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Abstract

Abstract

Background:

Overweight, obesity and type 2 diabetes (T2D) is an increasing problem in today’s world
society. Accumulation of triacylglycerol (TAG) may be associated with obesity and T2D, and
may adversely affect the energy metabolism. Diacylglycerol acyltransferase (DGAT) 1 and 2
catalyses the final step in the triglyceride synthesis; formation of TAG from diacylglycerol
(DAG). In this thesis, we have studied whether DGAT1 and DGAT?2 have different roles in
lipid metabolism in human skeletal muscle cells (myotubes) using selective inhibitors for
DGAT1 and DGAT2.

Methods:

Human satellite cells were isolated from biopsies of musculus vastus lateralis (the outer
broad thigh muscle), cultured and differentiated to myotubes. The myotubes were treated
with DGAT1 (A922500) and DGAT2 (JNJ-DGAT2-A) inhibitors, with or without exogenous
substrates. Concentration response was studied using different concentrations of the DGAT1
inhibitor. Energy metabolism was then investigated using radiolabeled [1-**C]oleic acid, D-
[**C (U)]glycerol and D-[**C (U)]glucose. Lipid distribution was determined by thin layer
chromatography and fatty acid oxidation was measured as formation of acid-soluble
metabolites (ASM) and CO..

Results:

Concentration response curve with DGATI1 inhibitor showed that 1 uM gave an effective
inhibition of TAG formation. DGAT1 inhibitor reduced the incorporation of **C-oleic acid
into different lipid classes, while fatty acid oxidation was increased. However, by inhibiting
DGAT2 we observed increased TAG formation and reduced oxidation from **C-oleic acid.
Incorporation of **C-glycerol into different lipid classes was reduced to a greater extent by
DGAT?2 inhibition compared with DGAT1 inhibition in the absence of exogenous oleic acid.
With exogenous oleic acid added, the incorporation of **C-glycerol by DGAT1 inhibition
was reduced compared to DGAT? inhibition. Lipogenesis from **C-glucose stimulated by a
LXR-activator was reduced after DGAT2-inhibition.



Abstract

Conclusion:

Although DGAT1 and DGAT?2 catalyse the same reaction in triglyceride synthesis, they may
have different roles in skeletal muscle. The results from this thesis suggest that DGAT1 is
responsible for incorporation of exogenous fatty acids into TAG, while DGAT2 potentially
plays an important role in lipogenesis (fatty acid synthesis) and incorporation of endogenous
fatty acids into TAG. Further results also indicate that the formation of TAG has more

“pools”, and that there are multiple pathways to fatty acid oxidation.
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Bakgrunn:

Overvekt, fedme og diabetes type 2 (T2D) er et stadig gkende problem i dagens
verdenssamfunn. Akkumulering av triacylglyserol (TAG) kan vere assosiert med fedme og
T2D, og kan fere til ugunstige effekter pd energimetabolismen. Diacylglyserol
acyltransferase (DGAT) 1 og 2 katalyserer det siste trinnet i triglyseridsyntesen; dannelsen av
TAG fra diacylglyserol (DAG). Fokuset i denne oppgaven er & studere om DGAT1 og
DGAT?2 har ulike roller i lipidmetabolismen i humane skjelettmuskelceller (myotuber) ved &
bruke selektive hemmere av DGAT1 og DGAT?2.

Metode:

Humane satelittceller ble isolert fra biopsier fra musculus vastus lateralis (den ytre brede
larmuskelen), dyrket og differensiert til myotuber. Disse ble behandlet med hemmere av
DGAT1(A922500) og DGAT2(JNJ-DGAT2-A), med og uten eksogene substrater.
Energimetabolismen ble undersgkt ved & benytte [1-'*C]oljesyre, D-[**C(U)]glyserol og D-
[**C(U)]glukose. Lipiddistribusjonen, ved hjelp av inkorporering av radiomerket oljesyre,
glyserol og glukose i TAG og andre lipidklasser, ble bestemt ved tynnsjiktkromatografi.
Fettsyreoksidasjonen ble studert ved kvantifisering av syrelgselige metabolitter (ASM) og
CO..

Resultater:

Konsentrasjons-responskurve med DGAT1-hemmer viste at 1 uM ga en effektiv hemming av
dannelsen av TAG. Ved bruk av DGAT1-hemmer ble inkorporeringen av **C-oljesyre i ulike
lipidklasser redusert, samt at oljesyreoksidasjonen gkte. Ved bruk av DGAT2-hemmer gkte
syntesen av TAG og oljesyreoksidasjonen ble redusert. Inkorporering av **C-glyserol i ulike
lipidklasser ble redusert ved DGAT2-hemming i fraveer av eksogene oljesyre, mens i narvaer
av oljesyre ble inkorporeringen av **C-glyserol i TAG kun redusert ved DGAT1-hemming.

Lipogenesen fra **C-glukose stimulert av LXR-aktivator ble redusert etter DGAT2-hemming.
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Sammendrag

Konklusjon:
Selv om DGAT1 og DGAT?2 katalyserer samme reaksjon i triglyseridsyntesen, ser det ut til at

de har ulike roller i skjelettmuskulatur. Resultatene i oppgaven antyder at DGATL1 er
ansvarlig for inkorporering av eksogene fettsyrer til TAG, mens DGAT?2 potensielt spiller en
viktigere rolle ved lipogenese (fettsyresyntese) og inkorporering av endogene fettsyrer i

TAG. Resultatene tyder ogsa pa at dannelsen av TAG har flere “pools” og at det er flere

metabolismeveier til fettsyreoksidasjon.
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Innledning

1 Innledning

1.1 Fedme og overvekt

Fedme og overvekt defineres som en tilstand med overflgdig eller unormal akkumulering av
fett, og utgjer en risiko for & utvikle en rekke kroniske sykdommer som diabetes type 2
(T2D), hjerte — og karsykdommer. Verdens helseorganisasjon (WHQ) publiserte en rapport i
2014, som viste at 39% av verdens befolkning (> 18 &r) var overvektige og ca. 13% av disse
led av fedme [1]. Dette er et gkende problem bade i den vestlige verdenen og i

utviklingsland.

WHO bruker kroppsmasseindeks (KMI) som en parameter for a klassifisere fedme og
overvekt hos voksne (tabell 1.1). KMI defineres som vekten dividert med kvadratet av
hayden (kg/m?) [1]. | Norge har én av fem en vekt som klassifiseres som fedme [2].

Tabell 1.1: WHOs Klassifisering av risikokategorier og KMI. Modifisert fra [3, 4]

KMI (kg/m?) Vektklassifisering Helserisiko

<18,5 Undervekt Lav

18,5-24,9 Normalvekt Normal risiko
25,0-29,9 Overvekt Lett risikogkning
30,0-34,9 Fedme klasse 1 Moderat risikogkning
35,0-39,9 Fedme klasse 2 Hay risikogkning

>40 Fedme klasse 3 Sveert hgy risikogkning

KMI er ikke pavirket av faktorer som alder, kjgnn og muskelmasse. Personer med hgy
muskelmasse kan ha hgy KMI, men det vil ikke dermed bety at personen er overvektig. |
tillegg er fettfordeling og muskelmasse forskjellig mellom kvinner og menn. KMI ma derfor

vurderes etter situasjon [5].

Overvekt og fedme skyldes at energiinntaket er stgrre enn energiforbruket [1]. Janssen et al.
utfgrte en studie som viste at abdominal fedme, fettmasse rundt innvoller, kan brukes som en
mer ngyaktig indikator pa fedme-relatert helserisiko enn KMI alene [6]. International

Diabetes Federation (IDF) definerer stort midjemal som >94 c¢cm for menn og >80 c¢cm for
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kvinner. Denne parameteren kan brukes som en risikofaktor i sammenheng med & stille

diagnose for diabetes [7].

Fettvev, sammenlignet med andre vev, har evnen til & ekspandere. Fettceller (adipocytter)
skiller ut fettvevshormoner og andre faktorer som er med pa & regulere blant annet
energibalansen og appetitten. Disse er viktige i reguleringen av energihomeostasen,
insulinsensitivitet og immunrespons [8, 9]. Ved overvekt og fedme vil lagringskapasiteten til
fettvevet overskrides og fettstoffer vil akkumuleres i andre vev og organer. Dette vil kunne

forarsake insulinresistens [10].

1.1.1 Medikamentell behandling av fedme

| dag tilrettelegges behandlingen for den enkelte med mal om vektreduksjon ved fedme og
overvekt. Det finnes ett registrert legemiddel med indikasjon fedme pa markedet i Norge,
orlistat (Xenical®) [2]. Legemiddelet er en pankreaslipasehemmer, som reduserer spaltninger
av triglyserider i tarmen. Dette resulterer i at 30% av triglyseridene ikke blir absorbert, men
skilles ut av kroppen. Orlistat kan gi en vektreduksjon pa 2-5 kg sammenlignet med placebo
om det i tillegg falges rad for fysisk aktivitet og kosthold. Behandlingen har vist a redusere
forekomsten av diabetes og nivaet av risikofaktoren “low density lipoprotein” (LDL) [11].
Rapport fra reseptregisteret viser at 6349 personer brukte orlistat i 2015 [12].

1.2 Diabetes type 2

Diabetes er en kronisk sykdom som oppstar nar pankreas ikke klarer & produsere nok insulin
eller nar kroppens egen insulinproduksjon ikke kan brukes optimalt [13]. T2D er en kronisk
sykdom som skyldes kroppens ineffektive respons pa insulin. Dette utvikles over tid, og
arvelige forhold ofte i kombinasjon med lite fysisk aktivitet og overvekt kan veere
underliggende arsaker til sykdommen. [14, 15]. Patofysiologiske forandringer som gkt
glukoseproduksjon i lever og redusert funksjon av B-celler assosieres med sykdommen [16].
WHO estimerte i 2014 at 9% av verdens voksne befolkning led av diabetes. Av disse igjen
hadde 90% TD2. For barn og unge oppstar sykdommen i gkende grad [13].
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Maling av hemoglobin A;. (HbA;.) anbefales i dag som farstevalg ved diagnostisering av
TD2. HbA representerer gjennomsnittlig konsentrasjon av glukose i plasma over en periode
pa 8-12 uker. | tabell 1.2 vises diagnostiske grenseverdier for HbA;. og plasmaglukose [14,
17].

Tabell 1.2: WHOs Klassifisering av diagnostiske grenseverdier for HbA ;. og plasmaglukose [17].

Diagnostisk grenseverdi >6,5%

Fastende plasmaglukose >7,0 mmol/L

Plasmaglukose  (malt 2t etter oral | >11,1 mmol/L
glukosebelastningstest, ma pavises i to

uavhengige tester)

Ved utvikling av T2D kan risikofaktorene deles i modifiserbare og ikke-modifiserbare. De
modifiserbare risikofaktorene er endringer pasienten selv kan pavirke, for eksempel
reykeslutt, vektnedgang, endring i matvaner og fysisk aktivitet. Av de ikke-modifiserbare
risikofaktorene finner man genetikk, etnisitet, kjgnn og alder [18].

1.2.1 Behandling av diabetes type 2
Hensikten med behandlingsmalene er a redusere eller forhindre risikoen for & utvikle
senkomplikasjoner. Behandlingsmalene tar ogsa sikte pa a gi en best mulig livskvalitet. Enkle

livsstilsendringer har vist & kunne veere effektive for & utsette eller forhindre sykdom [14].

Generelle behandlingsmal

De generelle behandlingsmalene i de nasjonale retningslinjene for behandling av diabetes
type 2 anbefaler minst 150 minutter fysisk aktivitet hver uke (med moderat til hgy intensitet),
en vektnedgang pa 5-10% ved overvekt i tillegg HbA.-verdier pa omkring 7% eller 53
mmol/L. WHO har anslatt at 90% av T2D kan forebygges med endringer i raykevaner,
kosthold og fysisk aktivitet [14].

Medikamentell behandlingsmal
| det norske markedet finnes det mange antidiabetika. | falge reseptregisteret bruker omtrent
176 000 pasienter legemidler til diabetesbehandling, hvor cirka 138 000 av disse pasientene

bruker perorale antidiabetika [19]. | henhold til de nasjonale retningslinjene for behandling av
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T2D er metformin (Glugophage®) farstevalget. Oppnas ikke behandlingsmalene med
metformin alene kan supplerende behandling i form av sulfonylureapreparater, DPP-4-
hemmer, SLGT2-hemmer, GLP-1-analog eller basalinsulin (ikke prioritert rekkefglge)
forsgkes. Det anbefales a velge et legemiddel der sikkerheten er dokumentert gjennom lang
erfaring eller i kontrollerte langtidsstudier. Hver og en pasient anbefales & fa individuell

tilpasset behandling med blodsukkersenkende legemidler [14].

Metformin er et biguanid som virker ved a gke insulinfglsomheten i lever, perifere vev og i
muskelvev [20]. Den spesifikke virkningsmekanismen er ikke fullstendig klarlagt, men det er
godt Kkjent at insulinsensitiviteten blir bedre i skjelettmuskel og at glukoneogenesen
(produksjonen av glukose) i lever hemmes. En gunstig tilleggseffekt av metformin er
reduksjon av appetitt som kan hjelpe til med vektnedgang [16, 21]. Metformin har vist seg a

kunne redusere morbiditet hos overvektige pasienter med T2D [22].

1.3 Insulin og insulinresistens

1.3.1 Insulin og virkningsmekanisme

Insulin er et peptidhormon som produseres, lagres og frigjeres av B-cellene i pankreas.
Hovedoppgaven er & gke opptak og lagring av aminosyrer, glukose og fettsyrer etter maltid.
Utskillelse av insulin reguleres av glukosekonsentrasjonen i blodet og en rekke andre
faktorer. Insulinsekresjonen stimuleres etter maltid ved at glukosekonsentrasjonen i blodet
gker. Lagret insulin frigjgres og forer til gkt sekresjon av insulin i 5 til 15 minutter. Deretter
vil B-cellene i pankreas regulere nydanning og sekresjon av insulin basert pa
glukosekonsentrasjonen i blodet. Halveringstiden til insulin er 5 til 8 minutter i plasma far det

brytes ned i nyrene eller i leveren [18, 23, 24].

