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Abstrakt

Typ 2 diabetes ar ett globalt folkhidlsoproblem som karakteriseras av insulinresistens i cellerna, men
mekanismerna som inducerar insulinresistens ir ej klarlagda. En sannolik mekanism vid
overviktsrelaterad insulinresistens ar 6kad lipidackumulering i skelettmuskulaturen. Specifika
bioaktiva sfingomyelin och ceramider, vars narvaro anses paverka insulinsignaleringen, har en
betydande roll. Utover detta har skelettmuskulaturens sammansittning av typ I- och typ II-
muskelfibrer visats pdverka insulinkénslighet. Syftet var att studera om de enzymer som reglerar
sfingomyelin- och ceramidnivaer atskildes mellan moss givna en hogfettsdiet och de givna
kontrolldiet, samt att undersoka om skillnader forekom mellan skelettmuskler med olika
muskelfibertypsdistribution. I studien ingick skelettmusklerna soleus (Sol), extensor digitorum longus
(EDL) och vastus lateralis (Vas). Enzymer involverade i regleringen av ceramid- och
sfingomyelinnivder méittes med western blot. Tydliga skillnader avseende proteinméngd mellan
muskeltyperna erholls, men daremot inte mellan lagfetts- och hogfettsdiet grupperna. Uttrycket av
sphingomyelin syntase (SGMS) 1 och sphingomyelin phosphodiesterase (SMPD) 1 var hogre i Sol
jamfort med Vas och EDL, medan uttrycket av SGMS2 och SMPD4 var hogre i Vas dn i Sol och EDL.
Uttrycket av SMPD3 atskildes inte markant mellan muskeltyperna. Konklusionen var att uttrycket av
de huvudansvariga enzymen i sfingomyelin/ceramidcykeln varierade mellan olika skelettmuskler, men

att uttrycket inte paverkades av 6vervikt och insulinresistens.
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Introduktion

Typ 2 diabetes &r en allvarlig och vixande halsoutmaning som har en omfattande inverkan pa hilso-
och sjukvardsystemet runt om i viarlden. Det estimerades att den globala prevalensen for diabetes &r
2014 Oversteg 400 miljoner varav 95 % av fallen utgjordes av typ 2 diabetes. Sjukdomen karaktiriseras
av hyperglykemi, till f61jd av otillracklig insulinproduktion fran bukspottskorteln eller insulinresistens,
vilket innebar en nedsatt insulinkénslighet i kroppens celler. Typ 2 diabetes induceras genom en
kombination av genetiska predispositioner och miljofaktorer, inklusive fetma, fysisk inaktivitet och
ohélsosamma kostvanor. Sjukdomen medfor en 6kad risk for bland annat kardiovaskuldra sjukdomar
samt njursjukdomar. Under 2019 uppskattades diabetes och njursjukdomar till f61jd av diabetes
orsakat 2 miljoner dédsfall. Dessutom estimerades hyperglykemi ha orsakat 20% av hjart-karldodsfall

(1).

Trots stora forskningsinsatser saknas fortfarande en fullstindig forstielse gillande de mekanismer
som inducerar insulinresistens samt den efterféljande utvecklingen av typ 2 diabetes. En trolig
mekanism ar 6kad ackumulering av bioaktiva lipidarter som ceramider i skelettmuskulaturen (2). Vid
fetma kan fettvidvnaden frigora ett 6verskott av cirkulerande fria fettsyror (FFA), vilket orsakar
ektopisk inlagring i olika vdvnader och organ, inklusive skelettmuskulaturen (3). Ektopiska FFAs kan
darefter metaboliseras till varierande lipidarter som ceramider, genom en process som kallas
sfingomyelincykeln, vilken dr en del av sfingolipidmetabolismen (Fig. 1). Denna process grundas i
bildning av bland annat ceramider i cellers endoplasmatiska retikulum (ER), vilka transporteras
vidare via ceramide transfer protein till Golgi-apparaten. Dar genereras sfingomyelin (SM) genom att
fosfokolin 6verfors fran fosfatidylkolin till ceramid, en process som utférs av sphingomyelin syntase
(SGMS) (4).

