Projektforlpb om diabetes

Teoretisk materiale om diabetes kombineret med gvelser i Det Virtuelle Laboratorium
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Velkommen til Biotech Academy’s projektforlgb om diabetes. Med projektet haber vi pa at give jer
et kreativt indspark i den almindelige undervisning. Projektet skal hjalpe jer til at forsta diabetes
og de underliggende komplicerede biokemiske processer - alt sammen pa en effektiv og
anderledes made end det | maske er vant til. Projektet er udformet med en masse speendende
materiale, som kobles med bioteknologiske gvelser i Det Virtuelle Laboratorium. Forhabentlig vil
dette projektforlgb give jer endnu mere mod pa at udforske de fantastiske muligheder som
moderne bioteknologi kan 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, ved at kigge pa teorien fra flere forskellige vinkler.
Forlgbet vil veere centreret omkring bioteknologiske gvelser i Det Virtuelle Laboratorium. Fgr | gar
i laboratoriet, er det selvfglgelig vigtigt, at | forstar den bagvedliggende teori. Vi har samlet det
ngdvendige materiale, som vi opfordrer jer til aktivt at bruge. Flere elementer i materialet, sasom
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 diagnosticeret med diabetes og dette
forventes at stige voldsomt i Ipbet af de naeste mange ar. Bare i Danmark bruger vi hvert ar
enorme summer penge pa diabetespatienter og deres fglgesygdomme (32 milliarder kroner om
aret, svarende til 86 mio. hver dag) (Diabetes Foreningen). Hvis patienterne diagnosticeres og
behandles tidligt og godt, kan denne udgift seenkes betydeligt. Endnu vigtigere er det selvfglgelig,
at patienterne kan leve lzengere og med veaesentligt bedre livskvalitet uden de mange
felgesygdomme, som kommer, 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.

10.

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

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

Diabetes skyldes sendret produktion eller virkning af hormonet insulin, som styrer optaget af
blodsukker til kroppens celler og 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 kan
producere insulin. Sygdommen kan vare arvelig.

Type 2 diabetes (ogsa kaldet gammelmandssukkersyge), skyldes flere ting, men primaert at
man har nedsat fglsomhed overfor insulin. Sygdommen skyldes ofte forkert livsstil og
konstateres, som navnet antyder, ofte hos aldre mennesker. Dog ses den hyppigere og
hyppigere hos yngre mennesker.

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

Typiske symptomer pa diabetes er: t@rst, traethed, hyppig vandladning, nedsat appetit og
vaegttab.

For diabetikere er det vigtigt at kontrollere dizeten, da isaer kulhydrater kan give pludselige
stigninger i blodsukker.

Diabetes behandles forskelligt alt efter typen. Typisk behandling omfatter insulin,
insulinresistens-nedsaettende medicin og livsstilseendringer.

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



Opbygningen af projektforlgbet

Projektforlgbet bestar af 3 dele. Under hver del er der underelementer sasom teori, quiz,

databehandling etc. Disse tilgas i venstre side, ved at trykke pa enten Del 1, Del 2 eller Del 3. Alt
teori bygger pa Biotech Academy's diabetesprojekt.
Det anbefales, at man som minimum laver Del 1. Denne kan efterfglges af enten Del 2 eller Del 3

eller begge dele.

e Del 1- Genetisk test for forgget diabetesrisiko

e Del 2 - Insulinfglsomhed
e Del 3 - Insulinproduktion

Hele opbygningen kan ses her:

Del 1 - Genetisk test for forgget
diabetesrisiko

Fokus: Laboratorieudstyr, genetisk
diagnostik, grundlaeggende teori
om diabetes

Introduktion

Teori
Quiz

@velsesvejledning og flowchart

@velse: "Genetisk test for forgget
diabetesrisiko"

Rapportering

En seerlig tak til:
Diabetes Academy

Del 2 - Insulinfglsomhed

Fokus: Fysiologi,
databehandling,
fortolkning af resultater

Introduktion

Teori
Quiz

@velsesvejledning

@velse: "Insulinfglsomhed"

Databehandling og
rapportering

Del 3 - Insulinproduktion

Fokus: Bioteknologisk
vaerktgjer, medicin og
behandling

Introduktion

Teori
Quiz

@velsesvejledning og
flowchart

@velse: "Insulinproduktion"

Databehandling og
rapportering

Kamille-Amalie Bahn, Simon Glerup Kristensen og Thomas Irgens Hansen

Peter Rugbjerg

Claus Borre og Christian Maalgv Andreasen

Helen Clausen

Held og lykke med projektet ©

Skriv gerne til os! Vi vil rigtig gerne have ris/ros og gode ideer
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Del 1 — Genetisk test for forpget diabetesrisiko

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 svar pa en masse spgrgsmal
omkring ens sundhed - maske ogsa nogle man ikke har lyst til at kende svaret pa, hvilket kan skabe
et etisk dilemma. Ogsa diabetes kan aflaeses ud fra genetikken. Iseer en kendt mutation i et
specifikt gen, HNF1A, vil i de fleste tilfeelde medfgre den relativt sjeeldne diabetes type MODY.
HNF1A-genet koder for en transskriptionsfaktor, som er involveret i reguleringen af mange lever-
og pankreasspecifikke gener. Derfor vil et ikke-funktionelt HNF1A-gen resultere en lavere
insulinkoncentration, med 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), og sa bruge gelelektroforese til at detektere tilstedevaerelsen af
genet. | denne gvelse skal i diagnosticere en mus ved hjalp 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
sygdomme.

Teorl

Kapitlerne "Fysiologien og anatomien bag diabetes”, ”"Funktionen af glukose i kroppen” og
"Hormoner, insulin og blodsukkerregulering” kan laeses, men som minimum laeses
underkapitlerne:

e Bugspytkirtlen

e Glykogen og glykogenmetabolisme
Insulinudskillelse og blodsukkerregulering
Insulins effekt pa kroppens celler

Bugspytkirtlen

Bugspytkirtlen, pancreas, hvis navn stammer fra graesk og “pan” betyder “al”, mens "kreas”
betyder “kgd”, fordi man oprindeligt troede, kirtlen kun bestod af en klump celler. Man kendte
ikke til dets udf@rselsgange til tarmen. Kirtlen er ca. 15 cm langt, tungeformet, vejer
gennemsnitligt 100 gram og ligger op mod abdomens bagvaeg. Bugspytkirtlen munder som
galdevejene ud i det fgrste stykke af tyndtarmen i en dbning ind til tarmen kaldt papilla duodeni
major.

Bugspytkirtlen har bade en endokrin og en eksokrin funktion

Endokrin funktion Eksokrin funktion

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

de beeres til malorganer, som de kan pavirke. Eksempler pa eksokrine kirtler er spyt-, sved-



Eksempler pa endokrine organer er hypofysen, = og malkekirtler.
bugspytkirtlerne, testiklerne og ovarierne.

Den eksokrine del af kirtlen bestar af acinzere celler, som hvert dggn producerer ca. 1500 mL
pancreassaft. Acinaert vaev bestar af specialiserede proteinsyntetiserende celler, der udskiller
fordgjelsesproteiner samt en plasmalignende vaeske, som er rig pa NaCl. Nar cellerne ikke
stimuleres, foregar der kun en lav sekretion. Hver acinus bestaende af acinaere celler har en
udfgrselsgang, som nar helt ind i centrum af acinus og her betegnes indskudsstykker, der
udmunder i stgrre gange, som igen temmer sig i hovedudfg@rselsgangen (se figur 6).
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Figur 6. Her ses bugspytkirtlens, pancreas’, anatomiske opbygning.
Ansamlinger af acineaere celler danner tilsammen en acinus. Flere acini danner
en ”lobulus”. Udfgrselsgangene fra flere acini tsmmes ud i stgrre gange, som
igen samles og tesmmes ud i bugspytkirtlens hovedudfgrselsgang.

Men hvorfor er bugspytkirtlen sa vigtig en kirtel?



Pancreassaften bestar dels af forskellige enzymer, som nedbryder stgrstedelen af fgden, dels af en
masse bicarbonationer, som neutraliserer mavesyren, sa tarmen ikke tager skade. Enzymerne,
som udskilles, kommer udelukkende fra de acinaere celler. Der findes mange forskellige slags
enzymer, se tabellen nedenfor.

Navn Funktion

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

stgrstedelen af gvrige kylhydrater til
disakkarider

Pancreaslipase Hydrolyserer triacylglyceroler til glycerol og
fedtsyrer
Cholesterolesterase Spalter cholesterolestre

Alle disse enzymer er med til at tillade passage af molekylerne over tarmepitelet, sa vi pa den
made kan absorbere og bruge energien og de livsvigtige vitaminer og salte, som vi far gennem
feden. Reguleringen af hele denne eksokrine sekretion foregar hormonelt ved regulering fra
sekretin og cholecystokinin samt delvist ved stimulering af nerverne.

Den endokrine del bestar af sma cellegrupper beliggende i det eksokrine vaev. Disse ansamlinger af
celler kaldes langerhanske ger og kan besta af alt fra helt fa til flere hundrede celler. | det
endokrine vaev findes i alt fem forskellige celletyper; alfa-celler, beta-celler, delta-celler, gamma-
celler og epsilon-celler, som har hver deres funktion. Ca. 20% af cellerne er alfa-celler og udskiller
glukagon. Beta-cellerne udgegr ca. 70% og producerer insulin. Delta-cellerne udskiller somatostatin
og udger 5-10% af samlede antal celler. Kun fa procent af cellerne udggres af gamma- og epsilon-
celler, som dog spiller en mindre rolle i forbindelse med diabetes.

ENDOKRINE

CELLER

Navn Produktion og funktion

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

Beta-celler Udskiller insulin, som har mange funktioner, men den vigtigste er, at den er

ngdvendig for, at glukose kan transporteres gennem cellemembraner ind i fedt-
og muskelceller.

Delta-celler Udskiller somatostatin, som ha&emmer udskillelsen fra alfa-, beta- og gamma-
celler.



De vigtigste hormoner i denne sammenhang er glukagon og insulin. Insulin er et lille
proteinmolekyle, som spiller en afggrende rolle i flere metaboliske processer. Insulin gger de
anabolske processer i lever, muskler og fedtvaev ved at stimulere dannelsen af protein, glykogen
og fedtsyrer. Insulins vigtigste funktion er dog at sgrge for, at glukose kan transporteres gennem
cellemembraner i fedt- og muskelceller, sa kroppens celler kan fa energi (se artiklen "Hormoner,
insulin og blodsukkerregulering”). Glukagon er et lille polypeptid, som pa mange mader virker stik
modsat insulin. Glukagon binder til en receptor pa levercellerne. Bindingen medfgrer nedbrydning
af glykogen til glukose, som frigives til blodet, hvorved blodsukkeret stiger. Somatostatin udskilles
ved stimulation fra bl.a. hgjt blodsukker og virker i bugspytkirtlen ved at heemme udskillelse fra
alfa-, beta- og gamma-cellerne.

Mens den acinaere veevsmangde er nogenlunde den samme hele livet, kan maengden af det
endokrine vaev gges. Forskning tyder pa, at antallet af de insulin-producerende beta-celler gges i
forhold til glukoseomsaetning og behov; dette vil blive uddybet i kommende artikler.

Vidste | at et stort alkoholforbrug gennem mange dr kan fgre til kronisk betaendelse i
bugspytkirtlen? Betzendelsestilstanden kan gdelaegge kirtlen og medfgre diabetes.

Glykogen og glykogenmetabolisme

Nar kroppen har rigeligt med energi og et overskud af sukker, har den mulighed for at lagre det i
lange kaeder af ssammenhangende kulhydrat kaldet glykogen. Glykogen har en meget tzet struktur,
der g@r at store maengder glukose kan lagres pa relativt lidt plads, indtil kroppen skal bruge
energien derfra.

Glykogenlagring

1. Leveren: Glykogenlageret i leveren udggr omkring 8-10% af leverens vaegt. Det har en
vigtig funktion, da det er med til at stabilisere 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 tgmt efter omkring 12-18 timers
faste.

2. Muskler: 2% af musklers vaegt udggres af oplagret glykogen. Her sgrger glykogenet for, at
musklerne far den ngdvendige energi, nar de belastes under arbejde. Lagret her temmes
farst efter leengere tids anstrengelse.

Faktaboks om abdominalt fedt og diabetes

Man skal passe pa med at indtage for store maengder energiholdig fede, for man risikerer, at det
lagres uhensigtsmaessigt. En af de store risikofaktorer for udviklingen af diabetes er nemlig
abdominalt fedt — det sakaldte bildaek. Forskning har endnu ikke afklaret ngjagtigt, hvorfor der er
en forskel pa at veere fed omkring livet ift. pa underekstremiteterne, men der er en fysiologisk
forskel: Fedt i underekstremiteterne, som giver paereformen, lagres typisk umiddelbart under
huden. Fedt omkring livet og i maveregionen sidder en del dybere og omkranser vores organer.
Der er ogsa vist en sammenhang mellem mangden af abdominalt fedt og nedsat fglsomhed for
insulin, hvilket minder om den tilstand, der ses ved egentlig diabetes.



For at forsta glykogenmetabolismen, skal kort gennemgas de flg. tre begreber:
1. Glykogenese: Dannelsen af glykogen fra glukose
2. Glykogenolyse: Nedbrydelse af glykogen til glukose-1-phosphat (til energiproduktion)
3. Glukoneogenese: Dannelsen af glukose eller glykogen fra andre substrater end
kulhydrater.

