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Streszczenie: Uruchomienie  wrodzonych, antygenowo-nieswoistych efektorowych mechanizmów od-
porno�ciowych u ssaków przebiega na ró¿nych poziomach zjawisk molekularnych w zaka¿onej komór-
ce. Jednym z takich wa¿nych, choæ tylko czê�ciowo poznanych procesów bior¹cych udzia³ w zwalcza-
niu zaka¿eñ wywo³ywanych przez wirusy i wewn¹trzkomórkowe bakterie, jest autofagia aktywowana
przez wymienione czynniki zaka�ne � wakuole autofagiczne zamykaj¹ w sobie wirusy i bakterie dostar-
czaj¹c je do lizosomów w celu degradacji. Patogeny wykszta³ci³y jednak wiele mo¿liwo�ci sprawnej
�ucieczki immunologicznej� przed autofagi¹, co pozwala im na skuteczne omijanie mechanizmów efekto-
rowych  zaka¿onego organizmu.
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Summary: Activation of innate, antigen-unspecific effector immunological mechanisms in mammals pro-
ceeds on different levels of molecular phenomena in an infected cell. One of such an important, although
only partly recognized processes which take part in the elimination of infections caused by viruses and
intracellular bacteria is autophagy. The process is activated through the above mentioned infectious
agents, autophagic vacuoles sequester bacteria, and viruses delivering them to lysosomal degradation. Yet
pathogens developed the ability of an efficient �immunological escape� from autophagy which  enables
them to omit effector mechanisms of an infected organism.
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Wykaz skrótów: BIR (baculovirus IAP repeat) � bakulowirusowe powtórzenia IAP; Beklina-1 (coiled-
coil, myosin-like BCL2-interacting protein) � bia³ko o strukturze superhelisy, miozyno-podobne bia³ko
oddzia³uj¹ce z bia³kiem BCL-2; CCR5 (chemokine receptor 5) � receptor 5 dla chemokin; COP (coated
proteins) � bia³ka op³aszczaj¹ce; CXCR4 (chemokine SDF-1 (stromal derived factor CXCL12) receptor)
� receptor dla chemokiny SDF-1 CR1, CR3; CR4 (complement receptor 1, 3, 4) � receptor dla dope³nia-
cza 1, 3, 4; d.p.z. � dni po zaka¿eniu; EEA1 (early endosome autoantigen 1) � wczesny autoantygen
endosomalny-1; FSC (forward-scatter channel) � parametr wielko�ci komórek; GABARAP (gamma-
aminobutyric acid A receptor associated protein) � bia³ko zwi¹zane z receptorem A kwasu γ-aminomas³o-
wego; HHV-1/HSV-1 (human herpes virus type-1/herpes simplex virus type 1) � wirus opryszczki
pospolitej; ICP34.5 (infected cell protein 34.5) � bia³ko 34.5; IFN-γγγγγ (interferon-gamma); LRR (leucine-
rich repeats) � powtórzenia bogate w leucynê; LCV (Large Cell Variant) � du¿y wariant komórkowy;
MA (macroautophagy) � makroautofagia; MAP 1 LC3-II  (microtubule-associated protein 1 light chain 3)
� lekki ³añcuch bia³ka zwi¹zanego z mikrotubulami; MBL (mannose-binding lectin) � lektyna wi¹¿¹ca
mannozê;  MHV (mouse hepatitis virus) � mysi wirus zapalenia w¹troby; mTOR (mammalian target of
rapamycin) � ssacze bia³ko docelowe dla rapamycyny; NOD (nucleotide-binding oligomerization do-
main) � domena oligomeryzuj¹ca wi¹¿¹ca nukleotyd;  APAF1 (apoptotic protease activating factor 1) �
czynnik 1 aktywacji proteaz apoptotycznych; NSF (N-ethylmaleimide sensitive fusion protein) � bia³ko
uczestnicz¹ce w transporcie b-arestyny 1; NS1 (nonstructural protein-1) � bia³ko niestrukturalne parwo-
wirusa B19; PAS (pre-autophagosomal structure) � struktura preautofagosomalna; PE (phosphatydyleta-
nolamine) � fosfatydyloetanolamina; PtdIns(4,5)P2 (phosphatidylinositol(4,5)-bisphosphate) � 4,5-bis-
fosforan fosfatydyloinozytolu; PtdIns (3,4,5) P3(phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate) � 3,4,5-trój-
fosforan fosfatydyloinozytolu; PI3K (phosphoinositide-3 kinase) � kinaza 3-fosfatydyloinozytolu; PKR
(protein kinase R) � kinaza bia³kowa R; PV � polio wirus; SARS (severe acute respiratory syndrome) �
zespó³ ostrej, ciê¿kiej niewydolno�ci oddechowej; SCV ( Small Cell Variant) � ma³y wariant komórko-
wy;  SEC13p i SEC31p (Saccharomyces cerevisiae protein) � bia³ko 13 i 31 Saccharomyces cerevisiae;
SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor); SSC (side scatter chan-
nel) � rozproszenie boczne w cytometrze przep³ywowym; TEM (transmission electron microscopy) �
transmisyjna mikroskopia elektronowa; VPS (vacuolar protein sorting) � wakuolarne sortowanie bia³ek;
VAM (Vacuolar membrane) � b³ona wakuolarna.

DEUS ET NATURA NIHIL FÁCIUNT FRUSTRAT
Bóg i natura nic nie robi¹ na pró¿no

1. WSTÊP

Autofagia to proces, w którym z jednej strony dwub³onowa struktura zwana
autofagosomem bierze udzia³ w prze¿yciu komórki w sytuacjach niedoboru sk³ad-
ników od¿ywczych, dostarczaj¹c substraty do degradacji lizosomalnej, a z drugiej
proces nazywany typem II �mierci komórkowej m.in. bywa zaanga¿owany w
obumieranie neuronów dopaminergicznych w chorobie Parkinsona [60].

Jest to z³o¿ony, wewn¹trzkomórkowy proces fizjologiczny wystêpuj¹cy zarówno w
zdrowych, jak i w zaka¿onych komórkach, co dowiedli Ashford i Porter w 1962 roku,
którego mechanizm molekularny do dnia dzisiejszego stanowi zagadkê [23, 32, 57].
Autofagia jest ewolucyjnie zaadaptowanym procesem wystêpuj¹cym nie tylko w
komórkach zaka¿onych wirusami i/lub bakteriami oraz w komórkach grzybów (np.
Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris), ale i u ssaków oraz ro�lin [23, 32, 57].
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W procesie tym, w przeciwieñstwie do proteasomalnej degradacji niewielkich
peptydów, dochodzi do trawienia lizosomalnego bia³ek, kompleksów bia³kowo-
lipidowych oraz ca³ych organelli (np. mitochondriów). Uwolnione w ten sposób
zwi¹zki mog¹ byæ ponownie wykorzystane do wewn¹trzkomórkowych syntez
indukowanych dzia³aniem stresora (np. usuniêciem czynników wzrostowych, surowicy
lub aminokwasów, jak równie¿  oddzia³ywaniem reaktywnych form tlenu). O tym,
i¿ jest to proces fizjologiczny �wiadczyæ mo¿e fakt, ¿e mutacja w genie ATG5,
uniemo¿liwiaj¹ca uruchomienie procesu autofagii, jest przyczyn¹ �mierci mysich
noworodków, które gin¹ tu¿ po urodzeniu [34, 32, 57].

