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Sazetak

Stanic¢no umiranje je temeljni bioloski proces, koji je u fiziolosSkom smislu embrionalnoga razvoja i obnove tkiva, te kao patoloski odgovor na ozljedu
stanica i infekciju patogenima, ukljucen u mehanizme koji kontroliraju razvoj, homeostazu i imunolosku regulaciju visestanicnih organizama.
Stanice mogu umrijeti slucajnom (bioloski nekontrolirani procesi) ili reguliranom (genetski kontrolirani molekularni procesi) stanicnom smrcu.
Stanic¢na smrt odvija se razlicitim mehanizmima koji dovode do pojave razlicitih morfoloskih promjena u stanicama zahvacéenim tim procesima.
Nedavna otkric¢a u tom podrucju i detekcija sve veceg broja novih oblika regulirane stanicne smrti, rezultirala su novom sustavnom klasifikacijom
i nomenklaturom razlicitih tipova stanicne smrti. U ovom preglednom radu dan je uvid u sustav klasifikacije, mehanizme i obiljezja glavnih tipova
stanicne smrti: nekroze, apoptoze i autofagije.

Kljucne rijeci: stanicna smrt, mehanizmi stanicne smrti, apoptoza, nekroza, autofagija

Abstract

Cell death is fundamental biological activity involved in mechanisms controlling the development, homeostasis and immune regulation of
multicellular organisms in the physiological context of embryonic development and tissue regeneration, as a pathological response to cell injury
and pathogen infection. Cells can die by accidental (biologically uncontrolled processes) or regulated (genetically controlled molecular processes)
cell death. Cell death occurs by different mechanisms leading to the development of specific morphologies. Recent discoveries in this field and
the increasing number of new forms of regulated cell death have resulted in a novel classification system and nomenclature of different cell death
modalities. This review provides an insight into the system of classification, mechanisms and characteristics of main cell death modalities: necrosis,
apoptosis and autophagy.
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Uvod

Noviji znanstveni radovi sve detaljnije opisuju genetiCke i epigeneticke mehanizme regulacije aktivnosti gena ¢iji proteinski produkti sudjeluju
u ciljanom uklanjanju suvisnih, nepovratno ostecenih i / ili potencijalno Stetnih stanica (Galluzzi i sur., 2018). Tijekom razvoja veliki broj stanica
umire u razli¢itim tkivima kraljeZnjaka i beskraljeznjaka. U nekim slucajevima, cijele regije ili cijeli organi se na taj nacin uklanjaju, dok se u drugim
slu¢ajevima, pojedine umiruée stanice pojavljuju u tkivima u razvoju te u razvijenom tkivu gdje se zamjenjuju novim stanicama (Clarke i Clarke,
1996).

Visestanicni organizmi koriste fizioloSke mehanizme stani¢ne smrti za razvoj i morfogenezu, za kontrolu broja stanica i kao obrambenu strategiju za
uklanjanje zarazenih, mutiranih ili oSte¢enih stanica (Vaux i Korsmeyer, 1999). Stani¢no umiranje je izrazito slozen proces prisutan u regulaciji diobe
i diferencijacije stanica te ima klju¢nu ulogu u embrionalnom razvoju i odrzavanju homeostaze organizma (Danial i Hockenbery, 2018; Yan i sur.,
2020). Gubitak kontrole u regulaciji stani¢ne smrti pridonosi pojavi karcinoma, neurodegenerativnih poremecaja, autoimunih i zaraznih bolesti i dr.
(Tait i sur., 2014; Tang i sur., 2019).

Stani¢na smrt nastala tijekom uzgoja stani¢nih kultura predstavlja ogranicavajuéi faktor u biotehnoloskoj proizvodnji - smanjuje prinos visokovrijednih
proizvoda, a moze negativno utjecati i na kvalitetu proizvoda (Krampe i Al-Rubeai, 2010; Henry i sur., 2020). Kako bi se rijesio taj problem, ve¢inom
su koristene razliCite strategije poput modifikacije stanicnog medija, optimizacije bioreaktora i dr. Medutim, bolje rjeSenje za pouzdanu kvalitetu
takvih proizvoda i ve¢i prinos biomase (odnosno sprijecavanje stani¢ne smrti) koji bi zadovoljio biotehnolosku i farmaceutsku industriju je dizajn
anti-apoptotskih stani¢nih linija (Henry i sur., 2020). Aktivacija stani¢ne smrti odgovorna je za akutnu toksi¢nost mnogih lijekova i toksi¢nih tvari, ali
ostaje za istraziti njena potencijalna uloga u subakutnoj, subkroni¢noj i kroni¢noj toksi¢nosti uzrokovanoj dugotrajnijom izlozenos¢u lijekovima ili
zagadivacima okolisa (Orrenius i sur., 2011).

