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Summary
AMPK and the metabolic syndrome: genetic insights

AMPK (AMP-activated protein kinase) is involved in the real-time control of energy
metabolism, both at the cellular level and at the whole body level. Significant deregulations of
some of the signaling pathways mediated by this enzyme have been implicated in the
pathophysiology of the metabolic syndrome and its morbid complications. The dysfunctions of
these pathways have a certain genetic influence and some alleles of AMPK genes could
contribute to it.

Rezumat

AMPK (AMP-activated protein kinase) este implicatd in controlul in timp real al
metabolismului energetic, atit la nivel celular cat si la nivelul intregului organism. Dereglari
semnificative ale unora dintre cdile de semnalizare mediate de catre aceasta enzima au fost
implicate 1n fiziopatologia sindromului metabolic si a complicatiilor sale morbide. Factorii de
naturd genetica au o anumitd influentd in dereglarea acestor cai si unele alele polimorfice ale
genelor AMPK ar putea contribui la aceasta.

Introducere

Bolile cardiovasculare constituie, pe plan global, una din principalele cauze ale
mortalitatii populatiei [44, 45]. Factorii de risc metabolici (obezitatea, concentratia anormala a
lipidelor sanguine, hipertensiunea, hiperglicemia, etc) contribuie la aproximativ 28% (2004) din
decese in lume si in aproximativ 20-50% (in functie de factor) din bolile cardiovasculare [38].
Sindromul metabolic (sindromul X sau sindromul insulinorezistentei) reprezinta un ansamblu de
factori de risc (intolerantd la glucoza, insulinorezistentd, obezitate abdominala, dislipidemie si
hipertensiune), care datorita interdependentei patofiziologice, se intalnesc la acelasi individ mai
frecvent decat prin intamplare [9, 36]. Din aceste considerente, prezenta sindromului metabolic
sporeste riscul de aparitie a bolilor cardiovasculare de 2 ori si a diabetului zaharat de tip 2 de 5
ori [2, 9]. Studiile epidemiologice in diverse populatii indicd o frecventd a sindromului la adulti
de 15-35% [2, 9, 13], aceasta aflandu-se intr-o corelatie pozitiva cu varsta [9].

Desi nu existd o explicatie patofiziologicd unicd, este pe larg acceptatd ipoteza ca
insulinorezistenta poate conduce la aparitia unor componente (hiperglicemie, dislipidemie,
hipertensiune) ale sindromului [2, 9, 31]. Insulinorezistenta s-ar putea instala preferential in
obezitate (in special, cea de tip visceral) [31], in conditiile excesului de acizi grasi liberi [8, 37],
a modificarii concentratiei unor adipocitokine (de ex., cresterea concentratiei leptinei, micsorarea
concentratiei adiponectinei) [7] si a inflamatiei cronice [23]. Aceste procese asociate obezitatii
au fost implicate in dereglarea mai multor cdi de semnalizare in ficat, mushi si tesutul adipos [14,
31, 37], dintre care un interes deosebit o prezintd calea de semnalizare mediatd de AMPK (AMP-
activated protein kinase).

