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Streszczenie: Autofagia jest to proces fizjologiczny zachodzacy w komorkach drozdzy, zwierzat i ros-
lin. W trakcie autofagii dochodzi do degradacji roznych elementéw komorki takich jak cytoplazma,
organelle komodrkowe, czy réznego rodzaju kompleksy biatkowe iinne makromolekuty. W warunk-
ach optymalnych autofagia zachodzi z niewielka intensywnoscia, ale ulega ona wyraznemu nasileniu
w wyniku dziatania réznych czynnikoéw stresowych; zaréwno abiotycznych jak i biotycznych. Mod-
elowym przykladem stresu, ktory wzmaga autofagie jest glod cukrowcowy lub azotowy. Autofagia
zostala odkryta w latach 60-tych ubieglego wieku i przez dziesigciolecia uwazana byta za proces, pod-
czas ktorego rozne elementy komorki ulegaja degradacji w sposob nieselektywny i zmasowany np.
w warunkach glodu. Taka kontrolowana autodestrukcja umozliwia przezycie w niekorzystnych warunk-
ach stresowych. Jednakze wyniki badan zrealizowanych w ciggu ostatnich kilkunastu lat jednoznacznie
dowodza, ze autofagia moze by¢ tez procesem, w ktorym elementy komorki ulegaja degradacji w sposob
wybidrezy tzn. utylizowane sg tylko te elementy komorki, ktore sa uszkodzone, zuzyte lub nie sa juz
w komorce potrzebne. Selektywne rodzaje autofagii majg istotne znaczenie w obrocie metabolicznym
i w utrzymaniu homeostazy komorki. Poszczegdlne rodzaje selektywnej autofagii maja swoje nazwy,
ktore najczesciej pochodza od nazw elementow komorki ulegajacych degradacji. Dla przyktadu, pod-
czas peksofagii wybiorczej dekompozycji ulegaja peroksysomy, w trakcie mitofagii — mitochondria,
rybofagii — rybosomy, retikulofagii — retikulum endoplazmatyczne, itd. Selektywne rodzaje autofagii
badano poczatkowo w komorkach drozdzy i zwierzat, ale odkrycia dokonane w ciggu ostatnich kilku
lat potwierdzity wystgpowanie roéznych rodzajow autofagii selektywnej takze w komorkach roslinnych.
W niniejszym artykule przedstawiono skondensowany i najnowszy stan wiedzy dotyczacy poszczegol-
nych rodzajow autofagii selektywnej zachodzacych w komorkach drozdzy, zwierzat i roslin. Szczego6lna
jednak uwage zwrdcono na nowe osiggniecia dotyczace komorek roslinnych.

Stowa kluczowe: autofagosom, biatka Atg, mitofagia, peksofagia
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Summary: Autophagy is a physiological process that occurs in yeast, animal and plant cells. During
autophagy several cell components such as the cytoplasm, organelles or various types of protein com-
plexes and other macromolecules are degraded. Autophagy occurs at a basal level under optimal con-
ditions, but it is markedly enhanced as a result of various abiotic and biotic stress factors. Autophagy
is considerably induced mainly under sugar and nitrogen starvation. Autophagy was discovered in the
60s of the last century and for decades was considered as a process in which the various cell com-
ponents are degraded in massive and non-selective manner, e.g. during starvation conditions. Such
a controlled self-destruction allows surviving in adverse conditions. However, the results of research
carried out over the last several years clearly show that autophagy can also be a process, in which the
cell components are broken down in a selective manner, i.e. they are degraded only those elements
of the cells that are damaged, nonfunctional or are no longer needed in the cell. Selective kinds of
autophagy play an important role in the metabolic turnover and in cell homeostasis. The several kinds
of selective autophagy have their own names, which mostly come from the names of the cell com-
ponents which undergo degradation. For example, during pexophagy the peroxisomes are selectively
degraded, during mitophagy — mitochondria, ribophagy — ribosomes, reticulophagy — endoplasmic
reticulum, etc. Selective kinds of autophagy were initially investigated in yeast and animal cells, but
the discoveries made in the last few years have confirmed the occurrence of various kinds of selective
autophagy also in plant cells. This article presents a condensed and state of the art for the various kinds
of selective autophagy occurring in yeast, animal and plant cells. However, particular attention was
paid to the new achievements on plant cells.

Key words: Atg proteins, autophagosome, mitophagy, pexophagy

WSTEP

Autofagia, czyli samo-zjadanie, jest konserwatywnym zjawiskiem wyste-
pujacym w komorkach drozdzy, zwierzat iroslin i polega przede wszystkim na
degradacji fragmentéw cytoplazmy wraz z wystepujacymi w niej organellami,
kompleksami biatkowymi i innymi makromolekutami. Pomimo tego, ze autofa-
gia znana jest od lat 60-tych dwudziestego wieku to do niedawna uwazano, ze jest
to proces, podczas ktorego rozne komponenty komorki degradowane sa w sposob
nieselektywny. Dopiero badania z ostatnich lat dostarczyty wielu informacji mo-
lekularnych i fizjologicznych wskazujgcych na funkcjonowanie w komorkach se-
lektywnych rodzajow autofagii. Termin autofagia selektywna jest rozumiany jako
proces autofagii, w ktorym degradowane sa tylko wybrane organelle, agregaty
biatkowe lub makromolekuty [8, 32, 65, 67, 77, 87, 119]. W pierwszej kolejno-
sci selektywne rodzaje autofagii odkryto u drozdzy i zwierzat. Natomiast selek-
tywne rodzaje autofagii w komorkach roslinnych opisywane sa dopiero w ostat-
nich kilku latach. Pierwsze dane dotyczace selektywnej, autofagicznej degradacji
kompleksow biatkowych w komorkach roslinnych pochodzg z roku 2006 [113],
a pierwsze dowody na wystepowanie np. peksofagii (autofagicznej degradacji
peroksysomow; ponizej) w komodrkach roslinnych pojawity sie w literaturze na
przetomie lat 2013 12014 [52, 105, 127].
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U ssakow autofagia odgrywa wazng role podczas normalnego wzrostu i roz-
woju, poczawszy juz od wczesnej embriogenezy [102]. Jest istotna w utrzymaniu
dobrego stanu zdrowia, gdyz jej sprawny przebieg zapobiega rozwojowi wielu
choréb, w tym raka, chordob watroby, migsni, serca, chorob neurodegeneracyj-
nych (np. choroba Huntingtona), zapalnych, zakazen patogenem i starzeniu [5,
6, 24, 85]. U roslin autofagia uczestniczy w obrocie sktadnikéw komorek i dziata
jako mechanizm kontroli jakosci. Funkcjonuje rowniez w niektérych procesach
rozwojowych, takich jak dojrzewanie pytku, starzenie i $§mierci komorki; w tym
takze w programowanej $mierci komorki [32, 37, 51, 69, 99]. Autofagia w wa-
runkach normalnych zachodzi z niewielka intensywnoscig, ale w wyniku dziata-
nia r6znego rodzaju abiotycznych i biotycznych czynnikow stresowych (np. gtod
weglowy lub azotowy, zasolenie, susza, wysoka temperatura, patogen, reaktywne
formy tlenu) nastgpuje wyrazne nasilenie si¢ tego procesu [32, 35, 40, 69, 93,
94, 129]. Zasadniczo autofagia jest procesem degradacyjnym, ale znane sg tez
jej funkcje biosyntetyczne. Przyktadem moze by¢ transport cytoplazma-wakuola,
podczas ktorego prekursory bialek enzymatycznych przenoszone sg z cytoplazmy
do wakuoli (ponizej) [31, 114].

TYPY AUTOFAGII

MAKROAUTOFAGIA

Degradacja fragmentu cytoplazmy wraz z organellami, kompleksami biatkowy-
mi lub makromolekutami na drodze makroautofagii rozpoczyna si¢ od pojawienia
si¢ w cytoplazmie wydtuzonego, pecherzyka zbudowanego z pojedynczej, dwuwar-
stwowej btony lipidowo-biatkowej, ktory ulegajac elongacji otacza fragment cy-
toplazmy z organellami komérkowymi i/lub kompleksami biatkowymi. Tworzy si¢
fagofora, czyli struktura o ksztatcie filizanki (ang. cup-shaped). U drozdzy fagofora
wyksztatca si¢ z pecherzykow pojawiajacych si¢ w bezposrednim sasiedztwie wa-
kuoli. Miejsce to nazywane jest PAS (ang. Phagophore Assembly Site) [31, 35, 65,
74]. Jednak wedlug niektorych autorow skrot PAS odnoszony jest nie do miejsca,
ale do matych pecherzykoéw nazywanych strukturami pre-autofagosomalnymi (ang.
Pre-autophagosome Structure), ktore pojawiaja si¢ w sasiedztwie wakuoli [29, 30].
Zdarza si¢ tez, ze obie wyzej wymienione nazwy uzywane sg jako synonimy [98,
101]. Istnienie PAS potwierdzono wylacznie u grzybow [31]. Nie do konca jednak
wiadomo jaka jest proweniencja blony powiekszajacej si¢ fagofory [1, 97]. Suge-
ruje si¢, ze donorem btony dla wydtuzajacej si¢ fagofory jest retikulum endopla-
zmatyczne, aparat Golgiego lub blona komoérkowa [97, 101] (ryc. 1A). Kolejnym
etapem makroautofagii jest powstanie autofagosomu, czyli w petni wyksztatconego
pecherzyka o podwojnej btonie lipidowo-biatkowej, ktory zawiera tadunek prze-
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znaczony do degradacji [31, 40, 54, 59, 60, 67, 77, 97, 101, 104, 111]. Wyniki naj-
nowszych badan pokazuja, ze miejscem formowania si¢ autofagosoméw w komor-
kach ssakow jest rejon kontaktu retikulum endoplazmatycznego i mitochondrium
[36] (ryc. 1B). Podejrzewa sig, ze rowniez u roslin zrodtem blony dla powickszaja-
cej sie fagofory, a w konsekwencji autofagosomu, jest retikulum endoplazmatyczne
[59, 60] (ryc. 1C). Wyksztatcony autofagosom u zwierzat taczy si¢ z lizosomem.
Powstaje autolizosom, wewnatrz ktérego nastepuje degradacja fadunku [54, 60, 82,
116] (ryc. 1B). U grzyboéw (ryc. 1A) i uroslin (ryc. 1C) autofagosom nie taczy sig
z lizosomem, lecz z wakuolg poprzez fuzj¢ zewnetrznej btony autofagosomu z to-
noplastem. W wakuoli lub w autolizosomie wewngtrzna btona autofagosomu wraz
z zawartoscig tworzy ciato autofagowe, ktore zostaje btyskawicznie zdegradowane
w wyniku dzialania enzymow litycznych [10, 31, 35, 54, 65, 67, 77, 104]. Wedtug
niektorych jednak autoréw autolizosomy wystepuja rowniez w komorkach roslin-
nych (np. w zawiesinie komdrkowej BY-2 tytoniu) i podobnie jak autofagosomy,
moga one taczy¢ si¢ z centralng wakuolg lityczng [121].

