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Insulinsignalering och socker-
upptag i skelettmuskel med for-
samrad insulinkanslighet

Personer med typ 2 diabetes karaktariseras av en reducerad kanslighet for hormonet insulin och

har darfor ett forsamrat upptag av socker i skelettmusklerna. Vilka cellulara mekanismer ligger
bakom detta, och hur paverkas insulinresponsen av likemedelsbehandling och av fysisk traning?
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Introduktion

Okningen av fetma och sjukdomar
relaterade till fetma stiger dramatiskt i
stora delar av virlden. Detta fenomen
beror till stor del pa fordandrade lev-
nadssitt for manniskor i det moderna
samhallet dir det finns en 6kad
tillgdnglighet pa kost som ar rik pa
fett och socker, samtidigt som mannis-
kors fysiska aktivitet blir ligre. Fetma
grundldggs ofta redan hos barn, vilket
visas av att andelen 6verviktiga barn ar
betydligt hogre idag.

Typ 2 diabetes, eller dldersdiabetes,
ar en sjukdom som ar starkt samman-
kopplad med fetma och kannetecknas
av en for hog koncentration av socker i
blodet. Koncentrationen av socker kon-
trolleras huvudsakligen av hormonerna
insulin och glukagon vilka produce-
ras av bukspottkorteln. Figur 1 visar
forenklat hur sockerbalansen i blodet
regleras. Efter en méltid, nir socker
tas upp i blodet, frisitts insulin som
darmed leder till ett okat upptag av
socker i fraimst muskel- och fettvdvnad.
Insulinet signalerar dven till levern att
minska sockerproduktionen. Motsatt
forhallande sker vid liga sockerkon-
centrationer da glukagon frisitts och
signalerar till levern att 6ka sockerpro-
duktionen. Denna regleringsmekanism
for att bibehdlla en normal sockerkon-
centration ar forsimrad hos personer
med typ 2 diabetes. I de allra flesta fall
har levern en nedsatt kinslighet for
insulin, insulinresistens, och produk-
tionen av socker fran levern kan dirfor
inte bromsas i tillricklig omfattning.
Samtidigt har muskel- och fettvavnad
ocksd en nedsatt kdnslighet for insulin,
vilket leder till ett forsimrat upptag

av socker i dessa vdavnader. I borjan av
sjukdomsforloppet kan bukspottkor-
teln kompensera kroppens insulinresis-
tens med att frisitta mer insulin, vilket
leder till hoga insulinkoncentrationer

i blodcirkulationen, hyperinsulinemi.
Med tiden gor dessa hoga insulinkon-
centrationer att kroppens malorgan
for insulin (frimst lever, muskel och
fett) blir 4n mer resistenta mot insuli-
nets effekter. Detta resulterar slutligen
i alltfor hoga sockerkoncentrationer

i blodet, hyperglykemi, som ir sjilva
kannetecknet for diabetes.

I véra studier i avhandlingen har vi
valt att studera orsakerna till insulinre-
sistens i skelettmuskel. Insulinets fram-
sta effekt i skelettmuskel dr att ka
upptaget av socker till muskelcellerna.
Forenklat sker detta genom att insulin
binder till en specifik receptor pa ytan
av muskelcellerna och en signalerings-
kaskad initieras inne i muskelcellen.
Speciella proteiner, GLUT4, som fung-
erar som sockertransportorer (glukos-
transportorer), befinner sig inne i cellen
i membranomslutna vesiklar. Dessa
vesiklar forflyttas till cellmembranet
vid cellytan och GLUT4 inkorporeras i
membranet och kan dirmed transpor-
tera in sockermolekyler i muskelcel-
lerna (se Figur 2).

