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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Autofagia jest procesem degradacji wielkoczasteczkowych sktadnikéw cytoplazmy, zwlaszcza
biatek o dtugim okresie péttrwania oraz catych organelli. W komoérkach eukariotycznych, spo-
$réd trzech postaci autofagii, najlepiej poznana jest makroautofagia. W czasie makroautofagii
(zwanej dalej autofagia) fragment cytoplazmy zostaje otoczony przez formujaca si¢ podwdjna
btong tworzacego si¢ pecherzyka, zwanego autofagosomem. Nastgpnie zawartos$¢ autofagosomu
po jego potaczeniu sig z lizosomem ulega degradacji.

Proces autofagii odpowiedzialny jest za utrzymanie wewnatrzkomdrkowej homeostazy i umoz-
liwia przezycie komoérkom w warunkach stresowych. Autofagia odgrywa réwniez rolg w patoge-
nezie wielu choréb, w tym w procesie nowotworzenia. W komérkach nowotworowych autofagia
moze petni¢ dwojaka rolg, jako proces zaangazowany w przezycie lub Smier¢ komorki. W wigk-
szosSci przypadkow, autofagia indukowana terapia w komdérkach nowotworowych umozliwia im
przezycie, promujac rozwdj nowotworu i potencjalnie prowadzac do wystgpowania opornosci na
leczenie. Autofagia moze réwniez pelnic rolg supresora transformacji nowotworowej i wywotu-
jac apoptoze, moze zwigkszaé skutecznos¢ leczenia. Dla powodzenia terapii przeciwnowotwo-
rowej istotne jest, aby okresli¢ typ komoérek nowotworowych podatnych na autofagie w odpowie-
dzi na podjety rodzaj leczenia oraz aby okresli¢, czy w danym przypadku autofagia przyczynia
si¢ do skutecznosci zastosowanej terapii, czy raczej do opornosci na nia.

W pracy oméwiono molekularny mechanizm autofagii oraz najwazniejsze szlaki sygnatowe uczest-
niczace w regulacji przebiegu tego procesu w komoérkach nowotworowych. Oméwiona zostata
réwniez dwojaka rola autofagii w procesie nowotworzenia oraz skutki zaréwno indukcji, jak i in-
hibicji autofagii w terapii przeciwnowotworowe;j.

apoptoza ° atofagia » autofagosom ¢ makroautofagia « nowotwory

Summary

Autophagy is a catabolic process involving the degradation of long-lived proteins and organelles
through the lysosomal machinery. In eukaryotic cells, among the three types of autophagy the
most extensively studied is macroautophagy. Macroautophagy (hereafter referred to as autopha-
gy) is characterized by sequestration of bulk cytoplasm in double-membrane vesicles, called au-
tophagosomes, which ultimately fuse with lysosomes, resulting in degradation of their contents.

Autophagy is responsible for the maintenance of intracellular homeostasis and enables cell su-
rvival under stress conditions. However, this process is also involved in the pathogenesis of di-
verse diseases, including cancers. In the cancer cell, autophagy plays a dual role, as a mechanism
responsible for protecting or killing the cell. In most cases chemotherapy-induced autophagy in
tumor cells is a prosurvival response which potentially leads to development of drug resistance.
However, autophagy can also lead to cell death, thus enhancing treatment efficacy. It is important
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for the anticancer therapy to find the type of cancer cells which are susceptible to autophagy and
to determine whether the autophagy induced by the applied therapy leads to cells’ death or the-
ir survival and subsequently to therapy resistance.

In this review, the molecular mechanism of macroautophagy and the most important signaling
transduction pathways involved in regulation of this process in cancer cells are presented. The
dual function of autophagy in tumorigenesis and the implications of autophagy modulation for
cancer therapy are also discussed.
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Wykaz skrotow: AMBRAL1 - biatko aktywujgce w autofagii regulowanej przez Bekling 1 (activating molecule in Beclin

1-regulated autophagy); AMPK - kinaza aktywowana AMP (5’ adenosine monophosphate-activated
protein kinase); ATG - gen zwiazany z autofagia (autophagy-related gene); Barkor - biatko
regulatorowe autofagii oddziatujgce z Bekling 1 (Beclin-1-associated autophagy-related key
regulator); BNIP3 - biatko wigzgce Bcl-2 i adenowirusowe biatko E1B-19 kDa 3(Bcl-2/adenovirus
E1B-19 kDa interacting protein 3); CaMKKp - kinaza kalmodulinozaleznej kinazy B (calmodulin-
dependent protein kinase kinase [3); CMA - autofagia zachodzaca za posrednictwem biatek
opiekunczych - chaperondw (chaperon mediated autophagy); CML - przewlekta biataczka szpikowa
(chronic myeloid leukemia); DAPK-1 - kinaza biatkowa zwiazana ze Smiercig (death associated
protein kinase 1); DED - wykonawcza domena $mierci (death execution domain); DEPTOR - biatko
zawierajgce domeny DEP oddziatujace z kinazg mTOR (DEP domain-containing mTOR-interacting
protein); DRAM - modulator autofagii regulowany uszkodzeniami (damage-regulated autophagy
modulator); FIP200 - biatko wchodzace w sktad kompleksu uczestniczagcego w inicjacji autofagii
(focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kDa); FLIP - biatko hamujace
FLICE/kaspaze 8 (FADD-like interleukin-1[3-converting enzyme-like protease (FLICE/caspase-
8)-inhibitory protein); GABARAP - biatko towarzyszace receptorowi kwasu y-aminomastowego

typu A (y-aminobutyric acid type A receptor-associated protein); GATE-16 - biatko uczestniczace

w transporcie biatek wewnatrz aparatu Golgiego (Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa);
HIF-1a - czynnik transkrypcyjny indukowany niedotlenieniem (hypoxia-inducible factor 1cv);

HDM2 - ludzkie biatko MDM2 (human double minute); Hsp - biatko szoku termicznego (heat shock
protein); HtrA2/0mi - proteaza serynowa, antagonista biatka hamujacego apoptoze IAPs (high-
temperature requirement serine protease A2); JNK1 - kinaza N-konca biatka c-Jun (c-JUN NH2-
terminal kinase 1); Lamp2a - biatko zwigzane z bfong lizosomu (lysosomal-associated membrane
protein 2a); LKB1/GpL - biatko podobne do podjednostki 3 biatka G (G protein B-subunit like
protein); MAP I LC3 - biatko zwigzane z mikrotubulami (microtubule-associated protein | light
chain 3); mSIN1 - ssacze biatko oddziatujgce z biatkowa kinaza aktywowang stresem (mammalian
stress-activated protein kinase-interacting protein 1); mTOR - ssaczy cel rapamycyny, kinaza mTOR
(mammalian target of rapamycin); MyD88 - czynnik 88 réznicowania biataczki szpikowej (myeloid
differentiation factor 88); PCD Il - programowana $mier¢ typu Il (programmed cell death type Il);
PDK1 - kinaza biatkowa zalezna od fosfatydyloinozytolu (3-phosphoinositide-dependent protein
kinase 1); PE - fosfatydyletanoloamina (phosphatidylethanolamine); PI3K - kinaza
trifosforanufosfatydyloinozytolu (phosphoinositide 3-kinase); PKB/Akt - biatkowa kinaza B (protein
kinase B); PRAS40 - biatko wchodzace w sktad kompleksu mTOC1 (proline-rich PKB/Akt substrate
40-kDa); Protor - biatko wchodzace w sktad kompleksu mTOC2 (protein observed with rictor);
PTEN - biatko wykazujgce podwojng aktywno$é fosfatazy biatkowej i fosfatazy lipidowej
(phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten); Raptor - biatko regulatorowe
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zwigzane z mTOR (Regulatory associated protein of mTOR); Rheb - homolog biatka Ras wigzacy

GTP (Ras homolog enriched in brain); Rictor - biatko niewrazliwe na rapamycyne towarzyszace
mTOR (rapamycin-insensitive companion of mTOR); RTK - receptorowa kinaza tyrozynowa (receptor
tyrosine kinase); Rubicon - biatko oddziatujgce z Bekling 1 (RUN domain and cysteine-rich domain
containing, Beclin1-interacting protein); Smac/DIABLO - drugi mitochondrialny czynnik aktywujacy

kaspazy (second mitochondrial activator of caspase); TORC1/2 - kompleks 1/2 kinazy mTOR
(target of rapamycin complex 1/2); TP53INP2 - biatko jgdrowe indukowane przez p53 (tumor
protein 53-induced nuclear protein 2); TSC1 - hemartyna (tuberous sclerosis complex 1); TSC2

- tuberyna (tuberous sclerosis complex 1); ULK1 - kinaza serynowo-treoninowa, uczestniczaca

w inicjacji autofagii (uncoordinated-51-like kinase-1); UVRAG - biatko oddziatujace z Bekling 1,
promujace autofagie (UV irradiation resistance-associated gene); VMP1 - biatko btonowe wakuol
(vacuole membrane protein 1); Vps34 - kinaza biatkowa 34 (vacuolar protein sorting 34); wt - typ

dziki (wild type).

AUTOFAGIA — WSTEP

Autofagia jest ewolucyjnie konserwatywnym i bardzo sta-
rym procesem, wspolnym dla wszystkich komoérek organi-
zméw eukariotycznych, od jednokomérkowych drozdzy do
wielokomoérkowych ssakéw. Ten kataboliczny proces zna-
ny jest przede wszystkim jako wewnatrzkomérkowy system
degradacji wielkoczasteczkowych sktadnikéw cytoplazmy,
szczeg6lnie biatek o dtugim okresie péttrwania oraz catych
organelli [46,55]. Gdy strawieniu ulega czg$¢ cytoplazmy,
w celu zachowania rownowagi w jej wielkosci i sktadzie,
autofagig okresla si¢ mianem nieselektywnej. O autofagii
selektywnej (specyficznej) méwimy natomiast wtedy, gdy
dochodzi do degradacji Scisle okreslonych struktur, takich
jak: agregaty bialek — agrefagia (aggrephagy), mitochon-
dria — mitofagia (mitophagy), retikulum endoplazmatycz-
ne — retikulofagia (reticulophagy), rybosomy — rybofagia
(ribophagy), peroksysomy — peksofagia (pexophagy) oraz
bakterii i wiruséw — ksenofagia (xenophagy) [61].