2. RODZAJE AUTOFAGII

Wyró¿nia siê trzy rodzaje autofagii, to jest:
(i) autofagiê zale¿n¹ od bia³ek szoku cieplnego � CMA (ang. Chaperone

Mediated Autophagy) wystêpuj¹c¹ tylko u wy¿szych eukariontów,
(ii) mikroautofagiê oraz
(iii) makroautofagiê � MA (ang. Macroautophagy).

RYCINA 1. Rodzaje autofagii [makroautofagia, mikroautofagia i autofagia zale¿na od bia³ek opiekuñczych
(CMA)]: PAS � struktura preautofagosomalna, KFERQ �pentapeptydowy motyw degradacji
lizosomalnej, Lamp-2A � bia³ko transb³onowe zwi¹zane z lizosomem (opracowanie w³asne wg:
www.aecom.yu.edu/cuervo/chaperone.htm,en.wikipedia.org/wiki/Autophagy)
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Podzia³u tego dokonano na podstawie wielko�ci degradowanych substratów: w
trakcie zachodzenia CMA trawione s¹ pojedyncze bia³ka i peptydy z terenu
cytoplazmy, a jedynym organellum w nim uczestnicz¹cym jest lizosom. Podczas
mikroautofagii degradowane s¹ zwi¹zki rozproszone w cytoplazmie, fragmenty j¹dra
komórkowego i ma³e organella, np. peroksysomy w komórkach P. pastoris, równie¿
i w tym przypadku jedynym organellum niezbêdnym do degradacji substratu jest
lizosom. Natomiast w czasie zachodzenia MA degradowane s¹ kompleksy bia³kowe,
bia³kowo-lipidowe z terenu cytoplazmy, ale i struktury b³oniaste oraz ca³e organella,
np. mitochondria. Indukcja makroautofagii wymaga powstania swoistego organellum
� autofagosomu zbudowanego z podwójnej b³ony oraz lizosomu [27, 38, 32, 33].

2.1.  Makroautofagia

Makroautofagia jest najwcze�niej zaobserwowanym typem autofagii, g³ównie za
spraw¹ powstaj¹cych na terenie cytoplazmy charakterystycznych struktur nazywa-
nych autofagosomami [29,30]. St¹d te¿ mianem autofagia przyjêto zwyczajowo
okre�laæ makroautofagiê. Jest to typ autofagii maj¹cy najwiêksze znaczenie w
zaka¿eniach bakteryjnych i wirusowych, dlatego te¿ w niniejszej pracy skupili�my
siê na charakterystyce tego procesu. Autofagosomy to pêcherzyki o podwójnej
b³onie, których pochodzenie nie jest do koñca znane. Istniej¹ dwie teorie co do
pochodzenia b³ony, z której jest zbudowany autofagosom. Pierwsza mówi, i¿ pochodzi
ona z b³on retikulum endoplazmatycznego (RE) lub aparatu Golgiego, o czym mo¿e
�wiadczyæ obecno�æ izomerazy dwusiarczkowej na jej powierzchni; druga, i¿ b³ona
syntetyzowana jest de novo na terenie cytoplazmy [71, 53]. Jednak¿e, zanim
powstanie dojrza³y autofagosom, istnieje struktura przej�ciowa, tzw. PAS (ang. Pre-
Autophagosomal Structure) zbudowana z pojedynczej b³ony, która po elongacji i
wpukleniu wokó³ substratu zamyka siê i tworzy autofagosom. Zewnêtrzna b³ona
autofagosomu kolejno ³¹czy siê z b³on¹ lizosomu uwalniaj¹c do jego wnêtrza substrat
otoczony wewnêtrzn¹ b³on¹. Wewnêtrzna b³ona wraz z substratem ulega degradacji.
Po³¹czenie autofagosomu z lizosomem odbywa siê dziêki typowym bia³kom
odpowiedzialnym za ³¹czenie pêcherzyków, tj. bia³kom z rodziny SNARE: m.in.
VAM3, VAM7, VTI1i NSF, bia³kom VPS � SEC17, SEC18, SEC19 [30].

U dro¿d¿y wyró¿niono 27 genów koduj¹cych bia³ka zaanga¿owane w autofagiê
na ró¿nych jej etapach. Nazwano je atg (ang. autophagy-related genes), a ich
produkty bia³kami ATG. Funkcja niektórych z nich jest nadal nieznana. Bia³ka
podzielono na cztery funkcjonalne grupy: bia³kowe kinazy serynowo-treoninowe,
reaguj¹ce na aktywno�æ kinazy TOR: ATG1, ATG13, ATG17, lipidowe kinazy
po�rednicz¹ce w nukleacji pêcherzyków: ATG6, ATG14, VPS34, ubikwityno-podobne
systemy koniugacyjne po�rednicz¹ce we wzro�cie pêcherzyków: ATG8-PE, ATG12-
ATG5 oraz bia³ka uczestnicz¹ce w recyrkulacji ATG zaanga¿owanych w powstawa-
nie autofagosomu: ATG2, ATG9, ATG18 [33]. Homologi genów atg obecne s¹  w
wy¿szych organizmach eukariotycznych, choæ jeszcze nie wszystkie zosta³y zidenty-
fikowane [68].
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Mechanizm tworzenia siê autofagosomu zaczyna siê od aktywacji 186-amino-
kwasowego bia³ka ATG12 poprzez jego  C-koñcow¹ glicynê, co dzieje siê za spraw¹
bia³ka ATG7 wykazuj¹cego homologiê do enzymu aktywuj¹cego ubikwitynacjê E1,
ATG12 jest nastêpnie przenoszone na ATG10,  którego funkcja jest równoznaczna
z funkcj¹ enzymów koniugacyjnych ubikwitynacji E2, zwi¹zane ATG10, ATG12
przy³¹cza siê  do ATG5 wchodz¹c z ATG16L w sk³ad  800 kDa kompleksu
bia³kowego, którego obecno�æ jest niezale¿na od indukcji autofagii [41, 40]. Wiadomo
równie¿, ¿e po utworzeniu dojrza³ego autofagosomu dochodzi do dysocjacji kompleksu
ATG12-ATG5 wraz z ATG16, co m.in. uniemo¿liwia branie ich pod uwagê jako
markerów omawianego procesu.  Drugim równie wa¿nym systemem koniugacyjnym
jest ATG8, którego ssaczym odpowiednikiem jest MAP-LC3 (Microtubule
Associated Protein-Light Chain 3). Cytozolowa postaæ LC3 jest przekszta³cana
przez proteazê cysteinow¹ ATG4, która u ssaków wystêpuje przynajmniej w czterech
ró¿nych formach (hAtg4A,B,C odpowiednio autofagina-2,1,3,4, natomiast w
modyfikacji LC3 udzia³ bierze jedynie autofagina-2)  eksponuj¹c C-koñcow¹ glicynê,
a nastêpnie jest aktywowana przez ATG 7 (E1), transportowana na ATG 3 (E2),
przekszta³cana do formy LC3II,  aby nastêpnie po³¹czyæ siê z fosfatydyloetanolamin¹
(PE)-MAP-LC3II-PE. Kompleks ten wystêpuje po obu stronach b³on autofagosomu,
bêd¹c jednym z dwóch markerów dojrza³ego pêcherzyka autofagosomalnego (drugim
jest ATG 19 wystêpuj¹cy jedynie w komórkach dro¿d¿y). Nale¿y dodaæ, ¿e u ssaków
wystêpuj¹ ró¿ne homologi MAP-LC3, takie jak: GABARAP (gamma-aminobutyric
acidA receptor associated protein) GATE 16 (Golgi-associated ATPase enhan-
cer) o masie 16kDa, Atg 8L (o nieznanej dot¹d roli) [65].

