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				Zapalenie starcze – mechanizmy i szlaki sygnałowe

			

		

		
			
				Streszczenie

				Starzenie się jest złożonym i wieloetapowym procesem, angażującym mechanizmy na po-ziomie molekularnym, komórkowym i tkankowym. Podczas procesu starzenia się obser-wowany jest rozwój przewlekłego, sterylnego stanu zapalnego, który jest określany termi-nem inflammaging, czyli zapalenie starcze. Zapalenie starcze jest wymieniane jako czynnik ryzyka wystąpienia i progresji chorób przewlekłych, nie tylko tych związanych z wiekiem. Ponadto, zapalenie starcze sprzyja wzrostowi zachorowalności i śmiertelności, tym samym wpływając na jakość życia osób starszych. Do rozwoju zapalenia starczego przyczyniają się: starzenie komórkowe oraz zaburzenia w regulacji aktywacji inflamasomów, pracy mito-chondriów, autofagii i mitofagii, działania systemu ubikwityna-proteasom i odpowiedzi na uszkodzenia DNA. Powyższe procesy wzajemnie na siebie oddziaływają oraz są modulowa-ne poprzez komórkowe szlaki sygnałowe uczestniczące w regulacji odpowiedzi zapalnej, tj.: szlak mTOR, RIG-I, Notch, TGF-β, Ras, oraz regulacja aktywności sirtuin. Szczególną uwa-gę przypisuje się czynnikowi transkrypcyjnemu NF-κB. Celem niniejszej pracy jest przed-stawienie procesów oraz szlaków sygnałowych leżących u podstaw zapalenia starczego z uwzględnieniem badań klinicznych i eksperymentalnych.

				Wprowadzenie

				Rosnąca w ostatnich latach zachorowalność na przewlekłe choroby związane z wiekiem, w tym zaburzenia metaboliczne, takie jak zespół metaboliczny, oty-łość, cukrzyca typu 2 i choroby układu krążenia jest odzwierciedleniem obser-wowanego na całym świecie starzenia się populacji. Starzenie się jest wieloczyn-nikowym procesem zachodzącym na poziomie molekularnym, komórkowym i tkankowym [1,2]. Dynamika i charakter tych zmian kształtowane są poprzez wzajemne oddziaływanie czynników środowiskowych, genetycznych i epigene-tycznych [1]. Procesy starzenia się i patogenezy chorób wieku podeszłego dzielą wspólne mechanizmy, tzw. filary starzenia się, do których należą m.in. stan za-palny, zaburzenia szlaków regulatorowych metabolizmu, zmieniona odpowiedź na stres, zmiany epigenetyczne, uszkodzenia makromolekularne, zmniejszenie potencjału regeneracyjnego komórek i potencjału komórek macierzystych oraz proteostaza. Filary te tworzą zintegrowaną sieć wzajemnie oddziaływujących na siebie procesów, których zrozumienie jest krytyczne dla poznania procesu starzenia się [3]. Mimo, iż starzenie się jest głównym czynnikiem ryzyka chorób związanymi z wiekiem, naukowcy często zaniedbują ten proces, badając mecha-nizmy leżące u podstaw tych chorób. I odwrotnie, udział chorób związanych z wiekiem w przyspieszeniu starzenia się bywa niedoceniany.

				W procesie starzenia się obserwuje się rozwój przewlekłego, sterylnego za-palenia – zapalenia o niskim stopniu nasilenia, przebiegającego bez widocznej infekcji, wywołanego przez czynniki środowiskowe, mechaniczne czy stresowe [4,5]. W 2000 roku Franceschi i wsp. (2000) wprowadzili termin inflammaging, czyli zapalenie starcze określający to zjawisko. Zapalenie starcze jest przewle-kłym stanem zapalnym, wzmacnianym przez narastającą ilość czynników stre-sowych wynikających z osłabienia umiejętności organizmu do ich zwalczania, w wyniku starzenia się organizmu [6,7].

				Zapalenie starcze przyczynia się do wzrostu zachorowalności i śmiertelności osób starszych oraz wpływa na ich jakość życia. Sądzi się, że zapalenie starcze może zarówno przyczyniać się do rozwoju i progresji chorób związanych z wie-kiem, jak i może być ich konsekwencją. Badania pokazują, że zapalenie starcze odgrywa rolę w patogenezie chorób neurodegeneracyjnych, miażdżycy, chorób serca, zwyrodnienia plamki żółtej związanego z wiekiem, cukrzycy typu II, in-sulinooporności, osteoporozy, reumatoidalnego zapalenia stawów, przewlekłej choroby nerek, nowotworów oraz zmian skórnych [8-14].
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				Celem niniejszej pracy było przedstawienie charaktery-styki wybranych procesów komórkowych leżących u pod-staw zapalenia starczego oraz szlaków sygnałowych zaan-gażowanych w te procesy. W przeglądzie tym omówiono wyniki badań doświadczalnych i klinicznych podejmują-cych temat wzajemnych relacji między mechanizmami ko-mórkowymi, a molekularnymi w procesie starzenia się, ze szczególnym uwzględnieniem zapalenia starczego.

				Związane z wiekiem zmiany funkcjonowania układu immunologicznego

				W wyniku starzenia się komórek układu immunologicz-nego, tzw. immunosenescencji, dochodzi do zmniejszenia jego reaktywności względem antygenów oraz zwiększenia jego autoreaktywności, a także rozwoju zapalenia starcze-go [15,16,18]. Z wiekiem wrodzona i nabyta odpowiedź immunologiczna ulegają osłabieniu powodując większą podatność na choroby zakaźne oraz słabszą odpowiedź na szczepienia ochronne [16,17]. Pogorszenie zdolności adaptacyjnych i efektywności działania układu odporno-ściowego wymienia się jako jedną z przyczyn zwiększonej zachorowalności i śmiertelności osób starszych (>85 lat) w wyniku zakażeń i nowotworów [8].

				Mechanizmy odporności nieswoistej są zaangażowane w zapalenie starcze, którego mediatorami są cytokiny pro-zapalne, reaktywne formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species), endogenne wzorce molekularne związane z uszko-dzeniem (DAMPs, ang. danger-associated molecular patterns) i wzorce molekularne związane z patogenami (PAMPs, 

			

		

		
			
				ang. pathogen associated molecular patterns) [19-22]. W licz-nych pracach klinicznych wskazano na kluczowe znacze-nie zachowania równowagi pomiędzy działaniem cytokin prozapalnych takich jak interleukiny (np. IL-1, IL-2, IL-6), TNF-α (czynnik martwicy nowotworów, ang. tumor necro-sis factor), IFN-α (interferon, ang. interferon), a przeciwza-palnych takich jak: antagonista receptora IL-1 (IL-1Ra, ang. interleukin-1 receptor antagonist), IL-4, IL-10, TGF-β1 (trans-formujący czynnik wzrostu, ang. transforming growth factor). Utrzymanie tej równowagi przyczynia się do adaptacji or-ganizmu do procesu starzenia się oraz opóźnienia rozwo-ju chorób związanych z wiekiem (Ryc. 1) [23]. W badaniu prowadzonym w grupie kobiet i mężczyzn (20-102 lata) ob-serwowano korelację procesu starzenia się z narastającym poziomem IL-6, IL-18, IL-1, IL-1Ra, białka C - reaktywnego (CRP, ang. C-reactive protein), fibrynogenu w surowicy krwi u obu płci, a wśród mężczyzn ze wzrostem rozpuszczal-nego receptora IL-6 (sIL-6r, ang. soluble IL -6 receptor) [24]. Wykazano, że starzenie się prowadzi do ogólnej aktywacji układu immunologicznego, ale nie bezpośrednio do wzro-stu stanu zapalnego. Analiza statystyczna 19 biomarkerów stanu zapalnego przeprowadzona w pracy Morrisette-Tho-mas i wsp. (2014) wykazała, że rozpuszczalny receptor dla TNF I i II (STNF-RI, STNF-RII, ang. soluble tumor necrosis factor receptor), IL-6, TNF-α, CRP, IL-18 i IL-1Ra tworzą grupę markerów ściśle związanych z chorobami przewle-kłymi i śmiertelnością u osób starszych. Natomiast, wzrost markerów aktywacji odpowiedzi nieswoistej: MCP (białko chemotaktyczne monocytów ang. monocyte chemoattractant protein-1), IL-8, IL-12, wykazuje ujemną korelację z choro-bami przewlekłymi niezależnie od wieku. Uwzględniając powyższe dane autorzy stwierdzili, że zapalenie starcze 
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				Rycina 1. Rozwój zapalenia starczego w procesie starzenia się wynika z przesunięcia równowagi czynników odpowiedzi zapalnej w kierunku reakcji prozapalnej.
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				nie tylko charakteryzuje się wzrostem ekspresji czynników prozapalnych, ale również zaburzeniem utrzymania odpo-wiedniej równowagi pomiędzy nimi [25].

