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AUTOFAGIA, CZYLI WIELKIE SPRZATANIE

HISTORIA

Rok 2016 okazal sie laskawy dla bada-
czy autofagii, Szwedzki Komitet Noblowski
przyznal bowiem Nagrode Nobla z Fizjolo-
gii lub Medycyny japonskiemu uczonemu
Yoshinori Ohsumi za zidentyfikowanie ge-
now odpowiedzialnych za molekularny me-
chanizm tego procesu. Autorem okreslenia
s,autofagia”, uzytym po raz pierwszy (Ciba
Foundation Symposium on Lysosomes, 12-
14.02.1963 r.) do opisania procesu degrada-
cji roznych skladnikéw wilasnych komorki z
udzialem lizosomoéow, byl Christian de Duve.
Przeciwstawil on termin autofagia (ang.
eating self; zjadanie siebie), terminowi hete-
rofagia (ang. eating others; zjadanie obcych).
Obecnie, autofagia o jakiej myslal wtedy de
Duve, znana jest jako makroautofagia, a za-
poczatkowana zostaje uformowaniem sie au-
tofagosomoéw jako organelli przejSciowych,
otaczajacych przeznaczony do wtérnego wy-
korzystania material. Ten uczony pochodza-
cy z Belgii (Uniwersytet Katolicki w Leuven)
spora czes¢ swojej aktywnosSci badawczej
poswiecil lizosomom i to on jako pierwszy
zidentyfikowat lizosomy (zwane wtedy ,cial-
kami gestymi” ze wzgledu na ich wysoka ge-
stos¢ elektronowa w obrazach z TEM) jako
organelle docelowe dla autofagosoméw. Nota
bene, autofagosomy (wakuole autofagiczne
otoczone podwodjna blona, AV) byly poczat-
kowo okreslane mianem ,cytolizoméw”, a
autorem tego okreslenia byt Alex Novikoff,
ktory wysledzil obecnos¢ mitochondriow,
bton siateczki, rybosoméw i innych sktad-
nikow komoérkowych w obrebie struktur re-

agujacych pozytywnie na obecnos$¢ kwasnej
fosfatazy, markera lizosomow (cytochemiczna
metoda barwienia wg Gomori). W tym cza-
sie glowny spor uczonych dotyczyl genezy
wakuoli autofagicznych, ich ewolucji i dal-
szych loséw. Wczesniej, w latach 50. ubie-
gltego wieku, proces stopniowej dekompozycji
i utraty prawidlowej struktury sktadnikow
komoérkowych, takich jak siateczka Srodpla-
zmatyczna, rybosomy czy mitochondria (roli
i definicji wielu pozostalych organelli jeszcze
wowczas nie znano), de Duve nazywal ,fi-
zjologiczng autoliza” dopuszczajac, ze lizoso-
my moga w pewnych okolicznosciach zabié
komorke (ang. suicide bag), w szczegolnosci
jesli blona lizosomalna zostanie przerwana.
Bylo to woéwczas, kiedy de Duve nie wiedziat
jeszcze jaka dokladnie funkcje w autofagii
pelni lizosom. Pomimo wielu ,poszlak” wska-
zujacych na lizosom jako potencjalnego ,wi-
nowajce” eliminacji organelli komoérkowych
(organella destrukcyjna), nikt wczesniej nie
dostarczyt przekonujacego opisu autofagii.
Pomyst na wyjasnienie roli lizosoméw w au-
tofagii podsuneta Christianowi de Duve pra-
ca Keitha Portera (ASHFORD i PORTER 1962),
amerykanskiego badacza pochodzacego =z
Kanady, pioniera mikroskopii elektronowej
transmisyjnej. Zainteresowanie tg praca wy-
nikalo z faktu, ze jej autorzy wykonali po-
rownawcze badania elektronomikroskopowe
bioptatéw szczurzych watrob perfundowa-
nych plynem zawierajacym (lub nie) trzust-
kowy hormon glukagon. Christian de Duve
ujawnil wczesniej, ze pierwsze preparaty in-
suliny nie byly wystarczajaco dobrze oczysz-
czone z domieszki glukagonu, co powodowa-
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lo w organizmie wystapienie skutkéw ubocz-
nych. Juz po 15 minutach perfuzji z udzia-
tem glukagonu, Ashford i Porter zauwazyli
w hepatocytach wyrazny wzrost liczby ,cia-
tek gestych” oraz ich destrukcyjny wplyw na
organelle komoérkowe. Dodatkowo, stwierdzili
innag wewnatrzkomorkowa lokalizacje lizo-
somoéw (rejon okolojagdrowy) w stosunku do
warunkow kontrolnych (rejon okotokanali-
kowy). Mikrofotografie z TEM zamieszczone
w pracy sa prawdopodobnie pierwszym, tak
wyraznym obrazem wakuol autofagicznych i
autolizosomow. Interpretujac obrazy, bada-
cze zasugerowali jednak, ze pod wplywem
glukagonu lizosomy powstaja de novo w cy-
toplazmie, otaczajac blona fragmenty komor-
ki przeznaczone do destrukcji. Dzisiaj wie-
my, ze jest inaczej, a material przeznaczo-
ny do usuniecia jest dostarczany lizosomom
na rézne sposoby, w zaleznosci od tego czy
jest to mikro-(MiA), makro-(MaA) czy auto-
fagia zalezna od biatek opiekunczych (ang.
chaperone mediated autophagy, CMA). Tak
czy inaczej, okazalo sie, ze glukagon nale-
zy do fizjologicznych stymulatorow autofa-
gii, zmuszajac hepatocyty do pozyskania ta
droga substratow niezbednych do syntezy
glukozy (glukagon w przeciwienstwie do in-
suliny nalezy do grupy hormonéw glikoge-
nolitycznych i glukoneogennych co oznacza,
ze jego wydzielanie wzrasta w przypadkach
hipoglikemii). Wreszcie w referacie The lyso-
some concept Christian de Duve mogl przed-
stawi¢ swojg hipoteze na temat znaczenia
lizosomo6w, ich wlasciwosci biochemicznych,
funkgcji fizjologicznych i nastepstw dla pa-
tologii choréb. Badania nad rodzajami i fi-
zjologiczna rola poszczegolnych organelli ko-
morkowych przyniosty Christianowi de Duve,
Georgowi Palade i Albertowi Claude Nagrode
Nobla z Fizjologii lub Medycyny w 1974 r.
Obszerny material na ten temat mozna zna-
lez¢ w wywiadzie, jaki przeprowadzil Daniel
J. Klionsky z autorem koncepcji lizosomal-
nej (KLIONSKY 2008).

Ubiegloroczny (2016 r.) laureat Nagrody
Nobla z Fizjologii lub Medycyny, Yoshinori
Ohsumi, zaslynat z kolei z prac wykonanych
na modelu komoérkowym drozdzy piekarskich
(Saccharomyces  cerevisiae), ukazujacych
geny autofagii i wyjasniajacych role kazde-
go z nich w kolejnych etapach tego proce-
su. Zrobil tym samym ogromny krok na-
przod w stosunku do obserwacji mikrosko-
powych, wykazal bowiem istnienie zwiazkow
przyczynowo-skutkowych pomiedzy biatkami,
produktami genéw autofagii, w reakcjach
poszczegb6lnych faz autofagii. Ohsumi postu-
zyl sie w tym celu technika przeszukiwania
genomu (ang. mutational screening), dzieki
czemu odkryt, ktére geny i na jakim etapie
autofagii ratowaly komorki przed Smiercig

wywotang np. glodzeniem azotowym (deficyt
zwiazkow azotowych w pozywce wzrostowe;j).
Zespol kierowany przez laureata opisal w
ten sposob role niemal kazdego z biatek i
struktur autofagicznych (TAKESHIGE i wspol-
aut. 1992, TsukaDA i OHSUMI 1993, BABA
i wspotaut. 1994, MIZUSHIMA i wspotaut.
1998, OnHsuMI i wspotaut. 2001, YAMAMO-
TO i wspétaut. 2016). Prace Ohsumi i jego
wspolpracownikow pozwolily na zweryfikowa-
nie obserwacji uzyskanych na drozdzach, w
organizmach roslin i zwierzat.

