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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Autofagia jest wewnatrzkomdrkowym procesem degradacji makroczasteczek i organelli komor-
kowych odgrywajacym wazna rol¢ w utrzymaniu homeostazy oraz odpowiedzi na wiele bodZcow
uszkadzajacych. W ciaggu ostatnich kilku lat pojawito si¢ wiele danych wskazujacych na wyrazne
nasilenie autofagii w neuronach po niedokrwieniu mézgu. W pracy przedstawiono biosynteze au-
tofagosomoéw oraz znaczenie i molekularne mechanizmy neuronalnej autofagii podstawowej i in-
dukowanej. Omoéwiono takze ostatnio opublikowane prace dotyczace potencjalnej roli autofagii
w niedokrwieniu mézgu. Wyniki badan eksperymentalnych zaréwno in vivo, jak i in vitro suge-
ruja, iz szlaki sygnatowe zwiazane z autofagia moga stanowi¢ punkt wyjscia dla nowych strate-
gii neuroprotekcyjnych.
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Summary

Autophagy is an intracellular process of macromolecule and organelle degradation, which plays
an important role both in maintaining homeostasis and in responding to various harmful stimu-
li. Recent studies clearly indicate upregulation of autophagy in neurons challenged with brain
ischemia. In this paper we present biosynthesis of autophagosomes as well as the role and mole-
cular mechanisms of basal and induced neuronal autophagy. We have also reviewed recently pu-
blished papers concerning the potential role of autophagy in brain ischemia. Results of both in
vivo and in vitro experimental studies indicate that signaling pathways related to autophagy mi-
ght become a target of new neuroprotective strategies.
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Autofagia (samostrawienie) jest definiowana jako wyso-
ce zachowawczy filogenetycznie mechanizm, w przebie-
gu ktérego komorka degraduje uszkodzone, obumarte
badz zuzyte elementy swej struktury [54]. W tym zlozo-
nym procesie angazujacym uktad endosomalno-lizosomal-
ny trawione sa wytworzone w nadmiarze, stare lub niepo-
trzebne makroczasteczki (w tym biatka o dtugim okresie
pottrwania) oraz organella komdrkowe (mitochondria, pe-
roksysomy, fragmenty aparatu Golgiego i retikulum endo-
plazmatycznego) [77].

Autofagi¢ obserwuje si¢ zaréwno podczas prawidlowego
wzrostu i réznicowania komorek, jak i w sytuacjach pato-
logicznych, tj. gtodzenia, infekcji bakteryjnych, powsta-
wania Zle pofatdowanych biatek czy obecnosci uszkodzo-
nych komérkowych elementéw strukturalnych [35,38,68].
W wielu badaniach wykazano, ze skuteczna autofagia moze
chroni¢ przed apoptoza [74]. Mimo iz autofagia odgrywa
wazna prozyciowa rol¢ i warunkuje homeostaze komoérki
moze takze prowadzi¢ do jej Smierci [13]. Z tego powo-
du autofagia jest czgsto opisywana jako typ II programo-
wanej Smierci komoérki (type II programmed cell death —
PCD II) — w odréznieniu od apoptozy, czyli PCD I [40,76].

Ostatnie lata przyniosty wiele danych wskazujacych, ze
zaburzenia autofagii mogg odgrywac istotng rolg w pato-
genezie schorzen osrodkowego uktadu nerwowego (OUN)
w tym choroby Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona czy
niedokrwienia/niedotlenienia mézgu [3,63].

Udar niedokrwienny (zawat) mézgu stanowi trzecia co do
czestosci przyczyne $Smierci oséb dorostych w krajach wy-
sokorozwinigtych oraz gtéwny powdd trwalego inwalidz-
twa 0s6b po 40 roku zycia [11,39]. Niedokrwienie OUN

jest takze czgstym urazem okoloporodowym, mogacym
doprowadzi¢ do znacznych zaburzeit w rozwoju funkcji
kognitywnych i motorycznych na skutek permanentnego
uszkodzenia mézgu [19]. Rozmiar i charakter uszkodzen
spowodowanych niedokrwieniem zaleza od jego zasiggu
i czasu trwania oraz stopnia rozwoju mézgu [91]. Obecnie
jedyna skuteczna terapia farmakologiczna udaru niedo-
krwiennego mdézgu jest leczenie trombolityczne z uzy-
ciem rekombinowanego tkankowego aktywatora plazmi-
nogenu (rt-PA). Terapia trombolityczna charakteryzuje si¢
jednak duzym ograniczeniem ze wzgledu na waskie — trzy-
godzinne — okno terapeutyczne [32]. Dlatego tez uwaga
badaczy i klinicystéw skupia si¢ na poszukiwaniu alterna-
tywnych mozliwosci terapeutycznych. Badania prowadzo-
ne sa w dwoch zasadniczych kierunkach: (i) przywrdécenia
prawidtowego przeptywu krwi (reperfuzji) w obszarze ob-
jetym ischemia oraz (ii) neuroprotekcji, ktérej celem jest
zapobieganie wystgpowaniu niekorzystnych zmian bioche-
micznych w wyniku kaskady niedokrwiennej [22].

Z literatury przedmiotu wynika, iz w patomechanizmie nie-
dokrwienia mézgu istotng rolg odgrywaé moze autofagia
[1,33,91]. Rola jaka autofagia odgrywa w komoérkach ner-
wowych narazonych na ischemig jest dyskusyjna. Nie ulega
jednak watpliwosci, ze poznanie zaréwno szlakéw sygna-
lizacyjnych prowadzacych do autofagii w niedokrwieniu,
jak 1 mechanizméw regulujacych wspoéizaleznosé: autofa-
gia-apoptoza moze si¢ przyczyni¢ do opracowania nowych
strategii terapeutycznych.

