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Abstract

Background: Dysfunctional energy metabolism in skeletal muscle is associated with obesity,
metabolic syndrome, type 2 diabetes (T2DM) and cardiovascular diseases (CVD). Detrimental
changes in energy metabolism are result of a holistic and multi-factorial cause including, but not
limited to physical inactivity and composition of food intake and its impact on the microbiota.
Trimethylamine N-oxide (TMAOQ) is a product of dietary choices, intestinal microbiota and liver
capacity. TMAO has been shown to predict CVD’s like heart attack and stroke by a suspected
proatherogenic activity, but is also associated with T2DM. Low back pain (LBP) is also a
widespread problem related to a modern lifestyle. Some cytokines hypothesized to be involved in
mediating the inflammatory state that leads to pain, can also be defined as myokines regarding their
secretion from skeletal muscle where many are known to have impact on energy metabolism. Based
on this, relations between energy metabolism, myokine expression, experience of pain and effects
of TMAO were examined in skeletal muscle cells from patients suffering from low back pain.
Methods: Satellite cells were isolated from biopsies of two groups, musculus spinae erector (LBP-
group) and m. obliquus internus abdominis (healthy individuals). The cells were cultured,
proliferated and differentiated into multinuclear myotubes. During differentiation, the cells were
pretreated with [TMAOQ] in the range of 1 uM — 100 mM over 0-96 hours. Glucose and lipid
metabolism were studied using radiolabeled D-[**C(U)]glucose and [1-}*C]oleic acid, respectively.
Data on self-reported experience of pain were gathered from a questionnaire answered by patients
in prior to surgical intervention for treatment of LBP. Relations between myokine secretion, energy
metabolism, self-reported experience of pain, and patient data was studied in the group of LBP.
Myokine secretion of fractalkine (CX3CL1), interleukine-6 (IL-6), IL-8 (CXCL8), MCP-1 (CCL2),
SDF-1 (CXCL12) and GROao (CXCL1) were measured with multiplexed immunoassay, while gene
expression of IL-6 and IL-8 were studied using quantitative polymerase chain reaction.
Results/conclusion: TMAO had minimal effects on glucose and lipid metabolism, and no
differences by TMAO-effects were found between the groups of LBP and healthy individuals.

The degree of experienced LBP correlated with suppressibility, a parameter describing metabolic
flexibility. Higher degrees of pain were found to have negative impact on the uptake and oxidation
of glucose, and uptake of oleic acid was increased in the LBP group in comparison to the group of
healthy individuals. Skeletal muscle cells from the group of LBP secreted all the tested myokines,
but none correlated with degree of experienced LBP. However, fractalkine (CX3CL1) correlated to
body mass index (BMI) in the group of LBP, where higher BMI correlated with lower levels of

fractalkine.
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Sammendrag

Bakgrunn: Dysfunksjonell energimetabolisme i skjelettmuskel er assosiert med fedme, metabolsk
syndrom, type 2-diabetes (T2DM) og hjerte- og karsykdommer (HKS). Fysisk inaktivitet,
sammensetningen av kosthold og kostholdets virkning pa tarmfloraen er blant flere faktorer med en
sammensatt natur som kan ha skadelig virkning pa energimetabolismen. Det er blitt vist at
trimetylamin N-oksid (TMAO) predikerer forekomst av HKS, og at det muligvis kan ha en aterogen
effekt. TMAO er ogsa assosiert med T2DM. Mengden TMAO som dannes i kroppen er avhengig av
kostholdsvalg, tarmflora og leverkapasitet. Langvarige korsryggsmerter (low back pain, LBP) er
ogsa et omfattende problem relatert til var moderne livsstil. Cytokiner kan veere
inflammasjonsmediatorer der noen er antatt a spille en viktig rolle i & pavirke nocisepsjon, men flere
av disse skilles ogsa ut fra skjelettmuskel der de bidrar i regulering av energimetabolisme. Med
bakgrunn i dette ble sammenhenger mellom energimetabolisme, myokinuttrykk, smerteopplevelse
og effekt av TMAO studert i skjelettmuskelceller fra smertepasienter med langvarige
korsryggsmerter.

Metode: Satellittceller ble isolert fra biopsier fra musculus spinae erector i ryggopererte pasienter,
og m. obliquus internus abdominis i friske frivillige. Muskelcellene ble dyrket opp og differensiert
til myotuber. I lgpet av differensieringsperioden ble cellene forbehandlet med TMAO i
konsentrasjoner fra 1 uM til 200 mM i O til 96 timer. Glukose og lipidmetabolisme ble undersgkt
ved & benytte radiomerket D-[**C(U)]glukose og [1-1*C]oljesyre. Et sparreskjema ble fylt ut av de
ryggopererte pasientene far operasjon, og forhold mellom myokinuttrykk, energimetabolisme og
data pa selvrapportert smerteopplevelse ble undersgkt. Utskillelse av fraktalkin (CX3CL1),
interleukin-6 (IL-6), IL-8 (CXCL8), MCP-1 (CCL2), SDF-1 (CXCL12) og GROa (CXCL1) ble
undersgkt med multiplex immunoassay, mens genuttrykk av IL-6 og IL-8 ble undersgkt ved &
benytte kvantitativ polymerase-kjedereaskjon.

Resultater/konklusjon: TMAO hadde minimale effekter pa glukose og lipidmetabolisme, og det
var ingen forskjeler pa gruppen av friske frivillige og ryggopererte pasienter. Grad av
smerteopplevelse korrelerte med suppressibilitet, en parameter som beskriver muskelens grad av
metabolsk fleksibilitet. Hayere grad av opplevde ryggsmerter var forbundet med redusert
glukoseopptak og -oksidasjon, men opptak av oljesyreoksidasjon var hgyere i gruppen bestaende av
ryggopererte pasienter. Skjelettmuskelceller fra ryggopererte pasienter skiller ut alle myokinene det
ble testet for, men ingen korrelerte med smerteopplevelse. Hayere BMI korrelerte med lavere

utskillelse av fraktalkin.
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1 Innledning

1.1 Skjelettmuskulaturens oppbygning

Skjelettmuskulaturen er den viljestyrte muskeltypen som utfgrer motorarbeidet i
bevegelsesapparatet vart. Det er over 600 separate muskler som alle er bygd opp av muskelceller,
bindevev, blodarer og nerver. Hver muskel er bygd opp av flere mindre enheter og underenheter i et
tettpakket system som muliggjer gjennomgaende innervering og blodsirkulasjon. Fasikler er bunter
av muskelfibre (omsluttet av endomysium) som igjen utgjeres av myofibriller (Figur 1.1).
Myofibrillene er repeterende serier av sarkomere som er den minste enheten og gir muskelen dens
tverrstripede menster. Hver muskel og dens fasikler er omsluttet av en bindevevshinne
(muskelfacie) for a tillate friksjonsfri bevegelighet under kontraksjon (Figur 1.1) [1, 2].

Muskel
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Nucleus

(| Enkelt muskelfiber
(muskelcelle)

Enkelt i —
myofibrill 4
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R s ‘ i
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Vo
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Figur 1.1: Oppbygning av skjelettmuskulatur fra den minste funksjonelle enhet av sarkomer til myofibrill,

muskelfiber, muskelceller og hel muskel. Modifisert fra [2].

Sarkomeren er den funksjonelle grunnenheten der to typer filamenter i interaksjon med hverandre
vil fgre til en sammentrekning som fglge av et stimuli fra det somatisk-motoriske nervesystemet. De
to filamenttypene har ulik oppgave i sarkomeren og deles grovt inn i tykke (myosin) og tynne
(aktin) filamenter. VVed nervestimulering vil aksjonspotensialet fgre til at sarkoplasmatisk retikulum
som omslutter myofibrillene frigjer kalsimumioner (Ca?*) til cytosol. Hgy nok konsentrasjon av
Ca?* eksponerer bindingssetene pé aktin for myosinhodene pa de tykke filamentene. Prosessen som

farer til kontraksjon bestar av gjentatte sykler med myosinhoder som vandrer langs aktin, og hver



syklus krever energi som skaffes til veie ved at myosinhodene hydrolyserer ATP til ADP og Pi.
Etter et visst antall sykler vil de overlappende filamentene ha samme lengde som far, men
overlappingen utgjer en sammentrukket sarkomer som tar mindre plass. Ved hvile vil Ca** pumpes
ut av cytosol, og bindingssetene i aktin skjules for myosinhodene som mister kontakt med disse, og

muskelen kan strekkes ut igjen [1].

Skjelettmuskulaturen er en sammensetning av ulike fibertyper som er med & bestemme muskelens
fysiologiske egenskaper. For a skille ulike fibertyper fra hverandre ble et klassifiseringssystem
basert pa tre ulike isoformer av myosinets tunge kjede (Figur 1.2) tatt i bruk, et system introdusert
av Brook og Kaiser i 1970 [3]. Per i dag er det identifisert flere enn disse tre muskelfibertypene,
men de kan grovt deles inn i type 1 og type 2 som begge forekommer i human skjelettmuskulatur
[4]. Forskjellene ligger i kontraksjonshastighet, utholdenhet og energiomsetning, som naturlig nok
har sammenheng med hverandre. Type 1-fibre kontraherer langsomt og type 2 raskt. Type 1-fibrene
har hgyest oksidativ kapasitet som felge av hgyt innhold av mitokondrier, med preferanse for
lipider som energikilde ved hvile og moderat arbeid. Type 2-fibrene er mer glykolytiske, men er
igjen inndelt med tanke pa oksidativ kapasitet der type 2B-fibrene (finnes i gnagere) har lavest
mitokondrieniva. De henter derfor mest energi fra glykolysen, noe som gjer dem mest utsatt for
utmattelse [1]. Fibre av type 2A og den nart beslektede (og mindre uttrykte) type 2X er raske-
oksidative, og forekommer begge i human skjelettmuskulatur. Disse ligger et sted imellom type 1-
og 2B-fibre med tanke pa mitokondrieniva og oksidativ kapasitet, der type 2X er mindre oksidativ
enn type 2A [5].

} 130 nm

Hode Hals Hale
A

Myosin |l

Lette kjeder Tunge kjeder

Aktinbindende domene

Figur 1.2: Myosin bestar av tung kjede, lett kjede og myosinhode med aktinbindende domene. Myosin opptrer i
ulike isoformer med forskjellig ATPase-aktivitet i de tunge kjedene. Denne aktiviteten sammenfaller med med
fiberets kontraksjonshastighet og vil sammen med flere andre forhold bestemme muskelens egenskaper.
Modifisert fra [2].

Fibertypesammensetningen er vist a veere forskjellig mellom menn og kvinner. Human muskulatur
bestar hovedsakelig av en blanding av type 1 og type 2A med en mindre andel 2X-fibre.

Undersgkelse av vev tatt fra den ytre brede larmuskelen (m. vastus lateralis) har vist at menn har



mer av type 2A i forhold til type 1, mens kvinnene har mest av type 1 i forhold til type 2A [6].
Utover den genetiske bakgrunnen har skjelettmuskulaturen i friske individer god evne til a tilpasse
seg miljgrelaterte endringer. Plastisitet innebeerer at bade fibervolum og fibertypesammensetningen
kan forandre seg for & kompensere for endringer i funksjonelle krav til kontraktilitet [4], men som

det blir nevnt senere, sa vil det ogsa medfgre endringer i metabolske egenskaper.

1.2 Satellittceller

Myotuber i kultur er en etablert in vitro-modell brukt i studier av skjelettmuskelceller (nylig
oppsummert av Aas et al. [7]). Isolerte satellittceller (SC) kan aktiveres til prolifererende

myoblaster, som videre differensieres til flerkjernede myotuber (Figur 1.3).
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Figur 1.3: Plassering og aktivering av satellittceller i en myofibrill. Satellittceller gjennomgar asymmetrisk deling
og uttrykker ulike markarer (Pax7, Myf5, MyoD) pa forskjellige nivéer i utviklingen mot myocytt som fusjonerer

med eksisterende myofibriller. Modifisert fra [8].

Satellittceller har navnet sitt fra posisjoneringen i den basale lamina som omslutter myofibrillet.
Deres biologiske funksjon er a delta i myogenesen under fosterlivet og videre muskelvekst, eller
regenerere muskelvev som fglge av sykdom, skade eller trening (Figur 1.3) [9]. Satellittcellene
gjennomgar asymmetrisk deling der den ene dattercellen forblir en hvilende (quiescent)
satellittcelle, mens den andre aktiveres til en prolifererende myoblast. Denne kan fusjonere med
andre myoblaster og danne flerkjernede myotuber, men ogsa fusjonere med preeksisterende
muskelfibre [10]. I voksen skjelettmuskulel er antallet av satellittceller derfor tilneermet konstant
gjennom sykler med degenerering og regenerering av muskulaturen, men i rotter er det observert at

antallet satellittceller reduseres med gkende alder [11].



Satellittceller er vist & veere velegnede til eksperimentell bruk siden de kan differensieres in vitro til
myotuber som har liknende egenskaper som muskler in vivo [12]. Myotuber innehar store likheter
med ferdig utvokste skjelettmuskelfibre, og uttrykker viktige proteiner involvert i energiomsetning i
starre grad enn myoblaster [13]. Det er ogsa vist at sammensetningen av isoformene til de tunge
myosinkjedene (MHC) i differensierte myotuber fra mus var identiske med sammensetningen i den
voksne skjelettmuskulaturen som satellittcellene ble tatt fra [5]. Myotuber i kultur viste ogsa evne
til & respondere pa miljgforandringer introdusert in vitro, og viser dermed & inneha

plastisitetspotensiale [14, 15].

Satellittcellene som ble brukt i denne masteroppgaven var av humant opphav der biopsier ble tatt
fra mage- eller ryggmuskulatur. Disse ble isolert og dyrket opp etter en modifisert protokoll etablert
av Gaster et al. (se appendiks) [12]. Satellittcellene er, som allerede nevnt, det nsermeste man
kommer en modell for skjelettmuskulatur in vitro. Det genetiske grunnlaget er ivaretatt, og flere
studier har vist at satellittcellene trolig bevarer fenotypiske modifikasjoner vertikalt mellom
cellegenerasjoner fra vev til kultiverte celler [16, 17], hvor effekten pa genregulering trolig kan
tilskrives epigenetikk [18,19]. Slik kan muligens bade biopsidonorens genetiske bakgrunn og

virkningen av relevante miljgbetingelser som kosthold og aktivitetsniva studeres i cellekulturer.

Ved bruk av myotubmodellen er det likevel en rekke begrensende aspekter som ber trekkes inn til
tross for velegnet genotypisk utgangspunkt. Celler i kultur er i fraveer av sitt normale mikromiljg,
der samspill og ekstern signalering med annet vev spiller en viktig rolle. Cellene mangler
innervasjon, blodforsyning og dermed hormonell pavirkning. Primaere humane myotuber er generelt
karakterisert ved at de foretrekker karbohydrater fremfor lipider som energikilde, og virker a veere
mindre insulinsensitive som faglge av de hovedsakelig differensieres til de glykolytiske type 2-
fibrene [7, 20]. Uansett er det viktig a trekke frem at modellen er mer relevant ved studier av
menneskelige sykdomstilstander enn med celler tatt fra dyr, som L6 fra rotte og C2C12 fra mus.

1.3 Energiomsetning i skjelettmuskel

Nar skjelettmuskulaturen utfarer arbeid omdannes kjemisk lagret energi til varme og mekanisk
energi. Varmeutviklingen kan enten vare hensiktsmessig som del av termoreguleringen, eller et
overskudd som ma ledes bort. Skjelettmuskulaturen er det vevet som er mest involvert i oksidasjon
av glukose og fettsyrer, og det stilles kontinuerlige krav fra omgivelsene der skjelettmuskulaturen

ma respondere pa miljgforandringer som pavirker varmebehov, energiforbruk og energitilgang. Av



den totale kroppsmassen utgjar skjelettmuskulaturen ca. 40% i en normalvektig, voksen person, og
den star for ca. 30% av kroppens totale energiforbruk ved hvile, og ca. 70% under fysisk aktivitet
[21, 22]. Med denne evnen til 4 i tillegg gke energiforbruket under trening har skjelettmuskel derfor
potensielt stor innvirkning pa total energiomsetning i kroppen, og er fglgelig blant hovedakterene i

a opprettholde normal glukosehomeostase in vivo.

1.3.1 Glukoseomsetning i skjelettmuskel

Det insulinstimulerte glukoseopptaket i skjelettmuskulatur er en viktig del av kroppens evne til a
opprettholde glukosebalansen etter maltid, samt ved gkt energibehov i forbindelse med fysisk
aktivitet. Glukosetransport gjennom cellemembranen er det hastighetsbestemmende trinnet i
glukosemetabolismen i skjelettmuskel, og det skjer ved fasilitert diffusjon ned en
konsentrasjonsgradient gjennom bestemte glukosetransporterer (GLUT) [23]. Til na er det
identifisert 15 ulike isoformer av GLUT og minst fem er uttrykt i skjelettmuskel (GLUTL, 4, 5, 8 og
11), der GLUT1 og GLUT4 er vist a ha sterst betydning for glukosetransporten inn i
skjelettmuskelceller [24]. GLUTL er relativt lavt uttrykt, men det er antatt at denne isoformen er
ansvarlig for basalopptaket av glukose under faste og hvile [25], mens det ved tilsvarende
basaltilstand bare er 3-10% av GLUT4 som er lokalisert i plasmamembranen. Mer enn 90% av
GLUT4 er lokalisert i intracellulaere vesikler og utilgjengelig for glukosetransport, men som falge
av insulinstimulering og/eller muskelkontraksjoner vil GLUT4 translokeres til cellemembranen, og
sadan bli den dominerende glukosetransportgren (Figur 1.4) [26, 27]. Glukoseopptaket kan grovt
sett deles inn i insulinavhengig og insulinuavhengig der glukosetransporten inn i cellene
hovedsakelig er insulinavhengig ved at GLUT4 translokeres til cellemembranen gjennom en
kompleks signaleringskaskade (Figur 1.4) [28]. Det insulinuavhengige glukoseopptaket forutsetter
muskelkontraksjon som innebarer kalsiumfrigjering og hydrolyse av ATP. Ved hgyt energiforbruk,
som ved trening, gker nivaet av AMP (og ADP) i starre grad enn ATP i cellen og farer til aktivering
av 5’-AMP-aktivert proteinkinase (AMPK), som blant flere oppgaver fungerer som energisensor i
cellen [29]. En av effektene av AMPK-aktivering er direkte fosforylering av «akt-substrate of
160kDa» (AS160/TBC1D4), et protein som ogsa er sentralt i den insulinstimulerte
signaleringskaskaden [30].
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Figur 1.4: Vesikler med GLUT4 rekrutteres og translokeres til cellemembranen ved insulinsignalering, og ved

muskelkontrasksjon som medfgrer aktivering av AMPK og fosforylering av AS160. IRS, insulin receptor
substrate; PI3-K, fosfatidylinositol 3-kinase; PIP2, fosfatidylinositol (4,5)-bisfosfat; PIP3, fosfatidylinositol 3,4,5-
trisfosfate; PDK1, fosfoinositid-avhengig protein kinase-1; Akt/PKB, serin/threonin protein kinase; AS160, 160
kDa Akt substrat; GLUT4, glukose transportar 4; GSV, GLUT4-lagrende vesikkel; Rab-GAP, Rab-GTPase-
aktiverende protein; Rab-GDP, guanosin-50-difosfat-bundet Rab; Rab-GTP, guanosin-50-trifosfat-bundet Rab;
CaMKK, Ca?*/calmodulin-avhengig protein kinase kinase; LKB1, Serin/threonin kinase 11; STRAD, «putative»
kinase; MO25, mouse protein 25/scaffold protein; AMPK, 5’-monophosphate-aktivert protein kinase; Thr172,
fosforylert AMPKa pé threonin 172; AMP, adenosinmonofosfat; ATP, adenosintrifosfat; P, fosforylert sted.
Modifisert fra [28].

Insulin utgver sin funksjon ved 4 binde seg til a-subenheten pa insulinreseptoren (IR), som farer til
en konformasjonsendring i reseptorens intracellulare f-subenhet. Dette gker tyrosin-
kinaseaktiviteten pa intracelluler side, noe som vil fosforylere insulinreseptorsubstrater (IRS), der
IRS-1 har vist seg a vaere viktigst ved translokering av GLUT4 i skjelettmuskel [31]. Fosforylert
IRS fungerer som en sekundar budbringer, og aktiverer fosfoinositid 3-kinase (P13K) blant flere
nedstrems signalveier som RAS-MAPK. PI3K er blant signalveiene som er hovedansvarlig for
insulineffekter pa glukose-, lipid- og proteinmetabolisme og fosforylerer fosfatidylinositol 4,5-
bisfosfat (PIP>) til fosfatidylinositol 3,4,5-trifosfat (PIP3). Fosfoinositidavhengige kinaser (PDK)
blir aktivert av P1P3 som igjen fosforylerer og aktiverer Akt, ogsa kjent som proteinkinase B (PKB).
Aktivert Akt fosforylerer AS160 som da blir inaktivert. Aktivt AS160 er vist & inaktivere Rab-



proteiner som tillater vesikkeltransport langs mikrotubuli, og en inaktivering av AS160 vil tillate

translokering av GLUT4 til cellemembranen [30].