Okazalo sie, ze autofagia jest ewolucyjnie
wysoce konserwatywnym i filogenetycznie
starym procesem, wspolnym dla krolestw
roslin, grzybow i zwierzat, co nie powinno
dziwi¢, biorac pod uwage jej podstawowa
role w przezyciu komérek. W pewnych sytu-
acjach autofagia moze jednak przyczynic¢ sie
do Smierci komorek (programowana sSmierc
komorki typu 2), kiedy ma gwaltowny, eks-
tensywny i nieselektywny charakter, a or-
ganelle poddane dekompozycji sa niezbedne
do zycia (np. mitochondria). Autofagia wyko-
nuje swoje zadania automatycznie w odpo-
wiedzi na sygnaly, podobnie jak sprzatacz-
ka, ktora bez wahania wykonuje polecenia.
Komorka moze umrzeé¢ takze woéwczas, kiedy
autofagia jest uposledzona w stopniu unie-
mozliwiajacym usuniecie uszkodzonych or-
ganelli. Powoduja one nieporzadek i blokuja
powstanie funkcjonalnie sprawnych struktur
komérkowych. Smieré komoérki nastepuje
wowczas na drodze apoptozy (programowana
Smieré¢ komorki typu 1), jako altruistyczne
wyeliminowanie si¢ nieprawidlowej komorki
dla dobra tkanki. W tym drugim przypad-
ku autofagie mozna poréwnac z leniwa lub
niesprawna sprzataczka, ktéra odmawia lub
nie moze wykonac¢ polecen, co prowadzi w
koricu do nagromadzenia si¢ $mieci w stop-
niu uniemozliwiajacym wykorzystanie i dzia-
lanie obiektu, jakim jest komorka.

Przywrocenie uszkodzonej komorce pra-
widlowych funkcji wymaga wiec od autofa-
gii usuniecia dysfunkcyjnych sktadnikow,
ich degradacje i udostepnienie produktow
degradacji aparatowi syntezy. Prawidlowo
dziatajagca autofagie mozna zatem przyrow-
na¢ do pedantycznej sprzataczki, ktora nie
tylko utrzymuje porzadek i wlasciwe relacje
pomiedzy poszczegdlnymi kompartmentami
komorki reprezentowanymi przez jej organel-
le (réwniez ich skladowe), ale rownoczes$nie
dba o ich mozliwe pelne, wtorne zagospo-
darowanie. Zauwazono, ze autofagia w ko-
morkach zachodzi ciggle w niewielkim, tj.
podstawowym zakresie (autofagia konstytu-
tywna), co mozna uwazaé¢ za co$S w rodza-
ju ,przetarcia kurzu” przez sprzataczke. Ma
ona wowczas charakter selektywny (wybior-
czy) i dominuje jej forma zalezna od bialek
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opiekunczych (CMA), w mniejszym stopniu
jest to makroautofagia. Selektywne makro-
autofagia i CMA polegaja w pierwszym rze-
dzie na molekularnym rozpoznaniu materia-
lu przeznaczonego do degradacji, wybrane
sktadniki usuwane sg wiec z komorki celo-
wo, a uzyskane dzieki temu ,surowce” moga
by¢ wykorzystywane powtérnie lub stanowic
zrodlo energii. W okresach zagrozenia czyn-
nikami uszkadzajacymi, kiedy dochodzi do
naruszenia prawidlowej struktury i budowy
komérki, sytuacja wymaga szybkiego dzia-
lania, tak wiec przynajmniej na poczatku
dominuje wowczas autofagia nieselektywna,
gtownie makroautofagia, ktéora w miare po-
stepow uprzatania ,nieporzadku po burzy”
przechodzi w autofagie selektywna, przede
wszystkim CMA. Nieselektywna autofagie
mozna réwniez zaobserwowaé w sytuacji de-
ficytu zrodet energii (glodzenie). Moze byc
ona wowczas indukowana w hepatocytach
watroby na drodze hemokrynnej, np. przez

glukagon, jak zauwazyli to zreszta ASHFORD
i PORTER (1962).

SYSTEM UTYLIZACJI I RECYKLINGU
ODPADOW W KOMORCE NA
PRZYKLADZIE AUTOFAGII ZALEZNEJ
OD BIALEK OPIEKUNCZYCH

O znaczeniu autofagii dla prawidlowe-
go funkcjonowania komorek swiadcza liczne
dane literaturowe wskazujace, ze w etiolo-
gii chorob neurodegeneracyjnych (chorobie
Parkinsona, PD; Alzheimera, AD), miopa-
tiach, cukrzycy typu II, otylosci, chorobach
sercowo-naczyniowych  czy  nowotworach
podstawowe znaczenie ma wadliwe dzia-
lanie autofagii (JAEGER i wspétaut. 2010,

ROSE i wspétaut. 2011, DERETIC 2009, LIU i
wspotaut. 2011, Essick i SAM 2010, YANG i
wspotaut. 2010, MORSELLI i wspotaut. 2010,
GOLIGORSKY 2010). Jak juz wczesniej wspo-
mniano,

znane sa trzy uzupelniajace sie

Ryc. 1. Autofagia zalezna od biatek opiekuniczych (CMA).

W normalnie uformowanym biatku sekwencja aminokwasowa KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln) jest niedostepna dla
Hsc70, dzieki czemu takie biatko jest zabezpieczone przed przypadkowa eliminacja przez kompleks HSPC (a). Brak
faldowania lub nieprawidlowe faldowanie biatka (b) powoduja, ze takie biatko staje si¢ substratem dla HSPC. Po-
taczenie z HSPC (c) zapewnia transport oraz wprowadzenie substratu do lizosomu, gdzie nastepuje jego degradacja
(d). Biatko przeznaczone do degradacji przez CMA zostaje rozpoznane i wprowadzone do lizosomu przez kanal utwo-
rzony z LAMP-2A. Lizosomalne biatko Hsc70 (Lys-Hsc70) przechwytuje tadunek wprowadzony do lizosomu i prze-
znaczony do degradacji. LEANNE PEREIRA, JOHN PAUL GIRARDI, AND MARICA BAKoviC, “Forms, Crosstalks, and the Role
of Phospholipid Biosynthesis in Autophagy,” International Journal of Cell Biology, vol. 2012, Article ID 931956, 10

pages, 2012. doi:10.1155/2012/931956.
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mechanizmy oczyszczania komorek ze ,Smie-
ci” (CMA, MiA i MaA), ktére w warunkach
prawidlowych prowadza do przeniesienia
materialu zakwalifikowanego jako uszkodzo-
ny do wnetrza lizosoméw. Lizosomy pelnig
zatem role ,przetwoérni odpadow”, zapewnia-
jac uzyteczne, drobnoczasteczkowe substra-
ty do dalszych przemian. Caly ten z pozoru
skomplikowany system jest czeScia wiekszej
i rozbudowanej maszynerii katabolicznej ko-
morki.

CMA przypomina uniwersalny mecha-
nizm transportu bialek do mitochondrium
lub siateczki s$rodplazmatycznej, albowiem
wymaga sekwencji sygnalowej w czastecz-
ce substratu. W poréwnaniu z tym ostat-
nim, CMA przebiega jednak w dosé¢ wyra-
finowany sposob (Ryc. 1). Biatka, ktére w
tancuchu peptydowym posiadaja sygnatowag
sekwencje aminokwasowa KFERQ (Lys-Phe-
-Glu-Arg-Gln), stanowia 25-30% wszystkich
biatek, a wymieniony pentapeptyd w przy-
padku uformowania dojrzatych funkcjonal-
nie biatek jest niedostepny. Niezaleznie od
przyczyny, w uszkodzonych biatkach z se-
kwencja KFERQ ulega ona udostepnieniu do
oddzialywan z biatkami opiekunczymi HSC
(ang. heat shock cognate). Transport uszko-
dzonego biatka wymaga dodatkowo obec-
nosci biatkowych receptoréw cytozolowych
i lizosomalnych oraz energii uwalnianej z
ATP pod wplywem zaleznej od Mg?** ATPazy.
Najpierw HSC73 (m.c. 73 kDa) rozpoznaje
motyw KFERQ w uszkodzonym bialku, przy
czym pelna aktywnos$¢ uzyskuje po hydroli-
zie ATP i polaczeniu z ADP (cecha wspédlna
biatek opiekunczych HSP/HSC). Teraz po-
zostale skladniki kompleksu transportowe-
go (ang. heat shock protein complex, HSPC)
moga zacza¢ wspolpracowa¢ z HSC73 w
celu skierowania substratu do lizosomu. W
celu wprowadzenia do lizosomu ladunku,
potaczone HSPC-substrat musza zwigzac sie
z bialkowym receptorem LAMP-2A (ang. ly-
sosome-associated membrane protein 2A).
Istnieja trzy izoformy LAMP-2A, wytwarzane
na bazie réznych wariantow mRNA, ufor-
mowanego w oparciu o alternatywne skta-
danie sekwencji kodujacych (egzonow) genu
LAMP2. Maja one wspoélne domeny transblo-
nowe i wewnatrzlizosomalne, ale rézniq sie
domena cytozolowa. To wlasnie domeny cy-
tozolowe, elektrycznie natadowane dodatnio
dzieki aminokwasom zasadowym, decyduja
o ,rozpoznaniu” substratu (sekwencje ami-
nokwasowe KRHH/KHHH, Lys-Arg-His-His/
Lys-His-His-His) i wyprostowaniu lancucha
polipeptydowego substratu tak, by mogt on
przedosta¢ sie przez kanal w blonie lizoso-
mu. W Swietle lizosomu dziala natomiast ly-
-HSC73, biatko opiekuncze, ktore przechwy-
tuje ,tadunek” oddzielony od HSPC i prze-

