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Ny lovende cellemodel

- tester loegemiddelstoffers interakfion med hjernens
‘udsmiderpumpe’, P-glykoprotein

Transportproteinet, P-glykoprotein, begroenser effektiviteten af
mange loegemiddelstoffer. Det er derfor vigtigt at kunne bestemme
P-glykoproteins indflydelse p& nye loegemiddelstoffer tidligt i
udviklingsfasen. Her proesenteres et nyt lovende testsystem fil
undersggelse af, hvordan lcegemiddelstoffer interagerer med
menneskelig P-glykoprotein.
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P-glykoprotein er et membranprotein, der under forbrug af
energi, pumper en lang reekke stoffer ud af levende celler.

spge, om legemiddelstoffer genkendes af P-glykoprotein. En
udbredt metode er at undersgge transporten af det pageldende
leegemiddelstof gennem en cellebarriere, der indeholder store
mangder P-glykoprotein. Typisk anvendes celler af menneske-
lig oprindelse, eller cellelinjer af ikke-menneskelig oprindelse,
der er blevet genmanipuleret til at udtrykke menneskelig P-
glykoprotein. Det kan imidlertid vere vanskeligt at undersgge

P-glykoprotein findes i forskellige vev, blandt andet i tarmen,
nyrerne, leveren, moderkagen, samt i karveeggen i hjernens sma
blodkar, den sakaldte blod-hjernebarriere [1-3]. P-glykoprotein

leegemiddelstoffers interaktion med P-glykoprotein med de
eksisterende cellelinjer, da de ogsa danner andre transport-
proteiner. Tilstedevearelsen af andre transportsystemer ggr

er med til at begraense optag af fremmede stoffer fra fgden,
holde fremmede stoffer ude af hjernen og hjelpe med at ud-

skille fremmede stoffer
i nyrerne og leveren
[4-6].

En lang rekke kraeft-
celler danner ogsa store
mangder af P-glyko-
protein, hvilket hjelper
kraftcellerne til at
overleve, da P-glyko-
protein ogsa er i stand
til at pumpe kraeftme-
dicin ud af cellerne
[7,8]. Det er derfor ofte
ngdvendigt at under-
sgge om nye legemid-
delstoffer genkendes
af P-glykoprotein, sa
det kan sikres, at de er
i stand til at virke det
gnskede sted. Det kan
is@r vare interessant
for leegemiddelstof-
fer til behandling af
hjernesygdomme, da P-
glykoprotein spiller en
afggrende rolle for, om
leegemiddelstoffer kan
trenge igennem blod-
hjernebarrieren [9].

Der findes forskellige
metoder til at under-
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det vanskeligt at afggre, om legemiddelstoffer genkendes af

P-glykoprotein.
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Figur 1. Figuren illustrerer IPEC-J2 MDR1-cellemodellen. IPEC-J2 MDR1-cellerne danner et enkelt lag af toetlig-
gende celler, der er foestnet til hinanden ved bindinger mellem naboceller. Enkeltlaget af IPEC-J2 MDR1-
celler udger séledes en barriere, som adskiller oversiden of filteret (den apikale side) fra undersiden of filteret
(den basolaterale side). Menneskelig P-glykoprotein findes hovedsageligt i den apikale cellemembran of
IPEC-J2 MDR1-cellerne.
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Vi har derfor etableret en ny cellelinje, IPEC-J2 MDRI1, som er
karakteriseret ved at danne meget menneskelig P-glykoprotein.
Denne cellelinje adskiller sig fra eksisterende cellelinjer ved
kun i ringe grad at danne andre transportproteiner end menne-
skelig P-glykoprotein. Desuden danner cellerne en barriere, der
er mange gange tettere end eksisterende cellelinjer, hvilket ggr
det nemmere at undersgge, om legemiddelstoffer genkendes af
P-glykoprotein.

Etablering af cellemodellen

IPEC-J2-cellelinjen blev valgt pa baggrund af dens manglende
evne til selv at danne P-glykoprotein og andre transportprotei-
ner, samt dens fordelagtige barriereegenskaber. Det menneske-
lige gen for P-glykoprotein - MDR1-genet, blev indsat i gen-
omet af IPEC-J2 cellerne ved en transfektion med et plasmid.
Tilstedevarelse af MDR1-genet, og dannelsen af det humane
P-glykoprotein i cellerne, blev efterfglgende bekreaftet gennem
molekylerbiologiske metoder som DNA-sekventering og We-
stern blot. Celler, der dannede sma mangder af P-glykoprotein,
blev frasorteret. Det blev gjort ved at dyrke de transfekterede
celler i nerver af det celletoksiske stof puromycin, der gen-
kendes og pumpes ud af cellerne af P-glykoprotein. Celler,
som danner lidt, eller intet P-glykoprotein, vil dg i nerver af
puromycin, mens celler, der indeholder meget P-glykoprotein,
vil overleve.

