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Abstract. AM�-��������� ������� ������ �AM��� �� �� �����-AM�-��������� ������� ������ �AM��� �� �� �����-
���� �ff����� �f ���f����� ������ �� glu���� u����� �� ���l���l 
�u��l� ��ll�. W� ������ly �������� �h�� ���f����� �������� 
���ul�� �������� �ub������-1 �IRS-1�-���������� ���ul�� ��g��l��g 
by ��w���gul����g �����l ��gul����y �l�����-b�����g �������-1� 
�SREB�-1�� �x��������. I� �h�� ��u�y, w� �������g���� wh��h�� 
AM�� ���������� ��� SREB�-1� ��h�b����� ������bu�� �� �h� 
b���f����l �ff���� �f ���f����� �� IRS-1-���������� ���ul�� 
��g��l��g �� L6 �y��ub��. L6 �u��l� ��ll� w��� ���ub���� w��h 
��l����� ���� ��A� �� ���u�� ���ul�� ���������� ��� �h�� ������� 
w��h ���f����� ���/�� �h� AM�� ��h�b����, �����u�� C. 
AM��, SREB�-1�, IRS-1 ��� A�� ������� �x�������� l���l� w��� 
���������� by w������ bl�� ���ly���. Th� �ff���� �f ���f����� 
�� SREB�-1� g��� ������������� w��� ���������� by � lu��f-
����� �������� ����y. Glu���� u����� w�� ���lu���� u���g �h� 
2-NBDG ���h��. I� �h� �A-������� L6 ��ll�, ���f����� �����-
���� ��h����� AM�� �h���h��yl�����, ���u��� SREB�-1� 
�x�������� ��� ��������� IRS-1 ��� A�� ������� �x��������, 
wh����� ��������� w��h �����u�� C bl����� �h� �ff���� �f 

���f����� �� SREB�-1� �x�������� ��� �h� IRS-1 ��� A�� 
l���l�. M�������, ���f����� �u�������� SREB�-1� �������� 
�������y ��� �������� glu���� u����� �h��ugh AM��. Th� 
���ul�� f��� �h�� ��u�y ����������� �h�� ���f����� ���l������� 
�A-���u��� ���ul�� ���������� �h��ugh �h� ���������� �f AM�� 
��� �h� �u��������� �f SREB�-1� �� ���l���l �u��l� ��ll�.

Introduction

S��l���l �u��l� ���ul�� ���������� �l�y� � ��j�� ��l� �� �h� ����l-
������ �f �����������l hy���gly����� �1�. I� �� w�ll ����bl��h�� 
�h�� �x���� l���� ���u�ul����� �� �u��l� l���� �� ���ul�� �����-
����� by ��������g ���ul�� ��g��l��g �2,3�. A� � ��y ������������� 
f����� ��gul����g de novo l���g������, �h� ��������� �x�������� 
�f �����l ��gul����y �l�����-b�����g �������-1� �SREB�-1�� 
��� ���ul� �� �u��ul�� ���ul�� ���������� by ��������g l���� 
���u�ul����� �4-6�. N����h�l���, �� � ������ ��u�y �f �u��, w� 
�������� � ��w ���h����� �h��ugh wh��h SREB�-1� ������ly 
b���� �� �h� �������� ��g��� �f ���ul�� �������� �ub������-1 
�IRS-1�, �u��������g IRS-1 �x�������� ���, �ub��qu���ly, �h� 
���������� �f �h� ���ul�� ��g��l��g ���hw�y �7�. AM�-��������� 
������� ������ �AM���, � ��������� ������/�h������� ������� 
������, �� �������� �f � ����ly��� �ubu��� α ��� �w� ��gul����y 
�ubu���� β ��� γ. Th� α �ubu��� �������� � �h������� �����u� 
�Th�172� �h�� �� ��������y f�� AM�� ����������. AM�� �� �� 
�������llul�� ����gy ������ �h�� �l�y� � ��y ��l� �� ��gul����g 
��llul�� ����b�l��� �8�. I� �u��l�, AM�� h�� b��� �h�w� 
�� ��gul��� ���ul�� ��g��l��g ��� ������� �h� �����l������� �f 
glu���� ����������� 4 �GLUT4�, �h���by ����ul����g glu���� 
uptake (9). Multiple evidence has indicated that the first-line 
����hy���gly����� ��ug, ���f�����, ��������� glu���� u����� 
�� ���l���l �u��l� ����ly �h��ugh AM�� ���������� �10-12�.

