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STRESZCZENIE

ostatnich latach coraz wieksza uwage w onkologii zwraca sie na procesy komérkowe

modulujace przebieg nowotworéw, w tym na autofagie. Wspolczesne badania wska-
zuja dwoista role autofagii w patogenezie raka jelita grubego - w poczatkowej fazie nowo-
tworzenia pelni funkcje protekcyjna, eliminujac uszkodzone organele i biatka, natomiast w
pozniejszych stadiach wspiera przezycie komérek nowotworowych. Regulacja autofagii od-
bywa sie glownie poprzez szlaki PI3K/Akt/mTOR, AMPK/mTOR oraz kompleks Beclin-1/
PI3K. Istotne znaczenie diagnostyczne i prognostyczne pelnia takze biatka autofagiczne, ta-
kie jak LC3, p62/SQSTM1 i Beclin-1. Ze wzgledu na wplyw autofagii na skuteczno$é chemio-
terapii i terapii celowanych, coraz wigksze zainteresowanie budzi mozliwos¢ jej farmakolo-
gicznej modulacji. Szczegoblnie obiecujace s naturalne zwiazki, takie jak polifenole, ktore
wplywaja wielokierunkowo na ten proces. Celem niniejszej pracy jest kompleksowa analiza
molekularnych mechanizméw regulujacych autofagie oraz jej znaczenia jako potencjalnego
celu terapeutycznego w raku jelita grubego.

WSTEP

Rak jelita grubego (RJG) to jedno z najpowazniejszych wyzwarn wspotcze-
snej onkologii. Wedtug bazy danych GLOBOCAN, RJG jest trzecim najczesciej
diagnozowanym nowotworem u mezczyzn (10,4% nowo-rozpoznanych przy-
padkéw zachorowarn) oraz trzecia najczestsza przyczyna zgonéw z powodu no-
wotworéw w tej grupie (§miertelnos¢ 9,2%). Z kolei u kobiet jest takze trzecim
najczesciej diagnozowanym nowotworem (8,9% nowo-rozpoznanych przypad-
kow zachorowan) ) oraz trzecig najczestsza przyczyna zgonéw z powodu nowo-
twordéw (Smiertelnosc 9,4%) [1].

RJG jest powszechnie uwazany za chorobe cywilizacyjna ze wzgledu na silny
zwiazek z czynnikami odnoszacymi sie do stylu Zycia oraz czynnikami $rodo-
wiskowymi typowymi dla krajéw wysoko rozwinietych [2]. Szczegodlnie istotne
sq: otylos¢, palenie tytoniu, spozywanie alkoholu oraz wysoko przetworzonej
zywnosci [3]. Czynniki te, tak charakterystyczne dla obecnego spoleczenistwa,
stanowia istotny problem zdrowia publicznego na skale globalna. Rosnaca wie-
dza biomedyczna uwidacznia potrzebe gltebszego zrozumienia mechanizmoéw
molekularnych rozwoju RJG, co umozliwi opracowanie skuteczniejszych terapii.

Jednym z proceséw wewnatrzkomérkowych wzbudzajacych coraz wigksze
zainteresowanie naukowcow jest autofagia, czyli mechanizm degradacji i recy-
klingu, ktéry odgrywa istotna role w utrzymaniu homeostazy komoérek. W kon-
tekscie RJG jej znaczenie jest niejednoznaczne. Moze zaré6wno hamowac rozwéj
nowotworu jak i sprzyjac jego progresji, szczegélnie w pézZniejszych stadiach.
Jednak doktadne mechanizmy regulujace autofagie w RJG wcigz wymagaja wy-
jasnienia.

Obecne metody leczenia RJG, pomimo rozwoju, ktéry zostal w tym zakresie
dokonany, sa nadal ograniczone, dlatego kluczowe jest poszukiwanie nowych
celéow terapeutycznych. Pozwoli to na poprawe kompleksowej opieki nad pa-
cjentami.

Na tej podstawie sformutowano nastepujaca hipoteze badawcza: Autofagia
w RJG pelni dwoista role - we wczesnych stadiach nowotworu dziala protek-
cyjnie, ograniczajac rozw6j choroby poprzez eliminacje uszkodzonych struktur
komérkowych, natomiast w pdzniejszych etapach wspiera przezycie komorek
nowotworowych, umozliwiajac im adaptacje do niekorzystnych warunkéw
mikrosrodowiska, co sprzyja progresji i opornosci na leczenie. Analiza ta moze
przyczynic sie do opracowania innowacyjnych strategii terapeutycznych.
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Rycina 1. Schematyczny przeglad etapow i czynnikéw modulujgcych mikro-, makro- oraz zalezna od chaperonéw autofagie. Mikroautofagia polega na bezposrednim
wpuklaniu blony lizosomalnej i przeniesieniu sktadnikéw cytoplazmatycznych do wnetrza lizosomu. W makroautofagii proces inicjowany jest przez kompleks ULK1
(aktywowany przez AMPK i hamowany przez mTORC1). Dochodzi do formowania fagoforu i dojrzewania autofagosomu z udziatem biatek Atg. Nastepnie autofagoso-
my lacza sie z lizosomami w celu degradacji ich zawartosci. W autofagii zaleznej od chaperonow selektywne biatka z motywem KFERQ sa rozpoznawane przez Hsc70 i
translokowane do lizosomu przez LAMP-2A, przy udziale lizosomalnego Hsc70 (lys-Hsc70).

ZNACZENIE AUTOFAGIIW R]JG 1
JE] CHARAKTERYSTYKA

W warunkach fizjologicznych, autofagia pelni funkcje
supresorowa, czyli ochronna. Polega na transporcie makro-
czasteczek i organelli z cytoplazmy do lizosomu, gdzie ule-
gaja one degradacji i moga zosta¢ ponownie wykorzystane.
Proces ten dostarcza komérce dodatkowej energii, szczegol-
nie w warunkach stresu oksydacyjnego, infekcji lub niedo-
boru substancji odzywczych [4]. Autofagia stanowi zatem
rodzaj bariery dla progresji nowotworu, zapobiegajac aku-
mulacji uszkodzonych organelli i nieprawidtowych biatek,
co chroni komoérki przed inicjacjg procesu nowotworowego.

Zaleznos¢ miedzy autofagia a funkcjonowaniem jelit jest
zlozona, poniewaz proces ten odgrywa kluczowa role w r6z-
nych aspektach ich fizjologii - wspiera integralno$¢ nablon-
ka, reguluje procesy metaboliczne, kontroluje szlaki zapalne
oraz uczestniczy w mechanizmach obronnych organizmu [5].

Autofagia odgrywa réwniez istotna role w patogenezie
RJG, przy czym jej znaczenie jest dynamiczne i zalezne od
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stadium choroby. W poczatkowej fazie kancerogenezy dzia-
ta supresorowo, przeciwdziatajgc niestabilnosci genomowej
i transformacji nowotworowej. Natomiast w zaawansowa-
nym stadium nowotworu, autofagia moze zosta¢ wykorzy-
stana przez komoérki nowotworowe do adaptacji do nie-
korzystnych warunkéw mikrosrodowiskowych, takich jak
niedotlenienie czy niedobér skladnikéw odzywczych. W
takich warunkach autofagia sprzyja przetrwaniu komoérek
nowotworowych, co moze prowadzi¢ do przyspieszenia
wzrostu guza oraz zwiekszonej opornosci na leczenie prze-
ciwnowotworowe, w tym chemioterapie [6]. Zmienione
komérki inicjuja wtedy proces autofagii jako odpowiedz na
stres komoérkowy badz zwiekszone zapotrzebowanie ener-
getyczne, wynikajace z ich intensywnej proliferacji.

W zaleznosci od mechanizmu dostarczania materiatu do
lizosomu, wyréznia sie trzy gtéwne typy autofagii: mikro-
autofagie, makroautofagie oraz autofagie zalezna od biatek
opiekuriczych (CMA, ang. chaperone-mediated autophagy)
(Ryc. 1). Kazda z tych form moze modulowaé dynamike
proceséw nowotworowych, wplywajac na przebieg i pro-
gresje choroby [4].
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Mikroautofagia odnosi sie do bezposredniego przeno-
szenia materialu przeznaczonego do degradacji do wnetrza
lizosoméw za sprawa deformacji blony lizosomalnej (wpu-
klenie lub paczkowanie), czyli bez udzialu autofagosomu
[7,8].