Insulin binder seg til insulinreseptoren (IR), og denne reseptoren er et transmembranprotein
bestdende av a- og PB-subenheter. a-subeneheten inhiberer tyrosinkinaseaktiviteten til f-
subenheten ved a fungere som et allosterisk enzym. Insulin utgver effekt ved a binde seg til
a-subenheten, og dette farer til en konformasjonsendring som igjen farer til aktivering av
kinaseaktivitet pa B-subenhetene. Autofosforylering starter og ferer til rekruttering av

signalproteiner, og disse vil kunne aktivere fosfatidylinositol 3-kinase (PI13K). Aktivering av
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PI3K-signalveien vil kunne resultere til translokasjon av glukose transportertype 4 (GLUT4)

til cellemembranen, noe som gir gkt glukoseopptak (figur 1.1) [22, 25, 26].

Glukcse(g\

Insuli t GLUT4 Cellemembran
nsulinreseptor
B B PIP2 =———> P|P3
A S
G d !
GLUT4
translokasjon

. /
Akt-
substrater

GLUT4
vesikler

Insulin binder seg til a-subenheten som fgrer til autofosforylering av insulinreseptorsubstrat 1 (IRS1) og

Figur 1.1: Forenklet figur over insulinstimulert glukoseopptak:

aktiverer protein kinase B (PKB) gjennomfosfatidylinositol 3-kinase (PI3K). Fosforylering av IRS medierer
dannelsen fra fosfatidylinositol(4,5)-bifosfat (PIP2) til fosfatidylinositol(3,4,5)-bifosfat (PIP3), og PIP3 sammen
med aktivering av PKB fremmer aktivering av Akt-substrater. Disse kinasene har blitt foreslatt & promotere

translokasjon av GLUT4 til celleoverflaten. Figuren er modifisert fra [25, 27].

1.3.2 Insulinresistens

Insulinresistens kommer til uttrykk som en svekket respons av insulin i malorganer som
skjelettmuskel, fettvev og lever, og farer til redusert opptak av glukose. Konsekvensen av
dette vil vaere akkumulering av glukose i blod, som vil kunne fare til senkomplikasjoner.
Skjelettmuskulaturen har et hgyt insulin-avhengig glukoseopptak og er et veldig sentralt
organ for insulinresistens [28]. Hvordan insulinresistens oppstar er fortsatt omdiskutert og
uklart. Mulige arsaker kan veaere defekter i uttrykk av GLUT4, pavirkning av

insulinsignalering og defekter i insulinkaskaden [29].

Abdominal fedme er forbundet med gkt risiko for utvikling av insulinresistens. Dette skyldes
at abdominal fedme bidrar til gkt frigjgring av frie fettsyrer fra fettvevet [30]. Haye nivaer av

frie fettsyrer kan fgre til akkumulering av intracellulere lipider som skyldes at
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lagringskapasiteten til fettvevet overskrides. Lipider vil da kunne akkumuleres i

skjelettmuskel, pankreas og lever. Dette kan fare til insulinresistens [10, 30, 31].

Det er flere mekanismer som potensielt kan fere til insulinresistens i skjelettmuskler.
Akkumulering av TAG, ved nedsatt lipidmetabolisme i skjelettmuskelceller, vil kunne gi en
gkning av DAG som kan aktivere ulike serin-kinaser. Disse kan virke negativt pa

insulinsignaleringen [28, 31, 32].

1.3.3 Lipid turnover

Hay lagring, men lav utskillelse av frie fettsyrer vil fare til fettvevsakkumulering og fedme.
Reduksjon av lagring og gkt utskillelse vil redusere lipidskifte gjennom fettvev og vil dermed
fremme unormale nivaer av LDL i blod (dyslipidemi). Lipid turnover er en fellesbetegnelse
som beskriver forholdet mellom absorpsjon og nedbrytning av lipider. Dette er sterkt
korrelert med tilstander med forstyrret lipidmetabolisme. Nedbrytningsraten (lipid removal
rate) til lipider er positivt korrelert med adipocytters evne til & bryte ned triglyserider, men er

ikke direkte relatert til insulinresistens [33].
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1.4 Skjelettmusklenes struktur og oppbygging

45-50% av kroppsvekten hos et voksent individ bestar av rundt 600 separate muskler. Hver
muskel bestdr av muskelceller, bindevev, blodarer og nerver. Muskelceller, ogsa kalt
muskelfibre, omringes av bindevevshinne (sarcolemma) (figur 1.2). Flere slike fibre danner
muskelfiberbunter og er omsluttet av grov bindevevshinne. Skjelettmuskulaturen, tverrstripet
muskulatur, sitt utseende kommer av hvordan mikrofilamentene aktin og myosin danner et

repetitivt manster av lyse og merke band pa tvers av muskelfibrene [18, 34].

Skjelettmuskel

Muskelfiberbunt e \A‘.

Aleafasl '.‘:;'-5-‘: S
TN g — o~
Premysium ——> ‘ "
o ‘
Muskelfiber £F : 2
Kapillzer

Sarcolemma -

Myofibrill

Figur 1.2: Skjelettmuskelens oppbygging:
Figuren viser oppbygningen av en skjelettmuskel fra overflaten og til den indre strukturen av muskelcellene. De
tykke filamentene er satt sammen av myosinsubenheter, og de tynne filamentene bestar av aktinmolekyler.

Figuren er modifisert fra [34].

80% av muskelfibrenes masse er myofibriller. Myofibrillene bestar av myofilamenter som er
bygget opp av proteinene aktin og myosin. Myofilamentene er ordnet i et repeterende
menster langs myofibrillene. Sarkomeren er en liten enhet i mgnsteret og bestar av et
myosinfilament og to aktinfilament. | de parallelle myofibrillene ligger sarkomerene pa linje
og gir tverrstripet utseende. Nar musklene kontraherer forkortes sarkomerene ved at aktiv- og
myosinfilamentene forskyves i forhold til hverandre og overlappingen gker. Myosinhodene
binder seg til aktiv og bgyer seg mot midten av filamentet. Nar myosinfilamentet slipper taket
retter de seg opp igjen. | hver kontraksjonssyklus vil myosinhodet hydrolysere

adenosintrifosfat (ATP) til adenosindifosfat (ADT), og slik gjentas prosessen flere ganger.
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Kontraksjon i skjelettmuskulatur reguleres av det somatisk motoriske nervesystemet og er
viljestyrt [18].

1.4.1 Skjelettmuskelfibre

Muskelfibrene i skjelettmuskel deles inn i to hovedtyper; type | og type Il. Type I kalles de
langsomme. Dette grunnet variasjonen i kontraksjonshastigeten med tanke pa hvor raskt ATP
spaltes av myosin [18]. Type I-fibre bruker oksidativ fosforylering ved dannelsen av ATP.
Disse fibrene kalles oksidative fibre. Fibrene inneholder et hgyere antall mitokondrier sett
opp mot type Il-fibre. Dette bidrar til vedvarende ATP tilfarsel. Type Il kalles de raske, og
produserer ATP ved glykolyse. Disse fibrene gir kraftige og kortvarige kontraksjoner. Type
I1-fibre kalles ogsa glykolytiske fibre [34-36].

1.5 Energimetabolismen i skjelettmuskler

De biologiske prosessene i kroppen opprettholdes ved at cellene far energitilfersel fra ATP.
Denne energien kan utvinnes fra fettsyrer og glukose. Lipider og karbohydrater brytes ned til
henholdsvis fettsyrer og glukose far det oksideres. Energi utvinnes i prosessen og lagres i
energibaeremolekyler som nikotinamid adenin dinukleotid (NADH;) og flavin adenin
dinukleotid (FADHy). Til slutt resulterer dette i dannelse av ATP. | situasjoner der tilfarselen
av glukose ikke er tilstrekkelig, som ved faste eller vedvarende trening, brukes laktat,

aminosyrer eller pyruvat til syntese av glukose gjennom glukoneogenesen [37].

1.5.1 Glukosemetabolisme

Skjelettmuskulatur spiller en sentral rolle ved utvikling av metabolske sykdommer som
fedme og T2D da vevet star for 80% av det insulinstimulerte glukoseopptaket i kroppen [27,
38]. Ved kontraksjons- og insulinstimulerte forhold er GLUT4 ansvarlig for opptak av
glukose. Insulin binder seg til insulinreseptoren og det farer til en translokasjon av GLUT4 til
cellemembranen [39]. Etter et maltid aktiveres denne mekanismen og serger for
insulinstimulert glukoseopptak i cellene. Glukose gar deretter enten videre til lagring i form
av glykogen i lever og skjelettmuskelceller eller omdannes til energi i form av ATP [22].
Glykogenese er en prosess der glukose blir omdannet til glykogen for a bli lagret i kroppen.
Denne prosessen skjer ved at glukose tas opp i cellen omdannes enzymatisk til glukose 6-

fosfat, og deretter til glukose-1-fosfat. Sistnevnte omdannes videre til uridindifosfatglukose
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(UDP-glukose) som danner forbindelser mellom flere glukosemolekyler (figur 1.3) [40]. Det
hastighetsbestemmende trinnet i syntesen av glykogen er transporten av UDP-glukose til den

ikke-reduserende enden av glykogen. Enzymet glykogensyntase katalyserer det sistnevnte

trinnet [41, 42].
Glukose &

> ' ' d m
GLUT4 GLUT4 Cellemembran
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Figur 1.3: Forenklet figur over glukosemetabolismen i skjelettmuskelen:

Nar insulin binder seg til insulinreseptoren medierer dette translokasjon av GLUTA4 til celleoverflaten. Glukose
blir tatt opp via GLUT4 og omdannes av heksokinase Il til glukose-6-fosfat. Deretter gar det videre til
glykolyse. Det vil bety at glukose-6-fosfat blir omdannet til glukose-1-fosfat og videre til UDP-glukose. Insulin
aktiverer enzymet glykogensyntase og den katalyserer det siste trinnet i syntesen hvor glukose bindes til
glykogenmolekylet. Figuren er modifisert fra [43].

1.5.2 Lipidmetabolisme

Fettsyrer eller lipider er en viktig energikilde i tillegg til glukose. Fettsyreoksidasjon (FSO) er
vesentlig for skjelettmuskler pa grunn av sin sterrelse og metabolske profil. Frie fettsyrer
(FFA) i blod kan komme av FFA som er bundet til albumin og som opprinnelig stammer fra
nedbrytning av fett fra fettvev (lipolyse) eller FFA hydrolysert fra triglyserider som har veert
lagret i very low-density lipoproteiner (VLDL) [44].
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Fettsyrene blir tatt opp i cellene ved passiv diffusjon eller ved hjelp av protein-mediert
transport. En slik kjent fettsyretransportgr er fettsyrebindende protein (FABP) [44].
Fettsyrene kan ut fra behov bli lagret som TAG, PL eller bli oksidert i mitokondriene for
energiproduksjon. FFA/fettsyrer blir transportert intracelluleert i cytosol mot omdanning av
acyl-CoA. Transportgren er FABP [45]. Karnitin palmitoyltransferase 1 (CPT1) vil omdanne
acyl-CoA til acylkarnitin for at det skal kunne transporteres inn i mitokondriene. CPT1 er det
hastighetsbestemmende trinnet for oksidasjon av fettsyrer i mitokondriene. Enzymet befinner
seg pa den ytre membranen pa mitokondriene. Inne i mitokondriene blir acyl-karnitin
omdannet tilbake til acyl-CoA av karnitin palmitoyltransferase 2 (CPT2). Deretter vil acyl-
CoA oksideres ved B-oksidasjon til acetyl-CoA. Den sistnevnte kan ga videre til Krebs syklus
for videre oksidering [44]. Krebs syklus er ogsa kjent som sitronsyresyklus eller
trikarboksylsyresyklus (TCA). Fra Krebs syklus frigjgres CO, som “avfallsstoff” og energi i
form av ATP (figur 1.4) [46].

Fettsyre
l Cytosol

——
a <« N\
/_ Acyl-CoA € @ ﬂu:w,rl—k‘ar rnitin \

Acetyl-CoA — Krebs syklus T
- ©___/

N /

Mitokondrie

Acyl-CoA » Acyl-karnitin

Figur 1.4: Lipidmetabolismen i mitokondrier:

For at fettsyrer skal kunne oksideres i Krebs syklus for & frigjere energi i form av ATP, ma de gjennom en
del omdanninger forst. Fettsyrer omdannes til acyl-CoA, men for at acyl-CoA kan kunne fraktes inn i
mitokondriet ma den omdannes til acyl-karnitin farst. Denne fraktes sa inn i mitokondrien og blir omdannet

til acetyl-CoA som gaér inn i Krebs syklus og oksideres. Figuren er modifisert fra [47, 48].
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1.5.3 Lipogenese

Lipogenese er en prosess der nye fettsyrer blir dannet, ogsa kalt fettsyresyntese. Med andre
ord er det en reversering av metabolismen, altsa syntese av fettsyrer fra acetyl-CoA. Mens
nedbrytningen skjer inne i mitokondriene, forgar fettsyresyntesen i cytosol i cellen. Fra
acetyl-CoA dannes det malonyl-CoA som resulterer i nye fettsyrer, hvor to karbongrupper
fester seg pa acyl-CoA. Produksjon av nye fettsyrer kalles ofte de novo lipogenese, som betyr

nydanning av fettsyrer [49, 50].

Tularik

Lever X reseptorer (LXR) tilhgrer kjernereseptor-superfamilien, er en ligand-aktivert
transkripsjonsfaktorer og eksisterer i to isoformer; LXRa og LXRp [51, 52]. LXR ble farst
klassifisert som “orphan” fordi den ikke hadde noen kjente naturlige ligander, men oksiderte
kolesterolderivater oxysteroler ble senere identifisert som spesifikke ligander til LXR. LXR
kan derfor virke som en kolesterolsensor [51, 53]. Flere studier har vist at LXR-agonisme
regulerer kolesterolmetabolisme og viser antiinflammatoriske effekter. Aktivering av LXRa
reduserer pro-inflammatorisk cytokinnivaer [54]. Tularik (T0901317) er en LXR-agonist, og
har vist & indusere aktivering av lipogenese som farer til akkumulering av fettsyrer, samt

lipidmetabolisme [55].