				Procesy leżące u podłoża rozwoju zapalenia starczego

				Starzenie komórkowe

				Starzenie komórkowe jest mechanizmem nieodwracalnie zatrzymującym cykl komórkowy, który poprzez uniemoż-liwienie dalszego przekazania uszkodzonego materiału genetycznego zapobiega potencjalnym transformacjom no-wotworowym. Ponadto, komórki starzejące się charaktery-zują się utrzymaniem aktywności metabolicznej, zmianami w ekspresji białek, odpornością na śmierć komórkową oraz wydzielaniem czynników pozakomórkowych [26,27]. Do czynników stresowych wywołujących starzenie komór-kowe zalicza się uszkodzenie lub skracanie się telomerów podczas każdego podziału komórki, stres oksydacyjny, uszkodzenia struktury DNA, podwyższoną ekspresję onko-genów, niestabilność chromatyny czy nadekspresję inhibi-torów cyklu komórkowego [26]. Trwała aktywacja szlaku odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR, ang. DNA damage response) prowadzi do wykształcenia przez komórki fenoty-pu sekrecyjnego związanego ze starzeniem się (SASP, ang. senescence-associated secretory phenotype). Ponadto, indukcja SASP może nastąpić poprzez aktywację szlaku p38MAPK/NF-κB (kinaza białkowa p38 aktywowana przez mitogeny/ jądrowy czynnik transkrypcyjny κB, ang. p38 mitogen-activa-ted protein kinase/nuclear factor kappa B) niezależnie od szlaku DDR [28]. Istotą SASP jest wydzielanie cytokin prozapal-nych, chemokin, czynników wzrostu, proteaz oraz bioak-tywnych lipidów [10,26,27]. Czynniki wydzielane przez komórki starzejące się mogą mieć zarówno pozytywny, jak i negatywny wpływ na wiele procesów zachodzących w organizmie. SASP wspomaga inhibicję cyklu komórkowe-go, hamuje kancerogenezę, ogranicza włóknienie, promuje gojenie się ran i regenerację tkanek. Z drugiej strony SASP może pośredniczyć w wystąpieniu przewlekłego stanu za-palnego, chorób związanych z wiekiem oraz stymulować wzrost i przeżycie komórek nowotworowych [26,27]. Wy-kazano, że starzejące się komórki gromadzą się w ciągu ży-cia gryzoni laboratoryjnych, naczelnych, a także ludzi, two-rząc własne mikrośrodowisko, czemu może towarzyszyć przewlekły stan zapalny o niskiej aktywności [10]. W krwi osób starszych (>55 lat) w porównaniu do osób młodszych (22-35 lat) wykazano wzrost ilości monocytów, a w szcze-gólności monocytów nieklasycznych. Ponadto, autorzy ob-serwowali w osoczu osób starszych wzrost poziomu cyto-kin oraz istotny statystycznie wzrost TNF-α i IL-8. Wyniki sugerują, że starzejące się monocyty akumulują się wraz z wiekiem i mogą prowadzić do zmian w profilu cytokino-wym krwi u osób starszych [29]. Franceschi i wsp. (2018) zaproponowali matematyczny model, oparty na dowodach potwierdzających wpływ starzenia komórkowego na roz-wój zapalenia starczego i jego rozszerzania się na komórki oraz tkanki sąsiadujące. Model zapalenia starczego autorzy wyjaśnili na przykładzie szpiku kostnego, w którym proces starzenia się prowadzi do wykształcenia przez różne typy komórek fenotypu prozapalnego, czyli zmniejszenia hetero-geniczności komórek. Utrzymanie heterogeniczności komó-

			

		

		
			
				rek hamuje rozwój zapalenia starczego. Natomiast, wzrost homogeniczności w obrębie tkanki może prowadzić do rozprzestrzeniania fali reakcji prozapalnej na dalsze tkan-ki i rozwoju zapalenia starczego [7]. Przewlekłe zapalenie zmniejsza potencjał regeneracyjny komórek macierzystych powodując zaburzenia w ich różnicowaniu, otoczeniu, ho-meostazie oraz indukując ich starzenie się [9,30].

				Kontrola procesu autofagii, funkcjonowania mitochon-driów i aktywacji inflamasomów jest niezwykle istotna z punktu widzenia rozwoju zapalenia starczego. Autofagia i mitofagia modulują odpowiedź zapalną poprzez usuwanie ciałek apoptotycznych lub hamowanie aktywacji inflamaso-mu NLRP3 (ang. nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor (NLR) family pyrin domain containing 3). Natomiast, obniżenie wydajności mitofagii skutkować będzie zwięk-szoną produkcją ROS przez dysfunkcyjne mitochondria, co w konsekwencji prowadzi do aktywacji inflamasomów [31].

				Aktywacja inflamasomów

				Komórki mieloidalne posiadają receptory rozpoznające wzorce molekularne (PRR, ang. pattern recognition receptors), które są aktywowane przez PAMPs i DAMPs, prowadząc do kaskadowej reakcji prozapalnej. Wśród PRR można wy-różnić receptory Toll-podobne (TLR, ang. Toll-like receptors) oraz receptory Nod-podobne (NLR, ang. Nod-like receptors). W efekcie procesu starzenia się następuje rozregulowanie funkcji receptorów TLR oraz ich niewłaściwa, stała akty-wacja. Aktywacja receptorów TLR przyczynia się do se-krecji czynników zapalnych przez aktywację szlaku NF-κB [20,32]. Podrodzina receptorów NLR tworzy wewnątrzko-mórkowe kompleksy białkowe, tzw. inflamasomy, modu-lujące wydzielanie cytokin prozapalnych [20,21]. Najlepiej poznanym inflamasomem, w kontekście indukcji zapalenia starczego i chorób o podłożu zapalnym, jest inflamasom NLRP3 [33-35]. Aktywacja inflamasomu NLRP3 przebiega dwuetapowo. W wyniku pierwszego sygnału następuje aktywacja czynnika NF-κB, przez PAMPs i DAMPs, który kontroluje transkrypcję NLRP3 oraz pro-IL-1β. Drugi sygnał wyzwala oligomeryzację i aktywację inflamasomu NLRP3. Aktywacja inflamasomu NLRP3 prowadzi do zależnego od kaspazy uwalniania cytokin prozapalnych IL-1β i IL-18, jak również do śmierci komórek na drodze piroptozy, w której pośredniczy gasdermina [36,37]. W pęcherzu moczowym starych (24-miesięcznych) szczurów obserwowano zmniej-szoną ekspresję białka Sirt3 oraz wzrost aktywacji inflama-somu NLRP3, w porównaniu do młodych (2-miesięcznych) szczurów. Powyższe zmiany przyczyniają się do starzenia się komórek wskazując, że zapalenie starcze jest mechani-zmem prowadzącym do dysfunkcji pęcherza moczowego [38]. W mózgu wyizolowanym z młodych (3 miesięcznych) i starych (18-miesięcznych) myszy zaobserwowano związa-ną z wiekiem zwiększoną aktywację inflamasomu NLRC4 (ang. NLR family CARD domain-containing protein 4), która przyczynia się do rozwoju zapalenia starczego oraz ob-umierania komórek na drodze piroptozy w starzejącym się mózgu [39]. Ponadto, zależną od wieku aktywację inflama-somu NLRC4 wykazano w ludzkich fibroblastach i surowi-cy krwi [39].
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				Dysfunkcja mitochondriów

				Mitochondria są źródłem specyficznych DAMPs, a ich dysfunkcja istotnie przyczynia się do indukcji zapalenia starczego [40]. Ze względu na swoje pochodzenie bak-teryjne, mitochondria cechują się posiadaniem kolistego mitochondrialnego DNA (mtDNA), kardiolipin, formylo-wanych peptydów, mitofuzyny, oraz mitochondrialnego przeciwwirusowego białka sygnałowego (MAVS, ang. mi-tochondrial antiviral signaling protein). Podobnie do bakterii, mitochondrialne DAMPs wykazują zdolność do wiązania się z PRR i aktywacji inflamasomu NLRP3 oraz indukcji stanu zapalnego [41]. Ponadto, mitochondria są głównym źródłem ROS (mtROS), a zarazem pierwszym celem nara-żenia na ich działanie. ROS mogą prowadzić do uszkodzeń mtDNA oraz kompleksów łańcucha oddechowego, tym sa-mym przyczyniając się do ich zwiększonej produkcji [42]. Uszkodzone mitochondria usuwane są na drodze mitofagii [40]. Wraz z wiekiem pojawiają się zmiany w funkcjono-waniu mitochondriów, w tym wzrost krążącego mtDNA, produkcja mtROS, wyciek protonów, fuzja mitochondriów oraz obniżenie wydajności mitofagii, potencjału błony mi-tochondrialnej i podziału mitochondrów. Powyższe zmiany wynikają z akumulacji komórek starzejących się, które obni-żają wydajność usuwania dysfunkcyjnych mitochondriów na drodze mitofagii poprzez hamowanie pro-mitofagiczne-go szlaku PINK1/Parkin (ang. serine/threonine-protein kina-se PTEN-induced putative kinase 1/E3 ubiquitin ligase Parkin) [43]. Dysfunkcja mitochondriów wywołana deficytem genu TFAM (ang. mitochondrial transcription factor A) w limfocy-tach T pobranych od młodych myszy indukuje przedwcze-sne starzenie się komórek oraz nasila stan zapalny [44]. U osób starszych (60-80 lat), w porównaniu z osobami młod-szymi (18-35 lat), w subpopulacji klasycznych monocytów obserwuje się zaburzenia oddychania wewnątrzkomórko-wego, ale nie samego funkcjonowania mitochondriów [45].

