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1 UuvoD

Zivi organizmi dinamiéni su sustavi koji se stalno mijenjaju, rastu i obnavljaju. Kako bi
organizam ostao u ravnotezi, uz nastanak novih stanica potreban je i mehanizam uklanjanja
starih, potencijalno opasnih stanica. Zato je stani¢na smrt jedan od najvaznijih procesa u
viSestani¢nim organizmima. Broj stanica koje dnevno umiru u zdravom covjeku iznenadujuce
je velik i iznosi oko 10 milijuna (Chabaane i sur., 2013).

Stani¢na smrt proces je ukljucivanja signalnih puteva dizajniranih za pogubljenje
stanice. Postoje tri morfoloski razlicita tipa stani¢ne smrti: apoptoza ili programirana stani¢na
smrt, autofagija i nekroza. Svi oblici stani¢ne smrti regulirani su signalnim putevima koji se
ukljucuju kao odgovor na neku vrstu signala (Green i sur., 2015). Ti signalni putevi dijelom
se mogu preklapati, dovode¢i do povezanosti izmedu razli¢itih tipova stani¢ne smrti
(Chabaane i sur., 2013; Nikoletopoulou i sur., 2013).

Apoptozu morfoloski karakterizira odvajanje stanica od ostalih, zdravih stanica,
kondenzacija kromatina, skupljanje stanica i pupanje membrana (poznato pod nazivom
blebbing). Tim procesom nastaju apoptotska tjeleSca koja se spajaju s makrofagima i tako
razgraduju stanicu bez aktivacije imunoloskog odgovora (Chabaane i sur., 2013; Green i sur.,
2015). Biokemijski gledano, apoptozu prati aktivacija skupine proteaza zvanih kaspaze, a
signal za pokretanje kaskadne reakcije kaspaza moze do¢i izvana ili iz same stanice (Green |
sur., 2015; Kiraz i sur., 2016). Apoptoza je zasluzna za pravilan razvitak joS u embrionalno
doba, te igra izuzetno vaznu ulogu kroz cijeli Zivot organizma. Vazan je obrambeni
Mmehanizam u viSestani¢nim organizmima jer sprjecava nakupljanje nefunkcionalnih stanica.
Poremecaji u signalnom putu apoptoze mogu uzrokovati razlicite bolesti — od raka do
neurodegenerativnih bolesti (Kiraz i sur., 2016). U ostatku seminara fokus ¢e biti upravo na
apoptozi, od mehanizama i regulacije do mogucih primjena u lijeCenju razlicitih bolesti.

Autofagija je katabolicki proces koji se javlja u uvjetima metabolickog stresa poput
gladovanja ili energetskog kolapsa. Karakterizira je stvaranje autofagosoma — vezikula s
dvostrukim membranama koje sadrze dio citoplazme ili organele, te njihova degradacija
nakon spajanja s lizosomom. Autofagija je prvenstveno mehanizam prezivljavanja, pokusaj
prevladavanja letalnog stresa, no u nekim situacijama moze potaknuti smrt stanice. Klju¢ni
dogadaji koji odreduju hoce 1i autofagija biti korisna za stanicu ili ¢e je ubiti jo§ nisu poznati
(Fulda i sur., 2010).

Nekroza je dugo smatrana slucajnim, neorganiziranim mehanizmom stani¢ne smrti.

Vjerovalo se da je uzrokuje isklju¢ivo veliko mehani¢ko osteéenje stanice, $to dovodi do



pucanja stanicne membrane 1 izlijevanja citoplazme u medustani¢ni prostor, te Cesto do
aktivacije imunoloskog odgovora i upale. No, otkriveni su i signalni putevi koji mogu
pokrenuti i regulirati proces nekroze, pogotovo u uvjetima u kojima je apoptoza inhibirana.
To pokazuje da je nekroza mnogo uredeniji proces nego se prvotno mislilo (Fulda i sur., 2010;
Green i sur., 2015).

2 MOLEKULARNI MEHANIZMI APOPTOZE

Saznanje 0 postojanju programirane stani¢ne smrti nije novost u biologiji. Sam naziv i
koncept ovog mehanizma potjeCe jo§ iz 19. stolje¢a. Od tada je znanje o apoptozi
nadogradivano 1 prilagodavano novim znanstvenim spoznajama. Danas programiranom
stani¢nom smréu smatramo kontrolirani proces biokemijskih i morfoloSkih promjena u stanici
koji zavrSava smréu stanice (Fulda i sur., 2010). Strogo je regulirana proapoptotskim i
antiapoptotskim faktorima, a geni bitni za pravilno odvijanje apoptoze evolucijski su vrlo
konzervirani od obli¢a sve do ¢ovjeka (Arya i sur., 2015). Postoje dva puta aktivacije

apoptoze — ekstrinzi¢ni i intrinzi¢ni. Oba puta uzrokuju kaskadnu reakciju kaspaza (Slika 1.).
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Slika 1. Shema intrinzi¢nog i ekstrinzi¢nog puta apoptoze.

