode

Denne artikel er baseret pa egne arbejder samt pa database-
sogninger i PubMed. Som segeord er brugt @/bumin kombine-
ret med recombinant, mutagenesis, mutant eller gene fusion.

rHSA med modificeret plasmahalveringstid

I klinikken bliver HSA mest anvendt til at opretholde det
kolloidosmotiske tryk i blodbanen og til at ege plasmavolu-
men. Det ville derfor vaere en gevinst, hvis man kunne frem-
stille en albuminform, som havde en lengere plasmahalve-
ringstid end normalt HSA. Dette kunne opnas ved at produ-
cere en proteinform, som har en lav vaskuler permeabilitet
og/eller ikke sa let blev optaget i celler og nedbrudt i deres
lysosomer. I et forseg pa at opna den forstnzevnte effekt frem-
stillede Matsushita et al [8] en rekombinant rHSA-dimer.
Farmakokinetiske studier og biofordelingsstudier i normale
rotter og i mus med induceret fodedem viste, at dimeren har
en forlenget plasmahalveringstid (ca. 1,5 gange) og et mindre
fordelingsvolumen end monomer rHSA. Forfatterne mente,
at dimeren kunne blive velegnet til at behandle patienter med
udbredt kapillzerutzethed. Deres resultater er i overensstem-
melse med fund gjort af Komatsu et 4l [9). Disse forfattere dan-
nede dimerer ad kemisk vej og studerede dimerernes farma-
kokinetik i rotter. I modsztning til de to japanske gruppers
arbejder havde McCurdy et 4l [10] tidligere fundet, at en re-
kombinant dimer, der er dannet af kaninalbumin forsvinder
hurtigere fra blodbanen end den tilsvarende monomer.
Dimerens farmakokinetikk blev studeret i kaniner, og dens
kortere levetid i blodet blev forklaret med oget optag i det
retikuloendoteliale system. Forskellen pa effekten af dime-
risation skyldes formentlig artsforskelle i albumin og forsegs-
dyrene [8, 9]. Om rHSA-dimerer med tiden kan udvide indi-
kationsomradet for albumin er siledes uafklaret pa nu-
varende tidspunkt.

Serumalbumin bestar af tre globuleere domzner, som er
meget ens med hensyn til aminosyresekvens og rumlig struk-
tur (Figur 1). Domanerne udviser si stor autonomi, at man
kan lave stabile rekombinante udgaver af dem - og forskellige
kombinationer af dem [11, 12]. Sheffield et al [12] har lavet re-
kombinante versioner af kaninalbumins domzne I, I+ T og III
og studeret deres in vivo-clearance i kaniner. De tre »mini-
proteiner« blev hurtigt udskilt via nyrerne; deres halverings-
tider var mindre end 0,072 dag, hvorimod normalt rekom-
binant kaninalbumin forsvandt fra blodbanen med en halve-
ringstid pa 4,03 dage.

Mindre drastiske 2ndringer af strukturen kan ogsad modi-
ficere albumins plasmahalveringstid. Sheffield og medarbej-
dere har udfert farmakokinetiske forseg med rekombinante
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Figur 1. Krystalstrukturen af rekombinant humant serumalbumin med bundet
haemin. Albumin er et globulaert molekyle, der er dannet af en enkelt polypeptid-
keede, som bestar af 585 aminosyrer [3]. Proteinets molekylveegt er ca. 66.500.
67% af proteinet er udformet som a-helix; til gengeeld indeholder proteinet ikke
foldebladsstruktur. Albumin kan inddeles i tre domaener, som her er angivet med
farverne rad (1), gren (11) og bla (111); A-subdomeenerne har en mgrkere farve end
de tilsvarende B-subdomaener. N og C repraesenterer henholdsvis den N-termi-
nale og den C-terminale ende. | modseetning til heemin bindes de fleste farmaka
med hgj affinitet i subdomaene 11A eller 111A [3]. Figuren er lavet med PyMol pa
basis af atomkoordinaterne i filen 109x hos Brookhaven Protein Data Bank.

versioner af kaninalbumin i kaniner [10,12]. Resultaterne viste
bl.a., at glycosylering af proteinet kan reducere plasmahalve-
ringstiden. Virkningen er dog athzngig af, hvor i molekylet
modifikationen har fundet sted, fordi glycosylering af en mu-
tant, hvor valin i position 14 var blevet skiftet ud med threo-
nin, ikke havde nogen effekt, hvorimod den samme type
glykosylering af en mutant, hvor aspartat i position 494 var
blevet erstattet med asparagin, formindskede halveringstiden
fra 4,32 dage til 2,87 dage [12].

