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1. UvoD

1.1. Kroni¢na opstrukcijska plu¢na bolest (KOPB)

Kroni¢na opstrukcijska plucna bolest (KOPB) je ucestala bolest karakterizirana perzistentnim
respiracijskim simptomima i ogranicenim protokom zraka. Navedeni simptomi prouzroceni su
abnormalnostima disnih putova i/ili alveolarnim promjenama do kojih dolazi zbog izloZenosti
stranim Cesticama ili plinovima. Kroni¢no ograniCenje disSnih putova karakterizirano je
kombinacijom bolesti malih diSnih putova (primjerice, opstruktivni bronhiolitis) i
parenhimskim razaranjem (emfizem). KroniCna upala uzrokuje strukturne promjene,
suzavanje malih diSnih putova i uniStavanje pluénog parenhima Sto dovodi do gubitka
alveolarne povezanosti sa malim disSnim putovima i smanjenja pluéne elasti¢nosti. Posljedica
toga je smanjenje sposobnosti disnih putova da budu otvoreni tijekom izdisaja (GOLD, engl.

Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Diseases, 2017.).

Ucestalost pojave KOPB-a i smrtnosti razlikuje se u razliCitim drzavama, kao i medu
razli¢itim skupinama unutar drZzava. Uzrokom KOPB-a smatra se kombinacija dugorocne
izloZenosti Stetnim Cesticama i plinovima te razlicitih osobina pojedinaca, kao Sto su genetika,
preosjetljivost disnih putova i slabiji razvoj pluca tijekom djetinjstva (Lange i sur., 2015.;
Stern i sur., 2007.; Tashkin i sur., 1992.). Stetne Cestice i plinovi dio su one¢is¢enog gradskog
zraka, a mogu nastati i gorenjem biomasa na otvorenom plamenu (primjerice, peci na ugljen).
Posebno rizicnim Cimbenikom smatra se puSenje duhana koje ukljuCuje i pasivno pusenje.
Osobe mogu biti izloZene i Stetnim Cesticama na nekim radnim mjestima kao Sto su razliCite
industrijske tvornice (Vlegi i sur., 2007.). Genetska osnova ima veliku ulogu u patogenezi ove
bolesti. Najbolje je opisan utjecaj deficijencije alfa-1 antitripsina (AATD), inhibitora
serinskih proteaza u krvi (Stoller i sur., 2005.). Osim svih navedenih rizicnih Cimbenika, Cesto
se naglaSava da su takoder bitni dob i spol. Naime, uoceno je da se KOPB ¢eSce javlja kod
starijih osoba, ali nije razjaSnjeno da li tzv. ,,zdravo starenje” dovodi do KOPB-a ili dob
zapravo odraZzava zbroj kumulativne izloZenosti Stetnim Cesticama tijekom Zivota (Mercado i
sur., 2015.). Vecina prijasnjih istrazivanja pokazivala su da ¢eS¢e obolijevaju muskarci, ali
noviji podaci iz razvijenijih zemalja ukazuju na to da je ucestalost KOPB-a jednaka kod

muskaraca i Zena, jer Zene danas puse viSe nego prije (Landis i sur., 2014.).



1.2. Protein Hsp70 i njegova uloga u imunosnom odgovoru

Proteini toplinskog Soka (Hsp, engl. heat shock protein) predstavljaju skupinu proteina stresa
koji su eksprimirani u stanicama svih organizama (Borges i sur., 2012.). Otkriveni su 1974.
godine u vinskoj musici (Drosophila melanogaster) (Tissieres i sur., 1974.). Naziv Hsp
potjeCe od Cinjenice da se njihova koncentracija povecava pri povisenju temperature. Hsp
superporodica podijeljena je u nekoliko porodica koje su dobile ime prema njihovim
pribliznim molekulskim masama: mali Hsp proteini, Hsp60, Hsp70, Hsp90 i Hspll0.
Primjerice, Hsp70 proteinska porodica ima molekulsku masu od oko 70 kDa (Pockley, 2003.).
Hsp70 protein izrazito je bitan jer kao unutarstanicni molekulski Saperon pomaze brojnim
proteinima tijekom njihovog smatanja, kako bi poprimili ispravnu konformaciju i time mogli
obavljati svoju funkciju. Osim toga, veZe se i za denaturirane proteine i tako poti¢e njihovu
razgradnju te regulira imunosne odgovore kako bi potpomogao odrzavanje stanicnog
integriteta (Hacker i sur., 2009.; Bhardwaj i sur.,, 2012.; Lim i sur., 2013.). Osim
unutarstanicnog Hsp70 proteina, postoji 1 njegov izvanstanicni oblik (eHsp70, engl.
extracellular Hsp70) koji se oslobada iz stanica uslijed njezinih jakih oStecenja. Osim toga,
Hsp70 moze se djelomice otpustiti iz vijabilnih stanica egzocitozom, a da pritom nije prisutno
tkivno oSteéenje ili stani¢no umiranje. OtpusStanjem eHsp70 iz stanice poveéava se njegova
koncentracija u izvanstanicnom prostoru Sto sluzi kao ,,signal opasnosti“. eHsp70 veze se na
razliCite membranske receptore prisutne na specificnim imunosnim stanicama te dovodi do
transkripcije gena za citokina te njihovog otpusStanja pa tako modulira imunosne odgovore
(Asea i sur., 2000.; Johnson i Fleshner, 2006.).

Upravo zbog ovakvog ponaSanja, smatra se da Hsp70 protein spada u skupinu DAMP
molekula. Molekulske strukture nastale oSte¢enjem (DAMP, engl. damage-associated
molecular pattern) su endogene molekule koje se pri normalnim fizioloskim uvjetima nalaze
unutar stanice, ali u uvjetima stani¢nog stresa ili oSteCenja stanica DAMP molekule se
otpustaju u izvanstanicni prostor. Niske koncentracije DAMP molekula mogu povoljno
djelovati na tkivni popravak tako da poticu fiziolodki upalni odgovor, dok su u kroni¢noj upali
prisutne visoke koncentracije DAMP molekula. KritiCan koncentracijski prag DAMP
molekula koji je potreban da se potakne razvoj bolesti moze ovisiti o trajanju i stupnju
oSteCenja. Trenutno se malo zna o povezanosti Kinetike ekspresije ili otpustanja DAMP

molekula i progresije KOPB-a (Piccinini i Midwook, 2010.).



1.3. Receptori koji prepoznaju molekulske strukture (PRRS)

U pluénim bolestima, kao $to je KOPB, zna€ajnu ulogu ima prirodeni imunosni sustav Koji
djeluje preko receptora koji prepoznaju molekulske strukture (PRR, engl. pattern recognition
receptor). RazliCiti PRR receptori su sposobni detektirati mikrobne molekule, kao i endogene
molekule koje se oslobode oStecenjem stanica te inhalirane velike Cestice (primjerice,
azbestna vlakna). Nastali imunosni odgovor moZe biti koristan, ali i Stetan za domacina,
ovisno o raSirenosti imunosnih reakcija, njihovu trajanju te sposobnosti eliminacije patogena,
odnosno popravka oSte¢enog tkiva. Prema tome, razliciti PRR receptori imaju veliku ulogu u
regulaciji tkivne homeostaze, zastiti domacina te patologiji infektivnih i neinfektivnih pluénih
bolesti. PRR receptori se eksprimiraju na alveolarnim makrofagima, pluénim epitelnim
stanicama i intraepitelnim dendriticnim stanicama (DCs, engl. dendritic cells), koje prve
stupaju u konakt s patogenima, ali su takoder eksprimirani i na imunosnim stanicama koje se

aktiviraju u kasnijoj fazi imunosnog odgovora (Opitz i sur., 2010.).

PRR receptori prepoznaju molekule koje ukazuju na oSteCenje stanica (DAMP molekule), kao
i razliCite molekulske strukture mikroorganizama (PAMP, engl. pathogen-associated
molecular pattern) koje ukazuju na prisutnost infekcije odredenim mikroorganizmima.
Njihovim vezanjem na PRR receptore pokreCe se signalna kaskada koja rezultira sintezom
upalnih citokina, interferona (IFN) i kemokina. Navedeni medijatori upale aktiviraju okolne
stanice te pokrecu aktivaciju makrofaga i neutrofila. PRR receptori na dendriticnim stanicama
I makrofagima osiguravaju daljnji neophodni signal za indukciju T stanica. Upravo u tome se
oCituje vaznost PRR receptora kod akutnih infekcija respiracijskog trakta, kao Sto su
pneumonija i egzarcebacije KOPB-a zbog infekcije (Opitz i sur., 2010.).

PRR receptori obuhvacaju nekoliko skupina receptora: receptori slicni Toll receptoru
Drosophila vrste (TLR, engl. Toll-like receptor), lektinski receptori tipa C (CLR, engl. C-type
lectin receptor), receptori slicni oligomerizacijskoj domeni koja veze nukleotide (NLR, engl.
nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptor), receptori krajnjih
produkata uznapredovale glikacije (RAGE, engl. receptor for advanced glycation end-
products) i receptori slicni genu 1 kojeg inducira retinoi¢na kiselina (RIG-1R, engl. retinoic
acid-inducible gene 1 (R1G-1)-like receptor) (Opitz i sur., 2010; Pouwels i sur., 2014.).



1.4. Receptori slicni Toll receptoru (TLR)

Receptori slicni Toll receptoru Drosophila vrste (TLR, engl. Toll-like receptor) su integralni
membranski glikoproteini tipa I. Zbog homologne citoplazmatske domene pripadaju vecoj
superporodici receptora koja obuhvaca i receptore za interleukin-1 (IL-1Rs, engl. interleukin-
1 receptors). No, ovi receptori se razlikuju prema izvastanicnom dijelu: izvanstanicna domena
TLR receptora sadrZi ponavljajuce slijedove bogate leucinom (LRR, engl. leucine-rich
repeat), dok se izvanstanicni dio IL-1R receptora sastoji od tri domene sli¢ne imunoglobulinu
(Akira i Takeda, 2004.).

IL-1R TLR

lEucin
ponayvijajuc
slijedowi

domene
zlicne

u:u:lrucje 2

Slika 1. Prikaz strukturnih domena IL-1R i TLR receptora. (Izvor: Akira i Takeda, 2004.)

