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Abstract  

Background: Accumulation of intermyocellular lipids has been shown to strongly correlate 

with development of insulin resistance and type 2 diabetes. Diacylglycerol acyltransferase 1 

and 2 are enzymes, which catalyzes the formation of triacylglycerol (TAG) from 

diacylglycerol (DAG). Although it is known that the DGAT enzymes catalyze this reaction, 

recent reports indicate that they might have different regulatory roles in lipid metabolism. In 

this thesis we have studied lipid metabolism in myotubes using different types of fatty acids. 

We have used selective inhibitors of the DGAT enzymes to differentiate the effects of these 

two enzymes. 

 

Methods: Myotubes were treated with eicosapentanoenic acid (EPA), oleic acid (OA), 

palmitic acid (PA) and with or without the DGAT1 (A922500) and DGAT2 (JNJ-DGAT2-A) 

enzyme inhibitors. Lipid metabolism was studied using [
14

C]OA and fatty acid oxidation was 

investigated by measuring the formation of acid-soluble metabolites (ASM) and carbon 

dioxide (CO2). The rate of fatty acid incorporation and release (turnover) was studied using 

[
14

C]OA. In addition, the expression of genes involved in lipid metabolism was analyzed 

using quantitative polymerase chain reaction (qPCR) after treatment of the cells with OA and 

the DGAT enzyme inhibitors.  

 

Results: Results showed an upregulation of DGAT1 when cells where incubated for 4 h with 

DGAT2-inhibitor, while 4 h incubation with DGAT1-inhibitor gave an upregulation of 

adipose triglyceride lipase (ATGL). Cells incubated with EPA showed an increased 

incorporation and release of radiolabeled OA. On the other hand, cells incubated with PA 

showed little to no difference in the incorporation and release of [
14

C]OA relatively to the 

control (OA). When there was co-incubation with EPA and DGAT1-inhibitor, accumulation 

and lipolysis were reduced. Similar treatment with DGAT-inhibitors and PA showed little 

difference in accumulation and release of OA. Preincubation for 24 hours with EPA showed 

an increase in accumulation of OA and reduces -oxidation, while when adding DGAT1-

inhibitor after the preincubation, the accumulation was significantly reduced. The same 

treatment with PA only showed a reduced -oxidation when no inhibitor was present.  

 



 

  

Conclusion: Although DGAT1 and DGAT2 enzymes both catalyze the last step in TAG 

synthesis, it seems like they may have different roles in accumulation, oxidation and release 

of fatty acids in human skeletal muscle cells. Treatment with EPA increased accumulation 

and lipolysis of [
14

C]OA compared to PA. EPA alone increased accumulation of OA, but 

when co-incubation with both EPA and DGAT1-inhibitor there was a significant reduction in 

the accumulation of [
14

C]OA. 



 

 

Sammendrag 
Bakgrunn: Akkumulering av lipider intracellulært har vist å ha betydning for utvikling av 

insulinresistens og type 2-diabetes. Diacylglyserol acyltransferase 1 og 2 er enzymer som 

katalyserer det siste trinnet i triacylglyserolsyntesen, fra diacylglyserol (DAG) til 

triacylglyserol (TAG). Selv om det er kjent at DGAT-enzymene katalyserer denne reaksjonen 

er det ikke før nylig blitt rapportert at de antagelig har forskjellige regulatoriske roller i 

lipidmetabolismen. I denne oppgaven er det blitt sett på effekten av forskjellige fettsyrer på 

lipidmetabolismen i humane myotuber. Videre ble det brukt selektive hemmere av DGAT-

enzymene for å se på de spesifikke effektene til DGAT1 og DGAT2.   

 

Metode: Humane myotuber har blitt behandlet med eikosapentaensyre (EPA), oljesyre (OA) 

og palmitinsyre (PA) med og uten DGAT1- og DGAT2-hemmere (A922500 og JNJ-DGAT2-

A). Lipidmetabolismen ble studert ved bruk av radiomerket OA og fettsyreoksidasjonen ble 

målt som dannelse av syreløselige metabolitter (ASM) og karbondioksid (CO2). Graden av 

fettsyreinkorporering og -frigjøring ble studert ved bruk av [
14

C]OA. Videre ble det sett på 

uttrykket av sentrale gener i fettsyremetabolismen ved hjelp av kvantitativ polymerase 

kjedereaksjon (qPCR) etter behandling av cellene med OA og DGAT-hemmere.  

 

Resultater: Resultater fra denne oppgaven viser en oppregulering av DGAT1 ved 4 timers 

behandling med DGAT2-hemmer, mens 4 timers DGAT1-hemming ga en oppregulering av 

fettvevs triacylglyserol lipase (ATGL). Det ble observert en økt inkorporering og frigjøring 

av radiomerket OA ved inkubering av myotubene med EPA i forhold til OA. I motsetning til 

dette viste PA en liten til ingen endring ved akuttbehandling på inkorporering og frigjøring av 

[
14

C]OA. Ved koinkubering med DGAT1-hemmer og EPA ble det observert en lavere 

akkumulering og frigjøring av OA. Tilsvarende koinkubering med PA viste lite tegn til 

endring i akkumulering og frigjøring av OA. Forbehandling med EPA i 24 timer viste en økt 

akkumulering og redusert -oksidasjon, og inkubering med DGAT1-hemmer etter 

forbehandling førte til en signifikant redusert akkumulering av OA. Ved tilsvarende 

forbehandling med PA var det kun -oksidasjonen som var signifikant redusert.  

 

Konklusjon: Selv om DGAT1 og DGAT2 begge katalyserer det siste trinnet i 

triacylglyserolsyntesen kan det observeres en forskjell på inkorporering, oksidering og 

frigjøring av fettsyrer ved de to ulike enzymene. Inkubering med EPA har vist å øke 

akkumuleringen av fettsyrer, men ved tilsetning av DGAT1-hemmer etter forbehandlingen 

med EPA ble det derimot en signifikant redusert [
14

C]OA akkumulering.  



 

  

Forkortelser  

36B4   Syreholdig ribosomalt fosfoprotein P0 

AGPAT   Acyl-glyserolfosfat acyltransferase 

ASM    Syreløselige metabolitter 

ATP   Adenosintrifosfat 

BMI   Kropssmasseindeks  

BSA    Bovint serumalbumin 

CD36   "Cluster of differentiation" 36 

CE    Kolesterolester 

CO2    Karbondioksid 
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CPT1b   Karnitin palmitoyltransferase 1b 
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DGAT   Diacylglyserol acyltransferase 
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EPA   Eikosapentaensyre 

FATP   Fettsyretransportprotein 

IGT   Nedsatt glukosetoleranse (impaired glucose tolerance) 

LDL    Low density lipoprotein 

MAG    Monoacylglyserol 



 

 

MGAT   Monoacylglyserol acyltransferase  

NaOH    Natriumhydroksid 

NSFT    Norsk Selskap for Farmakologi og Toksikologi  

OA   Oljesyre 

PA   Palmitinsyre 

PAP    Fosfatidat fosfatase (phosphatidic acid phosphohydrolase) 

PDK4   Pyruvatdehydrogenasekinase isoenzym 4 

PI3K    Fosfatidylinositol 3-kinase 

PL    Fosfolipider 

Plin2   Perilipin-2 

SEM    Standardfeil til gjennomsnittet 

TAG   Triacylglyserol 

WHO   Verdens helseorganisasjon 
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1 Innledning   
 

1.1 Overvekt og fedme 

Overvekt og fedme defineres som en tilstand med unormal akkumulering av fett, hvor det 

akkumuleres mer enn nødvendig og utgjør en helserisiko. En måte å regne ut overvekt på er 

ved hjelp av kroppsmasseindeks (KMI), hvor vekten til en person (i kilogram) blir dividert på 

kvadratet av personens høyde (i meter), altså kilogram per kvadratmeter (kg/m
2
) [1]. En KMI 

på over 25 er regnet som overvektig, men denne måten å regne på tar ikke hensyn til om det 

er mer muskelmasse eller fettmasse. Den er også kun beregnet for voksne mennesker, men 

ikke gravide eller ammende.  

 

Tabell 1.1: KMI-tabell som klassifiserer gruppene fra undervektig til overvektig. Tabell modifisert 

fra [2]. 

Klassifisering KMI (kg/m
2
) Helserisiko 

Undervektig < 18,5 Lav risiko 

Normal vekt 18,5 – 24,9 Normal risiko 

Overvektig  25 – 29,9  Lett økt risiko 

Fedme klasse I 30 – 34,9  Moderat økt risiko 

Fedme klasse II 35 – 39,9 Høy risikoøkning 

Fedme klasse III > 40 Svært høy risikoøkning 

 

I følge Verdens helseorganisasjon (WHO) har fedme på verdensbasis tredoblet seg siden 

1975, og i 2016 var det med enn 1,9 milliarder voksne mennesker over 18 år som var 

overvektige hvor disse 650 milliarder av disse var kategorisert med fedme. De fleste av 

jordas befolkning bor i land hvor overvekt og fedme fører til flere dødsfall enn undervekt [3]. 

Grunnen til denne epidemiske økningen av fedme skyldes trolig en kombinasjon av økt 

kaloriinntak og redusert fysisk aktivitet [4]. Energiinntaket bør være i balanse med 

energiforbruket, men ved høyere energiinntak enn forbruk kan det føre til negative 

helsekonsekvenser som for eksempel kardiovaskulære sykdommer og type 2-diabetes 

mellitus (T2D) [5].  
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1.2 Metabolsk syndrom  

Årsaken til metabolsk syndrom er veldig omdiskutert, men det er en fellesbetegnelse for en 

rekke metabolske faktorer som øker risiko for utvikling av kardiovaskulære sykdommer og 

T2D. En faktor som flere internasjonale medisinske organisasjoner er enige om er at 

insulinresistens er sentral faktor i metabolsk syndrom. Individer med metabolsk syndrom har 

også økt risiko for steatose i lever, det vil si en reversibel forhøyet akkumulering av fett i 

leveren [6, 7]. Fettvev signalerer til metabolisme av ikke-esterifiserte fettsyrer, glyserol, 

hormoner og proinflammatoriske cytokiner. Forhøyede nivåer av proinflammatoriske stoffer 

mellom adipocyttene kan føre til redusert vaskulær funksjon og metabolsk syndrom [8, 9]. 

Adipocytter er hovedkomponenten i fettvev hvor de er essensielle for energilagring og 

endokrine aktiviteter. Andre celler som er tilstede i fettvev er forløperceller, fibroblaster, 

vaskulære celler og immunceller. De vaskulære cellene består både av endotelceller og 

vaskulære glattmuskelceller som er assosiert med større blodårer. God 

blodgjennomstrømning er viktig for tilførselen av næringsstoffer og oksygen til adipocyttene, 

som igjen skiller ut en rekke signalstoffer (adipokiner). Adipokiner har mange viktige 

funksjoner, blant annet å regulere energimetabolisme, appetitt, reproduksjon og cellevekst. 

Leptin er et eksempel på et adipokin som spiller en viktig rolle ved regulering av appetitt og 

energiomsetning, og adiponektin er et adipokin som kan spille en viktig rolle for 

insulinsensitivitet og utviklingen av T2D. I tillegg til leptin skiller adipocytter også ut andre 

faktorer, som for eksempel cytokiner (tumornekrosefaktor (TNF)-alfa, interleukin (IL)-6) og 

plasminogenaktivatorinhibitor (PAI)-1, som er viktig i regulering av energibalanse, 

insulinsensitivitet og immunrespons [10]. 

 

Figur 1.5 Pleiotropiske funksjoner av adipocytter. Adipocytter er viktig i fettsyremetabolismen og 

ved lagring av triglyserider (TAG) i fettdråper og i glukosemetabolismen ved insulinavhengig opptak 

av glukose. Adipocyttene skiller dessuten ut viktige endokrine stoffer som lipider, peptider, cytokiner 

som er viktige for energihomøostase (leptin, adipsin, adiponektin, resistin), immunstoffer (cytokiner, 

adipsin, adiponektin), stressresponsfaktorer (cytokiner), reproduksjonsfaktorer (leptin) og vaskulære 

stoffer (PAI-1, adiponektin). Figuren er hentet fra [10].  
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1.3 Type 2-diabetes mellitus  

Sykdommen er karakterisert av hyperglykemi, hyperinsulinemi, redusert evne til å oksidere 

fett og akkumulering av triacylglyserol (TAG) i skjelettmuskelfibrene [11]. Det er også den 

mest utbredte formen av diabetes og er et globalt ekspanderende helseproblem. Denne 

sykdommen er nær knyttet til fedme og er en kronisk sykdom som kjennetegnes ved 

dysregulering av karbohydrat-, lipid- og proteinmetabolismen. Det skyldes både utilstrekkelig 

insulinutskillelse fra pankreas og nedsatt insulinfølsomhet (insulinresistens) i perifere organer 

slik som skjelettmuskel, fettvev og lever, som resulterer i hyperglykemi. Som nevnt i avsnitt 

1.1 er fedme en betydelig risikofaktor for utvikling av T2D. Denne sykdommen gir høy risiko 

for mikrovaskulære og makrovaskulære komplikasjoner som retinopati, nefropati og 

nevropati. I tillegg til miljøfaktorer som fedme og lite fysisk aktivitet spiller genetiske 

faktorer en stor rolle.  Noen etniske folkeslag har høyere risiko for utvikling av T2D, men 

også den eldre delen av befolkningen har en økt risiko for T2D [12-14].  

 

Figur 1.1 Prevalens av fedme og diabetes i USA mellom 1995 og 2015. Kartet viser hvordan både 

fedme og diabetes har drastisk økt på bare 20 år, og hvordan disse faktorene er nær knyttet til 

hverandre. Tallene er en estimert prosent av den voksne delen av befolkningen. Figuren er modifisert 

fra [15].  
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1.4 Insulin og insulinresistens  

Insulin er et peptidhormon som produseres, lagres og frigjøres av -cellene i pankreas og som 

binder seg til insulinreseptor (IR) på overflaten av cellene. Denne transmembrane reseptoren 

består av - og -subenheter som signalerer til translokasjon av glukosetransportertype 4 

(GLUT4) til cellemembranen og lokaliseres i overflaten av cellen og transporterer glukose 

inn i cellene [16].  

 

Figur 1.2 Prevalens av type 2 diabetes (T2D) og nedsatt glukosetoleranse (IGT). a) Første tallet i 

hver rute viser antall millioner med T2D i 2013, andre tallet viser det estimerte antallet i millioner 

som er forventet å ha diabetes i 2035. Siste tallet viser økning i prosent fra 2013 til 2035. b) Antall 

millioner personer med T2D og IGT i enkelte deler av verden fra 2013 til 2035. Figuren er hentet fra 

[14].  

