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Resumé

I denne opgave er der redegjort for malariaparasittens biologi og komplicerede livscyklus, som
indebarer flere morfologiske @ndringer i to vertsorganismer: mennesket og malariamyg. Herunder
beskrives ogsé, hvordan parasitten forarsager skadelig virkning pd mennesket ved blandt andet at
nedbryde haemoglobin og ud fra ellers giftige frie heemgrupper danne h&mozion. Derefter er der
redegjort for legemidlerne quinin og artemisinins brug til bekempelsen af malaria infektioner i
mennesker. Begge laegemidlerne menes at blokere for parasittens evne til at danne haemozion, men
deres pracise virkningsmekanismer er stadig ukendte. Da chalconer har vist sig at have en effekt pd
malariaparasitter og samtidig er nemme at syntetisere, er der forbindelse med opgaven udfort et
kemisk forsgg, hvor chalconet trans-3-(2,4-dimethoxyphenyl)-1-(4-methoxyphenyl)prop-2-1-on er
blevet fremstillet. Forseget gav et udbytte procent pa 27%. Afslutningsvis er der i opgaven blevet
diskuteret og vurderet fremtidige muligheder for at forbygge malaria samt metodernes fordele og
ulemper. Disse metoder er udviklingen af en malariavaccine og brugen af gene drives. Til trods for
at der er ulemper sdvel som fordele ved begge metoderne, udviser de begge potentiale til at blive

det store gennembrud i malariaproblemet.
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1.Indledning

Malaria er en infektionssygdom, som udger et af verdens storste sundhedsproblemer. Hvert ar
rammes millioner af mennesker af sygdommen og is@r bern mister livet til den. Infektionen
fordrsages af parasitter, som overfores af myg fra menneske til menneske. Sygdommen kan i visse
tilfeelde veere dedelig uden behandling. Til behandling og forebyggelse er der i mange ar blevet
brugt naturstoffer og udviklet nye syntetiske stoffer. Forskere arbejder pé at forebygge malaria ved
at udvikle en vaccine. Der er ogsa blevet talt om, at lave genmodificerede myg, der er infertile,
hvilket vil lede til udryddelsen af malariamyggen og forhabentligt ogsa malaria. I denne opgave er
der redegjort for malariaparasittens komplicerede livscyklus. Derefter redegeres for legemidlerne
quinin og artemisinins brug til bekempelsen af malaria infektioner i mennesker. I forbindelse med
dette udfores et kemisk forseg, hvor et simpelt malariamiddel syntetiseres. Afslutningsvis
diskuteres og vurderes fremtidige muligheder for at forbygge malaria og i den forbindelse
diskuteres ogsa hvilke fordele der kan vaere ved metodernes brug, og hvilke komplikationer der kan

vare 1 samme forbindelse.

2.Malaria typer

Malaria er en infektionssygdom, som fordrsages af encellede parasitter kaldet protozoer.
Malariaparasitten tilherer slegten Plasmodium. Der findes mere end 125 Plasmodium-arter, som
snylter pa pattedyr, men kun fire af arterne snylter pd mennesker.! Disse er: Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae og Plasmodium ovale. Falles for de fire arter
er deres livscyklus, som foregér i to forskellige vartsorganismer, nemlig mennesket og hunmyggen

af sleegten Anopheles.?

! Jakobsen, Palle Hoy, 2012, s. 49
2 Madsen, Lise Penterm 2005, s. 55 + 57
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3.Parasittens biologi

Malariaparasitten gennemgar mange forskellige Parasitofores

morfologiske stadier gennem sin livscyklus. AP‘¢°P';5‘

. . Mitochondrie
Malariaparasitten er en encellede eukaryot, som

tilherer riget protozoer. Pa figur 1 ses opbygningen af
protozoer. De kan dog vare udstyret med forskellige
strukturer athaengigt af, hvilket trin i deres livscyklus

de befinder sig i. Protozoer indeholder en cellekerne

. .. Granula Cytostome
og cytoplasma, som er omgivet af en lipidmembran.

Fordgjelses-vesikel

Parasitterne gror og formerer Sig 1en parasitiphor;as Figur 1: Figuren viser en protozos organeller og membraner.

Kilde:www.biotechacademy.dk
vakuole, som den danner inde 1 vertscellen. Den

parasitiphorese vakuole udgeres af det endoplasmatiske reticulum. Dette danner nogle ror-lignende
strukturer som stikker ud 1 vertscellens cytosol. Den parasitiphorese vakuole beskytter parasitten
mod vertscellens immunforsvars celler. Derudover indeholder protozoer ogsa to andre sarlige
organeller, apicoplast og cytostoma. Cytstomaet bruges nar parasitten skal treenge ind i vertscellen.’
Dette uddybes i afsnittet Parasitten i blodet”. Apicoplasten er det eneste organel i parasitten, som
kan producere fedtsyrer, som den skal bruge for at treenge ind i lipidmembranerne i1 de rade

blodlegemer.*

Gennem det meste af sin livscyklus er malariaparasitten haploid. Den har séledes kun ét set
kromosomer. Dog nar parasitten et stadie i myggens tarm, hvor den er diploid og gennemgar
meiotisk celledeling. Under meiosen sker der en overkrydsning af homologe kromosomer, hvilket
medforer, at der dannes nye gensammensatninger. Dette tillader parasitten at tilpasse sig de
forskellige forhold, som den bliver udsat for. En Plasmodium-parasit kan udvikle sig i myggene,
hvis temperaturen er mellem 16 og 33 °C. ° Det er derfor vigtigt for parasitten at vaere

tilpasningsdygtigt, hvis den skal kunne overleve.

3 https://www.biotechacademy.dk/undervisning/gymnasiale-projekter/malaria/#1510836432615-8d2d7495-a03e7636-
697fe2e0-aa0d

4 Madsen, Lise Penter, 2005, s. 74

> Madsen, Lise Penter, 2005, s.53 + 56

““Indre plasma-
s membran
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4.Malariaparasittens livscyklus
Malariaparasittens livscyklus foregér skiftevis i myggen og i mennesket. Livscyklussen omfatter

forskellige morfologiske @ndringer af parasitten. Myggen fungerer som en vektor for parasitten.
Her modnes og udklakkes parasitten. Derefter overfores den til mennesket, hvor den lever og deler
sig.® En parasits livscyklus kan vare mellem 8 og 35 dage. Livscyklussen athanger af temperaturen,
Plasmodium-arten og hvilken art af Anopheles-myg, parasitten befinder sig i.” I de to felgende

afsnit et malariaparasittens livscyklus i de to vaertsorganismer; mennesket og myggen.

4.1.Parasittens livscyklus i mennesket
Nér en malariainficeret myg stikker et menneske, vil malariaparasitten blive sprojtet ind i

mennesket med myggens spyt. Myggens spyt indeholder sporozoitter, som er sporer af
Plasmodium-parasitten. Sporozoitterne vil i labet af en halv time bevage sig med blodet eller
lymfesystemet hen til leveren. I leveren vil kun én parasit treenge ind i en levercelle. Nar parasitten
befinder sig i leveren vil den kunne modnes og dele sig ved ukennet formering, hvor den omdannes
til merozoitter. Merozoitterne ophobes i levercellen, hvorefter cellen spreenger og merozoitterne
frigives til blodbanerne, hvor de optages af rade blodlegemet (erythrocytter). Tiden fra, at
sporozoitterne modnes til merozoitterne og til, at levercellerne spraenger og frigiver merozoitter til
blodbanerne varierer alt efter hvilken Plasmodium-art der er tale om. Eksempelvis vil parasitter af
arten P. falciparum vere i levercellerne 1 5 72 dage, mens parasitter af arten P. malariae vil befinde
sig i levercellerne i 15 dage.® Parasitter af arterne P. vivax og P. ovale kan ligge i dvale i leveren,
hvor de kan ligge i hvile i op til 30 &r.° Mens parasitterne befinder sig leveren, vil det inficerede
individ ikke meerke noget til infektionen.!® Nér levercellerne spranges og merozoitterne optages i
de rade blodlegemer, vil merozoitterne modnes og deles til at nyt parasit-stadie. Merozoitterne
omdannes til et ring-stadie og derefter trophozoitter, som er den skadelige form af parasitten, da det
er den som nedbryder blodlegemer (Se afsnittet “’Parasitten i blodet). Parasitten pa trophozoit-
stadiet deler sig igen, hvor den omdannes til skizonter. Inde 1 blodlegemerne deler skizonternes sig

ved ukennet formering, hvilket danner nye merozoitter.!! De nye merozoitter akkumuleres i

6 https://www.biotechacademy.dk/undervisning/gymnasiale-projekter/malaria/#1510836432615-8d2d7495-a03e7636-
697fe2e0-aa0d

7 Madsen, Lise Penter, 2005, s. 56

8 Madsen, Lise Penter, 2005, s. 55

9 https://www.biotechacademy.dk/undervisning/gymnasiale-projekter/malaria/#1510836432615-8d2d7495-a03e7636-
697fe2e0-aa0d

19 Madsen, Lise Penter, 2005, s. 55-56

!1 Jakobsen, Palle Hoy, 2005, 5.50
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blodlegemerne, som til sidst spraenger og parasitterne frigives ud i blodbanen, hvor de kan inficere
nye blodlegemer og formeringen fortsetter siledes i en cyklus. Inde i de rede blodlegemer kan
merozoitterne ogsd udvikle sig til et konnet stadie, kaldet gametocytter. Det er dette parasit-stadie,
som fordrsager, at myggene bliver inficeret af malariaparasitten. Pa figur 2 under afsnittet

’Parasittens livscyklus i myggen” ses en illustration af hele parasittens livscyklus.

