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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Dane literaturowe z ostatnich lat jednoznacznie wskazuja na udziat lizosoméw w programowa-
nej $mierci komérki. Dysfunkcje lizosoméw uposledzaja fuzje autofagosoméw z lizosomami,
co prowadzi do wakuolizacji cytoplazmy. Obecno$¢ wakuoli autofagalnych obtadowanych
uszkodzonymi organellami i nieprawidlowymi biatkami jest cechg charakterystyczng wielu
chordb neurodegeneracyjnych. Agregacja niezdegradowanego materiatu zaburza homeostaze
komérki powodujac $mieré neuronu w wyniku apoptozy i/lub nekrozy. Ponadto indukowany
kalpainami lub spowodowany mutacjami rozpad btony lizosomu uwalnia katepsyny, ktére
indukuja szlak $mierci komérki. W artykule przedstawiono mechanizm $§mierci komérki ner-
wowej, faczacy zaburzenie szlaku autofagalno-lizosomalnego z dysfunkcjami lizosoméw, zwany
lizosomalnym szlakiem §mierci neuronu.

lizosomy - autofagia - apoptoza - choroby neurodegeneracyjne

Summary

Recent data advocate for the implication of lysosomes in the development of programmed cell
death. Lysosomal dysfunction decreased the efficiency of autophagosome/lysosome fusion that
leads to vacuolation of cells. Autophagic vacuoles containing damaged organelles and altered
proteins are hallmarks in most neurodegenerative disorders. These aggregates consequently
disrupt cellular homeostasis causing neuronal cell death due apoptosis or necrosis. Moreover
calpain mediated or mutation inducted lysosomal rupture result in release of lysosomal ca-
thepsins into the cytoplasm and inducing neuronal cell death. In this review we emphasize
the pathophysiological mechanism connecting disrupting autophagy - lysosomal pathway
and lysosomal dysfunction in neuronal cell death called lysosomal cell death.
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AB - beta-amyloid; AIF - czynnik indukcji apoptozy; ALP - autofagolizosomalny szlak smierci
komérki; ALs — autofagolizosomy; APs — autofagosomy; ASN - alfa-synukleina; AVs — pecherzyki
autofagalne; BMP - fosforan bis-monoacyloglicerolu; [(Ca%*),] - wewnatrzkomaérkowe jony wapnia;
CAPN - kalpaina; CIRC - indukowany przez wapn wyptyw wapnia; CMA - autofagia zalezna od
biatek opiekunczych; HNE - 4-hydroksynonenal; Hsc70 - konstytutywne biatko szoku cieplnego;
IMs - btony wewnatrzlizosomalne; LAMP - biatko zwigzane z btong lizosomu; LCD - lizosomalna
Smier¢ komorki; LMP - permeabilizacja btony lizosomu; MCO - oksydacja katalizowana jonami
metali; MDA - dialdehyd malonowy; NSCs - neuronalne komoérki macierzyste; NBD — N-kornco-
wa domena wiagzaca ATP; NDs - choroby neurodegeneracyjne; NFTs — splatki neurofibrylarne;
NMDAR - receptor kwasu N-metylo-D-asparaginowego; PHFs — podwdjne helikalne filamenty;
PS - presenilina; PSEN - gen kodujacy preseniling; PQC - system kontroli jakosci biatek; RCS - re-
aktywne pochodne karbonylowe; RONS - reaktywne formy azotu i tlenu; ROS - reaktywne formy
tlenu; SBD - C-koricowa domena wigzaca substraty; UPRs — nieprawidtowo sfatdowane biatka;
UPS - szlak ubikwityna-proteasom; VGCC/VOCC - bramkowane/otwierane napigciem kanaty

wapniowe; XIAP - inhibitor biatek apoptotycznych.

WPROWADZENIE

Choroby neurodegeneracyjne (neurodegenerative dise-
ases, NDs) charakteryzuja sie wybidrczym zwyrodnie-
niem szczegblnie wrazliwych grup neurondéw [8,57].
Wzrost czestotliwo$ci wystepowania NDs jest skore-
lowany z wydluzaniem sie dtugo$ci zycia [60]. Zmiany
zachodzace w starzejagcych sie neuronach sg istotnym
czynnikiem ryzyka rozwoju NDs [71]. W ich przebiegu
zaobserwowano w neuronach nasilenie zmian zwigza-
nych ze starzeniem, tj.: stres oksydacyjny, zaburzenie
homeostazy jonowej, deficyty energetyczne, uszkodze-
nie mitochondriéw, nadmierna aktywacje receptoréw
glutaminianergicznych oraz ostabienie mechanizméw
proteolitycznych [15,43]. Cecha starzejacych sie neuro-
néw, szczegblnie nasilong w NDs, jest nagromadzenie
sie nieprawidlowo sfaldowanych biatek swoistych dla
danej choroby [71]. Zaburzenia struktury przestrzennej
biatek sprzyjaja ich wewnatrzkomdrkowej akumulacji
w postaci ztogéw, oligomerdw i agregatéw. Za usuwa-
nie uszkodzonych biatek sg odpowiedzialne komdrkowe
systemy degradacji, ktérych aktywno$¢ znacznie spada
z wiekiem [68].

Ze wszystkich komérek organizmu, neurony sa najbar-
dziej wrazliwe na zmiany zwigzane z procesem starze-
nia [57]. Komdrki neuronalne majg bardzo intensywny
metabolizm tlenowy zwigzany z duzym zapotrzebowa-
niem energetycznym i znaczna liczbg mitochondriéw
[15]. Ponadto, w poréwnaniu do astrocytéw, wykazuja
mata aktywno$¢ enzyméw antyoksydacyjnych (tj. dys-
mutaza ponadtenkowa, peroksydaza glutationowa, kata-
laza), a bezposrednie sgsiedztwo mikrogleju naraza je na
szkodliwy wptyw duzych ilosci anionorodnika ponad-
tlenkowego. Neurony zawierajg tez znaczne ilosci jondw
metali uczestniczacych w reakcjach generujacych wolne
rodniki oraz duza ilo$¢ nienasyconych kwaséw ttusz-
czowych w btonie komérkowej ulegajacych peroksyda-

cji [8]. W przeciwienistwie do komérek mitotycznych,
neurony nie moga zredukowa¢ poziomu uszkodzen pod-
czas podziatéw lub zastgpié uszkodzong komdrke nowa
[16,30,88]. Wyjatkiem s neuronalne komdrki macierzy-
ste (neuronal stem cells, NSCs), ktére wykazujg zdol-
no$¢ do nieograniczonych podziatéw mitotycznych, co
jest istotg procesu neurogenezy. Postnatalna neuroge-
neza ogranicza sie do tzw. regionéw neurogennych, tj.
strefa podkomorowa komér bocznych i zakret zebaty
hipokampa [80]. Wprawdzie wykazano, ze w warunkach
patologicznych (ischemia czy stan zapalny), proces neu-
rogenezy jest indukowany réwniez w strefach nieneu-
rogennych, np. region CA1 hipokampa. W warunkach
fizjologicznych komérki macierzyste tego regionu réz-
nicuja sie wytacznie do komdrek glejowych, natomiast
w stanach chorobowych - takze do neurondéw [110].

Prawidlowe funkcjonowanie neuronéw wymaga kon-
stytutywnej aktywno$ci systemu kontroli jakosci bia-
tek (protein quality control, PQC), angazujacego biatka
opiekuricze oraz proteazy mitochondrialne, retikulum
endoplazmatycznego (ER) i cytosolowe w proces fat-
dowania biatek [68]. Dodatkowe systemy odpowiedzi
na nieprawidtowo sfaldowane biatka (unfolded protein
responses, UPRs) umiejscowione w mitochondriach,
ER i cytosolu aktywujg mechanizmy antyoksydacyjne
umozliwiajgce prawidlowy przebieg procesu faldowania
bialek. Genetyczne defekty mechanizméw fatdowania,
jak i obserwowane w starzejacych sie komérkach obni-
zenie wydajnosci tych systeméw, powoduje wewnatrz-
i zewnatrzkomdrkowe gromadzenie sie patologicznych
biatek, uposledzajac prace mitochondriéw i zaburzajac
funkcje neuronéw. To natomiast indukuje drugg linie
obrony PQC, czyli degradacje biatek i uszkodzonych
organelli [32]. Komérka ma kilka szlakéw proteolitycz-
nych, tj.: szlak lizosomalny zwany autofagosomalno-
lizosomalnym (autophagy-lysosomal pathways, ALP),
szlak proteasomalny znany jako system ubikwityna-
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proteasom (ubiquitin-proteasome system, UPS) oraz
wapniowozalezng proteolize z udziatem kalpain. Poje-
dyncze biatka o nieprawidlowej konformacji sg usuwane
w wyniku UPS lub autofagii zaleznej od biatek opiekun-
czych (chaperone-mediated autophagy, CMA). Nato-
miast za po$rednictwem ALP mozliwe jest pozbycie sie
agregatéw biatkowych w procesie makroautofagii (nazy-
wanej dalej autofagia). Zaburzenie ALP jest ostateczng
przyczyng odktadania sie niezdegradowanych dysfunk-
cyjnych biatek, tworzacych gtéwne podtoze NDs [16].