Proces autofagii indukowany jest na podstawowym po-
ziomie w wigkszosci komoérek, gdzie spetnia nastgpuja-
ce funkcje:

e jest mechanizmem adaptacyjnym do warunkéw streso-
wych, zapewniajacym doplyw substancji odzywczych
niezbg¢dnych do podtrzymania najwazniejszych proce-
sOw zyciowych, kosztem mniej waznych w danej chwi-
1i sktadnikéw komorki;

e pozwala na zachowanie homeostazy wewnatrzkomor-
kowej, uczestniczac w procesie usuwania zbgdnych lub
uszkodzonych organelli oraz regulujac wielkos¢ siatecz-
ki srédplazmatycznej;

* bierze udziat w procesach swoistych tkankowo, takich
jak: proces dojrzewania erytrocytéw, wewnatrzkomor-
kowa biogeneza surfaktantu na powierzchni pneumo-
cytéw, biosynteza neurolaminy w dopaminergicznych
neuronach [46];

* chroni organizm przed namnozeniem wielu bakterii i wi-
ruséw [49,99];

e uczestniczy w fizjologicznych procesach rozwojowych,
np. sporulacji u drozdzy, rozwoju poczwarki Drosophila
melanogaster [99].

W zaleznos$ci od tego, w jaki spos6b substrat dostarcza-
ny jest do lizosomoéw, wyrdzniono trzy podstawowe posta-
ci autofagii: mikroautofagi¢, autofagie zalezna od biatek
opiekuriczych — chaperonéw (CMA) oraz makroautofagie.

’ Hydrolaza
75 Organelle
3% Metaholity
- Permeaza

Ryc. 1. Mikroautofagia
Mikroautofagia

Mikroautofagia (ryc. 1) jest najmniej poznang postacia au-
tofagii. W trakcie tego procesu fragment cytoplazmy, wraz
z zawartymi w niej rozpuszczalnymi biatkami lub organel-
lami, zostaje otoczony przez blong lizosomalna i za posred-
nictwem endocytozy, wnika do wnetrza lizosoméw [70].

Autofagia zalezna od biatek opiekuriczych
— chaperonow

W czasie autofagii zaleznej od biatek opiekuriczych — chapero-
néw (ryc. 2), wybrane biatka cytosolowe majace ulec degrada-
¢ji, transportowane sa do wngtrza lizosoméw dzigki obecnosci
na ich btonie odpowiednich receptoréw. Receptor rozpoznaje
i wiagze kompleks chaperon-substrat, a drugie biatko opiekun-
cze obecne wewnatrz lizosomu, umozliwia translokacje sub-
stratu [46,55]. Unikalna cecha tego procesu jest to, ze kazde
substratowe biatko zawiera w swojej sekwencji aminokwa-
sowej motyw KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln), ktéry petni
funkcje sekwencji kierujacej do lizosomu. W cytoplazmie
sekwencja ta rozpoznawana jest przez biatko szoku termicz-
nego o masie 73 kDa — hsc73, ktére nalezy do rodziny biatek
opiekuriczych hsp70. Utworzony zostaje kompleks substrat/
hsp73, nastegpnie biatko chaperonowe taczy si¢ z receptorem
Lamp2a znajdujacym si¢ na btonie lizosomu. Dostarczony
W ten sposéb substrat po rozpleceniu transportowany jest do
wnegtrza lizosomu, gdzie ulega hydrolizie [3,18,19,45].

Makroautofagia

Makroautofagia (ryc. 3) jest najpowszechniej wystgpuja-
cg postacia autofagii. W czasie makroautofagii fragment
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Ryc. 2. Autofagia zalezna od biatek opiekuriczych — chaperonéw

cytoplazmy zostaje otoczony przez formujaca si¢ podwdj-
na btong, ksztaltem przypominajacym liter¢ C, nazywana
btona izolujaca badz fagoforem (phagophore). Oba korice
fagoforu wydtuzaja sig, zamykajac w swym wnetrzu cz¢s$¢
cytoplazmy wraz z biatkami (o dlugim okresie pdttrwania)
lub catymi organellami. Tak utworzony pegcherzyk o wiel-
kosci 300900 nm, nazywany autofagosomem, podlega
nastgpnie procesowi dojrzewania. W trakcie dojrzewania
dochodzi do fuzji autofagosoméw z lizosomami, co pro-
wadzi do powstania autofagolizosoméw. To wiasnie w tych
strukturach zachodzi proces degradacji wielkoczasteczko-
wych substratéw do ich podstawowych sktadnikéw, jakimi
sg aminokwasy oraz kwasy tluszczowe z uzyciem lizoso-
malnych enzymoéw hydrolitycznych [52,55,68].

Sposréd trzech postaci autofagii — makroautofagia jest pro-
cesem najcze¢sciej spotykanym w komoérkach i to jej po-
Swigca si¢ najwigksza uwage. Dlatego tez przedstawione
nizej rozwazania dotycza makroautofagii, okreslanej dla
uproszczenia terminem ,,autofagia”.

MOLEKULARNY MECHANIZM AUTOFAGII

Zmiany morfologiczne towarzyszace autofagii zostaty po
raz pierwszy scharakteryzowane w komorkach ssaczych
prawie 50 lat temu. Natomiast molekularny mechanizm
tego procesu zostal wyjasniony dzigki zastosowaniu ba-
dani z wykorzystaniem mutagenezy w komorkach drozdzy
Saccharomyces cerevisiae. PéZniejsze odkrycie genéw za-
angazowanych w regulacj¢ autofagii u ssakéw byto mozliwe
dzigki ich duzej homologii z odpowiadajacymi im genami
u drozdzy. Jednoczesnie zaproponowano ujednolicone na-
zewnictwo gendéw, ktérych produkty kontrolujg proces au-
tofagii, oznaczajac je skrétem ATG oraz cyfra porzadkowa.

Wystepujace w komoérkach ssakow i uczestniczace w au-
tofagii biatka Atg mozna zgrupowaé w cztery komplek-
sy. Pierwszy, sktadajacy sig z biatkowych kinaz serynowo-
-treoninowych Atg1/ULK1/2, regulowany jest aktywnoscia
kinazy TOR (u ssakéw — mTOR) [71]. Drugi kompleks,
PI3K/Vps34, ztozony jest z lipidowych kinaz i posredni-
czy w nukleacji pgcherzykéw. Trzeci i czwarty kompleks
stanowia dwa ubikwitynopodobne systemy koniugacyjne
Atg12-Atg5 oraz Atg8-PE, ktére posrednicza we wzro-
Scie pecherzykéw. Ponadto w proces powstawania auto-
fagosomow zaangazowane s3 dwa przezblonowe biatka
Atg9/mAtg9 oraz VMP1, uczestniczace w recyrkulacji
biatek Atg.

1. Indukcja
i nukleacja fagoforu

2. Elongacja

T<\/>

FAGOFOR _ AUTOFAGOSOM
Wortmanina

3-metyloadenina

3. Dojrzewanie
:’ /\ i fuzja
LIZOSoM
NH,CI
baﬁlomy‘cyna A 4{ l
chlorochinon

4. Trawienie

AUTOFAGOLIZOSOM

Ryc. 3. Makroautofagia

Tworzenie autofagosoméw w komoérce moze zostaé zapo-

czatkowane w odpowiedzi na réznorodne zewnatrz- i we-

wnatrzkomérkowe czynniki stresowe, takie jak: deficyt

aminokwaséw i innych sktadnikéw odzywczych, agre-

gacja nieprawidlowo pofatdowanych biatek, akumula-

cja uszkodzonych organelli, hipoksja czy tez aktywacja

onkogendéw. Bez wzgledu na rodzaj czynnika indukuja-

cego, w procesie autofagii mozna wyrézni¢ nastepuja-

ce etapy (ryc. 3):

1. Powstawanie autofagosomu — indukcja, nukleacja,
elongacja,

2. Fuzja autofagosomu z lizosomem — dojrzewanie,

3. Degradacja — trawienie.

Powstawanie autofagosomu
Indukcja — kompleks Atg13-Atgl/Ulk1/2-Atgl7

Za zapoczatkowanie tworzenia autofagosomu u drozdzy od-
powiedzialna jest kinaza serynowo-treoninowa Atgl, wcho-
dzaca w sktad kompleksu Atgl: Atgl3: Atgl7. Zdolnos¢ do
laczenia si¢ biatek w tym kompleksie zalezna jest od sta-
nu ufosforylowania biatka Atgl3, ktory z kolei regulowa-
ny jest przez kompleks biatka TOR (TORC). Inaktywacja
TORC prowadzi do defosforylacji Atgl3, wzrostu jego po-
winowactwa do biatek Atgl oraz Atgl7, a tym samym do
indukcji tworzenia blon izolujacych [100].

Ssaczy odpowiednik kompleksu Atgl: Atgl3: Atgl7 skia-
da si¢ z homologicznej do Atgl serynowo-treoninowe;j ki-
nazy ULKI1 i/lub prawdopodobnie ULK2, biatka FIP200
(homolog drozdzowego Atgl7), ssaczego odpowiednika
biatka Atgl3 (mAtgl3) oraz biatka Atgl01. Biatko Atg101
umiejscowione jest na fagoforze i stabilizuje ekspresj¢ oraz
podstawowy poziom ufosforylowania biatek Atgl3 i ULK1
[34, 69]. Biatko FIP200 z kolei jest istotne dla stabilizacji
1 fosforylacji biatka ULK1 [30].
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Etap inicjacji autofagii zaréowno w komdrkach drozdzy,
jak i ssakéw regulowany jest gléwnie aktywnoscia kinazy
TOR (u ssakéw-mTOR). Wysoce zakonserwowana sery-
nowo/treoninowa kinaza TOR jest duzym biatkiem o ma-
sie 280 kDa, nalezacym do kinaz biatkowych zblizonych
do kinazy fosfatydylo-3-inozytolu. Rola, jaka spetnia ki-
naza TOR w komdérkach eukariontéw obejmuje regulacje
transkrypcji, translacji, metabolizmu, progresji cyklu ko-
morkowego oraz autofagii. Biatko TOR jest swojego ro-
dzaju ,,czujnikiem” komdérkowego poziomu czynnikéw
wzrostowych, zwiazkéw energetycznych oraz sktadnikéw
odzywczych [77].