 

1.4.1 Insulinresistens  

Insulinresistens medfører svekket biologisk effekt av insulin i skjelettmuskel, lever og 

fettvev, og dermed trengs det høyere konsentrasjoner av insulin for å normalisere 

blodsukkeret. Dette resulterer i redusert forhøyede nivåer av blodglukose, økt lipolyse i 

fettvev, økt frigjøring av adipokiner fra fettvev og økt glukoseproduksjon i lever [8]. 
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Hyperglykemi over lengre tid kan indusere inflammasjon og oksidativ stress, og føre til 

senkomplikasjoner som kardiovaskulære sykdommer, amputasjon og nyresvikt [17].  

 

1.4.2 Insulinresistens i muskel og lipidenes rolle 

Når insulin binder seg til insulinreseptoren (IR) aktiveres tyrosinkinaseaktiviteten noe som 

videre fosforylerer og aktiverer insulinreseptor substrat 1 (IRS1). Fosforylert IRS1 aktiverer 

fosfatidylinositol 3-kinase (PI3K) som aktiverer Akt2, som igjen fosforylerer og inaktiverer 

AS160. Dette er et protein som forhindrer translokeringen av glukosetransportør 4 (GLUT4) 

til overflaten av cellene og opptak glukose fra blodbanen [18, 19]. Ved forhøyede 

glukosekonsentrasjonen vil -cellene respondere ved å øke insulinproduksjonen og -

utskillelsen. Hyperglykemi over lengre tid kan føre til danning reaktive stoffer som reaktive 

oksygenmetabolitter (ROS) som øker inflammasjonsprosesser og videre reduserer 

insulinsignaleringen ytterligere [8]. Opphopning av acyl-CoA fra økt malonyl-CoA skyldes 

insulin og glukose og kan føre til akkumulering av diacylglyserol (DAG) og andre "second 

messenger"-molekyler som ceramider [20] Ceramider har vist å kunne inhibere proteinkinase 

B/Akt og dermed føre til hemming av insulinsignaleringsveien [21]. 

 

Figur 1.3 Mekanismen til insulinsensitive og insulinresistente muskelceller. A) Insulinsensitiv 

muskelcelle. B) Insulinresistent muskelcelle. IRS, insulinreseptorsubstrat; IR, insulinreseptor; PI3K, 

fosfatidylinositol 3-kinase; GLUT4, glukosetransportør 4; DAG, diacylglyserol.; PKC, protein kinase 

C; Ser, serine; Thr, treonin. Figuren er hentet og modifisert fra [19]. 
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Insulinresistens i skjelettmuskler in vivo er assosiert med redusert fettsyreoksidering og – 

akkumulering av lipider [11]. Hos individer med fedme, frigjør fettvev mer fettsyrer, 

glyserol, hormoner, proinflammatoriske cytokiner og andre faktorer som er involvert i 

utviklingen av insulinresistens [8]. Økt intramyocellulær lipidlagring induserer lipotoksiske 

skader i skjelettmuskel [22].  

 

Akkumulering av fettsyrer og lipidmetabolitter som langkjedede diacylglyserol (DAG) og 

triacylglyserol (TAG) kan føre til insulinresistens. DAG i muskelceller aktiverer 

proteinkinase C (PKC) direkte som videre fosforylerer IR i serin- og treonindelen på 

reseptoren og IRS1. Dette hemmer binding mellom IR og IRS1, som igjen hemmer 

aktiveringen av PI3K og signaleringen videre for oppreguleringen av GLUT4. Høyere nivåer 

av DAG i cellene skyldes akkumulering av TAG som kommer fra økt kaloriinntak og 

ubalanse mellom opptaket og oksidasjonen av fettsyrer [18, 19].  

 

1.5 Skjelettmuskelens struktur og oppbygning   

Skjelettmuskulaturen er det største organet på kroppen og utgjør rundt 40 % av kroppsvekten 

til et voksent individ [23]. Det består av rundt 600 separate muskler hvor hver av disse 

musklene består av muskelceller, bindevev, blodårer og nerver. En bindevevshinne 

(sarcolemma) omringer muskelcellene eller muskelfibrene. Flere muskelfibre sammen kalles 

muskelfiberbunter, og blir igjen omringet av en grov bindevevshinne (premysium). I 

skjelettmuskulaturen finnes det aktin og myosin som sammen danner et mønster av lyse og 

mørke bånd på tvers av muskelfibrene [24].  

 

Aktin og myosin sammen fører til kontraksjon og avslapning av skjelettmuskulatur. Når 

muskulaturen kontraherer er det de tykke myosinfilamentene som raskt tar tak i to tynne 

aktinfilamenter, ett fra hver side, og trekker de inntil seg. Dette kalles cytoplasmatisk 

bevegelse. Det er en variasjon i kontraksjonshastigheten hvor muskelfiber type I kontraherer 

langsomt, mens muskelfiber type II er de raske. Grunnen til denne forskjellen er fordi det er 

en forskjell i hvor fort ATP spaltes av myosin, der type I-fibre bruker oksidativ fosforylering 

ved dannelse av ATP (oksidative fibre), mens type II produserer ATP ved hjelp av glykolyse 

(glykolytiske fibre) [25, 26].   

 

 



 

 7 

1.5.1 Satellittceller fra muskelbiopsier   

Satellittceller kan isoleres fra skjelettmuskelbiopsier, aktiveres til proliferende myoblaster og 

differensieres til flerkjernede myotuber i cellekulturer. Disse cellekulturene representerer et 

godt modellsystem for human skjelettmuskulatur og som kan studeres ex vivo. Fordelen med 

dette systemet er at disse cellene er mer genetisk egnet til å undersøke human patofysiologi 

enn muskelceller fra dyr. I tillegg er det mulig å ha god kontroll på det ekstracellulære 

miljøet, og det at cellene ikke er udødelige, gjør det mulig å studere medfødte egenskaper fra 

donoren [27].  

 

Genetiske defekter kan beholdes i dette in vitro-systemet isolert fra pasienter med metabolske 

sykdommer. Det er vist at satellittceller fra pasienter med T2D og fedme har redusert 

kapasitet til å oksidere fettsyrer og en økt forestring av palmitinsyre til fosfolipider (PL) 

sammenlignet med celler isolert fra friske individer [11, 28]. 

 

 

Figur 1.6. Figur over skjelettmuskel- og satelittceller. Satelittceller finnes mellom et basal-

laminalag i skjelettmusklene. Når muskelfibrene skades blir satellittcellene aktivert og øker i sitt 

cytoplasmatiske innhold. Den cytoplasmatiske prosessen fører til kjemotakse av satellittcellen langs 

skjelettfibrene. Figur er modifisert fra [26].  

 

 

 

Aktiverte satellittceller 

Cellekjerner 

Cellekjerne 

Satellittcelle Basal-lamina 

Aktiverte satellittceller 

Satellittcelle 

Basal-lamina 
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1.6 Energimetabolisme i skjelettmuskler 

Skjelettmuskler er hovedorganet i kroppen som er involvert i lipid og glukoseoksidasjon. 

Etter måltid dominerer glukoseoksidasjonen, mens ved faste og trening økes 

fettsyreoksidasjonen og frie fettsyrer som foretrekkes fremfor glukose som energisubstrat. 

Humane skjelettmuskelceller (myotuber) har evne til å skifte mellom lipidmetabolisme og 

glukosemetabolisme, og kan på den måten være et metabolsk fleksibelt organ [29, 30]. 

 

1.6.1 Lipidmetabolismen generelt  

Fettsyrer er en viktig energikilde som brukes til å opprettholde kontraktile funksjoner i hjerte 

og skjelettmuskler. For å få nok energi som kreves fra disse musklene må opptaket og -

oksidasjonen av fettsyrer være nøye regulert. En ubalanse i fettsyreopptaket og -

oksidasjonen kan potensielt føre til insulinresistens, men reduksjon i fettsyreopptaket kan 

derimot bedre insulinsensitiveten i skjelettmuskel. Akkumulering av fettsyrer og 

lipidmetabolitter som acyl-CoA, diacylglyserol og triacylglyserol kan som nevnt føre til 

insulinresistens. Trolig kan en ubalanse mellom fettsyreopptak og oksidasjon være grunnen 

til lipidakkumuleringen. Det er derimot kontroversielt om økning av fettsyreoksidasjon i 

hjerte- og skjelettmuskelceller er gunstig for å forhindre lipidakkumulering og 

insulinresistens [18] 

 

Lagring og oksidasjon av fettsyrer 

Frie fettsyrer er i bundet til albumin ekstracellulært og ved økt albuminkonsentrasjon vil også 

mengde bundet frie fettsyrer være økt.  Dette reduserer fettsyreopptaket til cellene [31]. Frie 

fettsyrer blir tatt opp i skjelettmuskel ved hjelp av passiv diffusjon gjennom lipiddobbeltlaget 

eller ved hjelp av bærere som CD36 og fettsyretransportprotein (FATP) i plasmamembranen 

[32, 33]. Etter opptak blir de frie fettsyrene lagret som større molekyler eller umiddelbart 

oksidert for å forsyne kroppen med nok energi [32]. Intracellulært blir fettsyrene, bundet til 

fettsyrebindende protein (FABP), fraktet og omdannet til acyl-CoA via acyl-CoA syntase 

[33]. Langkjedet acyl-CoA blir enten oksidert, lagret som TAG eller inngått i andre 

strukturelle komponenter som fosfolipider (PL) [34]. Når langkjedet acyl-CoA oksideres blir 

de først fraktet til mitokondrie eller peroksisomer ved hjelp av acyl-CoA-bindende protein 

(ACBP). Denne -oksidasjonen fører til danning av ATP, varme og acetyl-CoA. 

Reguleringen av oksidasjonen skjer ved hjelp av malonyl-CoA som inhiberer karnitin 

palmityoltransferase 1 (CPT1). Dette enzymet frakter acyl-CoA inn i mitokondriene ved å 
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forestre det til karnitin og danne acylkarnitin. Inni mitokondriene spaltes karnitingruppen av 

og acyl-CoA blir gjendannet [35, 36]. Ved overskudd av energi kan acyl-CoA lagres som 

intramyocellulært TAG i skjelettmuskel. Acyl-CoA forestres med glyserol og danner 

monoacylglyserol (MAG) (figur 1.7). 

 

 

Figur 1.7: Glukose- og fettsyremetabolisme i humane myotuber. Figuren viser hvordan glukose 

gjennomgår oksidasjon eller lipogenese, og hvordan frie fettsyrer blir transportert oksidert, og 

forestret til større molekyler. FFA, frie fettsyrer; FABP, fettsyrebindende protein; GLUT, 

glukosetransportør; ACBP, acyl-CoA bindende protein; CD36/FATP, fettsyretransportør; LD, 

lipiddråper; ATP, adenosintrifosfat. Figur er hentet fra [37]. 

 

1.6.2 Fettsyrer (OA, EPA og PA) 

Omega-3-fettsyrer som eikosapentaensyre (EPA) og dokoheksaensyre (DHA) er essensielle, 

og de nevnte fettsyrene er også de viktigste kildene til marine omega-3-fettsyrer. Et kosthold 

rikt på flerumettede fettsyrer som EPA og enumettede fettsyrer som oljesyre (OA) har vist å 

ha en positiv effekt på insulinsensitivet, sammenlignet med mettede fettsyrer som 

palmitinsyre (PA) [34]. De forskjellige fettsyrene danner trolig ulike lipidintermediater. OA 

har vist i hovedsak å inkorporeres i TAG uten å påvirke insulinsignaleringsveien, mens PA 

inkorporeres i DAG som videre kan gi opphav til ceramider og som øker insulinresistens 

[38].  

 

Eikosapentaensyre 

Eikosapentaensyre (EPA) er en flerumettet omega-3-fettsyre som forekommer mye i 

fiskeoljer. EPA har vist å ha gunstige effekter på lipidmetabolismen og forebygging av 
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diabetes og fedme [39, 40]. Et forsøk med rottehepatocytter viste at syntesen av 

triacylglyserol (TAG) var redusert ved EPA til stede i mediet i forhold til oljesyre (OA) [41]. 

Bakke et al. beskriver i sin studie hvordan EPA øker akkumulering og lipolyse av OA og PA 

[42]. Det er også vist at EPA regulerer flere gener involvert i lipidmetabolismen enn PA og 

OA [38]. 

 

 

Figur 1.7: Strukturformelen til eikosapentaensyre (EPA). Figur er hentet fra [43]. 

 

Palmitinsyre  

Palmitinsyre (PA) er en mettet fettsyre som finnes i palmeolje, men forekommer også i 

animalske og vegetabilske matvarer [44]. Forbehandling av myotuber med palmitinsyre har 

vist å øke opptaket av oljesyre (OA). I samme studie ble det også observert at mindre OA ble 

oksidert og mer inkorporert i DAG. Dette ble videre omdannet til ceramider og lagret i 

skjelettmuskelceller [45]. Ceramider er en type sfingolipid, bygget opp av aminoalkoholet 

sfingosin (et polart hode med en aminogruppe og en lang upolar hydrokarbonhale), og ikke 

glyserol, som vanlige lipider [46]. Umettede fettsyrer som palmitinsyre induserer 

formeringen av sfingolipider som er potente agonister av insulin. Det har blitt sett en 

dramatisk bedring i insulinsensitivitet i gnagere ved hemming av ceramidsyntesen [47]. 

 
Figur 1.8: Strukturformelen til palmitinsyre (PA). Figur er hentet fra [48].  

 

Oljesyre  

Oljesyre (OA) er en enumettet fettsyre som forekommer i vegetabilske og animalske 

matvarer. Det er vist at det meste av OA ble inkorporert i PL og TAG, deretter som FFA i 

DAG ved forbehandling av myotuber med OA [49]. Mens ved forbehandling med både OA 

og PA har Hessvik et al. vist at OA ble inkorporert i større grad i nøytrale lipider enn PA 

[38]. I studien utført av Yen et al. er det også sett en mer effektiv lagring av OA i TAG i 

forhold til PA. Dette kan tyde på at PA lagres dårlig og har en toksisk effekt i celler [50].  
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Figur 1.9: Strukturformelen til oljesyre (OA). Figur er hentet fra [51]. 

 

1.6.3 Triglyseridsyntesen  

Triacylglyseroler (TAG) er en heterogen gruppe molekyler som er satt sammen av et 

glyserolmolekyl og tre fettsyrer. Disse er bundet ved hjelp av esterbindinger, og det er her det 

kløyves ved avspalting. Den fysiske og kjemiske egenskapen til hver av de forskjellige 

triglyseridene bestemmes av lengde på kjeden og til hvilken grad fettsyrene er mettet. TAG 

spiller en stor rolle i levende organismer, blant annet til akkumulering og lagring av fettsyrer 

til energiforbruk og syntese av membranlipider. I tillegg til lagring kan syntese av TAG i 

celler virke beskyttende fra potensielle toksiske effekter av overflødige fettsyrer [50]. 