Prvi opis stani¢ne smrti (1842. godine) biljezi samo ¢injenicu da stanice nestanu tijekom normalnoga razvoja, a 1858. godine njemacki patolog Rudolph
Virchow je opisao dva oblika smrti - nekrobiozu (,,programiranu‘ stani¢nu smrt, kako ju je on nazvao) i nekrozu (Hacker, 2000; Movassagh i Foo,
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2007). Veliki broj ranih morfoloskih studija opisuje vidljive promjene
koje vode ka stani¢noj smrti in vitro i in vivo, a morfoloske promjene
i nestanak stanica neko su vrijeme bili jedini pokazatelji stani¢ne smrti.
Na temelju morfoloskih karakteristika Kerr i suradnici su 1972. godine
razvili koncept stani¢ne smrti kao mogué¢i mehanizam odstranjivanja
nepotrebnih stanica tijekom embrionalnog razvoja, zamjene starih
stanica novima u patoloskim stanjima kao i u proliferiraju¢im tkivima
(Hécker, 2000). Rana klasifikacija tipova stani¢ne smrti ovisila je o
morfoloskim i strukturnim detaljima pojedinih tkiva i stanica. Shweichel
i Merker su 1973. godine morfoloski okarakterizirali pojedine tipove
stani¢ne smrti te dali smjernice za klasifikaciju stani¢ne smrti u tipove
I (apoptoza), II (autofagija) i Il (nekroza). Sva tri tipa stani¢ne smrti
mogu biti izvrSena kroz razliCite, a ponekad i preklapajuce signalne
puteve ukljuéene kao odgovor na specificne podrazaje (Green i
Llambi, 2015; Tang i sur., 2019). Odbor za nomenklaturu stani¢ne
smrti (NCCD - engl. The Nomenclature Committee on Cell Death) je
2005. godine formulirao preporuke i smjernice za klasifikaciju stanicne
smrti. Azurirane preporuke objavljene su 2009., 2012., 2015. te 2018.
godine u Casopisu Cell Death & Differentitation (Kroemer i sur., 2005,
2009; Galluzzi i sur., 2012, 2015, 2018). NCCD predlaze jedinstvene
kriterije za definiranje razlicitih morfologija i biokemijskih mehanizama
stani¢ne smrti. Prvenstveno je vazno razlikovati umiranje kao proces
i smrt kao krajnju tocku toga procesa (Kroemer i sur., 2005, 2009).
NCCD predlaze novu klasifikaciju signalnih puteva temeljenih na
biokemijskim i fizioloSkim razmatranjima i ukazuje da se tipovi stani¢ne
smrti mogu svrstati u dvije, medusobno iskljucive kategorije, slu¢ajnu
(ACD - engl. accidental cell death) i reguliranu (RCD - engl. regulated
cell death) stanicnu smrt. ACD su uzrokovane teskim oStecenjima,
ukljucujuéi fizicke, kemijske i mehanicke podrazaje te nisu osjetljive
na farmakoloske ili genetske promjene bilo koje vrste. RCD ukljucuju
genetski kontrolirane molekularne procese, stoga se tijek RCD-a moze
mijenjati pomocéu farmakoloskih i/ ili genetskih zahvata usmjerenih na
kljuéne komponente takvih procesa (Galluzzi i sur., 2012, 2018).

Prema NCCD smjernicama razlikuju se nekroza i nekroptoza, autofagija,
anoikis, entoza, piroptoza, mitotska katastrofa, NEToza, partanatoza
i dr. Medutim, NCCD preporucuje ogranic¢avanje formuliranja novih
naziva, osim u sluc¢ajevima kada su specifi¢ni molekularni mehanizmi
ili morfoloske karakteristike identificirani (Kroemer i sur., 2005, 2009,
Galluzzi i sur., 2012). U ovom radu dan je sustavan uvid u klasifikaciju,
mehanizme i obiljezja glavnih tipova stani¢ne smrti — nekroze, apoptoze
i autofagije.

Slu¢ajna (neregulirana) stani¢na smrt - nekroza

Tradicionalno, nekroza se opisuje kao pasivni i nekontrolirani proces,
potaknut vanjskim ¢imbenicima kao §to su ishemijsko-reperfuzijska
ozljeda, toksini, virusne i bakterijske infekcije. Nekroza se javlja kao
odgovor na razli¢ita oStecenja ili u patoloskim stanjima, ali ne i tijekom
normalnog razvoja (Nikoletopoulou i sur.,, 2013). Karakterizirana je
bubrenjem organela i stanica, gubitkom integriteta staniéne membrane

Stimulans stani¢ne
smrti

te njezinim brzim raspadom, §to rezultira lizom stanica i nekontroliranim
oslobadanjem unutarstani¢nog sadrzaja u nekroticnom tkivu u
izvanstani¢ni prostor te oSte¢enjem susjednih stanica, $to posljedi¢no
dovodi do aktivacije imunoloskoga sustava (Jha i Kitsis, 2011; Negroni
i sur.,, 2015) (slika 1). Spontano se pojavljuje u neoplazmama kada
proliferacija stanica nadmasuje angiogenezu, a do pojave nekroze dovodi
iizlaganje stanica mehanickoj sili, toplini, hladno¢i i sl. (Hotchkiss i sur.,
2009).

Brojni stani¢ni procesi i organeli ukljuceni su u nekroti¢nu smrt stanice,
ali jo§ uvijek nije jasno kako su medusobno povezani (Chaabane i
sur., 2013). Uobicajeni posrednici procesa nekroze su kalcijevi ioni
(Ca?"), koji uzrokuju preopterecenje mitohondrija kalcijem, razlicite
bioenergetske ucinke te aktivaciju proteaza i fosfolipaza. Nekrozu
mogu potaknuti reaktivne kisikove vrste (ROS — engl. reactive oxygen
species), koje dovode do disfunkcije mitohondrija, deregulacije
homeostaze iona i gubitka integriteta membrane (Hotchkiss i sur., 2009;
Negroni i sur., 2015). Niska razina ATP-a odrazava ozbiljnu disfunkciju
mitohondrija i podudara se s poremecajem metabolizma $to dovodi
do pojave nekroze. Poli-ADP-riboza polimeraza (PARP — engl. poly
(ADP-ribose) polymerase) je enzim ukljuen u popravak DNA, koji
tijekom popravka visestrukih lomova lanaca DNA moze iscrpiti stanicne
spremnike ATP-a. Inhibicija PARP-a ublazava nekrozu u ishemijsko-
reperfuzijskim ozljedama i u drugim vrstama ostecenja (Hotchkiss i sur.,
2009; Jha i Kitsis, 2011).

