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Leptin och
obesitas
— ett sakfel

Jag laste med intresse den
sammanfattning av forskning-
en kring leptin och obesitas
som Meister och Arvidsson
publicerade i L&kartidningen
4/96 [1]. Betydelsen av arkua-
tuskdrnan i hypothalamus be-
lystesoch jag skulleviljakom-
mentera ett sakfel i detta sam-
mahang. Det pastods att delar
av arkuatus ligger utanfor
blod-hjérnbarrigren  (BHB)
varfor cirkulerande leptin kan
paverkat ex de NPY -erganeu-
ronen dér. Faktum &r att arkua-
tus ligger innanfér BHB, men
att det néarbeldgna eminentia
mediana saknar BHB. Dérfér
kan cirkulerande dmnen dif-
funderain i arkuatus frén emi-
nentia mediana. Detta illustre-
rades (om an inte diskuterades)
redan for snart tredecennier se-
dan d& JW Olney visade att
mononatriumglutamattoxicitet
i arkuatus &r relaterad till nér-
Feiten av eminentia mediana
2.

Olney visadei sammaarbe-
te att behandling av neonatala
moss med glutamat leder till
obesitas. Att den dorsomediala
delen av arkuatus & mindre
kanslig for cirkulerande gluta-
mat (se Figur 4 i ref [1]) beror
altsa huvudsakligen pa att den
ligger langre bort frén eminen-
tia mediana @n de mer vulne-
rabladelarna.

Svartolkad

Denna relation har bekréf-
tats av manga grupper inklusi-
vevar [3]. Att glutamatbehand-
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EM

ling leder till obesitas som inte
& forknippad med hyperfagi
[2] trots en total forlust av
NPY -erga neuron [1] visar att
denna modell & mycket svar-
tolkad.

Dettar inteovantat, dadju-
ren lider av multiplaendokrina
storningar orsakade av den sto-
raforlusten av neuron i arkua-
tuseminentia mediana. Man
kan darfor férvanta sig att de
arkuatusneuron somligger nér-
mast eminentia mediana & de
viktigaste méltavlorna for lep-
tin.

Eftersom det knappast &r
troligt att ett protein som leptin
kan diffundera nagra langre
stréckor i hjarnans extracellu-
l&rum &r det kanske mer rim-
ligt att anta att leptin verkar pa
de hormonsecernerande nerv-
terminalernai eminentiamedi-
ana

Anders Lehmann

docent,

institutionen for anatomi
och cellbiologi, Goteborgs
universitet, samt Gastro-
intestinal Pharmacol ogy,
AstraHassle AB, Moélndal

Litteratur

1. Meister B, Arvidsson U. Hor-
monet leptin minskar kropps-
vikten. Lakartidningen 1996;
93: 247-51.

2. Olney JW. Brain lesions, obe-
sity, and other disturbancesin
mice treated with monosodium
glutamate. Science 1969; 164:
719-21.

3. Lehmann A, Jonsson T. MK-
801 selectively protects mouse
arcuate neuronsin vivo against
glutamate toxicity. NeuroRe-
port 1992; 3: 421-4.

100/

Figur 1. Arkuatuskéarnan
(Arc) kan indelas i en distal
(dArc) och en proximal (pArc)
del, dar pArc utgor den del
som ar tillganglig for
cirkulerande hormoner, dvs
ligger utanfér BHB. EM =
eminentia mediana och 3V =
tredje ventrikeln.

Replik:
Arkuatuskarnan
ligger utanfor
blod-hjarn-
barridren

Anders Lehman anger att
det forekommer sakfel i vér
leptinartikel davi beskrivit att
delar av arkuatuskérnan ligger
utanfor  blod-hjérnbarridren
(BHB). Lehmann hévdar att
hela arkuatuskérnan ligger in-
nanfér BHB och att cirkuleran-
de dmnen »diffunderar» frén
eminentia mediana (EM) till
arkuatuskérnan. Men med det
sistndmnda pastdendet har ju
Lehmannindirekt sagt att arku-
atuskérnan  ligger  utanfor
BHB!

Flerafynd talar idag for att
vissaneuron i den adulta arku-
atuskérnan ar tillgangliga for
cirkulerande hormoner. Sdlun-
davisar studier att parenkymet
i den proximala, menintei den
distala delen av arkuatuskér-
nan, &r tillgangligt for olikatra-
cersubstanser, och darmed for
cirkulerande hormoner eller
neuroaktiva substanser [1] (Fi-
gur 1). Huruvida denna till-
ganglighet baseras patransport

genom Kapillérer eller perika-
pilldra rum & oklart. Klart &r
emellertid att den distaladelen
av arkuatuskérnan liksom en
nérliggande  ventromediaa
kérnan & impermeabla for cir-
kulerande substanser. Sanno-
likt utgdr de speciaiserade
gliacellerna (sk tanycyter),
som ligger tétt intill kapillérer-
na, det morfologiska underla-
get for en barriér mellan den di-
stala arkuatuskérnan och blod-
burna hormoner.

