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Abstract

Introduction: The connection between the gut microbiota and the aethiology of metabolic
diseases as obesity and type 2-diabetes is increasingly being recognized. The gut microbiota
might affect energy metabolism by fermenting indigestible dietary components and thereby
producing short chain fatty acids (SCFA) as acetate, butyrate and propionate. These SCFA
might enter the systemic circulation and directly affect metabolism of peripheral tissues.
Branched chain fatty acid (BCFA) have recently been proposed as bioactive molecules
contributing to the positive health effects associated with consumption of dairy products, but
very little is known about possible effects on energy metabolism in skeletal muscle. Skeletal

muscle might be an important site of action of SCFA and BCFA, yet relatively unexplored.

Methods: Satellite cells were isolated from muscle biopsies taken from musculus vastus
lateralis from healthy voluntarily donors. The cells were cultured, proliferated and
differentiated into multinuclear myotubes. During differentiation, the cells were pretreated
with SCFA (acetate, butyrate and propionate) and BCFA (12-methyltetradecanic acid, 13-
methyltetradecanic acid and 15-methylhexadeconate acid). Glucose and lipid metabolism was
studied using radiolabeled D-[**C(U)] glucose and [1-}*C] oleic acid in substrate oxidation
method. Gene expression of selected genes such as CYC1, UQCRB, GLUT1, CPT1B and
CD36 were examined using reverse-transcriptase quantitative polymerase chain reaction (RT-
gPCR). Effect of SCFA and BCFA on interleukine-6 (IL-6) secretion was examined by using
ELISA (Enzym-Linked Immunosorbent Assay). *C-leucine incorporation in proteins was
used to study protein synthesis in skeletal muscle cells. Thin layer chromatography (TLC)
was used to investigate the incorporation of **C-leucine into different cellular lipids after

pretreatment with butyrate and BCFA.

Results/conclusion: The results showed increased oleic acid metabolism and glucose uptake
in skeletal muscle cells after 24 hours pretreatment with butyrate 100 uM. As for BCFA, 12-
MTA showed effect on glucose uptake without showing any effects on either glucose
oxidation or oleic acid metabolism. SCFA and BCFA had no effects on either protein
synthesis or 1L-6 secretion from skeletal muscle cells. These fatty acid did not affect the
expression of selected gene that are involved in energy metabolism. BCFA, especially 12-
MTA and 13-MTA had an effect on incorporation of **C-leucine into cellular lipids in skeletal

muscle cells.



Sammendrag

Innledning: | det siste har det veert stor fokus pa sammenheng mellom tarmflora og
etiologien av metabolske sykdommer som fedme og type 2-diabetes. Tarmflora kan spille en
viktig rolle i energimetabolisme ved blant annet fermentering av ufordgyelige bestanddeler
fra kosten og dermed produsere kortkjedede fettsyrer (SCFA) som acetat, butyrat og
propionat. Disse fettsyrene kan transporteres over tarmveggen til blodbanen og ha direkte
effekter pa blant annet metabolisme i perifere vev. Forgreinede fettsyrer (BCFA) er nylig blitt
sett pd som bioaktive molekyler som bidrar med positive helseeffekter forbundet med inntak
av meieriprodukter, men man vet veldig lite om mulige effekter pa energimetabolisme i
skjelettmuskel. Skjelettmuskel kan vaere et viktig virkningsomradet for kortkjedede og
forgreinede fettsyrer som er lite forsket pa.

Metoder: Satelittceller ble isolert fra muskelbiopsier tatt fra larmuskulaturen (m. vastus
lateralis) til friske frivillige donorer. Muskelcellene ble dyrket opp, proliferert og differensiert
til flerkjernede myotuber. Under differensieringsperioden ble cellene forbehandles med
kortkjedede fettsyrer som acetat, butyrat og propionat, og forgreinede fettsyrer som 12-
metyltetradekansyre (12-MTA), 13-metyltetradekansyre (13-MTA), 15-metylheksadekansyre
(15-MHA). Glukose- og oljesyremetabolisme ble undersgkt ved bruk av
substratoksidasjonsmetode, der radiomerket D-[**C(U)] glukose og [1-}*C] oljesyre ble
benyttet. Genuttrykk av utvalgte gener som CYC1, UQCRB, GLUTL1, CPT1B og CD36 ble
undersgkt ved & benytte revers-transkriptase kvantitativ polymerase-kjedereaksjon (RT-
gPCR). Effekt av kortkjedede og forgreinede fettsyrer pa interleukin-6 (IL-6) sekresjon ble
studert ved bruk av ELISA (Enzym-Linked Immunosorbent Assay). Proteinsyntese i
skjelettmuskelceller ble studert ved & undersgke **C-leucin-inkorporering i proteiner.
Tynnsjiktkromatografi (TLC) ble brukt for & undersgke inkorporering av **C-leucin inn i
varierte lipidklasser etter forbehandling med butyrat og BCFA.

Resultater/konklusjon: Resultatene viste gkt oljesyremetabolisme og glukoseopptak etter 24
timers forbehandling med butyrat 100 uM. Nar det gjelder forgreinede fettsyrer sa var det 12-
MTA som viste effekt pa glukoseopptak uten a ha noe effekt pa verken glukoseoksidasjon
eller oljesyremetabolisme. Kortkjedede og forgreinede fettsyrer hadde ingen effekt pa verken
proteinsyntese eller sekresjon av interleukin- 6 (IL-6) fra skjelettmuskelceller. Disse fettsyrer
pavirket heller ikke uttrykk av utvalgte, relevante gener involvert i energimetabolisme.
Forgreinede fettsyrer, serlig 12-MTA og 13-MTA hadde effekt pa inkorporering av *C-

leucin i cellulaere lipider i skjelettmuskelceller.
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1 Innledning

1.1 Skjelettmuskel

Skjelettmuskel er den viljestyrte muskeltypen som utgjer ca. 80 % av kroppens muskelvev.
Den er fordelt pa ca. 600 muskler, der hver muskel er bygd opp av muskelceller
(muskelfibrer), blodarer, nettverk av nerver og bindevev som binder de enkelte muskelfibrene
sammen i muskelbunter [1-3]. Skjelettmuskelceller har mange cellekjerner som er jevnt
fordelt langs muskelfibrene. Hver muskelfiber inneholder mange myofibriller som igjen
bestar av parallelle myofilamenter. Det er to typer myofilamenter, de tynne (aktin) og de
tykke (myosin), som er dannet ved systematisk arrangering/strukturering av proteinene aktin
og myosin. Nar disse myofilamentene er samlet formerer de sarkomerer, som er de minste
funksjonelle enhetene i muskelfiberen. Nar disse filamentene interagerer forer det til
sammentrekning av muskelen i en adenosintrifosfat (ATP)-avhengig prosess som respons pa
nervesignaler [2, 3]. Hver muskelfiber er omsluttet av en tynn bindevevshinne (endomysium).
Grupper av muskelfibrer er ordnet i bunter og omgitt av en tykkere bindevevshinne
(perimysium). Selve muskelen som er dannet av mange muskelfiberbunter er omsluttet av en

felles bindevevshinne (epimysium) [1, 3].

Skjelettmuskel inneholder flere typer muskelfibre, klassifisert vanligvis som type |
(oksidative/langsomme) eller type 1l (raske). Type-I fibrer inneholder et hgyt antall
mitokondrier og bruker oksidativ fosforylering til sin ATP-produksjon, noe som gir en stabil
og langvarig tilfgrsel av ATP. Derfor er disse fibrene utholdende, oksidative og langsomme
[1, 2, 4]. Type-ll fibrer deles inn i tre subenheter, Ila, 11x og llb, hvorav type Ilb inneholder
laveste nivaer av mitokondrier og oksidative enzymer og er derfor avhengig av glykolytisk
metabolisme for produksjon av ATP. Egenskaper til type 11a og I1x ligger et sted mellom type
| og type 1Ib fibre nar det gjelder oksidasjon- og kontraksjonsfunksjoner. Type Ila er raske,
oksidative fibre mens IIx er raske, glykolytiske fibre med minst utholdenhet [3, 4].
Sammensetning av fibertyper i skjelettmuskel er dynamisk og kan endres gjennom livet [2].
Studier viser at spesifikasjoner pa muskelfiber ser ut til & veere assosiert med fedme og type 2-
diabetes. Det er blant annet observert lavere nivaer av type | fibre hos personer med fedme og
diabetes [5, 6].



Skjelettmuskel inneholder ogsa satellittceller, primaere stamceller som spiller en viktig rolle i
vekst og regenerering av vev. De er udifferensierte celler som vanligvis er i hvilende status
hos voksne, men blir aktivert av myogene faktorer som respons pa muskelvekst eller skade.
Etter aktivering vil satellittceller fusjonere med eksisterende muskelfibre og bidra til vekst
eller reparasjon av skadede fibre [1, 2, 7]. Satellittceller kan bli isolert fra
skjelettmuskelbiopsier, sa aktivert til proliferende myoblaster, som videre differensieres til
flerkjernede myotuber i kultur. Myotuber i kultur har liknende egenskaper som skjelettmuskel
in vivo og er derfor en velegnet in vitro-modell for studier av human skjelettmuskulatur [7, 8].
| denne masteroppgaven ble det brukt satellittceller med humant opphav, der biopsier ble tatt
fra larmuskulaturen (m. vastus lateralis). Det ble brukt en modifisert protokoll etablert av
Gaster et al. for isolering og dyrkning av muskelceller i kultur [9].

1.2 Energimetabolisme i skjelettmuskel

Skjelettmuskel regnes som kroppens starste organ som utgjer omtrent 40 % av total
kroppsmasse, 30 % av hvilende energiforbruk og inntil 80 % av insulinstimulert
glukoseopptak [1, 10]. Energimetabolisme i skjelettmuskel vil dermed kunne pavirke
energibalansen for hele organismen. Fra et mekanisk perspektiv er hovedfunksjonen til
skjelettmuskulaturen a konvertere kjemisk energi til mekanisk energi for a generere blant
annet kraft til bevegelse, mens fra et metabolsk perspektiv er rollen til skjelettmuskulaturen a
bidra til basal energimetabolisme. Skjelettmuskulaturen bidrar ogsa til varmeutvikling som vil
vaere hensiktsmessig for blant annet & opprettholde kjernetemperatur [1, 11].
Skjelettmuskulaturen er det vevet som er mest involvert i lipid- og glukoseomsetning i
kroppen. Der lipider er primare kilder til energiproduksjon ved faste og vedvarende fysisk
aktivitet, mens glukose blir foretrukket som primaer energikilde ved matinntak, altsa under

insulin-stimulerte forhold [12].



1.2.1 Glukosemetabolisme i skjelettmuskel

Insulin fungerer som en primaer regulator av glukosekonsentrasjon i plasma ved at det gker
glukoseopptak i bade muskel og fettvev og hemmer glukoseproduksjon og -frigjering fra
leveren. Insulin kan i tillegg fare til dannelse og lagring av triglyserider og glykogen i fettvev,
lever og muskel ved a stimulere lipogenese, glykogensyntese og hemme lipolyse og
glykogenolyse. En viktig del av kroppens evne til & opprettholde glukosebalansen etter maltid

er insulin-stimulert glukoseopptak [13, 14].

Glukosetransport i skjelettmuskel er mediert ved fasilitet diffusjon gjennom bestemte
glukosetransportarer (GLUT). Til na er det identifisert 15 isoformer av GLUT-familien, der
minst 5 av dem er uttrykt i skjelettmuskel (GLUTY, 4, 5, 8 og 11) [15]. GLUT1 og GLUT4
har vist seg a ha starst betydning for glukosetransport inn i skjelettmuskelceller [14]. GLUT1
er uttrykt i nesten alle vev og er ansvarlig for basalt glukoseopptak, mens GLUT4 finnes

hovedsakelig i fettvev og muskel og er ansvarlig for insulin-stimulert glukoseopptak [16].

Insulin-stimulert glukoseopptak i muskel og fettvev skjer gjennom en kompleks
signaliseringskaskade. Insulin utfgrer denne effekten ved at det bindes til insulinreseptor (IR)
og videre stimulerer translokasjon av GLUT4 fra intracellulaere lagringssteder til
plasmamembranen. Translokasjon av GLUT4 er det hastighetsbestemmende trinnet i insulin-
stimulert glukoseopptak i bade muskel og fettvev [13, 16]. Insulinreseptoren er et
heterotetramerisk membranprotein som tilhgrer reseptortyrosinkinaser (RTK). Denne
reseptoren bestar av to a- og to B-subenheter, hvorav insulin bindes til o-subenhet og videre
aktiverer B-subenheten (figur 1.1). Dette resulterer i autofosforylering som farer til aktivering
av insulinreseptoren, slik at insulinreseptorsubstrat (IRS) kan bindes til reseptoren og
fosforyleres [13]. IRS vil kunne fungere som bindingssete for signalproteiner som p85, en
regulatorisk subenhet av fosfatidylinositol 3-kinase (P13K). Dette medfarer aktivering av
enzymet og generering av fosfatidylinositol 3,4,5-trifosfat (P1P3) fra fosfatidylinositol 4,5-
bifosfat (PIP2). Dette farer til rekruttering og aktivering av blant annet fosfoinositid-avhengig
kinase-1 (PDK-1) som vil videre aktivere nedstrgms aktivatorer som protein kinase B (PKB),
ogsa kjent som Akt. Aktivert Akt vil videre fosforylere akt-substrat 160 kDa (AS160) som
blir inaktivert, slik at Rab-proteiner ikke blir inaktiverte lenger og tillater translokasjon av
GLUT4 fra intracelluleere vesikler til cellemembranen (figur 1.1) [17].



Fysisk aktivitet kan ogsa stimulere translokasjon av GLUT4 fra intracellulaere vesikler til
cellemembranen og dermed gke glukoseopptak. En mekanisme bak dette kan veere at ved
energiforbruk, som ved trening, gkes nivaet av AMP og ADP i forhold til ATP. Dette kan fare
til aktivering av AMP-aktivert protein kinase (AMPK), som kan ha flere oppgaver i cellen,
blant annet direkte fosforylering av AS160, som er sentralt for glukoseopptak ved
insulinsignalisering. Aktivering av AMPK kan ogsa skje ved at muskelkontraksjon farer til
frigjering av Ca* fra sarkoplasmatisk retikulum (SR), noe som bidrar til aktivering av
Ca?*/kalmodulin-avhengig protein kinase (CaMK) familien, serlig CaMKII som kan videre
fosforylere og aktivere AMPK (figur 1.1) [18, 19].
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Figur 1.1: Glukosetransportgr 4 (GLUT4)-translokasjon via en kompleks signaliseringskaskade.

A: Binding av insulin til insulinreseptoren (IR) utlgses en autofosforylering av reseptoren og
muliggjer binding av insulinreseptorsubstrat (IRS). Fosforylert IRS vil kunne fungere som
bindingssete for p85 signalprotein, noe som farer til aktivering av fosfatidylinositol 3-kinase (P13K)
og dermed generering av fosfatidylinositol 3,4,5-trifosfat (PIPs) fra fosfatidylinositol 4,5-bifosfat
(PIP2). Dette farer til rekruttering og aktivering av blant annet fosfoinositid-avhengig kinase-1 (PDK-
1), som vil fosforylere Akt som videre fosforylerer og inaktiverer akt-substrat 160 kDa (AS160). Dette
resulterer i translokasjon av GLUT4 fra intracellulzre vesikler til cellemembranen.

B: Muskelkontraksjon medfgrer aktivering av AMP-avhengig kinase (AMPK) via frigjegring av Ca®*
fra sarkoplasmatisk retikulum (SR), noe som bidrar til aktivering av Ca?*/kalmodulin-avhengig protein
kinase (CaMK) familien, seerlig CaMKII. CaMKI|I aktiverer AMPK som videre fgrer til fosforylering
av AS160, og dermed translokasjon av GLUT4. Modifisert fra [13, 16, 18, 20].



Etter at glukose er tatt inn i cellens cytosol, blir det fosforylert til glukose-6-fosfat ved hjelp
av enzymet heksokinase (HK). Glukose-6-fosfat kan enten ga gjennom glykolysen, eller blir
lagret som glykogen ved glykogensyntesen (figur 1.2). Glykolyse er en prosess med flere
trinn som resulterer i nedbrytning av glukose-6-fosfat til pyruvat og dannelse av nikotin-
adenin-dinukleotid (NADH) og adenosintrifosfat (ATP). Ved utilstrekkelig tilgang pa
oksygen kan pyruvat omdannes anaerobt til laktat mens under aerobe forhold tas pyruvat opp
I mitokondriell matriks ved hjelp av spesifikke transportere og blir konvertert til acetyl-CoA
ved hjelp av PDH-komplekset (pyruvat dinydrogenase) (figur 1.2). Acetyl-CoA gar videre
gjennom Krebs syklus, ogsa kalt sitronsyresyklusen. Det er en serie av kjemiske reaksjoner
hvor acetyl-gruppen fra acetyl-CoA blir omdannet til oksaloacetat og deretter oksidert til
sitronsyre. Fra en syklus dannes det to karbondioksid (COz)-molekyler, i tillegg til
hgyenergiberere i form av (NADH), flavin-adenin-dinukleotid (FADH2) og guanosintrifosfat
(GTP). NADH og FADH: som dannes fra Krebs syklus og -oksidasjon kan overfare
hayenergielektroner til elektrontransportkjeden som er lokalisert i den indre
mitokodriemembranen. Elektrontransportkjeden er sammensatt av fire proteinkomplekser (I-
IV) og andre elektronberere som cytokrom C (cyt c) og ubikinon (koenzym Q). Elektroner
kan overfgres mellom elektronbzarere og avgi fri energi som brukes til & bevege protoner over
den indre mitokondriemembranen. Dette farer til dannelse av en protongradient som driver
dannelse av ATP fra ADP og fosfat (Pi) ved hjelp av enzymet ATP-syntase. Koblingen
mellom elektrontransportkjede med ATP-syntase kalles oksidativ fosforylering (OXPHOS)
(figur 1.2) [21-24].

