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SAMMENDRAG

| dagens samfunn er diabetes et stadig voksende problem. Type 2 diabetes, ogsa kalt ikke-
insulinavhengig diabetes, kommer av insulinresistens i celler. Det viktigste vevet i kroppen
med hensyn til glukoseopptak er skjelettmuskulaturen, der 70-90 % av insulinstimulert
glukoseopptak skijer. Det er derfor gnskelig a finne ut mer om insulinresistens i muskelceller.
Det gjenstar mye forskning pa omradet, men det har de siste arene blitt kjent at en klasse
enzymer kalt phosphatidylinositol 3-kinase (Pl 3-K) er viktig for insulinstimulert
glukoseopptak. Interessen for Pl 3-K sin rolle innen utviklingen av diabetes har derfor blitt
stor. Tidligere studier har pekt ut Klasse la Pl 3-K som de viktigste isoformene i Pl 3-K-

familien med hensyn til insulinsignalering, og Pl 3-Ka er antatt & ha starst betydning.

Formalet med denne hovedfagsoppgaven var a studere insulinstimulert glukoseopptak og
signalering i skjelettmuskulatur med spesielt fokus pa de ulike isoformene til Pl 3-K. @nsket
var a undersgke om man kunne finne ut hvilken/hvilke av Pl 3-K-isoformene som var viktigst

mht. insulinsignalering, og dette ble gjort ved hjelp av isoformselektive inhibitorer av Pl 3-K.

Studiene ble utfgrt pa musculus soleus fra rotte. Disse musklene ble inkubert in vitro med
insulin og de ulike inhibitorene. Det ble malt glukoseopptak ved hjelp av radioaktive
glukosemetabolitter, mens protein-fosforylering av PKB, GSK-3 og GS ble undersgkt med
western blot. Glykogen syntase aktivitet ble ogsa malt.

Resultatene i denne oppgaven viste at wortmannin og LY294002 er i stand til & blokkere
insulinstimulert glukoseopptak og insulinsignalering i muskelceller. Nar disse to inhibitorene
hovedsakelig er kjent for 8 hemme Klasse | Pl 3-K, sa antas det at denne klassen er ngdvendig

for insulinsignalering.

Analyser i denne oppgaven antydet at Pl 3-Ka er den viktigste isoformen i Klasse | Pl 3-K
mht. insulinsignalering i muskelceller. Dette fordi PKB-fosforyleringen ble hemmet med

70 % ved hgyeste konsentrasjon PIK75 (Pl 3-Ka-inhibitor). Hemming av de andre
isoformene i Klasse | Pl 3-K hadde ikke noen effekt for insulinsignalering i forsgkene. Det sa
ut som om PIK75 ogsa hemmet GSK-3 via en form for uspesifikk binding, siden GS fikk gkt

aktivitet med stigende mengde inhibitor. Selv om det ikke ble vist at B-, y- eller &-isoformen



var ngdvendig for insulinsignalering her, trenger ikke det a bety at de ikke har noen funksjon

innen insulinsignalering.

| et forsgk ble alle isoformene i Klasse | Pl 3-K hemmet samtidig med hver sin spesifikke
inhibitor, men uten at det skjedde noe med glukoseopptaket eller glykogen syntase aktivitet.
Dette kan bety at andre enzymer i tillegg til Klasse | Pl 3-K er med pa a regulere
insulinstimulering. Det kan ikke utelukkes at Klasse Il Pl 3-K, og da spesielt Pl 3-KC2a., kan

ha en viktig rolle for insulinstimulert glukosetransport i muskel.

Koffein blokkerte insulinstimulert glukosemetabolisme, men hvilke mekanismer som ligger
bak er ikke kjent. Det er usikkert om koffein har den samme virkningen pa

glukosemetabolismen i kroppen var etter inntak av koffeinholdig mat og drikke.

PKB-inhibitoren viste i denne oppgaven at PKB-fosforylering medierer glukoseopptak, men
klarte ikke a vise at PKB er ngdvendig for aktivering av GS.

Det kan altsa ikke konkluderes med at Klasse la Pl 3-K er de viktigste isoformene som
medierer insulinstimulert glukoseopptak eller insulinsignalering i muskelceller. Pl 3-Koa
hadde heller ikke like stor betydning for insulinsignalering i muskel slik som tidligere antatt.
Selv om forsgk i denne oppgaven viser at PKB har en rolle innen insulinsignalering, sa kan
det se ut som om PKB ikke er ngdvendig for alle trinn i signalveien, nar redusert PKB-
aktivitet ikke klarer & hemme GSA signifikant. Det var vanskelig a blokkere
insulinstimulering i muskel kun ved & hemme enkelte enzymer spesifikt, men spgrsmalet som
da kan stilles er om disse inhibitorene har klart 2 hemme det man har gnsket i tilstrekkelig
grad. Det er i tillegg sveert mange enzymer og mediatorer som er med pa a fere insulins
signaler videre i cellen, og de som har blitt omtalt i denne oppgaven er bare noen fa av dem.
Her har det blitt bekreftet at koffein pavirker insulinsignalering i muskel ved hgye
konsentrasjoner, men om koffein pavirker glukosemetabolismen i kroppen ved fysiologiske
konsentrasjoner, og om de skyldes effekter pa Pl 3-K, er usikkert. Det blir spennende a felge
utviklingen pa dette omradet for & se om det kan dukke opp nye legemidler mot type 2

diabetes, og om P1 3-K spiller en rolle i fremtidig behandling av denne sykdommen.



1 INNLEDNING

1.1 Bakgrunn

Diabetes er i sterk gkning over hele verden. | ar anslas det at 171 millioner mennesker har
sykdommen (WHO). Det er estimert at antall personer med diabetes vil na 300 millioner
innen ar 2020 (Cohen, 2006). Sykdommen er en av hovedarsakene til sykelighet og
dedelighet verden over (Saltiel & Kahn, 2001). Omkring 90 % av de som har diabetes har
type 2 diabetes (Cohen, 2006), og mange er ennd ikke diagnostisert.

Uavhengig av matinntak har kroppen var evnen til a holde glukosenivaet i blodet innenfor et
snevert grenseomrade (4-8 mmol/l). Kroppens glukosemetabolisme er primert regulert av
hormonet insulin som produseres i pankreas. Insulin stimulerer cellene til  ta opp glukose og
lagre dette som glykogen, og dermed senke blodsukkeret etter et maltid. Et annet hormon som
er med pa a regulere blodsukkeret er glukagon. Glukagon skilles ogsa ut av pankreas, og far
blodsukkeret til a stige ved at det gker glykogenolyse (nedbrytning av glykogenlagre i
leveren) og glukoneogenese (nydannelse av glukose). Skjelettmuskulatur star for mesteparten
av kroppens insulinstimulerte glukoseopptak, og 70 - 90 % av glukosen i kroppen
inkorporeres i glykogen i muskel (Jensen, 2004). Musklene er derfor det viktigste vevet i
kroppen i forbindelse med opptak av glukose fra blodet. Skjelettmusklene er altsa hovedsete
for den nedsatte insulinfglsomheten i perifere vev som forekommer ved tilstander med

insulinresistens.

Insulinresistens inneberer at den glukosesenkende effekten av en gitt insulinkonsentrasjon er
mindre enn normalt. For & oppna senking av glukosekonsentrasjonen kreves hgyere
insulinnivaer hos et individ med insulinresistens enn hos de med normal insulinfglsomhet.
Som kompensasjon for insulinresistensen frisetter pankreas mer insulin enn normalt.

Hyperinsulinemi er derfor et tegn pa insulinresistens.

Det finnes flere risikofaktorer for & fa type 2 diabetes - bade genetiske faktorer og
livsstilsfaktorer. De viktigste livsstilsfaktorene er overvekt og fysisk inaktivitet. Type 2
diabetes forekommer hyppigst etter fylte 40 ar. Hos individer med insulinresistens finner man
ogsa ofte en abdominal fettdistribusjon, samt dyslipidemi (hgyt LDL-kolesterol, forhgyede



triglyserider og senket HDL-kolesterol) (SLV). Mange pasienter har god nytte av endringer i
kosthold og gkt fysisk aktivitet nar de far diagnosen type 2 diabetes. Behandling med perorale
antidiabetika kan lenge veere tilstrekkelig. Men en etter hvert som sykdommen utvikler seg,
forverres blodglukosekontrollen, og etter 5-10 ar vil type 2 diabetikere som regel trenge
insulintilfarsel (SLV).

For & stille diagnosen diabetes er det vanlig & male blodsukkeret i plasma. | 1998 satte
Verdens helseorganisasjon (WHO) en ny terskelverdi for fastende blodglukose. Den nye
verdien er 7 mmol/l. Fastende blodsukker males om morgenen etter en natts faste. Dersom
man har malt fastende blodsukker to ganger, og det er 7 mmol/l eller hgyere hver gang, vil
man fa diagnosen diabetes. Verdier under 6 mmol/l betraktes som normalt. Blodsukker pa 6 -
7 mmol/l ligger i grenseomradet, og kan vare grunnlag for & undersgke hvordan kroppen
handterer en sukkerbelastning. Dette gjeres med en glukosebelastningspreve, der den som
undersgkes drikker en opplasning med 75 g glukose (druesukker). Blodsukkeret males sa to
timer senere. Personer med blodsukker pa > 11,1 mmol/l far diagnosen diabetes (FHI). Andre
blodprever vil vise om man har type 1 eller type 2 diabetes. De fleste tilfellene som oppdages
i voksen alder er type 2 diabetes. Verdier pd 7,8 — 11,1 mmol/l etter en slik
glukosebelastningsprgve er et tegn pa nedsatt glukosetoleranse og tyder pa et forstadium til
type 2 diabetes (FHI).

Diabetes kan fgre med seg komplikasjoner over tid. Hjerte-karsykdom, nyresvikt, skader i
perifere nerver og blindhet som falge av retinopati kan bli noen av konsekvensene etter darlig
behandlet diabetes. Den vanligste arsaken til for tidlig ded hos pasienter med type 2 diabetes
er hjerte-karsykdom (SLV). Forekomst av hjerte-karsykdommer hos pasienter med type 2
diabetes er 3-5 ganger hgyere enn hos individer uten diabetes (SLV). Behandling av diabetes
og diabetesrelaterte senkomplikasjoner star for ca. 10 % av Europas arlige helseutgifter
(Cohen, 2006). De hgye kostnadene, sammen med en kraftig gkning av antall nye tilfeller per
ar, er viktige arsaker til & investere i videre forskning innen behandling av type 2 diabetes —

den ”moderne” epidemien.
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1.2 Insulinsignalering
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Figur 1.1 En forenklet illustrasjon av insulinsignalveien. For nermere beskrivelse, se tekst.

Insulin produseres i bukspyttkjertelen og fraktes til insulinreseptor (IR) pa utsiden av
malcellene i kroppen via blodet. IR er en protein tyrosin-kinase, og bestar av to
ekstracelluleere o-subenheter og to transemembrane B-subenheter bundet sammen med
disulfidbroer. Nar insulin er bundet til o-subhenhetene til IR farer dette til at B-subenhetene
fosforylerer seg selv (autofosforylering), og den katalytiske enheten til reseptoren blir dermed
aktivert. Deretter fosforyleres og aktiveres insulin reseptor substrat-1 (IRS-1). IRS-1 bidrar til
gkt aktivitet av phosphatidylinositol 3-kinase (Pl 3-K). Pl 3-K bestar en katalytisk og en
regulatorisk subenhet. (Figur 1.1). De regulatoriske subenhetene har to SH2-domener som
interagerer med phosphotyrosine-delen pa IRS-1. Gjennom denne interaksjonen sa rekrutteres
Pl 3-K til plasmamembranen, der den katalyserer konvertering av PIP, til PIP;. Pl 3-K
aktiverer flere ulike proteiner ved & katalysere dannelsen av den sekundaere budbringeren PIP;
inne i cellen (Shepherd et al., 1998). Proteiner med et PH-domene, f.eks. PKB og GSK-3, kan
binde seg til PIP3 og de vil da lokaliseres ved membranen hvor de sa aktiveres (Taniguchi et
al., 2006). Den gkte mengden PIP; i plasmamembranen resulterer i interaksjon med PH-
domenet til Protein kinase B (PKB, ogsa kalt Akt), og PKB lokaliseres ved membranen. Der
fosforyleres PKB ved Thr®® av 3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1 (PDKZ1).
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PDK1 har ogsa PH-domene, og er avhengig av gkt mengde PIP; for & fosforylere PKB. PKB
krever i tillegg fosforylering ved Ser*”® for maksimal aktivering, og dette gjares av et kinase-
kompleks kalt Mammalian target of rapamycin complex-2 (mTORC2) (Pearce et al., 2007).
PKB bestar av tre isoformer (alfa, beta og gamma), men PKBa og PKBp er de viktigste PKB-

isoformene i skjelettmuskulatur (Ruzzin et al., 2005).

Glykogen syntase kinase-3 (GSK-3) er en serin-threonin-kinase som er med pa a regulere
glykogen syntase (GS). GSK-3 har to isoformer: GSK-3a. (51 kDa) og GSK-3p (47 kDa).
GSK-3B er isoformen som antas a veere viktigst mht. regulering av insulinstimulert
glykogensyntese (Summers et al., 1999), og ved a utfare forsgk pa mus sa har det blitt vist at
GSK-3B-isoformen er en viktigere aktivator av GS i muskel enn GSK-3a-isoformen
(McManus et al., 2005). Enzymet er normalt aktivt, men hemmes under insulinstimulering.
NA&r PKB er aktivert, reduserer den aktiviteten til GSK-3 ved & fosforylere GSK-3a Ser®! og
GSK-3B Ser®. Nar GSK-3 har nedsatt aktivitet, defosforyleres og aktiveres glykogen syntase
(GS). Normalt fosforylerer GSK-3 GS pa fire steder (Ser®*, Ser®®, Ser® og Ser®™), hvilket
holder GS inaktiv (McManus et al., 2005). En PKB-avhengig mekanisme bidrar altsa direkte
til aktivering av GS via GSK-3 (se Figur 1.1).

I mennesker blir over 70 % av glukose som transporteres inn i muskelcellene lagret som
glykogen (Whiteman et al., 2002). Insulin promoterer glykogensyntese bade ved & oke
glukosetransporten og ved a aktivere GS, som katalyserer det siste og hastighetsbestemmende
trinnet i glykogensyntesen. Regulering av GS er kompleks og involverer en rekke faktorer:
translokering av GS til plasmamembranen, tilstedeveerelse av glukosemetabolitter og insulin,
hemmende fosforylering pa serin av ulike kinaser, og aktiverende defosforylering pa Ser/Thr
(Whiteman et al., 2002).

Glukosetransportar-4 (GLUTA4) star hovedsakelig for opptaket av glukose i skjelettmuskulatur
(Figur 1.1). Muskelcellene syntetiserer insulin-sensitive GLUT4-proteiner som lagres i
vesikler inne i cellene. Under normale tilstander (dvs. uten insulinstimulering), befinner
GLUT4 seg hovedsakelig inne i de intracellulere vesiklene. Insulin stimulerer
glukoseopptaket i skjelettmuskulatur ved translokering av GLUTA4-vesiklene ut i
cellemembranen. Transportgrene blir pa denne maten inkorporert i membranen og fasiliterer

glukoseopptak. Disse transportgrene frakter glukose inn i cellene med en hastighet 10-40
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ganger raskere enn uten insulin (Whiteman et al., 2002). Ngyaktig hvordan insulin stimulerer
translokeringen av GLUT4 til plasmamembranen er enna ikke kjent. Det farste beviset for at
Pl 3-K er ngdvendig for denne prosessen kom fra forsgk som viste at insulinstimulert
rekruttering av GLUT4 til celleoverflaten ble fullstendig hemmet ved lave konsentrasjoner
wortmannin (nM) (Shepherd et al., 1998) (Se avsnitt 1.4.1.).

