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S obzirom na njenu va‘nost u homeostazi broja stanica organizma, apoptoza je strogo regulirani proces. Vanstani~ne i unutarsta-
ni~ne molekule vi{ekratnim mehanizmima reguliraju taj proces. Tijekom posljednjih pet godina u~injen je ogroman napredak u razu-
mijevanju apoptoze kao rezultata molekulskih procesa. Biokemijska aktivacija tih klju~nih komponenti programa stani~ne smrti
odgovorna je za morfolo{ke promjene primije}ene kod apoptoze koje uklju~uju o{te}enje mitohondrija, raspad jezgrine membrane,
fragmentaciju DNK, kondenzaciju kromatina i formiranje apoptoti~kih tijela. Sredi{nju ulogu u procesu apoptoze imaju kaspaze. One se
uglavnom nalaze kao inaktivni proenzimi (prokaspaze) u citoplazmi stanice i mitohondrijima, a postepeno se aktiviraju tijekom apoptot-
skog procesa. Sve apoptoti~ne kaspaze postoje u normalnim stanicama kao neaktivni enzimi, a kada stanice prolaze apoptozu, te se
kaspaze aktiviraju. Trenutno postoje dvije dobro karakterizirane kaskade koje aktiviraju kaspaze i reguliraju apoptozu: jednu poti~e
stani~ni povr{inski receptor za smrt, a drugu promjene integriteta mitohondrija.
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MOLEKULARNA REGULACIJA APOPTOZE

S obzirom na va‘nost broja stanica u homeostazi
organizma, apoptoza je strogo regulirani proces.
Odre|ene molekule unutar stanice ili u njezinoj oko-
lini mogu utjecati na regulaciju apoptoze.

Vanstani~ni ~imbenici regulacije apoptoze

Neki citokini u mikrookolini stanice su va‘ni ~imbe-
nici koji mogu poticati pre‘ivljavanje ili apoptotsko
odumiranje stanice.

Vanstani~ni ~imbenici koji poti~u pre‘ivljavanje stanice.
^imbenici pre‘ivljavanja specifi~ni su za odre|eni tip
stanica i funkciju koju obavljaju. U mezangijskim
stanicama bubrega ~ovjeka i {takora, citokini koji
predstavljaju ~imbenike pre‘ivljavanja su: IGF–1
(~imbenik rasta sli~an inzulinu — engl. Inzulin–like
Growth Factor), IGF–II, te FGF (fibroblastni ~imbenik
rasta — engl. Fibroblast Growth Factor, dok EGF
(epidermalni ~imbenik rasta — engl. Epidermal
Growth Factor), PDGF (trombocitni ~imbenik rasta
— engl. Platelet Derived Growth Factor) i TGFbeta1
(transformiraju}i ~imbenik rasta — engl. Transfor-
ming Growth Factor) nemaju ve}eg zna~enja (1).

Kolagen IV, te laminin, sastavni dijelovi vansta-
ni~nog matriksa normalnog mezangija, ~uvaju me-
zangijske stanice {takora od apoptoze (2).

Vanstani~ni ~imbenici koji poti~u smrt stanice. Clusterin
(SGP40) je jedan od najranijih proteina ~ije je lu~enje
povezano s pojavom apoptoze. Iako je njegovo zna-
~enje godinama bilo nepoznato, sada se zna da je
clusterin multifunkcijski protein koji djeluje protek-
tivno na apoptozu u pokusima in vitro i in vivo (3).

Citokini TNF (~imbenik nekroze tumora — engl.
Tumor Necrosis Factor) i Fas, poti~u smrt stanice
tako da se ve‘u na receptore smrti stani~ne mem-
brane i potom ih aktiviraju (4).

Djelovanje TNF i FasL dosta je prou~avano na
stanicama bubrega. U bubregu se oba citokina mogu
sintetizirati infiltracijom leukocita i intrinzi~nih bu-
bre‘nih stanica (5). Glavni izvor intrinzi~nog FasL su
epitelne stanice tubula (6). Dokazano je da TNF i
FasL mogu potaknuti apoptozu mezangijskih stanica
kao i stanica tubularnog epitela, bubre‘nog endotela
i bubre‘nih fibroblasta (7). Pokretanja procesa sta-
ni~ne smrti tih tipova stanica ovisi o mikrookru‘enju
stanica. U tipi~nim uvjetima stanice tubula su pri-
li~no otporne na nastanak apoptoze potaknute
FasL–om, {to je i za o~ekivanje s obzirom da one
same lu~e te citokine (8).

Unutarstani~ni ~imbenici regulacije apoptoze

Unutarstani~na regulacija apoptoze jedan je od glav-
nih predmeta istra‘ivanja u biomedicini. Iako su ne-
ki mehanizmi poznati, ve}i dio te cjeline tek treba
upoznati. Unutarstani~na regulacija apoptoze je pro-
ces tipi~an za pojedine vrste organizama kao i za
funkcije proteina.