I� �� ���w� �h�� SREB�-1� �� ��g�����ly ��gul���� by 
AM��. ������u� ��u���� h��� ��������� �h�� AM�� �u�������� 
SREB�-1� ������������� �13,14� ��� ��h�b��� SREB�-1� �l����g� 
��� �u�l��� �����l������� by �h���h��yl����g SREB�-1� �15� �� 
h������� ��ll l���� ��� � f���y l���� ����l, ����������ly. S�u���� 
h��� ������������ �h�� ���f����� ��������� ���u��� h������ 
l���g������ �h��ugh �h� �h� AM��/SREB�-1� ���hw�y �15,16�. 

Metformin attenuates palmitic acid-induced insulin resistance 
in L6 cells through the AMP-activated protein kinase/sterol 
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Fu��h������, �u� ������ ��u�y ��������� �h�� ���f����� 
���l������� IRS-1-���������� ���ul�� ��g��l��g �h��ugh ��� 
��h�b����y �ff��� �� SREB�-1� �� ���l���l �u��l� ��ll� �7�. 
N����h�l���, wh��h�� AM�� �� �h� ��l��ul�� l��� �h��ugh 
wh��h ���f����� ���� �� SREB�-1� ��� �h� �ub��qu��� ���ul�� 
signaling requires clarification.

Th���f���, �h� ������� ��u�y w�� ����g��� �� �������g��� �h� 
involvement of the AMPK/SREBP-1c pathway in the benefi-
���l �ff���� �f ���f����� �� �h� ���ul�� ��g��l��g ���hw�y 
�� ���l���l �u��l� ��ll�. W� f�u�� �h�� ���f����� ��h�b���� 
SREB�-1� �x��������, wh��h w�� ���������� w��h AM�� ����-
������ �� �A-������� L6 �y��ub��. Fu��h�� �x��������� u���g 
�h� AM�� ��h�b����, �����u�� C, ������������ �h�� AM�� 
���������� w�� ��qu���� f�� �h� ��h�b����y �ff���� �f ���f����� 
on SREBP-1c and subsequent insulin signaling. These findings 
������� � ���� ������� ���h����� �f ���f����� ��gul����� �f 
���ul�� ��g��l��g �� ���l���l �u��l� ��ll�.

Materials and methods

Materials. L6 �u��l� ��ll� w��� �b������ f��� �h� Ch����� 
A�����y �f S�������. All ��ll �ul�u�� ����� ��� ���� w��� 
�u��h���� f��� I������g�� �C��l�b��, CA, USA�. M��f����� 
��� ��l����� ���� ��A� w��� �b������ f��� S�g��-Al����h 
�S�. L�u��, MO, USA�. C����u�� C w�� �b������ f��� 
EMD M�ll����� �B�ll�����, MA, USA�. 2-[N-�7-�����b��z-2-
�x�-1,3-���z�l-4-yl�-�����]-2-���xy-D-glu���� �2-NBDG� 
w�� �u��h���� f��� C�y��� Ch�����l �A�� A�b��, MI, 
USA�. Th� ����-SREB�-1� ����b��y ���-8984� w�� �b������ 
f��� S���� C�uz B�����h��l�gy �D�ll��, TX, USA�. 
A���b����� �g����� IRS-1 �3407�, �h���h��yl����-IRS-1 
��-IRS-1; Ty�608/612; 09-432� ��� gly����l��hy��-3-�h��-
�h��� ��hy���g����� �GA�DH; MAB374� w��� �b������ 
f��� EMD M�ll�����. A���b����� �g����� AM��α (2603), 
�h���h��yl���� AM��α ��-AM��α; Th�172; 2535�, A�� 
�9272� ��� �h���h��yl���� A�� ��-A��; S��473; 4060� w��� 
f��� C�ll S�g��l��g T��h��l�gy �D������, MA, USA�. Th� 
����-f���y ���� �y��h��� �FAS; 610962� ����b��y w�� �b������ 
f��� BD B���������� �F����l�� L����, NJ, USA�.

