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Autofagia on tarkea solujen energiatasapainon yllapitdja. Sen tehtavana on vastata eri-
laisiin stressitekijoihin, joita ovat esimerkiksi ravintoaineiden puutostilat. Kun solu altis-
tuu stressitekijoille, autofagia kaynnistyy ja sen maara elimistossa lisddantyy. Autofagian
johdosta proteiinit ja vaurioituneet soluelimet lahetetdaan hajotettavaksi ja kierratetta-
vaksi lysosomeille, jotta ne voidaan uudelleen kdyttda metabolisiin reaktioihin ja so-
luenergian valmistukseen. Autofagialla pystytdaan siirtamaan suuria maaria erilaisia
substraatteja kierratykseen tehokkaasti, jolloin solu selviytyy hyvin stressista ja pystyy
tuottamaan uusia rakennuskomponentteja vanhoista ja toimimattomista substraa-
teista.

Autofagia on tarkoin saadelty mekanismi, joka kdynnistyy ainoastaan silloin, kun sen
tarve kasvaa. Keskeisimmat ravintosensorit reaktion saatelyssa on mammalian target of
rapamycin mTOR-kompleksi seka adenosiinimonofosfaatti-riippuvainen kinaasi AMPK.
mMTOR on herkka aistimaan aminohappojen maaraa seka kasvutekijoita. Jos ravintoai-
neita on tarpeeksi saatavilla mTOR aktivoituu, autofagia estyy ja organismi haluaa kas-
vaa. Solujen ollessa ravintoainepuutoksessa esimerkiksi paaston aikana mTOR-komp-
leksi on inaktiivinen ja autofagia aktiivinen. Myds muut solujen molekulaariset saatelijat
aistivat ravintoainepuutoksia, kuten glukoosin puutoksen ja soluenergian maaran aistiva
AMPK. Talléin solu ei tuota tehokkaasti ATP:ta ja tama tehostaa autofagiaa.

Koska autofagian on osoitettu olevan erittdin tarkea mekanismi nisdakkdiden fysiologi-
assa, sen puutos saattaa johtaa erilaisiin sairauksiin ja nopeutettuun ikaantymiseen.
Tana padivana autofagia on tutkimuksessa tarkea kohde. Viimeaikaiset 16ydokset ovat
viitanneet autofagian potentiaaliin erilaisten sairauksien terapeuttisena hoitomuotona.



Sisallys

THVISTELIMA ......eeieeeeeeeeteeat et ssee s e sesssesssssesss e ssssesssessssssesssessssssesssessssssesssssesssessssssesssensesnenssesess 0
LYHENNELUETTELO ... cteuiiteietenereneereeencetenserensessssseesnsseressesessssssssssssssessnssssssssssnssessssssensssssnssssnssesansesenne 2
L. JOHDANTO ..ceuiiieneirieeerennietenserenseesenseesssserensssssssessssseressessssssssssssssssessnssssnsssssnssessssessnsssssnssssnssesansesenne 3
3. AUTOFAGIAN HISTORIA ... cceiieeitteietenertneieteesieteserensessassesssssersssessnsssssssssssssessnssssnssessnssesansessnssssnnnes 5
3.1 AUTOFAGIAN LOYTYMINEN ..evvvuuuueeeeereerunnaeeeersesssunesesessssssnneeeesssssssnneesessssssssaeeesssssssnnsesesssssssnnneesssssssnnneseees 5
3.2 NOBELIN PALKINTO 2006 ....ceevuuiieieeeieiiiiiieeeeeeetitiieeeeeeeettateeeeesesstnnaeeessssssnaeseessssssnnaesesssssssnneeesssssssnnneneens 6
4. IMIEKANISIMIL ...eeeiieeiiienerteeieteeeeetenetenserenssessaseressessnsssssssesssssssasssssnssesssssssssssssnssssssssssnssssanssssnssessnsenes 7
4.1 RAVINTOSENSORIT MTOR JA AMPK ...eeeeeeeeiiieee e eeeee e e e ettt se e e e e eeeaba e e eeeeesastneeeessssssnnnseesssssnnnaaeesereses 7
. 1.2 KAYNNISTYMINEN 1uueereerruuuneeeeererssnnaaeeessessssnsesesssssssnseeesssssssnnsesesssssssnsesesssssssnnsessssssssnnnesesssssssnsnesessssses 8
4.1.3 AUTOFAGOSOMIN NUKLEAATIO ..evvvtuuneeeeerersnuneeeeessesssnnaeeesssssssnaeeeesssssssnaesesssssssnneessssssssnnnesesssssssnnnessssssses 9
4.1.4 ELONGAATIO JA AUTOFAGOSOMIN MUODOSTUMINEN ...uuuueeeeeertstneeeeererersnnaeeeesessssnseeeessssssnnaesessessssnneesesessses 9
4.1.5 LYSOSOMIIN FUUSIOITUMINEN JA AUTOLYSOSOMIN MUODOSTUMINEN ..eevvvuueeeeererernneeeeereerrsnnaeeeesessssnnneneees 10
5. AUTOFAGIA JA SAIRAUDET ....ceuuiiteuietenertnnsereesierenserensesssssessasseressessssssssnssessssessnsssssssssssssessnssssnssessns 10
5.1 AUTOFAGIA JA TKAANTYIMINEN 11vtuuneeeeetrruuneeeeersssssnaeseesssssssnaeeeesssssssnsesessssssnnaeesessssssnnsesessssssnneeesssssssnnnns 10
5.2 PROTEINIEN HAJOTUSSYSTEEMIT 1uuueeeeerrruuneeeersrsssnniesesssessssnseeeessssssnnesesessssssnnaeessssssssnsesessssssssneeesssssssnnnns 11
5.3 NEURODEGENERATIIVISET SAIRAUDET ..evvvuuuneeeerrreruneieseeerrsssnaeeessssssnnneseesssssssnnaeessssssssnesesesssssssnneeesssssssnnnns 13
6. YHTEENVETO ...ccuuiieeuiiienerennerteenceeenerenserensssssnsserssserensssssssessnssesassessnsssssnssesssssssnssssssssssnssensnsessnssssans 14
LAHTEET ...veieieeeeurieeeiseeessesssesstessesssessssesssessesssesssessssssesssessesssesssessesssesstessesssesssessesssesssessesssesssessens 15
1