B10SYNTEZA AUTOFAGOSOMOW

Termin autofagia oznaczajacy dostownie ,,samozjadanie”
wprowadzono w latach szesédziesiatych XX wieku [31].
Obecnie, zaleznie od mechanizmu dostarczania do lizoso-
mow materiatu przeznaczonego do degradacji, wyrdznia
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si¢ trzy podstawowe postaci autofagii: makroautofagie,
mikroautofagie oraz autofagi¢ zalezna od chaperonéw.
Podmiotem przedstawionych nizej rozwazan jest makro-
autofagia — prototypowa posta¢ autofagii polegajaca na
formowaniu, dojrzewaniu oraz degradacji przez lizosomy
wakuoli autofagicznych (nazywanych autofagosomami).
Dlatego tez termin ,,autofagia” uzywany w niniejszej pra-
cy odnosi si¢ jedynie do makroautofagii.

Autofagia jest czteroetapowym procesem obejmujacym
kolejno fazy: (i) indukcji polegajacej na odgrodzeniu czg-
$ci cytoplazmy przez btong izolujaca zwang fagoforem
(nukleacja); (ii) przeksztalcenia fagoforu w zamknigty
i otoczony podwodjng btong autofagosom, ktory zawiera
czg$¢ cytoplazmy i organelle; (iii) dojrzewania autofago-
somu poprzez fuzj¢ jego zewnetrznej btony z lizosomem
i utworzenie autofagolizosomu (nazywanego takze auto-
lizosomem); (iv) degradacji wewngtrznej btony autofago-
somu, a nastgpnie jego zawartosci przez enzymy lizoso-
malne [18,58] (ryc. 1).

Za kontrolg procesu odpowiadaja produkty rodziny wyso-
ce zachowawczych ewolucyjnie genéw Atg (AuTophaGy-
related). Z dotychczas opisanych 32 przedstawicieli bia-
tek Atgu drozdzy [21], 14 wykazuje homologi¢ z biatkami
ssakow [30]. Zdecydowana wigkszos$¢ produktéw gendw
Atg uczestniczy w procesie indukcji i formowania autofa-
gosomu (Atgl-Atgl0, Atgl2-Atgl4, Atgl6-Atgl8, Atg29,
Atg31). Przebieg autofagii zalezny jest od kaskady bialek
Atg i mechanizmu ich wspétdziatania [82].

Powstanie fagoforu inicjowane jest najprawdopodobnie;j
w retikulum endoplazmatycznym (ER) pozostajacym w dy-
namicznej rownowadze z aparatem Golgiego i p6Znymi en-
dosomami [4,86]. W obszarze indukcji obserwuje si¢ na-
gromadzenie komplekséw biatek Atg [70]. Gtéwna role
w tej fazie autofagii odgrywa transbtonowe biatko Atg9.

Wykazano, ze krazy ono pomigdzy siecig trans aparatu
Golgiego, a péZznymi endosomami dostarczajac sktadnikéw
lipidowych niezbgdnych do formowania i wydtuzania bton
fagoforu [61]. Atg9 nie stwierdza si¢ w dojrzatych i w petni
uksztattowanych autofagosomach [28]. W mechanizm usu-
wania Atg9 z obszaru formowania fagoforu zaangazowana
jest kinaza serynowo-treoninowa Atg1 (u ssakéw funkcjo-
nalnym homologiem jest kinaza Ulkl). Aktywnos¢ Atgl
podlega regulacji przez interakcje biatko-biatko, zwtasz-
cza z fosfoproteina Atgl3 [62,70]. W prawidlowych wa-
runkach (np. podczas wzrostu) Atgl3 wystgpuje w postaci
hiperufosforylowanej i wykazuje niewielkie powinowactwo
do Atgl. Natomiast podczas gtodzenia, hipoksji, niedobo-
ru energii lub czynnikéw wzrostowych Atgl13 jest szybko
defosforylowana, co skutkuje wigkszym powinowactwem
do Atgl i indukcja autofagii z powodu uruchomienia ka-
skady biatek Atg. Formowanie fagoforu (nukleacja) na-
stepujace po indukcji jest regulowane przez Atgl, Atg9
oraz kompleks zawierajacy kinaze¢ 3-fosfatydyloinozytolu
(PI3K) klasy III (Vps34), Bekling 11 p150. Kinaza Vps34
jest zaangazowana w proces autofagii tylko wowczas, gdy
wystepuje w kompleksie z Bekling 1 i innymi biatkami re-
gulatorowymi. Interakcje te nasilaja jej aktywnos¢ katali-
tyczna i powoduja zwigkszone wytwarzanie fosfatydylo-
inozytolo trifosforanu (PIP3) — niezbgdnego do elongacji
fagoforu i przytaczania do niego kolejnych biatek Atg [26].