Det finns huvudsakligen tvd SGMS-isoformer som uttrycks i kroppens celler; SGMS1 som ar
lokaliserad i Golgi-apparaten, och SGMS2 som framst forekommer vid plasmamembranet (PM) (Fig.
1). I PM lokaliseras ceramider som metaboliseras till SM via SGMS2 och bildar darigenom en SM-rik
mikrodomiin som reglerar signaltransduktion. A andra sidan forekommer #ven sfingomyelinaser som
hydrolyserar SM tillbaka till ceramider (4). Sfingomyelinaser som dr involverade i patofysiologi kan
delas in i tvd huvudgrupper, vilka inkluderar sura och neutrala sfingomyelinaser (5). Neutrala
sfingomyelinaser har identifierats i ER, Golgi-apparaten och PM och innefattar bland annat
sphingomyelin phosphodiesterase (SMPD) 3 och 4 medan sura sfingomyelinaser fraimst ar
lokaliserade i lysosomer och omfattar bland annat SMPD 1 (5-8). Nar sfingomyelinaser genererar
ceramider i PM bildas en kaskad av bioaktiva lipider som styr cellsignalering. Aven fast vissa delar av
sfingolipidmetabolismen ar relativt val karaktariserad, sisom biosyntesen av SM och ceramid, finns
det fortfarande en hel del kvar att utforska (4). Hur bland annat SGMS och SMPD péverkas vid

tillstdnd av fetma ar en av flera aspekter som bor studeras ytterligare.

Skelettmuskler dr den storsta vidvnaden for glukosupptag i kroppen. En nedsatt insulinkéanslighet i
skelettmuskulatur dr darfor en viktig indikator for hela kroppens insulinkénslighet. Ektopisk inlagring

av ceramider och SM i skelettmuskulaturen betraktas paverka insulinsignaleringen och féljaktligen



glukosupptaget i celler (9). Ceramider kan tex inhibera akt/protein kinas B-signalvigen och pa sa sitt
minska glukosupptaget men det finns flera andra mekanismer (10). Utéver en 6kad ackumulering av
ceramider har det dven pavisats att muskelfibersammansittningen har en betydande roll for
utveckling av insulinresistens i skelettmuskler (11). Insulinresistens kan induceras i skelettmuskulatur
genom att tilldela en diet med hogt fettinnehall under flera veckor eller manader. Detta har framst
utforts pa gnagare i forskningssyfte for att undersoka de cellulira mekanismerna bakom

insulinresistens och typ 2 diabetes (12).

Skelettmuskulaturen ar en heterogen vivnad bestdende av olika typer av muskelfibrer med varierande
metabola egenskaper (11). Muskelfibrer delas generellt upp i typ I- och typ II-fibrer, &ven bendmnt
langsamma respektive snabba muskelfibrer. Muskelfibrer klassificeras oftast baserat pa den
dominerande typen av myosin heavy chain (MYHC)-isoform som uttrycks, vilka hos gnagare
inkluderar typerna I, IIa, IIb och IIx medan hos manniskor uttrycks MYHC-isoformerna typ I, ITa och
IIx (13). Typ I muskelfibrer har en hog kapacitet for lagring och anvandning av ceramider pa grund av
deras héga mitokondrieinnehall. De ar dven kidnda for sin resistens mot trotthet och forlitar sig pa
mitokondriell oxidativ fosforylering for bildandet av adenosintrifosfat (ATP). Typ II muskelfibrer dr i
stillet konfigurerade for att anvinda glukos som primart substrat for ATP-generering, och har ett ldgre
mitokondrieinnehall. Typ IIb anvénder sig av glykolys for ATP-bildning, medan I1a och IIx anvédnder
béde glykolys och mitokondriell oxidativ fosforylering. Detta resulterar i att dessa muskelfibrer
erhéller simre oxidativ kapacitet dn typ I-muskelfibrer och har dirmed kortare tid till utmattning (14).
Nyligen har det framkommit att méanskliga forsokspersoner med en hég andel typ II-muskelfibrer
uppvisar sdmre insulinkénslighet i jamforelse med individer med en typ I dominant
muskelfiberdistribution, vilket indikerar att fibertypsdistribution direkt kan paverka en individs
insulinkanslighet (15). Skelettmusklerna Soleus (Sol), extensor digitorum longus (EDL) och vastus
lateralis (Vas) har varierande fibertypssammansittning. Soleus definieras som typ I-dominant, EDL
som intermediir och Vas som typ II-dominant (Personlig kommunikation med Mikael Flockhart,

