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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Kinaza biatkowa aktywowana przez AMP (AMPK) jest konserwatywnym biatkiem wystgpujacym
we wszystkich organizmach eukariotycznych. AMPK bierze udziat w regulacji metabolizmu li-
pidéw i glukozy, dlatego tez enzym ten wydaje si¢ jednym z gtéwnych czynnikéw odpowiedzial-
nych za utrzymanie energetycznej homeostazy w organizmie. Aktywacja tego heterotrimerycz-
nego biatka prowadzi do zahamowania szlakéw anabolicznych na korzys$¢ proceséw, w wyniku
ktérych powstaje ATP. AMPK moze by¢ aktywowana przez wzrost stezenia AMP w komérce,
skurcz migsnia szkieletowego, a takze poprzez fosforylacje przez nadrzedne kinazy. Aktywnosé
AMPK jest takze regulowana przez hormony i cytokiny, kwasy ttuszczowe, oraz reaktywne for-
my tlenu. Réwniez metformina, lek uzywany w terapii cukrzycy typu 2, powoduje posrednio
wzrost aktywnosci AMPK. W odpowiedzi na aktywacje AMPK obserwowany jest wigkszy wy-
chwyt glukozy przez komorki migsni szkieletowych oraz wzrost tempa utleniania kwasow ttusz-
czowych w mitochondriach. Co ciekawe, zwigkszony transport glukozy do mig¢snia w wyniku ak-
tywacji AMPK moze si¢ odbywac niezaleznie od aktywacji szlaku insulinowego. Poznanie roli
AMPK w regulacji metabolizmu mig$ni szkieletowych budzi nadzieje na mozliwos¢ wykorzysta-
nia swoistej aktywacji tego enzymu jako nowej strategii w leczeniu otytosci oraz cukrzycy typu 2
— schorzen, ktérych cecha charakterystyczna jest obnizona wrazliwos¢ migs$ni na insuling. W pra-
cy przedstawiono aktualny stan wiedzy dotyczacej fizjologicznej funkcji AMPK w migsniu szkie-
letowym oraz przedyskutowano potencjalna role tego biatka w utrzymaniu homeostazy glukozy.

miesnie szkieletowe ¢ AMPK ¢ kwasy ttuszczowe ¢ glikogen * glukoza

Summary

AMP-activated protein kinase (AMPK) is a conserved, ubiquitously expressed eukaryotic enzy-
me that is activated in response to increasing AMP level. Regulation of AMPK activity in skele-
tal muscle is coordinated by contraction and phosphorylation by upstream kinases and a growing
number of hormones and cytokines. Once activated, AMPK turns on catabolic, ATP-generating
pathways, and turns off ATP-consuming metabolic processes such as biosynthesis and prolifera-
tion. Activation of AMPK promotes glucose uptake and fatty acid oxidation, and enhances gly-
cogen storage capacity in skeletal muscle. Interestingly, increased glucose uptake in response to
AMPK activation may occur in an insulin-independent manner. It has been confirmed that AMPK
is an indirect molecular target of the antidiabetic drug metformin, and it is postulated that AMPK

* Praca zostala przygotowana w ramach projektu N N301 0402 36 finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
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may be responsible for health benefits of exercise. Understanding of AMPK involving molecular
pathways that govern skeletal muscle metabolism is of special interest and offers a unique possi-
bility to find new physiological and/or pharmacological strategies that can improve insulin sen-
sitivity. Here we review present knowledge on the physiological function of AMPK in muscle,
and highlight its potential role in glucose homeostasis regulation.

Keywords:  skeletal muscles « AMPK ¢ fatty acids ¢ glycogen * glucose
Full-text PDF: http://www.phmd.pl/fulltxt.php?ICID=921491
Word count: 3755
Tables: -
Figures: 2

References: 87

Adres autorki:

doc. dr hab. Agnieszka Dobrzyfi, Pracownia Sygnatow Komdrkowych i Zaburzef Metabolicznych, Instytut Biologii

Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. L. Pasteura 3, 02-093 Warszawa; e-mail: a.dobrzyn@nencki.gov.pl

1. Wstep

W 1973 r. po raz pierwszy opublikowano wyniki, ktére wy-
kazaty, ze inhibicja aktywnos$ci dwdch enzyméw zaangazo-
wanych w metabolizm lipidéw w watrobie, tj. karboksylazy
acetylo-CoA (acetyl-CoA carboxylase — ACC) oraz reduk-
tazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymu A, jest spo-
wodowana dzialaniem jednego, tego samego enzymu [1,2].
W kolejnych latach, Hardie i wsp. wykazali, ze aktywnos$¢
tego enzymu modulowana jest w odpowiedzi na zmiang za-
wartosci wewnatrzkomoérkowego AMP [61], stad okreslo-
no go mianem kinazy biatkowej aktywowanej przez AMP
(AMP-activated protein kinase — AMPK). Badania ostat-
nich 20 lat wykazaty, ze AMPK jest enzymem eksprymo-
wanym w wigkszosci tkanek zwierzegcych i bierze udziat nie
tylko w regulacji metabolizmu lipidéw, ale takze wplywa
na synteze¢ biatek, biogenez¢ mitochondriéw, wrazliwos¢é
tkanek na insuling i wychwyt glukozy, transkrypcj¢ genéw
oraz reguluje taknienie. Dzi$ kinaza AMPK jest cz¢sto na-
zywana centralnym enzymem regulujacym metabolizm ko-
morki [82]. Co wigcej, badania ostatnich lat wykazaty, ze
aktywnos¢ AMPK jest regulowana nie tylko przez AMP,
ale takze przez inne nukleotydy, kinazy, kwasy ttuszczowe,
cytokiny, insuling oraz reaktywne formy tlenu.