Glykogenese og glykogenolyse

Disse processer foregar i lever- og muskelcellers cytoplasma. Glykogenesen drives af enzymet
glykogensynthase, mens glykogenolysen drives af enzymet glykogen phosphorylase. Figur 14 viser
disse kemiske processer i overblik.
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Figur 14. De kemiske reaktioner og drivende enzymer i bade glykogenesen
(glykogensynthase) og glykolysen (glykogenphosphorylase).
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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 glukosemolekyler — det er faktisk kroppens eneste made at
opbevare glukose pa, udover i blodet, hvor der ikke kan vaere sezerligt store maengder. Dette
medfgrer, som det fremgar af ovenstaende figur, at glukose bliver lavet til glucose-6-phosphat (G-
6-P), som igen laves til glucose-1-phosphat (G-1-P). Dette omdannes til glukose-UDP (et
mellemprodukt i glykogenesen), og herfra er der det sidste trin fra glukose-UDP til glykogen. Det
sidste trin er katalyseret af enzymet glykogensynthase (GS), som kan pavirkes af hormonerne



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

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

Glykogenolyse i leveren medfgrer, at den nedbryder glykogen og frigiver det til blodet som
glukose (se artiklen “Hormoner, insulin og blodsukkerregulering”), hvorved blodsukkerniveauet
gges. Musklerne mangler det enzym (glukose-6-phosphatase), der omdanner glukose-6-phosphat
(G-6-P) til glukose. | stedet kan musklerne lade G-6-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 Igbet tgr for kulhydrater eller glykogen. Typisk aktiveres glukoneogenesen
efter fasteperioder pa over 18 timer, hvor kroppen har udtgmt 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 fremgdar de forskellige materialer, kroppen kan anvende til glukoneogenese:

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

2 Glycerol: Glycerol er et affaldsprodukt fra fedtforbranding. 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 primeere kilde til glukose.

Insulinudskillelse og blodsukkerregulering

| "Fysiologien og anatomien bag diabetes” blev | kort introduceret til bugspytkirtlens sekretion af
insulin samt virkningen heraf. Menneskekroppen bestar af 1014 celler, og om glukose kan komme
ind i cellen eller ej, afhaenger af hvilken GLUT-transporter cellen har. Der findes i alt 12 forskellige
GLUT-transportere hos mennesket. GLUT4-transporteren er afthangig af insulin, og det betyder, at
nar cellen har en GLUT4-transporter, skal der vaere insulin til stede, for at cellen kan optage
glukosen. GLUT4-transporteren findes primeert i tvaerstribet muskulatur (hjertemuskulatur og
skeletmuskulatur) og i fedtvaev. Dvs. at disse vaev er 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 pa 4-5 mmol/L efter en nats faste, mens det vil
stige efter et maltid. Dog vil det ikke, selv ved store og sukkerholdige maltider, stige til over 11
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mmol/L. Hvis den raske krop registrerer et fald i blodsukkeret pa bare 20%, vil insulinfrigivelsen
blive seenket markant for altid at undga hypoglykaemi (for lavt blodsukker). Pa den made vil det
altsa veere fedeindtag eller faste, som har den stgrste indflydelse pa eendringerne i blodsukkeret
hos raske individer. Det er dog ikke kun blodsukkeret, der afg@r, hvor meget insulin, der frigives.
Det har nemlig ogsa en stor betydning, om glukosen indtages oralt (gennem munden) eller
sprgjtes direkte ind i blodet. Hvis glukosen indtages oralt, vil det nemlig medfgre en langt hgjere
insulinsekretion, idet inkretiner som fx gastrisk inhibitorisk polypeptid (GIP), glukagonlignende
peptid-1 (GLP-1) og CCK udskilles i tarmen ved fgdeindtag og forstaerker insulinfrigivelsen (se figur
18). Inkretinerne er szrligt 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)

TID(TIMER)

Figur 18. Grafen illustrerer, at ndr en rask person indtager et maltid med glukose, vil blodsukkeret
(den gr@gnne graf) stige langsomt. Som respons pad dette vil beta-cellerne i bugspytkirtlen frigive
insulin, sa insulinens koncentration (den r@de graf) stiger markant. Hvis glukosen gives ind i blodet,
vil insulinen stige en smule men ikke naer sG meget, som ved oralt indtag (den punkterede rgde
graf). Dette skyldes inkretineffekten, som kan udnyttes i medicinalindustrien til udvikling af
diabetesmedicin.

Vaer opmaerksom pd, at blodsukkeret i denne figur er opgivet i mg/dL. En lidt forenklet mdde 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 pa ca. 9,4
mmol/L.

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

eller slet ingen insulinstigning efter fpdeindtag, mens blodsukkeret vil stige voldsomt og i lang tid
have et hgjt niveau, selvom den givne maengde glukose 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 pdvirke frigivelsen af insulin i beta-cellen hos det raske individ?

Pa celleniveau sker frigivelsen af insulin ved, at et glukosemolekyle via en GLUT2-transporter
transporteres ind i cellen. Nar glukosen kommer ind i beta-cellen, vil glukosemetabolismen gget,
og dette fgrer til en gget maengde frit ATP (laes mere i “Funktionen af glukose i kroppen”). Den frie
mangde ATP vil via nogle processer depolarisere cellen, dvs. ophaeve den spandingsforskel, som
ellers forekommer over cellevaeggen. Depolariseringen abner nogle spandingsafhangige calcium-
kanaler i plasmamembranen, sa calcium nu strgmmer ind. Den ggende maengde calcium medfgrer
frigivelse af de sekretoriske granula (sma sakke 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 ndr beta-cellen i
bugspytkirtlen via en GLUT2-transporter. Nar blodsukkeret stiger, vil gget intracellulzert ATP
medfare @gget calcium-influx i cellen. Den ggede maengde calcium vil pévirke de sekretoriske

granula til at frigive insulin fra beta-cellen.
De tidligere naavnte hormoner insulin og glukagon, som produceres i og frigives fra bugspytkirtlen,
har modsatrettede effekter og har til opgave at hhv. op- og nedregulere blodsukkeret. Nar
blodsukkeret er hgjt, fremmer insulin de anabolske processer i muskler, lever og fedtvaev ved at
stimulere glykogen-, protein- og fedtsyre-syntese. Samtidig sgrger insulin for, at glukose kan
transporteres over cellemembranen via GLUT-transportere og dermed bade ernzere cellerne og
senke blodsukkeret.

Glukagon virker modsatrettet ved at igangsaette 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 tilgeengelig energi, ligesom den haemmer 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 hgjt eller for lavt. Nar
blodsukkeret stiger, frigives insulin, mens glukagon frigives, nar blodsukkeret falder.

Insulins effekt pa kroppens celler

Som tidligere naevnt virker insulin ved at gge de anabolske processer i muskler, lever og fedtveaev,
men maden, det sker pa i de forskellige vaev er lidt forskellig. Helt overordnet sker der det, at
insulin binder til insulinreceptorer pa leverceller (hepatocytter), muskelceller (myocytter) og
fedtceller (adipocytter). Efter insulins binding til insulinreceptoren, vil forskellige intracellulzere
processer (aktiviteter inde i cellen) igangsaettes, alt efter hvilken celle det er. Helt grundlaeggende
vil insulin gge opbygningen af de forskellige energilagre, vi har i kroppen fx ved at pavirke
glukoseoptag og —lagring, sa glukose kan opbevares som glykogen. Insulin vil veere med til at gge
proteinsyntesen, ligesom den samtidig vil haemme proteolyse, altsa nedbrydningen af proteiner.
Hgjt plasmainsulin vil gge dannelsen af triglycerider i leveren, som herefter kan opbevare
triglyceriderne eller sende dem gennem blodet til fedt- og muskelvaev, som senere, ved behov,
kan oxidere triglyceriderne 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 praecist insulin ggr, som er sa vigtigt for vores opretholdelse af liv?

Som naevnt tidligere, er det hjerte- og skeletmuskulatur samt fedtceller, der er afhaengige af
GLUT4-transportere. Tilsammen star disse tre celletyper for ca. 2/3 af alle celler i
menneskekroppen, og mens muskelcellerne bl.a. star for vores bevaegelse og vejrtraekning, er
fedtcellerne vigtige, fordi de kan opbevare vores indtagne energi til senere brug. Et hgjt
insulinniveau i blodet vil medfgre binding af et insulinmolekyle til insulinreceptoren i fx en
muskelcelle, og det fgrer til en @ndring i den intracellulaere del af insulinreceptoren. Herefter sker
der en raekke intracellulzere processer, som ggr, at meengden af GLUT-transportere opreguleres,
og enzymet glykogen synthase kinase inaktiveres, sa der dannes mere glykogen i cellen (figur 22).

Dybdegaende forklaring af insulins virkning

Et hgjt insulinniveau i blodet vil medfgre binding af et insulinmolekyle til
insulinreceptoren i fx en muskelcelle, og det fgrer til en sendring i den intracellulzere
del af insulinreceptoren. Denne a&ndring i insulinreceptoren fgrer til en
kaskadereaktion, som starter med aktivering af tyrosinkinaserne. Tyrosinkinaserne
kan herefter fosforylere enzymerne MAP-kinase, som igangsatter cellevaekst og
genekspression, og P13-kinase, hvis vigtigste funktion er vist i figur 22, nemlig at
sende GLUT4-trasportere til cellemembranen. Det sker ved, at enzymet PI3K
katalyserer reaktionen:

PIP2 + ATP -> PIP3 + ADP

PIP3 vil herefter aktivere protein kinase B (PkB), som faciliterer vesikelfusion. Pa
denne made transporteres GLUT4-transportere, som ellers ligger i vesikler i cellen, til
cellemembranen, sa glukosen kan komme ind i cellen (se figur 22). Ydermere sgrger
PkB ogsa for inaktivering af glykogen synthase kinase (GSK), sa der i sidste ende kan
dannes mere glykogen i cellen. Dette haenger sammen med det ggede antal GLUT4-
transportere og dermed gget maengde glukose i cellen, som skal oplagres i form af
glykogen.
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Figur 22. Figuren viser, hvordan insulin muligggr glukoseoptagelse i fx en muskelcelle. Ndr insulin
binder til insulinreceptoren, aendres dens struktur, og tyrosinkinaserne aktiveres. Tyrosinkinaserne
s@rger for at aktivere enzymet PI3-kinase, som katalyserer dannelsen af PkB. PkB sender derefter
GLUT4-indeholdende vesikler til cellemembranen. Et stgrre antal GLUT4-transportere i membranen
gger cellens glukoseoptag og giver dermed cellen energi samtidig med, at den saenker
blodsukkeret.

Leverceller (hepatocytter)

Ovenstaende mekanisme med GLUT4-transportere foregar som sagt i den tvaerstribede
muskulatur og i fedtcellerne, men i levercellerne foregar processen lidt anderledes. Levercellerne
har nemlig ikke GLUT4-transportere, som er afhaengige af insulin, men i stedet GLUT2-
transportere.

Nar insulin stiger, tvinges leveren til at optage glukose fra blodet og enten omdanne det til
glykogen ved glykogenese eller nedbryde 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 eller — hvis der er rigtig meget fedt — sende dem gennem blodet til hhv.
fedt- og muskelvaev. | fedt- og muskelvaev kan fedtet nedbrydes ved oxidation, sa energien kan
bruges, hvis der er brug for det. Insulin virker dog ogsa ved at seenke oxidationen af fedt, som
normalt frigiver ATP til forbraending. Pa den made tvinger insulin leveren savel som andre veev til
at forbraende 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 acinzere celler som udskiller sekreter som for
eksempel pancreassaft.

Hvilke celletyper i det endokrine vaev (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 producerer bade somatostatin, insulin og
glukagon.
c. Alle celleridet endokrine vaev producerer insulin og glukagon.

Insulin er:
a. Etlille proteinmolekyle der gger anabolske processer i kroppen og stimulerer
dannelsen af glykogen.
b. Etlille proteinmolekyle der ssmmen med glukagon opregulerer de katabolske
processer i kroppen
¢. En neurotransmitter der sammen med dopamin stimulerer velvaere i hjernen

Hvilken rolle spiller insulin pa glykogensynthase (GS)?
a. Insulin er en kompetetiv inhibitor til glykogensynthase og nedregulerer derfor
mangden af produceret glykogen i cellerne
b. Insulin gger aktiviteten af glykogensynthase og @¢ger derfor oplagringen af glukose i
form af glykogen i cellerne
c. Insulins target receptor er GLUT4-transporteren og ikke glykogensynthase. Derfor
har insulin ingen indflydelse pa GS.

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
forbraende glykogen.
c. Glykogenese er den raekke af kemiske reaktioner der omdanner mange
glucosemolekyler til det mere kompakte glykogen.

Glukose...:
a. Bliver nedbrudt og danner ATP i en proces kaldet respiration, og frigiver derved
energi til kroppens celler.
Er et C6-kulhydrat som kan findes bade i lineaer og ringsluttet form.
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.
b.

Bliver udskilt i hgjere koncentration ved hgj koncentration af blodsukker
Hammer glykogenolysen og stimulerer samtidig de anabolske processer som
protein- og fedtsyresyntese.

Igangszetter glykogenolyse (som glykogen til glucose) samt stimulerer
glukoneogenesen (nydannelse af glukose fra for eksempel laktat og aminosyrer).

8. Hvad er forskellen i insulinudskillelse ved oral/intravengs indtagelse af glukose?

a.

b.
C.

Grundet inkretineffekten vil intravengs indtagelse gge insulinkoncentration
markant.

Grundet inkretineffekten vil oral indtagelse gge insulinkoncentration markant.
Der er ingen forskel, da insulin udskilles pa baggrund af glukosemaengden.