1 Kansikuva. Autofagosomi fuusioituu lysosomiin, taiteilijan ndkemys (Kuvan omistaa Tuomas Javanainen
Vaste Oy).



Lyhenneluettelo

AMPK AMP aktivoitu proteiinikinaasi

ATG Autofagiaan liittyva geeni

Beclin-1 Mammalian homologue of Atg6 yeast
Hsc70 Lampdosokkiproteiini 70Kda

LC3 Mikrotubulus avusteinen proteiini
mTOR Mammalian target of rapamycin
PI(3)P Phophoinositide phosphatidylinositol 3-phosphate
PI3K phosphatidylinositol 3-kinaasi

Rap7 GTPaasi

ULK-1 autofagiaa aktivoiva kinaasi

UPS ubikitiini-proteasomi-jarjestelma



1. JOHDANTO

Autofagia on evoluutiosta sdilynyt ja tarkoin saddelty lysosomaalinen kierratysreitti, joka
siirtaa soluliman ainesosia ja soluelimia lysosomiin hajotettavaksi (Eskelinen 2008). Au-
tofagia aktivoituu stressiolosuhteissa, kuten aminohappojen ja ravinteiden puutteesta
(paastotila), laskostumattomien proteiinien lisddntyessa tai virusinfektiossa. Kierratet-
tavan materiaalin perusteella, sen reitista ja siitd kuinka se saapuu lysosomiin hajotetta-
vaksi, autofagia voidaan jakaa kolmeen paaluokkaan 1) makroautofagiaan (autofagia) 2)

mikroautofagiaan, ja 3) kaperonivalitteiseen autofagiaan (Eskelinen 2008).

Makroautofagiassa solut muodostavat kaksoismembraanisen vesikkelin eli auto-
fagosomin. Kierratettava materiaali kuljetetaan autofagosomissa lysosomeille hajotet-
tavaksi ja entsyymien toimesta monomeereihinsa pilkottu materiaali voidaan uudelleen
kayttaa solujen toimintoihin (kuva 1.). Makroautofagia reaktion esimmaisia vaiheita on
eristetyn kuppimaisen membraanin muodostuminen (fagofori), jonka oletetaan olevan
peraisin golgin laitteesta (Van Der Vaart 2010). Tata prosessia kutsutaan nukleaatioksi
ja sitd saatelevat monet proteiinit (Suzuki ja Ohsumi 2007). Fagofori kasvaa ja pitenee
vahitellen elongaatiovaiheessa muodostaen lopuksi autofagosomin. Viimeisessa vai-
heessa autofagosomi fuusioituu lysosomin kanssa muodostaen autolysosomin ja kierra-
tettdva solumateriaali vapautetaan lysosomin hydrolaaseille hajotettavaksi (Suzuki ja

Ohsumi 2007).

Nonselektiivisessa mikroautofagiassa lysosomi (hiivoilla vakuoli) kaappaa nielaisemalla
sytosolisia komponentteja membraanin lapi kierratykseen solulimasta (kuva 1). Meka-
nismia on tutkittu paljon hiivasoluissa mutta on tuntemattomampi muissa organis-
meissa (Li 2012). Mikroautofagia on yleensa ei-valikoivaa, mutta on olemassa myds poik-
keuksia, jolloin mikroautofagiasta tulee valikoivaa (micropexophagy, tuman mikroauto-
fagia ja mikromitofagia). Ravintoainepuutoksessa hiivan vakuolimembraaniin alkaa

muodostumaan putkiloita ja kuroumia, joita kutsutaan autofagiaputkiloiksi. Vesikkeli



fuusioituu kuroumaan ja kierratettava materiaali siirtyy endosytoottisesti lysosomin luu-

meniin hajotettavaksi (Li 2012).

