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Poti razgradnje celiénih sestavin
Degradation pathways of cell ingredients

Peter Veranic¢*, Majda PSeni¢nik**

Kljuéne besede

lizosomi

avtofagocitoza

lizosomi, shranjevalne motnje

lzvleéek. Razgradnja mnogih celiénih sestavin po-
teka v lizosomih. Ena od poti, po katerih vstopa-
jo snovi v lizosome, je avtofagija. V tem procesu
se man;jsi del citoplazme omeji od ostale celice
z membrano (sekvestrirajo€a membrana) in ta-
ko se oblikuje avtofagna vakuola oziroma avto-
fagosom. Vsebina avtofagosoma se razgradi po
zdruzitvi z lizosomom. Citosolne beljakovine, ki
vsebujejo specifi¢no signalno zaporedje, vstopa-
jo v lizosome selektivno ob sodelovanju Sapro-
nov (Hsp 70). Krinofagija pa je pojav, pri katerem
se vezikli z novo sintetiziranimi sekrecijskimi be-
ljakovinami namesto s plazmalemo zlijejo z mem-
brano lizosoma. Najpomembnejsa selektivha
razgradnja beljakovin poteka izven lizosomov
v citosolu natanéneje v beljakovinskih komplek-
sih imenovanih proteasomi. Pri tem sodeluje be-
liakovina ubikvitin, s katerim se oznacijo kratkozive
citosolne in jedrne beljakovine. Produkti, ki nasta-
jajo pri razliénih oblikah razgradnje, se uporabi-
jo za izgradnjo novih sestavin celice. Razgraditveni
procesi tako sodelujejo pri ponovni uporabi sno-
vi v celici.
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Abstract. The degradation of cell ingredients
takes place mainly in lysosomes. The most impor-
tant and also the best known degradation pathway
is autophagy, where a sequestrating membrane
separates a part of the cytoplasm so forming an
autophagic vacuole. Degradation of the autophag-
ic vacuole ingredients starts after the fusion of the
autophagic vacuole with a lysosome. Some cytoso-
lic proteins are introduced to a lysosom by
a heat-shock protein (Hsp 70) in a process called
carrier mediated proteolysis. Another pathway of
lysosomal protein degradation is crinophagy where
the secretory vesicles containing newly synthesised
proteins fuse with the lysosomal membrane instead
of fusing with the plasma membrane. Part of the
proteolysis is localised in the cytosol and is known
as nonlysosomal proteolysis. In this degradation,
large protein complexes proteasomes and protein
ubiquitin are involved. The degradation products
are reused for the synthesis of new cell compo-
nents. Thus degradation processes are involved
in recycling of the cell ingredients.

Uvod

Mnozino beljakovin v celici dolo¢ata tako hitrost izgradnje kot tudi hitrost razgradnje teh
molekul. Oba procesa morata biti usklajena. PospeSena razgradnja beljakovin kaze na
nepravilnosti v presnovi, ki so posledica stradanja, hipoksije ali staranja celice. V ¢lan-
ku so navedeni nacini razgradnije tistih beljakovin, ki nastajajo v sami celici, in sicer raz-
gradnja v lizosomih in citosolna razgradnja.

Lizosomi so osrednje mesto razgradnije celi¢nih sestavin. V njih se razgrajujejo tako bio-
lodke makromolekule, ki so lastni proizvod celice, kar imenujemo avtofagija, kot tudi ti-
ste, ki jih celica sprejme z endocitozo ali fagocitozo iz okolja. Razen tega v lizosome
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selektivno prihajajo Se citosolne in jedrne beljakovine oznacene s specificnim zapored-
jem aminokislin ob sodelovanju Sapronov (9, 28). Vecina citosolnih beljakovin pa se raz-
gradi v posebnih beljakovinskih kompleksih, imenovanih proteasomi (12).

Avtofagija

Avtofagija oznacuje proces, pri katerem se del citoplazme najprej obda z membrano in
se tako oddeli od ostale citoplazme (sekvestracija). Nato se nastala vakuola, ki vsebu-
je bodisi citosol ali citosol in organele, zdruzi z lizosomom. Se vedno obstajajo deliena
mnenja o tem, ali je avtofagija selektiven ali neselektiven proces (3, 11, 27, 28). Vpra-
Sanje je, ali se organeli, ki vstopijo v proces razgradnje, izbirajo naklju¢no ali obstaja si-
stem za odbiranje izrabljenih oziroma v dolo€enem obdobju nepotrebnih celi¢nih
sestavin. Hitrost nastajanja avtofagosomov (AF) je odvisna predvsem od koncentraci-
je aminokislin v celi¢nem okolju (74, 20). Avtofagijo se lahko pospesi z gojenjem celic
v mediju brez aminokislin ali seruma. Nasprotno pa dodajanje aminokislin, predvsem
triptofana in leucina v medij, mo¢no zavre nastanek novih AF (10). Nekateri purini (3-me-
til-adenin) podobno kot aminokisline zavirajo sekvestracijo citoplazme (27).

