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Streszczenie

Autofagia, ktdrej rola jest degradacja zbednych lub uszkodzonych elementéw komdrek, jest
niezwykle istotna w wielu ludzkich chorobach, zwlaszcza nowotworach. Proces ten wptywa
réznorako na etapy inicjacji i progresji nowotworu, co jest spowodowane naktadaniem sie
$ciezek sygnatowych autofagii i kancerogenezy. Jednak, ze wzgledu na ztozono$¢ raka jako
choroby uktadowej, o losie komdrki nowotworowej nie decyduje jedna $ciezka sygnatowa.
Przewlekte zahamowanie autofagii promuje nowotworzenie, wskutek niestabilno$ci genomu,
wadliwego wzrostu komdrek, a takze w wyniku stresu komdrkowego. Jednak zwiekszona induk-
cja autofagii moze sie sta¢ mechanizmem pozwalajacym na przetrwanie komdrek guza w stanie
niedotlenienia, kwasicy lub pod wptywem chemioterapii. Dlatego tez w rozwoju nowotworu,
proces autofagii nalezy rozpatrywa¢ dwukierunkowo. Okre$lenie molekularnych mechanizméw
lezgcych u podstaw procesu autofagii i jej roli w nowotworzeniu jest podstawowym elementem
strategii przeciwnowotworowej. Gtéwnym celem nowoczesnej onkologii, ktéry ostatecznie
powinien doprowadzi¢ do powstania spersonalizowanego leczenia pacjentéw, jest mozliwo$é
przewidywania odpowiedzi konkretnego typu nowotworu na zastosowany lek. Wyniki badati
invitro 1 in vivo, przedstawiaja ogrom relacji zachodzacych miedzy zmianami w genomie, a od-
powiedzig na zastosowana terapie. Informacje te wskazuja na mechanizm i tym samym punkt
docelowego dziatania lekéw. Celem artykutu jest oméwienie molekularnego podtoza autofagii
i roli tego procesu w terapii nowotwordw, co moze utatwié zrozumienie relacji autofagia-rak
i wskazad kierunek projektowania nowych lekéw o aktywnosci przeciwnowotworowe;.

autofagia - rak - terapia celowana

Summary

Autophagy, the process of degradation of unwanted or damaged cell elements, is extremely
important for a variety of human diseases, especially cancers. This process influences vario-
us stages of initiation and progression of cancer, which is caused by overlapping signaling
pathways of autophagy and carcinogenesis. However, due to the complexity of cancer as
a systemic disease, the fate of tumor cells is not determined by one signal pathway. Chronic
autophagy inhibition leads to tumor promotion, due to instability of the genome, defective
cell growth, also as a result of cellular stress. However, increased induction of autophagy may
be a mechanism for tumor cell survival in the state of hypoxia, acidosis, as well as under the
influence of chemotherapy. Therefore, in the context of cancer development, the process of
autophagy should be considered in two directions. Determination of the molecular mechani-
sms underlying the process of autophagy and its role in the carcinogenesis is a key element
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of the anticancer strategy. The main objective of modern oncology, which should eventually
lead to personalized therapy, is the possibility to predict the response of a particular type of
cancer to the used drug. Results of in vitro and in vivo studies show the magnitude of the
relationship between changes in the genome, and response to the therapy. This information
indicates the mechanism and thereby the target point of the drugs. In this review we focus
on the mechanism of autophagy and its role in cancer therapy, which can help to understand
the autophagy-cancer relationship and indicate the direction for the design of new drugs
with anticancer activity.
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AMPK - kinaza aktywowana 5’AMP (5’AMP-activated protein kinase), Atg — geny zwigzane z au-
tofagia (autophagy-related genes), BCR-ABL - kinaza tyrozynowa (BCR-ABL tyrosine kinase),
BECN1 - Beklina 1 (Beclin 1), BNIP3 - biatko z rodziny Bcl2 (BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting
protein 3), CCD - domena bekliny 1 centralna superhelisa (coiled coil domain), CMA - autofagia
zalezna od chaperonéw (chaperone-mediated autophagy), DAPK-1 - kinaza biatkowa zwigzana ze
Smiercia (death-associated protein kinase), DRAM - regulowany zniszczeniem modulator autofagii
(damage-regulated autophagy modulator), ECD - ewolucyjnie zachowana domena (evolutionarily
conserved domain), EGFR - receptor naskérkowego czynnika wzrostu (epidermal growth factor
receptor), ER - receptor estrogenowy (estrogen receptor), GABARAP - biatko typu A zwigzane
z receptorem kwasu gamma-aminomastowego (gamma-aminobutyric acid recepto-associated
domain), GATE-16 - biatko uczestniczace w transporcie biatek wewnatrz aparatu Golgiego o masie
16 kDa (Golgi-associated ATPase enhancer of 16 kDa), HDAC - deacetylaza histonowa (histo-
ne deacetylase), HER2 - ludzki receptor 2 epidermalnego czynnika wzrostu (human epidermal
growth factor receptor 2), IR - receptor insulinowy (insulin receptor), LAMP-2a - biatko zwigzane
z btong lizosomu (lysosomal-associated membrane protein-2a), LC3-II-PE — kompleks biatka LC3
I z fosfatydyloetanoloaming (light chain 3-Il - phosphatidilethanoloamin complex), MAP1-LC3
— lekki faricuch 3 biatka zwigzanego z mikrotubulami (microtubul associated protein light chain
3), mTOR - ssaczy cel dla rapamycyny (mammalian target of rapamycin), mTORC1 - kompleks 1
mTOR (mammalian target of rapamycin complex 1), mTORC2 - kompleks 2 mTOR (mammalian
target of rapamycin complex 2), NES - sygnat eksportu jadrowego (nuclear export signal), NSF
- biatko fuzji wrazliwe na N-etylmalimid (N-ethylmalimide sensitive fusion), PAS - struktury pre-
autofagosomalne (preautophagosomal structure), PDGFR - ptytkopochodny receptor czynnika
wzrostu (platelet-derived growth factor receptor), PDK - kinaza biatkowa zalezna od fosfatydylo-
inozytolu (phosphoinositide-dependent kinase), PI3K-IIl - kinaza fosfatydylo-3 inozytolu klasa 1l
(phosphoinositide 3-kinase class Ill), PIP3 - fosfatydyloinozytolotrifosforan (phosphatidylinositol
(3,4,5)-triphosphate), SNARE - biatko receptorowe (soluble NSF-attachment protein receptor),
SRC - kinaza tyrozynowa (Src tyrosine kinase), TKI - inhibitor kinazy tyrozynowej (tyrosine ki-
nase inhibitor), ULK1 - ortolog Atg1 (unc-51-like kinase 1), UVRAG - produkt genu zwigzanego
zopornoscia na promieniowanie ultrafioletowe (ultraviolet irradiation resistance-associated gene),
VEGF-A - czynnik A wzrostu $rédbtonka naczyniowego (vascular endothelial growth factor — A),
Vps34 - drozdzowy ortolog PI3K (vacuolar protein sorting 34).
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Wsrep

