NYA DOKTORANDER

Tiina Karonen

Klinisk farmakologi
Helsingfors universitet

Disputation 14.12.2012
Helsingfors universitet

Hur CYP-hammare
paverkar farmakokinetiken
for montelukast och
zafrilukast

Leukotrienreceptorantagonisterna
montelukast och zafirlukast har an-
vants for behandling av astma och
allergisk rinit i 6ver femton ar. Pa den
tiden d& de utvecklades fanns det inga
regulatoriska anvisningar for studier av
lakemedelsinteraktioner. Kunskapen
om deras metabolism var baserad pa in
vitro-studier, dir biotransformationen
av montelukast och zafirlukast framst
var katalyserade av cytokromerna P 450
(CYP) 2C9 och CYP3A4. Foljaktligen
har forstaelsen for CYP-enzymernas
betydelse for likemedelsmetabolismen
Okat avsevirt och CYP2C8-enzymets
roll blivit identifierad.

Bade montelukast och zafirlukast ar
starka hammare av CYP2CS8 in vitro,
men ingendera substansen har uppvi-
sat hammande effekt pA4 CYP2CS8 in
vivo. I en kristallografisk studie visade
sig montelukast passa in vil i det ak-
tiva centret i CYP2C8-enzymet. Dessa
observationer resulterade i ndrmare
forskning kring vilken roll CYP2C8
och CYP3A4 spelar i ménniskans
montelukastmetabolism och vilken roll
CYP2C9 och CYP3A4 har for mannis-
kans zafirlukastmetabolism.

Fyra randomiserade, placebokon-
trollerade crossoverstudier av lakeme-
delsinteraktioner med friska volontérer
genomfordes. CYP2C8-hdmmaren
gemfibrozil genererade en fyrfaldig
o0kning i plasmats kurva for lakeme-
delshalt och tid (AUC) for montelukast
och nistan blockerade bildningen
av dess huvudsakliga metabolit M4.
CYP3A4-hammaren itrakonazol hade
ingen effekt p& den totala elimineringen
av montelukast. CYP2C9-hdammaren
flukonazol resulterade i en 1,6-faldig
okning av AUC for zafirlukast, medan
inhibition av CYP2C8 eller CYP3A4
inte paverkade farmakokinetiken for
zafirlukast.

Resultaten illustrerade rutterna for
biotransformationen av montelukast
och zafirlukast i médnniskan. CYP2C8
ar ansvarigt for cirka 80 procent av
montelukastmetabolismen, medan
CYP3A4 inte har ndgon betydande
roll. CYP2C9 é&r det huvudsakliga
enzymet i zafirlukastmetabolismen i
ménniskan. Samtidig anvdndning av
CYP2C8-hdammare och montelukast
samt CYP2C9-hammare och zafirlu-
kast kan oka risken for biverkningar
relaterade till lakemedelkoncentratio-
ner. I studier av ldkemedelsinteraktio-
ner ska modellsubstraten vara bade
sensitiva och relativt riskfria: att doma
av dessa resultat dar montelukast en
lovande kandidat som modellsubstrat
for CYP2CS8.

Resultaten understryker ocksa vikten
av studier kring lakemedelsinteraktio-
ner och regulatoriska anvisningar for
dem. Speciellt lidkemedelsmetabolism
som har utvecklats innan anvisning-
arna getts kan vara bristfélligt karak-
terisade, och det kan ldmna utrymme
for oidentifierade CYP-medierade
interaktioner.
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Transformerande tillvaxtfaktorn

1:s genotyp,
16-uttryck samt
behandlingsresultat vid
skivepitelcancer i huvud och hals

Cancer i huvud- och halsregionen
(HNSCQC) ar en heterogen grupp can-
certyper, som framst utgar fran skivepi-
telet i de 6vre luftvdgarna. I Finland di-
agnostiseras ca 700 fall arligen. I manga
vastlander &r incidensen nedatgaende,
vilket antas bero pa minskad anvand-
ning av tobak och alkohol. Detta giller
dock inte orofarynxcancer (OPSCC),
ddr incidensen o6kar parallellt med en
okad andel infektioner med humant
papillomvirus typ 16 och 18, det vill
sdga den tredje stora riskfaktorn.
Trots att man gjort framsteg inom
behandlingen dr femarsoverlevnaden
fortfarande endast 66 procent, och
i vissa patientgrupper sa lag som 34
procent. For nédrvarande finns det
inga molekyldra markorer i klinisk
anviandning, som kunde forutse Gver-
levnad eller hjdlpa vid optimering av
individuell behandling. I avhandlingen
undersoktes i prediktivt avseende de
molekyldra markorerna pl6, vilket ar
en surrogatmarkor for infektion med
HPV, den epidermala tillvaxtfaktor-
receptorn EGFR och den nukleéra