W komérkach ssakéw kinaza mTOR funkcjonuje jako kata-
lityczna podjednostka w dwdch réznych kompleksach biat-
kowych: mTORC1 i mTORC?2. Oba kompleksy wykazu-
ja strukturalne podobieristwo, ale petnia w komoérce rézne
funkcje. W komoérkach ssakéw niewrazliwy na rapamycy-
ne¢ kompleks mTORC?2 sktada sig z biatek: mLSTS8, rictor,
mSIN1, DEPTOR i protor. Uczestniczy on w regulacji cy-
toszkieletu aktynowego oraz kinazy Akt/PKB. Kompleks
mTORCI sktada si¢ z biatek mLST8 (GBL), PRAS40,
DEPTOR i raptor. Kompleks ten kontroluje synteze biatek
(z udzialem kinazy p70S6 i biatka 4E-BP1), import sub-
stancji odzywczych oraz autofagie [22,39,100]. Aktywnosc
kompleksu mTORC1 regulowana jest przez wiele sygna-
16w, m.in. czynniki wzrostu, insuling, poziom sktadnikéw
odzywczych i energetycznych oraz czynniki stresogenne,
takie jak: hipoksja, stres osmotyczny, reaktywne formy tle-
nu oraz infekcje wirusowe.

Indukcja autofagii zwiazana jest z regulacja aktywnosci
kompleksu mTORCI1. W warunkach stresowych aktywny
kompleks mTORC1 potaczony jest z kompleksem ULK1/2:
Atgl3: FIP200. Biatko mAtgl3 w takim potaczeniu wy-
stgpuje w postaci nadmiernie ufosforylowanej i wykazuje
niewielkie powinowactwo do ULK1/2. Natomiast podczas
glodzenia, hipoksji czy tez niedoboru czynnikéw wzrostu
nieaktywny kompleks mTORC1 oddysocjowuje, a biatka
mAtg13 oraz ULK1/2 ulegaja defosforylacji. Zaktywowane
biatko ULK1/2 fosforyluje biatka mAtg13 oraz FIP200
[39,68,75,100], co zapoczatkowuje tworzenie autofagosomu.

Nukleacja — kompleks PI3K/Vps34

Na etapie nukleacji, czyli we wezesnym stadium powsta-
wania fagoforu, istotng rol¢ spetnia kompleks, w sktad kt6-
rego wchodzi kinaza fosfatydyloinozytolu klasy III — PI3K
(u drozdzy Vps34). Aktywnos¢ kinazy PI3K jest najwaz-
niejsza w dostarczaniu fosfolipidu, trifosforanu fosfatydy-
loinozytolu (PI3P, PtdIns3P), w miejsce tworzenia bion
izolujacych. Fosfolipid PI3P powstaje wowczas, gdy ki-
naza PI3K potaczy si¢ wczesniej z Bekling 1 (u drozdzy
Atgb6) oraz kinaza serynowa p150 (Vpsl15). Mimo ze do-
ktadny mechanizm nie jest znany, wiadomo, ze rdzen tego
kompleksu umiejscowiony jest na fagoforze i uczestniczy
w rekrutacji kolejnych biatek z rodziny Atg, niezbednych
do przebiegu dalszych etapéw powstawania autofagosomu.

Aktywnos¢ kompleksu Beklina 1: PI3K: p150 i tworze-
nie fosfolipidu PI3P sa Scisle regulowane przez biatka
oddzialujace z Beklina 1. Do pozytywnych regulatoréw
kompleksu Beklina 1: PI3K: p150, a tym samym autofa-
gii, zalicza si¢ biatka:

e Atgl4L/Barkor — istotne dla etapu powstawania autofa-
gosomu [66,87,104];

* UVRAG (homolog drozdzowego Vsp38), ktére w zna-
czacy sposéb podwyzsza aktywnos¢ kinazy PI3K [95]
oraz uczestniczy w etapie dojrzewania autofagosomu
i w szlaku endocytarnym [37,60]. Biatkka UVRAG oraz
Atgl4L wspoétzawodnicza o miejsce wigzania do kina-
zy PI3K [8];

e VMPI;

* AMBRALI [25];

* MyD88 [17,52,68,100].

Do negatywnych regulatoréw kompleksu Beklina 1: PI3K:
p150 zalicza si¢ m.in. biatko Rubicon regulujace proces
dojrzewania autofagosomu i szlak endocytarny oraz biat-
ka nalezace do rodziny Bcl-2 [13, 104].

Elongacja — systemy koniugacyjne

Biatkowe produkty genéw ATG tworza dwa skoniugowa-
ne ze soba systemy Atgl2-Atg5-Atgl6L oraz Atg8-PE
(ryc.4), przypominajace systemy przylaczajace ubikwity-
n¢ do biatek przeznaczonych do proteasomalnej degrada-
cji. Oba systemy sa niezbgdne do prawidlowego przebie-
gu etapu elongacji fagoforu.

Kompleks Atgl12-Atg5-Atgl6L — tworzenie i wydtuZanie
Jfagoforu

W tworzeniu pierwszego systemu koniugacyjnego, Atg5-
Atgl2-Atgl6L (ryc. 4) uczestnicza biatka Atg: 5,7, 10, 12
i Atgl6. Produkt genu Arg/2 jest matym 186-aminokwa-
sowym, hydrofilowym biatkiem, ktére poprzez wiazanie
kowalencyjne taczy si¢ z biatkiem Atg5. Proces tworzenia
kompleksu Atgl2-Atg5 rozpoczyna si¢ od ATP-zaleznej
aktywacji biatka Atg12 przez biatko Atg7 (petiace podob-
ng funkcje jak enzym E1 aktywujacy ubikwityng). W wy-
niku jego dziatania, poprzez wiazanie tioestrowe migdzy
C-konicowg glicyna biatka Atgl2, a cysteing biatka Atg7
tworzy si¢ kompleks przejSciowy. Nastgpnie Atgl2 prze-
noszone jest na biatko Atg10 (dziatajace podobnie do en-
zymu koniugacyjnego E2), z ktérym laczy si¢ wiazaniem
tioestrowym miedzy C-koricowa glicyna, a cysteing biat-
ka Atgl0. Ostatecznie biatko Atg12 zostaje potaczone wia-
zaniem amidowym ze 149 lizyna biatka Atg5, poprzez
wspomniang C-koricowa glicyng. Polaczenie to jest nie-
odwracalne, i jak dotad nie jest znana zadna proteaza roz-
cinajaca wiazanie migdzy tymi dwoma biatkami [65,99].
W komoérkach wielu tkanek oraz linii komérkowych biat-
ka Atgl2 oraz Atg5 wystgpuja w postaci kompleksu [89].

W kolejnym etapie do kompleksu Atgl2-Atg5 zostaje
przytaczone biatko Atgl6L, poprzez utworzenie nieko-
walencyjnego wigzania z biatkiem Atg5. Nowo powsta-
ty kompleks Atgl2-Atg5-(Atgl6L) oligomeryzuje, two-
rzac wielocztonowe struktury o masie ~350 kDa u drozdzy
i ~800 kDa u ssakéw, ktére sa niezbedne do elongacji bto-
ny izolujacej [100].

Kompleks Atgl2-Atg5-(Atgl6L), poczatkowo réwnomiernie
zwigzany jest z formujaca si¢ w ksztalcie pétksigzyca blo-
na izolujaca (crescent-shaped vesicle). Jednak w miarg jej
wydtuzania, wigkszo$¢ biatek tego kompleksu ulega asy-
metrycznemu przesunigciu na jej zewnetrzna powierzchnie.
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Ryc. 4. Systemy koniugacyjne biorace udziat
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Po uformowaniu dojrzatego autofagosomu, kompleks Atg5-
Atgl2-(Atgl6) oddysocjowuje od tworzacej go btony.

Kompleks Atg8-PE

Kompleks Atg8/Aut7-PE (ryc. 4), odpowiedzialny za dy-
namike btony autofagosomalnej, obecny jest w btonie izo-
lujacej — fagoforze, btonie autofagosoméw oraz w blonie
cialek autofagicznych. W tworzeniu drugiego systemu ko-
niugacyjnego Atg8/Aut7-PE uczestnicza biatka Atg 3, 4,
7 i 8 oraz fosfatydyloetanolamina (PE). Proces ten rozpo-
czyna si¢ od odcigcia od biatka Atg8 pojedynczego ami-
nokwasu — argininy (Arg, R), przez proteaze cysteino-
wa — Atg4. Wyeksponowana w ten sposéb na C-korcu
biatka Atg8 glicyna (Gly, G), tworzy wigzanie tioestro-
we z cysteing biatka Atg7 (tego samego, ktéry uczestni-
czy w powstawaniu kompleksu Atgl2-AtgS). Prowadzi
to do ATP-zaleznej aktywacji biatka Atg8, ktére w na-
stgpnym etapie przenoszone jest na biatko Atg3 (petnia-
cego funkcj¢ podobna do enzymu koniugacyjnego E2),
Z utworzeniem nowego wigzania tioestrowego migdzy
oboma biatkami. W koiicowym etapie, utworzone zosta-
je wiazanie amidowe pomigdzy C-koicowa glicyna biat-
ka Atg8, a grupa aminowa fosfatydyloetanolaminy — PE,
co umozliwia wbudowanie biatka Atg8 do autofagoso-
mu. W odréznieniu od kompleksu Atgl2-Atg5, potacze-
nie Atg8-PE jest odwracalne. Po utworzeniu dojrzatego
autofagolizosomu wspomniana wczesniej proteaza Atg4
hydrolizuje wiazanie biatko-fosfolipid, znajdujace si¢ na
zewngtrznej stronie autofagosomu, powigkszajac zrédto
cytosolowego biatka Atg8 [65].