Pomimo wielu lat badan, niektore aspekty autofagii pozostaja nadal niewyja-
$nione. Przyktadem moze tutaj by¢ nie do konca poznany etap ksztalttowania si¢
fagofory i mechanizméw indukujacych pojawianie si¢ tej struktury. RoOwniez nie
do konca poznana jest funkcja bialek zwigzanych z autofagia (ang. Autophagy-
-related proteins, Atg). Jak do tej pory zidentyfikowano 38 genow ATG [35, 66,
119]. Szczegotowy opis roslinnych genow A7G, biatek Atg iich funkcji znajdu-
je sie w pracy przegladowej Lv i wsp. 2014 [69]. Geny ATG w wigkszo$ci maja
charakter konserwatywny, tzn. wykazuja wysokie podobienstwo u drozdzy, zwie-
rzat iroslin [4, 87]. Do gendw konserwatywnych, zidentyfikowanych zarowno
u drozdzy jak iu ssakow, zaliczy¢ mozna geny ATGI-ATG10, ATG12, ATGI14,
ATG16, oraz ATG18 [45]. Okoto 16-18 genow ATG jest wspodlna dla réznych
rodzajow autofagii, wlgczajac tutaj nieselektywna makroautofagi¢ oraz niektore
rodzaje autofagii selektywnej. Mowigc bardziej doktadnie, produkty kodowane
przez te wspdlne geny zaangazowane sg w formowanie autofagosomu i dlatego
okreslane sg jako rdzeniowe dla autofagii [4, 31, 35, 69]. Rdzeniowe dla autofa-
gii u drozdzy biatka Atg mozna pogrupowac¢ w kilka funkcjonalnych kategorii: 7)
Atgl/kompleks ULK (Atgl, Atgll, Atgl3, Atgl7, Atg29 i Atg31) kompleks ini-
cjujacy i regulujacy formowanie autofagosomu; ii) Atg9 i jego system cyklizacji
(Atg2, Atg9 i Atgl8) pelni funkcje w dostarczaniu btony do powigkszajacej sig
fagofory po zasocjowaniu kompleksu Atgl ze struktura PAS; iii) kompleks PtdIns
i kinazy 3 (PtdIns3K) (Vps34, Vpsl15, Vps30/Atg6 i Atgl4) dziatajacy na etapie
powstawania pegcherzykow PAS iuczestniczacy w angazowaniu biatek wigza-
cych PtdIns3P z PAS; iv) Atg8 i system koniugacji ubikwityny (Atg3, Atg4, Atg7
i Atg8) oraz v) Atgl2 i system koniugacji ubikwityny (Atg5, Atg7, Atgl0, Atgl2
i Atgl6) uczestniczgce w rozwoju autofagosomu [31].
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Jednym z najlepiej poznanych biatek uczestniczacych zarowno w autofagii
nieselektywnej jak i selektywnej jest biatko Atg8. Zaliczane jest ono do bialek
rdzeniowych, gdyz petni istotng funkcje w formowaniu autofagosomu [4, 32, 65,
77, 83]. Okoto 25% biatek Atg zaangazowanych w powstawanie autofagosomu
reprezentowane jest przez Atg8 [83]. U drozdzy zidentyfikowano jedno biatko
Atg8, u Drosophila i Caenorhabditis elegans dwie izoformy biatka Atg8, u czto-
wieka siedem izoform (a wlasciwie siedem homologow Atg8, podzielonych na
podrodziny: LC3, GABARAP i GATE-16), a u Arabidopsis thaliana stwierdzono
wystepowanie dziewigciu izoform biatka AtgS8 [4, 12, 32, 77]. Biatko Atg8 przylacza-
ne jest do powiekszajacej si¢ fagofory, zarowno do btony wewnetrznej jak i zewnetrz-
nej. Miejscem wigzania Atg8 jest fosfatydyloetanoloamina (PE). Powstanie komplek-
su Atg8-PE mozliwe jest po wczesniejszej proteolitycznej modyfikacji C-koncowe;j
reszty argininowej prekursora Atg8. Modyfikacja ta katalizowana jest przez Atg4 [65,
82, 83, 101]. U drozdzy w warunkach dobrego odzywienia Atg8 wystepuje w formie
niezwiazanej, natomiast pod wplywem glodu azotowego wyraznie wzrasta jego po-
ziom w komodce i wigkszo$¢ Atg8 przeksztalcone zostaje w kompleks Atg8-PE [83].
Po potaczeniu Atg8 z fagofora wchodzi ono w interakcje z r6znymi receptorami/ada-
ptorami (w tym z innymi bialkami Atg) umozliwiajagcymi rozpoznanie elementow ko-
morki przeznaczonych do autofagicznej degradacji [4, 32, 65, 77, 83]. Po wyksztal-
ceniu si¢ autofagosomu Atg8 lokalizowane jest wylacznie wewnatrz autofagosomu,
gdyz Atg8 odlaczone zostaje od blony zewnetrznej autofagosomu [40, 66, 83]. Biatko
Atg8 lokalizowane jest rowniez w ciatach autofagowych i dlatego wykorzystywane
jest w wielu badaniach jako marker autofagii, zarowno nieselektywnej jak i selek-
tywnej [9, 32, 35, 77, 82]. Zwierzecym homologiem biatka Atg8 jest LC3 (ang. Light
Chain 3). Jest to biatko zaangazowane w funkcjonowanie mikrotubul i wystepuje we
wszystkich typach tkanek. Formowanie si¢ fagofory indukuje konwersj¢ LC3-I do
LC3-II, ktora polega na przytaczeniu fosfatydyloetanoloaminy. LC3-II lokalizowane
jest w btonie autofagosomu i zapewnia jego strukturalng stabilnos¢. Po potaczeniu
autofagosomu z lizosomem, LC3-II zlokalizowane w $wietle autolizosomu ulega de-
gradacji, natomiast LC3-II znajdujace si¢ po stronie cytoplazmatycznej btony autoli-
zosomu jest odzyskiwane i jako LC3-I moze by¢ ponownie wykorzystane w procesie
autofagii [11]. LC3 w badaniach traktowany jest czesto jako marker autofagosomow
w komorkach zwierzecych [11, 54].

MIKROAUTOFAGIA

Podczas tego procesu nie powstaja autofagosomy, lecz fragment cytoplazmy
lub fragment cytoplazmy z organellami zostaje wchtonigty do wakuoli poprzez za-
glebienie tonoplastu. W §wietle wakuoli powstaje pecherzyk otoczony pojedyncza
btong, ktoéry nazywany jest ciatem autofagowym [10, 40, 57, 65, 80, 98] (ryc. 2).
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Mikroautofagia wydaje si¢ przebiega¢ w podobny sposob zarowno w komorkach
grzybow, zwierzat jak i roslin. Jednakze ilo$¢ danych literaturowych dotyczacych
mikroautofagii jest znacznie mniejsza niz zakres informacji na temat makroautofagii.
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RYCINA 2. Schemat przebiegu mikroautofagii
FIGURE 2. Schematic representation of microautophagy

MEGAAUTOFAGIA

Jest to typ autofagii nieselektywnej powodujacy spustoszenie w komorce.
W jego trakcie nastepuje powiekszanie si¢ wakuoli oraz zmiana w przepuszczal-
nosci tonoplastu, ktory staje si¢ znacznie mniej selektywny a nawet dochodzi¢
moze do przerwania jego ciaggltosci. Konsekwencjg tego jest uwolnienie wakuolar-
nych enzymoéw litycznych, ktore catkowicie degradujg zawartos¢ komorki [115,
125] (ryc. 3), a w niektorych przypadkach rowniez §ciang komorkowa [116]. Do
megaautofagii dochodzi w komoérkach, w ktérych wczesniej nastgpila juz makro-
lub mikroautofagia [115]. Zjawisko megaautofagii poprzedzane jest zwykle syn-
teza enzymow takich jak proteazy cysteinowe, proteazy serynowe, endonukleazy
(RNazy, DNazy), kwasne fosfatazy czy lipazy [125]. Ten typ nieselektywnej au-
tofagii odgrywa kluczowa role w programowanej $mierci komorek roslinnych.
Uczestniczy w ksylogenezie, ksztaltowaniu si¢ aerenchymy, rozwoju floemu, for-
mowaniu komorek czapeczki korzeniowej i podczas starzenia komorek zawiera-
jacych chloroplasty [115].
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RYCINA 3. Schemat przebiegu megaautofagii
FIGURE 3. Schematic representation of megaautophagy

RODZAJE AUTOFAGII SELEKTYWNEJ

Selektywne rodzaje autofagii zachodzi¢ moga na drodze makroautofagii i/lub mi-
kroautofagii i podczas tych proceséw w preferencyjny sposob degradowane sg kon-
kretne komponenty komorki. Jak do tej pory zidentyfikowano selektywng autofagi¢
catych organelli komorkowych (peroksysomy, mitochondria, rybosomy, chloroplasty,
oleosomy, lizosomy, jadro komérkowe), fragmentéw organelli (elementy retikulum
endoplazmatycznego, chloroplastéw, jadra komodrkowego), agregatow biatkowych,
makromolekutl (antocyjany, porfiryny), patogenow, a takze innych obcych struktur
komorkowych (elementy plemnikéw). Zdarza sig, ze w literaturze wprowadza si¢ do-
datkowe pojecia, ktdre maja sprecyzowac opisywany proces. Stosuje si¢ np. termin
makropeksofagia czy mikropeksofagia, dla selektywnej, autofagicznej degradacji pe-
roksysomow. Pojawiajg si¢ tez propozycje, aby autofagosomy uczestniczace w roz-
nych rodzajach selektywnej autofagii nazywac np. peksofagosomami, mitofagosoma-
mi czy ksenofagosomami, pomimo tego, ze zrodto blony czy przebieg formowania si¢
tych struktur podczas roznych rodzajow autofagii selektywnej sg czesto identyczne
jak podczas indukowanej gtodem, nieselektywnej, masowej, autofagicznej degradacji
komponentow komorki [54].

PEKSOFAGIA

Peksofagia jest procesem polegajacym na wybidrczej degradacji peroksyso-
moéw. Sg to organelle niezwykle dynamiczne, bowiem wraz ze zmiang ich oto-
czenia (zardwno wewnatrz, jak 1 zewnatrzkomérkowego) ich liczba moze ulegaé
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bardzo duzym zmianom. Proces peksofagii najlepiej zostat poznany u metylotro-
ficznych drozdzy, ktére moga odzywiac sie alkoholem metylowym (Pichia pastoris,
Hansenula polymorpha lub Saccharomyces cerevisiae) [74, 87, 98, 100, 112]. Dzigki
fatwej indukcji proliferacji peroksysomow u drozdzy metylotroficznych, organizmy
te stanowig doskonaty model badawczy do analiz przebiegu peksofagii. Poprzez do-
danie alkoholu metylowego lub kwasu oleinowego do pozywki wzrostowej w tatwy
sposob mozna spowodowaé wzrost liczby peroksysomow w komoérkach. W réwnie
latwy sposob mozna indukowac spadek liczby peroksysoméw. Jest to mozliwe dzie-
ki wyeliminowaniu z pozywki czynnika proliferujacego [19, 74, 100, 112]. Alkohol
metylowy lub kwas oleinowy mozna zastgpi¢ innym zwigzkiem, bedacym zroédtem
wegla w pozywece np. glukoza lub alkoholem etylowym. W warunkach naturalnych
zmiana liczebnosci peroksysomow jest przejawem adaptacji drozdzy do warunkow
srodowiska [100, 112]. W komoérkach zwierzgcych natomiast, badanie peksofagii
mozliwe jest po uprzedniej proliferacji peroksysomow uzyskanej poprzez zastoso-
wanie odpowiednich medykamentow [19]. Badania dotyczace peksofagii w komor-
kach roslinnych do niedawna nie byly wykonywane, gdyz w przeciwienstwie do
drozdzy bardzo trudno jest wywota¢ w komorkach roslinnych wstepng proliferacje
peroksysomoéw, aby pézniej moéc badaé ich degradacje [98].