AMPK reprezintd, 1n acelasi timp, un sensor al balantei energetice (raportului ATP:ADP)
din celula (fiind activatd allosteric de AMP si inhibata de ATP) si o enzima cheie ce participa in
mentinerea constantd acesteia [4]. Micsorarea concentratiei ATP din celuld (din cauza
consumului sporit sau blocarii sintezei) determind cresterea concentratiei AMP, care activeaza
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allosteric kinaza. Enzima activata blocheaza prin fosforilare caile anabolice si activeaza caile
catabolice [15, 20]. La mamifere, AMPK participa in controlul balantei energetice nu doar la
nivel celular, dar si la nivelul Intregului organism [26]. Implicarea tulburdrilor acestei cai de
semnalizare in aparitia insulinorezistentei pe fondul obezitatii si potentialul terapeutic al acesteia
este sugeratd de urmatoarele observatii: 1. reducerea activitdtii AMPK in mushi si ficat la
animalele model ale obezitatii [49] si in muschii, tesutul adipos al indivizilor obezi sau cu diabet
zaharat de tip 2 [11, 12, 21]; 2. inactivarea globald a AMPK (knock-out) sau doar la nivel de
tesut (muschi, ficat) induce la unele animale model aparitia intolerantei la glucoza si
insulinorezistentei [21]; 3. metformina si tiazolidinedionele (utilizate in terapia diabetului zaharat
de tip 2) activeaza indirect AMPK 1n ficat si in muschi [55]; 4. unele adipocitokine activeaza (de
ex., leptina si adiponectina) sau inhiba (de ex., resistina) calea de semnalizare a AMPK [33]; 5.
reducerea activitatiit AMPK a fost observatd in disfunctia celulelor B pancreatice — cauza a
intolerantei la glucoza si a diabetului zaharat de tip 2 [42].

In aceastd lucrare vor fi prezentate unele aspecte structurale si functionale ale acestei
enzime si va fi discutatd importanta polimorfismelor din genele ce codifica subunitétile acestei
enzime pentru patofiziologia sindromului metabolic.

Structura si functiile AMPK

AMPK reprezinta un heterotrimer cu o subunitate o catalitica §i cu doua subunitati B si y
reglatoare [18, 41, 49], enzima fiind obtinuta recent si in stare homo-oligomerica (complex din 3
heterotrimeri dispusi cap-coadd) [56]. La mamifere existd 2 isoforme ale subunitatii o (al si a2),
2 isoforme ale subunitatii B (Bl si B2) si 3 isoforme ale subunitatii y (y1, y2, y3), codificate de
gene localizate pe 5 cromozomi diferiti [17, 51]. Splicing-ul alternativ sau initierea alternativa a
transcriptiei genelor ce codificd isoformele al si y2 determind producerea a 3 variante
suplimentare (al.1, al.2, al.3, respectiv, y2.1, y2.2, y2.3), iar al isoformei y3 a doud variante
(3.1, y3.2) suplimentare. In consecinta, pot fi identificate 12 combinatii heterotrimerice active
ale AMPK, insa aceste combinatii heterotrimerice au activitate, localizare subcelulara si, posibil,
functii diferite [16, 49, 51]. Astfel, s-a stabilit prezenta in majoritatea tesuturilor a subunitatilor
al, B1 siyl, in muschii striati scheletici i cardiac a subunitatilor a2 si B2, iar isoformele y2 siy3
au fost identificate In miocard si in muschii striati scheletici, respectiv [1, 49]. Prin urmare,
heterotrimerul al-Bl-yl al AMPK este ubicvitar, heterotrimerul o2-B2-y2 este prezent in
miocard, iar muschiul striat scheletic expreseaza a.2-p2-y3.

Subunitatea o prezintd 2 domenii conservate [41]: 1. domeniul kinazd cu functii
catalitice; 2. domeniul C-terminal. In apropierea domeniului kinazi se afli o secventd
autoinhibitoare (AIS — autoinhibitory sequence), cu rol in autoreglarea AMPK. Studiile
cristalografice recente au stabilit faptul cd domeniul kinaza are o structurd bilobata tipica pentru
Ser/Thr protein kinaze [41, 49]. Secventa AIS interactioneazd cu ambii lobi ai kinazei (N-
terminal si C-terminal), mentinand kinaza intr-o conformatie ,,deschisa” inactiva si stimuland,
probabil, defosforilarea Thr din bucla de activare. Domeniul kinaza este conectat cu domeniul C-
terminal prin intermediul LS (linker sequence), care, din datele de mutageneza si de microscopie
electronica, interactioneazd atat cu subunitatea P, cat si cu y [56]. Subunitatea o a AMPK
recunoaste si fosforileazd proteinele tintd la secventa H(X,B)XXS/TXXXH (H - aminoacid
hidrofob, B — aminoacid bazic, X — orice aminoacid) [41].