				Autofagia i mitofagia

				W procesie autofagii dochodzi do usuwania wielkoczą-steczkowych składników cytoplazmy, zwłaszcza białek o długim okresie półtrwania oraz całych organelli z komórek w celu utrzymania ich wewnątrzkomórkowej homeostazy i prawidłowego metabolizmu [46]. W komórkach ssaków wyróżnia się trzy typy autofagii: mikroautofagię, makroau-tofagię i autofagię zależną od białek opiekuńczych [31,47]. Z wiekiem efektywność autofagii maleje, z czym wiąże się akumulacja dysfunkcyjnych mitochondriów, uszkodzonych białek oraz zwiększona produkcja ROS [31]. Produkcja ROS skutkuje aktywacją NF-κB [48]. Aktywacja NF-κB poprzez receptor p62/SQSTM1 prowadzi do hamowania aktywacji inflamasomu NLRP3 w mysich makrofagach. Zapobiega to przewlekłemu zapaleniu powstałemu na skutek stałego uwalniania IL-1β. Aktywację inflamasomu NLRP3 powiąza-no również z indukcją uszkodzeń mitochondriów, co skut-kowało rekrutacją p62 do mitochondriów [49]. Zaburzenia autofagii powiązano ze starzeniem komórkowym. Autofa-gia oceniana była w hodowlach makrofagów uzyskanych od myszy pozbawionych genu Atg7 (ang. autophagy related 7), niezbędnego w kontroli autofagii w układzie krwiotwór-czym. Zaobserwowano, że brak genu Atg7 związany był z pojawieniem się zmian morfologicznych charakterystycz-

			

		

		
			
				nych dla starzejących się makrofagów, zwiększeniem ilości makrofagów z jednoczesnym obniżeniem ich zdolności do fagocytozy oraz zwiększonym stanem zapalnym. Ponadto, zahamowanie autofagii związane jest z zaburzeniem funkcji mitochondriów i metabolizmu glukozy [50]. Stymulacja ko-mórek CD4+, wyizolowanych z krwi osób młodych (śred-nia wieku 31,2 lata) i osób starszych (średnia wieku 62 lata) prowadzi do zwiększonego wydzielania cytokin charakte-rystycznych dla limfocytów Th17 u osób starszych w po-równaniu z osobami młodszymi. W populacji limfocytów od osób starszych metformina zapobiega wydzielaniu cyto-kin o profilu Th17 poprzez poprawę związanych z wiekiem zaburzeń bioenergetyki mitochondriów i autofagii [51].

				System ubikwityna – proteasom

				System ubikwityna - proteasom (UPS, ang. ubiquitin proteasome system) zaangażowany jest w degradację prawi-dłowych białek o krótkim okresie półtrwania oraz białek uszkodzonych i nieprawidłowo sfałdowanych. Stopniowe gromadzenie się wraz z wiekiem czynników stresowych wpływa na wydajność funkcjonowania UPS [46]. Proteaso-my, które stanowią główny element katalityczny systemu UPS, są m.in. zaangażowane w regulację śmierci komórko-wej, cyklu komórkowego, odpowiedzi immunologicznej czy metabolizmu komórkowego [46]. Starzenie się indu-kuje zmiany w ekspresji genów związanych z systemem UPS. Zmniejszona aktywność proteasomu prowadzi do zwiększenia ilości uszkodzonych białek łańcucha odde-chowego, a w następstwie do dysfunkcji mitochondriów i uwolnienia ROS [52]. Zwraca się uwagę na osłabienie funkcjonowania systemu UPS w chorobach neurodegene-racyjnych [53].

				Narastający wraz z wiekiem stres oksydacyjny, a także wzrost czynników prozapalnych tj.: IFN-γ, TNF-α, lipopo-lisacharyd (LPS, ang. lipopolysaccharide) mogą promować syntezę immunopodjednostek, które wbudowują się do konstytutywnych proteasomów tworząc immunoprote-asomy. Immunoproteasomy zaangażowane są głównie w tworzenie antygenów peptydowych prezentowanych przez cząsteczki głównego układu zgodności tkankowej klasy I (MHC klasy I). Ponadto są zaangażowane w de-gradację utlenionych białek [54-56]. W swoich badaniach Pickering i wsp. (2015) oceniali fibroblasty ze skóry 13 różnych gatunków naczelnych. Badania pokazały, że u na-czelnych długowieczność korelowała ze wzrostem aktyw-ności proteasomów, a także ekspresją immunoproteaso-mów zarówno na poziomie mRNA, jak i białka. Autorzy zauważyli również podwyższenie aktywności immuno-proteasomu w hepatocytach myszy Snell, które charakte-ryzują się zwiększoną długością życia. Powyższe badania sugerują, że zwiększona aktywność immunoproteasomu może przyczyniać się do różnic w długości życia zarówno myszy, jak naczelnych [57]. W bioptatach wątroby pobra-nych od pacjentów w trzech przedziałach wiekowych: <40 lat, 41–70 lat, >70 lat, nie obserwowano akumulacji białek ulegających utlenieniu oraz białek sprężonych z poliubi-kwityną. Trzy główne aktywności enzymatyczne proteaso-mu: chymotrypsynopodobna, trypsynopodobna i kaspa-zopodobna nie uległy zmianie w grupach osób starszych w porównaniu z grupą młodszą. Obserwowano ponadto 

			

		

	
		
			
				Postępy Biochemii 67 (2) 2021	181

			

		

		
			
				zależne od wieku zmiany w podjednostkach tworzących proteasom w kierunku zwiększonej ekspresji immunopo-djednostek [54]. W badaniach prowadzonych na ludzkim mięśniu sercowym pobranym post mortem od mężczyzn w grupach wiekowych <45 lat oraz 45-65 lat, obserwowano zwiększoną ekspresję mRNA i białka podjednostki LMP7 immunoproteasomu [56]. Wnioskuje się, że w te zależne od wieku zmiany mogą być zaangażowane mechanizmy kompensacji, mające na celu utrzymanie aktywności pro-teasomu oraz usuwanie utlenionych białek akumulujących się wraz z wiekiem [54,55].

				Uszkodzenia DNA

				Uszkodzenia genomowego DNA wywołane czynni-kami endogennymi i egzogennymi mogą prowadzić do aktywacji szlaku DDR. Szlak DDR stanowi mechanizm regulacji punktów kontroli cyklu komórkowego oraz zatrzymania podziałów komórkowych z jednoczesną in-dukcją naprawy DNA. W przypadku, gdy naprawa jest niemożliwa, komórki prowadzone są na szlak apoptozy lub następuje indukcja procesu starzenia komórkowego [58]. Stała aktywacja DDR wpływa na promowanie SASP [59]. Aktywacja DDR indukuje produkcję cytokin pro-zapalnych, które pobudzają sąsiadujące komórki do od-powiedzi zapalnej [9,60]. Uszkodzenia DNA na drodze pobudzania DDR mogą prowadzić do aktywacji NF-κB, a w następstwie do formowania inflamasomu NLRP3 [33].

			

		

		
			
				W komórkach macierzystych jelit starych myszy (>19-miesięcy) obserwuje się zaburzenia w odpowiedzi DDR, w porównaniu do młodych (3-miesięcznych) myszy. Zmiany obserwowano niezależnie od zastosowania czynni-ka stresowego, uszkadzającego strukturę DNA. Co więcej, u starych myszy odpowiedź zapalna indukowana aktywa-cją DDR była słabsza niż u młodych zwierząt [61]. W celu oceny korelacji wieku zwierząt z aktywacją szlaku DDR, u myszy w różnym wieku indukowano uszkodzenia DNA przez dootrzewnowe podanie dietylonitrozoaminy. Akty-wacja szlaku DDR w wątrobie ulegała osłabieniu już u 6-cio miesięcznych zwierząt [62]. Ponadto, sugeruje się, że zwią-zane z wiekiem zmiany w powstawaniu stanu zapalnego o niskim stopniu nasilenia oraz osłabiona odpowiedź DDR w wątrobie myszy wynikają ze zmian w mikrobiocie jelitowej tych zwierząt [63].

				Na rycinie 2 przedstawiono wzajemną zależność pomię-dzy wyżej opisanymi procesami leżącymi u podnóża roz-woju zapalenia starczego.

