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Rola autofagii w mammogenezie gruczotu
milekowego krow na modelu mammosfer*’
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Role of autophagy in the mammogenesis of bovine mammary glands on the model of mammospheres

Summary

Progress in studies concerning the process of mammogenesis have been stimulated by the development
of the three-dimensional (3D) culture systems, which enable mammary epithelial cells to form structures
mimicking the alveoli of mammary gland in vivo. Mammary epithelial cells (MECs) supported on a laminin-
-rich extracellular matrix (ECM) form 3D acinar structures — mammospheres — which mature to form
polarized and functional monolayers surrounding a lumen and have the ability to produce milk proteins.
These structures develop an axis of apico-basal polarity, subsequently become unresponsive to proliferative
signals, and finally a bona fide lumen is formed by cavitation, involving the removal of centrally localized cells
via multiple cell death processes. Lumen formation is associated with the selective apoptosis of centrally
located cells. Autophagy, which is a process responsible for maintaining cell homeostasis, also seems to be
crucial in mammary gland development and remodeling. This review describes the role of autophagy in the
formation of acinar structures by mammary epithelial cells. Studies on MECs from different species (human,
mouse, cow) cultured on Matrigel™ have shown the protective role of autophagy in centrally located cells of
differentiating mammospheres. Autophagy seems to be the cells’ first response to the lack of contact with
ECM, which in consequence leads to apoptotic cell death, anoikis, and lumen formation in developing alveoli.
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Autofagia jest niezbedna dla przezycia komorek. Jest
ewolucyjnie konserwatywnym, bardzo starym proce-
sem komodrkowym, umozliwiajacym degradacje biatek
z naruszong struktura, o dtugim okresie pottrwania,
oraz usuwanie organelli z udziatem lizosomoéw (21).
W komorkach eukariotycznych wyr6zniono trzy glow-
ne formy autofagii: makroautofagi¢, mikroautofagie
oraz autofagi¢ zalezna od biatek opiekunczych, tzw.
chaperondw, jednakze makroautofagia jest glowna
sciezka, odpowiedzialng za nieselektywne przenosze-
nie materiatu cytoplazmatycznego do lizosomow pod-
czas glodu komorkowego. W procesie tym sktadniki
cytoplazmy, ktére maja ulec degradacji, zostaja oto-
czone poczatkowo pojedyncza, a nastgpnie podwdjna
btona izolujaca, tworzac autofagosomy, ktore z kolei
ulegaja fuzji z wezesnymi i pé6znymi lizosomami. Pro-
wadzi to do powstania autofagolizosomow, w ktorych
zachodzi ostateczny proces degradacji ich zawarto$ci
przy uzyciu hydrolaz lizosomalnych (34). Zaburzenie
autofagii prowadzi do zmian zwyrodnieniowych.

*) Badania finansowane ze $rodkéw projektu badawczego MNiSW nr
N308306733.

Biatka zaangazowane w regulacje¢ autofagii

Gloéwne biatka zaangazowane w regulacj¢ procesu
autofagii w komorkach wszystkich organizmoéw po-
czawszy od drozdzy az po ssaki naleza do produktow
genow z rodziny ATG (AuTophaGy-related) (22, 26).
Odkrycie tych biatek pozwolito na zidentyfikowanie
sciezek sygnalowych zwiazanych z aktywacja 1 regu-
lacja tego procesu. Za gtowne markery biochemiczne
autofagii uwaza si¢ dwa biatka: LC3 (Atg8) oraz be-
klingl (Atgb6), jak réwniez ATG7. Biatko LC3 wystg-
puje w komorce w dwoch formach: w formie nieak-
tywnej (LC3-I) —rozproszone w cytoplazmie komorki
oraz w formie aktywnej (LC3-II) — zlokalizowane
w blonach izolujacych i1 blonach autofagosomow.
LC3-II taczy si¢ z fosfatydyloetanoloaming 1 przy-
taczane jest do bton autofagosomow. Ilos¢ biatka
LC3-II w komorce jest Scisle skorelowana z iloscia
autofagosomow, w zwiazku z tym LC3 jest obecnie
uwazane za jedyny wiarygodny molekularny marker
procesu autofagii (17). Stworzenie konstruktu LC3
z GFP (biatko zielonej fluorescencji) umozliwia pre-
cyzyjna lokalizacje biatka LC3-II zlokalizowanego na
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btonach autofagosomow (29). Tanida i wsp. (41), wy-
korzystujac taki konstrukt, wykazali punktowa loka-
lizacje $wiecenia GFP w komorce podczas glodu ko-
morkowego, co wskazujg, ze jest to dobra 1 precyzyj-
na metoda identyfikacji autofagii w komorce. Z kolei
drugi molekularny wskaznik autofagii czyli beklinal
jest niezbedna w transporcie wakuolarnym (23) oraz
uczestniczy w formowaniu kompleksu z kinaza 3-fos-
fatydyloinozytolu klasy III (PI3K klasy III), bioraca
udzial w powstawaniu autofagosomow. Bierze row-
niez udziat w sekwestracji materiatu cytoplazmatycz-
nego do wakuoli autofagicznych (15, 36). Zahamowa-
nie aktywnosci PI3K klasy III przez 3-metyloadening
(3-MA) prowadzi do zahamowania autofagii w komor-
ce (2). Liang i wsp. (23) wykazali, ze beklina 1 od-
dziatywuje takze z biatkiem Bcl-2, co sugeruje jej rolg
w kontrolowaniu procesu apoptozy. Kolejne bialtka
zrodziny ATG (Atg3, Atg4, Ath Atg7 Atg8, AtglO0,