Til transportforsgg dyrkes IPEC-J2 MDR1-cellerne pa sma
filtre (1,13 cm?). Herpa danner cellerne et enkelt lag af teet-
liggende celler, som dekker hele filteret, figur 1. Cellerne er
faestnet pa filtermaterialet og forankres yderligere ved bindin-
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Figur 2. Transport af lcegemiddelstoffer som genkendes af
P-glykoprotein gennem IPEC-J2 MDR1-celler. De sorte sgjler an-
giver transport af de enkelte stoffer i den apikale fil basolaterale
retning, og de hvide sgjler angiver tfransport i den basolaterale
fil apikale retning. Resultater er vist som gennemsnit +standard-
fejl. Figuren er reproduceret med filladelse fra Saaby et al. [10].
Copyright (2016) American Chemical Society.

ger med naboceller. Cellelaget udggr en barriere, som adskil-
ler oversiden af filteret (den apikale side) fra undersiden (den
basolaterale side, se figur 1). Pa grund af denne orientering af
cellerne er der forskel pa den apikale og den basolaterale side,
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Figur 3. Transport af digoxin gennem IPEC-J2 MDR1-cellerne i
ncerveer og fraveer af stoffet zosuquidar (ZSQ), som er en kendt
hoemmer af P-glykoprotein. De sorte sgjler angiver fransport af
digoxin i den apikale til basolaterale retning, og de hvide sgjler
angiver transport af digoxin i den basolaterale til apikale retning.
Resultater er vist som gennemsnit +standardfejl. Figuren er re-
produceret med filladelse fra Saaby et al. [10]. Copyright (2016)
American Chemical Society.

og cellelaget siges at vere polariseret. P-glykoprotein findes ho-
vedsageligt i den apikale cellemembran, figur 1, hvor det sgrger
for at pumpe fremmede stoffer ud af cellerne.

Nar man dyrker cellerne pa filtre, kan man undersgge trans-
porten af legemiddelstoffer gennem cellebarrieren. Det ggres
ved at tilsette legemiddelstoffet til oplgsningen pa den ene side
af cellelaget og tage prgver ud fra oplgsningen pa den anden
side pa forskellige tidspunkter. Da udsmiderpumpen P-glyko-
protein kun findes i den apikale cellemembran, er transporten
af legemiddelstoffer, som genkendes af P-glykoprotein, stgrre
fra den basolaterale side til den apikale side end transporten i
den modsatte retning. Er transporten fra den basolaterale side
til den apikale side mere end dobbelt sa stor som transpor-
ten i den modsatte retning, anses den observerede transport
for at vaere forarsaget af P-glykoprotein, og det undersggte
stof genkendes altsa af P-glykoprotein. Hvis den observerede
transport af et legemiddelstof er af samme stgrrelsesorden i
begge retninger, betyder det, at det undersggte leegemiddel-
stof ikke genkendes af P-glykoprotein, og det vil derfor vaere
en bedre kandidat til at traenge ind i kraftceller og gennem
blod-hjernebarrieren.

Validering af cellemodellen

Vi gennemforte en raekke transportforsgg med legemiddelstof-
fer, som genkendes af P-glykoprotein, for at undersgge, om
IPEC-J2 MDRI-cellelinjen faktisk kunne bruges til at fastsla,
hvilke stoffer der interagerer med P-glykoprotein, figur 2.
Lagemiddelstofferne citalopram, digoxin, etoposid, ivermec-
tin, verapamil, vinblastin og vincristin genkendes af P-glyko-
protein, og de blev derfor inkluderet i forsgget. For alle syv
stoffer var transporten fra den basolaterale side til den apikale
side markant hgjere end transporten i den modsatte retning,
figur 2. Transporten af de syv stoffer var mellem 4 og 250
gange stgrre fra den basolaterale til apikale side i forhold til
transporten i den modsatte retning, og der er saledes ikke tvivl
om, at alle syv stoffer genkendes af P-glykoprotein i IPEC-J2
MDRI-cellemodellen.

Zosuquidar er en velkendt hemmer af P-glykoprotein,
hvilket vil sige, at stoffet kan begrense eller blokere P-gly-
koproteins evne til at pumpe fremmede stoffer ud af cellen.
Transportforsgg i nervear af zosuquidar og andre hemmere af
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P-glykoprotein, kan anvendes til at undersgge transporten af et
leegemiddelstof uden pavirkning fra P-glykoprotein. Et sdidan
forsgg blev gennemfgrt med legemiddelstoffet digoxin for at
bekrefte, at transporten af dette afthang af P-glykoprotein i
IPEC-J2 MDRI1-cellerne. Uden zosuquidar til stede i forsggsop-
lgsningerne var den basolaterale til apikale transport af digoxin
136 gange stgrre end transporten fra den apikale til basolaterale
side, figur 3. Tils@tning af zosuquidar til forsggsoplgsningerne
stoppede fuldstendigt udpumpningen af digoxin, og der var nu
ingen forskel mellem transporten i de to retninger, figur 3, hvil-
ket bekrafter, at digoxin genkendes af P-glykoprotein dannet i
IPEC-J2 MDRI-cellerne.

