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Streszczenie: 0-Synukleina (ASN) jest biatkiem bogato reprezentowanym w osrodkowym uktadzie
nerwowym, szczego6lnie w czg$ci presynaptycznej zakonczen nerwowych. Wsrdd wielu funkeji
przypisuje jej sig istotne znaczenie w regulacji funkcji uktadu dopaminergicznego. W warunkach fi-
zjologicznych ASN, w formie rozpuszczalnej, utrzymuje homeostazg dopaminy (DA) w osrodko-
wym uktadzie nerwowym. ASN reguluje biosyntezg i poziom DA poprzez wptyw na aktywnos¢
hydroksylazy tyrozynowej, magazynowanie i uwalnianie DA z pgcherzykoéw synaptycznych. Po-
nadto ASN wplywa rowniez na wychwyt zwrotny DA za posrednictwem transportera (DAT).
Utrzymanie odpowiedniego stgzenia DA w zakonczeniach synaptycznych przez wymienione me-
chanizmy, zabezpiecza przed jej niekontrolowana przemiana prowadzaca do powstania wolnych
rodnikéw. W chorobie Parkinsona obniza si¢ poziom cytozolowej rozpuszczalnej ASN w wyniku
jej agregacji i gromadzenia sig¢ w postaci cial Lewy’ego. ASN w formie zagregowanej traci swoje
funkcje fizjologiczne i kontrolg nad wewnatrzkoméorkowym stezeniem DA. Nadmierne nagromadze-
nie tego neurotransmitera w cytozolu sprzyja wytwarzaniu wolnych rodnikow, ktére uszkadzaja
biatka, lipidy i DNA, co w konsekwencji prowadzi do neurodegeneracji komorek.

Stowa kluczowe: alfa-synukleina, dopamina, choroba Parkinsona, neurodegeneracja.

Summary: a-Synuclein (ASN) is richly abundant in the central nervous system, particulary in pre-
synaptic terminals. Among many functions, ASN plays a crucial role in regulation of dopaminergic
system. In physiological conditions, soluble ASN is involved in maintenance of dopamine (DA)
homeostasis in the central nervous system. This protein regulates DA level and biosynthesis by
inhibition of the tyrosine hydroxylase. It also influences DA storage and release from synaptic ve-
sicles as well as DA uptake by its transporter (DAT). These mechanisms play a role in the main-
tenance of proper DA concentration at nerve terminals, which protects against its uncontrolled co-
nversion and formation of highly reactive oxidative radicals. In PD the level of cytoplasmic ASN
is decreased due to its aggregation and accumulation in the form of Lewy bodies. Aggregated ASN
looses its physiological functions and the ability to control the intracellular DA concentration.
Excessive accumulation of this neurotransmitter in cytoplasm favours the production of toxic free
radicals that may damage proteins, lipids and DNA, which, in consequence, leads to neurodegeneration.
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WSTEP

a-Synukleina (ASN) jest niskoczasteczkowym (140-aminokwasowym) cytozolowym
biatkiem wystgpujacym w osrodkowym uktadzie nerwowym, gldwnie w zakonczeniach
presynaptycznych neuronow kory mozgowej, hipokampa, zwoju zgbatego, opuszki
wechowej, wzgorza i mozdzka [ 1 ] oraz w zakonczeniach neurondw dopaminergicznych w
prazkowiu [2 ]. Wykazano, ze bialko to jest jednym z gtéwnych sktadnikow cytoplazma-
tycznych wtretow zwanych cialami Lewy’ego, bedacych markerami choroby Parkinsona
(ChP) [3]. Jednakze wiele badan wskazuje, ze zaburzenie prawidtowej struktury biatka
ASN ma istotne znaczenie nie tylko w patogenezie ChP, ale rowniez w chorobie Alzheimera
z cialami Lewy’ego, atrofii wielosystemowej, chorobie otgpiennej z ciatkami Lewy’ego
(LBD) [4 ] oraz innych chorobach neurodegeneracyjnych zbiorczo nazwanych synukle-
inopatiami. Odkrycie zalezno$ci pomigdzy wystepowaniem dziedzicznej postaci ChP a
mutacjami A30P 1 A30T w genie kodujacym ASN [5 ], ktorych nie stwierdzono w przypadku
idiopatycznej ChP [6 ], zainicjowato liczne badania nad znaczeniem tego biatka w patogenezie
ChP. Do chwili obecnej jednakze doktadny mechanizm toksycznego dziatania ASN nie jest
w pelni wyjasniony.

