Apoptoza i ne-apoptoticke vrste stani¢cne smrti
prilikom tumorigeneze

Bursié, Veronika

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:898964

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-29

L STE U2
S EN 2

72
< £,
S %
=) - , . ..
N % Repository / Repozitorij:
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of
2 ey Zagreb
% &
< N
(@) €

L
Ay \
0. MATEMP:‘

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:898964
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:4998
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:4998
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:4998

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PRIRODOSLOVNO - MATEMATICKI FAKULTET

BIOLOSKI ODSJEK

APOPTOZA | NE-APOPTOTICKE VRSTE STANICNE SMRTI
PRILIKOM TUMORIGENEZE

APOPTOSIS AND NON-APOPTOTIC TYPES OF CELL DEATH
DURING TUMORIGENESIS

SEMINARSKI RAD

Veronika Bursic¢
Preddiplomski studij Biologija
Undergraduate Study of Biology

Mentor: doc. dr. sc. Inga Marijanovic¢

Zagreb, 2018.



SADRZAJ

Lo UVOD et 3
2. APOPTOZA | MEHANIZMI APOPTOZE ......coiiiieeeeeeeeeeseeee e 4
2.1. IntrinziCni put: kaspazna kaskada i oSte¢enje mitohondrijske membrane ...................... 4
2.2. EKSErinZiCni PULEVI: TINF 1 FAS ..oivveiiiieciccieee e ae e 7
2.3. Regulacija ekspresije gena vaznih za aPOPtOZU ......ccccceeveeiierieieeiiesie e 9
2.4. Ne-apoptotiCke uloge Kaspaza ...........ccooeiiiiiiiiiie e 10
3. NE-APOPTOTICKE VRSTE STANICNE SMRTI ...ovvviiiieieeceieeeeeeees s 11
TN (0] o[ - USROS 11
3.2. NeKroza i NEKIOPIOZA .....ccueieiiiiiiieie e et 12
TR B 1 (0] 0] (0 72 R RTTPRPRR 14
B YT g Lot ot oo | - USSR 14
3.5, MItOtICKa KAtASTIOTa ..o 15
3.8, ANOIKIS .ttt 16

4. NASTANAK TUMORA KAO POREMECAJA STANICNOG CIKLUSA |

STANICNE SMRTH oottt ettt nas st nas st esn st enaesenes 18
4.1. Mutacije trajne promjene DNA ...t 18
4.2. Poremecaji stanicnog Ciklusa i tUMOrIgENEZa ........ccoceveieiiieiieieieiesese e 19
4.3. Poremecaji i inhibicija stani¢ne smrti prilikom tumorigeneze ..........cccocevcvvvvivnvennnnns 20
4.4, WarbUurgoVw UCINAK .......cooiiiiiiieieeie ettt sneenne s 22

5. 1ZAZIVANJE STANICNE SMRTI U TUMORSKIM STANICAMA .......cccooevvevnen, 24
5.1. KIasiCne Metode HJECENJA .....ccveiuiiieiieieeie et 25
5.2. Nove metode lijeCenja — ciljana protutumorska terapija.........ccccceevvererieesiveresieeseenenns 26

B. SAZETAK oottt 28

7. SUMMARY et 29

LITERATURA ettt ne e e nneennns 30

MREZNI UZV ORI oo s s sssssssssessss s ses s ssssssssnnsnes 33




1. UvOD

Ny

Od samih pocCetaka nastanka zivota na Zemlji pa sve do danasnjih dana, "Zivot” smo
proucavali kroz nastanak i diferencijaciju stanica, odnosno formiranje jednostanic¢nih i
viSestani¢nih organizama. Stanice koje su nastale, u odredenome trenutku moraju i umrijeti, no
kljucno je pitanje zasto i kako se to dogada. Naime, stani¢na smrt neophodna je sudbina svake
Zive stanice. Stanice umiru ili zato Sto su opasne ili zato Sto je potrebno manje energije da ih
se ubije nego da ih se odrZava na Zivotu. Stani¢na smrt najceS¢e nastupa kada stanice nisu vise
potrebne, kada su oStecene, postanu prestare (senescencija) ili se jednostavno u njima krene
dogadati nekakva promjena koja moze biti potencijalno opasna za ostatak organizma (razvoj
virusa, bakterija ili premaligni razvoj) (Duke et al., 1996). Apoptoza, koju su joS 1972. godine
Kerr i suradnici definirali kao programiranu stani¢nu smrt, izraz je koji se naj¢eS¢e povezuje
sa stanicnom smrti iako to nije jedini i iskljucivi naCin na koji stanica moze umrijeti. Vec tada
znanstvenici su je razlikovali od nekroze. Osim apoptoze i nekroze postoje i drugi nacini na
koje stanica moze zavrSiti svoje postojanje, a to su autofagija, nekroptoza, piroptoza, anoikis,
mitotiCka katastofa, senescencija i druge (Tait et al., 2014). No, je li uistinu bitno na koji ¢e
nacin stanica umrijeti i kako ta saznanja mogu pomoci ¢ovjeku? Vrlo je bitno, jer §to bolje
poznajemo nacine na koje stanica moze umrijeti, bolje moZzemo pristupiti problemu koji se
javlja prilikom lijeCenja tumora, nekih neurodegenerativnih (npr. Alzheimer, Parkinson,
Huntington) ili autoimunih bolesti (Hyman i Yuan, 2012). Primjerice, prilikom razvoja tumora
transformirane stanice mogu biti otporne na odredenu vrstu stanicne smrti koju odredeni lijek
(induktor stanicne smrti) kod njih izaziva (Henderson, 2003). Stoga je vazno poznavati sve
vrste stanicne smrti kako bi prilikom lijeCenja tumora mogli izazvati odredenu vrstu stanicne

smrti na koju taj tumor nece biti otporan (Tait et al., 2014).




2. APOPTOZA | MEHANIZMI APOPTOZE

Apoptoza je proces staniCne smrti koji se zasniva na aktivnosti cisteinskih aspartat-
specifiCnih proteaza koje nazivamo kaspazama. Kaspaze postoje u citosolu kao neaktivni
polipeptidni lanci — zimogeni koji su aktivirani proteolitickim cijepanjem (Slee et al., 1999).
Kod Covjeka postoji 12 okarakteriziranih kaspaza koje imaju ulogu u stani¢noj smrti, a mozemo
ih podijeliti na inicijatorske (vrSne) kaspaze i efektorske (izvrsiteljske) kaspaze. Inicijatorske
kaspaze su sposobne za autokataliticku aktivaciju, a efektorske za svoju aktivaciju trebaju
inicijatorske kaspaze koje ¢e izvrsiti proteoliticko cijepanje (Gewirtz et al., 2007). Njihova je
funkcija dvojaka: vazni su putu prijenosa signala stani¢ne smrti i, takoder, oni su enzimi koji
efektivno izvrSavaju degradaciju stanicnih dijelova. Razlikujemo 3 faze apoptoze: i)
indukcijska faza (signali za indukciju apoptoze), ii) efektorska faza (centralni izvrsitelj
apoptoze je aktiviran, stanica je osudena na smrt) i iii) faza razgradnje (Green i Kroemer, 1998).

2.1. Intrinzi¢ni put: kaspazna kaskada i oSte¢enje mitohondrijske

membrane

Znanstvenici Green i Kroemer, 1998. godine, predloZili su model apoptoznog mehanizma
i objasnili njegovu povezanost sa oSteCenjem mitohondrija. Naime, tada najbolje
okarakteriziran put aktivacije kaspazne kaskade je pomocu citokroma c (cyt ¢) u njegovoj holo-
formi (mitohondijski intermembranski protein sa hem skupinom). Naime, rijeC je 0
intrinzicnom ili mitohondrijskom putu apoptoze (Gewirtz et al., 2007). U ovome putu citokrom
c interagira sa APAFL1 (eng. Apoptotic protease activating factor 1) koji je pak citoplazmatski
protein sa N-terminalnom domenom za regrutaciju kaspaza (CARD), ATP-aznom domenom i
cirkularnom solenoidnom domenom WD40 (Zhou et al., 2015). Osim vezanja citokroma c i
dATP-a, Apaf-1 tvori oligomerni apoptosom. Dakle, apoptosom ukljuCuje povezivanje
citokroma c i proteina Apaf-1 koji selektivno vezu prokaspazu-9 te ona proteolitiCkim
cijepanjem dobiva svoju aktivnu formu. Aktivna kaspaza-9 zatim aktivira Citavu kaspaznu
kaskadu, pocCevsi od proteolitickog cijepanja prokaspaze-3 i prokaspaze-7. Ovako aktivirana
kaspaza-3 aktivira kaspaze-2, -6, -8 i -10 te sudjeluje u aktivaciji povratnom spregom (eng.
feedback loop) kaspaze-9 (Slika 1.). Niti jedna druga kaspaza iz kaskade ne mozZe biti
aktivirana pomocu kompleksa Apaf-1/cyt ¢, osim prokaspaze-9 (Slee et al., 1999). Naime, kako
bi doslo do ovakve kaskade koja dovodi do apoptoze, odnosno smrti stanice, mora biti otvoren

