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Praca oryginalna Original paper

Wspó³czesny model przekazywania sygna³u insuli-
ny opisuje sieæ interakcji wielu bia³ek wewn¹trzko-
mórkowych. Zwi¹zanie insuliny z podjednostk¹ a re-
ceptora prowadzi do autofosforylacji podjednostki b
i ujawnienia jej aktywno�ci kinazy tyrozynowej. En-
dogennym substratem dla receptora insulinowego jest
cytoplazmatyczne bia³ko IRS-1 (insulin receptor sub-
strate-1), które w formie ufosforylowanej wchodzi
w niekowalencyjne po³¹czenia z innymi bia³kami we-
wn¹trzkomórkowymi, g³ównie z kinaz¹ fosfatydylo-
inozytolu (PI-3K) oraz bia³kiem Grb2 (growth factor
receptor-binding protein-2), stanowi¹cym ogniwo pomiê-
dzy IRS-1 a szlakiem Ras (25). Zwi¹zanie IRS-1 z ty-
mi bia³kami powoduje ich aktywacjê i w konsekwen-

cji dywergencjê sygna³u na wiele ró¿nych szlaków ju¿
na wczesnych etapach systemu przeka�nictwa. Uwa-
¿a siê, i¿ kluczow¹ rolê w wewn¹trzkomórkowej kas-
kadzie przeka�nictwa odgrywaj¹ bia³kowe kinazy se-
rynowo-treoninowe (ser/thr). Liczne dowody wska-
zuj¹, ¿e pobudzenie receptora insuliny prowadzi do
aktywacji przynajmniej dwóch wa¿nych szlaków:
w sk³ad pierwszego wchodzi PI-3K i zale¿ne od niej:
kinaza bia³kowa B (PKB) i niektóre izoformy kinazy
bia³kowej C (PKC z/l) oraz kinaza p70S6k, natomiast
drugi obejmuje bia³ka Ras i Raf kontroluj¹ce aktywa-
cjê kinazy MAP (Mitogen-Activated-Protein kinase).

W pracach badawczych zmierzaj¹cych do poznania
wewn¹trzkomórkowych dróg przekazywania sygna³u

Wykorzystanie modelu mysich mioblastów linii C2C12
w badaniu mechanizmów insulinooporno�ci

w miê�niach szkieletowych*)

KATARZYNA GRZELKOWSKA-KOWALCZYK, WIOLETTA WIETESKA

Katedra Nauk Fizjologicznych Wydzia³u Medycyny Weterynaryjnej SGGW, ul. Nowoursynowska 159, 02-776 Warszawa

Grzelkowska-Kowalczyk K., Wieteska W.

Mouse C2C12 myoblasts exposed to high glucose and high insulin as a cellular model
of insulin resistance in skeletal muscles

Summary
The aim of the present study was to examine the effect of high glucose alone and in combination with high

insulin on insulin-stimulated protein synthesis and the activation of insulin signaling pathways in mouse C2C12
myogenic cells. The experiments were performed on mouse C2C12 myoblasts subjected to differentiation
under normal glucose (5 mmol/l), high glucose alone (15 mmol/l), or in combination with high insulin
(50 nmol/l). Six-day differentiation under high glucose alone or in combination with high insulin resulted in
insulin resistance, manifested by the abolition of the stimulatory effect on protein synthesis. High glucose
concentration in the culture medium did not affect the protein kinase B (PKB) cellular content in C2C12
myogenic cells, whereas in cells preincubated with a combination of high glucose and high insulin a slight but
significant increase (of 19%) in PKB protein content was determined. Insulin caused the activation of protein
kinase B (PKB) in control C2C12 myogenic cells. Pretreatment with high glucose did not affect PKB phospho-
rylation whereas in cells differentiated under high glucose and high insulin PKB activation by insulin was
markedly attenuated as compared with the control (differentiation under normal glucose). Neither the p70S6k

protein content nor the pattern of insulin-mediated kinase activation was affected by pretreatment with high
glucose, however high glucose and high insulin in combination caused an impairment in the p70S6k phospho-
rylation when compared to the control. High glucose exerted no significant changes in MAP kinase protein
content, however concomitant treatment with high glucose and high insulin resulted in the decrease in p42MAPK