Makroautofagia jest najpowszechniejsza forma autofagii
[7,8]. Polega na otaczaniu uszkodzonych sktadnikéw cyto-
plazmy dwuwarstwowa biong, co prowadzi do powstania
de novo pecherzykéw cytozolowych zwanych autofago-
somami. Struktury te sg zdolne do sekwestracji materialu
przeznaczonego do degradacji, a nastepnie facza sie z lizo-
somami celem degradacji przy udziale hydrolaz lizosomal-
nych [7,8].

Na poczatkowym etapie dochodzi do utworzenia fago-
foru - struktury inicjujacej proces. Jego formowanie jest ak-
tywowane przez kompleks bialek inicjujacych autofagie, w
skiad ktérego wchodzg kinazy ULK1 (ang. Unc-51-like kina-
se 1) 1 ULK2 (ang. Unc-51-like kinase 2), bedace homologami
kinazy UNC-51 [8]. Istotng role odgrywaja réwniez biatka
zwigzane z autofagia (Atg, ang. autophagy related genes), w
szczegoblnosci Atg9 - integralne biatko blonowe, odpowie-
dzialne za transport skladnikéw lipidowych niezbednych
do budowy blony autofagosomu. Atg9, przemieszczajac sie
miedzy aparatem Golgiego, p6Znymi endosomami i innymi
strukturami blonowymi, dostarcza fosfolipidy niezbedne
do rozwoju autofagosomu [4].

W kolejnym etapie nastepuje elongacja fagoforu, ktéry
przybiera ksztalt zamknietego pecherzyka - autofagoso-
mu - otaczajacego fragmenty cytoplazmy lub uszkodzone
organella [8]. Proces ten jest wspomagany przez kompleks
Atgl2-Atgb-AtgloL, ktéry odpowiada za zakrzywienie fa-
goforu, a takze przez kompleks kinazy 3-fosfatydyloinozy-
tolu klasy III (PI3K-III), biatko Beclin-1, VPS34 - katalitycz-
na podjednostke PI3K klasy III [7]. W elongacji uczestnicza
rowniez inne bialka zwigzane z autofagia, takie jak: Atg3,
Atg4, Atg7 oraz bialko taricucha lekkiego zwiazanego z mi-
krotubulami (LC3) nalezace do rodziny Atg8 [4,7].

Po utworzeniu autofagosomu, dochodzi do modyfikacji
biatka LC3, ktére zostaje odciete od blony przez proteaze
Atg4 [9], tworzac forme LC3-I. Nastepnie LC3-1 wigze sie z
fosfatydyloetanoloaming (PE) przy udziale Atg3 i Atg4 oraz
kompleksu Atg-12-Atg5-AtgloL, tworzac aktywna forme
LC3-II [9]. Bialko LC3-II uczestniczy w selekcji materiatu
przeznaczonego do degradacji, faczac sie z biatkiem p62/
SQSTM1 (ang. sequestrosome 1), ktére rozpoznaje agregaty
biatkowe i kieruje je do rozktadu [4].

Nastepnie dochodzi do polaczenia si¢ autofagosomu z li-
zosomem tworzac autofagolizosom. Ostatecznie, zawartosé
autofagolizosomu jest degradowana, a produkty rozkladu
transportowane sa z powrotem do cytoplazmy w celu ich
ponownego wykorzystania przez komorke [8].

Z kolei CMA jest specyficznym mechanizmem degra-
dacji, ktéry wykorzystuje biatka opiekuricze (chaperony)
do selektywnego rozpoznawania i translokowania okreslo-
nych bialek przez btone lizosomalng. Proces ten rozpoczy-
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na sie od identyfikacji przez biatko szoku cieplnego HSC70
substratéw zawierajacych specyficzng sekwencje pentapep-
tydowa KFERQ [9]. Po rozpoznaniu, kompleks biatko-cha-
peron wiaze sie z receptorem blony lizosomalnej (LAMP-
-2A), co inicjuje translokacje biatka do wnetrza lizosomu,
gdzie ulega ono degradacji enzymatycznej [9,10].

Szybkos¢ i skutecznos¢ CMA jest regulowana przez
poziom LAMP-2A w blonie lizosomu. Ponadto, zaréwno
HSC70, jak i LAMP-2A sa zaangazowane w selektywna
autofagie, w ktoérej chaperony kieruja ubikwitynowane or-
ganella i kompleksy biatkowe do degradacji, nie tylko w
ramach CMA, lecz réwniez przez mechanizmy makroauto-
fagii [8].

MOLEKULARNE MECHANIZMY
AUTOFAGII W KOMORKACH RJG

W komorkach nowotworowych zaburzenia w szlakach
sygnalizacyjnych moga prowadzi¢ do nieprawidlowej regu-
lacji autofagii. Moze to sprzyja¢ wzrostowi i rozprzestrze-
nianiu sie nowotworu.

SZLAK PI3K/AKT/MTOR - JAKO
GLOWNY INHIBITOR AUTOFAGII

Szlak sygnalowy PI3K/Akt/mTOR jest kluczowym re-
gulatorem wzrostu, przezycia i proliferacji komoérek [11].
Jego aktywacja hamuje autofagie, co moze prowadzi¢ do
niekontrolowanego rozrostu komoérek nowotworowych.
Niezwykle istotna jest tu funkcja wewnatrzkomoérkowego
PI3K [12]. Kolejnym regulatorem jest ssaczy cel rapamycy-
ny (mTOR), ktéry tworzy dwa kompleksy: mTORC1 - ha-
mujacy autofagie oraz mTORC2, o mniej poznanej funkcji
[13].

Aktywacja szlaku PI3K/Akt/mTOR rozpoczyna sie od
sygnaléw z receptorow takich jak: receptor ludzkiego na-
skérkowego czynnika wzrostu (HER2), insulinopodobny
czynnik wzrostu (IGF), receptor epidermalnego czynnika
wzrostu (EGFR) oraz receptor czynnika wzrostu fibrobla-
stow (FGFR) [11]. Receptory te nie wigza bezposrednio
PI3K, ale moga inicjowac ten szlak posrednio przez fosfo-
rylacje receptorowych kinaz tyrozynowych (RTK) lub przez
sygnalizacje za posrednictwem receptoréw sprzezonych z
biatkiem G (GPCR) [14].

Proces ten moze zosta¢ zahamowany przez homolog
fosfatazy i tensyny (PTEN) czyli inhibitor PI3K, ktéry usu-
wajac grupy fosforanowe z fosfatydyloinozytolotrifosfora-
nu (PIP3) zapobiega dalszej aktywacji szlaku PI3K/Akt/
mTOR. Jesli jednak PTEN utraci swoja funkcje, wéwczas
PI3K-I ciagle aktywowany zwieksza produkcje PIP3, co
prowadzi do aktywacji kinazy Akt przez kinaze bialkowa
zalezng od 3-fosfoinozytolu 1 oraz 2 (PDK1 i PDK2). Akt
nastepnie aktywuje szlak mTORC1, ktéry hamuje autofagie
przez inaktywacje kompleksu ULK1/2 [11,12].

Szlak PI3K/Akt/mTOR jest czesto nadaktywny w ko-
morkach nowotworowych, co hamuje autofagie i wspiera
ich przezycie (Ryc. 2A). Dlatego naukowcy skupiaja sie na
poszukiwaniu skutecznych inhibitoréw PI3K oraz mTOR
[14-16] jako potencjalnych strategii terapeutycznych. Przy-
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Rycina 2. Najwazniejsze szlaki sygnalowe zaangazowane w proces autofagii: PI3K/Akt/mTOR jako inhibitor autofagii (A), AMPK/mTOR jako aktywator autofagii (B)

oraz Beclin-1/PI3K-III w inicjacji autofagii (C).

kladem moze by¢ wyzej wspomniany PTEN - gen, ktérego
mutacje sa czesto obserwowane w nowotworach, prowa-
dzac do nadmiernej aktywacji szlaku PI3K/Akt/mTOR
[11]. Innym inhibitorem tego szlaku jest pochodna 4-amino-
chinazoliny (ZDQ-0620), wykazujaca potencjal w hamowa-
niu proliferacji, migracji oraz inwazji komérek nowotwo-
rowych jelita. Dodatkowo zwiazek ten indukuje apoptoze
wplywajac na zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie
GO0/G1 [17]. Réwniez rapamycyna, inhibitor kinazy mTOR
jest intensywnie badana jako mozliwa opcja terapeutyczna
w leczeniu RJG [14,18].