znaczony do degradacji przez hydrolazy lizo-
somalne. Rozwazajac fizjologiczne znaczenie
CMA w organizmie nalezy podkreslic, ze ta
Sciezka katabolizmu bialek wystepuje tylko
w niektérych tkankach (watroba, serce) pod-
czas dlugotrwalego glodzenia, nie zachodzi
natomiast w miesniach szkieletowych (WING
i wspotaut. 1991, CUERVO i wspotaut. 1995).
Ponadto, biatka zawierajace peptyd KFERQ
charakteryzuje dlugi okres poélttrwania (oko-
lo 48 godz.), a CMA odpowiada za usuwanie
z komorki w warunkach prawidlowych od
5-10% bialek, zas w przypadku glodzenia do
30-40% (MizUusHIMA i wspétaut. 2001). CMA
podlega takze regulacji, przy czym niekto-
re czynniki wzrostu (ang. epidermal growth
factor, EGF) hamuja ten proces, dodatko-
wo aktywnos¢ CMA maleje wraz z wiekiem
(CUERVO i DICE 2000). Glownym elementem
podlegajacym kontroli jest LAMP-2A i nie
dotyczy to genu LAMP2, lecz jego produktu.
LAMP-2A jest w pierwszym rzedzie elimino-
wany przez lizosom, po odlaczeniu od blony
lizosomalnej. Wyzszy poziom ekspresji LAMP-
-2A, widoczny w okresach glodzenia komor-
ki, jest podtrzymywany przez HSC90, a ule-
ga obnizeniu pod wplywem HSC73 (BANDY-
OPADHYAY i wspoétaut. 2008). W przeciwien-
stwie do cytozolowego HSC73, lizosomalny
HSC73 (ly-HSC73) pobudza CMA (CUERVO i
wspoétaut. 1997). Pomimo ze CMA odpowia-
da tylko czeSciowo za eliminacje uszkodzo-
nych biatek, albowiem jej aktywnos¢ dotyczy
wyltacznie skladnikow cytoplazmy, to i tak
zapewnia ,segregacje Smieci” kontrolowana
przez dostepnosé sekwencji sygnatowej KFE-
RQ. Bardziej szczegélowy opis autofagii za-
leznej od biatek opiekunczych moze czytel-
nik znalez¢ w pracach przegladowych (TER-
LECKY 1994, CUERVO i DICE 1998).

MIKROAUTOFAGIA, CZYLI SPRZATANIE
ZDROWYCH ROSNACYCH KOMOREK

Lizosomy i endosomy, a u grzybow i ro-
slin wakuole, moga samodzielnie zidentyfiko-
wac i pochlonaé¢ material komérkowy uzna-
ny za S$mie¢. W procesie zwanym mikroau-
tofagia (MiA), blona wymienionych organelli
ulega wpukleniu, do ktorego wpada czesc
cytoplazmy zawierajaca ,nieczystosci”. Utwo-
rzona studzienka poglebia sie w kierunku
wnetrza organelli tworzac cewe autofagicz-
na, wewnatrz ktérej znajduje sie pochlania-
ny material, pozostajac w ciaglosci z reszta
cytoplazmy. Gdy cewa autofagiczna siegnie
centralnej czesci organelli, ulega rozszerze-
niu w bulawkowaty twoér okreslany mianem
ciala autofagicznego. Brzegi blony u pod-
stawy rozszerzenia lacza sie, a utworzony
w ten sposob pecherzyk wraz z zawartoscia
odlacza sie, pozostajac we wnetrzu organelli
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Ryc. 2. Mikroautofagia (MiA).

Bezposrednie wglobienie (inwaginacja) blony wakuoli autofagowej (lizosomu i/lub endosomu) pozwala pobrac¢ frag-
ment cytoplazmy (a). Inwaginacja poglebia sie i powstaje cewa, ktora sie wydluza w kierunku swiatla wakuoli (b).
Utworzona cewa nazywa sie cewa autofagiczna i stanowi jednos¢ z cytoplazma. Sktadniki cytoplazmy, ktore sa
obecne w cewie ulegaja zamknieciu w pecherzyku tworzacym sie na jej koncu i ulegaja degradacji pod warunkiem,
ze wakuola jest lizosomem lub, ze wakuola (endosom) polaczy sie z lizosomem i uwolni swoja zawartosc. Kiedy
cewa dotrze do Srodka wakuoli na jej Slepym koncu tworzy sie pecherzyk zwany cialem autofagicznym (c). Cialo
autofagiczne ma wieksza Srednice niz cewa a w kolejnym etapie Sciany cewy i pecherzyka stopniowo sie zblizaja
do siebie by ulec fuzji. Fuzjowanie blon jest warunkiem oddzielenia sie ciala autofagicznego od cewy i uwolnienia
ciala do swiatla lizosomu lub endosomu (d). Zawartos¢ ciata autofagicznego jest nastepnie trawiona w lizosomie
lub stanowi jeden z pecherzykoéw endosomalnego ciala wielopecherzykowego (MVB). Jesli endosom ulegnie fuzji z
autofagosomem (amfisom) lub od razu zespoli si¢ z lizosomem (autolizosom) zawarto§¢ endosomu ulegnie strawie-
niu. LEANNE PEREIRA, JOHN PAUL GIRARDI, AND MARICA BAKOVIC, “Forms, Crosstalks, and the Role of Phospholipid
Biosynthesis in Autophagy,” International Journal of Cell Biology, vol. 2012, Article ID 931956, 10 pages, 2012.

doi:10.1155/2012/931956.

(Ryc. 2). Takich pecherzykow moze sie utwo-
rzyC wiecej niz jeden, moga nawet wypelnic
niemal calg organelle formujac twor okre-
Slany w terminologii elektronomikroskopowe;j
cialem wielopecherzykowym (ang. multive-
sicular body, MVB). Proces odlaczania ciala
autofagicznego od cewy kontrolowany jest
przez wakuolarny transporter koczaperono-
wy (ang. vacuolar transporter cochaperone,
VTC), kompleks biatkowy obecny na blonach
siateczki Srodplazmatycznej i wodniczek
(wspolna nazwa dla lizosoméw, endosomow
i wakuol). Zjawisko wpuklania sie blony jest
pobudzane przez kalmoduline, biatko ak-
tywowane pod wplywem podwyzszenia ste-
zenia kationéw Ca?* w cytoplazmie. W tym
przypadku jednak, kalmodulina laczy sie i
pobudza dziatanie VTC bez aktywacji wap-
niowej (UTTENWEILER i wspoélaut. 2005). W
MiA odnoszacej sie do endosomow mozna
wyodrebni¢ formy selektywna 1 nieselek-
tywna. W postaci selektywnej identyfikacja
»sSmieci” jest identyczna, jak w przypadku
CMA, to znaczy bialtka zawierajace dostepny
pentapeptyd KFERQ zostaja przeznaczone do
eliminacji przez HSC73. W blonie péznych
endosomow (LE) brakuje bialkowego recep-
tora LAMP-2A, zatem inne skladniki blony
odpowiadaja za wprowadzenie do wnetrza
transportowanego ladunku. Wiele wskazuje
na kwasne fosfolipidy (fosfatydyloseryna, fos-
fatydyloinozytol i fosfatydyloglicerol) jako ak-

ceptory ladunku. Wydaje sie, ze podstawowag
role pelni tu fosfatydyloseryna (PS), obecna
w listku wewnetrznym blony, ktéora w pew-
nych okolicznosciach przemieszcza sie do
listka zewnetrznego (symetryzacja blony). PS
ma wysokie powinowactwo do bialek, moze
wiec zlokalizowa¢ HSC73 z ladunkiem na
powierzchni LE. Kolejnym etapem jest two-
rzenie cewy autofagicznej, a nastepnie ufor-
mowanie ciala autofagicznego z udziatem
kompleksu bialek ESCRT 1 i 3 (ang. endo-
somal sorting complex required for transport
1, 3).