W wyniku opisanej wyzej kaskady zdarzen z fagofo-
ru powstaje w pelni uksztattowany, otoczony podwdjna
btona pecherzyk autofagosomu, ktéry podlega nastgpnie
dojrzewaniu.

Ssacze homologi biatka Atg8

W komérkach ssakéw obecne sa co najmniej trzy homolo-
giczne bialka Atg8: MAP I LC3, GABARAP i GATE-16
[40]. Biatko GABARAP zwiazane jest z receptorem GABA
oraz cytoszkieletem i uwaza si¢, ze posredniczy w endo-
cytozie receptorowej; GATE-16 uczestniczy w transporcie
biatek wewnatrz aparatu Golgiego in vitro, natomiast biatko
MAP I LC 3 zostato poczatkowo wyizolowane jako biatko
zwiazane z mikrotubulami [65]. Wszystkie trzy homologi
Atg8 sa modyfikowane przez ssacze biatka Atg7 i Atg3,
ale tylko MAP I LC3 jest obecne zaréwno w strukturach
preautofagosomalnych jak i w samych autofagosomach.

W komorce biatko MAP I LC3 wystepuje w trzech posta-
ciach: pro-LC3, LC3-1 i LC3-II. Proces potranslacyjnego
przeksztatcania biatka pro-LC3 polega na odcigciu 22-ami-
nokwasowego fragmentu na C-konicu przez ssaczy homo-
log wystepujacej u drozdzy cysteinowej proteazy Atg4
[48]. Gdy autofagia zostanie zainicjowana, tak utworzo-
na cytoplazmatyczna posta¢ LC3-I modyfikowana jest do
postaci LC3-1II przez przytaczenie fosfatydyletanoloaminy
— PE, w wyniku reakcji katalizowanych przez ssacze Atg7
i Atg3. Biatko LC3-I umiejscowione jest w cytoplazmie,
natomiast LC3-II zwigzane jest zaréwno z zewngtrzna, jak
i wewngtrzna warstwa btony autofagosomu [52,55,65,99].
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Proteaza Atg4, odtaczajac lipid PE od znajdujacego si¢ na
zewngtrznej stronie autofagosomu biatka LC3-II, powigk-
sza pule cytosolowa biatka LC3-I [40]. Jednak znaczna
ilos¢ biatka LC3-II degradowana jest przez enzymy lizo-
somalne [90].

Biatko LC3 II jest jedynym znanym biatkiem swoiscie
zwigzanym z btonami izolujacymi, autofagosomami i au-
tofagolizosomami [11,32,99]. Konwersja biatka LC3 I do
postaci LC3 II jest dowodem na tworzenie si¢ autofago-
soméw w komoree, a tym samym na indukcj¢ autofagii.
Poziom zas biatka LC3 II jest bezposrednio skorelowany
z iloscia powstajacych autophagosomoéw. Biatko LC3 w ssa-
czych komérkach wystgpuje w trzech postaciach (LC3A,
LC3B, LC3C), jednak to wzrost postaci LC3B-II koreluje
ze zwigkszaniem liczby autofagosoméw. Dlatego tez zale-
cane jest, aby w ocenie autofagii metoda immunoblottingu
oznacza¢ wlasnie t¢ postaé biatka [33,40,50].

Przezbtonowe biatka Atg9/mAtg9 oraz VMPI1

Biatka mAtg9 (Atg9) oraz VMPI, to jak dotad jedyne zi-
dentyfikowane biatka przezbtonowe uczestniczace w au-
tofagii zachodzacej w komérkach ssakéw. Ssacze biat-
ko mAtg9 umiejscowione jest na biegunie trans aparatu
Golgiego i w btonie péZnych endosoméw. Przechodzi ono
btong szesciokrotnie, a jego N- i C-korice znajduja sie po
stronie cytosolowej. W czasie gtodu badZ pod wptywem
rapamycyny bialko mAtg9 przemieszcza si¢ do zewnetrz-
nej btony autofagosomu w procesie zaleznym od UlkI.
W oparciu o wiedz¢ na temat roli biatka Atg9 u drozdzy
przypuszcza sig, ze u ssakow biatko mAtg9 uczestniczy
w dostarczaniu bton do tworzacego si¢ autofagosomu [100].

VMP1 jest bialkiem ssaczym, ktére nie ma swojego odpo-
wiednika w komérkach drozdzy. Lokalizacja VMP1 jest
kontrowersyjna: w komoérkach ssakéw biatko to obecne
jest w btonie komdrkowej oraz wystgpuje wspdlnie z LC3
i Bekling 1 podczas indukcji autofagii; natomiast u ame-
by Dictyostelium discoideum homolog VMP1 obecny jest
w retikulum endoplazmaatycznym. Biatko VMP1 od-
dziatuje z Bekling 1, co jest istotne dla autofagii induko-
wanej przez nadmierne wytwarzanie omawianego biatka.
Ponadto, VMP1 najprawdopodobniej spetnia rolg biatka
przezblonowego, ktére angazuje Bekling 1 i PI3K klasy
III w tworzenie fagoforu [100]. Potwierdzaja to ostatnie re-
zultaty badan wykazujace, ze biatko TPS3INP2 (oddzia-
tujace z biatkiem VMP1) jest niezbg¢dne do przeniesienia
Bekliny 1 i LC3 na autofagosom, przypuszczalnie w wy-
niku interakcji z VMP1 [100].

Fuzja autofagosomu z lizosomem — dojrzewanie
i degradacja

Kiedy wydtuzajace sig konce fagoforu, utworza pecherzyk
zwany autofagosomem, kolejnym etapem w przebiegu au-
tofagii jest potaczenie autofagosomu z lizosomem. W re-
zultacie powstaje pgcherzyk otoczony pojedyncza btona
(autofagolizosom), w ktérym zachodzi ostateczny proces
niszczenia jego zawartosci, pod wptywem dziatania enzy-
mow lizosomalnych.

W komérkach drozdzy fuzja zewnetrznej btony autofagoso-
mu z wodniczkg wymaga zaangazowania kilku czynnikow,

ktére uczestnicza réwniez w innych typach transportu z wy-
korzystaniem pecherzykéw (vesicular transport). Wsréd
nich mozna wymienié biatka SNARE: Vam3, Vam7, Vtil
i Ykt6; biatka NSF, SNAP, homologii GDI: Sec17, Sec18
i Sec19; biatko nalezace do rodziny Rab — Ypt7 oraz biat-
ka nalezace do kompleksu Vps/HOPS klasy C: Cczl
i Monl [49,99].

W komoérkach ssakéw proces taczenia autofagosomu z li-
zosomem jest bardziej skomplikowany, gdyz autofagosom
ulega najpierw kilku etapom dojrzewania, w czasie kt6-
rego taczy si¢ z wezesnymi badZ péZnymi endosomami.
Rola endosoméw w tym procesie polega na dostarczeniu
zaréwno sktadnikéw majacych ulec hydrolizie, jak i czyn-
nikéw niezbe¢dnych do potaczenia autofagosomu z lizoso-
mem. Ponadto, endosomy obnizaja pH wewnatrz pgche-
rzyka, stwarzajac tym samym sprzyjajace Srodowisko dla
dziatania hydrolaz lizosomalnych [26].

Do prawidlowego przebiegu procesu dojrzewania niezbgd-
na jest obecnos$¢ biatka LAMP-2 [88], monomerycznych
GTPaz (Rab22, Rab24), ssaczych ortologéw biatek naleza-
cych do rodziny SNARE oraz biatka NSF [99], przy czym
biatko Rab7 jest gtéownym elementem w regulacji procesu
dojrzewania autofagosomoéw. Nadekspresja dominujacych
negatywnych mutantéw biatka Rab7 powoduje zahamowa-
nie fuzji migdzy autofagosomami a péZnymi endosoma-
mi/lizosomami [28].

W procesie fuzji z endosomami, a nast¢pnie z lizosomami
biora réwniez udzial elementy cytoszkieletu. Inkubowanie
komorek ze zwigzkami powodujacymi destabilizacje mi-
krotubul powoduje zahamowanie dojrzewania autofagoso-
mu. W komorkach traktowanych cytochalazyna D (zwia-
zek hamujacy polimeryzacj¢ aktyny) zaobserwowano
znaczne obnizenie liczby tworzacych si¢ autofagosomaéw.
Nokodazol (inhibitor dynamiki mikrotubul, hamuje poli-
meryzacje¢ tubuliny) blokuje fuzje autofagosoméw z lizo-
somami, co wskazuje na udziat mikrotubul w formowaniu
autofagolizosoméw [51]. Natomiast taksol (zwiazek sta-
bilizujacy mikrotubule) zwigksza wydajnos¢ fuzji amfiso-
mow z lizosomami [65,99].

Pochodzenie bton tworzacych autofagosom

Pierwsza rozpoznawalnga w komoérkach ssakéw struktura
uczestniczaca w procesie autofagii jest btona izolujaca, na-
zywana rowniez fagoforem. Jak dotad nie do korica wia-
domo skad pochodza sktadniki budujace btong fagoforu,
a nast¢pnie autofagosomu w komorkach ssakéw. Przyjmuje
sig, ze w jego biogenezie uczestnicza sktadniki pochodza-
ce z przynajmniej czterech Zrédet: retikulum endoplazma-
tycznego [4,32], aparatu Golgiego [76], btony komérkowe;j
[80] oraz zewngtrznej btony mitochondrium [29].

SZLAKI SYGNALIZACYINE REGULUJACE AUTOFAGIE W KOMORKACH
NOWOTWOROWYCH

Regulacja autofagii w komoérkach prawidlowych i zmie-
nionych nowotworowo przebiega na podobnych zasadach,
z ta jednak réznica, iz w komoérkach nowotworowych jest
ona znacznie bardziej skomplikowana. Wynika to czg-
sto ze zwigkszonej aktywnosci kinazy fosfatydyloinozy-
tolu, PI3K, w komoérkach nowotworowych oraz z wielu
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réznorodnych interakcji pomigdzy szlakiem PI3K-Akt-
mTOR a innymi wewnatrzkomoérkowymi szlakami sygna-
towymi, ktére réwnie czg¢sto ulegaja rozregulowaniu w ko-
morkach nowotworowych.