Kaperonivalitteisessa autofagiassa kaperonikompleksi, johon kuuluu ko-kaperonien li-
saksi lamposokkiproteiini Hsc70 (70Kda), tunnistaa kierratettdavat proteiinisubstraatit
sytosolissa ja sitoutuu niihin (kuva 1.). Tama valikoiva autofagian muoto valitsee prote-
iineja, joissa on pentapeptidi KFERQ sekvenssi (Massey ja muut 2006). Kapero-
nisubstraattikompleksi siirtaa toimimattomat proteiinit yksitellen lysosomin pinnalle,
jossa ne sitoutuvat LAMP-2A membraaniproteiiniin. Hajotukseen meneva materiaali siir-
tyy lysosomin membraanin ldpi lysosomaalisen Hsc70 avustuksella. Lysosomin hydrolaa-
sit hajoittavat proteiinit uudelleen kaytettavaksi (Massey ja muut 2006). Paaston aikana
kaperonivalitteinen autofagia kerdaa aminohappoja proteiinisynteesiin ja poistaa toimi-

mattomia proteiineja, jotka estdvat solua selviytymasta (Cuervo 1995).

Autofagia voidaan nimeta myds useisiin erilaisiin alatyyppeihin riippuen kierratettavasta
materiaalista, kuten esimerkiksi mitofagia, lipofagia, lysofagia, aggrefagia, ja ribofagia

(Ghosh ja Pattinson 2018).

Geneettiset tutkimukset ovat osoittaneet, etta hiivan ATG1-kinaasilla on keskeinen rooli
autofagian kdynnistymisessa (Joungmok ja muut 2011). Lisdksi autofagian toimintaa
edistaa AMP aktivoitu proteiinikinaasi AMPK, joka on tarkead ravintosensori. Se sadtelee
solun aineenvaihduntaa saavuttaakseen energiatasapainon ja kiihdyttdaa autofagiaa ak-
tivoimalla seriini/treoniini proteiinikinaasi ULK1 entsyymin fosforyloimalla Ser 317 ja Ser
777:n. Autofagiaa inhiboi keskeinen solukasvua saateleva the mammalian target of ra-
pamycin (mTOR/TOR) (nisakkailla/hiivoilla), joka pitaa sisallaan kasvutekijat ja ravinto-
ainesaatelyn. Kinaasiaktiivisuuden inhibitio rapamysiinilla, taas aktivoi autofagian.

(Joungmok ja muut 2011).
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Kuva 1. Kuvassa on esiteltynd kolme autofagian pdétyyppié. Makroautofagia, mikroautofagia ja kapero-
nivélitteinen autofagia. Makroautofagiassa fagoforista mudostuu autofagosomi, jonka siséllé kierrdtet-
tdvd materiaali siirtyy lysosomiin hajotettavksi. Mikroautofagiassa lysosomi nielaisee epdselektiivisesti
kierrdtettdvdd materiaalia sisédnsd hajotettavaksi. Kaperoni vilitteisessd autofagiassa kaperonikomp-
leksin ldmpdésokkiproteiini HSC70 tunnistaa kierrdtettdvdn materiaalin pentapeptidi KFERQ sekvensin
avulla. Nature Reviews Molecular Cell Biology 16, 461-472 (2015).

3. AUTOFAGIAN HISTORIA

3.1 Autofagian ldytyminen

Belgialainen biokemisti Chriastian De Duve keksi termin autofagia vuonna 1963 (De
Duve 1983). De Duve ja Hanen tyoryhmansa loysivat lysosomit nama yksinkertaisen kal-
von ympdrdimat soluelimet, jotka sisdltavat erilaisia hajottavia entsyymeita. Han voitti
fysiologian Nobelin palkinnon 1974 (De Duve 1983). Autofagia termi syntyi, kun elektro-
nimikroskoopilla havaittiin rotan maksasolun solulimassa kaksimembraanisen vesikkelin
(autofagosomin) kuljettavan soluelimia, kuten mitokondrioita ja osia endoplasmisesta
kalvostosta (Klionsky 2008). Tama uuden tyyppinen vesikkeli fuusioitui lysosomiin siir-
tadkseen kierratettavan solumateriaalin sinne hajotettavaksi. Aikaisempien |6yddsten
perusteella de Duve ja hanen tydryhmansa olivat varmoja, etta glukagoni hormonin las-
naolo kaynnisti autofagian (Ohsumi 2014). Muut tutkijat 16ysivat myéhemmin hormo-
naalisen ja entsymaattisen saately mekanismit autofagiassa, kuten 3-metyyliadeniinin
inhiboinnin merkityksen. De Duven mielesta autofagia saattoi olla selektiivistd (Ohsumi

2014).



