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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Kinaza biatkowa aktywowana przez AMP (AMPK) jest gtéwnym czujnikiem stanu metabolicz-
nego, dziatajgcym zaréwno na poziomie komérkowym jak i catego organizmu. Enzym ten jest
heterotrimerem sktadajacym sie z trzech podjednostek: o (katalitycznej), p oraz y (regulatoro-
wej). Wystepuje zaréwno w cytoplazmie jak i w jadrze komérkowym. AMPK jest aktywowana
poprzez wzrastajace stezenie AMP w czasie niedoboru energetycznego, co prowadzi do akty-
wagji szlakéw katabolicznych oraz zahamowania proceséw zuzywajacych energie. Aktywnosé
AMPK moze by¢ regulowana allosterycznie zaréwno przez wigzanie si¢ AMP do podjednostki
regulatorowej y, jak i przez fosforylacje podjednostki katalitycznej a dokonywanej przez inne
kinazy. Aktywna AMPK moze efektywnie hamowac szlak kinazy mTOR, enzymu nadmiernie
aktywowanego w wielu typach nowotworéw. Z kolei dezaktywacje AMPK taczy sie z cukrzyca
typu 2, otytoscia indukowang dieta, powstawaniem insulinoopornosci i innymi chorobami
metabolicznymi. Zmiany w aktywnos$ci AMPK obserwuje sie réwniez w stanie zapalnym.
W ciagu ostatnich lat pojawito sie wiele doniesien literaturowych wskazujacych, ze zaburzenia
w prawidlowym funkcjonowaniu AMPK moga by¢ przyczyna metabolicznego przeprogramo-
wania w komérkach nowotworowych, znanego jako efekt Warburga. Dodatkowo, AMPK akty-
wowana jest podczas napromieniania komdrek nowotworowych. Aktywacja AMPK prowadzi
do zahamowania wzrostu, jednak umozliwia przetrwanie komérek w trudnych warunkach np.
w stanie hipoksji lub niedoboru glukozy. Ze wzgledu na jej gtéwna role w utrzymaniu energe-
tycznej homeostazy stanowi doskonaly cel terapeutyczny. Wciaz jednak nie jest jednoznacznie
stwierdzone czy korzystniejsza jest aktywacja AMPK, czy raczej zahamowanie jej aktywnosci.

AMPK « LKB1 - kinaza mTOR - metabolizm - insulinoopornos¢

Summary

AMP-activated protein kinase (AMPK) is one of the major energy sensor at both: cellular and
whole body level. It exists as heterotrimer containing three subunits: the catalytic a subunit,
f and regulatory y. AMPK is localized both in the cytoplasm and in the nucleus. It is activated
by increasing concentrations of AMP during the energy shortage, causing activation of cata-
bolic pathways and inhibition of energy consuming processes. AMPK activity can be regulated
allosterically: by binding AMP to a regulatory y subunit, as well as by phosphorylation on
Thr172 of the catalytic a subunit by other kinases. Activated AMPK can effectively inhibit
the mTOR pathway which is hyperactive in many types of cancer. On the other hand AMPK
inactivation associates with the type 11 diabetes, diet-induced obesity, insulin resistance and
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the development of other metabolic disorders. The AMPK dysfunction is also observed in
inflammation. It was discovered during last years that abnormalities in the AMPK function
can induce the metabolic reprogramming in cancer cells known as the Warburg effect. Addi-
tionally, AMPK is activated during irradiation. Its activation leads to inhibition of growth. On
the other hand, active AMPK enables cells to survive in difficult conditions such as hypoxia,
or glucose deprivation. Because of its crucial role in maintaining of the energy homeostasis
AMPK is an excellent therapeutic target. However, it still remains unknown what is better: to
activate or inhibit the AMPK function.
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Wsrtep

Wzrost i rozwéj organizmu zalezy od dynamicznej kon-
troli jego stanu energetycznego. Jest on $cisle zwigzany
z dostepnoscig pozywienia. W ciagu ostatnich kilku lat
naukowcy zidentyfikowali enzym bedacy gtéwnym regu-
latorem homeostazy energetycznej zaréwno na pozio-
mie komdrki jak i catego organizmu. Enzym ten zwany
kinazg aktywowang przez AMP (AMPK) jest ssaczym
homologiem drozdzowej kinazy snf1, ktéra petni funk-
cje przetacznika w stanie stresu metabolicznego. Kinaza
snfl pozwala drozdzom na przetrwanie gltodu wywota-
nego brakiem glukozy [67]. W warunkach gdy zaburzony
jest stosunek ATP/AMP (np. podczas hipoksji, niedoboru
pozywienia czy glukozy, a takze w mie$niach podczas ¢wi-
czef)) AMPK ulega aktywacji [22]. Dodatkowo kinaza ta
integruje sygnaly ze szlakéw hormonalnych i metabolicz-
nych utrzymujac w komdrce réwnowage energetyczng
m.in. poprzez kontrole metabolizmu lipidéw. Aktywacja
AMPK prowadzi do zahamowania szlakéw wiazacych sie
z konsumpcjg energii, takich jak: synteza kwaséw ttusz-
czowych, synteza cholesterolu w watrobie, sekrecja insu-
liny z komérek P trzustki. Jednak aktywna AMPK promuje
i aktywuje szlaki oraz procesy kataboliczne prowadzace
do wytwarzania ATP, takie jak np. pobieranie i utlenia-
nie kwaséw ttuszczowych w wielu tkankach, glikoliza
w mieéniu sercowym czy powstawanie nowych mito-
chondriéw w mie$niach. AMPK wplywa réwniez na trans-
krypcje swoistych gendéw zaangazowanych w regulacje

