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Streszczenie

Autofagia jest procesem katabolicznym o fundamentalnym znaczeniu dla przetrwania okre-
séw niedobordéw sktadnikéw odzywczych i w recyklingu organelli komérkowych. W ostatnim
czasie obserwuje sie bardzo znaczacy wzrost zainteresowania badaniem autofagii, a zaburzenia
w jej przebiegu towarzysza wielu chorobom. Niestety, warsztat jakim dysponujemy w badaniu
autofagii pozostaje stosunkowo mato znany i ubogi. W pracy oméwiono najczesciej stosowane
metody badania autofagii. Oprécz mikroskopii elektronowej przedstawiono metody (fluore-
scencyjne i Western blotting) oparte na obserwacji przemian biatek MAP1LC3 i p62/SQSTM 1
—nalezacych do podstawowych markeréw autofagii.
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Summary
Autophagy is a cellular process fundamental for the survival of nutrient deficiency periods
and for organelle turnover. Recently much attention has been focused on autophagy as its im-
pairment has been found in many human diseases. Unfortunately, our apparatus for study of
the autophagy process is still unsatisfactory and not very well known. In this paper we would
like to shed light on and discuss autophagy methods. We present the methods (fluorescence
and Western blotting) based on conversions of MAP1LC3 and p62/SQSTM1 proteins, which
are the most common markers of the autophagy process.
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3-MA - 3-metyloadenina (3-methyladenine), ATG12-ATG5-ATG16L — geny zwigzane z autofagia
12,5,16L (autophagy-related genes), EGFP — wzmocnione zielone biatko fluorescencyjne (enhan-
ced green fluorescent protein), GFP - zielone biatko fluorescencyjne (green fluorescent protein),
MAP1LC3 - lekki tancuch 3 biatek zwigzanych z mikrotubulami 1A/1B (microtubule-associated
proteins 1A/1B light chain 3), mTOR - ssaczy cel rapamycyny, kinaza mTOR (mammalian target
of rapamycin), PE - fosfatydyletanoloamina (phosphatidylethanolamine), RFP - czerwone biatko
fluorescencyjne (red fluorescent protein), SDS - siarczan dodecylu sodu (sodium dodecyl sulfa-
te), SDS PAGE - elektroforeza w zelu poliakrylamidowym z dodatkiem siarczanu dodecylu sodu
(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis).

Wsrep

W ostatnim czasie obserwuje sie bardzo znaczacy wzrost
zainteresowania badaniem autofagii. Zaburzenia procesu
autofagii zaobserwowano w przebiegu choréb nowotwo-
rowych, neurodegeneracjnych, a takze w schorzeniach
wieicowo-naczyniowych i w zakazeniach drobnoustro-
jami [6,32]. Niestety, warsztat jakim dysponujemy w ba-
daniu autofagii pozostaje stosunkowo ubogi. W pracy
chcemy przyblizy¢ i oméwié stosowane metody badania
autofagii oparte na przemianie jednego z podstawowych
markerdéw autofagii - biatka LC3 (MAP1LC3 - microtubu-
le-associated proteins 1A/1B light chain 3).

Autofagia jest procesem katabolicznym o fundamental-
nym znaczeniu dla przetrwania okreséw niedoboréw
sktadnikéw odzywczych i w recyklingu organelli komér-
kowych [18]. Termin autofagia zostal wprowadzony w la-
tach sze$édziesigtych ub.w. przez Christiana De Duve jako
okreslenie trawienia cze$ci komdrek w ich wnetrzu i po-
chodzi od greckiego stowa @dayeiv (je$é) i przedrostka
avto- (sam, samo) i oznacza ,,samozjadanie”[12,15] .

Mozna wyréznié trzy typy autofagii: makroautofagie,
mikroautofagie i autofagie zalezng od bialek opiekuriczych
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Ryc. 1. Schematyczny przebieg procesu autofagii z uwzglednieniem degradadji biatek LC3-1/LC3-1I, p62/SQSTM1 i inhibitoréw przydatnych w badaniu autofagii
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[2,21]. W wielu pracach termin ,,autofagia” jest uzywany
jako okreslenie makroautofagii, tak tez bedzie stosowany
W naszej pracy.

