Projektforlgb om diabetes

Teoretisk materiale om diabetes kombineret med gvelser i Det Virtuelle Laboratorium
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et kreativt indspark i den almindige undervisning. Projektet skal hjeelpe jer til at forsta diabetes

og de underliggende komplicerede biokemiske procesairsammen pa en effektiv og

anderledes made end det | maske er vant til. Projektet er udformet med en masse spaendende
materiale, san kobles med bioteknologiske gvels@st Virtuelle LaboratoriumForhabentlig vil

dette projektforlab give jer endnu mere mod pé at udforske de fantastiske muligheder som

moderne bioteknologi ka give til vores verden.

Malet med forlgbet, er at give jer et indblik i hvordan diabetes pavirker kroppen, samt hvordan
sygdommen kan diagnosticeres og behandles, vedgae pa teorien fra flere forskellige vinkler.
Forlgbet vil vaere centreret omkrirjoteknologiske gvelseDet Virtuelle LaboratoriumFgr | gar

i laboratoriet, er det selvfglgelig vigtigt, at | forstar den bagvedliggende teori. Vi har samlet det
nagdvendige materiale, som vpfordrer jer til aktivt at bruge. Flere elementer i materialet, sdsom
flowcharts og rapporter, vil give jer en forsmag pa, hvordan man arbejder nar man gar pa
universitetet og videre ude i industrien.

Diabetes er en folkesygdom Danmark er 320.000 diagsticeret med diabetes og dette

forventes at stige voldsomt i lgbet af de neeste madgeBare i Danmark bruger vi hvert ar

enorme summer pengpa diabetespatienter og deres falgesygdomme (32 milliarder kroner om
aret, svarende til 86 mio. hver dag) (Déses Foreningen). Hvis patienterne diagnosticeres og
behandles tidligt og godt, kan denne udgift seenkes betydeligt. Endnu vigtigere er det selvfalgelig,
at patienterne kan leve laengere og med veesentligt bedre livskvalitet uden de mange
falgesygdomme, sonoknmer, hvis ikke sygdommen er velreguleret. Desuden vil diabetes i
fremtiden blive et stort problem i udviklingslande, hvor der i hgjere grad udvikles
livsstilssygdomme, som for eksempel diabetes. Derfor er viden om diabetes enormt vigtigt, for at
kunne Igse disse voksende problemer i fremtiden.

Vi haber i vil tage godt imod projektet og laere en masse om bioteknologi og ikke mindst diabetes.

God forngjelse!


http://virtueltlaboratorium.dk/
http://virtueltlaboratorium.dk/
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10 korte om diabetes

1.

2.

3.

8.

9.

Diabetes (i gamle dage kaldet sukkersyge) er en sygdom, hvor blodets indhold af sukke
(glukose) er hgjere ehdet normale.

Ubehandlet diabetes kan veere dgdeligt og det forhgjede blodsukker kan give alvorlige
invaliderende fglgesygdomme.

Diabetes skyldes aendret produktion eller virkning af hormonet insulin, som styrer optac
blodsukker til kroppens cellerg andre metaboliske processer.

Type 1 diabetes er en autoimmun sygdom (kroppens immunsystem angriber sine egne
celler), der ofte konstateres hos unge mennesker, og skyldes at kroppen ikke selv er ke
producere insulin. Sygdommen kan veere arvelig.

Type 2 dabetes (ogsa kaldet gammelmandssukkersyge), skyldes flere ting, men primael
man har nedsat falsomhed overfor insulin. Sygdommen skyldes ofte forkert livsstil og
konstateres, som navnet antyder, ofte hos aeldre mennesker. Dog ses den hyppigere o
hyppigeae hos yngre mennesker.

Det konstante forhgjede blodsukker er et problem, da sukkeret transporteres rundt mec
blodet til alle organer, og kan give skader og falgesygdomme pa iszer gjne, nyrer og
nervesystemet.

Typiske symptomer pa diabetes er: tarst, treathyppig vandladning, nedsat appetit og
veegttab.

For diabetikere er det vigtigt at kontrollere diseten, da iseer kulhydrater kan give pludsel
stigninger i blodsukker.

Diabetes behandles forskelligt alt efter typen. Typisk behandling omfatter insulin,
inaulinresistensnedsaettende medicin og livsstilssendringer.

10.Har man sin diabetes godt kontrolleret kan man naesten helt forhindre udviklingen af

folgesygdomme.
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Projektforlgbet bestar af 3 dele. Under hver del er daderelementer sdsom teori, quiz,
databehandling etc. Disse tilgas i venstre side, vedykke pa enten Del 1, Del 2 eller Del 3. Alt

teori bygger paiotech Academy'sliabetesprojekt

Det anbefales, at man som minimum laver Del 1. Denne kan efterfalges af enten Del 2 eller Del 3
eller begge dele.

91 Dell- Genetiskestfor forggetdiabetesrisiko
1 Del2- Insulinfglsomhed
1 Del3- Insulinproduktion

Hele opbygningen kan ses her:

Del 1- Genetisk test for forgget Del 2- Insulinfglsomhed Del 3- Insulinproduktion
diabetesrisiko

Fokus:Laboratorieudstyr, genetisk ~ Fokus:Fysiologi, Fokus:Bioteknologisk
diagnostik,grundlaeggenddeori databehandling, veerktgjer, medicinog
om diabetes fortolkning af resultater behandling
Introduktion Introduktion Introduktion

Teori Teori Teori

Quiz Quiz Quiz
@velsavejledning og flowchart @velsesvejledning @velsesvejledning og

flowchart

@velse'Genetisk test for foraget  @velse: "Insulinfglsomhed” @velse: "Insulinproduktion™
diabetesrisiko"

Rapportering Databehandling og Databehandling og
rapportering rapportering

En seerlig tak til:

Diabetes Academy

KamilleAmalie Bahn, Simon Glerup Kristensen og Thomas Irgens Hansen
Peter Rugbjerg

Claus Borre og Christian Maalgv Andreasen

Helen Clausen

Held og lykke med projekted
Skriv gerne til os! Vi vil rigtig gerne have /ngs og gode ideer


http://www.biotechacademy.dk/Undervisningsprojekter/Gymnasiale-projekter/Diabetes
http://www.biotechacademy.dk/Undervisningsprojekter/Gymnasiale-projekter/Diabetesforloeb/Del-1
http://www.biotechacademy.dk/Undervisningsprojekter/Gymnasiale-projekter/Diabetesforloeb/Del-2
http://www.biotechacademy.dk/Undervisningsprojekter/Gymnasiale-projekter/Diabetesforloeb/Del-2
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Introduktion

Et af bioteknologiens mange anvendelsesomrader er indenfor diagnostik. Det er i dag muligt at fa
sekventeret naesten hele ens genom for blot 1500 kr., og dermed fa svarpasse spgrgsmal
omkring ens sundhedmaske ogsa nogle man ikke har lyst til at kende svaret pa, hvilket kan skabe
et etisk dilemma. Ogsé diabetes kan afleeses ud fra genetikken. Isger en kendt mutation i et
specifikt gen, HNF1A, vil i de fleste tilfeelde Mwed den relativt sjeeldne diabetes type MODY.
HNF1Agenet koder for en transskriptionsfaktor, som er involveret i reguleringen af mange lever
og pankreasspecifikke gener. Derfor vil et Hilaektionelt HNF1Agen resultere en lavere
insulinkoncentration, rad diabetes til fglge.

En relativ enkel metode til at undersgge et specifikt gen for en kendt mutation er, at oprense DNA,
opformere det udvalgte gen med PCR ved at bruge en primer, der passer til netop sekvensen af
det valgte gen (inklusiv mutation), @@ bruge gelelektroforese til at detektere tilstedeveerelsen af
genet. | denne gvelse skal i diagnosticere en mus ved hjaelp af netop denne metode. Husk pa at
praecis dette ogsa kan bruges pa mennesker og kan bruges til at teste for en lang reekke andre
sygdonme.

Teorl
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underkapitlerne:

1 Bugspytkirtlen

1 Glykogen og glykogenmetabolisme

1 Insulinudskillése og blodsukkerregulering

1 Insulins effekt pa kroppens celler
Bugspytkirtlen
Bugspytkirtlenpancrea¥ K@A a yIF @y adl YYSNI FNI 3INpHal 23 L.
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ikke til dets udfgrselsgange til tarmen. Kirtlen er ca. 15 cm langt, tungeformet, vejer
gennemsnitligt 100 gram og ligger op mod abdomens bagveeg. Bugspytkirtlen munder som
galdevejene ud i det fgrste stykke af tyndtarmen i en abning ind til tarkadait papilladuodeni
major.

Bugspytkirtlen har bade en endokrin og en eksokrin funktion

Endokrin funktion Eksokrin funktion

En samling af kirtler i et endokrint organ, sor Kirtler som producerer sekreter, der udskilles
udskiller hormoner direkte til blodet, hvorefte gennem kanaler til epiteloverfladen.

de beeres til malorganer, som #an pavirke. = Eksempler pa eksokrine kirtler er spytved



Eksempler pa endokrine organer er hypofys¢ og meelkekirtler.
bugspytkirtlerne, testiklerne og ovarierne.

Deneksokrine del af kirtlen bestar af acinzere celler, som hvert dggn producerer ca. 1500 mL
pancreassaft. Acineert veev bestar af specialiserede proteinsyntetiserende celler, der udskiller
fordgjelsesproteiner samt en plasmalignende vaeske, som er rig paAN&Qellerne ikke
stimuleres, foregar der kun en lav sekretion. Hver acinus bestaende af acineere celler har en
udfgrselsgang, som nar helt ind i centrum af acinus og her betegnes indskudsstykker, der
udmunder i stgrre gange, som igen tgmmer sig i hovedséiggangen (skgur 6).
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Figur6. Hersesbugspytkirtlens|.J- y O NaiBakogiskepbygning.
Ansamlingeaf acinaerecellerdannertiisammenen acinus Flereacinidanner
en¢ f 2 0 dififelselsgdngentra flere acinitammesudi stgrregange som
igensamlesogtemmesud i bugspytkirtlenshovedudfgrselsgang.

Men hvorforer bugspytkirtlensavigtig enkirtel?



Pancreassaftebestardelsaf forskelligeenzymer somnedbryderstarstedelenaf faden,delsaf en
massebicarbonationer somneutraliserermavesyrensatarmenikketagerskade Enzymerne,
somudskilles kommerudelukkendefra de acinaereceller.Derfindesmangeforskelligeslags
enzymer setabellennedenfor.

Navn Funktion

Trypsin, chymotrypsin og carboxypeptidaser Nedbryder proteiner til aminosyrer
Ribonukleasegdeoxyribenuklease Spalter nukleoproteiner
Pancreasamylase Hydrolyserer stivelse, glykogen og

stgrstedelen af gvrige kylhydrater til
disakkarider

Parcreaslipase Hydrolyserer triacylglyceroler til glycerol og
fedtsyrer
Cholesterolesterase Spalter choleterolestre

Alledisseenzymerer medtil at tillade passagef molekylerneovertarmepitelet, savi paden
madekanabsorbereog brugeenergienogde livsvigtigevitaminerog salte,somvi far gennem
faden.Reguleringeraf hele denneeksokrinesekretionforegarhormoneltvedreguleringfra
sekretinog cholecystokinirsamtdelvistved stimuleringaf nerverne.

Den endokrine del bestar af sma cellegrupper beliggende i det eksokrine vaev. Disse ansamlinger af
celler kaldesangerhanske geng kan besta af afta helt fa til flere hundrede celler. | det

endokrine veev findes i alt fem forskellige celletyper;-akt#ler, betaceller, deltaceller, gamma

celler og epsilofrceller, som har hver deres funktion. Ca. 20% af cellerne ecealler og udskiller
glukagn. Betacellerne udger ca. 70% og producerer insulin. Dedtiderne udskiller somatostatin

og udger 510% af samlede antal celler. Kun fa procent af cellerne udggres af gargrepsilon

celler, som dog spiller en mindre rolle i forbindelse med diabetes.

ENDOKRINE
CELLER

Navn Produktionog funktion

Alfa-celler Udskiller glukagon, som binder til receptorer pa levercellerne og medfarer
nedbrydning af glykogen til glukose, som frigives, sa blodsukkeret stiger.

Betaceller Udskiller insulin, som har maedunktioner, men den vigtigste er, at den er
ngdvendig for, at glukose kan transporteres gennem cellemembraner ind-i
og muskelceller.

Deltaceller  Udskiller somatostatin, som haemmer udskillelsen fra-abfata og gamma
celler.



Devigtigstehormoneri dennesammenhaengr glukagonoginsulin.Insuliner et lille

proteinmolekyle somspilleren afggrenderolle i flere metaboliskeprocesserinsulinggerde
anabolskeprocessei lever,musklerog fedtveevved at stimuleredannelseraf protein, glykogen

og fedtsyrer.Insulinsvigtigstefunktion er dog at sgrgefor, at glukosekantransporteresgennem
cellemembranei fedt- og muskelcellersédkroppenscellerkanfé energi(seartiklené | 2 NY 2 y S NE&
insulinogd f 2 Ra dz]l 1 S NBlikaydeér & NIl plgéphidsompamangeméadervirker stik
modsatinsulin.Glukagorbindertil enreceptorpalevercellerne Bindingenmedfarernedbrydning

af glykogentil glukose somfrigivestil blodet, hvorvedblodsukkeretstiger. Somatostatirudskilles
vedstimulationfra bl.a. hgjt blodsukkerog virkeri bugspytkirtlenved at heemmeudskillelsefra

alfa-, beta- oggammacellerne.

Mens den acinaere veevsmaengde er nogenlunde den samme hele livet, kan maengden af det
endokrine veev gges. Forskning tyder pa, at antalleeahdulinproducerende betaceller gges i
forhold til glukoseomsaetning og behov; dette vil blive uddybet i kommende artikler.

Vidstel at et stort alkoholforbruggennemmangear kan fagretil kroniskbeteendelse
bugspytkirtlenBetsendelsestilstandekan gdelseggekirtlen og medfgrediabetes.

Glykogen og glykogenmetabolisme

Nar kroppen har rigeligt med energi og et overskud af sukker, har den mulighed for at lagre det i
lange keeder af sammenhaengende kulhydrat kaldet glykogen. Glykogen har en meget téat,struk
der ger at store maengder glukose kan lagres pa relativt lidt plads, indtil kroppen skal bruge
energien derfra.

Glykogenlagring

1. Leveren: Glykogenlageret i leveren udger omkrisi%o af leverens vaegt. Det har en
vigtig funktion, da det er med til atabilisere blodsukkeret. Hvis blodsukkeret er lavt, kan
signalhormoner som fx glukagon mobilisere glykogenet fra leveren og friseette sukker til
blodbanen, sa blodsukkeret igen stiger. Dette lager er helt tamt efter omkrisi tiners
faste.

2. Muskler:2%af musklersvaegtudggresaf oplagretglykogen Her sgrgerglykogenetor, at
musklernefar den ngdvendigeenergi,nar de belastesunderarbejde.Lagrether tgmmes
farstefter leengeretids anstrengelse.

Faktaboksom abdominaltfedt og diabetes

Man skal pase pa med at indtage for store meengder energiholdig fade, for man risikerer, a
lagres uhensigtsmaessigt. En af de store risikofaktorer for udviklingen af diabetes er nemlig
abdominalt fedtc det sakaldte bildeek. Forskning har endnu ikke afklaret rigjadpvorfor der er
en forskel pa at vaere fed omkring livet ift. p& underekstremiteterne, men der er en fysiologi
forskel: Fedt i underekstremiteterne, som giver paereformen, lagres typisk umiddelbart unde
huden. Fedt omkring livet og i maveregionendgden del dybere og omkranser vores organer
Der er ogsa vist en sammenhaeng mellem maengden af abdominalt fedt og nedsat falsomh
insulin, hvilket minder om den tilstand, der ses ved egentlig diabetes.



For at forsta glykogenmetabolismen, skal kaghgemgas de flg. tre begreber:
1. GlykogeneseDannelseraf glykogenfra glukose
2. GlykogenolyseNedbrydelseaf glykogertil glukosel-phosphat(til energiproduktion)
3. Glukoneogenesddannelseraf glukoseeller glykogenfra andresubstraterend
kulhydrater.

Glykogenese og glykogenolyse

Disse processer foregar i leveg muskelcellers cytoplasma. Glykogenesen drives af enzymet
glykogensynthase, mens glykogenolysen drives af enzymet glykogen phosphdtigasdviser
disse kemiske processer i overblik

GLUKOSE

ATP
C 1. SKRIDT | GLYKOLYSEN
ADP

GLUKOSE-6-PHOSPHAT » GLYKOLYSE

Ij PHOSPHOGLUKOMUTASE

GLUKOSE-1-PHOSPHAT

GLYKOGEN-

PHOSPHORYLASE GLUKOSE-UDP GLYKOGENOLYSE

(GLUKOSE), ,
C GLYKOGENSYNTHASE
UDP

Figur 14.De kemiske reaktioner og drivende enzymer i bade glylasgen
(glykogensynthase) og glykolysen (glykogenphosphorylase).

(GLUKOSE),
[GLYKOGEN]

Glykogenese

Glykogenesen er betegnelsen for den raekke af kemiske reaktioner, der omdanner glukose til
glykogen. Fordelen ved at lagre glukose pa denne made er, at glykogenmolekylet er meget mere
kompakt og kan rumme flere tusind glukosemolekyjeiet er faktisk kroppens eneste made at
opbevare glukose pa, udover i blodet, hvor der ikke kan vaere seerligt store maengder. Dette
medfgrer, som det fremgar af ovenstaende figur, at glukose bliver laygtitibse6-phosphat(G-

6-P), som igen laves tilucosel-phosphat(G-1-P). Dette omdannes tijlukoseUDP(et

mellemprodukt i glykogenesen), og herfra er der det sidste trigluoseUDPil glykogen Det

sidste trin er katalyseret af enzymelykogensynthaséGS) som kan pavirkes af hormonerne



insulin ogglukagon. Insulin gger aktiviteten af GS og hjeelper med oplagringen af glukose i vores
celler, mens glukagon heemmer den.