Ved overskudd av energi i cellene vil glukose-6-fosfat omdannes til glykogen ved hjelp av
enzymet glykogensyntase (GS). Pa denne maten blir glukose lagret i form av glykogen, som
senere kan spaltes til glukose-1-fosfat og underga glykolyse ved behov for energi. Hovedlager
for glykogen befinner seg i skjelettmuskel og lever, mens andre celler lagrer mindre mengder
glykogen for dere eget bruk. Glykogen i muskel har som funksjon & syntetisere ATP under
muskelkontraksjon, mens glykogen i lever opprettholder glukose konsentrasjon i blod,
spesielt ved faste [21].
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Figur 1.2: Metabolisme av glukose og frie fettsyrer (FFA) i skjelettmuskel. Skjelettmuskel benytter
bade glukose og FFA til sin energiproduksjon, hvorav begge gjennomgar en rekke prosesser far det
dannes energi i form av adenosintrifosfat (ATP). GLUT4, glukosetransportgr 4; HK, heksokinase; GS,
glykogensyntase; PDH, pyruvat dehydrogenase; NADH/NAD®, nikotin-adenin-dinukleotid; FADH,/
FAD?, flavin-adenin-dinukleotid; IR, insulinreseptor; CPT1, karnitin-palmitoyltransferase-1; CPT2,
karnitin-palmitoyltransferase-2; CD36/FAT, blodplate glykoprotein 4/ fettsyretranslokase; acetyl-
CoA, acetyl koenzym A; ACS, acyl-CoA-syntase; FABP, fettsyrebindende proteiner; ACBP, acyl-
CoA bindende protein; PL, fosfolipider; TG, triglyserider; DAG, diglyserider; ADP, adenosindifosfat.
Modifisert fra [13, 16, 20, 25, 26].



1.2.2 Fettsyremetabolisme i skjelettmuskel

Frie fettsyrer (FFA) kan tas opp i skjelettmuskelceller ved fasilitert diffusjon ved hjelp av
transportproteiner i cellemembranen. Det er blitt funnet flere fettsyretransportere i
skjelettmuskel, som CD36/FAT (blodplate-glykoprotein 4/ fettsyretranslokase),
plasmamembran-bundet fettsyrebindende protein (FABP,m) 0g fettsyretransportproteiner
(FATP) 1 og 4, der CD36/FAT og FATP4 har vist seg a vaere de mest effektive
fettsyretransporterne [26, 27]. Muskelkontraksjon og insulin kan gke opptak av FFA ved a
indusere translokasjon av CD36/FAT transporter fra intracelluleere lagre til cellemembranen
[26, 28].

Inne i cellen kan FFA transporteres ved hjelp av fettsyrebindende proteiner (FABP). FFA
metaboliseres i mitokondrier ved sakalt B-oksidasjon og ma derfor transporteres fra cytosol
over mitokondriemembranen og til mitokondriell matriks. Fgrst blir FFA esterifisert til
langkjedet acyl-CoA av acyl-CoA-syntase (ACS) i cytosol, hvorav mesteparten blir
transportert ved hjelp av acyl-CoA bindende protein (ACBP) til mitokondrier og
peroksisomer for B-oksidasjon, mens en liten andel kan bli konvertert til intracelluleere lipider
som fosfolipider (PL), triglyserider (TAG), diglyserider (DAG) og ceramider i
endoplasmatisk retikulum (ER) [25]. FFA eller acyl-CoA kan ogsa bindes til
transkripsjonsfaktorer, som f.eks. peroksisom proliferator-aktiverte reseptorer (PPAR) og
regulere genekspresjon (figur 1.2) [29].

Langkjedet acyl-CoA blir transportert inn i mitokondrier ved en baeremekanisme, bundet til
karnitin. | den ytre mitokondriemembranen sitter enzymet karnitin-palmitoyltransferase-1
(CPT1) som kobler acyl-gruppen til karnitin, slik at den transporteres over membranen inn i
mitokondriell matriks. Inne i matriks omdannes acylkarnitin tilbake til langkjedet acyl-CoA
av karnitin-palmitoyltransferase-2 (CPT2) som overfarer acyl-gruppen til CoA igjen samtidig

som karnitin frigjares [21].

CPT1-aktivitet er viktig for fettsyreoksidasjon siden det er det hatighetsbestemmende
enzymet for opptak av langkjedet acyl-CoA til mitokondrier [30]. Acyl-CoA er
utgangspunktet for nedbrytning av FFA ved B-oksidasjon, hvorav acyl-CoA degraderes til
acetyl-CoA ved en syklisk prosess der acyl-CoA hver gang forkortes med to karbonatomer.
Dette resulterer i dannelse av acetyl-CoA og hayenergibarere som nikotin-adenin-dinukleotid



(NADH) og flavin-adenin-dinukleotid (FADH). Acetyl-CoA kan videre ga inn Krebs syklus
pa samme mate som acetyl-CoA dannet fra glukosemetabolisme og innga i dannelse av ATP
(avsnitt 1.2.1) [22].

Skjelettmuskel kan fa tilfart fettsyrer fra flere kilder, blant annet FFA bundet til aloumin fra
lipolyse i fettvevet ved hjelp av hormonsensitiv lipase (HSL), og FFA frigjort fra triglyserider
(TG) etter hydrolyse av sirkulerende kylomikroner og VLDL (meget-lav-tetthet lipoprotein) i
blodet, ved hjelp av lipoprotein lipase (LPL). I skjelettmuskel kan acyl-CoA lagres i form av
intramuskulere triglyserider (IMTG) ved blant annet energioverskudd. Dette skjer i en rekke
enzymatiske trinn, hvorav glyserol-3-fosfat acyltransferase (GPAT) katalyserer farste trinn og
diacylglyserol acyltransferase (DGAT) katalyserer siste trinn i TG syntese [20].
Intramuskulaere triglyserider (IMTG) i skjelettmuskel kan da ogsa spaltes og fungere som
kilde til FFA [21, 25, 31]. Monoglyserid lipase (MGL), fettvev triglyseridlipase (ATGL) og
hormon sensitiv lipase (HSL) er enzymer som kan veere involvert i lipolyse av IMTG til FFA
[31].



1.3 Metabolsk syndrom

Metabolsk syndrom er et samlebegrep for metabolske risikofaktorer som predisponerer for
metabolske sykdommer, som type 2-diabetes og kardiovaskulaere sykdommer. De metabolske
risikofaktorene omfatter abdominal fedme, aterogen dyslipidemi, hypertensjon,
insulinresistens bade med og uten glukoseintoleranse, en proinflammatorisk og protrombotisk
tilstand [32]. Metabolsk syndrom utvikles gradvis over tid og blir drevet av en kompleks
kombinasjon av faktorer, inkludert lipidakkumulering, redusert insulin sensitivitet og
immunitet [33].

1.3.1 Overvekt og fedme

Overvekt og fedme defineres som unormal eller overflgdig fettakkumulering, som kan gke
risikoen for flere sykdommer, blant annet kardiovaskulzere sykdommer, type-2 diabetes og
kreft [34]. Verdens helseorganisasjon (WHO) har klassifisert overvekt og fedme ved a bruke
kroppsmasseindeks (KMI), hvorav overvekt er en KMI pa 25 eller over og fedme er en KMI
pa 30 eller over. KMI definert som kroppsvekt i kilogram per kvadrat av hgyden i meter
(kg/m?) [35]. Forekomsten av overvekt og fedme har gkt over hele verden siden 1970-tallet,
0g i 2016 var omtrent 40 % av voksne og 18 % av barn (alder 5-19 ar) overvektige blant hele

verdens befolkning [36].

Overvekt og fedme skyldes en ubalanse mellom energiinntak og energiforbruk. Utbruddet av
fedme er en kompleks prosess som involverer genetiske, psykiske, hormonelle og
miljgmessige faktorer, og er ofte assosiert med flere kroniske komplikasjoner, som
hyperglykemi, hypertriglyseridemi, lave nivaer av HDL (hgy-tetthet-lipoprotein) og
hypertensjon [37]. Det har blitt foreslatt at redusert fettsyreoksidasjon i forhold til
glukoseoksidasjon kan vare en mulig faktor til vektgkning og at endret fettsyremetabolisme
kan veere viktig i patogenesen av fedme [38]. Fedme blir assosiert med blant annet gkt risiko
for utvikling av insulinresistens og type 2-diabetes. Dette kan da skyldes blant annet gkt
frigjering av FFA, glyserol, hormoner og proinflammatoriske cytokiner fra fettvev [39].



1.3.2 Insulinresistens og type 2-diabetes

Insulinresistens oppstar nar det er en redusert respons pa normale nivaer av sirkulerende
insulin, inkludert en reduksjon i insulin-stimulert glukoseopptak [25]. Skjelettmuskel er sarlig
viktig i denne sammenhengen siden det star for inntil 80 % av insulin-stimulert
glukoseopptak. Langvarig insulinresistens er en av de viktigste arsakene til utvikling av type
2-diabetes [10, 33].

Utvikling av insulinresistens og type 2-diabetes er en kompleks prosess som kan ha sterk
sammenheng med fedme og antakeligvis tilstedevearelse av en kronisk inflammasjonstilstand.
Kronisk inflammasjon er preget av unormal ekspresjon og produksjon av en rekke pro-
inflammatoriske cytokiner som tumornekrosefaktor-o. (TNF-a), interleukin-1 (IL-1) og
interleukin-6 (IL-6) som medierer insulinresistens i perifere vev [40, 41].
Lipidakkumuleringen som oppstar ved ubalanse mellom opptak og oksidasjon av fettsyrer kan
ogsa vere en mulig arsak til insulinresistens [42, 43]. Haye nivaer av sirkulerende FFA og
akkumulering av langkjedet acyl-CoA og triglyserider i muskel kan bidra til utvikling av
insulinresistens i skjelettmuskulatur ved a redusere Akt-aktivitet og dermed fere til mindre
translokasjon av GLUT4 til cellemembranen. Mitokondriell dysfunksjon, altsa defekt i

mitokondriell oksidativ fosforylering kan ogsa veere med pa utvikling av insulinresistens [44].

1.4 Tarmflora

| lgpet av de siste arene har det veert stor fokus pa betydning av tarmflora ved fedme og type
2-diabetes. Det er vist at overfgring av tarmflora fra tynne personer til personer med fedme og
metabolsk syndrom forbedret insulinsensitivitet og gkte andel butyratproduserende bakterier i
tarmen [45, 46]. Studier som undersgkte hele tarmfloraens gensammensetning, sakalte
«metagenome-wide assosiation studies» (MGWAS) viste at tarmfloraen hos voksne personer
med type 2-diabetes er forskjellige fra personer uten diabetes og at de med type 2-diabetes har
lavere andel av butyratproduserende bakterier [40, 47-49]. Tarmflora kan virke som et
metabolskt organ ved & nedbryte ufordgyelige bestanddeler fra kosten, noe som resulterer i
produksjon av kortkjedede fettsyrer (SCFA) som acetat, butyrat og propionat. Disse SCFA
kan ha en viktig rolle i patofysiologien av fedme, insulinresistens og type 2-diabetes ved a
regulere energimetabolisme [45]. Sammensetning av tarmflora er en avgjgrende faktor for

dannelse av SCFA og blir pavirket av blant annet kosthold [50].
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1.5 Kortkjedede fettsyrer (SCFA)

Tarmflora har blitt anerkjent som en viktig miljgfaktor for utvikling av metabolske
sykdommer, som fedme, type 2-diabetes og kardiovaskulaere sykdommer [37]. Tarmfloraen
kan produsere farmakologisk aktive signaliseringsmolekyler som kan pavirke metabolisme i
vertsceller, slike som kortkjedede fettsyrer (SCFA=Short Chain Fatty Acid). Disse er fettsyrer
med 1-6 mettede karbonatomer i sin struktur som produseres ved bakteriell fermentering av
plantefibre i tykktarmen. De vanligste typer kortkjedede fettsyrer som dannes i cecum og
colon er acetat (eddiksyre), butyrat (smarsyre) og propionat (propansyre). Disse utgjgr >95 %
av total mengde SCFA i tarmen [33, 45, 50].

1.5.1 Produksjon av kortkjedede fettsyrer

Produksjon av kortkjedede fettsyrer i tykktarmen skjer via bakteriell fermentering av
kostfibrer, en prosess som innebarer at bakteriene metaboliserer ufordeyelige bestanddeler
fra kosten, som kostfibre i fraveer av oksygen (anaerobt). Acetat lages av de fleste bakteriene i
tarmen, mens butyrat produseres av Clostridia, en klasse av Firmicutes bakteriefamilien, og

propionat blir produsert av Bacteroidetes og Negativicutes [45, 51].

Ufordgyelige karbohydrater fra kosten blir farst nedbrutt til monosakkarider som videre
fermenteres av bakterier i det anaerobe miljget i tarmen. De fleste bakteriene konverterer
monosakkarider til fosfoenolpyruvat (PEP), som omdannes til enten pyruvat eller
okasaloacetat, og videre til fermenteringsprodukter som organiske syrer og alkoholer (figur
1.3) [50]. Acetat blir dannet enten ved hydrolyse av acetyl-CoA eller ved at CO; blir redusert
til CO og sammen med en metylgruppe og CoA danner acetyl-CoA (figur 1.3). Propionat kan
dannes ved at pyruvat blir omdannet til laktat, sa til akrylat og videre redusert til propionat.
Dannelse av propionat kan ogsa skje via suksinatdekarboksyleringsvei, hvorav
fosfoenolpyruvat (PEP) sammen med CO2 gar gjennom flere trinn og blir omdannet til
propionat. Butyratdannelse starter med kondensering av to acetyl-CoA molekyler som blir
redusert til mellomproduktet crotonyl-CoA, sa butyryl-CoA og videre omdannet til butyrat
(figur 1.3) [10, 50].
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Figur 1.3: Skjematisk oversikt over metabolske veier involvert i tarmfloraens produksjon av
kortkjedede fettsyrer (SCFA). | tarmlumen blir ufordayelige karbohydrater nedbrutt av bakterier til
monosakkarider, som videre gjennomgar bakteriell fermentering via ulike metabolske veier. Dette
medfarer produksjon av de vanligste typer kortkjedede fettsyrer som acetat, butyrat og propionat.
modifisert fra [10, 50].

1.5.2 Absorpsjon av kortkjedede fettsyrer

Kortkjedede fettsyrer (SCFA) kan brukes enten som energikilde for tarmcellene (serlig
butyrat) og/eller transporteres over tarmveggen til blodbanen og antageligvis fungere som
signalmolekyler og energikilder/byggesteiner for resten av kroppen. | cecum og colon, blir ca.
95 % av produserte SCFA absorbert av kolonocytter mens det resterende 5 % blir skilt ut i

avfaring [50].

SCFA kan bli absorbert gjennom apikal og basolateralt membranen av kolonocytter
(tarmceller). For opptak til den apikale membranen er det blitt foreslatt flere mulige
mekanismer. Den ene er passiv diffusjon av ikke-ioniserte SCFA. Den andre mekanismen kan
veere aktiv transport av ioniserte SCFA i utvekling med bikarbonat (HCOz™) i forholdet 1:1.
En annen mekanisme er aktiv transport ved hjelp av monokarboksylat-transportere (MCT1,
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MCT2 og MCT4) som er hydrogen koblede og/eller natrium-avhengig
monokarboksylattransporter (SMCT1). SCFA som ikke brukes av kolonocytter etter
absorbsjon blir transportert gjennom basolateral membranen til systemisk sirkulasjon. Dette
kan sannsynligvis skje ved at ionisert SCFA veksles med HCO3 (antiport) og/eller ved hjelp
av monokarboksylat-transportere, MCT4 og MCT5 som er hydrogenkoblet (figur 1.4).
Transportere som brukes for opptak av SCFA fra blodsirkulasjon til perifere vev er fortsatt
ukjent [10, 45, 50].

Tarmflora fermenterer kostfibrer
og produserer SCFA

©
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Figur 1.4: Absorpsjon og transport av kortkjedede fettsyrer (SCFA) inn i tarmceller. SCFA kan bli
transportert gjennom den apikale membranen i utveksling med bikarbonat (HCO3") eller via
symporter som monokarboksylat-transporter (MCT1) og/eller natrium-avhengig monokarboksylat-
transporter (SMCT1). Sma mengder SCFA kan ogsa bli transportert via passiv diffusjon. SCFA som
ikke blir oksidert av kolonocytter kan transporteres videre gjennom basolateral membran til
blodsirkulasjon via fasilitert diffusjon mediert av symporter (MCT4, MCT5) og/eller ved HCO3
utveksling. Modifisert fra [10, 50].

