
Streszczenie
Niedawne badania wykazały, że zwiększone uwalnianie, oligomeryzacja i toksyczność α-synukleiny 
(ASN) leży u podstaw wielu chorób neurodegeneracyjnych, w tym choroby Parkinsona, czy Al-
zheimera oraz innych, ogólnie określanych mianem synukleinopatii. Udowodniono, że w pato-
logiach tych dochodzi do nadmiernego uwalniania ASN do przestrzeni zewnątrzkomórkowej, 
co może mieć istotny udział w rozprzestrzenianiu się i w rozwoju nowych ognisk chorobowych 
w mózgu. Sekrecja ASN następuje pod wpływem działania czynników toksycznych oraz w wyni-
ku neurodegeneracji. Zewnątrzkomórkowa ASN działa toksycznie zarówno na komórki nerwowe 
jak i glejowe, a mechanizm jej działania zależny jest od stężenia tego białka w przestrzeni zewną-
trzkomórkowej. Egzogenna ASN powoduje m.in. aktywację receptorów błonowych, zwiększony 
napływ jonów wapnia do wnętrza komórki, pobudza syntezę cytokin prozapalnych oraz tlenku 
azotu, co w konsekwencji prowadzi do aktywacji apoptozy. Powyższe dane dają nowe spojrze-
nie na udział ASN w rozwoju chorób neurodegeneracyjnych, a tym samym mogą przysłużyć się 
w opracowaniu skuteczniejszej ich terapii.
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Summary
Recently published data demonstrated that increased release, oligomerization and toxicity of 
α-synuclein (ASN) is a key molecular process in pathophysiology of neurodegenerative diseases 
classified as synucleinopathies (e.g. Parkinson disease or Alzheimer’s disease). It was proved that 
the excessive release of ASN into the extracellular space, driven by environmental factors as 
well as neurodegeneration, may have a significant role in the spread of the neurodegeneration 
process within the brain. Extracellular ASN was shown to be toxic both to neurons and glial cells 
and the mechanism of its action depends on the concentration of this protein in the extracellular 
space. Exogenous ASN leads to the activation of plasma membrane receptors, causes increased 
calcium influx, and stimulates the synthesis of proinflammatory cytokines and nitric oxide, 
which in turn leads to activation of programmed cell death. These data provide new insights 
into the involvement of ASN in the neurodegenerative diseases, and thus can serve effectively 
for the development of their new therapy.
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Wstęp

Choroby neurodegeneracyjne są grupą zaburzeń o cha-
rakterze progresywnym, w których dochodzi do zmian 
w strukturze i funkcjonowaniu neuronów, co w większości 
przypadków prowadzi do ich śmierci, zwłaszcza w późnych 
stadiach choroby. Choć choroby neurodegeneracyjne są 
tradycyjnie określane jako odrębne kliniczno-patologiczne 
jednostki chorobowe, to mogą one mieć wspólne podłoże, 
którym jest oligomeryzacja/agregacja określonych białek. 
Wieloletnie badania prowadzone w wiodących ośrodkach 
badawczych na świecie wskazują, że oligomeryzacja/agre-
gacja białek nieprawidłowo pofałdowanych lub uszkodzo-
nych może być wspólnym patomechanizmem wielu cho-
rób neurodegeneracyjnych, w tym choroby Alzheimera, 
Parkinsona, chorób prionowych, proteinopatii związanych 
z obecnością białka TDP-43 oraz innych neurodegeneracji. 
Spośród białek „chętnie” ulegających oligomeryzacji/agre-
gacji na szczególną uwagę zasługuje α-synukleina (ASN). 
Wykazano, że ASN jest jednym z głównych składników 
cytoplazmatycznych wtrętów w mózgu zwanych ciałami 
Lewy’ego, będącymi markerem choroby Parkinsona (ChP) 
[97]. Obecnie wiadomo, że ASN jest również składnikiem 
nierozpuszczalnych złogów białkowych w wielu innych 
chorobach neurodegeneracyjnych: w otępieniu z ciałami 
Lewy’ego [92], chorobie Alzheimera (ChA) [31], zespole 
Downa [83], dziecięcej dystrofii neuroaksonalnej [36], zwy-
rodnieniu ośrodkowego układu nerwowego typu I z odkła-
daniem się żelaza w mózgu [74], czy podostrym stward-
niającym zapaleniu mózgu [32] oraz w innych chorobach 
neurodegeneracyjnych określanych mianem synukleino-
patii. Odkrycie zależności między występowaniem dzie-
dzicznej postaci ChP, a mutacjami A30P, A53T oraz E46K 
w genie kodującym ASN [52,81,110] zainicjowało liczne 
badania nad znaczeniem tego białka w patogenezie ChP 
i innych synukleinopatiach. Jednak mimo intensywnych 
badań prowadzonych w czołowych ośrodkach badawczych 
na świecie, mechanizmy toksyczności tego białka pozostają 
nadal nie w pełni wyjaśnione. Najnowsze i nieliczne jeszcze 
badania ostatnich kilku lat wskazują na istotne znaczenie 
zewnątrzkomórkowej ASN w procesie cytotoksyczności. 