Termin autofagia pochodzi z jezyka greckiego, w ktérym
oznacza: auto (samo), phagy (zjadanie). Odnosi sie do bar-
dzo konserwatywnego, starego filogenetycznie procesu,
stuzacego degradacji uszkodzonych organelli, elemen-
téw cytoplazmy oraz biatek o dtugim okresie péttrwania.
Proces ten zachodzi z udziatem lizosoméw, a jego wyste-
powanie zaobserwowano w komérkach wszystkich orga-
nizméw eukariotycznych [39,44,73].

Celem autofagii jest utrzymywanie homeostazy
w komdrce, zapewniajgc réwnowage miedzy wytwarza-
niem a degradacja elementéw komérkowych. Jednak
proces ten moze réwniez doprowadzaé do catkowitej
destrukcji komérki. W zwigzku z tym autofagia jest okre-
$lana mianem programowanej $mierci komérki typu Il
[57]. Ten typ $mierci komérki charakteryzuje sie cze-
$ciowa kondensacja chromatyny, degradacjg elementéw
subkomérkowych, takich jak na przyktad: poliryboso-
moéw, retikulum endoplazmatycznego czy aparatu Gol-
giego. Jest to proces niezalezny od kaspaz, przebiegajacy
z podwyzszong aktywnoscia enzyméw lizosomanych. Za
regulacje autofagii odpowiedzialne sg geny atg (auto-
phagy-related genes), ktérych produktami sg biatka Atg,
zaangazowane w poszczegblne etapy autofagii. Do tej
pory w komérkach drozdzy zidentyfikowano 34 rézne
biatka nalezace do tej grupy (Atgl-Atg34), a w komdr-
kach wyzszych eukariontéw odpowiadajace im 34 orto-
logi [47,75].

Dowiedziono, ze autofagia bierze udzialt w procesach
fizjologicznych, takich jak na przyktad: biosynteza neu-
romelaniny, dojrzewanie erytrocytéw, a takze wewnatrz-
komérkowa biogeneza surfaktantu na powierzchni
pneumocytéw. Wykazano réwniez udziat autofagii
w regulacji dtugos$ci zycia organizméw. Przy wystepo-
waniu mutacji w genie Atg5, ktéry jest odpowiedzialny
za uruchomienie autofagii, dochodzi do §mierci mysich
noworodkéw zaraz po ich urodzeniu [45]. Rola autofagii
w procesach fizjologicznych to jednak przede wszystkim
utrzymanie homeostazy wewnatrz organizmu [27].

Za indukcje autofagii moga by¢ odpowiedzialne
rézne czynniki, m.in.: brak pozywienia, niedotlenie-
nie, cytokiny, hormony, uszkodzenie struktury DNA
[44]. Przewlekte zahamowanie autofagii doprowadza
do nowotworzenia, wskutek niestabilno$ci genomu,
wadliwego wzrostu komérek, réwniez w wyniku stresu
komdrkowego. Jednak zwiekszona indukcja autofagii
moze sie sta¢ mechanizmem pozwalajacym na przetrwa-
nie komérkom guza w stanie niedotlenienia, kwasicy
lub pod wptywem chemioterapii. Dlatego tez w rozwoju
nowotworu, proces autofagii nalezy rozpatrywaé dwu-
kierunkowo [38].

MECHANIZM AUTOFAGII

W ciggu wielu lat, wraz z rozwojem technik biologii
molekularnej, doszto do lepszego zrozumienia tak skom-

plikowanego procesu, jakim jest autofagia. Jako model
badawczy mechanizmu autofagii wykorzystano komérki
drozdzy Saccharomyces cerevisiae.