Glykogenolys®
Husk fra far, at glykogenolysen er kroppens made at fa frigivet glukose, der har veeret lagret som
glykogen. Det finder sted i depoter i muskler og lever, men pa forskellig vis afhaengigt af hvor:

Glykogenolyse i leveren medfarer, at den nedbryder glykaggefrigiver det til blodet som

glukosed S NI A1t Sy £1 2N¥2ySNE )ivoivedtbladgukikerBiveautt2 R & dz] |
gges. Musklerne mangler det enzygiukose6-phosphatasg der omdanneglukose6-phosphat

(G-6-P) til glukose. | stedet kan muskne lade &-P indga direkte i glykolysen, der tidligere er

blevet gennemgaet. Ved denne proces forsyner musklerne sig selv med energi.

Glukoneogenese

Glukoneogenesen er kroppens geniale sidste udvej, hvis den mangler energi og glukose til
forbraending,men er lgbet tar for kulhydrater eller glykogen. Typisk aktiveres glukoneogenesen
efter fasteperioder pa over 18 timer, hvor kroppen har udtemt bade leverens og musklernes
glykogendepoter. Processen foregar i levercellernes cytosol, hvor en raekke organiske
affaldsstoffer kan laves om til produkter, der kan indga i enten blot glykolysen eller hele
glukoseoxidationsprocessen.

Herunder fremgar de forskellige materialer, kroppen kan anvende til glukoneogenese:

1 Laktat:Laktat er et affaldsprodukt fra den anadre glykolyse og dannes derfor i de rade
blodceller, der ikke har mitokondrier. Desuden dannes laktat i skeletmuskulaturen under
hardt arbejde, hvor aerob oxidation af glukose ikke er tilstreekkeligt. Laktat fares med
blodet til leveren, hvor det fgrst omammes til produkter, der kan indga i glykolysen eller
glukoseoxidationen.

2 Glycerol:Glycerol er et affaldsprodukt fra fedtforbreending. Det kan ikke anvendes direkte,
men det kan i leveren omdannes til et andet materiale, der igen kan indga i
glykoneogenesen

3 Aminosyrer:Efter lang tids faste er aminosyrer fra proteiner den primaere kilde til glukose.

Insulinudskillelse og blodsukkerregulering

L éCearz2t23a3ASy 23 ylFrGd2YASYy o6F3 RAIFI06SGSa¢ ofS
insulin samt vkningen heraf. Menneskekroppen bestar afid6eller, og om glukose kan komme

ind i cellen eller e}, afhaenger af hvilken Gildhsporter cellen har. Der findes i alt 12 forskellige
GLUTransportere hos mennesket. GLUTdnsporteren er afhaengig af insa) og det betyder, at

nar cellen har en GLUTéansporter, skal der veere insulin til stede, for at cellen kan optage
glukosen. GLUTansporteren findes primeert i tveerstribet muskulatur (hjertemuskulatur og
skeletmuskulatur) og i fedtveev. Dvs. at dissaner afhaengige af insulin for at kunne fungere.

Men frigivelsen af insulin er mere kompleks end som sa og er pavirket af flere mekanismer. Hos et
raskt menneske vil blodsukkeret som regel ligge fs8rmol/L efter en nats faste, mens det vil

stige efter ¢ maltid. Dog vil det ikkeselv ved store og sukkerholdige maltider, stige til over 11

10



mmol/L. Hvis den raske krop registrerer et fald i blodsukkeret pa bare 20%, vil insulinfrigivelsen
blive seenket markant for altid at undggpoglykeemifor lavt blodsuker). Pa den made vil det

altsa veere fadeindtag eller faste, som har den starste indflydelse pa aendringerne i blodsukkeret
hos raske individer. Det er dog ikke kun blodsukkeret, der afgar, hvor meget insulin, der frigives.
Det har nemlig ogsa en stor betyidg, om glukosen indtages oralt (gennem munden) eller

sprajtes direkte ind i blodet. Hvis glukosen indtages oralt, vil det nemlig medfare en langt hgjere
insulinsekretion, idet inkretiner som fx gastrisk inhibitorisk polypeptid (GIP), glukagonlignende
peptid-1 (GLPL) og CCK udskilles i tarmen ved fgdeindtag og forsteerker insulinfrigiveldegufse

18). Inkretinerne er seerligt speendende inden for forskning, da mekanismen kan udnyttes, nar der
skal udvikles medicin til diabetikere.

RASK PERSON INDTAGER ORAL VS. IV GLUKOSE

_INSULIN EFTER ORAL GLUKOSE

GLUKOSE(mag/dL)
INSULIN(uU/mL)

. GLUKOSE

- all

-

.. INSULIN EFTER IV GLUKOSE

TID(TIMER)
C

Figur 18.Grafen illustrerer, at nar en rask person indtager et maltid med glukose, vil blodsukkeret
(den grgnne graf) stige langsomt. Som respons pa dette vildedkarne i bugspytkirtlen frigive

insulin, sa insulinens koncentration (den rade grades markant. Hvis glukosen gives ind i blodet,

vil insulinen stige en smule men ikke neer s@ meget, som ved oralt indtag (den punkterede rade
graf). Dette skyldes inkretineffekten, som kan udnyttes i medicinalindustrien til udvikling af
diabetesmedicin.

Vaer opmaerksom pa, at blodsukkeret i denne figur er opgivet i mg/dL. En lidt forenklet made at
omregne blodsukkeret fra mg/dL til mmol/L er: mmol/l = mg/dL/18

Det maksimale blodsukker i denne figur er ca. 170 mg/dL, hvilket svarer til et blodsukker ga ca. 9,
mmol/L.

Hos en patient med type 1 diabetes vil destruktionen af de langerhanske ger enten medfare lille

eller slet ingen insulinstigning efter fgdeindtag, mens blodsukkeret vil stige voldsomt og i lang tid
have et hgjt niveau, selvom den givhe maenghigkagse er den samme (se figur 19).
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TYPE 1 DIABETIKER MODTAGER ORAL GLUKOSE

GLUKOSE

100

GLUKOSE(ma/dL)
INSULIN(uU/mL)

INSULIN

TID(TIMER)

Figur 19.Type 1 diabetiker indtager oral glukose.

Men hvordan kan glukosen pavirke frigivelsen af insulin i-beli@n hos det raske individ?

Pa celleniveau sker frigivelsen af insulin ved, at et glukosemolekyvELUT-Bransporter

transporteres ind i cellen. Nar glukosen kommer ind i besthen, vil glukosemetabolismen gget,

23 RSGGS FDANBNI GAf Sy DASG Yny3dIRS FNRG !¢t o6f
maengde ATP vil via nogle processepalarisere cellen, dvs. ophaeve den spaendingsforskel, som
ellers forekommer over cellevaeggen. Depolariseringen abner nogle spaendingsafhaengige-calcium
kanaler i plasmamembranen, sa calcium nu strammer ind. Den ggende meengde calcium medfgrer
frigivelse af desekretoriske granula (sma saekke inde i cellen), som indeholder insulin. Saledes vil

blodets insulinindhold stige, nar plasmaglukosen stiger (se figur 20).
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Figur 20.Her ses mekanismen bag insulinfrigivelse ved gget blodsukker. Glukose néellzata
bugspytkirtlen via en GLUT@&nsporter. Nar blodsukkeret stiger, vil gget intracellulzert ATP
medfare gget calciurnflux i cellen. Den ggede meengde calcium vil pavirke de sekretoriske
granula til at frigive insulin fra betaellen.

De tidligere naevntéormoner insulin og glukagon, som produceres i og frigives fra bugspytkirtlen,
har modsatrettede effekter og har til opgave at hhv- og nedregulere blodsukkeret. Nar
blodsukkeret er hgijt, fremmer insulin de anabolske processer i muskler, lever og fedédsat
stimulere glykoges protein og fedtsyresyntese. Samtidig sgrger insulin for, at glukose kan
transporteres over cellemembranen via GHiAnsportere og dermed bade ernzere cellerne og
saenke blodsukkeret.

Glukagon virker modsatrettet ved at igasagtte glykogenolyse (nedbrydning fra glykogen til

glukose), som herefter kan gge blodsukkeret. Desuden stimulerer glukagon glukoneogenesen
(nydannelse af glukose) og lipolyse (nedbrydning af fedt til frie fedtsyrer) og skaffer pa denne
made tilgaengelig engi, ligesom den haammer glykolysen (nedbrydning af glukose), sa der kan
opnas et normalt blodsukker. Ved hele tiden at male og regulere og derfra frigive hhv. glukagon og
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insulin, kan kroppen sgrge for, at blodsukkeret hverken bliver for hgit eller forNav
blodsukkeret stiger, frigives insulin, mens glukagon frigives, nar blodsukkeret €lder.

Insulins effekt pa kroppens celler

Som tidligere naevnt virker insulin ved at gge de anabolske processer i muskler, lever og fedtveev,
men maden, det sker pa i de forskellige vaev er lidt forskellig. Helt overordnet sker der det, at
insulin binder til inslinreceptorer pa levercellehgpatocytte), muskelcellemyocytter)og
fedtceller(adipocytter) Efter insulins binding til insulinreceptoren, vil forskellige intracelluleere
processer (aktiviteter inde i cellen) igangseettes, alt efter hvilken cellerdétedt grundleeggende

vil insulin gge opbygningen af de forskellige energilagre, vi har i kroppen fx ved at pavirke
glukoseoptag oglagring, sa glukose kan opbevares som glykogen. Insulin vil veere med til at gge
proteinsyntesen, ligesom den samtidig \éémme proteolyse, altsd nedbrydningen af proteiner.

Hgijt plasmainsulin vil gge dannelsen af triglycerider i leveren, som herefter kan opbevare
triglyceriderne eller sende dem gennem blodet til fedty muskelveev, som senere, ved behov,

kan oxidere triglycederne og dermed frigive energi. Imens plasmainsulinen er hgj, er det
kulhydraterne, der skal bruges, og lipolyse og lipidoxidation (nedbrydning af fedt) heemmes derfor.

Men hvad er det helt preecist insulin gar, som er sa vigtigt for vores opretholdéile® af

Som naevnt tidligere, er det hjerteg skeletmuskulatur samt fedtceller, der er afhaengige af
GLUT4ransportere. Tilsammen star disse tre celletyper for ca. 2/3 af alle celler i
menneskekroppen, og mens muskelcellerne bl.a. star for vores bevasgglagrtraekning, er
fedtcellerne vigtige, fordi de kan opbevare vores indtagne energi til senere brug. Et hgijt
insulinniveau i blodet vil medfagre binding af et insulinmolekyle til insulinreceptoren i fx en
muskelcelle, og det farer til en sendring i derrawellulaere del af insulinreceptoren. Herefter sker
der en raekke intracelluleere processer, som gar, at meengden af-tBd$portere opreguleres,

og enzymeglykogen synthase kinageaktiveres, sa der dannes neeglykogen i cellen (figur 22).

Dybdegaenddorklaring af insulins virkning?

Et hgjt insulinniveau i blodet vil medfgre binding af et insulinmolekyle til
insulinreceptoren i fx en muskelcelle, og det farer til en aendring i den intracellul:
del af insulinreceptoren. Denne gendring i insulinreceptoren farer til en
kaskadereaktionsom starter med aktivering af tyrosinkinaserne. Tyrosinkinasern
kan herefter fosforylere enzymerne MAdhase, som igangsaetter celleveekst og
genekspression, og PKihase, hvis vigtigste funktion er vist i figur 22, nemlig at
sende GLUT#asportere tilcellemembranen. Det sker ved, at enzymet PI3K
katalyserer reaktionen:

PIP2 + AT PIP3 + ADP

PIP3 vil herefter aktivere protein kinase B (PkB), som faciliterer vesikelfusion. F
denne made transporteres GLUTransportere, som ellers ligger i vesiklazellen, til

cellemembranen, sa glukosen kan komme ind i cellefigse 22). Ydermere sgrger
PkB ogsa for inaktivering af glykogen synthase kinase (GSK), sa der i sidste en
dannes mere glykogen i cellen. Dette haenger sammen med det ggede aufBdGL
transportere og dermed gget meengde glukose i cellen, som skal oplagres i forn
glykogen.
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Figur 22 Figuren viser, hvordan insulin muligger glukoseoptagelse i fx en muskelcelle. Nar insulin
binder til insulinreceptoren, sendres dens struktur, ogdyikinaserne aktiveres. Tyrosinkinaserne
sgrger for at aktivere enzymet Pkhase, som katalyserer dannelsen af PkB. PkB sender derefter
GLUT4ndeholdende vesikler til cellemembranen. Et stgrre antal Glridigportere i membranen
gger cellens glukosetgy og giver dermed cellen energi samtidig med, at den saenker
blodsukkeret.

Leverceller (hepatocytter)

Ovenstaende mekanisme med GLUihsportere foregar som sagt i den tveerstribede
muskulatur og i fedtcellerne, men i levercellerne foregar processeatiderledes. Levercellerne
har nemlig ikke GLUTiansportere, som er afhaengige af insulin, men i stedet GEUT2
transportere.

Nar insulin stiger, tvinges leveren til at optage glukose fra blodet og enten omdanne det til
glykogen ved glykogenese eller negtbe det til pyruvat. Dette stof er en ngdvendig byggesten for
at kunne opbevare glukose som fedt. Et hgjt blodsukker vil gge dannelsen af fedt, triglycerider, i
leveren. Leveren har herefter to muligheder med det nydannede fedt; den kan enten opbevare
triglyceriderne i leveren elleyhvis der er rigtig meget fedf sende dem gennem blodet til hhv.

fedt- og muskelvaev. | fedbg muskelvaev kan fedtet nedbrydes ved oxidation, sa energien kan
bruges, hvis der er brug for det. Insulin virker dog ogsa ved akesaxidationen af fedt, som

normalt frigiver ATP til forbreending. P4 den made tvinger insulin leveren savel som andre vaev til
at forbreende kulhydraterne og nedbringe blodsukkeret.
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Quiz
1. Hvad vil det sige at bugspytkirtlen har en endokrin funktion?
a. At bugspytkirtlen nedbryder makromolekyler sasom kulhydrater og proteiner.
b. At bugspytkirtlen er et organ der udskiller hormoner, som for eksempel insulin og
glukagon, til blodet.
c. At bugspytkirtlen indeholder acinaere celler som udskiller sekreter som for
eksempebpancreassatft.

2. Huvilke celletyper i det endokrine veev (de langerhanske ger) star for produktionen af insulin
og glukagon?
a. Alfa- og Betaceller i de langerhanske ger producerer henholdsvis glukagon og
insulin.
b. Deltacellerne i de langerhanske ger producerédé somatostatin, insulin og
glukagon.
c. Alle celler i det endokrine veaev producerer insulin og glukagon.

3. Insulin er:
a. Et lille proteinmolekyle der gger anabolske processer i kroppen og stimulerer
dannelsen af glykogen.
b. Et lille proteinmolekyle der sammen megtlikagon opregulerer de katabolske
processer i kroppen
c. En neurotransmitter der sammen med dopamin stimulerer velveere i hjernen

4. Huvilken rolle spiller insulin pa glykogensynthase (GS)?
a. Insulin er en kompetetiv inhibitor til glykogensynthase og nedreguléegior
maengden af produceret glykogen i cellerne
b. Insulin gger aktiviteten af glykogensynthase og gger derfor oplagringen af glukose
i form af glykogen i cellerne
c. Insulins target receptor er GLUTdnsporteren og ikke glykogensynthase. Derfor
har insuliningen indflydelse pa GS.

5. Hvad er glykogenese?
a. Glykogenese er reaktionen hvorved glykogen bliver omdannet til glukose.
b. Glykogenese er processen hvorved kroppen omstilles fra at forbraende fedt til at
forbreende glykogen.
c. Glykogenese er den reekke af kemisleaktioner der omdanner mange
glucosemolekyler til det mere kompakte glykogen.

6. Glukose...:
a. Bliver nedbrudt og danner ATP i en proces kaldet respiration, og frigiver derved
energi til kroppens celler.
b. Er et Ce&ulhydrat som kan findes bade i lineaer og ringst form.
c. Findes hovedsageligt i blodet som blodsukker, men kan oplagres som glykogen i
lever- og muskelceller.
d. Alle tre naevnte svar er korrekte.
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7. Glukagon:
a. Bliver udskilt i hgjere koncentration ved hgj koncentration af blodsukker
b. Heemmer glykogenolyserg stimulerer samtidig de anabolske processer som
protein- og fedtsyresyntese.
c. lgangseetter glykogenolyse (som glykogen til glucose) samt stimulerer
glukoneogenesen (nydannelse af glukose fra for eksempel laktat og aminosyrer).

8. Hvad er forskellen i insulidskillelse ved oral/intravengs indtagelse af glukose?
a. Grundet inkretineffekten vil intravengs indtagelse gge insulinkoncentration
markant.
b. Grundet inkretineffekten vil oral indtagelse @ge insulinkoncentration markant.
c. Der er ingen forskel, da insulin udlées pa baggrund af glukosemaengden.

9. GLUT4ransporteren er:
a. En insulinafthaengig transporter primeert fundet i hjert@g skeletmuskulatur som
transporterer glukose over cellemembranen
b. En membrantransporter som sgrger for at insulin kan udskilles frandgethanske
aer
c. En glukoseafhaengig transporter pa muskelceller som transporterer glukagon ind i
cellerne

10.Hvordan stimulerer gget glukoseniveau insulinudskillelsenelBr?

a. Glukose fungerer som en néompetitiv inhibitor til et insulinnedbrydende enzym.
Derfor vil insulin ikke blive nedbrudt og udskillelsen vil gges

b. Glukose binder til den udadgaende insulinkanal. Herved &bnes membrankanalen og
insulin fra cellens cytoplasma diffunderer ud i blodet.

c. Nar glukoseniveauet i cellen stiger, vil metabolismeaéllen stige og derved gge
maengden af ATP. Dette vil medfare at spaendingsforskellen over cellemembranen
ophaeves, hvorved calciumkanaler abnes. Den ggede maengde calcium vil da
medfare frigivelse af insulin.

