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Summary

Background: Diabetic nephropathy poses an increasing health problem in the Western
world, and research to new leads for diagnosis and therapy is warranted. Morphologically,
diabetes nephropathy is characterized by thickening of the glomerular basement membrane
(GBM), expansion of the mesangial matrix and podocyte loss. In addition to the GBM, the
tubular basement membrane (TBM) also shows thickening, which is already evident at the
silent stage of the disease. Long-term exposure to high levels of blood glucose leads to the
formation of advanced glycated end products (AGESs). Levels of AGEs correlate with the
degree of diabetes nephropathy and both AGEs and hyperglycemia can affect the synthesis
and turnover of extracellular matrix components. Changes in kidney function in diabetes
could be due to changes in the kidney basement membranes. This study explored the
possibility that AGEs and hyperglycemia affect proteoglycan synthesis in cultured epithelial

cells from distal tubules.

Methods: The Madin Darby Canine Kidney | (MDCK 1) cells were cultured on plastic for 2,
4 or 8 days. To mimic the metabolic environment of diabetes in vivo the MDCK 1 cells were
cultured in medium with 25 mM glucose or media with different concentrations of
methylglyoxal (MGO) (0.2, 0.5 and 1.0 mM). Medium with low glucose (5 mM) was used as
a control and medium with mannitol (5 mM glucose and 20 mM mannitol) was used as a
negative osmotic control in all the work with high glucose. The cells were labelled with
[*°S]-sulphate 24 h before harvesting. The labelled material was purified by Sephadex G-50
fine chromatography and DEAE-ion exchange chromatography, and analysed by SDS-
PAGE. The amount of cells, protein and proliferation were determined for all the different

conditions after 2, 4 and 8 days.

Results: A reduction in the proteoglycan synthesis was induced by 25 mM glucose, in
comparison with 5 mM glucose when labelled with [**S]-sulphate. 0.2 and 0.5 mM MGO
increased the proteoglycan expression the first two days, but after 4 and 8 days the amount of
proteoglycans was decreased. We found a reduced adhesion when culturing MDCK | cells in
1 mM MGO for 4 days. Although all the cells were floating in the medium, they were still
viable and attached to the plastic when they were transferred to fresh medium. MGO also

induced an increase in protein content and a decrease in cell number, indicating hypertrophy.




Conclusion: The changes in expression of [**S]-proteoglycans induced by high glucose and

MGO indicates an involvement of hyperglycemia and AGEs in the regulation of synthesis
and turnover of proteoglycans.
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Forkortelser

AGE Avanserte glykerte endeprodukter
cpm “counts per minute”

CS Kondroitinsulfat

DAG Diacylglyserol

DS Dermatansulfat

DSPG Dermatansulfatproteoglykaner
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Special
DMSO Dimetyl sulfoxide

ECM Ekstracelluleer matriks

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid
FBS Fotalt kalveserum

GAG Glykosaminoglykan

GalNAc N-acetyl-galaktosamin

GAPDH Glyseraldehyd-3-fosfat dehydrogenase
GBM Glomeruleer basalmembran

GFR Glomeruleer filtrasjonsrate

GlcA Glukuronsyre

GIcNAc N-acetyl-glukosamin

GLUT Glukosetransportmolekyl

GSH Glutathion

HbA:. Glykert hemoglobin Aj.

HexA Hekseronsyre

HS Heparansulfat

IdoA Iduronsyre
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MDCK Madin Darby Canine Kidney
MGO Metylglyoksal

MMP Matriks metalloproteinaser
NDST N-deacetyl/N-sulfotransferase
PAPS 3’fosfoadenosin 5’fosfosulfat
PG Proteoglykan

PKC Protein kinase C

RAGE AGE reseptor

ROS Reaktive oksygenforbindelser
SDS Sodium Dodecyl Sulfate
TBM Tubulaer basalmembran
TGF-p1 Transforming growth factor
TIMP Tissue inhibitors of matrix metalloproteases
UDP Uridin difosfat

U-PA Urokinase plasminogen aktivator
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1 Innledning

1.1 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus er ulike stoffskiftesykdommer som karakteriseres ved kronisk
hyperglykemi. De vanligste typene er diabetes type | og diabetes type Il, men en rekke andre
undergrupper er definert, og flere vil sannsynligvis bli definert i fremtiden (WHO 1999).

Alle former for diabetes er assosiert med mikro- og makrovaskulaere senkomplikasjoner.

1.1.1 Diabetes type |

Diabetes type | kjennetegnes av absolutt eller nesten absolutt insulinmangel. Denne
mangelen er et resultat av autoimmun gdeleggelse av insulinproduserende (-celler i
bukspyttkjertelen. @deleggelsen skjer gradvis og klinisk diabetes vil oppsta nar samlet
insulinproduksjon er redusert til 10-20 % av det normale. Arsaken til at immunforsvaret
angriper B-cellene er ikke kartlagt, men bade genetiske faktorer og miljgfaktorer spiller en

rolle i sykdomsutviklingen.

Insulin er et anabolt hormon som er ngdvendig for opptak og omsetning av glukose i
insulinsensitive celler. Ved mangel pa insulin vil glukose akkumuleres i plasma. Det vil bli
gkt produksjon av glukose fra glykolyse i lever og skjelettmuskulatur og glukoneogenese i
lever, samtidig som insulinavhengig fasilitert transport over cellemembraner vil opphgre.
Muskel- og fettceller har vesikler med glukosetransportmolekyler (GLUT4) i membranen og
ved binding av insulin til spesifikke reseptorer translokerer disse til cellemembranen (Saltiel
2001).

Normalt ligger fastende blodglukosekonsentrasjon pa 5 mM, mens konsentrasjonen ved
absolutt insulinmangel kan stige opp mot 50 mM. Glukose filtreres i glomerulus og blir

fullstendig reabsorbert i proksimale tubuli. Ved glukosekonsentrasjonen hgyere enn 12 mM




12

overstiges reabsorbsjonkapasiteten i nefronene og glukose tapes i urinen. Glukose vil gjare

urinen hyperosmolar og urinvolumet gker. Dette vil fare til gkt veeskebehov og terste.

Mangel pa insulin farer til et skifte i metabolismen med gkt katabolisme av muskel- og
fettvev. Proteiner og fett vil overta for glukose som de viktigste energikildene. @kt
nedbryting og omsetning av fett og protein forer til gkt dannelse av ketonlegemer som
reduserer pH i plasma. Klassiske symptomer pa hyperglykemi er gkt tarste og vannlating,
vekttap, nedsatt allmenntilstand og kvalme. Denne typen diabetes oppdages ofte tidlig i
sykdomsforlgpet da symptomene er sveert karakteristiske og dramatiske. Dehydrering og

metabolsk acidose kan ubehandlet utvikle seg til diabetisk koma og dgd (Frayn 2003).

1.1.2 Diabetes type Il

Diabetes type Il er et resultat av insulinresistens og en relativ eller absolutt insulinmangel.
Insulinresistensen kan veere en fglge av overvekt, sedat livsstil, ugunstig kosthold eller som
en bivirkning av enkelte medikamenter. Insulinresistens farer til at insulinfalsomme celler
ikke responderer adekvat pa insulinmengdene i blodet. Bukspyttkjertelen prever a
kompensere for insulinresistensen ved a gke insulinproduksjon og sekresjon. Dette vil
etterhvert fare til overbelastning og gdeleggelse av B-cellene hos individer som er genetisk
disponert for diabetes. Denne formen for diabetes utvikles ofte gradvis og det kan ga mange
ar far de klassiske symptomene som tgrste og vekttap gir seg til kjenne. En faglge av dette er
at mange gar med sykdommen uten a vite det og har utviklet flere senkomplikasjoner ved
diagnosetidspunktet. De fleste med diabetes type Il har bevart noe insulinproduksjon og det

beskytter mot opphoping av ketonlegemer og ketoacidose.

1.1.3 Senkomplikasjoner

Mikrovaskulare senkomplikasjoner er assosiert med gkt blodgjennomstrgmning, gkt
karpermeabilitet, unormal plasmaviskositet og endret funksjon av blodplater og endotel i

mindre arer. @kt tykkelse av basalmembraner er felles for de ulike organsystemene, men det
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er seerlig arer til retina, nyre og perifere nerver som rammes. Mekanismene for utvikling av
diabetes angiopati er ikke kjent, men en rekke studier tyder pa at det er hyperglykemi som
initierer de patologiske endringene. The Diabetes Control and Complications Trail fra USA
viste at kronisk hyperglykemi er den viktigste faktoren nar det gjelder utvikling og
progresjon av mikrovaskulaere senkomplikasjoner som nefropati, retinopati og perifer
nevropati ved diabetes type | (DCCT 1993). En lignende studie fra England viste at streng
glukosekontroll reduserer senkomplikasjoner hos individer med diabetes type Il (UKPDS
1998).

De sentrale fellestrekkene ved makrovaskulere senkomplikasjoner er gkt proliferasjon av
glatt muskulatur og gkt tykkelse av basalmembraner i areveggene. Dette farer til gkt lekkasje
av proteiner fra sirkulasjonen og progressiv aterosklerose med obstruksjon av lumen i sma og
store arer. Risikoen for & utvikle hjerte- og karsykdom er mangedoblet ved diabetes og denne
risikogkningen er uavhengig av etablerte risikofaktorer som hyperkolestrolemi, hypertensjon
og rgyking (Juutilainen 2005). Dette indikerer at faktorer som er unike for diabetes pavirker

utviklingen av makrovaskulzare senkomplikasjoner.

¢ 5
Genetic determinants
of individual  seerssmasnrans .
susceptibility :

v | Repeated acute v
> | changes in

cellular ;

| metabolism

| Hyperglycemia Dia Eztr':;;: ue

Cumulative long- |

> term changes f

in stable
A macromolecules i

: Independent
i L accelerating factors | &

(e.g., hypertension,
hyperlipidemia) y

Figur 1.1 Forklaringsmodell for utvikling av diabetesspesifikke senkomplikasjoner (Brownlee
2005).
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1.1.4 Forekomst og kostnader

Forekomsten av diabetes i Norge er ikke kjent, men tall fra det nye nasjonale reseptregisteret
viser at 2.6 % av menn og 2.2 % av kvinner bosatt i Norge ble behandlet med medikamenter
for ulike former for diabetes i 2005 (Folkehelseinstituttet 2006). I tillegg avdekket
Helseundersgkelsen i Nord-Trgndelag (HUNT) at det for hver person med diagnostisert
diabetes type I, var minst en udiagnostisert (Midthjell 2001). I rene tall tilsvarer dette over
200.000 mennesker med diabetes i Norge hvorav 15-20.000 er diabetes type 1. P&
verdensbasis anslas det at 221 millioner mennesker vil ha diabetes i 2010 (Amos 1997) og
366 millioner i 2030 (WHO 1999). Prevalensen av diabetes gker i hele verden pa grunn av
gkt kroppsvekt, redusert fysisk aktivitet og gkt levealder (Rosenbloom 1999).

For den enkelte medferer diabetes store pakjenninger i form av redusert livskvalitet, gkt
sykelighet og tidlig dad. I tillegg medfarer diabetes enorme kostnader for samfunnet.
Diabetes kommer til & legge beslag pa store deler av helsebudsjetter verden over. Det er
senkomplikasjonene som koster mest, og mye penger og menneskelig lidelse kan spares ved
a forebygge utvikling av diabetes type Il og senkomplikasjoner hos de som har utviklet

diabetes type 1 og II.

1.2 Nyrenes filtrasjon

Nyrene er et viktig og effektivt reguleringsorgan for regulering av den ekstracelluleere
vaeskens volum og sammensetning. Denne funksjonen er basert pa hgy perfusjon av nyrene,
med hele 20-25 % av hjertets minuttvolum. Hver nyre bestar av ca 1 million
urinproduserende enheter som kalles nefroner og som bestar av glomerulus, proksimale

tubuli, Henles slagyfe og distale tubuli.

Filtreringen starter i glomerulus. Dette er et kapilleersystem omgitt av en membran som
kalles Bowmans kapsel. Det hydrostatiske trykket i glomeruluskapilleerene er hgyere enn
kapillertrykket ellers i kroppen og blodet filtreres over glomerulusmembranen ved hjelp

denne trykkforskjellen. Filtratet, som mangler proteiner og celler, samles opp i Bowmans
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kapsel og transporteres til proksimale tubuli. Her foregar aktiv og passiv reabsorpsjon og

sekresjon og hele 80 % av isoton reabsorpsjon skjer i proksimale tubuli.

Henles slgyfe bestar av et tynt og et tykt segment. | det tynne segmentet skjer en passiv
diffusjon med omgivelsene, mens det i det tykke segmentet skjer en aktiv transport av
natrium og det dannes en gradient pA 200 mOsm mot omgivelsene i horisontalplanet. Ved
hjelp av dette motstramssystemet dannes det en gradient pa 300-1200 mOsm fra barken og

inn til nyrebekkenet

Filtratet gar videre til distale tubuli og samlergrene. Her skjer finreguleringen av den ferdige
urinens volum, osmolaritet, pH og elektrolyttkonsentrasjon. Dette er mekanismer som styres
av hormonkontrollerte transportprosesser. ADH (antidiuretisk hormon) gker permeabiliteten
til vann og dette gir reabsorpsjon mot den hyperosmolare nyremargen. Aldosteron gker aktiv

natriumreabsorpsjon og kaliumsekresjon (Na*/K*-ATPase).

Proximal
convoluted tubule

Ascending thin
limb of loop of °
Henlé Ascending thick limb of loop of

Henlé

Figur 1.2 Nefronets oppbygning. Hvert segment er bygget opp av celler som er tilpasset spesielle
transport- og filtreringsfunksjoner (Web side 1).
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1.2.1 Den glomeruleere filtrasjonsbarrieren

Filtrasjonsbarrieren som skiller blodet i de glomerulere kapilleerene fra ultrafiltratet i
Bowmanns kapsel bestar av fenestrert kapilleerendotel, basalmembran og filtrasjonsspalter

mellom podocyttutlgpere. Molekylenes permeabilitet avhenger av sterrelse, form og ladning.

Figur 1.3 Den glomeruleere filtrasjonsbarrieren. ‘
er filtrasjonsspalter mellom podocytter, basalmembran
0g A er porer/fenestreringer i endotelet. (Webside 2)

1.2.1.1 Endotelceller

Glomerulus bestar av ca ti parallelle kapilleerer med tverrforbindelser. Endotelet som
kler disse kapilleerene er avflatet og mindre tett enn endotelceller ellers i kroppen.
Porene mellom enkelte celler kan veere s store som 70 nm (Geneser 2001). Dette
grove filteret tillater direkte kontakt mellom blodplasma og lamina rara interna i den

glomerulzre basalmembranen (GBM).

1.2.1.2 Glomeruleer basalmembran

GBM bestar av tre distinkte lag, lamina rara interna, lamina densa og lamina rara externa.
Lamina densa bestar av et nettverk av glykoproteinet laminin og kollagen type IV som

filtrerer molekyler etter starrelse (Miner 1999). Kollagen og laminin bindes sammen av
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entaktin/nidogen (En/Nd) og endotel- og epitelcellene er festet til GBM ved hjelp av
integriner. Alle lagene inneholder heparansulfatproteoglykaner, men lamina rara externa og
lamina rara interna inneholder spesielt mye (Thomas 1994). Dette er hgyst negative
makromolekyler som gjer det vanskeligere for negativt ladede molekyler a passere GBM enn

ngytrale molekyler med tilsvarende starrelse og form (Raats 2000).

1.2.1.3 Podocytter

Pa den andre siden av GBM ligger podocyttene. Dette er et enkelt lag med epitelceller som
har en meget kompleks utforming. Hver podocytt har flere tusen utlepere (pediculi; "liten
fot”) som danner et helt karakteristisk ~’glideldsmenster” med utlepere fra andre podocytter.
Utlgperne nar ikke helt sammen og mellomrommet mellom disse kalles filtrasjonsspalter.
Disse spaltene varierer i starrelse, men er gjennomsnittlig pa 35 nm og blir dekket av en
sveert tynn membran. Nefrin er identifisert som en viktig bestanddel av denne membranen og
mye tyder pa at dette molekylet er sveert viktig for filtrasjon av proteiner (Ruotsalainen
1999). Et annet protein som er identifisert er podocin. Det er mulig at dette proteinet virker
som et anker mellom komponentene i filtrasjonsspaltemembranen og podocyttene (Roselli
2002). Det er mange holdepunkter for at podocyttene og filtrasjonsspaltene er avgjgrende for
filtrasjon av molekyler etter stgrrelse. Podocyttene bidrar ogsa til den ladningsspesifikke
ultrafiltrasjonen i GBM ved at utlgperne har membraner med sterkt negativt ladede

glykoproteiner og proteoglykaner (glykokalyks).
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Figur 1.3 Skjematisk framstilling av Glomeruli (Kumar 1997).

1.2.2 Mesangialceller

Mellom kapilleerene ligger det mesangialceller. Disse er innleiret i en egenprodusert
ekstracellulzer matriks og fungerer som et intraglomerulert skjelett ved a avstive kapillarene.
Funksjonen til mesangialcellene er ikke klarlagt, men det er mye som tyder pa at de spiller en

viktig rolle i blodtrykksregulering og i nyrenes immunforsvar.

