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Undersogelser over laktosesyntese i cellekultarer af yvervav
fra lakterende ko
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Ved opsztning af malkekirtelepithelceller i cellekulturer er det sggt at belyse om hormonerne
prolaktin, veeksthormon og somatomedin C har nogen direkte effekt pa syntesen af laktose.
Me=zlkekirtelepithelcellerne er isoleret fra yvervaev ira en ko sent i laktationen. Resultaterne af
forspgg med suspensionskultur viste, at ingen af de ovennavnte hormoner havde effekt pa synte-
sen af laktose. Langtidsforseg, hvor cellerne prainkuberes med hormon i 5 dggn viste, at prolak-
tin fremmer cellekulturens vekst, og at disse celler, har signifikant hdjere kapacitet for syntese
af laktose end celler uden tilsztning af prolaktin.

Indledning

Ops=ztning af cellekulturer er et verdifuldt
supplement til fysiologiske undersggelser. I celle-
kulturer er det muligt at observere den levende
celle under fuldt kontrollerede betingelser, og
derved undersége enkelte faktorers indflydelse
pé cellens funktion. Feks. kan cellens optagelse
af enkelte nzringstoffer méles, samt i hvilket om-
fang hormoner har direkte effekt pa cellens meta-
bolisme. Desuden kan de enkelte komponenter,
der syntetiseres af cellen, méles. Dette er udnyt-
tet i forbindelse med unders@gelser over den hor-
monale regulering af malkeydelsen hos kger. Ved
at udtage biopsier af yvervav er det muligt at iso-
lere malkekirtelepithelceller, og syntesekapacite-
ten af de vigtigste malkekomponenter kan under-
sgges. Tilsetning af forskellige stofskifthormoner
til melkekirtelepithelcellernes neringsmedinm
viser, om hormonerne har effekt pa cellernes syn-
tesekapacitet. Specielt er det hormonernes effekt

pa syntesen af laktose der er undersaggt, idet lak-
tose betragtes som begrensende for malkemang-
den. I de her udigrte forsgg er anvendt suspen-
sionskultur, hvor cellerne findes frit i neringsme-
diet, og primzr kultur, hvor cellerne dyrkes i col-
lagengeler. T suspensionskultur er det kun muligt
at male kortere tids effekt af hormoner, da cel-
lerne har begrenset levetid. Fordelen ved suspen-
sionskultur er formentlig, at cellernes synteseka-
pacitet er meget ner de oprindelige i selve yverva-
vet. Ved dyrkningicollagengeler kan cellerne hol-
des i live i ugevis og derved kan langtidseffekt af
hormoner undersages. Ved optimal dyrkning be-
varer cellen sine genskaber, men syntesekapacite-
ten er i reglen lavere end i suspensionskultur.
Udenlandske undersggelsr har vist, at injek-
tion af vaksthormon til lakterende kger giver
oget malkeydelse. Det har ikke ved in vitro un-
dersggelser vieret muligt at pavise en stimule-
rende effekt af veksthormon pa malkekirtelvav,




Endvidere er der ikke fundet vaksthormonrecep-
torer pa overfladen af melkekirtelepithelcelier.
Man antager derfor, at vaksthormon ikke virker
direkte pa melkekirtlen, men muligvis via en in-
sulin-lignende vakstfaktor, somatomedin C. For-
maélet med egne undersggelser har derfor veret,
at underspge om vaksthormon og somatomedin
C har nogen direkte effekt pd laktosesyntesen.
Desuden er undersggt om en eventuel] effekt af
somatomedin C kan stimuleres eller hemmes af
insulin, f.eks. ved at insulin bindes til somatome-
din C receptorer. Endelig er undersggt om prolak-
tin har nogen direkte effekt pd laktosesyntesen.
Andre har ved in vitro undersggelser vist, at pro-
laktin blandt andet stimulerer caseinsyntesen.

Materialer og metoder

Meikekirtelepithelcellerne, der indgér i forsg-
get, stammer alle fra samme ko. Koen er slagtet
sent i laktationen, og cellerne er isoleret fra yver-
vavet ved enzymbehandling. Enzymblandingen
bestar af collagenase, hyaluronidase, deoxyribo-
nuclease, elastase samt trypsin inhibitor, og ned-
brydningen foregér ved 37°C under gennembob-
ling med 5% CO; og 95% atmosfarisk luft. Cel-
lerne vaskes i buffer for at flerne enzymer og ned-
fryses herefter gradvis i neringsmedium tilsat
12% dimethyl sulfoxide (DMSO) for at undga
krystaldannelse i cellerne. Cellerne opbevares i
flydende kvazistof indtil brug, Nar celierne skal
anvendes optges de direkte 1 37°C vandbad, og va-
skes gjeblikkelig for at fierne DMSO. For at
fierne eventuelle cellerester fra gdelagte celler,
filtreres gennem Krebs Ringer bicarbonat buffer
tilsat 5% bovine serum albumin (BSA). Teknik-
ken til isolering af malkekirtelepithelceller er ud-
forligt beskrevet af H. O. Hansen, D. Tornehave
og J. Knudsen (1986). Cellerne preinkuberesi2
timer i neringsmedium inden de anvendes i for-
sdg. Det fuldt definerede medium er medium
M199 og F12 tilsat BSA, dexamethasone, epider-
mal growth factor, prostaglandin E; og insulin. Af
hormoner er anvendt kvaegprolaktin, kveganalog
veksthormon, humananalog somatomedin C
samnt human analog insulin.

