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Sammandrag

Diabetes typ 2 dr en kraftigt vixande sjukdom som orsakas av defekter i kroppens celler
som gdr dem okénsliga och i vissa fall helt resistenta mot insulinstimulering. Insulin
stimulerar signaler 1 cellen som styr dess hantering av glukos. En av dessa signalvigar
stimulerar cellen att ta upp glukos genom att omlokalisera glukostransportproteinet
GLUTH4 till cellmembranet. Denna signalvig &r vildigt komplex och involverar flera
kritiska steg. Defekter som avbryter signaltransduktionen leder till nedsatt glukosupptag
vilket i kombination med nedsatt insulinproduktion resulterar i diabetes typ 2. Faktum ar
att varje steg i signalsystemet dr en potentiell brytpunkt for transduktionen, vilket gor
det svart att identifiera specifika mutationer eller defekter som leder till diabetes typ 2.

Mycket forskning har fokuserat pa att identifiera viktiga komponenter i den
insulinstimulerade GLUT4-transporten till cellmembranet. Arbetet fokuserar pa att ge
en bild av hur transduktionen fungerar pa en molekylar niva samt tar upp vilka fel i
signalvigen som kan leda till diabetes typ 2. Avslutningsvis diskuteras dven framtida
mal for forskningen och vad som finns kvar att géra inom detta omréade.

Inledning

Diabetes mellitus ér idag en av virldens storsta och snabbast vixande kroniska
sjukdomar da 6ver 346 miljoner minniskor diagnostiserats med sjukdomen 2011 (WHO
2011). Diabetes mellitus &r ett samlingsnamn pa flera sjukdomar, gemensamt for
sjukdomarna &r att de beror pa kroppens oférmaga att reagera pd eller producera
hormonet insulin. Insulin stimulerar kroppsvédvnad att ta upp glukos ur blodet. Nedsatt
insulineffekt som inte behandlas resulterar i 6kad blodsockerniva som i ldngden leder
till skador och forslitningar pa bland annat njurar, blodédror och hjarta.

Det finns tva typer av diabetes, typ 1 och 2. Diabetes typ 1 orsakas av defekta B-celler i
bukspottkorteln som da inte dr kapabla att producera insulin. Detta kan behandlas
genom att injicera insulin direkt till kroppen. Diabetes typ 2 orsakas av att kroppens
celler blir insulinresistenta. Denna typ dr mycket vanligare dé cirka 90% av personerna
med diabetes mellitus diagnostiserats som typ 2 diabetiker (WHO 2011).

Négonstans mellan att insulin producerats och en mottagarcell tar upp glukos finns
defekten som resulterar i1 insulinresistans. Dérfor har en stor del av forskningen de
senaste artiondena fokuserat pd att identifiera de centrala mekanismerna i den
insulininitierade signaltransduktion som leder till glukosupptag. Resultatet av de senaste
arens forskning har gett en bild av ett extremt komplext nétverk av signaler och
signalvégar inuti cellen dar mycket kan gé fel. Typ 2 diabetes beror alltsa inte av en
specifik defekt, utan fenotypen kan uppnés av en méangd typer av fel i
signaltransduktionen.

Detta arbete kommer att fokusera pé hur insulin stimulerar celler att ta upp glukos och
hur denna signalvdg pa olika sitt kan avbrytas och resultera 1 diabetes mellitus typ 2.
Cellkommunikation och cellsignalering

I multicelluldra organismer dr det extremt viktigt att celler kan skicka ut och ta emot
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signaler fran andra celler. Celler skickar ut signalmolekyler i sin nirliggande omgivning
(eller 1 blodomloppet), signalmolekylerna binder 1 sin tur till receptorer pa mottagarens
cellyta. Detta initierar en serie reaktioner inuti cellen som skickar signalen vidare och
till slut resulterar i en respons i cellens beteende. Denna generella beskrivning av
cellsignalering reglerar mangder av processer i vér kropp, till exempel; prolifiering,
celldifferentiering, metabolism, livsldngd och bibehéllandet av homeostas.

Cellsignalering behover inte ske med hjélp av signalmolekyler, celler kan dven
kommunicera genom direktkontakt. Dock dr kommunikation med signalmolekyler
vanligare. Denna typ av signalering brukar delas upp i tre kategorier, baserat pa vilka
avstind signaleringen sker. Vid autokrin signalering skickar cellen ut en signalmolekyl
som binder till den egna cellens ytreceptor som i sin tur triggar en respons i cellen, den
stimulerar alltsa ett beteende pa sig sjdlv. Den andra typen av cellsignalering, parakrin
signalering, utsondrar signalmolekyler som binder till nirliggande celler. Den tredje
cellsignaleringskategorin kallas endokrin signalering. Vid denna typ av signalering
utsondrar endokrina celler ett hormon (en signalmolekyl) ut i blodomloppet, hormonet
transporteras ddrmed till en annan del av kroppen dér det binder till en mottagarcell och
stimulerar en respons.

