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SAZETAK

Izvanstani¢ni Hsp70 (eHsp70) pripada skupini molekularnih obrazaca oste¢enja (DAMP), a
moze aktivirati stanice imunosnog sustava vezujuci se za receptore slicne Tollu (TLR) 21 4 te
tako poticati sintezu upalnih citokina. U bolesnika s kronicnom opstrukcijskom pluénom
boles¢u (KOPB), jednim od vode¢ih uzroka morbiditeta i mortaliteta u svijetu, koja je
karakterizirana kroni¢nom upalom diSnih putova, izmjerene su povisene koncentracije
eHsp70 u krvi. Cilj ispitivanja bio je utvrditi uzrokuje li sam izvanstani¢ni Hsp70 aktivaciju
imunosnog i upalnog odgovora te moze li modulirati upalni odgovor izazvan patogenim
bakterijama ili dimom cigareta u stanicnim modelima KOPB-a. Posebno su ispitivane
promjene na stanicama pluénog epitela i stanicama sistemske cirkulacije. Za ispitivanje
pluéne komponente KOPB-a koristene su NCI-H292 stani¢na linija i primarne NHBE i PBEC
stanice (izolirane od zdravih ispitanika i bolesnika s KOPB-om), a za ispitivanje sistemske
komponente KOPB-a koriStene su THP-1 stani¢na linija i monociti iz periferne krvi zdravih

ispitanika.

Za oponasanje djelovanja eHsp70 koriSten je rekombinantni humani Hsp70 (rhHsp70).
Istrazen je utjecaj rhHsp70 kada je prisutan sam ili zajedno s bakterijskim komponentama
LPS-om i LTA te ekstraktom dima cigareta (CSE) na upalni odgovor odredivanjem
koncentracije upalnih citokina IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8 i TNF-a. Vijabilnost stanica ispitana
je MTS testom i odredivanjem aktivnosti LDH izlucene u medij iznad stanica, a njihov nac¢in
umiranja mjerenjem aktivnosti kaspaza-3/7, -8 i -9 u stanicama. Mehanizmi upalnog
djelovanja ovih molekula ispitani su odredivanjem aktivacije TLR2 i TLR4 receptora, MAPK
i NF-«xB signalnih putova te koriStenjem specificnih inhibitora MAPK, NF-xB, Hsp70,
transkripcije i1 translacije da bi se razjasnilo funkcionalno znacenje aktivacije navedenih

molekula.

Utvrdeno je da rhHsp70 znacajno poti¢e upalni odgovor u NCI-H292 (IL-1a, IL-6 i IL-8),
PBEC (IL-6 i IL-8) i THP-1 stanicama (IL-1a, IL-1p i IL-8) te monocitima (IL-6, IL-8 i TNF-
o). thHsp70 modulira upalni odgovor na LPS, LTA i CSE tako da s LPS-om uglavnom
pokazuje sinergisticki tip interakcija, dok je s LTA i CSE-om tip interakcija uglavnom
antagonisticki, ali on ovisi o koncentraciji agensa kojim tretiramo stanice i o vrsti stanica.

Utjecaj samog rthHsp70 i njegove interakcije s CSE-om jace su izraZzene na stanicama pluénog



epitela, dok su interakcije s LPS-om i LTA viSe izrazene na stanicama monocitno-
makrofagnog sustava. Sam rhHsp70 nema znacajno citotoksi¢no djelovanje, a uglavnom
djeluje zastitno naspram citotoksi¢nosti LPS-a i CSE-a. Ovisno o vrsti stanica rhHsp70 moze
potisnuti aktivnost izvr$nih kaspaza-3/7. rhHsp70 modulira ekspresiju TLR2, TLR4 i
unutarstani¢nog Hsp70. Svoja djelovanja rhHsp70 vrsi preko MAPK i NF-kB signalnih

putova, koje aktivira ovisno o vrsti stanica, koncentraciji i vremenu tretiranja.

Rezultati ovog istrazivanja potvrdili su upalno djelovanje rhHsp70 te pokazali da on modulira
upalni odgovor na bakterijske komponente i na CSE. Istovremena prisutnost eHsp70, LPS-a,
LTA i/ili CSE-a dovodi do smanjenog djelovanja ili do pojacane aktivacije TLR2 i TLR4

receptora, §to vodi pogorSanju upale i nepovoljnim posljedicama za bolesnike s KOPB-om.

Kljucne rije¢i: KOPB, izvanstani¢ni Hsp70, upala, LPS, LTA, CSE



SUMMARY

Extracellular Hsp70 (eHsp70) can act as damage-associated molecular pattern (DAMP),
activate immune cells via Toll-like receptors (TLR) 2 and 4, and induce cytokine synthesis.
Elevated levels of eHsp70 have been measured in blood of patients with chronic obstructive
pulmonary disease (COPD), one of the world’s leading causes of morbidity and mortality
characterised by chronic airway inflammation. The aim of this study was to determine
whether eHsp70 induces immune and inflammatory responses, and if it modulates
inflammatory response caused by pathogens or cigarette smoke in cellular models of COPD.
Its influence was assessed on pulmonary epithelial and systemic circulation cells. NCI-H292
cell line and primary NHBE and PBEC cells (isolated from healthy subjects and COPD
patients) were used to assess pulmonary compartment of COPD, and THP-1 cell line and
peripheral blood monocytes isolated from healthy subjects, to assess systemic compartment of

COPD.

Recombinant human Hsp70 (rhHsp70) was used to mimic the effects of eHsp70. We explored
the effects of thHsp70 when present alone or together with bacterial components LPS and
LTA as well as cigarette smoke extract (CSE) on inflammatory response determined by the
levels of secreted pro-inflammatory cytokines (IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8 and TNF-a). We also
assessed cell viability by MTS assay, and by measurements of LDH activity secreted in cell
supernatants. Mode of cell death was assessed by measuring cellular activities of caspases-
3/7, -8 and -9. Mechanisms of action of aforementioned molecules were explored by assessing
TLR2, TLR4, MAPK and NF-«kB signalling pathways activation, and by using specific
inhibitors of MAPK, NF-xB, Hsp70, transcription and translation to elucidate functional

meaning of their activation.

rhHsp70 significantly induced inflammatory responses in NCI-H292 (IL-1a, IL-6 and IL-8),
PBEC (IL-6 and IL-8) and THP-1 cells (IL-1a, IL-1p and IL-8) as well as in monocytes (IL-6,
IL-8 and TNF-a). It can modulate inflammatory response to LPS, LTA and CSE, and has
shown mainly synergistic type of interaction with LPS, and mainly antagonistic type of
interaction with LTA and CSE, although it is cell and concentration dependent. Effects
rhHsp70 alone as well as its interactions with CSE are more strongly pronounced in

pulmonary epithelial cells, but interactions with LPS and LTA are more pronounced in



monocyte-macrophage cells. thHsp70 alone is not cytotoxic and mainly has protective effects
against LPS and CSE induced cytotoxicity. Depending on the cell type it can also reduce
caspase-3/7 activities. thHsp70 modulates the expression of TLR2, TLR4 and intracellular
Hsp70. thHsp70 exhibits its effects via MAPK and NF-kB signalling pathways, but their

activation is dependent on the type of cells, concentration and time.

Our results confirmed pro-inflammatory function of eHsp70 and showed that it modulates
inflammatory response to bacterial components and CSE. Combined presence of eHsp70,
LPS, LTA and/or CSE leads to desensitization or inappropriate activation of TLR2 and TLR4
receptors, which might contribute to the aggravation of chronic inflammation and lead to

worsening of COPD patients’ condition.

Keywords: COPD, extracellular Hsp70, inflammation, LPS, LTA, CSE
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1. UVOD



1.1. PROTEINI TOPLINSKOG SOKA

Proteini toplinskog Soka (Hsp, engl. heat shock protein) skupina su stresnih proteina koji su
eksprimirani u stanicama svih organizama (bakterije, kvasci, biljke, Zivotinje) (Borges i sur.,
2012), a otkriveni su 1974. godine u vinskoj musSici (Drosophila melanogaster) (Tissiéres i
sur., 1974). Imaju ulogu molekulskih Saperona kako bi se odrzala homeostaza stanica i tkiva,
a ¢ine oko 5-10 % ukupnih stani¢nih proteina, dok u stresnim uvjetima njihov udio moze biti i
do 15 % (Rensing i Maier, 1994). Osim poviSenom temperaturom, po ¢emu su i dobili naziv,
induciraju se razli¢itim oblicima stani¢nog stresa kao Sto su okoli$ni ¢imbenici (teSki metali,
reaktivni kisikovi spojevi, ultraljubicasto i radioaktivno zracenje, citostatici i drugi lijekovi,
kemikalije), patofizioloska stanja (upala, ishemija, hipoksija, virusne i bakterijske infekcije,
maligne transformacije) i fizioloski ¢imbenici (rast i diferencijacija stanica) (Srivastava, 2008;
Barisi¢ i sur., 2003). Hsp superporodica podijeljena je u nekoliko porodica koje su dobile ime
prema pribliznim molekulskim masama: mali Hsp proteini, Hsp60, Hsp70, Hsp90 i Hsp110.
Mali Hsp ne ovise o adenozin-trifosfatu (ATP), dok svi ostali Hsp ovise o ovoj molekuli. Oni
u svojoj strukturi imaju dvije funkcionalno znacajne domene: domenu koja veze ATP i
domenu koja veze supstrat (Pockley, 2003). Hsp djeluju kao Saperoni te Stite stanicu od krivo
smotanih i agregiranih proteina, pomazu novosintetiziranim polipeptidnim lancima da se
smotaju u odgovarajuci oblik proteina, razmataju oStecene proteine i pomazu im da povrate
svoju strukturu i funkciju, usmjeravaju stanicne proteine do kona¢nog odredista i Cuvaju ih od
denaturacije uzrokovane razli¢itim stresnim podrazajima (McConnell i McAlpine, 2013;

Barisi¢, 2008; Srivastava, 2008).

1.1.2. Protein toplinskog Soka 70 (Hsp70)

Hsp70 skupina je proteina koja ima glavnu Saperonsku ulogu u citoplazmi stanice, a sastoji se
od nekoliko ¢lanova. To su Hsc70 (Hsc73) koji je konstitutivni oblik Hsp70 i1 eksprimiran je u
normalnim stani¢nim uvjetima, inducibilni Hsp70 (Hsp72), cija je aktivacija i sinteza
regulirana na transkripcijskoj razini te je potaknuta stresom, zatim GRP78 ili BiP, lokaliziran
unutar lumena endoplazmatskog retikuluma gdje sluzi kao Saperon te mitohondrijski Hsp70
(GRP75 ili mito-BiP).

Najvise izucen ¢lan Hsp70 porodice upravo je inducibilni Hsp70 molekulske mase 72 kDa

¢ija se sinteza potiCe u stanjima stresa, a ¢ija stani¢na djelovanja ukljucuju sprjecavanje
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agregacije proteina, potpomaganje pravilnog smatanja novosintetiziranih polipeptidnih lanaca
kao 1 ponovnog smatanja oSte¢enih proteina, ¢ime se potie prezivljavanje stanice usprkos
stresnim uvjetima (slika 1.1.). Strukturno Hsp70 ukljucuje dvije funkcionalne domene:
regulacijsku ATP-aznu amino-terminalnu domenu bitnu za vezanje i otpuStanje drugih
proteina i C-terminalnu domenu za vezanje supstrata koja veze hidrofobne regije polipeptida
koji nisu smotani. U stresnim uvjetima, da bi se potaknula sinteza Hsp70, dolazi do vezanja
denaturiranih proteina na Hsp te se on odvaja od transkripcijskih faktora toplinskog Soka
(HSF, engl. heat shock trancription factor) Sto dovodi do fosforilacije HSF-a i stvaranja
trimera koji se premjestaju u jezgru, vezu na elemente toplinskog Soka (HSE, engl. heat shock
element) u promotorskoj regiji Asp gena te tako poticu transkripciju Hsp. Hsp70 tada moze
sluziti kao Saperon u procesu ovisnom o ATP-u, a ukoliko su proteini previse oSteceni i ne
mogu se viSe popraviti Hsp70 ih usmjerava na razgradnju ubikvitin-proteosomalnim sustavom

(Kim i Yenari, 2013; Pockley i sur., 2008; Pockley, 2003; Sherman i Goldberg, 2001).

Ty
ponovne sniotani [.:".f-ﬁ-ﬁ% osteceni

S proteini oL ﬁg proteini
. '
. gt

Slika 1.1. Povecana ekspresija Hsp70 u stanjima stresa.

Preuzeto iz: Wu i sur., 2013.



1.1.3. Izvanstani¢ni Hsp70 (eHsp70)

Osim svoje uobicajene lokalizacije u stanici, Hsp70 mozZe se osloboditi iz stanice pasivnim ili
aktivnim putom te se stoga moze detektirati i u izvanstani¢cnom okoliSu (eHsp70, engl.
extracellular Hsp70). Pasivni put oslobadanja nastaje uslijed oStecenja staniéne membrane i/ili
nekroze stanica te se tada moze osloboditi ukupan Hsp70 prisutan u citosolu, dok se aktivnim
putom, kada nije prisutno stani¢no oStec¢enje ili umiranje, Hsp70 oslobada egzocitozom.
Smatra se da ovo otpuStanje moze nastati i kao odgovor na stres ili upalu (Asea i sur., 2002;
A. Asea i sur., 2000). Otpustanjem eHsp70 iz stanice povecava se njegova koncentracija u
izvanstanicnom prostoru $to sluzi kao ,,signal za opasnosti“. Naime, eHsp70 se veZe na
razliite membranske receptore prisutne na specificnim imunosnim stanicama te tako
modulira imunosne odgovore (Johnson i Fleshner, 2006; A. Asea i sur., 2000; a Asea i sur.,
2000). eHsp70 opazen je prvi put u krvi ljudi prije dvadesetak godina te se od tada istrazuje
njegova uloga u patogenezi razlicitih bolesti. Osobe s upalnim i infektivnim bolestima imale
su kroni¢no povisene koncentracije eHsp70 u odnosu na zdrave osobe sli¢ne zivotne dobi.
Osim toga, pokazalo se da u zdravih osoba koje su izlozene akutnom stresu takoder dolazi do
povecanja razine eHsp70. Otpustanje Hsp70 moze pogorsati ve¢ aktivan imunosni odgovor,
§to moze dovesti do nepovoljnih ishoda. Moguce je i da eHsp70 ima zastitno djelovanje kad
je prisutan u nizim koncentracijama i da tada predstavlja normalan odgovor na infekciju ili
stres. Ukoliko eHsp70 dostigne odredeni kriticni koncentracijski prag tada moze potaknuti
patoloski upalni odgovor. Cini se da je in vivo djelovanje eHsp70 ovisno o kontekstu, tj. da u
normalnim fizioloskim stanjima eHsp70 olakSava imunost, dok u patofizioloskim stanjima
eHsp70 pogorsava upalne bolesti (Jr i sur., 2011; Pockley i sur., 2008; Johnson i Fleshner,
2006; Pockley, 2003; Wright i sur., 2000). Zbog svojeg imunomodulacijskog djelovanja
smatra se da Hsp70 pripada skupini molekula koje se nazivaju molekularni obrasci oStecenja

(DAMP, engl. damage associated molecular pattern).

1.2. MOLEKULARNI OBRASCI OSTECENJA (DAMP)

Molekularni obrasci oStecenja, poznati i kao alarmini, prvenstveno su endogene molekule
koje se pri normalnim fizioloskim uvjetima nalaze unutar stanice, ali se u uvjetima stani¢nog
stresa ili oSte¢enja stanica otpuStaju u izvanstani¢ni prostor te tamo predstavljaju ,,signal za

opasnost“ 1 mogu potaknuti proces sterilne upale (bez prisutnosti patogena). Niske
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koncentracije DAMP molekula mogu povoljno djelovati na tkivni popravak tako da poticu
fizioloSki upalni odgovor, dok su u kroni¢noj upali prisutne njihove visoke koncentracije.
Kritican koncentracijski prag DAMP molekula koji je potreban da se potakne razvoj bolesti
moze ovisiti o trajanju i stupnju oste¢enja. U DAMP molekule se naj¢esée ubrajaju protein
visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGBI, engl. high mobility group box 1 protein) i
proteini iz skupine S100 koji vezu kalcij (npr. SIO0AS, SI00A9 i S100A12, engl. calcium-
binding proteins). Vecina istrazivaca ubraja Hsp70 u DAMP molekule (Pouwels i sur., 2014;
Tang i sur., 2012; Jr i sur., 2011; Midwood i Piccinini, 2010; Bianchi, 2006), iako neki
ukazuju na moguéu prisutnost Hsp70 u stani¢noj membrani (Van Eden i sur., 2013). Osim
uobicajeno unutarstanicnih DAMP-ova, postoje i DAMP molekule u izvanstanicnom matriksu
koje se otpustaju pri razgradnji matriksa tijekom tkivne ozljede, npr. fibrili amiloida-f i
hijaluronski fragmenti. Osim toga, nekrozne stanice mogu otpustiti bioloski aktivne upalne
citokine i kemokine, poput interleukina 1o (IL-1a) i IL-33, koji se normalno nalaze i djeluju
u stanici. lako se sve navedene molekule ne smatraju tradicionalno DAMP molekulama, one
mogu potaknuti sterilne upalne odgovore (Chen i Nufiez, 2010). DAMP molekule dijele se u
pet klasa ovisno o tome kako i na koje receptore se vezu te se u njih ubrajaju tradicionalne
DAMP molekule kao i neke molekule koje se ne vezu izravno na stani¢ne receptore ili ih
prepoznaju IgM protutijela (Land, 2015a; Land, 2015b). DAMP molekule imaju ulogu u
patogenezi razliCitih bolesti kao S$to su kardiovaskularne bolesti, dijabetes melitus,
Alzheimerova bolest, razli¢iti tumori i kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest (KOPB) (Land,
2015a; Midwood i Piccinini, 2010). DAMP molekule veZzu se na receptore za obrasce (PRR,
engl. pattern recognition receptors) koji aktiviraju prirodeni imunosni odgovor (K. Chen i

sur., 2007; Y. Chen i sur., 2007).

