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Apoptoza je poseban oblik staniène smrti nu�dan 
za razvoj organizma i odr�avanje staniène homeostaze, 
tj. ravnote�e izmeðu gubitka i stvaranja stanica 
normalnog tkiva tijekom �ivota (1, 2). Njezina uloga 
u embrionalnom razvoju poznata je i dokumentirana 
još pedesetih godina, a 1972. Kerr i suradnici (3) 
jasno su je na osnovi morfoloških karakteristika 
odvojili od nekroze te potvrdili njezinu pojavnost  u 
odraslom organizmu, a koja se nastavlja sve do smrti. 
Buduæi da se radi o aktivnom procesu koji zahtijeva 
trošenje energije i aktivaciju gena potrebnih za sintezu 
proteina, apoptozu još nazivamo “programirana smrt 
stanice”. 

Stanice pokreæu apoptozu u sklopu razlièitih 
fizioloških procesa ili zbog patoloških ošteæenja 
stanica (uzrokovanih razlièitim vanjskim i unutrašnjim 
èimbenicima), zbog èega postaju opasne i/ili nekorisne 
za organizam. Na razlièitim pokusnim modelima 
dokazano je da je apoptoza temeljni proces u 
odr�avanju mase i funkcionalne sposobnosti pojedinih 
organa (4).

Mnogobrojni aktivatori programirane smrti stanice, 
preko razlièitih posrednika, dovode do pokretanja 
kaskade proteolitièkih enzima kaspaza (citoplazmatske 
cisteinil-aspartatno-specifiène endoproteaze) koje 
uništavaju esencijalne strukturne komponente 
ukljuèujuæi genski materijal stanice, i dovode do 
pojave specifiènih  promjena kao što su skvrèenje 
stanice, kondenzacija kromatina, cijepanje DNA 
(Deoxyribonucleic Acid), “pupanje” dijelova staniène 
membrane i formiranje apoptotskih tjelešaca, koja 
fagocitiraju susjedne stanice i makrofazi. 

Poremeæaji apoptoze vezani su uz patogenezu 
bolesti kao što su tumori, neke autoimune bolesti 
(reumatoidni artritis, sistemski lupus eritematozus), 
degenerativni procesi (Alzheimerova bolest), AIDS 
(Acquired Immunodeficiency Syndrome), ishemièna 
ošteæenja (infarkti), razvojne anomalije itd. Rezultati 
istra�ivanja pokretaèa apoptotskih mehanizama, 
genske aktivacije i regulacije apoptotskih promjena 
otvorili su nove moguænosti u lijeèenju tih bolesti.
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Tijekom evolucije višestanièni organizmi uspjeli su razviti razlièite mehanizme zaštite od djelovanja štetnih 
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mehanizmima i koje ne obavljaju svoju fiziološku funkciju, mogu dovesti do pojave teških bolesti. Stoga 
je pravilan tijek apoptotskih procesa kljuèan za pravilan embrionalni razvoj i za pravilno odr�avanje staniène 
homeostaze tkiva. Centralno je mjesto apoptoze proenzimska skupina cisteinskih proteaza u citoplazmi 
stanica. Kaskadna aktivacija tih proteaza kljuèna je u genezi morfoloških i biokemijskih apoptotskih 
promjena. Do danas je veæ poznat velik broj vanjskih i unutarnjih faktora koji dovode do pojave apoptoze. 
Poznavanje tih faktora i puno razumijevanje mehanizama apoptotskih procesa otvara potpuno nove 
moguænosti u lijeèenju nekih teških, zasad neizljeèivih bolesti.