polymorfismen rs1800470 i genen for
den transformerande tillvaxtfaktorn
pl1 (TGFB1). Denna polymorfism
paverkar halten av cytokinen TGFfp1,
som &dr avgorande for cellproliferation,
immunmodulering, sarldkning och
for att uppratthalla cancerstamceller.
Cytokinen har ocksé forknippats med
minskad grad mukosit, som &dr den
vanligaste och for behandlingsforloppet
mest avgorande, akuta biverkningen
vid kemoradioterapi av HNSCC. Vi
analyserade ocksé incidensutveck-
lingen av orofarynxcancer i Finland
och dess korrelation med prevalensen
av pl6-6veruttryckande HNSCC.

DNA frén leukocyter av 175 konse-
kutiva HNSCC-patienter genotypades
for TGFB1 rs1800470 med PCR. Deras
pl6- och EGFR-uttryck bestimdes
med immunhistokemi. Alla resultat
korrelerades med kliniska och histopa-
tologiska karakteristika. Det finlandska
cancerregistret tillhandaholl incidens-
uppgifter.

Den éldersstandardiserade OPSCC-
incidensen 6kade i Finland, likasa pro-
portionen HNSCC som &veruttryckte
pl6. OPSCC-patienter vars tumdorer
overuttryckte p16 hade en forbattrad
overlevnad, men nagot samband mel-
lan EGFR-uttryck och o6verlevnad
kunde inte pavisas.

OPSCC-patienter som bar pa vari-
antallelen av TGFB1 rs1800470 hade
signifikant béttre 6verlevnad &n pa-
tienter med normalallelen. Detsamma
gidllde for patienter som behandlats
med kemoradioterapi. Fenomenen
forklaras varken av att dessa patienter
skulle ha haft akut mukosit i ldgre grad
eller av att behandlingstiden var kor-
tare. Den forbéttrade verlevnaden var
oberoende av p16- och EGFR-uttryck,
dven om patienter som bar pA TGFB1-
variantallelen hade p16- positiva tumo-
rer i en aning hogre grad.

Polymorfismen TGFB1 rs1800470 ar
en potentiell sjdlvstdandig ny prognos-
tisk markor som eventuellt, i kombina-
tion med pl6-uttryck, kan anvédndas
for att forutse forbittrad respons vid
behandling av HNSCC med kemora-
dioterapi.
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Obesity, physical activity and
cardiorespiratory fitness
in young adulthood:
Studies in Finnish twins
(Fetma, fysisk aktivitet och
kondition hos unga vuxna:
Studier av finlandska tvillingar)

Bakgrund: Overvikt och fetma hor till
de storsta folkhdlsoproblemen i vist-
varlden, och brist p4 motion dr en viktig
riskfaktor for fetma och fetmarelaterade
komplikationer. Bade é&rftliga och om-
givningsbetingade faktorer paverkar
savil kroppsvikt som motionsbeteende
och fysisk kondition. Det har ddremot
varit oklart i vilken man sambanden
mellan fetma, fysisk aktivitet och kon-
dition beror pa arvsfaktorer respektive
omgivningsfaktorer.

Syften: Att underscka arvsfaktorer-
nas och omgivningsfaktorernas relativa
inverkan pa kroppsmasseindex (BMI),
midjeomfang, fysisk aktivitet och aerob
kondition, att undersoka huruvida fysisk
aktivitet modifierar arvsfaktorernas rela-
tiva inverkan pd4 BMI och midjeomfang
och att undersoka hur fetma paverkar
syreupptagningsformagan och utrycket av
gener kopplade till mitokondriernas en-
ergiproduktion hos unga vuxna tvillingar.

Deltagare: 1 294 tvillingar fodda
1983-1987 (FinnTwinl2-kohorten);
4 798 tvillingar fédda 1975-1979

(FinnTwin16-kohorten); tva subsam-
pel av FinnTwin16-kohorten: det ena
innefattande 24 enédggstvillingpar, av
vilka cirka hélften med en betydande
skillnad i kroppsvikt inom paret, det
andra innefattande 152 endggs- och
tvadggstvillingpar som valts ut s& att
de representerade en bred skala av
skillnader i kroppsvikt inom paren.

