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1 Sammendrag

Introduksjon: | de senere ar har det vaert et stort fokus parttkeisthold bestaende av mye
frukt og baer og de helsebringende effektene detdfmner. Det er imidlertid holdepunkter
for at inntak av visse typer frukt og beer kan feake interaksjoner med legemidler som
metaboliseres av cytokrom P450 (CYP) 3A4. Mesttkggrgrapefruktjuice som inneholder
furanokoumariner og som har vist 8 hemme CYP3A#sikéen med denne oppgaven var a
ekstrahere hageblabeer, skogsblabeer, tranebeetelgptytmed ulike lgsemidler, -for videre a

undersgke om de ulike baerekstraktene pavirker CYR8Aitro.

Metoder: For & isolere forskjellige typer substanser i héisder, skogsblabeer, tranebaer og
tyttebaer ble baerene ekstrahert med ulike lgsemuildormetan, 96%-etanol, 50%-etanol og
vann. Videre ble de ulike ekstraktene undersgkinioibering av CYP3A4-aktivitet. Dette ble
gjort ved & inkubere pravene med mikrosomer sorgklttr CYP3A4 og midazolam som
CYP3A4 modellsubstrat. LC-MS ble brukt til & anaes dannelsen av midazolams to
hovedmetabolitter 1°'-OH-MDZ og 4'-OH-MDZ. DPPH-seaging ble brukt til & teste
innholdet av antioksidanter i beerene. Ved hjelptaiNMR ble det foretatt en identifikasjon
av ulike substanser i diklormetanekstraktet, 96&ne@iekstraktet og 50%-etanolekstraktet.

Resultater: Innledende screening av de ulike bzerekstraktenestévé hemme CYP3A4
viste at diklormetanekstraktene og 50%-etanolekstree hemmet metabolismen i stgrst grad.
Diklormetanekstraktene av hageblabeer, skogsbldtmrebaer og tyttebaer hadded@erdier
pa henholdsvis 56+25 pg/ml, 72+19 pg/ml, 64+54 U@g62+10 pg/ml. 16-verdier for
50%-etanolekstraktene av hageblabaer og skogsbiéaraé?5+229 pg/ml og 367+ 247
ng/ml. DPPH-scavenging aktivitet viste at 50%-etekstraktet av skogsblabzer hadde det
hayeste innholdet av antioksidanter med eg-1@rdi for DPPH-aktivitet pa 36+2 pug/ml.
Videre hadde hageblabaers 50%-etanolekstrakt grviedi pa 45+2 pg/ml og tranebaers
50%-etanolekstraktet en dgverdi pa 48+2 pg/ml med henhold til DPPH-aktivitktomater
og fettstoffer ble pavist i diklormetanekstrakteme hjelp a*H NMR. Hageblabzers,
skogsblabeers, tranebeers og tyttebaers 50%-etamaldkstinneholdt proantocyanidiner.



Konklusjon: Diklormetanekstraktene og 50%-etanolekstrakteneageblabaer, skogsblabaer,
tranebeer og tyttebser hemmet CYP3A4itro. De ekstraktene som viste hgyest DPPH-
radikalscavenger aktivitet var 50%-etanolekstraitawn hageblabzer, skogsblabzer og
tranebaer'H NMR-spektroskopi viste innhold av proantocyanétin50%-etanolekstraktene

og disse kan ha bidratt til CYP3A4-hemming.



2 Innledning

2.1 Generell innledning

Det har i de siste arene veert gkt fokus pa deipesitlseeffektene av frukt og beer. | takt
med gkt oppmerksomhet rundt frukt og beer har agsaket gkt. Regelmessig inntak blir
stadig mer aktuelt som helsebringende tiltak.

Tall fra 2012 viser at baerforbruket har skutt i @eBaer er den store vinneren pa frukt og
grent fronten. Drikker av most frukt og beer ertt#it populeer mate a fa i seg ernaering pa.
Bade bldbaer, bringebaer og jordbaer er né tilgjegdelie &ret. A etterstrebe sunnhet og helse
er blitt et stadig mer fremtredende tegn i dagamsfsnn. Gjennom de senere arene har man
sett en betydelig gkning i vektleggingen av a opgm&unne verdiene i dagliglivet.
Oppfatningene om hva og hvordan man bgr oppna deimom f.eks spisevaner og
treningsvaner er blitt et krevende prosjekt. Etibakene er a investere i sunnhet og helse i
form av beaer (grent 2013).

Frukt og baer kan forarsake interaksjoner med lediemiDet mest kjente eksempelet er
interaksjoner mellom legemidler og grapefruktjuisielen denne inneholder substanser som
hemmer aktiviteten til cytokrom P450 (CYP) enzyi@dP3A4 (Bailey et al. 1989). Dette

enzymet er det kvantitativt viktigste legemiddelateiliserende enzymet i kroppen.

Kostholdet er en av mange faktorer som kan payakeaakokinetikken til legemidler vi
inntar. Tradisjonelt er pavirkningen av kostholdEtt assosiert til endret absorpsjon fra
gastrointestinal lumen, men forskning viser at ragtw ogsa kan endre

legemiddelmetabolismen.

Frukt og baers evner til & pavirke legemiddelmetabwn fikk oppmerksomhet pa slutten av
1980-arene etter et overraskende funn i forbindelse inntak av grapefruktjuice (Bailey et
al. 1989) Det ble utfart en interaksjonsstudie famtestet om alkohol pavirket
kalsiumantagonisten felodipin. Grapefruktjuice bémyttet for & maskere alkoholsmaken.
Det ble observert langt hgyere serumkonsentraspnézlodipin hos pasientene som fikk
alkohol enn de som inntok legemidlet med vann.@eimistenkt at det var grapefruktjuicen

som gkte serumkonsentrasjonen av felodipin-, noesanere er blitt bekreftet (Malhotra et
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al. 2001). I industriell juiceproduksjon er det ligré presse frukten uskrelt. Bakgrunnen for
interaksjonen er furanokoumariner i grapefrukt s@mmer enzymet CYP3A4 (Fukuda et al.
1997). Siden skallet inneholder hgyere konsentnasjav furanokoumariner enn fruktkjgattet,
vil man vente sterkere interaksjon med juice end sieelt frukt (Molden and Spigset 2007).

| etterkant av det oppsiktsvekkende grapefruktjuiceet er det blitt undersgkt om dette ogsa
gjelder for andre sitrusfrukter. Studier viser ahlig appelsinjuice ikke pavirker CYP3A4,
men at enzymet kan hemmes av juice laget av lppetain Citrus aurantium). Graden av
CYP3A4-hemmende effekt av substanser i grapefikbitterappelsinjuice er omtrent den
samme (Malhotra et al. 2001). Det grgnnlige kjathetterappelsinene er for surt og bittert til
& kunne spises, men av det gulaktige skallet uegmet en olje som brukes som
smaksingrediens i kaker, konditorvarer og te. Bappelsiner anvendes ofte hermetisert eller
kokt i marmelade, syltetgy og sauser. Det er uassbitterappelsiner brukt i naeringsmidler
kan forarsake interaksjon med legemidler. Pom&ltri§s maxima) er en stor sitrusfrukt med
grent skal. Pomelo slekter pa grapefrukt, men dewtere og har tarrere konsistens samt at
den ikke er fullt sa besk i smak. | likhet med gfapkt og bitterappelsiner inneholder pomelo
stoffer som hemmer CYP3A4. Hemmingen ser ut tiégiesomtrent like sterk som for
grapefrukt (Egashira et al. 2004). Sitron og limelgen grad blitt undersgkt som potensielle
hemmere av metaboliserende enzymer. | en studigeblebservert en gkning i
serumkonsentrasjonen av felodipin etter inntak %W 2l fortynnet limejuice hos to av atte

friske forsgkspersoner, men den ikke ble pavirkatde seks andre (Bailey et al. 2003).

