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Zmiany morfologiczne
w indukowanej autofagii hepatocytow myszy

Streszczenie

Badano wplyw czynnikbw wyzwalajagcych autofagie. Obserwacje
przeprowadzono na watrobie jednego gatunku - myszy. Zastosowano me-
tody ultrastrukturalne. Stwierdzony wzrost proceséw autofagowych
miat réznorodny zakres w zaleznosci od uzytego czynnika.

Wstep

Autofagia jest powszechnym mechanizmem wystepujacym w wielu ty-
pach komoérek, za pomocg ktérego organelle wewnagtrzkomorkowe i cyto-
zol sa oddzielane od cytoplazmy, a potem degradowane. Pierwszym
rozpoznawczym krokiem w tym procesie jest oddzielenie pewnego
obszaru cytoplazmy przez podwodjng membrane. W powstatej w wyniku
tego procesu wakuoli autofagowej Ilub autofagosomie nie zachodzag

jeszcze procesy degradacyjne ze wzgledu na nieobecno$¢ enzymow

* Pracownia Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biologii Wyzszej
Szkoty Pedagogicznej w Kielcach.
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hydrolitycznych (Arstila i Trump, 1968; Ericsson, 1969; Schworer i
Mortimore, 1979; Schworer i wsp., 1981). Dopiero w nastepstwie fu-
zji z lizosomami pierwotnymi lub elementami Golgiego formutujg sie
wiasciwe wakuole degradacyjne.

Z licznych badan wynika, ze zahamowanie autofagii wiaze sie ze
zmniejszeniem degradacji i wzrostem komoérki, a tym samym organizmu
(Mortimore i wsp., 1989; Pfeifer, 1987; Pfeifer, 1981; Scornik i
Botbol, 1976). Autofagia moze by¢ zatem bardzo waznym zrddiem ener-
getycznym komorki w procesach zaburzenia jej homeostazy. Mechanizm
procesow autofagowych nadal nie jest w petlni poznany i ciggle wzbu-
dza duze zainteresowanie ze strony fizjologii, jak tez hodowli
zwierzat.

Celem niniejszej pracy byto przesledzenie wplywu niektérych
czynnikow wyzwalajgcych autofagie na zmiany morfologiczne proceséw

autofagowych hepatocytow watroby myszy.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na biatych myszach rasy Porton o masie
ciata 25-30 g. Zwierzeta podzielono na trzy grupy doswiadczalne.
Grupe pierwszg poddano glodzeniu przez 24, 72 i 96 godzin. W dru-
giej grupie doswiadczalnej myszy otrzymaty dootrzewnowo lek vinbla-
styne (Vinblastin, Richter, Wegry) w ilosci 5 mg/100 g masy ciala.
Zwierzeta tej grupy byly poddane dziataniu vinblastyny przez 4 i 24
godziny. Grupe kontrolng stanowity myszy nie obcigzone. Z watroby
poszczegdélnych grup zwierzat natychmiast po dekapitacji pobierano
wycinki do badan mikroskopowych. Utrwalanie oraz osmowanie przepro-
wadzono wg Marzelli i Glaumanna (1980). Z zatopionych w eponie -
820 bloczkéw sporzadzono skrawki poéicienkie dla oceny ogélnej w mi-

kroskopie S$wietlnym, a ponadto sporzadzono skrawki ultracienkie do
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mikroskopii elektronowej. Dodatkowe kontrastowanie skrawkéw ultra-

cienkich wg Marzelli i Glaumanna (1980).

Omowienie wynikow

Ultrastruktura komorek watroby zwierzat kontrolnych odpowiada
nie pobudzonej komorce watrobowej. Badania ultrastrukturalnych
zmian w watrobie myszy wykazaty po 24 godzinach gtodzenia zwieksze-
nie liczby i rozmiaréw mitochondriow (rye. 1 i 2). Wida¢ wyraznie
rozne stadia tworzenia sie wakuol autofagowych. Autofagii ulegajg w
przewazajacej mierze mitochondria. Zostajg one otoczone elementami
btoniastymi, dajgc typowe wakuole autofagowe w réznym stopniu roz-
woju. Niektore mitochondria sg juz czesciowo zdegradowane, silnie
rozwinieta jest siateczka S$rodplazmatyczna szorstka. Znaczna ilosé
wolnych rybosoméw, zmniejszona ilos¢ glikogenu, zwiekszenie elemen-
tow uktadu Golgiego (zaréwno cystern jak i wakuol), wszystko to
wskazuje na wzmozone procesy biosyntezy biatka.

Po 72 godzinach gtodzenia (ryc. 3) wystapita ostro nasilona
autofagia. Obserwuje sie silny rozwd6j elementow ukiladu Golgiego
(cystern i wakuol), nagromadzenie sie charakterystycznych wakuol
wydzielniczych zawierajgcych endogenne lipoproteiny bardzo matej
gestosci (VLDL). Widocznej redukcji ulegta siateczka $rédplazma-
tyczna, natomiast pojawita sie znaczna ilos¢ wolnych rybosomow,
ktére najprawdopodobniej statly sie przedmiotem dalszej autofagii.

Po 96 godzinie glodzenia (ryc. 4) przewazajgcg Czes¢ skladnikéw
cytoplazmy stanowity rézne formy wakuol autofagowych zawierajgce
material w réznym etapie trawienia. Obserwowano rowniez trawienie
elementéw cytoplazmatycznych jako wyraz daleko posunietej autofagii
wyréwnawczej.