RYCINA 2. Obraz mikroskopowy: (A) ekspresji bia³ka MAP-LC3 w hodowli pierwotnej M∅ uzyskany
w mikroskopie konfokalnym Olympus FV1000 uprzejmie udostêpnionym przez prof. Ewê Sawosz,
SGGW (A) oraz (B) komórek linii Raw 264.7 wybarwionych monodansylkadaweryn¹ do niedawna
uznawan¹ za marker autofagii (mikroskop fluorescencyjny Olympus BX60), badania w³asne
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 Do zainicjowania tworzenia autofagosomu niezbêdna jest obecno�æ kinazy 3-
fosfatydyloinozytolu. U wy¿szych organizmów wyró¿niono trzy kompleksy, w sk³ad których
wchodzi wymieniona kinaza: klasy I, klasy II i klasy III. Dla autofagii wa¿ne s¹ kompleksy
klasy I i III. Kompleks klasy I wchodzi w sk³ad b³ony komórkowej i odpowiada za fosforylacjê
PtdIns(4,5)P2 do PtdIns(3,4,5)P3, tym samym jest czê�ci¹ szlaku transdukcji sygna³u, który
prowadzi do aktywacji kinazy TOR i innych kinaz oraz pe³ni rolê inhibitorow¹ dla autofagii.
Kompleks III (u dro¿d¿y I) zbudowany jest z kinazy 3-fosfatydyloinozytolu, VPS15, VPS34
(ATG6) i ATG14 (VPS ang. Vacuolar Protein Sorting). Nie wszystkie sk³adowe tego
kompleksu zosta³y zidentyfikowane u wy¿szych eukariota np. ATG14. Kompleks ten
uczestniczy w nukleacji b³ony, z której powstaje PAS [32, 71, 40]. 3-metyloadenina (3-MA)
jest specyficznym inhibitorem kinazy 3-fosfatydylo-inozytolu stosowanym w warunkach
laboratoryjnych w celu zahamowania autofagii.

Regulacja MA odbywa siê na wielu poziomach. G³ównym i dobrze poznanym
regulatorem autofagii na poziomie molekularnym jest kinaza TOR (ang. Target Of
Rapamycin), u ssaków aktywno�æ mTOR hamuje zachodzenie MA. Kinaza ta
stanowi swoisty sensor zawarto�ci aminokwasów na terenie komórki. Podczas
usuniêcia aminokwasów ze �rodowiska komórki, postêpuj¹cy spadek ich zawarto�ci
zdolnych do tworzenia nowych zwi¹zków na terenie komórki inaktywuje dzia³anie
kinazy TOR i tym samym prowadzi do znacznie wiêkszej aktywno�ci MA. U
dro¿d¿y Sacharomyces cerevisiae TOR kontroluje fosforylacjê ATG13: w
warunkach z nieograniczonym dostêpem do substancji od¿ywczych ATG13 jest silnie
fosforylowane przez TOR i ma ma³e powinowactwo do kinazy ATG1, bêd¹cej
g³ównym sk³adnikiem hipotetycznego kompleksu indukuj¹cego powstawanie fagoso-
mu. Odwrotna sytuacja nastêpuje w sytuacji g³odu, ATG13 jest defosforylowane i
³atwo tworzy kompleksy z ATG1. Poza ATG13 i ATG1 w sk³ad kompleksu
regulatorowego wchodz¹ Vac8, ATG11, ATG17, ATG20 i ATG24 [30, 71, 45, 15].
Nale¿y dodaæ, ¿e rapamycyna bêd¹ca  inhibitorem kinazy TOR dzia³a w³a�nie
poprzez stymulacjê defosforylacji ATG13, a co za tym idzie jego interakcji z ATG1.
W³a�nie te w³a�ciwo�ci powoduj¹, i¿ rapamycyna jest powszechnie uznanym
zwi¹zkiem farmakologicznym stosowanym do indukcji autofagii.

U ssaków nie wykryto jednak do tej pory homologów ATG13 i ATG17, natomiast
rolê regulatorow¹ autofagii na szlaku poni¿ej mTOR przypisuje siê kinazie p70s6k,
dla której substratem jest rybosomalna podjednostka S6 hamuj¹ca autofagiê w
przypadku jej fosforylacji zale¿nej od aminokwasów [4]. Jednak¿e indukcja MA u
ssaków ma �cis³y zwi¹zek z obecno�ci¹ wolnych aminokwasów na terenie komórki
lub, jak pokazuj¹ niektóre badania, równie¿ w �rodowisku zewn¹trzkomórkowym.
Podanie aminokwasów do �rodowiska g³odzonych komórek hamuje MA. Jednak
jedynie osiem aminokwasów wykazuje zauwa¿alne dzia³anie hamuj¹ce: Leu, Gln,
Tyr, Phe, Pro, Met, His i Trp. Komórki pochodz¹ce z ró¿nych tkanek ró¿nie reaguj¹
na brak lub obecno�æ konkretnych aminokwasów, np. komórki miê�nia sercowego
i miê�ni szkieletowych hamuj¹ aktywno�æ autofagii jedynie w obecno�ci Leu, a w
hepatocytach regularnie ¿ywionych szczurów  kombinacja Leu i Gln dawa³a najsilniej-
szy efekt. Obecnie nie jest jasne, w jaki sposób aminokwasy wp³ywaj¹ na aktywno�æ
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mTOR. Zasugerowano istnienie receptora (receptorów) na zewnêtrznej b³onie komór-
kowej odbieraj¹cego informacjê o zawarto�ci wolnych aminokwasów. Dobrym
kandydatem do roli receptora  dla Leu jest CD28, pe³ni¹ce bardzo wiele funkcji w
zale¿no�ci od typu komórki czy fazy cyklu komórkowego. Jednak mimo i¿ jego
obecno�æ obserwowana jest m.in. na powierzchni hepatocytów i komórek nerki, to
nie obserwowana jest na komórkach miê�ni szkieletowych i kardiomiocytach, co
poddaje w w¹tpliwo�æ jego rolê w procesie aktywacji autofagii [17, 18].