1.3. RECEPTORI ZA OBRASCE (PRR)

Receptori za obrasce nalaze se na epitelnim i imunosnim stanicama te poti¢u upalni odgovor
nakon $to se na njih vezu molekularni obrasci povezani s patogenima (PAMP, engl. pathogen-
associated molecular pattern) i DAMP-ovi (Bezemer i sur., 2012). Aktivacija PRR-a potice
imunosne odgovore na infekciju i tkivnu ozljedu te otpustanje citokina i kemokina koji
privlace leukocite na mjesto upale i poticu sazrijevanje antigen-prezentiraju¢ih stanica koje
sudjeluju u aktivaciji steCenog imuniteta (Lafferty i sur., 2010). Nastali imunosni odgovor

moze biti koristan, ali i Stetan za domacina, ovisno o opsegu imunosnih reakcija, njihovu
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trajanju te sposobnosti eliminacije patogena, odnosno popravka ostecenog tkiva. Razliciti
PRR imaju veliku ulogu u regulaciji tkivne homeostaze, zastiti domacina te patologiji
infektivnih i neinfektivnih pluénih bolesti. PRR obuhvaéaju nekoliko skupina receptora:
receptore sliéne Tollu (TLR, engl. Toll-like receptor), lektinske receptore tipa C (CLR, engl.
C-type lectin receptor), receptore slicne oligomerizacijskoj domeni koja veze nukleotide
(NLR, engl. nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptor), receptore
krajnjih produkata uznapredovale glikacije (RAGE, engl. receptor for advanced glycation
end-products) i receptore slicne genu 1 kojeg inducira retinoicna kiselina (RIG-1R, engl.
retinoic acid-inducible gene 1 (RIG-I)-like receptor) (Pouwels i sur., 2014; Opitz i sur., 2010)
(slika 1.2.).

. DAMP
0"“‘1 Ll‘ b’qﬂm
/
RAGE (TR, £
5 = y TREM-1
| ﬁf@ T
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! {IRAKA)
T NFB
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Slika 1.2. DAMP molekule mogu se vezati za razliCite receptore za obrasce i potaknuti

sintezu upalnih citokina.

Preuzeto iz: www.invivogen.com/review-damage-associated-molecular-patterns, 2017.

1.3.1. Receptori sli¢ni Tollu (TLR)

TLR prepoznaju ,,signale za opasnost™ i predstavljaju klju¢nu molekulsku poveznicu izmedu
tkivne ozljede, infekcije i upale. Kod ljudi je dosad otkriveno 11 ¢lanova TLR porodice
receptora, a svi su transmembranski proteini. Mogu se nalaziti unutar stanica u
lizosomalnim/endosomalnim membranama (TLR3, TLR7, TLRS, TLRY, TLRI11) ili na
stani¢noj membrani (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS5, TLR6, TLR10) (Yarovinsky, 2014; Opitz i
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sur., 2010; Takeda, 2004). TLR koji su smjeSteni na stanicnoj membrani prepoznaju
uglavnom komponente mikrobnih stani¢nih stijenki i membrana, a TLR smjeSteni na
lizosomalnim i endosomalnim membranama prepoznaju nukleinske kiseline mikroba (Akira i
Takeda, 2004; Takeda i sur., 2003). TLR su receptori tipa 1 integralnih transmembranskih
glikoproteina. Svi TLR-ovi imaju konzerviranu receptorsku domenu homolognu Tollu i
receptoru za interleukin 1 (TIR, engl. Toll/interleukin-1 receptor homology domain), domenu
transmembranske uzvojnice i domenu koja sadrzi 16-28 podruc¢ja bogatih leucinom (LRR,
engl. leucine-rich repeat) oblika potkove. LRR domena je odgovorna za prepoznavanje
patogena (Oliveira-Nascimento i sur., 2012; Jin i Lee, 2008). TIR domena TLR-ova
neophodna je za signalizaciju i veze se za TIR domenu jedne od adaptacijskih molekula.
Vezanje liganda na TLR receptore inducira konformacijsku promjenu u TLR receptoru te
dolazi do homo- ili heterodimerizacije. Ve¢ina TLR receptora se homodimerizira, a TLR2
stvara heterodimere s TLR1 i TLR6 (Bezemer i sur., 2012; Opitz i sur., 2010; Sarir i sur.,
2008). Nastali kompleksi TIR-TIR domena aktiviraju signalna dogadanja te dolazi do
aktivacije razli¢itih transkripcijskih faktora ovisno o adaptacijskoj molekuli. Cetiri razliite
adaptacijske molekule mogu sudjelovati u signalizaciji koju poticu TLR receptori: ¢imbenik
88 mijeloidne diferencijacije (MyD88, engl. myeloid differentiation factor 88), koji takoder
posreduje i u signalizaciji receptora za IL-1 (IL-1R, engl. interleukin-1 receptor), adaptacijski
protein slican MyD88/adaptacijski protein s TIR domenom (Mal/TIRAP, engl. MyD88
adaptor-like/TIR adaptor protein), adaptacijski protein s TIR domenom koji inducira
interferon B (TRIF, engl. TIR domain-containing adaptor-inducing interferon-3) i adaptacijski
protein srodan TRIF-u (TRAM, engl. TRIF-related adaptor molecule). Peta adaptacijska
molekula je protein koji sadrzi sterilne alfa i Armadillo motive (SARM, engl. sterile-alpha
and Armadillo motif containing protein), a odgovoran je za negativnu regulaciju signalnog
puta ovisnog o TRIF-u. Put posredovan MyD88 zajednicki je svim TLR-ovima, osim TLR3, a
TLR3 i TLR4 mogu aktivirati i put posredovan adaptacijskim proteinom TRIF-om. Put
signalizacije posredovan MyD88 proteinom ukljucuje aktiviranje jezgrinog ¢imbenika kappa
B (NF-kB, engl. nuclear factor kappa B) u ranoj fazi pomocu kinaze vezane za IL-1R (IRAK,
engl. IL-1R associated kinase). U putu signalizacije posredovane TRIF proteinom,
adaptacijski protein Mal/TIRAP djeluje kao premosni protein izmedu MyD88 proteina i TIR
domene receptora, dok adaptacijski protein TRAM povezuje TRIF s unutarstanicnom
domenom TLR4 (Bezemer i sur., 2012; Lafferty i sur., 2010; Opitz i sur., 2010; Sarir i sur.,
2008; Kawai i Akira, 2006; Takeda, 2004; Yamamoto i sur., 2004).
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Slika 1.3. Prikaz strukturnih domena IL-1R i TLR.
Preuzeto iz: Akira i Takeda, 2004.

TLR mogu prepoznati razli¢ite PAMP i DAMP molekule. Postoje brojna istrazivanja,
uglavnom temeljena na ,knockout* misevima za TLR, koja su utvrdila postojanje velikog
broja razlicitih endogenih i egzogenih liganada za TLR (Takeuchi i Akira, 2010; Chaudhuri i
ur., 2005; Travassos i sur., 2004; Iwaki i sur.,, 2002). TLR2 i TLR4 su receptori za
komponente bakterijske stani¢ne stjenke i membrane, pri ¢emu TLR2 dominantno funkcionira
kao receptor za Gram-pozitivne, a TLR4 kao receptor za Gram-negativne bakterije (Takeda i
sur., 2003). TLR3, TLR7 i TLR8 vazni su u odgovoru na virusne infekcije. TLR3 reagira na
dvolancanu virusnu RNA (Alexopoulou i sur., 2001), a TLR7 i TLR8 na jednolancanu
virusnu RNA (Heil i sur., 2003). TLR9 prepoznaje citozinsko-gvaninske parove u bakterijskoj
DNA te ima vaznu ulogu u odgovoru na bolesti diSnih putova jer moze mijenjati Th1/Th2
odgovor na antigene (Hemmi i sur., 2000). TLR10 je posljednji otkriven i zasad nema
poznatog liganda, a TLR11 prepoznaje flagelin i profilin (Bezemer i sur., 2012). Izvanstanicni
Hsp70 djeluje na razlicite vrste stanica, ukljucujuci i stanice prirodenog imunosnog sustava u
pluénom tkivu i u krvi, tako da se veze na membranske TLR2 i TLR4 receptore (Bezemer i

sur., 2012; Sarir i sur., 2008).



1.3.1.1. TLR2 i TLR4 receptori

TLR2 i TLR4 su glavni receptori koji prepoznaju razli¢ite komponente bakterijske stani¢ne
stijenke 1 membrane. TLR2 receptori prepoznaju peptidoglikan, lipoproteine i lipoteikoi¢nu
kiselinu (LTA, engl. lipoteichoic acid) Gram-pozitivnih bakterija, npr. Streptococus
pneumoniae te mikobakterijski lipoarabinomanan. TLR2 receptori takoder mogu prepoznati
neke rijetke vrste lipopolisaharida (LPS), npr. od Porphyromonas gingivalis te lipoproteine
koji potje¢u od razli¢itih mikroorganizama ukljucujuéi gljivice (Borrelia burgdorferi,
Treponema pallidum, Aspergillus fumigatus 1 Mycoplasma fermentes) (Chaudhuri i sur.,
2007; Chaudhuri i sur., 2005). Heterodimerizacija TLR2 receptora omogucuje TLR1/2
heterodimeru da prepoznaje drugacije molekule od TLR2/6 hetoerodimera, ¢ime se proSiruje
spektar mogucéih liganada (Takeda i sur., 2003). Uz to, obzirom da TLR2 ima sposobnost
prepoznavanja i komponente koje potjecu od gljivica, moze se povezati i s razli¢itim tipovima
receptora kao §to je dektin-1 koji pripada lektinskoj porodici receptora na koju se veze B-
glukan, komponenta stani¢ne stjenke gljivica (Takeda i Akira, 2005; Akira i Takeda, 2004).
LTA, ligand TLR2 receptora ispitivan u ovom istrazivanju, glavna je strukturna komponenta
stani¢nog zida Gram-pozitivnih bakterija. Njegova struktura razlikuje se izmedu razlicitih
vrsta Gram-pozitivnih bakterija i moze sadrzavati lanac od ribitol-fosfata ili glicerol-fosfata.
LTA je pri¢vrSi¢en na stanicnu membranu bakterije preko diacilglicerola. Uloga LTA u
bakteriji je regulacija autolitickih enzima stanicnog zida bakterije (muramidaza). Ima
sposobnost stimulacije specificnog imunosnog odgovora preko heterodimera TLR2/TLR6 uz
pomo¢ molekula CD14 i CD36 koje pomazu u vezanju na receptor (Oliveira-Nascimento i
sur., 2012; Cardoso i sur., 2006). LTA aktivira samo put signalizacije posredovan MyD8§8
proteinom te inducira aktivaciju NF-xB (Ohnishi i sur., 2009; Mitchell i sur., 2007; Schroder i
sur., 2006).

TLR4 receptori prepoznaju Gram-negativne bakterije vezanjem LPS-a, S. pneumoniae
vezanjem pneumolizina te respiracijski sincicijski virus (RSV, engl. respiratory syncytial
virus) vezanjem fuzijskog proteina (K. Chen i sur., 2007). TLR4 receptori mogu aktivirati

signalizaciju i putem MyD88 i putem TRIF adaptacijskih proteina (Lu i sur., 2008).
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Slika 1.4. Vezanjem LPS-a na TLR4 receptor pokrece se signalna kaskada koja dovodi do
povecane sinteze upalnih citokina i interferona.

Preuzeto iz: Lu i sur., 2008.

Bakterijski endotoksin LPS komponenta je stanicne membrane Gram-negativnih bakterija, a
sastavni dijelovi su mu oligosaharidna jezgra i O-bocni lanac te lipid A koji je glavni PAMP
LPS-a. LPS stimulira stanice domac¢ina pomocu interakcija s proteinom koji veze LPS (LBP,
engl. LPS binding protein), CD14, molekulom 2 koja veze lipopolisaharid (MD-2, engl.
molecule that confers lipopolysaccharide) i TLR4 (Ruiz i sur., 2009; Miyake, 2003; Shimazu i
sur., 1999). MD-2, koreceptor TLR4 za LPS, povezan je s izvanstanicnom domenom TLR4 i
nuzan je za prepoznavanje LPS-a. MD-2 ima hidrofobnu Supljinu koja se izravno veze na
lipid A, aktivno srediSte LPS-a koji je odgovoran za imunostimuliraju¢e djelovanje (Ohto i
sur., 2012; Ohnishi i sur., 2009; Shimazu i sur., 1999). LPS moze aktivirati MyD88 ovisan i
MyD88 neovisan signalni put preko TRIF adaptacijske molekule, Sto oboje rezultira
transkripcijskom aktivacijom NF-kB (Mollen i sur., 2006).

TLR2 i TLR4 takoder prepoznaju DAMP molekule kao §to su Hsp60 i Hsp70, oslobodene iz
stanica pasivnim (nekroza) ili aktivnim putom, oligosaharide hijaluronske kiseline, heparan
sulfat i fibrinogen, zatim reaktivne kisikove spojeve (ROS), koji su agonisti TLR2 receptora,
te proteine oslobodene iz mrtvih ili umiruéih stanica i fragmente nastale kidanjem molekula

izvanstanicnog matriksa poput fibronektina, $to sve doprinosi razvoju sterilne upale (Mitchell
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1 sur., 2010; K. Chen i sur., 2007; Y. Chen 1 sur., 2007; Mollen i sur., 2006; Takeda 1 Akira,
2005; Tsan i Gao, 2004).

1.3.2. Signalizacija TLR receptorima

1.3.2.1. Signalni put ovisan o MyD88 proteinu

TLR se sintetiziraju u endoplazmatskom retikulumu, putuju do Golgijeva aparata te se potom
prenose do staniéne membrane ili unutarstani¢nih dijelova gdje obavljaju svoju funkciju.
Transmembranski protein UNC93B1 kontrolira putovanje unutarstanicnih TLR receptora od
endoplazmatskog retikuluma do endosoma. Kako bi dobili funkcionalni oblik, TLR u
endosomu podlijezu proteoliticCkom kidanju pomocu katepsina B, S, L, H i K te asparginil-
endopeptidaze.

Nakon aktivacije TLR MyD88 stvara Myddosom, kompleks s IRAK1 kinazom koja pripada
porodici kinaza povezanih s receptorom za IL-1. Tijekom njegovog nastanka, IRAK4 aktivira
IRAK1, koji se zatim na nekoliko mjesta samofosforilira i disocira od MyD88. Za kompleks
IRAK1/IRAK4 veze se C¢imbenik 6 povezan s receptorom za ¢imbenik nekroze tumora o
(TRAF6, engl. tumor necrosis factor-receptor-associated factor 6) koji potom s enzimima
konjugiranim ubikvitinom, UBC13 i UEVI1A, poti¢e poliubikvitinaciju TRAF6 i TAKI
protein-kinaznog kompleksa te kinaze 6 MAPK (MKKG6, engl. mitogen-activated protein
kinase kinase 6).

Kinaza 1 aktivirana transformiraju¢im ¢imbenikom rasta f (TAKI, engl. transforming growth
factor-f activated kinase 1) je ¢lan porodice kinaza koje aktiviraju kinaze kinaza protein-
kinaze aktiviranih mitogena (MAPKKK, eng/. mitogen-activated protein kinase kinase
kinase) i tvori kompleks s regulacijskim podjedinicama proteina koji se vezu na TAKI,
TABI1, TAB2 i TAB3 (TAB, engl TAKI-binding protein), koje su u interakciji s
poliubikvitinskim lancima nastalim na TRAF6 i dovode do aktivacije TAK1 (Kawasaki i
Kawai, 2014). Zatim TAK1 moze aktivirati dva razli¢ita signalna puta: NF-xB 1 put protein-
kinaza aktiviranih mitogenom (MAPK, eng/. mitogen-activated protein kinase).

U sisavaca se NF-kB porodica sastoji od pet transkripcijskih faktora p50, p52, p65 (RelA), c-
Rel i RelB koji imaju amino-terminalnu domenu homolognu Rel-u (RHD, engl. Rel
homology domain) koja sudjeluje u vezanju na DNA i u modulaciji ekspresije gena. p65
(RelA), c-Rel i RelB sadrze i C-terminalne domene koje aktiviraju transkripciju (TAD, engl.

transcriptional activation domains), dok p50 i p52 ne sadrze ove domene te potiskuju
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ekspresiju gena osim ako nisu vezani za protein koji sadrzi TAD. p50 i p52 nastaju od vecih
prekursora p100 i p105. NF-kB proteini inhibirani su u citoplazmi inhibicijskim proteinima
kB (IkB, engl. inhibitor of kB) kojih je do sada identificirano sedam (IxBa, IkBp, Bcl-3, IkBe,
IxBy, p100 i p105). Poznata su dva puta aktivacije NF-kB, klasi¢ni (kanonski) i alternativni
(ne-kanonski), a zajedniCka im je pocetna aktivacija IkB kinaznog kompleksa (IKK) koji se
sastoji od katalitickih podjedinica IKKa i IKK te od IKKy regulacijske podjedinice koja se
jos naziva modulator NF-kxB (NEMO, engl. NF-xB essential modulator). TAKI1 se veze na
IKK kompleks preko ubikvitinskih lanaca koji omogucuju fosforilaciju i aktivaciju IKK}.
IKK kompleks fosforilira inhibicijski protein NF-kB, IkBa, koji se zatim odvaja od NF-«xB i
razgraduje proteasomom, omogucujuci tako da se NF-xB translocira u jezgru i inducira
ekspresiju upalnih gena. Opisana aktivacija predstavlja klasicni put aktivacije gdje dolazi do
aktivacije p65 (RelA), c-Rel, RelB i p50, dok u alternativnom putu dolazi do aktivacije p100 i
RelB te on sudjeluje u razvoju limfnih organa i B-limfocita (Hoffmann i sur., 2006; Paul N.
Moynagh, 2005; Paul N Moynagh, 2005).