Mye tyder pa at PKB regulerer glukosetransport og glykogensyntese, og at nedregulering av
PKB derfor kan vere en arsak til insulinresistens. PKB har vist a spille en viktig rolle for
glukosetransport ved a rekruttere GLUT4-vesikler til plasmamembranen (Kohn et al., 1996).
Dette ble observert etter at en type konstitutivt aktiv PKB viste at den kunne gke
glukosetransport og GLUT4-translokering i adipocytter - uten at insulin var tilstede (Kohn et
al., 1996). Dette indikerer at PKB kan regulere glukoseopptak. Men likevel sa har flere
studier funnet manglende korrelasjon mellom PKB-aktivering og glukosetransport i
insulinsensitive celler. For eksempel sa viste et forsgk, der cellene hadde en mutert form for
PKB med 80 % redusert aktivitet, at insulinstimulert glukosetransport ikke var redusert
(Kitamura et al., 1998). Det kan veere at en gkning i PKB-aktivitet bidrar til, men ikke er
negdvendig for stimulering av glukosetransport. Et substrat av PKB som har blitt koblet til
translokering av GLUT4 er Akt-substrat pa 160 kDa (AS160). Aktivert PKB fosforylerer og
hemmer AS160. Som en falge av dette, sa sker AS160 aktiviteten til proteiner som er med pa
a reorganisere cytoskjelettet i cellene, noe som bl.a. kreves for translokering av GLUT4
(Taniguchi et al., 2006). Insulin induserer en rask og doseavhengig gkning i fosforylering av
AS160 (Cartee & Wojtaszewski, 2007), og data fra flere forsgk tilsier at AS160 regulerer
insulinstimulert glukosemetabolisme i skjelettmuskel in vivo (Cartee & Wojtaszewski,
2007;Kramer et al., 2006). Det er ogsa foreslatt at det finnes andre signalveier parallelt med
PKB som er i stand til & mediere glukoseopptak (Whiteman et al., 2002). PKB sin rolle innen
regulering av GS har ogsa vert usikker av den grunn at flere signalmolekyler som er med pa a
regulere GS ikke reguleres av PKB (Whiteman et al., 2002). For & undersgke om PKB
regulerer glukosetransport og glykogen syntase aktivitet, har en spesifikk PKB-inhibitor blitt
brukt i denne oppgaven (Se avsnitt 1.4.3).

Patofysiologien bak insulinresistens er kompleks. Det gjenstar mye forskning pa dette
omradet, men noen teorier har man klart & komme frem til per i dag. Flere mener at Pl 3-
kinase er et enzym som spiller en viktig rolle for insulins virkning i kroppen (Shepherd,

o

2005). Hgye nivaer av sirkulerende lipider er kjent for a redusere effekten av
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insulinsignalering via Pl 3-K, og det finnes bevis for at ulike typer fettsyrer kan bidra til
insulinresistens (Shepherd, 2005). Dette kan for eksempel skje ved at insulin gir redusert
aktivering av Pl 3-K. Forhgyede glukosenivaer kan ogsa fere til forverret insulinsignalering
ved at Pl 3-K far redusert aktivitet etter insulinstimulering i muskel (Shepherd, 2005). En
annen mulig arsak til redusert P1 3-K aktivitet er direkte hemming via komponenter man far i
seg via kosten. Koffein har vist & kunne hemme PI 3-K ved konsentrasjoner som det er mulig
a oppna ved inntak av kaffe og andre koffeinholdige drikker (Shepherd, 2005). Tidligere har
det blitt utfert kliniske studier som har vist at inntak av koffein over tid er assosiert med en
statistisk signifikant lavere risiko for & utvikle type 2 diabetes (Salazar-Martinez et al., 2004;
Paynter et al., 2006). Siden mange drikker kaffe daglig, sa kunne det vaere interessant a
undersgke koffeins effekt pa insulinstimulert glukoseopptak og glykogen syntase aktivitet i
muskel. Andre stoffer som har vist & kunne indusere insulinresistens og blokkering av
signalering via Pl 3-K er cytokiner og adipokiner, inkludert TNFa og IL-6 (Shepherd, 2005).
PI 3-K er en klasse enzymer som bestar av flere isoformer. Det er vist at enkelte isoformer har
starre betydning enn andre mht. insulinsignalering. Dette har fatt stor fokus i denne oppgaven,

og de ulike isoformene beskrives nermere under neste kapittel.

| forsgk der celler inneholdt en type GSK-3B som ikke responderte pa signalering fra PKB,
farte dette til konstant undertrykking av GS-aktivitet under insulinstimulering i adipocytter
(Summers et al., 1999). Forsgk med en type konstitutivt aktiv PKB farte til at GSK-3 var
under konstant hemming, og GS ble da aktivert uten insulinstimulering i muskelceller (Ueki
et al., 1998). Dette tyder pd at GSK-3 har en viktig rolle med & regulere GS etter
insulinstimulering. Forsgk utfert av Ruzzin et al. (Ruzzin et al., 2005) pa dexametason-
behandlede rotter har gitt dyrene redusert insulinstimulert PKB- og GSK-3-fosforylering,
glykogensyntese og glukoseopptak i skjelettmuskel (Ruzzin et al., 2005). Det som var
interessant i disse forsgkene, var at ved a bruke en GSK-3-inhibitor (CHIR-637) ble glykogen
syntase aktivert i musklene til disse dexametason-behandlede rottene (Ruzzin et al., 2005).
Hemming av GSK-3 farte ikke til gkning i insulinstimulert glukoseopptak (Ruzzin et al.,
2005). Ved & bruke andre GSK-3-inhibitorer (CT-98014 og CT-98023) er det bevist at
spesifikk hemming av GSK-3 gker insulins virkning pa glukosetransport i skjelettmuskel hos
insulinresistente rotter (Ring et al., 2003). Selektiv hemming av GSK-3 har i tillegg vist &
kunne forbedre insulinsignalering og glukosemetabolisme i muskelceller fra menneske
(Nikoulina et al., 2002). Ut i fra disse teoriene kunne det vere gnskelig a syntetisere hemmere

av GSK-3, og pa denne maten etterligne insulins stimulerende effekt pad GS og glukoseopptak.
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GSK-3-inhibitorer representerer dermed en potensiell terapeutisk behandling for type 2

diabetikere.

Etter som stadig starre deler av insulinsignalveien blir kjent, dukker det opp nye komponenter
som kan vere potensielle mal for legemidler mot type 2 diabetes. For eksempel kunne man
kanskje tenke seg a utvikle aktivatorer av Pl 3-K eller PKB for & oppna en bedret
insulinsignalering. Det har blitt demonstrert at aktivering av Pl 3-K, og dermed aktivering av
PKB, er essensielt for nesten all insulinindusert lipid- og glukosemetabolisme (Asano et al.,
2007). Dette gjelder da bade glukoseopptak og glykogensyntese. Et viktig aspekt ved dette er
at det finnes studier som kan tyde pa at mutasjoner i et gen som koder for Pl 3-K sin
katalytiske subenhet gir enzymet gkt aktivitet, og at dette genet ofte er funnet mutert i tumorer
(Bader et al., 2005). Dersom insulinresistens kan overkommes ved a bruke legemidler som
gker Pl 3-K sin aktivitet, sa kan utvikling av kreft vare en potensiell bivirkning.

1.3 PI 3-K

Det ble tidlig i 1990-arene oppdaget at insulin stimulerte Pl 3-K-aktivitet i celler som kunne
kobles til en lang rekke tyrosin-fosforylerte proteiner (Shepherd, 2005). En stor del av
forstaelsen for hvordan Pl 3-K deltar i cellesignalering er takket veaere de to strukturelt
forskjellige cellepermeable inhibitorene wortmannin og LY294002 (Chaussade et al., 2007)
(Figur 1.3). De to inhibitorene har gitt oss sterke bevis for at Pl 3-kinase sin aktivitet er
ngdvendig for en rekke effekter insulin har i celler. Det har blitt vist at wortmannin, helt nede
i nM-konsentrasjon, kan hemme Pl 3-K samtidig som glukoseopptaket blokkeres (Shepherd,
2005). Disse funnene har fatt opp interessen for de ulike isoformene av Pl 3-K: hvilke som er
involvert i Pl 3-K sine effekter, hvordan insulin regulerer Pl 3-kinaser og om svikt av

insulinsignalering gjennom PI 3-K kan bidra til utviklingen av insulinresistens.

PI 3-kinase familien bestar av totalt 8 enzymer delt inn i tre klasser (I, I, og II1) basert pa
sammenligninger av sekvensene pa enzymene. Disse isoformene reguleres pa ulike mater og
har forskjellige substrater (Figur 1.2). Pl 3-kinaser fosforylerer inositol lipider ved 3' posisjon
pa inositol-ringen og katalyserer syntesen av de sekundzare budbringerne PI(3)P, PI(3,4)P, og

P1(3,4,5)P; (Knight et al., 2006). Disse tre lipidene kontrollerer diverse fysiologiske prosesser
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i flere typer celler, som bl.a. inkluderer cellevekst, differensiering og insulinsignalering
(Shepherd, 2005). Klasse | Pl 3-kinase kan igjen deles inn i klasse la og Ib. Klasse la

PI 3-kinasene er heterodimerer som bestar av en katalytisk (p110c,, p110pB, p1108) og en
regulatorisk enhet som oftest er pa 85 kDa. Aktivering av den Katalytiske subenheten
avhenger av interaksjonen mellom de to SH2-domenene til den regulatoriske subenheten og
phosphotyrosine-delen pa IRS-1. Eksperimenter som involverte mikroinjeksjon av antistoffer
spesifikk for den katalytiske subenheten til Klasse | Pl 3-K har demonstrert at disse kreves for
GLUT4 translokering (Hausdorff et al., 1999). Klasse I Pl 3-K har i tillegg vist at de
syntetiserer PIP3 i plasmamembranen etter aktivering (Hawkins et al., 2006). Det antas at det
hovedsakelig er Klasse la Pl 3-K som medierer mange av insulins effekter pa glukose- og
lipidmetabolismen (Shepherd et al., 1998). Av Klasse la Pl 3-kinasene er det a- og B-
isoformen som er mest utbredt i insulinsensitivt vev, mens &-isoformen hovedsakelig er
uttrykt i leukocytter (Vanhaesebroeck et al., 1997). Dette er en av grunnene til at man antar at

o- 0g B-isoformen er viktigst mht. insulinsignalering i muskel.

Klasse Ib Pl 3-kinase har kun ett enzym, Pl 3-Ky, som ogsa har en katalytisk enhet pa 110
kDa. Istedenfor en regulatorisk enhet pa 85 kDa danner den en heterodimer med et
regulatorisk protein pa 101 kDa. PI 3-Ky aktiveres av G-proteinkoblede reseptorer (Shepherd,
2005). Aktivering av Klasse Ib Pl 3-K farer ogsa til syntese av PIP; i plasmamembranen
(Andrews et al., 2007), slik som hos resten av Klasse | Pl 3-K. Pl 3-Ky er lite utbredt i
insulinsensitivt vev, og det er derfor antatt lite sannsynlig at Klasse 1b Pl 3-K er involvert i
insulinsignalering (Shepherd, 2005). PI 3-Ky knockout-mus har vist at denne isoformen farst
og fremst spiller en viktig rolle for inflammasjon, og at den kreves for at motiliteten til
makrofager skal fungere optimalt (Walker et al., 2000). De fleste ligandene som aktiverer
Klasse Ib Pl 3-K er involvert i a aktivere kroppens respons pa skade og infeksjon gjennom
regulering av flere celletyper i immunsystemet (Andrews et al., 2007; Hawkins et al., 2007).
Mus som mangler den Kkatalytiske subenheten p110y er resistente mot utviklingen av flere
inflammatoriske sykdommer (Andrews et al., 2007). Disse resultatene er med pa a
underbygge teorien om at Klasse Ib Pl 3-K sin viktigste rolle ligger i reguleringen av

inflammasjon i kroppen.
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Figur 1.2 Her vises Pl 3-K-proteinene inndelt i tre klasser, som varierer med hensyn til
struktur, substrater, vevsdistribusjon, mekanisme for aktivering, samt funksjon. Figuren er fra
en artikkel av Bader et al. (Bader et al., 2005). Verken Klasse 11 PI 3-kinase eller Klasse 111 Pl
3-kinase har sa langt vist seg & vere i stand til & produsere PIP; men de er alle i stand til &
bruke Pl som substrat til & danne phosphatidylinsositol 3-phosphate PI(3)P og PI(3,4)P,
(Knight et al., 2006;Shepherd, 2005).

Hvilken rolle de ulike isoformene har, krever bruk av isoform-spesifikke inhibitorer. Siden
wortmannin og LY294002 er sakalt bredspektrede inhibitorer av Pl 3-K, klarer de ikke &
skille mellom de 8 isoformene, og gir ingen informasjon om hvilke isoformer som er involvert
i insulinsignalering. Det kan virke som om a-isoformen og B-isoformen av Klasse la Pl 3-K
har ulike roller, siden de har forskjellige kinetiske egenskaper (Shepherd, 2005). PI 3-Kf3 er
antatt a spille en viktig rolle for utvikling av trombose (Hawkins et al., 2006), mens man tror
Pl 3-Ka er den viktige isoformen med hensyn til insulinsignalering (Foukas et al., 2006).
Studiene pa Pl 3-Ka. ble utfart pa mus som hadde et mutert gen. Det muterte genet farte til at
musene utviklet p110a med svak aktivitet. Dette farte til at signalering via insulin ble redusert
i form av at forsgksdyrene utviklet glukoseintoleranse, hyperinsulinemi og hadde redusert
vekst (Foukas et al., 2006). For a finne ut mer om dette, har det blitt brukt isoformselektive
inhibitorer av Klasse la Pl 3-kinasene for a utforske rollene til de ulike p110-isoformene.
Dette inkluderer bl.a. p110a-spesifikke inhibitorer (PIK75 og PI1103), en pl10p-spesifikk
inhibitor (TGX221) og en p1103-spesifikk inhibitor (IC87114) (Se avsnitt 1.4.2). Hemming
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av p110B eller p1103 alene var ikke tilstrekkelig til & blokkere insulinsignalering til PKB i
disse forsgkene, mens da isoformspesifikke hemmere av pllOo ble tilsatt, ble
insulinsignaleringen svekket (Chaussade et al., 2007). Dette styrker teorien om at p110a er
isoformen som medierer insulinsignalering. Til tross for dette sd har isoformspesifikke
hemmere av p110a hatt minimal effekt pa glukosemetabolismen (P. R. Shepherd, upubliserte
resultater) (Shepherd, 2005). Det har ogsa blitt gjort forsek der genene som koder for p110a
eller p110p var slatt ut hos mus. Dette farte til at musene dgde (Chaussade et al., 2007). Men
heterozygote mus (dvs. der ett av to gen var slettet, og dyrene uttrykte en form av p110-
isoformen som hadde redusert aktivitet) har var levedyktige. Hos disse har det vert mulig a
studere glukosemetabolisme og insulins effekt. Forsgkene viste at verken pl110a(+/-)- eller
p110B(+/-)-mus var insulinresistente, men kombinert heterozygot sletting av begge genene
gav mus som var glukoseintolerante og hadde hyperinsulinemi (Brachmann et al., 2005).
Dette kan tyde pa en slags form for “samarbeid” mellom disse to isoformene innen

insulinsignalering.

Det finnes en studie til der det ogsa har blitt brukt selektive Pl 3-K-inhibitorer. Her klarte
pl10a-inhibitorene P1103 og PIK 75 ogsa & blokkere insulinstimulert fosforylering av PKB i
muskelceller (Knight et al., 2006). Begge disse hemmer p110p i tillegg til p110a, men til
dette kreves langt hgyere konsentrasjoner (Knight et al., 2006). Inhibitorer av p110p eller
p1108 klarte ikke & pavirke insulinstimulert fosforylering av noen proteiner i Pl 3-K-
signalveien (Knight et al., 2006). Data fra disse forsgkene indikerer ogsa at p110p og p1105
har mindre betydning innen insulinsignalering i muskel sammenlignet med p110a (Knight et
al., 2006). | et forsgk ble aktiviteten til p110o og p110B undersgkt. Kinaseaktiviteten til bade
p110a og p110p var gkt etter at muskelceller var behandlet med insulin, men den relative
aktiviteten til hver isoform indikerte at p110a er den mest dominante isoformen (Knight et
al., 2006).

