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Streszczenie

Przez ostatnie kilkanascie lat zaleznoéci miedzy autofagia i apoptoza byty przedmiotem inten-
sywnych badan. Zaburzenia kazdego z tych proceséw zaangazowane sa w etiologie licznych
choréb. Wplyw autofagii i apoptozy na funkcjonowanie komérki i organizmu jest tym bardziej
znaczacy ze wzgledu na istnienie ztozonych interakcji pomiedzy tymi procesami. Autofagia
odgrywa kluczowg role w utrzymaniu homeostazy komérki, a jej nasilenie umozliwia komérce
przetrwanie w warunkach stresu. Do uruchomienia proceséw autofagii i apoptozy docho-
dzi czesto w odpowiedzi na te same bodZce stresowe, jednak aktywacja autofagii zazwyczaj
znacznie poprzedza inicjacje apoptozy. Autofagia i apoptoza podlegajg kontroli przez te same
regulatory, do ktérych zaliczy¢ mozna: mediatory stresu, biatka z rodziny BCL-2, liczne kinazy
serynowo-treoninowe, czy rodzine czynnikdw transkrypcyjnych p53. Wzajemne oddziatywa-
nia inhibicyjne miedzy autofagia i apoptoza zapobiegaja jednoczesnej aktywacji w komérce
programéw $mierci komdrki i mechanizméw prozyciowych. W niektérych przypadkach auto-
fagia promuje $mieré komérki przez samostrawienie (proces nazywany autofagiczna $mierciag
komdrki) lub przez interakcje z innymi szlakami $mierci komdrki. W artykule podsumowano
wiadomosci o wielopoziomowych oddziatywaniach miedzy procesami autofagii i apoptozy,
w kontekscie wspSlnych regulatoréw tych proceséw, wzajemnych oddziatywari inhibicyjnych,
mozliwo$ci promowania apoptozy przez autofagie lub przez podstawowe biatka tego procesu
i kontrowersyjnej, w $wietle ostatnich badati, §mierci komérki w wyniku autofagii.

autofagia - apoptoza - biatka rodziny BCL-2 - p53

Summary

Recently, the crosstalk between autophagy and apoptosis has attracted broader attention.
Basal autophagy serves to maintain cell homeostasis, while the upregulation of this process
is an element of stress response that enables the cell to survive under adverse conditions.
Autophagy may also determine the fate of the cell through its interactions with cell death
pathways. The protein networks that control the initiation and the execution phase of these
two processes are highly interconnected. Several scenarios for the crosstalk between auto-
phagy and apoptosis exist. In most cases, the activation of autophagy represents an attempt
of the cell to cope with stress, and protects the cell from apoptosis or delays its initiation.
Generally, the simultaneous activation of pro-survival and pro-death pathways is prevented
by the mutual inhibitory crosstalk between autophagy and apoptosis. But in some circum-
stances, autophagy or the proteins of the core autophagic machinery may promote cellular
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demise through excessive self-digestion (so-called “autophagic cell death”) or by stimulating
the activation of other cell death pathways. It is controversial whether cells actually die via
autophagy, which is why the term “autophagic cell death” has been under intense debate lately.
This review summarizes the recent findings on the multilevel crosstalk between autophagy
and apoptosis in aspects of common regulators, mutual inhibition of these processes, the sti-
mulation of apoptosis by autophagy or autophagic proteins and finally the role of autophagy
as a death-execution mechanism.
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tofagii regulowanej przez Bekline1 (activating molecule in Beclin1-regulated autophagy), AMPK —
kinaza aktywowana AMP (AMP-activated protein kinase), ATF — aktywujacy czynnik transkrypcyjny
(activating transcription factor), ATG — geny zwigzane z autofagia (autophagy related gene), BAK
- Bcl-2 homologous antagonist killer, BAX — Bcl-2-associated X protein, BCL-2 - B-cell lymphoma
2, BCL-XL - B-cell lymphoma-extra large, BAD - BCL-2-associated death promoter, BID — BH3
interacting-domain death agonist, BIM — BCL-2-like protein 11, [Ca?*], - wewnatrzkomérkowe
stezenie jonéw wapnia, CaMKK - kinaza kinaz zaleznych od kalmoduliny i Ca**(calcium/calmodu-
lin-dependent protein kinase kinase), CHOP - biatko homologiczne do C/EBP (C/EBP homologous
protein), DAPK - kinazy biatkowe zwigzane ze $miercia (death associated protein kinase), DD -
domena smierci (death domain), DED - efektorowa domena $mierci (deatheffectordomain), DISC
— kompleks sygnatowy indukujacy apoptoze (death-inducing signaling complex), DLC1 - lekki
faricuch dyneiny (dynein light chain 1), DRAM - modulator autofagii regulowany uszkodzeniami
(damage regulated autophagy modulator), GABARAP - biatko zwigzane z receptorem GABA (GABA
receptor-associated protein), HMGB1 - biatko o duzej ruchliwosci elektroforetycznej

(high mobility group box 1), elF2A - eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 2A (eukaryotic
translation initiation factor 2A), elF4F - eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4F (eukaryotic
initiation factor 4F), ER - retikulum endoplazmatyczne (endoplasmic reticulum), ERK - kinazy
regulowane sygnatami zewnatrzkomdérkowymi (extra cellular signal-regulated kinases), ERN1 -
biatko przekazujace sygnat z ER do jadra 1 (ER to nucleus signalling 1 protein), IMS — przestrzen
miedzybtonowa (inter membrane space), JNK - kinaza fosforylujaca N-terminalna cze$¢ biatka Jun
(c-Jun N-terminal kinases), LMP - uprzepuszczalnienie btony lizosomalnej (lysosomal membrane
permeabilization), LKB1 - kinaza watrobowa B1(liver kinase B1), NAF - 1 - czynnik indukujacy
autofagie w odpowiedzi na deprywacje sktadnikéw odzywczych (nutrient deprivation autophagy
factor 1), NOXA - phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1, MAPK - kinazy biatkowe
aktywowane mitogenami (mitogen-activated protein kinase), MCL-1 - induced myeloid leukemia
cell differentiation protein, MOMP - uprzepuszczalnienie zewnetrznej btony mitochondrialnej
(mitochondrial outer membrane permeabilization), mTOR - ssaczy cel rapamycyny (mammalian
target of rapamycin), PERK -kinaza biatkowa umiejscowiona w retikulum endoplazmatycznym
(protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase), PI3K - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu
(phosphoinositide 3-kinase), PKB — kinaza biatkowa B (protein kinase B), PUMA - p53 upregulated
modulator of apoptosis, RSK - kinazy rybosomalne s6 (ribosomal s6 kinase), TRAF2 - czynnik
zwigzany z receptorem TNF 2 (TNF receptor-associated factor 2), ULK1 - kinaza serynowo-tre-
oninowa, uczestniczaca w inicjacji autofagii (uncoordinated-51-like kinase-1), UPR - odpowiedz
na niesfatdowane biatka (unfolded protein response), UVRAG - biatko oddziatujace z Bekling 1
(UVirradiation resistance-associated gene), VMP1 - biatko btonowe wakuol 1 (vacuolemembrane
protein 1).
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WPROWADZENIE

Apoptoza jest najlepiej dotychczas scharakteryzowanym
procesem programowej $mierci komérki. Makroautofa-
gia (tutaj ,,autofagia”) natomiast jest definiowana jako
mechanizm wewnatrzkomérkowej degradacji sktadni-
kéw cytoplazmatycznych, w przebiegu ktérego sa tra-
wione wytworzone w nadmiarze, stare lub uszkodzone
makroczasteczki oraz organella komérkowe [60]. Oba
procesy wystepuja na wszystkich poziomach ewolucji
eukariontéw i maja podstawowe znaczenie w rozwoju
i funkcjonowaniu organizmdéw oraz w utrzymaniu home-
ostazy komorek i tkanek. Podczas ontogenezy apoptoza
odpowiada za ksztattowanie organdéw, przebudowe tka-
nek, kontrole liczby komérek oraz likwidacje struk-
tur niepotrzebnych w zyciu postembrionalnym. Jest
réwniez waznym mechanizmem stuzacym do usuwa-
nia zbednych i potencjalnie niebezpiecznych komérek,
przez co dziata przeciwnowotworowo [56]. Autofagia
spetnia liczne role zaréwno w warunkach fizjologicz-
nych, jak i patologicznych: uczestniczy w rozwoju osob-
niczym, w procesach przeciwdziatajacych starzeniu,
w usuwaniu zbednych elementéw komérki, w eliminacji
mikroorganizméw, w hamowaniu nowotworzenia oraz
stanowi odpowiedZ adaptacyjng na niedobér sktadni-
kéw odzywczych oraz stres oksydacyjny i cieplny [60].
Zaburzenia zaréwno apoptozy, jak i autofagii towarzysza
wielu chorobom, m.in. autoimmunizacyjnym, neurode-
generacyjnym i nowotworowym [74,96].