metabolizmu [63]. W zwigzku z tym, ze AMPK uczestni-
czy w regulacji homeostazy energetycznej nie tylko na
poziomie komérkowym, lecz takze na poziomie catego
organizmu uwaza sie, ze stanowi ona atrakcyjny cel tera-
peutyczny w leczeniu wielu choréb metabolicznych wig-
czajac otyto$é, cukrzyce typu 2, a takze choroby uktadu
krazenia. Zaburzenia aktywno$ci tego enzymu moga by¢
przyczyng rozwoju wielu choréb metabolicznych. Istnieja
dane wskazujace na silng korelacje miedzy niskim pozio-
mem aktywno$ci AMPK, spowodowanym gtéwnie przez
nadmierng ilo$¢ pozywienia oraz/lub brak aktywnosci
fizycznej, a zaburzeniami metabolicznymi wigzacymi sie
z opornoscia na insuline i otylo$cia [49]. Spadek aktyw-
nosci AMPK obserwuje sie réwniez w zaburzeniach meta-
bolicznych zwigzanych z wysokim ryzykiem wystapienia
choroby nowotworowej. Wiele doniesieri naukowych
wskazuje na zwiazek miedzy ta kinaza a kancerogeneza
zaréwno na poziomie molekularnym jak i na poziomie
catego organizmu, jednak mechanizm bezpo$redniego
udzialu AMPK w etiologii tych zaburzeri pozostaje nadal
nieznany. Wydaje sie, ze zaangazowanie AMPK w regula-
cje procesdw, takich jak wzrost komdrek, regulacja cyklu
komdérkowego oraz organizacja cytoszkieletu jest bar-
dzo istotne w kontekscie kancerogenezy [64]. Wszystkie
te procesy wymagaja dostarczenia duzych ilo$ci energii.
Oznacza to, ze AMPK musi w nich odgrywa¢ kluczowa
role. Sugeruje sie nawet, ze AMPK pelni role czujnika
energetycznego pozwalajacego na utrzymanie energe-
tycznej homeostazy a szlak sygnalowy AMPK wydaje sie
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metabolicznym ,,punktem kontrolnym” w komérce pro-
wadzacym do zahamowania wzrostu w przypadku obni-
zenia statusu energetycznego [20].

Bupowa 1 ReuLacia AMPK

W komérkach AMPK wystepuje w postaci heterotri-
meru, sktadajacego sie z trzech podjednostek a, p oraz
y w stosunku 1:1:1. Podjednostka katalityczna a zbudo-
wana jest z serynowo-treoninowej domeny kinazowej,
domeny odpowiedzialnej za autoinhibicje oraz domeny
oddziatujacej z podjednostkami B i y [9]. Podjednostka
y zawiera motyw odpowiedzialny za wigzanie nukleoty-
déw adeninowych, takich jak AMP i ATP. Gtéwng rola
podjednostki  jest zapewnianie prawidtowej konforma-
cji catego enzymu [68]. Kazda z tych trzech podjednostek
wystepuje u ssakédw w kilku izoformach: podjednostki o
i B: maja po dwie izoformy (a1 i a2 oraz p1 i f2), nato-
miast podjednostka y wystepuje w trzech izoformach
(Y1, y2 i y3). Dodatkowo, izoformy y2 i y3 wystepuja
w wariantach wynikajacych z alternatywnego sktada-
nia. Takie bogactwo izoform powoduje, ze w organizmie
teoretycznie moze wystepowa¢ az 12 klas heterotrimeru
AMPK. Wystepowanie izoform podjednostek AMPK jest
swoiste tkankowo. Ekspresje podjednostki katalitycznej
al obserwuje sie gtéwnie w komdérkach ttuszczowych
(adipocytach), trzustce, ptucach, $ledzionie i nerkach,
natomiast w mie$niach szkieletowych i mie$niu serco-
wym przewaza izoforma a2. Podjednostke p1 wykrywa
sie we wszystkich rodzajach tkanek, natomiast eks-
presje izoformy B2 obserwuje sie gtéwnie w miesniach
szkieletowych i sercu. Z kolei ekspresja gendéw koduja-
cych podjednostki y1 i y2 jest powszechna, natomiast
podjednostka y3 jest swoista dla mie$ni aktywnych gli-
kolitycznie. Zréznicowanie na poziomie ekspresji oraz
sktadu podjednostek w heterotrimerze AMPK moze mieé

wplyw zaréwno na swoisto$¢ danej kinazy, jak i decydo-
wac o charakterze przekazywania sygnatu [6].

AMPK regulowana jest allosterycznie poprzez AMP [61].
Jego zwigzanie sie z podjednostka regulatorowg y pro-
wadzi do 2-5-krotnego wzrostu aktywno$ci kinazy [18].
Stopien stymulacji uzalezniony jest od wariantéw pod-
jednostek, wchodzacych w sktad heterotrimeru AMPK.
Najwieksza aktywnos$é po zwigzaniu czasteczki AMP
wykazuje kinaza zawierajaca podjednostki a2 i y2 [6].
Zwiazanie AMP do podjednostki y powoduje nie tylko
allosteryczng aktywacje enzymu, lecz takze promuje
fosforylacje treoniny 172 znajdujacej sie w podjed-
nostce a poprzez inne kinazy znajdujace sie w szlaku
powyzej AMPK. Prowadzi takze do indukcji zmian kon-
formacyjnych w domenie kinazowej. To z kolei chroni
reszte treoninowa przed defosforylacja, promujac aku-
mulacje aktywnej, ufosforylowanej AMPK [47,59]. Bada-
nia przeprowadzone w ciggu ostatnich lat wykazaty, ze
aktywnos$é AMPK moze by¢ réwniez regulowana przez
ADP. Poczatkowo sadzono, ze mechanizm aktywacji
AMPK poprzez ADP jest analogiczny do poznanego dla
AMP. Jednak wynikato to z zanieczyszczenia preparatu
ADP czasteczkami AMP, ktére powodowaty artefaktowy
aktywacje AMPK. Najnowsze badania wykazaly jednak,
ze oczyszczony ADP nie powoduje aktywacji AMPK, jak
to sie dzieje w przypadku AMP, lecz chroni aktywna,
ufosforylowana uprzednio postaé kinazy przed jej
defosforylacja [43,69]. AMPK, podobnie jak inne kinazy
biatkowe, podlega autoregulacji, poprzez strukturalny
element, ktéry fizycznie blokuje miejsce katalityczne.
Jest nim domena AID znajdujaca sie w podjednostce a.
Analiza tréjwymiarowej struktury biatka wykazata, ze
bezpo$redni kontakt miedzy domeng AID i domena kata-
lityczng odgrywa istotna role w allosterycznej regulacji
AMPK przez AMP.