3. AUTOFAGIA W ZAKA¯ENIACH WIRUSOWYCH

W celu zintensyfikowania procesu replikacji w zaka¿onej wirusem komórce
permisywnej  tworz¹ siê wewn¹trzkomórkowe struktury, tzw. fabryki wirusów
(wiroplazma), w których powstanie zaanga¿owany jest m.in. cytoszkielet. Podobny
mechanizm jest uruchamiany podczas agregacji bia³ek w komórkach, w których
tworz¹ siê autofagosomy i agresomy w celu zwiêkszenia degradacji bia³ek. Wed³ug
Wilemana [69] wirusy, przynajmniej niektóre, mog¹ indukowaæ powstawanie
autofagosomów i agresomów jako miejsc ich replikacji.

W zaatakowanych przez wirusy komórkach czêsto obserwuje siê charakterys-
tyczne struktury sk³adaj¹ce siê, miêdzy innymi, z zaanektowanych przez czynnik
zaka�ny kompartymentów komórkowych (np. RER, AG). Wirusy, tak jak bakterie,

RYCINA 3.  Schemat dwóch procesów koniugacyjnych  niezbêdnych do zaj�cia procesu  autofagii
ATG12-5 oraz  ATG8-PE: Atg (autophagy-related genes), PE (Phosphatydyletanolamine) (opracowanie
w³asne wg: www.nature.com/.../v6/n6/fig_tab/nrm1666_F1.html.)
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s¹ zdolne wchodziæ w interakcje ze strukturami i molekularnymi mechanizmami
autofagii wykorzystuj¹c czêsto ten proces do, chocia¿by, ucieczki immunologicznej
przed komórkami efektorowymi zaka¿onego organizmu � wiele wirusów w toku
ewolucji wykszta³ci³o mo¿liwo�æ syntezy bia³ek zdolnych do modulacji procesu
autofagii, jak na przyk³ad do: (i) indukowania struktur autofagosomalnych, które
pó�niej wykorzystuj¹ (czyni¹ tak, na przyk³ad, wirusy polio) lub (ii) hamowania tego
procesu (np. HHV-1/HSV-1).

W dalszej czê�ci pracy opisano przyk³ady wirusów interferuj¹cych z mechaniz-
mami autofagii, to jest wirusów zawieraj¹cych w swoim genomie: (i) DNA, jak
parwowirusy, HHV-1/HSV-1 i pokswirusy lub (ii) RNA, np. poliowirusy, wirusy
nabytego zespo³u braku odporno�ci (HIV-1), koronawirusy i togawirusy oraz wirus
pryszczycy � FMDV (foot-and-mouth disease virus). Zaka¿enie wirusami ps-RNA
(positive-strand-RNA) skutkuje rearan¿acj¹ architektury zaka¿onej komórki i
tworzeniem wirusowych kompleksów replikacyjnych � VRC (viral replication
complex ). Autofagia jest wielce prawdopodobnym mechanizmem bior¹cym udzia³
w ustalaniu nosicielstwa wirusa i umo¿liwiaj¹cym nielityczne jego uwalnianie z
zaka¿onych komórek. W dalszej czê�ci pracy omówiono rolê autofagii w najlepiej
poznanych dot¹d zaka¿eniach wirusowych.

Wirusy DNA

Parwowirusy. Do parwowirusów (rodzina Parvoviridae;  �rednica 18�26 nm)
zaliczamy dwie podrodziny: (i) Parvovirinae oraz (ii) Densovirinae. Patogen
komórek linii erytrocytarnej erytrowirus B19V nale¿y do rodzaju Erythrovirus,
podrodziny Parvovirinae. Jest to jeden z najmniejszych wirusów zawieraj¹cy w
strukturze ss-DNA. Zaka¿one komórki B19 charakteryzuj¹ siê zatrzymaniem cyklu
komórkowego w fazie G1 lub G2/M [45]. Dziêki kodowanemu przez genom wirusa
bia³ku NS1 jest w stanie hamowaæ apoptozê zaka¿onych komórek [45]. Podczas
analizy cytometrycznej wyró¿niono dwie grupy zaka¿onych komórek: o wysokich
parametrach SSC (side-scatter channel) i FSC (forward-scatter chanel) oraz
grupê o niskiej warto�ci SSC i �redniej FSC. Analiza zawarto�ci wirusowego bia³ka
NS1 w tych dwóch populacjach wykaza³a, i¿ zawarto�æ NS1 w komórkach o obu
wysokich parametrach siêga 84,6%, natomiast w populacji o niskiej warto�ci SSC
i �redniej FSC wynosi 28,8% [46].  Analiza cyklu komórkowego wykaza³a, i¿ wysoka
zawarto�æ NS1 determinuje zatrzymanie cyklu w fazie G2/M, a ni¿sza w fazie G1.
Komórki o wysokich wymienionych parametrach charakteryzuj¹ siê ponadto innym
fenotypem: maj¹ wiêksz¹ �rednicê, zauwa¿alna jest te¿ mniejsza elektronogêsto�æ
j¹der komórkowych, które s¹ powiêkszone i maj¹ pofa³dowan¹ b³onê, a komórki
zawieraj¹ wiêcej cytoplazmy i maj¹ równomiernie  rozmieszczone  struktury,
wewn¹trz których czêsto znajduj¹ siê mitochondria. W 5 d.p.z. obserwuje siê
nasilenie cech wskazuj¹cych na autofagiê w komórkach o wysokich parametrach
SSC i FSC [46]. Badania nad zawarto�ci¹ LC3-II (charakterystycznego markera
autofagosomów) wykaza³y, ¿e w 96 g.p.z. znacznie ro�nie jego zawarto�æ.
Porównawcza analiza zawarto�æ NS1 ukaza³a, i¿ w³a�nie w 96 g.p.z. jego stê¿enie
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osi¹ga maksymalny poziom. Znaczny wzrost zawarto�ci LC3-II skorelowany jest z
wysokim stê¿eniem NS1 (nie obserwowano wzrostu jego zawarto�ci w komórkach
z ma³ym stê¿eniem NS1). U¿ycie inhibitorów MA wzglêdem komórek o mniejszej
zawarto�ci NS1 powodowa³o 27-procentowy wzrost �miertelno�ci, a ponadto wyka-
zano, i¿ u¿yty inhibitor (3-MA) nie ma wp³ywu na aktywno�æ NS1. Przedstawione
powy¿ej wyniki badañ uzyskane przez Nakashima i wsp. [46] jednoznacznie
wskazuj¹ na udzia³ autofagii w zaka¿eniu erytrowirusem. Nie jest jednak pewne,
czy MA jest aktywowany przez wirus i sprzyja jego replikacji, czy te¿ jest to proces
aktywowany przez sam¹ komórkê w celu ochrony przed patogenem. Za drug¹
mo¿liwo�ci¹ przemawia fakt, i¿ podanie 3-MA powoduje wzrost �miertelno�ci
zaka¿onych komórek [46].