Apoptoza i autofagia spelniajg odmienne funkcje i maja
rézne cechy morfologiczne i biochemiczne, jednak mie-
dzy $ciezkami sygnatowymi kontrolujacymi zarédwno
fazy inicjacji, jak i egzekucji obu proceséw zachodza
liczne interakcje (ryc. 1). Podstawowa rola autofagii
jest umozliwienie komdrce przetrwania w warunkach
stresu [79]. Dlatego oba procesy obserwuje sie czesto

w jednej komdrce w odpowiedzi na te same bodZce,
jednak aktywacja autofagii zazwyczaj znacznie poprze-
dza inicjacje apoptozy (ryc. 1A). Nie jest wiec zaskocze-
niem, ze autofagia i apoptoza podlegaja kontroli przez
te same regulatory, do ktérych zaliczy¢ mozna: media-
tory stresu, biatka z rodziny BCL-2 (B-cell lymphoma
2), liczne kinazy serynowo-treoninowe, czy rodzine
czynnikéw transkrypcyjnych p53. Autofagii, majacej
ochronié¢ komérke przed $miercia, czesto towarzyszy
inhibicja apoptozy (ryc. 1A). Do aktywacji programdéw
$mierci dochodzi wéwczas, gdy nasilenie lub czas trwa-
nia stresu sprawiaja, ze mechanizmy adaptacyjne nie
moga dtuzej zapewni¢ komdrce przetrwania. Najcze-
$ciej towarzyszy temu supresja proceséw prozyciowych
(ryc. 1A) [4,56]. Niekiedy autofagia indukuje apoptoze
lub wrecz jest niezbedna do jej przebiegu (ryc. 1B)
[79]. W przypadku farmakologicznej lub spowodowa-
nej defektem genetycznym inhibicji apoptozy autofa-
gia moze petnié role mechanizmu kompensacyjnego.
Ponadto oba procesy moga wspétdziataé w egzekucji
$mierci komérki (ryc. 1C) [16].

Wielopoziomowa komunikacja miedzy procesami
autofagii i apoptozy jest osiggnieciem ewolucyjnym,
ktére umozliwia bardziej precyzyjna i kontrolowana
odpowiedz komérki na stres. Jednak istnienie ztozo-
nych interakcji miedzy tymi procesami powoduje,
ze zaburzenia jednego z nich maja znaczacy wptyw
na funkcjonowanie komdrki i organizmu, przez co sa
zaangazowane w etiologie wielu choréb. Przez ostatnie
kilkanascie lat szlaki przekazywania sygnatéw odpo-
wiadajace za interakcje miedzy autofagia i apoptoza
byly przedmiotem intensywnych badan. Celem pracy
jest usystematyzowanie dotychczas zgromadzonej wie-
dzy, Opis réznych scenariuszy interakcji miedzy auto-
fagia i apoptoza poprzedzono krétkag charakterystyka
mechanizméw molekularnych obu tych proceséw.
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Ryc. 1. Scenariusze oddziatywan miedzy autofagia i apoptoza. Opis w tekscie
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APOPTOZA — MECHANIZMY MOLEKULARNE

W procesie apoptozy gtéwna role odgrywajg dwie
rodziny biatek: kaspazy, proteazy cysteinowe, ktére
degraduja biatka w miejscu wystepowania reszty kwasu
asparginowego oraz rodzina biatek BCL-2 [15]. Apop-
toza moze przebiegaé dwoma podstawowymi szlakami:
zewnatrz- i wewnatrzpochodnym [22].

Sciezka wewnatrzpochodna jest aktywowana przez
sygnaly stresu wewnatrzkomdrkowego, takie jak: uszko-
dzenie DNA, stres oksydacyjny, wzrost wewngtrzkomdr-
kowego stezenia jondw wapnia ([Ca*])) czy akumulacja
nieprawidlowo pofatdowanych biatek. Wszystkie te czyn-
niki inicjujg apoptoze przez wspdlny mechanizm zalezny
od mitochondriéw. BodZce stresowe powoduja przezwy-
ciezenie wewnatrzkomérkowych sygnatéw promuja-
cych przetrwanie poprzez sygnaly proapoptotyczne, co
wywotuje przepuszczalno$é zewnetrznej btony mito-
chondrialnej (mitochondria outer membrane permeabi-
lization, MOMP). Z powodu MOMP dochodzi do utraty
mitochondrialnego potencjatu przezbtonowego, zaha-
mowania wytwarzania ATP, zatrzymania aktywnosci
taticucha oddechowego oraz uwalniania z mitochon-
drialnej przestrzeni miedzybtonowej (inter membrane
space, IMS) biatek proapoptotycznych [22]. Jednym
z nich jest cytochrom C, ktéry aktywuje umiejscowione
w cytoplazmie biatko Apafl, doprowadzajac do formo-
wania apoptosomu tworzgcego platforme aktywacyjna
dla kaspazy 9. Proces ten jest decydujacym elementem
inicjacji szlaku wewnatrzpochodnego apoptozy, gdyz
holoenzym apoptosom - kapsaza-9 odpowiada nastep-
nie za aktywacje kaspaz efektorowych, tj. kaspazy-3, -6
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Ryc. 2. Przebieg procesu autofagii. Opis w tekscie

i-7 [18]. Za regulacje wewnatrzpochodnej $ciezki apop-
tozy odpowiadaja biatka zaliczane do rodziny BCL-2 [98].

Zewnatrzpochodne $ciezki apoptozy sa aktywowane
przez indukujace $mier¢ ligandy wiazace sie do recepto-
réw powierzchniowych komdrki. Nastepnie kompleksy
ligand-receptor rekrutuja cytoplazmatyczne biatko
adaptorowe FADD oraz kaspaze-8 (lub kaspaze-10), for-
mujac w ten sposdb, analogiczny do apoptosomu, kom-
pleks sygnatowy indukujacy apoptoze (death inducing
signalling complex, DISC) [17]. Biatko adaptorowe FADD
zawiera domene $mierci (death domain, DD), ktéra wigze
sie z analogiczng domeng receptora powierzchniowego
oraz efektorowag domene $mierci DED (death effector
domain), dzieki ktérej moze oddziatywad z prokaspa-
zami-8 i -10. W kompleksie DISC dochodzi nastepnie do
aktywacji tych kaspaz. Kaspaza-10, mimo ze ma wiele
wspdlnych cech z kaspaza-8, nie jest wystarczajgca do
inicjacji apoptozy [74]. Aktywacja kaspazy-8 moze bez-
posrednio prowadzi¢ do $mierci komérki przez ciecie
kaspaz efektorowych lub posrednio inicjujac mitochon-
drialny szlak apoptozy [90].

AuToraGiA

Mechanizmy molekularne

Autofagia jest czteroetapowym procesem, na ktéry skta-
daja sie fazy: (1) indukcji polegajacej na utworzeniu
btony izolujacej zwanej fagoforem; (2) elongacji fagoforu
ijego przeksztatcenia w zamkniety i otoczony podwdjna
blong autofagosom, ktéry zawiera cze$¢ cytoplazmy i/
lub organella; (3) fuzji zewnetrznej blony autofagosomu
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z lizosomem i utworzenia autofagolizosomu; (4) degra-
dacji wewnetrznej btony autofagolizosomu oraz jego
zawarto$ci przez enzymy lizosomalne (ryc. 2) [68,75].
W przebiegu autofagii decydujaca role odgrywaja biat-
kowe produkty genéw zwiazanych z autofagia - ATG
(autophagy related gene) [96].

U ssakéw btony fagoforu moga prawdopodobnie
powstawad z: retikulum endoplazmatycznego (ER),
mitochondriéw, aparatu Golgiego, endosoméw i btony
komérkowe;j [82].

Podczas inicjacji autofagii dochodzi do aktywacji kom-
plekséw ULK1/2 -ATG13 -FIP200, ktére rekrutujg do
obszaru indukcji inne biatka ATG [24]. Znaczaca role
w fazie nukleacji odgrywaja takze dwa biatka przezbto-
nowe ATG9 i biatko blonowe wakuol 1 (VMP1) [71]. Pro-
ces nukleacji wymaga aktywnosci kompleksu ztozonego
z kinazy-3-fosfatydyloinozytolu (PI3K) klasy 111 - Vps34,
biatka regulujacego jej aktywno$¢ - Vps15 oraz barkor/
mATG14 i bekliny-1. Do jego utworzenia niezbedna jest
interakcja z biatkiem UVRAG (UV irradiation resistance-
-associated gene). Kompleks wytwarza niezbedny do
elongacji fagoforu fosfatydyloinozytolo - 3,4,5-trifos-
foran. Ponadto wspdlnie z innymi biatkami ATG rekru-

tuje dwa uktady koniugacji biatek, podobne do systemu
ubikwitynacji, odgrywajace gléwna role w tworzeniu
autofagosomu: ATG12-ATG5-ATG16 oraz LC3 - fosfatydy-
loetanoloamina [96]. W procesie koniugacji w tych ukta-
dach uczestniczg: proteaza ATG4 (tnie LC3 na koticu C),
biatko ATG7 petniace role enzymu typu E1 (w obu ukfa-
dach) oraz dziatajgce jako E2 ATG10 (w uktadzie koniu-
gacji ATG12) i ATG3 (w uktadzie LC3). Wskutek elongacji
bton pecherzyka dochodzi do sekwestracji w jego wne-
trzu materiatu cytoplazmatycznego. Za fuzje autofa-
gosomu z lizosomem odpowiadaja biatka typu SNARE.
Nastepuje strawienie wewnetrznej btony pecherzyka
oraz jego zawarto$ci przez enzymy lizosomalne (ryc. 2).
W wyniku degradacji powstaja proste czasteczki, gtéw-
nie aminokwasy, ktére sg uwalniane do cytoplazmy [24].

