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Sammendrag

Sammendrag

Bakgrunn/mal: World Health Organization oppgir i 2014 at omtrent 52 % av den voksne
befolkningen lider av overvekt eller fedme. Overvekt og fedme gker risikoen for
tilleggssykdommer, deriblant forhgyet blodtrykk, diabetes type Il, insulinresistens,
hjertesvikt, savn apné og dyslipidemi. | denne oppgaven ble energimetabolismen i humane
lever- og skjelettmuskelceller undersgkt etter forbehandling med tetradecyltioeddiksyre
(TTA)-analoger, som potensielt kan pavirke utviklingen av overvekt, insulinresistens og

diabetes type I1.

Metode: Skjelettmuskelceller tidligere donert fra friske frivillige menn og en cellelinje fra
human carcinogen lever ble brukt som modell. Muskelcellene ble dyrket opp og differensiert
til flerkjernede myotuber, og hepatocyttene ble dyrket til omtrent 80 % konfluens. Lipid- og
glukosemetabolisme ble undersgkt ved & benytte henholdsvis radiomerket [1-**C]oljesyre og
D-[*C (U)]glukose. Cellene ble inkubert med TTA-analogene TTA, 1-trippel TTA (1-t TTA)
og 2-ttrippel TTA (2-t TTA) henholdsvis de siste 48 timene far forsgk for hepatocyttene og de
siste 96 timene av differensieringsprosessen for myotubene. Genekspressjon ble undersgkt

ved a benytte kvantitativ polymerase-kjedereaksjon (qPCR).

Resultater: Det ble sett et skifte i metabolismen hos levercellene; gkt metabolisme av
oljesyre og nedregulert metabolisme av glukose, etter forbehandling med TTA-analogene. Det
samme skiftet ble ikke observert for skjelettmuskelcellene. Genekspresjonsanalysene viste en
signifikant oppregulering av pyruvatdehydrogenasekinase isoenzym 4 (PDK4) i begge
cellemodeller, og for angiopoietinlignende protein 4 (ANGPTL4), «Cluster of differentiation»

36/thrombospondinreseptor (CD36) og pyruvat kinase lever (PKL) i skjelettmuskelcellene.

Konklusjon: Vare data tyder pa at TTA-analoger kan ha virkning pa humane levercellers
metabolisme av oljesyre og glukose, ved & indusere et skifte i substratpreferanse;
glukosemetabolisenble redusert og oljesyremetabolismen gkt. Responsen ser ut til & veere
doseavhengig. | humane skjelettmuskelceller var det ingen tydelige effekter av TTA-analoger
pa verken glukose- eller oljesyremetabolismen. Det trengs flere forsgk for a bekrefte eller

avkrefte dette.



Sammendrag

Studien viste at flere gener knyttet til peroksisomproliferator-aktiverte reseptorer (PPAR) ble
signifikant oppregulert etter forbehandling med alle tre TTA-analogene. Myotubene fikk
oppregulert ANGPTL4, CD36, karnitin-palmitoyltransferase-1A (CPT1A) og PDK4, mens
kun PDK4 ble oppregulert i levercellene. Vi kan konkludere med at TTA-analogene fungerer
som en ligand for PPAR, men flere forsgk ma gjares for a fa et tydeligere inntrykk av

hvordan.



Abstract

Abstract

Background: World Health Organization states that approximately 52 % of the adult
population suffers from overweight or obesity in 2014. Overweight and obesity increases the
risk of co-morbidities, among others elevated blood pressure, type Il diabetes, insulin
resistance, heart failure, sleep apnoea and dyslipidaemia. For this thesis, the energy
metabolism of human liver and skeletal muscle cells was investigated following pre-treatment
with tetradecyl thio acetic acid (TTA) analogues, substances that potentially may affect the

development of obesity, insulin resistance and type Il diabetes.

Method: Skeletal muscle cells previously donated from healthy male volunteers, and a cell
line from human carcinogenic liver, was used as models. The muscle cells were cultured and
differentiated into multinucleated myotubes, and the hepatocytes were cultivated to
approximately 80% confluence. Lipid and glucose metabolism was investigated using
radiolabelled [1-'*C] oleic acid and D-[**C (U)] glucose. The cells were incubated with the
TTA analogues TTA, 1-triple TTA (1-t TTA) and 2-triple TTA (2-t TTA), respectively during
the last 48 hours before trapping or harvesting for the hepatocytes, and during the last 96
hours of the differentiation period for the myotubes. The gene expression was investigated

using quantitative polymerase chain reaction (QPCR).

Results: A switch was seen in the metabolism in the liver cells; increased metabolism of oleic
acid, and decreased metabolism of glucose, after pre-treatment with the TTA analogues. This
switch was not observed in the skeletal muscle cells. The gene expression analysis showed a
significant upregulation of pyruvate dehydrogenasekinase isoenzym 4 (PDK4) in both cell
models, and of angiopoietinlike protein 4 (ANGPTL4), «Cluster of differentiation»

36/thrombospondin-receptor (CD36) and pyruvate kinase liver (PKL) in skeletal muscle cells.

Conclusion: Our data suggest that TTA analogues may affect the metabolism of oleic acid
and glucose in human liver cells by inducing a switch in substrate preference, with reduced
glucose metabolism and increased oleic acid metabolism. The response appears to be dose-
dependent. In human skeletal muscle cells, there were no apparent effects of TTA analogues
on either glucose- or oleic acid metabolism. Further studies are required to confirm or reject
this.

Xl



Abstract

The study showed that several genes associated with PPAR were significantly upregulated
after pre-treatment with all three TTA analogues. In the myotubes ANGPTL4, CD36,
carnitine palmitoyl transferase-1A (CPT1A) and PDK4 were upregulated, whereas only
PDK4 was upregulated in the liver cells. We can conclude that the TTA analogues function as

a PPAR ligand, but more attempts must be made to get a clearer idea of how.
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1 Innledning

1 Innledning

1.1 Overvekt og fedme

Mesteparten av verdens befolkning lever nd i land der det er vanligere a dg av overvekt enn av
undervekt. Overvekt og fedme er definert som unormal eller overdreven fettakkumulering
som kan skade helsen, og arsaken er en ubalanse mellom kaloriinntak og kaloriforbruk
(World Health Organization, 2016).

Kroppsmasseindeks (KMI; engelsk BMI, body mass index) er brukt internasjonalt til &
definere ulike vektrelaterte helsetilstander av Verdens Helseorganisasjon (WHO).
Definisjonen for KMI er gitt som personens vekt i kilogram over kvadratet av personens
hayde i meter, kg/m? (Graff-Iversen, Meyer, & Hanes, 2015). | tabell 1.1 er definisjonene for

undervekt, normalvekt, overvekt og fedme gitt.

Tabell 1.1: Klassifisering av definisjoner etter kroppsmasseindeks

Betegnelse kg/m2

Undervekt Under 18,5

Normalvekt 18,5-249

Overvekt 25-29,9

Fedme Grad 1: 30-34,9
Grad 2: 35-39,9
Grad 3: 40 +

Tabell 1.1 er etter definisjoner for kroppsmasseindeks (KMI) gitt av WHO (Graff-lversen et al., 2015).

WHO har tall fra 2014 som angir at 39 % av alle voksne (18 ar og eldre) var overvektige, og
at ytterligere 13 % led av fedme (World Health Organization, 2016). Folkehelseinstituttet
oppgir i 2015 at det i Norge var en av fem voksne med fedme, og et av seks barn med

overvekt eller fedme (Meyer, Vollrath, & Torgersen, 2015).



1 Innledning

Overvekt og fedme gker risikoen for tilleggssykdommer, deriblant forhgyet blodtrykk,
diabetes type 11, insulinresistens, hjertesvikt, sgvn apné og dyslipidemi (Helms & Quan,
2006), (Boren, Taskinen, Olofsson, & Levin, 2013). Ved fedme og overvekt blir det en
lipidakkumulering i ektopiske vev, som skjelettmuskel og lever, i tillegg til i fettvev.
Hjertesvikt er et av de kardiovaskulaere problemene som kan utlgses av lipidakkumulering i
hjertet. I tillegg er intracellular lipidakkumulering i ektopiske vev med pa a hemme

insulinsignalering (Boren et al., 2013).

Forstyrrelse i lipidmetabolismen er tett knyttet sammen med flere vanlige, livsstilsrelaterte
sykdommer. Manifestasjonen av flere av disse sykdommene er influert av kosthold, spesielt
innholdet av spesifikke fettsyrer (Berge et al., 2002). Livsstil og sykdom er knyttet sammen
med kosthold, og er av stor interesse for a forbygge og behandle forskijellige
sykdomstilstander (Tronstad, Berge, Berge, & Bruserud, 2003).

Fettsyrer og lipidderiverte forbindelser bidrar i regulering av cellenes proliferering og
differensiering som ligander for signalveier i cellene (Tronstad et al., 2003). Ved metabolsk
overbelastning utlgses flere stressreaksjoner, som for eksempel oksidativt, inflammatorisk
stress og cellehypertrofi. Dette gir en ond sirkel som forverrer situasjonen og kan gi
dysfunksjon. Hypertrofi av adipocytter kan gjere at cellene sprekker, hvilket trigger en
inflammatorisk reaksjon. Nar fettvevet ikke lenger klarer & omsette det fettet som inntas vil
det bli fettavleiringer, spesielt i leveren, som gir konsekvenser som blant annet
insulinresistens (Monteiro & Azevedo, 2010). Inflammasjon av innvendig fettvev er tilskrevet
MI-makrofager som produserer cytokiner som blant annet TNF-a og IL-6, og ekspansjonen
av effektor T-celler (F. Zhu et al., 2017).

1.1.1 Medikamentell behandling av fedme

I Norge i dag er det kun ett legemiddel registrert med fedme som indikasjonen. Virkestoffet
orlistat er registrert under markedsnavnet Xenical. Orlistat er en pankreaslipasehemmer som
virker lokalt i tarmen. Ved 4 spesifikt redusere hydrolysen av triglyserider i tarmen, blir
absorpsjonen av triglyserider redusert med omtrent 30 % (Norsk legemiddelhandbok, 2017).
Orlistat er vist a forbedre lipidprofilen, ved & redusere bade totalkolesterol og «low density
lipoprotein» (LDL)-kolesterol, hos pasienter med fedme uten diabetes. | en studie der

pasientene hadde bade fedme og diabetes type I1, fikk de behandlede pasientene bedret
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glykemisk kontroll, forbedret lipidprofil og et starre vekttap sammenliknet med placebo
(Hvizdos & Markham, 1999).

1.2 Insulinresistens

Insulin er et peptidhormon som dannes i B-cellene, farst som et preprohormon som raskt
spaltes til et peptidfragment og proinsulin, som videre spaltes til c-peptid og biologisk aktivt
insulin. Den siste spaltingen gjares rett fgr sekresjon av insulin, og insulin har en
halveringstid pa fem til atte minutter i fri form i blodet. Figur 1.1 viser en systematisk skisse
for hvordan glukosekonsentrasjonen i blodet pavirkes av matinntak, trening og faste. Det er
flere faktorer som gker insulinsekresjonen, deriblant gkt konsentrasjon av glukose og
aminosyrer i blodet, gkt hormonutskilling i tarmkanalen og gkt aktivitet i parasympatiske
nervefibre til B-cellene (Sand, Haug, Sjaastad, & Toverud, 2001).

Pankreas Insulin Leveren

Insulinproduksjon Glukose — glykogen

v
- Celler

Hay ere glukosekonsentrasjon i
blodet etter inntak av mat Glukose — energi

~ i

Normal konsentrasjon av glukose i blodet

Lavere glukosekonsentrasjon i
blodet etter trening eller faste

Leveren Glukagon Pankreas

Glukose — glykogen Insulinproduksjon

Figur 1.1: Insulinets virkning i kroppen. Fritt etter (International Diabetes Federation, 2015).
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Overvekt, serlig visceral/abdominal fedme, er sterkt assosiert med utviklingen av
insulinresistens (Monteiro & Azevedo, 2010). Akkumulering av lipider i muskler kan
interferere med insulinsignaleringen, og pa den maten utlgse insulinresistens (Kelley &
Mandarino, 2000). Det er nar insulin ikke virker sa effektivt som normalt i malcellene at det
kalles insulinresistens, og det farer til at glukoseopptaket i cellene reduseres (Sand et al.,
2001). Nar glukosekonsentrasjonen i blodet ikke lenger endres ved utskillelse av insulin, vil
glukosenivéet fortsette & stimulere B-cellene til & fortsette a produsere insulin, og
hyperinsulinemi vil oppsta (International Diabetes Federation, 2015). Nar pankreas ikke
lenger klarer & produsere tilstrekkelig insulin vil det kunne fere til hyperglykemi og diabetes
type Il (International Diabetes Federation, 2006). | tillegg vil hyperinsulinemi kunne fare til

en opphopning av triglyserider som kan senke insulinsensitiviteten ytterligere (Frayn, 2002).

I slanke friske individer viser skjelettmuskel god metabolsk fleksibilitet med kapasitet til &
bytte mellom lipidoksidering og hayt opptak av fettsyrer under faste, til & undertrykke
lipidoksideringen og gke opptak, oksider og lagring av glukose under stimulering av insulin
(Kelley & Mandarino, 2000). Skjelettmuskel fra individer med insulinresistens derimot er
karakterisert med lavere lipidoksidasjon ved faste og redusert evne til & bytte mellom
oksidasjon av lipider og glukose (Aas et al., 2011). Insulinresistens i skjelettmuskel er et av de
karakteristiske trekkene ved diabetes type Il (Al-Khalili et al., 2003), men er ogsa et trekk ved
lipodystrofi (Frayn, 2002). Wensaas et al. har kommet frem til at den mitokondrielle
dysfunksjonen som sees i skjelettmuskel fra individer med diabetes, er en fglge av

forstyrrelser i B-oksidasjonen av fettsyrer (Wensaas, Rustan, Just, et al., 2009).

1.3 Diabetes mellitus type Il

Kroppens behov for insulin gker ved tilstander som abdominal fedme, fysisk inaktivitet,
stressituasjoner, og under behandling med enkelte legemidler som glukokortikoider og hgye
doser tiaziddiuretika. Dette er fordi cellene ikke klarer & benytte seg av insulinet som normalt.
Diabetes kan dermed utloses dersom B-cellene i pankreas ikke klarer & kompensere for

insulinresistensen (Norsk legemiddelhandbok, 2015d).

Diabetes type Il er et resultat av insulinresistens, og karakteriseres ved at insulinproduksjonen
er tilstede, men insulinet har redusert effekt pa malcellene. Dette er hovedforskjellen fra

diabetes type I, som karakteriseres ved manglende insulinproduksjon. Prevalensen for
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diabetes fordeler seg med omtrent 10 % med type I, og 90 % med type Il (Sand et al., 2001).
Pa verdensbasis er det en prevalens for diabetes pa én av elleve voksne (International
Diabetes Federation, 2015), mens det i Norge er i underkant av én av 20 voksne som har
diabetes (tall fra 2015) (Gulseth, Stram, & Mgrch Stene, 2017).

Wong et al. har funnet at mitokondrielt DNA kan veere genetisk knyttet til tidlig utlgst
diabetes type Il (Wong et al., 2009). Risikofaktorer knyttet til diabetes type Il som ikke kan
endres er genetikk, alder og kjgnn. De genetiske faktorene er ikke helt tydelig definert, men
det er sett resultater som tyder pa at genetikken er en betydelig risikofaktor. Modifiserbare
risikofaktorer er i hovedsak overvekt, fedme, et hgyt kaloriinntak og fysisk inaktivitet
(Alberti, Zimmet, & Shaw, 2007) (Helms & Quan, 2006).