Herpeswirusy. Wirus opryszczki (Human herpesvirus typu 1, HHV-1/Herpes
simplex typu 1, HSV-1; Rodzina Herpesviridae; DNA; wielko�æ 100�200 nm)
oddzia³uje  na komórkê dwojako,  a mianowicie poprzez: (i)  genom, którym jest
ds-DNA, indukuje syntezê bia³ek stresowych aktywuj¹c kinazê czynnika inicjuj¹cego
translacjê eIF2α (PKR), (ii) translacjê wirusowego genu neurowirulencji, którego
produktem jest bia³ko ICP34.5, hamuj¹ce aktywno�æ PKR, a tym samym blokuj¹ce
eIF2α [60]. Z kolei eIF2α  � jako czynnik inicjuj¹cy w komórkach transkrypcjê
genów, których produktami s¹ bia³ka odpowiedzi na stres � odpowiada równie¿
po�rednio za rozpoczêcie syntezy bia³ek kluczowych dla autofagii [17]. Zatem HHV-
1/HSV-1 wykszta³ci³ w toku ewolucji mechanizm, który chroni jego genom przed
degradacj¹. Przypuszczenia te poparto do�wiadczeniem, w którym dwie linie
komórkowe:  jedn¹ pozbawion¹ mo¿liwo�ci syntezy PKR, a drug¹ niezmodyfi-
kowan¹ po uprzednim potraktowaniu IFN-α (by zoptymalizowaæ indukcjê aktywno�ci
PKR w odpowiedzi na ds-DNA wirusa) zaka¿ono mutantem HHV-1/HSV-1 charak-
teryzuj¹cym siê brakiem sekwencji odpowiedzialnej za syntezê ICP34.5 lub typem
dzikim, po czym jako metodê mierzenia intensywno�ci zachodzenia autofagii zastoso-
wano badanie ilo�ci bia³ek o d³ugim okresie pó³trwania [60]. Komórki niezmodyfi-
kowane zaka¿one typem dzikim HHV-1/HSV-1 charakteryzowa³y siê znacznym
spadkiem degradacji bia³ek o d³ugim okresie pó³trwania w porównaniu z komórkami
zaka¿onymi wirusem atenuowanym. W komórkach niezdolnych do syntezy PKR
zaka¿onych mutantem wirusa nie obserwowano spadku degradacji bia³ek, podobnie
jak w komórkach niezdolnych do syntezy kinazy zaka¿onych typem dzikim wirusa.
Dane te pozwalaj¹ stwierdziæ, i¿ obecno�æ ICP34.5 jest niezbêdna do zahamowania
autofagii i jednocze�nie przyczynia siê do przetrwania wirusa [33, 34].

Pokswirusy.  Do rodziny Poxviridae nale¿¹ dsDNA wirusy zaliczane do
najwiêkszych wirusów o rozmiarach  220�450 nm × 140�260 nm, w tym miêdzy
innymi zaklasyfikowane do rodzaju Orthopoxvirus: wirus ospy ludzkiej, prawdziwej
(variola wirus, VARV) oraz wirus krowianki (vaccinia wirus, VACV), które
charakteryzuj¹ siê tym, i¿ ich cykl replikacyjny przebiega na terenie cytoplazmy.
Charakterystyczne dla, miêdzy innymi, VACV jest to, i¿ w trakcie cyklu replikacyj-
nego wystêpuje w postaci ró¿nych form, jak IV (immature virion) otoczony
jednob³onow¹ lipoproteinow¹ b³on¹, której pochodzenie nie jest do dzi� wyja�nione
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(postulowane by³o jej pochodzenie z ER lub produkcja de novo). Natomiast w jednej
z  ostatnich publikacji Zhang i wsp. [72] podkre�laj¹ ewentualny udzia³ autofagii w
dostarczaniu pierwotnej b³ony dla formy IV. Wykonano w tym celu szereg
do�wiadczeñ, w³¹cznie z delecj¹  kluczowych w przypadku autofagii genów ATG6/
Beklina-1, ATG5, co doprowadzi³o do konkluzji o braku zwi¹zku omawianego procesu
z cyklem replikacyjnym VACV (brano pod uwagê morfologiê wirusów w TEM oraz
wydajno�æ replikacji wirusa porównuj¹c komórki atg5+/+ i atg5-/- oraz beklina1+/+

i beklina1-/-).

Wirusy RNA

Pikornawirusy.Wirus polio (poliovirus, PV; rodzina Picornaviridae, rodzaj
Enterovirus; RNA;  �rednica 22�30 nm) wywo³uje chorobê Heinego-Medina
(poliomyelitis) atakuj¹c komórki nerwowe rdzenia krêgowego, w wyniku czego
mo¿e dochodziæ do uszkodzeñ neuronów ruchowych, a tym samym do trwa³ego
parali¿u koñczyn. Zaka¿one wirusem komórki wykazuj¹ charakterystyczn¹ rearan¿a-
cjê i silne nagromadzenie b³on (w�ród nich s¹, miêdzy innymi, pêcherzyki zbudowane
z podwójnej b³ony). Co ciekawe, podanie do �rodowiska zaka¿onych PV komórek
brefeldyny A (zak³óca transport pêcherzyków, na powierzchni których obecne s¹
COPI [coat proteins]) skutkuje zahamowaniem replikacji wirusa, a co wiêcej na
powierzchni b³on, na których odbywa siê replikacja wirusa, zlokalizowane s¹ bia³ka
SEC13p i SEC31p nale¿¹ce do rodziny bia³ek COPII [25]. Sugerowa³oby to, i¿
nagromadzone b³ony pochodz¹ z pêcherzyków transportuj¹cych, a nie z b³on
retikulum endoplazmatycznego (ER), sk¹d prawdopodobnie pochodz¹ b³ony autofa-
gosomu. Co ciekawe, u dro¿d¿y produkty genów sec12, 16, 23 oraz 24 (równie¿
nale¿¹ce do rodziny COPII) wymagane s¹ w procesie autofagii [62].

Aby potwierdziæ autofagosomalne pochodzenie b³on, bêd¹cych miejscem replikacji
wirusa, Jacson i wsp. [25] wykonali badanie kolokalizacji GFP-LC3 i wirusowego
bia³ka 3A (lokalizuj¹cego siê na b³onach ER), �wiecenie GFP-LC3 pokry³o siê ze
�wieceniem fluorochromu sprzêgniêtego z przeciwcia³em skierowanym przeciwko
3A. Ponadto, wykonano do�wiadczenie, w którym wykorzystano zjawisko wspólnej
lokalizacji LC3 i LAMP1, która zachodzi pod wp³ywem stymulatorów MA, jednak
w do�wiadczeniu tym jako stymulatora u¿yto PV. Równie¿ w tym przypadku
stwierdzano wspóln¹ lokalizacjê obu markerów. Udowodniono zatem, i¿ b³ony
indukowane obecno�ci¹ PV maj¹ pod³o¿e autofagosomalne. Zastosowanie indukto-
rów MA wp³ywa³o na liczbê nowopowsta³ych cz¹steczek wirusa, zastosowanie
tamoksifenu (w komórkach z receptorem dla estrogenów) zwiêkszy³o czterokrotnie,
a rapamycyny trzykrotnie, zawarto�æ cz¹steczek PV wewn¹trz zaka¿onych komórek
w odniesieniu do kontroli [25]. Z kolei, zastosowanie 3-MA w znaczny sposób
zmniejszy³o liczbê cz¹steczek wirusa w zaka¿onych komórkach. Ponadto, zasto-
sowanie siRNA przeciwko mRNA dla ATG12 zmniejszy³o liczbê nowopowsta³ych
cz¹steczek PV trzykrotnie, a zastosowanie interferencji mRNA dla LC3 nawet
czterokrotnie. Podczas interferencji bia³ek ATG12 i LC3 zaobserwowano równie¿
odpowiednio dziewiêciokrotne i dwudziestokrotne zmniejszenie liczby cz¹steczek