Institutionen for folkhélsa och klinisk medicin, Umed universitet).

Western blot 4r en molekylarbiologisk metod som anvénds for kvalitativ eller semikvantitativ
identifiering av specifika proteiner (16). Det dr en teknik som varit av avsevird betydelse inom
biokemisk forskning under en lang tidsperiod. P4 senare tid har tillimpningen av western blot
utvidgats till att omfatta studier av skelettmuskulatur, med avsikt att erhélla en djupare forstaelse for

muskelns fysiologi och patofysiologi (17).

Syftet var att undersoka om nivéerna av de enzymer som ir involverade i sfingomyelincykeln dtskildes
mellan moss givna hogfettsdiet och given kontrolldiet med 1agt fettinnehéll, samt om skillnader

forekom mellan skelettmuskler med olika fibertypsdistribution.



Material och metoder

Skelettmuskler fran moss

Provmaterialet var fran forsta generations (F1) moss av hankon (A25-2023) som avlades genom att
para CBA/CaCrl-moss av hankon (stam #609, Charles River Laboratories, Saffran Walden,
Storbritannien) med C57BL/6J-mdss av honkon (stam #000664, Jackson Laboratory, Bar Harbor,
ME). Vid tio veckors &lder uppdelades F1-mo6ssen randomiserat i tvi grupper, varav en grupp (n=8)
tilldelades en kontrolldiet (1agfettsdiet, LFD) (CD, #1314, Altromin Spezialfutter GmbH & Co,
Tyskland) och till den andra gruppen (n=10) gavs en hogfettsdiet (HFD, 21,92 kJ/g och 60 E % fett,
D12492, Research Diets, Inc., New Brunswick, NJ). Mossen hade fri tillgéng till vatten och forvarades i
en kontrollerad miljo med en 12:12h ljus/morkercykel vid 22 °C och 50 % luftfuktighet. Mossens
kroppsvikt mittes fran start respektive vid nio veckor och en 6kning i kroppsmassa observerades
endast hos de moss som blivit behandlade med HFD. Det verifierades dven att mdssen givna en HFD
var insulinresistenta med metoden homeostatic model assesment — insulin resistance. Efter nio
veckors utfodring avlivades mossen och skelettmusklerna Sol, EDL och Vas isolerades. Vivnaderna
rengjordes fran blodkéarl och blod, snabbfrystes i flytande kvive och lagrades vid -80 °C fram till

analys.

