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V celicah (3 je spodbujanje s presnovnimi, hormonskimi, Zivénimi in farmakoloSkimi de-
javniki sklopljeno z izlo¢anjem inzulina preko treh razli¢nih med seboj prepletenih zno-
trajcelicnih signalnih poti. Po ve€ kot 40 letih intenzivnih raziskav je dale¢ najbolje raziskana
t.i. sproZilna pot izlo€anja inzulina, ki se pri¢ne z vstopom glukoze v celico {3 in njeno
presnovo, pri Cemer nastaja ATP. Slednji je kljucen za zapiranje od ATP odvisnih K*-ka-
nalov, Cemur sledi depolarizacija celi¢ne membrane, odpiranje napetostno odvisnih Ca%*-
kanalov in oscilatorni porast citosolne koncentracije Ca?*, ki sproZi eksocitozo sekretornih
meSickov z inzulinom. Opisana sproZilna pot izlo€anja inzulina je nujna, a ne zelo ucin-
kovita brez presnovne in nevrohormonske ojacitvene poti, ki vplivata predvsem na obcut-
ljivost sekretornega aparata na citosolne ione Ca?*. Sestavek o sklopitvi med spodbujanjem
in izlo¢anjem v celicah 3 smo razdelili na dva dela. V tem prispevku bomo podrobneje
opisali tako sproZilno pot izlo€anja inzulina kot tudi mehanizme presnovne ojacitve z glu-
kozo in drugimi hranili, kot so aminokisline in proste mascobne kisline. Opis nevrohor-
monske ojacitvene poti je predstavljen v posebnem ¢lanku z naslovom Sklopitev med
spodbujanjem in izlo€anjem v celicah p: nevrohormonska ojacitvena pot.

ABSTRACT

KEY WORDS: f cell, insulin secretion, triggering, metabolic amplification, glucose, amino acids, free
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In pancreatic B cells, stimulation by metabolic, hormonal, neuronal, and pharmacologi-
cal factors is coupled to insulin secretion through different interconnected intracellular
signalling pathways. After more than forty years of intensive research, the so-called
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triggering pathway of insulin secretion is by far the most investigated. It comprises se-
veral steps, the first of which is the influx of glucose and its metabolism, resulting in
an increase in cytosolic ATP. The latter is crucial for the closure of ATP-dependent K*
channels, which leads to cell membrane depolarization and opening of voltage-depen-
dent Ca?* channels. This is then followed by an oscillatory increase in cytosolic Ca?* con-
centration, triggering exocytosis of insulin-containing granules. The described triggering
pathway of insulin secretion is essential, but not very efficient without the so-called me-
tabolic and neurohormonal amplifying pathways, which mainly affect the sensitivity of
the secretory machinery to cytosolic Ca*. We present the stimulus-secretion coupling
in pancreatic B cells in two articles. In this article, we describe the triggering pathway
of insulin secretion, as well as the mechanisms of metabolic amplification by glucose
and other nutrients, such as amino acids and free fatty acids. The neurohormonal am-
plifying pathway will be described in the following article, titled Stimulus-Secretion Cou-

pling in Pancreatic 3 Cells: the Neurohormonal Amplifying Pathway.

UVOD IN TAKSONOMIJA POTI

DO IZLOCANJA INZULINA

V homeostazi glukoze celice  trebusne sli-
navke delujejo kot senzor, ki se na porast
koncentracije glukoze v krvi odzove s po-
ve€anim izlo€anjem inzulina. Prekomerno
izlo€anje inzulina lahko povzro¢i Zivljenj-
sko nevarno hipoglikemijo, medtem ko
dolgotrajno nezadostno izlocanje privede do
nenadnih in kroni¢nih zapletov, povezanih
s sladkorno boleznijo (1). Natan¢no urav-
navanje koncentracije glukoze preko iz-
lo€anja inzulina je za zdravje posameznika
kljuénega pomena, na kar kaZe tudi sig-
moidna oblika krivulje odvisnosti koli¢ine
izloCenega inzulina od koncentracije glu-
koze, ki je najstrmejSa v podro¢ju fiziolos-
ke koncentracije glukoze, 5-8 mmol/l (2).
Ceprav glukoza za celice p predstavlja pri-
marni in najpomembne;jsi draZljaj, so v fi-
ziolo8kih razmerah celice izpostavljene
zapleteni meSanici hranil, Stevilnim hormo-
nom in Zivénim prenaSalcem, ki preko pre-
pletenih znotrajceli¢nih signalnih poti
sodelujejo pri uravnavanju njihovih odzi-
vov na to heterogeno spodbujanje (3). Pre-
snova glukoze ima poglavitno vlogo pri
nastajanju t. i. sproZilnega (angl. triggering)
signala, kar vecina literature s podrocja
opredeljuje kot porast citosolne koncentra-