KLJUÈNE RIJEÈI: Bcl-2 porodica, homeostaza, kaspaze, nekroza, p53, receptori smrti 



268 269

NEKROZA I APOPTOZA

Nekroza stanice nastaje kao posljedica znatnijeg 
ošteæenja stanice izazvanog razlièitim fizikalno-
kemijskim agensima (hipoksija, ekstremne 
temperature, djelovanje komplementa, liza uzrokovana 
mikroorganizmima).  Jako ošteæena stanica ne mo�e 
kontrolirati ravnote�u tekuæine i iona (natrijevi i kalcijevi 
ioni ulaze nekontrolirano u stanicu) te ona bubri, a 
staniène organele gube cjelovitost. Raspadom i 
istjecanjem staniènog sadr�aja dolazi do nadra�ivanja 
okolnog tkiva zbog oslobaðanja biomedijatora upale 
(5). Upala poma�e u ogranièavanju infekcije i 
uklanjanju staniènog debrisa, ali sekretorna aktivnost 
leukocita mo�e oštetiti zdravo susjedno tkivo (enzimi, 
radikali kisika). Zato nekroza obièno zahvaæa veæi broj 
stanica odnosno veæa tkivna podruèja.

Apoptoza kao dio fiziološkog razvoja organizma 
prisutna je u veæini tkiva poèevši od programiranog 
uništavanja stanica tijekom embriogeneze (implantacija 
jajne stanice, organogeneza, metamorfoza). Mo�da je 
najbolji primjer ovih procesa formiranje oène leæe iz 
apoptotskih stanica èiji je sadr�aj nadomješten èistim 
proteinom, kristalinom. Va�na uloga apoptoze nastavlja 
se i nakon roðenja. Tako primjerice keratinociti pri 
migraciji iz  dubljih dijelova ko�e do njezine površine 
podlije�u apoptozi pretvarajuæi se u vanjski zaštitni sloj 
odumrlih stanica. Apoptoza prati i involutivne procese 
ovisne o hormonima (menstrualni ciklus, atrofija 
ovarija u vrijeme menopauze, atrofija prostate nakon 
kastracije), smrti stanica imunosnog sustava (smrt 
neutrofila kod akutnih upalnih procesa, gubitak T i 
B-limfocita zbog nedostatnog podra�aja citokinima) 
(6). Jednako tako i stanice koje su inficirane virusima, 
stanice s nepopravljivim genskim mutacijama, kao i 
stanice koje su ošteæene zraèenjem, antitumorskom 
terapijom citostaticima (7), antibioticima (8), 
oksidativnim stresom, djelovanjem nekih toksina 
itd., mogu pokrenuti proces samouništenja. 

Apoptoza je aktivni proces koji zahtijeva sintezu 
proteina i aktivaciju endogenih enzima, uz oèuvanje 
staniènih organela koji imaju aktivnu ulogu u regulaciji 
mehanizama apoptoze. Apoptotska stanica odnosno 
fragmentirana apoptotska tjelešca konaèno “tiho” 
nestaju procesom fagocitoze ne izazivajuæi upalni 
proces.

Katkad isti uzrok u nekom tkivu dovodi do 
istodobne pojave i nekroze i apoptoze. Naime, u 
sluèajevima kada integritet stanice nije ozbiljnije 
narušen i kada  su ošteæenja slabija stanica mo�e 
uæi u program samouništenja, odnosno kada su ta 

ošteæenja jaka i nepopravljiva, stanica umire nekrozom 
(2). Hoæe li doæi do apoptoze ili nekroze ovisi i o 
dugotrajnosti i jaèini negativnog djelovanja. Tako su 
istra�ivanja vaskularnih bubre�nih ošteæenja dokazala 
pojavu apoptoze nakon potpune kratkotrajne ishemije 
tijekom reperfuzije, dok su prolongirana ishemièna 
stanja dovela do pojave nekroze stanica (9).