Cell culture. Th� L6 �u��l� ��ll� w��� �ul�u��� �� DMEM 
�u��l������� w��h 10% FBS ���l/��l� ��� ��ff���������� ���� 
�y��ub�� �� ��ff����������� ����u� w��h�� 6 ��y�, �� �����-
�u�ly ������b�� �17�. Th� ����l�y�� �f �y��ub�� w�� �h�� 
���u�-������� �� DMEM f�� 8 h ��� u��� �� �h� f�ll�w��g 
�x���������. T� �x����� �h� ����-��u��� �ff���� �f �A, �h� 
L6 �y��ub�� w��� ���ub���� w��h 0.5 �M �A f�� 3, 6, 12, 
18 ��� 24 h. T� ��������� �h� �ff���� �f ���f����� ��� �h� 
����l������ �f AM��, �h� L6 �y��ub�� w��� ������� w��h 
0.5 �M �A �� �h� �������� �� �b����� �f ���f����� �1 
or 10 mM) for 24 h or pre-treated with the specific AMPK 
��h�b����, �����u�� C �10 µM�, f�� 30 ��� ��� �h�� �x����� 
�� 10 �M ���f����� f�� 24 h. Th� ��ll� w��� �h�� h��������, 
��� �h� ������� w�� �x������� f�� w������ bl�� ���ly���.

Glucose uptake assay. Th� L6 ��ll� w��� ������� w��h �h� ����-
����� �����u��� f�� 24 h ��� �h�� ���ub���� �� l�w-glu���� ��� 
serum-free DMEM containing 100 µM 2-NBDG for 1 h at 37˚C 
�� �h� ����. Af��� � 10-��� ��������� w��h 100 �M ���ul��, �h� 
cells were collected and the fluorescence intensity was measured 

�� �� �x�������� �f 485 �� ��� �� �������� �f 520 �� u���g � 
FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences). The intensity of 
the fluorescence reflected the 2-NBDG uptake of the cells.

PA-induced cytotoxicity assay. C�ll ��������� w�� �������� by 
A���x�� V-FITC/�I �������g �I������g���. A���x�� V-FITC �� 
a fluorescence protein that binds to phosphatidylserine of the 
�l���� ���b���� �u���g ���ly ���������. �������u� ������ ��I� 
is a fluorescent dye that binds to nuclear DNA following the 
�u��u�� �f �h� �l���� ���b����. L6 �y��ub�� u�������� �� 
������� w��h 0.5 �M �A f�� 24 h w��� ���u������� �� 400 µl 
A���x�� B�����g Buff��, ��� �h�� ���ub���� �� �h� ���� f�� 
15 ��� �� ���� ��������u�� w��h 4 µl �f A���x�� V-FITC ��� 
4 µl of PI. Annexin V-FITC and PI fluorescence were measured 
by fl�w �y������y. DNA f��g��������� w�� �x������ �� 
��������� l��� ���������. T���l DNA w�� �x������� f��� �h� 
�A-������� L6 �y��ub�� u���g � DNA �u��f������� ��� ��� 
���lyz�� �� ��h���u� b������ �E�B��-������� 2% �g����� g�l�.