1.6 Triglyseridsyntesen

Triglyserider er en heterogen gruppe av molekyler sammensatt av en glyserol-kjede og tre
fettsyrer bundet til med esterbinding. TAG (triglyserider) er et sluttprodukt av en innslusning
av flere synteseveier fra monoacylglyserol og glyserol-3-fosfat (figur 1.5) [56, 57]. Den
sistnevnte synteseveien forekommer i muskel [58]. Disse synteseveiene bruker acyl-CoA som
acyl-donorer. Dannelsen fra glyserol-3-fosfat til DAG skjer ved & binde acyl-CoA til
intermediater i synteseveien. Binding til intermediatene lysofosfatider og fosfatider skjer ved
hjelp av enzymene glyserolfosfat acyltransferase (GPAT) og acyl-glyserolfosfat
acyltransferase (AGPAT). | dannelsen av DAG fra fosfatider, katalyserer Fosfatsyre
fosfohydrolase (phosphatidic acid phosphohydrolase, PAP) reaksjonen ved a spalte av en
fosfatgruppe. Dannelsen av DAG fra monoacylglyserol skjer ved a binde acyl-CoA ved hjelp

av enzymet acyl-CoA monoacylglyserol acyltransferase (MGAT). For a kunne danne TAG

11
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fra DAG vil DGAT-enzymene virke som Kkatalysatorer i reaksjonen hvor acyl-CoA og DAG
binder seg kovalent. Triglyseridsyntesen skjer i endoplasmatisk retikulum (ER) [56, 59-62].

Glyserol-3-fosfat

Acyl-CoA N ﬁ

Lysofosfatider

Acyl-Col w

Fosfatidatider

Acyl-CoA
¥ :\’ P,

h
Monoacylglyserol %’ Diacylglyserol (DAG) = Fosfolipider
Acyl-Coh \ DGAT1

\[oowz)

Triacylglyserol (TAG)

Figur 1.5: Forenklet figur over triglyseridsyntesen:
Triacylglyserider (triglyserider) er et sluttprodukt av en flerstegs syntesevei. DGAT1 og DGAT2 katalyserer

dannelsen av TAG i det siste trinnet i triglyseridsyntesen fra DAG. Figuren er modifisert fra [56].

Glyserol

Fettholdig mat brytes ned i mage-tarm-kanelen til energirike mindre molekyler som fettsyrer
og glyserol. Disse molekylene kan tas opp i tarmcellene. Glyserol kan bli dannet fra glukose,
men kan ogsa bli spaltet fra triglyserider. Frigis glyserol fra fettceller kan de tas opp i andre
vev [18]. Fettsyrer og glyserol vil kunne bli videre omdannet til acyl-CoA og bli til energi
som sluttprodukt. I dannelsen av ATP i form av energi vil det bli frigjort CO, som et mal for

oksidasjon. Se figur 1.4.
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1.7 Diacylglyserol acyltransferase

DGAT-aktivitet ble farst rapportert i 1965. Enzymene diacylglyserol acyltransferase (DGAT)
1 og 2 fungerer som katalysatorer av dannelsen av triacylglyserol (TAG) i
triglyseridsyntesen. DGAT1 og -2 har ulike egenskaper og deler ingen felles homologi med
hverandre. Dette kan tyde pa en heterogenisitet av intracelluleert TAG. DGAT1 og DGAT2
finnes for det meste i ER hvor det er mye DGAT-aktivitet og TAG-syntese [56, 57, 61].

1.7.1 Diacylglycerol acyltransferase 1

DGAT1 1 i mennesker er pavist i vev og organer som; tynntarm, testikler, fettvev,
brystkjertler, skjelettmuskel, milten, hjerte og hud. Genet som koder for DGAT 1 bestar av
17 eksoner og 488 aminosyrer. DGAT er en del av en stgrre familie av membranbundet O-
acyltransferaser. Disse enzymene katalyserer reaksjonen som fester acyl-CoA pa proteiner.
Dette gjeores ved a overfare acyl-CoA pa hydroxyl- eller tiolgrupper pa lipider og proteiner
som er involvert i metabolisme. DGATL1 har vist & preferere enumettede substrater som
oljesyre, sammenlignet med mettede substrater som palitoylsyre [56]. Yen et al. viste at
DGATL1 knockout-mus, som ble féret med en fettholdig diett i 12 uker, var beskyttet mot
utvikling av fedme. DGATL1 har ogsa vist seg & veere mindre kresen pa substratene enn for
DGAT2, da den har vist & kunne benytte seg av DAG, monoacylglyserol (MAG) og
langkjedede alkoholer[56]. | denne oppgaven er det benyttet en hemmer av DGATIL,
A922500 (figur 1.6) [63].
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Figur 1.6: Strukturformen til DGAT1-hemmer:
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DGAT1-hemmeren som er brukt i oppgaven er A922500.
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1.7.2 Diacylglycerol acyltransferase 2

DGAT2 i mennesker er vist & vere tilstede i lever, fettvev, brystkjertler, testikler, perifere
leukocytter og i hjertet. DGAT2 er ogsa pavist i muskel, men i mindre mengder
sammenlignet med DGAT1. Gener som koder for DGAT2 bestar av 8 eksoner og 388
aminosyrer. DGAT2 inneholder en sekvens med aminosyrer for et ngytralt, lipidbindende
domene, funnet i en rekke forskjellige proteiner som binder til eller metaboliserer ngytrale
lipider. Et eksempel pa dette kan veere ester transport protein (ester transfer protein, CETP).
DGAT2 har ikke vist noen preferanse nar det gjelder mettede eller enumettede substrater
[56]. Yen et al. viste i en studie med rotter at overuttrykk av DGAT?2 resulterte i mer
akkumulering av TAG enn for overuttrykk av DGATL1. Denne observasjonen antyder at
DGAT2 krever mer optimaliserte analysebetingelser for aktivitet in vitro. | DGAT2 knockout
mus, dgde musene raskt etter fgdsel. Mangel pA DGAT2 ga alvorlig hudmangler som farte til
dehydrering. Mangel pa DGAT2 viste seg ikke a veere levedyktig for mus [56]. | denne
oppgaven er det benyttet en hemmer av DGAT2, JNJ-DGAT2-A (figur 1.7) [64].

N

Br F

Figur 1.7: Strukturformen til DGAT2-hemmer:
DGAT2-hemmeren som er brukt i oppgaven er INJ-DGAT2-A.
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2 Mal for oppgaven

Overflgdig akkumulering av triglyserider (triacylglyserol, TAG) kan vere assosiert med
fedme og diabetes, og kan fare til ugunstige effekter pa energimetabolismen [56]. DGAT-
enzymene bestar av to isoformer; DGAT1 og DGAT2 [64]. Enzymene er uttrykt i humane
skjelettmuskler [61]. Som katalysatorer fra DAG til TAG finner man DGAT-enzymene i det
siste trinnet i triglyseridsyntesen. DGAT-enzymene katalyserer esterbindingen mellom frie
fettsyrer og DAG [56].

Malet med denne oppgaven er & studere om DGAT1 og DGAT 2 har ulike spesialiserte roller
i triglyseridsyntesen og lipidmetabolisme i humane skjelettmuskelceller (myotuber) ved a

bruke selektive hemmere av DGAT1 og DGAT?2.

DGAT1-hemmer A922500 (DGAT1-H) og DGAT2-hemmer JNJ-DGAT2-A (DGAT2-H) er

brukt i denne masteroppgaven. Falgene delmal for oppgaven er satt:

e Undersgke om DGAT1 og DGAT?2 har effekter pa triglyseridsyntesen med radioaktiv
oljesyre som substrat ved & hemme ett eller begge av enzymene under forgvrig like
behandlingsbetingelser

e Undersgke om DGAT2-hemming pavirker fettsyreoksidasjonen i muskelcellene

e Undersgke effekten av DGAT-inhibisjon pa glyserolomsetningen i skjelettmuskel

e Undersgke rollene til DGAT1 og DGAT2 under de novo lipogenese med og uten

tilstedevaerelse av LXR-agonisten Tularik

15



Material og metode

3 Material og metode

3.1 Materiale

Tabell 3.1: Oversikt over utstyr som ble brukt under masteroppgaven

utstyr

Leverandgr

Sted

Trappestativ og utstyr
(metallplate, metallskruer,
silikonmembran)
GraphPad® Prism 7th
version for PC and Mac
Countess™ automated cell
counter

Countess™ counting
chamber slides
Mikrobeta® Microplate
counter 2450

Victor™ X4 Multilabel
Plate Reader

Esco CelCulture®, CO;
incubator

Tri-Carb® 1900 TR Liquid
Scintillation Analyzer
Unifilter® - 96 GF/B
NUNC 24-brgnners brett
Nuclon™ Delta Surface
brett

Heraeus Fresco 21
Centrifuge

Isoplate™ - 96

Pico Prias 6 ml PE Vials
TLC Silica gel 60

Costar 12-brgnners brett

Teknisk avdeling,
Universitetet i Oslo

Graphpad Software Inc.

Gibco®, Invitrogen™

Gibco®, Invitrogen™

PerkinElmer Inc.

PerkinElmer Inc.

Esco Micro Pte. Ltd.

Packard, PerkinElmer®

PerkinElmer™

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Thermo Scientific

PerkinElmer™

PerkinElmer™

Merck

Corning Inc.

Oslo, Norge

La Jolla, CA, USA

Paisley, Skottland,
Storbritannia
Paisley, Skottland,
Storbritannia
Waltham, MA, USA

Waltham, MA, USA
Singapore
Wallham, MA, USA
Waltham, MA, USA
Roskilde, Danmark
Roskilde, Danmark
Roskilde, Danmark
Waltham, MA, USA
Waltham, MA, USA

Darmstadt, Tyskland
New York, USA
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NUNC 12-brgnners brett
Kubota 2010 Compact
Tabletop Centrifuge
TopSeal®-A, Plastikkfilm

Thermo Scientific

Kubota Corp

PerkinElmer™

Roskilde, Danmark

Osaka, Japan

Waltham, MA, USA

3.2 Kjemikalier og reagenser

Tabell 3.2: Oversikt over kjemikalier og reagenser som ble brukt under masteroppgaven

Utstyr

Leverandgr

Sted

Bio-Rad Protein Assay Dye
reagent concentrate
Dulbecco’s Modified Eagle
medium med glutamax
Dulbecco’s Phosphate
Buffered Salin

Fetal Calf Serium (FCS)

D-[*C(U)] glucose 107,3
pnCi/mmol

[1-**C] oleic acid 59
pCi/mmol

Bovint serumalbumin
(BSA)
4-(2-hydroksyetyl)-1-
piperazinetansulfonsyre
(HEPES)
Dimetylsulfoksid (DMSO)
L-karnitin hydroklorid
Trypan Blue Solution
(0,4%) SIGMA®
Optiphase Supermix
Ecoscint A

Bio-Rad Laboratories Inc.

Gibco®, Invitrogen™

Gibco®, Invitrogen™

Gibco®, Invitrogen™

PerkinElmer™

PerkinElmer™

Sigma-Aldrich™

Sigma-Aldrich™

Sigma-Aldrich™

Sigma-Aldrich™

Sigma-Aldrich™

PerkinElmer™

National Diagnostic

Hercules, CA, USA

Paisley, Skottland,
Storbritannia
Paisley, Skottland,
Storbritannia
Paisley, Skottland,
Storbritannia
Waltham, MA, USA

Waltham, MA, USA

St. Louis, MO, USA

St. Louis, MO, USA

St. Louis, MO, USA

St. Louis, MO, USA

St. Louis, MO, USA

Waltham, MA, USA
Hessle Hull, England
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D-[**C(U)] glycerol 161 PerkinElmer™ Waltham, MA, USA

pCi/mmol

Actarapid® Penfill® 100 Novo Nordisk A/S Bagsvaerd, Danmark

IE/ml

Fungizone® (250 pg/mi Gibco®, Invitrogen™ Paisley, Skottland,

Amphotericin B) Storbritannia

Ultroser™ G Pall Life Sciences Cergy-Saint, Chrostophe,
Frankrike

Penicillin-Streptomycin (10 Thermo Scientific Logan, UT, USA

000 IE/ml)

Mono, Di, Triglyceride Mix Supelco ® Bellefonte, PA, USA

(4 mg/ml)

Free Fatty Acids (FFA, 2 Supelco ® Bellefonte, PA, USA

mg/ml)

Colesterolester (2 mg/ml) Supelco ® Bellefonte, PA, USA

3.3 Dyrking av muskelceller

Satelittcellene som ble brukt til utsaing av humane skjelettmuskler har farst blitt isolert fra
muskelbiopsier fra musculus vastus lateralis. Deretter har cellene blitt oppskalert i flere

passasjer og lagret i en nitrogentank fgr de blir sadd ut til forsgk.

3.3.1 Utsaing

Utsaingsmedium (appendiks 1.1) ble overfart til et 50 ml sentrifugerer, og deretter varmet
ved 37 °C pa varmebad med varmekuler. En ampulle med celler ble tatt ut av nitrogentanken,
korken ble apnet og satt pa is for & utligne trykket etter nedfrysning. Ampullen ble deretter
varmet opp forsiktig i handen fgr innholdet ble overfert til et 15 ml sentrifugerer, og tilsatt 5
ml utsdingsmedium. Fortynningen av cellesuspensjonen bidrar til a redusere konsentrasjonen
til dimetylsulfoksid (DMSQ) som er tilsatt nedfrysningsmediet, for & hindre krystallisering og
gdeleggelse av cellene. Raret ble sentrifugert ved 1300 rotasjoner per minutt (rpm) i 5
minutter. Supernatanten ble sa fjernet forsiktig og cellepelleten ble re-suspendert i 1 ml

utsaingsmedium. Videre ble cellesuspensjonen tilsatt mengde utsaingsmedium etter behov og
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overfart til cellebrett i ulike formater avhengig av type format pa forsgkene (tabell 3.3).
Cellene ble satt i et 5% CO,-kontrollert inkubatorskap i omtrent 24 timer ved 37°C.

Tabell 3.3: Tabell over medievolum og celleantall so ble brukt til prosedyren for utsaing av celler.

Format Volum av medium Antall celler
24-brgnners brett 500 pl 460 000
12-brgnners brett 1000 pl 650 000

3.3.2 Proliferasjon

Etter 24 timer ble utsaingsmediumet byttet ut og cellene ble tilsatt nytt proliferasjonsmedium
(appendiks 1.2). Sistnevnte medium ga gunstige betingelser for celledeling.
Proliferasjonsmediet ble byttet hver andre til tredje dag inntil cellene var omtrent 80-85%
konfluente (figur 3.1). Cellene ble inkubert ved samme betingelser som ved utsaing (avsnitt
3.3.1).