Subunitatea B a AMPK participa atat la formarea heterotrimerului cat si la localizarea
subcelulard a complexului. Pot fi evidentiate 2 domenii conservate [34, 51]: 1. domeniul CBM
(carbohydrate-binding module) sau GBD (glycogen-binding domain); 2. domeniul C-terminal.
Prin intermediul CBM heterotrimerul AMPK se leagd la glicogen. Domeniul CBM
interactioneaza, in special, cu glicogenul in care legaturile o (1-6) sunt expuse. Domeniul C-
terminal al subunitafii B interactioneaza cu subunitdtile a si y, formand o foaie B pliatd
intermoleculard [41]. Subunitatea  este miristoilata la N-terminal, modificare ce a fost direct
implicata in controlul activitatiit AMPK [40].
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Activatorii alosterici (de obicei, AMP) si inhibitorul alosteric (ATP) se ataseaza la
subunitatea y a AMPK [41, 49]. Subunitatea y a AMPK prezintd 3 domenii [51]: 1. domeniul N-
terminal (cu functie necunoscutd); 2. domeniul Bateman 1 (Bateman A); 3. domeniul Bateman 2
(Bateman B). Domeniile Bateman, dispuse cap la cap, sunt formate prin plierea a 2 secvente
CBS (cystathionine B-synthase) (domeniul Bateman 1 — CBS1 si CBS2, domeniul Bateman 2 —
CBS3 si CBS4). Secventele CBS (de aproximativ 60 Aa) se intdlnesc la unele enzime si proteine
canal ce utilizeaza nucleotide in calitate de reglatori alosterici [27]. In structurile AMPK de la
mamifere se observa legarea a 3 molecule de AMP (la secventele CBS1, CBS3 si CBS4), dar
doar 2 molecule AMP (din CBS1 si CBS3) pot fi inlocuite cu ATP. Situsurile CBS1 si CBS3 au
afinitate diferitd fatd de AMP, presupunandu-se ca anume atasarea AMP la CBSI1 (situs cu
afinitate sporitd) induce activarea alostericd a enzimei [53]. Legarea AMP la CBS3 ( situs cu
afinitate redusd) a AMPK, 1nsa, previne defosforilarea Thr din bucla de activare de cétre protein
fosfataze, asigurand fosforilarea subunitatii o de catre kinaza LKBI si, astfel, sporind activitatea
enzimei de citeva sute de ori [53]. In unele tipuri de celule, fosforilarea Thr poate fi realizati si
de kinazele CaMKKp (Ca*/calmodulin-dependent kinase kinase P) si TAKI (transforming
growth factor-B-activated kinase 1) [18, 20].

Fiind activatda de AMP, AMPK actioneaza atat pe termen scurt (fosforilarea proteinelor
tintd), cat si pe termen lung (controlul expresiei genelor) [18]. Primele tinte identificate ale
AMPK au fost acetil-CoA carboxilaza §i 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductaza, enzime
implicate n sinteza acizilor grasi si a colesterolului, respectiv [10, 19]. Inhibarea prin fosforilare
a acestora blocheaza in ficat sinteza acizilor grasi si a colesterolului, insa stimuleaza § oxidarea
acizilor grasi [17]. Pe termen lung, AMPK blocheaza sinteza trigliceridelor, colesterolului si
stimuleazd oxidarea acizilor grasi prin fosforilarea si inactivarea factorilor de transcriptie
SREBP-1c (sterol regulatory element binding protein 1c), ChREBP (carbohydrate response
element binding protein), HNF4a (hepatocyte nuclear factor 4 o), responsabili de transcriptia
enzimelor cheie ale lipogenezei [28, 32]. AMPK regleazd metabolismul glucidelor pe
urmatoarele cai: 1. stimularea importului glucozei In muschi (transportul in membrana si
expresia. GLUT4 — glucose transporter type-4) [35]; 2. blocarea sintezei glicogenului (prin
fosforilarea si inhibarea glicogen sintazei) [25, 34]; 3. stimularea glicolizei In muschiul striat
cardiac (prin fosforilarea si activarea isoformei cardiace a 6-fosfofructo-2-kinazei) [51]; 4.
inhibarea gluconeogenezei hepatice (prin reducerea expresiei fosfoenolpiruvat carboxikinazei si
glucozo-6-fosfatazei) [21]. AMPK inhiba sinteza proteinelor pe 2 cdi: 1. fosforilarea si activarea
eEF2K (eukaryotic elongation factor 2 kinase), enzima ce fosforileaza si inactiveaza factorul
eEF-2 [3]; 2. blocarea caii mTOR (mammalian target of rapamycin) [19].