Znaczenie a-synukleiny w patologii chorób 
neurodegeneracyjnych

Istotny wpływ na badania nad znaczeniem ASN w choro-
bach neurodegeneracyjnych miało odkrycie Polymero-

poulosa i wsp., którzy udowodnili, że mutacja punktowa 
(G209A) w genie SNCA, powodująca substytucję alaniny 
przez treoninę w pozycji 53 ASN (A53T), wywołuje rodzinną 
postać ChP dziedziczoną w sposób autosomalny dominu-
jący [81]. Chociaż mutację tę wykryto u niewielu chorych, 
to jej pojawieniu się towarzyszyło zawsze występowanie 
objawów charakterystycznych dla ChP i to u ludzi bar-
dzo młodych [81]. Wkrótce po tym odkryciu potwierdzo-
no obecność ASN w ciałach Lewy’ego wyizolowanych post 
mortem z mózgów chorych na idiopatyczną ChP [93]. Po-
czątkowo bardzo sceptycznie odnoszono się do hipotezy, 
że ASN może być czynnikiem patogennym wpływającym 
na powstawanie i rozwój ChP. Za argument miały służyć 
badania, w których wykazano, że u ludzi z idiopatyczną 
ChP brak mutacji w genie SNCA [12,13]. Co więcej, u gryzo-
ni w warunkach fizjologicznych wykryto ekspresję białka 
ASN z tyrozyną w pozycji 53 [66]. Ponadto sugerowano, że 
obecność ASN w ciałach Lewy’ego może po prostu wynikać 
z jej występowania w dużej ilości w cytoplazmie neuronów. 
Sugestie te zostały obalone, kiedy udowodniono, że ASN 
jest głównym składnikiem budującym ciała Lewy’ego, za-
równo w dziedziczonej jak i idiopatycznej ChP [8,67,93,101], 
co wskazuje, że powstawanie tych inkluzji jest ściśle zwią-
zane z agregacją ASN. Po roku wykryto kolejną mutację 
punktową w genie SNCA, związaną z występowaniem dzie-
dzicznej ChP, w której dochodzi do zamiany alaniny na pro-
linę w pozycji 30 (A30P) [52]. W ostatnich latach opisano 
trzecią mutację w genie SNCA występującą u chorych z otę-
pieniem z ciałami Lewy’ego, w której dochodzi do substy-
tucji glutaminianu przez lizynę w pozycji 46 (E46K) [110]. 

Dane ostatnich lat wskazują, że również podwojenie i po-
trojenie genu SNCA odpowiada za rozwój rodzinnej po-
staci ChP [14,40,84,88]. Potrojenie SNCA skutkuje wystę-
powaniem zwiększonej ilości mRNA oraz białka ASN [69]. 
Pacjenci, u których wykryto te genetyczne nieprawidło-
wości, wykazywali dużo wcześniejsze objawy kliniczne 
charakterystyczne dla ChP, włączając również zaburzenia 
poznawcze [26]. Ponadto u tych osób zauważono szybszy 
rozwój choroby niż u chorych z postacią idiopatyczną. 
Badania post mortem wykazały duże skupiska ciał Lewy’e-
go, głównie w istocie czarnej i jądrze sinawym, z którymi 
związany był proces degeneracji i obumierania neuronów 
[26,72]. Co więcej, osoby które posiadały trzy kopie genu 
SNCA zamiast dwóch wykazywały objawy ChP identycz-
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ne z chorymi na idiopatyczną postać tej choroby [14,40]. 
Osoby ze zwiększoną liczbą kopii genu SNCA dostarczają 
niepodważalnego dowodu, że zaburzenia ASN są istotną 
przyczyną powstawania i rozwoju tej choroby. U pacjen-
tów z podwójną kopią genu pierwsze objawy pojawiały 
się około 50 roku życia, natomiast osoby z potrojonym 
genem zaczynały chorować już po 30 roku życia [14]. Po-
nadto zwiększona liczba genów dla ASN skutkuje znacznie 
krótszym czasem przeżycia od wystąpienia pierwszych 
symptomów oraz obecnością silniejszych objawów pa-
tologicznych [41].

Znaczącym czynnikiem ryzyka wystąpienia ChP okazał się 
polimorfizm regionu promotorowego (Rep1) genu SNCA 
[27,65,107]. Wykazano, że zwiększona długość Rep1 jest zwią-
zana z wcześniejszym występowaniem objawów ChP [44] 
i skutkuje zwiększeniem ilości mRNA ASN [15]. Pojedyncze 
badania wskazują także na znaczenie polimorfizmu poje-
dynczych nukleotydów (SNPs), zwłaszcza w rejonie 3’ genu 
ASN, jako istotnego czynnika ryzyka rozwoju ChP [70,71]. 

Wszystkie te odkrycia dostarczają mocnych dowodów 
na istotną rolę ASN w patogenezie ChP i innych synu-
kleinopatiach. 

