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				STRESZCZENIE

				Starzenie jest jednym z najintensywniej i najdłużej badanych, a mimo to wciąż nie do końca poznanych aspektów w biologii. Okazuje się, że istotną rolę w wielu procesach starzenia pełni kinaza białkowa aktywowana przez AMP (AMPK), jednak fakt ten jest często pomijany w pracach związanych ze starzeniem. W niniejszej pracy podsumowano informacje dotyczące udziału AMPK w procesach starzenia. Wskazano na udział AMPK w regulacji mechanizmów starzenia zależnych od: restrykcji kalorycznej, mTOR, p53, sirtuin, autofagii, stanów zapalnych oraz efektów wywołanych przez polifenole.


				
WPROWADZENIE

				Od najdawniejszych czasów ludzie poszukują sposobów na długie, pozbawione chorób życie. Opublikowane pod koniec 2012 roku wyniki, zebrane w latach 1970-2010, dotyczące długości życia ludności z całego świata, pokazały, że mimo dość istotnych różnic, m.in. w dostępie do opieki medycznej czy pożywienia między poszczególnymi krajami, średnia wieku, jak i liczba osób w podeszłym wieku wzrasta [1]. Nie oznacza to jednak, że spowolnieniu uległ sam proces starzenia. Wpływ na wzrost długości życia ma tu w głównej mierze znaczący spadek liczby przedwczesnych zgonów. Aby zrozumieć komórkowe i molekularne przyczyny starzenia, należy wyjaśnić i zrozumieć funkcjonowanie wielorakich mechanizmów, powodujących akumulację uszkodzeń oraz sieć systemów działających, by uszkodzenia te usuwać. Starzenie, mimo że od wieków jest przedmiotem wielu badań na całym świecie, jest nie do końca poznanym aspektem biologii żywych organizmów [2]. W naturalnym środowisku zwierzęta rzadko mają szanse dożyć wieku maksymalnego, charakterystycznego dla swojego gatunku, ponieważ narażone są na wiele innych, niezwiązanych z tym procesem zjawisk, takich jak głód, choroby czy drapieżnictwo. Dlatego też badanie molekularnych przyczyn starzenia zachodzi zazwyczaj w warunkach kontrolowanych. Dzięki takim badaniom, prowadzonym na różnych gatunkach, możemy zdefiniować starzenie jako zwiększające się wraz z upływem czasu prawdopodobieństwo zgonu, spowodowane stopniową utratą integralności i funkcjonalności procesów zachodzących w obrębie komórki [3].

				Starzenie jest skomplikowanym, heterogennym i wieloczynnikowym procesem, który jest konsekwencją zarówno wpływu genów, jak i środowiska. Jest regulowane przez wiele molekularnych szlaków, które są zachowane w ewolucji [4]. Za sam proces starzenia odpowiada bardzo wiele złożonych, jednak wciąż nie dość dobrze poznanych mechanizmów [5]. Wiadomo, że jest związane z nagromadzaniem się uszkodzonych białek i organelli komórkowych, dysfunkcją mitochondriów i zaburzeniem równowagi metabolicznej. Zmiany te, występujące na poziomie komórkowym, pociągają za sobą zmiany w poszczególnych tkankach, a co za tym idzie w całym organizmie, prowadząc do spadku długości życia [6,7].

			

			
				W latach 60. minionego wieku Leonard Hayflick i Paul Moorhead przeprowadzili badanie dotyczące starzenia komórkowego. Wykazali oni, że fibroblasty wyizolowane z płuc, hodowane in vitro, przestają się dzielić w momencie przejścia przez określoną liczbę podziałów, ale nie prowadzi to do ich śmierci. Zmienia się natomiast ich morfologia. Jednak mogą one żyć i względnie dobrze funkcjonować w hodowli jeszcze przez długi czas, choć wykazują tym więcej oznak starzenia, im bliżej jest im do osiągnięcia określonego limitu podziałów. Zmiany te dotyczą między innymi wielkości i rozpłaszczenia komórki, wzrostu ziarnistości czy skracania telomerów. Zaobserwowanie faktu, że komórki tracą potencjał replikacyjny, a w rezultacie starzeją się, umożliwiło opisanie tego zjawiska jako wyczerpania zdolności replikacyjnych. Nazwano je od imienia głównego odkrywcy limitem Hayflicka, definiowanym jako maksymalna liczba podziałów, charakterystyczna dla komórki. Odkrycie to obaliło dogmat w biologii, który głosił, że normalne komórki, hodowane w warunkach laboratoryjnych, mogą dzielić się w nieskończoność [8,9].

				Niedługo potem okazało się, że był to przełom w badaniach nad procesami starzenia, który rzucił nowe światło i nadał sens badaniu sieci skomplikowanych mechanizmów i powiązań. Dziś wiemy, że starzenie komórek zaobserwowane przez Hayflicka spowodowane jest skracaniem się telomerów [10]. Mimo to wiele aspektów dotyczących tego procesu jest wciąż niejasnych. Badacze poszukują odpowiedzi na pytanie, co tak naprawdę odpowiada za nieodwracalne zmiany w organizmie, postępujące z wiekiem. Pomimo istnienia wielu teorii, żadna z nich zdaje się nie dawać odpowiedzi na wszystkie pytania dotyczące mechanizmów starzenia.


				TEORIE STARZENIA

				O starzeniu możemy mówić, gdy zostaną spełnione dwa główne kryteria, które są uniwersalne dla organizmów żywych, od drożdży, aż po ssaki. Po pierwsze prawdopodobieństwo śmierci wzrasta wraz z wiekiem organizmu. Poza tym u wszystkich przedstawicieli danego gatunku muszą pojawiać się charakterystyczne dla postępującego starzenia zmiany fenotypowe. To drugie kryterium umożliwia odróżnienie samego procesu starzenia od chorób, których częstość występowania wzrasta wraz z wiekiem, takich jak nowotwory, choroby układu krążenia czy cukrzyca typu II. Najistotniejszą różnicą jest to, że fenotyp charakterystyczny dla zaawansowanego wieku występuje u wszystkich osobników danego gatunku, podczas gdy choroby dotykają tylko niektórych z nich. Tłumacząc przyczyny starzenia powinno się uwzględniać także nasilające się ryzyko wystąpienia wspomnianych chorób [11].

				Użyto wielu strategii i modeli, aby zrozumieć naturę mechanizmów leżących u podstaw starzenia. Aby wyjaśnić mechanizmy starzenia, każda z hipotez powinna wyjaśniać trzy warunki: dlaczego organizmy ulegają postępującemu i nieodwracalnemu upośledzeniu funkcji fizjologicznych w późnym życiu, dlaczego oczekiwana oraz średnia długość życia różnią się między gatunkami oraz dlaczego eksperymentalne diety, takie jak restrykcja kaloryczna, opóźniają pojawienie się wielu fizjologicznych zmian związanych z wiekiem oraz wydłużają średnią i maksymalną długość życia u zwierząt [12].

				Jednym z popularniejszych założeń dotyczących przyczyn starzenia jest teoria wolnych rodników, inaczej zwana teorią stresu oksydacyjnego, zaproponowana już w 1956 roku przez Denhama Harmana. Zakłada ona, że normalnie produkowane w komórce reaktywne formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species,) odpowiedzialne są za powstawanie licznych uszkodzeń w składnikach znajdujących się w komórce. Wysoka reaktywność tych cząsteczek uszkadza białka, lipidy i kwasy nukleinowe. Uszkodzenia te, kumulując się, prowadzą do zmian aktywności niektórych szlaków metabolicznych w komórkach i tkankach, co w efekcie powoduje rozwój procesu starzenia, pojawienie się chorób, których częstość występowania wzrasta wraz z wiekiem i śmierć organizmu [13,14]. ROS są produkowane głównie w mitochondriach, przede wszystkim jako produkt uboczny reakcji łańcucha oddechowego. Z tego względu organella te są jednocześnie najbardziej wrażliwymi na działanie ROS strukturami [15].