Atg12 1 Atgl6) odgrywaja rowniez istotng rolg¢ w ko-
morce, gdyz sa odpowiedzialne za tworzenie auto-
fagosomow oraz spetniaja wazna rolg w rozwoju Ceno-
rabditis elegans 1 Dictyostelium discoideum (27, 35).

Fizjologiczne znaczenie autofagii

Autofagia jest procesem, ktoéry umozliwia przezy-
cie komorek w organizmie wielokomorkowym poprzez
regulowanie homeostazy komodrkowej na drodze kil-
ku mechanizméw, tj.: umozliwia utrzymanie metabo-
lizmu komorkowego na stalym poziome poprzez do-
starczanie sktadnikow odzywczych 1 energii komor-
kom narazonym na stres oraz gtod przez degradacje
biatek komorkowych o dtugim okresie poéltrwania;
umozliwia degradacjg tzw. toksycznych biatek; chro-
ni komérki przed stresem oksydacyjnym poprzez usu-
wanie uszkodzonych mitochondriéw, peroksysomow
oraz regulacj¢ wielkosci siateczki $rédplazmatyczne;j
(33) uczestniczy w przebudow1e komorek na etapie
réznicowania i rozwoju tkanek oraz narzadow ptodu;
umozliwia utrzymanie watrobowej homeostazy przez
konstytutywna autofagig, tj. niezalezna od glodzenia
(26); umozliwia prezentowanie antygenow MHC kla-
sy I w komorkowej obronie przeciw niektérym pato-
genom np. Streptococcus (36). Wymienione funkcje
Swiadcza o istotnej roli autofagii w kontroli wielu pro-
cesoOw fizjologicznych komorki. Sama autofagia jest
kontrolowana przez $Sciezke sygnatowa posredniczo-
na przez kinazg mTOR (mammalian target of rapamy-
cin) (3, 30). Sciezka ta, z udziatem PI3 kinazy/PKB/
mTOR, jest niezbgdna w proliferacji, przezyciu i mi-
gracji komorek. Zablokowanie jej aktywnosci z wy-
korzystaniem farmakologicznego, specyficznego inhi-
bitora mTOR, jakim jest rapamycyna, ktdéra zahamo-
wuje fosforylacje mTOR, prowadzi do nasilenia pro-
cesu autofagii (38). Z kolei Debnath i wsp. (7) w ba-
daniach in vitro nad morfogeneza pgcherzykow wy-
dzielniczych gruczotu mlekowego wykazali, iz ciagta
aktywacja PKB powoduje tworzenie duzych, bez-
ksztattnych struktur w wyniku utrzymujacej si¢ akty-
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wacji proliferacji komoérek nabtonkowych. Zastosowa-
nie rapamycyny powodowato tworzenie nieprawidto-
wych struktur pecherzykowych, co §wiadczy o istot-
nej roli kinazy mTOR w odbieraniu sygnatdéw przeka-
zywanych przez aktywna/fosforylowana formg kina-
zy PKB. W warunkach fizjologicznych kinaza mTOR
jest rowniez wytaczana podczas gtodu komoérkowego,
co prowadzi do nasilenia autofagii, natomiast jest ona
aktywowana w komorkach dobrze odzywionych oraz
pod wplywem czynnikéw wzrostu IGF-I 1 EGF, co
z kolei prowadzi do zahamowania procesu autofagii
(22).

