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1. UvoD

U biologiji stanica se definira kao osnovna strukturna i funkcionalna jedinica svih Zivih
organizama. Kako je Zivi organizam aktivni sustav, stanice unutar njega neprestano nastoje
odrzati ravnotezu izmedu stani¢ne obnove i stani¢ne smrti. Stoga se moze reéi da je stani¢na
smrt jedan od kljucnih procesa kojim se uklanjaju suviSne, nepovratno ostecene i potencijalno
Stetne stanice, te nije iznenadujuce Sto postoji vise od jednog mehanizma i nacina na koji se
ona odvija (Chaabane i sur., 2013). NajviSe istrazeni oblici stanicne smrti su apoptoza, nekroza i
autofagija. U ovom radu naglasak ¢e biti na procesu autofagije, koji predstavlja skup
katabolickih procesa kojima se citosolne komponente isporucuju u lizosom radi razgradnje. Do
danas su opisana tri oblika autofagije - makroautofagija, mikroautofagija i autofagija
posredovana Saperonom. Rije¢ je o procesu kojim stanica vrsi recikliranje i/ili razgradnju
citosolnih komponenti pa autofagija kao takva, olakSava uklanjanje suvisnih ili ostecenih
bjelancevina i organela prije nego Sto postanu toksi¢ne za stanicu. U stanju nedostatka hranjivih
sastojaka stanicama omogucuje razgradnju svih vrsta makromolekula, ukljucujuci proteine,
lipide i ugljikohidrate, koji se potom mogu ponovno koristiti kao bitni gradivni blokovi za sintezu
novih makromolekula i proizvodnju energije. Stoga, autofagija igra temeljnu ulogu u odrzavanju
stanice zdravom, a proces autofagije ukoliko nije dobro reguliran povezuje se sa Sirokim

spektrom ljudskih patologija (Kaur i Debnath, 2015; Jacomin i sur., 2018).

S obzirom da je autofagija tijekom posljednjeg desetljeca privukla znacajnu pozornost
znanstvene zajednice, provodi se veliki broj istraZivanja kako bi se bolje razumjeli komplicirani
mehanizmi kojima se odvija, povezala njena uloga u brojnim fizioloSkim procesima, te
ustanovilo kako sve utjeCe na zdravlje pojedinaca. Cilj ovog rada je predstaviti proces
autofagije, opisati oblike i molekularne mehanizme kojima se odvija, kao i poblize opisati post i
kalorijsku restrikciju kao najéesée i najpopularnije pristupe koji dovode do pokretanja procesa

autofagije.



2. STANICNA SMRT

Prema prijedlogu Nomenklaturnog odbora za stani¢nu smrt (engl. NCDD - Nomenclature
Committee on Cell Death) stanica se moze smatrati mrtvom ukoliko je zadovoljen barem jedan
od molekularnih ili morfoloskih kriterija: ukoliko je stanica izgubila integritet stanicne
membrane, ukoliko je stanica, ukljucujuci i jezgru stanice, proSla potpunu fragmentaciju, te
ukoliko je susjedna stanica ,progutala® fragmente mrtve stanice (Kroemer i sur., 2009). Kriteriji
prema kojima se vrsi klasifikacija stanicne smrti ukljucuju: (1) morfoloski izgled koji moze biti
apoptotican, autofagican, nekrotican ili povezan s mitozom, (2) funkcionalne aspekte kao Sto su
programirani ili slucajni, fizioloski ili patoloski, (3) enzimske kriterije (sa ili bez sudjelovanja
nukleaza i razlicitih klasa proteaza, poput kaspaza, kalpaina, katepsina i transglutaminaze), te

(4) imunoloske karakteristike (imunogene ili neimunogene).

Tijekom povijesti, a i danas koristi se morfoloska klasifikacija stanicne smrti, u tri razliCita oblika:
(1) stanic¢na smrt tipa I ili apoptoza, (2) stanicna smrt tipa II ili autofagija i (3) stani¢na smrt
tipa III ili nekroza (Galluzzi i sur., 2018).

Apoptoza je karakterizirana brojnim morfoloskim promjenama u strukturi stanice, nizom
biokemijskih procesa, sakupljanjem citoplazme i kondenzacijom kromatina te pupanjem
membrane (engl. blebbing) sto rezultira nastankom malih vezikula (apoptotskih tjeleSaca) koje
stanice s fagocitnim djelovanjem ucinkovito razgraduju uz pomoc¢ lizosoma. Razlikuje se o
kaspazi ovisna klasiCna apoptoza i o kaspazi neovisan programirani oblik stanicne smrti, koji se
ponekad naziva i nekroptoza. Rezultat oba oblika je uklanjanje stanica iz tijela, uz minimalno

ostecenje okolnih tkiva (Galluzzi i sur., 2018; Denton i Kumar, 2019).

Stani¢na smrt tipa II ili autofagija se definira kao konzervirani proces koji dijelove citoplazme

“guta” u vezikule te ih dostavlja u lizosome radi razgradnje (Galluzzi i sur., 2018.).

Stani¢na smrt tipa III ili nekroza morfoloski je karakterizirana povecanjem volumena stanice i
organela. Kao rezultat toga javljaju se ostecenja ili puknuée stanicne membrane te dolazi do
oslobadanja unutarstani¢nog sadrzaja. Nekroza se opcenito karakterizira kao nekontrolirana
smrt stanice koja nastupa nakon teskog osteéenja, Sto za posljedicu ima curenje sadrzaja
stanice u medustanicni prostor, to jest u okolna tkiva, Sto dovodi do ostecenja i razvoja upalnog
odgovora (Kroemer i sur., 2009; Chaabane i sur., 2013; D'Arcy, 2019).


https://www.nature.com/articles/s41418-018-0252-y#auth-Donna-Denton
https://www.nature.com/articles/s41418-018-0252-y#auth-Sharad-Kumar

Regulirana (programirana) stani¢na smrt (engl. RCD - Regulated Cell Death) oslanja se na
molekularne mehanizme sto implicira na moguénost njezine modulacije (pokretanje, inhibiranje,
ubrzavanje i sl.), dok je slu¢ajna stani¢na smrt (engl. ACD - Accidental Cell Death) posljedica
trenutnog i potpunog odumiranja stanica koje su bile izloZzene jakim fizickim, kemijskim ili
mehanickim ucincima (Galluzzi i sur., 2018). Apoptoza i autofagija pripadaju skupini RCD.
Nekroza, kao Sto je ve¢ navedeno, opcenito se karakterizira kao nekontrolirana, slucajna
stanicna smrt, medutim neka istraZivanja sugeriraju da se i nekroza moze regulirati signalnim

putevima i kataboli¢kim mehanizmima (Golstein i Kroemer, 2007; D'Arcy, 2019).

NCDD je 2018. godine predlozio azuriranu klasifikaciju modaliteta stani¢ne smrti usredotocenu
na molekularne aspekte procesa, ukljucujuéi brojne podtipove navedenim kategorijama stani¢ne
smrti, poput nekroptoze, piroptoze, entoticke smrti stanice, stanicne smrti ovisne o lizosomu,

imunogene smrti stanica i dr. (Galluzzi i sur., 2018).
3. AUTOFAGIJA

Rije¢ autofagija grckog je porijekla (gré. autdphagos, auto = sam + phagein = jesti). Pedesetih
godina proslog stoljeca znanstvenik Christian de Duve otkrio je postojanje lizosoma kao
stanicnih organela, za Sto je 1974. godine nagraden Nobelovom nagradom. Takoder, predstavio
je autofagiju kao fenomen tijekom kojeg stanice stapaju vezikule koje sadrze proteine s
lizosomima, Sto u konacnici dovodi do razgradnje stanicnih proteina (Ichimiya i sur., 2020). Od
tada se provode brojna istrazivanja kako bi se razjasnili mehanizmi odvijanja procesa autofagiije,
spojevi koji utjecu na indukciju ili inhibiciju autofagije, te konkretna uloga autofagije u stanici i
sprjeCavanju razvoja bolesti. Za dugogodisnji rad i doprinos u razjasnjenju mehanizma
autofagije japanski znanstvenik Yoshinori Ohsumi 2016. godine nagraden je Nobelovom

nagradom za medicinu.

