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ABSTRACT.

Background. Results in pancreatic islet transplantation have improved during the last decade, but
long term results remain disappointing. This is partly due to loss of islets in pre-transplant culture
and immediate post-transplant period.

Aim. Exendin is currently being used as drug therapy of type 2 diabetes mellitus. We wanted to
investigate the in vitro effect of exendin on insulin secretion, pro- and anti-inflammatory
cytokines in isolated pancreatic islets from rats.

Materials and methods. Freshly isolated rat islets were obtained. One half of the cells was
stimulated with exendin-4 (10nmol), the other served as controls. The incubation lasted for 48-72
hours. Subsequently the islets were stimulated with two different concentrations of glucose,
respectively 1,67 mM and 20 mM, followed by measure of insulin secretion with EIA. Real time
quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction was used to assess the gene
expression of IL-6, IL-10 and TNF-a. Cell free supernatant was harvested to quantify the protein
secretion of [L-10 and TNF-a.

Results. The insulin secretion was significantly better for the islets stimulated with exendin-4 for
48-72 hours as compared to controls (p=0,01, n=5). The gene expression of both pro- and anti-
inflammatory cytokines were higher in the control group compared with the exendin group, but
the protein secretion of IL-10 and TNF-a was higher in the exendin group.

Conclusion. These findings suggest that exendin improve the insulin secretion, and may also
reduce the inflammation in the islets. Islet culture with exendin before transplantation may
therefore improve the outcome, but further investigations are needed.



INNLEDNING.

I fagplanen for profesjonsstudiet medisin star det at alle medisinstudenter skal levere en
prosjektoppgave i lopet av studiet. Denne har som hensikt & gi muligheten til fordypning i et
selvvalgt tema. P4 denne méten vil man fa erfaring i & innhente og kritisk vurdere medisinske
data, som vil bli en del av en leges hverdag. For 4 sikre at pasienter hele tiden far den beste
tilgjengelige medisinske behandlingen, er det et absolutt krav at legen er faglig oppdatert til
enhver tid.

Mitt valg av oppgave har bakgrunn i interessen for en relativt ny metode for behandling av
diabetes mellitus type 1, transplantasjon av de Langerhanske oyer, som er de endokrine
insulinproduserende cellene i pankreas.

Denne oppgaven vil innledningsvis gi en kort beskrivelse av pankreas og sykdommen diabetes
mellitus, samt de karakteristika som kjennetegner denne sykdommen. Videre har hensikten vert
a utfore et vitenskapelig arbeid med oyer isolert fra rotte i laboratoriet til forskningsgruppen for
oytransplantasjon ved Rikshospitalet. Resultatene fra disse in vitro forsekene vil presenteres og
diskuteres i lys av dagens status for klinisk gytransplantasjon pa Rikshospitalet og internasjonalt.

Normal metabolisme i pankreas.

Endokrine pankreas.

Pankreas bestar av flere typer celler: (I) eksokrine celler som skiller ut fordeyelsesenzymer og
bikarbonat til tarmlumen og (II) endokrine celler (Langerhanske gyer). Den normale humane
pankreas inneholder 0.5-3 mill oyer. @yene kan vaere ovale eller sfaeriske, og maler mellom 50
og 300 um 1 diameter. @yene inneholder 4 typer sekretoriske celler: a-celler som skiller ut
glukagon, B-celler (figur 1) som skiller ut proinsulin, insulin, C-peptid og amylin, d-cellene som
skiller ut somatostatin og F-cellene (pankreatiske polypeptidceller) som skiller ut pankreatisk
polypeptid. Hormonsekresjonen fra gyene styres av informasjon fra kroppen og innbyrdes
kommunikasjon mellom de endokrine cellene. Disse kommunikasjonslinjene kan deles 1 3
grupper:

1. Humoral kommunikasjon. Blodstremmen i gyene beveger seg fra sentrum og utover perifert,
og bringer pa den méten med seg de stoffene som skilles ut. Hos rotter, men ikke hos mennesker,
befinner de insulinproduserende cellene seg mest i midten av gy og de andre celletypene mer
perifert.

2. Celle-til-celle kommunikasjon. Bade gap junctions og tette celleforbindelser (tight junctions)
forbinder cellene i gyene til hverandre, og virker som kommunikasjonsvei.

3. Neural kommunikasjon. Det sympatiske og parasympatiske avsnitt fra det autonome
nervesystemet pavirker ogsa gyene. Cholinerg stimulering forsterker insulinsekresjonen.
Adrenerg stimulering kan virke bade inhiberende og stimulerende, avhengig av hvorvidt det er

a-adrenerg (inhiberende), eller B-adrenerg (stimulerende) overvekt.



Disse 3 kommunikasjonsmekanismene tillater en stram kontroll av syntese og sekresjon av
hormoner fra gyene (1).
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Figur 1
En skjematisk tegning av en oy (A) med bl.a. B-celler (2), og fluorescensfarging som viser distribusjon av B-cellene i
en oy (B), der insulin er farget rad og cellekjernene er farget bla.

Hva gjer insulin?
Forenklet kan man si at insulin serger for 4 fylle opp energireservene 1 muskler, lever og fettvev.
Insulin styrer metabolismen sa vel under matinntak som ved faste (figur 2). Nar man faster
skilles det ut mindre insulin, og nér insulinnivéet i kroppen faller, mobiliseres lipider fra
fettvevet og aminosyrer fra proteinlagrene i muskler og andre vev. Aminosyrene og lipidene
tjener som forstadier til ketogenese og glukoneogenese. Ved matinntak gker insulinsekresjonen
og ekte nivaer av insulin reduserer mobiliseringen av endogene energireserver, samt stimulerer
til opptak av karbohydrater, aminosyrer og lipider i spesifikke, insulinsensitive vev. Pa denne
maéten vil insulin bidra til & fylle opp energilagrene som ble temt under faste. Som en folge av
insulinets evne til 4 regulere mobiliseringen og lagringen av energi, vil insulin opprettholde en
glukosekonsentrasjon 1 plasma innenfor et relativt smalt vindu (4-7mmol/l). Denne typen
regulering sikrer sentralnervesystemet en kontinuerlig og konstant tilforsel av glukose som
energikilden til opprettholdelse av kortikale funksjoner da hjernen ikke kan oksidere frie fettsyrer
til eget energiforbruk (3).
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Figur 2. Insulinets virkning pé ulike vev(4).