W procesie autofagii wyrézniamy: autofagie zalezng od
chaperonéw (chaperone-mediated autophagy, CMA),
autofagie swoista (m.in. lipofagie, mitofagie, peksofa-
gie, rybofagie) oraz mikroautofagie i makroautofagie
[50]. Klasyfikacje przeprowadzono na podstawie wiel-
kosci eliminowanych substratéw oraz skali ich degra-
dacji. Podczas CMA trawieniu ulegaja pojedyncze biatka
oraz peptydy, ktére znajdujg sie w cytoplazmie. W pro-
cesie mikroautofagii eliminacji ulegaja zwiazki rozpro-
szone w cytoplazmie, male organelle, fragmenty jadra
komdrkowego. Proces makroautofagii polega na degra-
dacji komplekséw biatkowych, biatkowo-lipidowych
znajdujacych sie w cytoplazmie, a takze organelli oraz
struktur bloniastych [47]. Makroautofagia charaktery-
zuje sie powstawaniem w cytoplazmie autofagosoméw,
bedacych strukturami o podwéjnej btonie, ktérej pocho-
dzenie nie jest w petni udowodnione, cho¢ sugeruje sie,
ze jej zrédltem moga by¢ blony retikulum endoplaz-
matycznego, aparatu Golgiego badz zewnetrzna btona
mitochondrium [71]. Zwyczajowo przyjeto sie nazy-
waé makroautofagie mianem autofagii [20,73]. Proces
ten mozna podzieli¢ na cztery etapy, w ktérych istotng
funkcje petnig biatka Atg [6,10] (ryc. 1). Ze wzgledu na
pelnione funkcje zostaty sklasyfikowane w sze$é grup.
Pierwsza grupa to kompleks kinazy ULK1 (ULK - mAtg13
- FIP200 - Atg101), ktérego najwazniejszg sktadowgq jest
mAtg13, bedacy nos$nikiem sygnatu do rozpoczecia auto-
fagii. Drugg grupe stanowi Atg9, biatko transportujace
sktadniki lipidowe niezbedne do budowy podwéjnej
blony izolujacej, czyli fagoforu. Trzecia tworzy kompleks
kinazy P13 klasy 111, sktadajacy sie z Vps34 - Bekliny 1 -
Vps15 - mAtgl4 i petnigcy role w formowaniu fagoforu.
Czwarta grupg jest kompleks PI3K - Atg2 - Atg18, ktd-
rego zadaniem jest recyrkulacja Atg9 w obrebie struk-
tur preautofagosomalnych (PAS), co jest niezbedne do
wydtuzania jeszcze niedojrzatej btony fagoforu. Piata
grupe reprezentuje kompleks Atgl2 - Atg5 - AtgleL,
bedgcy podstawa do tworzenia multimetréw wymaga-
nych do zakrzywienia btony tworzacego sie fagoforu.
Ostatnia grupg sa biatka Atg8, ktére przez potgczenie
z fosfatydyloetanoloaming (phosphatidiethanoloamine,
PE) prowadza do powstania autofagosomu [52,58,68].

Aktywacja procesu autofagii rozpoczyna sie od formo-
wania fagoforu oraz jego stopniowego rozszerzania,
w celu utworzenia autofagosomu. Za inicjacje tego etapu
jest odpowiedzialny kompleks, w sktad ktérego wchodza:
kinaza 3-fosfatydyloinozytolu klasy IIT (PI3K-III) (ortolog
drozdzowy-Vps34), Beklina 1 oraz kinaza serynowa p150.
W ten etap autofagii jest zaangazowane takze biatko bto-
nowe Atg9, znajdujgce sie w strukturze preautofago-
somalnej (PAS) oraz Atg2, z ktérym oddziatuje i dzieki
temu moze formowa¢ btone izolujaca [75].

Powstawanie autofagosomu zalezy od dwéch ubikwity-
nopodobnych komplekséw biatek: Atg12-Atg5 oraz LC3-
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Ryc. 1. Mechanizm procesu autofagii (wg [10]). Inicjacja procesu z udziatem kompleksu: kinaza 3-fosfatydyloinozytolu klasy Il (PI3K-IIl) (ortolog drozdzowy
—Vps34), Beklina 1 (BECN1) oraz kinaza serynowa p150. Powstawanie autofagosomu zalezy od tworzenia dwdch ubikwitynopodobnych komplekséw
biatek. Pierwszy kompleks wymaga obecnosci czterech biatek: Atg5, 7, 10, 12. Biatka Atg12 i Atg7 zostaja potaczone ze sobg nietrwale, nastepnie Atg12
przenoszone zostaje na Atg10, gdzie ulega sprzezeniu z Atg5 i powstaje kompleks Atg12-Atg5. W kolejnym etapie kompleks Atg12-Atg5 zostaje zwiazany
z biatkiem Atg16, nastepnie dochodzi do multimeryzacji i powstania tetrameru. Drugi kompleks niezbedny do powstania autofagosomu to LC3-II-PE.
Kompleks ten powstaje, gdy biatko LC3 znajdujace sie w cytosolu, w wyniku ciecia proteolitycznego przez Atg4 ulega przemianie do postaci L(3-1, nastepnie
w wyniku dziatania Atg7 i Atg3 oraz odwracalnego potaczenia L(3-1 z grupa aminowa fosfatydyloetanoloaminy (PE) przeksztatca sie w dojrzata posta¢
LG3-II, wbudowywang do btony izolujacej autofagosomu; Atg14 — biatko kompleksu PI13K, odpowiedzialne za swoiste wigzanie kompleksu do struktur
preatufagosomalnych (PAS); Atg17-Atg1-Atg13 — kompleks requlujacy autofagie przez oddziatywanie z mTOR; Bcl-2 — biatko z rodziny Bcl-2, inhibitor

autofagii; IR — receptor insulinowy; mTOR — ssaczy cel dla rapamycyny, negatywny regulator indukgji autofagii
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-II-fostatydyloetanoloamina (LC3-1I-PE). Kompleksy te
sa sprzezone ze soba i powstanie struktury autofago-
somu wymaga prawidtowego dziatania ich obu [10].