Autofagian 16ytymisen jalkeen moni tutkimus epdonnistui, koska ei pystytty ymmarta-
maan molekyylitasolla, kuinka kierratysmekanismi toimii. Vuonna 1992 tapahtui kuiten-
kin lapimurto tutkimuksessa, kun saavutettiin ensimmainen morfologinen havainto non-
selektiivisesta autofagiasta hiivassa (Baba ja muut 1994). Se johti perdkkaisten autofa-
giaa saatelevien geenien I16ytymiseen hiivasta ja paljasti erityisia molekyyleja, jotka oli-
vat vastuussa membraanin dynamiikasta autofagian aikana (Ohsumi 2014). Autofagiaa
sdatelevia geeneja alkoi I6ytymadan muistakin organismeista. Ymmarrettiin, ettd ndin
keskeisen mekanismin oli toimittava myds eukaryoottisissa soluissa. Nama |6yddkset
toivat mullistavan harppauksen eteenpdin autofagian tutkimuksessa. Viimeiset kymme-
nen vuotta autofagian tutkimuksessa ja ymmarryksessa on edistytty, ei vain ainoastaan
molekyyli ja mekanismi tasolla, vaan myds autofagian fysiologisesta merkityksessa ter-

veydessa ja eri sairauksissa (Ohsumi 2014).

3.2 Nobelin palkinto 2016

Vuonna 2016 japanilainen solubiologi Yoshinori Ohsumi sai fysiologian tai ladketieteen
Nobel palkinnon selvitettyddan autofagian biokemiallisen mekanismin leivontahiivassa
(Levine ja Klionsky 2016; kuva 2.). Ohsumi ja hdnen tyéryhmansa |0ysivat vuonna 1992
autofagiaan kuuluvia "osia” Saccharomyces cerevisiae hiivan vakuolista sen ollessaan il-
man ravinteita (Baba ja muut 1994). Tama oli ensimmainen havainto epaselektiivisesta
autofagiasta hiivasolussa. Naannyttamalld hiivamutantteja, joista oli poistettu va-
kuolissa olevat hajotuksesta vastaavat entsyymit, pystyttiin stimuloimaan autofa-
giamekanismia. He huomasivat, etta hiivasolun vakuoli alkoi tayttymaan vesikkeleista eli
autofagosomeista (kuva 2.). Menetelma todisti autofagian tapahtumisen hiivasoluissa ja
mahdollisti autofagian toiminnan kannalta keskeisimpien geenien tunnistamisen (Tsu-
kada ja Ohsumi 1993). Tutkimalla hiivakantoja, jotka kerryttivat autofagosomeja va-
kuoliin paastotilassa, pystyttiin sddtelemaan autofagiasta vastaavien geenien (ATG) toi-
mintaa. Autofagian toimintamekanismin selvittaminen hiivasolussa, johti paatelmaan,

ettd autofagia toimii myds muissa organismeissa, kuten esimerkiksi eldinsoluissa.
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Kuva 2. Elektronimikroskooppi kuvat autofagiasta hiiva- ja nisékéssolussa. Vasemmalla on kuvattuna hii-
vasolussa (S. cerevisiae) tapahtuva autofagia, jossa havaitaan autofagiaan liittyvid rakenteita vakuolin
sisdlld typen puutostilassa. Oikeassa kuvassa on kuvattuna autofagosomin muodostuminen aminohappo-

jen puutostilassa olevassa ihmisen rintasyépdsolussa (Levine ja Klionsky 2016).

4. MEKANISMI

Makroautofagia on tutkituin ja merkittavin sytoplasminen proteiinien hajoitusreitti,
jossa sytoplasman kierratettava solumateriaali tuodaan kaksoismembraanisen auto-
fagosomin sisalld lysosomiin hajotettavaksi (Bento ja muut 2016) Reaktio alkaa nuk-
leaatiolla, jota edeltda solun ravinneainepuutos. Fagofori muodostuu sen substraattien
avustuksella. Fagoforin paat pitenevat vesikkelin muotoon (elongaatio), jota kutsutaan
autofagosomiksi. Autofagosomi fuusioituu lysosomiin, jossa sen sisaltd hajotetaan hyd-
rolaasien toimesta. Autofagiaa sdatelevat siihen liittyvat geenit ja ravintoainesensorit

(Bento ja muut 2016).