				Rozszerzeniem teorii wolnorodnikowej jest mitochondrialna teoria starzenia, która głosi, że nagromadzenie ROS prowadzi do mutacji mitochondrialnego DNA i uszkodzeń innych części mitochondriów. W rezultacie czynniki te prowadzą do przyspieszenia procesu starzenia [16,17]. Jednakże liczne badania przeprowadzone w ostatnich latach wskazują, że zmiany wywołane akumulacją wolnych rodników nie muszą aktywować procesów starzenia [18-20]. Niemniej jednak wydaje się, że zaburzenia mitochondrialne odgrywają istotną rolę w procesie starzenia [21].

				Przyczyny starzenia upatruje się także w niestabilności genomu, powodowanej akumulacją uszkodzeń DNA, gromadzących się w ciągu życia [22]. Integralność i stabilność genomu może ulec zmianom w odpowiedzi na zewnętrzne czynniki biologiczne, chemiczne czy zagrożenia powstające wewnątrz genomu, takie jak błędy podczas replikacji, których szkodliwe działanie musi być neutralizowane. Zmiany spowodowane tymi czynnikami mogą wywierać wiele efektów na genom, powodując zachodzenie mutacji punktowych, translokacji, zmian w obrębie chromosomów czy skracania się telomerów [22,23]. Z tego względu organizmy wykształciły kompleksową sieć mechanizmów naprawy DNA, które zapewniają im zdolność do radzenia sobie z uszkodzeniami spowodowanymi przez różnorodne czynniki [24]. Systemy zapewniające stabilność genomu zawierają specyficzne mechanizmy utrzymujące odpowiednią długość i funkcjonalność telomerów oraz zapewniają integralność mitochondrialnego DNA [25,26].

			

			
				Na uwagę zasługuje też teoria głosząca, że starzenie jest związane ze skracaniem się telomerów, czyli krótkich powtarzających się sekwencji obecnych na końcach chromosomów. O ile podczas replikacji nić wiodąca ulega syntezie w sposób ciągły, o tyle polimeraza DNA nie jest zdolna kompletnej syntezy telomerów na nici opóźnionej DNA, gdyż dobudowuje ona nukleotydy tylko w kierunku 5’→ 3’ i wymaga do reakcji starterów. Nić ta syntetyzowana jest w kawałkach, zwanych fragmentami Okazaki. Po każdym cyklu replikacyjnym, podczas łączenia fragmentów Okazaki i usuwania starterów, telomery ulegają skracaniu na końcach o określoną liczbę zasad. Aby uniknąć procesu skracania organizmy wykształciły wyspecjalizowaną do tego celu telomerazę. Jednakże większość komórek somatycznych u ssaków nie wytwarza telomerazy, co w konsekwencji prowadzi do stopniowej utraty sekwencji nukleotydowych z końców chromosomów. Zjawisko skracania telomerów tłumaczy ograniczoną zdolność do proliferacji komórek, czyli istnienie limitu Hayflicka. Wiadomo też, że limit ten nie dotyczy komórek o wysokiej aktywności telomerazy, a w badaniach przeprowadzonych na myszach wykazano, że stymulacja telomerazy znacząco wydłuża ich życie [27]. Z tego powodu teoria telomerowa stała się jedną z bardziej prawdopodobnych hipotez tłumaczących proces starzenia [28].


				KINAZA BIAŁKOWA AKTYWOWANA PRZEZ AMP (AMPK)

				Kinaza białkowa aktywowana przez AMP (AMPK, ang. AMP-activated protein kinase,) to enzym o strukturze pierwszorzędowej zachowanej w ewolucji, biorący udział w procesach odpowiedzialnych za utrzymanie homeostazy energetycznej na poziomie komórki, jak i całego organizmu u eukariotów. Wykazano również, że u zwierząt AMPK bierze udział w regulowaniu równowagi energetycznej w całym organizmie poprzez reagowanie na sygnały hormonalne i substraty energetyczne w centralnym układzie nerwowym oraz tkankach obwodowych, modulując pobieranie pokarmu oraz zużycie energii [29].

				AMPK jest to kinaza serynowo-treoninowa występująca w komórkach w postaci heterotrimeru zbudowanego z podjednostki α-katalitycznej oraz dwóch podjednostek regulatorowych – β i γ, w stosunku 1:1:1. Ze względu na istnienie wielu izoform każdej z tych podjednostek (α1, α2, β1, β2, γ1, γ2, γ3), kodowanych w odrębnych genach oraz dodatkowo dzięki alternatywnemu splicingowi (γ2 i γ3), podjednostki te mogą tworzyć ze sobą co najmniej 12 klas heterotrimerycznych kompleksów. Synteza konkretnych kompleksów w organizmie uzależniona jest od lokalizacji w określonych kompartmentach komórki oraz od tkanek, w których występują (specyficzność tkankowa) [30,31].

				W regulacji aktywności AMPK kluczową funkcję przypisuje się fosforylacji i defosforylacji reszty treoniny w pozycji 172 w katalitycznej podjednostce α [32]. Kontrolowanie tej aktywności zachodzi również poprzez związanie allosterycznych aktywatorów w postaci AMP i ADP, które wiążą się z centrum katalitycznym enzymu, zwiększając zdolność fosforylacji treoniny w pozycji 172 przez kinazy wyższego rzędu (kompleks LKB1, CaMKKβ), a także utrudniając jej defosforylację fosfatazom (PP2C). System ten jest czujnikiem zmian stosunku nukleotydów adeninowych względem siebie w komórce (Ryc. 1) [33].
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						Rycina 1. Trzy mechanizmy regulacji AMPK przez zmiany stężeń nukleotydów adeninowych w komórce. 1) Fosforylacja α-Thr172 pod wpływem wzrostu stężeń AMP i ADP i spadku stężenia ATP. 2) Stymulowanie defosforylacji α-Thr172 przez ATP, hamowanie jej przez AMP i ADP, a tym samym dezaktywowanie AMPK przez fosfatazy. 3) Bezpośrednia allosteryczna aktywacja AMPK za pośrednictwem AMP. ATP ma działanie antagonistyczne względem ADP i AMP. Na podstawie [33], zmienione.

					

				

				


				AMPK ma wiele specyficznych substratów i odpowiada na zmiany stężenia substratów energetycznych oraz sygnały wysyłane przez hormony. W sytuacji spadku stężenia ATP w komórce, a co za tym idzie wzrostu stężeń AMP i ADP (np. w czasie głodu, przy wysiłku fizycznym czy podczas hipoksji) [29], AMPK ulega aktywacji i wyłącza szlaki anaboliczne (zużywające ATP), równocześnie uruchamiając szlaki kataboliczne (dostarczające ATP) [34]. AMPK stymuluje m.in. wychwyt glukozy w mięśniach, utlenianie kwasów tłuszczowych, glikolizę w mięśniu sercowym czy powstawanie nowych mitochondriów w mięśniach. Aktywacja AMPK prowadzi do zahamowania szlaków wiążących się ze zużywaniem energii, takich jak: synteza kwasów tłuszczowych, czy cholesterolu w wątrobie, jak i sekrecja insuliny z komórek β trzustki (Ryc. 2) [29].
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						Rycina 2. Rola AMPK w kontroli metabolizmu energetycznego całego organizmu. Na podstawie [29], zmienione.

					

				

				


				AMPK uczestniczy w regulacji homeostazy energetycznej nie tylko na poziomie komórkowym, lecz także na poziomie całego organizmu. Bierze udział w licznych procesach, które mają związek ze starzeniem, długowiecznością oraz pojawieniem się chorób, których częstość występowania wzrasta wraz z wiekiem. Jej wysoką aktywność daje się zauważyć m.in. przy zastosowaniu restrykcji kalorycznej oraz innych związanych ze starzeniem procesach fizjologicznych w komórce oraz całym organizmie. Uważa się też, że stanowi ona atrakcyjny cel terapeutyczny w leczeniu wielu chorób metabolicznych, włącznie z otyłością, cukrzycą typu II, a także chorobami układu krążenia [33].