9. GLUT4-transporteren er:

a.

En insulinafhaengig transporter primaert fundet i hjerte- og skeletmuskulatur som
transporterer glukose over cellemembranen

En membrantransporter som sgrger for at insulin kan udskilles fra de langerhanske
ger

En glukoseafhangig transporter pa muskelceller som transporterer glukagon ind i
cellerne

10. Hvordan stimulerer gget glukoseniveau insulinudskillelsen i B-celler?

a.

Glukose fungerer som en non-kompetitiv inhibitor til et insulinnedbrydende enzym.
Derfor vil insulin ikke blive nedbrudt og udskillelsen vil gges

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

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

11. Hvordan pavirker insulin kroppens celler, ud over at stimulere dannelsen af glykogen?

a.
b.

Hgjt insulinniveau gger ogsa proteinsyntese og triglyceridsyntesen.

Hgjt insulinniveau mindsker chancen for hjertekarsygdomme, da det gger
koncentrationen af blodsukker.

Hgjt insulinniveau stimulerer brugen af aminosyrer som energikilde, som alternativ
til glukose.

Alle tre navnte svar er korrekte.

12. Bindingen af insulin til insulinreceptor...:

a.

Vil inaktivere insulinreceptoren, som samtidig fungerer som en glukosekanal,
hvorved cellen ikke har adgang til glukose til forbreending

Vil starte en kaskadereaktion i cellen som resulterer i en gget maengde GLUT-
transportere, samt at enzymet glykogen synthase kinase heemmes.

Vil igangseette en intracellulaer reaktion som vil medfgre gget fedt- og
proteinforbraending.
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d. Alle tre neevnte svar er korrekte.

13. Hvad er insulins effekt i leveren?
a. Hgj insulinkoncentration vil pge maengden af GLUT-4 transportere og derved
resultere i hgjere glukoseoptag i levercellerne.
b. Leverceller har ingen insulinafhaengige transportere og vil derfor ikke pavirkes af
insulinkoncentrationen.
c. Ved hgjt 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 undersgge gener der er arvet fra ens foraeldre.
Du har sikkert hgrt at politiet bruger genetiske undersggelser til at opklare forbrydelser, men de
bruges ogsa til identificere sygdomme og pree-disponeringer for sygdomme, sdsom diabetes. |
dette forsgg skal du teste en mus for tilstedevaerelsen 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 undersggt, vil resultere i en dysfunktionel HNF1A
transskriptionsfaktor. Da sekvensen af genet og mutationen er kendt, er det muligt at detektere
mutationen ved specielt designede primere.

Som det f@grste inden man gar i laboratoriet, bgr gvelsesvejledning laeses og forstas:

Bemaerk - @velsesvejledningen er af en hgjere detaljegrad end den gvelsesvejledning | finder i Det
Virtuelle Laboratorium. Dette er for at ggre forspget mere virkelighedsnaert.

Inden du gar i laboratoriet, er det en god idé at fa en forstaelse for nogle af de instrumenter, som
der anvendes. Disse instrumenter er ligeledes meget anvendte inden for bioteknologi generelt. |

denne gvelse anvendes centrifuge, PCR og gelelektroforese. Laes mere om instrumenterne pa de

felgende sider:

Centrifuge

En centrifuge er en maskine, som anvender centrifugalkraften til at adskille indholdet i en vaeske
alt efter indholdets massefylde. Man vil typisk have en opl@sning i et eppendorfrar, hvilket
herefter placeres i centrifugen. Her skal man huske en sakaldt "modvaegt", hvilket er

en tilsvarende opl@sning, som placeres overfor. Dette skaber balance i centrifugen og man undgar
en potentiel meget farlig situation, idet centrifuger kan udsztte en oplgsning for mange tusinde g.
En almindelig person kan udsattes for 6 g fégr vedkommende mister bevidstheden.

Den enorme cirkulaere kraft i centrifugen presser tungere partikler eller stoffer vaek 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 adskillelsesteknik, der kan bruges til at separere forskelligt DNA eller
protein i en gel (se gel i figur 2). Det gor det bl.a. muligt at male enten antallet af basepar i en
DNA-prgve eller leengden af forskellige proteiner forholdsvis preaecist (se figur 1).

Adskillelse 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 leengder DNA end det korrekte; man adskiller
simpelthen de forskellige leengder og skaerer den rigtige laengde ud af gelen. Gelelektroforese
bruges derfor ofte pa flere forskellige stadier i udviklingen af en ny genmodificeret organisme.

v

Figur 1. Resultat af gelelektroforese med DNA. Hver lodrette bane er en DNA-prgve, der er Igbet fra
toppen mod bunden. DNA'et er adskilt i de forskellige leengder i lysende bdnd, sa de korteste er
Igbet lengst ned gennem gelen. (Foto: Mnolf, GFDL).

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

DNA-prgven tilseettes i en brgnd (fordybning) for enden af en gel, og der tilsluttes derefter
elektrisk spaendingsforskel. Herved skabes en frastgdende negativ pol ved DNA-prgven og en
tiltreekkende, positiv pol i den anden side af gelen (figur 2). DNA’et vil nu traekke gennem gelen
mod den positive side. De mikroskopiske huller i gelen ggr beveegelsen svaerere for DNA’et, jo
leengere det er. Derfor Igber de korte DNA-molekyler hurtigere igennem end de leengere.

Efter en gelelektroforese vil DNA’et derfor ligge sorteret i forskellige band efter antal basepar
(alle, der er 600 basepar, ligger fx lige oven i hinanden).

Flere forskellige stoffer kan ggre DNA’et synligt for fotografering. Ofte brugt er det
kraeeftfremkaldende ethidiumbromid, som binder sig til DNA’et, der herved bliver synligt i
ultraviolet lys, som bruges ved fotograferingen af den faerdige gel. Man kan kgre flere prgver ved
siden af hinanden i en gelelektroforese, hvor den yderste typisk vil veere en markgr, der
indeholder nogle allerede kendte laengder, sa man kan sammenligne med prgverne.
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De korteste DNA-strenge bevager sig l2ngst

Figur 2. Princippet i DNA gelelektroforese, hvor de forskellige stgrrelser DNA adskilles i en gel.
Gelen ligger i et kar med en buffer-vaeske.

PCR
PCR (Polymerase Chain Reaction) er en af de mest udbredte molekylzaerbiologiske teknikker i dag
og er helt uundveerlig i mange situationer. PCR udnytter et af naturens egne enzymer, DNA-
polymerase, til at opkopiere en bestemt DNA-sekvens i en raekke gentagne cyklusser. Med PCR er
det altsa nemt og hurtigt at skabe millioner af kopier af sa lidt som én DNA-streng.
Ideen med PCR 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 DNA-polymerase kun kopiere DNA, hvis der er korte sakaldte primer-sekvenser af
komplementaer DNA til stede. Primerne binder til DNA'et der, hvor kopieringen skal begynde.

To DNA-strenge er komplementaere med hinanden, hvis de kan baseparre. Fx:
3'-ATGCAATAG-5'
5'-TACGTTATC-3'

Primere: DNA har som bekendt to strenge, der Igber i hver sin retning (3' til 5' og 5' til 3'). Derfor
vil DNA-polymerase i PCR ogsa kopiere de to strenge i hver sin modsatte retning. Dette indebzerer,
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at der skal bruges to forskellige primere - én til start af kopiering i hver retning. DNA-polymerase
bygger nemlig udelukkende en ny streng op i retningen fra 5' til 3'. Den streng, enzymet bruger
som skabelon, skal altsa ga modsat, dvs. fra 3' til 5' (se figur 1).

En DNA-streng siges at have en retning, da hvert nukleotid har en 3'- og en 5'-ende.
Fordi nukleotiderne altid saettes sammen 3'-5', vil hver DNA-streng ogsa have en 3'- og
en 5'-ende.

Bnsket DNA T+ T T
sekvens ~

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. Opkopieringen af en DNA-sekvens med PCR ved tilseetning af primere (gul og r@d), der
binder til startstedet for kopieringen pa hver af de to DNA-strenge. Binding af primere afgar
hvilken DNA-sekvens, der skal opkopieres fra den tilgaengelige skabelon-DNA.
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Faserne i en PCR-cyklus: Hver cyklus er delt op i tre forskellige faser, der har hver deres
temperatur og varighed (se figur 1).

1.

Opvarmning (denaturering af DNA) - Initiering

Det dobbeltstrengede DNA, der skal bruges som skabelon i reaktionen, skal f@rst
denatureres ved hgj temperatur (ca. 95 oC) nogle sekunder.

Nedkgling (binding af primere til DNA) - Anealing

Temperaturen saenkes til omkring 60 oC, hvor de tilsatte primere vil kunne binde til
startstederne pa det enkeltstrengede DNA.

Elongering (dannelse af de nye, komplementzere DNA-strenge)

Temperaturen haeves til 72 oC, hvor DNA-polymerase binder til primerne ved startstederne
og bygger videre pa de nye, komplementare DNA-strenge. DNA-polymerasen fortsaetter,
sa leenge temperaturen ikke haeves, og sa leenge der stadig er skabelon-DNA til radighed.
Varigheden af trinnet beregnes derfor, sa cyklussen fgrst genstarter, nar hele den
interessante DNA-sekvens er forlaenget (elongeret).

En PCR med 30 cyklusser varer gerne 2-3 timer.

Man kan desuden danne "kunstigt" DNA til gensplejsninger ved hjzelp af PCR. Dette DNA er iszer
brugt hvis man gnsker at gensplejse en organisme. Ved hjalp af szrlige primere kan det desuden
lade sig g@re at szette to stykker DNA sammen fx et protein og grent fluorescerende protein (GFP).
Pa den made bliver proteinet selvlysende, og man kan se det inde i cellen. Denne metode til
sammensatning af DNA kaldes fusions-PCR og forklares ikke naermere her.

@velsesvejledning
Materialer

Mus med/uden diabetes
Kanyle

eppendorfrer

Lysisbuffer

Saltvand

PCR-rgr

PCR-mix (nukleotider og Tag-polymerase)
HNF1A primer

Bla farve (bromfenolblat)
Gel

DNA molekylvaegtsmarkgr

Metode
1 Udtag en blodprgve m. kanyle fra musen.
2 Overfgr 4 ml af blodet til et eppendorfrgr og centrifuger i 2 minutter ved 10000 g. NB husk
at afbalancere centrifugen med et andet eppendorfrgr.
3 Efter at indholdet i r@gret er blevet separeret udtages det hvide lag med “buffy coat” hvori
de hvide blodlegemer befinder sig og overfgres til et nyt eppendorfror.
4 Rgret med hvide blodceller opvarmes i varmeblok til 60 grader hvorefter 200 pl lysisbuffer

og derefter 500 ul saltvand tilsaettes. Herved lyseres cellerne.
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5 Centrifuger de lyserede celler ved 10000 g i 2 min. for at skille cellerester fra DNA.

6 10 ul af supernatanten, som indeholder fritflydende DNA, overfgres til et nyt PCR-rgr og
seettes pa is for at forhindre at prgven gdeleegges.

7 Til PCR-rgret tilseettes 80 ul PCR-mix som indeholder Tag-polymerase og nukleotider.
Desuden tilsaettes 5 ul HNF1A primer.

8 PCR-rgret inkuberes i PCR-maskinen ved fglgende program:

a. Cellelysis 95 grader 5 min

b. Denaturering 95 grader 1 min
c. Annealing 50 grader 1 min

d. Elongering 70 grader 3 min

e. 30 cykler af b-d

9 ul bla farve tilsaettes nu til prgven og blandes ved forsigtigt at pipettere op og ned.

10 En forstgbt gel pasaettes pa gelelektroforesemaskinen og i den fgrste brgnd tilsaettes 15 pl
DNA-molekylveegtsmarkgr. Til den naeste brgnd tilsaettes 15 ul af den farvede prgve. NB
brug altid handsker da gelen indeholder ethidiumbromid, som er kraeftfremkaldende.

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

12 Gelen kan nu undersgges ved UV-lys.

Supernatant: Efter centrifugering vil der i
rgret ofte findes to dele. Supernatanten
er det flydende vaeske, mens pellet er
det faste materiale der har lagt sig pa
bunden af rgret.

Cellelysis betyder at cellens membran
spraenger, for eksempel resultat af
osmotisk tryk, og cellen derfor dgr

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

Herefter er du klar til at gennemfgre gvelsen "Genetisk test for forgget diabetesrisiko". Find denne
i Det Virtuelle Laboratorie.
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Rapportering

Lav en minirapport ved at svare pa fglgende spgrgsmal:

1. len af banerne var der et band der lyste tydeligt op. Hvad indikerer dette band og hvilken

mus tilhgrte den?
2. Den undersggte punktmutation andrer blandt andet GAA til TAA i DNA-sekvensen. Hvorfor

resulterer denne @&ndring i et ikke-funktionelt protein?
3. Hvorfor vil et knockout af en transkriptionsfaktor der initierer transkriptionen af insulin

medfgrer diabetes?

Det har du leert

Du burde nu have en grundleeggende viden om diabetes pa et molekylzert og mikrobiologisk
niveau, samt forsta hvilken rolle kulhydrater spiller i kroppen og forstd sammenhangen mellem
glukose, glykogen, insulin og glukagon. Du burde ogsa have faet en forstaelse for, hvordan
kroppens fysiologi (iseer omkring bugspytkirtlen) og diabetes haenger sammen. Desuden har du
leert om MODY-diabetes, 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 tilstedevaerelsen af en specifik mutation.