1.2.3.1 Epitelceller i tubuli

Epitelvev bestar av kontinuerlige cellelag som dekker utsiden av kroppen og omslutter
organer og hulrom inne i kroppen. Cellene sitter tett sammen og fungerer som en selektiv

barriere som beskytter mot skader, veesketap og invaderende mikroorganismer. Overflaten av
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epitellaget er i kontakt med luft eller vaeske, mens undersiden er forankret i en
basalmembran. Epitelceller er vanligvis polare, det vil si at de danner cellelag med to ulike
membrandomener adskilt av cellekontakter mellom cellene. Cellene er forbundet av et
kompleks bestaende av zonulae occludens, zonula adhaerens og desmosomer som binder

cellene sammen, til basalmembranen og formidler kommunikasjon mellom cellene.

Epitelcellenes struktur og funksjon henger ngye sammen i de ulike segmentene av nefronet. |
proksimale tubulus har epitelcellene en struktur som legger til rette for transport av store
veeske- og stoffmengder. Celleoverflaten inn mot tubuluslumen (apikale) er rikelig utstyrt
med mikrovilli og resten av celleoverflaten har mange innbuktninger og folder. Dette gir stor
membranoverflate og er tilpasset stor transport. Celleforbindelsene (juxtaluminale zonulae
occludentes) er ikke sa tette i dette segmentet av nefronet og dette gjar det lett for vaeske og
sma ioner a passere mellom cellene. Cellene har rikt med mitokondrier basolateralt som
sgrger for energi til NA"/K*-ATPasene som aktivt pumper natrium ut av cellene. Lav
natriumkonsentrasjon i cytosol driver natriumkoblet transport fra tubulus og inn i cellene.
Denne transportmekanismen sgrger for opptak av en rekke substanser som glukose,
aminosyrer og andre organiske molekyler. Cellene i distale tubulus og samlergrene har liten
transportkapasitet sammenlignet med epitelcellene i proksimale tubulus. Cellene har lite
mikrovilli og mindre overflate. De er tett bundet sammen og dette gjer det mulig a
opparbeide store konsentrasjonsforskjeller mellom filtratet i tubuluslumen og vevsvasken

uten at stoffer diffunderer mellom cellene med sin konsentrasjonsgradient.

1.2.3.2 MDCK celler

Madine-Darby Canine Kidney (MDCK) er en epitelcellelinje etablert fra en cocker spaniel i
1958. Cellene er isolert fra distale tubuli og samlerarene og likner morfologisk pa epitelceller
i nyretubuli hos pattedyr. MDCK cellene er differensiert i to cellelinjer der MDCK | celler
danner tette cellekontakter som i distale tubuli og MDCK Il danner mindre tette kontakter
som i proksimale tubuli (Herzlinger 1982/ Richardson 1981). Ved a dyrke MDCK celler pa
semipermeable filtre dannes in vivo liknende polariserte cellelag med apikale og basolaterale
membrandomener. MDCK celler har syntese av PG og er gode modeller til & studere

celluleere prosesser i nyreepitelceller (Barker 1981, Erickson 2001)
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1.2.4 Ekstracelluleer matriks (ECM)

Nefronenes ekstracellulere matriks bestar av basalmembranen som dekker hele den ytre
overflaten av hvert nefron og samlergr, den tubulare basalmembranen (TBM), den
glomerulere basalmembran og matriksen som omgir mesangialcellene. TBM kan videre
deles opp i proksimale tubuli basalmembran, distale tubuli basalmembran og
samlergrbasalmembran, hvor hver av disse membranene er forskjellige nar det gjelder
funksjon og molekylzer oppbygning (Erickson 2001). Det er podocytter/epitelceller og
endotelceller som produserer komponentene i basalmembranene og syntesen av disse
kontrolleres av et kompleks nettverk av cytokiner. Mesangialmatriksen syntetiseres av
mesangialcellene og har tilsvarende systemer for syntese og degradering som GBM og TBM.
Det viktigste enkeltcytokinet som er identifisert i GBM sa langt er TGF-p (transforming
growth factor ). TGF-f gker produksjon av matrikskomponenter samtidig som det hemmer

syntesen og aktiviteten til proteolytiske enzymer spesielt for mesangialceller.

Podocytter og endotelceller skiller ut proteolyttiske enzymer som degraderer komponenter i
ekstracelluleer matriks. Disse enzymene er delt opp i undergrupper og de fleste tilhgrer
matriks metalloproteinaser (MMP) som har Zn** og Ca®* som kofaktorer og en serin-enhet i
sitt aktive sete (Kanwar 2004). MMP-2 og MMP-9 har evnen til & katalysere hydrolyse av
polypeptidbindinger i agrekan, elastin og kollagen IV og kollagen V. For & beskytte vevet
mot uhensiktsmessig nedbryting, er aktiviteten av disse enzymene strengt regulert gjennom
flere systemer som genuttrykk, sekresjon av proenzymer som krever proteolyse for aktivering
og spesifikke MMP-hemmere (TIMP). Serinoproteinasen urokinase plasminogen aktivator
(U-PA) aktiverer plasminogen til den aktive proteasen plasmin. Plasmin bryter ned en rekke

proteiner i ECM som for eksempel fibronektin og laminin.

Integriner er transmembrane reseptorer som binder epitel- og endotelcellene til komponenter
I ekstracelluleer matriks (ECM). Integriner er viktige for samspillet mellom celler og
komponentene i den glomeruleere basalmembranen. De regulerer cellefunksjoner som
adhesjon, migrasjon og vekst samtidig som de pavirker syntese og aktivitet til ekstracellulaere

proteolytiske enzymer. Et viktig integrin i nyrene er a3f3;.

Det er et komplekst gjensidig samspill mellom celler og matriks i den glomerulaere

basalmembranen. Cellene produserer matrikskomponentene, cytokiner og proteolytiske
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enzymer. Matriksen fungerer som et reservoar for cytokiner som sammen med de ulike

komponentene i matriks spiller en viktig rolle i regulering av cellefunksjonene.

1.3 Proteoglykaner

Proteoglykaner er en gruppe makromolekyler som bestar av glykosaminoglykankjeder
(GAG-kjeder) som er kovalent bundet til en proteindel. Proteindelen utgjar bare en liten del
av proteoglykanet og kan variere i starrelse fra 10 kDa til over 500 kDa. GAG er linezre
polysakkarider med repeterende disakkarider der det ene sukkermolekylet er et sulfatert
aminosukker og det andre inneholder en hekseronsyre (HexA). HexA komponenten er enten
glukuronsyre (GIcA) eller iduronsyre (IdoA) (Kjellén 1991). Aminosukkeret er enten N-
acetyl-glukosamin (GIcNACc) eller N-Acetylgalaktosamin (GalNAc). Begge
sukkermolekylene i GAG er sulfaterte, men aminosukkeret er gjenstand for flest
sulfateringer. Ved fysiologisk pH er proteoglykanene de mest negativt ladede
makromolekylene i menneskekroppen. Antall GAG-kjeder varierer fra 1 til 100 og disse

bidrar til opp mot 95 % av makromolekylets starrelse.
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Figur 1.4 Proteoglykaner bestar av glykosaminoglykankjeder (GAG) som er festet til en
proteinkjerne. Figuren viser hvordan GAG (det repeterende disakkaridet A-B) er festet til aminosyren

serin i kjerneproteinet ved hjelp av et tetrasakkarid bestdende av xylose, galaktose, galaktose og
glukuronsyre (Alberts 2002).
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1.3.1 Proteoglykansyntese

Syntesen av kjerneproteinet finner sted i ru endoplasmatisk retikulum. Her kobles xylose fra
UDP-xylose til hydroksylgrupper pa serin-residier i proteinkjernen far det fraktes til Golgi-
apparatet. Gjennom Golgi-apparatet polymeriseres GAG-kjedene enzymatisk ved overfgring
av sukker til den ene enden av kjeden som ikke er festet til proteinet (Kjellén 1991). UDP-
heksosamin og UDP-glukuronsyre fungerer som donorer, og forlengingen skjer ved hjelp av
glykosyl transferaser (Prydz 2000). GAG-kjedene (spesielt heparansulfat) modifiseres videre
ved N-deacetylering etterfulgt av N- og O-sulfatering som krever sulfatdonoren
3’fosfoadenosin 5’fosfosulfat (PAPS) og epimerisering av glukuronsyre (Champe 1994,
Kolset 2004). Enzymet N-deacetyl/N-sulfotransferase (NDST) katalyserer bade N-
deacetyleringen og N-sulfateringen (Forsberg 1999). Det ferdige proteoglykanet fraktes i
vesikler til cellemembranen der det inkorporeres i membranen eller skilles ut ved eksocytose.

Noen proteoglykaner sorteres til intracellulaere granula i visse celletyper (Kolset 2004).

1.3.2 Funksjon

Proteoglykansyntese foregar i alle celletyper, men ulike vev uttrykker forskjellige
proteoglykaner med spesialiserte biologiske funksjoner (lozzo 1998). De klassifiseres ut i fra
GAG-kjedens struktur og deles inn i fire hovedgrupper: Heparansulfat (HS)/heparin,
kondroitinsulfat (CS)/dermatansulfat (DS), keratansulfat (KS) og hyaluronan. GAG-kjedene
i HS og heparin bestar av GIcNAc og GlcA/IdoA, mens GAG-kjedene i CSproteoglykaner
og DSproteoglykaner bestar av GaINAc og GIcA/IdoA (Kjellén 1991). GAG-kjedene i
KSproteoglykaner er bygget opp av GIcNAc og galaktose istedenfor HexA. Hyaluronan er en
stor GAG-kjede som bestar av GIcA og GIcNAc som ikke er sulfaterte og GAG-kjeden er

ikke bundet til noe kjerneprotein.

GAG-kjedene er svert hydrofile og danner en stgtabsorberende, gellignende substans nar de
binder vann. Ekstracelluleere matriksproteiner som kollagener, fibronktin og laminin har
bindingsseter for sukkerkjedene og i brusk, last bindevev og i basalmembraner dannes det

store komplekser som gjer at disse vevene taler mekanisk strekk og trykk (lozzo 1998). |
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tillegg til dette er proteoglykaner involvert i prosesser som celleadhesjon, celleproliferasjon
og differensiering av celler. Disse interaksjonene medieres av spesielle bindingseter,
interaksjoner mellom ioner og sulfaterte omrader pa GAG eller ved protein-protein

interaksjoner med spesifikke domener pa kjerneproteinet. ( 2000)

1.3.3 Proteoglykaner og nyrer

GBM og den mesangiale matriksen har forskjellig proteoglykaninnhold. Den glomerulere
basalmembranen inneholder HSproteoglykanene agrin og perlekan (Groffen 1998). Agrin er
en viktig bestanddel av alle lagene, mens perlekan for det meste er lokalisert i lamina rara
interna (Groffen 1998). Det finnes ogsa sma mengder CS-/DSproteoglykaner; dekorin,
versikan og biglykan, i GBM. Dekorin og biglykan inneholder bade CS og DS.
HSproteoglykaner i GBM er viktig for matriksens struktur og elektriske ladning og avgjer
permeabiliteten til filtrasjonsbarrieren. | mesangimembranen er det mindre agrin og mer
perlekan enn i GBM. Ogsa her er det sma mengder av biglykan, dekorin og versikan

(Thomas 1994). Versikan danner komplekser med hyaluronan.

1.3.4 Proteoglykaner og patologi

Endringer eller defekter i proteoglykansyntesen er assosiert med en rekke sykdomstilstander

som kreft, hjerte- og karsykdom og andre senkomplikasjoner ved diabetes.

PG er delaktig i kreftutvikling, bade i angiogenese, tumorvekst og metastasering. HS deltar i
reguleringen av angiogenese in vivo. Heparanase spalter HS og kan gjere plass til
invaderende tumorvev i ekstracelluleer matriks eller annet vev. Heparanase kan ogsa pavirke
HS-bundne vekstfaktorer som ved degradering av HS vil bli frigjort. Vekstfaktorene vil da

bli tilgjengelige for kreftceller som trenger disse til gkt celledeling (Kolset 1997).

Arterielle proteoglykaner er innblandet i patogenesen til aterosklerose gjennom evnen til &

binde lipoproteiner i plasma til arterieveggen. De har ogsa funksjoner nar det gjelder cellulaer
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migrasjon, adhesjon og proliferasjon. Diabetes induserer endringer i arterielle
proteoglykaner, med en reduksjon i HSproteoglykaner og gkning i DSproteoglykaner.
Heparansulfat virker antiaterogent ved & hemme binding av monocytter til sub-endotel
ekstracelluleermatriks, regulere fibroblast vekstfaktor og hemme proliferasjon av glatt
muskulatur i arteriene. Arterielle HSproteoglykaner er negativt assosiert med hyperglykemi

og aterosklerose hos aper med streptozotocin-indusert diabetes (Edwards 2004).

Diabetes nefropati farer til tap av plasmaproteiner i urin. HSproteoglykaner i nyrebiopsier fra
diabetikere er redusert i GBM og TBM og flere studier har vist at HSproteoglykaner er
mindre sulfatert hos diabetikere enn hos friske kontroller. HSproteoglykaner er viktige for
strukturen i basalmembranen ved at de binder andre matrikskomponenter og vekstfaktorer.
Nedsatt sulfatering gjer basalmembranen mindre negativ. Resultatet av disse endringene er at
filtrasjonsbarrieren blir mer permeabel for bade starre molekyler og molekyler som er
negativt ladet (Kanwar 1983).

1.4 Hyperglykemi
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Figur 1.6 Celleskade indusert av hyperglykemi. Hay intracelluleer glukose induserer en omlegging
av flere metabolske reaksjonsveier som kan bidra i utviklingen av bade mikro- og makrovaskuleere
senkomplikasjoner. Felles for disse omleggingene er gkt oksidativt stress og nedsatt aktivitet av
GAPDH.
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Det er ikke klart hvilke mekanismer som farer til vevsgdeleggelse ved hyperglykemi, men
hay intracelluleer glukose induserer en omlegging av flere metabolske reaksjonsveier som
kan bidra i utviklingen av bade mikro- og makrovaskulare senkomplikasjoner (Figur 1.6).
Felles for disse omleggingene er gkt oksidativt stress og nedsatt aktivitet av glyseraldehyd-3-
fosfat dehydrogenase (GAPDH) (Brownlee 2005).

1.4.1 Effekt av hyperglykemi

Celler som ikke kan regulere glukoseopptak ved hyperglykemi vil fa hay intracelluleer
glukosekonsentrasjon. Hay intracelluler glukosekonsentrasjon vil fare til gkt produksjon av
superoksid anion i mitokondriene. Dette bidrar til gkt oksidativt stress som kan gi DNA-
skade. PARP katalyserer DNA-reparasjon og aktiveres av DNA-skade. GAPDH modifiseres
av PARRP slik at enzymets aktivitet reduseres. Nedsatt GADPH-aktivitet gker fluksen i
polyol- og heksosamin-reaksjonsveien, gker intracelluleer dannelse av avanserte glykerte

endeprodukter og aktiverer protein kinase C som igjen aktiverer NF-xB (Brownlee 2005).

1.4.1.1 Polyol-reaksjonsveien

Aldose reduktase er det fgrste enzymet i polyol-veien. Dette enzymet er avhengig av
NADPH og katalyserer reduksjonen av en rekke karbonyl-forbindelser til sorbitol. Ved
normale glukosekonsentrasjoner har dette enzymet lav affinitet for glukose og lite glukose vil
derfor reduseres denne veien. Ved intracelluleer hyperglykemi vil det bli en betydelig gkning
i enzymavhengig omdannelse av glukose til sorbitol og mengde tilgjengelig NADPH vil
synke. NADPH er ngdvendig for a regenerere redusert glutathion (GSH) og redusert
intracelluleert GSH farer til gkt oksidativt stress. Sorbitol vil videre oksideres til fruktose av
enzymet sorbitol dehydrogenase med samtidig reduksjon av NAD+ til NADH. NADH
hemmer aktiviteten til enzymet GAPDH og det vil hope seg opp i cellen. Dette kan fore til

gkt dannelse av diacylglyserol (DAG) og metylglyoksal (MGO).
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1.4.1.2 Avanserte glykerte endeprodukter (AGE)

Hyperglykemi farer til akkumulering av avanserte glykerte endeprodukter (AGE) pa grunn
av gkt dannelse og redusert nedbrytning og utskillelse. Dette er prosesser som foregar bade
intracelluleert og ekstracelluleert og hvor mye AGE som akkumuleres vil avhenge av grad av
hyperglykemi, de ulike cellenes muligheter for a transportere glukose inn i cellen, grad av
AGE-nedbryting i lever og utskillelse av AGE i nyrene. Dannelsen av AGE skjer gjennom en
kompleks serie av kjemiske reaksjoner som kalles Maillard-reaksjonen. Glykeringen skjer
spontant og er ikke avhengig av enzymer, men av glukosekonsentrasjon og tid. Prosessen
starter med at et reduserende sukker reagerer med aminogrupper pa proteiner, nukleinsyrer
eller lipider og danner Schiff-baser. Schiff-basene blir raskt omdannet til mer stabile
Amadoriprodukter som gjennomgar ulike reaksjoner som dehydrering, oksidering,

syklisering og rearrangering og danner til slutt ulike AGE (Omsland 2006).