Rola autofagii w przebudowie gruczotu mlekowego

Przebudowa gruczotu mlekowego jest procesem fiz-
jologicznym zwigzanym z panujacg tam dynamiczna
rownowaga pomigdzy dwoma Jednoczesme zachodza-
cymi procesami mitozy i programowanej $mierci ko-
morek nablonka gruczotu mlekowego. Podczas roz-
woju gruczotu, w okresie cigZy nastgpuje wzmozona
proliferacja komorek macierzystych nabtonka. Ponadto
dochodzi do ich r6znicowania, wydtuzania, rozgate-
ziania przewodow mlekowych, wzrostu liczby peche-
rzykow wydzielniczych oraz powstawania typowej
zrazikowo-pecherzykowej struktury narzadu. Badania
naszego zespotu jako pierwsze wykazaty istotna rolg
autofagii w fazie zasuszania gruczotu mlekowego
u bydla. W okresie inwolucji tkanka gruczotowa wy-
kazuje charakterystyczne cechy morfologiczne (obec-
no$¢ wakuoli autofagicznych w komorkach) 1 bioche-
miczne (wzrost poziomu LC3-II 1 bekliny1) autofagii
w komorkach nabtonka gruczotu sutkowego bydta
(42). Nasze obserwacje uzyskane w doswiadczeniach
ex vivo zostaly réwniez potwierdzone w doswiadcze-
niach in vitro na komérkach nabtonka gruczolu mle-
kowego bydta linii BME-UV1 (9, 32). Nasilona auto-
fagia podczas inwolucji jest mechanizmem obrony ko-
morek gruczolu mlekowego w odpowiedzi na deficyt
substancji odzywczych, bioaktywnych oraz ekspozy-
cji na dziatanie czynnikow indukujacych apoptoze, tj.:
TGF-B1, FIL, IGFBPs (31). Dalsze badania wykazatly
réwniez, iz czynniki wzrostu IGF-1, EGF oraz ich kom-
binacja znosza efekt autofagiczny w komorkach na-
btonka gruczolu mlekowego linit BME-UV1, hodo-
wanych w warunkach glodu komérkowego. Hamuja-
ce dzialanie wymienionych czynnikéw moze zostaé
zniesione przy zastosowaniu rapamycyny. Wskazuje
to na istotng rol¢ kinazy mTOR jako ,,molekularnego
przetacznika” w $ciezkach sygnatowych zaleznych od
IGF-I i EGF. W naszych badaniach efekt gtodu ko-
moérkowego zostal wywotywany przez redukcje ste-
zenia ptodowej surowicy bydlecej w pozywce, ze stan-
dardowego 10% (niezbgdnego do prawidlowego wzro-
stu) do 0,5%. Taki model doswiadczalny nazwalismy
modelem inwolucji in vitro, poniewaz nasladowat on
ograniczenie podazy substancji odzywczych oraz bio-
logicznie aktywnych w gruczole mlekowym podczas
zasuszania. Aby jeszcze bardziej upodobni¢ ten mo-
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del inwolucji in vitro do warunkow fizjologicznych
wystepujacych w organizmie cigzarnej samicy, do po-
zywki hodowlanej, ubogiej w FBS, dodane zostaty ste-
roidy ptciowe (17- estradiol oraz progesteron) Uza-
sadnieniem tego doswiadczenia byt fakt, iz koncowy
okres ciazy u krow pokrywa si¢ z faza zasuszania gru-
czolu mlekowego. Badania te wykazaly, iz obydwa
stosowane hormony steroidowe zwigkszaja poziom
LC3-II w komorkach nabtonka gruczotu mlekowego
krow linii BME-UV1, jednakze mechanizm tego od-
dziatywania na poziomie molekularnym pozostaje nie-
znany (10, 31, 36).