W migsniach szkieletowych obecnos¢ kinazy AMPK wy-
kazano po raz pierwszy w 1995 r. [71]. Zwigkszona jej ak-
tywnos¢ wiaze si¢ ze wzrostem tempa oksydacji kwaséw
tluszczowych oraz zwigkszonym wychwytem i utylizacja
glukozy w migs$niach. Przypuszcza sig, ze wzrost utyliza-
cji substratéw energetycznych podczas wysitku fizycznego,
jest takze zwiazany z aktywacja kinazy AMPK. Najnowsze
badania wykazaty, ze AMPK jest regulatorem wychwytu
glukozy przez migsnie szkieletowe i moze mie¢ znacze-
nie w patogenezie insulinoopornosci. W pracy przedsta-
wiliSmy najnowsze dane dotyczace roli AMPK w regula-
¢ji metabolizmu mig$nia szkieletowego oraz oméwiliSmy
mechanizmy regulacji aktywnosci tego enzymu.

2. CzynNIKI REGULUJACE AKTYWNOSE AMPK

Kinaza AMPK jest biatkiem o strukturze heterotrimerycz-
nej zlozonej z jednej podjednostki katalitycznej (o) oraz

dwdch podjednostek regulatorowych niezbednych do sta-
bilnosci i swoistosci substratowej (B oraz ). Podjednostka
B zawiera takze konserwatywna domene wiazaca glikogen
[40]. Dotychczas, w komoérkach ssakow zidentyfikowa-
no kilka izoform poszczegdlnych podjednostek, bedacych
produktami odrgbnych genéw. Wyrézniono: dwie izofor-
my podjednostki o (a1, &t2), dwie izoformy podjednost-
ki B (B1, B2) oraz 3 izoformy podjednostki y (Y1, v2, ¥3)
[80]. Ekspresje¢ podjednostek al, 1 oraz yl stwierdzo-
no we wszystkich rodzajach tkanek. Ekspresja podjedno-
stek a2, B2 oraz Y3 jest najwigksza w mig$niach szkieleto-
wych [67]. Co wigcej, badania Barnesa i wsp. wykazaty, ze
podjednostka Y3 jest eksprymowana gléwnie w mig¢$niach
charakteryzujacych si¢ metabolizmem glikolitycznym (np.
prostownik dtugi palcéw), natomiast w mig¢sniu charakte-
ryzujacym si¢ metabolizmem oksydacyjnym (np. w mig-
$niu ptaszczkowatym) jej ekspresja jest bardzo mata [4].
Réznice funkcjonalne poszczegdlnych izoform podjedno-
stek AMPK sa w dalszym ciagu stabo poznane.

2.1. Nukleotydy

Jednostka regulatorowa kinazy AMPK jest podjednostka
Y majaca trzy miejsca wiazania AMP. W stanie nieaktyw-
nym do podjednostki y przytaczona jest jedna czasteczka
AMP [84] (ryc. 1). Dwie czasteczki AMP wigzane sa od-
wracalnie w obrgbie czterokrotnie powtdrzonej sekwencji
tandemowe;j sktadajacej si¢ z 60 reszt aminokwasowych
(zwanej motywem CBS), natomiast w trzecim miejscu
AMP wiazane jest na state [84]. Sekwencje stanowiace
motyw CBS oddziatuja w parach tworzac dwie domeny
wigzace po jednej czasteczce nukleotydu (tzw. domeny
Batemana) [60]. Scott i wsp. wykazali réwniez, ze dome-
ny Batemana charakteryzujg si¢ wysokim stopniem ko-
operatywnosci w wiazaniu AMP. Autorzy ci sugeruja, ze
drugie miejsce wigzania jest niedostgpne dla AMP zanim
nie nastapi przytaczenie nukleotydu do pierwszego miej-
sca wiagzania [60]. Wydaje sig, ze mechanizm ten pozwala
na szybka regulacje aktywnosci AMPK w odpowiedzi na
nawet najmniejsze zmiany w zawartosci AMP w komorce,
dzigki czemu dochodzi do zmian konformacyjnych w ob-
rebie podjednostki 7y, a co za tym idzie, do allosterycznej
aktywacji enzymu, ktéra umozliwia fosforylacje tyrozyny
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Ryc. 1. Mechanizm requlacji aktywnosci AMPK. Przytaczenie trzech czasteczek AMP do podjednostki y AMPK powoduije pieciokrotny wzrost aktywnosci
enzymu. Aktywno$¢ AMPK regulowana jest takze poprzez fosforylacje przez kinazy nadrzedne podjednostki ou w pozydji tyrozyny 172. Fosforylacja
podjednostki ot prowadzi do stukrotnego wzrostu aktywnosc enzymu; AMPK — kinaza biatkowa aktywowana przez AMP; o, B, y — podjednostki
AMPK; LKB1 — kinaza treoninowo-serynowa LKB1; CaMKK — kinaza kinazy zaleznej od kalmoduliny/Ca**

w pozycji 172 w podjednostce o (ryc. 1). Jest to proces
bardzo istotny, gdyz przylaczenie trzech czasteczek AMP
do podjednostki Y AMPK powoduje pigciokrotny wzrost
aktywnosci enzymu, natomiast przylaczenie grupy fosfo-
ranowej do tyrozyny 172 podjednostki o. powoduje nawet
stukrotny wzrost aktywnosci enzymu [66]. Dodatkowo,
zwigzanie AMP przez podjednostke ¥ uniemozliwia de-
fosforylacjeg, a tym samym inhibicj¢ aktywnosci AMPK
przez fosfatazy [58]. Ten trdjstopniowy spos6b regulacji
aktywnosci enzymu pozwala na szybka reakcj¢ w odpo-
wiedzi na nawet niewielkie zmiany stanu energetycznego
komorki, ktérego wskaZnikiem jest stosunek zawartosci
AMP do ATP (AMP/ATP).