T —
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mitohondrijski mega-kanal, jo$ se naziva i mitohondrijska propusna tranzicijska pora (eng.
mitochondrial permeability transition pore, MPTP). Stani¢ni stres (izlazak Ca®" iz ER ili
reaktivnih vrsta Kisika iz mitohondrija (eng. reactive oxygen species, ROS) i dr.) uzrokovat ¢e
izlazak citokroma c¢ iz mitohondrija kroz mega-kanal u citoplazmu (Slika 2.). Ovaj
poliproteinski kanal povezuje vanjsku i unutraSnju mitohondrijsku membranu te regulira
propusnost mitohondrijske membrane. Ukoliko je mitohondrijski transmembranski potencijal
(Awwm) iz nekog razloga naruSen odnosno postoji nekakvo generalno o$tecenje stanice (npr.
zbog radijacije, toplinskog Soka (eng. heat shock) ili citotoksicnih lijekova, Slee et al 1999.)
membrana mitohondrija koja inaCe nije propusna za citokrom c, postaje za njega propusna i na
taj naCin ovaj protein dospijeva u citoplazmu (Marzo et al, 1998). Takoder, postoje i proteini
iz porodice Bcl-2 ili Bcl-XL koji inhibiraju otvaranje mega-kanala (Green i Kroemer, 1998).
Aktivacija kaspaza i narusavanje mitohondrijske membrane odvijaju se u cirkularnom sustavu
povratne sprege (eng. circular feedback loop), tj. disfunkcionalni mitohondriji ispustaju
aktivatore kaspaza, a istovremeno kaspaze djeluju na fizicko uniStavanje mitohondrijske

membrane (Green i Kroemer, 1998).

Mitohondrij

Citokrom C

APAF 1

Kaspaza 9

y

Kaspaza7 Kaspaza 3

Kaspaza 6 Kaspaza 2

Kaspaza 8 Kaspaza 10

Slika 1. Shematski prikaz kaspazne kaskade nakon izlaska citokroma c iz mitohondrija i
formiranja apoptosoma. Prilagodeno na temelju Slee et al., 1999. u programu Adobe Photoshop
CC 2017.
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Slika 2. Shematski prikaz unutraSnjeg apoptoznog puta u stanicama sisavaca. OStecenje
stanicnih dijelova ili aktivacija pro-apoptotickih signalnih puteva moze imati dva ishoda: i)
preturbacija integriteta mitohondrijske membrane kroz aktivaciju megakanala, PTCP (eng.
permeability transition pore complex) i/ili Bcl-2-Bax kompleksa u kontaktnom mjestu vanjske
i unutraSnje mitohondrijske membrane ili ii) primarna aktivacija kaspazne kaskade. Otvaranje
PTCP-a ima veliki utjecaj na energetski metabolizam stanice i uzrokuje nakupljanje reaktivnih
vrsta kisika (dvostruka strelica). Ispustanje citokroma c prekida transferni lanac elektrona
izmedu respiratornih kompleksa 1111 IV (nisu prikazani), Sto ugroZava proces stani¢nog disanja
u mitohondrijima i uzrokuje nakupljanje superoksidnih aniona. Prilagodeno na temelju Green
i Kroemer, 1998. u programu Adobe Photoshop CC 2017.




Osim apoptozne kaspazne kaskade ovisne o izlasku citokromu c iz mitohondrija, postoji i
kaspazna kaskada potaknuta stresom endoplazmatskog retikuluma (ER) koja e takoder dovesti
do apoptoze stanice (Morishima et al., 2002). Kako bi u potpunosti izolirali apoptozni put u
kojem do smrti stanice dolazi iskljucivo zbog stresa u ER (0 ovome putu takoder moze doéi do
otpustanja citokroma c¢ u citosol), Morishima i suradnici 2002. godine Kkoristili su misje
mioblaste, stanicne linije C2C12. Dosli su do zakljucka kako toksicni stres za ER, poput:
tunikamicina (inhibitor glikozilacije), tapsigargina (inhibitor ER-specificne kalcijeve ATP-
aze) ili kalcijskih ionopora, moze izazvati aktivaciju porokaspaze-12 koja ¢e u svojoj aktivnoj
formi zatim aktivirati prokaspazu-9. Dalje Ce se nastaviti ista kaspazna kaskada kao u

mitohondrijskom apoptoznom putu (Morishima et al., 2002).

2.2. Ekstrinzicni putevi: TNF 1 Fas

Pro-upalni citokin TNF (eng. tumor necrosis factor) otpustaju brojne stanice imunoloSkog
sustava poput monocita, makrofaga, limfocita T, limfocita B i NK (eng. natural killer) stanica.
Ovi se citokini mogu otpustati u upalnim stanjima poput bakterijskih infekcija ili pak za
vrijeme dugotrajnijih patoloskih stanja kao Sto su autoimune i neurodegenerativne bolesti ili
tumori. Vecina stanica u ljudskome tijelu ima 2 vrste receptora TNF-R1 i TNF-R2. U nekim
od gore opisanih patoloskih stanja stanica viSe nije sposobna kvalitetno obavljati svoju funkciju
stoga vezanjem pro-upalnih citokina za svoje receptore na povrsini stanica, TNFR (eng. tumor
necrosis factor receptor) mijenjaju njihovu konformaciju i aktiviraju razlicite staniCne proteine
k jednom cilju — apoptozi. S obzirom na to koji proteini su u kontaktu sa TNFR, moze se

pokrenuti apoptoza preko kaspazne kaskade ili neovisno o njoj (Gewirtz et al., 2007).

Receptor Fas (eng. first apoptosis signal) je transmembranski protein iz porodice TNF
proteina na koji se veze Fas ligand (FasL). Vezanjem ovog liganda i njegovog receptora Fas u
kompleks formira se kompleks DISC (eng. death-inducing signaling complex) koji sadrzi
domenu FADD (eng.Fas-associated death domain), kaspazu-8 i kaspazu-10 (Gewirtz et al.,
2007). S obzirom na kaskadu dogadaja dalje u stanici, same stanice karakteriziramo u dva tipa.
U tipu | stanica ovako aktivirana kaspaza-8 aktivira ostale kaspaze u kaskadi i u konacnici
dolazi do apoptoze stanice. U stanicama tipa Il kompleks Fas-DISC zapocinje ciklus pozitivne
povratne sprege kojim povecava otpustanje pro-apoptotickih faktora iz mitohondrija i pojacano

aktivira kaspazu-8 (Berry, 2007).




S obzirom na to da su vanjski i unutradnji apoptozni put u stanicama jako isprepleteni,
vazno je opisati i njihovu medusobnu povezanost preko aktivacije kaspaza-3 i -7. (Slika 3.).
Prvi korak u inicijaciji vanjskog apoptoznog puta je vezanje liganda smrti (eng. death ligand)
na njegove receptore u plazmatskoj membrani: protein TNF sa TNF receptorom (eng. tumor
necrosis factor receptor, TNFR) i Fas ligand sa Fas receptorom (FasR). Ovaj dogadaj popracen
je vezanjem TNF receptor-asocirane domene smrti (eng. TNF receptor-associated death
domain, TRADD) i/ili vezanjem FADD (eng. Fas-associated death domain protein) za
unutarstanicne domene receptrora smrti (eng. death receptors). Ove reakcije rezultiraju
formiranjem DISC-a (eng. death-inducing signaling complex) koji promovira aktivaciju pro-
kaspaze 8 i 10. Jednom kada ove kaspaze postignu svoju aktivnu konformaciju, one ili
aktiviraju efektorske kaspaze -3 i -7 Sto rezultira apoptozom ili konvergira u unutradnji put
aktivacijom proteina BID-a (mitohondrijska amplifikacijska petlja). BID je pro-apoptoticki
protein sa domenom BH3 koji ima sposobnost vezanja proteina BCL-2 (eng. B-cell lymphoma
2) ili proteina BAX (eng. BCL2 associated X protein) i promovira stani¢nu smrt. Unutrasnji
put je zapoCet kao odgovor na pro-apoptotiCke stimulanse koji aktiviraju pro-apoptoticke
proteine iz BCL2 porodice: BH3-only proteine. BAX i/ili BAK su posljedicno aktivirani i
uzrokuju permeabilizaciju vanjske mitohondrijske membrane (eng. mitochondrial outer
membrane permeabilization, MOMP). RazliCiti proteini su tada ispusteni iz mitohondrija:
Smac/Diablo (eng. mitochondria-derived activator of caspases/direct IAP-binding protein with
low pl), Omi/HtrA2 (eng. Omi stress-regulated endoprotease/High temperature requirement
protein A2) i citokrom c. Citokrom c zajedno sa proteinom Apaf-1 i pro-kaspazom 9 formira
apoptosom. Apoptosom tada inducira aktivaciju kaspaze 9 koja zatim aktivira kaspaze kaspaze-

31 -7, Sto u konacnici dovodi do apoptoze (Mohamed et al., 2017).
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Slika 3. Shematski prikaz vanjskog i unutradnjeg apoptoznog puta te njihova medusobna
povezanost. Prilagodeno na temelju Mohamed et al., 2017. u programu Adobe Photoshop CC
2017.