Oba procesa objasnjena su dalje u tekstu, u odlomcima 2.2 i 2.3. Preuzeto iz Kiraz i sur., 2016.



2.1 Aktivacija kaspaza

Kaspaze su obitelj proteaza koje u svom aktivhom mjestu sadrze cistein. Taj cistein
nukleofilno napada i reze proteine na C-terminusu aspartata. Postoji ukupno 15 kaspaza; njih
7 sudjeluje u apoptozi, dok ostale imaju uloge u upalnim i ostalim procesima.

Apoptotske kaspaze su zasluzne za uniStenje stanice u procesu programirane stanicne
smrti. Kaspaze-8 i -9 prve se aktiviraju u kaskadnoj reakciji kaspaza, ali u razli¢itim
signalnim putevima. One svojom aktivno$¢éu aktiviraju ostale kaspaze. Kaspaze-3, -6 i -7
cijepaju stani¢ne proteine i tako uzrokuju smrt stanice. Pokusi supresije gena za ove kaspaze
pokazali su da glavnu ulogu ima kaspaza-3 — u slu¢aju njene supresije, apoptoza nije bila
moguca. Supresija kaspaza-6 i -7 nije imala veceg utjecaja na apoptozu; pretpostavlja se da je
kaspaza-3 preuzela svu aktivnost i tako nadomjestila nedostatak druge dvije kaspaze.
Funkcije kaspaze-2 nisu jo$ detaljno razjasnjene, ali utvrdena je njena uloga u apoptozi
uzrokovanoj oStecenjem molekule DNA, nakupljanjem nesmotanih ili krivo smotanih
proteina u endoplazmatskom retikulumu (pojava nazvana stresom endoplazmatskog
retikuluma) i metaboli¢kim abnormalnostima. (Kiraz i sur., 2016). O kaspazi-10 joS se ne zna
mnogo, ali utvrdeno je da moze preuzeti ulogu kaspaze-8 u inicijaciji kaspazne kaskade
(Wang i sur., 2001). Apoptotske kaspaze se prema funkciji dijele na dvije skupine —
inicijatorske i izvrsne kaspaze (Slika 2.).

Inicijatorske kaspaze aktiviraju izvrSne kaspaze, a u stanici postoje u obliku neaktivnih
monomera. Adapterske molekule regrutiraju te monomere i dovode ih u bliski kontakt,
uzrokujuéi konformacijsku promjenu i nastanak aktivnih mjesta. Kako bi adapterska molekula
prepoznala kaspazu, obje molekule moraju imati specificnu kaspaza-regrutiraju¢u domenu
(caspase — recruiting domain, CARD) i tzv. domenu death effector (DED). Takve domene
posreduju u protein — protein interakcijama, a karakterizira ih motiv od 6 amfipatskih o —
zavojnica. Inicijatorske kaspaze su kaspaza-2, -8, -9 i -10. (Green i sur., 2015; Shalini i sur.,
2015).

Izvrsne kaspaze u stanici se sintetiziraju u obliku neaktivnih dimera kojima nedostaje
domena za interakciju s proteinima. Aktiviraju ih inicijatorske kaspaze cijepanjem izmedu
buduc¢ih podjedinica enzima. Nakon cijepanja, podjedinice formiraju dimere i prolaze
konformacijsku promjenu koja stvara aktivha mjesta. Zrele proteaze mogu prepoznati i
cijepati i do 1000 razli¢itih proteina. IzvrSne kaspaze su kaspaza-3, -6 i -7 (Green i sur.,
2015).
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Slika 2. Shema aktivacije inicijatorskih i izvrsnih kaspaza.

Preuzeto i prilagodeno iz Green i sur., 2015.

2.2 Intrinzi¢ni put apoptoze

-----

kraljeznjaka. Aktivaciju ovog puta mogu uzrokovati toksi¢ne tvari, virusne infekcije,
oste¢enja molekule DNA, izlaganje zracenju ili gubitak razli¢itih faktora rasta. (Green i sur.,
2015; Kiraz i sur., 2016).