Insulinsyntese og sekresjon.

Insulin syntetiseres eksklusivt av B-celler i gyene og kodes for av den korte armen pa kromosom
11. Bade insulinsyntesen sa vel som sekresjonen stimuleres av glukose. Dette forer til at
insulinsekresjonen er bifasisk. Forste fase kommer hurtig i lepet av 0-5 minutter som en respons
pa forandring av glukosekonsentrasjonen. Denne frigjeringen er avhengig av hvor mye insulin
som er tilgjengelig pa “lager”. Ved fortsatt gkte glukosenivéer, vil den andre fase inntre. Denne
fasen varer lenger da insulin mé syntetiseres for frigjoring (1).

Insulin dannes som et prohormon i B-cellene og pakkes av Golgiapparatet inn i sekretoriske
vesikler. I vesiklene vil en protease kloyve proinsulin til insulin og C-peptid. Vesiklene vil slik
inneholde bade insulin, proinsulin og C-peptid, som vil frigjeres til den portale sirkulasjonen ved
glukosestimulering. Kun 5 % av insulinet som frigjeres til blodet er proinsulin, og spiller dermed
ingen stor rolle i reguleringen av blodglukosen. C-peptid skilles ut i 1:1 ratio med insulin og
brukes i klinikken som en marker for insulinsekresjon.

Selve sekresjonen er kompleks. B-cellene fér tilgang til glukose ved Type 2
glukosetransporterkanalene (GLUT2) og metaboliserer det til ATP, som er det sentrale
energimolekylet 1 celler. I sin tur vil dette fore til at kaliumkanalene i1 cellemembranen stenges og
det blir en gkt positiv ladning inni cellene som kulminerer i1 en depolarisering av -cellene.
Spenningsstyrte kalsiumkanaler dpnes, kalsium strommer intracellulert og den okte



konsentrasjonen utleser eksosytose av de insulinholdige vesiklene (1). Insulin vil deretter
diffundere over i det omfangsrike kapillersystemet rundt pankreas og videre ut i kroppen.
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Figur 3. Insulinsekresjon fra en B-celle etter glukosestimulering. (5).

Hva er diabetes mellitus?

Diabetes mellitus er en kronisk sykdom som skyldes absolutt, eller relativ insulinmangel (1, 3, 6,
7).

Type 1 diabetes (DMT1), ogsé kalt insulinavhengig diabetes, skyldes skade av de
insulinproduserende -cellene i pankreas forarsaket av en autoimmun reaksjon (3, 8). Pasienter
med denne diabetesvarianten ma ha insulin, ellers vil sykdommen vare dedelig. Sykdommen
oppstar i alle aldersgrupper, men er mest vanlig hos barn, ungdom og unge voksne (3, 8, 9). Det
er en svaert alvorlig sykdom og en medvirkende drsak til utvikling av hjerte- og karsykdommer,
hjerneslag, nyresvikt, blindhet, sar pa fettene og amputasjoner (3).

Type 2 diabetes skyldes en kombinasjon av insulinresistens og redusert funksjon i de
insulinproduserende B-cellene (3, 6). Denne typen diabetes anses i dag som en del av det
metabolske syndrom (abdominal fedme, overvekt, hypertensjon, og hyperlipidemi) (3).
Sykdommen er mest vanlig hos middelaldrende mennesker, og forekomsten eker med alderen,



men de siste arene har man observert at stadig yngre mennesker utvikler sykdommen (6, 9).

Type 2 diabetes er ogsa kalt ”den nye folkesykdommen™ p.g.a. den eksplosjonsartete prevalensen
og insidensen, og henger antagelig tett sammen med den moderne livsstilen med heyt inntak av
raffinerte karbohydrater og mettede fettsyrer, og mindre fysisk aktivitet.

I Norge regner man med en prevalens og insidens pd hhv. 25000 og 600 ved type 1 diabetes og
175000 og 6000-7000 ved diabetes type 2 (6, 8, 9). Diabetes er den vanligste
stoffskiftesykdommen i verden og er forbundet med mange komorbide tilstander som fedme og
hypertensjon (6, 8, 10).

De siste tallene fra WHO angir at det er 1 underkant av 200 mill mennesker i verden i dag som
lider av diabetes (10). I ar 2030 forventer man at dette tallet vil fordobles. Omtrent 90 % av disse
har type 2 diabetes (10).

Diabetes mellitus type 1.

Ved type-1 diabetes oppstar de klassiske symptomer pé diabetes og hyperglykemi opptrer nar
70-90 % av eyene er destruert. Det histo-patologiske bildet av en pankreas rett for diabetes er
manifest er karakterisert ved en spesifikk destruksjon av p-cellene, hvor de andre cellene i oyene
forblir intakte. Siden sykdommen er immunmediert vil det initialt dannes antistoffer mot oyene,
men disse vil forsvinne etter hvert. DMT1 er ellers assosiert med andre autoimmune sykdommer,
bl.a. thyreoideasykdommer og celiaki (3).

Eneste behandlingsalternativ utenom transplantasjon, er daglige insulininjeksjoner som settes
subkutant. Man kombinerer gjerne langsomtvirkende og mer hurtigvirkende varianter av insulin
for & opprettholde et jevnt blodglukoseniva gjennom hele dognet. DMT1 krever i enda storre
grad enn type 2 diabetes streng kontroll av metabolismen for & unngd senkomplikasjoner (3, 11,
12). Et sveert svingende og variert blodsukkerniva, som er karakteristisk for darlig kontrollert
diabetes, resulterer forst og fremst i diabetisk angiopati. Fortykket basalmembranen i
kapillerene, okt vaskular permeabilitet og trykk i karsystemet 1 kroppen resulterer i retinopati,
nefropati, og nevropati (3). Det finnes ingen studier som viser at man ved terapi kan reversere
senkomplikasjonene. Derimot har det vaert overbevisende studier som har vist at man kan utsette,
eller redusere disse betydelig. Den storste studien har vert den amerikansk-kanadiske ”The
Diabetes Control and Complication Trial’(DCCT). DCCT-studien fulgte 1441 type 1
diabetikere over en 10-arsperiode (1983-1993). Her viste man at om en opprettholdt en streng
glykemisk kontroll, dvs. HbA1C (glykolysert hemoglobin) rundt 7 %, fikk man en 60 %
reduksjon i risiko for & utvikle diabeteskomplikasjoner. Ingen annen enkeltfaktor enn
blodglukosenivd hadde i like stor grad betydning for utviklingen av diabetiske
senkomplikasjoner (3, 12, 13). UKPDS(UK Prospective Diabetes Study), som er en britisk studie
pa type 2 diabetes, viste tilsvarende resultater (3, 13, 14).