				W sytuacjach stresu metabolicznego AMPK stymuluje produkcję energii z glukozy i kwasów tłuszczowych, a hamuje pobieranie energii wykorzystywanej do syntezy cholesterolu, glikogenu oraz białek [35]. Łatwo też zauważyć, że restrykcja kaloryczna może istotnie zwiększać aktywność AMPK, podczas gdy nadmierna podaż kalorii może znacznie ją upośledzać, jednocześnie indukując insulinooporność w wielu tkankach, co może prowadzić do wystąpienia chorób metabolicznych takich jak otyłość, cukrzyca typu II czy choroby sercowo-naczyniowe [34].


				ROLA AMPK W PROCESACH STARZENIA

				Utrata fizjologicznej integralności, prowadząca do upośledzenia funkcji życiowych i zwiększonej podatności na zgon, określana jako starzenie, jest zasadniczym czynnikiem prowadzącym do takich schorzeń jak rak, cukrzyca typu II, choroby sercowo-naczyniowe i choroby neurodegeneracyjne. Badania dotyczące starzenia wykazały bezprecedensowy postęp w przeciągu kilku lat, w szczególności odkrycie, że szybkość starzenia w znacznym stopniu jest kontrolowana przez zachowane ewolucyjnie procesy genetyczne i biochemiczne. Obecnie głównym wyzwaniem jest przeanalizowanie i powiązanie ze sobą tych procesów w przebiegu starzenia [28].

				AMPK bierze udział w licznych procesach, które mają związek ze starzeniem, długowiecznością oraz pojawieniem się chorób, których częstość występowania wzrasta wraz z wiekiem. Jej udział daje się zauważyć w reakcjach, na które wpływa m.in. na zastosowanie restrykcji kalorycznej oraz inne związane ze starzeniem procesy fizjologiczne w komórce oraz całym organizmie. Wydajna kontrola homeostazy metabolicznej, zwiększona odporność na stres oraz sprawne działanie na poziomie komórkowym są oznakami dobrego zdrowia i długowieczności. AMPK jest zaangażowana w regulację wszystkich tych cech poprzez zintegrowaną sieć przekazywania sygnałów w komórce. Wiele badań przeprowadzonych na organizmach niższych wykazało, że wzrost aktywności AMPK może wpływać na wydłużenie życia [37].


			

			
				RESTRYKCJA KALORYCZNA A DŁUGOŚĆ ŻYCIA

				Restrykcja kaloryczna (CR) definiowana jest jako obniżenie kaloryczności pokarmu przy jednoczesnym zapewnieniu wszystkich niezbędnych składników do rozwoju i funkcjonowania organizmu. Dowiedziono, że jej zastosowanie u zwierząt modelowych takich C. elegans, muszki owocowej, gryzoni czy małp, opóźnia procesy starzenia oraz zwiększa ich średnią i maksymalną długość życia [38]. U ssaków CR znacznie poprawia parametry fizjologiczne związane ze starzeniem, a także opóźnia pojawienie się chorób związanych z wiekiem, od chorób neurodegeneracyjnych po nowotwory [39,40]. Należy jednak pamiętać o tym, że restrykcja nie może być zbyt duża, gdyż może wówczas prowadzić do patologicznych zmian wywołanych niedożywieniem, a w konsekwencji do zwiększonej śmiertelności. Mimo że ciągle otrzymujemy coraz więcej dowodów na skuteczność zastosowania restrykcji kalorycznej u zwierząt, o tyle ciągle brakuje dostatecznych informacji, przemawiających za jej podobnym działaniem u ludzi. U rezusów może przedłużyć życie nawet o 30%, ale na tej podstawie mimo wszystko ciężko powiedzieć czy byłaby równie skuteczna u ludzi [41]. Badanie wpływu CR u ludzi jest bardzo trudne ze względu na problemy ze znalezieniem chętnych do poddania się wymagającej takich wyrzeczeń diecie.

				Mimo licznych badań przeprowadzonych na wielu organizmach, do tej pory nie jest do końca wiadome na jakie procesy, zachodzące w organizmie, oddziałuje zastosowanie niskokalorycznej diety. U C. elegans zmiany w dostępności glukozy wpływają na zmiany w długości życia tego organizmu. I tak, wzrost dostępności tego substratu zmniejsza żywotność C. elegans, natomiast znaczne ograniczenie podaży glukozy powoduje wydłużenie jego życia poprzez indukcję oddychania tlenowego w mitochondriach. Okazało się też, że mutacja w genie aaak-2, homologu AMPK u nicienia, znosi efekt wydłużania życia przy zastosowaniu CR poprzez zaburzenie przebiegu glikolizy w komórce. Świadczy to o niezaprzeczalnej istotnej roli AMPK w zastosowaniu CR u tego organizmu modelowego [42]. Również metformina, aktywator AMPK, przedłuża życie C. elegans, imitując efekt restrykcji kalorycznej [43].

				Aktywacja AMPK jest jednym z mechanizmów wykazujących pozytywne efekty na zdrowe i długie życie, który aktywowany jest poprzez ograniczone spożycie kalorii [44]. W przypadku ograniczenia spożycia kalorii aktywacja wątrobowej AMPK u ssaków spowalnia glukoneogenezę, z kolei w mięśniach stymuluje wychwyt glukozy poprzez wzrost syntezy transporterów glukozy, np. GLUT4 [45]. Ponadto podawanie metforminy wydłużało życie myszy, co związane jest ze wzrostem aktywacji AMPK. Wskazuje to na to, że modulowanie aktywności AMPK może być potencjalnie wykorzystane jako cel dla wywołania efektów podobnych do tych związanych z restrykcją kaloryczną [46]. AMPK może poprawiać jakość i długość życia poprzez przywracanie równowagi energetycznej, prowadząc między innymi do zwiększania utleniania kwasów tłuszczowych czy proteolizy [47,48].

				Obecnie bazą do wysnuwania hipotez o pozytywnej odpowiedzi organizmu ludzkiego na CR są dane ukazane w pracy Willcoxa i wsp. z 2006 roku [49], w której opisał on jak CR wpływa na zdrowie i długość życia Japończyków z wyspy Okinawa. Mieszkańcy tej wyspy wyróżniają się na tle innych Japończyków znacznie wyższą średnią długością życia, a także dużo wyższym odsetkiem stulatków. Ponadto pojawienie się u nich chorób związanych z wiekiem, takich jak choroby sercowo-naczyniowe czy nowotworowe, zachodzi o wiele rzadziej i w późniejszym wieku. Częstość zgonów z powodu chorób naczyniowo-mózgowych oraz chorób serca wynosiła 59%, a nowotworów 69% w stosunku do liczby takich zgonów odnotowanych w pozostałej części Japonii. Za przyczynę tego zjawiska uważa się stosowanie przez mieszkańców Okinawy tradycyjnej niskokalorycznej diety. W porównaniu do dzieci w wieku szkolnym w całej Japonii, dieta dzieci z Okinawy stanowiła zaledwie 62% rekomendowanego dziennego spożycia kalorii. U dorosłych z kolei, pomimo podobnych zawartości tłuszczu i białka w diecie, podaż kalorii była o 20% mniejsza niż średnia dla Japończyków. Dzięki przykładowi mieszkańców Okinawy możemy przypuszczać, że restrykcja kaloryczna może mieć istotny wpływ na wydłużenie życia u ludzi, jednakże nie jest to wystarczający dowód dla potwierdzenia tej hipotezy, gdyż należy tu pamiętać o możliwym wpływie czynników genetycznych i środowiskowych na długość życia [50,51].


				UDZIAŁ AMPK W REGULACJI AKTYWNOŚCI SIRTUIN

				W ciągu ostatnich lat, w badaniach dotyczących wpływu restrykcji kalorycznej na długość życia organizmów modelowych oraz niemodelowych zwierząt, uwaga skupiona jest na istotnej roli sirtuin w tym procesie. Białka Sir, inaczej sirtuiny czy Sir2, należą do NAD-zależnych deacetylaz. To zachowane w ewolucji enzymy, których obecność wykazano u wszystkich przebadanych eukariontów, od drożdży po ssaki oraz u wielu organizmów prokariotycznych [52].