Znaczenie autofagii w procesie mammogenezy

Rozwoj gruczotu mlekowego krow i petnienie przez
niego funkcji wydzielniczych sa regulowane przez
interakcje komodrek nabtonka gruczotu z macierza
zewnatrzkomorkowa — ECM (extracellular matrix).
Komorki nabtonka w warunkach in vivo tworza sie¢
przewodoéw mlekonos$nych i pgcherzykoéw wydzielni-
czych otoczonych macierza zewnatrzkomorkowa, bo-
gata w kolagen i lamininy. Dzigki kontaktowi z ECM
komorki wytwarzaja wyspecjalizowane polaczenia
z otaczajaca je btona podstawna, bedaca rowniez for-
ma macierzy zewnatrzkomorkowej. Potaczenie sygna-
tow pochodzacych zaréwno z oddzialywan komorek
miedzy soba, jak i z macierza zewnatrzkomorkowa jest
czynnikiem koniecznym w regulacp wielu $ciezek syg-
natowych niezbgdnych m.in. do prohferacp rdznico-
wania, adhezji, polarnosci i przezycia (14, 24).

Komorki nabtonka gruczolu mlekowego hodowane
w klasycznych hodowlach in vitro rosna w postaci jed-
nej warstwy 1 nie wykazuja typowej polaryzacji szczy-
towo-podstawnej. Jednakze po wysianiu na podtoze
zawierajace sktadniki ECM przechodza one zmiany
morfogenetyczne, co powoduje utworzenie bieguno-
wo spolaryzowanych struktur pecherzykowych nazwa-
nych mammosferami, ktore sa morfologicznie zblizo-
ne do pgcherzykow mlekowych wystepujacych w gru-
czole (6). Czynnikiem niezbgdnym do utworzenia
wlasciwych, spolaryzowanych i funkcjonalnych mam-
mosfer w warunkach in vitro jest obecnos¢ skladni-
kéw blony podstawnej, takich jak: lamininy, kolagen
typu IV czy entaktyna oraz obecno$¢ hormonow lak-
togennych Tego typu podioze dostepne jest komer-
cyjnie pod nazwa Matrigel™ i zawiera biatka macie-
rzy zewnatrzkomoérkowej wyizolowane z mysiego
migsaka Engelbretha—Holma—Swarma (EHS) (16).
Komorki hodowane na Matrigelu tworza potaczenia
z lamining za po$rednictwem wytwarzanych przez
siebie powierzchniowych receptoréw integrynowych
zlokalizowanych w czg$ci podstawnej btony komor-
kowej. Integryny dziataja jako komorkowe transbto-
nowe taczniki posredniczace w interakcjach miedzy
cytoszkieletem 1 ECM, przez co reguluja ksztalt, ruch
1 przekazuja komorce sygnaly mezqune do przezy-
cia (1, 12, 19). Mozna réwniez zauwazy¢, iz hodowle
pierwotne komorek nabtonka gruczolu mlekowego na

Medycyna Wet. 2010, 66 (4)

sktadnikach ECM wykazuja znaczna ekspresje cyto-
keratyn 18 i1 14, bedacych, odpowiednio, markerami
komorek nabtonka wydzielniczego (38) oraz komo-
rek mig$niowo-nabtonkowych 1 wykazuja ekspresje
bialek mleka: B-kazeiny, a-laktoalbuminy i B-laktoglo-
buliny w obecno$ci hormonéw laktogennych (37).

Komorki tworzace mammosfery poczatkowo ule-
gaja podzialom, tworzac mate agregaty, przechodzac
jednoczesnie polaryzacjg szczytowo- podstawnq Pro-
ces polaryzacp komorek polega na inicjacji wydziela-
nia przez czg$¢ podstawna komorki sktadnikow biony
podstawnej, lokalizacji aparatu Golgiego w czgs$ci
wierzchotkowej i wytworzeniu polaczen migdzyko-
moérkowych w czesci bocznej komoérki (boczna loka-
lizacja desmosomoéw 1 boczno-szczytowa lokalizacja
biatek potaczen $cistych, jak ZO-1 (zonula occluden),
badz boczna lokalizacja E-kadheryny) (6, 18).

