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Autophagy: A new insight into pathogenesis and treatment
possibilities in age-related macular degeneration
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Streszczenie

Zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem (AMD - age-related macular degeneration) to obec-
nie istotny problem zdrowotny, bowiem w krajach rozwinietych jest jedna z najczestszych
przyczyn utraty widzenia centralnego u oséb powyzej 50. roku zycia. Patogeneza AMD jest
wieloczynnikowa i niedoktadnie poznana. Wéréd czynnikéw odpowiedzialnych za rozwdj
choroby wymienia sie, poza naturalnym procesem starzenia sie siatkéwki, nasilony stres
oksydacyjny, nadmierng aktywacje dopelniacza, tlace sie przewlekte zapalenie w przestrzeni
podsiatkéwkowej, uwarunkowania genetyczne i Srodowiskowe. W ostatnim czasie zwrécono
uwage na zaburzenia proceséw autofagii jako wiodacej przyczyny rozwoju AMD. Autofagia
jest mechanizmem komdérkowym, polegajacym na eliminowaniu zuzytych lub uszkodzonych
fragmentéw i sktadnikéw komérki, pozwalajacym osiagnaé komérce dynamiczna réwnowage
miedzy synteza a rozktadem jej komponentéw, umozliwia zatem przezycie komérki w wa-
runkach stresowych. Zaburzenia tych mechanizméw w postaci ich nadmiernej aktywacji
lub inhibicji prowadzg do rozwoju wielu patologii. Autofagia pelni zatem podwdjna role, jest
odpowiedzialna zaréwno za ochrone, jak i za §mieré komérki.

W pracy przyblizono mechanizmy autofagii oraz jej znaczenie w fizjologicznym procesie
starzenia sie komdrek siatkéwki oraz oméwiono istotny wptyw jej zaburzeti na rozwdj zmian
zwyrodnieniowych w plamce jakim jest AMD. Przedstawiono takze potencjalny wptyw lecze-
nia doszklistkowymi iniekcjami czynnikéw anty-VEGF na zjawiska autofagii w siatkéwce oraz
mozliwe nowe terapie AMD oparte na modulowaniu zjawiska autofagii.

Stowa kluczowe: | autofagia - stres oksydacyjny - lipofuscyna - siatkéwka - zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem

Summary

Age-related macular degeneration (AMD) is a significant problem in healthcare, because it
is a leading cause of central vision loss in individuals over 50 years old in well-developed
countries. Pathogenesis of AMD is multifactorial and still not completely understood. Proven
risk factors include the following: natural senescence of retina, oxidative stress, complement
activation, chronic subretinal inflammatory reaction, genetic and environmental factors. Data
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on links between autophagy and AMD development are being raised. Autophagy is a cellular
process involving the degradation of long-lived proteins and damaged fragments and com-
ponents of cells; it is responsible for the maintenance of dynamic intracellular homeostasis
and it enables cell survival under stress conditions. Disturbances of autophagy mechanisms,
i.e. its activation or inhibition, may lead to the development of many various pathologies.
Thus, autophagy plays a dual role, as a mechanism responsible for protecting or killing cells.

The paper describes autophagy mechanisms and their role in the natural process of retinal cells
senescence and presents the autophagy impairment as a crucial cause of AMD development.
We also describe the impact of intravitreal anti-VEGF therapy on retinal autophagy mecha-
nisms and potential new therapeutic modalities for AMD based on autophagy modulation.

Keywords: autophagy - retina - oxidative stress - lipofuscin - age-related macular degeneration
GICID 01.3001.0014.2495
DOI: | 10.5604/01.3001.0014.2495
Word count: | 6639
Tables: | 1
Figures: | 1
References: | 104

Adres autorki:

Wykaz skrétow:

WPROWADZENIE

dr hab. n. med. Agnieszka Kubicka-Trzaska, Uniwersytet Jagielloriski Collegium Medicum, Wydziat
Lekarski, Katedra Okulistyki, Klinika Okulistyki i Onkologii Okulistycznej Szpitala Uniwersyteckiego
w Krakowie, ul. Kopernika 38, 31-501 Krakéw; e-mail: agnieszka.kubicka-trzaska@uj.edu.pl

AMD - zwyrodnienie plamki zwigzane z wiekiem (age-related macular degeneration); ATG - gen
zwigzany z autofagia (autophagy-related gene); Atg8-PE - fosfatydyloetanolamina (phosphatidy-
lethanolamine), AREDS 2 - badanie kliniczne nr 2 dotyczace suplementacji w zwyrodnieniu plamki
zwigzanym z wiekiem (age-related eye disease study 2); ARPE-19 - linia ludzkich dojrzatych komérek
nabtonka barwnikowego siatkéwki—-19 (ARPE-19 — adult retinal pigment epithelial cell line-19); A2E
- bis retinoid pirymidoniowy (pyridinium bis retinoid); CEP - karboksyetylopirol (carboxyethylpirol);
CNV - neowaskularyzacja naczyniéwkowa (choroidal neovascularization); DHA — kwas dokozahek-
saenowy (docosahexaenoic acid); El-24 - biatko indukowane etopozydem 2.4 (etoposide-induced
protein 2.4); FKPB-12 - biatko wigZzace tacrolimus-12 (tacrolimus binding ptotein-12); HIF-1a -
czynnik indukowany hipoksja (hypoxia-inducible factor-1a); Hsp70 — biatko szoku termicznego 70
(heat-shock proten 70); HspA8 — member 8 - biatko szoku termicznego rodzina A (Hsp70) cztonek
8 (heat shock protein family A (Hsp70); KFERQ - sekwencja aminokwaséw lizyna, fenyloalanina,
glutaminian, arginina, glutamina; Lamp2a - biatko zwigzane z btong lizosomu typu 2a (lysosome-as-
sociated membrane protein type 2a); MAP 1 LC3 - lekki taricuch biatka zwigzanego z mikrotubulami
(microtubule - associated protein 1 light chain 3); mTOR - ssaczy cel rapamycyny (mammalian target
of rapamycin); PEG - glikol polietylenowy (polyethylene glycol); PIGF - tozyskowy czynik wzrostu
(placenta growth factor); PI3K/Vps34 - kinaza trifosforanu fosfatydyloinozytolu (phosphoinositide
3-kinase/kinaza biatkowa 34 (vacuolar protein sorting 34); RPE — nabtonek barwnikowy siatkéwki
(retinal pigment epithelium); SQSTM1/p62 - ubikwitynowane biatko receptorowe (sequestosome
1/nucleoporin p62); VEGF - czynnik wzrostu srodbfonka naczyniowego (vascular endothelial growth
factor); VPM1 - biatko btonowe wakuol 1 (vacuole membrane protein 1).