Western blot analysis. Th� ������� ��ll� w��� w��h�� �w��� 
w��h ��l� �h���h���-buff���� ��l��� ��� ly��� �� N�-40 ly��� 
buff�� ���������g � �������� I�h�b���� C������l �R��h�, B���l, 
Sw��z��l����. Th� ������� ������������� w�� ����u��� u���g 
�h� b�����h������ ���� �BCA� ���h��. Tw���y �����g���� �f 
������� ��� l��� w��� l����� ��� ��������� by SDS-�AGE, 
transferred onto polyvinylidene fluoride membranes, blocked 
w��h 7.5% ���-f�� ����� ��l� �w�/��l� �� T���-buff���� ��l��� 
w��h 0.1% Tw���-20 �TBST� ��� ���ub���� w��h ������y 
antibodies overnight at 4˚C. The membranes were washed 
w��h TBST ��� ���ub���� w��h �h� ����������� ��������y 
����b��y �g��� ����-��bb�� IgG, ZB-2301, ZSGB-BIO, B��j��g, 
Ch��� ��� g��� ����-��u�� IgG, GAM0072, Mul��S������� 
B�����h, Suzh�u, Ch���� �� ���� ��������u��. Th� ������� 
b���� w��� �h�� ���u�l�z�� w��h ��h����� �h���lu���������� 
(EMD Millipore) and quantified by densitometry (Quantity One 
��f�w���; B��-R�� L�b���������, H���ul��, CA, USA�.

Luciferase reporter assays. Th� �������� �l�����, �GL3-
SREB�-1�, w�� ������u���� �� ������� �h� ��� SREB�-1� �������� 
��g��� f��� -1,000 �� +100 b� ��� �l���� ���� �h� KpnI/Hin�III 
����� �f �h� �GL3-b���� lu��f����� ������ ������g�, M������ 
WI, USA�. Th� L6 ��ll� w��� ��-�����f����� w��h � lu��f����� 
�l����� �GL3-SREB�-1� �1,000 �g� ��� � �RL-T� Renilla 
�l����� �20 �g� u���g L���f�������� 2000 �I������g���. A� 24 h 
����-�����f������, �h� ��ll ����u� w�� �w���h�� �� � ����u� 
�u��l������� w��h �h� ��������� �����u���. Tw�l�� h�u�� 
l����, lu��f����� �������y w�� ����u��� u���g �h� Du�l-Lu��f����� 
�������� ����y �y���� ������g��. Th� Renilla �l����� �RL-T� 
was used to normalize for transfection efficiency.

Statistical analysis. All ���� ��� �x������� �� �h� ����� ± SEM. 
D�ff������� b��w��� g��u�� w��� �x������ f�� ����������l 
significance using the Student's  t-test or one-way ANOVA. 
A ��lu� �f �<0.05 w�� ���������� �� �������� � ����������lly 
significant difference.

Results

Metformin promotes glucose uptake through AMPK activation 
under PA-induced insulin-resistant states in L6 myotubes. I� 



INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR MEDICINE  35:  1734-1740,  20151736

h�� b��� ���u������ �� � �u�b�� �f ��u���� �h�� �A ���u��� 
���ul�� ���������� by ���������g glu���� u����� �18-20�. F����, �� 

�h� ������� ��u�y, w� ���lu���� �h� ��l� �f �A �� glu���� u�����. 
Th� ���ul�� �����l�� �h�� �A ��������� glu���� u����� �� �h� 

F�gu�� 1. ��l����� ���� ��A� �� �h� ���� �f 0.5-�M l�� �� ���ul�� ���������� �� L6 �y��ub�� w��h�u� ���u���g �y����x����y. �A� L6 �y��ub�� w��� ������� w��h 
�A �0, 0.1, 0.3 ��� 0.5 �M� f�� 24 h. 2-NBDG u����� w�� ��������� f�ll�w��g �A ��������� �� � ����-��������� ������. �B� U�������� L6 �y��ub�� ��� �h��� 
treated with PA (0.5 mM) for 24 h were stained with Annexin V-FITC and PI. Analysis of cell apoptosis was performed by flow cytometry. The numbers in the 
qu������� ��������� �h� ��������g� �f ��ll� �� ���ly ��������� �A���x�� V+ �I-, l�w�� ��gh� qu�������. �C� L��� ��������� w�� ����y�� u���g DNA �x�������� ��� g�l 
�l������h������. M, ������.