Actiunile AMPK nu se limiteaza doar la controlul metabolismului celular. La mamifere,
enzima a fost implicatd si in controlul hipotalamic al comportamentului alimentar. Repausul
alimentar stimuleaza activitatea AMPK 1n mai multe regiuni hipotalamice (in special, in nucleul
arcuat si paraventricular) si, prin aceasta senzatia de foame, iar hranirea inhibd activitatea
hipotalamicd a AMPK, astfel provocand senzatia de satietate [30].

Participarea decisivd a AMPK 1in controlul metabolismului glucidic si lipidic si prezenta
dereglarilor acestui sistem in unele disfunctii metabolice au intensificat studiile de asociatie
dintre polimorfismele din genele ce codifica subunitatile enzimei si componentele sindromului
metabolic.

Polimorfismele AMPK si sindromul metabolic

Panad in prezent, au fost investigate unele polimorfisme SNPs (single-nucleotide
polymorphisms) din toate genele (PRKAAI1, PRKAA2, PRKABI1, PRKAB2, PRKAGI,
PRKAG2, PRKAG3) AMPK, dar asociere statistic semnificativd cu unele componente ale
sindromului metabolic (insulinorezistenta, concentratiile colesterolului total, LDL-colesterolului
si HDL-colesterolului) si unele complicatii ale acestuia (diabet zaharat de tip 2) au prezentat doar
polimorfismele din PRKAA2, PRKAG?2 si PRKAG3 (Tabel 1).

Polimorfismele in gena PRKAA?2 ce codifica subunitatea a2 a AMPK au fost asociate
atat cu concentratiile colesterolului total, LDL-colesterolului si HDL-colesterolului (la
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caucazieni) [47], cat si cu insulinorezistenta (la japonezi) [22]. Totusi, alte studii (la caucazieni)
nu a identificat o asociere semnificativd dintre polimorfismele SNPs (single-nucleotide
polymorphism) selectate din PRKAA?2 si diabetul zaharat tip 2 [50] sau sindromul ovarului
policistic [48]. Toate cele 5 SNPs intronice studiate [47] din aceastd gend prezintd asociere
statistic semnificativa cu concentratia colesterolului total (explicand 0.13-0.59% din variantd) si
cu concentratia LDL-colesterolului (explicand 0.11-0.55% din variantd), dar nu prezintd asociere
cu parametrii glicemici. Un SNP (rs2796498), din cadrul acestui studiu, a fost asociat cu
obezitatea abdominald. Analiza haplotipica a evidentiat: 1. existenta unui haplotip protector
(TACGA, frecventa 34.7%) — cu concentratiile scazute ale LDL-colesterolului si colesterolului
total; 2. existenta unui haplotip ce conferd risc sporit (TGAGA, frecventa 10.5%) — cu
concentratia scazuta a HDL-colesterolului.