Mange type 1 diabetikere opplever til tross for et sunt kosthold, jevnlig mosjon og regelmessig
livsforsel, at blodsukkernivéet er vanskelig 4 regulere gjennom degnet. Studier viser at det er
flere faktorer som spiller inn pé reguleringen av blodglukosen, bl.a. hormonniva, stress,



matinntak, aktivitet, og hvor insulininjeksjonene er satt (15, 16, 17). Kontinuerlige
blodsukkermélinger utfert pa Rikshospitalet viser at selv en velregulert pasient med type 1
diabetes kun ligger 20-40 % av degnet innenfor normalomradet for blodsukker (personlig
kommunikasjon dr. T. Lund).

Behandling av diabetes mellitus.

Type 1 diabetikere m4 ha insulin i form av daglige injeksjoner for & erstatte egenproduksjonen.
Den eneste muligheten til insulinfrihet, inntil nylig, for type 1 diabetikere har vert pankreas
helorgantransplantasjon. Dette gjores oftest hos type 1 diabetikere med nyresvikt, vanskelig
regulerbar diabetes og fremskredne systemiske komplikasjoner av sykdommen. Da
transplanteres gjerne nyre og pankreas simultant (18).

Type 2 diabetikere har litt flere alternativer i form av kostregulering, perorale antidiabetika, og i
siste instans insulininjeksjoner. Det er ogsa mulig for type 2 diabetikere & kombinere perorale
medikamenter og insulin.

Av perorale antidiabetika har man:

1. Sulfonylureaderivatene, som virker ved a stimulere -cellenes insulinsekresjon (3).

2. Biguanidderivater(metformin), hvor virkningsmekanismene ikke er helt kartlagte. Antagelig
oker det glukoseopptaket og glukosebruken i1 skjelettmuskulatur, og reduserer hepatisk
glukoneogenese (19).

3. a-glukosidasehemmere (akarbose/miglitol) forsinker karbohydratabsorpsjonen i tarmen og
reduserer stigning i blodglukose etter et méltid (3, 19).

4. Tiazolidindioner=glitazoner (pioglitazon og rosiglitazon) virker ved & aktivere
kjernereseptoren PPARYy-peroksisomal proliferator aktivert gamma reseptor, som for det meste
finnes i fettvev, men ogséa i muskelvev og lever, og reduserer insulinresistensen her (3, 19, 20).
5. Glinider (repaglinid og nateglinid) betinger at man har en viss endogen insulinproduksjon og
virker ved & stimulere insulinsekresjonen fra pankreas (3, 19, 20)

6. DPP-IV inhibitor (vildagliptin). Er en inhibitor av dipeptidyl peptidase IV som bryter ned
GLP-1 (se nedenfor) og kan fa en plass 1 behandlingen av type 2 diabetes i fremover (21).

Exendin (exenatide).

De siste arene har inkretinmimetika tilkommet som mulig behandling for type 2 diabetes.
Kroppens insulinsekresjon er hoyere ved inntak av glukose peroralt enn om det skulle ha blitt gitt
intravenest. Dette skyldes delvis effekten av en viss type tarmhormoner, nemlig inkretiner, som
forsterker effekten av glukoseindusert insulinsekresjon (3). Glukagon-liknende peptid 1 (GLP-1)
er et slikt inkretin som stimulerer insulinsekresjonen (3, 22, 23, 24, 25, 26). Exenatide er et
syntetisk inkretinmimetika som gir under salgsnavnet Byetta (produseres av Lilly) og brukes né i
behandlingen av type 2 diabetes (ikke i Norge). Det kan kombineres med andre perorale



antidiabetika og administreres som subkutane injeksjoner (27, 28, 29). GLP-1 (glukagon-
liknende peptid 1) er et tarmhormon som stort sett produseres i L-cellene i duodenum, ileum og
kolon (30). GLP-1 stimulerer til syntese av proinsulin og selve insulinsekresjonen ved a pavirke
B-cellene til & mobilisere flere insulingranula mot celleoverflaten (22). I tillegg undertrykker det
ogsé glukagonsekresjon, forsinker tomming av ventrikkelen, og reduserer appetitten (se figur 4)
(31, 32). Hos type er 2 diabetikere den naturlige effekten av inkretin redusert, eller fravaerende
(24).
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Figur 4. Effekten av GLP-1 pé glukose i pankreas og i annet vev. I gyer stimulerer GLP-1 insulinsekresjonen og
undertrykker glukagonutskillelsen. I tillegg vil GLP-1 stimulere til proliferasjon av p-cellene.

GLP-1 brytes raskt ned av dipeptidyl peptidase IV (DPP-1V) og har en halveringstid i plasma pa
omtrent 2 minutter om det gis intravengst (22).

Exendin-4 (naturlig forekommende exenatide) ble isolert fra spyttet til oglen Heloderma
suspectum i 1992 (24). Man fant at exendin-4 sirkulerte i systemet etter at gglen hadde bitt i
byttet sitt. Exenatide har 53 % DNA-homologi med GLP-1 og det har veart vist at exenatide
binder seg til GLP-1 reseptorer bade hos mennesker og dyr (28, 30). Exenatide imiterer riktignok
ikke alle effektene av GLP-1, men den viktigste, nemlig forsterkingen av insulinsekresjon i
nervar av forheyete glukosekonsentrasjoner, er slatt fast (23, 25, 31, 33). I tillegg har exendin
vist seg 4 vaere resistent mot DDP-IV og Byetta har en halveringstid pad omtrent 2.5timer nar det
administreres subkutant (28).



Historikk

Det eksisterer nedtegnelser som beskriver diabetes datert mer enn 2000 ar tilbake (8). Likevel
var sykdommen fatal frem til oppdagelsen av insulinet i begynnelsen av 1920-arene (13, 18, 34).
I 'lopet av 1923 ble insulin masseprodusert og dermed forvandlet man en potensielt dedelig
sykdom til en kronisk tilstand. Insulin er for de fleste insulinavhengige diabetikere fremdeles
eneste behandlingsalternativ.