Neurotoksyczne działanie ASN jest związane z przyj-
mowaniem przez nią nieprawidłowej konformacji, 

co w konsekwencji prowadzi do jej oligomeryzacji, fi-
brylizacji i  agregacji. Uważa się, że za powstawanie 
toksycznych postaci tego białka odpowiada jego cen-
tralny odcinek, peptyd NAC. Zmiana struktury NAC 
w postać b-harmonijki jest początkowym etapem agre-
gacji, w którym powstają rozpuszczalne oligomery ASN 
– protofibryle [21], które wchodzą w interakcje z bło-
nami pęcherzyków synaptycznych, powodując powsta-
wanie porów i uwalnianie neuroprzekaźników do cy-
toplazmy [53]. 

Badania ostatnich lat wskazują, że właśnie formy oligome-
ryczne są odpowiedzialne za toksyczność ASN, a nie doj-
rzałe agregaty, jak sądzono przez wiele lat [76,77,82,105]. 

Postępująca agregacja może być swoistym mechanizmem 
obronnym przed szkodliwym działaniem oligomerów 
(ryc. 1).

W wyniku wzrostu ekspresji natywnej postaci ASN do-
chodzi do wzrostu stężenia jej monomerów, które na-
stępnie ulegają oligomeryzacji i fibrylizacji. Zwiększona 
ekspresja zmutowanej ASN (A30P lub A53T) bezpośred-
nio prowadzi do oligomeryzacji tego białka, oligomery 
natomiast aktywują powstawanie reaktywnych form 
tlenu (RFT), które z kolei indukują oligomeryzację/fi-
brylizację ASN tworząc tzw. „toksyczne koło”. Znacze-

Ryc.  �1. �Wpływ neurotoksyn oraz nadekspresji i mutacji ASN na proces jej oligomeryzacji i agregacji. Nadekspresja zmutowanej α-synukleiny (A30P lub A53T) prowadzi do oligomeryzacji 
tego białka. Zwiększona ekspresja natywnej  postaci białka powoduje  wzrost stężenia monomerów, które następnie ulegają oligomeryzacji i fibrylizacji. Oligomery aktywują 
powstawanie reaktywnych form tlenu (RFT)  i aktywację kaskady cytotoksycznej. Z kolei RFT indukują oligomeryzację/fibrylizację α-synukleiny. Protofibryle zwiększają  
wytwarzanie RFT, generując w ten sposób „toksyczne koło” 
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nie agregatów, które tworzą ciała Lewy’ego, pozostaje 
zatem niewyjaśnione, proces agregacji może stanowić 
mechanizm obronny przed działaniem toksycznych oli-
gomerów, ale też agregaty białkowe mogą powodować  
mechaniczne uszkodzenia komórki.

Zewnątrzkomórkowa a-synukleina i mechanizmy jej sekrecji 
do przestrzeni zewnątrzkomórkowej 

Badania mające na celu opracowanie odpowiedniego bio-
chemicznego wskaźnika ChP doprowadziły do wykrycia 
ASN w płynie mózgowo-rdzeniowym zarówno ludzi zdro-
wych, jak i dotkniętych ChP [10]. Dalsze badania, wyko-
rzystujące zarówno technikę Western blot, jak i immuno-
precypitację, umożliwiły ilościowe oznaczenie białka ASN 
na poziomie nanomolarnym w płynie mózgowo-rdzenio-
wym (PMR) oraz osoczu [24]. Wyniki powyższych ekspe-
rymentów nie wykazały znaczącej różnicy w poziomie 
zewnątrzkomórkowej ASN między osobami zdrowymi 
a chorymi z ChP. Opracowanie i użycie metody ELISA, 
która pozwoliła na dokładniejsze oznaczenia stężenia ASN 
u osób z ChP i zanikiem wieloukładowym wykazały zna-
czący wzrost stężenia tego białka w porównaniu z ludź-
mi zdrowymi [56]. Ponadto El-Agnaf i wsp. stwierdzili 
znaczący wzrost poziomu rozpuszczalnych oligomerów 
ASN w osoczu i PMR w przypadku chorych z ChP [25]. Ba-
dania Tokuda i wsp. wykazały natomiast istotny spadek 
poziomu ASN w płynie mózgowo-rdzeniowym osób z ChP 
[96]. Rozbieżność dotychczasowych wyników sprawia, że 
na obecnym etapie nie można rozpatrywać poziomu ze-
wnątrzkomórkowej ASN jako istotnego wskaźnika ChP. 
Jednak badania te jednoznacznie wykazały obecność ASN 
w przestrzeni zewnątrzkomórkowej, co sugeruje udział tej 
puli ASN w procesie neurodegeneracji i daje nowe spoj-
rzenie na etiologię i rozwój synukleinopatii.

