FAGLIG

AF:

ANNE JORGENSEN
Forskningsbioanalytiker
Steno Diabetes Center
Copenhagen

KATJA KEMP
JACOBSEN

Vejleder og medforfatter
lektor

Kgbenhavns Professions-
hgjskole

I bachelorprojektet undersgges, om generne
Rac2 og Cav1 spiller en rolle for betacelle-
destruktionen i type 1-diabetes. Resultatet er
inkonklusivt. Yderligere studier er npdvendige
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eg blev feerdiguddannet bioanalytiker pa Kg-

benhavns Professionshgjskole i januar 2019. P4
6. semester var jeg pa udveksling i Australien i pro-
fessor Sam El-Ostas forskningsgruppe (Epigenetics
in Human Health and Disease Laboratory, Depart-
ment of Diabetes, Monash University). Jeg tog pa
udveksling i Melbourne for at prgve kreefter med
forskning, og igennem udlandsopholdet har jeg ud-
viklet mine kompetencer og fdet mod pé fremad-
rettet at arbejde med forskningsprojekter. Jeg ved,
at jeg samtidig bidrager med steerke faglige kom-
petencer til et tveerprofessionelt forskningsmiljg.

P3 7. semester afsluttede jeg mit bachelorprojekt

inden for forskning i type 1-diabetes pa Steno Dia-
betes Center Copenhagen (SDCC). Denne artikel er
udarbejdet i samarbejde med min vejleder, lektor
Katja Kemp Jacobsen fra Kpbenhavns Professions-
hgjskole.

Mit perspektiv pa et speendende og
udfordrende forlab

Ilpbet af mit uddannelsesforlpb har jeg flere gange
oplevet en overraskelse over, hvor steerke kompe-
tencer vi som bioanalytikere har. Kompetencer til
udveelgelse af analysemetoder og kvalitetssikring
af bade metode og resultater. Jeg oplever, at vi har
en unik forstaelse af kvaliteten af de data, der pro-
duceres. En forstaelse, som er essentiel for en objek-
tiv resultatvurdering.

Jeg er stolt over vores faglige kompetencer og ha-
ber p3, at vi som profession kan blive bedre til at
vise, hvad vi som bioanalytikere kan bidrage med i
fx en tveerprofessionel forskningsgruppe. Jeg me-
ner, at mit uddannelsesforlpb inden for forskning
har udviklet min faglige selvsteendighed og givet
mig mod til at std frem i en faglig og tveerprofessio-
nel kontekst fx med molekyleerbiologer, biokemike-
re og laeger.

Jeg har veeret glad og stolt over at f4 lov til at ar-
bejde med forskning under mit uddannelsesforlpb
og haber pa at kunne fortszette i mit videre ar-
bejdsliv. Lige nu arbejder jeg pa SDCC, hvor jeg har
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min daglige gang i forskningsgruppen Translatio-
nal Type 1 Diabetes Biology Research og yderligere
har modtaget midler afsat til personale med en
mellemlang videregdende uddannelse (MVU-mid-
ler) til mit eget forskningsprojekt.

Diabetes

Diabetes er en kronisk metabolisk sygdom med
fortsat stigende forekomst. P4 verdensplan estime-
rer World Health Organization (WHO), at antallet af
personer med diabetes er steget fra 108 millioner i
1980 til 422 1 2014*. Desuden vurderer International
Diabetes Federation (IDF), at antallet af personer
med diabetes vil stige fra 463 millioner i 2019 til
700 millioner i 20452.

Type 1-diabetes er fordrsaget af en immunmedie-
ret destruktion af de insulinproducerende betacel-
ler i bugspytkirtlen. Denne destruktion af betacel-
lerne resulterer i manglende produktion af insulin
hos patienter med type 1-diabetes, som medfgrer,
at glukose ikke optages af cellerne i veevet fra blod-
banen.

