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Fysiker Astrid Frøhlich Staanum:

Diffusion in biological tissue: 
a theoretical approach
Ph.d.-afhandling

Ph.d.- studiet er gennemført ved Det Sundhedsvidenskabelige Fakultet, Aarhus Universitet,  og arbejdet er udført ved Danmarks Grundforskningsfonds Center for Funktionelt In-tegrativ Neurovidenskab, Aarhus Universitet samt ved Department of Diagnostic Radiology, University Hospital Freiburg.Forskningsarbejdet omhandler studiet af vanddiffusion i hjernevæv vha. magnetisk resonans (MR)- skanning. I biologisk væv er vandmolekylernes diffusion begrænset af cellemembraner. Dette udnyttes i en såkaldt diffusionsvægtet MR-skanning, som bruger vandets bevægelser til at afsløre egenskaber ved vævet helt ned til mikrometerskala. Denne type skanning bruges bl.a. til at diagnosticere akutte slagtil-fælde, idet det syge hjernevæv ses særligt tydeligt på denne type MR-skanning. Årsagen til dette fænomen er endnu ikke fuldt forstået. En korrekt fortolkning af diffusionsvægtede MR-billeder ville give dybere indsigt i vævets tilstand på mikroskopisk niveau og dermed forbedre den kliniske diagnostik.I det netop afsluttede ph.d.-projekt bidrage til en så-
dan indsigt ved at udvikle teoretiske metoder til beskrivelse og fortolkning af diffusionsvægtet MR. Metoderne tager udgangspunkt i at beskrive målingerne matematisk ved en så-
kaldt kumulant rækkeudvikling.

Forf.s adresse: Majvej 18, DK-8210 Århus V.
E-mail: astrid@pet.auh.dk
Forsvaret finder sted den 11. august 2008, kl. 13.00, M-auditoriet, bygning 3,
Århus Sygehus, Nørrebrogade 44, Århus.
Bedømmere: Fysiker Steffen Ringgaard, fysiker Klaus Scheffler, Schweiz, og 
fysiker Alexander Sukstanskii, USA.
Vejledere: Leif Østergaard, fysiker Valerij G. Kiselev, Tyskland, og 
fysiker Sune N. Jespersen.
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Læge Nis Nissen:

Betydningen af knoglestruktur og -geometri 
for brudstyrken i proksimale femur
Ph.d.-afhandling
Ph.d.-afhandlingen udgår fra Klinisk Institut, Syddansk Universitet – Sundhedsvidenskab. Studierne er gennemført på Osteoporoseklinikken, Odense Universitetshospital, i samarbejde med Osteoporoseklinikken, Hvidovre Hospital, og består af en oversigt samt fire originale studier, et tværsnits-studie, et (tværsnits)genetisk associationsstudie, et eksperimentelt studie og et case-kontrol- studie. Risikofaktorer for hoftebrud (HF) inkluderer alder, tidligere brud, lav vægt eller BMI. HF er endvidere en alvorlig konsekvens af osteoporose. Formålet med afhandlingen var at undersøge den mu-lige kliniske brug af opmålinger af den makroskopiske geometri af proksimale femur med henblik på at forbedre prædiktionen af HF. Kliniske studier tyder på, at geometrien i hoften (femoral neck axis length (FNAL), neck-shaft angle, neck width (NW) og femoral head radius (HR)) prædikterer HF uafhængigt af bone mineral density (BMD), men der foreligger kun få eksperimentelle studier, der understøtter dette. En række studier har vist, at genetiske faktorer har betydning for udviklingen af osteoporose. En række genetiske polymorfier i bl.a. de gener, der koder for methylen- tetrahydro-folat reduktase (MTHFR c.677C>T), den purinerge P2X7- receptor, og low-density lipoprotein-receptor-related protein 5 (LRP5 exon 9 (c.266A>G)), er associeret med en øget frakturincidens og/eller reduceret BMD. Tvillingestudier har endvidere påvist, at genetiske faktorer har betydning for hoftens geometri. Litteraturen er dog ikke konsistent. Endelig foreligger der ingen studier, der har beskrevet hoftegeometrien i den danske befolkning.I et cross-sectional-studie omhandlende 94 mænd og 155 kvinder (alder 19-79 år) undersøgte vi normalvariationen i hoftegeometrien. Vore data bekræf-ter, at den makroskopiske geometri af den humane proksimale femur er forskellig i raske danske mænd og kvinder, samt at FNAL, NW og HR afhænger af vægten. Derudover er NW associeret med alder hos mænd. I et cross-sectional-studie omhandlende 800 perimenopausale kvinder (alder 44 til 59 år) fandt vi ingen signifikant association mellem de fire genetiske polymorfier og geometrien.I et cross-sectional-studie omhandlende 38 kadaver- hofte-knogler fra nyligt afdøde patienter (alder 37 til 55 år) fandt vi, at in vitro-maksimal styrke af proksimale femur før HF kan prædikteres af BMD (R=0,49, p<0.01) og FNAL (R=0,68, p<0,001).Endelig, i et case-control-studie omhandlende 162 kvinder med nylig HF og 248 raske kontroller (alder 51 til 98 år) fandt vi signifikant lavere BMD og længere FNAL. Derudover har patienter med trochanter-HF signifikant bredere NW sammen-lignet med kontroller. Hoftegeometri og udvidede analyser af regional BMD kan øge og styrke prædiktionen af styrken samt prædiktionen af risikoen for HF. Vore resultater støtter brugen af hofte geometri i den daglige klinik som supplement til DXA-scanning. 