Twao et a/ [13] har studeret farmakokinetikken af seks
rekombinante rHSA-mutanter i mus. Isoformerne adskilte sig
fra normalt albumin ved enkelt-aminosyre- substitutioner.
Mutation af arginin i position 410 til alanin (R410A) havde
storst effekt, og aminosyrezndringen formindskede protei-
nets halveringstid fra 272 min til 162 min. Denne udtalte 2n-
dring var forarsaget af en kraftig oget leverclearance, nemlig
fra 16 mikroliter/time til 426 mikroliter/time. Til gengeeld var
optagelsen i andre organer ikke signifikant pavirket.

Hvis det med tiden skulle lykkes at konstruere en isoform
med forleenget levetid i blodbanen, ville det vere en klinisk
gevinst. Effekten skal hejst sandsynligt opnds ved at fremstille
en isoform, der bedre kan modsta endocytose og efterfol-
gende nedbrydning i cellers lysosomer. Man skal dog ikke
helt afskrive muligheden for, at dimerer kan blive et brugbart
alternativ. Isoformer med kortere halveringstider ville ogsa
vere terapeutisk interessante, vel at maerke hvis reduktionen
skyldes oget optagelse i en bestemt organ- eller celletype, som
det tilsyneladende er tilfzeldet med ovennzvnte mutant
R410A. Hvis en isoform fik en hoj affinitet for en bestemt
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celletype, ville den nemlig kunne bruges til at malrette indgift
af stoffer i denne celletype (rug targeting): Proteinet med
kovalent eller reversibelt bundet legemiddel optages i cellen,
hvorefter legemidlet frigives og kan udeve en effekt. En sa-
dan behandling ville ikke bare kunne malrettes mod forskel-
lige celletyper, men ogsé eksempelvis mod, blod- hjerne-
barrieren med det formal, at lzegemidlet lettere ville kunne
passere barrieren [5].

Nye typer albumin-ligand-komplekser

Ved indgift eller indtag af for meget eller af et forkert farma-
kon ville man kunne heemme dets virkning ved at indgive en
albuminform, som har en hej affinitet for stoffet. Denne neu-
traliserende effekt kan ogsé opnds over for endogene ligan-
der. For eksempel vil man sikkert kunne modvirke tyreotok-
siske kriser ved at indgive en mutant, hvor arginin i position
218 er blevet udskiftet med en mindre aminosyre som alanin.
Denne albuminform har nemlig en meget hgj affinitet for
tyroksin [14].

Med genteknologiske metoder vil man ogsa kunne
fremstille albumin-ligand- komplekser med nye egenskaber.
Disse komplekser ville med fordel kunne gives til patienter.
Folgende to eksempler tjener til at illustrere tanken. HSA
(og rtHSA) kan binde et molekyle haemin med hej affinitet; as-
sociationskonstanten er ca. 108 M [3]. Bindingen finder sted i
en overvejende hydrofob lomme i proteinets subdomzne IB
(Figur 1), hvor jernionen (Fe*) i heemin interagerer med OH-
gruppen i tyrosin i position 161 [15]. Hvis det albuminbundne
heemin bliver omdannet til haem, vil komplekset i modsaet-
ning til myoglobin og heemoglobin ikke vzre i stand til at
binde molekylert ilt pd en stabil og reversibel mide. Dette
skyldes, at strukturen af bindingslommen i rHSA adskiller sig
veasentligt fra de tilsvarende bindingssteder i de to andre pro-
teiner. Ved at modificere albumins bindingslomme og/eller
hamgruppen kan man dog fa et brugbart, artificielt heemo-
protein. Komatsu et al [16] har saledes muteret forskellige ami-
nosyrer i bindingsstedet og studeret mutationernes effekt pa
det bundne haems egenskaber. De udferte bindingsforsegene i
en argonatmosfere. Hvis de satte ilt til en oplesning, der in-
deholdt et kompleks af heem og normalt rHSA, blev heem
hurtigt omdannet til haemin (Fe** blev til Fe*). Hvis de imid-
lertid muterede isoleucin i position 142 til histidin og tyrosin i
position 161 til leucin eller phenylalanin fik de et stabilt kom-
pleks af heemalbumin og O (tilsvarende kunne opnés med
CO). Stabiliteten skyldes, at Fe™ i hemgruppen nu kan koor-
dinere til imidazolgruppen i den nye His-142. Mutanternes af-
finitet for O, var ca. en tiendedel af hemoglobins og myoglo-
bins affinitet. Til gengzeld var affiniteterne for CO sammenlig-
nelige. Komatsu et al [17] har fokuseret pd heemgruppen og
syntetiseret to forskellige former af denne. De har brugt dem
til at danne to forskellige hemoproteiner bestdende af rHSA
og fire molekyler af hemformerne. Hemalbuminernes ilt-
transporterende evner blev studeret i bedevede rotter, som
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forst havde faet deres blod kraftigt fortyndet (isovolumetrisk)
og derefter faet 30% af deres blodvolumen erstattet med for-
skellige medier. Effekten af medierne blev vurderet ved at
male en lang reekke kliniske parametre. Det viste sig, at indgift
af oplesninger med den ene eller den anden haemalbumin-
form ikke pévirkede blodcellerne og var lige sa effektiv eller
naesten lige sa effektiv til at genoprette de forskellige parame-
terverdier som rottefuldblod. Til gengzld dede de dyr, som
havde fiet rHSA uden heem, ret hurtigt. Den samme gruppe
forskere [18] har for nylig udfert in vitro- forseg med humant
blod og plasma/serum og den ene hzzmalbuminform. Resul-
taterne viste, at heemalbumin ikke pavirker det humane kom-
plementsystem eller aktiverer blodplader. Endelig har Huang
et a/ [19] modificeret den anden haemalbuminform ved kova-
lent at koble seks polyethylenglykolgrupper til proteinet. Ef-
fekten blev studeret i den akut-anaemiske rottemodel, der er
skitseret ovenfor, og resultaterne viste, at modifikationen oger
stabiliteten af det oxygenerede kompleks og forleenger dets
tilstedeverelse i blodbanen. Nar det er lykkes at designe et
haemalbumin, der kan bruges som ilttransporter i klinikken,
vil det vaere en stor gevinst, for sa bliver man, i hvert tilfzelde
delvist, uatheengig af blodforsyning og dens risiko for konta-
minering. Den sterste gevinst vil dog nok vere, at man kan
bruge stoffet i akutte tilfzelde, fordi man ikke behover at teste
for blodforlig.