degeneracyjnymi, cukrzycy, wymienia sie takze choroby

narzadu wzroku [39]. Zwyrodnienie plamki zwigzane

W ciggu ostatnich stuleci istotnie wzrosta dtugo$¢ zycia
0séb w krajach rozwinietych, a prognozy demogra-
ficzne przewiduja jego dalszy wzrost. Wydtuzenie zycia
pociaga za soba wzrost liczby oséb zagrozonych cho-
robami wieku podesztego. Wérdd schorzeni tych, poza
chorobami nowotworowymi, sercowo-naczyniowymi,
zwyrodnieniowymi uktadu kostno-stawowego, neuro-

z wiekiem (AMD) jest obecnie istotnym problemem zdro-
wotnym, poniewaz w krajach rozwinietych jest jedna
z najczestszych przyczyn utraty widzenia centralnego,
a wiec §lepoty u oséb powyzej 50. roku zycia [41, 74, 95].
Wystepuje u 8,8% populaciji, cze$ciej u kobiet, a zapadal-
no$¢ wzrasta z wiekiem i po 75. roku zycia dotyczy juz
prawie 28% ludzi [41, 74]. Obecnie na $wiecie na AMD
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choruje okoto 200 milionéw 0séb, w Polsce 1,5 mln [36,
95]. Szacuje sie, ze w 2040 r. liczba chorych na AMD na
$wiecie wzro$nie do 300 mln [95].

Wyrdznia sie dwie postacie AMD; najczestsza jest postad
»sucha”, nazywana takze niewysickowa lub zanikowsa,
stanowiaca 80-90% wszystkich przypadkéw, charaktery-
zujaca sie powolnym przebiegiem klinicznym i uwazana
za posta¢ tagodniejsza [62]. W jej przebiegu poczatkowo
rozwijajace sie druzy, bedace depozytami biatkowo-
-lipidowymi, ewoluujac, prowadza do rozwoju ognisk
zaniku kompleksu choriokapilary - btona Brucha - RPE
- fotoreceptory, co prowadzi do powolnego uszkodzenia
plamki i uposledzenia widzenia centralnego [9, 60, 100].
W zaawansowanej postaci ,,suchego” AMD w plamce roz-
wija sie tzw. zanik geograficzny. Posta¢ wysiekowa lub
inaczej ,,mokra” AMD stanowi 10-20% przypadkdéw i jest
zwigzana z tworzeniem neowaskularyzacji naczyniéwko-
wej (CNV), czyli rozwojem patologicznych naczyt krwio-
no$nych w przestrzeni podsiatkéwkowej. Ma znacznie
gorsze rokowanie anizeli postaé ,,sucha”, poniewaz cha-
rakteryzuje sie gwaltownym przebiegiem i prowadzi do
nagtej, glebokiej utraty widzenia centralnego w wyniku
pojawienia sie krwawienia w plamce [68].

Patogeneza AMD jest wieloczynnikowa i pozostaje wcigz
niejasna. Prawdopodobnie na naturalny proces starze-
nia sie siatkéwki naktada sie kilka mechanizméw: nasi-
lony stres oksydacyjny, nadmierna aktywacja biatek
dopetniacza i tlgce sie przewlekte zapalenie w przestrzeni
podsiatkéwkowej, tzw. parainflammation lub inflam-
maging [27, 46]. Na przebieg tych proceséw maja wplyw
czynniki genetyczne, zwlaszcza polimorfizmy genéw kodu-
jacych regulatory i sktadowe uktadu dopetniacza, czynniki
srodowiskowe, takie jak dieta uboga w antyoksydanty czy
palenie tytoniu [22, 29, 80, 90, 104]. Ponadto wiele schorzeri
systemowych, takich jak: nadci$nienie tetnicze, cukrzyca,
hiperlipidemie, zaburzenia hormonalne (obnizenie steze-
nia estrogendéw) jest réwniez uwazanych za wazne czynniki
ryzyka rozwoju AMD [17, 18, 37, 86]. Pomimo zlozonej etio-
patogenezy AMD, to jednak stres oksydacyjny petni gtéwna
role inicjatora zmian zachodzacych na poziomie komérko-
wym w przebiegu tego schorzenia [4, 37]. Stresowi oksy-
dacyjnemu na poziomie siatkéwki sprzyjaja intensywny
metabolizm tlenowy, stata ekspozycja na $wiatto, obec-
no$¢ fotouczulaczy i wielonienasyconych kwaséw ttusz-
czowych (WKT) [37]. Badania dowodza, ze szczegdlnie
oksydacja jednego z WKT - kwasu dekozaheksaenowego
(DHA) moze odgrywaé istotna role w inicjacji AMD [15].
Powstajacy w wyniku utleniania DHA karboksyetylopirol
(CEP) taczy sie z biatkami, tworzgc immunogenne addukty
[3, 15]. Zmodyfikowane przez CEP biatka siatkéwki stymu-
lujg uktad odpornosciowy przez aktywacje dopetniacza
oraz wytwarzanie autoprzeciwciat, co powoduje zapalenie
w przestrzeni podsiatkéwkowej, odgrywajacego wazna role
W rozwoju zmian zwyrodnieniowych w plamce [3, 70].

W ostatnim czasie odkrycie i poznanie zjawiska autofa-
gii, mechanizmu obronnego komdrki, istotnego nie tylko
dla przetrwania okreséw niedoboréw sktadnikéw odzyw-

czych, ale takze bioracego udziat w usuwaniu uszko-
dzonych organelli i biatek komdrkowych, rzucito nowe
spojrzenie na etiopatogeneze AMD. Pomimo iz uptyneto
prawie 10 lat od publikacji Kaarniranty zatytutlowane;
,Autofagia - goracy temat w AMD”, to nadal zjawisko to
pozostaje w centrum zainteresowari badar do$wiadczal-
nych i klinicznych retinologédw na catym $wiecie [42].