OPIS PROCESU AUTOFAGII ZE SZCZEGOLNYM UWZGLEDNIENIEM
PRZEMIAN BIALKA LG3

Proces autofagii mozna podzieli¢ na cztery etapy (ryc. 1):

« inicjacje - podczas ktérej z fragmentu membrany two-
rzony jest omegasom,

« elongacje - obejmuje tworzenie sie fagoforu, jego po-
wiekszanie i zamkniecie wraz z zawarto$cia - czyli ksztal-
towanie sie autofagosomu,

« dojrzewanie autofagosomu - gdy nastepuje fuzja ze-
whetrznej bfony autofagosomu z lizosomem i powstaje
autolizosom,

« degradacje autolizosomu - ostateczny etap autofagii,
podczas ktérego zawarto$¢ autolizosomu jest degrado-
wana przez enzymy lizosomalne i uwalniana do cytopla-
zmy [17,30].

Procesy te reguluja biatka kodowane przez geny ATG (au-
tophagy-related genes), ktére zostaty doktadnie scharak-
teryzowane u drozdzy, a ich funkcje w duzym stopniu
mozna odnie$¢ do komérek eukariotycznych [2].

Indukcja autofagii jest ztozonym procesem, w ktérym
gtéwna role odgrywa kompleks biatka mTOR i jest ona
szczegbtowo opisana w literaturze [2,6,26]. Podczas inicjacji
nastepuje formowanie sie omegasomu z membran komdr-
kowych. Zrédtem btony komérkowej stuzacej jako zaczatek
omegasomu moga by¢ aparat Golgiego, retikulum endopla-
zmatyczne, btona komérkowa lub mitochondrialna [15,25].

W czasie wydluzania fagoforu przytacza sie do niego biat-
ko LC3, bedgce ssaczym homologiem biatka Atg8 obecne-
g0 w Saccharomyces cerevisiae [30]. Aby biatko LC3 moglo
sie przytaczy¢ do fagoforu, musi ulec modyfikacji (ryc. 2).
Polega to na odcieciu przez biatko Atg4B C-koticowego
fragmentu LC3 w taki sposéb, ze dochodzi do ekspozycji
reszty glicyny i powstania tzw. postaci cytosolowej LC3-
-1. W czasie przebiegu autofagii z udziatem Atg7 i Atg3
oraz kompleksu Atg12-Atg5-Atgl6L zachodzi koniugacja
LC3-I z fosfatydyloetanolaming (PE) za pos$rednictwem
wyeksponowanej reszty glicyny. Powstata w ten sposéb
lipidowa posta¢ LC3 - LC3-I1 [10] zdolna jest do potacze-
nia sie z wewnetrzng i zewnetrzng btona fagoforu [9,14].
Dodatkowo, LC3-II znajdujgce sie na fagoforze jest zaan-
gazowane w interakcje z biatkiem p62/SQTM1 bioracym
udziatl w zatadunku autofagosomu. Biatko p62/SQSTM1,
poprzez domene UBA (ubiquitin-associated domain) zlo-
kalizowang na C-koricu faczy sie ze sktadnikami koméor-
ki przeznaczonymi do degradacji [4], umiejscowiajac je,
wraz z LC3-I1, po wewnetrznej stronie fagoforu [8]. W wy-
niku elongacji nastepuje zamkniecie fagoforu i powsta-
je autofagosom - struktura, ktéra podwéjna membrang
otacza sktadniki komdrki przeznaczone do degradacji.
Po zamknieciu sie fagoforu kompleks Atg12-Atg5-Atgl6L
stopniowo oddziela sie od autofagosomu i nastepuje fuzja