Regulacja autofagii

W warunkach fizjologicznych podstawowy poziom auto-
fagii zapewnia komérkom utrzymanie homeostazy, przez
udziat w obrocie biatek, organelli i sktadnikéw cytopla-
zmy. W sytuacji stresu komérkowego autofagia sie nasila.
Do induktordéw autofagii, oprécz niedoboru sktadnikéw
pokarmowych, naleza: gromadzenie wolnych rodnikéw,
wzrost [Ca”], stres ER i hipoksja (ryc. 3) [60].
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Ryc. 3. Regulacja autofagii. Opis w tekscie
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Indukcja autofagii zalezy od dostepnos$ci sktadnikéw
odzywczych, ktéra jest okreslana przez obecno$é ami-
nokwaséw, insuliny i innych czynnikéw wzrostu oraz
aktywno$¢ kinazy aktywowanej AMP (AMP activated
kinase, AMPK). Wszystkie te elementy oddziatujg przez
szlak kinazy mTOR (ssaczy cel rapamycyny) [7], ktéry
w sytuacji dostatku sktadnikéw odzywczych promuje
wzrost komérki i synteze bialek oraz hamuje autofagie.
Aktywna mTOR fosforyluje i inaktywuje ULK1/2 oraz
ATG13 uniemozliwiajac w ten sposéb indukcje autofa-
gii. Za regulacje mTOR odpowiada kompleks tworzony
przez hamartyne i tuberyne (TSC1/TSC2) oraz male
biatko wigzgce GTP - Rheb. Dimer TSC1/TSC2 powo-
duje hydrolize GTP inaktywujac Rheb i uniemozliwiajac
mu aktywacje mTOR [58]. Liczne czgsteczki sygnatowe
wplywajg na aktywno$¢ mTOR przez oddziatywanie na
te regulatory. Insulina i inne czynniki wzrostu akty-
wuja kinaze biatkowa B (protein kinase B, PKB), kinazy
regulowane sygnatami zewnatrzkomérkowymi (extra
cellular signal-regulated kinases, ERK), kinazy rybo-
somalne s6 (ribosomal s6 kinase, RSK) poprzez szlak
PI3K [9]. Kinazy te fosforyluja TSC2 uniemozliwiajac
przez to tworzenie dimeru TSC1/TSC2 [58]. Przeciwnie
dziata aktywna kinaza AMPK, ktéra na skutek hamo-
wania sygnalizacji zaleznej od mTOR pobudza proces
autofagii. Wzrost stosunku stezenia AMP do ATP uak-
tywnia AMPK przez kinaze watrobowa B1 (liver kinase
B1, LKB1). Inng nadrzedng kinazg aktywujacg AMPK jest
kinaza kinaz zaleznych od kalmoduliny i Ca?* (calcium/
calmodulin-dependent protein kinase kinase, CaMKK),
ktérej aktywnos¢ indukowana jest wysokim [Ca?], [91].
Aktywna AMPK nasila autofagie hamujgc kompleks
mTORC1 przez fosforylacje TSC2. AMPK moze réwniez
promowaé autofagie bezposrednio aktywujac ULK1 [35].

W mechanizm autofagii indukowanej stresem ER sa
zaangazowane dwie $ciezki sygnatowe: PERK (kinaza
biatkowa umiejscowiona w retikulum endoplazmatycz-
nym)/elF2A (eukariotyczny czynnik inicjacji translacji
2A) oraz ERN1 (biatko przekazujace sygnal z ER do jadra
1)/TRAF2 (czynnik zwigzany z receptorem TNF 2)/JNK
(kinaza fosforylujaca N-terminalng cze$¢ biatka Jun)
[49]. Prawdopodobnie elF2A ostatecznie aktywuje auto-
fagie powodujac wzrost ekspresji biatka ATG12 oraz nasi-
lenie konwersji LC3-1 do LC3-II [38]. Ponadto uwalnianie
Ca? z ER moze prowadzi¢ do indukcji autofagii w szlaku
CaMKK/AMPK/mTORC1 [29]. Nadmierne gromadzenie
reaktywnych form tlenu réwniez wzmaga proces auto-
fagii [80].

W regulacje autofagii sg zaangazowane réwniez biatka
z rodziny BCL-2, ktére kontrolujg aktywno$¢ bekliny-1,

co szczegbtowo opisano w nastepnym rozdziale.

WSPOLNE REGULATORY AUTOFAGII | APOPTOZY

Rodzina biatek BCL-2

Biatka nalezace do rodziny BCL-2 zostaly bardzo dobrze
scharakteryzowane jako regulatory wewnatrzpochod-

nego szlaku apoptozy. Pojawia sie coraz wiecej doniesier
opisujgcych ich role w kontrolowaniu procesu autofagii
(ryc. 4).

Biatka nalezace do rodziny BCL-2 zostaly bardzo dobrze
scharakteryzowane jako regulatory wewngtrzpochodnego
szlaku apoptozy. Pojawia sie coraz wiecej doniesier opisu-
jacych ich role w kontrolowaniu procesu autofagii (ryc. 4).
Antyapoptotyczne biatka rodziny BCL-2, tj. BCL-2, BCL-XL
(B-cell lymphoma-extra large), BCL-W (Bcl-2-like protein
2), MCL-1 (induced myeloid leukemia cell differentiation
protein) i BFL-1/A1 (Bcl-2-related protein A1) wykazuja
strukturalng homologie w obrebie czterech domen BH
(BH1-4). Hamuja aktywno$¢ proapoptotycznych biatek
efektorowych nalezacych do rodziny BCL-2, tj. BAK (Bcl-2
homologous antagonist killer) i BAX (BCL-2-associated X
protein), ktére zawieraja domeny BH1-3 [25]. Natomiast
tzw. biatka BH3-only, do ktérych zalicza sie m.in.: BIM (BCL-
2-like protein 11), PUMA (p53 upregulated modulator of
apoptosis), BID (BH3 interacting-domain death agonist),
BAD (BCL-2-associate death promoter) i NOXA (Phorbol-
-12-myristate-13-acetate-induced protein 1), wykazuja
homologie wzajemng oraz wzgledem innych cztonkéw
rodziny BCL-2 jedynie przez domene BH3 [98]. Niedawno
domene BH3 zidentyfikowano réwniez w sekwencji gtéw-
nego inicjatora autofagii - bekliny-1 [83].

W inicjacji wewnatrzpochodnego szlaku apoptozy decy-
dujacy krok stanowi MOMP - proces, w ktérym gtéwna
role odgrywajg BAK i BAX [98]. Biatka rodziny BCL-2,
takie jak BCL-2, MCL-1czy BCL-XL wigzac BAK i BAX
chronig przed wystgpieniem MOMP. Biatka BH3-only
petnig funkcje sensoréw wewnatrzkomérkowych sygna-
téw proapoptotycznych i inicjuja szlaki §mierci regulujac
aktywno$¢ antyapoptotycznych biatek rodziny BCL-2 lub
proapoptotycznych BAK i BAX. Niektdre z nich, np. BIM,
tBID i PUMA, moga bezpo$rednio aktywowal BAK i BAX.
Inne natomiast (np. BAD, NOXA) wigzg sie do BCL-2 lub
BCL-XL umozliwiajac uwolnienie BAK i BAX oraz inicja-
cje mitochondrialnej $ciezki apoptozy [90].

Antyapoptotyczne biatka nalezace do rodziny BCL-2,
tj. BCL-2, BCL-XL oraz MCL-1 pelnig réwniez funkcje
negatywnych regulatoréw autofagii. Beklina-1 poprzez
swoja domene BH3 wigze sie do tych biatek, uniemozli-
wiajac jej udzial w inicjacji autofagii. BCL-2, BCL-XL oraz
MCL-1 zakotwiczone w blonach ER bardziej efektywnie
hamujg autofagie niz umiejscowione w mitochondriom
[57]. Zalezna od lokalizacji komérkowej zdolno$é biatek
BCL-2 do wigzania bekliny-1 moze by¢é zwigzana z dzia-
taniem czynnika NAF-1 (nutrient deprivation autophagy
factor 1). Biatko to prawdopodobnie stabilizuje kompleks
BCL-2 - beklina-1 w ER. Utrata funkcji NAF-1 powoduje
przerwanie oddziatywan BCL-2 - beklina-1 i induk-
cje autofagii. W warunkach stymulujacych autofagie,
np. podczas gtodzenia, niektére biatka BH3-only (BAD,
BNIP3, NIX, NOXA i PUMA) kompetycyjnie do bekliny-1
wiazg antyapoptotyczne biatka BCL2. Dochodzi do uwol-
nienia bekliny-1, co umozliwia tworzenie kompleksu
PI3K niezbednego do nukleacji fagoforu [56]. BAX, tak
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jak inne biatka BH3-only, moze przerwaé wigzanie BCL-2
- beklina-1, jednak wydaje sie, ze dziata hamujaco, a nie
stymulujgco na autofagie. Jest to prawdopodobnie zwig-
zane ze zdolnos$cig BAX do promowania degradacji
bekliny-1 (zob. dalej), a nie z oddziatywaniem na kom-
pleks BCL-2-beklina-1 [53].