3.3.3 Differensiering

Nar cellene er 80-85% konfluente ble prolifereringsmedium erstattet med
differensieringsmedium (appendiks 1.3). | differensieringsprosessen ble cellene til lange
flerkjernede muskelfibre, ogsd kalt myotuber. Prosessen tok 5-9 dager, og
differensieringsmediet ble byttet ut annenhver dag. Cellene ble inkubert ved samme

betingelser som ved proliferasjon (avsnitt 3.3.2).
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Figur 3.1: Mikroskopibilder av humane skjelettmuskler fra celledyrking til myotuber:

A) Bildet viser cellene pa utsdingsdagen ved 4x forstarring. B) Muskelcellene i proliferasjonsmedium etter
utsdingsdagen ved 4x forstarring. C) Bildet viser muskelcellene etter 7 dager i proliferasjonsmedium ved 4x
forstarring. Cellene har blitt omtrent 80% konfluente og er klar for & differensiere. D) Cellene har veert 4 dager i

differensieringsmedium, og det er mulig & se flerkjernede mytotuber ved 40x forstgrring.

3.3.4 Behandling av skjelettmuskelceller
For alle forsgkene med de ulike behandlingene ble cellene forbehandlet med den respektive

DGAT-hemmeren i 30 minutter far tilfarsel av radiomerkede substrater.

2.3.4.1 Behandling med [1-*C]oljesyre

| forsgkene ble muskelcellene behandlet med radioaktiv oljesyre (appendiks 3.1 og 4.1) i fire
timer for vask og lysering. Cellene ble undersgkt i lysmikroskop (Olympus) og det ble tatt en
visuell sjekk pa at myotubene hadde differensiert.

2.3.4.2 Behandling med D-[**C(U)]glyserol
Muskelcellene i disse forsgkene ble behandlet med radioaktiv glyserol (appendiks 3.2 og 4.2)
i fire timer for vask og lysering. Cellene ble undersgkt visuelt i lysmikroskop (Olympus) og

for & bekrefte at de var differensierte.

20



Material og metode

2.3.4.3 Behandling med D-[**C(U)]glukose

| forsgket ble myotubene behandlet med radioaktiv glukose (appendiks 3.3 og 4.3) i 24 timer
for vask og lysering. Cellene ble undersgkt visuelt i lysmikroskop (Olympus) og for a
bekrefte at de var differensierte. |1 de 4 siste dagene av differensieringsperioden, ble halve
brettet (12-bregnners brett) forbehandlet. Skjelettmuskelcellene tilsatt 0,1 puM av LXR-
agonisten  Tularik (T0901317). Siste halvparten ble behandlet med vanlig

differensieringsmedium.

3.4 Bradfordmetoden for proteinmaling

3.4.1 Prinsippet for metoden

Marion M. Bradford utviklet en metode i 1976 for kvantifisering av proteiner [65].
Bradfordmetoden er en enkel og rask metode som baserer seg pa binding av fargestoffet
Coomassie Brilliant Blue G-250 til proteiner. Binding av fargestoffet til proteiner farer til en
endring i farge fra radt til blatt. Desto dypere blafarge, jo mer protein er tilstede i preven.
Proteinbindingen som farer til fargereaksjonen endrer absorbsjonsmaksimum fra 465 til 595
nm [65]. Det er absorbsjonsmaksimum ved 595 nm som males av Victor™ Plate Reader.
Konsentrasjonen av proteiner i prever sammenlignes med standarder med Kjente
proteinkonsentrasjoner. Bradfordmetoden er en reproduserbar og rask fargestoff-protein-

bindingsprosess [65].

3.4.2 Metoden for proteinmaling

Metoden starter ved & tine cellebrettet med lyserte celler og ferdiglagde standarder med

bovint serumalbumin (tabell 3.4) i inkubator ved 37°C.

Fargelgsningen ble klargjort ved & fortynne Bio Rad Protein Assay Reagent Concentrate 1:5
med dH,0. 20 pl cellelysat ble overfort fra cellebrettet (tilsvarende antall cellebrgnner) til
tellebrettet (96-brgnners tellebrett). Rad 1 og 2 ble brukt til standardene og rad 3-8 ble brukt
til cellelysatet. Videre ble 200 pl av fortynnet Bio-Rad-lgsning tilsatt hver brgnn
inneholdende standard eller cellelysat og satt pa vent i 5 minutter. Tellebrettet ble sa plassert i

Victor™ Plate Reader, og absorpsjonen ble mélt ved 595 nm.
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Tabell 3.4: Standardene bestar av BSA fortynnet i dH,0 til de respektive konsentrasjonene

Konsentrasjon av standard (BSA) i pg/ml | Fortynningsmedium
0 Destillert vann (dH,0)
10 dH,0

20 dH,0

40 dH,0

80 dH,0

160 dH,0

3.5 Tynnsjiktkromatografi (TLC)

Cellebrettet inneholdende cellesuspensjon (125 pl) har tidligere blitt behandlet og inkubert
med egnede radioaktive substanser og til slutt lysert. | hver brenn skrapes det med
celleskraper for det ble overfort til hvert sitt sliffrer. Bronnene ble skylt med 125 pl destillert
vann far de ble overfort til de respektive sliffrarene. Samlet volum for ekstraksjonen var 250
ul. 20 pl homogen cellesuspensjon ble tatt ut fra hvert rgr til proteinbestemmelse (avsnitt
3.4). Som carrier ble 50 ul fatal kalveserum (FCS) tilsatt. Det ble utfert en Folch-ekstraksjon
i hvert rgr, hvor henholdsvis 5 ml kloroform:metanol (2:1) ble tilsatt. Deretter ble rgrene
ristet pa vortex fer det fikk sta i minst 30 minutter. 1 ml 0,9% NaCl-buffer (pH 2) ble tilsatt,
og rarene ble ristet. Vannfasen ble sugd av og lipidfasen ble dampet inn under nitrogen pa
vannbad. 130 pl heksan ble sd tilsatt til hvert av rgrene fgr de ble ristet pa vortex.
Tynnsjiktplater (TLC Silica gel 60) ble markert og klargjort for applisering pa varmeplate.
All lesningen fra hvert sliffror ble applisert péd tynnsjiktplaten, og reret ble skylt med 30 pl
heksan som ogsa ble applisert. Standardene ble sa applisert; Mono-, Di og Triglyserid-MIX
(Supelco®), frie fettsyrer (FA, Supelco®) og kolesterolester (CE, Supelco®).

For seperasjon ble et upolart lgpemiddel laget bestdende av heksan, dietyleter og iseddik
(65:35:1). Lipidekstraktet ble separert i et lukket kammer, far det ble plassert i et jod-kammer
for fremkalling av kromatogrammet. Jod binder seg til de umettede bindingene og lipidene
farges gule. Etter fremkallingen ble jod-flekkene markert etter lipidklasser; fosfolipider (PL),
diacylglyserol (DAG), FA, triacylglyserol (TAG) og CE.
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De ulike bandene med de ulike lipidklassene ble klippet opp og plassert i telleglass kalt
scintillasjonsrar. Hvert av rarene ble tilsatt 3 ml telleveeske (Ecoscint A), og ble plassert i Tri-

Carb® for maling av radioaktivitet.

3.6 'C-radiomerket substratoksidasjon

3.6.1 Substratoksidasjonsmetoden

| 2007 utviklet Wensaas et al. en metode for & kunne detektere kapasiteten muskelcellene
hadde til & oksidere og akkumulerer glukose og fettsyrer [57]. Metoden baserer seg pa a male
radioaktiviteten av *C-radiomerkede substrater ved hjelp av et lukket trappesystem. Det
lukkede systemet bestar av et filterbrett av glassfiber, som farst aktiveres for opptak av CO,
ved at brgnnene fuktes med 1M natriumhydroksid (NaOH). Filterbrettet og cellebrettet ble sa
lagt sammen under press med en silikonlapp i mellom dem. Dette er for at biproduktet CO,
skal fanges opp i filterplaten (figur 3.2).

H14CO; (aq)

Filter som er fuktet med 1M NaOH

Filterplate
T Silikonlapp
v
14C0, (9) & T
14C-substrate (aq) H14CO; (aq) || Celleplate med medium

e ovisaton e

Figur 3.2: Figur av substratoksidasjonsmetoden: Adherente celler festet til overflaten pa cellebrettet tar opp

Adherente celler

YC-merket substrat. Nar dette substratet oksideres vil biproduktet CO, frigjeres. **CO, blir fanget i det alkaliske
filteret og mengden kan da detekteres. Substratet som ikke oksideres vil akkumuleres i cellene og bli veerende i

det nederste laget. Figuren er hentet fra [57] og er lett modifisert.

CO, som fanges i det radioaktive mediet, inneholder et natriumbikarbonat-buffersystem:
CO; + H,0 €2 Hy,CO3 € H" + HCO3

Reaksjonen som frigjar CO,:

HCIO, + NaHCO3; -2 H,0 + CO, + NaClO4
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3.6.2 Trappingprosessen
| forsgket med radioaktiv merket glukose (avsnitt 3.3.4) ble 12-brannersbrettet forbehandlet
med Tularik i 4 dager fer trapping. | forsgkene utfert med radioaktiv merket oljesyre, var det

ingen forbehandling av cellene.

Filterbrettet ble klargjort ved a feste plastfilm (plast-sealing) under brettet. Filtrene i hvert
hjgrne, der lasene festes, ble fjernet. 20 ul 1M NaOH ble s tilsatt pa filterbrettet. 96-NUNC-
brett med 100 pl frosset medium i1 hver brenn ble tilsatt 40 pl perklorsyre (PCA, for & frigi
CO,). Trapperen ble sa satt sammen (figur 3.3) ved a plassere cellebrettet i trappeholderen, en
bunnskrue i hvert hjarne (totalt 4 stykker), silikonlapp pa og blyplaten pa toppen.

Figur 3.3: lllustrasjon over utstyr som ble benyttet i substratoksidasjonsmetoden:

A) 96-brgnnersbrett inneholdende 100 ul frosset medium. B) Silikonlapp og sikringsskruer. C) Unifilter ® 96-
brgnnersbrett fuktet med 1 M NaOH. D) Metallplate for press. Sikret platepresser i et lukket system med jevnt

press. Figuren er hentet fra [57].

Ferdig sikret trappesystem ble satt til inkubering i romtemperatur i tre timer for & trappe
radiomerket CO,. Etter inkubasjon ble filterbrettet tilsatt 40 ul Optiphase Supermix og
forseglet med TopSeal® -A plastikkfilm. Dette ble stdende i to dagn fer telling av **C merket
CO; i MicroBeta® Counter.
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3.7 Analyse av syrelgselige metabolitter (ASM)

Nedfrosset radioaktiv medium (100 pl i eppendorfrer) ble tatt opp fra fryseren og tilsatt 30 pl
6% BSA og 300 ul 1 M perklorsyre (PCA, HCIOy, kald) for & felle ut BSA-lipidkomplekser.
Eppendorfrgrene ble sentrifugert ved 10 000 rpm, 4°C i 10 minutter for a separere
utfellingene. Den lave temperaturen var viktig for & unnga re-lgsning av pelleten. Videre ble
200 pl av supernatanten overfort til hvert sitt scintillasjonsrer (Pico Prias Vial) for 3 ml
tellevaeske (Optiphase Supermix ®) ble tilsatt i hvert scintillasjonsrer. Tilsvarende prosedyre
ble gjort for ubehandlet radioaktiv medium for & justere for bakgrunnsstgy. Prgvene ble
stdende en time i romtemperatur fgr maling av ASM i Tri-Carb®. ASM-verdiene blir et mal
pd mitokondriell B-oksidasjon slik at det er mulig & estimere grad av B-oksidasjon i
skjelettmuskelcellene. **C-oljesyre blir oksidert ved p-oksidasjonen for & genere acetyl-CoA,

som kan bli inkorporert i ASM.

3.8 Statistikk

Samtlige data i oppgaven er presentert og standardisert som gjennomsnitt £ SEM, som er
standardfeilen til gjennomsnittet. Hvert forsgk ble gjennomfart tre til seks ganger med to til
fire paralleller for hver behandling. Paret parametrisk t-test, ved hjelp av GraphPad® Prism 7,
ble brukt for statistisk sammenligning mellom de ulike behandlingene og kontroller.
Signifikansniva pa 5% ble brukt, *p < 0,05.
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4 Resultater

Alle resultatene som er beskrevet i denne oppgaven er basert pa forsgk med humane
skjelettmuskelceller (avsnitt 3.3). DGAT1 og DGAT2 Kkatalyserer det siste trinnet i
triglyseridsyntesen; dannelsen av TAG fra DAG [56, 66]. Enzymene har ingen felles
homologi med hverandre. Dette kan tyde pa en heterogenisitet av intracelluleert TAG [56].
Funksjonene til DGAT1 og DGAT2 i myotuber ble studert ved bruk av selektive hemmere.

12 7

10 A

mRNA uttrykk
(relatert til DGAT2)

DGAT1 DGAT2
Figur 4.1: Uttrykk av DGAT1 og DGAT?2 i skjelettmuskelceller: Figuren viser mRNA-uttrykk av

DGAT1 relatert til DGAT2 i skjelettmuskelceller.

Resultater basert pa data fra ett forsek hos forskningsgruppen “Muskelbunten” viste at
DGAT1 var uttrykt 11 ganger mer enn DGAT2 (figur 4.1). Forsgket viser mRNA-uttrykk i

skjelettmuskelceller malt ved real time PCR.
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4.1 Effekter av DGAT-inhibisjon pa lipidmetabolismen

DGAT1-hemmeren A922500 (DGAT1-H) og DGAT2-hemmeren JNJ-DGAT2-A (DGAT?2-
H) var brukt i de presenterte resultatene. Vi gnsket a studere om enzymene har ulike
egenskaper ved 8 hemme DGAT1 og DGAT2 under like behandlingsbetingelser.

4.1.1 Inhibisjon av DGAT1

For & studere effekt av DGAT1-H, ble cellene behandlet med ulike konsentrasjoner av
DGATI1-H, henholdsvis 0 uM (kontroll), 0,001 uM, 0,01, uM 0,1 uM, 1 uM og 5 uM med
ko-inkubering av radioaktiv oljesyre (figur 4.2). Inkorporasjon av oljesyre i PL viste en
tendens til gkning med gkende konsentrasjon av DGAT1-H sammenlignet med kontroll.
Mengden syntese av DAG, FFA, TAG og CE synker med gkende konsentrasjon av DGAT1-

hemmer, som vist i figur 4.2 A.