Det er flere reseptorer, enzymer og kofaktorer som har innvirkning pa insulinresistens og
diabetes type Il. Inaktivering av fettsyretransportprotein-1 (FATP1) kan forebygge
fettindusert insulinresistens i skjelettmuskel (Kim et al., 2004). | fettvev er det glykolysen
som genererer metabolitter for lipogenesen, og som kanaliserer overflgdige fettsyrer fra
oksidasjonen videre til triglyseridsyntesen, og pa den maten reduserer oksidativt stress (Xin et
al., 2012). Lever-X-reseptor (LXR) er en kjent regulator av kolesterol- og lipidmetabolisme,
og er ogsa funnet & gke glukoseoksidasjon i bade friske myotuber, 65 %, og myotuber fra
diabetes type ll-pasienter, 45 %, ved stimulering (Kase et al., 2005). Hastigheten for
glykolysen i de forskjellige cellene i kroppen reguleres videre av forskjellige enzymer, blant
annet glukokinase, 6-fosfofructo-1-kinase, og 6-fosfofrukto-2-kinase/fruktose-2,6bisfosfatase
(Xinetal., 2012).

1.3.1 Medikamentell behandling av diabetes type Il

Behandlingsmal for diabetes er gitt i nasjonale retningslinjer med blant annet fysisk aktivitet i
150 minutter med moderat til hgy intensitet per uke, og raykeslutt om aktuelt. Det er et mal
med minst 5-10 % vekttap ved overvekt/fedme. Videre er det gnskelig med HbA;c omkring
7,0 %, p-glukose fastende 4-6 mmol/L, og ikke-fastende p-glukose mellom 4 og 10 mmol/L.
Blodtrykk bgr veere under 140/90 mmHg, og s-LDL-kolesterol < 2,5 mmol/L (eller 1,8 ved
kjent hjertekarsykdom) (Norsk legemiddelhandbok, 2015d). Amerikanske behandlingsmal er
veldig like de norske, med unntak av at det i USA apnes for fedmeoperasjon for a redusere
muligheten for at diabetes type Il utvikler seg ("Standards of Medical Care in Diabetes-2017:

Summary of Revisions,” 2017).
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For & na disse malene brukes bade medikamenter og andre intervensjoner. Nar det kommer til
medikamentell behandling er det metformin som er anbefalt fgrstevalg. Hvis
behandlingsmalene ikke kan nas med metformin alene, anbefales det videre a legge til
aktuelle legemidler for & na malene, vere seg ytterligere blodsukkersenkende,
blodtrykkssenkende, eller kolesterolsenkende. Det er flere alternativer for ytterligere
blodsukkersenkning, der de norske retningslinjene anbefaler sulfonylurea, DPP-4-hemmer,
SGLT2-hemmer, GLP-1 analog, eller basalinsulin ved betydelig behov for reduksjon i
blodglukosen (Helsedirektoratet, 2017).

Metformin er et biguanidderivat, og er avhengig av at B-cellene fortsatt har sekresjon av
insulin (Norsk legemiddelhandbok, 2015b). Metformin senker glukosekonsentrasjonen i
blodet ved a redusere den hepatiske glukoseproduksjonen og glykogenmetabolismen i lever,
og bedre det insulinmedierte glukoseopptaket i skjelettmuskel (Helms & Quan, 2006).
Diabetes Prevention Program (DPP) viste at metformin virker forebyggende mot diabetes for
individer med glukoseintoleranse, der resultater for 2,8 ar viser at insidensen for diabetes sank
med 31 % mot gruppa behandlet med placebo (Alberti et al., 2007).

Sulfonylurea stimulerer B-cellenes insulinproduksjon, og krever dermed at produksjonsevnen
for insulin fortsatt er tilstede i en viss grad (Norsk legemiddelhandbok, 2015b). Sulfonylurea

gker insulinsekresjonen direkte og senker frigivelsen av glukagon (Helms & Quan, 2006).

DPP-4-hemmere, ogsa kalt gliptiner, er hemmere av enzymet dipeptidylpeptidase-4 (DPP-4)
som normalt bryter ned inkretinhormonene glukagonlignende peptid-1 (GLP-1) og
glukoseavhengig insulinotropt polypeptid (GIP). DPP-4-hemmeren metaboliseres delvis via
CYP3A4 og CYP2C8 (Norsk legemiddelhandbok, 2015b).

GLP-1 analoger, er analoger av GLP-1 hvor aminosyresammensetningen er endret slik at
inaktiveringen ved dipeptidylpeptidase-4 hemmes. Dette gir et suprafysiologisk niva av GLP-
1 (Norsk legemiddelhandbok, 2015a). GLP-1-analogene kommer i gruppen inkretinmimetika,
og reduserer glukosekonsentrasjonen i blodet ved a gke den glukoseavhengige
insulinsekresjonen, dempe glukagonsekresjonen, bremse tarmtgmming, og redusere appetitten

via mekanismer i sentralnervesystemet (Helms & Quan, 2006).

SGLT2 (natrium-glukose linked transporter-2)-hemmer hemmer den viktigste natrium-

glukose kotransportaren i nyrene slik at glukose skilles ut i urin (Norsk legemiddelhandbok,
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2015b). Det er Na*-gradienten fra Na'-K*-ATPase-pumpen som brukes for & transportere

glukose inn i cellene mot konsentrasjonsgradienten (Wood & Trayhurn, 2003).

1.4 Metabolsk syndrom

Kardiovaskulare risikofaktorer har en tendens til & overlappe, og aggregeringen av flere av
disse risikofaktorene kalles metabolsk syndrom (Azevedo, Santos, Ribeiro, & Azevedo,
2009). Metabolsk syndrom er en tilstand som inkluderer fedme, insulinresistens, type Il-
diabetes, hypertensjon og hyperlipidemi. Faktorer som gker faren for a utvikle metabolsk
syndrom er rgyking, fysisk inaktivitet, og en diett som er preget av hgyt innhold av mettede
fettsyrer (Berge et al., 2005). Selv om faktorene er mange, mener Azevedo et al. at det er
abdominal fedme som er den starste bidragsfaktoren for utvikling av syndromet (Azevedo et
al., 2009).

Den inflammatoriske tilstanden som assosieres med overvekt og fedme utgjer en viktig del av
etiologien for metabolsk syndrom og bidrar til de relaterte patologiske utfallene. Monteiro et
al. har funnet at det er fettvevets dysfunksjon, i den form at de homeostatiske funksjonene
overveldes av metabolsk overarbeid, som er utgangspunkt for inflammasjonen. Videre
forverring er grunnet den inflammatoriske responsen som kommer av at fettvevscellene
sprekker av mekaniske arsaker. Parallelt med denne tilstanden kan en diett med mye fett veere
«bensin pa balet» fordi at denne kosten gjerne er rik pa mettede fettsyrer (Monteiro &
Azevedo, 2010).

Et estimat fra 2006 anslar at mellom 20 og 25 % av verdens voksne befolkning har metabolsk
syndrom, og at denne gruppen mennesker har dobbelt sa stor risiko for & dg av, og tre ganger
sa stor risiko for & fa hjerteinfarkt eller hjerneslag, enn de uten metabolsk syndrom

(International Diabetes Federation, 2006).

1.5 Leverens metabolisme

Leveren er det viktigste organet i kroppen nar det gjelder kroppens behandling av

naeringsstoffer etter at de er absorbert fra tarmen. Leveren hindrer svingninger i glukosenivaet

i blodet ved a fjerne eller tilfare glukose avhengig av kroppens behov (Sand et al., 2001).

Glukose er sammen med fettsyrer, kroppens sterste kilde til energi fra kosten. Leveren gjer

fettsyrer mer tilgjengelige for kroppens nerveceller ved a bryte ned fettsyrer til ketonlegemer,
7



1 Innledning

og danner fettsyrer i form av triglyserider fra overskuddsglukose om glykogenlagrene er fulle
(Wyller, 2014).

Leverens metabolisme reguleres av flere faktorer, og PPAR er essensiell i lipid- og
glukosemetabolismen (Pinaire & Reifel-Miller, 2008). Aktivering av PPARa gir flere effekter
i lever. Blant annet er gkt opptak og oksidasjon av fettsyrer, gkt lipogenese, gkt ketogenese,
gkt produksjon av lipoproteiner, gkt TAG-utskillelse, betydelig mindre inflammasjon, og gkt

biotransformasjon observert (Burri, Thoresen, & Berge, 2010).

1.6 Skjelettmuskel og deres oppbygning, funksjon og
metabolisme

Muskler utgjer omtrent 45 % av kroppsvekten hos en voksen person (Sand et al., 2001), og

star for mye av kroppens energibehov.

Menneskets skjelettmuskel er sammensatt av en heterogen blanding av muskelfibertyper, og
de forskjellige kombinasjonene muskelfibertyper gjgr at menneskets muskler fremstar med et
stort spekter av egenskaper. Muskelfibre kan tilpasse seg ved endrede behov ved & vokse seg
starre eller endre fibersammensetning. Disse fibertypene er vanligvis klassifisert som type |
som karakteriseres som oksidative og trege, og type 1l som karakteriseres som raske og
glykolytiske. Fibrene av type I er rike pa mitokondrier, bruker oksidativ metabolisme som
energikilde og er dermed en god kilde til ATP. Fibrene av type Il har tre subgrupper som
kalles lla, 11x og Ilb. Fibre av type Ilb baserer seg pa glykolytisk metabolisme, og har et lavt
niva av bade mitokondrier og oksidative enzymer. Fibre av type l1Ix og lla ligger et sted
mellom 1 og 11b (Scott, Stevens, & Binder-Macleod, 2001).

Satelittceller isolert fra skjelettmuskelbiopsier kan ved aktivering til prolifererende
myoblaster og differensiering til multinukleaere myotuber i kultur, brukes for & studere
skjelettmuskel fra menneske ex vivo. Pa denne maten kan man kontrollere det ekstracellulere
miljget, men bevare donoregenskaper som fibertype, og donorens metabolisme med tanke pa
overvekt, fedme og diabetes type Il (Aas et al., 2013). Myotubene her er dyrket i samsvar med
anbefalinger funnet av Gaster et al. som anbefaler at myotubene gjgres forsgk pa mellom dag

fire og atte av differensieringen (Gaster, Kristensen, Beck-Nielsen, & Schragder, 2001).
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1.6.1 Glukose- og lipidmetabolisme i skjelettmuskel

Det er sett en sammenheng mellom type muskelfiber, overvekt og diabetes. Personer med
overvekt og diabetes type Il ser ut til & ha lavere andel av fibertype I, noe som passer sammen
med at de har svekket oksidativ kapasitet, men gkt glykolytisk kapasitet. Det er ogsa funnet at
det & gke mengden oksidative fibere kan redusere starrelsen pa fettvev og bedre
insulinaktiviteten (Wang et al., 2004).

Skjelettmuskel har stor kapasitet for oksidasjon av fettsyrer, men kan ogsa veere utsatt for
lipidoverbelastning som igjen kan fare til insulinresistens og celledad (tidligere forklart)
(Watt & Hoy, 2012).

Det er vist at aktivering av PPARS i skjelettmuskel forer til okt glukoseopptak, ekt
fettsyreopptak og oksidasjon (Burri et al., 2010). Videre har Wang et al. funnet at PPARS er
den predominante isoformen av PPAR i skjelettmuskel, og er den farste kjente
transkripsjonsfaktoren som driver dannelsen av muskelfiber type 1. Muskelfibertype I
inneholder komplekse reaksjonsveier for & bedre fysisk form og skape en tilstand av
«fedmeresistens», som kan sees i sammenheng med at PPARS er en av de storre
transkripsjonsregulatorene av fettvevets forbrenning av fett gjennom enzymaktivering med -

oksidering av lange fettsyrer (Wang et al., 2004).

Det er vist at aktivering av PPARa 1 skjelettmuskel forer til okt fettsyreoksidering, og
betydelig mindre TAG-akkumulering (Burri et al., 2010).

Hastigheten for glykolysen er hovedregulatoren for balansen mellom glukose- og

fettsyreoksidasjon i skjelettmuskel (Rasmussen & Wolfe, 1999).

Metabolsk switching er er skjelettmusklenes evne til & skifte mellom glukose og fettsyrer som
energikilde, og kan beskrives som en undertrykkelsesmekanisme; definert som glukoses evne
til a undertrykke fettsyreoksidasjonen, og som en tilpasningsevne; definert som cellenes
kapasitet til & gke fettsyreoksidasjonen ved gkt tilgjengelighet av fettsyrer (Ukropcova et al.,
2005). Denne evnen til a bytte mellom glukose og fettsyrer som energikilde er svekket ved
insulinresistens, men kan stimuleres i skjelettmuskler i kultur av flerumettede fettsyrer

(Hessvik et al., 2010) og av et miljg med galaktose (Kase et al., 2013).
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1.7 Peroksisomproliferator-aktiverte reseptorer (PPAR)

Peroksisomproliferator-aktiverte reseptorer (PPAR) tilhgrer superfamilien med nuklezre
reseptorer, de er transkripsjonsfaktorer som moduleres av ligandbinding. Det finnes tre ulike
PPAR-isotyper, PPARa, PPARY og PPARS (La Paglia et al., 2017). PPAR er essensiell i
lipidmediering, glukosemetabolisme og homeostase. Det er na antatt at aktuelle PPAR
isotyper medierer lipidkatabolisme eller lagring ved variasjoner i tilgjengeligheten av fettsyrer
eller fettsyrederivater, som ved endringer i tilgang pa mat (faste, spising eller trening), eller
ved ulike patofysiologiske tilstander (kronisk inflammasjon, insulinresistens, diabetes type I,
aterosklerose eller kreft) (Pinaire & Reifel-Miller, 2008).

Hovedeffekten av PPAR-aktivering i humane skjelettmuskler er a gke mitokondriets kapasitet
for fettsyreoksidasjon (Feng et al., 2013). Videre har Feng et al. funnet at agonister for PPAR
som oppregulerer PDK4 og andre gener involvert i lipidmetabolisme og fettsyreoksidasjon
reduserer utnyttelsen av glukose i humane skjelettmuskelceller ved & bytte substratpreferanse

fra glukose til fettsyrer (Feng et al., 2013).

Figur 1.2 viser de forskjellige PPAR-ligandbindingene.
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Figur 1.2: PPAR-ligandbinding. Ved binding av endogen eller syntetisk ligand skjer det en
konformasjonsendring i reseptoren som gir en translokasjon til nukleus, og heterodimerisering med
retinoid-X-reseptoren (RXR). PPAR-RXR-hetrodimeren binder sa en del av DNA i promotorregionen
av malgenet som kalles peroksisomproliferatoraktiverte element (PPRE). PPRE-bindingen modulerer
ekspresjonen av flere gener som er involvert i forskjellige fysiologiske og patofysiologiske prosesser.
PPAR-funksjonen er avhengig av binding til forskjellige koaktivator- og korepressor-proteiner (La
Paglia et al., 2017). Figuren er fra (Toral, Romero, Pérez-Vizcaino, Duarte, & Jiménez, 2017).

1.7.1 PPARa

Ekspresjon av PPARa er hayest i vev med hey grad av fettsyrekatabolisme (Pinaire & Reifel-
Miller, 2008).

PPARa var den forste oppdagede og definerte PPAR, og har hoyest uttrykk i vev karakterisert
ved hgy oksidasjon av fettsyrer. Eksempler pa dette er lever, hjerte, skjelettmuskel, brunt
fettvev, nyrer, binyrer og tarmslimhinner (La Paglia et al., 2017). PPARa er ogsa a finne i

immunsystemet i makrofager, monocytter og lymfocytter. Denne reseptoren har en sentral

11



1 Innledning

rolle i fettsyreoksidasjon, metabolismen av lipider og lipoproteiner, inflammasjonsfaktorer og
oksidativt stress, og er derfor et viktig mal for a pavirke sykdommer relatert til fedme og

metabolisme (Burri et al., 2010).