Wiasciwosci ASN sa zalezne od konformacji, jaka przyjmuje oraz od stopnia jej
agregacji. Pierwszym etapem prowadzacym do neurotoksycznos$ci ASN jest przyj-
mowanie przez nia struktury [3-harmonijki, i powstawanie rozpuszczalnych oligomerow,
ktore uwazane sa obecnie za bardzo szkodliwe [7 ]. Oligomery te wykazuja tendencje
do dalszej agregacji i tworzenia nierozpuszczalnych ztogdéw odktadanych w postaci ciat
Lewy’ego, co, wedlug pewnych koncepcji, moze by¢ forma neuroprotekcji [8 ]. Wiele
czynnikow, takich jak: nadekspresja, specyficzne mutacje genu ASN, neurotoksyny
oraz stres oksydacyjny, indukuje lub wzmaga agregacj¢ ASN zar6wno w warunkach
in vitro, jak 1 in vivo [9—14]. Z jednej strony agregacja tego biatka moze zmniejszy¢
jego biodostepnosé, a przez to moze zaburzac jego funkcje fizjologiczne, z drugiej zas
agregaty ASN moga wywiera¢ dziatanie toksyczne na neurony.

Informacje dotyczace ogolnej charakterystyki, wystgpowania oraz podstawowych
funkcji ASN w fizjologii i patologii osrodkowego uktadu nerwowego zostaty przedsta-
wione przez nas na tamach tego czasopisma w pracy pogladowej Solecka i wsp. (2005)
[15]. Obecnie chcemy omowi¢ udziat ASN w regulacji metabolizmu dopaminy w
osrodkowym ukladzie nerwowym w warunkach fizjologicznych oraz w chorobie
Parkinsona. W pracy tej skoncentrowano sig¢ na zaprezentowaniu znaczenia ASN w
ChP, co nie oznacza, ze jest ona jedynym czynnikiem odpowiedzialnym za patome-
chanizm tej choroby. Nalezy wzia¢ jednak pod uwage fakt, ze wedlug niektorych
badaczy ChP nie jest rozpatrywana jako zaburzenie ograniczone wylacznie do
nigrostriatalnego uktadu dopaminergicznego, ale jako choroba wielosystemowa [16].
Ciala Lewy’ego wystepuja takze poza ukladem dopaminergicznym, w neuronach
noradrenergicznych jadra miejsca sinawego, w uktadzie serotonergicznym, w jadrach
szwu oraz w jadrach cholinergicznych podstawy Meynerta [16, 17 ].
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Nadal pozostaje jednak zagadka, dlaczego w ChP dochodzi do selektywne;j
degeneracji neuroné6w dopaminergicznych w istocie czarnej i jaki jest udziat ASN w
tym procesie. Charakterystyczna cecha neurondw dopaminergicznych jest synteza i
uwalnianie dopaminy (DA). Neuroprzekaznik ten powstaje z aminokwasu tyrozyny w
drodze enzymatycznej, w reakcjach katalizowanych przez hydroksylaze tyrozynowa
(HT) oraz dekarboksylazg¢ aromatycznych aminokwasow (DAA). Synteza DA ma
miejsce w cytozolu. Stad DA jest natychmiast przenoszona do pgcherzykow
synaptycznych przy udziale jednej z izoform pecherzykowego transportera monoamin,
VMAT 2 (ang. Vesicular Monoamine Transporter). Transporter VMAT 2 umozliwia
wnikanie neuroprzekaznika do pecherzykéw synaptycznych wykorzystujac gradient
pH, powstaty w wyniku dziatania swoistej ATP-azy pompujacej protony do wnetrza
pecherzyka, kosztem energii uzyskiwanej z ATP. Wewnatrz tych synaptycznych
magazynow utrzymywane jest srodowisko o niskim pH, ktore zapobiega rozktadowi
DA. Z pecherzykdw synaptycznych dopamina uwalniana jest w drodze egzocytozy do
przestrzeni synaptycznej, gdzie wiaze si¢ ze swoimi receptorami. Stamtad jest przeno-
szona z powrotem do wnetrza komorki w wyniku dziatania transportera dopaminy, a
nastepnie do pecherzykow synaptycznych w czesci presynaptycznej zakonczen
nerwowych. Rozktad dopaminy moze zachodzi¢ albo w szczelinie synaptycznej, albo
wewnatrz neuronow. Enzymami odpowiedzialnymi za jej katabolizm sa monoamino-
oksydazy A i B (MAO A i MAO B) oraz katecholo-O-metylotransferaza (COMT).
Monoaminooksydazy przeksztatcaja DA do nietoksycznego kwasu 3,4-dihydroksy-
fenylooctowego (DOPAC) i nadtlenku wodoru (H,0,) [18 ], ktory moze by¢ przeksz-
talcony w toksyczne rodniki hydroksylowe w reakcji katalizowanej przez jony metali
przejsciowych (szczegolnie zelaza), potaczone z neuromelaning wystgpujaca w istocie
czarnej [19]. W obecnosci tlenu czasteczkowego w warunkach fizjologicznego pH,
DA moze takze ulegaé¢ spontanicznej autooksydacji do toksycznych semichinonow i
chinon6w, rodnikow ponadtlenkowych i H,O, [20 ]. Toksyczne metabolity DA moga
hamowa¢ kompleks I tancucha oddechowego w mitochondriach oraz enzymy niezbg¢dne
do syntezy ATP. Co wigcej, anion ponadtlenkowy ulega przeksztatceniu do nadtlenku
wodoru, w wyniku dziatania dysmutazy ponadtlenkowej, albo w obecnosci tlenku azotu,
do bardzo reaktywnego nadtlenoazotynu. Kazdy wigc czynnik, ktory oddzialuje na
syntezg, magazynowanie, uwalnianie i wychwyt zwrotny dopaminy, moduluje jej
wewnatrzkomoérkowe stezenie 1 moze w odpowiednich warunkach wywota¢ stres
oksydacyjny w neuronach dopaminergicznych. Wiele badan wskazuje, ze a-synukleina
jest jednym z waznych czynnikow wptywajacych na homeostaze dopaminy. Wobec
powyzszego zmiany stezenia i agregacja ASN moga doprowadzi¢ do zmiany, a nawet
utraty funkcji neuronéw dopaminergicznych.