Ser man pa figur 4.2 B viser denne inkorporasjon av radioaktiv oljesyre i TAG. @kende
konsentrasjon av DGAT1-H reduserte inkorporasjon av oljesyre i TAG. Ved konsentrasjonen
1 uM var det en 75% reduksjon av TAG sammenlignet med kontroll. Dette sd ut til & veere
optimalt hemmende, og det var denne konsentrasjonen som ble brukt videre i denne
oppgaven for andre forsgk gjort med DGAT1-H.

Figur 4.2 C viser utskillelse av syreloselige metabolitter ved -oksidasjon. Kurven viser en
gkning av ASM fra radioaktiv oljesyre ved gkende konsentrasjon av DGAT1-H. Figur 4.3 D
viser CO,-utslipp fra Krebs syklus i danningen av ATP. Slik som for figur C gkte mengden

utslipp av CO; fra radioaktiv oljesyre med en gkende konsentrasjon av DGAT1-H.
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Figur 4.2: Konsentrasjon-responskurver for DGAT1-hemmer A922500: Cellene ble behandlet med ulike
konsentrasjoner av DGAT1-hemmer (0,001 puM, 0,01 puM, 0,1 uM, 1 uM og 5 puM) i 4 timer under ko-
inkubering med [1-**C]oljesyre. Etter 4 timer ble cellene hgstet, lipider ble isolert og kvantitert som beskrevet i
avsnitt 3.5. A) Konsentrasjon-responskurver for PL, DAG, FFA, TAG og CE. B) Konsentrasjon-responskurven
til TAG. C) Kurven viser frigjering av syrelgselige metabolitter fra radioaktiv oljesyre, etter gkende
konsentrasjon av DGAT1-hemmer. D) Kurven viser frigjgring av CO, fra radioaktiv oljesyre etter gkende
konsentrasjon av DGAT1-hemmer. PL, fosfolipider; DAG, diacylglyserol; FFA, frie fettsyrer; TAG,
triacylglyserol; CE, kolesterolester. Resultatet er presentert som gjennomsnitt + SEM. Kontroll er satt til 100%.
n=3
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Lipiddistribusjon
Lipiddistribusjonen for kontroll og DGAT1-H ble sammenlignet for inkorporering av

radioaktiv oljesyre i ulike lipidklasser, slik det er vist i figur 4.3.
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Figur 4.3: Lipiddistribusjon av [1-**C]oljesyre i ulike lipidklasser ved DGAT1-inhibisjon:

Cellene ble behandlet med DGAT1-hemmer (1 uM) i 4 timer under ko-inkubering med [1-**C]oljesyre. Etter 4
timer ble cellene hgstet, lipider isolert og kvantitert som beskrevet i avsnitt 3.5. A) Inkorporering av radioaktiv
oljesyre i de ulike lipidene. Resultatet er vist som nmol/mg. B) Prosentvis lipiddistribusjon basert pa total-
lipider for kontroll og DGAT1-hemmer. C) Grafen viser effekten av DGAT1-hemmer pa de ulike lipidklassene i
prosent. Kontroll er satt til 100%. PL, fosfolipider; DAG, diacylglyserol; FFA, frie fettsyrer; TAG,
triacylglyserol; CE, kolesterolester. Resultatene er presentert som gjennomsnitt £ SEM. * < 0,05 versus kontroll

(paret parametrisk t-test). n=6.

Figur 4.3 A viser en signifikant reduksjon for lipidene DAG, FFA, TAG, CE og total-lipider
ved behandling med DGAT1-H sammenlignet med kontroll. For PL var det ingen signifikant
forskjell mellom kontroll og DGAT1-H.
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Prosentvis lipiddistribusjon viser hvordan andelen av de ulike lipidene endres som faglge av
behandlingen med DGAT1-H. For PL og TAG var det en signifikant forskjell mellom
kontroll og DGAT1-H, hvor henholdsvis prosentandelen av PL gkte mens TAG-andelen ble
redusert. Lipidene DAG, FFA og CE viste her ingen signifikante endringer (figur 4.3 B).
Figur 4.3 C viser den prosentvise effekten av 1 uM DGAT1-hemming pa de ulike
lipidklassene. Kontrollen var satt til 100%, og sammenligning gir en signifikant reduksjon
hos DAG, FFA, TAG og CE. Spesielt for TAG er det en reduksjon av ny-syntetisert TAG pa
75%.

Figur 4.4 presenterer lipiddistribusjonen for inkorporering av radioaktiv glyserol i ulike
lipider ved bruk av 1 uM DGATI1-H med og uten av tilstedeveerelsen av kald OA i
behandlingen av myotubene.

Der cellene har blitt behandlet med radioaktiv glyserol og kald OA tilstede var det ikke vist
en signifikant forskjell mellom kontroll og DGAT1-H for total-lipid. Ved behandling av
myotubene med kald OA vises det at det var en gkning av inkorporering av glyserol i total-
lipid enn det tilfellet var uten kald OA. For myotubene som ikke ble behandlet med kald OA
var det ikke signifikant reduksjon av total-lipider (malt i nmol/mg protein) ved bruk av 1 uM

DGAT1-H sammenlignet med kontroll.
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Figur 4.4: Lipiddistribusjon av D-[**C(U)]glyserol ved DGAT1-inhibisjon med og uten kald oljesyre:
Cellene ble behandlet med DGAT1-hemmer (1 uM) i 4 timer under ko-inkubering med D-[*C(U)]glyserol.
Forsgket ble gjort med to ulike medier; ett med kald OA og ett uten kald OA. Etter 4 timer ble cellene hgstet,
lipider ble isolert og kvantitert som beskrevet i avsnitt 3.5. A) Inkorporering av radioaktiv glyserol til total-
lipider med og uten kald oljesyre som total-lipider for kontroll, 1 pM DGAT1-hemmer, vist som nmol/mg. B)
Inkorporering av radioaktiv glyserol i ulike lipidklasser uten tilstedeveerelse av kald OA, ved ko-inkubering med
1 uM DGAT1-hemmer. Kontroll er satt til 100%. C) Inkorporering av radioaktiv glyserol med tilstedeveerelse
av kald OA for ulike lipidklasser ved 1 uM DGAT1-hemmer. Kontroll er satt til 100%. PL, fosfolipider; DAG,
diacylglyserol; TAG, triacylglyserol. Resultatene er presentert som gjennomsnitt £ SEM. * < 0,05 versus
kontroll (paret parametrisk t-test). n=3.

Figur 4.4 B viser inkorporasjonen av radioaktiv glyserol i de ulike lipidklassene uten kald OA
tilstede. Ved bruk av 1 uM DGATI1-H var det ingen signifikante forskjeller mellom hver av
lipidklassene sammenlignet med kontroll. Som vist i figur 4.4 C sa man at ved bruk av 1 uM
DGAT1-H var det en signifikant reduksjon av TAG med ca. 70% sammenlignet med kontroll

satt til 100%. For de andre lipidene var det ingen signifikant forskjell.
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Oksidasjon
Effekter av DGAT1-H pa oljesyreoksidasjon vises i figur 4.5.
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Figur 4.5: Oksidasjon av [1-**C]oljesyre ved bruk av DGAT1-hemmer:

Cellene ble behandlet med DGAT1-hemmer (1 uM) i 4 timer under ko-inkubering med [1-**C]oljesyre. Etter 4
timer ble det radioaktive mediet tatt av for maling av syrelgselige metabolitter (ASM) og CO, som beskrevet i
avsnitt 3.7 og 3.6. A) Syrelgselige metabolitter fra radioaktiv oljesyre. B) CO, fra radioaktiv oljesyre.

Resultatene er presentert som gjennomsnitt £ SEM. * < 0,05 versus kontroll (paret parametrisk t-test). n=6.

Som vist i figur 4.5 A var det en signifikant gkning i utskillelse av ASM fra radioaktiv
oljesyre ved B-oksidasjon. Figur 4.5 B viser CO,-utslipp fra Krebs syklus. Det var en
signifikant gkning av fullstendig oksidasjon (COj-produksjon) fra radioaktiv oljesyre ved

behandling med DGAT1-H sammenlignet med kontroll.

4.1.2 Inhibisjon av DGAT?2
Effekt av DGAT2-H ble studert ved & behandle cellene i 4 timer med konsentrasjonene 0 uM
(kontroll), 1 uM og 10 uM med ko-inkubering av radioaktiv oljesyre.

Lipiddistribusjon

Lipiddistribusjonen etter DGAT2-hemming ble undersgkt for inkorporering av radioaktiv

oljesyre i ulike lipidklasser. Resultatene er vist i figur 4.6.

32



Resultater

A B
704
120~ [ Kontroll
*
3 Kontroll * EE 1uM DGAT2-H
EA 1uM DGAT2-H 601 [ 10 uM DGAT2-H

1001  E& 10 uM DGAT2-H

Inkorporering av [1-'%C]oljesyre i ulike lipidklasser
(nmol/mg protein)
Lipiddistribusjon (% av total lipid)

PL DAG FFA TAG CE Tot. lipid PL DAG FFA TAG CE

Cc

2501 *

Effekt av DGAT2-H (% av kontroll)

PL DAG FFA TAG CE

Figur 4.6: Lipiddistribusjon av [1-**C]oljesyre i ulike lipidklasser ved DGAT2-inhibisjon:

Cellene ble behandlet med DGAT2-hemmer (1 uM og 10 uM) i 4 timer under ko-inkubering med [1-
YCloljesyre. Etter 4 timer ble cellene hgstet, lipider ble isolert og kvantitert som beskrevet i avsnitt 3.5. A)
Inkorporering av radioaktiv oljesyre i de ulike lipidklassene for kontroll, 1 pM DGAT2-hemmer, 10 pM
DGAT2-hemmer, vist som nmol/mg. B) Prosentvis lipiddistribusjon basert pa total-lipider for kontroll, 1 og 10
uM DGAT2-hemmer. C) Grafen viser den prosentvise effekten av DGAT2-hemmer ved 10 uM pa de ulike
lipidklassene. Kontroll var satt til 100%. PL, fosfolipider; DAG, diacylglyserol; FFA, frie fettsyrer; TAG,
triacylglyserol; CE, kolesterolester. Resultatene er presentert som gjennomsnitt £ SEM. * < 0,05 versus kontroll

(paret parametrisk t-test). n=4.

Ved bruk av 10 uM DGAT2-H var det en signifikant gkning av inkorporering av oljesyre i
TAG sammenlignet med kontroll. For totale-lipider var det ogsa en signifikant gkning ved 10
uM DGAT2-H (figur 4.6 A). For den prosentvise lipiddistribusjonen av radioaktiv oljesyre
var det en signifikant forskjell for lipidene PL, DAG og TAG. For TAG var det en gkning av
inkorporering av oljesyre sammenlignet med kontroll, mens for PL og DAG var det en
reduksjon ved bruk av 10 uM DGAT2-H, som vist i figur 4.6 B.
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Effekten, som vist i figur 4.4 C, av 10 uM DGAT2-H pa inkorporering av radioaktiv oljesyre
ble sammenlignet med kontroll som var satt til 100%. For PL og DAG var det ingen
signifikant forskjell med kontroll. For TAG var det en gkning av ny-syntetisering med over
100%, men for CE vises det en signifikant reduksjon pa 40%.

Figur 4.7 A presenterer lipiddistribusjonen for inkorporering av radioaktiv glyserol for total-
lipider ved bruk av 10 uM DGAT2-H med og uten tilstedeveerelsen av kald OA i
behandlingen av myotubene.
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Figur 4.7: Lipiddistribusjon av D-[**C(U)]glyserol ved DGAT2-inhibisjon med og uten kald oljesyre:

Cellene ble behandlet med DGAT2-hemmer (10 uM) i 4 timer under ko-inkubring med D-[**C(U)]glyserol.
Forsgket ble gjort med to ulike medier; ett med kald OA og ett uten kald OA. Etter 4 timer ble cellene hgstet,
lipider ble isolert og kvantitert som beskrevet i avsnitt 3.5. A) Inkorporering av radioaktiv glyserol til total-
lipider med og uten kald oljesyre for kontroll og 10 uM DGAT2-hemmer, vist som nmol/mg. B) Inkorporering
av radioaktiv glyserol i ulike lipidklasser uten kald OA ved 10 uM DGAT2-hemmer. Kontroll er satt til 100%.
C) Inkorporering av radioaktiv glyserol med tilstedeverelse av kald OA for ulike lipidklasser 10 uM DGAT2-
hemmer. Kontroll er satt til 100%. PL, fosfolipider; DAG, diacylglyserol; TAG, triacylglyserol. Resultatene er

presentert som gjennomsnitt £ SEM. * < 0,05 versus kontroll (paret parametrisk t-test). n=3.
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Der cellene ble behandlet med radioaktiv glyserol og kald OA tilstede var det ikke signifikant
forskjell mellom kontroll og DGAT2-H for total-lipid (figur 4.7 A). Ved behandling av
myotubene med kald OA, var det en tendens til gkning av inkorporering av glyserol i total-
lipid sammenlignet med uten kald OA (figur 4.7 A). For myotubene som ikke ble behandlet
med kald OA var det en signifikant reduksjon av total-lipider (malt i nmol/mg protein) ved
bruk av 10 uM DGAT2-H sammenlignet med kontroll.

Figur 4.7 B viser inkorporering av radioaktiv glyserol i de ulike lipidklassene uten kald OA
tilstede. Ved bruk av 10 uM DGAT2-H, sammenlignet med kontroll, var det en signifikant
reduksjon i inkorporering av radioaktiv glyserol til alle lipidklassene. For TAG kan vi se en
reduksjon pa ny-syntetisering i en overkant av 50%.

Som vist i figur 4.7 C ser man at inkorporasjonen av radioaktiv glyserol til de ulike
lipidklassene med kald OA i behandlingen har et annet mgnster enn tilfellet er for figur 4.5 B.
Ved bruk av 10 uM DGAT2-H var det ingen signifikante forskjeller mellom DAG, TAG og

kontroll, men for PL var det en signifikant reduksjon sammenlignet med kontroll.