 

 
 

Figur 1.9: Forenklet figur over triglyseridsyntesen:  

Fire acyl-CoA-grupper, monoacylglyserolgruppe og en glyserol-3-fosfatgruppe, ved hjelp av flere 

synteseveier, danner sluttproduktet triacylglyserol (TAG). GPAT, glyserol-3-fosfat acyltransferase; 

AGPAT, acylglyserol-3-fosfat acyltransferase; PAP, fosfatidat fosfatase; MGAT, monoacylglyserol 

acyltransferase; DGAT1, diacylglyserol acyltransferase 1; DGAT2, diacylglyserol acyltransferase 2. 

Figuren er hentet fra [52].  
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Det må gjennom to biosynteseveier for å syntetisere sluttproduktet TAG. Først vil enzymet 

glyserolfosfat (GPAT) binde en acyl-CoA-gruppe til glyserol-3-fosfat, deretter bindes enda 

en acyl-CoA-gruppe ved hjelp av et annet enzym, acylglyserol-3-fosfat acyltransferase 

(AGPAT). Fra glukoseveien spalter fosfatidat fosfatase (PAP) av en fosfatgruppe som 

resulterer i diacylglyserol (DAG) (figur 1.9). Fra MAG (avsnitt 1.6.1) til DAG legges en 

monoacylgruppe til ved hjelp av enzymet monoacylglyserol transferase (MGAT), hvor det 

videre blir lagt til en acyl-CoA gruppe og ved hjelp av diacylglyserol acyltransferase 1 

(DGAT1) og diacylglyserol acyltransferase 2 (DGAT2) resulterer i TAG. Glyserolfosfatveien 

finnes i de fleste celletypene, mens monoacylglyserolveien kun finnes i human tynntarm hvor 

TAG blir resyntetisert av produkter fra hydrolyse av fett fra kosten. Nylig syntetiserte TAG 

blir trolig frigjort i fra dobbeltlaget i lipider hvor de videre blir ført inn i kjernen til enten 

lipiddråpene i cytoplasma eller lipoproteiner i endoplasmatiske retikulum (ER) lumen i celler 

som hepatocytter og enterocytter [53, 54].  

 

Figur 1.10: Hypotetisk modell som illustrerer funksjonene til de forskjellige DGAT-enzymene i 

triacylglyserolsyntesen i endoplasmatisk retikulum (ER): Illustrasjonen viser hvordan hvor TAG 

blir syntetisert og hvor de blir ført videre. Syntetisert TAG blir enten ført inn i kjernen i lipiddråper 

som blir ført videre til cytoplasma eller ført inn i kjernen i lipoproteiner i utvalgte celler som 

hepatocytter og enterocytter. Figuren er hentet fra [50]. 
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1.7 Diacylglyserol acyltransferase  

Diacylglyserol acyltransferase (DGAT) er katalysatorer i det siste trinnet triglyseridsyntesen 

fra diacylglyserol (DAG) til triacylglyserol (TAG) som er det viktigste lagringsmolekylet av 

metabolsk energi og fettsyrelagring. Enzymenes funksjon ble først rapportert i 1956. I tillegg 

til energilagring kan triglyseridsyntese i celler være viktig for beskyttelse av toksiske effekter 

fra overflødige fettsyrer. Selv om TAG er viktig for å opprettholde normal fysiologi, kan 

overflødig akkumulering av dette i metabolske vev, som muskel og lever, resultere i fedme 

og organdysfunksjon [50]. Det finnes to isoformer av DGAT (DGAT1 og DGAT2) med 

forskjellige proteinsekvenser og potensielt forskjellige cellulære, biokjemiske og fysiologiske 

funksjoner [55]. Irshad et al. har beskrevet en hypotese om to signaleringsveier for DGAT-

enzymene hvor DGAT2 er involvert i de novo fettsyresyntesen. De novo fettsyresyntese er 

gjenbruk av lipolytiske stoffer til fettsyrer som inkorporeres videre i forskjellige lipid "pools" 

[56].  

  
 

Figur 1.11: Antagelig signaleringsvei for diacylglyserol acyltransferase 1 og -2 (DGAT1 og 

DGAT2) i brunt fettvev. Fettsyrer fra glukose blir først lagret i diacylglyserol (DAG") "pool" i 

cellen. DGAT2 katalyserer DAG til triacylglyserol (TAG") "pool" hvor det samtidig skjer lipolyse til 

fettsyre (FA). Produktene fra lipolysen aktiverer de novo lipogenesen (DNL) som igjen fører til 

glukoseopptak og lagring i DAG". DGAT1 katalyserer en annen signaleringsvei som DGAT2 er 

involert i. Denne signaleringsveien forbruker eksogent fettsyre som lagres i en annen DAG' "pool". Så 

katalyserer trolig både DGAT1 og DGAT2 lagringen av en ny TAG' "pool" før fettsyrene blir ført inn 

i mitokondrie ved hjelp av CPT1 og gjennomgår -oksidasjon. Begge TAG "poolene" blir aktivert av 

3-adrenerg aktivering. Glyserol-3-fosfat (glyserol-3-P) blir brukt for å generere dannelsen av DAG 

"poolene". Figuren er modifisert fra [56]. 

 

 

 

 

DAG'' 

DAG' 
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1.7.1 Diacylglyserol acyltransferase 1 

Diacylglyserol acyltransferase 1 (DGAT1) er en av to isoformtyper av DGAT-enzymer som 

katalyserer det siste trinnet i triglyseridsyntesen [55]. DGAT1 har også vist MGAT-

egenskaper i forsøk in vitro, ved at den trolig forestrer en monoacylglyserol (MAG) med to 

acyl-CoA lipider [50]. Genet som koder for dette proteinet finnes i blant annet mennesker, 

mus, gjær og sopp. I mennesker består dette genet av 17 eksoner, 488 aminosyrer og er 

lokalisert på kromosom 8. I mennesker er DGAT1 påvist i tynntarmen, testikler, fettvev, 

brystkjertler, milten, skjelettmuskel, hjerte og hud [50]. DGAT1 er en del av en større familie 

membranbundne O-acyltransferaser (MBOAT). Enzymer i denne familien katalyserer O-

acyleringsreaksjoner som binder acyl-CoA til ulike substrater. DGAT1 har vist at det 

foretrekker enumettede fettsyrer som OA fremfor mettede fettsyrer som palmitinsyre [57]. I 

DGAT1
-/- 

mus er det sett en slank fenotype, selv med fettrik diett, og resistens av diett-

indusert vektøkning [50]. 

 

 

 

 

 

Figur 1.12: Strukturformelen til diacylglyserol acyltransferase 1 (DGAT1)-hemmer: DGAT1-

hemmeren som er brukt i denne oppgaven (A922500).  
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1.7.2 Diacylglyserol acyltransferase 2 

Diacylglyserol acyltransferase 2 (DGAT2) ble ikke oppdaget før det ble observert rikelig 

med TAG i vevene til mus som manglet DGAT1. Det humane genet som koder for DGAT2-

proteinet består av 8 eksoner og er lokalisert på kromosom 11. Det er påvist DGAT2 i lever, 

fettvev, brystkjertler, testikler, perifere leukocytter og hjerte. DGAT2 er med i en familie 

bestående av sju proteiner. Denne gruppen består blant annet av monoacylglyserol 

acyltransferase enzymene, MGAT1, MGAT2 og MGAT3, som katalyserer reaksjonen fra 

monoacylglyserol til diacylglyserol. Det er sett at mutasjoner i ulike sekvenser i DGAT2-

enzymet (161-164 og 80-87) i mus har gitt en betydelig lavere DGAT-aktivitet in vitro, men 

det er ikke vist at DGAT2 har preferanser når det gjelder mettede eller enumettede fettsyrer 

som substrater. I mus hvor DGAT2-aktiviteten ble slått ut ble det også observert en 

hudbarrieresvikt som førte til hurtig dehydrering [50].  

 

 

 

Figur 1.8: Strukturformelen til diacylglyserol acyltransferase (DGAT2)-hemmer: DGAT2-

hemmeren som er brukt i denne oppgaven (JNJ-DGAT2-A). 

 

Både DGAT1 og DGAT2 syntes å spille en stor rolle i TAG-syntesen hvor det er sett at 

overekspresjon av enten DGAT1 eller DGAT2 begge har gitt en økt in vitro DGAT-aktivitet. 

Dette har generert TAG fra acyl-CoA og DAG-substrater. En overekspresjon av enten 

DGAT1 eller DGAT2 har vist å øke de novo syntesen og akkumuleringen av TAG. Ved 

defekt i et av enzymene i mus er det blitt observert en reduksjon i både DGAT-aktivitet og 

nivåer av TAG [50, 58]. Yen et al. sammenlignet DGAT1 og DGAT2, og beskrev at DGAT2 

syntes å ha en mer dominerende og kontrollerende rolle i TAG-homeostasen in vivo [50].  
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2 Hensikt med oppgaven  

Akkumulering av lipider intracellulært har vist å ha betydning for utvikling av 

insulinresistens og T2D [59]. DGAT-enzymene spiller en viktig rolle i denne 

lipidakkumuleringen. Det er derfor her ønskelig å gjøre studier med ulike fettsyrer og DGAT-

enzymene for å se på fettsyrenes og DGAT-enzymenes effekt på fettsyremetabolismen i 

humane myotuber. 

 

Hensikten med denne oppgaven er å undersøke den sentrale hypotesen om at triacylglyserol-

(TAG)-innholdet i muskelen er heterogent lokalisert og spesielt om DGAT-enzymene har 

ulike roller i muskel selv om de katalyserer samme reaksjon. Det var også ønskelig å se 

enzymenes betydning for TAG-syntesen ved samtidig inkubering av skjelettmuskelcellene 

med ulike fettsyrer som eikosapentaensyre (EPA), oljesyre (OA) og palmitinsyre (PA).  

 

I denne oppgaven er det brukt OA, EPA, PA, DGAT1-hemmer og DGAT2-hemmer. 

Følgende delmål for denne oppgaven er satt: 

 

 Undersøke om akutt eller kronisk behandling med DGAT-hemmere påvirker 

ekspresjonen av gener involvert i lipidmetabolismen i skjelettmuskelceller. 

 

 Undersøke effekten av å hemme DGAT1 og DGAT2 på akkumulering av radioaktiv 

oljesyre ved bruk av spesifikke enzymhemmere. 

 

 Undersøke hvilke effekter forbehandling og koinkubering med EPA og PA har på 

lipidakkumulering og lipolyse ("lipidturnover") i muskelcellene. 

 

 Undersøke hva slags effekter spesifikk hemming av DGAT1 og DGAT2 har på 

akkumulering og fettsyreoksidasjon med og uten forbehandling med EPA og PA. 
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3 Metode og materiale  
 

3.1 Materiale  
Tabell 3.1: Oversikt over materiale som ble brukt 

Utstyr Leverandør Sted 

15 ml Sentrifuge rør Centristar, Corning Inc. NY, USA 

50 ml Sentrifugerør Centristar, Corning Inc. NY, USA 

Trappestativ og utstyr Teknisk avdeling, 

Universitetet i Oslo 

Oslo, Norge 

GraphPad® Prism 7th version 

for Mac 

Graphpad Software Inc. La Jolla, CA, USA 

CountessTM automated cell 

counter 
Gibco®, Invitrogen Paisley, Skottland, 

Storbritannia 

CountessTM counting 

chamber slides 
Gibco®, Invitrogen Paisley, Skottland, 

Storbritannia 

Mikrobeta2 Microplate 

counter 2450 

PerkinElmer Inc. Waltham, MA, USA 

VictorTM X4 Multilabel Plate 

Reader 

PerkinElmer Inc. Waltham, MA, USA 

Esco CellCulture


, CO2 

incubator 

Esco Micro Pte. Ltd. Singapore 

Unifilter® - 96 GF/B PerkinElmer Inc.  Waltham, MA, USA8 

Heraeus Fresco 21 Centrifuge Thermo Scientific Roskilde, Danmark 

Isoplate - 96 PerkinElmer Inc.  Waltham, MA, USA 

Kubota 2010 Compact 

Tabletop Centrifuge 

Kubota Corp Osaka, Japan 

TopSeal, Plastikkfilm  PerkinElmer Inc. Waltham, MA, USA 

Packard Tri-Carb Liquid 

Scintillation Counter 1900 TR 

PerkinElmer Inc. Waltham, MA, USA 

Qiashredder Mini Spin 

kolonner 

QIAGEN® Austin, TX, USA 

gDNA Eliminator Spin 

kolonne  

QIAGEN® Austin, TX, USA 

RNeasy mini spin column QIAGEN® Austin, TX, USA 

NanoDrop Lite 

Spektrofotometer 

Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA 

High- Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit 

Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA 

Thermal Cycler 9000 Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA 

MicroAmp Optical 

reaksjonsplate 

Thermo Fisher Scientific Foster City, CA, USA 

StepOnePlus Real-Time PCR 

System Thermal Cycling 

Block  

Thermo Fisher Scientific Foster City, CA, USA 
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3.2 Kjemikalier og reagenser  
Tabell 3.2: Oversikt over utstyr som ble brukt 

Kjemikalie/Reagens Leverandør Sted 

Actrapid® Penfill® 100 IE/ml Novo Nordisk A/S Bagsværd, Danmark 

Bovint serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA 

Bio-Rad Protein Assay Dye 

reagent Concentrate 

Bio-Rad Laboratories Inc. Hercules, CA, USA 

Dulbecoo’s Modified Eagle 

medium med glutamax 

(DMEM m/Glutamax m/1,0 

g/liter glucose) 

Thermo Fisher Scientific Paisley, Skottland, 

Storbritannia 

Dulbecco’s Phosphate 

Buffered Salin (DPBS uten 

Ca2+ og Mg2+) 

Gibco Inveitogen (Gibco 

Life Technologies) 

Paisley, Skottland, 

Storbritannia 

Fetal Calf Serum (FCS) Gibco Inveitogen (Gibco 

Life Technologies) 

Paisley, Skottland, 

Storbritannia 

Fetal Bovine Serum (FBS)  Gibco Inveitogen (Gibco 

Life Technologies) 

Paisley, Skottland, 

Storbritannia 

Fungizone® (250 μg/ml 

Amphotericin B) 

Gibco Inveitogen (Gibco 

Life Technologies) 

Paisley, Skottland, 

Storbritannia 

[
14

C]oljesyre 100μCi/ml PerkinElmer Inc. Boston, MA, USA  

4-(2-hydroksyetyl)-1- 

piperazinetansulfonsyre 

(HEPES) 

Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA 

Dimetylsulfoksid (DMSO) Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA 

L-karnitin hydroklorid Sigma-Aldrich St. Louis, Missouri, USA 

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

OptiPhase Supermix PerkinElmer Inc. Wallham, MA, USA 

Natriumhydroksid (NaOH) Merck Millipore Billerica, MA, USA 

Trypsin Gibco®, Invitrogen 

(Gibco Life Technologies) 

Paisley, Skottland, 

Storbritannia 

Power SYBR® Green PCR 

Master Mix 

Applied Biosystems Warrington, Storbritannia 

Nukleasefritt H2O Agilent Technologies Inc. Cedar Creek, TX, USA 

Primere (36B4, ATGL, CD36, 

CPT1b, DGAT1, DGAT2, 

FAS, GAPDH, PDK4, PLIN2) 

Invitrogen Carlsbad, CA, USA 
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3.3 Dyrking av muskelceller  

Skjelettmuskelcellene (musculus vastus lateralis og interspinales lumborum) ble tatt ut fra 

cellebanken. Disse er tidligere tatt fra skjelettmuskelbiopsier.  