Homogenisering av vat muskel

Det adderades tre rostfria 3,2 mm stalkulor (Next Advance, Troy, NY) och 25 pl
homogeniseringslosning (2 mM hepes, 1 mM EDTA, 5 mM EGTA, 10 mM MgCl2, 1 % Triton X-100, 50
mM B-glycerolphosphate, 2 mM dithiothreitol, 1x protease inhibitor cocktail (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA), 1x phosphatase inhibitor cocktail (P-2850; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO),
PH 7,4) per mg muskel i respektive prov. Proverna homogeniserades med TissueLyser LT (Qiagen,
Hilden, Tyskland) och placerades darefter pa skakbord i 30 min vid 4 °C. Proverna centrifugerades vid
10 000 x g i tio min vid 4 °C och supernatanterna avsedda for western blot analys 6verfordes till nya
ror och frystes in vid -80 °C. Pelleten som skulle anvindas for vidare analys med silver staining,
tvattades med milli-Q vatten (MQ) och resuspenderades direfter med 500 uL. MQ. Kvarvarande
bindviavsmassa avlagsnades manuellt innan proverna centrifugerades, 10 000 x g i tio min vid 4 °C.
Tvitt, resuspendering och centrifugering upprepades aterigen och sedan 16stes pelleten upp i 30 ul

homogeniseringslosning per mg muskel. Dessa prover frystes sedan in vid -80 °C.

Proteinkoncentrationsbestimning

Proverna avsedda for western blot spaddes 1:10 med ultrarent vatten, proverna avsedda for silver
staining spiaddes ej. Proverna, Bovine Serum Albumin standarderna 1—6 (Thermo Fisher Scientific)
och kontrollerna MQ och homogeniseringslosning tillsattes i triplikat pd 96-brunnsplatta. Darefter
adderades Pierce 660 nm Protein Assay Reagent (Thermo Fisher Scientific) till vardera brunn. Plattan
placerades pé skakbord i fem min innan absorbansen (abs) avlistes vid 660 nm med Multiskan
SkyHigh Microplate Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). Medelvardet for respektive
triplikats abs-virden berdknades och darefter subtraherades abs-medelvirdet for kontrollerna fréan
provernas abs-medelvirde. Proteinkoncentrationen i proverna bestimdes genom standardkurvans

ekvation och R-viardet 0,99. Proverna till western blot bereddes genom att blanda 4x Laemmli Sample



Buffer (Bio-Rad, Hercules, CA), 2-Mercaptoethanol (Bio-rad) och homogeniseringslosning med
protein fran muskel (90 % Laemmli, 10 % Mercaptoethanol, 10 pg protein). Silver staining proverna
bereddes pa samma sdtt men med en mindre mangd protein (90 % Laemmli, 10 % Mercaptoethanol, 1

ug protein). Alla prover denaturerades direfter i fem min vid 95 °C.

Detektion av total protein foljt av Western blot

Proteinerna separerades pé 7,5 % Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Gel (Bio-Rad) genom elektrofores
pé 300V i 30 min och 6verfordes till Midi PVDF membran (Trans-blot Turbo Midi PVDF Transfer
Packs, Bio-Rad) med Trans-Blot Turbo system (Bio-Rad). For detektion av alla proteiner blottade till
membranet, anvindes Pierce Reversible Protein Stain Kit for memcode infirgning och metoden
utfordes enligt foretagets protokoll (Thermo Fisher Scientific). Proteinerna pd4 membranen
visualiserades och framkallades med ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad). Innan vidare analys med
immunodetektion avfargades membranen med en 16sning som bestod av lika méngd eraser (Pierce
Reversible Protein Stain Kit) och metanol i 10—20 min. For att behandla membranen med separata

antikroppar skars membranen mellan 35—-150 kDa.

Vid immunodetektion blockerades membranen med blocklésning (5 % mjolkpulver, 1x TBS) under 60
min vid 4 °C. Membranen inkuberades sedan med rabbit anti-mus polyklonal priméir antikropp
specifik for antigen SGMS2 (PA5-26744), SMPD3 (PA5-117447), SMPD4 (PA5-110401) (Invitrogen,
Waltman, MA), SGMS1 (19050-1-AP) eller SMPD1 (14609-1-AP) (Proteintech, Rosemont, IL), spadd
enligt tillverkarnas instruktioner i mjolklosning (2,5 % mjolkpulver, 1x TBS, 0,1 % Tween 20), 6ver
natt pa vickbrida vid 4 °C. Darefter tvittades membranen med mjolklosning i 2x1 min, foljt av 3x5
min. Membranen inkuberades med sekundir antikropp HRP konjugerad anti-rabbit kappa-IgG
(#7074, Cell Signaling Technology, Danvers, MA), spadd 1/10 000 i mjolklosning, pa vickbrdda i en
tim vid rumstemperatur. Efter inkubering tvittades membranen med mjélklosning i 2x1 min, foljt av
3x15 min och sedan med tvittlosning (1x TBS) i 4x5 min. Bilder av membranen framkallades med