MORFOLOŠKE I BIOKEMIJSKE OSOBINE 
APOPTOZA

Pokretanje i brzina apoptotskog procesa 
razlikuju se ovisno o tipu stanice, kao i o razvojnim 
stupnjevima istih tipova stanica. Sam poèetak 
apoptoze karakterizira skvrèenje stanice i izdvajanje 
iz okoline. Kondenzacija kromatina i njegovo 
izdvajanje iz matriksa u petlje velièine 300 do 500 
kbp (kilo-baza-parova) poèetna je faza kondenzacije 
koja traje nekoliko minuta (10), nakon koje se 
DNA cijepa na fragmente od 200 do 300 bp (11). 
Konaènom kondenzacijom DNA se cijepa djelovanjem 
endonukleaza, a nastali oligonukleosomski fragmenti 
su cjelobrojni višekratnici velièine 180 parova baza 
koji se elektroforezom vide kao fragmenti uniformnih 
razmaka tipa “ljestvica”, proporcionalnih njihovoj 
velièini (12). Zbog polumjeseèastog nakupljanja 
kromatina uz jezgrinu ovojnicu dolazi do piknoze i 
u toj fazi stanicu mogu fagocitirati susjedne stanice 
ili makrofazi. U suprotnome proces se nastavlja 
karioreksom i specifiènim “pupanjem” stanice kada 
se zbog jezgrine invaginacije i izboèenja dijela staniène 
membrane oblikuju mjehuriæi ili apoptotska tijela koja 
sadr�avaju ulomke kromatina i staniène citoplazme. 

U poèetnoj fazi apoptoze oko staniène jezgre 
pojavljuju se perinuklearni srpoliki prostori CSS 
(crescent-shaped spaces) koji mogu sadr�avati 
mijelin (13). Ti srpoliki prostori èešæe su zabilje�eni u 
uvjetima in vivo jer zbog veze stanice s intersticijem 
citoplazma stanice ne prati promjene koje se zbivaju u 
jezgri. Patomorfološke specifiènosti apoptoze jetrenih 
stanica su acidofilna ili Councilmanova tjelešca (14). 

Apoptotske se nukleaze razlikuju po strukturi, 
ovisnosti o kationima, optimalnom pH i posrednicima 
koji pokreæu njihovu aktivaciju. Posrednici svoju 
optimalnu aktivnost posti�u pri razlièitim uvjetima. 
Neki je posti�u u  prisutnosti kalcijevih i magnezijevih 
iona (DNaze 1, DNaze γ, NUC-18), neutralnom pH 
(DNaze I, CAD) ili kiselom pH (DNaze II). Konaèno, 
neke faktore aktiviraju kaspaze, dok su drugi potpuno 
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neovisni o kaspazama ili ih aktiviraju serin proteaze 
(15).

Osim endonukleaza, u nastajanju apoptotskih 
promjena va�nu ulogu imaju enzimi kalpain i 
transglutaminaza koja kri�no povezuje proteine 
stvarajuæi apoptotska tijela. U vrijeme dramatiènih 
promjena jezgre struktura staniènih organela je 
oèuvana (osobito mitohondrija), a na citoplazmatskoj 
membrani mo�e se primijetiti smanjen broj mikrovila 
(10). Fagociti tijekom fagocitoze brzo uklanjaju 
apoptotske stanice (jedan do dva sata). Tijekom 
fagocitoze fosfatidilserin aktivno izlazi s unutrašnje 
na vanjsku stranu staniène membrane (16).

POKRETAÈI APOPTOZE

Apoptoza mo�e nastati zbog slabljenja ili izostanka 
(pozitivnih) signala potrebnih za pre�ivljavanje stanica, 
ili zbog primanja (negativnih) signala.

Izostanak pozitivnih signala

Veæini je  stanica potrebno da ih stalno stimuliraju 
druge stanice ili pak stalna athezija s površinom 
na kojoj rastu. Osobito je va�na uloga citokina, 
faktora rasta i nekih hormona (17). Tako je poznata 
povezanost trombocitnog faktora rasta s glija-
stanicama, interleukina 2 s T-limfocitima, interleukina 
5 s eozinofilima, eritropoetina i interleukina 3 s 
hematopoetskim stanicama (18), spolnih hormona 
(estrogen, progesteron) s tkivom mlijeène �lijezde, 
androgena s prostatom itd. (19).