Invitro studier indikerer at stjernefruk@\gerrhoa carambola) inneholder stoffer som hemmer
CYP3A4 (Hidaka et al. 2004). | rotter er det vissamtidig adminstrering av
stjernefruktjuice gker serumkonsentrasjonen av G¥Pubstratet karbamazepin med
giennomsnittlig 30 % (Hidaka et al. 2006). Grankdpunica granatum) finnes i ulike
varianter med forskjellig innhold av antocyaninemsgir fruktkjattet rundt fraene i kjernen
den intense rgdfargen. Frukten inneholder hgysdmmnasjoner av antioksidanter. Det er
kommet rapporter som viser at granateple innhatigfer med hemmende effekt overfor
CYP3A4 og CYP2C9 (Hidaka et al. 2005) (Nagata e2@07). Nar det gjelder effekten pa
CYP3A4 er det rapportert motstridende data (Faekad. 2007). Skallet pa rade druer
inneholder substanser med hemmende aktivitet av€¥®3A4. Kliniske studier har gitt
motstridende resultater, noe som kan skyldes &bidet med stoffer som pavirker CYP3A4

varierer avhengig av druetype, dyrkested elleptiaikt for innhgstning (Chan et al. 1998).
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En type baer som er blitt studert i forhold til eitexll hemming av CYP-enzymer er tranebaer
(Vaccinium macrocarpon). Tranebaer har lenge blitt brukt i folkemedisineridiebygging og
behandling av urinveisinfeksjon. | litteraturendet beskrevet flere tilfeller av gkt INR-niva
og bladning hos pasienter som gar pa warfarin signtied inntak av tranebaeer. Det
mistenkes at enzymet CYP2C9 hemrirestro, -hvilket man ikke har klart & vise i kliniske
studier (Rindone and Murphy 200&).vitro studier er utfart for aroniabaer med midazolam
som testsubstans og rekombinant CYP3A4 som enzyau(ich et al. 2013). Ekstrakter,
subfraksjoner, isolerte antocyaniner og procyamidoy to fenoliske syrer fra aroniabeer ble
undersgkt for CYP3A4 inhibitorisk effekt. ProcyaimidB5 var en sterkere CYP3A4 hemmer
enn den isomeriske procyanidin B2 og kan sammesdignmed bergamottin som er en kjent
CYP3A4 hemmer i grapefruktjuice. Lignede aktivinde funnet i 50%-etanolekstraktet og
fire subfraksjoner av dem. Av antocyaninene vigenain 3-arabinoside sterkere CYP3A4
effekt enn cyanidin 3-galactoside og cyanidin 3egkide. Den CYP3A4 inhibitoriske
effekten ser ut til & avhenge av sukkeret som blekdil antocyanidin. Disse substansene i
aroniabzer kan potensielt fare til en interaksjounl legemidler ved & hemme CYP3A4, men

dette er ikke forelgpig rapportertvivo (Braunlich et al. 2013).

Interaksjoner mellom beer- og frukttyper og legemmidir et omrade som det stadig blir starre
interesse for. Det stilles ikke krav om interaksgtadier med naeringsmidler for legemidler,
og det er en mulig grunn til at det ikke forskesrsée pa dette. | tillegg ma man vaere
oppmerksom pa at motstridende data kan skyldesrapdtensielle substansen som forarsaker
interaksjon kan variere avhengig av sort, dyrkesggtdspunkt for innhgstning av de

aktuelle frukt-og baertypene (Molden and Spigse{7200
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2.1.1 Blabeer, Vaccinium corymbosum og Vaccinium myrtillus

Figur 1. Vaccinium myrtillus (Foto ©: Rolf Hjelmstad).

Blabeer deles hovedsakelig inn i to hovedgruppeargslabaer\(accinium myrtillus) (Figur

1) og hageblabaeWéccinium corymbosum) (Figur 2). Skogsblabeer er klassifisert som
handelsvare i urtelisten (Lovdata 2013). Hageblaakke nevnt i urtelisten og kan dermed
kun ansees som et naeringsmiddel. Skogsblaéaeci fium myrtillus) tilharer lyngfamilien
(Ericaceae) og er en krypende busk. Den har lysegrgnnesd edler rgdaktige
krukkeformede blomster som utover i juli blir tilmde, blasvarte baer. Skogsblabzer vokser
naturlig i Europa, Vest-Asia og Rocky Mountainsarid-Amerika (Hjelmstad 2011).

Figur 2. Vaccinium corymbosum (Foto: Bama 2013).

13



Hageblabaer\(accinium corymbosum) tilharer ogsa lyngfamiliengricaceae)og er en busk pa
1-3 meter. Den har store grgnne blader og klokkedadle hvite eller lyserosa blomster.
Beerene er store, mellom 6,4-13mm (Wikipedia 2018hgelskspraklige land gar hageblabaer
under navnet «blueberry», mens skogsblabzer gar nasteet «bilberry», «huckleberry»,
«hurtleberry» eller «whortleberry» (Hjelmstad 2Q11)

| Norge er blabzer mest kjent som de viltvoksendesbeevi finner i skogen pa sensommeren
0g som gjgr oss bla i munnen, pa tungen og leppénei spiser dem. Dette beeret har et
radblatt fruktkjatt. Mest omsatt i neeringsmiddefimj@n er blabzer dyrket pa busk, - sakalte
hageblabaer. Sammenlignet med skogsblabeer er de, statere og med en mildere aroma.
Blafargen er begrenset til skinnet(man blir ikké p& tungen, leppene og tennene av a spise

hageblabaer).

Tradisjonelt er blabeer blitt brukt mot diaré, dyeei betennelser i magen, skjgrbuk,
influensa og @yesykdommer i folkemedisinen (My<@6). Blabzer inneholder
antocyanidiner (hovedsakelig galaktosider og glidersav cyanidin,delfidin og malvidin) og

askorbinsyre (C-vitamin).

| dag brukes blabeer til mer enn pannekaker, og mimgen av blabaerprodukter har skutt i
veeret. Det er mye fokus pa hvor sunt blabzer emgtuaiet hgye innholdet av antioksidanter. |
dag anvendes blabeer ogsa i stor grad i naeringamidiléegg til viltvoksende skogsblabeer,
finnes det en rekke fristende skogsblabzerprodyiéenarkedet som juice, saft, syltetay,
yoghurt og baerblandinger. Hageblabzer fas kjgpkéediset rundt. Fra baer til kapsel pa
kosttilskuddsmarkedet finnes det et preparat-Mestor blant annet inneholder skogsblabeer.
Skogsblabeerene kommer fra Nord-Sverige. Hver kamseholder 80 mg antocyaner. De to
typene antocyanene brukes finns ogsa i solbserasetie som benyttes i produksjonen

kommer enten fra Norge eller New Zealand (Medox3201
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2.1.2 Amerikanske tranebaer, Vaccinium macrocarpon

Figur 3. Vaccinium macrocapon (Foto©:Wikimedia).

Amerikanske tranebaeV#ccinium macrocarpon) (Figur 3) tilhgrer ogsa lyngfamilien
(Ericaceae) og er en lavtvoksende busk. Den har sma leeraktagier og rade baer som kan
bli opptil 2 cm i diameter. Amerikanske tranebsena&turlig utbredt i gstlige Nord-Amerika. |
tilegg dyrkes det i stor grad i de nordvestligéede av USA (Hjelmstad 2012).

Vaccinium macrocarpon er ikke klassifisert som et legemiddel i urtelistenen som en
handelsvare (Lovdata 2013). P& det norske markiedets tranebeer i kosttilskudd som bade
kapsler og saft. Som naeringsmiddel finnes detgjiorm, i ngtteblandinger, frossen tilstand
og som tgrkede baer. Tranebaer brukes ofte i matietpgom gele og stuffing til kalkun, og
tranebaerjuice er populaert & blande med vodka (sbinken cosmopolitan).

Tradisjonelt er tranebaer blitt brukt til & behanoligforebygge urinveisinfeksjon. Tranebaer er
ogsa blitt brukt mot nyrestein. Baerene inneholdeaptocyanidiner som muligens er viktige
for den antibakterielle effekten. I tillegg innetlet baerene antocyanidiner, syrer (sitronsyre,
malinsyre og quininsyre) og karbohydrater i tranefdeinrich et al. 2004).

Et helt nytt kosttilskudd pa markedet er Nycoplu$@nebaer med bladbaer som er et
hagykonsentrert tranebaer- og blabaerekstrakt. Trane#steaktet inneholder 36 mg
proantocyanidiner, og blabzserekstraktet innehol@g ing antocyaner. Indikasjonen for
kosttilskuddet er at det kan veere godt for urinneieg at det kan hjelpe ved lette symptomer
pa blaerekatarr (Nycomed 2013).
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2.1.3 Tyttebeer, Vaccinium vitis-idaea

Ogsa tyttebaeMaccinium vitis-idaea) (Figur 4) tilhgrer lyngfamilien (Ericaceae) ogesr 5-

30 cm hgy og vintergrgnn dvergbusk. Tyttebaer hakkkdformede, hvite, eller svakt radlige
blomster som blomstrer i mai/juni (Hjelmstad 20IMyttebaerene er mgrkergde som modne
beer i august/september med en frisk smak. Tyttebseholder askorbinsyre og retinolsyre
(A-vitamin), glykosidene arbutin og vaccinilin, gekog organiske syrer som benzosyre og
salisylsyre Vaccinium vitis-idaea er klassifisert som en handelsvare i urtelistasv@ata
2013). Den syrlige, friske smaken gjgr tyttebseegeét som tilbehgr til middagsmaltid.
Tyttebaer benyttes da gjerne som syltetgy elleelbgirramme. | Norge er trollkrem en

Figur 4. Vaccinium vitis-idaea (Foto©: Rolf Hjelmstad).
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2.2 Legemiddelmetabolisme

2.2.1 Metabolisme

Nar et legemiddel administreres peroralt vil dedlierende grad na systemiske kretslgp
grunnet flere prosesser pa veien som kan elimiegemidlet, dette kalles farstepassasije-
metabolisme. Leveren er hovedorganet for slik n@tsime pa grunn av sitt hgye innhold av
legemiddelmetaboliserende enzymer. Til tross foteder tynntarmen sentral for begrensning
av biotilgjengeligheten pa grunn av at den metaleodir legemidler og andre xenobiotika far
systemisk opptak. P& denne maten reduseres legdsniibtilgjengelighet i farste instans.
Arsaken til dette er at legemidler som tas oraltpassere fra gastrointestinal lumen, gjennom
tarmveggen, for deretter & passere leveren famatedet systemiske kretslgp (Rowland and
Tozer 1995).