AUTOFAGIA 1 JEJ MECHANIZMY

Pojecie autofagii, czyli ,,samozjadania sie komérki” po raz
pierwszy przedstawit w latach 60. XX w. belgijski nauko-
wiec Christian de Duve [24]. Ponad pét wieku pézniej
w 2016 1. Japoniczyk Yoshinori Ohsumi za odkrycie mole-
kularnych mechanizméw autofagii otrzymat Nagrode
Nobla w dziedzinie fizjologii i medycyny [43, 55].

Autofagia jest mechanizmem komdérkowym, polegaja-
cym na eliminowaniu zuzytych lub uszkodzonych frag-
mentdéw i sktadnikéw komérki, pozwalajacym osiagnaé
komérce dynamiczng réwnowage pomiedzy synteza
a rozkladem jej komponentéw, umozliwia ponowne ich
wykorzystanie na zasadzie tzw. komérkowego ,recy-
klingu” [28, 51, 76, 86]. Jednak, gdy intensywno$¢é lub
czas trwania autofagii jest zbyt dlugi, proces ten moze
prowadzi¢ do degradacji komérki. Wéwczas zjawisko to
okreslane jest mianem programowanej §mierci typu II
lub autofagiczng $miercig komérki [30, 33].

Autofagia jest zatem adaptacja do warunkdéw stresowych
i pozwala na zachowanie réwnowagi w komérkach mie-
dzy biosynteza a rozktadem makroczasteczek; moze pro-
mowac przezycie, ale takze wywotywaé $§mieré komérki
w zalezno$ci od warunkdw i potrzeb organizmu [19].
Autofagia jest procesem ztozonym, za regulacje gene-
tyczng ktérego w komdérkach ssakéw odpowiedzialne
s geny autofagii ATG. W seriach badan scharakteryzo-
wano 30 biatek (Atgl - Atg30) uruchamianych na zasa-
dzie kaskadowej, z ktérych kazde kontroluje odrebny
etap autofagii [77]. W procesie autofagii mozna wyréz-
ni¢ nastepujace etapy:

¢ powstawania autofagosomu - z faza indukcji,
nukleacji, czyli tworzenia btony pecherzyka auto-
fagosomu i elongacji, polegajacej na tworzeniu
i wydtuzaniu fagoforu;

«  fuzji autofagosomu z lizosomem, w czasie ktérej
dochodzi do dojrzewania i powstania autofagolizo-
somu oraz

+  degradacji obejmujgcej trawienie materiatu w lizo-
somie, czego nastepstwem jest zwracanie do obiegu
sktadnikéw odzyweczych i molekularnych elemen-
téw budulcowych komérki [77].

Wystepujace w komérkach i uczestniczace w autofagii
biatka Atg mozna zgrupowad w cztery kompleksy [67,
77]. Pierwszy, sktadajacy sie z biatkowych kinaz sery-
nowo-treoninowych Atgl/ULK1/2, regulowany aktyw-
noscig kinazy TOR (u ssakéw — mTOR). Drugi kompleks,
PI3K/Vps34 ztozony z lipidowych kinaz i posredniczacy
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w nukleacji pecherzykéw. Trzeci i czwarty kompleks
tworza dwa ubikwitynopodobne systemy koniuga-
cyjne Atgl2-Atg5 oraz Atg8-PE, ktére biora udzial we
wzro$cie pecherzykéw. Ponadto w proces powstawa-
nia autofagosoméw zaangazowane sa dwa przezbto-
nowe biatka autofagii Atg9/mAtg9 oraz biatko blonowe
wakuol VMP1 [67, 75, 77]. To ostatnie biatko jest bial-
kiem wystepujacym u ssakéw i jest obecne w btonie
komérkowej i wspédlnie z biatkiem Bekling 1 i lekkim
taicuchem biatka zwigzanego z mikrotubulami - MAP 1
LC3 bierze udziat w indukcji autofagii [83, 85]. Beklina 1,
homolog drozdzowego biatka Atgs, jest zaangazowana
w transport substratéw do wakuoli autofagicznych,
natomiast ludzki homolog biatka Atg8 - biatko MAP1LC3
wystepuje na autofagosomach i btonach izolujgcych.
W komérce biatko MAP I LC3 wystepuje w trzech posta-
ciach: pro-LC3, LC3-1 i LC3-II [16, 85]. Gdy autofagia
zostanie zainicjowana, posta¢ LC3-1 jest modyfikowana
do postaci LC3-II. Biatko LC3 1I jest jedynym znanym
biatkiem swoiécie zwigzanym z blonami izolujacymi,
autofagosomami i autofagolizosomami [99]. Konwer-
sja biatka LC3 I do postaci LC3 II jest dowodem na two-
rzenie sie autofagosoméw w komérce, a tym samym na
indukcje autofagii. Natomiast stezenie biatka LC3 II jest
bezposrednio skorelowane z liczbg powstajacych auto-
fagosomdw i dlatego biatko to jest obecnie uwazane za
najbardziej wiarygodny biomarker autofagii [83].

Wyrdznia sie trzy typy autofagii: mikroautofagie, makro-
autofagie i autofagie zalezna od biatek opiekuriczych
chaperonéw (ryc. 1) [51, 69, 73].

W procesie mikroautofagii material komérkowy jest
dostarczany bezposrednio do lizosoméw przez wpukle-
nie ich btony, czyli endocytoze [51, 65, 73]. W mechani-
zmie makroautogafii sktadniki cytoplazmy, ktére maja
ulec degradacji, zostaja otoczone btong, a to powoduje
powstanie autofagosomdéw. Ulegajg one nastepnie fuzji
z lizosomami, tworzgc autofagolizosomy, w ktérych
zachodzi ostateczny proces niszczenia ich zawarto$ci
zuzyciem enzyméw hydrolaz lizosomalnych [51, 63, 73].
Nastepnie permeazy, czyli blonowe biatka transportowe,
przenoszace jony i metabolity przez btony komérkowe,
w wyniku aktywnego transportu, biorg udziat w odzy-
skiwaniu aminokwaséw. Funkcje taka petni m.in. biatko
Atg22, ktére odpowiada za wyptyw na zewnatrz poprzez
btone autolizosomu aminokwasdw [51, 98]. Natomiast
autofagia zalezna od biatek opiekuriczych - chapero-
néw - polega na selektywnym trawieniu biatek maja-
cych okreslong sekwencje aminokwasowa KFERQ (lizyna,
fenyloalanina, glutaminian, arginina, glutamina). Cha-
peron rozpoznaje te sekwencje, taczy sie z receptorem
Lamp2a, znajdujagcym sie w blonie lizosomu, powodujac
dostanie sie substratu do wnetrza lizosomu, gdzie ulega
hydrolizie [20, 51, 73]. W poréwnaniu z mikroautofagia
i autofagia zalezng od chaperonéw, makroautofagia jest
najpowszechniej wystepujaca postacia autofagii i dla-
tego w publikacjach termin autofagia jest powszechnie
uzywany na okre$lenie makroautofagii [73, 77].