Glukosupptag

Glukos dr en monosackarid som hos djur i forsta hand anvénds som energikélla. Glukos
finns 1 blodet sa att celler snabbt ska kunna ta upp det och utvinna energi genom
glykolysen. Koncentrationen av glukos 1 manniskors blod flukturerar normalt inom
intervallet: 3,6 — 5,8 mM (millimol/L)(NDIC 2011). Men personer som lider av diabetes
typ 2 har en blodsockerniva over 6,9. Detta beror pa att dessa personer har utvecklat helt
eller delvis insulinresistenta celler som resulterar 1 ett ineffektivt glukosupptag.

glukosen stannar da kvar i blodomloppet och ackumuleras till en, pa sikt, farligt hog
koncentration (NDIC 2011).

Diabetes typ 2

Insulinresistens hos cellvidvnad kan orsakas av olika fel i olika insulininducerade
signaltransduktioner som styr cellers hantering av glukos. En essentiell del i cellers
glukoshantering ar glukosupptaget. Signalvigen som styr nédr och hur mycket glukos
som ska tas in 1 cellen &r ett begridnsande steg for ovriga glukosrelaterade processerna i
cellen eftersom cellen bara kan hantera och bryta ner den glukos som tas upp (Cline ef
al. 1999). Glukosupptag styrs av en komplex signaltransduktion som i muskel- och
fettceller normalt leder till transport av GLUT4 (Glucose transporter type 4) till
cellmembranet. GLUT4 &r ett protein som sitter sig i cellmembranet och slédpper in
glukos 1 cellen, hur allt detta fungerar kommer att beskrivas 1 mer detalj senare 1
uppsatsen. Nér denna signaltransduktion inte fungerar normalt kan inte cellerna ta upp
glukos pa ett effektivt sitt vilket kan leda till forhdjda blodsockernivier och diabetes.
For att fa diabetes typ 2 krévs i de flesta fall mer &n bara en defekt som leder till
minskad insulinkénslighet hos kroppens cellvidvnad eftersom en normalt fungerande
bukspottskortel kan kompensera en nedsatt insulinkénslighet hos cellerna genom att
producera en storre mangd insulin (DeFronzo et al. 1985). Om en 6kad
insulinproduktion kan kompensera cellvdvnadens reducerade insulinrespons beror pa
vilken grad av insulinresistens cellvdvnaden har, d& det finns en gréns for hur mycket
insulin &ven en fullt fungerande bukspottkértel kan producera. Aven i de fall d4 6kad



insulinproduktion héller kroppens blodsocker pé en normal nivd temporirt sé ar det
pafrestande for bukspottkorteln i lingden och utan behandling kommer korteln att ta
skada och patienten utvecklar da diabetes typ 2. S4, i de flesta fall av diabetes typ 2 sa ar
patienten insulinresistent i kombination med en reducerad insulinproduktion (DeFronzo
et al. 1985). Detta gor sjukdomen &n mer komplex och svarbotad eftersom man maéste ta
hansyn till ytterligare ett system vid behandling.

Insulin

Insulin dr ett polypeptidhormon som i ménniskor viger 5808 Dalton (Najjar 2003).
Aminosyrasekvensen for insulin ar vildigt vilkonserverat och skiljer sig endast pa nagra
fa stéllen vertebrater emellan (Reinecke & Collet 1998). Insulinmolekylerna lagras
tillsammans i en inaktiv form som hexamerer i bukspottkorteln (Dunn 2005). Hexamer-
konfigurationen é&r stabil vilket gor den fordelaktig vid lagring. Insulinets aktiva form é&r
sedan som monomerer, dessa strukturer 4r mindre vilket 6kar deras
diffunderingshastighet (Dunn 2005).

Insulinsyntes

Forstadiet till insulin dr preproinsulin som syntetiseras av bukspottkortelns -celler.
Preproinsulinet translateras direkt in i det endoplasmatiska nitverket dir ett proteas
genast klyver av signalpeptiden. I och med denna process har preproinsulinet
omvandlats till proinsulin. Proinsulinet bestar av tva peptidkedjor, A och B, som halls
thop av en C-peptidbrygga samt tva disulfidbindningar (Najjar 2003). Proinsulinet
transporteras till trans-golgiapparaten dér endopeptidaser klyver bort C-peptidbryggan,
denna process resulterar i en fardig insulinmolekyl.

Utséndring av insulin

B-cellerna lagrar insulinet 1 granula och invéntar en signal for dess utsondring. Det finns
ett flertal signaler som reglerar B-cellernas insulinutsondring, den vanligaste dr dock en
fosforyleringsmekanism som leder till att B-cellen depolariseras och exocyterar
insulin(Najjar 2003). Signalen initieras av att glukokinas fosforlyserar glukos som med
hjilp av glucose transporter 2 (Glut 2) transporterats in 1 -cellen. Denna reaktion
producerar glukos-6-fosfat som stegvis bryts ner och tillslut genomgar en oxidativ
fosforlysering 1 mitokondrierna, processen resulterar i bildandet av adenosintrifosfat
(ATP). I franvaro av ATP ir K'-kanalerna 6ppna och ett konstant flde bibehéller en
jamn K -balans inuti cellen. Men i takt med att ATP-koncentrationen 6kar, pa grund av
nedbrytningen av glukos-6-fosfat, sa stings allt fler K'-kanaler. Detta leder till att -
cellens membran depolariseras. Depolarisationen Sppnar spanningskénsliga Ca*"-
kanaler och Ca*"-joner kan passera in i cellens cytoplasma (Arkhammar et al. 1987).
Ca”"-jonerna stimulerar utséndringen av granula som innehaller det lagrade insulinet
(Najjar 2003).