U drozdzy S. cerevisiae zaobserwowano
szczegblny rodzaj mikroautofagii. Polega ona
na oddzieleniu czesci jadra komorkowego w
procesie wymagajacym przejSciowego pola-
czenia z wakuola. Tak zwana mikroautofagia
fragmentaryczna (ang. piecemeal microauto-
phagy) rozpoczyna sie, analogicznie do tra-
dycyjnej MiA, od wpuklenia btony wakuoli i
uformowania sie cewy autofagicznej, do kto-
rej wpada fragment jadra wraz z blong ja-
drowa otaczajaca czesS¢ macierzy jadrowe;j.
Do fuzji potrzebne sa biatka blony jadrowej
(ang. nucleus vacuole junction 1 protein,
NVJ1P) i biatkko w blonie wakuoli (ang. va-
cuolar 8 protein, Vac8P). Po zespoleniu wy-
mienionych biatek dochodzi do wpuklenia, a
po dalszym poglebieniu na konicu cewy two-
rzy sie cialo autofagiczne. Odlaczenie ciala
autofagicznego oznacza zakonczenie procesu
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autofagii fragmentarycznej. Niejasne sa za-
rowno znaczenie, jak i regulacja tej szczegdl-
nej formy MiA. Wiadomo jedynie, ze nasila
sie ona w czasie glodzenia komorki lub po
doswiadczalnym zahamowaniu przez rapa-
mycyne aktywnosci mTORC1 (sensor amino-
kwasow). Dodatkowo, fragmentaryczna MiA
angazuje biatka odpowiedzialne za przemia-
ny lipidow (ang. temperature-sensitive sup-
pressors of Csg2 mutants, TSC13; oxysterol-
-binding protein, OSH1) oraz niektére biatka
charakterystyczne dla makroautofagii [ATG1,
ATG3, ATG7, ATG12, ATG16 i VPS30 (ang.
vacuolar protein sorting 30)]. Niewykluczone,
ze z uwagi na skapy obecnie zasob infor-
macji opisujacych molekularny mechanizm
MiA fragmentarycznej, w przysztosci pozna-
my rowniez szczegOly tego przyciagajacego
uwage zjawiska. Regulacja MiA jest jako-
Sciowo rozna od CMA i MaA. Kluczowa role
w aktywnosci MiA ogrywa mTROC1 (ang.
mammalian target of rapamycin complex 1,
mechanistic target of rapamycin complex 1)
sktadajacy sie z kinazy mTOR, wrazliwego
na rapamycyne bialka RAPTOR (ang. regu-
latory-associated protein of mTOR), biatka
MLST8 (ang. mammalian lethal with SEC13
protein 8) i biatka PRAS40 (ang. proline-
-rich AKT1 substrate 1). W przeciwienstwie
do CMA i MaA, mTORC1 jest pozytywnym
regulatorem MiA dzieki swojej relacji z kom-
pleksem biatek EGO (ang. GTPase-conta-
ining complex for Gaplp sorting in the
endosome). EGO u drozdzy zawiera bialka
GTR1, GTR2, MEH1 i SLM4, zas w krole-
stwie zwierzat sa to GTR1, GTR2, EGOl1
i EGO2. mTORC1 i EGO 1lacza sie z bial-
kiem VAMO6 (ang. hVamb6p/Vps39-like prote-
in) obecnym w blonie LE i odpowiadaja za
wpuklanie blony i odlaczanie cial autofagicz-
nych. VAM6 pelni funkcje czynnika akty-
wujacego (ang. guanine nucleotide exchange
factor, GEF), wymieniajacego GDP na GTP
w GTR1 zespolonym z EGO. Teraz aktywne
GTR1/EGO pobudza aktywnos¢ mTORCI,
MiA i synteze bialka.

Z pozoru skomplikowany proces laczenia
sie wakuol autofagicznych (MaA) z wodnicz-
kami i wypelniania sie wodniczek pecherzy-
kami (MiA) prawdopodobnie zachodza se-
kwencyjnie (wielkoS¢ wodniczki rosnie pod
wplywem materialu i blon wakuol autofa-
gicznych przyjetych podczas MaA, ale maleje
w wyniku utraty blon i ich degradacji za-
chodzacych podczas MiA). Rzeczywiscie, ak-
tywnos¢ MiA rosnie pod wplywem mTORCI.
Funkcje, jaka pelni MiA w komoérce, mozna
porowna¢ do automatycznego odkurzacza
(robota sprzatajacego) aktywnego w warun-
kach sprzyjajacych wzrostowi i aktywno-
Sci fizjologicznej komorki. Poprzez recykling
aminokwaséw i innych prostych zwiazkéw

uwolnionych dzieki degradacji materialu do-
starczonego lizosomom, MiA =zasila procesy
syntezy. Rzecz sie ma zupelnie inaczej w
przypadku MaA i CMA.

MAKROAUTOFAGIA, PRAWIE
DOSKONALY SYSTEM UPRZATAJACY
KOMORKI

Jak juz wspomniano, aktywnos¢ MaA ro-
$nie gléwnie w warunkach, kiedy w komoér-
ce brakuje aminokwasow lub niebezpiecznie
kurcza sie zapasy ATP (glowny magazyn
energii). Taka sytuacja zdarza sie okresowo
w warunkach fizjologicznych (wysitek, rozni-
cowanie si¢ komorek), ale ma miejsce takze
w chorobie (stres oksydacyjny, stres siatecz-
ki srodplazmatycznej). Aktywnos¢ MaA i
CMA, ktére uzupelniaja sie w dziataniu i
funkcjonuja sekwencyjnie, wzrasta, gdy ma-
leje aktywnos¢ mTORC1. W warunkach fi-
zjologicznych utrata aktywnosci mTORCI1
jest nastepstwem zmniejszenia dostepnosci
aminokwaséw niezbednych dla ssakéow, w
tym szczegoélnie grupy aminokwasow rozgate-
zionych (leucyna, izoloeucyna, walina, BCAA
— ang. branched chain amino acids). Aktyw-
nos¢ mTORC1 ulega réwniez zahamowaniu
pod wplywem fosforylacji zaleznej od AMPK
(ang. AMP-dependent kinase). Aktywnosc¢
AMPK jest z kolei pobudzana przez AMP
(adenozynomonofosforan), ktérego przybywa
w komorce narazonej na deficyt zrodel ener-
gii potrzebnych do syntezy ATP. W poréwna-
niu z MiA i CMA, makroautofagia jest pro-
cesem zlozonym, skladajacym sie z trzech
etapow: (1) formowania autofagosomu z fa-
zami indukcji, nukleacji i elongacji, (2) fuzji
autofagosomu 2z lizosomem (dojrzewanie) i
wreszcie (3) degradacji materiatu w lizosomie
(Ryc. 3). W pelni uformowany autofagosom
moze takze fuzjowaé¢ z endosomem, dajac
forme przejSciowa zwana amfisomem i to
ten ostatni fuzjuje poédzniej z lizosomem.
mTORC1 pretenduje zatem do roli central-
nego regulatora autofagii. Indukcja MaA za-
lezy od mTORCI1. Jako aktywna kinaza se-
rynowo-treoninowa, oddzialuje ona na wiele
elementow docelowych, m. in. hamuje ak-
tywnos¢ ATG13 (ang. autophagy related
gene 13), biatka niezbednego do zainicjowa-
nia MaA. Fosforylacja zalezna od mTORCI1
uniemozliwia bialku ATG13 utworzenie kom-
pleksu z FIP200-ULK1-ATG101, potrzebnego
do zespolenia z blonag ER, i rekrutacji pozo-
stalych bialek i kinaz odpowiedzialnych w
fazie indukcji za utworzenie fagoforu (blona
izolujaca). Pochodzenie fagoforu, jako struk-
tury o podwdjnej blonie i formie przypomi-
najacej miske, nie jest w pelni poznane.
Wiekszos¢ obserwacji wskazuje jako zrodlo
ER, lecz w miare powigckszania sie fagoforu,
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Rekrutacja duzego kompleksu ULK1 w kierunku omegasomu (1) powoduje migracje do tego miejsca PISK klasy III
(2). Bialko wspoldziatajace z PI3K (PI(3)PIP) (3) pomaga we wtasciwej lokalizacji ATG12-ATGS5-ATG16L (4) i LC3-II
(5) w blonie fagoforu. W pelni dojrzalty autofagosom otacza MOI (ang. material of interest), fuzjuje w lizosomem w
ktorego wnetrzu odpowiednie hydrolazy trawia MOI. MOIL:material of interest; 12-5-6: ATG12-ATGS5-ATG16L; PI3P1P:
phosphatidylinositol triphosphate interacting protein; PSE: phospholipid synthesizing enzyme; LC3: microtubule-as-
sociated light chain 3; PI3K: phosphoinositide 3 kinase; ULK1: unc-51-like kinase 1; ER: endoplasmic reticulum;
IM: isolation membrane. LEANNE PEREIRA, JOHN PAUL GIRARDI, AND MARICA BAKOVIC, “Forms, Crosstalks, and the Role
of Phospholipid Biosynthesis in Autophagy,” International Journal of Cell Biology, vol. 2012, Article ID 931956, 10

pages, 2012. doi:10.1155/2012/931956.