				Wielu badaczy wskazuje na funkcje sirtuin jako czynników mających wpływ na tempo procesu starzenia, a co za tym idzie na długość życia. Wykazano, że mają one swój udział w kontroli starzenia, odgrywając rolę w procesach uruchamianych w niekorzystnych warunkach, umożliwiających przeżycie organizmów [53]. Wykazano, że nadekspresja genów kodujących sirtuiny powodowała wydłużenie życia u wielu organizmów, drożdży, muszek owocowych, nicieni, gryzoni czy ssaków naczelnych, z kolei delecja tych genów prowadziła do skrócenia długości życia, ale także powodowała utratę podatności na restrykcję kaloryczną. Oprócz tego zaobserwowano, że w sytuacjach niedostatecznej podaży kalorii aktywność sirtuin wzrasta [54]. Zależność ta posłużyła do poszukiwania możliwości wykorzystania składników chemicznych, a konkretnie niektórych polifenoli (np. resweratrolu) do aktywowania sirtuin przez ich działania zbliżone do tego wywołanego restrykcją kaloryczną. Może to w przyszłości pozwolić na wykorzystanie aktywatorów sirtuin w leczeniu chorób związanych z wiekiem. Sirtuiny aktywowane są w warunkach niedoborów energetycznych, np. podczas głodzenia lub wysiłku fizycznego, gdzie dochodzi do wzrostu stężenia NAD, który jest kofaktorem sirtuin oraz aktywacji ich licznych substratów. Zarówno głodzenie, jak i wysiłek fizyczny są również aktywatorami AMPK. U ssaków dotychczas zidentyfikowano siedem sirtuin, homologów drożdżowej Sir2, z czego najlepiej poznana i najczęściej badana jest SIRT1 [55].


			

			
				SIRT1

				U ssaków SIRT1 i inne sirtuiny w odpowiedzi na CR pośredniczą w biogenezie mitochondriów, funkcjach metabolicznych, regulacji masy ciała czy tolerancji glukozy. Z kolei u myszy zbadano, że nadprodukcja SIRT1 w mózgu wpływa pozytywnie na ich długość życia [56-58]. Natomiast myszy pozbawione genu sirt1 nie były podatne na CR oraz działanie agonisty sirtuiny [59]. Mimo że te dane wskazują na wiodącą rolę sirtuin w restrykcji kalorycznej to, biorąc pod uwagę inne doniesienia, okazuje się, że zaangażowanie sirtuin w wydłużanie życia poprzez CR jest dyskusyjne. U organizmów niższych udział SIRT1 zależy od warunków laboratoryjnych przeprowadzanego eksperymentu. Zauważono, że u C. elegans ortolog SIRT1, Sir-2.1 jest wymagany do wydłużenia życia poprzez niewielką mutację w genie eat2, ale nie podczas innych eksperymentów przeprowadzanych na tym genie [57,60,61].

				Wykazano, że SIRT1 odpowiada na zmiany zachodzące na poziomie metabolizmu komórkowego, bierze udział w odpowiedzi na warunki stresowe (restrykcję kaloryczną, wysiłek fizyczny) i w ten sposób wpływa bezpośrednio na transkrypcję, apoptozę, autofagię i procesy starzenia [62,63]. Jeśli chodzi o odpowiedź na uszkodzenia DNA, SIRT1 deacetyluje czynnik transkrypcyjny FoxO3, co wpływa na zatrzymanie cyklu komórkowego oraz zahamowanie apoptozy zależnej od FoxO, by umożliwić naprawę DNA. Zapobieganie apoptozie ma znaczenie w terapii chorób neurodegeneracyjnych oraz sercowo-naczyniowych. Pozbawienie komórek sirt1 upośledza ich odpowiedź na uszkodzenia powstałe w DNA i zaburza działanie systemu naprawy DNA. W zależności tej, wiążącej się ze wzrostem liczby komórek ulegających apoptozie, upatruje się potencjalnej możliwości walki z nowotworami. SIRT1 może regulować ekspresję bezpośrednio, deacetylując histony, ale także pośrednio, biorąc udział w oddziaływaniach z innymi enzymami, regulując kluczowe procesy komórkowe [64].

				AMPK oraz sirtuiny wykryte zostały u wszystkich organizmów eukariotycznych, co więcej istnieją przesłanki mówiące o tym, że enzymy te współwystępowały ze sobą w procesie ewolucji [65,66]. Pomimo że oba enzymy były intensywnie badane, podobieństwa w ich regulacji i działaniu w tak zróżnicowanych procesach, jak metabolizm komórkowy, procesy zapalne i funkcje mitochondrialne okazały się oczywiste dopiero ostatnio. AMPK i SIRT1 regulują się nawzajem i mają wiele wspólnych docelowych cząsteczek, a zaburzenia ich działania mogą predestynować do zespołu metabolicznego i powiązanych z nim chorób u ludzi i organizmów modelowych. Rozpatrywane są jako cel terapeutyczny dla leczenia tych schorzeń (Ryc. 3) [67].
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						Rycina 3. Hipotetyczny cykl wzajemnej regulacji SIRT1 i AMPK. Wzrost aktywności AMPK spowodowany deficytem energetycznym lub innymi czynnikami prowadzi do aktywacji SIRT, prawdopodobnie przez wzrost stężenia NAD+ i/lub aktywności Nampt. Z kolei SIRT1 deacetyluje LKB1, która z kolei aktywuje AMPK. Wspólna aktywacja AMPK i SIRT1 prowadzi do deacetylacji i fosforylacji wymienionych na rysunku docelowych białek. Może to prowadzić do zmniejszenia podatności na wystąpienie zespołu metabolicznego i opóźnienia procesów starzenia. Na podstawie [67], zmienione.

					

				

				


				W badaniach przeprowadzonych m.in. na komórkach HepG2 wykazano, że przy wysokim stężeniu glukozy w pożywce dochodzi do zmniejszenia aktywności AMPK, podczas gdy przy inkubacji komórek z pirogronianem efekt jest przeciwny. Zaobserwowane zmiany w aktywności AMPK nie były związane ze zmianami energetycznymi, czyli stosunkiem stężeń AMP/ADP:ATP, ale towarzyszyły zmianom w dostępności i aktywności SIRT1. Zgodnie z tym okazało się, że poziom fosforylacji AMPK jest zmniejszany podczas inkubacji z nikotynoamidem, inhibitorem SIRT1, podczas gdy resweratrol (przypuszczalny aktywator SIRT1) przyczyniał się do zwiększenia stopnia ufosforylowania enzymu bez zmiany równowagi energetycznej komórki. Wpływ resweratrolu na aktywność AMPK został także zaobserwowany podczas badań na mioblastach C2C12 oraz inkubowanych szczurzych tkankach mięśniowych, co świadczy, że efekty te nie są tkankowo lub komórkowo specyficzne [68].

				Z kolei wyniki badań Fulco i współpracowników [69] pokazały, że obniżenie stężenia glukozy w pożywce (5 vs. 25mM) hamowało różnicowanie linii mioblastów C2C12, do czego prowadził spadek ATP w komórce oraz aktywacja AMPK, co z kolei powodowało aktywację SIRT1. Zaprezentowano także, że aktywacja SIRT1 została osiągnięta przez syntetyczny aktywator AMPK, AICAR. Zarówno restrykcja glukozy, jak i zwiększona transkrypcja enzymu NAD, Nampt (fosforybozylotransferaza nikotynamidu), indukowana przez AICAR, wywołały spadek stężenia nikotynoamidu i wzrost stosunku stężeń NAD:NADH oraz aktywację SIRT1. W tym przypadku regulacji AMPK poprzez glukozę zaobserwowane zostały zmiany stanu energetycznego w komórce [69].

			

			
				Zaprezentowane wyniki potwierdzają silny związek pomiędzy SIRT1 a AMPK w komórkach ssaków, wykazany poprzez równoczesną regulację obu związków w odpowiedzi na różne stężenie glukozy oraz aktywatorów i inhibitorów. Dzięki temu, że AMPK i SIRT1 regulują się nawzajem przypuszcza się, że mogą być one składowymi zamkniętego cyklu regulacji [68].