Legemiddelmetabolisme deles inn i to ulike biokjekei reaksjoner som klassifiseres som
fase 1 eller fase 2 reaksjoner. Fase 1-reaksjatreduserer en funksjonell gruppe pa
legemidlet via oksidasjon, reduksjon eller hydrely®enne typen reaksjoner fgrer generelt til
tap av farmakologisk aktivitet. | enkelte tilfellean det dannes metabolitter med potent
biologisk aktivitet eller toksiske egenskaper. Faseaksjoner konjugerer legemiddel eller
metabolitter med polare grupper for & gjgre detvaenlgselig sa det lettere blir eliminert fra
kroppen (Goodman et al. 2011).

2.2.2 Cytokrom P450 (CYP) systemet

Den fgrste delen av navnet, cytokrom, skyldes eengs fargepigment som gir leveren dens
karakteristiske brune farge. Den andre delen, Bd&Omer av at enzymene absorberer lys
med en bglgelengde pa rundt 450 et humane CYP-enzymsystemet bestar av heme-tiolat
enzymer (Lewis 2004), hvor enzymene klassifisetesdergrupper basert pa hvor lik
aminosyrefrekvensen er. Enzymer med mer en 40 Bétlikaminosyrefrekvens havner i
samme familie karakterisert ved et arabisk numrtier éorkortelsen CYP, for eksempel

CYP3. Ved mer enn 60 % likhet er enzymene i sanmubéamilie karakterisert ved en latinsk
bokstav, CYP3A. Deretter blir hvert enkelt isoenzianakterisert ved et nytt arabisk nummer
CYP3A4 (Anzenbacher and Anzenbacherova 2001).
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CYP-enzymfamiliene 1-3 metaboliserer legemidleandre eksogene stoffer og inneholder
det stgrste antallet av enzymer (Lewis 2004). Bagifende enzymfamiliene er hovedsakelig
involvert i metabolisme av endogene forbindelsen steroider, fettsyrer og prostaglandiner
(Lewis 2004).

CYP-enzymer er hovedansvarlig for legemiddelmeiabw@n som primaert finner sted i lever
og tarm. Mange legemidler er fettlgselig og maatarietaboliseres til mer vannlgselige
substanser fgr de kan skilles ut i nyrene. Omdaenedv legemiddel (LMH) skjer ved at det
binder seg til CYP-enzymets heme-gruppe’{Fsom gjar at det skjer en
konformasjonsendring av enzymet (Figur 5). Konfasjoasendringen gjar at det skjer en
elektronoverfgring fra NADPH via NADPH-P450-redueiatil Fé*-LMH-komplekset som
fgrer til at F&" reduseres til F&. Molekylaert Q binder seg til det reduserte komplekset og
dekomponerer det til # og (FeOJ*-LMH. Dekomponeringen skjer pa grunn av en ny
elektronoverfgring fra NADPH-P450-reduktase ellgiokrom ky i tillegg til overfgring av to
protoner. Til slutt blir legemidlet hydrolysert egzymet regenereres (Lin and Lu 2001).

Produkt
(LMQH)

Legemiddel
(LMH)

/[ roon | [ e y\{

(FeO)3*-LMH Fe3*-LMH

ho ﬁ J‘L—ej

H+
Fe2*OOH-LMH Fe2*-LMH

e i Fe2*0,-LMH 0,
MFmso reduktase
Cytokrom b .

Figur 5. Katalytisk syklus for CYP-enzymer (Rang aad Dale 2007).

F
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2.2.3 CYP3A-enzymer

CYP3A-enzymene representerer den kvantitativt ggtg subfamilien innen CYP-
enzymsystemet, bade med tanke pa utbredelse oigutaver, men ogsa med hensyn pa
metabolismegraden. Leveren er det organet med @é&3tenzymer deretter kommer tarmen.
CYP3A utgjer 40% av mengden CYP-enzymer i levergB8@% av mengden i tarmen (Figur
6) (Paine et al. 2006). Mye tyder pa at tarmenautgp viktig rolle i presystemisk CYP3A-
mediert metabolisme siden mengden CYP3A av totabidet av CYP i tarm er det dobbelte
av det samme forholdet i lever (Paine et al. 200&)P3A metaboliserer halvparten av
legemidlene som er i klinisk bruk (Goodman et 8lLP). Biotilgjengeligheten til legemidler
som inntas peroralt vil farst pavirkes av CYP3Arimen, far biotilgjengeligheten pavirkes av
CYP3A i lever. Den humane CYP3A-subfamilien bestaisoenzymene CYP3A4, CYP3A5,
CYP3A7 og CYP3A43 (Lewis 2004).

CYP2C9 (14%)

CYP2C19 (2%)
YP206 (0.7%)
A e CYP2J2 (14%)

INTESTINE

CYP2B6 (<1%) CYP2E1(9%)
CYP2AG (6%)

CYP206 (2%) JaaSYPIAZ (10%)

CYP2C (26%)

LIVER

Figur 6. Oversikt over CYP3A bidrag til totalt CYP-innhold i tarm og lever (Paine et al. 2006).

CYP3A4 er som tidligere nevnt det kvantitativt wjgte isoenzymet i CYP3A-subfamilien.
Det er rapportert store interindividuelle variagonhepatisk CYP3A4-uttrykk med 37
ganger forskjell i konsentrasjon (Shimada et a@4lThummel et al. 1994). Den

interindividuelle forskjellen i evnen til & metaksadre legemidler skyldes miljgmessige og
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genetiske variasjoner (Thummel et al. 1994). Enkfiviteten pavirkes av faktorer som mat,
drikke, infeksjoner, hormoner og bruk av andre teigier. | 2011 ble det oppdaget at
allelvarianten CYP3A4*22 er assosiert med lavt hiegaCYP3A4-uttrykk og CYP3A4-
aktivitet (Wang et al. 2011).

2.3 Legemiddelinteraksjoner

Interaksjoner oppstar nar et legemiddel eller ngsritiddel som pavirker aktiviteten til et
CYP-enzym kombineres med et annet legemiddel sgtedned av samme enzymet.
Farmakokinetiske interaksjoner oppstar nar et ledeeh eller naeringsmiddel forandrer
absorpsjonen, distribusjonen eller eliminasjonkettannet legemiddel slik at
plasmakonsentrasjonen i kroppen endres. Det kaneskjnduksjon eller inhibisjon av CYP-
enzymene. Ved induksjon gker CYP-aktiviteten slilkegemiddelet metaboliseres raskere
enn vanlig. Dette kan redusere konsentrasjoneaganiiddelet i kroppen slik at dosen blir
for lav. Ved en inhibisjon redusereres CYP-aktiateslik at legemiddelet metaboliseres
saktere enn fgr og pasienten vil fa gkt konsemnaay legemiddel i kroppen. Den forhgyede
legemiddelkonsentrasjonen kan medfare gkt risikdifdrkninger og toksiske effekter. |
prinsippet kan en alltid ved en farmakokinetisleraksjon justere ned eller opp dosen slik at

plasmakonsentrasjonen blir den samme som fgr iraudkY P3A4-hemmer.

2.4 Rekombinant in vitro modell

Hensikten medn vitro metabolismestudier er a predikere farmakokinetiskeoldin vivo.
Rekombinanten vitro modeller, der cDNA for de gnskede enzymene esfektert inn i
insekstsceller, kan benyttes i metabolismestudiensinsektsceller hverken har endogent
CYP eller UGT. Ein vitro system som dette kalles gjerne for baculosomg@nsklen
vanligste betegnelsen er supersomer etter handelsnd&upersomes ™ (Brandon et al.
2003).
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2.4.1 Midazolam som CYP3A4-modellsubstrat

Midazolam (MD2Z) er et lipofilt, basisk og korttidiskende benzodiazepin med en
molekylvekt pa 325,8 g/mol (Olkkola and Ahonen 2008idazolam metaboliseres
hovedsakelig av CYP3A4, men ogsa av CYP3A5 i enrishitan grad. Det fgrste trinnet i
metabolismen er at det skjer en hydroksylering aazolam til 1-hydroksymidazolam (1 -
OH) og 4-hydroksymidazolam(4'-OH). Hovedmetabatitiehydroksymidazolam er
farmakologisk aktiv, men 4-hydroksymidazolam ekina(Olkkola and Ahonen 2008).
Midazolam er en anerkjent probe pa CYP3A aktidtden den metaboliseres utelukkende av
CYP3A4 og CYP3A5 og er ingen hemmer av disse enngmigletabolismen av midazolam
kan dessuten korreleres til CYP3A-aktivitet i b&alen og lever, og kan pavirkes av

hemming, induksjon og interindividuell variasjonhi@hg et al. 2006).