Ved & hemme Pl 3-Ka med P1103 og PIK75, sa har man klart & blokkere produksjonen av
PIP3 i muskelceller (Knight et al., 2006). Insulinstimulert produksjon av PIP3 er mest sensitiv
for p110a-inhibitorer, og p110p-inhibitorer har ikke vist & kunne pavirke PIPs-produksjonen i
muskelceller (Knight et al., 2006). Det er foreslatt at p110pB sin PIPz-produksjon ikke kobles
direkte til PKB-aktivering (Knight et al., 2006). Det er undersgkt om p110B (evt. ogsa p1108)
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heller bidrar til en slags basal oppsamling av PIP; som ikke ngdvendigvis ma veere tilstede for
at PKB skal aktiveres. Det betyr at det er et basalt niva av PIP3 i cellen som definerer hvor
stor andel aktivt p110a som trengs for at signalveien skal aktiveres. Denne hypotesen ble
testet, og det ble funnet ut at I1Cso for PIK75 (malt som PKB Ser**-fosforylering) ble nesten
atte ganger lavere i muskelceller nar p110pB/8-inhibitoren TGX115 ogsa var tilsatt (Knight et
al., 2006).

Det er i dag usikkert hva som er funksjonen til de tre isoformene i Klasse Il P1 3-kinase

(Pl 3-KC2a., Pl 3-KC2B og PI 3-KC2y). Men det har blitt gjort interessante funn nar det
gjelder a-isoformen. Pl 3-KC2a produserer PI(3)P etter insulinstimulering (Falasca et al.,
2007). Det ble vist at Pl 3-KC2a bidrar til maksimal insulin-indusert translokering av
glukosetransporteren GLUT4 til plasmamembranen og pafelgende okt glukoseopptak
(Falasca et al., 2007). Eksogent PI(3)P har vist at det kan indusere GLUT4-translokering i
celler (Falasca et al., 2007). Teorien om at PI1(3)P kan veere ngdvendig for glukosetransport
har blitt forsterket etter at forsgk ble utfert pad celler som hadde overuttrykking av
myotubularin. Myotubularin er en spesifikk PI(3)P-fosfatase. | celler der denne var
overuttrykt, var GLUT4-translokering redusert under insulinstimulering (Chaussade et al.,
2003). Altsa er det demonstrert at PI 3-KC2a spiller en viktig rolle innen regulering av
GLUT4-translokering og glukoseopptak, noe som gir denne en plass innen insulinsignalering.
Klasse Il Pl 3-K er generelt lite sensitive for Pl 3-K-inhibitorer, og Pl 3-KC2a. hemmes

verken av wortmannin eller LY294002 (Falasca et al., 2007).

1.4 Inhibitorer

De siste arene har flere sma, cellepermeable inhibitorer av protein kinaser blitt utviklet. Disse
har en relativt hgy grad av spesifisitet for utvalgte proteiner, og kan vere svert nyttige for a
identifisere disse proteinenes fysiologiske substrater og cellulere funksjoner. A skape
inhibitorer som kan skille mellom neart beslektede kinaser er en stor utfordring. De fleste
protein kinase inhibitorer som har blitt laget til farmasgytiske formal virker ved a konkurrere
med det ATP-bindende setet pa enzymet (Walker et al., 2000). Til tross for at protein
kinasene har store likheter i ATP-setet, sa har det likevel vaert mulig a lage inhibitorer som er

spesifikke fordi de har utnyttet ulikheter i maten ATP interagerer med setet pa (Walker et al.,
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2000). For eksempel sa har tre forskjellige potente, selektive pl10a-inhibitorer to ting til
felles. For det forste sa inntar de en flat konformasjon i det ATP-bindende setet, i motsetning
til inhibitorer som er mindre selektive som ofte strekker seg utenfor setet (Knight et al.,
2006). For det andre sa har det vist seg at de mest potente inhibitorene trenger inn i et dypere
sete som ikke okkuperes av ATP, men som likevel hindrer enzymet i & aktiveres (Knight et
al., 2006).

1.4.1 Uspesifikke PI 3-K-inhibitorer

Wortmannin er en uspesifikk Pl 3-K-inhibitor (Figur 1.3), som i utgangspunktet er et
antibiotikum produsert av soppen Penicillum wortmanni. Den har ICsy helt nede i nM
konsentrasjon for Klasse | Pl 3-K og Klasse 111 Pl 3-K (Shepherd et al., 1998). I1Cs, for Klasse
I1 P1 3-K er hgyere enn for Klasse | Pl 3-K, og det kreves hgyere konsentrasjoner enn det som
har blitt brukt her i oppgaven for & klare & blokkere Pl 3-KC2a. (Knight et al., 2006). Ved
konsentrasjoner pa pM-niva kan wortmannin ogsa hemme andre enzymer, f.eks. Pl 4-kinase
og MTOR, som ogsa er med i Pl 3-kinasefamilien (Bain et al., 2007). LY 294002 er en annen
uspesifikk Pl 3-K-inhibitor som har blitt laget syntetisk, men som er mindre potent enn
wortmannin (Tabell 1.1). Selv om LY294002 er mindre potent, sa brukes den mye innen
cellebiologi som en PI 3-K-inhibitor fordi den er mer stabil i lgsning enn wortmannin (Walker
et al., 2000). LY294002 hemmer Klasse | Pl 3-K ved 10-50 uM-konsentrasjon (Bain et al.,
2007). LY294002 kan ogsa hemme andre kinaser ved samme konsentrasjoner som hemmer

Pl 3-K, bl.a. GSK-3 (Bain et al., 2007). Klasse 11 Pl 3-K er relativt resistente mot LY294002
(Shepherd et al., 1998).

Wortmannin og LY294002 hemmer Pl 3-K, samtidig som de hemmer insulinstimulert
GLUT4-translokering (Shepherd et al., 1998). I tillegg sa blokkerer bade wortmannin og
LY294002 insulinstimulert aktivering av GS og glykogensyntese (Shepherd et al., 1998).
Dette er et tegn pa at P 3-K bidrar til gkt glukoseopptak og aktivering av GS etter stimulering

med insulin.

Som med alle typer inhibitorer, er det selvsagt muligheter for at wortmannin og LY294002

ogsd hemmer andre enzymer. Derfor ma man vere forsiktig med & trekke altfor strenge
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konklusjoner som bygger pa resultater som alene er basert pa disse inhibitorene. Et problem er
at disse stoffene hemmer alle klassene av Pl 3-K i varierende grad, sa det er vanskelig a

definere Klasse I Pl 3-K sin rolle kun ved & bruke wortmannin og LY 294002.

O

oty

J

Wortmannin LY 294002

Figur 1.3 Strukturer av de to uspesifikke P1 3-K-inhibitorene wortmannin og LY 294002
(Knight et al., 2006).

1.4.2 Spesifikke P1 3-K-inhibitorer

Det er utviklet en rekke inhibitorer som skal skille mellom de ulike Pl 3-K-isoformene. De
som er blitt brukt i denne oppgaven har som mal og hemme isoformene i Klasse I Pl 3-K. De

er tegnet i Figur 1.4, og listet opp her:

e PIK75 (p110a-inhibitor)

e PI103 (p110a-inhibitor)

e TGX221 (p110B-inhibitor)
o AS252424 (p110y-inhibitor)
e 1C87114 (p1108-inhibitor)

Grunnen til at isoformselektive Pl 3-K-inhibitorer ofte blir brukt til studier av p110-isoformer,
er fordi homozygote knockout-dyr (der gener er fjernet) ikke er levedyktige, og at p85-
enheten i Pl 3-K er nedregulert hos heterozygote dyr (Knight et al., 2006), noe som gjer det

vanskelig & se pa aktiviteten til p110.
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Til tross for at inhibitorene som er syntetisert skal vere spesifikke, sd er det noen av
inhibitorene som ogsa hemmer flere Pl 3-K-isoformer eller andre proteiner (Knight et al.,
2006). Det er spesielt dersom man gker konsentrasjonen inhibitor at de vil kunne hemme flere
Pl 3-K-isoformer (Knight et al., 2006). Dette kan lgses ved a ikke bruke hgyere
konsentrasjoner enn ngdvendig. Inhibitorer som hemmer p110c har en tendens til & hemme
p110y samtidig, mens inhibitorer av p110p ofte hemmer p1105 samtidig, og omvendt (Knight
et al., 2006). Det er altsa vanskelig a finne inhibitorer som selektivt skiller mellom hemming
av p110a/ p110y og p110pB/ p1103. PI 3-Ka-inhibitorene P1103 og PIK75 hemmer ogsa P1 3-
KB ved hhv. 10-30 og >200 ganger hgyere konsentrasjon enn hva som skal til for @ hemme a.-
isoformen (Knight et al., 2006). PIK75 sin selektivitet overfor Pl 3-Ka er altsa sterk

sammenlignet med PI 3-Kf.
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Figur 1.4 Strukturer av isoformspesifikke P1 3-K-inhibitorer: PIK75 og P1103 (a-inhibitorer),

TGX221 (B-inhibitor), AS252424 (y-inhibitor) og 1C87114 (5-inhibitor) (Chaussade et al.,
2007).
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Tabell 1.1 ICsp-verdier (nM) for Klasse | Pl 3-K-inhibitorers effekt pa lipid kinase aktivitet.
Verdiene viser gjennomsnitt + standardavvik, og er hentet fra en artikkel av Chaussade et al.

(Chaussade et al., 2007).

p110a p1108 p1106
PIK75 78+17 343 + 23 907 + 32
P1103 3,705 182+138 > 500
TGX221 > 1000 85+0.9 211 +18
1C87114 > 1000 > 1000 60,2 £5,6
Wortmannin 0,57 2,33 0,40
LY294002 500 973 570

AS252424 ble testet i et annet forsgk der det ble vist at stoffet hadde sveert hgy spesifisitet
overfor PI 3-Ky, med en 1Csp pa 30 + 10 nM (og ICso for Klasse 1 Pl 3-K var > 1000 nM)
(Pomel et al., 2006).

1.4.3 PKB-inhibitor

SN30978 (Akti-1/2) er en selektiv inhibitor av PKB, men har starst spesifisitet overfor PKBo
og PKBB (DeFeo-Jones et al., 2005). Denne inhibitoren virker spesifikt pa PKB ved a
interagere med PH-domenet som PDK1 er avhengig av for & kunne aktivere PKB
(DeFeo-Jones et al., 2005). For & vere sikker pa at ikke Pl 3-K ble hemmet av SN30978, ble
PI 3-K aktivitet testet under forsgk med inhibitoren. Det ble da vist at SN30978 ikke reduserer
aktiviteten til Pl 3-Ka,-p eller -3 helt opp til 5 uM konsentrasjon (samarbeid med C.
Chaussade og P. R. Shepherd, University of Auckland Medical School, New Zealand).

1.4.4 Koffein
Koffein og teofyllin, naturlige innholdsstoffer i kaffe og te, er klassifisert som

methylxanthiner. Disse kan finnes sirkulerende i kroppen i uM-konsentrasjoner etter inntak

via kosten eller legemidler (Foukas et al., 2002). For personer som drikker kaffe daglig, sa
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kan plasmakonsentrasjonen av koffein normalt ligge mellom 20 — 50 uM, og det er sjelden
den overstiger 70 uM (Graham, 2001). Til informasjon, sa vil én kopp kaffe pa 150 ml kunne
gi en koffeinkonsentrasjon i plasma pa inntil 10 uM (Fredholm et al., 1999). Koffein og
teofyllin har blitt studert ngye for & forsgke a bestemme hvordan de virker i kroppen ved
fysiologiske konsentrasjoner, og flere effekter har blitt knyttet til disse stoffene. Noen av disse
er stimulering av muskelkontraksjon, antiinflammatoriske- og immunmodulerende effekter og
endringer i glukosemetabolisme (Foukas et al., 2002). I tillegg sa har det lenge veert kjent at
disse methylxanthinene ogsd har en hemmende effekt pd phosphoinositide-metabolisme

(Foukas et al., 2002), selv om det er usikkert hvordan.

Da effekten av methylxanthiner pa Pl 3-kinasenes enzymatiske aktivitet ble undersgkt, ble det
funnet ut at koffein hemmer Klasse | Pl 3-kinaser (Foukas et al., 2002). Koffein hemmer de
forskjellige Klasse I Pl 3-K-isoformene i ulik grad:

e 1Cs5, =400 uM for p110a 0g p110pB

e [Cs=1mM for pl10y

o [Cs =75 uM for p1105

G

N O
ai
N
N CH;
CHy 5

Figur 1.5 Strukturformelen til koffein

Teofyllin har vist lignende effekter som koffein (Foukas et al., 2002). I musculus soleus fra
rotter har koffein vist & kunne blokkere insulinstimulert PKB-aktivering med 1Cso-verdi lik
hemming av Pl 3-K (Foukas et al., 2002). Koffein har ogsa blokkert insulinstimulert
glukosetransport (Foukas et al., 2002). Disse resultatene har demonstrert at koffein, og en
rekke andre methylxanthiner, er direkte inhibitorer av Pl 3-K-aktivitet (Foukas et al., 2002).
P1 3-Kd er isoformen som hemmes kraftigst med koffein, og hemming av denne kan forklare
noen av de fysiologiske og farmakologiske egenskapene koffein har iht. insulinsignalering
(Foukas et al., 2002). Det var derfor interessant a teste koffein sin effekt pa insulinsignalering
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og glukoseopptak i denne oppgaven, for & se om det kan finnes en sammenheng med
kaffeinntak og insulinresistens. Dette kan sammenlignes med resultater fra IC87114 for & se

om PI 3-K& kan ha sammenheng med koffein sine effekter.
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1.5 Formal

Formalet med denne oppgaven var a finne ut mer om hvilke isoformer av Pl 3-kinase som
medierer insulinsignalering i celler. De ulike Pl 3-K-inbitorene som ble brukt skulle hemme
alle eller enkelte isoformer av enzymet. Ved & bruke de ulike spesifikke inhibitorene, var
gnsket & undersgke om Pl 3-K-isoformene har varierende betydning med hensyn til ulike
faktorer som glukoseopptak og regulering av forskjellige trinn i insulinsignalveien. Det var
spesielt interessant & se pa om Klasse la Pl 3-K var de viktigste isoformene for
insulinstimulering i muskel. En inhibitor var rettet direkte mot PKB. Koffein ble ogsa testet,

for & se hva slags effekt det har pa insulinsignaleringen.

Fglgende sparsmal ble stilt:

1. Klarer man a blokkere insulinstimulert glukoseopptak og signalering med de
uspesifikke PI 3-K-inhibitorene wortmannin og LY 2940027

2. Erden selektive inhibitoren av Pl 3-Ka (P1K75) i stand til & pavirke insulinstimulert

glukoseopptak og/eller signalering, slik antatt?

3. Klarer man a pavirke glukosemetabolismen med P1 3-Kp-inhibitoren TGX221?

4. Pavirkes insulinstimuleringen ved tilsetning av selektive inhibitorer av P1 3-Ky eller
Pl 3-K§?

5. Hva skjer med insulinstimulert glukoseopptak og signalering etter tilsetning av

koffein?

6. Klarer PKB-inhibitoren SN30978 & pavirke insulinstimulert glukoseopptak og/eller

signalering?

7. Kan man sa ut i fra dette si noe om Klasse 1a Pl 3-K, og da serlig Pl 3-Ka., er
isoformene som medierer insulinstimulert glukoseopptak og signalering i

muskelceller?
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2 MATERIALER OG METODER

2.1 Rotter

Rottene som ble benyttet i forsgkene kom fra B & K Universal (Nittedal, Norge) og var av
typen Wistar, hannrotter (Figur 2.1). Det var 4 rotter pr. bur, og disse gikk sammen i
dyrestallen pa Statens arbeidsmiljginstitutt frem til forsgksdagen. | dyrestallen var
temperaturen 22,5 + 1 °C, med en luftfuktighet pa 50 % * 10 %. Lys/mgrke syklusen var
12/12 timer (lys fra 06.00 til 18.00). Rottene hadde fri tilgang til mat og vann degnet rundt.
Foéret var sammensatt av 18 % protein, 7 % fett og 75 % karbohydrater (B & K Universal). 8-
12 rotter, med en gjennomsnittlig vekt pa ca. 140 g, ble benyttet til hvert forsgk. Forsgkene i
oppgaven var godkjent av ansvarshavende ved Statens arbeidsmiljginstitutt, og fulgte norske
lover og forskrifter som kontrollerer eksperimenter pa dyr. Den norske lovgivningen pa dette
omradet er fastsatt i henhold til Europakonvensjonen for beskyttelse av vertebrale dyr for
eksperimentelle og andre vitenskapelige formal av 18. mars 1986 (gjort gjeldende i Norge fra
1. januar 1991).