Vigtige begreber: Insulin, glukagon, beta-celler, blodsukker, glykogen, GLUT-transporter, MODY,
PCR, centrifuge, gelelektroforese, mutation.
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Del 2 —insulinfalsomhed
Introduktion

Efter at have diagnosticeret ved hjaelp af genetik, er det nu tid til at se pa hvordan diabetes
egentlig pavirker kroppen (iszer blodsukker og insulinniveauet), nar fgrst sygdommen “er i
udbrud”. Fgrst males glukose- og insulinkoncentration i blodet pa hhv. en rask og syg mus for at se
hvordan disse vekselvirker pa hinanden. Faktisk maler mange hundrede tusinde mennesker hver
dag deres blodsukkerniveauet, for at beregne mangden af insulin de skal have tilfgrt, praecis
ligesom i dette forsgg. Dette er desuden en af flere metoder, til at diagnosticere
diabetespatienter. Desuden skal i male hvor fglsomme musene er overfor insulin og herved kigge
pa om de maske har udviklet insulinresistens og diabetes type |l som fglge deraf. Efter forsgget
ber i have en god forstaelse for hvordan insulin og glukose pavirker hinanden, samt hvordan begge
molekyler spiller en afggrende rolle i diabetes. Desuden vil i leere om forskellen pa forskellige typer
af diabetes.

Teori
Diagnostik af diabetes

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

Treethed, fordi diabetes medfgrer, at glukosen i blodet ikke kan transporteres ind i de arbejdende
celler. Nar cellerne mangler energi (i form af glukose), er de ikke i stand til at udfgre samme
mangde arbejde.

Polyuri, som betyder at man producerer store maengder urin. Nar blodsukkeret bliver hgjt nok,
kan det ikke undga at blive filtreret 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
mangder glukoseholdigt urin ud.

Terst, da forggelse i blodsukker ogsa medfgrer forhgjet osmolaritet i blodet. Osmolaritet er et
kemisk begreb for antal mol osmotisk aktive partikler per liter oplgsning. Fx sukkermolekyler per
liter vandig opl@sning. | menneskets t@rstcenter i hjernens hypothalamus registrerer tgrstceller
blodets osmotiske tryk. Nar blodets osmolaritet stiger, tolker disse tgrstceller det som
veeskemangel, og far hjernen til at tro, at man er tgrstig. Samtidig har man naturligvis ogsa
temmelig store vaesketab via den ekstra maengde urin, man danner, ndr man har diabetes.

Vaegttab, pa grund af kroppens 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 kan indikere, at patienten har diabetes. Men diabetes er en diagnose, man
i dag stiller ud fra koncentrationen af hamoglobin Alc (HbAIc) i patientens blod eller
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enkeltmalinger af meget hgjt blodsukker. HbAlc er en type af haemoglobin i kroppens erytrocytter
(r@de blodlegemer), som glukose binder til. Koncentrationen af HbAlc er derfor et mal for
patientens blodglukosekoncentration over de sidste 120 dage, som er en erytrocyts
gennemsnitlige levetid. Intervallet for denne koncentration for raske mennesker er 31-41
mmol/mol (type HbAlc-haemoglobin per mol af normalt haemoglobin). Mangden af HbA1c 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 mmol/mol lig med en
"praediabetisk” tilstand. Disse patienter har hgj risiko for at udvikle diabetes senere i livet.
Blodprgveanalyse af HbAlc kan dog ikke bruges, hvis patienten ogsa har en sygdom, der pavirker
hvor lang tid erytrocytterne lever. Denne levetidsforskel findes fx hos patienter med visse
blodsygdomme.

Hzemoglobin er et protein i kroppens r@de blodlegemer. Heemoglobin er ngdvendigt,
for at blodcellerne kan binde ilt, og derpa transportere det fra lungerne og ud til
kroppens andre celler. Heemoglobin indeholder jern, som ogsa er grunden til at blod
er rpdt.

| disse tvivistilfeelde kan laegen bruge en anden metode til at vurdere, hvorvidt patienten har
problemer med blodsukkerreguleringen. Denne metode indebaerer, 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 HbA1lc har den fordel, at patienterne ikke behgver at faste inden
undersggelsen, og leegen blot skal bruge en blodprgve. Herunder vises, hvad niveauerne af
blodglukose skal veere, for at diabetes bliver diagnosticeret. Diabetes diagnosen krzaever at
patienten har mere end én maling af blodglukose eller Hbalc i diabetisk niveau.

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

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

efter indtag af 75 g glukose

eller tilfeeldig blodprgve, hvis patienten = >/=11,1 mmol /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 til diabetes, er patienternes livsstil. Diabetes Mellitus Type 2, som er
den "erhvervede” form, star stadig for 80% af al diabetes i Danmark. Forskning har vist at, faktorer
som overvagt, for fed “energi-rig” kost og manglende motion forgger risikoen for at udvikle
bestemte former for diabetes. | disse tilfelde mener man, at kroppens celler udvikler grader af
insulinresistens, hvilket beskrives senere i denne artikel. Diabetikerens genetik kan ogsa spille en
rolle for dysregulering af blodsukkeret, se senere. De sidste par ar er forskere ogsa begyndt at
kigge pa tarmenes mikrobiom og pa hvordan gode og skadelige bakterier i tarmen hver iszer
pavirker diabetespatienterne. Det har vist sig, at mikrobiomet kan spille en temmelig stor
betydning for udviklingen af sygdommen, 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 inden i
os mennesker, som ikke er vores egne celler. Det deekker blandt andet over
hudbakterier, men vigtigere for diabetespatienter ogsa organismer i tarmen. Laes
mere pa biotechacademy.dk

Diabetisk ketoacidose

Insulinkraevende diabetes kan veaere akut livsfarligt, fordi darligt reguleret blodsukker bl.a. kan
medfgre en livstruende tilstand med diabetisk ketoacidose. Cellerne skal bruge glukose i deres
energikraevende processer. Hvis cellerne ikke kan fa adgang til glukose, begynder cellerne at
forbraende andre energikilder, iszer fedt fra kroppens depoter. Under normale forhold bliver
friggrelsen af fedtsyrer heemmet af insulin ude i fedtcellerne (adipocytterne). Derfor stiger
mangden af fede syrer i blodet ved insulinmangel. Ved hgje koncentrationer af frie fede syrer i
blodet, gar leveren i gang med at lave ketonstoffer (acetoacetat og D-3-hydroxybutyrat). De bliver
lavet fra fedtstoffer og aminosyrer og anvendes isaer 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 der er normalt. 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 7,35-7,45. Patienter med ketoacidose far kvalme, kaster op, vil vaere uklare i hovedet og
har en risiko for at ga i koma pa grund af den lave pH. Man kan faktisk maerke den acetone-agtige
lugt af neglelakfjerner i udandingsluften hos patienter med ketoacidose.

Hjerte-kar-sygdomme

Pa laengere sigt giver diabetes, ud over de symptomer, der allerede er naevnt, forgget risiko for en
tidlig dgd, blandt andet pga. hjerte-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 areforkalkning. Det er fordi, man over tid far fedtfyldte immunceller, der laegger sig som
belaegninger, sakaldte “plaques” inde i blodkarrene (se figur 23). De immunceller, der bl.a. star for
at fjerne fedt og kolesterol fra blodet, hedder makrofager og fungerer som immunsystemets
skraldemaend. Efter optagelsen af fedt kalder man disse makrofager for skumceller. Makrofager 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 rifter, som opstar i blodkarrenes vaegge,
nar man har forhgjet blodtryk. Men hvis det er store, fedtfyldte skumceller, der saetter sig i
karveeggen, sa risikerer man dannelsen af plaques. Sa bliver helingen praeget af lag med fedt og
skumceller. Over tid forkalker disse plaques og blodkarrets diameter indsnaevres 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 man for mikroangiopati. Skader pa
de sma kar, medfgrer at de celler, som karrene forsyner, ikke far den ngdvendige naering og derfor
lider en stille dgd. Iseer de sma kar i gjnene er fglsomme, sa diabetespatientens gjne far ikke den
ngdvendige neaering. Det kan ende med blindhed. Nyrernes sma kar, som er ngdvendig for nyrens
filtrationsevne, bliver ogsa ¢delagt og diabetespatienterne kan fa tiltagende nyresvigt. Nerveceller
seerligt i haender og fgdder far ikke nok blod til at kunne vedligeholdes, og diabetes-patienterne
mister noget af fglesansen. Denne tilstand kalder man diabetisk neuropati. Patienter med
diabetisk neuropati far nemt sar under fgdderne, fordi de ikke maerker fx sten i skoen eller andre
sma sar. Grunden til, at nerverne virker darligt, er et darligt blodomlgb i fédderne. Pa grund af den
darlige blodforsyning heler deres sar ogsa darligt, idet de ngdvendige celler fra immunsystemet
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transporteres rundt med blodet. Derfor bliver sarene ofte kroniske og kan give problemer med
infektioner. Det kan vaere ngdvendigt at amputere foden eller teeerne, 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 1. Ca. 10% af diabetestilfeeldene i Danmark skyldes type 1 diabetes. Denne
type er ogsa hyppigst set hos unge, der ikke ngdvendigvis er overvaegtige. Her er arsagen til et
darlig reguleret blodsukker en autoimmun sygdom, hvor kroppens immunceller selektivt gar til
angreb pa kroppens egne beta-celler i de langerhanske ger i bugspytkirtlen. Det medfgrer en
tiltagende destruktion af de insulinproducerende beta-celler og dermed en dysregulering af
blodglukosen, fordi der simpelthen ikke er noget insulin til at regulere glukoseoptaget i cellerne.

Antistoffer er vigtige molekyler, som immunsystemet danner, for hurtigt at ga til
modangreb mod et “ikke-selv”, man allerede har mgdt. ”Ikke-selv” som genererer
antistoffer, kalder man for antigener.
Kroppens immunsystem tolker i disse autoimmune tilstande simpelthen fejlagtigt nogle
”almindelige” molekyler som veaerende skadelige, dvs. kategoriserer kroppens egne stoffer som
antigener. Immunsystemet yder jo normalt en service, da det kan vurdere om et stof eller en
organisme hgrer til i kroppen; om stoffet er "selv” eller er "ikke-selv”, for eksempel en
influenzavirus. Under normale omstaendigheder vil “non-self” angribes af bl.a. immunsystemets
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celler. Nar et immuncelle-angreb gar i gang, frigives der ogsa immuncelleaktiverende molekyler.
Disse virker ved at forstaerke immunsystemets respons og kaldes ”cytokiner” (blandt andet Tumor
Necrosis Factor alfa og Gamma-Interferon). Lees mere i Biotech Academy undervisningsprojektet
om Immunforsvaret.

I
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Figur 24. Ved DMT1 nedbryder kroppens immunceller ens egne beta-celler, som kroppen fejlagtigt
selv har dannet antistoffer mod.

De nedbrudte dele fra “non-self” transporteres til en lymfeknude i naerheden. Her kan de
fremmede dele blive praesenteret som et antigen, som kroppens immunceller kan lzere at
genkende, huske og reagere pa. Hvis de modne immunceller senere stgder pa dette antigen igen
fx ude i kroppens vaeyv, vil de blive ude i veevet og rekruttere immunceller, der kan hjzlpe med at
destruere det skadelige fx bakterier i kroppen.

Ved DMT1 er det ikke dbenlyst, hvad der starter den autoimmune reaktion. Patienterne har
naesten altid genvariationer, der disponerer — altsa forgger risikoen — for autoimmunitet. Oftest
starter kroppen selv den autoimmune reaktion, men autoimmune reaktioner kan ogsa startes af
en ukendt miljgfaktor.
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Det kan for eksempel vaere noget kemi i en fgdevare eller en almindelig virus. Sa vil immuncellerne
reagere pa det "“ikke-selv” molekyle, de skal reagerer pa. Dette molekyle kan ligne noget fra
patientens egne beta-celler i bugspytkirtlen, og patienternes immunsystem begynder fejlagtigt at
angribe sine egne beta-celler, som var de “ikke-selv”. Der er ogsa mange teorier om at
virusinfektioner, kan starte den autoimmune reaktion, men 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 én eller flere af tre vigtige beta-cellespecifikke molekyler.
Patienter med DMT1 danner altsa antistoffer mod enzymer i deres egne beta-celler, fx
glutaminsyredecarboxylase (GAD) eller tyrosinphosphatase (IA-2), men ogsa mod andre molekyler
fx hormonet insulin (1AA).

Genkoden for mange af disse autoimmune antistoffer, er lokaliseret til alleller pa det 6.
kromosom, som man kan undersgge ved hjzlp af den metode, | ogsa skal prgve i Det Virtuelle
Laboratorium. Det har ogsa vist sig, at mange raske danskere har disse genotyper uden at vaere
syge. Man siger derfor at genotypen har lav penetrans, fordi man ikke ngdvendigvis bliver syg af at
have genotypen. Ud over at DMT1 kan starte “uforklarligt” (idiopatisk), forsgger man at klarlaegge
andre faktorer, der kan starte dette autoimmune respons. Det ggr man, bl.a., fordi man ser en
saesonvariation (der er flest, der debuterer i vintermanederne med DMT1), og man mistaenker
som sagt vira, fedevarekomponenter og andre kemiske forbindelser som arsager til det
autoimmune respons hos patienter med DMT1.