4.2 Parasittens livscyklus i myggen

Nér en hunmyg stikker og suger blod fra et inficeret menneske, suges ogsé de dannede gametocytter
op. I myggen begynder en ny cyklus. Hun- og hangametocytterne transporteres til myggens tarm,
hvor de differentieres til hun- og hangameter. Hun- og hangameterne vil smelte sammen, og der
sker altsa en befrugtning, hvor der dannes en diploid zygot. Efter befrugtningen udvikles zygoten til
en oocyst, som se&tter sig pa ydersiden af myggens tarm. Nar oocysten deler sig forste gang sker det
ved en meiosisk deling. Efterfelgende forekommer mitotisk celledeling, hvorved der dannes flere
tusinde sporozoitter. Ophobningen af sporozoitter leder til, at oocysterne sprenger og
sporozoitterne bevager sig til sidst op i myggens spytkirtler. I spytkirtlerne er sporozoitterne
séledes klar til at inficere et nyt menneske, ndr myggen stikker naeste gang.!? Figur 2 viser den

netop beskrevne livscyklus af malariaparasitten i bdde mennesket og myggen.

12 Jakobsen, Palle Hay, 2012, s. 50
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Figur 2: Figuren viser hele malariaparasittens livscyklus. Kilde: Jakobsen, Palle Hoy, 2012, figur 42, s. 51.

Malariaparasittens er altsa en encellede eukaryot, hvis livscyklus foregar skiftevis i mennesket og i
myggen. Mennesket fungere kan sige at fungere som et leve og reproduktionssted, mens myggen
fungere som befrugtnings og udviklings sted. Gennem sin livscyklus gennemgéar parasitten en

reekke morfologiske @ndringer, hvilket giver den mulighed for at tilpasse sig forskellige miljoer.

5.Parasitten i blodet

Malariaparasitten er mest skadelig, nar den trenger ind i de rode blodlegemer, da det er her, at den
er i det stadie, hvor den indtager narring'3. I folgende afsnit vil der blive forklaret, hvordan
parasitten anskaffer sig naring. Naeringen er essentiel for parasittens overlevelse, og dette far den

ved at nedbryde haemoglobiner. Hemoglobin A, som er den dominerende form for heemoglobin 1

13 https://www.biotechacademy.dk/undervisning/gymnasiale-projekter/malaria/#1510836432615-8d2d7495-a03e7636-
697fe2e0-aa0d
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voksne mennesker, er et protein i de rede
blodlegemer, hvis kvaternare struktur bestar af
fire subunits. De fire subunits opdeles i to
forskellige typer: 2 a-peptidkaeder og 2 -
peptidkaeder. a -kaderne bestar af 141
aminosyrer og 8 -kaederne bestar af 146

aminosyrer. Hver polypeptidkade i hemoglobin

er bundet til en heemgruppe. Pa figur 3 ses en

Figur 3: Figuren viser opbygningen af hcemoglobin. Det ses, at hver
subunit er bundet til en hcemgruppe. Kilde: Blidstrup, Bodil Blem, 2016,
figur 20, s. 61

illustration af haemoglobins opbygning med
hamgrupperne. Hemgruppen gor, at oxygen kan
transporteres med haemoglobin rundt i kroppen. Hemgruppen bestar af et organisk molekyle,
protoporphyrin, og en jern(Il)-ion. Jern(Il)-ionen er komplekst bundet til de fire nitrogenatomer,
som har et frit elektronpar, 1 protoporphyrin. Hemoglobinproteinet er bundet til haemgruppen via
aminosyren histidin fra a- og [-peptidkaderne. Disse histidiner binder til jern(II)-ionen. Nar ilt
bindes til haemgruppen sker dette ogsa pé jern(Il)-ionen. Oxygen er ikke lige sa sterkt bundet, da
det skal kunne afgives i cellerne.!'*

Néar malariaparasitten er i trophozoit-stadie, vil den begynde at nedbryde de rede blodlegemer.
Processen sker det ved, at cytostomaet (jevnfer afsnittet ”Parasittens biologi”’) danner en
invaginering. !° Invagineringen frigives som en transportvesikel, der indeholder veertscellens
cytoplasma og hemoglobin. Transportvesiklen smelter sammen med fordejelsesvacuolen, hvor
proteaser vil nedbryde haemoglobinen. Nar heemoglobin nedbrydes, frigives aminosyrer og
hamgrupper. Aminosyrerne bruges af parasitten til dens egen proteinsyntese. Jern(Il)-ionerne 1
hamgrupperne bliver oxideret til jern(III)-ioner. Disse jern(Ill)-haemgrupper er giftige for
parasitten, da kan edelegge membranen og proteiner. Malariaparasitten er dog 1 stand til at

omdanne frie haemgrupper til h&mozion ved at bringe to ha&m-molekyler til at reagere med

14 Bidstrup, Bodil Blem, 2016. s. 60-61
15 https://www.biotechacademy.dk/undervisning/gymnasiale-projekter/malaria/#1510836432615-8d2d7495-203e7636-
697fe2e0-aa0d
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hinanden og altsd dermed danne en dimer. Hemozion er en krystallinsk forbindelse, som er ugiftig

for parasitten.!®

6.Sygdommen

Ved en infektion forarsaget af malariaparasitten vil der opstar en reekke sygdomsmenstre. Dette
afsnit fokuserer pa de forskellige sygdomsmenstre, som kommer til udtryk, nar et individ bliver

inficeret af malaria.

Som beskrevet i afsnittet ”Parasittens livscyklus i mennesket” vil malariaparasitten i skizont-stadiet
dele sig ukennet, indtil det rade blodlegeme, som den befinder sig i, spraenger. Nér de rede
blodlegemer sprenger, frigives nogle signalstoffer, kaldet cytokiner, som aktiverer immunforsvaret
(Se afsnittet “Undvigelsesmekanismer” for uddybelse af immunforsvaret). Immunforsvaret vil
forseget at dreebe parasitten ved at forege kroppens temperatur. Dette vil derfor betyde, at patienten
vil opleve voldsomme feberanfald, hver gang store meengder af rede blodlegemer spranger. !’
Anfaldenes varighed og hyppighed varier alt efter, hvilken Plasmodium-art man er inficeret af, men
de vil typisk vare 6-8 timer og komme hver anden til tredje dag. Grundet edelaeggelsen af mange
rode blodlegemer, vil patienter opleve blodtab under infektionen. P. falciparum forarsager den
farligste form for infektion, da den er i stand til at udtrykke nogle proteiner pé sin overflade, hvilket
gor, at den kan satte sig fast pa kapillererne og dermed danne blodpropper. Hvis kapillererne i
hjernen blokeres, opstar der iltmangel i hjernen, og patienten kan blive sendt i koma og i sidste ende
de. Andre organer kan ogsa pavirkes af iltmangel, hvilket blandt andet kan lede til metaboliske

forstyrrelser. '8

Malaria sygdommen skelnes i to kategorier: Kompliceret og ukompliceret malaria. Kompliceret
malaria, ogsé kaldet alvorlig malaria, forekommer nér infektionen forérsager livstruende
komplikationer. Dette er altsa typisk forarsaget af P. falciparum og ber behandles omgaende, da det
ubehandlet kan have fatale konsekvenser. Ukompliceret malaria kan i lande, hvor malaria ikke er

udbredt, blive forvekslet med influenza eller en forkelelse, da de udviser samme symptomer. *°

16 Fong, Kim Y, 2013

17 https://www.biotechacademy.dk/undervisning/gymnasiale-projekter/malaria/#1510836432615-8d2d7495-203e7636-
697fe2e0-aa0d

18 Jakobsen, Palle Hoy, 2012, s. 54-55

19 https://www.cdc.gov/malaria/about/disease.html#uncomplicated
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7.Leegemidler i kampen mod malaria

Der er i mange ar blevet brugt og udviklet forskellige leegemidler i kampen mod malaria. Et vigtigt
element 1 udviklingen af leegemidler imod infektionssygdomme er naturstoffer. Naturstoffer er
organiske forbindelse som dannes af planter, dyr og mikroorganismer, som bruges og dannes
gennem organismens metabolisme. Naturstofferne skelnes i to kategorier: de primere metabolitter
og de sekund@re metabolitter. De primare metabolitter findes i alle levende organismer og er
essentielle for organismernes vekst, formering og overlevelse. Disse er blandt andet kulhydrater,
proteiner, lipider og nucleinsyrer. Sekundare metabolitter af samme slags findes kun i {4 arter og
bruges primeert til at pavirke omgivelserne med. Dette kan vere farvestoffer, feromoner, duftstoffer
og toksiner.?’ De sekundere metabolitter fra iseer planter har haft en stor betydning for udviklingen

af leegemidler til bekeempelsen af malaria. 2!