Najwiecej danych dotyczacych wzrostu komorek
nabtonka gruczotu mlekowego na Matrigelu pocho-
dzi z doswiadczen prowadzonych na komdrkach
mysich oraz ludzkich. Nasz zespot wprowadzit model
trojwymiarowych (3D) hodowli in vitro do badan nad
procesem mammogenezy u bydta. Wykazano, iz two-
rzenie prawidtowo spolaryzowanych struktur pgche-
rzykowych przez komorki nablonka gruczotu mleko-
wego linii BME-UV1, ktore osiagnety pelne zrézni-
cowanie, rozpoczyna si¢ od 6. dnia hodowli komorek
na Matrigelu (17, 18). W pierwszych szes$ciu dniach
zaobserwowano wzrost tworzacych si¢ struktur oraz
podzialy komorkowe. W tym czasie wszystkie komorki
nabtonkowe tworzace mammosfery posiadaly potacze-
nia migdzykomorkowe, o czym §wiadczy lokalizacja
markerdéw polaryzacji komorkowej: E-kadheryny
1Z0-1. W kolejnych dniach hodowli zaobserwowano
roznicowanie sig komorek, ich stopniowa polaryzacje
oraz postepujaca eliminacj¢ komorek znajdujacych si¢
w $wietle pecherzyka. W 16. dniu hodowli barwienie
przeciwko E-kadherynie wykazywato jedynie pojedyn-
cza warstwa komorek okalajacych $wiatlo pecherzy-
ka, a ZO-1 zlokalizowane bylo w szczytowej czgsci
komorek tworzacych mammosfery, co w petni potwier-
dza prawidlowos¢ rozwijajacych si¢ struktur (ryc. 1a)
(17). Inni badacze uzyskali podobne tempo tworzenia
struktur pgcherzykowych in vitro. Komorki ludzkiej
liniit MCF-10A do pelnej polaryzacji 1 zr6znicowania
potrzebuja okoto 2 tygodni (5), za§ mysia linia HC11
tworzyla w petni spolaryzowane mammosfery w cia-
gu 10 dni (42).

Po pierwszym okresie tworzenia struktur pecherzy-
kowych przez komoérki nabtonka gruczolu dochodzi
do wyjscia komérek z cyklu komérkowego i oczysz-
czenia si¢ $wiatla utworzonej] mammosfery poprzez
szczegllny rodzaj apoptozy (anoikis) komorek, ktore
nie maja bezposredniego kontaktu z podtozem. Bada-
nia wykazaly, ze anoikis silnie wzbudza autofagig (5,
39). W tym okresie w komorkach zlokalizowanych
centralnie w mammosferach wzrasta ekspresja aktyw-
nej formy kaspazy-3 (ryc. 1b, d), co potwierdza role
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factor related apoptosis indu-
cing ligand) indukuje autofagie
w komorkach nablonkowych
rosnacych w hodowlach 3D,
jednak w kombinacji z Bel-x,
powoduje zahamowanie roz-
woju mammosfer, co sugeruje,
ze to apoptoza jest odpowie-
dzialna za oczyszczanie sig
swiatta mammosfer z komorek
(27). W tym przypadku auto-
fagi¢ nalezy traktowac raczej
jako reakcje obronna komorki
w warunkach braku kontaktu
ze sktadnikami ECM. Debnath
1 Mills (5, 28), zaobserwowali
pojawienie si¢ w obrazie z mi-
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w centralnie polozonych ko-
morkach rozwijajacych sig
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czenia prowadzone na komor-
kach bydlgcej linii BME-UV1
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Ryc. 1. Rola apoptozy i autofagii podczas tworzenia si¢ $wiatta mammosfer linii BME-
-UV1 w 16. dniu hodowli. (a) boczna lokalizacja E-kadheryny w komdrkach, §wiadcza-
ca o prawidlowym tworzeniu si¢ mammosfer; (b) apoptoza — zielone barwienie dotyczy
aktywnej formy kaspazy-3 jako markera apoptozy, zlokalizowanej w centrum mam-
mosfery; jadra wybarwiono 7-aktynomycyna D (7-AAD); autofagia — GFP-LC3 — zielo-
ne barwienie zlokalizowane w centrum mammosfery jako marker autofagii; (c i d) ana-
liza Western-blot dla aktywnej formy kaspazy-3 oraz LC3 w mammosferach hodowa-
nych przez 16 dni. Wykres prezentuje intensywno$¢ obu procesow w tworzacych sie
mammosferach w przeliczeniu na bialko referencyjne, jakim jest GAPDH