Diabetes Mellitus type 2 (DMT?2)

DMT2 eller det nu umoderne navn “gammelmandssukkersyge” star for 80% af diabetestilfeeldene i
Danmark og er derfor den allerhyppigste form. Arsagerne til udviklingen af DMT2 er helt
overvejende overveegt med for energitaet mad og for lav fysisk aktivitet. Lidt forsimplet, er der en
uoverensstemmelse mellem sammensatningen og mangden af kost, og hvor stort energiforbrug
man har. Som resultat af patienternes kost og livsstil, har deres beta-celler dannet 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 med at cellerne i kroppen udvikler insulinresistens.
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 absorptionen af glukose via GLUT4-transporteren ind i isaer lever og fedtcellerne
fungerer darligere, og blodsukkeret forbliver forhgjet.
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Figur 25. Insulinresistens i kroppens celler h@mmer transporten af GLUT4 til cellemembranen, sa
glukoseniveauet i blodet forbliver hgjt.

Ved insulinresistens falder niveauet af blodglukose altsa langsommere end hos raske. Det betyder
at beta-cellerne ikke stopper med at danne ekstra insulin, indtil man har tvunget det sidste
glukose ind i de celler, som skal lagre glukosen. Dette er mindre problematisk, sa laenge der bliver
dannet nok insulin til at blodsukkeret pa et tidspunkt normaliseres. Faktisk har langt de fleste
overvagtige en grad af insulinresistens med forhgjede niveauer af insulin i blodet
(hyperinsulinaemi), uden at de ngdvendigvis har DMT2. Man antager at DMT2 udvikles, nar beta-
cellerne ikke lzengere er i stand til at producere insulin nok til at kompensere for
insulinresistensen. Det kan skyldes, bade at aktiviteten i beta-cellerne falder, eller at der bliver
feerre af dem. Noget der typisk sker, hvis man ikke gagr noget ved sin livsstil.

Beta-cellernes darlige funktion haenger ogsa sammen med, at patienter med DMT2 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 forbindelse med maltider, som det skal.
Derfor stiger blodsukkeret hos disse patienter selvom, det i forvejen er hgjt pa grund af maden.
Dette medfg@rer yderligere dannelse af insulin fra beta-cellerne. Over laengere tid vil kroppens
celler blive insulinresistente fordi 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. Hgje niveauer af frie fedtsyrer, vil fgre
til en ophobning af fedt i celler, der ikke er i stand til at lagre fedt. Det kalder man for lipotoxicitet,
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og det forhindrer typisk cellerne i deres primaere opgaver. Dette bliver fx problematisk, nar beta-
cellerne ikke laengere kan producere insulin pa grund af lipotoxiciteten.

De forhgjede niveauer af glukose og fedtsyrer i blodet har som naevnt, mange darlige
felgevirkninger pa kroppens celler. Hvis det varer laenge nok, pavirker det ogsa beta-cellerne, som
bliver darligere 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/betaendelsestilstand. Immunsystemet frigiver signalstoffer (cytokiner) i
betzndelsestilstande, som skal hjzelpe med at aktivere andre immunceller. Disse cytokiner
vekselvirker ogsa uhensigtsmaessigt med insulinen og insulinens receptorer pa cellerne, sa
insulinen virker darligere. Grunden til denne inflammationstilstand er stadig uklart. Man mener, at
store maenger fedt isaer i bugen, aktiverer immunsystemet. Fedtcellerne (adipocytterne) kan blive
stressede, og ved stress i lang tid gar fedtcellerne til grunde. Resterne fra de gdelagte fedtceller
aktiverer immunsystemet, sa der opstar en betaendelsestilstand. Denne betaendelsestilstand
opstar, nar immuncellerne skal fjerne celleresterne. Som beskrevet senere spiller bakterierne i
tarmene (mikrobiomet) ogsa en stor rolle for inflammationstilstande, hvad man efterhanden
tilleegger en stgrre og stgrre betydning hos patienter med DMT2.

Oprindeligt blev DMT2 kaldt “Gammelmandsukkersyge”, fordi tilstanden naermest kun blev set
hos xldre overvaegtige. Stgrstedelen af patienterne (70-80%) er stadig 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 tilfeeldene).

Latent Autoimmune Diabetes in Adults (LADA) og Maturity-Onset Diabetes of the Young (MODY)

Der findes en ”Diabetes Mellitus Type 1%4” LADA, som star for ca. 10% af alle diabetestilfaelde.
Disse patienter har i fgrste omgang symptomer og livsstil, der tyder pa en erhvervet form for
diabetes (altsa DMT2). Men nar de bliver undersggt, kan man male at immunsystemet danner
autoantistoffer mod beta-cellerne. Derfor bevaeger patienterne sig mod en tilstand, der ogsa
ligner DMT1 med en tiltagende nedbrydning af kroppens egne beta-celler.
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Figur 26. Insulinfrigivelse i en rask betacelle. Glukosen i blodet bliver optaget gennem GLUT2 (der
er en insulin-uafhaengig kanal). Glykolysen omdanner glukosen til ATP, der h&emmer nogle
specifikke ATP-fglsomme kalium-kanaler i cellemembranen. Dermed bliver de spaendingsafhaengige
calciumkanaler aktiveret, da cellen nu ophober positive kalium-ioner. 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 af diabetes er MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young). Det 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).
Transkriptionsfaktorer er proteiner, der findes i cellens kerne (nucleus). De er ngdvendige for, at
cellens DNA bliver aflaest korrekt. DNA indeholder blandt andet beta-cellens opskrift pa insulin, og
en fejl i transkriptionsfaktorerne medfgrer altsa, at cellen ikke kan danne insulin.

Hos patienter med en specifik type af MODY (MODY2) er det en mutation i glukokinasen, der
medf@rer en manglende insulinfrigivelse (2 i figur 26). Glukokinasen er ngdvendig for at omdanne
den optagede glukose til glukose-6-phosphat. Hvis der ikke bliver dannet ATP, bliver der i sidste
ende ikke frigivet noget insulin, pa trods af at beta-cellen stimuleres med glukose fra blodet.
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Sekundaere former for diabetes

Der er ogsa de sekundeere former for diabetes. Beta-cellerne og deres evne til at 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. Diabetes kan ogsa opsta, hvis beta-cellerne bliver fjernet eller
gdelagt, noget som fx ogsa kan ske ved svaere infektioner (pancreatitis). En anden slags diabetes
ses hos gravide. Ca. 3-4% udvikler diabetes efter 20. graviditetsuge, men sygdommen forsvinder
typisk efter barnets fgdsel. Man kalder dette faanomen Gestationel Diabetes Mellitus (GDM). Man
mener denne type opstar bade, som resultat af den gravide krops hormonelle forandringer,
kroppens forggede energibehov pa grund af fosteret og pa grund af tiltagende insulinresistens 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 beskrives i naeste artikel. Da mange patienter har
diabetes, og derfor har et stort behov for kontakt til sundhedsvaesenet, er det en meget
ressourcekraevende sygdom. Derfor bliver der ogsa lavet meget forskning i, hvordan den kan
behandles. Noget af den nyeste diabetesforskning beskaeftiger sig med kroppens mikrobiom og
dets rolle i forskellige typer diabetes.

Mikrobiomet er betegnelsen for alle de organismer, der lever med et menneske som vaert. 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 vaere med til at give sygdom. Andre
af disse organismer kan beskytte dig mod sygdom, og har altsa en gavnlig effekt. Mennesket
bestar faktisk af 10 gange flere bakterieceller, end egentlige menneskeceller. Og hvis man laegger
alle de forskellige bakteriers genomer sammen, koder de for 150 gange flere gener end en
menneskecelle ggr. Man har derfor refereret til disse bakterier, som kroppens “glemte” organ.
Man har i lang tid vidst, at mikroorganismer betgd noget for sygdomme og infektioner, men i dag
ved man, at bakterier ogsa kan ggre noget godt for helbredet. Mikrobiomet pavirkes naturligvis 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 og diabetes.

Probiotika er defineret som “levende organismer, der har en gunstig effekt pa vaertens helbred,
nar det gives i passende maengder.” Man kan altsa transplantere “gode” bakterier, til folk som har
en darligere tarmflora. Men man har ogsa fundet ud af, at de forskellige bakterietyper foretraekker
forskellige energikilder, sa man kan ogsa selv give probiotika gode vaekstbetingelser, hvis man
tilpasser sin kost. Dette er beskrevet i undervisningsprojektet Sundhedsfremmende bioaktiv

kost her pa hjemmesiden.

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

Man har faktisk allerede i laboratorier givet "sunde” mus en grad af insulinresistens, ved at aendre
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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Det haenger sammen med, at man efterhanden har faet bevist nogle af de “gode” effekter, en
sund tarmflora har: Tarmvaeggen er oftest mindre gennemtraengelig (permeabel) hos folk, der
spiser fiberrig kost pa grund af, at probiotika ikke skader tarmepitelet, som andre bakterier gor.
Gennemtraengelighed i tarmen har betydning for, hvor meget endotoxin der kan kommer 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, spiller inflammationstilstande i kroppen en
stor betydning, nar det geelder effekten af insulin og blodsukkerreguleringen. Endelig producerer
nogle "gode” bakterier ogsa kortkaedede fedtsyrer, som kaldes Short Chain Fatty Acids (SCFA).
Man har bevist, at DMT2-patienter har feerre SCFA-producerende bakterier i tarmen, end raske
personer har. SCFA pavirker L-cellerne i tarmepitelet og giver en gget frigivelse af hormonerne
GLP-1 og PYY. Begge hormoner mindsker appetitten, og GLP-1 gger ogsa beta-cellernes frigivelse
af insulin, 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 verden. | ar 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 ansldet 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 hari leert?

| har nu lzert om de symptomer, personer med dysreguleret blodsukker typisk har, inden de far
diagnosen diabetes. Symptomer som t@rst, traethed, veegttab og polyuri. Samtidig har | leest, at
diagnosen for diabetes bliver stillet ud fra patientens niveauer af haamoglobin Alc i blodet (over
48 mmol/mol) eller ved blodsukkermalinger hos leegen. 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 cellerne, og i den
forbindelse spiller bade mangden af fedtvaev 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 skyldes en autoimmun sygdom, som gdelaegger
beta-cellerne (type 1), erhvervet insulinresistens (type 2) og de mere sjeldne genetiske variationer
(MODY og LADA). Et darligt reguleret blodsukker kan have nogle meget alvorlige fglgesygdomme,
som hjerte-kar-sygdomme med blindhed og nyreproblemer, kroniske sar og eventuelt diabetisk
ketoacidose med koma og ded til fglge.
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Quiz

1. Hvorfor kan koncentrationen af Heemoglobin Alc (HbAlc) bruges til at diagnosticere
patienten for diabetes?

a.

Niveauet af HbAlc afspejler middelplasmaglukose gennem de sidste 2-3 maneder
og et hgjt Hb1Ac niveau indikerer derfor diabetiske tilstande.

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

Hvis personen er diabetisk, vil HbAlc niveauet veere meget lavt grundet forkert
stgrre oplagring af glukose.

2. Hvorfor er diabetisk ketoacidose livsfarligt?

a.

Ved diabetisk ketoacidose vil blodsukkeret falde sa meget at der ikke laengere er
energi nok til cellerne i kroppen, som derfor dgr.

Nar kroppen ikke kan forbraende glukose, 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.

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

3. Diabetes type l er...

a.

En livsstilsygdom, som skyldes at kroppens celler er blevet immun over insulin,
grundet et overindtag af energi gennem laengere tid.

En sygdom der primaert rammer ldre personer, da beta-cellerne mister deres
evne til at producere insulin.

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

4. Hvornar kan man konstatere diabetes hos en patient?

a.
b.
C.

Nar HbA1lc koncentrationen er under 48 mmol/mol.
Ved en glukosekoncentration pa over 7 mmol/L efter faste.
Ved glukosekoncentration 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 muskel- og fedtceller har optaget for meget glukose
over laengere tid og derved har udviklet insulinresistens.

Resultere i diabetes type |, da det skader immunsystemet og derved bidrager til
inflammatoriske tilstande.

Reducere produktionen af insulin, da hgjt energiindtag resulterer i hgjt
glukagonniveau.

6. Hvilket af fglgende udsagn om diabetes type Il er forkert?

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 cellerne 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 beta-celler.
b. Give patienten insulin.
c. Tilfgre insulinproducerende beta-celler til patienten.
8. Hvorfor kan det vaere gavnligt at visse tarmbakterier producerer Short Chain Fatty Acids
(SCFA)?
a. SCFA mindsker appetitten og gger insulinproduktionen ved at stimulerer frigivelsen
af hormonerne GLP-1 og PYY.
b. SCFA genkendes af de samme 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. Hvilken funktion udfgrer bakterier IKKE i menneskekroppen?
a. Forarsager sygdomme.
b. Hjaelper til at nedbryde vores kost.
c. Hjeelper til translation af RNA til protein.
d. Medhjzlper til at aktivere immunsystemet.

@velse og vejledning

Laboratoriet har modtaget to mus, hvoraf den ene skulle vaere diabetisk. Det er nu din opgave at
pavise, at den ene af de to mus har diabetes gennem en raekke forskellige forsgg. Du skal tage
blodprgver, undersgge musenes insulinfglsomhed ved en glukosetolerance test og en
insulinfglsomhedstest.

Blodprgve

Blodprgver er blod udtaget fra en vene, som er de blodarer, der fgrer 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 cellemangder. Blodet bestar af:

e Celler: Rgde og hvide blodlegemer samt blodplader.

e Plasma: Den vaeske som cellerne befinder sig i. Vaesken bestar fortrinsvis af vand samt
sukker, salte, enzymer og proteiner, szerligt de sakaldte koagulationsfaktorer
(sterkningsfaktorer), der far plasmaet (og dermed blodet) til at stgrkne.

e Serum: Den del af plasmaet, som er tilbage og ikke stgrkner.