Ispitivanja nematoda (valjkasti crvi) ukazala su na
ulogu proteina CED–3, CED–4, CED–9, i EGL–1 u
apoptozi (9, 10).

Kao {to je ve} istaknuto apoptoza izme|u osta-
loga nastaje aktivacijom enzima ovisnih o koncen-
traciji kalcija. Pored endonukleaze, u procesima sta-
ni~nih promjena i oblikovanju apoptotskih tjele{aca
sudjeluje kalpain (proteaza) i transglutaminaza. Tak-
ve se unutarstani~ne metaboli~ke promjene mogu
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pokrenuti receptorskim membranskim signalima,
putem drugih glasnika, ili kemijskim i fizi~kim ~im-
benicima izravno u jezgri.

Kada je mikrookolina stanice predodre|ena za
apoptozu dolazi do aktiviranja intracelularnih ~imbe-
nika u procesu stani~ne smrti, kao {to su: kaspaze,
~lanovi porodice Bcl2 proteina svojim djelovanjem
na mitohondrije, protein Apaf–1/CED/4 koji prenosi
signale integrirane od strane proteina porodice Bcl–2
do kaspaza (10).

Interakcija izme|u ~imbenika smrti i pre‘ivljavanja

Kakva }e interreakcija izme|u ~imbenika pre‘ivljava-
nja i ~imbenika smrti u mikrookolini stanice prevla-
dati, ovisi o ja~ini stimulansa i specifi~nosti stanice.

Odsustvo ~imbenika pre‘ivljavanja mo‘e pove-
}ati vjerojatnost smrti bubre‘nih stanica koje su in-
ducirane citokinima smrti ili nefrotoksi~nim lijekovi-
ma. ̂ imbenici pre‘ivljavanja IGF–1 i IGF–2, za razli-
ku od FGF, ~uvaju stanice od tvari koji razaraju
DNK i inhibitora sinteze proteina (11). Ni jedan od
njih ne prevenira apoptozu koja je inducirana Fas–
om. Za razliku od njih, ~imbenici pre‘ivljavanja koji
su prisutni u serumu ili sami citokini kao {to je
IGF–1 ~uvaju stanice tubularnog epitela i bubre‘ne
fibroblaste od TNF i apoptoze potaknute Fas–om.
Sadr‘aj seruma ~uva stanice tubula od apoptoze,
ako je apoptoza potaknuta nefrotoksi~nim tvarima i
~esto se upotrebljava kao izvor ~imbenika za pre‘iv-
ljavanje u eksperimentima s kulturom nekih stanica
(12).

KASPAZE

Proces apoptoze kontroliran je slo‘enim sustavom u
kojem va‘nu ulogu zauzimaju kaspaze. Kaspaze
(engl. Cysteine–requiring Aspartate protease), enzimi
citoplazme, spadaju u obitelj proteaza koje sudjeluju
u zapo~injanju i izvr{enju apoptoze. Postoji veliki
broj ~imbenika koji poti~u apoptozu i prenose signa-
le kroz citoplazmu pomo}u posredni~kih molekula,
a krajnji u~inak je aktivacija kaspaza koja je izvr{na
molekula za apoptozu (13).

Za sada je poznato 14, a u sisavaca 12 gena koji
kodiraju enzime koji se zajedni~kim imenom zovu
kaspaze (14). Istra‘ivanje genske kontrole programi-
rane stani~ne smrti u crva Caenorhabditis elegans, bio
je dobar model apoptoti~nih promjena koje se zbi-
vaju i u kralje{njaka. Kada se protein cijepa na odre-
|enom mjestu, gubi svoju funkciju i to dovodi do
funkcijskih i strukturnih o{te}enja stanice (15).

Aktivacija kaspaza odvija se kaskadno; jedna ka-
spaza aktivira drugu, druga tre}u itd. Postoje tri
oblika kaspaza: 1) aktivatori citokina 2) inicijacijske,
3) izvr{ne (egzekucijske, efektorne). Aktivatori citoki-
na su manje poznati, (kaspaze 1, 4, 5, 11, i 12), a
poti~u ne samo apoptozu nego i funkciju citokina
(16). Inicijatori (kaspaze 2, 8, 9, 10) se nalaze uzvod-
no na kaskadi aktivacije kaspaza, a mogu biti indi-
vidualno aktivirane mnogim apoptotskim signalima
u sklopu razli~itih mehanizama u procesu umiranja.

Jednom aktivirane mogu inicirati kaskadu kaspaza
aktiviraju}i nizvodno izvr{ne kaspaze, koje su uk-
lju~ene u regulaciju i izvr{enje apoptoze (kaspaze 2,
3, 6, 7, 8, 9, 10) (17). Izvr{ne kaspaze mogu cijepati
brojne stani~ne supstrate, uklju~uju}i strukturne pro-
teine koji su dio citoskeleta (aktin, fodrin, APC) i
ovojnice jezgara (laminini), stani~ne enzime potrebne
za obnavljanje DNA i za homeostazu stanice (18).
Od svih izvr{nih kaspaza najbolje je prou~ena ka-
spaza–3 i predstavlja sredi{nju molekulu na kri‘anju
svih poznatih apoptotskih mehanizama (18).