Inhibicja autofagii na drodze PI3K-PKB/Akt-mTOR

W przypadku komérek nowotworowych czgsto obserwu-
je si¢ konstytutywna aktywacje szlaku sygnalizacyjnego
PI3K-Akt-mTOR (ryc. 5), co przyczynia si¢ do zwigk-
szenia przezywalnosci tych komérek. Nieprawidlowa ak-
tywacja tego szlaku moze by¢ wynikiem utraty supreso-
ra transformacji nowotworowej PTEN oraz kompleksu
TSC1/TSC2, amplifikacji lub mutacji genéw kodujacych
kinazy PI3K klasy I, nadekspresji PKB/Akt, ekspozycji na
kancerogenny, czy tez zwigkszonej aktywnosci receptoro-
wych kinaz tyrozynowych. W konsekwencji prowadzi to
do supresji autofagii, a takze do indukcji translacji biatek,
wzrostu komérek i ich proliferacji, co jest wazna sita na-
pedowa w procesie nowotworzenia [16].

Aktywnos¢ kinazy serynowo-treoninowej mTOR jest od-
powiedzia na sygnaly pochodzace z aktywowanych re-
ceptorow btonowych i sygnatéw zwiazanych ze zmiana-
mi stgzenia sktadnikéw odzywczych (aminokwasy) czy
tez czynnikéw wzrostu (insulina, IGF). Szlak, ktéry m.in.
prowadzi do aktywacji kinazy mTOR, a tym samym do
inhibicji autofagii, nalezy do szlakéw sygnatowych zwia-
zanych z aktywnoscia receptorowych kinaz tyrozynowych
(RKT) w kaskadzie transdukcji sygnatu — kinaza fosfaty-
dyloinozytolowa 3 (PI3K)-PKB/Akt (ryc. 5).

W wyniku przytaczenia liganda (np. czynnika wzrostu) do
receptora o aktywnosci kinazy tyrozynowej — RKT, nastgpu-
je jego dimeryzacja, co umozliwia zajscie autofosforylacji

tyrozyn w obrgbie domen cytoplazmatycznych dimeru.
Nastepnie do ufosforylowanego receptora przytaczaja sie
biatka adaptorowe, majace domeng SH-2 oraz mate biatko
GTP-azowe — Ras, co w efekcie aktywuje kinaze 3-fosfa-
tydyloinozytolu klasy I (I PI3K). Kinaza PI3K katalizuje
reakcje fosforylacji PI(3,4)P2 do PI(3,4,5)P3, zwigkszajac
powinowactwo do btony komdérkowej biatek cytoplazma-
tycznych, w tym PDKI1 i kinazy B (PKB/Akt) oraz ak-
tywacje tej ostatniej przez PDK1. Ufosforylowana kina-
za PKB/Akt hamuje aktywno$¢ kompleksu utworzonego
przez hemartyng (TSC1) i tuberyng (TSC2), przez bezpo-
Srednig fosforylacje TSC2. W konsekwencji TSC1/TSC2
przestaje stymulowac aktywnos¢ GTP-azowa biatka Rheb
(biatko wiazace GTP), ktére po przejsciu ze stanu zwigza-
nego z GDP (nieaktywnego) do stanu zwigzanego z GTP
(aktywnego), moze bezposrednio aktywowac kompleks
mTORCI1. Biatko Ras spetnia dwie przeciwstawne role:
moze hamowac autofagie, aktywujac szlak PI3K-PKB/Akt-
mTOR lub indukowa¢ ten proces na drodze Raf-1-MEK1/2-
ERK1/2 [86,98,100].

Indukcja autofagii na drodze
LKB1/CaMKKB-AMPK-mTOR

W komérkach tkanek prowadzacych aktywny metabolizm
(watroba, migsnie) szlak LKB1-AMPK-mTOR (ryc. 5) jest
gtownym czujnikiem regulujacym przemiany tluszczéw
i weglowodanéw. Szlak ten uczestniczy réwniez w regu-
lacji metabolizmu w komdrkach nowotworowych i bierze
udzial w procesie nowotworzenia.

Stres metaboliczny, jakim jest brak sktadnikéw odzywczych,
powoduje zmniejszenie stosunku poziomu ATP do AMP
w komorce. W odpowiedzi serynowo-treoninowa kinaza
LKB1 aktywuje biatko AMPK poprzez fosforylacje Thr172
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w podjednostce o.. Aktywne biatko AMPK powoduje fos-
forylacje 1 aktywacje kompleksu TSC1/TSC2 oraz nieza-
leznie fosforyluje biatko raptor (wchodzace w sktad kom-
pleksu mTORCI1). Skutkuje to zahamowaniem aktywnosci
mTORCI, co umozliwia indukcje autofagii w odpowiedzi
na stres metaboliczny. Kinaza AMPK, inaktywujac kom-
pleks 1 mTOR, umozliwia rozpoczgcie procesu autofagii
réowniez w odpowiedzi na wzrost stgzenia w cytosolu jo-
néw wapnia Ca*, w czym posredniczy kinaza CaMKK}f.
Ponadto aktywno$¢ biatka AMPK przyczynia si¢ do za-
inicjowania procesu autofagii w komérkach znajdujacych
si¢ w stanie hipoksji [15,100].

Rola p53 w regulacji autofagii w komérkach
nowotworowych

Biatko p53 kodowane jest przez gen TP53, ktory jest umiej-
scowiony na chromosomie 17. Jako czynnik transkryp-
cyjny, ktéry ma witasciwosci supresora transformacji no-
wotworowej, biatko to wiaze si¢ do swoistych sekwencji
DNA, przez co wptywa na ekspresje¢ réznych biatek. Tym
samym jest ono zaangazowane w regulacje wielu proce-
séw komoérkowych, a zwtaszcza w regulacje przebiegu cy-
klu komdérkowego, metabolizmu oraz indukcj¢ apoptozy.
Jednoczesnie inaktywacja tego biatka, w wyniku wzmozo-
nej degradacji proteosomalnej, czy tez w wyniku mutacji
genu lub nadmiernego wytwarzania jego inhibitoréw, ob-
serwowana jest w przeszto potowie ludzkich nowotworéw.
Biatko p53 uczestniczy réwniez w regulacji procesu auto-
fagii, przy czym jego rola jest dwoista, co wiaze si¢ z lo-
kalizacja tego biatka w komérce. W zaleznosci od tego,
czy biatko p53 wystepuje w jadrze komérkowym czy cy-
toplazmie, moze inicjowaé badZ hamowac autofagie [81].

Indukcja autofagii przez biatko p53

Indukcja autofagii, w ktdrej uczestniczy frakcja jadrowa
biatka p53, wiaze si¢ z jego funkcja regulatorowa trans-
krypcji genéw kodujacych biatka AMPK, DAPK-1, DRAM,
proapoptotyczne biatka z rodziny Bcl-2 (Bad, Bax, BNIP3,
PUMA) oraz Sestrinl/2 (Sestryny) [74]. Biatko DRAM
bezposrednio uczestniczy w indukcji autofagii niezalez-
nej od kompleksu mTOR, w odpowiedzi na dziatanie sub-
stancji uszkadzajacych DNA. Z kolei biatka Sestrin 11 2,
ktorych ekspresja przewaznie indukowana jest w wyniku
uszkodzenia DNA badz stresu oksydacyjnego, uczestnicza
w indukcji autofagii poprzez aktywacje biatka AMPK [31].

Inhibicja autofagii przez biatko p53

W odréznieniu od puli jadrowej, cytoplazmatyczna frak-
cja biatka p53 uczestniczy w hamowaniu procesu autofa-
gii przez aktywacje mTORCI], niezaleznie od jego roli jako
czynnika transkrypcyjnego. Tasdemir i wsp. jako pierwsi
wykazali, ze zahamowanie aktywnosci cytosolowego bial-
ka p53, przez inaktywacjg jego genu (knockout), zastoso-
wanie siRNA oraz zwigzkéw chemicznych, indukuje auto-
fagi¢ w komorkach ludzkich, mysich i nicienia C. elegans
[91]. Jednoczesnie wspomniani naukowcy zaobserwowa-
li, ze wiele pro-autofagicznych czynnikéw, takich jak: stan
gtodzenia, hamowanie kompleksu mTOR przez rapamy-
cyng, czy tez stres retikuloendoplazmatyczny (stres ER),
przyczynia si¢ do proteosomalnej degradacji biatka p53
z udzialem biatka HDM2, co promuje autofagi¢.

Kolejne mocne przestanki potwierdzajace rolg biatka p53
jako inhibitora w procesie autofagii wynikaja z dalszych
badan zespotu Tasdemira wykonanych na ludzkich ko-
morkach raka jelita grubego pozbawionych biatka p53,
HCT116 p537, ktére charakteryzuja si¢ podwyzszonym
podstawowym poziomem autofagii. Zaobserwowano, ze
poziom autofagii obniza si¢ w komérkach HCT116 p53-,
gdy przywrécona zostanie synteza biatka p53 po wprowa-
dzeniu genu typu dzikiego biatka p53 (wt p53). Co cieka-
we, biatko p53 powoduje zahamowanie autofagii gléwnie
w fazie GO/G1 i w mniejszym stopniu w fazie S cyklu ko-
morkowego [92].

AUTOFAGIA | APOPTOZA — POWIAZANIE NA POZIOMIE
MOLEKULARNYM

Apoptoza i autofagia sa procesami istotnymi dla prawidio-
wego rozwoju organizmu, ktére maja decydujacy wplyw na
losy komérek. Liczne badania wskazuja, ze r6zne bodzce
zdolne sa do aktywacji zaréwno autofagii, jak i apoptozy
i mimo wyraznych réznic pomigdzy tymi dwoma procesami,
ich regulacja na poziomie molekularnym jest powiazana.