Zahamowanie wytwarzania ATP badZ wzmozone jego zu-
zycie w wyniku dziatania stresu metabolicznego skutku-
je wzrostem zawarto$ci ADP w stosunku do ATP w ko-
morce. Jest to potggowane aktywacjq kinazy adenylanowe;j
przeksztatcajacej dwie czasteczki ADP do AMP i ATP,
dzigki czemu wielokrotnie wzrasta warto$¢ wspétczynni-
ka AMP/ATP w komérce. Wykazano, ze skurcz migsnia
szkieletowego na skutek wysitku fizycznego, powoduje
m.in. wzrost zawartosci wewnatrzkomérkowego AMP oraz
zmiang stosunku AMP/ATP, a przez to zwigkszenie stop-
nia fosforylacji oraz aktywnosci AMPK [35,78,83]. Corton
i wsp. wykazali, ze pod wptywem dziatania trucizn hamu-
jacych wytwarzanie ATP, takich jak arszenik czy oligomy-
cyna, dochodzi do aktywacji AMPK takze z powodu zmia-
ny zawarto$§ci AMP w stosunku do ATP [13].

Badania przeprowadzone z uzyciem rekombinowanego biat-
ka AMPK wykazaty, ze NADH oraz BNAD takze reguluja
aktywno$¢ AMPK, przy czym obecnos¢ NADH prowadzi
do inhibicji, a BNAD powoduje aktywacje enzymu [52].
Wykazano przy tym, ze BNAD jest znacznie stabszym ak-
tywatorem AMPK w poréwnaniu z AMP. Nie wiadomo
jednak czy NADH i BNAD reguluja aktywnosé AMPK
bezposrednio, czy tez wplywaja na aktywnos¢ nadrzed-
nych kinaz i fosfataz wptywajacych na aktywnos¢ enzymu.

2.2. Kinazy
Wyniki uzyskane przez badaczy w wielu laboratoriach

wskazuja, ze regulacja aktywnosci AMPK w odpowiedzi
na zmiany statusu energetycznego komorki jest zalezna

od kinazy treoninowo-serynowej LKB1 [83]. Wykazano,
ze nokaut genu LKB1 u myszy powoduje wyrazny spadek
aktywnosci podjednostek ol i a2 AMPK, przy jednocze-
snym wzro$cie zawartosci komérkowego AMP w stosun-
ku do ATP [35]. Dalsze badania wykazaty, ze zahamowa-
nie ekspresji genu kodujacego LKB1 swoiscie w mig$niach
szkieletowych powoduje istotny spadek aktywnosci pod-
jednostki ol AMPK, nie wptywa jednak na aktywnos¢
podjednostki a2 [35]. Dlatego tez rola kinazy LKB1, jako
gtéwnego regulatora aktywnosci katalitycznej jednostki
a2 w migs$niach szkieletowych wymaga dalszych badan.

Innym enzymem fosforylujacym tyrozyng 172 w czastecz-
ce AMPK, zar6wno w warunkach in vitro [25], jak i in
vivo [81], jest kinaza kinazy zaleznej od kalmoduliny/Ca**
(calmodulin-dependent protein kinase kinase — CaMKK),
ktora jest aktywowana poprzez wzrost wewnatrzkomorko-
wego stezenia Ca®*. Wykazano, ze nadekspresja konstytu-
tywnie aktywnej postaci CaMKK w mig$niach szkieleto-
wych powoduje znaczacy wzrost aktywnosci podjednostek
o AMPK [81]. Jensen i wsp. stwierdzili istotne zahamo-
wanie aktywnosci AMPK po inkubacji migsni szkieleto-
wych ze swoistym inhibitorem CaMKK, tj. STO-609 [31].
Natomiast inkubacja z inhibitorem STO-609 mysich mig$ni
szkieletowych stymulowanych do aktywnosci skurczowej
nie obnizyta fosforylacji AMPK w pozycji tyrozyny 172,
a co za tym idzie aktywnos$ci enzymu [81]. Wskazuje to
na istnienie niezaleznych mechanizméw aktywacji AMPK
przez CaMKK oraz skurczu migsnia.

2.3. Kwasy thuszczowe

Waznym czynnikiem wplywajacym na aktywnosé¢ AMPK
sg kwasy tluszczowe. Watt i wsp. zaobserwowali aktywa-
cj¢ AMPK pod wptywem dziatania kwasu palmitynowe-
go w miocytach L6, przy czym byto to niezalezne od za-
wartosci AMP [77]. Konsekwentnie, inkubacja miocytéw
L6 z kwasem palmitynowym lub linolowym prowadzita
do zwigkszonego utleniania kwaséw tluszczowych w mi-
tochondriach [77]. Takze Pimenta i wsp. wykazali, stosu-
jac ten sam model do§wiadczalny, ze wzrost stgzenia kwasu
palmitynowego koreluje ze wzrostem fosforylacji i aktyw-
nosci AMPK [51]. Wang i wsp. stwierdzili natomiast, ze
0,75% kwas o-liponowy podawany z woda przez jeden mie-
siac powoduje znaczacy wzrost fosforylacji AMPK, a takze
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wzrost ekspresji transportera glukozy 4 (glucose transporter
4 — GLUT#4) oraz koaktywatora transkrypcyjnego czynnika
PPARY (peroxisome proliferator-activated receptor-gamma
coactivator 1ot — PGC-1o) w mig$niu myszy [74]. Jednak
wzbogacenie diety w wielonienasycone kwasy tluszczo-
we typu n-3 nie zwigksza fosforylacji AMPK w mig$niach
szkieletowych myszy po 14 dniach suplementacji [16].