Insulinreceptorns uppbyggnad

For att det utsondrade insulinet ska kunna interagera med kroppens cellvdvnad behover
cellerna receptorer som insulinet kan binda till, insulinreceptorer. Insulinreceptorerna ér
glykoproteiner bestdende av fyra subenheter, tva a-subenheter och tva B-subenheter.
Dessa subenheter dr sammanlénkade med disulfidbryggor till ett a, B, heterotetrameriskt
komplex (se figur 1) (Pessin & Saltiel 2000). Det ar de extracelluldra a-subenheterna



som &r insulinets bindningsstélle. De fungerar ocksa som negativa regulatorer for f3-
subenhetens tyrosinkinas (Patti & Kahn 1998). 3-subenheterna stracker sig
huvudsakligen genom cellmembranet och in i cellen, forutom en liten del som é&r
extracelluldr och sammanlédnkad med a-subenheterna via disulfidbindningar. Fran den
extracelluldra delen gar en 23 aminosyror lang region genom cellmembranet till den
intracelluldra delen. Den intracelluldra delen upptas av ett tyrosinkinasprotein samt en
katalyserande region vid C-terminalregionen (Patti & Kahn 1998). Det ar fran
insulinreceptorn som insulin aktiverar cellens olika insulinberoende signalvégar (Patti &
Kahn 1998).

Insulin

Juxtamembrane |(P) NPXY, o

Kinase

Figur 1. Insulinreceptorns struktur. Insulinreceptorn bestar av tva extracelluldra O-subenheter
som insulinet binder till. 0-subenheterna &r kopplade till tva B-subenheter som gér genom
cellmembranet och in i cellen. P4 varje B-subenhet sitter ett intracellulirt tyrosinkinas som
aktiveras nér insulin bundit till a-subenheterna. Denna aktivering leder till autofosforylering av

insulinreceptorn vid néra cellmembranets insida och vid B-subenheternas C-terminal. Signalen gar
fran C-terminalen till insulinreceptorsubstrat (IRS) och vidare i cellen. Fran Chang ef al. (2005),
med tillstand fran upphovsrittsinnehavaren.

Signaltransduktionen som o6kar koncentrationen av GLUT4 vid
cellytan

Nér man tittar ndrmare pa vilka gener och proteiner som ingér 1 insulinsignalering inser
man snabbt att systemet dr for komplext att ta upp i sin detaljerade helhet. Efter bara
nagra fa steg in 1 signalsystemet sd blir kombinationerna av signalvégar, typer av
signalsubstanser och dess isoformer, proteiner och responser ohanterbara. For att kunna
beskriva insulinsignaleringen pa ett satt som dr forstaeligt men samtidigt detaljerat
kommer fokus ligga pa de mest essentiella delarna av den insulininitierade signalvigen



som stimulerar exocytos av GLUT4-proteiner till cellmembranet. Den celluldra respons
som Okar cellvidvnadens glukosupptag och dirmed minskar blodsockernivéan. Trotts att
olika cellvidvnader har en likartad respons pa insulin-stimulans sa skiljer sig
signaltransduktionerna at en aning. Arbetet riktar darfor sig enbart in pa hur signalen
fortloper 1 skelettmuskulatur for att ge en sa klar bild som mojligt.

Initiering av signaltransduktionen

Insulinet som utsondrats fran B-cellerna transporteras via blodomloppet ut till olika
kroppsvavnader. Nér insulinet nér en mottaglig cell binder det till de tva a-subenheterna
som sitter pa utsidan av cellen. Nér insulinet binder dndras receptorns konfiguration och
B-subenhetens tyrosinkinas aktiveras. Detta leder till receptorn binder ATP och
autofosforyleras.

IRS:s roll i signaltransduktionen

Tyrosinkinaset fosforylerar sedan ett antal insulin receptor substrate proteins (IRS),
hittills har elva proteiner av denna typ identifierats, av dessa dr sex stycken vérda att
ndmna hér; IRS-1, IRS-2, IRS-3, IRS-4, IRS-5, IRS-6 (Bajaj & DeFronzo 2003,
Karlsson & Zierath 2007). Proteinerna fungerar som sekundéra budbérare (secondary
messengers) 1 det intracelluldra signalsystemet. Forskningsstudier av bland andra Kido
et al. (2000) och Huang et al. (2005) visar att dessa proteiner har olika effekter och kan
leda till olika signalvégar i olika typer av vavnad. Tester pa moss visar att
insulinsignalen som leder till glukosmetabolism och glukosupptag formedlas vidare av
IRS-1 och IRS-2 (Lee & White 2004, Shehata 2009).

