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				Streszczenie

				W ostatnich latach obserwowany jest progresywny wzrost częstości występowania cho-rób neurodegeneracyjnych. Etiologia oraz patofizjologia chorób Parkinsona, Alzhe-imera i Huntingtona jest zróżnicowana, jednak na uwagę zasługują uniwersalne mechani-zmy występujące podczas neurodegeneracji. Najlepiej poznanymi są m.in. przewlekły stan zapalny, stres oksydacyjny oraz zmienione procesy autofagii wynikające z nieprawidłowej agregacji białek. Utracie struktury i funkcji neuronów towarzyszą upośledzone mechanizmy naprawcze. Z uwagi na brak dostępności terapii hamującej postęp neurodegeneracji, istot-ne wydają się badania, których celem jest poszukiwanie substancji aktywujących naturalne komórkowe mechanizmy naprawcze lub takich, które ograniczać będą czynniki sprzyjające neurodegeneracji. W ostatnich latach duże zainteresowanie zespołów naukowych na całym świecie budzi spermidyna. W tej pracy zamierzamy przedstawić dane potwierdzające sze-rokie spektrum oddziaływania spermidyny stosowanej w modelach naśladujących zmiany zwyrodnieniowe w ośrodkowym układzie nerwowym, aby wykazać jej wpływ na mechani-zmy śmierci komórek nerwowych występujące w chorobach neurodegeneracyjnych.

				Spermidyna – naturalna poliamina

				Spermidyna (ang. spermidine, SPD) to biogenny związek organiczny wystę-pujący powszechnie w komórkach eukariotycznych. SPD zaliczana jest do po-liamin, związków azotowych alifatycznych, które należą do specyficznej grupy substancji regulujących wzrost, rozwój i metabolizm komórkowy [1]. W grupie poliamin alifatycznych to SPD wykazuje największą aktywność biologiczną [2].

				Swoją podstawową rolę biologiczną poliaminy wykazują uczestnicząc w pro-cesach komórkowych, takich jak replikacja, transkrypcja i translacja, których intensywność jest silnie uzależniona od ich stężenia. Wchodząc w interakcje z DNA, RNA, fosfolipidami i innymi polianionami jako związki polikationowe, poliaminy wykazują zdolność stymulacji biosyntezy białek. Ich wpływ obejmuje regulację wzrostu, proliferacji oraz procesów różnicowania komórkowego [1]. Udowodniono, że w ośrodkowym układzie nerwowym (ang. central nervous system, CNS), SPD i spermina pełnią rolę wtórnych przekaźników w transmisji glutaminianergicznej odbywającej się za pośrednictwem receptorów N-mety-lo-D-asparaginowych (NMDA) i dla kwasu α-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowego (AMPA) [3]. Interakcje SPD z innymi substancjami te-rapeutycznymi są stosunkowo słabo przebadane [4], jednak powinny być brane pod uwagę w kontekście wielokierunkowości działania SPD, w tym jej wpływu na receptory NMDA i AMPA. Wykazano bowiem, że transportery dla SPD i sperminy (ang. vesicular polyamine transporter, VPAT) występują nie tylko w neu-ronach, ale również w astrocytach, a ekscytotoksyczność warunkowana zmie-nionym uwalnianiem kwasu glutaminianowego w obrębie synaps budowanych w kooperacji z astrocytami, została potwierdzona w chorobach neurodegenera-cyjnych (ang. neurodegenerative diseases, ND) [5] Poliaminy mają zdolność dzia-łania jako „zmiatacze” wolnych rodników, co przyczynia się do utrzymania ho-meostazy komórkowej. W kontekście sieciowania białek cytozolowych, poliami-ny pełnią funkcję stabilizatorów cytoszkieletu komórkowego, w szczególności 

			

		

		
			
				species); ROS – reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species); SAMP8 – linia myszy o przyspieszonym procesie starzenia się SAMP8 (ang. senescence-accelerated mouse prone 8); SOD – dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase); SPD – spermidyna (ang. spermidine); STAT3 – przekaźnik sygnału i aktywator transkrypcji 3 (ang. signal transducer and activator of transcription 3); TFEB – czynnik transkrypcyjny EB (ang. transcription factor EB); TNF – czyn-nik martwicy nowotworów (ang. tumor necrosis factor); VPAT – transporter pęcherzykowy dla poliamin (ang. vesicular polyamine transporter)
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				uczestnicząc w polimeryzacji filamentów aktynowych [6]. Niska biodostępność poliamin prowadzi do utraty zdolno-ści komórek do replikacji, a struktury filamentów i mikrotu-bule w cytoszkielecie ulegają dezintegracji [7].