Trwają intensywne badania mające prowadzić do odkry-
cia i opisania mechanizmu uwalniania ASN do przestrze-
ni zewnątrzkomórkowej. Sekrecja tego białka nie zależy 
prawdopodobnie od jego poziomu wewnątrzkomórko-
wego, co wykazały badania z użyciem linii komórkowych 
transfekowanych ASN [24,54,95]. Uwalnianie ASN nie jest 
również wywołane rozpadem obumierających komórek, 
gdyż jednocześnie nie zauważono w płynie zewnątrzko-
mórkowym obecności innych małych białek cytosolo-
wych [54]. Badania własne wykazały, że ASN jest uwal-
niana z zakończeń synaptycznych pod wpływem stresu 
oksydacyjnego wywołanego nitroprusydkiem sodu, nad-
tlenkiem wodoru, czy jonami żelaza II [2]. Uwalnianie 
ASN z komórek jest zahamowane w niskiej temperaturze, 
co pozwala przypuszczać, że to proces egzocytozy pęche-
rzykowej może być głównym mechanizmem jej sekrecji 
[54]. Skoro ASN prawidłowo występuje przede wszystkim 
w cytoplazmie, musi istnieć mechanizm translokacji tego 
białka do pęcherzyków wydzielniczych. Niewielką ilość 
ASN wyizolowano z wnętrza pęcherzyków uzyskanych 
z homogenatu mózgu szczura, neuronów z hodowli pier-
wotnej, czy ludzkich komórek neuroblastoma [54]. Wia-
domo, że ASN ma zdolność wiązania się do fosfolipidów 
błonowych, a interakcja ta jest niezwykle dynamiczna 

w żywej komórce [29, 48]. Jest więc bardzo prawdopodob-
ne, że w procesie izolacji pęcherzyków związana z nimi 
ASN zostaje odłączona. Pozwala to przypuszczać, że białko 
ASN wyizolowane z pęcherzyków w znaczącym stopniu 
stanowi pulę wewnątrzpęcherzykową. Przypuszczenia te 
dodatkowo potwierdzają badania w mikroskopie elektro-
nowym, w których dodatkowo udowodniono, że pęche-
rzyki zawierające ASN wykazują morfologię i właściwości 
zbliżone do pęcherzyków wydzielniczych [54]. ASN nie ma 
sekwencji sygnalizacyjnej białka wydzielniczego, która 
umożliwia kierowanie peptydów do wnętrza siateczki 
śródplazmatycznej (ER) [54]. Sugeruje to, że mechanizm 
sekrecji ASN nie zależy od konwencjonalnej drogi ER - 
aparat Golgiego - pęcherzyki wydzielnicze (ryc. 2). 

Ryc. �2. �Mechanizmy uwalniania ASN do przestrzeni zewnątrzkomórkowej oraz jej 
wpływ na zaburzenie funkcji synaps. Oligomery ASN mogą być wydzielane 
do przestrzeni pozakomórkowej za pośrednictwem pęcherzyków egzocytarnych. 
ASN uwalniana do przestrzeni pozakomórkowej zaburza aktywność transportera 
dopaminy (DAT) i funkcję receptora glutaminergicznego NMDA oraz homeostazę 
jonów wapnia, co  zwiększa wytwarzanie NO. Ponadto bezpośrednio po 
translokacji do komórek biorcy, ASN może wywoływać zaburzenia funkcji 
mitochondriów i zwiększone uwalnianie wolnych rodników. Jednoczesne 
wytwarzanie NO i RFT może prowadzić do powstawania nadtlenoazotynu 
(ONOO-), który powoduje zmiany oksydacyjne makromolekuł. Zaburzenia 
mitochondriów spowodowane ASN prowadzą do aktywacji kaspazy 3, która 
z kolei degraduje poli (ADP-rybozę) (PARP)-enzym, który wpływa na procesy 
naprawy DNA oraz apoptozy. Wszystkie te zdarzenia wywołane działaniem 
uwolnionej ASN prowadzą do selektywnej śmierci neuronów
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W ostatnich latach wykazano, że wiele białek cytosolo-
wych, podobnie jak ASN, jest wydzielanych do przestrzeni 
zewnątrzkomórkowej w wyniku nieznanego dokładnie 
mechanizmu. Należą do nich cytokiny, czynniki wzrostu, 
białka szoku cieplnego, składniki cytoszkieletu [28,75]. 
Droga wydzielania tych peptydów nie jest do końca po-
znana, sugeruje się, że mechanizm ich uwalniania jest 
bardzo złożony, ale z pewnością obejmuje wydzielanie 
pęcherzykowe [75]. Istnieje przypuszczenie, że proces eg-
zocytozy pęcherzykowej jest jednym ze sposobów na po-
zbycie się z wnętrza komórki białek uszkodzonych [54]. 
Wykazano, że zagregowane postaci ASN mogą być uwal-
niane z komórki w sposób zależny od egzocytozy, a se-
krecja monomerycznej i zagregowanej ASN zwiększa się 
w wyniku działania czynników prowadzących do uszko-
dzenia i akumulacji białek [54]. Możliwe jest również, że za 
zewnątrzkomórkowe uwalnianie ASN mogą być odpowie-
dzialne inne mechanizmy, np. modyfikacje potranslacyjne 
tego białka. Podatność na agregację pęcherzykowej ASN 
może być spowodowana nie tylko zaburzeniem konforma-
cji tego białka, ale również swoistym mikrośrodowiskiem 
panującym wewnątrz pęcherzyków. Wysokie stężenie jo-
nów wapnia [61], niskie pH [38] oraz obecność glikozami-
noglikanów, takich jak heparyna [17] mogą przyspieszać 
proces agregacji ASN.