Fibrater er agonister for PPARa og har vert brukt i mange ér for a senke triglyseridnivaet
(Riserus et al., 2008).

1.7.2 PPARy

PPARY har heyt uttrykk 1 hvitt og brunt fettvev, og har sin rolle 1 regulering av adipogenesen,
fettlagring, og glukosemetabolismen. Reseptoren regulerer forskjellige ekspresjoner, blant
annet for proinflammatoriske cytokiner, TNFa og gener som pavirker insulinsensitiviteten (La
Paglia et al., 2017). PPARY aktiveres av glitazoner som er en gruppe perorale
blodglukosesenkende legemidler, og aktivering farer til redusert insulinresistens i fett-,
muskel- og leverceller (Norsk legemiddelhandbok, 2015c). Glitazoner er ogsa beskrevet av
(Riserus et al., 2008) som et antidiabeteslegemiddel som reduserer insulinresistens, og videre
senker triglyserider i plasma, reduserer ektopisk fett i leveren og kan utsette utbruddet av type
Il diabetes (Riserus et al., 2008).

| fettvev gir det gkt insulinsensitivitet ved stimulering av PPARy, men den eksakte

mekanismen for denne responsen er uklar (Pinaire & Reifel-Miller, 2008).

1.7.3 PPARS

PPAROS er uttrykt 1 de fleste vev 1 menneskekroppen, men aller mest i lever, fettvev,
skjelettmuskel, hjerte, hjerne, nyrer, hud og tarm (La Paglia et al., 2017). Aktivering av
PPAROG i skjelettmuskel farer til gkt transport og oksidering av fettsyrer (Pinaire & Reifel-
Miller, 2008). Samtidig ble opptak og oksidering av glukose redusert, men det pavirket ikke
den totale substratoksidasjonen. Dette tyder pa at PPARS pévirker cellenes preferanse i
brensel (Feng et al., 2013).

I en studie gjort av (Riserus et al., 2008) ble det funnet at PPARGS-aktivering ga en endring i
MRNA innholdet i skjelettmuskel, som indikerer at veier for fettoksidasjon ble signifikant

oppregulert. | tillegg var det vist en betydelig senkning av LDL-kolesterol og en reduksjon i

12
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leverfett, som kan vere av interesse for behandling av ikke-alkoholrelatert fettlever som er

sterkt knyttet til fedme og insulinresistens (Riserus et al., 2008).

1.8 Undersgkte gener

1.8.1 36B4 - Syreholdig ribosomalt fosfoprotein PO

36B4 er vist a veere et stabilt referansegen/husholdningsgen i forskjellige vev (Akamine et al.,
2007). 36B4 er ett av to husholdningsgen som ble undersgkt i denne oppgaven.

1.8.2 ANGPTL4 — Angiopoietin lignende protein 4

Dette genet koder for et protein som induseres av PPAR og er derfor av interesse for denne
oppgaven. ANGPTLA4 er tidligere pavist & ha endret ekspresjon i humane myotuber etter
forbehandling med TTA-forbindelser (Lund et al., 2016), og det var av interesse a se hvordan

TTA-analogene i denne oppgaven ga utslag.

Genet er hovedsakelig a finne i lever og fettvev hos menneske, og proteinet fungerer som et
serumhormon som regulerer glukosehomeostasen, lipidmetabolisme og insulinsensitivitet.
Det er funnet at hemmet ekspresjon av ANGPTL4 er assosiert til type 11-diabetes (National
Center for Biotechnology Information, 2017a). Oppregulering av ANGPTL4 skjer ved hgyt
fettinnhold, og beskytter cellene mot lipidoverbelastning ved a redusere hydrolysen av
ekstracelluleere triglyserider og felgelig fettsyreopptak (P. C. Zhu, Goh, Chin, Kersten, &
Tan, 2012). Denne samtidige inhibering og aktivering av henholdsvis ekstracellulaer og
intracelluler lipolyse kan redusere fettlagring og gkt lipidtilgjengeligheten fra fettvev ved
faste (Lichtenstein et al., 2007).

1.8.3 CD36 — CD36-molekyl — thrombospondin-reseptor

CD36 er hovedsakelig a finne i fettvev hos mennesket, binder lange kjedede fettsyrer, og er
antatt a ha en transportfunksjon og eller fungere som regulator for fettsyretransport. CD36 i
samarbeid med fettsyrer antas a signalere koordinering av fettutnyttelsen i kroppen (Pepino,
Kuda, Samovski, & Abumrad, 2014). Dette kan forklares ved at proteinet denne genet koder
for, er en av de starre glykoproteinene i overflaten til blodplater. Her brukes proteinet som en

reseptor for thrombospondin, en familie av matricellulaere proteiner. | og med at
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thrombospondiner er utbredt i kroppen, antas det at thrombispondin er involvert i forskjellige
adhesive prosesser, deriblant med binding til kollagen, anioniske fosfolipider og oksidert LDL
(National Center for Biotechnology Information, 2017b). | forsgk med mus er det vist at
overekspresjon av CD36 ga gkt opptak og oksidasjon av fettsyrer (Kim et al., 2004). Som en
eventuell transporter av LDL samt malgen for PPAR (Feng et al., 2013) er dette genet

interessant for oss.

1.8.4 CPT1 - Karnitin-palmitoyltransferase-1

CPT1 initierer og kontrollerer mitokondriets opptak av langkjedede acyl-CoA’er, og er pa
denne maten det hastighetsbestemmende trinnet i mitokondriets p-oksidasjon. Ved mangel
eller defekt i karnitinavhengig transport over mitokondriets indre membran, vil fettsyre-3-
oksidasjonen hemmes (National Center for Biotechnology Information, 2017c). Det er funnet
at CPT1 kan spille en rolle i reguleringen av féringsadferd og energihomeostase i hele
kroppen (National Center for Biotechnology Information, 2017e). Det finnes tre isoformer,
CPT1la, CPT1b, og CPT1c (He et al., 2012). CPT1a uttrykkes i starst grad i tarm, nyrer og
lever (National Center for Biotechnology Information, 2017c); CPT1b i hjerte og testikkel
(National Center for Biotechnology Information, 2017d); og CPT1c i hjerne (National Center
for Biotechnology Information, 2017e). CPT1a er tidligere pavist & ha endret ekspresjon i
humane myotuber (Lund et al., 2016) og muskel og hjerte hos rotter (Lindquist et al., 2017)
etter forbehandling med TTA-forbindelser, og det var av interesse a se hvordan TTA-

analogene i denne oppgaven ga utslag.

1.8.5 Cyc C - Cytokrom C

Cytokrom C er kjent for sin funksjon i mitokondrie som er viktig i ATP-syntesen (Ow, Green,
Hao, & Mak, 2008). Cyc C uttrykkes i alle friske vev, og i starst grad i hjertet, tolvfingertarm,
tykktarm og nyrer (National Center for Biotechnology Information, 2017f). Cyc C ble funnet
oppregulertav 1-t TTA i lever i en studie i rotter (Lindquist et al., 2017), og er derfor

interessant a studere i leverceller etter behandling med TTA-analoger.
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1.8.6 GAPDH - Glyseraldehyd-3-fosfat-dehydrogenase

GAPDH koder for et protein som er en del av glyseraldehyd-3-fosfat-dehydrogenase-
familien, og produktproteinet katalyserer et energigivende trinn i karbohydratmetabolismen
(National Center for Biotechnology Information, 2017g). GAPDH har lenge veert brukt som
referansegen, men pa et empirisk grunnlag (Akamine et al., 2007). | denne oppgaven ble

GAPDH undersgkt for a kunne bruke resultatene som referansegen.

1.8.7 PDK4 — Pyruvatdehydrogenasekinase isoenzym 4

Dette proteinet finnes i mitokondriematriksen, og ekspresjonen reguleres av glukokortikoider,
retinoidsyre og insulin. PDK4 pavirker glukosemetabolismen ved & inhibere pyruvat
dehydrogenasekomplekset ved & fosforylere en av underenhetene (National Center for
Biotechnology Information, 2017h). PDK4 spiller en rolle ved gjenoppretting etter
uttemmende trening ved & promotere resyntese av glukose (Herbst et al., 2014). PDK4 er et
attraktivt mal for a rette opp for unormal lipid- og glukosehomeostase ved sykdomstilstander
med bakgrunn i PDK4 sin funksjon ved ubalanse mellom lipidtilgang og -oksidasjon (Sugden
& Holness, 2006). En studie av (Feng et al., 2013) viser at aktivering av PPARS i
muskelceller gir en oppregulering av blant annet PDK4, som farer til et bytte i

substratpreferansen i mitokondriet fra glukose til fettsyrer.

1.8.8 PKL — Pyruvat kinase lever

Pyruvat kinase har fire isomere, L, R, M; og M, (Tani et al., 1987). Dette genet koder for det
proteinet som er det hastighetsbestemmende trinnet i glykolysen, der transfosforyleringen av
fosfoenolpyruvat gar til pyruvat og ATP (National Center for Biotechnology Information,
2017i).

1.8.9 UCP2 og UCP3 - Frakoplingsprotein 2 og 3

Disse genene er inkludert fordi de ble pavist regulert av tetradecyltioeddiksyre (TTA)-
analogen 1-t TTA (se avsnitt 1.9.1 nedenfor) i rottelever (Lindquist et al., 2017), og det var
interessant & undersgke om de genene hadde endret ekspresjon etter forbehandling med TTA-

analogene i humane celler.
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Mitokondrielle frakoblingsproteiner (UCP) er en del av en gruppe proteiner som fungerer som
beerer for anioner, fra indre til ytre membran av mitokondriet i bytte med protoner fra ytre til
indre membran i mitokondriet. Det er ikke péavist hvordan UCP transporterer H* og OH".
Kromosomal rekkefglge er 5'-UCP3-UCP2-3' (National Center for Biotechnology
Information, 2017j).

UCP2 er antatt & ha en effekt pa termogenese, fedme og diabetes (National Center for
Biotechnology Information, 2017j). | en studie utfert med deltakere utelukkende fra gya Bali,
bade fra urbane og rurale strgk, ble det funnet at UCP2-polymorfisme er sterkt knyttet til
fedme hos studieobjekter med urban livsstil (Oktavianthi et al., 2012).

UCP3 er antatt & beskytte mitokondriet mot lipid-indusert oksidativt stress ved at
ekspresjonsnivaet av genet gker. Proteinet UCP3 muliggjer eksport av fettsyrer fra
mitokondriet. Ekspresjonen gker blant annet nar forsyningen av fettsyrer til mitokondriet er
starre enn den oksidative kapasiteten (National Center for Biotechnology Information,
2017k).

UCP’ene har vevsspesifikk ekspresjon, og alle er uttrykt i storst grad 1 skjelettmuskel. UCP2
er uttrykt i flere vev, vev med hgyest uttrykk etter skjelettmuskel er lymfeknute, blindtarm og
milt (National Center for Biotechnology Information, 2017j). UCP3 er ogsa uttrykt i flere vev,
deriblant spiserar, testikler og prostata etter skjelettmuskel (National Center for

Biotechnology Information, 2017k).

1.9 Tetradecyltioeddiksyre (T TA)-analoger

1.9.1 Struktur

TTA er mettede fettsyrer som har satt inn i svovelatom i tredjeposisjon i karbonkjeden (Berge
etal., 2002). TTA og forskjellige analoger av TTA er undersgkt i forskjellig grad, ogsa i
skjelettmuskel (Wensaas, Rustan, Rokling-Andersen, et al., 2009) (Lund et al., 2016), men det
er fa eller ingen publikasjoner som omtaler 1-trippel TTA (1-t TTA) og/eller 2-trippel TTA
(2-t TTA) (Lindquist et al., 2017). | denne oppgaven er det undersgkt om 1-t TTA og 2-t TTA

gir samme effekter som TTA.
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Figur 1.3 viser strukturformelen for TTA. TTA har veert kjent lenge, og har blitt undersgkt pa
forskjellige mater siden sent pa 80-tallet (Skrede, Narce, Bergseth, & Bremer, 1989),
(Norrheim, Sgrensen, Gautvik, Bremer, & Spydevold, 1990).

OH
S/\’r

0

Figur 1.3: Strukturformel for TTA

2-(tetradecyltio)eddiksyre.

Figur 1.4 viser strukturformelen for 1-t TTA.

/\/W\/\/\S/j/m

Figur 1.4: Strukturformel for 1-t TTA

2-(tridec-12-yn-1-yltio)eddiksyre.

Figur 1.5 viser strukturformelen for 2-t TTA.

% OH
S/ﬁ‘/
0

Figur 1.5: Strukturformel for 2-t TTA

3-(tridec-12-yn-1-yltio)eddiksyre.

Alle TTA-analogene brukt i denne oppgaven, TTA, 1-t TTA og 2-t TTA, er blokkert for -
oksidasjon pa grunn av svovelatomet (Lund et al., 2016). TTA kan degraderes i o-enden, men
dobbeltbindingen i den enden hos 1-t TTA og 2-t TTA blokkerer for w-oksidasjon. Disse
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blokkeringene for degradering kan gjgre 1-t TTA og 2-t TTA mer aktuelle substanser enn
TTA (Lindquist et al., 2017).

1.9.2 Effekter

TTA og TTA-analoger har vist effekt in vivo i mus, rotter og laks, og in vitro i diverse celler,

blant annet muskelceller.

Tioeterfettsyrer som inneholder svovel er mer potente enn naturlige fettsyrer nar det kommer
til 3 modulere regulering av lipidmetabolismen (Berge et al., 2002). TTA har flere oppdagede
effekter, og den mest fremtredende er funksjonen som PPAR-agonist (Bhurruth-Alcor et al.,
2010) (Berge et al., 2002) (Bjorndal et al., 2013) (Dyroy et al., 2005) (Grav et al., 2003)
(Hagland et al., 2013), der aktiveringen av de forskjellige PPAR-reseptorene etter TTA-
behandling fordeler seg med PPARa > PPARS > PPARYy i folge (Madsen et al., 2002). | en
nyere studie er det vist at TTA ogsa gker ekspresjonen av flere PPAR-regulerte gener (Lund
et al., 2016).

TTA-analogene sees pa som lovende stoffer for & kunne pavirke insulinresistens og
utviklingen av diabetes type Il. Bakgrunnen for dette er at det er vist at behandling med TTA
kan bedre insulinsensitiviteten (Bhurruth-Alcor et al., 2010) (Berge et al., 2002) (Madsen et
al., 2002). De fleste effektene av TTA er sett i sammenheng med PPAR. TTA har ogsa vist a
dempe dyslipidemia i pasienter med type Il diabetes mellitus, og disse effektene kan knyttes
til PPARa- 0og PPARS-aktivering som gir gkt fettsyreoksidasjon i mitokondriet (Lgvas et al.,
2009). @kt fettsyreoksidasjon er ogsa vist av (Bhurruth-Alcor et al., 2010) (Grav et al., 2003)
(Grammes, Rorvik, Thomassen, Berge, & Takle, 2012). TTA har ogsa vist seg a ha
antioksidant-egenskaper, og virker derfor antiinflammatorisk (Berge et al., 2002) (Dyroy et
al., 2005).