Lizosomy stanowig podstawowy element ALP wcho-
dzacego w sktad aparatu wakuolarnego komérki,
nazywanego réwniez uktadem endosomalno-autofago-
somalno-lizosomalnym, gdyz tworza go réwniez wcze-
sne i pdzne endosomy [93]. Blona lipidowa lizosomu
i zakotwiczone w niej biatka majg istotne znaczenie
dla prawidlowego funkcjonowania ALP. Fuzja lizosomu
z autofagosomami lub endosomami wymaga udziatu
biatek zwigzanych z btong lipidowa lizosomu (lyso-
some-associated membrane protein, LAMP). Wprawdzie
doktadny mechanizm dziatania LAMP nadal pozostaje
nieznany, skutki niedoboréw tych biatek jednoznacznie
wskazuja na ich krytyczna role w prawidlowym prze-
biegu autofagii. Deficyt LAMP powoduje gromadzenie sie
autofagosoméw zawierajacych niezdegradowany mate-
riat [81]. Biatka LAMP biorg takze udziat w CMA, pelnigc
funkcje receptorowe substratu zwiazanego z biatkiem
opiekuficzym i uczestniczac w transporcie rozplecio-
nego biatka do wnetrza lizosomu [87]. Niektére z bia-
tek btony lizosomu funkcjonuja jako receptory o duzej
swoistosci wzgledem zwiazkéw niskoczasteczkowych,
tj. aminokwasy, cukrowce, nukleozydy, jony czy wita-
miny [81]. Integralne glikoproteiny blonowe, z kté-
rych wiekszo$¢ jest silnie glikozylowana, zabezpieczaja
btone i inne kompartmenty komérkowe przed aktyw-
noscig hydrolityczna enzyméw lizosomalnych. Biatka
btonowe uczestniczg w usuwaniu ostatecznych meta-
bolitéw do cytoplazmy, gdzie moga zostaé ponownie
wykorzystane [34]. Bardzo wazna funkcja btony lizo-
somalnej jest wytworzenie i utrzymanie wewnatrz
lizosomu $rodowiska optymalnego dla aktywnosci enzy-
moéw hydrolitycznych, co jest mozliwe dzieki dziata-
niu wieloczasteczkowego kompleksu o wladciwosciach
pompy protonowej. Wakuolarna H*-ATPaza utrzymuje
niskie pH przez staly, zalezny od ATP, transport jonéw
wodorowych do wnetrza lizosomu [86,103]. Aktywno$¢
enzymow lizosomalnych (proteaz, nukleaz, glikozydaz,
fosfataz i lipaz) jest niezbedna w procesie degradacji
dostarczanych do lizosoméw makroczasteczek, tj. biatka,
kwasy nukleinowe, cukry i lipidy [5].

Katepsyny

Katepsyny sa najwazniejsza klasa proteaz bioracych
udzial w katabolizmie makroczasteczek dostarczanych
do lizosomu w wyniku autofagii lub endocytowanych
z przestrzeni pozakomdrkowej [72]. Proteazy te sg zaan-
gazowane takze w nekrotyczng i apoptotyczng §mieré
komérki. W czasie nekrozy w wyniku rozpadu btony

lizosomu katepsyny wraz z innymi hydrolazami wycie-
kaja do cytoplazmy, gdzie nieswoi$cie degraduja zawar-
to$¢ komérki [26]. Wykazano takze proapoptotyczne
wihadciwoséci katepsyn jako czynnikéw aktywujacych
kaspazy lub destabilizujacych btone mitochondrialng
[38]. Zaobserwowano bowiem, ze w warunkach stresu
oksydacyjnego aktywna, rozpuszczalna katepsyna D
przemieszcza sie do cytosolu i aktywuje katepsyne B tra-
wiaca kaspaze-11 i -1. Obecnie wiadomo, ze w wyniku
przerwania ciagto$ci blony lizosomalnej (lysosomal
membrane permeabilization, LMP) dochodzi do uwol-
nienia do cytosolu nie tylko aspartylowej katepsyny D,
ale takze kilku proteaz cysteinowych (katepsyny B, L, H
i K), ktére biora udziat w lizosomalnej $mierci komdrki
(lysosomal cell death, LCD) [3,38]. Oprécz kaspaz sub-
stratami dla katepsyn sa réwniez biatka apoptotyczne
oraz regulator apoptozy XIAP, w zwigzku z czym induk-
cja apoptozy moze mieé charakter bezpo$redni lub
posredni [26]. Po$rednia aktywacja kaspaz przez katep-
syny cysteinowe polega na degradacji biatek antyapop-
totycznych z rodziny Bcl-2 (Bcl-2, Bel-X, Mcl-1) i/lub
proteolitycznej aktywacji czynnikéw apoptogennych, tj.
Bid [3]. Katepsyna B tnie biatko Bid usuwajac N-koricowy
fragment, ktéry petni funkcje inhibitora Bid. Uwolniony
C-koticowy fragment biatka - tBid (truncated Bid) wigze
sie z biatkiem Bax, z ktérym razem przemieszcza sie do
blony mitochondrialnej [3]. Biatko Bax uwalnia cyto-
chrom c tworzac pory w blonie mitochondrium [26].
Uwolniony do cytosolu cytochrom ¢ zmienia konforma-
cje Apaf-1, eksponujgc N-koticowg domene rekrutujaca
kaspazy (CARD). Przylaczenie prokaspazy 9 (Apaf-3) do
CARD formuje apoptosom. Autokatalitycznie aktywo-
wana kaspaza 9 aktywuje nastepnie kaspazy efektorowe:
3, 6 i 7 indukuje apoptoze [75]. Natomiast szlak katep-
syna D-Bax-mitochondrium moze kierowaé komérke na
droge apoptozy niezalezng od kaspaz. W wyniku bezpo-
$redniego oddzialywania katepsyny D z Bax dochodzi do
uwolnienia czynnika indukujacego apoptoze (apoptosis
inducing factor, AIF) oraz endonukleazy G (Endo G) [72].
AIF opuszcza btone mitochondrium juz jako rozpusz-
czalne biatko i razem z Endo G przemieszcza sie do jadra,
gdzie przeprowadza fragmentacje DNA. Petnigca funkcje
DNAzy Endo G katalizuje podwdjne pekniecia nici DNA,
ktére sg najpowazniejszymi uszkodzeniami w strukturze
DNA i powodem powstawania aberracji chromosomo-
wych lub sygnatem apoptozy [75].

Karpainy

Kalpainy (calcium-activated neutral proteases, CAPNs)
sg cytoplazmatycznymi enzymami nalezacymi do grupy
cysteinowych endopeptydaz, ktérych aktywno$¢ jest
zalezna od wewnatrzkomdrkowego stezenia jonédw Ca®
[91]. Obecne w mézgu kalpaina 1 (CAPN1) i kalpaina 2
(CAPN2) sg heterodimerami zbudowanymi z dwéch pod-
jednostek: katalitycznej kodowanej przez geny capnl
i capn2 oraz regulatorowej, bedacej produktem genu
cpnsl, potaczonych za pomocg domeny penta-EF hand
(5EF). Podjednostka regulatorowa nazywana kalpaina
4 jest matg proteaza (28 kDa) odpowiadajacg za pra-
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widlowg konformacje duzej podjednostki katalitycz-
nej (80 kDA) i petni funkcje biatka opiekuriczego [89].
CAPN1 jest oznaczana jako y-kalpaina, gdyz do akty-
wacji wymaga mikromolarnych stezen jonéw wapnia.
Natomiast CAPN2, zwana m-kalpaina, jest aktywowana
przez milimolarne stezenie Ca%. Wzrost Ca*" prowadzi
do ograniczonej proteolizy enzymu, ktérej skutkiem jest
powstanie czasteczki o znacznie wiekszym powinowac-
twie do jonédw Ca* w poréwnaniu do postaci natywnej.
Aktywne kalpainy przeprowadzaja zalezna od wapnia
cze$ciowa proteolize biatek, modyfikujac w ten spo-
séb ich aktywnoé¢ i funkcje [97]. Substratami kalpain
sa m.in. receptory czynnikéw wzrostu, biatka zwigzane
z mikrotubulami i biatka cytoszkieletu. W warunkach
patologicznych kalpainy indukuja apoptoze bezposred-
nio w wyniku ograniczonej proteolizy biatek proapopto-
tycznych (Bax, prokaspaza-3) lub posrednio, uwalniajac
lizosomalne katepsyny [4].