Basert pa tilgjengelig humane studier, blir acetat mest absorbert i lever og har hgyest perifert
konsentrasjon (19-160 uM) sammenlignet med propionat (1-13 uM) og butyrat (1-12 uM)
[45, 52, 53]. Systemisk konsentrasjon av SCFA er avhengig av bade produksjon- og
absorpsjonshastighet i tarmen, noe som igjen er avhengig av kostholdet og sammensetning av
tarmfloraen [45]. Det er lavere konsentrasjon av butyrat enn acetat og propionat i portalvenen,
levervenen og systemisk sirkulasjon siden butyrat er en viktig energikilde for tarmceller

(kolonocytter), mens konsentrasjon av acetat og propionat er mest pavirket av metabolisme i
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lever. Alle de tre kortkjedede fettsyrene er tilgjengelig som forlgpere for lipid- og
karbohydratsyntese. Acetat og butyrat som acetyl-CoA (lipogenese) og propionat som
suksinyl-CoA (glykogenese) [10].

1.5.3 Effekter av kortkjedede fettsyrer (SCFA) pa energimetabolisme

Studier har vist at SCFA kan ha direkte effekter pa energimetabolisme blant annet i lever,
fettvev og muskel. SCFA kan ogsa ha indirekte effekter pa energimetabolisme ved blant annet
regulering av metthetsfglelse. Dette skjer ved at SCFA stimulerer sekresjon av polypeptid YY
(PYY) og glukagonlignende peptid (GLP-1) fra tarmen (figur 1.5) og sekresjon av leptin fra
fettvevet [45, 54, 55]. PY'Y er kjent som et metthetshormon, men kan ogsa forsterke
insulineffekten pa glukosedisponering i muskel og fettvev. GLP-1 regulerer nivaer av glukose
i blodet ved a gke sekresjon av insulin og senke sekresjon av glukagon fra pankreas [50].
SCFA kan ogsa regulere systemisk inflammasjon, der en mulig mekanisme kan veere gkt
sekresjon av myokiner, som interleukin-6 (IL-6), fra skjelettmuskel. Dette kan ha gunstige
effekter pa inflammasjon og glukose- og lipidmetabolisme [10, 56].

Det er fa studier som har undersgkt direkte effekter av kortkjedede fettsyrer pa glukose- og
oljesyremetabolisme og insulin sensitivitet i skjelettmuskel. Studier som er gjort pa rotter og
mus viser at acetat og butyrat kan gke glukose- og lipidmetabolisme i skjelettmuskel, noe som
igjen kan vaere med pa a forbedre insulin sensitivitet [57-59]. Humane intervensjonsstudier
indikerer at inntak av kostfibre har potensial til  endre tarmflora og dermed pavirke
metabolsk regulering. Dette kan veere relatert til blant annet gkt andel av SCFA-produserende
bakterier og hgyere konsentrasjon av SCFA [60]. Zhao et al. rapporterte blant annet forbedret
glukosehomeostase og reduksjon i hemoglobin Alc (HbA1lc) nivaer hos pasienter med type 2-
diabetes etter inntak av fiberrik kost [61].

En del av disse effektene kan veere mediert via G-protein koblede reseptorer som GPR41
(Ffar3) og GPR43 (Ffar2) som er vist a vaere reseptor for SCFA [45, 50]. GPR43 (Ffar2)
reseptor er blitt funnet i skjelettmuskelceller i kultur basert pa tidligere microarray-data [62].
Disse reseptorene kobles til alfa subenheten av G-proteinet og skiller fra hverandre ved at de
har ulikt affinitet for ulike typer SCFA, ulik fordeling i forskjellige vev og dermed ulike
fysiologiske roller. GPR41 (ogsa kjent som frie fettsyrer reseptor 3 =Ffar3) blir primaert

aktivert av propionat, sa butyrat og acetat, mens GPR43 (kjent som frie fettsyrer reseptor 2 =
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Ffar2) blir aktivert likt av alle tre. Disse reseptorene er uttrykt blant annet i hvitt fettvev,
skjelettmuskel og lever, noe som indikerer at SCFA kan ha direkte effekter pa
energimetabolisme i perifere vev [45, 50].

GPR43 (Ffar2) kobles til bade Gui- 0g Gug-subenheter av G-proteiner, mens GPR41 (Ffar3)
kobles kun til Gei. Aktivering av Gai-proteiner fagrer farst og fremt til hemming av adenylyl
syklase (AC), dermed reduksjon i nivaer av cAMP, og dette vil redusere aktiviteten av cAMP-
avhengige protein kinase (PKA). Binding av SCFA til Guq Vil derimot aktivere fosfolipase C
(PLC) som videre hydrolyserer fosfatidylinositol 4,5-bifosfat (PI1P2) til diacylglyserol (DAG)
og inositol trifosfat (IP3). DAG og IP3 kan videre virke som sekundeare budbringere, hvorav
IP3 farer til frigjering av Ca®* fra endoplasmatisk retikulum (ER) til cytosol, mens DAG
aktiverer protein kinase C (PKC) [63]. Dette kan veere med a fosforylere nedstrgms
malmolekyler og aktivere andre signaliseringsveier som f.eks. fosforylering og aktivering av
AMP-aktivert protein kinase (AMPK). Nar AMPK blir aktivert kan den trigge ekspresjon av
peroksisom proliferator-aktivert reseptor gamma koaktivator (PGC1ls), som videre
kontrollerer transkripsjonsaktivitet til flere transkripsjonsfaktorer, blant annet peroksisom
proliferator-aktivert reseptorer (PPAR o, PPARS, PPARY) (figur 1.5), lever X reseptor (LXR)
og farnesoid X reseptor (FXR) [50]. Aktivering av denne signaliseringsveien kan fare til blant
annet gkt fettsyreoksidasjon, glukoseopptak, glykogensyntese og hemming av lipolyse og
glykolyse (figur 1.5) [10, 50, 64].
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Figur 1.5: Mulige mekanismer for effekt av kortkjedede fettsyrer (SCFA) pa energimetabolisme i
skjelettmuskel. SCFA kan gke fettsyre (FA)-oksidasjon i skjelettmuskel muligens via gkt aktivering av
AMP-aktivert protein kinase (AMPK) og en peroksisom proliferator-aktivert reseptorer (PPAR)-
avhengig mekanisme. 1 tillegg kan SCFA, sarlig acetat og butyrat, gke glukoseopptak via
glukosetransporter-4 (GLUT4) ved aktivering av AMPK, sannsynligvis gjennom G-proteinkoblede
reseptorer (GPR41/43). SCFA kan ogsa pavirke insulin sensitivitet og glukosemetabolisme indirekte,
ved blant annet gkt sekresjon av polypeptid YY (PYY) og glukagonlignende peptid (GLP-1).
Heltrukne linjer indikerer at bevisene er konsekvente mellom in vitro og in vivo data. Stiplede linjer

indikerer inkonsekvente bevis eller hypotetiske mekanismer. Modifisert fra [45].

1.6 Forgreinede fettsyrer (BCFA)

Forgreinede fettsyrer (BCFA=Branched Chain Fatty Acids) er en gruppe mettede og lange
fettsyrer med en (mono-) eller flere (di/poly-) metylgrupper bundet til karbonkjeden.

BCFA er merket med iso- eller anteiso- basert pa om termineringsgruppen er isopropyl eller
isobutyl. Disse fettsyre har nylig blitt foreslatt som bioaktive molekyler som bidrar med
positive helseeffekter forbundet med inntak av meieriprodukter. Det har blitt identifisert mer
enn 50 typer BCFA i fett fra drevtyggere, men de vanligste typene i melkefett er iso- og
anteiso-mono-metyl BCFA med 14-17 karbonatomer i sin struktur [65, 66]. | denne oppgaven
blir det fokusert pa 12-MTA (12-metyltetradekonat), 13-MTA (13- metyltetradekonat) og 15-
MHA (15-metyltetradekonat) (figur 1.6).
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BCFA kan bli syntetisert i vommen til drgvtyggere ved hjelp av bakterier som nedbryter
forgrenede aminosyrer (BCAA= Branched Chain Amino Acids), som valin, leucin og
isoleucin fra kosten. Dette skjer ved at farst blir BCAA omdannet til forgreinede o-ketosyrer
ved hjelp av en BCAA transferase enzymet (BCAT) som fjerner aminogruppen. Forgreinede
o-ketosyrer blir videre omdannet til forgreinede kortkjedede karboksylsyrer ved hjelp av
forgrenet-a-ketosyre dehyrogenase-enzymet (BKD). Til sist blir iso- og anteiso-BCFA formet
ved at forgreinede kortkjedede karboksylsyrer elongerer med malonyl-CoA ved hjelp av
BCFA-syntase enzymet (figur 1.6) [65].

g - Valin Leucin Isoleucin
Forgremede aminosyrer
C ) o} (o] (o]
(BCAA Ao o ~A o
NH, NH, NH,
l BCAT
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)ﬁg)\o" Y))\OH \/JIIKOH
l BKD
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Figur 1.6: Biosyntese av forgreinede fettsyrer (BCFA) fra forgreinede aminosyrer (BCAA). BCAT,
forgreinede aminosyrer transferase; BKD, forgrenet-o-ketosyre dehyrogenase; 12-MTA, 12-
metyltetradekonat; 13-MTA, 13- metyltetradekonat;15-MHA, 15-metyltetradekonat. Modifisert fra
[65].

BCFA er blitt oppdaget i ulike vev og vaesker hos mennesker, blant annet fettvev, brystmelk,
colon og serum. Kosthold, serlig meieriprodukter og kjett er den viktigste kilden til BCFA,
men man kan ogsa fa begrensede mengder av BCFA via de novo syntese fra BCAA som
valin, leucin og isoleucin. Det er lite som er kjent om metabolisme av BCFA hos mennesker.
Wallace et. al har undersgkt de novo syntese av BCFA i fettvev og demonstrerte at BCFA kan
veere endogene produkter av fettsyre-syntase (FASN), og at in vivo-syntese kan veere pavirket
av BCAA-metabolisme i mitokondrier, vevsspesifikk ekspresjon av karnitin acetyltranferase
(CRAT), tarmflora og kosthold [65, 67].
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Epidemiologiske studier viser at BCFA kan ha en viktig rolle i energihomeostase. Mika, et. al
og Pakiet et. al. fant at fedme kan vare assosiert med en reduksjon i serumnivaer av iso-
BCFA [68, 69]. En in vitro-studie som brukte humane fettleverceller, konkluderte med at
BCFA som iso-15:0 (13-MTA) og iso-18:0 reduserte celluleere nivaer av triglyserider og farte
til oppregulering av en rekke gener involvert i lipid metabolisme [70]. Dette indikerer at

BCFA kan veere involvert i lagring av fett i kroppen, enten direkte eller indirekte [65].

1.7 Hensikt og problemstillinger

Det er fa studier som har undersgkt direkte effekter av kortkjedede fettsyrer og forgreinede
fettsyrer pa energimetabolisme i skjelettmuskel. De meste av disse studiene er utfart in vivo, i
muse- og rottemodeller. En del studier indikerer at kortkjedede fettsyrer kan modulere
glukose og/eller fettsyremetabolisme og dermed forbedre insulinsensitivitet blant annet i
skjelettmuskel [45, 57, 59]. Forgreinede fettsyrer kan ha en viktig rolle i energihomeostase
[65], men man vet veldig lite om mulige effekter pa energimetabolisme i skjelettmuskel.
Skjelettmuskel utgjer omtrent 40 % av total kroppsmasse og er det vevet som er mest
involvert i lipid- og glukoseomsetning i kroppen [1, 12]. Det er derfor av interesse a
undersgke om kortkjedede og forgreinede fettsyrer har noe effekt pa energimetabolisme i

humane skjelettmuskelceller i kultur.

Problemstillinger som gnskes belyst i denne oppgaven er blant annet:

e Er det direkteeffekter av kortkjedede fettsyrer som eddiksyre (acetat), smarsyre
(butyrat) og propansyre (propionat) pa glukose- og oljesyremetabolisme i humane
skjelettmuskelceller i kultur.

e Har forgreinede fettsyrer som 12-MTA (12-metyltetradekonat), 13-MTA (13-
metyltetradekonat) og 15-MHA (15-metyltetradekonat) effekt pa energimetabolisme i
humane skjelettmuskelceller.

e Har kortkjedede og forgreinede fettsyrer noe effekt pa insulin-stimulert
glukoseopptak.

e Pavirkes proteinsyntese i skjelettmuskelceller eller andre muskelcellefunksjoner som
myokinsekresjon av disse fettsyrene.

e Har butyrat og forgreinede fettsyrer noe effekt pa lipogenese og distribusjon av *C-

leucin til celluleere lipider i muskelceller.
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2 Materialer og metoder

2.1 Materialer

2.1.1 Kjemikalier og reagenser

Tabell 2.1: Kjemikalier og reagenser brukt i forbindelse med oppgaven.

Kjemikalier/reagenser

Leverandgr

DMEM- GlutaMAX™ lav glukose
Dulbeccos fosfatbufret saltvann (DPBS) med
Ca?* og Mg?*

Trypsin-EDTA 0,05%

B-merkaptoetanol (B-ME)

Primere (RPLPO, GLUT1, CYC1, UQCRB,
CPT1B, CD36)

Gibco®, Invitrogen (Life technologies™)
(UK)

Natriumacetat (Sodium acetate)
Natriumbutyrat (Sodium butyrate)
Natriumpropionat (Sodium propionate)
4-(2-Hydroksy)piperazin-1-etansulfonsyre
(HEPES)

Dimetylsulfoksid (DMSO)
Fosfatbufret saltvann (PBS)

Fotalt kalveserum (FCS)

Gentamicin 50 mg/ml

Amfotericin B 250 pg/ml
Ekstracellulzer matriksgel (ECM)
Karnitin

Oljesyre

Glukose

Human IL-6 ELISA kit

Kloroform

Natriumdedocylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich (Japan, India, USA, UK)

Ultroser™G

Pall Life Sciences (Cergy-Saint-
Christophe, Frankrike)

Insulin Actrapid® (0,6 mM)

Novo Nordisk A/S (Bagsveed, Danmark)
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NaOH
Heksan

Emsure® (Tyskland)

D-[**C(U)] glukose 250 mCi/mmol
D-[*4C(U)] glukose 275 mCi/mmol
[1-4C] oljesyre 56,3 mCi/mmol
4C-leucin 300 mCi/mmol
Ultima Gold™F

Ultima Gold™ LSC

Perkin Elmer™, Inc. (USA)

Bio-Rad Protein konsentrert reagens

Bio-Rad Laboratories, Inc. (USA)

Nukleasefritt vann

Ambion® (USA)

12-metyltetradekansyre (12-MTA)
13-metyltetradekansyre (13-MTA)
15-metylheksadekansyre (15-MHA)

Gave fra Lars Eide, Klinikk for
laboratoriemedisin, Oslo
Universitetssykehus , Universitetet i Oslo
(Ui0)

Pierce™ BCA proteinanalyse kit

Thermo Scientific (USA)

Aceton VWR® International S.A.S
Trikloreddiksyre (TCA)

Edikksyre Chemi-Teknikk® (Norge)
Metanol Merck Millipore (Tyskland)

TLC silikagel 60
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2.1.2 Utstyr

Tabell 2.2: Utstyr benyttet i forbindelse med oppgaven.

Utstyr

Leverandgr

96-brgnners Corning® CellBind Surface brett
med lokk

96-brgnners Corning® Costar®

6-brgnners Corning®

15 ml sentrifugerer

50 ml sentrifugerar

Corning Inc. (Corning, NY, USA, Mexico)

Celleflaske 75 cm? Nunc™ EASYFLASK™
75 cm? Nunclon™ Delta Surface
24-brgnners Nunclon™ Delta Surface

NanoDrop™ Lite Spektrometer

Thermo Fisher Scientific (Danmark)

Kryorgr
Spraytefilter w/ 0,2 um

Celluloseacetatmembran

VWR® (We Enable Science) (Canada,
USA)

Trappingstativ, med metallknotter,

metallplate og silikonpakning

Instrumentverkstedet (Teknisk avdeling,

Universitetet i Oslo, Norge)

TopSeal®-A Plus gjennomsiktig film
Unifilter®-96 GF/B

96-brgnners Isoplate™-brett

PerkinElmer 2450 mikrobetateller (Counter
Micro Beta2®)

Wallac Victor? mikroplateleser

Victor Nivo Multimode mikroplateleser
Packard Tri-Carb 1900 TR

(veeskescintillasjon)

PerkinElmer™ (Shelton, Scotland, USA)

High-Capacity cDNA revers transcription kit
Power SYBR® Green PCR Master Mix
PCR-maskin 2720 Thermal Cycler
StepOnePlus Real-Time PCR system

Applied Biosystems (USA, UK, Kina)
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MicroAmp Fast 96-well Reaction Plate

QIlAshredder kolonne

RNeasy® plus mini kit

Qiagen GmbH (Tyskland)

Cellskrape 24 cm

Sarstedt Inc. Newton, NC

GraphPad Prism version 9.0.1 for Windows

Graphpad software, Inc. (California, USA)
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2.2 Celler og donorkarakteristika

| dette prosjektet ble det brukt humant biologisk materiale som inngikk i en
forskningsbiobank ved Farmasgytisk institutt, Universitetet i Oslo. Godkjennelse av
muskelbiopsier for celleisolering og opprettelse av forskningsbiobanken er blitt gjort av
regional etisk komite (REK) i forbindelse med forskningsprosjektet 11959 Alfa og Omega i
livsstilsterapi (kopi av godkjenning fra REK, se appendiks 1).

