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Transportproteiner som drug-targets
hos Plasmodium falciparum

Nye perspektiver i behandlingen af malaria

Leege Peter Ellekvist & Lektor Hanne Colding

Kgbenhavns Universitet, Medicinsk Fysiologisk Institut og
Institut for Medicinsk Mikrobiologi og Immunologi

Malariaparasitten inficerer og formerer sig i erytrocytter. Af
de fire humanpatogene arter er Plasmodium falciparum langt
den farligste, hvilket skyldes en kombination af hurtigt pro-
gredierende parasitemi hos nonimmune individer og de
parasitholdige erytrocytters evne til at adhzrere til endotelet
i blodkarrene i de indre organer. I kombination med en lo-
bende resistensudvikling hos parasitten over for de malaria-
midler, der anvendes, gor det P. falciparum til den altdomine-
rende drsag til malariadedeligheden i udviklingslandene, og
WHO anslar i 2005, at mindst en million mennesker, primzaert
bern under fem ér i tropisk Afrika, hvert ar der af sygdom-
men. Der er derfor et stort behov for en lebende udvikling af
nye antimalariamidler.

Mulige mal for fremtidig antimalariaterapi skal maske fin-
des i de transportfunktioner, som parasitten anvender [1].
Der gives i neervaerende artikel forst en kort gennemgang af de

endringer, som infektionen medferer i erytrocyttens cel-
lemembran, og dernzst beskrives de af malariaparasittens
transportproteiner, som kan tenkes at vere potentielle drug
targets.

Andringer i erytrocytcellemembranens
transportkarakteristika

Den mature humane erytrocyt er en relativt simpel og meta-
bolisk set temmelig inaktiv celle. Bortset fra udvekslingen af
kuldioxid og oxygen er cellemembranens eneste funktion at
opretholde et konstant volumen, hvilket blandt andet afspej-
les i lave membranpermeabiliteter for K* og Na'. Erytrocytten
optager glukose ved faciliteret diffusion via GLUT1, og selv
om der ikke foregar DNA-replikation i den humane erytrocyt,
kan den som andre humane celler optage fysiologiske
D-nukleosider ved faciliteret diffusion.

Ved infektion med P. falciparum inducerer parasitten nye
transportveje, de sikaldte zew permeation pathways (NPP) i
erytrocyttens cellemembran [2] (Figur 1). Disse kanaler er per-
meable for en lang reekke ioner og kolloider, som ikke pas-
serer den normale erytrocyts cellemembran. Selv om NPP
minder om kloridkanaler, tillader de i et vist omfang passage
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Figur 1. Den malariainficerede
erytrocyt med angivelse af ud-
valgte transportproteiner. Der er
induceret nye membranpermea-
biliteter (NPP) i cellemembra-
nen. Enkelte af erytrocyttens
egne transportproteiner er med-
taget: Gardos kanal (interme-
dieer konduktans Ca2*-aktiveret
K* kanal) og Na*/K*-ATPase.

| midten af erytrocytten ses den
modne parasit med en reekke
specifikke transportproteiner i
cellemebranen: PfHT1 (hexose- Na*

transporter), Pf(E)NT (nukleosid-

transporter), PfAQP (aquaporin),
Na'/K*-ATPase

NPP

Ca2*-pumpe (Ca2*-ATPase),
H*-pumpe og PfKch (K*-kanal).
Cellen er deformeret, og cyto-
plasmaet er afbleget pa grund
af parasittens nedbrydning af
hamoglobin, som omdannes til

malariapigment (rede korn). Parasit-H*-pumpe

af kationer, og erytrocyttens koncentrationsgradienter for K*
og Na* kollapser i lobet af parasittens 48-timers-cyklus. Lidt
forsimplet kan man sige, at erytrocytten omdannes til en slags
»hyttefad«. Erytrocyttens hullede cellemembran sikrer para-
sitten et passende nzrmiljo med fri passage af nzerings- og
affaldsstoffer og yder samtidig beskyttelse mod veertsorganis-
mens immunsystem.