2.3. Regulacija ekspresije gena vaznih za apoptozu

Otpustanje citokroma ¢ iz mitohondrija u citosol primarno je regulirano skupinom proteina
Bcl-2 koja se sastoji od pro- i anti-apoptitickih proteina (de Bruin i Medema,2008). Visoka
ekspresija gena Bcl-2 inhibira stani¢nu smrt. Karakterizirano je 20 polipeptidnih lanaca ove
porodice u sisavaca koje s obzirom na njihovu strukturu i funkciju moZzemo podijeliti u 3
skupine. Skupina | ukljuCuje Bcl-2, Bcl-x., Bcl-w, Mcl-1, Nrf3, Bcl-B i druge. Skupina Il
ukljuCuje Bax, Bak i Bok/Mtd, te skupina Ill: Bid, Bad, Bik, Bim, Blk. Bmf, Hrk i joS neke
druge polipeptide. Clanovi skupine I, osobito proteini Bax i Bak (eng. Bcl-2 homologous
antagonist/killer) direktno utjeCu na izlazak citokroma c iz mitohondrija. Primjerice protein
Bax je labavo vezan za mitohondrijsku povrSinu u ne-apoptotickim stanicama, ali se umeée u
vanjsku mitohondrijsku membranu izlaganjem stanice nekom apoptotickom stimulansu pri
¢emu oligomerizira kako bi napravio poru u membrani i mijenja svoju konformaciju. Skupina
Il polipeptida djeluje na naCin da olakSava ugradnju Clanova skupine Il u membranu i
neutralizira uCinak ¢lanova skupine I koji imaju anti-apoptoticki ucinak (Kaufmann, 2007).




S obzirom da Clanovi porodice proteina Bcl-2 reguliraju apoptozu u reakcijama koje
prethode nastajanju apoptosoma, ovaj mitohondrijski put reguliran je i nakon formiranja

apoptosoma i to proteinskim inhibitorima apoptoze (eng. IAP family ) (Kaufmann, 2007).

2.4. Ne-apoptoticke uloge kaspaza

Kaspaze, cisteinske aspartat-specifiCne proteaze, osim sudjelovanja u procesu stanicne
smrti imaju vrlo vaznu ulogu u diferencijaciji i proliferaciji stanica. Aktivirane kaspaze igraju
procese staniCne diferencijacije poput enukleacije eritrocita i keratinocita koZze. U nekim
stanicama, njihovu diferencijaciju moZzemo vidjeti kao morfoloSki nepotpunu apoptozu.
Nadalje, jedno od istrazivanja knock-out miSeva za kaspazu-3, pokazala su vaznost ove kaspaze
u diferencijaciji skeletnog misi¢a s obzirom da su primarni mioblasti kaspaznog-3 knock-out
miSa pokazali nedostatke miotubulne i miofibrilne formacije kao i redukciju misiéno specificne

ekspresije gena (Schwerk, 2003).
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3. NE-APOPTOTICKE VRSTE STANICNE SMRTI

Jedna od glavnih odlika tumorskih stanica jesu poremecaji u putevima stani¢ne smrti. lako
je otpornost stanica na apoptozu usko povezana sa tumorigenezom, odnosno otpornoS¢u na
protutumorske lijekove, smrt u tumorskim stanicama moZe biti inducirana i ne-apoptotickim
mehanizmima kao Sto su: nekroza, senescencija, autofagija i mitotiCka katastrofa (Okada i
Mak, 2004). Cesto je u stanicama gotovo nemoguce razdvojiti ove i druge oblike stani¢ne smrti
jer se nerijetko pojavljuju zajedno i ispreplicu. U terapeutskom kontekstu vazno je poznavati
razliCite oblike staniCne smrti kako bi primjerice mogli izazvati stanicnu smrt u tumorskim

stanicama koje su "otporne” na apoptozu (Tait et al., 2014).

3.1. Autofagija

Autofagija je vrsta stanicne smrti koja se morfoloski i funkcionalno razlikuje od apoptoze.
Karakterizira ju formiranje stanicnih vezikula (mogu sadrzavati i Citave organele) koje se
stapaju s lizosomima. Ovakvim stapanjem formiraju se autofagosomi, dvostrukom
membranom obavijene vezikule Ciji sadrZaj razgraduju lizosomalne proteaze (de Bruin i
Medema, 2008). Jedan od vaznih proteina za autofagiju je Beclin-1 za koji je pronadeno da je
u brojnim tumorima slabo eksprimiran. Takoder, prilikom stanicne smrti protein Beclin-1 moze
interagirati sa proteinom Bcl-2, koji je vazan u apoptozi (Marquez i Xu, 2012). Uloge
autofagije su brojne, primjerice: unutarstanicno CiS¢enje organela i proteina, adaptacija na
izgladnjivanje stanica, eliminacija mikroorganizama, stani¢na smrt, supresija tumorskog
razvoja u ranim stadijima i prezentacija antigena. Autofagija moze sprijecCiti razvoj normalne
stanice u tumorsku, razgradnjom organela jer reducira oksidacijski stres ili razgradnjom

specificnih proteina koji promoviraju formiranje tumora (de Bruin i Medema, 2008).
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3.2. Nekroza i nekroptoza

Nekroza je nekontrolirani oblik stanicne smrti stoga se razlikuje od nekroptoze koja je,
poput apoptoze, kontrolirani oblik stani¢ne smrti (Tait et al., 2014). Nekroza je najCeSce
rezultat patofizioloSkog stanja kao Sto su infekcije, upale ili ishemija. Ovakva trauma odnosno
stres za stanicu uzrokuju neuspjeh u obavljanju normalnih fiziolodkih puteva koji su kljucni za
odrzavanje homeostaze kao Sto su odrzavanje osmotske ravnoteze, membranski transport i
proizvodnja energije (Okada i Mak, 2004). Nekrozu morfoloski karakterizira vakuolizacija
citoplazme, gubitak membranskog integriteta i otjecanje stanice. Ovakve pojave Cesto
rezultiraju otpustanjem stanicnih odjeljaka u mikrookoli$ stanice $to moZe izazvati imunoloski

odgovor organizma (de Bruin i Medema, 2008).

Smatra se kako se nekroptoza evolucijski razvila kao obrambeni mehanizam stanice u
trenutcima kada se iz nekog razloga ne moze aktivirati apoptozni mehanizam staniCne smrti,
primjerice zbog virusnih inhibitora apoptoze. BaS kao i kod nekroze dolazi do "curenja”
stanicnog sadrZaja u okolis, ali je permeabilizacija stanicne membrane regulirana. Primarno
izvanstanic¢ni stimulans poput proteina TNFa veZe se na TNF receptor i mijenja njegovu
konformaciju aktiviraju¢i domenu stani¢ne smrti TRADD (eng. TNF receptor-associated
death domain) koja regrutira enzim RIPK1 (eng. receptor-interacting serine/threonine-protein
kinase 1) te u odsutnosti aktivnih kaspaza ovaj enzim i enzim RIPK3 transfosforiliraju jedan
drugoga, Cime se formira nekrosom. Nekrosom fosforilacijom aktivira pro-nekroptoticki
protein MLKL (eng. mixed lineage kinase domain-like protein). Ovaj dogadaj dovodi do
produkcije reaktivnih vrsta kisika (ROS) od strane mitohondrija. Protein MLKL je taj koji e
izazvati nastanak nekroznog fenotipa i omoguciti "curenje” stani¢nog sadrZaja u okolis tako Sto
Ce se ugraditi u stanicnu membranu (Slika 4.). Ovakve signale Ce stanice imunoloskog sustava

prepoznati kao odobrenje za fagocitozu (npr. makrofazi) (Berghe, 2014 i Tait et al., 2014 ).
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Slika 4. Mehanizam RIPK3-posredovane nekroptoze. Prilagodeno na temelju Tait et al.,
2014. u programu Adobe Photoshop CC 2017.
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3.3. Piroptoza

Piroptoza, kao Sto njeno ime sugerira, upalna je vrsta stanicne smrti. Piroptoza je ovisna o
kaspazama, ali se u mnogoCemu razlikuje od apoptoze. Za razliku od apoptoze, ovisi 0
aktivaciji kaspaze-1 (joS se naziva i pro-inflamatorna kaspaza) ili kaspaze-5 (kod ljudi).
Kaspazu-1 aktivira struktura koju nazivamo inflamasom, a koja se formira kao odgovor na
detektirane bakterijske toksine ili viralnu RNA u zarazenim stanicama. Uloga kaspaze-1 je
procesiranje inaktivnih interleukina B (IL-B) i interleukina 18 (I1L-18) u zrele upalne
(inflamatorne) citokine. Na ovaj nacin aktivirani upalni citokini signaliziraju stanicama
imunolosSkog sustava gdje je u tijelu doSlo do infekcije. Permeabilizacija mitohondrijske
membrane se obicno ne dogada za vrijeme piroptoze. Piroptozu morfoloski karakteriziraju:
fragmentacija DNA, otjecanje stanice i liza plazmatske membrane. Pore u membrani najée$ce

nastaju kao odgovor na bakterijske infekciju ili toksine (Tait et al., 2014).