SZLAK AMPK/MTOR - JAKO AKTYWATOR AUTOFAGII

Szlak AMPK/mTOR reguluje autofagie w sposob prze-
ciwstawny do PI3K/Akt/mTOR. Podczas gdy aktywacja
mTOR hamuje autofagie, kinaza biatkowa aktywowana
adenozynomonofosforanem (AMPK) dziala jako jej akty-
wator. Zaburzenia w réwnowadze miedzy aktywnoscia
AMPK a mTOR leza u podstaw wielu schorzen, takich jak
choroby zapalne jelit, nowotwory, choroby sercowo-naczy-
niowe, neurodegeneracyjne, otylosc czy cukrzyca [19].

AMPK moze aktywowac autofagie na dwa sposoby. Bez-
posrednio przez fosforylacje i aktywacje kompleksu ULK1,
ktory inicjuje autofagie. Posrednio za$ przez hamowanie
mTORCI, ktéry w normalnych warunkach blokuje aktyw-
noé¢ ULK1 i caly proces autofagii (Ryc. 2B) [20].
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W warunkach sytosci, przy wysokim poziomie ATP, ak-
tywowany zostaje szlak PI3K/ Akt, co prowadzi do aktywa-
¢ji mTORC1 hamujacego autofagie. Dzieje sie tak przez fos-
forylacje kinazy ULK1 w pozycji seryny 757, co blokuje jej
interakcje z AMPK i uniemozliwia tworzenie fagoforu [21].

W sytuacjach niedoboru energii (niskie stezenie ATP) lub
stresu metabolicznego, aktywacja AMPK prowadzi do za-
hamowania mTORC1 [22]. Jednoczesnie AMPK fosforyluje
kinaze ULK1 w pozydji seryny 317 i 777, co aktywuje ten
kompleks i inicjuje autofagie przez rekrutacje biatek Atg do
miejsca tworzenia fagoforu [21]. Warto doda¢, Ze najnow-
sze badania sugeruja, iz w pewnych warunkach AMPK
moze nawet wzmacnia¢ dzialanie hamujace ULK1 przez
mTORCI, co wskazuje na ztozong regulacje autofagii [20].

Dysregulacja szlaku AMPK/mTOR wynikajaca z zabu-
rzeni miedzy procesami katabolicznymi a anabolicznymi
moze prowadzi¢ do licznych nieprawidiowosci moleku-
larnych. W komorkach nowotworowych hiperaktywny
mTORCI uposledza usuwanie uszkodzonych organelli, co
skutkuje akumulacja reaktywnych form tlenu (ROS) i uszko-
dzenn DNA [21]. Z kolei diugotrwata aktywacja AMPK, np.
w warunkach hipoksji, moze wspiera¢ przezycie komoérek
nowotworowych poprzez hamowanie mTORCI [23].

W zwiazku z tym, badania koncentruja si¢ na modula-

¢ji kluczowych dla tego szlaku elementéw. Obiecujacymi
przykladami moga by¢ ewerolimus - inhibitor mTORC1
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stosowany w raku piersi i nerek [4], metformina - lek prze-
ciwcukrzycowy, ktéry aktywuje AMPK i posrednio hamuje
mTORCI indukujac autofagie zalezna od ULK1 [19,23], czy
rapamycyna - bezposredni inhibitor mTORC1, badany tak-
ze w kontekscie RJG [19].

KOMPLEKS BECLIN-1/PI3K-III - KLUCZ
DO INICJAC]JT AUTOFAGII

Istotnym elementem molekularnej regulacji autofagii
jest kompleks Beclin-1/PI3K-III (Ryc. 2C). Kompleks ten
odpowiada za transport blonowy oraz formowanie autofa-
gosomu, a wiec za bardzo wczesny etap tego procesu [24].
Beclin-1 to biatko wielofunkcyjne, ktérego zaré6wno nade-
kspresja jak i niedobér moze prowadzi¢ do niekorzystnego
rokowania w przypadku RJG [25].

Beclin-1 oddzialuje z r6znymi biatkami regulatorowymi
- m.in. z antyapoptotycznymi Bcl-2 i Bcl-XL, ktére hamuja
autofagie przez wiazanie si¢ z domena BH3 Beclin-1. Na-
tomiast biatka proapoptoptyczne, moga zaklécaé to wigza-
nie, prowadzac do uwolnienia Bcl-2 i aktywacji autofagii
[24]. Ponadto, dysocjacje kompleksu Beclin-1/Bcl-2 moze
promowac biatko HMGBI1 (ang. High-Mobility Group Box 1)
poprzez aktywacje szlaku ERK/AMPK. Skutkiem tego jest
wlasnie powstanie kompleksu Beclin-1/PI3K-III i zapoczat-
kowanie autofagii [26].

Badania przeprowadzone przez Yanga i wspotpracowni-
kow potwierdzily, ze w RJG aktywnos¢ Beclin-1 jest scisle
zwigzana z interakcja z bialkiem Bcl-2. Badacze udowodni-
li, ze zwiazek spiroindolina 6d moze ostabia¢ te interakcje,
uwalniajac Beclin-1 i aktywujac autofagie w odpowiedzi
na stres komérkowy. Dodatkowo, zwigzek ten indukuje
apoptoze poprzez aktywacje kaspazy-3 [27]. Inne badania
wykazaly, ze zastosowanie antrachinonu w polaczeniu z
oksaliplatyng (OXA) powoduje zahamowanie szlaku PI3K/
Akt/mTOR. Objawia sie to obnizeniem ekspres;ji PI3K, fos-
forylowanego Akt oraz mTOR, a takze wzrostem ekspresji
markeréw autofagii, takich jak LC3B i Beclin-1, co wskazuje
na aktywacje procesu autofagii [13].

W zaleznoéci od warunkéw panujacych w komorce,
Beclin-1 moze dziata¢ jako przelacznik miedzy autofagiq a
apoptoza [28]. Po utworzeniu kompleksu z VPS34 - glow-
nym enzymem kompleksu PI3K-III - Beclin-1 inicjuje synte-
ze fosforanu 3-fosfatydyloinozytolu (PI3P), ktéry rekrutuje
biatka Atg do miejsca formowania fagoforu, umozliwiajac
prawidtowy przebieg autofagii [28,29].

Aktywacja kompleksu Beclin-1/PI3K-III jest kontrolo-
wana przez kluczowe szlaki sygnalowe, takie jak mTOR i
AMPK. W warunkach odpowiedniej dostepnosci do skfad-
nikéw odzywczych, aktywowany mTOR hamuje autofagie
przez fosforylacje ULK1, co obniza aktywnos¢ Beclin-1. Z
kolei w warunkach stresu komoérkowego lub niedoboru
energii aktywowany AMPK promuje proces autofagii przez
zwigkszeniepoziomu Beclin-1 i aktywacje kompleksu Bec-
lin-1/VPS34 [29].

Beclin-1 wptywa réwniez na regulacje ferroptozy, czyli
forme $mierci komoérkowej zaleznej od metabolizmu zelaza
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i peroksydagji lipidéw [29]. Co wiecej, wysoki poziom Bec-
lin-1 moze zwieksza¢ opornos¢ komérek nowotworowych
na chemioterapie, gdyz autofagia dziata woéwczas jako me-
chanizm ochronny. Z tego wzgledu modulacja aktywnosci
Beclin-1 stanowi potencjalng strategia terapeutyczng - za-
réwno w kierunku aktywagji jak i hamowania autofagii, w
zaleznosci od kontekstu biologicznego [29].

MARKERY AUTOFAGII I ICH
ZNACZENIE DIAGNOSTYCZNE

Monitorowanie i diagnozowanie autofagii wymaga ana-
lizy specyficznych markeréw biatkowych, ktére odzwiercie-
dlaja aktywnos¢ szlakéw sygnatowych oraz dynamike tego
procesu w komoérkach. W kontekscie RJG, do najistotniej-
szych markeréw zalicza sig: LC3, p62/SQSTM1 oraz Bec-
lin-1. Ich ekspresja i funkcja sa Scisle zwiazane z dynamika
procesu autofagii zaréwno w warunkach fizjologicznych,
jak i patologicznych (Ryc. 3).