2.5 Hensikt

Omtrent halvparten av legemidlene pa markedet robsaies via CYP3A4. Det har i de
senere arene veert gkt fokus pa interaksjoner metigktibzer og legemidler etter at det ble
oppdaget at furanokoumariner i grapefrukt er eemiatemmer av CYP3A4. | dagens
samfunn er det gkt fokus pa en sunn livsstil med mmtak av frukt og beer.

Malet med denne oppgaven var a ekstrahere hagablsbagsblabaer, tranebaer og tyttebaer
med ulike lgsemidler for deretter & undersgke akstne for CYP3A4-hemming og
antioksidant aktivitet. Samt fa informasjon om inhisstoffer i de forskjellige ekstraktene,
sammenligne innhold av substanser i de forskjebaggtypene og om mulig relatere
CYP3A4-hemming til innholdsstoffer.
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3 Materialer og metoder

3.1 Tilberedning av baermateriale

Prinsipp
Baerene ma knuses og tarkes far baerene blir pudveog ekstrahert med ulike lgsemidler.

Dette gjares for & fa en mest mulig effektiv ekstjan hvor man trekker ut gnskede stoffer.

Materiale

Tabell 1. Oversikt over de ulike beerene som har hli benyttet til ekstraksjon.

Baermateriale Produsent Opprinnelsesland Mengde (g)

Hageblabaer Bama Nederland 635

Skogsblabaer Bama Sverige 453

Tranebaer Habelman Bros USA 1031
Company

Tyttebeer Bama Sverige 924

Utstyr

Stor morter og pistill
Liten morter og pistill
Rundkolber

Prosedyre
1. Frosne beaer ble knust i morter med pistill ogrimre til rundkolber.

2. Det knuste beermaterialet ble satt til innfrygriiram til frysetarking.
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3.1.1 Frysetarking

Prinsipp

Frysetarking er en metode som benyttes for a fjeama fra nedfryst materiale. Dette skjer
ved en temperatur under 0 °C og trykket ma vaereréagnn metningstrykket til is.
Vanndampen som blir dannet, fiernes ofte ved uting pa en kald overflate (Lorentzen
2013).

Materiale

Frosne og knuste baer av hageblabaer, skogsblabembier og tyttebaer
Ekstrakter av hageblabeer, skogsblabeer, tranebsgttelgeer

Utstyr

Fryser -20° C

Metanolbad - 40 °C, Hetofrig (Heo Birkergd, Danmark
Frysetgrker, Alpha 1-4 CHRIST (Vakuum-Service ABrénskog)
Rundkolbe

Prosedyre for frysetarking av baer
1. Rundkolbe med fryst og knust baermateriale liepsafrysetarker og ble staende til det var
tort eller til det ikke ble tarrere.

Prosedyre for frysetgrking av lgsninger
1. Baerekstraktlgsningene ble overfart til rundkolie fryst ned pa metanolbad.
2. Rundkolbe med fryst baerekstraktlasning blesafrysetarker og ble staende til det var

tart eller til det ikke ble tarrere.

3.1.2 Varmeskap

Prinsipp
Et varmeskap har regulerbar varme og kan bruk@sttitke plantemateriale. lkke alle

beertypene virket helt tarre etter frysetgrkingiedle ytterligere tarket i varmeskap.
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Materiale
Tyttebeer
Skogsblabeer

Utstyr
Varmeskap: Termaks, temperatur mellom 40-44 °C34tmer.

Aluminiumsfolie

Prosedyre

1. Baerene ble fordelt utover pa en aluminiumsfotjesatt i varmeskap til de var tarre.

3.1.3 Pulverisering av de tgrkede baerene

Prinsipp:

Baerene pulveriseres far ekstraksjon for a fa estshaulig utbytte.

Materiale
Tarket hageblabaer, skogsblabaer, tranebaer og tyttebae

Utsyr
Hansker
Liten morter og pistill

Stor morter og pistill
Prosedyre

1. Beerene ble fagrst grovknust ved hjelp av hanskield hender.

2. Deretter ble baerene pulverisert med morter stjlpi
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3.2 Ekstraksjonsmetoder

Ved & benytte ulike ekstraksjonsmidler basert [t lgser likt” prinsippet vil ulike
forbindelser ekstraheres ut fra baermaterialene.

Det ble benytter fire typer ekstraksjonsmidler drkhetan, 96%-etanol, 50%-etanol og vann.

3.2.1 Ekstraksjon av baeermateriale med organiske lgs  emidler ved
hjelp av Soxhlet

Figur 7. Soxhletobpsett.

Prinsipp

Ved ekstraksjon med Soxhlet er det mulig a trekkikke-flyktige, kiemiske komponenter fra
faste stoffer. Figur 7 viser hvordan et Soxhletapipser ut. Organiske lgsemidler blir varmet
opp til kokepunktet hvor de fordamper. Deretterjalds dampen i en tilbakelgpskjgler (1) og
renner ned i beholderen med baermateriale. Veeskaelesapp i en Soxhletekstraktor (2)
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hvor filteret med baermaterialet er plassert. Slikdtoffer som er Igselig i det aktuelle
lasemiddelet ekstrahert. Ekstraksjonen kan utfeved lipofile Iasemidler som ekstraherer
lipofile stoffer eller polare Igsemidler som Igpeitare stoffer. Ekstraktet samles opp i
rundkolben (3) som i utgangspunktet inneholdt lesémiddel. Oppvarmet Igsemiddel
fordampes kontinuerlig og resirkuleres. Siden dett dukket system vil ekstraksjonen ga

kontinuerlig sa lenge det tilfares varme (Jensev20

Materiale
Tarket hageblabeer, skogsblabeer, tranebaer og tyttebee

Utstyr

Soxhletekstraktor med tilbakelgpskjgler
Filter til Soxhletekstraktor
Varmemantel

Rundkolbe, 2000 ml

Aluminiumsfolie

Prosedyre

1. Filteret til Soxhletekstraktor med innveid beengae ble plassert i Soxhletekstraktoren, og
rundkolben ble fylt opp med Igsemiddel.

2. Rundkolben ble satt opp i varmemantelen.

3. Kjglevannet og varmen ble skrudd pa, og matgrkde ekstrahert over en tilstrekkelig
tidsperiode, ofte til ekstraksjonslgsningen vagéws, avhengig av lgsemiddel og materialet

som ble ekstrahert.

3.2.2 Ekstraksjon med diklormetan

Diklormetan er et lipofilt lasemiddel og vil ekdtiere ut de upolare, lipofile stoffene fra

baerene.

Materiale

Tort materiale fra hageblabaer. Mengde: 58,929
Tart materiale fra skogsblabzer. Mengde: 36,81g
Tart materiale fra tranebaer. Mengde: 60g.

Tart materiale fra tyttebaer. Mengde: 60g.
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Reagens
Diklormetan (Sigma-Aldrich), 1500 ml

Utstyr

Soxhletutstyr se under Soxhletekstraksjon

Prosedyre

1. En rundkolbe pa 2000 ml ble fylt med 1500 mlalifnetan og plassert i varmemantel.
2. Innveid materiale ble ekstrahert ved hjelp axtetekstraktor.

3. Ekstraheringen foregikk til lasningen som blstehert ut av materialet var fargelgs.

4. Ekstraktet ble dampet inn til tarrhet pa rotawrapg vannbad.

3.2.3 Ekstraksjon med 96%-etanol

Etanol er mindre polart enn vann, men samtidigdiban med vann i alle forhold. 96%-etanol
er bade lipofil og hydrofilt. Dermed vil upolarekponenter som ikke ble ekstrahert ut i

diklormetanekstraktet bli ekstrahert ut her.

Materiale
Tart restmateriale etter ekstraksjon med diklormeta

Reagens
96%-etanol (Farmasgytisk Institutt (F1)), 1500 ml

Utstyr

Soxhletutstyr se under Soxhletekstraksjon

Prosedyre

1. En rundkolbe pa 2000 ml ble fylt med ml 96%-etary plassert i varmemantel.

2. Restmaterialet fra diklormetanekstraksjonerekigrahert ved hjelp av Soxhletekstraktor
3. Ekstraheringen foregikk til lasningen som blstehert ut av materialet var fargelgs.

4. Ekstraktet ble dampet inn til et lite volum péavapor og vannbad.

5. Resten av vaesken overfgres til en mindre ruhaksdm er tarert pa forhand.
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6. Den store kolben etterskylles med litt 96%-eta@oon overfares til liten rundkolbe.

7. All veesken dampes inn til tgrrhet og veies.

3.2.4 Ekstraksjon med 50%-etanol

50%-etanol inneholder mer vann enn 96%-etanol bderior kunne ekstrahere ut mer polare

forbindelser enn 96%-etanol.