F�gu�� 2. M��f����� �������� glu���� u����� �h��ugh �h� ���������� �f AM�-��������� ������� ������ �AM��� �� L6 �y��ub�� �� � ��l����� ���� ��A�-���u��� 
���ul��-��������� �����. �A� 2-NBDG u����� w�� ��������� f�ll�w��g �A ��������� �� � ����-��������� ������. �B� Th� ����-��������� �ff���� �f �A ��������� 
�� �h� �x�������� �f �h���h��yl���� AM��α (�-AM��α; Th�172�, AM��α, �����l ��gul����y �l�����-b�����g �������-1� �SREB�-1��, �h���h��yl���� ���ul�� 
�������� �ub������-1 ��-IRS-1; Ty�608/612� ��� IRS-1. ������� l���l� ������l�z�� �� GA�DH� w��� ����u��� by w������ bl�� ���ly��� �� L6 �y��ub�� ���ub���� 
w��h 0.5 �M �A f�� 3, 6, 12, 18 �� 24 h. �C� M��f����� ��h����� 2-NBDG u�����, ��� �h�� �ff��� w�� �����u���� by �h� �������� �f �����u�� C. D��� ��� 
��������� �� �h� ����� ± SEM �f �� l���� 3 ����������� �x���������; *�<0.05 ��. ������l �� �� ���������.
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L6 �y��ub�� �� ����� f��� 0.1 �� 0.5 �M �� � ����-��������� 
������ �F�g. 1A�. Sub��qu���ly, w� ���������� wh��h�� 
��������� w��h 0.5 �M �A w�� ��x�� �� �h� L6 �y��ub��. 
A���x�� V-FITC/�I �������g �����l�� �h�� ��������� w��h 
0.5 �M �A ���ul��� �� � ����l�� ���u�� �f ��������� �� �h� 
������l �u��������� L6 �y��ub�� �F�g. 1B�. DNA g�l �l�����-
�h������ �����l�� �h�� �A �� ����� f��� 0.1 �� 0.5 �M h�� �� 
�y����x�� �ff����; h�w����, �y����x�� �ff���� w��� �b������ 
wh�� �h� ������������� ����h�� 0.8 �M, wh��h ���ul��� �� � 
��������� DNA b��� �F�g. 1C�. I� �h� f�ll�w��g �x���������, 
�ll ���� w��� �b������ u���g ��������� w��h 0.5 �M �A.

W� �������g���� �h� ����-��u��� �ff���� �f �A �� glu���� 
u����� �� L6 �y��ub�� ��� �h� ��l��ul�� ���h������ ����l���. 
Th� ���ul�� �����l�� �h�� �A ��������� glu���� u����� �� � 
����-��������� ������ �F�g. 2A�. W� �l�� ���lu���� AM�� 
��� SREB�-1� �x�������� �� �h� L6 ��ll� ������� w��h �A. A� 
�h�w� �� F�g. 2B, �A ��������� �h� �-AM��α ������� l���l� �� 
� ����-��������� ������, wh����� �h� AM��α ������� l���l� 
w��� ��� �ff�����. SREB�-1� ������� �x�������� ��������� 
significantly after 3 h of exposure to PA. In addition, IRS-1, 
as well as p-IRS-1 (Tyr608/612) expression decreased signifi-
����ly �f��� 6 h �f �A ���������. Th��� ���� �ugg��� �� ������� 

�����l����� b��w��� AM�� ���������� ��� SREB�-1� �x����-
����. Th� AM��/SREB�-1� ���hw�y ��y �hu� �l�y � ��y ��l� 
�� �A-���u��� ���ul�� ����������.