Autofagija je regulirani, katabolicki proces koji ukljuCuje razgradnju unutarstanic¢nih
komponenata, ukljuuju¢i topljive proteine, oStecene proteine i organele, ribosome,
unutarstanicne patogene i strana tijela. Proces zahtijeva nastanak dvostruke membranske
strukture, odnosno mjehuri¢a zvanog autofagosom, kako bi “progutao” citoplazmatski sadrzaj,
koji se zatim razgraduje fuzijom autofagosoma s lizosomom. Autofagija je neophodna za
prezivljavanje stanica i igra vaznu ulogu u odrzavanju i regulaciji homeostaze stanica jer se

razgradnjom unutarstani¢nih komponenata stanicama osigurava energija potrebna za



esencijalne stanicne funkcije. Autofagija se pokre¢e kao odgovor na stanicni stres, npr.
nedostatak hranjivih sastojaka ili faktora rasta, nedostatak energije, i slicno (Bialik i sur., 2018;
Yu i sur., 2018; Ichimiya i sur., 2020).

Autofagija se ispreplice s ostalim oblicima stani¢ne smrti, pa je identificiranje autofagije u
posredovanju stani¢ne smrti otezano. Uloga autofagije u stani¢noj smrti je: (1) stanicna smrt
povezana s autofagijom, gdje se indukcija autofagije poklapa s indukcijom apoptoze (ili drugih
puteva stanicne smrti), pri ¢emu autofagija jednostavno prati proces stanicne smrti i nema
aktivhu ulogu u njemu; (2) autofagijom posredovana stanicna smrt, pri ¢emu indukcija
autofagije pokrece apoptozu; i (3) stanicna smrt ovisna o autofagiji, mehanizam stani¢ne smrti

koji se dogada neovisno o apoptozi ili nekrozi (Denton i Kumar, 2019).

Poremecaj funkcije autofagije dovodi do inhibicije ubikvitinizacije, smanjenja mitohondrijske
funkcije, poveéanja nestabilnosti genoma te nakupljanja reaktivnih kisikovih vrsta (engl. ROS -
Reactive Oxigen Species), $to u konacnici dovodi do narusavanja homeostaze stanice i doprinosi
razvoju bolesti. Autofagija nije uklju¢ena samo u potencijalni razvoj bolesti, ve¢ ima utjecaj i na
starenje, odnosno produZenje zivotnog vijeka. Uz to, dokazano je da funkcija autofagije opada s
dobi (Ichimiya i sur., 2020).

Dakle, autofagija je prvenstveno protektivni mehanizam, no pretjerana samorazgradnja takoder
moze imati Stetne posljedice. Sukladno tome, autofagijska disfunkcija ukljuena je u razvoj
razliCitih stanja poput neurodegenerativnih bolesti, karcinoma, bolesti jetre i srca, miopatije,

starenja, metabolickih bolesti poput dijabetesa (Parzych i Klionsky, 2014).

3.1. Oblici autofagije

U stanicama sisavaca razlikuju se tri primarna oblika autofagije: makroautofagija,
mikroautofagija i autofagija posredovana Saperonom (engl. CMA - chaperone-mediated
autophagy). Iako postoje razlike u nacinu odvijanja, sva tri oblika autofagije u konacnici dovode
do isporuke stani¢nog sadrzaja u lizosom, u kojem se odvija razgradnja. Razgradene
komponente vracaju se u citosol kako bi ih stanica mogla ponovno koristiti. Pojam autofagije
najcesée se odnosi upravo na makroautofagiju te je ona i najviSe istrazena (Parzych i Klionsky,
2014).


https://www.nature.com/articles/s41418-018-0252-y#auth-Donna-Denton
https://www.nature.com/articles/s41418-018-0252-y#auth-Sharad-Kumar

3.1.1. Makroautofagija

Proces makroautofagije, za razliku od mikroautofagije i autofagije posredovane Saperonima,
zahtijeva nastanak vezikula koje se nazivaju autofagosom. Autofagosom se od ostalih
unutarstanicnih vezikula razlikuje po tome Sto se stvara de novo, a ne nastaje pupanjem vec
postojeCih organela. Proces makroautofagije odvija se u nekoliko koraka koji ukljucuju: 1.
indukciju i nukleaciju, 2. elongaciju, 3. maturaciju, 4. fuziju membrana i 5. razgradnju (Parzych i
Klionsky, 2014).

3.1.1.1. Mehanizam makroautofagije

Indukcija makroautofagije u stanicama sisavaca moze zapoceti na visSe mjesta, a potencijalni
izvori su membrana endoplazmatskog retikuluma (ER) odnosno strukture pridruzene membrani
ER zvane omegasomi, membrana Golgijevog aparata i mitohondrija. Tijekom indukcije
membrana se savija i prilagodava veli¢ini sadrzaja citoplazme namijenjenog razgradnji. Nakon
Sto ga potpuno okruzi nastaje dvomembranska vezikula — autofagosom. Veli¢ina autofagosoma
varira ovisno o vrsti organizma i tipu sadrzaja za razgradnju. Autofagosom zatim svoj sadrzaj
treba predati lizosomu unutar kojeg dolazi do razgradnje. To se odvija tako da se membrana
autofagosoma stopi s membranom lizosoma ¢emu posreduje nekoliko proteinskih kompleksa,
npr. kompleks SNARE proteina. Produkt spajanja autofagosoma i lizosoma je vezikula nazvana
autolizosom (slika 1). Autolizosom je kombinacija spojenih vezikula, koja sadrzi autofagosomsku
unutarnju membranu i sadrzaj namijenjen razgradnji, te lizosomski kiseli medij i hidroliticke
enzime. Prije fuzije s lizosomom, autofagosom se moze spojiti i s endosomom pri ¢emu se
stvara vezikula zvana amfisom, koja se zatim spaja s lizosomom, te opet nastaje autolizosom. U
konacnici autofagosomski sadrzaj biva razgraden i putem lizosomskih permeaza vraéen u
citoplazmu stanice, koja koristi produkte razgradnje za razliCite biosintetske procese ili za
energiju (Yorimitsu i Klionsky, 2005; Itakura i sur., 2012; Mijaljica i sur., 2012; Parzych i
Klionsky, 2014).
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Slika 1. Shematski prikaz mehanizma makroautofagije (prema Parzych i Klionsky, 2014).

Razumijevanje autofagije s morfoloskog aspekta na molekularne mehanizme omogucila je

identifikacija ATG gena (engl. autophagy related genes — geni povezani s autofagijom).

3.1.1.2. Regulacija makroautofagije
Autofagija moze biti inducirana razli¢itim stanjima u organizmu, poput gladovanja, smanjenja

razine inzulina, smanjenja razine ATP-a i hipoksijom (Ichimiya i sur., 2020).