Maitningar: Kohorterna: Sjalvrap-
portering av langd, vikt och midjeom-
fang, motionsindex berédknat utifrdn
sjdlvrapporterad motionsintensitet och
trdningsvolym och métning av fysisk
aktivitet med Baecke Questionnaire.
Subsamplen: Matning av langd, vikt
och midjeomfang samt av kroppssam-
mansattning, insulinkdnslighet och
syreupptagningsformaga och analys av
genuttryck i fettvdvnaden.

Resultat: Fysisk aktivitet minskade
arvsfaktorernas inverkan pa BMI och
midjeomfang. Savil sambandet mellan
motion och syreupptagningstérmaga
som det omvidnda sambandet mellan
motion och fetma berodde till stor del
pé genetiska faktorer. Genetiska fak-
torer forklarade ocksa 41-64 procent
av skillnaderna i fysisk aktivitet mellan
individerna. Fetma var associerad med
sdnkt syreupptagningsformaga och
nedsatt genuttryck av gener kopplade
till mitokondriefunktionen i fettvav-
naden.

Slutsatser: Arvsfaktorerna har min-
dre effekt pa kroppsvikt och midjeom-
fang hos fysiskt aktiva individer jamfort
med sddana som inte motionerar, vilket
tyder pa en genomgivningsinteraktion
mellan fysisk aktivitet och de gener
som disponerar for fetma. Foljaktligen
gynnar regelbunden motion i detta
avseende mest de personer som har
stor genetisk risk for att utveckla fetma.
Genetiska faktorer paverkar bade mo-
tionsvanor, fysisk kondition och fetma
och ligger bakom en betydande del av
sambanden mellan dessa. Overvikt
fororsakar forsamrad syreupptagnings-
forméga och nedsatt funktion i gener
forknippade med mitokondriernas
energiproduktion.
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12-avlednings-EKG vid
akut koronarsyndrom: samband
med koronarangiografifynd och

prognos

Augustus Desiré Waller, som verkade
i London, publicerade 1887 det forsta
elektrokardiogrammet registrerat pa en
ménniska i the Journal of Physiology.
Sjdlva termen EKG (elektrokardio-
gram) lanserades av Willem Einthoven
i Holland 1903; han inférde begreppen
P, Q, R, S, T for att beteckna de olika
komponenterna i EKG. Ar 1912 in-
troducerade han EKG-avledningarna
I, II och III. Frank N. Wilson, som
var verksam i Ann Arbor, Michigan,
kompletterade med EKG-avledning-
arna aVR, aVL och aVF och i slutet
pa 1930-talet bérjade man anvianda
12-avlednings-EKG, som fortfarande
ar standard. Den forsta finldndska
EKG-artikeln publicerades av Robert
Tigerstedt 1914, och 1932 publicerade
Finska Lakaresdllskapets Handlingar
en artikel om EKG vid koronartrombos
av Wilhelm Stockmann.

Mitt eget intresse for EKG-forskning
vicktes pd 1980-talet och jag publi-
cerade 1990 en artikel om akut kam-
marflimmer vid hjartinfarkt i Finska

Lékareséllskapets Handlingar tillsam-
mans med Magnus Lindroos. Sedan
snart femton ar tillbaka samarbetar
jag med professor Samuel Sclarovsky
frdn Israel kring &mnet EKG vid akut
hjartmuskelischemi. I och med den allt
aktivare invasiva behandlingen av akut
koronarsyndrom har EKG fatt storre
betydelse som hjédlpmedel vid diagnos-
tik och riskbedomning de senaste aren.

Tidigare studier har visat att ST-
siankning i EKG foérsdmrar progno-
sen vid akut koronarsyndrom. I min
doktorsavhandling har jag framst
undersokt ett specifikt EKG-fynd
med utbredda ST-sédnkningar, maxi-
malt i avledningarna V4-V5, med
inverterade T-vAgor samt ST-hojning
i avledning aVR. Professor Sclarovsky
har infort bendmningen circumferen-
tiell subendokardiell ischemi (CSI)
for detta EKG-fynd; bendmningen
global ischemi har ocksd kommit att
anviandas. Ett delarbete i avhandlingen
visade att man hos néstan varannan
patient, som uppvisade dessa EKG-
fordndringar overgdende i samband
med vilosmérta, kunde konstatera en
utfallsvariabel (dod, reinfarkt, instabil
angina, aterupplivning p.g.a. hjéartstopp
eller stroke) under uppfoljningstiden pa
litet under ett ar. Dessutom fanns det
ett starkt samband mellan EKG-fyndet
och svar kranskarlssjukdom, framst
huvudstamsstenos i kranskérlsrontgen.
En annan studie visade att EKG-fyndet
forekom hos 8 procent av 1 188 pa-
tienter med akut koronarsjukdom, som
intagits pa ett universitetssjukhus.