apoptozy w tworzeniu si¢ §wiatta mammosfer (5, 11),
jednakze zablokowanie apoptozy (z wykorzystaniem
biatka antyapoptotycznego bcl-2 czy bel-x, ) op6znia
jedynie o kilka dni tworzenie si¢ $wiatta powstalej
mammosfery. Sugeruje to, iz komorki potozone cen-
tralnie w tworzacych sig strukturach, wykazujace nad-
ekspresjg¢ biatka bcl-2 moga byc’ eliminowane na dro-
dze alternatywneJ do apoptozy Smierci autofagicznej
(4). Wykazano réwniez, iz TRIAL (tumor necrosis

16d

rosnacych w hodowlach 3D
wykazaty obecnos$¢ autofagii
w komorkach zlokalizowanych
w centralnej czgsci tworzacych
si¢ mammosfer (ryc. 1b) (ba-
dania wilasne). W celu precy-
zyjnej lokalizacji autofagii
w mammosferach wykorzys-
taliSmy konstrukt LC3 z bial-
kiem zielonej fluorescencji
GFP (green fluorescence prote-
in), dzigki ktoremu mozna zlo-
kalizowa¢ komorki o aktyw-
nym procesie autofagii na pod-
stawie kumulacji punktowego
swiecenia GFP w strukturze pg-
cherzykowej (ryc. 1b). Dodat-
kowo o aktywacji autofagii
podczas tworzenia mammosfer
Swiadczy wzrost poziomu ak-
tywnej formy biatka LC3
(LC31I) od 6. dnia hodowli ko-
moérek BME-UV1 na podtozu
Matrigel (ryc. 1c) (badania
wiasne). Wynika z tego, ze ak-
tywaCJa procesu autofagii rozpoczyna si¢ w momen-
cie, gdy zewngtrzna warstwa komorek wykazuje pra-
Widlowq polaryzacje szczytowo-podstawna, za$ ko-
morki znajdujace si¢ wewnatrz struktury pecherzyko-
wej powoli traca kontakt z podtozem. Jednocze$nie
zaobserwowano wzrost ilo$ci aktywnej formy kas-
pazy-3 w kolejnych dniach hodowli. Apoptoza po-
dobnie jak autofagia zlokalizowana byta w centralnie
potozonych komoérkach mammosfer (ryc. 1b, d). Tak
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wytworzone mammosfery zdolne sa do ekspresjono-
wania bialek mleka.

Najnowsze badania Funga i wsp. (8) wskazuja, iz
obecno$¢ autofagicznych wakuoli w komorkach cen-
tralnie zlokalizowanych w mammosferach jest mecha-
nizmem obronnym, nie za$ prowadzacym do $mierci
komorek, poniewaz tagodzi stres wywotany brakiem
kontaktu komorek z ECM. W celu potwierdzenia tej
tezy badacze zastosowali 3-MA (3-metyloadening —
inhibitor tworzenia autofagosomow, poprzez zahamo-
wanie aktywno$ci PI3K), co wzmogto intensywno$¢
apoptozy w tych komorkach. Dodatkowo znokauto-
wanie genow atg5 i atg7 (koduja biatka odpowiedzial-
ne za tworzenie autofagosomow) spowodowato row-
niez wzrost intensywnosci apoptozy w komorkach li-
nii MCF-10A. Wyniki tych badan wskazuja zatem na
rolg autofagii jako mechanizmu przetrwania komorek,
a nie ich degradacji, jednak mechanizm tego procesu
jest nadal stabo poznany. Wykorzystujac model trdj-
wymiarowy udowodniono roéwniez, iz stransformowa-
ne mysie komorki nabtonkowe linii E1A, ktore nie po-
siadaja jednego allelu dla genu kodujacego bekling 1,
wykazywaly szybsze tworzenie si¢ §wiatta mammo-
sfer w poréwnaniu do kontrolnych komorek (13). Jest
to kolejny dowod na wazna ochronna role autofagii
w mammogenezie gruczotu sutkowego.