Materiale

Tart restmateriale etter ekstraksjon med 96%-etanol

Reagens
96%-etanol (FI), 500 ml
Destillert vann (FI), 500 ml

Utstyr
Tilbakelgpskjaler
Varmemantel
Rundkolbe, 2000 ml

Prosedyre

1. Restmaterialet etter ekstraksjon med 96%-etaleabverfart til en rundkolbe pa 2000 ml
0og 1000 ml 50%-etanol ble tilsatt.

2. Rundkolben ble plassert i varmemantel og tilbapskjaler koblet til.

3. Restmaterialet ble ekstraherti 2 timer

3.2.5 Ekstraksjon med vann

De mest polare forbindelsene som ikke er ekstraliesit ekstraheres ut med vann.

Materiale

Tart restmateriale etter ekstraksjon med 50%-etanol

Reagens
Destillert vann (FI), 2000 ml
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Utstyr
Tilbakelgpskjaler
Varmemantel
Rundkolbe, 2000 ml

Prosedyre

1. Restmaterialet etter ekstraksjonen med 50%-el@overfart til en rundkolbe pa 2000
ml, og 1000 ml destillert vann ble tilsatt.

2. Rundkolben ble plassert i varmemantel, og ti#bagskjaler ble koblet til.

3. Restmaterialet ble ekstrahert i 2 timer.

3.2.6 Filtrering

Filtrering er en metode som benyttes for & fiemé,sulgste partikler fra en lgsning

Materiale

Baerekstrakter

Utstyr

Erlenmeyerkolbe med utlgp for vannsug
Filterpapir Whatman, qualitative 1
Foldefilter

Glasstrakt

Nutsj med vannsug

Prosedyre
1. Baerekstraktene av diklormetan og 96%-etandliliiert ved hjelp av glasstrakt og
foldefilter.
2. 50%-etanolekstraktet og vannekstraktet bleefiltved hjelp av nutsj med vannsug.

3. Filtratet ble overfart til glasskolbe.
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3.2.7 Sentrifugering

Sentrifugering benyttes for & sedimentere ulgserae i en lgsning. Dette skjer i en

sentrifuge med rotasjon i sveert hgy hastighetlukket beholder.

Materiale
50%-etanolekstrakt av hageblabeer, skogsblabaeeb@anog tyttebzer

Vannekstrakt av de samme baertypene

Utstyr
Sentrifugebeholder med skrukork, 1000 ml

Sentrifuge, Multifuge Heraeus Kendro (Tamro)

Prosedyre
1. Ekstraktene ble overfart til hver sin sentrifoglkolder med skrulokk.
2. Hvert ekstrakt ble sentrifugert i 10 minutterd#00 omdreininger pa 20° C.

3. Supernatanten ble tatt vare pa.

3.2.8 Inndamping pa rotavapor

Rotavapor benyttes til inndamping av lgsninger kajrakter for a redusere vaeskemengden
og oppkonsentrere Igsningen, eller & dampe inaristoff. Dette skjer under vakuum og ved
oppvarming av det som skal dampes inn i et lukkstesn. Nar trykket senkes fordamper

lasemiddelet. Dampen avkjgles i en tilbakelgpskjaterenner ned i en samlekolbe.

Materiale

Beerekstraktlgsninger

Prosedyre

1. Baerekstraktlgsningene ble overfart til en tateltbe, 50%-etanolekstraktet og
vannekstraktet ble dampet inn til cirka litt unté@tvparten av opprinnelig veeskevolum.

2. Diklormetanekstraktet ble dampet inn til tarrhet

3. 96 %-etanolekstraktet ble dampet inn til miniet@nolrest. Resten i kolben ble satt i
fryseren, men lot seq ikke frysetgrke. Det ble algtifsatt vann og forsgkt dampet inn pa nytt.

4. Alle kolbene med baerekstrakt ble fryst ned péamebad og satt pa frysetarker.
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3.3 Undersgkelse av CYP3A4-inhiberende aktivitet

Prinsipp

Midazolam brukes ofte som CYP3A4-modellsubstiatiitro ogin vivo studier.

Metabolismen av midazolam skjer via av CYP3A4 ogR3G¥5, og metabolittene som dannes
er 1°-hydroksy-midazolam (1'-OH-MDZ) og 4 -hydroksydazolam (4 -OH-MDZ). | disse
forsgkene studeres ulike baerekstrakters evnénéhdme CYP3A4.

Baermateriale
Frysetgrket materiale fra diklormetanekstrakt, 9&@#nolekstrakt, 50%-etanolekstrakt og
vannekstrakt av hageblabaer, skogsblabaer, tranepsgitebaer

Tilberedning av prgvene
Frysetgrket materiale fra diklormetanekstrakten®@¥-etanolekstraktene ble lgst i metanol.
Til & lgse materiale fra frysetgrkede 50%-etandtakser ble det brukt metanol og vann i

forholdet 1:1. De frysetgrkede vannekstraktenddsei vann.

Screening
Diklormetanekstrakt, 96%-etanolekstrakt, 50%-etakstrakt og vannekstrakt av hageblabeer,

skogsblabzer, tranebzer og tyttebaer i konsentrasjog/l og 0,5 mg/ml
Fortynninger

Tabell 2. Fortynningsrekke tranebaer diklormetanekstakt i konsentrasjon (mg/ml).

0,5 0,25 0,05 0,025 0,005 0,0005

For & bestemme Kgverdien som er den konsentrasjonen som gir 504ksgon av
CYP3A4-aktiviten, ble det lagd en fortynningsreldkediklormetanekstraktet av tranebaer
(Tabell 2). Arsaken til at dette ekstraktet blegvalr at det er utfart studier tidligere som viser
at lipofile ekstrakter fra tranebaer hemmer CYP3K#én(et al. 2011). Utifra denne kurven ble
det lagd inn flere punkter i fortynningsrekken (€HI3).
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Tabell 3. Fortynningsrekker av diklormetan- og 50%-etanolekstrakter av hageblabaer, skogsblabaer,

tranebeer og tyttebeer i konsentrasjonen (mg/ml).

0,5 0,25 0,2 0,125 0,1 0,05 0,025 0,005 0,0005

Reagenser
Bufferblandingslgsning:
200 mM Tris-HSOy (pH 7,4)
20 mM MgSQ

10 mM NADPH

Midazolamlgsning:

20 UM midazolam i bufferblandingslgsning

Internstandard (I.S.):
44 nM diazepam (DIA) i etylacetat

Mikrosomer:
Insektsmikrosomer som uttrykker human CYP3A4 + kg b; (BD Gentest)
Fortynning 1:64 (mikrosom:Tris-4$0y)

Etylacetat

Mobilfase til & relgse praven i
74 ul vann
50 ul acetonitrill

Utstyr

Reagensglass

Stoppeklokke

LC-MS rar

Knust is til avkjgling av etylacetat

Vannbad med risting (Jubilee)
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Prosedyre

1. @nsket konsentrasjon av beerekstraktene ble égstet Igsemiddel.

2. Et volum pa 10 pl av praven ble pipettert utrieagensrgr uten avdamping av prave. Et
volum pa 139 pl bufferblandingslgsning ble tilggitsammen 149 pl). | hvert forsgk ble det
benyttet en kontrollprgve bestdende av 139 pl bhifiadingslgsning og 10 pl av det
lzgsemiddelet praven er ekstrahert i, i tilleggetilkontrollprgve bestdende av 149 pl
bufferblandingslgsning.

3. Det ble tilsatt 50 pl mikrosomer. Rgrene bldnkebert i 15 minutter ved 37° C pa svak
risting.

4. Rgrene ble tilsatt 22 pl 20 uM og inkuberts inutter ved 37° C pa svak risting.

5. Etter 7,5 minutter ble rgrene tatt ut av vamigbag tilsatt 220 pl iskald etylacetat tilsatt
DIA som |.S. Ved tilsetning av etylacetat vil detrohes to faser; en polar og en upolar fase.
Proteiner og sukker vil lgse seg i vannfasen, maidazolam, metabolitter og I.S. lgses |
etylacetat. DIA brukes som |.S. for & korrigerefariasjoner under LC-MS kjgringene.

6. Reagensraret ble ristet forsiktig pa for & daorfaser. Etylactetatfasen ble pipettert av og
overfart til et LC-MS rar.

7. Vannfasen som var igjen i reagensraret blettiB20 pl etylacetat pa nytt for a fa med
enda mer av metabolittene som er lgselig i etyddcet

8. Etylacetatfasen ble dampet inn til tarrhet undgogengass og relgst i mobilfase. Pravene
ble blandet godt pa whirlmixer.

9. Prgvene ble satt i fryseren med parafilm ovaeldiskulle analyseres.

LC-MS

LC-MS (Liquid Chromatography- Mass Spectrometrygerkromatografisk analysemetode
som bestar av en vaeskekromatograf som er kobleetmedssespektrometer. LC brukes for a
separere stoffene i en prgvelgsning, mens MS bradkesdetektor (Pedersen-Bjergaard and
Rasmussen 2010). LC-MS ble benyttet for a analydeteydroksylerte metabolittene av
midazolam, 1-hydroksy-midazolam og 4-hydroksy-malam.