WPLYW 0-SYNUKLEINY NA BIOSYNTEZE DOPAMINY

Dopamina syntetyzowana jest przez wybrane grupy neuronow osrodkowego 1
obwodowego uktadu nerwowego, ktore u ssakéw znajduja si¢ w istocie czarnej i polu
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brzusznym nakrywki. W syntezie dopaminy kluczowym enzymem jest hydroksylaza
tyrozynowa (HT), ktora reguluje szybko$¢ przemiany tyrozyny do L-DOPA, przeksztat-
canej nastgpnie do dopaminy przez dekarboksylaze aminokwaséw aromatycznych (ryc.
1). Zardwno u myszy transgenicznych, jak i w komorkach transfekowanych genem
ASN, stwierdzono znaczne obnizenie aktywnosci HT oraz wewnatrzkomorkowego
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RYCINA 1. Udziat ASN w regulacji aktywnoS$ci hydroksylazy tyrozynowej w fizjologii (A) i procesie
neurodegeneracji (B). (A) Dopamina powstaje z aminokwasu tyrozyny w drodze wielostopniowego
procesu. Poczatkowo tyrozyna przeksztalcana jest przez ufosforylowana hydroksylaze tyrozynowa
(HT) do 3,4-dihydroksyfenyloalaniny (DOPA), z ktorej potem w wyniku dziatania dekarboksylazy
aromatycznych aminokwasow (DAA) powstaje dopamina (DA). Biatko opiekuncze 14-3-3 wiaze sig z
ufosforylowana forma HT, natomiast a-synukleina (ASN) z forma nicufosforylowana. Czasteczki te
wykazuja antagonistyczne dziatanie w regulacji aktywnos$ci HT, co prowadzi do utrzymania optymalnego
stgzenia dopaminy w komorce. Z cytozolu DA jest natychmiast przenoszona do pgcherzykow
synaptycznych za pomoca pgcherzykowego transportera amin katecholowych, VMAT 2 (ang. Vesicular
Monoamine Transporter). ASN hamuje aktywnos¢ HT bezposrednio, poprzez wiazanie si¢ z czasteczka
enzymu, albo posrednio, poprzez aktywacje (+) fosfataz lub inhibicj¢ (-) kinaz. (B) Spadek stgzenia
rozpuszczalnej formy ASN, migdzy innymi w wyniku jej agregacji, prowadzi do nadmiernej aktywnosci
HT. Skutkuje to zwigkszeniem stgzenia DA w cytoplazmie i jej metabolizmu do zwiazkow toksycznych,
takich jak wolne rodniki (ROS) oraz semichinony i chinony (DA-Q), ktore doprowadzaja do uszkodzenia
komorki
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stezenia DA [21 ]. Sugeruje to, ze w warunkach fizjologicznych ASN hamuje aktywno$¢
HT. Tezg t¢ potwierdzono w badaniach in vitro, ktore wykazaly, ze aktywnos¢
hydroksylazy tyrozynowej z nadnerczy szczura hamowana jest przez rekombinowana
ludzka a-synukleing [21].