1 forsgget med suspensionskultur blev anvendt
200.000-400.000 celler pr. inkuberingsglas og der
udfartes tredobbelte bestemmelser. Forsgget

blev startet ved at tilswtte 5pCi isotopmerket glu-
kose samt et elier flere hormoner, og inkubati-
onen foregik ved 37°C under 5% CO, + 95% at-
mosferisk luftblanding. Inkebationen blev stop-
pet ved at sonikere celler og medium, hvorved cel-
lerne slés itu. Der blev foretaget bestemmelse af
deoxyribonucleinsyre (DNA) hvis indhold er
konstant i cellen, samt bestemmelse af syntetise-
ret isotopmarket laktose. Mangden af isotop-
market laktose angives i disintegrationer pr. mi-
nut {dpm). For at undersgge hvor kenge syntese-
hastigheden af laktose er konstant under de givne
forsggsbetingelser, blev opsat et forsgg hvor inku-
bationen blev stoppet efter forskelligt tidsrum.
Effekten af prolaktin blev undersggt dels ved kon-
stant koncentration af prolaktin pa 20 pg/ml inku-
beret i forskelligt tidsrum, dels ved forskellig kon-
centration af prolaktin fra 1 pg/mnl ti1 40 pg/inl alle
inkuberet i 8 timer. For at undersgge etfekten af
vaksthormon, og om der var en sammenh®ng
mellem effekten af veksthormon og somatome-
din C, blev opsat en serie forsgg hvor der til ne-
ringsvasken blev tilsat vaeksthormon alene og so-
matomedin C samtidig med vaksthormon. Des-
uden blev undersggt om cn cventuel effekt af so-
matomedin C blev heemmet eller stimuleret af in-
sulin, da det vides at somatomedin er en insulin-
lignende vakstfaktor. Alle prgver blev inkuberet
i § timer.

I forsggene med primear kultur, blev de optg-
ede celler indstgbt i et tyndt lag collagengel, oven
pé et underlag af collagengel, i en lille petriskal.
Cellerne blev pahaeldt 2 ml medium, tilsat serum
eller fuldt defineret medium med eller uden hor-
mon, og inkuberet 5 dggn. Efter 5 degn blev pa-
heeldt 2 ml af pageeldende medium tilsat 5 uCi iso-
topmerket glukose, og der blev inkuberet 25 ti-
mer. Det ovenstdende medium blev suget af og
koncentrationen af isotopmearket laktose blev be-
stemt. Cellerne blev opslemmet i medium og
herpé blev bestemt DNA.

Resultater

I det fgrste forsgg blev undersggt dels hvor
lzenge synteschastigheden af laktose er konstant
og dels prolaktins effekt pa laktosesyntese. Af fi-
gur 1 ses, at middelvaerdierne ligger pa en ret lin-
je, hvilket viser at syntesehastigheden er konstant



i de 23 timer forsgget er udfgrt. Ud fra dette er
valgt en inkubationstid p4 8 timer, idet kortere tid
vil give de tilsatte hormoner mindre tid til at virke
i. Ved lengere tids inkubation er i egne tidligere
forsgg observeret, at kurven for syntesehastighed
af laktose bgjer af efter 20-24 timers inkubation.
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Fig. 1. Sammenhang mellem inkubationstid og meengden
af syntetiserer isotopmerket laktose. Cellerne inkuberet {
fuldt defineret medium med eller uden prolaktin.

O Fuldt defineret medium.
® Fuldt defineret medium + 20 pg prolaktin pr. ml.
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Fig. 2 Sammenhceng mellem stigende prolaktin koncen-
tration og mengden af syntetiseret isotopmaerket laktose.

Fig. 1 viser desuden at tilsetning af prolaktin i
denne koncentration ikke har nogen signifikant
(P < 0,05) effekt pa syntesen af laktose. Resulta-
tet af tilszetning af stigende mangde prolaktin og
inkubation i 8 timer ses i figur 2. Prolaktin har in-
gen signifikant (P < 0,05) effekt i nogen af de an-
vendte koncentrationer. P4 ubehandlede prover,
d.v.s. celler der er inkuberet i fuldt defineret me-
dium, er pd denne og de fglgende figurer angivet
Least Significant Difference (L8D), der er den
mindste afvigelse mellem middelvardien for kon-
trol og middelvardien for behandlede prover, for
at der er signifikant (P < 0,05) forskel. Resultatet
af den serie forsgg der blev udfgrt med veksthor-
mon, somatomedin C oginsulin sesifig. 3,40g5.
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Fig. 3. Sammenheeng mellem stigende vaeksthormon kon-
centration og mengden af syntetiseret isotopmerket lnk-
tose.
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Fig. 4. Sammenhaeng mellem stigende koncentration af

somaiomedin C og meengden af syntetiseret isotopmeerket

laktose. Mediet med hormon er tilsat konstant koncentra-
tion af I ug veeksthormon pr. mi.
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Fig. 5. Sammenhweng mellem stigende koncentration af in-

sulin og maengden af syntetiseret isotopmerker laktose.