                                                          361AUTOFAGIA W ZAKA¯ENIACH WIRUSOWYCH I BAKTERYJNYCH: MOLEKULARNA RULETKA

wirusa uwalnianych do �rodowiska pozakomórkowego. Ta ostatnia zale¿no�æ sk³ania
do przypuszczeñ, i¿ MA mo¿e siê przyczyniaæ do nielitycznego uwalniania wirusa z
zaka¿onych komórek. Poparciem tej tezy s¹ mikroskopowe obserwacje zaka¿onych
PV komórek permisywnych, które uwidoczni³y cz¹steczki wirusa (oraz inny materia³
cytoplazma-tyczny) wewn¹trz indukowanych przez wirus pêcherzyków [32]. Zatem
PV jest przyk³adem czynnika patogennego, który w wyniku procesów przystoso-
wawczych naby³ zdolno�ci do indukowania autofagii w celu u³atwienia replikacji.
Niemniej precyzyjne mechanizmy opisanych powy¿ej procesów nie s¹ znane i
wymagaj¹ dalszych prac badawczych.

Autofagia odgrywa te¿ wa¿n¹ rolê w molekularnym mechanizmie replikacji
innego wa¿nego przedstawiciela pikornawirusów � wirusa pryszczycy (FMDV, Foot-
and-Mouth Disease Virus) zaliczanego do rodzaju Aphthovirus i wystêpuj¹cego
w 7 serotypach na terenie Europy, Azji, Afryki i Po³udniowej Ameryki.

Retrowirusy. W przypadku HIV-1 (wirus nabytego zespo³u braku odporno�ci
typu 1 [Human immunodeficiency virus type 1]; rodzina Retroviridae; rodzaj
Lentivirus; ss-RNA; czynnik etiologiczny AIDS; �rednica 100�120 nm)  zmniejszenie
odsetka limfocytów T CD4+ zwi¹zane jest ze wzmo¿on¹ apoptoz¹ zaka¿onych
komórek, jak równie¿ ze �mierci¹ niezaka¿onych limfocytów T CD4+ w wyniku tzw.
aktywacji niespecyficznej. Zaka¿enie komórki permisywnej przez HIV-1 to proces,
w którym glikoproteina otoczkowa (Env) gp120 i gp141 przy³¹cza siê do receptora
CD4 i koreceptorów, z których najwa¿niejszymi s¹ CCR5 i CXCR4  na powierzchni
zaka¿onych komórek [17,18]. Dowiedziono, ¿e zaka¿one komórki prezentuj¹ce na
swojej powierzchni Env wi¹¿¹c siê z CXCR4 (niezale¿nie od receptorów CD4) na
powierzchni komórki niezaka¿onej wywo³uje apoptozê tej drugiej oraz indukcjê
autofagii cechuj¹cej siê nagromadzeniem pêcherzyków autofagosomalnych oraz
bekliny-1 w komórkach niezaka¿onych. Równie wa¿ny jest fakt, i¿ zahamowanie
apoptozy jest mo¿liwe w tym przypadku dopiero po zahamowaniu autofagii, co
wskazuje na wa¿n¹ rolê tego procesu w indukcji apoptozy  [17,18].

Koronawirusy i togawirusy. Nale¿¹cy do rodziny Coronaviridae (ss-RNA;
wielko�æ 120�160 nm) mysi wirus wywo³uj¹cy zapalenie w¹troby MHV (Murine
hepatitis virus) prawdopodobnie równie¿ wykorzystuje proces autofagii w swoim
cyklu replikacyjnym, gdy¿ zaobserwowano kolokalizacjê LC3 oraz bia³ek odpowie-
dzialnych za replikacjê wirusa, ponadto zanotowano znaczny spadek wydajno�ci
replikacji  (oko³o 1000 razy) w  komórkach  embrionalnych myszy Atg 5-/- [17]. W
nale¿¹cym do tej samej rodziny, co MHV, koronawirusie wywo³uj¹cym  SARS
(severe acute respiratory syndrome) nie zaobserwowano jednak podobnego
zwi¹zku autofagii z replikacj¹ wirusa [17].

Rola bekliny-1, któr¹ mo¿na uto¿samiaæ równie¿ z rol¹ autofagii, zosta³a wykazana
w przypadku zaka¿enia wirusem Sindbis (SINV; ss-RNA; rodzina Togaviridae;
rodzaj Alphavirus; wielko�æ 70 nm), którego cykl replikacyjny wywo³uje apoptozê
komórek centralnego uk³adu nerwowego [16]. Do tego celu skonstruowano rekom-
binowany wirus z ekspresj¹ bekliny-1, którego interakcje z antyapoptotycznym
bia³kiem Bcl-2 hamuj¹ apoptozê neuronów mysich, jak równie¿ wydajno�æ replikacji
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w stosunku do komórek zaka¿onych wirusem wykazuj¹cym ekspresjê bekliny-1 bez
jej domeny, która wchodzi w interakcjê z Bcl-2 [9].

Powy¿sze doniesienia o roli autofagii w zaka¿eniach wirusowych, jak i te o
kolokalizacji LC3 z rotawirusowym bia³kiem NSP4 (nonstructural protein 4) [13]
musz¹ zostaæ jednak dok³adnie wyja�nione w zwi¹zku z ograniczonym stanem
wiedzy na ten temat.

4. AUTOFAGIA W ZAKA¯ENIACH BAKTERYJNYCH

Autofagia jest procesem, który umo¿liwia niektórym bakteriom uzyskanie sprzyja-
j¹cego mikro�rodowiska wewn¹trz zaka¿onych komórek, a niektóre bakterie mog¹
unikaæ mechanizmów molekularnych autofagii drog¹ ucieczki immunologicznej [47].
Do tej grupy bakterii nale¿¹, miêdzy innymi: przedstawiciele rodziny Mycobacteria-
ceae (Mycobacterium tuberculosis), Listeria monocytogenes, Legionella
pneumophila i Coxiella burnetii.

4.1. Pr¹tki gru�licy (Mycobacterium tuberculosis)

W Bergey's Manual of Systematic Bacteriology [6] pr¹tki gru�licy umiejsco-
wiono w rodzinie IV Mycobacteriaceae i rodzaju I Mycobacterium. Pierwotnym
�rodowiskiem bytowania pr¹tków gru�licy s¹ makrofagi (M∅ ) pêcherzykowe p³uc.
Szacuje siê, i¿ oko³o 90% bakterii, które wniknê³y do p³uc, zostaje unicestwiona,
natomiast pozosta³e 10% namna¿a siê w nieaktywnych M∅  i stanowi pó�niejsze
�ród³o zaka¿enia. Pr¹tki zyskuj¹ dostêp do M∅  przez m.in. receptory dope³niacza:
CR1, CR3, CR4, receptor mannozowy i receptory integrynowe. Fagocytozê M.
tuberculosis ponadto u³atwiaj¹ kolektyny, takie jak: MBL, bia³ko A surfaktantu p³uc
i sk³adnik dope³niacza C1q [57].