U normalnim stanicama kaspaze postoje u laten-
tnom obliku (prokaspaze), kao neaktivni enzimi, a
kada stanice prolaze apoptozu, te kaspaze se aktivi-
raju. Trenutno postoje dvije dobro karakterizirane
kaskade koje aktiviraju kaspaze, i koje reguliraju
apoptozu: jednu poti~e stani~ni povr{inski receptor
za smrt, a drugu promjene integriteta mitohondrija.

Aktivacija kaspaza preko stani~nih povr{inskih receptora
za smrt
Stani~ni povr{inski receptori za smrt sa njihovim
specifi~nim ligandima mogu biti put koji vodi do
aktivacije kaspaza. Stani~ni povr{inski receptori za
smrt su porodica transmembranskih proteina koji
pripadaju porodici receptora ~imbenika tumorske
nekroze (TNF) (4). Ti receptori u svojim izvansta-
ni~nim domenama dijele slijedove koji sadr‘e cistein.
Iako su regije s najve}om homologno{}u sekvenci

Sl. 1. Shematski prikaz Fas i receptora ~imbenika nekroze
tumora–1 u aktivaciji apoptoti~nog procesa.

Prilago|eno: Walsh PC, Retik AB, Vaughan ED Jr., Wein AJ.

Campbell s Urology. Philadelphia: London: New York: St. Louis:
Sydney: Toronto; Saunders; 2002, 326.
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izme|u ~lanova superporodice izvanstani~ne, Fas i
TNFR1 dijele regiju homolognosti i na strani cito-
plazme (68 aminokiselina) koja se naziva domena za
smrt. Ta je domena, kao {to }e biti kasnije opisano,
potrebna za apoptotsko signaliziranje Fas–u i TNRF–
u 1. Aktivacijski ligandi za te receptore za smrt su
strukturno povezane molekule koje pripadaju poro-
dici gena TNF (19). Kada Fas receptor vezuje svoj
ligand, taj se doga|aj prepoznavanja prevodi u unu-
tarstani~ne signale koji na kraju dovode do aktivacije
kaspaza. Dakle, postoje tri koraka: ligandom–potak-
nuta trimerizacija receptora, nova~enje unutarstani~-
nih proteina povezanih uz receptor i poticanje akti-
vacije kaspaza. Iz toga proizlazi da vezivanje FasL
na Fas receptor poti~e trimerizaciju proteina Fas. Ci-
toplazmatska regija proteina Fas, koja sadr‘i dome-
nu za smrt (DD, engl. Death Domain), nova~i adap-
torske molekule ozna~ene kao FADD (protein koji
vezuje Fas s domenom za smrt, engl. Fas–Associa-
ting Protein with Death Domain). FADD tako|er
sadr‘i domenu za smrt na svom C–kraju i ve‘e se
uz Fas putem me|usobnog djelovanja izme|u do-
mena za smrt. Naknadno je identificirano nekoliko
drugih novih proteina koji sadr‘e homologne dome-
ne za smrt, uklju~uju}i TRADD (domena za smrt
povezana uz receptor za TNF, engl. TNF–Receptor–
Associated Death Domain), RIP (protein koji me|u-
sobno djeluje s receptorom, engl. Receptor Interac-
ting Protein)(20).

Dok je domena za smrt kod FADD neophodna
za fizi~ku svezu s kompleksom ligand–receptor za
smrt (engl. Ligand Bound–Death Receptor Complex)
signalni kompleks koji pokre}e smrt ili DISC, (engl.
Death–Inducing Signaling Complex), N–kraj protei-
na FADD, koji se naziva izvr{na domena za smrt
(DED, engl. Death Effector Domain), od kriti~ne je
va‘nosti za nova~enje na vi{oj razini prokaspaza kao
{to su prokaspaze–8 i/ili prokaspaze–10. Prokaspaza–
8 sadr‘i dvije izvr{ne domene za smrt (DED dome-
ne) u regiji N–kraja kroz koje vezuje protein FADD.
C–terminalna domena prokaspaze–8 sadr‘i kaspazi
homolognu regiju. Nakon nova~enja, prokaspaza–8
se proteoliti~ki obra|uje do aktivnih oblika, te se
sastoji od velikih i malih kataliti~kih podjedinica (21).
Dosta je dokaza koji sugeriraju da se prokaspaza–8
mo‘e proteoliti~ki aktivirati oligomerizacijom nakon
njezinog nova~enja u signalni kompleks koji pokre}e
smrt (DISC) (22).

NFkapaB se nalazi u citoplazmi raznovrsnih sta-
nica vezan za inhibicijsku molekulu IKB. ̂ imbenici
aktivacije poti~u odvajanje IKB, pa oslobo|eni NFka-
paB putuje u jezgru i ve‘e se za pobu|iva~e gena
koje aktivira (23, 24). Uloga NFkapaB u pre‘ivljava-
nju stanice prou~avana je na mi{evima s uklonjenim
genima vezanim za djelovanje NFkapaB (25). Osjet-
ljivost na apoptozu koju posreduje Fas tako|er se
poja~ava u stanicama u kojima je oslabljeno aktivira-
nje NFkapaB.

