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Abstract  
 

Exercise is a powerful stimulus to increase energy metabolism, especially in the exercising muscles. If 

repeated, exercise training can treat and prevent numerous chronic conditions like obesity and 

metabolic disorders. When exercise is initiated, many biological processes are regulated, and a 

plethora of signaling pathways are affected, primarily via the rapid regulation of protein 

phosphorylation. Many factors contribute to the cellular response following exercise, including 

exercise intensity, but a thorough investigation of the regulated phosphoproteome following different 

exercise intensities has not been performed. 

In recovery from an acute bout of exercise, insulin sensitivity is enhanced in the previously active 

muscles. However, in the recovery period from whole-body exercise, the concentration of plasma FAs 

increases if no food is ingested, and the concomitant increase in plasma FA concentration may 

dampen the insulin-sensitizing effect post-exercise. This regulation is suggested to take place by the 

pyruvate dehydrogenase complex (PDC), which controls the conversion of pyruvate derived from 

glycolysis to acetyl-CoA. Dichloroacetate (DCA), a pharmacological activator of PDC, was used to 

elucidate whether PDC plays an important regulatory role in post-exercise insulin sensitivity. 

Thus, this thesis has a dual aim. First, to elucidate the phosphoproteome regulated following three 

different exercise modalities (endurance, sprint, and resistance). Second, to investigate the role of 

PDC in lipid-induced decreased insulin sensitivity post-exercise. 

In study I, a comparative analysis of the regulated phosphoproteome acutely after or three hours in 

recovery from endurance, sprint, or resistance exercise, identified modality-specific regulation, 

especially in recovery where 1, 2904, and 687 phosphorylation sites were regulated in endurance, 

sprint, and resistance, respectively. Immediately post-exercise, 420 phosphosites were regulated in all 

three modalities, which comprised the canonical exercise phosphoproteome. The phosphoproteins 

containing the most regulated phosphosites were implicated in acetyl-CoA and glycogen metabolism. 

However, only ~6% of the canonical phosphoproteome have been functionally characterized. 

In study II, one-legged knee extension exercise was used to investigate whether the exercise-induced 

increase in insulin-stimulated glucose uptake in skeletal muscle may be inhibited due to a high plasma 

FA concentration post-exercise and if so, to elucidate the mechanisms behind it. It was revealed that 

insulin sensitivity was decreased in a previously exercised leg when plasma FA concentration was 

raised to levels as observed following whole-body exercise. Furthermore, it was shown by the use of 

the pharmacological PDC-activator DCA that PDC plays an important regulatory role in post-exercise 

skeletal muscle insulin sensitivity. 
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In conclusion, protein phosphorylation is regulated in a modality-specific and temporal manner, and 

only a small fraction of the molecular events have been characterized. By using a comparative 

approach of three different exercise modalities and pathway and kinome analysis, a ranking of 

important phosphorylation sites for future experiments has been performed. Further, PDC activation 

was shown to prevent lipid-induced insulin resistance post-exercise, presenting PDC as an important 

link between lipid and glucose metabolism and a regulator of skeletal muscle insulin sensitivity post-

exercise. 
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Resumé 
 

Ved fysisk aktivitet øges energiomsætningen, specielt i de arbejdende muskler, og hvis træningen 

bliver gentaget over en længere periode vil dette kunne behandle samt forebygge adskillige kroniske 

tilstande som fedme og stofskiftesygdomme. Når motion påbegyndes, bliver mange biologiske 

processer reguleret, og et stort antal molekylære signaleringsveje påvirkes, primært ved fosforylering 

af proteiner. Mange faktorer bidrager til det specifikke cellulære svar efter fysisk aktivitet inklusiv 

træningsintensitet, men en dybdegående undersøgelse af det regulerede fosforproteom efter 

forskellige træningsintensiteter er ikke blevet lavet. 