M��f�����, � w���ly-u��� ��������� f�� �y�� 2 ���b����, h�� 
b��� �������� �� �������� glu���� u����� �� ���l���l �u��l�, �h� 
���h������ �f wh��h ����ly ����l�� AM�� ����������. I� �h� 
������� ��u�y, w� �������g���� �h� ��l� �f ���f����� �� glu���� 
u����� ��� f�u�� �h�� ���f����� ��������� glu���� u����� �� 
� ����-��������� ������ �������� w��h �h� �A-������� L6 
��ll� �F�g. 2C�. Fu��h������, �h� ���f�����-���u��� ��h����-
���� �f glu���� u����� w�� �����u���� f�ll�w��g ��������� w��h 
�h� AM�� ��h�b����, �����u�� C �F�g. 2C�. T���� ��g��h��, 
�h��� ���� �ugg��� �h�� �h� ���f�����-���u��� u���gul����� �f 
glu���� u����� �� �������� �h��ugh AM�� ����������. 

Metformin stimulates AMPK activity, inhibits SREBP-1c 
expression and activates the IRS-1/Akt pathway. I� ����� �� 
further  investigate  the specific mechanisms responsible for 
�h� ���f�����-���u��� �������� �� glu���� u����� �� ���l���l 
�u��l� ��ll�, w� �������� �h� ������� l���l� �f AM��α ��� 
SREB�-1� �� �h� �A-������� L6 ��ll� wh��h w��� ������� w��h 
�����u� �������������� �f ���f�����. I� ��������, w� �l�� 

F�gu�� 3. AM�-��������� ������� ������ �AM��� �� ����l��� �� �h� �ff���� �f ���f����� �� �h� �x�������� �f �����l ��gul����y �l�����-b�����g �������-1� 
�SREB�-1�� ��� �h� ���ul�� �������� �ub������-1 �IRS-1�/A�� ���hw�y. ������� �x�������� ������l�z�� �� GA�DH� w�� ����u��� by w������ bl�� ���ly��� �� L6 
�y��ub�� ������� w��h ��l����� ���� ��A� �� �h� �b����� �� �������� �f ���f����� �1 �� 10 �M� f�� 24 h. Th� g���h �h�w� �h� ���� ± SEM �f 3 ����������� 
experiments. The significance between groups is presented as indicated; *�<0.05.
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�������� �h� �x�������� �f �h� SREB�-1� ��w������� �������, 
FAS, ��� ��y �������� ����l��� �� ���ul�� ��g��l��g �� �u��l� 
��ll�, ���lu���g IRS-1 ��� A��. A� �h�w� �� F�g. 3, �������� 
w��h �h� �A-������� ��ll� ��� ������� w��h ���f�����, �h� l���l� 
�f AM��α �h���h��yl����� w��� ��������� �� � ����-��������� 
������ �� �h� ��ll� ������� w��h ���f�����, wh�l� �h� AM��α 
������� l���l� w��� ��� �ff�����. By ��������, �h� SREB�-1� 
��� FAS ������� l���l� w��� ��������� �� � ����-��������� 
������ �� �h� ��ll� ������� w��h ���f�����. C�����������gly, 
�h� ������� �x�������� l���l� �f IRS-1, �-IRS-1 �Ty�608/612� 
��� �-A�� �S��473�/A�� w��� ���������, ����l�� �� AM�� 
����������. Th��� ���ul�� �ugg��� �h�� ���f����� ��h�b��� 
SREB�-1� �x�������� by ���������g AM�� ��� �h�� �h� IRS-1/
A�� ���hw�y.

The AMPK inhibitor, compound C, reverses the suppressive 
effects of metformin on SREBP-1c and impairs the activa-
tion of the IRS-1/Akt pathway. I� ����� �� �x����� wh��h�� 
�h� �ff���� �f ���f����� �� SREB�-1� ��� AM��-���������, 
w� �x������ �h� ��l����� �������� by ��-���ub����� w��h �h� 
AM�� ��h�b����, �����u�� C. W� f�u�� �h�� �h� ���f�����-
���u��� ��h�������� �f AM��α �h���h��yl����� ��� �h� 
�u��������� �f SREB�-1� �x�������� w��� �������� by �����-
���� w��h �����u�� C �F�g. 4�. I� ���������� w��h �h��, 