I figur 3 visas en mycket forenklad
bild av de olika steg som ar involverade
i signaleringen som leder till forflytt-
ning av GLUT4-vesiklarna. Insulin
som binder till insulinreceptorn startar
signalen. Insulinreceptorsubstraten
IRS-1 och IRS-2 binder till receptorn
och fosforyleras, de kan sedan forma
komplex med och aktivera PI3-kinas
som 4r ett av nyckelproteinerna i den
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initiala fasen av signaleringen. Signa-
{‘l‘} len fortsitter sedan genom att olika
Shebeimiiskel: kinas blir aktiverade, bland andra
-mu.-. . Glukoiupptsg PDK1, aPKC och Akt. Vid trining och
muskelkontraktion aktiveras en annan
signalvdg som bland annat involverar
kinaset AMPK. Denna signalvag resul-
terar ocksa i att antalet GLUT4 okar
i membranet vid cellytan, och darmed
{+} okar sockerupptaget i muskeln. Det ar
(-)
dock mera okant hur denna signalvig
{+] ﬂ;‘ ;T:‘W}“m fungerar i detalj.
produkition upptag Metoder

Figur 1. Mekanismen for balansering av blodsockernivan. Hoga sockerkoncentrationer i
cirkulationen triggar bukspottkdérteln att frisdtta hormonet insulin. Friséittning av insulin leder till
ett 6kat (+) sockerupptag i skelettmuskel och fettvivnad, och en minskad (-) sockerproduktion fran
levern. Laga sockernivaer leder till att glukagon frisdtts och ddrmed 6kar (+) sockerproduktionen
frdan levern.
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Figur 2. Principen for insulininducerat sockerupptag i skelettmuskel. Insulin binder till insulin-
receptorn (1), varvid en signaleringskaskad startas inne i muskelcellen (2). Intracelluldra mem-
branomslutna vesiklar som innehdller GLUT4 forflyttas till plasmamembranet vid cellytan (3), dér
slutligen GLUT4 integreras i ytmembranet (4) och kan transportera socker in i muskelcellen (5).
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Figur 3. Insulinsignalering i skelettmuskel. Férenklad skiss 6ver flera av de proteiner som dr
involverade i den signalviig som induceras av insulin och som leder till ett 6kat sockerupptag i
skelettmuskel. En mer detaljerad beskrivning dterges i texten.

Vi har framst studerat de initiala stegen
i insulinsignaleringskaskaden. Muskel-
biopsier fran patienter med typ 2 dia-
betes och friska kontrollpersoner har
homogeniserats for att analysera grad
av fosforylering och aktivitet hos olika
proteiner involverade i signalerings-
kedjan. Standardmetoder som Western
blotting och kinasaktivitets-matning
har anvints vid analyserna. For att
studera insulinets effekter i muskel

har forsokspersonerna genomgétt en
euglykemisk-hyperinsulinemisk clamp
(DeFronzo et al, 1979), vilket ir en
standardiserad metod dar insulin och
sockerlosning infunderas for att mata
insulinkansligheten i kroppen genom
att se hur mycket socker kroppen tar
upp vid en viss insulinkoncentration.
Muskelbiopsier tas i larmuskeln, vastus
lateralis, fore och efter insulininfusio-
nen for att fa ett basalt och ett insu-
linstimulerat muskelprov.

AS160 - en lank mellan insulinsigna-
lering och forflyttning av GLUT4
Forskningen om dels de olika stegen i
insulinsignaleringskaskaden och dels
forflyttningen av GLUT4-vesiklarna
har varit omfattande, och det finns nu
en relativt etablerad kunskap om dessa
mekanismer. Vad som ddremot ar ett
stort fragetecken ar hur sjilva lanken
mellan signaleringen och forflyttningen
av GLUT4-vesiklarna fungerar. Nyli-
gen publicerades en artikel dir man
identifierat ett nytt protein, AS160 (Akt
Substrate 160 kDa), som fosforyleras
av Akt vid insulinstimulering i fettceller
(Kane et al, 2002). Nar detta protein
uttrycktes i en form dar flera fosfory-
leringsstillen var muterade (genetiskt
modifierade) minskade GLUT4-
forflyttningen och sockerupptaget i
fettcellerna (Sano et al, 2003). AS160
innehdller en domin som dr GTPas-
aktiverande for Rab-proteiner. Vissa av
Rab-proteinerna dr involverade i for-
flyttning av intracellulara vesiklar, och
darmed skulle AS160 kunna vara en
del av linken mellan insulinsignalering
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och forflyttning av GLUT4-vesiklar.