11.Hvordan pavirker insulin kroppens celler, ud oaestimulere dannelsen af glykogen?
a. Hagit insulinniveau gger ogsa proteinsyntese og triglyceridsyntesen.
b. Hagjt insulinniveau mindsker chancen for hjertekarsygdomme, da det gger
koncentrationen af blodsukker.
C. Hgijt insulinniveau stimulerer brugen af aminogysem energikilde, som alternativ
til glukose.
d. Alle tre naevnte svar er korrekte.

12.. AYRAY3IASY T AyadZ Ay GAf AyadzZ AyNBOSLII 2 NXY
a. Vil inaktivere insulinreceptoren, som samtidig fungerer som en glukosekanal,
hvorved cellen ikke har adgang til glukose til forbcaeg
b. Vil starte en kaskadereaktion i cellen som resulterer i en gget maengde GLUT
transportere, samt at enzymet glykogen synthase kinase haemmes.
c. Viligangseette en intracelluleer reaktion som vil medfgre ggetfegit
proteinforbreending.
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d. Alle tre neevnte svaer korrekte.

13.Hvad er insulins effekt i leveren?
a. Hgj insulinkoncentration vil gge maengden af GlUimansportere og derved
resultere i hgjere glukoseoptag i levercellerne.
b. Leverceller har ingen insulinafhaengige transportere og vil derfor ikke pavirkes af
insulinkoncentrationen.
c. Ved hgit insulinniveau tvinges levercellerne til at optage glukose, som de kan
nedbryde til pyruvat og herefter lagre glukosen som fedt.

@velse, vejledning og flowchart

Genetiske undersggelser er brugt som vaerktgj til at undergeger der er arvet fra ens foreeldre.
Du har sikkert hgrt at politiet bruger genetiske undersggelser til at opklare forbrydelser, men de
bruges ogsa til identificere sygdomme og paésponeringer for sygdomme, sasom diabetes. |
dette forsgg skal du testenemus for tilstedeveerelsen af en kendt mutation i et specifikt gen
(HNF1A), som resulterer i den sjeeldne diabetes type 2 variant MODY. Den specifikke
punktmutation der her bliver undersgagt, vil resultere i en dysfunktionel HNF1A
transskriptionsfaktor. Daekvensen af genet og mutationen er kendt, er det muligt at detektere
mutationen ved specielt designede primere.

Som det fagrste inden man gar i laboratoriet, bgr gvelsesvejledning leeses og forstas:

Bemeerk- @velsesvejledningen er af en hgjere detaljegead den gvelsesvejlednindinderi Det
Virtuelle Laboratorium. Dette er for at gefersggetmere virkelighedsnaert.

Inden du gar i laboratoriegr det en god idé at fa en forstaelse for nogle af de instrumenter, som
der anvendes. Disse instrumenterlgyeledes meget anvendte inden for bioteknologi generelt. |
denne gvelse anvendes centrifuge, RGR)elelektroforese. Laes mere om instrumenterne pa de
falgende sider:

Centrifuge

En centrifuge er en maskine, som anvender centrifugalkraften til at asiskdholdet i en vaeske

alt efter indholdets massefylde. Man vil typisk have en oplgsning i et eppendorfrgr, hvilket
herefter placeres i centrifugen. Her skal man huske en sakaldt "modvaegt", hvilket er
entilsvarende oplgsning, som placeres overfor. Dekaber balance i centrifugen og man undgar
en potentiel meget farlig situation, ideentrifuger kan udseette en oplgsning for mange tusinde g.
En almindelig person kan udseettes for 6 g far vedkommende mister bevidstheden.

Den enorme cirkuleere kraft i cerfinigen presser tungere partikler eller stoffer veek fra centrum og
mod bunden af eppendorfrgret, mens lettere partikler vil blive trukket mod toppen. Herved kan
eksempelvis DNA eller bestemt celler ekstraheres.
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Gelelektroforese

Gelelektroforese er en adsldlsesteknik, der kan bruges til at separere forskelligt DNA eller
protein i en gel (se gel i figur 2). Det gar det bl.a. muligt at male enten antallet af basepar i en
DNAprgve eller laeengden af forskellige proteiner forholdsvis pradsistiigur 1).

Adslillelse af forskellig DNA og proteiner er ogsa nyttigt til oprensning fra en prgve. Fx kan man
mindske risikoen for at bruge fejldannet DNA ved gensplejsning med DNA, man selv har
fremstillet, hvor der samtidig er blevet dannet andre lsengder DNA end detlkie; man adskiller
simpelthen de forskellige leengder og skeerer den rigtige leengde ud af gelen. Gelelektroforese
bruges derfor ofte pa flere forskellige stadier i udviklingen af en ny genmodificeret organisme.

v

Figur 1 Resultat af gelelektroforese m&NA. Hver lodrette bane er en DN#ve, der er Igbet fra
toppen mod bunderDNA'et er adskilt i de forskellige leengdbrsende band, s& de korteste er
lobet lzengst ned gennem geleRofo:Mnolf, GFD).

| gelelektroforese af DNA udnyttes den negative ladning, som DNA har, til at adskille DNA af
forskellig leengdeen prgve. Den negative ladning stammer fra phosphatgrupperne i hvert
nukleotid af DNA'et. De geler, der bruges, er faste og gennemsigtigggbes ud fra en
oplgsning af nogle saerlige molekyler fx agarose.

DNAprgven tilseettes en brgnd (fordybningjor enden af en gel, og ddiisluttes derefter

elektrisk spaendingsforskel. Herved skabes en frastgdende negativ pol vedrBih og en
GAfONN11SYRSE LRAAGAY LRt A RSY | yRSYy &aARS ¥
mod den positive sideDe mikroskopiske hullerigeléhDNJ 6 S@n 35St aSy & @n NBNB
lzengere det er. Derfor lgber de korte DM#olekyler hurtigere igennem end de lsengere.

9FGOUSNI Sy IStSESTUNRT2NBaAS OAf mitel a8 baseRa® NJF 2 NJ
(alle,der er600 basepar, ligger fx lige oven i hinanden).

Flere forskellige stofferka DANS 5b! QS & & y tOkebiugtraidtd F2 G2 INI F SN
INHFEGFNBY]|lf RSYRS SGKARAMZYONRBYARI &a2Y O0AYRSNJ
ultraviolet lys, sonbruges ved fotograferingen af den faerdige gel. Man kan kare flere prsaer

siden af hinandemen gelelektroforese, hvor deyderste typisk vil veere en markar, der

indeholder nogle allerede kendte leengder, sa man kan sammenligne med praverne.
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mod pluspolen

2.Elektrisk spaendingsforskel adskiller DNA’et

De korteste DNA-strenge bevager sig l2ngst

Figur 2.Princippet i DNA gelelektroforese, hvor de forskellige starrelseabdkilles i en gel.
Gelen ligger i et kar med en buffeseske.

PCR
PCRPolymerase Chain Reacti@n)en af de mest udbredte molekyleerbiologiske teknikker i dag
og er helt uundveerligmange situationer. PCR udnytter et af naturens egne enzymer; DNA
polymerase, til at opkopiere en bestemt DId@kvens i en reekke gentagne cyklusser. Med PCR er
det alts& nemt og hurtigt at skabe millioner af kopier af sa lidt som én-8ieAg.
Ideen med PR er som naevnt at foretage et antal gentagne cyklusser, hvor en udvalgt DNA
sekvens kopieres i hver cyklus og dermed principielt fordobles i antal for hver gang. Ligesom i
naturen kan DNAvolymerase kun kopiere DNA, hvis der er korte sdkaldtmersekverser af
komplementaerDNA til stede. Primerne binder til DNA'et der, hvor kopieringen skal begynde.

To DNAstrenge etkomplementseremed hinanden, hvis de kan baseparre. Fx:
3-ATGCAATAB
5-TACGTTATE

Primere:DNA har som bekendt to strenge, der Igbérer sinretning (3' til 5' og 5' til 3'). Derfor
vil DNApolymerase i PCR ogsa kopiere de to strenge i hver sin modsatte retning. Dette indebeerer,
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at der skal bruges to forskellige primerén til start af kopiering i hver retning. DNpdlymerase
bygeer nemlig udelukkende en ny streng op i retningen fra 5' til 3'. Den streng, enzymet bruger
som skabelon, skal altsd ga modsat, dvs. fra 3' til 5' (se figur 1).

En DNAstreng siges at have ertning, da hvert nukleotid har en 36g en 5ende.
Fordi nukeotiderne altid seettes sammen-8', vil hver DNAstreng ogsa have en-3ig
en 5ende.

Einsket DNA TN,
sekvens A

5 3
. Bnsker DMA
+ sekvens
3 5
_________ E{----.-.\r_____--
5 1 3 Dpvarmni_ng
9 - denaturering af DA
E3 15
Medkeling
] - binling af prirmere til DMA
. Elengering
3 - DMA syntese

@)
Figur 1.0pkopieringen af en DNgekvens med PCR ved tilsaetning af primere (gul og rad), der
binder til startstedet for kopieringen pa hver af de to Btienge. Binding af primere afgar
hvilken DNAsekvens, der skal opkopieres fra den tilgaengelige statiENA.
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Faserne i en P@yklus: Hver cyklus er delt op i tre forskellige faser, der har hver deres
temperatur og varighed (se figur 1).

1. Opvarmning (denaturering af DNA)nitiering
Det dobbeltstrengede DNA, der skal bruges som skabelon i reaktidkedrigsst
denatureres ved hgj temperatur (ca. 86) nogle sekunder.

2. Nedkgling (binding af primere til DNA)Anealing
Temperaturen seenkes til omkring 6G, hvor de tilsatte primere vil kunne binde til
startstederne pa det enkeltstrengede DNA.

3. Elongering[dannelse af de nye, komplementsere Dblfenge)
Temperaturen heaeves til 7&C, hvor DNAvolymerase binder til primerne ved startstederne
og bygger videre pa de nye, komplementeere Bétr&nge. DNAbolymerasen fortseetter,
sa laenge temperaturen ikke haeves, 4 laenge der stadig er skabeldNA til radighed.
Varigheden af trinnet beregnes derfor, sa cyklussen fgrst genstarter, nar hele den
interessante DNAekvens er forlaeenget (elongeret).
En PCR med 30 cyklusser varer ger3dither.

Man kan desuden dannéunstigt" DNA til gensplejsninger ved hjeelp af PCR. Dette DNA er isaer
brugt hvis man gnsker at gensplejse en organisme. Ved hjeelp af seerlige primere kan det desuden
lade sig gare at saette to stykker DNA sammen fx et protein og gregnt fluorescerende §eafe?).

Pa den made bliver proteinet selvlysende, og man kan se det inde i cellen. Denne metode til
sammenseetning af DNA kaldes fusi®?GR og forklares ikke naermere her.

@velsesvejledning
Materialer

Mus med/uden diabetes
Kanyle

eppendorfrar

Lysisbuffe

Saltvand

PCRar

PCRmix (nukleotider og Tapolymerase)
HNF1A primer

Bla farve (bromfenolblat)
Gel

DNA molekylveegtsmarkear

= =4 8 -4 -8 -8 _95_49_°2_2°._-2-

Metode

1 Udtag en blodprgve m. kanyle fra musen.

2 Overfgr 4 ml af blodet til et eppendorfrgr og centrifuger i 2 minutter ¥8600 g. NB husk
at afbalancere centrifugen med et andet eppendorfrar.

3 9FGSNI G AYyRK2ftRSG A NDANBG SNl 6f S@SiG aSLI N
de hvide blodlegemer befinder sig og overfares til et nyt eppendorfrar.

4 RegretmedhvidebladSt f SNJ 2 LGl N¥Sa A OFNX¥YSoft21 GAf c
23 RSNBTUSNI pnn >f Ilyadrebcédll@hey R GAf andidSad | SN
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Centrifuger de lyserede celler ved 10000 g i 2 min. for at skille cellerester fra DNA.

m n Ssdperatinten som indehdder fritflydende DNA, overfares til et nyt P@R og

seettes pa is for at forhindre at prgven gdelaegges.

7 TiIIPCRNDANB (i G A f &mix dodandepoider Fdpolymérase og nukleotider.
5S&dz2RSy (GAfanadisSa p >f 1 bCm! LINRARYSND

8 PCRaret inkuberes i PGRaskinen ved fglgende program:

a. Cellelysis 95 grader 5 min

. Denaturering 95 grader 1 min

. Annealing 50 grader 1 min

. Elongering 70 grader 3 min

. 30 cykler af

9 >f o6fn FINWBS GAfandaidSa ydz GAf LINDDSy 23 o

10 EnforsDHd & ISt LimaniddSa LA ISt St STINRTF2NBasSyl
DNAY2f S1 et @On3daYINIDANXY ¢Af RSy ynaiS o6NDX¥R
brug altid handsker da gelen indeholder ethidiumbromid, som er kreeftfremkaldende.

11 Teend glelektroforesen ved 110 V og lad den kgre i 30 min.

12 Gelen kan nu undersgges ved-ly¥.

(o]

b
c
d
e

&

Supernatant:Efter centrifugering vil der |

raret ofte findes to dele. Supernatanter

er det flydende veeske, mens pellet er

det faste materiale der har lagt sig pa
bunden af raret.

Cellelysisetyder at cellens membran
spreenger, for eksempel resultat af
osmotisk tryk, og cellen derfor dar

Flowchart
Efter at have laest gvelsesvejledningen, anbefales det at du udfylder et flowchart.

1. Hvad er ekraft og hvor mange g udseettes cellerne for i centrifug8afhmenlign med
hvad et menneske kan udseettes for.

1 Gkraft er et mal for den acceleration en person eller en genstand udsaettes for.
Cellerne udsaettes 10.000 g i centrifugen. Til sammenligning kan en normal, sund
person overleve op til 6g far man besvimer.

2. Hvad er vigtigt at huske nar man centrifugerer og hvorfor?

1 Det er vigtigt at afbalancere centrifugen, da veegten ellers vil blive fordelt skeevt. Da
centrifugen kan kare over 10.000 omdrejninger i minuttet, kan den mindste
ustabilitet medfarer at den spinneskaevt og ude af kontrol. Afbalancering kan ske
ved at saette et eppendorfrar med samme veegt over for ens prgve.

3. Hvorfor bruges Tagolymerase i PCR fremfor almindelig DNA polymerase?

1 For at denature DNA dobbeltstrengen skal temperaturen heaeves til overa@@gr
Dette medfarer dog ogsa i denaturering af almindelig DNA polymerase, hvorfor
enzymet ikke vil veere funktionelt leengere. Derfor bruges-falgmerase fra der
termofile bakterieTermus aquaticugia dette enzym er stabilt ved hgje
temperaturer.

4. Hvorforer det vigtigt at bruge netop HNF1A primeren med den undersggte mutation i?

1 Ved at bruge en primer der passer til et stykke pa HNgdet sikrer man sig at

det er dette gen der bliver opformeret ved PCR. En primer med mutationen vil kun
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kunne binde til gnet hvis dette ogsa indeholder mutationen. Derved sikrer man sig
genet kun bliver amplificeret hvis det indeholder mutationen.
5. Hvor mange DNAtrenge fas efter 30 P@Rklusser, hvis man starter med et enkelt stykke
DNA?
1 Cirka en milliard: $=1.073.741824
6. Hvorfor er det vigtigt at have handsker p& nar man arbejder med gelen? Hvilken ladning
har DNA og hvorfor?

f 5SNJ SNJ GAfald SGKARAdZYONRBYAR GAf 3ISt Sy
Netop ethidiumbromids egenskab til at binde til DNA, ggrdisveerre ogsa
kreeftfremkaldende.

T 5b! SN yS3lFGAGG tFrRSGT RIF F2aFF (3NHzZLILISN

Herefter er du Klar til at gennemfare gvelsen "Genetisk test for forgget diabetesrifiikal’'denne
i Det Virtuelle Laboratorie.
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Rapporteing

Lav en minirapport ved at svare pa falgende spgrgsmal:

1.

| en af banerne var der et band der lyste tydeligt op. Hvad indikerer dette band og hvilken
mus tilhgrte den?

T t NDBSYy TN} RSy RAI0SGAal1S Ydza OAt asSa
ampificeret via PCR, hvilket er sket da primeren har bundet til genfragmentet med
mutationen.

Den undersggte punktmutation eendrblandt andet GAA til TAA i DM&kvensenHvorfor
resulterer denne aendring i étke-funktionelt protein?

1 GAA koder for aminosyren glutaminsyre, mens TAA er et stopcodon.
Translationen vil altsa terminere far proteinet er syntetiseret feerdigt.

Hvorfor vil et knockout af en transkriptionsfaktor der initierer transkriptionen af insulin
medfgrer diabetes?

1 Transkriptionsfaktoren bindetil promoter-omradet pa genet, og initierer herved
transkriptionen af genet ved at binde RidAlymerase. Hvis ikke
transkriptionsfaktoren kan binde vil transkriptionen ikke forlgbe. Da der ikke vil
blive dannet noget mRNA, vil der heller ikke blive stis¢eet noget protein. Da der
her er tale om genet for insulin, vil personen da ikke veere i stand til at producere
insulin, hvilket medfarer diabetes.

Det har du leert

Du burde nu have en grundleeggende viden om diabetes pa et molekyleert og mikrobiologisk
niveau, samt forsta hvilken rolle kulhydrater spiller i kroppen og forstd sammenhaengen mellem
glukose, glykogen, insulin og glukagon. Du burde ogsa have faet en forstaelse for, hvordan
kroppens fysiologi (iseer omkring bugspytkirtlen) og diabetes haenger sarmibesuden har du

leert om MODMiabetes, som skyldes en genetisk fejl og hvordan man kan bruge bioteknologiske
veerktgjer, som for eksempel polymerase chain reaction og gelelektroforese, til at tjekke personer
for tilstedeveerelsen af en specifik mutation.