Pierwszy z komplekséw wymaga obecnosci czterech
biatek: Atg5, 7, 10, 12. Atgl2 jest biatkiem zbudowa-
nym z 186 aminokwaséw, w ktérym glicyna na C-koricu
zostaje aktywowana przez Atg7. Biatko to petni role
podobna do enzymu E1, zaangazowanego w ubikwityna-
cje. Biatka Atgl2 i Atg7 zostaja potgczone ze soba nie-
trwale, a nastepnie Atgl2 przenoszone zostaje na Atg10,
bedace odpowiednikiem enzymu ubikwitynujacego E2,
i sprzezone z Atg5. Rezultatem sprzegania jest powstanie
kompleksu Atg12-Atg5, w ktérym biatka sg potaczone za
pomocg wigzania izopeptydowego. Wigzanie to powstaje
przez potaczenie glicyny w C-koricowym odcinku Atg12
z lizyna 149 w Atg5 [75,77]. W nastepnym etapie kom-
pleks Atg12-Atg5 zostaje zwigzany z biatkiem Atglé,
dochodzi do multimeryzacji i powstania tetrameru,
ktéry jest niezbedny do rozpoczecia formowania autofa-
gosomu przez wydtuzenie btony izolujacej. We wszyst-
kich komérkach eukariotycznych, w tym w komdrkach
ssakéw czy drozdzy, powstanie kompleksu odbywa sie
w ten sam sposdb, jednak w pierwszym przypadku jego
masa wynosi 350 kDa, natomiast w komérkach ssakéw
kompleks ten jest nazywany Atgl6L, a jego masa wynosi
800 kDa [16,53]. Tylko niewielka cze$¢é kompleksu jest
zwiazana z blong, natomiast przewaznie jest umiejsco-
wiony w cytoplazmie. Gdy dochodzi do utworzenia doj-
rzatego autofagosomu, nastepuje dysocjacja kompleksu
Atgl6L, co sprawia, Ze nie moze on stanowi¢ markera
procesu autofagii [77].

Drugim ubikwitynopodobnym kompleksem, niezbed-
nym do powstania autofagosomu jest LC3-1I-PE. LC3,
taricuch lekki biatka zwigzanego z mikrotubulami, jest
ssaczym ortologiem drozdzowego biatka Atg8. Biatko
LC3, znajdujace sie w cytosolu, jest syntetyzowane jako
prekursor pro-LC3, ktéry w wyniku ciecia proteolitycz-
nego przez Atg4 ulega przemianie do postaci LC3-L
W nastepstwie dziatania Atg7 i Atg3, pelniacych funk-
cje enzymdéw ubikwitynopodobnych (odpowiednio E1
i E2) oraz odwracalnego potgczenia LC3-1 z grupg ami-
nowg fosfatydyloetanoloaminy (PE), powstaje dojrzata
postaé LC3-11 wbudowywana do btony izolujacej auto-
fagosomu. Obecnos$é LC3-1I-PE po obu stronach btony
autofagosomu jest niezbedna dla postepu procesu auto-
fagii [50,53,60,77]. Stezenie LC3-1I1, ktdre koreluje z liczba
powstajacych autofagosoméw, jest wiarygodnym marke-
rem procesu autofagii i mozna go zmierzy¢ za pomoca
techniki immunoblotingu [54].

Dotad odkryto jeszcze dwa ssacze ortologi drozdzowego
biatka Atg8, zaangazowane w proces rozwoju autofa-
gosomdw. Sa to: biatko typu A zwigzane z receptorem
kwasu gamma-aminomastowego (gamma-aminobu-
tyric acid recepto-associated domain, GABARAP) oraz
biatko uczestniczace w transporcie biatek wewnatrz apa-
ratu Golgiego o masie 16 kDa (Golgi-associated ATPase
enhancer of 16 kDa, GATE-16) [69].

Podczas dojrzewania autofagosom tgczy sie z lizosomem,
w rezultacie czego powstaje autofagolizosom. Do prawi-
dtowego przebiegu tego etapu autofagii niezbedna jest
obecno$¢ biatek: zwigzanych z btong lizosomu (LAMP-
-2a), monomerycznych GTPaz (Rab22 i Rab24), biatka
receptorowego SNARE (soluble NSF-attachment protein
receptor) oraz biatka fuzji NSF (N-ethylmaleimide-sen-
sitive fusion). W tym etapie wazng role odgrywajg takze
biatka cytoszkieletu [74].

Koricowym etapem autofagii jest degradacja elementéw
cytoplazmy oraz organelli komdérkowych. Na tym eta-
pie zawarto$¢ autofagolizosomu ulega trawieniu przez
enzymy lizosomalne. W rezultacie powstajg tzw. ciatka
resztkowe, za ich lize sg odpowiedzialne biatka Atgl5
i Atg22 [78].