Den okte hepatiske B-oksidasjonen av fettsyrer TTA induserer, gir videre reduksjon i
starrelsen pa fettvev (Wensaas, Rustan, Rokling-Andersen, et al., 2009), og kapasiteten for
okt hepatisk B-oksidasjon er stor (Hagland et al., 2013), (Berge et al., 2005) og (Grav et al.,
2003). TTA er ogsa vist a forebygge fedme indusert av en fettholdig diett (Madsen et al.,
2002).
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TTA er ogsa vist a redusere lipidnivaet i blodet (Bhurruth-Alcor et al., 2010), og virker
hypolipidemisk (Berge et al., 2002) (Madsen et al., 2002) (Dyroy et al., 2005). Disse
biologiske responsene indikerer at TTA endrer plasmaprofilen fra aterogen til mer
kardioprotektiv (Berge et al., 2002).

1.10 Formal med oppgaven

Effekter av TTA og TTA-analoger er observert i flere studier, bade in vivo og in vitro.
Effektene kan veere potensielt gunstige ved behandling av flere sykdommer knyttet til

metabolisme, deriblant fedme, diabetes type 1, hypertensjon og insulinresistens.

Hovedmalet med denne oppgaven er a studere hvordan TTA og to TTA-analoger, 1-t TTA og
2-t TTA, pavirker energimetabolismen i lever- og skjelettmuskelceller.

1.10.1 Delmal for oppgaven

For & na formalet med oppgaven, ble falgende delmal satt:

Undersgke effektene av TTA-analogene pa metabolismen av glukose og fettsyrer i humane

lever- og skjelettmuskelceller in vitro.

Undersgke effektene av TTA-analogene pa uttrykket av mRNA av noen av genene som er

involvert i energimetabolismen i humane lever- og skjelettmuskelceller.

19
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2 Materiale og metode

2.1 Materiale

2.1.1 Kjemikalier og reagenser

Tabell 2.1 lister opp hvilke kjemikalier som ble brukt under labarbeidet for denne oppgaven.

Tabell 2.1: Oversikt over kjemikalier som ble brukt

Kjemikalie Leverandar Sted

Dulbecoo’s Modified Eagle medium Gibco® Invitrogen (Gibco  Paisley,

med glutamax (DMEM m/Glutamax Skottland,

Life Technologi
m/1,0 g/liter glucose) ife Technologies)

Storbritannia

Trypsin 0,25 % Gibco® Invitrogen (Gibco  Paisley,

Skottland,
Life Technologies)

Storbritannia

Tryptan blue Solution (0,4 %) Sigma-Aldrich™ St. Louis,
SIGMA® Missouri, USA

Dulbecco’s Phosphate Buffered Salin  Gibco® Invitrogen (Gibco  Paisley,

(DPBS uten Ca2+ og Mg2+) Skottland,
Life Technologies)

Storbritannia

Bio Whittaker® PBS (Phosphate Lonza Verviers, Belgia
Buffered Saline)

Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco® Invitrogen (Gibco  Paisley,
Skottland,

Life Technologies) Storbritannia
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Penicillin-streptomycin (10 000 IE/ml)

Thermo Scientific

Logan, CA, USA

Fungizone® (250 pg/ml Amphotericin
B)

Gibco® Invitrogen (Gibco

Life Technologies)

Paisley,
Skottland,

Storbritannia

4-(2-hydroksyetyl)-1- Sigma-Aldrich™ St. Louis,
piperazinetansulfonsyre (HEPES) Missouri, USA
Ulteroser™ G Pall Life Scinences Cergy-Saint,
Christophe,
Frankrike
Gentamicin solution Sigma- Aldrich™ St. Louis,
Missouri, USA
Actrapid® Penfill® 100 IE/mL Novo Nordisk A/S Bagsveerd,
Danmark
Natriumhydroksid (NaOH) Merck Millipore Billerica, MA,
USA
[1-**C] oljesyre 100 pCi/mL PerkinElmer™ Boston, MA,
USA
D-[*C (U)] glukose 100 pCi/mL PerkinElmer™ Boston, MA,
USA
p-merkaptoetanol Sigma-Aldrich™ St. Louis,
Missouri, USA
Dimetylsulfoksid (DMSO) Sigma-Aldrich™ St. Louis,
Missouri, USA
OptiPhase Supermix PerkinElmer™ Wallham, MA,
USA
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Power SYBR® Green PCR Master Applied Biosystems™
Mix, 5 mL

Warrington,

Storbritannia

Nuclease-Free Water Ambion®, Thermo Fisher Logan, CA, USA
Scientific

Protein Assay Dye Reagent Bio-Rad Miunchen,
Concentrate Tyskland

Buffer RLT Plus QIAGEN® Austin, TX, USA
Buffer RPE QIAGEN® Austin, TX, USA
Buffer RW1 QIAGEN® Austin, TX, USA
2.1.2 Utstyr

Tabell 2.2 beskriver hvilket utstyr som ble brukt i forbindelse med labarbeidet til denne

oppgaven.

Tabell 2.2: Oversikt over utstyr som ble brukt

Utstyr Leverandgr

15 mL Centrifuge Tube Centristar', Corning Inc. NY, USA
50 mL Centrifuge Tube Centristar' ™, Corning Inc. ~ NY, USA
Corning® CellBIND® Surface 96- Centristar' ", Corning Inc. ~ NY, USA
bregnners brett med lokk

Corning® CellBIND® Surface 6- Centristar' ™, Corning Inc. ~ NY, USA
bragnners brett med lokk
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Safe-Lock Tubes 5 mL Eppendorf AG Hamburg,
Tyskland
Safe-Lock Tubes 1,5 mL Eppendorf AG Hamburg,
Tyskland
Countess™ automated cell counter Gibco®, Invitrogen™ Paisley,
(Gibco Life Technologies)  Skottland,

Storbritannia

Paisley,
Skottland,

Countess™ counting chamber slides Gibco®, Invitrogen™

(Gibco Life Technologies)

Storbritannia

NUNC 75 cm2 EasyFlask

Thermo Scientific

Roskilde,
Danmark

Olympus CKX41 microscope med

digitalkamera

Olympus

Tokyo, Japan

Reagent Reservoir with dividers 25 ml  Thermo Scientific Roskilde,
Danmark

Trappestativ og utstyr (Blyplate, Teknisk avdeling, Oslo, Norge

metallskruar og silikonlapp) Universitetet i Oslo

TopSeal®-A, Plastikkfilm PerkinElmer™ Waltham, MA,
USA

Unifilter®- 96 GF/B PerkinElmer™ Waltham, MA,
USA

Isoplate™ -96 PerkinElmer™ Waltham, MA,
USA

96 well plate non treated V96

VWR® International

Radnor, PA, USA
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Wallac Victor™ X4 Multimode Plate PerkinElmer™ Waltham, MA,
Reader USA
WallacMicroBeta2® Microplate PerkinElmer™ Waltham, MA,
Counter USA

Fireboy™, Integra safty Bunsen

VWR® International

Radnor, PA, USA

Burner

Esco CelCulture®, CO, incubator Esco Micro Pte. Ltd. Singapore

Labnet, Sentrifuge for MicroAmp™ Labnet International Korea

Heraeus Fresco 21 Centrifuge Thermo Scientific Roskilde,
Danmark

Nanodrop Lite Spectrophotometer Thermo Scientific Roskilde,
Danmark

Cell scrapers, 24 cm TPP®/MIDSCI® St. Louis, MO,
USA

RNeasy Mini Kit

QIAGEN®

Austin, TX, USA

StepOnePlus™ Real-Time PCR

Applied Biosystems™

Foster City, USA

System

High - Capacity cDNA Reverse Applied Biosystems™ Foster City, USA
Transcription Kit

MicroAmp® Optical 96-well Reaction  Applied Biosystems™ Foster City, USA
Plate

MicroAmp® Optical Adhesive Film, Applied Biosystems™ Foster City, USA

PCR Compatible, DNA/RNA/RNase

Free
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Kubota Compact Tabletop Centrifuge
2010

Kubota Corporation

Tokyo, Japan

Agilent Total RNA Isolation Mini Kit

Aglient Technologies Inc.

Cedar Creek, TX,
USA

VWR Microcentrifuge MiniStar

VWR® International

Radnor, PA, USA

Silverline

Mr. Frosty™ Freezing Thermo Scientific Roskilde,
Danmark

Container

QIlAshredder QIAGEN® Austin, TX, USA

BioVortex V1 Biosan Riga, Latvia

GraphPad Prism version 7 for PC og GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA,

Mac USA

Optifit Refill Tips 10 pL Sartorius Helsinki, Finland
Optifit Refill Tips 200 puL Sartorius Helsinki, Finland
Optifit Refill Tips 1000 pL Sartorius Helsinki, Finland
Biosphere® Filter Tips 0,1 - 10 pL Sarstedt USA
Biosphere® Filter Tips 1250 pL Sarstedt USA

2720 Thermal Cycler

Applied Biosystems™

Foster City, USA

2.2 Celledyrking

Arbeidet i denne oppgaven er gjennomfart med en cellelinje HuH-7 fra lever og humane

skjelettmuskler i kultur fra forskjellige donorer.
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2.2.1 Cellekarakteristikk og livslap — hepatocytter

Figur 2.1 viser bilder av hepatocyttene (HuH-7) som er brukt i disse forsgkene i forskjellige
stadier. Det er en carcinogen cellelinje der primercellene kommer fra en voksen mann
(Nakabayashi, Taketa, Miyano, Yamane, & Sato, 1982). En cellelinje har opphav som
primerceller, men er kultivert til cellelinjer. Dette gjar cellene veldig motstandsdyktige, og de
er lette & handtere. Cellelinjen ble benyttet i disse forsgkene fra passasje 20 til og med

passasje 30.

Figur 2.1: Bilde av hepatocyttene tatt med Olympus lysmikroskop med forstarrelse 4x
0g 10x. A) Celler i 96-brannersbrett dag to etter utsaing, forstarrelse 10x; B) Celler i
seksbrgnnersbrett dag tre etter utsding, forstarrelse 10x; C) Celler i sekshrgnnersbrett dag fire etter
utsaing, forstarrelse 4x; D) Celler i seksbrgnnersbrett pa forseksdagen, dag fem etter utsaing,
forstarrelse 4x.
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2.2.2 Cellekarakteristikk og livslgp — myotuber

De humane skjelettmuskelcellene brukt i denne oppgaven er satelittceller isolert fra
muskelbiopsier fra musculus vatus lateralis. Deretter er cellene videre blitt oppskalert og

lagret i nitrogentank, far de ble tatt opp for bruk til blant annet denne oppgaven.

Figur 2.2 viser umodne myoblaster og differensierte myotuber brukt i disse forsgkene i
forskjellige stadier. Livslgpet til myotuber er et annet enn hos hepatocytter. Hepatocyttene
formerer seg og vokser seg tette uten a endre karakter. Muskelcellene saes ut som
satelittceller, deler seg som myoblaster, danner fibre, slar seg sammen til flerkjernede og
lange muskelfibre, myotuber. Dette kalles proliferering og differensiering. Denne prosessen
kan til dels kontrolleres ved endringer i mediet som tilsettes cellene. Fra dagen etter utsaing
brukes prolifereringsmedium (se appendiks 1.2) til cellene nar omkring 80 % konfluens.
Prolifereringsmediet gir gode vilkar for celledeling, og byttes omtrent hver andre dag i denne
perioden. Idet cellene nar 80 % konfluens byttes det til differensieringsmedium (se appendiks
1.3) og vi kaller det dag én av differensieringen. Differensieringsmediet inneholder insulin og
mindre serum enn prolifereringsmediet, noe som setter i gang dannelsen av muskelfibre.

Differensieringsmediet ble byttet omtrent annenhver dag.
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Figur 2.2: Bilder av myotubene tatt med Olympus lysmikroskop under forsgkene med
forstarrelse 10x. Figur av myotuber i forskjellige stadier. A) tre dager etter utsaing; B) ved oppstart
av differensiering; C) cellene er Klare for hgsting eller gjennomfaring av forsgket.

2.2.3 Donorkarakteristika myotuber

Av de humane skjelettmuskelcellene er det benyttet celler fra ulike donorer. De benyttede
donorene er listet opp i tabell 2.3. Bruk av skjelettmuskelcellene er godkjent ved Regional
Etisk Komite sgr-gst B med REK-nr: 2011/2207.

28



2 Materiale og metode

Tabell 2.3: Kliniske data for skjelettmuskelcelledonorene

Alder (ar) Vekt (kg) Hgyde (cm)
ATI10 Mann 24 70,8 189,5
AT15 Mann 29 82,5 180,0
AT20 Mann 29 67,4 171,0
AT24 Mann 21 78,6 184,0

2.2.4 Utsaing av celler

HuH-7-celler

Mediet for utsaing (se appendiks 1.1) ble forvarmet i «Bead bath» for & vare tilpasset cellens
temperaturbehov. Jeg overtok cellene uts&dd i en 75 cm? i passasje 20. Mediet ble fjernet og
cellene vasket to ganger med PBS Bufferlgsning. Celleflasken ble deretter tilsatt 1 mL trypsin
1 0,25 % -lgsning, for at cellene skulle lgsne fra overflaten. Det ble kontrollert at cellene
lgsnet ved hjelp av lysmikroskop. 5 mL utsdingsmedium ble tilsatt for & inaktivere trypsinet,
og hele volumet ble overfart til et 15 mL sentrifugerar der finfordeling av cellene ble sikret
ved hjelp av en glasspipette. Cellekonsentrasjonen ble bestemt ved telling med Countess™
automated cell counter der Igsningen som ble malt bestod av 50 % hver av cellelgsning og
tryptanblatt. Med bakgrunn i tellingen ble det beregnet hvilket volum cellelgsning og medium
som trengtes til videre utsaing i 96-brgnnersbrett for substratoksidasjonsforsgket og i
seksbrannersbrett for gPCR. Brettene med celler ble sa satt til inkubering ved 37 °C med 5 %
CO,. Tabell 2.4 viser antall celler beregnet for hver brgnn for hvert av formatene

hepatocyttene har veert utsadd i.
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Tabell 2.4: Beregnet antall hepatocytter per format

Format Antall celler per kupé

75 cm? flaske 600 000
Seksbrgnnersbrett 200 000
96-brgnnersbrett 12 000
Myotuber

Mediet for utsaing (se appendiks 1.1) ble forvarmet i «Bead bath» for & vare tilpasset cellens
temperaturbehov pa samme mate som for hepatocyttene. Her ble satelittceller tatt opp av
nitrogentanken, og satt pa is. De ble tint raskt og forsiktig, for de ble overfart til et
sentrifugergr. For a fortynne DMSO som er tilstede i frysemediet, tilsettes utsaingsmediet
drapevis til ca 5 mL. DMSO er toksisk for cellene i hgyere konsentrasjon, sa ved a fortynne
dette kan man hindre krystallisering og gdeleggelse av cellene. Rgret med cellematerialet ble
sa sentrifugert i fem minutter ved 1300 rotasjoner per minutt (rpm). Dette gjeres for at
supernantanten som kan inneholde DMSO fjernes. Pelleten med celler resuspenderes i om lag
2 mL utsaingsmedium, finfordeles og telles. Cellekonsentrasjonen ble bestemt ved & bruke
samme metode som for hepatocyttene, og rett fortynning ut i fra tabell 2.5 ble laget for &
passe til utsding i henholdsvis 96brgnnersbrett og seksbregnnersbrett, avhengig av type forsgk.
Brettene med celler ble sa satt til inkubering ved 37 °C med 5 % CO..

Tabell 2.5: Beregnet antall myotuber per format

Format Antall celler per brgnn

Seksbrgnnersbrett 100 000

96-brgnnersbrett 6 000

30



2 Materiale og metode

2.2.5 Dyrking av celler for gPCR

For gPCR ble begge celletypene dyrket i seksbrgnnersbrett. Her ble de behandlet likt som for
dyrking til substratoksidasjonsforsgket, med tanke pa tider, oppbevaringsbetingelser,
konfluens og forbehandling. Det er viktig at det blir tilstrekkelig cellemateriale for & kunne
isolere mMRNA. Antallet celler som ble sadd ut er gitt i tabell 2.4 og 2.5. For myotubene ble to
bragnner som var behandlet likt slatt sammen for at det skulle vere tilstrekkelig cellemateriale.