Hsp70.1

Rodzina biatek szoku cieplnego Hsp70 jest grupa kon-
serwatywnych ewolucyjnie biatek opiekuticzych odpo-
wiedzialnych za utrzymanie homeostazy komdrkowej,
ochrone komérki przed czynnikami stresogennymi oraz
PQC [108]. Hsp70 zapobiegaja odktadaniu sie nieprawi-
dtowo zwinietych biatek przez ich rozpoznawanie oraz
naprawe i/lub kierowanie nieodwracalnie uszkodzo-
nych biatek do lizosomu w celu utylizacji [70]. Wszyst-
kie Hsp70 sa zbudowane z dwéch domen: N-koricowej
wigzgcej ATP (nucleotide-binding domain, NBD) i C-koti-
cowej wiazgcej substrat (substrate-binding domain,
SBD), ktérej aktywno$¢ jest regulowana allosterycznie
przez przyltaczenie ligandu do NBD i hydrolize ATP [76].
Hsp70 wykazuja duze powinowactwo do substratu, gdy
NBD jest zwigzane ADP. Natomiast kompleks NBD-ATP
zmniejsza zdolno$¢ wigzania biatek do SBD [14,20]. Wig-
zanie i odlgczanie nieprawidtowego biatka w centrum
aktywnym Hsp70 wymaga naktadéw energii. W razie
braku ATP biatko zostaje uwiezione w wyniku zmian
konformacyjnych Hsp70 [42]. Obecno$¢ domeny ATP-
-azowej regulujacej funkcje biatek opiekuriczych jest
niezbedna podczas przytaczania nieprawidtowo sfatdo-
wanego biatka w miejscu aktywnym i odciecia ekspono-
wanych przez nie odcinkéw ztozonych z hydrofobowych
aminokwaséw [100].

Wiekszo$¢ przedstawicieli Hsp70 to wewnatrzkomdr-
kowe, gltéwnie cytoplazmatyczne, biatka konstytu-
tywne (constitutive Hsp70, Hsc70) wykazujace stalg
ekspresje, ktéra jest krytyczna dla prawidlowego funk-
cjonowania komérki [90]. Natomiast najwazniejszym
przedstawicielem podrodziny ludzkich biatek Hsp70
umiejscowionym pozakomdrkowo jest Hsp70.1, wyka-
zujace niski poziom ekspresji w warunkach fizjolo-
gicznych. W przeciwieistwie do Hsc70 biatko Hsp70.1
nie jest wymagane do prawidtowego funkcjonowania
komorki, a jego deficyt nie jest letalny. Pod wplywem
czynnikéw stresowych zostaje aktywowany i prze-
mieszcza sie do btony lizosomu zapobiegajac jej rozpa-

dowi [100,103]. Hsp70.1 jest zatem stabilizatorem blony
lizosomalnej, ktérego gléwnym zadaniem jest zapo-
bieganie $mierci komdérki [82,94]. Stabilizujacy wplyw
Hsp70.1 na strukture blony lizosomu polega na indukcji
wytwarzania ceramidu [100]. Wzrost stezenia ceramidu
wewnatrz blony lizosomalnej zapobiega jej destabiliza-
cji i utatwia fuzje lizosomu z wewnatrzkomérkowymi
wakuolami [102].

Unikatowa cecha lizosomdéw jest obecno$¢ bton
wewnatrzlizosomalnych (intralysosomal membranes,
IMs), ktérych struktura fosfolipidowa rézni sie znacz-
nie od struktury bton komérkowych i btony lizosomu
[86]. Charakterystycznym fosfolipidem IMs jest ujemnie
natadowany bis(monoacyloglicero)fosforan (BMP) [36].
Swoista konformacja nadaje BMP charakter anionowy
i czyni niewrazliwym na lizosomalng hydrolize. Oprécz
funkgji strukturalnych, BMP uczestniczy w formowaniu
pecherzykdéw transportowych i jest kofaktorem enzymu,
tj. kwasnej sfingomielinazy (acid sphingomyelinase,
ASM). ASM jest lizosomalna glikoproteing zaangazowang
w metabolizm lipidowych stabilizatoréw bton. Aktywo-
wana ASM katalizuje hydrolize sfingomieliny do cera-
midu (ryc. 1) [70]. W warunkach niekorzystnych Hsp70.1
wnika za posrednictwem endocytozy do komérki, prze-
mieszcza sie do wnetrza lizosomu i stabilizuje IMs przez
interakcje z BMP [44]. Interakcja Hsp70.1-BMP sprzyja
wiazaniu ASM do BMP i umozliwia synteze ceramidu
[110].

Hsp70.1 jest réwniez negatywnym regulatorem mito-
chondrialnej $ciezki apoptozy przez blokowanie czyn-
nikéw proapoptotycznych [49]. Hsp70.1 zapobiega
uwolnieniu cytochromu ¢ wigzac Bax, a to uniemozli-
wia jego translokacje do btony mitochondrialnej [3,84].
Hsp70.1 hamuje takze niezalezny od kaspaz szlak apop-
tozy AIF. Przez wigzanie AIF biatko HIF70.1 zapobiega
przemieszczaniu sie AIF do jadra i kondensacji chroma-
tyny [100].

OKSYDACYINE USZKODZENIA BLONY LIZOSOMALNE)

Az 90% reaktywnych form tlenu i azotu (RONS) jest gene-
rowane w laricuchu oddechowym. Innym Zrédtem wol-
nych rodnikéw, zwlaszcza rodnika hydroksylowego (‘OH)
sg lizosomy. Trawione w procesie autofagii cytochromy
oraz metaloproteinazy uwalniajg duze iloci wolnego
zelaza [100]. Kwasne $§rodowisko i obecno$é¢ zwigzkéw
o potencjale redukujacym, np. cysteiny, sprzyjajg reduk-
cji Fe(I11) do Fe(II). Powstaly w mitochondrium nadtle-
nek wodoru (H,0, dyfunduje do wnetrza lizosomu, gdzie
bierze udziat w katalizowanej przez jony zelazawe reak-
cji Fentona, ktérej produktem jest wysoce reaktywny
rodnik hydroksylowy (‘OH) [47].

Stres oksydacyjny indukuje uszkodzenie btony lizo-
somu przez peroksydacje lipidéw blonowych [3]. Celem
ataku reaktywnych form tlenu (reactive oxygen species,
ROS) sa fosfolipidy bogate w wielonienasycone kwasy
ttuszczowe (n-6-PUFA) [79]. Uszkodzenia oksydacyjne
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lipidéw powoduja samorzutne przemieszczanie sie fos-
folipidéw miedzy warstwami btony lizosomu (zjawisko
flip-flop), wzrost przepuszczalnosci blony dla jonéw
Ca% i K’, uszkodzenia biatek btonowych (kanatéw jono-
wych, receptordw, enzyméw) oraz destabilizacje blony
lizosomalnej [100]. Produktami peroksydacji lipidéw sa
reaktywne pochodne karbonylowe (reactive carbonyl
species, RCS), tj.: akroleina, dialdehyd malonowy (MDA)
oraz hydroksynonenal (HNE) [19]. HNE i akroleina wiaza
sie z rozwojem ekscytotoksycznosci przez uszkodzenie
biatek waznych w procesach neurotransmisji [55]. RCS
modyfikujg oksydacyjnie transportery glukozy, trans-
portery glutaminianu oraz pompe sodowo-potasows,
redukujgc tym samym ich aktywno$¢ [7,10] (ryc. 2).

EKSCYTOTOKSYCZNOSC | ZABURZENIE HOMEOSTAZY WAPNIOWE)

Powszechnie uwaza sie, ze podtozem neurodegenera-
cji jest ekscytotoksyczno$é zaburzajgca homeostaze
wapnia i wywotujaca patologiczng aktywacje kalpain
[4,12]. Jony Ca* uczestniczg w przekaznictwie nerwo-
wym zaréwno w synapsach elektrycznych, jak i che-
micznych [6]. Zaburzenie homeostazy wapnia wptywa
na zmiane pobudliwo$ci neuronu, uposledzajac prze-
kaZnictwo synaptyczne. W przezbtonowym transpor-
cie jonéw wapnia uczestnicza bramkowane napieciem
kanaly wapniowe (voltage-gated/operated calcium
channels, VGCC/VOCC) i receptory jonotropowe, z kté-
rych najwieksza przepuszczalno$cia dla Ca? charaktery-
zujg sie receptory NMDA (NMDAR) [39,83]. Patologiczny
dokomérkowy prad wapniowy jest uznawany za czynnik
rozwoju wielu neurodegeneracji zwigzanych z powolng
ekscytotoksycznoscia [83].