Nasycone kwasy ttuszczowe, takie jak palmitynowy i ste-
arynowy, sa substratami dla desaturazy stearoilo-CoA
(SCD), enzymu wprowadzajacego jedno wigzanie po-
dwdjne migdzy weglami w czasteczce kwasu thuszczowe-
go. Prowadzi to do przeksztalcenia kwaséw palmityno-
wego i stearynowego do kwasu palmitooleinowego oraz
oleinowego [57]. Migsnie szkieletowe myszy ze znokau-
towanym genem kodujacym biatko SCD1, wykazuja pod-
wyzszona aktywnos¢ AMPK powiazang ze zwigkszonym
tempem utleniania kwaséw ttuszczowych, a takze charak-
teryzuja si¢ zwigkszona wrazliwoscia na insuling [15,16].
Jednak podwyzszona ekspresja oraz aktywnos¢ SCD jest
zwigzana z obnizeniem fosforylacji AMPK, co wykaza-
no w komérkach mig$niowych ludzi otytych, opornych na
insuling [27]. Dalsze badania wykazaly, ze nadekspresja
SCD1 w komérkach migsniowych pochodzacych od zdro-
wych ludzi, powoduje zmniejszenie fosforylacji podjedno-
stek o« AMPK, a co za tym idzie prowadzi do spadku aktyw-
nosci AMPK oraz zmniejszenia tempa utleniania kwaséw
tluszczowych w mitochondriach [27]. Wyniki te wskazuja
na istotng rolg¢ SCD1 oraz/lub kwaséw tluszczowych me-
tabolizowanych przez ten enzym w regulacji aktywnosci
AMPK w mig$niach szkieletowych.

2.4. Cytokiny

Aktywnos¢ AMPK podlega réwniez regulacji przez adipo-
kiny, mi¢dzy innymi przez leptyneg. Regulacja AMPK wyda-
je sie w tym przypadku procesem dwufazowym. Pierwszy
etap, tzw. etap wczesny (do 30 min od podania leptyny) jest
zalezny od wzrostu zawartosSci AMP w stosunku do ATP
w komorkach, natomiast w etapie drugim (dwie godziny
po podaniu leptyny) aktywacja AMPK staje si¢ zalezna od
fosforylacji przez nadrzedne kinazy [30]. Inna adipokina
aktywujaca AMPK jest adiponektyna. Mechanizm aktywa-
cji AMPK przez adiponektyng nie zostat jeszcze doktadnie
poznany. Prawdopodobnie jest on zwiazany ze wzrostem
stgzenia wewnatrzkomérkowego AMP i przebiega z akty-
wacja receptora AdipoR1 i udziatem biatka APPL1 [85].
‘Wiadomo, ze adiponektyna aktywuje zaréwno podjednostke
al jak i a2 AMPK, w odréznieniu od leptyny, ktéra wptywa
wylacznie na podjednostke o2 [72]. Kolejna cytoking regu-
lujaca AMPK jest rzgskowy czynnik neurotropowy, ktéry
aktywuje AMPK i zwigksza utlenianie kwaséw tluszczo-
wych w migs$niach, takze w tkankach z obnizong wrazliwo-
Scia na leptyng [75]. Aktywacja AMPK nastgpuje takze pod
wplywem inkubacji migs$ni szkieletowych z interleuking 6
(IL-6) [49]. Prace przeprowadzone in vitro na mysich mio-
cytach C2C12 dowodza, ze fosforylacja AMPK w przypad-
ku krétkotrwatego podawania IL6 nastgpuje pod wptywem
kinazy LKBI1 [49]. Dlugotrwate podawanie IL-6 skutkuje
jednak rozwojem opornosci na insuling [49].

Adipocytokiny moga réwniez hamowac aktywnosé¢ AMPK.
Wykazano, ze pod wptywem zwiazania czynnika martwi-
cy nowotworéw o (tumor necrosis factor-o — TNFo) ze

swoistym receptorem (TNFR) aktywowana jest fosfata-
za biatkowa 2C, ktéra powoduje defosforylacje AMPK,
a w konsekwencji spadek aktywnosci tego enzymu prowa-
dzacy do zmniejszenia tempa utleniania kwasow ttuszczo-
wych oraz zwigkszona akumulacj¢ lipidéw w migsniach
szkieletowych [63].

2.5. Inne czynniki

Przeprowadzone w ostatnich latach badania wskazaly na
potencjalnie znaczaca rolg reaktywnych form tlenu (re-
active oxygen species — ROS) w regulacji aktywnosci
AMPK. ROS, jako produkt uboczny oddychania tleno-
wego, wytwarzane sa w sposéb ciagly w mitochondriach.
Wykazano, ze wzrost ich wytwarzania, podobnie jak ak-
tywacja AMPK, nastgpuje w odpowiedzi na skurcz migsni
i wysitek fizyczny [46]. W przypadku mig$nia prostowni-
ka dlugiego palcéw wykazano, ze zastosowanie antyok-
sydantu — N-acetylo-L-cysteiny skutkowato 50% obnize-
niem wywotanej przez aktywnos¢ skurczowa fosforylacji
AMPK [59]. Z kolei inkubacja migs$ni szkieletowych z nad-
tlenkiem wodoru spowodowata zalezny od jego stezenia
wzrost fosforylacji podjednostki ol AMPK, a efekt ten
zostal sttumiony poprzez dziatanie N-acetylo-L-cysteiny
[68]. Wskazuje to na potencjalny zwiazek migdzy zawar-
toscia ROS a aktywnoscia AMPK, jednakze biochemicz-
ne podtoze tych zmian jest nieznane.