Istotne z punktu widzenia interakcji miedzy autofagia
i apoptoza jest to, ze niezaleznie od lokalizacji komér-
kowej, wiazanie bekliny-1 do BCL-2/BCL-XL nie ma
wplywu na antyapoptotyczne dziatanie tych biatek [8].
Beklina-1 jest wiec biatkiem BH3-only niezdolnym do
inicjacji apoptozy. Wyjasnienie doktadnego podtoza tego
mechanizmu wymaga dalszych badan. Moze by¢ zwia-

zany z tym, ze beklina-1 w poréwnaniu do innych bia-
tek BH3-only wykazuje stabsze powinowactwo do BLC-2,
prawdopodobnie nie jest wiec zdolna do wyparcia pro-
apoptotycznych bialek BAX i BAK z komplekséw z BCL-2.
Mozliwe scenariusze wyjasniajace molekularne podtoze
tego zjawiska oméwilii doktadnie Boy i Kroemer [6].

W 2014 r. Lindqvist i wsp. zakwestionowali szeroko
akceptowany poglad, Ze antyapoptotyczne biatka nale-
zace do rodziny BCL-2 hamuja autofagie przez wigzanie
bekliny-1. Wykazali, ze w komérkach pozbawionych BAK
i BAX mimetyk BH3 o symbolu ABT-737 nie jest zdolny do
indukgji autofagii. Zaproponowany przez autordéw alter-
natywny mechanizm zaklada, Ze biatka BCL-2, BCL-XL
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i MCL-1 hamujg autofagie nie przez wigzanie bekliny-1,
a posrednio oddzialujac na BAK i BAX. Natomiast do
indukeji autofagii dochodzi w wyniku aktywacji apop-
tozy za po$rednictwem niepoznanego jeszcze mechani-
zmu [48]. Wyniki te zostaly jednak podwazone przez inny
zespot, ktéry wykazal, ze podanie ABT-737 nasila autofa-
gie w komérkach pozbawionych BAK1 i BAX [69].

BCL-2 moze regulowaé autofagie réwniez przez oddzia-
tywanie z innymi biatkami waznymi dla tego procesu.
W odpowiedzi na bodZce indukujace autofagie ULK1 fos-
foryluje biatko aktywujace w autofagii regulowanej przez
bekline-1 (activating molecule in beclin-1-regulated auto-
phagy, AMBRAL1), co powoduje translokacje tego biatka do
ER, gdzie wiaze sie do bekliny-1 tworzac kompleks inicju-
jacy autofagie [13]. Umiejscowiony w btonach mitochon-
drium BCL-2 wiaze AMBRAL, a podczas autofagii dochodzi
do ostabienia tego oddziatywania. Wskazuje to, ze BCL-2
hamuje autofagie nie tylko przez bezposrednie oddziaty-
wanie z bekling-1, ale réwniez posrednio regulujac two-
rzenie kompleksu inicjujgcego autofagie [84].

Biatka BH3-only moduluja autofagie réwniez przez inne
mechanizmy. Na przyktad NIX stymuluje mitofagie przez
interakcje z biatkiem zwigzanym z receptorem GABA
(GABA receptor-associated protein, GABARAP), ktére
jest funkcjonalnym homologiem LC3 [81]. Natomiast
BIM bezposrednio oddziatuje z beklina-1 powodujac jej
wigzanie do lekkiego taricucha dyneiny (dynein light
chain 1, DLC1), hamujgc jej dziatanie [52].

Biatka nalezace do rodziny BCL-2 na ogét reguluja pro-
cesy autofagii i apoptozy w tym samym kierunku. BCL-
2, BCL-XL oraz MCL-1 hamujg apoptoze wigzac BAK/
BAX i autofagie - wigzac bekline-1. Tak wiec, proteiny
antyapoptotyczne jednocze$nie stanowig inhibitory
autofagii, co $wiadczy o ich ogdlnej prozyciowej roli.
Natomiast biatka typu BH3-only, ktére w warunkach
stresu kompetycyjnie wiazg sie z BCL-2/BCL-XL/MCL-1,
promujg zaréwno autofagie jak i apoptoze. Wyjatkiem
sa: BAX, ktéry promuje apoptoze, lecz hamuje autofagie,
proapoptotyczny BIM, ktéry hamuje inicjacje autofagii
oraz beklina-1, ktéra nie jest zdolna do indukcji apop-
tozy. Niewyjasnione pozostaja mechanizmy, dzieki kté-
rym biatka BH3-only aktywuja kazdy z tych proceséw.
Nie wiadomo réwniez, czy dziatanie to zachodzi sekwen-
cyjnie, czy tez symultanicznie. Jeden z proponowanych
scenariuszy zaklada, ze biatka BH3-only indukuja auto-
fagie w warunkach niskiego poziomu stresu komérko-
wego, kiedy mitochondria sg jeszcze chronione przed
utrata integralno$ci. W wyniku przedtuzenia lub nasi-
lenia dziatania bodzca uszkadzajacego, biatka BH3-only
promuja MOMP, co nieuchronnie prowadzi do urucho-
mienia apoptotycznej $mierci komérki [46,98].

Szlak kinazy mTOR
Kinazy serynowo-treoninowe, takie jak PKB, ERK i kinazy

RSK sa zaangazowane w regulacje zaréwno autofagii jak
i apoptozy (ryc. 4) [16,56]. W sytuacji dostepnosci sktad-

nikéw odzywczych, na skutek aktywacji przez czynniki
wzrostu, kinazy oddziatujac na szlak mTORC1 hamuja
autofagie [24]. Biatka te wptywaja réwniez na apoptoze,
np. PKB i kontrolowane przez ERK RSK2 fosforyluja BAD
uniemozliwiajac mu oddziatywanie z antyapoptotycz-
nymi biatkami rodziny BCL-2, ktére mogg wigzaé BAK/
BAX hamujac w ten sposéb apoptoze. PKB antagonizuje
aktywno$¢ rodziny czynnikéw transkrypcyjnych FOXO
(forkhead box 0) oraz posrednio p53, redukujac w ten
sposéb ekspresje licznych biatek proapoptotycznych.
PKB oraz RSK1 stymuluja aktywno$¢ transkrypcyjna
CREB (cAMP response element-binding protein), co
powoduje wzrost poziomu BCL-2/BCL-XL. Ponadto PKB
hamuje kinaze JNK, ktéra aktywuje zaréwno apoptoze,
jak i autofagie [16].

Kinazy MAP: JNK i p38

W regulacji autofagii i apoptozy istotne znaczenie majg
kinazy aktywowane mitogenami (MAPK), a zwtlaszcza
p38 i JNK (ryc. 4). W warunkach stresu np. niedoboru
sktadnikéw odzywczych kinaza JNK fosforyluje BCL-2,
ostabiajac w ten sposéb jego wigzanie z biatkami BH3-
-only oraz BAK i BAX. W ten sposéb JNK kontroluje
zaréwno autofagie, jak i apoptoze. W pierwszej kolejno-
$ci dochodzi do indukgji autofagii, gdyz beklina-1 wyka-
zuje stosunkowo niewielkie powinowactwo do BCL-2.
Nasilony lub przedtuzajacy sie stres i duza aktywnosé
JNK prowadzi do dysocjacji BAX od BCL-2 i inicjacji
apoptozy [92]. JNK reguluje réwniez apoptoze pod wpty-
wem innego mechanizmu - fosforylujac c-JUN i aktywu-
jac czynnik transkrypcyjny 1 (activating transcription
factor, ATF1) prowadzi do aktywacji AP-1 (activator pro-
tein 1) i ekspresji biatek szlaku sygnatowego Fas/FasL
[88]. Natomiast fosforylujac BIM, powoduje dysocjacje
tego biatka i bekliny-1 od DLC1, umozliwiajac beklinie-1
formowanie kompleksu inicjujgcego autofagie [53].

Biatko p38 ogrywa istotna role w kontroli apoptozy.
W licznych badaniach wykazano, ze kinaza ta jest nie-
zbedna do indukowanej chemioterapeutykami pro-
gramowej $mierci komérek nowotworowych in vitro.
Istnieja jednak sprzeczne doniesienia o roli p38 w regu-
lacji autofagii. Cze$¢ wynikéw wskazuje, ze p38 pro-
muje autofagie, a cze$¢ ze jg hamuje [88]. Przyktadowo
inhibitor oksygenazy hemu - ZnPPIX poprzez szlak p38
MAPK indukuje autofagie niezalezng od bekliny-1 [102].
Traktowanie komdrek raka jelita grubego inhibitorem
deacetylazy histonéw MS-275 wywotuje indukcjg auto-
fagii, a po dluzszym czasie apoptoze. W badaniu tym
obserwowano wzrost ekspresji p38 towarzyszacy nasile-
niu autofagii oraz spadek od rozpoczecia procesu apop-
tozy [101]. Na tej podstawie autorzy przypisali kinazie
p38 role ,,przetacznika” molekularnego miedzy proce-
sami autofagii i apoptozy. Nalezy jednak zwrécié uwage,
ze obserwowane nasilenie apoptozy i ostabienie auto-
fagii moze by¢ skutkiem wysokiego poziomu ekspre-
sji p38 we wczesniejszym okresie. Koncepcja wydaje
sie zgodna z wynikami opublikowanymi przez Jianga
i wsp. [32]. Wykazali, ze p38 oraz indukowana stresem
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retikulum $ciezka PERK/elF2A/ATF4 odgrywaja gtéwna
role w indukowanej selenem progresji od autofagii do
apoptozy. Selen aktywuje PERK, a przez to elF2A/ATF4
promujac w ten sposéb apoptoze przez nasilenie eks-
presji CHOP (C/EBP homologous protein). Jednocze$nie
dochodzi do aktywacji p38, nastepnie biatko hamuje fos-
forylacje eukariotycznego czynnika inicjacji translacji
4F (eIF4F), co ostabia wigzania ATF4 do promotora LC3,
zmniejsza ekspresje tego genu i ostatecznie redukuje
poziom autofagii. W regulacji aktywno$ci czynnikéw
elF2A i elF4F przez p38 posredniczy p53. Biatko to pro-
muje fosforylacje elF2A oraz defosforylacje IFAF modulu-
jac w ten sposdb aktywno$¢ czynnika transkrypcyjnego
ATF4, a tym samym poziom ekspresji CHOP i LC3 [32].
Wydaje sie wiec, ze rola kinazy p38 w regulacji autofa-
gii jest zalezna od kontekstu sytuacyjnego, np. obecno-
$ci i aktywnosci innych komérkowych sensordéw stresu.