Biatka nalezace to rodziny Bcl-2 petnia gléwna rolg w regu-
lacji $mierci komorki za posrednictwem apoptozy. Obecnie
wiadomo réwniez, ze wpltywaja one na przebieg procesu
autofagii. W komoérkach zaréwno mysich jak i ludzkich,
biatkiem uczestniczacym w procesie autofagii, ktore od-
dziatuje z rodzing biatek Bcl-2 jest Beklina 1 [79]. Beklina
1 ma na swoim N-koricu domeng BH3, za posrednictwem
ktorej taczy sie z domena receptorowa BH3 biatek anty-
apoptotycznych Bcl-2, Bel-X, , Mcl-1 oraz proapoptotycz-
nych Bax, Bad, Bak, Bik, Nox, Puma i BimEL.

Biatka Bel-2 oraz Bel-X| dzialaja jako inhibitory autofagii
[105]. W niektdrych rodzajach komérek, biatka te po przy-
taczeniu do Bekliny 1, obnizaja powinowactwo Bekliny 1
do biatka PI3K III. Wydaje sig, ze rola, jaka pelnia wspo-
mniane biatka w inhibicji autofagii zwigzana jest z tym, iz
kompleks ztozony z Bcl-2/Bcl-X, -Beklina 1-PI3K (w po-
réwnaniu z kompleksem bez dotaczonego biatka Bcl-2 lub
Bcl-X ) ma zmniejszong aktywnos¢ kinazowa [33,58].
Oddzialywanie migdzy Bekling 1 a biatkami Bcl-2 oraz
Bcl-X| regulowane jest przez ich stan ufosforylowania.
Pod wplywem dziatania kinazy DAPK-1 Beklina 1 ulega
fosforylacji (Thr 119), natomiast biatko Bcl-2 fosforylowa-
ne jest przez kinaze JNK1 [96,103]. Prowadzi to do rozta-
czenia si¢ tych biatek, czego rezultatem jest indukcja au-
tofagii. Jednoczesnie ufosforylowane biatko Bcl-2 taczy
si¢ z proapoptotycznym biatkiem Bax, co hamuje apopto-
z¢. Biatko JNK1 moze réwniez powodowac hiperfosforyla-
cj¢ Bcl-2, ktére w takiej postaci odtacza si¢ od biatka Bax
i w konsekwencji prowadzi to do Smierci komérki w wy-
niku apoptozy. Wspomniane biatko DAPK-1 uczestniczy
rowniez w etapie ,,paczkowania” (blebbing) btony komér-
kowej poprzez oddziatywanie ze sktadnikami cytoszkiele-
tu w czasie apoptozy [36,64].

Biatka proapoptotyczne Bad, BNIP3 oraz mimetyki bia-
tek BH3 (np. ABT737), kompetytywnie hamuja oddzia-
tywanie pomigdzy Bekling 1, a Bcl-2/Bcl-xL i stymuluja
autofagi¢ [16,64]. W taki sposéb biatko BNIP3 induku-
je degradacj¢ mitochondriéw za posrednictwem autofagii
(mitofagia) w odpowiedzi na hipoksj¢. Podobnie biatko
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Puma posredniczy w indukcji mitofagii w odpowiedzi na
zmiany w potencjale mitochondrialnym zaleznie od bia-
tek Bax/Bak [14].

Innym przyktadem wzajemnego powiazania apopto-
zy oraz autofagii jest spostrzezenie, ze biatko Atg5 (od-
grywajace wazna role w formowaniu autofagosomoéw)
po przecigciu przez kalpaing ulega translokacji do mi-
tochondrium i ma wtasciwosci proapoptotyczne. W mi-
tochondriach fragment ten taczy si¢ z biatkiem Bcl-X,
przez co uczestniczy w indukcji apoptozy zaleznej od
mitochondriéw. Przy czym, gdy nie dochodzi do trans-
lokacji Atg5 do mitochondrium, w komérkach inicjowa-
ny jest proces autofagii [72,102].

Uczestniczace w procesie apoptozy proteazy cysteino-
we (kaspazy) biora réwniez udziat w degradacji biatek
istotnych dla autofagii. Kaspazy 3, 7 i 8 poprzez proteoli-
z¢ 1 inaktywacj¢ Bekliny 1 oraz kinazy PI3K III (giéwne
komponenty kompleksu inicjujacego autofagi¢) hamuja
autofagi¢, promujac progresj¢ apoptozy [21]. E. Wirawan
i wsp. wykazali, ze w wyniku przecigcia Bekliny 1 przez
kaspazy powstaja dwa produkty: N-koricowy (Beklina 1-N,
aa 1-133) oraz C-konicowy (Beklina 1-C, aa 150-450), kt6-
re traca zdolnos$¢ do indukcji autofagii [97]. Analiza roz-
mieszczenia obu fragmentéw w komoérce wykazata, ze
fragment N-koncowy przemieszcza si¢ z cytoplazmy do
jadra, a C-koricowy do mitochondrium. Co wigcej, frag-
ment C-koricowy Bekliny 1 po translokacji do mitochon-
drium, powoduje uwolnienie proapoptotycznych czynnikéw,
takich jak cytochrom c oraz biatko HtrA2/Omi, przez co
moze wzmacnia¢ sygnat indukujacy apoptoze, jakim jest
np. brak czynnikéw wzrostu w pozywce [97].

Biatko FLIP, ktére blokuje inicjacje apoptozy na pozio-
mie receptoréw $mierci (szlak receptorowy, zewngtrz-
ny), kontroluje réwniez proces autofagii. Poprzez dome-
ny DED biatko FLIP rozpoznaje i przytacza si¢ do biatka
Atg3. W konsekwencji uniemozliwia to koniugacje biat-
ka Atg3 z biatkiem LC3 i blokuje autofagi¢ na etapie two-
rzenia autofagosomu [56].

Apoptoze 1 autofagie tacza rowniez podobne Sciezki ak-
tywacji i inhibicji zalezne od Akt/PKB [73] i mTOR [12].

Autofagia i apoptoza — interakcje w kontekscie
$mierci komorki

Rézne bodzce sa zdolne do aktywacji zaréwno autofagii
jak i apoptozy, a regulacja obu szlakéw na poziomie mo-
lekularnym czg¢sto zachodzi z udziatem tych samych bia-
tek. W kontekscie smierci komdrki mozna wyréznié trzy
typy interakcji migedzy autofagia i apoptoza.

Autofagia i apoptoza — partnerzy dzialajacy
w skoordynowany lub kooperatywny sposéb

W tym przypadku autofagia i apoptoza wspdlnie badz
jako dwa niezalezne szlaki moga prowadzi¢ do eliminacji
komorki (ryc. 6). Wynika z tego, ze jesli oba procesy za-
chodza jednoczesnie i jeden z nich zostanie zablokowany
(w wyniku mutacji lub inhibicji farmakologicznej) wéw-
czas drugi moze przeja¢ gtéwna role w procesie Smierci
komorki (ryc. 6A). Alternatywnie, drugi proces moze za-
sta¢ uruchomiony tylko wtedy, gdy pierwszy z jakichkol-
wiek przyczyn zawiedzie (ryc. 6B). Mozliwy jest réwniez
scenariusz, w ktérym do prawidlowego przebiegu $mier-
ci komoérki w wyniku apoptozy wymagana jest uprzednia
aktywacji autofagii (rys. 6C) [23].

Autofagia — antagonista apoptozy

W tym przypadku, autofagia hamuje proces apoptozy, dzia-
tajac jako proces przezyciowy (ryc. 7). Poprzez usuwanie
uszkodzonych organelli, bedacych Zrédiem wolnych rod-
nikow i agregatéw biatkowych oraz przez degradacje wiel-
koczasteczkowych substratéw, bedacych Zrédiem sktadni-
kéw odzywczych i energii, autofagia stwarza sprzyjajace
warunki do przezycia. W ten sposob autofagia zapobie-
ga powstaniu bodZcéw, ktére sa niezbedne do indukcji
apoptozy [23].

Autofagia umozliwia przebieg apoptozy

W tym przypadku, autofagia nie prowadzi do $mierci ko-
morki per se, ale posredniczy w indukcji §mierci w proce-
sie apoptozy (ryc. 8). W czasie glodu, autofagia uczestni-
czy m.in. w zmianach morfologicznych zaleznych od ATP,
tj. translokacji fosfatydyloseryny (PS) czy tez paczkowaniu
btony i tworzeniu ciatek apoptotycznych [23].
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AUTOFAGIA W PROCESACH PATOLOGICZNYCH

Autofagia zaangazowana jest m.in. w takie procesy jak
biosynteza, regulacja metabolizmu (poprzez eliminacje
Scisle okreslonych enzyméw), morfogeneza, réznicowa-
nie komoérkowe, przebudowanie tkanek, starzenie czy tez
ochrona komorki (np. przed patogenami). Proces ten jest
rowniez zaangazowany w usuwanie potencjalnie szkodli-
wych, uszkodzonych badZ funkcjonujacych wadliwie or-
ganelli (mitochondria, retikulum endoplazmatyczne, li-
zosomy) oraz cytotoksycznych agregatow biatkowych.
Zaburzenia w tym procesie moga wigc prowadzi¢ do sta-
néw patologicznych. Zakt6cenie autofagii na ktérymkol-
wiek z etapow jej przebiegu moze prowadzi¢ do rozwoju
nowotworéw, choréb immunologicznych, schorzen watroby,
miopatii oraz choréb neurodegeneracyjnych, takich jak cho-
roba Parkinsona, Huntingtona oraz Alzheimera [10,57,80].

Rozwazajac znaczenie autofagii w procesach patologicz-
nych, niezaleznie od swoistych czynnikéw kazdej choro-
by, wspdlnym wyzwaniem jest rozréznienie, czy w danym
przypadku autofagia chroni komorke, czy tez prowadzi do
jej Smierci. Nie jest to proste, gdyz w zaleznosci od rodza-
ju komérek oraz czynnikéw zewngetrznych dziatajacych na
komorke, autofagia moze spetnia¢ odmienna role.

Autofagia — supresor transformacji nowotworowej
Na podstawie dotychczasowych doniesien literaturowych

nie mozna jednoznacznie okresli¢ roli, jaka pelni autofagia
w kancerogenezie. Jednak wigkszos¢ uzyskanych wynikéw

badan ukazuje autofagi¢ jako mechanizm, ktéry zapobiega
rozwojowi nowotworu. Wigkszos¢ biatek uczestniczacych
w indukcji autofagii blokuje transformacj¢ nowotworowa.
Ponadto wiele genéw zwigzanych z autofagia jest nieczyn-
nych w réznych typach nowotworéw, badz ich aktywnos¢
ulega obnizeniu [7].