Autofagia jest nie tylko waznym mechanizmem obron-
nym komdrki, ale takze zapobiega skutkom starzenia,
a zaburzenie tego procesu przyczynia sie do rozwoju

Makroautofagia

Fagofor
Autofagosom

Hydrolazy
lizosomalne

Lizosom

Autolizosom
Permeaza

Autofagia zalezna od bialek chaperonowych
Substrat

< biatkowy
b KFERQ

v
Kompleks A é
HSPAS >

Mikroautofagia

LAMP2A

Ryc. 1. Mechanizmy makroautofagii, mikroautofagii i autogafii zaleznej od biatek chaperonowych. Dzieki uprzejmosci prof. Daniela J. Klionsky’ego, University of

Michigan, Ann Arbor, USA
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wielu chordéb [40, 56, 78, 94, 96]. Obecnie wiadomo, ze
autofagia jest zaangazowana w rozwdj schorzen neu-
rodegeneracyjnych (choroba Parkinsona, Alzheimera),
miopatii, choréb autoimmunologicznych, choréb nerek,
choréb sercowo-naczyniowych, nowotwordw, cukrzycy
typu2[12, 75, 88,93, 94, 98]. Zjawisko to uczestniczy takze
w rozwoju wielu schorzen narzadu wzroku, tj. oftalmo-
patia tarczycowa, zaéma, jaskra, retinopatia cukrzycowa,
nowotwory wewnatrzgatkowe, zapalenia blony naczynio-
wej oraz dystrofie i zwyrodnienia siatkéwki [7, 8, 13, 43,
44, 58]. W przebiegu tych schorzeri w wyniku przetama-
nia zdolnosci kompensacyjnych i obronnych komérki,
dochodzi do zatamania sie mechanizméw odpowiedzial-
nych za zachowanie wewnatrzkomdrkowej homeostazy,
co w konsekwencji prowadzi do rozwoju patologii.

ZJAWISKA AUTOFAGII W SIATKOWCE

Zjawiska autofagii w siatkéwce po raz pierwszy zostaly
opisane w 1977 r. przez Cecylie Reme [79]. Badania immu-
nohistochemiczne przeprowadzone na oczach myszy
wykazaly, iz komérki zwojowe, komdrki warstwy jadrza-
stej wewnetrznej i zewnetrznej siatkéwki oraz komérki
RPE w warunkach fizjologii wykazuja silng ekspresje bia-
tek autofagii Atg9 oraz LC3 [66]. Wszystkie te komérki
charakteryzuje wysoki wspétczynnik metaboliczny
i indeks zuzycia tlenu oraz duza sktonno$¢ do wystepo-
wania uszkodzet mitochondrialnych [38]. Uwaza sie, ze
komérki RPE odgrywaja najistotniejsza role w mecha-
nizmach autofagii i zachowaniu homeostazy siatkéwki,
a aktywno$¢ ta jest zalezna od rytmu dobowego [76].
Wykazano takze, ze $mieré komérki zalezna od autofa-
gii wystepuje w komérkach siatkéwki poddanych nie
tylko dziataniu stresu oksydacyjnego, ale moze by¢ takze
indukowana hipoksja [53, 57]. Nie wiadomo jednak czy
mechanizmy autofagiczne uruchamiane w wyniku nie-
dotlenienia pelnig funkcje ochronng, czy uszkadzajaca
komérek siatkéwki. Wiadomo natomiast, ze autofagia
odgrywa istotng role w zachowaniu dynamicznej home-
ostazy ztozonej i skomplikowanej pod wzgledem budowy
i czynnosci cze$ci oka, jaka jest siatkéwka, i ze jej mecha-
nizmy wraz ze starzeniem sie komdrek siatkéwki staja
sie niewydolne [34].

W siatkéwce oka ludzkiego komérki RPE odgrywaja
gtéwna role w utrzymaniu réwnowagi wewnatrzko-
moérkowej fotoreceptoréw. Kazdego dnia komérki RPE
fagocytuja 3-5% dystalnych cze$ci fotoreceptordw, roz-
ktadaja je i uwalniaja potrzebne do ich odbudowy sktad-
niki [10]. Komérki RPE sa postmitotycznymi komérkami,
dzielacymi sie jedynie w zyciu plodowym, w zyciu post-
natalnym komdrki te nie proliferuja i dlatego autofagia
yzuzytych” wewnatrzkomérkowych sktadnikéw jest tak
istotna w prawidlowym ich funkcjonowaniu. Utrzymanie
wysokiego podstawowego poziomu aktywnos$ci autofagii
w komérkach RPE jest wazne do zachowania wewnatrz-
komédrkowej homeostazy i prawidtowo przebiegajacego
procesu widzenia [84, 92]. Jednak wraz z wiekiem aktyw-
nos$¢ autofagii stabnie. W cytoplazmie komérek RPE
odktada sie lipofuscyna, autofluorescencyjny barwnik

uwazany za marker starzenia sie komérki, ktéry zawiera
biatkowo-lipidowe agregaty, powstajgce w wyniku
fagocytozy zuzytych zewnetrznych cztonéw komérek
fotoreceptorowych i ich niecatkowitej, lizosomalnej
degradacji [35]. Fotocytotoksyczne komponenty lipo-
fuscyny, np. bis-retinoid pirymidoniowy (A2E), sa efek-
tywnymi generatorami reaktywnych form tlenu, ktére
uszkadzaja strukture biatek, lipidéw i DNA komérek
RPE [7]. Autofagia w starzejacej sie siatkéwece jest akty-
wowana nie tylko przez stres oksydacyjny czy hipoksje,
ale réwniez tlacy sie, przewlekly stan zapalny jako tkan-
kowej odpowiedzi adaptacyjnej na czynniki stresowe lub
funkcjonalne dysfunkcje, ktére moga by¢ przyczyng roz-
woju zmian zwyrodnieniowych w plamce [46, 92, 101].