Vi undersokte graden av AS160-fos-
forylering i skelettmuskel hos personer
med typ 2 diabetes och kontrollperso-
ner (Karlsson et al, 2005b). Vi kunde
visa att den basala fosforyleringen
var densamma hos diabetiker och
kontrollpersoner. Daremot var den
additiva fosforyleringen av AS160 vid
insulinstimulering ca 40% lagre hos
personerna med typ 2 diabetes jamfort
med kontrollpersonerna (Figur 4).

Vi analyserade dven fosforyleringen

av Akt, kinaset som fosforylerar
AS160. For att Akt ska aktiveras krdvs
fosforylering av tvd aminosyror i
peptidsekvensen, Thr308 och Ser473.
Fosforyleringsgraden av Ser473 var
densamma hos patienter med typ 2
diabetes och kontrollpersoner vid bade
basal och insulinstimulering. Daremot
var den additiva fosforyleringsgraden
av Thr308 vid insulinstimulering redu-
cerad med ca 50% hos typ 2 diabetiker
jamfort med friska kontrollpersoner.
Den reducerade fosforyleringen av
AS160 skulle d& kunna forklaras av

en reducerad fosforylering/aktivitet
hos dess aktiverande kinas Akt. Vidare
kan den reducerade fosforyleringen av
AS160 hos personer med typ 2 diabe-
tes vara en del av forklaringen till den
forsamrade forflyttningen av GLUT4
och upptaget av socker vid insulinsti-
mulering.

Det har dven rapporterats att
AS160 fosforyleras vid elektriskt
inducerade muskelkontraktioner in
vitro i skelettmuskel frin ritta (Bruss et
al, 2005). Detta ir intressant eftersom
AS160 darmed skulle kunna utgora en
knutpunkt for de olika signalvidgarna
inducerade av respektive insulin och
muskelkontraktion. Detta ar en att-
raktiv hypotes som skulle kunna kasta
ljus 6ver hur linken mellan signalering
och GLUT4-forflyttning fungerar, men
fortsatt forskning kravs for att kunna
pavisa detta samband.

Behandling av typ 2 diabetes - lakeme-
del och tréning

I ett av delarbetena i min avhandling
studerade vi nyligen diagnostiserade
typ 2 diabetiker, fore och efter behand-
ling med tva olika likemedelspreparat,
metformin och rosiglitazone (Karlsson
et al, 2005a). Metformin har anvints
under lang tid vid behandling av typ

2 diabetes och har en blodsockersin-
kande effekt. De kliniska effekterna

av metforminbehandling ar vildo-
kumenterade, men fortfarande ir de
molekyliara mekanismerna for dess
effekt omstridda. Det ar dock klarlagt
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att metformin utgor sin storsta effekt
genom att 6ka insulinkdnsligheten i
levern. Rosiglitazone tillhor en ny typ
av likemedel, thiazolidindioner, som
fungerar som agonister for perox-
isome proliferator-activated receptor-y
(PPARY). PPARYy ar en transkriptions-
faktor som 4r involverad i uttrycket av
ett flertal proteiner som deltar i cellens
metabolism. PPARy ar rikligt uttryckt
i fettceller men finns dven uttryckt i
mindre utstrackning i muskelceller.