AMPKK

Thr172 - treonina 172 w petli T domeny katalitycznej
AMPKK - kinaza AMPK
P - reszta fosforanowa

Thr172
poziom AMP'
—_— —_—>
poziom ATP l
. @ 2 - 5-krotny wzrost (P ] 1000-krotny wzrost
AMPK nieaktywna — ———3 ;i (vwnosciAMPK =2  aktywnoSci AMPK
o, B,y - podjednostki AMPK

Ryc. 1. Schemat wptywu zmian konformacyjnych w kompleksie AMPK zaleznych od stosunku AMP/ATP na fosforylacje Thr 172 przez kinazy znajdujace sie w szlaku powyzej

AMPK — AMPKK (np. LKB1, TAK1, CaMKK)
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Fosforylacja reszty treoninowej znajdujacej sie w pozy-
cji 172 podjednostki a prowadzi do ponad 1000-krot-
nego wzrostu aktywno$ci AMPK. Zwieksza to wrazliwos§¢
kinazy na niewielkie nawet zmiany statusu energetycz-
nego komdrki [59]. Poznane zostaly réwniez kinazy
bedace bezposrednimi aktywatorami AMPK. Jedna
znich jest LKB1 (liver kinase B1). Gen kodujacy te kinaze
zaliczany jest do klasy genéw supresorowych. Muta-
cje w tym genie zwigzane sa z wystepowaniem zespotu
Peutza-Jeghersa, objawiajacego sie m.in. predyspozy-
cja do wystepowania nowotwordéw ztoliwych. Poczat-
kowo uwazano, ze LKB1 jest ciggle aktywna i w zaden
sposéb nie jest regulowana przez AMP [36,51]. Ostat-
nie doniesienia wskazuja jednak, ze zaréwno lokalizacja
wewngtrzkomérkowa LKB1, jak i jej aktywno$¢ regulo-
wana jest poprzez zalezng od NAD(+) deacetylaze SIRT1.
Promuje ona zalezng od LKB1 stymulacje AMPK przez
bezposrednia deacetylacje LKB1, co z kolei wptywa na
jej dystrybucje w komérce [29]. Lokalizacja komdérkowa
LKB1 zalezna jest réwniez od kinazy FYN. Fosforylacja
LKB1 przez kinaze FYN prowadzi do zmiany jej umiejsco-
wienia w komdrce i promuje fosforylacje AMPK, a co za
tym idzie zwiekszenie jej aktywnosci [71].

Kolejna kinazg aktywujacg AMPK jest CaMKK (calmo-
dulin-dependent protein kinase kinase). Enzym ten fos-
foryluje AMPK w odpowiedzi na podwyzszony poziom
jonéw Ca* w komdrce, niezaleznie od zmian w stosunku
ATP/AMP [66]. W komérkach, w ktérych brak jest LKB1
nastepowata aktywacja podjednostki « w AMPK po doda-
niu zwigzku o nazwie AICAR, ktéry przeksztalcany jest do
analogu AMP (ZMP) nie zaburzajgc stosunku ATP/AMP.
Dane te sugerowaly istnienie dodatkowej kinazy aktywu-
jacej AMPK niezaleznie od LKB1. Okazalo sie, Ze jest nig
kinaza ATM (ataxia teleangiectasia mutated) nalezaca do
rodziny kinaz fosfatydyloinozytolowych (PI3 - kinazy)
[60]. Kinaza ta bierze udziat w naprawie DNA, kontroluje
cykl komérkowy poprzez fosforylacje i aktywacje biatek
TP53, BRCA1, CHK2, P95/NBS1 w odpowiedzi na promie-
niowanie jonizujace (IR) indukujace dwuniciowe pek-
niecia DNA [34,74]. Gen kodujacy ATM podobnie jak gen
kodujacy LKB1 nalezy do rodziny genéw supresorowych.

AMPK jest réwniez fosforylowana przez TAK1 (transfor-
ming growth factor B-activated kinase 1) [70]. Brak jest
jednak danych na temat funkgji fizjologicznej tej fosfo-
rylacji.

Oprécz treoniny 172 - gtéwnego dla aktywno$ci AMPK
miejsca fosforylacji w podjednostce katalitycznej «
zaréwno podjednostki o jak i  maja wiecej miejsc fosfo-
rylacji. Dla wiekszo$ci tych miejsc brak jest danych o roli
jaka one odgrywaja w mechanizmie aktywacji/hamo-
wania aktywno$ci AMPK. Ostatnie badania sugeruja, ze
bezposrednia fosforylacja seryny 487/491 podjednostki
katalitycznej a powoduje zahamowanie aktywno$ci
AMPK w sercu [19].

Wazng funkcje w dezaktywacji aktywnej AMPK pelnia
fosfatazy, ktére defosforylujg reszte treoniny 172 pod-

jednostki katalitycznej a. Za pomoca testéw in vitro
wykazano, ze aktywna AMPK moze by¢ defosforylo-
wana przez fosfatazy PP2A i PP2C [10], jednak mecha-
nizm modulujacy aktywnos$¢ AMPK przez fosfatazy
pozostaje wcigz niewyjasniony. Z kolei ostatnie donie-
sienia wskazuja na dodatkowg regulacje podjednostki
katalitycznej AMPK poprzez acetylacje i deacetyla-
cje reszt lizynowych. Acetylacja przez acetylaze p300
powoduje zablokowanie fizycznej interakcji podjed-
nostki katalitycznej « w AMPK z LKB1, ktéra fosfory-
luje i aktywuje AMPK. Natomiast deacetylacja przez
deacetylaze HDAC1 powoduje zwiekszenie wigzania sie
LKB1 z AMPK i fosforylacje podjednostki katalitycznej
« [35]. Dodatkowym mechanizmem regulujacym stabil-
no$¢é AMPK jest jej degradacja w proteasomie, poprzez
ubikwitynylacje zalezng od kompleksu zawierajacego
biatko Cidea [45].