Farmakologisk blokade af NPP er teoretisk set en effektiv
strategi i behandling af malaria. Derved vil parasitten ga til
grunde pa grund af ophobning af egne affaldsprodukter. I
praksis er de farmakologiske inhibitorer af NPP, som er iden-
tificeret, temmelig uspecifikke og lavpotente, og de pavirker
ogsd humane transportproteiner. For eksempel kan det vel-
kendte loopdiuretikum furosemid bade blokere NPP og
haemme vaksten af P. falciparum i blodkultur, men kun i kon-
centrationer, som ikke er klinisk relevante. En anden strategi
kunne derfor vere at udvikle lzegemidler, som kun kunne pas-
sere de inficerede erytrocytters NPP. Eksempelvis kan bade
D-nukleosider (fysiologiske) og L-nukleosider (non-fysiolo-
giske) passere NPP, mens kun D-nukleosider kan passere den
normale erytrocyts cellemembran. Ved selektiv optagelse af
toksiske L-nukleosider i inficerede erytrocytter kunne para-
sitternes DNA-replikation heemmes. Eventuelt kunne man
koble et velkendt antimalariamiddel til et L-nukleosid og
derved opna en opkoncentrering af det virksomme stof i de
inficerede erytrocytter [3].

Transportproteiner i P. falciparums cellemembran
Parasittens cellemembran er bestykket med en reekke spe-
cifikke transportproteiner, som tillader P. fz/ciparum en difte-
rentieret optagelse af substanser fra vertscellens cytoplasma.
Med sekventeringen af P. falciparums 23 Mb store genom [4]
er det blevet muligt at foretage en systematisk gennemgang af

I315

PfKch

Gardos
kanal

Parasit-Ca?-
pumpe

disse transportproteiner, og flere af dem er klonet og karak-
teriseret funktionelt i heterologe ekspressionssystemer (celle-
typer, der kan udtrykke vertsfremmed protein). I Tabel 1
findes en oversigt over udvalgte transportproteiner fra P. fa/ci-
parum sammen med en angivelse af deres funktion.

P. falciparum-transportproteiner

med betydning for metabolisme

P. falciparums stofskifte er udelukkende baseret pa glykolyse,
og parasitten er afhzengig af et konstant og meget stort gluko-
seoptag fra erytrocyttens cytoplasma. Erytrocyttens egen glu-
kosetransporter, GLUT1, har tilstreekkelig kapacitet til at
forsyne parasitten ogsa, og fra erytrocyttens cytoplasma op-
tages glukosen i parasitten ved faciliteret diffusion via en
hexosetransporter, P. falciparum hexose transporter 1 (PfHT1)
(Figur 1). Funktionelt adskiller PfHT1 sig fra humane gluko-
setransportere ved en bredere substratprofil, og der er synte-
tiseret en gruppe af glukoseanaloger, som tillader selektiv in-
hibition af P. falciparums glukoseoptagelse (og vaekst), uden
at erytrocyttens glukosetransportere GLUT1 og GLUT5 pavir-
kes i vaesentligt omfang. Disse glukoseanaloger hemmer bade
vaeksten af P. falciparum i blodkultur og vaeksten af gnaver-
malariaparasitten P. yoe/ii i en dyremodel. PfHT1 er derfor
indtil videre det bedste bud pa et transportprotein som et
potentielt drug target 1 P. falciparum [5].

I modsztning til humane celler kan P. f2lciparum ikke syn-
tetisere purinbaser (adenin og guanin), hvorfor parasitten ma
genbruge og/eller optage nukleosider fra erytrocyttens cyto-
plasma. Som omtalt tidligere kan den normale erytrocyt op-
tage D-nukleosider fra plasmaet ved faciliteret diffusion, mens
de parasitinducerede NPP er permeable bide for D- og L-nu-
kleosider. Den videre transport af nukleosider over para-
sittens cellemembran foregar via en nukleosidtransporter
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Tabel 1. Udvalgte transportproteiner fra P. falciparum og angivelse af deres
funktion.