				Szlaki sygnałowe zaangażowane w regulację zapalenia starczego

				Szlak sygnałowy NF-κB

				Czynnik transkrypcyjny NF-κB ogrywa istotną rolę w regulacji odporności wrodzonej i nabytej oraz jest głów-

			

		

		
			
				Rycina 2. Wzajemne oddziaływania procesów leżących u podnóża zapalenia starczego. DDR – szlak odpowiedzi na uszkodzenia DNA, NF-кB – jądrowy czynnik trans-krypcyjny κB, SASP – fenotyp sekrecyjny związany ze starzeniem się, Ub – ubikwityna.
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				nym mediatorem procesów zapalnych. Rodzina NF-κB u ssaków składa się z 5 białek: NF-κB1 (p50 oraz jego pre-kursor p105), NF-κB2 (p52 oraz jego prekursor p100), RelA (p65), RelB oraz c-Rel. Pełnią one funkcję czynników trans-krypcyjnych po utworzeniu homo- lub heterodimerów w różnych konformacjach [64]. NF-κB w formie nieaktywnej jest związany z inhibitorami z rodziny IκB (ang. inhibitor kappa B) w cytoplazmie. Po zadziałaniu czynników akty-wujących NF-κB, IκB ulega degradacji, a wolne dimery NF-κB ulegają translokacji do jądra komórkowego [65]. Wiele czynników może prowadzić do aktywacji NF-κB, np. antygeny bakteryjne czy wirusowe mogą aktywować NF-κB poprzez receptory TLR. Cytokiny prozapalne tj.: TNF czy IL-1, czynniki wzrostu czy stres oksydacyjny rów-nież są aktywatorami NF-κB. Ponadto, wtórym aktywato-rem NF-κB może być kinaza ATM (ang. ataxia telangiectasia mutated), której działanie jest odpowiedzią na uszkodzenia DNA [66]. NF-κB reguluje m. in. transkrypcję genów ko-dujących białka zaangażowane w prezentację antygenów, adhezję komórek, progresję cyklu komórkowego, kontro-lę śmierci komórkowej oraz genów kodujących cytokiny i chemokiny tj., TNF-α, IL-1 i IL-6 [66,67]. Zwraca się uwagę 

			

		

		
			
				na kluczową rolę NF-κB w regulacji starzenia się, rozwoju zapalenia starczego oraz zaburzeń związanych z wiekiem [68,69]. NF-κB aktywowany jest poprzez czynniki przyczy-niające się do starzenia się tj.: ROS, komórki starzejące się i uszkodzenia DNA. Ponadto, białka kodowane przez do-celowe geny czynnika NF-κB mogą uczestniczyć w zwrot-nych pętlach regulatorowych. Aktywacja czynnika NF-κB prowadzi do ekspresji cytokin zapalnych TNF-α, IL-1β, IL-6 i IL-8. Białka te wzmacniają na drodze aktywacji kla-sycznej sygnalizację czynnika NF-κB, potęgując zaburze-nia równowagi zapalnej [67,70]. Inhibitory szlaku NF-κB powiązano z długowiecznością [71]. Badania eksperymen-talne wskazują na zależną od wieku konstytutywną akty-wację NF-κB w różnych tkankach [68,71].

				W warunkach in vitro, na komórkach macierzystych SSPC (ang. skeletal stem and progenitor cells) pozyskanych od myszy młodych (30-tygodniowych) i w średnim wieku (52-tygodniowych), wykonano oznaczenia jądrowego po-ziomu NF-κB (p65). Wykazano wzrost aktywacji tego czyn-nika jedynie w komórkach SSPC pobranych od myszy w średnim wieku [72].

			

		

		
			
				Rycina 3. Regulacja aktywacji czynnika NF-кB w wybranych badaniach klinicznych dotyczących molekularnych mechanizmów starzenia się. A) Zmiany obserwowane w sercach kobiet w przedziale wiekowym 50-68 lat w porównaniu do kobiet młodych (17-40 lat) [74]. B) Aktywacja NF-κB w limfocytach stymulowanych TNF-α, uzy-skanych od osób starszych (66-80 lat), jest znacząco mniejsza niż u osób młodych (18-30 lat), co wynika ze spadku poziomu ufosforylowanej formy białka IκB. Transfekcja komórek IKKβ wykazała działanie stymulujące na aktywację szlaku NF-κB [65]. C) W limfocytach T (CD4+) wyizolowanych z krwi obwodowej pacjentów w przedziale wiekowym 25-81 lat, oznaczano białko p65/RelA po 2 i 4 godzinach od stymulacji poprzez receptor limfocytu T (anty-CD3). Aktywacja NF-κB nie jest utrzymywana na tym samym poziomie u osób starszych, jak u osób młodych. Utrzymujący się wzrost ekspresji genów związanych z rozwojem zapalenia starczego u osób starszych nie był bezpośrednio związany z poziomem p65/RelA, co sugeruje, że ekspresja ta mogła być niezależna od szlaku NF-κB [76]. IкB – inhibitor кB, IKKβ – kinaza inhibitora кB, IL – interleukina, NF-кB – jądrowy czynnik transkrypcyjny κB, TNF-α – czynnik martwicy nowotworów α.
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				Myszy NF-κB1−/− są niezdolne do ekspresji białek p105 i p50, co uniemożliwia powstawanie w ich organizamach homodimerów p50 pełniących funkcję represora ekspresji genów prozapalnych. Jednakże, tworzenie dimerów za-wierających białko RelA jest nadal możliwe, dzięki czemu może zachodzić aktywacja genów prozapalnych, a w kon-sekwencji wzmożona reakcja na czynniki zapalne. 30-ty-godniowe myszy NF-κB1−/− wykazują oznaki przedwcze-snego starzenia się. U myszy tych obserwuje się ataksję, kifozę, sarkopenię, przerost mięśnia sercowego oraz inne zależne od wieku zaburzenia związane z aktywnym prze-wlekłym stanem zapalnym [72]. W mysim modelu sta-rzenia się (ang. senescence-accelerated prone mice – SAMP8) wykazano spadek poziomu ATP oraz translokację podjed-nostek czynnika NF-κB p50, p52, p65 z cytozolu do frak-cji jądrowej wyizolowanej z serc starych myszy SAMP8 (Ryc. 4) [73].

				Badania doświadczalne sugerują, że zmiany w aktywno-ści NF-κB mogą wpływać na starzenie się w przewidywalny sposób. Trudniej jest jednak dostarczyć bezpośrednich do-wodów na rolę NF-κB podczas fizjologicznego starzenia się, szczególnie u ludzi [67,68].

				W sercach kobiet w przedziale wiekowym 50-68 lat za-obserwowano wzrost NF-κB p50 w porównaniu do kobiet młodych (17-40 lat). Zmian takich nie obserwowano wśród mężczyzn (Ryc. 3) [74]. W badaniach Piber i wsp. (2019) nie wykazano korelacji wzrostu poziomu aktywnego NF-κB (p65) w populacji jednojądrzastych komórek krwi obwodo-wej (PBMC, ang. peripheral blood mononuclear cell) z wiekiem pacjentów. Jednak zaobserwowano korelację między wie-kiem, a ogólnym stanem zapalnym [75]. Aktywacja NF-κB w limfocytach stymulowanych TNF-α, uzyskanych od osób starszych (66-80 lat) jest znacząco mniejsza, niż u osób mło-dych (18-30 lat), co wiąże się ze spadkiem poziomu ufos-forylowanej formy białka IκB (Ryc. 3) [65]. W limfocytach T (CD4+) wyizolowanych z krwi obwodowej pacjentów w przedziale wiekowym 25-81 lat, oznaczano białko p65/RelA, po 2 i 4 godzinach od stymulacji poprzez receptor limfocytu T (podanie anty-CD3). Wykazano, że aktywacja NF-κB w komórkach uzyskanych od osób starszych (>65 lat) oraz młodszych (<65 lat) jest podobna po 2 godzinach od podania anty-CD3. Natomiast, po 4 godzinach od sty-mulacji, aktywacja NF-κB ulega osłabieniu w komórkach pobranych od osób starszych (>65 lat), w porównaniu z ko-mórkami osób w średnim wieku (50-64 lat). Aktywacja NF-κB nie jest utrzymywana na tym samym poziomie u osób starszych, jak u osób młodych, co dodatkowo potwierdziły badania transkryptomu u tych samych pacjentów (Ryc. 3) [76].

				Szlak sygnałowy mTOR

				Kinaza mTOR (ang. mammalian target of rapamycin kina-se), tzw. ssaczy cel rapamycyny, jest kinazą serynowo-tre-oninową, której funkcją jest regulacja wzrostu, proliferacji i migracji komórek, transkrypcji, translacji, degradacji bia-łek oraz metabolizmu komórkowego [77]. Kinaza mTOR występuje w postaci dwóch różnych katalitycznych kom-pleksów białkowych: mTORC1 i mTORC2 (ang. mammalian 

			

		

		
			
				target of rapamycin complex 1, 2). Sirolimus (Rapamycyna) tworzy kompleks z białkiem FKBP12 (FKBP12, ang. FK506--binding protein) i w tej postaci hamuje aktywność mTOR przez związanie się z wewnątrzkomórkowym receptorem FKBP12. Kompleks FKBP12-rapamycyna wiąże się bezpo-średnio do domeny wiążącej cząsteczki kinazy mTOR [78].