�h� ������� �x�������� �f IRS-1 ��� �-IRS-1 �Ty�608/612� 
w�� ���u���, wh����� FAS �x�������� w�� u���gul���� �� 
l���l� wh��h w��� ����l�� �� �h��� �b������ �� �h� �A-������� 
��ll� �F�g. 4�. Th��� ���ul�� �u����� �h� ������ �h�� AM�� �� 
��qu���� �� �h� ���f�����-���u��� �u��������� �f SREB�-1� 
�x�������� ��� ������bu��� �� �h� ���������� �f �h� IRS-1/A�� 
���hw�y.

Metformin suppresses SREBP-1c promoter activity in an 
AMPK-dependent manner. In ordre to confirm that metformin 
��gul���� SREB�-1� ������������� ��� wh��h�� ��� ��l� �� 
AM��-���������, w� �x������ �h� �ff���� �f ���f����� ��� 
�����u�� C �� SREB�-1� �������� �������y u���g � lu��f����� 
�������� ����y. A� �h�w� �� F�g. 5, ���f����� �u�������� �h� 
�������� �������y �f SREB�-1� �� � ����-��������� ������, 
wh�l� �h� AM�� ��h�b����, �����u�� C, bl����� �h�� �u�����-
���� �f �h� SREB�-1� ��������. Th��� ���ul�� ����������� �h�� 
���f����� �x���� �� ��h�b����y �ff��� �� SREB�-1� �������� 
�������y ��� �h�� �h�� �� AM��-���������.

Discussion

Metformin has been recommended as the first-line oral agent 
f�� �h� ��������� �f �y�� 2 ���b���� �21�. Th��� ��� ���y �ff���� 

F�gu�� 4. Th� AM�-��������� ������� ������ �AM��� ��h�b����, �����u�� C, �b�l��h�� �h� �ff���� �f ���f����� �� �����l ��gul����y �l�����-b�����g �������-1� 
�SREB�-1�� ��� �h� ���ul�� �������� �ub������-1 �IRS-1�/A�� ���hw�y. L6 �y��ub�� w��� ���-������� w��h 10 µM �����u�� C f�� 30 ��� ��� �h�� �x����� 
�� 10 �M ���f����� f�� 24 h. ������� w�� �x������� ��� ����u��� by w������ bl�� ���ly���. GA�DH w�� u��� �� � l�����g ������l. Th� g���h �h�w� �h� 
mean ± SEM of 3 independent experiments. The significance between groups is presented as indicated; *�<0.05.
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�f ���f����� �� glu���� ����b�l���, ���lu���g � �������� 
�� h������ glu���� �u��u�, �� �������� �� glu���� u����� �� 
�u��l� ��� f��, �� �������� �� glu���� u��l�z����� �� �h� gu� 
��� �� ��h�������� �� �������� ��g��l��g �22�. H�w����, �h� 
������� ��l��ul�� ���h������ �f ������ �f ���f����� ��qu��� 
further clarification.

S�u���� �� �h� l���� h��� ��������� �h�� AM��-��������� 
��� AM��-����������� ���h������ ��y b��h ����u�� f�� 
���f����� ������ �� l���� ��ll� [�����w�� �� �23�]. H�w����, 
��u���� �� ���l���l �u��l� h��� �ugg����� �h�� ���f����� �x���� 
its glucose-lowering efficacy primarily through the activation 
�f AM�� �24,25�. I� �h� ������� ��u�y, �u� ���ul�� �u����� 
�h� hy���h���� �h�� ���f����� ��������� AM�� ��� �������� 
glucose uptake in PA-treated L6 cells and that this beneficial 
�ff��� �� �b�l��h�� by �h� AM�� ��h�b����, �����u�� C.