Vigtige begrebertnsulin, glukagon, beteeller, blodsukker, glykogen, GLWnsporter, MODY,
PCR, centrifuge, gelelektroforese, mutation.
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5SfcAyiadAg AYyTFDZ a2 Y

Introduktion

Efter at have diagnosticeret ved hjeelp af genetik, er det nu tid til aésevordan diabetes

SASYy Gt A3 LINGAN]SNI {NRPLILISY oAanNJ of 2Radzl { SN 213
dzR 6 NHzR ¢ ® C DANIog insvlinkbrigentrafioh idalode®ps hhv. en rask og syg mus for at se
hvordan disse vekselvirker pa hinanden. Fkkinaler mange hundrede tusinde mennesker hver

dag deres blodsukkerniveauet, for at beregne maengden af insulin de skal have tilfgrt, praecis
ligesom i dette forsgg. Dette er desuden en af flere metoder, til at diagnosticere

diabetespatienter. Desuden skahgle hvor falsomme musene er overfor insulin og herved kigge

pa om de maske har udviklet insulinresistens og diabetes type Il som falge deraf. Efter forsgget
bar i have en god forstaelse for hvordan insulin og glukose pavirker hinanden, samt hvordan begge
molekyler spiller en afgarende rolle i diabetes. Desuden vil i lzere om forskellen pa forskellige typer
af diabetes.

Teor|

Diagnostik af diabetes

Leeger kan diagnosticere diabetes hos en person ud fra en kombination af symptomer og et
afslgrende blodsukkeiveau. Bagefter kan laegen begynde jagten pa grunden til, at patientens
blodsukker er darligt reguleret. Darligt reguleret blodsukker medfarer nogle meget typiske
symptomer:

Treethed fordi diabetes medfarer, at glukosen i blodet ikke kan transporteresdedarbejdende
celler. Nar cellerne mangler energi (i form af glukose), er de ikke i stand til at udfare samme
maengde arbejde.

Polyuri, som betyder at man producerer store maengder urin. Nar blodsukkeret bliver hgit nok,
kan det ikke undga at blive filiret fra i nyrerne og ender dermed i urinen. Glukosen har her en
osmotisk effekt, og traekker vand med ud. Det betyder, at der i sidste ende kommer store
maengder glukoseholdigt urin ud.

Tarst da forggelse i blodsukker ogsa medfarer forhgjet osmolarkidet. Osmolaritet er et

kemisk begreb for antal mol osmotisk aktive partikler per liter oplgsning. Fx sukkermolekyler per
liter vandig oplgsning. | menneskets tgrstcenter i hjernens hypothalamus registrerer tgrstceller
blodets osmotiske tryk. Nar blodetsmolaritet stiger, tolker disse tarstceller det som
vaeskemangel, og far hjernen til at tro, at man er tarstig. Samtidig har man naturligvis ogsa
temmelig store veesketab via den ekstra maengde urin, man danner, nar man har diabetes.

Veegttah pa grund af loppens darligere evne til at transportere glukose fra blodet og ind i
cellerne, er diabetikere i mindre grad i stand til at lagre sukker fra kosten i leveren og musklerne.
En diabetiker far simpelthen mindre ud af sine maltider.

Symptomerne foroven kamdikere, at patienten har diabetes. Men diabetes er en diagnose, man
i dag stiller ud fra koncentrationen af haemoglobin AdbA1¢ i patientens blod eller
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enkeltmalinger af meget hgjt blodsukker. HbA1lc er en type af haemoglobin i kroppens erytrocytter
(rede blodlegemer), som glukose binder til. Koncentrationen af HbA1lc er derfor et mal for
patientens blodglukosekoncentration over de sidste 120 dage, som er en erytrocyts
gennemsnitlige levetid. Intervallet for denne koncentration for raske mennesk&t-éd

mmol/mol (type HbAlehaemoglobin per mol af normalt haemoglobin). Maengden af HbAlc vil

veere forhgjet hos patienter med diabetes, og i 2011 anbefalede WHO, at diagnosen for diabetes
blev sat ved>48 mmol/mol. Yderligere er HbAlc niveauer mellem 41 og 48 nmulllig med en
ELINHNRAFOSGAA1E GAfaldlyR® 5A3aS LI GASYGdSNI KINJ
Blodprgveanalyse af HbAlc kan dog ikke bruges, hvis patienten ogsa har en sygdom, der pavirker
hvor lang tid erytrocytterne lever. Denne levedfdrskel findes fx hos patienter med visse
blodsygdomme.

Haemoglobiner et protein i kroppens rade blodlegemer. Heemoglobin er ngdvent
for at blodcellerne kan binde ilt, og derpa transportere det fra lungerne og ud
kroppens andre celler. Heemoglohimdeholder jern, som ogsa er grunden til at blc
er radt.

| disse tvivistilfeelde kan lsegen bruge en anden metode til at vurdere, hvorvidt patienten har
problemer med blodsukkerreguleringen. Denne metode indebeerer, at blodets glukoseniveauer
bliver malt,bade efter faste og 2 timer efter indtagelse af 75 gram glukose. Denne undersggelse
kaldes Oral Glukose Tolerance Test (OGTT), og kan stadig bruges diagnostisk for diabetes.
Undersggelsen med maling af HbAlc har den fordel, at patienterne ikke behgasteairfden
undersggelsen, og laegen blot skal bruge en blodprgve. Herunder vises, hvad niveauerne af
blodglukose skal veere, for at diabetes bliver diagnosticeret. Diabetes diagnosen kraever at
patienten har mere end én maling af blodglukose eller Hbaldkgtigk niveau.

TEST SUKKERKONCENTRATION | BLODE
Blodglukosekoncentration efter faste = >/=7 mmol /L

eller blodglukosekoncentration 2 timer >/=11,1 mmol /L

efter indtag af 75 g glukose

eller tilfeeldig blodpreve, hvis patienter >/=11,1mmol / L

har symptomer

Efter diabetes er blevet diagnosticeret, er man ngdt til at finde sygdommens arsag, da
behandlingerne er afhaengige af diabetestypen. Et dysreguleret (darligt reguleret) blodsukker, kan
som sagt skyldes mange ting.

Den langt hyppigste arsag tilabetes, er patienternebvsstil Diabetes Mellitus Type 2, som er

RSYy ¢SNKGISNIWSRSE F2N¥3x adnN aGFrRAT F2NI ymw: | F
a2Y 2@SNWn 3G SNAFRENI 1F2SR1 6253 SINBYyAT £ SYRS YieiAzy F21
bestemte former for diabetes. | disse tilfeelde mener man, at kroppens celler udvikler grader af
insulinresistenshvilket beskrives senere i denne artikel. Diabetikemgagsetikkan ogsa spille en

rolle for dysregulering af blodsukkeret, se seneresldste par ar er forskere ogsa begyndt at

kigge pdarmenes mikrobionog pa hvordan gode og skadelige bakterier i tarmen hver isaer

pavirker diabetespatienterne. Det har vist sig, at mikrobiomet kan spille en temmelig stor

betydning for udviklingen af sygchmen, men praesenterer ogsa muligheder i behandlingen af

nogle typer diabetes.
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Mikrobiomet er en betegnelse for alle de levende organismer, som bor pa og in

os mennesker, som ikke er vores egne celler. Det deekker blandt andet ove

hudbakterier, men igtigere for diabetespatienter ogsa organismer i tarmen. L&
mere pa biotechacademy.dk

Diabetisk ketoacidose

Insulinkreevende diabetes kan veere akut livsfarligt, fordi darligt reguleret blodsukker bl.a. kan
medfgre en livstruende tilstand metlabetisk letoacidose Cellerne skal bruge glukose i deres
energikraevende processer. Hvis cellerne ikke kan fa adgang til glukose, begynder cellerne at
forbreende andre energikilder, isser fedt fra kroppens depoter. Under normale forhold bliver
friggrelsen af fedtsyremeemmet af insulin ude i fedtcellerne (adipocytterne). Derfor stiger
maengden af fede syrer i blodet ved insulinmangel. Ved hgje koncentrationer af frie fede syrer i
blodet, gar leveren i gang med at laketonstoffer(acetoacetat og E3-hydroxybutyrat). Dévliver

lavet fra fedtstoffer og aminosyrer og anvendes isger af muskelceller og hjerneceller. Der er energi
nok i ketonstofferne, men hvis koncentrationen af ketonstoffer i blodet er for hgj i for lang tid, sa
begynder blodets pH at falde uden for hvad éemormalt. En tilstand der kaldes acidose. Dette er
en meget farlig tilstand, da alle kroppens funktioner er indstillet til at fungere optimalt ved pH i
intervallet 7,357,45. Patienter med ketoacidose far kvalme, kaster op, vil veere uklare i hovedet og
har en risiko for at ga i koma pa grund af den lave pH. Man kan faktisk meerke den aagtigee

lugt af neglelakfjerner i udandingsluften hos patienter med ketoacidose.

Hjerte-kar-sygdomme

Pa leengere sigt giver diabetes, ud over de symptomer, der atezedzevnt, forgget risiko for en

tidlig ded, blandt andet pgdjerte-kar-sygdomme Typisk vil disse patienter ogsa have forhgjede
niveauer af fedt i blodet. Hvis man samtidig har forhgjet blodtryk, har man kraftig forgget risiko

for at fa areforkalkningDet er fordi, man over tid far fedtfyldte immunceller, der laegger sig som
0StNn3ayAYy3ISNE anlttRGS LA F1jdzSae AYRS A o0f 2RI
at fierne fedt og kolesterol fra blodet, hedderakrofagerog fungerer som immusystemets
skraldemeendEfter optagelsen af fedt kalder man disse makrofageskmmcellerMakrofager er

som udgangspunkt immunceller med mange smarte funktioner, der er med til at bekeempe
infektioner og hele sar. De er ngdvendige for at lukke sma rif®m opstar i blodkarrenes veegge,
nar man har forhgjet blodtryk. Men hvis det er store, fedtfyldte skumceller, der saetter sig i
karvaeggen, sa risikerer man dannelsen af plagues. Sa bliver helingen preeget af lag med fedt og
skumceller. Over tid forkalkerisbe plaques og blodkarrets diameter indsneevres og pavirker
blodcirkulationen flow.

De fleste langsigtede skader opstar ogsa pa grund af det kronisk forhgjede blodsukkers skadelige
effekt pa de mindste kar i kroppen. Denne nedbrydning kalder mamikmangiopati. Skader pa

de sma kar, medfarer at de celler, som karrene forsyner, ikke far den ngdvendige nzering og derfor
lider en stille dgd. Iseer de sma kar i gjnene er falsomme, sa diabetespatientens gjne far ikke den
ngdvendige neering. Det kan ende maihdhed.Nyrernes sma kar, som er ngdvendig for nyrens
filtrationsevne, bliver ogsa gdelagt og diabetespatienterne kan fa tiltagegdesvigt.Nerveceller
seerligt i heender og fadder far ikke nok blod til at kunne vedligeholdes, og digbatieaterne

mister noget af folesansen. Denne tilstand kalder ndéabetisk neuropatiPatienter med

diabetisk neuropati far nemt sar under fadderne, fordi de ikke maerker fx sten i skoen eller andre
sma sar. Grunden til, at nerverne virker darligt, er et darligt blodomfgtderne. Pa grund af den
darlige blodforsyning heler deres sar ogsa darligt, idet de nagdvendige celler fra immunsystemet
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transporteres rundt med blodet. Derfor bliver sarene ofte kroniske og kan give problemer med
infektioner. Det kan veere ngdvendigtamputere foden eller taeerne, fordi kroppen ikke selv kan
hele saret.

LIPIDHOLDIGE
SKUMCELLER

-

Figur 23.Dannelse af plaques i blodkar, medfgrer nedsat blodtilfgrsel, og dermed skade i kroppens
veev.

De vigtigste typer af diabetes i Danmark, vil vi gennemga i de naeste afsnit.

Diabetes Mellitus type 1 (DMT1)

Diabetes Mellitus type LCa. 10% af diabetestilfaeldene i Danmark skyldes type 1 diabetes. Denne
type er ogsa hyppigst set hos unge, der ikke nadvendigvis er overveegtige. Her er arsagen til et
darlig reguleret blodsukkemeautoimmun sygdom, hvor kroppens immunceller selektivt gar til
angreb pa kroppens egne beteller i de langerhanske ger i bugspytkirtlen. Det medfgrer en
tiltagende destruktion af de insulinproducerende betaller og dermed en dysregulering af
blodglukasen, fordi der simpelthen ikke er noget insulin til at regulere glukoseoptaget i cellerne.

Antistoffer er vigtige molekyler, som immunsystemet danner, for hurtigt at ga 1
Y2RI yINBO6 Ya2SR BT YAyl § f f SINSIRByerciey
antistoffer, kalder man foantigerer.

Kroppens immunsystem tolker i disse autoimmune tilstande simpelthen fejlagtigt nogle
€l f YAYRSEAISE Y2t S1e@t SN a42Y OnNBYyRS ail RStA3S
antigener.Immunsystemet yder jo normaltreservice, da det kan vurdere om et stof eller en
2NHI YA&EYS KDANBNI At A NRPLBISYD:EZYTaNRFFSS YRR
AYFEdzSYy T I GANHzZA D ! yRSNI yASNFES | ¥y ANADBRA ARS RS I
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celler. Nar et immuncéd-angreb gar i gang, frigives der ogsa immuncelleaktiverende molekyler.
5AaaS8S OAN]JISNI GSR i F2NRAINN] S AYYdzyaeadaSySaa
Necrosis Factor alfa og Gamiimderferon). Laes mere i Biotech Academy undervisningskteije

om ImmunforsvaretO O
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Figur 24 Ved DMT1 nedbryder kroppens immunceller ens egnedadiier, som kroppen fejlagtigt
selv har dannet antistoffer mod.

5S Yy SRONHzRG Sa SRSHES (TNNIY &Ly22NLI SNBa GAf Sy feavyYFsSyy
fremmede dele blive praesentersbm et antigen, som kroppens immunceller kan leere at

genkende, huske og reagere pa. Hvis de modne immunceller senere stader pa dette antigen igen

fx ude i kroppens veev, vil de blive ude i vaevet og rekruttere immunceller, der kan hjeelpe med at
destruere detskadelige fx bakterier i kroppen.

Ved DMT1 er det ikke abenlyst, hvad der starter den autoimmune reaktion. Patienterne har
naesten altid genvariationer, der disponerealtsa foragger risikoeq for autoimmunitet. Oftest
starter kroppen selv den autoimmerreaktion, men autoimmune reaktioner kan ogsa startes af
en ukendt miljgfaktor.
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Det kan for eksempel veere noget kemi i en fadevare eller en almindelig virus. Sa vil immuncellerne
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patientens egne betaeller i bugspytkirtlen, og patienternes immunsystem begynder fejlagtigt at
angribe sineegne bet® St t SNE &2 SOFNP RSSNIA§NIS23an YIy3aS i
virusinfektioner, kan starte den autoimmune reaktionen det er ikke tydeligt eftervist. Nar
immunsystemet producerer antistoffer mod kroppens egne celler, kalder man dem

autoantistoffer.

Man har, ved at analysere DNA hos patienter med DMT1, vist, at op mod 96% af DMT1
patienterne danner antistoffer mod éeller flere af tre vigtige betaellespecifikke molekyler.
Patienter med DMT1 danner altsa antistoffer mod enzymer i deres egnecedita, fx
glutaminsyredecarboxylase (GAD) eller tyrosinphosphatas®)(ldven ogsa mod andre molekyler
fx hormonet insuh (1AA).

Genkoden for mange af disse autoimmune antistoffer, er lokaliseret til alleller pa det 6.

kromosom, som man kan undersgge ved hjaelp af den metode, | ogsa skal prave i Det Virtuelle
Laboratorium. Det har ogsa vist sig, at mange raske danskeuidsar genotyper uden at vaere

syge. Man siger derfor at genotypen har lav penetrans, fordi man ikke ngdvendigvis bliver syg af at
KIS 3ISy20ellSyed 'R 20SNI G 5ac¢m Ly adlNIS ¢ d:
andre faktorer, der kan stagtdette autoimmune respons. Det ggr man, bl.a., fordi man ser en
saesonvariation (der er flest, der debuterer i vintermanederne med DMT1), og man misteenker

som sagt vira, fadevarekomponenter og andre kemiske forbindelser som arsager til det

autoimmune respas hos patienter med DMT1.

Diabetes Mellitus type 2 (DMT2)

5a¢H SftfSNIRSG ydz dzY2RSNYS yI @y €3I YYStYlIyRaa
Danmark og er derfor den allerhyppigste form. Arsagerne til udviklingen af DMT2 er helt
overvejendeoverveegtmed forenergitaet madog forlav fysisk aktivitetLidt forsimplet, er der en
uoverensstemmelse mellem sammensaetningen og maengden af kost, og hvor stort energiforbrug
man har. Som resultat af patienternes kost og livsstil, har deresdmdter danmet ekstra meget

insulin igennem lang tid, for at holde trit med det hgje glukoseniveau i blodet. Samtidig har
patienterne sat deres andre celler, iseer muskelceller og fedtceller, pa overarbejde med at optage
den ekstra glukose og lagre den. Det ender mieck#lierne i kroppen udviklensulinresistens.

Cellerne far nemlig rigeligt med energi, og derfor nedreguleres transporten af de insulinafhaengige
glukosetransportere (GLUTA4) til deres cellemembran, hvor de skal veere for at fungere. Det
betyder at absorptinen af glukose via GLUTrdnsporteren ind i isser lever og fedtcellerne

fungerer darligere, og blodsukkeret forbliver forhgjet.
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Figur 25Insulinresistens i kroppens celler heemmer transporten af GLUT4 til cellemembranen, sa
glukoseniveauet i blodet fotiver hgijt.

Ved insulinresistens falder niveauet af blodglukose altsa langsommere end hos raske. Det betyder
at betacellerne ikke stopper med at danne ekstra insulin, indtil man har tvunget det sidste

glukose ind i de celler, som skal lagre glukosenteDmtmindre problematisk, sa leenge der bliver
dannet nok insulin til at blodsukkeret pa et tidspunkt normaliseres. Faktisk har langt de fleste
overveegtige en grad af insulinresistens med forhgjede niveauer af insulin i blodet
(hyperinsulingemi), uden at deadvendigvis har DMT2. Man antager at DMT2 udvikles, nar beta
cellerne ikke leengere er i stand til at producere insulin nok til at kompensere for
insulinresistensen. Det kan skyldes, bade at aktiviteten i-oetierne falder, eller at der bliver

feerre afdem. Noget der typisk sker, hvis man ikke gar noget ved sin livsstil.