ASN moze wptywac¢ na HT bezposrednio, poprzez interakcj¢ biatko-biatko lub
posrednio, wskutek aktywacji specyficznych fosfataz lub hamowanie kinaz regulujacych
aktywnos¢ HT (ryc. 1). Hydroksylaza tyrozynowa jest aktywna wytacznie w formie
ufosforylowanej, a procesy defosforylacji i fosforylacji tego enzymu sa pierwszym
etapem w kaskadzie regulacji biosyntezy DA [22 ]. Od niedawna sugeruje si¢, ze W
regulacji aktywnosci HT moze odgrywac rolg oddzialywanie pomigdzy ASN a biatkiem
14-3-3 [23]. Obecnie wiadomo, ze ASN wykazuje znaczaca homologi¢ w budowie
czasteczki z biatkami 14-3-3 oraz podobnie jak one petni funkcje biatka opiekunczego.

Opiekuncze biatko 14-3-3 wiaze sig z ufosforylowang forma hydroksylazy tyrozyno-
wej, aby zapewnic jej maksymalna fosforylacje [20]. Biatko 14-3-3 zapobiega rowniez
defosforylacji HT i zwigksza okres pottrwania zaktywowanego enzymu w neuronach [24 .
o-Synukleina dziata odwrotnie. Wiaze sig ona z nieufosforylowang forma HT i utrzymuje
enzym w formie nieaktywnej, co powoduje znaczne obnizenie syntezy DA [20].

Badania te wykazuja przeciwstawne dzialanie biatka 14-3-3 i ASN w regulacji
procesow fosforylacji i aktywnos$ci hydroksylazy tyrozynowej. Stwierdzono, ze biatko
14-3-3 zwigksza aktywnos¢ kinazy ERK, nalezacej do rodziny kinaz MAP [25] oraz
kinazy biatkowej C [26 |. W przeciwienstwie do 14-3-3, ASN hamuje aktywnos¢ ERK,
poprzez bezposrednie wiazanie z MAP kinaza [27 , 28 ]. Zjawisko to obserwowane jest
réwniez w przypadku zmutowanej A53T a-synukleiny [28]. Podobne dzialanie ASN
zaobserwowano rowniez w przypadku kinazy zaleznej od wapnia i kalmoduliny [29 ]
oraz kinazy biatkowej C [30 ], co w rezultacie powoduje zahamowanie aktywnosci HT.

Najnowsze dane wykazaty, ze transfekcja komorek dopaminergicznych natywnym
genem ASN wplywa na zahamowanie ekspresji genow biatek odpowiedzialnych za
syntez¢ dopaminy [31 ]. Naleza do nich cyklohydrolaza GTP, HT i dekarboksylaza
aminokwasow aromatycznych. W komoérkach transfekowanych a-synukleina
zaobserwowano rowniez obnizenie ekspresji czynnika transkrypcyjnego Nurrl, ktory
inicjuje transkrypcje HT [24]. Wynika z tego, ze ASN nie tylko hamuje aktywno$¢ HT,
ale rowniez zmniejsza ekspresje¢ genu dla tego enzymu na poziomie biatka [32 ].

Zmutowane formy (A30P i A53T) ASN réwniez wykazuja hamujacy efekt na
aktywnos¢ HT [21]. Odkrycie to zasugerowato, ze zaburzenie tej regulacyjnej funkcji
ASN moze nie odgrywac istotnej roli w patogenezie ChP [33]. Oligomeryzacja i
agregacja ASN moze zredukowac biodostepnosc¢ rozpuszczalnej puli tego biatka, co
powoduje zwigkszenie aktywnosci hydroksylazy tyrozynowej przez biatka 14-3-3 [34].
Zachwianie rownowagi pomigdzy dziataniem ASN a biatkami 14-3-3 jest bardzo
niebezpieczne, poniewaz nadmierna synteza dopaminy doprowadza do powstania stresu
oksydacyjnego wywotanego przez chinony i wolne rodniki hydroksylowe (ryc. 2) [33,35].
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RYCINA 2. Potencjalna rola a-synukleiny w fizjologii uktadu dopaminergicznego (A) i w chorobie
Parkinsona (B). (A) W warunkach fizjologicznych a-synukleina (ASN), w formie rozpuszczalnej,
utrzymuje homeostazg dopaminy (DA) w o$rodkowym uktadzie nerwowym. ASN obniza biosyntezg
DA poprzez hamujacy wptyw na aktywno$¢ hydroksylazy tyrozynowej (HT). Reguluje rowniez proces
uwalniania i transportu DA do pecherzykow synaptycznych za posrednictwem pgcherzykowego
transportera amin katecholowych, VMAT 2 (ang. Vesicular Monoamine Transporter) ASN wptywa
réwniez na wychwyt zwrotny DA za posrednictwem transportera (DAT). Utrzymanie odpowiedniego
stezenia DA w zakonczeniach synaptycznych przez wymienione mechanizmy, zabezpiecza przed jej
niekontrolowana przemiana prowadzaca do powstania toksycznych semichinonéw i chinonow (DA-Q)
oraz wolnych rodnikéw (ROS). (B) W chorobie Parkinsona obniza si¢ poziom cytozolowej rozpuszczalnej
ASN w wyniku jej agregacji. ASN w formie zagregowanej traci swoje funkcje fizjologiczne i kontrolg nad
aktywnoscia HT, DAT oraz procesem magazynowania i uwalniania DA z pecherzykéw synaptycznych.
Powoduje to nadmierne nagromadzenie si¢ tego neurotransmitera w cytozolu oraz jego niekontrolowana
przemiang do toksycznych semichinonéw i chinonéw (DA-Q) oraz wolnych rodnikéw (ROS), co w
konsekwencji prowadzi do neurodegeneracji komorek
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WPLYW ASN NA MAGAZYNOWANIE I UWALNIANIE
DOPAMINY Z PECHERZYKOW SYNAPTYCZNYCH