Wyroznia si¢ dwie odmiany peksofagii tj. mikropeksofagie i makropeksofagie
[19, 26, 30,31, 87,98, 100, 112]. Dodanie glukozy do pozywki indukuje makropek-
sofagi¢ np. u Hansenula polymorpha lub mikropeksofagic u Pichia pastoris, na-
tomiast alkohol etylowy stymuluje proces makropeksofagii u obu tych gatunkow
[26, 100]. Mikropeksofagia jest procesem zachodzacym zdecydowanie wolnigj
od makropeksofagii. Dodatkowo, przebieg mikropeksofagii uzalezniony jest od
nowo syntetyzowanych biatek np. funkcjonalnych proteaz (w $wietle wakuoli)
oraz funkcjonalnej kinazy PI3 [19]. W mikropeksofagii wyrdznia si¢ aparat mi-
kropeksofagowy (ang. Micropexophagy Apparatus, MIPA), ktory jest niezbed-
ny do pochtonigcia peroksysomoéw przez wakuole [26, 29, 30, 80, 88, 98, 100].
W uproszczeniu, aparat ten ‘domyka’ zaglebienie tonoplastu w ktorym znajduja
si¢ peroksysomy [74]. Gléwnymi elementami MIPA sg biatka Atg8 oraz Atg26,
ktore sa istotne zar6wno w procesie mikropeksofagii jak i podczas makropeksofa-
gii [29]. Uruchomienie procesu mikropeksofagii lub makropeksofagii w komorce
moze by¢ determinowane zréodlem wegla a takze odpowiednim poziomem ATP
w komorce. U metylotroficznego gatunku drozdzy Pichia pastoris podwyzszony
poziom ATP indukuje proces mikropeksofagii, natomiast obnizona zawarto$¢ ATP
stymuluje makropeksofagie. Z uwagi na konieczno$¢ reorganizacji btony wakuoli
podczas mikropeksofagii sugeruje si¢, ze proces ten wymaga wickszego naktadu
energii niz makropeksofagia [112]. U Pichia pastoris poziom ATP jest dla indukcji
peksofagii czynnikiem o wiele bardziej znaczacym niz rodzaj wykorzystywane-
go do wzrostu zrodta wegla. Dodatkowo stwierdzono, ze w warunkach wysokie-
go poziomu ATP w komoérkach tego grzyba pojawia si¢ tendencja do degradacji
wszystkich peroksysomoéw, niezaleznie od stanu ich zuzycia. Z kolei niski poziom
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ATP pozwala komérkom Pichia pastoris powrdci¢ do stanu, w ktorym utrzymuja
normalny metabolizm na pozywce zawierajacej alkohol metylowy [100].

U grzyba Pichia pastoris biatkiem zaznaczajacym (zwanym tez biatkiem recep-
torowym lub markerowym) peroksysomy przeznaczone do wybiorczej degradacji
jest Atg30 [28, 29]. Biatko to ulega zakotwiczeniu w blonie peroksysomu poprzez
interakcje z biatkami zwanymi peroksynami (PEX3 i PEX14) [29, 74]. Bialko to
pelni istotng funkcje w ksztaltowaniu si¢ zar6wno aparatu mikropeksofagowego
MIPA, jak i w powstawaniu autofagosomu (makropeksofagia). Ulega ono wielo-
krotnej fosforylacji, ktora jest niezbedna dla zajscia peksofagii, oraz wchodzi w in-
terakcje z Atgll, Atgl7 [29] 1 Atg8 (marker autofagosomu) [28]. U Saccharomyces
cerevisiae biatkiem markerowym dla peksofagii jest Atg36, ktdrego miejscem doko-
wania w btonie peroksysomu jest PEX3. Atg36 ulega rowniez niezbednej fosforyla-
cji [28], wiaze biatko Atgl1 i prawdopodobnie rowniez biatko Atg8 [81]. U Hanse-
nula polymorpha istotna role w peksofagii odgrywa tylko biatko PEX14, gdyz PEX3
jest usuwane z peroksysomow i nie podlega degradacji na drodze makropeksofagii
[74]. Bialka Atg30 i Atg36 sa specyficzne tylko dla komoérek grzybowych, gdyz
nie znaleziono ich homologéw u innych organizmow [29, 77, 81, 119]. U ssakow
receptorem peroksysomow przeznaczonych do peksofagii jest biatko NBR1, kto-
re przytacza si¢ do ubikwitynowanych biatek btony peroksysomu [23]. Wczesniej
wiadomo bylto, ze NBRI1 jest receptorem rowniez dla innych elementéow komorek
zwierzecych podlegajacych selektywnej, autofagicznej degradacji, gdyz moze ono
przytaczac si¢ do réznych ubikwitynowanych biatek [108, 130]. Roslinny homolog
NBRI1 zostal niedawno zidentyfikowany rowniez u Arabidopsis thaliana [32, 108],
a w zawiesinie komdrek BY-2 tytoniu (Nicotiana tabacum) znaleziono biatko Joka2
(hybrydowy homolog zwierzgcych NBR1 i p62) [130, 131]. Jednakze nie wiado-
mo czy NBR1 i Joka2 sg istotne podczas peksofagii u roslin [77]. Sugeruje sig, ze
takim znacznikiem peroksysomow przeznaczonych do peksofagii w komorkach
roslinnych moze by¢ Atg8, ktore jest jednocze$nie markerowym biatkiem auto-
fagosomu. W niektorych publikacjach dotyczacych peksofagii u roslin podkresla
sic wspotwystepowanie Atg8 i peroksysomow, a w szczegdlnosci peroksysomow
zagregowanych ze sobg. Takie dane stanowig silng przestanke za uznaniem Atg8
jako markera peroksysomow, ktore przeznaczone sg do degradacji w komorkach
roslinnych. Jednakze nie wiadomo do jakiego biatka lub biatek peroksysomalnych
Atg8 mialoby si¢ przytaczac [3, 52, 105, 127].

Pomimo niejasnosci dotyczacych biatka receptorowego dla peroksysomow
w komorkach roslinnych, to zjawisko peksofagii u roslin zostalo potwierdzone. Za-
chodzenie peksofagii u roslin udowodnione zostato niedawno i zaobserwowano je
w komorkach modelowej rosliny Arabidopsis thaliana [3, 61, 119]. Zachodzenie
selektywnej, autofagicznej degradacji peroksysoméw w celu ich recyklingu, jest
niezbedne dla poprawnego rozwoju organizméw roslinnych [127] poczynajac juz
od fazy kietkowania nasion a skonczywszy na utrzymaniu homeostazy u dojrzatych
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osobnikdéw. Peksofagia w komodrkach roslinnych jest elementem systemu kontro-
li jako$ci peroksysomow [3, 61, 105]. Przyktadem duzego znaczenia peksofagii
podczas wzrostu organizmdw roslinnych jest np. usuwanie peroksysomow, ktore
zostaty uszkodzone w wyniku dzialania reaktywnych form tlenu (ang. Reactive
Oxygen Species, ROS) [105, 119, 127]. Nadmieni¢ tutaj nalezy, ze peroksysomy
sg istotnym komponentem systemu detoksykacji ROS w komorkach roslinnych.
Zawierajg one katalaze rozkladajacg H O, generowany m.in. podczas f-oksyda-
cji kwasow ttuszczowych, ktéra u roslin zachodzi wtasnie w peroksysomach [33,
49]. W peroksysomach rozktadany jest rowniez H,O, powstajgcy w trakcie fo-
torespiracji zachodzacej w fotosyntetyzujacych cze¢sciach roslin [43, 49]. U nie-
ktorych mutantow Arabidopsis (peupl, peup?2 1 peup4,; ang. peroxisome unusual
positioning) zaobserwowano wzrost liczby peroksysomow lub tendencje¢ perok-
sysomow do tworzenia agregatow. Stwierdzono tez, ze wyzej wymienione mutan-
ty sa identyczne z mutantami Arabidopsis z uposledzonym przebiegiem autofagii
(odpowiednio: atg2, atgl8a i atg7; ang. autophagy-related). Wzrost liczby pero-
ksysoméw u mutanta peup! jednoznacznie dowodzi, ze autofagiczna degradacja
tych organelli jest uposledzona. Jednoczesnie w zagregowanych peroksysomach
stwierdzono wzrost zawartos¢ niecaktywnej katalazy, a to powodowato, ze pero-
ksysomy u mutantdw zawieraty wigcej ROS, a ich komponenty byly znacznie
bardziej utlenione niz u roslin typu dzikiego. Podobna agregacje peroksysomow
mozna réwniez wywota¢ u roslin typu dzikiego poprzez egzogenne aplikowanie
H,0,. Zagregowane peroksysomy pojawiajg si¢ tez u mutanta Arabidopsis (cat2)
z obnizong aktywnoscig katalazy. Zaobserwowano rowniez (przy uzyciu technik
fluorescencyjnych) czeste wspotwystepowanie zagregowanych peroksysomow
1 Atg8 (markera autofagosomu). Wyzej przytoczone dane jednoznacznie $wiad-
czg o tym, ze uszkodzone przez H,O, peroksysomy sg selektywnie degradowane
w procesie autofagii w komoérkach roslinnych [105]. Do identycznych wnioskow
doszedt tez zespot innych badaczy [127], ktory prowadzit badania na nieco innym
zestawie mutantow Arabidopsis (atg2, atg5, atg7 iatg9). Zwazywszy na fakt,
ze peksofagii u roslin ulegaja peroksysomy, ktorych komponenty zostalty uszko-
dzone przez ROS, przypuszczaé mozna, ze sygnalem uruchamiajagcym sekwencje
zdarzen prowadzacych do utylizacji tych organelli w wakuoli jest wzrost poziomu
H,0, generowanego wewnatrz peroksysoméw [61]. Nie mozna jednak wykluczy¢
innych sygnatow uruchamiajgcych peksofagi¢ u roslin. Wykazano, ze peksofa-
gii u Arabidopsis ulegaja peroksysomy z niefunkcjonalng proteazg LON2. Jest to
proteaza dziatajgca wewnatrz peroksysomu i petni bardzo istotng funkcje w de-
gradacji roznych bialek peroksysomalnych. Przyktadem mogg tutaj by¢ niekto-
re enzymy cyklu glioksylanowego (liaza izocytrynianowa, syntaza jabtczanowa)
czy f-oksydacji kwasow tluszczowych (tiolaza) [27]. Rozklad niektorych biatek
w peroksysomach jest bardzo wazny, gdyz podczas kietkowania nasion i w trak-
cie wzrostu siewki peroksysomy (zwane tez glioksysomami) uczestniczg w roz-
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ktadzie zapasowych lipidow (f-oksydacja kwasow thuszczowych i cykl glioksy-
lanowy), natomiast w tkankach fotosyntetyzujacych starszych roslin sa juz jedna
z organelli zaangazowanych w fotorespiracj¢ i niektore enzymy nie sg juz po-
trzebne. U Arabidopsis typu dzikiego, gdy peroksysomy w miar¢ rozwoju rosli-
ny zmieniaja swoja funkcje, obserwuje si¢ zanik (liaza izocytrynianowa, syntaza
jabtczanowa) lub znaczgce obnizenie (tiolaza) zawartoSci wyzej wymienionych
enzyméw. U mutanta Arabidopsis lon2 pozbawionego dziatajgcej proteazy LON2
stwierdzono, ze wyzej wymienione trzy enzymy réwniez zanikaja, ale nie wsku-
tek dziatania LON2, lecz dlatego, ze cate peroksysomy degradowane sg w proce-
sie peksofagii. Natomiast u podwdjnego mutanta lon2atg, u ktérego autofagia nie
zachodzi, obserwuje si¢ utrzymywanie wyzej wymienionych enzymow na statym
poziomie [27]. Autorzy tych badan jednoznacznie konkluduja, ze selektywna, au-
tofagiczna degradacja peroksysomow ulega nasileniu w komorkach Arabidopsis,
gdy peroksysomy nie zawieraja proteazy LON2. Peksofagia zostata rowniez za-
obserwowana w zawiesinie komorek tytoniu BY-2. Stwierdzono, ze znaczna pula
peroksysomow ulega autofagicznej degradacji zaréwno w warunkach optymal-
nego wzrostu komorek tytoniu, jak i w warunkach gtodu cukrowcowego [120].
Przypuszcza si¢ tez, ze peksofagia moze zachodzi¢ w komdrkach glodzonych osi
zarodkowych kietkujacych nasion réznych gatunkow tubinu (Lupinus spp) [14,
15, 17]. Podstawowym materiatlem zapasowym w nasionach tubinu jest biatko,
ale nasiona te zawieraja tez spore ilosci tluszczu, w ktorego rozktad podczas
kietkowania nasion zaangazowane sg peroksysomy (glioksysomy). W sztucznie
wywotanych warunkach gtodu cukrowcowego, osie zarodkowe nasion tubinu
zawieraja znacznie wiccej thuszczu niz osie odzywione sacharoza. Swiadczy to
o0 ograniczeniu jego degradacji w warunkach gtodu [14, 17]. Jednoczes$nie obser-
wacje ultrastruktury komorek tych organéw pokazuja, ze ciala autofagowe we-
wnatrz wakuol zawieraja organelle, ktore mniej lub bardziej jednoznacznie ziden-
tyfikowane moga by¢ jako peroksysomy [15, 16].