Zgodnie z koncepcja powolnej ekscytotoksyczno-
$ci, neurotoksyczno$é¢ glutaminianu nie wynika ze
wzrostu jego stezenia w szczelinie synaptycznej, lecz
z braku wychwytu zwrotnego glutaminianu oraz nad-
wrazliwosci receptoréw NMDA. Powolna ekscytotok-
syczno$¢ jest spowodowana wewnatrzkomérkowym
niedoborem energetycznym lub modyfikacja recep-
toréw glutaminianu przez patologiczne postacie bia-
tek wystepujacych w NDs. Zaburzenie metabolizmu
energetycznego komoérki jest wynikiem uszkodzenia
mitochondriéw przez inhibitory glikolizy i inhibitory
fosforylacji oksydacyjnej oraz czynniki indukujace stres
oksydacyjny [29,66]. ATP jest niezbedny do funkcjono-
wania pomp protonowych uczestniczacych w utrzyma-
niu potencjatu blonowego zwigzanego z prawidtowym
bilansem jonowym po obu stronach blony. Niedobory
ATP hamujg dzialanie pompy sodowo-potasowej (Na*/
K'-ATP-azy), ktére zwiekszaja przepuszczalno$¢ btony
dla jonéw Ca? i Na' i depolaryzuja blone [24]. Zmiana
polaryzacji blony generuje sygnat elektryczny przetwa-
rzany przez VOCC na sygnat wapniowy i zwalnia blok
magnezowy w NMDAR wywolujac gwattowny naptyw
Ca%. Receptory NMDA funkcjonuja jednocze$nie jako
kanaly jonowe i przetwarzaja sygnat chemiczny, jakim
jest przyltaczenie ligandu w sygnat wapniowy. Przestrzen
zewnatrzkomdrkowa nie jest jedynym Zrédiem jonéw

Ca* w komérce. Pobudzenie receptoréw metabotropo-
wych sprzezonych z biatkiem G mobilizuje wewnatrz-
komérkowe zasoby jonéw wapnia. Za posrednictwem
wtérnego przekaznika - trifosforanu inozytolu (IP,) - s3
aktywowane receptory IP,R w ER i dochodzi do uwal-
niania Ca? do cytosolu. Naptyw zewnatrzkomdrkowych
Ca* indukuje wtérne uwalnianie Ca* z ER za posrednic-
twem kanaléw rianodynowych (RyR). Zjawisko to nazy-
wane ,,indukowanym przez wapn wyptywem wapnia”
(calcium-induced calcium release, CARD) ma na celu
wzmocnienie sygnatu wapniowego [83]. Aktywacja wap-
niowozaleznych enzyméw zaangazowanych w metabo-
lizm fosfolipidéw, sfingolipidéw i cholesterolu zmienia
sktad lipidowy btony, wptywajac na pobudliwo$é neuro-
néw i rozwdj ekscytotoksycznosci [66]. Oprdcz zaburzeri
metabolicznych na wzrost pobudliwo$ci neuronéw maja
wplyw modyfikacje NMDAR przez patologiczne biatka
[25]. W przebiegu AD nadmierna pobudliwo$¢ neuronéw
jest spowodowana wigzaniem sie zewnatrzkomdérko-
wych oligomeréw AP do NMDAR [2]. Natomiast hiperfos-
forylowane biatko tau wptywa na wzrost stezenia kinazy
tyrozynowej Fyn w blonie postsynaptycznej. Kinaza Fyn
fosforyluje NMDAR zwiekszajac jego aktywnos¢ [37].

PROTEOLITYCZNE USZKODZENIE BEON LIZOSOMALNYCH

Za uszkodzenie btony lizosomalnej odpowiadaja pro-
teazy cysteinowe - kalpainy i kaspazy. Utrzymujace sie
wysokie wewnatrzkomérkowe stezenie jondw wapnia
([ca*])) prowadzi do masowej aktywacji wapniowoza-
leznych biatek i inicjuje kaskade mechanizméw dopro-
wadzacych do LMP i §mierci neuronu [28]. Nadmierna
aktywacja kalpain jest gtéwnym czynnikiem odpowie-
dzialnym za LMP [105]. Hiperaktywacje kalpain nasilaja
deficyty endogennego inhibitora kalpalin - kalpasta-
tyny, degradowanej przez kalpainy [28]. kagodna, jednak
utrzymujaca sie latami, aktywacja kalpain towarzyszy
postepujacej degradacji neuronéw zwiazanej z powolna
ekscytotoksycznoscia [66].

Kaspazy indukujg LMP przez aktywacje i transloka-
cje do btony lizosomu pewnych biatek cytosolowych,
tj. proapoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2. Aktywo-
wana na szlaku receptorowym kaspaza 8 skraca biatko
Bid, ktére nastepnie aktywuje proapoptotyczne biatko
Bax. Zaobserwowano, ze kaspaza 8 aktywuje kaspaze
9, ktéra wptywa na destabilizacje btony lizosomu, jed-
nak mechanizm tego procesu pozostaje nieznany. Zdol-
no$¢ do uszkodzenia btony lizosomalnej wykazuje takze
kaspaza 2. Udowodniono, ze LMP indukowany kaspaza 2
zachodzi niezaleznie od innych czynnikéw, tj. biatka Bcl-
2,[Ca*], czy ROS. Substratem kaspaz jest réwniez kalpa-
statyna, ktérej hydroliza aktywuje kalpainy i wywotuje
LMP [28,105].

MUTACJE BIALEK LIZOSOMALNYCH

Mutacje w genach kodujacych biatka lizosomalne zabu-
rzaja funkcje lizosomdéw i powodujg deficyt lub niedo-
bér aktywnosci biatek, tj.: enzyméw lizosomalnych,
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aktywatoréw hydrolaz, biatek bioracych udziat w trans-
porcie enzymdw do lizosomu, biatek integralnych btony
(LAMP-1, LAMP-2, NPC1) czy biatkowych transpor-
teréw btonowych. Niedobory biatek lizosomalnych
uwaza sie za przyczyne rozwoju licznych choréb zwia-
zanych z zaburzonym trawieniem komérkowym. Muta-
cje w genach kodujacych biatka lizosomalne zaburzaja
degradacje makroczasteczek, ktérych akumulacja jest
przyczyna rozwoju lizosomalnych choréb spichrzenio-
wych (lysosomal storage disorders, LSDs). Natomiast
mutacje w genach kodujacych nieenzymatyczne biatka
btonowe powaznie wptywaja na prawidlowe funkcjono-
wanie lizosomdéw [81]. Na przyktad mutacje w genach
kodujacych biatka biorace udziat w transporcie chole-
sterolu, tj. NPC1, prowadza do gromadzenia sie sfingo-
lipidéw i cholesterolu wewnatrz lizosomu i uposledzajg
homeostaze cholesterolu w komérce. Najnowsze bada-
nia wskazuja na zwiazek mutacji genéw lizosomalnych
z patogeneza NDs wieku podesztego [21,73].

Hipoteza , kaLPaiNowo — HNE — Hsp70.1 — KatepsyNowA”

Zwiazana z wiekiem redukcja mézgowego przeptywu
krwi zaburza w neuronach metabolizm energetyczny
i homeostaze jonéw wapnia. Wzrost stezenia [Ca®]; akty-
wuje kalpainy, ktére przemieszczaja sie do btony lizo-
somu wykorzystujac do tego biatko LAMP-2 [102]. Przez
przytaczenie sie do fosfolipidéw btonowych kalpainy
zmieniajg konformacje. Poddomeny 1la i I1b uktadaja sie
blizej siebie tworzac funkcjonalne centrum katalityczne
kalpain [103]. Wraz z wiekiem wzrasta tez poziom stresu
oksydacyjnego w komdrce. Bogate w wielonienasycone
kwasy ttuszczowe fosfolipidy btonowe sa szczegdlnie
podatne na uszkodzenia wolnorodnikowe. ROS powo-
dujg oksydacje lipidéw btony lizosomalnej i tworza RCS.
Produktem peroksydacji n-6 PUFA, takich jak kwas lino-
leinowy i kwas arachidonowy jest silnie neurotoksyczny
HNE [100]. HNE bierze udziat w karbonylacji wielu gtéw-
nych biatek lizosomalnych. Karbonylacja Hsp70.1 przez
HNE jest obecnie uwazana za jeden z gtéwnych czynni-
kéw rozwoju NDs. HNE modyfikuje Hsp70.1 w pozycji
Arg469, powodujac tworzenie sie aldehydu glutamino-
wego z reszty argininy [65,103] (ryc. 3). Zaréwno Hsp70.1
jak i HNE przemieszczaja sie do btony lizosomu dzieki
LAMP-2 [102]. Ukarbonylowana posta¢ Hsp70.1 jest duzo
bardziej podatna na proteolityczne dziatanie kalpain
niz niezmodyfikowane oksydacyjnie biatko. W wyniku
karbonylacji dochodzi bowiem do rozplecenia struk-

tur aminokwasowych i ekspozycji wrazliwych na prote-
olize miejsc, ktére prawidtowo sg schowane we wnetrzu
struktury biatka [82]. Proteoliza Hsp70.1 wiaze sie z bra-
kiem interakcji Hsp70.1-BMP oraz BMP-ASM i zaburze-
niem katabolizmu fosfolipidéw [102]. Brak aktywnosci
ASM uniemozliwia bowiem hydrolize sfingomieliny do
ceramidu, czego skutkiem jest wewnatrzkomérkowa
akumulacja sfingomieliny i cholesterolu. Zatrzymanie
wytwarzania ceramidéw destabilizuje btone lizosomalng
i inne btony komérkowe [100]. Ostatecznie dochodzi
do wyptywu katepsyn do cytosolu i $mierci neuronu
w wyniku nekrozy lub apoptozy [102] (ryc. 4).

