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Sazetak - Apoptoza. oblik programirane Celijske smrti. visoko je organizovan i geneti¢ki kontrolisan proces koji dovodi do éelij-
skog samonestajanja. Tokom apoptoze, ¢elijska membrana ostaje cela, $to omoguéava fagocitima da progutaju umirucu celiju bez
upalnog odgovora. Apoptoza je izuzetno bitna za embriogenezu, kao i homeostazu. Nekontrolisana i preterana ili nedovoljna apop-
toza moze da dovede do pojave razligitih bolesti. Apoptoza je aktivan celijski proces za koji je potrebna energija. kao i receptori
smrti. adaptivni molekuli, kaspaze, mitohondrije i apoptotski proteini. Apoptoza se vida sporadi¢no u §titastoj Zlezdi zdravih, dok je
apoptoza tirocita uobicajen nalaz u aktivnoj fazi Hadimotovog tiroiditisa. Imunohistohemijske studije na tkivu Stitaste Zlezde su po-
kazale povecan broj apoptotskih folikularnih éelija. uglavnom na periferiji limfocitnih infiltrata. Procenat apoptoze je izgleda veéi za
limfocite nego tirocite. Medutim, limfociti koji umiru stalno se zamenjuju novim, tako da limfociti u $titastoj Zlczdi verovatno imaju
ulogu u pojac¢anju imunoloskog odgovora preko stvaranja citokina. koji odreduju sudbinu tirocita.

Kljuéne reéi: Apoptoza: Stitna Zlezda: HaSimotov tiroiditis: Imunohistohemija: Limfociti

Uvod

Apoptoza je stara grcka re¢ koja se koristila da
opiSe opadanje lis¢a u jesen. Apoptozu kao oblik
programirane Celijske smrti prvi je otkrio Carl Vogt
1842. godine, da bi je ponovo "otkrili" Kerr, Wyllie
i Currie 1972. i njom opisali posebne morfoloske
promene prirodne Celijske smrti [1].

Apoptoza je fenomen od izuzetnog znacaja za ra-
zumevanje brojnih fizioloskih procesa i patoloskih
stanja. To je visoko organizovan i geneti¢ki kon-
trolisan proces koji dovodi do ¢elijskog samonesta-
janja. Apoptoza je osnovna komponenta celijskog
razvoja. {zuzetno je bitna za embriogenezu tokom
stvaranja organa, zamene jednog tkiva drugim, kao i
nestajanje privremenih organa. Ona ima ulogu u ne-
stajanju interdigitalnih nabora, fenotipskoj polnoj
determinaciji, uspostavljanju broja preganglijskih 1
posleganglijskih zavrsetaka u mozgu 1 perifernom
nervnom sistemu, razvoju intestinalne mukoze i reti-
ne. Bitna je za homeostazu, kao i za nastanak mno-
gih bolesti jer podrazumeva uklanjanje celija bilo da
su u visku, bilo da su inficirane ili oSteene putem
spoljasnje ili unutra$nje aktivacije programa [1-4].

Tokom apoptoze, celijska membrana ostaje cela,
$to omogucava susednim ¢elijama, kao Sto su fago-
citi, da_progutaju umirucu Celiju bez upalnog odgo-
vora. Celije koje podlezu apoptozi se brzo sma-
njuju, hromatin se kondezuje, jedro fragmentuje. Na
membrani Celije se pojavljuju ispupcenja u obliku
mehurica, a u citoplazmi apoptotska telasca, koja
sadrze oligonukleozomalne DNA fragmente. Fosfat-
idilserin se premesta na spoljasnju stranu membrane
i to omogucava da makrofagi fagocituju telaSca bez
izazivanja upale. S druge strane, nekroza, drugi,
mnogo ¢esci oblik éelijske smrti, predstavlja nekon-
trolisan proces koji se javlja kao posledica povreda
izazvanih radijacijom, ishemijom i upalom. Ne-

kroti¢ke Celije poveéavaju svoj volumen i onda
prskaju oslobadajuci svoj sadrzaj koji izaziva upalu.
Te nekroti¢ke promene se deavaju vrlo brzo i zbog
toga je ovaj nalin celijske smrti teSko leéiti ih
spreciti [1,2,5,6].

Bolesti i apoptoza

Programirana Celijska smrt je prisutna u svim
tkivima i organima. Medutim, ima mnogo bolesti
kod kojih je apoptoza nekontrolisana i preterana ili’
pak nedovoljna.