and p44MAPK proteins (by 20%). During the whole period of observation, p42MAPK exhibited basal phosphory-
lation that was not modified in the presence of insulin. However, the phosphorylation of p42MAPK was
profoundly impaired in cells preincubated with high glucose alone or in combination with high insulin. In
conclusion: 1) high glucose abolishes the stimulatory action of insulin on protein synthesis without changes in
PKB and p70S6k activation; 2) high glucose and high insulin in combination abolish the stimulatory effect of
insulin dependent on PKB- and p70S6k; 3) the stimulatory action of insulin on protein synthesis in C2C12
myogenic cells depends on basal phosphorylation of p42MAPK.
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insuliny wiele uwagi po�wiêcono poszukiwaniu ich
potencjalnych modyfikacji mog¹cych wyja�niæ os³a-
bione dzia³anie insuliny, towarzysz¹ce wielu stanom
patologicznym. Oporno�æ na insulinê wystêpuje przede
wszystkim w cukrzycy typu 2, chocia¿ wiadomo, ¿e
rozwija siê równie¿ w cukrzycy typu 1 jako zjawisko
wtórne do hiperglikemii (19). Wykazano, ¿e w efek-
cie hiperglikemii czê�ciowo mog¹ po�redniczyæ me-
tabolity szlaku heksozamin (5) lub aktywacja ró¿nych
izoform kinazy bia³kowej C (11).

Liczne obserwacje wskazuj¹, ¿e fosforylacja bia³ka
IRS-1 przez bia³kowe kinazy ser/thr spe³nia istotn¹ rolê
w regulacji aktywno�ci szlaku transdukcji sygna³u in-
suliny (10, 28). Wed³ug ostatnich doniesieñ, czynniki
�rodowiska zewn¹trzkomórkowego wywo³uj¹ce opor-
no�æ na insulinê mog¹ oddzia³ywaæ na aktywno�æ swo-
istych kinaz ser/thr i za ich po�rednictwem modulo-
waæ aktywno�æ szlaku przeka�nictwa sygna³u insuli-
ny (7).

Powy¿sze obserwacje sta³y siê przes³ank¹ do pod-
jêcia badañ, które przeprowadzono w uk³adzie in
vitro na kulturach mysich mioblastów linii C2C12. Ich
celem by³o okre�lenie wp³ywu insuliny na syntezê bia³-
ka w komórkach miogennych poddanych ró¿nico-
waniu w obecno�ci wysokiego stê¿enia glukozy lub
wysokiego stê¿enia glukozy i insuliny, wystêpuj¹cych
w cukrzycy insulinozale¿nej i insulinoniezale¿nej oraz
wyja�nienie roli wybranych elementów przekazywa-
nia sygna³u wzbudzonego przez insulinê w regulacji
syntezy bia³ka miê�niowego.

Materia³ i metody
Kultura mysich komórek miogennych linii C2C12.

Badania przeprowadzono na mysich mioblastach linii
C2C12, otrzymanych z banku komórek European Collec-
tion of Animal Cell Culture (Porton Down, UK). Kultury
mioblastów hodowano w po¿ywce DMEM, wzbogaconej
10% FCS (10% FCS/DMEM), z dodatkiem penicyliny
(100 U/ml), streptomycyny (100 µg/ml), gentamycyny
(10 mg/ml), tylozinu (8 mg/ml) i fungizonu (250 Ug/ml)
w inkubatorze z dop³ywem CO

2
 (Sanyo MCO-17-AIC,

Sanyo Electric Co., Ltd. Japonia), w atmosferze 5% CO
2
/

/95% wilgotno�ci, w temperaturze 37°C (310 K). Po¿ywkê
hodowlan¹ wymieniano co 48 godzin. Wszystkie prace pro-
wadzone na kulturach komórkowych wykonywano w ka-
binie laminarnej z nawiewem sterylnego powietrza (Clean
Air Techniek B. V. DLF 460, Woerden, Holandia), przy
pomocy sterylnego sprzêtu laboratoryjnego i sterylnych od-
czynników z zachowaniem zasad aseptyki.