Chemidoc Imaging System (Bio-rad).

For att kvantifiera mangden av respektive protein anvindes Image Lab Software (Bio-Rad). Forst
mittes bandintensiteten av total protein mellan 35—-100 kDa efter memcode infiargning. Darefter
mittes intensiteten av respektive inbundet protein efter immunodetektion. Kvoten mellan dessa

beridknades; immunodetektion/memcode (intensitet x mmz2).

Statistik

Vid jamforelsen mellan muskeltyperna Sol, EDL och Vas anvindes repeated measures one-way
ANOVA med Tukey post hoc test for att undersoka eventuella signifikanta skillnader mellan
grupperna. De statistiska analyserna och skapande av figurer gjordes i Graph Pad prisma 10.0.0
(GraphPad Software, San Diego, CA). Ett p-varde pd <0,05 anségs statistiskt signifikant. Resultaten

presenterades som medel + standardavvikelse.



Etiska overviaganden
Djurforsoken som beskrevs i denna studie utférdes enligt Riktlinjer for skotsel och anvindning av
forsoksdjur och godkiandes av Djurprovningsndamnden vid Norra Norrlands Hovratt i Umea

(diarienummer: A 4—219).



Resultat

Miangd SGMS i olika muskeltyper

Membranen fargades genom memcode for normalisering av proverna. En jamn fargning erholls med
minimalt antal luftbubblor som ej storde resultaten (Fig. 2). Efter immunodetektion med antikroppar
riktade mot SGMS1 observerades proteinband vid 50 kDa for samtliga membran (Fig. 3A). Inga
betydande skillnader avseende uttryck av SGMS forekom vid jaimforelse mellan dietgrupperna (Fig. 3).
Vid jamforelse mellan muskeltyperna erholls ett 6kat uttryck av SGMS1 i Sol inom respektive
dietgrupp. En signifikant 6kning av SGMS1-uttryck erhélls i Sol jamfért med EDL respektive Vas inom
LFD-gruppen (n=8) (p <0,01) (Fig. 3A). Inga signifikanta skillnader observerades diremot mellan
EDL och Vas. For mossen behandlade med HFD (n=10) pévisades inga signifikanta skillnader mellan

muskeltyperna (Fig. 3A).

Proteinband uppkom vid 50 kDa for samtliga membran efter immunodetektion med antikroppar
riktade mot SGMS2 (Fig. 3B). Vid jamforelse mellan muskeltyperna pavisades ett 6kat uttryck av
SGMSz2 i Vas jamfort med EDL och Sol inom respektive dietgrupp. Signifikant 6kning avseende
uttryck av SGMS2 observerades i Vas i jamforelse med Sol inom respektive dietgrupp (p <0,001), men
inga signifikanta skillnader framkom mellan Vas och EDL. En signifikant 6kning av SGMS2-uttryck
erholls dven i EDL vid jamforelse med Sol inom dietgrupperna (p <0,001) (Fig. 3B).