F"I'dl"-lCJE 1 A

TIF: domena

Domena koja je homologna za Toll i IL-1 receptore (TIR, engl. Toll/interleukin-1 receptor
homology domain) se sastoji od priblizno 200 aminokiselina. Unutar TIR domene nalaze se
tri podrucja koja su izrazito bitna za prijenos signala. lzvanstanicni dio TLR receptora se
sastoji od 19-25 kopija LRR slijedova koji pri tome formiraju potkovastu strukturu te se
smatra da je upravo ovakav oblik LRR domene izravno povezan s Cinjenicom da su TLR
receptori vazni za prepoznavanje Sirokog raspona razlicitih patogena (Akira i Takeda, 2004.).

Epitelne stanice diSnih putova se nalaze izmedu domacina i okolisa te predstavljaju poCetno
mjesto bakterijske kolonizacije u respiracijskom traktu. Epitelne stanice diSnih putova i
alveolarne epitelne stanice tipa Il eksprimiraju TLR receptore. Kod prisutne infekcije, epitelne
stanice diSnih putova mogu pojacati ekspresiju TLR receptora na njihovoj apikalnoj
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membrani. Hiperosjetljivost diSnih putova na ozon se povezuje upravo sa TLR4 receptorima,
no nije uocCena povezanost TLR4 polimorfizama sa stadijima KOPB-a (Sabroe i sur., 2004).
Ipak, snazna ekspresija TLR receptora u brojnim plu¢nim stanicama, ukljucujuci infiltrirane
monocite i neutrofile za koje se smatra da imaju glavnu ulogu u patologiji KOPB-a, ukazuju
povezanost aktivacije TLR receptora sa razvojem KOPB-a. Aktivacija monocita i makrofaga
s lipopolisaharidima (LPS, engl. lipopolysaccharide) potiCe otpuStanje metaloproteinaza
matriksa, Sto vrlo vjerojatno ima veliku ulogu u razvoju KOPB-a. Interakcije monocita i
stanica glatkog misicnog tkiva mogu rezultirati otpuStanjem razgradnih produkata matriksa
koji potom mogu dovesti do stalne aktivacije TLR4 receptora. Tijekom akutnih egzacerbacija
aktivirani su TLR receptori u plu¢ima koji su bitni jer povezuju glatke misice disnih putova i
monocite. Mali broj monocita na kojima su aktivirani TLR receptori mogu uzrokovati
otpustanje velikog broja citokina iz stanica glatkih miSi¢a disnih putova. Prema tome je lako
razumljivo zasto su ovakve interakcije bitne u nastanku upale kod KOPB-a (Chaudhuri i sur.,
2005.).

lako svi TLR receptori imaju istu osnovnu strukturu, prepoznaju strukturno razlicite ligande, a
I njihova je lokalizacija u stanici razliCita. TLR3, TLR7 i TLR9 prepoznaju strukture slicne
nukleinskim kiselinama, te za razliku od TLR1, TLR2 i TLR4, nisu smjeSteni na stanicnoj
membrani. Primjerice, TLR9 je eksprimiran u endoplazmatskom retikulumu (Akira i Takeda,
2004.).

TLR2 prepoznaje lipoproteine i lipoteikoicnu kiselinu (LTA, engl. lipoteichoic acid) koja
potjeCe od mikobakterija i Gram-pozitivnih bakterija (primjerice, S. pneumoniae). Osim toga,
na TLR2 receptore se mogu vezati rijetke vrste lipopolisaharida, kao $to je LPS od
Porphyromonas gingivalis. TLR2 ima vaznu ulogu u imunosnom odgovoru na lipoproteine
koji potjeCu iz razli€itih organizama, ukljucujuci Borrelia burgdorferi, Treponema pallidum,
Aspergillus fumigatus i Mycoplasma fermentes (Chaudhuri i sur., 2005.). Postoje dva
pretpostavljena mehanizma koji objasSnjavaju zaSto TLR2 receptori prepoznaju tako Siroki
spektar mikobnih komponenti. Prvo objasnjenje se temelji na tome da TLR2 formira
heterodimer s drugim TLR receptorima koji su mu strukturno slicni, kao Sto su TLR1 i TLR6.
Drugo objasnjenje se odnosi na sposobnost TLR2 da prepoznaje komponente koje potjeCu od
gljivica. Kod ovog modela, TLR2 se povezuje s razli€itim tipovima receptora kao Sto je
dektin-1 koji pripada lektinskoj porodici receptora na koju se veze B-glukan, komponenta

stanicne stijenke gljivica (Takeda i Akira, 2005.).



TLR4 je receptor izrazito bitan za prepoznavanje LPS-a, ali i endogenih liganada, kao Sto su
Hsp proteini (Hsp60 i Hsp70), oligosaharidi hijaluronske kiseline, heparan sulfat i fibrinogen.
Naime, ove endogene molekule mogu aktivirati TLR4 receptore samo u slucaju njihove
visoke koncentracije, dok ¢e LPS i pri maloj koncentraciji aktivirati TLR4 te se zbog toga
TLR4 smatra vrlo snaznim aktivatorom imunosnog odgovora (Takeda i Akira, 2005.).

1.5. Agonisti TLR receptora: LPSiLTA

Bakterijski endotoksin lipopolisaharid (LPS) je vazna komponenta vanjske membrane Gram-
negativnih bakterija. Sastavni dijelovi LPS-a su: oligosaharidna jezgra i O-bocni lanac te lipid
A koji je glavni PAMP LPS-a. LPS stimulira stanice domacina pomocu interakcija s
proteinom koji veze LPS (LBP, engl. LBS binding protein), CD14, MD-2 i TLR4. LBP je
topljivi prijenosni protein koji se izravno veze na LPS i povezuje gas CD14. CD14 je protein
uklopljen u membranu koji sluzi kao koreceptor i zbog toga ima vaznu ulogu u prepoznavanju
molekule LPS-a. CD14 posreduje u prijenosu LPS-a na TLR4/MD-2 receptorski kompleks i
tako potiCe prepoznavanje LPS-a. MD-2 je topljivi protein koji se nekovalentno veze na
TLR4 receptor te je vazan za aktivaciju TLR4 receptora LPS-om. Nakon prepoznavanja LPS-
a, TLR4 se oligomeriza i potiCe se signalna kaskada koja obuhvaca signalni put ovisan ili
neovisan o Cimbeniku mijeloidne diferencijacije 88 (MyD88, engl. myeloid differentiation
factor 88) te kao posljedica toga dolazi do sinteze upalnih citokina i interferona (Yong-Chen i
sur., 2008.).
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Slika 2. Vezanjem LPS-a na TLR4 receptor pokrece se signalna kaskada koja dovodi do

povecane sinteze upalnih citokina i interferona. (Izvor: Yong-Chen i sur., 2008.).

LipoteikoiCna kiselina (LTA) je glavna strukturna komponenta stanicnog zida Gram-
pozitivnih bakterija. Njezina struktura se razlikuje ovisno o vrsti Gram-pozitivnih bakterija, a
moZe sadrZavati lanac od ribitol- ili glicerol-fosfata. LTA se vezZe na heterodimer TLR2/TLR6

pomocéu molekula CD14 i CD36 (Oliveira-Nascimento i sur., 2012.).

1.6. Signalni put ovisan o0 MyD88 proteinu

Svi TLR receptori se sintetiziraju u endoplazmatskom retikulumu, putuju do Golgijeva
aparata te se potom prenose do stanicne membrane ili unutarstanicnih dijelova kao Sto su
endosomi, gdje obavljaju svoju funkciju. Transmembranski protein UNC93B1 kontrolira
putovanje unutarstani¢nih TLR receptora od endoplazmatskog retikuluma do endosoma. Kako
bi dobili funkcionalni oblik, TLR receptori u endosomu podlijezu proteolitickom kidanju
pomocu katepsina B, S, L, H i K te asparginil-endopeptidaze. Nakon aktivacije TLR receptora
MyD88 stvara kompleks s IRAK1 kinazom koja pripada porodici kinaza povezanih s
receptorom za IL-1 (IRAK, engl. IL-1R associated kinases), a koji se naziva Myddosome.

Tijekom njegovog nastanka, IRAK4 aktivira IRAK1, koji se onda na nekoliko mjesta
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samofosforilira i disocira od MyD88. IRAK1 se veze na RING domenu E3 ubikvitin-ligaze
TRAF6, koja potom zajedno s ubikvitin konjugiraju¢im enzimima UBC13 i UEV1A potice
K36-posredovanu poliubikvitinilaciju samog TRAF6, ali i TAK1 protein-kinaznog
kompleksa. TAK1 je kinaza 1 aktivirana faktorom rasta tumora-f (engl. transforming growth
factor-f activated kinase 1) te je Clan obitelji kinaza koje aktiviraju kinaze protein-kinaze
aktiviranih mitogena (MAPKKK, engl. mitogen-activated protein kinase kinase kinase).
TAK1 tvori kompleks s regulacijskim podjedinicama TAB1, TAB2 i TAB3 (TAB, engl.
TAKZ1-binding protein), koje su u interakciji s poliubikvitinskim lancima nastalim na TRAF6
I dovode do aktivacije TAKL. Naime, iako su nepoznati tocni mehanizmi aktivacije TAK1
unutar ovog kompleksa, moguce je da do nje dovode ubikvitinilacija u kojoj posreduje K36 ili

transfosforilacija (Kawasaki i Kawai, 2014.).

TAK1 potom aktivira dva razliCita signalna puta: put nuklearnog faktora kB (NF-kB, engl.
nuclear factor kB) i put protein kinaza aktiviranih mitogenom (MAPK, engl. mitogen-
activated protein kinase). IKB kinazni kompleks (IKK) se sastoji od katalitickih podjedinica
IKKa, IKKB i IKKy. TAKL se veZze na IKK kompleks preko ubikvitinskih lanaca, koji
omogucavaju njegovu fosforilaciju i aktivaciju IKKB. IKK kompleks fosforilira NF-kB
inhibicijski protein IkBa, koji se pri tome odvaja od NF-kB i podlijeze razgradnji u
proteasomu, ¢ime se omogucuje da se NF-kB translocira u jezgru i potakne ekspresiju upalnih
gena. Aktivacija TAKL1 takoder potiCe aktivaciju ¢lanova porodice MAPK, u koju spadaju
kinaze regulirane izvanstanicnim signalima 1/2 (ERK1/2, engl. extracellular signal-regulated
kinases 1/2), p38 i kinaze koje fosforiliraju N-kraj transkripcijskog faktora c-Jun (JNK, engl.

c-Jun N-terminal kinases) (Kawasaki i Kawai, 2014.).