Omogen hos nyfédda

Négra dutsatser rérande
den vuxna arkuatuskérnans
grans for BHB ar svéra att dra
med hj&lp av mononatriumglu-
tamat (M SG)-modellen. BHB
hos nyféddadjur &r fortfarande
omogen och de lesioner som
ses efter neonatal MSG-be-
handling har stérre utbredning
an dem som erhdlls efter be-
handling av adulta djur. Dess-
utom kravsmycket hdgre doser
hos adultadjur. Andracirkum-
ventrikuldra organ, dvs omré
den utanfér BHB, & ocksd
kansligafér MSG, dock i hbgre
doser an dem som krévs for att
framkalla lesioner i arkuatus-
karnan [se 2]. Vér diskussion i
artikeln rimmar val med den i
originalarbetet i vilket man be-
skriver leptinets effekt pa
NPY -sekretionen frén isolerad
hypothalamus  (inkluderande
bade NPY-innehdllande cell-
kroppar och fibrer). Att leptin
verkar pa de hormonsecerne-
rande NPY -innehdllande nerv-
terminalerna i eminentiamedi-
erna, som Lehmann foreslar,
far ses som mer osannolikt, ef-
tersom  obesitasinducerande
MSG-behandling leder till ett
oforandrat antal NPY -fibrer i
EM samtidigt som alla NPY -
neuronen i arkuatuskéarnan for-
svinner [3]. NPY-neuronen i
arkuatuskédrna har tidigare vi-
sats projicera sig till paraven-
trikulariskérnan (PVN) och in-
jektionav NPY i PVN-omradet
framkallar okat fodointag.
NPY-mRNA-expression i hy-
pothalamus minskade efter
kronisk leptinbehandling och
leptin reducerade NPY -nivaer-
na frén perifunderad hypotha-
lamus[4].

Ett slutgiltigt svar angdende
leptinreceptorernas  lokalisa
tion kommer sannolikt erhallas
inom kort, eftersom de nyligen
klonats[5].
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PCR-tekniken
for virus-
screening
bor forbattras

Orsaken till de fall av vi-
russmitta som skett med plas-
malékemedel har inte enbart
varit brister i befintligavirusin-
aktiveringssteg som Thomas
Wahlberg antyder i Lakartid-
ningen 51-52/95. Faktorer
som ocksa spelat in har varit
avskiljning av plasma med an-
tikroppar mot hepatit C-virus,
(HCV) vilket lett till att balan-
sen mellan virus och skyddan-
de antikroppar férandrats,
plasmaursprunget, samt brister
i Good Manufacturing Proce-
dure(GMP), vilkalett till miss-
tag vid tillverkning.

Absolut 100 procents sékra
produkter kan aldrig bevisas.
Detta galler ala lakemedel.
Varjerisk maste bedémasindi-
viduellt for varje produkt och
produktionsprocess. Den alltid
aterkommande frégan & hur
stor risk vi &r villiga att accep-
tera (risk—benefit), dvsvad an-
sestillrackligt sakert?

Olika PCR-test

under utveckling

Anvandandet av polyme-
raskedjereaktion (PCR) som
teknik har marknadsférts som
om det skulle varaen slutgiltig
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|Gsning pa sakerhetsproblemet
med plasmalékemedel. Detta
ar en dltfor grov och enkelrik-
tad framstéllning. Olika PCR-
test & fortfarande under ut-
veckling. | tvastoraeuropeiska
undersokningar (kallade Euro-
hep) [1, samt N Lelie, pers
medd 1996] har en hdpnads-
véackande stor diskrepans mel-
lan deltagandelaboratoriersre-
sultat demonstrerats vid forsok
att detekteraHCV . Baraen mi-
noritet lyckades korrekt identi-
fiera och verifiera virussmitta-
deprov. Dettatrotsatt dessala-
boratorier har god PCR-erfa
renhet ochtillgang till val defi-
nierade och validerade meto-
der.

Utveckling av internatio-
nella PCR-standarder & ndd-
vandig. Exempel paen kompli-
cerande faktor & att man har
upptéckt flera olika HCV-ge-
notyper. For att detekteradessa
maste flera referensstandarder
tas fram, eftersom nuvarande
PCR-test bara kénner igen en-
staka virusstammar och inte
verkar fungerapéallapatogena
varianter. Anvandning av en
for enkel PCR-test kan medfo-
ra en falsk sékerhet vid nega-
tivt svar. Den storstasvagheten
med PCR &r annarsatt tekniken
inteskiljer infektiosafranicke-
infektiosavirus.

Med optimal kanslighet de-
tekterar PCR ca 1-10 nuklein-
syramolekyler per provvolym.
Pa grund av sma testvolymer
innebér dettai praktiken detek-
tionsgranser av 100 till 1000
nukleinsyramolekyler per mil-
liliter. Den enda tillverkare av
plasmalékemedel som hittills
har infort PCR-test har satt de-
tektionsgranser p& 500 nu-
kleinsyraekvivalenter per mil-
liliter. Ett negativt PCR-test in-
nebdr inte att det testade provet
&r fritt fran virus utan att det in-
nehaller <500 virusgenom/m.