cije Ca?* ([Ca%]). Dvig [Ca®']. je kljucni
dogodek, ki v celici B sproZi eksocitozo se-
kretornih meSickov (4). Ceprav govorimo
o citosolnem porastu [Ca?*], raziskave ka-
Zejo, da globalni porast [Ca?*] na ravni cele
celice ni tako bistven kot lokalni dvigi
koncentracije v omejenih podrocjih, kot je
npr. predel subplazmaleme ob notranjem
ustju Ca?*-kanalov. Vegjo gostoto teh kana-
lov najdemo na celi¢ni membrani v bliZini
sekretornih meSickov z inzulinom, kar omo-
goca, da porast koncentracije [Ca?*] v dolo-
¢enih omejenih podro¢jih po odprtju kanalov
deluje neposredno na sekretorni aparat.
Druga hranila, hormoni in Ziveni pre-
naSalci lahko delujejo preko mehanizmov,
ki [Ca?*], ne spreminjajo neposredno, am-
pak delujejo v signalni kaskadi izlo€anja in-
zulina pozneje od tega koraka, predvsem
preko povecanja ob¢utljivosti sekretornega
aparata na porast [Ca?*] . Tudi pri presnovi
glukoze nastajajo Stevilne signalne mo-
lekule, ki pomembno vplivajo na izloca-
nje inzulina, ne da bi (dodatno) spremenile
[Caz"]C (1). Opisane dodatne poti uravnava-
nja izlo¢anja inzulina opredelimo kot pre-
snovno ojacitveno (angl. amplifying) pot, ka-
dar govorimo o glukozi in drugih hranilih,
oz. kot nevrohormonsko ojacitev, kadar na
celico B delujejo Zivéni prenaSalci in hor-
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moni. Proces dodatno zaplete dejstvo, da
lahko tudi posamezne ucinkovine iz t.i.
ojatitvene skupine povzro€ijo porast [Ca?].
in tako prispevajo k sproZilnemu signalu.
Ta porast je ve€¢inoma minimalen in brez
soCasnega delovanja glukoze pri izlo¢anju
inzulina sam po sebi neucinkovit oz. neza-
dosten (5). Alternativni nacin razvr3¢anja
ucinkovin je delitev na sproZilce, ki lahko
samostojno sproZijo izlo¢anje inzulina, in
ojacevalce, ki povecajo izlo€anje inzulina,
a za svoj ucinek potrebujejo prisotnost
sproZilca. V skupino prvih poleg glukoze
uvr§¢amo Se aminokislini levcin in arginin
ter nekatere farmakoloSke uc¢inkovine (sul-
fonilse¢nine), pod druge pa vecino preosta-
lih aminokislin (AK), proste maScobne kisli-
ne (PMK), hormone in Ziv¢ne prena3alce ().
Klju€ni mehanizmi, preko katerih v ¢lanku
predstavljene u¢inkovine vplivajo na izlo-
¢anje inzulina, so grafi¢no prikazani na sli-
ki 1. Ta naj bralcu olaj3a sledenje opisanim
kompleksnim potem, ki so med seboj po-
gosto tudi prepletene.

SPROZILNA POT

SproZilna pot je najbolje raziskana in v znans-

tveni skupnosti sprejeta pot do izlo€anja

inzulina, ki se pri¢ne z vstopom glukoze

v celico B preko membransko vezanih pre-

naSalcev. Pri ¢loveku so v vedji meri izraZeni

predvsem glukozni prenaSalci (angl. gluco-
se transporters, GLUT) tipov 1 in 3, preko
katerih je vstop glukoze v celico hiter in so-
razmeren koncentraciji glukoze v krvnem
obtoku (7). Sledi prvi korak glikolize, tj. fos-
forilacija glukoze preko encima glukokinaza

(heksokinaza IV), kar predstavlja omejujoci

korak z vidika hitrosti presnove. Pri tem velja

omeniti dve klju¢ni lastnosti glukokinaze,
po katerih se razlikuje od drugih izoenci-
mov iz druZine heksokinaz in ki celici

omogoca ustrezno izlo¢anje inzulina (8):

- nizka afiniteta za glukozo (Km=06-11
mmol/l), kar preprecuje neustrezno iz-
lo¢anje inzulina pri nizkih vrednostih glu-
koze in

+ odsotnost zaviranja encima s produk-
tom glukoza-6-fosfatom, kar bi sicer ob
visokih koncentracijah glukoze povzrocilo
zasiCenje reakcije in s tem preprecilo
nadaljnje izlo¢anje inzulina.

Mutacije glukokinaze so tudi klini¢no po-
membne in vodijo do razvoja trajnega neo-
natalnega diabetesa ali zrelostne oblike
diabetesa pri mladih (angl. maturity onset
diabetes of the young, MODY) v primeru
zmanjSane aktivnosti encima, v primeru ak-
tivirajo¢e mutacije pa do hiperinzuline-
mije v otro8ki dobi (9).

Celice B imajo razvite mehanizme, ki
omogocajo, da piruvat kot produkt glikoli-
ze prakti¢no v celoti prehaja v mitohondrij,
kjer vstopa v Krebsov cikel oz. cikel citron-
ske kisline (CCK). Nizka stopnja izraZeno-
sti encima laktat dehidrogenaze in mono-
karboksilatnega prenaSalca preprecuje, da
bi laktat, ki se spro3c¢a ob telesni aktivno-
sti, v celici  po pretvorbi v piruvat sproZil
neustrezno izlo€anje inzulina. Konéni
produkt CCK in oksidativne fosforilacije je
ATP (10, 11).