Blodet kan ved infektioner ogsa indeholde bakterier, som kan pavises ved en bloddyrkning.
Blodprgver udtages i dag normalt fra blodarerne i albuebgjningen, ved at fgre en nal gennem
huden. Nalen er forbundet til et sterilt glas med undertryk, som sgrger for at blodet suges ud.
Dette resulterer i et fuldstaendig lukket system, med mindst mulig chance for infektion. Desuden
undgar personen der udtager blodprgven at 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 dagligt af mange diabetikere, er en elektrokemisk metode. Denne
fungerer ved, at der placeres en lille maengde blod pa en sakaldt “glukosestick”, som indeholder
enzymet glukose oxidase. Dette enzym oxiderer glukose til glukonolaktone (og enzymet bliver
desuden reoxideret af et overskud af ferricyanid, sa det kan 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 vaere proportional med maengden af
glukose i prgven og glukosemetret 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 tilfeelde. Arbejder 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 galder i mikrobiologi,
hvor det sommetider er ngdvendigt at vortexe cellerne for at undga sammenklumpning. Efter
centrifugering, kan vortex ogsa bruges for at fa “resuspenderet” bundfaldet i mediet igen. Veer dog
opmaerksom pa at visse celler kan tage skade af for kraftig vortex.

@velsesvejledning
Del 2.a Blodprgve
Materialer
e Rask mus
e Diabetisk mus
e 2 x1mlKanyle
e 2 x Reagensglas med lag (sterilt)
e Pakke med stix til blodsukkermaling
Metoder
Markér reagensglas med R og D (Rask og Diabetisk)
Placér en rask mus i buret og lad den Igbe i 5 min.
Tag derefter en 500 pl blodprgve med kanyle og overfgr til reagensglas R
Paszet 1ag pa reagensglas
Vortex blodprgve forsigtigt i 30 sek.
Dyp en stix i prgven og indsaet i blodprgve/insulin maleren.
Start med en nulprgve. Notér glukose og insulinniveau.
Foretag trin 2-6 med en diabetisk mus
Notér glukose insulin niveau ud fra blodprgven.
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Del 2.b Glukose tolerance test
Materialer
e Rask mus
e Diabetisk mus
e Koncentreret sukkeroplgsning 0.3 mol/L
e 26 x1mlkanyle
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e 26 x Reagensglas
e 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 Szt den raske mus i buret oglad den Igbe i 5 min.

3 Givmusen 10 ml koncentreret sukkeroplgsning fra den bla flaske.

4 Tag 50 ul blodprgve med kanylen til tiden 0, altsa straks efter musen har faet
sukkeroplgsning. Derefter tages blodprgven hvert 10 min. i 60 min. eller indtil der er sket
en fordobling i blodsukkerniveauet.

5 Vortex blodprgver forsigtigt i 30 sek.

6 Dyp enstixien prgve og indsaet i blodprgve/insulin maleren. Start med en nulprgve.

7 Eksporter data til Excel

8 Foretag trin 1-6 med den diabetiske mus

Del 2.c Insulinfglsomhedstest
Materialer
e Rask mus
e Diabetisk mus
e Koncentreret sukkeroplgsning 0.3 mol/L
e Insulin Oplgsning 100 enheder/ml
e 26 x1mlkanyle
e 26 x Reagensglas
e Pakke med stix til blodsukkermaling
Metoder
Placer den diabetiske mus i buret og lad den Igbe i 5 min.
Marker tidspunkter pa reagensglas 0, 5, 10,..., 50, 55, 60 samt om det er R eller D (Rask
eller Diabetisk)
Tag 50 pl blodprgve med kanylen til tiden 0.
Straks efter gives musen insulin indsprgjtning
Tag blodpregver hvert 5. min med kanyle og overfegr til det respektive reagensglas.
Omgaende dyppes en stix i reagensglasset indsaettes i blodprgve/insulin maleren.
Blodsukkeret skal forsgges at blive holdt pa 5 mmol/L. Giv musen koncentreret
sukkeroplgsning ud fra malingen. Det anbefales, at der giver 200 pl pr. 0.1 mmol/L
malingen er under 5 mmol. Der gives 100 pl pr. 0.1 mmol/L malingen er over. 5 mmol/L.
Eksporter data til Excel.
9 Foretag trin 1-7 med den raske mus. | trin 6 skal maengden af koncentreret glukose
halveres.

N o b~ w N =
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Spergsmal til gvelsesvejledning
1. Hvorfor kan det vaere en god idé at anvende vortex?
2. Hvorfor er det vigtigt at skifte til en ny kanyle hver gang man tager en ny blodprgve?
3. Hvis man giver musen 20 ml af den koncentrerede sukkeroplgsning. Hvad er stofmeaengden
sa?
4. Safremt man skal overfgre 50 pl, hvor mange ml svarer dette til?
5. Og hvilken Gilson pipette vil du anvende: 20, 100 eller 1000?
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Du er nu klar til at gennemfgre gvelsen ”Insulinfglsomhed” i Det Virtuelle Laboratorium.

Databehandling og rapportering

Lav en minirapport ved at svare pa fglgende spgrgsmal til de forskellige dele af gvelsen og inkluder
svar pa spgrgsmal til gvelsesvejledningen. Til del 2.b og 2.c kan excel-skabelonen fra hjemmesiden
med fordel bruges.

Husk at veere 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.

Del 2.a:
1. Hvad er forskellen pa insulin- og glukoseniveau mellem den raske og syge mus og hvorfor?
2. Antag at musen har fastet og graenseveerdierne for at diagnosticere mus for diabetiske er
de samme som for mennesker. Kan du pa baggrund af blodprgverne konkludere om
musene er diabetiske?
3. Hvorfor er glukose- og insulinkoncentrationen omvendt proportionale?

Del 2.b:
Indsaet data fra gvelsesdel 2.b. Redeggr for kurvernes forlgb og forklar hvorfor der er forskel pa
dem. Kom for eksempel ind pa fglgende:

1. Hvorfor er blodsukkeret ved start forskelligt?
2. Hvorfor falder den raske mus blodsukker hurtigere igen?

Del 2.c:
Indsaet data fra gvelsesdel 2.c i excel-skabelonen. Redeggr for kurvernes forlgb og forklar hvorfor
der er forskel pa dem.
1. Hvilken mus kraever stgrst tilfgrsel af glukose for at opretholde en
blodsukkerkoncentration pa 5 mmol/L? Hvorfor?

Det har du leert

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

Vigtige begreber: blodsukker, type 1 og 2, autoimmun, insulinresistens, mikrobiom, blodprgve
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Del 3 —insulinproduktion
Introduktion

Du har nu diagnosticeret diabetes pa flere forskellige mader, men hvad ggr man, hvis fgrst man
har faet konstateret diabetes? En af behandlingsformerne er at fa tilfgrt insulin. Som naevnt er
insulin et naturligt hormon, men med 382 millioner diabetikere 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 geerceller) har faet indsat et gen, der koder for insulin, og kan derefter
dyrkes og producere insulin, der kan bruges som diabetesmedicin. Dette er preaecis 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.

Teori

Behandling af type 1 Diabetes

Det er tidligere beskrevet, at diabetes mellitus type 1 (DMT1) har en blandet atiologi (arsag(er) til
sygdommens udvikling), dvs. at den skyldes 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 kurativ (helbredende) behandling. Ved den symptomatiske behandling afhjzelper
man kroppens insulinmangel, som er sygdommens skadesmekanisme. En sddan symptomatisk
behandling fortszetter resten af patientens levetid.

Ved den kurative behandling forsgger man enten at erstatte den insulinproduktion, som er gaet
tabt, eller man prgver at hamme kroppens immunforsvar, sa det ikke kan ga til angreb pa
bugspytkirtlen og yderligere forveaerre tilstanden.

Praeventivt

Da arsagerne til udvikling af DMT1 ikke er helt forstaede endnu, er det sveaert at opstille en raekke
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 skyldes gdelaeggelser i
pancreas’ evne til at danne insulin, er man ngdt til udefra at forsyne kroppen med dette hormon.

Som tidligere beskrevet i artiklen “Typer af diabetes” om selve sygdommene, 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 rg@de blodceller, der er blevet
pavirket af ens sukkersyge. Da denne pavirkning sker langsomt, og da de r@de blodcellers levetid i
gennemsnit er 120 dage, kan tallet bruges som et udtryk for blodglukoseniveau over lzengere tid
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(hvis man fx har haft for hgjt blodglukose i to maneder, vil HbAlc afspejle dette). De gaengse
behandlingsmal for DMT1 ses her:

BEHANDLINGSMAL FOR DMT1
Blodglukose fgr maltider: 4-7 mmol/L 1-2 timer efter maltiderne: 4-10 mmol/L
HbAlc under 7,5 % (58 mmol/L)
0-2 milde episoder med hypoglykaemi om ugen
Undga alvorlig hypoglykaemi

Som det ogsa er naevnt i artiklen "Typer af diabetes” om typer af diabetes, 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 behandling for DMT1 er fortrinsvis insulin, der gives meden sprgjte (se figur 27)
enten i musklerne eller i fedtvaevet under huden (oftest i maveregionen). (fun fact:
Insulinmaengder angives i “internationale enheder” (IE), hvor 1 IE er defineret ved den mangde
insulin, der skal til for at saenke 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®

( Fley ey

y

> Go to the Quick Guide

Figur 27. En FlexPen bruges af diabetikeren til injektion af insulin. Laes mere FlexPen ved at klikke
pd billedet. Kilde: Novo Nordisk A/S

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

inddeles insulinpraeparater typisk i:

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

Man vil som diabetiker bruge en kombination af de ovenstaende praeparater. Typisk vil man bruge
et langtidsvirkende praeparat som basalinsulin om morgenen; dette holder ens insulinniveau oppe
pa et naturligt grundniveau i lgbet af dagen.

Da man som type-1 diabetiker ikke er i stand til at @ge insulinniveauet efter fgdeindtag, er det dog
vigtigt, at man supplerer med hurtigtvirkende insulin umiddelbart fgr maltider; dvs. fgr 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 blodglukoseniveauet holdes jaevnt over

dagen, hvorfor det anbefales, at diabetikere maler deres blodglukose mindst 4-7 gange om dagen.

Insulinbehovet varierer fra person til person, men en tommelfingerregel er 0,6-0,7 IE/kg
kropsvaegt, hvor 50-60 % gives som langtidsvirkende, og 40-50 % gives som hurtigt virkende inden
maltider.

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

En insulinpumpe (se figur 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 insulinpumpen, 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 vaelger 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 kulhydrater fra grgntsager, mgrkt brgd
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 40-60 gram for et hovedmaltid og 10-20 gram for et mellemmaltid.

Motion: Ligesom for sa mange andre sygdomme, er motion enormt nyttigt. De generelle
anbefalinger gaelder ogsa for diabetikere, men for DMT1 geelder det, at for 0,5-1 times motion
saenkes insulinbehovet med omkring 2-4 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 som at saette 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 jaevnligt forsgger sig med, nar det kommer til DMT1 — og den ene er stadig pa
eksperimentalstadiet.

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

* Ingen sygehistorie med cancer eller HIV

* Ingen pagdende infektioner

e Ingen lungesygdomme

* Ingen fedme

* Ingen hjerte-kar-sygdomme

e Ingen misbrug af alkohol, tobak, narkotika.

Selve operationen medfgrer en raekke risici, som ses ved alle transplantationer: Infektion,
blgdning, afstedning af organet, laekage fra organet eller fra sammensyningen efter operationen.
For at undga afst@dning, 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 der ses kun organafstgdning hos 1 % pr. ar.

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

Beta-celletransplantation: Den insulinudskillende del af pancreas bestar af sma grupper af beta-
celler. De kaldes langerhanske ger, og det er dem, der gdelaegges 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 langt mindre invasiv (mindre voldsom) og risikabel procedure, og
effekten er udmeerket. Patienten skal dog stadig tage medicin resten af livet for at forhindre, at
cellerne afstgdes, og sygdommen genopstar eller forvaerres. En haamsko ved operationen er, at
man endnu ikke laver den mange steder, og at det er sveaert at fa fat pa en donorpancreas.

Som naevnt i introduktionen af afsnittet, er man nu ogsa begyndt at eksperimentere med sakaldt
immunmodulerende terapi, hvor man forsgger at h&amme kroppens immunforsvar, sa det ikke
kan ga til angreb pa sig selv. Disse forsgg er stadig i de tidlige stadier, men hvis de viser sig at vaere
en succes, har man altsa en potentiel kurativ behandling, der kan forhindre tidlig diabetes i at
udvikle sig.

Behandling af type 2 diabetes

Diabetes mellitus type 2 (DMT2) er ligesom DMT1 betinget af bade arv og miljg. Dog kan
sygdommens debut i langt hgjere grad forhindres end ved DMT1, hvis man kontrollerer det miljg,
man som disponeret person udsattes for. Man plejede at kalde DMT2 for
gammelmandssukkersyge, fordi sygdommen oftest sas hos sldre maend, der efter at veere gaet pa
pension levede “det gode liv” og fik lidt for meget fed mad, alkohol og en stor vom. | dag giver
denne beskrivelse dog ikke leengere mening, da ogsa unge menneskers livsstil ofte er sa
uhensigtsmaessig, at folk af begge kgn helt ned i 30 ars alderen far konstateret sygdommen.
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Praeventivt

Hvis man i forvejen har anlaeg (genetiske forhold) for at udvikle DMT2, er der en raekke store
syndere, man kan undga. De store risikomomenter er fysisk inaktivitet, for stort fgdeindtag, og for
meget alkohol. Derfor kan man ogsa for at minimere risikoen for sygdomsdebut ved at sgrge for at
motionere 0,5-1 time dagligt, spise sundt, undga rygning, fglge Sundhedsstyrelsens anbefalinger
for alkoholindtag (hgjst 14 og 7 genstande for hhv. mand og kvinder og max 5 af gangen) samt
holde sit BMI inden for ens kgns normalomrade (18,5-24,9).