Ona je posebno znacajna za stanje imunoloske
nereaktivnosti na sopstvene antigene, jer nereguli-
sana, pojacana apoptoza moZe biti uzrok nastanka
raznih autoimunih bolesti, kao 3to su HaSimotov
(Hashimoto) tiroiditis, multipla skleroza, dijabetes
melitus tip 1, Sjogrenov sindrom, sistemski lupus
itd. Smatra se da apoptoza ima ulogu i u odbaci-
vanju transplatanata, a da maligni tumori sa nekon-
trolisanim celijskim rastom mogu da budu posledica
nedovoljne ili sprecene apoptoze [1,7].

Apoptoza ima znacajnu ulogu u Alzheimerovoj,
Parkinsonovoj, Huntingtonovoj bolesti i amiotro-
fickoj lateralnoj sklerozi.

Apoptoza je izuzetno bitna za stvaranje srca i
njegovih pregrada, jer poremecaji u apoptozi mogu
da dovedu do kongenitalnih malformacija. Smatra
se da ima ulogu i kod virusnih i autoimunih mio-
karditisa, kardiomiopatija. aneurizmi i drugo [1].

Mehanizam programirane ¢elijske smrti

Apoptoza je jedan aktivan Celijski proces za koji
je potrebna energija. Celijski mehanizam koji je
potreban za apoptozu ukljucuje receptore smrti (DR
- death receptor), adaptivne molekule, kaskadu kas-
paza (proteoliti¢ki enzimi koji progresivno unista-
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Skracenice

Bel-2, Bel-xl. cFLIP - proteini koji sprecavaju apoptozu
Bax. Bak - proteini koji omogucavaju apoptozu
DR - death receptor - receptor smrti

TNFRs - receptori faktora tumorske nekroze:
TNFRI, Fas, DR 3-6

TNFo - faktor tumorske nekroze Ol

FasL - Fas ligand

TSH - tiroidni stimuli$uci hormon - tirotropin

T, - T-helper - pomazuci limfociti

IFG-y - interferon Y

IL - interleukin

TRAIL/TRAIL-R - ligand koji izaziva apoptozu iz porodice TNF
receptor liganda koji izaziva apoptozu iz
porodice TNF

CTL - citotoksi¢ni T-limfociti

BID - proapoptotski faktor - medijator

mitohondrijalne aktivacije

vaju ¢eliju i njen geneticki materijal), mitohondrije i
Bcl proteine [8].

Razli¢iti faktori mogu da izazivu apoptozu, kao
Sto su smanjenje faktora rasta, odsustvo ili prisustvo
hormona, toksi¢na dejstva zracenja i hemoterapij-
skih lekova. lako ti faktori podsticu razlicite signal-
ne kaskade, na kraju svi vode do zajedni¢kog apo-
ptskog puta, koji izaziva smrt éelije [7,9].

Postoje dva glavna puta za odvijanje apoptoze:
spoljasnji (tip 1) i unutradnji (tip II). Kod spoljas-
njeg puta, (DR pathway), apoptoza zapolinje an-
gazovanjem receptora porodice faktora tumorske
nekroze (TNFRs): TNFRI1, Fas, DR 3-6. Unutarce-
lijski deo receptora smrti se vezuje za jedan adap-
tivni protein koji aktivira apikalnu kaspazu. Taj pro-
teinski kompleks je poznat pod nazivom signalni
kompleks koji izaziva smrt. On aktivira kaspaze,
koje onda cepaju svoje proteine, tj. svoje supstrate,
§to vodi u apoptozu [6,7,9,10].

Kod unutrasnjeg ili mitohondrijalnog puta apop-
tozu izazivaju razliCiti stresogeni faktori koji sma-
njuju unutrasnji mitohondrijalni membranski poten-
cijal §to prouzrokuje oslobadanje citohroma c [1,5,
11]. Glavni regulatorni proteini unutrasnjeg, mito-
hondrijalnog puta su proteini Bcl porodice, mito-
hondrijalni membranski proteini koji reguliSu mem-
branski potencijal i oslobadanje citohroma c, od-
nosno spreavaju oslobadanje citohroma ¢ u cito-
plazmatski prostor. Oni mogu biti antiapoptotski, tj.
stite éelije spreavanjem mitohondrijalne apopto-
ze, kao $to su Bel-2 i Bel-xl, ili proapoptotski, koji
prouzrokwju mitohondrijalnu apoptozu, kao $to su
Bax, Bak, Bcl-xs i Bad. Smatra se da Bel-2 i Bel-x|
direktno ili indirektno ¢uvaju celovitost spoljasnje
mitohondrijalne membrane 1 tako sprecavaju oslo-
badanje citohroma ¢, dok Bax i Bak omogucavaju
izlazak citohroma ¢, $to dovodi do celijske smrti. S
druge strane, proapototski protein Bax omogucava
oslobadanje citohroma ¢ i moZe da stvara heterodi-
mere sa Bcl-2 i tako ponisti njegovo antiapoptosko
dejstvo [5]. Opste prihvaceno misljenje je da odnos
proapoptotskih i antiapoptotskih proteina odreduje