Ostatnie dane wskazuja, ze 0-synukleina bierze istotny udziat w regulacji metabolizmu
dopaminy oraz w procesie jej magazynowania i uwalniania z pgcherzykow synaptycz-
nych. Zahamowanie ekspresji ASN zmniejsza zapasowa pule tego przekaznika w
pecherzykach synaptycznych neuronéw hipokampa i powoduje zaburzenie dlugotrwa-
lego pobudzenia synaptycznego w tej strukturze [36 |. Zwierzeta z wytaczonym genem
kodujacym ASN wykazywaly istotne zaburzenia w przekaznictwie dopaminergicznym
[35]. U zwierzat tych zauwazono rowniez zmniejszona ekspresj¢ synapsyny, biatka
istotnego w procesie przemian pgcherzykow synaptycznych. Stwierdzono, ze zastapienie
oproznionych pecherzykow synaptycznych nowymi, z puli zapasowej, zachodzi znacznie
wolniej w synapsach mutantow w porownaniu z normalnymi zwierzetami [36, 37 ].

Badania in vitro wykazaly, ze ASN ma zdolno$¢ do bezposredniego wiazania si¢
zardwno z syntetycznymi fosfolipidami, jak i z naturalnymi lipidami btony neuronéw.
Interakcja ta zachodzi poprzez N-koncowa domeng tego bialka, prowadzac do stabilizacji
jego struktury drugorzedowe;j [38 |. ASN wchodzi w interakcje¢ z polarna powierzchnia
pecherzykow, ale rowniez, za posrednictwem swojej centralnej domeny NAC, tworzy
hydrofobowe wiazania z apolarnym wnetrzem micelli. Ponadto ASN oddziatuje na
pecherzyki synaptyczne, w tym dopaminergiczne, poprzez regulacje aktywnosci
fosfolipazy D, (PLD,), ktora pelni istotng rolg w przemianach metabolicznych
pecherzykow synaptycznych [32,37]. Fosfolipaza D, jest enzymem transbfonowym,
znajdujacym si¢ glownie w btonie komorkowej oraz w btonach endosoméw. Katalizuje
ona hydrolize¢ fosfolipidow do kwasu fosfatydowego i zasady w odpowiedzi na sygnaty
zewnatrzkomorkowe. Kwas fosfatydowy powstaly w wyniku dziatania PLD, inicjuje
tworzenie pecherzykéw synaptycznych z bton plazmatycznych [39]. Aktywnos$¢
fosfolipazy D, moze by¢ rowniez istotna w regulacji przemian metabolicznych
pecherzykow synaptycznych, w odpowiedzi na sygnaty zewnatrzkomorkowe [33,37].
ASN wiaze si¢ poprzez swoja N-koncowa domeng z PLD,, obnizajac jej aktywnos¢
[40 ], przez co moze hamowac tworzenie pgcherzykow synaptycznych w okresie niskiej
aktywnos$ci neuronéw. Ta funkcja ASN jest $cisle regulowana przez liczne wewnatrzko-
morkowe kinazy biatkowe, ktore fosforyluja jej czasteczke w roznych miejscach [41—
44 1. Fosforylacja ASN obniza jej zdolnos¢ do hamowania aktywnosci PLD, i znosi jej
powinowactwo do fosfolipidow [37, 41]. Dzigki temu, ze ufosforylowana ASN traci
zdolno$¢ inhibicji PLD,, moze stymulowa¢ przemiany metaboliczne pgcherzykow
synaptycznych w okresie wysokiej aktywnosci neuronalnej. Uwaza sig, ze ASN nalezy
do grupy bialek wiazacych kwasy ttuszczowe, tzw. FABP (ang. Fatty Acid Binding
Protein), 1 rowniez przez to wplywa na przemiany metaboliczne pecherzykow
synaptycznych [45]. Amfipatyczny N-koncowy region ASN jest homologiczny z
apolipoproteina A2, ktora uczestniczy w transporcie lipidow [10]. Dzigki tym
wlasciwosciom ASN moze transportowac kwasy ttuszczowe do obszarow tworzenia
pecherzykow synaptycznych (np. do wczesnych endosomow). ASN jako ,,biatko
opiekuncze lipidow”, moze regulowaé metabolizm wielonienasyconych kwasdéw
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thuszczowych w procesie endocytozy [46 |. Nasze ostatnie badania wykazaty, ze ASN
hamuje proces wbudowywania kwasu arachidonowego (KA) do fosfolipidow bton
zakonczen synaptycznych [47]. Poprzez hamujacy wptyw na kluczowy enzym
odpowiedzialny za proces wbudowywania KA do lipidéw moze w istotny sposéb
wplywac na poziom wolnych nienasyconych kwasow thuszczowych. Poza tym sugeruje
si¢ udziat ASN w aksonalnym transporcie pgcherzykow synaptycznych [11] poprzez
interakcje z biatkami cytoszkieletu komorki [48-53 ].