Nogle legemiddelstoffer, f.eks. diazepam, haloperidol,
inulin, mannitol, nikotin, propranolol og valproat genkendes
ikke af kendte transportproteiner, og transporten af disse stof-
fer fra den apikale til den basolaterale side forventes at vaere
af samme stgrrelsesorden, som transporten i den modsatte
retning. Transportforsgg med disse legemiddelstoffer i IPEC-J2
MDR1-cellerne viste da ogsa, at der ikke var forskel mellem
transporten fra den apikale til basolaterale side og transporten
fra den basolaterale til apikale side, figur 4. Transportforsggene
viste desuden, at der var stor forskel pa hastigheden, hvor-
med de forskellige stoffer bevager sig gennem cellebarrieren.
Transporten af de relativt hydrofile stoffer som mannitol og
inulin, var nasten 2.000 gange lavere end transporten af de
mere lipofile stoffer som diazepam, haloperidol, propranolol,
nikotin og valproat, figur 4. Denne forskel skyldes, at de relativt
lipofile stoffer kan treenge igennem den fedtholdige cellemem-
bran og gennem cellerne, mens de mere hydrofile stoffer kun
kan passere cellebarrieren gennem det sn@vre rum mellem to
naboceller, som er meget tet lukkede i IPEC-J2 MDRI1-celler-
ne, figur 1. Med IPEC-J2 MDR1-cellerne er det derfor muligt at
skelne mellem legemiddelstoffer, som passerer cellebarrieren
langsomt, fra legemiddelstoffer, som nemt treenger gennem
cellebarrieren.

Anvendelse af IPEC-2 MDR1-cellemodellen
Pa grund af IPEC-J2 MDR1-cellernes evne til at danne store
mangder menneskelig P-glykoprotein, mens andre transport-
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Figur 4. Transport af lcegemiddelstoffer som ikke genkendes af
transportproteiner gennem IPEC-J2 MDR1-celler. De sorte sgjler
angiver transport af de enkelte stoffer i den apikale til basolatera-
le retning, og de hvide sgjler angiver transport i den basolaterale
fil apikale retning. Resultater er vist som gennemsnit xstandard-
fejl. Figuren er reproduceret med filladelse fra Saaby et al. [10].
Copyright (2016) American Chemical Society.
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proteiner kun dannes i ringe mangder, samt cellernes evne til
at danne en s@rdeles tet barriere, er cellerne velegnet som et
testsystem til at undersgge, hvordan legemiddelstoffer interage-
rer med menneskelig P-glykoprotein. Udover at undersgge om
leegemiddelstoffer genkendes af P-glykoprotein, kan cellemo-
dellen ogsa anvendes til at analysere sammenhznge mellem
molekylestruktur og evne til at binde til P-glykoprotein for en
serie af strukturelt beslegtede stoffer.

Den hgje taethed af cellebarrieren og evnen til at danne
store mangder P-glykoprotein er samtidig ogsa egenskaber,
der kendetegner den menneskelige blod-hjernebarriere. Det er
tidligere blevet vist, at information omkring legemiddelstoffers
evne til at trenge gennem en cellebarriere og hvorvidt disse
stoffer genkendes af P-glykoprotein, er vigtige parametre for at
kunne forudsige om leegemiddelstofferne kan trenge gennem
blod-hjernebarrieren.

IPEC-J2 MDR1-cellemodellen kan derfor anvendes som
en surrogatmodel for den menneskelige blod-hjernebarriere.
IPEC-J2 MDRI-cellerne danner imidlertid ikke de optagspro-
teiner, der findes i den rigtige blodhjernebarriere, og forsk-
ningsgruppen arbejder derfor med at lave cellemodeller, der
ogsa indeholder optagsproteiner. Pa l&ngere sigt er det vores
mal at udvikle redskaber, der bade kan anskueligggre udpump-
ning og optag af legemiddelstoffer gennem den menneskelige
blod-hjernebarriere.

Projektet blev stgttet af Styrelsen for Forskning og Innovati-
on under Uddannelses- og Forskningsministeriet, samt af "The
Research Initiative on Brain Barriers and Drug Delivery”, en
projektbevilling fra Lundbeck Fonden.
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Nyt om ...
... Lysende orm

Der kendes en rekke dyr og alger som f.eks. Sankt Hans orm,
ildfluer og morild, der lyser, nar de udsettes for mekanisk pa-
virkning. Russiske forskere har nu undersggt en orm, Fridericia
heliota, der lever i mulden i sibiriske skove. Den er kun 15 mm
lang. Den lyser blat pa samme made, nar den bliver mekanisk
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pavirket. Ud fra 60.000 orme isolerede de 0,005 mg stof, som
de, ved hjelp af NMR og massespektrometri, viste, havde viste
struktur, der er en isomer til den luciferin, der er arsagen til
ildfluens lysen. De syntetiserede denne forbindelse, som viste
sig at lyse ved indvirkning af enzymet luciferase, som ildfluen
ogsa betjener sig af.

Carl Th.

A Novel Type of Luciferin from the Siberian Luminous Earthworm Fridericia
heliota. Angewandte Chemie International Edition 2014, 53, DOI: 10.1002/
anie.201400529.
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