wiekszego znaczenia nabiera synteza fosfoli-
pidow, jako skladnikéw tworzacych dwuwar-
stwe blon. Jak latwo sie domyslic, w wa-
runkach prawidlowych w komorce nie ma
zbyt wiele do sprzatania i MiA w zupelnosci
sobie z tym radzi. Sytuacja ulega radykalnej
zmianie, gdy komorki sa narazone na dzia-
tanie czynnikéw uszkadzajacych (infekcja,
promieniowanie jonizujace) lub gdy nagle zo-
stana pozbawione skladnikéow odzywczych, w
tym zrodel energii (niedokrwienie). W krot-
kim czasie w komoérce gromadza sie uszko-
dzone sktadniki, aktywnosé¢ mTORC1 ulega
zahamowaniu, przewage uzyskuja fosfatazy,
a ATG13 po defosforylacji tworzy kompleks
z FIP200 (ang. focal adhesion kinase inte-
racting protein of 200 kD), ULK1 (ang. unc-
-51-like kinase 1) i ATG101 (ang. autophagy
related gene 101), wbudowujac sie w blone
kanalika siateczki. Obecnos¢ ATG13-FIP200-
-ULK1-ATG101 ,zwabia” kolejny kompleks
biatkowy zbudowany u ssakéw z Bekliny 1
(ang. Bax interacting protein 1), ATG14(L)/
barkor (ang. autophagy related gene 14),
VPS15 (ang. vacuolar protein sorting 15),
VPS34 (ang. vacuolar protein sorting 34) i
AMBRA1 (ang. activating molecule in Be-
clinl-regulated autophagy 1). Kompleks zaw-
iera 3-kinaze fosfatydyloinozytolu klasy III

(VPS34), ktora po aktywacji przez ULKI1
przeksztatca fosfatydyloinozytol blony fagofo-
ru w 3-fosforan fosfatydyloinozytolu (PI(3)P).
Obecnos¢ PI(3)P dziala jak przyneta i po-
zwala przylaczy¢ sie do blony fagoforu bial-
kom WIPI2 (ang. WD-repeat protein interac-
ting with phosphoinositide-2) i DFCP1 (ang.
double FYVE-containing protein), ktore za
poSrednictwem  kompleksu ATGS5-ATG12-
-ATG16L (ang. autophagy related genes 5,
12, 16L) pomagaja w lipidacji MAP LC3-I
(ang. microtubule-associated protein light
chain 3) w MAP LC3-II (faza nukleacji). Lipi-
dacja MAP LC3-I polega przede wszystkim
na koniugacji z fosfatydyloetanolaming (LC3-
-II). Dzieki opisanemu szeregowi kolejnych
reakcji powstaje tzw. omegasom, czyli blona
izolujaca, ktora zaczyna przypominacé otwar-
ty pecherzyk, a mna przekroju przybiera
ksztalt greckiej litery omega (Q2). W procesie
tworzenia zalgzka autofagosomu szczegdlna
rola przypada Beklinie 1. Beklina 1, w wa-
runkach  niewymagajacych  intensywnego
uprzatania komorki, tworzy kompleks z an-
tyapoptotycznym biatkiem BCL-2 zakotwiczo-
nym w blonie ER. W warunkach oddziaty-
wania na komoérki promieniowania UV, szo-
kow termicznego lub osmotycznego, aktywa-
cji ulega kinaza JNK1 (ang. c-jun N-terminal
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kinase 1), ktora fosforyluje BCL-2. Fosfory-
lacja BCL-2 uwalnia Bekline 1 z kompleksu
i pozwala na uformowanie omegasomu, a w
tym samym czasie BCL-2 blokuje programo-
wana Smier¢ komoérki (apoptoza). Ten me-
chanizm tlumaczy wzajemne wykluczanie sie
apoptozy i makroautofagii. MaA ma zatem
dzialanie cytoprotekcyjne, podczas gdy apop-
toza powoduje Smier¢ komorki. Istnieje jesz-
cze jeden wazny mechanizm regulacyjny,
ktory tlumaczy, dlaczego ochronne dzialanie
MaA prowadzi niekiedy do nieuchronnej
Smierci komoérki (programowana S$mier¢ typu
2). W warunkach szkodliwych dla komorki
w pierwszej kolejnosci uaktywnia sie MaA
(pierwsze godziny), przy czym ma ona wtedy
charakter nieselektywny. Jesli stres przediu-
za sie, aktywacji ulega CMA, a znaczenie
MaA stopniowo ulega zmniejszeniu. Ten za-
bieg umozliwia komorce usuniecie wylacznie
dysfunkcyjnych bialek, oszczedzajac prawi-
dlowe. Taka kolejno$¢ uprzatania skutkow
bataganu wywolanego przez stres komorko-
wy zawodzi w przypadkach powaznych i roz-
leglych uszkodzen. Rozmiar MaA w tym
przypadku narasta w stopniu doprowadzaja-
cym komorki do Smierci z powodu eliminacji
waznych dla zycia bialek i organelli komor-
kowych. Aby zminimalizowaé¢ ryzyko ,wyla-
nia dziecka z kapiela” w roznych formach
autofagii utrwalily sie¢ ewolucyjnie mechani-
zmy molekularne selektywnego usuwania
uszkodzonych skltadnikow komorki (Ryc. 4).
W przypadku MaA jest to mozliwe dzieki
bialkom pozwalajacym na cumowanie w blo-
nie fagoforu elementéw komérkowych, roz-
poznanych jako uszkodzone (MaA selektyw-
na). W krolestwie zwierzat do zakotwiczone-
go w blonie izolujacej, dzieki lipidacji, biatka

Ryc. 4. Regulacja autofagii.

LC3-II, przytacza sie biatko p62 (homolog
biatka ATG8 u drozdzy), znane réwniez pod
nazwa sekwestosomu 1/SQSTM1 (ang. se-
questosome). Bialko p62 jest wszechobecne
(bierze udziat w Sciezkach przekazywania sy-
gnalow), ale posiada rowniez wlasciwosé,
ktora pozwala mu ,wylawiac” z wnetrza ko-
morek wszystkie skladniki przeznaczone do
utylizacji i recyklingu. Dzieje sie tak dzieki
obecnosci w czasteczce p62 domeny ubikwi-
tynowej (ang. ubiquitin-associated domain,
UBA), ktora rozpoznaje bialko ubikwytyne,
wykorzystywane z kolei na drodze ligacji (li-
gazy ubikwitynowe) do ,naznaczenia” komor-
kowych nieczystosci. Ze wzgledu na obfitos¢
uwaza sie, ze p62 jest glownym receptorem
MaA, stuzacym do eliminacji ubikwitynowa-
nego materiatu, takiego jak agregaty biatko-
we, uszkodzone mitochondria (mitofagia), pe-
roksysomy (peksofagia) lub siateczka s$rod-
plazmatyczna szorstka (retikulofagia), nie-
sprawne pierscienie skurczowe, drobnoustro-
je (ksenofagia). Inne biatka o podobnej do
p62 funkcji to: NDP52 (ang. nuclear dot
protein 52 kDa) i optyneuryna (OPTN), shu-
zgce ksenofagii. Glownym zadaniem recepto-
row MaA, takich jak p62, NDP52 czy OPTN,
jest wiec ,kontrola jakosci” skladnikéw ko-
morki i wybiércze eliminowanie wszystkiego,
co zostalo uznane za zbedne lub szkodliwe.
W przypadkach uposledzenia MaA w choro-
bach takich jak: choroba Alzheimera, Par-
kinsona, stwardnienie zanikowe boczne
(ALS), alkoholowe zapalenie Ilub stluszczenie
watroby, a takze w raku watroby (ang. he-
patocellular carcinoma) i moézgu (glejak wie-
lopostaciowy), w obrazie ultrastruktury cho-
rych komoérek dostrzec mozna obecnosc¢ ciat
wtretowych (ang. inclusion bodies, IB). Do-

TORI1 | e l MaA
(Active) \ Protein
synthesis

Aktywacja kinazy mTOR1 w mikroautofagii. Vam6 aktywuje Gtrl w kompleksie EGO prowadzac ta droga do akty-
wacji mTOR1. Przez aktywacje mTORC1 dochodzi do nasilenia mikroautofagii, wzrasta natezenie syntezy bialek a
komorka powraca do fazy wzrostu. Przeciwnie, MaA i CMA nasilaja sie w warunkach niedoboru skladnikéw odzyw-
czych. LEANNE PEREIRA, JOHN PAUL GIRARDI, AND MARICA Bakovic, “Forms, Crosstalks, and the Role of Phospholipid
Biosynthesis in Autophagy,” International Journal of Cell Biology, vol. 2012, Article ID 931956, 10 pages, 2012.