En annen reaksjonsvei som farer til AGE-dannelse kalles glykooksidasjon og innebeerer bade
oksidasjon og glykering. Dette er intracelluleere reaksjoner som initieres ved autooksidasjon
av karbohydrater, proteiner og lipider. Resultatet blir sveert reaktive karbonylforbindelser,
som for eksempel a-oksoaldehyder, som kan reagere med aminogrupper og danne AGE.
Disse reaktive forbindelsene kan reagere og danne AGE 10.000 ganger sa raskt som glukose
og regnes i dag for a veaere hovedforlgperen til AGE-dannelse bade intra- og ekstracellulaert
(Thornalley 2003). Eksempler pa slike reaktive karbonylforbindelser er metylglyoksal
(MGO) og glyoksal.

AGE-modifiserte molekyler vil ha endrede funksjoner intracellulert og ekstracelluleert.
Ekstracelluleere AGE-modifiserte matrikskomponenter vil endre sine interaksjoner med
andre matrikskomponenter og integriner og dette vil fa konsekvenser for matriksens
funksjonelle egenskaper. Plasmaproteiner og matrikskomponenter modifisert av AGE bindes
til AGE-reseptorer pa endotelceller, mesangialceller og makrofager og induserer reseptor-
mediert produksjon av reaktive oksidanter eller endrer aktiviteten til transkripsjonsfaktoren
NF-kB slik at uttrykk av ulike gener endres. Dette gjelder blant annet tumornekrosefaktorer,

interleukiner, vekstfaktorer og adhesjonsmolekyler (Basta 2004).
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Figur 1.7 AGE dannelse. Fete piler viser Mailard reaksjon og stiplede piler viser autooksidasjon.

1.4.1.3 Heksosamin-reaksjonsveien

Normalt deriveres fruktose-6-fosfat fra glykolysen for & levere UDP-N-acetylglukosamin
(UDPGIcNAC) til syntese av proteoglykaner og glykoproteiner. Intracelluleer hyperglykemi
gker fluksen gjennom heksosamin-reaksjonsveien og resulterer i gkt gentranskripsjon av
TGF-B1 og PAI-1. Mekanismene bak dette er ikke helt kartlagt. Hyperglykemi kan fare til
gkt mengde UDP-GIcNAc som er substrat for O-lenket glykosylering. O-lenket
glykosylering av transkripsjonsfaktoren Sp1 resulterer i gkt gentranskripsjon av TGF-p1 og

PAI-1, som begge bidrar i utviklingen av senkomplikasjoner i diabetes (Brownlee 2005).

1.4.1.4 Protein kinase C

Ved gkt fluks gjennom aldose reduktase reaksjonsveien vil den intracellulere
konsentrasjonen av glyseraldehyd-3-fosfat gke og fare til en oppregulering av de novo
syntese av DAG via dehydroksyacetonfosfat og glyserol-3-fosfat. DAG aktiverer protein
kinase C (PKC) i mikrovaskulere celler, i retina og i glomerulus hos dyr med diabetes.

Aktivering av PKC utlgser forskjellige signaler i de ulike cellene som farer til f eks gkt
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vaskular permeabilitet, NO-dysregulering, gkt leukocyttadhesjon og endringer i syntesen av
enkelte vekstfaktorer som stimulerer til gkt akkumulering av matriksproteinene fibronektin
og kollagen type IV. Det er ogsa sett en endring av aktivering av transkripsjonsfaktor NF-kB
koblet til gkt uttrykk av fibrinolysehemmeren PAI-1 og endret uttrykk og aktivering av flere
membranassosierte NADPH-avhengige oksidaser. Protein kinase C kan ogsa aktiveres av
AGE ved binding av AGE reseptorer.

1.5 Metylglyoksal, MGO

MGO (C3H40) er et a-ketoaldehyd og et dikarbonyl som dannes i celler som et biprodukt i

den normale metabolismen og ved degraderingsreaksjoner som glukoseautooksidasjon og

lipidperoksidering.
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Figur 1.8 Kjemisk struktur MGO

Produksjon av MGO skjer primert fra triose-fosfat-intermediater som dannes i glykolysen.
Dette inkluderer dihydroksy-aceton-fosfat og glyseraldehyd-3-fosfat. MGO genereres
spontant ved eliminering av fosfatgruppen eller ved dekomposisjon av diol-fosfat-
intermediater. Andre mindre kilder til MGO er P450-katalysert oksidasjon av ketonlegemer,
spalting av Amadoriprodukter og oksidasjon av aminoaceton som dannes under katabolisme

av treonin (Beisswenger 2003).

CHs SG Glyoxalase | " G Glyoxalase || H OH
+ GSH HH HO HO + GSH
o] CHy © 0

CHs H OH CHg

methylglyoxal hemithioacetal S-D-lactoylglutathione D-lactate

Figur 1.9 Glyoksalasesystemet (Himo 2001)
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Under normale forhold holdes den intracellulzere MGO konsentrasjonen lav av glyoksalase |
og Il som konverterer MGO til D-laktat. Glyoksalase | regenereres av redusert glutation og
har derfor lavere aktivitet under forhold som forarsaker gkt oksidativt stress. Det er vist at
variasjon i evne til & detoksifisere MGO kan avgjagre om en diabetiker er disponert for rask
utvikling av senkomplikasjoner eller ikke (Beisswenger 2003). Personer med raskt
progresjon av senkomplikasjoner hadde hgyere verdier av o-oksoaldehyder i plasma enn de
som hadde en mer langsom utvikling. Glyoksalasesystemet utnyttes ogsa i utviklingen av nye
medisiner mot kreft og malaria (Thornalley 2003). Andre og mindre systemer for nedbryting
MGO er NADPH-avhengig aldose-reduktase, betaine aldehyd dehydrogenase og 2-
oxoaldehyd dehydrogenase som oksiderer MGO til pyruvat.

MGO er sveert reaktiv og modifiserer aminosyrer i proteiner, nukleinsyrer og fosfolipider opp
til 10.000 ganger raskere enn glukose. MGO danner irreversible produkter med lysin og
arginin, mens MGQOs binding til cystein er reversibel. MGO er kanskje den viktigste
forlgperen til AGE bade intra- og ekstracellulzrt (Thornalley 1996, Rosca 2005). MGO kan
ogsa modifisere og skade ubeskyttet plasmin DNA og forarsake mutasjoner og unormal

genekspresjon (Papsoulis 1995).

MGO konsentrasjonen i plasma er hos friske kontroller malt i ulike forsgk til 0.08-0.2 uM.
Ved hyperglykemi vil celler som ikke kan kontrollere intracellulaer glukosekonsentrasjon
produsere gkte mengder MGO. Samtidig vil det oksidative stresset gke og glyoksalase
mediert detoksifisering vil veere redusert. Plasmakonsentrasjon av MGO er gkt hos
diabetikere, men gkningen avhenger av type diabetes, glykemisk kontroll og genetisk
disposisjon for utvikling av senkomplikasjoner (Beisswenger 2003). Verdier malt i plasma
hos diabetikere ligger i omradet 0.4-2.0 uM og i forhold til friske kontroller er MGO-
verdiene i plasma gkt med 2-3 ganger for diabetes type Il og 5-6 ganger for diabetes type |
(Lapolla 2003). Glykemisk kontroll blir i klinikken overvaket med malinger av glykosylert
hemoglobin (HbA;) som maler den gjennomsnittlige glukosekonsentrasjonen i plasma de
siste 4-8 ukene. HbA har vist seg a korrelere godt med risiko for utvikling av
mikrovaskulare senkomplikasjoner, men er et darlig mal pa risiko for utvikling av hjerte- og
karsykdom i diabetes type Il (Bonora 2002, Rendell 2006). Glykemiske fluktuasjoner er en
viktig risikofaktor for utvikling av hjerte- og karsykdommer og mye tyder pa at glykemiske

fluktuasjoner ogsa spiller en potent rolle i utviklingen av diabetes nefropati (Gerich 2006,
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Beisswenger 2003). Konsentrasjon av MGO i plasma korrelerer godt med glykemiske
fluktuasjoner og kan bli en nyttig parameter sammen med HbA1c for overvaking av

glykemisk kontroll og risiko for senkomplikasjoner i diabetesomsorgen (Nemet 2005).

MGO reagerer lett med proteiner og nukleinsyrer intra- og ekstracellulert og det er derfor
sveert vanskelig a male den reelle MGO-konsentrasjonene i plasma. Man regner med at
MGO gar over cellemembranen ved diffusjon, men siden sd mye som 99 % av intracelluleer
MGO er reversibelt eller irreversibelt bundet til proteiner i cytosol er det usikkert hvor stor
andel av produsert MGO som diffunderer ut i plasma (Chaplen 1998, Roy 2004). De
konvensjonelle malemetodene maler bare fritt MGO og MGO som er irreversibelt bundet til
andre makromolekyler (Chaplen 1996, Thornalley 1996, Kalapos 1999, Vander Jagt 2003,
Singh 2001, Baynes 1999). Chaplen har ved hjelp av nye metoder ogsa malt MGO som er
reversibelt bundet og funnet verdier av intracelluleer MGO som er 100-1000 ganger hayere
enn tidligere beregninger (Chaplen 1998). | ovarieceller fra hamster har han malt MGO til
0.31 mM. Samtidig er MGO-konsentrasjon i cytosol lavere enn i plasma pa grunn av
intracelluleer glyoksalase-aktivitet (Thornalley 2003). Inntil det finnes gode analysemetoder
for maling av total MGO-konsentrasjon er det vanskelig & si noe om de reelle verdieng i

plasma og cytosol.

1.6 Diabetes nefropati

Diabetes nefropati er en tilstand som manifisterer seg som en progressiv reduksjon i den
glomerulare filtrasjonsraten (GFR), proteinuri og hypertensjon uten at det samtidig
foreligger urinveisinfeksjon eller annen nyresykdom (WHO). Ca 30-40 % av de med diabetes
type | og rundt 15-25 % av de med diabetes type Il rammes av diabetes nefropati og dette er i

dag den viktigste arsaken til nyresvikt i den vestlige verden.
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Et tidlig tegn pa diabetes nefropati er mikroalbuminuri (30-300 mg/ t), mens albuminuri
(>300 mg / t) indikerer progresjon. Den glomerulere filtrasjonsraten avtar og albuminuri gar

over i proteinuri og nyresvikt kan bli utfallet.

1.6.1 Patologiske endringer i diabetes nefropati

En rekke morfologiske forandringer er sett i nyrevevet ved diabetes nefropati. Disse
forandringene er karakterisert ved fortykket glomerulaer og tubuleer basalmembran,
ekspandert mesangium, glomeruler hypertrofi, glomerulosklerose og tap av podocytter
(Raptis 2001). Ekspansjon av mesangiet farer til at de glomeruleare kapillzrerene far mindre
tilgjengelig plass og blir tynnere. Redusert kapilleerlumen gir mindre overflate for filtrasjon
0g nedsatt filtrasjonsrate (Gilbert 1995, Dalla 2001). Endringer i kapilleerveggen farer til at

det lettere oppstar infarkt og inflammasjon.

Komponentene i ekstracelluleer matriks er viktig for nyrevevets struktur og organisering og
for omliggende cellers morfologi, differensiering, proliferasjon, migrasjon og adhesjon.
Endringene som er observert i basalmembraner og i mesangialmatriksen er et resultat av
ubalanse i degradering og biosyntese av individuelle matrikskomponenter. Diabetes nefropati
er forbundet med redusert mengde eller aktivitet av proteolytiske enzymer og gkning i

vekstfaktorer og dette vil gi akkumulering av matriks (Mason 2003).

1.6.2 Hyperglykemi og diabetes nefropati

Serumnivaet av AGE korrelerer bade med grad av mikroalbuminuri og diabetes nefropati
(Thomas 2005). Ved diabetes nefropati skjer det endringer i sammensetningen av matriks i
mesangiet og i GBM. Hyperglykemi og AGE kan pavirke denne sammensetningen pa flere
mater. Komponenter i ECM har lang levetid og blir eksponert for og modifisert av
hyperglykemi og AGE (Bohlender 2005). AGE har evnen til & kryssbinde proteiner ved hjelp
av kovalente bindinger slik at sammensetning og struktur av matrikser endres (Raptis 2001,
Bohlender 2005). Dannelsen av kryssbindinger i ekstracelluleer matriks fgrer ogsa til gkt
stivhet og gjar at proteinene blir mer resistente mot proteolytisk degradering.
Krysshindingene kan ogsa modifisere matrikskomponentene slik at de endrer affinitet til

andre molekyler og det er blant annet sett en reduksjon i binding mellom AGE-modifisert
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laminin og HSproteoglykaner og kollagen IV (Mason 2003). AGE gir gkt stivhet i arterioler,
som farer til gkt blodtrykk (Schram 2005). Angiotensin Il induserer TGF-3 syntese og
glykert albumin gker mRNA til TGF-p og ulike matrikskomponenter (Liu 2006). AGE kan

binde seg til spesifikke reseptorer og mediere gkt syntese av cytokiner og vekstfaktorer.

Integrinene er ogsa med i reguleringen av ECM turnover. Metylglyoksal og hyperglykemi
farer til reduksjon i integrin Bia (Kitsiou 2003). Dette integrinet binder podocyttene til
basalmembranen og regulerer ogsa syntese av MMP. Blant mange morfologiske endringer i
glomerulus ved diabetes, er reduksjonen i antallet podocytter per glomerulus den sterkeste

prediktoren for utvikling av diabetisk nefropati (Meyer 1999)

Det er observert endringer i syntese og sulfatering av proteoglykaner i nyrevev hos personer
med diabetisk nefropati. HSproteoglykaner i GBM er viktige for & opprettholde adekvat
filtrasjonbarriere og for & beskytte mot koagulasjon i kapilaerene. En reduksjon i syntese av
HSproteoglykaner og/eller reduksjon i antall eller i lengde av GAG-kjeder og/eller reduksjon
I sulfateringen av disse vil gjare at den glomerulaere basalmembranen blir mindre negativt
ladet og permeabiliteten for negative molekyler gker (Ha 2004, Yard 2002). Mange av
proteoglykanenes funksjoner avhenger av deres evne til & binde og modulere aktiviteten til
en rekke bioaktive proteiner som vekstfaktorer, cytokiner og proteinaser, og mange av disse
bindingene er strukturavhengige og vil pavirkes av kvalitative endringer av proteoglykaner
(Kuschert 1999, Ashikari-Hada 2004).
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2 Problemstilling

Det er ngdvendig a tilegne oss en bedre forstaelse av tidlige patofysiologiske prosesser ved
diabetes nefropati for & kunne forebygge sykdomsprogresjon i en pasientgruppe som krever
enorme gkonomiske og menneskelige ressurser. Det er observert en bedring i proteinuri hos
pasienter som har inntatt medikamenter bestaende av ulike blandinger av GAG-kjeder, og
dette er en indikasjon pa at endringer i proteoglykansyntese kan veere en viktig faktor i
utviklingen av mikroalbuminuri (Gambaro 2002, Achor 2005). Proteoglykaner er sentrale i
den ladningsspesifikke filtrasjonen i glomeruli og viktige i strukturering av ECM. De
fungerer som reservoar for cytokiner og vekstfaktorer og er viktige i reguleringen av
biosyntese og degradering av andre matrikskomponenter. Kvalitative og kvantitative
endringer av proteoglykaner kan fare til darligere organisering av matriks og etterfalgende
ekspansjon av ECM med lavere tetthet av negative ladninger. Mikroalbuminuri kan veare et
resultat av gkt permeabilitet for albumin i glomeruli eller redusert reabsorpsjon av albumin i
tubuli. I to nyere studier som ser pa proteoglykaner i nyrer tidlig i sykdomsforlgpet, er det
funnet redusert sulfatering av HSproteoglykaner i tubuli, men ikke i glomeruli (Wijnhoven
2006, van den Born 2006). Det er ogsa studier som viser at ladningsspesifikk reabsorpsjon i
tubuli er forstyrret for filtrasjonen i glomeruli er affisert (Kunika 1996, 1997). Tykkelsen til
TBM gker far klinisk manifestasjon av sykdommen og den observerte gkningen av TBM
korrelerer med HbA;. (Brito 1998, Ziyadeh 1993). Endret ladning og gkt tykkelse av TBM
kan forstyrre funksjonen til det tubuleere epitelet som normalt er bytte av vann, elektrolytter
og metabolitter mellom peritubulere kapilleerer og ultrafiltratet (Erickson 2001). Endret
sammensetning av ultrafiltratet kan resultere i hyperfiltrasjon som kan vare det som initierer

endringer i glomeruli (Vervoort 2005).

Hensikten med dette arbeidet var a undersgke hvordan hyperglykemi pavirker vekst og
proteoglykansyntese i epitelceller fra distale tubuli for & fa en bedre forstaelse av diabetes

nefropati. Dette gnsket vi a oppna ved a undersgke:

e hvilke effekter medium med hgy glukosekonsentrasjon eller MGO har pa

proteoglykansyntese i MDCK | celler.
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e hvilke effekter medium med hgy glukosekonsentrasjoner eller MGO har pa cellevekst i
MDCK I celler.

e om eventuelle effekter av hgy glukosekonsentrasjon kan skyldes gkt osmolaritet i mediet.