LC3 - WSKAZNIK DOJRZEWANIA AUTOFAGOSOMOW

Biatko LC3B w szczeg6Inosci jego forma LC3B-1I zwigza-
na z btona autofagosomu, stanowi marker dojrzewania au-
tofagosomoéw i tym samym aktywnosci autofagii. Konwer-
sja cytoplazmatycznej formy LC3B-1 do LC3B-II jest szeroko
stosowana jako wskaznik autofagii [7,8].

W kontekscie RJG, nadmierna ekspresja LC3B-II jest ob-
serwowana w bardziej zaawansowanych stadiach choro-
by w poréwnaniu do zdrowych komérek jelita [30,31]. Co
wazne, niski poziom LC3 koreluje z lepszym rokowaniem,
szczegblnie u pacjentéw, z zaawansowanymi postaciami
nowotworu [30]. W badaniach Guo i wsp. zauwazono, ze
nasilenie autofagii zwigzane ze zwiekszona ekspresjg LC3B-
-II moze poprawi¢ skutecznos¢ leczenia, np. przez zwiek-
szenie wrazliwosci na cetuksymab w komoérkach Caco-2
[32]. Metaanaliza 10 badan pacjentéw z RJG potwierdzila,
ze podwyzszona ekspresja LC3B jest zwiazana z wyzszym
stopniem zaawansowania RJG, choé¢ nie wplywa na wiel-
kos¢ guza [33].

P62/SQSTM1- ADAPTATOR AUTOFAGII
I WSKAZNIK JE] ZABURZEN

Biatko p62/SQSTM1 pelni funkcje adaptatora, wigzac
ubikwitynowane substraty i kierujac je do autofagosomoéw.
Ekspresja p62/SQSTM1 wykazuje odwrotng zaleznos¢
wzgledem aktywnosci autofagii - aktywna autofagia skut-
kuje degradacja p62/SQSTM1, natomiast jej inhibicja skut-
kuje akumulacja tego biatka [33].

Pomimo, ze p62/SQSTM1 nie jest wystarczajaco specy-
ficznym markerem autofagii, jego oznaczanie w potaczeniu
z innymi biomarkerami, takimi jak LC3B czy XBP1 (ang. X-
-box binding protein 1), moze stanowi¢ cenne narzedzie dia-
gnostyczne w ocenie aktywnosci autofagii w RJG [33]. W
badaniach klinicznych wykazano zréznicowana ekspresje
p62/SQSTM1 - w tkankach nowotworowych byla o 48,55%
nizsza w poréwnaniu z tkankami prawidlowymi, jednak
réznica ta nie osiagnela istotnosci statystycznej. Brak istot-
nosci statystycznej wynikat z ograniczonej liczebnosci pro-
by oraz duzej zmiennosci pozioméw ekspresji wiréd pa-
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Rycina 3. Schemat przedstawia omawiane w pracy markery autofagii, ich lokalizacje i pelnione funkcje oraz uwzglednia réznice w ich ekspresji.

cjentéow. Dodatkowo ekspresja p62/SQSTM1 nie wykazata
istotnych powigzan z parametrami kliniczno-patologiczny-
mi, takimi jak ple¢, lokalizacja, rodzaj guza czy stadium roz-
woju choroby [33]. Z kolei w innym badaniu obserwowano
wzrost poziomu ekspresji p62/SQSTM1 w komoérkach RJG
w poréwnaniu do tkanek prawidltowych [34].

To zréznicowanie moze odzwierciedla¢ adaptacyjny cha-
rakter autofagii w zaleznosci od etapu rozwoju nowotworu,
warunkéw mikrosrodowiska (niedotlenienie, stres oksyda-
cyjny) oraz rodzaju terapii.

Dodatkowo, wzrastajaca srednia ekspresja p62/SQSTM1
wraz z postepem choroby moze wskazywac na zwigzek
miedzy akumulacja tego biatka a progresja nowotworu [34].
W komoérkach HT-29 zaobserwowano zmniejszona akumu-
lacje p62/SQSTM1, co moze sugerowac defektywna autofa-
gie, sprzyjajaca tworzeniu mikrosrodowiska wspierajacego
wzrostowi nowotworu [35]. Z kolei inne badania powigzaly
wzrost ekspresji p62/SQSTM1, z opornosécig na chemiote-
rapie [36].

Na poziomie molekularnym funkcja p62/SQSTM1 zalezy
m. in. na fosforylacji domeny UBA (ang. ubiquitin-associated
domain) przez kinaze ULK1, co zwigksza jego powinowac-
two do ubikwitynowanych bialek [36,37]. W zwiazku z tym,
p62/SQSTM1 jako marker funkcjonalnie zwigzany z autofa-
gia, moze stanowic¢ element wspomagajacy w diagnostyce i
ocenie dynamiki autofagii, zwlaszcza gdy analizowany jest
réwnocze$nie, w szerszym panelu biomarkeréw.

Postepy Biochemii 71 (3) 2025

BECLIN-1 - CENTRALNY REGULATOR AUTOFAGII

Beclin-1, kodowana przez gen BECN1 (Atgp), to jedno z
najwazniejszych biatek uczestniczacych w inicjacji autofagii.
Aktywnosc¢ Beclin-1 jest regulowana przez liczne mechani-
zmy sygnalizacyjne. W warunkach niedoboru skladnikéw
odzywczych, kinazy JNK1 i ERK1/2 fosforyluja Beclin-1,
powodujac rozpad kompleksu Beclin-1/Bcl-2 i zapoczatko-
wanie autofagii [28]. Przemieszczanie sie Beclin-1 miedzy
jadrem a cytoplazma zachodzi z udzialem biatka eksporty-
ny-1 (CRM1), co dodatkowo podlega regulacji przez stres
komoérkowy [38].

Beclin-1 oddzialuje réwniez z innymi biatkami modulu-
jacymi autofagie, takimi jak: Ambral, Bif-1, UVRAG oraz
HMGBL. Interakcje te wptywaja na stabilno$¢ kompleksu
Beclin-1/VPS34 oraz jego zdolnos¢ do aktywacji autofagii
[39]. Co istotne, Beclin-1 moze pelni¢ funkcje przetacznika
miedzy autofagia a apoptoza, a jej aktywnosc jest istotnym
elementem odpowiedzi komérek nowotworowych na stres
oraz leczenie [28,29].

W odniesieniu do RJG, ekspresja Beclin-1 jest najczesciej
podwyzszona, cho¢ u czeséci pacjentéw obserwuje sie jej
obnizenie. Niska ekspresja tego biatka prowadzi do zaha-
mowania ekspresji LC3, zaburzenia autofagii i akumulacji
toksycznych produktéw, co moze promowac rozw6j nowo-
tworu [40]. Z kolei, nadekspresja Beclin-1 moze hamowac
proliferacje komérek nowotworowych przez aktywacje au-
tofagii i apoptozy, cho¢ w niektérych przypadkach moze
réwniez sprzyja¢ opornosci na leczenie [27,29].
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Podsumowujac, markery takie jak LC3B, p62/SQSTM1
i Beclin-1 odgrywaja wazna role w monitorowaniu aktyw-
noéci autofagii i moga stanowi¢ wartosciowe narzedzia
diagnostyczne oraz prognostyczne w RJG. Ich ekspresja
nie tylko odzwierciedla dynamike proceséw autofagii, ale
réwniez potencjalnie wplywa na skutecznosc¢ terapii prze-
ciwnowotworowej. Ze wzgledu na zlozona i kontekstowo
zalezng role autofagii w nowotworach, interpretacja mar-
keré6w wymaga uwzglednienia catosciowego obrazu bio-
logicznego, w tym aktywnosci szlakéw PI3K/Akt/mTOR,
AMPK/mTOR, a takze interakcji z biatkami Bcl-2 czy
HMGBL. Dalsze badania sg niezbedne, aby ustali¢, czy mo-
dulacja tych markeréw moze by¢ skutecznie wykorzystana
w strategiach terapeutycznych u pacjentéw z R]G.

AUTOFAGIA JAKO MECHANIZM ADAPTACYJNY W RJG

W zaawansowanych stadiach RJG autofagia pelni funk-
gje strategii przystosowawczej umozliwiajacej komérkom
nowotworowym przetrwanie w ekstremalnych warunkach
mikrosrodowiska guza. W warunkach stresu, takich jak nie-
dotlenienie czy niedobér sktadnikéw odzywczych, proces
ten pozwala komérkom nowotworowym utrzymaé home-
ostaze metaboliczng poprzez wewnetrzny recykling orga-
nelli i biatek niezbednych do produkcji energii i podtrzyma-
nia podstawowych funkcji zyciowych [41,42].