Efter fysisk aktivitet er blevet udført, vil de tidligere arbejdende muskler have en øget følsomhed for 

insulin. Men i perioden efter et helkropsarbejde vil koncentrationen af fedtsyrer (FA) i plasma stige, 

og denne stigning i plasma-FA-koncentrationen dæmper muligvis den øgede insulinfølsomhed, som 

er opnået efter arbejdet. Denne regulering menes at finde sted ved proteinkomplekset pyruvat 

dehydrogenase (PDC), som kontrollerer omdannelsen af pyruvat, der kommer fra glykolysen, til acetyl-

CoA. Om PDC er hæmmet af den forhøjede fedtoxidation efter et akut arbejde, eller om den fedt-

inducerede nedsatte insulinfølsomhed kan ændres ved farmakologisk at aktivere PDC i muskler, vides 

i øjeblikket ikke. Dichlororacetat (DCA), der er en farmakologisk aktivator af PDC, blev benyttet til at 

klarlægge om PDC udgør en vigtig rolle i den øgede insulinfølsomhed efter et akut arbejde. 

Denne Ph.d.-afhandling har dermed et todelt formål. Først, at belyse det regulerede fosforproteom i 

muskler efter tre forskellige træningsmodaliteter (udholdenhed, sprint og styrkearbejde). Dernæst, at 

undersøge PDC’s rolle i fedtinduceret nedsat insulinfølsomhed efter et akut arbejde. 

I studie 1 identificerede en komparativ analyse af det regulerede fosforproteome lige efter, eller tre 

timer efter, henholdsvis udholdenhed, sprint eller styrkearbejde en modalitetsspecifik regulering. 

Dette sås specielt efter tre timers restitution, hvor 1, 2904 og 687 fosforyleringer var reguleret efter 

hhv. udholdenhed, sprint og styrkearbejde. Lige efter arbejdets ophør var 420 fosforyleringer 

reguleret i alle tre modaliteter, og disse udgjorde det kanoniske arbejdsfosforproteom. 

Fosforproteinerne med de mest regulerede fosforyleringer var involveret i acetyl-CoA og 

glykogenmetabolisme. Det er dog kun ~6% af det kanoniske arbejdsfosforproteom, der tidligere er 

blevet funktionelt karakteriseret. 

I studie 2 blev et-bens knæekstensionsarbejde brugt til at undersøge om den øgede insulinstimulerede 

glukoseoptagelse i skeletmuskler efter et akut arbejde kunne blive hæmmet af en højere plasma-FA-

koncentration efter arbejdet, og hvis det var tilfældet, at klarlægge mekanismerne bag. Det blev her 
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fundet, at insulinfølsomheden var nedsat i et tidligere arbejdende ben, når plasma-FA-

koncentrationen blev hævet til niveauer, normalt observeret efter et helkropsarbejde. Ydermere blev 

det vist, ved at benytte den farmakologiske PDC aktivator DCA, at PDC spiller en vigtig regulatorisk 

rolle i den øgede insulinfølsomhed i skeletmuskler efter et akut arbejde. 

Det kan konkluderes at proteinfosforylering er reguleret på en modalitetsspecifik og tidsmæssig måde 

efter fysisk aktivitet, og kun en lille del af de molekylære mekanismer er indtil nu blevet karakteriseret. 

Ved at benytte en komparativ tilgang af tre træningsmodaliteter med forskellig intensitet samt 

analyser af signaleringsveje og kinaser, har det været muligt at rangere forskellige fosforyleringer til 

fremtidige eksperimenter. Yderligere blev det fundet, at aktivering af PDC kunne forhindre den 

nedsatte insulinfølsomhed efter et arbejde når plasma-FA-niveauerne var forhøjede. Dette viser at 

PDC spiller en vigtig rolle mellem fedt- og sukkerstofskiftet for den øgede insulinfølsomhed i 

skeletmuskulaturen efter et akut arbejde. 
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