Skillnaden mellan IRS-1 och 2 1 rymdstruktur ar relativt stor, men 1 uppbyggnad och
funktion dr de véldigt lika (se figur 2). Vid N-terminalen har bégge proteinerna en PH-
region (Pleckstrin homology domain) och PTB-region (Phosphotyrosine binding
domain) som kontrollerar interaktionen med andra proteiner. Vid C-terminalen sitter
flera tyrosiner som, nir de fosforylerats, bildar bindningsstéllen for SH2-protein
(Sarcoma homology 2 protein) som ingar i signaltransduktionen. Bégge proteiner har
dven serin/treonin-rika regioner som spelar en viktig roll nir signaleringen ska avslutas
(White 1998).



IRS1

Figur 2. IRS-1 och IRS-2 funktionella
regioner. Vid N-terminalen sitter PH- och
PTB-regionen. Langst ut pd C-terminalen
sitter tyrosinerna som i fosforylerad form
bildar SH2-doménernas bindningsstille.
Ovanfor SH2-bindningsstillena har bade IRS-
1 och 2 tva PI3-K-bindningsstillen, men
utdver dessa har IRS-2 ett kinase regulatory-
loop binding (KRLB) region. KRLB-regionen
begréansar tyrosinfosforylering av IRS-2. Wu
et al. (2008) foreslar att syftet med denna
begransning &r att signalen som IRS-2
formedlar ska vara stark nog for att aktivera
P13-K men for svag for att aktivera andra
signalvdgar som IRS-1 kan stimulera. Pa detta
sétt kan IRS-2 initiera en annorlunda
signaltransduktion dn IRS-1. Omritad efter
Tanti och Jager (2009).

I skelettmuskulatur binder insulinreceptorn till IRS-1:s PH och PTB-region.
Tyrosinkinaset kdnner igen och fosforylerar IRS-1:s tyrosiner som sitter i foljande
struktur; Y-x-x-x-M (Y stér for tyrosin, ”x” star for valfri aminosyra och "M” star for
metionin) (Najjar 2003). Dessa ”Y-x-x-x-M”-strukturer fungerar som bindningsstillen

med hog affinitet for SH2-doméner (Scr homology 2 domain) (White 1998).

Ett enzym som binder till IRS-1, och som é&r essentiellt for aktivering av
glukosmetabolism och glukosupptag, dr PI3-K (phosphatidyl-inositol-3 -OH-kinase).
PI3-K bestar av tva reglerande och en katalyserande subenhet (White 1998, Pons et al.
1995).

PI3-K:s reglerande subenheter, p85-kDa och p55°'%, har tvé SH2-doméner kopplade till
sig. Med hjdlp av dessa, binder de till IRS-1 och aktiverar pa sa sitt den katalytiska
subenheten p110 (Bajaj & DeFronzo 2003, Pons ef al. 1995). p110 stimulerar
fosforylering av fosfatidylinositol pa PI3-K:s inositolring vilket leder till bildandet av
PIPs (phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate) plasmamembranet. PIP; binder till en
PH-region pa PKBp (Protein kinase Bf3), &ven kédnt som serin/treonin kinas Akt2 (Bajaj
& DeFronzo 2003). Utover Akt2/PKB binder &ven PDK-1 (phosphoinositide



dependent protein kinases) till PIP; via sin PH-region. Detta leder till att Akt2/PKBf
fosforyleras av PDK-1 pa Thr308 men for att Akt2/PKBf ska aktiveras fullstandigt
krévs en fosforylering av Ser473 som formodligen genomfors av mTOR-komplex 2
(mammalian target of rapamycin complex 2) (Sarbassov et al. 2005), vilket kinas som
fosforylerar Ser473 diskuteras dock fortfarande. Eftersom fosforyleringen av Ser473 ar
en viktig del i aktiveringen av Akt2/PKBf s& har man febrilt forsokt identifiera dess
kinas och andra teorier har lagts fram. Bland andra att PDK-2 fosforylerar Ser473
(Balendran et al. 1999) eller att Akt2/PKBp helt enkelt autofosforylerar (Toker &
Newton 2000). Utover Akt2/PKBp sé aktiveras dven protein kinas C A och { (PKC A/Q)
(Zick 2003).
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Figur 3. Signalvagen for translokation av GLUT4 till cellmembranet. Figuren summerar de
essentiella stegen i den insulinstimulerade signalvdgen som leder till glukosupptag i skelettmuskulatur.
Signaltransduktionen initieras av att insulin binder till insulinreceptorns a-subenheter, vilket aktiverar g-
subenheten som fosforylerar insulinreceptorns substratprotein IRS-1. PI3-K binder till IRS-1 vilket
resulterar i bildandet av PIP; som i sin tur aktiverar Akt2/PKBB med hjalp av 3-phosphoinositide-
dependent protein kinase 1 (PDK1) och mammalian target of rapamycin complex 2 (mTOR). Akt2/PKBf
fosforylerar substraten AS160 och TBC1D1 och dédrmed kan Rab-GTPaser transportera GLUT4-vesiklar
fran cellens cytoplasma till cellmembranet (illustreras av en rund GLUT4-figur). Rab 8A och 14 tros
spela viktiga roller men antagligen finns fler Rab-proteiner som & med och mobiliserar GLUT4. Vél vid
cellmembranet kan GLUT4 slappa in glukos fran blodet till cellen (illustreras av en kantig GLUT4-
figur). Fran Druwe & Vaillancourt (2010), med tillstdnd fran upphovsréattsinnehavaren.