1.7. Signalni put ovisan o TRIF proteinu

Adaptacijski protein s TIR domenom koji inducira interferon  (TRIF, engl. TIR domain-
containing adaptor-inducing interferon-p) ulazi u interakciju s TRAF6 i TRAF3. TRAF6
privlaCi kinazu 1 koja je u interakciji s receptorom (RIP-1, engl. receptor-interacting protein
kinase 1) koja onda fosforilira TAK1 kompleks, $to dovodi do aktivacije NF-kB i MAPK
signalnih putova te se potom sintetiziraju upalnih citokina. Suprotno tome, TRAF3 privlaci
kinazu vezanu na TANK (TBK1, engl. TANK binding kinase 1) i IKKe te potom dolazi do
fosforilacije ¢imbenika 3 regulacije interferona (IRF3, engl. interferon regulatory factor 3).
Pri tome IRF3 tvori dimer i translocira se iz citoplazme u jezgru, gdje potom poticCe ekspresiju
IFN tip I gena (Kawasaki i Kawai, 2014.).



DIACILIRANI TRIACILIRANI
FLAGELIN PGN LIPOPEPTIDI LIPDIFE.F’TIDi LPS

TLR6- TLR1-
TLRS TLR2 TLR2 TLR2 TLRA STANIENA MEMBRANA

ENDOSOM

O O (0 0
H HHB i

ﬂ MYD88 ~
(raeg
aTIRAP
j TRIF
3 TRAM
> l SINTEZA SINTEZA IFN
CITOKINA UL JEZGRA

Slika 3. Aktivacijom TLR receptora dolazi do pokretanja signalne kaskade koja obuhvaca
signalne putove ovisne 0 MyD88 i TRIF proteinu.
(Izvor: http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fimmu.2014.00367/full)

1.8. Citokini koji se oslobadaju kod KOPB-a

Citokini su izvanstanicni signalni proteini molekulske mase manje od 80 kDa, a proizvode ih
razliite staniCne vrste. NajviSe je izrazeno njihovo parakrino djelovanje, odnosno njihov
uCinak na stanice u neposrednoj blizini. Takoder mogu djelovati na udaljene stanice
(endokrino djelovanje), kao i na stanice iz kojih potjeCu (autokrino djelovanje). Pojedini
citokini se uglavnom sintetiziraju zajedno s drugim vrstama citokina, ovisno o tome kako oni
trebaju djelovati. Funkcije citokina su jednake kod razlicitih citokinskih vrsta. Takoder,
ucinak odredenog citokina ovisi o drugim citokinima koji se uz njega oslobadaju iz stanice;
taj uCinak moze biti sinergisticki ili antagonisticki. UCinak citokina ovisi o visoko specificnim
receptorima na koje se oni vezu na odredenim ciljnim stanicama. Receptori razlicitih citokina

su grupirani u vece superporodice ovisno o njihovim homolognim regijama. Citokini takoder
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mogu potaknuti ekspresiju tih receptora, te autokrino djelovati na stanicu iz koje potjecu i
time potaknuti svoju ekspresiju ili ekspresiju drugih citokina koji ¢e potaknuti djelovanje

prvotnog citokina (Chung, 2001.).

Brojne upalne stanice i njihovi medijatori su ukljuceni u upalne procese KOPB-a. Naime,
cigaretni dim moze izravno aktivirati brojne upalne stanice, kao Sto su makrofagi i epitelne
stanice koje potom otpustaju citokine i kemokine te time dovode do aktivacije drugih upalnih
stanica i tkivnog remodeliranja. Regulacija otpusStanja ovih citokina je pod utjecajem NF-kB
koji je aktiviran u makrofagima bolesnika s KOPB-om. PoviSen broj makrofaga u plu¢ima
posljedica je privlacenja brojnih monocita u pluéno tkivo te povecana lokalna proliferacija i

prezZivljenje pluénih makrofaga (Caramori, 2014.).

PoviSene koncentracije interleukina (IL) IL-6 , IL-1[ i IL-8, te faktora tumorske nekroze alfa
(TNF-a, engl. tumor necrosis factor-a) pronadene su u sputumu bolesnika sa stabilnim
oblikom KOPB-a (Keatings i sur., 1996.). ZapaZeno je povecano otpustanje upalnih citokina
IL-8, IL-1 i TNF-a, kao i protu-upalnog citokina IL-10, iz alveolarnih makrofaga puSaca i
bolesnika s KOPB-om (Lim i sur., 2000.). Otpustanje citokina je veCe kod asimptomatskih
pusaca nego kod pusaca oboljelih od KOPB-a. Cigaretni dim poticCe gensku ekspresiju IL-8 i
njegovo otpustanje u bronhijalnim epitelnim stanicama, te otpustanje TNF-a i IL-6 iz
alveolarnih makrofaga (Mio i sur., 1997.; Dubar i sur., 1993.). Oksidansi prisutni u
cigaretnom dimu uzrokuju otpustanje upalnih citokina kao Sto su IL-1 i IL-8 iz makrofaga i
epitelnih stanica. Izlaganje cigaretnom dimu poti¢e mehanizme ovisne o superoksidima koji
dovode do ekspresije transkripcijskog faktora NF-kB $to rezultira infiltracijom neutrofila u
diSne putove. Prema svemu navedenom moze se zakljucCiti da su brojni citokini i kemokini
ukljueni u patogenezu KOPB-a. Ipak, najvaznijim smatraju se sljedeci citokini: TNF-q,
interferon vy, IL-1B, IL-6, 1L-17, IL-18, IL-32 i timusni stromalni limfopoetin (TSLP, engl.
thymic stromal lymphopoietin). Takoder je ukljuceno nekoliko kemokina, medu kojima je

najvazniji CXCLS8, no on se uglavnom smatra citokinom (IL-8) (Chung i sur., 2001.).

1.8.1. IL-1ai IL-1B

IL-1a i IL-1pB se najvisSe sintetiziraju u monocitima, makrofagima i fibroblastima te se nakon
otpustanja vezu na receptor 1 za IL-1 (IL-1R1) (Caramori i sur., 2014.). Kod oboljelih od
KOPB-a, IL-1p snazno potice makrofage na otpustanje upalnih citokina, kemokina i MMP-9

(Culpitt i sur., 2003.). Koncentracija IL-1[ je poviSena u sputumu bolesnika s KOPB-om te
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njegova koncentracija korelira s tezinom bolesti, kao i smanjenje koncentracije antagonista
IL-1 receptora i topljivog IL-1 receptora (Sapey i sur., 2009.). IL-1p potiCe leukocitozu tako
Sto povecava otpusStanje neutrofila iz koStane srzi, takoder potiCe proliferaciju fibroblasta,
otpustanje prostaglandina i kolagenaze te sintezu fibronektina i kolagena (Chung i sur.,
2001.).

1.8.2. 1L-6

IL-6 Cesto djeluje zajedno s drugim citokinima i predstavlja poveznicu prirodenog i steCenog
imunosnog odgovora. Koncentracija IL-6 je poviSena u sputumu i plazmi bolesnika s KOPB-
om, pogotovo tijekom egzacerbacija (Bhowmik i sur., 2000.; Bucchioni i sur., 2003.).
Koncentracija IL-6 u plazmi je proporcionalna s koncentracijom C-reaktivnog proteina (CRP,
engl. C-reactive protein) zato Sto je IL-6 glavni pokretaC sinteze i otpuStanja CRP-a iz jetre.
Za razliku od drugih citokina, IL-6 je izrazito stabilan u cirkulaciji, te se smatra da je zbog
toga ukljucen u neke sistemske znaCajke KOPB-a, kao i u pogorSanja bolesti, uglavnhom zato
Sto IL-6 moZe doprinijeti oslabljenoj funkciji endotelnih stanica, inzulinskoj rezistenciji,

osteoporozi i depresiji (Barnes, 2009.).

1.8.3. IL-8

IL-8, CXCL8 kemokin, je neutrofilni kemoatraktant i aktivator koji potiCe porast
unutarstani¢ne koncentracije kalcija te time otpuStanje enzima i proteina iz unutarstanicnih
skladidnih organela. Takoder regulira povecanje ekspresije integrina CD11b/CD18 i
CD11c/CD18 tijekom egzocitoze specificnih granula. IL-8 aktivira neutrofilnu 5-
lipoksigenazu pri ¢emu nastaju leukotrien B4 i 5-hidroksi-eikozatetraenska kiselina. 1L-8
takoder ima kemoatraktivna svojstva za T-stanice. Bakterije mogu potaknuti ekspresiju 1L-8 u
epitelnim stanicama. Neutrofilna elastaza takoder potiCe epitelne stanice da sintetiziraju IL-8 i
leukotrien B4 (Chung i sur., 2001.).

Njegova koncentracija je povisena u sputumu bolesnika s KOPB-om te ona ukazuje na teZinu
bolesti. Neutralizacija 1L-8 s blokiraju¢im antitijelima smanjuje neutrofilnu kemotakti¢nu
aktivnost; no ovo smanjenje je samo djelomicno jer djeluju i drugi neutrofilni kemotakticki
faktori kao §to je leukotrien B4 (Caramori i sur., 2014.). Koncentracija IL-8 u sputumu je veéa
kod bolesnika s deficijencijom alfa-1 antitripsina nego kod bolesnika s KOPB-om s

normalnom koncentracijom alfa-1 antitripsina (Woolhouse i sur., 2002.).
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1.8.4. TNF-a

Brojne stanice stvaraju TNF-a, ukljucujuci makrofage, T-stanice, mastocite i epitelne stanice,
no njihovim glavnim izvorom smatraju se makrofagi. OtpusStanje TNF-a iz monocita, odnosno
makrofaga, potaknuto je drugim citokinima, kao Sto su IL-1, GM-CSF i IFN-y. TNF-a
aktivira transkripcijski faktor NF-kB koji potiCe ekspresiju gena za IL-8, Cime se on pojacano
otpusta iz epitelnih stanica diSnih putova i neutrofila. Takoder, TNF-a potiCe ekspresiju
ICAM-1, adhezijske molekule Cija je koncentracija povisena u serumu bolesnika s KOPB-om
(Riise i sur., 1994.). TNF-a stimulira makrofage na luenje MMP-a, no ovaj mehanizam
inhibira IL-10 (Chung i sur., 2001.). Veliko smanjenje tjelesne mase kod bolesnika s tezim
oblikom KOPB-a povezuje se s apoptozom stanica skeletnih miSi¢a do koje dolazi upravo

zbog povecane koncentracije TNF-a u cirkulaciji (Lewis, 2002; Barnes, 2003.).