Ytterligare en dimension
forsin om man vill extrapolera
resultatet till heladen donerade
plasmapésens innehdl. Hur
stor & sannolikheten att hela
innehdllet & sant fritt fran virus
da det testade lilla provuttaget
& negativt, dvs innehdller
<500 virusgenom/ml? Att ge-
nomfoéra PCR-test pa varje do-
nerad enhet ar praktiskt svart
da stora tillverkare samlar in
flera tiotusental enheter per
vecka. Vid testning av plasma-
pooler kommer envirussmittad
enhet att spadas ut med manga
icke kontaminerade enheter,
vilket ytterligare minskar moj-
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ligheten att detektera virus.
Trots sin kéndlighet blir PCR-
testets detektionsgrans starkt
forsamrad av denna utspéad-
ning.

Fler och battre

inaktiveringsmetoder

Diskussionen om plasmal &
kemedels sakerhet &r inte bara
knuten till testning av plasma-
ravara utan ocksa till utveck-
lingen av &n béttre virusinakti-
veringsmetoder. | en framtid
kommer vi att uppleva va ut-
vecklade, helt automatiserade
och billigarevarianter av PCR-
test, till och med for fleravirus
samtidigt.  Forhoppningsvis
kan kostnaderna for dessa ba
lanseras mot en motsvarande
besparing genom att erséttanu-
varande antikropps- och anti-
gentest. PCR-test kommer inte
att kunna ersétta virusinaktive-
ringsmetoder i produktions-
processer, utan dessa maste
kontinuerligt vidareutvecklas
med fler och béttre inaktive-
ringsmetoder som skydd mot
de virus som PCR inte formar
detektera.
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Replik:

For avvaktande
installning

kan aventyra
sakerheten

Bertil Erikssons kommen-
tarer innehdller nagra punkter,
dér vi har ssmma &sikter:

—Hundraprocentigt  sdkra
lakemedel kommer aldrig att
finnas (vare sig de fraktioneras
ur plasma, framstélls med re-
kombinant teknik eller synteti-
seras kemiskt).

— Skerheten for plasmal&-
kemede &r framst beroende av
respektive produkts virusinak-
tiveringsmetod(er).

—PCR-tekniken kan for-
béttras.

— Internationell PCR-stan-
dard & 6nskvérd (men kommer
att krévatid att utarbeta.)

Sakerheten for plasmafrak-
tionerade |ékemedel bér dock
inte &ventyras genom en alltfor
avvaktandeoch konservativ in-
stéllning. Det finns inga inter-
nationellastandarder for deoli-
ka tillverkningsstegen i frak-
tioneringsprocessen. Varjetill-
verkare maste granskas och be-
démas for sig. Virusinaktive-
ringsmetodernavarierar patag-
ligt mellan producenter. | vart
land forefaller mangaanvanda-
reav plasmalékemedel att vara
mindre oroade av att enbart
solvent—detergentmetoden,
som ju enbart oskadliggor hol-
jeforsedda virus, anvands for
de l&kemedel som dominerar
padmarknaden. Allt titare kom-
mer nu rapporter om hepatit A-
smitta, som orsakats av plas-
mal&kemedel, som virusinakti-
verats med dennametod [1].

Snabb utveckling

av PCR-tekniken

Utvecklingen for PCR-tek-
nik gér snabbt och standardise-
ringsprocesserna  kommer ju
altid langt pad efterkaken.
Aven betréffande PCR-meto-
der maste varje aktor i plasma-
|akemedel sbranschen paett se-
riost sett visa relevansen och
precisionen for den teknik man
anvander for virusscreening av
plasmapooler och slutproduk-
ter. Redan idag finns hogkvali-
tativa metoder, som anvander
fler anen primer samtidigt, rik-
tademot stabilaregioner av det
aktuella virusgenomet. Att
PCR-tekniken annu har svart
att skilja levande och doda vi-
rus&r ingen nackdel fran saker-
hetssynpunkt, men kan o©ka
produktionskostnaderna.

Aven om detektionsgransen
for nagot virus som testas med
en aktuell PCR-metod skulle
vara 500 virusgenom/ml, &r
anda metoden 1000 ganger
kénsligarean dealternativaim-
munol ogiska testen.

PCR-testning av plasma-
produkter haller pa att bli ett
krav utei varlden. Slunda har
redan FDA och Paul Ehrlich-
institutet infort krav p& PCR-
testning i vissa sammanhang.

Myndigheter och experter
verkar vara Overens om att
PCR-tekniken kommer att yt-
terligare ©ka sdkerheten for
plasmalékemedel. Med forfi-
nad teknik inom omradet i
kombination med effektiva vi-
rusinaktiveringssteg borde
maximalt sdkra blod- och plas-
maprodukter kunna framstal-
las. Detta ger en grund for en
fortsatt existens av en forsk-
ningss och produktinriktad
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