Akt/PKB reglerar glukosupptag

Serin/treonin-kinaset Akt2/PKB &r en kritisk nod 1 signalsystemet da kinaset kan
aktivera ménga andra kinaser och signalmolekyler som leder till metaboliska responser,
initierade av insulin. En av de viktigaste responserna Akt/PKB kontrollerar 4r cellens
formaga att ta upp glukos. Det finns tre isoformer av Akt/PKB; Aktl/PKBa,
Akt2/PKBf och Akt3/PKBy. Dessa har vissa funktionella strukturer gemensamt; PH-
region vid N-terminalen, kinasregion i mitten och ett hydrofobiskt fosforyleringsstille
vid C-terminalen som reglerar kinasets aktivitet (Hanada et al. 2004). Ett flertal
oberoende experiment pd moss har visat att ”Akt2/PKBp”’-isoformen &r huvudansvarig
for aktiveringen av glukostransport och upprétthallandet av glukoshomeostas i kroppen
(Cho et al. 2001, Garofalo et al. 2003). Experiment dir man slagit ut eller minskat



tillgadngen pa Akt2/PKBp har visat att Akt1/PKBa i viss man tar Akt2/PKBf:s plats i
cellsignalen och har dirmed en liten effekt pa den insulinstimulerade glukostransporten
(Katome et al. 2003, Jiang et al. 2003).

AS160 och TBCIDI1

Akt2/PKBp stimulerar cellen att ta upp glukos genom att mobilisera och transportera
GLUT4-vesiklar till cellmembranet, men exakt hur Akt2/PKBf gor detta &r dnnu inte
helt klarlagt. Kane et al. (2002) identifierade ett Akt2/PKBp-substrat som var ca 160
kDa och fick ddrmed namnet AS160 (Atk substrate of 160 kDa). AS160 har fem
seriner/treoniner som kan fosforyleras av Akt2/PKB. Nar AS160 inte ar fosforylerat
har den en aktiv GAP-region (GTPase activating protein) dar ett Rab-protein (Ras
homologous from brain) sitter bundet. Rab-proteiner dr den stdrsta gruppen i1 familjen
’lagmolekyldra GTPaser”, de reglerar membran- och vesikeltransport i cellen, dédribland
transporten av. GLUT4-vesiklar (Kane ef al. 2002). Néar Akt2/PKBp fosforylerar AS160
sd inaktiveras dess GAP-region och Rab-proteinerna blir aktiva (Gonzalez och McGraw
2006).

Utover AS160 har man identifierat ytterligare ett Akt2/PKBB-substrat, TBC1DI.
TBCID1 och AS160 é&r strukturellt lika och delar flera karakteristiska regioner (se figur
3). Experiment uférda av Roach et al. (2007) visar att TBC1D1 aktiverar samma Rab-
proteiner som AS160 och inhibering av TBC1D1 minskar mobiliseringen av GLUT4.
Dessa experiment ses som bevis for att TBC1D1 bidrar i stimulering av GLUT4-
translokation.
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Figur 4. Schematisk bild 6ver substraten AS160 och TBC1D1 hos ménniskor. Bégge substraten har tva
PTB-regioner och en GAP-region. AS160 har fyra Akt2/PKBp-fosforyleringsstéllen; Ser-318, Ser-588, Thr-
642 och Ser-751. TBCI1D1 har endast tvar fosforyleringsstéllen varav ett fosforyleras av Akt2/PKBf (Thr-
596) och ett fosforyleras av 5’ adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) (Ser-237).
AMPK dér ett kinas som ingdr i ett annat signalsystem som reglerar cellens energi-homeostas, men eftersom
cellen anvénder glukos som energi stimulerar AMPK glukosupptag som en del av responsen pé laga ATP-
nivaer i cellen. Fran Sakamoto och Holman (2008). med tillstdnd frdn upphovsrittsinnehavaren.

Rab-proteinernas roll

Exakt vilka Rab-proteiner som har essentiella roller i GLUT4-translokationen ar
fortfarande oklart och omdiskuterat. Bland annat har Rab-proteinerna 2, 8A, 10 och 14
identifierats som mélproteiner for AS160 samt lokaliserats i GLUT4-vesiklar (Miinea et
al. 2007). Men i motsatts till dessa resultat har knockout-experiment pd mdoss visat att
enbart knockout av Rab10 (men inte 2, 8A och 14) resulterat i inhibering av GLUT4-



translokation (Sano et al. 2008). En av orsakerna till att det 4r s& svart att identifiera
vilka Rab-proteiner som dr inblandade i GLUT4-transporten &r GLUT4:s komplexa vig
till cytoplasman. Innan GLUT4 lagras i cytoplasman sa transporteras proteinet i olika
steg genom flera delar i cellen, dven dessa transporter &r beroende av Rab-proteiner. Sa
nir man forsoker identifiera Rab-proteinerna som &r kopplade till just GLUT4:s
insulinberoende cellmembrantransport sa &dr det svart att sortera bort de Rab-proteiner
som dr inblandade i andra GLUT4-transporter (Rowland et al. 2011).