W nieaktywnych M∅ dochodzi do zahamowania przez pr¹tki dojrzewania
fagosomu (endosomu) i jego po³¹czenia z lizosomem. Zahamowanie dojrzewania
pêcherzyka zachodzi dziêki wytwarzaniu przez pr¹tki lipidu, podobnego do fosfaty-
dyloinozytoli gospodarza � EEA1, który wchodzi w interakcje z odpowiedzialnymi
za dojrzewanie endosomu ma³ymi GTPazami Rab. Na zajêtych przez Mycobac-
terium endosomach brak Rab5 obecnego na wczesnych endosomach. Ponadto,
EEA1 wraz z Hrs (innym lipidem podobnym do fosfatydyloinozytoli gospodarza)
konkuruj¹ wraz z 3-fosfatydyloinozytolem o centrum aktywne jego fosfatazy. EEA1
i Hrs rozpoznaj¹ i ³¹cz¹ siê z enzymem dziêki swoim domenom FYVE. Zablokowanie
w³a�ciwej aktywno�ci fosfatazy prowadzi do zablokowania transportu z AG do
lizosomu podjednostki V0H+-ATPazy, który zale¿ny jest od tej aktywno�ci. W ten
sposób dochodzi do ustalenia przez pr¹tki pH endosomu na poziomie 6,3, co z kolei
jest optymaln¹ dla nich warto�ci¹ in vivo [68].

Badania Gutierrez i wsp. [22] wykaza³y, i¿ indukcja autofagii wywo³ana niedoborem
sk³adników od¿ywczych w medium hodowlanym  powoduje wzrost ekspresji LC3 o ok.
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30% na powierzchni zajêtych fagosomów, a ponadto ich stopniowe zakwaszenie.
Prze¿ywalno�æ pr¹tków w �g³odzonych� komórkach jest znacznie ni¿sza, a indukcja
autofagii sposobem farmakologicznym wywo³uje podobne efekty. Lokalizacja na
powierzchni fagosomu bia³ek charakterystycznych dla MA powoduje, i¿ staje siê on
suborganellum przej�ciowym, które mo¿na umie�ciæ miêdzy autofagosomem a endoso-
mem. Obecno�æ markerów MA na powierzchni zaanektowanego przez pr¹tki fagosomu
prze³amuje blokadê jego dojrzewania, co w konsekwencji prowadzi do po³¹czenia z
lizosomem i strawienia patogenów. U¿ycie IFN-γ w stosunku do zaka¿onych M∅
wywo³ywa³o podobny efekt, a nawet silniejszy od tego, jaki wynika³ z g³odzenia i wp³ywu
induktorów MA, co �wiadczy, i¿ MA mo¿e byæ mechanizmem immunologicznym
odpowiedzialnym za hamowanie rozwoju  Mycobacterium [22].

4.2. Listeria monocytogenes

Listeria monoytogenes jest zaliczane w Bergey's Manual of Systematic
Bacteriology [6] do rodziny IV Listeriaceae i rodzaju I Listeria. Komórkami, dziêki
którym Listeria monocytogenes zyskuje dostêp do �rodowiska wewn¹trzkomórko-
wego s¹ komórki M umiejscowione miêdzy komórkami nab³onkowymi jelita. Po
sfagocytowaniu m.in. przez M∅  Listeria dziêki produkcji toksyny (listeriolizyny O)
wydostaje siê z fagosomu do cytosolu, tam zyskuje dostêp do bogatego w substancje
od¿ywcze �rodowiska i ulega szybkim podzia³om. Listeria jest zdolna do aktywnego
przemieszczania siê wewn¹trz i pomiêdzy komórkami dziêki polimeryzacji aktyny
rozproszonej w cytoplazmie komórek gospodarza, co czyni z niej bardzo dyna-
micznego i gro�nego dla organizmu patogena [53].

Obserwacje dokonane po zablokowaniu metabolizmu komórek bakteryjnych
(niezdolnych do aktywnego ruchu) znajduj¹cych siê ju¿ na terenie cytoplazmy,
uwidoczni³y gromadzenie siê wokó³ bakterii podwójnie b³oniastych pêcherzyków. Po
21 godzinach od podania chloramfenikolu do �rodowiska zaka¿onych komórek, 90%
bakterii znalaz³o siê ponownie w pêcherzykach maj¹cych znamiona po³¹czenia z
lizosomem. Analiza w transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM) materia³u
pobieranego w równych odstêpach czasu uwidoczni³a stopniowe gromadzenie siê
wpuklaj¹cych wokó³ bakterii b³on. Zastosowanie 3-MA spowodowa³o znaczny spadek
ponownej lokalizacji bakterii w pêcherzykach. Usuniêcie czynników wzrostu (wraz
z surowic¹) ze �rodowiska zaka¿onych hodowli komórkowych wzmaga³o proces
usuwania bakterii z terenu cytoplazmy w opisany powy¿ej sposób. Obserwacje te
jednoznacznie potwierdzaj¹, i¿ Listeria, po zablokowaniu szlaków metabolicznych,
mo¿e byæ substratem dla degradacji autofagosomalnej [53].

4.3. Legionella pneumophila

Wed³ug Bergey's Manual of Systematic Bacteriology [6] Legionella
pneumophila nale¿y do rzêdu VI Legionellales, rodziny I Legionellaceae i rodzaju
I Legionella. Szacuje siê, i¿ Legionella pneumophila jest przyczyn¹ oko³o 16%
pozaszpitalnych przypadków zapalenia p³uc i nawet 50% wewn¹trzszpitalnych. G³ównym
ogniskiem zapalnym, podobnie jak w przypadku M. tuberculosis, s¹ zaka¿one, nieaktywne
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M∅. Legionella jest w stanie zablokowaæ dojrzewanie fagosomu i jego po³¹czenie z
lizosomem w drodze sekrecji toksyn typu IV. Toksyny wydzielane przez tego patogena
zmieniaj¹ gêsto�æ b³ony zajêtego fagosomu, a nastêpnie z lizosomem ³¹cz¹ siê pêcherzyki
pochodz¹ce z ER i tak zbudowany pêcherzyk nosi nazwê fagosomu replikacyjnego. Po
15 godzinach (czas potrzebny na zmianê aktywno�ci metabolizmu) dochodzi do po³¹czenia
fagosomu replikacyjnego z lizosomem i komórki bakteryjne wchodz¹ w fazê
logarytmicznego wzrostu [52, 1].