I cytosol kan glukose ta ulike veier avhengig av energiettersparsel og oksygentilgang [32]. Farst
fosforyleres glukose av heksokinase til glukose 6-fosfat (G6P), og kan enten omdannes til to
pyruvatmolekyler gjennom glykolysen eller bli lagret i muskel og lever som glykogen ved
glykogensyntesen (Figur 1.5). Ved energiforbruk og utilstrekkelig tilgang pa oksygen kan pyruvat
omdannes anaerobt til laktat i cytoplasma mot et lite ATP-overskudd, hvor laktat deretter ma
transporteres ut av muskelcellene for bruk som substrat i glukoneogenese i leveren. Ved god tilgang
pa oksygen tas pyruvat opp i mitokondriene der det omdannes til acetyl-CoA og NADHz, der
NADH:; senere oksideres i elektrontransportkjeden (ETK) ved oksidativ fosforylering (OXPHQOS).
Acetyl-CoA kan herfra enten omdannes til citrat og utnyttes i lipogenesen til biosyntese av fettsyrer
og triacylglycerol (TAG), eller at acetyl-CoA gar inn i sitronsyresyklusen (TCA) der CO; avgis som
avfallsprodukt. Utbyttet fra TCA er reduksjonsreaksjoner av energibaerende molekyler til ATP-
dannelse, NADH, FADH: og karbonforbindelser som er viktig utgangspunkt for anabole cellulaere
prosesser. OXPHOS er det siste trinnet i metabolismen av glukose og fettsyrer, og prosessen er
regulert av energiettersparsel avhengig av ADP-niva. Som tidligere nevnt mottar ETK elektroner
fra NADH: og FADH: for a kunne frakte protoner fra matrix til det intermembrane omradet i
mitokondriene (Figur 1.5) med samtidig varmeutvikling. Denne protongradienten driver ATPase til
omdanning av ADP og Pi til en mengde ATP som dekker rundt 70-90% av cellens
energiettersparsel [33]. Elektrontransportkjeden bestar av fire komplekser (I-1V), der kompleks 1V
til slutt bruker elektronene sammen med protonene fra ATP-syntesen til reduksjonen av molekylart
oksygen til vann som sammen med det tidligere frigjorte CO- er de endelige sluttproduktene fra

aerob cellednding [32].
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Figur 1.5: Forenklet oversikt over opptak og omsetning av glukose, fett og aminosyrer i muskel. Fett og glukose
kan lagres, eller innga i ATP-dannende prosesser avhengig av forhold i energitilgang og -ettersparsel. 1-1V,
kompleks I-IV i ETK; ANT, Adenin nukleotid reseptor; ADP, adenosindifosfat; ATP; adenosintrifosfat; CPT,
karnitin-palmitoyltransferase; CYCL, cytokrom c-1; DAG, diasylglyserol; ETK, elektrontransportkjeden; FA
CoA, fettsyre koenzym A; FAD*, flavinadenindinukleotid - oksidert; FADH2, flavinadenindinukleotid - redusert;
H+, proton; MAG, monoasylglyserol; NAD+, nikotinamid-adenin-dinukleotid - oksidert; NADH2, nikotinamid-
adenin-dinukleotid - redusert; OXPHQOS, oksidativ fosforylering; PDH, pyruvat dehydrogenase; TAG,
triasylglyserol; TCA, trikarboksylsyresyklus; UCPX, frikoblerproteiner. Modifisert fra [33].

1.3.2 Lipidomsetning i skjelettmuskelceller

Fettsyrer (FA) er mer kjemisk redusert enn karbohydrater molekylaert sett, og vil i teorien frigjare
mer energi ved fullstendig oksidasjon [33]. Energien lagret i FA er ikke like raskt tilgjengelig som i
karbohydrater som kan delta mer direkte i anaerob ATP-dannende glykolyse, og hovedoppgavene
til fett i skjelettmuskel er a tjene som energikilde ved hvile og moderat muskelarbeid [34]. Fett kan
lagres i skjelettmuskel som intramuskuleert triacylglycerol (IMTG), og utgjar 1-2% av kroppens
samlede fettlagre [35, 36]. Til tross for dette er fettsyremetabolisme i muskel gjenstand for mye
forskning siden dysregulering i skjelettmuskulatur er knyttet til metabolske forstyrrelser som falge
av insulinresistens [33, 35]. I motsetning til glukose som kan omdannes til FA, skjer ikke det
omvendte i en grad som er relevant for energiomsetningen, og et vedvarende energioverskudd fra

karbohydrat- og fettinntak kan fare til akkumulering av intracelluleere lipidmetabolitter utover det



som er hensiktsmessig i muskelvev, noe som er vist a redusere mitokondrienes oksidasjonsevne
[33]. @kte mengder frie fettsyrer (FFA) i plasma er en faglge av overskredet lagringskapasitet i
fettvev, lever og muskel, og er assosiert med lipotoksisk insulinresistens og aktivering av

inflammatoriske cytokiner [37].
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Figur 1.6: Lipidtransport og metabolisme i skjelettmuskel. Fettsyrer kan lagres intracellulaert som energireservoar
i muskel, og blir lagret som lipiddraper (LD) av IMTG. Videre transport inn i mitokondriene er avhengig av
transportproteiner. ATGL, fettvevs triglyserid lipase; HSL, hormon sensitiv lipase; TAG, triacylglyserol; DAG,
diacylglyserol; LCFA, langkjedet fettsyre; FATP, fettsyre transportprotein; FABPpm, plasmamembranassosiert
fettsyrebindende protein; FAT/CD36, fettsyre translokase; FABPc, cyosolisk fettsyrebindende protein; VLDL,
very low-density lipoprotein; LPL, lipoprotein lipase; CPT, karnitin palmitoyltransferase; CACT,
karnitin:acylkarnitin-translokase; ETK, elektrontransportkjeden; TCA, trikarboksylsyresyklus; p -HAD, f-
hydroxy acyl CoA dehydrogenase; ATP, adenosintrifosfat. Modifisert fra [38].

Fettvevets triglyserid lipase (ATGL), og hormonsensitiv lipase (HSL) er begge ngkkelenzymer
involvert i nedbrytning og mobilisering av intracellulzert TAG i bade muskel (som IMTG) og
fettvev. HSL medierer i starre grad nedbryting til FA og diacylglycerol (DAG) i myocytter, mens
ATGL tar del i mobilisereringen av TAG fra fettvev til blodet i form av frie fettsyrer (FFA) [39].
Fettsyrer kan transporteres inn i cytosol via passiv diffusjon eller ved hjelp av aktiv transport ved
proteiner som membranbundet «fatty acid binding protein» (FABPpm) og «cluster of differentiation
36»/fettsyretranslokase (CD36/FAT), eller «fatty acid transporting protein» (FATP) (Figur 1.6). De
langkjedete fettsyrene (LCFA) er imidlertid avhengig av aktiv transport. | cytosol blir FA
transportert av FABPc far det omdannes til acyl-CoA av acyl-CoA-syntase (ACS) som befinner seg

i mitokondrienes yttermembran. Avhengig av energibehovet kan acyl-CoA transporteres inn i



mitokondriene for beta-oksidasjon, eller til endoplasmatisk retikulum for reforestring og lagring i
LD [40]. For & kunne transporteres inn i mitokondrien ma acyl-CoA farst omdannes til langkjedet
acylkarnitin. Dette gjgres av karnitin palmitoyltransferase (CPT1) i mitokondriens yttermembran,
som er det hastighetsbestemmende trinnet i betaoksidasjon av FA [41]. Acylkarnitin kan sa passere
mitokondriens innermembran gjennom antiporten karnitin:acylkarnitin-translokase (CACT) i bytte
mot fritt karnitin. Inne i mitokondriematriksen blir acylkarnitin sa spaltet tilbake til karnitin og acyl-
CoA av enzymet karnitin palmitoyltrasnsferase 2 (CPT2), der karnitinet tar ovennevnte vei gjennom
CACT, mens acyl-CoA blir oksidert til acetyl-CoA. Oksidasjonen av acyl-CoA skjer ved Acyl-CoA
dehydrogenaser (ACADs), hvor spesielt B-hydroxy acyl CoA dehydrogenase (B-HAD) spiller en
ngkkelrolle. Disse bruker energibaerermolekylene NAD+ og FAD som elektronakseptorer hvor
utbyttet av NADH: og FADH: gar direkte inn i ETK, og acetyl-CoA gar gjennom TCA-syklusen

som beskrevet for glukosemetabolisme [38].

1.4 Metabolsk fleksibilitet

Skjelettmuskulatur regulerer energiforbruk og -kilde i henhold til muskelaktivitet og
energitilgjengelighet. Ved faste er energiinntaket redusert, og skjelettmuskelen benytter da
hovedsakelig fettsyrer som energikilde. Glukoseoksidasjonen gkes, og lipidoksidasjonen reduseres
som respons pa gkt insulinstimulering ved blodglukosegkning postprandialt. Metabolsk fleksibilitet
er skjelettmuskels evne til & bytte mellom substrat avhengig av forholdene. Ukropcova et al. har
definert parametere som forsgker a beskrive aspekter ved metabolsk «switching» i studier pa
humane myotuber in vitro. Suppressibilitet ble definert som cellens evne til & undertrykke
fettsyreoksidasjon ved akutt tilsetning av glukose, mens adapterbarhet ble definert som cellens evne
til & gke fettsyreoksidasjon med gkt fettsyretilgjengelighet [15]. Et tredje korrelat, substratregulert
fleksibilitet beskriver skjelettmuskelcellens evne til & gke fettsyreoksidasjonen ved skifte fra
naringstilstand (liten tilgang pa FA, mye glukose) til faste (god tilgang pa FA, lite glukose) [42]. |
denne oppgaven vil suppressibilitet- og adapterbarhetskorrelatene bli brukt for & beskrive

egenskaper knyttet til metabolsk fleksibilitet.

Studier har vist at individuelle forskjeller i metabolsk fleksibilitet bade kan tilskrives genetiske og
livsstilsrelaterte arsaker [43, 44]. Eventuell sammenheng mellom in vivo muskelfunksjon og
parametere for metabolsk fleksibilitet in vitro kan veere nyttige for a studere tilstander som
kjennetegnes av forstyrret metabolisme som fedme, metabolsk syndrom (MetS), insulinresistens

(IR) og type 2-diabetes (T2DM) nar det er vist at frisk skjelettmuskel kjennetegnes ved a veere
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metabolsk fleksibel [45, 46]. Studier har vist at in vitro suppressibilitet er motsatt korrelert med

insulinsensitivitet og metabolsk fleksibilitet in vivo, mens adapterbarhet var positivt korrelert [15].

Randle et al. presenterte i 1963 en hypotese kalt glukose-fettsyresyklusen. Hypotesen forsgker a
forklare muskelvevs preferanse for glukose eller fettsyrer der det ene undertrykker det andre
avhengig av det respektive substrats tilgjengelighet [47]. Fettsyreoksidasjonen i muskel er vist a
veere avhengig av tilgjengelighet pa frie fettsyrer, der gkt tilgjengelighet farer til en gkt
fettsyreoksidasjon som videre undertrykker glukosemetabolismen. Det omvendte, omtalt som en
reversering av glukose-fettsyresyklusen forekommer ogsa, der en gkning i glukosetilgjengeligheten
undertrykker fettsyremetabolismen. Det er flere teorier som presenterer mekanistiske forklaringer
pa hvordan en slik regulering kan forega, og flere studier tyder pa at dette forekommer i mennesket
[48, 49, 50].

I tillegg til at en gkning i FFA hemmer pyruvat dehydrogenase (PDH), det hastighetsbestemmende
trinnet i glykolysen, kan blant annet citrat fra mitokondriell nedbrytning av FA unnga oksidering og
transporteres ut i cytosol hvor det direkte hemmer flere steg i glykolysen. Det farste via 6-
fosfofrukto-1-kinase (PFK-1), noe som vil fgre til en hemming av heksokinase (HK) via
tilbakekopling nar dets produkt, glukose-6-P akkumulerer. HK hemmes ogsa direkte av citrat [51].
Omvendt kan glukose hemme fettsyremetabolismen i skjelettmuskel ved gkning i intracelluleer
konsentrasjon av malonyl-CoA. Malonyl-CoA interfererer allosterisk med CPT-1, og inhiberer det
hastighetsbestemmende trinnet for transport av fettsyrer inn i mitokondriene [33]. Malonyl-CoA-
gkningen ma i denne sammenheng vere som falge av gkt glukoseopptak og -metabolisme, der
insulinfrigjgring og -respons er en forutsetning [52].

Et annet aspekt ved metabolsk fleksibilitet in vivo er hvilke substrat som foretrekkes ved endring i
intensivitet av muskelarbeidet. Lavintensiv trening over lengre tid favoriserer en gkt utnyttelse av
lipider fremfor glukose, mens det ved gkende intensitet vil forekomme en gkt substratpreferanse for

glukose, pa bekostning av lipider [35].

1.5 Tilstander med forstyrret energimetabolisme

Ved insulinresistens og type 2-diabetes er energimetabolismen forstyrret, bade glukose- og
lipidmetabolismen. Insulinstimulert glukoseopptak i muskler er redusert, mitokondriell aktivitet er
vist & veere redusert [53], og muskulaturen er blant annet mindre metabolsk fleksibel [54]. Utvikling

av insulinresistens og type 2-diabetes er en kompleks prosess som har sterk sammenheng med
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fedme og energioverskudd. @kt lipidbelastning kan fere til akkumulering av lipider ogsa i muskler,
sakalt ektopisk fettlagring (IMTG). Dette gir opphav til det man kaller lipotoksisitet [55]. En annen
viktig komponent er inflammasjon. Fedme er en kronisk inflammasjonstilstand hvor man har svakt
forhgyede nivaer av pro-inflammatoriske cytokiner som for eksempel interleukin-6 (I1L-6) og IL-8,
samt visse bakterieprodukter som lipopolysakkarid [56]. Det er vist at slike
inflammasjonsmediatorer direkte kan pavirke energimetabolisme i muskel og muskelceller [57].

I tillegg er det nylig vist en rekke sammenhenger mellom tarmflora og energimetabolisme [58].
Lipopolysakkarid (LPS) fra Gram negative bakterier er vist & vaere gkt i plasma hos personer med
fedme og type 2-diabetes [59], og det er ogsa vist at LPS pavirker energimetabolismen i

skjelettmuskelceller ved blant annet & gjere dem mer glykolytiske [60].

1.6 Trimetylamin N-oksid (TMAOQO)

TMAO er et stoff som dannes som faglge av bakteriell nedbrytning av karnitin og fosfatidylkolin i
tarmen til TMA, med pafalgende oksidasjon av TMA i leveren til TMAO ved enzymet flavin
monooksygenase 3 (FMO3). Karnitin og fosfatidylkolin er vanlig i kosten, spesielt radt kjett, egg,
fisk og fete meieriprodukter [61].

Kostholdet utgjer en av de starste miljgfaktorene vi utsetter kroppen for, og kostholdet blant flere
andre arsaker [63], er ogsa avgjgrende for ssmmensetningen av tarmfloraen i fordgyelsessystemet,
som igjen utgjar et viktig filter for hva kroppen eksponeres for [61, 62]. Dette gjelder ogsa igjen
pavirkningen av mikrofloraens syntesekapasitet av TMA og TMAO [64].

TMAO er vist & ha n&er sammenheng med hjerte og karsykdom (HKS) ved a utgve en aterogen
effekt, og det er vist at TMAO-niva i blod har predikerende effekt for & bestemme risiko for HKS
[65]. TMAO er ogsa vist & vaere assosiert med diabetes, men det er uklart om TMAO kan pavirke

energimetabolisme i muskel direkte [66, 67].

1.7 Myokiner

Det har veert kjent i artier at fysisk aktivitet har gunstige effekter og beskytter mot en rekke kroniske
sykdommer, som hjerte-kar-sykdom, type 2-diabetes, visse kreftformer, osteoporose, muskel- og
skjelettlidelser og kanskje til og med psykiske lidelser. Man har lenge tenkt at kanskje
skjelettmuskulaturen som respons pa trening skiller ut en faktor som kan virke systemisk, og i 2004
kom farste dokumentasjon pa at muskel er et endokrint organ som frigjer interleukin-6 (1L-6) under
trening [68]. Etter det er det vist at muskel kan produsere en rekke slike signalproteiner, kalt

myokiner [69]. En seleksjon av disse myokinene er studert i denne oppgaven.
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1.7.11L-6

Interleukin-6 (IL-6) er prototypen pa et myokin. Det produseres av myocytter som respons pa
kontraktilt muskelarbeid, og nivaene av IL-6 som kan gjenfinnes i blodstrammen fglger intensitet
og varighet pa arbeidet, med inntil 100 ganger gkning i plasmakonsentrasjon [70]. Epidemiologiske
studier har vist invers korrelasjon mellom fysisk aktivitet og plasma-IL-6, og basalt plasmaniva av
IL-6 er sterkt assosiert med fysisk inaktivitet, overvekt og MetS [71, 72]. Det kan derfor virke som
det er viktig a skille mellom basalniva og treningseffekter pa muskel. Den biologiske rollen til I1L-6
som myokin er blitt identifisert som et tilbakekoplingssignal for a stimulere glukoseopptak og
mitokondriefunksjon (lipolyse og lipidoksidasjon) som fglge av minkende glykogenlagre bl.a. ved
aktivering av AMPK, med pafglgende gkt GLUT4 uttrykk og nedregulering av malonyl-CoA
produksjon via defosforylering av ACCP [29, 40, 73, 74]. Utover dette er IL-6 0gsa vist &
promotere proliferasjon og differensiering av C2C12 myoblaster fra mus, og er dermed ogsa en
viktig deltaker i myogenesen som del av homeostasen i muskelvev [75, 76].

IL-6 er ogsa et av de hematopoetiske cytokinene som har ulike oppgaver avhengig av virkested og
metabolsk tilstand (pleiotropi). Det medierer bade pro-inflammatorisk effekter (invasjon av
makrofager), og anti-inflammatoriske (motvirker effekt av TNFa) som myokin under muskelarbeid
[77, 78]. IL-6 kan og opptre som endogent pyrogen da det er i stand til & passere blod-hjerne-
barrieren og utgve effekt i hypotalamus. Systemisk stimulering med I1L-6 medfarer endret
energimobilisering i fett- og muskelvev som farer til temperaturgkning i kroppen (termogenese)

[79], og er i tillegg vist & forsterke leptins effekt pa metthetsfalelse i hjernen hos mus [80].

1.7.2 1L-8

I likhet med IL-6, er IL-8 (CXCLS8), ogsa blitt funnet & ha gkt uttrykk i arbeidende
skjelettmuskulatur, og interleukin-8 kan derfor ogsa ansees som et myokin som i likhet med I1L-6
bade produseres av og har auto- og parakrin effekt pa myocytter [81]. IL-8 faller inn under klassen
kjemokiner i underfamilein C-X-C, en klassifisering utfra struktur, og biologisk effekt utgves ved
interaksjon med de g-proteinkoplede transmembrane reseptorene CXCR1 og CXCR2. Kjemokiner
er en familie av sma cytokiner utsondret fra celler for a indusere bevegelsesrespons (kjemotaksis)
fra bestemte celler i omkringliggende vev. De er assosiert med homeostatiske eller pro-
inflammatoriske responser, der IL-8 faller inn i sistnevnte gruppe. IL-8 produseres ellers av

monocytter (MO), makrofager (M), fibroblaster, epitelceller og endotelceller [83].
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Ved aktivering av reseptorene CXCR1/2 vil IL-8 indusere migrasjon av immunceller fra
blodstrammen til omkringliggende vev, deriblant T-celler, basofiler, og spesielt ngytrofile
granulocytter. 1L-8 er dessuten en kjent potent angiogenesefaktor og mobiliserer, aktiverer og
degranulerer ngytrofiler granulocytter ved direkte rekruttering [82], et viktig steg i a
inflammasjonskaskaden [83]. Ifglge en studie gjort av Sharabiani et al. er IL-8 blant annet vist &
kunne predikere overvekt ved undersgkele av immunologisk profil, men det er ukjent i hvilken grad
det er et arsaksforhold mellom IL-8 og overvekt [84].

1.7.3 Fraktalkin

Fraktalkin (CX3CL1) er blitt identifisert som myokin realtivt nylig, med gkt sirkulerende niva som
falge av trening [85]. Det har lokale effekter i skjelettmuskel hvor det antas a delta i
tilretteleggelsen av et regenerativt miljg etter skade, og ved remodellering av skjelettmuskulaturen
[86]. Utover dette er det vist at fraktalkin ogsa produseres i de langerhanske gycellene i
bukspyttkjertelen, hvor det kan ha en mulig beskyttende effekt pa betacellefunksjon mot skadelige
effekter av den velkjente pro-inflammatoriske biomarkeren TNFa (tumor nekrose faktor a) [85].
Fraktalkins reseptor CX3CR1 uttrykkes blant annet i monocytter (MO) [87]. MO og makrofager
(M) er ngdvendige i vedlikeholdsprosesser som remodellering av skjelettmuskel etter trening, og
som falge av akutt muskelskade. Disse cellene bidrar ved a fjerne celledebri, og ellers legge til rette
for tilhelingsprosesser, deriblant modning av satellittceller og angiogenese [88, 89, 90]. CX3CL1
fungerer som kjemoattraktant for monocytter som initialt er pro-inflammatoriske, men som senere
vil differensiere til makrofager med en anti-inflammatorisk fenotype [91]. En studie av Stromberg
et al. viste at proteinuttrykket av fraktalkin i humant skjelettmuskelvev var betydelig gkt to timer
etter en enkel 30 minutters (ikke-skadende) treningsperiode [86]. In-vitro forsgk med
fraktalkinbehandlede celler viste sterkt indusert uttrykk av 1L-6, IL-8 og TNFa, noe som kan
forklare fraktalkins M¢ og MO rekrutterende egenskaper. Fraktalkin kan derfor se ut til & ha en
sentral rolle i & regulere den pro-inflammatoriske responsen som forekommer ved remodellering og
tilpasning av skjelettmuskelvev. Fraktalkin er ogsa nylig vist & kunne ha gunstig effekt pa
energimetabolismen ved a motvirke forstyrrelser i fosforyleringen av ngkkelproteiner i signalveier
for den glukosestimulerte insulinsekresjonen, deriblant IRS-1 [92]. Det er dessuten vist at fraktalkin
kan senke forekomsten av basal betacelleded. En mulig forklaring kan veere at fraktalkin, som ogsa
blir indusert av TNFa, motvirker TNFas evne til 4 aktivere mTOR og NF«xB, som begge er
invovlert i videre induksjon av cytokinproduksjon og negativ regulering av
insulinsignaleringskaskaden [93, 94]. Fraktalkin har i seg selv ingen effekt pa basal

insulinsekresjon, men dens indirekte effekt pa betacellefunksjon tilsier at den kan ha en viktig rolle
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siden redusert fraktalkinuttrykk i tilstanden av lavgradig inflammasjon, alder og fedme alle er vist &
ha sammenhenge med T2DM [85].