Apparatur LC-MS

Autosampler/injector. Type Sil-10AD VP, Leveran@himadzu Japan
Blandekammer, FCV-10ALVP, Shimadzu Japan

Degasser, DGU-14A, Shimadzu Japan
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Massespektrometer, LC-MS-2010 A, Shimadzu Japan
Kolonne, Intertsil C8, 50 mm lengde 3 mm indre désen, 5 UM partikkelstarrelse, Varian,
USA

Reagenser

Mobilfase A:

0,05 M ammoniumformiat-buffer pH 4,4
NH3 25% 4,036ml

Konsentrert HCOOH 2,125 ml

lonebyttet vann 1 liter

Mobilfase B:
95% Acetonitril
5% Metanol

Prosedyre
Kromatografisk metode ble tatt i bruk for & sepametabolittene 1°-OH-MDZ og 4 -OH-
MDZ som har samme masse/ladningsforhold. For a @plette ble det benyttet

gradienteluering.

Beregning av CYP3A4-inhiberende aktivitet

Ved hjelp av dataprogrammet LCMS-solution ble tapytene og retensjonstidene til 1'-OH-
MDZ og 4 -OH-MDZ beregnet. Deretter ble hemminggrdannelsen av 1'-OH-MDZ (som
mal pa CYP3A4-aktivitet) beregnet pa falgende mate:

Gjenveerende CYP3A4-aktivitet(%)= ((topphgydel -OH-
MDZ/topphgydel.S.)/(topphaydekontroll/topphgydek8ntroll) * 100%

Hvor topphgydene i forsgkene mellom metabolittragrnstandard ble sammenlignet med
kontrollprgven. Alle grafene ble lagd ved a benikie lineaer kurvetilpasning i
dataprogrammet GraphPad Prism® (versjon 5.01; Graplsoftware). 16- verdi og
regresjonskoeffisient @R av fortynningsrekkene ble beregnet. Standarda¢®ik) ble

beregnet ved hjelp av Windows Excel.
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3.4 DPPH-Scavenging

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)-scavengingeermetode som brukes til & bestemme
antioksidanteffekten til en forbindelse. DPPH estabilt frittradikal som pa grunn av det
uparede elektronet har sterk absorbans ved 517 leisning har radikalet en mgark fiolett
farge. Ved reaksjon med en radikalscavenger vilgatede elektronet i DPPH bli paret.
DPPH-radikalet omdannes til DPPH-H. Dette gjarestoabansen reduseres. Dette kan ogsa
detekteres visuelt ved at fargen skifter fra fiolgigult (Malterud et al. 1993).

Dette prinsippet kan utnyttes til 8 male radikalsrayer aktiviteten til en substans.
Absorbansen males ved 517 nm fgr og etter tilsgtainprgven til DPPH. Ved
radikalscavengereffekt vil det bli observert engaaty i absorbans. Nedgang i absorbans er
relatert til mengde og aktivitet av radikalscavenge

Hvor mange prosent radikalscavenging testsubstagis&an beregnes ved hjelp av denne
formelen:

100%* (Ao-An)/(Ao-Ap)

hvor As= startabsorbans ( korrigert for egenabsorbanssisubstans og fortynning)

A= sluttabsorbans etter reaksjon med testsubstans

A= egenabsorbans ved sluttproduktet DPPH-fiséites ofte til 0.

Materiale
Frysetgrkede diklormetanekstrakter, 96%-etanolakitr, 50%-etanolekstrakter og

vannekstrakter av hageblabeer, skogsblabeer, tramepbatebaer.

Kjemikalier

DPPH (1,1-Difenyl-2-pikrylhydrazyl)-pulver
Metanol

Dimetyl sulfoksid (DMSO)

Destillert vann (FI)

Utstyr
UV-spektrometer Libra S32 PC
Kuvetter av kvarts

Plastikkspatler
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Multipipette 0,05ml
Pipette 2,95 ml
Erlenmeyerkolbe
Magnetragrer
Magnet
Begerglass
Pipettespisser
Erlenmeyerkolbe

Tilberedning av prgvene

Diklormetanekstraktene og 96 % etanolekstrakteaddsit i DMSO, 50 % etanolekstraktene
ble lgst i DMSO og destillert vann i forholdet Tnd@ vannekstraktene ble lgst i destillert vann.
Diklormetanekstraktet av tranebeer ble ikke fulldignigst, og pravene ble sonikert pa
ultralydbad for & lgse opp mer av stoffet. Utgaogsientrasjonen pa prgvene var 167ug/ml.
Nar ekstraktet var aktivt, ble det lagd en fortyrnpa halvparten av konsentrasjonen 47,7

png/ml og videre nedover til ekstraktet ikke lengar aktivt lenger.

Prosedyre

1. DPPH-pulver lgses i metanol (ca 0,04 mg/ml) edanmeyerkolbe og blandes ved hjelp av
magnet og magnetrgrer. Lgsningen skal gi en koregah som gir en absorbans pa ca 1 ved
517 nm.

2. Et volum pa 2,95 ml DPPH ble tilsatt i tre kyteet og absorbansen ble malt ved 517 nm i
UV-apparatet. Absorbansen ble notert.

3. Ved hjelp av multipipette ble det tilsatt 50gvltestlgsningen til hver kyvette. Det ble rgrt
godt i alle 3 pravene med en plastikkspatel. 5 tenetter tilsetning av testlgsningen ble
absorbansen malt pa nytt. Absorbansen ble notert.

4. Innholdet i kuvetten ble tamt i et begerglassvéditen ble vasket med metanol tre ganger
og satt ned pa papir for a tgrke slik at de varektd neste maling.

5. Prosedyren overfor ble gjentatt pa resten avae.
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3.5 'H NMR

Prinsipp

NMR (Nuklezer Magnetisk Resonans) er en spektroskapetode som benyttes til a
bestemme den kjemiske strukturen pa ukjente orgamisbindelser. Det er atomkjernenes
absorpsjon av elektromagnetisk straling som magR. Signalene i etH NMR-spekter
ligger i omradet 0-15 ppm.

Materiale
Frysetgrket materiale av diklormetanekstrakt, 9ét#oltekstrakt og 50 %-etanolekstrakt av

hageblabeer, skogsblabeer, tranebaer og tyttebaer

Kjemikalier
Deuterert vann (tungtvann)
Deuterert metanol

Deuterert kloroform

Tilberedning av prgvene
Frysetgrket materiale av diklormetanekstraktenddsei deuterert kloroform. Deuterert
metanol ble brukt til & lgse materiale fra 96%-etakstraktene. Pravene av 50%-

etanolekstraktene ble Igst i deuterert vann.

Utstyr

'H NMR-apparat Bruker DPX 300
NMR-prgveglass
Engangspipetter av glass

Smokk

Prosedyre

1. Frysetarket materiale ble tilsatt egnet lgseelidd

2. Pravene ble overfart til NMR-pragveglass og kagkapp med merking ble satt pa.
3. Pravene ble kjgrt gl NMR-apparat.
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4 Resultater og diskusjon

4.1 Beerekstraktene

Hageblabaer, skogsblabzer, tranebeer og tyttebagkditaleert i fire trinn med diklormetan,
96%-etanol, 50%-etanol og vann. Ekstraktene blersmkt for CYP3A4-inhiberende
aktivitet og for antioksidant effektH NMR ble utfgrt for & f& informasjon om innholdsf$er
i de forskjellige ekstraktene, og sammenligne indlay substanser i de forskjellige

baertypene og om mulig kunne relatere aktivitehtiholdsstoffer.

4.2 Undersgkelse av CYP3A4-inhiberende aktivitet
av ulike beerekstrakter

140
120
£ 10
-
v
5
k-
? 80
3 = Hageblibaer
8 = Skogsblabaer
® 60
g u Tranebaer
g u Tyttebaer
2 40
o

20
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DM 96% S0% Vann
Smg/ml etanol etanol Smg/ml
Smg/ml Smg/mi

Figur 8. Gjenveerende CYP3A4-aktivitet (%). Effekt av ulike ekstrakter i konsentrasjonen

5 mg/ml fra hageblabaer, skogsblabzer, tranebaer og tigbaer. Det ble kun utfart en parallell for & screae
hvilke baer som var aktive.
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Figur 9. Gjenvaerende CYP3A4-aktivitet (%). Effekt av ulike ekstrakter i konsentrasjonen
0,5 mg/ml fra hageblabeer, skogsblabaer, tranebeer dgttebaer. Det ble kun utfart en parallell for &
screene hvilke beer som var aktive.