 

3.3.1 Opptining og utsåing  

Utsåingsmediet (appendiks 1.1) ble overført til et 50 ml sentrifugerør og forvarmet i 

varmebad med varmekuler ved 37 °C. Et kryorør med celler ble deretter tatt ut av 

nitrogentanken og satt på is. Før ampullen ble satt på is ble den forsiktig åpnet for å utligne 

eventuelle trykkforskjeller som følge av nedfrysningen. Innholdet ble deretter overført til et 

15 ml sentrifugerør og fortynnet opp til 5 ml med utsåingsmedium. Dimetylsulfoksid 

(DMSO), en kryoprotektiv substans, ble tilsatt nedfrysningsmediet og fortynnet for å hindre 

krystalldannelse i cellene. Den fortynnede løsningen ble deretter sentrifugert ved 1300 

rotasjoner per minutt (rpm) i 5 minutter. Supernatanten ble så fjernet og cellepelleten ble 

resuspendert i 1 ml utsåingsmedium. Cellesuspensjonen ble videre tilsatt mengde 

utsåingsmedium etter behov og overført til cellebrett i ulike formater (tabell 3.3). Cellene ble 

deretter satt i et 5 % CO2-kontrollert inkubatorskap i ca. 24 timer ved 37 °C. 

 

Tabell 3.3 Viser volum av medium og antall celler som ble brukt for utsåing i ulike 

format. 

Format Utsåingsmedium per brønn (l)  Antall celler per brønn 

96-brønners brett 100 6000 

6-brønners brett 2000 100 000 

 

3.3.2 Proliferasjon 

Etter ca. 24 timer ble utsåingsmediet byttet ut med proliferasjonsmedium (appendiks 1.2). 

Proliferasjonsmediet ga optimal betingelse for celleproliferasjon. Mediet ble byttet annenhver 

dag til cellene var ca. 80-90 % konfluente. Cellene ble inkubert ved samme betingelser som 

ved utsåing.  
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3.3.3 Differensiering  

Ved 80-90 % konfluente celler ble proliferasjonsmediet byttet ut med 

differensieringsmedium (appendiks 3.3). I denne fasen differensierte cellene til langstrakte, 

flerkjernede muskelfibre (myotuber). Denne prosessen tok ca. 7 dager, og her som i 

proliferasjonsfasen (avsnitt 3.3.3) ble differensieringsmediet byttet annenhver dag og 

inkubert ved samme betingelser som i de øvrige fasene. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figur 3.1 Mikroskopibilder av differensierte humane skjelettmuskelceller: Bildet viser 

differensierte myotuber fra forskjellige donorer ved 4x forstørring. Ved hjelp av lysmikroskop ser vi 

at cellene har blitt langstrakte og flerkjernede.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 21 

3.4 Deteksjon av 
14

C-radiomerket substratakkumulering 

og - oksidasjon  

3.4.1 Substratoksidasjonsmetoden 

Substratoksidasjonsmetoden ble utviklet av Wensaas et al. i 2007, og er en metode som 

brukes for å måle mengden 
14

C-radiomerkede substrater ved hjelp av MicroBeta2
®

 

Microplate Counter (PerkinElmer). 

Figur 3.2 Prinsippet til substratoksidasjonsmetoden: Når det 
14

C-radiomerkede substratet blir tatt 

opp av de adherente cellene og blir oksidert, vil CO2 bli frigjort som et biprodukt. CO2-gassen blir 

fanget opp av det alkaliske filteret og mengden kan detekteres. Det som ikke oksideres vil kunne 

akkumuleres i cellene og bli igjen i det nederste laget. Figuren er modifisert fra [28]. 

Skjelettmuskelcellene ble dyrket i 96-brønnersbrett som beskrevet i avsnitt 3.3.1-3.3.3. Etter 

at myotubene var ferdig differensierte ble det tilsatt 100 M EPA, 100 M PA og inkubert i 

24 timer.  Etter inkubasjonen med fettsyrer ble det tilsatt DGAT1-hemmer og 10 M 

DGAT2-hemmer i forskjellige cellebrønner og i noen rader ble det koinkubert både 100 M 

EPA og DGAT1-hemmer, 100 M EPA og DGAT2-hemmer og tilsvarende med PA 

(appendiks 5.1). Det ble brukt 0,1 % DMSO som kontroll.  

 

3.4.2 Trappingprosessen  

Etter 24 timer ble filterbrettet festet med en plastsealing under og fuktet med 20 l 1 M 

NaOH til de brønnene som skulle brukes. Medierestene fra cellebrettet ble fjernet fra 

brønnene før 50 l radioaktivt trappemedium ble tilsatt til hver brønn. Cellebrettet ble 

deretter plassert i trappebeholderen og en silikonlapp ble lagt mellom cellebrettet og 

Filterbrett fuktet med 1 M 
NaOH 

Filterplatebrønn
er 

Silikonlap
p 

Cellebrønner med 
medium  

Adherente 
celler  
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filterbrettet som igjen ble lagt opp ned over silikonlappen. Begge brettene, sammen med 

silikonlappen, ble festet og sikret med bunnskruer i hvert hjørne, før en blyplate ble plassert 

på toppen. Brettene ble lagt under press ved hjelp av trappestativet og satt i inkubatorskapet 

ved 37 C
 
i 4 timer med 5 % CO2 (Figur 3.3).  

 

 

Figur 3.3 Illustrasjon av utstyret som ble brukt i substratoksidasjonsmetoden: 

A) 96-brønners cellebrett med 50 l medium. B) Silikonlappen som ble plassert mellom cellebrettet 

og filterbrettet. C) Filterbrettet, fuktet med 20 l 1M NaOH, som fanger opp 
14

CO2. D) Blyplaten som 

ble plassert øverst og som sørget for et jevnt press på hele platen. Figuren er hentet fra  

[28]. 

 

Etter 4 timer ble PBS-medium varmet opp til romtemperatur. Trappeholderen ble tatt ut av 

inkubatorskapet og delene ble tatt fra hverandre. Medierestene etter trappingene ble overført 

fra 96-brønners cellebrettet til et nytt tomt 96-brønnersbrett og fryst ved -80 C for måling av 

syreløselige metabolitter senere (avsnitt 3.4.5). Cellene ble vasket to ganger med 150 l PBS 

og tilsatt 150 l 0,1 M NaOH. Brettet ble forseglet med sealer og lokk, deretter plassert i 

fryser ved -20 C.  

 

Filterbrettet ble tilsatt 40 l Optiphase Supermix telleveske til hver brønn, før brettet ble 

dekket til med TopSeal-A plastfilm. Brettet ble stående i romtemperatur i to dager, før 

plastfilmen ble tørket av med etanol, og deretter ble brettet satt til måling av CO2.  
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3.4.3 Celleassosisert radioaktivitet (CA)  

Celleassosiert radioaktivitet (CA) er et mål på mengden radioaktivitet som er akkumulert i 

cellene. Ved hjelp av MicroBeta Microplate Counter (PerkinElmer) ble det målt 

radioaktivitet fra lysatet fra substratoksidasjonen. Cellebrettet ble satt til tining i inkubator 

ved 37 C, deretter ble 50 l av lysatet fra hver brønn overført til en 96-brønners Isoplate. De 

tomme ytterste radene ble tilsatt 50 l av trappemedium for medietelling. Dette for å 

korrigere for bakgrunnsstøy (blankprøve). Så ble 100 l Optiphase Supermix tellevæske 

tilsatt til hver brønn og brettet ble forseglet med TopSeal-A plastfilm. Brettet ble plassert i 

romtemperatur i to timer før CA-telling.  

 

3.4.4 Bradfords metode for proteinmåling  

Bradfordmetoden for proteinmåling er en metode for å raskt og enkelt kunne kvantifisere 

protein. Metoden bruker en spektrofotometrisk analysemetode hvor fargestoffet Bio-Rad 

Protein Assay Dye reagent Concentrate skifter farge fra rødt (absorpsjonsmaksimum 465 nm) 

til blått (absorpsjonsmaksimum 595 nm) ved binding til protein [60]. Denne økningen i 

absorpsjonsmaksimum måles ved hjelp av Wallac Victor X4 Multimode Plate Reader [61].   

 

Det lyserte cellebrettet og bovint serumalbumin (BSA)-standarder ble satt i inkubatorskap for 

tining. Standardene med bovint serumalbumin (BSA) hadde konsentrasjonene 0, 10, 20, 40, 

80 og 160 g/ml løst opp i 0,1 M NaOH. Det ble overført 50 l fra hver brønn i det lyserte 

cellebrettet til en 96-brønners mikrotiterplate. Det ble deretter tilsatt 200 l Bio-Rad Protein 

Assay Reagent Concentrate (fortynnet 1:5) til hver brønn. Før telling i Wallac Victor X4 

Multimode Plate Reader blir mikrotiterplaten inkubert i 5 minutter i romteperatur, slik at 

absorbansen ble målt ved 595 nm. Videre ble standardkurven brukt til å estimere 

proteinkonsentrasjonene.  

 

3.4.5 Analyse av syreløselige metabolitter (ASM)  

Som nevnt i avsnitt 3.4.2 ble medierester tatt vare på og fryst ved -80 C for ASM-telling. 

Brettet med medierester ble tint i romtemperatur, før det ble samlet til sammen 100 l 

medium fra hver av medierestene fra behandlingene (appendiks 5.2) og overført til et 

eppendorfrør. Hver av eppendorfrørene ble tilsatt 30 l 6 % BSA og 300 l 1 M kald 

perklorsyre (HClO4), for å få utfelt BSA- og lipidkomplekser. Deretter ble rørene sentrifugert 
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ved 4 C på 10 000 rpm i 10 minutter til det ble dannet en pellet i bunnen. Det ble så tatt ut 

200 l av supernatanten til hvert rør og overført til nye scintillasjonsrør. Det ble tilsatt 3 ml 

Optiphase Supermix tellevæske før det ble satt i romtemperatur i en time før telling. 

 

3.5 "Scintillation proximity assay" (SPA) 

"Scintillation proximity assay" (SPA) er en måte å detektere og kvantifisere radioaktivitet. 

14
C-radiomerkede substrater ble akkumulert i myotuber og konsentrert på bunnen i hver 

brønn i 96- brønners Cytostar-T SPA-brettet og radioaktivitet ble kvanitifisert ved hjelp av 

emitterende lys. Det emitterende lyset ble målt ved hjelp av MicroBeta scintillasjonsdetektor. 

Akkumuleringen og nedbrytningen av TAG i de adherente cellene kunne kvantifiseres ved at 

14
C-radiomerket OA ble tatt opp av cellen (økt signal) og frigjort (redusert signal). Cellene 

ble inkubert med 100 M EPA og 1 M DGAT1-hemmer, 100 M EPA og 10 M DGAT2-

hemmer, og tilsvarende med 100 M PA. Her ble 100 M OA brukt som kontroll (appendiks 

5.2). Akkumuleringen ble målt henholdsvis etter 0, 1, 2, 4, 6 og 24 timer før mediet i hver 

brønn ble tatt vekk, vasket to ganger med PBS for å fjerne radioaktivitet. Brettet ble delt i to 

fra brønn A-D og E-H (appendiks 5.2). Rad A-D ble tilsatt basalmedium (appendiks 3.1), 

mens rad E-H ble tilsatt Triacsin C. Etter tilsetning av basalmedium og Triacsin C, ble 

nedbrytningen av TAG ble målt henholdsvis etter 0, 1, 2, 4 og 6 timer.  

 

Figur 3.4 Illustrasjon av prinsippet til "Scintillation proximity assay" (SPA): Figuren viser 

graden av signal i brønn uten celler, i brønn med celler hvor noe er blitt tatt opp og i brønn med celler 

hvor mye er blitt tatt opp. Figur hentet og modifisert fra [28].  
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Etter SPA-målingene ble mediene igjen tatt av og det ble målt protein med samme metode 

som beskrevet i avsnitt 3.4.4.   

 

3.6 Kvantitativ polymerase-kjedereaksjon (qPCR)  

Dette er en kvantitativ metode for å måle endring i uttrykk av mRNA. Et annet begrep for 

kvantitativ polymerase-kjedereaksjon er real-time revers-transkriptase polymerase-

kjedereaksjon. Metoden ble utført etter behandling av skjelettmuskelcellene henholdsvis med 

og uten OA og DGAT-hemmere.  

 

3.6.1 Utsåing og behandling av celler til qPCR  

Skjelettmuskelceller ble dyrket opp i 6-brønners brett (avsnitt 3.3), hvor de etter 

differensiering ble behandlet med DGAT1 og DGAT2 (appendiks 5.4), og hvor 0,1 % DMSO 

ble brukt som kontroll. Den andre behandlingen som ble utført, var med og uten kald OA 

(appendiks 5.4), hvor differensieringsmedium (appendiks 1.3) ble brukt som kontroll for kald 

OA.  

 

3.6.2 Høsting  

Etter forbehandling (4 timer og 24 timer), ble cellene høstet. Differensieringsmediet ble 

fjernet, og cellene vasket to ganger med 2 ml DPBS uten Mg
2+

 ogCa
2+

. Deretter ble 350 l 

RNease Plus lysis buffer (QIAGEN®) tilsatt brønnene. Cellene ble raskt undersøkt visuelt 

ved hjelp av et lysmikroskop for å forsikre at alle cellene var lysert. Videre ble det brukt en 

celleskrape til å skrape bunnen i brønnene, dette for å sikre at cellene løsnet fra overflaten. 

Cellelysatet ble så overført til merkede eppendorfrør og homogenisert ved hjelp av sentrifuge 

i 2 minutter på maksimal hastighet (21 000 rpm) gjennom QIAshredder Mini Spin kolonner. 