Der er forskel pa hvilke stoffer, der bruges til behandlingen af malaria, alt efter hvilken type malaria
der forarsager infektionen, og hvem der skal behandles. Desuden er der forskel pd leegemidlerne alt
efter, om patienten er barn, voksen, eller gravid. I de naste afsnit vil opbygningen og virkningen af
leegemidlerne quinin og artemisinin blive redegjort for. Der findes mange andre leegemidler og
kombinationer af leegemidler til behandlingen af malaria, men disse er fravalgt at blive beskrevet 1

opgaven .

7.1.Quinin

Quinin er et naturstof, som bruges mod malariainfektioner, og det var det forste naturstof, som blev

pavist til at have en virkning pa malariaparasitten. Stoffet HC=—=—cH

udvindes fra kinabark fra traeet Cinchona og bruges bade til '(':'2 H,C \\CH
PR

behandling af malaria hos gravide i det forste trimester og HO ,HC\N/ \CH/

kompliceret malaria. 2> Quinin har molekylformlen

0 2 H l/ ke
Cy0H24N,0,, og dets strukturformel ses pé figur 4. Stoffet H3C/ CH 2
er en alkaloid — altsa en sekundaer metabolit — som Q O |
HC CH
indeholder cykliske strukturer og basiske nitrogenatomer.?? ¢ N/
H

Quinin bestér af et bicyklisk aromatisk quinolin-skellet og
Figur 4: Figuren viser strukturformlen for quinin
(MarvinSketch).

20 Kristiansen, Kim Rongsted, 2008, s. 118-119
21 Madsen, Lise Penter, 2005, s. 60

22 WHO, 2015, s. 262

23 Kristiansen, Kim Rongsted, 2008, s.136
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af en tricylisk alifatisk forbindelse. Bdde den bicykliske og den tricyliske forbindelse indeholder en
tertier amin. Da elektronegativitetsforskellen mellem nitrogen og carbon er 0,5, sa er bindingerne
pa grensen mellem polare og upolere. Det ses ydremere, at der er indgér en alken, som er upoler,
grundet elektronegativitetsforskellen pd 0, hvilket ogsé gelder for de andre bindinger mellem to
carbonatomer. I quinin indgdr ogsa den funktionelle gruppe alkohol i form af en sekundaer alkohol.
Gruppen er polar, da den har en elektronegativitetsforskel pd 1,4. Desuden indeholder stoffet ogsa
en ethergruppe, som ogsé er polar. Stoffet er séledes upolart, da kun er fa polere grupper, og der

skal 4 upolaere grupper til at ophave” en polar.

Selvom quinin har veret brugt i mange éar, er der stadig tvivl om, hvad stoffets eksakte
virkningsmekanisme er. Man mener dog, at stoffet virker ved at forhindre malariaparasitten i at
danne ha&mozoin ud fra frie heemgrupper, og derved drabes parasitten, da heem er giftigt for den.?*
Grundet en lille forskel i den terapeutiske og skadelige virkning, og malariaparasittens udvikling af
resistens over for stoffet, bruges det sjeeldent og nasten kun til kompliceret malaria.?> Man har ud
fra quinolin-skellet forsegt at syntetisere en reekke quinin-analoger, hvilket blandt andet har medfert

dannelsen af stoffet chloroquin, som ogsa er blevet brugt meget til bekaempelsen af malaria.

7.2 .Artemisnin

Et andet naturstof der bruges til bekempelse af malaria er ’ gHz
Artemisinine som udvindes af kinesisk bynke, Artemisia I(-:lz ':_:: CH\CHZ

annua. Figur 5 viser artemisinins struktur. Stoffet er meget HzC/ 3

effektivt til behandling af malaria. Stoffet indeholder en "QO o M
peroxidbro, hvilket er veesentligt for dets virkning mod H;C HIH
malaria. Desuden bestar de funktionelle grupper af en esther og © :: CH S—
en ether. Molekylet er en sesquiterpenlakton. Altsé en o’ O \< 3
terpenoid bestdende af tre isopren-molekyler og en lakton ring,

0

altsd en r ng, hvor i der 1ndgar en esther. MOlekylet 2 upoleert. Figur 5: Figuren viser artemisinins strukturformel

Artemisinin er dog ikke et optimalt leegemiddel, da det har en meget lille vandopleselighed. Man
har dog fremstillet forskellige derivater af stoffet, som er mere vandopleselige. Stoffet er meget

effektivt til at sl& en infektion ned, og draeber malariaparasitten i alle stadier. Leegemidlet bruges

24 Madsen, Lise Penter, 2005, s. 61
23 WHO, 2015, s. 263
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derfor til behandling af kompliceret malaria®® Men alligevel ses hyppige tilbagefald. Man ved
endnu ikke hvorfor, men det er muligvis fordi, det ikke sla alle parasitterne ihjel. Man bruger derfor
stoffet eller dets derivater i kombination med andre laeegemidler.?” Kombinationerne kaldes ACT
(Artemisinin-combined therapies). Artemisinins virkningsmekanisme er ikke helt klar, men der
findes flere hypoteser. En hypotese er, at artemisinin ligesom quinin blokere for dannelsen af
hamozoin. Her menes peroxidbroen at spille en rolle. Hypotesen understottes af, at der er lavet
artemisinin derivater uden en peroxidbro, som ingen antiparasitaer effekt har vist. Blokeringen
formodes at ske, da jern(Il)-ionen i haemgruppen aktivere peroxidbroen. Nar peroxidbroen
aktiveres, brydes bindingen mellem de to oxygenatomer. Nér dette sker dannes et oxygen-centreret
frit radikal pé artemisinin. Herefter brydes den kovalente binding mellem det 3. og 4. carbonatom 1
ringen. Dette danner séledes et carbon-centeret frit radikal. P4 figur 6 ses artemisinin derivatet

dihydroartemisinin, DHA, og hvordan der formodes, at frie jern(Il)-ioner tilsat in vitro, aktiverer

peroxidbroen.
FeB‘ Fei~
/_\‘“o endoperoxide '0,/_‘( ‘ HaC:
FyNe) bridge breaks " 0 C4C,4 cleavage ‘0
Fe2+ 0o S —— ° —_— =
(o} (o} 3,0
OH e ©
On O  ow
Oxy .
DHA Radlical c‘ Radical
Complex Complex

Figur 6: Figuren viser, hvordan det formodes, at jern(Il)-ioner aktivere dihydroartemisinin og gor det til et reaktivt frit radikal.
Kilde: Heller, Laura E., 2019, Figur 4

Det dannede radikal vil kunne alkylere heem og dermed forhindre dannesen af h&emozion. 2® Dette er

vist pa figur 7.

26 Cui, Liwang, 2009
27 Madsen, Lise Penter, 2005, s. 64
28 https://www.mdpi.com/2414-6366/4/2/89/htm
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Z
/
a
o L
+ o
OH
O™ oH 07 OH OH Oxy
DHA Radical
Fe(ll)-PPIX Complex

Figur 7: Figuren viser reaktionen mellem Hzé .
dihydroartemisinin, DHA, og en heemgruppe. (o]
Kilde: Heller, Laura e., 2019, figur 6 0
HC
Covalent s _% © b C, Radical
Adduct Complex

Da frit heem, som tideligere navnt er giftigt for parasitten, vil dette altsd dreebe dem. Aktiveringen
af peroxidgruppen vil ogsé danne andre frie radikaler sdisom OH’, som kan oxidere lipider og

derved edelegge parasittens membran.?’

Udover at vaere bekeempende kan leegemidler ogsa bruges som forbyggende midler mod malaria.
Dette gives isar til rejende, som vil besgge lande, hvor smitterisikoen for malaria er stor. Blandt
forbyggende legemidler er Malarone, som er en kombination af stofferne atovaqoun og proguanil.*

Der vil ikke blive giet mere i dybden med disse stoffers virkning i denne opgave.

8.Chalconsyntese
I forbindelse med denne opgave er den 5. og 6. marts 2020 pa Odder Gymnasium blevet udfert et

kemisk forseg, hvori stoffet trans-3-(2,4-dimethoxyphenyl)-1-(4-methoxyphenyl)prop-2-1-on er

blevet syntetiseret ved en aldolkondensation. !