Forf.s adresse: Ortopædkirurgusk Afdeling, Sygehuset i Kolding, Skovvangen 2-8,
DK-6000 Kolding.
E-mail: hra@dadlnet.dk 
Forsvaret finder sted den 15. august 2008, kl. 14.00, Auditoriet, 
Winsløwparken 25, st., Odense.
Bedømmere: Olle Svensson, Sverige, Peter Schwar og Søren Overgaard.
Vejleder: Kim Brixen.
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Læge Nathan Lassota:

Clinical and histological aspects 
of CNV formation
Studies in an animal model 

Ph.d.-afhandling
Denne ph.d.-afhandling udgår fra Institut for Neurovidenskab og Farmakologi, Øjenpatologisk Sektion, Københavns Universitet.Choroideal neovaskularisation (CNV) forårsager alvorligt synstab ved øjensygdomme som aldersrelateret matuladegeneration (AMD), angioide streaks, myopi og okulært histoplasmosesyndrom. Med udviklingen af anti-vaskulær endotelial vækstfaktor (VEGF)- terapi er der gjort fremskridt i behandlingen af CNV. Flertallet af patienter behandlet med anti-VEGF- farmaka opnår dog ikke signifikante forbedringer af synsevnen men snarere, at synsstyrken ikke vedbliver med at aftage. For at udvikle og ikke mindst for at afprøve nye og mere effektive behandlingsformer, er der behov for reproducible dyremodeller, som udviser en lighed med sygdommen. Formålet med dette ph.d.- studie var at udvikle en dyremodel af CNV, som kunne anvendes til at studere den tidlige dannelse af CNV-membraner, samt til at afprøve effekten af en anti- angiogen behandling. Grisen blev valgt som forsøgsdyr. Ved kirurgisk perforation af Bruchs membran var det muligt at inducere dannelsen af CNV-membraner. Membranernes morfologi og cellulære indhold varierede med den kirurgisk anvendte teknik. Når retinalt pigmentepitel (RPE)-celler blev fjernet lokalt samtidigt med, at perforationen foretoges, resulterede det i tyndere CNV-membraner indeholdende færre blodkar og med en mindre tilbøjelighed til at udvise lækage ved fluore-scens-angiografi end når RPE-cellerne blev efterladt intakte ved induktionen. Ingen af induktionsmetoderne beskadigede neuroretina over perforationsstedet, hvilket tillod, at den efterfølgende retinale skade alene blev tilskrevet udviklingen af CNV.Anvendelsen af denne dyremodel tillod os at overføre histologiske informationer direkte til fluorescens-angiografier og derved udføre korrelationer mellem histopatologiske og fotografiske fund. Histologiske undersøgelser af de porcine CNV- membraner viste, at de indeholdt RPE-celler, glialceller, makrofager, endotelceller, kollagen og glatte muskelfibre, hvilket er de samme celler og fibrillære elementer, som dominerer humane CNV-membraner. Effekten af intravitrealt injeceret bevacizumab blev afprøvet i grisemodellen ved et randomiseret og maskeret studie. Bevacizumab, et pan-VEGF A-antistof, reducerede proliferati-onen af endotelceller i CNV-membraner og mindskede endvidere disse membraners tilbøjelighed til at udvise lækage i fluorescens-angiografier. Immunohistokemisk blev bevacizumab påvist i stratum limitans internum, i retinale blodkar samt bindende ensartet til hele CNV-membranen. Ba-
seret på ovenstående fund kan det konkluderes, at den porcine CNV-model udviser ligheder med den humane patologi og derfor kan anvendes som værktøj til at opnå forbedrede behandlingsmuligheder for denne invaliderende sygdom. 