Eluatet ble fryst i -80 C før det ble tatt ut igjen for isolering av RNA.  

 

3.6.3 Isolering av RNA 

Homogenisert cellelysat fra avsnitt 3.6.2 ble tint på varmeblokk ved 37 C i 15 minutter og 

overført til hver sin gDNA Elminator spin kolonne. Kolonnene ble sentrifugert i 30 sekunder 

ved 10 000 rpm ved hjelp av Heraeus Fresco 21 centrifuge (Thermo Scientific). Kolonnene 

ble kastet og tilsvarende mengde (350 l) 70 % etanol ble tilsatt lysatet. Deretter ble prøvene 

blandet med en pipette og overført til RNeasy mini spin column og sentrifugert i 15 sekunder 
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på 10 000 rpm. Kolonnen ble etter dette vasket med 700 l RW1 vaskebuffer (sentrifugert i 

15 sekunder ved 10 000 rpm), og videre ble eluatet kastet mellom hver vask videre. Etter 

RW1 vaskebuffer, ble kolonnen vasket med 500 l RPE buffer ved samme forhold. Deretter 

ble kolonnen igjen vasket med 500 l RPE buffer, men i stedet ved 10 000 rpm og i 2 

minutter istedet. Dette for å forsikre at alt av saltrester fra RW1 vaskebuffer fjernes. 

Kolonnen ble så overført til et nytt samlerør og sentrifugert på maksimal hastighet (21 000 

rpm) i 1 minutt. Samlerøret ble kastet og kolonnen ble igjen overført til et eppendorfrør (1,5 

ml) med lokk. Det ble tilsatt 30 l RNase-fritt vann direkte på membranen i kolonnen før det 

ble sentrifugert i 1 minutt til ved 10 000 rpm. Det eluerte RNAet ble oppbevart ved -80 C 

før det ble tatt ut for kvantifisering av RNA-konsentrasjon og videre til cDNA-syntetisering.  

 

3.6.4 Kvantifisering av RNA-konsentrasjon  

Konsentrasjon og renhetsgraden av RNA fra hver prøve ble kvantifisert ved bruk av 

NanoDrop Lite Spektrofotometer, hvor det først ble målt av 20 l RNasefritt vann 

(blankprøve) to ganger. Blankprøvene var basert på det nukleasefrie vannet som ble brukt 

tidligere ved isolering av RNA. Så ble 1 l av prøvene applisert på apparatet som leste av 

konsentrasjonen (ng/l) til hver av prøvene.  

 

3.6.5 Syntese av cDNA  

Ved bruk av TaqMan Reverse Transcription Reagent-kit (Applied Biosystems) ble cDNA 

syntetisert fra RNA som tidligere var blitt isolert fra cellebrettet. Et volum tilsvarende 0,5 g 

RNA ble tatt ut fra hver prøve og overført til et mini-eppendorfrør. Nukleasefrittvann ble fylt 

i mini-eppendorfrøret til tilsammen et totalvolum på 10 l. Så ble 10 l av mastermix-

blandingen (appendiks 4.2) tilsatt til hver prøve, før blandingen til slutt ble plassert i Thermal 

Cycler 9000 for cDNA-syntetisering. Prøvene ble eksponert ved 25 C i 10 minutter, så ved 

37 C i 90 minutter, deretter ved 85 C i 5 minutter. Resten av RNA som var igjen fra dette 

forsøket ble fryst igjen ved -20C, tilfelle det var behov for videre forsøk eller mer cDNA.  

 

3.6.6 qPCR 

Under dette forsøket ble det først laget en cDNA-miks, hvor 2 l fra hver prøve ble blandet 

sammen i et eppendorfrør. Fra denne cDNA-miksen ble det laget ulike standarder med ulike 

konsentrasjoner. I første standard (standard 1000) ble det fortynnet 1:5 med nukleasefritt 
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vann, 4 l fra cDNA-miksen tilsatt 16 l nukleasefritt vann. Neste standard (standard 500) 

ble laget fra standard 1000, hvor 10 l av standard 1000 ble overført til et nytt mini-

eppendorfrør og tilsatt 10 l nukleasefritt vann. Neste standard (standard 250) ble laget fra 

standard 500, hvor 10 l av standard 500 ble overført til et nytt mini-eppendorfrør og tilsatt 

10 l nukleasefritt vann. Tilslutt ble den siste standarden (standard 125) laget ved at 10 l av 

standard 250 ble overført til et nytt mini-eppendorfrør og tilsatt 10 l nukleasefritt vann. Etter 

at standardene var laget ble cDNA-prøvene fortynnet 1:5 med nukleasefritt vann og SYBR 

Green PCR-miks laget (appendiks 4.6). Det ble tilsatt 22,5 l av SYBR Green PCR-miksen i 

hver brønn i en MicroAmp Optical Reaction Plate, og deretter tilsatt 2,5 l av hver av det 

fortynnede cDNA-prøvene, standardene og nukleasefritt vann i hver sine brønner, til et 

totalvolum på 25 l. I hver brønn ble det laget og tilsatt 3 paralleller til hver standard, 2 

paralleller av hver cDNA-prøve og 2 paralleller av nukleasefritt vann. Nukleasefritt vann ble 

tilsatt som en negativ kontroll. Til slutt ble platen satt inn i StepOnePlus Real-Time PCR 

System Thermal Cycling Block (Applid Biosystem) for analyse. 

 

3.6.7 Oversikt over primere brukt i qPCR og deres funksjon 

Syreholdig ribosomalt fosfoprotein P0 (36B4) er en endogen primer som ble brukt som 

kontroll og referansegen for å korrigere for variable totale mengder RNA i hver prøve. Vi 

valgte å analysere åtte gener (diacylglyserol transferase 1 (DGAT1), diacylglyserol 

transferase 2 (DGAT2), karnitin-palmitoyltranferase 1b (CPT1b), perilipin-2 (Plin2), fettsyre 

syntase 6 (FAS), "Cluster of differentiation 36" (CD36), fettvevs triacylglyserol lipase 

(ATGL), pyruvat dehydrogenasekinase isoezym 4 (PDK4)) som alle er viktige i 

energimetabolismen.  

 

DGAT1-genet koder for det katalyserende enzymet som omgjør diacylglyserol og acyl-CoA 

til triacylglyserol [62]. DGAT2 er også et katalyserende enzym for triacylglyserol fra 

diacylglyserol og acyl-CoA [63]. CPT1b-genet koder for det hastighetsbestemmende 

enzymet i -oksidasjonen av langkjedede acyl-CoA fettsyrer som trengs for å transportere 

disse fettsyrene fra cytoplasma inn i mitokondriene [64]. Perilipin-2- (Plin2) genet koder for 

et protein som tilhører perilipin-familien og er med på å lage en coating rundt intracellulære 

lipiddråper. Fettsyre syntase 6 (FAS) katalyserer syntesen av langkjedede fettsyrer fra acetyl- 

CoA og malonyl-CoA [65]. "Cluster of differentiation 36" (CD36) er en makrofagreseptor for 

oksidert low-density lipoproteins (LDL), en type ugunstig kolesterol [66]. Fettvevs triglyserid 
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lipase (ATGL) er et viktig enzym ved nedbrytning av lipiddråper [67]. Pyruvat 

dehydrogenasekinase isoenzym 4 (PDK4) katalyserer omdannelsen av pyruvat til acetyl-CoA 

i mitokondrie og er et viktig regulerende enzym ved oksydasjon av glukose til acetyl-CoA 

[68]. Oversikt over disse genene og deres genomiske sekvens er oppgitt i tabellen under. 

 

Tabell 3.4: Oversikt over primere benyttet til qPCR: 36B4, syreholdig ribosomalt fosfoprotein; 

DGAT1, diacylglyserol acyltransferase 1; DGAT2, diacylglyserol acyltransferase 2; CPT1b, karnitin 

palmityoltransferase 1b; Plin2, perilipin-2; FAS, fettsyre syntase 6; CD36, "Cluster of differentiation 

36"; ATGL, fettvevs triacylglyserol lipase; PDK4, pyruvat dehydrogenasekinase isoenzym 4; F, 

forward; R, reverse 

Gener Genbanknummer Primere 

36B4 

(RPLP0) 

  

M17885 

  

F: 5‘-CCA TTC TAT CAT CAA CGG GTA CAA-

3’ 

R: 5‘-AGC AAG TGG GAA GGT GTA ATC C-3’ 

DGAT1 

  

NM012179 

  

F: 5‘-ACC TCA TCT GGC TCA TCT TCT TCT 

A-3’ 

R: 5‘-GAA CTC CCG GTC TCC AAA CTG-3’ 

DGAT2 

  

NM032564 

  

F: 5‘-GCA CAG AGG CCA CAG AAG TG-3’ 

R: 5‘-CCC TCA ACA CAG GCA TTCG-3’ 

CPT1b 

  

D1852C12 

  

F: 5‘-GAG GCC TCA ATG ACC AGA ATG-3’ 

R: 5‘-GTG GAC TCG CTG GTA CAG GAA-3’ 

Plin2 

  

NM001122 

  

F: 5‘-GGT GAT GGC AGG CGA CAT-3’ 

R: 5‘-TAG AAG TGA GGA GGC TGT CAG 

ACA-3’ 

FAS 

  

U26644 

  

F: 5‘-GAA CTC CTT GGC GGA AGA GA-3’ 

R: 5‘-GTT CTG AGA AAG GTC GAA TTT GC-

3’ 

CD36 

  

L06850 

  

F: 5‘-AGT CAC TGC GAC ATG ATT AAT GGT-

3’ 

R: 5‘- CTG CAA TAC CTG GCT TTT CTC AA-

3’ 

ATGL 

  

BC017280 

  

F: 5‘-TCA GAC GGC GAG AAT GTC ATT AT-

3’ 

R: 5‘-TGC AGA CAT TGG CCT GGA T-3’ 

PDK4 

  

BC040239 

  

F: 5‘-TTT CCA GAA CCA ACC AAT TCA CA-

3’ 

R: 5‘-TGC CCG CAT TGC ATT CTT A-3’ 
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3.7 Statistikk  

Samtlige data i denne oppgaven er presentert som gjennomsnitt ± SEM (standardfeilen til 

gjennomsnittet). Hvert forsøk ble utført fra to til fire ganger, med en til åtte paralleller for 

hver behandling. Statistisk sammenligning mellom de ulike behandlingene og kontrollene ble 

analysert i en paret parametrisk t-test, ved hjelp av GraphPad Prism 7, hvor signifikansnivå 

på 5 % ble brukt, *p < 0,05. 
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4 Resultater   
Alle resultatene presentert i denne oppgaven er basert på forsøk med humane 

skjelettmuskelceller som ble dyrket som beskrevet i avsnitt 3.3. 

 

Effekter av oljesyre (OA), eikosapentaensyre (EPA) og palmitinsyre (PA) på inkorporering 

og nedbrytning av [
14

C]oljesyre, samt oljesyreoksidasjonen, ble studert ved at 

skjelettmuskelcellene ble inkubert som beskrevet i materialer og metoder. 

 

Funksjonene til DGAT1 og DGAT2 i skjelettmuskelceller ble studert ved bruk av selektive 

hemmere av disse enzymene (DGAT1-hemmer: A922500 og DGAT2-hemmer: JNJ-DGAT2-

A). Det er tidligere av oss blitt målt genuttrykk ved hjelp av qPCR, av DGAT1 og DGAT2 i 

skjelettmuskelceller hvor det var et høyere uttrykk av DGAT1 i forhold til DGAT2. Dose-

responsforsøk viste også at 1 M DGAT1-hemmer og 10 M DGAT2-hemmer var de 

konsentrasjonene som ga optimal hemmende effekt på TAG-syntese [52]. 

 

For å skille rollene til DGAT1 og DGAT2 i triacylglyserolsyntesen, i skjelettmuskelceller, 

ble det i første omgang koinkubert ved bruk av selektive hemmere av disse enzymene 

(A922500 og JNJ-DGAT2-A) og fettsyrer som EPA, PA og OA.  Videre ble det sett på 

effektene av disse enzymene ved forbehandling med EPA, PA og OA, deretter ble selektive 

hemmere av DGAT-enzymene tilsatt akutt etter 24 timer.  

 

4.1 Effekt av DGAT-hemmere på genekspresjon etter 4 t 

og 24 t med eller uten oljesyre  

For å studere om DGAT-hemming hadde effekt på mRNA-ekspresjonen av noen av de 

sentrale genene i lipidmetabolismen ved hemming av DGAT1 og DGAT2, ble cellene tilsatt 

hemmere av DGAT1 (1 M) og DGAT2 (10 M) og inkubert i henholdsvis 4 timer og 24 

timer med eller uten oljesyre (100 µM). 

 

Figur 4.1 viser en liten endring i genuttrykket ved tilsetning av DGAT-hemmere fra 

genekspresjonsforsøket. Det er en signifikant forskjell i utrykket av DGAT1 med hemming 

av DGAT2 ved inkubering i 4 timer, og en signifikant økning av fettvevs triacylglyserol 

lipase (ATGL) ved hemming av DGAT1 etter inkubering i 4 timer i fravær av OA (Figur 
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4.1A). For noen av forsøkene (spesielt 24 timers behandling) er antall gjentagelser utført få 

ganger (1 eller 2), og det er derfor ikke mulig å regne på signifikansnivå, men det kan se ut 

som om DGAT2- hemmer øker basaluttrykket av Plin2 og CD36 som begge er viktige for 

opptak og lagring av fettsyrer (Figur 4.1B). 

 

 

Figur 4.1: Uttrykk av gener relativ til genet 36B4: Celler ble inkubert med 1 M DGAT1-hemmer 

(D1-h), 10 M DGAT2-hemmer (D2-h) og 0,1% DMSO kontrollmedium (K), både med og uten 100 

M oljesyre (OA) i 4 og 24 timer. mRNA-ekspresjon av DGAT1, DGAT2, CPT1b, Plin2, FAS, 

CD36, ATGL og PDK4 ble målt ved hjelp av qPCR. A) Uttrykk av gener hvor cellene ble inkubert 

med basalmedium (differensieringsmedium, appendiks 1.3) i 4 timer (n = 4). B) Utrykk av gener hvor 

cellene ble inkubert i 24 timer med basalmedium (n = 1-3). C) Utrykk av gener hvor cellene ble 

inkubert i 4 timer med 100 M OA (n=4). D) Utrykk av gener hvor cellene ble inkubert i 24 timer 

med 100 M OA (n = 1-3). Resultatene er presentert som gjennomsnitt  SEM. *p < 0,05. 