				SIRT3

				SIRT3, tak jak SIRT4 i SIRT5, obecna jest w macierzy mitochondrialnej. Odpowiada za deacetylację wielu białek, występujących w mitochondriach, regulując ich funkcjonowanie oraz hamując wystąpienie różnorodnych patologii związanych ze starzeniem. Ostatnie doniesienia skupiają się wokół możliwości regulowania niektórych funkcji mitochondrialnych przez SIRT3 pośrednio, a nie poprzez bezpośrednią deacetylację specyficznych mitochondrialnych substratów [70]. W badaniach na myszach wykazano, że niedostatek SIRT3 w normalnych warunkach nie jest odczuwalny, natomiast w warunkach stresowych, np. związanych z niedożywieniem lub w zaawansowanym wieku rola sirtuin w hamowaniu wystąpienia licznych patologii jest bardzo istotna [71].

				Dokładne zrozumienie mechanizmów regulujących funkcjonowanie SIRT3 stało się kluczowym punktem badań nad tym białkiem. W zależności tej zaczęto upatrywać związku we wspólnej regulacji między SIRT3 a AMPK. Wiele badań przeprowadzonych w niezależnych laboratoriach wykazało wpływ SIRT3 na aktywność i fosforylację AMPK. Warto zaznaczyć, że antyonkogen LKB1 jest jedną z głównych kinaz katalizujących reakcję fosforylacji reszty treoniny w pozycji 172 w katalitycznej podjednostce α AMPK, ale swój udział w tym procesie mają także reaktywne formy tlenu (ROS) [72]. Dodatkowo AMPK ma wpływ na regulację funkcji mitochondrialnych. Wzmaga aktywację PGC1α, koaktywatora transkrypcji, który promuje biogenezę mitochondriów i ekspresję wielu genów mitochondrialnych kodowanych jądrowo [73]. Z tego względu zarówno niski poziom ATP, jak i wzrost stężenia ROS w komórkach z deficytem SIRT3 pozwoliły wysnuć przypuszczenia, że niedostatek SIRT3 związany jest ze wzrostem aktywności AMPK. Jednakże okazuje się, że efekt ten jest odwrotny. Komórki oraz tkanki ze stwierdzonym deficytem SIRT3 wykazują także zmniejszenie fosforylacji AMPK oraz niski poziom PGC1α. Deficyt SIRT3 upośledza osiągnięcie pełnej aktywności PGC1α koniecznej do tworzenia mitochondriów i ekspresji genów zaangażowanych w proces detoksykacji ROS [74].

				Nie jest do końca jasne jak SIRT3 wpływa na AMPK. Niektóre badania sugerują, że SIRT3 może deacetylować i aktywować LKB1, kinazę katalizującą reakcję fosforylacji AMPK [75]. Inne, że sirtuina ta może deacetylować czynnik transkrypcyjny FoxO3A, który bezpośrednio promuje syntezę PGC1α [76]. To, że SIRT3 wpływa na kluczowe regulatory związane z biogenezą i funkcjonowaniem mitochondriów, takich jak AMPK czy PGC1α może mieć istotne konsekwencje dla wielu badań nad tą sirtuiną. Wydaje się, że SIRT3 wpływa nie tylko bezpośrednio na specyficzne mitochondrialne substraty, ale także pośrednio na modulowanie aktywności regulatorów mitochondriów. I tak, brak SIRT3 może negatywnie wpłynąć na procesy mające związek z aktywnością AMPK, takie jak autofagia czy odpowiedź na restrykcję kaloryczną, a co za tym idzie może mieć ujemny skutek na funkcjonowanie całego organizmu, m.in. na przedwczesne starzenie [77,78]. Jednakże kwestia ta wymaga przeprowadzenia wielu badań dotyczących mechanizmu i regulacji pomiędzy tymi związkami.


				ROLA AMPK W REGULACJI BIAŁKA mTOR

				Podczas poszukiwania sposobów na osiągnięcie efektów zbliżonych do tych wywołanych restrykcją kaloryczną, lecz w mniej radykalny i drastyczny sposób, dokonano odkrycia niezwykłych właściwości rapamycyny. Jest to immunosupresant, stosowany w transplantologii, a jego pochodne wykorzystywane są w terapii przeciwnowotworowej. Dzięki badaniom właściwości tej substancji zidentyfikowano geny białek TOR w wielu organizmach, także u ssaków.

				Białko mTOR (ang. mammalian target of rapamycin kinase) jest kinazą serynowo-treoninową, o sekwencji zachowanej w ewolucji, biorącą udział w wielu procesach od wzrostu, poprzez autofagię, po starzenie komórkowe. Wzrost jej aktywności obserwowany jest w procesach charakterystycznych dla starzenia, z kolei jej spadek prowadzi do aktywacji procesu autofagii [28,79]. Białko mTOR występujące u ssaków jest składnikiem dwóch odrębnych kompleksów enzymatycznych, mTORC1 i mTORC2, różniących się między sobą zarówno budową, jak i pełnioną funkcją w komórce. Jeśli chodzi o budowę to oba kompleksy mają wiele wspólnych podjednostek, jednak różnią się kluczowymi podjednostkami, które determinują specyficzne aktywności tych kompleksów. W TORC1 obecne jest białko Raptor, z kolei w skład TORC2 wchodzą białka Rictor i Sin1. Oba te kompleksy działają poprzez fosforylację i aktywację odrębnych efektorów, w szczególności poprzez fosforylację i aktywację składników z grupy kinaz AGC [80]. TORC1 odpowiada za kontrolę wielu procesów związanych ze wzrostem komórki i zmianami w dostępności pożywienia i energii. Z kolei kompleks TORC2 (do tej pory poznany dużo słabiej) bierze udział w regulacji funkcjonowania cytoszkieletu [81].

				Znacznie więcej wiadomo na temat mechanizmu działania kompleksu mTORC1. Jest on aktywowany przez insulinę i inne czynniki wzrostowe (m.in. insulinopodobny czynnik wzrostu 1, IGF-1) oraz poprzez składniki pokarmowe np. aminokwasy czy glukozę, a hamowany przez AMPK. Uważa się, że w odpowiedzi na te sygnały mTORC1 kontroluje syntezę białek poprzez przynajmniej dwa substraty, kinazę katalizującą reakcję fosforylacji białka rybosomów S6 (S6Ks) i czynnik inicjujący translację, 4E-binding protein (4E-BP1). Kompleks ten stymuluje także biosyntezę lipidów, hamuje degradację na drodze autofagii i reguluje metabolizm glukozy. Mnogość procesów sterowanych przy współudziale mTORC1 pokazuje, że jest on kluczowym regulatorem modulującym procesy anaboliczne i kataboliczne w odpowiedzi na dostępność składników pokarmowych, sygnały wzrostowe i status energetyczny komórki [82].

			

			
				mTOR jest elementem kotrolującym procesy autofagii, biosyntezy lipidów czy rybosomów. Wysoka aktywacja tego kompleksu prowadzi do hamowania autofagii w sytuacji dostępności wystarczającej ilości pożywienia. Dowiedziono, że fosforylacja ULK1 i ATG13, czyli podjednostek wchodzących w skład kompleksu inicjującego autofagię, może reprezentować mechanizm leżący u podstaw hamowania procesu autofagii przez mTORC1 [83].

				Pierwsze wskazówki pokazujące, że mTOR może regulować procesy starzenia pochodzą z badań przeprowadzonych na S. cerevisiae, gdzie wykazano, że delecja genu kodującego drożdżowy ortolog S6K, SCH9, powodowała wydłużenie życia tych organizmów o 50% [84]. Kolejne badania dotyczące mutacji w genach związanych z funkcjonowaniem samego mTOR lub kompleksu mTORC1 na organizmach modelowych, takich jak C. elegans i D. melanogaster wykazały, że mutacje te wpływają na wydłużenie życia u tych zwierząt [85,86]. Dodatkowo w badaniach dotyczących działania rapamycyny wykazano, że jej zastosowanie wydłuża życie u drożdży, nicieni, muszek owocowych oraz myszy, potwierdzając tym samym, że mTOR jest ewolucyjnie zachowanym, kluczowym regulatorem długości życia [87].