Od ATP odvisni K*-kanali (kanali K,,)
so membranski kanali, sestavljeni iz $tirih
transmembranskih podenot Kir6.2 (angl. in-
ward-rectifier potassium channel) in §tirih re-
gulatornih podenot sulfonilsecninskega
receptorja tipa 1 (angl. sulfonylurea recep-
tor type 1, SUR1). Ob porastu koncentracije
glukoze se poveca hitrost presnove v celi-
cah f3, kar se kaZe kot porast citosolne kon-
centracije ATP. Vezava ATP na podenoto
Kir6.2 zmanjSa verjetnost odprtja kanalov
K, rp kar zmanjsa tok ionov K* iz celice in
privede do depolarizacije celine membrane.
Ko membranski potencial doseZe kriti¢no
vrednost, se poveca verjetnost odpiranja
napetostno odvisnih Ca?*-kanalov (angl.
voltage dependent Ca®* channels, VDCC), po-
sledi¢no poraste [Ca?'], to pa predstavlja
kljuéni sproZilni signal za izlo¢anje sekre-
tornih meSickov z inzulinom (12). Pomem-
ben, a pogosto spregledan, del k porastu
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[Ca%], prispeva spros¢anje Ca** iz znotraj-
celi¢nih zalog. Gre za s Ca?* sproZeno iz-
loGanje Ca?* (angl. calcium induced calcium
release, CICR) ob aktivaciji rianodinskih
receptorjev in receptorjev za inozitol 1,4,5-
trisfosfat (angl. inositol 1,4,5-trisphosphate,
IP,) na endoplazemskem retikulumu. CICR
poteka v obliki lokalnih, omejenih porastov
[Ca%], imenovanih tudi iskrice (angl. Ca®*
sparks), katerih znotrajceli¢na lokalizacija
verjetno kljuéno vpliva na njihovo funkci-
jo. Tako poleg usmerjenega vpliva na iz-
locanje sekretornih meSickov nekateri
raziskovalci predlagajo tudi moZnost vpli-
va CICR na aktivacijo od Ca?* odvisnih K*-
-kanalov in s tem repolarizacijo celice. CICR
pa pomembno prispeva k nastanku sproZil-
nega signala, ko je v glukozi izpostavljeni
celici hkrati tudi poviSana koncentracija c-
AMP (vec v ¢lanku z naslovom Sklopitev
med spodbujanjem in izlo¢anjem v celicah :
nevrohormonska ojacitvena pot) (13).
Kanali K, so tudi tarCa za delovanje
zdravil iz skupine sulfonilsecnin, ki preko
vezave na podenoto SUR1 posnemajo delo-
vanje glukoze (14, 15). ElektrofizioloSke ra-
ziskave celic  opozarjajo, da zaprtje kanalov
K,rp Samo po sebi ne zadoS¢a za pomik
membranskega potenciala, ki bi povzrocil
aktivacijo napetostno odvisnih Ca?*-kana-
lov. Povzroci pa povecanje membranske
upornosti, ki omogoca, da se izrazi u€inek
depolarizirajocih tokov iz ozadja (angl.
background currents), katerih identiteta ni
povsem jasna, verjetno pa k tem tokovom
prispevajo tudi predstavniki Siroke skupi-
ne kationskih kanalov prehodnega receptor-
skega potenciala (angl. transient receptor
potential, TRP) (6, 15, 16). Vloga nekaterih
med njimi pri normalnem izlo¢anju inzu-
lina in vpletenost v patogenezo sladkorne
bolezni je delno Ze opisana (17, 18).

PRESNOVNA OJACITVENA POT
GLUKOZE

Zgoraj opisana sproZilna pot je prepozna-
na kot klju¢na za sklopitev spodbujanja in