Mediet med hormon er tilsar konstant koncentration af |
ug veeksthormon + 0,05 ug somatomedin C pr. mi.

Ingen af de nzvnte behandlinger afviger signifi-
kant (P < 0,05) fra de ubehandlede prgver.
Resultatet af forsgg med primarkultur sesi ta-
bel 1. Det totale antal ug DNA angiver, hvor stor
veekst der er 1 cellekulturen. Der er ingen forskel
pa vzksten ved medium tilsat serum og ved fuldt
defineret medium. Det fuldt definerede medium
mé derfor vere sammensat sa det svarer til de
vakstiremmende komponenter, der findes i se-
rum. Tilseetning af 40 ug prolaktin gger signifi-
kant (P < 0,05) vaeksten. Tilsztning af 10 ug pro-
laktin giver en vaekst, der ikke adskiller sig fra
fuldt defineret medium eller fra medium tilsat 40
ung prolaktin. Mangden af radioaktivt market
laktose der er udskilt i neringsmedium, relateret



Tabel 1. Laktosesyntesen i primer kultur, relateret til
total ug DNA

i.aktose dpmpr.

Behandling DNAtotal ug #gDNA
Medium + serum 2,50 5,5-10%
Fuldt def. medium 3,1b 5,5-10%
Fuldt def. medium

+ 10 pg Prolaktin pr. ml 9 8ab 12,0 10°b
Fuldtdef. medium

-+ 40 ug Prolaktin pr. ml 9.3a 16,3-10%a

a-c Gennemsnitsvardier, 1 samme sgjle, der er maerket
med forskelligt bogstav, er signifikant (P < 0,05)
forskellige.

Beregnet ved ensidig variansanalyse.

til total wg DNA, er derimod forskelligt. Ved til-
setning af biade 10 pg og 40 g prolaktin gges
mengden af laktose signifikant (P < 0,05). Derer
ingen forskel pd mengden af laktose ved medium
med serum og fuldt defineret medium. Desuden
viser dette forsag, at den producerede laktose ud-
skilles fra cellen ogsé selvom cellen findes ind-
stgbt i collagengel.

Diskussion

De anvendte hormoner prolaktin, veksthor-
mon, somatomedin C og insulin havde ingen ef-
fekt pé laktosesyntesen i forggene med suspen-
stonskultur. Nyeste undersggelser, C. R. Baum-
rucker (1986), har vist, at der findes insulinrecep-
torer og somatomedin Creceptorer i malkekirtel-
vav, Samtidig blev vist at somatomedin C i en
koncentration pa 50-300 ng/ml stimulerer DNA
syntesen i yvervavsnit fra lakterende keer, og at
100 ng-10 pg/ml insulin havde samme effekt. At
der i egne undersgglser ikke blev fundet en effekt
pa laktosesyntesen ved tilsztning af insulin eller
somatomedin C kan derfor undre. Arsagen til

dette kunne vaere, at cellerne er isoleret fra vver-
vaev, der stammer fra en ko sent i laktationen, og
cellerne derfor giver langt mindre respons. At
vaksthormon ingen direkte effekt havde palakto-
sesyntesen, var som tidligere navnt, ventet. Re-
producerbarheden af disse forsgg kan ses ved
sammenligning af kontrolpraver fra figur 1 efter 8
timers inkubation, og kontrolprgver fra figur 2 og
figur 3. Spredningen er pd 12% i disse forsgg og
meget stprre reproducerbarhed kan nok ikke for-
ventes.

I forspget med primarkultur havde prolaktin
stimulerende effekt pé vaeksten. Desuden stimu-
leres syntesen af laktose ved tilsztning af bade 10
ug og 40 ug prolaktin. Denne ggning af syntesen
kan skyldes, at disse celler eri stgrre vekst og der-
med har hgjere generel syntese kapacitet. Da der
er signifikant forskel pa tilsztning af 10 ug og 40
g prolaktin, og denne ikke afspejles i det totale
DNA, kan det tyde p# at prolaktin har haft en sti-
mulerende effekt pa laktosesyntesen i primarkul-
turen. Det kan sd diskuteres om meelkekirtelepi-
thelceller i primarkultur, hvor der sker betydelig
celledeling, er meget forskellige fra de vavsceller,
som de stammer fra. Man ved, at i cellekulturer
har de nydannede celler ofte f4 af vaevets szrlige
egenskaber og far et mere embryonalt preg. Mal-
kekirtelepithelceller i primar kultur har muligvis
derfor, mere egenskaber som et yver udner udvik-
ling eller i tidlig laktation, end i et yver i sen lakta-
tion, som cellerne oprindelig stammer fra.
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