Nastajanje avtofagosomov

Zagetne stopnje nastajanja avtofagosomov so najmanj poznane. Se vedno ni povsem
jasen izvor membrane, ki oddeli vsebino avtofagosoma od okolice. Med raziskovalci av-
tofagije se je izoblikovalo dvoje mnenj. Nekateri trdijo, da sekvestrirajoéa membrana iz-
vira iz podrocja zrnatega endoplazemskega retikuluma brez ribosomov (8). Drugi pa iS¢ejo
izvor omenjene membrane v posebnem organelu, imenovanem fagofor, ki ima obliko v svi-
tek navitih membran in se pojavlja predvsem v celicah z intenzivno avtofagijo (26). Ome-
jujoe membrane nekaterih avtofagnih vakuol vsebujejo beljakovine, znacilne za
granularni endoplazemski retikulum. To pomeni, da ta organel gotovo vsaj posredno so-
deluje pri nastanku avtofagosomov (8).

Za sekvestracijo je potrebna energija v obliki ATP (21). Pri oblikovanju avtofagosoma
aktivno sodeluje tudi citoskelet, predvsem aktinski mikrofilamenti in intermediarni fila-
menti. Znano je, da citohalazin D in faloidin, ki delujeta na mikrofilamente, preprecita
nastanek novih avtofagnih vakuol (7). Za intermediarne filamente pa domnevajo, da so-
delujejo pri usmerjanju beljakovin v avtofagosom (6).

Dozorevanje avtofagosoma

Z omejitvijo dela citoplazme (sekvestracija) nastane avtofagosom (28). Razgradnja
vsebine avtofagosoma se pri¢ne po zlitju z lizosomom, ki lahko vsebuje poleg proton-
skih ¢érpalk v membrani in Stevilnih kislih hidrolaz, tudi endocitiran material. V tem pri-
meru je nastal lizosom iz poznega endosoma (19). Prenasalni vezikli prenasajo hidrolaze
in protonske ¢rpalke iz trans Golgijevega mreZja do poznega endosoma, ki dozori v li-
zosom tedaj, ko vsebuje vse lizosomske encime (23). V kislem mediju poznih endosomov
se lizosomski encimi lo¢ijo od receptorjev (manoza-6-fosfatni receptor), ki se v prenasal-
nih veziklih vragajo v trans Golgijevo mrezje. Zaradi prisotnosti ve¢jega Stevila protonskih
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¢rpalk na membrani lizosoma, je pH-vrednost njegove vsebine nizja kot v poznem en-
dosomu. Lizosomi, v katerih ze poteka razgradnja, so oviti z enojno membrano, za raz-
liko od zgodnejsih stopenj AF, kjer je ovoj iz dveh ali ve¢ membran.

PE

RT

Slika 1. Nastanek in razvoj avtofagnih vakuol v hepatocitih sesalca. Avtofagosom (AF) nastane, ko sekve-
strirajoca membrana (S), ki izvira iz endoplazemskega retikuluma (GER) ali fagoforja (FF), oddeli del ci-
toplazme od ostale celice. Avtofagosomi se med seboj zdruzujejo v vecje vakuole (AF). Transportni vezikli
(TV) prenesejo hidroliticne encime (H) in protonske crpalke (#) iz Golgijevega aparata (GA) v pozni endo-
som (PE). PE se preimenuje v lizosom (LI) po sprejemu vseh potrebnih hidroliticnih encimov. V lizosomu se
zdruZita avtofagna in endocitotska pot. Nerazgradljive snovi se kopicijo v rezidualnih telesih (RT). ZE — zgod-
nji endosom, EV — endocitotski vezikel.
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Do zdruzevanja med AF, endosomi in lizosomi prihaja na razli¢nih stopnjah razvoja teh
vakuol. Hitrost dozorevanja in stopnje, po katerih nastajajo avtofagne vakuole, so vrst-
no specifini in se razlikujejo med razliénimi tipi celic (23). Na sliki 1 so podane najpo-
membnejSe poti v procesu avtofagne razgradnje.