Na etap elongacji sktadaja si¢ dwa procesy koniugacji, przy-
pominajace proteosomalna Sciezke ubikwitynylacji biatek.
Pierwszy z nich inicjuje formowanie wiazania izopeptydo-
wego pomigdzy C-koricowa glicyna Atgl2, a wewngtrzna
lizyna Atg5S [78]. W procesie tym posredniczy Atg7, ktéry
powoduje zalezng od ATP aktywacje Atgl2, a zatem dzia-
ta homologicznie do enzymu E1 podczas ubikwitynylacji.
Atg12 jest nastgpnie przenoszone na Atg10 (dziatajace po-
dobnie do E2), co prowadzi do zwigzania Atgl2 z Atg5
[21]. Po niekowalencyjnym przylaczeniu dimeru Atgl6L
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do powstalych komplekséw Atgl2-AtgS powstaja multi-
mery Atgl2-Atg5-Atgl6L [5]. Sugeruje sig, ze multime-
ry te odpowiadajq za zakrzywienie powstajacego fagoforu
przez zaangazowanie drugiego systemu koniugacji, pole-
gajacego na przylaczeniu fosfatydyloetanoloaminy (PE)
do biatka LC3 przy alternatywnym udziale proteaz Atg4,
Atg7 (enzym E1) lub Atg3 (enzym E2) [47]. W procesie
tym dochodzi do konwersji LC3 z rozpuszczalnej, cyto-
plazmatycznej postaci LC3-1 w posta¢ lipofilng LC3-I1, co
umozliwia wbudowanie go do bton autofagosomu i auto-
fagolizosomu. Poniewaz ekspresja LC3-II jest Scisle sko-
relowana z iloscia autofagosoméw, stad tez jest uwazana
za najbardziej wiarygodny marker aktywnych autofago-
somoéw 1 autofagolizosoméw [87]. W wyniku kaskady po-
wyzszych zdarzen z fagoforu powstaje w petni uksztatto-
wany autofagosom, ktérego wielkos¢ w komorkach ssakéw
jest zréznicowana i utrzymuje si¢ w zakresie 0,5-1,5 pm
[54]. LC-II pozostaje przylaczone do blony autofagoso-
mu az do fuzji z lizosomem, po ktérej powstaje dojrza-
ly autofagolizosom. W fuzji biora udzial biatka SNARE
i Rab, a zwlaszcza Rab7, ktore jest niezbedne dla dojrze-
wania autolizosomu [18].

AUTOFAGIA PODSTAWOWA W NEURONACH

Mizushima [53] zaproponowat subklasyfikacj¢ autofagii
w zaleznos$ci od roli jaka petni na podstawowa (fizjolo-
giczna) i indukowana. W wigkszosci komérek, autofagia
podstawowa utrzymuje si¢ na niskim poziomie i z fizjolo-
gicznego punktu widzenia jest istotna dla konstytutywnego
obrotu biatek i innych sktadnikéw cytoplazmy oraz selek-
tywnej eliminacji organelli uszkodzonych lub zbytecznych
(np. mitochondriéw lub peroksysoméw) [77]. Przyktadem
autofagii podstawowej jest takze eliminacja nadmiaru ko-
morek podczas rozwoju zarodkowego. Ponadto sugeruje sie,
ze moze ona determinowac dlugos¢ zycia organizmu [85].

Mimo iz podstawowy poziom autofagii jest niewatpliwie
istotny do utrzymania homeostazy komoérkowej, neurony
w stanie fizjologicznym wykazuja stosunkowo niewielka
liczbg autofagosoméw i prawdopodobnie powolna ich bio-
syntezg [89]. Niski poziom autofagii podstawowej w neu-
ronach moze by¢ zwiazany ze zdolnoscia tych komoérek
do wykorzystywania jako Zrédta energii nie tylko glukozy,
ale takze cial ketonowych [7]. Ponadto, w warunkach sil-
nego niedoboru substratéw energetycznych (tj. ischemia),
tymczasowym Zrédiem energii dla neuronéw sa przylegte
astrocyty przeksztatcajace glukoze do mleczanéw w proce-
sie glikolizy oraz zawierajace zapasy glikogenu. Komérki
astrocytarne dziataja protekcyjnie wobec neuronéw réw-
niez ze wzgledu na intensywne wydzielanie czynnikéw
promujacych przezycie, tj. czynniki wzrostu i neuropepty-
dy [20]. Niski poziom neuronalnej autofagii podstawowe;j
jest takze warunkowany obecnoscia pewnych, swoistych
dla neuronéw biatek. Przyktadem moze by¢ wystgpujace
w znacznych iloSciach w neuronach biatko zwiazane z mi-
krotubulami 1B (MAPI1B), ktére z duzym powinowac-
twem wigze LC3 i hamuje formowanie autofagosoméw
[89]. Nalezy jednak wspomnie¢ o alternatywnej tezie, kt6-
ra zaktada ze neuronalna autofagia podstawowa zachodzi
z taka sama intensywnoscia jak w innych komérkach, ale
nowo wytworzone autofagosomy sa efektywnie eliminowa-
ne przez szybka fuzje z lizosomami. Dlatego tez w neuro-
nach nie dochodzi do akumulacji ,,struktur przejSciowych”

autofagii, a detekcja autofagosomoéw i innych markeréw
autofagii jest utrudniona [6].