Podanie vinblastyny powodowato wzrost przedziatu lizosomalnego,

co wynikato najprawdopodobniej ze zwiekszonego oddzielania i degra-
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dacji organelli komérkowych. Nowo utworzone wakuole byly ograniczo-
ne przez réznorodne endoplazmatyczne membrany (ryc. 5). Widoczne
byly autofagosomy oraz fuzja miedzy powstajacymi autofagosomami i
lizosomami. Retikulum endoplazmatyczne i mitochondria stanowity
przewazajgcg zawartos¢ wakuol autofagowych wraz z mozliwymi do roz-
poznania skladnikami cytozolu (ryc. 6). Obciazenie vinblastyng do-
prowadzito do nagromadzenia sie w hepatocytach watroby endogennych
lipoprotein bardzo matej gestosci (VLDL). Ultrastruktura komorki

watrobowej wskazuje na stan pobudzenia proceséw autofagowych.

Dyskusja

Wzrost komorki jest kierowany przez stabilng réwnowage miedzy
synteza i degradacja biatek (Arstila i Trump, 1968; Ericsson, 1969;
Schworer i Mortimore, 1979; Schworer i wsp., 1981). Autofagia jest
droga degradacyjna indukowang przez czynniki $rodowiska z mozliwo-
§cig brania udzialu i by¢ moze nakazywania reakcji komérkowych na
zmiany zachodzgce w otoczeniu. Reakcja ta moze by¢ konieczna do po-
nownego uzupetnienia substratébw metabolicznych w komdérce w odpowie-
dzi na pozbawienie pokarmu lub usuniecia nietypowych skladnikéw ko-
morki, ktére akumulujg sie podczas zatrucia lub uszkodzenia komorki
(Holtzman, 1989; Mortimore i wsp., 1989). Poznano szereg czynnikéw
wyzwalajgcych autofagie. Naleza do nich m.in. diugotrwate gtodze-
nie i vinblastyna.

Zaden stan fizjologiczny nie uwidacznia tak jasno jak gtodzenie
mechanizméw wyréwnawczych, pozwalajgcych na utrzymanie doptywu sub-
stratow energetycznych by zapewni¢ homeostaze. Przeprowadzona ana-
liza ultrastrukturalnych zmian w watrobie myszy poddanych dtugo-
trwatemu glodzeniu wykazata zwiekszenie liczby i rozmiaréw mito-
chondridw, a takze pojawienie sie wakuol autofagowych w réznych

stadiach rozwoju (ryc. 1-4). Obserwowany wzrost liczby lizosoméw z
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jednoczesnym nasileniem procesow autofagéwych sugeruje m.in. adap-
tacje komorki do przejscia na endogenne odzywianie. Zwiekszenie
przedziatu lizosomalnego jest prawdopodobnie zwigzane z rozkladem
struktur organelli wewnatrzkomoérkowych z jednoczesnym wykorzysta-
niem produktéw degradacji do podtrzymania podstawowych funkcji zy-
ciowych komorki. Uzyskane wyniki potwierdzatyby przypuszczenia
Ericssona (1969), ze to wilasnie autofagia moze podczas glodzenia
zapewni¢ niezbedne zwiagzki pokarmowe komodrce przez pozbycie sie
mniej waznych organelli.

Obok gtodzenia przeanalizowano wplyw vinblastyny na procesy
autofagowe. Alkaloid ten depolimeryzujagc mikrotubule hamuje wydzie-
lanie endogennych lipoprotein bardzo matej gestosci (VLDL), w na-
stepstwie czego dochodzi do nagromadzenia ich w komoérce (Marzella
Glaumann, 1980; 1987; Kopitz i wsp., 1990; Redman, 1975; Reunanen i
wsp., 1985; Seglen, 1987). 4- i 24-godzinne dziatanie vinblastyny
(ryc. 5 i 6) powodowato istotny wzrost przedziatu lizosomalnego po-
taczony z nagromadzeniem sie charakterystycznych wakuol wydzielni-
czych zawierajacych VLDL. Wakuole te byly przedmiotem autofagii.
Wzrost autofagii w tym przypadku jest mechanizmem kompensacyjnym,
usuwajacym nadmiar wyprodukowanych VLDL.

Zastosowane w pracy czynniki pressingu $rodowiskowego, tj
diugotrwate gtodzenie i podana vinblastyna powodowaty wzrost proce-
sow autofagowych i degradacyjnych. Obserwowany wzrost autofagii mo-
ze by¢ tylko adaptacyjng odpowiedzig komdérki na dziatanie streso-

row.
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Teodora Krol

MORPHOLOGICAL CHANGES DURING INDUCED AUTOPHAGY OF
MOUSE HEPATOCYTES

Summary
Effect of agents on releasing autophagy were studied (long-draw
starvation, vinblastin) the observations have been carried out over
a liver of one mouse species. Ultrastructure methods have been
applied. The ascertained increase of autophagic processes have had

various range according to applied agent.

Tsopopa Kponb

MOP®OMOTNMYECKMNE WM3MEHEHWA
B MHOYKTUPOBAHHOW ABTO®ATNU TEMATUTOB MBbILLENA

Pe3twme
MNpoBoanaocb wuccnegoBaHme BAUSHUA (aKTOPOB Bbi3blBaOLLMX
aBToharmio (HN. MNPOAO/MKUTENIbHOE TrosiogaHune, BUHGACTMKA).
HabnogeHuns npoBOoAMNNCL HA MeYeHU O4HOro Buaa Mblwei. MNpu-
MEHANNUCbL YNbTPAaCTPYKTYpPHble MeToAbl. O6Hapy>XeHHoe BAUAHWE MpPO-
LeccoB aBToarmy MmMeno pasHoobpasHblii Auana3oH B 3aBUCUMOCTU OT

MNCnoJ/ib3oBaHHOTO anKTODa.
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