				Wiadomo, że wraz z wiekiem aktywność mTOR wzrasta, a w wielu chorobach związanych z wiekiem, takich jak choroba Alzheimera, Parkinsona, choroby układu krążenia, cukrzyca typu II czy w nowotworach, zaobserwowano wzmożoną aktywację szlaku zależnego od mTOR. Wykazano, że stosowanie diety niskokalorycznej wpływa na obniżenie aktywności tej kinazy. Wynika z tego, że poprzez hamowanie aktywności mTOR możliwe jest naśladowanie działania restrykcji kalorycznej, co może korzystnie wpływać na wydłużenie życia. Zależność ta została zaobserwowana u zwierząt modelowych, m.in. nicieni, muszki owocowej czy myszy [82].


				AMPK, aktywowana w odpowiedzi na niskie stężenie ATP w komórce, negatywnie reguluje kompleks mTORC1. Do hamowania aktywności mTORC1 przez AMPK może dochodzić przez co najmniej dwa odrębne mechanizmy. W pierwszym z nich AMPK fosforyluje zachowane w ewolucji reszty seryny w białku TSC2, co skutkuje aktywacją tego białka, przez co dochodzi do zahamowania szlaku sygnalizacyjnego mTOR [88]. Z kolei w drugim przypadku AMPK bezpośrednio fosforyluje białko Raptor, które wchodzi w skład kompleksu mTORC1, co upośledza przekazywanie sygnałów w tym kompleksie [89]. Te dane sugerują, że restrykcja kaloryczna może redukować przekazywanie sygnałów w kompleksie mTORC1 częściowo poprzez aktywację AMPK. Jednak sytuacja ta zdaje się być bardziej skomplikowana, gdyż zarówno AMPK jak i mTOR oddziałują z wieloma dodatkowymi czynnikami. Odnotowano także, że aktywacja AMPK wydłuża życie u C. elegans za pośrednictwem białka CRTC-1 (ang. CREB-regulated transcriptional coactivator 1), a nie przez białko TSC2. Dzieje się tak prawdopodobnie dlatego, że u C.elegans nie ma ortologa tego białka i kompleks mTORC1 może być regulowany jedynie na drodze fosforylacji białka Raptor [90]. Warto podkreślić, że o ile istnieje kilka szlaków prowadzących do aktywacji mTOR, o tyle szlak AMPK jest jedynym, który hamuje mTORC1 [89].

				REGULACJA BIAŁKA P53 PRZY UDZIALE AMPK

				Czynnik traskrypcyjny p53 został zidentyfikowany w 1979 roku i uważany jest za jeden z najważniejszych supresorów nowotworowych, odpowiadających za zatrzymanie proliferacji i indukcję apoptozy w uszkodzonych komórkach. W warunkach normalnych, gdy komórka nie jest narażona na stres, poziom białka p53 utrzymywany jest na niskim poziomie. W odpowiedzi na wiele sygnałów stresowych p53 wybiórczo reguluje wiele genów i inicjuje zróżnicowane odpowiedzi na stres, włączając w to przejściowe hamowanie cyklu komórkowego, autofagię, apoptozę oraz starzenie, w zależności od poziomu uszkodzeń wywołanych czynnikiem stresowym [91,92].

				Występowanie białka p53 w krótko żyjących organizmach niższych, których nie dotyczy nowotworzenie, takich jak muszki owocowe czy nicienie, sugeruje, że supresja nowotworów nie jest pierwotną funkcją tego białka. Wykazano, że odgrywa ono istotną rolę w regulacji procesów starzenia i długowieczności u nicieni, muszek owocowych, myszy i ludzi. Wpływ p53 na starzenie u ludzi został w ostatnim czasie potwierdzony w wielu badaniach [93].

				Komórki ssaków są bardzo wrażliwe na wszelkie formy czynników stresowych, włączając w to zmiany środowiskowe, jak i te zachodzące wewnątrz komórki. Konsekwencją tego jest wywołanie w nich odwracalnego zahamowania cyklu komórkowego, starzenia lub apoptozy. Mimo że wiele szlaków odpowiedzi na stres zostało już zbadanych, to te, które związane są z odpowiedzią regulatorów podziałów na stres metaboliczny, są wciąż słabo poznane [94]. Wiadomo, że wiele czynników stresowych może uruchomić proces fosforylacji w domenie transaktywacyjnej w p53. Dostępność glukozy bezpośrednio reguluje proliferację komórki, a odpowiedź ta jest związana z aktywowaniem AMPK za pośrednictwem białka ATM. W 2005 Jones i wsp. zbadali jak AMPK w odpowiedzi na różną dostępność glukozy wpływa na ścieżkę związaną z białkiem p53, które jest regulatorem proliferacji komórki i jej przetrwania. Głównym celem AMPK w tej ścieżce regulacji jest białko p53, które jest aktywowane przez AMPK, poprzez fosforylację seryny 15 w domenie transaktywacyjnej p53, co wpływa na aktywację białka p21, które hamuje kinazy CDK, co w efekcie przyczynia się do zaindukowania odwracalnego zahamowania podziałów komórkowych w odpowiedzi na niedobory glukozy w komórce. Ta aktywność p53 jest istotna dla przetrwania normalnych komórek podczas krótkotrwałego braku glukozy (Ryc. 4) [95].
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						Rycina 4. Mechanizmy prowadzące do zahamowania cyklu komórkowego poprzez aktywację AMPK. Wzrost aktywacji kinaz Akt i ERK przyspiesza proliferację komórki, aktywując zarówno kinazy zależne od cyklin (CDK) do progresji cyklu komórkowego, jak i ścieżki mTOR do promowania biosyntezy białek, wzrostu i proliferacji komórek. Aktywacja AMPK hamuje sygnał stymulujący wzrost przez aktywację osi p53-p21, jak i sygnalizację mTOR, prowadząc do zahamowania proliferacji komórki. Na podstawie [126], zmienione.

					

				

				


				Wyniki najnowszych badań pokazują, że p53 może także zapobiegać wzrostowi komórek poprzez oddziaływania ze ścieżką mTOR. p53 hamuje przekazywanie sygnału przez mTOR na różne sposoby. Reguluje aktywność sestryn, które hamują aktywność mTOR bezpośrednio, a także stymulują syntezę AMPK, co z kolei prowadzi do inaktywacji mTOR [93]. AMPK może regulować translację przez hamowanie rybosomalnej kinazy S6 (S6K), fosforylować TSC2 w odpowiedzi na głodzenie, co prowadzi do stabilizacji kompleksu TSC1-TSC2 i hamowania mTOR i S6K. W aktywacji AMPK upatruje się związku ze zmniejszeniem poziomu translacji, co może powodować wydłużanie fazy G1 cyklu komórkowego, a w konsekwencji prowadzić do spowolnienia proliferacji komórek [95,96]. Biorąc pod uwagę istnienie limitu Hayflicka dla komórek, czyli określonej liczby podziałów, po przekroczeniu której komórka ulega śmierci, takie spowolnienie może w efekcie prowadzić do opóźnienia podziałów komórkowych, a w konsekwencji do wydłużenia życia.


				ROLA AMPK W CHRONICZNYM STANIE ZAPALNYM

				Stan zapalny jest elementem odpowiedzi komórek układu odpornościowego, która jest indukowana w odpowiedzi na czynniki, takie jak atak patogenów czy uszkodzenia tkanek. Jednakże, mimo swoich pozytywnych funkcji, przewlekły stan zapalny może być bardzo szkodliwy dla organizmu. Może on przyczyniać się do wystąpienia wielu chorób takich jak otyłość, cukrzyca typu II, miażdżyca, pojawienia się nowotworów, a także prowadzić do przyspieszenia procesu starzenia. Główną tego przyczyną jest obecność podwyższonego poziomu cytokin prozapalnych w surowicy krwi, takich jak interleukiny 1 i 6 (IL-1, IL-6) czy TNF-α, co spowodowane jest z kolei aktywacją makrofagów i limfocytów T, które wydzielają te cytokiny w odpowiedzi na działanie stresu [97]. Z kolei indukcja aktywności AMPK pośredniczy w syntezie cytokin przeciwzapalnych, a co za tym idzie w kompensowaniu wzrastającego poziomu cytokin prozapalnych i hamowaniu ich syntezy [98,99]. Taka sytuacja obserwowana jest u osób w podeszłym wieku, gdzie obserwuje się zarówno podwyższenie poziomu cytokin prozapalnych, ale i wzrost cytokin przeciwzapalnych – IL-10 i TGF-β. Świadczy to o tym, że starzenie i długowieczność związane są z dążeniem do zachowania równowagi pro- i przeciwzapalnej [100].