Miangd SMPD i olika muskeltyper

Efter immunodetektion pavisades proteinband vid 70 kDa for samtliga membran som inkuberades
med antikroppar riktade mot SMPD1 (Fig. 4A). Inga markanta skillnader gallande uttryck av SMPD
forekom vid jamforelse mellan dietgrupperna (Fig. 4). Vid jamforelse mellan muskeltyperna
observerades ett 6kat uttryck av SMPD1 i Sol inom bada dietgrupper (Fig. 4A). For LFD behandlade
moss (n=8) framkom en signifikant 6kning av SMPD1 i Sol jaimfort med EDL respektive Vas (p
<0,001). En signifikant 6kning av SMPD1-uttryck erhélls dven i EDL vid jamforelse med Vas (p
<0,05). For mossen behandlade med HFD (n=10) férekom signifikant 6kning av SMPD1 i Sol jamfort
med EDL samt Vas (p <0,01). Det pavisades dven en signifikant 6kning avseende SMPD1-uttryck i
EDL i jamforelse med Vas (p <0,05) (Fig. 4A).

Det observerades proteinband vid 60 kDa for samtliga membran efter immunodetektion med
antikroppar riktade mot SMPD3 (Fig. 4B). Fér LFD behandlade mdss erholls en signifikant 6kning
avseende SMPD3-uttryck i Vas vid jamforelse med Sol (p <0,01). Ut6ver detta resultat forekom inga

signifikanta skillnader mellan muskeltyperna inom de olika dietgrupperna (Fig. 4B).

Efter immunodetektion med antikroppar riktade mot SMPD4 detekterades proteinband vid 95 kDa for
de flesta membran (Fig. 4C). Vid jamforelse mellan muskeltyperna observerades ett 6kat uttryck av
SMPD4 i Vas inom LFD (n=6) respektive HFD (n=6). En signifikant 6kning av SMPD4 framkom i Vas
ijamforelse med EDL samt Sol inom dietgrupperna (p <0,05) (Fig. 4C).



Diskussion

Ackumulering av ceramider i skelettmuskulaturen betraktas som en bakomliggande mekanism till
insulinresistens under diabetes typ 2 (2), diremot saknas kunskap om vad som bidrar till
ackumuleringen. Skelettmuskulaturen ar en vdvnad med hog heterogenitet bestdende av olika
muskelfibertyper, vilket bidrar till varierande metabola egenskaper (11). I studien undersoktes dirmed
proteiner involverade i sfingomyelincykeln, vilken dr en regulator till ceramidackumulering (4).
Specifikt undersoktes proteiner i skelettmuskler med kdnda variationer avseende
fibertypssammanséttning under dietinducerade férhallanden. Soleus, EDL och Vas ar skelettmuskler
som kan anvindas for att representera oxidativa, intermediéra respektive glykolytiska muskelfibrer
(personlig kommunikation M. Flockhart). De utvalda proteiner som detekterades med western blot var
SGMS1, SGMS2, SMPD1, SMPD3 och SMPD4 eftersom dessa ar centralt involverade i
sfingomyelincykeln (4).

I en tidigare studie pavisades en 6kad ackumulering av ceramider i Sol och EDL hos gnagare som
tilldelats en fettrik kost jamfort med de som givits kontrolldiet (18). Den studien var dock inte riktad
mot proteinerna involverade i sfingomyelincykeln och ddrmed pavisades ingen direkt koppling mellan
fettrikkost, proteinerna som ingar i sfingomyelincykeln och ceramidackumulering. Resultaten i denna
studie visade inga skillnader avseende proteinuttryck vid jaimforelse mellan dietgrupperna, vilket ej
var forvantat. Detta pad grund av att en 6kad kroppsvikt tenderar att orsaka en 6kad
ceramidackumulering (18). Eftersom mdssen kontrollvigdes vid nio veckor och att stor viktskillnad
mellan LFD och HFD behandlade m6ssen observerades, var brist pa viktskillnad inte en méjlig orsak
till det lika uttrycket av proteinerna. Darfor 6verfordes fokuset till att muskelfibersammansattningen

var den betydande faktorn.