1.9. ELISA

ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) je imunokemijska metoda temeljena na
specificnim interakcijama izmedu antigena i protutijela. Koristi se za odredivanje
koncentracije odredenog antigena pomocu protutijela koja mogu biti obiljezena s
fluorescentnom bojom ili enzimom koji dodatkom supstrata stvara obojeni produkt. Antigeni
koje odredujemo mogu biti razliCiti peptidi, proteini, citokini, hormoni, ali i protutijela.
Postoji nekoliko vrsta ELISA metode, ovisno o rasporedu vezanja protutijela i antigena. Stoga
razlikujemo izravnu, neizravnu, sendvi¢c i  kompeticijsku ELISA  metodu

(https://www.bosterbio.com/protocol-and-troubleshooting/elisa-principle).
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Slika 4. RazliCite vrste ELISA metode koje se medusobno razlikuju prema rasporedu vezanja
protutijela i antigena. (lzvor: https://www.bosterbio.com/protocol-and-troubleshooting/elisa-

principle)
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1.9.1. Princip sendviC ELISA-e

Sendvi¢ ELISA zahtjeva protutijela koja specificno prepoznaju razliCite epitope istog
antigena. Vezujuce protutijelo (engl. capture antibody) koje specificno prepoznaje antigen
vezano je na povrsini polistirenske mikrotitarske ploCice. Nakon ispiranja viska protutijela
potrebno je blokirati slobodna vezajuéa mjesta na dnu jaZica s govedim serumskim
albuminom (BSA, engl. bovine serum albumin). Potom se dodaju uzorci i standardi pri cemu
se prisutni antigen veZze na imobilizirano vezujue protutijelo te se zatim nevezane
komponente ispiru. Nakon dodatka detekcijskog protutijela (engl. detection antibody)
obiljezenog s biotinom i njegovog vezanja na antigen te ispiranja nevezanog protutijela,
dodaje se streptavidin-peroksidaza iz hrena (HRP, engl. horseradish peroxidase) koja se veze
na detekcijsko protutijelo. Nakon ispiranja nevezanih komponenti, u jaZice mikrotitarske
ploCice dodaje se tetrametilbenzidin (TMB, engl. tetramethylbenzidine) pri ¢emu se ovaj
supstrat prevodi u plavi produkt djelovanjem peroksidaze iz hrena. Plavo obojenje
proporcionalno je prisutnoj koncentraciji analita. Daljnji razvoj boje zaustavlja se dodatkom
otopine koja zaustavlja reakciju, pri ¢emu se stvara Zuto obojeni produkt Cija se apsorbancija

odreduje pri 450 nm (https://www.rndsystems.com/resources/technical/duoset-elisa-

development-systems-assay-principle).
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Slika 5. Koraci provedbe sendvi¢ ELISA-e.

(Izvor:https://www.rndsystems.com/resources/technical/duoset-elisa-development-systems-

assay-principle).
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1.9.2. ELISA kao metoda odredivanja citokina

Protutijelo vezano na dnu jazice mikrotitarske ploCice odgovorno je za vezanje antigena i
imunosnu specificnost, dok je detekcijsko protutijelo odgovorno za prepoznavanje antigena i
umnazanje signala detekcije. Ovakav mehanizam omogucava to€nu i osjetljivo prepoznavanje
antigena te se zbog toga koristi za odredivanje koncentracije citokina. Takoder, prednost
ELISA-e su njeni kvantitativni rezultati koji su reproducibilni. No postoje i ogranicenja, jer
ova metoda jako ovisi o kvaliteti protutijela, proizvodacu kita, kao i osobi koja izvodi pokus i
njenom iskustvu. ELISA-om se ne moze istovremeno odredivati viSe citokina iz jednog
uzorka, nego samo jedan. Ako uzorci imaju koncentraciju citokina iznad granice linearne
ovisnosti koncentracije citokina i izmjerene apsorbancije, potrebno je razrijediti uzorak. No
onda se pojavljuje drugi problem: razrijedenjem se smanjuje koncentracija citokina, ali pri
tome se mijenja i koncentracija cirkulirajuih inhibitora ili vezujucih proteina, $to moZze

utjecati na dobivene rezultate (Leng i sur., 2008.).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

KOPB je ucestala bolest koja se moze sprijeciti i lijeCiti, a karakterizirana je respiracijskim
simptomima i ograniCenim protokom zraka. Navedeni simptomi prouzroCeni su
abnormalnostima disnih putova i/ili alveolarnim promjenama do kojih dolazi zbog izlozenosti
stranim Cesticama ili plinovima. Kroni¢no ograni¢enje disnih putova karakterizirano je
kombinacijom bolesti malih diSnih putova (primjerice, opstruktivni bronhiolitis) i
parenhimskim razaranjem (emfizem). Kroni¢na upala uzrokuje strukturne promjene,
suzavanje malih didnih putova i uniStavanje pluénog parenhima, $to dovodi do gubitka
alveolarne povezanosti s malim diSnim putovima i smanjenja pluc¢ne elasti¢nosti (GOLD,

engl. Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Diseases, 2017.).

Brojne upalne stanice i njihovi medijatori ukljuceni su u upalne procese KOPB-a te je zbog
toga cilj ovog istrazivanja bio ispitati ulogu izvanstanicnog rhHsp70 proteina te LPS-a
(agonista TLR4) i LTA (agonista TLR2) u imunosnom upalnom odgovoru na stani¢nim
modelima KOPB-a te odrediti pri kojim koncentracijama ove molekule uzrokuju statisticki
znatajnu povecanu sintezu pojedinih upalnih citokina. Kao plu¢ni model KOPB-a koristena je
stanicna linija humanih bronhijalnih epitelnih stanica NCI-H292, a kao sistemski model

KOPB-a stani¢na linija humanih monocitnih stanica THP-1.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

U provedbi ELISA metode koristen je DuoSet Ancillary Reagent Pack 2 (R&D Systems,
kataloski broj #DY008). Sastojci ovog kita mogu se naruciti zasebno, pa je stoga uz naziv

svakog sastojka kita naveden njegov zasebni kataloski broj.

3.1.1. Kemikalije
RPMI medij (Capricorn) - sastav: RPMI 1640 medij + L-glutamin + HEPES; uz
dodatak:
= 1 mM natrijev piruvat (Fluka)
= 10 % teledi fetalni serum koji je inaktiviran zagrijavanjem (Capricorn)
= 1 % 100x koncentrirana otopina antimikotika i antibiotika - sastav: 10000 U/mL
penicilina + 10 mg/mL streptomicina + 25 pg/mL amfotericina B (Lonza)
0,25 % tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich)
tripansko plavilo (Sigma Aldrich)
20 nM forbol 12-miristat-13-acetat (PMA) (Sigma-Aldrich)
razliCite koncentracije otopina rekombinantnog humanog rhHsp70 proteina s niskom
koncentracijom endotoksina LPS-a (0,27 ng/mL) (Enzo Life Sciences):
= 0,1 pug/mL
= 0,3 pg/mL
= 1 pg/mL
= 3 ug/mL
= 10 pg/mL
= 30 pug/mL
0,1 pg/mL LPS (Sigma-Aldrich)
1 pg/mL LTA (Invivogen)
mikrotitarske plocice s 96 jazica (R&D Systems, kataloski broj #DY990)
pokrovne folije (R&D Systems, kataloski broj #DY992)
fosfatni pufer s dodatkom soli (PBS, engl. phosphate-buffered saline) (R&D Systems,
kataloski broj #DY006)- sastav:
= 137 mM NaCl
= 2,7mM KCI
= 8,1 mM Na;HPO,
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= 1,5mM KH,PO,

= pH72-74

= filtrirano na 0,2 um veliCinu Cestica

pufer za ispiranje (R&D Systems, kataloski broj #WA126) - sastav:

= 0,05 % Tween® 20 u PBS-u

= pH72-74

otopina reagensa (engl. Reagent Diluent) (R&D Systems, kataloSki broj #DY995)-
sastav:

* 1%BSAUuPBS-u

» pH7.2-74

= filtrirano na 0,2 um veliCinu Cestica

otopina supstrata (engl. Substrate Solution) (R&D Systems, katalodki broj #DY999) -
sastav:

= mjeSavina (1:1) Color Reagent A (H,O;) i Color Reagent B (tetrametilbenzidin)
otopina za zaustavljanje reakcije (engl. Stop Solution) (R&D Systems, kataloSki broj
#DY994)- sastav:

= 2N H,SO,

streptavidin-HRP za IL-6 (R&D Systems, kataloSki broj kita #DY206-05, kataloski
broj kemikalije #893975)

streptavidin-HRP za IL-8 (R&D Systems, kataloSki broj kita #DY208-05, kataloski
broj kemikalije #893975)

streptavidin-HRP za IL-1p (R&D Systems, kataloski broj kita #DY201-05, kataloski
broj kemikalije #893975)

streptavidin-HRP za IL-1a (R&D Systems, kataloSki broj kita #DY200-05, kataloski
broj kemikalije #893975)

streptavidin-HRP za TNF-a (R&D Systems, kataloski broj kita #DY210-05, kataloski
broj kemikalije #893975)

3.1.2. Protutijela
= miSje protutijelo protiv ljudskog IL-6 (vezujucCe protutijelo) (R&D Systems,
kataloSki broj kita #DY206-05, kataloski broj kemikalije #840113)
= miSje protutijelo protiv ljudskog IL-8 (vezujucCe protutijelo) (R&D Systems,
kataloski broj kita #DY208-05, kataloski broj kemikalije part #890804)
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= miSje protutijelo protiv ljudskog IL-1B (vezujuce protutijelo) (R&D Systems,
kataloski broj kita #DY201-05, kataloski broj kemikalije #840168)

= miSje protutijelo protiv ljudskog IL-1a (vezujucCe protutijelo) (R&D Systems,
kataloSki broj kita #DY200-05, kataloski broj kemikalije #840201)

= miSje protutijelo protiv ljudskog TNF-a (vezujuce protutijelo) (R&D Systems,
kataloski broj kita #DY210-05, kataloski broj kemikalije #840119)

= biotinizirano magarcevo protutijelo protiv ljudskog IL-6 (detekcijsko protutijelo)
(R&D Systems, kataloSki broj kita #DY206-05, kataloSki broj kemikalije
#840114)