Programirana (regulirana) stani¢na smrt

Izraz ,,programirana stani¢na smrt* nastao je u 19. stoljecu, kada su R.
Lockshin i J. Saunders ustvrdili da stanice imaju niz visoko reguliranih
mehanizama koji rezultiraju stani¢cnom smréu (Movassagh i Foo, 2007;
Yan i sur., 2020). U posljednjem desetlje¢u opisani su brojni novi oblici
stani¢ne smirti i pojavio se velik broj in vitro i in vivo studija koje su
okarakterizirale nove oblike s pripadaju¢im regulatornim signalnim
putevima (Feoktistova i Leverkus, 2015). U Tablici 1 prikazana su
obiljezja pojedinih oblika regulirane stani¢ne smrti.

S obzirom na morfoloske znacajke i molekularne mehanizme, regulirana
stanicna smrt moze biti dodatno kategorizirana na apoptotsku i
neapoptotsku stani¢nu smrt (Yan i sur., 2020).

Apoptoza

Apoptoza je prvi identificirani genetski programirani proces stanicne
smrti. Detaljno je proucen i njegov doprinos patogenezi bolesti dobro
je dokumentiran (Eisenberg-Lerner i sur., 2009). Evolucijski je o¢uvan
i strogo reguliran oblik stani¢ne smrti, bitan u fiziologiji jer oblikuje
slozena tkiva tijekom embriogeneze te uklanja stanice koje su dosegle
odreden broj dioba ili ¢iji je genom nepopravljivo oStecen. Apoptoza
rezultira brzim i ucinkovitim uklanjanjem mrtvih stanica putem
eferocitoze (termin koji se koristi za razlikovanje fagocitoze apoptotskih
stanica od drugih fagocitoznih procesa) (Birge i sur., 2016).

Gubitak integriteta 1 raspad membrane
Oslobadanje unutarstaniénoga sadrzaja

Normalna stanica

Bubrenje stanice i organela
Izmijenjen kromatin

Slika 1. Morfoloske karakteristike procesa nekroze (prema Escobar i sur., 2015)

Figure 1. Morphological characteristics of necrosis (Escobar et al., 2015)
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Tablica 1. Obiljezja pojedinih oblika regulirane stanicne smrti (Legrand i sur., 2016, Tang i sur., 2019; Yan i sur., 2020; Hu i sur., 2021)

Table 1. Characteristics of new modalities of regulated cell death (Legrand et al., 2016; Tang i sur., 2019; Yan et al., 2020; Hu et al., 2021)

oblik stani¢ne smrti morfoloska obiljezja biokemijska svojstva *
permeabilizacija lizosomalne membrane; otpustanje lizoso-
lizosomalna stani¢na smrt puknucée lizosoma i stani¢ne membrane | malnih hidrolitickih enzima; oksidacijsko ostecenje lizosoma
izazvano Fe*
iroptoza puknucée stanicne membrane; umjerena | aktivacija kaspaza 1 i 3; aktivacija i cijepanje GSDMD-a; stva-
pirop kondenzacija kromatina ranje pora; otpustanje IL1[3
NEToza puknuce stani¢ne i jezgrine membrane; | stvaranje NET-ova; otpustanje i translokacija granuliranih enzi-
opustanje kromatinskog vlakna ma; citrulinacija histona
bubrenje stanica; puknuce stani¢ne
nekroptoza membrane; umjerena kondenzacija aktivacija RIPK (1 i 3) i MLKL; tvorba citosolnih nekrosoma
kromatina
entoza cell-in-cell struktura aktivacija adhezijskih proteina i aktomiozina
kondenz;ch a kromatina; DNA fre}g- pretjerana aktivacija PARP1; iscrpljivanje NAD" i ATP-a; ot-
partanatos mentacija; nedostatak apoptotskih . T . .
. o . pustanje AIFM1 iz mitohondrija; neovisan o kaspazama
tjeleSaca; gubitak integriteta membrane
ji mitoh j - .. S . .
manj1 muo Ondrl.J 1 sanjena nabqra akumulacija Fe; peroksidacija lipida; glutaminoliza; neovisna o
feroptoza nost membrane mitohondrija; povecana
. . kaspazama
ostecenja mitohondrijske membrane
okseintoza morfologiia nalik apoptozi ROS ovisan; NFE2L2 neovisan; neovisna o kaspazama; nedo-
P &Y pop statak nuklearne translokacije AIFM1
. . . . i lul lkalizacija; aktivacija NF-xB; i kaspa-
alkaliptoza morfologija nalik nekrozi intracelularna alkalizacija; aktivacija NF-kB; neovisna o kaspa
zama
nakupljanje vakuola ispunjenih S R . L R
tekudi ) aktivirani Ras stimulira mikropinocitozu aktivacijom
metuoza ekucinom,
puknuc¢e membrane GTPaze 1 (Racl)
znacajna citoplazmatska vakuolizacija
paraptoza kao posljedica povecanja endopla- aktivacija IGF1R, MAPK, JNK
zmatskog retikuluma ili mitohondrija
nestanak mitohondrija;
tont Bax/Bak-ovisno oslobadanje TIMMS8a/DDP potice mitohondrij-
mitoptoza razgradnja mitohondrijskog retikuluma | sku fisiju i mitoptozu
na male sferi¢ne organele