izlo€anja v celicah B, a dogajanja v celicah
ne zajame v celoti. Izkazalo se je, da glukoza
poveca izlo€anje inzulina tudi kadar zaobi-
demo kanale K, npr. kadar z diazoksidom
preprecimo zaprtje kanalov K, in ob pri-
sotnosti poviSane zunajceli¢ne koncentra-
cije K* celico depolariziramo ali kadar so ka-
nali K, zaradi vezave sulfonilsecnin zaprti
oz. zaradi odsotnosti gena povsem odsot-
ni (1). To kaZe na prisotnost dodatne (pre-
snovne) ojacitvene poti, ki predvsem poveca
obcutljivost sekretornega aparata na dvig
[Caz*]c in brez katere je sekretorniodziv
na glukozo zmanjSan za pribliZno polovico
(1, 15). Presnovna ojacitvena pot je po-
membna pri obeh delih sicer dvofaznega iz-
lo¢anja inzulina, obstaja pa med obema po-
tema jasna hierarhija, v kateri je ojacitvena
pot podrejena sproZilni (5). Prva je namrec
lahko aktivna Ze pri podpraznih vrednostih
glukoze, ki ne zadostujejo za elektri¢no ak-
tivnost celic, a se funkcionalno ne izrazi, do-
kler ni prisoten sproZilni signal (1, 19). Ak-
tivnost ojacitvene poti v bazalnih pogojih
bi lahko bila pomembna za vzdrZevanje za-
dostne zaloge sekretornih meSickov z inzu-
linom ob celi¢ni membrani, ki so priprav-
ljene na izloCanje (angl. readily releasable
pool, RRP), s ¢cimer vpliva na amplitudo se-
kretornega odziva v prvi in drugi fazi iz-
lo€anja inzulina (19). Dvofaznega izlo€anja
inzulina, ki ga zaznamo v eksperimental-
nih pogojih ob stopnic¢astem dvigu koncen-
tracije glukoze, sicer v fizioloSkih razme-
rah, ko koncentracija glukoze v krvnem
obtoku po obroku nara3¢a postopoma, ne
zaznamo. Zaradi zmanj$anja prve faze v ob-
dobju predstopnje sladkorne bolezni in
skoraj$njega izginotja ob nastopu sladkor-
ne bolezni tipa 2, pa je pojav koristen pri
raziskovanju razvoja bolezni in zaznavanju
njenih zgodnej$ih oblik. Okvara presnovne
ojacitvene poti zgodaj v poteku sladkorne
bolezni tipa 2 tako morda lahko zmanj$a ba-
zen sekretornih meSickov ki so pripravlje-
nina izlo¢anje, kar lahko zaznamo kot okr-
njeno prvo fazo izlo¢anja inzulina (19, 20).



Med Razgl. 2019; 58 (3):

293

Mehanizmi presnovne ojacitve
Aktivacija ojacitvene poti z glukozo zahteva
njeno presnovo (11). Anapleroza oznacuje
reakcije obnavljanja vmesnih produktov
presnovnih poti, ki se sicer tekom presno-
ve porabljajo in ki torej omogocajo nemo-
teno delovanje klju¢nih presnovnih ciklov,
predvsem CCK. Primera tega sta nastanek
oksaloacetata iz piruvata ali pretvorba glu-
tamata v o-ketoglutarat. Pri kataplerozi
gre za obraten proces prehajanja teh inter-
mediarnih produktov iz mitohondrija v cito-
sol, s ¢imer se preprecuje njihovo prekomer-
no kopicenje, hkrati pa se s tem omogoci
njihova uporaba v drugih biosintetskih po-
teh. Tako se npr. citrat po prehodu v cito-
sol porablja za sintezo malonil-CoA (angl.
malonyl-Coenzyme-A) (21). Sirok nabor in-
termediarnih produktov in kofaktorjev, ki
nastajajo tekom presnove glukoze ter dru-
gih hranil, s skupnim imenom imenujemo
presnovni sklopitveni dejavniki. Glede na
njihov vpliv na izlo€anje inzulina jih deli-
mo na regulatorje, ki §irSe in posredno vpli-
vajo na presnovne poti, ter na efektorje,
ki neposredno sodelujejo pri ojacitveni in
sproZilni poti do izlo¢anja inzulina (2). Kot
mozZne kandidate so preucevali Stevilne
snovi, med drugim citrat, malonil-CoA, glu-
tamat, GTP, monoacilglicerol (MAG), ATP,
cAMP, beljakovine citoskeleta in Stevilne
druge. Vloga in mehanizem delovanja ne-
katerih izmed njih sta precej jasno raziskana
in dobro sprejeta (npr. ATP, cCAMP), medtem
ko pri drugih kandidatih ostaja vec nejasno-
sti glede njihovega vpliva na izlo€anje in-
zulina (21, 22).

Kot eden pomembnejsih dejavnikov se
v zadnjih letih izpostavlja vpliv reducira-
ne oblike nikotinamid adenin dinukleotid
fosfata (angl. nicotinamide adenine dinucleo-
tide phosphate, NADPH) na eksocitozo. Pro-
ces vklju€uje obliko posttranslacijske modi-
fikacije beljakovin, t.i. sumoilacijo, pri kateri
vezava beljakovin majhnih ubikvitinu podob-
nih modifikatorjev (angl. small ubiquitin-like
modifier 1, SUMO-1) na sinaptotagmin VII,

sintaksin 1A, RIM1a (angl. Rab3-interacting
molecule 1a), tomozin in druge beljakovine,
vkljucene v proces eksocitoze, ovira njihovo
delovanje in s tem zavira izloc¢anje inzuli-
na (19, 23). Ob porastu koncentracije gluko-
ze se poveca aktivnost encimov, ki sodelu-
jejo pri njeni presnovi, med drugimi tudi
izocitrat dehidrogenaze in malat dehidro-
genaze, kar poveca nastanek NADPH kot
stranskega produkta. NADPH poveca akti-
vacijo sentrin/SUMO specifi¢ne proteaze
(angl. sentrin-specific protease 1, SENP1), ki
ucinkom sumoilacije nasprotuje ter tako
spodbuja izlo¢anje inzulina (24). Skladno
s tem je oslabljeni ojacitveni ucinek gluko-
ze na eksocitozo pri bolnikih s sladkorno bo-
leznijo tipa 2 moZno izboljSati preko aktiva-
cije SENP1, hkrati pa imajo miSi z delecijo
gena Senpl zmanjSano glukozno toleran-
co (25).