= Diotinizirano magarcevo protutijelo protiv ljudskog IL-8 (detekcijsko protutijelo)
(R&D Systems, kataloSki broj kita #DY208-05, kataloSki broj kemikalije
#890805)

= Diotinizirano magarCevo protutijelo protiv ljudskog IL-1B (detekcijsko protutijelo)
(R&D Systems, kataloski broj kita #DY201-05, kataloski broj kemikalije
#840169)

= biotinizirano magarcevo protutijelo protiv ljudskog IL-1a (detekcijsko protutijelo)
(R&D Systems, kataloski broj kita #DY200-05, kataloski broj kemikalije
#840202)

» biotinizirano magarCevo protutijelo protiv ljudskog TNF-a (detekcijsko
protutijelo) (R&D Systems, kataloski broj kita #DY210-05, kataloSki broj
kemikalije #840120)

3.1.3. Standardi

rekombinantni ljudski IL-6 (R&D Systems, kataloski broj kita #DY206-05, kataloski
broj kemikalije #840115)
rekombinantni ljudski IL-8 (R&D Systems, kataloski broj kita #DY208-05, kataloski
broj kemikalije #890806)
rekombinantni ljudski IL-13 (R&D Systems, kataloSki broj kuta #DY201-05, kataloski
broj kemikalije #840170)
rekombinantni ljudski IL-1a (R&D Systems, kataloski broj kita #DY200-05, kataloski
broj kemikalije #840203)
rekombinantni ljudski TNF-a (R&D Systems, kataloski broj #DY210-05, kataloSki
broj kemikalije #840121)
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3.1.4. Stanicne linije

NCI-H292 su bronhijalne epitelne stanice koje adheriraju na podlogu. To su stanice
mukoepidermoidnog plu¢nog karcinoma originalno izolirane iz metastaze u limfnom
¢voru 32-godisnje bolesnice.

THP-1 su stanice akutne monocitne leukemije originalno izolirane iz periferne krvi
jednogodisSnjeg muskog djeteta. Stanice su u suspenziji i rastu u manjim grudama.

3.1.5. Aparat za detekciju
C¢itaC mikrotitarskih plocica Victor3 1420 Multilabel Counter, Perkin Elmer, SAD
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3.2. Metode

3.2.1. Uzgoj stanica

Stanice su uzgajane u kompletnom RPMI mediju koji se sastojao od RPMI 1640 medija s L-
glutaminom i HEPES-om (Capricorn, Njemacka) uz dodatak 1 mM natrijeva piruvata (Fluka),
10 % teleceg fetalnog seruma koji je inaktiviran zagrijavanjem (Capricorn), 1 % 100 X
koncentrirane otopine antimikotika i antibiotika koji je sadrzavao 10000 U/mL penicilina, 10
mg/mL streptomicina i 25 pg/mL amfotericina B (Lonza). Prilikom uzgoja stanica potrebni su
sljedeci uvijeti inkubatora: temperatura 37 °C, vlaznost zraka 95 % i udio CO, 5%. Prije
provodenja postupka uzgoja stanica, potrebno je sve reagense izvaditi iz hladnjaka oko 20-30
minuta prije poCetka rada kako bi se zagrijali na sobnu temperaturu. Potrebna konfluentnost
stanica je 80-90% za adherirajuce stanice, Sto se kontrolira invertnim mikroskopom, a nakon
Sto bi stanice postigle zadovoljavajuéu konfluentnost, potrebno ih je presaditi. Stanice koje

rastu u suspenziji razrjeduju se 1-2 x tjedno.

3.2.2. Nasadivanje stanica za pokus
Nakon uzgoja stanica u boCicama za uzgoj stani¢nih kultura, stanice se presade na ploCice s

12 jaZica tako da se u svaku jaZicu nasadi 1 x 10° stanica.

3.2.2.1. Priprema NCI-H292 stanica

Potrebno je vakuum sisaljkom ukloniti sav medij iznad adheriranih stanica te stanice isprati
dva puta otopinom EDTA i potom dodati 0,25 % tripsin-EDTA (Sigma-Aldrich). Potom se
stanicna suspenzija inkubira 5 minuta pri 37°C, s 95 % vlaznosti zraka i 5 % CO; kako bi
tripsin odvojio stanice od podloge. Djelovanje tripsina zaustavi se dodatkom kompletnog
RPMI medija, a sadrZaj se prenese u sterilnu epruvetu s Cepom i centrifugira 5 minuta na 200
g na sobnoj temperaturi. Vakuum sisaljkom se ukloni nadsloj, a talog stanica resuspendira u 1
mL medija za uzgoj stanica. Stanice se zatim izbroje pomocu tripanskog plavila, razrijede na
odgovarajuéi volumen i nasade na ploce, te se prije pokusa inkubiraju 24 h na 37°C, u 95 %

vlaznosti zraka i 5 % CO..

3.2.2.2. Priprema THP-1 stanica
Stanice se iz boca za uzgoj prenesu u sterilne epruvete i centrifugiraju 5 minuta na 200 g na
sobnoj temperaturi. Vakuum sisaljkom se ukloni nadsloj, a talog stanica resuspendira u 1 mL

medija za uzgoj stanica. Stanice se zatim izbroje pomocu tripanskog plavila, razrijede na
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odgovarajuci volumen i nasade na plo¢e uz dodatak 20 nM forbol 12-miristat-13-acetata
(PMA\) te prije pokusa inkubiraju 48 h na 37°C, u 95 % vlaznosti zraka i 5 % CO..

3.2.3. Odredivanje broja stanica

Stanice resuspendirane u 1 mL medija za uzgoj stanica pomijesaju se s 0,4 %-tnom otopinom
tripanskog plavila u omjeru 1:40, te se nakon inkubacije tijekom 2 minute 10 pL otopine
prenese u Neubauerovu komoricu i stanice se broje pod invertnim mikroskopom pri
povecanju od 400 x. Tripansko plavilo se koristi za razlikovanje mrtvih i Zivih stanica. Zive
stanice ga izluGuju pomo¢u membranskih pumpi, tako da Zive stanice ostaju neobojene. Mrtve
stanice ne mogu izbaciti tripansko plavilo pa se zato unutar njih akumulira te ih vidimo kao

obojene stanice.

3.2.4. Tretiranje stanica
NCI-H292 stanice se nakon 24 h, a THP-1 stanice nakon 48 h inkubacije s 20nM PMA, na
ploCama s 12 jaZica tretiraju tijekom 24 sata s rhHsp70, LPS i LTA prema koncentracijama

navedenim u Tablici 1.

Tablica 1. Koncentracije rhHsp70 proteina, LPS-a i LTA kojima se tretiraju NCI-H292 i
THP-1 stanice.

0,1 pg/mL rhHsp70
0,3 pg/mL rhHsp70
1 pg/mL rhHsp70
3 ug/mL rhHsp70
10 pg/mL rhHsp70
30 pg/mL rhHsp70
0,1 pg/mL LPS
1 pug/mLLTA

3.2.5. Sendvi¢ ELISA

3.2.5.1. Priprema mikrotitarskih ploCica

Potrebno je otopiti liofilizat vezujuéeg protutijela u 0,5 mL PBS-a, a zatim ga razrijediti na
radnu koncentraciju s PBS-om. U svaku jazicu se stavi 100 uL razrijedenog vezujuéeg
protutijela, ploca se prekrije samoljepljivom pokrovnom folijom te se ostavi inkubirati
tijekom no€i pri sobnoj temperaturi. Sutradan se prvo ukloni sva tekucina koja se nalazi u
jazicama, a potom se sve jazice isperu s puferom za ispiranje. Potrebno je tri puta ispirati

mikrotitarsku ploCu, tako da se u svaku jazicu stavi 400 pL pufera. Naravno, izmedu ispiranja

21



je potrebno ukloniti prethodno dodani pufer prije dodatka novog volumena pufera za
ispiranje. Kod ovog postupka izrazito je bitno dobro ukloniti tekuc¢inu nakon ispiranja kako bi
se osigurala kvalitetna provedba pokusa. Nakon svakog ispiranja, a osobito nakon zadnjeg,
potrebno je mikrotitarsku ploCicu okrenuti i dobro protresti na Cistim papirnatim ru¢nicima
kako bi sav viSak tekucine izaSao iz jaZzica. Zatim se u svaku jazicu mikrotitarske plocCice doda
300 pL otopine reagensa te se inkubira na sobnoj temperaturi minimalno jedan sat. Nakon

inkubacije, mikrotitarska ploCica se ispere tri puta.

3.2.5.2. Provedba analize

Uzorke i standarde potrebno je otopiti u otopini reagensa te zatim 100 pL staviti u svaku
jazicu, prekriti mikrotitarsku ploCicu sa samoljepljivom pokrovnom folijom i inkubirati dva
sata na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, mikrotitarska ploCica se ispere tri puta. Potom
se u svaku jazicu stavi 100 pL detekcijskog protutijela koje se prije toga razrijedi u otopini
reagensa. Mikrotitarsku ploCicu je potrebno prekriti samoljepljivom pokrovnom folijom i
inkubirati dva sata na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, mikrotitarska plocica se ispere tri
puta. Zatim se u svaku jaZicu stavi 100 pL radne otopine streptavidin— HRP, mikrotitarska
ploCica se prekrije samoljepljivom pokrovnom folijom i ostavi inkubirati 20 minuta na sobnoj
temperaturi u prostoru zasticenom od svjetlosti. Nakon inkubacije, mikrotitarska plocica se
ispere tri puta. Potom se u svaku jazicu stavi 100 pL supstratne otopine, inkubira 20 minuta
pri sobnoj temperaturi u prostoru zasticenom od svjetlosti. Nakon inkubacije, u svaku jaZicu
se doda 50 pL otopine za zaustavljanje enzimske reakcije te se lagano protrese mikrotitarska
ploCica kako bi se sastojci svih jazica dobro pomijesSali. Apsorpciju jazica mikrotitarske
ploCice odredimo pomocu optickog Citaca mikrotitarskih plocica. Prvo se mjeri apsorbancija
pri valnoj duljini 450 nm, a potom na 570 (ili 540 nm) kako bi zbog optickih nesavrsenosti
mikrotitarskih plocCica korigirali apsorbanciju dobivenu pri 450 nm i time dobili preciznije

rezultate.