H
A ©|
Der findes mange forskellige chalconforbindelser, som alle indeholder ch© " = )\c _/CH
N c c G
0]

chalconskelettet 1,3-diphenylprop-2-en-1-on, hvis strukturformel er vist pa

figur 8. Chalconforbindelserne har vist at have en antiparasiter effekt, .
Figur 8: Figuren viser strukturformlen

men dette uddybes heller ikke i denne opgave. Chalconskeletter er nemme /o7 chalconskelettet

2 Christensen, Lars Porskjer, 2012, s. 186
30 https://min.medicin.dk/Sygdomme/Sygdom/100
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at syntetisere. Det er vigtigt for legemiddelsindustrien, at enten kunne syntetisere naturstofferne,
eller f4 gaer- og bakterieceller til at producere det, da det vil vaere mindre tidskraevende end at lave
plantager og udvinde det fra planter. 3! Formalet ved forseget var at fremstille chalconen trans-3-
(2,4-dimethoxyphenyl)-1-(4-methoxyphenyl)prop-2-1-on ud fra 4-methoxyacetophenon og 2,4-

dimethoxybenzaldehyd. Pa figur 9 er reaktionen vist.

CH,

/
) CH, © H o H 0
H P
C
° HC C CH
HC CH + ch CH, /‘\ H )\ +
— H,C HC
I HC CH ’ No g “ ¢ 0
H H

HC\‘/ CH \‘/ LHB

o) /O
H3C/ H,C
Name: 4-methoxyacetophenone Name: 2,4-dimethoxybenzaldehyde Name: (2B)-3-(2,4-dimethoxyphenyl)-1-(4-methoxyphenyl)prop-2-en-1-one
Molecular weight: 150.18 Molecular weight: 166.18 Molecular weight: 298.34
Formula: CgH,,0, Formula: CgH,,0; Formula: CgH,50,

Figur 9: Figuren viser reaktionen af chalconsyntesen

De to reaktanter, 4-metoxyacetophenon og 2,4-dimethoxybenzaldehyd, er begge upolare, men 2,4-
dimethoxybenzaldehyd er mere polart grundet en ekstra ethergruppe. Produktets trans-3-(2,4-
dimethoxyphenyl)-1-(4-methoxyphenyl)prop-2-1-on er mere upolert end de to reaktanter.

Forseget er udfert ud fra gvelsesvejledningen fra ”Kend kemien 2”, som er vedlagt i bilag (bilag 1),
hvor en selvproduceret tegning over forsegets fremgangsmade ogsa er vedlagt. |
ovelsesvejledningen fremgér ogsd anvendt udstyr. @velsesvejledningens fremgangsmade er flugt,

dog med felgende modifikationer:

1. Reaktionsblandingen henstod i 4 timer, da der ikke for dette tidspunkt var observeret en
reaktion. Dette ledte til, at der blev lavet yderligere tre TLC-analyser efter 2 %2, 3 og 4
timer.

2. Efter forste sugefiltrering henstod den frafilterede reaktionsbladning yderligere 17 timer

3. Den forste prove omkrystalliserede i 17 timer

4. Den anden prove omkrystalliserede i 3 timer

31 Christensen, Lars Porskjer, 2012, 5.190
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Grundet disse modifikationer, endte forseaget med forskellige to forskellige prover. I det folgende

vil udregningen for det teoretiske udbytte blive vist.

I skema 1 ses hvilke mangder af reaktanterne det blev brugt i forseget.

Skema 1: Tilsatte meengde af reaktanter

Reaktant Kemikalie Mengde
1 4-methoxyacetophenon 1,569 g
2 2,4-dimethoxybenxaldehyd 1,663 g

Til udregningen af det teoretiske udbytte benyttes formlen

nzﬁ

hvor n er stofmange (malt i mol), m er masse (mélt i gram), og M er molarmassen (malt i gram pr.
mol).

Molarmassen for de stoffer, som indgér i reaktionen, er vist pa figur 9. Stofmangderne beregnes.
Her vises et eksempel med 4-methoxyacetophenon, hvis molekylformel er CoH,,0,. Resultaterne af

de gvrige udregninger indskrives i et skema 3 neden for.

_ McyHy,0,
NcgH100, = MC Heo
9f110Y2
1,569 g
Mootz = 0 189
" mol

NeyHy,0, = 0,01045 mol
Stofmengden af 4-methoxyacetophenon er 0,01045 mol.
Da 2,4-dimethoxybenxaldehyd er den begrensende faktor, vil produktet have samme stofmangde

som denne reaktant. Massen af produktet, C;gH;505 , udregnes.

McigH1505 = NCigH103 MC18H1803

g
Me,ghig0; = 0,0100 mol - 29834 ——

mClSH1803 = 2,986 g

Det teoretiske udbytte af syntese skal dermed vere 2,986 g.

13
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Alle resultater er indskrevet i skema 2 (dog ikke for vand, da dette er pa gas form og dermed ikke er

relevant for det endelige resultat).

Skema 2: Teoretisk udbytte af chalconsyntese

CoH100; (s) | + | CoH1903(s) | 2 | CigHig03(s) | +| H,0(g)
m 1,569 g 1,663 g 29869 | | -emoeeeee
M 150,18L 166,18i 298,34i """""""
mol mol mol
n | 0,01045 mol 0,0100 mol 0,0100 mol | | —ommmeeeev

Forsaget blev fulgt med TLC-analyser, og da bide reaktanterne og produktet er upolare, er der ogsa
brugt en upolar lebeveske (se bilag 1). Pa figur 10 ses den forste TLC-analyse.
Der ses tre prikker, hvor prik 1 er 4-methoxyacetophenon, prik 2 er 2,4-dimethoxybenxaldehyd.

Figur 10: Pa billedet ses en TLC-analyse af reaktionsblandingen og
referencestofferne ved forsoget start. Prik 1: 4-methoxyacetophenon. Prik
2: 2,4-dimethoxybenzaldehyd. Prik 3: Reaktionsbladning

Disse to prikker bruges som referenceprikker. Prik 3 er reaktionsblandingen. Da prikkerne er store,
er det svaert at fa et ordenligt indtryk af, hvor langt de hver isar er lebet, men ud fra viden om deres
polaritet brude prik 1 vandre leengere end prik 2, hvilket ogsa er tilfaeldet. Efter som prik 3 er
reaktionsblandingen ved forsegets start, er der altsa bade reaktant 1 og 2 i blandingen, og det brude
derfor ikke vandre leengere en reaktant 1. Dog ses det pé figur 10 at prik 3 er meget stor, sé det er

sveert at vurdere, om den er vandret lengere end reaktant 1, eller om den blot har en sterre diameter.
Efter 4 timer sas en tydelig adskillelse af produktet. Dette ses pa figur 11, hvor de to prikker er

markeret med en rod og en gul cirkel. Da produktet af reaktionen er mere upolar, end de to

reaktanter, forventes det at det ogsé dette er vandret leengere end begge reaktanterne.

14
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Figur 11: Billedet en TLC-analyse af reaktionsblandingen og referencestofferne efter 4 timer.. Prik 1: 4-
methoxyacetophenon. Prik 2: 2,4-dimethoxybenzaldehyd. Prik 3: Reaktionsbladning

Det ses som at prikken, som har vandret leengst fra reaktionsblandingen (gul), har vandret cirka lige

sa langt som reaktant 1. Dette indikere derimod, at den gule prik er reaktanten og den rede er

produktet. For at underbygge denne hypotese vendes blikket mod udregningen af det teoretiske

udbytte (Skema 2). Her ses det, at den begreensende faktor er reaktant 2. Dette betyder, at der stadig

vil vaere noget af reaktant 1 tilbage, nér reaktant 2 er opbrugt, og den rede prik vil derfor vaere

produktet. Dette gér dog imod, at produktet er mere upolart end de to reaktanter og derfor antages

det, at produktet er prikken markeret med gul.

Ved forsegets afslutning blev produktet afvejet. Skema 2 viser mangderne af produkterne i prove 1

og 2, hvor preve 1 er proven, som omkrystalliserede 1 17 timer, og preve 2 er proven, som

omkrystalliserede i 3 timer.

Skema 3: Udbytte af chalconsyntese

Prove Mengde
1 0,025 g
2 0,775 g

Som udregnet tidligere i opgaven var der teoretiske udbytte 2,986 g, hvilket er hgjere end det
praktiske udbytte. Nedenfor udregnes det procentvise udbytte.

Yevis udbvite = praktisk udbytte 100%

OIS UADYELE = eoretisk udbytte 0
) 0,0259+0,775 g

%vis udbytte = 2,986 g -100%

%vis udbytte = 27 %
Der er séledes opnéet et udbytteprocent pa 27%.

15
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Udbyttet af det endelige produkt blev noget lavere end forventet. Dette kan skyldes flere forskellige
faktorer. Blandt andet tabes noget af produktet hver gang det sugefiltreres og overfores til et nyt
bagerglas. Det kan ogsa ses pd TLC-pladerne, at det er noget reaktant tilbage. Reaktionen er derfor
ufuldsteendig, og dette har dermed betydning for det endelige udbytte.