U regulaciju makroautofagije, do koje dolazi zbog nedostatka hranjivih tvari, uklju¢ena su dva
regulatorna puta posredstvom cAMP ovisne protein kinaze A (PKA, engl. cAMP-dependent
protein kinase A ) i TOR (engl. target of rapamycin - ciljna molekula rapamicina) putevima.
Prisustvo proteina odnosno aminokiselina aktivi,a mTORC1 (engl. mammalian target of
rapamycin complex 1, mTOR - ciljna molekula rapamicina u sisavaca). PKA moze fosforilirati i
tako direktno aktivirati mTORC1 ili moze indirektno aktivirati mTORC1 tako da inaktivira AMPK
(engl. AMP-activated protein kinase - protein kinaza aktivirana AMP-om). Kada je mTORC1
aktiviran on fosforilira kompleks ULK1/2 (engl. Unc-51 like autophagy activating kinase 1 —
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kinaza 1 nalik Unc-51 koja aktivira autofagiju) i ATG13 ¢ime oni budu inhibirani i ne dolazi do
indukcije makroautofagije. Medutim, u uvjetima nedostatka nutrijenata dolazi do disocijacije
mTORC1 s ULK1/2 kompleksa sto dovodi do defosforilacije i indukcije makroautofagije. AMPK je
glavna kinaza osjetljiva na energetsku razinu u stanici i odgovara na unutarstani¢ni omjer ATP-a
i AMP-a regulirajuci tako brojne stanicne procese, medu njima i makroautofagiju. Ukoliko je u
stanici prisutna viSa koncentracija AMP u donosu na ATP, dolazi do aktivacije kinazne aktivnosti
AMPK koja tada fosforilira i aktivira TSC1/2 kompleks (engl. tuberous sclerosis protein -
kompleks tuberozne skleroze) koji indirektno inhibira aktivhost mTORC1 ¢ime se omogucava

pokretanje makroautofagije (Yang i Klionsky, 2010; Alers i sur., 2012; Parzych i Klionsky, 2014).

Tijekom ER stresa dolazi do povecanja citosolne koncentracije kalcijevih iona Sto uzrokuje
aktivaciju AMPK putem CAMKK2 (engl. CAMKKZ/CaMKK3-calciumy calmodulin-dependent protein
kinase kinase 2, beta). Drugi nacin na koji ER stres moze inducirati makroautofagiju je kroz
nakupljanje nesmotanih proteina u citoplazmi stanice. Hipoksija i nedostatak faktora rasta

takoder dovode do indukcije makroautofagije inhibicijom mTORC1 (Parzych i Klionsky, 2014).

3.1.2. Mikroautofagija

Mikroautofagija je neselektivni lizosomski proces razgradnje kod kojeg citoplazmatski sadrzaj u
lizosom ulazi invaginacijom ili deformacijom membrane lizosoma. Proces mikroautofagije je
najslabije istrazen u odnosu na ostale vrste autofagije te se joS uvijek malo zna o njegovoj

regulaciji i ulogama u ljudskom zdravlju i bolestima.

Smatra se da je proces neselektivan te da se inducira signalnom kaskadom prilikom nedostatka
dusika ili rapamicinom. Glavne funkcije mikroautofagije su prezivljavanje stanice u uvjetima
nedostatka duSika, odrZzavanje homeostaze membrane i veli¢ine stani¢nih organela. Takoder
postoje i tri oblika selektivne mikroautofagije - mikropeksofagija, komadna mikroautofagija
jezgre i mikromitofagija. Detaljni mehanizam mikroautofagije joS se proucava, a za sada je
poznato da je koordinirani proces koji se nadopunjuje makroautofagijom i autofagijom

posredovanom Speronom (Li i sur., 2012).

3.1.3. Autofagija posredovana Saperonom (CMA)

CMA je visoko specifican, selektivan proces autofagije koji citosolne proteine predvidene za
razgradnju izravno isporucuje u lizosom. Supstrati za razgradnju dospijevaju u lumen lizosoma
kroz protein-translokacijski kompleks koji se nalazi na membrani lizosoma, pa prema tome ne

dolazi do membranskih invaginacija te nije potrebno nastajanje vezikula. CMA supstrati za
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razgradnju jesu topljivi proteini koji nose pentapeptidni motiv KFERQ, ali ne i organeli, te druge
makromolekule poput lipida, nukleinskih kiselina ili proteina koji su sastavni dio membrana
(Galluzzi i sur., 2017).

KFERQ motiv predstavlja slijed odredenih aminokiselina: (1) jedan ili dva pozitivnho nabijena
ostatka: lizin, arginin; (2) jedan ili dva hidrofobna ostatka: izoleucin, leucin, valin,
fenilalanin; (3) jedan od negativho nabijenih ostataka: asparaginska kiselina, glutaminska

kiselina; i (4) jedan glutamin s obje strane pentapeptida (Kirchner i sur., 2019).

Za odvijanje ove vrste autofagije potrebi su Saperon proteini koji dolaze u kompleksu, a jedan
od njih je HSC70 (engl. heat shock cognate chaperone of 70 kDa) koji je odgovoran za
prepoznavanje KFERQ sekvence. Na temelju analize sekvenci i pokusa imunoprecipitacije
procjenjuje se da priblizno 30 % citosolnih proteina sadrzi takav slijed (Parzych i Klionsky,
2014). Kao u svim oblicima autofagije i ovdje je potreban lizosom unutar kojeg se vrsi
razgradnja. Takoder, potrebna je i odgovarajuca funkcija receptora na membrani lizosoma
LAMP-2A (engl. lysosome-associated membrane protein 2A) koji je nuzan za prebacivanje
kompleksa protein-8aperon iz citosola u lumen lizosoma. Saperon kompleks putem HSC70
prepozna topljivi protein preko KFERQ sekvence u citosolu, veze se na njega i usmjerava ga
prema lizosomu (slika 2). KFERQ sekvenca se potom veZze na LAMP-2A receptor na membrani
lizosoma, dolazi do multimerizacije LAMP-2A u kompleks potreban za translokaciju supstrata u
lumen lizosoma. Nakon translokacije unutar lizosoma dolazi do razgradnje sadrzaja djelovanjem
enzima prisutnih u lizosomskom lumenu ukljuCujuci proteaze, lipaze, glikozidaze i nukleaze
(Orenstein i Cuervo, 2010).

Regulacija procesa translokacije odvija se na razini vezanja supstrata na receptor LAMP-2A, sto
ograniava brzinu za CMA. Promjene u razini LAMP-2A na lizosomskoj membrani moduliraju
razinu CMA aktivnosti i prvenstveno proizlaze iz promjene u razgradnji i organizaciji LAMP-2A.
CMA je inducirana u odredenim situacijama poput blagog oksidacijskog stresa, prisutnoscu
toksina koji ostecuju proteine i tijekom duljih razdoblja nedostatka hranjivih sastojaka (Parzych
i Klionsky, 2014).

Razgradnja proteina kroz CMA tijekom perioda nedostatka hranjivih tvari osigurava stanicama
potrebne aminokiseline za odrzavanje sinteze proteina u tim uvjetima. Takoder, CMA je vazna
za odrzavanje stanine proteostaze uklanjanjem ostecenih i promijenjenih proteina. Uz to,

selektivno uklanjanje proteina kroz CMA izmedu ostalog ima vaznu regulatornu funkciju u
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metabolickim putevima kao Sto je metabolizam glukoze i lipida, putevima popravljanja DNA i
stanicnom ciklusu, te u kontroli stani¢ne energetske ravnoteze. Ukoliko postoji disfunkcionalnost
u ovom procesu, do ¢ega CeSCe dolazi u starijoj zivotnoj dobi, postoji mogucnost razvitka
razliCitih stanja kao Sto su metabolicki poremedaji, neurodegenerativne bolesti, rak,

imunodeficijencija i dijabetes (Juste i Cuervo, 2019).