Allerede tilbake i 1889 oppdaget von Mering og Minkowski forholdet mellom pankreas og
diabetes ved a observere hyperglykemi og glukosuri hos hunder hvor pankreas var fjernet (18). 5
ar senere gjorde man det forste forseket pa 4 transplantere pankreas hos en 13 ar gammel gutt,
som var dedende p.g.a. ketoacidose, ved & implantere biter av sauepankreas under huden pé ham.
Riktig nok dede han 3 dager senere, men en klarte & vise en forbigdende reduksjon av glukosuri
(18, 34). Likevel ble ideen om a transplantere pankreas lagt pa is den forste tiden etter insulinets
oppdagelse, men etter at man skjonte at insulinbehandling ikke hindret utviklingen av
komplikasjonene til diabetes, fikk kirurgi en ny oppsving som et alternativ til insulinbehandling
(18). “Revolusjonen” kom ikke for i 1980-arene med bruken av moderne immunosuppressiva,
men helorgantransplantasjon av pankreas er fortsatt forbundet med bade perioperative-, og
postoperative komplikasjoner (34).

11902 forslo Ssobolew & kun transplantere det “endokrine vevet i pankreas”, en idé som ble
oversett i nermere 70 &r inntil 1972 da Ballinger og Lacy rapporterte at de hadde klart &
reversere medikamentelt indusert diabetes hos rotter, ved a bruke oyer isolert fra friske rotter (18,
34). 6 ar senere ble den forste diabetespasienten rapportert & vaere insulinfri 1 ar etter
intrasplenisk infusjon med pankreasoyer (18).

I lopet av -80 og -90 tallet ble flere diabetikere forsekt transplantert ved eytransplantasjon, men
man klarte ikke a lgse problemet med at insulinuavhengigheten var av forbigdende art (35). De
feerreste av de som ble transplantert var insulinfrie etter 1 ar. Igjen ble idéen om 4 transplantere
oyer lagt litt pa is inntil det store gjennombruddet kom 27.juli 2000 med en artikkel av Shapiro
AM, Lakey JR, Ryan EA, Korbutt GS, Toth E, Warnock GL, Kneteman NM, Rajotte RV kalt
Islet transplantation in seven patients with type 1 diabetes mellitus using a glucocorticoid-free
immunosuppressive regimen” 1 NEJM, som introduserte den sékalte “Edmontonprotokollen”
(36). Edmontonprotokollen er et immunsuppresjonsregime som bestar av en kombinasjon av
glukokortikoidfri immunsuppresjon (sirolimus, tacrolimus og daclizumab) og et adekvat antall
gyer som transplanteres. Med denne metoden klarte man a gjore 7 type 1 diabetikere insulinfri og
optimismen var sa stor at flere hundre diabetikere er siden behandlet etter denne metoden. En
oppfelgingsstudie etter introduksjonen av protokollen viste imidlertid at kun 10 % var insulinfri
etter 5 ar (37). Likevel representerer Edmontonprotokollen et banebrytende arbeid i forhold til
bruken av glukokortikoidfri immunsuppresjon fordi man bade unngikk den diabetogene effekten
som de mer tradisjonelle immunsuppressive medikamenter har, samtidig som man fikk effektive
immunsuppresjon.
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Hva er gytransplantasjon?

i dag er pankreas gytransplantasjon en, om ikke utbredt, etablert behandling av type 1 diabetes
og det investeres store summer i forskningen. I 1999 opprettet man det nordiske oynettverket 1
Uppsala og 1 Oslo (Rikshospitalet), som er det sterste 1 Europa (38). I Norge har man
transplantert 10 pasienter med type 1 diabetes med variable resultater (personlig kommunikasjon
dr.T. Lund). Prim@rmélet med behandling med eytransplantasjon er & oppné egenproduksjon av
insulin. Med dette vil man fa tilbake den naturlige insulinfrigjeringen som responderer adekvat
pa blodglukosenivaet i kroppen. Man vil dermed ogsé fa et blodsukker som er lettere & regulere,
og forhdpentligvis bli fri fra de fremtidige komplikasjonene som diabetes medforer.
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Figur 5. Skjematisk tegning av prosedyren for gytransplantasjon fra donor til resipient (39).

Stegene i en transplantasjonsprosess av isolerte pankreasayer er vist i figur 5. (i) Etter tillatelse
vil pankreas hestes fra donor og (ii) behandles i spesiallaboratorie med et enzym som losner
vevet slik at (iii) det endokrine og eksokrine vevet skiller lag 1 storst mulig grad (iiii) Oyene Vil
gis pasienten ved infusjon i vena porta og fanges av leveren for s & produsere insulin herfra. De
fleste vil trenge 2-3 infusjoner for & bli insulinfti.

Det gjenstir mange utfordringer for eytransplantasjon kan bli en fullverdig behandling. Disse
kan oppsummeres i folgende hovedkategorier:

Raffinering av isolasjonsmetoder og teknikk.

Donor:resipient ratio.

Immunsuppresjon.

Adjuvant medikamentell behandling av eyer for, under og etter transplantasjon for &

=

optimalisere graftfunksjon.
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EFFEKTEN AV EXENDIN PA ISOLERTE PANKREAS @YER FRA ROTTE IN VITRO.

Hensikten med denne delen av oppgaven er a gjore et vitenskapelig arbeid for & verifisere de
rapportere positive effektene av exendin pa isolerte oyer. Effektene ma valideres for de kan
overfores til mennesker.

Introduksjon.

Pa tross av forbedrete resultater de siste 10 r, er oytransplantasjon fortsatt en eksperimentell
behandling. I hovedsak er dette fordrsaket av tap av -cellemasse under isolasjon, tid i kultur og
under transplantasjonen. Dette forer til at behandlingen er lite effektiv. Exendin har vist lovende
resultater 1 behandlingen av type 2 diabetes, og formélet med denne studien er & kartlegge
effekten pa eyer isolert fra rotte, for & evaluere en mulig applikasjon ved eytransplantasjon.

Materiale og metoder.

Reagenser.

Folgende reagenser ble benyttet i forsekene:

RPMI medium 1640, HBSS 1x, Hepes 1M (Gibco, Invitrogen, Paisley, Scotland, U.K.)
Ficoll Separation Solution 1.077g/ml og 1.100g/ml (Biochrom AG, Berlin, Tyskland).
Albumin 200mg/ml infusjonsvaeske (Octapharma AG, Lachen, Sveits).

Glukose 300mg/ml (apoteket ved Rikshospitalet, Oslo, Norge).