Kolejnym czynnikiem potencjalnie regulujacym aktywnosé
AMPK jest apolipoproteina apoAl, wchodzaca w sktad li-
poprotein o duzej gestosci (HDL), co wykazano w ekspe-
rymentach z uzyciem miocytéw C2C12 [18]. Nastgpnie
stwierdzono, ze w mig$niach myszy ze znokautowanym
genem kodujacym apoAl fosforylacja oraz aktywnos¢
AMPK s3 istotnie obnizone w poréwnaniu z grupa kon-
trolna [24]. Autorzy obu wymienionych publikacji sugeru-
ja, ze HDL moga odgrywac role w regulacji metabolizmu
glukozy i lipidéw za posrednictwem AMPK.

Badania przeprowadzone przez Hormana i wsp. [26] wy-
kazaty, ze istotnym czynnikiem wptywajacym na aktyw-
nos¢ AMPK jest takze insulina. Hormon ten poprzez akty-
wacje szlaku zwiazanego z kinaza Akt hamuje aktywnos¢
AMPK. Kinaza Akt fosforyluje seryng 485 w podjedno-
stce al oraz seryng 491 w podjednostce oi2 AMPK, dzig-
ki czemu uniemozliwia fosforylacje tyrozyny 172 AMPK
przez kinazg LKB1, co obniza aktywno$¢ enzymu [26].

3. RoLA AMPK w REGULACII METABOLIZMU KWASOW
TLUSZCZOWYCH W MIESNIACH SZKIELETOWYCH

Wysitek fizyczny i aktywnos¢ skurczowa stymuluja utyliza-
cj¢ kwaséw tluszczowych w migsniach szkieletowych [8].
Istotna role w tym procesie odgrywa AMPK. Wykazano, iz
egzogenna aktywacja AMPK przez AICAR (5-aminoimida-
zole-4-carboxyamide ribonucleoside) prowadzi do zwigk-
szonego wychwytu kwasow ttuszczowych przez wiele tka-
nek, wliczajac w to migsnie szkieletowe [65]. Dotychczas
przeprowadzone badania wykazaty, ze aktywacja AMPK,
np. pod wptywem wysitku fizycznego prowadzi do zwigk-
szenia zawartosci biatka translokazy kwaséw ttuszczowych
(fatty acid translocase — FAT/CD36) w btonie komdrkowej
[7]. To z kolei zwigksza transport wolnych kwasow ttusz-
czowych do migsni, gdzie sa one, w zaleznosci od stanu
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Acetylo-CoA

Malonylo-CoA |

Ryc. 2. Wptyw AMPK na tempo utleniania kwasow
ttuszczowych w mitochondriach. AMPK
fosforyluje ACC w pozydji seryny 79, przez
Co enzym ten staje sie nieaktywny. Wskutek
tego maleje ilo$¢ wytwarzanego przez ACC
malonylo-CoA, co z kolei aktywuje CPT1 oraz
wzmaga transport kwaséw ttuszczowych do
mitochondrium, gdzie ulegaja one utlenieniu;
AMPK — kinaza biatkowa aktywowana przez
AMP; ACC — karboksylaza acetylo-CoA, CPT1
— acetylotransferaza karnitynowa 1

fizjologicznego tkanki, utleniane lub magazynowane w po-
staci triacylogliceroli. Istotna rolg w procesie translokacji
FAT/CD36 do btony komérkowej pod wptywem AMPK
moze odgrywac podjednostka Y3 enzymu, poniewaz my-
szy ze znokautowanym genem kodujacym t¢ podjednost-
ke charakteryzuja si¢ niska zawartoscig btonowej frakcji
FAT/CD36 [39].

Istotnym enzymem bioracym udziat zar6wno w syntezie, jak
i utlenianiu kwaséw tluszczowych, podlegajacym regulacji
przez AMPK, jest ACC [30]. Enzym ten katalizuje reakcje
karboksylacji acetylo-CoA do malonylo-CoA. Dotychczas
zidentyfikowano dwie izoformy ACC: o (ACC1; 265 kDa)
oraz 3 (ACC2; 280 kDa). ACCP, w odréznieniu od ACCa,
ma 146 dodatkowych aminokwaséw na N-koricu, umozli-
wiajacych jej umiejscowienie w zewngtrznej blonie mito-
chondrium [5]. W migsniach szkieletowych eksprymowane
sa obie postaci ACC, przy czym przewaza ekspresja ACCf
[11]. W wyniku fosforylacji ACC przez AMPK w pozycji
seryny 79, enzym ten staje si¢ nieaktywny, przez co ma-
leje ilos¢ wytwarzanego przez niego malonylo-CoA w ko-
morce, co z kolei aktywuje acylotransferaze karnitynowa
1 (carnitine palmitylotransferase 1 — CPT1) oraz wzmaga
transport kwaséw ttuszczowych do mitochondrium, gdzie
ulegaja one utlenieniu (ryc. 2) [11]. Myszy ze znokauto-
wanym genem ACC charakteryzuja si¢ obnizona zawar-
tosScia malonylo-CoA i zwigkszonym tempem utleniania
kwaséw ttluszczowych w migsniach [11]. Dodatkowo my-
szy te, w przeciwieristwie do zwierzat kontrolnych, nie
przybieraja na wadze i pozostaja wrazliwe na insuling,
mimo karmienia ich pokarmem z duza zawartoscia ttusz-
czu. Pomimo prawidlowej ekspresji ACCa, nie wykazano
kompensacji obnizonej zawartosci malonylo-CoA obserwo-
wanej w migsniach szkieletowych i sercu [11]. Wskazuje
to, ze ekspresja genu kodujacego ACCJ jest podstawowa
dla regulacji aktywnosci CPT1, a co za tym idzie tempa
utleniania lipidéw w tych tkankach. Jak juz wspomniano,
takze myszy ze znokautowanym genem SCD1, charaktery-
zuja si¢ podwyzszona fosforylacja AMPK, obnizona fos-
forylacja ACC, wigksza aktywnoscia CPT1, a co za tym
idzie zwigkszonym tempem utleniania kwaséw tluszczo-
wych w migsniach szkieletowych [11]. Przypuszcza sig, ze
aktywacja szlaku zaleznego od AMPK moze by¢ przyczy-
na podwyzszonej wrazliwosci na insuling obserwowane;j
u myszy z nokautem genu SCD1.