4.1 Ravintosensorit mTOR ja AMPK

Jo aikaisissa tutkimuksissa on havaittu, ettd ravinteiden saatavuus ja hormonaaliset
muutokset liittyen sydmiseen ovat keskeisessa roolissa autofagian saatelyssa koe-eldin-
ten maksasoluissa (Mortimore 1970). Analyysit lysosomivilitteisesta proteiinin hajotuk-
sesta in vivo paljastavat, ettd glukagonin eritys stimuloi autofagiaa ja insuliini toimii po-
tentiaalisena inhibiittorina reaktiossa (Mortimore 1970). Laajat tutkimukset osoittavat

ravitsemuksellisen tilan ja autofagian yhteydestd, joita saatelevat solunsisdiset



ravintosensorit (Singh ja Cuervo 2011). Makroautofagian tutkimuksissa on todistettu,
ettd yksi tarkeimmistd ravintosensoreista ja solukasvun saatelijoistda on mTOR (nisdk-
kailla) ja TOR (hiivoilla). Tama kinaasi aistii aminohappo-, insuliini- ja ATP -tasoja elimis-
tOssa ja estad makroautofagian kdynnistymisen, jos ravinteita on saatavilla (Kanazawa
ja muut 2004). Hiivassa TOR fosforyloi suoraan ATG13 geenin varmistaakseen, ettei se
padse vaikuttamaan muiden ATG proteiinien kanssa, jotta autofagosomin muodostumi-
nen on mahdollista (Huang ja Klionsky 2002). Nisakkailla ravintoaineiden ja insuliinin
matala taso inaktivoi mTOR kinaasin. Ravintosensori mTORin inaktivaatio johtaa autofa-
gian kdynnistymiseen ja autofagosomin muodostumiseen (Singh ja Cuervo 2011). Tama
mTORIin inhibitio ja autofagian aktivaatio tapahtuu silloin, kun esimerkiksi solulla on
tarve poistaa vaurioituneita soluelimia lysosomaaliseen hajotukseen (Kiffin ja muut

2004).

Toinen tarkea ravintosensori on AMPK, joka aistii soluenergian (ATP) tasoja saavuttaak-
seen solussa energiahomeostaasin (Hardie 2007). Ravintoaineiden puutostilassa
AMP/ATP suhde nousee ja se johtaa ULK-1 fosforylaatioon. Tutkimukset osoittavat
AMPK:lla on tarkea rooli autofagian kaynnistymisessa. Pohjimmainen mekanismi kuinka
AMPK sdatelee autofagiaa on vield osin epdselva. Oletetaan kuitenkin, etta AMPK sti-
muloi autofagiaa inhiboimalla mTOR1 kompleksin, fosforyloimalla Tuberous Sclerosis
Complex 2 (TSC2):n (Inoki ja muut 2003.) ja Regulatory-associated protein of mTOR
(RPTOR):n, joka on osa mTOR kompleksia (Gwinn ja muut 2008.).

4.1.2 Kaynnistyminen

Autofagia kdynnistyy, kun useat signaalireitit aistivat erilaisia stressisignaaleja ravintoai-
nepuutoksista taudinaiheuttajiin ja matalaan soluenergian maaraan. Autofagian mole-
kulaariseen mekanismiin liittyy useita ATG proteiineja, joista useimmat on tunnistettu
hiivassa (Tsukada ja Ohsumi 1993). Autofagian kdynnistymiseen liittyy myos vahvasti Sirt
1, NAD" riippuvainen deasetylaasi (Sirt-1) (Finkel ja muut 2009). Autofagosomin syntyyn
liittyy kaksi tarkeda proteiinikompleksia nisdkkailla. Seriini/treoniinikinaasi ULK-1 (ho-
mologinen hiivan ATG1:lle) ja Beclin-1 (homologinen hiivan ATG6:lle), joka sisaltaa luo-

kan 1l PI3 kinaasin (Suzuki ja Ohsumi 2007). ULK-1 kompleksi muodostuu, kun



ravintosensorikompleksi mMTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) on inhi-
boitunut. Se vaatii aktivoituakseen ATG 13, focal adhesion kinase interacting protein 200
kDa (Fip200) ja ATG 101 -proteiinit (Kim J ja muut 2011). Ravintoaineiden, kasvutekijoi-
den, sekd AMP:n ja ATP:n suhdetta aistii mMTORC1 ja AMPK, joka myos saadtelee ULK-1/2
toimintaa fosforylaatiolla. AMPK aktivoituu, kun AMP sitoutuu allosteerisesti molekyy-
liin ja treoniini 172 (Thr172) fosforyloituu. Reaktio johtaa ULK-1 aktivoitumiseen (Kim ja
muut 2011).