Pove}ana osjetljivost na apoptozu u stanica s
uklonjenim NFkapaB posljedica je njegovog djelova-
nja na ekspresiju gena s antiapoptotskim u~inkom

(26). Tu su na prvom mjestu TNFR–pridru‘eni ~im-
benici 1 i 2 (TRAF–1 i TRAF–2) koji su udru‘eni s
citoplazmatskim dijelom ~lanova obitelji TNFR.
TRAF–2 poti~e signalne mehanizme za aktivaciju
NFkapaB, dok TRAF–1 poti~e NFkapaB na indukciju
stani~nih proteina koji inhibiraju apoptozu (cIAP–1 i
cIAP–2–engl. Cellular Inhibitors of Apoptosis Pro-
teins). Ti se proteini direktno ve‘u i neutraliziraju
kaspaze–3, –7 i –9, a smatra se da imaju i druge
antiapoptotske uloge kao prijenosnici signala. Pretje-
rana ekspresija TRAF–1, TRAF–2, cIAP–1 i cIAP–2
mo‘e sprije~iti apoptozu koja je primje}ena kada je
aktivacija NFkapaB potisnuta u stanicama osjetljivim
na TNF (sl. 1).

Druge antiapoptotske molekule s izra‘avanjem
zavisnim od NFkapaB uklju~uju Bcl–2, Bcl–XL i Bfl–
1/A1, ~lanove porodice proteina Bcl. Dok su neki
~lanovi porodice proapoptotski, poznato je da te
molekule djeluju i antiapoptotski kada apoptozu po-
ti~u posrednici koji djeluju na permeabilnost mem-
brane mitohondrija (engl. Mitochondrial Permeability
Transition), a tako|er je otkriveno da sprije~avaju
aktivaciju kaspaze–9. Razine relativne ekspresije pro-
apoptotskih i antiapoptotskih ~lanova porodice Bcl–2
imaju zna~ajan u~inak na pre‘ivljenje stanice (27).

Uloga mitohondrija u apoptozi
Osim putem stani~nih receptora, jo{ je jedan put
aktivacije kaspaza otkriven tako {to je primije}eno
da dodavanje ATP–a (adenozin trifosfat), ili jo{ bolje
dATP–a (deoksiadenozin trifosfat), u ekstrakte stani-
ca pripremljenih iz normalno rastu}ih stanica, poti~e
program apoptoze, a {to je mjereno aktivacijom ka-
spaze–3 i fragmentacijom DNA (28). Biokemijski eks-
perimenti frakcioniranja i rekonstituiranja doveli su
do identifikacije triju proteina koji su neophodni i
dovoljni za aktiviranje kaspaze–3 in vitro.

Metodama apsorpcije spektra, sekvencioniranja
proteina i imunoreaktivnosti identificiran je prvi pro-
teinski ~imbenik kao humani citokrom c. Citokrom
c izoliran iz drugih izvora od sisavaca mo‘e zamije-
niti humani citokrom c kod aktivnosti aktivacije ka-
spaze–3 (28). U skladu s tim zapa‘anjima, pokazalo
se da se citokrom c otpu{ta iz mitohondrija u stani-
cama koje prolaze apoptozu na poticaj niza podra-
‘aja, uklju~uju}i tvari koji o{te}uju DNA, inhibitora
kinaze i aktivatora stani~nih povr{inskih receptora za
smrt (29).

Od posebnog je zna~enja u aktivaciji kaspaza
uloga mitohondrijskog proteina Smac/DIABLO koji
ve‘u}i na sebe proteinske inhibiore apoptoze, IAP
(engl Inhibitor Apoptosis Protein) poni{tava njihovu
inhibiraju}u aktivnost u procesu apoptoze (30).

Apaf–1 je protein veli~ine 130–kDa koji se sastoji
od tri razli~ite domene. Osamdeset i pet aminokise-
lina na N–kraju pokazuje homolognost s prodome-
nom nekih kaspaza kao {to su kaspaza–1, kaspaza–2
i kaspaza–9. Vjerojatna funkcija ove domene je da
ona djeluje kao domena za nova~enje kaspaza
(CARD, engl. Caspase Recruitment Domain) (CARD)
(31). Od svih kaspaza koje nose CARD, samo pro-
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kaspazu–9 aktivira Apaf–1 (32). Nakon CARD, Apaf–
1 sadr‘i niz od 310 aminokiselina koji pokazuje 50–
postotnu sli~nost u primarnoj sekvenci aminokiselina
s CED–4, proteinom koji pospje{uje smrt, kod C.
elegans. Mutacije na ovom mjestu gdje se vezuju
nukleotidi ukidaju i funkciju Apaf–1 i CED–4 (33,
34). Apaf–1 vezuje i hidrolizira ATP u ADP i dATP
u dADP. Me|utim, ta hidroliza nema funkcionalnu
posljedicu, ako je citokrom c odsutan. Za razliku od
toga, uz prisutnost citokroma c, vezanje i hidroliza
ATP/dATP pospje{uje formiranje multimerskog kom-
pleksa Apaf–1/citokrom c. Taj je multimerski kom-
pleks potpuno funkcionalan kod nova~enja i aktivi-
ranja prokaspaze–9 (34). Stoga, formiranje multimer-
skog kompleksa Apaf–1/citokrom c predstavlja obve-
zuju}i korak u aktivaciji kaspaza.