Autofagia neuronalna podlega regulacji przez kilka row-
nolegtych wewnatrzkomérkowych szlakéw przekaznictwa
sygnatow, ktére s zaangazowane w przejscie procesu z po-
ziomu podstawowego (swoistego dla neuronéw) w wysoce
konserwowany stan indukowany (nazywany takze aktywa-
cja). Niedawno opublikowane wyniki badan na pierwot-
nych hodowlach neuronéw korowych wskazuja, iz taka
role pelni sygnalizacja insulinowa [88]. Zidentyfikowano
takze potencjalne biatkowe regulatory autofagii w neuro-
nach, tj. proteiny DJ-1/PARK7 i p53. Krebiehl i wsp. [37]
w modelu in vitro choroby Parkinsona stwierdzili, iz mu-
tacja E64D genu kodujacego DJ-1/PARK7 prowadzi do
znacznego ostabienia autofagii podstawowej oraz aku-
mulacji uszkodzonych mitochondriéw [37]. Z kolei biat-
ko p53 w regulacji autofagii zdaje si¢ wykazywac swoista
dychotomig: w prawidtowych warunkach metabolicznych
jest regulatorem negatywnym, a pod wptywem czynnikéw
stresogennych - aktywujacym proces. Jak wykazano w eks-
perymencie in vitro na kilku ludzkich i mysich liniach ko-
moérkowych (w tym neuroblastoma SH-SYS5Y) podstawowa
rola p53 w warunkach fizjologicznych jest supresja auto-
fagii [73]. Natomiast w warunkach genotoksycznych, on-
kogenicznych lub deprywacji troficznej p53 petni funkcje
induktora autofagii [41].

Zaburzenia w prawidtowo zachodzacej neuronalnej auto-
fagii podstawowej moga stanowi¢ podtoze choréb neuro-
degeneracyjnych [10]. Potwierdzaja to wyniki badan prze-
prowadzonych na myszach transgenicznych, u ktérych
zablokowano autofagie przez swoista dla neuronéw delecje
gendw Arg5 lub Arg7. U zwierzat obserwowano deficyty
w rozwoju funkcji motorycznych, bedacych skutkiem po-
stepujacej neurodegeneracji zwiazanej z gromadzeniem si¢
nieprawidtowych biatek, a nastgpnie formowaniem agrega-
tow 1 wtrgtow wewnatrzkomorkowych [23,34]. Podstawowa
autofagia w neuronach moze mie¢ zatem duzo wigksze
znaczenie biologiczne, niz poczatkowo przypuszczano.
Obecnie uwaza sig, iz sprawne oczyszczanie rozproszo-
nych biatek cytoplazmatycznych w procesie fizjologicz-
nej autofagii zapobiega akumulacji nieprawidlowych bia-
tek, ktore zaktocajq prawidtowe funkcjonowanie neuronéw
i ostatecznie prowadza do neurodegeneracji.

AUTOFAGIA INDUKOWANA W NEURONACH

Opréez niedokrwienia/niedotlenienia bodZcami wyzwa-
lajacymi autofagi¢ w mézgu sa m.in.: deprywacja pokar-
mowa, neurotoksyny, ekscytotoksycznos¢ czy zamknig-
te urazy glowy [41,52,89]. Podstawowa funkcja autofagii
jest zapewnienie prawidtowej odpowiedzi komdrkowej na
ograniczong podaz sktadnikéw odzywczych przez urucho-
mienie mechanizmu degradacji: autofagosom-lizosom.
Podczas aktywacji procesu, w neuronach zachodza zmia-
ny polegajace na deregulacji mechanizméw kontrolujacych
prowadzace do przejscia z poziomu podstawowego w in-
dukowany, na ktérym dochodzi do znacznej intensyfika-
cji biosyntezy autofagosoméw [89].

Zgromadzone dotad dowody bezsprzecznie wykazuja, ze
autofagia podlega kontroli przez regulatory, ktérych in-
dukcja zalezy od dostgpnosci sktadnikéw odzywczych.
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Naleza do nich: insulina, aminokwasy i kinaza aktywo-
wana AMP (AMPK) dziatajace poprzez biatkowa kinaze
serynowo-treoninowa mTOR (mammalian target of rapa-
mycin) [90] (ryc. 2).

Wedtug obecnego stanu wiedzy nadrzedna role w kontro-
li autofagii przypisuje si¢ kinazie mTOR. Pelni ona w ko-
moérkach OUN wiele funkcji zwiazanych z regulacja ich
zywotnosci i réznicowania, transkrypcji, translacji, degrada-
cji biatek, organizacji cytoszkietetu i autofagii [24]. W ko-
morkach ssakéw mTOR wystepuje w postaci dwdch, funk-
cjonalnie odrgbnych komplekséw biatkowych: mTORC1
i mTORC2. Kompleks mTORC1 odgrywa role w regula-
cji autofagii, jest wysoce wrazliwy na rapamycyng (Swo-
istego inhibitora mTOR). Natomiast mTORC?2 charakte-
ryzuje si¢ niewrazliwoscia na rapamycyne i odpowiada za
regulacje cytoszkieletu aktynowego oraz aktywnos¢ ki-
naz PKCa i Akt. Sktadnikami obu komplekséw sa kina-
za mTOR i biatko mLST8/GBL (G protein -subunit like
protein). Dodatkowo w skiad kompleksu mTORC1 wcho-
dzi biatko Raptor (regulatory associated protein of mTOR),
a w sktad mTORC?2 biatka Rictor (rapamycin-insensitive
companion of mTOR) i mSinl [81].

