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Cellens livsnodvandiga atervinningssystem

2016 ars Nobelpris i fysiologi eller medicin tilldelas Yoshinori Ohsumi for hans upptickter av
mekanismer for autofagi”. Via autofagi, eller sjdlvitande, kan cellen bryta ner sammansatta proteinkomplex
och celldelar. Dessa kan sedan atervinnas och de resterande byggstenarna kan antingen anvéndas for att bygga
nya proteiner, eller ombildas till energi.

Nedbrytning och atervinning - tva sidor av samma mynt

For kroppens celler dr autofagi en nddvindighet. De behdver kontinuerligt ta hand om sadant som inte ldngre
behovs, exempelvis proteiner som har blivit gamla eller som veckats ihop pa fel sitt. Celler behover ocksa
kunna bryta ner skadade organeller, specialiserade delar av cellen som omgirdas av membran. Exempel pa
organeller dr cellens kraftverk, dess mitokondrier. Celler behdver ocksa skapa nya proteiner. [ kroppen omsétts
sammanlagt ett par hekto proteiner varje dag. Att via kosten fa i sig de byggstenar som krdvs dr svart och
darfor méste dessa kompletteras genom atervinning. Med hjélp av autofagimaskineriet kan cellen bryta ner
gamla proteiner och organeller i mindre delar, som aminosyror, socker och lipider. Sjdlva nedbrytningen
sker i en organell kallad lysosomen. De byggstenar som aterstar kan sedan dteranvédndas for att bygga de nya
proteiner eller organeller som behovs.

Autofagi dr ocksd livsviktigt vid svélt. Da kan cellen med hjidlp av autofagi bryta ner allt som inte dr
livsnddvandigt och omsétta bestdndsdelarna i energi. Pa sa vis kan cellen — och i forlangningen hela organismen
— Overleva akut néringsbrist.

Figur 1 Lysosmen &r en organell och innehaller enzymer som kan bryta ner celluldra bestadndsdelar. Inuti celler finns dven en typ
av vesiklar, autofagosomer. Nar de bildas tar de upp exempelvis skadade mitokondrier. Sedan sammansmaélter de med lyso-
somen, varvid deras last bryts ner i bestandsdelar som dérefter kan atervinnas.
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Vad var kant innan Yoshinori Ohsumis upptackter?

I mitten av 1950-talet uppticktes lysosomen. Denna organell innehdller enzymer som kan bryta ner proteiner
och sags som ett slags ’soptunna” for cellens skrdp. Lysomens upptickare, Christian de Duve, tilldelades
Nobelpris i1 fysiologi eller medicin ar 1974. Han myntade ocksa uttrycket autofagi. Ordet kommer fran
grekiskans auto, som betyder “’sjdlv”, och phagein, som betyder “dta”, alltsd ”sjdlvitande”.

Under 1970 och 1980-talen undersoktes ett annat cellsystem for att bryta ner proteiner, det sd kallade
ubiquitinsystemet. Hir mérks uttjénta proteiner med en ’svans”, s att de kan kénnas igen och brytas ner ett
1 taget av en celluldr arbetsstation kallad proteasomen. Inom detta félt belonades Aaron Ciechanover, Avram
Hershko och Irwin Rose med Nobelpris i kemi ar 2004.

Efter upptéckten av lysosomen och ubiquitinsystemet aterstod dock den gédckande fragan: hur gar det till nér
cellen med hjilp av autofagi bryter ner proteinkomplex och organeller, och vad har detta system for betydelse?
Det var denna biologiska gita som Yoshinori Ohsumi 16ste.

Yoshinori Ohsumis vdg fran bakterier till jast

Pé sin viag mot de banbrytande experiment som skulle komma att utgdra grunden for att forsta autofagi, bedrev
Yoshinori Ohsumi forskning inom en rad olika omraden. Hans forskarbana inleddes i borjan av 1970-talet,
ndr han gjorde sin doktorandutbildning inom molekylédrbiologi och studerade hur bakterien E.coli tillverkar
de proteiner den behover. Efter avslutade doktorandstudier sokte han sig till Rockefeller University i New
York, USA, dér han anslét sig till Gerald Edelmans grupp. Hans projekt bestod inledningsvis av att sédtta upp
ett system for s kallad in vitro-fertilisering 1 moss, vilket var langt ifrdn den forskning om bakterier som han
var van vid. Sjilv har han 1 efterhand 1 intervjuer beskrivit arbetet som frustrerande — dels d& han inte hade
sé god kunskap om tidig fosterutveckling, dels for att han bara hade ett fatal dggceller att arbeta med. Ett och
ett halvt ir senare, ndr Mike Jaszwinski anldnde till samma laboratorium, tog Yoshinori Ohsumi tillféllet 1 akt
att byta projekt. Han borjade istillet studera hur arvsmassan replikeras 1 bagerijist, pd latin Saccharomyces
cerevisiae. Det var hans forsta bekantskap med jast som modellsystem, och han larde sig hur den odlas och hur
dess organeller kan prepareras fram. Dessa fardigheter tog han sedan med sig hem till Japan.