				Szlak sygnalizacji mTOR moduluje wewnątrz komórek przebieg licznych chorób powstających jako wynik starze-nia się – choroby Alzheimera, nowotworów, chorób serca i nerek oraz chorób autoimmunizacyjnych [79]. Hamowa-nie aktywności mTOR (np. przez podawanie rapamycyny i jej syntetycznych odpowiedników – rapalogów) spowalnia proces starzenia się oraz wydłuża życie zwierząt doświad-czalnych [80-85].

				W badaniach eksperymentalnych wykazano korzystny wpływ rapamycyny na obniżoną sprawność fizyczną u sta-rych (16-22 miesięczne) szczurów [86]. W badaniach zespołu Correia-Melo i wsp. (2018) analizowano wpływ podawania rapamycyny u myszy z knockoutem podjednostki NF-κB1 (myszy NF-κB1-/-). U myszy tych obserwuje się przewlekły stan zapalny o niskim stopniu nasilenia oraz przyspieszone starzenie się. Autorzy zauważyli, że pomimo braku wpły-wu na wydłużenie życia i osłabienie zapalenia starczego, rapamycyna pozytywnie wpływała na ogólny stan zdrowia myszy (Ryc. 4) [87]. Osłabienie układu odpornościowego wraz z wiekiem jest spowodowane, m.in. nagromadzeniem się defektów, w tym wzrostu liczby „wykończonych/zmę-czonych” limfocytów T (Tex, ang. exhausted T lymphocytes), w których zachodzi ekspresja receptora programowanej śmierci-1 (PD-1, ang. programmed cell death 1). Ponadto, Tex wykazują osłabioną odpowiedź na stymulację antygenową [88]. Mannick i wsp. (2014) ocenili skuteczność inhibitora szlaku mTOR (RAD001) w łagodzeniu immunosenescencji w komórkach PBMC osób starszych (> 65 lat), na podstawie ich odpowiedzi na szczepienie przeciwko grypie. Podanie doustne RAD001 wzmocniło odpowiedź na szczepionkę przeciw grypie o około 20% przy dwóch różnych dawkach, które były stosunkowo dobrze tolerowane. Podanie inhi-bitora mTOR1 zmniejszało odsetek limfocytów T (CD4+ i CD8+) zawierających receptor PD-1, który hamuje sygna-lizację limfocytów T i ulega zwiększonej ekspresji wraz z wiekiem. Wyniki te wskazują, że hamowanie szlaku mTOR może mieć korzystny wpływ na immunosenescencję u osób starszych [88].

				Szlak sygnałowy RIG-I

				Receptory RIG-I podobne (RLR, ang. retinoic acid-indu-cible gene I-like receptors) to rodzina cytoplazmatycznych helikaz RNA, które rozpoznają obce, wprowadzone do ko-mórki wirusowe RNA, poprzez inicjowanie i modulowanie wrodzonej odpowiedzi immunologicznej [89]. Receptor RIG-I jest białkiem zawierającym domenę regulatorową RD (ang. regulatory domain), zależną od ATP domenę helikazy RNA oraz dwie domeny CARD (ang. caspase recruitment domain) [90]. RIG-I w komórce utrzymywany jest w stanie nieaktywnym, a jego regulacja zachodzi na drodze mody-fikacji potranslacyjnych – poliubikwitynacji lub fosforylacji. RIG-I jest aktywowany poprzez poliubikwitynację domen CARD i RD za pomocą białek TRIM25, MEX3C i Riplet. 
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				Dzięki czemu uwolniona od domeny RD domena CARD, może związać się z domeną CARD białka MAVS [91]. In-terakcja CARD-CARD prowadzi do aktywacji czynników transkrypcyjnych m.in. NF-κB, IRF3, a w następstwie uwal-niania IFNα i IFNβ, cytokin zapalnych oraz transkrypcję 

			

		

		
			
				genów odpowiedzi na interferon (ISG, ang. IFN stimulated genes) [88,90].

				Sugeruje się, że trwałe uszkodzenia DNA wywołują immunosenescencję komórek. Liu i wsp. (2011) badali czy 
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				Rycina 4. Schematyczne przedstawienie udziału wybranych szlaków sygnałowych w rozwoju zapalenia starczego, na podstawie wyników wybranych badań ekspery-mentalnych. A) Wzrost aktywacji NF-κB opisano w komórkach macierzystych SSPC pozyskanych od myszy w średnim wieku, w porównaniu do myszy młodych [72]. B) W sercach starych myszy SAMP8 wykazano spadek poziomu ATP oraz translokację podjednostek czynnika NF-κB p50, p52, p65 z cytozolu do frakcji jądrowej [73]. C) Podawanie rapamycyny wpływa pozytywnie na sprawność fizyczną u starych szczurów [86] oraz ogólny stan zdrowia u myszy NF-κB1-/- [87]. D) Komórki MSC starych myszy mimo zmniejszonej ekspresji genów docelowych Notch: Hey 1, Hey L i Hey 2 w pełni reagują na stymulację ligandem Jagged-1 [112]. E) W komórkach VSMC w wa-runkach in vitro, jak i in vivo aktywacja Ras promowała starzenie komórkowe oraz zwiększony stan zapalny [128]. F) Ekspresja genu Sirt3 ulega osłabieniu w odpowiedzi na stymulację indukowaną podaniem LPS do hodowli komórek BV-2. Nadekspresja genu Sirt3 w modelu neuroinflamacji in vitro skutkuje zwiększeniem przeżywalności tych komórek oraz obniżeniem produkcji ROS [133]. G) Podawanie D-galaktozy indukuje w sercach szczurów obniżenie poziomu białka Sirt1. Aktywność fizyczna prze-ciwdziała tym zmianom [135]. H) W komórkach HUVEC białko RIG-I jest indukowane w wyniku transfekcji plazmidem ATM oraz traktowania komórek wysoką dawką promieniowania, a sygnalizacja RIG-I pośredniczy w ekspresji IL-6 i IL-8 [92]. I) Zmniejszona ekspresja białka Klotho prowadzi do aktywacji sygnalizacji RIG-I/NF-κB oraz zwiększonej ekspresji markerów prozapalnych w nerkach 12-miesięcznych myszy SAMP8 w stosunku do myszy SAMR1 [100]. ATM – kinaza ATM, ATP – adeno-zynotrifosforan, HUVEC – komórki śródbłonka żyły pępowinowej, IL – interleukina, iNOS – syntaza tlenku azotu, LPS – lipopolisacharyd, MCP – białko chemotaktyczne monocytów, MSC – mezenchymalne komórki macierzyste, mTOR – kinaza mTOR, NF-кB – jądrowy czynnik transkrypcyjny κB, RIG-I – receptor RIG-I, ROS – reaktywne formy tlenu, SAMP8 – myszy SAMP8, SAMR1 – myszy SAMR1, Sirt – sirtuina, SSPC – komórki macierzyste SSCP, TNF-α – czynnik martwicy nowotworów α.
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				uszkodzenie DNA wywołane promieniowaniem będzie in-dukować ekspresję białka RIG-I oraz sekrecję IL-6. Autorzy w komórkowym modelu starzenia się (HUVEC, komórki śródbłonka żyły pępowinowej, ang. human umbilical vein en-dothelial cells oraz fibroblasty) wykazali, że białko RIG-I jest indukowane w wyniku transfekcji plazmidem ATM oraz traktowania komórek wysoką dawką promieniowania, a sygnalizacja RIG-I pośredniczy w ekspresji dwóch ważnych mediatorów zapalenia – IL-6 i IL-8. W mózgu oraz nerkach 60-tygodniowych myszy, wykazano zwiększoną ekspresję RIG-I, IL-6 oraz p16INK4a (ang. inhibitor of cyclin-dependent kinases 4 and 6), uznanego markera starzenia komórkowego, w stosunku do myszy młodych. Ponadto, autorzy wskazali, że wewnątrzkomórkowa, ale nie sekrecyjna forma Klotho (białka zaangażowanego w procesy związane ze starzeniem się) oddziałuje z RIG-I, a ta interakcja hamuje indukowaną przez RIG-I ekspresję IL-6 i IL-8 zarówno in vitro, jak in vivo. Autorzy wskazują na mechanizm, w którym Klotho dzia-ła jako czynnik przeciwstarzeniowy poprzez tłumienie za-palenia, w którym uczestniczy RIG-I (Ryc. 4) [92]. Badania eksperymentalne dowodzą, że niedobór Klotho lub FGF23 (ang. fibroblast growth factor 23) u myszy indukuje fenotyp przedwczesnego starzenia się (m.in. miażdżycę, nadci-śnienie, osteoporozę, rozedmę płuc, osłabioną regenerację mięśni, zaburzenia słuchu i zaburzenia poznawcze) [93-96]. Natomiast, zwiększona ilość Klotho pozytywnie wpływa na długość życia, stan zapalny, poprawę funkcji poznawczych i pracę serca [97-99]. Zeng i wsp. (2015), powiązali zmniej-szoną ekspresję białka Klotho z aktywacją sygnalizacji RIG--I/NF-κB oraz zwiększonym poziomem markerów proza-palnych TNF-α, IL-6, iNOS (syntaza tlenku azotu, ang. indu-cible nitric oxide synthase) w nerkach 12-miesięcznych myszy SAMP8 w stosunku do myszy SAMR1 (ang. senescence-acce-lerated-resistant mice) (Ryc. 4) [100]. W splocie naczyniówko-wym myszy obserwuje się związaną z wiekiem zwiększoną immunoreaktywność cząsteczek MHC II, co wiąże się ze spadkiem ekspresji genu oraz białka Klotho. Ponadto, sta-rzenie się powiązano ze zwiększeniem poziomu czynnika IFN7, a zależność ta prawdopodobnie wynika z niedoboru Klotho. Jednak, nie obserwowano ekspresji genów kodu-jących IFN-β i receptor IFNAR-1. Ponadto, sugeruje się, że brak genu Klotho nasila aktywację mikrogleju u starych my-szy poddanych stymulacji LPS [101].