3.4. Senescencija

Senescencija ili biolosko starenje je proces koji opisuje limitiranost zdravih somatskih
stanica da se beskonacno dijele (Hayflickov limit). Poznajemo dvije osnovne vrste senescencije
koje ograniCavaju beskonacnu proliferaciju stanica: replikativna senescencija i stresom-
inducirana senescencija (S1S). Kod replikativne senescencije DNA polimeraza ne moze vjerno
replicirati krajeve kromosoma, Sto dovodi do progresivnog gubitka telomernih DNA sekvenci
sa svakom sljede¢om stanicnom diobom i signalizira se zaustavljanje stanicnog rasta. Postoje
najmanje dva mehanizma koja sprje¢avaju daljnje skracivanje telomera, a za posljedicu imaju
nadvladavanje replikativne senescencije. To se postize reaktivacijom telomeraze ili
alternativnog metabolickog puta za produljivanje telomera (eng. alternative lengthening for
telomeres pathway, ALT). Nadalje, stresom inducirana senescencija je izazvana: oSte¢enjem
DNA ili kromatinske strukture, oksidacijskim stresom i aktivacijom onkogena. Ovakvi i drugi
stresori aktiviraju signale za zaustavljanje rasta stanice. Upravo sposobnost zaustavljanja
stani¢nog rasta kao posljedica skracivanja telomera ili stani¢nog stresa je esencijalna svojstvo
koje razlikuje normalne smrtne stanice i besmrtne tumorske stanicne linije (in vitro). Na ovaj
naCin nastale tumorske stanice izbjegle su kritiCnu toCku zaustavljanja rasta i nastavile se
dijeliti izmijenjene. U normalnim zdravim stanicama telomeraza najce$¢e nije aktivna ili je

vrlo slabo aktivna, upravo zbog toga je broj dioba stanice ograniCen. Aktivna telomeraza

T —
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pronadena je u vecini primarnih tumora Sto im omogucuje dugorocan rast. (Ramirez, 2007 i
Nelson i Cox, 2013).

Kako bi stanica usSla u proces senescencije potrebna je aktivacija razlicitih inhibitora
stanicnog ciklusa, Sto ukljucuje ekspresiju i aktivnost tumorskih supresora poput proteina: p53,
p21, p16 i RB (retinoblastoma protein). Ukljucenost ovih tumorskih supresora ukazuje da je
jedna od glavnih funkcija senescencije suprimiranje tumorigeneze $to je i dokazano na
animalnim modelima (Okada i Mak, 2004).

3.5. Mitoticka katastrofa

Mitoticka katastrofa (MK) je vrsta staniCne smrti koja je uzrokovana aberanthom mitozom
(aberantnom segregacijom kromosoma), a najcesce se dogada zbog nedostataka pri kontrolnim
toCkama stani¢nog ciklusa. Kontrolna tocka G2/M (eng. checkpoint) stanicnog ciklusa je
odgovorna za blokiranje mitoze u sluCajevima oSteene DNA, a proteini p53 i p21 mogu igrati
vaznu ulogu u prevenciji mitotiCke katastrofe (de Bruin i Medema, 2008). Prelazak iz M u G2
fazu stanicnog ciklusa visoko je kontroliran kinazom Cdc2 (eng. cyclin-dependent protein
kinase Cdk1/Cdc2). Aktivacija kontrolne toCke G2 dogada se ako su senzorne molekule ATM
(eng. ataxia teleangiectasia mutated) ili ATR (eng. Rad3-related) detektirale oSteCenje
molekule DNA (Okada i Mak, 2004). Do mitoticke katastrofe moZe docCi i zbog oStecCenja
mikrotubula ili diobenog vretena. Stanice koje prezive abnormalnu mitozu mogu se
potencijalno asimetricno dijeliti Sto dovodi do nastanka aneuploidnih i poliploidnih stanica
koje su uglavnom viSe tumorigene. Survivin je protein iz porodice proteina inhibitora apoptoze
(eng. Inhibitor of Apoptosis Proteins, IAP) Cija je ekspresija povezana sa proliferacijom
tumorskih stanica i nemoguéno3cu istih da se dogodi mitotiCka katastrofa. Ukoliko znamo da
oStecenje DNA dovodi do mitotiCke katastrofe, mozemo modelirati protutumorsku terapiju
koja Ce dovesti do oStecenja DNA (npr. djelovanje doksorubicinom ili radioterapijom na

tumorske stanice) i izazvati mitotiCku katastrofu u tim stanicama (de Bruin i Medema, 2008).

Defekt u genima potrebnim za induciranje mitotiCke katastrofe moze pridonijeti
tumorigenezi. Ovi geni kodiraju za brojne kinaze koje sudjeluju u regulaciji mitoze, poput:
PLK1 (eng. polo-like kinase 1), porodica aurora kinaza (aurora-A i aurora-B), i regulatori
kontrolnih toCaka diobenog vretena BUBR (eng. BUB-related kinase) (Okada i Mak, 2004).
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Stanice koje su prezivjele mitotiCku katastrofu moZemo povezati i sa nakupljanjem ciklina
B u ranim fazama mitoze, Sto nije karakteristicno za normalne mitoticke dogadaje. Stanice koje
prezive MK moraju uspostaviti svoju klonogenic¢nost, a smatra se da to Cine kroz mehanizme
mejoze da bi se dobile kvazi-diploidne staniCne frakcije od poliploidnih parentalnih populacija.
Mehanizmi promjene iz pro-mitotickog u pro-mejoticki nacin diobe nisu jo$ posve znanstveno

razjasnjeni (lanzini i Mackey, 2007).

3.6. Anoikis

Anoikis (prema grékom: gubitak doma, beskucnik) oblik je programirane stani¢ne smrti
koja se aktivira u trenutku kada stanica vise nije povezana sa izvanstanicnim matriksom ili
stanicama koje ju okruzuju. Proteini integrini povezuju citoskelet stanice sa proteinima
izvanstani¢nog matriksa (ISM), a vazni su za prenoSenje signala iz ISM u stanicu, migraciju
stanica, proliferaciju i prezivljavanje (Paoli et al., 2013). Za medusobno povezivanje stanica
vazni su kadherini, skupina transmembranskih glikoproteinskih adhezijskin molekula
(Grossmann, 2002). Anoikis je vaZzan obrambeni mehanizam organizma u prevenciji kako se
odvojene stanice ne bi usidrile na drugim lokacijama u organizmu i zapocCele displasticni rast i
abnormalnu diferencijaciju. Deregulacija anoiksa odlika je tumorskih stanica koja pridonosi
metastaziranju u distalne organe od mjesta nastanka primarnog tumora (Paoli et al., 2013).
PojaCana ekspresija onkogena kao 5to su RAS, RAF, RAC i SRC i delecija tumor supresorskih
gena poput PTEN (fosfataza i tenzin homolog) i P53 utjeCu na stanice tako da postanu

rezistentne na anoikis (Grossmann, 2002).