				Biosynteza SPD w komórkach ssaczych obejmuje proces, w którym powstająca w wyniku przemian L-argininy pu-trescyna jest syntetyzowana z ornityny, a następnie prze-kształcana w SPD lub SPD może powstawać w wyniku roz-padu sperminy [8]. Źródłem SPD jest także pokarm (kiełki roślin, soja, boczniak mikołajkowy, groszek, orzechy, jabłka, gruszki, brokuły) [9], a jej przyswajalność pobierania drogą pokarmową oraz dystrybucja do narządów i mięśni szkiele-towych została udowodniona w badaniach przeprowadzo-nych na gryzoniach [10,11]. Istnieją dowody na wysoką tole-rancję i bezpieczeństwo doustnego długotrwałego stosowa-nia niskich dawek SPD [10-12], chociaż stężenie wolnej SPD wykazuje zróżnicowanie narządowe (mM). We krwi obwo-dowej zakres detekcji SPD w warunkach fizjologicznych mierzony jest w µM [13]. Przenikanie SPD z treści jelit do krwiobiegu odbywa się głównie w dwunastnicy i bliższym odcinku jelita czczego za pomocą endocytozy, transporte-rów błonowych zlokalizowanych na komórkach nabłonka lub pomiędzy przestrzeniami międzykomórkowym w me-chanizmie dyfuzjo prostej, i ten ostatni rodzaj transportu ma decydujące znaczenie w przyswajaniu SPD drogą po-karmową [14]. W dwuwarstwowym modelu komórkowym Caco-2 wykazano bowiem, że SPD nie jest pobierana przez rąbek szczoteczkowy enterocytów a raczej przenika w prze-strzeniach błony podstawno-bocznej. Podanie fizjologicz-nych stężeń (100 μM) SPD do hodowli Caco-2 skutkowało szybkim wzrostem poziomu SPD w enterocytach z pełnym wysyceniem po 1h [15]. Na dyfuzję prostą jako przeważa-jący mechanizm przenikania SPD, wskazują również dane uzyskane z pomiarów kinetyki wchłaniania SPD w modelu perfuzji wyizolowanych jelit szczurzych. Znakowana izoto-powo (13C) SPD podawana w modelu perfuzji jelit osiąga w krwiobiegu stężenie na poziomie 61% dawki początkowej już po 10 minutach [16]. W badaniach dotyczących długo-trwałego wpływu diety bogatej w SPD stosowanej w ży-wieniu myszy wykazano, że podwyższone stężenie SPD we krwi obwodowej notowane było tylko po długotrwałej su-plementacji (po 26 tygodniach stosowania) [17]. Natomiast zmiany stężenia (d8)-SPD po doustnej suplementacji (3 i 6 mM w wodzie pitnej) notowane były w tkance nerwowej myszy po 1 tygodniu suplementacji i zwiększały się liniowo do 8 tygodnia jej trwania [17]. Na powolną kinetykę dystry-bucji SPD do tkanki nerwowej wskazują również badania, w których stosowano inne drogi podawania [18] Badania populacyjne potwierdzają, że długotrwałe stosowanie diety bogatej w naturalne źródła SPD wydłuża czas życia [19], a istotne znaczenie w przyswajaniu i produkcji SPD odgry-wa mikroflora jelitowa [20]. Biorąc pod uwagę ostatnie do-niesienia łączące przewlekłe zaburzenia składu, proporcji i funkcji drobnoustrojów tworzących mikrobiotę (dysbiozę) oraz stan zapalny jelit z mechanizmem neurodegeneracji w chorobie Parkinsona (ang. Parkinson’s disease, PD) [21], Alzheimera (ang. Alzheimer’s disease, AD) [22] i Huntingto-na (ang. Huntington’s disease, HD) [23] udział SPD w utrzy-mywaniu stanu równowagi mikrobioty jelit (eubiozy) może być kluczowy dla jej efektów neuroprotekcyjnych.

			

		

		
			
				Badania w modelach zwierzęcych wskazują, że SPD jest modyfikatorem procesów starzenia i ma potencjalny wpływ na czynniki istotne dla patofizjologii ND [24]. Wyniki badań prowadzonych na zwierzętach [25,26] oraz analizy porów-nawcze wykonywane post mortem w materiale pochodzą-cym z ludzkiego mózgowia [27,28] wskazują, że stężenie SPD w mózgowiu zmienia się wraz w wiekem. Regionami szczególnie wrażliwymi na te zmiany są jądra podstawy mózgu i kora płata czołowego [28], a więc regiony mózgo-wia, które podlegają neurodegeneracji odpowiednio w PD i HD oraz AD. Przeciwstarzeniowe właściwości SPD wyni-kać mogą z jej wpływu na acetylację histonów [29] oraz bia-łek takich jak: MAP1S (ang. cytosolic microtubule-associated protein 1S), LC3-II (ang. microtubule-associated protein 2 light chain 3), TFEB (ang. transcription factor EB) [30], jak również rozpatrywane być powinny na poziomie niezwiązanym bezpośrednio z aparatem translacyjnym, czyli w obszarze wpływu na stres oksydacyjny, autofagię i mechanizmy od-porności. Wielokierunkowe oddziaływanie SPD, które od-bywać się może na poziomie epigenetycznym, enzymatycz-nym i fizjologicznym czyni SPD substancją o znaczącym potencjale terapeutycznym.