Na kraju, aktivirana kaspaza–9 nakon toga se
otpu{ta iz tog kompleksa kako bi cijepala i aktivirala
na ni‘oj razini kaspaze poput kaspaze–3, –6 i –7. U
mi{eva koji ne mogu sintetizirati Apaf–1, kaspaza–9
i kaspaza–3 ne mogu biti aktivirane kao odgovor na
razli~ite poticaje na apoptozu, iako jo{ uvijek dolazi
do otpu{tanja citokroma c. Isto tako, aktiviranje ka-
spaze–3 je nemogu}e u mi{eva koji ne mogu sinte-
tizirati kaspazu–9 (35).

Glavne molekule koje se otpu{taju u citosol iz
mitohondrija, a kao odgovor na poticaj za smrt u
procesu apoptoze posredovane mitohondrijima su
citokrom c i Smac (36). U studiji Chuanga i sur. na
glatko mi{i}nim stanicama opstruiranog uretera do-
kazano je da je izra‘avanje citokroma c koreliralo s
brojem apoptotskih stanica i izra‘avanjem kaspaza
–3, –8 i –9 (37). Kaspaza–8 mogla bi, potaknuta
otpu{tanjem citokroma c cijepati Bcl aktiviraju}i pro-
tein (Bid), a na ni‘oj razini izravno obra|ivati efek-
torske kaspaze –9 (38). Otpu{tanje citokroma c po-
spje{uje Apaf–1–posredovanu aktivaciju kaspaze–9,
koja potom cijepa kaspazu–3. Korelacije izme|u ek-
spresije citokroma c, apoptotskih stanica i ekspresije
kaspaza sugeriraju da se apoptoza miocita u opstrui-
ranim ureterima doga|a uglavnom putem mitohon-
drija (37).

Kako Bid posreduje u komunikaciji izme|u aktivirane ka-
spaze–8 i mitohondrijskog procesa smrti? Aktivacija ka-
spaze–8 mo‘e potaknuti dva puta koja dovode do
aktivacije kaspaza na ni‘oj razini: a) Neposredna
aktivacija kaspaza na ni‘oj razini kao {to su kaspa-
za–3, –6 i –7. Taj je put predominantan kada je
koncentracija kaspaza–8 visoka (39). S druge strane,
kaspaza–8 mo‘e aktivirati kaspaze na ni‘oj razini
neizravno poti~u}i otpu{tanje citokroma c iz mito-
hondrija {to pokre}e aktivaciju kaspaza kroz Apaf–1.
b) Posredno, putem Bid–a koji je zavisan o otpu{ta-
nju citokroma c, a va‘an je korak u umno‘avanju
mitohondrija kod prisutnosti niske koncentracije ka-
spaza–8 (40). Osim kaspaze–8, druge kaspaze poput
kaspaze–3 mogu tako|er cijepati Bid. Bid rascijepljen
kao rezultat proteolize od strane kaspaza koje nisu
kaspaza–8 jednako je mo}an u pokretanju otpu{ta-
nja citokroma c iz mitohondrija (38). To zapa‘anje
sugerira da Bid mo‘e tako|er imati ulogu u poja-

~avanju razli~itih apoptotskih signala uz signale koji
dolaze iz stani~nog povr{inskog receptora za smrt.

Nedavno je identificiran protein, Egl–1, u C. ele-
gans kao komponenta puta stani~ne smrti na vi{oj
razini od Ced–3 i Ced–4. Dokazano je da mutacija
gena egl–1 prevenira smrt somatske stanice tijekom
razvoja nematode (41). Prvi korak u regulaciji od
mitohondrija posredovane aktivacije kaspaza mogao
bi biti na razini otpu{tanja proteina citokroma c i
Smac koji se normalno nalaze u intramembranskom
prostoru mitohondrija, dok su njihovi ko~imbenici,
Apaf–1 i prokaspaza–9 i jedan i drugi citosolni pro-
teini (42, 43).

Poznati regulatori otpu{tanja proteina citokroma
c i Smac su proteini porodice Bcl–2. Pretjerana izra-
‘enost Bcl–2 ili Bcl–xL blokira otpu{tanje citokroma
c i Smac kao odgovor na niz apoptotskih poticaja,
dok proapoptotski ~lanovi porodice proteina Bcl–2
poput Bax i Bid pospje{uju njihovo otpu{tanje (44).