				Ścieżka sygnałowa NF-κβ jest głównym szlakiem, który zaangażowany jest w immunologiczną odpowiedź organizmu, zarówno wrodzoną, jak i nabytą. Wykazano w licznych badaniach, że aktywacja AMPK reguluje funkcjonowanie ścieżki NF-κβ. W wielu dotychczas przeprowadzonych badaniach ujawniono, że nadmierne spożycie kalorii prowadzi do chronicznego stanu zapalnego, szczególnie w tkance tłuszczowej [101,102]. AMPK może hamować ścieżkę sygnałową NF-κβ, co prowadzi do zapobiegania syntezie czynników prozapalnych, których nadmierne występowanie charakterystyczne jest dla procesu starzenia oraz w chorobach, których częstość występowania wzrasta wraz z wiekiem. Okazuje się, że sygnały wysyłane przy udziale AMPK mogą hamować odpowiedź stanu zapalnego indukowanego przez czynnik transkrypcyjny NF-κβ. Podjednostki budujące ten czynnik nie są bezpośrednio fosforylowane przez AMPK. W jego hamowanie zaangażowane są różne białka, podlegające regulacji przez AMPK, jak SIRT1, PGC-1α, p53 czy FoxO [103]. Te z kolei mogą prowadzić do represji syntezy cytokin prozapalnych. Wysyłanie sygnałów przez AMPK zdaje się pozytywnie wpływać na metabolizm, jednocześnie może hamować stan zapalny związany z chronicznym stresem (Ryc. 5) [104]. Co więcej wydaje się, że AMPK odgrywa kluczową rolę w koordynacji sygnałów przeciwzapalnych w makrofagach [98].
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						Rycina 5. Efekty aktywacji AMPK na hamowanie ścieżki sygnałowej NF-κB i supresję stanu zapalnego. Kolorem zielonym zaznaczone są ścieżki aktywowane przez AMPK, na czerwono zaś hamowane. Niektóre hormony, polifenole, leki i aktywność fizyczna prowadzą do aktywowania AMPK, z kolei otyłość i hiperglikemia hamują aktywność AMPK. AMPK natomiast stymuluje aktywację SIRT1, PGC-1α, p53 i FoxO, które mogą w efekcie hamować ścieżkę NF-κB poprzez różne mechanizmy. Ponadto AMPK redukuje stres oksydacyjny, który może prowadzić do aktywacji ścieżki NF-κB. Regulacja ta może prowadzić do poprawy zdrowia i długowieczności. Na podstawie [104], zmienione.

					

				

				


				WPŁYW AMPK NA PRZEBIEG PROCESU AUTOFAGII

				Istnieje coraz więcej dowodów na to, że starzenie się jest regulowane przez mechanizmy autofagii. Podczas starzenia wydajność autofagii spada, co prowadzi do akumulacji toksycznych i uszkodzonych składników w komórce. Interesujące jest to, że te same ścieżki sygnałowe regulują zarówno procesy starzenia, jak i autofagię [105,106]. Zaangażowane są w wiele wspólnych ścieżek sygnałowych (np. AMPK, mTOR), regulowane przez podobne składniki (sirtuiny, FoxO, p53) i indukowane przez wiele podobnych substancji (m.in. kurkuminę czy resweratrol). Tak wiele uderzających podobieństw rodzi wniosek, że długowieczność jest ściśle uzależniona od autofagii [107].

				W wielu pracach wykazano, że AMPK jest głównym induktorem autofagii, związanym ze spadkiem tempa metabolizmu w komórce. Dzięki zjawisku autofagii możliwe jest systematyczne i wydajne usuwanie nagromadzających się niesprawnych bądź uszkodzonych białek i organelli komórkowych. Wiele badań potwierdza, że szybkość usuwania wadliwych białek w procesach autofagii w komórce wyraźnie obniża szybkość procesów prowadzących do starzenia się komórek. Badania nad mechanizmami starzenia u C. elegans pokazały, że kilka genów związanych z procesem autofagii, m.in. bec-1, atg-7 i atg-12, jest niezbędnych do wydłużenia życia u tych organizmów oraz, że autofagia jest kluczowym procesem w regulacji długowieczności. Zaobserwowano także, że wydłużenie życia poprzez restrykcję kaloryczną było także związane ze wzrostem autofagii u C. elegans [108].

				Autofagia to proces zachowany w ewolucji, polegający na degradacji wadliwych białek, organelli i elementów obecnych w cytoplazmie, przy udziale lizosomów. Dzięki niej uniemożliwiona jest akumulacja różnych uszkodzonych struktur oraz toksyn w przestrzeni komórkowej. W prawidłowej komórce autofagia powinna zapewniać homeostazę między tworzeniem a usuwaniem składników komórkowych. Proces ten jest także indukowany w odpowiedzi na warunki stresowe, takie jak uszkodzenie struktury DNA, niedotlenienie czy głód, co umożliwia ochronę przed śmiercią spowodowaną trudnymi warunkami [109,110].

				Ze względu na występowanie różnych mechanizmów dostarczania do lizosomów substratów do degradacji wyróżniamy trzy rodzaje autofagii: makroautofagię, mikroautofagię oraz autofagię zależną od białek opiekuńczych. Najczęściej występująca i najlepiej poznana jest makroautofagia, podczas której dochodzi do tworzenia autofagosomu. Ten rodzaj autofagii kontrolowany jest przez kaskadę produktów genów Atg (ang. autophagy-related genes). Za jej regulację odpowiadają szlaki szczególnie wrażliwe na zmiany w dostępie składników odżywczych [111].

			

			
				Jednym z kluczowych regulatorów autofagii u ludzi i myszy jest mTOR. Białko to prowadzi do hamowania autofagii w warunkach obfitości składników odżywczych i czynników wzrostu na rzecz proliferacji i aktywności metabolicznej komórki. Innym ważnym regulatorem jest AMPK, która hamuje białko mTOR w odpowiedzi na niski poziom ATP w komórce, prowadząc do wzrostu autofagii. Dzieje się to za pośrednictwem wzrostu aktywności AMPK, która wpływa bezpośrednio na Ulk1 i Ulk2, a także pośrednio poprzez hamowanie aktywności mTOR (Ryc. 6) [112].
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						Rycina 6. Regulacja autofagii przez AMPK. AMPK może aktywować kinazy Ulk1 i Ulk2 bezpośrednio, co prowadzi do wzrostu autofagii w komórce, a także pośrednio przez hamowanie aktywności białka mTOR.

					

				

				


				Aby utrzymać homeostazę metaboliczną, komórka musi ściśle kontrolować generowanie i konsumpcje ATP. Wzrost stężeń ADP i AMP jest dla komórki sygnałem, że musi ograniczyć przeprowadzanie procesów wymagających dużych nakładów energetycznych. Zmiany stężeń nukleotydów adeninowych są bezpośrednio wyczuwane przez AMPK [113]. W odpowiedzi na stres metaboliczny AMPK aktywuje wewnątrzkomórkowe procesy, by przywrócić homeostazę energetyczną. Wykazano, że AMPK odpowiedzialna jest za indukcję długowieczności u C.elegans oraz promuje autofagię w komórkach ludzkich [114]. Dzięki tym obserwacjom możemy przypuszczać, że związek AMPK i autofagii być może będzie mógł być wykorzystany w działaniach dążących do wydłużenia życia.