3.2.1. StatistiCka obrada rezultata

Dobiveni rezultati pokusa analizirani su upotrebom programaGraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, verzija 6.01). StatistiCke razlike izmedu skupina testirane su testom za usporedbu
viSe od dvije skupine podataka — testom jednosmjerne analize varijanci (ANOVA, engl. One

Way Analysis of Variance) i Sidakovim testom znacajnosti za post hoc analizu. Podaci su

prikazani kao srednja vrijednost * standardna pogresSka srednje vrijednosti. Za statisticki
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znacCajne razlike uzeta je vrijednosti P<0,05 , gdje P oznaCava koeficijent povezanosti dvije

nekontinuirane varijable.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Rezultati

Nakon 24-satnog tretiranja NCI1-H292 i THP-1 stanica s razliCitim koncentracijama rhHsp70
proteina (0,1, 0,3, 1, 3, 10 i 30 pg/mL) te 0,1 pg/mL LPS-ai 1 pg/mL LTA, sendvi¢ ELISA-
om izmjerena je koncentracija citokina koja je izlu€ena u stani¢ni medij nakon vezanja ovih
agonista na TLR2 i TLR4 receptore. Pri tome su odredivani citokini za koje se smatra da
imaju najvecu ulogu u imunosnom odgovoru KOPB-a: IL-1a, IL-1f3, TNF-q, IL-6 i IL-8. Kod
obje vrste stanica odredivani su svi navedeni citokini, ali vrijednosti nekih citokina su bile

ispod granice detekcije.

4.1.1. NCI-H292 stanice

Odredivanjem citokina IL-1a nakon inkubacije NCI-H292 stanica s najmanjom primjenjenom
koncentracijom rhHsp70 proteina (0,1 pg/mL) nije uoCena statistiCki znaCajna razlika u
odnosu na netretirane stanice (P=0,5120). StatistiCki znaCajna razlika nije uocena niti kod
koncentracija 10 i 30 pg/mL rhHsp70 proteina (P=0,1900 i P=0,9521). Za razliku od toga, pri
koncentracijama 0,3, 1 i 3 pg/mL rhHsp70 proteina osloboda se koliCina IL-1a koja je
statistiCka znaCajno razlicita u odnosu na netretirane stanice (P<0,0001).

Rezultati statistiCke obrade pokazali su da se vrijednosti IL-1a odredene nakon tretiranja NCI-

H292 stanica s 0,1 pg/mL LPS-a i 1 pg/mL LTA nisu statistiCki znaCajno razlikovale u
odnosu na netretirane stanice (P=0,1326 i P=0,0617).
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Slika 6. IzluCivanje IL-1la iz NCI-H292 stanica pod utjecajem razli€itih koncentracija
rhHsp70 (A) te 0,1 pg/mL LPS-a i 1 pg/mL LTA (B). NT= netretirane (kontrolne) stanice.
StatistiCki znaCajnom razlikom u odnosu na netretirane stanice smatra se P<0,05 (*).
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Rezultati dobiveni odredivanjem citokina IL-6 pokazuju da se stimulacijom NCI-H292
stanica s razliCitim koncentracijama rhHsp70 proteina oslobada koncentracija ovog citokina
koja pokazuje statisticki znaCajnu razliku u odnosu na koncentraciju IL-6 koju sintetiziraju
netretirane stanice. StatistiCki najznaCajnija razlika zapaZzena je primjenom 0,3, 1 i 3 pug/mL
rhHsp70 proteina (P<0,0001), dok je ta razlika manje izrazena kod koncentracija 0,1 i 30
pg/mL rhHsp70 proteina (P=0,0079 i P=0,0077). Ipak, statisticki znacajna razlika nije uocena
primjenom 10 pg/mL rhHsp70 proteina (P=0,9727).

StatistiCki znaCajna razlika uoCena je usporedbom koncentracije IL-6 koji se izluCio iz NCI-
H292 stanica nakon 24-satnog tretiranja s 0,1 pg/mL LPS-a i netretiranih stanica (P=0,0036).
No ova statistiCka znaCajnost nije utvrdena kod NCI-H292 stanica koje su tretirane s 1 pg/mL
LTA (P=0,7206).
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Slika 7. IzluCivanje 1L-6 iz NCI-H292 stanica pod utjecajem razli€itih koncentracija rhHsp70
(A) te 0,1 pg/mL LPS-a i 1 yg/mL LTA (B). NT= netretirane (kontrolne) stanice. Statisticki

znaCajnom razlikom u odnosu na netretirane stanice smatra se P<0,05 (*).
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Rezultati statistiCke obrade dobivenih vrijednosti citokina IL-8 pokazuju kako nema statisticki
znaCajne razlike u odnosu na vrijednosti netretiranih stanica nakon tretiranja NCI-H292
stanica s 0,1, 10 i 30 pg/mL rhHsp70 proteina (P=0,9644, P>0,9999 i P=0,9504). Ipak,
statistiCki znaCajna razlika uoCena je primjenom 1 i 3 pg/mL rhHsp70 proteina (P<0,001), kao

I primjenom 0,3 pug/mL rhHsp70 proteina (P=0,0011).

Tretiranjem NCI-H292 stanica s 0,1 ug/mL LPS-a oslobada se veca koliCina IL-8 nego kod
netretiranih stanica, te je ta razlika statisticki znacajna (P=0,0085). Nasuprot tome, primjenom
1 pg/mL LTA oslobodena koliCina IL-8 ne pokazuje statistiCki znacajnu razliku u odnosu na
koliCinu IL-8 oslobodenu iz netretiranih stanica (P=0,2670).
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Slika 8. Izlu€ivanje IL-8 iz NCI-H292 stanica pod utjecajem razliCitih koncentracija rhHsp70
(A) te 0,1 pg/mL LPS-a i1 pg/mL LTA (B). NT= netretirane (kontrolne) stanice. Statisticki

znaCajnom razlikom u odnosu na netretirane stanice smatra se P<0,05 (*).
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Osim IL-1a, IL-6 i IL-8, odredivale su se i koncentracije citokina TNF-a i IL-1p kod NCI-
H292 stanice tretiranih s razliCitim koncentracijama rhHsp70 proteina te 0,1 pg/mL LPS-ai 1
pug/mL LTA, ali njihove vrijednosti su bile ispod donje granice detekcije primjenjene ELISA
metode.
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4.1.2. THP-1 stanice

Koncentracija IL-10 oslobodenog iz THP-1 stanica tretiranih s 0,1, 0,3, 1 i 3 pg/mL rhHsp70
proteina nije se statistiCki razlikovala u odnosu na kontrolne stanice (P=0,9486; P=0,2272;
P=0,4898 i P=0,0662). Ipak, statistiCki znaCajna razlika uoCena je pri visSim koncentracijama
rhHsp70 proteina: 10 pg/mL (P=0,0003) i 30 pg/mL (P<0,0001).

Stanice su tretirane i s 0,1 pg/mL LPS-om i 1 pg/mL LTA. Tretiranjem THP-1 stanica s LPS-
om oslobada se puno veca koncentracija IL-1p nego kod netretiranih THP-1 stanica te je ova
razlika statisticki znacajna (P=0,0002), a neSto manja statisti¢ki znaCajna razlika zamjecéuje se
primjenom LTA (P=0,0211).
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Slika 9. IzluCivanje IL-1pB iz THP-1 stanica pod utjecajem razli€itih koncentracija rhHsp70
(A) te 0,1 pyg/mL LPS-a i 1 yg/mL LTA (B). NT= netretirane (kontrolne) stanice. StatistiCki

znaCajnom razlikom u odnosu na netretirane stanice smatra se P<0,05 (*).
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Odredivanjem IL-8 uoCeno je da niske koncentracije rhHsp70 proteina ne dovode do
statistiCki znaCajnog izluCivanja ovog citokina: 0,1 pg/mL (P>0,9999), 0,3 pg/mL
(P=0,8903), 1 pg/mL (P=0,9999) i 3 pg/mL (P=0,0943). S druge strane, tretiranjem THP-1
stanica s viSim koncentracijama rhHsp70 proteina sintetizira se statistiCki znacajna koliCina
IL-8 u odnosu na netretirane THP-1 stanice: 10 i 30 pg/mL rhHsp70 (P<0,0001).

Statisticki znacCajne razlike uoCene su usporedbom koncentracije citokina IL-8 sintetiziranog

kod netretiranih THP-1 stanica i koncentracije IL-8 kod THP-1 stanica tretiranih s LPS-om
(P=0,0002) i LTA (P=0,0041).
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Slika 10. Izlucivanje IL-8 iz THP-1 stanica pod utjecajem razliCitih koncentracija rhHsp70
(A) te 0,1 pg/mL LPS-a i 1 yg/mL LTA (B). NT= netretirane (kontrolne) stanice. Statisticki

znaCajnom razlikom u odnosu na netretirane stanice smatra se P<0,05 (*).
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Koncentracija IL-1a izluCena iz THP-1 stanica tretiranih s rhHsp70 proteinom bila je ispod
donje granice detekcije primjenjene ELISA metode.

LPS je inducirao statisticki znaCajno izluCivanje IL-la u odnosu na netretirane stanice

(P=0,0196), dok ta razlika nije statistiCki znacajna kod THP-1 stanica tretiranih s 1 pg/mL
LTA (P=0,1042).
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Slika 11. I1zlu€ivanje IL-1a iz THP-1 stanica pod utjecajem 0,1 yg/mL LPS-ai 1 pg/mL LTA.
NT= netretirane (kontrolne) stanice. Statisticki znaCajnom razlikom u odnosu na netretirane

stanice smatra se P<0,05 (*).
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Koncentracija TNF-a u netretiranim THP-1 stanicama bila je ispod granice detekcije
primjenjene ELISA metode, stoga je kao vrijednost koncentracije citokina izlucenih iz njih

koriStena polovica vrijednosti najnizeg standarda: 3,91 pg/mL.

Koncentracija TNF-a izluCena iz THP-1 stanica tretiranih s rhHsp70 proteinom bila je ispod
donje detekcijske granice, a njegova koncentracija kod stanica tretiranin s LPS-om se
statistiCki znaCajno razlikuje u odnosu na koncentraciju TNF-a kod kontrolnih stanica
(P<0,0001). Manja, ali takoder statisticki znaCajna razlika, zamijecCena je i kod THP-1 stanica
tretiranih s LTA (P=0,0179).
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Slika 12. lIzluCivanje TNF-a iz THP-1 stanica pod utjecajem 0,1 pyg/mL LPS-a i 1 pyg/mL
LTA. NT= netretirane (kontrolne) stanice. Statisticki znaCajnom razlikom u odnosu na

netretirane stanice smatra se P<0,05 (*).
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Koncentracija IL-6 u netretiranim THP-1 stanicama bila je ispod granice detekcije
primjenjene ELISA metode, stoga je kao vrijednost koncentracije citokina izluCenih iz njih

koriStena polovica vrijednosti najniZeg standarda: 2,35 pg/mL.