Badanie syntezy bia³ka (metoda izotopowa). Mio-
blasty pozyskane z hodowli ci¹g³ej wysiano na p³ytkach
24-zag³êbieniowych. Po uzyskaniu 100% konfluentno�ci
po¿ywkê wzrostow¹ wymieniono na pod³o¿e ró¿nicuj¹ce,
wzbogacone 2% surowicy koñskiej (2% HS/DMEM), do
którego wprowadzono glukozê (15 mmol/l) lub glukozê
(15 mmol/l) i insulinê (50 nmol/l). Hodowlê utrzymywano
przez 5 dni, w tym czasie co 48 godzin wymieniano po-
¿ywkê. W pi¹tym dniu ró¿nicowania komórki poddano
24-godzinnemu dzia³aniu insuliny w zakresie stê¿eñ

0,1-100 nmol/l. Kultury kontrolne utrzymywano w po¿yw-
ce 2% HS/DMEM, w której stê¿enie glukozy wynosi³o
5 mmol/l.

Syntezê bia³ka komórkowego oceniano na podstawie
wbudowywania znakowanej [4,5-3H]leucyny (ICN Polfa
Rzeszów) w bia³ko komórkowe. Roztwór znacznika izoto-
powego w PBS-D podawano do kultur komórkowych (ak-
tywno�æ koñcowa 1 µCi/ml) na 4 godziny przed zakoñcze-
niem inkubacji z insulin¹. Pomiar przeprowadzono w beta-
spektrofotometrze (1600 CA Tri-Carb Liquid scintillation
analyzer, Packard, Canbera Comp.), a tempo syntezy bia³-
ka wyra¿ano jako % radioaktywno�ci znakowanej leucyny
wbudowanej we frakcje kwasowo-nierozpuszczalne bia³-
ka w stosunku do grupy kontrolnej.

Badanie ekspresji i aktywacji kinaz bia³kowych
(immunoblotting). W celu zbadania ekspresji i aktywacji
kinaz bia³kowych zawiesinê mysich mioblastów linii C2C12
w po¿ywce wzrostowej (10% FCS/DMEM) wysiano do ste-
rylnych butelek (Nunclon� Surface, Nunc�, Dania) i pro-
wadzono hodowlê do czasu uzyskania 100% konfluentno�-
ci, wymieniaj¹c po¿ywkê co 48 godzin. Nastêpnie po¿ywkê
wzrostow¹ wymieniono na ró¿nicuj¹c¹ (2% HS/DMEM),
do której wprowadzono glukozê (15 mmol/l) lub glukozê
(15 mmol/l) i insulinê (50 nmol/l). Kultury kontrolne pro-
wadzono w po¿ywce 2% HS/DMEM. W szóstym dniu ró¿-
nicowania usuniêto pod³o¿e ró¿nicuj¹ce, komórki przep³u-
kano PBS-D, poddano 3-godzinnej inkubacji w po¿ywce
podstawowej DMEM, a nastêpnie traktowano insulin¹ (100
nmol/l) w czasie 10-50 minut. Po up³ywie tego czasu ko-
mórki przep³ukano zimnym PBS-D i zbierano przez zeskro-
banie. Nastêpnie komórki poddano lizie, a ca³kowite stê¿e-
nie bia³ka w lizatach oznaczono metod¹ Bradforda.

Bia³ka rozdzielono elektroforetycznie w ¿elu poliakry-
lamidowym z dodatkiem siarczanu dodecylu sodu w apa-

Ryc. 1. Wp³yw insuliny na syntezê bia³ka w mysich komór-
kach miogennych linii C2C12 poddanych ró¿nicowaniu
w obecno�ci fizjologicznego stê¿enia glukozy (5 mmol/l, NG),
wysokiego stê¿enia glukozy (15 mmol/l, HG) oraz wysokiego
stê¿enia glukozy i wysokiego stê¿enia insuliny (50 nmol/l, HG
+ HI). Przedstawione warto�ci s¹ �rednimi arytmetycznymi
(+ SEM), wyra¿onymi jako % warto�ci kontrolnej (bez insu-
liny) w ka¿dej grupie, n = 12
Obja�nienia: * oznacza statystycznie istotn¹ ró¿nicê w porówna-
niu z traktowaniem bez insuliny w tej samej grupie; # oznacza
statystycznie istotn¹ ró¿nicê w porównaniu z traktowaniem tym
samym stê¿eniem insuliny w obecno�ci fizjologicznego stê¿enia
glukozy (grupa NG)
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racie Mini-Protean II Bio-Rad. Elektro-
forezê prowadzono przy napiêciu 100 V
przez 3 godziny. Elektrotransfer bia³ek
z ¿elu na membranê nitrocelulozow¹ wy-
konano przy napiêciu 100 V przez 90 mi-
nut. Membrany inkubowano ze swoistym
przeciwcia³em pierwotnym przez 12 go-
dzin w temperaturze 4°C (277 K), a na-
stêpnie z odpowiednim przeciwcia³em
wtórnym sprzê¿onym z peroksydaz¹ chrza-
now¹. Reakcjê nasilonej chemilumine-
scencji (enhanced chemiluminescence)
wywo³ano z u¿yciem ECL Western Blot-
ting Detection Reagents. Detekcjê pr¹¿ków
na membranach wykonano przy u¿yciu
filmu autoradiograficznego Hyperfilm�
ECL (Amersham Biosciences UK Ltd.),
który nastêpnie skanowano i poddano ana-
lizie gêsto�ci optycznej za pomoc¹ opro-
gramowania Kodak 1D Image Analysis
Software (Eastman Kodak Company,
Rochester, N. Y., USA).