KO-SAPERONI
| R Vol S |5
. Hsc70
"
LAMP-2A (Ili)
\ SUPSTRAT
(iv)
(v) lys-HSC70 1
(vi)
LIZOSOM CMA

CITOSOL

Slika 2. Prikaz autofagije posredovane Saperonom (prema Cuervo, 2010).

Slika 2 prikazuje CMA: (i) supstrate u citosolu koji nose KFERQ sekvencu prepoznaje HSC70 i
ko-Saperoni, (ii) kompleks Saperon-supstrat usmjerava se prema povrsini lizosoma i veze se na
LAMP2A koji je u monomernom obliku, (iii) vezanjem supstrata dolazi do multimerizacije
LAMP2A i nastajanja translokacijskog kompleksa, (iv) supstrat prolazi kroz membranu lizosoma
uz pomo¢ lizosomskog HSC70, (v) po ulasku u lizosom supstrat se razgraduje, (vi) HSC70 potice
rastavljanje translokacijskog kompleksa i osigurava monomerne oblike LAMP2A potrebne za

novi krug vezanja supstrata s KFERQ sekvencom.

3.2. Selektivna autofagija

Procesi mikroautofagije i makroautofagije mogu se kategorizirati kao selektivni i neselektivni.
Neselektivna autofagija koristi se za razgradnju unutarstani¢nih komponenata citoplazme u
uvjetima gladovanja. Selektivna autofagija, kao Sto sam naziv govori, posebno cilja odredene
supstrate kao Sto su ostecene ili suvisSne organele, ukljucujuci mitohondrije i peroksisome, kao i

invazivne mikrobe. Shodno tome, selektivna autofagija se identificira jedinstvenim nazivom
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prema supstratu kojeg koristi za razgradnju, npr. mitofagija za selektivnu razgradnju
mitohondrija, peksofagija za peroksisome, ksenofagija za mikrobe itd. (Feng i sur., 2014;
Ichimiya i sur., 2020).

Neki od tipova selektivne autofagije prikazani su u tablici 1. Medu njima, mitofagija je najvise
istrazeni oblik.

Tablica 1. Tipovi selektivne autofagije prema supstratu kojeg razgraduju (prema Ichimiya i sur.,
2020).

NAZIV SUPSTRAT ZA RAZGRADNJU
MITOFAGIIA Mitohondrij
ER-FAGIJA Endoplazmatski retikulum
LIZOFAGIJA Lizosom
NUKLEOFAGIJA Jezgra
PEKSOFAGIJA Peroksisom
LIPOFAGIJA Lipidne kapljice
KSENOFAGIJA Stani¢ni patogeni
AGREFAGIJA Abnormalni proteinski agregati
RIBOFAGIJA Ribosomi
RN/DN-FAGIJA RNA/DNA

Procesom mitofagije selektivho se razgraduju mitohondriji. Mitohondrij je vrlo vazan organel i
ima viSestruku funkciju u stanicama. Opskrbljuje stanice energijom (proizvodnjom ATP-a
procesom oksidacijske fosforilacije), sudjeluje u biosintezi fosfolipida, masnih kiselina,
aminokiselina, hema, omogucuje indukciju apoptoze. Prema tome, vrlo je vazno odrZavanje
funkcionalne mitohondrijske mreze tijekom cijelog Zivota, kako bi mitohondriji mogli pravilo
funkcionirati i odgovarati na fizioloSke potrebe stanica. Zbog njihove uloge u proizvodnji
energije, Cesto su izloZzeni velikim kolicinama ROS-a Sto ih Cini podloZznima mutacijama
mitohondrijske DNA i promjenama konformacije proteina (Pickles i sur., 2018). Utvrdena je
povezanost izmedu akumulacije disfunkcionalnih mitohondrija i stvaranja ROS-a s

karcinogenezom (Ichimiya i sur., 2020).
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Zbog navedenih vaznih funkcija, mitohondriji su razvili sustav kontrole kvalitete koji osigurava
prisutnost dovoljnog broja funkcionalnih mitohondrija za potrebe stanica. Jedan od nacina je
upravo mitofagija, koja ukljuCuje selektivhu razgradnju ostecenih mitohondrija. U stanicama
sisavaca mitofagiju moZe pokrenuti niz stani¢nih dogadaja poput stani¢ne diferencijacije,
nedostatak kisika, ostecenje mitohondrija i dr. Suprotno tome, bolesti poput dijabetesa,
neurodegenerativnih bolesti, kao i sam proces starenja, ometa stani¢nu sposobnost odrzavanja
potrebnog broja funkcionalnih mitohondrija (Pickles i sur., 2018). Stoga, proces mitofagije
doprinosi odrzavanju homeostaze i suzbijanju nastanka tumora ucinkovitim uklanjanjem

ostecenih mitohondrija (Ichimiya i sur., 2020).
4. AUTOFAGIJA U NUTRICIONIZMU

Nacin Zivota modernog Covjeka razlikuje se od nacina Zivota nasSih predaka. Nekada se nisu
konzumirala tri redovito rasporedena obroka dnevno uz meduobroke i grickalice, niti se Zivjelo
sjedilackim nacinom Zzivota. Tjelesna aktivnost bila je zastupljenija, a izvori hrane bili su slabo
dostupni (De Cabo i Mattson, 2019). Danas je situacija obrnuta, hrana je puno dostupnija, a
tjelesna aktivnost sve manje zastupljena. Prekomjerna konzumacija hrane uz sjedilacki nacin
Zivota Cesto dovodi do metabolickih nepravilnosti, razvoja rezistencije na inzulin, nakupljanja
visceralnog masnog tkiva i dr. Buduéi da su ljudi evoluirali u okruzenju u kojem je hrane bilo
relativno malo, razvile su se brojne prilagodbe koje omogucuju fizicko i kognitivno

funkcioniranje u periodu bez hrane odnosno tijekom posta (Mattson i sur., 2017).

Tijekom posljednjeg desetljeca autofagija je privukla znacajnu pozornost kao potencijalna meta
farmakoloskih sredstava ili dijetalnih intervencija. Inhibicijom ili aktivacijom autofagije moguce
je utjecati na nekoliko bolesti i poremecaja koji se javljaju kod ljudi, ukljuujuéi infekcije i
upalne bolesti, neurodegenerativne, metabolicke i kardiovaskularne bolesti, pretilost i rak
(Antunes i sur, 2018). U stresnim uvjetima, ukljuujuc¢i nedostatak hranjivih sastojaka,
autofagija se u znacajnoj mijeri aktivira kako bi odrzala funkcioniranje stanica i potaknula

preZivljavanje stanica (Chung i Chung, 2019).

U nastavku su opisane dijetalne intervencije poput kalorijske restrikcije (CR — engl. calorie
restriction) i posta kao metode za izazivanje autofagije, te CR mimetici kao potencijalna
farmakoloska sredstva.
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4.1. Kalorijska restrikcija (CR)
Kalorijska restrikcija (CR) sastoji se od smanjenja dnevnog unosa kalorija uz odrzavanje unosa
osnovnih hranjivih sastojaka za zdravlje bez pothranjenosti, a ukljuuje smanjenje od najmanije

10 % ukupnog energetskog unosa kod ljudi (Bales i Kraus, 2013; Dias i sur., 2020).

U posljednjih nekoliko desetljeca intenzivno se istrazuje ucinak CR na organizam. Pretklinicke
studije pokazuju da CR produljuje Zivotni vijek i smanjuje razvoj dobnih bolesti kao Sto su
dijabetes, rak, neurodegenerativne i kardiovaskularne bolesti (Speakman i Mitchell, 2011;
O'Flanagan i sur., 2017). CR utjece na produljenje Zivotnog vijeka razliCitih vrsta laboratorijskih

Zivotinja (Chung i sur, 2013).

