Reglering av glukosmetabolism
i skelettmuskel hos manniskan

PAULINA SKROBUK, STEPHANIE VON KRAEMER, JOHANNES KARKKAINEN OCH HEIKKI KOISTINEN

Insulin reglerar flera metabola reaktioner i skelettmuskel, som upptag och metabolism av
glukos och fettsyror. Insulinresistens definieras som nedsatt biologiskt gensvar pa insulin,
och kdnnetecknar typ 2-diabetes och det metabola syndromet. Eftersom skelettmuskel &r
kroppens storsta metabola organ kommer en mera djupgdende forstdelse for de molekylara
reaktionsvdgarna i muskel som paverkar metabolismen att underlatta utvecklandet av nya be-
handlingsprinciper for att forbattra glukos- och lipidmetabolismen hos diabetiker;i synnerhet
da de terapeutiska alternativen vid denna vanliga metabola sjukdom &r begrénsade.

Inledning

Typ 2-diabetes mellitus (T2DM) &r den van-
ligaste metabola sjukdomen; den utvecklas
genom interaktion mellan bade miljofaktorer
och genetiska faktorer (1). Fetma, stillasit-
tande livsstil och en diet som innehaéller for
mycket fettsyror anses vara de viktigaste icke-
genetiska orsakerna till den pagéende pan-
demin av typ 2-diabetes. Insulinresistens &r
kannetecknet for T2DM, och in vivo-studier
som anvénder insulinklampteknik har visat
att upptag av glukos i skelettmuskel under
hyperinsulinemiska férhallanden &r patagligt
nedsatt hos T2DM-patienter. Dessa ron ar kli-
niskt relevanta, eftersom skelettmuskel dr den
plats dir den storsta delen av glukosupptaget
sker under insulinstimulerade forhallanden;
den star for cirka 85 procent av det glukos
som avldgsnas efter glukosinfusion (2). Vid
fullt utvecklad T2DM kan hyperglykemi och
andra metabola avvikelser sekundért hamma
insulinets verkan. In vivo samt in vitro-studier
pa normoglykemiska forsta gradens slaktingar
till T2DM-patienter tyder pa att insulinre-
sistens i skelettmuskel &r en tidig defekt vid
patogenesen till T2DM (3, 4). Studier som an-
vander kdrnmagnetisk resonansteknik (NMR)
har lokaliserat den hastighetsbegransande
defekten vid insulinstimulerad glykogensyntes
i T2DM-patienters skelettmuskel till glukos-
transporten (5).

Reglering av glukostransport:
insulinsignaltransduktion

Insulinets inverkan pé glukostransport och
metabolism regleras av aktiveringen av sig-
naltransduktionsvidgar som féormedlas av
insulinreceptorn (Figur 1). Insulinreceptorn
dr ett heterotetramert membranglykoprotein
som bestar av tva a- och tva p-subenheter
(6). Insulinet binds till de extracelluldra
a-subenheterna, vilket leder till att tyros-
inkinaset i insulinreceptorns p-subenhet
akiveras. Detta medfor att flera viktiga in-
tracelluldra proteiner fosforyleras, bl.a. olika
insulinreceptorsubstrat (IRS) som formedlar
insulinsignalen till effektorer langre fram i
reaktionskedjan.

IRS-proteiner verkar som docknings-
proteiner for signalmolekyler lingre fram i
kedjan, bl.a. den regulatoriska subenheten
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Figur 1.

En forenklad framstallning av signalvagar som reglerar glukostransport in i skelettmuskel. Bindning av insulin till
dess receptor leder till tyrosinfosforylering av insulinreceptorsubstratproteiner (IRS), vilket leder till aktivering av
lipidkinas-fosfatidylinositol-3-kinas och bildning av sekundarbudbérar-PIP3. Detta aktiverar atypiskt proteinkinas
C (PKC M) och proteinkinas B/Akt via PDK (fosfoinositid-beroende proteinkinas) och resulterar i att det framjande
glukostransportproteinet GLUT4 forflyttas till plasmamembranet. Overféring, dockning och fusion av GLUT4-
vesiklerna till plasmamembranet majliggor insulinstimulerad glukostransport in i muskelcellen. Vid insulino-
beroende stimulering av glukostransport och overféring av GLUT4 deltar AMP-aktiverad proteinkinas (AMPK),
som aktiveras av forandringar i cellens energibalans t.ex. efter hypoxi eller muskelsammandragning. AICAR &r en
allmant anvand nukelosidanalog for aktivering av AMPK vid metabola studier. p85 = reglerande subenhet till PI3-
kinas, p110 = katalytisk subenhet till PI3-kinas, AS160 = Akt-substrat 160.