4.1.3 Autofagosomin nukleaatio

Nukleaatio aloittaa autofagosomin muodostumisen. Phosfoinositide 3-kinase (PI3K)
kompleksin aktivointi edistda vesikkelin nukleaatiota autofagosomin muodostumisessa.
Tahan kompleksiin kuuluvat Beclin-1 proteiini (ATG6 hiivassa), P13K ja vakuoliset prote-
iinit Vps34 ja Vps15. Beclin-kompleksiin voi my6s kuulua muita proteiineja, kuten acti-
vation molecule in Beclin-1 regulated autophagy (AMBRA1) ja ultraviolet irradiation re-
sistance associated gene (UVRAG), jotka avustavat Vps35:n aktivaatiota autofagosomin
muodostumisessa (Funderburk ja muut 2010). ULK-1 aktivoi Beclin-1:n fosforyloimalla
sen (Russell ja muut 2013). Kompleksi toimii kuten PI3-Kinaasi ja se valmistaa PIP3 :sta
fosforyloimalla phosphatidylinositol 2-Phosphate (PIP2):n. PIP3 konsentraation kasva-
essa, phosphoinositide-interacting proteins (WIPI) proteiinien jarjestaytyminen fagofori
membraanille lisddntyy (Lamark ja muut 2009). Membraanille jarjestdaytyy myos muita
proteiineja, kuten p62 ja NBR1, jotka toimivat substraattien tunnistusreseptoreina
membraanilla. Nama reseptorit toimivat myds UPS — proteasomisysteemin ja autofagian

valisessa vuorovaikutuksessa (Lamark ja muut 2009).

4.1.4 Elongaatio ja autofagosomin muodostuminen

Fagoforin elongaatioon (pidentymiseen) tarvitaan ubikitiinin kaltainen konjugaatio jar-
jestelmd. ATG12-ATG5-ATG16 avustavat pre-autofagosomin membraanin pidentymi-
sessa (Bento ja muut 2016). Autofagosomin muodostumiseen tarvitaan myods mikrotu-
bulus avusteinen proteiini LC3 (ATGS8 hiivalla). Kysteiini proteaasi ATG4 muuttaa LC3:n
sytosoliseen LC3-1 muotoon membraanille. LC3-1 aktivoidaan ATG7-ATG3 ja PE

(phosphatidylethanolamine) lipidin avustuksella, joiden tehtdvand on ankkuroida



membraania yha pitemmaksi konjugoituneeksi LC3-2 muodoksi (lipidimuoto). Tapahtu-
masarja johtaa fagoforin membraanin pdiden sulkeutumiseen ja kypsan kaksimembraa-

nisen autofagosomin muodostumiseen (Bento ja muut 2016).

4.1.5 Lysosomiin fuusioituminen ja autolysosomin muodostuminen

Kypsat autofagosomit liikkuvat nopeasti kohti lysosomeja. Ulkoisen membraanin kohda-
tessaan autofagosomit fuusioituvat lysosomiin muodostaen autolysosomin. Kierratet-
tava solumateriaali vapautuu lysosomien hydrolaasien ja cathepsiini-proteaasien hajo-
tettavaksi (Coutts 2016). Autofagosomin ja lysosomin fuusiosta tiedetaan viela hyvin va-
hdan mutta oletetaan, ettd myodhdiset endosomit fuusioituvat lysosymien kanssa nor-
maalissa endosytoottisessa reaktiossa, joten voidaan paatelld, etta samankaltainen me-
kanismi toimii myds autofagosomin ja lysosomin valisessa fuusiossa. Fuusiota sadtelee
autofagosomin membraanilla SNARE-proteiinit ja GTPaasi (Rab7) (Coutts 2016). Rab7
proteiinia on tutkittu hiirilld, hiivoilla ja hedelmakarpasilla. Tutkimukset ovat osoitta-
neet, ettd kun Rab7 proteiini vaimennetaan hiivoilla ja hedelmakarpasilla, johtaa se au-
tofagosomien akkumulaatioon, koska fuusiota ei padse tapahtumaan (Kirisako ja muut
1999). Voidaan olettaa, ettd Rab7 on merkittdvassa roolissa autofagosomin fuusion saa-

telyssa.

5. AUTOFAGIA JA SAIRAUDET

Autofagian tehtdvana on huolehtia siita, etta proteiinit eivat padse kertymaan liikaa ja
soluelinten uudistuminen on tasaista. Jos tahan kierratysjarjestelmaan tulee hairio esi-
merkiksi ikddantyessamme, johtaa se epanormaaliin solujen kasvuun, solukuolemaan tai

erilaisiin sairauksiin (Klionsky ja Emr 2000).

5.1 Autofagia ja ikdantyminen
Solutason toiminnot heikkenevat ikdantymisen myo6ta. Se kuinka makroautofagia vahe-

nee ian myo6ta, on vield suurimmaksi osaksi tuntematonta. Yksi mahdollisuus on se, etta

10



kierratettavan materiaalin tunnistukseen on tullut hairio ja ndin ollen autofagia ei pys-

tyisi keraamaan vaurioituneita organelleja hajotukseen.