3 Materialer

3.1 Cellelinjer

MDCK 1 celler

3.2 Kjemikalier

Amplifier

BC Assay: protein quantitation kit
Bromphenolblatt 0.4 %

BSA

BSA standard

D-Mannitol

DEAE Sephacel

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Special (DMEM 1000 mg glucose/liter)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Special (DMEM 4500 mg glucose/liter)

Eddiksyre

EDTA (dinatriumsalt)
Etanol 96 %

Fotalt kalveserum
Glysin

Glyserol

Guanidin hydrochloride

HCI

Sigma Aldrich

Amersham Biosciences
Uptima Interchim
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Uptima Interchim
Sigma Aldrich
Amersham Biosciences

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Merck

Merck

Arcus kjemi

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Merck

Fluka Chemicals GmbH

Merck

Oslo, Norge

New Jersey, USA
Montiugon Cedex, Frankrike
Oslo, Norge

Oslo, Norge

Montiugon Cedex, Frankrike
Oslo, Norge

New Jersey, USA

Oslo, Norge

Oslo, Norge

Darmstadt, Tyskland
Darmstadt, Tyskland
Vesthy, Norge

Oslo, Norge

Oslo, Norge
Darmstadt, Tyskland
Deisenhofen, Tyskland

Darmstadt, Tyskland
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Isopropanol
L-glutamin
2-mercaptoetanol
Metanol
Metylglyoksal 40 %
MgSO, x 7H,0
NaH,PO, x 2H,0
Na,HPO, x 2H,0
NaCl

NaHCO;,

NaOH
Natriumacetat trihydrat

NH,HCO;

Penicillin/Streptomycin

Proteasehemmer

(“Protease inhibitor cocktail tablets™)

Protein A-sepharose

Protein G-sepharose

Rainbow [**C]-merket standard
Sephadex G-50 fine

SDS (sodium dodecyl sulphate)
Triton X-100

Trisma base

Trisma HCI

Trypanblatt

Trypsin

[*°S] Sulfat

WST-1 reagens

Arcus kjemi
Gibco Invitrogen
Sigma Aldrich
Merck

Sigma Aldrich
Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

BDH AnalaR®, BDH
laboratory Supplies

Sigma Aldrich

Roche

Amersham biosciences
Amersham biosciences
Bio Rad

Amersham biosciences
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Arcus kjemi

Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Gibco Invitrogen
PerkinElmer

Roche

Vesthy, Norge

Oslo, Norge

Oslo, Norge
Darmstadt, Tyskland
Oslo, Norge
Darmstadt, Tyskland
Darmstadt, Tyskland
Darmstadt, Tyskland
Darmstadt, Tyskland
Darmstadt, Tyskland
Darmstadt, Tyskland
Darmstadt, Tyskland

Dorset, England

Oslo, Norge

Oslo, Norge

New Jersey, USA
New Jersey, USA
California, USA
New Jersey, USA
Oslo, Norge
Oslo, Norge
Vesthy, Norge
Oslo, Norge
Oslo, Norge
Oslo, Norge
Massaschussets, USA

Oslo, Norge




3.3 Utstyr

6-branners plastbrett (35 mm i diameter)

96-brgnners mikrotiterplate

Cellekulturflasker (25 cm? og 75 cm?)

Dual Color C*-merket, farget standard

Bas Gauge 2025

Tellekammer

Omnifix engangssprayte
Polyprepkolonner

Sterilfilter, porestarrelse 0,22 pum

Tris-HCI gel 4-20 %

3.4 Apparatur

Celloshaker variospeed
Elektroforeseapparatur
Geltarker
Inkubatorskap
Mikroskop
Spektrofotometer

DNA Speedvac, DNA 100

Costar

Greiner bio-one
Costar

Bio Rad

Fuji

Burker

Braun

Bio Rad

GE infrastructure

Bio Rad

Costar

Bio Rad

Bio Rad

Forma Scientific
Leica

Amersham Pharmacia

Savant
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4 Metoder

Hensikten med denne oppgaven var a undersgke endringer i distale tubuli ved diabetes
nefropati. Til dette brukte vi MDCK | celler som vi dyrket i ulike konsentrasjoner av glukose

0g MGO og undersgkte ulike aspekter ved cellevekst og proteoglykansyntese.

4.1 Celleforsgk

4.1.1 MDCK | celler

Madine-Darby Canine Kidney (MDCK) er en epitelcellelinje etablert fra en cocker spaniel i
1958. Cellene er isolert fra distale tubuli og samlergrene og likner morfologisk pa epitelceller
i nyretubuli hos pattedyr. MDCK cellene er differensiert i to cellelinjer der MDCK 1 celler
danner tette cellekontakter som i distale tubuli og MDCK Il danner mindre tette kontakter
som i proksimale tubuli (Herzlinger 1982, Richardson 1981). En rekke proteoglykaner er
beskrevet i MDCK celler, og disse proteoglykanene er de samme som de man finner i
menneskenyrer in vivo (Erickson 2001). MDCK celler er en velegnet modell for & studere
proteoglykaner og cellulare prosesser i nyreepitelceller (Barker 1981). Ved a dyrke MDCK
celler pa semipermeable filtre dannes in vivo liknende polariserte cellelag med apikale og
basolaterale membrandomener. | disse forsgkene ble cellene dyrket pa plastikk hvor de fester
seg og danner konfluente cellelag, men ikke blir polariserte. Dette er et enklere celleoppsett

som har vist seg a fungere bra til slike forsgk (Omsland 2002).

4.1.2 Generelt celledyrkningsoppsett

MDCK | cellene ble dyrket i 25 cm? plastflasker tilsatt 10 ml DMEM lav glukose medium i
inkubatorskap med 5 % CO, 0g 37 °C.
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Lesninger:

Lav glukose medium (5 mM)

Ingredienser Mengde  Konsentrasjon
DMEM medium (5 Mm glukose) 500 ml

Fotalt kalveserum 25 ml ~5%
L-glutamin 5ml ~1%
Penicillin/streptomycin 5ml ~1%

4.2 Celledyrking i ulike medier

4.2.1 Dyrking av celler i hgy glukosekonsentrasjon

| forsgkene med hyperglykemi ble celler dyrket i medium med glukosekonsentrasjon som
tilsvarer hyperglykemi hos en diabetiker (25 mM) sammenlignet med celler dyrket i et
medium med glukosekonsentrasjoner tilsvarende blodglukoseverdier hos friske individer (5
mM). For & kontrollere at eventuelle forskjeller mellom hay og lav glukose ikke skyldtes ulik
osmolaritet i mediene ble celler ogsa dyrket i et medium med lav glukosekonsentrasjon (5
mM) tilsatt mannitol (20 mM). De ulike mediene hadde samme sluttkonsentrasjon av fetalt

kalveserum, penicillin og L-glutamin.
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Lasninger:

Lav glukose medium (5 mM)

Ingredienser Mengde Konsentrasjon
DMEM medium (5 Mm glukose) 500 ml

Fotalt kalveserum 25ml ~5%
L-glutamin 5ml ~1%
Penicillin/streptomycin 5ml ~1%
Hay glukose (25 mM)

Ingredienser Mengde Konsentrasjon
DMEM medium (25 Mm glukose) 500 ml

Fotalt kalveserum 25ml ~5%
L-glutamin 5 ml ~1%
Penicillin/streptomycin 5 mi ~1%

Lav glukose (5 mM) med mannitol (20 mM)

Ingredienser Mengde  Konsentrasjon
DMEM medium (5 Mm glukose) 500 ml

L-Mannitol 1.75¢g

Fotalt kalveserum 25ml ~5%
L-glutamin 5ml ~5%
Penicillin/streptomycin 5ml ~1 %

4.2.2 Dyrking av celler i metylglyoksal (MGO)

Det finnes per i dag ingen gode metoder for & male konsentrasjonen av MGO i plasma. MGO

dannes intracellulaert og cellemembranen er permeabel for dette lille molekylet. MGO er en

meget reaktiv forbindelse og store deler av nydannet MGO vil binde seg til molekyler
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intracellulzrt far det diffunderer ut av cellen. Konvensjonelle malemetoder maler bare fritt
MGO og MGO som er irreversibelt bundet til andre molekyler. MGO som er reversibelt
bundet til andre molekyler blir ikke malt med disse metodene (Chaplen 1998, Roy 2004).
Irreversibelt bundet MGO viser seg imidlertid a vere en betydelig andel av den totale MGO-
konsentrasjonen. Konsentrasjonene som er valgt i vare forsgk er 0.2, 0.5 og 1.0, og disse
konsentrasjonene er valgt pa bakgrunn av andre studier som er gjort med MGO og MDCK |
celler (Jan 2005).

Lasninger:

1 M stamlgsning av MGO

Ingredienser Mengde
Metylglyoksal 40 % 180 pl
DMEM lav glukose medium 820 ul

4.2.3 Splitting av celler

Produsenten anbefaler at cellene splittes 1: 6 to ganger per uke, far de blir mer enn 70-80 %
konfluente. For a splitte cellene tilsettes en trypsinlgsning som inneholder EDTA. Cellene er
festet til hverandre via caderiner og disse er avhengige av kalsium. EDTA binder kalsium og
ved a vaske cellene med trypsinlgsningen vil MDCK 1 cellene Igsne fra hverandre. Trypsin

bryter ned proteiner pa celleoverflaten slik at cellene lgsner fra plasten og fra hverandre.
Prosedyre:

1. Mediet suges av cellene.

2. Cellene tilsettes 3 ml trypsinlgsning (37 °C) i to-tre minutter, far lgsningen suges av.

3. Deretter tilsettes 7 ml fersk trypsinlgsning. Cellene inkuberes ved 37 °C i 5 % COx til
cellene har lgsnet. Hvor lang tid dette tar vil variere noe ut i fra hvor konfluente

cellene er nar de splittes.

4. Trypsinlgsningen med de laste cellene suges av og spinnes ned ved 1200 rpm i 3

minutter.
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5. Cellefraksjonen resuspenderes godt i 6 ml medium (37 °C) og fordeles i seks sma
flasker (25 cm?).

6. Flaskene tilsettes 9 ml medium, og plasseres i inkubatorskap ved 37 °C i 5 % COs..
Korken pa flasken lgsnes litt, slik at CO, far tilgang og kan bidra til at pH justeres i

mediet.

4.3 Nedfrysing av celler

En liten flaske (25 cm?) med konfluente celler trypsineres, spinnes ned og resuspenderes
forsiktig i 1 ml nedfrysningslgsning. Cellene fryses ned ved -70 °C og oppbevares i flytende

nitrogen.
Lasninger:

Nedfrysningsmedium

Ingredienser Mengde Konsentrasjon
DMSO 0.1ml 10 %
Fotalt kalveserum 0.9 ml 90 %

4.4 Tining av celler

Det er viktig at ampullen med celler tines raskt. Bade celler og nedfrysningsmedium
overfares til en liten flaske (25 cm?) og tilsettes 10 ml medium med lav glukose. Etter 1-2

dager bar cellene veere konfluente.

4.5 Telling av celler

Cellene telles visuelt i mikroskop ved hjelp av et Birker tellekammer (hemocytometer).
Celletellinger kan brukes til a studere cellevekst, kontrollere hvor mange celler som saes ut

og bestemme forholdet mellom dade og levende celler.
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Prosedyre:
1. Cellene trypsineres og sentrifugeres i 3 minutter ved 1200 rpm.
2. Deretter resuspenderes cellene godt i gnsket volum av mediet.

3. 50 pl cellesuspensjon blandes med 50 pl sterilfiltrert 0.4 % trypanblatt. Dade celler

mister membranintegritet og blir permeable for trypanblatt.

4. Tellekammeret fuktes med litt vann og en liten glassplate plasseres over omradet der
cellene skal telles. Cellesuspensjon settes til pa siden av tellekammeret, og

cellesuspensjonen trekkes under glassplaten ved hjelp av kapillerkrefter.

5. Cellene telles deretter i mikroskop. Tellekammeret bestar av to kammer med flere 16
ruters nettverk. De cellene som befinner seg innenfor ett av de 16-ruters nettverkene

telles.

6. Konsentrasjonen av celler per ml i utgangslgsningen er antall celler i et 16-ruters

nettverk multiplisert med 10.000.

4.6 BCA-maling av protein

Proteinmengden i pragvene males ved hjelp av BCA (bicinchoninic acid) proteinmaling.
Denne metoden baseres pé peptidkjedenes evne til & redusere Cu?* til Cu*. Cu*-ionene
chelateres deretter av BCA og det dannes et vannlgselig, lilla kompleks. Absorbansen i
prgvene bestemmes ved hjelp av et spektrofotometer og proteinmengden (mg/ml) beregnes
deretter ut i fra en standardkurve. Faglsomheten for denne metoden ligger i omradet 1-20

pg/ml. Metoden er modifisert etter Smith et al (Smith 1985).
Prosedyre:

1. Cellene dyrkes i 6-brgnners plater frem til gnskelig tidspunkt for proteinmaling.

2. Mediet suges av, og cellene i hver brgnn vaskes tre ganger med 1 ml 1x PBS

(fosfatbufret, fysiologisk saltvann)
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3. Hver brgnn tilsettes 1 ml milliQ-vann far celler og cellerester Iasnes fra plasten med

en celleskrape og overfares til eppendorfror.

4. Lgsningen homogeniseres ved hjelp av sonikator. Rester av membraner og

cytoskjelett spinnes ned og kastes.

5. Standarder lages ut ifra en BCA-stamlgsning (2 mg/ml). 25 pl preve eller standard

appliseres til en 96-brgnners mikrotiterplate.

6. Deretter tilsettes 200 pl A+B lgsning per brann.

7. Mikrotiterplaten settes pa ristebrett i 2 minutter og inkuberes deretter i 30 minutter

ved 37 °C.

8. Absorbansen leses av ved 562 nm i et spektrofotometer og proteinkonsentrasjonen i

prevene beregnes ut i fra en standardkurve.

Lasninger:

10 x PBS pH 7.2-7.4

Ingredienser Mengde
NaH,PO, x 2H,0 39¢g
Na,HPO, x 2H,0 14.1¢
NaCl 85.2 ¢
MilliQ-vann Opp til 2000 ml

A+B lgsning
Ingredienser Deler Konsentrasjon
Assay reagent A (ferdig fra leverandgr) 1 2%
Assay reagent B (ferdig fra leverandgr) 49 98 %
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4.7 WST-1 test

Celleproliferasjonen kan males ved hjelp av en WST-1 test. WST-1 er en
celleproliferasjonsreagens som er designet for spektrofotometrisk kvantifisering av
cellevekst og cellens viabilitet. Tetrazoliumsaltet spaltes til formazan av mitokondriell
dehydrogenase. Absorbansen er et uttrykk for mengde spaltet tetrazoliumsalt. Denne

metoden er et alternativ til metoder som baseres pa bruk av radioaktivitet.

NO. NO2
1 1
ok (=) v L
NAD NADH N—H
”lT,-N\ N
N ECH  EC Y
S03Na \ _/f > é/ SO4Na
S0MNa 30gNa
WST-1 Formazan
(slightly red) (dark red)

Figur 4.1: Tetarazoliumsaltet (WST-1) spaltes til formazan av mitokondriell
dehydrogenase.

Prosedyre:
Cellene dyrkes og splittes som normalt i gnsket medium.
1. En liten flaske (25 cm?) trypsineres og fordeles i seks rar.

2. Cellene spinnes ned og resuspenderes i 3 ml av gnsket medium. Det er viktig at
celleantallet er likt i de ulike brgnnene, sa celleantall ma bestemmes far utsding.

Anbefalt celletetthet er 0.1-5.0 x 10* celler per brgnn.
3. 100 pl cellesuspensjon tilsettes hver brgnn i en 96 branners plate.
4. Etter 24 timer tilsettes 10 ul WST-1 reagens hver av brgnnene.
5. Cellene inkuberes i 30 minutter ved 37 °C i 5 % CO,.

6. Absorbansen avleses ved 450 nm.
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7. Effekten pa celleproliferasjonen beregnes ut i fra absorbansverdien og sammenliknes

med kontroll.

4.8 Analyse av [*°S]-proteoglykaner

4.8.1 Innmerking med [*S]-sulfat

Proteoglykaner er store molekyler som bestar av proteiner med hgyt sulfaterte sukkerkjeder.
GAG-kjeden blir sulfatert i Golgiapparatet, og ved 4 tilsette [*°>S]-sulfat til mediet vil
proteoglykanene merkes radioaktivt via biosyntesen. [*°S]-sulfat vil g& inn i den totale

sulfatpoolen og bidra i de novo syntesen av proteoglykaner.

4.8.2 Rensing av [**S]-proteoglykaner

Etter innmerking vil fraksjonene inneholde mye fritt [*°S]-sulfat og [*°S]-merkede
makromolekyler hvor [*°S]- proteoglykaner er den dominerende komponenten (Svennevig
1995). | dette arbeidet brukes gelkromatografi for & rense pravene for fritt [*°S]-sulfat og
sma [**S]-molekyler og ionebytterkromatografi for & rense pravene for [*°S]-merkede

makromolekyler som ikke er proteoglykaner.