Valde sin egen bana

I intervjuer har Yoshinori Ohsumi sagt att han inte &r sérskilt tivlingssinnad och var darfor inte heller road av
att ge sig in i datidens heta forskningsfalt. Istéllet intresserade han sig for en av jéstens organeller, dess vakuol.
I daggdjursceller finns en méngd sma lysosomer, medan deras motsvarighet hos jast, vakuolen, dr en enda
stor organell. Han kartlade en rad transportsystem i jidstens vakuol, forskning som skedde i Yasuhiro Anrakus
laboratorium vid den botaniska institutionen vid University of Tokyo.

Ar 1988 kunde Yoshinori Ohsumi, 43 &r gammal, inritta sitt eget laboratorium, dir han fokuserade pa studier
av autofagi.

Det banbrytande experimentet

For sina studier om autofagi valde Yoshinori Ohsumi att fortsétta sitt arbete med jistceller eftersom de ér
enklare an ddggdjurscellen och darfor en utmérkt modell. Med hjilp av ljusmikroskop gér de stora vakuolerna
inuti jastceller att observera, och eventuella morfologiska fordndringar kan identifieras. Det var vid den
hir tiden ként att vakuoler innehéller enzymer som kan klippa upp proteiner, pa liknande vis som ocksa
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sker 1 lysosomer. For sitt experiment valde Yoshinori Ohsumi dock att studera jistceller som saknade vissa
nedbrytningsenzymer. De fick vixa i odlingsmedium utan kvéve, vilket for jéstceller dr en sviltsituation.
Efter en halvtimme sdg han att vakuolerna borjade fyllas av smd blasor och efter tre timmar var vakuolerna
proppfulla. Med hjilp av elektronmikroskopi, som ger battre upplosning dn vanlig ljusmikroskopi, syntes att de
sma blasorna var omslutna av membran. Nir han sedan undersokte deras innehdll fanns dér proteiner, socker,
peptider och organeller. De fanns kvar i1 bldsorna eftersom det i vakuolerna saknades nedbrytningsenzymer.

Ar 1992 publicerade Yoshinori Ohsumi en vetenskaplig rapport om experimentet och forekomsten av
autofagosomer 1 jdst. Experimentet slog fast att jist anvinder autofagi, precis som man tidigare hade kunnat
se 1 ddggdjursceller.

Han identifierar generna bakom autofagi...

Nu hade han ett modellsystem som gjorde det mdjligt att karakterisera de gener som ligger bakom att
autofagosomer kan bildas. I sin jakt efter dessa gjorde Yoshinori Ohsumi ett vl genomténkt och ambitiost
experiment. Han anvinde samma slags jéistceller som i det inledande experimentet, sddana som saknade
nedbrytningsenzymer i vakuolen. Men nu utsattes de for kemikalien etylmetansulfonat. Nér jdstcellen vixer
och delar sig skapar kemikalien en rad slumpmaéssiga felslag i arvsmassan, sa kallade mutationer. Ibland kan
dessa felslag skada en gen som normalt utgér mall for ett protein i autofagi-maskineriet. Om proteinet inte kan
bildas, kan inte heller den nya jéstcellen anvidnda sig av autofagi.

Jastceller fick aterigen véxa i1 ndringsfattigt odlingsmedium for att stimulera autofagi. I mikroskop letade
forskarnanu efterjistceller vars vakuoler inte fylldes med blésor, ett synligt tecken pa att deras autofagimaskineri
var satt ur funktion. Hos de utvalda jastcellerna tog de sedan reda pa vilka gener som var trasiga. Sammanlagt
hittades femton gener som, i jést, utgoér mallen for de proteiner som tillsammans krivs for att bilda autofagi-
maskineriet. De femton generna kallades ursprungligen apg 1-15, efter engelskans autophagy gene”. Idag
bendmns de istdllet atg-gener.

Detta genombrott publicerades ar 1993, ett ar efter det att Ohsumi for forsta gdngen visade att autofagi
forekommer 1 jést.