REGULACIA PROCESU AUTOFAGII

Regulatorem autofagii jest kompleks biatek Beklina 1/
PI3K-III. Kompleks ten jest zaangazowany w formowanie
autofagosoméw, inicjacje procesu autofagii. Kompleks
Beklina 1/PI3K-III umiejscowiony jest w przestrzeni
trans aparatu Golgiego i dostarcza trifosforanu fosfaty-
dyloinozytolu z aparatu do bton izolujacych [51,62].

Powstawanie autofagosomu odbywa sie za po$rednic-
twem aktywacji kinazy 3-fosfatydyloinozytolu. U ssakéw
odkryto trzy kompleksy, w sktad ktérych wchodzi PI3K,
mianowicie: klasa I, IT i IIl. W procesie autofagii biora
udziat kompleksy klasy I1I11. Pierwszy z nich jest sktad-
nikiem blony komdrkowej i uczestniczy w szlaku trans-
dukcji sygnatu, prowadzac do aktywacji kinazy TOR.
Pelni role inhibitora autofagii, natomiast kompleks PI3K
klasy 111 jest aktywatorem tego procesu, bierze udziat
w proliferacji komérek oraz przemieszczaniu wewnatrz-
komdérkowych elementéw cytoszkieletu [11,47,73].
W komérkach drozdzy odpowiednikiem PI3K jest Vps34.
Biatko to tworzy dwa kompleksy: kompleks 1 sktadajacy
sie z: Vps34, Vps15, Atg6/Vps30, Atgl4 oraz kompleks 11
zawierajacy: Vps34, Vps15, Atg6/Vps30 i Vps38. Pierw-
szy z nich jest odpowiednikiem ssaczego kompleksu
klasy 111 [28]. Aktywacja PI3K-I zwieksza wytwarzanie
fosfatydyloinozytolotrifosforanu (PIP3), co doprowa-
dza do przemieszczania sie kinaz biatkowych zaleznych
od fosfatydyloinozytolu (PDK) oraz kinazy Akt do btony
komérkowej. Przez PDK 1 i 2 aktywowana zostaje kinaza
Akt, odpowiedzialna za fosforylacje kompleksu biatek
zaangazowanych w regulacje podziatéw komérkowych,
hamartyny i tuberyny. Hamuje w ten sposéb aktywnosé
tychze komplekséw, w zwigzku z czym jest gtéwnym
inhibitorem szlaku sygnalowego mTOR (mammalian
target of rapamycin) [28,56]. Zaobserwowano, ze cig-
gta aktywacja $ciezki sygnalizacyjnej PI3K jest odpowie-
dzialna za zwiekszone wytwarzanie bialek, proliferacje
komérek nowotworowych i hamowanie autofagii przez
mTOR [62].

Drugim elementem wchodzgcym w sktad kompleksu
aktywujacego proces autofagii jest Beklina 1 (ryc. 2). Jest
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to biatko o masie czasteczkowej 60 kDa, sktadajace sie
z okoto 450 aminokwaséw. Zidentyfikowano dotad trzy
domeny tego biatka: na N-koticu - domena BH-3-only
(114-123 aminokwasy), centralna super-helisa (CCD, ami-
nokwasy 144-269) oraz na C-koricu - ewolucyjnie zacho-
wana domena (ECD, aminokwasy 244-337). Elementem
struktury jest takze krétka sekwencja aminokwaséw
bogata w leucyne, tzw. sygnat eksportu jadrowego (nuc-
lear export signal, NES), odpowiedzialna za indukcje
autofagii w cytosolu. ECD jest niezbedna w posrednicze-
niu Bekliny 1 w programowanej §mierci komérki typu
Il oraz w zahamowaniu nowotworzenia przez to biatko.
Mutacje we fragmencie NES moga natomiast powodowaé
zaburzenia indukcji autofagii wywotywanej przez niedo-
bér sktadnikéw odzywczych [6,32,73].

Beklina 1 za po$rednictwem domeny BH-3 oddziatuje
z biatkiem antyapoptotycznym Bcl-2. Z domena CCD
wiazg sie produkty genu zwigzanego z opornoscig na
promieniowanie ultrafioletowe (UVRAG), bedace promo-
torem mechanizmu autofagii. PI3K-III oddziatuje nato-
miast z dwiema domenami: CCD i ECD [32,41]. Beklina 1
bierze udzial w rozwoju zarodka, reguluje dtugo$¢ zycia
komorki oraz decyduje o jej $miertelno$ci. Odnotowano
jej udziat w zapobieganiu chorobom neurodegeneracyj-
nym: chorobie Alzheimera, Huntingtona i Parkinsona.
Zaobserwowano obnizone stezenie Bekliny 1 u pacjen-
téw z nadmiernym odktadaniem patologicznych bia-
tek (amyloidu B, huntingtyny i biatka tau) w neuronach
oraz ich niewystarczajacg eliminacja. Beklina 1 wykazuje
réwniez dziatanie kardioprotekcyjne, indukujac autofa-
gie w czasie reperfuzji. Podczas niedokrwienia mie$nia
sercowego autofagia odgrywa role ochronng, ale udo-
wodniono, ze w przypadku mutacji w genie Beklina 1
dochodzi do ostabienia reperfuzji. Ponadto Beklina 1
uczestniczy w odpowiedzi immunologicznej, w razie
zakazeri wirusowych (kolokalizacja w jagdrowych cen-
trach replikacyjnych wirusa) i bakteryjnych (stymulacja
TLR) [15,48]. Odgrywa znaczacg role w supresji nowotwo-
réw, indukujac proces autofagii oraz zapobiegajac proli-
feracji komérek nowotworowych [40,41,66,67]. Beklina 1
oddziatuje z PI3K-III oraz p150, a takze z Ambral (acti-
vating molecule in beclin 1 regulated autophagy) oraz
z czynnikiem oddziatywujacym z Bax (Bif-1) (Bax-inter-
acting factor 1) [24].