De preecise mekanismer, der er ansvarlige for den
immunmedierede betacelledestruktion, er ukendte.
Men destruktionen involverer komponenter fra
bade det medfgdte og erhvervede immunsystem,
hvilket forer til lokal inflammation i bugspytkirtlen.
Der er bred enighed om, at type 1-diabetes skyldes
en kombination af genetiske og miljgmaessige risi-
kofaktorer som fx virusinfektioner.

Forskning, der underspger forskellige genetiske
faktorer, kan have stor betydning for kortleegnin-
gen af drsagen til udviklingen af type 1-diabetes og
derfor potentielt ogsa for udviklingen af fremtidige
leegemidler og metoder for sygdomsudredning og
behandling af diabetes. Dette kan fx ggres ved at
underspge de molekylaere mekanismer og proces-
ser, der foregar i og omkring betacellerne under ud-
viklingen af sygdommen.

Tidligere genetiske studier har identificeret mere
end 5o genregioner, der i forskellig grad pavirker ri-
sikoen for at udvikle type 1-diabetes. For de fleste af



disse geners vedkommende er de &rsagsgivende
mekanismer endnu ikke beskrevet3.

En potentiel regulatorisk rolle i type
1-diabetes
Et tidligere studie fra forskningsgruppen Type 1
Diabetes Biology p& SDCC har vist, at overeks-
pression af genet cathepsin H (CTSH) har en be-
skyttende effekt pa apoptose. Apoptose er en
seerlig form for celledpd, hvor cellerne undergar
programmeret “selvmord”. Dette er relevant for
type 1-diabetes, fordi betacellerne undergér
apoptose ved sygdommens udvikling. Denne re-
gulatoriske effekt af CTSH-overekspression pa
apoptose er ligeledes forbundet med en redukti-
on af proteinmeengden af fosforyleret c-Jun N-
terminal kinase (p-JNK), som er en stresskinase i
cellen. Samt en reduktion i genekspressionen af
apoptoserelaterede gener og transkriptionsfakto-
rer. Det er generne inducerbar nitrogenoxid synt-
hase (iNOS), Bcl-2-like protein 11 (Bim), MYC pro-
to-onkogene (c-Myc) og death-promoting gene 5
(DPs), som alle er involveret i cytokininduceret
apoptose.

Overekspression af CTSH er endvidere forbun-
det med en gget ekspression af generne Ras-re-
lated C3 botulinum toxin substrate 2 (Rac2) og

Caveolin-1 (Cavi), hvilket gav ideen til, at disse to
gener har en regulatorisk effekt pd apoptose og
derfor er ansvarlige for den beskyttende effekt af
CTSH pa apoptotisk celledpd4.

Rac2-genet koder for Rac2, et lille G-protein
(~21kDa). Rac2 tilherer Ras-superfamilien af
sma proteiner, der nedbryder guanin trifosfat
(GTP) og er en del af Rho-underfamilien af
GTPaser.

Cav1-genet koder for proteinet Cav1
(~21kDa). Cav1 er hovedkomponenten i cave-
olae i cellers plasmamembran, som er en
struktur, der har flere funktioner i forbindelse
med cellesignalering.

Denne hypotese var grundlaget for mit bachelor-
projekt, hvor vi undersggte, om Racz og Cavi har
en regulatorisk effekt pa cytokininduceret apopto-
se i betaceller, ved at benytte en betacellelinje kal-
det INS-1E. Resultaterne fra det tidligere studie er
illustreret i figur 1. Figuren viser et samlet overblik
over resultaterne fra apoptosesignaleringsvejen
ved cytokinstimuleret apoptose. Generne er mar-
keret med en sort pil op eller ned som indikator
for pget eller nedsat ekspression. Den forventede
sammenhaeng er illustreret med en stiplet pink pil
med spgrgsmalstegn pa figuren.
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FIGUR 1 viser en illustration af
hypotesen bag bachelorpro-
jektet. CTSH-overekspression i
INS-1E-celler viser en beskyt-
tende effekt pa cytokinindu-
ceret apoptose. Overekspres-
sion af CTSH giver gget gen-
ekspression af Rac2 og Cavl,
hvilket kunne indikere, at de
to gener er ansvarlige for den
beskyttende effekt af CTSH
pa apoptose. Den beskytten-
de effekt imod cytokininduce-
ret apoptose blev bekraeftet i
apoptosesignaleringsvejen
gennem reducerede niveauer
af JNK og downstream gen-
ekspression af iNOS, c-Myc,
DP5 og Bim og @get ekspres-
sion af insulingenet Ins2, som
til sidst resulterer i nedsat
apoptose.
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Et in vitro-modelsystem for udviklingen af
type 1-diabetes