Liberase HI 0.33mg/ml (Roche, USA).

University of Wisconsin-lgsning (University of Wisconsin, USA).

Exendin-4, CaCl,, mgci2 (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)

@yisolering.
Innavlede Lewisrotter ble benyttet som pankreasdonorer. Disse ble tatt om hand om etter
Rikshospitalets reglement for hdndtering av forseksdyr jf. norsk lov.

Rottene ble tilstrekkelig sedert med Hyponorm/Dormicum (0.2-0.35 ml/100 g s. ¢). Stamlesning
ble laget ved 2.5 ml Dormicum (Img/ml) + 2.5 ml Hypnorm (0.5 mg/ml) i 5 ml NaCl. Rottene
ble lagt i ryggleie pa operasjonsbordet og dpnet med en sentral, abdominal midtlinjeincisjon.
Pankreas og duodenum ble identifisert, og pankreasgangen klemt av nar dens innlep 1
duodenum. Deretter ble pankreas fylt med 10ml kald Liberaselosning (0.33 mg/ml) lest i kald
Hanks medium via intraduktal injeksjon med spreyte og kateter. Rotten ble avlivet ved a klippe
ut hjertet, og pankreas ble umiddelbart tatt ut av rotten og lagt i et 50ml Corningrer med 5ml
kald Liberaselosning.
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Resesert pankreas ble inkubert i et vannbad ved 37 °C i 20 minutter. Det digererte pankreasvevet
ble spunnet pa en Vortex mikser 3 ganger, 10 sekunder av gangen og deretter ble digereringen
stoppet ved 4 tilsette kald Hanks medium med 10 % varme-inaktivert fotalt kalveserum.
Cellepelleten ble vasket 3 ganger med kald Hanks medium med 10 % varme-inaktivert fotalt
kalveserum for pelleten ble lost i 1XUW-lgsning (University of Wisconsin) og lagt pd is 1 30
minutter. Videre ble de endokrine cellene separert fra det eksokrine vevet ved & benytte seg av
Ficoll lesninger med ulik tetthetsgrad (3 lags gradient). Ficoll lesningene 1.100 og 1.077 g/ml
var pa forhand lest i Hanks medium til hhv. 1.090 og 1.040 g/ml. Qypelleten ble forst last i 10
ml 1.090 g/ml Ficoll lgsning. Deretter ble 10 ml 1.077 g/ml Ficoll lgsning lagt over det forste
laget og til slutt ble det lagt 10 ml 1.040 g/ml Ficoll lesning over dette laget (3 lags gradient).
Corningreret ble sentrifugert ved 4 °C 1 15 minutter pa 2500 rpm/min uten bremse pa
sentrifugen. De endokrine, insulinproduserende gyene ble hestet 1 sjiktet mellom 1.077 og 1.040
g/ml lagene.

Qyene ble vasket to ganger i RPMI-1640 medium og deretter sddd ut 1 petriskdler (9 cm) i 10 ml
RPMI 1640 med tilsatt L-glutamin (2 mmol/lI), HEPES (10 mmol/l), penicillin (50 U/ml),
streptomycin (50 pg/ml), fungizone (0.25 pg/ml) og 10 % varme-inaktivert fotalt kalveserum
(dyrkningsmedium) og dyrket 1 en standard celleinkubator ved 37 °C (5 % CO»).

Antall IEQ ((ul gyer x renhet (%) x 435)/100) og renhet ble bestemt etter farging med
diphenylthiocarbazone ved bruk av mikroskop. Renheten pd oyene benyttet i studien var fra 60
% til 90 %.

In vitro forsgkene.

Qyer som ble benyttet til forsegkene ble likt fordelt pa 2 petriskaler (9 cm), der den ene skélen ble
tilsatt exendin-4 (10 nM) og den andre ble tilsatt PBS (lesningsmiddel for exendin-4) 1 like stor
mengde som exendin-4 (kontroll). Skdlene ble inkubert i 48-72 timer i en standard celleinkubator
(37 °C, 5 % COy). Oyene fra petriskalene (kontroll og exendin-4) ble deretter benyttet til statisk
glukosestimulering og insulinfrigjering (se under). Videre ble det ogsa ved de angitte tidspunkt
hestet cellefrie supernatanter til ulike proteinanalyser (se under) og plukket 100-200 gyer under
mikroskop til genanalyser og for intracellulere proteinanalyser (se under). Qyene ble vasket i to
gang i 1xPBS (pH=7.4) for pelletene og supernatantene ble lagret i fryser ved -70° inntil videre
analyser.

Statisk glukosestimulering og insulinfrigjering.

Oyene ble stimulert med ulik konsentrasjon av glukose for & se pa insulinfrigjeringen. Man
lagede forst en inkubasjonsbuffer som bestod av stockbuffer, CaCl,, MgCl,, Hepes, albumin
samt destillert vann, og fordelte denne pé 2 Corningrer. Disse ble tilsatt en glukoselosning pé
300 mg glukose per ml slik at det ene reret fikk en totalkonsentrasjon glukose pa 1.67 mM (lav)
og det andre roret en totalkonsentrasjon glukose pa 20 nM (hey). I en 12-brenners plate ble de 2
overste radene med totalt 8 brenner tilsatt 4ml buffer med lav glukosekonsentrasjon i hver brenn
og den nederste raden med totalt 4 brenner ble det tilsatt 4 ml buffer med hay
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glukosekonsentrasjon i hver brenn. I den gverste raden la man sé lgst en transwell (diameter
12mm, poresterrelse 12um) i hver brenn. Under mikroskopisk veiledning ble 20-25 gyer (100-
150 um) handplukket med en 10 ul pipette, fra petriskalene til hver transwell. Det ble plukket
oyer til to transwell fra skélen tilsatt exendin og til de to andre transwell fra kontrollskalen, slik
at man fikk dupletter. Dette ble inkubert i 30 minutter ved 37 °C pa en ristemaskin som holdt 30
rpm, deretter ble transwell med oyer flyttet fra forste til andre rad med lav glukose, og inkuberte
videre i 60 minutter ved 37 °C som beskrevet. Etter 60 minutter ble transwell med oyer flyttet fra
andre til tredje rad med hoy glukose, og inkuberte videre 1 60 minutter ved 37 °C som beskrevet
over. Etter denne inkuberingen ble de fire transwell flyttet tilbake til forste rad og 1 ml
supernatant fra brennene 1 andre og tredje rad overfort til et eppendorfror og fryst (-70 °C) inntil
insulinkonsentrasjonen ble mélt ved EIA.