Funkcja autofagii jako supresora transformacji nowotwo-
rowej, zostata po raz pierwszy zaobserwowana dzigki ba-
daniom genetycznym prowadzonym nad genem BECNI,
kodujacym Bekling 1. Ekspresja tego genu (ectopic expres-
sion) zmniejsza zaréwno proliferacj¢ komoérek nowotwo-
rowych in vitro, jak i potencjal nowotworzenia in vivo.
Badania prowadzone na mysim modelu z monoalleliczna
delecja genu kodujacego Bekling 1 (Beklina 17-) wykaza-
ly znaczacy wzrost czgstosci wystgpowania u tych zwie-
rzat spontanicznych nowotworéw ptuc i watroby oraz chto-
niakéw i biataczek w poréwnaniu do myszy majacych oba
allele dzikiego typu (Beklina 1**) [93]. Catkowita utrata
genu BECNI przyczynita si¢ za$ do rozwoju nowotworu
u myszy, chociaz nastgpowat on po dlugim okresie utaje-
nia [ 14,20].

U ludzi delecjg jednego z alleli genu BECN, zlokalizowa-
nego na chromosomie 17 (17q21), zaobserwowano w rakach
piersi, prostaty, jajnika i mézgu. Zmniejszona ekspresja genu
BECNI wystepuje natomiast w wielu innych typach komé-
rek nowotworowych, w tym ludzkim nowotworze jelita gru-
bego, nowotworach mézgu i watroby oraz w raku szyjki ma-
cicy. Jednoczesne zmniejszenie ekspresji genéw Bekliny 1
i biatka LC3 wystepuje w ludzkich glejakach [35]. Ding
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i wsp. wykazali natomiast, ze zmniejszenie ekspresji genu
BECNI zwiazane jest réwniez ze z1a prognoza u pacjentow
ze zdiagnozowanym nowotworem ztosliwym watroby [20].
Podsumowujac, heterozygotyczna utrata genu BECNI promu-
je, zas nadekspresja tego genu hamuje proces nowotworzenia.

W komérkach nowotworowych zidentyfikowano réwniez zmia-
ny w innych genach, ktérych produkty sa istotne w procesie
autofagii. W komérkach nowotworéw zotadka oraz jelita gru-
bego znaleziono mutacj¢ nonsensowa w genie UVRAG, ko-
dujacym biatko oddziatujace z Bekling 1. Nadekspresja tego
genu w ludzkich komérkach rakach jelita przeszczepionych do
myszy bezgrasiczych (nude mice) zmniejsza ich proliferacje i
powoduje wolniejszy wzrost guza, co przemawia za supreso-
rowa rola tego genu [60]. Gen MAPI-LC3 zlokalizowany na
dhugim ramieniu chromosomu 16 w pozycji 24.1 ulega czg-
stym delecjom w rakach watroby, piersi, prostaty oraz jajnika
[38] Natomiast myszy z inaktywowanym genem Atg4 wyka-
zuja znaczng podatnos¢ na rozwdj fibrosarkomy indukowane;j
przez chemiczne kancerogeny [14]. Zauwazono réwniez szyb-
szy wzrost komérek nowotworowych niezdolnych do indukcji
autofagii, przeszczepionych ortotopowo myszom bezgrasiczym.
Wzrost ten byt jeszcze bardziej przyspieszony, gdy komoérki
niezdolne byty réwniez do indukcji procesu apoptozy [67].

Powyzsze przyktady stanowia wazng przestanke przema-
wiajaca za supresorowa rola autofagii w rozwoju nowotwo-
réw. Jednoczesnie wskazuja, ze zahamowanie tego procesu,
zar6wno czgsciowe, jak i catkowite moze promowac roz-
wdj nowotworu. Dodatkowo za taka rola autofagii przema-
wia to, iz jest ona regulowana negatywnie poprzez szlak
PI3K-Akt-mTOR, a zmiany nowotworowe sa czgsto wyni-
kiem mutacji, ktére zwigkszaja aktywnos¢ tego szlaku [57].

Autofagia — proces promujacy rozwéj nowotworu

Autofagia jest procesem, ktérego fizjologiczna funkcja pole-
ga na zapewnieniu dostgpnosci wymaganych sktadnikéw od-
zywczych 1 energetycznych niezbgdnych do utrzymania me-
tabolizmu na poziomie umozliwiajacym przezycie komorki
w niekorzystnych warunkach. W czasie rozwoju guza komor-
ki nowotworowe, ze wzgledu na brak unaczynienia, znajduja
si¢ w stanie hipoksji (niedotlenienia) oraz stresu oksydacyj-
nego [44]. W panujacych wewnatrz guza warunkach niedo-
tlenienia autofagia przyczynia si¢ do powstawania komodrek
nowotworowych o duzym potencjale przerzutowania, opor-
nych na terapie przeciwnowotworowe. Biatkiem, ktére jest
odpowiedzialne za indukcj¢ autofagii w warunkach hipoksji
jest czynnik indukowany przez hipoksje, HIF-1a. Czynnik
HIF-1o indukuje transkrypcje genu proapoptotycznego biat-
ka BNIP3, bioracego udziat w przekazywaniu wewnatrz ko-
morki zréznicowanych sygnatéw wskazujacych na wystapie-
nie czynnikéw stresowych. Biatko to ma réwniez zdolnos¢
wigzania si¢ do biatek antyapoptotycznych, takich jak biatko
Bcl-2 czy tez Bel-X |, ktére poprzez interakcje z Bekling 1
reguluja autofagie. Na skutek konkurencji o wiazanie Bcl-2
iBcl-X , za posrednictwem domen BH3, biatko BNIP3, po-
woduje ostabienie tej interakcji, a oddysocjowana Beklina 1
uczestniczy w indukcji procesu autofagii [6,62].

Autofagia — przyklad programowanej Smierci typu II

Autofagia umozliwia komérkom przezycie w sytuacjach
stresowych, przez co postrzegana jest gtownie jako

mechanizm chroniacy komérke. Jednak, gdy intensyw-
nos¢ lub czas trwania autofagii jest zbyt dtugi, proces ten
moze prowadzi¢ do degradacji komoérki. Wéwcezas auto-
fagia okreslana jest mianem programowanej Smierci typu
II — PCD II lub autofagiczng Smiercia komorki [46]. Na
poziomie komérkowym, $Smieré w wyniku autofagii jest
niezalezna od kaspaz i charakteryzuje sig czg$ciowa kon-
densacja chromatyny i brakiem migdzynukleosomalne;j
fragmentacji DNA oraz degradacja retikulum endoplazma-
tycznego i aparatu Golgiego. Ponadto, w przeciwiernistwie
do apoptozy, autofagia jest procesem, ktéry mozna odwro-
cié, gdy na komorke przestanie dziata¢ induktor tego pro-
cesu. Rola autofagii w $mierci komdrkowej zostata zapro-
ponowana na podstawie obserwacji obecnosci duzej liczby
autofagosoméw w umierajacych komoérkach wielu gatun-
kéw zwierzat. Ten rodzaj Smierci powszechnie wystepuje
W czasie rozwoju organizmu, m.in. podczas metamorfo-
zy owaddéw, w rozwoju Slinianek u Drosophila, morfoge-
nezie zawiazkéw korczyn u ptakéw, czy tez w czasie za-
mknigcia podniebienia u ssakéw [27].

Autofagia — alternatywny do apoptozy sposob
eliminacji komorki nowotworowej

Gtéwna przyczyna niepowodzenia wielu stosowanych te-
rapii jest opornos¢ komoérek nowotworowych na apoptoze.
W komorkach, w ktérych apoptoza jest zahamowana, auto-
fagia moze by¢ alternatywnym procesem prowadzacym do
eliminacji zmienionej nowotworowo komorki z organizmu.

Intensywne nagromadzenie autofagosomow, charaktery-
zujace Smier¢ za posrednictwem autofagii, zostato udoku-
mentowane w réznych komérkach nowotworowych trakto-
wanych m.in. zwiazkami alkilujacymi (np. aktynomycyna
D, As,0,), zwiazkami stosowanymi w terapii hormonalne;j
(np. tamoksyfen, analogii witaminy D), zwigzkami natu-
ralnymi (resweratrol, cytokiny, IFNY), czy tez po zastoso-
waniu terapii genowe;j.

W wyniku dziatania tamoksyfenu na komoérki ludzkiego
raka sutka MCF-7 zaobserwowano znaczna akumulacj¢ au-
tofagosomow, ktdra czgsciowo hamowana byta przez inhi-
bitor autofagii, 3-metyloadening. Jednoczes$nie tamoksy-
fen nasilat ekspresj¢ Bekliny 1, a tym samym indukowat
proces autofagii [9].

Tréjtlenek arsenu (As,O,) jest powszechnie stosowanym
w klinice chemioterapeutykiem w leczeniu biataczek.
Cytotoksyczny mechanizm dziatania As,O, polega na in-
dukcji apoptozy w wyniku uwolnienia cytochromu ¢ z mi-
tochondriéw i aktywacji kaspaz. Obecnie dowiedziono réw-
niez, ze cytotoksyczny mechanizm dziatania tego zwiazku
zwiazany jest tez z indukcja autofagii w komérkach ludzkiej
bialaczki wywodzacej sig z limfocytow T. As,O, wykazuje
rowniez dzialanie wobec opornego na inne chemioterapeu-
tyki glejaka ztosliwego. Zwiazek ten zastosowany w daw-
ce klinicznej (2 uM) powodowat zahamowanie wzrostu ko-
morek glejaka, a ponadto indukowat ich Smieré¢ w wyniku
wzmozonej autofagii. Co ciekawe, gdy zahamowano prze-
bieg autofagii przez zastosowanie bafilomycyny A w ko-
morkach glejowych, indukowana byta apoptoza [42,43].