Funkcia AMPK w REGULACI METABOLIZMU

Korelacje miedzy aktywno$cig/dezaktywacja AMPK
a chorobami metabolicznymi takimi jak cukrzyca typu
2 czy otylo$¢ zaobserwowano juz wiele lat temu. Zauwa-
zono, ze u myszy bedacych na diecie wysokotluszczowej
nastepuje zmniejszenie zaréwno poziomu fosforylacji
jak réwniez poziomu samej Ampk w miesniach szkieleto-
wych, sercu, watrobie, $rédbtonku aorty oraz w przysadce
mdzgowej [32,39]. Badania na myszach z mutacjg w pod-
jednostce katalitycznej a2 ujawnily, ze inaktywacja Ampk
spowodowana dieta wysokottuszczowg nie jest bezposred-
nig przyczyna rozwijajacej sie u nich insulinoopornosci,
jednak brak aktywnej AMPK przyczynia sie do rozwoju
znacznie ostrzejszej postaci tego schorzenia [13].

Aktywno$¢ AMPK regulowana jest negatywnie poprzez
wysokie stezenie glukozy. Ostra hiperglikemia redukuje
aktywno$¢ AMPK w mieéniach i watrobie, a takze w ner-
kach [27]. Przy wzro$cie poziomu glukozy ponad fizjolo-
giczng norme nastepuje gwattowny spadek aktywnosci
AMPK, ktéry skorelowany jest ze spadkiem fosforylacji
treoniny 172 podjednostki katalitycznej a. Nie wydaje
sie jednak, aby spadek aktywno$ci AMPK byt wynikiem
zmiany stosunku ATP/AMP, gdyz Itani i wsp. wykazali,
ze w mie$niach po inkubacji w roztworze o wysokim ste-
zeniu glukozy stosunek ATP/AMP nie ulega zmianie [21].
Dane te sugerujg istnienie innego mechanizmu regulacji
AMPK w odpowiedzi na wysokie stezenie glukozy. Jednak
Fan i wsp. wykazali, ze w neuronach chwilowa zmiana
stezenia glukozy moduluje zmiany w stosunku ATP/AMP,
ktére wptywaja na aktywno$¢ szlaku AMPK w podwzgé-
rzu powodujac uczucie gtodu lub sytosci [11]. Dodatkowo
aktywno$¢é AMPK jest modulowana przez stezenie gliko-
genu [65] oraz dostepno$¢ aminokwaséw [15].

W wielu pracach sugeruje sie mozliwo$¢ wzajemnej
regulacji miedzy szlakiem kinazy mTOR i AMPK - dwoma
waznymi szlakami odpowiedzialnymi za utrzymanie
energetycznej homeostazy. Kinaza mTOR jest gléwnym
czujnikiem poziomu ATP w komérce. Dodatkowo AMPK
blokuje kinaze mTOR poprzez bezposrednia fosforylacje
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Ryc. 2. Regulacja aktywnosci AMPK; B — czynniki powodujace wzrost ilosci AMP w
komérce poprzez ograniczenie syntezy ATP lub jego gwattowne zuzycie

TSC2, a takze fosforylacje biatka Raptor - podjednostki
TSC2, do ktérej wigze sie mTOR [17]. W czasie zwiekszo-
nego pobierania biatka w watrobie nastepuje ,,metabo-
liczna adaptacja” poprzez zwiekszenie fosforylacji mTOR
i obnizenie fosforylacji AMPK [7]. Podobnie dieta wyso-
kobiatkowa prowadzi do obnizenia aktywnos$ci AMPK
w podwzgdrzu przy jednoczesnym zwiekszeniu aktyw-
no$ci mTOR [48].

Aktywno$¢é AMPK odgrywa takze gléwng role w pracy
miesnia sercowego. W czasie skurczu i rozkurczu wyste-
puje duze zapotrzebowanie energetyczne, a energia nie-
zbedna do pracy serca pochodzi w 60-70% z utleniania
kwaséw ttuszczowych. Jest to zwigzane z zahamowa-
niem poboru glukozy i preferowaniem cyklu Randla [46].
Jednak energia pochodzgca z utleniania kwaséw ttusz-
czowych w niedokrwionym mie$niu sercowym nie jest
wystarczajaca do przywrdcenia przeptywu krwi. Dlatego
do utrzymania prawidtowej funkcji mie$nia sercowego
korzystny wplyw ma insulina. Moze ona spowodowaé
zwiegkszenie zuzycia glukozy przez miesien sercowy
poprzez aktywacje glikolizy, przez zwiekszenie ilo$ci
transportera glukozy GLUT4 w btonie cytoplazmatycznej
i aktywacje 6-fosfofrukto-2-kinazy [1]. Dodatkowo insu-
lina ma bezpo$redni wptyw na utlenianie kwaséw ttusz-
czowych w prawidlowo natlenionym mie$niu sercowym.
Proces ten zalezny jest od inaktywacji AMPK [14]. Zaob-
serwowano, ze insulina powoduje aktywacje szlaku PKB/
AKT w mieé$niu sercowym, w zwigzku z tym przeprowa-
dzono badania majgce na celu sprawdzenie, czy aktywa-
cja PKB/AKT ma wplyw na dezaktywacje AMPK. Okazato
sie, Zze w sercach myszy transgenicznych, ktére miaty
konstytutywnie aktywna kinaze Pkb/Akt, obserwowano
znaczne obnizenie fosforylacji Ampk w pordwnaniu
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z kontrola, co sugeruje istotna role insuliny w obnizaniu
aktywno$ci Ampk poprzez szlak Pkb/Akt [26].