Primanje negativnih signala

Stimulatore koji potièu stanicu na apoptozu 
nazivamo apogenima (10). Ošteæenja DNA pokreæu 
apoptozu iz same stanice, pa niz èimbenika s takvim 
uèinkom ukljuèujuæi ionizacijska zraèenja (UV, X-zrake), 
kemoterapeutike, lijekove poput analoga nukleozida, 
neke mikotoksine (okratoksin A, fumonizine, gliotoksin, 
okadaiènu kiselinu itd.) i druge DNA-reaktivne toksine 
(20), ubrajamo u pokretaèe apoptoze. Razlièiti štetni 
èimbenici, lijekovi i toksini mogu izazvati stres stanice i 
potaknuti apoptotski odgovor posrednim djelovanjem 
na stanièni samoubilaèki mehanizam (21). Reaktivni 
spojevi kisika koji nastaju kao produkti aerobnog 
metabolizma u ljudskim stanicama mogu aktivirati 
apoptozu djelujuæi na promjenu permeabiliteta 

membrane mitohondrija i otpuštanje citokroma c 
(22).

Posebno mjesto zauzimaju molekule (ligandi) 
koje se ve�u na komplementarnim površinskim 
receptorima stanica, a nazivamo ih pokretaèima smrti. 
Od poznatijih mo�emo izdvojiti: Fas ligand (FasL ili 
CD95 Ligand), tumor necrosis factor α (TNFα), 
limfotoksin (TNFβ) i TNF-related apoptosis inducing 
ligand (TRAIL).

FasL ili CD95 ligand na površini citotoksiènih 
T-limfocita ima dvije va�ne funkcije. Prva je ta da 
vezanjem za površinske staniène receptore Fas 
(CD95) na mnogim stanicama u organizmu (osobito 
kada su inficirane ili se nalaze u blizini inficiranih 
atanica), pokreæe vanjski put aktivacije apoptoze i tako 
sudjeluje u obrani organizma. Druga va�na funkcija 
je sudjelovanje u procesu uklanjanja aktiviranih T-
limfocita na kraju imunosnog odgovora (6).

Èimbenike tumorske nekroze (TNFα) proizvode T-
limfociti i aktivirani makrofazi kao odgovor na infekciju, 
a ve�u se na površinske proteinske receptore stanica 
zvane TNFR1 (Tumor Necrosis Factor Receptor 1). 
Makrofazi nakon prepoznavanja stanice inficirane 
virusima otpuštaju TNF-α i pokreæu apoptozu 
inficiranih stanica, kao i susjednih stanica koje nisu 
inficirane (23).

TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) 
èlan je TNF-ligand porodice, a ve�e se na DR4 i DR5-
receptore. Pojavnost ovih liganda ustanovljena je u 
mnogim tkivima.

MEHANIZMI POKRETANJA APOPTOZE

Poznavanje èimbenika apoptoze i razumijevanje 
mehanizama njihova djelovanja preduvjet je za 
moguæe upletanje u apoptotske procese (inhibicija, 
aktivacija), u svrhu lijeèenja bolesti uzrokovanih 
poremeæajima u apoptozi. Mo�emo razlikovati vanjski 
put koji ukljuèuje receptore smrti ili direktno djelovanje 
enzima citotoksiènih T-limfocita (perforin, granzim 
B), i unutrašnji put koji se još naziva mitohondralni. 
Kljuèni enzimi u cjelokupnom lancu zbivanja, 
neovisno o naèinu pokretanja, jesu kaspaze koje 
cijepanjem specifiènih supstrata dovode do tipiènih 
biokemijskih i morfoloških promjena (24). Ti enzimi 
prisutni u citoplazmi stanice kao proenzimi aktiviraju 
se kaskadno proteolitièkim cijepanjem, a redoslijed 
njihove aktivacije ovisi o naèinu pokretanja apoptoze. 
Kaspaze svoju potpunu proteolitièku aktivnost posti�u 
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kao tetrameri koji nastaju nakon dvostrukog cijepanja 
(25). Danas je poznato èetrnaest èlanova porodice 
kaspaza koje se oznaèavaju rednim brojevima 1-14, pri 
èemu prokaspaze 2, 8, 9 i 10 ubrajamo u inicijatorske, 
a prokaspaze 3,6, i 7 u efektorne kaspaze (24).