Analiza statystyczna. Uzyskane wyni-
ki wyra¿ono w formie �redniej arytmetycz-
nej ± b³¹d standardowy. Analizê statystycz-
n¹ przeprowadzono z wykorzystaniem
testu t-Studenta, jednoczynnikowej anali-
zy wariancji i testu wielokrotnego rozstê-
pu Tukeya. Ró¿nice miêdzy warto�ciami
�rednimi na poziomie p < 0,05 uznano za
statystycznie istotne.

Wyniki i omówienie
Wysokie stê¿enie glukozy lub gluko-

zy i insuliny w �rodowisku inkubacyj-
nym ró¿nicuj¹cych komórek linii
C2C12 nie mia³o istotnego wp³ywu na
syntezê bia³ka mierzon¹ w warunkach
podstawowych. Szybko�æ syntezy bia³-
ka oceniana szóstego dnia ró¿nicowa-
nia w komórkach traktowanych wstêp-
nie wysokim stê¿eniem glukozy lub
glukozy i insuliny wynosi³a, odpowied-
nio, 102,8% i 111,9% warto�ci kontrolnej (ró¿nico-
wanie w obecno�ci fizjologicznego stê¿enia glukozy).
Stymuluj¹ce dzia³anie insuliny na syntezê bia³ka w 6.
dniu ró¿nicowania stwierdzono w hodowli bez dodat-
ku glukozy i insuliny, przy najwy¿szych zastosowa-
nych stê¿eniach hormonu: 10 i 100 nmol/l (odpowied-
nio: 132,2% i 135,7% warto�ci kontrolnej) (ryc. 1).
Sze�ciodniowa preinkubacja komórek w po¿ywce za-
wieraj¹cej wysokie stê¿enie glukozy lub wysokie stê-
¿enie glukozy i insuliny wywo³a³a oporno�æ na insuli-
nê w zakresie stymulacji syntezy bia³ka, przejawiaj¹-
c¹ siê ca³kowitym zniesieniem dzia³ania hormonu.
Brak istotnych ró¿nic miêdzy traktowaniami w pod-
stawowej szybko�ci syntezy bia³ka pozwala przypusz-
czaæ, ¿e os³abiony wp³yw insuliny na syntezê bia³ka
w komórkach preinkubowanych z wysokim stê¿eniem
glukozy lub glukozy i insuliny, jest raczej przejawem

insulinooporno�ci, a nie modyfikacji przebiegu mio-
genezy. Wobec wyra�nego wp³ywu wysokiego stê¿e-
nia glukozy i insuliny na syntezê bia³ka w komórkach
miogennych poddanych dzia³aniu insuliny, celem dal-
szych prac badawczych by³o prze�ledzenie ekspresji
i aktywacji wybranych ogniw wewn¹trzkomórkowego
szlaku przeka�nictwa sygna³u wzbudzonego insulin¹.

Wcze�niejsze badania wykaza³y, ¿e kinaza bia³ko-
wa B podlega fosforylacji w ludzkich miê�niach szkie-
letowych i szczurzych miotubach L6 w odpowiedzi
na insulinê i IGF-I w sposób zale¿ny od kinazy PI-3
(1, 4), a zatem potencjalna modyfikacja ekspresji
i/lub aktywacji PKB mog³aby t³umaczyæ os³abion¹ od-
powied� komórek docelowych na hormon w stanach
oporno�ci na insulinê.