Rora AMPK w cUKRzYCY TYPU 2 | W STANIE ZAPALNYM

Cukrzyca typu 2 jest jedng z tzw. choréb cywilizacyj-
nych. Nieleczona cukrzyca doprowadza do groZnych
powiktan, takich jak makro- i mikroangiopatia, co z kolei
2-3-krotnie zwieksza ryzyko wystepowania choréb ser-
cowo-naczyniowych, zawatu oraz udaru. Jednym z naj-
lepszych i powszechnie uzywanych lekéw w leceniu
cukrzycy typu 2, stosowanym od 1957 r., jest metformina
- dimetylowa pochodna biguanidu [75]. Jednym z najpo-
wazniejszych zaburzen obserwowanych podczas rozwoju
cukrzycy typu 2 jest hiperglikemia. Wynika ona zaréwno
z ograniczonego pobierania glukozy przez miesnie jak
tez z nadprodukgji glukozy de novo w watrobie. Podanie
choremu metforminy powoduje aktywacje AMPK prowa-
dzaca do zahamowania wytwarzania glukozy w watro-
bie, a takze stymuluje translokacje transportera glukozy
GLUT4 do btony komérkowej w mieéniach szkieleto-
wych [31]. Podobne dziatanie na lokalizacje transportera
GLUT4 w mie$niach maja tiazolidynediony (TZD), np.
rosiglitazone stosowane od niedawna w terapii cukrzycy
typu 2 umozliwiajac zwiekszone pobierania glukozy.
Podanie TZD powoduje bardzo szybka aktywacje AMPK,
ktérej aktywno$é wzrasta juz po 15 min od zastosowania
leku.TZD z jednej strony stymulujg wydzielanie adipo-
nektyny (aktywatora AMPK) w mie$niach, ktérej poziom
znacznie spada w otytosci. Z drugiej strony TZD hamuja
tez dzialanie taticucha oddechowego powodujac zwiek-
szenie stezenia AMP - aktywatora AMPK [30]. Oznacza
to, ze TZD stymuluja AMPK na dwa rézne sposoby.

Wyniki uzyskane podczas przeprowadzonych ostatnio
badan wskazuja, ze AMPK petni wazna role w odpowie-
dzi na stan zapalny. Po podaniu czynnika indukujgcego
odpowied? zapalng w komérkach (LPS - lipopolisacha-
ryd), obserwowano spadek aktywnos$ci AMPK. Prze-
ciwnie podanie IL-10 i TGF-B, cytokin dziatajacych
przeciwzapalnie, obserwuje sie wzrost aktywnosci tej
kinazy. Dodatkowo spadek ekspresji lub zahamowanie
aktywnosci AMPK wywotane zadzialaniem czynnika
indukujacego odpowiedz zapalng powoduje zwiekszone
wydzielanie cytokin prozapalnych, takich jak: TNF-q,
IL-6 oraz IL-1. Z kolei nadekspresja AMPK prowadzita do
wzrostu ilo$ci IL-10 [50]. Aktywacja AMPK przez AICAR
lub obecno$¢ konstytutywnie aktywnej kinazy powo-
dowata, ze czynniki takie jak wolne kwasy ttuszczowe
lub TNF-a nie aktywowaty NF-kB [4]. Sugeruje to, ze
aktywna AMPK jest waznym czynnikiem hamujgcym
stan zapalny i dziala przeciwzapalnie.

Obnizenie aktywnosci AMPK obserwowane w cukrzycy
i otyto$ci réwniez moze by¢ powodem powstawania sta-
néw zapalnych. Rozwijajaca sie u 0séb otytych insulino-
oporno$¢ moze promowaé rozwdj cukrzycy typu 2, ale
wrazliwo$¢é na insuline wydaje sie niezalezna od ilo$ci
tkanki ttuszczowej [16]. Te sprzeczno$é mozna wyjasnié
przez zatozenie, ze insulinooporno$¢ zalezna od otyto-

$ci moze by¢ zwigzana z chronicznym stanem zapalnym
[37]. Rzeczywiscie u otylych pacjentéw obserwuje sie
pobudzenie makrofagéw, podobnie jak w stanie zapal-
nym. Charakteryzuja sie one podwyzszonym poziomem
ekspresji NF-kB i TNF-a. Jak wykazano, TNF-a moze réw-
niez indukowaé insulinooporno$¢ [56]. Kolejnym poten-
cjalnym wyjasnieniem wspomnianej wyzej sprzecznosci
moze by¢ to, ze u 0séb otylych obserwuje sie zwiekszona
ilo§¢ estryfikacji i pobierania kwaséw ttuszczowych,
co prowadzi do nagromadzenia w tkankach bioaktyw-
nych lipidéw, takich jak: ceramidy, diacyloglicerole oraz
acylo-CoA. Lipidy te biorg udziat w aktywacji kinaz pro-
zapalnych, np. PKC, IKK-p i JNK [54]. Dane przestawione
w pracy Steinberga i wsp. wydaja sie potwierdzaé zwia-
zek miedzy aktywno$cia AMPK, stanem zapalnym i cho-
robami metabolicznymi. U myszy ob/ob (mysi model
otylosci), obserwowano w mie$niach obnizong aktywno$¢
Ampk, zahamowany proces utleniania kwaséw ttuszczo-
wych, zwiekszona ekspresje fosfatazy Pp2C i obnizona
wrazliwo$¢ na insuline. U myszy ob/ob Tnfr-/-, zabu-
rzenie $ciezki sygnatowej zaleznej od Tnf chronito przed
zahamowaniem Ampk [59].

W otytosci podniesiony jest poziom krazacych wolnych
kwaséw ttuszczowych, ktére aktywuja szlak TLR4-NF-«B,
a nastepnie odpowied? zapalng w adipocytach i makro-
fagach. To z kolei wplywa na rozwéj insulinoopornosci
w mieéniach szkieletowych [55]. Interesujace jest tez to,
ze wylaczenie szlaku TLR4 chroni przed insulinoopor-
nos$cia wynikajaca z diety wysokottuszczowej poprzez
redukcje stanu zapalnego. Dane te $cisle tacza ze soba
metabolizm i wrodzong odpowiedZ immunologiczna.