Zewnątrzkomórkowa ASN jest usuwana z przestrzeni ze-
wnątrzkomórkowej  pod wpływem dwóch mechanizmów. 
Pierwszy z nich polega na proteolitycznej degradacji tego 
białka przez zewnątrzkomórkowe enzymy. ASN uwolnio-
na z komórek jest cięta przez metaloproteazy występu-
jące w macierzy zewnątrzkomórkowej [95]. Prowadzi to 
do powstawania krótkich peptydów, które indukują agre-
gację i zwiększają toksyczność ASN. Drugim sposobem 
na usunięcie zewnątrzkomórkowej puli ASN jest jej wy-
chwyt zwrotny. W badaniach przeprowadzonych in vi-
tro udowodniono, że ASN jest pobierana zarówno przez 
neurony, jak i komórki mikrogleju [5,94,111]. Mechanizm 
tego zjawiska nie jest do końca sprecyzowany. Podczas 
gdy jedne badania sugerują, ze wychwyt ASN zachodzi 
pod wpływem  endocytozy zależnej od białka Rab5A [94], 
inne wskazują na internalizację nieendocytarną [5]. Lee 
i wsp. uważają, że wychwyt zwrotny zewnątrzkomórkowej 
ASN zależy od stopnia agregacji tego białka [55]. Oligo-
mery i agregaty są pobierane w następstwie endocytozy, 
a formy monomeryczne mogą swobodnie dyfundować 
do komórki przez błonę komórkową.

Mechanizmy toksyczności egzogennej a-synukleiny 

Zarówno zewnątrzkomórkowa ASN, jak i  jej centralny 
hydrofobowy fragment NAC, wykazują działanie cyto-
toksyczne w badaniach in vitro [6,9,22,87,94]. Mechanizm 
działania tych peptydów nie został w pełni wyjaśniony. 
Stwierdzono, że egzogenna ASN hamuje aktywność trans-
portera dopaminy [3], zaburza homeostazę wapniową 
oraz moduluje aktywność syntazy tlenku azotu (NOS) 
[1,3]. Badania przeprowadzone na syntetycznych błonach 
fosfolipidowych wykazały, że oligomery zewnątrzkomór-
kowej ASN układają się w kształt walca [99], a po połącze-

niu z błoną, tworzą struktury podobne do porów, które 
mogą być przepuszczalne dla jonów i mniejszych cząste-
czek [45,100] (ryc. 2). 

Udział egzogennej ASN w aktywacji kanałów 
wapniowych

Wyniki badań własnych oraz dane wskazujące na obec-
ność ASN w przestrzeni zewnątrzkomórkowej i jej zna-
czenie w procesie neurodegeneracji wpłynęły na pod-
jęcie badań mających na  celu wyjaśnienie udziału 
zewnątrzkomórkowej ASN w formie monomeryczno-
-oligomerycznej w funkcji zakończeń synaptycznych. 
Obumieranie neuronów może się rozpoczynać od de-
generacji synaps w procesie zwanym „synaptozą”. Jed-
nym z czynników zaangażowanych w proces neurode-
generacji jest zaburzenie homeostazy wapniowej [43,89, 
106]. Nieprawidłowa gospodarka wapniowa związana 
jest z dysfunkcją mitochondriów i  siateczki śródpla-
zmatycznej, uszkodzeniem układów buforujących, eks-
cytotoksycznością glutaminianu oraz nieprawidłowym 
działaniem kanałów wapniowych. Aβ, który podobnie 
jak ASN należy do rodziny białek amyloidogennych, sty-
muluje napływ wapnia do wnętrza komórek przez ka-
nały wapniowe zależne od potencjału (voltage-operated 
calcium channels - VOCC) [37,62,85,98]. Badania Adam-
czyk i Strosznajder wykazały, że ASN oraz jej centralny 
fragment, peptyd NAC, stymulują napływ wapnia [45]
Ca2+ do synaptoneurosomów [4]. Natomiast β-synukleina 
(BSN) niezawierająca w swojej strukturze fragmentu 
NAC nie powoduje zmian w napływie [45]Ca2+, co wska-
zuje, że jest to swoiste jedynie dla ASN. Użycie swoistych 
blokerów kanałów wapniowych zależnych od potencjału 
typu N wskazuje, że w głównej mierze dochodzi do akty-
wacji napływu [45]Ca2+ przez kanał N [4]. Podobny efekt 
stymulujący wykazywały również peptydy Aβ, jednak 
rozbieżne są dane dotyczące typu kanału modulowane-
go przez ten peptyd. Istnieją dane wskazujące na akty-
wację kanałów VOCC zarówno typu L, jak i N przez Aβ 
[37,62,98]. Sugeruje się udział reaktywnych form tlenu 
oraz azotu w modulacji VOCC [98]. Badania Adamczyk 
i Strosznajder wykluczyły jednak udział NO oraz innych 
wolnych rodników w aktywacji VOCC wywołanej dzia-
łaniem ASN [4]. Sugeruje się natomiast bezpośrednią 
interakcję ASN z białkiem kanału i jego modyfikację. Po-
dobnie jak ASN, peptyd NAC również aktywuje napływ 
wapnia przez VOCC, co w połączeniu z danymi litera-
turowymi wskazuje, że interakcja białko-białko między 
domeną NAC synukleiny, a białkiem kanału może mieć 
istotne znaczenie w modulacji VOCC typu N. 