				Właściwości przeciwzapalne SPD a mechanizmy neurodegeneracji

				Udział stanu zapalnego w inicjacji i podtrzymywaniu neurodegeneracji wydaje się być wspólnym ogniwem dla ND [31]. Agregacja zmienionych strukturalnie białek takich jak β-amyloid i białko Tau w AD, α-synukleina w PD oraz huntingtyna w HD inicjuje przewlekły stan zapalny w CNS [32]. W trakcie inicjacji i podtrzymywania kaskady zapal-nej angażowane są komórki glejowe, głównie mikroglej [33-35], ale ostanie badania podkreślają również znaczenie astrogleju w tym procesie [36]. Udział astrocytów w pętli reakcji zapalnych związany jest głównie z rolą, jaką pełnią te komórki w utrzymywaniu integralności i odpowiedniej przepuszczalności bariery krew–mózg (ang. blood-brain bar-rier, BBB) [37]. Istnieją przesłanki, że α-synukleina może być przemieszczana z neuronów do astrocytów [33], a we-wnątrzkomórkowe inkluzje tego białka w astrocytach mogą wpływać na wychwyt zewnątrzkomórkowego glutaminia-nu [37]. Ekscytotoksyczne działanie kwasu glutaminowego w prążkowiu potwierdzono zarówno w PD [38], jak i HD [39]. Zmieniony profil usuwania kwasu glutaminowego z przestrzeni synaptycznych w układzie czarno-prążkowio-wym (z łac. nigrostriatalnym) wywołany przez α-synukleinę agregującą w astrocytach, może zatem prowadzić do nasi-lonej neurodegeneneracji zakończeń dopaminergicznych w prążkowiu. Potwierdzają to badania przeprowadzone na myszach z nadekspresją α-synukleiny w astrocytach, u któ-rych wykazano obumieranie neuronów dopaminergicznych oraz nasilone objawy motoryczne [37]. Badania post mortem wykonane u pacjentów cierpiących na PD potwierdzają na-siloną agregację α-synukleiny w astrocytach w prążkowiu i istocie czarnej [33]. Kooperacja astrocytów i mikrogleju jest kluczowa dla utrzymania homeostazy m.in. poprzez wpływ na produkcję neurotrofin oraz wykrywanie nieko-rzystnych zmian w środowisku zewnątrzkomórkowym [39]. Aktywację mikrogleju w przebiegu AD potwierdzono także w wyniku prozapalnej reakcji wywołanej agregacją 
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				zewnątrzkomórkowych złogów β-amyloidu [40]. W przy-padku HD to huntingtyna aktywuje komórki glejowe [41]. Przewlekły stan zapalny, który angażuje mikroglej i astro-cyty upośledza plastyczność synaptyczną. Zaburzone zo-stają mechanizmy naprawcze m.in. wydzielanie czynników neurotroficznych takich jak: neurotroficzny czynnik pocho-dzenia mózgowego (ang. brain-derived neurotrophic factor, BDNF), insulinopodobny czynnik wzrostu (ang. insulin-li-ke growth factor, IGF) [40] oraz neurogeneza w hipokampie [42]. Upośledzone funkcje poznawcze oraz deficyty pamięci prowadzące do demencji są diagnostycznymi symptomami występującymi w przebiegu AD, choć pojawiają się również jako objawy dodatkowe w zaawansowanym stadium PD i HD [43]. Poza osłabionym profilem neuroprotekcyjnym, w warunkach przewlekłego stanu zapalnego zaburzone są także mechanizmy utrzymujące ciągłość i przepuszczalność BBB. Aktywowany mikroglej wydziela cytokiny prozapal-ne oraz wolne rodniki, które wpływają na integralność BBB [31]. Cytokiny prozapalne oraz chemokiny uwalniane przez komórki glejowe aktywują makrofagi i limfocyty, które zaczynają migrować do miejsc objętych neurodegeneracją [44]. Procesowi temu sprzyja ekspresja głównego układu zgodności tkankowej (ang. major histocompatibility complex, MHC) oraz wzrost przepuszczalności BBB [46]. Obecność nacieków limfocytarnych budowanych głównie przez lim-foctyty TCD4+ i TCD8+ potwierdzono post mortem w prze-biegu PD [47], AD [48], ale ich występowania nie potwier-dzono dotąd w HD [49].

				Prozapalna aktywacja układu odpornościowego w prze-biegu ND angażuje sekrecję cytokin produkowanych przez komórki mikroglejowe oraz komórki obwodowego układu odpornościowego. W przebiegu PD, stwierdzono zmienio-ny profil wydzielania czynnika martwicy nowotworów typu α (ang. tumor necrosis factor α, TNFα), interleukiny (IL) 6, IL-1β, IL-10, IL-4 i IL-1RA. W AD nasilone uwalnianie IL-1β, IL-17, IL-12, IL-23, IL-6 i TNF-α prowadzi do propagacji stanu zapalnego, a w HD zmienione stężenie IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8, TNF-α, IL-10 notowane jest w osoczu i w prążkowiu (IL-6, IL-8 i TNF-α) [49]. Zmieniony profil sekrecji cytokin w ND współwystępuje ze zmianami w liczebności subpopula-cji limfocytów T [44,46].

				Jednym z nowszych sposobów podejścia terapeutyczne-go w ND mogą być immunoterapie [50]. Kluczową rolę do odegrania wydają się mieć zwłaszcza takie, które są w stanie aktywować naturalne mechanizmy naprawcze i hamować nadmiernie aktywowane kaskady zapalne. SPD wykazuje właściwości immunomodulujące i jest kluczowa dla róż-nicowania się limfocytów T, B i komórek NK oraz pamięci immunologicznej [51-55]. SPD promuje różnicowanie limfo-cytów T naiwnych w kierunku T regulatorowych w mysim modelu zapalenia jelita grubego [52]. Immunosupresyjne właściwości SPD wykazano u myszy z indukowaną łusz-czycą, u których suplementacja zapobiegała zaostrzeniom objawów choroby [56]. SPD obniża zdolność makrofagów do prezentacji antygenu i produkcji cytokin prozapalnych poprzez oddziaływanie na sygnalizację NF-κB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) i nadaje im fenotyp przeciwzapalny podobny do M2 w autoimmunolo-gicznym modelu stwardnienia rozsianego u gryzoni [57]. Podobną zależność wykazano w modelu posocznicy, w któ-

			

		