Oppsett av 12-brenners plate med transwell:

Kontroll 1 Kontroll2  Exendin 1 Exendin 2

Lav glukose- 30 min | Transwell | Transwell | Transwell | Transwell
Lav glukose- 60 min ! ! ! !
Heoy glukose - 60 min

Insulin EIA.

For maling av insulinkonsentrasjon i1 supernatantene fra glukosestimuleringen ble det benyttet et
kommersielt tilgjengelig kit (Mercodia Rat Insulin EIA) der medfelgende bruksanvisning for
preparering av lgsninger og prosedyre ble benyttet. Kort fortalt ble supernatanter fra
glukosestimuleringen og kalibratorer samt Enzyme Conjugate tilsatt til en 96 brenners plate
ferdig coatede brenner med monoklonalt anti-insulin fra mus. Prevene og standardene ble
analysert som dupletter. Platen med brennene fikk sta pa rister i 2 timer ved romtemperatur
dekket med parafilm. Deretter ble brennene vasket 6 ganger med vaskelosning, tilsatt Substrate
TBM og inkubert 1 15 min ved romtemperatur. Etter 15 minutter ble brennene tilsatt S0ul
stopplesning, ristet 1 5 sekunder og deretter avlest spektrofotometrisk (apparatur) ved 450 nm
innen 30 min. Insulinfrigjeringen ble angitt som stimuleringsindeks (SI) som regnes ut som
forholdet mellom insulinkonsentrasjonen mélt 1 supernatantene fra eyer inkubert i hoy
glukosekonsentrasjon (stimulert sekresjon) og insulinkonsentrasjonen malt i supernatant fra eyer
inkubert i lav glukosekonsentrasjon (basalsekresjon) (37). Stimuleringsindeksen (SI) ble
beregnet som insulinkonsentrasjonen i 20 mM glukose stimuleringsmedium dividert med
insulinkonsentrasjonen i 1.67 mM glukose stimuleringsmedium.

SI=  heyv insulinkonsentrasjon

lav insulinkonsentrasjon
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Real time Quantitative Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-gPCR).
Total-RNA ble isolert fra frosne pelleter ved a benytte et RNA isoleringskit (RNA Isolation Kit
High Performance) og en RNA isoleringsrobot (MagNa Pure LC instrumentet Roche Applied
Science, Indianapolis, IN) 1 henhold til bruksveiledningen. cDNA fra total-RNA ble syntetisert
ved bruk av cDNA High Capacity Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). Primere ble

designet av Primer Express software, versjon 2.0 (Applied Biosystems). mRNA ble kvantifisert

ved bruk av ABI Prism 7000 system (Applied Biosystems) og SyBr Green assay (Eurogentec,

Seraing, Belgia). Spesifisiteten til SyBr Green assay ble bekreftet ved en smeltepunktsanalyse og
gel elektroforese (37). Genekspresjonen til housekeeping” genet 18-S (18S Predeveloped Assay

reagents; Applied Biosystems) ble brukt for normalisering.

Malgen | Sekvens (5’=>3’) Acc. Nr.

IL-10 (+)-CCTTACTGCAGGACTTTAAGGGTTA | Y00787
(-)-TTTCTGGGCCATGGTTCTCT

IL-6 (+H)-ATATGTTCTCAGGGAGATCTTGGAA | AF0365
(-)-TGCATCATCGCTGTTCATACAA

TNF-a | (+)-AGACCCTCACACTCAGATCATCTTCT | M10988

(-)-CACGCTGGCTCAGCCACT

Tabell 1. Egenskaper av real time -qPCR assayet som ble benyttet. Sekvensen av primere brukt i real time -qPCR
assayet. (+) forward primers; (-)reverse primers; Acc.nr. GenBank accessionnumber.

Enzyme Immunoassays (EIA).

Det ble malt proteinkonsentrasjon av IL-10, TNF-a (Biosource, Camarillo, Calif) og insulin
(Mercodia AB, SE-75450, Uppsala, Sweden) i cellefrie supernatanter ved a benytte
kommersielle EIA i henhold til bruksveiledningen.
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Resultater.

@ymorfologi.

Renheten av de isolerte oyene 14 mellom 60 % og 90 %. Etter 48-72 timer i kultur ble de renere
fordi en del av det eksokrine vevet kom av gyene. Under mikroskop syntes gyene stimulert med
exendin noe mer jevne i storrelsen, en tendens som gikk igjen i forsekene.

A "'. B
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Figur 6 Qyer fra rotte uten (A) og med tilsatt exendin (B). Bildene er tatt etter farging med diphenylthiocarbazone
og mikroskopi.

Statisk glukosestimulering og insulinfrigjering malt ved insulin EIA.

Tabell 2 Insulinfrigjering hos eyer etter glukosestimulering

Oyer n *Stimuleringsindeks p
(Gjennomsnitt + SEM)

Kontroll 5 1,66+0,46

Exendin 5 2,72+0,78 p=0.01

*SI ble beregnet som insulinkonsentrasjonen av 20-25 gyer inkubert i 20 mM glukose
stimuleringsmedium dividert med insulinkonsentrasjonen av de samme oyene inkubert i 1,67 mM

glukose stimuleringsmedium.

Isolerte ayer fra rotte ble delt i to like grupper, der den ene gruppen ble tilsatt exendin-4 (10
nmol) og den andre ikke (kontroll). Insulinfrigjeringen ble mélt ved insulin EIA og SI beregnet
som beskrevet 1 materiale og metoder. Tabell 2 og figur 7 viser at gyer stimulert med exendin 1
48-72 timer har en signifikant ekt insulinfrigjering etter glukosestimulering sammenlignet med
kontroll.
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Figur 7 Stimuleringsindeks (SI) for exendinstimulerte ayer (skravert kolonne) sammenliknet med kontroller (blank

kolonne).
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Real time Quantitative Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-gPCR).
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Figur 8 Genuttrykket av IL-10 (A), IL-6 (B) og TNF a (C) (mRNA) i gyer stimulert med exendin-4 10nmol
(skravert kolonne) sammenlignet med kontroller (dpen kolonne) etter 48-72 timer i kultur.
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Figur 8 viser genuttrykket av IL-10 (A), IL-6 (B) og TNF-a (C) hos isolerte gyer fra rotte malt
ved mRNA-ekstraksjonsteknikk(RT-qPCR), som beskrevet i materiale og metoder.
Exendinstimulerte gyer ble sammenliknet med kontroller, og det proinflammatoriske
genuttrykket er generelt oppregulert hos kontrollayene. Den storste forskjellen mellom de to
gruppene er 1 ekspresjonen av IL-10, hvor exendin ligger pa 20 % sammenliknet med
kontrolleyene. Den minste forskjellen er i uttrykk av TNF-a hvor genekspresjonen av de
exendinstimulerte oyene ligger pd knappe 80 % sammenliknet med kontrolleyenes ekspresjon.
Genekspresjonen av IL-6 hos exendinstimulerte gyer ligger pé ca. 50 % av kontrolloyenes
ekspresjon.