autofagosomu z lizosomem. W jej wyniku powstaje autoli-
zosom, ktdrego zawarto$¢ wraz z LC3-111 p62/SQTM1 jest
degradowana przez katepsyny i lipazy [30]. Produkty tra-
wienia zawartych w autolizosomie sktadnikéw komérki,
w postaci najprostszych molekul, takich jak aminokwasy,
kwasy ttuszczowe, nukleotydy sa uwalniane z powrotem
do cytoplazmy i moga zostaé wykorzystane ponownie
[10]. W rezultacie poziom LC3-I1 i p62/SQTM1 wewnatrz
autolizosomu maleje po procesie autofagii (ryc. 2). Na-
tomiast LC3-1I znajdujace sie na zewngtrz membrany zo-
staje uwolnione przez Atg4B i ponownie przeksztalcone
w postaé LC3-I [ryc. 2]
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Ryc. 2. Transformagje biatka LC3, do ktérych dochodzi w czasie przebiegu autofagii.
PE: fosfatydyloetyloamina

METODY BADANIA AUTOFAGII

Mikroskopia elektronowa

Pierwszg metoda obserwacji autofagii byta transmisyjna
mikroskopia elektronowa (TEM). Nadal pozostaje ona naj-
bardziej niezawodng i czutg metoda obserwacji autofagii.
Polega na wykrywaniu i identyfikacji otoczonych podwéj-
ng membrang autofagosomdw, zawierajgcych fragmenty
nienaruszonych organelli i otoczonych pojedyncza btong
kwasnych autolizosoméw [1,20]. TEM umozliwia przede
wszystkim jako$ciowa analize autofagii, jednak sa po-
dejmowane préby pdtilosciowego badania autofagii za
pomocg tej metody [1]. Podstawowa zaletg mikroskopii
elektronowej jest bezpo$rednia obserwacja autofagoso-
méw, natomiast niewatpliwa wada jest trudno$¢ w roz-
réznianiu autofagosoméw i autolizosomdéw od innych
podobnych struktur wewngtrzkomérkowych (np. mito-
chondriéw i lizosoméw) [5,13] i wymaga duzego do$wiad-
czenia. Inng przeszkoda w stosowaniu tej metody jest to,
ze mikroskop elektronowy nie nalezy do standardowego
instrumentarium biologii molekularnej. Z tego wzgledu
duzg popularnosé zyskaty metody oparte na molekular-
nych markerach autofagii.
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Przemiany LC3 badane metodg Western
blotting

Przemiany i translokacje biatka LC3 sa podstawa wiekszo-
$ci metod wykrywania autofagii. Wéréd nich jedna z naj-
bardziej znanych jest wykrywanie réznych postaci biatka
LC3 - LC3-1 i LC3-1I metodg Western blotting. W komdr-
kach ssakéw wystepujg trzy izoformy biatka LC3 - LC3A,
LC3B oraz LC3C. Ich dystrybucja jest rézna w zalezno$ci
od rodzaju tkanki [7]. W badaniu Western blotting oraz
w metodach opartych o immunoflorescencje zaleca sie
uzywanie przeciwciata anty-LC3B [14]. W czasie przebiegu
autofagii obecne w cytosolu LC3-1 zostaje zmodyfikowane
jak opisano to wyzej w postaé lipidowg LC3-11. W procedu-
rze SDS-PAGE Western blotting LC3-1I migruje szybciej niz
LC3-1. W ten sposéb w obrazie Western blotting uzysku-
je sie dwa oddzielne prazki LC3-1I (16 kD) oraz LC3-I (18
kD) [22]. Wzrost ekspresji LC3-11 mozna interpretowad
jako nastepstwo aktywacji procesu autofagii, natomiast
poziom ekspresji LC3-11 zazwyczaj odzwierciedla liczbe
autofagosomédw [9,23]. Nalezy jednak pamietad, ze wzrost
ekspresji LC3-1I nie jest trwaly. Po utworzeniu autolizo-
somdw poziom LC3-1 zmniejsza sie na skutek degradacji
LC3-1I znajdujgcego sie wewnatrz autolizosomdw. Jego po-
ziom obniza sie takze w wyniku rekonwersji przez biatko
Atg4B postaci LC3-11 znajdujacej sie po zewnetrznej stro-
nie autolizosomu w LC3-1 [14]. W zwigzku z tym, w oce-
nie autofagii odpowiednie dobranie czasu traktowania
LC3-1I jest krytyczne dla wlasciwej interpretacji wynikéw
Western blotting LC-11/LC3-1. Aby unikna¢ tego proble-
mu niektdrzy autorzy zalecajg stosowanie inhibitoréw
proteaz lizosomalnych [14,31]. Pozwala to na tatwiejsza
obserwacje akumulacji postaci LC3-1I - wskazujgcej na
powstawanie autolizosoméw, gdyz nie dochodzi wtedy
do jego degradacji wewngtrz autolizosoméw.