Frén immunodetektionen observerades proteinband som Gverensstimde med respektive proteins
molekylvikt, vilket var férviantat. En observation var att det forekom skillnader géllande proteinuttryck
vid jamforelse mellan Sol och Vas, frin moss behandlade med LFD, for samtliga utvalda proteiner.
Eftersom Sol fraimst domineras av typ I-muskelfibrer och Vas huvudsakligen av typ II-muskelfibrer
formulerades hypotesen att muskelfibersammanséttningen var en bidragande faktor till de
signifikanta skillnaderna mellan muskeltyperna. Enligt tidigare studier uppvisar méanskliga
forsokspersoner med en hog andel typ IT-muskelfibrer 6kad insulinresistens i jamforelse med
individer som har en typ I dominant muskelfiberdistribution (15). Utifrin detta samt att 6kad
insulinresistens associeras med en 6kad ansamling ceramider i skelettmuskulaturen (2), var
arbetshypotesen att en 6kning av sfingomyelinaser i muskler med dominant typ II
fibertypssammanséttning bor observeras, eftersom sfingomyelinaser genererar ceramider frain SM (4).
Detta ar delvis i kontrast med resultaten fran denna studie som pévisade att proteinmangden av
sfingomyelinase SMPD4 var hogre i Vas 4n i Sol. Uttrycket av SMPD1 var i stillet hogre i Sol och
SMPD3 skiljde inte markant vid jamforelse mellan muskeltyperna, vilket inte 6verensstamde med
hypotesen. Eftersom dessa resultat ar helt nya fynd inom omradet kravs ytterligare studier for att

forsta inneborden av dem.
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Det forekom fa skillnader géllande mangden av de respektive proteinerna vid jamforelse mellan Vas
och EDL. Denna observation indikerade pa en liknande reglering av de studerade proteinerna i typ II
dominanta Vas och intermediidra EDL, vilket inte var forvinande baserat pd muskeltypernas
forviantade fibertypsdistribution, vilket var 20% respektive 40% typ I-fibrer (personlig kommunikation
M. Flockhart). Proteinméngden uppmitt i EDL fran moss som behandlats med LFD placerades
intermediart mellan Sol och Vas f6r samtliga proteiner, vilket korrelerade till den férvintade
muskelfibersammansittningen i EDL, 40% typ I-fibrer jamfort med 60% och 20% i Sol respektive Vas

(personlig kommunikation M. Flockhart).

Vid jamforelse mellan Sol och EDL frén moss behandlade med LFD erholls daremot fler signifikanta
skillnader avseende proteinméngden for samtliga proteiner, an vid jamférelsen mellan Vas och EDL.
Tidigare studier har visat att EDL i gnagare uttrycker fler subtyp-IIb muskelfibrer (19), subtypen som
anvander glykolys som primért metabolt mode, jamfort med subtyp-Ila som anvinder bade glykolys
och oxidativ fosforylering (14). Eftersom Vas definieras som den mest glykolytiska av dessa tre
muskeltyper (personlig kommunikation M. Flockhart), var en mojlig forklaring att EDL och Vas

inneholl muskelfibrer med mer liknande metabola egenskaper @n EDL och Sol.

Western blot ar en effektiv metod for smaskaliga proteinanalyser och anses vara enkel,
kostnadseffektiv och ger data som ar relativt enkla att tolka (20). Western blot har blivit en alltmer
mangsidig metod och anviands numera i storre utstrackning (17). Eftersom western blot-analysen
innefattar flera steg medfor detta en stor risk for felkallor, vilka potentiellt kan leda till missvisande
och varierande resultat. For att minimera dessa variationer och sikerstilla palitliga resultat bor flera
aspekter av analysen standardiseras (21). I denna studie anvindes darfor ett redan testat
metodprotokoll som vid tidigare anvindning hade tillhandahéllit tydliga resultat. Men det uppkom
anda felkillor under arbetes gang. En del membran erhdll otydliga band efter transfer och behovde
koras om. De flesta av de primira antikroppar band in till flera proteiner vid immunodetektion och da

anvandes molekylviktstandarden for att faststilla ritt protein.