Oksidasjon
Effekten av DGAT2-H pa oljesyreoksidasjon er vist i figur 4.8.
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Figur 4.8: Oksidasjon av [1-"*C]oljesyre ved bruk av DGAT2-hemmer:

Cellene ble behandlet med DGAT2-hemmer (1 pM og 10 uM) i 4 timer under ko-inkubring med [1-
YCloljesyre. Etter 4 timer ble det radioaktive mediet tatt av for maling av syrelgselige metabolitter (ASM) og
CO, som beskrevet i avsnitt 3.7 og 3.6. A) Syrelgselige metabolitter fra radioaktiv oljesyre. B) CO, fra
radioaktiv oljesyre. Kontroll er satt til 100%. Resultatene er presentert som gjennomsnitt + SEM. * < 0,05

versus kontroll (paret parametrisk t-test). n=4.
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Figur 4.8 presenterer syrelgselige metabolitter og CO; fra radioaktiv oljesyre ved kontroll, 1
uM DGAT2-hemmer og 10 uM DGAT2-hemmer. Mengden av ASM reduseres signifikant
etter behandling med DGAT2-H (10 uM) sammenlignet med kontroll, som vist i figur A.
Figur B viser komplett oksidasjon som CO, fra radioaktiv oljesyre. Den fullstendige
oksidasjonen reduseres signifikant ved behandling med DGAT2-H sammenlignet med
kontroll. Dette gjelder begge konsentrasjonene. Reduksjonen av CO, fra kontroll til 1 pM
DGAT2-H var beskjeden, men signifikant, mens reduksjonen var mye sterre ved bruk av 10
uM DGAT2-H som ogsa var signifikant.

4.2 Effekter av DGAT-inhibisjon pa de novo lipogenese

Glukose er en energirik substans som kan lagres i kroppen ved hjelp av glykogenese
(omdanning til glykogen for lagring i kroppen) eller omdannes til energi i form av ATP [22].
Vi gnsket a undersgke om lipogenesen fra radioaktiv glukose ble pavirket av neerveer av
LXR-agonisten Tularik. Samtidig ble rollene til DGAT1 og DGAT2 studert med og uten

tilstedeveerelsen av Tularik. Resultatet er vist i figur 4.9.
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Figur 4.9: Lipogenese av D-[14C(U)]glukose ved DGAT-inhibisjon med og uten Tularik:

Cellene ble behandlet med DGAT1-(1 uM) eller -DGAT2-hemmer (10 uM) i 4 timer under ko-inkubring med
D-[**C(U)]glukose. Forsgket ble gjort med to ulike medier; ett med Tularik og ett uten Tularik. Etter 4 timer ble
cellene hgstet, lipider ble isolert og kvantitert som beskrevet i avsnitt 3.5. A) Lipogenese fra radioaktiv glukose
med og uten Tularik tilstede for kontroll, 1 uM DGAT1-hemmer, 10 uM DGAT2-hemmer, vist som nmol/mg.
B) Tularikindusert lipogenese fra radioaktiv glukose for kontroll, 1 pM DGAT1-hemmer, 10 uM DGAT2-
hemmer, vist som nmol/mg. Resultatene er presentert som gjennomsnitt + SEM. * < 0,05 versus kontroll (paret

parametrisk t-test). n=3.
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Figur 4.9 viser ny-syntese av lipider (lipogenese) fra radioaktiv glukose med og uten
tilstedeveerelse av Tularik. Lipogenese ved forbehandling med Tularik viste en tydelig trend,
sammenlignet med lipogenese uten Tularik. Tularik stimulerte til gkt lipogenese, men dette
var ikke signifikant, som vist i figur A. Det er ingen signifikante forskjeller mellom DGAT1-
H, DGAT2-H og kontroll, men det vises et mgnster som beskriver reduksjon av lipogenese
ved DGAT-inhibisjon. Lipogenese uten Tularik tilstede ga ingen signifikante forskjeller
mellom DGAT1-H, DGAT2-H og kontroll.

Resultatene i figur B presenterer effekter av DGAT-hemmere pa Tularikindusert lipogenese
fra radioaktiv glukose. Ved bruk av 1 puM DGATI-H var det ingen signifikant effekt
sammenlignet med kontroll. Ved bruk av 10 uM DGAT2-H, sammenlignet med kontroll, var
det en signifikant reduksjon i Tularikindusert lipogenese, slik at effekten av Tularik pa
lipogenesen ble omtrent nullet ut ved bruk av DGAT2-H.

37



Diskusjon

5 Diskusjon

5.1 Modell for skjelettmuskler — celledyrking

| oppgaven ble satelittceller isolert fra muskelbiopser fra ulike donorgrupper som nevnt i
avsnitt 3.3. Satelittcellene prolifererte til myoblaster og differensierte til flerkjernede
myotuber, slik det vises i figur 3.1. Uttrykket av proteiner som er viktig i glukose- og
fettsyremetabolismen gker under differensiering av myoblaster til myotuber [67]. Denne
cellemodellen ble brukt for a studere energimetabolismen og andre celluleere responser. Det
ble utfart in vitro forsgk pa de flerkjernede myotubene. Dette er fordi proteinuttrykket i
differensierte myotuber ligner mer pa humane skjelettmuskler in vivo. Humane satelittceller
gir det beste genetiske grunnlaget for & undersgke sykdommer relatert til metabolsk

dysfunksjon i muskel [68].

In vitro-modeller har et kontrollert miljg som gjer det mulig a studere spesifikke molekylaere
eller cellulere hypoteser. Dette kan utfgres ved & manipulere miljgpavirkninger (for
eksempel pH) og fysiologiske faktorer (for eksempel hormoner). Variasjonen i forsgkene vil
reduseres, og dette er viktig for reproduserbarheten av de utferte forsgkene [69].
Begrensninger i in vitro-modellen er mangel pa en rekke faktorer som vil ha innvirkning pa
celler in vivo, som hormoner og kommunikasjon med andre typer celler. Faktorer som disse
tas ikke hensyn til ved en in vitro-modell, og dette gjer dermed utfallet mindre likt in vivo-
situasjonen. Myotuber er vist & ha en lavere respons pa insulinstimulert glukoseopptak in
vitro sammenlignet med mytotuber in vivo. Dette skyldes at uttrykket av GLUT4 i myotuber
0g myoblaster er lavere in vitro enn in vivo. For at forholdet in vitro skal tilpasses best mulig
in vivo ble det brukt medier som inneholdt fgtalt kalveserum (FCS). Denne bestar av

vekstfaktorer, albumin, hormoner, transferin og proteasehemmere [70].

Det oppstod utfordringer med dyrking av skjelettmuskelcellene. Under differensiering ble det
I to omganger observert sopp i en brgnn. Dette farte til at forsgket med den soppinfiserte
brgnnen (24-brgnners brett) mistet en parallell. Forsgket fortsatte videre som planlagt. En
annen utfordring har veert lave celletall og proteinverdier i to planlagte forsgk fordi cellene
hadde lasnet fra cellebrettet. Dette gjorde at disse forsgkene matte gjentas, med en annen

donor enn det som ble benyttet farst.
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Det ble benyttet dyrkningsprosedyren som er beskrevet i 3.3.1, 3.3.2 og 3.3.3. Siden man
gnsker & utfere forsgkene pa primaere myotuber og ikke myoblaster, benyttes
passasjenummer. Replikasjonspotensialet til myoblastene begrenses o0g reduseres.
Metabolske prosesser blir gradvis redusert med gkende passasjenummer [71]. | oppgaven ble
celler fra passasje 2 og 3 brukt. Disse cellene er fra omtrent samme passasje og Vil ikke gi

grunnlag til & forvente forskjellig respons basert pa passasjenummer.

5.2 Analyse av data

For denne oppgaven ble paret parametrisk t-test benyttet for hypotesetesten. Den statistiske
sammenligningen ble analysert av dataprogrammet GraphPad® Prism 7. Alle forsgkene ble
utfert uavhengig to til seks ganger. Observasjonene kan veere for fa til & sjekke
normalfordelingen. Nar utvalgene er sma og antagelsen om normalfordeling ikke holder kan
man benytte seg av Wilcoxon matched-pairs signed rank, som er en ikke-parametrisk
hypotese test [72].

For denne oppgaven antas det at dataene er normalfordelte pa grunnlaget av at cellene som er
brukt i forsgket har samme genetiske utgangspunkt. Siden vi sammenligner kontrollgruppen
til sine respektive forsgk, vil ikke donorvariasjon ha stor betydning pa effektene
forsgkssubstansene har. For at en t-test skal vere robust nok ma n >15. Med dette menes at t-
testen kan brukes med god robusthet om det ikke er uteliggere eller sterke skjevheter. T-test
kan brukes nir n < 15 hvis data er nzr normale (normalfordelt) [72]. Hvis stgrrelsen pa en
effekt eller differanse likevel er veldig stor, er det mulig a trekke konklusjoner til tross for

sma utvalg.
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5.3 Effekter av DGAT-inhibisjon

5.3.1 Inhibisjon av DGAT1

DGATL er en av to isoformer av DGAT-enzymene [64]. Enzymet er uttrykt i skjelettmuskler
sammen med DGAT2 [61]. DGAT-enzymene katalyserer det siste trinnet i
triglyseridsyntesen ved & danne en esterbinding mellom frie fettsyrer og DAG [56]. Li et al.
viste i hepatocytter at hemming av DGAT1 farte til en gkt sekresjon av triacylglyserol. Chi-
Liang et al. beskriver en teori om at DGATL1 kan vere involvert i resirkulering av hydrolysert
TAG ved re-esterfisering fra frie fettsyrer. DGAT1 kan ogsa spille en viktig rolle ved a
beskytte cellene mot haye konsentrasjoner av FFA.

Vi gnsket & studere om DGAT1 har ulike egenskaper sammenlignet med DGAT2 ved a

benytte spesifikke hemmere under like behandlingsbetingelser med radioaktivt oljesyre.

Konsentrasjons-respons

En dose-responskurve eller konsentrasjons-responskurve beskriver sammenhengen mellom
en dose eller konsentrasjon og effekt, som det er vist i figur 4.2 [73]. Fra slike kurver kan
man sammenligne forskjellige legemidler innen en legemiddelgruppe med hensyn til
legemiddelets aktivitet og effekt i ulike vev i kroppen [74]. | denne oppgaven sammenligner
vi ny-syntetisering av ulike lipidklasser i muskelceller med konsentrasjonen av DGAT-

hemmere.

Myotubene i oppgaven ble behandlet med ulike konsentrasjoner av DGAT1-hemmer; 0 uM
(kontroll, DMSO), 0,001 uM, 0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM og 5 uM. Under behandlingen ble
skjelettmuskelcellene inkubert med radioaktiv oljesyre i fire timer. Resultatet viste at med
gkende konsentrasjon av DGAT1-hemmer, ble ny-syntetisering av forskjellige lipidklasser
med unntak av PL redusert (figur 4.2 A). Effekten var konsentrasjonsavhengig. Som nevnt i
kapittel 1.6 gnsket vi a se pa det siste trinnet i triglyseridsyntesen; dannelsen fra DAG til
TAG. Ved 1 uM DGAT1-hemmer var det en 75% reduksjon av TAG sammenlignet med
kontroll. 1 uM ble brukt som standard konsentrasjon for DGAT1-hemmer i videre forsgk.
Bruk av 5 uM DGAT1-hemmer hadde ogsa vert mulig, men pa grunn av en tydelig utflating
ville det ikke gi en stgrre effekt. 0,1 uM DGAT1-hemmer ble ikke valgt pa grunn av starre
spredning i datene fra forsgkene (figur 4.2 B). Bruk av 1 pM ga en stgrre effekt pa de andre
lipidene (enn kun for TAG) sammenlignet med 0,1 uM.
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Oksidasjonsdata fra 4.2 C og D stetter valget av 1 uM DGATI1-hemmer som standard
konsentrasjon. Ved denne konsentrasjon av DGATI1-hemmer gkte ASM og CO;
sammenlignet med kontroll. Dette antyder at mindre fettsyre ble lagret i form av TAG, men
ble viderefart til mitokondriene og Krebs syklus for & danne ATP og underga fullstendig
oksidasjon. | denne prosessen ble det malt fullstendig fettsyreoksidasjon (CO,) og partiell -
oksidasjon (syrelgselige metabolitter, ASM).

Lipiddistribusjon og oljesyremetabolismen

| denne oppgaven ble differensierte skjelettmuskelceller inkubert med [1-**C]oljesyre i 4
timer for cellene ble hgstet, lipidene ble separert ved og kvantitert ved tynnsjiktkromatografi,
slik det er beskrevet i avsnitt 3.5. Resultatet viste at DGAT1-hemmer ga en reduksjon for
lipidene DAG, FFA, TAG, CE og total-lipider (figur 4.3 A). Dette viste at inkorporasjonen av
radioaktiv oljesyre ble betydelig redusert i naerveer av en DGAT1-hemmer sammenlignet med
kontroll. Effekten av DGAT1-hemmer pa de ulike lipidene var statistisk signifikante. Dette
viser at ved @ hemme DGAT1 ble dannelsen av TAG fra DAG i det siste trinnet i
triglyseridsyntesen hemmet (figur 1.5). Som vist i figur 4.3 C var det en reduksjon pa 75% av
ny-syntetisert TAG. Dette bekrefter at DGAT1-enzymet har en bestemt katalyserende rolle.
Det at andre lipider ogsa fikk reduksjon av ny-syntetisering betyr at DGAT1 kan ha
pavirkninger pa andre celluleaere prosesser enn kun som katalysator for omdanningen fra DAG
til TAG. TAG er hovedlagringsformen for ngytrale lipider, og nar denne hemmes ma lipidene
finne andre metabolismeveier. Hemming av TAG-dannelse ferte til andre endringer i
lipidhomeostasen enn det som kun DGATL er ansvarlig for. Figur 5.1 viser en skjematisk

skisse av hypotesen for inkorporering av radiomerket oljesyre til TAG.
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Figur 5.1: Inkorporering av radiomerket eksogen oljesyre:

hvordan merket oljesyre blir en del av fettsyrene som et substrat i dannelsen av TAG i den siste delen i
triglyseridsyntesen fra DAG. Resultatene i oppgaven antyder til at det kan finnes flere ’pools” og veier for
dannelsen av TAG og veier til fettsyreoksidasjon. OA, oljesyre; DGAT1, diacylglyserol acyltransferase 1;
DGAT2, diacylglyserol acyltransferase 2; TAG, triacylglyserol.