da li ¢e u Celiji do¢i ili ne do programirane Celijske
smrti.

Mehanizam apoptoze u Hasimotovom
tiroiditisu (HT)

Tiroiditisi obuhvataju infektivne i druge zapa-
ljenske bolesti Stitaste zlezde. Tiroiditisi se dele na
akutni (supurativni), subakutni, bolni (granuloma-
tozni), subakutni, bezbolni (limfocitni), hroni¢ni
limfocitni (Hashimoto) i hroni¢ni fibrozni (Riedel-
ova struma) tiroiditis. Postpartalni tiroiditis se
ubraja u subakutni, bezbolni limfocitni tiroiditis.

Apoptoza se vida samo sporadi¢no u Stitastoj
zlezdi zdravih in vivo, dok. s druge strane, apoptoza
tirocita je ucbicajen nalaz u aktivnoj fazi Haimoto-
vog tiroiditisa [12]. Imunohistohemijske studije na
tkivu Stitaste Zlezde u Hasimotovom tiroiditisu po-
kazale su poveéan broj apoptotskih folikularnih ce-
lija, uglavnom na periferiji limfocitnih infiltrata [8].
Kod subakutnog tiroiditisa apoptotska jedra su na-
dena u granulomima, posebno u makrotagima/histi-
ocitima i limfocitima, a veoma retko u predelu fi-
broze. U folikularnim celijama apoptoza je nadena u
znacajno vecem procentu nego kod kontrolne grupe
[13]. Sli€an je nalaz kod osoba obolelih od Gra-
vesove bolesti, gde su apoptotska jedra nadena u ti-
rocitima i u germinativnim centrima limfoidnih fo-
likula [14].

Tirociti u Gravesovoj bolesti, kao i Hagimoto-
vom tiroiditisu eksprimiraju Fas 1 Fas ligand
(FasL), ali sa razli¢itim efektima: ili hiper ili hipo-
tiroze. To bi moglo da bude posledica stvaranja ci-
tokina koji posredno pomazu eksprimovanje pro- ili
antiapoptotskih gena u tirocitima [15,16]. Mitsiades
i saradnici [17] nalaze da su Fas i1 FaslL jace
izrazeni, dok je Bcl-2 slabije izrazen u tirocitima
obolelih od HaSimotovog tiroiditisa, $to upucuje na
zakljuéak da Fas/FasL interakcija ima ulogu u
uniStavanju tirocita u Hagimotovom tiroiditisu.

Istrazivanja in vitro pokazuju da tiroidni stim-
ulisu¢i hormon (TSH) moZe da spreci Fas-posredo-
vanu apoptozu na dozno zavisan nacin, dok smanje-
nje koncentracije TSH podstice apoptozu [3].
Izgleda da tirociti imaju sve delove apoptoskog
procesa, ali su oni neaktivni u odsustvu povoljnih
uslova sredine.

Citokini T-limfocita su kljucni regulatori auto-
imunog procesa. Oni pruzaju osnovnu podrsku za
Celijski posredovani odgovor, kao i za humoralni
odgovor i odreduju sudbinu tirocita. T-helper limfo-
citt (T,) 1 sekretuju interferon-y (IFN-y) i druge ci-
tokine znaCajne za upalu i celijski-posredovani
imunoloski odgovor, dok T,2 limfociti pomazu hu-
moralni imunoloski odgovor i sprecavaju Thl odgo-
vor oslobadanjem interleukina - IL-4, IL-5 i IL-10.
Pojacana osetljivost tirocita u Hasimotovom tiroidi-
tisu je izgleda zavisna od IFN-y koji podstice
Eroapoptotske gene. IFN-y povecava eksprimovanje