LizoSOMALNA SMIERC KOMORKI

Lizosomalna $mier¢ komérki (lysosomal cell death, LCD)
jest mechanizmem $mierci indukowanym przez LMP
zwigzanym z wyptywem katepsyn do cytosolu [1]. Jak
opisano wyzej, w wyniku destabilizacji btony lizosomal-
nej dochodzi do uwolnienia katepsyn, ktére biorg udziat
w $mierci komérki zaréwno za posrednictwem nekrozy,
jak i apoptozy [9,93]. Brunk i wsp. [11] wykazali, ze rodzaj
$mierci komérki zalezy od stopnia uszkodzenia blony
lizosomu i jej przepuszczalno$ci dla katepsyn. Rozle-
gle uszkodzenie blony powoduje gwattowny wyptyw
katepsyn i protonéw do cytoplazmy, czego skutkiem jest
zakwaszenie cytoplazmy i nekroza [11]. Natomiast deli-
katny, ograniczony wyptyw katepsyn spowodowany LMP
aktywuje apoptoze [11,26,38].

Obecnie wiadomo, ze apoptoza i nekroza sg indukowane
przez te same czynniki, wystepujace w réznym nateze-
niu [77,103]. Do indukgji nekrozy dochodzi, gdy w wyniku
hipoksji lub ekscytotoksycznosci gwattowanie spada
wytwarzanie ATP, co sprawia, ze komdrka nie moze sko-
rzystaé z mechanizméw $mierci wymagajacych naktadéw
energii, tj. zaleznej od kaspaz apoptozy czy autofagii [3].
Natomiast w przewleklych neurodegeneracjach $mier¢
neuronu przebiega znacznie tagodniej, wykazujac cechy
apoptozy. Wyniki wielu eksperymentéw jednoznacz-
nie wskazuja na udziat lizosomalnych katepsyn w ini-
cjacji i przebiegu apoptozy [33]. Uwalniane do cytosolu
katepsyny indukuja apoptoze aktywujac kaspazy lub
destabilizujgc btone mitochondrialng [103]. W zwigzku
zniepodwazalnymi dowodami na udziat katepsyn w apop-
tozie wprowadzono okre$lenia , lizosomalny szlak apop-
tozy” i ,lizosomalno-mitochondrialna $§mier¢ komérki”.
Termin ,lizosomalny szlak apoptozy” wprowadzono dla

HNE

HSP70.1

ALDEHYD
5>  HSP70.1

Arg469

GLUTAMINOWY

Ryc. 3. Karbonylacja Hsp70.1 przez HNE. HNE modyfikuje Hsp70.1 w pozycji Arg469, prowadzac do utworzenia aldehydu glutaminowego z reszty argininy
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podkreslenia znaczenia destabilizacji blony lizosomal-
nej indukowanej czynnikami uszkadzajacymi w inicja-
cji apoptozy przez uwolnienie proteaz do cytosolu [38].
Natomiast teoria lizosomalno-mitochondrialnej §mierci
komérki zaktada wspétprace obu organelli w procesie
$mierci starzejacego sie neuronu [3]. Uwalniane do cyto-
solu katepsyny indukujg apoptoze i nasilaja wydzielanie
H,0, w mitochondrium. Nastepnie H,0, dyfunduje do
whnetrza lizosomu biorgc udziat w katalizowanej jonami
zelaza reakcji Fentona [9]. Generowane w lizosomie ROS
powoduja dalsze uszkodzenia btony lizosomu i nasilaja
indukowang katepsynami apoptoze [38,46].

AuTorAGIA 1 ZABURZENIA ALP

Autofagia jest zwykle strategia obronng komérki urucha-
miang w odpowiedzi na deprywacje odzywcza i czynniki
apoptogenne. Przez degradacje wielkoczasteczkowych
sktadnikéw cytoplazmy, tj. biatek o dtugim okresie pét-
trwania i organelli komdérkowych autofagia dostarcza
komérce substancji odzywczych umozliwiajacych prze-
trwanie w niekorzystnych warunkach [63].

Charakterystyczng zmiang w morfologii neuronéw
obserwowana w NDs jest obecno$é licznych wakuoli
autofagalnych (AV) obtadowanych biatkami zmutowa-
nymi lub zmodyfikowanymi oksydacyjnie, oligomerami
i agregatami biatkowymi oraz uszkodzonymi orga-
nellami [52]. To wskazuje na wzmozone wytwarzanie
autofagosoméw (AP) przy jednoczesnym obnizeniu sku-
teczno$ci autofagii [69]. Zwykle szybka aktywacja auto-
fagii jest odpowiedzig na obecno$¢ toksycznych biatek
i ma na celu ochrone komérki przed $miercia [68]. Jed-
nak w wyniku LMP zaburza sie dojrzewanie autofagolizo-
soméw (AL), co jest przyczyna upo$ledzenia koricowych
etapéw autofagii [54] (ryc. 5). Brak biatka btonowego
LAMP-1 wymaganego do fuzji AP z lizosomem, unie-
mozliwia utworzenie AL [96]. Ponadto Tian i wsp. [92]
wykazali, ze regulatorem fuzji jest kanat VGCC uczestni-

czacy w potaczeniu pecherzyka synaptycznego z btong
presynaptyczna. Okazuje sie, ze sygnat wapniowy regu-
lujacy neurotransmisje jest réwniez odpowiedzialny za
procesy autofagii i endocytozy, a mechanizmy te sg do
siebie zblizone. Defekty funkcjonowania podjednostek
VGCC powodujg powazne dysfunkcje uktadu nerwowego
zaréwno w przypadku nieprawidlowosci w impulsacji
nerwowej, jak i ALP. Oznacza to, ze w btonie lizosomu
wystepuje swoisty VGCC wymagany do fuzji lizosoméw
z pecherzykami uktadu wakuolarnego, a mutacja jego
podjednostek (gtéwnie podjednostki CAC) jest przyczyna
nieprawidtowego dojrzewania AL [92]. Znaczenie jondw
wapnia w powstawaniu AL potwierdzili réwniez Coen
i wsp. [17], ktérzy badajac wplyw mutacji w genie PSEN
na zaklGcenie procesu autofagii w patogenezie PD wyka-
zali zwigzek miedzy nieprawidtowg preseniling a zabu-
rzeniem homeostazy wapniowej.

Poza obtadowanymi AP w wielu NDs zaobserwowano
gromadzenie sie niezdegradowanego materiatu réwniez
wewnatrz AL, czego dowodem jest obecno$¢ hydrolaz
w tych organellach. Odktadanie sie nieroztozonego sub-
stratu wewnatrz dojrzatych AL jest wskaznikiem upo-
$ledzonej autofagii [68]. W tym przypadku zaburzenie
procesu degradacji jest spowodowane zmniejszeniem
aktywno$ci katalitycznej lizosoméw w wyniku utraty
kwasowo$ci wnetrza lizosomu oraz obnizenia lub braku
aktywnosci hydrolaz [69,99]. Obecnos$é pecherzykdw
zawierajacych niezdegradowany material moze wiec
by¢ skutkiem zaburzenia zaréwno dojrzewania AL, jak
réwniez trawienia ich zawarto$ci [54,56,69]. Zaklcenie
procesu autofagii na ktérymkolwiek etapie jej przebiegu
aktywuje lizosomalng $mier¢ neuronu [63,99].

AUTOFAGIA ZALEZNA OD BIALEK OPIEKUNCZYCH

Autofagia zalezna od bialek opiekuticzych (CMA) jest
gtéwnym mechanizmem systemu kontroli jako$ci bia-
tek [98]. W wyniku CMA pojedyncze biatka cytosolowe

dojrzewanie

indukcija i

nukleacja elongacja
E— ; —

fagofor fagofor

autofagosom

fuzja z lizosomem

1 — C§J

-]

-
-

autofagolizosom

Ryc. 5. Etapy biosyntezy autofagolizosomu, z zaznaczeniem etapu, ktérego zaburzenie prowadzi do zaktdcenia procesu autofagii obserwowanego w NDs
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zawierajgce niewtasciwa konformacje sa rozpoznawane
przez biatka opiekuricze, ktére kierujg je do lizosomalnej
degradacji [13,18]. CMA wymaga obecno$ci swoistego
receptora na btonie lizosomalnej, biatka LAMP-2a, do
ktérego jest przytaczany substrat przeznaczony do uty-
lizacji [41,61]. Proces CMA jest mozliwy dzieki obecnosci
Hsc70. Biatka Hsc70 sa stale obecne w komdrce w postaci
dwéch izoform: cytosolowej (cyt-Hsc70), ktéra rozpo-
znaje nieprawidtowo sfatldowane biatka i lizosomal-
nej (lys-Hsc70) uczestniczacej w translokacji substratu
do wnetrza lizosomu. Izoforma cyt-Hsc70 wiaze biatka,
ktére zawieraja w sekwencji aminokwasowej charaktery-
styczny pentapeptyd - KWERQ [98]. Ten unikalny motyw
jest zbudowany z pieciu aminokwaséw: lizyny, fenyloala-
niny, glutaminianu, argininy i glutaminy (Lys-Phe-Glu-
-Arg-Gln) i rozpoznawany przez biatka szoku cieplnego,
co sprawia, ze CMA jest procesem niezwykle selektyw-
nym [45,67,74]. Utworzony kompleks biatko substra-
towe-Hsc70 kieruje sie w strone btony lizosomu i faczy
z receptorem LAMP-2a [41]. Nastepnie dochodzi do roz-
plecenia substratu, ktéry przemieszcza sie do wnetrza
lizosomu z udziatem lys-Hsc70 [81].