Glukostransportorer mobiliseras till cellmembranet

Mainniskor har total 13 sockertransport-proteiner (GLUT1-12 och HMIT), dessa skoter
transporten av vissa sockermolekyler genom cellmembranet (Joost & Thorens 2001).
Hittills har man hittat och identifierat fyra medlemmar 1 denna familj som transporterar
glukos (GLUTT1, -2,-3 och -4). GLUT1 och 3 ansvarar for glukostransporten i nervceller
och GLUT?2 verkar i njurarna, levern och hos bukspottskortelns B-celler (Watson &
Pessin 2001). I muskel och fettvivnad ar det GLUT4 som transporterar glukos.

Under normala forhéllanden forvaras GLUT4 i vesiklar i cellens cytoplasma, sa kallade
GSVs (GLUTH4 storage vesicles) (Martin ef al. 1998). Men nér Rab-proteinerna binder
GTP och aktiveras s binder de till GSVs och stimulerar dess transport. Transporten sker
via cellens cytoskelett, frdn cytoplasman ut till cellmembranet (Olson ef al. 2001). Hur
transporten initieras av Rab-proteinerna, och antagligen andra inblandade proteiner, ar
pa en molekyldr niva fortfarande oklart men bade aktin och mikrotubili dr essentiella for
transporten av GLUT4 (Olson ef al. 2001). Dock har man nyligen kunnat visa att ett
oligomeriskt proteinkomplex, Exo70, binder till GSVs och med storsta sannolikhet
krdvs 1 samarbete med ett antal Rab-proteiner for att transportera dessa langs
aktinfilamenten till cellmembranet (Inoue ef al. 2003, Das & Guo 2011). Forskning av
Huang et al. (2001) visar dven att motorproteinet dynein kan vara en av de proteiner
som stimuleras av Rab-proteiner och transporterar GSVs lidngs mikrotubili.

1 slutsteget hjilper SNARE-proteiner GLUT4 att fusera med cellmembranet

Nér GLUT4 nétt fram till cellmembranet spelar SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor attachment protein receptors) en viktig roll (Hong 2005). SNARE-
proteiner har 1 uppgift att katalysera fusionen av vesiklar med cellmembranet. Dessa
proteiner kan delas upp 1 tvé funktionella grupper; vesicle membrane (v-SNAREs) och
target membrane (t-SNAREs). v-SNAREs binder till vesikeln som ska fusera med
cellmembranet och t-SNARE:s ér fysiskt kopplat till regionen pa cellmembranet dér
proteinet ska inkopereras. Total har ménniskan 36 olika SNARE-proteiner som har
liknande funktion i olika signalvdgar (Hong 2005).

Fusionen av GLUT4 styrs i huvudsak av v-SNARE-proteinet VAMP2 och t-SNARE-
proteinerna Syn4 och SNAP23 (Cheatham et al. 1996, Volchuk et al. 1996). VAMP2
sitter i GSV-membranet tillsammans med ett antal Rab-proteiner (se figur 5). Rab-
proteinerna hjélper GSV att binda till rétt del av cellmembranet genom att interagera
med ett antal sma proteiner i cellens cytosol. Sedan binder VAMP2 med Syn4 och
SNAP23 som sitter i cellmembranet dir GSV ska fusera (Kawanishi et al. 2000, Pessin
et al. 1999). Dessa proteiner bildar ett stabilt komplex som drar GSV ndrmare
cellmembranet, utan komplexet skulle repellerande krafter trycka bort GSV fran
cellmembranet (Melia et al. 2002). Till slut smilter membranen samman och GLUT4



inkorporeras pa detta sitt in i cellmembranet (Kawanishi ef al. 2000, Pessin et al. 1999).

Vil 1 cellmembranet kan GLUT4 transportera in glukos i cellen. Glukoshalten sjunker
dérmed 1 blodet och lagras istillet i cellvivnaden som sedan kan anvénda sockret som
energikalla.

1-SNARES ,
"\ ’73’901
Q') » membrane
SNAP23 7
Rab v-SNARE
Tethering Fusion
ﬁ

GSV Transport vesicle

Figure 5. GLUT4 storage vesicle (GSV) fuserar med cellmembranet. Rab-proteinerna initierar
fusionen genom att binda till effektormolekyler och hjélper dirmed GSV att hitta vart vid cellmembranet
vesikeln ska fuseras. Sedan bildar v-SNARE -och t-SNARE-proteinerna ett komplex som stabiliserar och
”drar” vesikeln ndrmare cellmembranet. Tillslut smélter membranen samman och GLUT4-proteinerna
kan transportera in glukos i cellen. Omritad efter Bryant et al. (2002).

Vad orsakar insulinresistans?