Stanice sadr�avaju i prirodne proteinske inhibitore 
kaspaza IAPs (Inhibitor of Apoptosis), koji mogu 
direktno inhibirati inicijatorske kaspaze 8 i 9 te 
efektorne kaspaze 3 i 7 (26). 

Vanjski mehanizam pokretanja apoptoze

TNF-receptorska porodica (Fas, TNFR) skupina 
je membranskih proteina koja se prote�e od 
vanjske do unutrašnje površine membrana stanica. 
Citoplazmatski dijelovi receptora nazivaju se domene 
smrti DD (Death Domain). Vezanjem FasL na Fas-
receptor dolazi do receptorske trimerizacije, što 
rezultira intracelularnim grozdolikim nakupljanjem 
DD dijelova receptora s pomoæu kompleksa proteina 
poznatih kao DISC (Death-Inducing-Signalling-
Complex). Naime trimerizacija ide preko adapterskih 
molekula FADD (Fas-Associated-Death-Domain-
Protein), koje imaju dva receptorska dijela odnosno 
dvije domene (27). Jedna domena takoðer se naziva 
DD i ve�e se na DD-domenu Fas-receptora, a druga 
se domena naziva DED (Death-Effector-Domain) i 
odgovorna je za prosljeðivanje signala transdukcije 
vezanjem za prokaspazu 8. Time dolazi do njezina 
cijepanja i prelaska u aktivni oblik koji pokreæe kaskadu 
kaspaza i razgradnju stanice putem apoptoze (28, 21). 
Vezanjem TNF-liganda za TNFR1-receptor pokreæe 
se slièan put, osim što su u ovom sluèaju adapterske 
molekule TRADD (TNFR-Associated Death Domain) 
koje imaju sposobnost vezanja razlièitih proteina na 
aktiviranom dijelu receptora. Ako se taj aktivirani dio 
ve�e na FADD-domene smrti, dolazi do aktiviranja 
prokaspaze 8 i kaskade kaspaza.

TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) 
pokretaè smrti ve�e se na DR4 i DR5-receptore koji 
takoðer imaju intracelularne domene smrti, ali su 
njihove adapterske molekule slabo poznate. 

Citotoksièni T-limfociti i NK-stanice, nakon 
što prepoznaju virusima inficirane stanice, ve�u se 
za njih te s pomoæu enzima perforina razgraðuju 
staniènu membranu èime omoguæuju ulaz enzimu 
granzimu B. Granzim B je serin esteraza  koja mo�e 
direktno aktivirati kaspaze 3, 7, 8 i 10 i tako pokrenuti 
apoptozu.

U inhibitore apoptoze na razini receptora smrti 
ubrajamo FLIP (FasL Inhibitor Protein) porodicu 

proteina koja ima dva èlana, v-FLIP i c-FLIP. Ti proteini 
inhibiraju apoptozu pokrenutu aktivacijom Fas i 
TNFR1-receptora. Kao homolog kaspaze 8 FLIP se 
ve�e na Fas-FADD-kompleks, èime inhibira aktivaciju 
prokaspaze 8 (29). Signalni putovi apoptoze mogu se 
vidjeti na slici 1 (30).

Unutrašnji mehanizam pokretanja apoptoze

U sluèajevima kada je ošteæenje DNA uzrok 
pokretanja smrti stanice kljuèni protein je p53, koji je 
u normalnim stanicama prisutan u inaktivnom obliku. 
Gen za njegovu sintezu lociran je na sedamnaestom 
kromosomu a sudjeluje u procesima replikacije DNA i 
transkripcije. Sposobnost p53 da zaustavi rast stanice 
njegova je va�na tumor-supresijska funkcija, a mnogi 
tumori odnosno tumorske stanice imaju mutiran 
gen za sintezu p53 proteina. Ošteæenja DNA potièu 
transkripcijsku aktivnost p53 i njegovo nakupljanje 
u stanici, a posljedièno dolazi do zaustavljanja 
staniènog ciklusa u G1-fazi i popravljanja ošteæene 
DNA ili do pokretanja apoptoze stanice ako su ta 
ošteæenja nepopravljiva (31, 32). p53 mo�e pokrenuti 
apoptozu tako da poremeti odnos proapoptotskih i 
antiapoptotskih mitohondralnih proteina Bcl-2 
porodice, ili da inducira gene koji poveæavaju 
produkciju reaktivnih spojeva kisika, koji su sna�ni 
aktivatori ošteæenja mitohondrija i apoptoze. 