Aktivacija TAK1 i MKKG6 potice aktivaciju ¢lanova porodice MAPK. Do sada je u sisavaca
opisano 5 razli¢itih skupina MAPK, od kojih su najvaznije kinaze regulirane izvanstani¢nim
signalima 1 1 2 (ERK1/2, engl. extracellular signal-regulated kinases 1 and 2), kinaze koje
fosforiliraju N-terminalni dio transkripcijskog faktora c-Jun-a (JNK, engl. c-Jun N-terminal
kinases) i p38 kinaze. ERK1/2 se aktiviraju putem ¢imbenika rasta i povezuju se uglavnom s
prezivljavanjem stanice, proliferacijom i diferencijacijom. Aktivirane ERK1/2 fosforiliraju
brojne transkripcijske faktore, primjerice c-Fos i aktivacijski protein 1 (AP-1, engl. activator
protein 1), koji potiCu transkripciju gena vaznih za prezivljavanje stanice. JNK i p38 kinaze se
aktiviraju kao odgovor na stresne podrazaje, poput osmotskog Soka, ionizirajuceg zracenja,
oksidansa i citokina te su uglavnom odgovorni za poticanje upale i apoptoze. Aktivirane JNK
1 p38 kinaze fosforiliraju brojne transkripcijske faktore (c-Jun, NF-xB) koji vezanjem za DNA
dovode do sinteze upalnih citokina i apoptoznih molekula (Kawasaki i Kawai, 2014; Villena i
sur., 2014; Newton 1 Dixit, 2012; Sarir 1 sur., 2008; Lu 1 Xi, 2006; Takeda 1 Akira, 2005;
Roux i Blenis, 2004).

Nedostatak TAKI1 u mi§jim embrionalnim stanicama fibroblasta dovodi do smanjene
fosforilacije IKK, p38 i INK nakon stimulacije LPS-om. Medutim, aktivacija IKK, p38 1 JNK
te sinteza citokina potaknuta stimulacijom TLR4 je poviSena u neutrofilima tih istih TAKI1-
deficijentnih miSeva, Sto ukazuje da uloga TAKI1 u signalizaciji preko TLR-a ovisi o vrsti

stanica (Kawasaki i Kawai, 2014).
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1.3.2.2. Signalni put ovisan o TRIF proteinu

TRIF ulazi u interakciju s TRAF6 i TRAF3. TRAF6 privla¢i protein-kinazu 1 koja je u
interakciji s receptorom (RIP-1, engl. receptor-interacting protein 1) te se ona povezuje s
TAKI1 kompleksom, fosforilira ga i dovodi do njegove aktivacije. Zatim dolazi do aktivacije
NF-kB i MAPK signalnih putova te do sinteze citokina. Suprotno tome, TRAF3 privlaci
kinazu 1 vezanu za aktivator NF-kB koji je povezan s ¢lanovima porodice TRAF proteina
(TBK1, engl. TRAF family member-associated NF-kB activator (TANK) binding kinase 1) i
inhibitor kinaznog kompleksa kB (IKKi, engl. inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase) te
dolazi do fosforilacije ¢imbenika regulacije interferona (IRF3, engl. interferon regulatory
factor) pri ¢emu IRF3 tvori dimer i translocira se iz citoplazme u jezgru, gdje uzrokuje
ekspresiju gena za interferon (IFN) tipa I (Kawasaki i Kawai, 2014; Takeda i Akira, 2004).
IFN-B se veze na tip 1 receptora za interferon (IFNR1), dolazi do aktivacije puta Janus
kinaza/prenosioca signala i aktivatora transkripcije (JAK/STAT engl. Janus kinase/signal
transducer and activator of transcription) i induciranja ekspresije molekula na povrsini koje su
potrebne za interakciju s T stanicama poput CD40, CD80 i CD86. Aktivacija NF-xB i
JAK/STAT signalnog puta takoder potice ekspresiju inducibilne sintaze duSikovog oksida
(iNOS). Dusikov oksid (NO) nastao ovim procesom vazan je medijator upale i ima ulogu u

uklanjanju mikroba, parazita i malignih stanica (Brieger i sur., 2013).
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Slika 1.5. Aktivacija TLR kojom dolazi do pokretanja signalne kaskade koja obuhvaca
signalne putove ovisne o MyD88 i TRIF proteinu.
Preuzeto iz: Wang i sur., 2014.

1.4. KRONICNA OPSTRUKCIJSKA PLUCNA BOLEST

Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest (KOPB) definira se kao ucestala bolest koju je moguce
sprijecCiti i lijeciti, a karakterizirana je perzistentnim respiracijskim simptomima i smanjenjem
protoka zraka povezanim s abnormalnostima di$nih putova i/ili alveola koje je obi¢no
uzrokovano izlaganjem Stetnim cCesticama 1 plinovima (Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017). Ovo progresivno smanjenje protoka zraka
uzrokovano je kombinacijom bolesti malih diSnih putova (kao npr. opstrukcijskog
bronhiolitisa) i destrukcije parenhima (emfizema). Kroni¢ni upalni odgovor u KOPB-u
uzrokuje strukturne promijene koje vode suzavanju di$nih putova, destrukciji parenhima

pluca, gubitku alveola i elasti¢nosti plu¢a. Ove patoloske promijene dovode do ograni¢enja
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protoka zraka te do simptoma karakterisit¢nih za KOPB kao $to su dispneja (otezano disanje),
kronicni kasalj i stvaranje sputuma (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease
(GOLD), 2017; Decramer i sur., 2012).

KOPB je jedan od vodecih uzroka morbiditeta i mortaliteta u svijetu s prevalencijom od oko
12 % u osoba starijih od 40 godina, a godi$nje od posljedica KOPB-a u svijetu umire oko 3
milijuna ljudi (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; Kelly i
sur., 2013). KOPB takoder ima i znaCajne socijalne i ekonomske posljedice, ne samo zbog
velikih troskova lijeCenja, nego i zbog utjecaja na radnu sposobnost bolesnika te njihovu
kvalitetu zivota. Bolest takoder ima sve veéi znacaj zbog starenja stanovniStva i visokog
trenda puSenja u svijetu (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD),
2017; Gibson i sur., 2013).

Pusenje cigareta smatra se jednim od glavnih ¢imbenika rizika za razvoj KOPB-a. Veéina
bolesnika s KOPB-om (oko 80 %) su puSaci. Ipak, samo 15-25 % puSaca razvije bolest (Roth,
2008). Osim puSenja rizi¢ni ¢imbenici su i izloZenost zagadenom zraku, profesionalna
izlozenost dimu ili praSini, ucCestale infekcije respiracijskog sustava tijekom djetinjstva,
kroni¢na astma, tuberkuloza te losi socioekonomski uvjeti. KOPB je rezultat kumulativne
izlozenosti riziénim Cimbenicima. Predvida se da ¢e prevalencija ove bolesti u idu¢im
desetlje¢ima rasti zbog kontinuirane izlozenosti rizicnim ¢imbenicima i starenja svjetske
populacije te ¢e KOPB postati jedan od vodecih uzro¢nika smrti u svijetu. Osim toga vazno je
naglasiti da je KOPB posljedica interakcija genskih i okoliSnih ¢imbenika te sve osobe istog
profila izlozenosti okolisnim ¢imbenicima ne¢e nuzno razviti bolest (Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; Diaz-Guzman i Mannino, 2014; Landis i
sur., 2014; Rovina i sur., 2013; Mannino i Kiriz, 2006).

Progresivni tijek KOPB-a pojacavaju egzacerbacije i komorbiditeti, ali i sistemska
komponenta bolesti jer se KOPB ne smatra boleS¢u ogranicenom samo na pluca. Sistemske
manifestacije bolesti, poput kroni¢ne upale, oksidacijskog stresa, aktivacije imunosnih
stanica, poviSene koncentracije upalnih citokina u krvi, kao i komorbiditeti koji ukljucuju
kardiovaskularne poremecaje, metabolicki sindrom, disfunkciju miSi¢a, osteoporozu,
malnutriciju, anksioznost i depresiju te karcinom pluca, znacajno utjecu na tezinu i klinicku
sliku bolesti i smanjuju kvalitetu Zivota bolesnika (Cavailles i sur., 2013; Agusti i Soriano,

2008; Agusti i sur., 2003).
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1.4.1. Dijagnoza i klasifikacija KOPB-a

Dijagnoza se postavlja na temelju rezultata spirometrije koja je ,zlatni standard” za
dijagnostiku KOPB-a (Agusti i Sin, 2014; Diaz-Guzman i Mannino, 2014). Spirometrija je
test funkcije pluca kojim se mijeri koli¢ina zraka koju osoba moZe izdahnuti i vrijeme
potrebno da to ucini. Mjerenjem se dobivaju vrijednosti parametara potrebnih za postavljanje
dijagnoze KOPB-a: forsiranog izdisajnog volumena u prvoj sekundi (FEV;), forsiranog
vitalnog kapaciteta (FVC) i Tiffeneauov indeks, omjer FEV, i FVC (FEV/FVC). Ako je
vrijednost FEV/FVC < 0,70 nakon primjene bronhodilatatora potvrduje se dijagnoza KOPB-
a (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017).

Globalna inicijativa za kroni¢nu opstrukcijsku plué¢nu bolest (GOLD, engl. Global Initiative
for Chronic Obstructive Lung Disease) temeljem vrijednosti FEV; izmjerene nakon primjene
bronhodilatatora klasificira bolesnike u cetiri skupine prema ograni¢enju protoka zraka
(tablica 1.1.) Vrijednosti FEV; nakon testa bronhodilatacije usporeduju se s predvidenim
vrijednostima ovisnima o spolu, dobi, tjelesnoj visini i tezini bolesnika (Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017). Medutim, FEV,; slabo korelira sa
simptomima i kvalitetom zivota bolesnika s KOPB-om, a i normalno se smanjuje sa
starenjem, pa upotreba FEV,/FVC rezultira ¢eS¢om dijagnozom KOPB-a kod starije
populacije. Stoga je predlozena upotreba pete percentile donje grani¢ne vrijednosti omjera
FEV//FVC za odgovarajuéu populaciju za dijagnozu KOPB-a te se ovo smatra
jednakovrijednim dijagnostickim parametrom kao i fiksni kriterij FEV/FVC koji se ipak
cesce koristi (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; M. L.
K. Han i sur., 2016; Vestbo, 2014; Nussbaumer-Ochsner i Rabe, 2011).
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Tablica 1.1. Klasifikacija KOPB-a prema GOLD stadijima (GOLD 2017)
Preuzeto iz: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017.

Klasifikacija KOPB-a prema teZini opstrukcije diSnih putova s obzirom

na FEV; nakon primjene bronhodilatatora, FEV{/FVC < 0,70

GOLD 1 blaga KOPB FEV, = 80 % predvidenog
) 50 % < FEV; <80 %
GOLD 11 umjerena KOPB
predvidenog
30 % <FEV,; <50 %
GOLD I1I teSka KOPB
predvidenog
GOLD 1V vrlo teska KOPB FEV, <30 % predvidenog

Iako je FEV| neizostavan kriterij za klasifikaciju KOPB-a, nedovoljan je za karakterizaciju
njezine kompleksnosti te ne odrazava poremecaje u perifernim diSnim putovima, parenhimu
pluca i sistemske ucinke bolesti (Agusti, 2014; Agusti i Sin, 2014). Stoga se prema najnovijim
GOLD smjernicama procjena tezine KOPB-a, osim na rezultatima spirometrije, temelji i na
prisutnosti simptoma, riziku od egzacerbacija te prisutnosti komorbiditeta. Tezina simptoma
procjenjuje se ispunjavanjem izmijenjenog upitnika britanskog medicinskog istrazivackog
vijeca (mMRC, engl. Modified British Medical Research Council) kojim se procjenjuje
smanjenje sposobnosti bolesnika zbog nedostatka zraka ili ispunjavanjem testa za procjenu
KOPB-a (CAT, engl. COPD Assessment Test) koji ukljucuje jo§ i utjecaj KOPB-a na
svakodnevni zivot bolesnika. CAT > 10 ukazuje na visoki intenzitet prisutnih simptoma u
bolesnika s KOPB-om. mMRC > 2 ukazuje na znacajnu zaduhu kod bolesnika (Global
Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; M. K. Han i sur., 2016;
Agusti i Sin, 2014; Vestbo i sur., 2014). Najbolji prediktor procjene rizika od egzacerbacija je
broj prethodnih egzacerbacija, a Cestim egzacerbacijama se smatraju vise od dvije godiSnje.
Kombinacijom ovih parametara bolesnici s KOPB-om mogu se svrstati u Cetiri skupine (A-D)

(slika 1.6.).
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Slika 1.6. Prikaz podjele bolesnika s KOPB-om po skupinama A-D.
Preuzeto iz: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017.

U klini¢koj slici KOPB-a prevladavaju kroni¢ni bronhitis i pluéni emfizem. Kroni¢ni
bronhitis definiran je pretjeranim lucenjem sluzi u bronhima, koje se ocituje ponavljaju¢im
produktivnim kasSljem barem tri mjeseca u godini kroz dvije uzastopne godine. Kronicni
bronhitis rezultat je odgovora imunosnog sustava na udahnute Stetne Cestice i plinove iz zraka
(dim cigareta, smog, kemikalije, izgaranje iz pec¢i), a karakteriziran je upalom epitela
srediSnjih diSnih putova i zlijezda koje stvaraju sluz. Ova upala je povezana s pojacanim
stvaranjem sluzi, zadebljanjem stijenki bronha, smanjenim uklanjanjem Ccestica preko
cilijarnih stanica te povecanom propusnos¢éu epitelne barijere diSnih putova. Kroni¢no
pojacano izlucivanje sluzi doprinosi tezini bolesti u kasnijim stadijima kada povec¢ava rizik
nastanka egzacerbacija koje mogu ubrzati smanjenje FEV (Fischer i sur., 2011; MacNee,
2005). Pluéni emfizem jest bolest u kojoj postoji anatomska promjena plu¢a u obliku
abnormalnog prosirenja zracnih prostora distalno od krajnjih bronhiola i destrukcija
alveolarne stijenke. Javlja se u dva oblika: centrilobularni (centriacilarni) koji nastaje
razaranjem alveola smjeStenih oko bronhiola ukljucuju¢i proksimalne acinuse, a usko se
povezuje s pusenjem cigareta, te panlobularni (panacinarni) koji se povezuje s nedostatkom
o;-antitripsina, a rezultira razaranjem cijelih acinusa (Fischer i sur., 2011; MacNee, 2009;
MacNee, 2005). Posljedica emfizema je slaba izmjena plinova u alveolama i zadrzavanje
zraka zbog smanjene elasticnosti plu¢a (Morissette i sur., 2009). Kod bolesnika s KOPB-om

mogu se javiti razliite znacajke kroni¢nog bronhitisa, emfizema i njihova preklapanja, a
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vecina bolesnika ima simptome i jednog i drugog poremecaja te opstrukciju disnih putova

(Fischeri sur., 2011).

1.4.2. Cimbenici rizika za KOPB

Najvazniji ¢imbenik rizika za razvoj KOPB-a je puSenje te su oko 80 % oboljelih od KOPB-a
pusaci (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; Yin i sur.,
2007; Saetta, 1999; Saetta, 1997). Dim cigareta mjeSavina je visSe od 4800 kemijskih
komponenti koje ukljucuju visoke koncentracije slobodnih radikala te oksidansa kao Sto su
reaktivni aldehidi i kinoni koji mogu stvarati hidroksilne radikale i vodikov peroksid.
Kroni¢na izloZenost dimu cigareta oStecuje epitel disSnih putova Sto dovodi do aktivacije
signalnih kaskada koje potiCu otpustanje upalnih citokina, narocito IL-8, te dolazi do
privlacenja upalnih stanica i pojacavanja upalnog odgovora. Takoder dolazi i do otpustanja
proteolitickih enzima i reaktivnih kisikovih spojeva (ROS, engl. reactive oxygen species) koji
uzrokuju dodatna ostecenja ukoliko nisu u ravnotezi s antiproteazama i antioksidansima. Uz
to, dim cigareta ograniCava proces popravka alveola, Sto uzrokuje fibrozu. PuSenje remeti i
gibanje cilija bronhijalnog epitela i funkciju alveolarnih makrofaga te izaziva hiperplaziju i
hipertrofiju vrcastih stanica i submukoznih Zlijezda koje luce sluz (Decramer i sur., 2012;
Baglole i sur., 2008; Lada Rumora i sur., 2008; Kode i sur., 2006). Razli¢iti $tetni ucinci
pusenja na zdravlje pluca ve¢ su utvrdeni, a danas je poznato da pusSenje ima i znaCajne
sistemske ucinke, kao $to su oksidacijski stres i upala (Faner i sur., 2014; Yanbaeva i sur.,
2007). Veca prevalencija simptoma bolesti diSnih putova i abnormalnosti plu¢ne funkcije,
veca godisnja razina smanjenja FEV i veca smrtnost od KOPB-a pronadeni su kod pusaca u
usporedbi s nepusacima (Kohansal i sur., 2009). Pasivno izlaganje dimu cigareta takoder
moze pridonijeti pojavi simptoma bolesti disnih putova i pojavi KOPB-a (Yin i sur., 2007).
Prevalencija KOPB-a korelira s rasprostranjenoS¢u pusenja, a dob pocetka pusenja, intenzitet
pusenja i godine pusenja smatraju se prediktorima smrtnosti od KOPB-a (Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; Vestbo i Lange, 2016; Postma i Rabe,
2015; Godtfredsen i sur., 2008).

Vazan ¢imbenik rizika u KOPB-u je i izlozenost drugim ¢esticama iz zraka osim dimu
cigareta, kao §to su organska i anorganska prasina, pare i plinovi na radnom mjestu, smog i
ostali vanjski zagadivaci zraka, a osobito u zemljama u razvoju bitni su i unutarnji zagadivaci

zraka poput otvorenih kuénih lozista, nefunkcionalnih Stednjaka te koriStenja goriva bioloskog
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porijekla (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; Adeloye i
sur., 2015; Vestbo, 2014). KOPB se moze pripisati profesionalnoj izlozenosti u ¢ak oko 30 %
nepusaca oboljelih od ove bolesti (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Discase
(GOLD), 2017).

Sto se ti¢e spola, prevalencija KOPB-a podjednaka je kod muskaraca i zena zbog sve veéeg
broja zena medu pusaCima, a neka istrazivanja pokazuju i da su Zene osjetljivije na dim
cigareta od muskaraca (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD),
2017; Han i sur., 2010).