HSA er et vigtigt cirkulerende depot for nitrogenoxid
(NO). Molekylet bindes ved at danne en S- nitrosotiol med
proteinets enlige frie cysteinsidekzede i position 34. Bindingen
bevirker, at albumin far helt nye egenskaber. Dette skyldes
formenligt, at NO i de fleste tilfelde, maske alle, overfores
direkte fra albumin til mdlmolekylet (transnitrosation) og ikke
passerer en vandoplest, fri tilstand. Ishima et 4/ [20] fandt for
nylig, at komplekset har antibakteriel aktivitet og modvirker
celleapoptose (celleded) in vitro. Endvidere havde det en be-
skyttende effekt pa leverceller i rotter, hvis disses lever havde
veret udsat for iskeemi efterfulgt af reperfusion. Resultaterne
blev markant forbedrede, da det normale arginin i position
410 blev skiftet ud med cystein, som ogsa blev S-nitrosyleret.
Der er endnu ikke udfert kliniske forsog med denne albumin-
form, men maske kan den med tiden finde anvendelse
eksempelvis ved organtransplantation.

Ovennzaevnte typer arbejder sigter mod, at man med tiden
ikke »bare« giver albumin for at stabilisere blodcirkulationen,
men giver skreeddersyede albumin-ligand- komplekser, som
kan hjzlpe den individuelle patient yderligere.

Proteinhybrider dannet ved fusion med rHSA

Mange terapeutika er peptider eller proteiner, som har en kort
plasmahalveringstid pa grund af hurtig udskillelse via nyrerne
eller hurtigt optag og katabolisering i forskellige celletyper,
som ikke nedvendigvis er malet for behandlingen. Disse lz-
gemidler skal derfor indtages forholdsvis hyppigt og/eller i ret
store doser. Eftersom stofferne gives ved injektion eller lige-
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Tabel 1. Eksempler pa terapeutika, der er

genetisk fusioneret med rekombinant humant Protein fusioneret Celletype brugt til ekspression Virkning af
serumalbumin (rHSA). med rHSA af det fusionerede gen Produktnavn  terapeutika Reference
CD4-antigen Kluyveromyces Anti-hiv [21]
Apolipoprotein E Saccharomyces
cerevisiae [22]
Granulocytkoloni- Saccharomyces Albugranin @ger antallet af [23]
stimulerende faktor cerevisiae neutrofile celler
Veeksthormon Saccharomyces Albutropin Fremmer veekst og  [24]
cerevisiae pavirker stofskifte
B-type natriuretisk Humane embryonale AlbuBNP Vasodilatation [25]
peptid nyreceller (293F-celler)
Enkeltkeedet Saccharomyces cerevisiae og  Albulin Antidiabetikum [26]
insulin kinesiske hamsterovarieceller
Interferon alfa Saccharomyces Albuferon alfa Antiviral og [27, 28]
cerevisiae antineoplastisk
Interferon beta Musemyelomaceller Albuferon beta Antiviral og [29]
immunregulerende
Vaevshemmer af Saccharomyces Haemmer [30]
metalloproteinase-2  cerevisiae tumorvaekst
Interleukin-2 Saccharomyces Albuleukin Heemmer [31]
cerevisiae tumorvaekst
Barbourin Pichia pastoris Antitrombotisk [32]2
Hirudin Pichia pastoris Antitrombotisk [32]2

a) | dette arbejde brugte man kaninalbumin i stedet for rHSA.