1.7.4 MCP-1

Monocytt kjemoattraktant protein 1 (MCP-1) eller CCL2, er et kjent kjemokin, og er ogsa
identifisert som myokin med gkt niva i plasma etter 12 ukers utholdenhetstrening [95]. CCL2 spiller
en avgjgrende rolle i rekruttering av monocytter, komplementeert til 1L-8s makrofagrekruttering
tidlig i inflammasjonsfasen [83, 96]. CCL2 produseres ellers av monocytter, makrofager og
fibroblaster, men er ogsa vist a vaere uttrykt i adipocytter eksponert for inflammatorisk stimuli [97,
98]. CCL2 kan vare interessant a undersgke i sammenheng med at det er overuttrykt i overvektige
mus [99, 100], og hgyere plasmanivaer er ogsa funnet i diabetespasienter [101]. Sell et al. fant blant
annet at CCL2 farte til en signifikant reduksjon i det insulinstimulerte glukoseopptaket via ERK1/2
[102], og spiller muligvis en slik rolle i vevssamspill mellom fett og skjelettmuskelvev tilsvarende
IL-6.

1.7.5 GROa

Growth Related Oncogene a(CXCL1) er ogsé et cytokin i1 kjemokinfamilien som er involvert 1
inflammasjon og uttrykkes bl.a. av makrofager, Th17-celler og ngytrofile granulocytter [83, 93].
Det er ogsa vist a bli produsert i skjelettmuskelceller etter elektropulsstimulering, en in vitro

treningsmodell [81].

1.7.6 SDF1

SDF1 (CXCL12) og dens reseptor CXCR4 er uttrykt i skjelettmuskulatur, og kjemokinet
kontrollerer viktige steg i utvikling og regenerering av skjelettmuskelvev [103]. SDF1 forekommer
i to ulike isoformer, o og B ved alternativ spleising av genet for SDF1. Satellittceller og myoblaster
utrykker begge reseptoren CXCR4, som kjemoattraktanten CXCL12 tiltrekker ved skader i
skjelettmuskulatur. Dette promoterer fusjonering av nye celler til eksisterende myofibre som
beskrevet i avsnitt 1.2 [104]. CXCL12 defineres som myokin siden det skilles ut fra
skjelettmuskulatur, der det kontrollerer myogenesen bade auto- og parakrint. Dyreforsgk har vist at
rotter som gjennomgikk en fireukers treningsperiode hadde gkt utrykk av CXCL12 i m.
gastrocnemius, der ytterligere in-vitro-forsgk med CXCL12 viste effekter i form av en generell

aktivering av den anabolske cellesignaleringen, med en samtidig hemming av katabolske prosesser i
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de differensierte cellene [105]. Utslaget av effektene ble observert som en dobling av diameteren i
C2C12-myotuber etter en tredagers behandling med CXCL12. Funnene kan derfor tyde pa at
CXCL12-CXCR4 er en viktig mediator i treningsindusert muskelvekst og vedlikehold [106].

1.8 Ryggsmerter

Ryggsmerter i nedre region av ryggen blir i denne oppgaven omtalt som low back pain (LBP).
Ryggens mange oppgaver og kompliserte struktur gir opphav til at ryggsmerter har en sammensatt
patofysiologi, der smerter har potensiale til a legge store begrensinger pa det generelle
funksjonsnivaet til pasienten. Manedsprevalensen for LBP er fra 19% til 43% av populasjonen i den
vestlige del av verden, og livstidsprevalensen kan veere sa hgy som 60% til 80% [107]. Nar det i
tillegg antas at 10% av tilsvarende populasjon er kronisk ufare som fglger av LBP, betyr dette at
LBP er et sveert vanlig problem med store sosiogkonomiske implikasjoner [108]. Arsakene til LBP
kan deles inn i spesifikk, og ikke-spesifikk, der spesifikke tilfeller knyttes til spinalinfeksjon eller
tumor. Derimot kan 80% til 90% av tilfellene tilskrives ikke-spesifikke arsaker som ofte er ukjente,
kroniske i natur, og vanskelige a behandle [107]. Mellomhvirvlene (intervertebral disk, VD) utgjar
det fleksible leddet mellom bensegmentene i ryggsaylen, og nedbrytningen av 1IVD-vev er blitt
identifisert som mulig kilde til LBP [109, 110]. Bade inflammasjon, overdreven innervering og
mekanisk hypermobilitet i IVD er blitt undersgkt som faktorer i de patofysiologiske mekanismene
bak LBP, og flere undersgkelser har vist funn av hgyere nivaer av cytokiner som IL-6, 1L-8 og
prostaglandin E: i slikt degenerert IVD-vev fra pasienter med LBP [111, 112] .

Ryggsmerter i nedre region av ryggen (low back pain, LBP) er vist & ha sammenheng med
metabolsk syndrom (MetS). Ono et al. fant i en studie av kjgnnsforskjeller at 23,7% av kvinner med
LBP hadde en helseprofil som oppfylte alle krav til (den japanske og strengere) definisjonen for
MetS [114], mens andelen kvinner med MetS uten LBP til sammenlikning var 12,4%. Forskjellene
for mennene som deltok i studien var mindre der andel med MetS var 21,2% uten LBP, mot 24,7%
med LBP [113]. Zhai et al. fant videre at kronisk smertestimuli forverrer insulinresistens i allerede
diabetiske rotter (ZDF, leptinreseptor-knockout mus) [115]. Dette tyder pa at smerter kan ha
sammenheng med metabolske forstyrrelser. Hvorvidt myokiner ogsa kan veere involvert i lokale
ryggsmerter er uvisst, men det er ikke utenkelig at kjente myokiner som ogsa er pro-

inflammatoriske kan ha en rolle.
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1.9 Hensikt med oppgaven

Cytokiner som IL-6, IL-8 m.fl. er ngdvendige i regulering av betennelsestilstander som kan gi
opphav til ryggsmerter, men er ogsa dypt involvert i regulering av metabolske prosesser pa
celleniva, og ogsa som signalmolekyler som deltar i vevssamspill (cross-talk) i forbindelse med
energihomeostase. Mange tilstander som fedme/MetS/type 2-diabetes kjennetegnes av en forstyrret
energimetabolisme, hvor det er en kjent sak at inflammasjon spiller en viktig rolle. Flere av de
overnevnte er fulgt av gkte nivaer av inflammasjonsmarkarer, og med bakgrunn i det vi vet om flere
av disse i dag, er det av interesse a undersgke om det er noen sammenheng mellom opplevd smerte,
produksjon av myokiner, og metabolske egenskaper i dyrkede skjelettmuskelceller fra ryggopererte

pasienter, en pasientgruppe med langvarig tilstand av smerter.

TMAO er et nedbrytningsprodukt fra et kosthold basert pa animalske produkter som rgdt kjett, egg,
fisk, og fete meieriprodukter der mengden som kan frigjares til sirkulasjonen i kroppen avhenger av
tarmflora og leverkapasitet og diett, der sammensetningen i tarmflora ogsa er utsatt for ytre
pavirkning (som diett). TMAO er tidligere vist & veere assosiert med utvikling av bade aterosklerose
og diabetes. Det var derfor av interesse a undersgke om TMAO har noen effekt pa
energimetabolisme i skjelettmuskelceller, og om responsen pa TMAO var annerledes i muskelceller
fra pasienter med kroniske smerter (LBP) enn i muskelceller fra friske donorer.

Problemstillinger som ble undersgkt i oppgaven

e Karakterisering av energimetabolismen i myotuber fra pasientgruppen med LBP
o Hvordan er effekten av TMAO pa energimetabolisme i skjelettmuskelceller, og er det
noen forskjell mellom celler fra pasienter med LBP og celler fra friske frivillige?
o Hvordan er glukose- og oljesyremetabolisme sammenlignet med muskelceller fra friske
frivillige?
o Kan metabolske variable i myotubene fra pasienter med LBP relateres til

smerteopplevelse in vivo?

e Studere uttrykk og utskillelse av sentrale myokiner i myotubene fra pasientgruppe med LBP
o Er det noen sammenheng mellom uttrykk av myokiner og energimetabolisme?
o Er uttrykk av myokiner relatert til smerteopplevelse eller andre karakteristika (BMl,

alder) ved muskelbiopsidonorene?
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2 Materialer og metoder

2.1 Materialer

2.1.1 Kjemikalier og reagenser

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

Leverander

American Radiolabeled Chemicals, Inc. (St.

Louis, MO, USA)

Kjemikalie/reagens

D-["*C(U)]glukose 10mCi/mmol (0,1mCi/ml)

Applied Biosystems™ (Warrington,

Storbritannia)

BioRad Laboratories Inc. (Hercules, CA, USA)

Power SYBR® Green PCR Master Mix (5 ml)

Bio-Rad Protein Assay Dye reagent Concentrate
Bio-Plex Pro™ Human Chemokine panel, 6-

plex

Gibco®, Invitrogen (Gibco, Life Technologies,
Paisley, Skottland, Storbritannia)

Dulbecco’s Modified Eagle medium med
glutamax (DMEM/Glutamax-I 1g/L glukose)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Salin (DPBS

uten Ca®" og Mg?")

Fungizone® (250 pg/ml amphotericin B)

Fatalt kalveserum (FCS)

Hanks Balanced Salt Solution (HBSS) uten Ca*"
og Mg2+

Penicillin-streptomycin (10000 1E/ml)

Trypsin-EDTA 0,05%

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)

Primere (RPLPO (36B4), GAPDH, IL-6, IL-8)
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Lonza Clonetics, levert av Medinor

Human skeletal muscle growth medium (SkGM
BulletKit) bestaende av SkKBM basal medium og
SkGM SingleQuot Kit, Supplements & Growth

Factors (uten insulin)

Novo Nordisk A/S (Bagsvard, Danmark)

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

NovoRapid® (FlexPen®) Insulin aspart.
100 E/ml

Ultroser™G

PerkinElmer™ (Boston, MA, USA)
PerkinElmer, Inc. (Waltham, MA, USA)
PROMEGA (Madison, WI, USA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

[1-1*C]oljesyre 56,3mCi/mmol (0,1 mCi/ml)
OptiPhase Supermix
B-merkaptoetanol

4-(2-hydroksyetyl)-1-piperazinetansulfonsyre
(HEPES)

Bovint serumalbumin (BSA)
Dimetylsulfoksid (DMSO)

Glukose

L-karnitin HCI

Oljesyre (OA)

Trimetylamin N-oxid (TMAO)

ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Ambion™ Nuclease-free H>O, 50ml (non-

DEPC-treated)

VWR® International (Kalbakken, Norge)

NaOH
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2.1.2 Utstyr

Tabell 2.2: Utstyr som ble benyttet i forbindelse med oppgaven.

Leverander

Utstyr

Applied Biosystems™ (Foster City, CA, USA)

Applied Biosystems™ (Stockholm, Sverige)

Corning Inc. (Corning, NY, USA)

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate

MicroAmp® Optical Adhesive Film, PCR
Compatible, DNA/RNA/RNase Free

2720 Thermal Cycler

StepOnePlus™ Real-Time PCR System Thermal
Cycling Block

StepOne™ Software 2.3 for Windows
15 ml Centrifuge Tube, CentriStar™ Cap

50 ml Centrifuge Tube, CentriStar™ Cap

96-brenners Corning® CellBIND® Surface brett
med lokk

96-brenners Corning® Costar® Non-Treated
med flat bunn og lokk

Celleflaske 25 cm? med Corning® CellBIND®
Surface og ventilert lokk

Celleflaske 75 cm? med Corning® CellBIND®
Surface og ventilert lokk

Eppendorf AG (Hamburg, Tyskland)

Centrifuge 5415 R

Safe-Lock ror 1,5 ml

GraphPad Software, Inc. (La Jolla, CA, USA)

GraphPad Prism version 6.07 for Windows

Hettich GmbH (Tutlingen, Tyskland)

ROTOFIX 32 sentrifuge

Instrumentverkstedet (Teknisk avdeling,

Universitetet i Oslo, Norge)

Trappingstativ, med metallknotter, metallplate og
silikonpakning
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Integra Biosciences AG (Zizerz, Sveits) Fireboy eco Bunsen Burner

Vacusafe med VacuBoy multikanal

Luminex® (Austin, TX, USA) Luminex MAGPIX®
Motic GmbH (Wetzlar, Tyskland) Motic AE31 mikroskop
PerkinElmer™ (Shelton, Scotland, USA) 1450 Rigid 96 Plate Casette

2450 Microplate Counter MicroBeta’®
Isoplate™-96

TopSeal®-A Plus gjennomsiktig film

Unifilter®-96 GF/B

Wallac 1420 Victor® Multilabel Counter

QIAGEN GmbH (Hilden, Tyskland) QIAshredder kolonne

Rneasy® Plus Mini Kit
Sartorius AG (Gottingen, Tyskland) Sartorius stedim Minisart® 0,20um sterilfilter
Thermo Scientific (Roskilde, Danmark) Reagent Reservoirs with Dividers 25ml

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer

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

VWR® International (Radnor, PA, USA) Microcentrifuge MiniStar Silverline

VWR Collection Cryotube, 2ml

2.2 Celler og donorkarakteristika

I denne studien ble det benyttet humane myotuber fra tilsammen 14 frivillige donorer (Tabell 2.3 og
2.4). Donorene er fra to ulike forskningsbiobanker med hver sin navnkode (LD og RT). Fra LD
(lean donor) ble muskelbiopsier tatt fra bukveggen, m. obliquus internus abdominis hos friske
nyredonorer. Fra RT (raskere tilbake) ble muskelbiopsier tatt fra m. spinae erector hos pasienter
som ble operert for en diskusprolapslidelse. Alle donorene har gitt skriftlig samtykke til deltakelse 1
studien. Opprettelse av biobank til bruk i studien er blitt godkjent av regional etisk komite,
(godkjenning S-04133-5/2009/1095 (LD) og 2015/124/REK ser-gst B (RT)).
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Tabell 2.3: Kliniske data for donorene. BMI, kroppsmasseindeks.

Donor Kjoenn (M/K) Alder(ar) BMI(kg/m?) Legemidler

LD8 K 43 21,8 *

LD12 K 51 26,2 *

LD14 M 63 25,5 *

LD24 K 70 24,2 *

LD30 M 36 26,2 *

RT2 VK 748 728,6 rAvamys, Nasonex

RT3 K 42 18,3 Microgynon

RT5 M 43 25,0 Pinex Forte

RTS8 K 43 31,2 Adalat Oros

RT11 K 57 21.0 Somac, Triobe,
Calcigran Forte,
Alendronat, Maxalt,
Loratadin Hexal

RT16 K 46 23,5 *

RT17 K 53 21,3 Paracet, Tramagetic
Retard, Neurontin,
Nocinan, Oxynorm

RT18 M 58 333 Adalat Oros, Atacand,
Carduran, Cozar
Comp, Tenormin,
Arcoxia

RT19 M 23 24,3 *

* Ingen kjente faste legemidler
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Tabell 2.4 viser oversikt for gjennomsnitt og median av alder og BMI i hver av de to gruppene, og

for begge gruppene kombinert.

Alder BMI

LD RT LD+RT LD RT LD+RT

Gj. snitt (+SD) | 52,6 (14,0) | 45,9(10,5) | 48,3(11,8) 24,8 (1,8) 25,2 (5,0) 25,0 (4,0)
Median 51,0 46,0 47,0 25,5 24,3 24,7

Tabell 2.4: Gjennomsnitt og median av alder og BMI i henholdsvis LD og RT, samt for gruppene kombinert.

2.3 Opplysninger om smerte brukt i korrelasjonsanalyser

Fra gruppen av RT-donorer ble pasientopplysninger og informasjon om smerte innhentet ved at
pasientene fylte ut et sperreskjema preoperativt. Skjemaet som ble brukt var «sperreskjema for
pasienter som skal opereres i ryggen» (Appendiks 7.3), og er utarbeidet og validert av nasjonalt
kvalitetsregister for ryggkirurgi ved universitetsykehuset i Nord-Norge. Informasjon om alder, BMI,
helsetilstand, smertevarighet, og ben- og ryggsmerter ble brukt som datagrunnlag i denne oppgaven.

Spersmélene som angikk gradering av smerteopplevelse og helsetilstand er vist i tabell 2.5.

Tabell 2.5: Pasienten ble bedt om & svare pa felgende spersmél relatert til smerteopplevelse.

Spersmal Skala

Ryggsmerter Hvordan vil du gradere smertene du |Pasienten ble bedt om a sette ring rundt et
har hatt i rygg/hofte i lopet av den  |tall fra en skala pa O til 10, der O betegna
siste uken? «ingen smerter», og 10 betegna «sé vondt

det gar an 4 hay». (NRS)

Bensmerter Hvordan vil du gradere de smertene
du har hatt 1 benet (ett eller begge) 1

lopet av den siste uken?

Helsetilstand Pasienten ble bedt om & vise sin VAS fra 0 til 100, der 0 betegnet «Verst
naverende helsetilstand ved a tenkelige helsetilstand», og 100 betegnet
markere et punkt pa skalaen «Best tenkelige helsetilstand»

NRS, «numeric rating scale»; VAS, visuell analog skala.
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I det samme sporreskjemaet ble det ogsé etterspurt opplysninger om symptomvarighet, der
pasienten ble spurt om varighet av ndvarende rygg-/hoftesmerter, og varighet av ndvarende
utstralende smerte. Syv av ni pasienter svarte pa dette spersmélet der samtlige oppga likt svar for
begge sparsmalene. To av pasientene har hatt smertevarighet mer enn 2 ar, éni1-2 4r, tre 1 3-12

maneder, og én har hatt smertevarighet under 3 méneder.

2.4 Etablering av cellebank

Satellittceller ble isolert fra muskelbiopsier ved Farmaseytisk institutt, Universitetet i Oslo, og fryst
ned i nitrogentank ved -196°C. For & kunne gjore gjentatte forsek med cellene ble det opprettet en
forskningsbiobank ved at cellene ble oppskalert i flere passasjer ved fremdyrking og aktivering til
prolifererende myoblaster. Rer med myoblaster fra samme donor ble merket med donorkode og
passasjenummer for oppbevaring i nitrogentank ved -196°C. Alt arbeide med celledyrking foregikk

under aseptiske forhold i LAF-benk.

2.4.1 Oppskalering av celler

Celleampuller (kryorer) a 1 ml ble tatt fra nitrogentanken, og trykk ble utlignet ved a losne lokket.
Ampullen ble raskt tint ved 37°C i vannbad. Innholdet ble overfort til et 50 ml sentrifugerer, og 5
ml forvarmet utsdingsmedium (se appendiks) ble tilsatt og forsiktig blandet med stripette. Deretter
ble 1 ml av blandingen overfort tilbake til celleampullen og sa tilbake til sentrifugereret for & fa
med alle cellene. Roret ble sentrifugert ved 380 g 1 5 minutter, og DMSO-holdig supernatant ble
fjernet. Cellepelleten ble resuspendert 1 40 ml dyrkingsmedium (SkGM, se appendiks), og 10 ml ble
overfort til fire 75 cm? celleflaskene med Corning® Cellbind® overflate og ventilert lokk. SkGM
ble benyttet som dyrkingsmedium for & unnga spontan differensiering av myoblaster til myotuber,
og inneholdt ikke insulin. Cellene ble inkubert ved 37°C med 5% CO2, og cellene ble observert 1
lysmikroskop ved bytte av medium. Dyrkingsmediet ble forste gangen byttet etter 1-2 degn, og
deretter hvert 3-4 degn til cellene nddde 80-90% konfluens. Derfra ble cellene enten splittet eller

fryst ned 1 nitrogentank for eventuell videre oppskalering eller forsek pa et senere tidspunkt.
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2.4.2 Nedfrysing av celler

Mediet 1 celleflaskene ble fjernet, og cellene ble vasket tre ganger med 4 ml DPBS eller HBSS
(begge uten Ca** og Mg?"). Deretter ble 5 ml 0,05 % trypsin-EDTA tilsatt for & losne cellene fra
plastoverflaten. Celleflaskene ble inkubert ved 37°C i et par minutter. Cellene ble observert i
lysmikroskop, og forsekt dunket las med en rolig og bestemt bevegelse hvis de ikke hadde losnet.
Ytterligere inkubering med trypsin inntil heyst 5 minutter totalt ble gjennomfort hvis cellen
fremdeles ikke losnet. 5 ml serumrikt utsdingsmedium (M1) ble tilsatt hver av flaskene, og hele
flaskeoverflaten ble skylt med denne for & inaktivere trypsinlgsningen. Cellesuspensjonen ble
overfort fra flaske til et 50 ml sentrifugerer, og sentrifugert ved 380 g i 5 minutter. Supernatant ble

forsiktig fjernet og cellepellet ble resuspendert i frysemedium (se appendiks).
Cellesuspensjonen ble overfort til merkede celleampuller, 1 ml til hver ampulle som umiddelbart

fryses ned ved -20°C. Etter 30 minutter ble ampullene overfort til -80°C fryser for oppbevaring i 24

timer. Ampullene ble deretter overfort til nitrogentank for oppbevaring ved -196°C.
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2.5 Celledyrking

Figur 2.1 viser bilder fra celledyrkingsprosessen fra utsding av myoblaster, til modne

skjelettmuskelceller pa forseksdagen. Bildene er av celler fra samme donor (RT16), dyrket frem i

96-brenners brett over en 12 dagersperiode. Det ble ikke observert synlige endringer i celler som

fikk behandling med TMAO i ulike konsentrasjoner.