doi:10.1155/2012/931956.
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kladniejsza analiza skladu tych ciat wykaza-
ta, ze sa zbudowane z agregatow p62 i ubi-
kwityny, co sugeruje, ze w normalnych ko-
morkach sprzatanie (autofagia) zachodzi cia-
gle (konstytutywnie) i ma charakter selek-
tywny. Doswiadczalny nokaut genu ATG7
(jeden z genéw inicjujacych MaA) powoduje,
ze w komorkach pojawiaja sie ciala wtreto-
we, natomiast pozbawienie komoérek genu
p62 powoduje zanikniecie IB (INAMI i wspol-
aut. 2011, KOMATSU i wspoétaut. 2007). Jak
widaé, zbudowanie inteligentnej ,szufelki” do
sprzatania jest dla komorki zadaniem zlozo-
nym i nie pozbawionym ryzyka utworzenia
narzedzia niesprawnego lub tylko czeSciowo
sprawnego. Poznanie autofagii, jej form i ak-
tywnosci w zaleznosci od typu komorki, sta-
nu czynnosciowego tkanki, zaré6wno w zdro-
wiu, jak i chorobie, pozwolilo opisa¢ role
autofagii w patogenezie wielu choréb. Niniej-
sze opracowanie nie pozwala na obszerne i
szczegolowe ich scharakteryzowanie, autor
ograniczy sie zatem do kilku spektakular-
nych przykladéw wykazujacych fundamen-
talna role sprzatania i recyklingu w zapobie-
ganiu niektéorym chorobom.

PRZYKEADY CHOROB LUDZI 1
ZWIERZAT, W KTORYCH ZNACZACA
ROLE ODGRYWA UPOSLEDZENIE
AUTOFAGII

Wspblna cecha choréb przebiegajacych z
utratg autofagii jest gromadzenie sie uszko-
dzonych organelli i dysfunkcyjnych bialek,
ktore stanowig bezuzyteczny material hamu-
jacy prawidlowe dziatlanie komorek. Czesto
w transmisyjnym mikroskopie elektronowym
dostrzec mozna w komoérkach jednoczesnie
kilka réznych struktur typowych dla hamo-
wania autofagii, takich jak ciala wielope-
cherzykowe (MVB), ciala wtretowe (IB) czy
wakuole autofagiczne (AV). Obecnos¢ trzech
wymienionych jednoczesnie wskazuje na za-
hamowanie co najmniej jednego z ostatnich
etapow autofagii czyli fuzji i/lub degradacji.
Jesli w komérce gromadzi sie tylko jedna ze
struktur, np. MVB, uposledzona jest MiA,
jesli IB, to CMA, natomiast liczne AV suge-
ruja zahamowanie MaA.

Wsrod choréb neurodegeneracyjnych naj-
wieksza uwage skupiaja PD i AD. Wnikliwe
badania wykonane w ostatnich latach po-
zwolily sformulowac¢ przyczyne choroby Par-
kinsona, wskazujac na utrate zdolnosci do
mitofagii w chorych neuronach. Molekularny
mechanizm mitofagii wymaga wspélpracy po-
miedzy mitochondrialng serynowo-treonino-
wa kinaza PINK1 (ang. PTEN-induced puta-
tive kinase 1) i parkina, ligazga ubikwitynowg
E3. Prawidlowe mitochondria wciaz importu-
ja PINK1 z cytozolu i degraduja czeSciowo w

macierzy. Resztki PINK1 sa eksportowane do
dalszej degradacji w proteasomie. Kiedy mi-
tochondrium jest uszkodzone, traci potencjat
blonowy niezbedny do prawidlowej wymiany
sktadnikéw. PINK1 w takiej sytuacji wieznie
w zewnetrznej blonie mitochondrialnej (ang.
outer mitochondrial membrane, OMM), ulega
stabilizacji i zaczyna fosforylowaé¢ dostepne
biatka. Parkina jako ligaza, przylacza ubi-
kwityne do roéznych bialek zakotwiczonych
w OMM, oznaczajac w ten sposob organelle
jako bezuzyteczna/szkodliwa, przeznaczona
do eliminacji i recyklingu. PINK1 dodatko-
wo fosforyluje ubikwityne, aktywuje parki-
ne i zapewnia silny sygnal dla fagoforu, by
otoczyl mitochondrium. Z niepoznanych do
konca powodéw, w sporadycznej formie PD
opisany mechanizm sprzezenia zwrotnego
dodatniego nie zostaje uruchomiony, uszko-
dzone mitochondria zaczynaja sie gromadzic,
generuja wolne rodniki tlenowe, ktére powo-
duja postepujace zwyrodnienie, az w koncu
Smier¢ neuronow (PICKRELL i YOULE 2015).
Niejasna jest etiologia sporadycznej formy
AD, chociaz i tutaj wiele wskazuje na zna-
czacy udzial nieskutecznej autofagii. Neu-
rony dotkniete zmianami zwyrodnieniowymi
gromadza znaczne ilosci AV, co sugeruje
uposledzenie MaA. Skupiska AV gromadza
sie gléwnie w wypustkach neuronéw, co
utrudnia lub wrecz uniemozliwia prawidltowy
transport pecherzykow do zakonczen ner-
wowych i z powrotem. W AD, podobnie jak
w PD, mitochondria generuja wolne rodniki
tlenowe, poglebiajac uszkodzenia, i prowa-
dzac do Smierci neurondéw przez apoptoze.
W zdrowych neuronach liczba autofagoso-
mow nie zmienia sie nawet w warunkach
glodzenia, chociaz w niektérych rejonach
mozgu (kora mozgowa, podwzgdrze) moz-
na dostrzec wowczas indukcje tzw. lipofagii
(autofagia ziarnistosci lipidowych). Trzeba
podkresli¢, ze zadania ,sprzataczki” w neu-
ronach, jako komoérkach permanentnych,
sg szczegolne, albowiem sprzatanie komo-
rek nieposiadajacych zdolnosci regeneracji
wymaga od autofagii cigglego i kompletnego
usuwania ,nieczystosci”. W przeciwnym ra-
zie szybko dojdzie do ustania prawidlowych
czynnosci komoérek nerwowych z powodu za-
lamania sie mechanizméw komunikacji mie-
dzykomorkowej (zwyrodnienie i postepujaca
atrofia zakonczen nerwowych). Z wiekiem,
nawet u zdrowych osobnikéw mozna zauwa-
zy¢ zmniejszenie aktywnosci ,ekipy sprza-
tajacej”, co przeklada sie na obecnosc¢ ciat
wtretowych i nieskonsumowanych AV. W
warunkach uposledzonej autofagii szczegdl-
nie dobrze widoczne sa konsekwencje obec-
nosci nieprawidlowo uformowanych biatek.
W PD jest to o-synukleina, w AD splatki
neurofibryllarne (tauopatia — hiperfosforyla-
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cja unieczynniajaca biatko tau stabilizujace
mikrotubule), a w chorobie Huntigtona (HD)
biatka zawierajace poliglutamine (ang. po-
lyQ-containing proteins). Nie moga one zo-
sta¢ zutylizowane, albowiem nie poddajg sie
rozwinieciu koniecznemu do wprowadzenia
ich do proteasomu. Alternatywa jest auto-
fagia, lecz tylko wowczas, jesli ulegnie ona
nasileniu, co w chorych neuronach nie ma
miejsca. Farmakologiczne pobudzanie auto-
fagii mogloby zatem spowolni¢ postep takich
choréb neurodegeneracyjnych jak PD, AD
czy HD.

Narzadem szczegbdlnie wrazliwym na nie-
dostatek autofagii i zwigzane z tym ,zasmie-
cenie” komorek migzszu i wynikajaca stad
niewydolnos¢ jest watroba. Obraz hepato-
cytow w stanach zapalnych lub we wro-
dzonym niedoborze a -antytrypsyny (biatko
hamujace aktywno$S¢ proteaz wydzielanych
przez neutrofile w reakcjach zapalnych) jest
zmieniony w kierunku gromadzenia uszko-
dzonych organelli i agregatéw biatek (IB).
Watroba ulega powiekszeniu (hepatomegalia),
a miazsz wykazuje cechy zapalenia (ang. he-
patitis), ktore stopniowo prowadzi do zwlok-
nienia narzadu (ang. fibrosis). Podejrzewa
sie, ze uposledzenie autofagii prowadzi do
nagromadzenia w hepatocytach recepto-
ra autofagii p62, a spowolniony turnover
tego bialka powoduje stalg aktywacje NRF2,
czynnika transkrypcyjnego podwyzszajacego
aktywnos¢ genu P62 (bledne koto). W my-
sim modelu autofagii, uposledzonej z powo-
du utraty genu ATG7, uszkodzeniu hepato-
cytow zapobieglo rownoczesne zablokowanie
aktywnosci genéw P62 i NRF2. Ciekawe, ze
karbamazepina, farmakologiczny aktywator
autofagii, hamowala zwloknienie watroby u
myszy z niedoborem a, -antytrypsyny (HIDVE-
GI i wspétaut. 2010).