W regulacje autofagii jest zaangazowane takze ssacze
biatko docelowe rapamycyny, mTOR. Jest to kinaza sery-
nowo-treoninowa, tworzaca w komdérkach ssakéw dwa
kompleksy biatkowe odpowiedzialne za regulacje proce-
séw komdrkowych. Pierwszy z nich mTORC1, sktada sie
zkinazy mTOR oraz biatek Raptor i mLST8/GbL. Kompleks
ten jest zaangazowany w kontrole transkrypcji, translacji
i autofagii, bedac jej negatywnym regulatorem. mTORC2
skfada sie z kinazy mTOR oraz biatek Rictor, mLST8/GbL
i jest odpowiedzialny za regulacje funkeji cytoszkieletu
komérki przez oddziatywanie m.in. z F-aktyng czy pak-
syling. mTORC1 charakteryzuje si¢ duza wrazliwoscig na
rapamycyne, bedaca swoistym inhibitorem mTOR, nato-
miast drugi z komplekséw, mTORC2, jest mniej wrazliwy

na rapamycyne [28,56]. Dziatanie rapamycyny polega
na defosforylacji Atgl (ULK1), wskutek czego nastepuje
zahamowanie aktywno$ci mTOR oraz aktywacja autofa-
gii. Aktywno$¢ mTORC1 zalezy od dostepnosci substancji
odzywczych [13].

Waznym regulatorem autofagii jest biatko p53, czynnik
transkrypcyjny petniacy funkcje supresora transforma-
cji nowotworowej. Jesli dochodzi do mutacji genu TP53
czesciej obserwuje sie wystepowanie nowotwordéw [65].
p53 wiazac sie do swoistych sekwencji DNA, reguluje eks-
presje gendéw biatek zaangazowanych w regulacje prze-
biegu cyklu komérkowego, metabolizm oraz indukcje
apoptozy. W ponad potowie przypadkéw ludzkich nowo-
tworéw obserwuje sie inaktywacje biatka p53 w wyniku
nadmiernej degradacji proteosomalnej, mutacji genu
lub wzmozonego wytwarzania jego inhibitoréw. Biatko
p53 bierze réwniez udziat w regulacji autofagii, a jego
rola w tym procesie zalezy od umiejscowienia biatka
w komérce. W indukgji autofagii jest zaangazowana frak-
cja jadrowa p53, co wiaze sie z jego funkcja regulatorowa
transkrypcji genéw kodujacych biatka AMPK, DAPK-1,
DRAM, biatka proapoptotyczne z rodziny Bcl2 (Bad, Bax,
BNIP3, PUMA) oraz sestryny [60]. DRAM w odpowiedzi
na dziatanie czynnikéw uszkadzajacych DNA, bierze
bezposredni udziat w indukcji autofagii niezaleznej od
kompleksu mTOR. Sestryna 1 i 2, indukowana w wyniku
uszkodzert DNA badz stresu oksydacyjnego, bierze udziat
w autofagii przez biatka AMPK [73]. Frakcja cytoplazma-
tyczna p53 przez aktywacje mTORC1, niezaleznie od
roli tego biatka jako czynnika transkrypcyjnego, powo-
duje zahamowanie autofagii. Potwierdzajg to badania
przeprowadzone przez Tasdemir i wsp. na komdrkach
raka jelita grubego z inaktywowanym p53 (HCT116),
charakteryzujacych sie podwyzszonym podstawowym
poziomem autofagii. W wyniku wprowadzenia genu
typu dzikiego biatka p53 i przywrdcenia syntezy p53,
poziom autofagii obnizyt sie. Regulacja autofagii z udzia-
tem biatka p53 moze zatem zachodzi¢ dwukierunkowo.
W warunkach fizjologicznych biatko to jest negatywnym
regulatorem tego procesu. Natomiast pod wptywem
dzialania czynnikéw onkogennych, dochodzi do akty-
wacji autofagii [23,56,65].

AUTOFAGIA A PROCES NOWOTWORZENIA

Informacje zawarte w dostepnym pi$miennictwie nie
okreslaja jednoznacznie roli autofagii w nowotworzeniu.
Jednak prace wielu autoréw przedstawiaja ten proces jako
mechanizm zapobiegajacy rozwojowi nowotworu [70].
Pierwsze polaczenie miedzy nowotworzeniem i autofa-
gia stanowi gen Beklina 1 (BECN1). Zmniejszong ekspresje
Bekliny 1 zaobserwowano w komdrkach raka piersi MCF7
w poréwnaniu z prawidtowymi komérkami gruczotu
piersiowego [37]. W modelu badawczym myszy mutacja
z monoalleliczna delecja BECN1 zwiekszyta czesto$¢ spon-
tanicznych nowotwordéw ztosliwych (biataczki, chtoniaki,
nowotwory watroby i ptuc) w poréwnaniu z ich typami
dzikimi. Ponadto zaobserwowano, ze delecja alleli Bekliny
1 indukuje letalno$¢ embrionéw. Wykazano, ze obni-
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Ryc. 2. Struktura Bekliny 1 (wg [7,15]); biatko Beklina 1 jest zbudowane