Humane celler fra tre frivillige donorer (tabell 2.3) er blitt benyttet i denne studien. For alle
donorene er muskelbiopsier tatt fra larmuskulaturen (m. vastus lateralis).
Muskelbiopsidonorene er avidentifisert og gitt en tallkode (tabell 2.3). Donorer har gitt

informert samtykke til deltakelse i prosjektet.

Tabell 2.3: Data for donorene brukt i denne studien.

Donor Kjenn (M/K) Alder (ar) KMI (kg/m?)
501 M 42 <25
523 K 39 <25
566 K 54 >30

M=menn, K=kvinner, KMI=kroppsmasseindeks.

2.3 Etablering av cellebank

Satelittceller ble isolert fra muskelbiopsier ved Farmasgytisk institutt, Universitetet i Oslo. De
ble merket med donorkode og passasjenummer, og deretter fryst ned i nitrogentank ved -196
°C. For & kunne utfare flere forsgk pa hver donor, ble de isolerte cellene oppskalert og deretter
enten splittet eller fryst ned i nitrogentank for videre oppbevaring. Cellene ble i dette
prosjektet brukt i passasje 2 og 3.

2.3.1 Oppskalering av celler

Celleampuller ble tatt ut fra nitrogentanken og tint raskt pa vannbad (37 °C). Innholdet ble
overfart til et 50 ml sentrifugerar, og tilsatt 5 ml M1-utsdingsmedium drapevis (se appendiks
2). Cellesuspensjon ble sentrifugert ved 1500 rpm i 7 minutter. Supernatanten ble forkastet og
cellepellet ble resuspendert i 1 ml M1-utsaingsmedium, og sa tilsatt 22 ml M1-
utsdingsmedium. Det ble overfart 7,5 ml av cellesuspensjonen til hver av tre 75 cm? flasker

med Corning® CellBind® overflate og ventilert lokk. Cellene ble inkubert i inkubatorskap ved
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37 °C og 5% CO,. Etter 24 timer ble M1-utsdingsmedium skiftet med M2-
proliferasjonsmedium (se appendiks 2). Cellen ble observert i lysmikroskop ved bytte av
medium. M2-proliferasjonsmedium ble byttet ut hver 2. — 3. dag til cellene nadde 70-80%
konfluens. Deretter ble cellene enten splittet eller fryst ned i nitrogentank ved -196 °C for evt.

videre oppskalering eller forsgk pa et senere tidspunkt.

2.3.2 Nedfrysning av celler

Mediet i celleflaskene (75 cm?) ble fjernet og cellene ble vasket en gang med fosfatbufret
saltvann (PBS). Deretter ble 5 ml forhandsvarmet 0,05 % trypsin/EDTA tilsatt for a lgsne
celler fra overflaten. Celleflaskene ble inkubert ved 37°C og 5% CO; i 5 minutter. Cellene ble
observert i lysmikroskop for a sjekke at de hadde lgsnet, sa ble cellesuspensjonene overfart til
et 50 ml sentrifugerar, og flaskene ble vasket med 5 ml M2-proliferasjonsmedium som ble
blandet med cellesuspensjonene for sentrifugering ved 1500 rpm i 7 minutter. Supernatanten
ble forkastet, og cellepelleten ble resuspendert i frysemedium (se appendiks 2). Til hvert
kryorgr ble det tilsatt 1 ml av celler i frysemedium som umiddelbart ble fryst ned ved -20 °C.
Etter 30 minutter ble celleampullene overfort til -80 °C fryser i 24 timer og deretter overfort til

nitrogentank ved -196 °C for oppbevaring.

2.4 Celledyrking
2.4.1 Utsaing av celler

Celleampuller (kryorgr) ble tatt ut fra nitrogentanken og tint raskt pa vannbad (37 °C).
Innholdet ble overfart til et 15 ml sentrifugerer, og ble tilsatt 5 ml M1-utsaingsmedium
drapevis. Cellesuspensjonen ble sentrifugert ved 1500 rpm i 7 minutter, og supernatanten ble
fjernet. Cellepellet ble resuspendert i et passende volum av M1-utsdingsmedium og blandet
forsiktig. Cellesuspensjonen ble overfart til 96-brannsbrett (CellBind®) ved hjelp av
multikanalpipette eller til 6- eller 24-brgnnersbrett ved hjelp av finnpipette (1 ml). 1 96-
brgnnsbrett ble det tilsatt 100 pl cellesuspensjon i hver bregnn, i 6-brgnnersbrett 1 ml
cellesuspensjon pr brgnn og i 24-brgnnersbrett 300 pl cellesuspensjon pr brann. Fer utsaing
av celler ble 6- og 24-brgnnersbrett belagt med ekstracelluleer matriksgel (ECM) (fortynnet
1:4 med DMEM Glutamax, se appendiks 2). Cellene ble deretter inkubert i inkubatorskap ved
37 °C og 5% COs.
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2.4.2 Proliferasjon og differensiering

Etter 24 timer ble M1-utsdingsmedium byttet ut med M2-proliferasjonsmedium. M2-
proliferasjonsmedium ble skiftet hver 2. - 3. dag inntil cellene nadde 70-80% konfluens.
Lysmikroskop ble benyttet for a vurdere grad av konfluens. Deretter ble M2-
proliferasjonsmedium skiftet til M3-differensieringsmedium (appendiks 2), som er tilsatt
insulin og inneholder mindre serum. Dette for a initiere differensiering av myoblaster til
flerkjernede myotuber som er modne skjelettmuskelceller. Differensieringsmedium ble skiftet
hver 2. -3.dag over en 7-dagers periode.

2.4.3 Forbehandling av myotuber fgr forsgk

For & undersgke energimetabolisme i skjelettmuskelceller ble det brukt myotuber, altsa
differensierte celler. Det ble gjort forsgk pa glukose-og oljesyremetabolisme i celler med og
uten forbehandling. Celler uten forbehandling ble brukt som kontroll for bade
konsentrasjonsavhengighetsforsgk og tidsavhengighetsforsgk.

Celler ble dyrket pa 96-brgnners Corning® CellBIND® brett. Forbehandling med kortkjedede
og forgreinede fettsyrer ble gitt til myotuber etter initiering av differensiering. Natriumsalter
av eddiksyre, smgrsyre og propansyre ble lgst i M3-differensieringsmedium for & lage stock-
lgsninger (10 mM). Deretter ble stock-lgsninger fortynnet til enskede konsentrasjoner (se
appendiks 2). Acetat ble fortynnet til de endelige konsentrasjonene 100, 500 og 1000 uM,
mens butyrat og propionat til 10, 100 og 200 uM. Forgreinede fettsyrer som 12-
metyltetradekansyre (12-MTA), 13-metyltetradekansyre (13-MTA), 15-metylheksadekansyre
(15-MHA) ble fortynnet fra 100 mM til 100 uM i M3-differensieringsmedium. M3-
differensieringsmedium ble brukt som kontroll for kortkjedede fettsyrer, mens for forgreinede
fettsyrer ble det brukt DMSO fortynnet i M3-differensieringsmedium i en endelig

konsentrasjon pa 0,001%.

For konsentrasjonsavhengighetsforsgket fikk cellene forbehandling pa dag 7 etter initiering av
differensiering og ble inkubert med kortkjedede fettsyrer i 24 timer ved 37 °C og 5% CO..
For & undersgke tidsavhengige effekter av kortkjedede fettsyrer fikk cellene forbehandling fra
dag 4, 6 og 7 etter initiert differensiering. Det ble valgt ut noen konsentrasjoner av de ulike
kortkjedede fettsyrene og gitt til cellene i henholdsvis 24, 48 og 96 timer for forsgksdagen.
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For & undersgke effekter av insulin pa glukosemetabolisme, fikk cellene forbehandling med
kortkjedede og forgreinede fettsyrer pa dag. 7 etter initiering av differensiering og ble
inkubert i 24 timer ved 37 °C og 5% CO». Halvparten av cellene ble tilsatt 1 uM insulin under

trapping.

2.5 Substratoksidasjonsmetoden

Substratoksidasjonsmetoden ble brukt for & undersgke glukose- og oljesyremetabolisme i
skjelettmuskelceller. Denne metoden er utviklet av Wensaas et al. i 2007 og er basert pa at
14C-radiomerket glukose og/eller oljesyre tas opp og omsettes av skjelettmuskelceller dyrket i
kultur [71]. Radioaktiviteten detekteres i form av **CO; ved trapping, som er resultat av
substratoksidasjon ved oksidativ fosforylering. Prinsippet bak metoden er illustrert i figur 2.1.
Cellene inkuberes med et medium som inneholder **C-merket substrat. Det radiomerkede
substratet vil bli tatt opp av cellene og inngé i celluleer respirasjon. 1*CO, produsert fra
celluleer respirasjon vil fordampe fra cellene og reagere med 1M NaOH i filtret, og danne
H4COj3 i vaeskeform som fanges i filtret. Mengde **CO, som fanges opp i filtret vil veere et

mal pa fullstendig oksidasjon av *C-merket substrat.

' Filter fuktet
H'YCOs(aq) " med 1M NaOH
I Brann i filterbrett
HCO; : :
T me= | Silikonpakning
i f i
HC0: (g) ‘—I Brenn i cellebrett
14C-substrat (aq) § med medium
HYCO0s3(aq)
GkﬂdaM Adherente celler

Figur 2.1: Prinsippet bak substratoksidasjonsmetoden: *C-merket substrat tas opp og oksideres av
adherente myotuber. Ved cellular respirasjon dannes det *CO, som reagerer med 1 M NaOH i filtret
og danner H*COs. Pa denne maten vil 1*CO, bli fanget i filtret (CO; -trapping). Substrat som tas opp
av celler, men ikke oksideres vil kunne akkumulere i cellene og males som celleassosiert radioaktivitet
(**CA). Summen av “CO, og **CA brukes som mal pa totalt substratopptak i cellene. Modifisert fra
[71].
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Apparatet som brukes i metoden bestar av ulike deler som monteres til et lukket, og lufttett
system (figur 2.2). Det ble brukt PerkinElmer 2450 mikrobetateller for maling av
radioaktivitet fra substratene.

e

3 —

Figur 2.2: Utstyr for substratoksidasjonsmetoden. A: 96-brgnners Corning® CellBIND® brett. B:
Silikonpakning med metallknoter for stabilisering. C: 96-branners filter brett (Unifilter®) fuktet med 1
M NaOH, 20 ul i hver brgnn. D: Metallplate som gir jevn trykk for a oppna lufttetthet i systemet. Til
hagyre: de ulike delene er montert til en sandwich og plassert i et trappingsstativ som presser delene
sammen [71].

2.5.1 14CO2 trapping

COq-trapping ble gjort pa differensieringsdag 6-8 og gjennomfart i 4 timer ved 37 °C. Farst
ble cellene observert i lysmikroskop og trappingsstativ satt inn i inkubator for oppvarming.
Differensieringsmediet med evt. forbehandling ble fjernet, og cellene ble vasket med DPBS
far tilsetting av radiomerket medium (se appendiks 4). 96-brennsbrett med celler og
radiomerket medium ble plassert nederst i trappingsstativet med silikonpakning over
stabilisert av metallknotter. Et 96-brgnnes Unifilter® ble plassert over silikonpakningen med
filtersiden ned. Baksiden av filtret ble forseglet for & unnga at CO; slipper ut. Far trapping ble
filteret fuktet med 20 pl 1 M NaOH pr. brgnn for & aktivere filteret til & fange COs..
Sandwichen ble last sammen vha. metallplate og lasespaken pa stativet. Det hele ble satt inn i
inkubator i 4 timer ved 37 °C og 5% CO for substratopptak og -oksidasjon.
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Etter trapping ble «sandwichen» demontert, og det radiomerkede mediet ble fjernet fra 96-
brgnnersbrettet. Cellene ble vasket 2 ganger med 150 ul PBS, og tilsatt 200 pl 0,1 M NaOH
pr. brgnn for a lysere cellene. 96-brgnnsbrett med lyserte celler ble fryst ned ved -20°C.
Unifilter® ble tilsatt 40 pl telleveaeske pr. brenn (Ultima Gold™ F) og forseglet med
TopSeal™- A Plus gjennomsiktig film pa toppen. Filterbrettene ble hensatt ved
romtemperatur i minimum 48 timer far 1*CO> ble detektert med PerkinElmer 2450

mikroplateteller (Counter Micro Beta2®).

2.5.2 Celleassosiert radioaktivitet

96-brgnnersbrett med nedfryst cellelysat ble tint opp i romtemperatur, og cellene ble
homogenisert ved pipettering opp og ned noen ganger. Det ble overfart 50 pl cellelysat til
hver brgnn i et 96-brgnners Isoplate™.-brett (scintillasjonsplate), og 50 pl av den radioaktivt
merkede susbstratlgsningen som var til overs fra trapping ble tilsatt i tripletter i ledige brgnner
pa siden. Deretter ble det tilsatt 100 pl scintillasjonsveeske (Ultima Gold™ F) til hver brann.
Brettet ble dekket med TopSeal ™- A Plus gjennomsiktig film og hensatt i romtemperatur i
minst 2 timer. Celleassosiert radioaktivitet (**CA) ble malt ved hjelp av PerkinElmer 2450
mikroplateteller (Micro Beta2®).

Celleassosiert radioaktivitet (2*CA) er mengde radioaktivitet som akkumuleres i cellene, altsa
det som forblir i det nederste laget av adherente celler (figur 2.1). **CA sammen med *CO;
gir et estimat pa totalt opptak av radiomerket substrat i cellene. Dette kan videre brukes til &
beregne fraksjonell oksidasjon som er andel oksidert radiomerket substrat i forhold til totalt

opptak.
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2.6 Bradford metode for & male proteinkonsentrasjon

En metode utviklet av Bradford ble benyttet for & kvantifisere total mengde proteiner i
cellelysater [72]. Proteinkonsentrasjon ble brukt som mal pa mengde celler i hver brgnn.
Prinsippet bak denne metoden er at fargestoffet Coomassie Brillant Blue bytter farge med
absorpsjonsmaksimum fra 465 nm til 595 nm (bla) nar det bindes til proteiner under sure
betingelser. Absorbans ved 595 nm males fotospektrometrisk og gir et kvantitativt uttrykk.

Farst ble det laget proteinstandarder bestaende av bovint serumalbumin (BSA) lgst i 0,1 M
NaOH i ulike konsentrasjoner. Konsentrasjonene som ble benyttet til & lage standardkurven
var 0,01, 0,025, 0,05, 0,1, 0,2 og 0,3 mg/ml. Fra denne standardkurven kan den totale mengde
proteiner i en ukjent prgve estimeres siden absorbansen er direkte proporsjonal med mengden

proteiner tilstede.

Bio-Rad Protein konsentrert reagens som inneholder Coomassie Brilliant Blue ble fortynnet
1:4 med deionisert vann, filtrert gjennom et 0,20 um-filter for a fjerne partikler. Standarder
ble tilsatt i de to farste kolonnene i et Corning® Costar®-brett, to paralleller av hver standard
med 50 ul pr. brgnn. Deretter ble det overfart 50 pl av cellelysat til ledige branner i Corning®
Costar®-brettet. Sa ble 200 pl av fortynnet BioRad Protein Assay reagens tilsatt hver brgnn,
bade prover og standarder. Brettet ble plassert i Wallac Victor? mikroplateleser etter fjerning
av eventuelle luftbobler. Absorbansen ble malt ved bglgelengde 595 nm, og
proteinkonsentrasjoner i pravene ble beregnet basert pa de kjente konsentrasjonene i

standardkurven.

29



2.7 Real-time RT-PCR

Polymerase-kjedereaksjon (PCR) er en metode for enzymatisk syntese av DNA. Den kan
benyttes for a amplifisere et enkelt DNA-fragment i en syklisk prosess til flere millioner
kopier. Dette gjagr det mulig a kvantifisere det aktuelle DNA-fragmentet. Metoden kan brukes

for & studere endringer i genekspresjon i celler som vokser i kultur [73].

| denne oppgaven ble kvantitativ polymerase-kjedereaksjon (qQPCR), ogsa kjent som revers-
transkriptase real-time PCR (RT-gPCR) benyttet. Metoden ble brukt som en relativ
kvantifiseringsanalyse for & studere endringer i genekspresjon etter forbehandling med
kortkjedede og forgreinede fettsyrer. En relativ kvantifisering gir informasjon om hvorvidt
utrykket av mRNA gker eller minker nar cellene utsettes for eksperimentelle forhold. Relativ
kvantifisering gjeres ved a bruke delta-delta-Ct metoden. I en slik analyse brukes
terskelverdien (Ct= cycle-treshold) som mal pa ekspresjon. Farst ma malgenet normaliseres
mot en/flere referansegener, deretter finner man relativ forskjell i genekspresjon av malgenet
mellom celler som er behandlet og celler som er ubehandlet (kontroll) (se appendiks 6 for
formler) [74].