U uvjetima ozbiljnijeg stresa (zraèenja, 
kemoterapija) povezana je uloga p53 s apoptozom 
normalnih, zdravih stanica razlièitih osjetljivih tkiva kao 
što su stanice hematopoetskog i imunosnog sustava, 
stanice gastrointestinalnog trakta i stanice ko�e te se 
takva ošteæenja javljaju kao nuspojave antitumorske 
terapije (32). 
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Poznato je najmanje petnaest proteina u Bcl-2 
skupini koji se dijele na proapoptotske kao što su Bad, 
Bax, Bak, Bcl-xl, Bag, Bid, Bik, Hrk, i antiapoptotske 
kao što su Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1, Bfl-1, Brag-
1, A1 (33). Omjer proapoptotskih i antiapoptotskih 
èimbenika odreðuje osjetljivost stanice na apoptozu 
(14). Evolucijski oèuvana Bcl-2 porodica omoguæuje 
izuèavanje putova smrti stanice na primitivnim 
organizmima kao što je Caenorhabditis elegans. 
Bcl-2 homolozi ovog nematoda  nazivaju se CED-3 
(34, 35).

 Proapoptotski proteini prisutni su u citosolu 
kao senzori staniènog ošteæenja ili stresa, dok se 
antiapoptotski proteini nalaze u intermembranskom 
prostoru mitohondrija. Èlanovi Bcl-2 porodice 
reguliraju broj i tip ionskih kanala u unutrašnjoj 
membrani mitohondrija, pri èemu Bad i Bax preko 
interakcije s antiapoptotskim proteinima dovode do 
stvaranja veæih ionskih kanala kroz koje izlaze citokrom 
c i druge proapoptotske molekule. Otpušteni citokrom 
c ve�e se uz medijatorske molekule Apaf-1 koje 
aktiviraju kaspaze 9, a one potom i kaskadu drugih 
kaspaza (21, 30, 36). Taj kompleks citokroma c, Apaf-
1, kaspaza 9 i ATP-a naziva se apoptozom (2).

Osim citokroma c, mitohondriji sadr�avaju i druge 
apoptotske faktore kao što su AIF (Apoptosis-Inducing 
Factor) i endonukleaza G. Ta endonukleaza izlazi iz 
mitohondrija za vrijeme apoptoze i djelomièno je 
odgovorna za internukleosomsko cijepanje DNA 
neovisno o kaspazama (37, 38).

U ranoj fazi apoptoze vanjska membrana 
mitohondrija postaje propusna za proteine, što 
rezultira otpuštanjem topljivih intermembranskih 
mitohondralnih proteina, dok na unutrašnjoj 
membrani dolazi do slabljenja transmembranskog 
potencijala (∆Ψm) što se mo�e odreðivati kao indikator 
ranih apoptotskih promjena u uvjetima in vivo (39).

Bcl-2 porodica regulira mnoge putove, ali èini se 
da ima manji utjecaj na interakcije receptor-ligand. 
Tako npr. smrtonosni signali CD-95-receptora mogu 
zaobiæi kontrolu Bcl-2 porodice. Bax sadr�ava mjesta 
za vezanje p53 proteina tako da je njegova funkcija 
i regulirana ovisno o ošteæenju DNA i porastu p53 u 
citosolu stanice. 

NAÈINI MORFOLOŠKE KARAKTERIZACIJE 
APOPTOZE

Kao parametri za odreðivanje apoptoze rabe se 
morfološki i biokemijski pristupi (14).