Wzrastajaca z wiekiem ilo$¢ ztogéw lipofuscyny nasila
stres oksydacyjny per se, powodujac zachwianie réw-
nowagi prooksydacyjno-antyoksydacyjnej, co propa-
guje rozwdj nieodwracalnych zmian w komérkach RPE
i obumieranie funkcjonalnie zaleznych od nich foto-
receptoréw [11]. Jednoczesénie lipofuscyna stymuluje
aktywacje mechanizmdéw naprawczych, m.in. przez uru-
chomienie reakcji zapalnych, zmierzajacych do przy-
wrdcenia homeostazy [27, 46]. Ponadto gromadzace sie
i zalegajace ztogi lipofuscyny w komérkach RPE zmniej-
szajg przestrzen funkcjonalna cytoplazmy, mechanicz-
nie uciskaja struktury wewnatrzkomérkowe, ostabiaja
funkcje trawienne lizosomdéw i obnizajg aktywnosé
proteasoméw - biatkowych wielkoczasteczkowych
agregatéw enzymatycznych utworzonych z kilku rodza-
jéw proteaz [54]. Obnizenie aktywnosci lizosomalnej
w komdrkach RPE taczy sie z zaburzeniem aktywno$ci
autofagii [11, 54]. Dochodzi bowiem do zaburzenia fuzji
autofagosomdéw zawierajacych zuzyte elementy komér-
kowe z wakuolami lizosomalnymi, w ktérych znajduja
sie enzymy proteolityczne, majgce na celu strawienie
niepotrzebnych i zuzytych elementéw komérkowych
i odzyskanie tych, ktére komérka ponownie wykorzysta
jako materiat budulcowy. Ponadto same produkty perok-
sydacji lipidéw obnizaja aktywno$¢ autofagii, powodujac
wzrost gromadzenia lipofuscyny w komérkach RPE [11,
14]. Lipofuscyna natomiast nasila stres oksydacyjny
i sprzyja zjawisku peroksydacji lipidéw [14, 104]; rozwija
sie tzw. ,,btedne koto”.

Narazenie komérek RPE na przewlekte dziatanie czyn-
nikéw uszkadzajacych prowadzi zatem do lokalnego
gromadzenia starzejacych sie komoérek, a to przyspie-
sza rozwdj zmian inwolucyjnych siatkéwki [84, 92, 101].
W starzejacych sie komérkach RPE aktywacja inflam-
masomdw jest przyczyng uwalniania wielu czynnikéw
prozapalnych, takich jak: chemokin i cytokin, proteaz,
czynnikéw wzrostu, z ktérych VEGF jest najsilniej-
szym stymulatorem rozwoju CNV, charakterystycznego
objawu wysiekowej postaci AMD [59, 89].

Autofagia uczestniczy takze w wielu procesach zacho-
dzacych w samych komérkach fotoreceptowych siat-
kéwki; reguluje ultrastrukture i funkcjonowanie
czopkdéw i precikédw, wptywa na ich przezycie i $mieré,
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moduluje ekspresje rodopsyny, wptywa na mechani-
zmy kontrolujace cykl wzrokowy, przy czym aktywnosé
tego zjawiska jest $cisle uzalezniona od $wiatta [58].
Wang i wsp. wykazali, ze autofagia w sposdb istotny
hamuje $mier¢ fotoreceptoréw indukowang §wiattem
oraz hamuje ich degeneracje przez przemiany toksycz-
nej rodopsyny [92]. Podobne spostrzezenia opisali Chen
i wsp., ktérzy wykazali zwiekszong ekspresje markera
autofagosoméw LC3B-1I w odpowiedzi na $wiatto u dzi-
kich myszy, natomiast u myszy niezdolnych do induk-
cji zjawiska autofagii (autophagy-deficient mice) nie
obserwowano zwiekszonej aktywnosci tego markera,
a w siatkéwce zwierzat stwierdzono pojawienie sie
zmian zwyrodnieniowych [14]. W innych badaniach
przeprowadzonych na muszkach Drosophila opisano, ze
zalezne od $wiatta zwyrodnienie siatkéwki byto wyni-
kiem uszkodzenia lub mutacji podstawowych gendw
autofagii Atg 7 i Atg8 oraz gendw kontrolujgcych tworze-
nie autofagosoméw [92]. Podobnie Zhou i wsp. stwier-
dzili, ze brak autofagii, bedacy wynikiem delecji genu
Atg5 w precikach, byt przyczyna rozwoju retinopatii
u myszy rozwijajacych sie i zyjacych bez ekspozycji na
$wiatlo dzienne. U zwierzat tych stwierdzono jednocze-
$nie obnizong funkcje fotoreceptoréw czopkowych przy
zachowanej ich prawidlowej strukturze [103]. Powyzsze
obserwacje wskazuja, ze autofagia odgrywa istotng role
w prawidtowym funkcjonowaniu zaréwno komérek RPE,
jak i komdrek fotoreceptorowych siatkéwki.

AUTOFAGIA W PRZEBIEGU AMD

Autofagia z calg pewnoscig petni funkcje ochronng przed
rozwojem wielu chordb siatkéwki i RPE [66]. Wiele zmian
zachodzacych w komérkach RPE w przebiegu AMD,
takich jak gromadzenie ziaren lipofuscyny, zwiekszona
wrazliwo$é na stres oksydacyjny, uszkodzenia mito-
chondrialne, dysfunkcja lizosomalna, takze wskazuja
na powiazania z autofagia, zaréwno z jej obnizona, jak
i wzmozong ekspresja [13, 31, 54, 66, 101]. Wyniki badari
do$wiadczalnych sugeruja, iz we wczesnych stadiach
AMD dochodzi do wzrostu aktywno$ci autofagii, nato-
miast w zaawansowanych postaciach choroby, mechani-
zmy autofagii staja sie niewydolne, co wiaze sie z dalsza
progresja zmian zwyrodnieniowych w plamce [13, 54,
101]. We wczesnym stadium AMD aktywno$¢ autofagii
kompensuje wczesne uszkodzenia komérek wywotane
stresem oksydacyjnym. W miare uptywu czasu i nasila-
nia sie zmian zwyrodnieniowych RPE i fotoreceptordw te
mechanizmy kompensacyjne stabna, autofagia staje sie
niewydolna i choroba rozwija sie dalej [31, 48]. Nie wia-
domo jednak, czy zaburzenia mechanizméw autofagicz-
nych w przebiegu AMD sa przyczyna czy nastepstwem
choroby oraz, czy zaburzenia autofagii sag odzwiercie-
dleniem nieprawidtowosci zwigzanych z tworzeniem sie
i eliminacja autofagosoméw [5, 48, 66].