Celler ble dyrket til flerkjernede myotuber etter samme prosedyre som i avsnitt 2.4.1, men i
istedenfor 96-brgnnsbrett ble det brukt 6-brgnnsbrett Corning®. Det ble sadd ut celler pa tre 6-
brannsbrett for hver donor, til sammen ni brett. Cellene ble forbehandlet med kortkjedede og
forgreinede fettsyrer i 24 timer for hgsting. Hver behandling ble tilsatt i to brenner og senere

ved hgsting ble lysatet fra to brgnner slatt sammen til en prgve.

2.7.1 Hosting av celler til RT-PCR

QIlAshredder og buffer fra RNeasy® Plus Mini Kit fra Qiagen ble benyttet under hgsting av
celler. Cellene fikk forbehandling pa differensieringsdag 7 og ble hgstet etter 24 timers
behandling. Differensieringsmediene ble tatt av, overfert til egne eppendorfrer merket med
dato og donorkode, og fryst ned ved -20 °C for senere méling av interleukin-6 (IL-6) med
ELISA (se avsnitt 2.8). Cellene ble vasket 2 ganger med 2 ml PBS og tilsatt 250 pl
lyseringsbuffer per brenn (Buffer RLT Plus tilsatt B-merkaptoetanol (f-ME) 10ul /ml).
Cellene ble skrapt lgs, og lysatet fra to brgnner ble slatt sammen til en prave som ble fryst ned

ved -80 °C til senere RNA-isolering.
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2.7.2 RNA-isolering

Total RNA ble isolert fra myotuber ved & bruke RNeasy® Plus Mini Kit fra Qiagen.
Samlergret som var fryst ned etter hgsting ble tint opp ved 37°C. Lysatet ble overfar til en
kolonne som binder genomisk DNA (gDNA) og sentrifugert i 30 sekunder ved 8000 g.
Kolonnen (filter med gDNA) ble forkastet, filtratet ble tilsatt et tilsvarende volum 70 % etanol
(500 pl) og blandet ved pipettering. Deretter ble blandingen overfart til en RNA-bindende
sentrifugekolonne (RNeasy spin column), plassert i et oppsamlingsrar (2 ml) og sentrifugert i
15 sekunder ved 8000 g. Dette ble gjort i to omganger siden kolonnen har kapasitet til kun
700 pl. Filtratet ble forkastet i hver omgang.

Etter dette ble det tilsatt 700 pl RW1 buffer til ssmme kolonne og sentrifugert pa nytt i 15
sekunder ved 8000 g. Filtratet ble kastet og 500 ul RPE buffer med etanol ble tilsatt til samme
kolonne. Kolonnen ble sentrifugert i 15 sekunder ved 8000 g. Det ble tilsatt ytterligere 500 pl
RPE til samme kolonne og sentrifugert i 2 minutter ved 8000 g. Filtratet ble kastet i begge
omganger. Dette for & fjerne salter fra forrige vasketrinn. Kolonnen ble plassert i et nytt
samlergr og sentrifugert i 1 minutt for a tarke membranen far eluering. For a eluere RNA ble
30 ul RNase-fritt vann tilsatt direkte pa membranen etter at den var plassert i et nytt
samlingsrar (1,5 ml), og raret ble sentrifugert i 1 minutt ved 8000 g.

2.7.3 Maling av RNA-konsentrasjon

Det ble brukt NanoDrop™ Lite Spektrometer fra Thermo Fisher Scientific for & male RNA-
konsentrasjon og vurdere renheten av isolert RNA fra hver prgve. Farst ble det laget en blank
pragve med nukleasefritt vann, sa ble 1,5 pl av hver preve plassert pa maleplaten.
Konsentrasjonen av RNA ble oppgitt i ng/ul, og renheten til RNA-lgsning blir oppgitt som

ratioen av absorbans ved 260 og 280 nm, der en ratio pa ca. 2 er karakteristisk for rent RNA.
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2.7.4 cDNA-syntese

RNA som var isolert ble omdannet til komplementzert DNA (cDNA) siden det skulle brukes
DNA-polymerase i qPCR-kjaringen. For syntese av cDNA ble det brukt High-Capacity
cDNA revers transcription kit fra Applied Biosystems. Det ble laget en reaksjonsblanding av
standardiserte mengder med reverstranskriptase, tilfeldig primere, dNTPs (nukleotidtrifosfater
festet til deoksyribose) og RNase-hemmere. Det ble tatt ut 0,3 pg RNA fra hver prave til et
mini-eppendorfrgr (MicroAmp®), og nukleasefritt vann ble tilsatt til et totalvolum pa 13,2 pl
(se appendiks 5). Deretter ble 6,8 pl av reaksjonsblandingen tilsatt hver preve. Prgvene ble
forseglet og plassert i PCR-maskinen 2720 Thermal Cycler fra Applied Biosystems for
cDNA-syntetisering. cDNA-syntese ble kjart i en syklus med falgende temperaturbetingelser:
25°C i 10 min for at primere skal binde templat, 37°C i 120 min for reverstranskribering og

85°C i 5 min for inaktivering av reverstranskriptase.

2.7.5 gPCR-kjgring

gPCR ble utfart ved bruk av StepOnePlus® Real-Time PCR system (Applied Biosystems).
For deteksjon av PCR-produkter ble det benyttet Power SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems). SYBR Green er et fargestoff som fluoriseres nar det bindes til
dobbeltradige PCR-produkter som dannes i ekstensjonsfasen. Intensiteten pa fluorescensen er
avhengig av mengde cDNA i prgvene. Nar amplifisering starter vil fluorescenssignalet gke,
noe som reflekterer eksponentiell gkning av PCR-produkt. Dette skjer vanligvis etter 25-30
sykluser og bestemmes som terskelverdien (Ct), som er antall sykler hver prave bruker for &
na en viss verdi (amplifikasjons-terskel). Ct-verdien vil veere ulik og avhengig av hvor mye
cDNA det var i prgven i utgangspunktet. Jo flere sykler det tar for a na Ct-verdien, jo mindre

MRNA var i prgven i utgangspunktet [73, 74].

Malgenene som ble studert i denne oppgaven vises i tabell 2.4. Malgenene ble relatert til
referansegenet syreholdig ribosomalt fosfoprotein PO (RPLPO), som er et sakalt
«housekeeping gene», og ble valgt ut pa bakgrunn av at det uttrykkes stabilt i alle celler og er

tidligere benyttet i studier av skjelettmuskelceller [75].

32



Tabell 2.4: Oversikt over primere benyttet i oppgaven.

Gener Genbanknummer Primer

RPLPO M17885 F: 5>-CCA TTC TAT CAT CAA CGG GTA CAA-3°
(36B4) R: 5°-AGC AAG TGG GAA GGT GTA ATC C-3’
CcYycC1 NMO001916 F: 5-CTG CCA ACA ACGGAG CATT-3’

R: 5’-CGT GAG CAG GGA GAA GAC GTA-3’

UQCRB | NM_006294.4 F:5-AAG GTC CAAGGT CTCCTC TCT TC-3’
R: 5’-CAT CTC CAG CAG GTACTT CAC TCA-3’

CPT1B D1852C12 F: 5°-GAG GCC TCA ATG ACC AGA ATG -3’
R: 5’-GTG GAC TCG CTG GTA CAG GAA-¥’

GLUT1 | K03195 F:5’-CAG CAG CCCTAAGGATCT CTC A-3
R: 5’-CCG GCT CGG CTG ACATC-3

CD36 L06850 F: 5°-AGT CAC TGC GAC ATG ATT AAT GGT-3’
R:5-CTG CAATACCTGGCTTTT CTC AA-3°
RPLPO, syreholdig ribosomalt fosfoprotein PO; CYCL, cytokrom c1; UQCRB, ubiquinol-cytokrom c-

reduktase-bindende protein; CPT1B, Karnitin-palmitoyltransferase 1B; GLUTL, glukosetransportar 1;
CD36, blodplate-glykoprotein 4; F, forward; R, reverse.

Det ble laget en primerspesifikk reaksjonsblanding for hvert gen som skulle studeres (se
appendiks 6). For & lage cDNA-miks ble det tatt ut 2,5 pl av hver prgve. Blandingen ble
fortynnet 1:5 i nukelasefritt vann. Deretter ble 2,5 ul av fortynnet cDNA-prgve og 22,5 ul
SYBR Green PCR-miks med riktige primere for malgenet tilsatt hver brgnn i et 96-bregnners
plate (MicroAmp® Fast 96-well Reaction Plate, Applied Biosystems). Primere ble benyttet i
endelig konsentrasjon pa 30 uM. For hvert primerpar ble det applisert duplikater av negativ
kontroll, bestdende av mastermiks og nukelasefritt vann (uten primere). Platen ble deretter
dekket med en plastfilm, rask sentrifugert og satt inn i StepOnePlus® Real-Time PCR system

(Applied Biosystems).

En syklus i gPCR-reaksjonen bestar av flere trinn. Det farste trinnet innebzrer gradvis
oppvarming til 95 °C, noe som farer til denaturering av dobbeltrédig cDNA ved at
hydrogenbindingene mellom baseparene brytes. Deretter senkes temperaturen til ca. 60 °C for
at primere skal hybridisere spesifikt til sin komplementare sekvens i malgenet. | siste trinnet
gkes temperaturen igjen til ca. 72 °C slik at DNA-polymerase kan elongere DNA og

polymerisering kan foregar. PCR-produktet genereres fra og med syklus tre og fordobles for
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hver syklus (eksponentiell vekst). gPCR ble kjart i 41 sykluser, der kjgringen begynte med 1
syklus pa 95 °C i 10 min, etterfulgt av 40 sykluser med 95 °C i 15 sekunder og 60 °C i 1 min.

2.8 Kvantifisering av interleukin-6

Det var gnskelig a undersgke om forbehandling av myotuber med kortkjedede- og
forgreinende fettsyrer pavirket sekresjonen av myokiner som interleukin-6 (IL-6).
Kvantifisering av interleukin-6 ble utfert ved hjelp av humant IL-6 ELISA (Enzym-Linked

Immunosorbent Assay) kitet fra Sigma-Aldrich og i henhold til protokollen.

| denne oppgaven ble det brukt sandwich ELISA, en metode for kvantitative malinger av
malprotein i biologiske praver, som i dette tilfellet var cellemedier fra humane myotuber.
Pragver ble tatt av M3-differensieringsmediet fra 6-brgnnersbrett med celler som ble hgstet til
gPCR. Pravene ble fortynnet 3x og standarder ble laget i henhold til protokollen i kitet.
Deretter ble 100 ul av hver standard og prave tilsatt i duplikater i et 96-brgnnersbrett, og som
negativ kontroll ble det brukt et tilsvarende volum av M3-differensieringsmedium som ikke

hadde veert i kontakt med celler.

Det 96-brgnnersbrettet som var brukt hadde et primart antistoff bundet til bunnen, slik at nar
prgvene ble tilsatt, ville antigenet (IL-6) i preven kunne binde seg til antistoffet. Deretter ble
det tilsatt et deteksjonsantistoff merket med biotin (sekundart antistoff enzym-konjugert til
biotin). S& ble HRP (horseradish peroxidase)-streptavidin tilsatt, hvor streptavidin bindes til
biotin. Mellom hver trinn ble brettet vasket grundig med en vaskebuffer for a fjerne ubundne
protein. Til sist blir TMB (tetrametylbenzidin) substrat tilsatt, slik at HRP-enzymet
(horseradish peroxidase) ville starte den enzymatiske reaksjonen og produsere en blafarge.
Denne reaksjonen ble stoppet med syre, slik at fargen skiftet til gul. Wallac Victor?

mikroplateleser ble brukt for a detektere absorbans ved 450 nm.
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2.9 Proteinmaling med Pierce

Pierce™ BCA proteinanalyse kit (Thermo Scientific) ble benyttet til maling av mengde
proteiner for utferelse av proteinsyntese- og tynnsjiktskromatografi-forsgkene. Farst ble det
laget proteinstandarder bestaende av bovint serumalbumin (BSA) lgst i 0,1% SDS i ulike
konsentrasjoner. Konsentrasjonene som ble benyttet til & lage standardkurven var 0, 0,03,
0,06, 0,125, 0,5 og 1 mg/ml. Deretter ble det laget Pierce-lgsning ved a blande reagens A med
reagens B i forholdet 50:1.

Standarder ble tilsatt i de to farste kolonnene i et Corning® Costar®-brett, to paralleller av
hver standard med 10 pl pr. brgnn. Deretter ble det overfert 10 pul av cellelysat til ledige
brgnner i Corning® Costar®-brettet. Sa ble 200 pl av fortynnet Pierce-lgsning tilsatt hver
brgnn, bade prever og standarder. Brettet ble dekket med gjennomsiktig film og satt til
inkubering ved 37 °C i 30 minutter. Victor Nivo™ Multimode mikroplateleser ble brukt for &

detektere absorbans ved 560 nm.

2.10 Proteinsyntese

For & undersgke om kortkjedede og forgrenede fettsyrer har noe effekt pa muskelmasse, ble
proteinsyntese i humane skjelettmuskelceller studert. Cellene ble dyrket i 24-brennersbrett og
forbehandlet med kortkjedede fettsyrer (acetat 100 puM, butyrat 100 uM eller propionat 200
uM), og forgreinede fettsyrer (12-MTA, 13-MTA eller 15-MHA 100 uM) pa dag 6 etter
initiert differensiering. Cellene ble samtidig tilsatt Y*C-leucin (1 pCi/ml, 0,8 mM) i 24 timer
(100 pl /brgnn). Etter 24 timers inkubering ble cellene vasket med PBS og lysert i 0,01% SDS
(130 ul /brgnn). Mengde proteiner per brann ble bestemt ved hjelp av Pierce™ BCA

proteinanalyse kit (Thermo Scientific) (se avsnitt 2.9).

Det ble tatt ut 100 ul av cellelysat fra hver brgnn og overfart til et 2 ml eppendorfrar.
Proteiner fra cellelysat ble utfelt med 60 ul 6% BSA og 100 ul 50% trikloreddiksyre (TCA)
overnatt ved -20°C. Dagen etter ble prgvene sentrifugert i 10 min. ved 12000 g i 4°C for &
danne protein pellet. Supernatanten ble forkastet og pelleten ble sa vasket i 1 ml aceton,
sentrifugert ved 6000 g i 4°C, lufttarket og resuspendert i 500 pul SDS-NaOH (2% SDS i 0,15
M NaOH). Deretter ble hele volumet (500 ul) overfart til tellergr og tilsatt 3 ml

scintillasjonsvaeske (Ultima Gold™ LSC). Radioaktivitet ble malt ved hjelp av
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vaeskescintillasjon (Packard Tri-Carb 1900 TR, PerkinElmer), og mengde merket protein ble

normalisert mot total innhold av proteiner i cellene.

2.11 Lipiddistribusjon

For & undersgke lipiddistribusjon etter forbehandling med butyrat og forgreinede fettsyrer, ble
cellene dyrket i 6-brgnnersbrett og inkubert med forgrenede fettsyrer som 12-MTA, 13-MTM
eller 15-MHA 100 pM og butyrat 100 uM i 24 timer. Myotubene ble samtidig inkubert med
14C-leucin (1 pCi/ml, 0,8 mM). Dagen etter ble cellene vasket to ganger med kald PBS, tilsatt
500 pl 0,1% SDS per brgnn og fryst ned ved -20°C. Det ble tatt ut 10 pl av homogen
cellesuspensjon for proteinbestemmelse ved hjelp av Pierce™ BCA proteinanalyse kit
(Thermo Scientific) (se avsnitt 2.9). Resten av cellesuspensjonen ble tilsatt 8 ml
kloroform:metanol (2:1), og 50 pl fatalt kalveserum (FCS) for ekstraksjon av lipider. Rgrene
ble ristet forsiktig og satt til vent i minimum 30 min. far 2 ml 0,9 % NaCl-buffer (se
appendiks 3) ble tilsatt. Ragrene ble ristet og sentrifuger i 10 min ved 1000 rpm. Deretter ble
den gvre metanol-vann-fasen og protein sjiktet forsiktig sugd av. Kloroformfasen ble dampet
inn under nitrogengass ved 40 °C. Til slutt ble rgrene tilsatt 130 pl heksan og ristet p& vortex-

mikser.