CR poti¢e metabolicke i stanicne promjene u organizmu koje omogucuju prilagodbu razdobljima
ogranicene dostupnosti hranjivih sastojaka (Longo i Mattson, 2014). Glavne promjene ukljucuju
pojacanu regulaciju autofagije, poboljSanje funkcije mitohondrija, povecanu proteolizu,
smanjenje upale i oksidacijskog stresa, kao i smanjenje razine inzulina, leptina, tjelesne masti i
krvnog tlaka (Mehrabani i sur., 2020).

Otkriveno je da CR wvrsSi inhibiciju ili stimulaciju cetiri metabolicka puta (signalni put
inzulina/inzulinu slicnog faktora rasta IGF-1 (engl. /insulin like growth factor - 1), put sirtuina,
put adenozin monofosfat (AMP) aktivirane protein kinaze (AMPK) i puta rapamicina (mTOR) i
tako postize djelotvorne ucinke. Ti razliiti putevi mogu medusobno djelovati i imati vazne uloge
posredujudi u razli¢itim aspektima odgovora (Speakman i Mitchell, 2011). Smanjenjem razine
inzulina i IGF-1, CR smanjuje signalizaciju mTOR-a te pove¢ava omjer AMP u odnosu na ATP
Cime aktivira AMPK (Chung i Chung, 2019). Istrazivanjem je takoder otkriveno da CR inducira
aktivnost mitohondrija aktivacijom AMPK i sirtuina. Istodobno se javlja veca aktivnost FOX
(engl. forkhead box) proteina koji aktiviraju autofagiju, mitofagiju i antioksidacijsku ekspresiju
(Mehrabani i sur., 2020), pa CR rezultira smanjenim oksidacijskim stresom i pojacanom

autofagijom (Speakman i Mitchell, 2011).

Ipak, ucinci CR-a nisu univerzalno pozitivni - stalna glad, smanjena tjelesna temperatura i
gubitak libida cine nacin Zzivota s kalorijskom restrikcijom neprivlatnim za vecinu ljudi
(Speakman i Mitchell, 2011).
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4.2. Post

Post nudi Siroki raspon korisnih ucinaka, te je zbog toga privukao znacajnu pozornost kao nova
strategija za promicanje zastite od viSe vrsta bolesti (Brandhorst i Longo, 2016). Longo i
Mattson (2014) definiraju post kod Covjeka kao stanje koje se postize unosom nikakve ili
minimalne koli¢ine hrane i kalori¢nih napitaka u razdoblju od 12 sati do 3 tjedna. Kalorijska
restrikcija se razlikuje od posta po tome Sto odrzava ucestalost obroka, ali se dnevni unos
kalorija smanjuje za otprilike 20 — 40 %. Termin gladovanje obicno se koristi kao zamjena za
rijeC post, ali takoder i za definiranje ekstremnih oblika posta (Longo i Mattson, 2014).
Medutim, post nije isto Sto i gladovanije, jer gladovanje oznacava kronicni i ozbiljni nedostatak

unosa energije ispod razine potrebne za odrzavanje zivota (Lessan i Ali, 2019).

Postoje razliCite vrste posta, a generalno se dijele u dvije glavne kategorije: dugotrajni post
(engl. LTF - /fong-term fasting) i kratkotrajni post (engl. STF - short-term fasting). LTF se
provodi tri ili viSe dana i uzrokuje ketozu. STF ne traje dovoljno dugo da uzrokuje ketozu, osim
ako se kombinira s ketogenom prehranom, a ukljucuje isprekidani post (engl. IF - intermittent
fasting), periodi¢ni post (engl. PF - periodic fasting) i vremenski ograni¢eno hranjenje (engl.
TRF - time restricted feeding) (Paoli i sur., 2019). IF ukljucuje naizmjenicni dnevni post (engl.
ADF - alternate day fasting), koji ukljuCuje razdoblja normalnog unosa hrane i razdoblja u
kojima se unosi malo ili nimalo energije (npr. 16 - 48 sati). Kod IF karakteristicna su
kratkotrajnija, ali uCestalija razdoblja posta, za razliku od PF gdje se koriste manje Cesti, ali po
trajanju duzi periodi posta ili dijeta koja imitira post i traju od 2 do c¢ak 21 ili viSe dana. U
skupinu PF svrstava se popularna ,5:2 dijeta® koja podrazumijeva pet dana normalnog
kalorijskog unosa i dva dana posta. Pojam TRF opisuje nacin prehrane u kojem je pristup hrani
ograni¢en na vremenski okvir od 8 — 9 sati svaki dan, i ovakav pristup popularno je nazvan
»16:8 dijeta" (Mattson i sur., 2017; De Cabo i Mattson, 2019; Mehrabani i sur., 2020).

Zdravstvena dobrobit povremenog posta nije samo rezultat smanjene proizvodnje slobodnih
radikala ili gubitka kilograma. Uz to, isprekidan post potie stanice na aktivaciju puteva koji
pojacavaju unutarnju obranu od oksidacijskog i metabolickog stresa, te one koji uklanjaju i/ili
popravljaju ostecene molekule, kao i puteve koji poboljSavaju regulaciju glukoze i suzbijanje
upale (De Cabo i Mattson, 2019).
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4.3. Ucinci kalorijske restrikcije i posta na organizam

Istrazivanja provedena na laboratorijskim Zivotinjama omogudila su razumijevanje stanicnih i
molekularnih mehanizama kojima pojedinci reagiraju na post, te nacine koji poveéavaju ukupnu
kondiciju i otpornost na ozlijede (Longo i Mattson, 2014), dok su istrazivanja provedena na
ljudima rezultirala saznanjem da je povremeni post, ukljuCujuci prehranu koja oponasa post,
dostizan kod ljudi i omogucuje brojne zdravstvene koristi, kako kod zdravih pojedinaca, tako i

kod pojedinaca s nekim kroni¢nim bolestima (Mattson i sur., 2017).

Osim prethodno navedenih ucinaka, Mehrabani i suradnici (2020) takoder isticu da CR dovodi
do smanjenog nakupljanja osSteéenih proteina putem dva razli¢éita mehanizma. CR dovodi do
povecanja proteolize i posljedicnog smanjenja nakupljanja osteéenih proteina (Boya i sur.,
2005). Takoder, CR dovodi do smanjenja izmjene (engl. turnover) proteina, reducirajuci potrebu

za nadomjestanjem novim proteinima (Mehrabani i sur., 2020).

Post omogucéuje organizmima da provode alternativne metabolicke puteve koji se manje
oslanjaju na glukozu, a viSe na izvore ugljika poput ketonskih tijela, o ¢emu ce vise rijeci biti u
nastavku. I IF i PF, kao i TRF mogu dovesti do prevencije i lijeCenja bolesti (Longo i Panda,
2016).

Organizam dozivljava post kao stresno stanje, pa stanice aktiviraju koordinirani adaptivni
odgovor koji dovodi do regulacije upale, popravka DNA, kontrole kakvoce proteina, autofagije i
biogeneze mitohondrija, te povecane antioksidacijske obrane (De Cabo i Mattson, 2019).
Takoder, naizmjenicni dnevni post povoljno utjeCe na metabolizam jer smanjuje razinu inzulina i
povecava osjetljivost na inzulin, smanjuje tjelesnu masnodu, razinu leptina, otkucaje srca i krvni
tlak (Mattson i sur., 2017). Sve veca pozornost usmjerava se povezanosti izmedu CR-a, posta i
prevencije i lije¢enja karcinoma. Kroni¢na CR pruza i korisne i Stetne ucinke, dok se IF i PF, te
TRF bez smanjenja kalorija predlazu kao novi pristupi u prevenciji malignih bolesti i povecanju

ucinkovitosti terapija za lijeenje karcinoma (Brandhorst i Longo, 2016).