4.8.2.1 Sephadex G-50 fine gelkromatografi

Sephadex G-50 fine er et gelfiltrasjonsmateriale som normalt brukes til & separere proteiner i
omradet 0.5-10 kDa. Molekyler i denne starrelsesorden vil ikke trenge inn i gelmaterialet,
men passere i veeskefasen utenfor og elueres ut. Proteoglykaner gar utenom gelen, mens sma

molekyler som f. eks fritt sulfat, vil trenge inn og bli forsinket under eluering.
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Prosedyre:

1. 10 ml plastpipetter kuttes av ved 7 ml merket og spissen tettes lett med litt glassvatt.

Hver sayle fylles opp til 4.0 ml med Sephadex G-50 fine Igsning.

2. Medium suges av og lgse celler spinnes ned og fjernes. 0.05 M NaCl i 0.05 M Tris
pH 8.0 tilsettes slik at total mengde blir 1.0 ml. Mediet blandes deretter med likt

volum 8 M Guanidin-HCI lgsning.

3. Cellene lgses i 1.5 ml 4 M Guanidin-HCI Igsning i minimum 30 minutter.

Cellefraksjonen suges av og 0.5 ml av samme lgsning brukes til & vaske ut av

brgnnene.

4. 1 mlav hver fraksjon settes pa sgylen. Dette elueres ut uten oppsamling.

5. Prgven elueres deretter ut i 1.5 ml 0.05 M NaCl i 0.05 M Tris med pH 8.0 og samles

opp.

Lesninger:

0.05 M NaCl i 0.05 M Tris HCI pH 8.0

Ingredienser Mengde Konsentrasjon
NaCl 6.25 ml 4M
Tris base 25 ml 1M
MilliQ-vann 468 ml

pH justeres til 8.0 ved hjelp av 5.0 M HCI.

Sephadex G-50 fine lgsning
Ingredienser Mengde Konsentrasjon
Sephadex G-50 fine pulver 5ts
0.05 M NaCl i 0.05 M Tris HCI pH 8 500 ml

Lasningen svelles over natt.
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8.0 M guanidin HClI-lgsning, pH 6.0

Ingredienser Mengde Konsentrasjon
Guanidin-HCI 152.84 g

Acetatbuffer Ca. 200 ml 0.2M

4 % Triton X-100 8 ml

Guanidin-HCI lgses i acetatbuffer, og volumet justeres til 200 ml.
Lasningen renses ved omrgring med 1 ts kull over natt og filtreres
far den tilsettes 4 % Triton X-100.

4.8.2.1 DEAE ionebytterkromatografi

DEAE ionebytterkromatografi er en metode for & separere proteoglykaner fra andre
makromolekyler. DEAE er en svak anionbytter som binder proteoglykaner ved hjelp av
ionebindinger. Svakt negative, ngytrale eller positivt ladede molekyler vil binde svakt eller
ga rett gjennom kolonnen. Proteoglykaner vil elueres ut ved hgy saltkonsentrasjon. Denne

metoden er modifisert etter Salmivirta et al (Salmivirta 1998).

Prosedyre:

1. Poly-prepkolonner fylles opp til 0.6 ml med DEAE sephacelsuspensjon og
ekvilibreres med 3 ml 0.2 M NH4;HCO:3.

2. 500 pl av praven settes pa kolonnen og kolonnene vaskes med 6 ml 0.2 M
NH4HCO3, 6 ml 0.2 M NaCl og 6 ml 0.2 M NH4;HCO:3.

3. Materialet som er bundet til kolonnene elureres ut med 2 M NaCl i 12 fraksjoner &
500 pl.

4. Deretter vaskes kolonnene med 5 ml 2.0 M NaCl, 3 ml MilliQ-vann og 3 ml 0.2 M
NH4HCOs, for a klargjares til nye forsgk.
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Lesninger:
2.0 M NaCl
0.2 M NaCl

0.2 M NH4HCO3

4.9 Scintillasjonstelling

Ved scintillasjonstelling males radioaktivitet i en prave (fotoner per minutt) ved hjelp av en
tellevaeske. [*°S]-sulfat sender ut B-partikler. Tellevasken inneholder fluorescenssubstanser
som eksiteres av energien fra disse p-partiklene. Nar substansene returnerer til sin
grunntilstand vil de frigjere fotoner, og mengde fotoner korrelerer med mengde

radioaktivitet. Hver prgve telles i tre minutter, og males som cpm (counts per minute).

4.10 SDS-gelelektroforese

Ved SDS gelektroforese separeres makromolekyler etter stgrrelse under denaturerende
forhold. Molekylets starrelse og vekt er omvendt proporsjonal med molekylets

vandringslengde i gelen.
Prosedyre:

1. Huver prgve som skal settes pa gel bar ha en cpm-verdi pa minimum 10.000.
Starrelsen pa brgnnene varierer mellom de ulike geltypene. For & oppna tilstrekkelig
cpm samtidig som volumet ikke skal overstige starrelsen pa brgnnen, kan det veere

ngdvendig & oppkonsentrere praven ved vakumsentrifugering.

2. Praven tilsettes pravebuffer i forholdet 1:5 (4x pravebuffer). Pravebufferen

inneholder sukrose slik at pragven synker ned i brennene.
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3. Prgvene kokes i 5 minutter pa 100 °C. Etter koking sentrifugeres pravene i kort tid

for & fa ned kondensert veaske.
4. Minigelapparatet fylles med 500 ml kjgrebuffer i hvert kammer.
5. Prgvene appliseres pa gelen, og kjeres deretter i 60 minutter pa 180 V.
6. Gelen fikseres i fikseringslgsning i minimum 30 minutter pa ristebrett.
7. Deretter legges gelen i Amplifier i 20 minutter.

8. Gelen legges pa filterpapir og dekkes med plastfolie. Ved hjelp av en geltarker tarkes

gelen under vakum ved 65 °C.

Lasninger:

4X pravebuffer

Ingredienser Mengde Konsentrasjon
Tris-HCI pH 6.8 2.5ml 1M
Glyserol 4.0 ml

SDS 08¢

Bromphenolblatt, 0.1 % 1.0 ml

Beta-mercaptoetanol 1.0 ml

MilliQ-vann Opp til 10 ml

5X Kjgrebuffer

Ingredienser Mengde
Glysin 360 g
Trizma base pH 8.7 759
MilliQ-vann Opp til 2500 ml

pH justeres til 8.4 ved hjelp av 5.0 M HCI

Fikseringslasning

Ingredienser Mengde
Metanol 250 ml
MilliQ-vann 1250 ml

Konsentrert eddiksyre 250 ml
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4.11 Autoradiografi

Gelen legges pa en rantgenfilm ved -70 °C. Eksponeringstid vil avhenge av mengde
radioaktivitet som ble applisert pa gelen. Ved framkalling vil radioaktivitet danne marke

felter pa filmen.
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5 Resultater

Hovedformalet med denne oppgaven var a studere effekten av hyperglykemi og MGO pa
proteoglykansyntese i epitelceller i distale tubuli. Videre gnsket vi a se hvilke effekter
hyperglykemi og MGO har pa cellevekst. For a undersgke dette har vi dyrket MDCK 1 celler
i ulike konsentrasjoner av glukose og MGO. Som en del av forsgkene med hyperglykemi
gnsket vi & se om eventuelle forskjeller i resultatene mellom glukosekonsentrasjonene kunne

skyldes ulik osmolaritet i mediene.

Resultatene deles inn i to hoveddeler. | den farste delen presenteres resultatene fra forsgk
som er gjort med MDCK 1 celler dyrket under hyperglykemiske forhold og i den andre
presenteres resultater fra forsgk som er gjort med MDCK | celler som er eksponert for ulike

konsentrasjoner av MGO.

5.1 Effekt av hyperglykemi pa nyreepitelceller

| disse forsgkene ble MDCK 1 celler dyrket i medium med hgy glukosekonsentrasjon
sammenliknet med celler som ble dyrket i medium med lav glukosekonsentrasjon.
Eventuelle forskjeller i resultatene fra celler dyrket i medium med hgy og lav
glukosekonsentrasjon kan teoretisk skyldes ulik osmolaritet i de to mediene. MDCK 1 celler
ble derfor ogsa dyrket med lav glukose og mannitol for & undersgke osmolaritetens
innvirkning. Mannitol er ikke metabolsk tilgjengelig for cellene og vil teoretisk bare pavirke

cellene i kraft av gkt osmolaritet (Brenner 1996).

De ulike mediene benevnes som "hey glukose”, ”lav glukose” og mannitol”. "Hey glukose”
tilsvarer en glukosekonsentrasjon pa 25 mM, lav ”glukose” tilsvarer en glukosekonsentrasjon
pa 5 mM og mannitol” tilsvarer 5 mM glukose og 20 mM mannitol. De ulike mediene er
ellers like og har samme sluttkonsentrasjon av fgtalt kalveserum, L-glutamin og penicillin. |

alle forsgkene er lav glukose valgt som kontroll.
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5.1.1 De ulike medienes osmolaritet

De ulike medienes osmolaritet ble testet ved klinisk kjemisk avdeling pa Ulleval
universitetssykehus (Tabell 5.1). Resultatene viser at osmolariteten til DMEM hgy glukose
og DMEM lav glukose med mannitol er tilnzermet like, mens DMEM lav glukose 14 5.3 %
lavere enn disse (hhv ~338, ~338 og ~321 mOsm/HgH,0).

Medium Osmolaritet
(mOsm/HgH,0)
DMEM hpgy glukose (4.5 g glukose/l) uten glutamin ~339
DMEM hgy glukose (4.5 g glukose/l), 1 % glutamin ~338
DMEM lav glukose (1.0 g glukose /1), 1 % glutamin ~321
DMEM lav glukose (1.0 g glukose /1) + 3.5 g glukose, 1 % glutamin ~340
DMEM lav glukose (1.0 g glukose/l) + 3.5 g mannitol, 1 % glutamin ~338

Tabell 5.1: Oversikt over de ulike medienes osmolarietet (mOsm/HgH,O). Mediene er testet ved
klinisk kjemisk avdeling pa Ulleval universitetssykehus.

Innledningsvis ble det gjort forsgk for a se hvordan cellene i de ulike mediene ville oppfare
seg over tid. Cellene ble dyrket i lav glukose, hgy glukose eller mannitol i 6-brenners plater.
Pa dag 2, 4 og 8 ble cellene hgstet og parallelle brenner ble brukt til & male celleantall,
proteinmengde og syntese av [*>S]-makromolekyler og [*°S]-proteoglykaner. Til hvert av
disse forsgkene ble det brukt tre parallelle brgnner og lav glukose er valgt som kontroll i alle

forsgkene.

5.1.2 Effekt av hyperglykemi pa cellevekst i nyreepitelceller

MDCK 1 celler ble dyrket i ulike medier for & se pa potensielle endringer i cellevekst. Ved
hyperplasi vil proteinmengde per celle vere relativt konstant, mens det ved hypertrofi vil
veere gkt proteinmengde per celle uten at det foreligger en gkning i DNA-syntese (Yang
2004). Ved a sammenligne celleantall og proteinmengde i cellefraksjonen vil vi fa en

indikasjon pa om hyperglykemi induserer hyperplasi eller hypertrofi i MDCK | celler.
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5.1.2.1 Effekt av hyperglykemi pa antall celler

Hensikten med dette forsgket var a undersgke hvilke effekter ulike glukosekonsentrasjoner
har pa vekst i MDCK | celler.

Cellene ble dyrket i lav glukose, hgy glukose eller mannitol i 2, 4 og 8 dager. Etter hgsting
ble cellene farget med trypanblatt og talt i mikroskop. Dade celler mister membranintegritet

og blir permeable for trypanblatt.

Andel dgde celler holdt seg relativt konstant pa mellom 3 og 5 % og det var ingen klare
forskjeller mellom de ulike mediene. Figur 5.1 viser antall levende celler i de ulike mediene.

Resultatene er et gjennomsnitt av tre uavhengige forsgk og presenteres som prosent av

kontroll.
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Figur 5.1: Antall levende celler talt i mikroskop. MDCK | celler ble dyrket i lav glukose, hgy
glukose og mannitol i 2, 4 og 8 dager. Cellene ble hgstet, farget med trypanblatt og talt i mikroskop.
Resultatene er et gjennomsnitt av tre uavhengige forsgk og er presentert som prosent av kontroll.

Figur 5.1 viser at forskjellene mellom celler dyrket i hgy og lav glukose gker over tid. Antall
celler i brannene med lav glukose settes til 100 % (kontroll). Celleantall i brannene med hgy
glukose var etter 2 dager gkt til 125 + 20 %, etter 4 dager til 157 + 12 % og etter 8 dager til
173 + 13 % i forhold til kontroll. Dette betyr at det er en stor forskjell i veksthastighet
mellom hgy og lav glukose, men at forskjellene flates ut over tid. Bade for hgy og lav
glukose ver det en sterk gkning i det reelle celleantallet per brgnn etter 2 og 4 dager. Etter 8
dager var det betydelig mindre tilvekst. Dette kan forklares med redusert proliferasjon ved
gkt celletetthet (cellekontaktinhibering).
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Antall celler i brannene med mannitol var litt redusert i forhold til lav glukose. Etter 2 dager
var mannitol 95 + 10 % av kontroll, etter 4 dager 92 + 3 % av kontroll og etter 8 dager 93 +
13 % av kontroll. Andel dgde celler i cellefraksjonene i brannene med mannitol og lav
glukose var likt, sa det kan virke som om mannitol bremser celletilveksten. Det er imidlertid
kun dade celler som var festet til plasten ved hgsting som er med i disse tellingene og

forskjeller i antall dgde celler i mediet er en mulig feilkilde.

Hyperglykemi gker celleantall, mens mannitol gir en svak reduksjon i celleantall. Det er

ingen forskjeller i andel dgde celler mellom de ulike mediene.

5.1.2.2 Effekt av hyperglykemi pa mengde protein i cellefraksjonen

Hensikten med dette forsgket var a undersgke om hyperglykemi farer til hypertrofi i
nyreepitelceller. Endret proteinmengde per celle kan vere et tegn pa endret cellemorfologi og

ved hypertrofi vil proteinmengde per celle veere gkt.

Cellene ble dyrket i de ulike mediene i 2, 4 og 8 dager og proteinmengde i cellefraksjonen
ble bestemt ved hjelp av BCA-proteinmaling. Figur 5.2 viser et gjennomsnitt av tre

uavhengige forsgk som presenteres som prosent av kontroll.
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Figur 5.3 Mengde protein i cellefraksjonen relatert til antall celler. Proteinmengde i
cellefraksjonen relatert til antall celler etter 2, 4 og 8 dagers dyrking i lav glukose, hgy glukose og
mannitol. Resultatene er et gjennomsnitt av tre uavhengige forsgk og presenteres som prosent av
kontroll.
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Etter 2, 4 og 8 dager var proteinmengden i cellefraksjonen etter behandling med hgy glukose
henholdsvis 123 + 16 %, 137 + 22 % og 169 + 13 % i forhold til proteinmengden i
cellefraksjonen etter behandling med lav glukose. Proteinmengde fra mannitolbehandlede
celler var dag 2, 4 og 8 henholdsvis 103 + 2 %, 92 + 14 % og 96 £ 5 % i forhold til kontroll.
Disse malingene korrelerer godt med celletellingene og mengde protein delt pa antall celler

fra parallelle bragnner er nesten helt like mellom de ulike mediene (Figur 5.3).
Disse resultatene er en indikasjon pa at morfologien til MDCK | celler pavirkes lite av

hyperglykemi og hyperosmolaritet.

5.1.2.3 Effekt av hyperglykemi pa celleproliferasjon

Hensikten med dette forsgket var a sammenligne resultatene fra WST-1 test med celletelling
for & se om dette er en metode som kan brukes til male proliferasjonen til MDCK | celler

som dyrkes i ulike glukosekonsentrasjoner.
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Figur 5.4. Celleproliferasjon malt med WST-1 test. Mitokondriell dehydrogenase-aktivitet i celler
dyrket i lav glukose, hgy glukose og mannitol etter 1, 2, 4 og 8 dager. Resultatene er et giennomsnitt
av to forsgk og presenteres som prosent av kontroll.

WST-1 er en metode som bestemmer mengde mitokondriell dehydrogenase i en prave.
Levende celler vil produsere dette enzymet, mens dgde celler ikke gjer det. Samtidig vil
celler som er i deling vaere mer metabolsk aktive enn celler som ikke er i deling. Pa bakgrunn

av dette blir WST-1 brukt til & male celleviabilitet, celletoksisitet og celleproliferasjon.
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Celler ble dyrket i flasker med hgy glukose, lav glukose og mannitol. 24 timer for
enzymmaling ble likt antall celler fra de ulike mediene sadd ut i 96-brgnners plater og tilsatt
tetrazoliumsalt. Tidspunktene for enzymmaling var 1, 2, 4 og 8 dager og absorbansen ble
avlest i spektrofotometer. Resultatene er et gjennomsnitt av to uavhengige forsegk og er

presentert som prosent av kontroll (Figur 5.4).