Poniewaz czesto przedmiotem analizy jest relacja ilo$cio-
wa LC3-1I w LC3-1 nalezy zwrdcié uwage na odpowiednie
przygotowanie prébek. Czestym zaleceniem jest korzy-
stanie z frakcji cytoplazmatycznej, a nie z lizatu catoko-
mérkowego [14]. Lizaty muszg by¢ podgrzane do tem-
peratury 95-98°C w obecnosci 1% SDS w celu catkowitej
i jednakowej solubilizacji obu postaci LC3, poniewaz np.
1% Triton X100 tylko cze$ciowo rozpuszcza LC3-11 [32].
Warto takze zwrdci¢ uwage na wrazliwo$¢ LC3-1 na wie-
lokrotne zamrazanie i na degradacje LC3-1 pod wpltywem
SDS. Z tego wzgledu nie zaleca si¢ powt6érnego zamraza-
nia lizatéw [14].

Przeprowadzajac analize ekspresji biatka LC3 metoda
Western blotting nalezy uwzglednial to, ze linie komér-
kowe mogg sie rézni¢ miedzy sobg poziomem biatka LC3-
-II. W liniach nowotworowych HeLa, A431, MDA-MB-231
nawet w optymalnych warunkach hodowli stwierdza sie
obecno$é LC3-II [31].

W analizie wzajemnego stosunku ekspresji LC3-11/LC3-
-1 niebagatelnym Zrédtem btedéw moze by¢ rézna zdol-
no$¢ wigzania sie przeciwciat anty-LC3 z jego lipidowa
postacig LC3-11 i cytosolowg LC3-1 [22].

Stad wniosek, ze ze wzgledu na wiele zrédet artefaktéw,
doswiadczenia majgce na celu analize ekspresji LC3-
-1 1 LC3-1I metodg Western blotting nalezy bardzo do-
ktadnie planowaé i ostroznie analizowad.

Zmiany ekspresji p62/SQSTM1 jako marker
przebiegu autofagii

Alternatywnym biatkiem stosowanym do oceny prze-
biegu autofagii metoda Western blotting jest biatko
p62/SQSTM1, ktére jest wielodomenowym biatkiem
adaptorowym o wielu funkcjach. Zatadowane poliu-
bikwitynowanymi biatkami p62/SQSTM1 za pomocg
domeny LRS/LIR (LC3 recognition sequence/LC3-inte-
racting region) wiaze sie z LC3-11 i wraz z nim umiejsca-
wia sie po wewnetrznej stronie fagoforu [8,16,24]. Po
zamknieciu sie autofagosomu i jego fuzji z lizosomem
p62/SQSTM1 znajdujgce sie wewnatrz autolizosomu
jest degradowane wraz z innymi biatkami [3]. W ten
sposéb obserwowany metoda Western blotting spa-
dek ekspresji p62/SQSTM1 mozna przypisaé aktyw-
nemu procesowi autofagii [14]. Badajac ekspresje p62/
SQSTM1 nalezy jednak pamietad, ze biatko to ma wiele
funkcji niezwigzanych z sama egzekucja procesu auto-
fagii i jego ekspresja moze ulegaé zmianom pod wply-
wem stresu oksydacyjnego i reaktywnych form tle-
nu [24]. Nie jest réwniez pewne czy p62/SQSTM1 jest
degradowane jedynie w procesie autofagii czy takze
przez system proteasomu [14]. Dlatego dobra praktyka
przy badaniu zmian ekspresji p62/SQSTM1 zwigzanych
z autofagia jest skorzystanie z inhibitoréw autofagii
zapobiegajgcych degradacji biatek w autolizosomie np.
Bafilomycyny A1 (ryc. 1). Indukcja autofagii w obecno-
$ci Bafilomycyny A1 prowadzi wtedy do kumulacji p62/
SQSTM1, a réznice ekspresji p62/SQSTM1 w komérkach
nietraktowanych i traktowanych Bafilomycyng A1 moz-
na przypisywaé ,,natezeniu autofagii” (autophagy flux)
[3]. W licznych badaniach wyniki uzyskane po zasto-
sowaniu p62/SQSTM1 korelujg z innymi parametra-
mi §wiadczacymi o przebiegu autofagii, co potwierdza
uzyteczno$¢ tej metody w jej badaniu.