Chaix i suradnici (2014) naglasavaju da TRF moze prevenirati pretilost, te da se moze koristiti
kao terapijska intervencija protiv metabolickih bolesti. TRF omogucéuje brojne koristi za
organizam sprjecavanjem kronicne upale i povecanjem metabolicke sposobnosti, suzbijanjem

hiperkolesterolemije i sprjeCavanjem intolerancije glukoze i steatoze jetre.
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Shodno tome, studije na Zivotinjama sugeriraju da IF, ADF, PF i TRF odgadaju i usporavaju
napredovanje Sirokog spektra dobnih poremecaja, poput kardiovaskularnih bolesti, mozdanog
udara, dijabetesa, neuroloskih poremecaja (Mattson i sur., 2017). Pokazalo se da IF utjee na
kognitivne funkcije i sposobnost paméenja, a epidemioloski podaci sugeriraju da prekomjerni
energetski unos, pogotovo u srednjoj Zivotnoj dobi, poveéava rizik od Alzheimerove bolesti,
Parkinsonove bolesti i mozdanog udara (Arnold i sur., 2018). Nadalje, smatra se da uskracivanje
hrane, odnosno CR utjeCe na Zivotni vijek usporavanjem procesa starenja i povecanjem
dugovjecnosti. Jedan od glavnih molekularnih mehanizama kojima CR i post uzrokuju
produljenje Zivotnog vijeka jest upravo autofagija. Autofagija je inducirana u Sirokom spektru

tkiva i organa kao odgovor na uskracivanje hrane (Madeo i sur., 2015; Bagherniya i sur., 2018).

Dakle, CR i post su najc¢eséi i najpopularniji pristupi koji dovode do indukcije autofagije, koja
rezultira ,CiS¢enjem" stanica i sprjeCavanjem nakupljanja ostecenih proteina i toksicnih
komponenata (Petrovski i Das, 2010). Poznato je da navedeni obrasci prehrane stimuliraju
proces autofagije, no Mehrabani i suradnici (2020) su ispitivali mogu li CR i post stimulirati i
mitofagiju. Na temelju prikupljenih informacija zakljucili su da CR i post potiCu mitofagiju i
markere povezane s mitofagijom, te sugeriraju ovakav rezim prehrane kao nov i prakti¢an
pristup u prevenciji starosnih bolesti. Medutim, potrebna su buduéa ispitivanja koja bi utvrdila
to¢an odnos izmedu nedostatka smanjenog unosa hrane i mitofagije, te koja bi ispitala razlicite
vrste CR-a kako bi se pronasao najbolji pristup za izazivanje mitofagije i poboljSanja zdravlja
(Mehrabani i sur., 2020).

Sumarno, odgovor organizma na povremeni CR i post svodi se na minimiziranje anabolickih
procesa (sinteza, rast, razmnozavanje) i poticanje autofagije i mitofagije, inhibirajuéi sintezu
mTOR proteina. Ti odgovori povecavaju otpornost na stres, omogucuju ,recikliranje" ostecenih
molekula, stimuliranje mitohondrijske biogeneze, dok privremeno smanjuju globalnu sintezu
proteina zbog ustede energije i molekularnih resursa. Ukoliko osobe unose prevelike kolicine
energije i zive sjedilackim nacinom Zivota, navedeni putevi su neiskoristeni i potisnuti (Mattson i
Arumugam, 2018; De Cabo i Mattson, 2019).

Optimalno bi bilo smanjivati razdoblja posta postupno, tijekom nekoliko mjeseci s ciljem posta
od 16 do 18 sati dnevno. Kombinacija ovakvog rezima prehrane uz redovitu tjelesnu aktivnost
rezultira poboljSanjem mentalne i tjelesne sposobnosti i poveéava otpornost na bolesti (De Cabo
i Mattson, 2019).
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4.4. Stani¢ni metabolizam tijekom posta

Da bi ljudski organizam mogao prezivieti i normalno funkcionirati obavljanjem fizioloskih
funkcija, potreban mu je izvor energije. Energija se dobiva unosom hrane, odnosnho
katabolickim putevima na racun razgradnje molekula hranjivih tvari koji ukljucuju tri glavna
makronutrijenta - proteine, masti i ugljikohidrate. Stanice kao primarni supstrat za dobivanje
energije koriste glukozu i masne kiseline. U periodu sitosti, odnosno nakon unosa hrane, razina
glukoze u krvi raste i rezultira luenjem inzulina. Inzulin tada sniZzava razinu glukoze u krvi tako
Sto omogucava ulazak glukoze u stanice i ubrzava glikolizu. Osnovna svrha procesa glikolize je
dobivanje energije za sintezu ATP-a. Dakle, nakon obroka glukoza se koristi za energiju, a
suviSak glukoze se pohranjuje u obliku glikogena, dok se masti pohranjuju u masnom tkivu u

obliku triglicerida (Browning i sur., 2012; Berg i sur., 2013).

Tijekom kratkotrajnog gladovanja, ubrzo nakon obroka, koncentracija glukoze u krvi se
smanjuje pa razina inzulina opada, a umjesto njega luc¢i se hormon glukagon. Glukagon pokrece
niz reakcija koje rezultiraju pokretanjem razgradnje i zaustavljanjem sinteze glikogena. Ovakav

mehanizam stanicama omogucuje opskrbu glukozom za dobivanje energije (Berg i sur., 2013).

Glikogen je polimer sastavljen od molekula glukoze i sluzi kao glavni skladisni oblik glukoze u
jetri i miSi¢ima. Kod ljudi, 12 do 24 sata posta dovodi do smanjenja koncentracije glukoze u
serumu za 20 % ili vec¢im iscrpljivanjem zaliha glikogena, ovisno o razini tjelesne aktivnosti
(Longo i Mattson, 2014). Nakon odredenog razdoblja ograniCenja energetskog unosa i posta
dolazi do iscrpljivanja zaliha glikogena, pa je potreban alternativni izvor energije za odrzavanje
metabolizma. Tijekom duljeg perioda posta (tri dana i vise) glukoza viSe nije primarni izvor
energije, vec dolazi do metabolicke promjene i iskoriStavanja masti kao glavnog izvora energije.
Masti su pohranjene u obliku triglicerida, pa u adipocitima dolazi do njihove hidrolize na
slobodne masne kiseline i glicerol. Procesom beta oksidacije masnih kiselina nastaju znacajne
koli¢ine acetil-CoA iz kojeg se u jetri sintetiziraju ketonska tijela - aceton, acetoacetat i D-3-
hidroksibutirat (B-hidroksibutirat) procesom ketogeneze. Ketonska tijela potom osiguravaju
energiju mnogim tkivima (Paoli i sur., 2015; De Cabo i Mattson, 2019; Paoli i sur., 2019).

Osim Sto sluze kao gorivo tijekom duljih razdoblja posta, viezbanja ili odsutnosti prehrambenih
ugljikohidrata, ketonska tijela, pogotovo B-hidroksibutirat, su ujedno i snazne signalne molekule
koji imaju ucinke na funkciju stanica, regulaciju ekspresije gena i aktivnost brojnih proteina i

molekula povezanih sa zdravljem i starenjem organizma (Newman i Verdin, 2017).
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Nakon prebacivanja metabolizma s koristenja glukoze na upotrebu masnih kiselina i ketonskih
tijela dolazi do joS nekoliko promjena u organizmu. Smanjuje se omjer respiratorne izmjene,
koji predstavlja omjer proizvedenog ugljicnog dioksida i utroSenog kisika, Sto ukazuje na vecu
fleksibilnost metabolizma i ucinkovitost proizvodnje energije iz masnih kiselina i ketonskih tijela.
Nadalje, povelava se otpornost na stres, poveana je antioksidacijska obrana, dolazi do

regulacije autofagije i pojacanja mitohondrijske funkcije (De Cabo i Mattson, 2019).