Prvi korak mitohondrijskog puta apoptoze reguliran je proteinima obitelji Bcl-2. To je
velika skupina proteina koja ujedno sadrzi i proapoptotske i antiapoptotske faktore, te faktore
inicijatore apoptoze. U normalnim stani¢nim uvjetima proteini Bcl-2, Bcl-xL i Mcl-1 iz
antiapoptotske grupe formiraju heterodimere s proteinima Bax i Bak iz proapoptotske
skupine, blokiraju¢i njihovo djelovanje. Tako se odrzava integritet membrane mitohondrija, i
sprjeCava apoptoza. Kada je stanica ugrozena zbog oSte¢enja DNA, dolazi do ekspresije
proteina s domenom BH3. To su proteini Bid, Bim, Bad, Noxa i Puma. Oni su inicijatori

apoptoze, te vezu antiapoptotske faktore i tako oslobadaju proteine Bax i Bak. Kako bi se
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dodatno potaknula apoptoza, antiapoptotski faktori, posebice Mcl-1, ubikvitiniraju se i zatim
degradiraju. Sada neinhibirani proapoptotski faktori Bax i Bak tvore oligomere koji se umecu
u vanjsku mitohondrijsku membranu te dovode do stvaranja pora i permeabilizacije. Svi
topivi proteini iz intramembranskog prostora mitohondrija izlijevaju se u citoplazmu (Xiong i
sur., 2014; Green i sur., 2015).

Citokrom ¢ iz mitohondrija curi u citoplazmu. Tu se veze na apoptotski proteaza —
aktiviraju¢i faktor 1, Apafl. Inaktivni Apafl vezan je s ADP i dATP. Vezanje s citokromom
C dovodi do zamjene ADP/dADP s ATP/dATP i aktivacije Apafl. Kruzni homoheptamerni
kompleks aktiviranog Apafl i citokroma C naziva se apoptosom. Glavna uloga apoptosoma je
vezanje i cijepanje inicijatorske prokaspaze-9, ¢ime ona prelazi u aktivni oblik. Za pravilnu
aktivnost kaspaze-9 nije toliko vazno proteoliticko cijepanje, ve¢ vezanost za apoptosom.
Holoenzim apoptosoma i kaspaze-9 je zasluzan za aktivaciju izvrsnih kaspaza. (Xiong i sur.,
2014; Green i sur., 2015). Kaspaza-3 zatim cijepa razliCite stani¢ne proteine — Kinaze,
inhibitore endonukleaza, proteine citoskeleta, regulatorne proteine itd. Tada zapocCinju
morfoloske promjene stanice tipi¢ne za apoptozu (Kiraz i sur., 2016).

Osim citokroma C, iz intramembranskog prostora mitohondrija oslobadaju se i proteini
Smac (Diablo) i Omi (HtrA2). Oni pojacavaju aktivnost apoptosoma negativnom regulacijom
X-vezanog inhibitora apoptoze (X-linked inhibitor of apoptosis protein, XIAP). XIAP pripada
skupini apoptotskih antagonista koji sadrze regiju za prepoznavanje i vezanje kaspaza. U
uvjetima bez proteina Smac i Omi, XIAP vezZe kaspaze-9 -3 i -7, inhibirajuéi ih i poticuci
njihovu proteoliti¢ku degradaciju. (Xiong i sur., 2014; Green i sur., 2015).

Endonukleaze G i AIF takoder se oslobadaju iz mitohondrija prilikom permeabilizacije
mitohondrijske membrane, no imaju drugi cilj u stanici. Putuju i ulaze u jezgru stanice, gdje
uzrokuju pocetnu kondenzaciju kromatina 1 fragmentaciju DNA. U kasnijim fazama apoptoze,
uz pomo¢ kaspaze-3, kondenzacija i fragmentacija se jo§ dodatno pojacavaju. (Kiraz I sur.,

2016).

2.3  Ekstrinzi¢ni put apoptoze

Ekstrinzi¢ni put apoptoze ili put receptora smrti zapoc¢inje na membranskim receptorima
koji pripadaju skupini tumor — nekrotiziraju¢ih faktora (TNF). Ti receptori sadrze domenu
smrti (death domain, DD) sposobnu za povezivanje s domenama smrti adapterskinh molekula

koje zatim aktiviraju kaspaze (Green i sur., 2015, Kiraz i sur., 2016).