Resultatene er normalisert og korrigert for 36B4. DGAT1, diacylglyserol acyltransferase 1; DGAT2, 

diacylglyserol acyltransferase 2; CPT1B, karnitin palmitoyltransferase 1b; Plin2, perilipin-2; FAS, 

fettsyre syntase 6; CD36, "Cluster of differentiation 36"; ATGL, fettvevs triacylglyserol lipase; 

PDK4, pyruvat dehydrogenasekinase isoezym 4. 
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4.2 Effekter av eikosapentaensyre (EPA) og palmitinsyre 

(PA) på [
14

C]oljesyremetabolismen 

Figur 4.2 viser først hvordan koinkubering med totalkonsentrasjon 100 M av henholdsvis 

OA og EPA, og koinkubering med totalkonsentrasjon 100 M av henholdsvis OA og PA, 

påvirker akkumuleringen av radiomerket oljesyre i TAG i 24 timer. Deretter er det etter 24 

timer blitt målt på frigjøringen av [
14

C]oljesyre over en periode på 6 timer. Umerket OA har 

blitt brukt som kontrollmedium (91 µM) og [
14

C]oljesyre (9 µM) blir brukt som tracer.  

 

Figur 4.2: Tidskurve for akkumulering og frigjøring av [
14

C]oljesyre (OA*): A) Kurven viser 

akkumulering av [
14

C]OA ved koinkubering med totalt 100 M fettsyre: OA og EPA. B) Kurven viser 

akkumulering av [
14

C]OA ved koinkubering med totalt 100 M fettsyre: OA og PA. 

Akkumuleringsprosessen ble målt etter henholdsvis 0, 1, 2, 4, 6 og 24 timer, deretter ble mediene tatt 

ut og tilsatt SPA-medium (appendiks 3.1). C) Kurven viser frigjøring av [
14

C]OA etter 24 t 

koinkubering med totalt 100 M fettsyre: EPA og OA. D) Kurven viser frigjøring av [
14

C]OA angitt 

etter koinkubering med totalt 100 M fettsyre: PA og OA. Frigjøringen av [
14

C]OA ble målt etter 

henholdsvis 0, 1, 2 4 og 6 timer. Resultatene er presentert i nmol/mg protein som gjennomsnitt  SEM 

(n = 3).  
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Det er en signifikant økt inkorporering av [
14

C]OA ved koinkubering med EPA i forhold til 

OA, og ved koinkubering med PA var det ingen signifikant forskjell (Figur 4.2A og B). Ved 

frigjøring av [
14

C]OA etter 24 timer er det også en større frigjøring etter koinkubering med 

EPA hvor det er en signifikant økning ved 4-timers punktet (Figur 4.2C). Dette skyldes 

antagelig en økt inkorporering i TAG, som gjør at det frigjøres mer etter akkumuleringen. 

Effekter på frigjøring etter koinkubering med PA er signifikant ved 4-timers punktet, men 

ellers er det ingen forskjell i effekter (Figur 4.2D). 

 

4.3 Effekter av DGAT-hemmere på akkumulering og 

frigjøring av [
14

C]oljesyre ved koinkubering 

Figur 4.3 viser hvordan inkubering av skjelettmuskelceller med [
14

C]OA med 1 M DGAT1-

hemmer og med 10 M DGAT2-hemmer påvirker opptaket av [
14

C]OA i 24 timer. Etter 

akkumuleringen i 24 timer er det blitt sett på frigjøringen av [
14

C]OA hvor mediet med 

[
14

C]OA og DGAT-hemmere er blitt fjernet og cellene tilsatt SPA-medium (appendiks 3.1).  



 

 34 

 

Figur 4.3: Tidskurve for akkumulering og frigjøring av [
14

C]oljesyre (OA*): A) Kurven viser 

akkumulering av [
14

C]OA ved koinkubering med OA og 1 M DGAT1-hemmer (D1-h). B) Kurven 

viser akkumulering av [
14

C]OA ved koinkubering med [
14

C]OA og 10 M DGAT2-hemmer (D2-h).  

Akkumuleringsprosessen ble målt i henholdsvis 0, 1, 2, 4, 6 og 24 timer, deretter ble mediene tatt ut 

og tilsatt SPA-medium (appendiks 3.1). C) Kurven viser frigjøring av [
14

C]OA etter forbehandling 

med [
14

C]OA og 1 M D1-h. D) Kurven viser frigjøring av [
14

C]OA etter forbehandling med [
14

C]OA 

og 10 M D2-h. Frigjøringen av radiomerket OA ble målt etter henholdsvis 0, 1, 2 4 og 6 timer. 

Resultatene er presentert i nmol/mg protein som gjennomsnitt  SEM (n = 3). 

 

Forsøkene viser en signifikant redusert akkumulering ved 24-timers punktet og tendenser til 

at hemming av DGAT1 har ført til mindre inkorporering av radiomerket [
14

C]OA.  Derimot 

viser hemming av DGAT2 tendenser til økt inkorporering av [
14

C]OA (Figur 4.3A og B). Det 

er mindre frigjøring ved hemming av DGAT1 i forhold til kontroll (Figur 4.3C). Ved 

hemming av DGAT2 er det signifikant økt frigjøring av [
14

C]OA ved 4- og 6-timerspunktene 

(Figur 4.3D).  
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4.4 Effekter av eikosapentaensyre (EPA) på [
14

C]oljesyre-

metabolismen ved koinkubering med DGAT-hemmere 

Figur 4.4 viser resultatet av inkorporeringen av [
14

C]OA ved koinkubering med EPA og med 

1 M DGAT1-hemmer eller med 10 M DGAT2-hemmer. Figurene viser hvordan 

behandlingene påvirker opptaket av [
14

C]OA i 24 timer. Etter akkumuleringen på 24 timer er 

det blitt sett på frigjøringen av [
14

C]oljesyre hvor mediet med [
14

C]OA og DGAT-hemmere 

er blitt fjernet og cellene tilsatt SPA-medium (appendiks 3.1).   

 

Figur 4.4: Tidskurve for akkumulering og frigjøring av [
14

C]oljesyre (OA*): A) Kurven viser 

akkumulering av [
14

C]OA ved koinkubering med [
14

C]OA, 100 M EPA og 1 M DGAT1-hemmer 

(D1-h). B) Kurven viser akkumulering av [
14

C]OA ved koinkubering med [
14

C]OA, 100 M EPA og 

10 M DGAT2-hemmer (D2-h). Akkumuleringsprosessen ble målt i henholdsvis 0, 1, 2 4, 6 og 24 

timer, deretter ble mediene tatt ut og tilsatt SPA-medium (appendiks 3.1). C) Kurven viser frigjøring 

av [
14

C]OA etter forbehandling med [
14

C]OA, 100 M EPA og DGAT1-hemmer (D1-h). D) Kurven 

viser frigjøring av [
14

C]OA etter forbehandling med 100 M EPA, [
14

C]OA og DGAT2-hemmer (D2-

h). Frigjøringen av radiomerket OA ble målt etter henholdsvis 0, 1, 2 4 og 6 timer. Resultatene er 

presentert i nmol/mg protein som gjennomsnitt  SEM (n = 3). 
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Det er en signifikant reduksjon i akkumulering av [
14

C]OA ved koinkubering med 100 M 

EPA og 1 M DGAT1-hemmer etter 1 og 4 timer, og signifikant redusert frigjøring etter 1 

time. Derimot er det ingen signifikante forskjeller ved koinkubering av [
14

C]OA med EPA og 

DGAT2-hemmer, både for akkumulering og for frigjøring (Figur 4.4C og D).  

 

4.5 Effekter av palmitinsyre (PA) på [
14

C]oljesyre-

metabolismen ved koinkubering med DGAT-hemmere 

For å se på effekten av palmititnsyre på metabolismen av radiomerket oljesyre ved 

koinkubering med DGAT-hemmere er skjelettmuskelcellene blitt behandlet med [
14

C]OA og  

palmitinsyre (PA), i tillegg til 1 M DGAT1-hemmer (D1-h) eller 10 M DGAT2-hemmer 

(D2-h) i 24 timer. Etter 24 timer ble koinkuberingsmediene fjernet og det ble tilsatt SPA-

medium (appendiks 3.1). for å måle frigjøringen av [
14

C]OA.  
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Figur 4.5: Tidskurve for akkumulering og frigjøring av [
14

C]oljesyre (OA*): A) Kurven viser 

akkumulering av [
14

C]OA ved koinkubering med [
14

C]OA, 100 M PA og 1 M DGAT1-hemmer 

(D1-h). B) Kurven viser akkumulering av [
14

C]OA ved koinkubering med [
14

C]OA, 100 M PA og 10 

M DGAT2-hemmer (D2-h). Akkumuleringsprosessen ble målt i henholdsvis 0, 1, 2 4, 6 og 24 timer, 

deretter ble mediene tatt ut og tilsatt SPA-medium (appendiks 3.1). C) Kurven viser frigjøring av 

[
14

C]OA etter forbehandling med [
14

C]OA, 100 M PA og DGAT1-hemmer (D1-h). D) Kurven viser 

frigjøring av [
14

C]OA etter forbehandling med 100 M PA, [
14

C]OA og DGAT2-hemmer (D2-h). 

Frigjøringen av radiomerket OA ble målt etter henholdsvis 0, 1, 2 4 og 6 timer. Resultatene er 

presentert i nmol/mg protein som gjennomsnitt  SEM (n = 3). 

 

Det er vist en signifikant reduksjon OA-frigjøring ved tilsetning av DGAT1-hemmer på 6 

timers punktet, men ellers er det ingen forskjeller mellom kontroll og PA ved behandling av 

cellene med DGAT-hemmere hverken på akkumulering eller frigjøring av [
14

C]OA (Figur 

4.5).  
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4.6 Effekter av forbehandling med eikosapentaensyre 

(EPA) og palmitinsyre (PA) i 24 timer på metabolismen 

av [
14

C]oljesyre  

Figur 4.6 viser hvordan 24 timers forbehandling med 100 M EPA og 100 M PA påvirket 

celleassosiert radioaktivitet, oksidasjon til CO2 og dannelse av syreløselige metabolitter (-

oksidasjon) fra [
14

C]OA i skjelettmuskelceller. 

 

 

Figur 4.6: Celleassosiert radioaktivitet, oksidasjon og syreløselige metabolitter av [
14

C]oljesyre 

(OA*): Skjelettmuskelcellene ble forbehandlet i 24 timer med 100 µM EPA eller 100 µM PA, 

deretter akuttbehandlet i 4 timer med [
14

C]oljesyre (100 µM). Etter 4 timer ble det radioaktive mediet 

tatt av for måling av syreløselige metabolitter (ASM) og CO2 som beskrevet i avsnitt 3.5.2 og 3.5.4. 

A) Celleassosiert radioaktivitet. B) CO2 fra radioaktiv oljesyre. C) Syreløselige metabolitter fra 

radioaktiv oljesyre. Resultatene er normalisert til kontroll og presentert som gjennomsnitt  SEM. n = 

4 gjentagelser per forsøk. *p < 0,05. Kontroll er satt til 100 %. 

 

 

Forbehandling med EPA øker celleassosiert [
14

C]OA i skjelettmuskelcellene sammenlignet 

med kontroll (Figur 4.6A). Både EPA og PA reduserte syreløselige metabolitter fra [
14

C]OA 

(Figur 4.6C), mens behandling med EPA og PA ga ingen effekt på oksidasjon (CO2) av 

[
14

C]OA (Figur 4.6B).  
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4.7 Effekter av DGAT-hemmere etter 24 timers 

forbehandling med eikosapentaensyre (EPA) 

Figur 4.7 viser hvordan 24 timers forbehandling med 100 M EPA og 4 timer 

akuttbehandling med 1 M DGAT1-hemmer og 10 M DGAT2-hemmer påvirket 

celleassosiert radioaktivitet, oksidasjon til CO2 og syreløselige metabolitter (-oksidasjon) i 

skjelettmuskelceller. [
14

C]OA er blitt brukt som tracer og 0,1 % DMSO er brukt som kontroll. 

 

 

Figur 4.7: Celleassosiert radioaktivitet, oksidasjon og syreløselige metabolitter av [
14

C]oljesyre 

(OA*): Skjelettmuskelcellene ble forbehandlet i 24 timer med 100 M EPA, deretter akuttbehandlet i 

4 timer med 1 M DGAT1-hemmer under koinkubering med [
14

C]oljesyre. Etter 4 timer ble det 

radioaktive mediet tatt av for måling av syreløselige metabolitter (ASM) og CO2 som beskrevet i 

avsnitt 3.5.2 og 3.5.4. A) Celleassosiert radioaktivitet. B) CO2 fra radioaktiv oljesyre. C) Syreløselige 

metabolitter fra radioaktiv oljesyre. Resultatene er normalisert til kontroll og presentert som 

gjennomsnitt  SEM. n = 4 gjentagelser per forsøk. *p < 0,05. Kontroll er satt til 100 %. 

 

Forsøkene viser en signifikant reduksjon av celleassosiert [
14

C]OA ved forbehandling i 24 

timer med 100 M EPA og 4 timers akuttbehandling med 1 M DGAT1-hemmer (Figur 

4.7A). Det ble ikke funnet endring i CO2 (Figur 4.6B), men det virker som begge DGAT-

hemmerne øker nivået av syreløselige metabolitter fra [
14

C]OA (Figur 4.6C).  

  



 

 40 

4.8 Effekter av DGAT-hemmere etter 24 timers 

forbehandling med palmitinsyre (PA) 

Figur 4.8 viser hvordan 24 timers forbehandling med 100 M PA, deretter 4 timer 

akuttbehandling med 1 M DGAT1-hemmer og 10 M DGAT2-hemmer påvirket 

celleassosiert radioaktivitet, oksidasjon til CO2 og syreløselige metabolitter (-oksidasjon) i 

skjelettmuskelceller. Radiomerket [
14

C]OA var blitt brukt som tracer og 0,1 % DMSO var 

brukt som kontroll. 

 

 

Figur 4.8: Celleassosiert radioaktivitet, oksidasjon og syreløselige metabolitter av [
14

C]oljesyre 

(OA*): Skjelettmuskelcellene ble forbehandlet i 24 timer med 100 M PA, deretter akuttbehandlet i 4 

timer med 1 M DGAT1-hemmer under koinkubering med [
14

C]oljesyre. Videre ble det radioaktive 

mediet tatt av for måling av syreløselige metabolitter (ASM) og CO2 som beskrevet i avsnitt 3.5.2 og 

3.5.4. A) Celleassosiert radioaktivitet. B) CO2 fra radioaktiv oljesyre. C) Syreløselige metabolitter fra 

radioaktiv oljesyre. Resultatene er normalisert til kontroll og presentert som gjennomsnitt  SEM. n = 

4 gjentagelser per forsøk. Kontroll er satt til 100 %. 