W odréznieniu od pozostatych typéw autofagii szlak
CMA jest obecny jedynie w komérkach ssakéw [22].
Z wiekiem aktywnos$¢ CMA maleje i ma to zwigzek
z akumulacjg nieprawidtowo sfatldowanych i zmody-
fikowanych oksydacyjnie biatek. Patologiczne biatka
sa odktadane w postaci wtretéw cytoplazmatycznych
obserwowanych w NDs wieku podesztego [56]. Zaburze-
nie szlaku CMA jest uwazane za podtoze proteinopatii,
tj.: choroby Parkinsona (PD), Alzheimera (AD) i Hun-
tingtona (HD) [67]. Obecno$¢ motywu KWERQ w patolo-
gicznych biatkach ostatecznie potwierdza zwiazek CMA
z patomechanizmem neurodegeneracji [22].

Rota Lizosomow w PaToGeNEZIE NDs

Choroba Alzheimera

Choroba Alzheimera (AD) jest najcze$ciej wystepujaca
chorobg neurodegeneracyjng i stanowi az 60% cho-
réb otepiennych. Cecha charakterystyczng mézgéw AD
jest obecno$¢ ptytek starczych (SP), ktérych gtéwnym
sktadnikiem sg ztogi f-amyloidu (Ap) oraz splatkéw
neurofibrylarnych (NFT) zbudowanych z podwdjnych
helikalnych filamentéw (PHFs) nadmiernie ufosforylo-
wanego biatka tau indukujgcych proces neurodegene-
racji na dtugo przed wystapieniem pierwszych objawéw
choroby [107]. Szczegdlnie wrazliwe na degradacje neu-
ronéw w AD sa region CA1 hipokampa i Il warstwa kory
$rédwechowej [102]. Dowodem na zwigzek lizosomdw
z AD jest to, iz plytki starcze zawieraja duzo aktywnych
lizosomalnych hydrolaz. To pozwala przypuszczaé, ze
struktury te powstaty wskutek LMP. Duze zaintereso-
wanie badaczy wzbudzaja katepsyny aspartylowe D i E
ze wzgledu na ich aktywno$¢ podobna do sekretaz y i B,
a co za tym idzie ich sugerowany zwigzek z powstawa-
niem AP [35,107]. W prawidtowych warunkach szlak
endosomalno-lizosomalny jest uwazany za miejsce roz-

padu biatka prekursora p-amyloidu (APP) do mniejszych
peptydéw zawierajacych sekwencje AP, ktére nastepnie
sa degradowane przez katepsyny. Jednak w przypadku
zaburzen funkcjonowania lizosomdw i inhibicji aktyw-
nosci katepsyn powstaja amyloidogenne fragmenty,
ktére moga ulec przeksztatceniu do AP [107]. Wzrost
stezenia rozpuszczalnego AP, uwazanego za potencjalne
zrédto plytek amyloidowych, prowadzi do powstawania
ROS powodujacych rozpad lizosomu i $§mierci neuronu
[40].

Niedawne badania wykazaty udziat szlaku ALP w potran-
slacyjnych modyfikacjach biatka tau, nalezacego do
rodziny biatek zwiazanych z mikrotubulami (MAP).
Zaburzenia ALP powoduja nadmierng fosforylacje biatka
tau i odkladanie si¢ wewnatrz lizosoméw jego nieroz-
puszczalnych agregatéw w postaci PHFs, co zaburza pra-
widtowe funkcjonowanie komérki [64].

Yamashima i wsp. [101] wykazali, ze czynniki ryzyka
choréb naczyniowych mézgu zwiekszajg takze prawdo-
podobiefistwo wystapienia AD. W badaniach post mor-
tem stwierdzono, ze co trzeci pacjent z AD przebyt zawat
mézgu. Ryzyko rozwoju AD jest tez trzykrotnie wyzsze
u pacjentéw z udarem mézgu w wywiadzie niz w gru-
pie kontrolnej [101]. Wedlug Sahara i Yamashima [82]
postepujaca degeneracja neuronéw w AD to continuum
tagodnych zmian naczyniowych, podczas gdy krétko-
trwate silne niedokrwienie prowadzi do §mierci komé-
rek w krétkim przedziale czasowym. Zaobserwowano,
ze w AD patologiczne zmiany neuronalne (tj. NFT, SP)
czy stan zapalny przewaznie sag spowodowane trwa-
jaca od lat aktywacja kalpain w wyniku tzw. ,,niemego
niedokrwienia” [102]. Nadmierna aktywacja kalpain
zaobserwowano we wczesnej fazie AD w odpowiedzi na
ekscytotoksycznos¢, akumulacje AB i wzrost [Ca*].. Neu-
rony chorych z AD wykazujg siedmiokrotnie wieksza
aktywno$¢ p-kalpainy w poréwnaniu do oséb zdrowych
[99]. Ponadto w plynie mézgowo-rdzeniowym pacjen-
téw z AD wykryto podwyzszone stezenie HNE, a badania
immunohistochemiczne tkanki mézgowej pochodzacej
od chorych z AD wykazaly obecnos¢ biatek karbonylo-
wanych przez HNE [102]. Katalizowana przez p-kalpaine
proteoliza ukarbonylowanej postaci Hsp70.1 destabili-
zuje btone lizosomu przez zahamowanie syntezy cera-
midu katalizowanej przez ASM. Deficyty aktywnosci
ASM powodujg wewnatrzlizosomalne odktadanie sie
sfingomieliny, co zaburza endosomalno-lizosomalny
szlak transportu cholesterolu [101].

Zaburzenie autofagii jest uwazane za gtéwng przyczyne
rozwoju AD, czego potwierdzeniem jest obecnosé auto-
fagosoméw i/lub AL obtadowanych niezdegradowanym
materiatem [51]. W neuronach AD z uzyciem mikro-
skopu $wietlnego zaobserwowano wakuolizacje cyto-
plazmy zwana degradacjg ziarnisto-wodniczkowa [102].
Neuronalna ekspresja AB, ,, indukuje gwattowna biosyn-
teze autofagosoméw i jednocze$nie obniza wydajnosé
autofagii. AP, ,, zaburza bowiem degradacje zawartosci
autofagosoméw redukujgc aktywno$¢ katalityczna lizo-
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soméw lub uposledzajac fuzje autofagosoméw z lizoso-
mami [54].

Dziedziczona autosomalnie dominujaco rodzinna postaé
AD jest spowodowana mutacjami w genach PSENI, PSEN2
i APP [59]. Mutacja w genie PSENI kodujgcym preseni-
line 1 - biatko odpowiedzialne za glikozylacje i transport
podjednostki VOal lizosomalnej v-ATPazy - wyraznie
uposledza funkcje lizosomu [50]. V-ATPaza pelni gtéwna
role w dojrzewaniu lizosoméw, posredniczac w fuzji
autofagosomu z lizosomem. Zmutowana presenilina 1
jest przyczynag braku funkcjonalnej v-ATPazy w btonie
lizosomu, czego skutkiem jest wzrost lizosomalnego pH,
zaburzenie makroautofagii i gromadzenie sie AV [101].
Jednak wedtug niektdérych autoréw mutacje w genie
PSENI nie maja wptywu na proces autofagii, lecz akty-
wujg biogeneze lizosoméw. W mysich neuronach pozba-
wionych PSEN1 zaobserwowano bowiem wiaczanie sie
sieci regulacji genetycznej lizosoméw (CLEAR). Akty-
wowarne geny wzmagaly biosynteze lizosoméw, mimo
niskiej ekspresji gtéwnego czynnika transkrypcyjnego
TFEB, ktéry indukuje biosynteze lizosoméw przyla-
czajgc sie do miejsc docelowych CLEAR. Obserwowany
alternatywny, niezalezny od TFEB, mechanizm indukgji
biosyntezy lizosoméw wskazuje na wazna role presenilin
w regulacji biosyntezy lizosoméw [108].