		
			
				rym dootrzewnowe iniekcje sperminy stosowane u myszy obniżały zdolność makrofagów do produkcji TNF-α w oso-czu [58]. Związek SPD z sygnalizacją wewnątrzkomórkową angażującą NF-κB wykazano także w mysim modelu: sepsy [59], alkoholowego uszkodzenia wątroby [60] oraz ostrym zapaleniu jelita grubego [61]. Suplementacja SPD poprze-dzająca eksperymentalnie wywoływaną sepsę u myszy za-pobiega makrofagowemu zapaleniu nerek w mechanizmie angażującym inhibicję inflamasomu NLRP3 i sekrecję IL-1β [59]. Wpływ 12 tygodniowych, dootrzewnowych iniekcji SPD (10 μM) na poziom ekspresji mRNA dla NLRP3, kap-sazy -1, gazderminy D, IL-1β, IL-17A, IL-18 oraz pyroptozę wykazano w kardiomiocytach myszy z modelem cukrzycy, u których zaobserwowano obniżone stężenie markerów uszkodzeń mięśnia serowego w osoczu, poprawę wskaźni-ków funkcjonalnych mierzonych ultrasonograficznymi me-todami obrazowymi a badanie histopatologiczne potwier-dziło redukcję liczby włókien kolagenowych typu I i III cha-rakterystycznych dla kardiomiopatii cukrzycowej [60] SPD przeciwdziała aktywacji zapalnej makrofagów i napływowi limfocytów w modelu zapalenia jelita grubego u myszy oraz hamuje indukowaną TNF-α aktywację NF-κB w hodowlach komórkowych Caco-2, w efekcie czego notowano obniżone wydzielanie IL-1β, IL-6 i TNF-α [61]. Yan i współautorzy [62] wykazali, że mechanizm przeciwzapalny SPD w choro-bach jelit angażuje szlaki sygnałowe Nrf2 (ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) i STAT3 (ang. signal transducer and activator of transcription 3) w sposób zależny od receptorów węglowodorów akrylowych (ang. aryl hydrocarbon receptor, AhR). Suplementacja SPD prowadzona przed wywołaniem zapalenia kośćca prowadziła do obniżonej ekspresji TNF-α w osoczu myszy oraz w pierwotnych hodowlach fibrobla-stów [63]. Opisywane w różnych stanach zapalnych właści-wości SPD pozwalają sądzić, że substancja ta w sposób efek-tywny może hamować aktywację układu odpornościowego obserwowaną w chorobach neurodegeneracyjnych.

				SPD była testowana w mysim modelu AD, szczurzym modelu PD [24] i w modelu HD [65]. W badaniach prowa-dzonych w zespole Sharma [24] wykazano, że suplemen-tacja SPD obniża stężenie TNF-α, IL-1β, IL-6 w prążkowiu po podaniu rotenonu w szczurzym modelu PD, co w kon-sekwencji prowadziło do neuroprotekcji w układzie nigro-striatalnym i łagodzenia objawów motorycznych typowych dla PD. Wpływ SPD na stężenie cytokin prozapalnych (TNF-α, IL-1β, IL-6) w prążkowiu wykazano także w mode-lu naśladującym objawy ruchowe występujące w HD, które wywoływane były kwasem 3-nitropropionowym [66]. Wła-ściwości przeciwzapalne SPD badane były również w mo-delu AD [67-69]. Suplementacja SPD w trakcie indukcji mo-delu AD opartego o agregację β-amyloidu u myszy szczepu APPPS1 ograniczyła poziom nieprawidłowo zbudowanych białek frakcji Aβ40 i Aβ42 w mózgowiu. W pierwotnych kulturach komórek mikrogleju stopień agregacji tych białek był ograniczony i zaobserwowano wzrost ekspresji genów odpowiadających za migrację, fagocytozę, autofagię, róż-nicowanie i transkrypcję w kierunku różnicowania feno-typu mikrogleju w formę przeciwzapalną w mechanizmie angażującym NLRP3 [68]. Myszy PS19 z mutacją MAPT P301S powodującą postępującą wraz z wiekiem agregację białka pTau w CNS, której towarzyszą łagodne deficyty w zakresie uczenia się przestrzennego i pamięci, eliminacja 
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				synaps, utrata neuronów w hipokampie, wykazują zmie-niony metabolizm SPD i sperminy w regionach mózgowia zaangażowanych w kontrolę funkcji poznawczych (w korze przedczołowej, formacji hipokampa i w prążkowiu) [69]. W badaniach porównawczych, w których zastosowano dwa różne modele tauopatii (rTg4510 i AAV9 Tau ΔD421) wy-kazano, że SPD zapobiega fibrylacji tau [67]. Istnieje wiele badań, które potwierdzają wpływ SPD na usprawnienie funkcji poznawczych i pamięci badanych w modelach zwie-rzęcych [70]. W kontekście deficytów funkcji poznawczych występujących w AD, a także w późnych stadiach PD i HD, kluczowe wydają się te, które potwierdzają wpływ SPD na transmisję cholinergiczną i glutaminianergiczną [3]. W przy-padku tej ostatniej istotne są także badania potwierdzające, że SPD wiąże się z receptorami NMDA w znaczący sposób zwiększając powinowactwo agonistów oraz końcowy efekt pobudzenia receptora [3]. Utrzymanie odpowiedniego stę-żenia poliamin w CNS jest kluczowe dla przeciwdziałania demencji, co potwierdzają badania oceniające skuteczność suplementacji SPD w redukcji związanych z wiekiem de-ficytów funkcji poznawczych prowadzone w próbach kli-nicznych [71-75]. Biorąc pod uwagę wyniki otrzymane w modelach zwierzęcych i badaniach klinicznych, odpowied-nio prowadzona suplementacja SPD może być efektywna w łagodzeniu stanu zapalnego występującego w chorobach neurodegeneracyjnych.