Separasjon av lipider ble gjort ved hjelp av tynnsjiktskromatokrofi (TLC). Lagsninger fra
celler og standarder ble applisert pa tynnsjiktplaten. Standardene som ble brukt var frie
fettsyrer (FFA), mono-, di- og triglyserider og kolesterolester. Lipidekstrakter ble separert i et
lukket kammer i et upolart lgpemiddel (heksan:eter:isedikk, 65:35:1) i ca. 1 time.
Tynnsjiktplaten ble sa satt inn i et jod-kammer for & fremkalle lipidene pa kromatogrammet.
Jodflekkene ble identifisert, markert, bandene klipt ut og overfart til sma hetteglass ved hjelp
av en trakt. Prgvene ble tilsatt 3 ml tellevaeske (Ultima Gold™ LSC), og radioaktivitet malt
ved hjelp av vaeskescintillasjon (Packard Tri-Carb 1900 TR, PerkinElmer). Mengde lipider
ble relatert til total innhold av proteiner i cellene som var bestemt vha. Pierce™ BCA

proteinanalysemetoden.
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2.12 Statistikk

Statistiske analyser ble utfart ved hjelp av GraphPad Prism 9 for Windows og Microsoft
Excel. Det ble antatt normalfordeling av dataene, og parametriske statistiske tester som paret
t-test (ogsa kalt Students t-test) ble benyttet. Det ble brukt signifikansniva pa 5% (a=0,05), og
p-verdier <0,05 ble ansatt som statistisk signifikante, vist som * eller #. Dataene er presentert

som gjennomsnittsverdi + standard feil .

| konsentrasjonsavhengighets- og tidsavhengighetsforsgk ble det brukt gjennomsnitt beregnet
fra 8 paralleller per prgve. For substratoksidasjonsmetoden ble det beregnet gjennomsnitt fra
4 paralleller. I gPCR- og tynnsjiktskromatografi-forsgkene ble gjennomsnitt tatt av duplikater.
| proteinsynteseforsgket ble det beregnet gjennomsnitt fra tripletter. N angir antall separate
forsgk med henholdsvis 2, 3, 4, eller 8 paralleller.
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3 Resultater

3.1 Konsentrasjonsavhengige effekter av kortkjedede fettsyrer pa energimetabolisme

Det var gnskelig & undersgke om kortkjedede fettsyrer har direkte effekter pa glukose- og
oljesyremetabolisme i skjelettmuskelceller. For & studere dette ble myotubene forbehandlet
med kortkjedede fettsyrer i 24 timer. Det ble brukt ulike konsentrasjoner av de valgte
kortkjedede fettsyrene, acetat i konsentrasjoner pa 100, 500 og 1000 uM, butyrat og propionat
i konsentrasjoner pa 10, 100 og 200 uM. M3-differensieringsmedium ble brukt som kontroll
(se appendiks 2).

Effekt av kortkjedede fettsyrer pa glukose- og oljesyremetabolisme er vist i figur 3.1 og 3.2.
Resultatene viste at butyrat 100 uM gkte glukoseopptak med 20 (£5,5) % sammenlignet med
kontroll (figur 3.1 D). Nar det gjelder glukoseoksidasjon ble det ikke funnet signifikante
effekter av noen av de kortkjedede fettsyrene (figur 3.1 B, E). Butyrat 100 uM farte til
signifikant gkning i oljesyreopptaket (37,5 = 7,3 nmol/mg) sammenlignet med kontroll (32,0
+ 8,0 nmol/mg) (figur 3.2 A). Normalisert til kontrollen var ogsa oljesyreoksidasjon gkt med
17 (£4,2) % etter forbehandling med butyrat 100 uM (figur 3.2 E). Propionat 200 uM og
acetat 100 uM farte imidlertid til en signifikant reduksjon i fraksjonell oksidasjon av oljesyre
pa henholdsvis 17 (+0,01) % og 10 (+0,01) % (figur 3.2 C).
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Figur 3.1: Effekter av ulike konsentrasjoner av kortkjedede fettsyrer pa glukosemetabolisme i
skjelettmuskelceller. Myotuber ble forbehandlet med 100, 500 og 1000 uM acetat, 10, 100 og 200 uM
butyrat eller propionat i 24 timer far myotubene ble inkubert i fire timer med 200 uM D-[*C(U)]
glukose (1 uCi/ml). CO, produksjon og celleassosiert radioaktivitet (CA) ble sa malt ved
substratoksidasjonsmetoden. A: Opptak av glukose (CO,+CA). B: Oksidasjon av glukose til CO.. C:
Fraksjonell oksidasjon av glukose (CO- /(CO+CA)). D: Opptak av glukose i % av kontroll. E:

Oksidasjon av glukose i % av kontroll. Alle resultatene er presentert som gjennomsnitt + standard feil ,

n=4, *p<0,05 sammenlignet med kontroll.
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Figur 3.2: Effekter av ulike konsentrasjoner av kortkjedede fettsyrer pa oljesyremetabolisme.
Myotuber ble forbehandlet med 100, 500 og 1000 uM acetat, 10, 100 og 200 uM butyrat eller
propionat i 24 timer far myotubene ble inkubert i fire timer med 100 uM [1-*C] oljesyre (1 uCi/ml).

CO; produksjon og celleassosiert radioaktivitet (CA) ble sa malt ved substratoksidasjonsmetoden. A:

Opptak av oljesyre (CO,+CA). B: Oksidasjon av oljesyre til CO,. C: Fraksjonell oksidasjon av

oljesyre (CO, /(CO.,+CA)). D: Opptak av oljesyre i % av kontroll. E: Oksidasjon av oljesyre i % av

kontroll. Alle resultatene er presentert som gjennomsnitt + standard feil , n=4, *p<0,05 sammenlignet

med kontroll.
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3.2 Tidsavhengige effekter av kortkjedede fettsyrer pa energimetabolisme

For & undersgke om effekten av de kortkjedede fettsyrene acetat, butyrat og propionat pa
glukose- og oljesyremetabolisme i skjelettmuskelceller var tidsavhengige, ble det valgt ut en
konsentrasjon av hver av de kortkjedede fettsyrene pa bakgrunn av signifikante effekter i
figur 3.1 og 3.2. Myotubene ble forbehandlet med acetat 100 uM, butyrat 100 uM eller
propionat 200 uM i 24, 48 og 96 timer i forkant av forsgksdagen (CO2-trapping). M3-
differensieringsmedium ble brukt som kontroll (se appendiks 2).

Det ble ikke funnet noen signifikante effekter av kortkjedede fettsyrer pa glukoseopptak eller
-oksidasjon ved noen av de valgte tidspunktene (figur 3.3 A-C). For oljesyreoksidasjon var
det butyrat 100 uM som ga signifikant reduksjon med 10 (x0,6) % etter 24 timer og 14 (+4,4)
% etter 48 timer (figur 3.4 B). Det ble ikke funnet noen signifikante effekter pa
oljesyreopptak (figur 3.4 A-C). Resultatene i figur 3.1 og 3.2 lot seg ikke reprodusere i disse
forsgkene, imidlertid ma det sies at i disse forsgkene ble det registrert veldig lave telletall, slik

at forsgkene er beheftet med en stor usikkerhet.
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differensieringsdag 4, 6 og 7 ble myotubene forbehandlet med acetat 100 uM, butyrat 100 uM eller
propionat 200 UM i henholdsvis 96, 48 og 24 timer for forsgksdagen (CO»-trapping). Etter
forbehandling ble myotubene inkubert i fire timer med 200 uM D-[**C(U)] glukose (1 pCi/ml).
Deretter ble CO, produksjon og celleassosiert radioaktivitet (CA) malt ved
substratoksidasjonsmetoden. A: Opptak (CO,+CA) og oksidasjon av glukose ved forbehandling med
acetat. B: Opptak (CO,+CA) og oksidasjon av glukose ved forbehandling med butyrat. C: Opptak
(CO2+CA) og oksidasjon av glukose ved forbehandling med propionat. Alle resultatene er presentert

som gjennomsnitt £ standard feil, n=6.
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differensieringsdag 4, 6 og 7 ble myotubene forbehandlet med acetat 100 uM, butyrat 100 uM og
propionat 200 UM i henholdsvis 96, 48 og 24 timer for forsgksdagen (CO»-trapping). Etter
forbehandling ble myotubene inkubert i fire timer med 100 uM [1-1%C] oljesyre (1 puCi/ml). Deretter
ble CO; produksjon og celleassosiert radioaktivitet (CA) malt ved substratoksidasjonsmetoden. A:
Opptak (CO,+CA) og oksidasjon av oljesyre ved forbehandling med acetat. B: Opptak (CO,+CA) og
oksidasjon av oljesyre ved forbehandling med butyrat. C: Opptak (CO.+CA) og oksidasjon av oljesyre
ved forbehandling med propionat. Alle resultatene er presentert som gjennomsnitt + standard feil ,
n=6, *p<0,05.

3.3 Effekt av forgrenede fettsyrer pa energimetabolisme

Det var ogsa gnskelig & undersgke om forgrenede fettsyrer som 12-metyltertradekanoat (12-
MTA), 13-metyltetradekanoat (13-MTA) og 15-metylheksadekanoat (15 MHA) hadde direkte
effekter pa glukose- og oljesyremetabolisme i skjelettmuskelceller. For & studere dette ble
myotuber forbehandlet med disse forgrenede fettsyrene i en konsentrasjon pa 100 UM i 24
timer. DMSO fortynnet i M3-differensieringsmedium til en endeling konsentrasjon pa 0,001%

ble benyttet som kontroll, i tillegg ble butyrat 100 uM inkludert til sammenligning.

Effekt av forgrenede fettsyrer pa glukose- og oljesyremetabolisme vises i figur 3.5 og 3.6. 12-
MTA farte til en tydelig gkning i glukoseopptak som var signifikant sammenlignet med
kontrollen (figur 3.5 A). Glukoseoksidasjonen var ikke tilsvarende gkt, ingen signifikante
effekter pa glukoseoksidasjon ble funnet (figur 3.5 B), og dermed farte 12-MTA ogsa til
signifikant reduksjon i fraksjonell oksidasjon av glukose (data ikke vist). Det ble ikke funnet
noen signifikante effekter av de tre forgrenede fettsyrene pa oljesyreoksidasjon og -opptak
(figur 3.6).
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Figur 3.5: Effekt av forgrenede fettsyrer pa glukosemetabolisme. Myotuber ble forbehandlet med
forgrenende fettsyrer, 12-metyltertradekanoat (12-MTA), 13-metyltetradekanoat (13-MTA) eller 15-
metylheksadekanoat (15-MHA) i en konsentrasjon pa 100 uM i 24 timer. Etter forbehandling ble
myotubene inkubert i fire timer med 200 uM D-[**C(U)] glukose (1 uCi/ml). Deretter ble CO,
produksjon og celleassosiert radioaktivitet (CA) malt ved substratoksidasjonsmetoden. A: Opptak av
glukose (CO,+CA) i % av kontroll. B: Oksidasjon av glukose til CO; i % av kontroll. Alle resultatene
er presentert som gjennomsnitt £ standard feil , n=3, *p<0,05 sammenlignet med kontroll.
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Figur 3.6: Effekt av forgrenede fettsyrer pa oljesyremetabolisme. Myotuber ble forbehandlet med
forgrenende fettsyrer, 12-metyltertradekanoat (12-MTA), 13-metyltetradekanoat (13-MTA) eller 15-
metylheksadekanoat (15-MHA) i en konsentrasjon pa 100 uM i 24 timer. Etter forbehandling ble
myotubene inkubert i fire timer med 100 uM [1-1“C] oljesyre (1 uCi/ml). Deretter ble CO, produksjon
og celleassosiert radioaktivitet (CA) malt ved substratoksidasjonsmetoden. A: Opptak av oljesyre
(CO2+CA) i % av kontroll. B: Oksidasjon av oljesyre til COi % av kontroll. Alle resultatene er

presentert som gjennomsnitt + standard feil , n=3.
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3.4 Effekt av forbehandling med kortkjedede og forgrenede fettsyrer pa insulin-
stimulert glukoseopptak

Det var interessant a se om forbehandling med kortkjedede og forgrenede fettsyrer ville
pavirke insulin-stimulert glukoseopptak i skjelettmuskelceller. For & undersgke dette ble
myotubene forbehandlet med acetat 100 pM, butyrat 100 pM, propionat 200 uM, 12-MTA
100 uM, 13-MTA 100 uM eller 15-MHA 100 pM i 24 timer. M3-differensieringsmedium ble
brukt som kontroll for kortkjedede fettsyrer, mens for forgrenede fettsyrer ble det benyttet
DMSO fortynnet i M3 til en endelig konsentrasjon pa 0,001%. Under trapping ble halvparten
av cellene tilsatt 1 M insulin.

| kontrollceller farte insulin til en signifikant gkning pa 22 (+ 5) % i glukoseopptaket (figur
3.7 A, B). Forbehandling med butyrat 100 M og propionat 200 uM endret ikke
insulinstimulert glukoseopptak, da det var henholdsvis 19 (£ 6) % og 19 (£ 5) % av
ustimulert mens etter forbehandling med acetat 100 uM var ikke insulinresponser signifikante
lenger (3.7 A, B).

Forbehandling med 12-MTA, 13-MTA, og 15-MHA i en konsentrasjon pa 100 uM sammen
med insulin 1 uM ga signifikant gkning i glukoseopptak med henholdsvis 33 (£ 5) %, 28 (+
5) % og 32 (x 6) % sammenlignet med uten insulin (figur 3.8 B). 12-MTA og 13-MTA farte
ogsa til signifikant gkning i insulin-stimulert glukoseopptak sammenlignet med kontrollen,
men det ble ikke observert noe signifikant effekt av insulin pa glukoseopptak i kontrollen
(figur 3.8 A, B).
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Figur 3.7: Effekt av insulin pa glukoseopptak etter forbehandling med kortkjedede fettsyrer.
Myotubene ble forbehandlet med kortkjedede fettsyrer acetat 100 uM, butyrat 100 uM eller propionat
200 UM i 24 timer. Deretter ble myotubene inkubert i fire timer med 200 uM D-[**C(U)] glukose (1
uCi/ml) med og uten insulin (1 uM). CO2 produksjon og celleassosiert radioaktivitet (CA) ble sa malt
ved substratoksidasjonsmetoden. A: Opptak av glukose (CO,+CA). B: Opptak av glukose (CO2+CA) i
% av kontroll. Resultatene er presentert som gjennomsnitt + standardfeil , n=3, *p<0,05 (signifikant

forskjell mellom med og uten insulin).
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Figur 3.8: Effekt av insulin pa glukoseopptak etter forbehandling med forgrenede fettsyrer.
Myotubene ble forbehandlet med forgrenede fettsyrer, 12-metyltertradekanoat (12-MTA), 13-
metyltetradekanoat (13-MTA) eller 15-metylheksadekanoat (15-MHA) i en konsentrasjon pa 100 pM i
24 timer. Etter forbehandling ble myotubene inkubert i fire timer med 200 uM D-[*C(U)] glukose (1
pCi/ml) med og uten insulin (1 uM). Deretter ble CO; produksjon og celleassosiert radioaktivitet (CA)
malt. A: Opptak av glukose (CO,+CA). B: Opptak av glukose (CO2+CA) i % av kontroll. Alle
resultatene er presentert som gjennomsnitt + standard feil , n=3, *p<0,05 (signifikant forskjell mellom
med og uten insulin), #p<0,05 (signifikant forskjell mellom insulinrespons etter forbehandling vs.
kontroll).
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3.5 Genekspresjon i skjelettmuskelceller etter forbehandling med kortkjedede og

forgrenede fettsyrer

For & undersgke om de metabolske effektene av kortkjedede og forgrenede fettsyrer var
assosiert med endringer i genekspresjon av relevante gener i skjelettmuskelceller, ble
myotuber forbehandlet med ulike konsentrasjoner av fettsyrene i 24 timer for hgsting til
gPCR. Kortkjedede fettsyrer som ble brukt var acetat 100 uM, butyrat 100 uM og propionat
200 uM. Forgrenede fettsyrer som 12-MTA, 13-MTA og 15-MHA ble brukt i en
konsentrasjon pa 100 puM.

Resultater for de genene som ble undersgkt vises i figur 3.9. Gendata fra qPCR for alle
genene ble normalisert i forhold til syreholdig ribosomalt fosfoprotein PO (RPLPO) som en
endogen kontroll og relatert til ubehandlede kontroll. Det ble ikke funnet noe signifikante
effekter av verken de kortkjedede fettsyrene (3.9 A) eller forgrenede fettsyrene (3.9 B) pa

genekspresjon av de studerte genene.
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Figur 3.9: Effekt av kortkjedede og forgrenede fettsyrer pa genekspresjon. Myotuber ble forbehandlet
med kortkjedede (acetat 100 UM, butyrat 100 uM eller propionat 200 uM) og forgrenede fettsyrer (12-
MTA, 13-MTA eller 15-MHA 100 uM) i 24 timer. Total RNA ble isolert, cDNA syntetisert og RT-
gPCR ble utfart. Ekspresjonsdata av de valgte genene ble normalisert i forhold til syreholdig
ribosomalt fosfoprotein PO (RPLPO) og relatert til kontroll uten tilsatte fettsyrer ved AACt-metode. A:
MRNA ekspresjon etter forbehandling med kortkjedede fettsyrer acetat, butyrat og propionat. B:
MRNA ekspresjon etter forbehandling med forgrenede fettsyrer 12-MTA (12-metyltertradekanoat),
13-MTA (13-metyltetradekanoat), 15 MHA (15-metylheksadekanoat). Alle resultatene er presentert
som gjennomsnitt + standard feil , n=3. CYCL1 = cytokrom c1; CPT1B = karnitin-palmitoyltransferase
1B; GLUTL1 = glukosetransportgr 1; UQCRB = ubiquinol-cytokrom c-reduktase-bindende protein;
CD36 = blodplate-glykoprotein 4.