I� �������� �� �� �������� �� �u��l� glu���� u�����, � 
���������bl� ���u�� �f �������� h�� ��������� �h�� �h� ������-
���� �f AM�� by ���f����� �l�� ���ul�� �� �h� ��h�b����� �f 
l���g������ �26,27�. S�u���� h��� �l�� ����bl��h�� �h�� AM�� 
���������� l���� �� � ���u����� �� l���g������ by �u��������g 
SREB�-1� �x�������� �15,16,28,29�. R�����ly, �h� �x������g 
��l�� �f SREB�-1� �� ���ul�� ��g��l��g h��� b��� �����l��. 
S�u���� h��� �ugg����� �h�� SREB�-1� ������ly ��h�b��� IRS-2 
�x�������� ��� �h� �ub��qu��� ���ul�� ��g��l��g ���hw�y �� 
�h� l���� �30,31�. I� � ������u� ��u�y �f �u��, �� w�� �����-
������� �h�� SREB�-1� ��������������lly �u�������� IRS-1 
�x��������, ��h�b��� IRS-1-���������� ���ul�� ��g��l��g ��� 
�h���by ��������� glu���� u����� �� �u��l� �7�. I� �h� ������� 
��u�y, w� �b������ �h�� �h� �ff���� �f ���f����� ��������� �� 
���ul�� ��g��l��g w��� �������� �h��ugh AM�� ���������� ��� 
SREB�-1� ��h�b����� wh�� �h� ��ll� w��� u���� �� ���ul��-
��������� ����� ���u��� by �A. M�������, w� f�u�� �h�� �h� 
�b���-��������� �ff���� w��� AM��-���������. Th��� ���ul�� 
����������� �h�� ���f����� ��������� IRS-1-���������� ���ul�� 
��g��l��g ����ly �h��ugh �h� AM��/SREB�-1� ���hw�y.

W� h��� ������b�� �h� �����f�� ��g��l��g ���hw�y �f 
���f����� ������ �� glu���� u����� �� �h� ��llul�� ��� ��l��-
ul�� l���l; h�w����, fu��h�� ��u���� u���g ����u�� f��� �����l� 

�� �������� w��h ���ul�� ���������� ��� ��qu���� �� �h� fu�u��. 
I� �h� ������� ��u�y, �h� ��������g� �f ��������� ��ll� w�� �� � 
h�gh l���l. W� ����ul���� �h�� �h� ��ll� h�� � l�w �u��������l 
����u� �u���g �h� ������� �f ��ff�����������. I� l��� w��h �h� 
��j����y �f in vitro ��u����, �h� ���f����� ������������� u��� 
�� �h�� ��u�y w�� �b��� ��� �hy���l�g���l �������������. I� �h�� 
��g���, � �����bl� ������ f�� �h�� ��������y �� �h� ��ff�������l 
�x�������� �f ��g���� ������ ����������� �OCT� b��w��� 
���l���l �u��l� ��� �������l�z�� ��ll l����. OCT f���l������ 
metformin uptake into cells, and is required for the efficient 
������ �f ���f����� �32�. Al�h�ugh �h� ������� ��u�y h�� 
������� l����������, �u� ���� �� ������bu�� �� � b����� u����-
�������g �f ���f����� ������.

I� ����lu����, �u� ���� ������������ �h�� ���f����� 
��h����� IRS-1-���������� ���ul�� ��g��l��g ���f�������lly 
by ���������g AM�� ��� �u��������g SREB�-1� ���������� 
�� L6 ��ll� w��h �A-���u��� ���ul��-����������, wh��h l�� 
�� �h� ��������� �f glu���� u�����. I� ��������, FAS �� �h� 
��w������� ��l��ul� �f SREB�-1� w�� �l�� ��h�b����, wh��h 
���u��� l���g������ ��� fu��h�� ������bu��� �� �h� �������-
���� �� �u��ul�� ���ul�� ����������. Th���f���, �h� ���h����� 
�f ������� �f ���f����� �����l�� �� �h� ������� ��u�y �ugg��� 
�h�� AM�� ��� �h� SREB�-1� ���hw�y ��y ����� �� �ff������ 
���g��� f�� �h� ��������� �f ���ul�� ����������.
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