Dodatkowym czynnikiem hamujacym aktywno$é AMPK
w mieéniach szkieletowych jest rezystyna - cytokina
wydzielana przez komérki ttuszczowe. Jej poziom u 0séb
otytych jest znacznie podniesiony. Powstawanie insuli-
noopornos$ci wywotanej rezystyna jest prawdopodob-
nie spowodowane akumulacja lipidéw i ich mediatoréw.
Pojawienie sie insulinoopornosci prowadzi do obnize-
nia poziomu adiponektyny, co z kolei indukuje obnize-
nie aktywno$ci AMPK. AMPK jest waznym czynnikiem
w biogenezie mitochondriéw dlugotrwata inaktywacja
tej kinazy prowadzi do spadku liczby mitochondriéw
w miesniach szkieletowych. Tego typu zjawisko obser-
wuje sie u 0séb otytych z rozwinietg insulinoopornoscia.
Podobny mechanizm zaobserwowano réwniez w mie-
$niu sercowym. Szybki wzrost stezenia lipidéw (5 h
infuzji) lub dieta wysokottuszczowa indukujaca otyto$é
wplywaly na zmniejszenie metabolizmu glukozy w kar-
diomiocytach i obnizenie fosforylacji AMPK w mie-
$niu sercowym [25]. Obserwowano takze podwyzszony
poziom cytokin prozapalnych TNF-a i IL-6. Dalsze bada-
nia na myszach z wyciszonym genem IL-6 wykazaly, ze ta
interleukina jest gtéwnym komponentem w indukowa-
nym dietg stanie zapalnym mie$nia sercowego. Przewle-
kta ekspozycja na IL-6 (co wystepuje w otylo$ci) promuje
rozwdj insulinoopornoéci zaréwno in vitro jak i in vivo
[42]. W przeciwiefistwie do tego w czasie intensywnych
¢wiczen nastepuje wyrzut IL-6 z miesni szkieletowych
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i aktywacja AMPK. Prowadzi to do zwiekszonego poboru
glukozy i ‘uwrazliwienia’ na insuline na poziomie catego
organizmu [24].

AMPK w ubARzE MozGU

Brak krwi i tlenu w czasie niedokrwiennego udaru
moézgu prowadzi do zaburzenia w homeostazie jonowej,
a nastepstwem tego jest obumieranie neuronéw. Aby
naprawi¢ uszkodzenia i przywréci¢ réwnowage w neuro-
nach nastepuje aktywacja wielu proceséw wysokoener-
getycznych. Nadmierna aktywacja tych proceséw moze
jednak spowodowaé catkowita zapa$é energetyczng
i obumieranie komérek. Poczatkowo uwazano, ze akty-
wacja AMPK jest wynikiem odpowiedzi adaptacyjnej na
niedokrwienie, hipoksje i niedobdr glukozy. Jednak eks-
perymenty z wykorzystaniem inhibitoréw AMPK, takich
jak Coumpound C (dziata bezpo$rednio na AMPK) oraz
inhibitor syntazy kwaséw ttuszczowych C75 (hamuje
AMPK posrednio), miato dziatanie neuroprotekcyjne po
udarze mézgu [40]. Dodatkowo u myszy pozbawionych
podjednostki katalitycznej a2 w czasie udaru po podaniu
inhibitora - Coumpound C nie zaobserwowano znacza-
cego efektu neuroprotekcyjnego. Te dane sugerujg, ze
regulacja réwnowagi energetycznej w neuronach w cza-
sie niedokrwiennego udaru mézgu moze mieé istotne
znaczenie terapeutyczne [33]. Wiele z przeprowadzo-
nych badan potwierdzito korzystny wptyw farmakolo-
gicznej aktywacji AMPK na przeptyw krwi w naczyniach
obwodowych [2]. Jednym z proponowanych mechani-
zméw ochronnego dziatania AMPK jest aktywacja $réd-
btonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS), ktéra wptywa na
wytwarzanie NO, gtéwnej czasteczki sygnatowej w ukta-
dzie krwiono$nym [76]. AMPK wzmaga aktywno$¢ eNOS
poprzez fosforylacje, co z kolei promuje asocjacje eNOS
z biatkiem szoku cieplnego HSP90 prowadzac do zwiek-
szonego wytwarzania NO w $§rédbtonku. Dodatkowo,
AMPK wplywa na angiogeneze wywotang przez VEGF
w obwodowym uktadzie krwiono$nym [58]. Wyniki
uzyskane podczas przeprowadzonych ostatnio badati
wykazuja zwiekszona aktywacje AMPK i eNOS w komér-
kach $rédbtonka w tetnicach mézgowych po ostrym
krwotoku podpajeczynéwkowym. Wydaje sie, ze AMPK
wplywa korzystnie na uktad krwiono$ny mézgu, poprzez
wywolane za po$rednictwem aktywacji eNOS rozszerze-
nie naczyn krwiono$nych lub indukowang przez VEGF
angiogeneze [44]. Jednak konsekwencje fizjologiczne
wynikajace z aktywacji AMPK po stresie zwigzanym
z niedotlenieniem w naczyniach mézgowych sg bardzo
stabo poznane i wcigz wymagaja dodatkowych badan.