Serce, narzad podtrzymujacy podstawo-
we funkcje zyciowe organizmu, moze row-
niez stac¢ sie ofiara niedbatego ,sprzatania”.
Po urodzeniu, u myszy z wrodzonym bra-
kiem autofagii konstytutywnej stopniowo i
nieuchronnie dochodzilo do kardiomiopa-
tii i Smierci zwierzat po osiagnieciu wieku
okolo 6 miesiecy. W kardiomiocytach serc
z aktywnoscia genu ATGS5, hamowana pod
wplywem tamoksifenu (antagonista recepto-
ra estrogenowego, lek przeciwnowotworowy),
gromadzily sie uszkodzone mitochondria i
ubikwitynowane bialka, prowadzac z czasem
do nieuporzadkowania sarkomerow i zmniej-
szenia kurczliwosci wldokien miesniowych
(NAkAI i wspolaut. 2007). Rola autofagii w
sercu nie jest zupelnie jasna. Istnieja donie-
sienia o jej znaczacym udziale w adaptacji
do obciazenia serca (u myszy z nokautem
genu ATGS nie zauwazono adaptacji ser-
ca do wzmozonego wysitku, rozwijala sie u

nich niewydolnos¢ serca typu kardiomopatii
rozstrzeniowej), ale z kolei czeSciowe zmniej-
szenie ekspresji genu BECNI rowniez hamu-
jace autofagie poprawiato funkcje serca pod-
danego obcigzeniu. Wydaje sie, ze zupelne
zahamowanie autofagii jest szkodliwe, zas
czeSciowe jest korzystne dla adaptacji serca
do wysitku.

W miesniach szkieletowych myszy na-
razonych na uposledzenie autofagii (nokaut
ATGS5) obraz mikroskopowy widkien mie-
Sniowych jest podobny do kardiomiocytéw.
Sprzatanie komorek miesSniowych odgrywa
wiec wazna funkcje w zachowaniu ich ho-
meostazy. Obecnos¢ we witoknach miesnio-
wych struktur swiadczacych o niedostatecz-
nym ,uprzataniu nieczystosci” (MVB, IB, AV)
czesto obserwowano w chorobach nerwowo-
-miesniowych jakich jak: choroba Danona,
miopatia miotubularna sprzezona z chro-
mosomem X i nadmierng autofagia, (ang.
X-linked myopathy with excess autophagy,
XMEA), czy chorobach lizosomalnych. W
etiologii choroby Danona rozpoznano mu-
tacje z utrata funkcji w sekwencji koduja-
cej genu LAMP2, co jak sie latwo domysli¢
powoduje dysfunkcje lizosoméw i uniemoz-
liwia fuzje autofagosomoéw z lizosomami. Z
kolei w chorobie Pompego, lizosomy kardio-
miocytéow i wilokien miesniowych spichrzaja
glikogen, ktérego nie sa w stanie skutecznie
trawi¢ z powodu niedoboru alfa-glikozydazy.
Nalezy pamieta¢, ze dostarczanie glikogenu
lizosomom jest zadaniem autofagii, mozna
wiec przypuszczaé, ze w chorobie Pompego
hamowanie autofagii mogloby pomoéc w le-
czeniu objawowym.

Wsroéd choréb autoimmunizacyjnych na
pierwsze miejsce pod wzgledem dokuczliwo-
Sci i pogorszenia komfortu zycia wysuwa-
ja sie choroby przewodu pokarmowego. W
chorobie Lesniewskiego-Crohna, ktorej towa-
rzyszy wrzodziejace zapalenie jelita grubego
(WZJG) stwierdzono zamiane jednego nu-
kleotydu w genie ATGI6LI1, skutkiem czego
w odpowiednim biatku ATG16L treonina w
pozycji 300 zostaje zamieniona na alanine
(T300A). Ta niewielka zmiana (ang. single-
-nucleotide polymorphism, SNP) prowadzi
do wuposledzenia ksenofagii, a konkretnie
wewnatrzkomorkowej sekwestracji  bakterii
patogennych, w celu ich eliminacji w lizo-
somach. Wazng role pelnia tu komorki Pa-
netha, zlokalizowane w kryptach jelitowych,
ktore biorg udzial w reakcjach obronnych
jelit. W ich ziarnistosciach kwasochton-
nych znajduja sie: lizozym, immunoglobuli-
ny IgA, TNF-a i defensyny. Komorki Panetha
uczestnicza w fagocytozie drobnoustrojow,
ale u pacjentow homozygotycznych z genem
ATGI16L1 (T300A) komorki Panetha maja za-
burzona morfologie, w szczegdlnosci w od-
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niesieniu do lizosomow i ziarnistosci kwa-
sochtonnych, przez co ksenofagia jest upo-
Sledzona (CADWELL i wspoétaut. 2008). Jak
widaé, sprzatanie dotyczy réwniez ,zanie-
czyszczen biologicznych”, potencjalnie groz-
nych czynnikéw mogacych naruszy¢ jelitowg
bariere odpornosci nieswoiste;.
Wewnatrzwydzielnicza aktywnosc¢ trzustki
jest w duzym stopniu uzalezniona od au-
tofagii, albowiem zahamowanie tej ostatniej
powoduje gromadzenie sie IB i zdeformo-
wanych organelli, co przeklada sie na dys-
funkcje komorek beta wysepek Langerhansa
i zmniejszenie wydzielania insuliny. Z kolei
czynnoS¢ zewnatrzwydzielnicza nie wymaga
autofagii, tak jakby produkcja soku trzust-
kowego zwiazana byla z réznym w natezeniu
eliminowaniem ,nieczystosci” na drodze egzo-
krynii. Potwierdzaja to badania na myszach
z nokautem ATGS5, u ktorych czynnosc¢ tego
narzadu w zakresie kontroli trawienia pozo-
stawala nienaruszona. Réwnocze$nie, myszy
ATGS5”- byly odporne na indukcje zapalenia
trzustki z uzyciem ceruleiny (analog chole-
cystokininy, CCK), co oznacza, ze autofagia
jest niezbedna do nieprawidlowej aktywacji
trypsyny w komoérkach pecherzykow zanim
zostanie ona wydzielona w nieczynnej posta-
ci, jako trypsynogen. Hipotetycznie, aktywa-
cja trypsyny moze zajS¢ w lizosomach pod
wplywem katepsyny B, ale trypsyna moze
by¢ réwniez calkowicie unieczynniona (zde-
gradowana) przez katepsyne L. Wydaje sie
zatem, ze w zapaleniach trzustki mamy do
czynienia z przewaga aktywnosci katepsyny
B nad L, co oznacza, ze modulacja autofagii
w odpowiednim kierunku moze stanowi¢ do-
datkowy orez w leczeniu $miertelnej choroby
- krwotoczno-martwiczego zapalenia trzustki.
W nerkach najistotniejsza role w filtra-
cji klebkowej odgrywaja podocyty stanowiace
aktywna bariere filtracyjna. Aktywnos¢ auto-
fagiczna w tych komoérkach determinuje ich
funkcje, albowiem nokaut ATGS5 prowadzi do
glomerulosklerozy i utraty zdolnosci kleb-
kéw nerkowych do filtrowania osocza krwi.
Podobnie jak podocyty, wrazliwe na niedo-
statek autofagii sg komoérki nabtonka kana-
likow kretych blizszych, o ktorych wiadomo,
ze naleza do najaktywniejszych metabolicz-
nie komorek zaangazowanych w resorpcje i
wydzielanie. Ta wysoka aktywnos$¢ manife-
stuje sie m. in. duza liczba mitochondriow i
wrazliwoscia na niedotlenienie. Doswiadczal-
ne zablokowanie autofagii prowadzi u myszy
ATG57- do podwyzszenia wrazliwosci tych
komorek na skutki doswiadczalnego niedo-
krwienia/reperfuzji. Wszystko to oznacza, ze
state i nasilone w okresach zagrozenia stre-
sem niedokrwiennym oczyszczanie podocy-
tow i nabtonka kanalikow blizszych kretych

nefronu z nieprawidlowych skladnikow wa-
runkuje prawidlowa homeostaze nerek.