RopzINA CZYNNIKOW TRANSKRYPCYINYCH P53

Biatko p53 jest czynnikiem integrujacym $ciezki sygna-
towe aktywowane przez rézne bodzce stresowe, takie
jak: uszkodzenie DNA, ischemia/reperfuzja czy niedo-
bér sktadnikéw odzywczych. W warunkach fizjologicz-
nych p53 jest obecne w cytosolu, a w wyniku fosforylacji
przez rézne kinazy aktywowane stresem ulega translo-
kacji do jadra komérkowego [40]. p53 indukuje ekspresje
genéw odpowiedzialnych za adaptacje do stresu, zatrzy-
manie cyklu komérkowego, apoptoze i autofagie [77].
Cytosolowa pula p53 hamuje autofagie przez interakcje
z FIP200 i inhibicje tworzenia kompleksu ULK1-FIP200-
-ATG13. Translokacja p53 do jadra komérkowego powo-
duje represje tego oddzialywania i umozliwia aktywacje
autofagii. Ponadto w warunkach stresu cze$¢ p53 prze-
mieszcza sie do wnetrza mitochondrium, gdzie oddzia-
tujac z cyklofiling D promuje utworzenie megakanatu
mitochondrialnego. Proces ten przy matym nasileniu
stymuluje usuniecie niefunkcjonalnych mitochondriéw
w wyniku mitofagii, ale jego intensyfikacja prowadzi
do MOMP i $mierci komdrki [56]. Jadrowa pula p53 pro-
muje zaréwno apoptoze jak i autofagie [45,73]. Biatko
to hamuje transkrypcje gendw antyapoptotycznych
oraz indukuje - proapoptotycznych, jak np. BAX, NOXA,
PUMA [73]. p53 promuje réwniez ekspresje biatek gtéw-
nego szlaku autofagii, tj. ATG4A, ATG4C, ATG5, ULK1/2
i UVRAG oraz regulatoréw tego procesu np. kinazy
AMPK i innych modulatoréw szlaku mTOR (ryc. 4) [34].

Ekspresja wiekszo$ci gendw istotnych dla autofagii oraz
apoptozy, znajdujacych sie pod kontrola p53, moze by¢
réwniez aktywowana przez inne biatka zaliczane do
rodziny czynnikéw transkrypcyjnych p53, tj. p63 i p73
[34]. Ponadto zaréwno p53, jak i p73 kontroluja ekspre-
sje modulatora autofagii regulowanego uszkodzeniami -
DRAM (damage regulated autophagy modulator) - biatka
lizosomalnego, ktére w odpowiedzi na uszkodzenie DNA
aktywuje zaréwno autofagie, jak i apoptoze [11]. Samo
p73 stymuluje autofagie réwniez pod wplywem mecha-
nizméw niezaleznych do DRAM. W przeciwieristwie do
P53, ktdre jest degradowane w autofagosomach, aktyw-

no$¢é p73 w obecnosci bodzcéw indukujacych autofagie
wzrasta. Dzieki czemu p73 moze promowac ekspresje
gendw niezbednych do przebiegu autofagii [10]. Wyko-
rzystujgc zaréwno wspdlne, jak i odmienne $ciezki
sygnatowe, biatka p53, p63 i p73 kontroluja odpowiedz
komorki na rézne bodzce stresowe, regulujac w ten spo-
séb autofagie i apoptoze.

ARF

Dziatajgce nadrzednie do p53 biatko supresorowe nowo-
tworu ARF (p19*fu myszy i p14*%F u cztowieka) jest kolej-
nym czynnikiem zaangazowanym w kontrole zaréwno
autofagii, jak i apoptozy (ryc. 4). p19*¥promuje oba te
procesy aktywujac p53 przez antagonizowanie dziatania
MDM2 [19]. Natomiast powstajaca w wyniku alternatyw-
nego sktadania mRNA izoforma ARF, nazwana smARF, nie
ma sekwengji lokalizacji jadrowej oraz fragmentu odpo-
wiadajgcego za interakcje z MDM2. smARF przemieszcza
sie do mitochondrium, gdzie indukuje depolaryzacje bton
mitochondrialnych i §mieré komérki. Mechanizm ten
nie jest zwiazany z uwalnianiem biatek IMS, ani aktywa-
cja kaspaz, co wskazuje na inna niz apoptoza $mier¢ [76].
smARF indukuje jednocze$nie akumulacje autofagoso-
mdéw, prawdopodobnie przez przerywanie oddziatywania
BCL-XL-beklina-1 [70]. Jednak wyciszenie bekliny-1 lub
ATG-5 tylko cze$ciowo redukuje obumieranie komérek.
Sugeruje to, ze réwniez autofagia nie jest procesem odpo-
wiedzialnym za indukowang smARF $mier¢ komdrek [76].

Biatko p19A%F petnej dlugosci reguluje odpowiedz
komérki na niekorzystne warunki przez mechanizm
zalezny od p53. Sygnaty aktywujace p53 moga urucha-
miaé zaréwno autofagie, jak i apoptoze, a to ktéry z pro-
graméw bedzie dominowat zalezy prawdopodobnie od
nasilenia stresu. Natomiast smARF indukuje autofagie
i $mieré komérki zaleznie od mitochondriéw. Proces
alternatywnego sktadania ARF moze wiec by¢ punktem
kontroli, pozwalajacym ukierunkowa¢ komérke na jeden
z programdw, juz na etapie obrdébki potranskrypcyjnej.

E2F1

Rodzina czynnikéw transkrypcyjnych E2F jest zaangazo-
wana w rézne $ciezki sygnatowe regulujace $mier¢ lub
przetrwanie komérki. Czynnik transkrypcyjny E2F1 pro-
muje apoptoze przez nasilanie ekspresji p19*%F i w kon-
sekwencji stymulowanie aktywno$ci p53 [30]. Czynnik
ten indukuje réwniez ekspresje genéw kluczowych dla
autofagii, takich jak: LC3, ATG1 czy ATG5 [71].

DAPK

Innym wspélnym regulatorem proceséw autofagii
i apoptozy jest zalezna od wapnia i kalmoduliny kinaza
biatkowa zwigzana ze $miercig - DAPK (death associa-
ted protein kinase) (ryc. 4). Biatko to jest inhibitorem
tumorogenezy i metastazy, jest niezbedne do $mierci
spowodowanej utrata kontaktu komérki adherent-
nej z podtozem lub innymi komérkami (anoikis) oraz
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apoptozy indukowanej aktywacja receptoréw $mierci
i sygnatami promujgcymi hiperproliferacje zwigza-
nymi z ekspresja onkogenéw. W okreslonych warunkach
aktywno$¢ DAPK jest tez konieczna do indukcji autofa-
gii [16]. Nadekspresja tego biatka skutkuje intensyfika-
cja formowania autofagosoméw i charakterystycznym
dla apoptozy tworzeniem pecherzykéw z btony komér-
kowej [31]. DAPK fosforyluje bekline-1 ograniczajac jej
zdolno$¢ do wigzania sie z BCL-XL [100]. Ponadto biatko
to oddziatuje z kinazg biatkowa D (PKD), ktéra fosfory-
luje i aktywuje Vps34 [17]. W obu powyzej opisanych
przypadkach wypadkach DAPK promuje autofagie, a sty-
mulujgc aktywno$¢ p53 biatko DAPK wplywa zaréwno na
apoptoze jak i autofagie [44]. Liczne funkcje tej kinazy
wynikaja z jej zdolnoéci do fosforylacji réznych sub-
stratéw, z ktérych prawdopodobnie tylko cze$¢ zostata
dotychczas zidentyfikowana [16].