2.2.6 Forbehandling med TTA-analoger

Forbehandling med TTA-analoger gjares i henholdsvis 48 timer for HuH-7 cellene, og 96
timer for myotubene. Tidsforskjellen er pa grunn av forskjellen mellom cellekulturenes

livslgp. Cellenes livslgp er beskrevet i avsnitt 2.2.1 og 2.2.2.

Far tilsetningen av TTA-analoger kan gjares, bekreftes differensiering av myotubene eller
tettheten av HuH-7 visuelt ved hjelp av lysmikroskop (Olympus). For myotubene er det de

siste 96 timene av differensieringstiden pa en uke som substansene tilsettes.

For tilsetningene er det fulgt et skjema for hvilke substanser som ble tilsatt hvilke branner, se
figur 2.3, 2.4 og 2.5. Det er et skjema hver for tilsetningene til 96brgnnersbrettene og
seksbrgnnersbrettene, og for seksbrgnnersbrettene er det en variant hver for hepatocyttene og

myotubene.
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1 2 3 4

A

B

C| 1-t TTA[1-t TTA |1t TTA
D| 01pM |[1uM |10 uM
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G

. TTA 0,1 pM TTA 1M

Kontroll

10

11

12

2-tTTA
1uM

2-t TTA
0,1 uM

Figur 2.3: Oppsett for forbehandling i 96brennersbrett, lik for HuH-7-celler og
myotuber. Cellene ble dyrket opp til tidligere beskrevet tilstand i 96-brannersbrett far de fikk
medium med stoffer i gitte konsentrasjoner tilsatt (lasningene er beskrevet i appendiks 2). HuH-7-
cellene ble behandlet i 48 timer, mens myotubene ble behandlet i 96 timer.

Brett1 |1 2 3

A Kontroll [ 1-t TTA | 2-t TTA
10uM | 10 uM

B Kontroll [ 1-t TTA | TTA
10puM | 10 uM

Brett 11 | 1 2 3

A Kontroll | 2-t 1-t
TTA TTA
10uM |10 uM

B Kontroll | 2-t TTA
TTA 10 uM
10 uM

Figur 2.4: Oppsett for forbehandling i seksbrannersbrett for HuH-7-celler. Cellene ble
dyrket opp til omtrent 80 % konfluens i seksbrgnnersbrett fgr de fikk medium med stoffer i gitte
konsentrasjoner tilsatt (Iasningene er beskrevet i appendiks 2). Det ble alltid dyrket to brett samtidig,
der tilsetningene tilsvarte et av hver av brettene i tabellen. HuH-7-cellene ble behandlet i 48 timer.
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1 2 3
A Tom 1t TTA | TTA
10puM | 10 uM
B Tom 2-t TTA | Kontroll
10 uM

Figur 2.5: Oppsett for forbehandling i seksbrgnnersbrett for myotuber. Cellene ble dyrket
opp i seksbrgnnersbrett som tidligere beskrevet, og ble tilsatt differensieringsmedium med stoffer i
gitte konsentrasjoner (Igsningene er beskrevet i appendiks 2) pa dag tre. Myotubene ble behandlet i 96
timer.

Som vist i figur 2.3 er det flere konsentrasjoner for hver av TTA-analogene, som gir
muligheten for a lage en dose-respons-kurve. Hvis det er forskjell mellom responsen de
forskjellige konsentrasjonene gir i metabolismen til cellene, er det hensiktsmessig a se pa
denne forskjellen. En slik forskjell kan si oss noe om hvilken konsentrasjon som er

tilstrekkelig for & gi effekt, eller om en konsentrasjon kan veere toksisk.

Figur 2.4 og 2.5 viser at tilsetningene til g°PCR kun er gjort med én konsentrasjon av hver av
TTA-analogene, i motsetning til forbehandlingen for substratoksidasjonsforsgket vist i figur
2.3. Ved qPCR er det kun blitt sett pa forskjellen mellom tilsatt TTA-analog mot kontroll.

| og med at TTA-analogene er lgst i DMSO, er DMSO brukt som kontroll i samme volumet

per prgve som volumet TTA-lgsning per prave.

Pa forsgksdagen ble 96-brgnnersbrettene til substratoksidasjonsforsgket inkubert med enten
radiomerket glukose eller oljesyre. Metoden er beskrevet i avsnitt 2.3.2

Substratoksidasjonsforsgket.

2.2.7 Hgsting av celler for gPCR

Hastingen av celler fra seksbrgnnersbrettene ble gjort pa samme dag som
substratoksidasjonsforsgket ble gjennomfart for samme utsaing. Hastingen er gjennomfart likt

for hepatocyttene og myotubene. Se appendiks 3 for lgsningene som ble brukt.

Prosedyren for hgsting er falgende; Mediet suges av, cellene vaskes forsiktig med PBS

bufferlgsning og deretter tilsettes hastelasningen (se appendiks 3). Cellene skrapes lgs fra
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brennene, og innholdet i hver brann overfares til et korresponderende eppendorfrgr som er

tydelig markert.

2.3 Deteksjon av **C-radioaktivitet i substratoksidasjon
0og — akkumulasjon

Denne metoden baserer seg pa bruk av medium med **C-merkede substrater som
metaboliseres i celler. Grunnlaget for méling av **C-merkede substrater er at de akkumuleres
og utandes av cellene, slik at CO, som fanges opp i filteret fuktet med 20 uL 1 M NaOH
under inkubasjonen, og cellematerialet vil inneholde radioaktivitet selv etter fjerning av

mediet.
Denne metoden ble brukt pa lik mate for begge celletyper.

Forbehandlingen av cellene er beskrevet i avsnitt 2.2.6.

2.3.1 Substratoksidasjonsmetoden

Substratoksidasjonsmetoden er en metode som muliggjer maling av oksidert substrat fra
cellekultur dyrket i brgnner. Metoden er utviklet av Wensaas et al.(Wensaas et al., 2007). |
denne oppgaven er det benyttet to forskjellige substrater for & undersgke oksideringen i de
forskjellige celletypene. Den ene Igsningen var basert pa [1-**C]oljesyre, mens den andre var
basert p& D-[**C (U)]glukose (se appendiks 4). Figur 2.6 illustrerer teorien bak metoden, mens

figur 2.7 viser alle bestanddelene som inngikk i oppsettet.
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14 Filter fuktet med
H"COs(aq.) 1 M NaOH
A
Filterplate
“CO(g)
A
Silikonplate
v
14
COZ(g) A=~ Celleplate med
“C-substrat(aq.) H'COs(aq.) b
Adherende celler
- Oksidasjon S

Figur 2.6: lllustrasjon av oppsettet for en brgnn i substratoksidasjonsmetoden. Cellene er
adherente til bunnen av brennen. De tar opp **C-merket substrat, og nér dette oksideres vil en andel av
biproduktet CO, vaere i form av *CO,. Det fanges i det alkaliske filteret, der mengden **CO, kan
detekteres. Det substratet som ikke oksideres vil vare akkumulert i cellene eller veere igjen i mediet.
Figuren er modifisert fra (Wensaas et al., 2007).

For dette forsgket ble cellene utsadd og dyrket opp som beskrevet i avsnitt 2.2.4 og 2.2.5.
Forbehandling ble gjennomfart i henholdsvis 48 timer for hepatocyttene, og 96 timer for
myotubene i forkant av forsgket, som beskrevet i avsnitt 2.2.6. De ulike mediene ble fjernet
forsiktig, og cellene fikk tilsatt 50 pL av det mediet med den radiomerkede substansen som

skulle undersgkes (se appendiks 4 for mediesammensetning).
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Figur 2.7: Oversikt over utstyr brukt til substratoksidasjonsmetoden. A) 96brgnnersbrett
til dyrking av celler i rader 2-11; B) Silikonlapp med metallskruer; C) UniFilter® for 96brgnnersbrett,
fuktes med 20 uL 1 M NaOH; D) Blyplate for & legge press pa brettene under og lukke systemet; E)
Trappesystemet klart for inkubering med platepresseren som sikrer et lukket system; F)
Trappesystemet klart for inkubering sett i et horisontalt perspektiv. Figuren er modifisert fra (Wensaas
et al., 2007).

| trapperen ble 96brgnnersbrettet satt pa plass farst, med en sikring i hvert hjgrne. Over brettet
settes silikonplaten med motparten til sikringene som sitter i laget under. Deretter festes et
filterbrett som er fuktet med 1 M NaOH med filteret mot silikonplaten. Pa toppen av
sammensetningen plasseres metallplaten, og trapperen lases sammen som illustrert til hgyre i
figur 2.7. Presset fra metallplaten blir likt fordelt utover filterbrettet og til de nedre lagene og
sikrer at hver brgnn er helt tett. Det er dette som gjer at resultatene kan bestemmes for hver
enkelt brgnn for seg. Etter lasing settes hele systemet til inkubering ved 37 °C og 5 % CO, i

fire timer.

Etter inkuberingstiden pa fire timer ble stativet tatt ut og demontert. Det radioaktive mediet
fjernes, og cellene vaskes forsiktig med 150 pL PBS vaskebuffer to ganger. 150 uL 0,1 M
NaOH tilsettes deretter hver brgnn for a lysere cellene. Brettet med celler ble oppbevart i
fryser ved -20 °C. Filterbrettet ble tilsatt 40 pL OptiPhase Supermix tellevaeske og dekket
med TopSeal®-A plastikkfilm. Filterbrettet ble oppbevart i romtemperatur i to dager for dets
radioaktivitet ble malt i Wallac 1450 Microbeta Plus Liquid Scintillation Counter.
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2.3.2 Celleassosiert radioaktivitet (CA)

Selve malingen av celleassosiert radioaktivitet forteller oss noe om hvor mye av den
radioaktive substansen som er akkumulert i cellene. Ved a se denne malingen i sammenheng

med mélingen av **CO, kan vi si noe om metabolismen av gitt substrat hos cellene.

Cellebrettet/ene som skulle males ble tatt ut av fryseren for tining, far 50 uL cellelysat ble
overfart til et Isoplate™ 96brgnnersbrett som er beregnet for slike malinger. For & beregne
andelen som er akkumulert i cellene, settes en «standard» i fire av de tomme bregnnene far
malingen gjennomfares. «Standarden» bestar av 50 pL av det radioaktive mediet som ble
brukt til den runden trapping som brettet som skal males. Deretter ble alle brgnnene tilsatt 100
pL OptiPhase Supermix tellevaeske og dekket med TopSeal®-A plastikkfilm. Dette brettet ble
staende i to timer far tellingen i Wallac1450 Microbeta Plus Liquid Scintillation Counter ble

igangsatt.

2.3.3 Bradfords metode for proteinmaling

Marion Bradford utviklet denne metoden for kvantifisering av proteiner i 1976 (Bradford,
1976). Det er en metode som baserer seg pa at et fargestoff kalt Coomassie Brilliant Blue G-
250 endrer farge fra rgdt til blatt nar det bindes til protein. Denne bindingen endrer
absorpsjonsmaksimim fra 465 til 595 nm, og denne forskjellen utnyttes for & gjgre malingen.
Analysen er reproduserbar, bindingsprosessen tar ca to minutter, og reagenset er fargestabil i

ca en time.

Utfgringen av denne metoden ble gjort ved a farst tine brettet med celler (hepatocyttene ble
ikke fryst i forkant av dette forsgket) og standardene som brukes. Standardene bestar av
bovint serumalbumin (BSA) lgst i 0,1 M NaOH, i konsentrasjonene 0, 10, 20, 40, 80 og 160
ng/mL. Pa forhand ble det gjort klar en fortynning av Bio-Rad Protein Assay Reagent
Concentrate 1:5 med destillert vann. | en 96brgnners mikrotiterplate ble det satt to praver hver
av standardene a 50 pL, og 50 pL cellelysat. Hver brgnn ble deretter tilsatt 200 pL av den
fortynnede Bio-Rad-lgsningen. Platen ble plassert i Wallac Victor™ X4 Multilabel Plate
Reader til maling av protein. Med bakgrunn i standardene og standardkuven som bestemmes,
kan de ukjente proteinkonsentrasjonene anslas. Disse verdiene brukes for & korrigere CO, og

CA-malingene for antall celler tilstede i brannene.
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2.3.4 Datapresentasjon

Falgende begrep brukes til & beskrive malte verdier i oppgaven, og videre er definisjonene

som er benyttet:
Oksidasjon — Mengden radiomerket CO, utandet, justert for totalt celleprotein.

Totalt opptak — Malt CA pluss mengden radiomerket CO, utandet, justert fot totalt
celleprotein.

Fraksjonell oksidasjon er definert som oksidasjon delt pa totalt opptak.

2.4 Kvantitativ polymerasekjedereaksjon (QPCR)

Kvantitativ polymerasekjedereaksjon (qQPCR) er en metode som brukes for & undersgke om
mRNA-nivaet er endret far og etter behandling av celler. I denne oppgaven er gPCR brukt for
a sammenlikne genuttrykket etter behandling med TTA-analogene for flere gener som er
tilknyttet energimetabolismen i kroppen. | appendiks 5 er reaksjonsblandinger og lgsninger

tilknyttet denne metoden beskrevet.

Dyrking, forbehandling og hgsting av celler til & gjennomfare gPCR er beskrevet i avsnitt

2.2.5,2.2.6 0g 2.2.7. Videre beskrives trinnene som er aktuelle for gPCR.

2.4.1 Isolering av RNA

Denne prosedyren ble gjennomfart nesten helt likt for hepatocyttene og myotubene. Kun den
farste kolonnen er bare for myotubene, ellers er resten av prosedyren aktuell for

hepatocyttene.

For isolering av RNA ble det brukt kit og prosedyre fra Agilent Total RNA lIsolation Protocol
(QIAGEN, 2014).

Eppendorfragrene med prgvene i ble tatt opp fra fryser og satt til tining. Hele volumet med
myotuber ble overfart til en QlAshredder, og sentrifugert i to minutter ved 16 000 rpm. Dette
var for a sikre tilstrekkelig gdeleggelse av myotubene far videre isolering. Cellelysatet,
myotubene fra forrige trinn eller hepatocyttene rett fra eppendorfrer, ble overfart til qDNA

Eliminator spin column i et oppsamlingsrer som sentrifugeres ved 10 000 rpm i 30 sekunder.
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Denne kolonnen fjernet starre forurensninger, sa vi beholdt eluatet. Eluatet ble tilsatt 700 pL
70 % etanol, og denne blandingen ble overfart videre til en RNeasy spin column staende i et
oppsamlingsrgr, maksimalt 700 pL av gangen. Det ble spunnet ved 10 000 rpm i 15 sekunder,
og eluatet ble kastet. RNeasy spin column ble deretter tilsatt 700 uL RW1 Buffer, sentrifugert
ved 10 000 rpm i 15 sekunder og eluatet kastet. Dernest ble kolonnen tilsatt 500 uL RPE
Buffer, spunnet ved 10 000 rpm i 15 sekunder. Eluatet ble kastet, og kolonnen overfart til et
nytt oppsamlingsrer for videre sentrifugering, 10 000 rpm i to minutter. Dette er for a bli kvitt
alle rester av etanol ifra PRE Bufferen sa den ikke interfererer med videre reaksjoner. Til slutt
ble kolonnen flyttet til et nytt godt merket eppendorfrer, tilsatt 30 uL RNAse fritt vann og

sentrifugert ved 10 000 rpm i et minutt for a eluere ut RNA.