Socioekonomski ¢imbenici takoder mogu korelirati s razvojem KOPB-a, narocito u zemljama
u razvoju. Lo§ socioekonomski status podrazumijeva losiju prehranu, gustu naseljenost, vec¢u
zagadenost okoliSa, slabiju dostupnost zdravstvene skrbi, veéu ucestalost respiracijskih
infekcija i vecu stopu pusSenja (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease
(GOLD), 2017; Vestbo, 2014; Mannino i Buist, 2007).

Razli¢iti genski ¢imbenici povezuju se s KOPB-om, od kojih su najbitniji i najbolje istrazeni
nasljedni nedostatak a;-antitripsina, polimorfizmi gena za transformirajuci faktor rasta 3
(TGF-B, engl. transforming growth factor B), mikrosomalnu epoksid-hidrolazu 1, ¢imbenik
nekroze tumora o (TNF-a, engl. tumor necrosis factor a), hem-oksigenazu 1, glutation-S-
transferazu, metaloproteinaze matriksa (MMP, engl. matrix metalloproteinase) 1 i 12 te tkivni
inhibitor 2 metaloproteinaze matriksa (TIMP2, engl. tissue inhibitor of metalloproteinase). No
ipak, dosadasnja istrazivanja povezanosti genskih ¢imbenika i KOPB-a nisu dala dosljedne
rezultate (Diaz-Guzman i Mannino, 2014; Molfino, 2007; Wood i Stockley, 2006).

Ostali ¢imbenici rizika za KOPB su svi ¢imbenici koji utjeCu na razvoj pluca za vrijeme
trudnoce i djetinjstva kao $to su niska porodajna tezina i respiracijske infekcije. Kroni¢ni
bronhitis i astma takoder povecavaju rizik obolijevanja od ove bolesti (Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; Postma i Rabe, 2015; Diaz-Guzman i
Mannino, 2014).

1.4.3. Patogeneza KOPB-a

Smatra se da su patoloske promjene u KOPB-u posljedica genske predispozicije i izloZenosti
rizicnim ¢imbenicima za razvoj bolesti, posebice dimu cigareta. Razlog tome je povecana
osjetljivost nekih osoba na djelovanje Stetnih Cestica te posljedicno javljanje pojacanog i

neprimjerenog upalnog odgovora koji dovodi do oStecenja pluc¢a. Osim toga, kroni¢na upala
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kod takvih pojedinaca nastavlja se i nakon prestanka puSenja, odnosno prestanka doticaja s
drugim Stetnim Cesticama (Rovina i sur., 2013; MacNee, 2005). Osim kroni¢ne upale ulogu u
nastanku bolesti imaju oksidacijski stres, neravnoteza proteaza i antiproteaza te propadanje

alveola apoptozom (Fischer i sur., 2011; MacNee, 2005).

1.4.3.1. Upala

Kod oboljelih od KOPB-a prisutan je pojacan ili neprimjeren upalni odgovor u diSnim
putovima na kroni¢ne iritanse kao S§to je dim cigareta (Hogg i Timens, 2009; MacNee i
Calverley, 2003). Upalna reakcija karakterizirana je aktivacijom urodenog (neutrofili,
makrofagi, eozinofili, mastociti, stanice prirodne ubojice (NK, engl natural killer cells) i
dendriti¢ne stanice) i steCenog (T i B limfociti) imunosnog odgovora te je povezana s
infiltracijom makrofaga, neutrofila i CD8" T limfocita u sredi$nje disne putove (Fischer i sur.,
2011; Roth, 2008; MacNee, 2005). U upalni odgovor ukljuene su i strukturne stanice,
epitelne i endotelne stanice te fibroblasti (Barnes, 2014; Rovina i sur., 2013). Dim cigareta
izravno moze aktivirati brojne upalne stanice koje onda pocnu otpustati razliCite upalne,
mitogene i fibrozne ¢imbenike koji stimuliraju ostale stanice na stvaranje dodatnih upalnih
¢imbenika, dolazi do privlacenja jo§ viSe imunosnih stanica na mjesto upale i posljedi¢no do
podrZavanja upalnog procesa (Caramori i sur.,, 2014; Brashier i Kodgule, 2012; Hogg i
Timens, 2009) (slika 1.7.).

Upalna reakcija u plu¢ima pocinje aktivacijom makrofaga te se smatra da upravo oni imaju
glavnu ulogu u kroni¢noj upali. Njihov broj u disnim putovima bolesnika s KOPB-om 5-10 je
puta veci nego u zdravih ispitanika, a uocena je i korelacija izmedu broja makrofaga i teZine
bolesti. Makrofagi bolesnika s KOPB-om izlucuju vece kolicine upalnih proteina i imaju veci
pocetni elastoliticki potencijal od makrofaga zdravih pusaca, a to je jo§ izrazenije nakon
izlaganja dimu cigareta. Makrofagi pusaca i bolesnika s KOPB-om imaju i produljeni Zivotni
vijek, a njihov povecani broj u KOPB-u osim toga je i rezultat povecanog privlacenja
monocita iz sistemske cirkulacije i njihove povecane proliferacije (Barnes, 2014; Rovina i
sur., 2013; Sarir i sur., 2008; MacNee, 2005). Alveolarni makrofagi monocitnog podrijetla
bolesnika s KOPB-om imaju slabiju mo¢ fagocitiranja bakterija, a dim cigareta i druge Stetne
Cestice mogu oslabiti odgovor epitelnih stanica, §to bi mogli biti odlucujuc¢i ¢imbenici
kroni¢ne kolonizacije donjih disnih putova bakterijama kao Sto su Haemophilus influenzae i S.
pneumoniae (Barnes, 2014; Glader i sur., 2006). Makrofagi luce razli¢ite medijatore upale

kao §to su TNF-a, interleukin (IL)-8, IL-6, IL-1P, makrofagni upalni protein la (MIP-1a,

21



engl. macrophage inflammatory protein la), leukotrien B4 (LTB4, engl. leukotriene B4),
¢imbenik poticanja kolonija granulocita/makrofaga (GM-CSF, engl. granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor), stvaraju reaktivne kisikove spojeve i izlucuju proteaze (MMP-2, -
9 1 -12, katepsine i neutrofilnu elastazu). Stoga makrofagi predstavljaju stani¢nu poveznicu
izmedu pusenja, upalne reakcije i oste¢enja tkiva u KOPB-u (Barnes, 2014; Hogg i1 Timens,
2009; MacNee, 2005). LTB4 i IL-8 izluCeni iz makrofaga privlate neutrofile koji su
najvaznije izvrsne stanice u upali u KOPB-u, a sintetiziraju i luce proteoliticke enzime kao §to
su neutrofilna elastaza, katepsini i MMP-ovi te ROS-ove koji izravno oSte¢uju pluca i
pojacavaju izluCivanje mukusa (Roth, 2008). Proteaze, osobito neutrofilna elastaza, poticu
sekreciju mukusa iz submukoznih zlijezda i vrcastih stanica epitela §to dovodi do poremecaja
mukocilijarnog klirensa te posljedi¢no do opstrukcije diSnih putova. Osim toga, proteaze i
oksidansi oslobodeni iz aktiviranih neutrofila djeluju elastoliticki, a neutrofili izlucuju i
citokine koji u to podrucje privlace dodatne neutrofile (Barnes, 2014; Brashier i Kodgule,
2012; Fischer i sur., 2011; MacNee, 2005).

U di$nim putovima i sistemskoj cirkulaciji bolesnika s KOPB-om zabiljezen je povecéan broj
T limfocita, naro¢ito CD8+ (citotoksi¢nih) limfocita koji pokazuju povezanost s intenzitetom
alveolarnog razaranja i tezinom opstrukcije diSnih putova. Limfociti pokrecu steCeni imunosni
odgovor. T limfociti u perifernim diSnim putovima bolesnika s KOPB-om imaju povisenu
ekspresiju receptora 3 za kemokine s CXC motivom (CXCR3). Ekspresija proteina od 10 kDa
kojeg inducira interferon (IP-10, engl. interferon induced protein of 10 kDa), a to je kemokin
kojeg veze ovaj CXCR3 receptor, poviSena je u bronhijalnim epitelnim stanicama te bi to
moglo pridonositi nakupljanju CD8" T limfocita. Uz to, citotoksi¢ni T limfociti izluduju
perforin, granzim i TNF-a te tako poticu citolizu i apoptozu epitelnih stanica alveola. S druge
strane, Th1l subpopulacija pomocnickih T limfocita izlucuje IFNy i aktivira alveolarne
makrofage. Smatra se da limfociti sudjeluju u poticanju upalnog procesa i nakon prestanka
pusenja tako da stalno poticu upalne reakcije stvaranjem novih autoantigena tijekom razaranja
tkiva pluca ili buduéi da im je broj obicno povisen u plué¢nim tkivima kod infekcija moguce je
da prisutnost kroni¢ne virusne ili bakterijske kolonizacije donjeg diSnog sustava u bolesnika s
KOPB-om dovodi do njihovog povecanog broja i kroni¢ne stimulacije upalnog odgovora
(Barnes, 2014; Brashier i Kodgule, 2012; Hogg i Timens, 2009; MacNee, 2005).

U urodenoj imunosti diSnih putova vaznu ulogu imaju epitelne stanice. One stvaraju mukus,
izlucuju peptide s antimikrobnim djelovanjem, defenzine, sudjeluju u popravku tkiva, izlucuju
antiproteaze i antioksidanse. Kao odgovor na ostecenje, epitelne stanice aktiviraju razlicite

zaStitne mehanizme te, kad se aktiviraju, mogu luciti upalne medijatore IL-1, IL-6, IL-8 i
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TNF-a. Takoder luce TGF-B ¢ime poticu fibrozu te su vazan izvor ROS-ova. Dim cigareta
uzrokuje poremecaj svih navedenih zastitnih mehanizama i ¢ini pojedinca podloznijim

infekciji (Barnes, 2014; Fischer i sur., 2011; MacNee, 2005).
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Slika 1.7. Mehanizam nastanka kroni¢ne upale u KOPB-u.

Preuzeto iz: Pouwels 1 sur. 2014.

1.4.3.1.1. Citokini u KOPB-u

Citokini su mali proteini koji aktiviraju transkripcijske faktore vezanjem za receptore te tako
poti¢u sintezu novih upalnih medijatora. Stvaraju ih razliCite stanice (epitelne, endotelne,
fibroblasti, makrofagi, monociti, T limfociti), a bitni su u regulaciji upale i stani¢ne smrti
(Takeuchi i Akira, 2010; Barnes, 2008; Sarir i sur., 2008; Barnes, 2004). ViSe razlicitih
citokina povezano je s KOPB-om, a najvaznijima se smatraju TNF-a, [FNy, IL-1p, IL-6, IL-8,
IL-17, IL-18, IL-32 i timusni stromalni limfopoetin (TSLP, engl. thymic stromal
lymphopoietin) (Agusti i MacNee, 2013; Agusti i Soriano, 2008; Chung, 2001). Povisene
koncentracije IL-1pB, IL-6, IL-8 i TNF-a pronadene su u sputumu bolesnika s KOPB-om, a
alveolarni makrofagi pusaca i bolesnika s KOPB-om pojacano otpustaju IL-1, IL-8, IL-10 i
TNF-a (Sam i sur., 2000; Keatings i sur., 1996). Takoder je pokazano da bolesnici s KOPB-
om imaju povisene IL-6, IL-8 i TNF-a u plazmi (Agusti i Sin, 2014; Faner i sur., 2014; Kelly
isur., 2013; Han i sur., 2010; Agusti, 2008; Agusti i Soriano, 2008).
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Postoje dva oblika IL-1: IL-1a i IL-1B koji se sintetiziraju kao neaktivne prekursorske
molekule. Pro-IL-1p aktivira se nakon proteolitickog kidanja kaspazom-1, a zreli oblik mora
se aktivno izluciti iz stanice. Kod IL-1a bioloski su aktivni i pro- i zreli oblik. Nakon sinteze,
pro-IL-1a uglavnom ostaje unutar stanice gdje moze djelovati poput transkripcijskog faktora,
vezati se za DNA 1 poticati transkripciju gena. Ipak, IL-1a moze djelovati unutar i izvan
stanice. Vezanjem pro-IL-1a ili IL-1a na receptore poticu se sterilni upalni odgovori te se on
moze uvrstiti u skupinu DAMP molekula. Za razliku od toga, IL-1p nije DAMP molekula
(Dinarello, 2011; Dinarello, 2010; Gabay i sur., 2010; Carta i sur., 2009). IL-1a i IL-1P
najvise se sintetiziraju u monocitima, makrofagima i fibroblastima (Caramori i sur., 2014). U
bolesnika s KOPB-om, IL-1B poti¢e makrofage na otpusStanje upalnih citokina, kemokina i
MMP-9 (Culpitt i sur., 2003), a njegova je koncentracija poviSena u sputumu bolesnika s
KOPB-om te 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 otpustanje neutrofila iz koStane srzi, takoder poti¢e proliferaciju fibroblasta,
otpustanje prostaglandina i kolagenaza te sintezu fibronektina i kolagena (Chung, 2001).

IL-6 predstavlja poveznicu prirodenog i steCenog imunosnog odgovora te najcesce djeluje
zajedno s drugim citokinima. Njegova je koncentracija povisena u sputumu i plazmi bolesnika
s KOPB-om, naroc€ito tijekom egzacerbacija te korelira s koncentracijom C-reaktivnog
proteina (CRP) (Bucchioni i sur., 2003; Bhowmik i sur., 2000). IL-6 je glavni medijator
sinteze CRP-a. Vrlo je stabilan u cirkulaciji (za razliku od ostalih citokina) te se zato smatra
da je ukljucen u sistemske manifestacije KOPB-a, kao i u egzacerbacije. IL-6 moze doprinijeti
oslabljenoj funkciji endotelnih stanica, inzulinskoj rezistenciji, osteoporozi i depresiji
(Barnes, 2009).

IL-8 ili CXCL8 kemokin ima vaznu ulogu u privlacenju neutrofila te u njihovoj aktivaciji,
potic¢e prolaznu promjenu oblika neutrofila, povecanje koncentracije unutarstani¢nog kalcija,
egzocitozu i otpustanje enzima iz skladiSnih organela unutar stanice te nastanak i otpustanje
ROS-ova. Takoder regulira povecanje ekspresije integrina CD11b/CD18 i CDI11¢/CDI18
tijekom egzocitoze specifi¢nih granula, aktivira neutrofilnu 5-lipoksigenazu pri ¢emu nastaju
LTB4 i 5-hidroksi-eikozatetraenska kiselina koji privlace neutrofile u sputum bolesnika s
KOPB-om. IL-8 djeluje i kao kemoatraktant za T limfocite. Koncentracija IL-8 u sputumu
bolesnika s KOPB-om korelira s prisutnos¢u bakterija u diSnim putovima, a te bakterije mogu
jos§ vise potaknuti sintezu IL-8 u epitelnim stanicama. Neutrofilna elastaza takoder potice

epitelne stanice da sintetiziraju IL-8 i LTB4 (Chung, 2001). Njegova koncentracija je
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poviSena u sputumu bolesnika s KOPB-om te ona ukazuje na tezinu bolesti, a istraZivanje s
primjenom blokiraju¢eg protutijela na IL-8 u bolesnika s KOPB-om pokazalo je malo
poboljsanje dispneje (Caramori i sur., 2014). Koncentracija IL-8 u sputumu je veéa kod
bolesnika s deficijencijom o;-antitripsina nego kod bolesnika s KOPB-om s normalnom
koncentracijom a;-antitripsina (Caramori i sur., 2014; Chung i sur., 2009; Woolhouse i sur.,
2002; Chung, 2001).

Otpustanje TNF-a potaknuto je drugim citokinima kao §to su IL-1, GM-CSF i IFN-y, a
njegovim glavnim izvorom smatraju se makrofagi, no stvaraju ga i epitelne stanice, T
limfociti 1 mastociti. TNF-a aktivira transkripcijski faktor NF-kB koji potic¢e ekspresiju gena
za IL-8, ¢ime se on pojaCano otpusta iz epitelnih stanica disSnih putova i neutrofila.
Koncentracija unutarstani¢ne adhezijske molekule 1 (ICAM-1, engl. intracellular adhesion
molecule 1) povisena je u serumu bolesnika s KOPB-om, a za to je odgovoran upravo TNF-o.
TNF-a stimulira makrofage na lu¢enje MMP-ova, no ovaj mehanizam inhibira IL-10. 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 (Chung i sur., 2009; Barnes, 2003; Lewis, 2002; Chung, 2001; Locksley i sur.,
2001).

1.4.3.2. NeravnoteZa proteaza i antiproteaza

Vazan mehanizam nastanka emfizema u KOPB-u je poremecéaj ravnoteze proteaza i
antiproteaza koji nastaje zbog pojacanog stvaranja i/ili aktivnosti proteaza te smanjenog
stvaranja i/ili inaktivacije antiproteaza. Proteaze ukljucene u patogenezu KOPB-a stvaraju
neutrofili (elastaza, katepsin G, proteinaza 3) i makrofagi (katepsini B, L i S te MMP-ovi).
Smatra se da vaznu ulogu u patogenezi KOPB-a imaju o,-antitripsin, sekrecijski inhibitor
leukoproteinaza i TIMP-ovi (Fischer i sur., 2011; Abboud i Vimalanathan, 2008; Kim, Liu,
Kohyama, i sur., 2004). Poremecaj ravnoteze ovih molekula uzrokovan je ROS-om, a dim
cigareta moze inaktivirati antiproteaze ili uzrokovati privla¢enje upalnih stanica u pluca i tako
povecati sintezu proteaza. One se onda medusobno aktiviraju ili inaktiviraju antiproteaze te
stimuliraju razgradnju komponenti izvanstanicnog matriksa, poput elastina i kolagena, pri
¢emu nastaju fragmenti elastina i peptidi porijeklom iz kolagena koji djeluju kemotakti¢no na
monocite i neutrofile te tako poticu njihovo daljnje nakupljanje i oSte¢enje pluca (Barnes,

2014; Fischer i sur., 2011; O’Reilly i sur., 2009; Demedsts i sur., 2006; MacNee, 2005).
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U bronhoalveolarnom ispirku bolesnika s KOPB-om koncentracija neutrofilne elastaze
korelira sa stupnjem emfizema (Fujita i Nakanishi, 2007), a u tkivu plu¢a oboljelih od KOPB-
a povecana je koncentracija MMP-1, MMP-2, MMP-8 i MMP-9 te ona korelira s funkcijom
plu¢a (Babusyte i sur., 2007; Segura-Valdez i sur., 2000). Alveolarni makrofagi bolesnika s
KOPB-om in vitro otpustaju manje TIMP-1 nego makrofagi pusaca i nepusaca (Pons i sur.,

2005), sto podupire teoriju neravnoteze proteaza i antiproteaza u patogenezi KOPB-a.