P. falciparum-transportproteiner med potentiale som drug targets

PfHT1: 504 aminosyrer (glukose- og fruktoseoptagelse ved faciliteret
diffusion)

Pf(E)NT1: 422 aminosyrer (nukleosidoptagelse ved faciliteret diffusion)

PfAQP: 258 aminosyrer (vandkanal, tillader ogsa passage af glycerol
og urinstof)

Pfkch1: 1.940 aminosyrer (K*-kanal)

PfATP6: 1.228 aminosyrer (Ca2*-ATPase)

(PfENTT1 [6] eller PINT1 [7], P. falciparum (equilibrative) nucleo-
side transporter 1). Funktionelt er Pf(E)NT1 ikke selektiv for de
fysiologiske D-puriner, men tillader i modsztning til de hu-
mane nukleosidtransportere hENT1 og hENT2 ogsa passage
af L-puriner og visse klinisk anvendte antivirale nukleosidana-
loger. Samtidig er Pf(E)NT1 relativt ufelsom over for inhibito-
rer af humane nukleosidtransportere. Forventningen er, at
disse forskelle mellem Pf(E)NT1 og de humane nukleosid-
transporter vil kunne udnyttes farmakologisk til en malrettet
antimalariaterapi.

P. falciparum-transportproteiner med betydning
for volumenregulering og calciumstofskifte
Som andre levende celler soger malariaparasitten at opret-
holde et konstant volumen. Det forudsetter blandt andet fun-
gerende vandkanaler i parasittens cellemembran. Parasittens
vandkanal PfAQP (P. falciparum Aquaporin) tilherer de si-
kaldte aquaglyceroporiner, som ogsa tillader passage af min-
dre organiske molekyler (Figur 1). Arsagen er formentlig, at
PfAQP deltager i andet end blot vandtransport. Replikation
af parasitten forudsztter rigelige maengder glycerol til lipid-
biosyntese, og her kan aquaporinet antagelig spille en vigtig
rolle, idet glycerol kan optages fra erytrocyttens cytoplasma
via PfAQP. Samtidig er parasitten udsat for store endringer i
osmolaritet, iszr i forbindelse med de inficerede erytrocytters
passage gennem nyrens blodkar. PFAQP vil her med sin per-
meabilitet for sma organiske molekyler kunne bidrage til en
hurtig volumenregulering. P grund af en ganske anderledes
aminosyresekvens i poreregionen for PFAQP i forhold til i hu-
mane aquaporiner [8] har PFAQP en anden farmakologisk
profil med hensyn til inhibition, og det abner muligheden for
selektiv inhibition af PFAQP. Endelig vil PFAQP kunne benyt-
tes som drug route. For eksempel kan det antineoplastiske
medikament hydroksurea optages gennem PfAQP, og hos en
anden protozo, Leishmania major, sker optagelsen af klinisk an-
vendte antiparasiteere antimonforbindelser gennem et tilsva-
rende aquaporin.

En anden vigtig faktor i regulering af cellevolumen og
membranpotentiale er K*-kanaler. Der er fra P. falciparum
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klonet en K*-kanal, som har en helt anderledes aminosyre-
sekvens i poreregionen end humane K*-kanaler [9]. Kanalen
er endnu ikke karakteriseret funktionelt. Nar det sker, vil der
veere et bredt sortiment af farmaka at afpreve. Medicinalin-
dustrien har i mange ar arbejdet med at udvikle leegemidler,
som pavirker K*-kanaler. Baggrunden er, at K*-kanaler spiller
en central rolle for regulering af cellers membranpotentialer,
hvilket har betydning ved lidelser i blandt andet hjerte og
hjerne. De fleste antiarrytmika inhiberer siledes de kardiale
K*-kanaler, som medvirker ved hjertemuskelcellernes repo-
larisering. Antiarrytmika vil af samme grund selvsagt ikke
kunne anvendes direkte i behandlingen af malaria, medmin-
dre stofferne modificeres kemisk, si de virker specifikt pa ma-
lariaparasittens K'-kanal, det vil sige uden at pavirke humane
K*-kanaler.

Afslutningsvis ber det nzevnes, at parasitten besidder en
Ca?*-ATPase, som minder meget om den Ca?-pumpe, der
kontrollerer den cytoplasmatiske Ca?-koncentration i skelet-
muskulatur. Denne Ca%-ATPase (PfATP6) medvirker til at
opretholde en lav koncentrationen af Ca® i parasittens cyto-
plasma, og den blokeres specifikt og potent af det effektive
antimalariamiddel artemisinin, som samtidig ikke pavirker
muskelcellers Ca?*-homeostase [10] (Figur 1). Om det er den
eneste forklaring pa artemisinins effekt over for P. falciparum
in vivo, er ikke fuldt belyst, men eksemplet fremhzaver trans-
portproteinernes potentiale som drug targets.