Signalna molekula za pocetak ekstrinzi¢nog puta dolazi iz izvanstaniénog prostora.
Razli¢ite molekule vezu se na svoje specifi¢ne receptore smrti i tvore komplekse ligand —
receptor. Neki od njih su Fas ligand/ FasR, TNF/TNF R1 i TNF-srodan inducirajuci
apoptotski ligand, TRAIL/TRAIL RI1. Vezanje liganda poti¢e primicanje receptora u
membrani te prepoznavanje i vezanje adapterskih molekula — Fas-vezanih domena smrti,
FADD. Veze izmedu receptora i adaptera ostvaruju se preko domena smrti. Adapterske
molekule vezu monomere inicijatorske prokaspaze-8, Sto poti¢e njihovu konformacijsku
promjenu i aktivaciju. Adapter i vezana kaspaza-8 tvore death inducing signaling complex,
DISC (Green i sur., 2015; Fulda i sur., 2010). Aktivirana kaspaza-8 odvaja se s DISC-a
autokatalitickom aktivnos¢u i1 pokrec¢e daljnju kaskadu kaspaza, tako iniciraju¢i apoptozu.
Takoder, kaspaza-8 moze pokrenuti i intrinzi¢ni put apoptoze aktivirajuci inicijator apoptoze
Bid, ili aktiviraju¢i izvrSne kaspaze-3 i -7 (Green i sur., 2015, Kiraz i sur., 2016). Tako se
vanjskim signalom ukljucuju oba puta apoptoze s istim finalnim rezultatom — smrcu stanice.

Signalni put pokrenut vezanjem liganda za TNFR1 je neSto kompleksniji i moze dovesti
do tri razli¢ita ishoda: prezivljavanja, apoptoze i nekroze. Adapterska molekula koja se veze
na TNFR1 je TRADD, TNFR-vezana domena smrti. Ona ne aktivira kaspazu-8 direktno
poput FADD, ve¢ sluzi kao skela za regrutiranje drugih signalnih molekula. Ako se za
TRADD veze kinaza RIP1 i ubikvitin ligaze TRAF2 i clAP1/2 (koje ubikvitiniraju RIP1),
dolazi do aktivacije NF-xB signalnog puta i upalnog procesa, a ne do stani¢ne smrti. Ako ne
dode do ubikvitinacije RIP1, RIP1 i TRADD uklanjaju se s TNFR1, a stanica moze uci ili u
apoptozu ili u nekrozu. Ako se na TRADD veze FADD, do¢i ¢e do aktivacije kaspaze-8 i
apoptoze, a ako se na RIP1 veze kinaza RIP3, do¢i ¢e do nekroze (Green i sur., 2015).

Ekstrinzi¢ni put apoptoze moze biti blokiran proteinom FLIP. On posjeduje death
effector domenu sli¢nu onoj kaspaze-8 te se zato moze vezati na FADD i tvoriti heterodimere
s kaspazom-8. No, FLIP nema Kkatalitickog cisteina, pa ne dolazi do kaskade kaspaza i
apoptoze. Do ekspresije proteina FLIP dolazi kada je aktivan signalni put NF-kB (Green i
sur., 2015, Kiraz i sur., 2016).

3 REGULACIJA APOPTOZE

Apoptoza je kompleksni proces kojeg prati i kompleksni sustav regulacije. Komponente
apoptotskog signalnog puta prolaze kroz niz posttranslacijskih modifikacija — od fosforilacije
1 ubikvitinacije do proteolitickih cijepanja. Mnogo tih modifikacija uvjetovano je reaktivnim

kisikovim radikalima. lako su kisikovi radikali prisutni u svim stanicama, pogotovo u
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mitohondrijima, njihova koli¢ina znaajno raste u stresnim uvjetima koji promoviraju
apoptozu (Wu i sur., 2013). Apoptotski proteini ¢esto stupaju u interakcije s molekularnim
Saperonima, heat shock proteinima (HSP), koji povecavaju otpornost stanice na razli¢ite vrste
stresa. Indukcija ekspresije HSP potie termotoleranciju i povezana je s porastom otpornosti
na stani¢nu smrt. HSP tako predstavljaju obrambeni mehanizam koji stanici daje $ansu da
prezivi stresne uvjete. No, pri prevelikom ostecenju stanice ne dolazi do aktivacije heat shock
odgovora, i stanica normalno ulazi u apoptozu. To je primjer osjetljive regulacije koja uzima
u obzir trenutno stanje stanice, a rezultira s ishodom koji je najpovoljniji za cijeli organizam
(Kennedy i sur., 2014; Fulda i sur., 2010).

3.1 Regulacija apoptoze heat shock proteinima

Heat shock proteini evolucijski su konzervirana skupina proteina s vaznom ulogom u
prezivljavanju stanice. U normalnim uvjetima eksprimirani su na bazalnoj razini, a njihova
koli¢ina u stanici raste u stresnim uvjetima — pri povisenoj temperaturi, u prisutnosti teskih
metala ili kod oksidacijskog stresa (Fulda i sur., 2010). Skupina HSP najpoznatija je grupa
Saperona, proteina koji sprjecavaju agregaciju i ispravljaju krivo smotane proteine. To rade
pomazuci u ispravnom smatanju proteina, sastavljanju kompleksa, ubikvitinaciji, transportu i
degradaciji proteina. No, novija istrazivanja pokazuju da to nije njihova jedina uloga, veé
HSP imaju vaznu ulogu u odrZavanju citoskeletnog integriteta, a dolazi i do direktne
interakcije izmedu HSP i proteina apoptotskih puteva. HSP mogu regulirati apoptozu na
nekoliko razina (Kennedy i sur., 2014).