z trzech domen: na N-koricu — domena BH-3-only, centralna superhelisa
(CCD) oraz na C-koricu — ewolucyjnie zachowana domena (ECD). Elementem
struktury jest takze krétka sekwencja aminokwaséw bogata w leucyne, tzw.
sygnat eksportu jadrowego (NES)

zenie ekspresji tego genu jest powigzane z gorszg pro-
gnoza u pacjentéw z nowotworami zto$liwymi, a takze
ze skréceniem czasu catkowitego przezycia u pacjentéw
z rakiem jelita grubego i rakiem przetyku. Zwiekszona
ekspresja BECN1 zmniejsza zaréwno proliferacje komérek
nowotworowych, jak i potencjat nowotworzenia in vivo.
Dowiedziono réwniez, ze nadekspresja tego genu sprzyja
lepszemu rokowaniu u pacjentéw z glejakami o wyso-
kim stopniu ztosliwosci oraz u pacjentéw z nowotworami
watroby [33,36,63,78]. Z badani tych wynika, ze utrata
genu BECNI promuje proces nowotworzenia, natomiast
jego nadekspresja hamuje ten proces.

W komdérkach nowotworowych znaleziono réwniez
mutacje w innych genach zaangazowanych w proces
autofagii. Mutacje w genie UVRAG, kodujacym biatko
oddziatujace z Bekling 1, wystepowaty w komérkach
nowotwordw jelita grubego i zotadka [8]. Stwierdzono
réwniez czeste delecje genu MAP1-LC3 w rakach piersi,
jajnikdéw, stercza i watroby [42]. Wykazano, ze inak-
tywacja Atg4 zwieksza podatno$é myszy na rozwdj
fibrosarkomy [62]. Ponadto autofagia jest regulowana
negatywnie przez szlak PI3K-Akt-mTOR, ktérego wzrost
aktywno$ci jest czestym wynikiem mutacji obserwowa-
nych w komérkach nowotworowych. Dowiedziono réw-
niez, ze zahamowanie autofagii moze doprowadzi¢ do
zwiekszonego nowotworzenia przez nadmierng kumu-
lacja reaktywnych form tlenu [49].

Nalezy zwrdcié uwage, ze autofagia moze by¢ réwniez
odpowiedzialna za promocje nowotworzenia. Gtéwna
role odgrywa wéwczas brak sktadnikéw odzywczych
oraz hipoksja. Czynnik indukujacy autofagie w warun-

kach hipoksji, HIF-1a, jest odpowiedzialny za induk-
cje transkrypcji genu biatka BNIP3. Biatko to wigze sie
z biatkami antyapoptotycznymi Bcl-2, Bcl-X, ktére
oddziatuja z Bekling 1, regulujac autofagie. W wyniku
konkurencji BNIP3 o wigzanie z Bcl-2 i Bcl-XL, dochodzi
do ostabienia ich interakcji, a odtagczona Beklina 1 indu-
kuje autofagie [29].

W terapii przeciwnowotworowej autofagia moze dziataé
jak ,,obosieczny miecz” i stymulowaé wzrost komédrek
nowotworowych oraz ich przezycie w wyniku dziata-
nia chemioterapeutykéw [52]. Dlatego tez poszukuje
sie lekéw hamujacych ten proces. Obecnie jedng z sub-
stancji bedacg w fazie badan klinicznych w terapii prze-
ciwnowotworowej wykazujacg zdolno$¢ hamowania
autofagii jest chlorokina i jej analog, hydrochlorokina.
Punktem uchwytu dla tej grupy zwiazkéw jest lizosom,
w ktérym wykazujg aktywno$é przez zahamowanie
degradacji biatek w obrebie autofagolizosomu [36].

Ponadto autofagia moze promowaé nowotworzenie przez
modulacje metastazy komdrek nowotworowych [42].

Wykazano, ze autofagia hamuje rozwdj procesu nowo-
tworzenia, zwlaszcza we wczesnej fazie inicjacji,
natomiast zahamowanie autofagii przez hamowanie
ekspresji okreslonych genéw (np. Bekliny 1) moze pro-
mowaé rozwéj nowotworu. Ponadto ostatnie badania
wskazuja na indukcje autofagii w komérkach nowotwo-
rowych w wyniku stosowania chemioterapii i radiotera-
pii [62,76]. W przypadku mutacji genéw promotorowych,
proces ten moze rekompensowaé deficyt apoptozy,
co jest korzystne w leczeniu chorych na nowotwory.
Autofagia moze odgrywaé gtéwna role w terapii prze-
ciwnowotworowej przez usuwanie uszkodzonych, zawie-
rajacych mutacje komdrek oraz ograniczanie wielko$ci
guza [72].

Zatrzymanie rozwoju procesu nowotworowego przez
indukcje §mierci komérek nowotworowych jest naj-
istotniejszym celem z punktu widzenia chemioterapii,
a réznorodno$é czynnikéw regulujacych programo-
wang $mieré komérki wzbudza duze zainteresowanie
wéréd onkologéw [14]. Gtéwnym celem nowoczesnej
onkologii, ktéry ostatecznie powinien doprowadzié
do powstania spersonalizowanego leczenia pacjentéw,
jest mozliwo$¢ przewidywania odpowiedzi konkret-
nego typu nowotworu na zastosowany lek. Przepro-
wadzone na szeroka skale badania w kierunku oceny
wplywu zwigzkéw o wysokim potencjale przeciwno-
wotworowym na panel genetycznie réznorodnych
linii komérek nowotworowych, przedstawiaja ogrom
relacji zachodzgcych miedzy zmianami w genomie,
a odpowiedzig na zastosowang terapie [9,55]. Infor-
macje te wskazuja na mechanizm i tym samym punkt
docelowego dziatania lekédw. Obecnie poszukuje sie
coraz skuteczniejszych zwigzkdw, dziatajacych selek-
tywnie na komdérki nowotworowe i niewptywajacych
na komérki prawidtowe organizmu. Wykorzystanie
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Tabela 1. Wykaz stosowanych obecnie lekdw w terapii przeciwnowotworowej wraz z punktem uchwytu Sciezki sygnatowej autofagii