frem intravenaest, er det forbundet med ubehag for patienten,
og risikoen for bivirkninger oges ved indgift af store doser.
Man er derfor interesseret i at kunne forleenge disse leege-
midlers biotilgeengelighed. Dette kan blandt andet opnés ved
at koble stoffet til albumin, som har en plasmahalveringstid i
mennesker pa ca. 19 dage. Koblingen kan vzre i form af en
kovalent binding. Kemiske manipulationer kan imidlertid pa-
virke strukturen og dermed funktionen af den ene eller begge
reaktanter. Endvidere kan denne fremgangsmade resultere i
heterogene praeparationer. En anden mulighed er at koble
lzegemidlet kovalent til en ligand, som sa serger for reversibel
binding af komplekset til HSA. Endelig kan man fusionere ge-
net for leegemidlet med albumingenet, og sa fa konjugatet ud-
trykt i en celletype, der bide kan syntetisere og secernere pro-
teinhybridet. Nogle eksempler pé dette er givet i Tabel 1.

En af fordelene ved at fremstille fusionerede proteiner er,
at man kan opnd homogene praeparationer. Desuden kan
fusion til albumingenet fremme produktionen af det enskede
terapeutikum. Effekten af forskellige proteinpar er blevet
undersogt i forskellige forsegsdyr, og den generelle konklu-
sion er, at legemidlerne har bevaret deres biologiske og tera-
peutiske egenskaber - i nogle tilfzlde endog med oget styrke.
Der er ikke rapporteret om nye bivirkninger, f.eks. er der ikke
rapporteret om immunologiske effekter. Kobling til albumin
bevirker typisk, at plasmahalveringstiden for leegemidlet
bliver foraget med en faktor pd 5 til 10. I enkelte tilfzelde er
effekten meget mere udtalt: Kobling af CD4-antigenet (c/uster
of differentiation 4) til rtHSA bevirker, at dets plasmahalve-

ringstid i kaniner bliver foreget ca. 140 gange [21], og kobling
af B-type natriuretisk peptid til rHSA 2ndrede dets halve-
ringstid i mus fra ca. 3 minutter til ca. 12 timer ved intravenes
administration og til ca. 19 timer ved subkutan injektion [25].

Bortset fra Albuferon alfa er der tilsyneladende ikke lavet
kliniske forsag med de konjugerede proteiner. Bain et al [27)
har udfert et fase II- studie med patienter, som havde hepatitis
C af genotype 1. Patienterne blev inddelt i grupper, der fik
forskellige mzngder af Albuferon alfa injiceret subkutant to
gange med 14 dages mellemrum. Studiet viste signifikant
antiviral aktivitet af stoffet, serumkoncentrationen var dosis-
afhzengig men i alle tilfzelde malbar selv efter 42 dage efter
sidste injektion, og endelig blev stoffet talt godt. Forfatterne
foreslar, at behandling med Albuferon alfa kan udferes ved at
give én subkutan injektion hver anden eller fjerde uge [27].
Ifolge Chemmanur & Wu [28] pabegyndtes fase III-studier med
stoffet i slutningen af 2006.

Afsluttende bemaerkninger

I de senere ar har man fiet megen ny og detaljeret viden om
albumins struktur og funktioner, og det star stadig mere klart,
at albumin er et multifunktionelt protein [3]. Meget af den ny
viden er opndet ved at anvende rontgenkrystallografi og re-
kombinante mutanter. Genteknologien kan ogsa bruges til at
fremstille isoformer, der f.eks. kan anvendes som modagift el-
ler til drug targeting, og til at fremstille albumin-ligand- kom-
plekser eller proteinhybrider. Man kan kombinere de forskel-
lige muligheder, s man kan fa albuminer eller albuminkom-
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plekser mélrettet bestemte patienttyper. For eksempel kunne
man tenke sig et THSA-molekyle kombineret med et bestemt
leegemiddel malrettet en bestemt celletype og med en bestemt
levetid i blodcirkulationen. Sa selvom HSA er en gammel be-
kendt, har den en lys farmakologisk og farmaceutisk fremtid.

Korrespondance: Ulrich Kragh-Hansen, Institut for Medicinsk Biokemi,
Aarhus Universitet, DK-8000 Arhus C. E-mail: ukh@biokemi.au.dk

Antaget: 23. maj 2008
Interessekonflikter: Ingen

Taksigelse: Tak til Kim Langmach Hein for hjeelp ved udarbejdelsen af Figur 1.
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