MITOFAGIA

Mitofagia jest rodzajem selektywnej autofagii, podczas ktorej degradacji ule-
gaja mitochondria. Jest to proces o bardzo istotnym znaczeniu w komorce, gdyz
uczestniczy w usuwaniu uszkodzonych, starych lub mato wydajnych mitochon-
dridéw. Jest zatem systemem kontroli jako$ci dziatania tych organelli [35, 45, 86, 87,
98]. Sprawna degradacja uszkodzonych mitochondriow zapobiega¢ moze apoteozie,
gdyz komorka nie jest wtedy narazona np. na dziatanie uwalnianego do cytoplazmy
cytochromu c [19, 98]. Usuwanie uszkodzonych lub wystuzonych mitochondriow
jest tez jednym z istotnych elementéw kontroli poziomu ROS w komorce [98], gdyz
organelle te oprdcz energii wytwarzaja roéwniez ROS i tym samym moga wywierac
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bardzo negatywny wptyw na inne komponenty komorki [45, 98]. Selektywna de-
gradacja mitochondriow jest wazna podczas normalnego rozwoju i r6znicowania
niektérych komorek. Przykladem moga tutaj by¢ erytrocyty i retikulocyty [45,
86]. Nieefektywne natomiast usuwanie uszkodzonych mitochondriow jest cecha
swiadczaca o starzeniu si¢ komorki [19], a zaburzenia w kontroli jakos$ci mito-
chondriow w neuronach dopaminergicznych uwazane sg za przyczyn¢ wielu cho-
rob neurodegeneracyjnych [98].

Mitofagia moze zachodzi¢ na drodze makromitofagii lub mikromitofagii [31].
Doswiadczenia prowadzone na Saccharomyces cerevisiae pozwolity na identyfi-
kacje biatek, ktore sg niezbgdne do zainicjowania mitofagii. Pierwszym opisanym
biatkiem niezbednym w mitofagii u drozdzy byto UTHI, uwazane za swoisty
induktor omawianego procesu [53]. Kolejnym biatkiem jest AUP1 — fosfataza
zlokalizowana w przestrzeni migdzyblonowej [109]. Najnowsze jednak badania
wskazuja, ze markerem mitochondridow przeznaczonych do degradacji jest biatko
Atg32 [28, 31, 45, 47, 86, 119]. Jest to biatko zakotwiczone w zewngtrznej bto-
nie otoczki mitochondrialnej, ktérego N-koniec skierowany jest do cytoplazmy.
Biatko to po uprzedniej fosforylacji [28] wchodzi w interakcje z Atgll i Atg8
(markerem autofagosomu) [28, 31, 45, 86, 98, 119]. Atg32 taczy si¢ z Atg8 za
pomoca znajdujacego si¢ w domenie cytoplazmatycznej tetrapeptydu WQALI [45,
86]. Innym biatkiem zwigzanym z mitofagia u drozdzy jest biatko Atg33, ktore
podobnie jak Atg32 zwigzane jest z zewnetrzng btong mitochondrium [31, 98]
i by¢ moze jest ono istotne podczas mitofagii w starzejacych si¢ komoérkach droz-
dzy [48]. Jak do tej pory nie potwierdzono wystepowania Atg32 ani w komor-
kach zwierzecych ani w komédrkach roslinnych [31, 119]. Za zwierzgce receptory
mitochondriow przeznaczonych do selektywnej, autofagicznej degradacji uwaza
si¢ takie biatka jak FUNDCI1, BNIP3, BNIP3L/NIX, SQSTM1/p62, PARK2 oraz
PINK1 [31]. Najmniej wiadomo na temat receptorow roslinnych, poniewaz nie
wykryto u tych organizmoéow zadnego z wyzej wymienionych biatek grzybowych
czy zwierzecych [119]. Niedawno jednak odkryto u Arabidopsis biatko Atgll
i potwierdzono jego udziat w indukowanej starzeniem mitofagii u roslin [63, 64].
Mutanty Arabidopsis atgll wykazuja przedwczesne starzenie oraz wicksza wraz-
liwos¢ na ograniczone zasoby wegla lub azotu. W wyniku indukcji procesu starze-
nia poprzez zaciemnienie, u mutanta azg// nie wykazano réznic zarowno w ilosci
biatek mitochondrialnych jak i liczebnosci mitochondriow w komorce, wzgledem
roslin typu dzikiego. W trakcie starzenia Atgl1 widoczny byt w wakuolach roslin
typu dzikiego, ale nie byt obserwowany w wakuolach mutantéw azg//. Jednakze
wspotwystepowanie Atgll, Atgl01, Atgl, Atgl3 oraz Atg8 potwierdza zaangazo-
wanie tych bialek w oczyszczanie komorek ro§linnych z mitochondriow [63, 64].
Doktadny jednak mechanizm regulujacy mitofagi¢ u roslin nie jest znany i nadal
nie wiadomo co moze by¢ receptorem/receptorami mitochondriow przeznaczo-
nych do degradacji na drodze mitofagii u ro$lin [77].
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RYBOFAGIA

Rybofagia jest selektywnym rodzajem makroautofagii podczas ktorej w wybior-
czy sposob degradacji ulegaja rybosomy. Sa to organelle bardo licznie wystepujace
w cytoplamie. Bardzo cz¢sto obserwowane tez sa w autofagosomach, dlatego po-
wszechnie przyjmowano, ze rybosomy ulegaja autofagii w sposéb nieselektywny.
Jednakze badania wykonane na glodzonych komorkach Saccharomyces cerevisiae
pokazaty, ze rybosomy mogg tez by¢ degradowane w procesie autofagii w sposob
wybidrczy [55]. Rybofagia ma bardzo duze znaczenie dla komorek, poniewaz
pozwala na usuni¢cie niefunkcjonalnych rybosoméw lub ich podjednostek. Ry-
bofagia jest wigc jednym z elementéw umozliwiajagcych utrzymanie homeosta-
zy komorki [18, 58, 71]. Rybofagia zachodzi zar6wno w warunkach normalnych
jak réwniez podczas niedostatku substancji odzywczych [18, 32, 58, 71, 90].
W warunkach glodu rybofagia zostata zaobserwowana po raz pierwszy u droz-
dzy. Stwierdzono u tych organizmow, ze w procesie autofagii rybosomy ulegaja
intensywniejszej degradacji niz pozostate elementy komorki, co jednoznacznie
wskazato na wybidrczy sposob degradacji tych organelli [55].

W odmienny sposob przebiega zapoczatkowanie degradacji matej i duzej
podjednostki rybosomu. Aby duza podjednostka mogta by¢ zutylizowana w pro-
cesie rybofagii u drozdzy, to najpierw musi do niej by¢ przylaczona ubikwityna.
Istotna jest tutaj ligaza RepS lub jakie$ inne niezidentyfikowane jeszcze ligazy.
Kolejnym etapem jest de-ubikwitynizacja duzej podjednostki, katalizowana przez
proteolityczny kompleks Ubp3-Bre5 [22, 32, 89, 90]. Odtaczenie ubikwityny od
duzej podjednostki rybosomu jest niezbgdne do zajscia kolejnych etapéw rybofa-
gii. Mianowicie de-ubikwitynizacja umozliwia inicjacj¢ powstawania autofago-
somu (stadium fagofory), lub jesli zachodzi ona nieco pdzniej to jest niezbedna do
catkowitego wyksztatcenia si¢ autofagosomu. W przeciwienstwie do duzej pod-
jednostki rybosomu, podjednostka mata w ogole nie ulega ubikwitynizacji [22,
32]. Kolejne etapy rybofagii zdaja si¢ przebiegac tak samo dla obu podjednostek.
Mutanty autofagiczne drozdzy atg7 wykazuja bowiem zredukowang degradacje
obu podjednostek rybosomow [32]. Sposrod biatek Atg istotne dla przebiegu ry-
bofagii sg Atgl, Atg7 i by¢ moze rowniez Atgl9 [18, 97].

Proces rybofagii jest zalezy od rybonukleaz (RNaz) zrodziny T2. Sg to
acidofilne enzymy wystepujace u eukariontow, ktore odpowiedzialne sg za de-
gradacje RNA zaréwno transportowego (tRNA) jak irybosomalnego (rRNA).
Mutacja w obrebie rybonukleaz T2 powoduje akumulacj¢ TRNA w lizosomach
danio pregowanego (ryba) oraz w lizosomach ludzkich [32, 38]. Funkcja RNaz
T2 w procesie rybofagii zostala potwierdzona rowniez u Tetrahymena (orzgsek).
U mutantoéw T2 zaobserwowano akumulacje rRNA w warunkach glodu, ktora jest
prawdopodobnie efektem zablokowania rybofagii [2, 32]. Jak do tej pory nie ma
jednoznacznych dowodoéw na wystepowanie rybofagii u roslin, niemniej jednak
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potwierdzony jest udzial RNS2 (konserwatywna RNaza z rodziny T2) w degrada-
cji rRNA u Arabidopsis [18, 41, 71]. RNaza ta zlokalizowana jest zar6wno w wa-
kuoli jak i w retikulum endoplazmatycznym. U mutanta Arabidopsis z brakujaca
RNaza RNS2 (rns2) stwierdzono wydtuzenie czasu funkcjonowania rRNA (o 60%),
akumulacj¢ RNA w wakuoli oraz nasilenie nieselektywnej makroautofagii. Przypusz-
cza si¢, ze nasilona autofagia u mutanta rns2 kompensuje brak rybofagii i umozliwia
metaboliczny obrét rybosoméw w sposob nieselektywny [32, 41, 71].

RETIKULOFAGIA

Retikulofagia jest rodzajem selektywnej makroautofagii, podczas ktorej moga
by¢ degradowane komponenty retikulum endoplazmatycznego (ER). Proces ten
jest stosunkowo trudny do badania, poniewaz moze on by¢ rozpatrywany w bardzo
roznych kontekstach, w zaleznosci od przyczyny jego indukcji. U drozdzy retiku-
lofagia rozpatrywana moze by¢ jako odpowiedZz komorki na chemicznie wywotany
stres-ER, oraz podczas odbudowy retikulum endoplazmatycznego po ustgpieniu
tego szczegdlnego rodzaju stresu. Retikulofagia moze by¢ odpowiedzig na akumu-
lacje agregatow biatkowych w retikulum endoplazmatycznym, ale rozpatrywana
tez jest jako odpowiedz komoérki na deficyt substancji odzywczych [97]. U roslin
retikulofagia moze by¢ zaangazowana w bezposredni transport réznego rodzaju
substancji z retikulum do wakuoli (z ominigciem aparatu Golgiego). Uczestniczy¢
wigc moze w biogenezie wakuoli, jak rowniez moze by¢ waznym procesem za-
chodzacym podczas wzrostu i rozwoju roslin, zar6wno w warunkach normalnych
jak 1 podczas réznego rodzaju stresoOw biotycznych i abiotycznych. Szczegdlnym
rodzajem takiego bezposredniego transportu z retikulum do wakuoli u ros§lin moze
by¢ deponowanie bialek w wakuoli, np. biatek zapasowych nasion. Udziat proce-
sOw autofagicznych w tym aspekcie jest rowniez rozwazany. Bylby wigc to przy-
ktad niedegradacyjnej roli procesow autofagicznych [76]. Tak szerokie spektrum
potencjalnych funkcji retikulofagii powoduje, ze niemozliwe jest opisanie jednego,
wspolnego schematu przebiegu tego procesu. Nalezy tez mie¢ na uwadze fakt, ze
retikulum endoplazmatyczne jest lub moze by¢ zrodtem btony dla powigkszajacej
si¢ fagofory — niezbednego elementu procesu makroautofagii (powyzej, ryc. 1A-C),
zardwno tej nieselektywnej, jak i roznego rodzaju jej selektywnych rodzajow.