Autofagian kdynnistymisen kannalta tarkeimmat proteiinit, kuten ATG proteiinit ja Sir-
tuinl:n ilmentyminen on vahentynyt ikdantyneissa kudoksissa. Tama ilmenee esimer-
kiksi ihmisen ikdantyvissa aivoissa (Lipinski ja muut 2010). Genome-wide analyysissa on
havaittu, ettda ATG5, ATG7 ja Beclin 1 saately on huomattavasti vahentynyt (Lipinski ja
muut 2010), insuliiniresistenssi- ja metabolisen oireyhtyman tiloissa, joissa Sirtuinl saa-
tely véahentynyt (Kreutzenberg ja muut 2010), sekd osteoartriitissa (nivelrikko), jossa
ULK1, Beclinl ja LC3 saately on puutteellista (Carames ja muut 2010). Ikddntymisesta
johtuvaa autofagia proteolyysin heikkenemista on tavattu jyrsij6illa in vivo seka jyrsi-

jOista eristetyissa maksasoluissa in vitro (Bergamini ja muut 1993).

Hiivojen (Saccharomyces cerevisae) elinika lyhenee, jos autofagiassa tai siihen vaikutta-
vissa geeneissd on toimintahairid tai niiden toiminta on estetty. Toiminnalliset puutok-
set ATG1, ATG7, ATG18 ja Beclinl- proteiineissa sukkulamadon (Caenorhabditis elegans)
mutanteissa, ovat myos yhteydessa lyhyempaan elinikdan (Toth ja muut 2008). Mutaa-
tio C.elegans sukkulamadon phosphatidylinositol 3-kinase age-1 (age-1) geenissa ja in-
suliini/insuliininkaltaisen kasvutekijaa (IGF-1) koodaavassa daf-2 geenissa on havaittu
pidentavan elinikda (Toth ja muut 2008). Havaintoja on tehty myods hedelmakarpasella
Drosophila melanogaster, kun ATG1 ja ATGS8 geenit hiljennettiin, kdrpasten elinika ly-
heni huomattavasti (Simonsen ja muut 2008). Hiirilla autofagian kannalta valttamatto-
mien ATG proteiinien sammuttaminen on letaali syntyman jdlkeisena ajanjaksolla, koska
autofagia on vastuussa solunsisdisen energian varastoinnista emosta vieroittamisen ai-

kana (Levine ja Kroemer 2008).

5.2 Proteiinien hajotussysteemit

Eukaryoottisissa soluissa vallitsee kaksi tarkedaa proteiinien hajotussysteemia ubikitiini
proteasomi systeemi UPS, joka keskittyy lyhytikdisiin yksittdisiin proteiineihin ja autofa-
gia-lysosomaalinen systeemi, joka keskittyy pitkdikadisiin proteiineihin ja kokonaisiin so-

luelimiin. Nama kaksi systeemia toimii keskendisessa yhteistydssa. Kun UPS -syteemiin
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tulee hairio, autofagia kompensoi sita lisadmalla proteiinienhajotusta ja kierratysta so-
lussa (Nedelsky 2008) (kuva 3). Autofagia toimii perustasolla lahes jokaisessa eukaryoot-
tisessa solussa. Hajotussysteemien toiminta on tarkeas, silla jos systeemit ovat puut-
teellisia, alkaa normaalia suurempi proteiinien kertyminen (kuva 3) ja mitokondrioiden

epajarjestaytyminen, joka saattaa johtaa erilaisiin sairauksiin (Hara ja muut 2006).
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Kuva 3. Hdirié autofagiassa johtaa ubikitiini proteiini aggregaattien kertymiseen hermosoluissa, joka on
yhdistetty neurodegeneratiivisten sairauksien syntyyn. UPS ja autofagia toimivat yhteistydssd. Ikédntyy-
miseen liittyy usein puutoksia molemmissa reaktioissa ja proteiinikertymdsairauksien riski kasvaa. (Levine

B. ja Kroemer G. 2008. Auto in the pathogenesis of Disease. Cell. Jan 11; 132(1): 27-42.)

Autofagia ei ole vain vastuussa epanormaalien proteiinien ja soluelinten kierratyksesta
vaan myods infektioita aiheuttavien virusten ja bakteerien eliminoimisesta isannasta
(Kuva 4.). Tutkimusta I6ytyy mm. mycobacterium tuberkuloosista (Gutierrez ja muut
2004.), Streptokokista (Nakagawa ja muut 2004.) ja Herpes simplex viruksesta (Talloczy

ja muut 2006.)
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Kuva 4. Hiiriét autofagiassa on yhdistetty johtavan useaan erilaiseen sairauteen. Autofagian tehtdvénd

on sdddelléd solujen homeostaasia ja jos siihen tulee hdirié, johtaa se erilaisiin sairaustiloihin (Kaipeng J.

Why is autophagy important in human diseases? Exp Mol Med. 2012 Feb 29; 44(2): 69-72).