1.4.3.3. Oksidacijski stres

Oksidacijski stres stanje je neravnoteze izmedu oksidansa i antioksidansa u organizmu. Ima
vaznu ulogu u patogenezi KOPB-a jer dovodi do oStecenja pluénih struktura, a osim toga i
pojacava ostale mehanizme ukljucene u patogenezu ove bolesti (Cavalcante i de Bruin, 2009).
Glavni endogeni izvori reaktivnih spojeva u disSnom sustavu su alveolarni makrofagi, epitelne
i endotelne stanice te imunosne stanice (neutrofili, eozinofili, monociti i limfociti), dok su
glavni egzogeni izvori dim cigareta i ostali zagadivac¢i (Cavalcante i de Bruin, 2009).
Oksidacijski stres pridonosi patogenezi KOPB-a inaktivacijom antiproteaza, poticanjem
ozljeda epitela disnih putova i apoptoze, povec¢anim nakupljanjem neutrofilnih granulocita u
mikrovaskulaturi pluca i pojacanom ekspresijom gena za upalne medijatore (MacNee, 2009;
MacNee, 2005). Razliciti pokazatelji oksidacijskog stresa nadeni su u povec¢anim koli¢inama
u plu¢ima, kondenzatu izdahnutog zraka, mokraéi i krvi puSaca i bolesnika s KOPB-om
(produkti lipidne peroksidacije (4-hidroksi-2-nonenal (HNE), malondialdehid (MDA), F»-
izoprostan), NO, vodikov peroksid) (Milevoj Kopcinovi¢ i sur., 2016; Kulikowska-Karpinska
i Czerw, 2015; Wu i sur., 2004). Oksidacijski stres ima ulogu u pojacavanju upale kod pusaca
1 bolesnika s KOPB-om aktivacijom redoks-osjetljivih transkripcijskih faktora kao $to su NF-
kB 1 AP—1 koji sudjeluju u sintezi uplanih medijatora (Barnes, 2014; Cavalcante i de Bruin,

2009; Rahman, 2006; Rahman i Adcock, 2006; MacNee, 2005).

1.4.3.4. Apoptoza

Apoptoza je programirana smrt stanice koja omogucuje uklanjanje nezeljenih, ostecenih ili
zarazenih stanica. Klju¢na je za odrzavanje homeostaze tkiva te je u ravnotezi s proliferacijom
i diferencijacijom stanica. Poremecaj mehanizama apoptoze i popravka strukturnih stanica
plu¢a pod utjecajem dima cigareta jedan je od glavnih mehanizama u patogenezi KOPB-a

(Kang 1 Shadel, 2016). Apoptoza epitelnih i endotelnih stanica pluca, u kombinaciji s
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gubitkom proliferacije ovih stanica, dovodi do razaranja pluénog tkiva u bolesnika s KOPB-
om (Demedts i sur., 2006).

Apoptoza je precizno regulirani proces, a molekule koje se specificno aktiviraju u procesu
apoptoze nazivaju se kaspaze (engl. caspase, kratica od cysteine-dependent aspartate-specific
protease). Kaspaze koje sudjeluju u apoptozi mogu se podijeliti u dvije skupine, inicijacijske
kaspaze, kaspaze -8, -9 i -10 koje odgovaraju na apoptozni poticaj, te izvrSne kaspaze -3, -6 1 -
7 koje proteoliticki kidaju supstrate i tako doprinose apoptoznom fenotipu (Nicholson, 2000).
Postoje dva mehanizma apoptoze: vanjski put apoptoze ili put receptora smrti i unutarnji ili
mitohodndrijski put apoptoze. Vanjski put apoptoze ili put receptora smrti aktivira se kao
odgovor na izvanstanicne signale, a posredovan je vezanjem Fas liganda, TNF-a ili liganda
slicnog TNF-u koji potic¢e apoptozu (TRAIL, engl. TNF-related apoptosis-inducing ligand) na
receptore stani¢ne smrti (Fas, TNFR ili TRAIL-R1/2) na povrsini stanice, §to rezultira
povezivanjem receptora smrti i stvaranjem signalnog kompleksa koji poti¢e smrt (DISC, engl.
death inducing signaling complex). DISC sadrzi adaptacijske molekule poput proteina koji
ima domenu smrti i povezuje se s Fas-om (FADD, engl. Fas-associated death domain) koji
aktivira kaspaze-8/10, a koje dalje aktiviraju kaspazu-3. Kaspaza-3 oslobada DNazu
aktiviranu kaspazama (CAD, engl. caspase-activated DNase) od inhibitora CAD-a (ICAD,
engl. inhibitor of CAD) te dolazi do fragmentacije DNA. Kaspaze-8/10 mogu pokidati Bid,
protein iz porodice Bcl-2 proteina koji stvara heterodimere s Bax i Bak apoptoznim
proteinima (iz iste Bcl-2 porodice), te se ovi heterodimeri uklapaju u vanjsku membranu
mitohondrija i uzrokuju oslobadanje citokroma c. Unutarnji ili mitohondrijski put apoptoze
nastaje kao odgovor na fizikalne ili kemijske stresne signale i ukljucuje otpustanje citokroma
¢ iz mitohondrija. Citokrom c s ¢imbenikom 1 koji aktivira apoptozne proteaze (Apaf-1, engl.
apoptotic protease activating factor-1), (d)ATP-om i pro-kaspazom-9 ¢ini apoptosom, §to
rezultira aktivacijom kaspaze-9 koja onda aktivira kaspazu-3. Tijekom apoptoze dolazi do
fragmentacije kromosomske DNA, kondenzacije kromatina i raspada jezgre u manje dijelove.
Na kraju se i sama stanica fragmentira u dijelove okruZzene membranom (apoptozna tjelesca)
koje prepoznaju makrofagi i uklanjaju ih fagocitozom (Morissette i sur., 2009; Demedts i sur.,
20006).

Istrazivanja na uzorcima tkiva pluc¢a bolesnika s KOPB-om pokazala su znacajno veci broj
stanica (epitelnih, endotelnih, neutrofila, limfocita) u apoptozi u odnosu na zdrave ispitanike
(Calabrese i sur., 2005; Imai i sur., 2005; Yokohori i sur., 2004; Kasahara i sur., 2000;
Segura-Valdez i sur., 2000). Apoptoza stanica plu¢a kao odgovor na dim cigareta povezuje se

s manjkom vaskularnog endotelnog cimbenika rasta (VEGF, engl. vascular endothelial
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growth factor) i njegovog receptora 2 (VEGFR-2, engl. VEGF receptor 2) ¢ija je ekspresija
snizena u bronhoalveolarnom ispirku bolesnika s KOPB-om, s oSte¢enjima uzrokovanim
oksidacijskim stresom i posljedicnom upalom te s neravnotezom proteaza i antiproteaza

(Morissette i sur., 2009; Demedts i sur., 2006).

1.4.4. Sistemska upala u KOPB-u

Sistemsku komponentu KOPB-a karakteriziraju kroni¢na upala, oksidacijski stres, aktivacija
imunosnih stanica i poviSena koncentracija upalnih citokina u krvi (Faner i sur., 2014; Agusti,
2008; Agusti i Soriano, 2008; Agusti i sur., 2003).

Dim cigareta, kao najvazniji rizicni ¢imbenik za razvoj KOPB-a, osim upale u diSnim
putovima uzrokuje i sistemske ucinke, prvenstveno sistemsku upalu, te se puSenje smatra
poveznicom izmedu pluéne i sistemske upale u KOPB-u, a puSenje takoder pridonosi i
nastanku komorbiditeta (Cavailles i sur., 2013; Miillerova i sur., 2013; Nussbaumer-Ochsner i
Rabe, 2011; Agusti, 2008; Donner i ZuWallack, 2008; Yanbaeva i sur., 2007). U krvi
bolesnika s KOPB-om opazene su povisene koncentracije nekih upalnih parametara kao $to su
CRP, fibrinogen, leukociti i upalni citokini IL-6, IL-8 i TNF-a, §to ukazuje na perzistiraju¢u
sistemsku upalu niskog intenziteta. Istrazivanja su pokazala da 16 % bolesnika s KOPB-om
ima trajno prisutan “sistemski inflamom”, odnosno povisene vrijednosti navedenih upalnih
parametara, dok on nije prisutan kod 30 % bolesnika. Takoder se pokazalo da su
koncentracije upalnih parametara obrnuto proporcionalne vrijednostima spirometrijskih
parametara, neovisno o spolu, dobi, indeksu tjelesne mase i intenzitetu puSenja, a sistemska
upala dokazana je i u nepusaca s prisutnim ograni¢enjem protoka zraka (Agusti i Sin, 2014;
Faner i sur., 2014; Agusti i sur., 2013; Faner i sur., 2013; Agusti i sur., 2012; Garcia-
Aymerich i sur., 2010; Han i sur., 2010).

Postoje dvije hipoteze o nastanku sistemske upale; ,,prelijevanje upalnih medijatora iz pluca
u sistemsku cirkulaciju te obratni mehanizam gdje se smatra da je sistemska upala ona
komponenta KOPB-a koja uzrokuje poremecaje u plu¢ima, a njezino porijeklo je u
sistemskim ucincima pusenja, hipoksiji tkiva, poremecéenoj funkciji skeletnih misica,
stimulaciji koStane srzi, imunosnim poremecajima i infekcijama. Ipak, najvjerojatnije je da
brojni razli¢iti ¢imbenici uzrokuju sistemsku upalu (Agusti i sur., 2012; Agusti, 2008; Agusti i

Soriano, 2008).
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1.4.5. Egzacerbacije KOPB-a

Egzacerbacije KOPB-a predstavljaju akutno pogorSanje respiracijskih simptoma bolesti koje
stvara potrebu za dodatnom terapijom, a karakterizirane su pojacanom upalom, povecanim
stvaranjem sputuma, pojacanim kasljem i pogorSanom dispnejom. Najces¢i uzrok
egzacerbacija su virusne ili bakterijske infekcije diSnog sustava, dok dim cigareta ili
zagadenje zraka takoder mogu pridonijeti razvoju egzacerbacija. One mogu biti Zivotno
ugrozavajuée, osobito u bolesnika s uznapredovalom boleséu (Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; O’Donnell, 2011; White, 2005). Postoje dokazi da
su egzacerbacije povezane s povecanim brojem eozinofila u sputumu, tkivima plucéa i krvi
bolesnika s KOPB-om, a broj eozinofila, neutrofila i drugih upalnih stanica povecava se
tijekom egzacerbacija te doprinosi pogorsanju upale (Global Initiative for Chronic

Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; Groenke i Disse, 2015; Bafadhel i sur., 2011).

1.4.6. Hsp70i KOPB

Uloga Hsp70 u KOPB-u nije detaljno razjasnjena, no uloga unutarstanicnog Hsp70 istrazena
je bolje nego izvanstani¢nog. Pokazno je da dim cigareta potice sintezu Hsp70 proteina u
monocitima, fibroblastima i 16HBE stanicama kultiviranim in vitro (Pouwels i sur., 2014;
Dong i sur., 2013; C.-J. Li i sur., 2007). Istrazivanja na razliitim stanicama bolesnika s
KOPB-om pokazala su snizenu ekspresiju Hsp70 u leukocitima, limfocitima i alveolarnim
makrofagima bolesnika s KOPB-om ovisnu o puSackom statusu, koja je vjerojatno nastala
zbog potisnute transkripcije ili pove¢anog otpustanja iz stanica (L. Rumora i sur., 2008; J i
sur., 2005; Maestrelli i sur., 2003). Suprotno tome, u pluénim epitelnim stanicama bolesnika s
KOPB-om pronadena je povisena ekspresija Hsp70 koja je korelirala s tezinom bolesti (Dong
isur., 2013).

Hacker i sur. pronasli su povisene koncentracije Hsp70 u serumu bolesnika s KOPB-om u
odnosu na zdrave osobe (Hacker i sur., 2009). Cui i sur. istrazivali su koncentracije Hsp70 u
plazmi rudara u ugljenokopima. Rudari s KOPB-om su imali znacajno vise koncentracije
Hsp70 u plazmi od zdravih rudara, a u skupini rudara s KOPB-om i pneumokoniozom
koncentracije su bile viSe u odnosu na zdrave rudare i rudare s KOPB-om, ali bez

pneumokonioze (Cui i sur., 2015).
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1.4.7. TLR2, TLR4 i KOPB

KOPB i pusenje djeluju na ekspresiju TLR receptora i na signalne putove koje oni poticu.
TLR2 i TLR4 se smatraju glavnim TLR-ovima odgovornim za odrzavanje upalne reakcije u
KOPB-u (Zuo i sur., 2015). Izlozenost dimu cigareta izravno aktivira TLR4 u misjim i
ljudskim stanicama, a moze i uzrokovati otpuStanje DAMP-ova koji uzrokuju daljnju
aktivaciju TLR4 (Opitz i sur., 2010). LPS se veze za TLR4, povecava njegovu ekspresiju te
aktivira monocite i makrofage. Tako stimulira otpustanje MMP-ova koji su vazni u razvoju
KOPB-a. Interakcije izmedu monocita i glatkih miSi¢nih stanica mogu rezultirati otpustanjem
razgradnih produkta matriksa te pridonijeti konstantnoj aktivaciji TLR4 receptora (Chaudhuri
i sur., 2007; Chaudhuri i sur., 2005; Muzio i sur., 2000). Kad je prisutna infekcija, epitelne
stanice diSnih putova mogu pojacati ekspresiju TLR receptora, §to je bitno tijekom
egzacerbacija KOPB-a. Mali broj monocita na kojima su aktivirani TLR receptori mogu
uzrokovati otpusStanje velikih koncentracija citokina iz stanica glatkih misi¢a diSnih putova.
Stoga je lako razumljivo zaSto su ovakve interakcije bitne u nastanku upale u KOPB-u
(Chaudhuri i sur., 2005). Pojacana osjetljivost diSnih putova na ozon povezuje se upravo s
TLR4 receptorima, no nije uocena povezanost TLR4 polimorfizama sa stadijima KOPB-a
(Sabroe i sur., 2008; Sabroe i sur., 2003). Upala koju izaziva dim cigareta nije prisutna u
,knockout” miseva za TLR2 i TLR4, pri ¢emu TLR2 najvjerojatnije sudjeluje u ranoj fazi
upale koju izazivaju oksidansi, dok bi TLR4 mogao biti ukljuc¢en u kasnijoj fazi (Mitchell i
sur., 2010). Ekspresija TLR2 poviSena je u monocitima iz periferne krvi bolesnika s KOPB-
om u odnosu na nepusace i pusace s normalnom funkcijom pluc¢a (Pons i sur., 2006) dok je u
alveolarnim makrofagima bolesnika s KOPB-om i zdravih pusaca opaZena sniZena ekspresija
TLR2 (Droemann i sur., 2005). Ekspresija TLR4 sniZena je epitelnim stanicama nosa pusaca i
bolesnika s tezim stadijima KOPB-a u odnosu na zdrave nepuSace i bolesnike s blazim
stadijima KOPB-a (MacRedmond i sur., 2007). Snazna i/ili kroni¢na stimulacija TLR
receptora PAMP-ovima, DAMP-ovima i inhaliranim cesticama dovodi do remodeliranja i
propadanje pluénog parenhima koje potencijalno uzrokuje razaranje stijenki alveola, odnosno

emfizem pluc¢a (Opitz i sur., 2010).
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Proteini toplinskog Soka ili stresni proteini unutarstanicni su proteini koji pripomazu
pravilnom nabiranju novosintetiziranih te oste¢enih i denaturiranih proteina, stabilizaciji i
sprje¢avanju agregacije proteina. Koncentracija Hsp moZe se povecati u razli¢itim stanjima
fizioloSkog i1 okoliSnog stresa kao §to su infekcije, upala, ozlijede ili toplina. Neki Hsp, poput
inducibilnog Hsp70 molekulske mase 72 kDa, mogu se izlu€iti u izvanstanicni prostor te tada
djelovati kao DAMP molekule, odnosno kao ,signali za opasnost“ za imunosni sustav.
Izvanstani¢ni Hsp70 posjeduje Saperonsku i citokinsku aktivnost (Saperokin) te moze
stimulirati imunosno-upalni odgovor koji dovodi do pojacane sinteze i izlu€ivanja upalnih
citokina. Izvanstani¢ni Hsp70 ovakva imunostimulirajuc¢a djelovanja vrsi vezanjem na TLR2 i
TLR4 receptore, $to dovodi do aktivacije NF-kB i MAPK signalnih putova. Smatra se da nize
koncentracije eHsp70 mogu djelovati zastitno i biti dio normalnog odgovora na infekciju ili
stres, a nakon §to se prekoraci odredeni kriticni koncentracijski prag eHsp70 moze potencirati
abnormalnu upalnu reakciju te je in vivo funkcija eHsp70 ovisna o kontekstu. U bolesnika s
kroni¢nom opstrukcijskom pluénom boleséu izmjerene su poviSene koncentracije eHsp70 u
krvi.