Kontroll Svalt

Tusentals jastkulturer

“ =
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15 gener
Figur 2 | jastceller finns en stor vakuol som motsvarar lysosomen i daggdjursceller (tv). Nér jastceller utan nedbrytningsenzymer

utsattes for stress, fylldes vakuolen av autofagosomer som inte kunde brytas ned (th). Experimentet slog fast att autofagi forekom-
mer i jast. | ndsta steg identifierade Ohsumi de 15 férsta generna som behdvs for att skapa autofagimaskineriet.
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.... och kartlade hela autofagimaskineriet

Yoshinori Ohsumi och hans medarbetare gjorde ocksa en serie experiment for att ta reda pa vad de enskilda
proteinerna i maskineriet gor. De kunde da visa att ett enstaka protein och olika proteinkomplex samverkar
i form av en kaskad, som sitts igdng av en signal som kan komma utifran cellen. De olika komplexen bildar
stegvis autofagosomen som i cellens cytosol omsluter det material eller de organeller som ska brytas ned.
Direfter dockar autofagosomen med vakuolen och smilter samman med den, sa att vakuolens enzymer far
mdjlighet att bryta ned autfagosomens last.

Nér Yoshinori Ohsumi lyckats klarldgga hur autofagi fungerar pd molekyldr niva i jast, var ett naturligt
nista steg att ta fram den forsta genen som har samma funktion hos didggdjur. Detta resultat publicerade han
tillsammans med kollegan Noboru Mizushima ar 1998.

Figur 3 Ohsumi studerade de proteiner som autofagigenerna utgér mall fér. Han visade hur de olika proteinkomplexen i autofagi-
maskineriet samverkar i en kaskad. Startpunkten kan vara en stressignal utifran, som leder till att de olika komplexen stegvis
formar ett membran som omsiluter olika bestandsdelar och bildar autofagosomen.

Autofagi ar livsnodvandigt

Detaljkunskaperna om autofagimaskineriet har lett till béttre forstdelse for vad det gor och hur viktigt det ar,
bade for cellernas grundlaggande funktion och for uppkomsten av olika sjukdomar.

Autofagiprocessen dr exempelvis central under fosterutvecklingen, nér alla olika celltyper ska bildas i embryot.
Hos nyfodda daggdjur r det ocksa livsavgorande att med hjélp av autofagi kunna bryta ner material i cellerna
for att frigora energi — denna behdvs innan modern borjat producera mjolk. Detta gick att visa genom att
studera musungar som genetiskt modifierats sa att de saknade ett autofagi-protein. De drabbades av akut
ndringsbrist och dverlevde inte sitt forsta dygn.

Med hjélp av autofagi kan cellen forsvara sig mot invaderande virus och bakterier, genom att dessa inkréktare
tas upp av autofagosomen och bryts ned i lysosomen.

Om autofagimaskineriet inte fungerar som det ska kan det fa allvarliga konsekvenser. Det dr en faktor bakom
det normala aldrandet, och sjukdomar som associeras med 0kande élder. Celler som inte kan dela sig, som
nervceller, dr sirskilt sarbara. Ett exempel ar hur nervceeller fylls av felveckade proteinfragment som ansamlas
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i cellen och skadar den. Detta sker bland annat vid Alzheimers sjukdom och Parkinsons sjukdom.

Vid cancer har autofagisystemet en mer komplicerad roll. Innan en tumorcell bildats verkar autofagi kunna
fungera skyddande, men ndr tumdrceller vél uppstatt kan 6kad autofagi hjélpa dem att Gverleva och spridas.
Troligen kan de med hjélp av autofagi bittre anpassa sig till olika slags stress, som en néringsfattig miljo eller
cellgifter.

Om det gick att styra nivén av autofagi skulle det kanske kunna bli en del i framtida cancerbehandling. Nar
detta skrivs pagér kliniska studier pa omradet, exempelvis kring en viss form av brostcancer diar man studerar
effekterna av en autofagihimmare kallad klorokin.
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Figur 4 Upptackten av autofagigenerna gjorde att faltet expanderade kraftigt, vilket avspeglas i antalet publicerade artiklar om
autofagi. Tack vare Ohsumi och hans efterfoljare vet vi i dag att autofagi styr fundamentala fysiologiska processer, exempelvis nar
celler ska hantera naringsbrist eller infektioner. Stérningar i autofagimaskineriet kan ocksa bidra till sjukdom, som neurodegenera-
tiva sjukdomar och cancer.

Grundade ett nytt forskningsfalt

Nér Yoshinori Ohsumi inledde sina studier av autofagi kunde antalet publicerade vetenskapliga rapporter i
dmnet raknas 1 tiotal per ar. Upptickten av generna pa 1990-talet var ett genombrott som innebar att forskare
gavs tillgdng till molekylarbiologiska verktyg som kan anvédndas for att 1 detalj studera autofagi. Det gor det
exempelvis mdjligt att 1 patienters arvsmassa se om generna bakom autofagi ar skadade. Det gér ocksa att i
forsok med djur bade 6ka och minska autofagiaktiviteten, for att studera dess betydelse. Yoshinori Ohsumis
banbrytande upptickter har, ironiskt nog med tanke pd hans tidigare ndimnda 6nskan att verka inom ett eget
falt, lockat tiotusentals forskare att borja studera olika aspekter av autofagi.

Av Lotta Fredholm, vetenskapsjournalist
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