Anoikis je usko povezan sa apoptozom zato jer je kaspazna kaskada takoder aktivirana u
ovome obliku staniCne smrti, a ona kulminira aktivacijom endonukleaza i fragmentacijom
DNA. Anoikis se odvija aktivacijom vanjskog i unutrasnjeg apoptoznog puta, a klju¢ni u oba
su Clanovi porodice proteina Bcl-2. Vazno je da u ovim apoptoznim putevima dode do
aktivacije kaspaze-3 koja Ce pokrenuti Citavu daljnju proteoliticku kaskadu. Dolazi do cijepanja
kinaze FAK (eng. focal adhesion kinase) i proteina p130Cas (SH2/SH3 adaptorski protein).
Cijepanjem kinaze FAK naruSava se fokalna adhezijska arhitektura i inhibira se signal za
prezZivljavanje. Protein p130Cas se povezuje s kinazom FAK i prenosi integrinske signale, a
nakon Sto je proteoliticki pocijepan djelovanjem kaspaza, narusena mu je stani¢na lokalizacija

I interakcija sa paksilinom (protein Cija je funkcija povezivanje stanica sa izvanstanicnim
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matriksom). Nadalje, cijepanjem proteina p130Cas nastaje C-terminalni fragment koji inhibira
transkripciju p21Waf1/Cipl (inhibitor kinaza ovisnih o ciklinima, (Weiss, 2003)), Cime se
pridonosi inhibiciji stanicnog ciklusa. Narusavanje citoskeleta dovodi do odvajanja stanice od
stanicnog matriksa, a takoder moze pridonijeti indukciji anoikisa otpustanjem pro-apoptotickih
faktora kao Sto je Bim i receptora stani¢ne smrti kao Sto je Fas iz sekvestriranog stanja (Paoli

etal., 2013).

17



4. NASTANAK TUMORA KAO POREMECAJA STANICNOG
CIKLUSA | STANICNE SMRTI

Jedna od glavnih karakteristika tumorskih stanica jesu poremecaji u putevima stanicne
smrti (Okada i Mak, 2004). U vecine tumora dolazi do mutacija u genima koji su vazni za
stanicnu smrt ili za odrzavanje normalnog rasta i diobe stanice (Cassier etal., 2017). U sisavaca
postoji visoka korelacija izmedu akumulacije mutacija i nastanka tumora, a glavni uzrocnik
promjena u stanicama je oksidativni stres (Nelson i Cox, 2013). OCuvanje integriteta genoma
osigurano je razli€itim mehanizmima za popravak DNA i/ili odlaskom ne vijabilnih stanica u
apoptozu ili senescenciju. Multifunkcionalni fosfoproteini MYC Kljucni su u progresiji
stani¢nog ciklusa, apoptozi i stani¢noj transformaciji, a promijenjeni su u vecine humanih
tumora (Maclean i Cleveland, 2007). Proteini inhibitori apoptoze (IAP) su skupina apoptoznih
regulatora vaznih u kontroli aktivacije kaspaza, prezivljavanju stanice i kontroli stani¢ne smrti.
(Mohamed et al., 2017). Nastanak tumora uzrokuje poremecaje i u energetskom metabolizmu
stanica pa tako primarni metabolicki put za dobivanje energije postaje glikoliza, a unos glukoze

je udeseterostrucen u odnosu na zdrave stanice (Nelson i Cox, 2013).

4.1. Mutacije trajne promjene DNA

Brojne tvari u hrani, vodi ili zraku mogu utjecati na promjene u molekuli DNA. OstecCenje
ili nasumic¢na promjena u molekuli DNA su vrlo opasni. Ukoliko ih stani¢ni mehanizmi za
popravak ne prepoznaju kao takve te ako se nastala promjena replicira i prenese na sljedece
generacije ona postaje trajna. Trajne promjene nukleotidne sekvence u molekuli DNA
nazivamo mutacije. Mutacije, s obzirom na svoj utjecaj na organizam, mogu biti neutralne,
delecijske i korisne (Nelson i Cox, 2013). NajceS¢e mutacije koje se u prirodi dogadaju su
neutralne, a najmanje je korisnih mutacija, promatrano sa evolucijskog stajalista (Losos, 2013).
Uzroci oSteéenja DNA mogu biti: UV-zraCenje, ionizirajuce zracenje, konzervansi (u tijelu se
metaboliziraju na do nitrita i nitrata te disulfia koji deaminiraju dusSiCne baze u DNA),
alkilirajuci agensi (eng. nitrogen mustard koji se koristio kao bojni otrov). No, najvazniji
uzroCnik promjena u stanicama je oksidativni stres. Zbog aerobnog metabolizma u
mitohondrijima nastaju reaktivne vrste kisika (ROS) poput vodikovog peroksida,

superoksidnih radikala i njima sli¢nih koji mogu ostetiti stanicu i njene dijelove. Stanica, kako
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bi se zastitila, posjeduje enzime poput katalaze i superoksid dismutaze koji ovakve ROS vrste

pretvaraju u bezopasne spojeve poput vode i kisika (Nelson i Cox, 2013).

U sisavaca postoji velika korelacija izmedu akumulacije mutacija i nastanka tumora. U
ljudi dolazi do nastanka tumora kada geni koji reguliraju normalnu stani¢nu diobu (proto-
onkogeni i tumor supresorski geni) postanu disfunkcionalni, aktivirani su u krivo vrijeme ili su
izmijenjeni. Kao posljedica toga stanice nekontrolirano rastu i formiraju tumore. Nadalje,
promjene u genima koji sudjeluju u mehanizmima popravka DNA poput mehanizma za
izrezivanje nukleotida (eng. nucleotide excision repair, NER), popravak rekombinacijom,
popravak krivo ugradenih nukleotida nakon replikacije (eng. mismatch repair) i sklonost DNA
polimeraze da napravi greSku tijekom replikacije moZe takoder doprinijeti nastanku tumora.
Primjerice kod Zena, razvoj raka dojke u vecini sluajeva se povezuje sa naslijedenim defektom
dva gena BRCA1 (eng. breast cancer 1) i BRCAZ2 (eng. breast cancer 2) koji kodiraju za velike
istoimene proteine. Ovi proteini djeluju sa drugim proteinskim kompleksima ukljucenim u
transkripciju, odrZavanje strukture kromatina, popravak DNA i kontrolu stani¢nog ciklusa, a

ukoliko su izmijenjeni dolazi i do promijene u njihovoj funkciji (Nelson i Cox, 2013).

4.2. Poremecaji stani¢nog ciklusa i tumorigeneza

Nemogucnost kontrole stani¢nog rasta i inhibicija apoptoze glavne su znaCajke nastanka
tumora. Porodica onkogena MYC klju¢na je u tumorigenezi i izmijenjena u vec€ine poznatih
tumora. Skupina gena MYC kodira za proteine, transkripcijske faktore, koji se specificno vezu
na odredene sekvence u DNA, a koje prepoznaju pomocu svojih domena za interakciju sa DNA
(zavojnica-okret-zavojnica-leucinski zatvarac). Ti su proteini multifunkcionalni fosfoproteini
koji igraju kljucnu ulogu u progresiji stanicnog ciklusa, apoptozi i stani¢noj transformaciji.
Mutirana verzija gena MYC je pronadena u 70% humanih tumora, a tada ovaj gen ima
konstitutivnu ekspresiju. Kod ljudi gen MYC se nalazi na 8. kromosomu i regulira 15%
ekspresije gena vezanjem na pojacivacke (eng. enhancer) sekvence ili regrutiranjem histonskih
acetiltransferaza. Visoka razina ekspresije onkoproteina MYC utjeCe na nekontroliranu
stani¢nu proliferaciju, povecava ukupnu masu stanica, biogenezu ribosoma, inhibira terminalne
diferencijacijske programe i potiCe angiogenezu. Nasuprot tome, u zdravim stanicama visoka
razina ekspresije proteina MYC izazvat Ce apoptozu. Onkoproteini MYC, izmedu ostalog,

utjeCu i na regulaciju ekspresije gena inhibitora kinaza ovisnih o ciklinima (eng. cyclin-
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dependent kinase inhibitor, CDK inhibitor). Dvije najvece skupine inhibitora kinaza ovisnih o
ciklinimasu Ink4 i Cip/Kip te ih smatramo tumor supresorima. Gen INK 4 je metiliran, odnosno
na bilo koji drugi nacin moZe biti utiSan ili izgubi svoju pravu funkciju u vecine ljudskih
tumorskih stanica. Cip/Kip je neSto veca skupina proteina te do sada nije opazeno da su svi
proteini iz ove skupine istovremeno promijenjeni u tumorskih stanica, iako je primjerice niska
ekspresija proteina p27K"! iz porodice proteina Cip/Kip opaZena u velikom broju tumora.
Protein Myc je povezan sa regulacijom ekspresije gena inhibitora kinaza ovisnih o ciklinima i
ima sposobnost inhibicije ekspresije gena za protein p27KiPL, Dakle, put Myc-p27XiP! je vazna
meta u prevenciji i lijeCenju tumora, kao i drugi CDK inhibitori (Coqueret, 2003, Canepa et al.,
2007, Maclean i Cleveland, 2007).