2.4.2 Kvantifisering av mRNA-konsentrasjoner

Hver prove fikk konsentrasjonen av RNA bestemt med NanoDrop™ Lite Spektrofotometer.
Pragvene males ved 260 nm. Farst ble instrumentet kontrollert med en blank prave med
nukleasefritt vann. Dernest ble det pasatt 1 pL av de ferdigisolerte pravene beskrevet over,
med resultatene ngye notert med benevningen gitt av instrumentet (ng/pL). Til slutt ble
instrumentet rengjort ved & applisere to blanke prgver av nukleasefritt vann. Prgver ble videre

lagret ved -70 °C i pavente av cDNA-syntese.

2.4.3 cDNA-syntese

Syntesen av komplementeert DNA (cDNA) fra mRNA gjennomfgres ved hjelp av revers
transkriptase. Prosedyre og kit som ble brukt er fra Applied Biosystems™, TagMan Reverse
Transcription Reagens-Kit, og baserer seg pa tre trinn. Farst lages det til lgsninger der et
volum tilsvarende 1 pg RNA ble tatt ut fra hver prgve, og resterende volum opp til 10 pL
tilsettes med nukleasefritt vann. Dernest tilsettes 10 pL reaksjonsblanding (se appendiks 5) til
hver av eppendorfrgrene med prave, far alle plasseres i Thermal Cycler 2720 for syntesen av
cDNA.

De tre trinnene i prosessen er som vist i tabell 2.6.
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Tabell 2.6: Trinn ved syntese av cDNA

Trinn Hva som skjer Temperatur Tid
(°C) (minutter)
1 Eksponering av prgvene for heksamer/templat 25 10
priming
2 Revers transkripsjon 37 80
3 Inaktivering av revers transkriptase 85 5
2.4.4 gPCR

Denne metoden gir oss muligheten til & se pa utgangskonsentrasjonen av mRNA i de lyserte
cellene via sluttkonsentrasjonen av PCR-produktene. SYBR-Green brukes for & detektere
PCR-produktet ved hjelp av fluorescens. Det blir en uspesifikk binding mellom SYBR-Green
og dobbeltradet DNA som skaper fluorescens, og som vil gke etter hvert som mengden
bundet DNA gker.

Som standarder i denne analysemetoden ble det laget en miks av alle cDNA-prgvene som
skulle kvantifiseres med fortynninger, hver celletype for seg. cDNA-miksen (se appendiks 5)
ble fortynnet med nukleasefritt vann i forholdet 1:5 og kalt standard 1000. Videre ble det
fortynnet videre til standard 500, 250 og 125. Nukleasefritt vann ble brukt som negativ

kontroll.

| forkant av analysen hadde alle primere konsentrasjoner pa 30 uM. Alle cDNA-prgvene ble
fortynnet 1:5 med nukleasefritt vann. En MicroAmp® Optical Reaction Plate ble fylt opp med
2,5 pL hver av standarder, negativ kontroll og alle cDNA-prgvene. Videre ble alle brgnnene
tilsatt 22,5 uL SYBR Green PCR-miks(se appendiks 5). PCR-miksen inneholder aktuell
primer i forhold til hvilket gen som skal testes. Se avsnitt 2.4.5 for mer informasjon om de
aktuelle primerne som er benyttet. Platen ble sa dekket med en MicroAmp® Optical Adhesive

Film, og sa satt inn i StepOnePlus for analyse.

Figur 2.8 illustrerer de forskjellige reaksjonene i gPCR (Heid, Stevens, Livak, & Williams,
1996).
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Figur 2.8: Illustrasjon av reaksjonene i qPCR. I trinn en og to er det en gradvis oppvarming av
prgven, og denatureringsfasen inneberer separering av dobbeltradet DNA. Trinn tre er selve DNA-
replikeringen, og syklusen repeteres 40 ganger. Hver syklus her er fgrst denaturering, deretter
hybridisering og tilslutt polymerisering, far syklusen starter pa nytt. Trinn fire sikrer oppdagelsen av
uspesifikke produkter som dannes i prosessen takket vere dissosiasjonen.

2.4.5 Primere benyttet til gPCR

Referansegener blir brukt for a korrigere for variable mengder av mRNA i prgvene. Mengden
amplifisert cDNA i hver prgve beregnes ut i fra standardkurven som beskrevet i forrige

avsnitt.

Alle genene benyttet i gPCR er beskrevet i innledningens delkapittel 1.8 med informasjon om
funksjonene til proteinene som genene koder for og hvorfor vi har valgt & undersgke disse
genene. Denne undersgkelsen baserer seg pa et forholdstall mellom et husholdningsgen og det
aktuelle genet som skulle kvantifiseres. Som husholdningsgener ble bade GAPDH og 36B4
malt, og begge ga relativt like resultater. Det ble derfor valgt & fremstille resultatene i forhold
til 36B4.
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Alle genene brukt i denne oppgaven er listet opp i tabell 2.7 med sine tilhgrende

primersekvenser.

Tabell 2.7: Oversikt over primere benyttet i gPCR

Genbank-

nummer

Primere

Brukt til

celletype

36B4 M17885 F: 5’-CCATTCTATCATCAACGGGTACAA-3> Hepatocytter
0g myotuber
R: 5’-AGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC-3’
ANGPTL4 NM139314 F:5-CCTCCGCAGGGACAAGAA-3’ Myotuber
R: 5’-GTGGGATGGAGCGGAAGTACT-3’
CD36 L06850 F: 5’-AGTCACTGCGACATGATTAATGGT-3" Hepatocytter
0g myotuber
R: 5’-CTGCAATACCTGGCTTTTCTCAA-3’
CPT1A L39211 F: 5-TGCTTTACAGGCGCAAACTG-3’ Myotuber
R: 5’-TGGAATCGTGGATCCCAAA-3’
CycC NMO001916 F: 5’-CTGCCAACAACGGAGCATT-3’ Hepatocytter
R: 5’-CGTGAGCAGGGAGAAGACGTA-3’
GAPDH NMO002046 F:5’-TGCACCACCACCTGCTTAGC-3’ Hepatocytter
0g myotuber
R: 5’-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3’
PDK4 BC040239  F:5-TTTCCAGAACCAACCAATTCACA-3>  Hepatocytter
0g myotuber
R: 5>-TGCCCGCATTGCATTCTTA-3’
PKL NMO000298 F:5’-TCCCCATCTCCATTTCACACA-3’ Hepatocytter

R: 5’-GCAGATTGGATGCAGGGAAT-3’
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UCpP2 AF019409.1 F:5’-CCTGCGGCTCGGACACATA-3 Hepatocytter

R: 5’-GGGGCACCTTTAATCAGCAACA-3’

UCP3 AF050113  F:5’-AGGACCTTTGCCCAACATCATG-3’ Hepatocytter

R: 5>-AGTCCAGCAGCTTCTCCTTGAG-3’

Tabell 2.5: Primere benyttet i gPCR. Alle primere benyttet i denne metoden har veert brukt i
konsentrasjonen 30 uM. 36B4, Syreholdig ribosomalt fosfoprotein PO; ANGPTLA4,
angiopoietinlignende protein 4; CD36, «Cluster of differentiation» 36/thrombospondinreseptor;
CPT1A, karnitin-palmitoyltransferase-1A; CycC, cytokrom ¢; GAPDH, glyseraldehyd-3-fosfat-
dehydrogenase; PDK4, pyruvatdehydrogenasekinase isoenzym 4; PKL, pyruvat kinase lever; UCP2,
frakoplingsprotein-2; UCP3, frakoplingsprotein-3; F, forward; R, reverse.

2.5 Statistikk

Alle statistiske analyser i denne oppgaven er gjort i dataprogrammet GraphPad Prism 7. Alle
resultatene er presentert som gjennomsnitt + standardfeil til gjennomsnittet (SEM).

For substratoksidasjonsforsgkene ble det gjennomfart falgende antall paralleller:
HuH-7 oljesyre — syv paralleller

HuH-7 glukose — seks paralleller

HuH-7 qPCR — atte paralleller for alt utenom PKL, derern=7

Myotuber oljesyre — fire paralleller

Myotuber glukose — fire paralleller

Myotuber gPCR — fire paralleller

For den statistiske sammenlikningen er det gjennomfart en tosidig paret t-test i GraphPad
Prism 7. Det ble brukt signifikansniva fra 5 % (0,05). P-verdier fra 5 % til 0,01 % angis med
stjerner i figurene som vist i tabell 2.8.
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Tabell 2.8: Signifikansniva brukt i oppgaven

Signifikansniva i figuren

0,05 *
0,01 xx
0,001 ke
0,0001 folakola
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3 Resultater

Alle data presentert i denne oppgaven er oppsummert fra forsgkene med celler beskrevet i

kapittel to.

Det er tidligere funnet at TTA-analoger har egenskaper til a endre metabolisme i rotter;
deriblant & senke triacylglyserol og kolesterolniva i plasma, og gke oksidasjonen av
palmitocyl-CoA (Lund et al. 2016). Det er imidlertid fa publiserte artikler som tar for seg

effekter pa energimetabolismen i humane celler.

Denne oppgaven er konsentrert om metabolismen av oljesyre og glukose, i tillegg til
genuttrykket, i humane celler forbehandlet med TTA-analoger. De humane cellene valgt til
disse forsgkene er HuH-7 og primare skjelettmuskelceller, som representerer de to sterste

organene for metabolisme i menneskekroppen, lever og skjelettmuskel.

3.1 Effekter pa hepatocytters oljesyremetabolisme etter
forbehandling med TTA-analoger

Var cellelinje med HuH-7-celler, kalt hepatocytter i denne oppgaven, representerte modellen
for lever in vitro. Vi gnsket & studere effekter av TTA-analogene pa fettsyremetabolismen i
hepatocytter. Hepatocyttene ble forbehandlet med TTA-analoger som beskrevet i avsnitt
2.2.6, og resultatene for hvordan dette har pavirket oksidasjon og opptak av oljesyre i

substratoksidasjonsforsgket er vist i figur 3.1 og 3.2.

45



3 Resultater

169 - TTA
144 W 14TTA
131 & 24TTA

Oksidasjon (CO,), nmol/mg >

I
I T
0 0,01 0.1 1 10 100 1000

Konsentrasjon, pM

O:I—_| I l T l l ™

0 0,00 0.1 1 10 100 1000

Oksidasjon (CO,), nmol/mg (o]

Konsentrasjon TTA, uM

15+

Oksidasjon (CO,), nmol/mg n

0]-—11

0001 01 1 10 100
Konsentrasjon 1-t TTA, pM

m
1000

16+
15+
14+
134
124
114
10+
9
1 1
74

64

UI—| t T T m

0001 0.1 1 10 100 1000
Konsentrasjon 2-t TTA, pM

*

Oksidasjon (CO,), nmol/mg U

-
th

Opptak (CA+CO,), nmol/mg =
7

e

Opptak (CA+CO,), nmol/mg

-
o

Opptak (CA+CQO;), nmol/mg Q

Opptak (CA+CO,), nmol/mg m
w

46

404
35-
30+
25+

20+

151

) —y :

T T l T J

,
0001 0.1 1 10 100 1000
Konsentrasjon, pM

":I-_| I T T . T |

0 0,01 0.1 1 10 100
Konsentrasjon TTA, uM

1000

T oy T 1
0 0,01 0.1 1 10 100 1000

Konsentrasjon 1-t TTA, pM
UI—| I : . -. : n
0001 0.1 1 10 100 1000

Konsentrasjon 2-t TTA, pM

Figur 3.1: Effekter av forbehandling med TTA, 1-t TTA og 2-t TTA i 48 timer pa
oksidasjon og opptak av oljesyre i HuH-7-celler. Resultatene viser data fra fire ulike
konsentrasjoner av TTA-analogene (0,1, 1,0, 10 og 100 uM). Oljesyremetabolismen i HuH-7-cellene
ble bestemt etter fire timers trapping som beskrevet i kapittel 2.3. Resultatene er presentert som
gjennomsnitt £ SEM fra syv uavhengige forsgk i hver gruppe (n=7). *p<0,05 vs kontroll.
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Figur 3.1 viser effekten pa oksidasjon og opptak av radiomerket oljesyre etter forbehandling
med henholdsvis TTA, 1-t TTA og 2-t TTA i 48 timer som beskrevet i kapittel 2.3. Det kan se
ut som at alle TTA-analogene sa gkt oksidasjonen av oljesyre sammenliknet med kontroll,
mens opptaket var uendret. Dette vil si at mer av den radiomerkede oljesyren ble oksidert hos
TTA-analog-behandlede hepatocyttene, enn i kontrollcellene. 1-t TTA og 2-t TTA lot til & ha
starre effekt enn TTA, men bare ved forbehandling med 100 uM 2-t TTA var det en statistisk

signifikant gkning sammenlignet med kontroll.

Figur 3.2 viser fraksjonell oksidasjon av oljesyre etter forbehandlingen med TTA-analogene.
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Figur 3.2: Effekter av forbehandling med TTA, 1-t TTA og 2-t TTA i 48 timer pa
oksidasjon og opptak av oljesyre i HuH-7-celler vist som fraksjonell oksidasjon.
Resultatene er presentert av sammenslatte data fra fire ulike konsentrasjoner av TTA-analogene (0,1,
1,0, 10 og 100 pM). Oljesyremetabolismen i HuH-7-cellene ble bestemt etter fire timers trapping som
beskrevet i kapittel 2.3. Resultatene er presentert som gjennomsnitt + SEM fra syv uavhengige forsgk i
hver gruppe (n=7). *p<0,05 vs kontroll.

Fraksjonell oksidasjon, det vil si ratioen mellom oksidasjon og totalt opptak av oljesyre,

illustrert i figur 3.2, tyder pa at en stgrre andel av oljesyren ble oksidert i celler etter
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forbehandling med TTA-analogene enn i kontrollcellene. Den fraksjonelle oksidasjonen ser ut
til & gke ved gkende konsentrasjon av TTA-analogene, men kun ved 100 uM 1-t TTA og 10
MM 2-t TTA er det en signifikant gkning.

3.2 Effekter pa hepatocytters glukosemetabolisme etter
forbehandling med TTA-analoger

Det var ogsa gnskelig & undersgke effekter av TTA-analoger pa glukosemetabolismen i
hepatocytter. Figur 3.3 og 3.4 viser effekten TTA-analogene har pa hepatocyttenes

metabolisme av glukose bestemt via substratoksidasjonsmetoden.
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Figur 3.3: Effekter av forbehandling med TTA, 1-t TTA og 2-t TTA i 48 timer pa
oksidasjon og opptak av glukose i HuH-7-cellene. Resultatene er fra fire ulike konsentrasjoner
av TTA-analogene (0,1, 1,0, 10 og 100 uM). Glukosemetabolismen i HuH-7-cellene ble bestemt etter
fire timers trapping som beskrevet i kapittel 2.3. Resultatene er presentert som gjennomsnitt + SEM
fra syv uavhengige forsgk (n=7). *p<0,05 vs kontroll.
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Av figur 3.3 kan vi se at TTA-analogene ga nedsatt oksidasjon og opptak av radiomerket
glukose sammenliknet med kontroll. Den hemmende effekten ser ut til & vere nesten lik for
bade oksidasjon og opptak. Det ser ut til & veere liten forskjell mellom de forskjellige TTA-
analogene, men den hemmende effekten er kun signifikant ved hgyest konsentrasjon, 100 puM,

av 1-t TTA, bade for opptak og oksidasjon.