Figur 2.1: Bilder fra celledyrkingsprosessen. A: Bilde av muskelceller som har festet seg til bunn etter 1 dagn i
proliferasjonsmedium (M1). B: Bilde av muskelcellene etter 4 dager i proliferasjonsmedium (M2). Cellen vil
fortsatt fa M2 til de er 80-90% konfluente. C: Muskelcellene etter farste degn med differensieringmedium (M3).
D: Muskelcellene etter 7 dager med M3. Cellene har differensiert og vokst sammen i myotuber, cellekjernene er
blitt mindre synlige enn i C.

2.5.1  Utsaing av celler

Celleampuller ble tatt opp fra nitrogentanken og raskt tint i vannbad ved 37°C. Innholdet ble
overfort til et 15 ml sentrifugerer og tilsatt 5 ml utsdingsmedium (M1). Raret ble sentrifugert ved

380 g i 5 minutter. Supernatant med frysemedium ble forsiktig fjernet, og cellepelleten resuspendert
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14,5 ml utsdingsmedium (M1) ved forsiktig blanding med pipette. Cellesuspensjonen ble overfort
til et pipettekar, og 50 pl ble tilsatt hver brenn ved hjelp av en multikanalpipette i et 96-
bronnersbrett med CellBIND overflate. Celler til gPCR- og multipleksforsgk ble utsidd i 25 cm?-
flaske. Cellenpelleten ble da resuspendert i 3 ml utsdingsmedium (M1), og overfort til flasken med

autopipette.

2.5.2 Proliferasjon og differensiering

Etter 24 timer blir utsdingsmediet (M1) erstattet med proliferasjonsmedium (M2, se appendiks) 100
ul per brenn for & stimulere cellene til & proliferere etter at de har festet seg til bunnen. M2 ble
byttet hver 2-3 dager inntil cellene nddde 80-90% konfluens. Etter dette fikk cellene
differensieringsmedium (M3, se appendiks) som ble byttet annenhver dag over en 7-dagers periode.
M3 er tilsatt mindre serum og inneholder insulin for & stimulere myoblaster til & differensiere til

flerkjernede myotuber (modne skjelettmuskelceller).

2.5.3 Forbehandling av myotuber fgr forsgk

Det er i celler differensiert til myotuber at det er av interesse & undersgke energimetabolismen. Det
ble gjort forsek pa glukose- og oljesyreomsetning i cellene bdde med og uten forbehandling med
trimetylamin N-oksid (TMAO). Ubehandlede celler ble brukt som kontroll, og er videre angitt som

0 mM 1 forsek med dose-respons, og 0 t 1 forsek med tidseffekter.

Forbehandling med TMAO ble startet under differensieringsperioden 24, 48 eller 96 timer for
forseksdagen, og forsek ble utfort pa dag 7 eller 8 etter initiert differensiering. Det ble laget i stand
differensieringsmedier (M3) tilsatt TMAO i konsentrasjonsomradet 1pM — 100mM. Cellene ble
inkubert under normale betingelser ved 37°C og 5 % CO2, der bytte av medium med TMAO ble

gjort samtidig som med kontrollbrennene, der kontrollene fikk kun M3.
Tillaging av TMAO-lgsninger ble gjort ved at TMAO ble tilsatt M3 1 endelige konsentrasjoner pa 1

uM, 10 uM, 0,1 mM, 1 mM, 10mM og 100 mM fra en stock-lesning pa 1M TMAO, lest i

sterilfiltrert vann.
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2.6 Substratoksidasjonsmetoden

Substratoksidasjonsmetoden ble utviklet av Wensaas et al. i 2007, og muliggjer maling av *C-
radiomerket glukose og/eller fettsyrer omsatt av skjelettmuskelceller [116]. Metoden er basert pé at
4C-merkede substrater tas opp og omsettes av levende skjelettmuskelceller dyrket i kultur.
Radioaktivitet fra omsatt substrat vil gjenfinnes om det er inkorporert i cellen, og ved at det fanges
opp i form av '*CO; ved «trapping», som resultat av at substratet er oksidert ved oksidativ
fosforylering. Apparaturen er vist i figur 2.2, og ferdig montert under pagdende «trapping» er dette
et lukket, lufttett system. Prinsippet bak metoden er illustrert i figur 2.3. Maling av radioaktivitet fra
substrat ble gjort med PerkinElmer 2450 microplate Counter Micro Beta2® scintillasjonsteller.

Figur 2.2: Utstyret som ble benyttet med substratoksidasjonsmetoden. A: 96-brenners Corning® CellBIND®-
brett. B: Silikonpakning med stabiliserende metallknotter. C: Forseglet UniFilter®-96 GF/B-brett fuktet med 1 M
NaOH, 20 pl for hver brenn. D: Metallplaten fordeler jevnt trykk fra 14semekanismen for & oppna lufttetthet. Til
hayre: Ferdig montert sandwich plassert i trappingstativet under inkubering. Figur hentet fra [116].

2.6.1  '*CO; trapping

Pa forseksdagen ble cellene forst observert i lysmikroskop, og trappingstativ ble satt til forvarming i
inkubator. Differensieringsmediet med eventuell forbehandling ble fjernet for tilsetting av
radiomerket medium (bikarbonat-fritt). 96-brennersbrettet med celler ble plassert nederst 1
trappingstativet med silikonpakning stabilisert av metalknotter. Over silikonpakningen ble et 96-

brenners UniFilter®-brett med forseglet bakside plassert med filtersiden ned. Filteret var pa forhand
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fuktet med 20 pl 1 M nylaget NaOH per brenn, og «sandwichen» ble last sammen med metallplate

og lasespaken pa stativet. Hele stativet ble satt i inkubator i 4 timer ved 37°C.

Etter at 4 timer var gétt ble «sandwichen» demontert, og det radiomerkede mediet som ble tilsatt for
trappinga ble raskt fjernet fra 96-brennersbrettet med celler. Cellene ble vasket to ganger med 200
ul PBS for 200 pl 0,1 M NaOH ble tilsatt hver brenn for a lysere cellene. 96-brennersbrettet med de
lyserte cellene ble deretter fryst ned ved -20°C. Unifilter®-brettet ble tilsatt 40 ul
scintillasjonsvaske per bronn (Optiphase supermix), og denne fikk trekke inn et par minutter for
filterbrettet ble dekket med Topseal®-A gjennomsiktig film. Scintillasjonsvaesken viser *C-
desintegrasjoner som lysglimt, og filterbrettene ble inkubert i to dager ved romtemperatur for '*CO»

ble malt med PerkinElmer 2450 microplate Counter Micro Beta’® scintillasjonsteller.

2.6.2 Celleassosiert radioaktivitet

Brettet med nedfryst cellelysat ble tint ved romtemperatur. 50 pl lysat i hver bronn ble overfort til et
96-brenners Isoplate™-brett og tilsatt 100 pl Optiphase supermix. Radiomerket medium som var til
overs fra trappinga ble tilsatt i tripletter i ledige brenner pa siden. Disse ble ogsa tilsatt 100 pl
Optiphase supermix, med hensikt & male mengde radioaktivitet som i utgangspunktet ble gitt
cellene. Brettet ble dekket med TopSeal®-A gjennomsiktig film, og ble inkubert ved
romtemperatur i minst 2 timer for celleassosiert radioaktivitet (*CA) ble malt med PerkinElmer

2450 microplate Counter Micro Beta’® scintillasjonsteller.

4CA er den mengde radioaktivitet som akkumuleres av cellene, og representerer den mengden
radioaktivitet som forblir i det nederste laget av adherente celler (Figur 2.3). Sammen med '“CO,
gir '*CA et estimat pa totalt opptak av radiomerket substrat i cellene. Dette kan videre brukes for 4
beregne oksidert mengde radiomerket substrat i1 forhold til opptaket, angitt som fraksjonell

oksidasjon.
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Filter fuktet
med 1 M NaOH

Silikonpakning

o .
14 Celleplatebrgnn
€02 (9) [ med medium
14C-substrat (aq) H14CO, (aq)

—| Oksidasjon RS ‘Adherente celler

Figur 2.3: Forklaring av prinsippet bak substratoksidasjonsmetoden. Adherente celler i monolag er blitt dyrket
frem til myotuber som under forseket tar opp og oksiderer tilsatt '*C-merket substrat. Surt '*COx(g) frigjeres ved
cellednding og vil bli fanget i det alkaliske filteret. Substrat som tas opp, men som ikke oksideres, vil akkumulere

i de adherente cellene og méles som celleassosiert radioaktivitet ('*CA). Modifisert fra [116]

2.6.3 Radioaktive medier brukt i utfgrelse av metoden

Se appendiks for radioaktive lgsninger.
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2.7 Formler brukt til beregning av metabolske parametere

Glukosesuppresjon (heretter kalt suppressibilitet): Cellenes evne til 4 redusere oksidasjon av

oljesyre ved akutt tilsetning av glukose.

oksidasjon av 100 uM oljesyre ved tilstedevarelse av 5 mM ikke-radioaktiv glukose

[(1—( )) - 100%]

oksidasjon av 100 uM oljesyre uten tilstedevarelse av ikke-radioaktiv glukose

Oljesyresuppresjon:

oksidasjon av 200 uM glukose ved tilstedevarelse av 100 uM ikke-radioaktiv oljesyre

(1= )) - 100%]

oksidasjon av 200 uM glukose uten tilstedevarelse av ikke-radioaktiv oljesyre

Adapterbarhet: Cellenes evne til 4 oke oksidasjon av oljesyre med ekende konsentrasjon av

oljesyre.

oksidasjon av 100 uM oljesyre

oksidasjon av 5 uM oljesyre

2.8 Bradfords metode for a male proteinkonsentrasjon

Med substratoksidasjonsmetoden oppgis resultat i benevningen nmol CO; fra oksidert substrat per
mg protein. Det fremgér derfor at det ma justeres for ulike mengder protein i hver brenn for at det
skal vare et felles sammenlikningsgrunnlag pé tvers av brenner. Proteinkonsentrasjon brukes som

surrogat for mengde celler i hver bronn, og ble malt med Bradfords metode [117].

Prinsippet bak metoden er basert pa at fargestoffet Coomassie Brilliant Blue G-250 bytter farge med
absorpsjonsmaksimum fra 465 nm til 595 nm ved binding til protein under sure betingelser.
Fargestoffet bindes til basiske og aromatiske aminosyrer, og visuelt skjer fargeskiftet fra redbrunt til
bla, som males fotospektrometrisk. Det ble laget standarder fra bovint serumalbumin (BSA) pa 0,
0,01, 0,025, 0,05, 0,1, 0,2 0og 0,3 mg/ml lgst i 0,1 M NaOH. Bio-Rad Protein Assay Dye reagent
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Concentrate ble fortynnet med 1 del konsentrat og 4 deler deionisert vann (1+4), og deretter filtrert
gjennom 0,20um-filter for a fjerne partikler. Proteinstandarder ble tilsatt de to farste kolonnene i et
Corning® Costar®-brett med flat bunn, to paralleller av hver standard med 50 pl i hver brgnn. Fra
96-brgnners brettet som beskrevet i 2.6.1 ble det overfert 50 pl prave med cellelysat fra hver brgnn,
til ledige brgnner i Corning® Costar®-brettet. Hver brgnn, bade standard og preve ble deretter
tilsatt 200 ul av fortynnet Bio-Rad Protein Assay Reagent. Eventuelle luftbobler ble fjernet for
brettet ble plassert i Wallac Victor? for analyse. Maling av absorbans ble gjort ved 595 nm, og
mg/ml proteinkonsentrasjon i pravene ble estimert med standardkurven generert fra standardene
med kjent konsentrasjon. Kravet til beregnet R?-verdi for standardkurve ble satt til >0,95 for & sikre

god nok prediksjon av prgvene.

2.9 Kvantitativ polymerase-kjedereaksjon

Kvantitativ polymerase-kjedereaksjon (qPCR), ogsa kjent som revers-transkriptase real-time PCR,
er en kvantitativ analysemetode som kan anvendes pé celler for & undersoke endringer i
genekspresjon ved mRNA-uttrykk. Med mRNA som utgangspunkt, kan metoden gjores i én av to
varianter; 1-trinns eller 2-trinns, hvor sistnvente ble brukt ved at cDNA syntetiseres 1 eget trinn. [
denne oppgaven ble metoden brukt som en relativ kvantifiseringsanalyse for a studere
donorvariasjoner i basaluttrykket av IL-6 og IL-8 i forhold til de to referansegenene syreholdig
ribosomalt fosfoprotein PO (36B4) og glyseraldehyd 3-fosfatdehydrogenase. Data fra myotuber fra
seks ulike donorer ble brukt i i korrelasjonsanalyser for & underseke sammenhenger med
smerteopplevelse eller parametere for metabolsk fleksibilitet og mRNA-uttykk for henholdsvis IL-6
og IL-8.

Celler ble dyrket til flerkjernede myotuber etter samme prosedyre som beskrevet 1 avsnitt 2.5, men
i stedet for 96-brennersbrett ble det benyttet 25 cm? celleflaske med Corning® CELLBIND®
overflate. For hver flaske ble det sddd ut én celleampulle 1 3 ml medium. Siste bytte av

differensieringsmedium ble gjort 48 timer for innhesting.

2.9.1 Hgsting av celler

Under innhgsting ble QIAshredder og buffer fra RNeasy® Plus Mini Kit fra Qiagen benyttet.
Cellene ble hestet etter 7 dagers differensiering. Differensieringsmediet ble tatt av, og overfort til

eget sentrifugerer merket dato og donorkode (se avsnitt for kjering med Luminex). Cellene ble
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vasket to ganger med 2 ml DPBS uten Ca?" og Mg?*, deretter ble flasken tilsatt 500ul
lyseringsbuffer (Buffer RLT Plus tilsatt -merkaptoetanol (B-ME) 10ul /ml). Lyseringsbufferen
inneholder nd guanidin thiocyanat og B-ME som denaturerer alle proteiner inkludert RNAse.
Cellene ble skrapt los og alt lysatet ble overfort til en QIAshredder kolonne med oppsamlingsrer
som ble sentrifugert ved 8000 g i 2 minutter. Samlereret med det homogeniserte lysatet ble merket

og fryst ved -80°C til RNA-isolering senere.

2.9.2 Isolering av RNA

RNeasy® Plus Mini Kit fra Qiagen er en kolonnebasert metode for RNA-isolering, og protokoll for
rensing av total RNA fra dyreceller ble fulgt. Samlerer som ble fryst ned etter innhgsting ble tint
ved 37°C. Homogenisert cellelysat ble overfort og sentrifugert 1 30 sekunder ved 8000 g gjennom
en kolonne som binder genomisk DNA (gDNA). gDNA-kolonnen ble kastet, og et tilsvarende
volum 70% etanol ble tilsatt filtratet etterfulgt av blanding med pipette, dette for a sikre optimale
bindingsforhold for RNA 1 neste steg. Blandingen ble overfort til en RNA-bindende RNeasy
sentrifugekolonne plassert i et oppsamlingsrer. Dette ble sentrifugert ved 8000 g i 15 sekunder og
gjort i to omganger siden kolonnen kun har kapasitet inntil 700ul. Filtratet ble kastet i hver omgang.
Etter dette ble 700ul buffer RW1 tilsatt samme kolonne for & vaske membranbundet RNA for
celledebri. Filtratet ble kastet. 500ul buffer RPE med etanol ble tilsatt samme kolonne etterfulgt av
sentrifugering ved 8000 g i 15 sekunder, etterfulgt av ytterligere tilsetting av 500ul buffer RPE, med
sentrifugert ved 8000 g i 2 minutter. Dette ble gjort for & fjerne salter brukt i forrige vasketrinn, og
filtratet ble kastet 1 begge omgangene. Kolonnen ble satt over 1 et nytt samlerer og sentrifugert 1
ytterligere 1 minutt for & terke for eluering. 30ul RNAse-fritt vann ble tilsatt direkte pA membranen
1 sentrifugekolonnen etterfulgt av 1 minutt sentrifugering ved 8000 g for & eluere RNA. Samleror

med RNA ble fryst ned ved -70°C etter utbytte- og renhetstesting.

2.9.3 Kvantifisering og renhetstesting av RNA med NanoDrop

NanoDrop® ND-1000 er en spektrofotometrisk metode som ble brukt for & méle utbytte og renhet
av isolert RNA 1 hver prove. Apparatet ma vere tilkoplet PC som kjorer analyseprogramvare innstilt
pa RNA-méling. Etter 4 ha etablert en blank preve med nukleasefritt vann, ble 1,5ul prove plassert
pa den nedre sokkelen og absorbans for RNA maélt ved 260 nm. Lofritt papir bukes for & tarke
sokkelen mellom hver méling. Utbyttet blir oppgitt som konsentrasjon i ng/ul, og renhet blir oppgitt

som ratio av absorbans malt ved bade 260 nm og 280 nm. Proteininnholdet ble malt ved 280 nm, og
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ratioen Aze0/A2so skal optimalt vare ~2,00. Ratio <2,00 indikerer hoyere innhold av protein enn

RNA i proven, og ratioen ber vaere mellom 1,80 og 2,10 for god nok renhet i RNA-utbyttet.

2.9.4 cDNA-syntese

Som del av qPCR-prosedyren benyttes DNApolymerase (AmpliTaq) for & replikere DNA, og RNA
ma derfor revers transkriberes til komplementaert DNA (cDNA). High-Capacity cDNA Revers
Transcription kit fra Applied Biosystems ble brukt i syntese av cDNA. En reaksjonsblanding
bestaende av standardiserte mengder med random primere, revers transkriptase, RNAse-inhibitor og
nukleotidtrifosfater festet til deoxyribose (ANTP) ble blandet sammen i henhold til
bruksanvisningen. Et volum tilsvarende 0,5 ng RNA ble tatt ut fra hver preve og overfort til et mini-
eppendorfror (MicroAmp®). Nukleasefritt vann ble tilsatt til totalvolum pa 13,2ul. Se appendiks for
beregning av vannmengder som ble tilsatt hver av prevene. 6,8l av den istandgjorte
reaksjonsblandingen ble derette tilsatt hver prove som ble forseglet, og plassert i Thermal Cycler
2720 for cDNA-syntetisering. Falgende eksponeringsbetingelser ble brukt under syntese: 25°C 1 10
minutter for templatpriming, 37°C 1 80 minutter for revers transkripsjon og til slutt 85°C 1 5
minutter for inaktivering av revers transkriptase. Roer med cDNA ble fryst ned ved -20°C til senere

PCR-kjering.

2.9.5 gPCR-kjgring

qPCR kombinerer multisyklisk amplifisering av DNA, med sanntidsanalyse av mengde DNA som
blir syntetisert i hver syklus med amplifisering. Dette tillater deteksjon av ekende grad av
fluoroscens med ekende mengde replikert DNA for hver syklus. Fluorescenssignalet Rn detekteres
som felge av at SYBR Green bindes til dobbelttradet DNA, og ved et spesifikt trinn avhengig av
provemengde, vanligvis 1 intervallet etter 25-30 sykluser med kjedereaksjoner vil gkning 1
fluoroscenssignalet reflektere en detekterbar eksponensiell vekst. Dette bestemmes som
terskelverdien Cr, og denne representerer kryssningspunktet pad amplifiseringskurven der detektor
med sikkerhet registrerer eksponensiell amplifisering av templat-DNA ut fra fluoroscenssignalet.
Det fremgér derfor at Ct-verdien er avhengig av mengde cDNA det 1 utgangspunktet var i preven
med isolert mRNA. Jo flere amplifiseringssykluser som ma4 til for & nd Cr-verdien, dess mindre
mRNA var det i proven i1 utgangspunktet, og fluorescenssignalet som blir rapportert fra proven er

derfor ogsa knyttet til provens spesifikke Cr-verdi.
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Det ble laget en standardkurve fra en fortynningsserie med alle provene sammen, med hensikt &
utfore en relativ kvantifiseringsanalyse. Absolutt konsentrasjon cDNA 1 fortynningene var derfor
ukjent, men tillater & sammenlikne donorene relativt i forhold til hverandre. Dette forutsetter at
standardfortynninger og prover fra alle donorene ble gjort pa samme brett for hvert gen som ble
undersekt. Mlgenene ble relatert 1 en ratio til referansegenene 36B4 og GAPDH. Disse ble brukt
for & korrigere for variasjon i kvalitet/kvantitet i total mengde RNA mellom preovene, siden de
behandles likt som malgenene under gjennomfering av forsek. Referansegenene ble valgt ut pa
bakgrunn av at de er jevnt og stabilt uttrykt med likt antall kopier i alle celler, og at de tidligere er

benyttet ved studier av genutrykk i muskulatur [14, 17].

Tabell 2.6: Primere som ble benyttet i oppgaven. Alle primere ble fortynnet til 30 uM.

Gener Genbanknummer Primer
RPLPO (36B4) M17885 F: 5'-CCATTCTATCATCAACGGGTACAA-3'

R: 5'-AGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC-3'
GAPDH NMO002046 F: 5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3'

R: 5'-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3'
IL-6 NMO000600 F: 5'-CGGGAACGAAAGAGAAGCTCTAT-3'

R: 5-AGGCGCTTGTGGAGAAGGA-3'
CXCLS (IL-8) NMO000584.2 F: 5'-~ACCGGAAGGAACCATCTCACT-3'

R: 5-ATCAGGAAGGCTGCCAAGAG-3'

36B4, syreholdig ribosomalt fosfoprotein PO; GAPDH, glyseraldehyd 3-fosfatdehydrogenase; I1L-6, interleukin-6;
CXCLS8 (IL-8), C-X-C motif ligand 8 (Interleukin-8); F, forward; R, reverse.