Badania histochemiczne przeprowadzone na hodow-
lach ludzkich komérek RPE (ARPE-19) oraz na siatkéw-
kach pochodzacych z usunietych gatek ocznych oséb
chorujacych na AMD wykazaly, ze we wczesnym sta-

dium choroby w komérkach RPE obserwuje sie zwiek-
szong ekspresje markeréw autofagii (LC3, Atg9, Atg7),
podczas gdy w oczach z zaawansowang postacia AMD
aktywno$¢ tych biomarkeréw autofagii jest istotnie
obnizona [48, 66]. Ponadto druzy, bedace zewnatrz-
komérkowymi depozytami lipidéw, biatek, proteogli-
kanéw, gromadzgcymi sie wzdluz btony podstawnej
komdrek RPE, tj. btony Brucha, takze wykazuja wzrost
ekspresji markeréw autofagii. Stwierdzono w nich
zwiekszona ekspresje bialek Atg12-Atg5 oraz LC3B, kté-
rej towarzyszyta zmniejszona aktywno$¢ lizosomalna
i uszkodzenie mitochondriéw [91, 92]. Podejrzewa
sie, ze aktywacja autofagii i uwalnianie miedzyko-
mdérkowych biatek przez egzosomy w starzejgcych sie
komdérkach RPE moga by¢ zaangazowane w proces dru-
zogenezy [91]. Innym patologicznym objawem AMD
jest gromadzenie sie lipofuscyny w lizosomach komé-
rek RPE [91, 92]. Lipofuscyna, ktéra jest heterogenna
mieszaning lipoprotein, uczula komdérki RPE na $wiatto
i indukuje stres oksydacyjny. We wczesnym stadium
AMD jej fototoksyczny komponent A2E pobudza auto-
fagie w komdrkach RPE i chroni je przez zahamowanie
wydzielania prozapalnych cytokin i czynnika VEGF.
Jednak dalsze gromadzenie sie lipofuscyny i wypet-
nienie jej tadunkiem catej objeto$ci lizosomu zaburza
fuzje autofagosomu z lizosomem [91, 101]. Niewydol-
no$¢ aktywnosci lizosomalnej jest gtéwna przyczyna
lipofuscynogenezy - zjawiska bardzo silnie zwigza-
nego z patogenezg AMD [48, 101]. Obnizenie aktyw-
nosci autofagii powoduje wzrost wrazliwo$ci komdrek
RPE na apoptoze indukowang fotooksydacyjnym
uszkodzeniem mitochondrialnym oraz jest powodem
braku oczyszczania komérki z toksycznych kompo-
nentéw i nieprawidtowo uformowanych biatek [101].
Sktadowa lipofuscyny - A2E - przez hamowanie lizo-
somalnej pompy protonowej zaleznej od ATP jest odpo-
wiedzialna za wzrost lizosomalnego pH, co réwniez
zaburza proces tworzenia autofagolizosomu i biode-
gradacji lipofuscyny [5, 48]. Gromadzace sie produkty
peroksydacji lipidéw zmniejszaja aktywno$¢ autofagii,
a to sprzyja odktadaniu sie lipofuscyny w komérkach
RPE i nasileniu objawéw biodegradacji komérki [35,
100]. Komérkowa proteostaza jest regulowana przez
biatka chaperonowe, m.in. przez biatko szoku termicz-
nego Hsp70 i proteasomalny i autofagiczny system
,oczyszczania” komérki [25]. W niedawnych badaniach
wykazano, ze ubikwitynowane biatko receptorowe
SQSTM1/p62, tworzac nieodwracalne wigzania z okoto-
jadrowymi agregatami biatkowymi podlega autofagicz-
nej eliminacji w hodowlach ludzkich komdrek ARPE-19,
w ktdrych stwierdzono niewielkie stezenie tego biatka.
Natomiast u chorych na AMD wykazano w siatkédwce
okolicy plamkowej duze stezenie biatka SQSTM1/p62,
co wskazuje na obnizenie aktywno$ci mechanizméw
autofagii w przebiegu tego schorzenia [48]. Biatko
Hsp70, wiazac sie w sposéb odwracalny z okotojadro-
wymi agregatami biatkowymi w wyniku zahamowania
aktywnosci proteasoméw, nie ulega autofagiii degrada-
cji w komérkach ARPE-19, petniac wazng role w zacho-
waniu homeostazy komérek RPE [81].
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Jak podajg autorzy niedawnych doniesien, w komérkach
RPE w degradacji biatek komdrkowych i w regulacji wiek-
szo$ci proceséw waznych dla zachowania réwnowagi funk-
cjonowania tych komdrek bierze udziat nie tylko autofagia,
ale w procesy te jest takze zaangazowany komplemen-
tarnie dziatajacy system ubhikwityna-proteasom. Oby-
dwa mechanizmy wspéldziataja ze sobg, a szczegdlng role
w aktywnosci obu tych systeméw odgrywa ubikwytynowa
ligaza EI24. Starzenie sie i stres oksydacyjny, dwa gtéwne
czynniki ryzyka AMD, obnizaja aktywno$¢ nie tylko auto-
fagii, ale takze i systemu ubhikwityna-proteasom [6].

Powyzsze obserwacje wskazujg, iz autofagia odgrywa
istotna role w ,oczyszczaniu” siatkéwki, a jej efek-
tywno$¢ maleje wraz ze starzeniem sie komdrki oraz
w zaawansowanych stadiach AMD [6, 25, 48]. W zlo-
zonych mechanizmach autofagii uczestnicza réwniez
mechanizmy zalezne od fagocytozy, czynnosci lizosoméw
oraz proteosomdw, ktérych aktywno$é takze jest obni-
zona w starzejacej sie siatkéwce oraz w przebiegu AMD.