Den prosentvise lipiddistribusjonen viser hvordan andelen av de ulike lipidene ble endret som
felge av behandling av DGAT1-hemmer (figur 4.3 B). Resultater viste at det er en signifikat
forskjell for PL og TAG mellom kontroll og DGAT1-hemmer. Prosentandelen av TAG ble
redusert, mens prosentandelen for PL gkte i nerveer av hemmer. Dette antyder at andelen og
fordelingen ble endret ved inhibisjon av DGATL. Det interessante er prosentandelen av PL,
men dette vises ikke om man bare ser pa inkorporasjon av radioaktiv oljesyre alene. Slik det
er vist i figur 4.3 A og B ser vi i begge tilfellene at bade FFA og TAG var signifikant redusert
etter DGAT1-hemming.

Fettsyreoksidasjon er vesentlig for skjelettmuskler pa grunn av sterrelsen og den metabolske
profilen. FFA kommer fra nedbrytning av TAG i fettvev, ogsa kalt lipolyse, eller fra
triglyserider i VLDL som finnes i sirkulasjonen. Fettsyrene tas opp i cellen og gar inn i Krebs
syklus for & omdannes til ATP, og det frigjeres CO,. For at fettsyrene skal kunne na syklusen
ma det skje flere omdanninger. Spesielt omdanningen fra acyl-CoA til acetyl-CoA krever en
B-oksidasjon som vil gi syrelgselige metabolitter (ASM), og det er acetyl-CoA som gar inn i
Krebs syklus [44, 46].

Resultatene vist i figur 4.5 A viser signifikant gkt utslipp av syrelgselige metabolitter fra
radiomerket oljesyre ved P-oksidasjon ved bruk av DGAT1-hemmer. For fullstendig
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oksidasjon, slik som vist i figur 4.5 B, var det en signifikant gkning av CO, fra radioaktiv
oljesyre ved bruk av DGATI1-hemmer. Disse funnene stgtter funnet beskrevet om
lipiddistribusjonen i oljesyremetabolismen. Ved hemming av DGAT1 ble TAG-syntesen
redusert med 75%. Nar fettsyrene ikke kan lagres som TAG, vil cellene finne en annen mate
a omsette frie fettsyrer. Dette antas & skje gjennom gkt kanalisering til Krebs syklus og
oksidasjon, noe vi sa ved at produksjonen av ASM og CO, gkte signifikant i myotubene ved
hemming av DGAT1 (figur 5.2).
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Figur 5.2: Inkorporering av radiomerket eksogen oljesyre ved bruk av DGAT1-hemmer:

Cellene ble behandlet med DGAT1-hemmer under ko-inkubering med [1-}*Cloljesyre i 4 timer. Figurer
presenterer resultatene av & hemme DGAT1 pd inkorporering av radioaktiv oljesyre i TAG samt effekten av
dette pa fettsyreoksidasjonen. Dannelsen av TAG i den ene “poolen” reduseres og fettsyreoksidasjonen eker.
OA, oljesyre; DGAT1, diacylglyserol acyltransferase 1; DGAT2, diacylglyserol acyltransferase 2; TAG,
triacylglyserol.

Samtlige data indikerer at fettsyrer som substrat har flere mater & bli omsatt i cellen; enten
ved syntese av TAG eller oksidert ved fettsyreoksidasjon. Disse prosessene ser ut til & veere
avhengige av hverandre, som vist at nar TAG-syntetiseringen ble redusert gkte

fettsyreoksidasjonen.

Lipiddistribusjon og glyserolomsetning

Vi gnsket & undersgke effekten av DGAT-inhibisjon i skjelettmuskel pa glyserolomsetningen,
og om funksjonen til DGAT-enzymene nar de ulike enzymene far tilgang til andre substrater
enn fettsyrer som allerede er in vivo. Resultatene tyder pa at tilstedeveerelse av eksogen kald

OA gkte inkorporeringen av radioaktiv glyserol i total-lipid bade for kontroll og ved
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inhibisjon av DGATL. Figur 4.4 B viser inkorporering av glyserol uten eksogen OA tilstede i
ulike glyserollipider, hvor det ikke var signifikant effekt av DGAT1-hemming. Til tross for at
resultatene ikke var signifikante, kan det tenkes at hemming av DGAT1 likevel vil kunne
trigge gkning av oksidasjon i narveer endogene fettsyrer da de ikke kan forestre seg med
DAG. Figur 5.3 viser en skjematisk skisse for inkorporering av radiomerket glyserol uten

eksogen OA til TAG.

*Glyserol

Celle

- : p

Lipol ysx

Mitokondrie

Fettsyreoksidasjon

\_ /

Figur 5.3: Inkorporering av radiomerket eksogen glyserol uten kald OA ved bruk av DGAT1-hemmer:

Cellene ble behandlet med DGAT1-hemmer under ko-inkubering med D-[**C(U)]glyserol i 4 timer. Figurer
presenterer resultatene av & hemme DGATL1 pa inkorporering av radioaktiv glyserol i TAG samt effekten av
dette pa fettsyreoksidasjonen. Resultatene viser ingen endring i TAG-dannelse eller endring i fettsyreoksidasjon.
OA, oljesyre; DAG, diacylglyserol; DGAT1, diacylglyserol acyltransferase 1; DGATZ2, diacylglyserol
acyltransferase 2; TAG, triacylglyserol.

Inkorporering av radioaktiv glyserol i nerveer av eksogen OA (figur 5.4) ga en signifikant
reduksjon av TAG. Nar lagring av fettsyrer i TAG hemmes, vil det kunne tenkes at de
overflgdige fettsyrene vil ga inn i Krebs syklus og underga fullstendig oksidasjon.
Omsetningen av glyserol og fettsyrer endrer seg ved DGAT1-hemming ved at oksidasjonen
gker og TAG-syntese reduseres med tilstedeveerelse av eksogen OA, og mulig gkning av

oksidasjon med endogene fettsyrer.
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Figur 5.4: Inkorporering av radiomerket eksogen glyserol med kald OA ved bruk av DGAT1-hemmer:

Cellene ble behandlet med DGAT1-hemmer under ko-inkubering med D-[**C(U)]glyserol i 4 timer. Figurer
presenterer resultatene av & hemme DGATL pa inkorporering av radioaktiv glyserol i TAG samt effekten av
dette pé fettsyreoksidasjonen med tilfgring av eksogene fettsyrer. Resultatene viser reduksjon i TAG-dannelse i
en av “poolene” som er som kan tenkes er plassert lengre unna mitokondriene. OA, oljesyre; DAG,
diacylglyserol; DGATL, diacylglyserol acyltransferase 1; DGAT2, diacylglyserol acyltransferase 2; TAG,
triacylglyserol.

Dataene som er presentert antyder at DGAT1-hemmer i narvaer av eksogene fettsyrer
sammen med glyserol ga reduksjon av TAG-syntese, mens dette ikke var tilfellet uten
tilfarsel av eksogene fettsyrer. Dette kan tyde pa at DGAT1 har en viktigere rolle for

omsetningen av eksogent tilfgrte fettsyrer enn endogene fettsyrer.

5.3.2 Inhibisjon av DGAT?2

Chi-Liang et al. beskriver en hypotese av DGAT2s funksjon som er knyttet til forestring av
fettsyrer dannet fra endogen fettsyresyntese. Li et al. viste i sine studier i hepatocytter at ved
a hemme DGAT2 gkte oksidasjonen av fettsyrer. Vi gnsket a studere effekter av DGAT2 ved

a benytte spesifikke hemmere under like behandlingsbetingelser med radioaktive oljesyre.

Lipiddistribusjon og oljesyremetabolismen

Pa samme mate som forsgkene med DGAT1-hemmer, ble ogsa forsgk med DGAT2-hemmer
utfart under samme betingelser. Differensierte myotuber ble inkubert med [1-**C]oljesyre i 4
timer far cellene ble hgstet, lipidene ble separert og kvantitert med tynnsjiktkromatografi, slik
det er beskrevet i avsnitt 3.5. Resultatene viste at DGAT2-hemmer ga en signifikant gkning

av TAG og total-lipider (figur 4.6 A), inkorporering av radioaktiv oljesyre gkte betydelig ved
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10 pM DGAT2-hemmer sammenlignet med kontroll. Dette indikerer at ved & inhibere
DGAT?2, gkte ny-syntetiseringen av TAG med over 100% slik det er vist i figur 4.6 C. Dette
tyder pa at DGAT2 har en annen rolle enn DGAT1. Inhibisjon av DGAT1 reduserte TAG-
syntesen signifikant med 75%, mens inhibisjon av DGAT2 gkte TAG-syntesen signifikant
med over 100%. Som vist i figur 4.6 C var det ogsa en signifikant reduksjon i CE, noe som
kan bety at DGAT?2 har andre effekter pa andre lipidsynteseveier enn kun som katalysator for
omdanningen fra DAG til TAG.

Figur 4.6 B viser til den prosentvise lipiddistribusjonen etter bruk av DGAT2-hemmer.
Andelen av de ulike lipidene ble signifikant endret som felge av behandlingen med DGAT2-
hemmer. Prosentandelen til PL og DAG ble redusert, mens prosentandelen av TAG gkte.

Resultatene presentert i figur 4.8 viser signifikant redusert utslipp av syrelgselige metabolitter
fra radiomerket oljesyre ved B-oksidasjon ved bruk av 10 uM DGAT2-hemmer, og et
signifikant redusert utslipp av CO, for bade 1 uM og 10 uM DGAT2-hemmer. Disse
resultatene stgtter funnet som viser at hemming av DGAT2 gkte TAG-syntetiseringen med
over 100% (figur 5.5). Det antas at dette kan bety at radiomerket OA ma ferst gjennom TAG
far den blir tilgjengelig for oksidasjon.
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Figur 5.5: Inkorporering av radiomerket eksogen oljesyre ved bruk av DGAT2-hemmer:

Cellene ble behandlet med DGAT2-hemmer under ko-inkubering med [1-"Cloljesyre i 4 timer. Figurer
presenterer resultatene av & hemme DGAT2 pa inkorporering av radioaktiv oljesyre i TAG samt effekten av
dette pé fettsyreoksidasjonen. Dannelsen av TAG i den ene ”poolen” gkes og fettsyreoksidasjonen reduseres.
OA, oljesyre; DGAT1, diacylglyserol acyltransferase 1; DGAT2, diacylglyserol acyltransferase 2; TAG,
triacylglyserol.
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Samtlige data tyder pa at triglyseridsyntesen og fettsyreoksidasjonen er avhengig av
hverandre og at omsetningen av fettsyrer har flere forskjellige mulige metabolismeveier. Nar
TAG-syntesen gker via DGAT1 i nerver av DGAT2-hemmer reduseres

fettsyreoksidasjonen.

Lipiddistribusjon og glyserolomsetningen

Resultatene for inkorporering av radioaktiv glyserol (figur 4.7 A) for total-lipider viste en
signifikant reduksjon av inkorporering av radioaktiv glyserol sammenlignet med kontroll,
men kun uten tilstedeverelse av OA. Det var ingen signifikant forskjell mellom kontroll og
DGAT2-hemmer ved tilstedeveerelse av eksogen oljesyre. En grunn til dette vil kunne veere

den store spredningen pa dataene i kontrollen for disse forsgkene.

Figur 5.6 viser en skjematisk skisse for effekt av DGAT2-hemmer pa inkorporering av
glyserol uten narvar av eksogen OA til TAG. Ved & hemme DGAT2 var det en signifikant
reduksjon av TAG-dannelse med over 60%. Dette samsvarer ikke med den gkte TAG-
produksjonen da DGAT2 ble hemmet i narveer av radioaktiv oljesyre. Det var forventet at
disse resultatene ville samsvare, da det i begge forsgkene ble benyttet endogene OA, og kun
ble isotopmerket pa forskjellige steder i lipogenesen. Dette tyder pa at det kan veere flere
”pools” av TAG og at akkumulering av TAG kan skje pa forskjellige steder (figur 5.6). Den
ene kan befinne seg i nerheten av mitokondriene, slik at TAG kan spaltes ved lipolyse og ga
til fettsyreoksidasjon i mitokondriet. Samtlige data antyder at DGAT2 spiller en viktigere
rolle for inkorporering av endogene fettsyrer i TAG og ved lipogenese, enn inkorporering av

eksogene fettsyrer.
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Figur 5.6: Inkorporering av radiomerket eksogen glyserol uten kald OA ved bruk av DGAT2-hemmer:
Cellene ble behandlet med DGAT2-hemmer under ko-inkubering med D-[**C(U)]glyserol i 4 timer. Figurer
presenterer resultatene av & hemme DGAT?2 pa inkorporering av radioaktiv glyserol i TAG samt effekten av
dette pa fettsyreoksidasjonen. Resultatene viser at dannelsen av TAG i den ene “poolen” reduseres, 0g ellers
ingen endring. OA, oljesyre; DAG, diacylglyserol; DGAT1, diacylglyserol acyltransferase 1; DGAT2,
diacylglyserol acyltransferase 2; TAG, triacylglyserol.

Ved inkorporering av glyserol med eksogen OA tilstede, som vist i figur 4.7 C, ga DGAT2-
hemmer kun signifikant reduksjon av PL, ikke av DAG og TAG. Dette kan tyde pa at
inhibisjon av DGAT?2 ikke har noen effekt pa inkorporeringen av eksogene fettsyrer (figur
5.7). Omsetningen av glyserol og eksogene fettsyrer antas & ikke endre seg ved & hemme
DGAT2.
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Figur 5.7: Inkorporering av radiomerket eksogen glyserol med kald OA ved bruk av DGAT2-hemmer:

Cellene ble behandlet med DGAT2-hemmer under ko-inkubering med D-[**C(U)]glyserol i 4 timer. Figurer
presenterer resultatene av & hemme DGAT?2 pa inkorporering av radioaktiv glyserol i TAG samt effekten av
dette pa fettsyreoksidasjonen med tilfgring av eksogene fettsyrer. Resultatene viser ingen endret effekt ved &
hemme DGAT2 med tilfarsel av eksogene fettsyrer.

OA, oljesyre; DAG, diacylglyserol; DGATL1, diacylglyserol acyltransferase 1; DGATZ2, diacylglyserol
acyltransferase 2; TAG, triacylglyserol.

Dataen antyder at DGAT?2 har en viktigere rolle for inkorporeringen av endogene fettsyrer til

radioaktiv glyserol i TAG, enn av eksogene fettsyrer.