Det é&r viktigt att kdnna igen EKG-
fyndet vid global ischemi eftersom
det ofta &r associerat till svar krans-
karlssjukdom. Det dr ocksa viktigt
att kombinera den information man
far fran EKG med patientens symtom
och kliniska fynd. Hos patienter med
global ischemi i EKG i kombina-
tion med kliniska tecken pa nedsatt
viansterkammarfunktion, sdsom lagt
blodtryck, andnod eller dalig syresatt-
ning, bor behandlingen likstédllas med
ST-hojningsinfarkt. Kranskérlsrontgen
med péafoljande ballongvidgning eller
bypassoperation bor utforas snarast
mojligt. Man bor dock komma ihag att

liknande EKG-fordandringar kan fore-
komma mer eller mindre konstant hos
patienter med organisk hjartsjukdom,
sasom aortaklaffsstenos, ocksa utan
kranskarlssjukdom. Det &r viktigt att
jamfora med eventuella tidigare EKG-
undersbkningar d& man handldgger
patienter med akut koronarsyndrom
och utbredda ST-sénkningar.
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Peutz-Jeghers syndrom &dr en arftlig
sjukdom som karakteriseras av benéa-
genhet for att utveckla cancer samt
forekomst av pigmentflackar pa huden
och ett slags godartade tumorer, poly-
per, i mag-tarmkanalen. Mutationer i
genen for kinasenzymet LKB1 leder
till Peutz-Jeghers syndrom. Avhand-
lingsarbetet undersokte de molekyldra
funktionerna hos LKB1, observerade
uppkomsten av tumorer vid bortfall
av LKB1 och omfattade olika ingrepp
i denna process. Syftet var att béttre
kunna forsta Peutz-Jeghers syndrom
och andra LKB1-relaterade tumor-
mekanismer. Framst arbetade vi med
LKB1-knockutmusmodellen, men
ocksa till en del med Peutz-Jeghers-
patienter och patientvdvnadsmaterial.

I den forsta delstudien (I) undersokte
vi vilka proteiner forutom AMPK som
kan fosforyleras av LKB1 och fann
att dessa &r kinasenzym med struk-
turell likhet med AMPK. I den andra
delstudien (II) undersokte vi vilken
betydelse proteinet cyclooxygenas-2
har for utvecklingen av polyper vid
Peutz-Jeghers syndrom. Vi fann bland
annat att man kan minska polypernas
tillvixt genom att behandla dem med
cyclooxygenashammaren celecoxib. I

den tredje delstudien (III) studerade
vi polypernas epitel. Vi fann att mag-
kortelcellerna inte klarar av att diffe-
rentiera sig normalt och att bristfillig
celldifferentiering i magslemhinnan
kunde observeras tidigare dn andra
tecken pé polyputveckling. Slutligen, i
delstudie IV, undersokte vi hur carci-
nogenet MNU paverkar polyposen och
fann att uppkomsten av nya polyper
mérkbart 6kar om slemhinnan utsatts
for carcinogen. Den hir effekten fore-
kom separat fran den COX-2-relatera-
de mekanismen: Antalet nya polyper
okade framfor storleken pa polyperna
och cyclooxygenas-hdammare hade
inte langre nadgon mérkbar effekt pa
polypbildningen.

Sammantaget har resultaten gett
ledtradar till sdttet pa vilket LKB1
motverkar tumorbildning: i delstudie
I betrdffande molekylnivan och i de
ovriga studierna i fraga om uppkom-
sten och utvecklingen av polyper vid
Peutz-Jeghers syndrom. Resultaten fran
delstudie III tyder pa att slemhinne-
ytan, det vill séga epitelet, aktivt deltar i
uppkomsten av polyper, medan resulta-
ten fran studierna IT och IV visar pé att
polyperna utvecklas genom samarbete
mellan manga faktorer, av vilka COX-
2 dr en, dven om reducerad LKB1-
funktion ger Peutz-Jeghers-polyperna
deras karaktaristiska drag. I sin helhet
bidrar resultaten till 6kad forstaelse for
mekanismerna bakom Peutz-Jeghers
syndrom, och eventuellt dven till att
finna helt nya, molekylbaserade be-
handlingar for Peutz-Jeghers-polyper
och andra LKB1-relaterade tumorer.
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