5.3 Neurodegeneratiiviset sairaudet

Aivot ovat herkimpia elimia vaurioitumaan lysosomaalisista hairiétiloista. Tasta voidaan
paatelld, ettd autofagian toiminta aivoissa nousee tarkeaksi tekijaksi saavuttamaan ho-
meostaasin sielld olevissa proteiineissa (Guo 2018). Koska dendriitit ja aksonit neuronei-
den sytoplasmassa ovat kookkaita soluelimia, niiden kierratys hairictilassa on todella
vaikeata tai lahestulkoon mahdotonta ilman autofagia mekanismia (Boland ja muut
2008). Ikaantyminen heikentaa asteittain neuronien kykya poistaa jatetta soluista, joka

voi johtaa epdnormaaliin proteiinien kertymiseen (Fang ja muut 2018).

Tutkimuksissa, joissa autofagiaa sadteleva ATG-geeni on deletoitu tai reaktio inhiboitu,
on havaittu elimiston homeostaasin heikkenevan ja sen johtavan mm. neurodegenera-
tiivisiin sairuksiin (Komatsu ja muut 2006). Hiiren ATG7 geenin deleetio maksasoluissa,

ATGS5 ja ATG7 geenien deleetio neuroneissa ja ATG5 geenin deleetio sydanlihassoluissa
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aiheuttaa upikitiini positiivisten proteiiniagregaattien kertymistilan soluihin (Hara ja
muut 2006).

Neurodegeneratiiviset sairauksien ehkdisemisessa on tarkeaa, etta kertyvien proteiinien
hajotus toimii jatkuvasti perustasolla elimistossa. Esimerkiksi kertyva amyloid-f (AB)
peptidi ja tau proteiini Alzheimerin taudissa, a-synukleiini Parkinsonin taudissa ja hun-

tingtiini Huntingtonin taudissa (Rahman ja Heywhon 2017).

6. YHTEENVETO

Autofagian prosessi on tunnettu 1960-luvulta lahtien. Sitd on tutkittu elektronimikro-
skoopilla ja biokemiallisin menetelmin pitkdan, mutta monia vuosia sen molekulaariset
reaktiotiet ja tarkeimmat avainmolekyylit olivat tuntemattomia. 1990-luvun lopussa
kolme tutkimusryhmaa onnistui kuitenkin I6ytamaan ensimmaiset autofagiaa saatelevat
geenit hiivasta. Tama mahdollisti ensimmaista kertaa jaljittdmaan autofagia reaktiota
reaaliajassa ja opittiin tunnistamaan autofagian fysiologinen merkitys. Taman hetkisen
ymmarryksen mukaan autofagian rooli erilaisissa sairauksissa on hahmottunut yha pa-
remmin. Vaikkakin tietyt yhteydet sairauksiin ovat vield tuntemattomia, reaktioon osal-
listuvien molekyylien ja reittien tunnistaminen on tuonut uusia fysiologisia nakdkulmia
sairauksien hoitoon ja patofysiologiseen mallintamiseen. Tulevaisuudessa tutkimus tu-
lee laajentumaan mikroRNA tutkimukseen autofagiassa, koska sen katsotaan olevan tar-

kedssa roolissa sairauden diagnostiikassa.

Ikdantyminen vahentaa solujen kykya korjata vaurioita ja hallita homeostaasia. Tama
johtaa vaurioituneiden solurakenneosien kertymiseen ja sita kautta ikdantymiseen liit-
tyvien sairauksien riski kasvaa. Vuosikymmenien aikana tutkimuksissa on selvinnyt, etta
ikdantymisprosessi liittyy vahvasti geeneihin ja varsinkin metabolisesta signaloinnista
vastaaviin geeneihin. Monet ndistd geeneistda mukaan lukien ravintosensorit kuten
MTOR ja AMPK ovat tarkedssa roolissa autofagian sdatelyssa. Autofagian kyky poistaa
vaurioituneita makromolekyyleja seka myrkyllista materiaalia solusta ja kdyttamaan sita

vaihtoehtoisena ravinnonldhteend on tarkeaa, jotta solussa valitsee homeostaasi. Se
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lisad solun ikaa, koska solu kykenee selviytymaan taman mekanismin avulla nopeammin

solussa tapahtuvista vaurioista.

On selvaa, ettd emme viela taydellisesti ymmarra kaikkia autofagian vaiheita ja erilaisia
saatelytekijoitd. Kun tulevaisuudessa I16ydamme kaikki avaintekijat, jotka reaktioon kuu-
luu, voimme tdydellisesti ymmartaa, kuinka mekanismi toimii ja kuinka se tulee edista-
maan terveellista ikdantymistamme. Autofagian tutkiminen ja ymmartaminen johtaa

my0s uusien hoitomuotojen kehitykseen erilaisissa sairauksissa.
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