Tabel 1 Polimorfismele AMPK si implicarea acestora in sindromul metabolic

Gena Locus SNP Caracteristica Fenotip Referinta
rs2051040 intronic insulinorezistenta
1p31 rs1124900 intronic colesterol total, [22]
PRKAA2 152796516 intronic LDL-colesterol
152746342 intronic si HDL- [47]
152796498 intronic colesterol
rs1418442 intronic
insulinorezistenta
-26 C/T 5'-UTR trigliceride
PRKAG2 7q36.1 IVS1 +43C/T intronic colesterol total | [54]
rs5017427 intronic diabet zaharat, | [24]
PRKAG3 2q35 15692243 P71A tip 2 [52]
156436094 3’-UTR LDL-colesterol
si apoB-100

Polimorfismele SNPs din PRKAA2 genotipate la japonezi [22] nu prezintd asociere
individuald cu diabetul zaharat de tip 2. In schimb, analiza haplotipici a permis identificarea
unui haplotip (AGTAAT) asociat cu diabetul zaharat de tip 2, insd acest haplotip nu a fost
replicat intr-un studiu ulterior [29]. SNP intronic rs2051040 chiar dacd nu este asociat cu
diabetul zaharat, a fost asociat cu insulinorezistenta (cuantificatd prin HOMA-IR — homeostasis
model assessment of insulin resistance). Semnificativ este faptul ca rs1418442 este asociat atat
valorile colesterolului total si LDL-colesterolului [47], cat si cu diabetul zaharat de tip 2
(asociere slabd) [29], autorii speculand implicarea acestui SNP in patogeneza sindromului
metabolic. Polimorfismele rs9803799 si rs1342514 prezintd asociere cu interventia metforminei
si modificarilor modului de viata, respectiv, in preventia diabetului zaharat de tip 2 (interactiune
gena-mediu) [24].

Polimorfismele cercetate in genele PRKAB1 si PRKAB2 nu au prezentat asociere
semnificativd cu diabetul zaharat de tip 2 in diferite populatii [43, 50], insd polimorfismele
rs6690158 si rs17159890 din PRKAB2 au fost asociate (la caucazieni) cu interventia
metforminei si modificdrilor modului de viata, respectiv, in preventia diabetului zaharat de tip 2
[24].

In PRKAG2 au fost identificate polimorfisme SNP ce prezinti asociere semnificativi cu
diabetul zaharat de tip 2 (la caucazieni) si insulinorezistenta, diabet zaharat de tip 2, concentratia
trigliceridelor si colesterolului total (la chinezi) [24, 54] si cu interventia modificarilor modului
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de viata in preventia diabetului zaharat de tip 2 [24]. In cazul polimorfismului -26C/T, indivizii
homozigoti dupa alela minorad (TT) prezintd concentratii sporite ale glucozei plasmatice, valori
mai mari a HOMA-IR si mai mici a HOMA-B, autorii presupunand participarea acestui
polimorfism 1in disfunctia celulelor [ [54]. Asocierea dintre acest polimorfism si
insulinorezistenta, diabet zaharat de tip 2 nu a fost replicat intr-o populatie tunisiana [39]. In
cazul polimorfismului IVS1 +43C/T, la indivizii homozigoti dupa alela minora (TT) se constata
concentratia sporitd a colesterolului total si trigliceridelor, insd concentratiile LDL si HDL-
colesterolului nu difera de concentratiile prezente la indivizii cu alela C. Doua polimorfisme
PRKAG?2 (-90G/T, 59G/T) dintr-o populatie tunisiand nu prezinta asociere statistic semnificativa
cu diabetul zaharat de tip 2 si cu bolile cardiovasculare [39].