 

Her ble det ikke funnet noen signifikante endringer i celleassosiert [
14

C]OA (Figur 4.8A), 

dannelse av CO2 (Figur 4.8B) eller syreløselige metabolitter (Figur 4.8C). 
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5 Diskusjon 
Fedme og type 2-diabetes (T2D) er et stadig økende problem, særlig i den vestlige verden 

[15]. Kosthold og spesielt fett som tas opp via kosten spiller en stor rolle for akkumuleringen 

og lagringen av fettsyrer [34, 38]. Det finnes anbefalinger for daglig inntak av fettsyrer og 

type fettsyre, men det mangler god dokumentasjon på de ulike fettsyrenes metabolske 

effekter. Økt kunnskap og forståelse om lipidmetabolismen og funksjonene til ulike fettsyrer 

vil mulig bidra med forbedringer av eksisterende anbefalinger. Det er i denne oppgaven 

derfor valgt å se på tre ulike fettsyrer (OA, EPA og PA), samt to viktige enzymer (DGAT1 og 

DGAT2) i lipidmetabolismen. Per dags dato har DGAT1 og DGAT2 en uklar 

virkningsmekanisme. 

 

5.1 Dyrkede skjelettmuskelceller (myotuber) som modell 

for human skjelettmuskulatur in vitro 

I denne oppgaven ble det brukt en in vitro cellemodell for å studere lipidmetabolismen og 

genekspresjon. Satelittceller ble isolert fra skjelettmuskelbiopsier fra friske frivillige, dyrket 

og differensiert til flerkjernede myotuber. Fordelen med å bruke en in vitro-cellemodell er at 

forsøkene skjer under et kontrollert miljø, med tanke på temperatur og pH, uten påvirkning 

fra andre fysiologiske faktorer slik som hormoner [27]. Andre in vivo faktorer som derimot 

ikke blir tatt hensyn til med en in vitro-modell, og som er vanskelig å etterligne, er som nevnt 

hormoner, blodgjennomstrømning og kommunikasjon med andre celletyper. I denne 

oppgaven ble det under dyrking av celler brukt kalveserum (FCS) og storfeserum (FBS) som 

inneholder vekstfaktorer, albumin, hormoner, transferrin og proteasehemmere. Det er for å 

etterligne in vivo forholdet best mulig, samt gi gode vekstbetingelser for cellene. 

 

Andre utfordringer ved dyrking av skjelettmuskelcellene i denne oppgaven har vært for lave 

konsentrasjoner av mRNA, som kan skyldes at løsnet celler fra cellebrettet og vekst- og 

differensierings-variasjoner. Dette førte til at forsøkene tok lenger tid enn forventet og at ikke 

alle forsøk ble utført like mange ganger som planlagt.  

 

I denne oppgaven ble det brukt dyrkningsprosedyrer som beskrevet i 3.3.1-3.3.3. Siden det 

var ønskelig å utføre forsøkene kun på primære myotuber, ikke myoblaster, ble det benyttet 

celler med lave passasjenummer. Prolifereringspotensialet til myoblaster og etterfølgende 
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differensiering reduseres ved økende passasjenummer over 4-5 passasjer. Metabolske 

prosesser som glukoseoksidasjon, glykogensyntese og fettsyre -oksidasjon reduseres også 

med økende passasjenummer [69]. Nehlin et al. beskriver også en reduksjon i langkjedede 

acyl-CoA-estere og akkumulering av palmitinsyre i myotuber, grunnet mindre inkorporering i 

DAG og TAG, med økende passasjenummer [69]. I denne oppgaven er det blitt brukt celler 

fra passasje 2-4. Ved sammenligning mellom kontroll og behandling i hvert forsøk, er ulike 

donorer og ulike passajenummer tatt hensyn til i resultatet. 

 

5.2 Bruk av DGAT-hemmere  

En viktig beslutning ved bruk av farmakologisk aktive enzymhemmere er hvilken 

konsentrasjon som skal benyttes. For høy konsentrasjon gir økt risiko for ikke-spesifikke 

effekter og toksisitet, mens for lav konsentrasjon ikke vil gi den ønskede effekt. Begge 

DGAT-hemmerne som ble brukt i denne oppgaven er tidligere karakterisert og studert hvor 

IC50-verdiene for DGAT1 og DGAT2-hemmerne ble målt til henholdsvis 7 nM og 0.14 µM i 

enzymatiske analyser in vitro [55, 70]. I dose-responsforsøk ble det vist at 1 M DGAT1-

hemmer og 10 M DGAT2-hemmer var de konsentrasjonene som ga best effekt uten å utvise 

celletoksiske effekter i humane myotuber [52]. Dette samsvarer med tidligere studier hvor 

samme konsentrasjon av DGAT1-hemmer (1 µM) ble brukt i leverceller og myotuber [42, 

55]. Irshad et al. bruker i sin studie på brune fettceller (BAT-celler) en høyere konsentrasjon 

av DGAT2-hemmer på 50 M. Det har i den studien blitt beskrevet som en signifikant 

hemmende konsentrasjon uten å være toksiske for cellene. Her ble det også brukt 0,75 M 

DGAT1-hemmer som ikke ga effekt på inkorporeringen til CO2 [56].  

 

Akuttbehandling med DGAT2-hemmer resulterte i signifikant oppregulering av DGAT1-

ekspresjon, mens akutt behandling med DGAT1-hemmer oppregulerte fettvevs 

triacylglyserol lipase (ATGL). Dette enzymet katalyserer nedbrytningsreaksjonen fra TAG til 

DAG, og via 3-adrenerg stimulering har ATGL vist å føre til økt TAG turnover ved å øke 

glukoseopptaket og de novo fettsyresyntese (DNL) [56]. Det er i resultatene i oppgaven vist 

en økt ekspresjon av ATGL ved behandling med DGAT2-hemmer. Dette kan ha ført til den 

økte nedbrytningen av fettsyrer i metabolismeforsøkene i forhold til inkubering med OA. Ved 

kronisk behandling (24 timer) ble denne forskjellen derimot ikke blitt observert.   
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Andre måter en å studere effektene til DGAT er ved knockdown av enzymet. Knockdown av 

DGAT2 i brunt fettvev har vist seg å medføre forandringer i mRNA-konsentrasjonen av 

UCP1 og andre gener som er viktige for fettsyreaktivering og forestring [56]. Dette kan være 

uheldig dersom det kun er ønsket å se på effekter av DGAT2 på TAG-syntese.  

 

For å se på effektene av det to ulike DGAT-hemmerne ble det brukt radiomerket oljesyre. 

Bruken av stabile radiomerkede substrater gjør det mulig å få et godt bilde på syntese, 

distribuering og nyttiggjørelse av lipider in vivo. Det må dog tas hensyn til fortynning av det 

radioaktive substratet slik at signalene som leses av kan kvantitativt analyseres som 

biologiske effekter og ikke på grunn feil i fortynning eller artifisielle effekter [71].  

 

5.3 Effekter av eikosapentaensyre og palmitinsyre på 

oljesyremetabolismen i myotuber 

Oljesyre (OA), eikosapentaensyre (EPA) og palmitinsyre (PA) tilhører ulike grupper 

fettsyrer. Behandling med EPA har vist å ha gunstige effekter på lipidmetabolismen 

(triglyseridsenkende effekt) og å kunne forebygge type 2-diabetes og fedme [39], i 

motsetning til palmitinsyre (PA) som har vist en hyperkolesterolemisk effekt in vivo [72]. 

Disse fettsyrene metaboliseres forskjellig og danner ulike mengder og typer 

lipidintermediater i skjelettmuskelceller. OA inkorporeres mest i triacylglyserol (TAG), mens 

PA har vist å inkorporeres mer i diacylglyserol (DAG) og i ceramider [34, 38]. EPA har 

derimot vist å ha en induserende effekt på TAG-syntesen [49, 73]. Det har derfor vært som 

mål i denne oppgaven å undersøke om hvilke effekter forbehandling med EPA og PA har på 

akkumulering og nedbrytningen av fettsyrer i muskelcellene. Yen et al. har vist hvordan 

enumettede fettsyrer som OA i cellekulturer blir bedre tatt opp og lagret i TAG enn umettede 

fettsyrer som PA [42, 50].  

 

Resultatene ved inkubering av myotubene med 100 M EPA har vist en signifikant økt 

opptak og inkorporering av [
14

C]oljesyre i forhold OA og PA. Det ble også sett tegn til økt 

lipolyse, hvor den økte frigjøringen er signifikant for 4-timerspunktet. Dette samsvarer med 

studien gjort av Bakke et al. der det ble sett at koinkubering med EPA førte til økt 

akkumulering og lipolyse, og dessuten redusert forskjell i akkumulering og lipolyse av PA og 

OA [42]. Det er også rapportert at EPA har ført til redusert intramyocellulært nivå av TAG i 
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myotuber fra mus [40]. Berge et al. beskriver også hvordan EPA gir en redusert syntese av 

TAG i forhold til OA i hepatocytter og videre hvordan EPA førte til redusert ratio mellom 

DAG og TAG. Dette indikerte en hemmet konvertering av DAG til TAG ved inkubering med 

EPA i forhold til OA i leverceller. Denne studien konkluderte med at det var dårligere 

tilgjengelighet av FFA for TAG-syntese på grunn av en økt mitokondriell betaoksidering av 

fettsyrene [41]. I forsøk gjort på betaoksidasjon i denne oppgaven med [
14

C]OA er det 

derimot sett en statistisk signifikant redusert mitokondriell betaoksidering etter EPA-

behandling målt som syreløselige metabolitter i mediet (ASM) og økt celleassosiert 

radioaktivitet. Det kan tenkes at EPA kan ha ført til lagring av fettsyrer til andre lipider enn 

TAG, slik det er vist av Hessvik et al. hvor EPA har påvirket ekspresjonen av gener involvert 

i lipidmetabolismen [38]. Resultater fra denne oppgaven sammenfaller med resultater gjort 

tidligere som har vist at EPA økte akkumulering og lipolyse av radioaktiv OA i forhold til PA 

og OA [37]. Det er også blitt sett på effekten av EPA på PA- og OA-metabolismen der Bakke 

et al. viste en økt akkumulering og lipolyse av OA og PA. Her ble det vist at ved EPA-

tilsetning ble lipolysehastigheten til OA og PA like [42]. I denne oppgaven er det kun blitt 

sett på effekter på OA-metabolismen, der dette samsvarer med resultater som er funnet hvor 

EPA har ført til både økt akkumulering og lipolyse av OA.  

 

5.4 Effekter av DGAT-hemmere på 

oljesyremetabolismen 

Diacylglyserol acyltransferase (DGAT) 1 og 2 katalyserer det siste trinnet i triacylglyserol-

syntesen, fra diacylglyserol (DAG) til triacylglyserol (TAG). Enzymene har ingen felles 

homologi med hverandre, som kan bety en heterogenitet av intracellulært TAG [50]. TAG er 

det viktigste lagringsmolekylet for metabolsk energi og for fettsyrelagring. I tillegg er TAG 

viktig for å beskytte cellene mot toksiske effekter som høy konsentrasjon av frie fettsyrer 

(FFA) og acyl-CoA kan gi. Det er vist at DGAT1 og DGAT2 har ulike egenskaper, men 

begge finnes for det meste i endoplasmatisk retikulum (ER), hvor det er høy TAG-syntese 

[49, 50, 53]. DGAT1 og DGAT2 interagerer trolig med forskjellige intracellulære proteiner 

og kan ha ulike preferanser for substrater for inkorporering i TAG. Selv om DGAT-

enzymene syntes å ha forskjellige roller og har ulik homologi, er det sett at ved defekt i enten 

DGAT1 eller DGAT2 har det i begge tilfeller blitt observert en nedsatt DGAT-aktivitet og 

TAG-nivå. Ved sammenligning av DGAT1 og DGAT2, beskriver Yen et al. at DGAT2 synes 

å ha mer dominerende kontrollerende rolle i TAG-homeostasen in vivo [50]. Det er vist at 
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DGAT-aktivitet i rottelever økte drastisk etter mat rett etter faste i 24 timer. Denne økningen 

skyldes trolig AMPK-aktivering. Det er derfor blitt spekulert om hvilken rolle AMPK er 

involvert i ved koordinering av enzymer som er viktige i fettsyremetabolismen, inkludert 

DGAT [50]. Fokuset på DGAT-enzymene i denne oppgaven har vært å studere rollene til 

disse enzymene i muskelceller på oljesyremetabolismen. Det ble utført ved spesifikk 

hemming av DGAT1 og DGAT2 (med og uten EPA og PA), samt undersøke effektene av 

enzymene ved akutt og kronisk behandling.  

 

I brune fettceller (BAT) er det vist at både hemming og knockdown av DGAT2 har en 

sammenheng med økt de novo syntese av fettsyrer fra glukose til en "pool" av TAG som 

samtidig blir hydrolysert. Dette gir fettsyrer til mitokondriell -oksidasjon og 

varmeproduksjon (termogenese). DGAT1 gjør ikke noe med denne signaleringsveien med 

bruker eksogen FA og glyserol til å syntetisere en annen "pool" med TAG som DGAT2 også 

bidrar til å danne.  

 

5.4.1 DGAT1-hemming  

DGAT1 er den ene isoformen av DGAT-enzymene som katalyserer det siste trinnet i TAG-

syntesen [55]. Enzymet har trolig en større involverende rolle i resirkulering av hydrolysert 

TAG ved reforestring av frie fettsyrer (FFA) og beskyttende funksjon mot høye 

konsentrasjoner av FFA i celler.  

 

Resultater fra behandling av myotuber ved koinkubering med 100 M OA og 1 M DGAT1-

hemmer har vist tendens til reduksjon i inkorporering av radiomerket oljesyre hvor det er sett 

en signifikant reduksjon etter 24 timer. Sammenlignet med kontroll var det også en lavere 

frigjøring av [
14

C]OA med DGAT1-hemmer til stede. På bakgrunn av den reduserte 

akkumulering av OA kan det tenkes at det i neste omgang frigjøres mindre fettsyre med 

DGAT1-hemmer til stede. Dette skyldes trolig en mindre mengde TAG i utgangspunktet, da 

mindre er lagret. Yen et al. har beskrevet en teori om at DGAT1 kan være involvert i 

resirkulering av hydrolysert TAG ved reforestring av FFA [50, 55]. Dette sammenfaller med 

resultatene vist i denne oppgaven. Siden DGAT1-aktiviteten var hemmet, var det redusert 

reforestring av FFA til TAG, hvor det har skjedd en mindre inkorporering. Ved hemming av 

DGAT1 er det også vist en oppregulering av fettvevs triglyserid lipase (ATGL). Dette 

enzymet har en spaltende effekt på TAG i lipiddråper [67]. Det er kjent at ATGL øker TAG 
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turnover ved å øke glukoseopptaket og DNL [56], men siden det i forsøket på genekspresjon 

er vist en oppregulering av ATGL ved DGAT1-hemming, sammenfaller ikke dette med 

resultatene fordi det ble sett at DGAT1-hemming ga redusert akkumulering og frigjøring av 

OA.   