For at vurdere produktets renhed, kan der bruges forskellige analysemetoder:

e Smeltepunkts analyse
o Eturent stof vil have et lavere smelte punkt end det rene stof
e 'H-NMR-analyse
o Analyse kan bruges til at vurdere, stoffets struktur
e [R-analyse
o Analysen kan bruges til at vurdere, hvilke funktionelle grupper, som indgar i stoffet

Produkterne blev den 6/3-20 sendt til 'H-N MR og IR analyse p& Aarhus Universitet, Institut for
Kemi, for at se, hvor rene de dannede stoffer er. Da resultaterne under opgavens tilblivelse ikke er

kommet, vil der i de folgende afsnit blive forklaret, hvordan de forventede spektre vil se ud.

8.1.'H-NMR
Nar der laves en 'H-NMR-analyse af et stof, vil man ud fra spektret kunne vurdere stoffets struktur.

Pa figur 12 ses strukturformlen for det dannede produkt. Hvert hydrogenatom eller gruppe af

hydrogenatomer har féet til delt et nummer fra 1 til 12.

igur 12: Figuren viser strukturformlen for produktet,
rans-3-(2,4-dimethoxyphenyl)- 1-(4-methoxyphenyl)prop-
~ 2-en-1-on.
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Af strukturformlen fremgar det, at der er 6 forskellige hydrogenatomer pd molekylet. H-atomerne

inddeles i1 grupper med bogstaverne a til f, for at danne et overblik og give en bedre forstdelse af

skema 5, som viser det forventede tilordninger af et 'H-NMR-spektre af produktet vil se ud.

Grupperne af hydrogenatomer er:

a) 1,100g12
b) 2,50g9

a) 3,40g8

b) 11

c) 6

a) 7

De kemiske skift er opskrevet ud fra viden om de forskelige atomers elektronegativitet og 'H-NMR

korrelationsdiagrammet som ses i bilag 4.

Skema 4: Forventede tilordning af '"H-NMR-spektret for produktet

Gruppe Kemisk skift Integral | Multiplicitet Kobling Tilordning
a Mellem/lav (1-4) 9 triplet 2 -CO-CH;3
b Hoj (6-9) 3 dublet 1 -CO-CH=CBH-
C Hoj (6-9) 3 dublet 1 -CO-CH=CH-CO
d Hoj (6-9) 1 singlet 0 -O-C=CH-C-O
Hgoj/Mellem (4-6) 1 dublet 1 -CH-CH-C=0
f Heoj/Mellem (4-6) 1 dublet 1 O=C-CH=CH-C-
8.2.IR-analyse

Pa figur 12 er strukturformen for produktet vist. Nar der laves en IR-analyse af et stof, vil IR-

spektret vise absorptionsband af molekylets forskellige vibrationer. Der laves et skema med hvilket

funktionelle grupper, der er i produktet og frekvensen, hvor de forskellige vibrationer opstar.

Skema 5: Forventede IR-absorptioner af produktet

Frekvens (tabelvardi) Intensitet Tilordning Funktionelgruppe
1080-1020 cm™! Steerk C-O strek Ether
1470-1370 cm™! Svag/medium C-H bgj (Alkan)

1600-1575 cm!, 1500-1450 cm™! Medium C=C strek Aromat
1670-1600 cm™! Svag/medium | C=C strek Alken

17
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1715 cm™! Sterk C=0 strek Keton
3000-2800 cm™! Sterk/medium C-H strek (Alkan)
3100-3000 cm™! Sterk/medium C-H strek Alken/aromat

8.3.Konklusion af chalconsyntese

Af forseget kan det konkluderes, at der er blevet syntetiseret et stof. Det vides dog ikke, hvor rent
stoffet er, da der ikke er kommet svar fra Aarhus Universitet. Af forsege lykkedes det at fa en

udbytteprocent pa 27%.

9.Undvigelsesmekanismer
Nér en fremmede mikroorganisme trenger ind i et menneske aktiveres immunforsvaret, som vil

forsege af nedbryde mikroorganismen hurtigst muligt, sa den ikke volder skade pa individet. Dog
har malariaparasitten indtil flere mekanismer, som ger at bade immunforsvaret og leegemidlers
virkning kan neds@nkes eller helt udeblive. I det folgende afsnit vil immunforsvarets funktion blive

beskrevet, hvorefter nogle af malariaparasittens undvigelsesmekanismer vil blive forklaret.

Immunforsvaret bestér at to dele; det medfedte immunforsvar og det adaptive immunforsvar. Det
medfedte immunforsvar — ogsa kaldet det uspecifikke forsvar — omfatter en raekke fagocytotiske
celler sasom makrofager. Det adaptive immunforsvar — ogsa kaldet det specifikke forsvar — bestar
af B-lymfocytter, T-lymfocytter og antistoffer. Det adaptive immunforsvar eger sin effektivitet,
hver gang et individ inficeres af en patogen.®? Nér et individ vaccineres, sprojtes svakkede eller
dede patogene mirkoorganismer ind i kroppen. Mikroorganismerne udtrykker nogle antigener pa
overfladen, som immunforsvaret kan genkende som varende fremmede. Dette setter gang i en
immunrespons, hvor makrofager i forste omgang udstiller mikroorganismens antigener pa en
receptor kaldet MHC II. Samtidigt udskilles nogle signalstoffer, cytokiner, som bade kan aktivere
komplementsystemet, andre makrofager og T-hjelpeceller. T-hjzlpecellerne er den del af det
adaptive immunforsvar. Cellerne har en T-celle-antigenreceptor, TCR, og et CD4-protein. Disse to
komponenter kan bindes til makrofagernes MHC Il-receptorerne. Ved bindingen udskilles andre
cytokiner, som aktiverer B-lymfocytter. Nar B-lymfocytterne aktiveres deler de sig til forskellige
salgs celler: B-huskeceller og plasmaceller. Plasmacellerne producerer antistoffer, som kan binde

sig patogene antigener og dermed pacificere den sygdomsfremkaldende mikroorganisme. B-

32 Jakobsen, Palle Hay, 2012, s.14-15
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huskecellerne husker de fremmede antigener, hvilket gor, at naste gang et individ bliver udsat for

samme patogen, vil produktionen af antistoffer ske hurtigere end forste gang. Dette betyder, at den
fremmede mikroorganisme uskadeliggeres, inden individet bliver sygt. 33

Malariaparasitten befinder sig det meste af sin livscyklus i menneskets rade blod legemer. De rode
blodlegemer udtrykker ikke MHC-receptorer pa deres overflade.>* Dette gor altsd, at parasitten kan
gemme sig for makrofager og T-lymfocytter og giver dem derfor mulighed for at overleve og

udvikle sig i masse vis.

I forbindelse med kortleegningen af P. falciparums genom i 2002 blev en famille af gener, debt
“var”, opdaget. Malariaparasitten har 14 kromosomer og fordelt p disse, er 50-60 forskellige var-
gener. Var-generne koder for forskellige varianter af proteinet kaldet Plasmodium falciparum
Erythrocyte Membran Protein 1 (PfEMP1). Proteinerne er adhesionsproteiner og er vigtige for
parasitten. Proteinet udtrykkes pa overfladen af de rade blodlegemer og ger, at blodlegemerne kan
binde sig til kapillererne. Dette forhindrer blodlegemerne og dermed ogsé parasitten i cirkulere
rundt i blodbanerne, og parasitten undgér derfor ogséd milten, hvor indicerede rade blodlegemer
ellers ville blive opdaget og nedbrudt af makrofager.?> Udover at parasitten kan udtrykke mange
forskellige variationer af PFEMP1, kan den ogsé variere, hvilke former for proteiner den udtrykker.
Proteinet fungerer som antigener for det inficerede individs immunforsvar. Dette medferer, at
immunforsvaret tager lang tid om at bekempe parasitten, da det skal igangsatte en lang kaede af
reaktioner for at danne antistoffer til de nye antigener. Denne antigenvariation ger det vanskeligt at

udvikle en vaccine, som kan beskytte fuldsteendigt. Dette vil blive diskuteret senere i opgaven.

10.Fremtidige muligheder for at begraense malaria

Forskere arbejder hele tiden pé at begraense malaria ved bade at udvikle midler til at bekeempe
allerede malariainficerede patienter og ved at udvikle midler til at forebygge udbredelsen af
parasitten. I dette afsnit vil fremtidige metoder til forebyggelse af malaria blive diskuteret. Herunder

vil ogsé fordele og ulemper ved de forskellige metoder blive diskuteret.