3.6 Myokinsekresjon fra skjelettmuskelceller etter forbehandling med kortkjedede og

forgrenede fettsyrer

For & undersgke om kortkjedede og forgrenede fettsyrer har noe effekt pa sekresjon av
myokiner, som interleukin 6 (IL-6), fra skjelettmuskelceller, ble myotuber forbehandlet
kortkjedede fettsyrer (acetat 100 uM, butyrat 100 uM, propionat 200 uM) og forgrenede
fettsyrer (12-MTA, 13-MTA, 15-MHA 100 pM) i 24 timer. Far hgsting av celler til gPCR ble

cellemediet tatt av for 8 male konsentrasjon av IL-6.
Det ble ikke funnet noe signifikant effekt av kortkjedede fettsyrer pa IL-6-sekresjon (figur

3.10). Forgrenede fettsyrer viste en tendens til gkt sekresjon av IL-6 sammenlignet med

kontrollen, men effektene var ikke signifikante (figur 3.10 ).
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Figur 3.10: Effekt av kortkjedede og forgrenede fettsyrer pa sekresjon av interleukin-6 (IL-6).
Myotuber ble forbehandlet i 24 timer med kortkjedede fettsyrer (acetat 100 UM, butyrat 100 pM,
propionat 200 puM) og forgrenede fettsyrer (12-MTA, 13-MTA, 15-MHA 100 uM). Fgr hesting av
celler til gPCR ble cellemediet tatt av for & male konsentrasjon av I1L-6 ved hjelp av humant IL-6
ELISA kit. Alle resultatene er presentert som gjennomsnitt + standard feil , n=3. Kontroll 1= M3-
differensieringsmedium; kontroll 2 = DMSO fortynnet i M3 (0,001%); 12-MTA = 12-
metyltertradekanoat; 13-MTA = 13-metyltetradekanoat; 15-MHA = 15-metylheksadekanoat.

3.7 Proteinsyntese i skjelettmuskelceller etter forbehandling med kortkjedede og

forgrenede fettsyrer

Det er holdepunkter for at kosttilskudd med leucin-metabolitter som B-hydroksy-f3-
metylbutyrat (HMB) kan ha gunstige effekter pa proteinmetabolisme i muskel, blant annet det
a ke muskelmasse og gjenoppretning av muskel etter trening [76, 77]. Det var derfor
interessant & studere om kortkjedede og forgrenede fettsyrer pavirker proteinsyntese i
skjelettmuskelceller. For & undersgke dette ble differensierte myotuber forbehandlet med
kortkjedede fettsyrer (acetat 100 uM, butyrat 100 UM og propionat 200 uM), og forgrenede
fettsyrer (12-MTA, 13-MTA og 15-MHA 100 pM) i 24 timer. Myotubene ble samtidig
inkubert med 4C-leucin (1 uCi/ml, 0,8 mM) og inkorporering av *C-leucin i proteiner ble

malt.

Proteinsyntese etter forbehandling med butyrat 100 UM synes a vere gkt sammenlignet med

kontrollen, men effekten var ikke signifikant (3.11). Nar det gjelder forgrenede fettsyrer, sa

48



var det 12-MTA som viste tendens til gkning i proteinsyntese, men denne gkningen var heller

ikke signifikant og variasjon i datamaterialet var stor (3.11).
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Figur 3.11: *C-leucin-inkorporering i proteiner etter forbehandling med kortkjedede og forgrenede
fettsyrer. Differensierte myotuber ble forbehandlet med kortkjedede fettsyrer (acetat 100 uM, butyrat
100 uM eller propionat 200 uM), og forgrenede fettsyrer (12-MTA, 13-MTA eller 15-MHA 100 uM),
og samtidig tilsatt **C-leucin (1 uCi/ml, 0,8 mM). Etter 24 timer ble cellene lysert, og proteiner utfelt
med 1% BSA i 50% trikloreddiksyre. Proteinpellet som var dannet ble videre lgst i SDS-NaOH, og
radioaktivitet malt ved hjelp av vaskescintillasjon. Resultatene er presentert som gjennomsnitt +
standard feil, n=3. Kontroll 1 = M3-differensieringsmedium; kontroll 2 = DMSO fortynnet i M3
(0,001%), 12-MTA = 12-metyltertradekanoat; 13-MTA = 13-metyltetradekanoat; 15-MHA = 15-

metylheksadekanoat.
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3.8 Effekt av forbehandling med forgrenede fettsyrer pa *C-leucin inkorporering i

celluleere lipider

Det var ogsa gnskelig & undersgke om muskel kan bygge aminosyren leucin inn i lipider og
om forgrenede fettsyrer kan pavirke lipogenese fra aminosyren leucin. For & undersgke dette
ble inkorporering av *C-leucin i varierte lipidklasser etter forbehandling med butyrat og
forgrenede fettsyrer studert. Differensierte myotuber ble forbehandlet med butyrat og
forgrenede fettsyrer 12-MTA, 13-MTA, 15-MHA i en konsentrasjon pa 100 uM i 24 timer, og
samtidig tilsatt 1*C-leucin (1 pCi/ml, 0,8 mM). Cellulzre lipider ble ekstrahert og separert ved
hjelp av tynnsjiktkromatografi (TLC). M3-differensieringsmedium ble brukt som kontroll for
butyrat, mens for forgrenede fettsyrer ble det benyttet DMSO fortynnet i M3 til en endelig
konsentrasjon pa 0,001%.

Det viste seg at forbehandling med 12-MTA farte til signifikant gkning i fosfolipider (PL),

triglyserider , kolesterolester (CE) og total mengde lipider sammenlignet med kontrollen,

mens 13-MTA ga signifikant gkning i diglyserider (DAG). Butyrat derimot ga signifikant

nedgang i frie fettsyrer (FFA) sammenlignet med kontrollen (tabell 3.1).

Tabell 3.1: Inkorporering av *C-leucin inn i varierte lipidklasser etter forbehandling med butyrat og

forgrenede fettsyrer.

PL DAG FFA TAG CE Sum lipid

(nmol/mg) (nmol/mg) (nmol/mg) (nmol/mg) (nmol/mg) (nmol/mg)
Kontroll 1 1,60+0,55 | 0,74 £ 0,06 0,18 + 0,04 0,25+ 0,04 0,06 £ 0,01 2,83 £ 0,56
Butyrat 1,62+045 060+0,15 | 0,08+0,04° 0,17 +0,04 0,06 £ 0,01 2,53+0,58
Kontroll 2 0,74+0,22 | 0,55+ 0,09 0,07+ 0,03 0,16 £ 0,02 0,04 £0,01 1,56 + 0,30
12-MTA 3,80+155" 1,04+0,34 0,04 £0,01 0,44+0,15° 0,15+0,05° | 547+210"
13-MTA 212+0,72 1,45+0,48" 0,05+0,01 0,30+ 0,10 0,08 £ 0,02 400+1,24
15-MHA 2,30+£0,87  0,75x0,20 | 0,06 £0,02 0,30x0,14 0,11+0,04 3,52+1,20

Resultatene er presentert som gjennomsnitt + standard feil , n=3, *p<0,05. Kontroll 1= M3-

differensieringsmedium; kontroll 2 = DMSO fortynnet i M3 (0,001%); 12-MTA = 12-
metyltertradekanoat; 13-MTA = 13-metyltetradekanoat; 15-MHA = 15-metylheksadekanoat; PL =

fosfolipider; DAG = diacylglyserol; FFA = frie fettsyrer; TAG = triacylglyserol; CE = kolesterolester.
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Resultatene fra % av total lipid viste at forbehandling med butyrat og forgrenede fettsyrer
farte til hayest inkorporering av **C-leucin i fosfolipider (PL), etterfulgt av diglyserider
(DAG) og triglyserider (TAG), mens nivaene var lavest for frie fettsyrer (FFA) og
kolesterolester (CE) (figur 3.12).
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Figur 3.12: Lipiddistribusjon malt som inkorporering av *C-leucin i cellulzre lipider (PL, DAG,
FFA, TAG og CE) etter forbehandling med butyrat og forgrenede fettsyrer. Differensierte myotuber
ble forbehandlet med butyrat, 12-MTA, 13-MTA og 15-MHA i en konsentrasjon pa 100 uM i 24

timer, og samtidig inkubert med *C-leucin (1 uCi/ml, 0.8 mM). Etter 24 timer ble lipider ekstrahert og

separert ved bruk av tynnsjiktkromatografi (TLC) og radioaktivitet malt vha. veeskescintillasjon.
Resultatene er presentert som % av totale lipid (sum av alle lipidklasser), n=3, *p<0,05. Kontroll
1=M3-differensieringsmedium; kontroll 2 = DMSO fortynnet i M3 (0,001%); 12-MTA = 12-
metyltertradekanoat; 13-MTA = 13-metyltetradekanoat; 15-MHA = 15-metylheksadekanoat; PL =

fosfolipider; DAG = diacylglyserol; FFA = frie fettsyrer; TAG = triacylglyserol; CE = kolesterolester.
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4 Diskusjon

Denne oppgaven presenterer mulige effekter av kortkjedede og forgreinede fettsyrer pa blant
annet energimetabolisme, proteinsyntese, myokinsekresjon og lipiddistribusjon i
skjelettmuskelceller. Av kortkjedede fettsyrer (SCFA) ble det funnet signifikante effekter av
butyrat 100 uM etter 24 timer forbehandling pa blant annet glukoseopptak og oljesyreopptak
og -oksidasjon. Nar det gjelder forgreinede fettsyrer (BCFA) sa var det 12-MTA som viste en
tydelig gkning i glukoseopptak uten a ha noe effekt pa verken glukoseoksidasjon eller
oljesyremetabolisme. Det ble ogsé observert effekt av BCFA pa inkorporering av *4C-leucin i
cellulzre lipider. Derimot ble det ikke funnet noe effekt av disse fettsyrene pa verken

proteinsyntese eller sekresjon av interleukin-6 (IL-6).

4.1 Vurdering av metodikken

For & kunne studere effekter av kortkjedede og forgreinede fettsyrer i skjelettmuskel ble
satellittceller isolert fra muskelbiopsier og celler fra passasje 3 og 4 benyttet. Cellene ble
dyrket opp til myoblaster og videre differensiert til flerkjernede myotuber. Myotuber i kultur
er en velegnet in vitro-modell for studier av human skjelettmuskulatur siden de har liknende
egenskaper som skjelettmuskel in vivo [7, 8]. De kan ha relevant genetisk bakgrunn som gir
mulighet for & studere blant annet metabolske egenskaper. Myotuber har likevel en del
begrensninger som ma trekkes inn. Siden de er i kultur sa mangler de in vivo mikromiljg og
dermed kommunikasjon og samspill med andre celler og vev. Myotuber viser seg a vare
mindre insulinsensitive enn intakt skjelettmuskel, sannsynligvis pga. lavere ekspresjon av
glukosetransportar 4 (GLUTA4) [78]. Derfor brukes det ofte insulin i konsentrasjoner pa 0,1-1
uM i studier av humane myotuber. Denne modellen er likevel mer relevant for humane

studier enn bruk at dyreceller, isolert fra blant annet rotte eller mus [7].

Under differensiering av satellittceller til myotuber ble det sett tendens til at celler fra en
donor oppfarte seg ulikt, med hensyn pa proliferasjonshastighet og differensieringsevne. Det
var ikke uventet at isolerte celler fra ulike individer ville oppfare seg ulikt. Dette kunne bidra
til at forsgkene ble utfart med ulikt antall myotuber, og dermed pavirke resultatene.
Betydning av variasjonen i antall myotuber ble redusert ved a relatere data mot

proteinmengde som mal pa antall celler, men individuelle forskjeller kunne fortsatt vere der.
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| substratoksidasjonsforsgkene ble radiomerket glukose og oljesyre tilsatt myotubene for a
undersgke energimetabolismen, hvorav substratoksidasjon ble kvantifisert i form av
radiomerket karbondioksid (1*CO,) og substratopptak som summen av 1*CO; og celleassosiert
radioaktivitet (*CA). Denne metoden er utviklet av Wensaas et al. [71] og er godt validert.
Bradford metode som er en veletablert og god validert metode ble benyttet til & kvantifisere
total proteinmengde i cellelysater [72]. RT-qPCR ble benyttet for a studere genuttrykk av
noen relevante gener in vitro, der syreholdig ribosomalt fosfoprotein PO (RPLPO) ble brukt
som endogen kontroll. RPLPO er et sakalt «housekeeping gene» som ble valgt ut pa bakgrunn
av at det uttrykkes stabilt i alle celler og er tidligere benyttet i studier av skjelettmuskelceller
[75]. Denne metoden er utviklet av Mullis et al. [73] og er en godt etablert metode. For
maling av interlukin-6 (IL-6) i cellemedium ble det benyttet ELISA, en godt validert og
veletablert metode som egner seg til maling av en analytt per prgve [79]. **C-leucin-
inkorporering i proteiner ble brukt som et mal pa proteinsyntese i skjelettmuskelceller.
Lipiddistribusjon ble studert ved hjelp av tynnsjiktkromatografi, et godt etablert metode som
ble farst beskrevet av Folch et al. [80].

4.2 Effekter av kortkjedede og forgreinede fettsyrer pa energimetabolisme

| denne oppgaven ble det undersgkt direkte effekter av kortkjedede fettsyrer (SCFA) og
forgreinede fettsyrer (BCFA) pa glukose- og oljesyremetabolisme i skjelettmuskelceller i
kultur. Det ble gjort konsentrasjonsavhengighetsforsgk for SCFA, der acetat ble prevd ut i
konsentrasjonene 100, 500 og 1000 uM mens butyrat og propionat i konsentrasjonene 10, 100
0g 200 pM. Dette var basert pa tilgjengelige humane intervensjonsstudier som har undersgkt
plasmakonsentrasjon av SCFA, hvorav acetat hadde hgyest perifert konsentrasjon (19-160
uM) sammenlignet med propionat (1-13 uM) og butyrat (1-12 uM) [45, 52, 53]. | dette
forsgket var det kun butyrat 100 uM som viste signifikant gkning av glukoseopptak og
oljesyreopptak og -oksidasjon. Andre SCFA som propionat 200 M og acetat 100 uM viste
kun signifikant effekt pa fraksjonell oksidasjon av oljesyre.

Per i dag er det sa vidt vi vet ingen studier har undersgkt direkte effekter av SCFA pa
energimetabolisme i humane skjelettmuskelceller i kultur. Derimot finnes det en del in vivo
studier, i muse- og rottemodeller og humane intervensjonsstudier som har sett pa mulige

effekter av disse kortkjedede fettsyrene i skjelettmuskel. I en musemodell med kostholds-
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indusert overvekt, 16 uker med butyrat og fettrikt kost farte til blant annet vektreduksjon og
gkt insulinsensitivitet sammenlignet med fettrikt kost alene. Forklaring til disse funnene var
blant annet gkt fettsyreoksidasjon i skjelettmuskulatur [59]. | overvektige rotter farte
injeksjon av acetat i 6 maneder til gkt uttrykk av gener involvert i glukosemetabolisme som
GLUT4 [57]. Disse studier indikerer at SCFA som acetat og butyrat kan ha direkte effekter pa
glukose- og fettsyremetabolisme i skjelettmuskel og dermed veere med pa a forbedre
insulinsensitivitet [45, 57, 59]. Canfora et al. fant at rektalt administrasjon av en blanding med
SCFA, som acetat, butyrat og propionat, gkte fastende fettsyreoksidasjon og hvilende

energiforbruk, dette korrelert med gkte nivaer av sirkulerende acetatkonsentrasjon [81].

For a undersgke tidsavhengige effekter av SCFA, ble det valgt ut noen konsentrasjoner av de
ulike SCFA basert pa signifikante effekter etter 24 timer og disse konsentrasjonene ble gitt til
myotuber i henholdsvis 24, 48 og 96 timer far CO,-tapping. Resultater fra
tidsavhengighetsforsaket var ikke som forventet basert pa observasjonene i
konsentrasjonsavhengighetsforsgket. Resultatene fra konsentrasjonsavhengighetsforsgket ved
24 timer lot seg ikke reprodusere, og eventuelle effekter, sarlig av butyrat pa
oljesyreoksidasjon, gikk i motsatt retning. Imidlertid ma det sies at i akkurat disse forsgkene
ble det av ukjent grunn registrert veldig lave telletall, slik at forsgkene er beheftet med en stor
usikkerhet.

Av forgreinede fettsyrer som 12-MTA, 13-MTA og 15 MHA, viste 12-MTA en tydelig
gkning i glukoseopptak og reduksjon i fraksjonell oksidasjon uten & ha noe signifikant effekt
pa glukoseoksidasjonen. Det var forventet & fa gkt glukoseoksidasjon siden opptaket var sa
hayt. Av erfaring vet vi at i skjelettmuskelceller falger glukoseoksidasjonen glukoseopptaket
veldig tett [82], men ikke i dette tilfellet og dermed var fraksjonell oksidasjon redusert etter
forbehandling med 12-MTA. Det ble ikke sett noe signifikant effekt av disse BCFA pa
fettsyremetabolismen. Som nevnt tidligere, det finnes veldig lite informasjon om effekten av
BCFA hos mennesker, men de blir ofte behandlet som andre langkjedede fettsyrer nar det
gjelder absorpsjon, transport og metabolisme [65]. Det er uvisst om disse fettsyrene virker
som substrater for energi og kan interferere i biokjemiske prosesser i cellen pa den mate, eller
om de har andre mater a virke pa, som for eksempel via reseptorer, intracellulare signalveier

og endret genekspresjon [83].
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Nar det gjelder effekt av SCFA pa insulin-stimulert glukoseopptak, sa farte insulin til gkt
glukoseopptak i kontrollceller og insulinresponser endret seg ikke etter forbehandling med
butyrat 100 uM og propionat 200 uM mens ved forbehandling med acetat 100 uM var ikke
insulinresponser signifikante lenger. Imidlertid kan man ikke si at SCFA pavirker insulin-
stimulert glukoseopptak siden de ikke viste noen signifikante effekter sammenlignet med
kontroll. BCFA som 12-MTA, 13-MTA og 15-MHA ga signifikant gkning i glukoseopptak
sammen med insulin. 12-MTA, 13-MTA farte ogsa til signifikant gkning i insulin-stimulert
glukoseopptak sammenlignet med kontroll, men siden det ble ikke observert noe signifikant
effekt av insulin pa glukoseopptak i kontrollen kan man ikke si at SCFA gker insulin-

stimulert glukoseopptak.