2 pl fra hver prave ble tatt ut for & lage cDNA-miks. Blandingen ble fortynnet 1:5 1 nukleasefritt
vann (standard 1000), som videre ble fortynnet 1:5 (standard 200, 40 og 8). Denne
fortynningsserien av standarder ble brukt for a lage en standardkurve med hensikt & relatere cDNA
provene i forhold til hverandre. Hver av provene ble deretter fortynnet 1:5 1 nukleasefritt vann, og
2,5 ul av standarder, fortynnede prever og nukleasefritt vann (negativ kontroll) ble overfort til
MicroAmp® Optical Reaction Plate. 22,5 pl av tilberedt reaksjonsblanding (se egen appendiks)

med riktige primere for genet som skulle undersokes, ble tilsatt brennene, og brettet ble dekket med
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MicroAmp® Optical Adhesive Film for gPCR-rekasjonen ble kjort pa StepOnePlus™ Real-Time
PCR System Thermal Cycling Block.

qPCR-reaksjonen ble kjort 1 41 sykluser der siste syklus utgjorde dissosiasjonsfasen for & produsere
smeltekurven. Forste trinn innebarer gradvis oppvarming til 94-96C som vil medfere denaturering
av DNA ved at hydrogenbindingene som holder baseparene sammen brytes. Deretter senkes
temperaturen til ~60C for & tillate annelering av primer, hvor DNA hybridiseres ved at primer
spesifikt festes til genet av interesse. Dette trinnet etterfolges av temperaturgkning og elongering

der polymerisering foregér. Syklusen repeteres.

2.9.6 Kvalitetssikring av gendata

SYBR Green binder seg uselektivt til alt av dobbel-tradet DNA-sekvens. For a unnga falskt positivt
signal ble det gjort smeltekurveanalyse for & sjekke for eventuell dannelse av ikke-spesifikt PCR-
produkt. Applied Biosystems StepOne software 2.3 ble benyttet for a utfare analyser og til & hente
ut data om smeltekurve og standardkurve. Smeltekurven plotter reduksjon i fluoroscens, som
funksjon av gkning i temperatur over tid. Dette gjeres for a skille mellom eventuelt primerprodukt
(DNA) med ulik lengde. Hvis det bare er én «topp» der det forekommer fall i fluoroscens, betyr det
at denaturering av primerprodukt forekommer samtidig, og derfor kan antas a veere det samme (kun

ett primerprodukt), hvilket er gnskelig.

2.10 Kvantifisering av cytokiner med Luminex MAGPIX®

Multiplex betegner en metode som muliggjor en kvantitativ analytisk prosedyre for & undersoke
flere analytter simultant 1 én enkelt preve (multiplex bead array assays, MBAA). Selve prinsippet
bak deteksjon og kvantifisering av malanalytten kan variere avhengig av assay og apparat. Metoden
som ble brukt i denne oppgaven kan i korte trekk ansees som en parallellisert utgave av

immunoassay som ELISA.
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Figur 2.4: Prinsipp bak deteksjonsmetoden for multiplex med Luminex MAGPIX®. Fargekodede kuler med
monolag av ligand har bundet malanalytten, og er blitt fiksert magnetisk. Identifisering av hvilken mélanalytt
kulen binder foregér under red LED-belysning, mens kvantifisering av fluoroscenssignal blir gjort under gronn

belysning. Modifisert fra [118].

Prinsippet bak MAGPIX® (Figur 2.4) utnytter fargekodede mikrosfarer coatet med ligand som
binder en spesifikk mélanalytt. Binding av malanalytten vil resultere i dannelsen av et
fluoroscerende kompleks. Mikrosfaerene er magnetiske, og 1 deteksjonskammeret vil apparatet
utnytte dette for & posisjonere kulene slik at de sammen utgjor en fiksert rektangulaer struktur
(matrise). Deretter vil et kamera (CCD-detektor) avbilde strukturen gjennom to fargefiltere. Det ene
fargefilteret (redt) brukes forst i kombinasjon med LED-belysning for 4 avgjere kulens fargekode,
og dermed hvilken ligand den binder. Det andre fargefilteret (gront) brukes for a kvantifisere
fluoroscensintensitet (FI). Programvare utnytter en kules bestemte posisjon i matrisen for a
kombinere informasjon om kulens fargekode (hvilken ligand den binder) med FI-signal (hvor mye
den har bundet). Standardkurver for hver av analyttene brukes for & relatere FI-signal til

konsentrasjon 1 pg/mL respektivt.

Prover ble tatt av differensieringsmediet (M3) fra flaske med celler som ble hestet inn til gPCR-
forsek. Alle medieprovene var inkubert med celler fra de siste 48 timer av differensieringsfasen. For
innhesting ble cirka 3mL volum overfort fra celleflaske til et sentrifugerer merket med dato og

donorkode. M3 er tilsatt FCS, og det ble derfor tatt et tilsvarende volum av M3 som ikke hadde
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vert 1 kontakt med celler som ble brukt som kontroll til hver preve. Sentrifugerer med prove og

kontroll ble fryst ned ved -80°C til senere bruk med parallellkjoring pa Luminex MAGPIX.

2.11 Statistikk

GraphPad Prism 6.07 for Windows ble brukt for & utfere alle statistiske analyser. Det ble ikke antatt
normalfordeling av dataene, sa kun ikke-parametriske statiske tester er benyttet. Paret, tosidig
«Wilcoxon signed rank test» ble utfort ved alle tids-/konsentrasjon- og dose-respons-forsek med
TMAOQO, mens uparet «Mann-Whitney test» ble benyttet i sammenlikninger mellom gruppen av LD
og RT. Tosidig «Spearman» ble utfort ved alle korrelasjonsanalyser. Det ble brukt signifikansniva
pa 5% (a=0,05), og statistisk signifikans er vist som *. Alle data er presentert som
gjennomsnittsverdi + SEM-verdi, om ikke annet er spesifisert. For korrelasjonsanalysene ble
spearmans korrelasjonskoeffisient, p, oppgitt og brukt i tolkningen for hver av korrelasjonene. p er
negativ nar assosiasjonen mellom x og y er negativ, og positiv nér assosiasjonen mellom x og y er
positiv. En perfekt korrelasjon har p =1 eller p = -1; nar alle punktene utgjor en rett linje og

folgende lineere sammenheng.

Det ble brukt gjennomsnitt beregnet fra 8 paralleller per parameter (= 1 brennekolonne i 96
brennersbrett) i alle substratoksidasjonsforsegk, med unntak av forsgkene som inkluderte 96 timers
inkubering med TMAO, hvor gjennomsnittet fra 4 paralleller ble brukt. Ved undersokelser gjort pa

gen- og proteinniva er gjennomsnitt beregnet fra tripletter.
Noen deltakere (RT) er blitt ekskludert fra korrelasjonanalysene av subjektiv smerteopplevelse,

cytokin, og/eller gendata: Dette var ufullstendige VAS-data for ndvarende helsetilstand og

ryggsmerter for én av deltakerne.
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3 Resultater

3.1 Dose-respons av TMAOQ pa energimetabolisme

Det er per idag sa vidt vi vet ikke blitt undersgkt om TMAO har direkte effekt pa glukose- og

oljesyremetabolisme i skjelettmuskelceller. Muskelceller fra normalvektige, friske frivillige (LD)

ble derfor forbehandlet med TMAO (0,1 — 100 mM) i 24 timer, og effekt pa glukose- (Figur 3.1) og

oljesyremetabolisme (Figur 3.2) ble studert. Det ble ikke funnet noen signifikante effekter av
TMAO pa glukoseoksidasjon eller —opptak (Figur 3.1). TMAO (0,1 mM) farte imidlertid til
signifikant reduksjon i oljesyreoksidasjon etter 24 timers forbehandling (Figur 3.2A, B) uten &

pavirke oljesyreopptak (Figur 3.2 C, D).

Figur 3.2A viser en signifikant forandring i oljesyreoksidasjon tilsvarende en reduksjon pa 20 % i
forhold til kontrollcellene (p=0,031) (Figur 3.2B). Dette var nok til & gi utslag i beregningen av
fraksjonell oksidasjon. Det var ikke noen tilsvarende effekt pa oljesyreopptaket.
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Figur 3.1: Effekter av TMAO pa glukosemetabolisme som dose-respons (LD-celler): Myotuber ble forbehandlet
med 0,1mM, 1mM, 10mM eller 100mM TMAO i 24 timer, det siste differensieringsdegnet. Etter forbehandling
ble myotubene inkubert i fire timer med 200 uM D-[*4C(U)]glukose (1 pCi/ml) og CO»-produksjon og
celleassosiert radioaktivitet (CA) ble malt som beskrevet i avsnitt 2.6. A: Oksidasjon av glukose til CO,, B:
Oksidasjon i % av kontroll, C: Opptak (CA+CO3), D: Opptak i % av kontroll, E: Fraksjonell oksidasjon, F:
Fraksjonell oksidasjon relatert til kontroll. Alle resultater er presentert som gjennomsnitt £SEM. N= 6 (0,1mM),
N=3 (ImM, 10mM, 100mM).
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Figur 3.2: Effekter av TMAO pa oljesyremetabolisme som dose-respons (LD-celler): Myotuber ble forbehandlet
med 1uM, 10uM, 0,1mM, 1mM, 10mM eller 100mM TMAO i 24 timer, det siste differensieringsdegnet. Etter
forbehandling ble myotubene inkubert i fire timer med 100uM[1-*“C]oljesyre (1 uCi/ml) og CO,-produksjon og
celleassosiert radioaktivitet (CA) ble malt som beskrevet i avsnitt 2.6. A: Oksidasjon av oljesyre til CO, B:
Oksidasjon i % av kontroll, C: Opptak (CA+CQO3), D: Opptak i % av kontroll. E: Fraksjonell oksidasjon, F:
Fraksjonell oksidasjon relatert til kontroll. Alle resultater er presentert som gjennomsnitt £SEM. N= 6 (0,1mM,

1mM), N=3 (1uM, 10uM, 10mM, 100mM).* p<0,05 vs. kontroll (0 mM).
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3.2 Tidsavhengig effekt av TMAO pa energimetabolisme

For & undersgke i hvilken grad effekten av TMAO var tidsavhengig, ble energimetabolismen i
muskelceller (LD) studert etter 24t, 48t og 96t forbehandling med TMAO (0,1 og 10 mM).
Resultatene er presentert i figur 3.3 og 3.4 (hhv. glukose- og oljesyremetabolisme). Det var ingen
effekt av TMAO pa glukoseoksidasjon eller —opptak verken ved 24 timers eller 48 timers
inkubering. Etter 96 timer var det en tendens til gkt oksidasjon og opptak ved 0,1 mM TMAO
(Figur 3.3A, C), og motsatt effekt ved 10 mM TMAO (Figur 3.3B, D). Det er vel og merke kun ett
forsgk som ligger bak observasjonen ved 96 timer. Glukoseopptak i kontrollcellene var i dette
forsgket 50,0 nmol/mg protein (x 6,6) og glukoseoksidasjon var 39,6 nmol/mg protein (z 6,4).

A 0,1 mM TMAO B 10 mM TMAO
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(% avvik fra kontroll)
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0 24 48 96 0 2 48 96
Tid (timer) Tid (timer)
Figur 3.3: Tidsavhengige effekter av TMAO pa glukosemetabolisme i myotuber (LD-celler) etter 24-96 timers
forbehandling med 0,1mM eller 10mM TMAO. Etter forbehandling ble myotubene inkubert i fire timer med 200
uM D-[*C(U)]glukose (1 uCi/ml) og CO,-produksjon og celleassosiert radioaktivitet (CA) ble malt som
beskrevet i avsnitt 2.6. A og B: Oksidasjon (CO5) av glukose ved 0,1 mM (A) og 10mM (B) TMAO. C og D:
Opptak av glukose (CA+CO2) ved 0,1 mM (C) og 10mM (D) TMAO. Alle resultater er beregnet som avvik fra
kontroll (%) og presentert som gjennomsnitt £SEM. A, C (0,1mM): N=6 (24t), 3 (48t) og 1 (96t). B, D (10mM):
N=3 (24t), 3 (48t) og 1 (96t).
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Det var lignende effekter av TMAO pa oljesyreoksidasjon som pa glukoseoksidasjon etter 24-96
timer (Figur 3.4 A, B), og ingen signifikant forskjell mellom kontroll og 24 timer, eller 48 timer
verken i oljesyreoksidasjon (Figur 3.4 A, B) eller oljesyreopptak (Figur 3.4 C, D). Noe avvikende
verdier ble observert etter 96 timer inkubering med 0,1 mM TMAO, der opptak av oljesyre syntes a
veere redusert (Figur 3.4 C), og hvor 10mM TMAO ga gkning i opptaket (Figur 3.4D). Dette er ogsa
basert pa kun ett enkelforsgk etter 96 timer. Oljesyreopptak i kontrollcellene var i disse forsgkene

79,3 nmol/mg protein (£ 11,1) og oljesyreoksidasjonen var 24,6 nmol/mg protein (£ 8,0).

A 0,1 mM TMAO B 10 mM TMAO
204 201

Oljesyreoksidasjon
(% avvik fra kontroll)
Oljesyreoksidasjon
(% avvik fra kontroll)

&
S

0 24 48 96
Tid (timer) Tid (timer)
(o] 0,1 mM TMAO D 10 mM TMAO

20+ 20+

-104

-204

Oljesyreopptak
(% avvik fra kontroll)
Oljesyreopptak
(% avvik fra kontroll)

T T T T -30 T T T
0 24 48 96 0 24 48 96

Tid (timer) Tid (timer)

Figur 3.4: Tidsavhengige effekter av TMAO pa oljesyremetabolisme i myotuber (LD-celler) etter 24-96 timers
forbehandling med 0,21mM eller 10mM TMAQO. Etter forbehandling ble myotubene inkubert i fire timer med
100puM[1-*C]oljesyre (1 uCi/ml) og CO,-produksjon og celleassosiert radioaktivitet (CA) ble malt som beskrevet
i avsnitt 2.6. A og B: Oksidasjon (CO.) av oljesyre ved 0,1 mM (A) og 10mM (B) TMAO. C og D: Opptak av
oljesyre (CA+CO3) ved 0,1 mM (C) og 10mM (D) TMAO. Alle resultater er beregnet som avvik fra kontroll (%)
0g presentert som gjennomsnitt +SEM. A, C (0,1mM): N=6 (24t), 3 (48t) og 1 (96t). B, D (10mM): N=3 (24t), 3
(48t) og 1 (96t).
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3.3 Toksiske effekter av TMAO

Resultatene fra substratoksidasjonsforsgkene kunne tyde pa at en uspesifikk effekt oppsto ved
inkubering med TMAO i tidsrommet mellom 48 og 96 timer. For a studere eventuelle toksiske
effekter av TMAO ble proteinkonsentrasjonen malt etter inkubering med TMAO (0,1 mM og 10
mM) i 24-96 timer (Figur 3.5). Proteinkonsentrasjonen er et indirekte mal for levende celler under

gjennomfgring av substratoksidasjonsmetoden, da dagde celler blir vasket bort.

A 0,1 mM TMAO B 10 mM TMAO
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0 24 a8 96 0 2 a8 96
Tid (timer) Tid (timer)

Figur 3.5: Effekter av TMAO pa proteinkonsentrasjon i branner med myotuber (LD-celler) etter 24-96 timers
forbehandling med 0,1mM eller 10mM TMAO. Data er fra forsgk med oljesyre- og glukosemetabolisme slatt
sammen. Proteinkonsentrasjon ble malt ved Bradfords metode som beskrevet i avsnitt 2.8 etter endt inkubering og
vasking av cellene. A: Proteinkonsentrasjon ved 0,21mM TMAQO. B: Proteinkonsentrasjon ved 10mM TMAO.
Alle resultater er beregnet som avvik fra kontroll (%) og presentert som gjennomsnitt £SEM. A (0,1mM): N=12
(24t), 6 (48t) 0og 2 (96t). B (10mM): N=6 (24t), 6 (48t) og 2 (96t).

Figur 3.5 viser proteinkonsentrasjon i substratoksidasjonsforsgk med sammenslatte data for
glukose- og oljesyreforsgk. Ingen effekter av TMAO pa proteinkonsentrasjon kunne observeres i
tidsintervallet 0-48 timer. Etter 96 timer var det markert lavere proteinkonsentrasjon bade i forhold
til 0 og 48 timers forbehandling med 0,1 mM TMAO (Figur 3.5A), noe som tyder pa toksisk effekt.
Effekten ved 96 timers forbehandling med 0,1mM eller 10mM TMAO tilsvarer henholdsvis en
38% (Figur 3.5A) og 21% (Figur3.5B) reduksjon i proteinkonsentrasjon i forhold til cellene som ble
inkubert i 48 timer. Proteinkonsentrasjon i kontrollcellene var i dette forsgket 0,031 mg/ml (
0,002).
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Basert pa karakteriseringen av TMAO-effekter i LD-cellene ved dose-respons, tidskurver og
proteinkonsentrasjoner, ble 48 timer inkubering med 0,1 mM og 10 mM TMAO valgt for videre
forsgk med RT-celler.

3.4 Karakterisering av energimetabolisme i muskelceller fra ryggopererte

smertepasienter

Kroniske ryggsmertepasienter er i en konstant smertesituasjon hvor blant annet direkte eller
indirekte pavirkning av vedvarende inflammasjon kan vaere involvert. Som tidligere beskrevet er
lavgradig systemisk inflammasjon, som bla. ved fedme en medvirkende arsak til endringer i
energimetabolisme [56, 57]. Det var derfor gnskelig a karakterisere glukose- og
oljesyremetabolisme i celler fra ryggopererte pasienter (RT-celler). Tallene fra
substratoksidasjonsforsgkene med LD- og RT-celler er oppsummert i Tabell 3.1. Bade oljesyre- og
glukoseoksidasjonen kunne se ut til & vaere noe lavere enn i LD-cellene, men dette var ikke
signifikante forskjeller. Det var imidlertid et signifikant hgyere oljesyreopptak i RT-cellene;
iberegnet den lavere oljesyreoksidasjonen gikk det frem at fraksjonell oljesyreoksidasjon i RT-

cellene i snitt var 44 % lavere enn i LD-cellene.

Tabell 3.1: Gjennomsnitt av oksidasjon (CO>) og opptak (CA+CO,) av radiomerket oljesyre og glukose i

henholdsvis myotuber fra ryggopererte pasienter (RT-celler) og tynne, friske frivillige (LD-celler).

RT (+SEM) LD (+SEM) A (LD-RT)
n= 9 6
Glukose
Oksidasjon | 26,5 (4,9) 38,6 (10,7) 12,2
Opptak | 43,8 (5,1) 51,4 (10,9) 7,5
Oljesyre
Oksidasjon| 16,5 (2,0) 28,2 (13,4) 11,8
Opptak | 90,0 (5,3) 75,9 (16,3) -14,1*

Alle tabellverdiene for oksidasjon og opptak av glukose eller oljesyre er oppgitt i nmol/mg protein.
* p<0,05 (Mann-Whitney test)
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Det ble gjort beregninger pa to av parameterne som inngar i mal pa metabolsk fleksibilitet ved bruk
av en egen protokoll med akutt tilsetning av ikke-radiomerket substrat. | fglge hypotesen for
glukose-fettsyresyklus presentert av Randle et al. vil en slik forandring mellom tilgjengeligheten pa
glukose og oljesyre fare til en endring i muskelcellens substratpreferanse [47]. Resultatene fra
forsgk pa metabolsk fleksibilitet i RT-celler er vist i figur 3.6. Det var en signifikant
glukosesuppresjon av oljesyreoksidasjon med 36 % (Figur 3.6A, C), og oljesyresuppresjon av
glukoseoksidasjon med 29% (Figur 3.6 B). Det ble ogsa funnet en signifikant positiv korrelasjon
mellom adapterbarhet og glukosesupressibilitet i denne gruppen (Figur 6D). Adapterbarhet ble i
myotuber fra ryggopererte pasientene beregnet til 5,74 (+ 1,33) (data ikke vist).
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Figur 3.6: Metabolsk fleksibilitet i myotuber fra ryggopererte pasienter (RT-celler). Beregning av suppressibilitet
og adapterbarhet (ikke vist) ble gjort etter formel som angitt i avsnitt 2.7. A: Glukoses evne til & undertrykke
oksidasjon (CO>) av oljesyre (suppressibilitet) farte til en signifikant reduksjon i oksidasjon av oljesyre med 36%.
B: Oljesyres evne til & undertrykke glukoseoksidasjon (CO.) farte til en signifikant reduksjon i oksidasjon (CO)
av glukose med 29%. C: Sammenligning av de to suppressibilitetsparameterne beregnet fra hhv. A og B. D:
Korrelasjon mellom adapterbarhet og suppressibilitet (p=0,867, p=0,0045). Resultatene er presentert som
gjennomsnitt +SEM (A, B, C) fra 9 uavhengige forsgk (n=9). *(p<0,05), **(p<0,01). OA, Oljesyre; Glu, Glukose;
OA*, [1-¥“C]oljesyre; Glu*, D-[**C(U)]glukose.
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Det ble undersgkt om parameterne for metabolsk fleksibilitet hadde sammenheng med pasientenes
BMI eller alder, men ingen signifikante korrelasjoner ble funnet for adapterbarhet eller oljesyre- og
glukosesuppressibilitet.