Mechanizm, przez ktéry mTOR dziata jako negatywny re-
gulator autofagii nie jest do konica poznany. Wydaje sig,
iz gtéwnym szlakiem prowadzacym do aktywacji mTOR
jest stymulowany przez insuling szlak kinazy 3-fosfatydy-
loinozytolu (PI3K). Kinaza PI3K zwigksza wytwarzanie
PIP3, ktéry wptywa na przemieszczenie si¢ do btony ko-
morkowej kinazy biatkowej zaleznej od fosfatydyloinozy-
toli (PDK1) oraz kinazy Akt. Aktywacja tej ostatniej za-
chodzi za posrednictwem fosforylacji dwoch aminokwaséw
— treoniny 308 (Thr308) przez PDKI1 i seryny 473 (S473)
przez kompleks mTORC2. Aktywna kinaza Akt hamuje
przez fosforylacje aktywnos$¢ kompleksu biatek hamarty-
ny (TSC1) i tuberyny (TSC2) (tuberous sclerosis complex,

TSC1/TSC2), czyli gtéwnego inhibitora szlaku sygnatowe-
go mTOR. Inaktywacja kompleksu TSC1/TSC2 skutku-
je oslabieniem aktywnosci GTP-azowej matego biatka G
— Rheb (homolog biatka Ras wzbogacony w mézgu; Ras
homolog enriched in brain). Jak wykazatly liczne badania
in vivo i in vitro, to wtasnie biatko Rheb zwigzane z GTP
jest silnym stymulatorem kinazy mTOR [57]. Ale oprécz
szlaku insulinowego, kinaza mTOR moze takze ulegad
aktywacji przez aminokwasy w podobnym mechanizmie
polegajacym na ostabieniu GTP-azowej aktywnosci biat-
ka Rheb [12]. Stad tez przyjmuje sig, ze zaréwno sygna-
lizacja insulinowa uruchamiajaca szlak kinazy PI3K, jak
i bezposrednia fosforylacja indukowana przez aminokwa-
sy sa niezbedne do pelnej efektywnosci enzymatycznej ki-
nazy mTOR i supresji autofagii.

Przeciwnie do insuliny i aminokwaséw dziata aktywna
kinaza AMPK, ktéra na skutek hamowania sygnalizacji
zaleznej od mTOR pobudza proces autofagii (ryc. 2 i 3).
AMPK reguluje szlaki metaboliczne wtaczajac procesy
wytwarzajace energi¢, a wylaczajac procesy ja zuzywaja-
ce optymalizujac tym samym wewnatrzkomérkowe proce-
sy energetyczne i pozwalajac przetrwaé okresy stresu ko-
morkowego [75]. Wzrastajacy komérkowy poziom AMP
lub (w mniejszym stopniu) spadek wytwarzania ATP pro-
wadzi do aktywacji AMPK w wyniku fosforylacji treoni-
ny 172 (Thr172) przez kinazy nadrzedne, do ktérych nale-
73 serynowo-treoninowa kinaza 11 (LKB1) i kinaza kinaz
kalmodulino-zaleznych (CaMKK) [75]. Aktywna AMPK
nasila autofagie¢ hamujac kompleks mTORC1 poprzez bez-
posrednia fosforylacje co najmniej dwdch biatek: TSC2 na
resztach serynowych réznych od miejsc docelowych innych
kinaz oraz sktadowej kompleksu mTORC1 — biatka Raptor
[42]. Wedtug ostatnich doniesieni, AMPK moze réwniez
aktywowac autofagi¢ bezposrednio wptywajac na kaskade
biatek Atg. Kim i wsp. [29] wykazali bowiem, ze w wa-
runkach deprywacji glukozy AMPK indukuje autofagie
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poprzez fosforylacje kinazy Ulk1 (ssaczy homolog kina-
zy Atgl) na resztach serynowych S317 i S777, co skutku-
je kaskada biatek Atg [29].

Udziat AMPK w aktywacji autofagii potwierdzono m.in.
w eksperymencie in vitro, w kKtérym czasowo wyciszono
ekspresje genu kodujacego AMPK w wyniku transfekcji
krétkich interferujacych RNA (siRNA) [49]. Swiadcza
o nim takze wyniki badania nad autofagia aktywowana
wzrostem wapnia wewnatrzkomérkowego ( [Ca“]i), w kto-
rym obserwowano supresj¢ procesu w warunkach in vitro
po zastosowaniu swoistego inhibitora AMPK — compound
¢ (6-[4-(2-piperydyno-1-yl-etoksy)-fenylo)]-3-pirydyno-4-
yl-pirazolono[1,5-a] pirymidyna) [25].

Ostatnio pojawia si¢ coraz wigcej danych wskazujacych,
iz w obrgbie komorki silnymi czynnikami aktywujacymi
autofagi¢ jest stres retikulum endoplazmatycznego (stres
ER) i dysfunkcja mitochondriéw (ryc. 2 i 3). Zaburzenia
w prawidtowym funkcjonowaniu ER, polegajace na obni-
zeniu zdolnosci do modyfikacji potranslacyjnych i wia-
Sciwej kontroli przebiegu faldowania biatek okresla sig
powszechnie jako odpowiedZ na nieprawidiowo ztozone
biatka (unfolded protein response — UPR). Wszystkie wy-
mienione na poczatku podrozdziatu czynniki wyzwalaja-
ce autofagie (w tym niedokrwienie/niedotlenienie mézgu)
sg zidentyfikowane takze jako bodZce indukujace stres ER
[26]. Obecnie przyjmuje si¢, iz dwa szlaki sygnalizacyjne
UPR s3 zaangazowane w sygnalizacj¢ autofagii indukowa-
na stresem ER: PERK/elF2a oraz Ire1/TRAF2/JNK [45].
Prawdopodobnie elF2a (eukariotyczny czynnik inicjacji
translacji 2t) ostatecznie aktywuje autofagie poprzez wzrost
ekspresji biatka Atgl2 oraz nasilenia konwersji LC3-I do
LC3-1II [36]. Ponadto wzrost st¢zenia wolnego wapnia
w cytosolu ([Ca*] ), na skutek stresu ER, moze aktywo-
wa¢ autofagi¢ w szlaku CaMKK/AMPK/mTORC1 [26].