Figur 2.1 Wistar hannrotte

2.2 Isolering og inkubering av musculus soleus
Buffer til inkubering av muskler (Krebs-Henseleit buffer) ble laget forsgksdagen (se

Appendiks 2). For start av forsgket ble de ulike lgsningene laget ved a ta uttak av bufferen og

tilsette @nsket konsentrasjon inhibitor og insulin. Alle inhibitorer ble lgst i DMSO¥*.
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Lesninger uten inhibitor (kontrollpraver, og lgsninger med kun insulin) ble ogsa tilsatt DMSO
for & oppna like forutsetninger for alle musklene. Insulin (10 mU/ml) ble tilsatt alene og
sammen med inhibitor. Utstyr til inkubering ble satt opp (Figur 2.2 og 2.3). Nummererte
reagensror ble fylt med 3,5 ml av de ulike innkuberingslgsningene (Figur 2.4), og i rgrene ble
det satt apparat for kontraksjon til & feste musklene pa (Figur 2.5). Apparatur ble koblet til
gass, slik at alle lgsninger kontinuerlig ble gasset med 95 % O,/5 % CO,. Reagensrgrene ble

plassert i vannbad som holdt +30 °C, ca. 10 minutter fer inkubering.

Rottene ble anestesert med en intraperitonal injeksjon av ca. 10 mg pentobarbital (50 mg/ml
lgsning). Deretter ble rottene festet pa et disseksjonsapparat for a dissekere ut m. soleus.

M. soleus, som er en skjelettmuskel, befinner seg i leggen pa dyrenes bakben. Hver muskel
ble delt i to pa langs med muskelfibrene, og hvert dyr gav fire muskelstrips til inkubering .

Musklene ble festet med naler i sin hvilelengde. Dyrene ble avlivet rett etter uttak av muskler.

Deretter ble musklene inkubert i halvannen time (Figur 2.8):
e 30 minutter i Krebs-Henseleit buffer (forberedende inkubering)
e 30 minutter med inhibitor (pre-inkubering)*

e 30 minutter sammen med insulin og samme mengde inhibitor som i punktet over

* | forsgket med koffein ble det ikke brukt DMSO og ikke gjort pre-inkubering.

Etter inkubering ble musklene tarket forsiktig med rent trekkpapir, far de ble lagt i flytende

nitrogen og fraktet til fryser (-70 °C) fram til videre analyse.
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Figur 2.3 Inkuberingsutstyr klar til bruk

Buffar Euffer med Euffer med Buffar med Euffermed Euffermed
itsulin Insulin Insulin Insulin Insulin
10 il fml 10 il fml 10 mlTfml 10 T fml 10 T fml
+wormarmm  +wormarmm  + wormarmm + wortmarmm
10 bl 100 S00 1.000 nhI

Figur 2.4 lllustrert eksempel for inkubering i ulike konsentrasjoner wortmannin
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Figur 2.6: Disseksjon av m.soleus
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Figur 2.7 Inkubert muskel
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Figur 2.8 Flytskjema for inkubering av muskel

2.3 Analyse av glukoseopptak vha. *H-Deoxyglukose

Lasninger til muskler som skulle brukes til & male glukoseopptak ble tilsatt **C-Mannitol (0,1
uCi/ml) og *H-Deoksyglukose (0,25 pCi/ml). Etter at musklene hadde vert inkubert med
radioaktive glukose-analoger, ble musklene fryseterket i 3 timer og deretter veid.
Muskelvevet ble lgst i 500 ul 1 M KOH ved +70 °C i 20 minutter og mikset kraftig. Etter
avkjeling ble 400 pl av hver prgve hatt i tellergr og tilsatt 3 ml telleveeske (Hionic Fluor;
PerkinElmer). Disse ble mikset og satt til telling for radioaktivitet (d.p.m.) i en
scintillasjonsteller (TRI-Carb 1900 TR; Packard).

Bakgrunn for beregning av glukoseopptak:
For a male glukoseopptaket, ble inkuberingsbufferen tilsatt kjent mengde glukose,
*H-Deoxyglukose og *C-Mannitol. Det ble antatt at glukose og *H-Deoksyglukose ble

transportert med samme kinetikk. Videre ble det antatt at konsentrasjonen av glukose,
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*H-Deoksyglukose og '*C-Mannitol var den samme i ekstracellulervaesken som i
inkuberingsbufferen, og at **C-Mannitol ikke hadde gétt inn i cellene under forsgket. Mengde
total *H-Deoksyglukose i muskel (ekstra- og intracellulzrt) ble malt som d.p.m. Det var
andelen som befant seg intracellulart som var av interesse. Andelen *H-Deoksyglukose som
befant seg ekstracellulart ble beregnet ved hjelp av **C-Mannitol. Konsentrasjonen av
H-Deoksyglukose og **C-Mannitol var den samme i buffer og ekstracellulzrt rom, og dette
ble malt ved & telle radioaktiviteten i buffer fra forsgksdagen. Nar andelen intracelluleert
*H-Deoxyglukose, muskelbitens vekt og glukoseanalogens spesifikke aktivitet var kjent,
kunne opptaket av *H-Deoxyglukose beregnes. For beregning av glukoseopptaket ble det
antatt at forholdet mellom opptak av glukose og *H-Deoksyglukose var det samme som
forholdet mellom konsentrasjonene av de to i ekstracelluleervaesken (inkuberingsbufferen).
Glukoseopptaket var derfor lik opptaket av *H-Deoksyglukose multiplisert med forholdet
mellom glukose og *H-Deoksyglukose i inkuberingsbufferen.

Glukoseopptaket ble regnet ut ved a legge inn tallene i regneark i Excel for Windows.

Det er sveert viktig a ta forhandsregler ved handtering av radioaktivt materiale, sa det var
viktig a tenke pa a:

e Dbegrense seg til bruk av benk og utstyr merket for bruk til radioaktivt materiale

e bytte hansker ved pauser eller nar arbeidsplassen blir forlatt

e ha benkepapir pa arbeidsplassen

o kaste avfall (papir, rar spisser, brukte hansker) i egen avfallskontainer

o foreta grundig vask av utstyr etter bruk (glassutstyr, pipetter, stativer og lignende)

2.4 Homogenisering av muskler til maling av proteiner

Muskler som skulle homogeniseres ble forst veid og delt opp i 2-3 biter (=20 °C).
Homogeniseringsbuffer ble laget samme dag og tilsatt rgret med muskel i forholdet 1 : 25
(muskel (mg) : buffer (ul)) (se Appendiks 2). Muskelen ble homogenisert umiddelbart, 2 x 15
sekunder (Polytron PT1200, +4°C). Pregvene ble rotert i 1 time i +4 °C, og deretter
sentrifugert i 10 min/+4 °C/11500 x g. Supernatanten ble pipettert ut og volumet malt.
Bunnfallet ble kastet. Fra hver pravelgsning ble det tatt ut 30 pl som ble fortynnet med 200 pl
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deionisert vann. | tillegg ble det laget en standardrekke med 0, 5, 8, 12, 15 og 20 ug protein i
kyvetten, og disse ble prevene malt opp mot. Det ble ogsa laget kontrollprgve av Seronorm
(68,1 mg/ml) fortynnet 1 : 200 med deionisert vann. Til analyse ble det tatt ut 25 ul fra hver
prgve, standarder og kontroll. Disse ble tilsatt BioRad Protein Assay og overfort til
plastkyvetter for bestemmelse av optisk tetthet (OD) ved 750 nm i et spektrofotometer. Etter
bestemmelse av OD ble proteininnhold i homogenatene beregnet, og alle prgvene ble
fortynnet til 2,5 ug/ul med homogeniseringsbufferen. 100 ul homogenat ble tatt ut (resten
fryst ned =70 °C) og tilsatt 6,2 ul 2-mercaptoetanol og 25 ul 5xSDS (se Appendiks 2).
2-Mercaptoetanol knekker S-bindingene i proteinet. Prgvene ble varmet opp ved +95 °C i

5 minutter og sa avkjelt. Pravene var da klargjort til applisering pa gelene. Disse ble som

oftest fryst ned —20 °C og tint samme dag de skulle brukes.

2.5 Western blotting

2.5.1 Gelstgping

Western blot er en metode som brukes til & male protein ekspresjon og fosforylering vha.
antistoffer. Proteiner separeres etter molekylvekt ved hjelp av elektroforese. For a skille
proteiner av ulik sterrelse ble proteinene i dette forsgket kjgrt gjennom en 10 %
SDS-polyacrylamidgel som bestod av en separasjonsgel (nederst) og en stackinggel (gverst)
(se Appendiks 2). Formalet med stackinggelen er & konsentrere prevevolumet, slik at
proteinbandene blir sd smale som mulig nar de kommer til separasjonsgelen. |
separasjonsgelen separeres prgvene. Gelene ble laget 1-2 dager far bruk. Til gelstaping ble det
brukt utstyr fra BioRad (Modell No. Mini-PROTEAN® 3 Cell).

2.5.2 Elektroforese
Pravene ble tint og blandet godt far de ble pafert gelene. Det var totalt 15 brenner pr. gel, og
det ble pipettert 12 ul prave i hver brgnn. | den ferste brannen ble en proteinmarker applisert,

mens det i hver av de 14 andre brgnnene ble pafart prgver. Proteinmarkeren gjorde slik at

stgrrelsen til proteinene i pravene kunne anslas, siden referanseproteinenes stgrrelse var kjent.
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To geler stod plassert sammen i en elektroforeseboks. Etter applisering av prevene ble
elektroforeseboksen fylt med elektroforesebuffer (se Appendiks 2). Totalt fire geler ble brukt
per runde. Spenning ble koblet til systemet, og farst ble spenningen satt til 100 V. Pravene
vandret gjennom stackinggelen. Etter 10 min ble spenningen gkt til 200 V, og prgvene
fortsatte gjennom separasjonsgelen i 60 min. Elektroforesens varighet avhenger av

proteinenes starrelse.

2.5.3 Blotting

Da elektroforesen var ferdig skulle proteinene overfgres fra gelene over til polyvinylidene
fluoride (PVDF)-membraner. Prosessen kalles blotting. PVDF-membranene er hydrofobe og
har hgy bindingskapasitet for biomolekyler over 10 kDa. Farst ble membranene ekvilibrert
ved & legge dem i 100 % metanol i 15 sek, i vann i 5 min, og deretter i overfaringsbuffer (se
Appendiks 2) minimum 10 min sammen med gelene. Det ble s& laget en "blottesandwich”
med filterpads-filterpapir-gel-membran-filterpapir-filterpads. Det var viktig at det ikke ble
luftbobler inne i sandwichen. Blottingen foregikk i kald overfgringsbuffer under omrgring.
Systemet ble koblet til stram, og konstant stram 250 mA ble tilfart i 1 time. (Se Figur 2.9.)
ELOTTING Tndrabering med

prmet atistofd
DETEESION MED

_E : ANTISTOFF
Ak
Elelktrisk stapm
SDE-polyacrylarmidzel  PVDF-membran Inkabering med ensrme koblet
seloundmrt artistoff
he e

Tilsett substrat

Figur 2.9 Blotting og deteksjon med antistoff
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2.5.4 Blokking og immunoreaksjoner med antistoff

Etter blottingen, ble gelene kastet og membranene vasket 3 x 10 min med PBS/0,1 % Tween-
20 (PBS-T; se Appendiks 2). Membranene er hydrofobe, og antistoffer vil derfor lett binde
seg til dem. For & redusere uspesifikk binding av antistoffer til membranene, ble disse blokket
i 5 % skummet melk lgst i PBS-T, 2 timer i romtemperatur. Ledige plasser pa membranene

ble da blokkert av proteinene i melken.

Etter blokking ble membranene vasket 2 x 30 sek i PBS-T, fer de ble inkubert i det gnskede
primare antistoffet, som var i en lgsning av 3 % BSA i PBS-T. Dette stod til inkubering over

natt ved +4°C pa vippebord.

Dagen etter ble membranene vasket 6 x 10 min i PBS-T fgr inkubering med egnede
sekundeare antistoffer. De sekundare antistoffene var i en lgsning av 1 % BSA i PBS-T, laget
samme dag og senest 15 minutter for bruk. Membranene ble inkubert i 1 time ved

romtemperatur, og sa vasket 6 x 10 min i PBS-T. (Se Figur 2.9.)

2.6 Eksponering og fremkalling

Membranene ble lagt pa en plastplate og ECL(Enhanced Chemiluminescent)-veeske ble
dryppet over (Imobillon Western Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore). Etter

5 minutter virketid ble membranene lagt i en plastfilm og straks fraktet til mgrkerommet der
western blottene ble fremkalt. Blottene ble detektert av en rgntgenfilm (blafalsom, 18x24

cm).

ECL-detektering bruker et enzym til & katalysere en reaksjon som resulterer i generasjon av
synlig lys. "Horseradish peroxidase (HRP) chemiluminescent reaction” er basert pa at luminol
oksideres av peroksid, med HRP (enzym festet til sekundaert antistoff) som katalysator.
Oksidert luminol emitterer lys i det den gar tilbake til sin grunntilstand. Pa grunn av dette
dannes det derfor kun lys der prgveprotein, primart antistoff og sekundeert antistoff finnes

festet til membranen. Dette vil vises som band pa filmen.
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2.7 Skanning og beregning

Etter at filmene var fremkalt ble de merket med molekylvekt, prevenummer og behandling.
De ble skannet inn pa PC med programmet HP Desk Scan Il og klargjort i Adobe Photoshop.
Analyse av bandene ble gjort i programmet Scion Image for Windows, der optisk tetthet pa
hvert band ble beregnet. Resultatene ble overfart til Excel for Microsoft. Bakgrunnen pa
fotofilmen ble alltid trukket fra alle prgvene, for at den skulle bidra med minst mulig feil. For
at ikke spredningen av resultatene skulle bli for stor, ble det gjort interne sammenligninger
innenfor hver membran. Det var pa hver membran 2-4 prgver som kom fra muskler inkubert
med insulin uten inhibitor. Gjennomsnittet av disse ble satt lik 100 %, og resten av prgvene pa

membranen ble beregnet som prosentandel av dette.

2.8 Bestemmelse av glykogen syntase aktivitet

Hovedoppgaven skulle utfgres pa ett ar, og pga. begrenset tid ble analysene av glykogen
syntase aktivitet utfert av Jorid Thrane Stuenas (overingenigr, Stami). Her er en kort

beskrivelse pa utfgrelse av metoden og prinsippene bak den:

Muskelpravene ble frysetarket, veid og homogenisert 2 x 15 sekunder (Polytron PT 1200,
+4 °C) i buffer som inneholdt 50 mM Tris/HCI , 100 mM NaF og 10 mM EDTA, pH 7,8.
Forholdet tarrvekt : buffer var 1 : 400 (mg : pl). Homogenatet ble sentrifugert i 30 minutter

ved 3000 x g (+4 °C) og supernatanten ble frosset ved —70 °C for senere analyse.

Glykogen syntase aktivitet ble malt med en filterpapirmetode beskrevet av Thomas et al.
(1968) (Thomas et al., 1968)med modifikasjoner som beskrevet (Jensen et al., 2005).
Glykogen syntase aktivitet bestemmes med den radioaktiviteten som inkorporeres i glykogen
fra 1*C-UDP-glukose. Med GS til stede i muskelhomogenatet vil det dannes **C-merket
glykogen som presipiteres pa filterpapir. Maksimal syntase aktivitet ble malt ved mettet
konsentrasjon av glukose 6-fosfat (12 mM). I tillegg ble aktiviteten ved 0,17 mM

glukose 6-fosfat bestemt og fraksjonell aktivitet beregnet i prosent.