Utjecaj Bcl–2 na apoptozu. Jedan od prvih gena uk-
lju~en u kontrolu apoptoze, a isto tako i najvi{e do
sada istra‘ivan je onkogen bcl–2. Bcl–2 je akronim
za »B–cell lymphoma/leukemia–2 gene«, prototip je
porodice gena koji inhibiraju apoptozu. Prvi puta je
identificiran u studiji translokacije kromosoma (14;
18), udru‘ene s folikularnim, non–Hodkinovim, B–
stani~nim limfomom. Bcl–2 proteini mogu djelovati
anti–apoptoti~ki (Bcl–2, Bcl–xL, i Bcl–w) ili pro–apop-
toti~ki (Bax, Bak i Bok), a ukupno je danas poznato
25 gena Bcl–2 porodice (45).

Pokretanje apoptoti~ke smrti pod negativnom je
regulacijom gena bcl–2, smje{tenog na 18. kromoso-
mu. Na molekularnoj razini bjelan~evina bcl–2 ko~i
razvoj mitohondrijske propusnosti, ~ime se zaustav-
lja razvitak programirane smrti stanice u ranoj po-
budnoj fazi. Antiapoptoti~kim u~inkom proteina bcl–
2 u stanici pove}ava se otpornost na pro–apoptoge-
ne pobude. Protein bcl–2 gena lociran je u jezgrinoj
membrani, endoplazmatskom retikulumu, kao i u
membrani mitohondrija, a nedavno je dokazano da
blokira stani~nu apoptozu induciranu vodikovim pe-
roksidom, slobodnim radikalima i drugim kemijskim
tvarima, sugeriraju}i da takav oksidativni stres mo‘e
biti va‘an dio mehanizma apoptoze (46).

^lan porodice bcl–2 je i bcl–x gen koji {ifrira dva
funkcionalno razli~ita proteina bcl–xL (blokiraju}i) i
bcl–xs (stimuliraju}i) na apoptozu. Bcl–xL ima mole-
kularnu du‘inu i sekvencu kao i bcl–2, a djeluje na
apoptozu inhibiraju}e kao i bcl–2. ̂ lan porodice bcl–
2 gena je i bax gen, prisutan u raznim tkivima, ~ije
prejako izra‘avanje ubrzava apoptozu potiskuju}i i
blokiraju}i u~inak bcl–2 gena. Bax protein (Bcl–2 as-
sociated X protein) ima homolognu amino acidnu
skupinu s bcl–2 proteinom i ve‘e se s njim ili sa
samim sobom. Bax premda vrlo sli~an bcl–2 proteinu
ubrzava apoptozu. Nakon apoptoti~kog podra‘aja
omjer bax prema bcl–2 genu determinira pre‘ivljenje
ili smrt; kada je aktivnost bax gena prejako izra‘ena
suprotstavlja se inhibitornoj aktivnosti bcl–2 gena i
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stanica zbog predominacije bax gena ide u apoptozu
(47).

Po~etni rad na ulozi mitohondrija u apoptozi ot-
krio je da su odre|eni znakovi o{te}enja mitohon-
drija, kao {to je gubitak membranskog potencijala,
rani znak po~etka smrti stanice (48). Dosta je istra-
‘ivanja temeljeno na tom saznanju gdje je opisana
aktivnost propusnosti pora za prijelaz (PTP, engl.
Permeability Transition Pore), ~ija je funkcija regu-
liranje potencijala unutarnje membrane mitohondri-
ja. Naga|a se da kanal PTP regulira porodica Bcl–2
proteina (49). Raspad mitohonrija mo‘e biti posljedi-
ca poreme}aja elektrostati~kog i osmoti~kog gradi-
jenta, a zbog povi{ene koncentracije kalcija oslobo-
|ene iz endoplazmatskog retikuluma zbog djelova-
nja Bcl–2 i Bax proteina, ili djelovanjem enzima ka-
tepsina preko proapototskog proteina BIDa (49). Po-
kazalo se da farmakolo{ki inhibitori kanala PTP, kao
{to je ciklosporin A, sprje~avaju odre|ene vrste po-
ticaja na apoptozu, kao npr. poticaj stani~ne smrti
djelovanjem Bax proteina (50).

Uloga proteina IAP. Sljede}i va‘ni negativni regulatori
apoptoze su porodica proteina inhibitora apoptoze
(IAP, engl. Inhibitors of Apoptosis Proteins). Do da-
nas su otkrivena dva inhibitora apoptoze u bakulo-
virusima (Cp–IAP i Op–IAP), dva kod drozofile
(DIAP–1 i DIAP–2), i pet u ljudi (c–IAP–1, c–IAP–2,
XIAP, survivin i NAIP). Pretjerana izra‘enost protei-
na IAP ~ini stanicu otpornom na velik niz poticaja
na apoptozu (51). To~na meta inhibicije proteina IAP
trenutno nije poznata, a mogu}a su barem dva na~i-
na djelovanja.