Znaczenie ASN w modulacji NOS i procesów 
zależnych od uwalniania NO

Zwiększony napływ Ca2+ i aktywacja licznych enzymów 
może być czynnikiem inicjującym proces neurodegenera-
cji. Konsekwencją napływu Ca2+ jest m.in. aktywacja NOS. 
Wzrost syntezy NO prowadzi do oksydacji makrocząste-
czek, nitrozylacji licznych białek i uszkodzenia mitochon-
driów oraz DNA. Procesy te pośredniczą w neurotoksycz-
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ności peptydów Ab [47], w patomechanizmie ChP [11,103] 
oraz w innych chorobach neurodegeneracyjnych [7,63,104].

Badania prowadzone na skrawkach z mózgu wykazują, że 
zewnątrzkomórkowa ASN oraz jej fragment, peptyd NAC, 
stymulują zależną od receptora NMDA aktywność neuronal-
nej izoformy NOS [1]. Produktem reakcji katalizowanej przez 
NOS jest tlenek azotu (NO) wolny rodnik charakteryzujący 
się małą reaktywnością. Jednak jednoczesne wytwarzanie  
NO i anionorodnika ponadtlenkowego (O2

-) w warunkach 
stresu oksydacyjnego prowadzi do wytworzenia nadtleno-
azotynu (ONOO-) [51]. Badania post mortem mózgów osób 
z chorobami neurodegeneracyjnymi wykazują obecność 
nitrowanych białek, których powstawanie jest wynikiem 
działania ONOO- [34]. Nasze badania wskazują, że zarówno 
ASN, jak i jej centralny fragment zwiększają stres oksyda-
cyjny, co może prowadzić do powstawania ONOO- [3]. Nad-
tlenoazotyn oraz inne reaktywne formy azotu modyfikują 
działanie wielu białek poprzez ich nitrację lub S-nitrozylację 
[16,35,73]. Ponadto udokumentowano, że zarówno NO, jak 
i ONOO- mogą hamować aktywność poszczególnych kom-
pleksów łańcucha oddechowego, zaburzając równowagę 
energetyczną komórki [23]. Hipotezę tę potwierdzają ba-
dania, w których egzogenna ASN powoduje zależne od NO 
zaburzenie funkcji mitochondriów i śmierć komórek  zależną  
od aktywacji kaspazy 3 [46]. Wyniki te korespondują z pracą 
Seo i wsp., w której zasugerowano, że zewnątrzkomórkowa 
ASN powoduje zwiększenie ekspresji białka Bax, obniżenie 
poziomu Bcl-xL, zmiany w mitochondriach oraz uwolnienie 
cytochromu c. Konsekwencją tych zdarzeń jest uruchomie-
nie kaskady kaspaz, co prowadzi do obumierania komórek 
[87]. Skoro zewnątrzkomórkowa ASN jest zdolna do prze-
chodzenia do wnętrza komórki w nieograniczony sposób 
[55], to jest możliwe, że białko to działa również poprzez 
bezpośrednią interakcję z organellami. Dane literaturowe 
wskazują, że ASN może wchodzić w bezpośrednią interak-
cję z mitochondriami, a efekt ten wydaje się  zależny od stę-
żenia tego białka [78]. Inne badania wykazują, że zarówno 
rekombinowana [21], jak i zmutowana ASN może się łączyć 
z błonami organelli komórkowych [90], a interakcja ta wy-
daje się  istotnym elementem toksyczności tego białka [99]. 
Mitochondria to również główne miejsce neurotoksycznego 
działania ASN w komórce [79]. Co więcej, wykazano, że ASN 
może być do mitochondriów transportowana [18,59]. Udo-
wodniono, że N-końcowy 32-aminokwasowy fragment ASN 
zawiera sygnał lokalizacji mitochondrialnej, co umożliwia 
jej przedostawanie się do tych organelli, ponadto ASN za-
importowana do mitochondriów  umiejscawia się w pobliżu 
wewnętrznej błony mitochondrialnej [20]. Interesujące dane 
in vitro [20,59] oraz badania post mortem na mózgach chorych 
na PD [20] wskazują, że postępująca akumulacja ASN w mito-
chondriach zaburza funkcjonowanie kompleksu I łańcucha 
oddechowego oraz powoduje podwyższenie stresu oksyda-
cyjnego w całej komórce, również wewnątrz mitochondriów. 