Betacellernes darlige funktion haenger ogsa sammen med, at patienter med DMT?2 ofte far
forstyrrelser i deres glukagonregulering. Glukagonet aktiverer, leverens nedbrydning af glykogen
til glukose, som bliver udskilt i blodet, for at fa blodsukkeret til at stige. Glukagonet varetager en
vigtig funktion, der giver cellerne den ngdvendige energi, nar man er mellem maltiderne.

Men hos nogle diabetespatienter falder glukagon ikke i forbiselened maltider, som det skal.
Derfor stiger blodsukkeret hos disse patienter selvom, det i forvejen er hgijt pa grund af maden.
Dette medfarer yderligere dannelse af insulin fra betdlerne. Over lsengere tid vil kroppens
celler blive insulinresistentefdi glukose og insulinniveauet konstant ligger hgjt. Det kalder man
for glukosetoxicitet.

Endelig vil adipocytterne (fedtcellerne) ogsa reagere pa forhgjede niveauer af glukagon. De vil

nedbryde fedt til frie fedtsyrer, som bliver udskilt i blodet. Hajeeauer af frie fedtsyrer, vil fgre
til en ophobning af fedt i celler, der ikke er i stand til at lagre fedt. Det kalder mdipdboxicitet,
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og det forhindrer typisk cellerne i deres primeere opgaver. Dette bliver fx problematisk, nar beta
cellerne ikle lzengere kan producere insulin pa grund af lipotoxiciteten.

De forhgjede niveauer af glukose og fedtsyrer i blodet har som naevnt, mange darlige
falgevirkninger pa kroppens celler. Hvis det varer leenge nok, pavirker det ogséediietae, som
bliver darlgere til at producere insulin. Typisk bliver de mindre eller ogsa gar de til grunde, og sa
bliver kroppen endnu darligere til at regulere blodsukkeret.

Forskning viser ogsa at, insulin virker darligere, hvis kroppen er i en
inflammations/betsendelsestiland. Immunsystemet frigiver signalstoffer (cytokiner) i
beteendelsestilstande, som skal hjeelpe med at aktivere andre immunceller. Disse cytokiner
vekselvirker ogsa uhensigtsmaessigt med insulinen og insulinens receptorer pa cellerne, sa
insulinen virker daitere. Grunden til denne inflammationstilstand er stadig uklart. Man mener, at
store meenger fedt iseer i bugen, aktiverer immunsystemet. Fedtcellerne (adipocytterne) kan blive
stressede, og ved stress i lang tid gar fedtcellerne til grunde. Resterne édetigte fedtceller
aktiverer immunsystemet, sa der opstar en betaendelsestilstand. Denne betaendelsestilstand
opstar, nar immuncellerne skal fierne celleresterne. Som beskrevet senere spiller bakterierne i
tarmene (mikrobiomet) ogsa en stor rolle for inflamationstilstande, hvad man efterhanden
tilleegger en starre og starre betydning hos patienter med DMT2.

hLINAYRSEtA3AG 0fSP 5ac¢u {IfRGO £€DFYYSEYlIyYyRadz] 1 SN
hos aeldre overveegtige. Starstedelen af patienterne§@) erstadig i denne gruppe. Men

efterhanden ser man ogsa DMT2 med isaer nedsat og utilstraekkelig insulinsekretion fra beta

cellerne hos normalvaegtige, og ogsa hos unge (ca. 20% af DMT?2 tilfaeldene).

Latent Autoimmune Diabetes in Adults (LADA) og MaturidnsetDiabetes of the Young (MODY)

5SNJ FAYRS& Sy £ 5AILAB\SoRStardobda.t100latizile diadetleifilfaidey ¢
Disse patienter har i farste omgang symptomer og livsstil, der tyder pa en erhvervet form for
diabetes (altsd DMT2). Men nar dévier undersggt, kan man male at immunsystemet danner
autoantistoffer mod betacellerne. Derfor beveeger patienterne sig mod en tilstand, der ogsa
ligner DMT1 med en tiltagende nedbrydning af kroppens egne-beliar.
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@Figur 26. Insulinfrigivelse i erask betacelle. Glukosen i blodet bliver optaget gennem GLUT2 (der
er en insuliruafhaengig kanal). Glykolysen omdanner glukosen til ATP, der haemmer nogle
specifikke ATBzlsomme kaliurrkanaler i cellemembranen. Dermed bliver de spaendingsafhaengige

calciumkamler aktiveret, da cellen nu ophober positive kahiomer. Herved strammer calcium ind
i cellen. Calcium er ngdvendige for at transportere granula med insulin ud til celleoverfladen, hvor
insulinen bliver frigivet til blodet.

En anden genetisk form afatietes eMODY (MaturityOnset Diabetes of the Youn@et er en
arvelig tilstand, som star for ca. 5% af alle diabetestilfeelde. Der findes flere forskellige typer af
MODY. Patienterne kan have en mutation i transkriptionsfaktorerne (1 i figur 26).
Transkiptionsfaktorer er proteiner, der findes i cellens kerne (nucleus). De er ngdvendige for, at
cellens DNA bliver afleest korrekt. DNA indeholder blandt andet-beftans opskrift pa insulin, og
en fejl i transkriptionsfaktorerne medfarer altsa, at cellekeikkan danne insulin.

Hos patienter med en specifik type af MODY (MODY?2) er det en mutation i glukokinasen, der
medfgrer en manglende insulinfrigivelse (2 i figur 26). Glukokinasen er ngdvendig for at omdanne
den optagede glukose til glukogephosphat. His der ikke bliver dannet ATP, bliver der i sidste
ende ikke frigivet noget insulin, pa trods af at betllen stimuleres med glukose fra blodet.
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Sekundeere former for diabetes

Der er ogsa deekundzere former for diabetes. Betaellerne og deres evne fik udskille insulin, og
dermed den hormonelle regulering af blodsukkeret, kan blive pavirket, hvis man bliver opereret i
bugspytkirtlen. Enten fordi man opererer dele af bugspytkirtlen ud pa grund af cancer, eller fordi
bugspytkirtlen bliver skadet. Diates kan ogsa opsta, hvis betallerne bliver fiernet eller

gdelagt, noget som fx ogsa kan ske ved sveere infektioner (pancreatitis). En anden slags diabetes
ses hos gravide. Ca4%36 udvikler diabetes efter 20. graviditetsuge, men sygdommen forsvinder
typisk efter barnets fgdsel. Man kalder dette feenomen Gestationel Diabetes Medlitusg) ( Man

mener denne type opstar bade, som resultat af den gravide krops hormonelle forandringer,
kroppens foragede energibehov pa grund af fosteret og pa grund af tiltagesdénresistens hos

den gravide. Pa trods af at sygdommen forsvinder bagefter, har disse kvinder en forgget risiko for
at udvikle diabetes senere i livet.

Behandlingen af de forskellige diabetesformer beskriveesste artikelDa mange patienter har
diabetes, og derfor har et stort behov for kontakt til sundhedsveaesenet, er det en meget
ressourcekraevende sygdom. Derfor bliver der dgsét meget forskning i, hvordan den kan
behandles. Noget af den nyeste diabetesforskning beskeeftiger sidkrapgensmikrobiom og
dets rollei forskellige typer diabetes.

Mikrobiometer betegnelsen for alle de organismer, der lever methehneske som veert. Man

har bakterier og andre organismer mange steder, for eksempel pa huden og i mavetarmkanalen.
Nogle af disse organismer er skadelige for mennesket, og kan veere med til at give syguiven.

af disse organismer kan beskytte dig moddiym, og har altsa en gavnlig effekt. Mennesket

bestar faktisk af 10 gange flere bakterieceller, end egentlige menneskeceller. Og hvis man leegger
alle de forskellige bakteriers genomer sammen, koder de for 150 gange flere gener end en
menneskecelle gar. M& K+ NJ RSNF2NJ NEFSNBENBG GAf RA&aasS ol
Man har i lang tid vidst, at mikroorganismer betgd noget for sygdomme og infektioner, men i dag
ved man, at bakterier ogsa kan gare noget godt for helbredet. Mikrobiomet pavirkediguisi af,

hvad vi spiser. Samtidig har mikrobiomet ogsa betydning for aktivering af kroppens immunsystem,
ikke kun i mavetarmkanalen, men ogsa i resten af kroppen. | den forbindelse, spiller mikrobiomet
ogsa en stor rolle i forbindelse med overvaegt capetes.

ProbiotkaSNJ RSFAYSNBG a42Y £€f SOSYRS 2NHIYAAYSNE RSN
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en darligere tarmflora. Men man har ogsa fundet udaafile forskellige bakterietyper foretreekker
forskellige energikilder, s& man kan ogsa selv give probiotika gode vaekstbetingelser, hvis man
tilpasser sin kost. Dette er beskrevet i undervisningsprojeRtetdhedsfremmende bioaktiv

kosther pa hjiemmesiden.

De bakterier, der foretreekker lange komplekse kulhydratkaeder, har oftest en bedre effekt pa
kroppen end de bakterier, der foretreekkdizeter med meget fedtindhold. Det betyder ogsa at
overveegtige personer, sandsynligvis ogsa har en overveegt af ufavorable tarmbakterier pa grund af
kosten.

aly KIFENJFlLF{1GAa1 FEtSNBRS A 102N G2NRASNI IAGS
pa deres tarmflora. Man har ogsa lavet forsgg, hvor diabetespatienter kunne behandles med

mindre doser medicin, efter en god tarmflora var blevet oprettet.
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sund tarmfora har:Tarmveeggerer oftest mindre gennemtraengelig (permeabel) hos folk, der

spiser fiberrig kost pa grund af, at probiotika ikke skader tarmepitelet, som andre bakterier gar.
Gennemtraengelighed i tarmen har betydning for, hvor megyedotoxinder kan lommer ind i

kroppen fra tarmkanalen. Endotoxin (som er et lipopolysakkarid) er en bestanddel fra visse
bakteriers cellevaeg. Dette stof aktiverer immunsystemet og starter en inflammationstilstand i
kroppen, nar det kommer ind i blodet. Som | ved nu, spitiBammationstilstande i kroppen en

stor betydning, nar det geelder effekten af insulin og blodsukkerreguleringen. Endelig producerer
y23fS £€32RSé¢ 06 1 3GSNASNI 23 3aShort|ChanlFaty ARITBA).TSRG a @
Man har bevist, at DMTFRatienter har feerre SCFgroducerende bakterier i tarmen, end raske

personer har. SCFA pavirkecdllerne i tarmepitelet og giver en gget frigivelse af hormonerne

GLP1 og PYY. Begge hormoner mindsker appetitten, oglGider ogsa betaellernes frigivelse

afinsulin, nar blodsukkeret er forhgjet. Forskningen i, hvordan mikrobiomet ellers spiller en rolle

for sundheden, er stadig i fuld gang.

Kendskab til sygdommen og behandlingen er vigtig, fordi diabetes er en folkesygdom, bade i
Danmark og i resten af veed. | &r 2012 havde 320.000 danskere en diabetesdiagnose. Samtidig
var der 200.000 danskere, der ikke var klar over, at de havde diabetes. Ud over denne halve
million var det anslaet at 750.000 danskere havde en tilstand af preediabetes med risiko for at
udvikle diabetes senere pa grund af deres livsstil og/eller genetik. Pa verdensplan er omtrent 420
millioner diagnosticeret med diabetes. Disse tal ser i gvrigt kun ud til at stige.

Hvad har i leert?

| har nu laert om de symptomer, personer med dysreguletetisukker typisk har, inden de far
diagnosen diabetes. Symptomer som tarst, treethed, vaegttab og polyuri. Samtidig har | lzest, at
diagnosen for diabetes bliver stillet ud fra patientens niveauer af haemoglobin Alc i blodet (over
48 mmol/mol) eller ved bloddtkermalinger hos laegen. Arsagerne til et dysreguleret blodsukker er
som beskrevet mange, og bade patienternes livsstil, genotype og andre faktorer spiller ind.
Kroppens inflammationstilstand er ogsa vigtig for, hvor godt insulinen virker pa cellernéeing i
forbindelse spiller bAde maengden af fedtveev og tarmenes bakteriesammensaetning en rolle. Helt
essentielt far man diabetes, nar glukosen ikke kan transporteres ind i kroppens celler. Arsagen til,
at blodsukkeret ikke kan normaliseres, kan bade skyldesugsimmun sygdom, som gdeleegger
beta-cellerne (type 1), erhvervet insulinresistens (type 2) og de mere sjeeldne genetiske variationer
(MODY og LADA). Et darligt reguleret blodsukker kan have nogle meget alvorlige falgesygdomme,
som hjertekar-sygdomme medblindhed og nyreproblemer, kroniske sar og eventuelt diabetisk
ketoacidose med koma og dad til falge.
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Quiz
1. Hvorfor kan koncentrationen af Heemoglobin Alc (HbAlc) bruges til at diagnosticere
patienten for diabetes?

a. Niveauet af HbA1c afspejler middelplasiglukose gennem de sidste2maneder
og et hgjt Hb1Ac niveau indikerer derfor diabetiske tilstande.

b. Insulin frigiver HbAlc, hvilket derfor er et pejlemaerke for om insulinudskillelsen er
normal.

c. Hvis personen er diabetisk, vil HbAlc niveauet veere megegtandet forkert
stgrre oplagring af glukose.

2. Hvorfor er diabetisk ketoacidose livsfarligt?

a. Ved diabetisk ketoacidose vil blodsukkeret falde s& meget at der ikke leengere er
energi nok til cellerne i kroppen, som derfor dar.

b. Nar kroppen ikke kan forbreendgukose, men bruger fedtsyrer i stedet, vil disse
blive nedbrudt til ketoner. Ketoner er toksiske over for kroppens celler, da de virker
som inhibitorer for mange enzymer.

c. Nar kroppen ikke kan forbreende glukose, men bruger fedtsyrer i stedet, stiger
koncentrationen af ketonstoffer, som er et mellemprodukt af forbreending.
Ketonstofferne far pH i blodet til at falde til under de cirka 7,4 hvor alle kroppens
processer fungerer optimalt.

3.5A0S80GS8a d8LsS L SNX

a. En livsstilsygdom, som skyldes at kroppens cellbtearet immun over insulin,
grundet et overindtag af energi gennem laengere tid.

b. En sygdom der primaert rammer aeldre personer, da fmtilerne mister deres
evne til at producere insulin.

c. En autoimmun sygdom, hvor kroppens immunforsvar angriber de insulin
producerende betaceller, og derved resulterer i en dysregulering af
blodglukosen.

4. Hvornar kan man konstatere diabetes hos en patient?
a. Nar HbAlc koncentrationen er under 48 mmol/mol.
b. Ved en glukosekoncentration pa over 7 mmol/L efter faste.
c. Ved glukosekongadration over 5 mmol/L 2 timer efter indtagelse af 75 g glukose.

5. For lavt aktivitetsniveau og for energiholdig kost kan:
a. Resultere i diabetes type I, da muskelg fedtceller har optaget for meget
glukose over leengere tid og derved har udviklet insulisigtens.
b. Resultere i diabetes type I, da det skader immunsystemet og derved bidrager til
inflammatoriske tilstande.
c. Reducere produktionen af insulin, da hgjt energiindtag resulterer i hajt
glukagonniveau.

6. Hvilket af falgende udsagn om diabetes type foekert?

a. Ved DMT2 er glukagonudskillelsen darlig reguleret, sa blodglukoseniveauet ikke
falder.
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b. Et hgjere glukagonniveau vil medvirke til at fedtcellerne udskiller for mange frie
fedtsyrer til blodet i en tilstand kaldet lipotoxicitet.
c. Ved DMT2 reagerer dlerne for kraftigt pa insulin og optager derfor for meget
glukose hvilket resulterer i hyperglykaemi.
7. Hvordan kan man forestille sig at man kan behandle DMT 1?
a. Vaccinere med antistoffer mod beteller.
b. Give patienten insulin.
c. Tilfgre insulinproducerendedba-celler til patienten.
8. Hvorfor kan det veere gavnligt at visse tarmbakterier producerer Short Chain Fatty Acids
(SCFA)?
a. SCFA mindsker appetitten og gger insulinproduktionen ved at stimulerer
frigivelsen af hormonerne GL-P og PYY.
b. SCFA genkendes af dersae receptorer, som genkender insulin, og stimulerer
derfor optagelsen af glukose.
c. SCFA binder til de antistoffer som patienter med DMT1 normalt danner mod beta
cellerne, og modvirker derfor et autoimmunt respons.
9. Huvilken funktion udfgrer bakterier IKKExénneskekroppen?
a. Forarsager sygdomme.
b. Hjeelper til at nedbryde vores kost.
c. Hijeelper til translation af RNA til protein.
d. Medhjeelper til at aktivere immunsystemet.

@velse og vejledning

Laboratoriet har modtaget to mus, hvoraf den ene skulle veere diabetiglerai din opgave at
pavise, at den ene af de to mus har diabetes gennem en raekke forskellige forsgg. Du skal tage
blodpragver, undersgge musenes insulinfaglsomhed ved en glukosetolerance test og en
insulinfalsomhedstest.

Blodprave

Blodpraver er blod udtaa fra en vene, som er de blodarer, der farer tilbage til hjertet. Blodet kan
undersgges for sammensaetning af salte, enzymer, hormoner og proteiner, og i et vist omfang
genetisk materiale. Herudover kan man undersgge celletyper og cellemaengder. Blodetdfest

1 Celler:Rgde og hvide blodlegemer samt blodplader.

1 PlasmaDen veeske som cellerne befinder sig i. Veesken bestar fortrinsvis af vand samt
sukker, salte, enzymer og proteiner, seerligt de sakaldte koagulationsfaktorer
(starkningsfaktorer), der far plasget (og dermed blodet) til at starkne.