Enzyme Immunoassays(EIA).
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Figur 9. Proteinsekresjonen av TNF-a (A) og IL-10 (B) i exendinstimulerte gyer (skravert kolonne) og kontrolleyer
(apen kolonne).
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I cellefri supernatant ble sekresjonen av TNF-a (A) og IL-10 (B) mélt etter 48-72 timers
inkubasjon av isolerte rottegyer. @yene ble enten stimulert med exendin-4 (10nmol), eller tjente
som kontroll. Figur 9 viser at proteinsekresjonen av bade IL-10 og TNF-a er signifikant hayere
hos gyene som ble tilsatt exendin sammenliknet med kontrollgyene.

DISKUSJON.

Denne oppgaven har tatt for seg eytransplantasjon som et behandlingsalternativ til selekterte
pasienter med type-1 diabetes. Til tross for flere tiars forskning er langtidsresultatene likevel ikke
tilfredsstillende. Litteraturen innen fagfeltet er omfattende og det er bred enighet om at arsaken
til at ikke flere pasienter blir insulinfrie, er et kontinuerlig tap av eyer fra tidspunktet for
organhgsting til graftet er revaskularisert og pasienten er insulinfri. I tilegg medferer injeksjon av
gyer 1 blod en trombocyttaggregering og komplementaktivering. Man antar 1 dag at mellom 30-
50% av gyene edelegges for de ndr leversinusoidene ved transplantasjonen (personlig
kommunikasjon prof. O. Korsgren). Tap av eyer dpner for intervensjon pa flere plan, hvorav
medikamentell intervensjon kan vere ett angrepspunkt. Exendin kan vare et slikt medikament i
og med at det muligens virker positivt pa B-celleproliferasjon og samtidig antagelig har
antiapoptotiske effekter (se nedenfor). En gkt celledannelse, eller redusert apoptoserate vil
potensielt kunne gi okt cellemassen, som er et kritisk parameter ved gytransplantasjon. Videre er
det vist at exendin gker intracelluleer akkumulasjon av insulin (se nedenfor).

Forfatteren har derfor utfert en egen in vitro studie for & studere den direkte effekten av exendin
pa eyer isolert fra rotte. Isolerte oyer ble stimulert i 48-72 timer med exendin-4 og sammenliknet
med ustimulerte oyer (kontrollgyer). Resultatene fra disse forsegkene viser at insulinsekresjon i de
exendinstimulerte gyene okte signifikant sammenliknet med kontrollgyene. I tillegg ble
genekspresjonen (MRNA nivaet) i gyene og proteinnivaet i supernatant av pro- og anti-
inflammatoriske cytokiner (IL-6, IL-10 og TNF-a) analysert ved bruk av henholdsvis real time-
qPCR og EIA. Resultatene viste en nedregulering av bade de pro-, og anti-inflammatoriske
cytokinene i de exendinstimulerte oyene sammenlignet med kontrollcellene. Derimot viste
analysene av proteinsekresjonen en hoyere utskillelse av TNF-o og IL-10 hos de
exendinstimulerte oyene. I denne in vitro-studien valgte vi & heste oyene til insulinfrigjering,
genekspresjonsanalyse og analyse av proteinmengde i supernatant etter 48, eller 72 timer. Dette
betyr at vi kun har et gyeblikksbilde av situasjonen, noe som muligens kan forklare de ulike
tendenser vi ser mellom genuttrykket og proteinutrykket i gyene (proteinsyntesen vil normalt ta
lengre tid enn genekspresjonen). Derfor vil det ved fremtidige forsek og malinger av disse
parametrene vaere viktig & male kinetikken ved en tidskurve for genekspresjonen og
proteinsekresjonen. Likesd har vi ikke 1 denne studien testet om vi far en dose-respons kurve av
exendin-4. Stimuleringsdosen av exendin-4 (10nM) ble valgt ut fra andre in vitro studier (40, 41,
42, 43). Ved slike supplerende forsek vil man ha bedre holdepunkter for a uttale seg om exendins
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effekt pa inflammatoriske markerer. Vare resultater kan imidlertid tyde pa at exendin kan dempe
den negative stressresponsen gyene gjennomgar ved hesting og inkubering. Dette er i trdd med
andre studier som har vist at exendin-4 stimulering av eyer gir bedre resultater etter
transplantasjon (40, 44). Exendin-4 behandling bedrer ogsa den glykemiske kontrollen etter
oytransplantasjon og eker insulininnholdet (41, 42). Videre mener man at exendin-4 og GLP-1
har effekt pé proliferasjonen av B-celler og stimulerer til nydannelse av de insulinproduserende
cellene (30). Proliferasjonseffekten kan skyldes de antiapoptotiske egenskapene (25,42,45). Man
mener at GLP-1 reseptoragonistene muligens beskytter f-cellemassen ved a) direkte interaksjon
med GLP-1 reseptorene pa B-cellene, eller pa forstadiene til gyene og aktiverer signalveier som
regulerer B-celle proliferasjon, nydannelse og apoptose, eller b) reduserer den ekte sirkulasjonen
av glukose og fettsyrer og dermed indirekte beskytter B-cellene fra det skadelige metabolske
miljeet (25). Exendin-4 er vist & forbedre metabolsk kontroll hos pasienter med type 2 diabetes
ved & oke glukosestimulert insulinsekresjon, redusere fastende og postprandiale
blodglukosenivaer, redusere HbA1C og plasmanivéene av frie fettsyrer (22, 23, 24, 25, 30), og er
derfor godkjent som antidiabetika for diabetes type 2 i1 enkelte land.

KONKLUSJON.