W proces retikulofagii zaangazowane moga by¢ rdzeniowe biatka Atg takie jak
Atgl, Atg5, Atg8, Atgl2, Atgl6 [18], Atgl9 i Atg20 [97]. U Arabidopsis Atg8 wia-
ze si¢ z dwoma biatkami ATI1 i ATI2 (ang. Atg8-Interacting Protein). Sa to biatka
specyficzne dla roslin. Stosujac biatko zielonej fluorescencji (ang. Green Fluorescent
Protein, GFP) stwierdzono, ze w warunkach normalnych ATI1 i ATI2 s3a czgsciowo
zasocjowane z btong retikulum endoplazmatycznego. Jednakze podczas indukowa-
nego ciemnoscig gtodu weglowego biatka te zasocjowane byty z nowo powstajacymi



520 S. BOREK I WSP.

sferycznymi strukturami (nazwanymi ‘cialami zawierajagcymi ATT’). Struktury te dy-
namicznie przemieszczaly si¢ po powierzchni retikulum, a nastgpnie byly transpor-
towane do centralnej wakuoli. W ciatach zawierajacych ATI nie stwierdzono marke-
row $wiatla cystern retikulum endoplazmatycznego majacych C-koncowa sekwencje
HDEL. Analiza fluorescencyjnych znacznikow, specyficznych dla poszczegdlnych
organelli 1 autofagosomow wykazata ponadto brak wspotwystepowania w komorce
ciat zawierajgcych ATI oraz aparatéw Golgiego, mitochondriéw, peroksysomow i ty-
powych autofagosoméw [42].

CHLOROFAGIA

Jest to rodzaj autofagii, podczas ktorej w sposéb wybidrczy degradowane sa
chloroplasty. Dane literaturowe na temat selektywnej, autofagicznej utylizacji ca-
tych chloroplastow (i innych plastydow) sa raczej skromne. Badania wykonane na
Arabidopsis pokazaty, ze w warunkach normalnego wzrostu i rozwoju rosliny chlo-
rofagia umozliwia usuwanie z komorek dysfunkcyjnych chloroplastow, stanowigc
istotny element kontroli jako$ci tych organelli. W badaniach tych wykorzystano np.
mutanty tic40 z brakujacym komponentem wewnetrznej btony otoczki uczestnicza-
cym w imporcie bialek do chloroplastow [84]. Podobna utylizacje nieprawidtowo
dziatajacych chloroplastow stwierdzono u mutanta mex! (maltose excess 1) z bra-
kujacym transporterem maltozy w wewngetrznej btonie otoczki chloroplastowe;.
Mutanty te miaty o ok. 50% mniej chloroplastow w komorkach mezofilu dojrzatych
lisci w porownaniu do komorek roslin typu dzikiego. Obserwacje ultrastruktury po-
kazatly, ze w cytoplazmie komoérek mutanta mex/ znajdujg sie speczniate chloropla-
sty ze zdeformowanymi tylakoidami, a w obrgbie wakuoli zaobserwowano pozo-
statosci po zdegradowanych chloroplastach [107]. Przypuszcza si¢, ze chlorofagia
moze by¢ istotnym elementem obrotu metabolicznego w komorkach starzejacych
si¢. Chloroplasty zawierajg ok. 80% calkowitego azotu w lisciach isg gldéwnym
zrédtem odzyskiwanego azotu podczas starzenia lisci. W badaniach przeprowadzo-
nych na autofagicznym, podwodjnym mutancie Arabidopsis (atg4a4b-1) starzenie
indukowano poprzez zaciemnianie liSci. U mutanta tego stwierdzano wystgpowanie
catych chloroplastéw (ale tez ich komponentow) w wakuoli. Takiej akumulacji nie
zaobserwowano w wakuolach komorek roslinach typu dzikiego [121]. Autofagicz-
na degradacja chloroplastow moze tez by¢ istotna podczas infekcji i reakcji obron-
nych roslin. Chloroplasty sg zrédtem ROS, ktore powstrzymujg rozwdj patogenow
1 infekcji oraz s miejscem syntezy wielu molekut sygnalnych (np. kwas salicylowy,
kwas jasmonowy) niezbednych w reakcjach obronnych. Badania z awirulentnym
patogenem bakteryjnym Pst DC3000 (4AvrRps4) pokazaty, ze u Arabidopsis autofa-
gia moze by¢ zaangazowana w usuwanie uszkodzonych chloroplastow utatwiajac
ponowne wykorzystanie azotu, moze powodowa¢ akumulacje ROS i molekut sy-
gnalnych uczestniczacych w reakcjach obronnych [25].
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Badajac proces autofagicznej degradacji plastydéw zaobserwowano, ze czesciej
niz cate plastydy wakuolarnej degradacji ulegaja tylko niektére elementy plasty-
dow. Zaobserwowano, ze w komorkach Arabidopsis w warunkach gtodu weglo-
wego wewnatrz 1 na powierzchni chloroplastow tworza si¢ struktury zawierajace
biatko ATI1. Jest to jednak inne biatko ATI niz te, ktore pojawia si¢ na powierzch-
ni retikulum endoplazmatycznego. Ciata te zawierajg rowniez rozne biatka stromy
chloroplastu, ale nie stwierdzono w nich wystepowania Rubisco. Chloroplastowe
ciata ATI sa transportowane do wakuoli w wyniku zachodzenia proceséw autofa-
gicznych. Stosujac znakowanie ATI1 biatkiem zielonej fluorescencji (ATI1-GFP)
wykazano lokalizacje chloroplastowych ciat ATI w centralnej wakuoli komorek ro-
slin typu dzikiego, natomiast u mutanta autofagicznego arg5 takiej lokalizacji nie
zaobserwowano. Przypuszcza sig, ze recykling niektorych biatek chloroplastowych,
W opisany wyzej sposdb, moze przyczynia¢ si¢ do ochrony aparatu fotosyntetycz-
nego, w szczegdlnosci w warunkach stresu (np. zasolenia czy gtodu weglowego)
[78]. Innym przyktadem degradacji w centralnej wakuoli komponentéw chloropla-
stow jest rozktad Rubisco. Zaobserwowano odtaczanie si¢ sferycznych struktur od
starzejacych sie chloroplastow, ale innych niz ciata ATI i przemieszczanie si¢ ich do
wakuoli. Obiekty te nazywane sg ,cialami zawierajacymi Rubisco’ (ang. Rubisco
Containing Body, RBC). Stosujac techniki fluorescencyjne (z zastosowaniem GFP-
-Atg8 i DsRed — marker stromy chloroplastu), oraz wykorzystujac autofagicznego
mutanta Arabidopsis atg5 jednoznacznie udowodniono, ze transport RCB do wa-
kuoli odbywa si¢ wskutek zachodzenia procesow autofagicznych [98]. Stwierdzo-
no rowniez, ze autofagiczna degradacja Rubisco jest tylko jednym z mozliwych
mechanizmow utylizacji biatek stromy chloroplastu zachodzacej podczas starzenia
si¢ lisci (zasadniczym mechanizmem jest wewnatrzchloroplastowa proteoliza) [62].
Proces ten jednakze moze ulega¢ wyraznej intensyfikacji w warunkach stresu (np.
gltdd, zasolenie) [126]. Kolejnym przyktadem autofagicznej degradacji kompo-
nentéw chloroplastow jest utylizacja skrobi. W chloroplastach skrobia syntety-
zowana jest w ciggu dnia, a w nocy nastepuje jej rozktad do maltozy i glukozy.
Jest to tzw. skrobia tranzytoryczna ijak do tej pory powszechnie przyjmowano,
ze jej rozktad zachodzi wylacznie wewnatrz chloroplastow. Jednakze traktowa-
nie siewek Nicotiana benthamiana inhibitorem autofagii (3-metyloadenina) lub
wyciszanie w nich genow 47G powodowato wyrazng akumulacje¢ skrobi. Wie-
cej skrobi pod koniec nocy zawieralty tez mutanty Arabidopsis atg2, atg5 1 atg9,
w porownaniu do roslin typu dzikiego. Takie obserwacje jednoznacznie wskazy-
waly na udzial autofagii w rozktadzie skrobi. Jednakze stosujac techniki mikro-
skopowe (elektronowe i fluorescencyjne) stwierdzono, ze degradacji nie ulegaja
cate chloroplasty, lecz tylko drobne sferyczne struktury zawierajace skrobi¢ (ang.
Small Starch Granule-Like Strukture, SSGL), ktore lokalizowane byly poza chlo-
roplastami, a ich rozktad zachodzit w centralnej wakuoli [123].

Najnowsze dane literaturowe zwigzane z autofagia i plastydami zdajg si¢ otwie-
ra¢ przed naukowcami zupetnie nowe obszary badan. Istnieja bowiem informacje
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wskazujace na to, ze plastydy nie tylko moga ulegaé degradacji w procesie au-
tofagii, ale one same moga taki proces przeprowadza¢. Papini i van Doorn [91]
opublikowali w roku 2015 obrazy ultrastruktury na ktérych wida¢ wyrazne, liczne,
krystaliczne ziarnisto$ci w peroksysomach i pojedyncze, bardzo duze krystaloidy
w chloroplastach. Formutuja oni na tej podstawie kontrowersyjna hipoteze, ze kry-
staloidy w chloroplastach sg skutkiem wcze$niejszego, autofagicznego pochtonig-
cia peroksysomow lub innych plastydow przez te organelle. Zagadnienie to z pew-
no$cig wymaga dalszych badan.

LIPOFAGIA

Lipofagia jest rodzajem selektywnej autofagii, w ktorej degradacji ulegaja cia-
la tluszczowe (zwane tez ciatami olejowymi, oleosomami, lub kroplami tluszczu).
Ciata thuszczowe odgrywaja istotng rol¢ w magazynowaniu energii oraz sktadnikow
odzywczych u grzybow, roslin i zwierzat. Zawieraja one gtownie triacyloglicerole,
a u zwierzat rowniez estry steroli (np. cholesterolu). Zaangazowane s one w me-
tabolizm tluszczowy, utrzymywanie homeostazy, a u ssakow ich nieprawidtowy
obrot powodowac moze wiele choréb [106]. Do niedawna uwazano, ze degradacja
ciat thuszczowych odbywa si¢ w cytoplazmie, w wyniku dziatania lipaz [7, 124].
Jednakze badania wykonane na hepatocytach myszy (zaréwno typu dzikiego, jak
iz wyciszonym genem ATG7) potwierdzity udziatl procesu makroautofagii (ma-
krolipofagii) w degradacji ciat tluszczowych. Badania mikroskopowe hepatocy-
tow myszy pozwolily zidentyfikowa¢ trzy rodzaje autofagosomédw. Niektore z nich
zawieraly wylacznie ciata thuszczowe (drugi rodzaj autofagosomoéw zawierat ciata
thuszczowe 1 inne elementy komorki, a trzecia grupa autofagosomow w ogole nie
zawierala ciat thuszczowych) [106]. Autofagiczng degradacje ciat thuszczowych po-
twierdzono rowniez u grzybow i roslin. U drozdzy rosngcych na pozywce wzboga-
conej w kwas oleinowy (indukuje on biosyntezg triacylogliceroli i powstawanie ciat
thuszczowych) stwierdzono degradacje ciat thuszczowych w procesie mikroautofa-
gii. W procesie tym uczestniczylo wiele rdzeniowych dla autofagii biatek Atg, ale
nie byto wéréd nich Atgl1 i Atg20. Swiadczy to jednoznacznie o odmiennosci tego
procesu od retikulofagii, peksofagii czy mitofagii, pomimo tego, ze ciala ttuszczo-
we zlokalizowane sg w bezposrednim sasiedztwie retikulum endoplazmatycznego,
peroksysomow i mitochondriow [117]. U mutantow autofagicznych ryzu (atg7-1)
zaobserwowano spowolnienie dojrzewania ziaren pytku i meska sterylnosé z po-
wodu zablokowania degradacji cial olejowych w komorkach tapetum. W warun-
kach normalnych autofagiczna degradacja ciat olejonych jest bowiem niezbgdna
do prawidtowej regulacji metabolicznej i podazy substancji odzywczych w rozwi-
jajacych sie precikach [37, 56]. W pomejotycznych komdrkach tapetum ryzu tworza
si¢ struktury podobne do autofagosomow oraz pojawiajg si¢ liczne ciala olejowe we-
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wnatrz wakuol. Natomiast u mutantow ryzu atg7-1 nie zaobserwowano takich pro-
cesOw [56]. Lipofagi¢ zidentyfikowano rowniez u Auxenochlorella protothecoides
— jednokomorkowej, miksotroficznej mikroalgi. Organizm ten wykazuje zdolno$ci
fotoautotroficzne gdy jest eksponowany na dziatanie §wiatla. Jednakze przy ograni-
czeniu dostepnosci azotu i odzywieniu glukozg organizm ten staje si¢ heterotroficzny.
Zmiana $rodowiska powodujaca heterotrofi¢ indukuje szybki wzrost komorek glonu
1 akumulacje thuszczu (>50% suchej masy). Z kolei zmiana z trybu heterotroficznego
na autotroficzny (HA; z ang. Heterotrophy-to-4utotrophy) stymuluje wiele zmian
morfologicznych, anatomicznych i biochemicznych, w tym radykalny i szybki spa-
dek zawartosci thuszczu. Dzigki zastosowaniu mikroskopii elektronowej, zaobser-
wowano pojawianie si¢ w komoérkach wakuol autofagicznych podczas procesu HA.
Obserwowana degradacja ciat olejowych przebiegata na drodze mikroautofagii,
gdyz stwierdzono pochtanianie ciat olejowych przez wakuole wskutek tworzenia
si¢ wpuklen tonoplastu [128].