aspaze-3 i kaspaze-8. S druge strane. IL-4 1 IL-10

podsticu BCL-X,_ i cFLIP, dva Kklju¢na anti-
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apoptotska proteina koji mogu da sprece Fas-
izazvanu apoptozu u tirocitima kod Gravesove
bolesti. Drugim recima, preovladivanje T,1 ili T 2
citokina u autoimunom mikrookruzenju tiroidne
Zlezde odreduje kakav ¢e ishod biti [12,16]. Studija
Wang i saradnika [18] takode potvrduje da IFN-y i
faktor tumorske nekroze (TNF-o) olakSavaju
uniStavanje Stitaste zlezde u tiroiditisu.

Destrukcija tirocita kod HaSimotovog tiroiditisa
je izgleda posledica neodgovarajuce ekspresije Fas
ili liganda koji izaziva apoptozu iz porodice TNF
(TRAIL-R) i smanjenja Bcl-2, Sto moze biti indu-
kovano citokinima oslobodenim iz infiltrovanih lim-
focita [8]. Mogué¢i modeli za ulogu Fas i TRAIL re-
ceptor posredovanu apoptozu u autoimunoj tiro-
idnoj bolesti su sledeci:

A) Citokini limfocita u infiltratima izazivaju ek-
sprimiranje receptora smrti (Fas ili TRAIL-R) u ti-
rocitima koji reaguju sa ligandima smrti (FasL ili
TRAIL) na limfocitima $to vodi apoptozi tirocita.

B) Citokini limfocita u infiltratima izazivaju ek-
sprimiranje Fas na tirocitima koji podlezu bratoubi-
la¢koj apoptozi zbog simultanog eksprimiranja Fas i
FasL.

C) Citokini limfocita u infiltratima izazivaju ek-
sprimiranje FasL ili TRAIL na tirocitima koji onda
postaju sposobni da ubiju infiltrirane limfocite [5,
19

Bretz i Baker JR [7] smatraju da je pre TRAIL
nego FasL odgovoran za unistenje Stitaste Zlezde.
Po njima, moguéi nacini ucestvovanja TRAIL u
autoimmunoj destrukciji Stitaste Zlezde su:

A) Kombinacija TNFa i IL-1f, aktiviranih pro-
dukata imunih celija, &ini tirocite osetljive na
TRAIL, tako da imunociti sa ekspresijom TRAIL
mogu da ubiju tirocite.

B) Kombinacija IFNy i TNFq, aktiviranih produ-
kata imunih ¢elija, dovodi do ekspresije TRAIL na
tirocitima, tako da tirociti mogu da ubiju tiroidne
autoantigen-specifi¢ne imunocite.

C) Citokini podstiCu i tiroidnu ekspresiju TRAIL
(kombinacija I[FNy i TNFa), kao i tiroidnu osetlji-
vost na TRAIL (kombinacija TNFa i IL-18) Sto
moze da dovede do ubijanja samoubijanja tirocita.

Batteux i saradnici [20] su nasli da eksprimo-
vanje FasL na tirocitima kod eksperimentalnog
autoimunog tiroiditisa miSeva dovodi do apoptoze
T-limfocita u $titastoj zlezdi. Ekspresija FasL na ti-
rocitima, prema drugoj studiji Batteux i saradnika
[21], omogucava tkivno specificnu perifernu toler-
anciju u $titastoj zlezdi kroz nestajanje autoreaktiv-
nih limfoidnih dlonova. Procenat apoptoze u Hasi-
motovom tiroiditisu je izgleda veéi za limfocite

nego za tirocite, i u in vitro i u in vivo uslovima
[12]. Medutim, limfociti koji umiru stalno se za-
menjuju novim, tako da limfociti u Stitastoj zlezdi
verovatno imaju vaznu ulogu u pojafanju imunog
odgovora preko stvaranja citokina.