Forf.s adresse: Nørrebrogade 118, 3. th., DK-2200 København N.
E-mail: nl@eyepath.ku.dk
Forsvaret finder sted den den 5. september 2008, kl. 14.00, Auditorium A, 
Teilumbygningen, Frederik V´s Vej 11, København.
Bedømmere: Bernd Kirchhof, Tyskland, Anders Kvanta, Sverige og Nis Andersen.
Vejledere: Jan Ulrik Prause, Erik Scherfig, Jens Folke Kiilgaard og
Morten La Cour.
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Læge Kristine Løssl:

Combined downregulation 
with aromatase inhibitor and GnRH analoques 
in assisted reproduction
Ph.d.-afhandling
Denne ph.d.-afhandling er baseret på studier udført på Fertilitetsklinikken og Reproduktionsbiologisk Afdeling, Rigshospitalet, i perioden 2004-2007. To potentielt nye anvendelsesområder for aromatasehæmmere i assisteret reproduktion blev undersøgt: Kortvarig behandling med aromatase-hæmmer under GnRH-antagonist- nedregulering i tidlig follikulær fase hos standard patienter, og langvarig kombineret nedregulering med aromatasehæmmer og GnRH-agonist hos patienter med endometriose; begge behandlinger administreret umiddelbart før eksogen ovariel gonadotropins-timulation i forbindelse med IVF. Aromatasehæmmer blev anvendt alene eller kombineret med hCG for midlertidigt at øge den intraovarielle androgenkoncentration i forsøg på at forbedre folliklernes respons over for FSH. Testosteronkoncentrationen i præovulatorisk follikelvæske var signifi-kant højere, når en aromatasehæmmer var anvendt kortvarigt (androgen priming) forud for ovariestimulation, sammenlignet med kontrol gruppe, hvilket tydede på, at androgenkoncentrationen var forhøjet under hele stimulationsperioden. Andelen af antrale follikler på 2. cyklus- dag, som nåede størrelsen >10 mm, ≥12 mm eller ≥14 mm på dagen for ovulationsinduktion, var større i priming end i kontrolgruppen. Endvidere var serumøstradiol, og serumøstradiol per follikel, højere i priming end i kontrolgruppen på dagen for ovulationsinduktion. En øget sekundær follikelrekruttering samt en øget aromatisering af androgener kunne forklares ved øget follikulært respons på FSH. Dette helt nye koncept for ovariel stimulation var foreneligt med graviditet, men tegn på forbedret IVF-resultat sammenlignet med standardbehandling blev ikke sikkert fundet.  Endometriose er relateret til en nedsat graviditetsrate efter IVF. I forsøg på at hæmme endometrioseaktiviteten maksimalt umiddelbart før IVF-behandling blev en 2½-måneds kombineret nedregulering med aromatasehæmmer og GnRH-agonist undersøgt hos infertile kvinder med endometriomer. Denne kombinations-behandling medfører et fald i serum koncentration af østradiol igennem virkning på hypofyse, ovarier og perifert væv. Endvidere kan aromatasehæmmeren potentielt hæmme lokal østrogensyntese i endometriosevæv, da det enzym (aromatase), der konverterer androgen til østrogen, er blevet påvist i endometriosevæv. Endometriomvolumen og serum-CA 125 reduceredes signifikant under den kombinerede behandling, hvilket tyder på inaktivering af endometriosen. Endvidere var behandlingen forenelig med graviditet efter IVF og fødsel af raske børn. På baggrund af ovennævnte 
studier fandtes ikke sikre tegn på forbedrede IVF-resultater. Fremtidig forskning vedrørende doser, behandlingsvarighed og behandlingssammensætning må vise, om disse potentielt nye anvendelsesområder for aromatasehæmmere inden for assisteret reproduktion vil få klinisk betydning. 