Choroba Parkinsona

Choroba Parkinsona (PD) jest najczeéciej wystepujacym
zaburzeniem ruchowym i drugg co do czestosci choroba
neurodegeneracyjna. Charakterystycznymi dla PD obja-
wami sg: drzenie spoczynkowe, sztywno$¢ miesniowa,
hipokinezja oraz zaburzenia chodu i postawy. Objawy sa
spowodowane degeneracja neuronéw dopaminergicz-
nych istoty czarnej i neuronéw monoaminergicznych
w pniu mézgu [108]. Na wystepowanie PD majg wplyw
rézne czynniki, w tym genetyczne, jednak za gtéwny
czynnik ryzyka uwaza sie wiek. Poczatek PD zwykle
obserwuje sie po 65 roku zycia, a czesto$¢ wystepowania
w tej populacji wynosi 2-3% [85].

Badania post mortem mézgdw chorych na PD umozliwity
zaobserwowanie w nich charakterystycznej zmiany neu-
rodegeneracyjnej, tj.: znaczng redukcje liczby neuronéw
istoty czarnej, obecno$é wtretéw cytoplazmatycznych
zwanych ciatami Lewy’ego (LB) oraz neurytéw Lewy’ego.
[96]. Gtéwnym sktadnikiem LB zaréwno w idiopatycznej,
jak i w rodzinnej postaci PD jest zmutowana lub zmo-
dyfikowana potranslacyjnie a-synukleina (ASN) [21].
Zdolno$¢ ASN do tworzenia agregatéw jest uwazana za
gtéwny patomechanizm PD, jednak sposéb w jaki ASN
degeneruje neurony dopaminergiczne pozostaje nie-
wyjasniony. Oprécz ASN, w LB zidentyfikowane zostaty
markery lizosomalne i autofagosomalne: LC3 (biatko
zwigzane z mikrotubulami), LAMP1, LAMP2a, katep-
syna D, VPS35, glukocerebrozydaza (GBA) i lizosomalna
ATP-aza (ATP13A2) [8]. Ponadto w LB wystepuja takze
uszkodzone mitochondria oraz sktadowe uktadu endo-
somalno-lizosomalnego. Na tej podstawie wysunieto

hipoteze, ze LB powstaja przy uszkodzonych lizoso-
mach z niezdegradowanych autofagosoméw, pochtania-
jac je zwiekszaja swoje rozmiary, tym samym powaznie
uszkodzajgc sgsiadujace organelle i komérki powodu-
jac neurodegeneracje [21]. Dodatkowych dowodéw na
udziat lizosoméw w rozwoju PD dostarczajg badania
post mortem mdzgéw pacjentédw z PD, ktére wykazaty
w neuronach zmniejszenie liczby lizosomdw, obnizenie
ekspresji biatek lizosomalnych (katepsyna D, LAMP-1,
LAMP-2a, Hsc70) oraz akumulacje niezdegradowanych
AP. Podobne zmiany neuropatologiczne zaobserwo-
wano takze na modelach zwierzecych PD zaréwno gene-
tycznych, jak i po podaniu toksyny mitochondrialnej
1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyny (MPTP)
[21,96].

Lizosomy sa miejscem degradacji ASN, gdzie dociera
w wyniku CMA lub endocytozy [85]. Jednak zmutowana
lub potranslacyjnie zmodyfikowana ASN blokuje pro-
ces CMA zapobiegajac swojej proteolizie, jednocze$nie
uniemozliwiajac degradacje pozostatych substratéw [8].
Toksyczna ASN zaburza transport elektronéw w I kom-
pleksie mitochondrialnym generujacym duze ilosci
ROS, ktére indukujag LMP. Uwalniane do cytoplazmy
katepsyny aktywujg apoptoze neuronéw [96]. Ponadto
uszkodzone lizosomy upo$ledzaja proces autofagii indu-
kowany w odpowiedzi na wzrost stezenia patologicznej
ASN. Obecno$¢ licznych AP jest skutkiem zaburzenia
dojrzewania autofagolizosoméw [85]. Wolnorodnikowe
uszkodzenie lizosoméw uruchamia LCD i proces neuro-
degeneracji niezaleznie od ASN, jako naturalne nastep-
stwo starzenia sie tkanki nerwowej [8]. Wykazano, ze
wolnorodnikowe uszkodzenia btony lizosomalnej w neu-
ronach dopaminergicznych sa identyczne jak w komér-
kach hipokampa. Destabilizacja btony lizosomu jest
wynikiem karbonylacji Hsp70.1 nawet w tym samym
regionie co w AD czyli Arg469 [65].

Role lizosoméw w patogenezie PD potwierdza to, ze
chorzy na niektére postacie rodzinnej choroby Parkin-
sona posiadaja mutacje w genach kodujacych biatka
lizosomalne. Dotychczas zbadano dwa geny, ktére maja
istotny udzialt w rozwoju mniej typowych postaci par-
kinsonizmu. Pierwsza mutacja dotyczy genu kodujacego
GBA - enzymu rozktadajacego glukozyloceramid. Niedo-
bory aktywnosci tego biatka sg podlozem takze innego
schorzenia, nalezacej do LSDs - choroby Gauchera (GD).
Jednak GD jest dziedziczona w sposéb autosomalny
recesywny, natomiast w parkinsonizmie zwigzanym
z mutacjg w genie GBA jest dziedziczenie autosomalne
dominujace. Oznacza to, ze parkinsonizm rozwija sie
jedynie u heterozygot (GD natomiast u homozygot)
wzgledem zmutowanego GBA. Posiadanie jednego zmu-
towanego allelu GBA jest istotnym czynnikiem ryzyka
PD i otepienia z ciatami Lewy’ego [21]. Mutacje w genie
GBA majg wplyw na proces akumulacji ASN, gdyz zabu-
rzaja funkcje lizosomdéw. Ponadto GBA zostat zidentyfi-
kowany jako sktadnik LB. Badania przeprowadzone przez
Mazzulli i wsp. [58] na mysich neuronach korowych
i ludzkich neuronach otrzymanych z indukowanych plu-
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ripotencjalnych komérek macierzystych (iPSC) wyka-
zaly, ze interakcje GBA-ASN majg charakter dodatniego
sprzezenia zwrotnego. Nieroztozony glukozyloceramid
odktada sie wewnatrz lizosoméw, powodujac ich uszko-
dzenie i utrate funkcji proteolitycznych. W zwiazku
z tym dochodzi do nagromadzenia ASN, ktéra obniza
poziom aktywnego GBA przez uposledzenie jego trans-
portu z ER/AG do lizosomdw, zwiekszajac akumulacje
ASN [58].

Druga mutacja dotyczaca biatek lizosomalnych zwigzang
z patogenezg PD jest mutacja w genie ATP13A2 dziedzi-
czona w sposéb autosomalny recesywny [85]. Mutacja
ATP13A2 jest charakterystyczna dla postaci parkinso-
nizmu podatnego na leczenie lewodopa znanego jako
zespdt Kufor-Rakeb (KRS). Gen ATP13A2 koduje lizoso-
malng ATP-aze, pelnigcg bardzo wazne funkcje w utrzy-
maniu integralno$ci lizosomu i zapewnieniu w jego
wnetrzu kwasdnego $srodowiska optymalnego do aktyw-
nosci hydrolaz. Ponadto dziata neuroprotekcyjnie prze-
ciwko réznym stresorom, tj.: dysfunkcjom I kompleksu
mitochondrialnego czy stresowi oksydacyjnemu [104].
Badania przeprowadzone na fibroblastach pobranych od
pacjentéw z KRS oraz na liniach komérkowych z wyta-
czonym ATP13A2 wykazaly wystepowanie dysfunkcji
lizosoméw charakteryzujacych sie destabilizacjg ich
btony, spadkiem kwasowo$ci wnetrza lizosomu, obni-
zeniem aktywnosci hydrolaz i ostabieniem ALP wywo-
tujacym akumulacje niezdegradowanych AP. Badane
komérki wykazywaty tez znaczng ekspresje ASN, ktéra
wzmagata procesy $mierci neurondw [21].

Badania mechanistyczne przeprowadzone przez Vila
i wsp. [96] na myszach traktowanych MPTP nie pozosta-
wiaja watpliwosci, ze §mieré neuronéw dopaminergicz-
nych czesci zbitej istoty czarnej w PD jest poprzedzona
dysfunkcjg lizosoméw, ktéra jest przyczyng zaburzenia
procesu autofagii. W celu weryfikacji stusznosci hipo-
tezy badacze przeprowadzili test sprawdzajacy, reak-
tywujac ALP przez podanie rapamycyny. Skutkiem byt
wyrazny wzrost liczny funkcjonalnych lizosoméw, obni-
zenie stopnia akumulacji AP i ostabienie proceséw neu-
rodegeneracyjnych [69,96].