33 Bidstrup, Bodil Blem, 2016, 5.23-26
34 www.biotechacademy.dk
35 Lauridsen, Julie Aaberg - www.biotechacademy.dk
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10.1.Malaria - et problem for de fattige
Da malariaparasitten kun kan udvikle

sig 1 Anopheles-myggen, hvis
temperaturen er mellem 16 og 33 °C
er det begraenset, hvor i verden
parasitten er udbredt. P4 figur 13 ses
et kort over det omrader, hvor malaria

udger en risiko. Som det ses pa kortet,

udger store dele af det afrikanske
kontinent et omrade med stor smitte

risiko. Befolkningerne i de fleste

OMRADER UDEN MALARIA OMRADER MED LILLE RISIKO .OMRADE! MED STOR RISIXO

afrikanske lande lever i fattigdom. Figur 13: Figuren viser, hvor i verden der er risiko for blive smittet med malaria. Kilde:
Her er det et problem at {2 rad til Det medicinerede menneske figur 3.1, s. 54

midler i mod malaria og mange vil

spare pa den medicin, de fér eller keber. Dette betyder, at nér et individ er symptomfrit, vil det
holde op med at tage medicin, ogsd selv om infektionen ikke er blevet bekempet endnu. Dette er et
problem, da de vil give parasitterne mulighed for at danne modstandsdygtighed og dermed blive
resistente overfor det pdgaeldende leegemiddel. Dette er altsa en stor udfordring, nar det kommer til
at bekeempe malaria. Et andet problem, der h&emmer kampen mod malaria, er medicinalindustriens
tankegang. Det er lang mere attraktivt at forske i og udvikle leegemidler til sygedomme om er
udbredte i vesten, da medicinalindustrien pa den made eger sin chance for stor skonomisk
overskud.’® Ifelge WHO var der i 2018 228 millioner tilfeelde af malaria pa verdensplan. Dette
ledte til 405.000 dede, hvoraf 272.000 var bern under 5 ar. Afrika udgjorde 93% af smitte
tilfeeldene og af antal dede 94% afrikanere.?” Behovet for at udviklet midler, der kan forebygge
malaria er derfor stort. Etisk vil det sdledes vare en stor fordel at forebygge og bekempe malaria,
men kigger man pa det populationsmeessigt, vil opsté et problem. Vi er allerede mange mennesker
pa jorden, og tallet stiger efterhdnden, som teknologien udvikler sig, hvilket leder til, at
bernededeligheden falder. Befolkningstallet stiger mest i Afrika og ved at udvikle midler til at
forebygge malaria, vil der blive langt flere som overlever. Dog viser erfaring, at nar et land udvikler

sig pa alle parametre — ekonomisk, uddannelsesmassigt, sundhedsmaessigt — vil kvinder fode ferre

36 Madsen, Lise Penter, 2003, s. 58
37 https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/malaria
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bern.*® Derfor skal man pa samme tid med begreensningen af malaria ogsa serge for at give landene

mulighed for at udvikle sig pd ovennavnte punkter.

10.2.Malariavaccine

Forebyggelse af malaria kan geres pé flere méder. I det folgende vil en potentiel malariavaccine og

dens fordele og ulemper blive diskuteret og vurderet.

Nér man vaccinerer, sker der en mild stimulering af immunforsvaret. Immunforsvaret “laerer den
fremmede mikroorganismer at kende”. B-huskeceller vil huske antigenerne pa den fremmede
organisme, og naste gang et individ inficeres med samme mikroorganisme, vil produktionen af
antistoffer, som kan pacificere den givne mikroorganisme, gé vesentlig hurtigere. Det vil altsa vaere
en fordel for isar folk, som bor i omrider, hvor smitterisikoen for malaria er hej at fa en vaccine,
som dermed sikrer, at de bliver immune over for parasitten. Men udviklingen af en vaccine er en
lang og omkostningsfuld proces. I artiklen ”Danske forskere er langt fremme med malariavaccine”

af Kristian Sjegren (13/9-12, www.videnskab.dk ) fremhaves, at danske forskere, ledet af

seniorforsker Michael Theisen, har arbejdet pa en malariavaccine, som har vaeret 20 ar underve;.
Vaccinen skal fa kroppen til at danne antistoffer mod to af overfladeproteiner, som malaria
parasitten udtrykker, nar den er i meroziot-stadiet og altsa befinder sig blodet, hvor den
efterfolgende kan traenge ind i rode blodlegemer (Se afsnittet Parasittens livscyklus i mennesket”).
Selvom forskerne har arbejdet pd vaccinen i 20 ar, er der stadig langt til, at den potentielt kan
bruges. Nér leegemidler udvikles skal de gennem fire testfaser. Faserne kan varer mellem ét og fire
ar og er meget omkostningsfulde. Vaccinen var, da artikel blev skrevet i 2013, 1 fase to, hvilket
betyder, at den blev testet pa et bestemt antal personer og i dennes tilfelde 2000 afrikanske born 1
Gabon, Ghana, Burkina Faso og Uganda. P4 trods af at vaccinen var néet sa langt 1 udviklingen,
vidste forskerne pa det givne tidspunkt ikke om vaccinen overhovedet ville have en indvirkning pa
udviklingen af malaria. Forsegene i fase to koster op mod 70 millioner af kroner. Hvis vaccinen s&
viser sig, at have en tilstreekkelig indvirkning, vil den kunne gé videre til fase tre. Igen skal
forskerne finde skonomisk stette til at videreudvikle vaccinen. Vaccinen skal ikke blot vise
antiparasiter effekt, den skal ogsa gere det i et omfang, sa det nytter noget. Ifolge Michael Theisen,

ville han [...] svaeve pa en lyserad sky,” hvis vaccinen viste at kun give en beskyttelse péa

38 Hoffmann, Thomas, 2018
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60%. Hvis man sammenligner det med poliovaccinen, sa udever den efter 3 doser en beskyttelse pa
99% til 100%. *° Michael Theisen enske om 60% beskyttelse er altsa veesentlig lavere. Dette kan
skyldes, at vaccinen netop kun befandt sig i fase to, og der derfor var mulighed for at videreudvikle
den 1 de senere faser. Desuden har det vist sig, at det er meget svart at udvikle en malariavaccine,
hvilket ogsé kan ses, da kun er fa potentielle vacciner, som er niet til fase to. Som beskrevet i
afsnittet “Undvigelsesmekanismer” kan parasitten udtrykke mange forskellige proteiner, som
immunforsvaret opfatter som antigener, men disse antigener bliver hele tiden varieret. Dette er
saledes en udfordring, nir det kommer til udviklingen af en malariavaccine, da parasitten jo kan
andre sine antigener, og det derfor kan veere svert at finde ud af, hvad vaccinen skal ramme.*° Det
formodes, at den vaccine, som omtales i artikel “Danske forskere er langt fremme med
malariavaccine” kaldes GMZ2. Som ogsé skrevet 1 artiklen skal vaccinen {4 kroppen til at
producere antistoffer mod to proteiner, som udtrykkes af parasitten i meroziot-stadiet. Mélet med
vaccinen er denne immunitet over for parasitten i meroziot-stadiet inden den treenger ind i de rode
blodlegemer, og dermed “gemmer” sig for immunforsvaret.*! GMZ2-vaccinen viste sig ikke at
virke og projektet er derfor blevet lukket ned. 4> Dog har samme seniorforsker, Michael Theisen,
opstartet et nyt projekt, der omhandler en ny vaccine. Vaccinen er sakaldt “altruistisk™ vaccine.
Formalet med den er fa det vaccinerede individ til at producere antistoffer mod parasitten, nar den
befinder sig i malariamyggene.** Antistofferne skal ramme et proteinet Pfs48/45, som er kritisk for
parasittens kennet formering.* Parasitten vil derfor blive drabt inde i myggen, og myggen vil
derfor ikke kunne fortsette den onde infektion cirkel. Dette vil vare en fordel, da der i myggen kun
er ca. 200 parasitter i modsatningen til mennesker, hvor de hurtigt kan udvikle sig til flere tusinde.
Vaccinen er dog stadig kun 1 de kliniske faser, sé idet virkningen af vaccinen kun er testet in vitro,

vides det altsa ikke, om den virker in vivo. ®.

10.3.CRISPR og gene drive

En anden mulig metode, der kan bruges til at forbygge malaria, er gene drives. Forskere arbejder

pa, hvordan man ved hjlp af CRISPR-teknologi kan igangsatte gene drives i malariamyg, som til

39 https://www.cdc.gov/vaccines/vpd/polio/hep/effectiveness-duration-protection.html

40 Frank, Lone, 2020, 11:25-11:42

41 https://www.biotechacademy.dk/undervisning/gymnasiale-projekter/malaria/#1511966459322-064fb075-85ffe2e0-
aa0d

42 Frank, Lone, 2020, 38:50-39:10

43 https://www.ssi.dk/aktuelt/nyheder/2019/18-millioner-euro-fra-eu-til-udvikling-af-malarivaccine

4 Frank Lone, 2020, 10:55-11:18 + 27:50-28:17

4 Frank Lone, 2020, 24:23-24:48
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sidst medferer, at denne myggepopulation kollapser. “¢ Gene drives har til formal at fremme
nedarvningen af nogle specifikke alleler. Dette gores ved, at i et laboratorium dyrke nogle myg,
som indeholder generne for gene drivet. Dette bestar af genet for Cas9-proteinet, gensekvensen som
skal agere som gRNA for Cas9 og nogle sekvenser i hver ende, som er homologe med det sted, man
vil lave et brud. Gene drivet indsettes i stamceller til hunmyggenes kensceller og er recessivt.