Axtywnos¢ AMPK w KANCEROGENEZIE

W ostatnich latach ukazato sie wiele doniesiert wskazuja-
cych, ze farmakologiczna stymulacja AMPK ma dziatanie
przeciwnowotworowe. Dodatkowo, analizy epidemiolo-
giczne wykazaly, ze stosowanie metforminy (powszech-
nie stosowany lek przeciwcukrzycowy) u pacjentéw
z cukrzyca typu 2 chorujacych na nowotwory znacznie
redukuje obciazenia wynikajace z choroby nowotworo-

wej [12]. W oparciu o te dane zrodzita sie koncepcja, ze
farmakologiczne aktywatory AMPK moga by¢ wykorzy-
stane w zapobieganiu i terapii nowotworéw. Poniewaz
aktywacja szlaku LKB1-AMPK hamuje aktywno$¢ kinazy
mTOR, nadaktywnej w wielu typach nowotwordw wydaje
sie, ze stosowanie aktywatoréw AMPK jest uzasadnione,
tym bardziej ze dodatkowo obserwowano selektywna
toksyczno$¢ metforminy na komdérki nowotworowe,
zawierajgce mutacje inaktywujaca w genie TP53 [3]. Jed-
nak wiadomo, ze aktywacja AMPK w réznych stadiach
rozwoju nowotworu moze promowac przezycie komérek
nowotworowych. Wiele danych wskazuje, ze zaréwno
powstajgce komdrki nowotworowe, jak i komérki prze-
rzutujace znajduja sie w specyficznym mikros$rodowisku,
gdzie narazone sg na wiele czynnikéw wywotujacych
stres, takich jak np. hipoksja, zakwaszenie, niedostatek
glukozy i sktadnikéw odzywczych. W przypadku niedo-
boru energetycznego lub w hipoksji, aktywacja AMPK
zapobiega apoptozie, co udokumentowano na przykta-
dzie komdrek raka trzustki [23]. Dodatkowo, aktywacja
AMPK spowodowana niskim poziomem tlenu jest gtéw-
nym czynnikiem promujacym wzrost guzéw ksenogra-
ftowych [28]. Wydaje sie wiec mozliwe, ze aktywacja
AMPK moze w pewnych warunkach sprzyja¢ rozwojowi
nowotworu. Na przyktad komdrki raka piersi unikaja
specyficznej $§mieci komdrkowej zwigzanej z brakiem
adhezji przez zwiekszone pobieranie glukozy, ktéry
wyréwnuje wewnatrzkomérkowy poziom ATP i redu-
kuje poziom reaktywnych form tlenu. AMPK stymuluje
pobieranie glukozy i moze by¢ zaangazowana w zdol-
no$¢ komérek nowotworowych do unikania $mierci
komérkowej spowodowanej utratg potaczenia z macie-
rza zewnatrzkomérkows. Wiadomo, ze AMPK reguluje
wiele szlakéw metabolicznych mozliwe, ze enzym ten
jest gtéwnym elementem w procesie przeprogramowa-
nia metabolicznego (efekt Warburga) obserwowanego
w nowotworach [62]. Niewatpliwie AMPK stanowi zna-
komity cel terapeutyczny. Badania przeprowadzone na
liniach komérkowych czerniaka wykazaty zmniejszona
aktywno$¢ AMPK [73]. Dodatkowo wykazano, ze obni-
zona aktywno$¢ tej kinazy jest skorelowana z obecnoscia
mutacji w genie kodujacym inng kinaze - B-RAF. Mutacja
punktowa w genie kodujacym kinaze B-RAF wystepuje
w okoto 6% wszystkich nowotwordéw i w 50-70% przypad-
kéw czerniaka i prowadzi do konstytutywnej aktywacji
B-RAF. Dodatkowo wykazano, ze LKB1 - gléwny aktywa-
tor AMPK jest fosforylowana przez kinazy znajdujace sie
w szlaku B-RAF. Ciagta fosforylacja LKB1 przez kinazy
szlaku B-RAF prowadzi do zmniejszenia oddziatywania
miedzy LKB1-AMPK. To z kolei uniemozliwia fosfory-
lacje podjednostki katalitycznej AMPK przez LKB1 i jej
aktywacje. Dlatego, nawet w sytuacji niedoboru energe-
tycznego w komdrce (nadmiernej ilo$ci AMP), AMPK nie
moze zostaé zaktywowana, co w konsekwencji prowadzi
do niekontrolowanego wzrostu [71]. Badania przeprowa-
dzone na 19 liniach komérkowych czerniaka z uzyciem
metforminy - aktywatora AMPK i vemurafenibu (inhi-
bitora kinazy B-RAF) w réznych kombinacjach wyka-
zaly, ze metformina hamowata wzrost w 12 z 19 linii,
niezaleznie od obecnosci mutacji B-RAF. W przypadku
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jednej z linii, ktéra miata dodatkowa mutacje w genie
N-RAS metformina promowata proliferacje. Natomiast
synergistyczny, antyproliferacyjny efekt obserwowano
w 6 z 11 linii czerniaka z mutacja V600E w B-RAF po
zastosowaniu kombinacji vemurafenib + metformina.
W liniach z mutacja w genie B-RAF opornych na vemu-
rafenib zaobserwowano antagonistyczny efekt. W sied-
miu z o$miu linii czerniaka, bez mutacji w genie B-RAF
pojawit sie marginalny synergistyczny antyprolifera-
cyjny efekt po podaniu metforminy + vemurafenib [41].
Co ciekawe, przeciwne dane przedstawit zespét kiero-
wany przez Maraisa. Badania przeprowadzone przez
ten zespdt wykazaly, ze linie czerniaka z mutacjg V600E
w B-RAF, ktére potraktowano metforming charakteryzo-
waly sie zwiekszonym wzrostem. W liniach tych zaob-
serwowano réwniez, wzrost iloéci biatka VEGF-A [38].

Rota AMPK w RrapiOTERAPH

Jedna z podstawowych metod leczenia choréb nowotwo-
rowych jest radioterapia. Uwaza sie, ze jej skuteczno$é
jest zblizona do skutecznosci chirurgii w onkologii. Ze
wzgledu na ogromna role radioterapii w leczeniu cho-
roby nowotworowej obecnie trwajg intensywne badania
nad podniesieniem jej skuteczno$ci przez kojarzenie jej
z metodami zwiekszajacymi radiowrazliwo$¢ komérek
nowotworowych.