For analyse ble det tilsatt 20 pl homogenat til 40 pl analysereagens som inneholdt 25 mM
Tris/HCI, 50 mM NaF, 5 mM EDTA, 45 pM UDP-glukose, 0,5 uCi-ml™ [**C]-UDP-glukose
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(302 mCi-mmol™; PerkinElmer Life Sciences), 10 mg-ml™ glykogen og 0,25 mM eller 18 mM
glukose 6-fosfat. Etter 8 min i vannbad ved 37 °C ble 50 pl av reaksjonsblandingen overfart
med pipette til et 1 x 2,5 cm filterpapir (Whatman 31ET). Filteret ble overfart til iskald 66 %
etanol (=10 ml pr. filter) for & presipitere glykogen. Etter 30 minutter ble filtrene vasket 2 x 20
min i 66 % etanol ved romtemperatur for & fjerne overskudd av [**C]-UDP-glukose (=7 ml pr.
filter). Filterlappene ble terket, overfert til tellerar med 3 ml scintillasjonsveeske (Ultima
Gold; PerkinElmer) og radioaktiviteten ble bestemt i scintillasjonsteller (TRI-Carb 1900 TR;
Packard).

Glykogen syntase aktivitet ble regnet ut vha. regneark laget for analysen i Excel for Windows.

2.9 Statistikk

Resultater er presentert som gjennomsnitt + SEM. For & teste om det var effekt av Pl 3-K-
inhibitorene, ble det brukt enveis variansanalyse (ANOVA), der det ble sett pa test for linear
trend mellom snittverdiene. Der det kun var to grupper som skulle sammenlignes, ble det

utfart en uparret t-test for & sammenligne gruppene.

Statistisk signifikans ble akseptert pa < 0,05 niva.

Variansanalyser og t-tester ble utfgrt ved hjelp av GraphPad InStat 3.0 for Windows.
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3 RESULTATER
3.1 Effekten av wortmannin pa insulinsignalering

Insulin stimulerte glukoseopptaket fra 3,7 + 0,6 (basalt) til 18,1 + 1,1 mmol/kg terrvekt/

30 min (Tabell 3.1). Wortmannin (1000 nM) reduserte det insulinstimulerte glukoseopptaket
til basalniva, dvs. glukoseopptak uten insulinstimulering (Tabell 3.1; P<0,0001). Dette viste at
wortmannin var i stand til & blokkere insulinstimulert glukoseopptak fullstendig ved en

konsentrasjon pa 1000 nM.

PKB Ser*”® og PKB Thr*®-fosforylering var ikke synlig i muskel inkubert uten insulin.
Insulin stimulerte helt tydelig til en gkning i fosforylering av PKB Ser*”® og Thr®® (Tabell 3.1
og Figur 3.1). Wortmannin klarte a redusere den insulinstimulerte fosforyleringen til
basalnivd. PKB Ser*”® og Thr*®-fosforylering fulgte hverandre og sank p& samme méte som
glukoseopptaket (Tabell 3.1). Insulin gkte ogsd fosforyleringen av GSK-3B Ser’.
Fosforyleringen ble redusert etter hvert som wortmannin-konsentrasjonen gkte.

Fosforyleringen var pa basalniva ved 1000 nM (Tabell 3.1).

Insulin defosforylerte GS Ser®, hvilket farte til gkt enzymaktivitet (Tabell 3.1). Det kunne se
ut som om GS Ser®* fosforylering gkte da wortmannin ble tilsatt i stigende konsentrasjoner,
men stigningen var ikke helt signifikant (P=0,051). Nar P-verdien var sapass lav, ble det
likevel her tolket som en forskjell av betydning. | forsgket var det fa muskler, og spredningen
av resultatene ble da stgrre. Malinger kunne bekrefte at wortmannin reduserte insulinstimulert
glykogen syntase aktivering, og med 1000 nM wortmannin var aktiviteten lik den for basalt
niva (Tabell 3.1 og Figur 3.1).
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Figur 3.1 @verst: Western blot viser effekten av stigende wortmannin-konsentrasjoner pa
fosforylering av de ulike enzymene. Blot for hvert antistoff er fra de samme prgvene.
Antistoff for GSK-3 Total viser at totalt proteininnhold i prgvene er det samme.

Nederst: Effekten av wortmannin pé glukoseopptak, PKB Ser*3-fosforylering og glykogen
syntase aktivitet. Punkter viser gjennomsnitt + standardfeil. Insulin er satt lik 100 %, og de
andre er beregnet som andel av dette. Basalverdiene er brukt som nullpunkt (som betyr at
basalverdi er trukket fra samtlige andre verdier). NB: Glykogen syntase aktivitet O til 100 nM
wortmannin har stiplet linje. Arsaken er at den kanskje ville ligget hayere dersom det var malt
aktivitet ved 10 nM ogsd. ECso: GU = 130 nM, PKB Ser*”® = 70 nM, GSA = 100 nM.
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Tabell 3.1: Effekten av wortmannin pa glukoseopptak og regulering av ulike trinn i

insulinsignalveien

Wortmannin 0 0 10 100 500 1.000 P-verdi
kons. (nM) Linezr
trend
Ins— - + + + + +
GU 3,740,6 18,1+1,1 16,5+0,9 11,1419 5,5+0,8 2,403 <0,0001
p-PKB Ser*’” 0,840,1 10046,6 88,2+7,4 26,545,6 0,90,3 0,5+0,2 <0,0001
p-PKB Thr® 3,9+2,7 100432 | 87,5+39,82 26,9+13,7 1,540,8 2,3+2,1 <0,0001
p-GSK-3 Ser’ 4,3+1,8 100+6,1 91,2+10,9 40,3+6,7 5,5+1,0 2,940,5 <0,0001
p-GS Ser®! 237490,7 | 100+11,4 | 161,74339 | 148,9+416 | 168,9+10,7 | 171,9+24,7 0,051
GSA 18,242,1 38,243,6 - 26,6+1,7 - 17,8426 0,0002

Verdiene viser gjennomsnitt + standardfeil. Glukoseopptaket har benevning mmol/kg terrvekt/30 min.
Proteinfosforylering er angitt slik at pravene med insulin (uten inhibitor) er satt lik 100 %, og de andre verdiene
er beregnet ut i fra dette. Glykogen syntase gis som fraksjonal aktivitet i prosent. Glukoseopptak: n=8. Western
blot: n=4-8. Glykogen syntase aktivitet: n=4-5 (basal=10). Antall malinger er i hver gruppe.

3.2 Effekten av LY294002 pa insulinsignalering

| dette eksperimentet stimulerte insulin glukoseopptaket til 14,7 + 1,4 mmol/kg terrvekt/
30 min (Tabell 3.2). LY294002 hemmet insulinstimulert glukoseopptak doseavhengig, og ved

60 uM konsentrasjon var opptaket redusert til basalniva.

473 308

LY294002 reduserte ogsa insulinstimulert fosforylering av bade PKB Ser
doseavhengig, p& samme mate for begge (Tabell 3.2, P<0,0001). Ved 60 uM var PKB Ser*”

og Thr

og Thr*®-fosforylering ikke lenger malbart. Insulinstimulert GSK-3p Ser® fosforylering ble
redusert med gkende mengde LY?294002, og ved 60 uM var fosforyleringen nesten helt
blokkert. Den linezre trenden var signifikant med en senkning mot hgyre med gkende

konsentrasjon av inhibitor (P=0,001).

Glykogen syntase aktivitet fikk en kraftig gkning med insulinstimulering (Tabell 3.2). Da
LY294002 ble tilsatt, ble glykogen syntase aktivitet redusert med stigende konsentrasjoner av
LY294002 (P=0,005). LY294002 60 uM reduserte insulinstimulert glykogen syntase aktivitet
til basalnivaet. Som ventet fikk GS Ser®*-fosforylering en reduksjon med insulinstimulering,
og dermed gkt aktivering. N&r insulin var til stede gkte GS Ser®*'-fosforylering med gkende
konsentrasjon LY294002 med en signifikant stigning fra insulin og mot hgyre (Tabell 3.2;
P=0,002).
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Figur 3.2 @verst: Western blot viser effekten av stigende LY 294002-konsentrasjoner pa
fosforylering av de ulike enzymene. Blot for hvert antistoff er fra de samme prgvene.
Antistoff for GSK-3 Total viser at totalt proteininnhold i prgvene er det samme.

Nederst: Effekten av LY294002 pd glukoseopptak, PKB Ser*"*-fosforylering og glykogen
syntase aktivitet. Punkter viser gjennomsnitt + standardfeil. Insulin er satt lik 100 %, og de
andre er beregnet som andel av dette. Basalverdiene er brukt som nullpunkt (som betyr at
basalverdi er trukket fra samtlige andre verdier). ECso: GU = 38 uM, PKB Ser® = 13 pM,
GSA =16 uM.
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Tabell 3.2: Effekten av LY294002 pa glukoseopptak og regulering av ulike trinn i
insulinsignalveien

LY294002, 0 0 20 45 60 P-verdi
(uM) Linezer
Trend
Ins—> - + + + +
GU 2,140,3 14,7414 11,9+0,7 - 3,940,7 <0,0001
p-PKB Ser*”® 0,5+0,5 100+23,2 25,644,1 7,944,7 0,1+0,1 <0,0001
p-PKB Thr® 1,0+1,0 10049,2 32,046,3 7,443,6 1,241,0 <0,0001
p-GSK-3 Ser’ 00 100+7,0 64,2+16,0 78,4421,5 16,345,4 0,001
p-GS Ser®* 188,8+38,4 100+12,8 112,1412,7 140,5+25,3 192,44237 0,002
GSA 18,242,1 32,143,0 23,4423 - 17,5+3,1 0,005

Verdiene viser gjennomsnitt + standardfeil. Glukoseopptaket har benevning mmol/kg terrvekt/30 min.
Proteinfosforylering angis pd den maten at prgvene tilsatt insulin alene ble satt lik 100 %, og de andre
verdiene ble beregnet ut i fra dette. Glykogen syntase gis som fraksjonal aktivitet i prosent. Glukoseopptak:
n=4. Western blot: n=6. Glykogen syntase aktivitet: n=4 (basal=10). Antall mélinger er i hver gruppe.

3.3 Effekten av den PI 3-Ka-spesifikke inhibitoren PIK75 pd insulinsignalering

Da PIK75 ble tilsatt i gkende konsentrasjoner, kunne det se ut som det var en svak senkning
av det insulinstimulerte glukoseopptaket, men dette var ikke signifikant (Tabell 3.3) Dette kan
skyldes at verdiene for 1 uM PIK75 var hgyere enn for insulin, noe som pavirket

trendanalysen negativt. Evt. kunne flere praver gitt lavere P-verdi.

ANOVA viste at insulinstimulert PKB Ser’”® og Thr¥®-fosforylering sank etter som
konsentrasjonen av PIK75 gkte (Tabell 3.3; P<0,001). Bdde PKB Ser*”® og Thr’® sank
signifikant med ca. 70 % ved hgyeste konsentrasjon av PIK75. Det kunne se ut som om
insulinstimulert fosforylering av GSK-3p Ser® ogsa sank samtidig med skende konsentrasjon
av PIK75, tilsynelatende med mer enn 70 % ved hgyeste PIK75-konsentrasjon. Dette var ikke
signifikant (Tabell 3.3; P=0,06). Den hgye P-verdien kan skyldes fa praver, og dermed haye
standardavvik, iser for 0,1 uM. Det ville kreve flere prgver for a pavise at reduksjonen er

signifikant.
Det skjedde en signifikant reduksjon av insulinstimulert GS Ser®—fosforylering da

konsentrasjonen av PIK75 steg (Tabell 3.3; P=0,005). Dette betyr at glykogen syntase skulle

fa en gkt aktivitet med gkende mengde inhibitor, noe man ikke forventet nar PKB- og GSK-3-
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aktiveringen sank. For & undersgke om dette kunne stemme, ble det testet for glykogen
syntase aktivitet. Resultatene bekreftet at det var en signifikant gkning i glykogen syntase
aktivitet med gkende mengde hemmer til stede (Tabell 3.3; P=0,01). GSA gkte med nesten
100 % (Figur 3.3, Nederst) ved 10 uM konsentrasjon PIK75, i forhold til insulin alene.
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Figur 3.3 @verst: Western blot viser effekten av stigende PIK75-konsentrasjoner pa
fosforylering av de ulike enzymene. Blot for hvert antistoff er fra de samme prgvene.
Antistoff for GSK-3 Total viser at totalt proteininnhold i pravene er det samme.

Nederst: Effekten av PIK75 pé glukoseopptak, PKB Ser*"*-fosforylering og glykogen syntase
aktivitet. Punkter viser gjennomsnitt + standardfeil. Insulin er satt lik 100 %, og de andre er
beregnet som andel av dette. Basalverdiene er brukt som nullpunkt (som betyr at basalverdi er
trukket fra samtlige andre verdier). ECso: PKB Ser”® =3 uM, GSA = 7,6 uM.

43



Tabell 3.3 Effekten av PIK75 pa glukoseopptak og regulering av ulike trinn i

insulinsignalveien

PIK75 kons. 0 0 0,1 1 5 10 P-verdi
(uM) Lineaer
trend
Ins— - + + + + +
GU 2,240,4 16,6209 | 156%13 18,622 14,7411 13,0407 0,065
p-PKB Ser*”® 0,240,2 100485 | 94,2495 54,8+16 4314124 | 357111 <0,0001
p-PKB Thr’®® 0,1+0,1 100£151 | 77,9157 | 388+129 | 384+95 | 3124125 0,001
p-GSK-3 Ser’ 0,04+0,04 | 100+284 | 90,1460,0 | 77,1+202 | 52,2418 21,4469 0,06
p-GS Ser®” 100,3+255 | 100+15,6 | 83,0:26,8 | 70,0165 | 459+153 | 31,6488 0,005
Glykogen syntase 18,2£2,1 32,723 | 31,0444 35,144,1 30,3£2,0 48,045,2 0,01

aktivitet

Verdiene viser gjennomsnitt + standardfeil. Glukoseopptaket har benevning mmol/kg terrvekt/30 min.
Proteinfosforylering angis pa den maten at prgvene tilsatt insulin alene ble satt lik 100 %, og de andre
verdiene ble beregnet ut i fra dette. Glykogen syntase gis som fraksjonal aktivitet i prosent. Glukoseopptak:

n=4. Western blot: n=4/8. Glykogen syntase aktivitet: n=4/8(basal=10). Antall malinger er i hver gruppe.

3.4 Effekten av den PI 3-KB-spesifikke inhibitoren TGX221 pa insulinsignalering

Det kunne ikke observeres noen signifikant endring av insulinstimulert glukoseopptak ved

tilsetning av inntil 1 uM TGX221 (Tabell 3.4; P=0,6).

Der det var tilsatt hgyeste konsentrasjon av TGX221, sa det ut som om bade

PKB Ser*”*/Thr*® og GSK-3p Ser”fosforylering var redusert med 30 %, men senkningen av

fosforyleringen var ikke signifikant (Tabell 3.4; P>0,1).

Det samme gjaldt for malingene av glykogen syntase aktivitet og GS Ser®*-fosforylering:

ingen signifikant endring (Tabell 3.4).
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Figur 3.4 Effekten av TGX221 pé glukoseopptak, PKB Ser*"*-fosforylering og glykogen
syntase aktivitet. Punkter viser gjennomsnitt + standardfeil. Insulin er satt lik 100 %, og de
andre er beregnet som andel av dette. Basalverdiene er brukt som nullpunkt (som betyr at
basalverdi er trukket fra samtlige andre verdier).