GLP-1 analoger er en gruppe aktive inkretiner som har fétt ekende interesse innen pankreas
oytransplantasjon, serlig exendin. In vitro-studier har vist flere interessante biologiske
egenskaper ved exendin, men det gjenstar fremdeles en del forskning for a vise at disse
mekanismene ogsa gjelder in vivo hos mennesker. GLP-1 analoger representerer et nytt og
spennende forskningsfelt som vil kunne {4 stor klinisk interesse i fremtiden. Hovedvekten 1
forskningen pa denne analogen fremover vil dreie seg om a avdekke exendins eksakte
virkningsmekanismer. Den store DNA-homologien med GLP-1 gjor at man antar at de har like
virkningsmekanismer. Men det er likevel en kjensgjerning at exendin ikke har alle effektene til
GLP-1, hvorav den viktigste kanskje er halveringstiden. Dette &pner for mange spennende
muligheter, og spesielt interessant vil det veere & se mer grundig pa exendins rolle 1
transplantasjon av gyer.

OPPSUMMERING OG VIDERE PLANER.

De kliniske resultatene ved eytransplantasjon har vart svert utilfredsstillende i1 forhold til
helorgantransplantasjon med tanke pé antall pasienter som blir insulinfri. Ovenfor har vi
diskutert mulige arsaker til hvorfor det er slik. Et annet intervensjonsomrade kan muligens ogsa
veere alternativ lokalisasjon for graftimplantasjon. Den konvensjonelle teknikken som brukes i
oyeblikket er at isolerte gyer transplanteres ved intraportal infusjon, slik at gyene fanges 1
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leveren og begynner & produsere insulin herfra. Andre steder som det forskes pa som mulig
graftsted er nyrekapsel, blere, intraperitonealt og intramuskulart (46, 47).

Gevinsten ved & optimalisere medikamentbruk 1 forbindelse med transplantasjon,
isolasjonsprosessen og finne det ideelle graftstedet er 4 oppna en donor-resipient ratio pa 1:1. Per
tid er det slik at hver resipient vil trenge 2-3 donorer for & fa tilstrekkelig oyer til & produsere nok
endogent insulin (48). Ved Rikshospitalet er 10 pasienter transplantert med til sammen 35
transplantasjoner (personlig kommunikasjon dr. T. Lund). Dette er ikke holdbart bade fordi
tilgangen pa organer er begrenset og fordi transplantasjon er en kirurgisk prosedyre som
innebarer en risiko for resipienten hver gang en slik transplantasjon utferes.

Man mener at den viktigste drsaken til retransplantasjon, er en kontinuerlig prosess med tap av
oyer fra tidspunktet for hesting til eyene er transplantert og har begynt & produsere insulin. Dette
tapet kan illustreres som en tredelt prosess:

Fase 1 illustrerer tap av B-celler fra organhesting til transplantasjon, og man regner med at
omtrent 30 % av gyene géar tapt i denne fasen. Hovedmomentet her er hjerneded hos donor, som
gir en gyeblikkelig generell oppregulering av proinflammatoriske mekanismer i perifere organer
(49,50). I tilegg tilkommer varm ischemi som gyene utsettes for under hesting og under
isolasjonsprosessen. Dette kan trigge immunmekanismer hos resipienten som kan fore til akutt
rejeksjon av transplantatet (49, 51, 52).

Fase 2 er kvantitetstap av eyer under transplantasjonen. Uppsalagruppen viste at gyer uttrykker
tissue factor (TF), som er en sentral faktor i “Instant Blood Mediated Inflammatory Reaction”
(IBMIR) (53). IBMIR er & anse som en koagulasjonsprosess. Den er kjennetegnet ved aktivering
av koagulasjons-, og komplementsystemet og ved at aktiverte blodplater hurtig binder seg til
gyene etter infusjon i vena porta. Dette resulterer raskt (ca. 15 minutter) i at gyene fanges i
koagler og infiltreres i all hovedsak av ngytrofile granulocytter (54). Dette er den viktigste
arsaken til tap av eyer umiddelbart etter transplantasjon (55, 56, 57). Det er ogsa antydet at
IBMIR kan vere en utlesende faktor for dannelse av intraportal trombose, som er en alvorlig og
fryktet komplikasjon ved eytransplantasjon.

Det tar 2-3 uker fra infusjonstidspunktet til oyene er revaskularisert, og i lopet av denne tiden
utsettes de for haye konsentrasjoner av immunsuppressiva. Disse medikamentene kan vaere
potensielt toksiske for eyene da konsentrasjonen av medikamentene i portablodet er dramatisk
heoyere sammenliknet med konsentrasjonen systemisk (58, 59). Sammen med IBMIR vil dette
bidra til at ytterligere 40 % av gyene gér tapt i denne fasen.

Fase 3 er tap av gymasse p.g.a. immunmodulerende medikamenter. Edmontonprotokollen bestér
1 steroidfri immunsuppresjon med sirolimus (Rapamune), tacrolimus (Prograf) og IL-2
reseptorblokkeren daclizumab (Zenapax) (36) og har sa langt vert enerddende som
immunmodulerende regime etter gytransplantasjon, til tross for at disse medikamentene er
potensielt toksiske for eyer og at de kan vaere diabetogene, spesielt tacrolimus (58, 60).
Oygruppen ved Rikshospitalet har nylig vist at metylprednisolon signifikant hemmer uttrykket
av proinflammatoriske cytokiner og TF i humane gyer uten & affisere insulinsekresjonen i det
lange lop (61). Derfor kan man tenke seg at steroidbehandling av donor fer organhesting, gyer i
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kultur, eller resipient kan vare fordelaktig. Dette kan fore til en reduksjon av IBMIR og
potensielt gke langtidsoverlevelsen av graftet.

Det er startet studier pa humane oyer etter samme behandlingsprotokoll med exendin-4 som
beskrevet her. Preliminaere data herfra viser at exendin-4 gir en bedre insulinsekresjon
sammenliknet med kontrollene. Neste steg vil vare, som tidligere nevnt, & avdekke
reaksjonsveiene og virkningsmekanismene til exendin-4, for & bekrefte at resultatene er
overferbare til transplantasjon hos mennesker.

Forfatteren vil takke gygruppen ved Rikshospitalet. En spesiell takk gar til Hanne Scholz for
stort engasjement og uvurderlig veiledning, Tormod Lund for mange gode innspill og hjelp, og
Martin Brunvand for opplaering i prosedyrer og labteknikker.
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