1 Serum:Den del af plasmaet, som er tilbage og ikke starkner.

Blodet kan ved infektioner ogsa indeholde bakterier, som kan pavises ved en bloddyrkning.
Blodpraver udtages i dag normalt fra blodarerne i albuebgijninged at fare en nal gennem
huden. Nalen er forbundet til et sterilt glas med undertryk, som sgrger for at blodet suges ud.
Dette resulterer i et fuldsteendig lukket system, med mindst mulig chance for infektion. Desuden
undgar personen der udtager blodpravat komme i direkte kontakt med potentielt smitsomt
biomateriale.
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Glukosemeter

Der findes flere made at male blodsukkerniveau (koncentrationen af glukose i blodet) pa. En af de
mest almindelige, som bruges dagllgt af mange diabetikere, er en elektrdkemeit®ode. Denne
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enzymet glukose oxidase. Dette enzym oxiderer glukose til glukonolaktone (og enzymet bliver
desuden reoxideret af et overskud af ferricyaniddsékan fungerer igen). Samtidig udsender
glukosemetret en elektrisk ladning i den ene ende. Da glukonolaktone kan lede strgm, vil den
ladning der overfgres til den anden ende af glukosemetret veere proportional med maengden af
glukose i prgven og glukoseinet bruger da en algoritme til at udregne glukosekoncentrationen,
baseret pa den malte elektriske strgm.

Vortex

En vortex er et meget almindeligt og simpelt instrument i laboratoriet og bruges til at blande

vaesker. Dette er ngdvendigt i mange tilfeeldebéjder man med kemiske stoffer eller

enzymatiske assays er det vigtigt at stofferne bliver mixet ordentlig, enten for at sikre at

reaktionen forlgber ensartet, eller at en fortynding er jeevn. Det samme geelder i mikrobiologi,

hvor det sommetider er ngdvengt at vortexe cellerne for at undga sammenklumpning. Efter
OSYGNRTFAdASNAY3IZ Iy @2NISE 23an oNHzZZSE TFT2NJ I
opmaerksom pa at visse celler kan tage skade af for kraftig vortex.

@velsesvejledning
Del2.a Blalprgve
Materialer

1 Rask mus

71 Diabetisk mus

1 2x1mlKanyle

1 2 x Reagensglas med lag (sterilt)

1 Pakke med stix til blodsukkermaling
Metoder

1 Markér reagensglas med R og D (Rask og Diabetisk)
Placér en rask mus i buret og lad den Igbe i 5 min.
Tag derefteren508 f o0 f 2 RLINDZS YSR (1lyeéetsS 23 2@SNFDAN
Pasaet lag pa reagensglas
Vortex blodprgve forsigtigt i 30 sek.
Dyp en stix i prgven og indszet i blodprave/insulin maleren.
Start med en nulprgve. Notér glukose og insulinniveau.
Foretag trin 26 med endiabetisk mus
Notér glukose insulin niveau ud fra blodprgven.

O©CoOoO~NOOOUTDWN

Del 2.b Glukose tolerance test
Materialer
1 Rask mus
9 Diabetisk mus
1 Koncentreret sukkeroplgsning 0.3 mol/L
1 26x 1 mlkanyle
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1 26x Reagensglas
1 Pakke med stix til blodsukkermaling
Metoder
1 Marker tidspunkter pa reagensglas 0, 10,..., 50, 60 samt om det er R eller D (Rask eller
Diabetisk)
2 Seetden raske mus i buret og lad den Igbe i 5 min.
3 Giv musen 10 ml koncentreret sukkeroplgsning fra den bla flaske.
¢F-3 pn >t o0f2RLINDDS YSR (lyeéetSy G4Af GARSY
sukkeroplgsning. Derefter tages blodprgven hvert 10 min. i 60 min. eller indtil der er sket
en fordobling i blodsukkerniveauet.

D

5 Vortex blodpragver forsigtigt i 30 sek.
6 Dyp en st i en prgve og indsaet i blodprgve/insulin maleren. Start med en nulprgve.
7 Eksporter data til Excel
8 Foretag trin 36 med den diabetiske mus
Del2.c Insulinfglsomhedstest
Materialer
1 Rask mus
9 Diabetisk mus
1 Koncentreret sukkeroplgsning 0.3 mol/L
1 Insulin Oplgning 100 enheder/ml
1 26 x1 ml kanyle
1 26 x Reagensglas
1 Pakke med stix til blodsukkermaling
Metoder
1 Placer den diabetiske mus i buret og lad den Igbe i 5 min.
2 Marker tidspunkter pa reagensglas 0, 5, 10,..., 50, 55, 60 samt om det er R eller D (Rask

eller Diabetisk)

¢F-3 pn >f o6f2RLINDDS YSR (lyeéetSy GAft GARSY
Straks efter gives musen insulin indsprgjtning

Tag blodprgver hvert 5. min med kanyle og overfar til det respektive reagensglas.

Omgéaende dyppes en stix i reagensglasset indszettes i blodpravédinsaleren.

Blodsukkeret skal forsgges at blive holdt pa 5 mmol/L. Giv musen koncentreret

ddzl {1 SNRLX DAYAY3 dzZR FNI} YnfAy3aSyod 5S4 | yoST
YAt Ay3aSy SNJ dzyRSNJ p YY2ft® 5SNJ IAPSaLmnn >f
8 Eksporter data til Excel.

Foretag trin 17 med den raske mus. | trin 6 skal maengden af koncentreret glukose

halveres.

~No orhw

©

Spargsmal til avelsesvejledning
1. Hvorfor kan det veere en god idé at anvende vortex?

o En vortex anvendes nar man har vaesker, som skatlbka Det er en god idé at
blande veesker inden man udtager prgver, da man herved minimere bundfald og
evt. faser i vaeskerne.

2. Hvorfor er det vigtigt at skifte til en ny kanyle hver gang man tager en ny blodprgve?

41



o0 Man er ngd til at anvende nye kanyler, da dkal veere sterile forhold. Desuden
kan der sidder rester fra tidligere praver, hvilket kan pavirke resultaterne.
3. Hvis man giver musen 20 ml af den koncentrerede sukkeroplgsning. Hvad er stofmaengden
sa?
o Den koncentrerede sukkeroplgsning har en koncemnrapa 0.3 mol/L
0 Hvis man giver 20 ml af dette, svarer det til en stofmaengda®a—z ¢ 1
PO ™TnNnEé pdag 02w
4. {AFNBYlG YIy alltt 20SNFDANB pn >t K@2N YIy3
o >f & @p WNIE NG ni dvarer tp 1t L, altsd svarep f p it Amil, hvilket derfor
betyder, at der overfgres ®p T & 0 TBL W @
5. Og hvilken Gilson pipette vil du anvende: 20, 100 eller 1000?
o aly @At |y@SYyRS DAfazy LALISGIGS mnnI RI
Yt SNI A >t
DuSNJ ydz {fFN GAt 4 3ISYyySYTDANB DSt aSy £Lyadz A

Databehandling og rapportering

Lav en minirapport ved at svare pa falgende spargsmal til de forskellige dele af gvelsen og inkluder
svar pa spgrgsmal til gvelsesvejledren.Til del 2.b og 2.c kan exestabelonen fra hjiemmesiden

med fordel bruges.

Husk at vaere opmaerksom pa om dit databehandlingsprogram bruger komma (dansk) eller
punktum (engelsk) som decimalseparator. Da Det Virtuelle Laboratorie bruger punktum, findes

der en guide til at lave dette om i skabelonen.

Del2.a:

1. Hvad er forskellen pa insuling glukoseniveau mellem den raske og syge mus og hvorfor?

1 Insulinniveauet i den raske mus er hgjere end hos den diabetiske mus. Omvendt, sa
er blodsukkerniveauet lave hos den raske mus end hos den diabetiske mus. Dette
skyldes at der er tale om at der er tale om en mus med type 1 diabetes, som ikke er
i stand til at danne insulin, og derfor heller ikke optager glukosen og omdanner det
til glykogen.

2. Antag at musen haastet og greenseveerdierne for at diagnosticere mus for diabetiske er
de samme som for mennesker. Kan du pa baggrund af blodprgverne konkludere om
musene er diabetiske?

{1 Ja, den diabetiske mus har en blodsukkerkoncentration pa omkring 11 mmol/L,
mens den rake har omkring 5 mmol/L. Ifglge tabellen i teorien, kan man
diagnosticere diabetes ved et blodsukkerniveau over 7 mmol/L ved faste. Det er
altsa tydeligt at den ene mus er diabetisk og den anden ikke er det.

3. Hvorfor er glukoseog insulinkoncentrationenmvendt proportionale?

1 Det er det, fordi glukose kun kan optages i cellerne nar der er insulin tilstede. Altsa
des flere insulinmolekyler, jo mindre sukker vil der veere i blodet og omvendt.

Del 2.b:
Indszet data fra gvelsesdel 2.b. Redeggr for kurvernestfarg forklar hvorfor der er forskel pa
dem. Kom for eksempel ind pa falgend

1. Hvorfor er blodsukkeret ved start forskelligt?
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{1 Det er det, fordi den diabetiske mus ikke har insulin, som kan fa glukosen overfgrt
til cellerne fra blodet. Altsa vil denne Yen noget hgjere koncentration af glukose
i blodet.
2. Hvorfor falder den raske mus blodsukker hurtigere igen?
1 Den raske mus kan danne insulin, som overfgres til blodet, hvorved glukose kan
optages.
Del 2.c:
Indseet data fra gvelsesdel 2.c i exskhbelon®. Redeggr for kurvernes forlgb og forklar hvorfor

der er forskel pa dem.
1. Hvilken mus kreever starst tilfgrsel af glukose for at opretholde en
blodsukkerkoncentration pa 5 mmol/L? Hvorfor?
1 Det gor den raske mus. Her falder blodsukkerniveauet hurtigeregdprdduceres
insulin, hvilket far cellerne til at optage glukosen fra blodet og stimulerer dannelsen
af glykogen

Det har du leert

Du har nu leert om forskellen pa de forskellige typer af diabetes. Du burde nu bade kunne
redegare for rsagerne og konsekvene af diabetes type 1 og 2, samt vide hvordan vores
mikrobiom kan spille en rolle i forbindelse med sygdommen. Desuden har du leert hvordan man ud
fra enkelte blodpraver, samt kontinuerte malinger, kan sige noget om patientens tilstand, ved at
analysere dta bade kvantitativt og kvalitativt. Du burde desuden have faet en endnu bedre
forstaelse for hvordan insulin pavirker blodsukkeret.

Vigtige begrebermlodsukker, type 1 og 2, autoimmun, insulinresistens, mikrobiom, blodprgve
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Introduktion

Du har nu diagnosticeret diabetes pa flere forskellige mader, men hvad ggr man, hvis farst man
har faet konstateret diabetes®n af behandlingsformerne er at fa tilfart insulin. Som naevnt er
insulin et naturligt hormon, men med 382 milliongiabetikere verden over, skal der produceres
meget! Dette er hvad Novo Nordisk har tjent godt pa de sidste mange ar. De har udnyttet
bioteknologien til at lave rekombinante produktionsorganismer der producerer insulin. Disse
organismer (for eksempel geettar) har faet indsat et gen, der koder for insulin, og kan derefter
dyrkes og producere insulin, der kan bruges som diabetesmedicin. Dette er praecis hvad denne
gvelse gar ud pa: at genmodificere en organisme til at produceret et vaerdifuldt stof. Overvej i
gvrigt de mange muligheder for at producere andre vaerdifulde stoffer pa denne made.

Teor|

Behandling af type 1 Diabetes

Det er tidligere beskrevet, atiabetes mellitus type 1 (DMThar en blandet eetiologi (arsag(er) til
sygdommens udvikling), dvs. atriskyldes bade genetisk arv og miljgpavirkning. Som ogsa
beskrevet er selve sygdommen en autoimmun proces, hvor kroppens immunforsvar bliver
fejlaktiveret og kommer til at angribe kroppen selv. | behandlingen af DMT1 skelner man mellem
symptomatisk og kuativ (helbredende) behandling. Ved den symptomatiske behandling afhjeelper
man kroppens insulinmangel, som er sygdommens skadesmekanisme. En sadan symptomatisk
behandling fortseetter resten af patientens levetid.

Ved den kurative behandling forsgger manemat erstatte den insulinproduktion, som er gaet
tabt, eller man praver at heemme kroppens immunforsvar, sa det ikke kan ga til angreb pa
bugspytkirtlen og yderligere forveerre tilstanden.

Praeventivt

Da arsagerne til udvikling af DMT1 ikke er helt forseédeddnu, er det sveert at opstille en reekke
entydige tiltag, man kan ggre for at undga sygdommens udvikling. Sund kost og motion menes dog
at veere gavnlige.

Medicinsk behandling
Medicin er grundpillen i behandlingen af DMT1. Da sygdommen netop skyldesgapdter i
LI yONB I 4Q S@yS (Af 4 RIYyYS AyadzZ Ay SN YIyYy Yy

Som tidligere beskrevet i artiklén ¢ & LIS NJ | ®m selielsygSoinidené, diagnosticeres
diabetes ud fra blodglukoseniveauet malt enten i fastetilstand eller efter maltidsindtagelse. Netop
blodglukoseniveauet er derfor ogsa den primaere parameter, man sgger at kontrollere. Det er
derfor vigtigt at male og holde niveauet under et vist niveau. Specifikt maler man koncentrationen
af HbAlc i blodet. HbAlc er et udtryk for, hvor mange af kroppens rgde blodceller, der er blevet
pavirket af ens sukkersyge. Da denne pavirkning sker langsom# dg rade blodcellers levetid i
gennemsnit er 120 dage, kan tallet bruges som et udtryk for blodglukoseniveau over laengere tid
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(hvis man fx har haft for hgijt blodglukose i to medéler, vil HbAlc afspejle detjeDe geengse
behandlingsmal for DMT1 ses her:

BEHANDLINGSMAL FOR DMT1
Blodglukose fgr maltider:-4 mmol/L 22 timer efter maltiderne: 4.0 mmol/L
HbAlc under 7,5 % (58 mmol/L)
0-2 milde episoder med hypoglykeemi om ugen
Undga alvorlig hypoglykeemi

Som det ogsa er naevnt i artiklén¢ & LIS NJ els m tiRokrlafidi@hietes, kan HbAlc bruges til at
beskrive gennemsnitsblodglukoseniveauet over en laengere periode. Derfor vil et lavt tal her tyde
pa, at tilstanden er velbehandlet.

Hvordan bruges insulin til medicinsk behandling?

Den medicinske behandly for DMT1 er fortrinsvis insulin, der gives meden sprgjtéigse 27)

enten i musklerne eller i fedtveevet under huden (oftest i maveregionen). (fun fact:

LyadzZ AYyYny3aRSNI FyaIrg@Sa A e¢AYyOGSNyraazyrtsS SykKS
insuin, der skal til for at seenke blodglukoseniveauet i en fastende kanin med 2,5 mmol/L. Nar en
diabetiker indtager 10 g kulhydrat, er der behov for 1 IE insulin).

Next Generation FlexPen®

£
( /e*pe,,

y

> Go to the Quick Guide

Figur 27 En FlexPen bruges af diabetikeren til injektion af insulin. Laes mere FlexRéRrlkie
pa billedet. Kilde: Novo Nordisk A/S

Der findes en enormt lang reekke af insulinpraeparater, men det, der er vigtigst at skelne mellem,
er hvor hurtigt effekten af insulinet indtraeder, og hvor leenge den holder. Pa baggrund af dette

inddeles insuhipreeparater typisk i:

1 Hurtigt virkende insulin
2 Middelhurtigt (intermediegert) virkende insulin
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3 Kombination af hurtigt og intermedigert virkende insulin
4 Langtidsvirkende insulin

Man vil som diabetiker bruge en kombination af de ovenstadende preeparater. Miis&n bruge
et langtidsvirkende praeparat som basalinsulin om morgenen; dette holder ens insulinniveau oppe
pa et naturligt grundniveau i lgbet af dagen.

Da man som typd diabetiker ikke er i stand til at gge insulinniveauet efter fadeindtag, er dgt do
vigtigt, at man supplerer med hurtigtvirkende insulin umiddelbart far maltider; dvs. far hvert af de
tre store maltider, men ogsa gerne inden mellemmaltider, da insulinindtaget pa den made minder
mest om den raske krops reaktion. Vigtigst er dog, at gllskbseniveauet holdes jeevnt over

dagen, hvorfor det anbefales, at diabetikere maler deres blodglukose mintdistafige om dagen.

Insulinbehovetvarierer fra person til person, men en tommelfingerregel er@,6 IE/kg
kropsveegt, hvor 580 % gives somngtidsvirkende, og 480 % gives som hurtigt virkende inden
maltider.

Figur 28 En insulinpumpe ses her koblet direkte til patientens mave. Laes mere om insulin pumpen
(NovoRapidher. Kilde: Novo Nordisk A/S

Eninsulinpumpe(sefigur 28 er en anden metode til behandling med insulin. | stedet for at skulle
stikke sig selv med en insulinpen, far diabetikeren en lille slange koblet til maven. Slangen er
forbundet til selve insulinpupen, der ud over at holde gje med diabetikerens blodglukoseniveau
giver en basalinfusion af langtidsvirkende insulin. Den kan programmeres til at levere
hurtigtvirkende insulin enten pa faste tidspunkter, eller nar brugeren selv veelger det.

Livsstil

Kost:Medicinsk behandling af DMT1 kan sta alene, men behandlingen er langt mere effektiv, hvis
den suppleres med en sund livsstil og kost. Ved i kosten af fjerne simple kulhydrater i form af fx
slik, chips, sodavand o.l. og erstatte dem med komplekse kulrsditat grantsager, markt brad

m.m., vil blodsukkerets stigning veere langsommere og lettere at kontrollere. Desuden anbefales
det, at kulhydrater fra brgd, kartofler, ris, pasta, maelkeprodukter og frugter noteres, og at man
holder indtagelsen til omkring 460 gram for et hovedmaltid og 120 gram for et mellemmaltid.

Motion: Ligesom for s& mange andre sygdomme, er motion enormt nyttigt. De generelle
anbefalinger geelder ogsa for diabetikere, men for DMT1 geelder det, at fdr tiytes motion
seenkes insulinBhovet med omkring 2 IE. Der er dog en ret stor og meget kompleks individuel
variation i effekten.