Tabell 3.4 Effekten av TGX221 pa glukoseopptak
og regulering av ulike trinn i insulinsignalveien

TGX221 kons. 0 0 0,1 1 P- verdi
(LM) Lineser
trend
Ins— - + + +
GU 2,140,2 155+1,2 | 156413 16,5+1,0 0,6
p-PKB Ser*” 0,240,2 100+10,5 | 95,4+159 68,3+22,9 0,2
p-PKB Thr’® 0909  [100:94 [90,9+8,4 73,2416,5 0,15
p-GSK-3 Ser’ 0+0 100+24,3 | 90,546,9 65,1+7,8 0,14
p-GS Ser® 195,2+46,6 | 100+29,1 |102,6+32,9 | 70,8+9,1 0,4
Glykogen syntase | 18221 |328+48 |323:49 30,43,5 0,7
aktivitet

Verdiene viser gjennomsnitt £standardfeil. Glukoseopptaket har benevning
mmol/kg terrvekt/30 min. Proteinfosforylering angis pd den maten at prgvene
tilsatt insulin alene ble satt lik 100 %, og de andre verdiene ble beregnet ut i fra
dette. Glykogen syntase gis som fraksjonal aktivitet i prosent. Glukoseopptak:
n=4. Western blot: n=4. Glykogen syntase aktivitet: n=4(basal=10). Antall
malinger er i hver gruppe.
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3.5 Effekten av PIK75/TGX221 pa insulinsignalering

Da PIK75 og TGX221 ble tilsatt samtidig, skjedde ingen endring i forhold til insulinstimulert
glukoseopptak (Tabell 3.5).

Insulinstimulert fosforylering av PKB Ser*”® (P=0,04) og Thr*®® (P=0,08) ble hemmet 50 %
med PIK75/TGX221 (Tabell 3.5). Selv om redusert fosforylering 50 % ikke er signifikant for
PKB Thr*®, forventer man at PKB skal fosforyleres pd samme mate bade ved Ser*”® og

Thré%,

Ingen signifikant endring skjedde mht. GSK-3p Ser’- eller GS Ser®-fosforylering under
pavirkning av insulin, da PIK75/TGX221 ble tilsatt (Tabell 3.5).

Tabell 3.5 Effekten av PIK75 sammen med TGX221 pa

lukoseopptak og regulering av ulike trinn i insulinsignalveien

PIK75/TGX221 0 0 500 P-verdi
kons. (nM) Uparret

t-test
Ins— - + +

GU 2,140,2 15,5+1,2 15,8+1,3 0,9

p-PKB Ser*”® 0,30,1 100+14,7 | 51,4+11,2 0,04

p-PKB Thr® 1,3+0,3 100+12,2 | 51,6+19,5 0,08

p-GSK-3 Ser’ 4,940,6 100+14,9 | 91,1+18,8 0,7

p-GS Ser®! 193,5+14,4 | 100+21,7 | 109,4+337 0,8

Verdiene viser gjennomsnitt + standardfeil. Glukoseopptaket har
benevning mmol/kg terrvekt/30 min. Proteinfosforylering angis pa
den maten at prgvene tilsatt insulin alene ble satt lik 100 %, og de
andre verdiene ble beregnet ut i fra dette. Glykogen syntase gis som
fraksjonal aktivitet i prosent. Glukoseopptak: n=4. Western blot: n=4.
Antall malinger er i hver gruppe.
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3.6 Effekten av den PI 3-Ky-spesifikke inhibitoren AS252424 pa insulinsignalering

AS252424 viste ikke noen effekt pa insulinstimulert glukoseopptak. Inhibitoren reduserte ikke
insulinstimulert fosforylering av PKB Ser*”*/Thr*®® og GSK-3p Ser” (Tabell 3.6). Det ble ikke

testet for GS Ser®*.-fosforylering eller glykogen syntase aktivitet.

Tabell 3.6 Effekten av AS252424 pa glukoseopptak og
regulering av ulike trinn i insulinsignalveien

AS252424 0 0 0,1 1
kons. (uM)
Ins— - + + +
GU 1,540,2 13,7+0,6 14,241 13,6+0,9
p-PKB Ser*”® 040 10046,9 | 107,847,6 79,4+8,9
p-PKB Thr’® 0+0 100+14,9 | 98,8+10,9 | 80,0+10,6
p-GSK-3 Ser’ 0,9+0,9 100+11,4 | 119,3+19.4 | 1051+13,9

Verdiene viser gjennomsnitt + standardfeil. Glukoseopptaket har
benevning mmol/kg terrvekt/30 min. Proteinfosforylering angis
pa den maten at prgvene tilsatt insulin alene ble satt lik 100 %,
og de andre verdiene ble beregnet ut i fra dette. Glukoseopptak:
n=4. Western blot: n=4. Antall malinger er i hver gruppe.
ANOVA ble ikke utfgrt pga. at effekten av inhibitoren var
minimal.

3.7 Effekten av den PI 3-K8&-spesifikke inhibitoren 1C87114 pa insulinsignalering

Insulinstimulert glukoseopptak og regulering av PKB Ser*”*/Thr*®- ,GSK-3p Ser®- og
GS Ser®*-fosforylering fikk ingen endringer da 1C87114 ble tilsatt inntil 1 pM konsentrasjon
(Tabell 3.7).

Tabell 3.7 Effekten av 1C87114 pa glukoseopptak og
regulering av ulike trinn i insulinsignalveien

1C87114 0 0 0,1 1

kons. (uM)
Ins— - + + +

GU 1,940,1 15,8+0,8 15,140,5 17,940,3
p-PKB Ser*”® 00 100+4,4 | 107,7+13,1 98+4,7
p-PKB Thri® |  070,2 100+7,9 | 104,8+118 | 91,146,
p-GSK-3 Ser’ 040 100+16,5 | 113,6+250 | 113,7+17,3
p-GS Ser®” 257,2429,2 | 100+11,6 | 100,6+17,9 | 106,1+154

Verdiene viser gjennomsnitt + standardfeil. Glukoseopptaket har
benevning mmol/kg terrvekt/30 min. Proteinfosforylering angis
pa den maten at prgvene tilsatt insulin alene ble satt lik 100 %,
og de andre verdiene ble beregnet ut i fra dette. Glukoseopptak:
n=4. Western blot: n=4-8. Antall malinger er i hver gruppe.
ANOVA ble ikke utfgrt pga. at effekten av inhibitoren var
minimal.
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3.8 Effekten av P1103(a-inhibitor), TGX221, AS252424 og 1C87114 pa

insulinsignalering

Ingenting skjedde mht. insulinstimulert glukoseopptak da P1103, TGX221, AS252424 og
IC87114 ble tilsatt, 500 nM av hver (Tabell 3.8).

Da PI103, TGX221, AS252424 og 1C87114 ble tilsatt, sank den insulinstimulerte
fosforyleringen for PKB Ser*’® signifikant til 72,2 + 8,3 % (P=0,03), og det var 0gsd en
tendens til fall for PKB Thr*® (Tabell 3.8; P=0,2). Man venter at PKB Ser*’® og Thr®® fglger
hverandre, og det tolkes slik her at P-verdien skyldes hgy spredning med fa resultater innen
gruppene. Glukoseopptaket var altsa uendret, mens PKB-fosforyleringen var redusert med ca.
30 %.

Med hensyn til insulinstimulert GSK-3f Ser®- og GS Ser®*!-fosforylering, endret dette seg
ikke etter at det ble tilsatt P1103, TGX221, AS252424 og 1C87114 (Tabell 3.8).

Tabell 3.8: Effekten av P1103, TGX221, AS252424 og IC87114
pa glukoseopptak og regulering av ulike trinn i insulinsignalveien

Kons. av hver 0 0 500 |P-verdi
inhibitor (nM) Uparret
t-test
Ins— - + +
GU 1,540,2 13,7+0,6 15,1+0,9 0,2
p-PKB Ser*’ 0,840,3 10045,9 72,2483 0,03
p-PKB Thr’® 3,041,1 100+10,4 62+24,4 0,2
p-GSK-3 Ser’ 2412 100£31,5 81,4+19,1 0,6
p-GS Ser®” 207,7+35,1 100+15,9 105,7+27,2 0,8

Verdiene viser gjennomsnitt + standardfeil. Glukoseopptaket har benevning
mmol/kg terrvekt/30 min. Proteinfosforylering er angitt pa den maten at
prevene tilsatt insulin alene ble satt lik 100 %, og de andre verdiene ble
beregnet ut i fra dette. Glukoseopptak: n=4. Western blot: n=4. Antall
malinger er i hver gruppe.
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3.9 Effekten av koffein pa insulinsignalering

Koffein (10 mM) reduserte det insulinstimulerte glukoseopptaket til basalniva (Tabell 3.9;
P=<0,0001) Reduksjonen av GU fulgte en lineer trend etter som konsentrasjonen av koffein
okte.

PKB Ser*”/Thr*® og GSK-3p Ser® hadde hgy fosforylering under insulinstimulering. Da
koffein ble tilsatt i gskende mengder, sank fosforyleringen (Tabell 3.9; P<0,0001) for bade
PKB Ser*®/Thr*® og GSK-3B Ser’. Ved 10 mM koffein var fosforyleringen blokkert
fullstendig.

Glykogen syntase aktivitet ble undersgkt, og resultatene viste 80 % reduksjon i forhold til
insulinstimulert glykogen syntase aktivitet (Figur 3.9, Nederst og Tabell 3.9; P<0,001).
Insulinstimulert GS Ser®*-fosforylering hadde signifikant stigning da koffein ble tilsatt i
gkende konsentrasjoner (Tabell 3.9; P=0,01). Ved 10 mM koffein var fosforyleringen ved

GS Ser® lik basalniva.

Tabell 3.9: Effekten av koffein pa glukoseopptak og regulering av ulike trinn i insulin-
signalveien

Koffein kons. 0 0 1 3 10 P-verdi
(mM) Lineger
Trend
Ins— - + + + +
GU 3,50,4 18,2£1,0 17,840,7 10,5511 4,240,3 <0,0001
p-PKB Ser*”™ 0,610,6 100+27,1 24,0457 1,0+0,6 0,310,3 <0,0001
p-PKB Thr® 0,1£0,1 100+23,6 23,3+4,6 2,240,7 1,3+0,4 <0,0001
p-GSK-3 Ser’ 14412 100+12,6 77,89,6 16,3t4,3 2,5+1,0 <0,0001
p-GS Ser®” 153,8+15,7 100+11,9 129,9+12,3 147,5+17,8 152,4+13,4 0,01
GSA 18,2421 36,1+2,3 36,5£0,9 23,6+2,4 21,639 <0,001

Verdiene viser gjennomsnitt + standardfeil. Glukoseopptaket har benevning mmol/kg terrvekt/30 min.
Proteinfosforylering angis pa den maten at prgvene tilsatt insulin alene ble satt lik 100 %, og de andre verdiene
ble beregnet ut i fra dette. Glykogen syntase gis som fraksjonal aktivitet i prosent. Glukoseopptak: n=4. Western
blot: n=6. Glykogen syntase aktivitet: n=3-4(basal=10). Antall malinger er i hver gruppe.
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Figur 3.9 @verst: Western blot viser effekten av stigende koffein-konsentrasjoner pa
fosforylering av de ulike enzymene. Blot for hvert antistoff er fra de samme prgvene.
Antistoff for GSK-3 Total viser at totalt proteininnhold i prgvene er det samme.

Nederst: Effekten av koffein p& glukoseopptak, PKB Ser*3-fosforylering og glykogen
syntase aktivitet. Punkter viser gjennomsnitt + standardfeil. Insulin er satt lik 100 %, og de
andre er beregnet som andel av dette. Basalverdiene er brukt som nullpunkt (som betyr at
basalverdi er trukket fra samtlige andre verdier). ECso: GU = 3 mM, PKB Ser*”® = 0,7 mM,
GSA =2,4 mM.
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3.10 Effekten av den spesifikke PKB-inhibitoren SN30978 pa insulinsignalering

SN30978 var i stand til & redusere det insulinstimulerte glukoseopptaket (Tabell 3.10;
P=0,002), men opptaket var kun redusert 50 % ved hgyeste konsentrasjon 10 uM
(Figur 3.10).

Insulinstimulert fosforylering av PKB Ser*”® og Thr*® sank med stigende konsentrasjoner av
SN30978 (Tabell 3.10; P<0,02). Fosforyleringen av de to setene fulgte hverandre. Ved
hgyeste konsentrasjon SN30978 var PKB Ser*”® og Thr¥®-fosforylering redusert med over

60 % sammenlignet med insulin (Figur 3.10).

Verken GSK-3pB Ser®- fosforylering, GS Ser®*-fosforylering eller glykogen syntase aktivitet
fikk noen signifikant endring etter tilsetning av SN30978 (Tabell 3.10).

Tabell 3.10: Effekten av SN30978 pa glukoseopptak og regulering av ulike
trinn i insulinsignalveien

SN30978 0 0 0,1 1 10 P-verdi
kons. (uM) Lineeer
trend
Ins— - + + + +
GU 2,0£0,7 14,7£1,5 13,0£0,6 12,8+0,4 8,420,6 0,002
p-PKB Ser*’ 0+0 100+24,0 73,37,6 57,746,6 31,7+11,0 0,02
p-PKB Thr’® 0,4+0,4 100+15,6 73,845,1 51,746,2 36,318,8 0,004
p-GSK-3 Ser’ 0,910,9 100£8,4 | 97,2420,4 | 100,4+12,3 | 64,7+21,1 0,1
p-GS Ser®" 120,8+6,1 100+7,2 92,1+11,0 108,6+5,9 | 100,9+9,5 0,6
GSA 18,2+2,1 30,9+2,1 26,945,1 28,7+0,6 26,320,7 0,3

Verdiene viser gjennomsnitt + standardfeil. Glukoseopptaket har benevning mmol/kg
tarrvekt/30 min. Proteinfosforylering angis pa den méten at pravene tilsatt insulin alene
ble satt lik 100 %, og de andre verdiene ble beregnet ut i fra dette. Glukoseopptak: n=4.
Western blot: n=2-4. GSA: n=3-4 (basal=10). Antall malinger er i hver gruppe.
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Figur 3.10 @verst: Western blot viser effekten av stigende SN30978-konsentrasjoner pa
fosforylering av de ulike enzymene. Blot for hvert antistoff er fra de samme prgvene.
Antistoff for GSK-3 Total viser at totalt proteininnhold i prgvene er det samme.

Nederst: Effekten av SN30978 pa glukoseopptak, PKB Ser*”*-fosforylering og glykogen
syntase aktivitet. Punkter viser gjennomsnitt + standardfeil. Insulin er satt lik 100 %, og de
andre er beregnet som andel av dette. Basalverdiene er brukt som nullpunkt (som betyr at

basalverdi er trukket fra samtlige andre verdier). ECsp: GU = 10 pM, PKB Ser*” = 3,7 uM.
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4 DISKUSJON

Insulinresistens spiller en viktig rolle i utviklingen av type 2 diabetes, og mange faktorer kan
vere med pa & bidra til dette. Nar man tror at Pl 3-K har en viktig rolle innen
glukosemetabolisme, sa er det fornuftig & mistenke at endringer i uttrykking eller regulering
av dette enzymet kan bidra til utviklingen av insulinresistens. Det er vist at insulinresistent
muskulatur har nedsatt Pl 3-K aktivitet (Bjornholm et al., 1997). Pl 3-K regulerer mange
enzymer nedstrems i insulinsignalveien, og det kan ogsa tenkes at ett eller flere av disse er
svekket under tilstander der insulin ikke virker slik det skal pa cellen. Det har blitt gjort en
rekke undersgkelser pa dette omradet, men det er fortsatt mye som gjenstar. | forsgkene som
har blitt utfert i denne oppgaven sa har Pl 3-K og PKB i muskelceller fra rotter blitt hemmet
ved hjelp av forskjellige malrettede, cellepermeable inhibitorer. @nsket med dette var a se hva
slags falger dette fikk for insulinstimulert aktivering av ulike trinn nedstrems for Pl 3-K i
insulinsignalveien: PKB-fosforylering, GSK-3-fosforylering, glykogen syntase aktivitet, samt
glukoseopptak.

Klasse | PI 3-K ser ut til & ha en ngkkelrolle innen regulering av insulins mange virkninger.
Det viser seg ogsa at mekanismer bak reguleringen av dets aktivitet er mye mer sammensatt
enn tidigere antatt. Wortmannin og LY294002 hemmer Pl 3-K, samtidig som glukoseopptak
og GS hemmes (Shepherd et al., 1998). Forsgkene i denne oppgaven viste det samme:
hemming med wortmannin og LY294002 ferte til blokkering av PKB- og GSK-3-
fosforylering, samtidig som glykogen syntase aktivitet og glukoseopptak ble blokkert
fullstendig. Dette statter at Klasse | Pl 3-K har en viktig rolle innen insulinsignalering. Nar
man sa antar dette, s3 ma det gjgres med forutsetning om at wortmannin og LY294002 kun
hemmer Klasse | Pl 3-K ved konsentrasjoner som ble brukt i oppgaven, og at de ikke hemmer

andre enzymer som ogsa er viktige for insulinsignalering.