Patienterna som deltog i denna
studie delades slumpvis in i tre olika
grupper. En grupp behandlades med
metformin, en med rosiglitazone och
den tredje gruppen fick placebo. Stu-
dien var designad som ”dubbelblind”,
vilket innebar att varken patienter
eller forskningspersonal visste vilken
grupp som fick respektive behandling.
Fore och efter 26 veckors behand-
ling genomgick samtliga patienter en
euglykemisk-hyperinsulinemisk clamp.
Patienterna fick vid clamp-tillfal-
lena ocksd genomfora en lagintensiv
traningsovning av typ “benspark” med
sitt ena ben, medan det andra benet
forblev i vila. Larmuskelbiopsier togs
fore respektive clamp-tillfalle och frén
vardera benet vid insulinstimulering,
vid vila och efter lagintensiv en-bens-
traning. Genom att anvinda PET-scan-
teknik i denna studie kunde det direkta
sockerupptaget i larmuskulaturen
matas.

Gruppen som behandlades med
rosiglitazone hade ett forbattrat, 32%
hogre, sockerupptag i det vilande
benet vid insulinstimulering jamfort
med fore behandlingen. I benet som
dessutom utfort traningsrutinen var det
insulinstimulerade upptaget av socker
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Figur 4. Basal och insulinstimulerad fosforylering av AS160 i skelettmuskel fran kontrollper-
soner och patienter med typ 2 diabetes. Bilden visar en representativimmunoblot. Vita staplar

= basal, svarta staplar = insulinstimulering. Figuren visar medelvdrden + SE fér basal (n=6 kontroll,
och n=9typ 2 diabetes) och insulinstimulering (n=8 kontroll, och n=9 typ 2 diabetes). *P<0.05 (data
fran (Karlsson et al, 2005b)).

70% hogre jamfort med fore behand-
lingen. Varken gruppen som behandlats
med metformin eller placebogruppen
hade ndgon signifikant férandring av
sockerupptaget efter behandlingen.

Var hypotes var att den forbattrade
insulinkansligheten var beroende av

en forbattrad insulinsignalering. Vi
genomforde en rad analyser av de
signaleringssteg som utgor insulinsigna-
leringskaskaden. Analyser av tyrosin-
fosforylering av IRS-1, aktiviteten av
IRS-1-associerat PI 3-kinas, Ser473-
fosforylering av Akt och fosforylering
av AS160 utfordes. I motsats till var
hypotes var inget av dessa signalerings-
steg forandrade i ndgon av grupperna
efter behandling, varken vid vila eller
vid lagintensiv trianing.

Orsakerna till den markanta
okningen av sockerupptag som
observerades efter behandling med
rosiglitazone kan vara flera. En alter-
nativ forklaring kan vara en effekt pa
fettvivnaden, eftersom koncentrationen
av fria fettsyror i blodet var reducerad
med ca 50% under insulinstimulering
efter behandling med rosiglitazone.

I kontrast till denna forklaring kan
namnas att i gruppen som behandlats
med metformin var koncentrationen av
fria fettsyror reducerad med ca 30%,
utan nagon forandring av sockerupp-
taget. En annan potentiell forklaring
kan vara att det sker forandringar

av de mekanismer som styr forflytt-
ningen av GLUT4 till cellmembranet
vid cellytan, alternativt fusionen av
GLUT4-vesiklarna med cellmembranet.
Vi genomforde analyser av det totala
proteinuttrycket av GLUTA4, vilket var
oforandrat i samtliga grupper efter
behandlingsperioden. Fortsatta studier
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Figur 5. Behandling med rosiglitazone eller trdaning dkar glukosupptaget i skelettmuskel
oberoende av forbattrad insulinsignalering. En méjlig hypotes dir att komponenter involverade
i GLUT4-forflyttning och/eller fusion med membranet vid cellytan pdverkas och leder till forbdttrat

sockerupptag.

av processen for GLUT4-forflyttning
behover genomforas innan direkta
slutsatser kan dras utifrdn denna for-
klaringsmodell.