Forf.s adresse: Korsgårdsvej 28, 2. th., DK-2920 Charlottenlund.
E-mail: kristineloessl@hotmail.com
Forsvaret fandt sted den 20. juni 2008.
Bedømmere: Sven O. Skouby, Lars G. Westergaard og Jakob Ingerslev.
Vejledere: Anders Nyboe Andersen, Anne Loft og Claus Yding Andersen.

AKADEMISKE AFHANDLINGER

Læge Anette Torvin Møller:

Fabry disease in females: 
small nerve fibre function 
and structure
Ph.d.-afhandling
Ph.d.-afhandlingen udgår fra Dansk Smerteforskningscenter og Neurologisk Afdeling, Århus Universitetshospital.Fabrys sygdom er en sjælden X-bunden arvelig lysosomal op-hobnings- sygdom. Den forårsages af en mutation i genet GLA, som koder for et lysosomalt enzym α-galaktosidase A. Glykosfingolipider ophobes i celler i kroppen og forårsager symptomer fra multiple organer. De tidligste neurologiske symptomer er akroparæstesier og smerter.Der er aldrig foretaget egentligt nervefiberfunktionundersøgelser hos kvinde-lige patienter med Fabrys sygdom, men data fra spørgeskemaundersøgelser viser, at de kan lide af svære smerter og nervefiberdysfunktion, men klinikken er mere variabel end hos mandlige patienter. Formålet med projektet var at undersøge småfiberfunktion og - struktur hos en gruppe af kvindelige Fabry-patienter.Nitten kvindelige Fabry-patienter og 19 raske, aldersmatchede kvinder som kontrol blev undersøgt med spørgeskemaer om smerter og livskvalitet, kvantitative sensoriske test inkl. kapsaicin og laser doppler imaging, auto-nome funktionsundersøgelser, svedtest (QSART) og hudbiopsi til måling af intraepidermale nervefiberdensitet.Det viste sig, at kvindelige Fabry- patienter havde daglige smerter, hyper-  og hypoalgesi for kulde og varme og ændrede tærskler for kuldedetektion og taktil detektionsans samt tryksmerte. Hudbiopsier viste en reduktion i den intraepidermale nerve fiber densitet. Capsaicin appliceret på huden af patienter gav et mindre respons end hos kontrollerne, mens autonome funktionsundersøgelser på en parameter (inspiration) gav en større vasokonstriktion hos patienterne. Den totale svedudskillelse var lavere hos patienterne efter iontoforese (QSART ).Capsaicin-modellen demonstrerer en C- fiber-dysfunktion med en non- invasiv metode. De kvantitative sensoriske målinger og screeningsundersøgelserne understøtter dette, da de indikerede en længdeafhængig småfibern-europati. Dette understøttes af fundet af en reduceret intraepidermal nervefiberdensitet. De autonome studier tyder på, at kvindelige patienter har bevaret sympatisk respons, men sandsynligvis en akkumulation af gb3 i svedkirtler og kar, der resulterer i en reduceret total svedudskillelse og en øget vasokonstriktion ved inspiration. Disse studier antyder, at både centrale og perifere mekanismer er involveret i smertepatofysiologien hos Fabry-patienter og at symptomerne på Fabrys sygdom opstår ved en kombination af kardysfunk-tion, inflammatoriske processer og en reduktion af nervefibre. I lyset af disse fund bør man anse og behandle kvindelige Fabry-patienter som patienter på linje med de mandlige 
patienter og ikke som kvindelige bærere af Fabrys sygdom. Capsaicin- metoden og nervefibertælling på hudbiopsier kan muligvis inddrages som objektive undersøgelser i udred-
ningen af patienterne og monitorering af behandlingen.