Ovisno o zalihama u organizmu, odnosno sastavu tijela i tjelesnoj tezini, vecina ljudi moze
prezZivijeti do 30 ili viSe dana u nedostatku hrane (Longo i Matson, 2014). Oporavak od posta,
odnosno ponovni unos hrane dovodi do ponovnog povecanja razine glukoze u krvi, dok se
razina ketonskih tijela smanjuje. U stanicama se povecava proces sinteze bjelancevina i stanice

prolaze kroz rast i popravak (De Cabo i Mattson, 2019).

mTORC1 i AMPK sluze kao senzori energetskog statusa, a odrzavanje nutritivne homeostaze je
kljuno za opstanak stanica. Nedostatak aminokiselina dovodi do inaktivacie mTORC1 i
indukcije autofagije. AMPK je proteinska serin/treonin kinaza koja registrira koncentraciju
AMP/ATP i ADP/ATP, sto takoder dovodi do indukcije autofagije u slucaju poviSenog omjera
AMP/ATP i nedostatka glukoze. Dakle, AMPK je mogucée aktivirati postom u viSe tkiva,
ukljucujuéi skeletne misi¢e, adipocite i hipotalamus. Pokretanjem autofagije stanice se ,brane®
od stresa recikliranjem hranjivih sastojaka i/ili razgradnjom ostecenih organela. Ukoliko je stres
izazvan nedostatkom hranjivih tvari izvan kontrole, aktivacija autofagije moze rezultirati i

stanicnom smrcéu (Zhang i sur., 2017; He i sur., 2018; Cozzo i sur., 2020).

4.5. CR mimetici

S obzirom da ucestalo ili povremeno CR pokazuje brojne dobrobiti na zdravlje organizma i
prevenciju bolesti, pocinju se istrazivati razni nutraceutici i lijekovi koji bi oponasali biokemijske i
funkcionalne ucinke CR. Takvi spojevi nazivaju se mimetici kalorijske restrikcije (engl. CRM -
calorie restriction mimetics) (Madeo i sur, 2014). Prednost takvih spojeva jest omoguciti ucinke
kalorijske restrikcije, ali bez potrebe smanjivanja unosa hrane. Nadalje, odredeni pojedinci tesko
podnose razdoblja kalorijske restrikcije ili posta, dok postoje i pojedinci kojima se takav rezim
prehrane ne preporucuje. Kronicni CR kontraindiciran je za osobe oboljele od nekih vrsta
karcinoma kojima prijeti kaheksija, za osobe oslabljenog imunoloskog sustava, te osobama s
dijabetesom. U takvim situacijama zamjenske opcije poput dijeta koje oponasaju post, dijeta s

niskim udjelom ugljikohidrata ili CRM mogu biti prikladniji od same kalorijske restrikcije
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(O’Flanagan i sur., 2017). Istrazuje se i efikasnost upotrebe CRM kao farmakoloske terapijske

strategije za lijeCenje karcinoma u kombinaciji s citotoksi¢nim agensima (Antunes i sur., 2018).

Dakle, CRM oponasaju ucinke CR pa tako dovode do aktivacije AMPK i inhibicije mTOR-a ¢ime
se inducira autofagija, smanjuje iskoristavanje glukoze i utjeCe na put glikolize i signaliziranje
inzulinu sli¢nog faktora rasta, te dolazi do iscrpljivanja acetil-CoA i ATP-a. Takoder, nekoliko
poznatih CRM je izravno ili neizravno povezano s regulacijom autofagije (Antunes i sur., 2018;
Chung i Chung, 2019). Identificirano je nekoliko spojeva koji pokazuju ucinkovita svojstva, a
neki od njih istrazeni su kroz klinicku primjenu kod ljudi, poput rapamicina, metformina i
resveratrola (Balasubramanian i sur., 2017). Osim navedenih, potencijalni CRM su i 2-deoksi-
glukoza, spermidin, hidroksicitrat i prirodni spojevi kao Sto je kurkumin (Antunes i sur., 2018). U
nastavku su opisani rapamicin, metformin i spermidin kao CRM koji imaju utjecaj na regulaciju

autofagije.

4.5.1. Rapamicin

Rapamicin je makrolidni spoj izoliran iz bakterije Streptomyces hygroscopicus. Poznat je i pod
nazivom sirolimus, a djeluje kao inhibitor mTOR-a i njegovog signalnog puta. mTOR tvori dva
razliCita proteinska kompleksa, mTORC1 i mTORC2. mTORC1 je akutno osjetljiv na rapamicin,
dok je mTORC2 samo kroni¢no osjetljiv na rapamicin. Inhibicija mTORC1 produZzuje Zivotni vijek
i odgada starenje, dok inhibicija mTORC2 pokazuje negativne ucinke na zdravlje i dugovjecnost
sisavaca, te je odgovorna je za negativne nuspojave rapamicina. Rapamicin pokazuje Siroki
spektar djelovanja, a najviSe se istrazuje kao “lijek” protiv starenja. Posjeduje snazno
imunomoduliraju¢e djelovanje, te pacijentima u posttransplantacijskom razdoblju sluzi kao
imunosupresiv. Dokazan je i njegov ucinak na neuroloSke bolesti. Stoga se vecina njegovih anti-
age ucinaka i ucinaka na neuroloske bolesti pripisuje indukciji autofagije, koja je zasluzna za
razgradnju odredenih komponenti i oStecenih proteina cijom akumulacijom dolazi do razvoja
nekih neurodegenerativnih bolesti. Nadalje, inhibicija mTOR-a i indukcija autofagije sprjeCava
pojavu pretilosti, zbog ¢ega se rapamicin i razmatra kao potencijalni CRM. Rapamicin, osim Sto
je inhibitor mTOR-a, takoder inhibira proliferaciju stanica raka, suzbija ugradnju aminokiselina u
stani¢ne proteine inhibirajuéi translaciju proteina, povecava broj i kvalitetu memorijskin CD8* T
stanica, a tretman rapamicinom kroz dulji period dovodi do promjene u ekspresiji gena u
stanicama imunoloskog sustava (Arriola Apelo i Lamming, 2016; Yoo i sur., 2017; Gabandé-
Rodriguez i sur., 2019).
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Agencija za hranu i lijekove (engl. FDA - Food and Drug Administration) je odobrila upotrebu
rapamicina u terapijske svrhe za odredene indikacije, no i dalje postoje pitanja vezana uz
sigurnost njegove primjene zbog velikog broja nuspojava. Smatralo se da bi farmakoloska
inhibicija mTOR-a rapamicinom mogla imati Siroku klinicku primjenu jer se terapija upotrebom
rapamicina pokazala ucinkovitom za neke pacijente s karcinomom, medutim upotreba
monoterapije rapamicinom za lijeCenje metabolickih bolesti je ograniCena zbog skromne
ucinkovitosti i mogucih nuspojava kao Sto su povecana ucestalost dijabetesa i nefrotoksi¢nost
(Li i sur., 2014; Arriola Apelo i Lamming, 2016; Chung i Chung, 2019).