Pri zlivanju veziklov, ki prenasajo encime in protonske ¢rpalke z ve¢jimi vakuolami, vse-
bujocimi substrat za razgradnjo, je zelo pomembno, da se vezikel zlije s pravilno izbra-
no taréno vakuolo. Nepravilna izbira bi porusila urejenost predelkov in onemogocila njihovo
delovanje. Razlago molekularnega mehanizma zlivanja transportnih veziklov s tar¢ni-
mi membranami daje t.i. hipoteza SNARE (22). Pravilno izbiro tarénih mest omogoca-
jo beljakovine iz skupine SNARE ob sodelovanju beljakovin SNAP, NSF in Rab (slika 2).
Beljakovine SNARE omogocijo vezavo vezikla na taréno mesto. Na veziklih se nahaja-
jo v-SNARE, na tarénih membranah pa beljakovine t-SNARE. Do povezave pride le med
ustreznimi seti beljakovin v- in t-SNARE (30). Vsak organel ima tudi svoj tip beljakovin
Rab, ki nadzorujejo natanénost vezave beljakovin SNARE (18). Po vezavi ustreznih be-
ljakovin v- in t-SNARE pride do zlitia obeh membran.

Zdruzevanje vakuol med seboj omogocajo mikrotubuli, ki sluzijo kot tirnice, po katerih
vakuole potujejo. U¢inkovine, ki razgrajujejo ali stabilizirajo mikrotubule, preprecijo

vSNARE

tSNARE

SNAP }

fTARéno MESTO

Slika 2. Pravilno izbiro in zlitje vezikla s tarcno membrano omogocata transmembranski beljakovini
v-SNARE in t-SNARE ob sodelovanju citosolnih beljakovin NSF in SNAP.
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zdruzevanje AF z lizosomi (13). Podobne posledice ima tudi delovanje lizosomotropnih
Sibkih baz, ki se kopicijo v lizosomih in zviSujejo pH v njihovi notranjosti. Z inaktivacijo
lizosomskih encimov se upocasni razgradnja vsebine AF in tako podalj$a njegova ziv-
lienjska doba (15, 31, 32). V normalnih pogojih je zivljenjska doba AF 5 do 10 minut,

Slika 3 a, b. Fagofor v hepatocitu. To je svitek membran, ki se pogosto pojavlja v celicah z intenzivno avto-
fagijo. Predstavljal naj bi izvor za sekvestrirajoce membrane. Njegova vloga v avtofagiji je Se slabo pozna-
na (T). 21000-krat.

Slika 4. Avtofagna vakuola, ovita z dvema ali ve¢ membranami (). Vsebuje Se nerazgrajene celicne struk-
ture; v nasem primeru endoplazemski retikulum. Lizosom z mocno razgrajenimi strukturami (V). 20000-krat.
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odvisno od vsebine, ki se razgrajuje (21). Gradbeni elementi makromolekul, ki se raz-
grajujejo znotraj lizosoma prehajajo skozi njegovo membrano in jih celica uporabi za izgrad-
njo novih struktur ali za energijo. Po zaklju€eni razgradnji ostanejo v lizosomu nerazgradijive
snovi in hidroliti¢ni encimi. TakSna vakuola se preimenuje v rezidualno telo (28).

Avtofagija je pomemben proces, ki se odvija v celici. Omogo¢a ponovno uporabo (re-
cikliranje) snovi v celici in nadzoruje tudi celiéno rast ter mnozino organelov v njej. Ob
pomanjkanju aminokislin se zaradi pove¢ane avtofagije velikost celic zmanjSa. Po do-
lo€enem &asu lahko to zmanjSevanje citoplazme privede do celi¢ne smrti (25). Poleg
tega je avtofagija zelo pomemben dejavnik tudi v razvoju, ker sodeluje pri preoblikova-
nju tkiva med diferenciacijo. Pri neoplastnih celicah je avtofagija mo¢no zmanj$ana, za-
to so te celice manj obcutljive na pomanjkanje aminokislin in seruma (25).

Selektivna lizosomska proteoliza

Znano je, da se pri celicah v kulturi ob pomanjkanju seruma podvoji proteoliti¢na raz-
gradnja dolgozivih beljakovin (2). Selektivno izbiranje dolocenih beljakovin omogoc¢a
KFERQ-zaporedje aminokislin. KFERQ je kratica za aminokisline K — lizin, F — fenila-
lanin, E — glutamat, R —arginin in Q — glutamin. To zaporedje prepozna lizosomski mem-
branski receptor LGP96 (4). KFERQ-zaporedje vsebuje vecina dolgozivih citosolnih
beljakovin. Da lahko te beljakovine prodrejo skozi lizosomsko membrano, je potrebno
sodelovanje molekularnih Sapronov, v tem primeru je to beljakovina iz druzine Hsp70,
t.i. beljakovin vrocinskega Soka (ang. heat-shock) (29).