3.5 Effekt av TMAO pa muskelceller fra ryggopererte smertepasienter

Muskelceller fra ryggopererte pasienter (RT) ble forbehandlet med 0,1 mM, eller 10 mM TMAQO i
48 timer for a studere effekt pa glukose- (Figur 3.7) og oljesyremetabolisme (Figur 3.8).
Forbehandlingen med 0,1 mM TMAO kunne se ut til a redusere glukoseopptak (12%), men effekten
var ikke signifikant (p=0,0547) (Figur 3.7B). Fraksjonelll oksidasjon av glukose gkte signifikant
med 16% ved 10mM TMAO (Figur 3.7C), men det var ingen signifikant endring i oksidasjon eller
opptak (Figur 3.7A, B). Glukoseopptak i kontrollcellene var i dette forsgket 43,8 nmol/mg protein
(x 5,1) og glukoseoksidasjon var 26,5 nmol/mg protein (£ 4,9).
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Figur 3.7: Effekter av TMAO pa glukosemetabolisme i RT-celler. Myotuber ble forbehandlet med 0,1mM eller
10mM TMAO i 48 timer, de siste 48 timene av differensieringsperioden. Etter forbehandling ble myotubene
inkubert i fire timer med 200 uM D-[**C(U)]glukose (1 uCi/ml) og CO--produksjon og celleassosiert
radioaktivitet (CA) ble malt som beskrevet i avsnitt 2.6. A: Oksidasjon (CO,) av glukose i % av kontroll, B:
Opptak (CA+CO>) av glukose i % av kontroll, C: Fraksjonell oksidasjon av glukose relatert til kontroll. Alle

resultater er presentert som gjennomsnitt £SEM fra 9 uavhengige forsgk (n=9). * p<0,05 vs. kontroll (0 mM).
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Ingen signifikante effekter av TMAO ble funnet pa oljesyreopptak eller -oksidasjon. (Figur 3.8),
dette i motsetning til funn i forsgk med LD-cellene (Figur 3.2). Oljesyreopptak i kontrollcellene var
I dette forsgket 90,0 nmol/mg protein (£ 5,3) og oljesyreoksidasjon var 16,5 nmol/mg protein (x
2,0).
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Figur 3.8: Effekter av TMAO pa oljesyremetabolisme i RT-celler. Myotuber ble forbehandlet med 0,1mM eller
10mM TMAO i 48 timer, de siste 48 timene av differensieringsperioden. Etter forbehandling ble myotubene
inkubert i fire timer med 100uM[1-**C]oljesyre (1 uCi/ml) og CO.-produksjon og celleassosiert radioaktivitet
(CA) ble malt som beskrevet i avsnitt 2.6. A: Oksidasjon (CO2) av oljesyre i % av kontroll, B: Opptak (CA+CO,)
av oljesyre i % av kontroll, C: Fraksjonell oksidasjon av glukose relatert til kontroll. Alle resultater er presentert
som gjennomsnitt +SEM fra 9 uavhengige forsgk (n=9).

3.6 Metabolske egenskaper og smerteopplevelse

Det var gnskelig 4 undersgke om metabolske egenskaper i muskelcellene hadde noen sammenheng
med grad av opplevd smerte hos pasientene. Det ble funnet to signifikante korrelasjoner mellom
ryggsmerter og resultatene fra substratoksidasjonsforsgkene der ryggsmerter korrelerte negativt
med glukoseoksidasjon (Figur 3.9A) og glukoseopptak (Figur 3.9B).
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Figur 3.9: Korrelasjon mellom ryggsmerter og glukosemetabolisme i gruppen av ryggopererte pasienter.
Myotubene ble inkubert i fire timer med 200 uM D-[**C(U)]glukose (1 puCi/ml) og CO-produksjon og
celleassosiert radioaktivitet (CA) ble malt som beskrevet i avsnitt 2.6. Ryggsmerter er pasientens egenrapporterte
smerteoppplevelse pa skala fra 1 — 10, hvor 10 betegner mest smerteopplevelse, slik som beskrevet i avsnitt 2.3.
A: Signifikant korrelasjon (p=-0,778, p=0,025) mellom ryggsmerter og glukoseoksidasjon (CO,). B: Signifikant
korrelasjon (p=-0,838, p=0,011) mellom ryggsmerter og glukoseopptak (CA+CO>). A, B: N=8.

Ved korrelasjonsanalysene mellom smerte og metabolsk fleksibilitet ble det funnet to signifikante
korrelasjoner der ryggsmerter korrelerte positivt med suppressibilitet (Figur 3.10A) og
adapterbarhet (Figur 3.10B). Ingen signifikante korrelasjoner ble funnet mellom bensmerter,

allmenn helsetilstand og parameter for metabolsk fleksibilitet.
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Figur 3.10: Korrelasjon mellom ryggsmerter og parametre for metabolsk fleksibilitet i gruppen av ryggopererte
pasienter. A: Signifikant korrelasjon (p=0,814, p=0,018) mellom ryggsmerter og suppressibilitet. B: Signifikant
korrelasjon (p=0,743, p=0,042) mellom ryggsmerter og adapterbarhet. Ryggsmerter er pasientens egenrapporterte
smerteoppplevelse pa skala fra 1 — 10, hvor 10 betegner mest smerteopplevelse, slik som beskrevet i avsnitt 2.3.
A, B: N=8.

49



@kning i fraksjonell oksidasjon av glukose ble definert som TMAO-respons. Det ble sett en
signifikant positiv korrelasjon mellom adapterbarhet og TMAO-respons (Figur 3.11) for de
ryggopererte pasientene (p=0,78, p=0,017). TMAO-responsen ble ogsa forsgkt korrelert med
pasientenes BMI, alder, oljesyre- og glukosesuppressibilitet, glukose- og oljesyreoksidasjon og -
opptak, men ingen ytterligere korrelasjoner ble funnet. Det ble ogsa undersgkt for signifikante
korrelasjoner mellom TMAO-respons og parametere for subjektiv smerteopplevelse i de
ryggopererte pasientene, men ingen ble funnet. Smertedata som ble brukt i korrelasjonene var

henholdsvis bensmerter, ryggsmerter og allmenn helsetilstand.
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Figur 3.11: Korrelasjon mellom TMAO-respons og adapterbarhet i muskelceller fra ryggopererte pasienter var
signifikant positiv (p=0,783, p= 0.0172). TMAO-respons er definert som prosentvis gkning av fraksjonell
glukoseoksidasjon etter forbehandling i 48 timer med 10 mM TMAO. N=9.

3.7 Ekspresjon av myokiner i muskelceller fra ryggopererte

smertepasienter

Figur 3.12 viser ekspresjon av interlukin-6 (IL-6) og interleukin-8 (1L-8) pa gen- og proteinniva i
muskelcellene (RT). Figur 3.12B viser ogsa at muskelcellene uttrykker fraktalkin (CX3CL1),
monocytt-kjemoattraktantprotein-1 (MCP-1), «stromal-cell-derived factor-1 (SDF-1) og GROa
(CXCL1) pa proteinniva. Gendata fra gPCR med IL-6 og IL-8 ble normalisert i forhold til
syreholdig ribosomalt fosfoprotein PO (36B4) som endogen kontroll (Figur 3.12A). Alle
cytokinkonsentrasjonene ble malt i differensieringsmedium (M3) som hadde vert i kontakt med

myoutubene i 48 timer.
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Figur 3.12: Ekspresjon av interlukin-6 (IL-6) og interleukin-8 (I1L-8) pa gen- og proteinniva i muskelcellene (RT).
A: Gendata fra g°PCR med IL-6 og IL-8 normalisert i forhold til syreholdig ribosomalt fosfoprotein PO (36B4)
som endogen kontroll (IL-6: 1,132+0,29, IL-8: 1,003+0,23). B: Muskelcellene (RT) uttrykker fraktalkin
(CX3CL1), IL-6, IL-8 (CXCL8), monocytt-kjemoattraktantprotein-1 (MCP-1), «stromal-cell-derived factor-1
(SDF-1) og GROa (CXCLI1). Cytokinene ble mélt i differensieringsmedium (M3) som hadde vert i kontakt med
myoutuber i 48 timer far hgsting, og pravene ble kjart pa Luminex MAGPIX® med ueksponert M3 som kontroll,
slik som beskrevet i avsnitt 2.10. Resultatene er presentert som gjennomsnitt +SEM. A: n=6, B: n= 9.

Kvalitetssikring av gendata var relevant grunnet lavt RNA-utbytte etter isolering. Det ble gjort
cDNA-syntese med utgangspunkt i 0,5 pg RNA for & inkludere flest mulige donorer i gPCR-
kjeringen. Vanligvis gjares cDNA-syntese med utgangspunkt i 1 pg RNA for a holde antall
sykluser far inntredelse av C+ lavt nok til & unnga stey fra uspesifikke PCR-reaksjoner. Det var
gnskelig a undersgke om denne avgjarelsen hadde betydning for om valg av gendata eller
proteinkonsentrasjon i videre korrelasjoner med IL-6 og IL-8 kunne fare til forskjellige utfall, eller

om de kunne ansees som samstemmige.
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Figur 3.13: Korrelasjon mellom cytokinkonsentrasjon og deres respektive genuttrykk normalisert mot 36B4 (RT-
celler). A: Ikke-signifikant korrelasjon mellom cytokinet IL-6 og dets gen (p=0,657, p=0,175). B: Signifikant
korrelasjon mellom cytokinet IL-8 og dets gen (p=0,998, p=0,003). A, B: n=6.

Figur 3.13 viser korrelasjon mellom cytokinkonsentrasjon av cytokinene IL-6 (Figur 3.13A), IL-8
(Figur 3.13B) og deres respektive gener normalisert mot 36B4. Det ble funnet en signifikant
korrelasjon mellom genutrykk og cytokinkonsentrasjon for IL-8 (p=0,998, p=0,0028) (Figur 3.13B),
men ikke for IL-6 (p=0,657, p=0,175) (Figur 3.13A) ved bruk av 36B4 som endogen kontroll.
Derimot ble tilsvarende korrelasjonen for IL-6 funnet signifikant (p=0,886, p=0,033) ved bruk av
glyseraldehyd-3-fosfat-dehydrogenase (GAPDH) som endogen kontroll for normalisering av
gendata (IL-6/GAPDH: 0,977+0,22) (data ikke vist).

Figur 3.14 viser de av korrelasjonene som ble funnet signifikante ved korrelasjonsanalyse mellom
cytokinkonsentrasjon og smertedata i ryggopererte pasienter. Det ble funnet signifikant positiv
korrelasjon mellom pasientenes egenrapporterte opplevelse av allmenn helsetilstand, og cytokinene
fraktalkin, IL-8 og GROa. Fraktalkin var det av cytokinene med jevnest (171,1 pg/ml, SD+94,25)
og generelt lavest uttrykk, som spente fra 47 pg/ml til 347 pg/ml. Det motsatte var tilfelle for GROa
(1553 pg/ml, SD+1273) hvor konsentrasjonene spente fra 160 pg/ml til 3553 pg/ml mellom de ulike

donorene.
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Figur 3.14: Signifikante korrelasjoner mellom allmenn helsetilstand og cytokinkonsentrasjon for fraktalkin
(CX3CL1) (p=0,970, p=0,0005), IL-8 (CXCLS) (p=0,838, p=0,0131) og GROa (CXCL1) (p=0,778, p=0,0295) i
gruppen av ryggopererte pasienter. Allmenn helsetilstand er pasientens egenrapporterte funksjonsgrad pa VAS-

skala fra 1 — 100, hvor 100 betegner best tenkelige helsetilstand, slik som beskrevet i avsnitt 2.3. N=8.

Ved korrelasjonsanalysene med henholdsvis ben- eller ryggsmerter ble det ikke funnet noen
signifikant korrelasjon med noen av de 6 ulike cytokinene. Korrelasjonsanalyse ble ogsa utfgrt med
parametere for metabolsk fleksibilitet og TMAO-respons, men ingen signifikante korrelasjoner ble
funnet mellom cytokinene og henholdsvis suppressibilitet, adapterbarhet, TMAO-respons eller
glukose- og oljesyremetabolisme.

Det var imidlertid en signifikant negativ korrelasjon mellom fraktalkinkonsentrasjon og
kroppsmasseindeksen (BMI) til deltakerne i gruppen av ryggopererte pasienter (Figur 3.15). Av alle
cytokinene som ble undersgkt var det kun uttrykk av fraktalkin som var signifikant korrelert med
BMI (p=-0,75, p=0,026).
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Figur 3.15: Det var en signifikant negativ korrelasjon (p=-0,750, p=0,0255) mellom fraktalkin og
kroppsmasseindeksen (BMI) i gruppen av ryggopererte pasienter. N=9.
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3.8 Kaorrelasjoner for cytokinene seg imellom

Det ble utfart korrelasjonsanalyser med proteinkonsentrasjonene fra multipleks-kjgringen. Dette for

a undersgke forhold cytokinene seg imellom. Signifikante korrelasjoner som ble funnet er vist i

tabell 3.2.
Signifikante korrelasjoner (p<0,05) p-verdi | Spearmans
korrelasjonskoeffisient
()
IL-6 CXCLS8 (IL-8) 0,0001 0,933
CX3CL1 0,042 0,683
CCL2 (MCP-1) 0,005 0,833
CXCL1 (GROw) 0,002 0,867
CXCLS8 (IL-8) CX3CL1 0,013 0,783
CCL2 (MCP-1) 0,002 0,867
CXCL1 (GROw) 0,0001 0,967
CX3CL1 0,020 0,750
GROa (CXCL1) CCL2 (MCP-1) 0,0001 0,933
SDF-1o+f 0,050 0,667

Tabell 3.2: Signifikante korrelasjoner mellom proteinkonsentrasjon av cytokiner i RT-donorene. Cytokinene ble

malt i differensieringsmedium (M3) som hadde veert i kontakt med myoutuber i 48 timer fgr hgsting, og prevene

ble kjert pa Luminex MAGPIX® med ueksponert M3 som kontroll, slik som beskrevet i avsnitt 2.10.
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3.9 Oppsummering av korrelasjonsanalysene

En oversikt over korrelasjonene som ble funnet ved gjennomgang av alle data er presentert i tabell
3.3.

Tabell 3.3: Oversikt over signifikante korrelasjoner som ble funnet i gruppen av RT-donorer ved
korrelasjonsanalysene av TMAO-respons, energimetabolisme, smerteopplevelse og cytokinutrykk. TMAO,
trimetylamin N-oksid; CX3CL1, fraktalkin; BMI, kroppsmasseindeks.

p-verdi |Spearmans
Signifikante korrelasjoner (p<0,05) korrelasjonskoeffisient
()
0,0045 |0,867
Adapterbarhet og suppressibilitet (n=9)
0,017 0,783
TMAO-respons og adapterbarhet (n=9)
Smerter og energimetabolisme (n = 8)
Ryggsmerter Glukoseoksidasjon 0,025 -0,778
Glukoseopptak 0,011 -0,838
Supressibilitet 0,018 0,814
Adapterbarhet 0,042 0,743
Smerter og cytokiner (n = 8)
Helsetilstand CX3CL1 0,0005 0,970
CXCL8 (IL-8) 0,013 0,838
CXCL1 (GROo) 0,029 0,778
BMI og cytokin (n =9)
0,025 -0,750
BMI og CX3CL1 (fraktalkin)
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4 Diskusjon

4.1 Vurdering av metodikken

4.1.1 Donorkarakteristika og utvalg

For & undersgke farste del av problemstillingen ble det brukt celler fra to grupper, LD og RT. Data
fra begge gruppene ble sammenlignet for & karakterisere og undersgke for eventuelle forskjeller i
den basale glukose- og oljesyremetabolismen og TMAO-respons. LD-cellene var hentet fra tynne,
friske donorer i forbindelse med nyredonasjon, de hadde normal BMI og denne gruppen ble ansett
som kontrollgruppe. RT-cellene var hentet ut fra pasienter med kjent forekomst av langvarige
ryggsmerter ved tidspunktet for biopsitakingen. | denne gruppen var det en rapportert
smertevarighet over en periode pa 3-12 maneder (median) fgr operasjonstidspunktet. Ingen
tilsvarende informasjon eksisterer for kontrollgruppen (LD), og det kan ikke utelukkes at én eller
flere LD-donorer kan ha vert igjennom forhold som kan ha bidratt til & pavirke eventuelle

forskjeller i den basale energimetabolismen og TMAO-respons mellom LD og RT.

Risikofaktorer som kan forklare patofysiologien til ryggsmerter er sammensatte og er derfor
vanskelig & studere pa grunn av metodologiske begrensninger. Utdanningsniva, alder, BMI og
kjenn er disponerende faktorer som er vist & ha sammenheng med problemstillinger relatert bade til
smerte og energimetabolisme [113, 119]. Det vil derfor veere utfordrende & forklare
arsakssammenhenger ved observasjonene som ble gjort, og studien tok derfor et deskriptivt
standpunkt. Gruppen av ryggopererte pasienter var satt sammen av et utvalg som representerer
forekomst av ryggsmerter i den generelle befolkningen. Selv om det ikke var kjent forekomst av
ryggsmerter i gruppen av LD-donorene, er disse ogsa representative. Resultatene viste at begge
gruppene var sammensatt av donorer med lik bakgrunn med tanke pa alder og BMI, og
kjennsfordelingen var ogsa tilneermet lik slik som vist i tabell 2.4.

For & undersgke andre del av problemstillingen ble kliniske data, data for metabolske
fleksibilitetsparametere, smerteopplevelse og data fra forsgk pa myokiner relatert til hverandre
innad i gruppen av ryggopererte pasienter (RT). Dette betyr at resultatene ble relatert til RT-

donorene seg imellom siden data for myokin og egenrapportert smerte kun var tilgjengelig for
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denne gruppen. Ved undersgkelse av basal energimetabolisme ble det derimot gjort

sammenlikninger mot LD-celler som kontroll.

4.1.2 Smerteopplevelse og tolkning

Det ligger i smerteopplevelsen at denne er av en subjektiv natur. For & male en slik variabel ble det
brukt data fra psykometriske skalaer som visuell analog skala (VAS), og numeriske skalaer
(Numerical rating scale, NRS) i spgrreskjemaet. VAS ble benyttet for spgrsmal om navearende
helsetilstand, mens NRS ble benyttet for sparsmal angaende ben- og ryggsmerter. Forskjellen pa
disse skalaene er sensitivitet, der VAS gir mer fingraderte svar enn NRS som er grovere gradert.
Data fra VAS skal i utgangspunktet ha starre statistisk styrke enn mer kategoriske smerteskalaer
[120]. En viktig forutsetning for at skalaer skal veere palitelig er selvfglgelig at pasienten har forstatt
spgrsmalet, og hvordan skalaen fungerer [121]. I tilfellet med VAS-skalaen er det ogsa viktig a
poengtere at helsetilstand er et vidt begrep, og pasienter kan ha ulik forstaelse av begrepet eller
vektlagt ulike aspekter forskjellig. Eksempelvis kan aktivitetsniva veie tyngre enn smertefrihet eller
v.v avhengig av pasient. Spgrreskjemaet (appendiks) er utformet med NRS skalaene der gkende
tallverdi representerer gkende ben- og ryggsmerte. Motsatt var tilfelle for VAS med sparsmal om
helsetilstand, der gkende tallverdi representerer bedre helsetilstand. Hvis en forutsetter en
sammenheng mellom helsetilstand (VAS) og ben- eller ryggsmerter (NRS), vil man forvente a finne
en negativ korrelasjon dersom det forutsettes at smerter pavirker helsetilstanden negativt. Det er
ikke kjent om pasientene fikk veiledning fer utfylling av sparreskjemaet, og det er funn som kan
tyde pa at minst én pasient kan ha misforstatt ved gradering av helsetilstand. Forsgksvis inklusjon
eller eksklusjon av data fra denne pasienten farte ikke til signifikant endring i utfallet i noen av

korrelasjonsanalysene med helsetilstand.

4.1.3 Oppdyrking og differensiering av skjelettmuskelceller (myotuber)

Satellittceller ble isolert fra muskelbiopsier fra donorene, og celler fra passasje 3 og 4 ble brukt i
forsgk. | forbindelse med maling av gen- og proteinuttrykk, og substratoksidasjonsforsgkene ble
disse dyrket opp til myoblaster og videre differensiert til flerkjernede myotuber. Aas et al. har nylig
oppsummert fordeler og utfordringer ved bruk myotuber i kultur for & studere metabolismen i
skjelettmuskel in vivo [7]. Cellene i seg selv innehar relevant genetisk bakgrunn og gir mulighet for
a studere medfadte metabolske egenskaper knyttet til donor, der kultivering gir mulighet for
kontroll over ekstracellulzre betingelser [13]. Dette er samtidig ogsa en av utfordringene med bruk
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av en cellemodell, der cellene har veert utsatt for andre betingelser enn skjelettmuskel in vivo.
Cellene er fjernet fra samspillet med sitt mikromiljg, og har aldri kontrahert som fglge av
nervestimuli eller blitt pavirket endokrint, noe som kan ha relevans for problemstillingene som ble
undersgkt. Fremdyrkingsforholdene er ogsa forskjellige fra in vivo forhold, eksempelvis ved
annerledes oksygentilgang [122]. Det er blitt funnet at cellene i kultur skiller seg fra skjelettmuskel
in vivo ved annerledes fordeling av fibertype og substratpreferanse. Det er mer forekomst av
glykolytiske type 2-fibre [20] (liknende "Warburg-effekten", som ved darligere utviklet OXPHOS-
kapasitet), i tillegg til at forskjellene i fibertypefordelingen mellom kjgnnene er mindre uttrykt in
vitro [123, 124]. Proteinuttrykket er mindre, men likheten ved mgnsteret det falger, gjgr myotuber
til foretrukket modell for a studere energimetabolisme. Cellene er ikke immortaliserte, og har et
bestemt antall delinger noe som bade gjer at alder og livsstils pavirkning pa energimetabolisme
ogsa kommer til uttrykk gjennom karakteristika knyttet til donor, som delvis ogsa kan tilskrives
epigenetiske kontrolimekansimer [18, 19]. Dette kan vare en styrke eller svakhet alt ettersom hva
man gnsker & undersgke. Myotuber in vitro er ogsa vist & inneha fleksibilitetspotensiale, noe som er
relevant for forsgkene som ble gjort i denne oppgaven, der dynamiske effekter som falge av
"metabolsk switching™ ble studert ved styrt endring i relativ tilgjengelighet mellom oljesyre og
glukose [14, 15].