Posto su vrijednosti IL-6 kod THP-1 stanica tretiranih s LTA i rhHsp70 proteinom, bile ispod
donje granice detekcije primjenjene metode, u statistickoj obradi rezultata THP-1 stanica
tretiranih s LPS-om koriSten je nespareni t-test umjesto ANOVA testa. Dobiveni rezultati
pokazuju kako postoji statistiCki znaCajna razlika izmedu koncentracije IL-6 odredene kod

THP-1 stanica tretiranih s LPS-om i netretiranih THP-1 stanica (P=0,0006).
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Slika 13. IzluCivanje IL-6 iz THP-1 stanica pod utjecajem 0,1 pg/mL LPS-a. NT= netretirane
(kontrolne) stanice. Statisticki znacajnom razlikom u odnosu na netretirane stanice smatra se

P<0,05 (*).
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4.2. Rasprava

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati ulogu izvanstanicnog rhHsp70 proteina te LPS-ai LTA u
imunosnom upalnom odgovoru kod NCI-H292 i THP-1 stani¢nih linija te pri kojim
koncentracijama rhHsp70 protein, LPS i LTA uzrokuju statisticki znaCajno povecano
izluCivanje pojedinih upalnih citokina. Kao pluéni model KOPB-a koristena je stani¢na linija
humanih bronhijalnih epitelnih stanica NCI-H292, a kao sistemski model KOPB-a stanicna

linija humanih monocitnih stanica THP-1.

PoviSene koncentracije I1L-13 IL-6, IL-8 i TNF-a pronadene su u sputumu bolesnika sa
stabilnim oblikom KOPB-a (Keatings i sur., 1996.). Uz to, zapaZeno je povecano otpustanje
upalnih citokina IL-8, IL-1 i TNF-0, kao i protu-upalnog citokina IL-10, iz alveolarnih
makrofaga puSaCa i bolesnika s KOPB-om (Lim i sur., 2000.). Upravo stoga je u ovom
isptrazivanju odredivana koncentracija citokina za koje se smatra da imaju naznacajniju ulogu
u upalnom procesu KOPB-a: IL-1a, IL-10, IL-6, IL-8 i TNF-a.

Izvanstani¢ni Hsp70 je DAMP molekula koja aktivira monocite i makrofage na nacin da se
veZe na TLR2 i TLR4 receptore te uzrokuje sintezu upalnih citokina (Thériault i sur., 2005.;
Ferat-Osorio i sur., 2014.). NaSe istrazivanje je pokazalo da rhHsp70 kod NCI-H292 stanica
potiCe izluCivanje IL-1a, IL-6 i IL-8. S druge strane, kod THP-1 stanica potice izluCivanje IL-
1B i IL-8, ali ne i IL-1qa, IL-6 niti TNF-a. Ovi rezultati se slaZu s istrazivanjem Ferat-Osorio i
suradnika koji su dokazali Cak snizenu ekspresiju gena za TNF-a nakon tretmana s Hsp70
proteinom, iako pri tom nisu koristili THP-1 stani¢nu liniju, ve¢ primarne monocite (Ferat-
Osorio i sur., 2014.).

Osim Hsp70 proteina, TLR2 i TLRA4 receptori se mogu aktivirati bakterijskim komponentama
LPS-om (veze se na TLR4) i LTA (veze se na TLR2). Nakon prepoznavanja LPS-a, TLR4 se
oligomeriza i potie se signalna kaskada koja obuhvaca signalni put ovisan ili neovisan o
MyD88 adaptacijskom proteinu te kao posljedica toga dolazi do sinteze upalnih citokina i
interferona (Yong-Chen i sur., 2008.). Aktivacija TLR2 i TLR4 receptora pokreCe NF-kB i
MAPK signalne putove te rezultira stvaranjem TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 i IL-10 (Hutchison i
sur., 2000.; Dokladny i sur., 2010.; Vinokurov i sur., 2012.). Istrazivanje provedeno u ovom
diplomskom radu potvrduje navedena opaZanja, jer dobiveni rezultati pokazuju da THP-1

stanice tretirane s LPS-om ili LTA izluCuju povecanu koli€inu svih ispitivanih citokina (IL-
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1a, IL-1B, IL-6, IL-8 i TNF-a). Pri tome je uoCeno kako LPS ima izrazeniji uCinak na THP-1
stanice od LTA.

NaSe istraZzivanje je takoder pokazalo da tretiranje NCI-H292 stanica s LPS-om uzrokuje
povecano izluCivanje IL-6 i IL-8, te da LPS uzrokuje snaznije izluCivanje IL-6 i IL-8 od LTA.
Ovi rezultati se slazu s nekoliko objavljenih znanstvenih ¢lanaka. Primjerice, Hutchison i sur.
su dokazali da LPS koji potjecCe iz razliCitih Gram — negativnih bakterija uzrokuje povecano
izluCivanje upalnih citokina (Hutchison i sur., 2000.). Uz to su i neki drugi autori zamijetili da
LPS uzrokuje povecano izlu€ivanje citokina IL-6 i 1L-8 iz NCI-H292 stanica tretiranih s LPS-
om (Fanisur., 2016.).
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5. ZAKLJUCCI

NCI-H292 stanice izluCuju povecane koncentracije IL-1a i IL-8 nakon tretiranja s 0,3,
11 3 pg/mL rhHsp70. Povecanje koncentracije IL-1a nije uoCeno tretiranjem stanica s
0,1 pg/mL LPS-ai 1 pg/mL LTA, dok je koncentracija IL-8 povecana nakon tretiranja
s 0,1 pg/mL LPS-a, ali ne i nakon primjene 1 pg/mL LTA.

NCI-H292 stanice izluCuju povecanu koncentraciju IL-6 nakon tretiranja s 0,1, 0,3, 1,
3 1 30 pg/mL rhHsp70. 1 pg/mL LTA ne uzrokuje povecano izlucivanje IL-6, za
razliku od 0,1 pg/mL LPS-a.

Koncentracija IL-13 i TNF-a izluCena iz NCI-H292 stanica tretiranih s razliCitim
koncentracijama rhHsp70 te 0,1 pg/mL LPS-a i 1 pg/mL LTA je ispod donje granice
detekcije primjenje ELISA metode.

Povecano je izluCivanje IL-1B i IL-8 iz THP-1 stanica tretiranih s 10 i 30 pg/mL
rhHsp70, kao | THP-1 stanica tretiranih s 0,1 pg/mL LPS-a i 1 pg/mL LTA.

Koncentracija IL-1a izluCena iz THP-1 stanica tretiranih s razli¢itim koncentracijama
rhHsp70 je ispod donje granice detekcije primjenje ELISA metode. THP-1 stanice
tretirane s 0,1 pg/mL LPS-a izluCuju povecanu koncentraciju IL-1a, ali 1 pg/mL LTA

ne uzrokuje povecanje koncentracije IL-1a.
0,1 pg/mL LPS-a i 1 pg/mL LTA uzrokuju povecano izlu€ivanje TNF-a iz tretiranih
THP-1 stanica, dok je koncentracija TNF-a kod THP-1 stanica tretiranih s rhHsp70

ispod donje granice detekcije primjenjene ELISA-e.

rhHsp70 i LTA ne uzrokuju poveéano izlu€ivanje IL-6 iz THP-1 stanica, a 0,1 pg/mL
LPS-a dovodi do povecanja koncentracije 1L-6 kod tretiranih THP-1 stanica.
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7. SAZETAK / SUMMARY

Kroni¢na opstrukcijska plucna bolest (KOPB) je bolest karakterizirana nedostatnim protokom
zraka kroz pluéa pri ¢emu je viSe otezan izdisaj nego udisaj te je produljena ekspiracijska faza
respiracije. U patogenezi KOPB-a bitnu ulogu imaju oksidacijski stres i upalni procesi, jer do
opstrukcije disnih putova dolazi zbog kroni¢ne upale diSnih putova i razaranja parenhima
Cime se gubi alveolarna povezanost i elasticnost pluca. Glavni simptomi koji ukazuju da
bolesnik boluje od KOPB-a su: dispneja, kroni¢ni kaSalj i kroni¢no stvaranje sputuma,
prisutnost KOPB-a kod drugih Clanova obitelji te izlaganje rizicnim Cimbenicima, odnosno

Stetnim Cesticama medu kojima se smatra da cigaretni dim ima najvecu ulogu.

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati ulogu izvanstani¢nog rhHsp70 proteina te LPS-a i LTA u
imunosnom i upalnom odgovoru kod NCI-H292 i THP-1 staniCnih linija te pri kojim
koncentracijama rhHsp70 protein uzrokuje statisticki znacajno povecano izlucivanje upalnih
citokina IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8 i TNF-a. IstraZivanje je pokazalo da kod NCI-H292 stanica
0,3, 1 i 3 pg/mL rhHsp70 stimulira izluCivanje IL-1a i IL-8, dok 0,1, 0,3, 1, 3 i 30 pg/mL
rhHsp70 potiCe otpustanje IL-6. Osim toga, dokazano je kako tretiranje NCI-H292 stanica s
LPS-om uzrokuje povecano izluCivanje IL-6 i IL-8, te da LPS uzrokuje snaznije izluCivanje
IL-6 i IL-8 nego LTA. S druge strane, kod THP-1 stanica 10 i 30 pg/mL rhHsp70 uzrokuje
povecanu koncentraciju IL-1p i IL-8, ali ne i IL-1a, IL-6 niti TNF-0. Takoder, dobiveni
rezultati pokazuju da THP-1 stanice tretirane s LPS-om ili LTA izluCuju povecanu koliCinu
svih ispitivanih citokina. Pri tome je uoCeno kako LPS ima izrazeniji ucinak od LTA i na
THP-1 stanice.
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Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a disease characterized by insufficient flow
of air through the lungs wherein the exhalation is more difficult than the inhalation, and the
expiratory phase of respiration is prolonged. In the pathogenesis of COPD, oxidative stress
and inflammatory processes have an essential role due to chronic inflammation of the airways
and destruction of parenchyma which leads to lost of alveolar connectivity and lung elasticity.
The main symptoms of the patients suffering from COPD are dyspnea, chronic cough and
chronic sputum production, the presence of COPD at the other family members and exposure

to risk factors or harmful particles among which cigarette smoke plays a major role.