Przeprowadzone badania wykazaty takze, ze aktywacja
AMPK przez AICAR przyspiesza biogenez¢ mitochon-
driéw [79]. Poza tym dowiedziono, ze AMPK aktywuje
czynniki transkrypcyjne odpowiedzialne za powstawanie
elementéw taricucha oddechowego (tj. jadrowe czynni-
ki oddechowe NRF1 i NRF2) oraz gtéwnych koaktywa-
toréw dla tych czynnikéw, m.in. PGC1 [6,28]. Wszystko
to wplywa na intensyfikacje utylizacji kwaséw tluszczo-
wych w organizmie.

Istotnym elementem katabolizmu lipidéw jest hydroliza
triacylogliceroli, a uwolnione kwasy ttuszczowe sa prze-
ksztatcane do metabolitow lipidowych, tj. diacyloglice-
roli, ceramidéw i dtugotaricuchowych acylo-CoA, ktére
petnia istotne funkcje regulatorowe, m.in. aktywuja ki-
nazy oraz fosfatazy biatkowe regulujace szlak insulino-
wy. Enzymem odpowiedzialnym za ten proces jest lipa-
za hormonowrazliwa (hormone-sensitive lipase — HSL),
aktywowana poprzez fosforylacje seryny 563 przez kina-
z¢ biatkowa A (PKA) pod wptywem adrenaliny. AMPK
réwniez fosforyluje HSL, jednakze reakcja zachodzi na
serynie 565, co uniemozliwia fosforylacj¢ i aktywacje
HSL przez PKA [53,76]. Potwierdzeniem tej tezy sa wy-
niki eksperymentéw, w ktérych wykazano, ze zaréwno
podczas skurczu migsnia, jak i w spoczynku, aktywnos¢
HSL jest zredukowana po zastosowaniu AICAR [62].
Aktywacja AMPK przez AICAR spowodowata takze za-
hamowanie szlaku PKA — HSL w badaniach in vitro wy-
konanych na miocytach L6 [76]. Podobne spostrzezenia
przyniosty badania przeprowadzone z udziatem ludzi.
Trwajacy 90 min wysitek fizyczny, spowodowal wzrost
fosforylacji AMPK, co istotnie korelowato z zahamowa-
niem aktywno$ci HSL [53].

Jak juz wspomniano, stymulujace dziatanie na utylizacje
kwaséw ttuszczowych za posrednictwem AMPK wywie-
ra leptyna [54]. Ditugotrwate podawanie leptyny powodu-
je wzrost ekspresji podjednostek a2 i B2 AMPK w mig-
$niach, a zjawisko to koreluje ze wzmozonym utlenianiem
kwaséw tluszczowych oraz zmniejszona lipogeneza [45,64].
Co ciekawe, opisane dziatanie leptyny jest wyrazne u os6b
o prawidlowej masie ciata, natomiast u os6b otytych nie
stwierdzono aktywacji AMPK po podaniu leptyny [44].
Moze to by¢ zwiazane z obnizong wrazliwoscia na lepty-
ne¢ stwierdzona w mig$niach ludzi otytych.
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4. Wpryw AMPK NA REGULACIE METABOLIZMU GLIKOGENU

Zawarto$¢ glikogenu w komoérkach mig$niowych jest od-
zwierciedleniem dynamicznej réwnowagi mi¢dzy proce-
sami syntezy i degradacji tego zwiazku, w ktérych posred-
nicza odpowiednio syntaza glikogenu (glycogen synthase
— GYS) i fosforylaza glikogenu (glycogen phosphorylase —
GP) [48]. GS regulowana jest allosterycznie przez glukozo-
6-fosforan oraz poprzez fosforylacje i defosforylacje [48].
Carling i Hardie wykazali w 1989 r., ze takze AMPK po-
woduje inhibicj¢ tego enzymu poprzez fosforylacje sery-
ny 7 w czasteczce GS [10]. W kolejnych latach wykazano,
ze inkubacja wyizolowanych mysich mig$ni szkieletowych
z AICAR powoduje znaczny spadek aktywnosci GS [32].
Wydaje si¢ natomiast, ze AMPK odwrotnie wptywa na ak-
tywnos¢ GP. Young i wsp. zauwazyli wzrost aktywnosci
GP pod wptywem fosforylacji katalizowanej przez AMPK
[86]. Interesujace jest to, ze aktywacja AMPK moze posred-
nio prowadzi¢ takze do wzrostu aktywnosci GS. Badania
przeprowadzone in vivo wykazaty, ze dlugotrwale poda-
wanie AICAR skutkuje aktywacja GS oraz wzrostem za-
wartosci glikogenu w mig$niach [3]. Byto to zwiazane ze
zwigkszonym poborem glukozy przez komorki, co pro-
wadzito do wzrostu ilosci glukozo-6-fosforanu, ktéry ak-
tywowatl GS niezaleznie od fosforylacji przez AMPK [3].
Badania te wykazaty, ze o ile w warunkach podstawowych
AMPK hamuje aktywnos$¢ GS poprzez fosforylacje seryny
7 enzymu, w sytuacji zwigkszonego stgzenia wewnatrzko-
moérkowej glukozy, inhibicja ta moze zostaé zniesiona dzig-
ki allosterycznej regulacji GS przez glukozo-6-fosforan.