Skupina HSPAI1, poznatija kao HSP70, utjeCe na intrinzicni put apoptoze na tri
specificna mjesta u signalnom putu. HSPA1 inhibiraju degradaciju antiapoptotskog faktora
Mcl-1 i sprjeavaju djelovanje proapototskog faktora Bax, vjerojatno otezavajuéi njegov
transport do membrane mitohondrija. Otezavaju otpustanje citokroma c iz mitohondrija, ¢ime
reguliraju apoptozu na razini permeabilizacije mitohondrija. HSPAL vezu se i na prokaspaze-
3 1 -7, sprjeavajuci njihovu aktivaciju. Osim intrinzi¢nog puta apoptoze, HSPA1 mogu
regulirati i ekstrinzi¢ni put — veZzu se na receptore TRAIL, TRAIL R1, i tako blokiraju
formaciju DISC-a i daljnju apoptozu. HSPA1 inhibiraju i stresne kinaze ASK1, JNK i p38
koje reguliraju aktivnost proteina iz obitelji Bcl-2; tako se sprjecava apoptoza na razini iznad
intrinzi¢nog puta apoptoze.

Skupina HSPBL1 ili mali HSP reguliraju intrinzi¢ni put apoptoze aktiviraju¢i Kinazu

AKT koja sprjeCava aktivaciju Bax 1 inaktivira inicijator apoptoze Bad fosforilacijom.
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Takoder, HSPB1 smanjuju aktivnost kinaza JNK i tako promoviraju prezivljavanje stanice.
Slicno kao i HSPA1, HSPBI1 otezava izlazak citokroma c¢ iz mitohondrija i smanjuje
uspjesnost formiranja apoptosoma. HSPB1 indirektno reduciraju aktivnost intrinzi¢nog puta
stabiliziraju¢i aktinski citoskelet i odrzavaju¢i veze medu stanicama. HSPBS, jedan od malih
HSP, moZe se direktno vezati na Bax i Bcl-x, sprjecavajuci njihov transport u mitohondrij.
Takoder, inhibira aktivaciju prokaspaze-3.

HSPCI ili HSP90, slicno kao HSPBI aktiviraju AKT kinazu sprjecavajuci apoptozu.
Vezu i stabiliziraju survivin, ¢lana skupine proteina inhibitora apoptoze (IAP). No, ovisno o
uvjetima, mogu imati i proapoptotsko djelovanje.

HSPD1 i HSPE1 mogu regulirati apoptozu i pozitivno i negativno. Vezanje ovih
Saperona za prokaspazu-3 potice njenu aktivaciju, a prekomjerna ekspresija ovih proteina
sprjeCava otpustanje citokroma c i smanjuje kaspaznu aktivnost (Kennedy i sur., 2014).

Permeabilizacija vanjske membrane mitohondrija uzrokuje energetski kolaps stanice, te
u vedini slucajeva dovodi do stani¢ne smrti. No, u odredenim uvjetima stanica ipak moze
prezivjeti. HSP70 jedan je od proteina u proteinskom kompleksu zaduzenom za izmjenu
hidroliziranog dADP s dATP prilikom formacije apoptosoma. Ako ovaj mehanizam
nukleotidne izmjene zakaze, dolazi do agregacije 1 ireverzibilne inaktivacije Apafl, ¢ime je
daljnja apoptoza blokirana. Ako se takva stanica uspije oporaviti od energetskog kolapsa,

prezivjeti ¢e (Green i sur., 2015).

3.2 Regulacija apoptoze reaktivnim kisikovim radikalima

U organizmu postoji ravnoteza izmedu reaktivnih kisikovih radikala, jakih oksidansa, i
antioksidacijskog mehanizma obrane. Kisikovi radikali potjeGu iz same stanice, kao
nusprodukti mitohondrijskog lanca prijenosa elektrona. To su najceS¢e superoksidni anion
(02" "), vodikov peroksid (H,0,), hidroksilni radikal (OH"), peroksilni radikal (HO,),
slobodni kisik i duSikov oksid (NO’). U organizmu ih razgraduju enzimi poput katalaze,
glutation peroksidaze 1 superoksid dismutaze uz pomo¢ antioksidansa poput glutationa. Ako
se ravnoteZza naruSi i koncentracija Kisikovih radikala poraste, nastale uvjete nazivamo
oksidacijskim stresom (Fulda i sur., 2010).