fosfatidylinositol (PI) 3-kinas 85-kDa. Detta
lipidkinas dr nyckelenzymet i den klassiska
signaltransduktionsvégen for insulin, och det
reglerar ett antal biologiska processer som
omfattar glukostransport, celltillvixt och
differentiering, omorganisering av cellske-
lettet samt forflyttning av vesikler (7). Efter
insulinstimulering associeras PI 3-kinas med
tyrosinfosforylerad IRS-1 och katalyserar
bildandet av fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat.
Detta leder till aktivering av de ldngre fram
i kedjan beldgna effektorerna proteinkinas
B (PKB/Akt) och de atypiska kinas-C-iso-
formerna PKCC och PKCA\, och till sist till
overforing av glukostransportér 4 (GLUT4)
till plasmamembranet samt till 6kning av
glukostransportaktiviteten (8).

Det faktum att det finns flera isoformer av
effektorproteinerna gor att insulinsignale-
ringen blir mera invecklad och att regleringen
i human skelettmuskel blir mera specifik.
siRNA-medierad genspjélkning anvéndes for
att specifikt hamma uttrycket av IRS-1, IRS-2,
Aktl1 eller Akt2 i primdra humana muskelcel-
ler, for att bestimma deras roll i glukos- och
lipidmetabolismen. Dessa experiment av-
slojade att IRS-1 och Akt2 behovs for myo-
blastdifferentiering och glukosmetabolism,
medan IRS-2 och Aktl har en stor roll vid
lipidmetabolismen (9). Sadlunda har insulinets
signalvégar till metabola slutskeden olika iso-
formspecifika roller, vilket visas av hur IRS-1/
Akt2 kontrollerar glukosmetabolism och hur
IRS-2/Akt1 kontrollerar lipidmetabolismen.
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Tekniker for att studera
intakt human skelettcell in vitro

Det har varit en stor metodologisk utmaning
att studera de molekylédra hdndelser som leder
till insulinresistens i intakta humana vavnader.
Trots att metabola helkroppsundersékningar
dr viktiga, sa kan flera cirkulerande faktorer
som graden av glykemi, lipidemi och flera
hormonella och inflammatoriska faktorer
inverka sekundirt pd de metabola reaktio-
nerna. For att komma 6ver denna brist har det
varit nodvandigt att utveckla in vitro-metoder
for att f4 objektiva data om regleringen av
insulinets verkan. Anvidndande av isolerade
strimlor av skelettmuskel gor det mojligt att
gora metabola undersokningar under strikt
kontrollerade férhallanden. Det gar ockséa
att exponera isolerade strimlor fran samma
forsoksperson for flera olika slags storningar.
Oskadade skelettmuskelstrimlor kan fés fran
musculus rectus abominis vid operationer
eller fran vastus lateralis-muskeln med lo-
kalbeddvning (10). Studier som har anvint
preparat med hela muskelstrimlor har visat
att insulinresistenta patienter, t.ex. sjukligt
feta, T2DM-patienter och kvinnor med gesta-
tionsdiabetes, har nedsatt insulinstimulerad
glukostransportaktivitet (11). Dessa data visar
att insulinresistens i skelettmuskel beror pa
defekter i glukostransporten, vilket stimmer
vdl overens med NMR-studierna. (5).