I arbejdet pa bachelorprojektet blev der anvendt et
in vitro-modelsystem, hvor INS-1E-celler blev dyr-
ket og efterfplgende stimuleret med proinflamma-
toriske cytokiner. Formalet var at efterligne den
immunreaktion, der ses i udviklingen af type 1-dia-
betes. Figur 2 viser et flowdiagram over det ekspe-
rimentelle design for bachelorprojektet.

For at underspge, om generne Rac2 og Cavi har
en regulatorisk effekt pa apoptose, blev der udfprt
knockdown af ekspressionen af de to gener ved
hjeelp af genspecifikke siRNA'er. siRNA'er er korte
RNA-molekyler, der binder specifikt til Racz og
Cavi i DNAet i cellekernen og derved blokerer for
ekspressionen af de pageeldende gener.

Det fprste mal var at undersgge effekten af
knockdown af Rac2 og Cavi pa apoptose. Dette
blev undersggt ved hjeelp af tre forskellige assays;
Cell Death Detection ELISA-, Caspase-Glo 3/7- og
CytotoxFlour Cytotoxicity-assay, som giver kvanti-
tative mal for total celledgd, apoptose og nekrose
(cellemembranen gér i stykker). Det andet mal var
at underspge de regulatoriske effekter af knock-
down af Racz2 og Cavi pa insulinsekretionen, hvil-
ket blev malt med et ELISA-assay specifikt for insu-
lin. Det tredje mal var at undersgge, om knock-
down af Rac2 og Cavi eendrede ekspressionen af
generne iNOS, c-Myc, DPs og Bim, som er kendt for
at veere forbundet med cytokinstimuleret apopto-
se i betaceller. Det blev gjort ved hjeelp af gPCR og
Western Blot.

De opnéede resultater fra bachelorprojektet vi-
ste desveerre ikke nogen regulatorisk effekt pa
Racz og Cavi, hverken p4 cytokininduceret betacel-
leapoptose eller genekspression.

Mere viden er ngdvendig

Yderligere studier er npdvendige for at fastsla, om
Rac2 og Cavi spiller en rolle for betacelledestrukti-
onenitype 1-diabetes. En bedre forstaelse af me-
kanismerne, der ligger til grund for betacellede-
struktionen i type 1-diabetes, vil kunne bidrage til
at finde arsagen til type 1-diabetes og identificere
potentielle biomarkgrer til diagnostik, prognose og
udvikling af nye leegemidler, som pa sigt vil kunne
hjeelpe personer med diabetes. O
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FIGUR 2 viser et overblik over det eksperimentelle de-
sign. INS-1E-cellerne blev saet og derefter dyrket i tre
dage (dag 1-3). Knockdown af de to specifikke gener
Rac2 og Cav] ved transfektion med siRNA (dag 4). Cy-
tokinstimulering for at inducere apoptose (dag 6).
Apoptose blev undersggt ved hjeelp af tre forskellige
assays baseret pa total celledgd, caspaseaktivitet
(apoptose) eller cytotoxicitet (nekrose). RNA eller pro-
tein blev hgstet og behandlet for at udfgre real-time
gPCR og western blotting (dag 6 og 7).
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