MikroRNA

MikroRNA (miRNA) to rodzaj niekodujacego RNA, ktére
regulujac ekspresje gendw pelni gtéwne role w rozwoju

i funkcjonowaniu organizméw eukariotycznych. miRNA
uczestnicza w kontroli wszystkich dotychczas zbada-
nych pod tym katem proceséw komérkowych [1], w tym
autofagii [20] i apoptozy [33]. Coraz wiecej danych wska-
zuje réwniez na istotna role miRNA w komunikacji mie-
dzy autofagig i apoptoza [86]. miRNA moga stuzy¢ jako
molekularny ,,przetacznik miedzy tymi procesami”.
Silny induktor apoptozy miR-101 [86], hamuje transla-
cje transkryptéw kilku gendéw istotnych dla autofagii,
tj. ATG4D, RAB5A, STMN1, zmniejszajac przez to nasilenie
tego procesu [21]. Podobnie miR-204 promuje apoptoze
przez redukcje poziomu BCL-2 [42] i hamuje autofagie
przez obnizanie ekspresji LC3 [59]. Ponadto miRNA moga
wplywaé na autofagie i apoptoze przez inhibicje ich licz-
nych wspdlnych regulatoréw [86].

WZzAJEMNE HAMOWANIE AUTOFAGII | APOPTOZY

Autofagia i apoptoza znajduja sie pod kontrola licznych
wspdlnych regulatoréw. Ponadto miedzy tymi procesami
istnieja wzajemne oddzialywania, gtéwnie o charakterze
inhibicyjnym. Podstawowa rola autofagii jest ochrona

NASILENIE/CZAS TRWANIA STRESU

AKUMULACJA
NIEPRAWIDOWO
ZFALDOWANYCH

BIALEK ‘

AUTOFAGIA

PRZETRWANIE

Ryc. 5. Wzajemne hamowanie autofagii i apoptozy. Opis w tekscie
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komérki przed $miercig, dlatego aktywacji programu
autofagicznego czesto towarzyszy supresja apoptozy
[56]. Autofagia moze hamowa¢ apoptoze bezposrednio
- oddziatujac na gtéwne biatka tego procesu lub posred-
nio - dzialajac jako mechanizm cytoprotekeyjny (ryc. 5).

AUTOFAGIA JAKO MECHANIZM CYTOPROTEKCYINY

Autofagia chroni komérke przed $miercia przez kilka
mechanizméw, tj. dostarczanie sktadnikéw odzyweczych,
redukcje niekorzystnych skutkéw stresu ER oraz usuwa-
nie uszkodzonych mitochondriéw.

Material trawiony w autofagosomach stanowi zrédto
energii, sktadnikéw odzywczych i aminokwaséw do
syntezy biatek [60]. W warunkach glodzenia autofagia
znacznie przedtuza wiec zywotno$¢ komérek dostarcza-
jac brakujacych sktadnikéw [16].

Stres ER moze prowadzi¢ do indukcji wewnatrzpochod-
nej $ciezki apoptozy, jest on jednak przede wszystkim
silnym induktorem autofagii. Autofagia jest urucha-
miana jako element odpowiedzi na niesfatdowane biatka
(UPR) i w ten sposéb sg usuwane nieprawidtowo pofat-
dowane biatka oraz ich agregaty. Ponadto w proce-
sie retikulofagii sa degradowane uszkodzone btony ER.
Autofagia przyczynia sie wiec do utrzymania funkcji ER
i chroni komérke przed procesem apoptozy [16]. Cyto-
protekcyjna rola autofagii zostata potwierdzona w réz-
nych modelach eksperymentalnych, z uzyciem ktérych
wykazano, ze inhibicja autofagii w warunkach stresu ER
znacznie nasila apoptoze [54]. Niedawno opisano bada-
nie wykazujace, ze indukowang stresem ER apoptoze
poprzedza uruchomienie autofagii. Co wiecej, sekwen-
cja zdarzeti jest niezalezna od rodzaju bodZca, a nasilenie
autofagii warunkuje wysoko$¢ progu indukecji apoptozy
[27].

Innym mechanizmem, przez ktéry autofagia zapobiega
$mierci komérki jest usuwanie uszkodzonych mitochon-
driéw. Indukowany sygnatami stresu wewnatrzkomor-
kowego wzrost przepuszczalno$ci wewnetrznej btony
mitochondrialnej powoduje utrate mitochondrialnego
potencjatu przezbtonowego i MOMP. Uszkodzone mito-
chondria sg usuwane w wyniku mitofagii [14]. Jesli
jednak depolaryzacja dotyczy znaczacej frakcji mito-
chondriéw i komdrka nie moze ich usungé w proce-
sie autofagii, dochodzi do inicjacji apoptozy. Mitofagia
bezposrednio zwieksza wiec prég aktywacji wewnatrz-
pochodnego szlaku apoptozy przeciwdziatajac MOMP.
Dodatkowo posrednio chroni komdérki przed $miercia,
gdyz zdepolaryzowane mitochondria sg Zrédtem wol-
nych rodnikéw [37,38].

AUTOFAGIA HAMUJE APOPTOZE

Sekwestracja materiatu cytoplazmatycznego przez
blony tworzacego sie autofagosomu jest przewaznie
losowa. Jednak niekiedy dochodzi do selektywnej degra-
dacji organelli lub ubikwitynowanych biatek. Za rozpo-

znawanie i dostarczanie do pecherzykdw autofagicznych
oznakowanych biatek odpowiada biatko p62/SQSTM1.
Wiaze sie z LC3 umiejscowionym w wewnetrznej btonie
autofagosomu i jednocze$nie przez swoja domene UBA
(ubiquitin associated) z czasteczkami oznaczonymi ubi-
kwityng [26]. Autofagia moze zmniejszaé prawdopodo-
biefistwo aktywacji apoptozy przez degradacje biatek
proapoptotycznych lub wykonawczych apoptozy. Na
przyktad selektywne usuwanie kaspazy-8 przez autofa-
gie warunkuje oporno$¢ komérek raka jelita na apoptoze
indukowang aktywacja receptoréw TRAIL (TNF-related
apoptosis-inducing ligand) [28]. Mechanizm ten zaob-
serwowano réwniez w hepatocytach, w badaniu, w kté-
rym wyciszenie ATG7 powodowato znaczne nasilenie
aktywno$ci kaspazy 8 w odpowiedzi na aktywacje recep-
tora dla TNF (tumor necrosis factor) [2].

APoPTOZA HAMUJE AUTOFAGIE

Przedltuzajacy sie lub zbyt intensywny stres powoduje, ze
mechanizmy adaptacyjne nie sa w stanie dtuzej zapew-
nié przezycia komérki, czego skutkiem jest aktywacja
programéw $mierci. Inicjacji apoptozy czesto towarzy-
szy supresja autofagii, dzieki czemu nie dochodzi do
jednoczesnego dziatania w komdrce mechanizméw
prozyciowych i prowadzacych do $mierci [56]. Kaspazy
i kalpainy trawia co najmniej kilka podstawowych dla
autofagii protein, takich jak: biatka ATG, p62, beklina-1
, Vps34 oraz AMBRA1 uniemozliwiajac jednoczesnie dal-
szy przebieg tego procesu. Wiekszo$¢ biatek ATG moze
by¢ degradowana przez kalpainy, ktére sie uaktywniaja
w przebiegu apoptozy, jak i innych rodzajéw $§mierci
komérki. ATG7, ATGY i ATG4 ciete sa przez kaspaze-3,
a ATG3 przez kaspaze-3, -6 i -8 [65]. Proteoliza biatka
ATG3 zachodzgca wskutek aktywacji kaspazy-8, zapew-
nia zahamowanie autofagii podczas inicjacji zewnatrz-
pochodnego szlaku apoptozy [66]. Do inhibicji autofagii
dochodzi réwniez w wyniku ciecia p62 przez kaspazy-6
i-8 [65]. Istotny wplyw na zahamowanie autofagii ma
réwniez degradacja AMBRAL, ktére jest celem zaréwno
kaspaz jak i kalpain. Poziom ekspresji tego biatka regu-
luje intensywno$¢ apoptozy. Jego wyciszenie nasila
apoptoze, natomiast nadekspresja prowadzi do dtugo-
trwalej $mierci komdrki z towarzyszaca autofagia [67].
Proteoliza AMBRA1 wydaje sie wiec istotnym ,,prze-
tacznikiem” molekularnym miedzy procesami autofagii
i apoptozy.

Innym mechanizmem, w wyniku ktdérego apoptoza
hamuje autofagie jest degradacja regulatoréw tego pro-
cesu. Biatko oddziatujgce z BCL-2 (BCL-2-interacting pro-
tein, BCLAF1) jest silnym induktorem autofagii, ktéry
wigzac sie z BCL-2 wypiera bekline-1 z kompleksu BCL-2
- beklina-1. BCLAF1 ciete jest przez aktywna kaspaze-10
[43].

Przyktadem takiego oddziatywania jest zalezna od kaspaz
proteoliza inhibitora kinaz zaleznych od cyklin - p27¥*
[95]. W warunkach stresu metabolicznego aktywacja
szlaku LKB1 - AMPK prowadzi do fosforylacji p27%™

835



® Postepy Hig Med Dosw (online), 2017; tom 71: 825-841

w pozycji Thr198 i indukcji autofagii. Ektopowa ekspresja
postaci p27¥F! stabilnie ufosforylowanej w tej pozycji jest
wystarczajaca do aktywacji autofagii [47]. Dziatanie jest
znoszone przez zastosowanie inhibitoréw autofagii. Nato-
miast wyciszenie p27¥*! powoduje redukcje autofagii oraz
nasilenie apoptozy i obumierania kardiomiocytéw nara-
zonych na niedobér glukozy [89]. Ciecie p275* wydaje sie
wiec istotnym mechanizmem hamujgcym protekcyjna
autofagie podczas programowej $mierci komorki.