I en liknande studie som vi har
genomfort tidigare i var forskargrupp
undersokte vi sockerupptag och
insulinsignalering fore och efter fem
madnaders traning hos patienter med
kroniskt hjartfel (Kemppainen et al,
2003). Denna patientgrupp ar inte dia-
betiker men visar sig ha en forsimrad
kanslighet for insulin. Vid undersok-
ning med euglykemisk-hyperinsuline-
misk clamp hade denna patientgrupp
20% lagre upptag av socker jamfort
med en kontrollgrupp bestdende av
vilmatchade friska personer. Patien-
terna med kroniskt hjartfel delades
in i tvd grupper dar den ena gruppen
genomgick fem manaders standard-
behandling, medan den andra grup-
pen fick genomfora ett fem manaders
traningsprogram. Traningen bestod av
bade styrke- och uthéllighetstraning,
och skedde under handledning tre
ganger/vecka plus tva pass/vecka som
de deltagande skotte pd egen hand i
hemmet med hjalp av ergometercykel
eller lopband. Traningsintensiteten vid
uthéllighetstraningen 6kades successivt
till 70% av deras respektive VO, .
Styrketraningen bestod av standardise-
rade ovningar for hela kroppen. Efter
traningsperioden upprepades samma
analyser som genomforts fore och
gruppen som genomfort traningspro-
grammet hade i genomsnitt forbattrat
sitt VO, med 20%. Vid clamp-till-
fillet hade gruppen som genomfort
traningsprogrammet forbattrat sitt
upptag av socker under insulinstimule-
ring med ca 25%. Sockerupptaget hos

de personer i gruppen som genomgatt
standardbehandling var oférdandrat
efter fem manader. Larmuskelbiopsier
som tagits hos samtliga deltagande i
de bada grupperna analyserades i syfte
att studera insulinsignaleringen. Vi
analyserade tyrosin-fosforylering av
IRS-1, aktiviteten av IRS-1-associerat
PI 3-kinas samt Ser473-fosforylering
av Akt. Vi kunde konstatera att det
inte forekommit ndgra forandringar i
dessa steg i insulinsignaleringskaskaden
i ndgon utav de tva grupperna jamfort
fore och efter fem-manadersperioden. I
likhet med behandlingsstudien tidigare
beskriven, kunde vi alltsd observera ett
forbattrat sockerupptag i avsaknad av
forbattrad insulinsignalering i skelett-
muskel (Figur 5).

Avslutande kommentar

En av huvudupptickterna i mitt
avhandlingsarbete ar att vi for forsta
gingen kunde detektera en forsimrad
fosforylering av AS160 i skelettmus-
kel hos patienter med typ 2 diabe-

tes. AS160 ar ett nyligen identifierat
protein, som ar valdigt intressant for
sin potentiella egenskap som lank
mellan insulinsignaleringskedjan och
forflyttningen av GLUT4 till cellens
ytmembran. Mycket arbete dterstdr for
att avgora den egentliga mekanismen
for AS160’s involvering i GLUT4-for-
flyttningen, bland annat att identifiera
de Rab-proteiner som fungerar som
substrat till GTPas-aktiviteten hos
AS160. I vira studier dir effekterna av
behandling med likemedel eller traning
undersoktes, uppkom det kanske mer
fragor 4n vad som besvarades. Aven
har dterstdr ytterligare studier for att
hitta forklaringen till de mekanis-

mer som leder till ett 6kat upptag av
socker i skelettmuskel. Det dr av stort
intresse att i fortsatta studier under-
soka de mekanismer som mojliggor
forflyttningen av GLUT4-vesiklarna i
muskelcellerna och om det férekom-
mer forbattringar i dessa steg vid olika
typer av behandling. Detta ar viktigt
for att oka kunskapen och darigenom
kunna ta fram likemedel som kan
anviandas for effektiv behandling av
patienter med insulinresistens.

Slutligen vill jag tacka Centrum for
Idrottsforskning for finansiellt stod
under mitt avhandlingsarbete.
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