O znaczeniu autofagii dla prawidlo-
wej funkcji pluc, jako narzadu oddechowe-
go, najlepiej Swiadczg obserwacje zebrane
od chorych na mukowiscydoze (zwloknienie
torbielowate). Mukowiscydoza, jako choro-
ba genetyczna, polega na utracie jednego
nukleotydu w sekwencji genu kodujacego
transblonowy regulator przewodnosci (CTFR)
kanatu chlorkowego, z nastepcza delecja
aminokwasu w odpowiednim biatku (AF508-
-CTFR). Skutkiem tego, produkt genu nie
uzyskuje fizjologicznej aktywnosci, agreguje i
jest przedwczesnie degradowany. Aktywnosc
kanatlu chlorkowego odpowiada za prawi-
dlowa aktywnos¢ wydzielnicza w plucach i
trzustce zewnatrzwydzielniczej. W mukowi-
scydozie w komorkach gruczotowych phluc i
trzustki autofagia jest uposledzona, a przy-
czyng takiego stanu jest ubytek Bekliny 1
tworzacej bezuzyteczne wewnatrzkomorko-
we agregaty. Przywrécenie aktywnej Bekliny
1 do prawidlowego poziomu znosi objawy
zwloknienia torbielowatego, przynajmniej w
mysim modelu choroby. Jeszcze raz okazuje
sie, ze ,dobra sprzataczka” moze zapewnic
zdrowie, jesli z uwaga i konsekwencja zaj-
mie sie oczyszczaniem komorek ze ,Smieci”.

Nie ma chyba tkanki i narzadu, w kto-
rym autofagia nie odgrywalaby jakiejs roli.
W chorobie Pageta kosci stwierdzono mu-
tacje biatka p62, najczeSciej w domenie
UBA, co powoduje indukcje toru sygnato-
wego TRAF6-NF-kB i nasilong osteoklasto-
geneze. Choroba Pageta kosci powoduje w
pierwszym rzedzie nieprawidlowy proces ko-
Sciotworczy (zwiekszony turnover kosci), nie-
kiedy towarzyszy¢ jej jednak moze miopatia
wtretowa polaczona z demencja czolowo-
-skroniowa (ang. inclusion body myopathy
associated with Paget disease of bone and
frontotemporal dementia, IBMPFD). W tej
rzadkiej chorobie, we wléknach miesniowych
obserwuje sie obecnosS¢ obrzezonych waku-
oli i cytoplazmatycznych wtretéw. Przyczyna
choroby jest mutacja biatka VCP/p97 (ang.
valosin-containing protein/p97), odpowie-
dzialnego za dojrzewanie autofagosomoéw, co
oznaczaC moze, ze obrzezone wakuole sg ni-
czym innym, jak tylko niedojrzalymi AV, a
cytoplazmatyczne wtrety to IB.

O roli autofagii w nowotworzeniu, jak
tez ewentualnych korzysciach wynikajacych
z modulacji tego procesu w zaleznosci od
typu i stopnia zaawansowania guza znalezé
mozna coraz wieksza liczbe doniesien (CHOI
2012, KaNIA i wspoétaut. 2015). Wydaje sie,
ze w odniesieniu do nowotworéw, autofagia
ma dwoista nature. Z jednej strony chroni
przed guzami, z drugiej, chroni istniejace
guzy przed eliminacjg. Ochronne dziatanie
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autofagii najlepiej opisano w hepatocytach,
ktore po delecji ATGS i/lub ATG7 ulegaly
spontanicznej transformacji nowotworowej u
myszy. Taki scenariusz wydaje sie oczywisty,
skoro autofagia usuwa z komoérek uszkodzo-
ne biatka i organelle, przy czym mitofagia
ma tu znaczenie fundamentalne, gdyz zapo-
biega stresowi oksydacyjnemu, ktéry odpo-
wiada za kumulowanie sie¢ uszkodzen geno-
mu, w tym, mutacji powodujacych przyrost
aktywnosci onkogenéw, a utrate aktywnosci
genow supresji nowotworowej. Podobnie u
heterozygotycznych myszy ze zredukowa-
na iloscia Bekliny 1 i w konsekwencji ob-
nizona aktywnoscia autofagiczna rozwijaly
sie spontanicznie guzy m. in. rak watroby.
Hepatocyty myszy z BECNI”* czesciej ule-
galy ponadto transformacji nowotworowe;j
pod wplywem wirusé6w onkogennych (wirus
zakaznego zapalenia watroby typu B). Wia-
domo powszechnie, ze komorki nowotworo-
we maja wysokie potrzeby metaboliczne na
zrédla energii i skladniki budulcowe. Przez
ciagle podzialy komorkowe i wystepowanie w
guzach stref intensywnego wzrostu sa one
narazone na niedokrwienie (hipoksja). W
tych warunkach przezycie komoérek nowo-
tworowych niemal zupelnie zalezy od ,perso-
nelu sprzatajacego”, ktory zapewni i pokry-
je zwiekszone zapotrzebowanie na skladniki
odzywcze. W ocenie znaczenia autofagii dla
nowotworzenia nalezy jednak uwzgledni¢ na-
tezenie autofagii. Normalna, konstytutywna
autofagia wspomaga nowotwory, albowiem
zastosowanie jej farmakologicznych inhibi-
toréw, np. chlorochiny lub hydroksychlo-
rochiny, hamuje wzrost guzow. Nadmierna
aktywnos¢ autofagiczna moze byc¢ jednak
dla guzéw rownie zabodjcza jak jej hamowa-
nie, indukujac $mier¢ programowana typu 2
(KIMURA i wspoélaut. 2013). Przeciwnowotwo-
rowe dziatanie chlorochiny i hydroksychlo-
rochiny (alkalizujace czynniki lizosomotropo-
we) upodabnia je do przeciwnowotworowego
dzialania bortezomibu, swoistego inhibitora
proteasomu, uzytecznego w leczeniu szpicza-
ka (SANCHEZ-SERRANO 2006).
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Streszczenie

Autofagia jest procesem fizjologicznym zachodzacym
u eukariontow (rosliny, grzyby i zwierzeta), polegajacym
na degradacji roznych skladnikéw komoérki rozpoznanych
jako uszkodzone lub zbedne. W zasadzie, kazdy proces
prowadzacy do przekazania materialu komorkowego lizo-
somom nalezy uwaza¢ za autofiagie. W zjawisku kontro-
lowanej autodestrukcji lizosomy pelnia role komorkowego
s,zakladu oczyszczania i utylizacji odpadow”. W pewnym
uproszczeniu mozna uznac, ze autofagia jest dla komor-
ki ,sprzataczka” z umiejetnoscia recyklingu. Pomimo ze
o autofagii wiedziano juz w latach 60. ubieglego wieku,
rodzaje autofagii (mikro-, makro- i autofagia zalezna od
biatek opiekunczych) oraz przebieg i mechanizmy spraw-
cze zostaly poznane i szczegblowo opisane dopiero po
wprowadzeniu nowych technik biologii molekularnej w
czym szczegblnie zastuzyl sie Yoshinori Ohsumi, uhono-
rowany w roku 2016 Nagroda Nobla z Fizjologii lub Me-
dycyny. Obecnie wiadomo, ze autofagia nadzoruje wazne
fizjologiczne funkcje, ale nabiera szczegblnego znacze-
nia w warunkach stresu komorkowego, kiedy dochodzi
do uszkodzenia komorki. Taka sytuacja ma miejsce w
stanach chorobowych, przy czym wiele obserwacji zebra-
nych od chorych i dane doswiadczalne wskazuja niepra-
widlowo dzialajaca autofagie jako przyczyne choroby.
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AUTOPHAGY, A BIG CLEANING

Summary

Autophagy is a physiological process found in eukariotes (plants, fungi, and animals) in which different cellular
constituents identified as damaged or obsolete are degraded. In principle, every process of trafficking cell compo-
nents into the lysosomes should be regarded as autophagy. In the progressive and controlled autodestruction the
lysosomes represent waste disposal and recycling centre. Truthfully, autophagy could be considered a “housekeeper”
with recycling capability. Alhough autophagy is known from early sixties of the last century, individual forms of
autophagy (micro-, makro-, and chaperone-mediated autophagy, CMA) as well as precise course was not described
in details unless molecular biology techniques were applied, for which Yoshinori Ohsumi was honoured with Nobel
Prize in Physiology or Medicine in 2016. Nowadays, it is widely accepted that autophagy controls important physi-
ological functions where cellular components need to be degraded and recycled, and it is even more important in
stress conditions, when cells undergo damage. Such situations come up in diseases, moreover a great deal of ob-
servations obtained from sick individuals as well as experimental data confirm abnormal autophagy as a cause of
disease.

Key words: autofagy, degradation, disease, Nobel Prize 2016, recycling