Celleproliferasjonen gker kraftig ved dyrking av celler i hgy glukose, men flater ut etter hvert
som celletettheten gker. Cellene som ble dyrket i hgy glukose hadde en gkning av
mitokondriell dehydrogenase etter dag 1 til 441 % i forhold til kontroll. Dag 2 var malingen
219 %, dag 4 var den 159 % og dag 8 var den 122 % i forhold til kontroll.

Det er kun sma forskjeller i mengde mitokondriell dehydrogenase i brannene med mannitol
og i brgnnene med lav glukose, men som i celletellingene er det ogsa i disse malingene en
tendens til at mannitol ligger litt under lav glukose. Pa dag 2 var mannitol redusert til 97 + 20

% av kontroll, pa dag 4 var den 81 + 10 % og pa dag 8 var den 94 + 6 %.

MDCK | celler som ble dyrket i hgy glukose hadde en gkt proliferasjon i forhold til celler
som ble dyrket i lav glukose. Forskjellene i proliferasjon mellom hgy og lav glukose avtok
over tid og dette passer med resultatene fra celletellingene der celletilveksten avtok ved gkt
celletetthet. Cellene som ble dyrket i mannitol hadde en tendens til redusert proliferasjon i
forhold til celler dyrket i lav glukose. Dette passer med celletellingene der celletilveksten er

noe redusert i brennene med mannitol i forhold til i brennene med lav glukose.

5.1.3 Effekt av hyperglykemi pd syntese av [*°S]-makromolekyler i

nyreepitelceller

Hensikten med disse forsgkene var a se om hyperglykemi har effekt pa syntese av

proteoglykaner og andre makromolekyler i nyreepitelceller.

5.1.3.1 Kvantitativ analyse av [*°S]-makromolekyler

Cellene ble dyrket i 2, 4 og 8 dager i de ulike mediene og 24 timer fer hgsting ble brennene

tilsatt [*°S]-sulfat. Proteoglykaner er store molekyler som bestér av sulfaterte
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Figur 5.5 [358]-makr0molekyler relatert til antall celler. MDCK | celler ble dyrket i lav glukose, hgy
glukose eller mannitol i 2, 4 og 8 dager. 24 timer far hgsting ble cellene tilsatt [358]-sulfat. Celle og
mediefraksjonene ble renset med Sephadex G-50 fine far mengde radioaktivitet ble bestemt ved
scintillasjonstelling. Figuren viser endring av mengde [358]-makromolekyler relatert til antall celler i
cellefraksjonen, mediefraksjonen og totalt i celle- og mediefraksjonen. Resultatene er et gjennomsnitt
av tre uavhengige forsgk og presenteres som prosent av kontroll.
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glykosaminoglykankjeder festet til en proteinkjerne. Ved 4 tilsette [*°S]-sulfat til mediet vil
disse kjedene bli radioaktivt merket under biosyntesen. Pravene vil inneholde mye fritt [*°S]-
sulfat og smé [*°S]- molekyler og ma renses. Sephadex G-50 fine er et gelmateriale som
separerer molekyler etter starrelse og molekyler som er stgrre enn 10 kDa vil ikke trenge inn
i gelmaterialet, men elueres direkte ut. Etter rensing med Sephadex G-50 fine vil prgvene
inneholde b&de [*°S]- proteoglykaner og andre [**S]- makromolekyler som [*S]-
glykoproteiner og [*°S]-glykolipider. Mengde [*°S]-sulfat i pravene, som er et mal for [*°S]-
makromolekyler, ble bestemt ved scintillasjon. Resultatene er et gjennomsnitt av tre
uavhengige forsgk og er relatert til antall celler i parallelle brgnner. Endringer er presentert
som prosent av kontroll. Figur 5.5 viser mengde [**S]- makromolekyler fordelt pa

cellefraksjonen, mediefraksjonen og totalt i celle- og mediefraksjonen.

| cellefraksjonen er det en gradvis reduksjon i [*°S]-makromolekyler i hay glukose
sammenlignet med lav glukose. Pa dag 2 er den endret til 72 + 13 % i forhold til lav glukose,
pa dag 4 er den 53 + 8 % og pa dag 8 er den 40 + 11 %. | mediefraksjonen er reduksjonen i
[*°S]-makromolekyler i hay glukose i forhold til lav glukose mindre, med 81 + 9 % pa dag 2,
81 + 13 % pa dag 4 og 59 + 9 % pa dag 8.

Det er kun sma forskjeller mellom mengde [*°S]-makromolekyler relatert til antall celler i
mannitol og lav glukose bade i celle- og mediefraksjonen. Totalt i celle- og
mediefraksjonene er malingene i forhold til lav glukose 102 + 7 % dag 2, 107 + 12 % dag 4
0g 95 + 9 % dag 8.

Hyperglykemi farer til en reduksjon i mengde [**S]-makromolekyler per celle i forhold til
kontroll. Forskjellene mellom hgy og lav glukose gker over tid og det er i cellefraksjonen
forskjellen er starst. Mengde [*°S]-makromolekyler i lav glukose og mannitol tilnarmet like

nar scintillasjontallene relateres til antall celler.

5.1.3.2 Kuvalitativ analyse av [*°S]-proteoglykaner

SDS gelelektroforese brukes til kvalitativ analyse av [*°S]-makromolekyler. Molekylene

separeres etter starrelse under denaturerende forhold. Ved autoradiografi visualiseres
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Figur 5.6 Autoradiografi etter SDS-gelelektroforese fra celler dyrket i 2 dager, 4 dager og 8
dager i hgy glukose, lav glukose og mannitol. Celle- og mediefraksjon er renset med Sephadex G-
50 fine. A, B og C er cellefraksjonen. D, E og F er mediefrakjsonen. A er hgy glukose, B er lav
glukose og C er mannitol. D er hgy glukose, E er lav glukose og F er mannitol.
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[*°S]-sulfat som lager marke felter pa filmen. [*°S]-proteiner danner smale band og kan
skilles fra [*°S]-proteoglykaner som danner brede band pa grunn av store variasjoner i
starrelse innenfor hvert proteoglykan. Cellene ble dyrket i 2, 4 og 8 dager i de ulike mediene
og 24 timer far hgsting ble brannene tilsatt [*°S]-sulfat. Pravene ble renset for fritt [*°S]-
sulfat og sma [*°S]- molekyler ved hjelp av Sephadex G-50 fine far SDS-gelelektroforese.

Resultatene er fra ett representativt forsgk og er ikke relatert til antall celler.

Gelene viser at det er likt proteoglykanmgnster, men ulike nivaer. | cellefraksjonene dag 2, 4
og 8 er det redusert mengde [*°S]-proteoglykaner i pravene fra celler som er inkubert i hay
glukose og i mannitol i forhold til celler inkubert i lav glukose. | mediefraksjonen er det for
samtlige tidspunkter en gkning i [**S]-proteoglykaner fra celler dyrket i hay glukose i forhold
til celler dyrket i lav glukose. For celler dyrket i mannitol er det ogsa en svak reduksjon i
[*°S]-proteoglykaner i mediefraksjonene i forhold til i mediefraksjonen fra celler dyrket i lav
glukose. Pa disse gelene er det applisert likt volum av prgvene for de ulike
dyrkningsbetingelsene, s& mengde [*°S]-proteoglykaner er ikke relatert til antall celler. Gelen

fra dag 4 har ligget lenger pa film enn gelene fra dag 2 og 8.

5.1.4 Kronisk og akutt hyperglykemi

Hensikten med disse forsgkene var a undersgke om hyperglykemi har de samme effektene pa
MDCK | celler pé kort og lang sikt. I de innledende forsgkene fant vi en reduksjon i [*°S]-
makromolekyler ved hyperglykemi og denne reduksjonen gkte over tid. For & undersgke om
dette var en trend som ville fortsette over lengre tid, ble det benyttet to forskjellige
forsgksoppsett. | den farste forsgksrekken ble cellene dyrket i de ulike mediene i 14 dager far
de ble sadd ut pa 6-brgnners plater. | den andre forsgksrekken ble cellene dyrket i lav glukose
fram til utsding pa 6-brgnners plater i de ulike mediene. Den farste forsgksrekken benevnes
”med forbehandling” og den andre forseksrekken benevnes “uten forbehandling”. |
forsgkene med forbehandling ble celleantall bestemt far splitting og utsding pa brenner for at

antall celler fra de ulike mediene hele tiden skulle vere tilnarmet likt.
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5.1.4.1 Effekt av kronisk og akutt hyperglykemi pa celleantall

Hensikten med dette forsgket var a undersgke om kronisk og akutt hyperglykemi har samme
effekt pa cellevekst i MDCK | celler.
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Figur 5.7 Celleantall med og uten 14 dagers forbehandling. Celler med og uten forbehandling ble
dyrket i 6-brgnners plater i de ulike mediene. Etter 4 dager ble cellene hgstet, farget med trypanblatt

og talt i mikroskop. Resultatene er et gjennomsnitt av tre uavhengige forsgk og er presentert som
prosent av kontroll.

Celler fra de to forsgksrekkene ble dyrket i lav glukose, hgy glukose og mannitol i 6-
branners plater. Etter 4 dager ble cellene hgstet, farget med trypanblatt og talt i mikroskop.

Resultatene er et gjennomsnitt av tre uavhengige forsgk og presenteres som prosent av
kontroll (Figur 5.7).

Det var bare sma forskjeller i antall celler mellom de to forsgksrekkene, men gkningen fra
lav glukose til hgy glukose var litt hayere i forsgkene med forbehandling. I forsgkene med
forbehandling gkte celletallet til 187 + 14 % og for forsgkene uten forbehandling gkte
celletallet til 157 + 24 %. Antall celler dyrket i mannitol var redusert i begge forsgksrekkene
til henholdsvis 91 +11 % og 92 + 7 % av kontroll.
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5.1.4.2 Effekt av kronisk og akutt hyperglykemi pa mengde protein

Hensikten med disse forsgkene var a se om mengde protein per celle endret seg for celler
som ble dyrket i hgy glukose over lengre tid. Celler med og uten forbehandling ble dyrket i
6-brgnners plater i lav glukose, hgy glukose og mannitol. Etter 4 dager ble proteinmengden i
cellefraksjonen malt med BCA-proteintest og relatert til antall celler i parallelle brgnner.

Resultatet er et gjennomsnitt av tre uavhengige forsgk og er presentert som prosent av

kontroll.
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Figur 5.8 Proteinmengde i cellefraksjonen relatert til antall celler med og uten 14-dagers
forbehandling. Celler med og uten forbehandling ble dyrket i 6-brgnners plater i lav glukose, hgy
glukose og mannitol. Etter 4 dager ble proteinmengden i cellefraksjonen malt med BCA-proteintest og
relatert til antall celler i parallelle brgnner. Resultatet er et gjennomsnitt av tre uavhengige forsgk og
er presentert som prosent av kontroll.

| begge forsgksrekkene var det et litt lavere proteinniva i celler som var dyrket i hgy glukose
I forhold til celler dyrket i lav glukose og mannitol. | forsgkene med forbehandling ble

proteinmengden redusert til 93 + 17 % og i forsgkene uten forbehandling til 87 + 11 % av

kontroll.

Proteinmengde i cellefraksjonen fulgte antall celler i begge forsgksrekkene og disse
forsgkene gir ingen indikasjon pa at det skjer en endring i cellemorfologi ved dyrking av

MDCK I celler i hgy glukose pa kort eller lang sikt.
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5.1.5 Effekt av kronisk og akutt hyperglykemi pd syntese av [*°S]-

makromolekyler i nyreepitelceller

Hensikten med disse forsgkene var a se hvilke effekter hyperglykemi har pa syntese av

proteoglykaner og andre makromolekyler i nyreepitelceller pa kort og lang sikt.

5.1.5.1 Kvantitativ analyse av [*°S]-makromolekyler

Celler med og uten forbehandling ble dyrket i 4 dager i de ulike mediene. Etter 3 dager ble
brgnnene tilsatt [*°S]-sulfat. Provene ble renset ved hjelp av Sephadex G-50 fine
gelkromatografi og mengde [*°S]-sulfat ble mélt med scintillasjon. Resultatene er et
gjennomsnitt av to uavhengige forsgk og er relatert til antall celler fra parallelle branner
(Figur 5.9).
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Figur 5.9 [**S]-makromolekyler med og uten forbehandling. Celler med og uten forbehandling ble
s&dd ut i branner i de ulike mediene. Etter 3 dager ble mediene tilsatt [*°>S]-sulfat og etter ytterligere 1
dag ble cellene hgstet. Celle- og mediefraksjon ble renset med Sephadex G-50 fine og mengde [358]-
sulfat ble malt ved scintillasjonstelling. Resultatene er et gjennomsnitt av to uavhengige forsgk og er
relatert til antall celler fra parallelle brgnner.

| cellefraksjonen var det en reduksjon etter behandling med hgy glukose til 47 £ 13 % i
forsgkene med forbehandling og til 53 + 11 % i forsgkene uten forbehandling i forhold til lav
glukose. I mediefraksjonen var det en gkning fra celler som var behandlet i hgy glukose til

117 + 11 % i forsgkene med forbehandling og til 108 + 23 % i forsgkene uten forbehandling.
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Totalt i celle- og mediefraksjonen blir dette for forsgkene med forbehandling 82 + 7 % og
uten forbehandling 81 + 13 % i forhold til kontroll. Ved mannitolbehandling var endringene i
forhold til kontroll sma i begge forsgksrekkene. Totalt i celle- og mediefraksjonen var det en
gkning til 102 + 13 % i forsgkene med forbehandling og i forsgkene uten forbehandling en

gkning til 107 £ 11 %.

| forsgkene med og uten forbehandling er det kun smé forskjeller i mengde [*°S]-

makromolekyler i de ulike mediene.

5.1.5.2 Kvantitativ analyse av [*°S]-proteoglykaner

For & separere [*°S]-proteoglykaner og andre [*°S]-makromolekyler kan man utnytte at
proteoglykanene er sterkt negativt ladet. DEAE er en svak anionbytter som binder
proteoglykaner ved hjelp av ionebindinger. Svakt negative, ngytrale eller positivt ladede

molekyler vil binde seg svakt til materialet eller ga rett gjennom. Proteoglykanene elueres ut
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Figur 5.10 Mengde [358]-proteoglykaner med og uten forbehandling. Celler med og uten
forbehandling ble sadd ut i brgnner i de ulike mediene. Etter 3 dager ble mediene tilsatt [358]-sulfat og
etter ytterligere 1 dag ble cellene hgstet. Celle- og mediefraksjon ble renset med Sephadex G-50 fine
og DEAE ionebytterkromatografi. Mengde [358]-sulfat ble malt ved scintillasjonstelling. Resultatene er
et giennomsnitt av to uavhengige forsgk og er relatert til antall celler.
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med hgy saltkonsentrasjon og mengde inkorporert [*°S]-sulfat bestemmes med scintillasjon
Dette gir et indirekte mal pa mengde proteoglykaner i praven. Celler med og uten
forbehandling ble sadd ut i brgnner med hgy glukose, lav glukose og mannitol. Etter tre
dager ble cellene tilsatt [*°S]-sulfat. Cellene ble hastet etter 24 timer og pravene ble renset
ved hjelp av Sephadex G-50 fine gelkromatografi. [*°S]-proteoglykaner ble separert fra andre
[*°S]-makromolekyler ved hjelp av DEAE-ionebytterkromatografi. Resultatene er relatert til

antall celler og er et gjennomsnitt av to uavhengige forsgk (Figur 5.10).

| forhold til lav glukose var det en reduksjon i [*S]-proteoglykaner i cellefraksjonen til 41 +
14 % i i forsgkene med forbehandling og til 36 + 8 % i forsgkene uten forbehandling. 1
mediefraksjonen var det en reduksjon til 87 + 13 % med forbehandling og en gkning til 104
+ 13 % uten forbehandling. Totalt i celle- og mediefraksjon var reduksjonen til 59 + 11 % i
forsgkene med forbehandling og til 68 + 7 % i forsgkene uten forbehandling i forhold til

kontroll.

| forsgkene med mannitol var det en gkning av [*°S]-proteoglykaner i forhold til lav glukose i
begge forsgksrekkene. | forsgkene med forbehandling var det gkning i cellefraksjonen til 105
+ 12 %, i mediefraksjonen til 122 + 12 % og totalt i celle- og mediefraksjonen til 118 + 6 %.
De tilsvarende tallene for forsgkene uten forbehandling var 119 + 12 %, 129 + 18 % og 124
+ 17 %. Fordelingen av [**S]-proteoglykaner i celle- og mediefraksjonen er ganske lik i de
ulike mediene. Cellefraksjonen inneholder 30-40 % og mediefraksjonen inneholder 60-70 %

av [*°S]-proteoglykanene i alle forsakene.

Hyperglykemi forte til en reduksjon i [*°S]-proteoglykaner bade i forsgkene med og uten
forbehandling, mens mannitol farte til en gkning i forhold til kontroll i begge

forsgksrekkene.