Badania przeprowadzone przez Amer i Swanson [2] wykaza³y, i¿ natychmiast
po internalizacji 50% bakterii osiada³o w pêcherzykach, wokó³ których gromadzi³o
siê ATG7 (jeden z czynników niezbêdnych do zainicjowania powstawania
autofagosomu). Co ciekawe, bia³ko to gromadzi³o siê wokó³ fagosomów nios¹cych
tylko patogenne szczepy L. pneumophila. Podobne wyniki uzyskano badaj¹c lokaliza-
cjê ATG8 (MAP1-LC3). Wykazano ponadto, i¿ proces aktywacji autofagii jest
niezale¿ny od fagocytozy komórek bakteryjnych. Aktywacja autofagii zachodzi³a
równie¿ po podaniu supernatantu z hodowli bakteryjnej (zjawisk tych nie wykazano
po podaniu �wie¿ej, sterylnej po¿ywki lub  supernatantu z hodowli szczepów
niepatogennych). Obserwacje te doprowadzi³y do odkrycia kompleksu z³o¿onego z
9 bia³ek o masie miêdzy 10 kD a 30 kD, które s¹ odpowiedzialne za indukcjê
autofagii w zaka¿onych komórkach (kompleks ten jest prawdopodobnie wydzielany
za pomoc¹ sekrecji toksyn typu IV). Autofagia w przypadku Legionella zdaje siê
byæ procesem sprzyjaj¹cym zaka¿eniu. Dalsze badania na hodowlach mysich M∅
doprowadzi³y do odkrycia przyczyny permisywno�ci niektórych linii mysich komórek.
Myszy podatne na zaka¿enie L. pneumophila maj¹ mutacjê w genie koduj¹cym
bia³ko Naip5. Bia³ko to znane jest ze swojej roli hamuj¹cej apoptozê w neuronach,
nale¿y do du¿ej rodziny inhibitorów kaspaz maj¹cych domeny BIR, NOD i LRR.
Domena BIR odpowiada za przy³¹czenie kaspaz 3 i 7, a tym samym za zahamo-
wanie ich aktywno�ci. Prawdopodobnie zahamowanie aktywno�ci kaspazy 3
przyspiesza dojrzewanie autofagosomu. Zauwa¿ono, ¿e od stê¿enia aktywnej kaspazy
3 zale¿y nie tylko aktywacja autofagii (przy niskiej aktywno�ci), ale równie¿
aktywacja mechanizmu apoptozy (przy wysokiej aktywno�ci). Zatem rola Naip5 mo¿e
byæ decyduj¹ca dla strategii walki z patogenem, a mutacja w genie go koduj¹cym
mo¿e decydowaæ o losie zaka¿onego organizmu [2].

4.4. Coxiella burnetii

Bergey's Manual of Systematic Bacteriology [6] umieszcza Coxiella burnetii w
rzêdzie VI Legionellales, rodzinie II Coxiellaceae, rodzaju I Coxiella. Badania nad
rozwojem i patogenno�ci¹ Coxiella burnetii pozwoli³y wyró¿niæ dwie, odmienne pod
wzglêdem metabolizmu postacie tej bakterii, to jest: (i) SCV (Small Cell Variant) oraz
(ii) LCV (Large Cell Variant). SCV jest  pa³eczk¹ o wymiarach 0,2�0,5 µm, zawieraj¹c¹
elektronogêst¹ chromatynê, z³o¿ony system wewnêtrznych b³on, jej metabolizm jest silnie
zahamowany, rzadko siê dzieli i jest odporna na warunki �rodowiskowe. LCV ma
d³ugo�æ 1 µm i nie odbiega wygl¹dem od innych Gram (�) pa³eczek, jest aktywna
metabolicznie, czêsto siê dzieli, jednak jest du¿o mniej oporna na warunki �rodowis-
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kowe [9]. Obie postacie s¹ zdolne do zaka¿ania komórek permisywnych,  jednak
zaka¿enia ma³o odpornym na mechanizmy efektorowe organizmu LCV stanowi¹
ma³y procent ogólnej liczby zaka¿eñ wywo³ywanych przez C. burnetii. Po sfago-
cytowaniu patogenu wokó³ fagosomu gromadz¹ siê liczne b³oniaste struktury, które
po po³¹czeniu z fagosomem tworz¹ pêcherzyk na kszta³t tego, jaki indukuje w
komórkach L. pneumophila. We wnêtrzu zajêtego pêcherzyka SCV zmienia charak-
ter metabolizmu i ró¿nicuje siê w LCV. Uformowany wokó³ patogenu pêcherzyk
zawiera markery autofagii, w tym,  miêdzy innymi, LC3. Badania Gutierrez i
Colombo [21] wykaza³y, i¿ indukcja autofagii w zaka¿onych komórkach sprzyja
rozprzestrzenianiu zaka¿enia (komórki z nadekspresj¹ LC3 i Rab24 sprzyja³y
szybkiemu rozwojowi patogenu i rozprzestrzenieniu zaka¿enia) [21]. W hodowli
komórkowej z ograniczonym dostêpem do substancji od¿ywczych (gdzie autofagia
zachodzi na znacznie wy¿szym poziomie) liczba komórek bakteryjnych by³a znacznie
wiêksza, a dominuj¹c¹ form¹ bakterii by³a forma LCV (by³o jej wiêcej o 50�70%
ni¿ w komórkach kontrolnych). Zasugerowano zatem, i¿ ³¹cz¹ce siê z zajêtym
fagosomem autofagosomy mog³yby dostarczaæ substancji od¿ywczych produkowa-
nych na terenie cytoplazmy lub nieznanych czynników indukuj¹cych przej�cie z formy
SCV na LCV. Szczegó³owy mechanizm tego zjawiska jest jednak ma³o znany i
wymaga dalszych badañ. Prawdopodobnie C. burnetii, równie¿ poprzez sekrecjê
nieznanych dot¹d czynników, jest w stanie indukowaæ mechanizmy MA, które jej
sprzyjaj¹ [21].

5. PODSUMOWANIE

Nasza wiedza na temat roli autofagii w przebiegu zaka¿eñ wirusowych i
bakteryjnych  jest stosunkowa niewielka ze wzglêdu na, miêdzy innymi, brak
sprawdzonych technik badawczych u¿ywanych do poznania tego procesu, a co za
tym idzie równie¿ udzia³u autofagii w interakcjach z mikroorganizmami, dlatego te¿
w tytule niniejszej pracy zasygnalizowano odniesienie siê do mechanizmów
warunkuj¹cych ten proces w kontek�cie molekularnej gry o wielu niewiadomych,
co obrazuje, w pewnym stopniu, porównanie do molekularnej ruletki.  Z jednej strony
mamy bowiem do czynienia z dzia³aniem cytoprotekcyjnym czy wrêcz zaanga¿o-
waniem autofagii w mechanizmy efektorowe odpowiedzi immunologicznej (najpraw-
dopodobniej ma to miejsce, na przyk³ad, w przypadku zaka¿enia pr¹tkami gru�licy),
a z drugiej strony autofagia niejednokrotnie umo¿liwia prze¿ycie patogenów (np.
Coxiella burnetii) wewn¹trz zaka¿onych komórek stanowi¹c jeden z przyk³adów
wyrafinowanych mechanizmów ucieczki immunologicznej czynników zaka�nych.
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