*GSDMD - gasdermin D; IL1B — interleukin 1 beta; NET (engl. neutrophil extracellular traps); RIPK (engl. receptor-interacting serine/threonine
kinase 1/3); MLKL (engl. mixed lineage kinase domain like pseudokinase); PARP (engl. poly (ADP-ribose) polymerase); AIFM1 (engl. apoptosis
inducing factor mitochondria associated 1); NFE2L2 (engl. nuclear factor, erythroid 2-like 2); NF-xB (engl. nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells); Ras (engl. reticular activating system); Racl (engl. Rac family small GTPase 1); IGFIR (engl. insulin-like growth
Jactor 1 receptor); MAPK (engl. mitogen-activated protein kinase); INK (engl. c-Jun N-terminal kinase); TIMM8a/DDP (engl. translocase of inner
mitochondrial membrane 8a/ deafness—dystonia peptide)
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Slika 2. Obiljezja i znacajke procesa apoptoze (prema Tixeira i sur.,, 2017)

Figure 2. Characteristic and features of apoptotic cell death (Tixeira et al., 2017)

Apoptoza je mehanizam svojstven veéini stanica. Aktivira se kada je
stanica liSena bitnih faktora za prezivljavanje. Takoder, moze biti izazvana
namjerno, bilo izazivanjem tezih stani¢nih oStecenja ili kao odgovor na
izvanstanicne signale koji se prenose specificnim signalnim putevima
(Ashkenazi i1 Salvesen, 2014). Apoptozu morfoloski i biokemijski
karakteriziraju (slika 2) kondenzacija kromatina koja dovodi do piknoze
stanice, fragmentacija DNA u oligonukleosomalne fragmente (putem
aktiviranih endonukleaza), protruzija stanicne membrane (zvjezdolik
izgled) te stvaranje apoptotskih tjeleSaca (Zlender, 2003; Tixeira i sur.,
2017; Tang i sur., 2019).

Razumijevanje mehanizama ukljucenih u proces apoptoze u stanicama
sisavaca zapocelo je istrazivanjem programirane stanicne smrti tijekom
razvoja nematode Caenorhabditis elegans. U ovom organizmu 1090
somatskih stanica nastaje prilikom stvaranja odrasloga crva. Od
ukupnoga broja stanica njih 131 podlijeze apoptozi. Te stanice umiru
u odredenim trenucima tijekom razvojnoga procesa, $to ukazuje na
izvanrednu preciznost 1 kontrolu stani¢ne smrti procesom apoptoze.
Apoptoza je od tada prepoznata i prihvacena kao poseban i vazan nacin
programirane stani¢ne smrti, a ukljuuje genetski odredeno uklanjanje
stanica (Elmore, 2007).

Apoptoza se javlja normalno tijekom razvoja i starenja te kao
homeostatski mehanizam za odrzavanje stani¢ne populacije u tkivima.
Takoder se pojavljuje kao obrambeni mehanizam pri imunoloskim
reakcijama ili prilikom uklanjanja ostecenih stanica. lako postoji Siroki
raspon ¢imbenika i stanja (fizioloskih i patoloskih) koji mogu potaknuti
apoptozu, sve stanice ne¢e nuzno umrijeti kao odgovor na isti podrazaj.
Zracenje ili lijekovi koji se koriste za kemoterapiju u nekim stanicama
dovode do oste¢enja DNA, Sto moze dovesti do apoptotske smrti.
Hormoni, kao S$to su kortikosteroidi, mogu dovesti do apoptotske smrti
u nekim stanicama (npr. timociti), dok u drugim stanicama apoptoza nije
stimulirana (Elmore, 2007).

Kaspaze — efektori apoptoze

Sredi$nji apoptotski enzimski aparat sastoji se od proteolitickih enzima
kaspaza - citoplazmatskih cisteinil-aspartatno-specificnih endoproteaza.
Obitelj kaspaza opisana je nakon $to je utvrdeno da gen CED-3 u
Caenorhabditis elegans kodira protein Ice (engl. interleukin-1/3-
converting enzyme), koji je homologan interleukin-1f-konvertirajuéem
enzimu sisavaca, a danas se naziva kaspaza-1. Pokazalo se da ova obitelj
proteaza ima sredi$nju ulogu u zapo€injanju i provodenju apoptoze
(K&hler i sur., 2002; Zlender, 2003; Ashkenazi i Salvesen, 2014). Prisutne
su unutar stanice kao neaktivni oblici ili zimogeni, a odgovorne su za
cijepanje klju¢nih stani¢nih proteina (npr. citoskeletnih proteina i enzima
koji sudjeluju u popravku DNA), koji dovode do tipi¢nih biokemijskih
i morfoloskih promjena stanica u apoptozi. Takoder, mogu aktivirati i
druge enzime poput nukleaza i proteaza (Siddiqui i sur., 2015).