Figur 3.4 viser fraksjonell oksidasjon av glukose etter forbehandling med TTA-analogene.
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Figur 3.4: Effekter av forbehandling med TTA, 1-t TTA og 2-t TTA i 48 timer pa
fraksjonell oksidasjon av glukose i HuH-7-celler. Resultatene er data fra fire ulike
konsentrasjoner av TTA-analogene (0,1, 1,0, 10 og 100 pM). Glukosemetabolismen i HuH-7-cellene
ble bestemt etter fire timers trapping som beskrevet i kapittel 2.3. Resultatene er presentert som
gjennomsnitt £ SEM fra syv uavhengige forsek (n=7). *p<0,05 mot kontroll; ***p<0,001 mot
kontroll.

Figur 3.4 viser fraksjonell oksidasjon, det vil si forholdet mellom den radiomerkede glukosen
som er tatt og hvor mye som ble oksidert og utandet av cellene. Fraksjonen som oksideres er
noe mindre for de TTA-behandlede hepatocyttene mot kontroll, og tendensen er stgrre med

gkt konsentrasjon av TTA-analog. Signifikant hemmende effekt ble funnet ved forbehandling
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med 100 uM TTA, 10 uM 1-TTA og 100 uM 2-TTA. Starst effekt er & se for TTA i den

hgyeste konsentrasjonen, som er signifikant med p-verdi mindre enn 0,001 mot kontroll.

3.3 Genekspresjon i hepatocytter etter forbehandling med
TTA-analoger

Videre ble det undersgkt om enkelte gener endret sin ekspresjon etter forbehandling med
TTA-analogene. Det er PPAR-regulerte gener (se kapittel 1.9), og gener som tidligere har vist
endringer i rotteforsgk som er undersgkt (Lindquist et al., 2017). Figur 3.5 viser mMRNA-
ekspresjon for hepatocyttene etter behandling med 10 uM av TTA-analogene.

**
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Figur 3.5: mRNA-ekspresjon i HuH-7-celler etter forbehandling med 10 pM TTA, 1-t
TTA og 2-t TTA i 48 timer. HuH-7-cellene ble dyrket og mRNA isolert som beskrevet i materialer
og metoder, og MRNA-ekspresjon ved CycC, CD36, PDK4, PKL, UCP2 og UCP3 ble deretter
kvantifisert ved qPCR og normalisert mot ekspresjonen av 36B4. Resultatene er relatert til mMRNA-
ekspresjon for kontrollgruppa som ble behandlet med DMSO, og vises som gjennomsnitt £ SEM fra
fire uavhengige forsgk i hver gruppe (n=4). 36B4, Syreholdig ribosomalt fosfoprotein PO; CD36,
«Cluster of differentiation» 36/thrombospondinreseptor; CycC, cytokrom ¢; PDK4,
pyruvatdehydrogenasekinase isoenzym 4; PKL, pyruvat kinase lever; UCP2, frakoplingsprotein-2;
UCP3, frakoplingsprotein-3. *p<0,05 vs kontroll; **p<0,01 vs kontroll.
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Av figur 3.5 kan det konkluderes med at det kun er PDK4 av de valgte genene som endrer sin

ekspresjon signifikant etter behandling med TTA-analogene.

3.4 Effekter pa myotubenes oljesyremetabolisme etter
forbehandling med TTA-analoger

Skjelettmuskel i menneske star for en stor del av metabolismen og energiomsetningen i
kroppen, og myotuber er en in vitro modell for skjelettmuskel. Vi gnsket derfor & studere
mulige effekter av TTA-analogene pa fettsyremetabolisme ogsa i denne modellen. Basert pa
tidligere studier (Lund et al., 2016) ble myotubene behandlet med TTA-analoger de siste 96

timene av differensieringsperioden.

Figur 3.6 viser effekter av TTA-analogene pa myotubenes metabolisme av oljesyre. | denne
cellemodellen var 100 uM av TTA-analogene toksisk for cellene. Hgyeste konsentrasjon i
forsekene var derfor 10 uM. Figur 3.6: Effekter pa oksidasjon og opptak av oljesyre i
myotuber etter forbehandling med henholdsvis TTA, 1-t TTA og 2-t TTA i 96 timer.

52



3 Resultater

&0 o TIA e
g 80 g
£ - 1tTTA = 2001
= 704 S 1804
E 604 4 2+t TTA E 1604
- ~ 1404
’o?* 507 g“ 120-
g 1 o 1004
~ 30+ :: 80+
§ 2 m o w{ =m
‘= ~ 404
S "1 d w0l
& 2
3 Py — . . : , & o] — 4 . . . .
0001 01 1 10 100 0001 01 1 10 100
Konsentrasjon, pM Konsentrasjon, uM
5T =11
£ 801 _E 200
< 70 g 180
£ 60 Z 160-
3 G
4 o 1
8 40 O 1004
~ 304 E 804
g 204 U 604
- ol \}”4\; ~ 40
s T 3‘5 201
@ =
3 ol 4 . : . . & of— . . . .
00,01 01 1 10 100 0001 01 1 10 100
Konsentrasjon TTA, pM Konsentrasjon TTA, pM
. o0
-g 80+ ;E- 2004
= 704 S 1804
£ - E 100
8 40 S 100
= 304 (ﬁ 80-
£ 20 o 604
78 ~ 404
:g 104 f‘g 20l
2 =
3 —_ . . : , & of— . . : .
0 0,01 0.1 1 10 100 0 0,01 0.1 1 10 100
Konsentrasjon 1-t TTA, uM Konsentrasjon 1-t TTA, pM
o0 1]
E 804 -E 200
= 704 S 1804
E 60+ E 160+
~2 504 - 1407
ON : ON 120
404 .
] S—) 100
= Ll %
g 20 o 601
‘a ~ 40
:-E 10 é 204
@ =
= o | . . ; . & N —_y . : . .
0001 01 1 10 100 0001 01 1 10 100
Konsentrasjon 2-t TTA, pM Konsentrasjon 2-t TTA, pM

Figur 3.6: Effekter av forbehandling med henholdsvis TTA, 1-t TTAog 2-t TTA i 96
timer pa oksidasjon og opptak av oljesyre i myotuber. Resultatene er data fra tre ulike
konsentrasjoner av TTA-analogene (0,1, 1,0 og 10 uM). Oljesyremetabolismen i myotubene ble
bestemt etter fire timers trapping som beskrevet i kapittel 2.3. Resultatene er presentert som
gjennomsnitt £ SEM fra fire uavhengige forsgk i hver gruppe (n=4).
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Oksidasjon og opptak av oljesyre viser ingen klare effekter av de forskjellige TTA-analogene.

Vi kan ikke se noen signifikant effekt.

Fraksjonell oksidasjon av oljesyre, det vil si ratioen mellom oksidasjon og totalt opptak,

illustreres i figur 3.7.
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Figur 3.7: Effekter av forbehandling med henholdsvis TTA, 1-t TTAog 2-t TTA 196
timer pa fraksjonell oksidasjon av oljesyre. Resultatene er data fra tre ulike konsentrasjoner av
TTA-analogene (0,1, 1,0 og 10 uM). Oljesyremetabolismen i myotubene ble bestemt etter fire timers
trapping som beskrevet i kapittel 2.3. Resultatene er presentert som gjennomsnitt £ SEM fra syv

uavhengige forsgk (n=4). **p<0,01 mot kontroll.

Figur 3.7 viser at det er stor variasjon i fraksjonell oksidasjon av oljesyre hos myotubene, og
ingen klar effekt for verken TTA eller 1-t TTA. Myotubene forbehandlet med 10 uM 2-t TTA

viser signifikant gkning av den fraksjonelle oksidasjonen.
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3.5 Effekter pa myotubenes glukosemetabolisme etter
forbehandling med TTA-analoger

Effekten TTA-analogene har pa myotubenes metabolisme av glukose illustreres i figur 3.8.
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Figur 3.8: Effekter av forbehandling med henholdsvis TTA, 1-t TTAog 2-t TTA 196
timer pa oksidasjon og opptak av glukose i myotuber. Resultatene er data fra tre ulike
konsentrasjoner av TTA-analogene (0,1, 1,0 og 10 uM). Glukosemetabolismen i myotubene ble
bestemt etter fire timers trapping som beskrevet i kapittel 2.3. Resultatene er presentert som
gjennomsnitt £ SEM fra fire uavhengige forsgk (n=4).

56



3 Resultater

Av figur 3.8 kan vi ikke trekke noen konklusjoner. Det er noe variasjon i responsen

oksidasjon og opptak har hatt fra TTA-analogene, og det er ikke helt linezert samsvar mellom

dose og respons.

Figur 3.9 viser fraksjonell oksidasjon av radiomerket glukose etter forbehandling med TTA-

analogene.
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Figur 3.9: Effekter av forbehandling med henholdsvis TTA, 1-t TTAog 2-t TTA i 96
timer pa fraksjonell oksidasjon i myotuber. Resultatene er data fra tre ulike konsentrasjoner av
TTA-analogene (0,1, 1,0 og 10 puM). Glukosemetabolismen i myotubene ble bestemt etter fire timers
trapping som beskrevet i kapittel 2.3. Resultatene er presentert som gjennomsnitt £ SEM fra fire

uavhengige forsgk (n=4).

Ratioen vist i figur 3.9 viser stor variasjon i resultatene og antyder ingen klare effekter av

TTA-analogene.
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3.6 Genekspresjon i myotuber etter forbehandling med
TTA-analoger

For myotubene ble det valgt litt andre gener a se p4, etter at resultatene for genekspresjonen i
hepatocyttene ble analysert. De genene som ikke ga noen signifikant endring etter
forbehandling med TTA-analogene i hepatocytter, ble ikke analysert i myotubene. Det ble
lagt til to PPAR-regulerte gener (Feng et al., 2014), i tillegg til CD36 og PDK4, da det viste
seg at PPAR-genet PDK4 ble endret i hepatocyttene.

Figur 3.10 viser ekspresjonen av fire forskjellige gener etter forbehandling med TTA-

analogene. Figuren viser relative verdier normalisert mot husholdningsgenet 36B4.
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Figur 3.10: MRNA-ekspresjon i myotuber etter forbehandling med 10 pM TTA, 1-t TTA
0g 2-t TTA i 96 timer. Myotuber ble hgstet for kvantitativ polymerasekjedereaksjon (qQPCR), og
MRNA-ekspresjon av ANGPTL4, CPT1A, CD36 og PDK4 ble deretter kvantifisert ved gPCR og
korrigert for gjennomsnittet av 36B4. Resultatene er relatert til MRNA-ekspresjon for kontrollgruppa
som ble behandlet med DMSO, og vises som gjennomsnitt + SEM fra fire uavhengige forsgk (n=4).
36B4, Syreholdig ribosomalt fosfoprotein PO; ANGPTL4, angiopoietinlignende protein 4; CD36,
«Cluster of differentiation» 36/thrombospondinreseptor; CPT1A, karnitin-palmitoyltransferase-1A;
PDKA4, pyruvatdehydrogenasekinase isoenzym 4. *p<0,05 mot kontroll; **p<0,01 mot kontroll;
*#*p<0,001 mot kontroll; ****p<0,0001 mot kontroll.
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Av figuren kan vi se at alle genene som ble undersgkt ble signifikant oppregulert av nesten
alle TTA-analogene, det eneste unntaket er 2-t TTA som ikke signifikant regulerte CPT1A.

Dette tyder pa at selv om TTA-analogene ikke ga noen klar effekt pa fettsyreoksidasjonen i
myotuber, kan alle virke som agonister til PPAR.
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4 Diskusjon

4.1 Vurdering av metodikken

4.1.1 Oppdyrking og bruk av HuH-7-celler

HuH-7 celler er en human hepatoma-cellelinje isolert fra en 57 ar gammel japansk mann med
leverkreft (Nakabayashi et al., 1982).

| denne oppgaven er det brukt HuH-7-celler med lavest mulig passasjenummer. Det er vist at

flere metabolske prosesser blir gradvis redusert ved gkende antall passasjer (Ow et al., 2008).

4.1.2 Oppdyrking og differensiering av skjelettmuskelceller

Satelittceller kan isoleres fra skjelettmuskelbiopsier (Yasin et al., 1977) (Bonavaud et al.,
2002), dyrkes opp til myoblaster ved & aktiveres til proliferasjon, og sa differensieres til
flerkjernede myotuber (Blau & Webster, 1981). Myotuber har blitt observert a ha samsvar
mellom in vivo og in vitro morfologi (Gaster et al., 2001) og metabolisme (Jacobs, Oosterhof,
& Veerkamp, 1987) (Thompson, Pratley, & Ossowski, 1996), og det er derfor ansett som en
god modell for in vitro-studier av humane skjelettmuskelceller. Fordeler ved denne typen
studier er at det ekstracellulare miljget kan kontrolleres og pavirkes etter gnske. Det at cellene
ikke er immortalisert gjar det mulig a studere donorkakateristika som er donorspesifikke
(Aas et al., 2013). Flere metabolske karaktertrekk for muskelcelledonorene bevares nar

statelittcellene isoleres og dyrkes opp in vitro (Thompson et al., 1996).

Sammenliknet med in vivo-situasjonen, er det lavere insulinstimulert glukoseopptak i
myotuber in vitro, sannsynligvis fordi de dyrkede myotubene har lavere uttrykk av den
insulinavhengige glukosetransportaren GLUT4 (Al-Khalili et al., 2003).
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4.1.3 Metodene brukt for a male energimetabolisme og genekspresjon

Substratoksidasjonsmetoden, utviklet av Wensaas et al. (Wensaas et al., 2007), er mye brukt
med radiomerket oljesyre og glukose som substrater for & undersgke energimetabolismen i

celler in vitro.

Bestemmelsen av celleprotein ved Bradfords metode er en veletablert metode som gir rask
bestemmelse av proteinverdien med enkel forberedelse (Bradford, 1976). Isoleringen av RNA
og analysen med gPCR for & bestemme genuttrykket i cellene er gjort etter standardisert
prosedyre med tilhgrende kit fra QIAGEN® (QIAGEN, 2014). Mullis et al. som utviklet
metoden gPCR, ble belgnnet med Nobelprisen i kjemi i 1993 (Pfaffl, 2010). Siden den gang
er metoden godt etablert.

Nar det kom til valg av referansegener stod det mellom GAPDH og 36B4. Begge genene ble
undersgkt, men 36B4 ble valgt til utregningene. 36B4 er et ribosomalt gen, og derfor stoler vi
mer pa det enn GAPDH, som er et enzym som kan reguleres. Vi fant at begge
referansegenene stort sett ga like svar, i samsvar med hva som tidligere er beskrevet
(Akamine et al., 2007).

4.1.4 Datepresentasjon og statistikk

Presentasjon av dataene i denne oppgaven er gjort med hjelp av dataprogrammet GraphPad
Prism 7. Erfaringen med programmet er god, og systemet er intuitivt og med gode

forklaringer for de forkjellige valgene som er mulig a ta.

Det & presentere totalt opptak ved siden av oksidasjonen er gjort for a vise begge sidene av
metabolismen i en figur. Den fraksjonelle oksidasjonen er vist for a kunne understreke

effekten av behandlingene med TTA-analogene.

| denne oppgaven ble det regnet statistikk pa alle resultater for a finne signifikansniva for
oppdagelsene. Signifikansnivaene som det er operert med er gitt i tabell 2.6. For & finne disse
ble det gjort en parametrisk t-test i dataprogrammet GraphPad Prism 7. Hvert forsgk ble
gjennomfart uavhengig fire til atte ganger, og dermed er observasjonene for fa til a sjekke
normalfordelingen. T-testen er kun helt ngyaktig nar populasjonen er normalfordelt, og
bruken er sterkt pavirket av ikke-normalhet (Moore, McCabe, & Craig, 2014). Her antar vi

allikevel at resultatene er normalfordelte for hver av celletypene, da det for levercellene kun
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er snakk om én donor, og det for skjelettmuskelcellene er snakk om donorer av samme
kategori. Disse donorforskjellene skal imidlertid ikke ha noe a si i forhold til effektene av
testsubstansene med dette forsgksoppsettet, da samme donor har en ikke-behandlet kontroll

med i samme forsgk.