LIZOFAGIA

Lizosomy sg to organelle zawierajace enzymy hydrolityczne i uczestnicza one
w degradacji roznych komponentéw komorki. Zaangazowane sa m. in. w proces se-
lektywnej jak 1 nieselektywnej autofagii komorkach zwierzecych. Prawidlowo funk-
cjonujace lizosomy oddzielaja enzymy lityczne od pozostatych elementow komorki.
Jednakze lizosomy uszkodzone moga w sposob niekontrolowany uwalnia¢ swoja
zawarto$¢ do cytozolu, powodujagc tym samym powazne zaburzenia w strukturze
1 metabolizmie komorki. Przyktadem lizosomalnych enzymow sa katepsyny, ktorych
uwolnienie do cytozolu wywotuje apoptoze [39]. Takie wadliwe lizosomy usuwane sa
z komorki w procesie zwanym lizofagia, ktora jest selektywnym rodzajem makroau-
tofagii. Lizofagi¢ badano jak do tej pory tylko w kultywowanych in vitro liniach ko-
morkowych ssakow (J774, MEF, NIH3T3, HeLa, Plat-E), a uszkodzenia lizosoméw
wywolywano chemicznie. Proces lizofagii prawdopodobnie jest zalezny od ubikwi-
tyny i uczestniczg w nim biatka LC3 (zwierzecym homologiem rodziny biatek AtgS8)
1 p62. Nie wiadomo jednak w jaki sposob ubikwityna przylacza si¢ do uszkodzonych
lizosomow i jaki jest udziat biatek Atg w lizofagii [39, 44, 72, 87].

NUKLEOFAGIA

Nukleofagia jest rodzajem selektywnej autofagii, podczas ktorej degradacji ule-
gaja uszkodzone lub nieuzywane czgsci jadra komorkowego, a nawet cale jadra.
Organelle te odpowiedzialne sa za przechowywanie i ekspresj¢ genomu. Dlatego
zachowanie jego petnej funkcjonalnosci jest szczego6lnie istotne niemalze dla kazdej
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zywej komorki. Nukleofagia zachodzi¢ moze zaréwno na drodze mikro- jak i ma-
kroautofagii, ale tez w sposob opisany dla megaautofagii [79]. W zaleznosci jednak
od mechanizmu dostarczania fragmentdw jadra do wakuoli lub lizosomu i w zalezno-
$ci od natury tadunku wyréznia si¢ kilka odmian nukleofagii. Opisang u Saccharomy-
ces cerevisiae odmiang mikronukleofagii jest tzw. fragmentaryczna mikroautofagia
jadra (ang. Piecemeal Microautophagy of the Nucleus, PMN). Proces ten inicjowany
jest przez potaczenie blon jadra komoérkowego i wakuoli poprzez interakcje pomiedzy
tonoplastowym komponentem Vac8 i elementem otoczki jadrowej — Nvj1. Kolejnym
etapem jest powstanie inwaginacji tonoplastu, w ktérym znajdzie si¢ fragment otocz-
ki jadrowej i pewna cze¢$¢ nukleoplazmy. Inwaginacja tonoplastu poglebia si¢ i prze-
ksztalca si¢ w wewnatrz wakuolarny pecherzyk sktadajacy si¢ z trzech bton (tonoplast
i dwie btony otoczki jadrowej) 1 porcji nukleoplazmy. Jadro komérkowe i wakuola od-
dzielaja si¢, a zawartos¢ pecherzyka wewnatrz wakuoli ulega degradacji. PNM umoz-
liwia dostarczenie do wakuoli takich sktadnikow jadra, ktdre sa odseparowane przez
otoczke jadrowa, a w pewnych stadiach rozwojowych nie sa potrzebne. Przyktadem
takiego tadunku moze by¢ granularne jaderko, ktére wzbogacone jest w pre-ryboso-
my. Jednakze takie komponenty jak chromatyna, kompleksy poréw otoczki jadrowej
lub elementy wrzeciona kariokinetycznego nie ulegaja degradacji wskutek PMN [79].
Efektywna degradacja elementow jadra podczas PMN wymaga ekspresji rdzeniowych
dla autofagii genow ATG. Jednakze udziat biatek Atg zdaje si¢ by¢ ograniczany tylko
do koncowych stadiéw tego procesu, a mianowicie do etapu odrywania si¢ fragmentu
jadra komoérkowego i1 zamykania si¢ tonoplastu [79]. Inng odmiang mikronukleofa-
gii jest tzw. nukleofagia pézna. Ta odmiana nukleofagii zachodzi u Saccharomyces
cerevisiae podczas wydtuzonego glodu azotowego (20-24h). W przeciwienstwie do
PMN, nukleofagia p6zna zachodzi bez udziatu Vac8 i Nvjl, a tym samym bez $cistej
integracji tonoplastu i otoczki jadrowej [79]. U Saccharomyces cerevisiae zachodzi¢
tez moze tzw. programowana destrukcja jadra (ang. Programmed Nuclear Destruc-
tuin, PND). Ta odmiana nukleofagii zachodzi w komorkach, ktore wskutek gltodu
azotowego wytwarzajg spory. Diploidalna komorka drozdzy wytwarza cztery spory,
aich powstanie poprzedzone jest wytworzeniem czterech jader na drodze mejozy.
Jednakze w pewnych warunkach suboptymalnego odzywienia weglowego powstaja
tylko dwie spory, a dwa pozostale jadra ulegaja degradacji wskutek uwolnienia do
cytoplazmy litycznej zawartosci wakuoli. Ten sposob degradacji elementow komorki
nie jest specyficzny dla jader komdrkowych, lecz jest to proces megaautofagii [79].
U grzybow nitkowatych (np. u Aspergillus oryze, Magnaporthe oryze) zachodzié
moze autofagiczna degradacja catego jadra komdrkowego. Grzyby te zbudowane sa
z komorek zawierajacych wiele jader, wiec usuniecie niektorych z nich nie wywotuje
negatywnych skutkow, a wrecz przeciwnie, jest to sposob pozyskiwania substancji
odzywczych przez niektore komorki. Degradacja jadra u tych grzybow zachodzi na
drodze makronukleofagii, gdyz potwierdzono pojawianie si¢ autofagosomow i Atg8
(markera autofagosomu) [79].
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Wystepowanie nukleofagii zaobserwowano réwniez u organizmow zwierze-
cych. U Tetrahymena termophila (modelowy protist zwierzecy, orzesek) wystepo-
wacé moga dwa amitotyczne jadra (duze i mate). Podczas rozmnazania ptciowego
jadro duze ulega programowanej degradacji (PND), ale nie wyklucza si¢ powsta-
wania rowniez autofagosomow, wskazujacych na proces makronukleofagii. W ba-
daniach prowadzonych na fibroblastach myszy zaobserwowano np. wystepowa-
nie histonéw H1 w niektorych autofagosomach. A w komorkach wystgpujacego
u czlowieka kostniakomigsaka (nowotwor kosci) potwierdzono makroautofagiczng
degradacj¢ nietypowych, matych jader [79]. W literaturze brak jest jakichkolwiek
informacji na temat wystepowania nukleofagii w komorkach roslinnych.

AGREFAGIA

Jest to rodzaj selektywnej makroautofagii, podczas ktorej degradacji ulegaja nie-
funkcjonalne agregaty biatkowe. Glownym sposobem usuwania z komorki uszko-
dzonych biatek jest ich ubikwitynizacja i degradacja przez proteasomy 26S. Jednakze
biatka o niewlasciwej strukturze mogg wykazywac tendencje¢ do tworzenia agre-
gatdéw, ktérych degradacja przez proteasomy jest mato efektywna lub niemozliwa.
Ponadto agregaty biatkowe moga ogranicza¢ lub blokowa¢ dziatanie proteasomow,
aich akumulacja w komoérkach zwierzgcych moze by¢ przyczyna choréb neurode-
generacyjnych. Spadkowi wydajnosci proteasomdw czesto towarzyszy nasilenie au-
tofagii, podczas ktorej w wybidrczy sposob degradowane sg agregaty biatkowe [70].
U roélin jedna z przyczyn tworzenia si¢ niefunkcjonalnych agregatow biatkowych sa
oksydacyjne uszkodzenia biatek wywolywane przez rézne stresy abiotyczne, a ich
nasilony autofagiczny rozktad obserwowany jest w warunkach gtodu [32]. Wartym
nadmienienia jest fakt, ze degradacja agregatow bialkowych zachodzaca w warun-
kach glodu (cukrowego, azotowego, fosforowego) w komorkach BY-2 tytoniu byta
pierwszym opisanym rodzajem selektywnej autofagii u roslin [113].

Istotnymi elementami agrefagii w komoérkach ssakéw sa biatka p62, BRI,
OPTN, NDP52 i Tollip. Petnig one funkcje receptoréw agregatéw biatkowych i sa
tez adaptorami wchodzgcymi w interakcje z LC3 lub GABARAP podczas ksztat-
towania si¢ autofagosomu [70]. Agrefagia u roslin nie zostata jeszcze tak dobrze
poznana jak u zwierzat, ale u Arabidopsis zidentyfikowano homolog zwierzgcego
NBRI1. Roslinny NBR1 (AtNBRI1, At4g24690) jest strukturalng i funkcjonalng
hybryda zwierzecego p62 i NBR1 i moze wigzaé si¢ z Atg8 i ubikwitynowanymi
biatkami [32]. Innym ro$linnym receptorem/adaptorem istotnym podczas agrefa-
gii jest biatko Joka2, ktore zostato zidentyfikowane u tytoniu. Podobnie jak At-
NBRI jest ono hybryda zwierzecych p62 i NBR1 i wchodzi w interakcje z Atg8
i ubikwityng. [32, 131]. Zaobserwowano wzrost ekspresji Joka2 w komorkach
tytoniu podczas glodu azotowego i siarkowego, co moze wskazywac¢ na udzial
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agrefagii w ros§linnych reakcjach obronnych zwigkszajacych tolerancje na stresy
srodowiskowe [32, 131]. Nadmieni¢ jednak nalezy, ze NBR1 (zaré6wno roslinne
jak i zwierzece) i Joka2 mogg taczy¢ si¢ z roznymi biatkami, ktore ulegajg ubi-
kwitynizacji. Nie mozna zatem wykluczy¢ udzialu tych dwoch biatek w innych
rodzajach selektywnej autofagii, np. w peksofagii.