Niedotlenienie tkanek guza wynikajace z nadmiernej
proliferacji komorek oraz niewydolnosci unaczynienia, pro-
wadzi do aktywacji mechanizméw adaptacyjnych komoérek
nowotworowych [43]. W warunkach niskiej dostepnosci do
tlenu aktywowany jest czynnik HIF-1a (ang. hypoxia-induci-
ble factor 1a), ktory zwieksza ekspresje genéw BNIP3 (ang.
Bcl-2 interacting protein 3) oraz BNIP3L. Produkty tych ge-
néw, przez interakcje z Beclin-1, inicjuja autofagie. W efek-
cie dochodzi do degradacji p62/SQSTM1 oraz wzrostu licz-
by autofagosoméw zwierajacych LC3A. Wyciszenie HIF-1a
skutkuje spadkiem ekspresji zaréwno BNIP3 i BNIP3L, jak
i Atg5 oraz obnizeniem liczby autofagosomoéw [50]. Dodat-
kowo, hipoksja hamuje aktywnos¢ szlaku mTOR, co takze
sprzyja stabilizacji HIF-1a, a jednoczes$nie aktywuje czynnik
transkrypcyjny ATF4 (ang. activating transcription factor 4),
ktéry promuje ekspresje LC3B i Atg5 [44].

Autofagia wplywa takze na skutecznosé terapii onkolo-
gicznych. Jej regulacja moze warunkowac¢ odpowiedzZ ko-
moérek nowotworowych na immuno-, radio- oraz chemio-
terapie. W przypadku RJG, immunoterapia wykazuje ogra-
niczong skutecznosé, szczegélnie widoczng u pacjentéw z
wysoka niestabilnoscia mikrosatelitarna [43].

Badania z wykorzystaniem radioterapii pokazuja, ze
zahamowanie autofagii (np. przez chlorochine blokujaca
fuzje autofagosoméw z lizosomami) zwieksza wrazliwos¢
komoérek HCT-116 na promieniowanie oraz nasila apopto-
ze. Dodatkowo, ekspozycja komoérek HT-29 i HCT116 na
naswietlanie diodami aktywuje fotoreceptor Opsin 3, czego
efektem jest wzrost poziomu LC3 i Beclin-1 oraz inicjacja
formowania autofagosomoéw. [45].
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W chemioterapii zaobserwowano, ze niektdre leki moga
modulowac autofagie, co decyduje o przezywalnosci komo-
rek. Wjednym z badart wykazano, ze abemacyklib (inhibitor
kinaz zaleznych od cyklin - CDK4/6) oraz celekoksyb (in-
hibitor COX-2) stosowane osobno badz tacznie, zwigksza-
ja ekspresje genow i biatek proautofagicznych (Atg5, p62/
SQSTM1, LC3, BECN1), a jednoczesnie obnizaja ekspresje
antyapoptotycznego bialka Bcl-2 oraz aktywuja kaspaze-3,
prowadzac do $mierci komérek RJG i zahamowania ich mi-
gracji [46].

Podobne dziatanie wykazuje kabozantynib - inhibitor re-
ceptorowych kinaz tyrozynowych, takich jak VEGFR2 czy
MET (ang. mesenchymal epithelial transition). Indukuje on au-
tofagie w liniach komérkowych HCT-116 oraz HT-29 wply-
wajac na zahamowanie szlaku PI3K/Akt/mTOR i wzrost
ekspresji markeréw autofagii, takich jak Atg3, LC3, Beclin-1
[47].

Autofagia moze dziala¢ takze ochronnie na komoérki no-
wotworowe, ograniczajac skutecznosé terapii. W komor-
kach HT-29 opornych na cisplatyne dopiero zastosowanie
apigeniny - flawonoidu roslinnego - doprowadzito do jed-
noczesnej indukcji autofagii jak i apoptozy, poprawiajac
skutecznos¢ terapii [35]. Na tej podstawie badacze uznali,
Ze apigenina moze wspomaga¢ leczenie RJG. Co wiecej,
bakteria Fusobacterium nucleatum, obecna w mikrosrodowi-
sku guza, moze zwieksza¢ opornoé¢ na 5-fluorouracyl (5-
FU) aktywacjac autofagie oraz podwyzszajac poziom bialek
antyapoptotycznych, takich jak BIRC3. Badania te przepro-
wadzono w warunkach in vitro na liniach HCT-116 i HT-29
[48].

WPLYW AUTOFAGII NA SKUTECZNOSC LECZENIA RJG

AUTOFAGIA A CHEMIOTERAPIA

Ograniczone mozliwosci terapeutyczne, zwlaszcza w
zaawansowanych stadiach RJG, a takze powazne dzialania
niepozadane zwiazane z chemioterapia sprawiaja, ze pa-
gjenci, szczegdlnie ci z niekorzystnym rokowaniem, maja
ograniczony dostep do skutecznych metod leczenia, co
przeklada sie na zwiekszona Smiertelnosé [49].

Wykazano, ze klasyczne chemioterapeutyki, takie jak
5-FU, OXA oraz irinotekan, moga aktywowac¢ autofagie
w komoérkach R]G, co paradoksalnie oslabia ich dzialanie
przeciwnowotworowe [50-52]. Ustalono, ze autofagia w
RJG sprzyja opornosci na leczenie przeciwnowotworowe,
ale stanowi takze potencjalny cel terapeutyczny. Zastoso-
wanie inhibitoréw autofagii, takich jak 3-metyloadenina (3-
MA) lub chlorochina, prowadzi do zwiekszenia skuteczno-
Sci leczenia [45]. Chemioterapia promuje réwniez apoptoze,
aktywujac gen supresorowego TP53 (p53) [53].

Badania wykazaly, ze kombinacja 5-FU z OXA skutecz-
nie hamuje proliferacje komoérek HCT-116 i HT-29, indukuje
ich apoptoze oraz przyspiesza proces starzenia komoérko-
wego, co czyni ten schemat leczenia wysoce efektywnym
[50]. Zwrécono réwniez uwage, ze zahamowanie autofa-
gii, nie réwnocze$nie z chemioterapia, lecz w momencie jej
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aktywacji - moze znaczaco ograniczy¢ wzrost nowotworu
oraz zdolno$é komoérek do klonowania.

Dodatkowo, dtugotrwata ekspozycja komoérek HCT-116,
HT-29, SW-480 i SW-620 na OXA prowadzita do zahamo-
wania ich proliferacji w sposéb zalezny od zastosowanego
stezenia leku. W komorkach opornych na OXA, zaobserwo-
wano nadekspresje fosforylowanych form AMPK i mTOR,
przy jednoczesnym spadku poziomu LC3B oraz wzroscie
aktywnosci enzymoéw glikolitycznych, takich jak GLUT1,
co sprzyjato przezywalnosci komérek. Natomiast zahamo-
wanie AMPK aktywowalo autofagie poprzez inaktywacje
szlaku Akt/mTOR, jednoczeénie redukujac aktywnosé gli-
kolityczna, co zwigkszalo wrazliwo$é komorek na chemio-
terapie [51].

Kolejnym lekiem stosowanym w R]G jest irinotekan, po-
chodna kamptotecyny i inhibitor topoizomerazy I (Topo 1).
Jego mechanizm dzialania polega na tworzeniu kompleksu
Topo I-irinotekan-SN-38-DNA, prowadzacego do odwra-
calnego przeciecia jednoniciowego DNA (ssDNA). Jesli taki
kompleks powstanie w miejscu widetek replikacyjnych, do-
chodzi do nieodwracalnego zatrzymania replikacji, co skut-
kuje $miercig komoérki nowotworowej [52].

Podsumowujac, badania sugeruja, ze precyzyjne i kon-
trolowane hamowanie wczesnych etapéw autofagii, moze
znaczaco ograniczy¢ proliferacje komoérek nowotworowych
przyczyniajac sie do zwiekszenia skutecznosci leczenia RJG
[50].

AUTOFAGIA A TERAPIE CELOWANE

Procesy autofagiczne w komérkach RJG wptywajg row-
niez na skuteczno$¢ terapii celowanych. Liczne badania
wykazaly, Ze receptor naskérkowego czynnika wzrostu
(EGFR) oraz receptor dla naczyniowo-$rédblonkowego
czynnika wzrostu (VEGF) stanowia istotne cele terapeu-
tyczne w pacjentéw z RJG [54-56]. Oba te szlaki sygnatowe
odgrywaja kluczowa role w progresji nowotworu poprzez
regulacje proliferacji komérkowej, angiogenezy oraz two-
rzenia przerzutéw [57-59].