Konklusion

P. falciparums vekst og replikation i den humane erytrocyt er
afhzengig af en reekke fungerende transportproteiner i para-
sittens cellemembran. Med publiceringen af P. falciparums
genom, er det blevet muligt at studere disse transportprote-
iner pa systematisk vis. Malariaparasittens transportproteiner
adskiller sig i flere tilfelde markant fra de tilsvarende pro-
teiner hos mennesket. Blandt andet er malariaparasittens
hexosetransportor et potentielt mal for antimalariaterapi.
Hvis specifikke og potente inhibitorer af malariaparasittens
transportproteiner syntetiseres, vil det vere et gennembrud i
bekzmpelsen af en af de alvorligste infektionssygdomme i
verden.
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Lysbehandling af sovn- og adferdsforstyrrelser
samt depressive symptomer ved demens

Leege Klaus Martiny

Hillergd, Psykiatrisk Sygehus, Psykiatrisk Forskningsenhed

Demens er en hyppig lidelse. I Danmark skennes prevalensen
for aldersgruppen over 65 ar at vare 7% og incidensen 2,5% pr.
ar, svarende til at 55.000 personer lever med demens, og at der
kommer 19.000 nye tilfzelde til om &ret [1]. De hyppigste
demensformer er Alzheimer, vaskuleer demens og Lewy
body-demens. Ud over amnesi, afasi, apraksi og agnosi knyt-
ter der sig ofte resursekreevende adferdsforstyrrelser i form af
aggression, agitation og socialt uacceptabel adfzerd til demens.
Hyppigt optraeder der fragmenteret sovn eller forskydninger i
sovnfasen, og depressive symptomer som kan forvaerre de
kognitive funktioner. Ofte optrader der psykotiske sympto-
mer med hallucinationer og paranoide vrangforestillinger.
Forandringer i personligheden er meget hyppig [2].

Lagemidler med symptomatisk virkning mod navnlig
Alzheimer demens (cholinesterasehaemmere) har vist sig i
nogen grad at kunne hzemme sygdomsudviklingen pé de kog-
nitive omrader og mindske sveerhedsgraden af de ledsagende
adferdsmeessige forstyrrelser [3]. Der er dog fortsat et stort
behov for effektive behandlingsmetoder. Medikamentel be-
handling af agitation og psykoser med benzodiazepiner og
antipsykotika kompliceres ofte af bivirkninger pa kognition
og fysisk funktion.

Lysbehandling blev introduceret til behandling af vinter-
depression i 1980’erne, og der er nu evidens for en antidepres-
siv virkning af lys ogsa ved ikkeszsonathaengig depression [4].
Virkningsmekanismen af lysbehandling pa depression er
ukendt. Lys pavirker specialiserede retinale nerveceller og der-
ved nucleus suprachiasmaticus (»det indre ur«) og corpus pine-
ale [5] og heemmer dannelsen af melatonin. Lys givet om mor-
genen bevirker phase advance af minimumstemperaturen, hor-

moner og sevnparametre, mens lys givet om aftenen bevirker
phase delay (6, 7] (Figur 1). I serotonindepleteringsstudier er
der vist tilbagefald af vinterdepression hos patienter, som re-
sponderede pa lysbehandling, hvilket indikerer, at det sero-
tonerge system er involveret i virkningsmekanismen af lys.

Sammenligninger mellem lysstudier er usikre, eftersom
den maengde lys, der rent faktisk nir ind og pavirker retina,
er atheengig af mange faktorer:

- Lyset kan have meget forskellig frekvenssammensztning
og derved forskellig biologisk effekt pa retina.

- Lysstyrken, som nér retina, er athzengig af styrken af det
udsendte lys og af afstanden fra lampen til retina samt
eventuel katarakt eller anden ojensygdom.

- Individuel lysfelsomhed i retina og individuelle forskelle i
det cirkadiane system pavirker den kliniske effekt.

Behandlingsleengden og tidspunktet pa degnet, hvor be-
handlingen tages, har betydning for den kliniske effekt.

Habituel
opvagning

9 klokken 6 3

Phasedelay Phaseadvance

Patienten végner habituelt klokken 6 om
morgenen. Hvis han/hun vagner tidligere,
er sgvnrytmen phaseadvanced. Hvis han/hun

Figur 1. Illustration af .
vagner senere, er sgvnrytmen phasedelayed.

begreberne phasead-
vance og phasedelay.