Apoptotske kaspaze dijele se u dvije kategorije: (1) pokretacke ili
inicijatorske kaspaze (npr. kaspaze-8, -9), Cija je aktivacija potrebna
za aktiviranje drugoga seta kaspaza, (2) izvrSiteljske ili efektorske

kaspaze (npr. kaspaza-3, -7) (Ashkenazi i Salvesen, 2014). Kaspaze se
najprije proizvode u neaktivnim prekursorskim oblicima, a aktiviraju se
proteazama ili autokatalizom (Dasgupta i sur., 2017). Apoptotski signali
smrti, vanjski ili unutarnji ¢imbenici, poticu aktivaciju jedne ili vise
inicijatorskih kaspaza preko specificnih oligomerizacijskih platformi.
Inicijatori zatim pokreéu kaskadnu proteoliticku stimulaciju efektorskih
kaspaznih zimogena. Aktivirani enzimi poti¢u apoptotsku smrt stanice
cijepanjem stotina ili ¢ak tisuca strukturno i funkcionalno kriti¢nih
proteina unutar stanice (Ashkenazi i Salvesen, 2014).

Putevi apoptoze

Razlikujemo dva glavna puta apoptoze - vanjski (ekstrinzi¢ni) put ili
put receptora smrti te unutras$nji (intrinzi¢ni) ili mitohondrijski put.
Medutim, uz ova dva puta izvjeStava se i 0 zasebnom putu koji ukljucuje
T limfocitima i perforin-granzim posredovanu smrt stanica (Siddiqui i
sur., 2015). Ekstrinzi¢ni, intrinzi€nii 1 perforin/granzim putevi zapo€inju
specificnim stani€nim signalima koji uzrokuju smrt, a ukljucuju
aktiviranje inicijatorskih kaspaza (-8, -9, -10), koje u konacnici aktiviraju
izvrsiteljsku kaspazu-3. Navedeni putevi rezultiraju fragmentacijom
DNA, razgradnjom citoskeletnih proteina, stvaranjem apoptoticnih
tjeleSaca i njihovim unosom u fagocitne stanice. Medutim, signalni put
koji ukljucuje granzim A djeluje mehanizmom neovisnim o kaspazama,
putem jednolancanog oSte¢enja DNA (Siddiqui i sur., 2015).
Ekstrinzi¢ni put ili put posredovan receptorima smrti, prima i obraduje
izvanstani¢ne signale koji induciraju smrt i koji djeluju preko tih receptora
na povrsini stanica (Derakhshan i sur., 2016; Dasgupta i sur., 2017).
Promoviraju ga molekule koje pripadaju skupini ¢imbenika nekroze
tumora (TNF - engl. tumor necrosis factor), u obliku su homotrimera
te se mogu vezati za TNFR (engl. tumor necrosis factor receptor) na
stani¢noj membrani. Ova interakcija uzrokuje trimerizaciju adaptornih
proteina kao $to su TRADD (engl. TNF receptor 1-associated via death
domain) i FADD (engl. Fas-associated via death domain) i njihovo
naknadno regrutiranje na stani¢nu povrsinu iz citoplazme. FADD sadrzi
domene koje sluze kao most izmedu receptora i prokaspaze-8, stvarajuci
tako DISC (engl. death-inducing signaling complex), koji signalizira
pokretanje stani¢ne smirti. Slijedi aktivacija kaspaze-3 i -8, $to dovodi do
apoptoze (Derakhshan i sur., 2016; Fan i sur., 2016).

Nasuprot tome, intrinzi¢ne signale ¢ine ¢imbenici koji nastaju unutar
stanice kao rezultat stani¢noga stresa (npr. iscrpljivanje faktora
rasta, virusna infekcija, ionizirajuée zracenje, slobodni radikali)
(Siddiqui 1 sur., 2015; Dasgupta i sur., 2017). Aktivacija intrinzicnoga
ili mitohondrijskoga puta inducirana je citogenetskim oSte¢enjima
uzrokovanima zracenjem ili kemoterapijom. Takav stres uzrokuje
permeabilizaciju mitohondrija i oslobadanje apoptogenih proteina,
ukljucujuéi citokrom ¢ (Cyt ¢) i SMAC (engl. second mitochondria-
derived activator of caspases) iz mitohondrija u citosol. Citosolni Cyt ¢
stupa u interakciju s APAF1 (engl. apoptotic protease activating factor
1), stvaraju¢i multimerni kompleks apoptosom, koji aktivira kaspazu-3 i
-9 (Derakhshan i sur., 2016).
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Bcl-2 proteini

Bcl-2 (engl. B cell lymphoma 2) porodica proteina imaju kljucnu
ulogu u odlucivanju hoce li stanica zivjeti ili umrijeti. Vrlo brzo nakon
identifikacije Bcl-2 proteina otkriveno je i njegovo anti-apoptotsko
djelovanje te je izoliran veliki broj proteina koji imaju sli¢nost u sekvenci
s Bcl-2, ¢ime se obitelj ovih proteina znacajno prosirila, a ukljucuje pro-
i anti-apoptotske molekule (Siddiqui i sur., 2015).