Nir kroppens celler inte reagerar pa insulinstimulans sdger man att de har blivit
insulinresistenta. Insulinrestistens dr den grundliggande orsaken till diabetes mellitus
typ 2. Insulinresistensen kan bero pd manga olika defekter i ménga olika delar av den
insulininitierade signaltransduktionen, inte bara i just den signaltransduktion som
beskrivits 1 detta arbete, utan dven defekter 1 parallella signalvigar kan leda till
insulinresistens. Men precis som tidigare kommer inte alla insulininitierade signalvigar
tas upp utan fokus kommer ligga pé signalvigen som leder till translokation av GLUT4-
proteiner till cellmembranet. Translokationen av GLUT4 till cellmembranet ér en
vildigt komplex process och det finns darfor ménga steg som potentiellt skulle kunna gé
fel och leda till nedsatt glukosupptag. Detta avsnitt kommer att belysa nagra av de
defekter som ligger bakom signaltermineringen och kan leda till diabetes typ 2, det vill
sdga minskad insulinkénslighet eller 1 varsta fall total insulinresistens hos celler.

Mutationer som slir ut viktiga delar av signalviigen

Experiment ddr man slagit ut enskilda gener som kodar for viktiga komponenter i
signalvigen som styr GLUT4 mobiliseringen har utforts av flera oberoende
forskargrupper (se summering i tabell 1). Intressant att notera &r att utslagning av bland
annat GLUT4 inte leder till diabetes som man kanske skulle tro, utan en forstoring av
hjartats kammare (kammarhypertrofi). Denna sjukdom beror direkt av bristen pa
GLUT4 i hjartmuskulaturen, inte av en forhdjd blodsockerhalt 1 kroppen (Abel ef al.
1999). Dock har ytterligare experiment visat att genom att kombinera flera gen-
utslagningar s kan man uppna diabetes typ 2. Det dr intressant att titta pa hur
signalvdgen som styr mobiliseringen av GLUT4 péverkas eftersom det &r denna
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signalvig som bestammer hur mycket glukos som ska tas upp av cellen. Detta gor
signalvigen som beskrivits i detta arbete till ett begrdnsande steg for de andra glukos-
relaterade processerna i cellen (Cline et al. 1999).

Tabell 1. Observerade fenotyper hos moss med enskilda gener utslagna, gener som ingdr i
insulinrelaterade signalvigar.

Utslagen genprodukt Observerad fenotyp Referens

Insulinreceptor Dor av diabetisk ketoacidos ~ Bruning et al. 1997
inom 3-7 dagar

IRS-1 Blir insulinresistant Tamemoto et al. 1994,

Araki et al. 1994

IRS-2 Blir insulinresistant och Kido et al. 2000,
nedsatt B-cellsproduktion Withers et al. 1998

IRS-3 Normal Fantin et al. 2000

IRS-4 Normal Fantin et al. 2000

Akt2/PKBp Blir insulinresistant i lever- Chu et al. 2001
och muskelceller

GLUT4 Kammarhypertrofi Katz et al. 1995

p85-kDa Hypoglykemi Fruman et al. 2000

Defekter tidigt i signaltransduktionen

Desto tidigare signaltransduktionen avbryts, desto fler signalvégar blir drabbade.
Graden av insulinresistens blir alltsa vérre ju tidigare signaltransduktionen avbryts,
vilket gor dessa defekter littare att uppticka.

Muterad insulinreceptor

Vissa former av insulinresistans kan bero pa defekter hos insulinreceptorn. Defekter
som inte slar ut insulinreceptorn helt (som 1 tabell 1) kan leda till minskad affiniteten
mellan insulin och ligand (a-subenheterna), inaktivt tyrosinkinas och/eller ett icke-
fungerande fosforyleringsstadium. Sjukdomar som &r kopplade till en defekt
insulinreceptor ér; Typ A syndrom, Leprechaunism och Rabson Mendenhall syndrome
(O’Rahilly & Moiler 1992). Gemensamt for dessa former av insulinresistans &r att de
ger vildigt hog insulinresistens och orsakas av mycket ovanliga mutationer 1
subenheternas gener (Pessin & Saltiel 2000).