Lizosomalne choroby spichrzeniowe

Lizosomalne choroby spichrzeniowe (LSDs) nalezg do
wrodzonych zaburzen metabolizmu, dziedziczonych
autosomalnie recesywnie (z wyjatkiem choroby Danona,
Fabry’ego i mukopolisacharydozy 11, ktérych dziedzicze-
nie jest sprzezone z chromosomem X). LSDs sa hetero-
genna grupg okoto 60 chordb, ktérych wspdlng cecha jest
gromadzenie niezdegradowanych substancji wewnatrz
lizosomdw, natomiast zréznicowana pod wzgledem zmu-
towanego genu kodujacego, spichrzanej substancji oraz
swoistosci tkankowej [73]. Rodzaj spichrzanego mate-
riatu jest gtéwnym kryterium diagnostycznym LSDs.
Na tej podstawie wyrdzniono nastepujace grupy cho-
réb LSDs: mukopolisacharydozy zwigzane z zaburzona
hydroliza glikozozaminoglikanéw (GAGs), oligosachary-

dozy, u podtoza ktérych lezg niedobory enzyméw roz-
ktadajacych grupy cukrowe w taficuchach bocznych
glikoprotein, mukolipidozy spowodowane mnogimi
niedoborami enzyméw lizosomalnych oraz sfingoli-
pidozy spowodowane zaburzeniem metabolizmu sfin-
golipidéw [78]. Sfingolipidy w ukltadzie nerwowym
pelnia szczegdlne funkcje tworzac budulec zaréwno
istoty biatej (galaktocerebrozyd, sulfatydy i sfingomie-
lina s gtéwnymi sktadnikami ostonki mielinowe;j), jak
i szarej (neuryty sa bogatym Zrédtem gangliozydéw).
Wewnatrzlizosomalna akumulacja niezdegradowanych
lipidéw w komérkach nerwowych tworzy podtoze neu-
rodegradacji prowadzacej do powaznych zaburzen neu-
rologicznych i $mierci w mtodym wieku. Wiekszo$¢ LSDs
jest spowodowana niedoborem aktywnosci enzyma-
tycznej kwasnych hydrolaz [53]. Pozostate natomiast sa
zwigzane z mutacjami biatek btony lizosomalnej:

« bialek enzymatycznych, tj. H-ATPaza lub

* nieenzymatycznych biatek integralnych btony odpo-
wiedzialnych za prawidtowe funkcjonowanie lizosoméw.

Zréznicowanie pod wzgledem czynnika etiopatologicz-
nego LSDs wystepuje nawet w obrebie poszczegdlnych
grup tych schorzeri [78].

Przyktadem sfingolipidozy jest choroba Niemanna-Picka
typu A (NPA) spowodowana odktadaniem sie sfingomie-
liny i cholesterolu w komérkach nerwowych i makro-
fagach [100]. Podtozem choroby jest mutacja w genie
SMPD1 kodujagcym ASM [44]. Wewnatrz lizosomdw spi-
chrzanie lipidéw stanowigcych gtéwny sktadnik btony
komérkowej i ostonki mielinowej powoduje powazne
uszkodzenia duzych komérek majacych rozgatezione
drzewko dendrytyczne i rozlegla btone komérkowa.
Z tego wzgledu najbardziej podatne na degradacje sa
komdrki Purkinjego [99].

Choroba Niemanna-Picka typu C (NPC), w odréznieniu
od NPA, jest spowodowana zaburzeniem wewnatrzko-
mdrkowego transportu endogennego cholesterolu [64].
Podtozem NPC sg mutacje w genach kodujacych biatka
NPC1 i NPC2 biorace udzial w transporcie cholesterolu
[64,107]. Gen NPC1 koduje blonowy transporter cho-
lesterolu, a produktem genu NPC2 jest rozpuszczalne
lizosomalne biatko wigzace cholesterol [23,73]. Wiek-
sz0$¢ przypadkéw NPC jest zwigzana z deficytem NPC1.
Dotychczas zdiagnozowano prawie 20 przypadkéw muta-
cji NPC2. Niezaleznie od umiejscowienia mutacji obraz
kliniczny jest taki sam, co $wiadczy o tym, ze produkty
obu gendéw sa niezbedne do prawidtowego metaboli-
zmu lipidéw. Biatko NPC1 uczestniczy w procesie fuzji
autofagosomdw z lizosomami, natomiast NPC2 bierze
udziat w odwrotnym do fuzji procesie zwanym fragmen-
tacjg prowadzacym do resyntezy lizosoméw. Odzyski-
wane z endolizosomdéw lizosomy tacza sie z kolejnymi
autofagosomami w celu degradacji ich zawartosci [31].
Mutacje genu NPC1 uniemozliwiajg degradacje zgroma-
dzonego materiatu, a mutacje genu NPC2 uposledzaja
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resynteze nowych lizosoméw [23,73]. W transporcie
cholesterolu uczestnicza oba biatka NPC. NPC2 umiej-
scowiony w $wietle endosomu wigze wolny cholesterol
(FC) i transportuje go do transblonowego NPC1, ktdéry
kieruje FC do miejsc docelowych [48]. Mutacja jednego
z gendéw zaburza transport cholesterolu, czego nastep-
stwem jest odktadanie sie niezestryfikowanego choleste-
rolu wewnatrz lizosomdw i endosoméw [95]. W systemie
endosomalno-lizosomalnym gromadzg sie takze inne
lipidy, tj.: BMP, sfingomielina, glikosfingolipidy i sfin-
gozyna. Gromadzacy sie wewnatrz lizosoméw i péznych
endosomdw cholesterol zaburza transport biatek miedzy
tymi przedziatami, co réwniez wptywa na dysregulacje
proceséw komérkowych [107]. Ponadto spichrzajgcy sie
wewnatrz lizosomu material ma negatywny wptyw na
aktywno$¢ proteolityczng lizosoméw, a jednocze$nie
indukuje proces autofagii. Paradoksalnie aktywacja pro-
przezyciowego szlaku jest gtéwng przyczyna szybkiego
rozwoju NPC. Syntetyzowane AP odktadaja sie wewnatrz
neuronéw wraz z dojrzatymi AL, co $wiadczy o zabu-
rzeniu ostatniego etapu autofagii z powodu redukcji
aktywnosci hydrolitycznej lizosoméw [27]. Zaburzenia
autofagii sa procesem wtérnym do pierwotnych mutacji
w genie NPC [73].

Mutacje genéw NPC1 i NPC2 biorg takze udziat w pato-
genezie choréb neurodegeneracyjnych zwiazanych
z procesami starzenia, tj. PD, zwyrodnieniem platéw
czotowych i skroniowych oraz postepujacym poraze-
niem nadjagdrowym [106]. Neurony oséb chorych na
NPC wykazuja zmiany typowe dla AD, tj.: NFT, dysfunk-
cje systemu lizosomalnego oraz endosomy obtadowane
APP i AB. W obu patologiach, §mieré neuronéw jest zwia-
zana z zaburzeniem endosomalno-lizosomalnego szlaku
transportu cholesterolu [62].

PismiennicTwo

Obecnie uwaza sie, ze $mieré neuronéw w LSDs nie jest
bezposrednig przyczyng deficytéw aktywnosci biatek
lizosomalnych, lecz skutkiem zaburzenia procesu auto-
fagii w wyniku spichrzania lizosomalnego [78]. Groma-
dzace sie wewnatrz lizosomdw, niezdegradowane lipidy
zaburzajg funkcje lizosomdw, co uniemozliwia fuzje tych
organelli z autofagosomami. Upo$ledzenie dojrzewania
AL zaburza degradacje patologicznych biatek i uszko-
dzonych mitochondriéw, a to prowadzi do wewnatrz-
komérkowej akumulacji niezdegradowanego materiatu
i $mierci neuronéw [53]. Obserwowana w LSDs waku-
olizacja cytoplazmy i obecno$¢ toksycznych agregatéw
biatkowych wskazuje na duze podobieristwo tych choréb
do postepujacych neurodegeneracji wieku podesztego.
Ze wzgledu na to, ze zaburzenia autofagii stanowia
wspdlny element patomechanizmu przewlektych neuro-
degeneracji i LSDs, mimo wielu réznic, zostaly zaliczone
do choréb spowodowanych zaburzeniem autofagii (auto-
phagic disorders) [78].

PopsumowaNie

Liczne dane literaturowe wskazuja na udziat lizosoméw
w procesach neurodegeneracyjnych zaréwno tych zwia-
zanych z procesami starzenia sie OUN, jak i tych o pod-
tozu genetycznym. Dysfunkcje lizosoméw prowadza do
wakuolizacji neuronéw obserwowanej w licznych NDs,
a uwalniane z lizosomdéw katepsyny indukuja szlak
$mierci komérki zwany lizosomalna $§miercig komorki,
ktéra jest gtéwna przyczyng gwaltownej utraty neu-
ronéw w regionach charakterystycznych dla danej
choroby. Uwaza sie, ze poznanie mechanizméw zapobie-
gajacych uszkodzeniu lizosoméw umozliwi opracowanie
skutecznych metod terapeutycznych w leczeniu pacjen-
téw z chorobami neurodegeneracyjnymi.
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