				W ludzkich monocytach po transfekcji ligandem dsRNA specyficznym dla RIG-I, oceniano sygnalizację RIG-I. Eks-presja genów oraz białka IFN była obniżona u osób star-szych (65-89 lat), w porównaniu do młodszych osób (21-30 lat). Zmiany te powiązano ze wzmożoną proteosomalną de-gradacją białka TRAF3, odpowiedzialnego za modyfikacje postranslacyjne IRF. W konsekwencji prowadziło do zabu-rzeń w fosforylacji czynników transkrypcyjnych IRF3 i IRF8 zaburzając sekrecję IFN [102].

				Szlak sygnałowy Notch

				Szlak sygnałowy Notch jest szlakiem transdukcji komór-kowej, który odgrywa rolę w różnicowaniu komórek oraz komunikacji międzykomórkowej [103]. Szlak ten uczestni-czy w regulacji genów kontrolujących procesy różnicowa-nia komórek, w tym komórek ośrodkowego układu nerwo-

			

		

		
			
				wego [104]. U ssaków aktywacja szlaku sygnałowego Notch jest wyzwalana w wyniku ligacji receptorów Notch1-4 z ich ligandami (Delta i Jagged) [105,106]. Prowadzi to do prote-olitycznego rozszczepienia Notch i uwolnienia domeny we-wnątrzkomórkowej Notch (NICD, ang. Notch intracellular domain) [105]. NICD wnika do jądra komórkowego i przyłą-cza się do białka wiążącego DNA - Rbp-j (ang. recombination signal binding protein for immunoglobulin kappa J region). Ta interakcja przyczynia się do utworzeniem kompleksu akty-wującego transkrypcję, który reguluje ekspresję genów do-celowych Notch [103]. Sygnalizacja Notch odgrywa istotną rolę w procesie starzenia się organizmu [107]. Aktywność Notch została powiązana z rozwojem nowotworów takich jak: białaczka limfoblastyczna, kostniakomięsak, nowotwór piersi, prostaty, trzustki czy szyjki macicy [108,109]. Bada-nia Maniati i wsp. (2011) sugerują, że jedna ze składowych klasycznej drogi aktywacji szlaku NF-κB - kinaza inhibitora κB (IKK2, ang. inhibitor of κB kinase 2), działa synergistycznie z sygnalizacją Notch, wzmacniając ekspresję genów docelo-wych szlaku Notch. W efekcie promuje to hamowanie uwal-niania czynników przeciwzapalnych oraz karcynogenezę w trzustce myszy [105]. Notch może przyczyniać się do nie-których związanych z wiekiem chorób naczyniowych, cha-rakteryzujących się przewlekłym stanem zapalnym [110]. Badania na gryzoniach pokazują, że szlak Notch reguluje aktywność kardiomiocytów, fibroblastów i komórek proge-nitorowych serca, a zatem może brać udział w powstawa-niu chorób serca związanych z zaawansowanym wiekiem, zwłaszcza niewydolności mięśnia sercowego [105,111]. W mezenchymalnych komórkach macierzystych (MSC, ang. mesenchymal stem cells) nie obserwowano istotnych różnic w ekspresji ligandów i receptorów Notch między młody-mi (5-miesięcznymi) i starymi (25-miesięcznymi) myszami. MSC starych myszy wykazywały zmniejszoną ekspresję ge-nów docelowych Notch: Hey 1, Hey L i Hey 2, jednak w pełni reagowały na stymulację ligandem Jagged-1 (Ryc. 4) [112].

				Szlak sygnałowy TGF-β

				TGF-β jest plejotropową cytokiną, która bierze udział w regulacji wielu procesów komórkowych, takich jak wzrost i różnicowanie się komórek, wejście na szlak apoptozy czy zachowanie prawidłowej homeostazy komórkowej. Ponad-to, TGF-β wpływa na syntezę białek macierzy zewnątrzko-mórkowej czy gojenie się ran [113]. Potencjalna rola TGF-β1 w starzeniu się i długowieczności została zasugerowana w wielu badaniach in vitro oraz in vivo [9]. Osteoporoza cha-rakteryzuje się nadmierną łamliwością kości wynikającą z utraty masy kostnej i zmienionej mikroarchitektury kości. Wiadomo, że utrata masy kostnej występuje najczęściej podczas starzenia się lub po okresie menopauzy u kobiet. TGF-β i FGF są ważnymi czynnikami sprzyjającymi pro-liferacji komórek osteoprogenitorowych w osteogenezie. Zmniejszoną ekspresję TGF-β w kościach stwierdzono w kilku zwierzęcych modelach osteopenii. Ponadto zauważo-no, że zarówno FGF, jak i TGF-β wywierają działanie ana-boliczne na tworzenie się kości w modelach zwierzęcych i redukują utratę masy kostnej w modelach eksperymental-nych osteoporozy. Manipulacje genetyczne TGF-β i jego receptorów u myszy oraz mutacje lub polimorfizm genu 
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				TGF-β1 sugerują, że sygnalizacja TGF-β przyczynia się do kontroli osteogenezy i masy kostnej in vivo [114].

				Gunin i Golubtzova (2019) oceniali poziom TGF-β w mikronaczyniach skóry właściwej oraz fibroblastach od 20 tygodnia ciąży do 85 roku życia. Poziom TGF-β w mikro-naczyniach ulegał znacznemu obniżeniu od 41 roku ży-cia, czemu towarzyszyło zależne od wieku zmniejszenie liczby tych naczyń w skórze właściwej. Ponadto, wzrost poziomu TGF-β w fibroblastach korelował ze związanym z wiekiem obniżeniem liczby fibroblastów i ich proliferacji [115]. Wzrost ekspresji genu TGF-β1 zaobserwowano w ba-daniu ludzkich fibroblastów, które charakteryzują się SASP po ekspozycji na stres oksydacyjny [116]. Zauważono, że zmienność genu TGF-β1 może wpływać na długowiecz-ność, odgrywając rolę w zapaleniu starczym. Carrieri i wsp. (2004) badali polimorfizmy genu TGF-β1: G/A 800; C/T 509; T/C 869 i G/C 915 u 419 osób, w tym 172 stulatków i 247 z młodszej grupy wiekowej, stanowiącej kontrolę. Au-torzy zauważyli, że poziom TGF-β1 w osoczu był znacząco wyższy w grupie osób starszych, jednak nie obserwowali związku z genotypami TGF-β1. Ponadto, wyniki sugerują, że polimorfizm G/C 915 genu TGF-β1, w tej populacji jest związany z długowiecznością [116]. Inne badania pokazu-ją, że u ludzi po dziewiątej dekadzie życia, poziom TGF-β1 jest podwyższony, co dodatnio koreluje z wskaźnikiem zachorowalności na chorobę Alzheimera. Proponuje się hi-potezę, że powodem, dla którego zaawansowany wiek jest głównym czynnikiem ryzyka rozwoju choroby Alzheimera, jest postępujący wraz z wiekiem spadek liczby receptorów TGF-β w mózgu, a w konsekwencji spadek neurotroficznej aktywności TGF-β1 i TGF-β2, pomimo ich podwyższonego poziomu [117]. Do podobnych wniosków doszli Halper i wsp. (2015) w badaniu na grupach kobiet w przedziałach wiekowych 22-28 lat i 65-92 lat, u których oceniano, czy sygnalizacja TGF-β w PBMC zmienia się wraz z wiekiem. Stężenie TGF-β w surowicy i poziom ekspresji mRNA w PBMC nie różnił się pomiędzy obiema grupami. Poziomy receptorów TGF-β typu I i TGF-β typu II obniżyły się wraz z wiekiem. Wyniki sugerują, że wiek wpływa na sygnaliza-cję TGF-β poprzez modulację ekspresji ich receptorów [118].