5. RoLaA AMPK w REGULAC)I METABOLIZMU GLUKOZY
W MIESNIACH SZKIELETOWYCH

Migsnie szkieletowe stanowia okoto 40% masy ciata. Sa
one odpowiedzialne za wigksza cz¢s¢ (60-85%) zalezne-
go od insuliny wychwytu glukozy z osocza [47]. Stad tez
tkanka ta jest w znacznej mierze odpowiedzialna za roz-
wdj insulinoopornosci, a okreslenie mechanizmoéw regula-
¢ji dokomoérkowego transportu glukozy w migsniach stato
si¢ jednym z wazniejszych wyzwan wspotczesnych badani
biomedycznych [47]. Przeprowadzone badania wykazaty,
ze AMPK jest jednym z regulatoréw metabolizmu glukozy
w mig¢s$niach szkieletowych. Aktywatory AMPK, takie jak
AICAR czy metformina powoduja zwigkszenie wychwytu
glukozy przez migsnie, prawdopodobnie przez bezposrednia
aktywacje translokacji glukotransportera 4 (GLUT4) z pe-
cherzykéw wewnatrzkomoérkowych do btony komérkowej,
i proces ten jest niezalezny od insuliny [22,37]. Jorgensen
i wsp. wykazali, ze nokaut podjednostki 2 AMPK (ale
nie al), hamuje wychwyt glukozy, mimo egzogennej ak-
tywacji AMPK przez AICAR [34]. Znaczace obnizenie
wychwytu glukozy, mimo stymulacji AICAR, byto row-
niez widoczne w przypadku mig$ni szkieletowych myszy
ze znokautowanym genem kodujacym podjednostke Y3
AMPK [4]. Dlatego tez, podjednostka y3 kinazy wydaje
si¢ najwazniejsza dla niezaleznego od insuliny wychwytu
glukozy przez mig$nie. Ponadto konstytutywna nadekspre-
sja AMPK jest czynnikiem wystarczajacym do stymulacji
transportu glukozy do migsni szkieletowych [19]. Ostatnie
doniesienia wskazuja na istotne znaczenie biatek TBC1D1
(Tre-2/Bub2/Cdc16 domain family, member 1 — TBC) oraz
AS160, ktére reguluja aktywnos$¢ matych GTPaz z rodzi-
ny Rab odpowiedzialnych za egzocytoze pecherzykow

zawierajacych GLUT4. Wykazano podwyzszona ekspre-
sj¢ TBC1D1 w mig$niach o metabolizmie glikolitycznym,
a AS160 w migsniach oksydacyjnych, co sugeruje ich tkan-
kowo swoiste dziatanie [50]. W stanie aktywnym biatka te
utrzymuja pecherzyki zawierajace GLUT4 w cytoplazmie,
natomiast ich inhibicja przez fosforylacje¢ indukuje trans-
lokacje pecherzykéw do btony komérkowej [56]. AS160
ulega fosforylacji przez kinazg Akt w odpowiedzi na sty-
mulacj¢ migsni insuling [9]. Wzrost fosforylacji AS160
obserwowano réwniez w wyniku skurczu migs$nia szkie-
letowego oraz inkubacji migsni z AICAR, a fosforylacja
ta byla niezalezna od aktywnosci kinazy Akt [81]. W wa-
runkach in vitro wykazano, ze pod wpltywem stymulacji
AICAR, AMPK fosforyluje bezposrednio AS160 gtéw-
nie na serynie 588, a w mniejszym stopniu na serynie 341
i treoninie 642, dzigki czemu wzmacniane jest przyltacza-
nie do AS160 biatka 14-3-3, a przez to zahamowanie ak-
tywnosci AS160 [20]. Wykorzystujac myszy ze znokau-
towanym genem kodujacym podjednostki o2 i Y3 AMPK,
kilka grup badawczych wykazato istotnie obnizona fosfo-
rylacje AS160 w mig$niach szkieletowych w odpowiedzi
na podanie AICAR, ale nie na skurcz [36,69]. W przypad-
ku TBC1D1 jego fosforylacja na serynie 237 przez AMPK,
a nie przez Akt, promowalo wigzanie biatka 14-3-3, a co
za tym idzie zahamowanie aktywnosci TBC1D w komor-
kach miocytéw L6 [12]. Przypuszcza sig, ze regulacja ak-
tywnosci TBC1D1 i AS160 polega na potaczeniu sygna-
16w molekularnych pochodzacych od szlaku insulinowego
oraz od szlaku AMPK w celu osiagnigcia maksymalnej
wydajnosci translokacji GLUT4 do btony.

Oprécz zwigkszonej translokacji GLUT4 do bton, AMPK
wzmaga rowniez ekspresje tego biatka. Ciagla stymula-
cja migsni szkieletowych przez AICAR powoduje wzrost
transkrypcji GLUT4 w stopniu podobnym do wysitku fi-
zycznego [33]. W 2003 r. wykazano, iz przy jednorazo-
wym intensywnym wysitku fizycznym podjednostka o2
AMPK jest takze obecna w jadrze komérkowym [41,43].
Dowiedziono, ze AMPK poprzez jednoczesna fosforylacje
PGCla oraz deacetylazy histonowej reguluje aktywnos¢
czynnikéw jadrowych miocytéw typu 2 (MEF2A i MEF2D)
[38]. Nastgpnie aktywacja tych czynnikéw transkrypcyjnych
skutkuje wzrostem ekspresji genu kodujacego GLUT4 [38].