Kirurgisk

Ved DMT1 skyldes sygdommen, at et indre organ er holdt op med at fungere, som det skal.
Kirurgisk behandling er derfor ikke ligesa oplagt soseatte nogle skruer i en braekket arm, give
den en skinne pa og sa vente seks uger, til den er helet. Faktisk er der kun to kirurgiske
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procedurer, man jeevnligt forsgger sig med, nar det kommer til Ddd. den ene er stadig pa
eksperimentalstadiet.

PancrastransplantationVed denne transplantation indsaetter man en rask og funktionel
pancreas i patienten med DMT1. For at veere kandidat til at modtage en rask pancreas, er der
mange krav, patienten skal leve op til:

Ingen sygehistorie med cancer eller HIV
Ingen pagaende infektioner

Ingen lungesygdomme

Ingen fedme

Ingen hjertekar-sygdomme

Ingen misbrug af alkohol, tobak, narkotika.

gegeeee

Selve operationen medfarer en raekke risici, som ses ved alle transplantationer: Infektion,
bladning, afstadning af organet, lsgjafra organet eller fra sammensyningen efter operationen.
For at undgd afstadning, skal patienten tage medicin resten af livet.

Dog er chancen for en succesfuld operation og et godt forlgb stort: 95 % af
pancreastransplanterede overlever fgrste ar, og sles kun organafst@dning hos 1 % pr. ar.

Efter en succesfuld transplantation kan patienten delvist eller helt undvaere sin insulin, da organet
overtager insulinproduktionen.

BetacelletransplantationDen insulinudskillende del af pancreas bestar af saper af beta
celler. De kaldes langerhanske ger, og det er dem, der gdeleegges af autoimmune processer, nar
man har DMT1.

Hvis man har en donorpancreas, kan man i stedet for at indoperere hele organet, operere de

aktive betaceller ind. Det er en langtmdre invasiv (mindre voldsom) og risikabel procedure, og
effekten er udmaerket. Patienten skal dog stadig tage medicin resten af livet for at forhindre, at
cellerne afstgdes, og sygdommen genopstar eller forveerres. En haemsko ved operationen er, at
man endnuikke laver den mange steder, og at det er sveaert at fa fat pa en donorpancreas.

Som neevnt i introduktionen af afsnittet, er man nu ogsa begyndt at eksperimentere med sakaldt
immunmodulerende terapi, hvor man forsgger at heemme kroppens immunforsvar, sikdet

kan ga til angreb pa sig selv. Disse forsgg er stadig i de tidlige stadier, men hvis de viser sig at veere
en succes, har man altsa en potentiel kurativ behandling, der kan forhindre tidlig diabetes i at
udvikle sig.

Behandling af type 2 diabetes

Diabetesmellitustype 2 (DMT2)er ligesomDMT 1betingetaf badearv ogmiljg. Dogkan
sygdommenslebuti langthgjeregradforhindresend ved DMT1,hvismankontrollerer det miljg,
man somdisponeretpersonudseettesfor. Man plejedeat kaldeDMT 2for
gammelmadssukkersygdordi sygdommeroftest sashoseaeldremaend,der efter at vaeregaetpa
pensionlevedeé R §oidlef Ao@fik lidt for megetfed mad,alkohologen stor vom. | daggiver
dennebeskrivelsalogikke l&engeremening,da ogsaungemenneskersivsstilofte er sa
uhensigtsmaessi@t folk af beggekanhelt nedi 30 arsalderenfar konstateretsygdommen.
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PraeventivO

Hvis man i forvejen har anleeg (genetiske forhold) for at udvikle DMT2, er der en reekke store
syndere, man kan undga. De store risikomomemtiefysisk inaktivitet, for stort fgdeindtag, og for
meget alkohol. Derfor kan man ogsa for at minimere risikoen for sygdomsdebut ved at sgrge for at
motionere 0,51 time dagligt, spise sundt, undga rygning, falge Sundhedsstyrelsens anbefalinger
for alkololindtag (hgjst 14 og 7 genstande for hhv. maend og kvinder og max 5 af gangen) samt
holde sit BMI inden for ens k@ns normalomrade (13459).

LivsstiD
Livsstil og livsstilseendringer er et af de vigtigste og mest effektive redskaber, man har til at
behandle sin DMT2.

Veegttab:Mange patienter med DMT2 er overvaegtige med en karakteristisk aebleformet
kropsstruktur, dvs. med meget abdominalt fedt. Som ngaartiklen om kroppen og glukose,
ECdzy1GA2ySy ¥ 3Jftdz12aS A {NRLWLISY¢ O0ARNIASNI RS
om end enormt sveert for den enkelte patieqhoget af det mest effektive, man kan gare, for at
behandle tilstanden. Manlstraeber, at disse patienter har et dagligt kalorieunderskud pa omkring
6-800 kalorier, hvilket er realistisk, hvis patienten er malrettet og falges under regelmaessige
laegekontroller, s& motivationen holdes oppe.

Fordelene ved veegttabet er markante og atlerede ved sma veegttab fra®kg. Den gavnlige

effekt bestar bl.a. i, at blodtrykket saenkes, insulinen virker bedre pga. nedsat insulinresistens,
patienten far en bedre fordeling af fedtsyrer med mindre af det farlige kolesterol. Hvis
diabetikeren stoper sit veegttab far idealveegten er ramt, eller begynder at tage pa igen, opharer
den gavnlige effekt. Ny forskning har imidlertid vist, at det maske ikke s& meget er den egentlige
vaegtreduktion, som det er den ggede fysiske aktivitet og de bedre kostv@deregjver den

gavnlige effekt.

Motion: Motion er som naevnt ogsa meget vigtig. Man anbefalerDtbnes motion fire gange om
ugen. Motion gger insulinfalsomheden (husk at problemet i DMT2 er, at kroppen ikke leengere
reagerer tilstreekkeligt pa insulin, Isem der er hgje koncentrationer af det). Effekten af bare en
halv times regelmaessig motion er sa stor, at det medfarer et fald i HbAlc (der, som | husker,
repraesenterer det gennemsnitlige blodglukoseniveau over tid) pa 0,6 til 0,7%.

Diabetikere, som elybisk aktive, vil desuden fa lettere ved at fastholde et veegttab og en gget
livskvalitet generelt pa grund af den bedre fysiske form.

RygningAt ryge pavirker ikke direkte diabetesen, men da rygning kan give syge lunger, der
medfgrer darligere oxygenopgeog stive kar, der giver darligt blodkredslab, er det en keempe
belastning. Disse faktorer vil ggre det sveert at veere fysisk aktiv i forbindelse med veegttab eller
generel sundhed. Desuden er en af komplikationerne ved DMT2, @ man far darlige blodkar

og blodforsyning, hvilket rygning kun vil forveerre.
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Medicinsk

Den medicinske behandling af DMT?2 stiler efter at seenke blodglukoseniveauet og holde det stabilt
der. Man bruger HbAlc som markar for succesfuld behandling. For nydiagnosticerede diabetikere
praver man med antidiabetisk medicin at holde HbAlc under 48 mmol/l. Efter nogle ar med
sygdommen, hvor tilstanden ofte forveerres, accepterer man et tal omkrirg853mol/l,

afhaengig af hvilken patient, man har med at gare.

Der findes forskellige leegem@t| som kan benyttes til behandling af type 2 diabetes, og alle virker
ved pa forskellige mader enten ved at stimulere insulinsekretionen eller gge insulinfglsomheden i
lever og muskler. Sulfonylurinstof stimulerer insulinsekretionen, Metformin forbedrer
insulinfalsomheden seerligt i leveren, mens glitazoner gger insulinfalsomheden i muskulaturen.
Desuden kan man udnytte inkretinerne.

Metformin: Metformin er hjgrnestenen i den medicinske behandling af DMT2. Enten som det
eneste medikament i det tidlige farb af sygdommen, eller som en del af en
kombinationsbehandling, hvis det ikke er tilstraekkeligt alene.

Metformin virker flere steder og er isaer vigtigt i:
1 Leveren, hvor stoffet heemmer glukoseproduktionen ved glykogenolyse, glukoneogenese
og fedtsyreforbraading.
2 Tarmsystemet, hvor stoffet heemmer optagelsen af monosakkarider og gger den anaerobe
glukoseforbraending.
3 Skeletmuskulaturen, hvor stoffet seenker insulinresistensen og gger den insulinbetingede
glukoseoptagelse samt gger glykogenesen og heemmer feditsipraending.

Metformin virker altsa ved at seenke blodglukoseniveauet og ved at undga hyperglykaemi (for hgijt
blodsukker). Desuden medfgrer behandlingen ofte et lille veegttab, hvilket som naevnt ovenfor
bidrager til den overordnede diabetestilstand. En keenfiprdel ved metformin er, at stoffet ikke

kan medfgre hypoglykaemi, hvilket betyder for lavt blodsukker.

GLP1: Som | maske husker fra tidligere, vil glukosen, nar den indtages oralt, medfgre en hgjere
insulinsekretion pga. inkretinerne, der frigives faamen. Iszer inkretinet GLR 0t A @3S NJ ¢ dzRy
medicinalindustrien, fordi GER Q& Fdzy { GA2Y SNI G adAYdzZ SNE Ayac
glukagonfrisaetningen. Den medicin, som udnytter inkretinerne sgrger for, at gge koncentrationen

af GLPL-hormonet i bbdbanen. Pa den made vil blodsukkeret falde, fordi leverens

glukoseproduktion haemmes, og fordi musklernes glukoseoptag gges. Hvis koncentrationen af

GLP1 er hgj nok, vil det ogsa forsinke, at mavesaekken tammes, hvilket vil fare til en lavere
glukosestignig. Ud over den vigtige rolle for insulinfrigivelsen, er-<Gldgsa med til at regulere

appetitten, hvilket betyder, at mange patienter, som behandles med Gilfizje doser, ogsa vil

opleve et veegttab. Effekten pa glukagay insulinfrisaetning kreever ddgin sma doser.

Udfordringen i forbindelse med GllFbehandling har veeret, at hormonet kun har en halveringstid

pa 12 minutter, fordi det nedbrydes af enzymet DRBPDet har betydet at man i

laeegemiddelindustrien har arbejdet med at sendre pa |83 stdfet blev resistent over for

enzymet DPR, og derved far forleenget sin halveringstid. Ligeledes har man arbejdet med at

heemme DPR vha. sdkaldte DPRhaemmere, sa GLPligeledes cirkulerer i laengere tid i

blodbanen.
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SulfunylurinstofSulfunylurinstof (8) er meget udbredte i behandlingen af diabetes. De virker ved
at stimulere patientens betaceller til at veere mere effektive med gget sekretion af insulin.

GlitazonerGlitazoner er en gruppe af langsomtvirkende antidiabetika, der virker ved at seenke
insuinresistensen efter 8 ugers behandling. Virkningsmekanismen for glitazoner er pa nogle
punkter stadig ukendt, men en del af arsagsmekanismen ma veere at gge den insulinstimulerede
glukoseoptagelse i musklerne og at heemme leverens glukosefriggrelset Stdiér iseer hos
diabetikere, der ogsa er overveegtige, fordi det har en fordelagtig effekt pa lipidprofilen, dvs., at
stoffet seenker meengden af farligt kolesterol.

DPP4-haemmereDipeptidyl peptidasel (DPH4) er et enzym, der nedbryder inkretinet GLP

Som | ved, stimulerer GPinsulinfrigivelsen, sa et hgijt Gllihiveau er gnskvaerdigt for en
diabetiker, der har et utilstraekkeligt insulinrespons. Ved at behandle meddBiREmmere, kan

man delvis inaktivere enzymet, hvorfor koncentrationen af inketti@LPL stiger, og der sker en
starre insulinfrigivelse. Desuden heemmer stoffet glukagonsekretionen i leveren, hvilket forhindrer
frigivelse af glukose til blodet.

SGLR2-haeemmereSGLR er et transportprotein i nyrerne, som er ansvarligt for at reabsoeb
glukose fra urinen til blodet. Ved at heemme denne transporter, kan man udskille glukosen via
urinen (sukkerholdig urin, sékaldt glykosuri) og dermed saenke blodglukoseniveauet. Denne
gruppe af antidiabetika er for nyligt blevet pavist at nedseette demtbjkar-sygdomsmaessige
risikoprofil i diabetes.

Insulin:I den komplicerede DMT2, hvor insulinresistensen er total, eller pancreas har mistet sin
funktion, overgar man til at behandle som DMT1, da kroppens egenproduktion af insulin er
ophgart. Insulinbehadlingen er her ngjagtigt som anfgrt ved DMTL1, bortset fra at man samtidig
giver metformin.

FAKTABOKS: MEDIKAMENTER TIL

BEHANDLING AF DMT2

STOF FUNKTION

GLP1 (GLPL-receptoragonist) @ger insulinsekretion
Haemmer glukagonsekretion
@ger antal betaceller
Haemmer appetitten

Haemmer ventrikeltamning
Seenker insulinresistens i lever
Seenker insulinresistens i muski
@ger insulinsekretion

Seenker insulinresistens
Seenker insulinresistens i lever
Seenker insulinresistens i skler
@ger antal betaceller

@ger insulinsekretion
Haemmer glukagonsekretion

Metformin
Sulfunylurinstof

Glitazoner

DPP4-haemmere

gegegegeegegeeeeegeeece
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w ger antal betaceller
SGLIR2-haeemmere w Heaemmer nyrens reabsorption ¢
glukose

Det medicinske behandlingsregime af DMT2

Et behandlingsregime er den generelle retniigsl der vejleder laegen i behandlingen af en given
sygdom. For DMT?2 starter man med at justere patientens livsstil for at se, om dette er
tilstraekkeligt til at justere blodsukkeret. Derneest tilfgjes Metformin. Hvis dette er utilstraekkeligt,
tilfgjer man & af de ovennaevnte medikamenter til behandlingen (@tdhaloger, glitazoner, DPP
4-haeemmere eller SGEFhaemmere). Hvis dette stadig ikke er tilstraekkeligt, tilfgjer man to eller
tre af de ovenstaende. Safremt intet virker, er man ngdsaget til at behandtkinsulin som ved
DMT1 samt med Metformin.

Kirurgisk

Der findes ikke en egentligt kirurgisk behandling af DMT2, men man har mange gange observeret,
at tilstanden er spontant kureret efter fedmeoperationer. Specielt bypassoperation af meget fede
personer hvor man ggr deres mavesaekke mindre og omgar (bypasser) en del af deres
fordgjelsessystem, har vist sig at veere effektivtfiger 29.

_____ SPISER@R
MAVELOMME .
e . MAVESAK
- -
TOLVFINGERTARM
h . NEDRE TYNDTARM
'P‘—r”-
AFKOBLET TYNDTARM :
.-"’”””"3
SAMMENSYNING ™
GASTRISK BYPASS

Figur 29.Her ses tarmens struktur efter en gastrisk bypass operation. Bemeerk at der stadig findes
enlilerestd YI @Sanl11SyzZ éYIFI@St2YYSyeés K@2N LI GAS
gangen.

Man ved endnu ikke ngjagtigt, hvordan mekanismen fungerer, men man ser, at patienternes
insulinniveau og respons pa insulin bedres i Igbet af f4 dage efter operatich )it for
veegttabet, som jo er det egentlige mal med operationen, begynder at finde sted.
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Ud over veegttabet menes det, at et nedsat fgdeindtag kan bidrage til 2ndringen i sygdomsstatus,
samt at fgden fordgjes og optages mindre, da hele duodenum (toksdiagnen) og dele af

jejunum (tyndtarmen) springes over. Desuden menes den gruppe af hormoner, der kaldes
inkretiner ogsa at have en stor effekt. Efter en gastric bypass operation, stiger niveauet af
inkretiner, som frigives efter fgdeindtag, med op tihfeggange. Inkretinerne stimulerer desuden
insulinfrigivelsen, og derfor ophgrer roden til diabetes type 2.

Grundet operationens pris, belastning og omfang tilbydes den dog ikke til type 2 diabetikere,
medmindre de ogsa er sveert overveaegtige.

Cellefabrikker

Naturen rader over mange spaendende biologiske stoffer og proteiner, der kan vaere meget nyttige
fx som medicin eller som miljgvenligazymer. Det er barikke altid muligt at udvinde store nok
maengder fra naturlige planter eller organismer,aeyfor blive cellefabrikker

interessante Cellefabrikker dannes grundlaegges ved at flytteydrer,der instruerer en celle i et
interessant stof, over til en mikroorganisme. Mikroorganismen producerer derefter det veerdifulde
stof, fx insulin, bade sikkert og i stomeengder.

Celler er eksperter i at producere biologiske stoffer

Genteknologi kan bruges at omdanne en mikroorganisme til @ellefabrik, som kan producere
store maengder af et veerdifuldt, fremmed stédt stof, demaske har medicinske eller
miljgmeesgye fordele, eller som er forbedret af forskartorhold til et naturligt stof.

De celler, der bruges som cellefabrikkerfa@ardet meste gensplejsede megkner fra en fremmed

organisme, som naturligt fremstiller det @nskede stof. Disse gemengsaflaeses atlen nye
celle som en instruktion til at danne stoffet. Generne koder nemlig fardsarlige enzymer.

Braemkstod

(o))
Figur 1En cellefabrik omdanner simple naeringsstoffer som fx glukose til veerdifulde produkter.

Cellefabrikker kan veere attraktive af flere arsager. Maske bliver stoffet (prodikktethaturligt
produceret i meget sma maengder af en organisme, der lamder nogle ekstreme forhold, som
ikke er mulige at efterligneEllermaske producerer fabrikkestoffet ud fra kemikalier baseret pa
olie og vedhgje reaktionstemperaturer, hvilket hellétke altid er gkonomisk fordelagtigt

eller miljgvenligt.

Hvis detsom alternativ kan lykkes at designe en cellefabrik, s& producerer den stofferne mod,
at cellernebliver passet med omrgring, sa de far ilt, santle er i edun

temperaturog far neering som fx glukose og salte. Penicpliaduceres fx af en cellefabr{en
svamp).Lige siden penicillins opdagelse til medici®30'erne har kemikere veeret interesserede i
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at finde en kemisk metode til at producere det populeere antibiotikum. Men det er aldrig lykkes
dem at ggre demere effektivt end cellefabrikkerne, sosidenhen er blevet forbedret
yderligeremed hjaelp af genteknologi.