				Właściwości antyoksydacyjne SPD a mechanizmy neurodegeneracji

				Stres oksydacyjny wynikający z upośledzonej funkcji mitochondriów oraz przewlekłego stanu zapalnego jest jed-nym z głównych mechanizmów wspólnych dla przebiegu ND [76]. Reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) takie jak: nadtlenek wodoru (H2O2), rodnik ponadtlen-kowy (O2–) oraz rodnik hydroksylowy (•OH) działające z reaktywnymi formami azotu (ang. reactive nitrogen species, RNS) takimi jak: rodnik tlenku azotu (NO•) i nadtlenoazo-tyn (ONOO–) wydzielane w nadmiarze wywierają szkodli-wy wpływ na strukturę komórek nerwowych. W ND no-tuje się obniżoną aktywność enzymów antyoksydacyjnych, czyli dysmutazy ponadtlenkowej (ang. superoxide dismutase, SOD), katalazy (ang. catalase, CAT) oraz peroksydazy glu-tationowej (ang. glutathion peroxidase, GPx) [77]. Komór-ki w CNS są szczególnie wrażliwse na zaburzenia home-ostazy tlenowej, co wynika z wysokiego zapotrzebowania energetycznego (wzmożona aktywność mitochondrialna) i znacznego zużycia tlenu (do 20% całkowitego poboru O2), co w powiązaniu z wysoką zawartością lipidów w błonach komórkowych neuronów i gleju, bogatych w wielonienasy-cone kwasy tłuszczowe czyni je szczególnie podatnymi na peroksydację lipidów indukowaną przez ROS oraz na de-strukcyjne działanie metali o aktywności redoksowej, takich jak miedź, żelazo czy cynk [77,78]. W przeciwieństwie do innych komórek, neurony mają ograniczone mechanizmy antyoksydacyjne [79] oraz niską zdolność regeneracyjną [77]. Chociaż niskie lub umiarkowane stężenia ROS i RNS odgrywają istotną rolę w prawidłowym funkcjonowaniu komórek (regulacja ścieżek sygnałowych, odpowiedź mito-genna, systemy obronne przeciw patogenom), nadproduk-cja tych form lub zaburzenia w aktywności endogennych mechanizmów neutralizujących są zaangażowane w pato-

			

		

		
			
				genezę ND. Nadprodukcja ROS podczas stresu oksydacyj-nego powoduje peroksydację lipidów błon komórkowych do dialdehydu malonowego (ang. malondialdehyde, MDA), co w konsekwencji zmienia właściwości strukturalne błony komórkowej i prowadzi do zwiększenia jej przepuszczal-ności dla substancji, które mogą negatywnie wpływać na konformację białek wewnątrzkomórkowych bądź niespecy-ficznie łączyć się z receptorami [78]. Źródłem ROS mogą być także aktywowane prozapalnie makrofagi i neutrofile [80]. Co istotne, u pacjentów z ND obserwuje się zmiany mar-kerów stresu oksydacyjnego we krwi obwodowej takie jak podwyższone stężenie niemerkaptoalbuminy (ang. nonmer-captalbumin) w PD, 8-Hydroksyguanozyny (ang. 8-Hydroxy-guanosine) i GPx w HD oraz obniżone stężenie glutationu (ang. glutathione, GSH) w AD, co podkreśla potencjalną rolę tych cząsteczek jako biomarkerów diagnostycznych i pro-gnostycznych w ND [81-83].

				Właściwości antyoksydacyjne SPD udowodniono w modelach udaru niedokrwiennego [84], a także w ekspery-mentalnie indukowanym modelu stanu zapalnego [85] oraz retinopatii cukrzycowej [86]. Wykazano, że podczas nefro-toksyczności wywołanej cisplatyną suplementacja spermi-ny skutecznie hamuje stres oksydacyjny, a także zmniejsza uszkodzenia DNA i peroksydację lipidów, zapobiegając w ten sposób martwicy kanalików nerkowych indukowanej cisplatyną [87]. Dootrzewnowa iniekcja SPD stosowana u myszy z modelem cukrzycy typu 2 działała ochronnie na mięsień sercowy, obniżając poziom markerów stresu oksy-dacyjnego w komórkach mięśnia sercowego w mechani-zmie redukującym ferroptozę [88]. Wpływ SPD na regulo-waną śmierć komórek zależną od żelaza, w której kluczowe znaczenie ma GPx4 badano w modelu AD u myszy [89]. We wcześniejszych badaniach udowodniono, że SPD aktywu-je szlaki Nrf2/HO-1/GPX4 i Akt/FHC/ACSL4, regulujące ferroptozę w komórkach rozrodczych [90]. Badania zespołu Youssef [89] wykazały, że w mysim modelu AD, SPD działa neuroprotekcyjnie na neurony hipokampa redukując gro-madzenie β-amyloidu w mechanizmie związanym z aku-mulacją jonów żelaza prowadzącym do stresu oksydacyjne-go. Właściwości antyoksydacyjne SPD udowodniono także w szczurzym modelu PD indukowanym podaniem roteno-nu [24,91] oraz w szczurzym modelu naśladującym zabu-rzenia równowagi neurotransmiterowej w jądrach podsta-wy podobnym do tych obserwowanych w HD [66]. Włącze-nie suplementacji SPD w 14. dniu iniekcji rotenonu obniżyło poziom MDA i azotynów oraz podwyższyło poziom GSH. Antyoksydacyjne właściwości SPD zniosły neurotoksyczne działanie rotenonu w układzie nigrostriatalnym i zapobie-gły behawioralnym objawom w szczurzym modelu PD [24]. W modelu HD wywołanym podaniem kwasu 3-nitropro-pionowego podanie SPD hamowało indukowany ekspery-mentalnie stres oksydacyjny [66].