Druga pomembnejsa pot, preko katere
glukoza neodvisno od vpliva na elektri¢no
aktivnost poveca izlocanje inzulina, je pove-
¢an nastanek malonil-CoA preko acetil-CoA
karboksilaze, ki zavira karnitin palmitoil-
transferazo-1 (angl. carnitine palmitoyltrans-
ferase I, CPT-1), encim, klju€en pri oksidaciji
dolgoveriZnih p-maS$cobnih kislin. Zavira-
nje aktivnosti CPT-1 prepreci vstop dolgo-
veriZznega acil-CoA v mitohondrij ter poveca
aktivnost cikla glicerolipidi/proste mas-
cobne Kkisline (angl. glycerolipid/free fatty
acid, GL/FFA) (26). Glukoza poveca aktivnost
omenjenega cikla tudi preko sinteze glice-
rol-3-fosfata, njegova aktivnost pa poveca
sintezo maScobnih signalnih molekul, ki po-
vecajo izloCanje inzulina (27). Primer je
MAG, ki preko beljakovine Muncl3-1 (angl.
protein unc-13 homolog A) spodbuja pri-
pravo (angl. priming) sekretornih meSickov
z inzulinom na zlivanje s celicno membrano
(19, 28). Opisan cikel predstavlja pomembno
motnje v njegovem uravnavanju pa pris-
pevajo tudi k razvoju sladkorne bolezni
tipa 2 (29).



294 Eva Paradiz, Masa Skelin Klemen, Andraz StoZer Sklopitev med spodbujanjem in izlo¢anjem ...

B
Aukazz Amain S
i

GLLT I."-'-‘\-:’I-:': ’ﬁ-:'

Slika 1. Povezave med sprozilno in presnovno ojatitveno potjo v celici B. Glukoza se po vstopu preko glu-
koznih prenasalcev (angl. glucose transporters, GLUT) tipa 1, 2 ali 3 (tip 2 je najverjetneje koli¢insko najpo-
membnejsi pri misih) presnovi v procesu glikolize do piruvata, ki vstopi v cikel citronske kisline (CCK, imenovan
tudi Krebsov cikel ali cikel trikarboksilnih kislin) v mitohondriju (MH), kjer nastane ATP. Ta zapre od ATP
odvisne K*-kanale (kanali K,.,), sledi depolarizacija membrane in odpiranje napetostno odvisnih Ca?*-ka-
nalov (angl. voltage dependent Ca®* channels, VDCC). Zvisana znotrajceli¢na koncentracija Ca?* ([Caz*]c) je
glavni draZljaj za eksocitozo sekretornih mesickov z inzulinom. Poleg opisane sproZilne potiizlo¢anja inzu-
lina (rumena barva), lahko tako sama glukoza kot tudi aminokisline (AK) in proste mascobne kisline (PMK)
dodatno uravnavajo izlocanje inzulina preko presnovne ojacitvene poti (oranzna barva). Modra barva oznacuje
utinke visoke koncentracije glukoze v krvi. Minus (-) pomeni zaviranje, plus (+) pa spodbujanje. Za podrob-
nejso razlago glejte besedilo. Cx36 - presledkovni stik, ki ga tvori beljakovina koneksin 36 (angl. connexin 36),
LAT1 - aminokislinski prena3alec tipa L (angl. large neutral amino acid transporter), TRP - kanal prehod-
nega receptorskega potenciala (angl. transient receptor potential), Gli3P - glicerol-3-fostat (angl. glycerol-
3-phosphate), GL - glicerolipidi, SS - sulfonilsecnine, SUR1 - sulfonilse¢ninski receptor (angl. sulfonylurea
receptor), ki je regulatorna enota K*-kanalov (angl. sulfonylurea receptor type 1), Kir6.2 - transmembranska
podenota od ATP odvisnih K*-kanalov, NAD* - nikotinamid adenin dinukleotid, NADPH - reducirana obli-
ka nikotinamid adenin dinukleotid fosftata, GPR40 - z beljakovino G povezan receptor 40 (angl. G-protein-
coupled receptor 40), Gag - podenota o beljakovine Gg, PLC - fosfolipaza C (angl. phospholipase C), PIP, -
fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat (angl. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) DAG - diacilglicerol, PKC - pro-
teinska kinaza C, IP, - inozitol 1,4,5-trisfosfat (angl. inositol 1,4,5-trisphosphate), CICR - s Ca** sproZeno
izlo¢anje Ca?* (angl. calcium-induced calcium release), ER - endoplazemski retikulum, GA - Golgijev aparat,
SUMO-1 - majhni ubikvitinu podobni modifikator 1 (angl. small ubiquitin-like modifier 1).
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DRUGA HRANILA