Dette betyder, at laboratoriemyggene ikke bliver bererte af gene drivet, men det gor deres atkom
derimod. Hvis laboratoriemyggene slippes fri og far afkom med en “vildtype-myg” vil atkommet fa
en allel fra hver foreldre og dermed vare heterozygot. Men da den ene allel indeholder et gene
drive vil dette blive aktiveret og Cas9-proteinet vil ved hjelp af gRNA finde den sekvens pa
vildtype-allelen som er homolog med gene drive-sekvensens ender. Cas9 vil lave et dobbeltstrengs
brud, og cellens reparationsmekanismer (HDR) vil reparere bruddet med gene drivet som skabelon.

1.#7 Gene drive metoden menes, at kunne

Herved bliver myggen homozygot og dermed inferti
udrydde malariamyggen pa 1-2 ar.*® Dette vil veere en stor fordel, nr man ser pa tallene af
inficerede og dede hvert ar. Ved at bruge metoden, vil man hurtigt efter at have implementeret den
kunne se en tydelig forskel. Dog er der en raekke risici 1 brugen af metoden. Blandt andet ved man
ikke pracist, hvilken effekt det vil have, at udrydde en hel art. Man ved heller ikke om parasitten vil

mutere og dermed kunne leve i en anden myggeart.

Pa bagrund af viden om gene drive metoden og en potentiel malariavaccine vurderes de begge til at
vare mulige losninger til fremtidig forebyggelse og bekempelse af malaria. Taget den ene metode 1
betragtning af den anden, vil man ved at bruge gene drive metoden kunne redde mange liv pa kort
tid, da den vurderes til at kunne udrydde malariamyggen pé 1-2 ar. I modsatningen til dette vil
udviklingen af en effektiv vaccine tage mindst 15 ar og muligvis mere. Dog ved man ikke, hvilke
konsekvenser det at fa for ekosystemer at udrydde en hel myggeart. Her vil det altsa vere en fordel
at bruge den tidligere omtalte altruistiske vaccine, da den vil dreebe malariaparasitten i myggen men
ikke selve myggen. Dog beskytter den altruistiske vaccine ikke direkte de individer, der bliver
vaccineret, og det vil derfor vere fordelagtigt at lave en vaccine, som bade forbygger infektioner,

og draber parasitten i myggen.

46 http://www.etiskraad.dk/etiske-temaer/genteknologi/undervisning-til-gymnasieskolen/gene-drive/biologitekst
47 https://www.biotechacademy.dk/undervisning/gymnasiale-projekter/crispr-cas9/#1542922504885-707105ea-af07
48 Jakobsen, Rasmus Kragh, 2017
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11.Konklusion

Som afslutning pé opgaven er der en reekke konklusioner der kan drages. Malaria er en
infektionssygdom fordrsaget af parasitten af sleegten Plasmodium. Parasitten har to
vartsorganismener, mennesker og myggen af slegten Anopheles, hvori den gennemgér en
kompliceret livscyklus, som indebaerer en rekke morfologiske @ndringer. Parasitten nedbryder det
inficerede individs rede blodlegemer og dermed ogsa haemoglobin. Néar dette sker omdanner den
frie heemgrupper til krystallet heemozion. Der er opdaget og udviklet indtil flere leegemidler, som vil
forhindre denne mekanisme. Disse leegemidler er blandt andet quinin og artemisinin, som begge
blokerer for parasittens evne til at omdanne frie hemgrupper til haemozion. Da chalcon-skeletter har
vist sig bdde at veere nemme at syntetisere og have en effekt pad malariaparasitten, er der blevet
udfert en chalconsyntese, som forte til dannelsen af 0,8 g trans-3-(2,4-dimethoxyphenyl)-1-(4-
methoxyphenyl)prop-2-1-on, hvilket var en udbytte procent pa 27%. Renheden af produktet vides
ikke, da svar fra 'H-NMR- og IR-analyser fra Aarhus Universitet stadig venter.

Malaria er et stort sundhedsproblem isar i fattige lande. Forskere arbejder derfor pa at udvikle nye
metoder, der kan forebygge, bekempe og begraense malaria. Forebyggende metoder er blandt andet
ved udviklingen af en malariavaccine og ved at udrydde malariamyggen med gene drive-teknologi.
Til trods for at der er ulemper sével som fordele ved begge metoderne udviser de begge potentiale

til at blive det store gennembrud i malariaproblemet.
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Chalconsyntese

Kapitel 9: Medicin

Problemstilling

1 1972 blev noget kinesisk plantemedicin undersegt for virkning mod

malariaparasitter. Man fandt, at plantemedicinen havde en heem-
mende virkning pa malariaparasitten, og det virksomme stof blev
isoleret og strukturopklaret. Stoffet var licochalcon, som indehol-
der det karakteristiske chalconskelet, 1,3-diphenylprop-2-en-1-on

CHaﬁ 2
Hsc\C,CH

HO
H
/ /C \

licochalcon chalconskelettet

Der arbejdes nu med udvikling af nye leegemidler mod malaria,
med udgangspunkt i licochalcons struktur.

Chalconer findes i mange planter, hvor de ofte bidrager til at
give planterne farve.

Vi vil fremstille chalconen trans-3-(2,4-dimethoxyphenyl)-1-
(4-methoxyphenyl)prop-2-en-1-on ud fra 4-methoxyacetophenon
og 2,4-dimethoxybenzaldehyd ved en speciel type kondensation,
som kaldes en aldolkondensation

Ox .-CHs le] H
S~ N CH
I oo
(0}
“CHs O o#°
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H
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o (o]
Hac/ H3C/ CH3
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Forarbejde

1. Undersag, hvilke R- og S-saetninger der galder for de stoffer,
| skal arbejde med.

2. Forklar de systematiske navne for reaktanterne og produktet.

3. Nar natriumhydroxid blandes med ethanol, sker der en over-
fersel af hydroner, en hydronolyse. Skriv reaktionsskemaet.

4. Forklar, at reaktionen, der farer til dannelsen af chalconen,
kan karakteriseres som en kondensation.

5. Vurder stoffernes blandbarhed med ethanol ud fra molekyl-
strukturer.

6. Begrund, ud fra chalconens struktur, at stoffet er gult, dvs. at
stoffet absorberer lys i det synlige omrade.

Udferelse

1 g natriumhydroxid opleses i 50 mL ethanol i en konisk kolbe.

1,50 g 4-methoxyacetophenon blandes med 1,66 g 2,4-di-
methoxybenzaldehyd og oplases i 50 mL ethanol i et baegerglas.
Natriumhydroxidopl@sningen tilsettes under omrering. Et urglas
lzegges over bagerglassets munding og blandingen henstilles,
mens reaktionen forlgber.

Reaktionen folges ved TLC, idet der udtages prever med 30 mi-
nutters intervaller, indtil reaktionen er labet til ende. Reaktan-
terne paferes som referencestoffer.

1. TLC-analyse

Lebevaske haldes i chromatografikarret til en vaeskehgjde pa ca.
1/2 cm, hvorefter laget leegges pa karret, sa luften i chromatogra-
fikarret maettes med dampe fra lebevaesken.

Klip en 6 cm bred og 8 cm lang kiselgelplade og tegn med blyant
en startlinje T cm oppe fra en af de korte sider. Marker 3 punkter
pa startlinjen adskilt 1,5 c¢m fra hinanden.

Oples ca. 0,1 g 4-methoxyacetophenon og 2,4-dimethoxyben-
zaldehyd i 5 mL labevaske i hvert sit reagensglas.

Oplesningerne paferes hver sit markerede punkt pa startlinjen
med hver sit harrer. Dyp harreret i oplesningen, og lad det deref-
ter berare et punkt pa startlinjen, indtil der ses en lille vad plet
med en diameter pa ca. 2 mm.

Med harrer udtages en preve fra reaktionsblandingen, som pa
samme made sattes pa et punkt pa startlinjen. Pasatning af stof-
ferne gentages et par gange, men pletterne skal tarres, fx med
harterrer, for hver gentagelse.

Dato

Apparatur

Feelles

- vaegt

— chromatografikar med lag

— UV-lampe

Hvert hold

— konisk kolbe, 100 mL

- bagerglas, 50 mL, 150 mL

— maleglas, 50 mL

— urglas

- to sma reagensglas

- hérrer

— varmeplade

— spatel

- »5549«kiselgelplader med
fluorescens-indikator, 60 F

— biichnertragt med filtrerpapir
og sugekolbe

- vandluftpumpe

Kemikalier

— 4-methoxyacetophenon

- 2,4-dimethoxybenzaldehyd

— natriumhydroxid

— ethanol

— lebevaeske (toluen: ethyl-
ethanoat, 9:1)

Sikkerhed
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Kiselgelpladen anbringes forsigtigt i chromatografikarret, sa
startlinjen er ca. 1/2 cm over lgbevaesken. Laeg laget pa, og lad
lobe-vaesken traeekke ca. 7 cm op af pladen.

Kiselgelpladen tages op, terres og betragtes under en UV-lampe.
Nar der ikke leengere ses rester af reaktanterne i de udtagne
prever af reaktionsblandingen, er reaktionen forlgbet til ende.
Det tager 1-2 timer.