				Szlak sygnałowy Ras

				Układ renina – angiotensyna (RAS, ang. renin-angiotensin system) odpowiada za utrzymanie prawidłowej gospodar-ki wodno-elektrolitowej organizmu, skurcz naczyń krwio-nośnych oraz regulację ciśnienia krwi [119,120]. Zmiany w aktywności oraz odpowiedzi ze strony układu RAS zacho-dzą wraz z wiekiem. Ostatnie badania potwierdzają udział RAS, a w głównej mierze angiotensyny II (Ang II) w regu-lacji stanu zapalnego, zaburzeniach autoimmunologicznych oraz starzeniu się [121]. Ang II wykazuje swoje działanie farmakologiczne poprzez dwa receptory dla angiotensyny typu 1 oraz 2 (AT1, AT2) [119]. Efekt prozapalny wywoła-ny aktywacją systemu RAS jest głównie modulowany przez wiązanie się Arg II do receptora AT1. Aktywacja receptora AT1 wiąże się ze zwiększonym stanem zapalnym poprzez indukcję ekspresji cytokin, chemokin, cząstek adhezyj-nych komórek związaną z aktywacją m.in. szlaku NF-κB, szlaków sygnałowych związanych z małymi białkami G, szlaku sygnałowego endoteliny 1 czy sygnalizację redoks 

			

		

		
			
				[122]. Ang II może regulować szlaki sygnałowe m.in. szlak MAPK, szlak JAK/STAT (ang. Janus kinase-signal transducers and activators of transcription), szlak PI3K-AKT (phosphatidy-linositol 3-kinase – AKT), indukując aktywację czynników transkrypcyjnych c-Fos, c-Jun i c-Myc [122].

				Układ RAS w znacznym stopniu jest zaangażowany w regulację szlaku sygnalizacyjnego białek Ras, głównie po-przez wzrost produkcji ROS indukowanej Ang II [122,123]. Białka Ras należą do rodziny małych białek G, które pełnią rolę w transdukcji sygnału poprzez powierzchniowe recep-tory o aktywności kinazy tyrozynowej w odpowiedzi na różne czynniki zewnątrzkomórkowe tj.: czynniki wzrostu, hormony, cytokiny. Białka Ras są zaangażowane w regula-cję proliferacji, różnicowania, apoptozy, starzenia się oraz metabolizm komórek [123]. Zwraca się uwagę na rolę szla-ku sygnalizacji Ras w rozwoju zapalenia starczego [9]. Ak-tywacja szlaku sygnalizacji Ras indukuje zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie G1, co jest cechą charakterystyczną komórek starzejących się. Ponadto, aktywacja Ras wiąże się ze zwiększoną produkcją czynników prozapalnych [123]. Rola sygnalizacji Ras w starzeniu się została potwierdzona w kilku badaniach eksperymentalnych [123,124-127].

				Minamino i wsp. (2003) wprowadzili aktywny allel genu H-rasV12 do pierwotnych hodowli ludzkich komórek mię-śni gładkich naczyń krwionośnych (VSMC, ang. vascular smooth muscle cell) pozyskanych z aorty. Obserwowana ak-tywacja Ras promowała starzenie komórkowe, zatrzymanie cyklu komórkowego oraz wzrost ekspresji cytokin i chemo-kin prozapalnych (IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, MCP, który był związany z aktywacją kinazy ERK (ang. extracellular signal--regulated kinase). Badania te wspomniani autorzy potwier-dzili w warunkach in vivo. U szczurów transgenicznych, poddanych transfekcji H-rasV12, zaobserwowano indukcje starzenia się komórek VSMC oraz zwiększony stan zapal-ny. Wnioskuje się, że aktywacja szlaku Ras związana jest z rozwojem miażdżycy poprzez indukowanie starzenia się komórek VSMC (Ryc. 4) [128].

				Regulacja aktywności sirtuin

				Sirtuiny (SIRTs, ang. sirtuins) u ssaków lub Sir2 (ang. si-lent in- formation regulator 2) u organizmów niższych to ro-dzina białek o aktywności deacetylazy lub ADP-rybozylo-transferazy zależnych od dinukleotydu nikotynoamidoade-ninowego (NAD). U ssaków, opisano siedem białek należą-cych do rodziny sirtuin (SIRT1-7), które zlokalizowane są w cytoplazmie (SIRT1, 2), jądrze komórkowym (SIRT1, 2, 6, 7) lub mitochondriach (SIRT3, 4, 5) [129]. Sirtuiny wykazu-ją działanie protekcyjne w procesie starzenia się, zapalenia starczego oraz rozwoju chorób zależnych od wieku [130].

				Sirtuiny zaangażowane są w takie procesy jak regulacja cyklu komórkowego, naprawa DNA, odpowiedź zapalna, czy apoptoza, poprzez wpływ na aktywność czynników transkrypcyjnych m.in. PGC-1α (ang. peroxisome proliferator--activated receptor-gamma coactivator alpha), NF-κB, p53, FoxO (ang. forkhead box O) i białek regulatorowych [130,131]. Za-leżność od NAD+ wiąże aktywność enzymatyczną sirtuin ze stanem metabolicznym komórki, czyniąc je swoistymi czujnikami stresu (poprzez kontrolę komórkowego stanu 
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				redoks) [131]. Wykazano, że wysiłek fizyczny lub restrykcje kaloryczne indukują rosnący stosunek NAD+/NADH pro-wadząc do ich aktywacji [132].

				Ekspresja genu Sirt3 ulega osłabieniu w odpowiedzi na stymulację indukowaną podaniem LPS do hodowli komó-rek BV-2. Nadekspresja genu Sirt3 w modelu neuroinflama-cji in vitro skutkuje zwiększeniem przeżywalności tych ko-mórek oraz obniżeniem produkcji ROS (Ryc. 4) [133]. W ba-daniu in vivo porównywano wpływ naturalnej wydolności aerobowej oraz starzenia się na ekspresję sirtuin w mięśniu brzuchatym łydki szczurów. Nie zaobserwowano wpływu aktywności fizycznej ani starzenia się na ekspresję sirtuin. Jednak zauważono, że zwierzęta charakteryzujące się wro-dzoną wysoką wydolnością tlenową miały zwiększoną eks-presję białka Sirt3, co również korelowało z wydłużeniem życia w porównaniu do zwierząt o mniejszej wydolności tlenowej [134]. W szczurzym modelu starzenia się, indu-kowanym podawaniem D-galaktozy, obserwowano nade-kspresję białek pFoxO3a i pAMPKα1 (ang. 5’AMP-activated protein kinase) oraz obniżenie poziomu białek Sirt1, PGC-1α, PPARα (ang. peroxisome proliferator-activated receptor) i SOD1 (ang. superoxide dismutase 1) w sercach zwierząt. Aktywność fizyczna przeciwdziała tym zmianom, skutkując zwiększe-niem poziomu białek pFoxO3a, Sirt1 i PGC-1α (Ryc. 4) [135]. Ekspresja białka Sirt1 w wątrobie ulega osłabieniu u starych myszy w porównaniu z młodymi, sugerując, że myszy sta-re mogą być bardziej narażone na rozwój alkoholowego uszkodzenia wątroby i włóknienia wątroby [136]. Ponadto, w sercu 12-miesięcznych myszy poziom białka Sirt1 obni-ża się w porównaniu z grupą młodszą (1-tygodniowe, 1 i 3-miesięczne) [137].

				W badaniu zdrowych mężczyzn powyżej 70 roku ży-cia nie wykazano zależności pomiędzy obecnymi w suro-wicy czynnikami stymulującymi ekspresję białka SIRT1, a wiekiem czy śmiertelnością badanych, ale zauważono ujemną korelację z parametrami związanymi z żywieniem (zmniejszona masa ciała, masa tkanki tłuszczowej, poziom albumin). Pacjentów, u których wykluczono zespół słabości (ang. frailty) powiązano z mniejszą ekspresją białka SIRT1 [138]. Co ciekawe, badania Kumar i wsp. (2014) pokazują, że obniżone poziomy białek SIRT1 i SIRT3 w surowicy mogą służyć jako markery rozwoju zespołu słabości [139]. Ekspre-sja białka SIRT1 była znamiennie mniejsza w sercu kobiet, w przedziale wieku 50-68 lat, w porównaniu z grupą kobiet w wieku 17-40 lat. Zmian takich nie zaobserwowano u męż-czyzn [74].