Weetman [22] smatra da uniStavanje tirocita u
autoimunoj hipotirozi zavisi od T ¢elijske-posre-
dovane citotoksi¢nosti uz dodatno dejstvo apoptoze
posredovane receptorima smrti. Prema Stassi i De
Maria [12] HaSimotov tiroiditis nastaje tako $to au-
toreaktivni T, limfociti privlace B- i T-citotoksi¢ne
limfocite u Stitastu zlezdu. a onda autoantitela i za
Stitnu  Zlezdu specificni  citotoksicni  T-limfociti
(CTL) dovode do autoimunog smanjenja broja ti-
rocita. Smatra se da autoantitela stvaraju imune
komplekse na bazalnoj membrani tirocita Sto dovodi
do aktivacije komplementa, a samim tim i nekroze
tirocita. dok CTL mogu da dovedu do apoptoze ti-
rocita oslobadanjem granula sa perforinom 1 granzi-
mom. Perforin stvara pore na ciﬁ'noj ¢elijskoj mem-
brani, dok granzim B aktivira efektornu kaspazu i
proapoptotski faktor - medijator mitohondrijalne ak-
tivacije (BID) po ulasku u Celiju. BID je proapoptot-
ski faktor koji omoguéava stvaranje kompleksa u
¢iji sastav ulazi citohrom c, apoptotski protearni ak-
tivirajuéi faktor - APAF-1 i kaspaza-9. Taj kom-
pleks aktivira naredne kaspaze (mitohondrijalni
apoptotic¢ki put). Tre¢i moguéi mehanizam koji ob-
jasnjava smanjenje broja tirocita jeste da autokrina
ili parakrina interakcija izmedu receptora smrti i nji-
hovih liganada dovodi do apotoze tirocita. Veziva-
nje liganada za receptore smrti izaziva privlacenje
adaptornog molekula FADD/MORT-1 i prokaspa-
ze-8, koji stvaraju odredeni kompleks, Sto dovodi do
aktivacije kaspaze-8. Aktivirana kaspaza-8 odlazi do
citoplazme gde cepa kaspazu-3 i BID i pojatava
apoptotsku kaskadu.

Povecana ekspresija Bax-a posle primene joda
upuéuje na ucesce apoptoze u patogenezi limfocit-
nog tiroiditisa kod Wistar pacova [23].

Pored Bax, Bcl-2, kao i Fas/FasL sistema, i jod
verovatno ima ulogu u smrti tirocita i kontroli ve-
licine mase S§titaste zlezde. Ishrana bogata jodom
kod pacova dovodi do smanjenja Stitaste zlezde.
Niske koncentracije joda su sposobne da sprece
apoptozu, a visoke dovode do povecanja Fas-indu-
kovane apoptoze [8]. Citotoksi¢no dejstvo izazvano
jodom na tirocitima pacova ima karakteristike nek-
roze i apoptoze. Novija istrazivanja pokazuju da
visak joda u molekulskom obliku, nastao oksidaci-
jom jodida pomocu endogene peroksidaze, izaziva
apoptozu u tirocitima, kroz stvaranje slobodnih radi-
kala, oSte¢enja mitohondrija i oslobadanja citohro-
ma c [5].
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Summary

Introduction

Apoptosis is a highly regulated mechanism of cell death that
differs from necrosis and plays an important role in normal tis-
sue development, homeostasis and immune regulation.

Diseases and apoptosis

Apoptosis is involved in many diseases. Defective apoptosis can
cause systemic autoimmunity by allowing the survival of au-
toreactive lymphocytes. It may also be involved in the patho-
genesis of organ-specific autoimmune diseases such as
Hashimoto’s thyroiditis and in the pathogenesis of tumors.
Mechanism programmed death cell

Apoptosis is regulated at multiple levels, including death recep-
tor and ligand expression, adapter protein, cascades of cas-
pases, mitochondria and the expression of anti apoptotic and
pro apoptotic proteins. Apoptotic cell death can occur by two
different pathwavs. Type [ is initiated by the activation of death

receptors (Fas, TNF-receptor-family) on the plasma membrane
followed by activation of caspase 8. Type Il involves changes in
mitochondrial integrity initiated by various effectors, leuding to
the release of cyvtochrome ¢ and activation of caspase 9.
Mechanism of apoptosis in Hashimoto thyroiditis

The thyroid cell destruction characteristic of autoimmune (hy-
roiditis can be seen as the consequence of inappropriate ex-
pression of Fas or TRAIL death pathway molecules and
down-regulation of the apoptosis controlling protein Bcl-2,
which may be induced by cytokines released locally by infilirat-
ing lymphocytes. Thyroid cell destruction in autoimmune hypo-
thyroidism is dependent on T cell-mediated cytotoxicity with the
likely additional effect of death receptor-mediated apopiosis.
Modulation of apoptosis-related proteins by T helper | and T
helper 2 cvtokines controls thyrocvie survival in thyroid
autoinnunity.
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