Wysokie stê¿enie glukozy w po¿ywce inkubacyjnej
nie spowodowa³o zmian poziomu bia³ka PKB w ba-

Ryc. 2.a. Poziom bia³ka PKB w mysich komórkach miogennych linii C2C12
poddanych ró¿nicowaniu w obecno�ci fizjologicznego stê¿enia glukozy (5 mmol/l,
NG), wysokiego stê¿enia glukozy (15 mmol/l, HG) oraz wysokiego stê¿enia glu-
kozy i wysokiego stê¿enia insuliny (50 nmol/l, HG + HI). Immunoblotting prze-
prowadzono przy u¿yciu poliklonalnych przeciwcia³ rozpoznaj¹cych bia³ko PKB.
Gêsto�æ optyczn¹ pr¹¿ków przedstawiono w jednostkach umownych, przyjmu-
j¹c warto�æ uzyskan¹ w grupie kontrolnej (NG) jako 1.
b. � Wp³yw insuliny na fosforylacjê PKB w mysich komórkach miogennych
linii C2C12. Immunoblotting przeprowadzono przy u¿yciu poliklonalnych prze-
ciwcia³ rozpoznaj¹cych ufosforylowan¹ (aktywn¹) formê kinazy. Przedstawio-
ny obraz jest reprezentatywny dla trzech niezale¿nych do�wiadczeñ.
c. � Fosforylacja PKB w mysich komórkach miogennych linii C2C12 podda-
nych dzia³aniu insuliny. Przedstawione warto�ci wyra¿aj¹ stosunek gêsto�ci
optycznej pr¹¿ków uzyskanych w analizie z zastosowaniem przeciwcia³ rozpoz-
naj¹cych ufosforylowan¹ formê kinazy do gêsto�ci optycznej pr¹¿ków uzyska-
nych w analizie z zastosowaniem przeciwcia³ rozpoznaj¹cych bia³ko PKB. War-
to�æ uzyskan¹ w czasie 0 w ka¿dej grupie przyjêto jako 1
Obja�nienia: a, b, c � oznacza statystycznie istotn¹ ró¿nicê w obrêbie tej samej gru-
py; * oznacza statystycznie istotn¹ ró¿nicê w porównaniu z grup¹ kontroln¹ (NG)
w tym samym czasie
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danych komórkach, zaobserwowano jednak niewiel-
ki, ale statystycznie istotny wzrost poziomu PKB (19%,
p < 0,05) w komórkach poddanych ró¿nicowaniu
w obecno�ci wysokiego stê¿enia glukozy i insuliny
(ryc. 2a). W mioblastach C2C12 w 6. dniu ró¿nico-
wania stwierdzono aktywacjê PKB przez insulinê
(100 nmol/l), mierzon¹ metod¹ immunoblottingu przy
pomocy przeciwcia³ rozpoznaj¹cych ufosforylowan¹
(aktywn¹) formê kinazy (ryc. 2b, c). Szczyt fosfory-
lacji/aktywacji wyst¹pi³ 20 minut po podaniu hormo-
nu, a po 50 minutach jego dzia³ania zaobserwowano
istotny spadek aktywno�ci PKB. Aktywacja PKB przez
insulinê w komórkach poddanych wstêpnej 6-dniowej
inkubacji w po¿ywce z wysokim stê¿eniem glukozy
by³a podobna do obserwowanej w warunkach kontrol-
nych. Wzrost fosforylacji PKB pod wp³ywem insuli-
ny by³ istotnie mniejszy w porównaniu ze zmianami
aktywacji tej kinazy w kulturach komórkowych utrzy-
mywanych w po¿ywce kontrolnej i w obecno�ci wy-
sokiego stê¿enia glukozy (ryc. 2c). Powy¿sze obser-
wacje potwierdzaj¹ wyniki badañ przeprowadzonych
na szczurzych miotubach linii L6, w których fosfory-
lacja PKB w obecno�ci wysokich stê¿eñ glukozy i in-
suliny by³a zmniejszona, podobnie jak dokomórkowy
transport glukozy stymulowany przez insulinê (12).
Zbli¿one zmiany zanotowano w badaniach prowadzo-
nych na szczurzych adipocytach traktowanych wyso-
kim stê¿eniem glukozy i insuliny (3). Nale¿y jednak
zauwa¿yæ, i¿ dostêpne dane bibliograficzne nie okre�-
laj¹ jednoznacznie znaczenia zmian aktywno�ci PKB
w stanach oporno�ci na insulinê. Poza zmniejszon¹
aktywacj¹ PKB w miê�niach szkieletowych w cukrzycy
typu 2 (18) i po odnerwieniu (26), opisano równie¿
przypadki prawid³owej lub nasilonej aktywacji kina-
zy u szczurów z cukrzyc¹ do�wiadczaln¹ i podczas
g³odzenia (14, 22). Niektórzy autorzy podwa¿aj¹ rolê
kinazy bia³kowej B w efektach metabolicznych insu-
liny (23, 27). W prezentowanej pracy wzrost fosfory-
lacji PKB pod wp³ywem insuliny by³ uzale¿niony od
obecno�ci hormonu w po¿ywce w czasie 6-dniowej
preinkubacji (ryc. 2). Jedynie w przypadku mioblastów
poddanych ró¿nicowaniu w obecno�ci wysokiego stê-
¿enia glukozy i insuliny zaobserwowano korelacjê
miêdzy zmniejszon¹ aktywacj¹ PKB i os³abionym
efektem metabolicznym hormonu, mierzonym wbu-
dowywaniem znakowanej leucyny w bia³ko komór-
kowe. Powy¿sze wyniki sugeruj¹, ¿e kinaza bia³kowa
B nie stanowi kluczowego elementu w regulacji syn-
tezy bia³ka przez insulinê w komórkach miogennych
poddanych ró¿nicowaniu w obecno�ci wysokiego stê-
¿enia glukozy.