Defekter i insulinets signaltransduktion
i human skelettmuskel

Defekter i insulinets signalhédndelser kan for-
klara insulinresistens pa glukostransportniva
i skelettmuskel. Data om defekter i sjdlva in-
sulinreceptorn &r tvetydiga, eftersom fosfory-
leringen av insulinreceptorn har rapporterats
vara nedsatt eller oférandrad i T2DM (10, 11).
Insulinstimulerad IRS-1-tyrosinfosforylering
och PI-3-kinasaktivitet 4r dock nedsatta i
skelettmuskel fran personer med T2DM, utan
nagra forandringar i IRS-1-proteininnehéllet
(12, 13). Defekter i aktivering av de atypiska
PKC isoformerna har ocksé rapporterats vid
insulinresistens i skelettmuskel vid nedsatt
glukostolerans (IGT) och T2DM (14, 15).
Insulinets inverkan p& PKB in vivo dr normal
hos personer med T2DM (16). Insulinstimu-
lerad fosforylering av PKB/Akt vid Thr3% och
Akt-substrat 160 (AS160) ar dock nedsatt
vid T2DM (17). Dessa data verkar antyda att
defekter i proximala insulinsignaleringshén-
delser leder till insulinresistens i T2DM. I

en kohort av normalt glukostoleranta forsta
gradens sldktingar till T2DM-patienter ser
man dock en frikoppling mellan glukostran-
sport och proximala insulinsignalhédndelser:
insulinets inverkan pa glukostransport ar
nedsatt med 38 procent trots att signale-
ringen pa Akt- och AS160-nivan &r normal
(18). Dessa data indikerar en mdojlighet att
minskad GLUT4-trafikering &r ett tidigt steg
i utvecklingen av T2DM.

Overféring av GLUT4

Insulin stimulerar glukostransport i skelett-
muskel genom att inducera overforing av
GLUT4 fran ett intracellulédrt vesikuldrt ut-
rymme till plasmamembranet (19) (Figur 1).
Den subcelluldra lokaliseringen av GLUT4
och dess overforing till plasmamembranet
sker pé ett avvikande sétt i T2DM-patienters
skelettmuskel (20), vanligen utan férandringar
i den sammanlagda mangden GLUT4-protein
(10, 11). Dessa data tyder pa att defekter i tra-
fikeringen och 6verféringen av GLUT4 dr en
orsak till insulinresistens i skelettmuskel. Ett
sétt att undersdka om en allmén forsdmring
i GLUT4-trafikering bidrar till insulinresis-
tensen dr att studera transportéroverforing
som f6ljd av andra stimuli &n insulin. Hypoxi
leder till en av insulin oberoende 6kning av
glukostransport och GLUT4-6verforing (Figur
1). Den hypoxi-inducerade 6kningen av celly-
tans GLUT4-innehall och glukostransport &r
ddmpad i skelettmuskel fran T2DM-patienter
(21). Dessutom har undersokningar med
anvédndning av nukleosidanalogen 5-amino-
imidazol-karboxamin-ribosid (AICAR) for att
aktivera AMPK-signalvégar (som o6kar glukos-
transporten oberoende av insulin) (Figur 1)
visat minskat insulin- och AICAR-stimulerat
gensvar pa glukostransport och GLUT4-
innehall pa cellytan hos méan med T2DM (22).
Dessa data tyder alltsa pa att en global defekt i
GLUT4-trafikering férekommer i skelettmus-
kel fran patienter med T2DM.

Effekten av cytokiner pa
glukosmetabolismen i skelettmuskel

Adiponektin dr en adipokin som okar insu-
linkénsligheten i flera cell- och djurmodeller
(23). Plasmakoncentrationen av adiponektin
ar nedsatt vid tillstaind med insulinresistens,
som fetma och typ 2-diabetes. Exponering
med adiponektinets globformade domén 6kar
insulinkdnsligheten hos gnagare och stimule-
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Oppna muskelbiopsier erhélls kirurgiskt fran muskeln vastus lateralis frdn 12 man med typ 2-diabetes (svartako-
lumner) och 15 icke-diabetiska man (6ppnakolumner ). Muskelstrimlor isolerades och exponerades fér globfor-
mat adiponektin (2,5 pg/ml), insulin (120 nM) eller AICAR (1 nM) i 60 minuter. Glukostransporten analyserades
med avseende pa ansamlingen av intracellulért 3-O-metyl-[3H]-glukos. gACRP = globformat adiponektin, * p