Istotna rolg w funkcji uktadu dopaminergicznego oraz innych uktadach neuroprzekaz-
nikowych odgrywaja jony wapnia. Badania Adamczyk i1 Strosznajder (2006) wykazaty, ze
ASN zwigksza naplyw jonow Ca*" poprzez kanaty wapniowe zalezne od potencjatu do
synaptoneurosomow izolowanych z kory mozgowej 1 hipokampa szczura [54 |. Jony wapnia
odgrywaja istotng rol¢ w procesie regulacji uwalniania dopaminy do przestrzeni synaptycznej
zaposrednictwem O -synukleiny [55 . Martinez i wsp. (2003) udowodnili, ze ASN zar6wno
w formie prawidtowej, jak i zmutowanej wiaze si¢ z kalmoduling w sposob zalezny od
jonow Ca*"[56]. Sugeruje to, ze interakcja pomiedzy a-synukleing a kalmoduling moze
regulowac ilos¢ ASN zwigzanej z btonami komérkowymi. Poza tym zaktywowana
kalmodulina przyspiesza oligomeryzacj¢ 0-synukleiny [29, 56].

W zwiazku z tym, ze pecherzyki synaptyczne sa waznym miejscem magazynowania
dopaminy, regulacja ich ilosci przez ASN wplywa na nagromadzona i uwalniang pulg tego
neuroprzekaznika. Spadek st¢zenia natywnej ASN powoduje istotne zaburzenia w
przemianach metabolicznych pecherzykow i w uwalnianiu DA do przestrzeni synaptyczne;.
Mutacje ASN moga zmienia¢ jej konformacjeg i zaburzac proces fosforylacji przez kinazy w
odpowiedzi na stymulacjg neuronalna. To z kolei powoduje zahamowanie aktywnosci PLD,
i tworzenie pgcherzykow synaptycznych oraz zwigkszenie st¢zenia DA w cytozolu.
Udowodniono, ze zwiazane z dziedziczna chorobg Parkinsona mutacje punktowe (typ A30P)
znosza zdolno$¢ ASN do wigzania si¢ z lipidami pecherzykowymi [57 ]. Z kolei nadekspresja
AS53T ASN powoduje zmniejszenie ilosci pecherzykowego transportera dopaminy, VMAT?2,
na powierzchni pecherzykéw synaptycznych 1 prowadzi do zwigkszenia wewnatrzko-
morkowego stezenia dopaminy i wolnych rodnikow [33]. Powstajace w procesach patolo-
gicznych oligomery ASN wykazuja zwigkszone powinowactwo do fosfolipidow
pecherzykowych w pordwnaniu z monomerami. W wyniku interakcji z powierzchnia
pecherzykdéw synaptycznych oligomery te przyjmuja konformacije 3 kartki. Powoduje to
powstawanie poréw w btonie pecherzykdw, przez ktdre wycieka do cytoplazmy dopamina
i wiele innych matych czasteczek. Réwniez mutacje A53T i A30P ASN zwickszaja jej
zdolnos¢ do uprzepuszczalniania blony pecherzykowej, co powoduje wzrost stgzenia DA i
produkcje wolnych rodnikow w cytoplazmie [58 ].