S jedne strane, oni sprije~avaju apoptozu tako {to
se izravno upli}u u kataliti~ku aktivnost odre|enih
kaspaza, a s druge strane, pretjeranim izra‘avanjem
IAP mo‘e se sprije~iti obrada i aktivacija prokaspaza
ili drugih proteina koji su neophodni za aktivaciju
prokaspaza (52).

Nedavne studije na proteinima IAP u sisavaca
daju va‘na rje{enja za molekulske mehanizme akti-
vacije tih proteina, koji predstavljaju mo}ni inhibitor
izvr{ne kaspaze–3 i –7. Ti proteini, me|utim, ne
inhibiraju kaspazu–1, –6, –8 ili –10 (53).

U sprezi s funkcijom kaspaze–9, ti se proteini u
sisavaca ve‘u na neaktivne prokaspaze–9 i stvaraju
aktivni oblik kaspaze –9 (54). Ti diferencijalni u~inci
proteina IAP sugeriraju da oni funkcioniraju na oba
glavna na~ina izvr{enja apoptoze, putem stani~nog
povr{inskog receptora za smrt i putem zavisnim o
citokromu c (proteini Apaf). Kod puta preko sta-
ni~nog povr{inskog receptora za smrt, proteini IAP
blokiraju izvr{nu (efektornu) kaspazu–3 i –7, te time
zaustavljaju apoptozu potaknutu od kaspaze–8. Kod
puta zavisnog od citokroma c (Apaf), proteini IAP
djeluju na tri razli~ita koraka: (a) kroz izravno me|u-
sobno djelovanje s prokaspazom–9 (b) kroz natjeca-
nje za Apaf–1 vezuju}i se pomo}u njihovih CARD
i; (c) kroz direktno sprje~avanje aktivnih kaspaza
(34).

Proteini IAP o~igledno pru‘aju mehanizam za{ti-
te od minimalne aktivacije programa apoptoze. Dru-
gim rije~ima, oni postavljaju razinu endogenog pra-
ga za aktivaciju kaspaze. Stani~ne razine proteina
IAP mogu odrediti razliku u osjetljivosti na poticaje
koji dovode do apoptoze u razli~itim vrstama stani-
ca. Iz tog razloga, regulacija razina proteina IAP po-
staje va‘no pitanje u apoptozi. Dokazano je da su
proteini c–IAP izravne mete transkripcijske regulacije
pomo}u NFkapaB (55). Detaljnije i kompletne studije
transkripcijske i post–transkripcijske regulacije protei-
na IAP trebale bi pru‘iti va‘ne uvide u regulaciju
apoptoze.

APOPTOZA U FIZIOLO[KIM I
PATOFIZIOLO[KIM PROCESIMA

Apoptoza je temeljni na~in uklanjanja suvi{ka stani-
ca u fetalnom i embrijskom razvoju, hormonski po-
krenutoj atrofiji tkiva pri smanjenju laktacijskih ‘li-
jezda nakon prestanka dojenja, endometrijskih deci-
dualnih promjena, u odr‘avanju tkivne arhitekture i
dr. (56). U histolo{kim rezovima normalnih, zdravih
tkiva mo‘e se na}i vrlo malo apoptotskih tjele{aca.

Tkiva koja su funkcionalno ovisna o specifi~noj
hormonskoj stimulaciji nakon pada razine trofi~kog
hormona procesom apoptoze dolaze u stanje invo-
lucije, odnosno atrofije. Pogodnim tkivom za pro-
u~avanje apoptotskih promjena stanice pokazala se
nadbubre‘na ‘lijezda. Pokusima na odraslim i fetal-
nim {takorima Wyllie i sur. su pokazali ovisnosti
stanica kore nadbubre‘ne ‘lijezde o koncentraciji
ACTH, gdje se broj stanica smanjivao usporedno s
uklanjanjem ACTH (57). Gubitak stanica odvijao se
usporedno s morfolo{kim promjenama stanice u
smislu apoptoze, pa je smrt tih stanica bila dokaz da
su one hormonski ovisne. Karakteristi~no je da su
apoptotska tjele{ca bila smje{tena u unutra{njim di-
jelovima kore nadbubre‘ne ‘lijezde. Kontrolna sku-
pina ‘ivotinja koja je dobivala ACTH imala je vrlo
malo apoptotskih tjele{aca (57).

Utjecaj ACTH na broj stanica u nadbubre‘noj
‘lijezdi potvr|en je i otkri}em brojnim receptora za
ACTH u zoni retikularis nekih sisavaca, gdje je sma-
njena mitotska aktivnost pri ni‘oj koncentraciji
ACTH (57) To dovodi do zaklju~ka da je taj proces
ovisan o djelovanju ACTH tijekom sinteze DNK, a
poznato je da ACTH stimulira sintezu g RNK pro-
teina (58). Iz toga se tako|er mo‘e zaklju~iti da i
ostali hormoni koji sudjeluju u prepisivanju DNK
mogu dovesti do reverzibilnog prekida nekih funkci-
ja citoplazme (57).