In PRKAG3 au fost caracterizate 2 polimorfisme SNP, ce prezinti asociere cu
concentratiile LDL-colesterolului, colesterolului total si ApoB-100, dar care nu sunt asociate cu
glicemia sau sensibilitatea la insulind [52]. Unul dintre SNPs (rs692243) este nesinonim (P71A),
iar celalalt (rs6436094) este localizat in regiunea 3'-UTR. Indivizii homozigoti dupa alela
minord, 1n cazul ambelor SNPs, prezintd concentratii sporite ale LDL-colesterolului,
colesterolului total si ApoB-100, cele mai mari concentratii fiind observate la indivizii
homozigoti dupa alela minord a ambelor SNPs (GG/GG). Semnificativ este faptul ca aceste
SNPs nu prezinta asociere cu concentratiile HDL-colesterolului, trigliceridelor, acizilor grasi
neesterificati din plasma, leptinei, adiponectinei s§i nici cu continutul intramuscular sau
intrahepatic al trigliceridelor [52].

Intr-un alt studiu, prin secventierea exonilor si situsurilor de splicing din PRKAG3 la
indivizi obezi si normoponderali au fost identificate 87 variante ale secventei (dintre care 6
SNPs, inclusiv rs692243, asocierea carora nu a fost testatd), importantd prezentand, in special,
mutatia R225W [5]. Aceastd mutatie determind sporirea activitdtii AMPK in muschii striati
scheletici. In rezultatul acestui fapt, probabil, In muschi are loc cresterea numarului de
mitocondrii, importului de glucoza, sintezei glicogenului §i reducerea continutului intramuscular
al trigliceridelor [5, 6]. Mutatia R225W reprezinta un exemplu concludent al potentialului efect
al unor variante in secventa genelor AMPK asupra activitatii enzimei si functiilor acesteia.

In afara componentelor sindromului metabolic si complicatiilor acestuia, unele
polimorfisme AMPK au prezentat asociere cu cancerul de colon (PRKAA1, PRKAG2) si
cancerul rectal (PRKAG2) [46].

Concluzii
AMPK si caile de semnalizare asociate asigurd mentinerea constanta a balantei energetice din
celula si contribuie la homeostazia energeticd la nivelul intregului organism. Dereglarile acestui
sistem, din interactiunea factorilor de mediu cu cei genetici, sunt implicate in patogeneza
sindromului metabolic si a altor boli comune. Unele alele polimorfice din genele AMPK ar putea
contribui la dereglarea acestui sistem.
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STRATEGIES FOR IDENTIFYING GENETIC FACTORS
IN MULTIFACTORIAL STROKE
(REVIEW)
Elena Mocan
Institute of Genetics and Plant Physiology, Academy of Sciences of Moldova

Summary

Stroke remains a major cause of death and disability both in developed and developing
world countries. Understanding the genetic contributions to ischemic stroke is important not only
so as to explain, or predict, the minority of cases that occur in the absence of well-established
risk factors, such as smoking, hypertension and diabetes. Since many of the candidate genes
tested for an association with ischemic stroke. Furthermore, the effect of each underlying gene
may depend upon interaction with other loci and with environmental and lifestyle factors, as
reported for some of the mendelian forms of stroke. Here we would like to describe important
strategies for identifying genetic factors in multifactorial stroke.

Rezumat
Strategii pentru identificarea factoriilor genetice a ictusului multifactorial

Ictusul cerebrovascular ramane a fi cauza majord de deces si invaliditate, atit in tarile
dezvoltate cit si in cele in curs de dezvolatre. Intelegerea contributiilor genetice in accidentele
vascular-cerebrale ischemice, este importanta nu doar pentru a explica sau a prezice minoritatea
de cazuri care apar in absenta unor factori de risc bine stabiliti cum ar fi fumatul, hipertensiunea
si diabetul zaharat. Astfel, multe dintre genele candidate au fost testate in asociere cu ictusul
ischemic. In plus, efectul fiecirei gene de baza, ar putea depinde de interactiunea cu alti loci si cu
factorii de mediu si stilul de viata, cum s-a raportat pentru unele forme mendeliene ale ictusului.
In acest articol, ne-am dori si descriem strategiile importante pentru identificarea factorilor
genetici in ictusul multifactorial.
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