				W przebiegu ND zaburzone są mechanizmy utrzymu-jące homeostazę w układach antyoksydacyjnych komórek nerwowych oraz w jej otoczeniu. Układy antyoksydacyjne podlegają ścisłej regulacji, a ich aktywność wzrasta w obec-ności stresu oksydacyjnego. Jednym z kluczowych białek odpowiadających za regulację tej odpowiedzi jest czynnik transkrypcyjny Nrf2. W odpowiedzi na nagromadzenie ROS, Nrf2 ulega translokacji do jądra komórkowego, gdzie 
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				wiąże się z elementami odpowiedzi antyoksydacyjnej, co skutkuje aktywacją transkrypcji odpowiednich genów. Nrf2 jest czynnikiem regulującym biosyntezę poliamin w mecha-nizmie wpływu na aktywność enzymatyczną dekarboksy-lazy ornityny, co pozwala wiązać antyoksydacyjne właści-wości SPD z szlakami naturalnych przemian poliamin [8]. Udział SPD w modulowaniu stresu oksydacyjnego w prze-biegu ND został zaprezentowany na rycinie 1.

				Udział SPD w modulowaniu autofagii a mechanizmy neurodegeneracji

				Autofagia jest procesem fizjologicznym polegającym na degradacji różnych składników komórki rozpoznanych jako uszkodzone lub zbędne. Sprawność autofagii ma kluczowe znaczenie dla różnicowania komórek oraz obrony przed stresem oksydacyjnym. Autofagia odpowiada za usuwa-nie niepotrzebnych lub źle sfałdowanych białek, kropli li-pidowych oraz uszkodzonych organelli, aby zachować ho-meostazę wewnątrzkomórkową [92]. Wydajność autofagii zależy od mechanizmów transportu do lizosomów i zazwy-czaj klasyfikuje się trzy różne typy degradacji: mikroautofa-gia, autofagia zależna od białek opiekuńczych (CMA; wy-stępuje tylko u ssaków) oraz makroautofagia [92]. W CNS makroautofagia i szlak ubikwityna-proteasom są niezbędne dla utrzymywania prawidłowo działających połączeń neu-ronalnych, a zaburzenia autofagii mogą powodować hamo-wanie neurogenezy, wpływać na wzrost aksonów, rozwój 

			

		

		
			
				i rozgałęzianie dendrytów, synaptogenezę oraz eliminację nadmiarowych synaps (przycinanie synaptyczne) [93]. W neuronach autofagosomy wytwarzane są w przewadze w terminalnych odcinkach aksonów gdzie pozostają lub za pomocą transportu wstecznego kierowane są do perika-rionu (ciała komórki nerwowej) i tam przekształcają się w autolizosomy. Wakuole autofagiczne występujące w den-drytach mają postać amfisomów lub autolizosomów, które mogą być transportowane dwukierunkowo (do ciała ko-mórki i do elementu post synaptycznego) [94]. W przebiegu ND wykazano zaburzoną wewnątrz neuronalną proteosta-zę, która wynika z upośledzonych mechanizmów usuwania białek agregujących (splątki neurofibrylarne zawierające hi-perfosforylowane białko tau w AD, agregaty α-synukleiny w PD i huntingtyny w HD) [92]. Zmiany w homeostazie ko-mórkowej i sprawności autofagii przyczyniają się do aku-mulacji dysfunkcyjnych mitochondriów, które nadmiarowo produkują ROS, co sprzyja agregacji białek i podtrzymuje kaskadę procesów zapalnych w CNS. Punktem łączącym autofagię, stres oksydacyjny i stan zapalny jest szlak Nrf2. Istnieje kilka białek, które regulują zarówno szlak NF-κB, jak i Nrf2, takich jak p65 i p62. Po aktywacji szlaku zapalnego, p65 jest fosforylowane, przemieszcza się do jądra i inicjuje transkrypcję genów NF-κB [95]. Poziomy białek p62 i LC3--II (są podwyższone w prążkowiu transgenicznych myszy YAC128 HD i R6/2 HD, co wskazuje na upośledzone me-chanizmy przejścia autofagosomów w autolizosomy [96]. Na odbiegające od fizjologicznych mechanizmy autofagii w 
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				Rycina 1. Mechanizmy wpływu spermidyny na przebieg stresu oksydacyjnego w trakcie neurodegeneracji.Strzałkami czarnymi oznaczono kolejne etapy danego procesu, strzałkami zielonymi – wpływ spermidyny na aktywację procesu, czerwonymi liniami – inhibicję danego zjawiska. Większość skrótów objaśniono w tekście. Pozostałe: alfa KG – α-ketoglutaran, TCA – cykl kwasu trikarboksylowego.
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				ND wskazują dane potwierdzające obecność licznych wa-kuoli autofagicznych w mózgowiu osób cierpiących na AD, PD i HD [97-99] oraz badania eksperymentalne w modelach zwierzęcych, w których farmakologiczna stymulacja auto-fagii skutecznie redukuje agregację białek i wynikający z niej stan zapalny [100-102].

				Endogenna wewnątrzkomórkowa SPD jest kluczowa dla procesu hypuzynacji jądrowego czynnika translacyjnego 5A (eIF5A) [103], który jest aktywatorem TFEB (ang. transcrip-tion factor EB) promującego zmiany naprawcze angażujące autofagię i lizosomy [104, 105]. Kompleksowy mechanizm wpływu egzogennej SPD na autofagię nie został dotąd w pełni wyjaśniony, jednak zdolność SPD do jej promowania potwierdzają dane uzyskane w badaniach in vitro i in vivo [30,106]. W badaniach zespołu Pietrocola [107] wykazano, że SPD hamuje aktywność acetylotransferazy EP300, która poprzez wpływ na białko p300 reguluje wydajność szlaku mTORC1 (ang. mechanistic target of rapamycin complex 1), co badano w modelu komórkowym [108]. Suplementacja SPD lub sperminą stosowana u myszy SAMP8 (ang. sene-scence-accelerated mouse prone 8) stymulowała autofagię, co wykazano na poziomie detekcji bekliny 1 (białka zaanga-żowanego w transport substratów do wakuoli autofagicz-nych), markera powierzchniowego autofagosomów LC3-II oraz białka p62 [109]. Białko p62 wchodzi w interakcje z białkami inflamasomu NLRP3, które rozpoznają ubikwi-tynowane białka lub zdegradowane organella komórkowe (np. mitochondria) i uczestniczą w ich neutralizowaniu w 