The aim of this study was to investigate the role of extracellular rhHsp70 protein, LPS and
LTA in the immune and inflammatory responses of NCI-H292 and THP-1 cell lines, and to
find out which concentrations of rhHsp70 protein cause statistically significant increased
secretion of pro-inflammatory cytokines IL-1a, IL-103, IL-6, IL-8 and TNF-a. Research
showed that in NCI1-H292 cells 0.3, 1 and 3 pg/mL rhHsp70 stimulates the secretion of IL-1a
and IL-8, while 0.1, 0.3, 1, 3 and 30 pg/mL rhHsp70 provokes release of IL-6. Besides, our
results have demonstrated increased release of IL-6 and IL-8 from NCI-H292 cells treated
with LPS, and this secretion was stronger if compared with LTA treatment. On the other
hand, in THP-1 cell line 10 and 30 pg/mL rhHsp70 caused increased concentrations of IL-1f3
and IL-8 in cell supernatants, but not of IL-1a, IL-6 or TNF-a. Also, the results showed that
THP-1 cells treated with LPS or LTA release increased levels of all measured cytokines.

Once again, LPS was stronger inducer of cytokines secretion than LTA.

46



8. PRILOZI

8.1. Kratice
AATD
ANOVA
BSA

CLR

CRP

DAMP

DCs
ELISA
ERK1/2

GOLD

H20;
H,SO,
HRP
Hsp
IFN
IKK

IL-1R1
IRAK
IRF3
JNK

KCI
KH,PO4
KOPB
LBP
LPS
LRR

deficijencija alfa-1 antitripsina (engl. alpha-1 antitrypsin deficiency)

test jednosmjerne analize varijanci (engl. One Way Analysis of Variance)
govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin)

lektinski receptor tipa C (engl. C-type lectin receptor)

C-reaktivni protein (engl. C-reactive protein)

molekulska struktura nastala oSte¢enjem (engl. damage-associated molecular
pattern)

dendritiCne stanice (engl. dendritic cells)

enzimimunokemijska metoda (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)
kinaza regulirana izvanstanicnim signalima 1/2 (engl. extracellular signal-
regulated kinase 1/2)

Svjetska inicijativa za kroni¢nu opstrukcijsku plu¢nu bolest (engl. Global
Initiative for Chronic Obstructive Lung Diseases)

vodikov peroksid

sulfatna kiselina

peroksidaza iz hrena (engl. horseradish peroxidase)

protein toplinskog Soka (engl. heat shock protein)

interferon (engl. interferon)

inhibitor NF-kB kinaze (engl. inhibitor of NF-kB kinase)

interleukin

receptor 1 za IL-1 (engl. IL-1 receptor 1)

kinaza povezana s receptorom za IL-1 (engl. IL-1R associated kinase)
cimbenik 3 regulacije interferona (engl. interferon regulatory factor 3)

kinaza koja fosforilira N-kraj transkripcijskog ¢imbenika c-Jun (engl. c-Jun N-
terminal kinase)

kalijev klorid

kalijev hidrogen fosfat

kroni¢na opstrukcijska plucna bolest

protein koji veze LPS (engl. LPS binding protein)

lipopolisaharid (engl. lipopolysaccharide)

ponavljajudi slijed bogat leucinom (engl. leucine-rich repeat)
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LTA
MAPK

MAPKKK
MMP
MyD88
Na,HPO4
NaCl
NF-kB
NLR
PAMP
PBS
PMA
PRR
RAGE
RIG-1R

RIP-1

TAB
TAK1

TANK

TBK1
TIR

TLR
TMB

lipoteikoicCna kiselina (engl. lipoteichoic acid)

protein-kinaza aktivirana mitogenom (engl. mitogen-activated protein

kinase)

kinaza koja aktivira kinazu protein-kinaze aktivirane mitogenom (engl.
mitogen-activated protein kinase kinase kinase)

metaloproteinaza matriksa (engl. matrix metalloproteinase)

¢imbenik mijeloidne diferencijacije 88 (engl. myeloid differentiation factor 88)
natrijev hidrogen fosfat

natrijev klorid

jezgrin Cimbenik kappa B (engl. nuclear factor kB)

receptor slican oligomerizacijskoj domeni koja veZe nukleotide (engl.
nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptor)

molekulska struktura razliCitih mikroorganizama (engl. pathogen-associated
molecular pattern)

fosfatni pufer s dodatkom soli (engl. phosphate-buffered saline)

forbol 12-miristat-13-acetat

receptor koji prepoznaje molekulske strukture (engl. pattern recognition
receptor)

receptor krajnjih produkata uznapredovale glikacije (engl. receptor for
advanced glycation end-products)

receptor sliCan genu 1 kojeg inducira retinoicna kiselina (engl. retinoic acid-
inducible gene 1 (RIG-I)-like receptor)

kinaza 1 koja je u interakciji s receptorom (engl. receptor-interacting protein
kinase 1)

protein koji veze TAK1 (engl. TAK1-binding protein)

kinaza 1 koju aktivira transformirajuéi ¢imbenik rasta B (engl. transforming
growth factor (TGF)-B-activated kinase 1)

aktivator NF-kB-a povezan s TRAF-om (engl. TRAF-associated NF-kB
activator)

kinaza 1 vezana na TANK (engl. TANK binding kinase 1)

domena homologna kod Toll i IL-1 receptora (engl. Toll/interleukin-1 receptor
homology domain)

receptor slican Toll receptoru Drosophila vrste (engl. Toll-like receptor)

tetrametilbenzidin (engl. tetramethylbenzidine)
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TNF-a
TRAF
TRIF

TSLP

Cimbenik tumorske nekroze a (engl. tumor necrosis factor)

cimbenik povezan s receptorom za TNF (engl. TNF receptor-associated factor)
adaptacijski protein s TIR domenom koji inducira interferon  (engl. TIR
domain-containing adaptor-inducing interferon-3)

timusni stromalni limfopoetin (engl. thymic stromal lymphopoietin)
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ODREDIVANJE UPALNIH CITOKINA IZLUCEl\llH IZ THP-1 1 NCI-H292 STANICA
NAKON TRETIRANJA IZVANSTANICNIM Hsp70 PROTEINOM

Ana Dojder
SAZETAK

Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest (KOPB) je bolest karakterizirana nedostatnim protokom
zraka kroz pluca pri ¢emu je viSe oteZan izdisaj nego udisaj te je produljena ekspiracijska faza
respiracije. U patogenezi KOPB-a bitnu ulogu imaju oksidacijski stres i upalni procesi, jer do
opstrukcije diSnih putova dolazi zbog kronicne upale diSnih putova i razaranja parenhima ¢ime se
gubi alveolarna povezanost i elasticnost pluca. Glavni simptomi koji ukazuju da bolesnik boluje od
KOPB-a su: dispneja, kronicni kasalj i kroniCno stvaranje sputuma, prisutnost KOPB-a kod drugih
Clanova obitelji te izlaganje rizicnim Cimbenicima, odnosno Stetnim Cesticama medu kojima se
smatra da cigaretni dim ima najvecu ulogu.

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati ulogu izvanstanicnog rhHsp70 proteina te LPS-a i LTA u
imunosnom i upalnom odgovoru kod NCI-H292 i THP-1 staniCnih linija te pri kojim
koncentracijama rhHsp70 protein uzrokuje statisticki znacajno povecano izluCivanje upalnih
citokina IL-1q, IL-1B, IL-6, IL-8 i TNF-a. Istrazivanje je pokazalo da kod NCI-H292 stanica 0,3, 1
i 3 pg/mL rhHsp70 stimulira izluCivanje IL-1ai IL-8, dok 0,1, 0,3, 1, 3 i 30 pg/mL rhHsp70 potice
otpustanje IL-6. Osim toga, dokazano je kako tretiranje NCI-H292 stanica s LPS-om uzrokuje
povecano izluCivanje IL-6 i IL-8, te da LPS uzrokuje snaznije izluCivanje IL-6 i IL-8 nego LTA. S
druge strane, kod THP-1 stanica 10 i 30 pg/mL rhHsp70 uzrokuje povec¢anu koncentraciju IL-1f i
IL-8, ali ne i IL-1a, IL-6 niti TNF-a. Takoder, dobiveni rezultati pokazuju da THP-1 stanice
tretirane s LPS-om ili LTA izluCuju povecanu koli¢inu svih ispitivanih citokina. Pri tome je
uoceno kako LPS ima izrazeniji ucinak od LTA i na THP-1 stanice.
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SUMMARY

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a disease characterized by insufficient flow of
air through the lungs wherein the exhalation is more difficult than the inhalation, and the expiratory
phase of respiration is prolonged. In the pathogenesis of COPD, oxidative stress and inflammatory
processes have an essential role due to chronic inflammation of the airways and destruction of
parenchyma which leads to lost of alveolar connectivity and lung elasticity. The main symptoms of
the patients suffering from COPD are dyspnea, chronic cough and chronic sputum production, the
presence of COPD at the other family members and exposure to risk factors or harmful particles
among which cigarette smoke plays a major role.

The aim of this study was to investigate the role of extracellular rhHsp70 protein, LPS and LTA in
the immune and inflammatory responses of NCI-H292 and THP-1 cell lines, and to find out which
concentrations of rhHsp70 protein cause statistically significant increased secretion of pro-
inflammatory cytokines IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8 and TNF-a. Research showed that in NCI-H292
cells 0.3, 1 and 3 pg/mL rhHsp70 stimulates the secretion of IL-1a and IL-8, while 0.1, 0.3, 1, 3
and 30 pg/mL rhHsp70 provokes release of IL-6. Besides, our results have demonstrated increased
release of IL-6 and IL-8 from NCI-H292 cells treated with LPS, and this secretion was stronger if
compared with LTA treatment. On the other hand, in THP-1 cell line 10 and 30 pg/mL rhHsp70
caused increased concentrations of IL-1 and IL-8 in cell supernatants, but not of IL-1a, IL-6 or
TNF-a. Also, the results showed that THP-1 cells treated with LPS or LTA release increased levels
of all measured cytokines. Once again, LPS was stronger inducer of cytokines secretion than LTA.
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