Kisikovi radikali mogu potaknuti apoptozu na razli¢ite nacine. Aminokiseline u
citokromu ¢ mogu se modificirati pod utjecajem Kkisikovih radikala, no nije postignut
konzensus o utjecaju takvih modifikacija na formiranje apoptosoma (Wu i sur., 2013). H,0,

poti¢e otpustanje citokroma c i aktivira transkripcijske faktore koji poti¢u apoptozu. NO
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inaktivira antioksidacijske enzime i potice oba puta apoptoze — intrinzi¢ni povecanjem
permeabilnosti membrane mitohondrija, a ekstrinzi¢ni poticanjem vezanja liganda Fas na
receptor Fas (Fulda i sur., 2010). Istrazivanja utjecaja kisikovih radikala na formaciju
apoptosoma i aktivaciju kaspaze-9 dala su suprotne rezultate. Rezultat jednog tvrdi da se
apoptosom nije mogao formirati u prisutnosti antioksidansa jer je oksidacija Apafl bila nuzna
za aktivaciju kaspaze-9, dok je u drugom istrazivanju utvrdeno da kisikovi radikali inhibiraju
aktivaciju kaspaze-9 preko oksidacije cisteinskih aminokiselinskih ostataka. Trece istraZzivanje
utvrdilo je indirektnu inhibiciju apoptoze kisikovim radikalima zbog aktivacije odredenih
regulatornih kinaza, npr. JNK. Kako bi se utvrdio to¢an utjecaj kisikovih radikala na Apafl,
kaspazu-9 i formaciju apoptosoma, potrebno je provesti jos istrazivanja o toj temi. Negativna
regulacija aktivnosti kaspaze-3 kisikovim radikalima pokazana je u viSe istrazivanja, jer

dolazi do modifikacija cisteinskih ostataka, ukljucujuéi one kataliticke. (Wu i sur., 2013).

4 APOPTOZA U RAZVOJU

Apoptoza igra kljucnu ulogu u pravilnom razvoju visestani¢nih zivotinja. To je idealni
tip stani¢ne smrti za reorganizaciju tkiva — dolazi do uniStenja neZeljenih stanica bez
nanoSenja Stete ostalim stanicama. U nekim slucajevima dolazi samo do smrti odredenih
stanica, dok se u drugim eliminiraju ¢itava tkiva. Neki od primjera apoptoze tokom razvoja su
degradacija vezivnog tkiva izmedu prstiju u Vvisih kraljeznjaka, regresija umbilikalnih arterija
nakon rodenja u placentalnih sisavaca, eliminacija repa u punoglavaca i degeneracija
pronefrosa u vodozemaca i sisavaca (Pérez-Garijo i sur., 2015; Arya i sur., 2015).

No, u vedine organizama najve¢i udio stani¢ne smrti se tokom razvoja dogada u
zivéanom sustavu. U vinskoj musici, ziv€ani sustav se mijenja prilikom transformacije
puzajuce larve u odraslu, lete¢u musicu. Apoptozom se uklanjaju i roditeljske stanice neurona
koje se dijele, i viSak neurona u trbusnom dijelu zivéane vrpce (Arya i sur., 2015). U
kraljeznjaka razvoj ziv€anog sustava zapocinje formacijom neuralne ploce, koja se zatvara i
tvori neuralnu cijev, preteCu mozga i ledne mozdine. Primije¢en je veliki udio stanica u
apoptozi u samom procesu zatvaranja neuralne cijevi (Pérez-Garijo i sur., 2015). Prilikom
formiranja mozga u kasnijim fazama razvoja nastaje mnogo veci broj neurona nego §to ih ima
u potpuno razvijenom tkivu. Pretpostavlja se da u sisavaca oko 50% neurona tokom razvoja
umire apoptozom. Funkcija takve nadprodukcije stanica i eliminacija viSka olakSava proces

ispravnog spajanja neurona i uspostavljanja funkcionalnih mozdanih veza (Arya i sur., 2015).

10



Proucavanjem programirane stani¢ne prilikom zatvaranja neuralne cijevi otkriven je
utjecaj apoptoze na okolno tkivo. Izvor tog signala nisu bile umiruée stanice, ve¢ one
predodredene za ulazak u apoptozu. Kada je neuralna cijev zatvorena, sve Stanice koje su
cksprimirale odredeni faktor Fgf naglo ulaze u apoptozu, i tada nestaje uc¢inak na okolne
stanice. Takvi rezultati navode na pretpostavku da mozda glavna uloga apoptoze u razvitku
srediSnjeg zivCanog sustava nije kontrola broja stanica, ve¢ regulacija morfogeneze
gradacijom kemijskih signala i modulacijom napetosti u okolnim tkivima.