5.4 Effekter ved behandling med glukose

Resultatene som vist i figur 4.9 presenterer lipogenese fra glukose ved DGAT-inhibisjon med
og uten LXR-agonisten Tularik. Som vist i figur A ga verken DGAT1- eller DGAT2-
hemming noen signifikant endring av lipogenesen fra radioaktiv glukose. P& grunn av stor
variasjon mellom forsgkene var det ingen signifikante forskjeller mellom DGAT1-hemmer,
DGAT2-hemmer og kontroll, men det er et mgnster som beskriver reduksjon av lipogenese
ved DGAT-inhibisjon nar Tularik er tilstede. Tularik er en LXR-agonist, som tidligere er vist
a indusere lipogenese [75, 76]. Figur 4.9 B viser LXR-agonistindusert lipogenese fra
radioaktiv glukose. Effekten av Tularik er stgrst for kontroll og reduseres ved DGAT-
inhibisjon. Effekten av Tularik ble signifikant redusert ved bruk av DGAT2-hemmer (figur
4.9 B). Figur 5.8 viser en skjematisk skisse for inkorporering av radiomerket eksogen glukose
med og uten Tularik ved 8 hemme DGAT1 (figur A og B) og DGAT?2 (figur B og C).
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Figur 5.8: Inkorporering av radiomerket eksogen glukose med og uten Tularik ved bruk av DGAT-

hemmere:

Cellene ble behandlet med DGATL1- eller DGAT2-hemmer under ko-inkubering med D-[14C(U)]glukose i 24
timer. Figurer presenterer resultatene av 8 hemme DGAT1- og DGAT2-hemmer pé inkorporering av radioaktiv
glukose med og uten Tularik i TAG, samt effekten av dette pa fettsyreoksidasjonen med tilfaring av eksogene
fettsyrer. A) Resultatet viser at ved hemming av DGAT1 med Tularik reduseres inkorporeringen av radioaktiv
glukose i TAG. B) Figuren viser at hemming av DGAT1 uten Tularik gir ingen signifikante endringer. C)
Resultatet viser at ved hemming av DGAT2 med Tularik reduseres inkorporering av radioaktiv glukose i TAG.
D) Figuren viser at hemming av DGAT?2 uten Tularik gir ingen signifikante endringer.

OA, oljesyre; DAG, diacylglyserol; FFA, frie fettsyrer; DGAT1, diacylglyserol acyltransferase 1; DGAT2,
diacylglyserol acyltransferase 2; TAG, triacylglyserol.
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Resultatene tyder pa at for a fa vist fram en mulig effekt av DGAT-hemmere pa lipogenese
fra glukose, ma Tularik involveres for & fa gkt lipogenesen da den normalt er lav i

muskelceller. Uten Tularikstimulering vil ikke effekten synes.

5.5 Veien videre

| denne oppgaven har det blitt gjennomfart flere forsgk pa skjelettmuskelceller. Det har ikke
veert tilstrekkelig med tid til & fa gjennomfert alt. Det hadde veert gnskelig a gjere en
konsentrasjons-responskurve pa ulike lipidklasser ved inhibisjon av DGAT2 pa samme mate
som det ble gjort for DGAT], slik at den optimale konsentrasjonen for DGAT2-hemmer kan
bestemmes. Som resultatene i oppgaven antyder kan det veere en mulighet at det er to ’pools”
for TAG-syntese, hvor den ene TAG-syntesen skjer i narheten” av mitokondriene hvor
veien for TAG til fettsyreoksidasjon er kort via lipolyse, og den andre litt lengre unna. Det
ville veert interessant a studere om fettsyreoksidasjonen pavirkes nar DGAT-enzymene
hemmes samtidig med en lipase-hemmer for & hemme lipolyse. Pa denne maten kan det
styrke eller svekke teorien om det er flere “pools” nar DAG omdannes til TAG, og at det

muligens kan veere flere veier for et substrat i triglyseridsyntesen.
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6 Konklusjon

Resultatene i denne oppgaven viser at 1 uM DGAT1-hemmer ga en effektiv_ hemming av
TAG-syntesen pa 75% og en reduksjon av inkorporering av radioaktiv oljesyre i ulike
lipidklasser. Fettsyreoksidasjonen gker ved bruk av DGAT1-hemmer. Omsetningen av
glyserol og fettsyrer endres ved DGAT1-hemming ved at fettsyreoksidasjonen gker og TAG-
syntesen reduseres ved tilfarsel av eksogene fettsyrer.

Inhibisjon med 10 uM DGAT2-hemmer resulterte i en dobling av TAG-syntesen fra oljesyre
og fettsyreoksidasjon malt som ASM og CO, ble betraktelig redusert. Hemming av DGAT2
reduserte ikke inkorporering av oljesyre i TAG, men stimulerte til gkt syntese. Effekten av
DGAT2-inhibisjon reduserer glyserolinkorporeringen i lipider, men effekten er kun synlig
uten tilsetning av eksogene fettsyrer. Tilstedeveerelse av eksogen OA ga ingen effekt av

DGAT2-hemmer, men utelatelse ga en tydelig reduksjon i TAG-dannelse med over 60%.

DGAT-inhibisjon reduserte lipogenesen fra glukose, men denne effekten var kun synlig hvis
lipogenesen ble stimulert da lipogenesen i skjelettmuskler normalt er sveert lav. Bade
DGAT1-0g DGAT2-hemming sa ut til a redusere lipogenesen, men effekten var bare

signifikant i nerveer av DGAT2-hemmer.

Resultatene i denne oppgaven tyder pa at det finnes flere veier for frie fettsyrer som substrat i
triglyseridsyntesen. | dannelsen av TAG fra DAG, kan det vaere flere steder der TAG
syntetiseres. DGAT1 synes & veare viktig for inkorporering av eksogene fettsyrer i TAG,
mens DGAT2 kan spille en viktig rolle for endogene fettsyrers inkorporering i TAG fra
lipogenese. DGAT2-hemming reduserer ogsa fettsyreoksidasjonen som tyder pa at fettsyrer
pa forestres av dette enzymet til TAG for det kan underga oksidasjon. Samtlige data indikerer
at DGAT1 og DGAT?2 har ulike roller i triglyseridsyntesen og derved for lipidmetabolismen i

humane skjelettmuskelceller.
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1. Medier brukt til dyrking av humane skjelettmuskelceller

1.1 Utsdingsmedium

500 ml DMEM m/Glutamax m/1,0 g glukose
50 ml FCS (Fetal Calf Serum)

2,5 ml Pen/Strep 10 000 units/ml

2,5 ml Fungizone (250 pg/ml Amphotericin

1.2 Proliferasjonsmedium:

500 ml DMEM m/Glutamax m/1,0 g glukose
10 ml FCS (Fetal Calf Serum)

10 ml Ultroser G

2,5 ml Pen/Strep 10 000 units/ml

2,4 ml HEPES (1M stock)

500 ul gentamycin

1.3 Differensieringsmedium:

57

500 ml DMEM m/Glutamax m/1,0 g glukose
10 ml FCS (Fetal Calf Serum)

2,5 ml Pen/Strep 10 00 units/ml

2,5 ml Fungizone (250 pg/ml Amphotericin)
2,5 ml HEPES (1M stock)

500 ul gentamycin

25 pmol insulin av Actrapid Penfill 0,6 mM
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2. Medier brukt til substratoksidasjonsmetoden:
2.1 Radioaktiv [1-**C] oljesyre (til 24-brgnners brett)
39 ul [1-**C] oljesyre (59 pCi/mmol)
118,3 ul kald oljesyre
7,8 ul L-Karnitin
11,57 ul BSA
78 ul HEPES
7,66 ml DMEM 5,5 mM
Totalt 7,8 ml.

3. Radioaktive behandlingslgsninger

3.1 Radioaktiv oljesyre (til 24-bragnners brett)
39 ul [1-**C]oljesyre (59 pCi/mmol)

118,3 ul kald OA

7,8 ul L-Karnitin

11,57 ul BSA

78 uL HEPES

7,66 ml DMEM 5,5mM

Totalt 7,8 mL.

3.2. Radioaktiv glyserol (til 24-brgnners brett)
Lasning med kald OA:

36 ul D-[**C(U)]glyserol (161 pCi/mmol)

60 pl kald OA

3,6 ul L-Karnitin

36 uL HEPES

3.320 ml DMEM 5,5mM

Totalt 3,6 mL.
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Lasning uten kald OA:

36 ul D-[**C(U)]glyserol (161 pCi/mmol)
60 ul BSA

3,6 ul L-Karnitin

36 uL HEPES

3.320 ml DMEM 5,5mM

Totalt 3,6 mL.

3.3 Radioaktiv glukose (til 12-brgnners brett)
420 ul D-[**C(U)]glukose (107,3 pCi/mmol)

21 pl L-Karnitin

21 ml differensieringsmedium

Totalt 21,5 mL.

4. Forsgksoppsett

4.1 Forsgksoppsett 1
24-brgnners brett behandlet med radioaktiv oljesyre til inkorporering i TAG.

Kontroll DGAT;- DGAT;- DGAT;- DGAT;- DGAT;-
hemmer hemmer hemmer hemmer hemmer
DMSO 0,001 uM 0,01 uM 0,1 uM 1uM 5uM
DMSO 0,001 uM 0,01 uM 0,1 uM 1uM 5uM
DMSO 0,001 uM 0,01 uM 0,1 uM 1uM 5uM
DMSO 0,001 uM 0,01 uM 0,1 uM 1uM 5uM
4.2 Forsgksoppsett 2
24-brgnnersbrett behandlet med radioaktiv glyserol til inkorporering i TAG
Kontroll DGAT;- DGAT,- Kontroll DGAT;- DGAT,-
hemmer hemmer hemmer hemmer
DMSO 1uM 10 uM DMSO 1uM 10 uM
DMSO 1uM 10 uM DMSO 1uM 10 uM
DMSO 1uM 10 uM DMSO 1uM 10 uM
DMSO 1uM 10 uM DMSO 1uM 10 uM
Medium med kald OA Medium uten kald OA
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4.3 Forsgksoppsett 3

12-brgnnersbrett behandlet med radioaktiv glyserol til inkorporering i TAG

Kontroll DMSO DMSO DMSO DMSO

DGAT;-hemmer | 1uM 1uM 1uM 1uM

DGAT,-hemmer | 10 uM 10 uM 10 uM 10 uM
Medium med kald OA Medium uten kald OA

4.4 Forsgksoppsett 4

12-brgnnersbrett behandlet med radioaktiv glukose til inkorporering i TAG

Kontroll Kontroll Kontroll Kontroll

DMSO DMSO DMSO DMSO
DGAT-hemmer DGAT-hemmer DGAT-hemmer DGAT-hemmer
1uM 1uM 1uM 1uM
DGAT,-hemmer DGAT,-hemmer DGAT,-hemmer DGAT,-hemmer
10 pM 10 uM 10 uM 10 pM

Uten Tularik Med Tularik 0,1 pM
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5. Vintermgtet pa Beitostglen 2017
5.1 Poster ved Vintermgtet 2017
Posteren ble presentert pa Vintermgtet pa Beitostglen 2017 arrangert ved NSFT.

Diacylglyserol acyltransferase 1 og 2 sin rolle i
triglyseridsyntesen i humane skjelettmuskelceller
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Seksjon for farmasaytisk biovitenskap, Farmasoytisk Institutt, Universitetet i Oslo.
2dvdeling for farmakologi, Institutt for klinisk medisin, Universitetet i Oslo
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INTRODUKSJON

Diacylglyserol acyltransferase (DGAT) 1 og 2 katalyserer det siste trinnet i triglyseridsyntesen; dannelsen av
triacylglyserol (TAG) fra diacylglyserol (DAG). Enzymene har ulike egenskaper og deler ingen felles homologi med
hverandre. Dette kan tyde pa en heterogenisitet av intracellulzert TAG. DGAT1 viser en preferanse for enumettede
fettsyrer som oljesyre, mens DGAT2 har ikke vist noen preferanser.

Glyserol-3-fosfat

ol Di (DAG) Fosfolipi s

DGAT1-hemmer (A922500)
Acyl-CoA
cyl-Co
D e
Triacylglyserol (TAG) L) " o
S : S DGAT2-hemmer (PF-06424439)

aven il ing av ji y
forestringen mellom aceyl koenzym A og den frie hydroksylgruppen til DAG

METODE
Vi har studert funksjonene til DGAT1 og DGAT2 i humane skjelettmuskelceller (myotuber) ved bruk av selektive hemmere. Humane satelittceller
ble isolert fra muskelbiopsier, dyrket og differensiert til flerkjernede myotuber. Myotubene ble behandlet med DGAT1- (A922500) eller DGAT2-
hemmer (PF-06424439) i 4 timer. Lipidmetabolismen ble undersokt ved & benytte radiomerket [1-'“C]oljesyre. Lipidfordeling, ved hjelp av
inkorporering av radiomerket oljesyre i TAG, ble bestemt ved tynnsjiktkromatografi. *p<0,05 (t-test).

1. DOSE-RESPONS PA ULIKE 2. KT FETTSYREOKSIDASJON VED
KONSENTRASJONER AV DGAT1-HEMMER BRUK AV DGAT1-HEMMER
TRIACYLGLYSEROL
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DGAT1 konsentrasjon (M) Kontroll DGAT1-hemmer
1. Inkubering med radioaktiv oljesyre og DGAT1-hemmer i 4 timer. Lipidene ble 2. Inkubering med radioaktiv oljesyre og DGAT1.: i4 timer. Ce ium ble tilsatt
P ved jil grafi. 100%. T/ i . n=3. P yre for a frigi radi ivt CO,. 1 uM DGAT1-hemmer. n=6.

3. EFFEKT AV DGAT-HEMMERE PA INKORPORERING AV OLJESYRE | ULIKE LIPIDKLASSER
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A) Inkubering med radioaktiv oljesyre og DGAT1-hemmer i 4 timer. 1 uM DGAT1- B) Inkubering med radioaktiv oljesyre og DGAT2-hemmer i 4 timer. 1 uM
hemmer. PL: ipider. DAG=di: . FFA=frie yrer. DGAT2. PL DA ylgly . FFA=frie Y
7 i . C d 100%. n=6. T iacylgly . C - K =100%. n=3.

* 1 yM DGAT1-hemmer ga effektiv hemming pa 75% av TAG-syntesen

* Fettsyreoksidasjonen gker ved bruk av DGAT1-hemmer

+ Hemming av DGAT1 reduserer inkorporering av [1-'4C]oljesyre i ulike lipidklassene, spesielt TAG
* Hemming av DGAT2 reduserer ikke inkorporering av oljesyre i TAG
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