				WPŁYW POLIFENOLI NA STARZENIE ZA POŚREDNICTWEM AMPK

				W ciągu ostatnich 20 lat wzrosło zainteresowanie zastosowaniem polifenoli w terapii chorób cywilizacyjnych. Polifenole wykazują działanie przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze czy przeciwnowotworowe, ale okazuje się, że mogą mieć też istotny wpływ na modulowanie procesów starzenia komórkowego. Poprzez regulację wielu szlaków sygnałowych zaangażowanych w starzenie komórkowe, związki te mogą zapobiegać starzeniu, niwelować jego skutki czy mieć udział w terapii chorób wieku podeszłego. Mogą wpływać aktywująco bądź hamująco na takie procesy jak wydzielanie cytokin, produkcję reaktywnych form tlenu, skracanie telomerów czy procesy zależne od stanu energetycznego w komórce. Ważnym aspektem przemawiającym za szerszym badaniem funkcji polifenoli jest ich potencjalnie mała toksyczność i wywoływanie raczej niewielkich skutków ubocznych, a większość z nich stosowana jest od lat w ziołolecznictwie i jako składnik diety [115,41]. Ponadto zwraca się uwagę na funkcję polifenoli w procesie autofagii. Polifenole indukują wiele ścieżek związanych z autofagią, przez co mogą mieć istotny związek z wydłużaniem życia. Na autofagię mogą wpływać, m.in. resweratrol i kurkumina poprzez aktywację ścieżki związanej z sirtuinami i AMPK [116].

				Resweratrol jest polifenolem obecnym w dużym stężeniu, m.in. w winogronach, orzechach i jagodach, który chroni je przed infekcjami grzybiczymi i promieniowaniem ultrafioletowym. Wiele badań wykazało korzystny wpływ resweratrolu na zaburzenia, takie jak zespół metaboliczny, cukrzycę typu II czy choroby wieku podeszłego. Poza upatrywaniem związku wysokich właściwości antyoksydacyjnych resweratrolu z próbą opóźniania procesów starzenia, przypuszcza się, że polifenol ten może być najbardziej obiecującym kandydatem naśladującym działanie restrykcji kalorycznej. Wykazano, że tak jak ona, wpływa na aktywację AMPK i sirtuin, przez co jego wpływ na wydłużanie życia zdaje się być jeszcze bardziej prawdopodobny [117].

				Okazuje się, że resweratrol aktywuje AMPK poprzez kilka różnych ścieżek. Może redukować poziom ATP w komórce poprzez hamowanie syntazy ATP, ponadto może aktywować AMPK bez zmian pomiędzy stosunkiem AMP i ADP do ATP [118]. Wykazano, że podawanie resweratrolu w niewielkich dawkach może aktywować AMPK poprzez ścieżkę zależną od Sirt1 [119]. W badaniach na myszach z delecją w genie kodującym podjednostkę katalityczną AMPK, będących na wysokokalorycznej diecie z suplementacją resweratrolu, zaobserwowano brak wzrostu tempa metabolizmu oraz redukcji masy ciała, które to pojawiły się u myszy typu dzikiego [120].Wiadomo, że resweratrol wydłuża życie u S. cerevisiae, C. elegans i D. melanogaster poprzez ścieżkę aktywującą Sir2. Ponadto dowiedziono, że polifenol ten poprawia zdrowie i wydłuża maksymalną długość życia o 59% u ryb [121]. W badaniach przeprowadzonych na myszach dowiedziono, że podczas podawania resweratrolu u myszy, będących na wysokokalorycznej diecie, zaobserwowano wydłużenie życia w stosunku do grupy kontrolnej. Dochodziło u nich do wzrostu aktywacji AMPK, poprawy w funkcjonowaniu mitochondriów i ogólnego zdrowia, ale zmiany te nie zostały zaobserwowane u myszy na standardowej diecie [122].

			

			
				Kolejnym wartym uwagi polifenolem, jest kurkumina, czyli ekstrakt z rośliny Curcuma longa, wykorzystywany szeroko w ziołolecznictwie oraz jako przyprawa do potraw. W wielu badaniach wykazano zróżnicowane funkcje tego związku naturalnego, który ma udział w zwalczaniu stanów zapalnych, cukrzycy typu II, alergii, reumatyzmu, a nawet nowotworów. Co więcej, kurkumina jest przeciwutleniaczem, który może działać jako modulator odpowiedzi obronnej komórki [123].

				Kurkumina ma dużą liczbę molekularnych celów działania. Są to m.in. ścieżki związane ze stanem zapalnym, autofagią, proliferacją komórki czy apoptozą. Z tego względu prowadzone są liczne badania nad jej wpływem na choroby neurodegeneracyjne, nowotwory czy procesy starzenia. Wykazano, że działa ona hamująco na ścieżki NF-κβ i mTOR oraz na chroniczny stan zapalny, towarzyszący procesom starzenia i chorobom, których częstość występowania wzrasta wraz z wiekiem. Wspólnym ogniwem łączącym te wszystkie procesy jest regulowanie ich za pośrednictwem AMPK. Przypuszcza się, że dzięki swoim właściwościom kurkumina może przyczynić się do osiągnięcia długowieczności [124,125].

				Innym ważnym polifenolem o szerokim spektrum działania na komórkę jest galusan epigallokatechiny (EGCG), aktywny składnik znajdujący się w wyciągu z zielonej herbaty. Oprócz swoich właściwości przeciwnowotworowych i antyoksydacyjnych, EGCG może także prowadzić do osiągnięcia efektów podobnych do tych występujących przy zastosowaniu restrykcji kalorycznej. EGCG indukuje liczne zmiany metaboliczne, między innymi poprzez aktywację AMPK. W efekcie może opóźniać procesy starzenia oraz pojawienie się chorób, których częstość występowania wzrasta wraz z wiekiem [116].


				PODSUMOWANIE

				Starzenie się jest jednym z najintensywniej badanych procesów, a mimo to wciąż najsłabiej poznanych. Okazuje się, że na proces ten składa się wiele mniej lub bardziej istotnych czynników. Ważnymi aspektami jest regulacja procesów starzenia przez ścieżki sirtuin, mTOR, p53. Istotne są także chroniczny stan zapalny, autofagia oraz wpływ wywierany przez niektóre naturalne polifenole. Wiadomo także, że jak dotąd jedyną skuteczną możliwością wydłużania życia jest zastosowanie restrykcji kalorycznej. Wspólnym mianownikiem dla wymienionych procesów metabolicznych jest zaobserwowany wzrost aktywności AMPK. Niniejsza praca jest podsumowaniem dotychczasowych odkryć i osiągnięć dotyczących działania tej kinazy na ścieżki regulujące proces starzenia.

				Wiadomo, że AMPK ma istotny związek z działaniem sirtuin, w szczególności SIRT1 i SIRT3, których wzrost aktywności związany jest z wydłużaniem życia. Białko mTOR, zaangażowane w procesy prowadzące do wzrostu i podziału komórek, hamowane jest przez AMPK, co w efekcie może prowadzić do długowieczności. Istotnym aspektem jest rola AMPK w regulacji funkcji białka p53. Także proces autofagii, którego zaburzenia są obserwowane podczas postępującego starzenia, powiązać można ze wzrostem aktywności AMPK. Istotnym aspektem jest także działanie naturalnych polifenoli, w tym resweratrolu, kurkuminy i EGCG, które wpływają na liczne mechanizmy związane ze starzeniem, w których niejednokrotnie bierze udział AMPK. Być może zaobserwowanie tych powiązań, dla których jak się okazuje wspólnym mianownikiem jest obecność AMPK, pozwoli rzucić nowe światło na zagadnienia i badania związane ze starzeniem. Istotną kwestią może okazać się poświęcenie większej uwagi roli AMPK w licznych procesach, mających związek ze starzeniem. Wydaje się, że regulując działanie AMPK, możliwe będzie jednoczesne wpłynięcie na liczne, działające pośrednio i bezpośrednio procesy, związane ze starzeniem i długowiecznością. Odkrycie substancji, która efektywnie aktywowałaby AMPK, nie wywołując przy tym szkodliwych skutków ubocznych, mogłoby okazać się przełomem w medycynie i gerontologii i istotnie wpłynąć na poprawę jakości i długości życia.
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				ABSTRACT

				Aging is one of the most extensively studied biological process and yet still some of its aspects remain elusive. It appears that AMP – activated protein kinase (AMPK) plays an important role in many processes of aging, but this fact is often neglected in the studies on aging. This work summarizes the information about AMPK participation in the aging process. AMPK participation in the regulation of aging was indicated in the mechanisms dependent on: caloric restriction, mTOR, p53, sirtuins, autophagy, inflammation and the effects caused by polyphenols.
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