ZYMOFAGIA

Jest to rodzaj selektywnej autofagii, ktory chroni komorki trzustki przed obumie-
raniem w stanach zapalnych. Glowng funkcja trzustki jest synteza i sekrecja enzy-
moéw trawiennych, ktore syntetyzowane sg jako zymogeny (np. trypsynogen), czyli
enzymy nieaktywne. Zymogeny akumulowane sg w komorkach trzustki w formie
granul, az do czasu ich sekrecji. Granule zymogenu sg potencjalnie niebezpieczne,
gdyz aktywacja enzymow trawiennych wewnatrz komorek trzustki prowadzi do
samostrawienia organu i okolicznych tkanek (ostre zapalenie trzustki). Zymofagia,
czyli selektywna degradacja granul zymogenu, uruchamiana jest w komoérkach pe-
cherzykow wydzielniczych trzustki w stanach zapalnych i prowadzi do odseparo-
wania i zdegradowania granul zawierajacych aktywowane zymogeny, chronigc tym
samym komorki trzustki przed samozniszczeniem. Zymofagie badano w komoérkach
genetycznie modyfikowanych myszy (ELAI-VMP1) oraz w kultywowanych in vitro
liniach komérkowych (linia komérek C57BL6J myszy i linia modelowych komorek
trzustki AR42J szczura). U zwierzat zapalenie trzustki wywotywane byto poprzez
iniekcje ceruleiny. Wykazano, ze zymofagia chroni komorki trzustki zarowno po-
przez zapobiegnie aktywowaniu trypsynogenu, ale tez wskutek usuwania granul za-
wierajacych juz aktywna trypsyne. Wystepowanie zymofagii potwierdzono rowniez
u cztowieka podczas ostrego zapalenia trzustki. Biatkami uczestniczacymi w zymo-
fagii sg: zwigzane z autofagig biatko VMP1, zalezna od ubikwityny proteaza USP9x
i biatko wigzace ubikwityne p62. Zaobserwowano, ze VMP1 wchodzi w interakcje
z USP9x, co wskazuje na udziat ubikwityny w mechanizmie rozpoznawania i selek-
cji granul zymogenu podczas tworzenia si¢ autofagosomu [34].

ALLOFAGIA

Jest to rodzaj selektywnej makroautofagii umozliwiajacy eliminacj¢ z komorki
obcych (nie swoich) komponentow. Najlepiej poznanym przykltadem allofagii jest
selektywna, autofagiczna degradacja ojcowskich mitochondriow i innych kompo-
nentdow plemnika, zachodzaca bezposrednio po zaptodnieniu i podczas wczesnej
embriogenezy. W trakcie zaptodnienia komorki jajowej, plemnik dostarcza nie tyl-
ko materiat genetyczny, ale tez inne komponenty komérkowe, takie jak mitochon-
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dria, centriole czy cytoplazme¢. Badania przeprowadzone na modelowym nicieniu
Caenorhabditis elegans pokazaty, ze juz w pierwszych minutach po zaptodnieniu
pojawiaja si¢ autofagosomy. Tworza si¢ one w poblizu komponentéw plemnika
i w bezposrednim sgsiedztwie miejsca w ktorym plemnik wniknat do komorki ja-
jowej. W autofagosomach zidentyfikowano przede wszystkim ojcowskie mitochon-
dria, ale tez inne wyspecjalizowane organelle pochodzace z plemnikoéw. Zawarto$¢
autofagosomow ulegata lizosomalnej degradacji w trakcie wczesnej embriogene-
zy. Mitochondria pochodzace od matki, czyli te znajdujace si¢ w komorce jajowej
od samego poczatku jej istnienia, nie byly degradowane. Zatem dziedziczenie
genow mitochondrialnych jest skutkiem autofagicznej eliminacji mitochondrial-
nych gendéw ojcowskich, ktéra zachodzi bezposrednio po zaptodnieniu. W zygo-
tach Caenorhabditis elegans z uposledzonym przebiegiem autofagii, ojcowskie mi-
tochondria i zgromadzony w nich materiat genetyczny wyst¢gpowaty w komorkach
az do stadium larwalnego. W badaniach tych wykorzystano autofagicznego mutanta
Iggl lub komorki z wyciszong ekspresja LGG-1 i LGG-2. Biatka te s3 homologa-
mi LC3 (homolog Atg8). Stwierdzono rowniez, ze LGG-1 1 LGG-2 wystepuja juz
w komorce jajowej przed zaplodnieniem, pochodzg wigc od matki [96, 102, 103].

Istotnym elementem allofagii jest przylaczenie ubikwityny do komponentow
plemnika wewnatrz zaplodnionej komorki jajowej. U Caenorhabditis elegans
ubikwitynizacji nie ulegaja jednak mitochondria i ciggle nie wiadomo co jest sy-
gnatem kierujgcym te organelle do powstajacych autofagosomow. Wiadomo na-
tomiast, ze w allofagii uczestniczy UNC-51 (homolog Atgl/ULK1), Atg5, Atg7
1Atgl8. Stwierdzono réwniez, ze w oocytach myszy tuz po zaptodnieniu pojawia-
ja si¢ takie markery autofagii jak LC3, GABARAP, p62 i K63-ubikwityna. Taki
wynik sugeruje zachodzenie allofagii rowniez u ssakow i wskazuje na konserwa-
tywnos$¢ tego procesu wsrod zwierzat [96, 102, 103]. Inne badania potwierdzi-
ly gromadzenie si¢ p62 i LC3 wokot ojcowskich mitochondriow bezposrednio
po zaptodnieniu komoérek jajowych myszy. Jednakze mitochondria nie ulegaty
lizosomalnej degradacji bezposrednio po zaptodnieniu, lecz rozprzestrzenialy sig¢
w zygocie i trwaty do stadium moruli [68].

KSENOFAGIA

Zasadniczo, ksenofagia jest procesem selektywnej, makroautofagicznej degra-
dacji r6znych patogenow (bakterie i wirusy). Jednakze w szerszym znaczeniu, pod-
czas ksenofagii rozktadane sg tez inne obce, ale niemikrobiologiczne obiekty (np.
zwiazki zelaza). Ten szczeg6lny rodzaj ksenofagii nosi nazwe ferrytynofagii [73].
Wyrdznia si¢ tez symbiofagie, czyli autofagiczng degradacje symbiotycznego part-
nera [11]. Pomimo tego, ze patogeny wyksztatcity rozne mechanizmy utatwiajace
im przezycie w komoérkach gospodarza, to moga one by¢ przechwytywane przez
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autofagosomy i dostarczane do kompartymentéw litycznych (np. autolizosomy
u zwierzat), gdzie ulegaja degradacji. Ksenofagia jest wigc komérkowym mecha-
nizmem obronnym przeciwko mikroorganizmom znajdujacym si¢ w cytozolu i jest
elementem odporno$ci wrodzonej i nabytej [54]. W komdrkach zwierzecych pato-
geny moga tez by¢ utylizowane podczas fagocytozy (w skrocie nazywang LAP;
ang. LC3 Associated Phagocytosis). Jest to proces bardzo podobny do ksenofagii,
ale podczas LAP z lizosomami 13czg si¢ fagosomy, ktére tworzg si¢ z plazmalemy
i zbudowane sa z pojedynczej btony. Natomiast w trakcie ksenofagii, z lizosomami
aczg si¢ autofagosomy, ktore powstaja z fagofory w cytozolu i zbudowane sg z bto-
ny podwdjnej. Podczas LAP degradacji ulegaja patogeny, ktore zlokalizowane sg
poza komorka, natomiast w trakcie ksenofagii niszczone sa mikroorganizmy, ktore
weczesniej przedostaty sie do wnetrza komorki [11, 54]. Nie mozna tez wykluczy¢,
ze oba te procesy zachodzi¢ mogg w komorce jednoczesnie [54]. Do strategii umoz-
liwiajacych przezycie patogenéw wewnatrz komorki gospodarza zalicza sig: i) lizg
i uwolnienie si¢ z fagosomow lub wakuoli, i7) modyfikacje fagosomow oraz iii) prze-
zycie w kwasnym $rodowisku kompartymentow degradacyjnych komorki. Szcze-
gotowe informacje na temat bakterii i stosowanych przez nie wyzej wymienionych
strategii zostaty zawarte w publikacji przegladowej Pareja i Colombo 2013 [92].

Kluczowym etapem ksenofagii jest rozpoznanie bakterii w obrgbie komorki go-
spodarza. Uwaza si¢, ze w komorkach zwierzecych kluczowe sg tutaj biatka LC3
1 p62. Zatem wykorzystywane sg te same biatka receptorowe/adaptorowe, ktore sg
istotne podczas autofagicznej degradacji biatek 1 agregatow biatkowych (agerfagia;
punkt 3.9.) [92]. Przyktadem bakterii, ktora eliminowana moze by¢ w procesie kse-
nofagii jest Salmonella enterica (S. typhimurium). Po wniknieciu bakterii do cyto-
zolu komorki zwierzecej, zostaje ona pokryta licznymi czasteczkami ubikwityny,
a do ubikwitynowanych biatek przyltaczaja si¢ nastepnie p62, NDP52 (z ang. Nuc-
lear Dot Protein 52 kDa) i optineuryna (OPTN). Sa to biatka receptorowe/adapto-
rowe, wigzace si¢ z LC3, ktory zasocjowany jest z btong rosnacej fagofory (ksztal-
tujacego si¢ autofagosomu). W podobny sposob ksenofagii ulega¢ moga rowniez
Streptococcus pyogenes i Shigella flexneri [92].

Podczas ksenofagii bakterii uczestnicza réozne biatka Atg, takie jak Atg9 (po-
twierdzone w ksenofagii Salmonella) [54], Atg5 (Shigella) czy Atg5, Atg8 i Atgl2
(Burkholderia cenocepacia) [92]. Stwierdzono tez, ze pomimo sprawnie funkcjo-
nujacej autofagii i LAP w komoérkach gospodarza, bakteriom udaje si¢ uniknagé
degradacji. Przypuszcza sig, ze oprocz trzech wyzej wymienionych strategii uni-
kania przez bakterie degradacji podczas LAP [92], istnieje tez dodatkowy mecha-
nizm umozliwiajacy przezycie bakterii, polegajacy na obnizeniu ekspresji genow
ATG gospodarza. Nizsza ekspresje ATG stwierdzono np. podczas infekcji ludz-
kich limfocytow Francisella tularensis. Obnizong ekspresje genow ATG (ATGS,
ATGS8 1 ATG12) powoduje tez Burkholderia cenocepacia w komorkach pacjentow
chorych na mukowiscydoze. U takich pacjentéw stwierdzono réwniez obnizony
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poziom ekspresji ATG i dysfunkcjonalng autofagie w komorkach nabtonkowych
nawet w warunkach braku infekcji, co moze by¢ jedna z przyczyn wigkszej przezy-
walnos$ci Burkholderia u chorych na mukowiscydoze [92].

Ksenofagii mogg ulegac¢ takze wirusy lub ich niektore komponenty. Biatka wi-
rusowe moga stymulowac lub ograniczac¢ autofagiczng eliminacj¢ tych patogenow.
Stwierdzono, ze wydajno$¢ autofagii wzrasta podczas infekcji wirusem grypy, den-
gi (choroba tropikalna), czy podczas wzmozonej ekspresji biatka HBx wirusa B
zapalenia watroby. Stymulacja autofagii wywolana jest przez wirusowe biatko (np.
NS4A lub HBx). Zakazone komorki sg w takich okoliczno$ciach chronione przed
apoptoza, a to daje wirusom wiecej czasu na replikacj¢. Natomiast biatko ICP34.5
wirusa opryszczki spowalnia autofagie poprzez interakcje z biatkiem Beclinl (ana-
log drozdzowego Atg6 u ssakdw). Ograniczenie autofagii jest jedng z mozliwych
strategii przezycia wirusa i unikniecia reakcji obronnych gospodarza [54]. Stwier-
dzono rowniez, ze podczas infekcji wirusem C zapalenia watroby istotne sa takie
biatka zwigzane z autofagia jak Beclinl, Atg4B, Atg5 czy Atgl2, ale biatka te wy-
korzystywane sg przez wirusa do zainicjowania jego replikacji [54].