W odpowiedzi na uszkodzenie DNA spowodowane pro-
mieniowaniem jonizujacym (IR) kinaza ATM ulega auto-
fosforylacji i fosforyluje biatka kompleksu naprawy
dwuniciowych peknie¢ DNA. W ostatnich latach udo-
wodniono, ze w réznych rodzajach komérek raka IR
moze tez aktywowaé AMPK [51]. Dodatkowo IR zwiek-
sza ekspresje sestyn (stress-responsive genes) - SESN1/2
i wptywa na synteze biatek. Wszystkie te zjawiska zacho-
dzgce w napromienianych komérkach maja za zadanie
utatwié naprawe uszkodzen DNA lub - w przypadku
braku takich mozliwo$ci - wywotaé apoptoze. Sestryny
(SESN1-3) sg prawdopodobnie zwiazane z regulacja
metabolizmu i starzenia sie poprzez modulacje $ciezki
AMPK-mTOR. SESN1/2 mogg wspdldziataé bezposrednio
z AMPK w odpowiedzi na czynniki stresogenne. Promie-
niowanie jonizujace, stosowane w radioterapii powoduje
zwiekszenie ekspresji sestryn i aktywacje AMPK. W linii
komdrkowej raka piersi MCF7 wykazano, ze napromie-
niane komdrki charakteryzuja sie zwiekszong aktywno-
$cig AMPK, ale efekt ten jest atenuowany przez siRNA
SESN2. Dodatkowo, podwyzszony poziom SESN2 hamuje
szlak sygnatowy mTOR aktywowany przez IR. Proces ten
uwrazliwia komérki MCF7 na napromienianie poprzez
mechanizm zalezny od AMPK. Te dane sugeruja, ze
przynajmniej w raku piersi SESN2 wplywa zaréwno na
podstawowa, jak i zalezng od IR aktywacje AMPK, zwiek-
szajac radiowrazliwoéé tych komérek [52].

Hipoksja, gtodzenie komdérki i czynniki wzrostu réw-
niez aktywuja AMPK poprzez kinaze ATM. Sanli i wsp.
napromieniali dawkami 2-8 Gy komérki raka prostaty,
pluca i piersi, inkubowane wczeéniej z inhibitorami ATM

i AMPK oraz z aktywatorem AMPK. Badania te wykazaty,
ze promieniowanie jonizujace aktywuje AMPK nieza-
leznie od LKB1. Proces ten jest blokowany przez inhi-
bitor ATM. Inhibitory AMPK blokuja réwniez zalezna
od IR aktywacje regulatoréw cyklu komérkowego TP53
i p21, powodujac zwiekszong oporno$é¢ na promienio-
wanie. Z kolei po dodaniu metforminy zmniejsza sie
frakcja komérek przezywajacych po napromienianiu.
Retrospektywne analizy sugeruja, Ze metformina moze
zwiekszaé odpowiedz komérek raka piersi na chemio-
terapie. Udowodniono réwniez, ze AMPK zwigzana jest
z punktami kontroli cyklu komdérkowego zaleznymi od
IR i przezyciem komdérek klonogennych. Dzieki skoja-
rzeniu metforminy z radioterapia, AMPK moze sie staé
farmakologicznym celem stuzacym do wzmocnienia
odpowiedzi komérek na napromienianie. W badaniu
Sanli i wsp. po raz pierwszy zwrdcono uwage na zwigzek
regulacji AMPK z terapeutycznymi dawkami promienio-
wania jonizujacego [53].

Song i wsp. badali wptyw metforminy na komérki
o fenotypie komérek macierzystych raka poddane hipo-
frakcjonowanej radioterapii. Badania te wykazaly, ze
zaréwno dawki frakcyjne wieksze jak i konwencjonalne
(1,8-2 Gy) sa bardziej skuteczne w skojarzeniu z podawa-
niem metforminy [57].

Z kolei Zannella i wsp. opisali inne skutki wptywu AMPK
na komérki poddane napromienianiu. Promieniowa-
nie jonizujace indukuje fosforylacje AMPK w mecha-
nizmie zaleznym od ATM [72]. Dodatkowo, aktywna
AMPK jest konieczna do zahamowania kinazy mTOR
i przetgczenia metabolizmu w odpowiedzi na napromie-
nianie. W komérkach, w ktérych AMPK zostata wyci-
szona promieniowanie jonizujace zwieksza aktywnosé
mTOR. Oznacza to, Ze napromienianie jest niekorzystne
dla komdrek, dlatego AMPK jest konieczna do ograni-
czenia aktywno$ci metabolicznej. Po napromienianiu
w komérkach pozbawionych AMPK nie zmniejsza sie
zuzycie tlenu, mimo ze zapasy glukozy sa ograniczone.
To sugeruje, ze nieprawidlowa aktywacja punktéw kon-
troli cyklu komérkowego, obnizenie proliferacji i wzmo-
zona $mieré komdrkowa w warunkach hipoglikemii jest
zwigzana z utratg kontroli metabolicznej pod wptywem
IR w komdrkach z brakiem AMPK. Zachowanie prawidto-
wej funkcji AMPK w komérkach poddanych napromie-
nianiu moze przeciwdziata¢ nadmiernej aktywacji mTOR
i hamowac ich wzrost.

PobsumowaNie

Przedstawione dane $wiadcza o tym, ze AMPK pelni
funkcje przetacznika metabolicznego dziatajacego nie
tylko na poziomie komérkowym, ale takze na pozio-
mie calego organizmu. W zwiazku z tym, ze AMPK
odgrywa istotng role w regulacji metabolizmu, indukcji
stanu zapalnego, a takze w takich schorzeniach jak udar
moézgu czy kancerogeneza stanowi¢ ona moze atrak-
cyjny cel terapeutyczny w leczeniu wielu schorzen,
w tym réwniez nowotworéw. Dodatkowo zwigzek mie-
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dzy funkcja AMPK, promieniowaniem jonizujagcym oraz
potencjalna rola tego enzymu w zwiekszaniu wrazliwo-
$ci komédrek nowotworowych na IR moze w przyszto-
$ci pomdc w usprawnieniu leczenia tag metoda chorych

PismienNIcTWO

z nowotworami. Kwestig dyskusyjng pozostaje wciaz jed-
nak czy lepsza jest aktywacja AMPK, a jesli tak, to kiedy
i w jakich chorobach, czy moze wiecej korzysci przynie-
sie hamowanie jej aktywno$ci.
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