Ve¢ je desetlje¢ima poznato da Bcl-2 proteini kontroliraju intrinzi¢ni
apoptotski put regulacijom MOMP (engl. mitochondrial outer
membrane permeabilization) procesa putem protein-protein interakcija
(Dai i sur., 2016). Kontroliraju stani¢nu smrt primarno izravnim veznim
interakcijama koje reguliraju MOMP, s§to dovodi do nepovratnog
oslobadanja intermembranskih proteina te otpustanja Cyt c¢ iz
mitohondrija, a kasnije do aktivacije kaspaza i apoptoze (Namura., 2017;
Kale i sur., 2018). Clanovi obitelji Bel-2 dijele jednu ili vise od ukupno
Cetiri visoko ocuvane homologne domene Bcl-2 (BH1 — BH4), a ovisno
o stupnju homologije i funkciji svakoga proteina podijeljeni su u 3
skupine: (1) sub-obitelj koja ukljucuje Bel-2, Bel-xL, Bel-w, Mcl-1, Bfl-
1/al (djeluju anti-apoptotski i dijele homologiju unutar sve Cetiri regije;
BH1 — BH4), (2) sub-obitelj koju predstavljaju Bax, Bak i Bok (sadrze
tri homologne domene BH1 — BH3, iako je u nekih proteina uocena
homologija i unutar BH4 domene; iskazuju pro-apoptotsku aktivnost)
te (3) sub-obitelj koja ukljucuje Bik, Bid, Bad, Bim, Bmf, Hrk, Noxa i
Puma (djeluju pro-apoptotski i dijele homologiju unutar BH3 domene,
tzv. BH3 proteini) (Siddiqui i sur., 2015). U Tablici 2 prikazane su
lokalizacija i funkcije nekih Bel-2 proteina.

Autofagija

Rije¢ autofagija grékoga je porijekla (gré. autophagos; auto = sam
+ phagein = jesti). Pojam je prvi upotrijebio belgijski biokemicar
Christian de Duve 1963. godine. Autofagija je vazna za odrzavanje
stani¢ne homeostaze, jer moze ukloniti oStecene, suvisne ili nezeljene
komponente (proteine / organele). Na taj nacin autofagija moze djelovati
kao mehanizam protiv starenja, podupirati remodeliranje stanica
tijekom razvoja ili doprinijeti stani¢noj obrani od patogena (Todde i
sur., 2009). Autofagija je genericki naziv za sve puteve pomocu kojih
se nezeljen citoplazmatski materijal (ukljucujuéi pojedine npr. oste¢ene
makromolekule (proteini, glikogen, lipidi, nukleotidi) i organele
(mitohondriji, peroksisomi, ER)) izdvaja i u konacnici razgraduje
(Mizushima i Levine, 2010; Mizushima i Komatsu, 2013).

Istrazivanja molekularnih mehanizama autofagije zapocelo je
identifikacijom ATG gena (engl. AuTophaGy-related genes) (Xie i
Klionsky, 2007). Visestupanjski je kataboli¢ki proces koji djeluje kao
stani¢ni odgovor na nedostatak nutrijenata i kisika. Stoga se slobodne
aminokiseline, slobodne masne kiseline i ATP recikliraju natrag u
citoplazmu zbog sinteze biomolekula. Kod sisavaca postoji pet klju¢nih
kontrolnih toc¢aka autofagije (slika 3) — iniciiaciia. nukleaciia. elongaciia.

i Fol.
fagofor || |- @\° —> M
°*R ) @
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Slika 3. Kontrolne tocke autofagije (prema Adiseshaiah i sur., 2017)

Figure 3. Autophagy checkpoints (Adiseshaiah et al., 2017)

lizosomalna fuzija te razgradnja sadrzaja autofagosoma (Cooper, 2018).
Trenutno poznati procesi autofagije podijeljeni su na tri oblika (slika
4), koji se razlikuju s obzirom na fizioloske funkcije i nacin prijenosa
citoplazmatskog supstrata do lizosoma: (1) makroautofagija (prijenos
citosolnog sadrzaja u lizosom autofagosomima), (2) mikroautofagija
(unutarnja invaginacija lizosomalne membrane) i (3) autofagija
posredovana Saperonom (CMA - engl. chaperone mediated autophagy)
(izravna translokacija preko lizosomalne membrane) (Levine i Kroemer,
2007; Todde i sur., 2009; Mizushima i Levine, 2010). Sva tri oblika
kao zavrsni katabolicki odjeljak imaju lizosom, medutim njihovi se
mehanizmi za isporuku i reguliranje supstrata znacajno razlikuju
(Kirchner i sur., 2019). Makro- i mikroautofagija javljaju se u sisavcima,
biljkama i (mikro)gljivama, te dovode do degradacije dijelova
citoplazme. CMA je opisan samo kod sisavaca i ukljucen je u razgradnju
pojedinaénih, topljivih proteina (Levine i Kroemer, 2007; Todde i sur.,
2009; Mizushima i Levine, 2010).

Makroautofagija

Makroautofagija je proces koji ukljuuje stvaranje (nukleacija) i
produzenje fagofore (izolacijske, dvostruke membrane) te potom
stvaranje autofagosoma i autolizosoma, a izvrSava se nizom visoko
ocuvanih ATG gena. Fagofora zatvara i izolira citoplazmatske
komponente kako bi se stvorio autofagosom. Slijedi fuzija autofagosoma
s lizosomom i nastaje autolizosom te razgraduje sadrzaj koji se u njemu
nalazi (Levine i Kroemer, 2007; Mizushima i Komatsu, 2013; Su i sur.,
2015). Rezultat ovakvog oblika razgradnje su slobodne aminokiseline i
masne kiseline koje se mogu reciklirati ili sistemski prenositi na udaljena
mjesta u organizmu. Pretpostavka je da se generirane aminokiseline
koriste za de novo sintezu proteina, koji su klju¢ni za prilagodbu u
stresnim uvjetima (Levine i Kroemer, 2007). Makroautofagiju putem
slozenih puteva prijenosa signala pokre¢e nedostatak nutrijenata, ROS,
hipoksija, lijekovi i stres ER-a. Promjene u makroautofagijalnom putu
mogu dovesti do razlicitih patoloskih stanja, poput neurodegeneracije,
starenja i karcinoma (Su i sur., 2015). Procesi stvaranja autofagosoma
i autolizosoma osiguravaju znacajan katabolicki potencijal, koji (u
specifiénim okolnostima) moze doprinijeti reguliranoj stani¢noj smirti ili
stani¢noj atrofiji (Galluzzi i sur., 2017).