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

Vaegttab: Mange patienter med DMT2 er overvaegtige med en karakteristisk sebleformet
kropsstruktur, dvs. med meget abdominalt fedt. Som naevnt i artiklen om kroppen og glukose,
"Funktionen af glukose i kroppen” bidrager dette fedt til og forveerrer DMT2. Derfor er vaegttab —
om end enormt svaert for den enkelte patient — noget af det mest effektive, man kan ggre, for at
behandle tilstanden. Man tilstreeber, at disse patienter har et dagligt kalorieunderskud pa omkring
6-800 kalorier, hvilket er realistisk, hvis patienten er malrettet og fglges under regelmaessige
laegekontroller, sa motivationen holdes oppe.

Fordelene ved vaegttabet er markante og ses allerede ved sma vaegttab fra 2-5 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 stopper sit vaegttab fgr idealvaegten er ramt, eller begynder at tage pa igen, ophgrer
den gavnlige effekt. Ny forskning har imidlertid vist, at det maske ikke sa meget er den egentlige
vaegtreduktion, som det er den ggede fysiske aktivitet og de bedre kostvaner, der giver den
gavnlige effekt.

Motion: Motion er som navnt ogsa meget vigtig. Man anbefaler 0,5-1 times motion fire gange om
ugen. Motion gger insulinfglsomheden (husk at problemet i DMT2 er, at kroppen ikke laengere
reagerer tilstraekkeligt pa insulin, selvom der er hgje koncentrationer af det). Effekten af bare en
halv times regelmaessig motion er sa stor, at det medfgrer et fald i HbAlc (der, som | husker,
repraesenterer det gennemsnitlige blodglukoseniveau over tid) pa 0,6 til 0,7%.

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

Rygning: At ryge pavirker ikke direkte diabetesen, men da rygning kan give syge lunger, der
medfg@rer darligere oxygenoptag og stive kar, der giver darligt blodkredslgb, er det en kaampe
belastning. Disse faktorer vil ggre det svaert at veere fysisk aktiv i forbindelse med vaegttab eller
generel sundhed. Desuden er en af komplikationerne ved DMT1 og -2, at man far darlige blodkar
og blodforsyning, hvilket rygning kun vil forveerre.
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Medicinsk

Den medicinske behandling af DMT2 stiler efter at seenke blodglukoseniveauet og holde det stabilt
der. Man bruger HbAlc som markgr for succesfuld behandling. For nydiagnosticerede diabetikere
prgver man med antidiabetisk medicin at holde HbAlc under 48 mmol/I. Efter nogle ar med
sygdommen, hvor tilstanden ofte forvaerres, accepterer man et tal omkring 53-58 mmol/I,
afhaengig af hvilken patient, man har med at ggre.

Der findes forskellige laegemidler, 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
insulinfglsomheden szerligt i leveren, mens glitazoner gger insulinfgplsomheden 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 forlgb af sygdommen, eller som en del af en
kombinationsbehandling, hvis det ikke er tilstraekkeligt alene.

Metformin virker flere steder og er iszer vigtigt i:
1 Leveren, hvor stoffet heemmer glukoseproduktionen ved glykogenolyse, glukoneogenese
og fedtsyreforbraending.
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 fedtsyreforbraending.

Metformin virker altsa ved at seenke blodglukoseniveauet og ved at undga hyperglykami (for hgjt
blodsukker). Desuden medfgrer behandlingen ofte et lille veegttab, hvilket som naevnt ovenfor
bidrager til den overordnede diabetestilstand. En keempe fordel ved metformin er, at stoffet ikke
kan medfgre hypoglykaemi, hvilket betyder for lavt blodsukker.

GLP-1: Som | maske husker fra tidligere, vil glukosen, nar den indtages oralt, medfgre en hgjere
insulinsekretion pga. inkretinerne, der frigives fra tarmen. Iseer inkretinet GLP-1 bliver “udnyttet” i
medicinalindustrien, fordi GLP-1’s funktion er at stimulere insulinsekretionen og heemme
glukagonfriseetningen. Den medicin, som udnytter inkretinerne sgrger for, at gge koncentrationen
af GLP-1-hormonet i blodbanen. Pa den made vil blodsukkeret falde, fordi leverens
glukoseproduktion h&ammes, og fordi musklernes glukoseoptag gges. Hvis koncentrationen af
GLP-1 er hgj nok, vil det ogsa forsinke, at mavesakken tgmmes, hvilket vil fgre til en lavere
glukosestigning. Ud over den vigtige rolle for insulinfrigivelsen, er GLP-1 ogsa med til at regulere
appetitten, hvilket betyder, at mange patienter, som behandles med GLP-1 i hgje doser, ogsa vil
opleve et vaegttab. Effekten pa glukagon- og insulinfrisaetning kraever dog kun sma doser.
Udfordringen i forbindelse med GLP-1-behandling har veeret, at hormonet kun har en halveringstid
pa 1-2 minutter, fordi det nedbrydes af enzymet DPP-4. Det har betydet at man i
leegemiddelindustrien har arbejdet med at aendre pa GLP-1, sa stoffet blev resistent over for
enzymet DPP-4, og derved far forleenget sin halveringstid. Ligeledes har man arbejdet med at
haemme DPP-4 vha. sdkaldte DPP-4-haemmere, sa GLP-1 ligeledes cirkulerer i leengere tid i
blodbanen.
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Sulfunylurinstof: Sulfunylurinstof (SU) er meget udbredte i behandlingen af diabetes. De virker ved
at stimulere patientens betaceller til at vaere mere effektive med gget sekretion af insulin.

Glitazoner: Glitazoner er en gruppe af langsomtvirkende antidiabetika, der virker ved at saenke
insulinresistensen efter 6-8 ugers behandling. Virkningsmekanismen for glitazoner er pa nogle
punkter stadig ukendt, men en del af arsagsmekanismen ma vaere at gge den insulinstimulerede
glukoseoptagelse i musklerne og at heemme leverens glukosefriggrelse. Stoffet virker iseer hos
diabetikere, der ogsa er overvaegtige, fordi det har en fordelagtig effekt pa lipidprofilen, dvs., at
stoffet seenker maengden af farligt kolesterol.

DPP-4-haemmere: Dipeptidyl peptidase-4 (DPP-4) er et enzym, der nedbryder inkretinet GLP-1.
Som | ved, stimulerer GLP-1 insulinfrigivelsen, sa et hgjt GLP-1-niveau er gnskveerdigt for en
diabetiker, der har et utilstraekkeligt insulinrespons. Ved at behandle med DPP-4-haemmere, kan
man delvis inaktivere enzymet, hvorfor koncentrationen af inkretinet GLP-1 stiger, og der sker en
stgrre insulinfrigivelse. Desuden haemmer stoffet glukagonsekretionen i leveren, hvilket forhindrer
frigivelse af glukose til blodet.

SGLT-2-haemmere: SGLT-2 er et transportprotein i nyrerne, som er ansvarligt for at reabsorbere
glukose fra urinen til blodet. Ved at h&2amme denne transporter, kan man udskille glukosen via
urinen (sukkerholdig urin, sakaldt glykosuri) og dermed sa&nke blodglukoseniveauet. Denne
gruppe af antidiabetika er for nyligt blevet pavist at nedszette den hjerte-kar-sygdomsmaessige
risikoprofil i diabetes.

Insulin: 1 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
ophert. Insulinbehandlingen er her ngjagtigt som anfgrt ved DMT1, bortset fra at man samtidig
giver metformin.

FAKTABOKS: MEDIKAMENTER TIL
BEHANDLING AF DMT2
STOF FUNKTION
GLP-1 (GLP-1-receptor-agonist) e (@gerinsulinsekretion
e Haemmer glukagonsekretion
e (Pger antal betaceller
e Haemmer appetitten
e Hazemmer ventrikeltgmning

Metformin e Sanker insulinresistens i lever

e Seanker insulinresistens i muskler
Sulfunylurinstof e (@gerinsulinsekretion

e Sanker insulinresistens
Glitazoner e Sanker insulinresistens i lever

e Sanker insulinresistens i muskler

e (Pger antal betaceller
DPP-4-hammere e (@gerinsulinsekretion

e Haemmer glukagonsekretion
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e (dger antal betaceller
SGLT-2-haemmere e Haemmer nyrens reabsorption af
glukose

Det medicinske behandlingsregime af DMT2

Et behandlingsregime er den generelle retningslinje, der vejleder laegen i behandlingen af en given
sygdom. For DMT2 starter man med at justere patientens livsstil for at se, om dette er
tilstraekkeligt til at justere blodsukkeret. Dernaest tilfgjes Metformin. Hvis dette er utilstraekkeligt,
tilfgjer man et af de ovennaevnte medikamenter til behandlingen (GLP-1-analoger, glitazoner, DPP-
4-hammere eller SGLT-2-haammere). Hvis dette stadig ikke er tilstraekkeligt, tilfgjer man to eller
tre af de ovenstdaende. Safremt intet virker, er man ngdsaget til at behandle med insulin 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 mavesakke mindre og omgar (bypasser) en del af deres
fordgjelsessystem, har vist sig at vaere effektivt (se figur 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. Bemaerk at der stadig findes
en lille rest af mavesaekken, “mavelommen”, hvor patienten kan have en lille smule fade ad
gangen.

Man ved endnu ikke ngjagtigt, hvordan mekanismen fungerer, men man ser, at patienternes
insulinniveau og respons pa insulin bedres i Igbet af fa dage efter operation, altsa langt fgr
vaegttabet, 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 22ndringen i sygdomsstatus,
samt at fgden fordgjes og optages mindre, da hele duodenum (tolvfingertarmen) 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 til fem gange. 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 overvaegtige.

Cellefabrikker

Naturen rader over mange spaendende biologiske stoffer og proteiner, der kan veere meget nyttige
fx som medicin eller som miljgvenlige enzymer. Det er bare ikke altid muligt at udvinde store nok
maengder fra naturlige planter eller organismer, og derfor bliver cellefabrikker

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

Celler er eksperter i at producere biologiske stoffer

Genteknologi kan bruges til at omdanne en mikroorganisme til en cellefabrik, som kan producere
store maengder af et vaerdifuldt, fremmed stof. Et stof, der maske har medicinske eller
miljgmaessige fordele, eller som er forbedret af forskere i forhold til et naturligt stof.

De celler, der bruges som cellefabrikker, er for det meste gensplejsede med gener fra en fremmed

organisme, som naturligt fremstiller det gnskede stof. Disse gener kan ogsa afleeses af den nye
celle som en instruktion til at danne stoffet. Generne koder nemlig for de ansvarlige enzymer.

Braemkstod

Produkr

Figur 1 En cellefabrik omdanner simple naeringsstoffer som fx glukose til vaerdifulde produkter.

Cellefabrikker kan veere attraktive af flere arsager. Maske bliver stoffet (produktet) kun naturligt
produceret i meget sma mangder af en organisme, der lever under nogle ekstreme forhold, som
ikke er mulige at efterligne. Eller maske producerer fabrikker stoffet ud fra kemikalier baseret pa
olie og ved hgje reaktionstemperaturer, hvilket heller ikke altid er gkonomisk fordelagtigt

eller miljgvenligt.

Hvis det som alternativ kan lykkes at designe en cellefabrik, sa producerer den stofferne mod,

at cellerne bliver passet med omrgring, sa de far ilt, samt at de erien lun

temperatur og far naering som fx glukose og salte. Penicillin produceres fx af en cellefabrik (en
svamp). Lige siden penicillins opdagelse til medicin i 1930'erne har kemikere vaeret interesserede i
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at finde en kemisk metode til at producere det populzaere antibiotikum. Men det er aldrig lykkes
dem at g@re det mere effektivt end cellefabrikkerne, som sidenhen er blevet forbedret
yderligere med hjzelp af genteknologi.

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

Nogle gange er cellefabrikkerne endda den eneste virkelige mulighed, hvis det gnskede produkt fx
er et protein, man selv har udviklet eller forbedret. Der er mange forskellige organismer at vaelge
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 at arbejde med. Men prokaryoter har ikke det ngdvendige indre maskineri til at
foretage avancerede, afsluttende andringer i det protein, som de skal producere. Fx kan de
mangle evnen til at folde proteinets vigtige tredimensionelle struktur korrekt eller tilfgje sukker-
grupper til proteinet (glykosylering), som kan veaere vigtige for fx medicinske proteiners funktion. |
cellefabrikker, hvor man kan ngjes med en prokaryot organisme, kan valget fx falde pa
bakterierne Escherichia coli eller Bacillus subtilis, der er simple og nemme arbejdsorganismer. |
andre tilfelde vil man i stedet vaelge en eukaryot organisme, hvis man skal producere et mere
avanceret molekyle. Her bliver bagegaeren Saccharomyces cerevisiae ofte brugt, da den ogsa er
nem at arbejde med genetisk, og dens indre reaktioner er meget velkendte.

Gevinsten ved cellefabrikker

Cellefabrikkernes arbejde kaldes ogsa rekombinant produktion, fordi de anvendte organismer har
en @&ndret genetisk 'kombination'.