NIEZALEZNY 0D AUTOFAGII UDZIAL BIALEK , AUTOFAGICZNYCH”
W PROCESIE APOPTOZY

Niektére biatka podstawowe dla procesu autofagii
w wyniku proteolizy nabywajg wtadciwosci proapop-
totycznych. Na przyktad degradacja bekliny-1 przez
kaspaze 3, 6 lub 9 skutkuje nie tylko zahamowaniem
tworzenia autofagosomdw, ale réwniez powstaniem
C-koricowego fragmentu, ktéry przemieszcza sie do
mitochondrium i stymuluje uwalnianie cytochromu
C [93]. Podobnie ciecie biatka ATG4D przez kaspaze-3
nasila apoptoze. Doktadny mechanizm tego zjawiska nie
jest znany, jednak jest zwigzany z lokalizacja C-kotico-
wego fragmentu tego biatka w mitochondrium [3].

Cytosolowe biatko HMGB1 (high mobility group box 1)
chroni bekline-1 i ATG5 przed cieciem przez kalpainy
i w konsekwencji wytworzeniem proapoptotycznych
fragmentdéw tych protein. Biatko to zapobiega w ten spo-
séb indukeji apoptozy, jednoczesnie zapewniajac utrzy-
manie aktywno$ci protekcyjnej autofagii. W ten sposéb
przyczynia sie do redukcji uszkodzenia tkanki w cho-
robach zapalnych, takich jak nieswoiste zapalenia jelit.
HMGB1 jest wiec innym czynnikiem, ktéremu mozna
przypisaé role molekularnego ,,przetacznika” miedzy
procesami autofagii i apoptozy [103].

ATG5 w warunkach stresu ulega cieciu przez kalpainy.
Powstajacy w wyniku tego procesu fragment N-kon-
cowy ATG5 jest przemieszczony do mitochondrium, gdzie
oddziatujac z BCL-XL nasila uwalnianie cytochromu C do
cytoplazmy [99]. Ponadto wykazano, ze biatko ATGS5 jest
niezbedne do inicjacji apoptozy indukowanej p53 [34]. ATG5
oddziatuje réwniez z biatkiem FADD przez jego domene DD
[61]. Interakcja nie ma jednak wplywu na tworzenie auto-
fagosomdw i wydaje sie zwigzana z hamowaniem apoptozy,
w sposéb niezalezny od autofagii [24]. ATG5 jest wiec biat-
kiem gtéwnego szlaku autofagii, ktére moze by¢ zaangazo-
wane w pozytywng i negatywna regulacje apoptozy.

ATG7 réwniez stymuluje $mier¢é komérki uczestniczac
w procesie uprzepuszczalnienia [35] blony lizosomal-
nej (LMP). Wyciszenie ATG7 powoduje supresje apoptozy
indukowanej LMP. Proces ten wydaje sie jednak nieza-
lezny od autofagii, gdyz komérki pozbawione ATG5 nie
wykazuja réznic w poziomie apoptozy indukowanej LMP
w stosunku do komérek typu dzikiego [35].

Rubinstein i wsp. wykazali ze biatko ATG12 jest nie-
zbedne do aktywacji kaspaz w obecnosci réznych

czynnikéw indukujacych apoptoze [78]. ATG12 bez-
posrednio reguluje apoptoze przez wiazanie i inakty-
wacje antyapoptotycznych BCL-2 i MCL-1. Dziatanie
to jest niezalezne od aktywnosci biatek ATG5 i ATG3,
a wiec niezwigzane z autofagig. Wymaga natomiast
obecnosci w sekwencji ATG12 motywu homologicz-
nego do domeny BH3 (BH3-like motif). Wyciszenie
ATG12 skutkuje supresja aktywacji BAX oraz uwalnia-
niem cytochromu C. Natomiast nadekspresja tego
biatka antagonizuje antyapoptotyczne dziatanie MCL-1
[78,79]. ATG7 i ATG12 poczatkowo zidentyfikowane
jako biatka niezbedne do syntezy autofagosomdéw oka-
zujg sie wspdlnymi regulatorami autofagii i apoptozy.
Ich role w przebiegu kazdego z tych proceséw wydajg
sie niezalezne i trudno stwierdzi¢, czy udziat kazdego
z tych biatek w indukcji apoptozy wigze sie z ograni-
czeniem intensywnos$ci autofagii. Wydaje sie, ze moze
istnie¢ mechanizm, ktéry przekierowuje ich na promo-
wanie autofagii lub apoptozy.

Funkcje molekularnego ,,przetacznika” miedzy autofa-
gia i apoptozg petni réwniez UVRAG. Biatko to odgrywa
istotna role w fazie nukleacji fagoforu. Oddziatuje
z bekling-1 powodujac jej uwolnienie z homodimeréw,
co prowadzi do indukcji autofagii. Dzialanie to jest anta-
gonizowane przez wigzanie bekling-1 do BCL-2 [64].
Biatko UVRAG petni réwniez funkcje negatywnego regu-
latora apoptozy. Oddziatujac z BAX hamuje jego translo-
kacje z cytosolu do mitochondrium, zapobiegajac w ten
sposéb MOMP i indukcji apoptozy [97].

AUTOFAGIA PROMUJE 1/LUB UMOZLIWIA APOPTOZE

W niektérych sytuacjach autofagia sprzyja indukcji
apoptozy lub nawet umozliwia jej prawidlowy prze-
bieg. Jednym z mechanizmdw takiej interakcji jest two-
rzenie przez autofagosomy platform aktywacyjnych
dla kaspaz. Proces taki zostal dotychczas scharaktery-
zowany dla kaspazy-8 i opisano dwa alternatywne jego
przebiegi. W pierwszym ubikwitynowana kaspaza-8
wiaze sie do p62 i jest rekrutowana do autofagosoméw
dzieki oddziatywaniom p62-LC3. Dochodzi do oligomery-
zacji i aktywacji kaspazy-8, w czym réwniez uczestniczy
p62; alternatywnie za przylaczanie kaspazy-8 do autofa-
gosomdéw odpowiadaé moze jej oddziatywanie z biatkami
FADD i ATG5. Zalezny od autofagii mechanizm aktywa-
cji kaspazy-8 zaobserwowano po raz pierwszy po trak-
towaniu komdérek inhibitorami proteasomu. Proces nie
wymaga aktywacji receptoréw $mierci, co sugeruje jego
zwigzek z wewnatrzpochodnym szlakiem apoptozy [24].

Apoptoza jest procesem wymagajacym naktadéw ener-
gii, ktéra moze by¢ dostarczana w procesie autofagii.
W ten sposéb moze byé generowany np. ATP umozliwia-
jacy przemieszczanie fosfatydyloseryny do zewnetrznej
warstwy btony komdrkowej. Jest to sygnat zapewnia-
jacy fagocytoze komérek apoptotycznych przez makro-
fagi i inne komdrki zerne [94]. Fragmentacja komérki na
ciatka apoptotyczne moze réwniez przebiegaé z wyko-
rzystaniem energii wytwarzanej w procesie autofagii [5].
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Autofagia moze tez stymulowad apoptoze przez degrada-
cje jej endogennych inhibitoréw - biatek IAP (inhibitors
of apoptosis proteins) [62].

AUTOFAGICZNA SMIERC KOMORKI

Nadmierna degradacja zawarto$ci komérki potencjalnie
moze prowadzi¢ do jej $mierci przez samostrawienie.
Koncepcja ta oraz liczne obserwacje aktywacji auto-
fagii w warunkach stresu, ktéry prowadzi do $mierci
komérek, doprowadzity do powstania okre$lenia auto-
fagicznej $mierci komdrki (autophagic cell death, ACD).
Pojecie to odnosi sie do typu $mierci o odmiennej od
apoptozy i nekrozy morfologii, ktérej gtéwna cecha jest
wystepowanie licznych, otoczonych podwdjna btong
pecherzykéw zawierajacych fragmenty cytoplazmy [60].
ACD wystepuje w co najmniej dwdch sytuacjach: odpo-
wiada za usuwanie okre$lonych komérek podczas roz-
woju Drosophila melanogaster oraz za $mier¢, niezdolnych
do apoptozy, komérek nowotworowych w odpowiedzi
na dziatanie niektérych chemioterapeutykdw in vitro
[22]. Coraz powszechniejsza staje sie opinia, ze autofa-
gia stanowi mechanizm cytoprotekcyjny i ze do $§mierci
komérki dochodzi raczej z towarzyszaca autofagia, niz
w wyniku autofagii [24,81]. Kontrowersje wokét terminu
,ACD” zostaty doktadnie przedyskutowane w kilku pra-
cach przegladowych [np. 22,39]. Wydaje sie jednak, ze
problem udziatu autofagii w egzekucji $mierci komérki
pozostaje otwarty. Niedawno zidentyfikowano mecha-
nizm $mierci komérki zalezny od maszynerii autofagicz-
nej, ale wykazujacy inne niz ACD cechy morfologiczne.
Ten nieznany dotychczas mechanizm nazwano ,,autoza”
(autosis) [51]. Do uruchomienia autozy doprowadzié
moze duze nasilenie autofagii indukowane gtodzeniem,
niektérymi rodzajami ischemii lub podawaniem pepty-
déw indukujacych autofagie. Unikalna cecha autozy jest
jej zaleznoéé od Na'/K* ATP-azy oraz wystepowanie, nie-
obserwowanej podczas ACD, kondensacji chromatyny
[50].