Szlak sygnatowy EGFR moze modulowaé autofagie w
komérkach RJG na dwa przeciwstawne sposoby. Z jednej
strony, aktywacja szlaku PI3K/ Akt (jako czes¢ kaskady sy-
gnatowej EGFR) ttumi autofagie poprzez aktywacje mTOR,
czyli gléwnego inhibitora wspomnianego procesu. Z dru-
giej strony szlak RAS, réwniez indukowany przez EGFR,
moze promowac autofagie, co sprzyja rozwojowi opornosci
na terapie przeciwnowotworowe [57-58]. Jednym z mecha-
nizméw opornoéci nowotworéw z mutacja EGFR na inhibi-
tory kinazy tyrozynowej (EGFR-TKI) jest fosforylacja Bec-
lin-1 przez EGFR, co prowadzi do jego homodimeryzaji i
zahamowania autofagii [57].

Stosowanie cetuksymabu - przeciwciata skierowanego
przeciw EGFR - poprawia przezywalno$¢ pacjentéw za-
réwno jako monoterapia, jak i w polaczeniu z chemiotera-
pia. Szczegoblnie skuteczne okazalo sie skojarzenie cetuksy-
mabu z irinotekanem, ktére podwaja wskaznik odpowiedzi
na leczenie. Niestety skuteczno$é terapii z zastosowaniem
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cetuksymabu ogranicza si¢ do pacjentow z prawidlowym
(dzikim) genem RAS; obecnos$é¢ mutacji KRAS wiaze sie z
opornoscig na inhibitory EGFR [59,60].

W innym badaniu wykazano, ze leczenie erlotynibem
(EGFR-TKI) znaczaco obniza ekspresje kluczowych biatek
autofagii w komoérkach z mutacja KRAS w poréwnaniu do
komorek z dzikim typem KRAS (KRAS™') [54]. Ekspresja
takich biatek jak Atg5b, Beclin-1, LC3A i ULK1 byla znacz-
nie nizsza w komérkach KRAS™ niz w KRAS" po leczeniu
erlotynibem. Dodatkowo, analiza danych klinicznych wy-
kazata dodatnig korelacje miedzy ekspresja genu KRAS, a
genami zwigzanymi z autofagia (m.in. MAPILC3B, ATGS,
ATG10, ATG13 i Atgl4), co sugeruje, ze supresja autofagii
przez erlotynib moze mie¢ istotny wptyw na odpowiedz te-
rapeutyczng w R]G.

Nadekspresja EGFR w komorkach RJG réwniez sprzyja
aktywacji autofagii, co moze prowadzi¢ do opornosci na
5-FU. W komérkach HT-29 opornych na 5-FU, zaobser-
wowano spadek syntezy biatka p62/SQSTM1 oraz wzrost
stosunku LC3-II/LC3-I w poréwnaniu do komoérek wraz-
liwych na 5-FU. Wyciszenie EGFR odwrécito te zmiany,
co potwierdza, ze EGFR indukuje autofagie i tym samym
opornos¢ na chemioterapie [61].

Szczegoblnie interesujacym aspektem w terapii RJG jest 13-
czenie inhibitoréw autofagii i apoptozy w terapii celowane;j.
W komorkach HT-29 wykazano, ze bewacyzumab (inhibitor
VEGF) hamuje ich Zzywotnos¢ (IC,=22,5 mg/mL) i stymu-
luje autofagie, co potwierdzono wzrostem ekspresji LC3-I1
oraz Beclin-1 [62]. Dodatkowo zauwazono, ze bewacyzu-
mab w potaczeniu z chloroching znaczaco hamowat wzrost
guza u myszy, a autofagia zostala skutecznie zablokowana,
co zwiekszylo apoptoze indukowang przez bewacyzumab.

Z kolei, berberyna podawana w postaci liponiosoméw
(LipoNio.BR) wykazata korzystne dzialanie przeciwno-
wotworowe w szczurzym modelu RJG indukowanym di-
metylohydrazyna [55]. Leczenie LipoNio.BR powodowato
znaczace obnizenie ekspresji VEGF, co wskazuje na sku-
teczne hamowanie proceséw angiogenezy. Réwnoczesnie
odnotowano zwiekszong synteze bialek autofagii (Atgb
oraz LC3) oraz spadek poziomu mTOR. Terapia LipoNio.
BR wplywata réwniez na wzrost ekspresji genéw zwiaza-
nych z apoptoza, takich jak kaspaza-3, p53 i Bax, przy jedno-
czesnym obnizeniu poziomu Bcl-2. Ta modulacja wskazuje
na synergistyczny efekt dziatania: ttumienie angiogenezy i
stymulacje autofagii.

Dalsze badania z zastosowaniem daktolizybu (BEZ-235),
inhibitora szlaku PI3K/Akt/mTOR oraz diosminy (DIO)
na komoérkach HCT-116, potwierdzily skutecznos¢ tej tera-
pii skojarzonej [56]. Leczenie za pomoca BEZ-235 lub DIO
osobno prowadzito do obnizenia poziomu fosforylowanego
Akt (p-Akt) odpowiednio o 37% i 34%, natomiast polacze-
nie tych dwoch zwigzkéw w terapii skojarzonej powodo-
walo jeszcze efektywniejsze zahamowanie p-Akt na pozio-
mie 62-65%. Tak silna inhibicja aktywnosci Akt skutkowata
indukcja apoptozy, co potwierdzone zostalo wzrostem ak-
tywnosci kaspazy-3. Réwnoczesnie zaobserwowano spadek
ekspresji VEGF. W zakresie autofagii wykazano, ze BEZ-235
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Rycina 4. Rola autofagii w opornosci na chemioterapie i terapie celowana z uwzglednieniem wrazliwosci komorek.

obniza poziom LC3B i LC3-II, natomiast DIO powoduje ich
wzrost, co wskazuje na zlozonos¢ terapii zaleznie od zasto-
sowanego schemat uleczenia.

Wplyw autofagii na skutecznoé¢ chemioterapii i terapii
celowanej z uwzglednieniem wrazliwosci komérek podsu-
mowuje rycina 4.

POTENCJALNE ZASTOSOWANIE POLIFENOLI JAKO
UZUPELNIENIE TERAPII PRZECIWNOWOTWOROWE]

Obiecujacy potencjal w regulacji autofagii w RJG wyka-
zujg réwniez naturalne zwiazki, w tym polifenole roslin-
ne. Dowody epidemiologiczne, przedkliniczne i kliniczne
wskazuja, ze polifenole moga wywieraé cytotoksyczny
wplyw na komoérki RJG oraz zwigkszaé ich wrazliwo$¢ na
chemio- i radioterapie [63,64].

Prozdrowotne wiasciwosci polifenoli wynikaja gléwnie
z ich dzialania przeciwutleniajacego, przeciwzapalnego i
przeciwnowotworowego. Coraz wiecej badan podkresla
mozliwoé¢ wplywu polifenoli na regulacje autofagii po-
przez modulacje kluczowych szlakéw sygnatowych, takich
jak PI3K/Akt/mTOR oraz DAPK (ang. Death-Associated
Protein Kinases) [65-67].

Jednym z najlepiej przebadanych polifenoli jest galusan
epigallokatechiny (EGCG), ktérego wzrastajace stezenie po-
woduje wzrost ekspres;ji biatek autofagii, takich jak: LC3B-
-II, Beclin-1 oraz Atgb w réznych typach nowotworéw, w
tym w raku piersi, chtoniaku, raku jamy ustnej, czy glejaku
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wielopostaciowym [63,64,68,69]. Z kolei kurkumina indu-
kuje powstawanie autofagosoméw przez konwersje LC3-1
do LC3-II oraz moze indukowac apoptoze, m.in. wptywajac
na zahamowanie ekspresji antyapoptotycznego biatka Bcl-2
[70].