 Niedawne badania wykazały, że działanie wolnych rodników, 
w tym NO, może prowadzić do akumulacji ASN wewnątrz 
jąder komórkowych [30,91]. Może to stanowić istotną przy-
czynę neurodegeneracji zarówno neuronów jak i oligoden-
drocytów, co wykazują badania post mortem mózgów cho-

rych na zanik wieloukładowy [58]. Wykazano, że w wyniku 
działania stresu oksydacyjnego dochodzi do translokacji C-
-końcowego, 10 kDa fragmentu ASN do jądra komórek dopa-
minergicznych [108]. Mechanizm przemieszczenia C-końca 
oraz całego białka ASN nie został jeszcze dokładnie zbadany. 
Wiadomo, że stres oksydacyjny powoduje zwiększenie we-
wnątrzkomórkowego stężenia wapnia, przez co może docho-
dzić do aktywacji kalpainy I i cięcia ASN [21]. W badaniach in 
vitro stwierdzono, że stres oksydacyjny może również pro-
wadzić do translokacji ASN w wyniku przerwania ciągło-
ści błony jądrowej [86]. Ponadto po dootrzewnowym poda-
niu myszom herbicydu parakwatu zaobserwowano istotne 
zwiększenie immunoreaktywności ASN zarówno w cytosolu, 
jak i jądrach neuronów istoty czarnej [33].  Wykazano, że 
w jądrze komórkowym ASN może tworzyć swoiste kom-
pleksy z histonami, co zwiększa jej oligomeryzację do nie-
rozpuszczalnych fibrylii [33]. Jądrowa lokalizacja ASN jest 
zwiększona w przypadku mutacji A30P oraz A53T i skutku-
je neurotoksycznością, przez zahamowanie acetylacji hi-
stonów [50].  Przedstawiono, że ASN umiejscowiona w ją-
drze ma właściwości czynnika transkrypcyjnego i powoduje 
obniżenie ekspresji antyapoptotycznego białka Bcl-2 oraz 
zwiększenie poziomu mRNA dla kinazy syntazy glikogenu-
-3b (GSK-3b) [109].

Działanie ASN nie dotyczy wyłącznie komórek neuronal-
nych. Inny potencjalny mechanizm toksyczności zewną-
trzkomórkowej ASN, a zwłaszcza jej form oligomerycznych, 
zakłada aktywację gleju i wywołanie odpowiedzi zapal-
nej. Zewnątrzkomórkowa ASN aktywuje in vitro komórki 
mikrogleju, które w odpowiedzi uwalniają wolne rodniki 
(ONOO-) oraz eikozanoidy, w tym prostaglandynę E2 [111]. 
Udokumentowano również, że zewnątrzkomórkowa ASN 
zwiększa obumieranie komórek dopaminergicznych w ho-
dowli mieszanej neurony/mikroglej, a pozostaje bez wpły-
wu na przeżywalność samych neuronów [111]. Badania te 
wskazują, że oddziaływanie ASN z mikroglejem   uaktywnia   
te komórki, co skutkuje neurotoksycznością. Inne badania 
wykazały, że ASN stymuluje uwalnianie czynników proza-
palnych, takich jak ICAM-1 (intercellular adhesion mole-
cule) oraz interleukina 6 z ludzkich astrocytów i ludzkich 
nowotworowych komórek astrocytoma (U-373MG) [49]. 

Podsumowując, dotychczasowe badania wskazują, że 
ASN oraz jej fragment NAC stymulują aktywność nNOS 
poprzez mechanizm zależny od pobudzenia receptora 
NMDA. Syntetyzowany w nadmiarze NO w wyniku reak-
cji z O2

- i utworzenia wysoce reaktywnego ONOO- dopro-
wadza do oksydacji białek, lipidów oraz DNA, a w konse-
kwencji do cytotoksyczności.

Mechanizmy toksyczności ASN w komórkach 
dopaminergicznych i jej znaczenie w uwalnianiu i działaniu 
peptydów AΒ

Badania prowadzone na linii komórek dopaminergicznych 
PC12 wykazały, że ASN w sposób zależny od stężenia oraz 
stopnia agregacji aktywuje zależną od kaspaz programowa-
ną śmierć komórek dopaminergicznych PC12 [46]. Pula ASN 
uwalniana do przestrzeni zewnątrzkomórkowej prowadzi za 
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pośrednictwem NO do zaburzenia funkcji mitochondriów 
oraz aktywacji kaspaz, a w konsekwencji do śmierci komórek. 
Badania własne wykluczają udział ASN w śmierci komórek 
dopaminergicznych na szlaku zależnym od aktywacji po-
limerazy (poli-ADP)rybozy (PARP) i uwalniania czynnika 
indukującego apoptozę (AIF). 

Uszkodzenie komórek  następuje wyłącznie pod wpływem 
działania ASN monomeryczno-oligomerycznej. ASN w  po-
staci dojrzałych agregatów nie prowadzi do cytotoksycz-
ności. Prawdopodobnie jest to wynikiem natychmiastowej 
degradacji zagregowanej  ASN w lizosomach. Chociaż me-
chanizm transportu zewnątrzkomórkowej ASN do wnętrza 
komórek nie jest wyjaśniony, to sugeruje się, że zewnątrz-
komórkowe agregaty ASN transportowane są do wnętrza 
komórki  w procesie endocytozy i natychmiast degrado-
wane w lizosomach, natomiast ASN w  postaci rozpuszczal-
nej swobodnie „dyfunduje” przez błonę białkowo-lipidową 
i tylko w niewielkim stopniu ulega degradacji, nagromadzo-
na wewnątrz komórki może inicjować i propagować proces 
degeneracji [55,57]. 