5.1.5.3 Kvalitativ analyse av [*°S]-proteoglykaner

Ved SDS gelelektroforese separeres makromolekyler under denaturerende forhold.
Molekylets starrelse og vekt er proporsjonal med molekylets vandringslengde i gelen.
Materialet er farst renset med Sephadex G-50 fine. Resultatene er fra et representativt forsgk

0g mengde proteoglykaner er ikke relatert til antall celler (Figur 5.11).
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Figur 5.11 Autoradiografi etter SDS-gelelektroforese med og uten forbehandling. Autoradiografi
etter SDS-PAGE fra celler dyrket i 4 dager i de ulike mediene. 24-timer fgr hgsting ble cellene tilsatt
[358]-sulfat. Etter hgsting ble celle- og mediefraksjon renset med Sephadex G-50 fine. A er hgy
glukose, B er lav glukose og C er mannitol fra cellefraksjonen. D er hgy glukose, E er lav glukose og
F er mannitol i mediefraksjonen. Resultatene er ikke relatert til antall celler.

Figur 5.11 viser at det er likt proteoglykanmgnster, men ulik mengde [**S]-proteoglykaner
fra de ulike dyrkningsmediene. I cellefraksjonene er det mest [*°S]-proteoglykaner fra celler
behandlet med lav glukose. Det er en svak reduksjon i cellefraksjonen fra
mannitolbehandlede celler, mens det er en kraftig reduksjon i cellefraksjonen fra celler
behandlet i hoy glukose. | mediefraksjonen var det gkt [*°S]-proteoglykaner fra celler dyrket i
hay glukose i forhold til lav glukose og en svak reduksjon i mannitolbehandlede celler.

Trenden var den samme i forsgkene med og uten forbehandling.

5.2 Effekten av MGO pa nyreepitelceller

Hensikten med disse forsgkene var a se pa hvilke effekter MGO har pa proteoglykansyntese i

nyreepitelceller. Vi gnsket ogsa a undersgke hvilke effekter MGO har pa cellevekst.
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5.2.1 Effekt av MGO pa cellevekst i nyreepitelceller

Ved a beregne antall levende og dade celler, proteinmengde og celleproliferasjon gnsket vi a
kunne si noe om cellevekst i nyreepitelceller som eksponeres for ulike konsentrasjoner av
MGO.

5.2.1.1 Effekt av MGO pa celleantall

Hensikten med dette forsgket var a undersgke hvilke effekter ulike konsentrasjoner av MGO
har pa antall levende og dede celler. Cellene ble dyrket i medium med lav
glukosekonsentrasjon (5 mM) og etter 24 timer ble det tilsatt ulike mengder MGO til
brgnnene tilsvarende MGO konsentrasjoner pa 0, 0.2, 0.5 eller 1.0 mM. Cellene ble hgstet
etter 1, 2, 4, 6, 24, 48, 96 og 192 timer og cellefraksjonen ble farget med trypanblatt og talt i
mikroskop. Forsgket ble utfart tre ganger og to av disse viste samme trend. Resultatene er et
gjennomsnitt av disse to forsgkene og presenteres som prosent av kontroll. Kontroll er celler

dyrket i medium med lav glukosekonsentrasjon uten MGO (Figur 5.12).
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Figur 5.12 MGO og antall celler. Cellene ble dyrket i 0, 0.2, 0.5 09 1.0 mM MGO i 1, 2, 4, 6, 24, 48,
96 og 192 timer. Cellene ble hgstet, farget med trypanblatt og talt i mikroskop. Bare celler som var
festet til plasten ved hgsting er med i disse tellingene. Resultatene er et gjiennomsnitt av to
uavhengige forsgk og presentert som prosent av kontroll.
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Det er en gradvis nedgang i celleantall ved gkende konsentrasjoner og tid. Etter 96 timer i
1.0 mM MGO hadde alle cellene lgsnet fra plasten. Cellene hadde bevart membranintegritet
og nar de ble overfart til nytt medium uten MGO festet de seg til plasten og delte seg
normalt. Det var ingen signifikante forskjeller i antall dade celler mellom de ulike MGO
konsentrasjonene, men det kan skyldes at det bare er celler som var festet til plasten ved
hgsting som er med i disse beregningene. Dgde og levende celler som var lgse i mediet er

utelatt og det kan foreligge en underestimering av dede og/eller levende celler.

5.2.1.2 Effekt av MGO pa proteinmengde per celle

Hensikten med dette forsgket var a undersgke om MGO har noen effekt pa mengde protein

per celle for a fa en indikasjon pa om MGO farer til hypertrofi MDCK | celler.

Cellene ble dyrket i 0, 0.2, 0.509 1.0 mM MGO i 1, 2, 4 og 8 dager. Proteinmengden i
cellefraksjonen ble bestemt ved hjelp av BCA-proteintest. Forsgkene ble utfart to ganger og
resultatene er et gjennomsnitt av disse. Resultatene presenteres som prosent av kontroll og de

er relatert til antall celler i cellefraksjonen (Figur 5.13).
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Figur 5.13 Mengde protein relatert til antall celler. Cellene ble dyrketi 0, 0.2 og 0.5 mM MGO i 1,
2, 4 og 8 dager. Proteinmengde ble malt i cellefraksjonen og relatert til antall celler. Resultatene er et
gjennomsnitt av to uavhengige forsgk og presentert som prosent av kontroll. Kontroll er medium uten
MGO.




71

Proteinmengde i cellefraksjonen gker voldsomt i 0.5 og 1.0 mM MGO, og er etter en dag
malt til henholdsvis 650 + 65 % og 513 + 46 % i forhold til kontroll. Proteinmengden
reduseres etter hvert, men den ligger allikevel 60-90 % over kontroll til og med dag 8. Et

unntak er 0.5 mM MGO etter 4 dager som er redusert til 83 + 14 % i forhold til kontroll.

De gkte proteinmengdene per celle er en indikasjon pa at MDCK | celler reagerer med

hypertrofi nar de eksponeres for MGO.

5.2.1.3 Effekt av MGO pa celleproliferasjon og celletoksisitet

WST-1 er en metode som bestemmer mengde mitokondriell dehydrogenase i en prove.
Levende celler vil produsere dette enzymet, mens dgde celler ikke gjer det. Samtidig vil
celler som er i deling veere mer metabolsk aktive enn celler som ikke er i deling. Pa bakgrunn

av dette blir WST-1 brukt til & male celleviabilitet, celletoksisitet og celleproliferasjon.

Celler ble dyrket i flasker med 0, 0.2, 0.5 og 1.0 mM MGO. 24 timer fgr enzymmaling ble
likt antall celler fra de ulike mediene sadd ut i 96-brgnners plater og tetrazoliumsalt ble
tilsatt. Tidspunktene for enzymmaling var 1, 2, 4 og 8 dager og absorbansen ble avlest i
spektrofotometer. Det ble gjort to uavhengige forsgk som viste samme trend. Resultatene fra
et av disse forsgkene er vist i figur 5.14 som viser endring i mitokondriell dehydrogenase

som prosent av kontroll.

Sammenliknet med proliferasjon av celler dyrket uten MGO var det en gkning i proliferasjon
i samtlige konsentrasjoner av MGO etter 1 og 2 dager. Farst dag 8 var proliferasjonen i 0.2
mM MGO redusert i forhold til kontroll. Etter dag 4 hadde alle cellene som ble eksponert for
1.0 mM lgsnet, sa det er bare malt proliferasjon pa dag 1 og 2 for denne konsentrasjonen.
Forsgket ble gjort tre ganger og resultatene fra to av disse viste samme trend. Figur 5.15 viser

et gjennomsnitt av disse to forsgkene og er presentert som prosent av kontroll.
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Figur 5.14 Mitokondriell dehydrogenase malt med WST-1 test. Cellene ble dyrket i 0, 0.2, 0.5 og
1.0mM MGO i 1, 2, 4 og 8 dager. Resultatene er fra et representativt forsgk og presenteres som
prosent av kontroll. Dag 4 og 8 hadde alle cellene som ble eksponert for 1.0 mM MGO lIgsnet fra
underlaget og er derfor ikke med i resultatene.

5.2.2 Effekten av MGO pd syntese av [*>S]-makromolekyler i

nyreepitelceller

5.2.2.1 MGO og syntese av [**>S]-makromolekyler

Hensikten med dette forsgket var & undersgke om ulike konsentrasjoner av MGO har noen

effekt pa syntese av [*>S]-makromolekyler i MDCK I celler.

Celler ble dyrket i 0, 0.2 0og 0.5 MM MGO i 1, 2, 4 og 8 dager. 24 timer fgr hgsting ble
cellene tilsatt [*°S]-sulfat. Celle- og mediefraksjon ble renset for fritt [°S]-sulfat og sma
[*°S]-molekyler ved hjelp av Sephadex G-50 fine far mengde [*°S]-makromolekyler ble malt
ved scintillasjontelling. Pravene inneholder i tillegg til [*°S]-proteoglykaner ogsa andre
sulfaterte makromolekyler og scintillasjontallene gjelder for alle [*>S]-makromolekyler i

prgven.
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Figur 5.15 MGO og syntese av [358]-makromolekyler. Cellene ble dyrketi 0, 0.2 og 0.5 mM MGO i
1, 2, 4 og 8 dager. 24 timer fgr hgsting ble mediene tilsatt [358]-sulfat. Celle- og mediefraksjon ble
renset med Sephadex G-50 fine og mengde [*°S]-makromolekyler er malt ved hjelp av
scintillasjonstelling. Resultatene er et gjennomsnitt av to uavhengige forsgk og er relatert til antall
celler.

Det var en gkning i [*°>S]-makromolekyler i forhold til kontroll dag 1 og 2 ved eksponering
av cellene for 0.2 og 0.5 mM MGO, og det var i mediefraksjonen denne gkningen var starst.
@kningen var spesielt stor for 0.5 mM MGO som totalt i celle- og mediefraksjonen var til
230 + 26 % i forhold til kontroll p& dag 1 og til 283 + 33 % pa dag 2. Tilsvarende gkte [*>S]-
makromolekyler for 0.2 mM MGO til henholdsvis 156 + 21 % og 136 + 35 %. Etter 4 og 8
dager var mengde [**S]-makromolekyler redusert i forhold til kontroll bade i 0.2 0og 0.5 mM

MGO. Dag 4 var den totale mengden [**S]-makromolekyler i 0.2 mM MGO redusert til 86 +
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14 % av kontroll og 0.5 mM MGO redusert til 56 + 18 % av kontroll. Etter 8 dager var det
en reduksjon til henholdsvis 70 + 11 % for 0.2 mM MGO og 79 + 8 % for 0.5 mM MGO.

Korte eksponeringstider gir en gkning i [*°S]-makromolekyler og lang eksponering gir en
reduksjon. Det er mest [*>S]-makromolekyler i mediefraksjonen og det er i denne det er

stgrst endring mellom kontroll og 0.2 og 0.5 MM MGO.

5.2.2.2 MGO og syntese av [**S]-proteoglykaner

Hensikten med dette forsgket var a undersgke om ulike konsentrasjoner av MGO har noen

effekt pa syntese av proteoglykaner i MDCK I celler.

Celler ble dyrket i 0, 0.2 0og 0.5 MM MGO i 1, 2, 4 og 8 dager. 24 timer far hgsting ble
cellene tilsatt [*°S]-sulfat. Celle- og mediefraksjon ble renset for fritt [*°S]-sulfat og sma
[*°S]- molekyler ved hjelp av Sephadex G-50 fine. Deretter ble [*°S]-proteoglykanene
separert fra andre [*°S]-makromolekyler med DEAE-ionebytterkromatografi og mengde
[*°S]-proteoglykaner ble beregnet ved hjelp av scintillasjonstelling. Forsgket er gjort tre
ganger hvor resultatene fra to av disse viste samme trend. Resultatene er et gjennomsnitt av
disse to forsgkene og presenteres som prosent av kontroll. Mengde [*°S]-sulfat i form av

[3°S]-proteoglykaner er relatert til antall celler.

Etter 1 og 2 dager var det en gkning i [*°>S]-proteoglykaner totalt i celle- og mediefraksjonen
for celler som var behandlet med 0.2 mM MGO til 152 + 6 % og 117 £ 9 % i forhold til
kontroll og for celler som var behandlet med 0.5 mM MGO var gkningen til 211 + 8 % og
162 + 11 % i forhold til kontroll. Ved eksponeringstider pa 4 og 8 dager var det en reduksjon
i [°S]-proteoglykanmengden béde ved 0.2 og 0.5 mM MGO-behandling. For 0.2 mM MGO
var det en reduksjon disse dagene til 80 + 26 % og til 67 + 11 % i forhold til kontroll og for
0.5 mM ble tallene redusert til 57 + 26 % og 78 + 17 %.

Korte eksponeringstider med lave konsentrasjoner av MGO farer til en gkning av [*°S]-
proteoglykaner i MDCK I celler og lengre eksponeringstider farer til en reduksjon. |
mediefraksjonen er det mest [*>S]-proteoglykaner og starst prosentvis endring mellom

kontroll og MGO etter 1 og 2 dager.
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Figur 5.16 MGO og kvantitativ analyse av [*°S]-proteoglykaner relatert til celleantall. Cellene er
dyrketi0, 0.2 og 0.5 mM MGO i 1, 2, 4 og 8 dager. 24 timer fgr hgsting ble cellene tilsatt [*°>S]-sulfat.
Celle- og mediefraksjon er renset med Sephadex G-50 fine gelkromatografi og DEAE-

ionebytterkromatografi. Mengde [*°S]-sulfat er malt ved scintillasjonstelling og relatert til antall celler.

Resultatene er et gjennomsnitt av to forsgk og presenteres som prosent av kontroll.

5.2.2.3 Kuvalitativ analyse av [**S]-proteoglykaner

Hensikten med dette forsgket var & gjore en kvalitativ analyse av [*°S]-proteoglykaner i

MDCK I celler som eksponeres for ulike konsentrasjoner av MGO.
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Cellene er dyrket i 0, 0.2 og 0.5 mM MGO i 4 dager. 24 timer fgr hgsting ble cellene tilsatt
[*°S]-sulfat og prevene ble renset ved hjelp av Sephadex G-50 fine gelkromatografi. Likt
volum av de ulike prgvene ble applisert pa gelen og molekylene i praven separeres etter
starrelse ved hjelp av SDS gelelektroforese. Molekylets starrelse er proporsjonal med

molekylets vandringslengde i gelen.

A B C D E F
- e G R e e

250 kDa F‘#
150 kDa ¢
100 kDa
»
75 kDa
50 kDa

Figur 5.17 SDS-page av celler dyrket i 4 dager i 0, 0.2 eller 0.5 mM MGO og renset med
Sephadex G-50 fine. A, B og C viser kontroll, 0.2 og 0.5 mM MGO i mediefraksjonen. D, E og F
viser kontroll, 0.2 og 0.5 mM MGO i cellefraksjonen. Resultatene er fra et representativt forsgk
og er ikke relatert til antall celler.

Radioaktiviteten i gelen visualiseres ved autoradiografi og [*°>S]-proteoglykaner sees som
brede, marke band pa filmen. Resultatene er fra et representativt forsgk og er ikke relatert til

antall celler.

Figur 5.17 viser det samme som de reelle scintillasjonstallene. Det er en liten reduksjon i
[*°S]-proteoglykaner i bade celle- og mediefraksjonen for celler som er behandlet med 0.2 og
0.5 mM i forhold til celler som er dyrket i lav glukose. N&r [**S]-proteoglykaner deles pa

antall celler blir forskjellene mindre.
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6 Diskusjon

Hovedfunnene i denne oppgaven var en reduksjon i proteoglykansyntesen ved dyrking av
MDCK I celler i medium med hgy glukosekonsentrasjon i forhold til celler dyrket i medium
med lav glukosekonsentrasjon. Denne effekten var ikke et resultat av ulik osmolaritet i
mediene. Ved dyrking av MDCK 1 celler i medium med MGO var det ved korte
eksponeringstider en betydelig gkning i mengde proteoglykaner, mens det ved lengre
eksponeringstider var en reduksjon. Videre fant vi at MGO-behandling farte til redusert
celledeling og gkt proteinmengde per celle, noe som kan vare en indikasjon pa hypertrofi
(Yang 1998). Celler som ble dyrket i 1.0 mM MGO i 96 timer lgsnet fra plasten og fra

hverandre uten & miste membranintegritet.

Disse forsgkene er foretatt pa epitelceller i isolerte systemer, mens epitelceller in vivo blir
utsatt for en langt mer komplisert regulering. Nyreepitelceller er ikke i direkte kontakt med
blodsirkulasjonen, men vil ved hyperglykemi eksponeres for glukose, AGE, cytokiner og
vekstfaktorer i interstitiumet og i urinen. In vivo vil glukosekonsentrasjonen variere mye i
lgpet av et dggn avhengig av individets glukosekontroll, mens vi i dette arbeidet brukte
konstant hgy glukosekonsentrasjon (25 mM). | forsgkene med MGO har vi valgt
konsentrasjoner pa bakgrunn av resultater i en annen studie som undersgker effekt av MGO
pa celleded i MDCK 1 celler (Jan 2005).