Ekspozycja komórek na insulinê wywo³a³a aktywa-
cjê kinazy p70S6k, zale¿nej m.in. od PKB (ryc. 3).
W warunkach podstawowych, po rozdziale elektrofo-
retycznym p70S6k wystêpuje w postaci pojedynczego
pr¹¿ka o masie ok. 70 kDa. W wyniku aktywacji kina-
zy pojawiaj¹ siê formy wykazuj¹ce ró¿ny stopieñ ufos-
forylowania i w konsekwencji zmniejszon¹ ruchliwo�æ

elektroforetyczn¹. Dynamika fosforylacji p70S6k pod
wp³ywem insuliny by³a podobna w kulturach kontrol-
nych i preinkubowanych w po¿ywce wzbogaconej
w glukozê. W komórkach preinkubowanych w po¿yw-
ce z wysokim stê¿eniem glukozy i insuliny aktywacja
p70S6k pod wp³ywem insuliny by³a znacznie os³abio-
na. Sze�ciodniowa inkubacja komórek w po¿ywce
z wysokim stê¿eniem samej glukozy lub w po³¹cze-
niu z wysokim stê¿eniem insuliny nie mia³a wp³ywu
na poziom bia³ka p70S6k. Rola kinazy p70S6k w syste-
mie przekazywania sygna³u polega przede wszystkim
na regulacji ufosforylowania bia³ka S6 podjednostki
40S rybosomu oraz swoistych bia³ek komórkowych,
kontroluj¹cych etap inicjacji i wyd³u¿ania ³añcuchów
bia³kowych w procesie translacji (15). Zmniejszona
aktywacja p70S6k przez insulinê w komórkach podda-
nych ró¿nicowaniu w obecno�ci wysokiego stê¿enia
glukozy i insuliny (ryc. 3) oraz obserwowane os³abie-
nie efektu biologicznego hormonu (ryc. 1) potwierdzaj¹
zwi¹zek p70S6k z regulacj¹ syntezy bia³ka w komór-
kach miê�niowych. Wyniki te s¹ zgodne z poprzedni-
mi obserwacjami przeprowadzonymi na izolowanych
miê�niach szczurów traktowanych deksametazonem
(6). S³aba aktywacja p70S6k jest, prawdopodobnie, od-
zwierciedleniem zmian aktywno�ci wy¿szych piêter
wewn¹trzkomórkowego systemu przekazywania syg-
na³u, m.in. PKB, w nastêpstwie traktowania wysokim
stê¿eniem insuliny. Stwierdzono, i¿ komórki miê�nio-
we linii L6 preinkubowane przez 24 godziny z insuli-
n¹ (stê¿enie od 0 do 1000 nmol/l) wykazuj¹ zmniej-
szon¹ aktywacjê szlaków kinaz: PI-3K/PKB oraz ki-
nazy MAP (20). Z drugiej strony, istniej¹ doniesienia
o prawid³owej aktywacji p70S6k przez insulinê w miê�-
niach szkieletowych szczurów z cukrzyc¹ do�wiadczal-