			

		

		
			
				autolizosomach [110]. Wpływ SPD na degradację włókien β-amyloidu w hipokampie poprzez wzmocnienie autofagii angażującej autolizosomy zawierające beklinę 1 wykazano u starzejących się myszy C57BL/6J z deficytami funkcji po-znawczych [111]. Podobną zależność promującą autofagię z udziałem bekliny 1 w neuronach hipokampa wykazano u szczurów po eksperymentalnie wywołanym modelu uda-ru niedokrwiennego mózgowia, u których dootrzewnowe podanie SPD działało ochronnie na neurony [112]. W ekspe-rymentalnie wywołanym parakwatem mysim modelu AD stwierdzono obniżoną agregację białka APP (ang. amyloid precursor protein) w hipokampie i korze czołowej po suple-mentacji SPD, a w pierwotnych hodowlach komórek hipo-kampa potwierdzono, że obniżona akumulacja białek była skutkiem wzmożonej autofagii (podwyższona ekspresja LC3-II, p62) [113]. Co ciekawe promujące autofagię właści-wości SPD wpływają na zdolność neuronów warstwy CA3 hipokampa do generowania długotrwałego wzmocnienia synaptycznego (ang. long term potentation, LTP) u starzeją-cych się myszy, co ma kluczowe znaczenie dla plastyczności funkcjonalnej i mechanizmów pamięci [114]. Neuroprotek-cyjne właściwości SPD oceniane były w modelach agregacji α-synukleiny u muszek owocówek (Drosophila melanoga-ster), nicieni (Caenorhabditis elegans) [115] i szczurów [91], w których SPD promowała autofagię zmienionych struktural-nie białek i działała ochronnie na neurony.

				Choć wiele wyników badań wskazuje, że SPD jest sub-stancją promującą mechanizmy autofagii, konieczne wyda-
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				Rycina 2. Mechanizmy wpływu spermidyny na autofagię w trakcie neurodegeneracji. Strzałkami czarnymi oznaczono kolejne etapy danego procesu, strzałkami zielonymi - wpływ spermidyny na aktywację procesu, czerwonymi liniami – inhibicję danego zjawiska. Skróty objaśniono w tekście.
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				je się potwierdzenie bezpieczeństwa strategii terapeutycz-nych, które będą uwzględniały potencjalne efekty uboczne nadmiarowo aktywowanych mechanizmów samotrawienia komórek. W ostatnich badaniach prowadzonych w dwóch transgenicznych modelach ataksji rdzeniowo-móżdżkowej typu 3 (ang. Machado-Joseph disease (MJD)) u danio pręgowa-nego (łac. Danio rerio) i u myszy (CMVMJD135), wykazano odmienne gatunkowo efekty suplementacji SPD [116]. W modelu MJD wywołanym u danio pręgowanego suplemen-tacja SPD zapobiegała agregacji ataksyny-3 w neuronach i deficytom ruchowym, co powiązano z usprawnionymi me-chanizmami autofagii (wzrost ekspresji markerów LC3II i p62). W mysim modelu MJD, podawanie SPD w wodzie pitnej (3 mM) prowadzone było w fazie przed objawowej, pełno-objawowej i zaawansowanym stadium MJD. SPD stosowana w takich warunkach nie poprawiła sprawności ruchowej myszy i nie wpłynęła na stopień agregacji atak-syny 3 w pniu mózgu i móżdżku. Dodatkowo w badaniach tych wykazano, że suplementacja SPD u danio nasila eks-presję polimerazy poli(ADP-rybozy) (ang. poly (ADP-ribose) polymerase, PARP) oraz kapsazy 3, w mózgowiu, co może świadczyć o promowanej przez SPD inicjacji wczesnej fazy apoptozy . Co ciekawe, myszy szczepu dzikiego suplemen-towane SPD cechowały się krótszym czasem utrzymywania równowagi ciała w teście rotarod w porównaniu do myszy z grupy kontrolnej (otrzymujących wodę), co może świad-czyć o potencjalnych skutkach ubocznych stosowanej u zwierząt zdrowych suplementacji SPD [116]. Wpływ SPD na mechanizmy autofagii prezentuje rycina 2.

				Podsumowanie

				Na przestrzeni ostatnich lat pojawiło się wiele nowych badań, które opisują wielokierunkowe działanie SPD. W chwili obecnej nie ma jednak konsensusu co do jednego mechanizmu, który odgrywałby wiodącą rolę w obserwo-wanych w wyniku działania SPD efektach neuroprotekcyj-nych. Wiele wskazuje na to, że kluczowy jest udział SPD w promowaniu naturalnych mechanizmów obronnych przed agregacją zmienionych strukturalnie białek neuronalnych, bo w chwili obecnej to w nich upatruje się czynników wy-zwalających stres oksydacyjny i przewlekły stan zapalny w CNS. Konieczne jest jednak opracowanie bezpiecznego mo-delu suplementacji lub wpływu na wewnątrzkomórkową biosyntezę SPD, gdyż nadmiernie aktywowane szlaki prze-mian poliamin mogą prowadzić do zakłócenia homeostazy komórkowej i promować apoptozę.
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				Abstract