Smieré w wyniku autofagii zostata zaobserwowana réw-
niez w komorkach, w ktérych zablokowana byta aktywnos¢
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kaspaz lub ekspresja genéw biatek z rodziny Bcl-2 ulegta
modyfikacji. Wykazano, ze inhibicja kaspaz chroni ko-
morki biataczki limfoblastycznej Jurkat T przed Smiercig
w wyniku apoptozy indukowanej przez biatko Bax, ale po-
woduje ich Smieré¢ w wyniku autofagii. Obnizenie aktyw-
nosci biatka Bcl-2 w komérkach HL-60 indukuje autofa-
gig, prowadzac do ich $§mierci. W tym przypadku proces
ten najprawdopodobniej zalezy od aktywnosci Bekliny 1,
ktéra kontroluje autofagie poprzez klase I1I kinaz PI3 i od-
dziatuje z biatkiem Bcl-2 [78,101].

W wielu przypadkach do korica nie jest pewne, czy auto-
fagia petni aktywna rolg w Smierci komérki czy jest tylko
przejawem proby jak najdluzszego utrzymania funkcji zy-
ciowych umierajacej komérki. Dlatego tez rozpatrujac au-
tofagie w kontekscie §mierci, nalezy rozwazy¢ dwa istotne
aspekty, a mianowicie czy mamy do czynienia ze $miercia
komorki w wyniku autofagii czy tez ze Smiercia komorki,
ktorej towarzyszy autofagia [53].

Autofagia — rola w rozwoju opornosci na terapie
przeciwnowotworowe

Wyjatkowo duza przeszkoda w skutecznosci leczenia no-

wotworéw z wykorzystaniem leczenia chemicznego jest

oporno$¢ komoérek nowotworowych na stosowane leki.

Komérki nowotworowe nabywaja oporno$¢ na chemote-

rapi¢ poprzez wiele réznorodnych mechanizméw, ktérych

dziatanie obejmuje:

* zmniejszenie lub zahamowanie przedostawania si¢ le-
kéw do wnetrza komorki;

» zwigkszenie efektywnosci usuwania lekéw z wnetrza
komorki;

» aktywacje systemow neutralizacji substancji toksycznych;

e zmiany w biatkach, z ktérymi docelowo wiaza si¢ leki;

e zaburzenia procesOw zwiazanych ze zmianami struktu-
ry DNA;

* blokowanie apoptozy [54].

Autofagia jest kolejnym z mechanizméw, ktéry moze by¢
odpowiedzialny za nabywanie opornosci przez komorki
nowotworowe w odpowiedzi na terapig. Zaobserwowano,
ze zaréwno radioterapia, jak i stosowane chemoterapeu-
tyki, np. doksorubicyna, temozolamid, etopozyd, imati-
nib, rapamycyna, leki antyestrogenowe indukuja autofagie
w wielu ludzkich komérkach nowotworowych, co przyczy-
nia si¢ do wzrostu ich opornosci na stosowana terapi¢ i do
ich przezycia, m.in. przez wptywanie na proces apoptozy.
W takim przypadku inhibicja autofagii w wyniku wycisze-
nia ekspresji genéw Arg5, BECNI, Atgl0, Atgl2 poprzez
zastosowanie siRNA badZ uzycie inhibitoréw farmakolo-
gicznych (3-metyloadenina, chlorochinon, hydroksychlo-
rochinon, bafilomycyna A1) moze zwigkszy¢ efektywnos¢
stosowanej terapii [20].

Efekt inhibicji autofagii w potaczeniu z obecnie stosowa-
nymi lekami w terapii przeciwnowotworowej zostat prze-
badany na komérkach wielu rodzajéw nowotwordw, takich
jak: glejak [63,84,85], szpiczak mnogi [83] rak piersi [1,94],
rak jelita grubego [2,11] oraz rak prostaty [47].

Samaddar i wsp. inkubowali komérki ludzkiego raka pier-
si MCF-7 z tamoksyfenem we wzrastajacym st¢zeniu az
do czasu uzyskania komoérek zdolnych do proliferacji

w obecnosci leku. W poréwnaniu z wyjsciowymi komérka-
mi MCF-7, uzyskane komoérki oporne wykazywaty zwigk-
szony poziom autofagii, ktéry dodatkowo zwigkszat sig, gdy
komérki poddawano ponownej inkubacji z tamoksyfenem.
Zastosowanie 3-metyloadeniny badzZ wyciszenie ekspresji
genu Becliny 1 powodowato §mier¢ tych komérek w wyni-
ku apoptozy po dziatania tamoksyfenu [82]. Podobne re-
zultaty uzyskano w komérkach raka piersi SKBR3 z nade-
kspresja receptora HER2, w ktérych wywotano opornosé
na trastuzumab. Z badan tych wynika, ze w opornych ko-
morkach SKBR3 proces autofagii zachodzi na zwigkszo-
nym poziomie w poréwnaniu z komérkami wyjsciowy-
mi. Zahamowanie autofagii, poprzez wyciszenie ekspresji
genu kodujacego biatko LC3, przywrécito wrazliwosé ba-
danych komoérek opornych na dziatanie trastuzumabu [94].

Zwiazki hamujace autofagi¢ na poziomie lizosomoéw, ba-
filomycyna Al oraz chlorochinon, zwigkszaly odsetek
komorek ludzkiego glejaka U251, szczurzego glejaka C6
oraz mysiej fibrosarkomy L.929 umierajacych w procesie
apoptozy indukowanej przez cisplatyng, czemu towarzy-
szyl wzrost poziomu zaréwno mRNA Bax i Bcl-2, jak i sto-
sunek obu biatek (Bax/Bcl-2). Zastosowanie wortmaniny,
hamujacej aktywnos¢ kinazy PI3K, jako inhibitora auto-
fagii réwniez prowadzito do apoptozy komoérek powyz-
szych linii nowotworowych [67]. Wzmozona apoptoz¢ za-
obserwowano takze w estrogenozaleznych komoérkach raka
piersi linii MCF-7 oraz T47D traktowanych kamptotecy-
na (inhibitor topoizomerazy [ DNA), w ktérych autofagia
zostala zablokowana 3-metyloadening [1]. Inne badania
wskazuja, ze inhibicja autofagii powoduje Smieré¢ komorek
raka jelita grubego opornego na dzialanie 5-fluorouracy-
lu (5-FU). W komérkach r6znych nowotwordéw jelita gru-
bego inkubowanych z 5-FU, ktére poddano jednoczesnie
dziataniu 3-metyloadeniny lub wyciszono ekspresje genu
Atg7 zaobserwowano cechy charakterystyczne dla apop-
tozy. Ponadto zaobserwowano synergistyczne dziatanie
3-metyloadeniny oraz 5-FU in vivo, ktére przejawialo si¢
zmniejszeniem rozmiaréw guza jelita grubego zbudowa-
nego z komoérek DLD-1 przeszczepionych myszom [59].

Jednym z kolejnych przyktadéw potwierdzajacych sku-
tecznos¢ takiego podejscia terapeutycznego sa wyniki uzy-
skane w badaniach prowadzonych na komdrkach przewle-
ktej biataczki szpikowej CML. Powszechnie stosowanym
lekiem w leczeniu chorych z przewlekta biataczka szpi-
kowa jest imatinib (Glivec), bedacy inhibitorem kinazy
Ber-Abl. Obecnie wiadomo, ze jednym z mechanizméw
dziatania tego leku jest indukcja autofagii [24]. Bellodi
i wsp. w swoich badaniach wykazali, ze jednoczesne za-
stosowanie imatinibu i chlorochinonu (CQ) lub wycisze-
nie ekspresji gendw Arg5 czy tez Atg7 w sposob znacza-
cy zwigksza odsetek umierajacych komoérek CML [5,41].

Podobny rezultat zaobserwowano, gdy postugujac sig od-
powiednim siRNA wyciszono ekspresje genéw Azg5 oraz
Atg7 w komorkach pobranych od pacjentéw. Co wazniej-
sze jednoczesne zastosowanie imatinibu i CQ powodowa-
o Smier¢ komérek uzyskanych od pacjentéw, znajdujacych
si¢ w trzech réznych stadiach rozwoju choroby: od pacjen-
ta z dopiero zdiagnozowana choroba, pacjenta leczonego
imatinibem oraz pacjenta z nawrotem choroby, zawiera-
jacego mutacj¢ powodujaca wystgpowanie u niego opor-
nosci na ten lek [14].
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Imatinib indukuje réwniez autofagi¢ w ludzkich komérkach
nowotworowych gleju U87-MG i U737-MG. Co wazniejsze,
zablokowanie autofagii w tych komérkach na etapie tworze-
nia autofagosoméw (przez 3-metyloadening lub wycisze-
nie ekspresji genu A7g5) powodowato zmniejszenie odsetka
umierajacych komorek. Natomiast zahamowanie autofagii
na etapie taczenia si¢ autofagosoméw z lizosomami (przez
bafilomycyng A1l lub RTA203) powodowalo wzrost ilosci
komérek umierajacych, czemu towarzyszyl spadek poten-
cjatu mitochondrialnego. Tym samym uzyskane wyniki wy-
kazuja, ze blokowanie autofagii na ré6znym jej etapie moze
wywotlaé rézne i niekiedy przeciwstawne efekty [84,85].

PobpsumowaNIE

Liczne wyniki badanh wskazuja, ze zaréwno indukcja jak
i inhibicja autofagii moze mie¢ wymierne korzysci z punk-
tu widzenia terapii przeciwnowotworowej. Poszukiwanie

PismiennicTwo

zwiazkow, ktére wptywaja na proces autofagii, tzw. modu-
latoréw autofagii, moze dostarczy¢ nie tylko nowych na-
rzedzi utatwiajacych walke z chorobami nowotworowy-
mi, ale réwniez moze si¢ przyczyni¢ do rozwoju lepszych
strategii terapeutycznych. Dla powodzenia terapii przeciw-
nowotworowej wazne jest rowniez, aby okresli¢ typ ko-
morek nowotworowych podatnych na autofagie w odpo-
wiedzi na podjety rodzaj leczenia oraz aby okresli¢, czy
w danym przypadku autofagia prowadzi do $mierci tych
komorek, czy tez przyczynia si¢ do ich opornosci na za-
stosowana terapi¢ [17].
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