KOPB jedan je od vodec¢ih uzroka morbiditeta i smrtnosti u svijetu s prevalencijom od oko 12
% kod osoba starijih od 40 godina, a jedan od glavnih ¢imbenika rizika za razvoj bolesti je
pusenje. KOPB karakterizira progresivno ograni¢enje protoka zraka povezano s poja¢anim
kroni¢nim upalnim odgovorom u diSnim putovima i plu¢ima na Stetne Cestice ili plinove,
najcesce dim cigarete. Egzacerbacije i komorbiditeti pridonose ukupnoj tezini klinicke slike
pojedinih bolesnika. Bolesnici s KOPB-om razvijaju abnormalne upalne reakcije, a kroni¢na
upala moZe dovesti do uniStenja parenhima plu¢a (emfizema) i kroni¢nog bronhitisa. Osim
pluénih manifestacija, KOPB takoder ima sistemsku komponentu koju karakterizira kronicna
upala, oksidacijski stres, aktivacija imunosnih stanica i poviSena koncentracija upalnih
citokina u krvi. Bolesnici s KOPB-om su osjetljivi na povremene bakterijske kolonizacije i

infekcije koje mogu dovesti do egzacerbacija i pogorSanja ve¢ aktivne upale.

Glavna hipoteza ovog istrazivanja je da izvanstani¢ni protein Hsp70 moze aktivirati
imunosno-upalni odgovor u KOPB-u, ali da moze i modulirati upalni odgovor izazvan
patogenim bakterijama ili dimom cigareta kojima su cesto izloZene osobe oboljele od ove

bolesti.
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Cilj istrazivanja ispitati je ulogu i mehanizam djelovanja izvanstani¢nog proteina Hsp70 i

njegovih receptora TLR2 i TLR4 na stanicama pluéne i sistemske komponente KOPB-a.

Za ispitivanja pluéne komponente KOPB-a korisStene su stani¢na linija bronhijalnih epitelnih
stanica NCI-H292 i primarne traheobronhijalne epitelne stanice, a za ispitivanje sistemske
komponente KOPB-a stani¢na linija monocitno-makrofagnih stanica THP-1 i primarni

monociti iz periferne krvi.

Hipoteza i ciljevi istrazivanja ispitani su pod utjecajem izvanstani¢nog proteina Hsp70, uz
kombinirana tretiranja bakterijskim komponentama LPS-om i LTA te uz kombinirana

tretiranja ekstraktom dima cigareta.

Specifi¢ni ciljevi:

I. odrediti koncentraciju upalnih citokina izlu¢enih iz stanica (IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8 i TNF-
o) pod utjecajem izvanstaniénog proteina Hsp70, uz kombinirana tretiranja bakterijskim
komponentama LPS-om i LTA te uz kombinirana tretiranja ekstraktom dima cigareta;

II. ispitati aktivaciju membranskih TLR2 i TLR4 receptora odredivanjem signalnih molekula
MAPK (ERK, JNK i p38) i NF-kB koje su vazne za indukciju sinteze upalnih citokina;

II1. razjasniti funkcionalno znacenje aktivacije TLR te NF-kB i MAPK signalnih putova
koriStenjem opc¢ih inhibitora transkripcije i translacije (aktinomicin D i cikloheksimid) te
specificnih farmakoloskih inhibitora signalnih molekula (inhibitori ERK, JNK i p38 MAPK,
inhibitor NF-xB puta);

IV. ispitati vijabilnost stanica (MTS test, mjerenje aktivnosti laktat dehidrogenaze (LDH)) te

nacine umiranja stanica (odredivanje aktivnosti kaspaza-3/7, -8 i -9).
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3. MATERIJALI I METODE
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Istrazivanje uloge izvanstani¢nog proteina Hsp70 u KOPB-u bit ¢e podijeljeno na dva dijela:
1. in vitro istrazivanje pluéne komponente KOPB-a koriste¢i:

e stanicnu liniju epitelnih stanica traheobronhijalnog trakta NCI-H292 (humane
bronhijalne epitelne stanice porijeklom od bolesnika s mukoepidermalnim
karcinomom);

e primarne humane traheobronhijalne epitelne stanice (NHBE - normalne humane
bronhijalne epitelne stanice, PBEC - primarne traheobronhijalne epitelne stanice
izolirane od zdravih ispitanika te od bolesnika s KOPB-om (PBEC KOPB));

2. in vitro istrazivanje sistemske komponente KOPB-a koriste¢i:

e stanicnu liniju monocitnih stanica THP-1 (humani monociti iz periferne krvi

porijeklom od bolesnika s akutnom monocitnom leukemijom);

e primarne humane monocite iz periferne krvi.

3.1. Kultura stanica

3.1.1. Stanicne linije

NCI-H292 (American Type Culture Collection, SAD) su stanice mukoepidermalnog plu¢nog
karcinoma originalno izolirane iz metastaze u limfnom ¢voru 32-godisnje bolesnice. Stanice
su epitelnog tipa te adheriraju na podlogu. Konstitutivno eksprimiraju mRNA za TLR1 - 10
(Hou i sur., 2006).

THP-1 (American Type Culture Collection, SAD) su stanice akutne monocitne leukemije
originalno izolirane iz periferne krvi jednogodisnjeg muskog djeteta. Stanice su u suspenziji i
rastu u manjim grudama (Tsuchiya i sur., 1980).

Stanice su uzgajane u bocama za uzgoj staniénih kultura (25 cm? ili 75 cm?®) s odgovarajuéim
volumenom kompletnog RPMI medija u inkubatoru (Hera Cell, Kendro Laboratory Products,
Njemacka) na 37 °C pri 95 % vlaznosti zraka i 5 % CO,. Kompletni RPMI medij sadrzi
RPMI-1640 s L-glutaminom i HEPES-om (Lonza Group Ltd, Svicarska ili Capricorn, UK) uz
dodatak 0,6 mM piruvata (Fluka, Svicarska), 10 % fetalnog govedeg seruma (FBS, engl. fetal
bovine serum) (South American Origin, Biosera, USA ili Capricorn, UK) i 1 % 100 puta
koncentrirane otopine antibiotika i antimikotika (10000 U/ml penicilina, 10 mg/ml
streptomicina, 25 pg/ml amfotericina B) (Lonza Group Ltd, Svicarska). NCI-H292 stanice

kultivirane su do oko 80-90 % konfluentnosti $to je kontrolirano invertnim mikroskopom
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(Diavert, Leitz, Njemacka) te nakon toga presadene. THP-1 stanice koje rastu u suspenziji
razrjeduju se 1-2 puta tjedno.
THP-1 stanice su u svim ispitivanjima provedenim u ovom radu prije tretiranja diferencirane

u makrofage tijekom 48 sati pomoc¢u 20 nM forbol 12-miristat-13-acetata (PMA).

3.1.2. Primarne stanice

Normalne humane bronhijalne epitelne stanice (NHBE) izolirane su iz epitela diSnih putova
iznad bifurkacije traheje zdravih ispitanika (Lonza Group Ltd., Svicarska). PBEC stanice
izolirane su iz trahealnog tkiva ostalog nakon transplantacije plu¢a (stanice od zdravih
donora), a PBEC KOPB stanice dobivene su iz bronhijalnih brisova bolesnika s KOPB-om.
PBEC i PBEC KOPB stanice dobivene su i koristene u Experimental Pulomonology and
Inflammation Research (EXPIRE) laboratoriju, University Medical Center Groningen,
Nizozemska.

Sve navedene primarne humane bronhijalne epitelne stanice uzgajaju se u BEGM mediju
(Lonza Group Ltd., Svicarska), u bocama za uzgoj stani¢nih kultura prethodno obloZenima
0,1 % fibronektinom (Sigma-Aldrich, SAD) i 3 mg/ml kolagenom (Inamed, SAD) te se
odmah nakon postignute konfluentnosti od oko 90 % nasaduju na odgovarajuce ploce s 24 ili
96 jazica koje su takoder oblozene na isti nacin kao i boce za uzgoj stani¢nih kultura.
Monociti su izolirani od zdravih ispitanika metodom razdvajanja magnetskim Cesticama
obiljezenim s CD14 (Miltenyi Biotec, Njemacka).

Monociti porijeklom iz periferne krvi su u svim ispitivanjima provedenim u ovom radu prije
tretiranja diferencirani u makrofage tijekom 7 dana pomocu 25 ng/ml ¢imbenika koji stimulira
rast makrofagnih kolonija (M-CSF, engl. macrophage colony stimulating factor) u
kompletnom RPMI mediju uz dodatak 1 % neesencijalnih aminokiselina (Lonza Group Ltd.,

Svicarska) i 1 % piruvata (Lonza Group Ltd., Svicarska) tijekom 7 dana.

3.2. Presadivanje stanica

NCI-H292 stanice presaduju se kad postignu oko 80-90 % konfluentnosti. Kompletni RPMI
medij iznad adherentnih stanica ukloni se vakuum sisaljkom. Stanice se isperu 2 puta s 1 ili 5
ml 0,38 mg/ml otopine EDTA (Sigma-AldrichCo., USA), ovisno o veli¢ini boce za uzgoj
stanica, kako bi se uklonili ostaci seruma koji sadrzi al-antitripsin koji bi mogao inhibirati
djelovanje tripsina u sljedecem koraku. Otopina EDTA se ukloni vakuum sisaljkom i doda se

1 ili 3 ml 0,25 % otopine tripsin-EDTA (Sigma-AldrichCo., USA) kako bi se stanice odvojile
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od podloge. Nakon 5 minuta inkubacije na 37 °C pri 95 % vlaznosti zraka i 5 % CO,, na
stanice se doda 3 ili 5 ml kompletnog RPMI medija koji zaustavlja djelovanje tripsina te se
stanice resuspendiraju pipetom. Stani¢na suspenzija prenese se u sterilnu epruvetu s ¢epom i
centrifugira (Biofuge Stratos Heraeus, Kendro Laboratory Products, Njemacka) 5 minuta na
200 g pri sobnoj temperaturi. Nadsloj se ukloni vakuum sisaljkom, a talog stanica
resuspendira u 1 ml kompletnog RPMI medija. Najprije se odredi broj stanica u suspenziji, a
zatim se odredeni volumen suspenzije stanica nasadi u novu bocu za uzgoj stani¢nih kultura u
koju je prethodno stavljen odredeni volumen kompletnog RPMI medija. Stanice se najcesce
razrjeduju u omjeru 1:3-1:8. Boca se nakon presadivanja spremi u inkubator na 37 °C, pri 95
% vlaznosti zraka i 5 % CO..

THP-1 stanice razrjeduju se s kompletnim RPMI medijem na gustocu 0,2-0,4x10° stanica/ml
na nacin da se uzme 1-2 ml stanica i 4-5 ml novog medija za uzgoj u boci od 25 cm?, odnosno
da se uzme 3-5 ml stanica i 10-12 ml novog medija za uzgoj u boci od 75 cm”. Brojanje
stanica vrsi se otprilike svakih 10 dana, tako da se stanice centrifugiraju (Biofuge Stratos
Heraeus, Kendro Laboratory Products, Njemacka) 5 minuta na 200 g na sobnoj temperaturi,
medij se ukloni vakuum sisaljkom te se stanice resuspendiraju u 1 ml medija za uzgoj stanica.
Nakon toga se stanice izbroje u Neubauerovoj komorici s tripanskim plavilom nakon ¢ega im
se u potpunosti promijeni medij, a volumen dodanog medija ovisi o Zeljenoj gustoci stanica.
Primarne humane bronhijalne epitelne stanice nakon Sto postignu oko 90 % konfluentnosti
nakon odmrzavanja isperu se dva puta s 5 ml HBSS otopine (Lonza Group Ltd., Svicarska) te
im se dodaje 2 ml 0,25 % otopine tripsina-EDTA kako bi se odvojile od podloge. Nakon 5
minuta inkubacije na 37 °C pri 95 % vlaZnosti zraka i1 5 % CO3, na stanice se doda 2 ml FBS-
a koji zaustavlja djelovanje tripsina te se stanice resuspendiraju pipetom. Stani¢na suspenzija
prenese se u sterilnu epruvetu s cepom i centrifugira 5 minuta na 500 g pri sobnoj temperaturi.
Nadsloj se ukloni vakuum sisaljkom, a talog stanica resuspendira u 1 ml BEGM medija.
Odredi se broj stanica u suspenziji te se nasaduju na prethodno oblozene ploc¢e u broju

ovisnom o potrebama za odredeni pokus.

3.3. Odredivanje broja stanica

Stanice resuspendirane u 1 ml medija za uzgoj stanica pomijeSaju se s 0,4 % otopinom
tripanskog plavila u omjeru koji ovisi o vrsti stanica 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 puta. Tripansko plavilo se koristi za razlikovanje mrtvih i zivih stanica.
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Zive stanice ga izlu¢uju 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, plave stanice. Neubauerova komorica se sastoji od 9 kvadrata volumena 0,0001
ml koji su podijeljeni na manje kvadrate. Stanice se broje u Cetiri rubna kvadrata te se broj
stanica izracunava po sljede¢oj formuli:

broj stanica po ml = srednja vrijednost broja stanica u 4 rubna kvadrata x razrjedenje / 0,0001

3.4. Tretiranje stanica

3.4.1. Tretiranje stanica rekombinantnim humanim Hsp70 proteinom, LPS-om i s LTA
Stanice su tretirane rekombinantnim humanim Hsp70 proteinom (rthHsp70) sintetiziranim u
bakteriji £. coli s niskim sadrZzajem endotoksina (Enzo Life Sciences, SAD). Koncentracija
endotoksina odredena je testom lizata limulusovih amebocita (LAL) od strane proizvodaca i
iznosila je 2,7 EU/mg prociS¢enog proteina te je ekvivalentna koli¢ina LPS-a koriStena kao
negativna kontrola u svim pokusima. Stanice su takoder tretirane LPS-om (pozitivna kontrola
za aktivaciju TLR4) i s LTA (pozitivna kontrola za aktivaciju TLR2). LPS je izoliran iz E.
Coli O111:B4 (Sigma-Aldrich, SAD), a LTA iz S. aureus (Invivogen, Francuska) i
koncentracija endotoksina u njoj iznosila je 10 EU/mg.

U ovim uvjetima NCI-H292 i THP-1 stanice tretirane su u kompletnom RPMI mediju, a THP-
1 stanice su prethodno diferencirane u stanice slicne makrofagima s 20 nM PMA tijekom 48
h. NHBE i PBEC stanice od zdravih ispitanika t¢ PBEC KOPB stanice drzane su u TIPSA
mediju (BEGM medij (Lonza Group Ltd., Svicarska) s 10 pg/ml transferina i 5 pg/ml inzulina
(Sigma-Aldrich, SAD) te 1 % otopine antibiotika-antimikotika) preko no¢i te su tretirane u
istom tom mediju. Monociti su stavljeni u medij bez M-CSF-a preko no¢i te su tretirani u

RPMI mediju bez FBS-a.

3.4.2. Tretiranje stanica ekstraktom dima cigareta

Ekstrakt dima cigareta (CSE, engl. cigarette smoke extract) pripreman je neposredno prije
svakog pokusa. Dim dvije cigarete marke 3R4F Kentucky Research Cigarettes (University of
Kentucky) kojima su odstranjeni filtri propuhan je kroz 25 ml odgovaraju¢eg medija bez
seruma (RPMI za NCI-H292 i THP-1 stanice te monocite, EMEM (Lonza Group Ltd,
Svicarska) za primarne bronhijalne epitelne stanice) upotrebom peristalticke pumpe (Miniplus
Evolution, Gilson, SAD). Svaka cigareta gorjela je oko 5 minuta. Tako pripremljeni ekstrakt

dima cigareta oznacen je kao 100 % koncentrirani, a za pokuse je razrijeden s odgovaraju¢im
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medijem bez seruma (RPMI za NCI-H292, THP-1 i monocite, TIPSA za NHBE, PBEC i
PBEC KOPB) na zeljene koncentracije unutar 60 minuta od pripreme (van der Toorn i sur.,
2007).

Standardizacija ekstrakta dima cigareta izvrSena je tako da je 100 % ekstrakt razrijeden na
koncentracije od 20 %, 15 %, 10 %, 5 % 1 2,5 %. Zatim mu je, koriste¢i spektrofotometar
(CECIL Aquarius CE 7200), izmjerena apsorbancija na 320 nm prema odgovaraju¢em mediju
bez seruma kao slijepoj probi. Pokus je ponovljen Sest puta u tri uzastopna dana. Tijekom
pripreme ekstrakta dima cigareta za svaki pojedini pokus provjereno je odgovara li njegova
apsorbancija na 320 nm uobicajenim standardiziranim vrijednostima. Zatim je taj ekstrakt

koriSten za tretiranje stanica sam ili u kombinaciji s thHsp70.

3.4.3. Tretiranje stanica inhibitorima

1x10° NCI-H292 stanica po jazici nasadeno je na plo¢e s 12 jaZica u kompletnom RPMI
mediju. Nakon 24 h stanice su prvo tretirane inhibitorima tijekom 1 sata, a zatim im je dodan
0,3 pg/ml thHsp70 te su stanice inkubirane sljedeca 24 h. THP-1 stanice takoder su nasadene
na ploce s 12 jaZica u broju od 1x10° stanica po jaZici, ali uz dodatak 20 nM PMA tijekom 48
h. Nakon diferencijacije, THP-1 stanice su prvo tretirane inhibitorima 1 h, a zatim im je dodan
10 pg/ml rthHsp70. Nakon zavrSene inkubacije medij iznad stanica se centrifugira na 1500 g
tijekom 10 minuta na +4 °C, a dobiveni nadsloj razdijeli se na manje volumene i pospremi na
-70 °C za odredivanje koncentracije citokina.

Inhibitori koji su koristeni za pokuse su: 10 pg/ml cikloheksimid (Cell Signaling Technology,
SAD), inhibitor sinteze proteina (translacije); 10 pg/ml aktinomicin D (Calbiochem, SAD),
inhibitori sinteze mRNA (transkripcije); 10 uM Bayl11-7082 (Calbiochem, SAD), inhibitor
NF-«xB; 10 uM SP600125 (Santa Cruz Biotechnologies, SAD), inhibitor JNK; 10 pM
SB202190 (Cell Signaling Technology, SAD), inhibitor p38 MAPK; 50 uM PD98059 (Cell
Signaling Technology, SAD), inhibitor ERK i 100 uM KNK437 (Calbiochem, SAD),
inhibitor Hsp70.