Aminoksiline

Privzem AK v celico 3 ve¢inoma povzroci
majhen v celico usmerjen tok pozitivnih io-
nov, ki pa v odsotnosti glukoze ne povzroci
vecje spremembe membranskega poten-
ciala. Koli¢insko se inzulinotropen ucinek
posameznih AK in njihovih kombinacij
razlikuje, za vecino pa je znacilno, da ob
hkratnem zauZitju glukoze povecajo iz-
lo€anje inzulina in s tem zmanj$ajo porast
koncentracije glukoze (30, 31). V celico vsto-
pajo preko aktivnih prenaSalnih sistemov,
kakrSen je npr. aminokislinski prenaSalec
1 tipa L, prenaSalec nevtralnih AK (angl. lar-
ge neutral amino acid transporter, LAT1), ki
je v celicah p moc¢no izraZen (32). Levcin in
arginin sta najbrZ edini AK, ki lahko ob pod-
praznih vrednostih glukoze sproZita iz-
lo€anje inzulina. Levcin se v celice  pre-
nasa preko omenjenega LAT1, pri Cemer je
prenos neodvisen od Na* in torej neelektro-
gen. Celici je levcin na voljo kot gorivo,
hkrati pa je alosteri¢ni aktivator glutamat
dehidrogenaze (33). Arginin je AK z nabo-
jem, kar po vstopu v celico povzroci depola-
rizacijo celi¢ne membrane, alanin in gluta-
mat pa v celico vstopata preko kotransporta
z Na* ter s tem povzrocita tok pozitivnih io-
nov v celico (6). Z vidika vpliva na izlo¢anje
inzulina je pomembno tudi vstopanje AK ali
njihovih presnovkov v anapleroti¢ne/kata-
pleroticne reakcije, predvsem preko enci-
ma glutamat dehidrogenaza, ki katalizira
dvosmerno reakcijo pretvorbe med gluta-
matom in a-ketoglutaratom. Slednji je po-
memben substrat v CCK. Povecana aktivnost
glutamat dehidrogenaze ob aktivirajoc¢ih
(angl. gain of function) mutacijah je pove-
zana s sindromom hiperinzulinemicne
hipoglikemije, ki jo znacilno poslabs$a be-
ljakovinsko bogat obrok, kar je posledica po-
vecanega nastanka anapleroti¢nih produk-
tov in s tem vecjega obrata CCK ob vstopu
AK, predvsem glutamina, v celico (34, 35).
Hkrati so miSi z izbitim genom za glutamat
dehidrogenazo odporne na razvoj debelo-

sti in glukozne intolerance ob visoko kalo-
ri¢ni dieti, kar kaZe na vpletenost te veje
ojacitvene poti pri razvoju sladkorne bolezni
tipa 2 (36). MoZen je tudi obraten potek
reakcije, ki jo katalizira glutamat dehidro-
genaza, in sicer v smeri nastanka glutama-
ta ob presnovi glukoze. Ta iz celice izsto-
pa preko ekscitatornega aminokislinskega
prenasalca (angl. excitatory amino acid trans-
porter 3, EAAT3) in s tem v celici sproZi
hiperpolarizacijski tok, ki zavira izloca-
nje inzulina. Nekateri menijo, da je ta pot
v fizioloS8kem smislu pomembne;j$a, na kar
kaZe tudi povecano izlo¢anje inzulina ob
zaviranju omenjenega prenasalca (6, 37).
AK na izlo€anje inzulina vplivajo tudi po-
sredno, preko spodbujanja izlo¢anja inkre-
tinskih hormonov, glukagonu podobne-
ga peptida-1 (angl. glucagon-like peptide-1,
GLP-1) ter od glukoze odvisnega inzulino-
tropnega peptida (angl. glucose-dependent
insulinotropic peptide, GIP) (ve€ v ¢lanku
z naslovom Sklopitev med spodbujanjem
in izlo¢anjem v celicah : nevrohormonska
ojacitvena pot) (38).

Proste mascobne kisline

PMK v odsotnosti glukoze nimajo vecjega
ucinka na izlo¢anje inzulina, pomembno pa
ojacajo z glukozo sproZeno izlo¢anje inzu-
lina in so tako predvsem in vivo nujne za
normalno izlo€anje inzulina (21, 39). Po-
membno je opozoriti na vecurni ¢asovni za-
mik med zauZitjem meSanega obroka, ki
vsebuje tudi trigliceride, in pojavom PMK
v krvnem obtoku. Neposredno po obroku za-
radi u€inkov inzulina in zaviranja lipolize
v krvnem obtoku zaznamo celo upad rav-
ni PMK (6). TakojSen ucinek mascobnih ki-
slin bi lahko bil posreden, preko aktivacije
z beljakovino G sklopljenega receptorja
(angl. G protein-coupled receptor, GPR) 119
na enteroendokrinih celicah tipa L, ki ob
tem izloCajo GLP-1. Ve€ o ucinkih GLP-1
v €lanku z naslovom Sklopitev med spod-
bujanjem in izlo¢anjem v celicah B: nevro-
hormonska ojacitvena pot (40). Tudi celice 3
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izraZajo GPR za PMK, preko katerih se izrazi
del njihovih ucinkov na izlo€anje inzulina.