Na temelju iznesenih primjera mo‘e se objasniti
kako tkiva koja funkcionalno ovise o specifi~noj hor-
monskoj stimulaciji nakon pada trofi~kog hormona
dolaze u stanje involucije, odnosno atrofije. Eksperi-
mentalni rad koji je potvrdio tu pretpostavku bio je
pokus s kastriranim {takorima. Naime, nakon obo-
strane orhiektomije uo~ena je atrofija prednjeg re‘-
nja prostate, histolo{ki karakterizirana pojavom broj-
nih apoptotskih tjele{aca u lumenu ‘lijezda koja su
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imala eozinofilnu citoplazmu s bazofilnim fragmen-
tima jezgre i morfolo{ki intaktnim organelima (59).

Proces involucije prostate koji nastaje oduzima-
njem androgena nije sasvim razja{njen. Ispitivanje je
ra|eno na prostati {takora u razli~itim vremenskim
razmacima nakon kastriranja uporabom 3H–timidina
autoradiografskom metodom. Rezultati su obra|eni
morfometrijski, a gubitak stanica bio je odre|en pro-
porcijom apoptotskih tjele{aca. Na|eno je da je
apoptotski indeks najve}i 2. dan u ‘lijezdama, a u
ostalim dijelovima prostate izme|u 4. i 8. dana na-
kon kastracije. Istra‘ivanje je pokazalo da je odre-
|ivanje apoptotskog indeksa vrlo pouzdan parame-
tar koji pokazuje hormonsku ovisnost regresije pro-
state (60). Dokazano je da nakon kastracije dolazi do
gubitka epitelnih stanica prostate ali ne i stromalnih.
Prema Denmeadu i sur. fibroblastni ~imbenik rasta
(FGF–7) koji nastaje u stromalnim stanicama, sekun-
darno stimulira epitelne stanice prostate nakon ka-
stracije (61).

Stani~ne promjene koje se doga|aju kod bubre‘-
ne atrofije zbog hidronefroze nisu za sada dovoljno
obja{njene s obzirom na njihovu u~estalu pojavu i
medicinsku va‘nost. Nakon nastanka opstrukcije
uretera u parenhimu bubrega nastaju: atrofija tubula,
intersticijska fibroza, intersticijska upala, gubitak bu-
bre‘nog tkiva, dok glomeruli ili krvne ‘ile ne poka-
zuju zna~ajnijih o{te}enja (62, 63). Uo~eno je da uri-
narna opstrukcija poti~e apoptozu kako stanica bu-
bre‘nih tubula, tako i intersticija. Patogenetska va‘-
nost toga procesa je u tome {to je apoptoza tubu-
larnih stanica vjerojatno glavni faktor odgovoran za
progresivni gubitak bubre‘nog tkiva u bubrezima s
kroni~nom opstrukcijskom uropatijom, a apoptoza
intersticijskih stanica je odgovorna za o{te}enje bu-
bre‘nog intersticija kod kroni~ne opstrukcijske uro-
patije (64). Kod bubrega s podvezanim jednim ure-
terom dokazan je progresivni gubitak tkiva kao pos-
ljedica apoptotskih promjena u tolikoj mjeri da je
te‘ina bubrega nakon 15 dana opstrukcije smanjena
na otprilike 60% od kontrolne (65).
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S U M M A R Y

MOLECULAR ASPECTS OF APOPTOSIS

N. RADOVI], S. ̂ U@I]1 and S. ALTARAC2

Department of Urology, Dubrava University Hospital, 1Department of Pharmacology and Drug Safety, Pliva, Zagreb
and 2Department of Urology, Zabok General Hospital, Zagreb, Croatia

Corresponding to its importance in cell count homeostasis in the body, apoptosis is a tightly regulated phenomenon. Both extracellular
and intracellular molecules provide multiple regulatory and counter–regulatory pathways. Cell death is usually a response to the cell
microenvironment, where the absence of certain factors (survival factors) or the presence of lethal factors promotes apoptosis. Sur-
rounding cells, soluble mediators and the extracellular matrix regulate cell death and survival. Surrounding cells can synthesize survival
or lethal factors. The intracellular regulation of apoptosis is also one of the forefront fields in biomedicine research. During the past five
years, tremendous progress has been made in understanding apoptosis as a result of molecular identification of the key components
of this intracellular suicide program. Biochemical activation of these key components of the cell death program is responsible for the
morphological changes observed in apoptosis, including mitochondrial damage, nuclear membrane breakdown, DNA fragmentation,
chromatin condensation and the formation of apoptotic bodies. Caspase activation plays a central role in the execution of apoptosis.
Most caspases are constitutively expressed as inactive proenzymes (procaspases) in the cytosol and according to some reports in the
mitohondria. Caspases are sequentially activated by proteolysis during apoptosis. In this review, we focus on the biochemical pathways
that control caspase activation, particularly the activation pathways that are initiated by cell surface death receptors and mitochondria.

Key words: cell death, apoptosis, caspase, cell surface death receptor, mitochondria
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