Postoje jednostavne metode koje se rutinski rabe 
za procjenu apoptoze stanica razlièitih tkivnih rezova, 
kultura stanica i svje�e izoliranih stanica. Ove se 
metode temelje na otkrivanju morfoloških specifiènosti 
apoptotskih stanica svjetlosnom mikroskopijom 
(40). Apoptotske se stanice mogu prepoznati na 
osnovi morfoloških promjena (skvrèavanje stanice, 
kondenzacija kromatina, zbite vakuole unutar 
stanice). Preporuèa se brojenje barem sto stanica 
u nekoliko razlièitih polja, a rezultat se izra�ava kao 
postotak stanica u apoptozi (100 x broj apoptotskih 
stanica/ukupan broj stanica). Za morfološku 
karakterizaciju rabe se i druge mikroskopske tehnike 
poput elektronske mikroskopije (3, 41) i konfokalne 
laser-skenirajuæe mikroskopije (42, 43).

Protoènom citometrijom mogu se otkriti i 
kvantificirati apoptotske i nekrotiène stanice (17, 
44).

Za odreðivanje apoptoze mo�e se rabiti kometski 
test koji je oblik mikroelektroforeze pojedinaènih 
stanica (44, 45, 46). To je pouzdana metoda koja 
zahtijeva veæi broj apoptotskih stanica.

Usavršavanjem i modificiranjem razvijene su neke 
nove metode poput kvantitativnog DNA difuzijskog 
pokusa (47).

Fragmenti DNA mogu se otkriti i enzimatskim 
oznaèavanjem slobodnih 3-OH skupina s modificiranim 
nukleotidima poput biotina, digoksigenina, fluroescina 
(48).

TUNEL (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase-
Mediated dUTP Nick and Labeling) rabi se za 
oznaèavanje jednostrukih i dvostrukih prekida DNA 
lanca s pomoæu terminalne deoksiribonukleotidil 
transferaze (49). Prednost metoda s oznaèavanjem 
3’OH krajeva moguænost je otkrivanja ranih lomova 
DNA tijekom apoptoze (44).

Odreðivanje fosfatidilserina na površini apoptotskih 
stanica s pomoæu aneksin-V afinitetnog testa pokazalo 
se kao vrlo pouzdana metoda na kulturama �ivotinjskih 
stanica (50).

Imunohistokemijske metode (51), odreðivanja 
aktivnosti endonukleaza (24, 52, 53), ekspresije 
proapoptotskih i antiapototskih gena (41), kao i drugih 
markera apoptoze (9), otvaraju široke moguænosti 
u razvijanju i unaprjeðivanju novih detekcijskih 
metoda.
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Summary

APOPTOSIS - PROGRAMMED CELL DEATH

During the evolution, multi-cellular organisms have developed various protective mechanisms against 
environmental insults. Apoptosis is one of physiological mechanisms where in fact a cell itself actively 
induces its own death. In contrast to necrosis where the cell death occurs usually as a result of severe 
physical or chemical extra cellular factors accompanied by inflammatory reactions of tissue, the apoptotic 
process starts without signs and symptoms of inflammation, and generally starts from the inside of the 
cell, involving the use of energy and active synthesis of specific proteins. Apoptosis is important for the 
right balance between the loss of old, non-functional cells and the formation of new ones in certain organs 
and tissues. In adition, it is a specific answer of an organism to a number of pathological conditions. 
Thus apoptosis plays a very important role both in physiologic and pathologic processes in the body 
throughout the life of an organism. A normal development of embryo and foetus is impossible without a 
very intensive apoptotic process. The dysfunction of the apoptotic mechanism is associated with a number 
of diseases in humans and animals. The apoptosis starts by triggering different intra- and intercellular 
signals and stimulations, which involve a number of extrinsic or intrinsic apoptotic pathways resulting in 
caspase cascade activation. Caspases belongs to the family of cisteine proteases, and have a central role 
in facilitating a number of morphological and biochemical changes during the programmed cell death. 
The understanding of these complex pathways offers new approaches to clinical treatment of fatal human 
diseases. The promising possibilities of application of the knowledge about the mechanism of apoptosis 
in the treatment of human diseases make the research in this field challenging and exciting.
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