 

5.4.2 DGAT2-hemming  

DGAT2 er den andre isoformen av DGAT-enzymene som katalyserer det siste trinnet i TAG-

syntesen [55]. Yen et al. har vist hvordan DGAT2-"knock-out-mus" ikke har overlevd på 

grunn av et hudproblem (redusert barrierefunksjon) som videre har ført til hurtig dehydrering. 

Det ble også sett at DGAT1 ikke kunne kompensere for defekten i DGAT2 [50]. Det er vist 

at DGAT2-hemming har ført til økt mengde fosfolipider enn andre typer lipider [52]. 

 

Ved koinkubering med OA og DGAT2-hemmer i myotuber er det sett tendenser til økt 

akkumulering og signifikant økt frigjøring av [
14

C]OA. Det ble også observert en signifikant 

oppregulering av DGAT1 ved hemming av DGAT2. Dette kan være grunnen til den økte 

akkumuleringen av OA på grunn av en økt DGAT1 aktivitet. Resultater målt i syreløselige 

metabolitter (ASM) styrker denne teorien siden det her kan sees en tendens til økt -

oksidasjon av OA.   

 

5.5 Koinkubering med fettsyrer og DGAT-hemmere 

Det er fortsatt ikke fullstendig klart hva slags typer acyl-CoA, fettsyrelengde og grad av 

lipidmetning som hver av enzymene foretrekker [50, 57], men Cases et al. har vist at DGAT1 

trolig foretrekker enumettede fettsyrer fremfor mettede fettsyrer. Dette samsvarer med 

resultatene fra oppgaven hvor det kan sees at opptaket av radioaktiv oljesyre ble signifikant 

redusert ved koinkubering med EPA ved hemming av DGAT1. Forsøkene har også vist at 

effekten av EPA alene har gitt en signifikant økt inkorporering og redusert -oksidasjon av 

OA, men tilsetning av DGAT1-hemmer resulterte i et signifikant redusert opptak og redusert 

frigjøring av OA. Dette stemmer med teorien om at DGAT1 har en større rolle ved opptak av 

eksogene fettsyrer [56].  

 

Cases et al. beskrev at palmitinsyre (PA) ble inkorporert til TAG i lik grad som OA [57]. 

Dette samsvarer med resultater fra forsøk som viste ganske lik inkorporering og frigjøring av 

radiomerket oljesyre for både OA og PA. Resultatene viser at etter en kronisk eksponering 
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(24 timer) virker det trolig som om PA har en litt høyere inkorporeringsgrad enn OA selv om 

resultatet ikke er signifikant forskjellige. Inkubering i 4 timer og 24 timer kan gi et bilde på 

den akutte og kroniske eksponeringen for fettsyrer. Ved akutt eksponering vil oksidasjonen 

som detekteres komme mest fra ekstracellulære fettsyrer, mens ved kronisk eksponering av 

radioaktiv fettsyre vil det være fra oksidasjon fra intracellulære lipider. Det må flere forsøk til 

for å undersøke dette bedre og for å trekke en endelig konklusjon på den kroniske effekten til 

PA.  

 

Ved inkubering av PA ser det ut til at samtidig DGAT1- eller DGAT2-hemming ikke spiller 

en stor rolle for effektene som PA har på oljesyremetabolismen. Dette kan ha noe med at PA 

i utgangspunktet ikke lagres i like stor grad som EPA og OA. PA har trolig en raskere 

turnover og er mer tilgjengelig for oksidasjon som sett i resultatene med forbehandling med 

de ulike fettsyrene.  

 

5.6 Metode for analyse av data  

Det ble i denne oppgaven brukt paret parametrisk t-test for hypotesen hvor den statistiske 

sammenligningen ble analysert ved hjelp av GraphPad Prism 7. Alle forsøkene ble utført to 

til fire ganger, og observasjonene var derfor for få til å sjekke normalfordeling av data. Det 

kunne ha blitt gjort en ikke-parametrisk hypotesetest som er vanlig når utvalgene er små og 

når det ikke kan antas at det er en normalfordeling. Ettersom at cellene har samme genetiske 

utgangspunkt er det i denne oppgaven regnet med at dataene er normalfordelte. 

Donorvariasjon er blitt tatt hensyn til ved å sammenligne effektene som forsøkssubstansene 

hadde med hver kontrollgruppe innenfor samme donor. Selv ved små utvalg er det mulig å 

konkludere med signifikans dersom differansen på effekten er stor nok.  

 

5.7 Veien videre 

Det er videre interessant å studere biokjemien til DGAT-enzymene og hvordan de arter seg, 

inkludert molekylære mekanismer for den katalytiske reaksjonen. I denne oppgaven har det 

blitt gjort færre forsøk enn ønsket, grunnet lave konsentrasjoner av mRNA i forsøkene for 

genekspresjon som har ført til forsinkelser av forsøkene. Da det har vært begrenset med tid, 

er det ikke gjort nok gjentagelser for noen av forsøkene. Det kunne også ha vært interessant å 

bruke OA som kontroll ved måling av opptak (CA), oksidasjon (CO2) og syreløselige 
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metabolitter (ASM), siden det er OA som er brukt som kontroll for EPA og PA i de andre 

forsøkene som er gjort i denne oppgaven. Det er også brukt en for lav konsentrasjon av 

DGAT2-hemmer i noen av gen-analyse forsøkene der det ved feiltagelse har blitt brukt 1 M 

DGAT2-hemmer istedenfor 10 M. Flere forsøk med høyere konsentrasjon av DGAT2-

hemmer er viktig for å få riktige resultater.  
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6 Konklusjon 
Resultatene i denne oppgaven viste at DGAT2-hemmer oppregulerte DGAT1 i myotuber, 

mens DGAT1-hemmer oppregulerte fettvevs triacylglyserol lipase (ATGL) ved akutt 

behandling. Ved kronisk behandling var ingen av disse effektene på genreguleringen til stede.  

 

Behandling med EPA økte akkumulering og frigjøring av [
14

C]OA. Det var derimot ingen 

signifikant forskjell i hverken opptak, akkumulering eller frigjøring av radiomerket OA ved 

inkubering av cellene med PA.  

 

Ved tilsetning av DGAT1-hemmer etter 24 timers forbehandling med EPA ble det observert 

en signifikant redusert OA-akkumulering. Ved koinkubering med både DGAT1-hemmer 

sammen med EPA ble de sett en reduksjon i frigjøring (lipolyse) av OA. Tilsetning av 

DGAT-hemmere med PA viste liten forskjell i opptak og lipolyse av OA. Både EPA og PA 

reduserte fettsyre -oksidasjonen i cellene.  

 

Selv om DGAT1- og DGAT2-enzymene katalyserer det siste trinnet i TAG-syntesen tyder 

det på at enzymene likevell har forskjellige roller for akkumulering og frigjøring av [
14

C]OA. 

EPA alene økte opptaket av OA, men ved tilsetning av DGAT1-hemmer etter forbehandling 

av EPA ble det observert et signifikant redusert opptak av OA. Dette styrker teorien om at 

DGAT1 har en større rolle enn DGAT2 for opptak og omsetning av eksogene fettsyrer og at 

det trolig finnes flere lipid "pools" i myotubene.  
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Appendiks 

1 Medier brukt til dyrking av humane skjelettmuskelceller 

1.1 Utsåingsmedium  

- 500 ml DMEM m/glutamax m/1,0 g glukose 

- 50 ml FBS (Foetal Bovin Serum)  

- 2,5 ml Pen/Strep 10 000 enheter/ml 

- 2,5 ml Fungizone (250 g/ml Amfotericin) 

- 12,5 ml 1M HEPES 

 

1.2 Proliferasjonsmedium  

- 500 ml DMEM m/Glutamax m/ 1,0 glukose  

- 10 ml FCS (Kalveserum)  

- 10 ml Ultroser G  

- 2,5 ml Pen/Strep 10 000 enheter/ml  

- 2,5 ml Fungizone (250 g/ml Amfotericin) 

- 500 l Gentamycin  

- 12,5 ml 1M HEPES  

 

1.3 Differensieringsmedium 

- 500 ml DMEM m/Glutamax m/ 1,0 glukose  

- 10 ml FBS (Foetal bovin Serum)  

- 2,5 ml Pen/Strep 10 000 enheter/ml  

- 2,5 ml Fungizone (250 g/ml Amfotericin) 

- 25,0 pmol insulin (21 l av 1000 ganger fortynning av insulin Actrapid Penfill, Novo 

Nordisk, 0,6 mM)  

- 500 l Gentamycin  

- 12,5 ml 1M HEPES 
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2 Medier til substratoksidasjonsmetoden  

2.1 Radioaktiv oljesyre (til 96-brønners brett)  

- 0,5 Ci/ml [
14

C]oljesyre 

- 0,091 M kald OA 

- 1 M L-Karnitin  

- 3,6 M BSA  

- ad. DPBS m/ HEPES  

Totalt 5,6 ml  

3 Medier til SPA  

3.1 Medium til SPA-forsøk 

- 0,148 g Bikarbonat (NaHCO3), justert til pH 7,2-7,3  

- 0,8 ml FCS (Kalveserum)  

- 2 pmol Insulin (>1,7 l av 1000 ganger fortynning av Actrapid Penfill, Novo Nordisk, 

0,6 mM)  

- 4,4 mg Natriumpyruvat 

- 187 l 1 M glukose 

- 340 l 10 mM HEPES 

Total 40 ml  

4 Medier til qPCR  

4.1 Forbehandling av myotuber til høsting av RNA (6-brønners brett) 

Tilsetning per eventuelle brønn  

- 1 l L-Karnitin  

- 1M DGAT1-hemmer 

- 1M DGAT2-hemmer 

 

4.2 Mastermix-blanding 

Totalt 20 l i hvert rør for hver prøve:  

- 10 l Nukleasefritt vann + prøve  

- 2,0 l RT Buffer  
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- 0,8 l dNTP mix 

- 2,0 l 10x RT Random primers  

- 1,0 l RNase inhibitor (20 enheter/l) 

- 1,0 l Multiscribe Reverse Transcriptase (50 enheter /l) 

 

4.3 Standarder  

- cDNA-miks: 2 l fra hver prøve (2l x 19 prøver = 38 l) 

2,5 l x 3 paralleller x 9 gener = 67,5 l x 2 = 135 l  150 l 

150 l/5 = 30 l  30 l cDNA-miks + 120 l nukleasefritt vann 

- Standard 1000: 30 l cDNA-miks + 120 l nukleasefritt vann  

- Standard 500: 60 l standard 1000 + 60 l nukleasefritt vann  

- Standard 250: 60 l standard 500 + 60 l nukleasefritt vann  

- Standars 125: 60 l standard 250 + 60 l nukleasefritt vann   

 

4.4 Fortynning av primere (1:10) 

Utgangskonsentrasjon er 300 M (Stock). Ønsket konsentrasjon er 30 M.  

- 10 l primer + 90 l nukleasefritt vann 

 

4.5 Fortynning av cDNA-prøver (1:5) 

- 2,5 l x 2 paralleller x 9 gener = 45 l  Lager med overskudd på 50 l av hver 

prøve 

- Fortynnes 1:5  50 l/5 = 10 l prøve + 40 l nukleasefritt vann  

 

4.6 SYBER Green PCR-miks 

- Antall prøver:  

18 x 2 paralleller + 2 blank prøver + 4 ekstra overskudd + 4 standarder x 3 paralleller 

= 54 
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Reagens Antall l per prøve 54 prøver  

2 x SYBER Green Master Mix 12,5 675 

Forward primer (30 M) 0,25 13,5 

Reverse primer (30 M) 0,25 13,5 

DEPC –dH2O 9,5 513 

Totalt 22,5 1215 

 

5 Forsøksoppsett  

5.1 96-brønners brett behandlet med EPA og PA til inkorporering av TAG i 24 

timer, radioaktiv oljesyre og DGAT-hemmere etter 24 timer forbehandling 

med fettsyrer   

 
Radioaktivt 

medium 

 

[
14

C]OA 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A-H 

Allerede 

tilsatt 

Stoff 

(inkubering 

i 24 timer) 

 K EPA PA K EPA PA K EPA PA K  

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A-H 

Videre 

tilsetning 

(inkubering 

i ytterligere 

4 timer)  

 0,1 % 

DMSO 

0,1 % 

DMSO 

0,1 % 

DMSO 

D1-h D1-h D1-h D2-h D2-h D2-h 0,1 % 

DMSO 

 

Etter 24 timer: 150 l Radioaktivt oljesyre til hver brønn  

K: Differensieringsmedium 

EPA: 100 M 

PA: 100 M 

D1-h: 1 M DGAT1-hemmer 

D2-h: 10 M DGAT2-hemmer 



 

 59 

5.2 Koinkubering av myotuber til SPA 

 
Tilsatt  

stoff 

ved 

lipolyse 

TriacsinC 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A-D EPA 

+  

D2-h 

PA  

+  

D2-h 

K D1-h D2-h D1-h  

+ 

D2-h 

K EPA PA EPA 

+ 

D1-h  

 

PA 

+ 

D1-h  

 

EPA 

+ 

D1-h 

+ 

D2-h 

E-H EPA 

+  

D2-h 

PA  

+  

D2-h 

K 

+ 

 

D1-h D2-h D1-h 

+ 

D2-h 

K EPA PA EPA 

+ 

D1-h 

PA 

+ 

D1-h 

EPA 

+ 

D1-h 

+ 

D2-h 

Etter 24 timer: 150 l Radioaktivt oljesyre til hver brønn.  

Etter 24 timer akkumulering:  

A-D: Differensieringsmedium 

E-H: Differensieringsmedium + TriacsinC  

 

K: Kontroll, 91 M kald OA 

EPA: 100 M 

PA: 100 M 

D1-h: 1 M DGAT1-hemmer 

D2-h: 10 M DGAT2-hemmer 

 

 

 

 

 

 

 



 

 60 

5.3 Forbehandling av 6-brønners brett til qPCR 

A  B  C 

 

D  E  F 

 

 

       

 
 

 
  

 
 

 

  

 

        

        

        
  

 

 

            

        

K: Kontroll, 0,1 % DMSO   

D1-h: 1 M DGAT1-hemmer 

D2-h: 1 M DGAT2-hemmer 

 

 

Sh 
GoS2 
        

Basal 

Med  
100 M OA  

D2-h K D1-h  

K D1-h D2-h 