INDUKTORY AUTOFAGII

LEK PUNKT UCHWYTU TYP NOWOTWORU
rapamycyna i rapalogi rak okreznicy [18], rak piersi, biataczki, czerniak [12]
Inhibitory mTOR termsirolimus mTOR rak nerki 3]
sunitinib rak rdzeniasty tarczycy [43]
everolimus rak nerki, chtoniak z komérek ptaszcza [61]
Inhibitory deacetylazy ) , T e
histonowej (HDAC) vorinostat HDAC skérny chtoniak T-komdrkowy, badania kliniczne — glejak [17]
panobinostat rak watroby [35]
ramidepsin skérny chtoniak T-komérkowy [22]
- . szpiczak mnogi, chtoniak z komérek ptaszcza [79], chtoniak rozlany
Inhibitory proteosomu bortezomib proteosom 2 duzych komerek B [26]
NPI-0052 biataczki, szpiczak mnogi [26]
Inhibitory kinazy N BCR-ABL, TIK, ) . -
tyrozynowej imatinib PDGER przewlekfa biataczka szpikowa [80], glejaki
dasatinib BCR-ABL, SRC przewlekfa biataczka szpikowa [34]
TKl inhibitor
sorafenib kinazy rak nerki, watroby [17]
tyrozynowej
lapatinib EGFR, HER2 rak piersi [81]
Antagonisci receptora tamoksyfen, iR rak piersi 31]
estrogenowego 4-dehydroksytamoksyfen P
Przeciwciata rituksymab (D20 chtoniak z komérek ptaszcza [1]
panitumumab EGFR przerzutujacy rak okreznicy [19]
cetuksymab EGFR rak okreznicy, szyi i gtowy [59]
trastuzumab HER2 rak piersi [25]
$rodki alkilujace temozolomid DNA glejak [30]
BH3-mimetyki obatoclax Bdl-2 rak piersi [64]
Tréjtlenek arsenu BNIP3 glejak [36]
Biguanidy metformina BECN1/mTOR czerniak [4]
INHIBITORY AUTOFAGII
przeciwciata bevacizumab VEGF-A rak watroby [21]
Aminokwinoliny Lys05 lizosom badania kliniczne [2]
chlorokina lizosom, p53 malaria, w fazie badan klinicznych w terapii przeciwnowotworowej [36]
) lizosom, reumatoidalne zapalenie stawdw, malaria, w fazie badan klinicznych
hydroksychlorokina . L .
topoizomeraza w terapii przeciwnowotworowej [46]

BECNT — Beklina 1; Bcl-2 — biatko z rodziny Bcl-2; BCR-ABL — kinaza tyrozynowa; BNIP3 — biatko z rodziny Bcl-2; EGFR — receptor naskdrkowego czynnika wzrostu;
ER — receptor estrogenowy; HDAC — deacetylaza histonowa; HER2 — receptor naskdrkowego czynnika wzrostu 2; mTOR — ssaczy cel dla rapamycyny; PDGFR —
ptytkopochodny receptor czynnika wzrostu; Src — kinaza tyrozynowa; TIK — inhibitor kinazy tyrozynowej; VEGF-A — czynnik A wzrostu $rédbtonka naczyniowego.
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w terapii choréb nowotworowych $ciezek sygnato-
wych zaangazowanych w proces autofagii przedsta-
wiono w tabeli 1.

PobsumowaNIE

Okreslenie molekularnych mechanizméw lezacych u pod-
staw procesu autofagii i jej roli w nowotworzeniu jest naj-
wazniejszym elementem strategii przeciwnowotworowej.
Zbadanie tych mechanizméw jest istotne dla zrozumienia
jak gtéwne modulatory $ciezki autofagii wplywaja na inicja-
cje i progresje tego procesu, a ponadto podkreslaja znacze-
nie celowania w $ciezke sygnatowa autofagii. Podkre$lenia
wymaga ponownie podwdjna rola autofagii w przezyciu

PismieNNICTWO

badz $mierci komérki nowotworowej. Jak wykazaty wyniki
badan prowadzonych w miedzynarodowych o$rodkach
badawczych, zahamowanie autofagii moze wzmocnié efek-
tywno$¢ dziatania stosowanych obecnie lekéw przeciw-
nowotworowych w indukowanej chemioterapia aktywacji
$ciezek sygnatowych autofagii. Jednak promowanie auto-
fagii moze indukowaé $mier¢, a wiec eliminacje komdérki
nowotworowej i ograniczenie wielkosci guza. Dlatego
tez obie strategie majg ogromne znaczenie dla toczacych
sie badan klinicznych i moga dostarczy¢ warto$ciowych
informacji dotyczacych tego, czy i jak celowanie w $ciezke
sygnatowg autofagii ma znaczenie w leczeniu chorych na
nowotwory, réwniez w zalezno$ci od typu nowotworu i
stopnia jego zaawansowania.
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