Ryc. 3. Wp³yw insuliny na fosforylacjê p70S6k w mysich ko-
mórkach miogennych linii C2C12 poddanych ró¿nicowaniu
w obecno�ci fizjologicznego stê¿enia glukozy (5 mmol/l, NG),
wysokiego stê¿enia glukozy (15 mmol/l, HG) oraz wysokiego
stê¿enia glukozy i wysokiego stê¿enia insuliny (50 nmol/l,
HG + HI). Immunoblotting przeprowadzono przy u¿yciu po-
liklonalnych przeciwcia³ rozpoznaj¹cych bia³ko p70S6k. Przed-
stawiony obraz jest reprezentatywny dla trzech niezale¿nych
do�wiadczeñ. Gêsto�æ optyczn¹ pr¹¿ków przedstawiono w jed-
nostkach umownych, przyjmuj¹c warto�æ uzyskan¹ w cza-
sie 0 w ka¿dej grupie jako 1
Obja�nienia: jak na ryc. 2.
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n¹, indukowan¹ przez streptozotocynê, u których
stwierdzono insulinooporno�æ (9).

W komórkach miogennych wystêpuj¹ dwie izofor-
my kinazy MAP, ró¿ni¹ce siê nieznacznie ciê¿arem
molekularnym i w konsekwencji ruchliwo�ci¹ elek-
troforetyczn¹: 42 kDa i 44 kDa. Obecno�æ wysokiego
stê¿enia glukozy w �rodowisku inkubacyjnym ró¿ni-
cuj¹cych mioblastów nie mia³a wp³ywu na poziom
bia³ka kinazy MAP, jednak¿e jednoczesne wstêpne
traktowanie komórek wysokim stê¿eniem glukozy
i insuliny spowodowa³o spadek poziomu bia³ek
p42MAPK i p44MAPK (�rednio o 20%, p < 0,05) (ryc. 4a).
Badania z zastosowaniem przeciwcia³ rozpoznaj¹cych
ufosforylowan¹ (aktywn¹) formê kinazy wykaza³y, ¿e
w badanych komórkach fosforylacji podlega przede
wszystkich izoforma p42MAPK (ryc. 4b). Nie stwierdzo-
no wp³ywu insuliny na fosforylacjê badanych izoform
kinazy MAP. W ca³ym 50-minutowym okresie obser-
wacji p42MAPK wykazywa³a podstawowy stopieñ ufos-
forylowania, niezale¿nie od obecno�ci hormonu w po-
¿ywce. Nale¿y jednak zauwa¿yæ, i¿ poziom ufosfory-
lowania p42MAPK by³ istotnie obni¿ony w komórkach
poddanych ró¿nicowaniu w obecno�ci wysokiego stê-
¿enia samej glukozy lub w po³¹czeniu z wysokim

stê¿eniem insuliny, w porównaniu z kultur¹ kontrol-
n¹. Czê�ciowo potwierdza to cytowane powy¿ej ob-
serwacje o hamuj¹cym wp³ywie wysokich stê¿eñ in-
suliny na aktywno�æ MAP w szczurzych komórkach
miê�niowych L6 (20), pozostaje jednak w sprzecz-
no�ci z doniesieniami o podwy¿szonej aktywno�ci tej
kinazy MAP w ró¿nych tkankach w cukrzycy do�wiad-
czalnej (8, 16). Przyczyn¹ tej pozornej rozbie¿no�ci
wyników mo¿e byæ: 1) ró¿na wra¿liwo�æ wewn¹trz-
komórkowych szlaków przeka�nictwa w komórkach
miogennych na wczesnych etapach ró¿nicowania i w
dojrza³ej tkance miê�niowej na ten sam czynnik (wy-
sokie stê¿enie glukozy) lub 2) udzia³ innych czynni-
ków wystêpuj¹cych w �rodowisku zewn¹trzkomórko-
wym w cukrzycy. Wykazano, ¿e czynnik martwicy
nowotworu-a (TNF-a) powoduje wzrost fosforylacji
kinazy MAP w miê�niach szkieletowych szczura (17)
i w komórkach miê�ni g³adkich (13). Stwierdzono po-
nadto, ¿e TNF-a mo¿e modyfikowaæ aktywno�æ nie-
których elementów systemu przeka�nictwa sygna³u
wywo³anego przez insulinê (7). Pomimo braku akty-
wacji kinazy MAP przez insulinê w miocytach C2C12,
nastêpstwa obni¿onego poziomu ufosforylowania tej
kinazy zas³uguj¹ na uwagê ze wzglêdu na du¿¹ liczbê
ró¿nych bia³ek cytozolowych i j¹drowych bêd¹cych
jej potencjalnymi substratami, takich jak fosfolipaza
A