Vpliv PMK neposredno na celice (3 tre-
busne slinavke lahko razdelimo na tri veje.
Prvi dve sta delno Ze bili opisani, saj se v ve-
liki meri prekrivata tudi s presnovo gluko-
ze. Prva je povezana s t.i. Randlovim ciklom,
poimenovanim po raziskovalcu, ki je prvi
opisal, da oksidacija PMK zavira oksidaci-
jo glukoze v skeletni in sréni miSi¢nini, je-
trih in celicah B trebu$ne slinavke. Pri tem
PMK zavirajo predvsem delovanje piruvat
dehidrogenaze in s tem nastanek acetil-CoA,
v manjsi meri pa tudi vstop glukoze v ce-
lico ter delovanje drugih encimov v procesu
glikolize. Pomen cikla se izrazi med pomanj-
kanjem hranil v telesu, ko aktivacija lipo-
lize poveca koncentracijo PMK v plazmi,
slednje pa ob oksidaciji zavirajo porabo
glukoze. S tem jo prihranijo za tkiva, ki jim
glukoza predstavlja kljucen vir energije
(predvsem moZgani). Podobno tudi porast
PMK med telesno vadbo omogoci, da se glu-
koza, ki je ne porabijo aktivne miSice, upo-
rabi za hitrejSe nadomeSc¢anje izpraznjenih
zalog miSicnega glikogena (41). Da obsta-
ja tudi obraten proces, zaviranje oksidaci-
je PMK ob oksidaciji glukoze, je Randle
predvideval Ze na zacetku, njegov obstoj in
molekularni mehanizmi pa so bili dokaza-
ni kasneje. Gre za zgoraj opisani nastanek
malonil-CoA, zaviranje CPT-1 in posledi¢no
kopicenje dolgoveriZznega acil-CoA v cito-
solu. Ta kot ena izmed signalnih molekul
uravnava aktivnost kanalov K,., in pre-
ko acetilacije beljakovin, ki sodelujejo pri
eksocitozi, denimo sinaptotagmina ali s si-
naptosomom povezane beljakovine 25 (angl.
synaptosomal-associated protein 25, SNAP
25), ojaca njihovo vezavo na celi¢no mem-
brano in s tem spodbuja izlo¢anje inzulina
(27, 42). Drugi del mehanizma, preko ka-
terega se PMK vkljucujejo v izlo¢anje in-
zulina, je povecana aktivnost Ze omenjenega
cikla GL/FFA, kjer prav tako nastajajo mas-
Cobne signalne molekule, ki oja¢ajo izloca-
nje inzulina (29). Tretja veja pa je ucinek

PMK preko vezave na GPR40. Aktivacija
receptorja preko fosfolipaze C sproZi spros-
Canje Ca?* iz endoplazemskega retikuluma
in tako pripomore k sproZilnemu signa-
lu (43). To tudi razlaga ugotovitve raziska-
ve, da PMK sproZijo izlo¢anje inzulina, ki
je sicer minimalno, tudi pri podpraznih kon-
centracijah glukoze ali celo v njeni odsotno-
sti (6, 44). MiSi brez GPR40 izlo¢ajo manj
inzulina po spodbujanju s PMK, hkrati pa
imajo normalno homeostazo glukoze kljub
visokokalori¢ni dieti. Drugi sorodni recep-
torji, ki morda na soroden nacin uravnavajo
izlo¢anje inzulina ob izpostavljenosti PMK
(njihova vloga Se ni povsem dokazana) so
npr. GPR120, GPR41 in GPR119 (3). Priblizno
polovica izloCenega inzulina, ki ga spodbu-
jajo PMK, je posledica neposredne aktiva-
cije receptorja za PMK GPR40, preostali del
pa zahteva njihovo presnovo (43).
Pomemben je tudi dvojni u€¢inek PMK
na delovanje celic B. Ceprav ima kratkotraj-
na izpostavljenost nezaestrenim PMK spod-
bujevalen ucinek na izlo€anje inzulina, pa
dolgotrajna izpostavljenost poviSanim vred-
nostim negativno vpliva na delovanje ce-
lic B (27). Pri tem se raziskave Se vedno uk-
varjajo z vpra$anjem, Ce je pri tem procesu
klju¢na poviSana raven PMK ali glukoze in
¢e morajo biti za Skodljivo delovanje dalj
¢asa poviSane vrednosti obeh skupin hra-
nil. Povedano drugace - ali gre za lipotok-
si¢nost, glukotoksi¢nost ali glukolipotok-
si¢nost. V eksperimentalnih pogojih in vitro
poviSane vrednosti tako glukoze kot PMK
samostojno negativno vplivajo na funkcijo
celic B, zaradi Stevilnih omejitev teh razi-
skav pa je pri prenosu ugotovitev na mo-
dele in vivo ali €lovesko fiziologijo potreb-
na previdnost. Ceprav zgodba o glavnem
krivcu za disfunkcijo celic B Se zdale€ ni
zakljuCena, Stevilne raziskave opisujejo
Skodljiv u¢inek PMK zgolj v prisotnosti kro-
nicno poviSanih ravni glukoze. Hiperglike-
mija, ki ima lahko sicer sama po sebi ne-
gativen ucinek na funkcijo celic 3, naj bi bila
tako nujen pogoj, da se izrazijo Skodljivi