Osim uloge u reorganizaciji tkiva, neki tipovi stanica u apoptozi proizvode mitotske
signale koji poticu proliferaciju okolnog tkiva. Tako moze uvelike pridonijeti i sposobnosti
regeneracije nekog organizma. U drugim se tipovima stanica dogada upravo suprotno —
apoptotske stanice mogu ¢ak i poticati okolne stanice na apoptozu, pa govorimo o apoptoza —
induciranoj apoptozi. Takoder, apoptoza igra i ulogu u fuziji stanica. Apoptotske stanice
reguliraju fuziju nediferenciranih mioblasta, prekursora miSi¢nih stanica, u funkcionalne
miofibrile (Pérez-Garijo i sur., 2015).

Prilikom istrazivanja apoptoze u ziv€anom sustavu pronadene su dvije vrste
apoptotskih stanica. Jedna vrsta su normalne, ocekivane apoptotske stanice s tipi¢nim
apoptotskim znacajkama, dok je druga vrsta stanica pokazivala znakove kaspazne aktivnosti,
ali je zadrzavala okrugli oblik, nije fragmentirala, aktivno se kretala u tkivu i prezivljavala
kroz dulji period. Te neocekivane stanice nazvane su plesu¢im apoptotskim stanicama. Za
sada je njihova uloga nepoznata, ali pretpostavlja se da bi mogle proizvoditi drugacije
signalne molekule i tako uzrokovati drugacije u¢inke na okolna tkiva (Pérez-Garijo i sur.,
2015).

5 APOPTOZA TOKOM STARENJA

U odraslom organizmu uspostavlja se dinamicka ravnoteza izmedu diobe stanica 1
programirane stani¢ne smrti, pogotovo u tkivima koja se stalno obnavljaju — epidermi koze,
epitelu crijeva i pluca, krvi, bubrezima. Sa starenjem organizma dolazi do greSaka u regulaciji
procesa programirane stani¢ne smrti, pa je apoptoza manje ili viSe aktivna od optimalnog.

Smanjenje apoptotske aktivnosti uzrokovano starenjem posljedica je smanjene
ekspresije apoptotskih gena. Dogada se u mnogim stanicama — mati¢nim adipoznim
stanicama, mati¢nim stanicama koStane srzi, limfocitima, stanicama glatkih miSi¢a zila i

hepatocitima. Razlog opadanja apoptotske aktivnosti moglo bi biti usporavanje obrtaja stanica
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u adultnim tkivima — nastaje manje novih stanica i manje starih stanica umire. Takav smanjeni
obrtaj stanica uzrokovan je greSkama u radu mitohondrija i usporavanjem metabolic¢kih
procesa tokom starenja.

Povecanje apoptotske aktivnosti dovodi do smanjenja broja bijelih krvnih stanica u
timusu i koStanoj srzi, posebno T-limfocita. Smanjuje se i broj miocita u srcu, a dolazi i do
hipertrofije preostalih miocita, $to su znakovi starenja sréanog misi¢a. Takoder, skeletna
miSi¢na vlakna, stanice bubrega, slusne dlacice i melanocitne mati¢ne stanice sve pokazuju
povecanu podloznost apoptozi. Apoptoza ima vaznu ulogu u zacjeljivanju rana, pa se proces
zarastanja ozljeda usporava kako organizam stari. U normalnom Ziv€anom sustavu adultne
jedinke neuroni ne bi smjeli umirati apoptozom; ako se to ipak dogada, dolazi do pojave
neurodegenerativnih bolesti poput Alzheimerove, Parkinsonove i Huntingtonove bolesti. Do
povecane apoptotske aktivnosti dovode oksidativni stres, oSteCenja mitohondrija i
mitohondrijske DNA te nakupljene greSke u genomu starih stanica, uz neke promjene u
signalnim putevima koje ¢ine stanice sklonijima upalama i podloznijima stresu (Tower,

2015).

6 APOPTOZA U LIJECENJU RAKA

Jedno od jedinstvenih svojstava stanica raka je njihova sposobnost da izbjegnu
mehanizme programirane stani¢ne smrti. Stanice koje se otmu kontroli i ne udu u apoptozu
kada bi trebale mogu se poceti nekontrolirano dijeliti 1 uzrokovati nastanak tumora.
Pravovremena apoptoza inhibira onkogenezu na viSe razina — od transformacije stanica do
nastanka metastaza (Bates i sur., 2013; Lopez i sur., 2015).