2
, c-Myc, p62TCF (2), Raf (24), IRS-1 (21). Ponadto,

zmniejszona fosforylacja kinazy MAP oraz os³abione
dzia³anie insuliny w komórkach miogennych podda-
nych ró¿nicowaniu w obecno�ci wysokich stê¿eñ glu-
kozy oraz glukozy i insuliny mog¹ wskazywaæ na po-
�redni udzia³ kaskady MAP w regulacji syntezy bia³-
ka w badanych komórkach.

Przedstawione wyniki badañ, przeprowadzonych
w uk³adzie in vitro okre�laj¹ bezpo�redni wp³yw wy-
sokiego stê¿enia glukozy oraz wysokiego stê¿enia glu-
kozy i insuliny, wybranych czynników �rodowiska
zewn¹trzkomórkowego charakterystycznych dla cuk-
rzycy insulinozale¿nej i insulinoniezale¿nej, na odpo-
wied� komórek miogennych na insulinê w zakresie
stymulacji syntezy bia³ka oraz na ekspresjê i aktyw-
no�æ bia³kowych kinaz ser/thr.

Wnioski
Na podstawie otrzymanych wyników mo¿na wysnuæ

nastêpuj¹ce wnioski:
1. Wysokie stê¿enie glukozy w �rodowisku zewn¹trz-

komórkowym ró¿nicuj¹cych mioblastów znosi stymu-
luj¹cy wp³yw insuliny na syntezê bia³ka na drodze me-
chanizmu niezale¿nego od kinazy bia³kowej B i p70S6k.

2. Wysokie stê¿enie glukozy i insuliny w �rodowis-
ku zewn¹trzkomórkowym znosi stymuluj¹cy wp³yw
insuliny na syntezê bia³ka w sposób zale¿ny od PKB
i p70S6k.

3. Istnieje zale¿no�æ pomiêdzy podstawowym po-
ziomem fosforylacji kinazy p42MAPK a stymuluj¹cym
dzia³aniem insuliny na syntezê bia³ka w badanych ko-
mórkach.

Ryc. 4. a � Poziom bia³ka kinazy MAP w mysich komórkach
miogennych linii C2C12 poddanych ró¿nicowaniu w obecno�-
ci fizjologicznego stê¿enia glukozy (5 mmol/l, NG), wysokie-
go stê¿enia glukozy (15 mmol/l, HG) oraz wysokiego stê¿enia
glukozy i wysokiego stê¿enia insuliny (50 nmol/l, HG + HI).
Immunoblotting przeprowadzono przy u¿yciu poliklonalnych
przeciwcia³ rozpoznaj¹cych izoformê p42MAPK i izoformê
p44MAPK. Gêsto�æ optyczn¹ pr¹¿ków przedstawiono w jednost-
kach umownych, przyjmuj¹c warto�æ uzyskan¹ w grupie kon-
trolnej (NG) dla ka¿dej izoformy jako 1. * oznacza statystycz-
nie istotn¹ ró¿nicê w porównaniu z grup¹ kontroln¹ (NG).
b � Fosforylacja p42MAPK w mysich komórkach miogennych
linii C2C12. Immunoblotting przeprowadzono przy u¿yciu
poliklonalnych przeciwcia³ rozpoznaj¹cych ufosforylowan¹
(aktywn¹) formê kinazy. Przedstawiony obraz jest reprezen-
tatywny dla trzech niezale¿nych do�wiadczeñ
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