4.3. Poremecaji i inhibicija staniCne smrti prilikom tumorigeneze

U vecine tumora dolazi do mutacije ili epigenetskog poremecaja u genima koji su vazni za
odrzavanje normalnog rasta i diobe stanice ili u genima koji su vazni za stanicnu smrt. Ciljanje
na apoptoznu masineriju je vazno za lijeCenje tumora, pogotovo leukemija. U vecini sluCajeva
cilj je eliminirati tumorske stanice reaktivacijom puteva stani¢ne smrti. To mozemo uciniti tako
Sto ciljamo na anti-apoptozne proteine kao Sto su protein Bcl-2 i skupina proteina inhibiora
apoptoze (IAP) ili pak reaktivacijom p53 odgovora. Jedan od glavnih regulatora apoptoze je
tumor supresor p53. Protein Bcl-2 i ostali ¢lanovi porodice proteina Bcl-2 su jako eksprimirani
u tumorigenim stanicama, induciraju transformaciju blokiranjem apoptoze. Primjerice, kod
akutne mijeloidne leukemije njihova ekspresija korelira s otpornoS¢u na citotoksi¢ne

kemoterapeutike (Cassier et al., 2017).

Proteini inhibitori apoptoze (IAP) su skupina apoptoznih regulatora koji su vazni u kontroli
prezivljavanja i staniCne smrti tako Sto kontroliraju signalne puteve aktivacije kaspaza i NF-kB
(eng. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) signalne puteve. Ova
porodica proteina kod Covjeka ukljuCuje ¢ak sedam do sada otkrivenih proteina (IAP1, IAP2,
XIAP, IAP-u slican protein 2, Survivin, Livin, BRUCE/Apollon). Proteini IAP su jedini
poznati endogeni proteini koji mogu suprimirati inicijatorske i efektorske kaspaze. Skupina
proteina IAP imaju karakteristichu N-terminalnu domenu BIR (eng. Baculovirus Inhibitor of
apoptosis protein Repeat, or BIR) Cija se srZ sastoji od domene cinkovih prstiju. Upravo

domena BIR ovih proteina zasluzna je za vezanje na aktivno mjesto kaspaza i inhibiciju njihove
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proteolitiCke aktivnosti. Takoder, neki proteini iz ove porodice sposobni su oznaciti efektorske
kaspaze za ubikvitinizaciju pa ih time predodreduju za proteasomalnu razgradnju. Nadalje,
proteini IAP mogu inhibirati apoptozni signalni put TNFa i aktivirati signalne puteve za
prezivljavanje NF-kB. Primjerice visoka ekspresije Survivina povezuje se sa nemoguénoScu
stanice da izazove smrt te promoviranjem angiogeneze. Poznato je kako upravo protein
Survivin regulira ekspresiju vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF) Cime se povecava
proliferacija vaskularnih endotelnih stanica. Najbolji do sada okarakteriziran inhibitor kaspaza
je XIAP (eng. X-linked inhibitor of apoptosis), a sadrzi Cak tri domene BIR kojima blokira
aktivnost kaspaza. Nadalje, proteini XIAP i Survivin mogu djelovati zajedno te na ovaj nacin

jo§ vise prosiriti svoj funkcionalni repertoar (Mohamed et al., 2017).

Postoje i IAP-antagonisti, odnosno proteini koji reguliraju aktivnost proteina IAP i djeluju
pro-apoptoticki. Neki od najbolje okarakteriziranih IAP-antagonista u sisavaca su Smac/Diablo
i HtrA2/0Omi. Oni djeluju na proteine AP tako Sto stupaju u fiziCki kontakt s njima (posjeduju
visoko konzervirane regije IBM, eng. IAP Binding Motif) koje se specificno veZzu na domene
BIR proteina IAP te tako onemogucduju vezanje kaspaza i promoviraju apoptozu. Mnogi
dogadaiji u stanici, poput oSte¢enja DNA, promoviraju otpustanje IAP-antagonista u citosol koji
tada blokiraju aktivnost proteina IAP vezanjem na njihove domene BIR ili promoviranjem
njihove auto-ubikvitinizacije. Tumor supresor gen XAF1 (eng. XIAP-associated factor) djeluje
kao IAP-antagonist, sekvestrira XIAP u jezgri i suprimira njegovo anti-kaspazno djelovanje.
Tumorigeneza je favorizirana kada je razina ekspresije gena XIAP puno veca u odnosu na
razinu ekspresije gena XAF1, jer se na taj nacin izbjegava apoptoza. Tumor supresor p53 utjeCe
na pojacanu ekspresiju gena HTRAZ2, Sto je jedan od primjera na koji p53 promovira apoptozu
i suprimira karcinogenezu. Takoder, vazno je spomenuti i interakciju izmedu proteina XAF1 i
p53. Naime, u zdravim stanicama protein p53 djeluje transkripcijskom represijom na gen XAF1
kako se ne bi duplicirala njihova funkcija. Naime, protein XAF1 inducira fosforilaciju proteina
p53 ukoliko u stanici postoji oStecenje DNA, ¢ime dolazi do nakupljanja proteina p53 u jezgri
i njegove aktivacije. Ovo ukazuje na funkciju proteina XAF1 kao promotora p53-posredovane
apoptoze u tumorskim stanicama. PovecCavanje ekspresije gena XAF1 moze se iskoristiti u
protutumorskoj terapiji, posebice u tumora u kojima je ekspresija gena divljeg tipa P53
smanjena (Mohamed et al., 2017).

Porodica proteina inhibitora apoptoze IAP u stanicama su glavni regulatori kaspazne

aktivnosti te tako i stanicne smrti. Proteine IAP smatramo glavnim krivcima za izbjegavanje
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apoptoze, Sto je jedna od karakteristika nastanka tumora. Visoka ekspresija proteina 1AP
zabiljeZena je u raznim slucajevima malignih tumora Sto je takve tumore okarakteriziralo kao
rezistentne na kemoterapiju i radioterapiju. Upravo iz ovog razloga smatramo ih izuzetno

vaznim metama u protutumorskoj terapiji (Mohamed et al., 2017).

4.4. Warburgov ucinak

Warburgov ucinak, iz engleskog Warbourg effect, (dobio je naziv prema njemackom
Nobelovcu Ottu Heinrichu Warburgu), opisuje dva nepovezana biokemijska procesa, jedan
vezan uz fiziologiju bilja, a drugi uz onkologiju (Liberti i Locasale, 2016). U onkoloskom
smislu Warburgov ucinak jo$ se naziva i aerobna glikoliza. Naime, vecina zdravih ljudskih
stanica dobiva veliku koliCinu energije u stanicama (ATP-a) vrSenjem oksidacijske
fosforilacije. U tumorskim stanicama unos glukoze i vrSenje glikolize kao primarnog
metaboliCkog puta za dobivanje energije udeseterostruceno je u odnosu na ostale zdrave
stanice. Vecina tumorskih stanica Zivi u hipoksi¢nim uvjetima zato jer nedostaje mreza kapilara
(na samome pocCetku proliferacije tumora joS nije doSlo do angiogeneze) koje bi tumorskim
stanicama konstantno dopremale kisik. U ovakvim uvjetima bez Kisika, glikoliza je primarni
metabolicki put za dobivanje ATP-a. Kako bi stvorile jednaku koli¢inu ATP-a kao i zdrave
stanice koje mogu vrsiti oksidacijsku fosforilaciju (jer imaju zdrave mitohondrije i dostupan
kisik), tumorske stanice moraju uzimati puno vise glukoze. Naime, od jedne molekule glukoze
glikolizom se moZe dobiti 2 ATP-a, a oksidativnom fosforilacijom oko 30 ATP-a (Nelson i
Cox, 2013). Takoder, u tumorskim stanicama pH je sniZen jer se konstantno stvara laktat
(mlijecna kiselina) kao konacni produkt glikolize. U tumorski mikrookoli$ difundiraju H* ioni
koji dodatno pridonose invazivnosti tumora, a dokazano je da nastali laktat potpomaze
polarizaciji tkivnih makrofaga, tip M1 u M2 (Liberti i Locasale, 2016). U ranim koracima
razvoja tumora aktivira se ekspresija gena za protein HIF-1 (eng hypoxia-inducible
transcription factor 1) koji stimulira produkciju najmanje 8 glikolitickih enzima i glukoznih
transportera koji ne ovise o inzulinu (npr. GLUTL1 i GLUTS3). Protein HIF-1 takoder stimulira
ekspresiju peptidnog hormona VEGF (eng. vascular endothelial growth factor) koji potice rast
krvnih Zila prema tumoru (angiogeneza). Nadalje, u vecini tumora mutiran je tumor supresorski
gen P53 Ciji proteinski produkt sudjeluje u sintezi i sklapanju mitohondrijskih proteina vaznih

za transportni lanac elektrona. S obzirom da je gen P53 mutiran u vecini tumora, defektan je i
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transportni lanac elektrona pa tumori moraju prezivljavati na glikolizi kao primarnom izvoru

energije (Nelson i Cox, 2013).