AUTOFAGIA | POTENCJALNE NOWE TERAPIE DLA AMD

Obecnie nie ma jeszcze skutecznego leczenia ,,suchej”
postaci AMD. W zanikowym AMD, w celu spowolnie-
nia postepu choroby, jak réwniez osobom obcigzonym
czynnikami ryzyka rozwoju AMD, zaleca sie stosowanie
doustnych preparatéw zawierajacych antyoksydanty,
tj. karotenoidy: luteine i zeaksantyne, wielonienasy-
cone kwasy tluszczowe oraz cynk, miedz i witaminy C
i E zgodnie z reguta AREDS 2 - Age-Related Eye Disease
Study 2 [32]. Obecnie ,,ztotym standardem” postepo-
wania u chorych na wysiekowa postaé AMD jest terapia
doszklistkowymi iniekcjami inhibitoréw czynnika VEGF:
ranibizumabem, afliberceptem i stosowanym ,,off- label”’-
bewacizumabem [47]. Nie jest to jednak terapia najsku-
teczniejsza, gdyz prawie 10-25% chorych nie reaguje
pozytywnie na to leczenie, co prowadzi do dalszego
postepu choroby i nieodwracalnego uszkodzenia widze-
nia centralnego [47, 49]. Te trzy inhibitory czasteczki
VEGF réznia sie miedzy soba budowag, wielkoscia, far-
makokinetyka, a to wiaze sie z pojawieniem sie réznych
zmian na poziomie komdérkowym [49]. Badania przepro-
wadzone in vitro wykazaly, iz w standardowo stosowanych
dawkach ranibizumab i afliberecept nie wykazuja tok-
syczno$ci w stosunku do komérek siatkéwki oraz komé-
rek §rédbtonka naczyvi krwiono$nych [61, 64, 82]. De Cilia
i wsp. wykazali ponadto, ze ranibizumab i aflibercept
dzialaja ochronnie na komérki RPE przez modulowanie
uwalniania tlenku azotu, apoptoze oraz autofagie [23].

Bewacizumab natomiast zmniejsza aktywno$¢ mitochon-
drialng, zaréwno proliferujacych, jak i nieproliferujacych
komérek $rédbtonka naczyt krwiono$nych [64]. Odnoto-
wano, iz bewacizumab, kumulujac sie w komérkach RPE,
moze zmniejszaé aktywno$¢ autofagii i nasilaé widknienie
w komdrkach RPE [44, 50]. Przeprowadzone badania przez
Kivinena nie potwierdzily jednak tego spostrzezenia i nie
wykazaty negatywnego wptywu bewacizumabu na regula-
cje mechanizméw autofagii [48].

Najnowsze badania wskazuja, iz regulacja mechani-
zméw autofagii moze mie istotne znaczenie w pro-
tekcji komdrek RPE i tym samym moze stanowi¢ nowe
potencjalne narzedzie w terapii AMD [44]. Duze nadzieje
wiaze sie z biatkiem Hsp70, ktérego zwiekszenie ekspre-
sji moze by¢ wykorzystane jako nowa metoda postepo-
wania, zaréwno w profilaktyce, jak i w leczeniu chorych
z AMD [26, 44]. Wiadomo, ze w oczach z AMD komérki
RPE charakteryzuje obnizona aktywno$¢ lizosomalna,
co prowadzi do gromadzenia lipofuscyny w tych komér-
kach, ktérej akumulacja jest odzwierciedleniem nasile-
nia objawéw choroby [52]. Sugeruje sie, ze biatko Hsp70
utrzymuje aktywno$¢ enzymdéw lizosomalnych i hamuje
proces gromadzenia sie lipofuscyny w komdrkach RPE,
spowalniajac tym samym rozwdj i progresje AMD [45].
Biatko to wykazuje takze bardzo dobre wtasciwosci prze-
ciwzapalne, hamujac na poziomie RPE reakcje zapalne,
ktére odgrywaja gtéwna role w patogenezie AMD [71].

Duze nadzieje wiaze sie takze z inhibitorami czyn-
nika mTOR. Poprzez aktywacje kinazy tyrozynowej,
mTOR stymuluje wytwarzanie czynnika indukowanego
hipoksja-1a, ktéry zwieksza ekspresje czasteczki VEGF,
proliferacje komdrek $rédbtonka naczyniowego i angio-
geneze [102]. Wyniki badan do$wiadczalnych prze-
prowadzonych na zwierzecym modelu proliferacyjnej
retinopatii niedokrwiennej wykazaty skuteczno$¢ dwéch
inhibitoréw mTOR: everolimusu i rapamycyny w zmniej-
szeniu neowaskularyzacji siatkéwki oraz redukeji aktyw-
noéci fosforylowanego biatka rybosomalnego pSs,
bedacego wskaznikiem aktywnosci mTOR [97]. Czynniki
te zmniejszaja ekspresje czynnika VEGF na komdrkach
RPE i s zdolne do zahamowania réznych postaci angio-
genezy w oku: neowaskularyzacji w siatkéwce, rogéwce
oraz neowaskularyzacji naczyniéwkowej (CNV) [2, 102].
Obecnie w I fazie badati klinicznych, obejmujgcych cho-
rych na wysiekowg posta¢ AMD, znajduje sie everolimus
stosowany w postaci doustnej (NCT00857259, Novartis)
w monoterapii lub w potgczeniu z doszklistkowymi iniek-
cjami ranibizumabu. Kilka badan klinicznych II fazy oce-
nia skuteczno$¢ podspojéwkowo podawanej rapamycyny
w terapii zlozonej wraz z doszklistkowymi iniekcjami
ranibizumabu (NCT00766337, Macu-Sight) u chorych
na wysiekowa postaé AMD oraz zaniku geograficznego
w przebiegu suchej postaci AMD (NCT00766649; National
Eye Institute) [2]. Inny inhibitor czynnika mTOR, palomid
529, podawany podspojéwkowo, hamujacy rozwéj CNV
oraz zmniejszajacy przepuszczalno$é naczyn krwiono-
$nych zalezna od czynnika VEGF, w badaniu klinicznym
I fazy réwniez skutecznie zmniejszat objawy wysiekowej
postaci AMD u chorych niereagujacych na doszklistkowe
iniekcje czynnika anty-VEGF (NCT01271270) [21].