Rekombinant produktion i cellefabrikker har haft en stor betydning fra midten af

1980’erne. Teknologien betyder fx, at det i dag ikke lezengere er ngdvendigt at udvinde insulin til
behandling af sukkersyge fra slagtede svin eller kgers bugspytkirtler. | dag produceres insulin af
cellefabrikker i store tanke. Insulin fra kger og svin ligner oven i kgbet ikke humant insulin helt og
kan derfor bl.a. give allergiske reaktioner.

Takket veere cellefabrikker er det heller ikke ngdvendigt at udtraekke vaeksthormon fra
menneskehjerner til bgrn med veekstmangel; insulin og veeksthormon er i dag to af mange
proteiner, som gensplejsede mikroorganismer producerer rent og sikkert (se flere eksempler i
marginen).

Hvordan ser genet ud?

Genets proteinkodende omrade (fra start-codon til stop-codon) er ikke nok til at fa cellen til at
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 vaere et efterfglgende element, der stopper transkriptionen (terminator -
translationen stopper af sig selv ved stopcodon)

For nemt at kunne koble et nyt gen sammen med disse ngdvendige hjelpesekvenser, eksisterer
der en rxekke forskellige, faerdiglavede ekspressionsvektorer. De er cirkuleere DNA-sekvenser
(plasmider) og indeholder netop de ngdvendige, ekstra sekvenser, der passer sammen med den
valgte produktionsorganisme og produktet for at give en god produktion af genets protein (udtryk
af gen).Genet skal derfor blot saettes ind i ekspressionsvektoren (figur 2).
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| det virtuelle laboratorium skal du selv designe det DNA, der skal indszettes i
ekspressionsvektoren, og indszette de forskellige regulerende hjeelpesekvenser.

Replikations Ori Indsatgen til

ekspression

Ekspressionsvektor

Selektionsmarkgr

Figur 2 En ekspressionsvektor er et cirkulaert DNA (plasmid), der indeholder de ngdvendige dele til
at udtrykke et gnsket gen i en given celle (ekspression). Det bld element daekker bdde over genet
og de regulerende sekvenser, sisom promoter, RBS og terminator. Selektionsmarkgren beskrives i
naeste afsnit. Replikations ori er ngdvendig for, at ekspressionsvektoren kopieres til cellens
datterceller.

Kort fortalt: Det gen, som gnskes brugt, skal aktiveres i cellen, og derfor skal det ledsages af nogle
regulerende DNA-sekvenser. Sekvenserne sidder allerede i ekspressionsvektorer, som derfor ofte
bliver brugt til at ledsage det gnskede gen.

Er gensplejsningen lykkedes?

Kun meget fa celler vil rent faktisk ende med at optage DNA’et efter en gensplejsning. For at
undga at komme til at udveelge en af de upavirkede celler, nar der arbejdes videre, efterfglges
transformationen af en selektion (udvaelgelse).

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

Ved selektion bruges et selektionsgen, som ogsa sidder i ekspressionsvektoren (figur

2). Selektionsgenet giver de korrekt transformerede organismer en overlevelsesfordel, fx resistens
over for et antibiotikum. | en selektion med antibiotikum kan organismerne udplades pa en
petriskal med et antibiotikumholdigt medium. Her vil kun de transformerede celler kunne vokse
videre. Hvis en cellekoloni vokser frem, er den derfor hgjst sandsynligt gensplejset (figur 3).
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-

- antibiotikum + antibiotikum

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

Nogle gange er selektionsgener ikke kun ngdvendige for at udvaelge en transformeret celle, men
ogsa for at tvinge cellen til at beholde DNA’et bagefter. Det haender nemlig, at ikke alle celler
under de naeste celledelinger far en kopi af ekspressionsvektoren med. Det kan ske, hvis det
indsatte DNA ikke er sat fast som en del af kromosomerne, men sidder i en ekspressionsvektor,
som repliceres (kopieres) uafhaengigt af kromosomerne. Cellerne uden vektoren gror gerne
hurtigere, fordi de ikke skal tynges af at producere produkter, som for cellen blot er ligegyldigt
protein. De vil derfor begynde at udkonkurrere de langsommere, gensplejsede celler.

Cellerne kan tvinges til at fastholde DNA'et ved at fortsaette tilseetningen af antibiotikum. Her dgr
de celler, som matte have tabt DNA'et (og dermed selektionsgenet).

Som naevnt kan DNA’et indsaettes direkte i et kromosom i cellen som alternativ til at indsaette
DNA'et i en ekspressionsvektor. Nar DNA’et fgrst sidder i kromosomet, er der ikke den samme
risiko for, at DNA’et forsvinder igen. | cellefabrikker i industrien er dette bl.a. gnskeligt for at
undga brugen af antibiotika. Ekspressionsvektorer bruges iseer gerne i de indledende forsgg, mens
indszetning af DNA’et pa cellens kromosom mere bruges til faerdige cellefabrikker.

En genetisk variant af en organisme kaldes en stamme, transformant eller mutant. De nye gener i
stammen ggr den (forhabentlig) til en effektiv, kommende cellefabrik. Det kan bekraeftes endeligt,
om det nye DNA er sat ind som planlagt, ved at foretage en DNA-sekventering af det omrade

af kromosomerne, der skulle aandres.

Kort fortalt: Det er sjeldent 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 udvaelge de korrekt gensplejsede
celler. For at veere helt sikker kan man desuden vaelge at aflaese selve DNA'et, hvilket

kaldes sekventering.

Kort, fiktivt eksempel: De fleste celler overlevede ikke elektroporatorens elektriske felt, men en

lille del ser ud til at kunne vokse i et medium med antibiotikum. Dette 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. Hvorfor er det endnu vigtigere for diabetikere at fokusere pa at spise “langsomme”
kulhydrater sdsom grgntsager og mgrkt brgd?
a. Da komplekse kulhydrater allerede er lange polysaccharider og derfor behgver
cellerne ikke insulin for at lagre dem som glykogen.
Da de ikke indeholder ren glukose og derfor ikke vil pavirke blodsukkeret.
Da de nedbrydes langsommere vil det vaere 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 formal helt at fjerne sygdommen, sa patienter ikke
lengere er afhaengig af behandling.

c. I modsatning til DMT2 er Diabetes type 1 meget afhaengig af livstil og behandles
derfor bedst preeventivt.

d. Alle tre naevnte svar er sande.

3. Metformin bruges til behandling af diabetes type Il da:
a. Det gger udskillelsen af insulin i leverens beta-celler.
b. Det gger den aerobe forbraending i hele kroppen og ferer til vaegttab.
c. Det gger insulinfelsomheden samt modvirker hgjt blodsukker ved at heemme
glukoseproduktion.

4. Hvordan virker DPP-4-haemmere i behandling af diabetes type II?
a. Da DPP-4 nedbryder GLP-1 (som stimulerer insulinsekretion), gnsker man at
inhibere DPP-4 for at ¢ge niveauet af GLP-1 og derved insulinudskillelse.
b. Da DPP-4-hzammere nedregulere transkriptionen af glukoseproducerende gener,
resulterer de i lavere blodsukker.
c. Da DPP-4, 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. Medicinere for at gge insulinfglsomheden.
c. Stimulere insulinsekretionen.
d. En kombination af de tre andre svarmuligheder.

6. Hvad kaldes gensekvensen mellem start- og stopcodon?
a. Proteinkodende omrade.
b. Translationssekvensen.
c. Genet findes kun mellem start- og stopcodon

7. Hvad er kravet for en selektionsmarker?

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 hurtigere sa de udkonkurrerer ikke-
muterede celler.

8. Huvilken af fglgende er IKKE en fordel ved cellefabrikker?
a. Man kan producere humant insulin i rekombinante celler og behgver derfor ikke
oprense det i sma meaengder fra menneskehjerner.
b. Cellefabrikker producerer produktet 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 til ribosomers small unit og starter derved translationen.
b. Promoteren genkendes af transkriptionsfaktorer eller RNA-polymerasen og starter
transkriptionen af DNA’et.
c. Promoteren sikrer sig at det rekombinante DNA man har indsat i en celle, saetter sig
korrekt pa kromosomet.

10. Hvorfor er Saccharomyces cerevisiae (bagegzaer) et godt valg til at producere insulin?
a. Eukaryoter vokser generelt hurtigere end prokaryoter
b. Da Saccharomyces cerevisiae er en svamp, er den fototrof og kan derfor bruge
sollys som energikilde i stedet for glukose.
c. Dadet 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.

@Dvelse, vejledning og flowchart

Et modificeret insulingen, der forventes at kunne anvendes til behandling af type-1 diabetes, er
blevet udviklet. Det er din opgave at producere den nye insulintype og teste effekten pa en
laboratoriemus.

Inden du gar i laboratoriet, er det en god idé at fa en forstaelse for nogle af de instrumenter, som
anvendes. Disse instrumenter er ligeledes meget anvendte inden for bioteknologi generelt. |
denne gvelse anvendes bruges Fermentor, Chromotograph og Elektroporator.

Elektroporator

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

De fleste celler vil normalt ikke optage DNA fra omgivelserne, og flere metoder til transformation
bestar derfor i at ggre deres membran permeabel (gennemtraengelig) for DNA. Det er meget
forskelligt, hvilke metoder der virker pa de enkelte organismer. Hvis en celle er i stand til at optage
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 udsaettes for et kortvarigt elektrisk felt i en elektroporator. Herved bliver
cellemembranen permeabel, og nogle af cellerne vil derved optage DNA’et og blive
transformerede. Cellerne vil efterfglgende veere skrgbelige og skal derfor handteres skansomt,
indtil de er "kommet sig".

Fermentor og Chromatograf

Fermentering er den produktionsproces, der forlgber, nar der dyrkes mikroorganismer, som fx
cellefabrikker. Processen kaldes ogsa geering (selv hvis cellen ikke er geer). Fermenteringer i
industriel storskala eller mindre laboratorieskala foregar efter samme princip, nemlig at forsgge at
skabe ideelle betingelser for cellerne. Her kan man studere cellernes opfgrsel, heriblandt vaekst 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.

Fermenteringerne foregar i lukkede tanke, der kaldes fermentorer. Til dem kan der tilsaettes sterilt
medium og luft, samt udtages prgver m.m.. En kraftig omrgrer sikrer tilfgrsel af 02 i hele
blandingen. Malere fglger udviklingen i pH, temperatur og CO2-gas, et biprodukt bl.a. ved
organismens respiration. Afhaengigt af malingerne, justeres der automatisk op eller ned for fx
kelelegemerne, sa de optimale betingelser fastholdes. Selv sma forbedringer har ofte betydning
for udbyttet. Den neering, der bruges, afhaenger af cellefabrikken, men kan fx vaere glucose og
diverse naeringssalte.

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

Vejledning
Materialer
e Eppendorfrgr med 0.2 ml plasmidoplgsning (Pa plasmidet er der 2 gener: en insulinanalog,
samt genet for antibiotika B resistens)
e Eppendorfrgr med 0.5 ml oplgsning af geerceller (Renkultur: Saccharomyces cerevisiae -
Denne stamme vokser bedst mellem 32 og 39 grader og har pH-optimum omkring 6)
e Agarplade med antibiotika B
e Reagensglas med 2 ml veekstmedie (LB-medie) samt Antibiotika B
e Drigalskispatel

Metoder
1. 100 ul plasmidopl@sning, tilsaettes til oplgsningen af gaerceller. NB Husk at arbejde sterilt!
2. Ryst forsigtigt blandingen. Vortex vil vaere for kraftigt.
3. Overfgr blanding til elektroporatoren og teend for denne.
4. Udplad de nu genmodificerede gaerceller, ved at fgrst overfgre 100 ul pa en agarplade med

antibiotika B og derefter anvende din drigalskispatel. Husk at fordel grundigt, indtil der er
modstand pa din spatel.

5. Inkuber pladen ved 37 grader natten over.

6. En enkelt koloni fra pladen overfgres til et reagensglas med vaekstmedie og antibiotika B og
inkuberes ved 37 grader natten over.
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Hele blandingen overfgres med en steril kanyle til en fermentor.
Fermentoren startes med de valgte temperatur og pH-indstillinger.
Efter fermenteringen kan insulinen oprenses.

0 0N

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.
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Rapportering og databehandling
Plot data og forklar grafen - Du kan med fordel anvende excel-skabelonen fra
hjemmesiden. Husk at veere opmarksom 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.
Svar desuden pa fglgende spgrgsmal:
1. Hvorfor er man interesseret i at have hgj biomasse (udover at have hgj
produktkoncentration)?
Hvilket substrat kunne man forestille sig der blev brugt i denne proces?
Hvilke vaekstbetingelser vist sig at vaere bedst for produktion?
Hvilken reaktion forventes at se i musens blodsukker safremt det producere insulin virker
og hvorfor?
Stemte dette overens med hvad i observerede i det virtuelle laboratorie?
Naevn tre andre organismer der kan bruges som produktionsorganismer ud over geer.
Naevn tre andre veerdifulde stoffer i kunne forestille jer kunne produceres ved denne

metode.

Det har du leert

Efter at have gennemarbejdet del 3 burde du vide hvordan forskellige typer af diabetes behandles,
bade med hensyn til kost, insulintilskud og hvordan andre medikamenter kan bruges. Desuden bgr
du have en forstaelse for hvordan og hvorfor man bruger organismer som cellefabrikker til at
producere medicin og andre vaerdifulde stoffer i industrien. Herunder bgr der kunne redeggres for
hvordan et gen er opbygget, hvad en selektionsmarkgr er, samt hvordan fermenteringen forlgber,
nar organismen er modificeret.

Vigtige begreber: cellefabrik, symptomatisk/kurativ behandling, promoter, selektionsmarkgr,
Saccharomyces cerevisiae, metformin, genmodifikation
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