Oslanjanje tumora na glikolizu kao primarni izvor energije daje moguénost za razvoj
protutumorskih lijekova. Kemoterapeutici poput 2-deoksiglukoze, lonidamina i1 3-
bromopiruvata djeluju kao inhibitori heksokinaze (primarni enzim u glikolitickom putu) i
sprijeCavaju nastanak glukoza-6-fosfata. Osim Sto blokiraju glikolizu blokiraju i put pentoza-
fosfata jer je glukoza-6-fosfat ishodiSna molekula za nastanak pentoza-fosfata. Pentoza-fosfati
su esencijalnih za sintezu DNA i RNA, a bez njih stanica se ne moze dijeliti i rasti. Takoder
imatinib (Gleevec) inhibira tirozin kinaze, ¢ime sprjeCava povecanu sintezu heksokinaze
(Nelson i Cox, 2013).

Visoka stopa glikolize ima svoju primjenu i u medicinskoj dijagnostici. Naime, relativne
brzine kojima tkiva uzimaju glukozu mogu se iskoristiti kao pokazatelji mjesta na tijelu gdje
se razvija tumor. U pozitronskoj emisijskoj tomografiji (PET) pacijenti dobivaju injekcijsku
otopinu radioaktivno oznaCenog analoga glukoze (2-fluoro-2-deoksi-glukoza, FdG) koji moze
uci u stanice, ali se ne moZe metabolizirati. S obzirom na koli€inu apsorbiranog i nakupljenog
radioaktivno obiljeZzenog fluora, posebnim detektorima postavljenim oko tijela detektira se i

lokalizira tumorsko tkivo (Nelson i Cox, 2013).
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5. 1IZAZIVANJE STANICNE SMRTI U TUMORSKIM STANICAMA

Nastanak i razvoj tumora ogroman je problem danas u svijetu. Prema istrazivanju iz 2012.
godine Medunarodne agencije za istrazivanje tumora GLOBOCAN, u svijetu je te godine
zabiljeZeno: 14.1 milijuna novih slucajeva nastanaka tumora, 8.2 milijuna smrtnih slu€ajeva
uzrokovanih tumorom i 32.6 milijuna ljudi koje Zive s tumorom (sa postavljenom dijagnozom

trajanja zivota 5 godina) (www.globocan.iarc.fr).

Za pravilno modeliranje protutumorske terapije potrebno je poznavati osnovna obiljezja
tumorskih stanica, mehanizme nastanka tumora, signalne puteve i metabolizam tumorskih
stanica te tumorski mikrookolis. Neka od osnovnih obiljezja tumorskih stanica koja su cilj
protutumorske terapije su: nestabilnost genoma i mutacije, odupiranje stani¢noj smrti,
dereguliranje stanicnog metabolizma, odrZavanje proliferativnih signala, izbjegavanje
supresora rasta, izbjegavanje imunoloSke reakcije, replikativna besmrtnost, upala koja je
tumor-promovirajuca, indukcija angiogeneze, aktivacija invazivnosti i metastaziranje. S
obzirom na dosada3nja saznanja znanstvene zajednice o ovim obiljezjima tumorskih stanica
Hanahan i Weinberg predloZili su mehanizme za koje smatraju da bi zaustavili rast tumora ili
izazvali smrt tumorskih stanica, a koji su ve¢ upotrjebljeni ili su tek u stadiju razvoja kao
protutumorski lijekovi (Slika 5.) (Hanahan i Weinberg, 2011).

et Inhibitori kinaza
Cnhlblton EGFR) (ovisnih o ciklinimD

Odrzavanje signala Izbjegavanje
proliferacije supresora rasta

Dereguliranje Izbjegavanje
stani¢nog imunoloskog
metabolizma * * odgovora
, y
Proapoptoticki Izbjegavanje "ol Replikativna Inhibitori
BH3 mimetici stani¢ne smrti besmrtnost telomeraze

Nestabilnost Tumor-promovirajuca
genoma i upala

/ mutacije

Inhibitori PARP-a Induciranje Aktivacija invazije i
angiogeneze metastaziranje
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Inhibitori VEGF Inhibitori
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Slika 5. Ciljevi u protutumorskoj terapiji s obzirom na glavna obiljezja tumora. Preuzeto

Aktivirajuca anti-CTLA4
monoklonalna protutijela

Inhibitori aerobne
glikolize

Selektivni protuupalni
lijekovi

iz Hanahan i Weinberg, 2011. Prilagodeno na Hrvatski u programu Adobe Photoshop CC 2017.
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5.1. Klasi¢ne metode lijeCenja

Jedna od najstarijih metoda lijeCenja tumora je kirurSko odstranjivanje tumorskog tkiva.
Ova metoda Cesto se koristi i u dijagnostici (biopsija tkiva) i za rekonstrukciju (primjerice kod
tumora dojke). Kirurgija nije uvijek idealna metoda lijeCenja osobito ako je rije¢ o tumorima
koji su se razvili na teSko operativnim mjestima ili ako je rije¢ o tumorima hematoloskog tkiva.
Operativnim zahvatom vazno je odstraniti i dio zdravog tkiva oko tumora kao i najblize limfne
Cvorove u slucaju da je doSlo do nastanka metastaza. Kirurzi trebaju biti osobito oprezni kako
ne bi doslo do gubitka tumorskih stanica iz primarnog tumorskog tkiva koje bi izazvale Sirenje
tumora na nova tkiva (Sirenje sluznicom i trbuSnom Supljinom, ascitesni tumori)
(www.cancer.gov). Cesto koriStene protutumorske terapije su kemoterapija i radioterapija.
Glavna meta ovakvih lijekova je unistiti proliferirajuce stanice. No, osim tumorskih stanica u
organizmu postoje i zdrave proliferirajuce stanice poput stanica koStane srzi, spolnih stanica,
probavnog epitela te stanica kose i koZe koje se takoder dijele pa ovakvi oblici terapije utjecu
i na njih. Stoga kazemo kako su kemoterapija i radioterapija nespecificni oblici lijeCenja.
Kemoterapija i radioterapija imaju za glavni cilj naStetiti stanici za vrijeme razliCitih faza
stanicnog ciklusa (najceScée je rijec o S fazi, ali nisu svi kemoterapeutici ovisni o fazama
stani¢nog ciklusa). Cesta meta protutumorskih lijekova su enzimi topoizomeraze tipa II.
Topoizomeraze su vazne za odrZavanje strukture kromatina u jezgri (struktura je bitna zbog
procesa kao Sto su replikacija, popravak DNA i ekspresija gena gdje je DNA podzavijena, te
dioba stanica pri kojoj je stupanj kondenzacije kromatina i do 10000 puta vec¢i u odnosu na
stanice koje nisu u fazi diobe). U tumorskim stanicama koje se nekontrolirano dijele, razina
ekspresije topoizomeraza je povecana. Protutumorski lijekovi koji inhibiraju rad
topoizomeraza djeluju na nacin da dozvoljavaju puknuce u DNA lancima, ali ne i njegov
popravak. Naime, topoizomeraze su vrlo vazne za relaksiranje pozitivnih superzavoja u DNA
I povezani su sa podzavijenom DNA u kromatinu. Primjer ovakvih lijekova otkrivenih jo$
1990-ih godina su irinotekan (Campto) koristen za lijeCenje tumora kolona i topotekan
(Hycamtin) tumora na jajnicima. Ljudska topoizomeraza tipa Il je meta protutumorskih
lijekova poput doksorubicina (Adriamycin), etopozida (Etopophos) i elipticina. Ovi lijekovi
povecavaju razinu oStecene DNA u tumorskim stanicama, iako zdrava tkiva takoder mogu biti
zahvacena njihovim djelovanjem To dovodi do jo$ vece toksi¢nosti i nuspojava koje se moraju
premostiti tijekom terapije. Topoizomeraze su i danas istaknuta meta u istrazivanjima tumora
(Nelson i Cox, 2013).
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Cesto se koriste razli¢ite kombinacije kemoterapeutika, koji imaju razlicite mete u
stanicama ili djeluju u razliitim fazama stanicnog ciklusa kako bi se poboljSao
citotoksiCan/citostatiCan ucinak na tumorske stanice. No kod uporabe viSe razliCitih
kemoterapeutika (kombinirana kemoterapija) moze se javiti rezistencija na kemoterapeutike,
koju joS nazivamo krizna rezistencija (eng. multidrug resistance, MDR). Postoje razliCiti
molekularni mehanizmi kriZne rezistencije u stanici, poput onih koji onemogucuju nakupljanje
lijeka u stanici do onih koji dokidaju apoptozu koju je lijek izazvao. NajviSe istrazivani
mehanizmi kojima tumorska stanica ostvaruje rezistenciju su: i) aktivacija transmembranskih
proteina koji izbacuju razlicite kemijske tvari (u slucaju kemoterapije izbacuju lijek) iz stanice
(P-glikoprotein je najpoznatija efluksna pumpa, PGP-pumpa), ii) aktivacija enzima glutation
detoksifikacijskog sustava i iii) promjena gena i proteina ukljucenih u kontrolu apoptoze
(osobito p53 i Bcl-2) (Stavrovskaya, 2000 i www.cancerresearchuk.org).