Autofagia indukowana stresem ER moze zostaé¢ zaha-
mowana przez umiejscowiong w btonach retikulum

antyapoptotyczng proteing Bcl-2 [26]. Zaproponowano
dwa mechanizmy inhibicji autofagii przez Bcl-2. Jeden
z nich polega na obnizeniu st¢zenia stacjonarnego wap-
nia w ER ([Ca®*],,) i przez to ilosci wolnych jonéw Ca*
uwalnianych z ER po bodZcu stresowym. Nie docho-
dzi wtedy do aktywacji CaMKK i uruchomienia $ciezki
CaMKK/AMPK/mTORCI. Drugi natomiast zaktada, ze
Bcl-2 moze wstrzymywaé autofagi¢ na skutek wigzania
Bekliny 1, usuwajac ja tym samym z kompleksu z PI3K
niezbg¢dnego dla etapu nukleacji [26].

Liczne badania sugeruja takze Scisty zwiazek migdzy dys-
funkcja mitochondriéw a autofagia. Zaburzenia funkcji
mitochondriéw i zwiazane z nimi generowanie znacznych
ilosci reaktywnych form tlenu (RFT) sa jednym z gtow-
nych czynnikéw wyzwalajacych autofagi¢ w nastgpstwie
udaréw, urazéw oraz w przebiegu choréb neurodegenera-
cyjnych (ryc. 3).

RFT powoduja uszkodzenie DNA, peroksydacj¢ lipidéw
mitochondrialnych oraz rozpad/wzrost przepuszczalnosci
bton lizosomalnych [84]. Zaburzenie integralnosci lizoso-
mow umozliwia interakcj¢ uwolnionych z nich katepsyn
z proapoptotycznymi biatkami rodziny Bcl-2 (Bax, Bak,
tBid) prowadzac do indukcji mitochondrialnego szlaku
apoptozy oraz aktywacji kaspaz i DNazy II [72]. Nadmiar
RFT moze réwniez wptywaé na mechanizm molekularny
odpowiedzialny za regulacje autofagii. Na przyktad H,O,
generowany w warunkach stresu oksydacyjnego powoduje
inaktywacje proteazy cysteinowej Atg4, co promuje kon-
wersje biatka LC3, akumulacj¢ postaci lipidowej LC3-1I
w btonie fagoforu i formowanie autofagosomu [64].

AUTOFAGIA A APOPTOZA | NEKROZA W NIEDOKRWIENIU MOZGU

Objawy uszkodzenia mézgu powstate w wyniku niedo-
krwienia na skutek zakrzepu lub zatoru tgtnic mézgo-
wych sa konsekwencja masowej Smierci komérek w ob-
szarze ogniska niedokrwiennego. Zaledwie kilka sekund
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po zatrzymaniu mézgowego przeptywu krwi dochodzi do
uruchomienia tzw. kaskady niedokrwienia obejmujacej
kolejne zmiany biochemiczne, prowadzace do degradacji
struktur i blon komérkowych i ostatecznie do Smierci ko-
morek mézgowych [80]. U chorych dotknigtych ostrym
udarem niedokrwiennym obserwuje si¢ utrate okoto 120
milionéw neuronéw na godzing [39]. Uszkodzeniu pod-
legaja jednak nie tylko obszary mézgowia bezposrednio
dotknigte niedokrwieniem, ale takze tkanka z nim grani-
czaca okres$lana jako strefa tzw. penumbry czyli pdtcienia
niedokrwiennego [55]. Obszar penumbry stanowi cel po-
tencjalnych strategii neuroprotekcyjnych. Mimo bowiem,
iz czynnos¢ komorek strefy pélcienia zanika, to jednak nie
nastgpuja w nich natychmiastowe i trwate zmiany morfo-
logiczne [27].

Smieré komérek w wyniku niedokrwienia moze przebiegaé
w wyniku nekrozy i apoptozy. Obecnos¢ markeréw obu tych
proceséw zaobserwowano wielokrotnie w eksperymental-
nych modelach niedokrwienia mézgu zaréwno in vivo, jak
iin vitro [43]. Te dwie postaci $mierci komoérkowej r6znia
si¢ od siebie pod wzglgedem morfologicznym i molekular-
nym. Nekroze¢ charakteryzuje gwaltowny obrzek komor-
ki i organelli oraz utrata integralnosci btony komérkowe;j,
co prowadzi do uwalniania substancji aktywujacych pro-
ces zapalny i1 uszkadzajacych sasiednie tkanki. Natomiast
podczas apoptozy dochodzi do obkurczania si¢ jadra ko-
morkowego i fragmentacji DNA, a nastgpnie rozpadu ko-
morki na ciatka apoptotyczne otoczone btong. Apoptozie
nie towarzyszy zatem stan zapalny ani uszkodzenie komo-
rek sasiadujacych [71]. Procesy te rézni takze zapotrzebo-
wanie energetyczne. Nekroza jest uznawana za Smier¢ pa-
sywna, natomiast wkroczenie komorki na droge apoptozy
wymaga naktadéw energetycznych [59].