Procyjanidyna B2, flawonoid wyizolowany z pestek wi-
nogron, wykazuje dzialanie autofagiczne w komérkach RJG
linii LoVo, poprzez zalezng od wzrastajacego stezenia tego
zwiazku indukcje ekspresji Beclin-1, LC3-1I i Atg5 [71]. Co
istotne, zastosowanie inhibitora 3-MA ostabilo ten efekt, co
sugeruje, ze autofagia moze wzmacniaé apoptoze. Procyja-
nidyna B2 aktywuje réwniez szlak PI3K/Akt, prowadzac
do programowanej $mierci komoérki. Podobny mechanizm
dzialania wykazano dla oridoniny, stosowanej w komor-
kach linii DLD-1 [72].

Apigenina, kolejny polifenol o udokumentowanych wia-
Sciwosciach przeciwnowotworowych, hamuje szlak PI3K/
Akt/mTOR, czego rezultatem jest aktywacja autofagii i
apoptozy w komoérkach HT-29 opornych na cisplatyne.
Efektem dziatania tego flawonoidu jest wzrost ekspresji
Beclin-1 i LC3-II przy jednoczesnym obnizZeniu poziomu
p62/SQSTM1 [35].

Resweratrol réwniez wykazuje silne dziatanie proautofa-
giczne i proapoptotyczne w komoérkach RJG [73]. Zwieksza
ekspresje Beclin-1 i LC3-11, jednoczesnie aktywujac synteze
biatka Bax oraz hamujac Bcl-2. Interesujace jest to, ze za-
stosowanie inhibitora 3-MA odwracato efekt apoptotyczny
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Tabela 1. Wybrane zwigzki bioaktywne wplywajace na szlaki autofagii in vitro.

Czynnik/zwigzek Linia komérkowa Mechanizm dzialania Inne efekty

Proliferacja ¥

Migracja i inwazyjnosé 4
Pochodna 4-aminochinaloziny IS_I\,S:F418106 Bcl-2 |
(ZDQ-0620) MCE7 PI3K/Akt/mTOR BAX T 17
(0.125-4 pM) MDA-MB-231 Kaspaza-3 1

Kaspaza-9 1
G,/G, ¥

Beclin-1/Bcl-2 ¥ Bal-2

LC3B-I T BAX T
Zwigzek spiroindoliny II:II..(F:;; 16 LC3 T Kaspaza-3 T 57
(5-15 pM) SW-480 Rozszczepienie Proliferacja 4

HDAC6 — blokowanie ~ Uwalnianie cytochromu c
przeplywu autofagii PARP T (poli(ADP-ryboza) polimeraza 1)

BAX T
Beclin-1 1 Bal-2 |
Apigenina (}g;igrki oporne LC3-I1 T Proliferacja ¥ 35
(15-60 M) na cisola P ) p62/SQSTM1 Zmiany morfologiczne komoérek
platyne PI3K/Akt/mTOR ¢ (kondensacja jadra komérkowego,

obkurczenie blony komoérkowej)

PI3K/Akt/mTOR ¥ Proliferacja ¥
Procyjanidyny B2 z pestek winogron ~ HT29 LC3-I1 T Kaspaza-3 1 71
(25-200 uM) LoVo Atg5 T Bcl-2 4

Beclin-1 T BAX T

T,
Resweratrol SW-480 Beclin1 BAX T 73
(25-200 M) LoVo LC3.a1 1 Proliferacja 4
Klonogennosé
p62/SQSTMI1 &

Beclin-1 mRNA Apoptoza

Maly interferujacy RNA (sSiRNA) HCT116 Beclin-1 biatko ¢ Proliferacja 4

75

Legenda: 1 aktywacja; | inhibicja
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wywolany przez resweratrol, wskazujac na écista zaleznos¢
miedzy aktywacja autofagii, a indukcja $émierci komorki.

Dodatkowa zaleta niektérych polifenoli moze by¢ ich
potencjalny ochronny wplyw na komorki prawidlowe na-
blonka jelita. Na przykiad ekstrakty ze skérek orzeszkow
ziemnych wykazuja zdolno$¢ hamowania proliferacji ko-
moérek nowotworowych w RJG, przy jednoczesnym braku
toksycznosci wobec zdrowych fibroblastow [74]. W bada-
niach in vitro ekstrakty te byly cytotoksyczne wobec komé-
rek SW-480 i HCT-15, a ponadto ograniczaly ich migracje,
co moze $wiadczy¢ o potencjalnym dzialaniu przeciwprze-
rzutowym.

Przyktady zwiazkéw wplywajacych na szlaki autofagii
omoéwione w niniejszej pracy zostaly zebrane w tabeli 1.

ZNACZENIE NIEKODUJACYCH RNA
W MODULAC]I AUTOFAGII

Niekodujgce RNA (ncRNA) to zréznicowana klasa trans-
kryptow RNA, ktére nie ulegaja translacji do bialek, lecz
pelnig liczne funkcje w komorkach [76].

Ze wzgledu na dlugosc oraz pelnione funkcje biologicz-
ne, ncRNA mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy.
Pierwsza tworza czasteczki pelnigce podstawowe funkcje
komoérkowe, takie jak rybosomalne RNA (rRNA), transpor-
tujace RNA (tRNA), mate jadrowe RNA (snRNA) i male ja-
derkowe RNA (snoRNA). Druga grupe stanowig ncRNA o
charakterze regulatorowym. Wsréd nich wyréznia sie mate
niekodujace RNA (ang. small ncRNA, <200 nukleotydéw),
do ktérych naleza m. in. mikroRNA (miRNA) oraz dlugie
niekodujace RNA (IncRNA), ktérych ditugos¢ przekracza
200 nukleotydéw [77]. Szczegdélnym przypadkiem ncRNA
jest koliste RNA (circRNA), wyjatkowo stabilne, o dtugo-
$ci najczesciej 100-4000 nukleotydéw, pozbawione wolnych
konicow 5" i 3’, co chroni je przed degradacja i stanowi ich
glowna ceche charakterystyczng. circRNA czesto dziataja
jako , gabki” dla miRNA regulujac w ten sposob ekspresje
gendéw na poziomie posttranskrypcyjnym [78].

Zdolnos¢ niektérych ncRNA do regulacji wielu zaburzo-
nych szlakéw sygnatowych w R]JG sprawia, ze sg one obie-
cujacymi kandydatami terapeutycznymi.

Wsréd licznych regulatoréw szlakéw molekularnych za-
angazowanych w rozw6j R]G, szczeg6lne znaczenie przypi-
suje sie IncRNA oraz miRNA modulujgcych proces autofa-
gii na ré6znych etapach.Przykladem jest RAMSI11 (ang. RNA
associated with metastasis-11), ktére oprécz wptywu na pro-
liferacje, migracje i przejScie nabtonkowo-mezynchemal-
ne (EMT), indukuje réwniez autofagie i apoptoze poprzez
regulacje kluczowych bialek sygnalizacyjnych, takich jak
AMPK, AKT i mTOR, co przekiada sie na autofagie zalezna
od mTOR oraz progresje nowotworu [79].

Analizy danych z bazy TCGA (ang. The Cancer Genome
Atlas) pozwolity wyodrebni¢ panele IncRNA zwigzane z au-
tofagia - takie jak LINC00909, MIR210HG czy LINC01063
- ktére wykazuja istotne znaczenie prognostyczne i moga
wspomagac klasyczne systemy oceny ryzka. Modele pre-
dykcyjne oparte na poziomie ich ekspresji cechuja sie wyso-
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ka skutecznosdciag w prognozowaniu rokowania pacjentéw
z RJG [80]. Wsréd tych czasteczek szczegblnie wyrdznia
sie EGOT (ang. eosinophil granule ontogeny transcript), ktére-
go ekspresja jest znaczaco podwyzszona w tkankach RJG.
Wysoki poziom EGOT koreluje z krétszym piecioletnim
przezyciem, a jego nadekspresja prowadzi do zahamowa-
nia autofagii (spadek ekspresji Beclin-1, LC3B, wzrost p62/
SQSTM1), wzrostu proliferacji i inwazyjnosci komérek no-
wotworowych oraz zmniejszenia apoptozy (obnizenie BAX,
wzrost Bel-2). W modelu in vivo wyciszenie EGOT skutku-
je istotnym zahamowaniem wzrostu guza, co wskazuje na
potencjal terapeutyczny tej czasteczki [81]. Podobne wia-
Sciwosci wykazuje NEAT1 (ang. nuclear paraspeckle assembly
transcript 1), IncRNA o udokumentowanym dziataniu onko-
gennym. Badania na modelach ludzkich oraz mysich wyka-
zaly, ze NEAT1 dziala jako , gabka” dla miR-138, modulu-
jac ekspresje transportera glutaminy SLC38A1. Wyciszenie
NEAT1 skutkuje zahamowaniem proliferacji i inwazji ko-
moérek nowotworowych, jednoczesnie aktywujac autofagie,
i spowalniajac wzrost guza in vivo [82].