				In recent years, a progressive increase in the incidence of neurodegenerative diseases has been observed. The etiology and pathophysiology of Parkinson’s, Alzheimer’s, and Huntington’s diseases are diverse; however, universal mechanisms occurring during neurodegeneration warrant attention. Among the best-characterized are chronic inflammation, oxidative stress, and altered autophagy processes resulting from abnormal protein aggregation. Neuronal loss of structure and function is accompanied by impaired repair mechanisms. Given the lack of therapies capable of halting neurodegeneration progression, studies aimed at identifying substances that activate natural cellular repair me-chanisms or mitigate factors promoting neurodegeneration are of significant importance. Recently, spermidine has attracted considerable interest from research teams worldwide. This study aims to present evidence confirming the broad spectrum of spermidine’s effects in models replicating degenerative changes in the central nervous system, highlighting its influence on mechanisms of neuronal cell death associated with neurodegenerative diseases.
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STRESZCZENIE

Wosmmich latach obserwowany jest progresywny wzrost czestoci wystepowania cho-
16b neurodegeneracyjnych. Etiologia oraz patofiziologia chordb Parkinsona, Alzhe-
imera i Huntingtona jest zr6znicowana, jednak na uwage zasluguja uniwersalne mechani-
zmy wystepujace podczas neurodegeneracji. Najlepiej poznanymi sa m.in. przewlekly stan
zapalny, stres oksydacyjny oraz zmienione procesy autofagii wynikajace z nieprawidlowej
agregaci bialek. Utracie struktury i funkcji neuronéw towarzysza uposledzone mechanizmy
naprawcze. Z uwagi na brak dostepnosci terapii hamujacej postep neurodegeneracji, istot-
ne wydaja sie badania, ktorych celem jest poszukiwanie substancji aktywujacych naturalne
Kkomérkowe mechanizmy naprawcze lub takich, ktére ograniczac beda czynniki sprzyjajace
neurodegeneracji. W ostatnich latach duze zainteresowanie zespolow naukowych na calym
$wiecie budzi spermidyna. W tej pracy zamierzamy przedstawic dane potwierdzajace sze-
rokie spektrum oddzialywania spermidyny stosowanej w modelach nasladujacych zmiany
zwyrodnieniowe w osrodkowym ukladzie nerwowym, aby wykazaé jej wplyw na mechani-
2zmy émierci komorek nerwowych wystepujace w chorobach neurodegeneracyjnych.

SPERMIDYNA - NATURALNA POLIAMINA

Spermidyna (ang, spermidine, SPD) to biogenny zwiazek organiczny wyste-
pujacy powszechnie w komérkach eukariotycznych. SPD zaliczana jest do po-
liamin, zwiazkéw azotowych alifatycznych, ktore naleza do specyficznej grupy
substancji regulujacych wzrost, 10zw6j i metabolizm komorkowy [1]. W grupie
poliamin alifatycznych to SPD wykazuje najwieksza aktywnosc biologiczna [2].

Swoja podstawowa role biologiczna poliaminy wykazuja uczestniczac w pro-
cesach komérkowych, takich jak replikacja, transkrypcja i translaja, ktorych
intensywnosc jest silnie uzalezniona od ich stezenia. Wehodzac w interakde z
DNA, RNA, fosfolipidami i innymi polianionami jako zwiazki polikationowe,
poliaminy wykazuja zdolnosé stymulacji biosyntezy bialek. Ich wplyw obejmuje
regulacje wzrostu, proliferacji oraz procesow roznicowania komérkowego [1].
Udowodniono, ze w osrodkowym ukladzie nerwowym (ang. central neroous
system, CNS), SPD i spermina pelnia role wtornych przekaznikéw w transmisji
glutaminianergicznej odbywajacej sie za posrednictwem receptoréw N-mety-
lo-D-asparaginowych (NMDA) i dla kwasu c-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-
izoksazolopropionowego (AMPA) [3]. Interakeje SPD z innymi substancjami te-
rapeutycznymi sa stosunkowo slabo przebadane [4], jednak powinny byé brane
pod uwage w kontekscie wielokierunkowosci dziatania SPD, w tym jej wplywu
na receptory NMDA i AMPA. Wykazano bowiem, ze transportery dla SPD i
sperminy (ang, vesicular polyamine transporter, VPAT) wystepuja nie tylko w neu-
ronach, ale rowniez w astrocytach, a ekscytotoksycznosé warunkowana zmie-
nionym uwalnianiem kwasu glutaminianowego w obrebie synaps budowanych
w kooperadji z astrocytami, zostala potwierdzona w chorobach neurodegenera-
cyjnych (ang. neurodegenerative diseases, ND) [5] Poliaminy maja zdolnosé dzia-
lania jako , zmiatacze” wolnych rodnikéw, co przyczynia sie do utrzymania ho-
meostazy komorkowej. W kontekscie sieciowania biatek cytozolowych, poliami-
ny pelnia funkde stabilizatoréw cytoszkieletu komérkowego, w szczegolnosci

species); ROS — reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species); SAMPS - linia myszy o
przyspieszonym procesie starzenia sie SAMPS (ang. senescence-accelerated mouse prone 8); SOD
- dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase); SPD - spermidyna (ang. spermidine);
STATS - przekaznik sygnatu i aktywator transkrypdji 3 (ang. signal #ransdiucer and activator of
transcription 3); TFEB - czynnik transkrypeyjny EB (ang. transcription factor EB); TNF - czyn-
nik martwicy nowotworéw (ang. tunor necrosis factor); VPAT - transporter pecherzykowy dla
poliamin (ang. vesicular polyanine transporter)

Podzigkowania: Publikacja zostala sfinansowana ze Srodkéw statutowych Katedry Fizjologii
Zwierzati Czlowieka Wydziatu Biologii Uniwersytetu Gdariskiego (531-D080-D248-24) 1 gran-
tu NCN Miniatura 6 (DEC-2022/06/X/NZ4/00411)
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