Badania własne wykazały, że egzogenna ASN może wpły-
wać na toksyczność innych białek amyloidogennych, ta-
kich jak Ab. Zmiany konformacyjne obu białek i ich tok-
syczność może leżeć u podstaw nieodwracalnych zmian, 
czemu trzeba koniecznie przeciwdziałać na możliwie naj-
wcześniejszym etapie rozwoju choroby. Poznanie mechani-
zmów molekularnych leżących u podstaw działania białek 
„toksycznych” i interakcji między nimi ma fundamentalne 
znaczenie nie tylko poznawcze, ale powinno się przyczynić 
do opracowania i udoskonalenia strategii terapeutycznej. 
Publikowane w ostatnich latach doniesienia wielu grup 
badawczych  wskazują, że u ponad 60% przypadków cho-
rych z idiopatyczną chorobą Alzheimera wykrywa się cia-
ła Lewy’ego w różnych częściach mózgu [42,68], ponadto 
u pacjentów tych zaobserwowano szybszy rozwój objawów 
pozapiramidowych [60]. W dodatku ostatnie badania wska-
zują na obecność ASN w zdegenerowanych aksonach ota-
czających blaszki starcze w korze mózgowej u osób z ChA 
przy jednoczesnym braku typowych ciał Lewy’ego. Licz-
ba danych wskazujących, że Aβ może być zaangażowany 
w procesy oligomeryzacji, akumulacji oraz toksyczności 
ASN rośnie [39,64]. Badania przeprowadzone post mortem 
sugerują, że istnienie patologii alzheimerowskiej potęgu-
je objawy chorób związanych z obecnością ciał Lewy’ego 

[102]. Ponadto wykazano, że zwiększona liczba ciał Lewy’e-
go i zdegenerowanych neurytów w korze mózgowej ściśle 
koreluje z obecnością złogów Aβ [80]. Analiza biochemiczna 
mózgów pacjentów z ChA oraz demencją z ciałami Lewy’e-
go również wskazuje na związek między Ab i akumulacją 
ASN [19]. Wyniki uzyskane na linii komórek PC12 trans-
fekowanych APP wskazują, że zewnątrzkomórkowa ASN 
zwiększa uwalnianie i toksyczność peptydów Ab, wywołu-
jąc za pośrednictwem NO nieodwracalne zaburzenia funkcji 
mitochondriów i apoptozę komórek zależną od kaspaz [46]. 
To dodatkowo wskazuje, jak istotne może być znaczenie 
interakcji ASN i Ab w patologii ChA.

Podsumowanie

Uwalnianie ASN do przestrzeni zewnątrzkomórkowej może 
się okazać głównym  mechanizmem odpowiedzialnym 
za rozprzestrzenianie się i rozwój patologicznych zmian 
w mózgu. Uwalnianie ASN do przestrzeni zewnątrzkomór-
kowej zachodzi zarówno w warunkach fizjologicznych jak 
i patologicznych. Egzogenna ASN może się przedostawać  
do różnych typów komórek i wpływać toksycznie w sposób 
zależny od jej stopnia agregacji,  pod wpływem wielu me-
chanizmów. Pionierskie jeszcze badania wskazują, że ASN 
jest uwalniana z zakończeń synaptycznych do przestrzeni 
zewnątrzkomórkowej pod wpływem stresu oksydacyjnego/
nitrozacyjnego. Uwolniona ASN aktywuje NOS, a w wyniku 
nadmiernej syntezy NO, ASN wywołuje dysfunkcję układu 
dopaminergicznego. Zewnątrzkomórkowa pula ASN wywo-
łuje obumieranie komórek na szlaku zależnym od pobudze-
nia receptora glutaminianergicznego NMDA i uwalniania 
NO. Syntetyzowany w nadmiarze NO uszkadza funkcję mi-
tochondriów, aktywuje kaspazę 3, a w konsekwencji pro-
wadzi do degradacji polimerazy poli(ADP-rybozy) i śmierci 
komórek. Inhibitory NOS, kaspazy 3 oraz kanałów mito-
chondrialnych chronią neurony dopaminergiczne przed 
obumieraniem wywołanym ASN. Na szczególną uwagę 
zasługuje oddziaływanie ASN na toksyczność peptydów 
amyloidu beta. Egzogenna ASN zwiększa uwalnianie oraz 
toksyczność Ab wywołując, za pośrednictwem NO, nieod-
wracalne zmiany w funkcji mitochondriów i śmierci ko-
mórek. Badania te wskazują na istotną rolę ASN w patome-
chanizmie choroby Alzheimera. Tym samym daje to nowe 
spojrzenie na mechanizm(y) współdziałania ASN i pepty-
dów Ab oraz sugeruje wspólne bądź analogiczne mechani-
zmy cytotoksyczności obu peptydów, ASN i Ab. 
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