Wydaje si¢ jednak, ze zaréwno mechanizmy lezace u pod-
staw poischemicznej §mierci neuronéw, jak i ich kinetyka
sq znacznie bardziej ztozone niz mogtoby si¢ wydawac.
Stwierdzono bowiem, Ze oprdécz cech charakterystycznych
apoptozy i nekrozy, niektére komoérki w obszarze objetym
niedokrwieniem wykazuja obecnos¢ biatkowych marke-
row autofagii: Bekliny 1 i LC3-II [91]. Zwigkszonag licz-
be autofagosoméw oraz ekspresje bialek autofagicznych
wykazano w eksperymentalnych modelach niedokrwie-
nia ogniskowego [1,79] oraz przemijajacego mézgu [44].
Autofagie wywotang niedokrwieniem ogniskowym obser-
wowano u zwierzat do§wiadczalnych w korze mézgu, hi-
pokampie i prazkowiu [1,60]. Podobne wyniki otrzyma-
no w eksperymentach in vitro na pierwotnych hodowlach
neurondéw narazonych na ischemig [51] oraz na linii unie-
Smiertelnionych mysich neuronéw hipokampa (komorki
HT22) hodowanej w medium pozbawionym surowicy [69].

O zréznicowanej odpowiedzi komdrek nerwowych na nie-
dokrwienie §wiadczy¢ moze zaobserwowana w niektérych
z nich jednoczesna aktywacja szlakéw charakterystycznych
dla autofagii i apoptozy. W modelu przemijajacej, ogni-
skowej ischemii u szczura stwierdzono, ze pewna subpo-
pulacja neuronéw kory i prazkowia wykazuje jednocze-
$nie zwigkszong ekspresje¢ Bekliny 1 i aktywacj¢ kaspazy
3 [60]. Réwniez Carloni i wsp. [8] w modelu neurodege-
neracji indukowanej niedoborem tlenu (hipoksja/ischemia)
u noworodkéw szczurzych stwierdzili w czegsci komoérek
kory mézgowej wspotwystgpowanie podwyzszonej ekspresji

Bekliny 1 i markeréw typowych dla apoptozy. Najwigcej ko-
morek z jednoczesna aktywacja autofagii i apoptozy bada-
cze zidentyfikowali w powierzchniowych warstwach kory.
Natomiast znacznie mniej takich cech wykazywaty komor-
ki jej gtebszych warstw oraz regionu CA1 hipokampa. Co
istotne, tylko w kilku neuronach regionéw CA1 i CA2 hi-
pokampa stwierdzono kolokalizacje Bekliny 1 i jodku pro-
pidyny (PI) — znacznika nekrozy — co sugeruje, ze wzrost
ekspresji biatka wystepuje gtéwnie w komoérkach induku-
jacych program apoptozy [8]. Na podstawie opublikowa-
nych danych oraz badan wtasnych nad niedokrwieniem mo-
zgu Rami i Kogel [59] wprowadzili termin ,,apofagia” na
okreslenie apoptotycznej $§mierci komoérek z jednoczesna
nadekspresja Bekliny 1 i aktywacja kaspazy 3.

RoLA AUTOFAGII W NIEDOKRWIENIU MOZGU

Na obecnym etapie wiedzy nie mozna jednoznacznie od-
powiedzie¢ na pytanie, czy autofagia indukowana niedo-
krwieniem mézgu przyczynia si¢ do Smierci neuronéw, czy
tez dziata jako endogenny mechanizm neuroprotekcyjny,
a moze jest jedynie epifenomenem apoptozy i nekrozy? Na
podstawie dostgpnych danych literaturowych mozna jed-
nak wskazaé trzy gtéwne sugestie formutowane obecnie
o potencjalnym wptywie autofagii na ischemiczne neurony.

Po pierwsze wydaje sig, iz autofagia moze si¢ przyczy-
nia¢ do degeneracji neurytéw w niedokrwieniu moézgu.
Potwierdzeniem tej tezy jest stwierdzona przez Adhamiego
i wsp. [1] szybka i masywna degeneracja aksonéw neu-
ronéw korowych myszy 24 godz. po ischemii/hipoks;ji.
Wykazano takze zwiazek migdzy autofagia uruchomiona
w wyniku aktywacji AMPK, a powigkszeniem si¢ obszaru
niedokrwienia i gorszym rokowaniem [16,42]. Znaczna re-
dukcje rozmiaru uszkodzen poischemicznych oraz zmniej-
szona liczbg¢ martwych komérek obserwowano natomiast
u myszy z delecja neuronalna genu Azg7 [33]. Stwierdzono
ponadto, ze zahamowanie autofagii 3-metyloadenina (3-
MA) — swoistym inhibitorem kinazy Vps34 — powodo-
wato wzrost zywotnosci neuronéw w modelu ischemii in
vitro [51]. W badaniach in vivo u szczuréw z niedokrwie-
niem ogniskowym po podaniu 3-MA réwniez obserwo-
wano mniejsze uszkodzenia zwiazane z redukcja obrzeku
moézgu i deficytem funkcji motorycznych [79].

Po drugie, wielokrotnie wykazano jednak istotny udziat au-
tofagii w ochronie komoérek neuronalnych przed Smiercia
indukowana hipoksja/ischemia. Efekt cytoprotekcyjny ob-
serwowano m.in. w mysim modelu traumatycznego uszko-
dzenia mézgu [17], mézgach noworodkéw szczurzych na-
razonych na niedokrwienie/niedotlenienie [8] oraz mysich
neuronach hipokampa linii HT22 hodowanych w medium
pozbawionym surowicy [69]. Najbardziej istotnym mecha-
nizmem neuroprotekcyjnego dziatania efektywnej autofagii
w ischemii jest przypuszczalnie eliminacja uszkodzonych
mitochondriéow (tzw. mitofagia) i przerwanie apoptozy.
Selektywna eliminacj¢ mitochondriéw stwierdzono w ko-
morkach eukariotycznych po zablokowaniu kaspaz, a za-
tem sekwestracja organelli moze by¢ mechanizmem zapo-
biegajacym wejsciu komérki w apoptoze [83]. Natomiast
znikaniu mitochondriéw czegsSciowo zapobiegato podawanie
bafilomycyny A1 —inhibitora fuzji autofagosomoéw z lizo-
somami — co potwierdza udziat autofagii w tym procesie
[83]. Ponadto, degradacja nieprawidtowo funkcjonujacych
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mitochondriéw w autofagolisomach moze by¢ przejawem
adaptacji metabolicznej komorki do warunkéw hipoks;ji re-
gulowanej przez indukowany hipoksja czynnik transkryp-
cyjny (HIF-1) [66]. Mitofagia w niedotlenieniu jest zatem
uwazana za mechanizm przystosowawczy komorki na po-
ziomie metabolicznym, niezbedny do utrzymania home-
ostazy redoks i przezycia [66].