Nedsatt funktion av IRS-1 resulterar i nedsdttning av cellens insulinkdinslighet

I en studie av Bouzakri ef al. (2003) observerade man en nedsatt formaga att ta upp
glukos hos cellvivnaden for patienter med diabetes typ 2. Man missténkte att detta
berodde pé forsdmrad funktion hos PI-3-kinaset, som tidigare ndmnt 4r en viktig del av
signaltransduktionen som leder till GLUT4-translokation och glukosupptag. Men nér
man jimforde patienterna med en frisk kontrollgrupp sdg man inga skillnader pa vare
sig funktionell struktur eller nivdn av PI-3-kinaserna varken fore eller efter
insulinstimulering. Da fann man istillet en defekt hos IRS-1 som reducerade affiniteten
mellan PI3-kinasets reglerande subenhet, p85-kDa, och IRS-1. Detta leder till minskad
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fosforylering av PI3-kinaset som slutligen resulterar i att cellens respons pa insulin inte
blir lika kraftig som normalt. En mutation hos IRS-1-genen som minskar genproduktens
affinitet med p85-kDa har associerats med diabetes typ 2, men denna mutation verkar
inte paverka IRS-1:s struktur (Hitman ez al. 1995). Defekten hos IRS-1 som funnits hos
patienter med insulinresistens har istéllet kopplats till dess fosforyleringsaktivitet.
Studier pa ménniskor och moss visar 6kad fosforylering av IRS-1:s serin vid diabetes
typ 2 (Morino et al. 2005, Dresner et al. 1999). Den 6kade serin-fosforyleringen
minskar tyrosin-fosforyleringen som ar essentiell for att aktivera P13-kinaset, alltsa
reduceras signalstyrkan i och med att serin-fosforyleringen dkar. Defekter hos IRS-1 ar
den framsta orsaken till insulinresistens hos cellvdvnad som dr huvudorsaken till
diabetes typ 2 (Abdul-Ghani & DeFronzo 2010).

Muterade GLUT4-proteiner

Eftersom GLUT4 maste binda till ménga proteiner for att transporteras till
cellmembranet sa dr en naturlig tanke att proteinet ar kinsligt for mutationer som
paverkar dessa integrationer negativt. Men olika experiment utférda av Buse ef al.
(1992) och O'Rahilly et al. (1992) visar att polymorfism bland de exoner som kodar for
GLUT4-genen inte kan kopplas till varken reducerat glukosupptag eller diabetes typ 2.
Man har observerat att GLUT4-generna ér vildigt konserverade och mutationer 1 dessa
gener dr valdigt ovanliga. Detta dr med storsta sannolikhet en konsekvens av stark
selektion mot muterade GLUT4-gener. Den starka selektionen beror antagligen pa den
essentiella roll som GLUT4 spelar i kroppens vitala glukoshomeostas, vilket gor det
valdigt svart for individer med defekter i GLUT4 att 6verleva.

Som tidigare ndmnt kréavs dven en ineffektiv insulinproduktion i kombination med
nagon av dessa defekter for att fa diabetes typ 2, om inte insulinresistensen dr valdigt
hog (DeFronzo et al. 1985).

Diskussion

Det senaste decenniet har stora forskningsframsteg gjorts som har dkat var forstaelse for
hur GLUT4 transporteras runt i cellen och hur transporten styrs. Nagra av de viktigaste
framstegen involverar identifierandet av GLUT4-vesiklarna (GSVs) (Hashiramoto &
James 2000) och substraten AS160s (Kane et al. 2002) och TBC1D1s (Roach et al.
2007) roller i GLUT4-transporten. Trotts dessa upptickter ar fortfarande vissa steg i
denna signalvdg oklara och kriver ytterligare forskning for att forklaras. En bittre
forstéelse for de molekylidra mekanismerna bakom varje steg i denna, och andra
insulinberoende, signalvégar skulle kunna leda till effektivare behandling av patienter
med diabetes typ 2.

Det smatt ironiska 1 forskningen kring cellers signaltransduktion &r att ju fler proteiner,
substrat och signalmolekyler man identifierar, ju mer inser man komplexiteten hos dessa
system och hur lite man egentligen vet. Aktivering av substrat och formedling av
cellsignaler beror oftast inte pd endast ett enzym/kinas fran samma signalvéag,
signalvigar gér ihop med varandra och signalmolekyler kan ansvara for fosforylering av
flera substrat. Detta skapar ett problem ndr man forsdker modellera verkligheten genom
att rita upp hur molekyler interagerar med varandra 1 signalsystem. Dessa modeller blir
dé bara forenklingar av verkligheten eftersom signalsystemen blir for komplexa att
beskriva i sin helhet, vilket i sin tur gor det svérare att forsta och hitta viktiga steg i
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signaleringen.

Dagens behandling av patienter med diabetes typ 2 gar ut pa att pé olika sétt sédnka
blodsockernivderna med hjilp av andra mediciner dn insulin (NLM 2011). Diabetes har
associerats med overvikt (Nadler och Attie 2001) och forskningsstudier visar att dven
regelbunden fysisk aktivitet, som ger 6kad livskvalitet i allmdnhet, ocksa kan hjélpa till
att forebygga typ 2 diabetes (Tuomilehto ef al. 2001, Shiroma & Lee 2010). Om trdning
verkligen har en forstarkande effekt pa insulinsignalen och hjilper kroppen att bibehalla
glukoshomeostasen dr fortfarande oklart, och ytterligare forskning aterstér for att forsta
hur traning skulle kunna paverka kroppens glukosupptag positivt. Tanken ar dock god
eftersom man uppskattar att muskelceller star for cirka 85-90% av kroppens
glukosupptag (DeFronzo et al. 1985) och stimulering av denna vivnad har ddrmed
potential att 6ka kroppens totala glukosupptag markant.

Tack

Ett varmt tack till min handledare Lage Cerenius samt mina medstudenter, Einar
Olafsson, Kristina Gawelin och Martin Larsson som gett dterkoppling pa mina utkast.
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