Jednoczesna aktywacje autofagii i apoptozy obserwo-
wano w réznych modelach eksperymentalnych zaréwno
in vitro, jak i in vivo, W zwigzku z czym, jeden z funkcjo-
nujacych w literaturze scenariuszy oddziatywan mie-
dzy autofagig i apoptoza, zaktada wspétdziatanie tych
proceséw w egzekucji $mierci komérki [16]. Poglad
taki poparty jest wynikami badath w ktérych wyka-
zano, ze wyciszenie gendw istotnych dla procesu auto-
fagii og6lnie redukuje umieralno$é komérek. Zjawisko
to moze by¢ jednak wyjasnione udziatem biatek ATG czy
Bekliny1 réwniez w kontroli procesu apoptozy. Na przy-
ktad w komdérkach siatkéwki stres oksydacyjny indukuje
zaréwno autofagie, jak i apoptoze. Wydaje sie, ze oba te
procesy prowadza do $mierci komérek, gdyz inhibicja
kazdego nich redukuje ich obumieranie. Jednak jedno-
czesne zahamowanie autofagii i apoptozy nasila §mier¢
w wyniku nekrozy [41]. Sugeruje to, ze w tym wypadku
autofagia nie stanowi mechanizmu $mierci, lecz przy-
czynia sie do $mierci komérek np. dostarczajac energii
niezbednej do przebiegu apoptozy.

Alternatywnie, autofagia moze petnié role mechanizmu
kompensacyjnego przy uposledzeniu maszynerii apop-
tozy. Przyktadowo uszkodzenie DNA w mysich fibrobla-
stach embrionalnych pozbawionych Bax i Bak skutkuje
znaczgcym nasileniem autofagii i dtugotrwatym obumie-
raniem komdérek. Jednak, zahamowanie apoptozy przez
zastosowanie inhibitoréw kaspaz lub wyciszenie innych
genéw kluczowych dla tego procesu np. kaspazy 9 lub
Apafl nie wzmaga autofagii. Wyniki te wskazuja, ze
to brak BAK i BAX, a nie apoptozy, spowodowal w tym
wypadku indukcje autofagii [55].

Opisane zalezno$ci miedzy autofagia i apoptoza, zakta-
dajace wspdtdziatanie obu tych proceséw w egzeku-
cji $mierci komdrki, wydaja sie ograniczone jedynie do
mechanizméw, w wyniku ktérych autofagia umozliwia
lub promuje apoptoze. Coraz wiecej danych wskazuje
na cytoprotekcyjng role autofagii, a mozliwo$é $mierci
komérek w wyniku autofagii rodzi wiele watpliwo$ci.
Czesto obserwowana jednoczesna aktywacja autofagii
i apoptozy moze by¢ przejawem niewydolnosci mecha-
nizméw odpowiedzialnych za hamowanie prozyciowych
$ciezek sygnatowych w sytuacji aktywacji programéw
$mierci.

PobsumowaNie

Autofagia i apoptoza to dwa programy odpowiedzi
komérki na stres prowadzace zazwyczaj do skrajnie réz-
nych rezultatéw. Indukcja autofagii to przejaw mecha-
nizmu adaptacyjnego, ktéry ma umozliwi¢ komdrce
przetrwanie niekorzystnych warunkéw. Apoptoza za$
odpowiada za usuniecie uszkodzonych, niezdolnych
do przezycia komdrek, zapewniajac przy tym utrzyma-
nie homeostazy tkanki. Liczne $ciezki przekazywania
sygnatéw aktywowane w odpowiedzi na stres uczest-
niczag w kontroli obu tych proceséw. Nie jest pewne,
czy wspdlne regulatory aktywuja autofagie i apoptoze
sekwencyjnie (poczatkowo autofagie, a wraz z nasile-
niem stresu apoptoze) czy symultanicznie. Jednak z per-
spektywy ewolucyjnej pierwszy scenariusz wydaje sie
bardziej uzasadniony. Komunikacja miedzy autofagia
i apoptoza obejmuje przede wszystkim wzajemne hamo-
wanie sie tych proceséw, dzieki czemu nie dochodzi do
jednoczesnego dziatania w komdrce mechanizméw pro-
zyciowych i prowadzacych do $mierci. Autofagia chroni
komérke przed $miercia, dostarczajac energii oraz usu-
wajac uszkodzone organelle i nieprawidtowo sfaldowane
biatka. Autofagia reguluje réwniez apoptoze bezposred-
nio - degradujac biatka istotne dla tego procesu. Selek-
tywnej eliminacji podlegaja zaréwno czasteczki pro-,
jak i antyapoptotyczne, moze wiec skutkowaé zaréwno
promowaniem, jak i hamowaniem apoptozy. Podczas
uruchomienia apoptozy dochodzi do supresji autofagii
przez zalezng od kaspaz i kalpain proteolize biatek gtéw-
nych tego procesu oraz jego pozytywnych regulatoréw.
Istotny element komunikacji miedzy autofagia i apop-
tozg stanowig molekularne ,,przetaczniki”, ktére urucha-
miaja jeden proces jednocze$nie hamujac drugi. Wydaje
sie, ze znaczaco usprawniajg one kontrole mechani-
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zméw odpowiedzi na stres, ukierunkowujac je na pro-
gramowg $mier¢ lub prébe przetrwania. ,,Przetaczniki”
wystepuja w fazie inicjacji (np. UVRAG) i egzekucji
(np. ATG4D) autofagii i apoptozy, jak réwniez na etapie
regulacji translacji biatek istotnych dla tych proceséw
(mikroRNA), zapewniajgc w ten sposéb wielopoziomowg
regulacje. Zgodnie z innym scenariuszem oddziatywan
autofagia moze promowaé $mieré komérki np. dostar-
czajac energii potrzebnej do realizacji programu apop-
tozy lub stanowigc mechanizm egzekucji $mierci. Coraz
wiecej danych wskazuje, ze §mierci komdrki towarzyszy
proces autofagii, a nie dochodzi do niej w wyniku auto-
fagii.

Liczne oddzialywania miedzy autofagia i apoptoza decy-
duja o $mierci lub przetrwaniu komérki w warunkach
stresu. Zaburzenia tych interakcji sa zaangazowane
w etiologie i patomechanizm wielu schorzen, zwtaszcza
choréb neurodegeneracyjnych [23], choréb serca [63]
i nowotwordw [85]. Najwiecej badari dotyczy tych ostat-
nich. W warunkach fizjologicznych zaréwno autofagia
jak i apoptoza hamuja procesy neoplastyczne. Autofagia
usuwa onkogenne czgsteczki, natomiast apoptoza unie-
mozliwia przetrwanie zmutowanych komérek. Upo-
$ledzenie kazdego z tych proceséw moze spowodowa’
rozwdj nowotworu. Indukowana chemioterapeutykami
apoptoza odpowiada za $mieré komérek nowotworo-
wych. Rola apoptozy jako procesu hamujacego rozwdéj
nowotworu nie podlega wiec watpliwo$ci. Jednak auto-
fagia moze petni¢ w nowotworach role dwojaka [72,85].

PismiennicTwo

Proces ten umozliwia przetrwanie komdrek nowotwo-
rowych w warunkach stresu i moze leze¢ u podloza
ich lekoopornosci. Dlatego zahamowanie autofagii cze-
sto znacznie nasila indukowana chemioterapeutykami
$mier¢ komérek nowotworowych [87]. Jednak inhibicja
autofagii w komérkach niezdolnych do apoptozy, moze
doprowadzi¢ do wzrostu niestabilnosci genomowej lub
nasilenia nekrotycznej §mierci komdrek i zwigzanego
Z nig stanu zapalnego, co w konsekwencji prowadzi do
progresji nowotworu [12].

Jednoczesne modulowanie autofagii i apoptozy stwa-
rza duze mozliwo$ci w zakresie opracowywania nowych
terapii, nie tylko choréb nowotworowych, ale zapewne
takze wielu innych schorzen. Dlatego tak istotne jest
doktadniejsze zrozumienie szczegbétéw ztozonej, wie-
lopoziomowej komunikacji miedzy tymi procesami.
Wiekszo$¢ dotychczas zgromadzonej wiedzy dotyczacej
interakcji miedzy autofagia i apoptozg pochodzi z badan
in vitro. Niemozliwe jest bezposrednie przetozenie ich
wynikéw na dziatanie poszczegdlnych tkanek i orga-
néw w $rodowisku catego organizmu. Poznanie zna-
czenia réznych aspektéw interakcji miedzy autofagia
i apoptoza in vivo, w warunkach fizjologicznych i pato-
logicznych, niewatpliwie jest waznym wyzwaniem.
Dopelnienie obrazu mechanizméw odpowiedzi komérki
na bodZce stresowe bedzie wymagato przyjecia szerszej
perspektywy i wzbogacenia dotychczas zgromadzone;
wiedzy o oddziatywaniach autofagii i apoptozy z innymi
rodzajami §mierci komérki.
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