Med Razgl. 2019; 58 (3):

297

ucinki poviSanih ravni PMK. Gre za t.1i. per-
misivno vlogo hiperglikemije (45-47). Kon-
cept med raziskovalci sicer ni enotno spre-
jet in nekateri menijo, da je za funkcionalno
okvaro celic  nujna prekomerna izpostav-
ljenost kombinaciji hranil (48).

HORMONI IN ZIVCNI
PRENASALCI

Stevilne uéinkovine iz skupine hormonov
in Zivénih prenaSalcev imajo prav tako kot
AK ter PMK spodbujevalen ali zaviralen
ucinek na izlo¢anje inzulina. V skupini spod-
bujevalcev najdemo med drugimi GLP-1,
GIP, holecistokinin, gastrin, acetilholin in
vazoaktivni intestinalni polipeptid, med
zaviralce pa uvr§¢amo somatostatin, adre-
nalin in grelin. Vse omenjene ucinkovine in
njihov mehanizem delovanja smo podrob-
neje opisali v ¢lanku z naslovom Sklopitev
med spodbujanjem in izlocanjem v celicah 3:
nevrohormonska ojacitvena pot.

POGLED V PRIHODNOST

Ze dalj Casa poznamo $tevilne u¢inkovine,
ki vplivajo na izlo¢anje inzulina, a njihovi
mehanizmi Se vedno niso razkriti. Prav tako
odkrivamo tudi vedno nove plasti njihove-
ga delovanja. Dober primer so u¢inkovine
iz skupine sulfonilse¢nin. Zanimiva zgod-
ba o njihovem odkritju sega v obdobje dru-
ge svetovne vojne in je, kot nakazuje Ze ime,
povezana z uporabo sulfonamidnih antibio-
tikov. Zaradi vsesploSnega pomanjkanja so
ljudje uZivali higiensko opore¢no hrano, po-
sledica tega pa so bili Stevilni primeri ti-
foidne vrocice, ki jih je francoski zdravnik
Marcel Janbon zdravil z novoodkritimi pred-
stavniki iz skupine sulfonamidov. Pri bol-
nikih so se priceli pojavljati neZeleni u¢inki
v obliki krcev, kome in hipoglikemije, ki jih
je fiziolog Auguste Loubatieres v slede¢ih
letih povezal s spodbujevalnim ucinkom

uporabljenih u€inkovin na izlo€anje inzu-
lina (49).

Z odkritjem novih signalih poti, kot je
denimo s cAMP povezana beljakovina (angl.
exchange protein directly activated by cAMP 2,
Epac2), in dokazi, da to pot aktivirajo tudi
omenjeni hipoglikemiki, se razkrivajo novi
mehanizmi njihovega delovanja, katerih
pomen in vivo Se ni povsem jasen (50, 51).
Omenjena pot delno razlaga tudi klini¢no
pomembno vzajemno delovanje inkretinov
in sulfonilse¢nin. BoljSe razumevanje me-
hanizmov sproZilne in ojacitvene poti raz-
jasnjuje pogosto zmotno prepricanje, da je
delovanje sulfonilse¢nin od glukoze neod-
visno. Sicer drZi, da lahko sulfolnilse¢nine
preko zaprtja kanalov K, povzo€ijo nasta-
nek sproZilnega signala tudi v odsotnosti
glukoze, so pa za to potrebne visoke kon-
centracije zdravila v plazmi. Nasprotno je
znotraj terapevtskih koncentracij delovanje
sulfonilse¢nin pomembno odvisno od kon-
centracije glukoze, kar je posledica tako seSte-
vanja u€inkov na delovanje kanalov K., kot
tudi ojacitvenih presnovnih ucinkov gluko-
ze (51). Tako tudi pri u€inkovinabh, ki veljajo
za stare znance klini¢ne prakse, nova dog-
nanja razkrivajo nove vidike njihove upo-
rabe. Pri drugih je vec znanega o tem, kako
uravnavajo delovanje celic  pri laborato-
rijskih Zivalih, manj pa imamo znanja o pre-
nosu teh ugotovitev na delovanje trebudne
slinavke pri ljudeh. Pojavljajo se tudi nove
ucinkovine, ki na izlo¢anje inzulina vpliva-
jo preko doslej manj znanih mehanizmov.
Primer so glikozidi stevia, pogosto uporab-
ljani nadomestki sladkorja brez kalorij, ki
preko omenjenih kanalov TRP ojacujejo
z glukozo sproZeno izlo¢anje inzulina, hkrati
pa kaZejo zaS¢itne ucinke pri razvoju slad-
korne bolezni tipa 2 ob dieti z visoko vseb-
nostjo mascob (52).
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