Hvis produktet ikke er udfaldet efter 2 timer, eller hvis produktet
fremkommer som en olieagtig substans, fjernes ethanol ved ind-
dampning, og krystaldannelsen kan efter afkeling hjelpes pa vej
ved at skrabe med en glasspatel pa glassets inderside.

2. Omkrystallisering

Krystallerne isoleres ved sugefiltrering og overfares til et baeger-
glas. Der tilsaettes 15 mL ethanol, og krystallerne oplases under
opvarmning. Blandingen henstar til langsom afkeling i et degn,
mens produktet udfeldes.

Chalconkrystallerne isoleres ved sugefiltrering, luftterres og vejes.

Bortskaffelse

Oplasningerne haldes i dunken til organisk affald.
Krystallerne opsamles i beholderen til kemikalieaffald pa fast
form.

Resultater

Masse af omkrystalliseret produkt

Masse af urglas Masse af urglas og produkt | Masse af produkt

Efterbehandling

1. Tegn skitser af TCL-pladerne og forklar iagttagelserne pa
pladerne.

2. Forklar, hvordan omkrystallisering kan fjerne urenheder, her-

under evt. biprodukter.

. Gor rede for, at reaktanterne er tilsat i &kvivalente mangder.

4. Beregn det teoretiske udbytte og udbytteprocenten ved syn-
tesen. Kommenter udbyttets sterrelse og diskuter, hvilke pro-
ceduretrin der kan give anledning til et reduceret udbytte.

W
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13.2.Bilag 2

Billeder af TLC-

0 timer
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1 time

1 % time

2 timer

2 Y time
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3 timer
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2.3.2020 Danske forskere er langt fremme med malariavaccine

Krop & Sundhed Kultur & Samfund Naturvidenskab Teknologi & Innovation

Danske forskere er langt fremme med
malariavaccine

Danske forskere tester 1 gjeblikket en vaccine mod malaria. Resultatet af deres
tests kan afggre fremtiden for flere hundrede tusinde bgrn, der arligt dgr af
sygdommen.

Danske forskere er teet pa at feerdigudvikle en vaccine mod malaria. Vaccinen testet i
gjeblikket pa 2.000 afrikanske bgrn. Hvis resultaterne er gode, kan vaccinen vare med til
at redde flere hundredtusinde menneskeliv. (Foto: Colourbox)

Kristian Sjggren
Journalist

13 september 2012

https://videnskab.dk/krop-sundhed/danske-forskere-er-langt-fremme-med-malariavaccine 177
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Danske forskere er langt fremme med malariavaccine

(MOLEKYL/ERBIOLOGI) CGENETIK) CSUNDHED) (MEDICIN) (SYGDOMME) (DYR)

Malaria er en af menneskehedens stgrste plager. 200 millioner smittede om aret og 650.000

dede taler deres tydelige sprog. Specielt bern er hardt ramt.

| kampen mod malaria er danske forskere med helt fremme. Blandt den handfuld potentielle
vacciner, der er naet til fase to-forseg, er et dansk-udviklet praeparat, som indtil videre har vist

lovende resultater.

Bag vaccinen star seniorforsker Michael Theisen fra Statens Serum Institut. Han har brugt
omkring 20 ar pa at bringe sig taet pa graensen til et medicinsk gennembrud.

Netop nu bliver vaccinen testet i fase to, hvor Michael Theisen far mulighed for at se, om hans

mange ars forskning munder ud i en reel vaccine.

»Resultatet af vores forsgg far vi senere i ar. Hvis resultatet viser, at vores vaccine blot giver 60
procents beskyttelse mod malaria, vil jeg svaeve pa en lyserad sky,« siger Michael Theisen.

Med 60 procents beskyttelse vil der stadig vaere meget arbejde tilbage, men vaccinen vil have vist

sit potentiale.

Vaccinen har vaeret 20 ar under vejs

Midt i halvfemserne fik Michael Theisen den idé at
udvikle en vaccine, der skulle fa kroppen til at danne
antistoffer mod to proteiner, der sidder pa overfladen
af malariaparasitten i merozoit-stadiet (se faktaboks),
inden den traenger ind i de rede blodlegemer.

Blodscreeninger viste, at immune mennesker har
hgjere antistofniveauer mod netop de to proteiner i
forhold til folk, der ikke er immune.

Efterfelgende har Michael Theisen brugt mange ar i
laboratoriet pa at udvikle en vaccine.

Her har han designet proteiner, som far kroppens
immunforsvar til at reagere ved at producere de
omtalte antistoffer, og forsag i reagensglas har vist, at
antistofferne er i stand til at sla malariaparasitten
ihjel.

»Efter vi havde brugt mange ar pa at arbejde med
vaccinen i laboratoriet, kunne vi endelig begynde at
lave kliniske fors@g pa mennesker. Her har vi
gennemfart fase 1A, hvor vi har testet for bivirkninger
pa voksne europaeere, fase 1B, hvor vi har testet for
bivirkninger pa voksne afrikanere og fase 1B - barn,
hvor vi har testet efter bivirkninger pa bern.«

https://videnskab.dk/krop-sundhed/danske-forskere-er-langt-fremme-med-malariavaccine

Fakta

Malariaparasittens livscyklus

Sporozoitten er den encellede
form, som malariaparasitten er
i, nar den fgrst kommer ind i
blodet via et myggestik.

Merozoit er det stadie, der
dannes, nar malariaparasitten
formerer sig i leveren og
begynder at inficerer de rgde
blodlegemer.

Tropozoit-stadiet dannes, nar
malariaparasitten modnes inde
1de rgde blodlegemer.

Den kgnnede stadie kaldes
gameotocyt-stadiet. Her kan
myg optage parasitten fra
blodet og bringe den videre til
det neeste offer.

Du kan leese mere om stadierne
i artiklen Hvornar kommer
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»Vi har endnu ikke testet om vaccinen virker pa kuren mod malaria?.
mennesker, men det er vi i gang med nu i fase 2, hvor

vi tester, om vaccinen har indvirkning pa udviklingen

af malaria blandt 2.000 afrikanske bgrn i Gabon,

Ghana, Burkina Faso og Uganda. Ret beset ved vi ikke endnu, om vi efter 20 ar har udviklet en
vaccine, der virker. Det far vi ferst svaret pd i lgbet af i ar,« fortzeller Michael Theisen.

Succes 1 fase to vil lede til fase tre

Hvis fors@gene, der koster i omegnen af 70 millioner
kroner at gennemfare, viser, at vaccinen yder
beskyttelse mod malaria, sa skal Michael Theisen
finde midler til at fore forsgget videre i fase tre. Far
Michael Theisen de ngdvendige midler til udfere fase
tre-forsegg, venter der yderligere ti ars arbejde med at
teste vaccinen og markedsfgre den.

Fakta

I artiklen 'Hvornar kommer
kuren mod malaria? kan du
leese om baggrunden for,
hvorfor det er sa svaert at
»Fra fase to til et faerdigt produkt gar der minimum udvikle en vaccine mod den
yderligere ti ar. Det kan muligvis geres hurtigere, men frygtelige sygdom.
offentlige forskningsinstitutioner er sjeldent gearet til
det. Det er industrien til gengeeld, sa det er midler
herfra, som skal bringe forskningen i mal,« fortaeller
Michael Theisen.

Vi har talt med to forskere, der
forteeller om deres malaria-
forskningsprojekter og
kommer med et bud p4,
hvornar vi kan forvente, at en

Amerikanerne er laengst fremme vaccine kommer pa markedet.

Kun ganske fa projekter har opndet, hvad Michael

Theisen har opnaet - at fa en potentiel malaria-

vaccine testet i fase 2. Blandt den handfuld projekter, der har vaeret i fase to, er de fleste faldet til
jorden, da deres resultater ikke har veeret tilfredsstillende.

Kun ét praeparat har indtil videre klaret sig igennem nalegjet og er kommet til fase tre. Det er en
vaccine, der er udviklet af GlaxoSmithKline, som er stgttet med midler fra den amerikanske flade
og heer.

Vaccinen angriber malaria i lever-stadiet og forventes at komme pa markedet i 2014, men
udfordringen for den vaccine er, at den ikke virker hver gang.

Resultaterne pa GlaxoSmithKlines vaccine RTS,S viser, at vaccinen kun beskytter mod malaria i 50
procent af tilfeeldene.

»50/50 chance er ikke godt nok, men lidt beskyttelse er bedre end ingenting. Personligt vil jeg ikke
turde tage til et malariaomrade med kun den vaccine, men for folk, der bor i malariaomrader, er
det bedre end ingenting. Malet er selvfalgelig en vaccine, der beskytter 100 procent,« siger
Michael Theisen.

https://videnskab.dk/krop-sundhed/danske-forskere-er-langt-fremme-med-malariavaccine
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O A Randomized Controlled Phase Ib Trial of the Malaria Vaccine Candidate GMZ2 in
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13.4.Bilag 4
Korrelationsdiagram fra Pedersen, Steen Utterup og Bent Rasmussen, Spektroskopi — Molekylernes

fingeraftryk, Kemi Forlaget, 2004
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