Mikroautofagija

Mikroautofagija je oblik autofagije tijekom koje se citoplazmatske
komponente namijenjene razgradnji direktnom invaginacijom membrane
unose u vakuolu (u kvascima i u biljkama). U stanicama Drosophila
melanogaster 1 u stanicama sisavaca sli¢an mehanizam ukljucuje kasne
endosome. Taj se proces, koji se takoder dogada i u stanicama kvasaca,
naziva ,.,endosomska mikroautofagija“ (Galluzzi i sur., 2017).

U mikroautofagiji, lizosomalna / vakuolarna membrana nasumicno se

Izvanstaniéni prostor

lizosomalna fuzija | duyj

sadrzaja autofz

Unutarstaniéni prostor
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Tablica 2. Lokalizacija i apoptotske funkcije Bcl-2 obitelji proteina (prema Tzifi i sur., 2011; Siddiqui i sur., 2015; Popgeorgiev i sur., 2018)

Table 2. Localization and apoptotic functions of Bcl-2 family proteins (Tzifi et al., 2011; Siddiqui et al., 2015; Popgeorgiev et al., 2018)

Protein Lokalizacija Apoptotska funkcija
Bcl-2 MOM, ER, NOM, jezgra anti-apoptotski; sekvestrira i inhibira pro-apoptotske proteine
Bel-xL MOM, citosol, ER anti-apoptotski; sprjecava oslobadanje mitohondrijskih proteina
Mcl-1 MOM, ER, jezgra anti-apoptotski ili pro-apoptotski
Bel-w MOM, citosol anti-apoptotski; mehanizam djelovanja nepoznat
) . . anti-apoptotski; inhibira oslobadanje pro-apoptotskog Cyt ¢ iz
Bfi-1/al MOM, citosol, NOM, jezgra mitohondrija i blokira aktivaciju kaspaza
Bax MOM. citosol. ER. iczera pro-apoptotski; inducira oslobadanje apoptogenih ¢imbenika
’ R Jere poput Cyt ¢
Bak MOM, ER pro-apoptotski; posreduje u interakcijama s Bel-xL preko BH3
Bim MOM. citosol. ER. iezera pro-apoptotski; u interakciji s drugim proteinima Bcl-2 i inducira
’ - B JeZ8 apoptozu
Bid MOM, citosol, jezgra izravni aktivator Bax proteina
Bad MOM. citosol defosforiliran tvori heterodimer s Bcl-2 i Bel-xL ¢ime ih deaktivi-
> ra i inducira apoptozu
pro-apoptotski; ulazi u interakciju s anti-apoptotskim ¢lanovima
Puma MOM Bcl-2 i oslobada Bax i Bak za MOMP
Noxa MOM pro-apoptotski; posreduje u interakcijama s Mcl-1 preko BH3
Bik ER, NOM pro-apoptotski; u interakciji s Bel-2 i Bel-2-L1
Hrk MOM. citosol pro-apoptotski; u interakciji s anti-apoptotskim proteinima indu-
? cira apoptozu

*MOM (engl. mitochondrial outer membrane); ER (engl. endoplasmic reticulum); NOM (engl. nuclear outer mem-

brane); MOMP (engl. mitochondrial outer membrane permeabilization)

Tip Proces

Zavrsetak
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o
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'
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Slika 4. Oblici autofagije (prema Yang i sur., 2013)

Figure 4. Forms of autophagy (Yang et al., 2013)
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Tablica 3. Selektivni oblici autofagije (prema Koraé, 2013; Anding i Baehrecke, 2017; Galluzzi i sur., 2017)

Table 3. Types of selective autophagy (Korac, 2013; Anding and Baehrecke, 2017; Galluzzi et al., 2017)

vrsta selektivne autofagije

stani¢ni sadrzaj koji podlijeZe autofagiji

retikulofagija endoplazmatski retikulum
peksofagija peroksisom
mitofagija mitohondrij
lipofagija lipidne kapi
zimofagija zimogene granule u acinarnim stanicama gusterace

mijelinofagija

mijelin u Schwannovim stanicama

feritinofagija feritin
nukleofagija dijelovi jezgre
ksenofagija patogeni (bakterije / virusi)
ribofagija ribosom
agrefagija proteinski agregati
proteafagija inaktivni proteasom
lizofagija lizosom
klorofagija kloroplast

invaginira i stvara autofagijalnu cijev kako bi zatvorila dijelove citosola
(Yang i sur., 2013). Mikroautofagiju €ini pet uzastopnih stupnjeva —
(1) mikroautofagijalna invaginacija, (2) nastanak vezikula, (3) rast
vezikula, (4) rascjep vezikula, (5) raspadanje/dezintegracija i razgradnja
vezikula (Li i sur.,, 2012). Mikroautofagija neprekidnim recikliranjem
pomaze stanicama izdrzati dugotrajno gladovanje. Takoder, zahvaca
vise-vezikularna tijela (MVB - engl. multivesicular bodies) koja
nastaju endocitozom, te se proteini stanicne membrane u endosomima
mogu obnoviti mikroautofagijom. Mikroautofagija funkcionira i kao
put za isporuku (isporuka glikogena u lizosome), a moze se dogoditi
istovremeno s makroautofagijom u lizosomu / vakuoli zbog stabilizacije
unutarstani¢noga okolisa (Li i sur., 2012).