5.2.  Nove metode lijeCenja tumora - ciljana protutumorska terapija

Ciljane tumorske terapije poput monoklonskih antitijela i inhibitora male molekularne
mase znacajno su promijenile lijeCenje tumora u posljednjih 20-ak godina. Ciljanu tumorska
terapiju pacijenti obi¢no bolje podnose nego primjerice kemoterapiju, iako se prilikom ovakvih
vrsta protutumorske terapije takoder mogu pojaviti nuspojave. Ciljana tumorska terapija
omogucila je individualan pristup pacijentu i dizajn osmisljen prema obiljeZjima njegovog
tumorskog tkiva. Monoklonska antitijela (poprilicno su velike molekule oko 150000 Da), vezu
se na tumorsku stanicu izvana, odnosno na specifian stanicni receptor. Dobar primjer uspjeSno
razvijene terapije monoklonskim antitijelima je Herceptin (Trastuzumab) koriSten za lijeCenje
tumora dojke. Naime, Herceptin je monoklonsko antitijelo sintetizirano da se veze na HER2
receptore (eng. human epidermal growth factor receptor 2) koji su prekomjerno izrazene
tirozin kinaze na tumorskim stanicama dojke. Ovakvi HER2 receptori signaliziraju
proliferativne signale i inhibiraju apoptozu stanice. Vezanjem Herceptina proliferativni signali
se blokiraju i stanica se oznaCava kao meta imunoloskog sustava za unistenje aktiviranjem NK

stanica i komponenti komplementa (Gerber, 2008).

Nasuprot njima, inhibitori malih molekularnih masa, zbog svoje velicine (oko 500 Da)
mogu uci u stanicu gdje djeluju tako Sto blokiraju neki signalni put i naruSavaju njegovu

kaskadu vezuci se na neku od molekula tog signalnog puta. Inhibitori male molekularne mase
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djeluju tako Sto najCeSce interferiraju s tirozin kinazama. Mnogi onkogeni i tumor supresorski
geni kodiraju za protein kinaze ili za proteine koje nalazimo u uzvodnim putevima od protein
kinaza. Specificni inhibitori ovakvih proteinskih kinaza pokazali su se vrijednim lijekovima u
borbi protiv tumora. Potrebno je jako dobro poznavati trodimenzionalnu strukturu proteinskih
kinaza, osobito oko ATP-veznog mjesta, u koje Ce se vezati lijek inhibitor kinaze. Takoder,
potrebno je poznavati jedinstvene aminokiselinske ogranke oko ATP-aznog mjesta kako bi se
lijek specificno vezao. Primjeri ovakvih lijekova su imatinib mezilat (kod ranog stadija
kronicne mijeloidne leukemije) koji inhibira konstantno aktivnu tirozin kinazu Sto je produkt
translokacije kromosoma 9 i 22 (tzv. Philadelphia kromosom), erlotinib kod tumora na
plu¢ima, sunitinib kod gastrointestinalnih stromalnih tumora i drugi. Inhibitori proteinskih
kinaza djeluju tako Sto onemogucuju signalni put koji potice stani¢nu proliferaciju i tumorski
razvoj (Gerber, 2008, Nelson i Cox, 2013).

Svaka od ovih terapija ima svojih prednosti, ali i nedostataka, primjerice monoklonska
nuspojave bas kao i klasi¢ni kemoterapeutici, ali ne prolaze kroz hepaticki metabolizam i ne
djeluju s drugim lijekovima. Stoga je vazno dobro ispitati djelovanje svakog novog lijeka prije
nego dospije na trziste, njegovu biotransformaciju, farmakologiju i pratiti odgovor pacijenata

na lijek.

Kako protutumorske terapije sve vise napreduju, razvoj novih do sada nepoznatih tumora
postaje sve veCi problem. Za Sto bolji dizajn protutumorske terapije kojoj je primarni cilj
unistiti tumorske stanice potrebno je dobro poznavati naCine na koje stanica moze umrijeti kao
I mehanizme kojima ona ostvaruje rezistenciju na stanicnu smrt i nekontroliranu proliferaciju.
Dakle, molekularni mehanizmi razvoja tumora usko su povezani sa mehanizmima stanicne

smrti i ostaju vazna meta u istraZzivanju tumora i kreiranju protutumorske terapije.
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6. SAZETAK

Visestanicni eukariotski organizmi imaju reguliran proces stanicne smrti. Ukoliko je
stani¢na smrt onemogucéena ona moZe biti uzrok nastanka razli€itih bolesti pa tako i tumora.
Apoptoza ili programirana staniCna smrt je proces koji se zasniva na aktivnosti cisteinskih
aspartat-specificnih proteaza koje nazivamo kaspazama. Osim ovog oblika staniCne smrti
poznajemo i druge ne-apoptoticke oblike staniCne smrti (autofagija, nekroptoza, senescencija,
anoikis, mitotiCka katastrofa i drugi) koji se mogu biti prisutni neovisno o apoptozi, ali i ukoliko
je apoptoza iz nekog razloga onemogucena. Jedna od glavnih karakteristika tumorskih stanica
jesu poremecaji u putevima stanicne smrti. U ljudi dolazi do nastanka tumora kada geni koji
reguliraju normalnu stani¢nu diobu (proto-onkogeni i tumor supresorski geni) postanu
disfunkcionalni, aktivirani u krivo vrijeme ili izmijenjeni. Porodica onkogena MYC kljucna je
u tumorigenezi i izmijenjena u 70% humanih tumora kada gen MYC ima konstitutivnu
ekspresiju. Proteinski produkti ovog gena igraju kljucnu ulogu u progresiji stani¢nog ciklusa,
apoptozi i staninoj transformaciji. Clanovi porodice proteina Bcl-2 prekomjerno su
eksprimirani u tumorskim stanicama te induciraju transformaciju blokiranjem apoptoze.
Nadalje, visoka ekspresija IAP proteina zabiljezena je u raznim slucajevima malignih tumora,
Sto je takve tumore okarakteriziralo rezistentnima na kemoterapiju i radioterapiju. U vecini
sluCajeva cilj je eliminirati tumorske stanice reaktivacijom puteva stani¢ne smrti. To moZzemo
uciniti ciljanjem na anti-apoptozne proteine kao Sto su Bcl-2 i skupina proteina IAP ili
reaktivacijom p53 odgovora. Nacini na koje stanica moze umrijeti kao i mehanizmi kojima
ostvaruje nekontroliranu proliferaciju i rezistenciju na staniChu smrt vazna su meta u

istrazivanju tumora i kreiranju protutumorske terapije.
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7. SUMMARY

One of the main characteristics of multicellular eukaryotic organisms is that they have
regulated process of cell death. In the cases when cell death is blocked it can trigger many
different diseases as well as tumour formation. Apoptosis or programmed cell death is a process
based on the activity of aspartate-specific cysteine proteases called caspases. Except for
apoptosis, there are several other types of non-apoptotic cell death (autophagy, necroptosis,
senescence, anoikis, mitotic catastrophe and others) which can occur independently of
apoptosis or in cases when apoptosis is blocked. One of the main characteristics of tumour cells
is deregulated cell death. Tumour development in humans is activated when genes responsible
for regulation of cell division (proto-oncogenes and tumour-suppressor genes) become
dysfunctional, activated in a wrong time or modified. MYC family of oncogenes is crucial in
tumorigenesis and it’s modified in 70% of human tumours when this gene has constitutive
expression. Protein products of MYC oncogenes are of high importance in the progression of
cell cycle, apoptosis and tumour transformation. Furthermore, members of the Bcl-2 family of
proteins are overexpressed in tumour cells and induce transformation by blocking apoptosis.
Likewise, overexpression of IAP family members is noticed in different cases of malignant
tumours enabling their resistance to chemotherapy and radiotherapy. In most cases, the aim of
the therapy is to eliminate tumour cells reactivating the cell death pathways. We are able to do
that by targeting anti-apoptotic proteins as Bcl-2 and 1AP family members or reactivating p53
response. Pathways regulating cell death, as well as mechanisms of uncontrolled proliferation

and drug resistance are a valuable target for cancer research and anti-tumour therapy design.
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