Genet for produktebliver i cellertranskripteret fra DNA til mMRNA, som videre translateres til et
protein som om, det var cellens eget. Man kan derfor fa skabt bade kompliceret fotdetiner
af naturens sande eksperter i proteinsyntese og vigtige biologiske stoffer som fx penicillin.

Nogle gange er cellefabrikkerne endda den enestecligemulighed, hvislet gnskede produkix

er et protein, man selv har udviklet eller forbedr&er er mange forskellige organismer at veelge
imellem, nar man skal designe sin cellefabrik og det er vigtigt at overveje deres fordele og
ulemper.De mindre prokaryote organismer, som for eksempel bakterier, har den fordel, at de er
simple og hurtige aarbejde med. Men prokaryoter har ikke desdvendige indrenaskineri til at
foretageavancerede, afsluttende aendringer i det protein, som de skal produEerkan de
mangleevnentil at folde proteinets vigtige tredimensionelle struktur korrekt ellergjéf sukker
grupper til proteinet (glykosyleringgom kan veere vigtige for fx medicinske proteiners funktion.
cellefabrikkerhvor man kan ngjes med en prokaryot organisme, kan valget fx falde pa
bakterierneEscherichia codiller Bacillus subtilisjer er simple og nemmarbejdsorganismer.

andre tilfaelde vil man i stedet veelge en eukaryot organisme, hvis man skal producere et mere
avanceret molekyle. Her bliver bagegae@accharomyces cerevisiafe brugt, da den ogsa er
nem at arbejdaned genetisk, g dens indre reaktionegr meget velkendte.

Gevinsten ved cellefabrikker

Cellefabrikkernes arbejdealdes ogsa rekombinant produktion, fot anvendteorganismemar
en aendret genetisk 'kombination'.

Rekombinant produktion i cellefabrikker har haft €or betydning fra midten af

My n Qrekwdldgidrbetyder fx, atdet i dag ikke leengerer ngdvendigt at udvinde insulin til
behandling af sukkersyge fra slagtexien eller kaers bugspytkirtler. | dag produceres insulin af
cellefabrikker i store tankdnsulin fra kaer og svin ligner oven i kabet ikkenant insulin helt og
kan derfor bl.a. give allergiske reaktioner.

Takket veere cellefabrikker det heller ikke ngdvendigt at udtraekke veeksthormon fra
menneskehjerner til barn med veekstmangel; insuljnveeksthormon er i dag to af mange
proteiner,som gensplejsede mikroorganismer producerer rent og sikkerftdse eksempler
marginen).

Hvordan ser genet ud?

Genets proteinkodende omrade (fra stamddon til stopcodon) er ikke nok til at fa cellen &t
producere det kodede protein. Fgr omradet skal der bade vaere et element der aktiverer
transkriptionen (promoter) og et element der aktiverer translationen (ribosom bindingssite/RBS).
Desuden skal der ogsa veere et efterfglgende element, der stoppeskrigtionen (terminator
translationen stopper af sig selv ved stopcodon)

Fornemt at kunnekoble et nyt gen sammemed disse ngdvendige hjeelpesekvensissisterer

der en raekke forskellige, feerdiglavedkspressionsvektorerDe er cirkuleere DNAekvenser
(plasmider) ogndeholder netop de ngdvendige, ekstra sekvenser, der passer sammen med den
valgte produktionsorganisme og produktet forgive en god produktioaf genets protein (udtryk

af gen).Genet skal derfor blstettes ind ekspressionsvektorenigur 2).
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| det virtuelle laboratorium skal du selv designe B&A, der skal indsaettes i

ekspressionsvektoremgindseettede forskellige regulerende hjeelpesekvenser.

' 4

Replikations Ori Indsatgen til

)\ ekspression

Ekspressionsvektor

gk

Selektionsmarkgr

Figur 2En ekspressionsvekter et cirkuleert DNA (plasmid), der indeholder de eadige dele til

at udtrykke et gnsket gen i en given celle (ekspression). Det bla element daekker bade over genet

og de regulerende sekvenser, sdsom promoter, RBSmgnator. Selektionsmarkaren beskrives i
naeste afsnit. Replikations @i ngdvendig forat ekspressionsvektoren kopietdscellens

datterceller.

Kort fortalt: Det gen, som gnskes brugt, skal aktivaresllen, og derfor skal det ledsages af nogle
regulerende DN#Aekvenser. Sekvenserne sidder allerede i ekspressionsvektorer, som déegfor of

bliver brugt til at ledsage det gnskede gen.

Er gensplejsningen lykkedes?

Kun meget f&eller vil rent faktiskendemed- & 2 LJil 3S 5b! QS

STGHISNI Sy =

undga at komme til at udveelgen af de upavirkede celler, nar der arbejdes videfwréalges

transformationen af erselektion (udveelgelse).

Selektionen betyder, at kun de fa, gensplejsede celler kan overleve.

Ved selektiorbrugeset selektionsgen, somgsa sidder ékspressionsvektoren (figur

2). Selektionsgenet giver deorrekt trangormerede organismer en overlevelsesfordel, fx resistens
over for et antibiotikumI en selektiormed antibiotikumkan organismerne udplades pa en
petriskal med et antibiotikumholdigt mediuriler vil kun de transformerede celler kunne vokse
videre. Hvis erellekoloni vokser frem, er den derfbgjst sandsynligt gensplejset (figur 3).
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- antibiotikum + antibiotikum

Figur 3Kun de gensplejsede celler vil kunne gro pa naeringsplade med antibiotikum, fordi de har
opnaet et resistensgen i gensplejsningen

Nogle gange eselektionsgeer ikke kun ngdvendige for at udvaelge en transformeret celle, men
23an FT2NJ LG G@Ay3aS OSttSy GAf | 0ikkeSlkcelerRS 5b! Q
under de naeste celledelinger far en kopi af ekspressionsvektoren med. Det kan ske, hvis det
indsatte DNA ikke er sat fast som en dekmfmosomerne men sidder i ekspressionsvektor,

som repliceres (kopieres) uafhaengigt af kromosomerne. Cellerne weldnrengror gerne

hurtigere, fordi de ikke skal tynges af at producere produkter, som fitercelot erligegyldigt

protein. Devil derfor begynde at udkonkurrere de langsommere, gensplejsede celler.

Cellerne kan tvinges til at fastholde DNA'et ved at fortseette tilsaetningantdsiotikum. Her dar
de celler, som matte have tabt DNA'et (og chexd selektionsgenet).

Somnaevnkan5b ! QSG AyRanididSa RANB1GS A SG {NRBYZ24a2Y
5b! dSi A Sy SlalLINBaarzyaodS{u2N¥» bnaN 5b! QSG ¥FD
NA&A12 F2NE | 5 b fabriRkér i imdaidiBred HefidoSaNanskaiG fordat L OSft f
undga brugen af antibiotika. Ekspressionsvektorer bruges iseer gerne i de indledende forsgg, mens
AYRaAandGyAy3a | F 5b! Qrfdie biulies tiDf&fdigesligfabrikkeNP Y2 4 2 Y

En genetisk variantf@&n organisme kaldes en stamme, transformalir mutant. De nye gener i
stammen gar deifforhabentlig) til en effektivkommende cellefabrik. Det kan bekraeftes endeligt,
om det nye DNA er sat ind som planlagt, ved at foretagDMAsekventeringaf detomrade

af kromosomerneder skulle aendres.

Kort fortalt: Det er sjeeldent lige til at se pa en celle, om den har optaget det DNA, man har villet
gensplejse ind i den. Derfor skal man bruge selektion til at udveelge de korrekt gensplejsede
celler.For at veee helt sikker kan man desuden veekeafleese selve DNA'et, hvilket
kaldessekventering.

Kort, fiktivteksempelDe fleste celler overlevede ikke elektroporatorens elektriske felt, men en
lille del ser ud til at kunne vokse i et medium med antibiotikuett®betyder, at disse celler nu
formentlig har det nye gen, fordi det blev indsat sammen med et gen for antibiokaresistens i en
ekspressionsvektor.
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Quiz
1.1 @2NF 2N SNI RSG SyRydz GAIGAISNE F2NJ RAFo6SGA
kulhydrater sasommgntsager og markt brgd?

a. Da komplekse kulhydrater allerede er lange polysaccharider og derfor behgver
cellerne ikke insulin for at lagre dem som glykogen.

b. Da de ikke indeholder ren glukose og derfor ikke vil pavirke blodsukkeret.

c. Da de nedbrydes langsommetvil det veere nemmere at kontrollere blodsukkeret
kunstigt.

2. Hvilket udsagn om behandling af diabetes type | er sandt:

a. Ved symptomatisk behandling forsgger man at lave et kirurgisk indgreb og derved
kurere patienten helt.

b. Kurativ behandling har til formahelt at fierne sygdommen, sa patienter ikke
leengere er afhaengig af behandling.

c. | modseetning til DMT2 er Diabetes type 1 meget afhaengig af livstil og behandles
derfor bedst praeventivt.

d. Alle tre neevnte svar er sande.

3. Metformin bruges til behandling af diakes type Il da:
a. Det gger udskillelsen af insulin i leverens begdler.
b. Det gger den aerobe forbraending i hele kroppen og farer til vaegttab.
c. Det gger insulinfalsomheden samt modvirker hgjt blodsukker ved at haemme
glukoseproduktion.

4. Hvordan virker DRB-heemmere i behandling af diabetes type 11?
a. Da DPR! nedbryder GLA (som stimulerer insulinsekretion), gnsker man at
inhibere DPP4 for at gge niveauet af GEPog derved insulinudskillelse.
b. Da DPR-haeemmere nedregulere transkriptionen af glukoseproducee=gédner,
resulterer de i lavere blodsukker.
c. Da DPR, sammen med glukagon, styrer udskillelsen af glukagon, gnsker man at
mindske koncentrationen for at nedregulere glukagonudskillelsen.

5. Diabetes type 2 behandles bedst ved:
a. Livsstilseendringer.
b. Medicinerefor at gge insulinfaglsomheden.
c. Stimulere insulinsekretionen.
d. En kombination af de tre andre svarmuligheder.

6. Hvad kaldes gensekvensen mellem stag stopcodon?
a. Proteinkodende omrade.
b. Translationssekvensen.
c. Genet findes kun mellem starg stopcodon

7. Hvd er kravet for en selektionsmarkar?

a. Den skal sgrge for at man kan dyrke udelukkende muterede celler nar man
selektere.
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b. Den skal farve cellen, sa den kan skelnes fra de andre, nar mutanterne dyrkes.
c. Den skal sgrge for at muterede celler vokser hurtigerdesédkonkurrerer ikke
muterede celler.

8. Huvilken af falgende er IKKE en fordel ved cellefabrikker?
a. Man kan producere humant insulin i rekombinante celler og behgver derfor ikke
oprense det i sma maengder fra menneskehjerner.
b. Cellefabrikker producerer produiet naturligt uden at anvende et substrat (som
for eksempel glucose), og produktionen er derfor meget billigere.
c. Man kan producere meget mere avancerede stoffer end man kan med syntetisk
kemi.

9. Hvad er funktionen af en promoter?
a. Promoteren kan binde tillbosomers small unit og starter derved translationen.
b. Promoteren genkendes af transkriptionsfaktorer eller RNvdlymerasen og
A0FNISNI N YAINARLIWIA2YSY ¥ 5b! QS o
c. Promoteren sikrer sig at det rekombinante DNA man har indsat i en celle, saetter sig
korrekt pa komosomet.

10. Hvorfor erSaccharomyces cerevisigmgegeer) et godt valg til at producere insulin?
a. Eukaryoter vokser generelt hurtigere end prokaryoter
b. DaSaccharomyces cerevisiaeen svamp, er den fototrof og kan derfor bruge
sollys som energikilde i stetfor glukose.
c. Da det er en eukaryot organisme, har den evnen til at producere, folde og
modificere insulin, som er et relativt avanceret molekyle.
d. Alle tre naevnte svar er korrekte.

@velse, vejledning og flowchart

Et modificeret insulingen, der forventas kunne anvendes til behandling af tyfiediabetes, er
blevet udviklet. Det er din opgave at producere den nye insulintype og teste effekten pa en
laboratoriemus.

Inden du gar i laboratoriegr det en god idé at fa en forstaelse for nogle af de instmir@e som
anvendes. Disse instrumenter er ligeledes meget anvendte inden for bioteknologi generelt. |
denne gvelse anvendes bruges Fermen@itromotograplog Elektroporator.

Elektroporator

Transformation er indseettelsen af fremmed DNA i en celle, sonfixdsker ved gensplejsning. |
denne gvelse designer man et insulingen, som geercellerne skal optage og derefter udtrykke. For
at geercellerne kan optage plasmidet, anvendes netop elektroporatoren til at katalysere
transformationen.

De fleste celler vil norait ikke optage DNA fra omgivelserne, og flere metoder til transformation
bestar derfor i at gare deres membran permeabel (gennemtreengelig) for DNA. Det er meget
forskelligt, hvilke metoder der virker pa de enkelte organismer. Hvis en celle er i stahdgthge
DNA, kaldes den en "kompetent celle".
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En metode er at anvende elektroporation. Det er en nem og hurtig metode, hvor en blanding af
DNA og celler udseettes for et kortvarigt elektrisk felt i en elektroporator. Herved bliver
cellemembranen permeabEl 23 y23tS I F OStfSNYyS @At RSNISR
transformerede. Cellerne vil efterfalgende veere skragbelige og skal derfor handteres skansomt,

indtil de er "kommet sig".

Fermentor og Chromatograf

Fermentering er den produktionsproces, der forlabedr der dyrkes mikroorganismer, som fx
cellefabrikker. Processen kaldes ogsa gaering (selv hvis cellen ikke er gaer). Fermenteringer i
industriel storskala eller mindre laboratorieskala foregar efter samme princip, nemlig at forsgge at
skabe ideelle betirngjser for cellerne. Her kan man studere cellernes opfarsel, heriblandt veekst og
udskillelse/optag af stoffer.

| denne gvelse er formalet at fa udtrykt mest muligt produkt, nemlig insulin, hvor forhold som pH
og temperatur kan justeres.

Fermenteringernedregar i lukkede tanke, der kaldes fermentorer. Til dem kan der tilsaettes sterilt
medium og luft, samt udtages pragver m.m.. En kraftig omrgrer sikrer tilfgrsel af O2 i hele
blandingen. Malere falger udviklingen i pH, temperatur og-Q&g et biprodukt ba. ved

organismens respiration. Afhaengigt af malingerne, justeres der automatisk op eller ned for fx
kalelegemerne, sa de optimale betingelser fastholdes. Selv sma forbedringer har ofte betydning
for udbyttet. Den neering, der bruges, afhaenger af cellefam, men kan fx veere glucose og
diverse neeringssalte.

Chromatographen maler udbyttet af fermentoren. Den maler maengderne af substrat, produkt og
biomasse.

Vejledning
Materialer

w Eppendorfrgr med 0.2 ml plasmidoplgsning (Pa plasmidet er der 2 gen@swdimanalog,

samt genet for antibiotika B resistens)

w Eppendorfrar med 0.5 ndplgsning af geercellefRenkultur: Saccharomyces cerevisiae
Denne stamme vokser bedst mellem 32 og 39 grader og hamptithum omkring 6)
Agarplade med antibiotika B
Reagenglas med 2 ml veekstmedie ¢oiBedie) samt Antibiotika B
Drigalskispatel

egee

Metoder

1. man >t LX | &YAR2LX DA Y lfgzxelldr. NB Huskintiafdjde Stdrit! 2 LJf

2. Ryst forsigtigt blandingen. Vortex vil veere for kraftigt.

3. Overfarblanding til elektroporatoren og teend for denne.

4. Udplad de nu genmodificerede geerceller, veFddNBE G 2 SSNFDNB wmnn > f
antibiotika B og derefter anvende din drigalskispatel. Husk at fordel grundigt, indtil der er
modstand pa din spatel.

Inkuber pladen ved 37 grader natten over.
6. En enkelt koloni fra pladen overfares til et reagglas med veekstmedie og antibiotika B og
inkuberes ved 37 grader natten over.

o

58



7. Hele blandingen overfgres med en steril kanyle til en fermentor.

8. Fermentoren startes med de valgte temperatur ogipHstillinger.

9. Efter fermenteringen kan insulinen oprenses.

10. Effekten kan nu testes ved indsprgjtning med kanyle i rask eller diabetisk mus.

Flowchart
Efter at have laest gvelsesvejledningen, anbefales det at du udfylder et flowchart.
Svar pa spgrgsmal fra flowchart:

1. Hvorfor kan det veere en god idé at inkorporetteresistensgen i plasmidet?
a. Ved at gare cellerne resistente, for eksempel overfor antibiotika B, er det muligt at
selektere for alle de celler der har modtaget plasmided at dyrke kulturen i
medie med antibiotika (antibiotikaet dreeber de celler udeagphid og
resistensgen).

2. Hvorfor er det en god idé at have bunsenbreenderen teendt?
a. Bunsenbrzaenderen hjeelper mod ugnsket veekst, ved at skabe opadgaende
luftstreamme, som forhindrer mikroorganismer i at falde ned i praven.

3. Hvilken reaktion forventer i at seniusens blodsukker safremt det producerede insulin
virker?
a. Blodsukkeret vil falde, da insulinen stimulerer produktionen af glykogen.

4. Hvad sker der med cellerne i elektroporatoren?
a. Cellerne bliver udsat for et elektrochok, hvilket ggr deres membran pernieabe
saledes at plasmidet kan traenge ind i cellen.

5. Hvad forventer i vil ske med maengden af biomasse (antallet af organismer), produkt og
substrat under fermenteringen?
a. Biomassekoncentrationen vil stige, da cellerne vil vokse eksponentielt. Derfor vil
cellerne ogsa opbruge substratet Igbende, dels til at danne biomasse og vokse, og
dels til at producere produktet insulin.
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