Krinofagija

Krinofagija je proces, pri katerem se sekrecijska zrna zlivajo z lizosomi. V tako nastalih kri-
nosomih se sekrecijske beljakovine razgradijo. Omenjeni proces je v nekaterih celicah dokaj
pogost, saj se npr. v hepatocitih po tej poti razgradi tudi do 40 % novosintetiziranih serum-
skih beljakovin (20). Pomen tak&ne razgradnje novonastalih beljakovin Se ni pojasnjen.

Citosolna razgradnja beljakovin

Vedji del citosolne razgradnje beljakovin poteka v velikih beljakovinskih kompleksih, ime-
novanih proteasomi. Nahajajo se po celotni citoplazmi. Vsak proteasom je sestavljen
iz Stevilnih proteaz, ki oblikujejo centralni valj. Aktivni centri proteaz so usmerjeni v no-
tranjost valja. Na zacCetku vsakega valja se nahaja velika, kompleksno zgrajena recep-
torska beljakovina, ki izbira beljakovine namenjene razgradniji, in jih vodi v notranjost
proteasoma, kjer le-ta poteka. Beljakovine, ki so namenjene za razgradnjo v proteaso-
mu, morajo biti ozna¢ene. Kot oznacevalec sluzi majhna beljakovina ubikvitin, ki se ko-
valentno veze na lizinski preostanek beljakovine. Nato se $e nadalje dodajajo ubikvitini,
ki oblikujejo poliubikvitinsko verigo (72).

Nepravilnosti v razgradnji celi¢nih sestavin v lizosomih

Nepravilnosti v razgradniji, ki se pojavljajo kot posledica mutacije genov za lizosomske
encime, so vzrok za ve¢ kot 30 razliénih obolenj pri ¢loveku. Znane so kot lizosomske
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bolezni (angl. lysosomal storage diseases). V vseh primerih se zaradi pomanjkanja ene-
ga, vec ali vseh lizosomskih encimov kopicijo nerazgrajene celi¢ne sestavine v celicah.
To vodi do hudih bolezenskih oblik. Navajamo dva primera, in sicer Gaucherjevo bole-
zen in bolezen [-cell. Pri prvi se zaradi pomanjkanja encima glukocerebrozidaze, ki ka-
talizira razgradnjo glukocerebrozidov na glukozo in ceramid, nerazgrajeni glikolipid
kopi€i v celicah. Posledica tega kopicenja je povecanje in pomnozitev lizosomov v ce-
licah ter hkrati moteno delovanje posameznih celic in patoloSke spremembe na orga-
nih (5). Pri bolezni I-cell pa fibroblasti in makrofagi bolnikov ne vsebujejo encima, ki katalizira
prvo stopnjo pri oznacevanju lizosomskih encimov z glukozo-6-fosfatom v cis-delu Gol-
gijevega aparata. Lizosomski encimi se zato v trans Golgijevem mrezju ne locijo od po-
ti tistih beljakovin, ki potujejo iz celic s konstitutivno sekrecijo. V celicah se kopicijo velike
vakuole z nerazgrajeno vsebino, ki bi jih sicer razgradili lizosomski encimi (17).

Pomen razgraditvenih procesov v celici

Z razgradnjo lastnih sestavin celica odstranjuje izrabljene ali nepotrebne makromole-
kule, obenem pa se oskrbi z gradbenimi elementi in energijo. V sploSnem je rast celice
odvisna od razmerja med izgradnjo in razgradnjo snovi v celici. Predvsem proces av-
tofagije omejuje preveliko rast celic. Hkrati je avtofagija potrebna pri preoblikovanju ce-
lic med diferenciacijo in pri odstranjevanju poskodovanih delov celice, kadar so celice
izpostavljene citotoksiénim dejavnikom. Krinofagija in s prenasalci posredovana razgrad-
nja beljakovin predstavljata koli¢insko manjsi delez lizosomalne razgradnje. Omogoca-
ta pa selektivno razgradnjo nekaterih beljakovin v celicah.

S citosolno razgradnjo beljakovin se iz celice odstranijo nepravilno oblikovane in zato
nefunkcionalne beljakovine, pa tudi regulacijske citosolne beljakovine, s ¢imer celica uskla-
juje svoje delovanje in pogostnost celi¢nih delitev. Predvsem regulacijske molekule morajo
imeti u€inkovit sistem odbiranja za razgradnjo, kar omogoca hitrejSe odzivanje na draz-
ljaje iz okolja.
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