				Podsumowanie

				Starzenie się organizmów jest nieuchronnym, fizjologicz-nym procesem, prowadzącym do zmian w budowie oraz funkcji narządów i układów. Starzenie komórek układu od-pornościowego określane jest mianem immunosenescencji. Rozwijające się w procesie starzenia się zapalenie o niskim nasileniu zostało określone jako zapalenie starcze. W cią-gu ostatnich 20 lat przeprowadzono szereg badań na stu-latkach, jak i w modelach zwierzęcych, które pokazały, że zapalenie starcze jest zjawiskiem szerszym i bardziej złożo-nym, niż pierwotnie przypuszczano. U podstaw zapalenia starczego leżą zmiany w odpowiedzi zapalnej, wywołanej 

			

		

		
			
				przez różnego rodzaju bodźce endogenne i egzogenne. Istotnym zjawiskiem przyczyniającym się do wystąpienia zapalenia starczego jest zachwianie równowagi czynników pro- i przeciwzapalnych.

				Starzenie komórkowe wynika z działania czynników stresowych m.in. narastającego stresu oksydacyjnego czy uszkodzeń DNA. Wraz z wiekiem pojawiają się niekorzyst-ne zmiany w funkcjonowaniu mitochondriów wynikają-ce z akumulacji komórek starzejących się, co prowadzi do zmniejszonego usuwania dysfunkcyjnych mitochondriów na drodze mitofagii. Ponadto, stopniowe gromadzenie się wraz z wiekiem czynników stresowych wpływa na wy-dajność funkcjonowania systemu ubikwityna - proteasom. Zmniejszona aktywność proteasomu prowadzi do dysfunk-cji mitochondriów i uwolnienia ROS. Zaangażowanie recep-torów PRR, aktywowanych przez DAMPs lub PAMPs jest szczególnie istotne dla rozwoju zapalenia starczego. Recep-tory NLR tworzą wewnątrzkomórkowe kompleksy białko-we, tzw. inflamasomy, które modulują wydzielanie cytokin prozapalnych, a ich aktywacja wiąże się z indukcją starze-nia komórkowego oraz obumieraniem komórek w starych tkankach. Uszkodzenia DNA na drodze pobudzania DDR mogą prowadzić do aktywacji NF-κB, a w następstwie for-mowania inflamasomu NLRP3. Z wiekiem efektywność au-tofagii maleje, z czym wiąże się akumulacja dysfunkcyjnych mitochondriów, uszkodzonych białek oraz zwiększona produkcja ROS, które będą pobudzać odpowiedź zapalną poprzez receptory PRR. W regulację powyższych procesów zaangażowane są komórkowe szlaki sygnałowe, których to aktywację, w licznych badaniach klinicznych i eksperymen-talnych, powiązano z regulacją starzenia się organizmów oraz modulacją odpowiedzi zapalnej. Szczególną uwagę w rozwoju zapalenia starczego przypisuje się czynnikowi transkrypcyjnemu NF-κB, który uczestniczy, pośrednio lub bezpośrednio, w opisanych procesach. Przedstawione pro-cesy leżące u podstaw zapalenia starczego, wzajemnie na siebie oddziaływają, sprawiając, że zjawisko rozwoju zapa-lenia starczego musi być rozpatrywane na wielu płaszczy-znach badawczych.
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				Inflammaging - contributing mechanisms and cellular signaling pathways
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				Abstract

				Aging is a multifunctional process which is characterized by many changes on molecular, cellular and tissue levels. The chronic, sterile and low-grade inflammation process that occurs during aging is referred to as ‘inflammaging’. Inflammaging is mentioned as a risk factor for the onset and progression of chronic diseases, not only age-related. Inflammaging contributes to increased morbidity and mortality in elderly individuals, and also affects the lifespan and quality of life. Cell senescence and disturbances in the regulation of inflammasome activation, mitochondrial function, autophagy and mitophagy, ubiquitin-proteasome system and the response to DNA damage contribute to the devel-opment of inflammaging. The above processes interact with each other and are modulated by signaling pathways involved in the regulation of the inflammatory response, i.e. NF-κB, mTOR, RIG-I, Notch, TGF-β, Ras pathways, and regulation of sirtuin activity. The aim of the study is to present the processes and signaling pathways underlying inflammaging, including clinical and experimental studies.
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STRESZCZENIE

tarzenie si¢ jest zlozonym i wieloetapowym procesem, angazujacym mechanizmy na po-

Ziomie molekularnym, komérkowym i tkankowym. Podezas procesu starzenia si¢ obser-
wowany jest rozwdj przewleklego, sterylnego stanu zapalnego, ktdry jest okreslany termi-
nem inflammaging, czyli zapalenie starcze. Zapalenie starcze jest wymieniane jako czynnik
ryzyka wystapienia i progresji choréb przewleklych, nie tylko tych zwiazanych z wiekiem.
Ponadto, zapalenie starcze sprzyja wzrostowi zachorowalnosci i $miertelnosci, tym samym
wplywajac na jakoéé zycia 0s6b starszych. Do rozwoju zapalenia starczego przyczyniaj
starzenie komérkowe oraz zaburzenia w regulacji aktywacji inflamasoméw, pracy mi
chondri6w, autofagii i mitofagii, dzialania systemu ubikwityna-proteasom i odpowiedzi na
uszkodzenia DNA. Powyzsze procesy wzajemnie na siebie oddzialywaja oraz sa modulowa-
ne poprzez komérkowe szlaki sygnalowe uczestniczace w regulacji odpowiedzi zapalnej, tj.:
szlak mTOR, RIG-I, Notch, TGF-B, Ras, oraz regulacja aktywnosci sirtuin. Szczeg6lna uwa-
¢ przypisuje sie czynnikowi transkrypcyjnemu NF-xB. Celem niniejszej pracy jest przed-
stawienie procesow oraz szlakéw sygnalowych lezacych u podstaw zapalenia starczego z
uwzglednieniem badaf klinicznych i eksperymentalnych.

WPROWADZENIE

Rosnaca w ostatnich latach zachorowalnosé na przewlekle choroby zwiazane
2 wiekiem, w tym zaburzenia metaboliczne, takie jak zespsl metaboliczny, oty-
losé, cukrzyca typu 2 i choroby ukladu krazenia jest odzwierciedleniem obser-
wowanego na calym $wiecie starzenia sie populacji. Starzenie sie jest wieloczyn-
nikowym procesem zachodzacym na poziomie molekularnym, komérkowym
i tkankowym [1,2]. Dynamika i charakter tych zmian ksztaltowane sa poprzez
wzajemne oddzialywanie czynnikéw érodowiskowych, genetycznych i epigene-
tycznych [1]. Procesy starzenia sie i patogenezy chorob wieku podeszlego dziely
wspélne mechanizmy, tzw. filary starzenia sie, do ktérych naleza m.in. stan za-
palny, zaburzenia szlakow regulatorowych metabolizmu, zmieniona odpowiedz
na stres, zmiany epigenetyczne, uszkodzenia makromolekularne, zmniejszenie
potendjalu regeneracyjnego komérek i potencjatu komérek macierzystych oraz
proteostaza. Filary te tworza zintegrowana sie¢ wzajemnie oddzialywujacych
na siebie proceséw, ktorych zrozumienie jest krytyczne dla poznania procesu

starzenia sie [3]. Mimo, iz starzenie sie jest glownym czynnikiem ryzyka chorb
Zzwiazanymi z wiekiem, naukowcy czesto zaniedbuja ten proces, badajac mecha-
nizmy lezace u podstaw tych chorob. I odwrotnie, udzial choréb zwiazanych z
wiekiem w przyspieszeniu starzenia sie bywa niedoceniany.

W procesie starzenia sie obserwuje sie r0zw6j przewleklego, sterylnego za-
palenia - zapalenia o niskim stopniu nasilenia, przebiegajacego bez widocznej
infekcji, wywolanego przez czynniki stodowiskowe, mechaniczne czy stresowe
[4,5]. W 2000 roku Franceschi i wsp. (2000) wprowadzili termin inflammaging,
czyli zapalenie starcze okreslajacy to zjawisko. Zapalenie starcze jest przewle-
klym stanem zapalnym, wzmacnianym przez narastajaca ilosé czynnikéw stre-
sowych wynikajacych z oslabienia umiejetnosci organizmu do ich zwalczania, w
wyniku starzenia sie organizmu [6,7].

Zapalenie starcze przyczynia sie do wzrostu zachorowalnosci i $miertelnosci
0s6b starszych oraz wplywa na ich jakos¢ Zycia. Sadzi sie, ze zapalenie starcze
moze zaréwno przyczyniac sie do rozwoju i progresji choréb zwiazanych z wie-
Kiem, jak i moze by¢ ich konsekwencja. Badania pokazuja, ze zapalenie starcze
odgrywa role w patogenezie chorob neurodegeneracyjnych, miazdzycy, chorsh
serca, zwyrodnienia plamki zoltej zwiazanego z wiekiem, cukrzycy typu II, in-
sulinoopornosci, osteoporozy, reumatoidalnego zapalenia stawéw, przewleklej
choroby nerek, nowotworéw oraz zmian skérnych [8-14].
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