Waznym czynnikiem wplywajacym na zalezny od AMPK
transport glukozy do migsni szkieletowych sa cytokiny
(w tym adipokiny wydzielane przez adipocyty). Dotychczas
potwierdzono stymulujace dziatanie leptyny na transport
glukozy do tkanek peryferyjnych poprzez podwyzszenie
ekspresji podjednostek i § AMPK [42]. Zwigkszony wy-
chwyt glukozy skorelowany z podwyzszong fosforylacja
AMPK wykazany zostal natomiast w ludzkich miocytach
poddanych inkubacji z IL-6 [21]. Adiponektyna, hormon,
ktérego stezenie jest znacznie obnizone u oséb otytych,
rowniez zwigksza transport glukozy do migsni. W bada-
niach przeprowadzonych na miocytach linii C2C12 wyka-
zano, ze zwigkszony wychwyt glukozy stymulowany adi-
ponektyna jest zwiazany z aktywacja AMPK [23].

Badania przeprowadzone z udzialem os6b ze zdiagno-
zowana opornoscia na insuling wykazaty, ze wysitek fi-
zyczny jest czynnikiem w pewnym stopniu przywracaja-
cym wrazliwos$¢ tkanek peryferyjnych na ten hormon [14].
Nieznany jest mechanizm tego procesu, jednak mozliwym
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wyjasnieniem jest fosforylacja substratu receptora insulino-
wego 1 (insulin receptor substrate 1 — IRS1) przez AMPK.
Wykazano, ze inkubacja mysich miocytéw C2C12 z AICAR
powoduje wzrost fosforylacji seryny 789 IRS1, a przez to
wzrost aktywnosci szlaku insulinowego z udzialem kinazy
3-fosfatydyloinozytolu [29]. AMPK moze poprawia¢ wraz-
liwo$¢ na insuling takze poprzez hamowanie szlaku mo-
lekularnego mTOR/kinazy S6. Biatka mTOR/raptor/GL
zwane kompleksem mTOR (cel rapamycyny w komoérkach
ssakow, mammalian target of rapamycin) maja aktywnos¢
kinazy serynowo-treoninowej i zdolne sa do fosforylacji
tyrozyny 389 kinazy S6K1 [55]. Biatko to zdolne jest do
fosforylacji seryny 1101 IRS1, czego nastgpstwem jest in-
hibicja IRS1 i szlaku insulinowego [70]. Biatka komplek-
su mTOR aktywowane sa przez nadmiar kwaséw tlusz-
czowych, glukozy oraz aminokwaséw [73]. Uwaza sig, ze
aktywnos$¢ szlaku angazujacego kompleks mTOR moze
by¢ gtéwna przyczyna wystgpowania opornosci na insu-
ling u os6b otytych. W przypadku miocytéw C2C12 za-
uwazono, ze aktywacja AMPK przez adiponektyne, skut-
kowata zwiekszona wrazliwoscia na insuline, a efekt ten
skorelowany byt z obnizeniem poziomu mTOR/S61K [73].

6. WNIOSKI | PERSPEKTYWY

AMPK jest bialkiem wptywajacym na przebieg wielu
waznych proceséw metabolicznych komérki. Poprzez re-
gulacje szlakéw, takich jak transport glukozy i utlenianie
kwaséw ttuszczowych, enzym ten odgrywa istotna role

PismiENNICTWO

w utrzymaniu homeostazy energetycznej organizmu. To,
ze aktywacja AMPK zwigksza tempo transportu glukozy
do migsni szkieletowych niezaleznie od dziatania insuliny,
budzi nadziejg¢ na opracowanie skutecznego leczenia zabu-
rzefi metabolicznych, w tym otylosci, opornosci na insuling
oraz cukrzycy typu 2. Przeprowadzone badania wykazaty,
ze stosowana od ponad 40 lat w leczeniu cukrzycy typu 2
metformina, poza aktywacja szlaku insulinowego, wzmaga
takze aktywnos¢ AMPK. Dziatanie metforminy na biatka
szlaku insulinowego stabnie jednak z czasem i do terapii
trzeba wilaczaé egzogennie podawang insuling. Duze na-
dzieje na poprawe takiego stanu rzeczy wiaze si¢ z tkan-
kowoswoistg aktywacja AMPK. Dotychczas odkryto kil-
ka substancji aktywujacych AMPK, ktérych zastosowanie
w zwierzecych modelach cukrzycy typu 2 przyniosto obie-
cujace rezultaty. Wsrdd nich znalazty si¢ naturalnie wy-
stgpujace w diecie alkaloidy i polifenole, a takze zwiaz-
ki syntetyczne, np. analogi nukleotydéw [87]. Uwaza sig,
ze idealnym podejsciem byloby opracowanie aktywatora
wiasciwego dla izoformy AMPK zawierajacej mig§niowo
swoistg podjednostke y3. Specyficzna aktywacja AMPK
w mig$niach moze pozwoli¢ na przywrdécenie wlasciwe-
go metabolizmu glukozy, mimo nieprawidlowo funkcjo-
nujacego szlaku insulinowego. Praktyczne wykorzystanie
aktywatorow AMPK w leczeniu insulinoopornosci wy-
maga jednak doktadnego poznania mechanizmu dziatania
tego enzymu oraz okreslenia, czy specyficzna aktywacja
AMPK bedzie bezpieczna z punktu widzenia utrzymania
homeostazy metabolicznej mig¢$nia.
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