Den innledende screeningen viste at alle fire dikietanekstraktene hemmet CYP3A4-
aktiviteten fullstendig i en konsentrasjon pa 5 migfFigur 8). Screeningen av
diklormetanekstraktene i konsentrasjonen 0,5 mfinglur 9) viste en tilsvarende tendens
som for den hgyere konsentrasjonen med hemmingr&@884. Oppsummert viste alle
diklormetanekstraktene lignende grad av CYP3A4-hamgnSom tidligere beskrevet, ble det
lagd fortynningsrekker for a bestemmegd@erdier, som er den konsentrasjonen som gir 50%
reduksjon av CYP-aktiviteten.

Diklormetanekstraktet av tranebaer (Figur 10C) vesteCYP3A4-hemmende effekt med en
ICso-verdi pa 64454 pg/ml (Tabell 4). Dette er i sammswad Kim et al. som nylig rapporterte
hemming av CYP3Ad4n vitro av substanser i tranebaer, og maslininsyre, conssoé og
ursolinsyre ble isolert og identifisert somvitro CYP3A4-hemmere (Kim et al. 2011).
Maslininsyre og corosolinsyre ble isolert fra kifmonekstrakt, og ursolinsyre ble isolert fra
hexanekstrakt, som begge er lipofile ekstrakterirBivo studie utfart pa rotter har tidligere
vist at tranebaerjuice hemmet farste passasje ntadem | tarmen av nifedipin som er et
CYP3A4-substrat, men en klinisk studie viste ingegaraksjoner med tranebaerjuice og

CYP3A4 i mennesker (Lilja et al. 2007). De aktivdstansene som hemmer CYP3A4 i
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tranebeer kan variere avhengig av sort, dyrkestadaisgunkt for innhgstning. | en studie ble
fem forskjellige tranebaerjuicer undersaktitro for a finne ut om noen av typene var i stand
til & hemme CYP3A4. Den mest potente juicen blksj@nert, og det viste seg at de lipofile
ekstraktene ga sterkest CYP3A4-hemming. Den mashpotranebaerjuicen ble gitt til 16
friske, frivillige, og det ble observert en gknipg 30% av arealet under kurven (AUC) av
midazolam. @kningen i AUC var sannsynligvis et tegiav CYP3A4-hemming i tarm (Ngo
et al. 2009).

Diklormetanekstraktet av skogsblabaer (Figur 10Bhnet CYP3A4 med en Kgverdi pa
72+19 pug/ml (Tabell 4). Det har ogsa blitt funnenitidligere masteroppgave at
diklormetanekstrakt av skogsblabzer hemmet CYP3Ayu{n 2010). Hageblabeers
diklormetanekstrakt (Figur 10A) hemmet CYP3A4 mad@sy-verdi pa 56+25 pg/ml (Tabell
4). Det er interessant & observere at hageblabakoggblabaer har forskjellige d&verdier,
idet hageblabaer har noe lavergg€erdi for hemming av CYP3A4 enn skogsblabeer. et b
imidlertid nevnes at standardavviket i disse foesmker relativt hgyt, sa det er uvisst om det
er en forskjell pa de to beerekstraktene i & hemie3a4. Ytterligere studier med
hageblabeer og skogsblabzer ma utfares far en kddukiene. Fra far fins det ingen studier pa
CYP3A4-hemming av hageblabeer. Diklormetanekstratayttebzer (Figur 10D) hadde en
ICso-verdi for hemming av CYP3A4 pa 62+10 pg/ml (Tal#@ll Det foreligger heller ingen
studier pa CYP3A4-hemming av tyttebeer.

En tilsvarende tendens som hos diklormetanekstmakieed hemming av CYP3A4 ble vist
hos 50%-etanolekstraktene. Alle 50%-etanolekstrektemmet CYP3A4 fullstendig (Figur
8). Screeningen av 50%-etanolekstraktene i korasgotren 0,5 mg/ml (Figur 9) viste at
beerene hemmet CYP3A4 i ulik grad. Hageblabzer ogsékébaer hemmet CYP3A4 i starre
grad en tranebaer og tyttebeer. Hageblabaers 50%kakatmakt (Figur 11A) hadde endg
verdi for hemming av CYP3A4 pa 425+229 pg/ml (TaBel Skogsblabaers 50%-
etanolekstrakt (Figur 11B) hemmet CYP3A4 med ep-i@rdi pa 367+247 ug/ml (Tabell 4).
Tranebeers og tyttebesers 50%-etanolekstrakt (FighrdglD) hemmet ikke CYP3A4 i
testkonsentrasjonene. Ut ifra screeningen hemrkettilanebaer og tyttebser CYP3A4 i s&
grad som hageblabaer og skogsblabaer, og konsensasjcadet burde vaert hgyere for a
kunne bestemme eventuellesg@erdier. Pa grunn av problemer med analysen (LC-MS
maskinen) ble analyseresultatene sent ferdig. Ressvar det derfor ikke mulighet til & gjore
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forsgkene med tranebaer og tyttebeer i hgyere koasg@nier.

Resultater fra screeningen viste at CYP3A4 ble hemmarierende grad av 96%-
etanolekstraktene i en konsentrasjon pa 5 mg/rgu(F8). Tyttebaerekstraktet viste starre
grad av hemming enn de andre ekstraktene. | kosgonen 0,5 mg/ml (Figur 9) viste ikke
96%-etanolekstraktene inhiberende effekt pa CYP3/hnekstraktene fra alle beerene,
bortsett fra tyttebaer hemmet CYP3A4 i konsentrasjos mg/ml (Figur 8). | konsentrasjonen
0,5 mg/ml (Figur 9) viste vannekstraktene ingeriiarende effekt pa CYP3A4.

Tabell 4. ICs-verdier for CYP3A4-hemming av ulike baerekstraktermed den tilherende R-verdien.

Resultatene er oppgitt som gjennomsnitt +SD (n=3).

Materiale 1’-OH-MDZ R2
ICs0 (ng/ml)

Hageblabaer-DM 56+25 0,91
Skogsbliabzer-DM 72+19 0,86
Tranebzer-DM 64+54 0,86
Tyttebaer-DM 62+10 0,85
Hageblabaer- 50 % EtOH  425+229 0,42
Skogsblabzer-50 % EtOH  367+247 0,39

Som nevnt tidligere fins det CYP3A4 i tarmen somntabeliserer legemidler og andre
xenobiotika i kroppen. | fgrste omgang vil muligelessCYP3A4-inhiberende stoffene i
baerekstraktene hemme CYP3A4 i tarm, og dermediélimer legemiddel tilgjengelig. Neste
trinn som pavirker biotilgjengeligheten til legerdiet er metabolisme i leveren. Om de
CYP3A4-inhiberende stoffene kommer til leveren ag kemme CYP3A4, vil ogsa dette
bidra til en hgyere plasmakonsentrasjon av legeateddlersom det er substrat for CYP3A4.
Forsgkene er kun utfart vitro. Det vites ikke om de studerte beerekstraktene resmm
CYP3A4 i kroppen, ogn vivo studier ma utfgres for & si noe om funnene ers#inélevante.
Imidlertid har det som nevnt ovenfor tidligere vaast at tranebaer gkte AUC av midazolam

in vivo, sannsynligvis ved hemming av CYP3A4 (Ngo et a09.
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Et annet forhold som er avgjgrende for relevanse@¥P3A4-hemmingen, er hvilken
dggndose av baer som gir en relevant konsentrag@ppen som kan hemme CYP3A4. Det
sier seg selv at dersom dggndosen av beer som ta& fion & oppna CYP3A4-hemming er

lav, har funnet stgrre betydning, enn om dggndasdreer som ma inntas er veldig hay.

Ut ifra de ulike ekstraksjonene som inneholder tarnser som hemmer CYP3A4, ser vi at de
har forskjellig lzselighet. Maten baerene er tillérga kan muligens ha betydning for den
hemmende effekten. Ved inntak av hele beer vil dérsédy alle substansene som hemmer
CYP3AA4. | juice og saft vil en for eksempel baré $&g de vannlgselige stoffene. |
juiceproduksjon av baer er det vanlig & presse besignat en ikke far med skallet i juicen.
Hos grapefrukt er det observert at det er avgjaréadCYP3A4-hemmingen hvilken del av
frukten som inntas, idet furanokoumariner sittekallet pa grapefrukten (Molden and Spigset
2007).
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representerer gjennomsnitt+SD (n=3).
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4.3 Radikalscavenging aktivitet

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) er et stabdtlikal som kan benyttes for & male om en
substans har antioksiderende aktivitet. Substangseeda en evne til & scavenge eller fange
det uparede elektronet. d&verdien er konsentrasjonen av prgven som marta fgi en
reduksjon pa 50% av DPPH-aktivitet. Jo laverey¥&rdi desto hgyere antioksidant aktivitet

har pregven.