4.3 Andre effekter av kortkjedede og forgreinede fettsyrer pa skjelettmuskelceller

Det ble undersgkt sekresjon av interleukin-6 (IL-6) fra skjelettmuskelceller etter
forbehandling med SCFA og BCFA. IL-6 er en kjent myokin, hvorav produksjon er szrlig
avhengig av muskelkontraksjon bade pa protein- og genniva [84]. Resultater fra dette forsgket
viste at verken SCFA eller BCFA hadde noe effekt pa sekresjon av IL-6. En del humane
intervensjonsstudier har demonstrert at kortkjedede fettsyrer som acetat, butyrat og propionat
kan vise anti-inflammatoriske egenskaper sannsynligvis ved a gke sekresjon av cytokiner
[85], men man vet ikke hvilke typer cytokiner det er snakk om og hvilke mekanismer som
ligger bak. Canfora et al. undersgkte effekt av en blanding med acetat, butyrat og propionat pa
systemisk inflammasjon etter rektal administrasjon. Der det ble ikke funnet noen signifikante

endringer i plasmakonsentrasjon av 1L-6 [81].

Sa vidt vi vet har ingen studier undersgkt direkte effekter av SCFA og BCFA pa
proteinmetabolisme i skjelettmuskel. En del in vivo dyrestudier har demonstrert evnen til
SCFA til & pavirke skjelettmuskelmasse. En studie rapportere at tilskudd med butyrat over en
periode med 40 uker kunne opprettholde muskelmasse under aldringsprosessen hos mus [86].
Det er ogsa holdepunkter for at leucin-metabolitter som B-hydroksy-p-metylbutyrat (HMB)
fra kosten kan pavirke proteinmetabolisme i muskel og dermed gke muskelmasse [76, 77].
Andre studier som Kondo et al. og Henagan et al. fant imidlertid ingen forskjell i
skjelettmuskelmasse etter tilskudd av acetat og butyrat til musemodeller med hgyfettdiett [87,
88]. Pa grunn av uklare in vivo effekter var det gnskelig a undersgke proteinsyntese i

skjelettmuskelceller etter forbehandling med SCFA og BCFA. Dette ble gjort ved a inkubere
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celler med **C-leucin og studere inkorporering i proteiner. Det ble ikke sett noen signifikante

effekter av verken SCFA eller BCFA pa proteinsyntese under de gitte forhold.

Det vi imidlertid observerte var effekt av BCFA pd inkorporering av **C-leucin i cellulaere
lipider. Det ble observert signifikant gkning i inkorporering av leucin i fosfolipider (PL),
triglyserider (TAG), kolesterolester (CE) og total mengde lipider ved forbehandling med 12-
MTA og signifikant gkt inkorporering i diglyserider (DAG) ved forbehandling med 13-MTA.
Dette kan tyde pa at BCFA som 12-MTA og 13-MTA kan ha en mulig effekt pa lipogenese
fra aminosyre som substrat i skjelettmuskelceller. Dette har ikke blitt studert tidligere sa vidt
vi vet, men studier viser at leucin som er en forgreinede aminosyre (BCAA) kan ha ulike
metabolske veier, blant annet som substrat i proteinsyntese, oksidasjon og de novo lipogenese,
der syntese av lipider kan skje via generering av mellomprodukter til Krebs syklusen,
inkludert acetyl-CoA [89, 90]. Derfor ble det undersgkt om BCFA kan pavirke lipogenese ved

& inkorporere C-leucin i cellulzre lipider.

4.4 Mulige mekanismer bak observerte effekter av kortkjedede og forgreinede fettsyrer

For & forsgke a finne ut noe om mekanismen bak de observerte metabolske effektene av
SCFA og BCFA, ble relativ genekspresjon av utvalgte gener involvert i energimetabolisme i
skjelettmuskel undersgkt. De utvalgte genene spiller viktige roller i blant annet opptak av
FFA (CD36/FAT), glukoseopptak (GLUT1), opptak av langkjedet acyl-CoA til mitokondrier
(CPT1B) og som underenheter for kompleks I11 i elektrontranspotkjeden (CYC1, UQCRB)
[16, 26, 30, 91, 92]. Resultatene presentert i denne oppgaven viste ingen signifikant endring i
ekspresjon av disse genene etter 24 timers forbehandling med SCFA og BCFA. Det betyr at
de metabolske effektene som ble observert av SCFA og BCFA ikke kan forklares med endret
uttrykk av de respektive genene.

Basert pa observasjonene fra konsentrasjonsavhengighetsforsgket var det forventet a fa gkt
genuttrykk av blant annet GLUT1 og CD36. @kt uttrykk av GLUT1 kunne kanskje forklare
okt glukoseopptak etter forbehandling med butyrat og 12-MTA, og gkt uttrykk av CD36
kunne forklare gkt oljesyreopptak etter forbehandling med butyrat. Det var kanskje ikke
uventet at utrykk av CPT1B, CYC1 og UQCRB ikke var endret siden det ble observert fa
effekter pa oksidasjon av glukose og oljesyre. Imidlertid ma det sies at 24 timer forbehandling

kan kanskije veere kort tid for a fa endringer pa genniva.
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Mekanismer og signalveier bak effektene av SCFA og BCFA er fortsatt ukjent. En mulig
mekanisme for SCFA kan veere via SCFA-reseptorsignalisering siden de G-proteinkoblede
reseptorene GPR41 og GPR43 er vist a vare reseptorer for SCFA [45, 50]. Tidligere
microarray-data fant ut at blant annet GPR43 er uttrykt i humane myotuber [62]. Aktivering
av disse reseptorene kan utlgse en signaleringskaskade som farer til blant annet aktivering av
AMPK, en kjent regulator av metabolsk homeostase [50, 93]. Aktivering av AMPK kan fgre
til gkt fettsyreoksidasjon ved a trigge ekspresjon av PGC1., som videre regulerer aktivitet til
blant annet PPAR-transkripsjonsfaktorer. Aktivert AMPK kan ogsa pavirke glukoseopptak,
muligens via GLUT4 transportar [45]. Antageligvis kan SCFA og BCFA virke som
energisubstrater ved at de tas opp og innvirker pa biokjemiske prosesser i cellene. Det har blitt
estimert at en stor andel av SCFA blir brukt som energikilde nar de tas opp i celler, og dette
gir ca. 10 % av vart daglige kaloribehov [94]. Basert pa in vivo dyrestudier ble det anslatt at
SCFA som acetat, butyrat og propionat kan spille en viktig rolle som substrater for glukose-
og lipidmetabolisme, butyrat som energisubstrat for kolonocytter mens acetat og propionat for
perifere vev [50, 95]. Hva det igjen gjgr med evnen til & metabolisere andre energisubstrater

er uklart.

5 Konklusjon

Det ble funnet direkte effekter av butyrat 100 pM pa oljesyremetabolisme og glukoseopptak i
skjelettmuskelceller. Dette kan indikere en mulig rolle av butyrat pa energimetabolisme i
skjelettmuskel. Nar det gjelder forgreinede fettsyrer sa var det 12-MTA som viste effekt pa
glukoseopptak uten & ha noe effekt pa glukoseoksidasjon eller oljesyremetabolisme.
Kortkjedede og forgreinede fettsyrer hadde ikke noe effekt pa insulin-stimulert
glukoseopptak. Videre ble genekspresjon av utvalgte, relevante gener involvert i
energimetabolisme ikke pavirket etter forbehandling med kortkjedede og forgreinede
fettsyrer. Disse fettsyrene viste heller ingen effekt pa verken proteinsyntese eller sekresjon av
interleukin- 6 (IL-6) fra skjelettmuskelceller. Forgreinede fettsyrer, sarlig 12-MTA og 13-
MTA hadde effekt pa inkorporering av **C-leucin i cellulzere lipider i skjelettmuskelceller.

Dette kan indikere at BCFA kan ha en rolle i lipogenese i skjelettmuskel.
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Veien videre

Resultatene presentert i denne oppgaven gir en indikasjon til mulige roller av SCFA og BCFA
pa energimetabolisme i skjelettmuskel som kan veere interessant a fortsette a forske pa.

| denne studien ble det brukt muskelceller fra friske, frivillige donorer for & undersgke
effekter av SCFA og BCFA pa energimetabolisme. Kanskje kunne man se tydeligere effekter
dersom cellene var fra overvektige eller diabetikere, eller at cellene var gjort insulinresistente
pa en eller annen mate. Mekanismer og signalveier bak disse effektene er ukjent, sa det ville
veert interessant & undersgke nermere AMPK-aktivitet for eksempel. Det hadde ogsa veert
interessant & se om SCFA kan metaboliseres i muskel ved a inkubere muskelceller med
radiomerket SCFA, og se hvordan disse kortkjedede fettsyrene handteres intracelluleert, om de
tas opp og oksideres. Man vet veldig lite om metabolisme og skjebnen til BCFA hos
mennesker derfor kan det vere et viktig forskningsomradet.

Funnene som kommer fram av denne studien kan ha nytteverdi for blant annet
kostholdsveiledning. Sammenheng mellom kosthold, tarmflora og utvikling av metabolske
sykdommer som fedme og type 2-diabetes er en stor fokusomradet i dagens forskning.
Fiberrikt kost kan veere en av de faktorene som pavirker sammensetning av tarmflora og
generering av kostkjedede fettsyrer (SCFA), som kan videre spille en viktig rolle i
energimetabolisme i skjelettmuskel og dermed utvikling av metabolske sykdommer.
Forgreinede fettsyrer (BCFA) far man mest via meieriprodukter som er en naturlig del av et
sunt kosthold. Positive helseeffekter av meieriprodukter kan vaere forbundet med blant annet
tilstedeveerelse av BCFA, men det trenges mer forskning pa dette omradet for & fa mer

nyansert syn pa helseeffektene og mengder som skal anbefales.
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Appendiks I1: Medier til celledyrkning

M1-Utsaingsmedium
500 ml DMEM-Glutamax lav glukose (Invitrogen, #21885-108)
50 ml FCS (fetalt kalveserum) (SIGMA #F9665)
0,5 ml Gentamicin 50mg/ml (SIGMA, #G1397)
2,5 ml Amfotericin B 250 pg/ml (SIGMA, #A2942)

M2-Proliferasjonsmedium
500 ml DMEM-Glutamax lav glukose (Invitrogen, #21885-108)
10 ml FCS (fatalt kalveserum) (SIGMA #F9665)
10 ml Ultroser G (BIOSEPRA, #P/N15950-017) =20 ml medium i (DMEM+Glutamax)
0,5 ml Gentamicin 50mg/ml (SIGMA, #G1397)
2,5 ml Amfotericin B 250 pg/ml (SIGMA, #A2942)

M3-Differensieringsmedium
500 ml DMEM-Glutamax lav glukose (Invitrogen, #21885-108)
10 ml FCS (fatalt kalveserum) (SIGMA #F9665)
0,5 ml Gentamicin 50mg/ml (SIGMA, #G1397)
2,5 ml Amfotericin B 250 pg/ml (SIGMA, #A2942)
25 pmol Insulin (=21 pl av 1000x fortynnet Insulin Actrapid® , Novo Nordisk, 0,6 mM)

Frysemedium
0,5 ml M2-medium (med celler fra en 75 cm? dyrkningsflaske)
0,5 ml FCS (fatalt kalveserum) (SIGMA #F9665)
1 ml 20% DMSO (SIGMA #D2650)

DMSO fortynnes i M2-proliferasjonsmedium til 20%. Det ma veere nylaget fortynning.

Ekstracelluleer matriksgel (ECM)

Fortynnes 1:4 i DMEM Glutamax lav glukose (Invitrogen, #21885-108)
1 ml ECM + 4 ml DMEM Glutamax



Appendiks I11: Stock-lgsninger av kortkjedede fettsyrer og diverse lgsninger

Acetat 10 mM

Mw 82,03 g/mol

—>82,03 g/mol x 0,01 mol/L = 0,82 g/L = 0,82 mg/ml

Til 10 ml M3-medium, 8,2mg

Fortynnes til endelige konsentrasjoner pa 100, 500 og 1000 uM i M3-differensieringsmedium.

Butyrat 10 mM

Mw 110,09 g/mol

Til 10 ml M3-medium, 11 mg

Fortynnes til endelige konsentrasjoner pa 10, 100 og 200 uM i M3-differensieringsmedium.

Propionat 10 mM

Mw 96,06 g/mol

Til 10 ml M3-medium, 9,6mg

Fortynnes til endelige konsentrasjoner pa 10, 100 og 200 uM i M3-differensieringsmedium.

Diverse lgsninger

HEPES 1 M

Mw 238,3 g/mol

Til 50 ml vann 11,92 g, justere pH til 7,35 med NaOH (2,5 M).

NaOH 1M
Mw= 40, 0 g/mol
Til 50 ml vann 2 g.

SDS-NaOH (2% SDS i 0,15 M NaOH)
Til 100 ml destillert vann: 0,6 g NaOH og 2 g SDS.

0,9% NaCl-buffer
Til 100 ml destillert vann 0,9 g, pH justert til 2.



Appendiks 1V: Radioaktive medier brukt i substratoksidasjonsmetoden

@nsker medier med aktivitet pa 1 uCi/ml. Tilsetter 50 pl substratoksidasjonsmedium i hver
brann. Mengder er beregnet for et 96-brgnnsbrett (80 brgnner), der D-[**C(U)] glukose

tilsettes i 40 brgnner og [1-14C] oljesyre i 40 brgnner.

Radiomerket glukose: D-[**C(U)] glukose 250 mCi/mmol

Radiomerket oljesyre: [1-1*C] oljesyre 56,3 mCi/mmol

Substratoksidasjonsmedium *C-Glukose, 200 uM
2,5 ml DPBS med Mg?* og Ca®*
50 pl HEPES-buffer (1M)
50 pl glukose, 10 mM (kald)
12,5 pl D-[**C(U)] glukose.

Substratoksidasjonsmedium C-Oljesyre, 100 uM

2,5 ml DPBS med Mg?* og Ca®*
50 pl HEPES-buffer (1M)

2,5 pl karnitin (1M)

33,3 pl oljesyre, 6 mM (kald)
25 ul [1-*C] oljesyre



Insulin-stimulert-glukoseopptak
Mengder for et 96-brgnnersbrett, 50 ul substratoksidasjonsmedium i hver brgnn.
Substratoksidasjonsmedium (D-[**C(U)] glukose) uten insulin i 40 brgnner og med insulin i

40 brgnner.

Substratoksidasjonsmedium *C-Glukose, 200 uM (uten insulin)
3 ml DPBS med Mg?* og Ca?*
60 pl HEPES-buffer (1M)
60 pl glukose, 10 mM (kald)
30 pl D-[**C(U)] glukose.

Substratoksidasjonsmedium #C-Glukose, 200 uM (med 1 uM insulin)
3 ml DPBS med Mg?* og Ca?*
60 pl HEPES-buffer (1M)
60 pl glukose, 10 mM (kald)
30 pl D-[**C(U)] glukose
5 ul insulin, 0,6 mM



Appendiks V: Reaksjonsblanding for cDNA-syntese (per prgve)

2 ul 10xRT buffer

0,8 I 25x dNTPs-miks

2 ul 10x-Tilfeldig primere

1 pl Reverstranskriptase

1 pl RNase-inhibitor

13,2 pl Nukleasefritt vann H20 + RNA 1ug (prove)
=20 ul

Appendiks VI: Lgsninger til g°PCR

Fortynning av primere (sluttkonsentrasjon 30 uM)
Stock-lgsning har konsentrasjon 300 uM -> fortynner 1:10.
Lager 100 pl = 10 ul primer + 90 ul nukleasefritt vann

Fortynning av cDNA-prgvene
2,5 ul x 2 paralleller x 6 gener = 30 ul = lager 40 pl av hver prgve for a ha litt overskudd.
Skal fortynnes 1:5 - 40 ul/5= 8 ul - 8 ul prove + 32 ul nukleasefritt vann

CYBR Green PCR-mix
Antall praver: 27 x 2 paralleller + 2 blank + 4 ekstra= 60

Reagenser Antall pl per prave 60

2 x miks 12,5 750
Forward primer 30 uM (se tabell 2.4) 0,25 15
Revers primer 30 uM (se tabell 2.4) 0,25 15
Nukleasefritt vann 9,5 570
Total 22,5 1350

Tilsetter 2,5 pul fortynnet cDNA-prgve + 22,5 ul CYBR Green PCR-miks til hver brgnn—> 25

pl i hver brgnn.



Appendiks VII: Formler for beregning av relativ endring i genuttrykk

Normalisering:
ACt (behandlet) = Ct (malgen i behandlet prave) — Ct (normaliseringsgen i behandlet prave)
ACt (ubehandlet) = Ct (malgen i ubehandlet prave) — Ct (normaliseringsgen ubehandlet

prave)

Relativ forskjell:
AACt= [ACt (behandlet) - ACt (ubehandlet)]

Gangers gkning (fold change):

2-AACt