6.1 Effekt av hyperglykemi pa cellevekst

| vare forsgk farte hyperglykemi til en gkt celledeling som flatet litt ut ved gkt celletetthet.
Celler som ble dyrket i hgy glukose i 14 dager fgr de ble sadd ut i brgnner, hadde samme
tilvekst som celler som ble dyrket i lav glukose fram til de ble sadd ut i brenner i hay
glukose. Dette kan bety at det er gkt celletetthet som farer til en avflating av celletilveksten i

hay glukose over tid og ikke glukose i seg selv.
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Celleantall og proteinmengde i cellefraksjonen fglger hverandre uavhengig av
glukosekonsentrasjon i mediet og dette er en indikasjon pa at hyperglykemi ikke pavirker
MDCK I cellers morfologi. | et forsgk med MDCK | og MDCK |1 celler og hyperglykemi,
ble det funnet en gkning i proteinmengde per celle i proksimale, men ikke i distale tubuli
(Yang 1998). Vare resultater tyder pa at maling av protein, som er en mindre tidkrevende
metode enn a telle celler i mikroskop, kan brukes som et mal pa endringer i celletilvekst i

MDCK I celler som dyrkes i ulike glukosekonsentrasjoner.

Resultatene fra WST-1 malingene falger trenden vi fant ved celletellingene i mikroskop.
Forskjellene i proliferasjon mellom hgy og lav glukose avtok over tid og dette passer med
resultatene fra celletellingene der celletilveksten flatet ut ved gkt celletetthet. Mengde spaltet
tetrazoliumsalt er ikke direkte proporsjonale med antall viable celler i provene, s WST-1
test kan ikke brukes som en alternativ metode til celletellinger i forsek med MDCK 1 celler

som dyrkes i ulike glukosekonsentrasjoner.

| forsgkene der celler ble dyrket i mannitol var det en svak reduksjon i antall celler i forhold
til celler som ble dyrket i lav glukose, men det var ingen gkning i andel dgde celler.
Tilsvarende reduksjon var det i proteinmengde og mitokondriell dehydrogenase og det kan
bety at mannitol hemmer cellevekst i MDCK | celler. | forsgk med endotelceller har
mannitol vist seg a gi en svak reduksjon i antall celler og en liten gkning i nekrose (McGinn
2003, Wu 1999). | vare forsgk er det bare celler som var festet til plasten ved hgsting som er
med i celletellingene. Mediene ble ikke undersgkt med hensyn til lgse celler og antall dede
og/eller levende celler kan vaere underestimert. Mikroskopisk undersgkelse av flaskene for

splitting og i brgnnene far hgsting viste riktignok lite lgse celler i mediet.

6.2 Effekt av hyperglykemi pa proteoglykansyntese

HSproteoglykaner spiller en viktig rolle i ladningsspesifikk filtrasjon i glomeruli og dette er
illustrert ved en rekke observasjoner. I rotter har man indusert albuminuri ved enzymatisk
(heparanase) fjerning av HS i GBM og ved hjelp av monoklonalt HS-antistoff (Kanwar
1980, van den Born 1992). Det er ogsa en rekke humane og eksprimentelle studier der det er
funnet en reduksjon av HS i GBM ved diabetes og at denne reduksjonen korrelerer med

gkende proteinuri (Raats 2000,Yard 2001). Flere nyere studier finner ikke kvalitative eller
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kvantitative endringer i HSproteoglykaner i glomeruli ved mikroalbuminuri, men det er
funnet slike endringer i tubuli (van den Born 2006, Wijnhoven 2006, van den Haven 2006).
Kvalitative undersgkelser av proteoglykaner i MDCK | celler har vist at 85 % av syntetiserte

proteoglykaner er HSproteoglykaner (Svennevig 1995).

Det ble mélt en gradvis nedgang over 8 dager i mengde [*°S]-makromolekyler ndr MDCK |
celler ble dyrket i hgy glukose. For a se hvordan hyperglykemi pavirket cellene pa lengre
sikt, dyrket vi cellene i flasker i de ulike mediene i 14 dager far de ble sadd ut pa brgnner.
For a sikre sa like forhold som mulig, brukte vi celleantall som grunnlag for hvor mye
cellene skulle splittes. Cellene ble splittet to ganger i uka og likt antall celler ble sadd ut i alle

flaskene og i brgnnene.

Trenden med gkt reduksjon av syntese og sekresjon av [*°S]-makromolekyler over tid
fortsatte ikke ved lengre tids eksponering (forsgk med 14-dagers forbehandling i hgy glukose
fgr utsding i branner). Etter 4 dager var det en reduksjon i mengde [*°S]-makromolekyler i
celle- og mediefraksjonen for celler som var dyrket i hgy glukose med forbehandling pa 18
% og uten forbehandling pa 19 %. For [*°S]-proteoglykaner var de tilsvarende tallene 41 %
0g 32 %, men her var det store variasjoner innenfor hvert forsgk. I cellefraksjonen var
reduksjonen av proteoglykaner ved hyperglykemi 59 % i forsgkene med forbehandling og 64
% i forsgkene uten. I en studie der MDCK I celler ble dyrket i medium med hgy
glukosekonsentrasjon, ble det observert en reduksjon i [*°S]-proteoglykaner i celle- og
mediefraksjonen pa 50 % etter 8 dager (Borrebaek 2001). Det ble ikke funnet endringer i
andel HSproteoglykaner eller endringer av lengde og antall av GAG-kjeder eller i sulfatering

av disse, men en generell nedgang i antall proteoglykaner.

Nedgangen i [*°S]-proteoglykaner kan skyldes kvalitative eller kvantitative endringer i
syntese og degradering av proteoglykaner. Hyperglykemi hemmer aktiviteten til enzymet
UDP-glukose dehydrogenase (Ullrey 1978). Dette enzymet katalyserer dannelsen av ulike
UDP-sukkere som er substrat til GAG-kjedene. Studier har vist at modifiseringer av
enzymets aktivitet kan endre struktur og funksjon til proteoglykaner (Wegrowski 1998). Ved
hyperglykemi skjer det en nedregulering av enzymet NDST, som er viktig for den initielle
sulfateringen av HS-kjeder (Forsberg 1999). Samtidig er det observert en betydelig gkning av
heparanase i biopsier fra tubuli hos pasienter med diabetes (van den Haven 2006).

Heparanase spalter av HS-kjeder pa HSproteoglykaner, og det er funnet en gkning i HS i urin
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hos diabetikere med mikroalbuminuri. Det er mange mulige mekanismer som kan veere arsak
til reduksjonen vi har observert pa syntese og sekresjon av [*°S]-proteoglykaner ved dyrking

av MDCK | celler i hgy glukose.

Enkelte forsgk har vist at endringer i proteoglykansyntesen ved dyrking av celler i hgy
glukosekonsentrasjon kan skyldes gkt osmolaritet i mediet (Nahman 1992). Det er lite som
tyder p& at dette er tilfellet i vare forsgk. Vi fant en liten reduksjon i mengde [*°S]-
proteoglykaner i celler som var dyrket i medium med mannitol i forhold til kontroll, men det
var ogsa feerre celler i disse brgnnene. Relatert til antall celler var det enten ingen forskijell
eller en gkning i mengde [*S]-proteoglykaner i forhold til i lav glukose. | tilsvarende forsgk
med mesangialceller og mannitol som osmotisk kontroll og i tilsvarende forsgk pa
mesangial- og epitelceller med L-glukose som osmotisk kontroll var det ingen effekt av gkt

osmolaritet pa proteoglykansyntesen (Kolm 1996, van Det 1996).

6.3 MGO og celleforsgk

Sa lenge det ikke finnes sikre malemetoder for MGO-konsentrasjoner i plasma hos
diabetikere og friske, er det vanskelig & velge hvilke konsentrasjoner en skal bruke i
celleforsgk. Vi har valgt MGO konsentrasjoner pa bakgrunn av resultatene fra en annen
studie der MDCK | celler eksponeres for 0.5 -3.0 mM MGO i 24 timer (Jan 2005). Etter 24
timer var 68 % av cellene ved 3.0 mM MGO dgde, mens det for 1.0 og 2.0 mM var 7 % dgde
celler. Vi gnsket at cellene vare skulle overleve forsgk pa opp til 8 dager, sa vi valgte 0.2, 0.5

0g 1.0 mM MGO som konsentrasjoner til vare forsgk.

MGO produseres intracellulaert og selv om dette er et lite molekyl som teoretisk vil
diffundere over cellemebranen, vil ikke konsentrasjonen av MGO veere lik intra- og
ekstracellulert (Thornalley 1996, Roy 2004). MGO er svert reaktivt og danner bade
reversible og irreversible bindinger med ulike molekyler i cytosol. I vare forsgk vil MGO-
konsentrasjonen i mediet reduseres over tid, mens det in vivo vil dannes nytt MGO for hver
hyperglykemiske episode pasienten har (Akhand 2001). MGO vil binde seg til ulike
molekyler i mediet og det er vanskelig a estimere hvor stor andel av MGO som er fritt til &

vandre gjennom cellemembranen. Toksiske mekanismer mediert av MGO in vivo er trolig




81

avhengig av intracelluleere konsentrasjoner, mens i celleforsgk der MGO er tilsatt mediet vil

endringer veere basert pa ekstracelluleere konsentrasjoner (Roy 2004).

6.4 Effekt av MGO pa cellevekst

Etter 4 dager med 1.0 mM MGO hadde alle cellene Igsnet fra plasten og flgt fritt i mediet.
Det viste seg at de fleste av disse cellene fortsatt levde (hadde bevart membranintegritet) og
nar de ble overfart til medium uten tilsatt MGO, festet de seg til plasten og delte seg normalt.
Dette underbygger teorien om at MGO maodifiserer argininholdige deler av integriner (o133)
slik at cellene ikke fester seg til ECM, men tapes i urinen (Pedchenko 2005). Flere studier
har vist at diabetikere har nedsatt antall podocytter og at podocyttap er proposjonalt med
alvorlighetsgrad av diabetes nefropati (Meyer 1999, Pagtalunan 1997). Forsgk med
endotelceller viser at disse lgsner fra kollagen IV nar de utsettes for MGO (Dobler 2006). Et
tegn pa endotelskade hos pasienter med diabetes er lgse endotelceller i plasma, men grad av
dette er ikke direkte koblet til grad av hyperglykemi som malt ved niva av HbAlc (McClung
2005). Det er gjort forsgk med streptozotosinbehandlede rotter som viser at lgse celler i
urinen er viable og at et klart flertall av disse cellene er podocytter (de uttrykker nefrin eller

podocin) (Petermann 2004, Vogelmann 2003).

Hyperglykemi har i flere studier vist seg & endre uttrykk av integriner. Hgy glukose (25 mM)
gir reduksjon av integrin asf;1 (30-35%) og endret binding mellom endotelceller og kollagen
IV (ulike integriner medierer binding mellom endotelceller og kollagen IV, avhengig av
glukosekonsentrasjon) (Kitsiou 2003). Forsgkene viser at endring av integriner fglges av en
reduksjon i MMP-2 (70 % i mediet) og reduksjon av aktiviteten til MMP-2 (gkning av
MMP-2 hemmeren TIMP-2 pa 250 %). En konsekvens av dette kan veere redusert antall

podocytter og gkt akkumulering av ECM pa grunn av redusert nedbrytning.

MGO behandling ferte til en svak reduksjon av antall celler over tid i alle konsentrasjoner,
men det er ingen forskjeller mellom andel dade celler i de ulike konsentrasjonene. Jan et al
(Jan 2005) har vist at MGO induserer bade apoptose og nekrose i MDCK | celler, men at det
er apoptose som dominerer. Ved eksponering av cellene for 1.0 og 2.0 mM MGO i 24 timer
var andelen apoptotiske celler pa 7 %, mens andel nekrotiske celler var knapt malbar. Ved

apoptose vil det ta flere timer fra den apoptotiske prosessen er i gang til cellene mister
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membranintegritet. Trypanblatt vil ikke registrere celler som er i tidlig apoptose og det gjer
at andelen dgde celler fra de fgrste 24 timene kan vare underestimert. En annen svakhet med
dette forsgket er at det kun er celler som var festet til plasten ved hgsting som er med i
celletellingene. Med tanke pa hvordan MGO kan pavirke integriner er det muligheter for at
det er lgse celler i mediet som ikke er med i beregningene av celleantall. Resultatene fra
WST-1 kan gi en mistanke om dette, siden mitokondriell dehydrogenaseaktivitet gar kraftig
opp, mens celleantall gar ned. WST-1 test vil male mitokondriell dehydrogenase fra alle

celler i brgnnen uavhengig om de er festet til plasten eller er lgse i mediet.

| forsgkene med protein var det bare proteinmengde i cellefraksjonen som ble malt, sa den
observerte gkningen i protein per celle er ikke et resultat av eventuelle lgse celler i mediet.
@kningen i mengde protein per celle er en indikasjon pa at MGO farer til endret morfologi i
MDCK I celler. I to tidligere studier der MDCK 1 celler ble utsatt for AGE i mediet, var det
ogsa en gkning i proteinmengde per celle (Yang 1998, 2004). Det ble ogsa malt en
signifikant gkning i trombospondin-1 (TSP-1) som gker TGF-f aktivitet. TGF-f kan stoppe
cellesyklus i G; ved induksjon av cyklin-avhengig kinase inhibitor (CKI) p27<"** (p27) og
dette resulterer i et skifte fra hyperplasi til hypertrofi (Kamesaki 1998, Wolf 2000).

6.5 Effekt av MGO pa proteoglykansyntese

Etter dag 1 og dag 2 var det en gkning i [*°S]-merkede makromolekyler og [**S]-
proteoglykaner i celler som ble inkubert i 0.2 og 0.5 mM MGO. Det var en betydelig gkning
bade i celle- og mediefraksjonen, men gkningen var starst i mediefraksjonen. Mengde [*°S]-
proteoglykaner er relatert til antall celler i parallelle brgnner. Dersom det har veert lase celler
i mediet ved celletellingene vil [*°S]-proteoglykaner i mediefraksjonen vare relatert til for f&
celler og beregnet mengde [*°S]-proteoglykaner per celle vil vare overestimert.
Cellefraksjonen vil ikke vare pavirket av lgse celler i mediet og siden mengde [*S]-
makromolekyler og [**S]-proteoglykaner ogs er gkt i cellefraksjonen er det sannsynelig at
det foreligger en reell gkning i [*°S]-innmerking per celle bade i celle- og mediefraksjonen i
MDCK | celler nar de eksponeres for lave konsentrasjoner av MGO i fa dager. MGO dannes
raskt ved fluktuasjoner i plasmaglukose og effekten etter kort eksponering kan veere like
biologisk interessant som effekten etter 4 og 8 dager. Disse resultatene passer med forsgk

som er gjort med MDCK 11 celler og primare endotelceller foretatt ved vart laboratorium
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(upubliserte data). Ved korte eksponeringstider og lave konsentrasjoner av MGO er det en
gkt mengde [*°S]-proteoglykaner ogsé i disse cellelinjene. Hvorvidt dette er et resultat av gkt
syntese og/eller redusert degradering er ikke undersgkt. AGE er vist & redusere MMP-2 og

det kan resultere i redusert degradering av matrikskomponenter (Gharagozlian 2006).

Etter 4 og 8 dager var det en reduksjon i [*>S]-makromolekyler og [**S]-proteoglykaner i
celler som ble dyrket i 0.2 og 0.5 mM MGO. Forsgk gjort med MDCK 1 celler og AGE farte
til en reduksjon av total [*°S]-proteoglykaner i celle- og mediefraksjon pa 67 % etter 8 dager
og det var ingen endringer i andel HSproteoglykaner, antall GAG-kjeder per proteinkjerne,
lengde av GAG-kjedene eller sulfatering av disse, men en generell reduksjon i antall

proteoglykaner (Borrebaek 2001).
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7 Konklusjon

| forsgkene der MDCK | celler ble dyrket i medium med hgy glukosekonsentrasjon var det
en reduksjon i [*°S]-proteoglykaner som forsterket seg over 8 dager. Denne effekten var ikke

et resultat av hgyere osmolaritet i mediet.

| forsgkene med MDCK | celler som ble dyrket i medier med ulike konsentrasjoner av MGO,
var det en gkning i [*°S]-proteoglykaner etter 1 og 2 dager, men en reduksjon etter 4 og 8
dager. MGO behandling av cellene farte ogsa til darligere adhesjon til underlaget og mellom
cellene uten at cellene var skadet. Etter 4 dager i 1.0 mM MGO var cellene lgse i mediet.

Behandling med MGO farte ogsa til en reduksjon i celleantall og gkning i proteinmengde.

Effektene vi fant av MGO- og hay glukosebehandling pA mengde [**S]-proteoglykaner i
MDCK 1| celler er en indikasjon pa at hyperglykemi og AGE er innvolvert i reguleringen av
syntese og /eller degradering av proteoglykaner i tubuli. Endringer i proteoglykaner kan fare
til en tykkere og darligere organisert TBM med lavere tetthet av negative ladninger.
Proteoglykaner kan veere viktige i den ladningsspesifikke reabsorpsjonen i tubuli og det vil
vaere interessant & undersgke hvilke kvantitative og kvalitative effekter MGO og
hyperglykemi har pa spesifikke matriksproteoglykaner som agrin og perlekan og
celleoverflateproteoglykaner som syndekan og glypikan. | en viderefgring av disse studiene
vil det vaere naturlig a dyrke cellene pa semipermeable filtre for at cellene skal bli polare. Det
vil da veere mulig & undersgke om hgy glukose og MGO har effekt pa sortering av

proteoglykaner.
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