Forf.s adresse: Tokkerbakken 60, DK-8240 Risskov.
E-mail: anette@torvin.dk
Forsvaret fandt sted den 20. juni 2008.
Bedømmere: Svein Ivar Mellgren, Norge, Jørgen E. Nielsen og
Anders Fuglsang Frederiksen.
Vejleder: Troels Staehelin Jensen.
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Cand.scient. Christian Nielsen:

Immunogenetic aspects of autoimmune disease 
with particular emphasis on type 1 diabetes 
and systemic lupus erythematosus
Ph.d.-afhandling
Formålet med ph.d.-projektet var vha. molekylærbiologiske samt biokemiske metoder at identificere non-MHC- modtagelighedsgener for udviklingen af de autoimmune sygdomme type 1-diabetes (T1D) og systemic lupus erythematosus (SLE).Programmed cell death 1 (PD- 1) er et transmembrant glykoprotein, der tilhører B7- CD28-superfamilien bestående af kostimulerende molekyler. PD-1 har en vigtig hæmmende rolle i regulering af aktiviteten og prolifereringen af effektor-T celler og spiller derfor en vigtig rolle for opretholdelsen af den perifere tolerance. Associationsstudier viste en signifikant højere frekvens af en 7146A-allel blandt kaukasiske børn og unge diabetikere, samt association mellem en 6867G-allel og udviklingen af lupus-nefropati i en population af kaukasiske SLE-patienter. Da begge disse alleler er lokaliserede i mulige bindingssites for kendte transkriptions-faktorer, ændres stabiliteten af PD- 1-mRNA eller niveauet af ekspression potentielt, hvilket kunne forstyrre kontrollen af selv- reaktive T- celle- responser.PCR-amplifikation af den kodende sekvens af human PD-1 viste, at der eksisterer forskellige alternativt splejsede PD-1-mRNA-transkripter, bla. et mRNA-transkript (PD-1∆ex3), der mangler det transmembrane domæne. Ekspressionsforsøg viste parallel stigning i ekspressionen af PD-1∆ex3 og fuldlængde-PD-1 (flPD-1) i mononukleare blodceller (MBs) efter anti-CD3-  og anti-CD28- aktivering, hvilket foreslår et samspil mellem det mulige opløselige PD-1-molekyle og flPD-1. Det er endnu ikke lykkedes at påvise, at PD-1∆ex3-mRNA-isoformen bliver translateret og udskilt.Protein- tyrosin- phosphatase-nonreceptor 22 (PTPN22)-genet koder for en lymfoidspecifik fosfatase (LYP), der er en kraftigvirkende hæmmer af T-celle-aktivering. Vi viste en signifikant association mellem en PTPN22 1858T-allel og T1D samt tidlig diagnosealder, udelukkende hos piger blandt unge kaukasiske T1D-patienter. Teoretisk kunne PTPN22 T- allelen udelukkende hos unge piger blandt genetisk prædisponerede individer deltage i at accelerere ødelæggelsen af beta-celler, der er nødvendigt for at, diabetes udvikles.Undersøgelse af den allel- specifikke ekspression af PTPN22 C1858T-allelerne påviste hverken forskel i ekspressionen af 1858C-  og T-allelen i ustimulerede MBs fra ikke-gravide kvinder, mænd, eller gravide 
kvinder i 1. og 3. trimester, respektive, eller i anti-CD3-  and anti-CD28-stimulerede MBs. Disse resultater støtter ikke hypotesen om, at kønsspecifikke faktorer, der påvirker den allel- specifikke ekspression af PTPN22 Arg620Trp, er en delvis forklaring på den kvindelige prædominans, der findes 
i de fleste autoimmune sygdomme, der er associeret med PTPN22 Trp620-varianten.

Forf.s adresse: Klinisk Immunologisk Afdeling, Odense Universitetshospital, 
Sdr. Boulevard 29, DK-5000 Odense C.
E-mail: christian.nielsen@ouh.regionsyddanmark.dk
Forsvaret fandt sted den 20. juni 2008.
Bedømmere: Peter Garred, Flemming Pociot og Karsten Skjødt.
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