Coraz wiecej dowodéw wskazuje na kluczowa role miR-
NA w regulacji autofagii w RJG. Na przyktad miR-449a -
ktérego poziom w surowicy i tkankach nowotworowych
jest obnizony, koreluje ze zwigkszonag proliferacja i migracja
komorek [83]. Funkcjonalnie miR-449a kontroluje autofagie
poprzez regulacje ekspresji bialek takich jak Beclin-1 oraz
p62/SQSTMI1. Podobnie, miR-142-3p w warunkach in vitro
hamuje ekspresje TPS3INP2 (ang. tumor protein p53 induci-
ble nuclear protein 2), co prowadzi do ograniczenia aktyw-
noéci autofagicznej (spadek LC3B-II), wzrostu proliferacji
i zahamowania apoptozy [84]. Z kolei miR-1276, ktérego
ekspresje potwierdzono zaréwno u pacjentéw, jak i w mo-
delach komérkowych, reguluje poziom LC3B-II oraz p62/
SQSTM1, wplywajac na aktywacje szlakéw autofagii a takze
apoptozy [85]. Interesujacym mechanizmem jest tez interak-
¢ja pomiedzy IncRNA KCNQI10T1 a miR-34a. KCNQ10T1
dziata jak ,gabka” dla miR-34a, co prowadzi do deregulacji
ATG4B, nasilajac autofagie i wspierajac opornosé komoérek
na OXA [86].

Na uwage zastuguja réwniez circRNA, ktére dzieki swo-
jej zamknietej strukturze wykazuja wieksza stabilnos¢ niz
czasteczki liniowe [77]. Przykladowo circUBAP2 (ang. cir-
cular RNA ubiquitin-associated protein 2) promuje rozw6j R]JG
poprzez aktywacje pro-przezyciowa autofagii - obniza po-
ziom miR-582-5p prowadzac do nadekspresji FOXOL1 i uru-
chomienia szlakéw autofagicznych sprzyjajacych progresji
guza [87]. Z kolei circCUL2 wykazuje dzialanie przeciwno-
wotworowe - jego nadekspresja prowadzi do zahamowania
wzrostu i inwazji komoérek nowotworowych poprzez mo-
dulacje szlaku miR-208a-3p/PPP6C. Efektem tej regulacji
jest zwiekszona ekspresja markera autofagii LC3B-II przy
jednoczesnym spadku poziomu p62/SQSTM1, co wskazuje
na aktywacje procesu autofagii. Réwnoczesnie obserwu-
je sie nasilony sygnal proapoptotyczny - objawiajacy sie
wzrostem ekspresji BAX oraz spadkiem Bcl-2, co sugeruje
wspolistniejaca aktywacje apoptozy [88].

Wszystkie te dane wskazujq, ze niekodujace RNA, takie

jak IncRNA, miRNA czy circRNA, odgrywaja kluczowa role
w regulacji autofagii oraz innych proceséw istotnych dla
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Tabela 2. Wybrane ncRNA i ich wplyw na modulacje autofagii.

ncRNA Model

Wplyw na autofagie

IncRNA

Pacjenci LC3B |
EGOT In vitro Beclinl |
In vivo p62/SQSTM11

miRNA

TP53INP2 |

In vitro LC3B-T |

miR-142-3p

Inne efekty

Proliferacja 1
Inwazja 1
BAX |

Bcl-2 1

Proliferacja 1
Apoptoza |

ATG4B 1
(poprzez miR-34a sponging)

In vitro

KCNQ10T1 It oo

LC3B-II 1
p62/SQSTMI |

circCUL2 In vitro

Legenda: 1 aktywacja; | inhibicja

Opornosé na OXA 86
Proliferacja 1

BAX 1

Bal-2 | =

progresji RJG. Co istotne, wiele z nich - np. NEAT1, EGOT,
miR-142-3p czy circUBAP2 - wplywa nie tylko na autofagie,
ale réwniez na proliferacje, inwazje, migracje czy opornoscé
komérek nowotworowych.

Zdolnos¢ ncRNA do precyzyjnego modulowania kon-
kretnych szlakéw molekularnych sprawia, ze stanowia one
atrakcyjny cel badan translacyjnych i moga stanowi¢ pod-
stawe dla nowych strategii terapeutycznych. Szczegélnie
interesujace wydaje sie wykorzystanie IncRNA i miRNA
jako biomarkeréw prognostycznych oraz predykcyijnych, a
takze potencjalnych punktéw uchwytu dla terapii celowa-
nych. Dalsze badania nad mechanizmami dziatania ncRNA
oraz ich roli w regulacji autofagii moga przyczynic¢ sie do
opracowania bardziej skutecznych i spersonalizowanych
metod leczenia pacjentéw z RJG.

Omoéwione powyzej przyklady ncRNA biorace udziat w
modulacji autofagii zostaly zebrane w tabeli 2.

PODSUMOWANIE I PERSPEKTYWY

Precyzyjna regulacja autofagii stanowi jedno z kluczo-
wych wyzwan w skutecznym ograniczeniu progresji raka

Postepy Biochemii 71 (3) 2025

jelita grubego. Wyniki przeprowadzonych analiz i przegla-
du literatury potwierdzaja, ze autofagia pelni dwoista role
w RJG - jest procesem zlozonym, regulowanym przez liczne
i wzajemnie oddziatujace szlaki sygnalowe oraz czynniki
molekularne. Ta hipoteza znalazla potwierdzenie w bada-
niach molekularnych dotyczacych szlakéw PI3K/mTOR,
AMPK/mTOR oraz kompleksu Beclin-1/PI3K-III, a takze w
analizie markeréw autofagii takich jak LC3, p62/SQSTM1 i
Beclin-1.

Zlozona rola autofagii w RJG podkredla koniecznosé
spersonalizowanego podejécia terapeutycznego, uwzgled-
niajgcego stopiert zaawansowania choroby i specyfike biolo-
giczng guza. Wczesna faza choroby moze wymagacé strate-
gii wzmacniajacych autofagie, aby eliminowa¢ potencjalne
komérki nowotworowe, podczas gdy w fazie zaawansowa-
nej celowe hamowanie autofagii moze zwigksza¢ skutecz-
nos¢ terapii RJG i ograniczaé opornosé komérek nowotwo-
rowych na leczenie.

Szczegolnie obiecujace wydaja sie badania nad natural-
nymi zwigzkami, takimi jak polifenole, ktére moga mo-
dulowa¢ autofagie w sposéb zalezny od kontekstu biolo-
gicznego. Ich zastosowanie moze stanowi¢ element terapii
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wspomagajacych, zwiekszajac skutecznoéé chemioterapii i
terapii celowanych, przy jedoczesnym ograniczeniu dziatan
niepozadanych.

Podsumowujac praca podkreéla znaczenie autofagii jako
dynamicznego procesu, ktéry wymaga dalszych badan
eksperymentalnych i klinicznych. Tylko precyzyjne zrozu-
mienie jej mechanizméw pozwoli skutecznie wykorzystac
regulacje autofagii jako innowacyjne narzedzie w walce z
RJG.
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ABSTRACT

In recent years, increasing attention has been devoted to cellular processes that modulate tumor progression, particularly autophagy. Current
studies indicate a dual role of autophagy in the pathogenesis of colorectal cancer. In the early stages, autophagy serves a protective function
by degrading damaged organelles and proteins, whereas in advanced stages, it promotes cancer cell survival. The regulation of autophagy pri-
marily involves the PI3K/Akt/mTOR and AMPK/mTOR signalling pathways, as well as the Beclin-1/PI3K complex. Autophagy-related pro-
teins such as LC3, p62/SQSTM1, and Beclin-1 hold significant diagnostic and prognostic value. Given the impact of autophagy on the efficacy
of chemotherapy and targeted therapies, pharmacological modulation of this process has garnered increasing interest. Natural compounds,
particularly polyphenols, demonstrate promising multitargeted effects on autophagy. This review comprehensively analyses the molecular
mechanisms underlying autophagy in colorectal cancer and evaluates its potential as a therapeutic target.
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