Przemiany LC3 badane metodami
fluorescencyjnymi

Kolejng metodg analizy autofagii z pomoca biatka LC3 jest
mikroskopia fluorescencyjna. W swojej najprostszej wersji
polega na jedno- lub dwustopniowym barwieniu prepa-
ratéw na obecno$¢ biatka LC3. Analiza obrazu fluorescen-
cyjnego opiera sie na okresleniu wzrostu punktowego
gromadzenia sie znakowanego biatka LC3, co odpowiada
formowaniu sie autofagosomu. Nalezy jednak pamieta,
iz LC3-1I nie taczy sie tylko z blong autofagosomu, moze
takze wystepowa¢ na fagoforze, a poziom jego ekspresji
moze wzrastaé nawet wtedy, gdy nie prowadzi to do utwo-
rzenia autofagosomu [14].

Bardziej zaawansowang wersja tej metody jest zastoso-
wanie biatka fuzyjnego LC3 potaczonego z biatkiem flu-
orescencyjnym GFP. Konstrukt taki pozwala na obserwa-

445



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2013; tom 67: 442-448

cje powstawania autofagosoméw, w podobny sposéb jak
w barwieniu przeciwcialem, uwidocznionych jako punk-
ty gromadzenia sie znakowanego biatka LC3. Natomiast
podczas faczenia sie autofagosomu z lizosomem GFP jest
degradowane, a sygnat pochodzacy od niego wygaszany
(ryc. 3).Jest to spowodowane malg stabilnoscia biatka GFP
w warunkach niskiego pH, jakie wystepuje w lizosomach
(pH okoto 5,0) [11]. Zatem zastosowanie GFP ogranicza ba-
danie procesu autofagii do czasu powstania autolizosomu.
Problem ten cze$ciowo mozna omingé przez zastosowanie
konstruktéw biatka LC3 z innymi biatkami fluorescencyj-
nymi, o wiekszej stabilno$ci w kwagnym $rodowisku. Do
takich biatek naleza, np. RFP (red fluorescence protein)
lub mCherry [27]. Inng metoda poradzenia sobie z za-
nikiem fluorescencji w autolizosomie jest zastosowanie
inhibitoréw autofagii lub inhibitoréw proteaz lizosomal-
nych (ryc. 1). Wtedy to, podobnie jak w przypadku We-
stern blotting, bedzie dochodzito do akumulacji LC3-II
i autolizosoméw.

Nalezy wspomnieé, ze pewne trudno$ci w analizie
sprawia ustalenie wielko$ci agregatu LC3, ktéry bedzie

$wiadczyt o autofagii, a dodatkowym utrudnieniem jest
zdolno$¢ GFP-LC3 i prawdopodobnie réwniez i innych
biatek fuzyjnych, do taczenia sie z ubikwitynowanymi
agregatami biatkowymi [4]. Jedng z przyczyn tego zja-
wiska moze by¢ nadekspresja konstruktu po przejscio-
wej transfekcji [11], a takze stres komdrkowy zwigzany
z sama transfekcja [29]. Dlatego czesto zalecanym spo-
sobem unikniecia tego artefaktu jest stosowanie stabil-
nych transfektantéw [14]. Pewnym sposobem unikniecia
probleméw interpretacyjnych zwigzanych z uzyciem
konstruktéw LC3 z biatkami fluorescencyjnymi jest
uzycie kontrolnego konstruktu ze zmutowanym biat-
kiem LC3 (LC3AG), z ktérego zostata usunieta glicyna
odpowiedzialna za lipidacje. Pozwala to na obserwacje
nieswoistych oddziatywar konstruktéw niezwiazanych
z przebiegiem procesu autofagii [33].