Wiedza dotyczaca udziatu procesow autofagicznych w reakcjach obronnych
u roslin jest znacznie skromniejsza niz zakres danych dotyczacy komorek zwie-
rzgcych. Wiadomo jednak, ze procesy autofagiczne moga by¢ jednym z elementow
obrony roslin przed atakiem patogendéw. U roélin atak patogena doprowadza¢ moze
m. in. do tzw. reakcji nadwrazliwosci, podczas ktorej komorka roslinna obumiera,
powstrzymujac tym samym rozprzestrzenianie si¢ infekcji. Jest to swoisty rodzaj
programowanej $mierci komorki roslinnej. Szereg badan wskazuje na udziat autofa-
gii w stymulowaniu lub ograniczaniu reakcji nadwrazliwosci w komorkach ro$lin-
nych [46, 51, 110, 122]. Jednakze nie ma zadnych danych, jak do tej pory, ktére po-
twierdzityby lub wykluczytyby wystgpowanie ksenofagii w komorkach roslinnych.

TRANSPORT CYTOPLAZMA-WAKUOLA

Transport cytoplazma-wakuola (ang. Cyfoplasm-to-vacuole-targeting, Cvt) jest
jednym z pierwszych dobrze zbadanych rodzajow selektywnej autofagii u drozdzy
i polega on na dostarczaniu do wakuoli r6znych biatek. Jednakze tadunek dostar-
czony do wakuoli nie ulega degradacji, gdyz organella ta jest docelowym miejscem
dziatania transportowanych w ten sposob bialek. Cvt jest wiec przyktadem biosyn-
tetycznej, a nie degradacyjnej funkcji autofagii. W trakcie Cvt istotng funkcj¢ petnia
pecherzyki zbudowane z podwojnej blony, ale nie nazywa si¢ ich autofagosomami,
lecz pecherzykami Cvt. Formowanie pecherzykow Cvt nastepuje w PAS (miejsce
formowania si¢ fagofory) [31, 114]. Biatkami transportowanymi z cytoplazmy do
wakuoli moga by¢ np. prekursory aminopeptydaz (np. Apel, Ape4). Proces Cvt
rozpoczyna si¢ od powstania dodekamerow prApel (prekursor Apel). Dodekamery
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lacza si¢ nastepnie w wiekszy kompleks, do ktorego przylaczaja si¢ inne wakuolarne
hydrolazy (np. Ape4 czy a-mannozydaza). Receptorem/adaptorem takiego komplek-
su jest Atgl9, ktore przytacza sie¢ do prApel ipowoduje przesuwanie si¢ tadunku
w kierunku PAS. Nastepnie Atgl9 wchodzi w interakcje z Atgll 1 Atg8, umozliwia-
jac tym samym przytaczenie tadunku do fagofory i wyksztalcenie si¢ pecherzyka Cvt
[31, 114]. Zewngtrzna btona pecherzyka Cvt ulega fuzji z tonoplastem, a do wnetrza
wakuoli uwolnione zostaje cialo Cvt (analog ciata autofagowego), ktore ulega czg-
sciowej destrukcji przez Atgl5 — wakuolarng lipaze. Degradacji ulegaja Atg8 i Atg
11, natomiast prApel po proteolitycznej obrobcee staje si¢ aktywnym enzymem [114].

INNE RODZAJE AUTOFAGII SELEKTYWNEJ

Antocyjaniny (ros$linne barwniki z grupy flawonoidéw) syntetyzowane sa
w cytoplazmie, ale miejscem ich deponowania w komorce jest wakuola, w kto-
rej wystepuja w formie rozpuszczonej i pod postacia inkluzji (ang. Anthocyanic
Vacuolar Inclusion, AVI). Siewki autofagicznych mutantow Arabidopsis (atg5,
atg9, atgl0) akumuluja wyraznie mniej AVI niz rosliny typu dzikiego. Zastoso-
wanie induktora powstawania AVI, jakim jest ortowanadian sodu, nie wywoluje
zwiekszenia liczebnosci AVI u mutantdw, tak jak ma to miejsce u roslin typu dzi-
kiego [95]. Takie dane sugeruja, ze w transport antocyjanin do wakuoli zaangazo-
wane moga by¢ procesy autofagiczne (ale tadunek nie ulegalby degradacji) [32,
95]. Jednakze analiza transkryptomiczna pokazala, ze u autofagicznych mutan-
tow Arabidopsis nastepuje wyrazne obnizenie ekspresji gendw kodujacych klu-
czowe enzymy i biatka regulatorowe zaangazowane w biosynteze flawonoidow,
a nadekspresja odpowiedniego czynnika transkrypcyjnego (PRODUCTION OF
ANTOCYJANIN PIGMENT1) przywraca akumulacj¢ antocyjanin w wakuolach
mutantow [75]. Wobec takich danych narastaja watpliwosci, czy procesy autofa-
giczne uczestniczg w transporcie antocyjanin do wakuoli. Gdyby jednak udziat
procesdOw autofagicznych w transporcie antocyjanin do wakuoli zostal potwier-
dzony, to bylby to przyktad niedegradacyjnej funkcji autofagii.

W komorkach roslinnych autofagicznej degradacji ulega¢ moga porfiryny. Wolny
hem (zelazoporfiryna) w komorkach roslinnych moze by¢ toksyczny, ale obserwuje
si¢ jego przejsciowa akumulacje podczas reakcji na abiotyczne czynniki stresowe.
Jako grupa prostetyczna wielu biatek oraz jako molekuta sygnalna hem stanowi ele-
ment systemu obrony komorki przed reaktywnymi formami tlenu. Abiotyczne czyn-
niki stresowe powoduja rowniez indukcje ekspresji blonowych bialek TSPO, petnia-
cych regulatorowe funkcje w roznych reakcjach obronnych. Biatka te moga tez wigzaé
hem [118] i inne porfiryny, i uwaza sig, ze sa to biatka odpowiedzialne za utrzymanie
stezenia wolnego hemu na odpowiednio niskim, nietoksycznym poziomie. Badania
wykonane na autofagicznym mutancie Arabidopsis atg5, pokazaty, ze kompleksy
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TSPO i hemu sg degradowane w trakcie autofagii. Lokalizowano je w autofagoso-
mach, a po zastosowaniu konkanamycyny A rdwniez w ciatach autofagowych. Sto-
sujac techniki mikroskopowe i fluorescencyjne stwierdzono tez wspotwystepowanie
TSPO i Atg8e [32, 118, 119]. Sugeruje si¢, ze TSPO w komorkach roslinnych petnig
funkcje autofagicznego receptora porfiryn (a przynajmniej tych porfiryn, ktére sg dla
komorek roslinnych toksyczne) [119].

AUTOFAGIA ZALEZNA OD CHAPERONOW

Autofagia zalezna od chaperonoéw (ang. Chaperone-Mediated Autophagy, CMA)
wystepie tylko w komorkach ssakéw i jest jednym ze sposobow selektywnej, lizoso-
malnej degradacji bialek. Jest to proces, ktory przebiega odmiennie od opisywanych
w tym artykule r6znych rodzajow makro- czy mikroautofagii, gdyz podczas CMA nie
powstajg autofagosomy czy inwaginacje blony lizosomu, lecz przeznaczone do degra-
dacji biatka transportowane sg bezposrednio z cytoplazmy do lizosomu. W przebiegu
CMA nie uczestniczg biatka Atg, lecz istotnym elementem tego procesu sg chaperony
(zwane tez biatkami opiekunczymi). Biatka-substraty, ktore mogg by¢ degradowane
podczas CMA musza mie¢ specyficzny, pentapeptydowy motyw, do ktorego przyta-
cza si¢ konstytutywny chaperon hsc70. Zaznaczone w ten sposob biatko kierowane
jest do powierzchni lizosomu. W btonie lizosomu zakotwiczone jest biatko-receptor
LAMP-2A. Przylaczenie si¢ przeznaczonego do degradacji biatka do cytozolowego
ogona tego receptora powoduje rozprostowanie biatka i powstanie btonowego kom-
pleksu umozliwiajgcego przeniesienie tadunku do wnetrza lizosomu. Transmembra-
nowy kompleks transportujacy biatko do lizosomu sktada si¢ z kilku LAMP-2A. We-
whnatrz lizosomu biatko ulega degradacji [13, 20, 21, 50, 87].

CMA ma istotne znaczenie w obrocie metabolicznym i w systemie kontroli ja-
kosci, usuwajac z komorki uszkodzone i niefunkcjonalne biatka. CMA jest przez to
waznym elementem systemu regulacji metabolizmu komoérkowego, wplywajacym
na poziom réznych enzymoéw, czynnikow transkrypcyjnych i wielu innych biatek.
Zaburzenia w przebiegu CMA zwigkszajg wrazliwos¢ komorek na réznego rodzaju
stresy 1 moga by¢ istotne w rozwoju choréb nowotworowych i neurodegeneracyj-
nych [13, 20, 21]. CMA i inne rodzaje autofagii zachodzg z bazowa wydajnos$cia
podczas normalnego wzrostu i rozwoju organizmu, ale ulegaja wyraznemu nasi-
leniu podczas deficytu substancji odzywczych. Zaobserwowano, ze w warunkach
gtodu w komoérkach ssakow w pierwszej kolejnosci szybkiemu, ale raczej krotko-
trwalemu nasileniu ulega makroautofagia. Natomiast intensyfikacja CMA rozpo-
czyna si¢ pozniej, przebiega w sposob tagodniejszy, a sam proces moze trwac kilka
dni [13, 21]. Przypuszcza si¢, ze jednym z substratow CMA sg biatka Atg, a ich de-
kompozycja podczas CMA jest mozliwg przyczyna szybkiego spadku wydajnosci
makroautofagii podczas deficytu substancji odzywczych [13].
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PODSUMOWANIE

Wyniki badan wykonanych w ostatnich latach jednoznacznie wskazuja na to,
ze spojrzenie na autofagi¢ musiato ulec zmianie. Autofagia umozliwia bowiem nie
tylko przezycie komoérki w warunkach gtodu cukrowego czy azotowego, ale jest tez
niezwykle istotnym procesem bioracym udziat w obrocie metabolicznym, w utrzy-
maniu homeostazy komorki, czy tez w reakcjach obronnych. Te funkcje autofagii
zwigzane sg jednak z bardzo precyzyjnym i wybidrczym degradowaniem poszcze-
gblnych komponentow komorki. O ile ogolny schemat przebiegu autofagicznej
degradacji poszczegdlnych organelli komorkowych, kompleksoéw biatkowych czy
makromolekut jest juz w miar¢ dobrze poznany, to nadal wiele pytan pozostaje bez
odpowiedzi. Przykladem moze by¢ relatywnie skromniejsza wiedza dotyczaca re-
ceptoréw poszczegdlnych komponentow komorkowych i sposobu ich ‘naznacza-
nia’ do autofagicznej degradacji. Przez wiele lat uwazano, ze autofagia jest proce-
sem konserwatywnym i zachodzi bardzo podobnie u r6znych, niespokrewnionych
ze sobg grup organizmow. Czgsto wiedze dotyczaca autofagii np. u drozdzy ekstra-
polowano np. na komoérki roslinne. Przyktadem moze tutaj by¢ zakladanie juz wiele
lat temu, ze peksofagia czy mitofagia zachodza w komorkach roslinnych. Wprawdzie
przebieg obu tych proceséw potwierdzono juz u roslin, ale okazuje sig, ze np. recep-
tory czy adaptory dla roslinnych peroksysomoéw i mitochondriow sg odmienne niz te
u grzybow czy w komorkach zwierzecych. Dlatego tez aktualne i przyszlte badania
nad poczatkowymi etapami roznych rodzajow selektywnej autofagii w komodrkach
grzybow, zwierzat, a w szczegolnosci roslin zdajg si¢ by¢ niezwykle istotne dla do-
ktadnego poznania przebiegu autofagii.
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