WPLYW 0-SYNUKLEINY NA AKTYWNOSC TRANSPORTERA
DOPAMINY I JEJ WYCHWYT ZWROTNY

Dopamina, po aktywacji specyficznych receptorow na blonie postsynaptycznej i
przekazaniu sygnatu, jest wychwytywana z przestrzeni synaptycznej do cytozolu czgsci
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presynaptycznej zakonczen nerwowych przez biatko transportujace DAT (ang.
Dopamine Transporter). Uwaza sig, ze jest to kluczowe biatko regulujace przekaz-
nictwo dopaminergiczne. Biatko to razem z innymi przeno$nikami amin katecholowych,
takich jak: noradrenalina i serotonina, nalezy do duzej rodziny transporteréw zaleznych
odjonow Na* i Cl. Do grupy tej naleza rowniez transportery kwasu y-aminomastowego
(GABA) i glicyny [59 ] Glownym zadaniem transportera jest regulacja neurotransmisji
i homeostazy dopaminy poprzez utrzymanie wlasciwego poziomu tego neuroprzekaznika
w przestrzeni synaptycznej [60 ]. Ponadto DAT, poza dopamina, transportuje do komorki
liczne neurotoksyny, w tym (MPP") [61 |, ktory wytwarzany jest podczas metabolizmu
MPTP (1,2,3,6-metylo-fenylo-tetrahydropirydyna), zwiazku stosowanego do wywotania
zwierzecych modeli choroby Parkinsona. Wychwyt zwrotny neuroprzekaznikow za
posrednictwem DAT jest bardzo szybkim procesem, dlatego zmiany w funkcjonowaniu
transportera powoduja nagly wzrost lub spadek stgzenia dopaminy w przestrzeni
synaptycznej. Regulacja aktywnosci DAT wplywa bezposrednio na poziom wewnatrzko-
morkowej dopaminy i indukcje stresu oksydacyjnego [35].

Sugeruje sig, ze ASN hamuje aktywnos¢ DAT w zakonczeniach synaptycznych
neuronéw dopaminergicznych. Wykazano, ze ASN powoduje obnizenie szybkosci
wychwytu zwrotnego, ale nie wplywa na powinowactwo transportera do dopaminy [33].

Wyniki naszych ostatnich badan wykazaty, ze ASN w st¢zeniu odpowiadajacym
warunkom patologicznym istotnie obniza aktywno$¢ DAT we frakcji synaptosomalne;j
prazkowia (w badaniu in vitro). Takze jej neurotoksyczny fragment NAC zaburza
aktywnos¢ transportera dopaminy, co wskazuje, ze domena NAC moze by¢ odpowie-
dzialna za dziatanie a-synukleiny. Z uwagi na fakt, ze zarowno ASN, jak i NAC aktywuja
uwalnianie wolnych rodnikow, zbadano udzial reaktywnych form tlenu w modulacji
DAT [62]. Wyniki z zastosowaniem antyoksydanta Tempolu (o wlasciwosciach
dysmutazy ponadtlenkowej) wykazaly, ze rodnik ponadtlenkowy (O, ) nie bierze udziatu
w inhibicji transportera wywotanej dziataniem ASN. Uzyskane przez nas dane wskazuja
natomiast, ze ASN oraz jej toksyczny fragment NAC, aktywuje syntaze¢ tlenku azotu
(NOS) (ang. Nitric Oxide Synthase) oraz ze w obecnosci inhibitora tego enzymu
ASN nie wywiera wpltywu na aktywnos¢ DAT [62]. Wskazuje to na istotny udziat
tlenku azotu (NO) w zaburzeniu funkcji DAT wywotanej dziataniem ASN [63]. Z kolei
badania Sidhu i wsp. [35] sugeruja bezposrednia interakcje ASN z biatkiem transportera.
Wykazano, ze w wyniku koimmunoprecypitacji, ASN tworzy stabilny kompleks z
biatkiem DAT [33]. W wyniku takiej interakcji moze dochodzi¢ do zmiany konformacji
biatka i jego dysfunkcji lub translokacji w obrebie zakonczen synaptycznych. Lee i
wsp. wykazali, ze ASN ma zdolno$¢ wigzania si¢ za posrednictwem peptydu NAC z
C-koncowym regionem transportera dopaminy [63 ]. Interakcja ta moze prowadzi¢ do
zmniejszenia ilo$ci transportera na powierzchni blony synaptycznej i, w konsekwencji,
do zahamowania wychwytu zwrotnego dopaminy [64 ].

Funkcja DAT ulegata zmianie rowniez w przypadku biatka ASN z mutacja A30P,
natomiast dla mutacji AS3T nie wykazano podobnego efektu [65, 66]. Badania
prowadzone przy uzyciu mikroskopu konfokalnego wykazaty, ze obie formy ASN, dzika
i zmutowana, wywoluja translokacj¢ transportera dopaminy w glab cytoplazmy, co
powoduje obnizenie liczby jego czasteczek na powierzchni blony plazmatycznej i
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zahamowanie wychwytu zwrotnego dopaminy [66]. Konsekwencje hamujacego
dziatania ASN na funkcje transportera DA zaleze¢ moga od stopnia zmian zakonczen
synaptycznych i tempa metabolizmu dopaminy w przestrzeni zewnatrzkomorkowe;.