W tabeli 1 przedstawiono prowadzone na $wiecie bada-
nia kliniczne nowych lekéw, majacych potencjalny
wplyw na patomechanizmy AMD, w tym autofagie.

Nalezy takze podkre§li¢, iz nie tylko drogie i skompli-
kowane terapie moga modyfikowaé zjawisko autofagii.
Najnowsze doniesienia wskazuja, ze zalecany chorym
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Tabela 1. Badanie kliniczne nowych lekéw majacych potencjalny wptyw na patomechanizmy zwyrodnienia plamki zwigzanego z wiekiem

. Postac
Nazwa badania i zwyrodnienia Faza
lub |(.ient'yﬁkator plamki Symbol/nazwa Mechanizm dziatania leku Droga podania badania Llczb.a ]
badania klinicznego . leku leku - uczestnikow
. . zwiazanego klinicznego
wg ClinicalTrails.gov -
z wiekiem
Humanizowane monoklonalne
LUCERNE ) RO 6867461 L . . )
NCT03823300 wysiekowa Earicimab przeciwciato bIokquce czynnik doszklistkowa Il faza 640
VEGF-A oraz angiopoetyne-2
Humanizowane monoklonalne
TENAYA ) RO 6867461 L . . )
(NCT03823287) wysiekowa Faricimab przeciwciato bIokquce czynnik doszklistkowa Il faza 640
VEGF-A oraz angiopoetyne-2
Rekombinowane biatko fuzyjne
PANDA-1 . KH902 0 wysokim powinowactwie do .
NCT03577899 wysiekowa Conbercept wszystkich izoform czynnika VEGF doszklisthowa i foza 1140
oraz PIGF
Syntetyczny cykliczny peptyd
skoniugowany z polimerem glikolu
NCT03777332 zanikowa APL-2 polietylenowego (PEG) hamujacy doszklistkowa | faza 12
aktywnos¢ biatek uktadu dopetniacza
@3i@b.
Syntetyczny cykliczny peptyd
skoniugowany z polimerem glikolu
NCT03465709 wysiekowa APL-2 polietylenowego (PEG) hamujacy doszklistkowa Il faza 17
aktywnos¢ biatek uktadu dopetniacza
@3ibh.
Selektywny inhibitor wszystkich
NCT02452385 wysiekowa CM\(;irzollg:i)li 82 izoform receptora VEGF oraz PDGF, doustna | faza 38
dziata silnie antyangiogennie
Syntetyczny peptyd, inhibitor integryn,
NCT03626636 zanikowa Risuteganib hamuje reakqje zwigzane ze stresem o i oo Il faza 40
(Luminate) oksydacyjnym i reguluje homeostaze
w komérkach siatkéwki
TOGA . Doxycyklina Dziatanie przeciwzapalne, hamuje
NCT01782989 zanikowa (Oracea) progresje zaniku geograficznego doustna I/l faza 286
Avacincaptad S
NCT02686658 zanikowa pegol Aptamer, |nh|b|torp latka C5 ulkdadu doszklistkowa IIb faza 200
; dopefniacza
(Zimura)
RAD001
Everolimus
NCT00857259 wysiekowa v monotera|3|| Pochodna rapa.mycyny, inhibitor doustna I faza 16
lub w terapii czynnika mTOR
Ztozonej
zranibizumabem
Sirolimus
(Rapamycyna) Antybiotyk makrolidowy tworzac
EMERALD ) . s iy
NCT00766337 wysiekowa w terapii kompleks z biatkiem cytozolowym podspojéwkowa Il faza 62
faczonej FKPB-12 hamuje aktywacje mTOR
zranibizumabem
SIRGA . Sirolimus ) ) o
NCT00766649 zanikowa (Rapamyeyna) Hamuje aktywacje mTOR podspojéwkowa Il faza n
NCT01271270 wysiekowa Palomid 529 Inhibitor czynnika mTOR podspojéwkowa |faza 7
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na AMD suplement diety resweratrol, silny przeciw-
utleniacz, czynnik o dziataniu przeciwzapalnym,
neuroprotekcyjnym i hamujacym procesy starzenia,
wystepujacy naturalnie m.in. w skérce czerwonych
winogron, indukowat w komérkach ARPE-19 zjawi-
sko autofagii przez zahamowanie aktywno$ci kinazy
biatkowej treoninowo-serynowej mTOR, ktéra pelni
istotng funkcje w procesach proliferacji, wzrostu
i réznicowania komérek [72]. W latach 80. ub. w. naro-
dzito sie pojecie tzw. ,francuskiego paradoksu”, pole-
gajacego na wystepowaniu wérdéd Francuzéw niskie;j
zapadalno$ci i $miertelno$ci z przyczyn sercowo-
-naczyniowych, mimo stosowania ttustej diety i picia
duzej ilo$ci alkoholu. Alkohol ten jest jednak spozy-
wany gtéwnie w postaci czerwonego wina, w ktérym
wystepuje wysokie stezenie resweratrolu [1]. Obec-
nie wiadomo, iz u chorych na AMD, ktérych dieta jest

PISMIENNICTWO

bogata w resweratrol, obserwuje sie zahamowanie
progresji zmian zwyrodnieniowych w plamce.

Nieustannie na caltym $wiecie prowadzone sg wielo-
o$rodkowe badania nad poszukiwaniem nowych tera-
pii, ktére skutecznie hamowatyby dalszy rozwdj zmian
zwyrodnieniowych w plamce, zaréwno w przebiegu
wysiekowej, jak i suchej postaci AMD. Wielkie nadzieje
wiaze sie z wykorzystaniem czasteczek, ktére potencjal-
nie moga modulowa¢ autofagie - zjawiska zaangazowa-
nego w rozwdj i progresje AMD. Poznanie i zrozumienie
skomplikowanych mechanizméw autofagii w tak ztozo-
nej strukturze oka, jaka jest siatkéwka, jest konieczne do
opracowania nowych i skutecznych sposobéw leczenia,
prowadzacych do zahamowania rozwoju tego schorze-
nia, ktére w ostatnich latach zostato uznane za najwiek-
sza epidemie $lepoty XXI wieku.
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