Buduéi da su ovi inhibitori otopljeni u DMSO-u, kao kontrole su koriStene stanice tretirane
razli¢itim koncentracijama DMSO-a: 0,01 % DMSO za SP600125 i Bayl11-7082, 0,1 %
DMSO za cikoheksimid, PD98059 i SB202190 te 1 % DMSO za aktinomicin D i KNK437.
Koncentracije citokina u pokusu s inhibitorima izrazene su kao udio (%) citokina izlu€enih iz
stanica tretiranih s thHsp70, inhibitorima ili njihovom kombinacijom u odnosu na kontrolne
stanice, a koncentracije citokina izluCenih iz kontrolnih stanica (stanice tretirane samo

odgovaraju¢om koncentracijom DMSO-a) izrazene su kao 100 %.

39



3.5. Odredivanje koncentracije citokina

NCI-H292 stanice (1x10° stanica po jaZici) nasadene su na plode s 12 jaZica i tretirane nakon
inkubacije tijekom 24 h. THP-1 stanice (1x10° stanica po jaZici) nasadene su na ploce s 12
jazica uz dodatak 20 nM PMA te su diferencirane tijekom 48 h, nakon cega je slijedilo
tretiranje. NHBE i PBEC (30-50000 stanica po jazici) stanice nasadene su na ploce s 24 jazice
prethodno oblozene kolagenom i fibronektinom. Nakon postizanja vise od 95 %
konfluentnosti stanicama je promijenjen medij u TIPSA medij preko no¢i te su zatim tretirane
takoder u TIPSA mediju. Monociti (0,5 x10° stanica po jaZici) nasadeni su na plo&e s 24 jazice
uz dodatak 25 ng/ml M-CSF-a te su diferencirani tijekom 7 dana. Nakon toga stavljeni su u
medij bez M-CSF-a preko no¢i i =zatim tretirani. Stanice su tretirane razliitim
koncentracijama rhHsp70, LPS-a, LTA, CSE-a ili njihovim kombinacijama tijekom 24 h.
Nakon toga medij iznad stanica centrifugira se na 1500 g tijekom 10 minuta pri +4 °C, a
dobiveni nadsloj razdijeli se na manje volumene i pospremi na -70 °C do analize.
Koncentracije IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-8 i TNF-a odredivane su u mediju iznad stanica DuoSet
ELISA test paketima (R&D Systems, SAD), a IL-6 samo u PBEC stanicama odredivan je
PeliKine Human IL-6 test paketom (Tecan, Svicarska).

Mikrotitarska ploca s 96 jazica najprije se oblozi sa 100 ul razrijedenog vezujuceg protutijela
preko noci na sobnoj temperaturi. Zatim se okretanjem ploce i njenim snaznim protresivanjem
ukloni sva tekucina koja se nalazi u jazicama, a potom se jazice isperu s puferom za ispiranje
(0,05 % Tween-20 u PBS-u). Potrebno je tri puta ispirati mikrotitarsku plocu, tako da se u
svaku jazicu doda 400 pl pufera. Zatim se u svaku jazicu doda 300 pl otopine reagensa za
blokiranje (1 % BSA u PBS-u) te se ploca inkubira na sobnoj temperaturi minimalno jedan
sat. Nakon inkubacije, mikrotitarska ploca ispere se tri puta.

Uzorci 1 standardi razrijede se u otopini reagensa za razrjedivanje (1 % BSA u PBS-u, osim
kod odredivanja IL-8: 0,1 % BSA u PBS-u s 0,05 % Tweena-20) te se 100 ul dodaje u svaku
jazicu i inkubira dva sata na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, mikrotitarska ploca se
ispere tri puta. Potom se u svaku jaZicu dodaje 100 pl detekcijskog protutijela koje se prije
toga razrijedi u otopini reagensa za razrjedivanje te se inkubira dva sata na sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije, mikrotitarska ploca se ispere tri puta. Zatim se u svaku jaZicu
dodaje 100 pl radne otopine streptavidin—HRP (streptavidin-HRP razrijeden 1:40 u reagensu
za razrjedivanje) i inkubira 20 minuta na sobnoj temperaturi u prostoru zaSticenom od
svjetlosti. Nakon inkubacije, mikrotitarska ploca se ispere tri puta. Potom se u svaku jazicu
doda 100 pl otopine supstrata (1:1 mjeSavina tetrametilbenzidina i H,0O;), inkubira 5-10

minuta pri sobnoj temperaturi u prostoru zasticenom od svjetlosti te se u svaku jazicu doda 50
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ul otopine za zaustavljanje enzimske reakcije (2 N H,SO4) 1 lagano se protrese mikrotitarska
ploca kako bi se svi sastojci otopine supstrata u jazici dobro pomijesali. Apsorbancija se mjeri
pri valnoj duljini 450 nm na ¢itacu mikrotitarskih ploca (VICTOR3 1420 Multilabel counter,
Perkin Elmer).

3.6. Odredivanje vijabilnosti stanica MTS testom

MTS test sluzi za odredivanje vijabilnosti stanica, odnosno za ispitivanje citotoksi¢nosti
odredene tvari. Temelji se na sposobnosti zivih stanica da reduciraju MTS ((3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolijeva sol)) u obojeni
formazanski produkt.

Za ovaj test NCI-H292 (5000 stanica po jazici), NHBE (10000 stanica po jazici), THP-1 i
monociti (50000 stanica po jazici) nasadeni su na ploce s 96 jazica u 100 pl odgovarajuceg
medija te se tretiranja vr$e takoder u 100 pl medija tijekom 24 h.

Nakon tretiranja stanica, u svaku jazicu se dodaje 20 pul MTS reagensa (CellTiter 96 Aqueous
One Solution Cell Proliferation Assay, Promega, SAD) bez prethodnog uklanjanja medija i
stanice se inkubiraju tijekom 1-4 sata (THP-1 stanice 1 h, NHBE stanice 2 h, monociti 3 h,
NCI-H292 stanice 4 h) na 37 °C pri 95 % vlaznosti zraka i 5 % CO,. Apsorbancija se mjeri na
490 nm na citatu mikrotitarskih plo¢a (VICTOR3 Multilabel Reader, Perkin Elmer, SAD)
prema odgovarajutem mediju bez stanica. Srednja vrijednost apsorbancija netretiranih
(kontrolnih) stanica proglasi se 100 %, a vrijednosti apsorbancija tretiranih stanica izraze se
kao udio (%) u odnosu na netretirane stanice. Rezultati se prikazu kao srednja vrijednost +

standardna pogreska.

3.7. Odredivanje kataliticke aktivnosti laktat dehidrogenaze u mediju iznad stanica
Odredivanje kataliticke aktivnosti LDH sluzi za ispitivanje citotoksi¢nosti odredene tvari te se
koristi kao pokazatelj integriteta stanicne membrane. LDH je iskljuivo citoplazmatski enzim
i ne bi smio biti prisutan u stanicnom okoliSu (mediju) ukoliko je integritet staniCne
membrane ocuvan.

Princip ove metode temelji se na oksidaciji L-laktata u piruvat u prisustvu LDH pri ¢emu se
NAD" reducira te se kontinuirano mjeri porast apsorbancije NADH na 340 nm pri 37 °C

prema destiliranoj vodi kao slijepoj probi.
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Za ovu analizu uzima se 20 pl medija iznad stanica tretiranih za odredivanje citokina (vidi
poglavlje 3.5.) te se analiza vr§i odmah nakon zavrSene inkubacije od 2 minute na
poluautomatskom analizatoru Trace 30 uz upotrebu reagensa za odredivanje LDH (500 pl).
(Dijagnostika d.o.o., Hrvatska ili Greiner Diagnostic GmbH, Njemacka). Srednja vrijednost
kataliti¢kih aktivnosti LDH netretiranih (kontrolnih) stanica proglasi se 100 %, a vrijednosti
katalitickih aktivnosti LDH tretiranih stanica izraze se kao udio (%) u odnosu na netretirane

stanice. Rezultati se prikazu kao srednja vrijednost + standardna pogreska.

3.8. Odredivanje aktivnosti kaspaza-3/7, -8 i -9

Stanice su nasadene na bijele ploce s 96 jazica u broju ovisnom o vrsti stanica i kaspazi koja
se odredivala. NCI-H292 stanice: 10000 stanica po jazici za kaspaze-3/7 te 15000 stanica po
jazici za kaspaze-8 i -9. THP-1 stanice i monociti: 20000 stanica po jaZzici za kaspazu-3/7 i
25000 stanica po jazici za kaspaze-8 i -9. NHBE stanice: 10000 stanica po jazici za sve
odredivane kaspaze. Stanice su tretirane s rhHsp70, LPS-om, LTA, CSE-om ili njihovim
kombinacijama tijekom 2, 4, 6 ili 8 h. Nakon toga izravno na medij dodaje se 100 pl reagensa
za odredivanje kaspaza Caspase-Glo” luminescent assay test paketa (Promega, SAD), ploge
se lagano promijesaju na 300-500 rpm 30 sekundi te se inkubiraju 3 h na sobnoj temperaturi u
mraku. Luminescencija uzoraka mjeri se na ¢itacu mikrotitarskih ploca (VICTOR3 Multilabel
Reader, Perkin Elmer, SAD).

Reagens za odredivanje kaspaza-3/7 sadrzi supstrat Z-DEVD-AMC, za kaspazu-8 Z-LETD-
AMC, a za kaspazu-9 Z-LEHD-AMC u puferu optimiranom za aktivnost kaspaza, luciferaze i

za lizu stanica. Nakon dodatka reagensa, stanice se liziraju, kaspaze oslobadaju, kidaju

weee

3.9. Detekcija proteina Western blot metodom

3.9.1. Priprema stani¢nih lizata za Western blot analize

NCI-H292 stanice (1x10° stanica po jaZici) nasadene su na ploge s 12 jaZica i tretirane nakon
inkubacije tijekom 24 h. THP-1 stanice (1x10° stanica po jazici) su nasadene na ploce s 12
jazica uz dodatak 20 nM PMA te su diferencirane tijekom 48 h nakon cega je slijedilo
tretiranje. NHBE (30-50000 stanica po jazici) stanice nasadene su na ploCe s 24 jazice
prethodno oblozene kolagenom i fibronektinom. Nakon postizanja vise od 95 %

konfluentnosti stanicama je promijenjen medij u TIPSA medij preko noci te su zatim tretirane
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takoder u TIPSA mediju. Monociti (0,5 x10° stanica po jaZici) nasadeni su na plode s 24
jazice uz dodatak 25 ng/ml M-CSF-a te su diferencirani tijekom 7 dana. Nakon toga stavljeni
su u medij bez M-CSF-a preko no¢i i zatim tretirani. Stanice su tretirane razliitim
koncentracijama rhHsp70, LPS-a, LTA, CSE-a ili njihovim kombinacijama tijekom 30
minuta, 2 h i 8 h. Nakon toga ploCe se stave na led, medij iznad stanica ukloni se vakuum
sisaljkom, a adherirane stanice isperu dva puta ledeno hladnim PBS-om. U svaku jazicu na
ploc¢i s 12 jazica doda se po 200 ul, a na ploci s 24 jazice 100 pl, ledeno hladnog pufera za
liziranje stanica (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 137 mM NaCl, 1 % Triton X-100, 10 % glicerol, 1
mM natrij-ortovanadat uz dodatak proteaznih inhibitora (Complete Protease Inhibitor Cocktail
Tablets, Roche)) i ostavi stajati na ledu 20 minuta. Zatim se stanice odvoje od podloge blagim
struganjem silikonskim strugacem, a sadrzaj svake jazice prenese se u epruveticu od 1,5 ml i
centrifugira na 15000 g tijekom 20 minuta na +4 °C. Jedan dio dobivenog nadsloja pospremi
se na -20 °C za odredivanje koncentracije proteina, dok se u drugi dio nadsloja doda 6 puta
koncentrirani Laemmlijev pufer za nanoSenje uzoraka (0,375 M Tris-HCI pH 6,8, 12 % SDS,
30 % glicerol, 0,2 % bromfenol plavilo, 12 % B-merkaptoetanol u destiliranoj vodi). Uzorci se

prokuhaju tijekom 3 minute na 97 °C, odmah potom ohlade na ledu i pospreme na -20 °C.

3.9.2. Odredivanje koncentracije proteina u stani¢cnom lizatu

Koncentracija proteina u stanicnim lizatima odredena je pomocu bicinkoni¢ne kiseline
(BCA). Ova metoda temelji se na stvaranju kompleksa proteina s Ccu* pod alkalnim uvjetima
nakon ¢ega dolazi do redukcije Cu>" u Cu’. Koli¢ina redukcije proporcionalna je koncentraciji
proteina. BCA stvara plavo-ljubigasti kompleks s Cu” u alkalnom okoli$u ¢&ija se apsorbancija
mjeri na 570 nm.

Na plocu s 96 jazica dodaje se 25 pl uzorka i standarda proteina razrijedenih s fizioloSkom
otopinom te 100 pl radnog reagensa (dobiva se mijeSanjem 50 volumena BCA i 1 volumena
bakar (II) sulfata). Nakon 30 minuta inkubacije na 37 °C izmjeri se apsorbancija na 570 nm

na ¢itacu mikrotitarskih ploca (VICTOR3 Multilabel Reader, Perkin Elmer, SAD).

3.9.3. Denaturirajuca diskontinuirana elektroforeza u poliakrilamidnom gelu

Proteini iz stani¢nih lizata, pripremljenih uz upotrebu pufera za liziranje stanica, razdvoje se
okomitom diskontinuiranom elektroforezom u poliakrilamidnom gelu u denaturiraju¢im
uvjetima (SDS-PAGE, engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Za
elektroforezu proteina koristen je 4 % sabijajuci gel te 10 % razdvajaju¢i gel. Sastav 4 %

sabijajuceg gela je 6,1 ml ultraciste H,O, 2,5 ml pufera za sabijanje (0,5 M Tris-HCI pH 6,8),
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100 pl 10 % otopine SDS-a, 1,3 ml 30 % otopine akrilamid/bis-akrilamida, 50 pl 10 %
otopine amonij-persulfata i 10 pl tetrametil-etilendiamina (TEMED). Za 10 % razdvajajuci
gel koristeno je 4,35 ml ultradiste H,O, 2,5 ml pufera za razdvajanje (1,5 M Tris-HCI pH 8,8),
100 pl 10 % otopine SDS-a, 3,0 ml 30 % otopine akrilamid/bis-akrilamida, 50 pl 10 %
otopine amonij-persulfata i 5 pl TEMED-a.

Uzorci se nanesu na gel u volumenu koji odgovara koncentraciji proteina od 20 ili 40 pg.
Elektroforeza se provodi u puferu za elektroforezu (25 mM Tris-HCI pH 8,3, 0,25 M glicin,
0,1 % otopina SDS-a) uz napon od 100 V tijekom 1,5 h. Kao standard za priblizno
odredivanje molekulske mase proteina koristen je standard proteina koji je na gelu davao
osam obojenih proteinskih vrpci u rasponu od 6 do 200 kDa (Santa Cruz Biotechnology,
SAD).

3.9.4. Western blot analiza

Proteini razdvojeni SDS-PAG elektroforezom prenesu se na nitroceluloznu membranu. Zatim
se membrana zasiti puferom za blokiranje da bi se sprije¢ilo nespecificno vezanje protutijela
na membranu u daljnjim koracima analize. Nakon toga membrana se inkubira primarnim
protutijelom koje specificno prepoznaje ciljni protein. Na primarna protutijela vezu se
sekundarna protutijela koja prepoznaju epitop na primarnom protutijelu, a na sebi imaju vezan
enzim peroksidazu iz hrena. Taj enzim u prisustvu kemiluminiscentnog supstrata emitira
svjetlo na onim mjestima gdje se nalaze sekundarna protutijela na membrani te se izlaganjem
svjetlu na uredaju za fotografiranje membrana ta mjesta vide kao zatamnjene vrpce.
Elektroforezom razdvojeni proteini prenijeti su na nitroceluloznu membranu veli¢ine pora 0,2
um (GE Healthcare, SAD) u uredaju za elektro-prijenos proteina (Mini Trans-Blot Cell, Bio-
Rad, SAD) pri jakosti struje od 250 mA tijekom 1,5 h. Da bi se provjerilo jesu li uzorci
naneseni na gel sadrzavali jednaku koncentraciju proteina te da li je postignuta ujednacenost
prijenosa proteina na membranu, gelovi su bojani 0,1 % otopinom boje Coomassie briljant
plavo R-250 u smjesi 40 % metanola i 10 % octene kiseline. Visak boje uklonjen je
koriStenjem otopine za odbojavanje (40 % metanola i 10 % octene kiseline u destiliranoj
vodi). Ujednacenost prisustva proteina u razli¢itim uzorcima ocitana je vizualno. Osim toga,
da bi se provjerilo je li postignuta ujednacenost prijenosa na membranu kao kontrola nam je
posluzila i ravnomjerna ekspresija proteina aktina, MAPK te IxBa.

Nespecificno vezanje protutijela na slobodna mjesta na membrani sprijeceno je inkubiranjem
membrane u puferu za blokiranje (5 % obrano mlijeko u prahu u puferu za ispiranje (25 mM

Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween-20 u ultracistoj vodi) tijekom 1 h na sobnoj
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temperaturi, osim pri odredivanju ekspresije aktina gdje se blokiranje vrSi preko no¢i na +4
°C.