Gen p53 mutiran je u mnogim oblicima raka (Tower, 2015; Kiraz i sur., 2016). Produkt
tog gena, protein p53, smatra se ¢uvarom genoma. To je tumor- supresorski transkripcijski
faktor ¢ije se izoforme nalaze u mnogim organizmima. Kontrolira ekspresiju velikog seta
gena ukljucenih u detekciju oSte¢enja i popravka DNA, zastoja u stani¢nom ciklusu i
apoptozi. U normalnim stanicama, koli¢ina p53 vrlo je mala jer je p53 lako degradira. No,
kada dode do oStecenja stanice, p53 se stabilizira i njegova koncentracija u stanici raste, sto
dovodi do aktivacije apoptotskih mehanizama. p53 sudjeluje u aktivaciji intrinzi¢nog puta
apoptoze induciranjem transkripcije proapoptotskin gena obitelji Bcl-2, ali i svojom
translokacijom u mitohondrij, gdje se veZe na antiapoptotske faktore Bcl-x i Bcl-2 poticuéi
permeabilizaciju mitohondrijske membrane (Chaabane i sur., 2012; Kiraz i sur., 2016). Potice

I aktivaciju ekstrinzi¢nog puta apoptoze indukcijom transkripcije gena za receptore smirti.
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Najc¢es¢e mutacije p53 su pogresne, missence mutacije u DNA — veznoj domeni, ¢ime je
onemoguceno vezanje pS3 na ciljna mjesta u genomu i aktivacija tih gena. Takvi mutanti p53
gube tumor-supresorsku aktivnost jer ne dolazi do apoptoze, ve¢ do potencijalne
transformacije stanica i posljedi¢no do onkogeneze (Kiraz i sur., 2016).

Najbolji nacCin tretiranja raka je ubijanje tumorskih stanica. Mnogi kemoterapeutici
djeluju upravo tako da izazivaju apoptozu. Vecina podrazumijeva ciljanje i ukljucivanje
elemenata intrinzi¢nog puta apoptoze. Ciljno se tretiraju geni obitelji Bcl-2 — povecava se
koli¢ina proapoptotskih, a smanjuje koli¢ina antiapoptotskih faktora. Koriste se 1 molekule
koje strukturno sli¢e na inicijatore apoptoze iz obitelji BH3-only te se zato mogu vezati s
antiapoptotskim faktorima i Dblokirati ih (Bates i sur. 2013; Lopez i sur.,, 2015).
Kemoterapeutici mogu biti i agonisti receptora smrti. Takve molekule djeluju izvan stanice i
direktno aktiviraju ekstrinzi¢ni put apoptoze vezanjem na receptore smrti. Kona¢no, apoptoza
se moze inducirati i blokatorima proteina inhibitora apoptoze, ¢ime se inaktivira njihovo

djelovanje (Bates i sur., 2013).
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8 ZAKLJUCAK

Cilj ovog seminara upoznavanje je s osnovnim mehanizmima apoptoze i glavnim
ulogama programirane stani¢ne smrti u viSestanicnim organizmima.

Apoptoza je programirani proces stani¢ne smrti pracen aktivacijom kaspaza, cisteinskih
aspartat — specificnih proteaza. Postoje dva puta apoptoze — intrinzicni i ekstrinzi¢ni.
Intrinzi¢ni put zapo€inje permeabilizacijom vanjske membrane mitohondrija, a ekstrinziéni
vezanjem signalnih molekula na receptore smrti u stanicnoj membrani. Apoptoza ima veliku
ulogu u pravilnom razvoju organizama. Osim odrzavanja ravnoteze izmedu novonastalih i
umirucih stanica, jedan je od glavnih pokretaca morfogeneze i reorganizacije tkiva. Pojacana
ili smanjena apoptoza nekih stanica jedan su od uzroka starenja. Programirana stani¢na smrt
kompleksni je proces koji se moze regulirati na mnogo razina, a greSke u regulaciji dovode do
pojave bolesti. Usmjereno ciljanje mehanizama apoptoze moglo bi biti klju¢ za lijecenje raka,

Sto €ini istrazivanja na ovu temu vrlo znac¢ajnima.

9 SUMMARY

The goal of this review is to introduce the reader with basic mechanisms of apoptosis
and the main functions of programmed cell death in multicellular organisms.

Apoptosis is a programmed process of cell death accompanied by activation of
caspases, cysteinyl aspartate — specific proteases. There are two main pathways of apoptosis —
intrinsic and extrinsic. Intrinsic pathway begins with permeabilization of outer mitochondrial
membrane, while extrinsic pathway begins with binding of signal molecules to death
receptors in cell membrane. Apoptosis plays a great role in correct development of
organisms. Apart from its role in keeping the balance between newly-formed and dying cells,
it is also one of the main initiators of morphogenesis and tissue reorganization. Upregulated or
downregulated apoptosis of some cells is one of the main causes of ageing. Programmed cell
death is a complex process that can be regulated on many levels, and misregulation of that
process can often lead to an occurrence of illnesses. Direct targeting of apoptotic mechanisms

could hold the key to curing cancer, which makes researches of this topic very significant.
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