4.1.4 Metodene brukt for & male energimetabolisme, cytokinkonsentrasjon

0g genekspresjon

| substratoksidasjonsforsgkene var radiomerket glukose eller oljesyre tilsatt for & undersgke
energimetabolismen i myotubene. Denne metoden ble utviklet av Wensaas et al.[116], og er godt
validert. Det samme er Bradfords metode for maling av protein [117]. RNA ble isolert etter en
standardisert prosedyre av QIAGEN® (Hilden, Tyskland) far gPCR ble benyttet til bestemmelse av
genuttrykk in vitro. Metoden er godt etablert og ble farst beskrevet av Mullis et al. som mottok
Nobels pris i kjemi i 1993 [125]. Multiplex bead array assays (MBAA) tillot parallellundersglekser
av flere cytokiner i de samme pravene. Prgvene for alle donorene ble kjgrt pa Luminex samme dag,
utfert av Susanna Honkanen ved Statens arbeidsmiljginstitutt. Multipleks med kit-basert MBAA er
en relativt ny metode som det er mest naerliggende @ sammenlikne med ELISA, bade i prinsipp og
bruksomrade. ELISA er en godt validert og veletablert metode [126]. Umiddelbare fordel ved
multipleks er bedre kostanadseffektivitet og mulighet for a undersgke flere praver, og mange
analytter per prgve uten videre ulemper enn ved ELISA [127]. Dupont et. Al har vist at ELISA og
MBAA er likeverdige, men papekte at ulikheter i krav til fortynninger i de to metodene kan

medfare forskjeller i pH som pavirker bindingsaffinitet mellom antistoff og analytt [128]. Det ble

59



ikke gjort noen fortynninger ved kjering av prevene i denne oppgaven, og problemstillinger rundt

fortynninger er derfor trolig irrelevante.

Det ble i denne oppgaven funnet en sterk positiv korrelasjon mellom genuttrykk og malt
proteinkonsentrasjon for CXCLS8 (IL-8) nar genuttrykket var korrigert mot 36B4 som referansegen
slik som vist i Figur 3.13B. | teorien vil det vaere en sammenheng mellom RNA- og
proteinekspresjon, og resultatene ved undersgkelse av cytokiner pa gen, og proteinniva ble derfor
ansett som samstemmige for henholdsvis IL-6 og IL-8 ved bruk av MBAA og gPCR. Det er vanlig
a bruke flere referansegener, og gjennomsnitt av disse ved normalisering av gendata.
Referansegener skal ikke bli pavirket av eksperimentelle betingelser. GAPDH er i motsetning til
36B4 blant annet direkte involvert i glykolysen som del av glukosemetabolismen, men pavirker
ogsa glukosetransport via binding med GLUT4 [27]. Mulig alternativ for GAPDH som kunne vart
brukt i tillegg til 36B4 kunne vart a-tubulin, som er brukt i tidligere studier med myotuber [129].

4.1.5 Analyse av data og statistikk

Det ble ikke antatt normalfordeling av data, noe som i de fleste tilfeller stemte ved Shapiro-Wilk
test for normalfordeling. For sammenligningsgrunnlag ble derfor ikke-parametriske tester benyttet.
”Wilcoxon matched-pairs signed rank test” ble brukt ved tolkning av resultatene fra
substratoksidasjonsforsgkene. Hypotesetestene var to-sidige da det ikke ble gjort antakelser om
utslag av TMAO-effekt pa energimetabolismen. Ved uparede sammenlikninger av LD- og RT-
gruppevis ble "Mann-Whitney test" benyttet. Andre forhold som talte for valg av ikke-parametriske
tester var et lite antall (parvise) observasjoner. En fordel ved bruk av ikke-parametriske tester er
robusthet mot forekomsten av ekstreme observasjoner, men dette forutsetter lignende
sannsynlighetsfordeling i utvalgene som sammenlignes [130]. Dataene ble vurdert til a tilfredsstille
disse betingelsene. En ulempe med bruk av ikke-parametriske tester er at det er tallrekkefalgene, og
ikke resultatverdiene i seg selv som sammenliknes. Dette kan ha bidratt til darligere utnyttelse av
datamaterialet. Selv om det er median av rangtall som ble testet, er gjennomsnitt brukt for a
presentere resultatene da det ikke var store avvik mellom disse. For korrelasjonsanalysene ble

Spearmans test for korrelasjon benyttet.
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4.2 Energimetabolisme og TMAOQO-effekter

Per idag er det sa vidt vi vet ikke blitt gjort forsgk pa a studere effekt av TMAO pa
energimetabolisme direkte i human skjelettmuskel. Serumnivaet av TMAO er vist & veere
predikerende for hjerte- og karsykdommer (HKS) [64], og TMAGO:s rolle og bidrag i
sykdomsutviklingen ved HKS i mennesket er blitt undersgkt ved maling av FMO3-aktivitet [131],
diett og undersgkelser i sammensetning av tarmflora som alle er relatert til TMAQO som gjenfinnes i
blodet [61, 65]. I en dyremodell ble mus med intakt tarmflora foret med en TMAO-rik diett, og det
ble observert endring av kolesterolflyt med akkumulering av sterol. Dette farte trolig til
skumcelledannelse som del av utviklingen av aterosklerose blant flere andre endringer i musene
(koeth wang). Det er viktig & papeke at denne studien ikke kom med noen mekanistisk forklaring,
og siden TMAO ble gitt gjennom dietten, er det heller ikke mulig a vite om det er en effekt som
utgves av TMAO direkte, eller om det er andre elementer som spiller inn uavhengig av TMAO
(konfunder). En studie av Shih et al. kan tyde pa at FMO3 mer eller mindre uavhengig av TMAO,
kan ha en starre rolle i forstyrrelser relatert til energimetabolisme og aterosklerose [132]. Uansett
var det av interesse & undersgke om TMAO har direkte effekt pa energimetabolismen i
skjelettmuskulaturen hos mennesket, siden skjelettmuskulatur bade som viktig endokrint organ,
men ogsa ansvarlig for en stor del av den totale energimetabolimen i hele organsimen, er involvert i

mange livsstilssykdommer som fedme, metabolsk syndrom og type 2 diabetes (T2DM).

Det var ingen vesentlige effekter av TMAO pa hverken glukose- eller oljesyremetabolismen i LD-
eller RT-celler. Det var basalopptak og oksidasjon som ble studert siden myotubene hverken ble
utsatt for kontrasksjonsstimuli eller insulinmediert glukoseopptak. Ved dose-respons-forsgkene ble
TMAO prevd ut i konsentrasjonene 0,1-100 mM i forsgk med glukosemetabolisme, og 1 uM —
100mM i forsgkene med oljesyremetabolisme. Kun 0,1mM TMAO farte til en signifikant reduksjon
i oljesyreoksidasjon med 20% (Figur 3.2A og B). Tidsavhengig effekter av TMAO pa
energimetabolisme i LD-cellene var tilsynelatende sterre ved sammenligninger av 0,1 mM eller 10
mM TMAO-forbehandling i 0, 24, 48 og 96 timer (Figur 3.3 og 3.4). Kun oljesyreoksidasjon var
signifikant redusert ved 24 timers forbehandling med 0,1 mM TMAO, som forventet fra
observasjonene med dose-respons (Figur 3.1A og 3.4 A). Ellers var det var ingen andre statistisk
signifikante forskjeller, hverken i oksidasjon eller opptak av substrat ved sammenlikninger med O,
24 og 48 timers forbehandling med 0,1 mM eller 10 mM TMAO-konsentrasjoner. Resultatene fra
96 timers forbehandling med TMAO var en observasjon basert pa kun ett enkeltforsgk, og det var
derfor umulig & gjgre noen statistisk test. Det som var av interesse med 96-timers forsgket var at det

ble brukt en protokoll med 48-timers forbehandling pa halvparten av det samme brettet. Ved maling
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av proteinkonsentrasjon i alle brgnnene pa dette ene brettet ble det observert at cellene som var
forbehandlet i 96 timer la jevnt lavere tilsvarende 30-40 % reduksjon i proteinkonsentrasjon
uavhengig av TMAO-konsentrasjon (data ikke vist). Det ble utfart flere forsgk med 96-timers
forbehandling med TMAO pa celler fra en annen donor, men det var et gjennomgaende problem at
proteinkonsentrasjon var 0 mg/ml, eller tilneermet 0 mg/ml. Proteinkonsentrasjon er som beskrevet i
resultatdelen et mal pa celler som var levende under gjennomfgringen av
substratoksidasjonsmetoden, da vi antar at dede celler ble vasket bort fgr maling. Dette stemte godt
for telletallene ved maling av radiomerket substrat i disse forsgkene, som ogsa la sveert lavt, og
dette tyder pa det ikke har foregatt opptak eller oksidasjon av substrat i disse cellene. Det ble derfor
antatt at TMAO har uspesifikk celletoksisk effekt i hgye konsentrasjoner, men der det er usikkert
hva slags mekansime som ligger bak. Forbehandling i 24 timer med 100 mM TMAO hadde ingen
starre effekt enn ved 10 mM, hverken ved glukose eller oljesyreoksidasjon (Figur 3.1A og 3.2A),
men varigheten pa forbehandling tilsier at noe skjer i tidsrommet 48-96 timer. Sett fra et biologisk
perpektiv er bade 0,1 mM og 10 mM konsentrasjoner som er langt hgyere enn det som forekommer
i blodet til friske personer, der en studie nylig fant TMAO-konsentrasjoner i omradet 3,1 uM — 6,0
MM [133]. Det er ikke blitt undersgkt om TMAO interagerer med protein som forekommer i
cellemediet, eller pa andre mater endrer biologiske, kjemiske eller fysikalske egenskaper ved
dyrkningsbetingelsene, noe som kanskje burde veert ettergatt i metoden med tanke pa celletoksisitet

in vitro.

| videre forsgk med celler fra ryggopererte pasienter (RT) ble forsgksbetinglesene valgt pa
bakgrunn av observasjonene som ble gjort i cellene fra LD-donorene. Konsentrasjoner pa 0,1 mM
og 10 mM TMAO ble valgt i kombinasjon med 48 timers varighet pa forbehandling. Ingen
signifikante effekter av TMAO ble funnet hverken pa opptak eller oksidasjon av glukose eller
oljesyre. Likevel var det en signifikant gkning i fraksjonell oksidasjon av glukose tilsvarende 16 %
gkning ved 10 mM TMAO (Figur 3.7 C). Bade vilkarligheten, og lite tydelige forskjeller i de
signifikante observasjonene er tegn pa at TMAO gjar lite med energimetabolismen i myotuber ved
forsgksbetingelsene som ble gjort i denne oppgaven. Det samme ser ut til & vaere tilfelle uavhengig

av forsgk med celler fra kontrollgruppen (LD) eller ryggopererte pasienter (RT).

4.3 Energimetabolisme og metabolsk fleksibilitet i ryggopererte pasienter

En teori var at kroniske ryggsmerter kan medfgre direkte eller indirekte forstyrrelse i

energimetabolisme som falge av en oppregulering av inflammasjonsmediatorer som er sterkt
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assosiert med ryggsmerter (low back pain, LBP) [111]. Utskillelsen er lokal, men flere av
cytokinene som skilles ut er involvert i de samme biologiske rollene som ved fedmerelaterte
forstyrrelser i energimetabolismen [56, 57, 58, 59]. Forskjeller i myotubenes basale
energimetabolisme ble derfor sammenliknet mellom gruppen av friske frivillige (LD) og
ryggopererte pasienter (RT). Absoluttverdiene for opptak og oksidasjon av substratene, viste at
opptak av oljesyre i myotuber fra ryggopererte pasienter var signifikant hgyere. Ved beregning av
fraksjonell oksidasjon av oljesyre ble denne funnet a veere 44% lavere i RT cellene sammenliknet
med LD-donorene. I tillegg kunne det se ut til at oljesyreoksidasjon, og bade opptak og oksidasjon
av glukose var noe lavere i RT-cellene, men forskjellene var ikke signifikante. Dette gir grunnlag
for & tro at det kan vaere en endret energiflyt i cellene fra ryggopererte pasienter. Det er likevel
uvisst om det er snakk om en gkt lagring av oljesyre, eller hva som er da eventuelt er
sammensetningen av dens lagrede metabolitter. @kt lagring av intramuskuleert triacylglycerol
(IMTG) forekommer ved forstyrrelser i energimetabolisme som ved fedme, men det samme er
funnet i friske veltrente individer (atletparadokset) [134], der viktigste forskjell trolig er en gkt
forekomst av ceramider og diacylglycerol (DAG) ved fedmetilstanden. Bade ceramider og DAG er
kjent & ha negativ innvirkning pa insulinsignalering [33], og i forbindelse med dette kunne det
derfor ha veert interessant a undersgkt om det var forskjeller i insulinsensitivitet (1S) i de to
gruppene in vitro. Det er blitt vist i en dyremodell at smerte kunne sees i sammenheng med
metabolske forstyrrelser, deriblant redusert insulinresistens [115].

Det er vist at metabolsk fenotype bevares in vitro pa tross av at cellene mister ekstracellulaer
kommunikasjon [15], noe som tyder pa at metabolsk fleksibilitet er en iboende egenskap i
skjelettmuskel som viderefares fra donor. Pa bakgrunn av dette var det gnskelig & undersgke
parametere for metabolsk fleksibilitet i myotuber fra gruppen av ryggopererte pasienter. Der
Ukropcova et al. fant at adapterbahet korrelerte positivt med in vivo metabolsk fleksibilitet
(karakteriserer frisk skjelettmuskulatur) og IS, sa var det omvendite tilfelle for glukosesuppresjon
(%) som korrelerte negativt med henholdsvis in vivo metabolsk fleksibilitet og IS [15].
Glukosesuppressibilitet (%) er cellenes manglende evne til a opprettholde oljesyreoksidasjon i
nerver av glukose, noe som har sammenheng med hypotesen fremmet av Randle et al [47].
Glukosessuppressibilitet ble for RT-cellene beregnet til 36 % (Figur 3.6A og C), noe som er sveart
likt tidligere funn i celler fra friske donorer [42]. Resultatene i denne studien viste ogsa at
myotubene fra ryggopererte pasienter hadde evne til & gke oljesyreopptaket og oksidasjon ved
gkende konsentrasjon av oljesyre (5uM til 100 puM), kalt adapterbarhet, og at adapterbarhet

korrelerte positivt med parameteren for glukosesuppresjon som vist i figur 3.6D. Resultatene kan
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virke tilsynelatende motstridende og det er usikkert hva dette betyr nar hgyere adapterbarhet og
lavere glukosesuppressibilitet er kjennetegn pa metabolsk fleksibel skjelettmuskel [15]. Hvis det
antas at det er en endret energiflyt i cellene fra ryggopererte pasienter, sa kan dette kanskje si noe
om hvilken av parameterne (adapterbarhet eller glukosesuppresjon) som er viktigst for en eventuell
forklaring av en slik endring i energiflyt. Opphavet til smertes pavirkning pa energiflyt i
skjelettmuskelens er trolig arsak av et komplekst samspill av flere viktige faktorer, og dette bar

undersgkes naermere.

Oljesyres evne til & undertrykke glukoseopptak og oksidasjon ble ogsa malt (Figur 3.6B og C), men
er ikke i litteraturen knyttet til noen av problemstillingene som ble undersgkt, og er inkludert farst
og fremst for sammenlikningsgrunnlag mot glukosesuppressibilitet.

4.4 Korrelasjonsvurderinger i ryggopererte pasienter

Korrelasjonsvurderinger ble benyttet for & undersgke eventuelle sammenhenger mellom in vitro
energimetabolisme og in vivo smerteopplevelse i celler fra ryggopererte pasienter. Det er viktig &
papeke at alle in vivo-in vitro korrelasjonsanalyser inkluderer data pa ulikt niva. Alle in vitro-data er
numeriske og kontinuerlige, mens in vivo-data er ordinale og mer kategoriske av natur (VAS-data
kan anses som unntak). I tillegg er smerte sveert subjektivt, der det er store individuelle variasjoner i
smerteterskel og toleranse, noe som samlet sett betyr at det er flere lag av usikkerhet ved tolkning

av in vivo-in vitro korrelasjonene.

Energimetabolisme, metabolsk fleksibilitet og ryggsmerter (in vivo-in vitro)

Det ble observert en signifikant negativ korrelasjon mellom opplevelse av ryggsmerter og
henholdsvis opptak og oksidasjon av glukose (Figur 3.9A og B). Dette betyr at opptak og
oksidasjon av glukose var mer redusert med pasientens gkende gradering av ryggsmerter, noe som
kan tyde pa at smerter pa mer eller mindre indirekte vis kan ha innvirkning pa glukoseopptak og
oksidasjon. En teori bak dette kan veere at smertepasienter kan ha stgrre vegring for fysisk aktivitet
som falge av smertene de opplever [119], noe som gir mening siden fysisk aktivitet er vist & ha
positive effekter pa energimetabolisme i skjelettmukulatur [23, 34, 35]. Glukoses evne til &
undertrykke oksidasjon av oljesyre (suppressibilitet) var ogsa positivt korrelert med grad av
ryggsmerte (Figur 3.10A). Hay suppressibilitet er som tidligere nevnt vist a veere negativt relatert i

forhold til metabolsk fleksibilitet i skjelettmuskulatur in vivo [15]. Dette kan muligens settes i
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sammenheng med effekten av ryggsmerter pa glukoseopptak og oksidasjon som vist i figur 3.9. Det
ble ogsa funnet en signifikant korrelasjon mellom adapterbarhet og gradering av ryggsmerter som
vist i figur Figur 3.10B. Denne var ogsa positiv, noe som var forventet utifra observasjone i figur
3.6D. Dette betyr at det ble observert en gkende adapterbarhet med gkende gradering av
ryggsmerter, og som tidligere nevnt er adapterbarhetsparameteren (i motsetning til suppressibilitet)
positivt korrelert med metabolsk fleksibilitet, en karakteristikk ved energimetabolisme i frisk
skjelettmuskel. Som tidligere observert i figur 3.6D der adapterbarhet og supressibilitet korrelerte
positivt, kan defor ogsa observasjonene i figur 3.10A og B virke motstridende, og det kan
spekuleres i om suppressibilitet kan vare et bedre mal pa endringer i energiflyt. (Figur 3.9, 3.10A
og Tabell 3.1).

TMAO-respons og metabolsk fleksibilitet (in vitro-in vitro)

TMAO-respons ble definert som prosentvis gkning i fraksjonell glukoseoksidasjon, og én
signifikant korrelasjon ble funnet med adapterbarhet i myotuber fra ryggopererte pasienter. @kende
TMAO-respons var positivt korrelert med adapterbarhet (Figur 3.11). Dette betyr at evne til opptak
og oksidasjon av oljesyre med gkende konsentrasjon av oljesyre var gkt i myotuber fra donorene
som responderte sterkest pa TMAO (starst prosentvise gkning i fraksjonell glukoseoksidasjon). Det
er usikkert hva dette resultatet betyr, men det ble uansett observert et vidt spenn i TMAO-respons i
ryggopererte pasienter, der respons varierte fra -10 % til 70 % (Figur 3.11).

4.5 Myokiner

Alle de seks cytokinene som det ble undersgkt for i testpanelet pa Luminex var uttrykt i
skjelettmuskelcellene (Figur 3.12B). IL-6 som myokin er godt kjent [68, 70], og var et forventet
funn som i utgangspunktet ogsa hadde rolle som positiv kontroll ved undersgkelse av
proteinuttrykket i skjelettmuskelcellene. Ekspresjon av henholdsvis interlukin-6 (IL-6) og
interleukin-8 (IL-8) pa gen- og proteinniva i muskelcellene var samstemmige (Figur 3.13), og
proteinkonsentrasjon ble vurdert som representativt for genekspresjon. En arsak til at
sammenhengen ikke var like sterk for IL-6 (Figur 3.13A) kan vere at det relative uttrykket kan
variere enormt. Eksempelvis er 1L-6-uttrykk sveert avhengig av muskelkontraksjon, riktignok bade
pa protein og mRNA-niva, men der relative nivaer kan variere enormt over korte tidsrom [70], og
metodologiske begrensinger legger begrensninger for korrelasjonsanalyse. Dette var variabler vi
ikke hadde kontroll over, hverken med tanke pa in vivo historikk i donorer, eller eventeuelle

individforskjeller i spontane kontraksjoner in vitro. Uttrykk og sekresjon av alle cytokinene med
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unntak av fraktalkin (CX3CL1) og "stromal cell derived factor 1" (SDF-1/CXCL12) er tidligere
blitt observert i myotuber av Ciaraldi et al., og ble derfor ogsa omtalt som myokiner. Ciaraldi et al.
studerte forandret myokinsekresjon fra skjelettmuskulatur i sammenheng med forstyrrelser i
energimetabolisme og fant at sekresjon av flere myokiner var forskjellige mellom en gruppe av
diabetiske (T2DM) og den ikke-diabetiske kontrollgruppen [135]. Det var derfor av interesse a
undersgke problemstillinger relatert til sammenhenger mellom myokinuttrykk og

energimetabolisme i smertepasienter.

Signifikante in vitro-in vivo korrelasjoner ble funnet ved korrelasjonsanlyser mellom
myokinkonsentrasjon og pasientenes egenrapporterte svar pa spgrsmal om naveerende helsetilstand
pa VAS-skalaen. Samtlige av korrelasjonene med fraktalkin, IL-8 og GROa var positive, noe som
betyr at sekresjon av fraktalkin, IL-8 og GROa. var hgyere jo bedre helsetilstand pasienten
rapporterte. Ciaraldi et al. har vist at sekresjon av GROu er signifikant ekt (=50 %) ved forstyrret
energimetabolisme som ved T2DM [135], og GROa gir derfor i seg selv ingen indirekte forklaring
om man forsgker a sette helsetilstand i sammenheng med energimetabolisme. Fraktalkinutskillelse i
skjelettmuskulatur er som tidligere nevnt positivt assosiert med treningseffekter, og gkt sekresjon av

fraktalkin kan derfor muligens settes i sammenheng med opplevelse av god helsetilstand [86].