< 0,05 jamfort med basal, 1 p < 0,05 jamfort med respektive insulinstimulerade tillstdnd. Data presenteras som
medeltal + standardfel. Reproducerat fran originalpublikationen med vanligt tillstand (26). Copyright Wiley.

rar glukostransporten i isolerad skelettmuskel
fran ratta (24, 25) Eftersom adiponektin och
dess signalvdg verkar vara vasentliga vid be-
handling av det metabola syndromet, dr det
kliniskt relevant att utvirdera adiponektinets
metabola effekter direkt i human skelett-
muskel. Vi faststéllde effekten av globformat
adiponektin pé& glukostransport i isolerade
skelettmuskelstrimlor fran vastus lateralis-
muskelbiopsier fran en kohort av 12 mén med
typ 2-diabetes och 15 mén utan diabetes (26).
Da isolerad skelettmuskel fran man med typ
2-diabetes exponerades med globformat adi-
ponektin 6kade glukostransporten 1,3-faldigt
(Figur 2). Det var 6verraskande att globformat
adiponektin inte paverkade glukostransporten
i isolerad skelettmuskel fran icke-diabetiska
mén. Detta berodde inte pa skillnader i ut-
trycket av adiponektinreceptorn, eftersom
proteininnehéllet i bada isoformerna av
adiponektinreceptorn (AR1 and AR2) var
likadant hos icke-diabetiska mén och mén
med T2DM. Adiponektin modifierade varken
basal eller insulinstimulerad fosforylering av
Akt vid Ser*” eller Thr®%® i ndgondera grup-
pen. Dessa data ger evidens som tyder péa att
adiponektin reglerar glukosmetabolismen via
Akt-oberoende reaktionsvigar i skelettmuskel
vid typ 2-diabetes.

Interleukin 6 (IL-6) &r ett proinflammato-
riskt cytokin som har en central roll i hemato-
poesen och vid virdens forsvarsmekanismer,
och det utgdr en kraftig stimulus f6r produk-
tionen av manga akutfasproteinerilevern. P4
basis av undersokningar p& adipocyter och
hepatocyter har det antagits att IL-6 reglerar
insulinké@nsligheten negativt. Plasmanivan av
IL-6 dr dessutom f6rh6jd vid insulinresistenta
tillstdnd. For att undersdka de direkta effek-
terna av IL-6 pa glukosmetabolism i human
skelettmuskel preparerades skelettmuskel-
strimlor fran vastus lateralis-biopsier fran en
kohort friska mén (27). IL-6 6kade signifikant
glukostransporten och glykogensyntesen i
human skelettmuskel, men IL-6 inverkade
inte pa insulinstimulerad glukostransport.
Saledes okar IL-6 glukosmetabolismen di-
rekt i human skelettmuskel i vila. Eftersom
skelettmuskel kan bli en primar killa for IL-6
under anstrdngning, tyder dessa data pa en
viktig autokrin roll fér IL-6 vid regleringen
av substratmetabolism vid muskelsamman-
dragning.

AMPK och glukostransport

AMP-aktiverat proteinkinas (AMPK) dr en
central reglerare av cellens energitillstdnd och
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Figur 3.

Fosforylering av ACCB. Exponering av icke-diabetisk muskel for 10 pM rosiglitazon resulterade i 6vergaende 6k-
ning av fosforyleringen av ACC. Likartad proteinmangd i gelet bekréftades av oférandrad expression av desmin
AU = godtyckliga enheter. * p = 0,051 jamfort med basal (n = 5). Reproducerat fran originalpublikationen (32)

med vanligt tillstand. Copyright Elsevier.
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Figur 4.