Tabell 1.1 viser I1Csp-verdier for wortmannin og LY294002, og i oppgaven er det brukt langt
hgyere konsentrasjoner. Det kan hende at det var andre enzymer som ble hemmet da
konsentrasjonen av wortmannin og LY?294002 var hgy. Knight et al. (Knight et al., 2006) har
utfart forsgk der de testet flere inhibitorer mht. deres spesifisitet. Wortmannin viste seg a
hemme flere enzymer i Pl 3-K-familien. Blant annet sa ble Klasse 111 Pl 3-K, DNA-protein
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kinase og mTOR hemmet med 1Cso under 1 uM i disse forsgkene (Knight et al., 2006). Det
ble brukt konsentrasjoner helt oppe i 1 uM i denne oppgaven. LY294002 hemmer ogsa DNA-
protein kinase og mTOR med ICsy under 100 uM, mens det kreves langt hgyere
konsentrasjoner for & hemme Klasse Il Pl 3-K (Knight et al., 2006). Bade wortmannin og
LY 294002 har ogsa vist 8 hemme mTOR-aktivitet ved hhv. 1 og 30 uM i andre forsgk (Brunn
et al., 1996). Spgrsmalet er da om disse enzymene har blitt hemmet, og om disse bidro til at
insulinsignaleringen ble svekket i forsgkene i denne oppgaven? DNA-protein kinase er et
enzym som bl.a bidrar til & reparere skadet DNA. Denne antas a ikke bidra til
insulinsignalering, siden DNA-protein kinase inhibitoren AMA-37 ikke har klart & blokkere
insulinstimulert aktivering av Pl 3-K-signalveien (Knight et al., 2006). PKB krever mTORC?2
til fosforylering ved Ser*”® for maksimal aktivering (Pearce et al., 2007), s& hemming av
denne kan i teorien fagre til at PKB ikke aktiveres, og at enzymer nedstrgams i

insulinsignalveien hemmes.

Et annet spgrsmal man kan stille, er om Klasse Il Pl 3-K er involvert i insulinstimulert
glukoseopptak, og om hemming av disse star for noen av effektene wortmannin og LY 294002
har pa glukosemetabolisme? Det har blitt vist at Pl 3-KC2a bidrar til maksimal insulin-
indusert translokering av glukosetransportaren GLUT4 til plasmamembranen og pafelgende
gkt glukoseopptak (Falasca et al., 2007). Dette betyr at Pl 3-KC2a. er med pa & mediere
glukoseopptak etter insulinstimulering. Soos et al. (Soos et al., 2001) har funnet ut at insulin
aktiverer Klasse Il Pl 3-K i skjelettmuskel hos rotter. Dette tyder ogsa pa at enzymet er
involvert i insulinsignalering. Men sa er det vist at wortmannin inntil 1 uM ikke blokkerer

Pl 3-KC2a-aktivitet (Soos et al., 2001). Pl 3-KC2a har vist seg a vare resistent mot bade
wortmannin og LY?294002 ved de konsentrasjoner som hemmer Klasse | Pl 3-K (Domin et
al., 1997). Konklusjonen som da kan trekkes ut i fra resultatene i oppgaven her, er at

Pl 3-KC2a alene ikke er i stand til & mediere glukoseopptak i cellen. Dette fordi disse to

inhibitorene begge blokkerer glukoseopptak uten at Pl 3-KC2a er blokkert.

| adipocytter, sa har translokering av GLUT4 vist seg a vare relativt resistent mot wortmannin
(Hausdorff et al., 1999), noe som gker mistanken om at Pl 3-KC2o kan sta bak denne
mekanismen. Det som ogsa er interessant, er at wortmannin klarer a blokkere glukoseopptak
uten a blokkere GLUT4-translokering (Hausdorff et al., 1999). Dette kan tyde pa at GLUT4-

translokering ikke er tilstrekkelig for & mediere glukoseopptak, men at det kreves aktivering
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av andre trinn samtidig. Det ma mer forskning til for & finne Pl 3-KC2a sin rolle innen

insulinsignalering, men Klasse 11 P1 3-K sin betydning bar ikke undervurderes her.

Forsgkene med wortmannin og LY294002 bekreftet at Klasse I Pl 3-K er viktig for
insulinsignalering i muskel. Men de forteller oss ikke noe om hvilke(n) av isoformene som
medierer insulinsignalering. | denne oppgaven ble det derfor gjort forsgk der malet var a
hemme de ulike isoformene av Klasse | Pl 3-K spesifikt. De ble hemmet hver for seg, og i to

forsgk ble /- og o/ply/5-isoformene hemmet samtidig.

Ved hjelp av inhibitoren PIK75 var gnsket @ hemme PI 3-Ko spesifikt. Tidligere forsgk har
antydet at Pl 3-Ka er den viktige isoformen for insulinsignalering til PKB (Chaussade et al.,
2007), og at Pl 3-Ka er den viktigste isoformen med hensyn til insulinsignalering (Foukas et
al., 2006). PIK75 10 uM klarte a redusere PKB-fosforylering med 70 % i denne oppgaven.
Dette tyder pa at pl10o er viktig for PKB-fosforylering. Disse resultatene samsvarer ogsa
med tidligere studier, der man har klart & redusere PKB-fosforylering betydelig nar p110c er

hemmet (Chaussade et al., 2007).

PIK75 sin effekt pa signalering til GS var uventet i forsgkene i oppgaven. Signalering til
GSK-3 s& ut til & synke pa tilsvarende mate (P = 0,06 for linezr trend) som PKB-
fosforylering, som var redusert med 70 %. Forsgk pa adipocytter utfgrt av Knight et al.
(Knight et al., 2006) viste at PIK75 hemmer fosforylering av GSK-3a/p nesten fullstendig
ved 10 uM (Knight et al., 2006), hvilket bekrefter at PIK75 kan hemme GSK-3-fosforylering.
Det var derfor svart uventet at GS Ser **!-fosforyleringen ogsa var redusert med nesten 70 %
ved hgyeste PIK75-konsentrasjon i forsgkene i oppgaven. At GS-aktivitet var gkt ble
bekreftet ved malinger av glykogen syntase aktivitet. GSA gkte med nesten 100 % ved
hoyeste PIK75-konsentrasjon sammenlignet med insulinstimulert aktivitet. Det ma bety at
GSK-3 er nesten fullstendig blokkert ved denne konsentrasjonen. Dette kan ha ulike arsaker,
men en teori er at GSK-3 hemmes uspesifikt av PIK75. Dette involverer ikke fosforylering av
GSK-3 ved Y men ma i tilfellet hemme GSK-3 ved hjelp av en annen mekanisme, som
for eksempel kunne veere hemming av et aktivt sete pa enzymet. Nar GSK-3 da hindres i &
uteve en hemmende effekt pd GS, sa vil GS fa gkt aktivitet — her nesten doblet sammenlignet
med normal insulinstimulert aktivitet (Figur 3.3, graf). Det er ikke publisert noe data som kan
bekrefte dette ved det tidspunktet denne oppgaven ble skrevet.
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Det har blitt vist at p110a-inhibitorene PIK75 og P1103 kan blokkere glukoseopptak ved en
konsentrasjon pa 10 uM, der reduksjonen i glukoseopptak gjenspeilet inhibitorenes evne til &
blokkere PKB-fosforylering (Knight et al., 2006). Men disse forsgkene ble utfart pa fettceller.
Andre forsgk har vist at glukosemetabolismen har veert upavirket under p110a-hemming

(P. R. Shepherd, upubliserte resultater) (Shepherd, 2005). Resultatene i denne oppgaven
statter at glukoseopptaket ikke reduseres nar p110o hemmes. Insulinstimulert glukoseopptak
var tilsynelatende redusert fra 16,6 + 0,9 til 13,0 + 0,7 mmol/kg terrvekt/30 min med 10 uM
PIK75. Dette fallet var ikke signifikant (P = 0,065 for lineer trend), men det kunne kanskje ha
veert det dersom det var flere praver med i forsgket. Dette kunne ha gitt mindre spredning pa
resultatene, og det er da lettere & pavise et evt. signifikant fall pa glukoseopptaket. Her kunne
man fa svar pa dette ved a utfare flere forsgk med PIK75 pa glukoseopptak, men dette ble for
tidkrevende for denne oppgaven. | tillegg kunne det veert forsgkt konsentrasjoner hgyere enn

10 uM, men dette vil gke risiko for uspesifikk binding og hemming av andre enzymer.

Tabell 1.1 viser at ca. 20 nM PIK75 skal vere tilstrekkelig til & blokkere p110c. Mediet
musklene har blitt inkubert i har hatt langt hgyere konsentrasjoner, helt opp til 10 uM. Det er
mulig at p110a ble blokkert lenge far konsentrasjonen i inkuberingsmediet var oppe i 10 uM.
Det sa ut som om det var en svak reduksjon i insulinstimulert PKB-fosforylering allerede ved
500 nM PIK75, som anslas til a ligge pa omtrent 30 % (Figur 3.3, graf), men dette er usikkert

og det ma flere forsgk til for & kunne bevise dette.

Det skjedde ingen endring verken for insulinstimulert glukoseopptak eller signalering ved
TGX221-konsentrasjoner inntil 1 puM. TGX221 skal blokkere p110p allerede ved 20 nM
konsentrasjon i cellen (Tabell 1.1), og det antas derfor at p110p har blitt fullstendig blokkert i
dette forsgket. Selv om pl10B-inhibitorer ikke har klart & blokkere insulinsignalering i
muskelceller, trenger ikke dette bety at denne isoformen ikke bidrar til insulinsignalering i
disse cellene. p110B har vist seg a veere uttrykt i muskelceller (Knight et al., 2006), og det er
vist at kinase-aktiviteten til bade p110a og p110B gker etter at muskelceller er behandlet med
insulin (Knight et al., 2006). Asano og hans samarbeidspartnere mener at p110p kan veere den
primere Pl 3-K-isoformen som medierer insulinsignalering i fettceller (Asano et al., 2000).
De viste at kinase-aktiviteten til p110p ble kraftig gkt etter insulinstimulering, mens p110a

sin aktivitet gkte minimalt (Asano et al., 2000). Da p110p sin aktivitet ble hemmet ved &
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bruke antistoffer, sa ble insulinstimulert translokering av GLUT4 til celleoverflaten hemmet
nesten fullstendig (Asano et al., 2000). Funnene stemmer ikke overens med resultatene i
denne oppgaven, der den p110B-spesifikke inhibitoren TGX221 ikke fikk noen betydning for

verken insulinstimulert glykogen syntase aktivitet eller glukoseopptak i muskel.

Tidligere har det blitt vist at kombinert heterozygot sletting av bade p110c.(+/-) og

p110B(+/-), slik at begge enzymene far redusert aktivitet, gav mus som var glukoseintolerante
og hadde hyperinsulinemi (Brachmann et al., 2005). Dette kunne tyde pa en slags form for
”samarbeid” mellom disse to isoformene innen insulinsignalering, siden mus der kun ett av
enzymene hadde redusert aktivitet ikke viste tegn til insulinresistens (Brachmann et al., 2005).
En mate a teste ut dette pa var & hemme bade p110c. og p110B i samme forsgk for a
undersgke om dette farte til redusert insulinsignalering og/eller glukoseopptak. Chaussade et
al. (Chaussade et al., 2007) har hemmet p110a/p110B samtidig, og de klarte & redusere
signaleringen til PKB omtrent til basalniva. | denne oppgaven ble PIK75 (a-inhibitor) og
TGX221 (B-inhibitor) tilsatt samtidig (500 nM konsentrasjon av hver), for & undersgke om
insulinsignaleringen ble svekket i muskelceller. 500 nM PIK75 hadde tidligere vist a redusere
PKB-fosforylering ved denne konsentrasjonen (Figur 3.3, graf), og I1Cs for PIK75 forventes a
bli redusert nar en B-inhibitor tilsettes samtidig (Knight et al., 2006). Glukoseopptaket ble her
uendret sammenlignet med insulinstimulert glukoseopptak, mens PKB-fosforylering var
redusert med ca. 50 %. Signalering til GS var uendret. Reduksjonen i PKB-fosforylering antas
her & skyldes o-inhibitoren PIK75, siden resultatene ikke skiller seg mye fra resultatene til
PIK75 tilsatt alene. Dette styrker p110a sin rolle innen insulinsignalering, men gir ingen
indikasjon pa at det foreligger et samarbeid mellom p110a og p110B som er ngdvendig for
insulinsignalering. Det kunne veert interessant a gke konsentrasjonen av hver av inhibitorene,
f.eks. til det dobbelte, for & se om dette fikk betydning for flere trinn i insulinsignalveien. Som
vi sa her, sa var det kun PKB-fosforyleringen som ble redusert med 500 nM. Siden PIK75
antas a sta for effekten disse inhibitorene hadde pa PKB-fosforyleringen, er det lite sannsynlig

at det ville pavirke andre trinn dersom man gkte konsentrasjonen for begge.

Da den spesifikke P1 3-Ky-inhibitoren AS252424 ble benyttet, skjedde ingen endringer verken
for PKB-fosforylering, GS-aktivitet eller glukoseopptak i muskel. Her vises det altsa at Klasse
Ib Pl 3-K ikke medierer insulinstimulert glukoseopptak, slik som ogsa var ventet ut i fra

tidligere forsgk (Shepherd, 2005). PI 3-Ky er lite utbredt i insulinsensitivt vev
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(Shepherd, 2005), og forsgk har gitt oss indikasjoner om at Klasse Ib Pl 3-K hovedsakelig er
med pa & regulere inflammatoriske responser i kroppen (Walker et al., 2000; Andrews et al.,
2007). Dersom AS252424 var i stand til & blokkere PI 3-Ky sin aktivitet, sa er resultatene fra
denne oppgaven med pa & underbygge teorien om at Klasse Ib Pl 3-K ikke deltar i regulering
av glukosemetabolisme, men kan ha en viktig rolle innen reguleringen av inflammasjon i
kroppen. Dersom dette er tilfelle, sa kan p110y-inhibitorer representere en ny type legemidler

mot inflammatoriske sykdommer.

Gitt at Klasse | Pl 3-K, evt. bare Klasse la Pl 3-K, er en gruppe kinaser som samarbeider og
overlapper hverandre i arbeidet med & fare insulinsignalering videre i cellen. Det ville bety at
det ikke er tilstrekkelig & hemme en eller to isoformer for a blokkere insulinsignalering.
Dersom wortmannin og LY294002 klarer & hemme insulinsignalering og glukoseopptak fordi
de hemmer alle isoformene i Klasse | Pl 3-K samtidig, sa burde man fa samme effekt av a
bruke spesifikke inhibitorer for alle fire isoformene i ett og samme forsgk. Dette ble forsgkt i
denne oppgaven, men uten at resultatene ble som forventet. Den eneste effekten de spesifikke
inhibitorene PI1103 (p110a), TGX221 (p110B), AS252424 (pl11l0y) og I1C87114 (p1109)
samlet hadde pa insulinsignaleringen, var at PKB-fosforyleringen ble redusert med 30 %.
Redusert PKB-fosforylering kan skyldes at P1103 hemmer p110a. Verken GS Ser®-
fosforylering eller glukoseopptak ble endret. Arsaken til at effekten ikke ble slik som
forventet, kan vaere at wortmannin og LY294002 sin effekt skyldes hemming av andre
proteiner i insulinsignalveien, dvs. at de ikke bare hemmer Klasse | P1 3-K. Forsgket der
o-,B-,y- 0og &-isoformen til Pl 3-K ble hemmet samtidig tilsier at disse fire isoformene ikke er
alene om & mediere insulinsignalering i muskelceller. Vel og merke ma hemmingen av de fire
enzymene ha veart vellykket i forsgket. Her ble det brukt en annen type a-inhibitor enn i de
forrige forsgkene. Det var interessant & forsgke denne inhibitoren for & sammenligne med
PIK75. Det virker som om PI103 er en mindre potent a-inhibitor, siden de begge har blitt
tilsatt i 500nM konsentrasjon, og PIK75 har vist en sterkere tendens til a blokkere PKB-
fosforylering ved denne konsentrasjonen (50 % for PIK75 mot 30 % for P1103).