Ved korrelasjonanalyser av myokinuttrykk og donorkarakteristika ble det funnet en signifikant
negativ korrelasjon mellom frakatalkinkonsentrasjon og BMI i gruppen av ryggopererte pasienter
(Figur 3.15). Dette betyr at fraktalkinkonsetrasjon ble lavere med gkende BMI, noe som kan gi
mening med tanke pa at fraktalkin bade er positivt forbundet med treningseffekter [86], og positive
effekter pa energimetabolisme ved beskyttelse av B-cellefunksjon mot inflammasjon [85].
Variasjonen i BMI innad i gruppen av ryggopererte pasienter spente fra 18 til 33, der tre av

deltakerne kunne defineres som overvektige med BMI over 30 kg/m? (klasse 1) [136].

En oversikt over signifikante korrelasjoner som ble funnet ved korrelasjonsanalyse av myokinene
seg i mellom er vist i tabell 3.3. Innledningsvis (avsnitt 1.7) ble det beskrevet flere egenskaper ved
myokinene som ble undersgkt. Flere har immuncellerekrutterende, og -aktiverende egenskaper som
i en in vivo situasjon vil bidra til vekselvirkende pavirkning av myokinsekresjon for myokinene seg
i mellom, der hensikt kan vere a tilrettelegge for et regenerativt miljg som falge av fysisk aktivitet

[85, 86], eller pavirke energiflyt i cellen [29, 70]. Tilsvarende kan vere tilfelle for myotuber in vitro
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selv om de ikke var i nervaer av hverken monocytter eller makrofager under noen av forsgkene, og

dette kan si noe om myokinenes auto-/ parakrine virkning pa myotubene uavhengig av immunceller.

Bade SDF1 og IL-6 er i litteraturen blitt assosiert med treningseffekter og effekter pa
energimetabolisme [70, 105], mens MCP-1 er vist a veere mer uttrykt ved T2DM [101]. En arsak til
at disse myokinene ikke ble funnet & korrelere med parametere for energimetabolisme, smerte eller
donorkarakteristika kan vare at malingene ble gjort under basale betingelser uten
muskelkontraksjon eller andre betingelser som er ngdvendige for & studere endringer i uttrykk.

4.6 Veien videre

| retrospekt er det alltid lettere & se hvordan ting burde veert gjort annerledes.

TMAO hadde tilsynelatende liten direkte effekt pa energimetabolismen i myotubene, og effektene
var bade vilkarlige og vanskelige & observere. TMAO er et produkt av FMO3, og det kan vere av
interesse a undersgke om det er alternative produkter fra dette enzymet som har effekter pa
energimetabolisme i myotuber. En tenkt metode for & undersgke dette uavhengig av tarmflora
kunne for eksempel veert & behandle hepatocytter under bestemte (f.eks. hyperglykemiske)
betingelser, og undersgkt om mediet som har veert i kontakt med hepatocyttene pavirker

energimetabolisme i myotuber.

Angaende problemstillingene som undersgkte sammenheng mellom energimetabolisme og smerte i
ryggpasientene, ville det vert aktuelt & gjere tilsvarende forsgk i en matchet kontrollgruppe, men av
tidsmessige arsaker var dette ikke gjennomfarbart. Et fellestrekk for de tilstandene vi har undersgkt
er at alle blir mer fremtredende med alderen, og alder burde veert grundigere undersgkt i
korrelasjonanalysene. Utvalgsstarrelsene for begge gruppene er sma, noe som gjer det vanskelig a
oppdage sma forskjeller (som fremdeles kan vere klinisk signifikante), og omvendt; fastsla
troverdigheten av de forskjellene som ble funnet. A gjenta forsgkene med et stgrre utvalg vil derfor

veere nyttig for & fa mer klarhet i resultatene fra en studie pa en sammensatt problemstilling.
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5 Konklusjon

Det ble funnet minimale direkteeffekter av TMAO pa energimetabolisme i dyrkede humane
skjelettmuskelceller. Det var ingen forskjell i TMAO-effekter mellom celler fra gruppene av friske
frivillige og ryggopererte pasienter. Hverken glukose- eller oljesyremetabolisme var endret, men det
ble observert at TMAO har celletoksiske effekter ved hgye konsentrasjoner i tidsrommet 48-96
timer. Det ble observert en signifikant gkning i oljesyreopptak i celler fra ryggopererte pasienter i
forhold til celler fra friske frivillige under basale betingelser. Det var ogsa en svak, men ikke-
signifikant reduksjon i glukose og -oljesyreoksidasjon, og fraksjonell oljesyreoksidasjon ble derfor
funnet a vere signifikant lavere i gruppen av ryggopererte pasienter. Opplevd grad av ryggsmerter
kan trolig relateres til parametere for metabolsk fleksibilitet i celler fra ryggopererte pasienter.
Hayere grad av opplevde ryggsmerter var forbundet med gkt glukosesuppressibilitet og redusert

glukoseopptak, og glukoseoksidasjon.

Dyrkede humane skjelettmuskelceller skiller ut en rekke myokiner under basalbetingelser.
Fraktalkin (CX3CL1), IL-6, IL-8 (CXCL8), MCP-1 (CCL2) SDF-1 (CXCL12) og GROo (CXCL1)
ble funnet i medier som hadde veert i kontakt med celler fra gruppen av ryggopererte pasienter, men
utskillelse av myokinene korrelerte ikke med energimetabolisme eller opplevd grad av ryggsmerter.
Utskillelse av av fraktalkin korrelerte med BMI i gruppen av ryggopererte pasienter, der hgyere

BMI var forbundet med lavere utskillelse av fraktalkin.
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Medier til celledyrking

Utsaingsmedium (M1)
500 ml DMEM - GlutaMAX™ med 1,0 g/L glukose
50 ml FCS (fatalt kalveserum)
2,5 ml penicillin/streptomycin 10.000 enheter/mL
2,5 ml Fungizone (250 pg/ml amfotericin B)

Proliferasjonsmedium (M2)
500 ml DMEM - GlutaMAX™ med 1,0 g/L glukose
10 ml FCS (fatalt kalveserum)
10 ml Ultroser™ G
2,5 ml penicillin/streptomycin 10.000 enheter/mL
2,5 ml Fungizone® (250 pg/ml amfotericin B)

Differensieringsmedium (M3)
500 ml DMEM - GlutaMAX™ med 1,0 g/L glukose
10 ml FCS (fatalt kalveserum)
2,5 ml penicillin/streptomycin 10.000 enheter/mL
2,5 ml Fungizone® (250 pg/ml amfotericin B)

25 pmol insulin

SkGM - dyrkingsmedium til oppskalering
500 ml SkBM basalmedium fra Lonza®
10 ml FCS (fatalt kalveserum)
2,5 ml Pen/Strep 10.000 enheter/ml
2,5 ml Fungizone® (250 pug/ml amfotericin B)
Tilsettes SkGM SingleQuot Kit Suppl. & Growth Factors fra Clonetics™ (0,5 ml human
Epidermal Growth Factor (hEGF), 5 ml Fetuin, 0,5 ml Dexamethasone, 0,5 ml GA-1000, 5 ml
BSA (Bovint serumalbumin)). Insulin skal ikke tilsettes.
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Frysemedium (per mL)
0,25 ml SkKGM
0,25 ml FCS/FBS
0,5 ml 20 % DMSO

DMSO fortynnes i DMEM til 20%. Fortynningen ma veere nylaget.

Reaksjonsblanding for cDNA-syntetisering (per prove)
13,2 ul DEPC-dH20 + prave
2,0 ul 10 x TagMan RT Buffer
0,8 pl 25 x ANTP mix
2,0 ul 10 x RT Random hexamers
1,0 ul RNase inhibitor (20 U/ul)
1,0 ul Multiscribe Reverse Transcriptase (50 U/ul)
(Totalt 20 pl per ror)

Lasninger til gPCR
Standarder:
e Trenger 2,5 ul x 3 paralleller x 4 gener - 30 pl av hver standardkonsentrasjon - Lager 45
ul av hver konsentrasjon for & ha overskudd (4 standarder).
e cDNA-mix: 2 ul per prave (6 praver gir et totalvolum pa 12 pl)
e Standard 1000 (1:5 fortynnet cDNA-mix):
o 9 ul cDNA-mix, 36 pl dH20O
e Standard 200 (1:5 fortynnet std. 1000):
o 9 ul standard 1000, 36 pl dH.O
e Standard 40 (1:5 fortynnet std. 200):
o 9 ul standard 200, 36 ul dH.O
e Standard 8 (1:5 fortynnet std. 40):
o 9 ul standard 40, 36 pl dH20
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Fortynning av primere (sluttkonsentrasjon 30 pM)
10 pl primer (300 pM)
90 pl dH20

Fortynning av cDNA-pravene
o 2,5l x 3 paralleller x 4 gener = 30 pl > Lager 40ul av hver prgve

Skal fortynnes 1:5 - 40/5 = 8 pl prave + 32 pl dH20.

SYBR Green PCR-mix
12,5 ul SYBR Green Master Mix
0,25 pl Forward primer (se tabell 2.6)
0,25 pul Reverse primer (se tabell 2.6)
9,5 ul nukleasefritt vann
(Totalt: 22,5 pl per prave)
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Medier brukt ved gjennomfgring av forsgk pa metabolismeparametere
(MetFlex-protokoll)

Alle mengder av testmedier er iberegnet forsek med to brett (=80 brgnner x 2) og margin siden det
forekommer svinn (fordamping). Vi gnsker testmedier med aktivitet pa 1uCi/ml.

Radiomerket glukose: D-[**C(U)]glukose 10mCi/mmol (0,1mCi/ml)
Radiomerket oljesyre: [1-}*C]oljesyre 56,3mCi/mmol (0,1 mCi/ml)

14C-glukose, 200 uM (kontroll)
4.5 ml DPBS uten Ca?* og Mg?*
90 pl HEPES-buffer, 1M (pH =7,4)
45 pl D-[**C(U)]glukose
45 pl glukose, 10 mM (kald)

14C-glukose, 200 uM med 100 pM kald oljesyre
1,2 ml YC-glukose, 200 uM (kontroll) overfares til eget merket rar og tilsettes:
20 pl oljesyre, 6 mM (kald).

14C-oljesyre, 100 uM (kontroll)
4.5 ml DPBS uten Ca?* og Mg?*
90 pl HEPES-buffer, 1M (pH = 7,4)
45 pl [1-*Cloljesyre
62 pl oljesyre, 6 mM (kald)
4,5 pl karnitin (1M)

14C-oljesyre, 100 uM med 5 mM kald glukose
1,2 ml YC-oljesyre, 100 uM (kontroll) overfares til eget merket rar og tilsettes:
6 pl glukose, 1 M (kald).

14C-oljesyre, 5 uM
2 ml DPBS uten Ca** og Mg?*
40 pl HEPES-buffer, 1M (pH = 7,4)
5,6 ul [1-**C]oljesyre
2 ul karnitin (1M)
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14C-oljesyre, 5 uM med 5 mM kald glukose
1,0 ml ¥*C-oljesyre, 5 uM overfares til eget merket ror og tilsettes:
5 ul glukose, 1 M (kald).
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CNEHGLEN
Kvalitetsregister
for Ryggkirurgi

Degenerativ rygg
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Pasientdata (Barkode)

Navn

Fadselsnr. (11 siffer)

Ly

Adresse
E-post
(For bruk ved etterkontroll)
woot || |

(For bruk ved etterkontroll)

Dato for utfylling DD DD D
Dag

Maned Ar
| a [ ] Nei

Royker du?

Heyde og vekt

Hoyde [ [ || 1T v

Vekt

Formalet med dette sparreskjemaet er a gi leger, sykepleiere
og fysioterapeuter bedre forstaelse av ryggpasienters plager
og gi dem muligheter til @ vurdere effekter av behandling. Din
utfylling av skjemaet vil og veere til stor nytte for a kunne gi et
best mulig behandlingstilbud til ryggpasienter i fremtiden.

Sperreskjemaet har fire deler. Forste del omhandler ulike sider
ved din utdanning og familie samt dine smerter og plager.

De neste delene bestar av tre ulike sett spgrsmal for maling av
din navaerende helse. Det forste av disse (kalt Oswestry-skare)
maler hvordan ryggplagene pavirker dine dagligdagse gjeremal.
Det andre (kalt EQ-5D) maler din helserelaterte livskvalitet.

Den siste delen er en skala der du skal merke av hvor god eller
darlig din helsetilstand er.

Familie og barn

| aift
D Samboende
D Enslig

il

1. Sivilstatus (sett kun ett kryss)

2. Hvor mange barn har du?

Utdanning og yrke

1. Hva er din heyeste fullferte utdanning? (Sett kun ett kryss)
D Grunnskole 7-10 &r, framhaldsskole eller folkehgyskole
D Yrkesfaglig videregaende skole, yrkesskole eller realskole
D Allmennfaglig videregaende skole eller gymnas
D Hayskole eller universitet (mindre enn 4 ar)

D Heyskole eller universitet (4 ar eller mer)

D Norsk

D Samisk

D Annet, angi hvilket

LUNDBLAD MEDIA AS, TROMS® - 0-102117




Hvor sterke smerter har du hatt siste uke?

Hvordan vil du gradere smertene du har hatt i rygg/hofte i lzpet av den siste uken? Sett ring rundt ett tall.

0 1 2 3 4 6 7 8 9 10
Ingen smerter Savondt som det géran a ha

wn

Hvordan vil du gradere de smertene du har hatt i benet (ett eller begge) i lepet av den siste uken? Sett ring rundt ett tall.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ingen smerter Sa vondt som det garan a ha

Funksjonsscore (Oswestry) 4. Aga

Disse spersmalene er utarbeidet for 4 gi oss informasjon om Smerter hindrer meg ikke i & ga i det hele tatt

hvordan dine smerter har pavirket dine muligheter til a klare
dagliglivet ditt. Veer snill 3 besvare spersmalene ved & sette
kryss (kun ett kryss for hvert avsnitt) i de rutene som passer
best for deg.

Smerter hindrer meg i a ga merenn 1% km

Smerter hindrer meg i & ga mer enn % km
1. Smerte . e .
Smerter hindrer meg i & ga mer enn 100 m
D Jeg har ingen smerter for pyeblikket

Jeg kan bare ga med stokk eller krykker
Smertene er veldig svake for eyeblikket

Jeg ligger for det meste i sengen, og jeg ma krabbe til
toalettet

OO0

Smertene er moderate for oyeblikket

Smertene er temmelig sterke for gyeblikket
Asitte

Smertene er veldig sterke for ayeblikket ) .
Jeg kan sitte sa lenge jeg vil i en hvilken som helst stol

oo

Smertene er de verste jeg kan tenke meg for ayeblikket
Jeg kan sitte sa lenge jeg vil i min favorittstol

Personlig stell

. L, Smerter hindrer meg i & sitte i mer enn en time
Jeg kan stelle meg selv pa vanlig mate uten at det

forarsaker ekstra smerter . e X
Smerter hindrer meg i & sitte i mer enn en halv time

Jeg kan stelle meg selv pa vanlig mate, men det er

veldig smertefullt Smerter hindrer meg i a sitte i mer enn ti minutter

Det er smertefullt a stelle seg selv, og jeg gjer det
langsomt og forsiktig

Do fe

Smerter hindrer meg i & sitte i det hele tatt

Jeg trenger noe hjelp, men klarer det meste av mitt

personlige stell Asta

Jeg trenger hjelp hver dag til det meste av eget stell Jeg kan sta sé lenge jeg vil uten & fa mer smerter

Jeg kler ikke p& meg, har vanskeligheter med & vaske Jeg kan sta sa lenge jeg vil, men far mer smerter

meg og holder sengen

OO 0o oe

Smerter hindrer meg i & sta i mer enn en time
A lafte

Jeg kan lafte tunge ting uten & f& mer smerter Smerter hindrer meg i d sta i mer enn en halv time

Jeg kan lafte tunge ting, men far mer smerter Smerter hindrer meg i & st i mer enn ti minutter

Smertene hindrer meg i a lofte tunge ting opp fra gulvet,
men jeg greier det hvis det som skal laftes er gunstig
plassert, for eksempel pa et bord

oo te

Smerter hindrer meg i & sta i det hele tatt

Smertene hindrer meg i a lofte tunge ting, men jeg klarer
lette og middels tunge ting, hvis det er gunstig plassert

Jeg kan bare lgfte noe som er veldig lett

Jeg kan ikke lgfte eller baere noe i det hele tatt

OO O O
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7. Asove

Sevnen min forstyrres aldri av smerter

Sevnen min forstyrres av og til av smerter

P& grunn av smerter far jeg mindre enn seks timers
sevn

Pa grunn av smerter far jeg mindre enn fire timers sgvn

Pa grunn av smerter far jeg mindre enn to timers sgvn

HpEpEEEEN

Smerter hindrer all sgvn

Seksualliv

Seksuallivet mitt er normalt og forarsaker ikke mer
smerter

Seksuallivet mitt er normalt, men forarsaker noe mer
smerter

Seksuallivet mitt er normalt, men svaert smertefullt
Seksuallivet mitt er sveert begrenset av smerter

Seksuallivet mitt er nesten borte pa grunn av smerter

o000 de

Smerter forhindrer alt seksualliv

Sosialt liv (omgang med venner og kjente)
Det sosiale livet mitt er normalt og fordrsaker ikke mer
smerter

Det sosiale livet mitt er normalt, men gker graden av
smerter

Smerter har ingen betydelig innvirkning pa mitt sosiale
liv, bortsett fra at de begrenser mine mer fysisk aktive
sider, som sport osv.

Smerter har begrenset mitt sosiale liv, og jeg gar ikke sa
ofte ut

Smerter har begrenset mitt sosiale liv til hjemmet

OO0 o e

Pa grunn av smerter har jeg ikke noe sosialt liv

A reise

_,
=

Jeg kan reise hvor som helst uten smerter
Jeg kan reise hvor som helst, men det gir mer smerter
Smertene er ille, men jeg klarer reiser pa to timer

Smerter begrenser meg til korte reiser pa under en time

Smerter begrenser meg til korte, nedvendige reiser pa
under 30 minutter

Smerter forhindrer meg fra & reise, unntatt for 4 fa
behandling

O OO

Beskrivelse av helsetilstand (EQ-5D)

Vis hvilke utsagn som passer best pa din helsetilstand i
dag ved & sette kun ett kryss i en av rutene for hvert punkt
nedenfor.

1
D Jeg har ingen problemer med & ga omkring
D Jeg har litt problemer med a ga omkring

Jeg er sengeliggende

Personlig stell

Jeg haringen problemer med personlig stell

Jeg har litt problemer med a vaske meg eller kle meg

)

Jeg er ute av stand til a vaske meg eller kle meg

Vanlige gj@remal (eks. arbeid, studier, id, famile- eller fitidsaktiviteter)
Jeg har ingen problemer med & utfere mine vanlige
gjeremal

Jeg har litt problemer med a utfere mine vanlige
gjeremal

OO e

Jeg er ute av stand til & utfare mine vanlige gjeremal

Smerte og ubehag

Jeg har hverken smerte eller ubehag

Jeg har moderat smerte eller ubehag

LI )e

Jeg har sterk smerte eller ubehag

5. Angst og depresjon
I:I Jeg er hverken engstelig eller deprimert

Jeg er noe engstelig eller deprimert

D Jeg er sveert engstelig eller deprimert

Smertestillende medisiner

Bruker du smertestillende medisiner pa grunn av dine
rygg- og/eller beinsmerter?

| Ja | | Nei
Hvis du har svart ja: Hvor ofte bruker du smertestillende
medisiner? (Sett kun ett kryss)

Sjeldnere enn hver maned
Hver méned

Hver uke

Daglig

Flere ganger daglig

HEINI




Helsetilstand

For at du skal kunne vise oss hvor god eller darlig din
helsetilstand er, har vi laget en skala (nesten som et termo-
meter), hvor den beste helsetilstanden du kan tenke deg er
markert med 100 og den darligste med 0.
Vi ber om at du viser din helsetilstand ved & trekke ei linje fra
boksen nedenfor til det punkt pa skalaen som passer best
med din helsetilstand.
Best tenkelige
helsetilstand
1 100
—90
—+ 80
—+ 70
—+ 60
Navaerende +
helsetilstand —+ 50
T a0
—+ 30
—+ 20
—+10
o
Verst tenkelige
helsetilstand

Symptomvarighet

Varighet av naveerende rygg-/hoftesmerter(sett kun ett kryss):
u Jeg har ingen rygg-/hoftesmerter

D Mindre enn 3 maneder

D 3 til 12 maneder

| rdil2ar

D Mer enn 2 ar

Varighet av navaerende utstralende smerter:
D Jeg har ingen utstralende smerter

D Mindre enn 3 maneder

D 3 til 12 maneder

| rdil2ar

D Mer enn 2 ar

Varighet sykemelding/attfering/
rehabilitering pga aktuelle plager

DDD (uker)

Arbeidsstatus

D | arbeid

D Hjemmevaerende, uionnet

D Aktivt sykemeldt
D Delvis sykemeldt

D Student/skoleelev ... % sykemeldt

D Alderspensjonist Attfaring/rehabilitering

D Arbeidsledig Uferetrygdet

D Sykemeldt evt _........ % uferetrygdet

Har du sekt om uferetrygd?

(Sett kun ett kryss)
D Ja
] Nei
D Planlegger a soke

D Er allerede innvilget

Har du sekt om erstatning fra forsikringsselskap eller folket-

rygden (eventuelt yrkesskadeerstatning)?

(Sett kun ett kryss)

D Ja
| Nei

D Planlegger a soke

D Er allerede innvilget
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