Sekwestracji w autofagosomach ulegaja takze fragmen-
ty ER uszkodzone na skutek dziatania RFT, co zapobie-
ga uwolnieniu do cytoplazmy zgromadzonych tam zaso-
béw wapnia oraz aktywacji apoptozy zaleznej od kaspazy
11 [15]. Niezmiernie istotne z punktu widzenia endogen-
nych mechanizméw neuroprotekcyjnych uruchamianych
po przejsciowym niedokrwieniu mézgu jest takze usuwa-
nie bialek uszkodzonych i/lub agregatéw biatkowych po-
przez autofagi¢. Niewydolnos¢ procesu ,,samostrawienia’”
moze skutkowac ich akumulacja, zwigkszajac tym samym
poziom stresu komérkowego i w perspektywie przyczyniaé
si¢ do opézZnionej $§mierci neurondw [44].

Za pozytywnym wpltywem autofagii przemawiaja takze
liczne dowody wskazujace na neuroprotekcyjne dziata-
nie rapamycyny — farmakologicznego aktywatora proce-
su [48,56]. Carloni i wsp. [9] stwierdzili nasilenie neuro-
nalnej autofagii z jednoczesnym oslabieniem apoptozy
1 wyraznym zmniejszeniem uszkodzenia mézgu po po-
daniu rapamycyny noworodkom szczurzym narazonym
na ischemig/hipoksje. Badacze obserwowali takze silna
fosforylacje kinazy Akt oraz czynnika transkrypcyjnego
CREB (cAMP response element binding protein), co po-
twierdza udzial szlaku PI3K/Akt/mTOR w autofagii indu-
kowanej niedokrwieniem.

Na podstawie ostatnio opublikowanych danych wskazuje
si¢ takze, iz u podstaw neuroprotekcyjnego wptywu har-
towania ischemicznego (preconditioning) lezy aktywacja
autofagii [46,67].

Po trzecie, ze wzgledu na to, iz autofagia jest procesem
katabolicznym moze opdzniaé poczatek nekrozy przez

PismiENNICTWO

utrzymanie homeostazy jonowej [2]. Nie bez znaczenia
jest tu takze przypisanie kinazie mTOR — gtéwnego re-
gulatora autofagii — roli czujnika zmian w wewnatrzko-
morkowym poziomie ATP [14]. Prawdopodobnie zmia-
ny w ATP sg przekazywane do mTOR za posrednictwem
aktywnej AMPK, poniewaz nawet niewielkie obnizenie
cytosolowego stezenia ATP skutkuje relatywnie duzym
wzrostem AMP potggowanym dodatkowo aktywnoscia ki-
nazy adenylanowej. Aktywacja AMPK hamuje Sciezki sy-
gnatowe zalezne od mTOR, indukuje autofagi¢ i wytacza
szlaki metaboliczne zalezne od ATP [12]. Warto w tym
miejscu wspomnieé o idealnym umiejscowieniu w obre-
bie mitochondriéw dwéch enzyméw: mTOR na blonie ze-
wnetrznej i kinazy adenylanowej w przestrzeni migdzy-
blonowej, co umozliwia szybka i zintegrowana reakcje
komorki na zmiany w stosunku ATP/AMP [50,65]. Jesli
jednak nie dojdzie do zmniejszenia deficytéw energetycz-
nych podczas reperfuzji, przedtuzajacy si¢ okres ,,stresu
autofagicznego” moze prowadzi¢ do masywnej aktywa-
cji enzyméw lizosomalnych i ostatecznie nekrotycznej
$mierci neuronu [2].

Na podstawie przytoczonych wyzej danych mozna przy-
puszczad, ze autofagia, apoptoza i nekroza wspotwyste-
puja w obszarze objgtym niedokrwieniem, prowadzac do
Smierci komoérkowej o mieszanych cechach biochemicz-
nych i morfologicznych, a autofagia jest procesem decy-
dujacym o losach neuronéw.

PobpsumowaNIE

W literaturze pojawia si¢ coraz wigcej danych wskazuja-
cych na udziatl autofagii w patomechanizmie niedokrwie-
nia mézgu. Kwestia dyskusyjna pozostaje czy aktywacja
autofagii jest przejawem endogennego mechanizmu neu-
roprotekcyjnego, czy wrecz przeciwnie przyczynia sig¢ do
$mierci komdrek. Dominuje jednak poglad, ze efektywna
autofagia jest procesem ochronnym aktywowanym wcze-
$nie w odpowiedzi na czynniki apoptogenne. Co wigcej,
uwaza sig, iz szlaki sygnatowe zwiazane z autofagia moga
by¢ podstawa nowych strategii neuroprotekcyjnych.
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