Oppna muskelbiopsier erhdlls kirurgiskt fran muskeln vastus lateralis fran 15 icke-diabetiska man. Muskelstrimlor
isolerades och exponerades for 1 eller 10 uM rosiglitazon (Rosi 1 och Rosi 10), AICAR (1 mM), insulin (120 nM) eller
en kombination av 10 uM rosiglitazon och 120 nM insulin i 60 minuter. * p < 0,05 jamfort med basal. Reproduce-
rat fran originalpublikationen (32) med vanligt tillstand. Copyright Elsevier.

av olika metabola reaktionsvagar. En 6kning
av det intracellulédra forhallandet mellan AMP
och ATP aktiverar AMPK, vilket leder till sti-
mulering av metabola processer, exempelvis
glukostransport och oxidation av fettsyror,
som forsoker aterstdlla cellens energibalans
(28). I tidigare experiment anvédnde vi nukleo-
sidanalogen AICAR for att aktivera AMPK
(22). Muskelstrimlor isolerades fran Sppna
muskelbiopsier fran friska méan samt fran mén

med T2DM. T2DM-muskel var insulinresis-
tent, vilket visades av nedsatt glukostransport
och GLUT4-6verforing som svar pa insulin.
Nar T2DM-muskel exponerades for en kom-
bination av AICAR och insulin normalisera-
des dessa defekter dock helt. Sammantaget
visar dessa data att AMPK é&r ett attraktivt
mal for behandlig av insulinresistens.
Tiazolidinedioner (TZD), som rosiglitazon
eller pioglitazon, anvidnds allmént som l&-
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kemedel mot diabetes (29). TZD forbéttrar
insulinkdnsligheten i hela kroppen genom att
inrikta sig pa peroxisomproliferatoraktiverad
receptor-y (PPARYy), en transkriptionsfaktor
med hogt uttryck i adipocyter (30). Aktiver-
ing av PPARYy leder till foérdndringar i tran-
skriptionen av ett antal gener som reglerar
adipogenesen samt upptaget och lagringen
av fettsyror. Detta leder till omfordelning
av lipider fran cirkulationen, musklerna
och levern till fettvdvnad, vilket resulterar i
forbéttrad insulinkénslighet. Aven om adipo-
cyten anses vara TZD:s priméra mal, &r det
ocksa mojligt att TZD har direkta metabola
effekter p& andra vdavnader, som skelettmuskel
och lever. Akut exponering for TZD aktiverar
direkt AMPK och ¢kar glukosupptaget och
palmitatoxideringen i intakt skelettmuskel
frdn gnagare (31). Direkta metabola effekter
av TZD i intakt human skelettmuskel har
dock inte pavisats. Vi rekryterade 15 icke-
diabetiska mén for att studera om rosiglitazon
paverkar glukostransport i isolerade skelett-
muskelstrimlor (32). Isolerade muskelstrimlor
exponerades for rosiglitazon, AICAR eller
insulin in vitro. Fosforylering av acetyl-CoA-
karboxylas p (ACCp) ckade tillfdlligt som
svar pa rosiglitazon (Figur 3). Detta visar att
AMPK aktiverades i muskelstrimlor som svar
parosiglitazon, eftersom ACCg dr en valkand
malmolekyl av AMPK (28). Som véntat 6kade
AICAR och insulin glukostransporthastigheten
iisolerade muskelstrimlor. Rosiglitazon paver-
kade dock inte glukostransporthastigheten i
intakt human skelettmuskel (Figur 4). Efter-
som signalvigen AMPK-ACC é&r av central
betydelse for regleringen av fettsyreoxidatio-
nen (33), ar det mojligt att rosiglitazon kan
modifiera lipidmetabolismen akut i intakt
human skelettmuskel. Denna hypotes bor
provas i framtida experiment.

Avslutande kommentarer

Diabetes dr ett livslangt tillstdnd som kan
leda till allvarliga medicinska komplikatio-
ner, bland annat hjirtsjukdom, stroke och
njursjukdom. Den pagdende pandemin av
typ 2-diabetes innebdr en enorm ekonomisk
borda for hidlso- och sjukvéarden, och den
Okar ocksd midngden ménskligt lidande. Det
finns ett tringande behov av ett integrerat
forskningsgrepp som kombinerar bade kli-
niska och basvetenskapliga undersokningar
for att identifiera nya angreppspunkter for att
forebygga diabetes och forbattra behandlingen
av sjukdomen.
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