Udoskonalong metoda monitorowania autofagii opartg na
przemianach i translokacjach biatka LC3 jest zastosowanie
biatka fuzyjnego z dwoma biatkami fluorescencyjnymi,
o réznej barwie i rdznigcych sie stabilno$cia w zakwa-
szonym $rodowisku. Wykorzystuje ona zjawisko matej

a N
LC3-RFP-GFP LC3-GFP
cytoplazma LC3-l
fagofor
autofagosom
[
pH ¥ LC3-II
autolizosom
degradacja
\
cytoplazma LC3-I
\, J

Ryc. 3. Zasada dziatania biatek fuzyjnych LC3-RFP-GFP oraz LC3-GFP jako markerdw autofagii
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stabilnos$ci GFP w kwasnym $rodowisku autolizosomu.
Dzieki temu mozliwe jest monitorowanie powstawania
fagoforu i autofagosomu, jego fuzji z lizosomem i p6z-
niejszego rozpadu biatek.

Przyktadem takiego tandemu jest mRFP-GFP-LC3. Po na-
tozeniu na siebie obrazéw zielonej i czerwonej fluorescen-
cji obecno$¢ zéttych punktéw pochodzacych ze wspdl-
nego $wiecenia GFP i mRFP wskazuje na powstawanie
autofagosoméw. Nastepnie w czasie przebiegu autofagii
pojawiaja sie czerwone punkty, ktére Swiadcza o obecno-
$ci autolizosomdéw, wewnatrz ktérych fluorescencja GFP
jest wygaszona na skutek niskiego pH. Natomiast przy
trawieniu zawarto$ci autolizosomu zanika réwniez czer-
wona fluorescencja (ryc. 3) [11].

Podobnie jak w przypadku uzycia techniki Western blot-
ting, aby unikna¢ probleméw z odpowiednim dobraniem
czasu obserwacji mozemy postuzy¢ sie inhibitorami fu-
zji autofagosomu z lizosomem lub inhibitorami proteaz
lizosomalnych (ryc. 1). I tak, jesli zablokujemy powsta-
wanie autolizosoméw np. przez uzycie Bafilomycyny
Al bedziemy obserwowaé tylko wzrost liczby zdttych
punktéw zwigzanych z powstawaniem autofagosomdw,
natomiast powstawanie czerwonych punktéw zwigzanych

PismiennicTwo

z degradacja GFP zostanie zahamowane [11]. Na tej samej
zasadzie dziata réwniez inne biatko reporterowe, w kté-
rym GFP zastgpiono zielonym biatkiem mWasabi, a jego
fluorescencja jest jeszcze bardziej wygaszana w kwasnym
$rodowisku [34].

Badania z uzyciem biatek fuzyjnych LC3 z biatkami flu-
orescencyjnymi mozna prowadzi¢ réwniez wykorzystujac
cytometrie przeptywowa. W przypadku konstruktu LC3-
-GFP mozna obserwowac¢ spadek fluorescencji zwiazany
z wygaszaniem aktywno$ci GFP podczas fuzji autofago-
somu z lizosomem [19,28].

Podobnie jak w przypadku mikroskopii fluorescencyj-
nej w cytometrii przeptywowej réwniez wykorzystywane
sa tandemy fluorescecnyjne ztozone z biatek o rézne;
wrazliwosci na pH $rodowiska. Zasada ich dziatania oraz
taczenia kilku biatek fluorescencyjnych jest taka sama.
Zaletg zastosowania cytometrii przeptywowej jest moz-
liwo$¢ ilo$ciowej analizy obserwowanego zjawiska.

Biorgc pod uwage brak uniwersalnego/idealnego biatka,
na ktérym mozna oprzeé¢ wyniki warto potwierdzi¢ je
wykrywajgc jednocze$nie inne biatko, badz wykorzystaé
dodatkowg metode badania autofagii.
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