Autofagija posredovana Saperonom (CMA)

CMA ukljucuje izravnu isporuku citosolnih proteina na razgradnju do
lizosoma, a buduéi da supstrati do lizosomalnog lumena dopiru kroz
protein-translokacijski kompleks na lizosomalnoj membrani, nisu
potrebne vezikule niti membranske invaginacije za isporuku supstrata
lizosomima (Galluzzi i sur., 2017).

Aktivnost CMA povecava se kao odgovor na stresore poput gladi,
lipotoksi¢nosti, proteotoksi¢nosti, hipoksije, oksidacijskog stresa ili
ostecenja DNA (Kirchner i sur., 2019). Razgraduju se samo topljivi
proteini koji sadrze sekvence biokemijski slicne KFERQ motivu (Lys-
Phe-Glu-Arg-Gln) vezane na HSPAS (engl. /eat shock protein family a
(Hsp70) member 8) (Dice, 1990), ali se ne razgraduju organeli, druge
makromolekule poput lipida, nukleinskih kiselina te proteini koji
su sastavni dio membrane (Galluzzi i sur.,, 2017). Disfunkcija CMA
povezuje se sa stanjima poput neurodegenerativnih bolesti, karcinoma
ili metabolickih bolesti, ukljuujuéi dijabeticku nefropatiju i masnu jetru
(Kirchner i sur., 2019). Zbog visoke selektivnosti, ovaj put ima bitnu
ulogu u regulaciji razli¢itih procesa, poput stani¢nog ciklusa, aktivacije

T-stanica, popravljanja DNA, katabolizma glukoze i lipida, rasta stanica
ili stani¢nog prezivljavanja (Kirchner i sur., 2019).

Neselektivni i selektivni procesi autofagije

Neselektivne 1 selektivne procese autofagije, kao i njihove supstrate,
tesko je razlikovati. Galluzzi i suradnici (2017) predlazu definiranje
specificnih vrsta autofagije na temelju supstrata autofagije, kao i
specificnih molekularnih faktora (poput autofagijalnih receptora), koji
se mogu koristiti za selektivno pracenje i / ili ciljanu regulaciju ovih
stani¢nih procesa (Galluzzi i sur., 2017). Kod neselektivne autofagije
topljivi unutarstanicni supstrati zatvaraju se i razgraduju unutar vezikula
nastalih cjevastim invaginacijama (Li i sur., 2012). Medutim, selektivna
autofagija moze selektivno prepoznati i razgraditi stani¢ne komponente
kao Sto su organeli, ribosomi, nakupine proteina ili patogeni (Korac,
2013). U Tablici 3 prikazani su selektivni oblici autofagije.

Zakljuéci

Oblici stani¢ne smrti razlikuju se uglavnom po podrazajima i morfologiji.
Izuzev neregulirane stanicne smrti (nekroze), ostali oblici regulirani
su razli¢itim molekulama i signalnim putevima te pokazuju znacajan
stupanj medusobne povezanosti. Svaki oblik moze se manifestirati
¢itavim spektrom morfoloskih karakteristika, u rasponu od potpuno
nekroti¢nih do potpuno apoptotskih i imunomodulacijskim profilom u
rasponu od protuupalnog i tolerogenog do proupalnog i imunogenog.
Poremecaji u mehanizmima provodenja i regulaciji stanicne smirti
povezuju se s razvojem niza bolesti (karcinoma, neurodegenerativnih
oboljenja, autoimunih bolesti) te samim time mogu biti temelj za razvoj
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novih lijekova i moguénosti sprijeavanja, ali i lije¢enja navedenih bolesti. Nova saznanja o mehanizmima kojima djeluju Stetni spojevi vazni su za
procjenu rizika, kao i smjernica za pokusaj stvaranja/proizvodnje manje toksi¢nih analoga takvih spojeva. Velik dio istrazivanja danas usmjeren je i
na pobolj$anje metoda za detekciju stani¢ne smirti i za odredivanje tipa stani¢ne smrti, kako konvencionalnih tehnika kao §to su Western blot, protocna
citometrija i qPCR (engl. quantitative Polymerase Chain Reaction), tako 1 najsuvremenijih metoda poput transmisijske elektronske mikroskopije te
jednofotonske emisijske kompjutorizirane tomografije (SPECT) (Hu i sur., 2021).

Usprkos velikom napretku u razumijevanju mehanizama i detekeiji stani¢ne smrti koji se izucavaju ve¢ 50-tak godina, preostaje prosiriti primijenjivost
ste¢enog znanja u podrucju biotehnologije (poput proizvodnje visokovrijednih proizvoda primjenom anti-apoptotskih stani¢nih linija), biomedicine,
toksikologije, farmacije, poljoprivrede i prehrambene industrije.
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