Resultaten fran denna studie kommer undersokas vidare i humant material for att sdkerstilla relevans
till sjukdom och framfor allt insulinresistens. Nastkommande studier ska undersoka om regulatorerna
SGMS och SMPD direkt kan paverka glukosupptaget i muskeln genom att modifiera friska humana
muskelcellkulturer. Detta kommer att utféras genom att “tysta ner” uttrycket av SGMS och SMPD via
transfektion av celler. Inlagring av ceramider samt glukosupptag jamfors darefter i celler som
uttrycker SGMS och SMPD och i celler dir uttrycket av dessa proteiner tystas. Experimentet kommer
medfora kunskap avseende om dessa processer ar forandrade som ett resultat av sjukdomen eller om

de aktivt medierar sjukdom.

Konklusionen var att skelettmuskler med varierande muskelfiberdistribution uppvisade skillnader
avseende nivaer av enzymer involverade i sfingomyelincykeln, men inga tydliga effekter medfordes

efter hogfettsinducerad insulinresistens i skelettmuskulaturen.
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Figur 1. Oversiktlig bild av sfingomyelincykeln samt dess involverade enzymer; sphingomyelin syntase
(SGMS) och sfingomyelinaser (SMaser). Enzymerna katalyserar reaktioner mellan sfingomyelin (SM)

och ceramider och omvint.
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Figur 2. Total proteinméingd undersoktes genom western blot i muskeltyperna soleus (Sol), extensor
digitorum longus (EDL) och vastus lateralis (Vas) fran moss givna lagfettsdiet (LFD) eller hogfettsdiet
(HFD). Ovan visas en representativ bild av ett membran infirgad genom memcode for att illustrera
laddningskontrollen. For att matcha uppstéllningarna i stapeldiagrammen dr memcode-bilden

spegelvand.
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Figur 3. Proteinméingd undersoktes genom western blot i muskeltyperna soleus (Sol), extensor

digitorum longus (EDL) och vastus lateralis (Vas) frain moss givna lagfettsdiet (LFD) eller hogfettsdiet

(HFD). Mingden av protein A) sphingomyelin synthase 1 (SGMS1) och B) sphingomyelin synthase 2

(SGMS2) analyserades. Alla proteinuttryck normaliserades mot den totala laddningen av protein

mellan 35—-100 kDa; immunodetektion/memcode (intensitet x mm?2). For att matcha uppstillningarna

i stapeldiagrammen éar alla blottar spegelvinda. Alla virden uttrycks som medel + standardavvikelse. I

figur (A, B) n=8 i LFD och n=10 i HFD. Grupp- och muskelskillnader analyserades med repeated

measures one-way ANOVA och Tukey post hoc test (*p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001).
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Figur 4. Proteinméngd undersoktes genom western blot i muskeltyperna soleus (Sol), extensor
digitorum longus (EDL) och vastus lateralis (Vas) fran moss givna lagfettsdiet (LFD) eller hogfettsdiet
(HFD). Mangden av protein A) sphingomyelin phosphodiesterase 1 (SMPD1), B) sphingomyelin
phosphodiesterase 3 (SMPD3) och C) sphingomyelin phosphodiesterase 4 (SMPD4) analyserades. Alla
proteinuttryck normaliserades mot den totala laddningen av protein mellan 35-100 kDa;
immunodetektion/memecode (intensitet x mmz). For att matcha uppstéllningarna i stapeldiagrammen
ar alla blottar spegelvianda. Alla varden uttrycks som medel + standardavvikelse. I figur (A, B) n=8 i
LFD och n=10 i HFD, medan i figur (C) n=6 i bada grupper. Grupp- och muskelskillnader
analyserades med repeated measures one-way ANOVA och Tukey post hoc test (*p <0,05, **p <0,01,
**¥p <0,001).
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