4.2 Vurdering av resultatene

TTA og TTA-analoger har tidligere vist effekter i ulike celler og vev (for referanser, se 2.9.2),
og i en studie i rotter ga behandling med 1-t TTA reduserte triglyseridnivaer i plasma og lever
(Lindquist et al., 2017). Det var derfor av interesse a undersgke effekter av TTA-analoger,

inkludert 1-t TTA, i humane lever- muskelceller i kultur.

4.2.1 HuH-7-celler

Vi fant at TTA-analogene gkte levercellenes metabolisme av oljesyre samtidig som
metabolismen av glukose ble redusert. Resultatene var ikke statistisk signifikant for alle
analogene. Vi ser gkt oksidasjon av oljesyre for 1-t TTA og 2-t TTA, men ikke betydelig gkt
opptak. Dette er i samsvar med tidligere funn av Lund et a.l, hvor oljesyreoksidasjonen, men

ikke oljesyreopptaket, ble gkt av flere TTA-analoger (Lund et al., 2016).

Figur 4.1 er sammensatt av grafene vist i figur 3.1 og 3.3 og viser hepatocyttenes oksidasjon
og opptak av henholdsvis radiomerket oljesyre til venstre (figur 4.1 A og B) og radiomerket

glukose til hgyre (figur 4.1 C og D).
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Figur 4.1: Sammenlikning av oksidasjon og opptak av oljesyre og glukose for HuH-7-
cellene etter 48 timer forbehandling med TTA, 1-t TTA og 2-t TTA. A) Oksidasjon av
oljesyre; B) opptak av oljesyre; C) oksidasjon av glukose; D) opptak av glukose. Resultatene er hentet
fra figur 3.1 og 3.3.

Hepatocyttenes metabolisme ble endret; oksidasjonen av oljesyre gkte, samtidig ble
oksidasjon av glukose redusert. | disse cellene ble PDK4 signifikant oppregulert etter
forbehandling med TTA-analogene. PDK4 pavirker glukosemetabolismen ved & inhibere
pyruvat dehydrogenasekomplekset ved a fosforylere en av underenhetene (National Center for
Biotechnology Information, 2017h), og fungerer som en «switch» mellom lipid- og
glukosemetabolisme. Houten et al. har funnet at induksjon av PDK4 gir en avtakende
glukoseoksidasjon (Houten et al., 2009). Dette stemmer overens med den endrede
metabolismen HuH-7-cellene viste. Dette kan ha sammenheng med PPAR-aktivering, og
indikerer at veier for fettoksidasjon ble oppregulert. Aktivering av PPAR i er vist a gi en
oppregulering av blant annet PDK4, som farer til et bytte i substratpreferansen i mitokondriet
fra glukose til fettsyrer (Feng et al., 2013). For levercellene ser vi ogsa hemmet opptak og

oksidasjon av glukose, noe som underbygger teorien.
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I denne studien ble det ikke funnet endret ekspresjon i leverceller av Cyc C, PKL, UCP2,
UCP3 eller CD36 etter behandling med TTA, 1-t TTA eller 2-t TTA. | rottestudien ble Cyc C,
CD36, UCP2 og UCP3 funnet oppregulert av 1-t TTA i lever (Lindquist et al., 2017), og vi
hadde forventet lignende effekter i cellene. Grunnen til at resultenene ikke stemmer overens
kan veere flere, mange flere prosesser skjer i en hel organisme sammenlignet med i celler og

ogsa indirekte effekter av TTA-analogene er forventet.

4.2.2 Skjelettmuskelceller

Vi fant fa eller ingen signifikante effekter pa myotubenes metabolisme av oljesyre og glukose
etter forbehandling med TTA-analogene. Kun ved fraksjonell oljesyreoksidasjon ved 10 uM
2-t TTA ble det funnet en signifikant gkning.

Figur 4.2 er satt sammen av grafene vist i figur 3.6 og 3.8 som viser myotubenes oksidasjon
og opptak av henholdsvis radiomerket oljesyre til venstre (figur 4.2 A og B) og radiomerket

glukose til hgyre (figur 4.2 C og D).
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Figur 4.2: Sammenlikning av oksidasjon og opptak av oljesyre og glukose for myotuber
etter 96 timer forbehandling med TTA, 1-t TTA og 2-t TTA. A) Oksidasjon av oljesyre;

B) opptak av oljesyre; C) oksidasjon av glukose; D) opptak av glukose. Resultatene er hentet fra figur
3.6 0g 3.8.

Det er tidligere funnet at TTA i muskelceller gkte oksidasjon av oljesyre (Lund et al., 2016),
palmitinsyre og glukose (Wensaas, Rustan, Just, et al., 2009). Mangelen pa klare utslag i
metabolismen av oljesyre og glukose i skjelettmuskelcellene er derfor ikke som forventet. Ut i
fra teorien om at TTA og TTA-analoger virker som PPAR-agonister (Lgvas et al., 2009) ville
vi forventet en effekt som lignet den vi fant i levercellene; gkt oljesyreoksidasjon og redusert
glukoseoksidasjon, i trad med tidligere observerte effekter av PPARS-aktivering i de samme
cellene (Feng et al., 2013). «Switching» i substratpreferansen i myotuber er vist far
(Thoresen, Hessvik, Bakke, Aas, & Rustan, 2011) (Feng et al., 2013). Stor variasjon mellom
celler fra de ulike donorene benyttet i denne oppgaven, kombindert med fa forsgk, kan veere
en forklaring pa manglende redultater. I tillegg var konsentrasjonen 100 UM av hver av TTA-
analogene toksisk for cellene i noen av forsgkene, og ga veldig varierende resultater, som

derfor ikke ble inkludert i figurene.
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| og med at det kun var PDK4 av de undersgkte genene i HuH-7-cellene som ble funnet
oppregulert, ble de andre genene fra gPCR for levercellene ekskludert i gPCR for
skjelettmuskelcellene med unntak av husholdningsgenene. De andre genene vi undersgkte i
muskelcellene var alle kjent for a bli oppregulert av PPAR-aktivering i muskel (Feng et al.,
2013), og vi fant at alle ogsa ble oppregulert av TTA-analogene. Feng et al.har vist at
aktivering av PPARS i muskelceller gir en oppregulering av blant annet PDK4, som farer til
et bytte i substratpreferansen i mitokondriet fra glukose til fettsyrer (Feng et al., 2013). PDK4
ble oppregulert av alle TTA-analogene i vare forsgk, men den overnevnte effekten av PDK4

funnet av Houten et al. (Houten et al., 2009) er ikke mulig & se i myotubene.

Overekspresjon av CD36 er tidligere vist a gi gkt opptak og oksidasjon av fettsyrer i mus
(Kim et al., 2004). Det er ikke mulig & se denne effekten i vare humane myotuber av annet
enn en mulig tendens ved forbehandlingen med 1-t TTA ved konsentrasjonene pa 0,1 og 1,0
M. Det er riktignok 1-t TTA som har gitt mest signinfikant oppregulering av CD36 av de

forskjellige TTA-analogene, men det er ved konsentrasjonen 10 pM.

CPT1A initierer og kontrollerer mitokondrielt opptak og oksidasjon av fettsyrer (National
Center for Biotechnology Information, 2017c), sa vi kunne antatt at myotubene skulle hatt
forhgyet oksidasjon og opptak av oljesyre etter forbehandling med TTA-analogene. Det er
ingen Kklar trend & se, da de punktene som er noe forhgyet har for stor variasjon (eksempelvis
0,109 1,0 uM 1-t TTA for bade opptak og oksidajon, se figur 3.6).

Overekspresjon av ANGPTL4 er funnet & gi merkbart redusert glukoseniva i blodet og
forbedret glukosetoleransen i mus (Xu et al., 2005). Vi kan ikke se noen klar trend i
forbindelse med glukoseopptak og —oksidasjon i myotuber etter forbehandling med TTA-

analogene, sa effekten av oppregulering av ANGPTL4 kan ikke sees.

4.3 Veien videre

| denne masteroppgaven ble det gjennomfart forsgk med relativt fa
skjelettmuskelcelledonorer, og med kun én cellelinje hepatocytter. | og med at en
masteroppgave er arbeid i en begrenset periode, ble det her prioritert & gjennomfare de samme
metodene for bade lever- og skjelettmuskelceller. Dette har gitt oss muligheten til &
sammenlikne resultatene for de forskjellige modellene.
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Det hadde veert spennende & se om andre donorer og cellelinjer, bade for myotuber og
hepatocytter, viser samme respons. Det ma gjeres flere forsgk og gjerne gke antallet donorer
for & kunne vise en klar trend. Det hadde veert interessant & undersgke flere gener som har
innvirkning pa energimetabolisme og PPAR-regulering, for a se om man kan klare a stadfeste

virkningsmekanismen TTA-analogene har i humane celler.
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5 Konklusjon

Vare data tyder pa at TTA-analoger kan ha virkning pa humane levercellers metabolisme av
oljesyre og glukose, ved a indusere et skifte i substratpreferanse; glukosemetabolisenble
redusert og oljesyremetabolismen gkt. Responsen ser ut til & vaere doseavhengig. | humane
skjelettmuskelceller var det ingen tydelige effekter av TTA-analoger pa verken glukose- eller

oljesyremetabolismen. Det trengs flere forsgk for a bekrefte eller avkrefte dette.

Studien viste at flere gener knyttet til PPAR ble signifikant oppregulert etter forbehandling
med alle tre TTA-analogene. Myotubene fikk oppregulert ANGPTL4, CD36, CPT1A og
PDK4, mens kun PDK4 ble oppregulert i levercellene. Vi kan konkludere med at TTA-
analogene fungerer som en ligand for PPAR, men flere forsgk ma gjares for a fa et tydeligere

inntrykk av hvordan.
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Appendiks

Appendiks

1 Medier til dyrking av celler

1.1 Utsdingsmedium
500 mL DMEM m/Glutamax m/1,0 g glukose

50 mL FCS (Foetal Calf Serum)
2,5 mL Pen/Strep 10 000 enheter/mL
2,5 mL Fungizone (250 ug/mL Amphotericin)

12,5 mL 1 M HEPES

1.2 Proliferasjonsmedium
500 mL DMEM m/Glutamax m/1,0 g glukose

10 mL FBS (Foetal Bovin Serum)

10 mL Ultroser G

2,5 mL Pen/Strep 10 000 enheter/mL

2,5 mL Fungizone (250 pg/ml Amphotericin)
500 pL Gentamicin

12,5 mL HEPES

1.3 Differensieringsmedium
500 mL DMEM m/Glutamax m/1,0 g glukose

10 mL FBS (Foetal Bovin Serum)
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2,5 mL Pen/Strep 10 000 enheter/mL

2,5 mL Fungizone (250 ug/mL Amphotericin)
25 pmol insulin

500 puL Gentamicin

12,5 mL HEPES

2 Medier med TTA-analoger for forbehandling

2.1 Forbehandling for HuH-7

Lasning
Kontroll
0,1

1

10

100

0,1

10
100

0,1

10

100

Substrat ~ Volum konsentrat Type medium

DMSO 1uL Utsaingsmedium
TTA 1uL Utsaingsmedium
TTA 1puL Utsaingsmedium
TTA 1puL Utsaingsmedium
TTA 1puL Utsaingsmedium
1-tTTA 1pL Utsaingsmedium
1-tTTA 1pL Utsaingsmedium
1t TTA 1uL Utsaingsmedium
1tTTA 1pL Utsaingsmedium
2tTTA  1luL Utsaingsmedium
2tTTA 1luL Utsaingsmedium
2-tTTA  1pL Utsaingsmedium
2-tTTA  1pL Utsaingsmedium
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Volum medium

1mL

1mL

1mL

1mL

1mL

1mL

1mL

1mL

1mL

1mL

1mL

1mL

1mL
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2.2 Forbehandling for myotuber

Konsentrasjon Substrat VVolum konsentrat Type medium Volum medium
Kontroll DMSO 1pL Differensieringsmedium 1 mL
0,1 TTA 1puL Differensieringsmedium 1 mL
1 TTA 1puL Differensieringsmedium 1 mL
10 TTA 1puL Differensieringsmedium 1 mL
100 TTA 1puL Differensieringsmedium 1 mL
0,1 1tTTA 1pL Differensieringsmedium 1 mL
1 1tTTA 1pL Differensieringsmedium 1 mL
10 1tTTA 1pL Differensieringsmedium 1 mL
100 1tTTA 1pL Differensieringsmedium 1 mL
0,1 2-tTTA 1L Differensieringsmedium 1 mL
1 2-tTTA 1L Differensieringsmedium 1 mL
10 2-tTTA 1L Differensieringsmedium 1 mL
100 2-tTTA 1L Differensieringsmedium 1 mL

3 Hgstelgsninger

3.1 Hastelgsning for HUH-7
10 pL B-merkaptoetanol per mL PLT Plus Buffer

3.2 Hastelgsning for myotubene
Ren PLT Plus Buffer
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4 Medier til substratoksidasjonsforsgket

4.1 Medium med radiomerket oljesyre (mengde til et brett)
72,8 uL Ikke-radioaktiv oljesyre

24 uL Radioaktiv [1-**C]oljesyre*
7.2 uL BSA (2,4 mM)

4,8 uL Karnitin

4,692 mL DPBS

Totalt volum 4,8 mL

4.2 Medium med radiomerket glukose (mengde til et brett)
88 uL Ikke-radioaktiv glukose (10 mM)

22 L Radioaktiv D-[**C (U)]glukose*
18,3 uL BSA (2,4 mM)
4,2715 mL DPBS

Totalt volum 4,4 mL
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5 Medier til gPCR

5.1 Reaksjonsblanding

For hver prove, totalt 20 uL i hvert ror:
13,2 uL DEPC —dH20 + prove

2,0 uL 10 x TagMan RT Buffer

0,8 uL 25 x dNTP mix

2,0 uL 10 x RT Random primers

1,0 uL RNase inhibitor (20 U/uL)

1,0 uL Multiscribe Reverse Transcriptase (50 U/uL)

5.2 Standarder
CDNA-miks: 2,0 ul fra hver prove

Standard 1000: 20 pL ¢cDNA-miks + 80 pL nukleasefritt vann
Standard 500: 50 puL av Std. 1000 + 50 puL nukleasefritt vann
Standard 250: 50 uL av Std. 500 + 50 uL nukleasefritt vann
Standard 125: 25 pL av Std. 250 + 25 pL nukleasefritt vann

5.3 Fortynning primere

Utgangskonsentrasjon (Stock) 300 uM. @nsket konsentrasjon 30 uM. Fortynner

1:10. 10 puL primer + 90 uL nukleasefritt vann
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5.4 Fortynning cDNA-pragver (1:5)
2,5 uL x 2 paralleller x 6 gener = 30 puL. Lager overskudd til 50 puL av hver prgve.

Fortynnes 1:5 — 50 uL/5 = 10 uL cDNA + 40 uL nuleasefritt vann

5.5 SYBER Green PCR-miks
12,5 uL 2 x SYBR Green Master Mix

0,25 uL 30 uM Primer F (Forward primer)
0,25 pL 30 uM Primer R (Reverse primer)
9,5 uL DEPC-dH,0 (Nukleasefritt vann)
Totalt 22,5 pL per prgve

25,0 pL totalt reaksjonsvolum inkluderer 2,5 pL prove
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