4.5.2. Metformin

Metformin je hipoglikemijsko sredstvo na bazi gvanidina dobiven iz bilike Galega officinalis te se
koristi kao standardna terapija za lijeenje dijabetesa, bilo samostalno ili u kombinaciji s
inzulinom ili drugim terapijama za snizavanje glukoze. Osim za lijecenje dijabetesa, predlaze se i
kao potencijalni tretman za bolesti povezane sa starenjem, neuroloske bolesti i karcinom,
ukljucujuéi i multipli mijelom jer pokazuje protuupalno i antitumorsko djelovanje. Tocni
mehanizmi kojima metformin utjeCe na dijabetes i postize antitumorske ucinke nisu u
potpunosti razjasnjeni, ali zna se da aktivira AMPK, Sto rezultira poveéanom osjetljivosSéu na
inzulin, te da inhibira proliferaciju stanica mijeloma inducirajuéi autofagiju i zaustavljanje
stanicnog ciklusa. Kao Sto je ve¢ navedeno, AMPK je snazan regulator autofagije, tako da
metformin kao aktivator AMPK na taj nacin oponasa ucinak CR (Wang i sur., 2018; Chung i
Chung, 2019; Gabandé-Rodriguez i sur., 2019).

Metformin se klasificira kao slozeni lijek koji ima viSe mjesta djelovanja i s viSe molekularnih
mehanizama. Fizioloski gledano, metformin moze djelovati izravno ili neizravno na jetru
inhibirajuéi glukoneogenezu, a takoder djeluje i na crijeva i moze utjecati na mikrobiom. S
molekularne razine, metformin inhibira mitohondrijski respiratorni lanac u jetri, Sto rezultira
aktivacijom AMPK, povecavajuéi osjetljivost na inzulin i snizavajué¢i cAMP. Metformin takoder
ima AMPK-neovisne ucinke na jetru koji mogu ukljucivati inhibiciju fruktoze-1,6-bisfosfataze od
strane AMP-a (Rena i sur., 2017). Metformin se pokazao i kao snazan protuupalni lijek.
Metformin potice diferencijaciju memorijskih CD8* T stanica, te smanjuje ekspresiju nekoliko
upalnih biljega i citokina, a pokazao se ucinkovitim i u borbi protiv neuroloskih bolesti povezanih
s upalom (Gabandé-Rodriguez i sur., 2019).
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4.5.3. Spermidin

Spermidin je za razliku od rapamicina i metformina prirodni poliamin koji stimulira proces
autofagije. Ukljucen je u brojne stani¢ne procese i regulira stanicnu homeostazu. Prirodno je
prisutan u organizmu, a nalazi se i u razli¢itim koli¢inama u odredenim namirnicama poput lece,
crvenog graha, soje, krumpira, graska, kruski, cvjetaCe, brokule (Atiya Ali i sur.,
2011). Spermidin pokazuje velik broj ucinaka koji ukljuuju protuupalna i antioksidacijska
svojstva, te poboljSanu aktivnost Saperona (Madeo i sur., 2018). Nadalje, spermidin povecava
razgradnju ostecenih mitohondrija kroz mitofagiju (Gabandé-Rodriguez i sur., 2019). Mnogi
anti-age ucinci spermidina povezni su sa sposobnos¢u ovog poliamina da inducira autofagiju.
Istrazivanjima je otkriveno da spermidin inducira autofagiju inhibicijom nekoliko
acetiltransferaza. Jedna od acetiltransferaza reguliranih spermidinom je EP300, koja je ujedno
glavni negativni regulator autofagije (Pietrocola i sur., 2015; Chung i Chung, 2019). Podaci
epidemioloskih studija pokazuju da se razina spermidina smanjuje kod ljudi s godinama i da
povecani unos hrane bogate spermidinom smanjuje ukupnu smrtnost povezanu s
kardiovaskularnim bolestima i karcinomom. Jedan od najsnaznijih argumenata za buduca
klinicka ispitivanja spermidina kao povoljnog CRM je njegova niska toksi¢nost i snazna
ucinkovitost, ¢ak i pri umjerenim koncentracijama. Budu¢i da je spermidin prisutan u
svakodnevnoj prehrani ljudi, klinicka ispitivanja s ciljem poveéanja unosa ovog poliamina su
izgledna. Neke od strategija povecanja unosa spermidina su dodavanje sintetickog spermidina,
primjena probiotika i prebiotika koji favoriziraju mikrobnu sintezu poliamina u crijevima (Madeo i
sur., 2018).

Potrebno je joS istrazivanja kako bi se bolje razumijele blagodati CRM, sigurnost njihove
upotrebe kao i potencijalne nuspojave. Potrebno je procijeniti jesu li dovoljno ucinkoviti
induktori autofagije i mogu li se primjenjivati za prevenciju i/ili lije¢enje ljudskih bolesti (Chung i

Chung, 2019). Na slici 3 prikazani su utjecaji opisanih CRM na proces autofagije.
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Slika 3. Utjecaj kalorijske restrikcije i CR mimetika - rapamicina, metformina i spermidina na
proces autofagije (prema Chung i Chung, 2019).

CR i CRM moduliraju proces autofagije. CR smanjuje mTOR signalizaciju smanjenjem razine
inzulina i IGF, te povecava omjer AMP/ATP i aktivira AMPK. Smanjen mTOR i aktivirani AMPK
ucinkovito poti¢u pokretanje procesa autofagije. Rapamicin aktivira autofagiju inhibicijom
mTOR, a metformin inducira autofagiju aktiviranjem AMPK. Spermidin inducira cjelokupni
proces autofagije inhibicijom EP300 (Chung i Chung, 2019).
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5. ZAKLJUCAK

Proces autofagije ima vaznu ulogu u odrzavanju i regulaciji homeostaze stanica jer osigurava
energiju potrebnu za esencijalne stani¢ne funkcije, omogucavajuci tako prezivljavanje stanica i
organizma. U stanicama sisavaca razlikuju se tri primarna oblika autofagije: makroautofagija,
mikroautofagija i autofagija posredovana Saperonom. Iako je postignut znacajan napredak u
razumijevanju mehanizama kojima se odvija, postoji joS nepoznanica, a razumijevanje
kompletnog mehanizma procesa autofagije ostaje za istraziti. Opsezna istrazivanja tijekom
posljednjih godina otkrila su srediSnju ulogu autofagije ne samo za stani¢nu homeostazu, ve¢ i
za razli¢ita patoloSka stanja, pri ¢emu se pokazalo da disfunkcija autofagije moze dovesti do
nepravilne stanicne funkcije, abnormalnog nakupljanja proteina i posljedicno razvoja razlicitih
bolesti. Aktiviranje autofagije korisno je za suzbijanje mehanizama koji su ukljuceni u razvoj
neurodegenerativnih bolesti. Takoder, modulacija ovog procesa identificirana je kao
potencijalna terapija za lije¢enje karcinoma. Unato¢ brojnim blagotvornim ucincima, dugotrajna
ili pretjerana autofagija moze biti Stetna za stanice i rezultirati stanicnom smrcu. Post i kalorijska
restrikcija (CR) su snazni pokretaci autofagije, pokazuju brojne dobrobiti za organizam i
pretpostavlja se da produljuju Zivotni vijek vecine organizama. Takoder, pocinju se istrazivati
razni nutraceutici i lijekovi koji oponasaju ucinke CR, tzv. mimetici kalorijske restrikcije (poput
rapamicina, metformina, spermidina) kao potencijalna farmakoloska sredstva. Zbog slozenosti
procesa autofagije i interakcije s drugim stani¢nim procesima, potrebno je provesti dodatna
istrazivanja kako bi se bolje razumijeli post, CR te CRM kao dovoljno ucinkoviti i sigurni induktori

autofagije te razmotrila njihova terapijska primjena u prevenciji i/ili lijeCenju razliitih bolesti.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio
drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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