Mechanizm modulacji DAT przez ASN pozostaje nadal nie wyjasniony w petni i jest
przedmiotem dalszych badan w wielu o$rodkach naukowych.

PODSUMOWANIE

o-Synukleina odgrywa znaczaca rolg w regulacji funkcji uktadu dopaminergicznego.
W warunkach fizjologicznych jest ona zaangazowana w niemalze wszystkie procesy
zwigzane z metabolizmem dopaminy. Reguluje jej biosyntezg, magazynowanie i
uwalnianie z pgcherzykéw synaptycznych, jak réwniez wychwyt zwrotny DA za
posrednictwem DAT (ryc. 2). ASN reguluje stezenie DA w zakonczeniach synaptycz-
nych i posrednio chroni komoérki przed uwalnianiem wysoce reaktywnych wolnych
rodnikow tlenowych.

Utrata fizjologicznej funkcji ASN, wzrost jej stezenia, oligomeryzacja i agregacja
prowadzi do zaburzenia homeostazy uktadu dopaminergicznego. Istnieje kilka czynnikow,
ktore prawdopodobnie powoduja zaburzenie funkcji tego biatka. Naleza do nich m.in.
zwiazane z dziedziczna choroba Parkinsona mutacje punktowe (typ A30P lub A53T)
genu dla biatka ASN, stres oksydacyjny, toksyny §rodowiskowe oraz starzenie. W
wyniku dziatania tych czynnikow dochodzi do modyfikacji czasteczki ASN oraz jej
oligomeryzacji 1 agregacji. Traci ona wtedy hamujacy wptyw na aktywnos$¢
hydroksylazy tyrozynowej oraz zaburza funkcjg transportera dopaminy, co prowadzi
do zaburzenia homeostazy DA. Jednoczes$nie zahamowana zdolno$¢ ASN do wiazania
si¢ z lipidami pgcherzykowymi oraz wywotane jej agregacja zmniejszenie ilosci
pecherzykowego transportera dopaminy, VMAT?2, powoduje zwigkszenie st¢zenia DA
w cytoplazmie i wytwarzanie toksycznych zwiazkow, takich jak: H,O,, rodniki tlenowe,
semichinony i chinony. Z kolei wolne rodniki powstate w wyniku metabolizmu DA
sprzyjaja dalszej agregacji ASN. Podobnie zwiazki zelaza [ 18] oraz aminy katecholowe
strukturalnie podobne do DA [67 |, przyspieszaja formowanie si¢ toksycznych protofibryli
ASN, stabilizuja je oraz hamuja ich przeksztalcanie si¢ w nierozpuszczalne widkna
[68]. Stres oksydacyjny wywotany wskutek zaburzen fizjologicznej funkcji ASN i jej
przeksztatcanie si¢ w protofibryle moze dodatkowo wzmagac jej agregacj¢. Mamy
wigc do czynienia z tworzeniem si¢ btgdnego kota, gdzie agregacja ASN, zaburzenia
metabolizmu dopaminy i stres oksydacyjny oddziatuja ze soba prowadzac w koncu do
degeneracji i obumierania neuronéw (ryc. 3). Ponadto ASN uwalnia si¢ z uszkodzonych
neurondow do przestrzeni migdzykomoérkowej 1 dochodzi do przeniesienia efektu
cytotoksycznego na inne komorki [68 ]. Zewnatrzkomorkowa pula ASN moze oddziaty-
wac na transporter dopaminy, zwigksza¢ wewnatrzkomorkowe stezenie DA i uruchamiac
ztozony mechanizm neurodegeneracji. Wydaje sig, ze proces ten moze mie¢ ogromne
znaczenie w patomechanizmie choroby Parkinsona oraz innych synukleinopatiach.
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RYCINA 3. Biedne koto interakcji pomigdzy a-synukleing — ASN a dopaming — DA. Tworzenie
oligomerdw i agregacja ASN oraz stres oksydacyjny wywotany przez niekontrolowana przemiang
cytoplazmatycznej dopaminy w neuronach moze by¢ samopodtrzymujacym si¢ cyklicznym procesem,
ktory ostatecznie moze powodowaé degeneracj¢ neurondw dopaminergicznych istoty czarnej w chorobie
Parkinsona. Wiele dobrze znanych czynnikow etiologicznych tej choroby moze oddziatywac na rézne
etapy tego cyklu albo bezposrednio zw1qkszajqc stres oksydacyjny (np. rotenon, MPP ) lub zmieniajac
fizjologiczne wlasciwosci ASN, powodujac jej agregacje (np. mutacje ASN)
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