Jak wspomniano wcze$niej, wlasciwy rozwoj i prze-
zycie komorek w mammosferach zalezne sa od pra-
widtowego kontaktu komoérek z ECM, co z kolei zale-
zy od bialek powierzchniowych, jakimi sg integryny.
Autofagia jest rowniez procesem zaleznym od tych re-
ceptoroéw. Zablokowanie funkcji jednej z podjednostek
integrynowych — integryny B1 jest Wystarczajqce by
wzbudzi¢ autofagig, o czym $wiadczy pojawienie
si¢ autofagosomow w komorkach majacych kontakt
z ECM (4). Lock 1 wsp. (25) sugeruja, iz w wyniku
utraty kontaktu komorek z ECM dochodzi do aktywa-
cji autofagii jako procesu chroniacego komorki przed
stresem. Wyrdzniono trzy gtowne szlaki zwigzane
z aktywacja autofagii w komorkach nie majacych kon-
taktu z macierza zewnatrzkomorkowa: Sciezke zalez-
na od dostgpnosci sktadnikéw pokarmowych i czyn-
nikdw wzrostu, $ciezke zalezna od dostgpnos$ci ener-
gii w komorce oraz $ciezkg zwigzana z warunkami
stresowymi, tzw. ISR (integrated stress response).
W wyniku braku kontaktu centralnie potozonych ko-
morek z ECM dochodzi do zablokowania $ciezki zwia-
zanej z aktywnoscia receptorow dla czynnikéw wzro-
stu, np. EGFR, co powoduje zablokowanie $ciezek
sygnatowych zaleznych od nich, np. kinazy mTOR.
Zablokowanie kinazy mTOR powoduje aktywacj¢
autofagii. Autofagia jest rowniez regulowana w odpo-
wiedzi na czynniki stresowe. Fosforylacja eukariotycz-
nego czynnika elF2a w pozycji seryny 51 powoduje
aktywacje¢ Sciezki IRS poprzez zablokowanie trans-
lacji biatek. W tym momencie, jak i podczas stresu
energetycznego w komorce, autofagia dostarcza pros-
tych sktadnikow odzywczych powstajacych w wyni-
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ku degradacji sktadnikow komoérkowch. Powstate
sktadniki sa wykorzystywane do produkcji nowych
biatek i umozliwiaja wytwarzanie ATP w komorce.
W odpowiedzi komorki na czynnik stresowy autofa-
gia powoduje wyrownanie poziomu ATP w komorce
(24). W zwiazku z tym w mammosferach autofagia
jest traktowana jako proces chroniacy komorki przez
apoptoza i jest procesem poprzedzajacym apoptozg.
Debnath 1 wsp. (4) wykazali, iz zahamowanie auto-
fagii z wykorzystamem zw1qzkow chemlcznych np.
3-MA, powoduje wezesniejsze pojawienie si¢ apop-
tozy. Na te] podstawie mozna postawi¢ hipoteze, iz
autofagia jest procesem umozliwiajacym obrong ko-
morek przed anoikis. Podobny efekt uzyskano takze
w mysich komodrkach nabtonkowych rosnacych w ho-
dowli 3D, nie posiadajacych jednego allelu dla bek-
liny 1 o genotypie beklina”". W komorkach tych do-
chodzito do szybszego tworzenia sig Swiatta mammo-
sfer w poréwnaniu z komorkami dzikimi (4).

Podsumowujac, nalezy wnioskowaé¢ o wspoizalez-
no$ciach autofagii i apoptozy w tworzeniu §wiatta
pecherzykow wydzielniczych w gruczole sutkowym.
Autofagia pojawia si¢ jako pierwsza w centralnie po-
tozonych komorkach, chroni je przed stresem wywo-
tanym brakiem kontaktu komoérek z ECM i poprzedza
apoptoze. Brak kontaktu z ECM kreuje stan, w kto-
rym komorki nie otrzymuja odpowiednich sygnatow
zyciowych, co powoduje indukcj¢ autofagii jako me-
chanizmu mobilizujacego rezerwy aminokwasowe
1 energetyczne, szczego6lnie w obliczu nasilenia wpty-
wu czynnikow stresowych o dziataniu apoptotycznym.
Dopiero w kolejnym etapie rozwoju struktur pe;che-
rzykowych pojawia si¢ apoptoza, powodujac $mier¢
komorek, w celu oczyszczenia $wiatta struktur. Tak
wigc w tworzeniu pecherzykoéw wydzielniczych w gru-
czole mlekowym istotna rolg¢ ogrywa zar6wno apop-
toza, jak i autofagia.
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