Skogsblabeers 50%-etanolekstrakt viste den hgyesli&alscavenger aktiviteten med en
ICso-verdi pa 36 pg/ml (Tabell 5). Radikalscavengintwateten til skogsblabaer er
konsentrasjonsavhengig, se grafisk fremstillingesultat (Figur 12B). Dette er i trad med at
skogsblabaer er kjent for sitt hgye innhold av asiidanter (Savikin et al. 2009).
Hageblabaers 50%-etanolekstrakt viste en radikadsaper aktivitet med en kgverdi pa

45+2 pg/ml (Tabell 6). Jo hgyere baerkonsentrasgstodhgyere radikalscavenger aktivitet
har hageblabaer (Figur 12A). Sammenlignet med skalgady er det interessant a se at

hageblabeer inneholdt mindre antioksidanter.

Tranebaers 50%-etanolekstrakt viste ogsa en radikadager aktivitet med endgverdi pa
48+2 pg/ml (Tabell 7). Radikalscavenging aktivitets tranebaer er konsentrasjonavhengig,
se grafisk fremstilling av resultat (Figur 12C)leAb0%-etanolekstraktene viste en lignende
radikalscavenger aktivitet bortsett fra tyttebaan s@r inaktivt (Tabell 8). Tatt i betraktning

at 50%-etanolekstraktene hemmet CYP3A4 kan muligersubstansene i ekstraktet som
hemmer CYP3A4 vaere antioksidanter. Dette er i samsed en ny studie som viste at 50%-
etanolekstrakt av aroniabzer som hemmet CYP3A4,ehaddadikalscavenger aktivitet pa
25+5 pg/ml (Braunlich et al. 2013). Videre ble 5@¥anolekstraktet fraksjonert pa kolonne
med metanol og hadde en radikalscavenger effeRt§#2 pg/ml (Braunlich et al. 2013). En
slik fraksjonering ville veert interessant & utfered tranebzer ogsa.

Diklormetanekstraktene fra samtlige baer var inak(ivabell 5,6,7 og 8). Bade 96%-

etanolekstraktene og vannekstraktene av alle bagisteeen moderat radikalscavenger
aktivitet (Tabell 5,6,7 og 8).
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Tabell 5. DPPH-scavenging (%) av skogsblabeer. Resalene er oppgitt som gjennomsnitt+SD (n=3).

Beerekstrakt 167 pg/ml 83,3 ug/ml 41,7 pg/ml 20,8 (gl IC so(ng/ml)
Diklormetanekstrakt -10,6+0,8 - = - _
96%-etanolekstrakt 57,9+1,6 - - - -
50%-etanolekstrakt  89,4+0,6 76,1+3,2 55,4+2,3 27,5%1,2 36+2
Vannekstrakt 27,8%+4,6 - - - R

Tabell 6. DPPH-scavenging (%) av hageblabaer. Resatene er oppgitt som gjennomsnitt+SD (n=3).

Beerekstrakt 167 pg/ml 83,3 ug/ml 41,7 pg/ml 165 (ug/ml)
Diklormetanekstrakt -0,3%0,8 - = -
96%-etanolekstrakt  30,9+1,1 - - -
50%-etanolekstrakt  89,5+0,7 77,7£2,6 46,9+0,9 45+2
Vannekstrakt 10,9+2,2 - - -

Tabell 7. DPPH-scavenging (%) av tranebaer. Resultahe er oppgitt som gjennomsnitt=SD (n=3).

Beerekstrakt 167 pg/ml 83,3 ug/ml 41,7 pg/ml 165 (ug/ml)
Diklormetanekstrakt -6,1+1,1 - - -
96%-etanolekstrakt 2,1+0,5 - - -
50%-etanolekstrakt 93,3+1,2 72,2+0,1 44.9+1,5 48+2
Vannekstrakt 17,148,2 - - -

Tabell 8. DPPH-scavenging (%) av tyttebaer. Resultanhe er oppgitt som gjennomsnitt+SD (n=3).

Baerekstrakt 167pg/ml [Cso(pg/ml)
Diklormetanekstrakt -2,7£1,6 -
96%-etanolekstrakt 26,2+0,4 -
50%-etanolekstrakt 1,5+0,2 -
Vannekstrakt 5+1,5 -
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4.4 *H NMR

For & f& informasjon om hvilke substanser som war illike ekstraktene, ble det utfirt
NMR. Spesielt gnskelig var det & undersgke dikloamekstrakene og 50%-etanolekstraktene
som hemmet CYP3A¥ vitro.

'H NMR spektra av diklormetanekstraktene av hageblakkogsbl&beer, tranebzer og
tyttebaer (Vedlegg 6) inneholdt alle gbrupper og Cktgrupper fra dobbeltbindinger som
kom fra fettstoffer, glyserol og aromater (Tabégll Pranebaer og tyttebaser hadde sterkere
aromatsignaler enn hageblabaer og skogsblabeer aDehiligens skyldes benzosyre, og
signalene ser ut til & stemme med publiserte vefdidoenzosyre (AIST 20134 NMR
spektra av de forskjellige beerene var veldig Ikennet av fettstoffer og aromater i de mest
lipofile ekstraktene var i samsvar med «likt lgidew prinsippet. For & kunne si noe mer om
hvilke substanser i diklormetanekstraktene som hen@®YP3A4, ma det gjgres en videre
opprensing og fraksjonering av ekstraktene.

Tabell 9. Avleste signaler fra'H NMR spektra av diklormetanekstraktene.

Signaler (ppm) Hageblabzer Skogsblabaer  Tranebzer Tyttebaer
CH3 (metyl) 0,89 0,89 0,88 0,88
CH: 1,29-2,29 1,26-2,34 1,26-2,31 1,26-2,31
Glyserol 4,15-4,33 4,15-4,31 4,16-4,31 4,16-4,31
Dobbeltbinding 5,5-skarptsignal 5,23-5,29 5,26-5,36 5,35
Aromat 7,54-7,73 7,51-7,71 7,27-8,09 7,27-8,08
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'H NMR spektra av 96%-etanolekstraktene av hagel|&agsblabaer, tranebaer og tyttebzer
(Vedlegg 6) inneholdt CHgrupper, etanolrester og sukker (Tabell 10). Thameog tyttebaer
inneholdt aromater, noe som er i samsvar med aigdt var hgyere niva av aromater i

diklormetanekstraktene.

Tabell 10. Avleste signaler fraH NMR spektra av 96%-etanolekstraktene.

Signaler Hageblabaer Skogsbliabaer  Tranebaer Tyttebaer
(ppm)

CH: 1,15-1,28 1,13-1,28 1,15-1,28 1,13-1,28
etanolrester 2,0 2,5 1,85-2,10 2,05
sukker 2,76-4,04 2,82-4,05 2,82-4,11 2,82-4,50
anomerproton 4,5 4,47-4,50 4,47-4,50 4,47-4,50
anomerproton 4,89-5,12 4,89-5,12 4,95-5,12 4,99-5,12
aromat 7,51-8,11 7,5-8,11

'H NMR spektra av 50%-etanolekstraktene av hagel|&iagsblébaer, tranebaer og tyttebaer
(Vedlegg 6) inneholdt alifatiske forbindelser, saklog proantocyanidiner (Tabell 11).
Spektra av alle 50%-etanolekstraktene lignet paamdre. Dermed burde de gitt tilsvarende
radikalscavenger aktivitet. Tyttebeer viste ingatikalscavenger aktivitet, og ut ifra at
tyttebaer inneholdt de samme stoffene som de afdtedianolekstraktene, burde DPPH-
scavengingen blitt utfart pa nytt for & utelukke msultatet skyldtes metoden eller ikke.
Radikalscavenger aktiviteten kan skyldes proantoicyaer, som er antioksidanter. Det kan
muligens veere proantocyanidiner som er antiokseteni ekstraktene, og som ogsa hemmer
CYP3A4. En studie utfart pa aroniabeer viste at s&nolekstraktet inneholdt
proantocyanidiner med epicatechin stereokjemi semrhet CYP3A4n vitro (Braunlich et

al. 2013). Pa bakgrunn av dette hadde det veeresdant i videre arbeid a oppfraksjonere
50%-etanolekstraktet og identifisere substansertsemmmet CYP3A4.
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Tabell 11. Avleste signaler fraH NMR spektra av 50%-etanolekstraktene.

Signaler(ppm) Hageblabaer  Skogsblabaer Tranebaer Tyttebaer
Alifatisk 1,17-1,21 1,20 1,16-1,22 1,19
forbindelse

Sukker 2,68-4,06 2,03-4,13 2,67-4,06 1,98-4,07
Proantocyanidin 6,85 6,8 6,87 6,83
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5 Konklusjon

Diklormetanekstraktene og 50%-etanolekstraktenieageblabzer, skogsblabeer, tranebeer og
tyttebaer hemmet CYP3A4 vitro. De ekstraktene som viste hgyest DPPH-radikalsapare
aktivitet var hageblabaers 50%-etanolekstrakt, ddégsers 50%-etanolekstrakt og tranebeers
50%-etanolekstrakt. Skogsblabzaer hadde hgyest aittaok innhold med en kgverdi pa

36+2 pg/ml*H NMRspektroskopi viste innhold av proantocyanidin®0%-

etanolekstraktene og disse kan ha bidratt til CYARBAMmMIng.
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