For & hemme Pl 3-K3§ ble inhibitoren 1C87114 benyttet, men dette gav ingen endringer i
insulinsignalering. Tidligere har det blitt skrevet at 5-isoformen ikke er spesielt utbredt i
insulinsensitivt vev (Vanhaesebroeck et al., 1997), og forsgk utfert av Chaussade et al. har

ikke vist noen endring av PKB-fosforylering nar p1108 er hemmet (Chaussade et al., 2007).
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Forsgk i oppgaven kan bekrefte at p1105 ikke er viktig for insulinstimulert signalering i

muskel, dersom PI 3-K3 har blitt hemmet tilstrekkelig i forsgket.

Foukas et al. (Foukas et al., 2002) har studert koffeins effekt pa celler, og det ble vist at
koffein kan gi endringer i glukosemetabolisme i tillegg til at det har en hemmende effekt pa
phosphoinositide-metabolisme. De viste i tillegg at koffein kan hemme insulinstimulert PKB-
fosforylering i m. soleus fra rotter, samt at koffein er i stand til & blokkere insulinstimulert
glukosetransport (Foukas et al., 2002). Thong et al. (Thong et al., 2002) har ogsa vist at
koffein forverrer insulinstimulert glukoseopptak og glykogen syntase aktivitet i muskel, bade
under hvile og fysisk aktivitet. Mekanismene som ligger bak er ukjente. Koffein blokkerte
insulinstimulert glukoseopptak og signalering fullstendig ved hgyeste konsentrasjon (10 mM)
i forsgkene utfert pa Stami. Denne konsentrasjonen er langt hgyere enn hva som er vanlig i
kroppen etter inntak av mat og drikke. Plasmakonsentrasjoner overstiger sjelden 70 uM
(Graham, 2001). Ved a se pa dose-respons-kurven i figur 3.9 i resultatkapittelet, sa ser man at
ved sa lave konsentrasjoner er det minimalt med reduksjon i insulinsignalering. Verken
glukoseopptaket eller glykogen syntase aktivitet ser ut til & vaere pavirket ved 70 uM
konsentrasjon koffein. Resultatene viser likevel at koffein er i stand til & hemme
glukoseopptak og signalering fra insulin, til tross for at man er usikre pa effekten av

fysiologiske konsentrasjoner i kroppen.

Pl 3-Kd er isoformen i Klasse I Pl 3-K som hemmes kraftigst med koffein (Foukas et al.,
2002), og derfor kan hemming av Pl 3-K& kanskje forklare noen av de fysiologiske
egenskapene koffein har pa insulinsignalering? Som sagt tidligere, sa pavirket ikke hemming
av PI 3-K3 insulinstimulering. Dette ma bety at det er andre effekter ved koffein som gjer at
insulinstimulering hemmes, og ikke hemming av Pl 3-K&. mTOR og Pl 3-KC2a skal vare
blokkert med 10 mM koffein (Foukas et al., 2002), men om dette har noen betydning er

usikkert.

Det har lenge veert diskutert om PKB er involvert i insulinresistens i skjelettmuskulatur ved
tilstander som type 2 diabetes. Krook et al. (Krook et al., 1998) studerte insulins effekt pa
PKB-aktivitet i skjelettmuskel fra seks pasienter med type 2 diabetes, samt hos seks friske
individer. Det ble funnet defekter i insulinstimulert PKB-aktivitet sammen med redusert

glukosetransport hos de med type 2 diabetes (Krook et al., 1998), noe som antyder at redusert
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PKB-aktivitet kan spille en rolle i utviklingen av insulinresistens. Forsgk har vist korrelasjon
mellom reduksjonen i insulinstimulert GLUT4-translokering og glukosetransport, og en
kraftig reduksjon i PKB-aktivitet (Whiteman et al., 2002). Motstridende data ble funnet i
forsgk utfgrt av Kim et al. (Kim et al., 1999) pa muskel hos individer med type 2 diabetes. De
viste at PKB-aktiviteten hos de med type 2 diabetes var lik som hos friske individer, til tross
for at type 2 diabetikerne nesten hadde en halvert Pl 3-K-aktivitet (Kim et al., 1999).

PKB-inhibitoren SN30978 viste at PKB er ngdvendig for glukoseopptak. Forsgk har vist at
SN30978 ikke reduserte aktiviteten til Klasse la Pl 3-K helt opp til 5 uM (samarbeid med

C. Chaussade og P. R. Shepherd, University of Auckland Medical School, New Zealand).
Selv om det i oppgaven ble brukt konsentrasjoner helt opp til 10 uM, antas det at Klasse la

PI 3-K er upavirket i forsgkene, og at effekten pa glukoseopptak skyldes hemming av PKB.
SN30978 reduserte PKB-fosforyleringen med 60 % ved hgyeste konsentrasjon, mens
glukoseopptaket var redusert med 50 %. | dette forsgket ble det vist at insulinstimulert PKB-
fosforylering og glukoseopptak fulgte hverandre, og at PKB medierer glukoseopptak.
Glykogen syntase aktivitet ble ikke redusert pa samme mate (P = 0,3 for lineer trend). Siden
en PKB-avhengig mekanisme direkte bidrar til aktivering av GS via GSK-3, sa var det ventet
at GS aktivitet skulle avta nar PKB-fosforylering var redusert med 60 % ved hgyeste
SN30978-konsentrasjon. Hvorfor ikke GS ikke ble pavirket av redusert PKB-fosforylering er
vanskelig a si. Dette er resultater som stgtter at GS-fosforylering skjer via en annen

mekanisme enn via PKB-signalveien.

Det er fortsatt en stor utfordring i dag & designe inhibitorer som kan skille mellom naert
beslektede enzymer, slik som Pl 3-K-isoformene. Det er viktig & huske pa at mange av
inhibitorene ikke har blitt utforsket ngye nok mht. spesifisitet og cellepermeabilitet.
Cellepermeable protein kinase inhibitorer, som vi med sikkerhet visste hadde en hgy
spesifisitet for gnskede enzymer, ville kunne gi mer sikker informasjon om enzymenes rolle
for insulinsignalering. Det & overfare detaljert kunnskap fra forsgk pa celler til utviklingen av
effektive legemidler er en stor utfordring for biomedisinske forskere. Farmakologi vil spille

en viktig rolle nar man skal mgte slike utfordringer.

Det er verdt & merke seg at ICso/ECso-verdier fra forsgk i denne oppgaven kan variere fra
verdier oppgitt i litteraturen. Dette kan komme av at metodene ikke er utfgrt pa ngyaktig
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samme mate, at det er benyttet forskjellige typer vev eller at betingelsene varierer mellom

laboratoriene.

For & oppsummere det som har blitt skrevet i dette kapittelet, s& har wortmannin og
LY294002 antydet at Klasse | Pl 3-K er ngdvendig for insulinsignalering. | tillegg sa har
analyser i denne oppgaven pekt ut Pl 3-Ka som den viktigste lipid kinasen som kreves for
insulinsignalering i muskelceller, men den viste likevel ikke a ha sa stor betydning som
tidligere antatt. Bruk av spesifikke inhibitorer for de fire isoformene i Klasse | Pl 3-K gav
liten effekt, noe som kan tyde pa at flere enzymer i tillegg til Klasse | Pl 3-K er med pa &
regulere insulinsignalering. Det kan ikke utelukkes at Klasse Il Pl 3-K, og da spesielt

Pl 3-KC2a, kan ha en viktig rolle for insulinsignalering i muskel. Koffein blokkerte
insulinstimulert glukosemetabolisme, men Pl 3-K§ ser ikke ut til & veare involvert. Det er
usikkert om koffein har den samme effekten pa glukosemetabolismen i kroppen var etter
inntak av koffeinholdig mat og drikke. PKB-inhibitoren viste i denne oppgaven at PKB-
fosforylering medierer glukoseopptak, men klarte ikke & vise at PKB er ngdvendig for

aktivering av GS.
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5 KONKLUSJON

Pa bakgrunn av forsgk med P1 3-K-inhibitorene wortmannin og LY294002, er det sterke bevis
for at Pl 3-kinase er ngdvendig for glukoseopptak og signalering mediert av insulin. Ut i fra
funn i denne oppgaven ser det ut som om Klasse 1a Pl 3-K ikke er ansvarlig for de observerte

effektene wortmannin og LY 294002 har pa insulinsignalering.

Det ble under punktet 1.5 Formal stilt noen spgrsmal med hensyn til de ulike inhibitorenes

effekt pa insulinsignaleringen. For & besvare spgrsmalene, ble disse konklusjonene trukket:

1. PI 3-K-inhibitorene wortmannin og LY294002 blokkerte insulinstimulert
glukoseopptak, PKB-fosforylering og glykogen syntase aktivering. Dose-respons-
kurvene for GU, PKB-fosforylering og GSA 4 inntil hverandre, hvilket tyder pa at

alle disse trinnene reguleres av Pl 3-K.

2. PIK75, som hemmet Pl 3-Ka., hadde lite effekt pa glukoseopptaket, men klarte a
redusere PKB-fosforylering med 70 %. Glykogen syntase fikk en kraftig gkt aktivitet
med hgyeste konsentrasjon PIK75, noe som kan tyde pa uspesifikk binding og

inaktivering av GSK-3.

3. Hemming av P1 3-Kp hadde ingen effekt pa verken insulinstimulert glukoseopptak

eller signalering.

4. Da Pl 3-Ky eller PI 3-K3& ble hemmet, hadde dette ingen effekt pa insulinstimulert

glukoseopptak eller signalering.

5. Koffein er i stand til & blokkere insulinstimulert glukoseopptak, PKB-fosforylering og

glykogen syntase aktivering.
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6. PKB-inhibitoren SN30978 reduserte insulinstimulert glukoseopptak med 50 % og
PKB-fosforylering med 60 %, mens det ikke ble pavist endring ved noen andre trinn i

signalveien. Dette stgtter at PKB medierer glukoseopptak.

7. Funnene i denne oppgaven kan tyde pa at Klasse la-isoformene av Pl 3-kinase ikke
har den betydningen man tidligere har antatt mht. insulinstimulert glukoseopptak og

signalering.
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APPENDIKS 1

KJEMIKALIER OG UTSTYR

Kjemikalier

Produkt

Forhandler/produsent

Produkt/katalognr.

Hemmere

AS252424

*

Caffeine

Sigma C-0750

IC87114

Sigma-Aldrich

LY294002

Sigma-Aldrich

Sigma L-9908

P1103

PIK75

*

SN30978

*

TGX221

*

Wortmannin

Sigma-Aldrich

Sigma W-1628

Insulin

Actrapid inj.vaeske 100 IE/ml

Novo Nordisk

Varenr: 014398

Radioaktivt materiale

Mannitol, D-[1-**C], PerkinElmer NEC-314

3,7 MBg/ml

Deoxy-D-Glucose, PerkinElmer NET-549

2-[1,2-*H(N)], 37 MBg/ml

UDPG, [glucose **C(U)], PerkinElmer NEC-403

0,74 MBg/ml

Homogenisering

Protease inhibitor cocktail Sigma-Aldrich Sigma P-8340

Protein Standard, 80 mg/ml Sigma-Aldrich Sigma P-8119

Antistoffer

Primeert antistoff, MedProbe Cell Signaling Tech. #9271
PKB Ser*

Primeert antistoff, MedProbe Cell Signaling Tech. #4056
PKB Thr*®

Primeert antistoff, MedProbe Cell Signaling Tech. #9331
GSK-3 Ser*”?

Primert antistoff, GS Ser®** MedProbe Cell Signaling Tech #3891.
Primeert antistoff, MedProbe Upstate #05-412

GSK-3 Total protein

Sekundeert antistoff, MedProbe Cell Signaling Tech. #7074
Anti-rabbit

Sekundeert antistoff, MedProbe Upstate #12-349
Anti-mouse

@vrige produkter til western

Prestained precision protein BioRad 161-0373

standards

Immobilon-P Transfer Millipore IPVH00010

membrane, PVDF

Imobillon Western Millipore WBKLS0500

Chemiluminescent HRP Substrate
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Fremkalling

UV+-film, Kodak X-OMAT Jan F Andersen AS B0004998
Fremkaller: Kodak Jan F Andersen AS LX-24
Fiksering: Kodak Jan F Andersen AS AL-4

* Inhibitor syntetisert av P. R. Shepherd, University of Auckland Medical School, New
Zealand

@vrige kjemikalier er fra Sigma eller Merck.

uUtstyr

Inkuberingsutstyr for muskel (laget pa Stami)
Homogenisator (Polytron PT1200)
Elektroforese- og blotteutstyr (BioRad)
Scintillasjonsteller (TRI-Carb 1900 TR; Packard)

| tillegg ble det brukt standard laboratorieutstyr tilgjengelig pa Stami, bl.a pipetter,
glassutstyr, analysevekter, frysetarker, pH-meter og spektrofotometer.




APPENDIKS 2

LASNINGER

Lasninger som er brukt i oppgaven er listet opp her. Oppskriftene er ikke fullstendige, men er
tatt med for & illustrere hva som ble brukt under forsgkene. Alt vann som ble brukt var renset

vann fra Millipore-anlegg (HPLC-kvalitet).

Buffer til inkubering av muskler (Krebs-Henseleit buffer)

Oppskrift Stock | Kons. i lgsning
NaCl 1,16 M

KCI 0,046 M
KH,PO, 0,0116 M
NaHCO; 0,253 M

| renset vann

Oppskrift Stock 11 Kons. i lgsning
CaCl,x2H,0 0,025 M
MgSQO4x7H,0 0,0116 M

| renset vann

Bruksferdig lgsning ble laget hver forsgksdag pa falgende mate:

100 ml Stock |

100 ml Stock 11

800 ml renset vann

Gasset i (95 % O,/5 % CO,) i ca. 45 min

Deretter tilsatt: Mengde Kons. i lgsning
BSA 900 mg 0,1%
HEPES 1072,3 mg 5 mM
Glucose monohydrate 981 mg 5,5 mM
Pyruvat 198 mg 2mM

-pH justert til 7,4

66




Lasninger til Western blotting

Homogeniseringsbuffer

Kons. i lgsning

H,O

1 M HEPES pH 7,4 50 mM
3 M NaCl 150 mM
100 mM NayP,0; 10 mM
500 mM NaF 30 mM
100 mM NazVO, 1 mM
200 MM EDTA 10 mM
250 mM Benzamidin 2,5mM
Protease inhibitor cocktail (P-8340) 0,5 ul/10 mg muskel
Triton X-100 (tilsatt etter homogenisering) 1%

- pH justert til 7,4

5xSDS prgvebuffer Kons. i lgsning
1,5 M Tris pH 6,8 313 mM

20 % SDS 10 %

2,5 % Bromfenolblatt/glycerol 0,25 %/9,9 %
Glycerol 19 %

Stackinggel (til pafgring av praver) til
Western, 4 % akrylamid, 4 geler

Total mengde

H,0 6,4 ml
1,5 M Tris pH 6,8 0,67 ml
20 % SDS 40 pl
40 % Acrylamid/Bis (37,5 : 1) 0,8 mi
TEMED (kons.) 8 ul

10 % APS 80 ul

Separasjonsgel til Western,
10 % akrylamid, 4 geler

Total mengde

H,0 7,8 ml
1,5 M Tris pH 8,8 4 ml
20 % SDS 80 ul
40 % Acrylamid/Bis (37,5 : 1) 4 ml
TEMED (kons.) 9,6 ul
10 % APS 160 pl
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Elektroforesebuffer

Kons. i Igsning

Tris 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 0.1%

| renset vann

Overfgringsbuffer

Kons. i lgsning

Tris 25 mM
Glycin 192 mM
Metanol 10 %

| renset vann

PBS/0,1 % Tween-20

Kons. i lgsning

Na,HPO, x 2 H,0O

80 mM

NaH,PO4 x H,0 20 mM
NaCl 100 mM
Tween 20 0,1 %

| renset vann

- pH justeres til 7,4 med NaOH
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