Membrana je zatim inkubirana razrijedenim primarnim protutijelom preko no¢i na +4 °C,
osim kod odredivanja ekspresije aktina gdje je inkubacija primarnim antitijelom bila 2 h na
sobnoj temperaturi:

. za detekciju ukupnog proteina ERK koristena su kuni¢ja poliklonska protutijela
razvijena naspram peptida koji odgovara C-terminalnom aminokiselinskom slijedu ERK1
Stakora, a koja detektiraju ERK1 i ERK2 kinazu (ERK 1 (C-16), sc-93, Santa Cruz
Biotechnology, SAD) (razrjedenje 1:800 u puferu za ispiranje uz dodatak 5 % govedeg
serumskog albumina (BSA));

. za detekciju dvojno-fosforiliranog ERK-a koriStena su kuni¢ja monoklonska
protutijela razvijena naspram dvojno-fosforiliranog podrucja aktivnih oblika ERK1 (Thr202 i
Tyr204) i ERK2 (Thr185 i Tyr187) kinaza (Phospho p44/42 MAPK (ERK1/2) (D13.14.4E)
XP Rabbit mAb, #8544, Cell SignalingTechnology, SAD) (razrjedenje 1:2000 u puferu za
ispiranje uz dodatak 5 % BSA);

. za detekciju ukupnog proteina JNK korisStena su kuni¢ja poliklonska protutijela
razvijena naspram cijelog aminokiselinskog slijeda (1-384) JNK1 covjeka, koja detektiraju
JNK1 i JNK2 (JNK (FL): sc-571; Santa Cruz Biotechnology, SAD) (razrjedenje 1:500 u
puferu za ispiranje uz dodatak 5 % BSA);

. za detekciju dvojno-fosforiliranog JNK-a koriStena su kunicja poliklonska protutijela
razvijena naspram dvojno-fosforiliranog podruc¢ja aktivnih oblika JNK1 i JNK2 (Thr183 i
Tyrl85)  kinaze  (Phospho-SAPK/INK  (Thrl83/Tyr185)  Antibody, #9251,Cell
SignalingTechnology, SAD) (razrjedenje 1:1000 u puferu za ispiranje uz dodatak 5 % BSA);

o za detekciju ukupnog proteina p38 koriStena su kuni¢ja poliklonska protutijela
razvijena naspram peptida koji odgovara C-terminalnom aminokiselinskom slijedu p38 misa
(p38a (C-20): sc-535; Santa Cruz Biotechnology, SAD) (razrjedenje 1:800 u puferu za
ispiranje uz dodatak 5 % BSA);

. za detekciju dvojno-fosforilirane p38 koriStena su kuni¢ja poliklonska protutijela
razvijena naspram dvojno-fosforiliranog podrucja aktivnog oblika ljudske p38 kinaze (Thr80 i
Tyr182) (Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (D3F9) XP® RabbitmAb, #4511, Cell
Signaling Technology, SAD) (razrjedenje 1:1000 u puferu za ispiranje uz dodatak 5 % BSA);
. za detekciju ukupnog proteina IkBa koriStena su miSja monoklonska protutijela

razvijena naspram amino-terminalnog ostatka IkBa covjeka (IxkBa L35A5 mouse mAb,
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#4814, Cell Signaling Technology, SAD) (razrjedenje 1:1000 u puferu za ispiranje uz dodatak
5 % obranog mlijeka u prahu);

. za detekciju dvojno-fosforiliranog IkBa koriStena su mis§ja monoklonska protutijela
razvijena naspram dvojno-fosforiliranog Ser32 i Ser36 podruc¢ja aktivnih oblika IkBa
(Phospho-IkBa (Ser32/Ser36) (5A5) mouse mAb, #9246, Cell Signaling Technology, SAD)
(razrjedenje 1:1000 u puferu za ispiranje uz dodatak 5 % obranog mlijeka u prahu);

. za detekciju Hsp70 proteina koriStena su misja monoklonska protutijela razvijena
naspram nativnog ljudskog Hsp70 proteina (HSP70/HSP72, mAb (C92F3A-5), #ADI-SPA-
810, Enzo Life Sciences, Svicarska) (razrjedenje 1:1000 u puferu za ispiranje uz dodatak 5 %
obranog mlijeka u prahu);

. za detekciju TLR2 proteina koriStena su kuni¢ja monoklonska protutijela razvijena
naspram ostataka koji okruzuju Val303 na ljudskom TLR2 proteinu (Toll-like Receptor 2
(D7G9Z) RabbitmAb, #12276, Cell Signaling Technologies, SAD) (razrjedenje 1:1000 u
puferu za ispiranje uz dodatak 5 % BSA);

. za detekciju TLR4 proteina koriStena su misja monoklonska protutijela razvijena
naspram aminokiselina 198 - 395 na mi§jem TLR4 proteinu (TLR4 antibody (25), sc-293072,
Santa Cruz Biotechnology, SAD) (razrjedenje 1:1000 u puferu za ispiranje uz dodatak 5 %
obranog mlijeka u prahu);

. za detekciju aktina koriStena su kuni¢ja poliklonska protutijela razvijena naspram C-
terminalnog ostatka ljudskog aktina (Actin (I19): sc-1616-R; Santa CruzBiotechnology, SAD)
(razrjedenje 1:1000 u puferu za ispiranje uz dodatak 5 % BSA).

Nakon inkubacije s primarnim protutijelom, membrana se ispere puferom za ispiranje (3 puta
po 5 minuta) te se inkubira sa sekundarnim protutijelom tijekom 1 h na sobnoj temperaturi.
Koristena su sljede¢a sekundarna protutijela:

. za detekciju miSjih protutijela (pri analizi aktivacije IkBa 1 ekspresije Hsp70)
koristena su IgG protutijela iz seruma konja imuniziranog imunoglobulinima iz normalnog
misjeg seruma koja su konjugirana peroksidazom iz hrena (HRP) (Anti-mouse IgG, HRP-
linked antibody, #7076, Cell Signaling Technology) (razrjedenje 1:3000 u puferu za ispiranje
uz dodatak 5 % obranog mlijeka u prahu);

. za detekciju kuni¢jih protutijela (pri analizi aktivacije MAPK kinaza te ekspresije
TLR2) koristena su IgG protutijela iz seruma koze imunizirane imunoglobulinima iz

normalnog kuni¢jeg seruma koja su konjugirana peroksidazom iz hrena (HRP) (Anti-rabbit
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IgG, HRP-linked antibody, #7074, Cell SignalingTechnology) (razrjedenje 1:3000 u puferu za
ispiranje uz dodatak 5 % obranog mlijeka u prahu);

. za detekciju misjih protutijela (pri analizi ekspresije TLR4) koristena su protutijela iz
seruma ovce imunizirane imunoglobulinima iz normalnog misjeg seruma koja su konjugirana
peroksidazom iz hrena (HRP) (goat anti-mouse IgG-HRP, sc-2005, Santa Cruz
Biotechnology) (razrjedenje 1:10000 u puferu za ispiranje uz dodatak 5 % obranog mlijeka u
prahu);

. za detekciju kuni¢jih protutijela (pri analizi ekspresije MAPK kinaza i aktina)
koriStena su protutijela iz seruma ovce imunizirane imunoglobulinima iz normalnog kuniéjeg
seruma koja su konjugirana peroksidazom iz hrena (HRP) (goat anti-mouse IgG-HRP, sc-
2004, Santa Cruz Biotechnology) (razrjedenje 1:10000 u puferu za ispiranje uz dodatak 5 %
obranog mlijeka u prahu).

Nakon inkubacije sa sekundarnim protutijelom, membrana se ispere puferom za ispiranje (3
puta po 5 minuta) te se vizualizacija proteina postize inkubacijom membrane tijekom 1
minute u mraku s reagensom za kemiluminiscenciju pripravljenim u laboratoriju (5 mg
luminola (Sigma-Aldrich), 1 ml 1,5 M Tris-HCI pH 8.8, 14 ml ultraciste H,O, 5 pl H,O,, 150
ul pojacivaca koji se pripremi otapanjem 11 mg p-kumarinske kiseline (Sigma-Aldrich) u 10
ml DMSO-a). Membrana se zatim fotografira u Amersham AI600 Imager-u (GE Healthcare,
SAD).

3.10. Detekcija mRNA metodom kvantitativne lancane reakcije polimerazom u
stvarnom vremenu (engl. quantitative PCR, qPCR)

3.10.1. Izolacija RNA iz stanica

Stanice su tretirane na isti nacin kao i za odredivanje citokina i LDH te je nakon uklanjanja
medija iznad stanica (koristi se za odredivanje citokina i LDH) na stanice adherirane na plocu
dodan TriReagent (Applied Biosystems, SAD) u volumenu ovisnom o povrSini jazica na
ploc¢i. Na plocu s 12 jazica dodaje se 400 pl, a na plocu s 24 jazice 250 ul TriReagenta po
jazici. Nakon 5 minuta sadrzaj jazice premjesten je u epruveticu od 1,5 ml te je zamrznut na -
20 °C do nastavka izolacije.

U sljede¢em koraku izolacije RNA dodaje se 200 pl kloroforma na svakih 1 ml TriReagenta.
Epruvetice se snazno protresu 15 sekundi te puste da stoje na sobnoj temperaturi 10 minuta i
zatim centrifugiraju 15 minuta na 12000 g i +4 °C. Nakon toga vodena faza premjesti se u

Cistu epruveticu od 1,5 ml te se dodaje 0,5 ml izopropanola po 1 ml TriReagenta, epruvetica
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se inkubira na sobnoj temperaturi 10 minuta i centrifugira 10 minuta na 12000 g i +4 °C.
Nadsloj se zatim odlije, a na talog RNA dodaje se 1 ml 75 % etanola po 1 ml TriReagenta te
se uzorak vorteksira. Zatim se ponovno centrifugira 5 minuta na 7500 g i na +4 °C. Etanol se
odlije, a talog RNA prosusi na zraku oko 10 minuta. RNA se zatim otopi u vodi bez RNaze te

joj se odredi koncentracija mjerenjem apsorbancije na 260 nm.

3.10.2. Sinteza cDNA

cDNA sintetizirana je iz RNA pomocu RevertAid First Strand cDNA Synthesis test paketa
(Thermo Fisher Scientific, SAD).

RNA se razrijedi vodom bez RNaza tako da u reakcijskoj smjesi bude 1000 ng RNA. Za
svaku reakciju dodaje se 1 pl pocetnica oligo dT, 1 pl pocetnica od nasumicnih
heksanukleotida, 1 pl inhibitora RNaza, 4 pl reakcijskog pufera, 2 pl 10 mM smjese
deoksinukleotid-trifosfata (ANTP) i 1 pl RevertAid M-MulV reverzne transkriptaze te se
zatim reakcijska smjesa dobro vorteksira.

Reakcijski uvjeti su inkubacija tijekom 5 minuta na 25 °C, zatim 60 minuta na 42 °C, a
reakcija se prekida zagrijavanjem na 70 °C tijekom 5 minuta. Reakcija se provodi u uredaju

za PCR (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems, SAD).

3.10.3. Odredivanje ekspresije gena

Nakon prevodenja RNA u cDNA ona se koristi kao uzorak u qPCR metodi uz primjenu sonde
TagMan. Tagman sonda je oligonukleotid koji je na svojem 5'-kraju obiljezen fluorescentnom
bojom, reporterom (FAM), a na 3'-kraju prigusivaCem (engl. quencher). Kolicina PCR
produkta mjeri se na principu prijenosa energije fluorescentnom rezonancijom (FRET, engl.
fluorescence energy resonance transfer) i 5'-egzonukleazne aktivnosti DNA polimeraze.
Tagman sonde i pocetnice vezu se za cDNA, a prije produljenja pocetnice zbog blizine
fluorescentne boje i priguSivaca nema fluorescencije. Kako se pocetnice produljuju, tako
istovremeno DNA polimeraza razgraduje Tagman sondu zbog svoje 5'-egzonukleazne
aktivnosti, a fluorescentna boja tada moze fluorescirati jer se priguSivac¢ viSe ne nalazi u
blizini. Intenzitet fluorescencije proporcionalan je koli¢ini nastalog PCR produkta.

gPCR napravljen je na uredaju 7300 Real Time PCR System, uz koristenje TagMan Universal
MasterMix-a te TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems, SAD):

J Hs02621280 sl za TLR2

J Hs00152939 ml za TLR4

. Hs00359163 s1 za Hsp70
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J Hs01555410 m1 za IL-1P

. Hs99999907 m1 za B,-mikroglobulin (B2M)

. Hs99999904 m1 za peptidil-prolil-izomerazu A (PPIA)

Na plocu s 96 jazica za qPCR dodaje se 5 pl MasterMix-a, 0,5 pl pocetnice s TagMan
sondom, 0,5 pl cDNA 14 pl vode po jaZici. PloCe se zatim centrifugiraju 30 sekundi na 500 g,
a reakcijski uvjeti su sljedec¢i: zagrijavanje na 50 °C tijekom 2 minute, zatim zagrijavanje na
95 °C tijekom 10 minuta te potom slijedi 40 ciklusa koji se sastoje od zagrijavanja na 95 °C
15 sekundi i na 60 °C 1 minutu u kojima se i vr$i mjerenje fluorescencije.

Odredivana je ekspresija gena za #r2, tlr4, hsp70 i il-15, a b2m 1 ppia sluze kao referentni
geni, odnosno geni Cija se ekspresija ne mijenja pod utjecajem razli¢itih ¢imbenika te se
ekspresija ostalih odredivanih gena izrazava prema njihovoj ekspresiji.

Relativna ekspresija gena ciju ekspresiju zelimo odrediti (CILJ) racuna se u odnosu na
referentni gen (REF), te u odnosu na kontrolni, netretirani uzorak (NT) prema sljede¢im
formulama, gdje Ct oznacava ciklus umnaZanja u kojem je postignut prag detekcije signala za
pojedini uzorak.

-AACH

Relativna razina ekspresije=

AACH=(Ctery—Ctrer)uzorak— CteiLi—Ctrer)NT

3.11. Statisticka obrada podataka

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska (SEM). Statisticke analize
koriStene za testiranje razlike izmedu skupina podataka su t-test ili jednosmjerna analiza
varijance (ANOVA, engl. One-way analysis of variance). Post-hoc analize provedene su
Sidakovom metodom. P<0,05 smatra se statisticki znacajnom vrijedno$¢u. Podaci su
analizirani upotrebom programa GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software Inc., SAD).

Kod procjene kombiniranog djelovanja rhHsp70 i LPS-a, LTA ili CSE-a izmjerene vrijednosti
usporeduju se s ocekivanim (izraCunatim) vrijednostima, a statisticke razlike medu njima
testiraju se t-testom. Ocekivane vrijednosti izracunate su na nacin da su zbrojene srednje
vrijednosti nakon izlaganja jednoj tvari (thHsp70) i drugoj tvari (LPS, LTA ili CSE) (Segvi¢
Klari¢ i sur., 2014; Weber i sur., 2005):

srednja vrijednost (ocekivana za rhHsp70 + LPS, LTA ili CSE) = srednja vrijednost
(thHsp70) + srednja vrijednost (LPS, LTA ili CSE) — srednja vrijednost (netretirane stanice)
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SEM (o&ekivana za rhHsp70 + LPS, LTA ili CSE) = [(SEM za rhHsp70)* + (SEM za LPS,
LTA ili CSE)*]"?

Rezultati se interpretiraju na sljede¢i nacin: ako su izmjerene vrijednosti znacajno vise u
odnosu na oc¢ekivane vrijednosti smatra se da postoje interakcije sinergistickog tipa, a ako su
izmjerene vrijednosti znacajno nize u odnosu na ocekivane vrijednosti smatra se da postoje
interakcije antagonistickog tipa.

U slucaju da se vrijednosti nakon tretiranja pojedinim agensima smanjuju u odnosu na
netretirane stanice, znac¢ajno viSe izmjerene vrijednosti u odnosu na ocekivane ukazuju na
interakcije antagonistiCkog tipa, a znaCajno nize vrijednosti u odnosu na ocekivane na

interakcije sinergistickog tipa.
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4. REZULTATI
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4.1. ISPITIVANJE UPALNOG I CITOTOKSICNOG DJELOVANJA
IZVANSTANICNOG Hsp70 NA STANICAMA PLUCNOG EPITELA

Ispitana su upalna i citotoksi¢na djelovanja izvanstanicnog Hsp70 na NCI-H292 stani¢noj
liniji (epitelne pluéne stanice porijeklom od bolesnika s mukoepidermalnim karcinomom) te
na razliitim primarnim bronhijalnim epitelnim stanicama: NHBE (normalne humane
bronhijalne epitelne stanice), PBEC (primarne traheobronhijalne stanice izolirane od zdravih
donora) i PBEC KOPB (primarne traheobronhijalne stanice izolirane od bolesnika s KOPB-

om). Rekombinantni humani Hsp70 protein koristen je za tretiranje svih navedenih stanica.

4.1.1. Ispitivanje upalnog djelovanja rhHsp70 na stanicama pluénog epitela

4.1.1.1. Ispitivanje upalnog djelovanja rhHsp70 na NCI-H292 stanicnoj liniji

Odredene su koncentracije citokina IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8 i TNF-a nakon tretiranja NCI-
H292 stanica s 0,1, 0,3, 1, 3, 10 i 30 pg/ml rhHsp70 tijekom 24 h. Vrijeme tretiranja od 24
sata koriSteno je u ovom radu za sve tipove stanica za odredivanje koncentracije citokina, a
odabrano je prema rezultatima prethodnih istrazivanja u kojima su se ispitivala vremena
tretiranja od 4 h, 12 h, 24 h i 48 h (podaci nisu prikazani). Koncentracije citokina izluc¢enih iz
netretiranih (kontrolnih) stanica izrazene su kao 100 %, a koncentracije citokina izlu¢enih iz
tretiranih stanica kao udio (%) u odnosu na netretirane stanice.

rhHsp70 u koncentracijama 0,3, 1 i 3 pg/ml inducirao je izluCivanje IL-1a i IL-8, dok je
izlu¢ivanje IL-6 inducirano svim koncentracijama rhHsp70 osim 10 pg/ml (slika 4.1.1.).
Izlu¢ivanja IL-1B i TNF-a ne mogu se detektirati nakon primjene rthHsp70 tijekom 24 h
koristenim ELISA test paketima.
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Slika 4.1.1. Graficki prikaz citokina IL-1a (a), IL-6 (b) i IL-8 (c) izlucenih iz NCI-H292
stanica nakon tretiranja s thHsp70 tijekom 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost
+ standardna pogreska (n=3).

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice
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4.1.1.2. Ispitivanje upalnog djelovanja rhHsp70 na primarnim stanicama pluénog epitela
Za NHBE i PBEC stanice koristen je raspon koncentracija rhHsp70 kao i za NCI-H292
stani¢nu liniju (0,1, 0,3, 1, 3, 101 30 pg/ml), dok su PBEC KOPB stanice tretirane s 0,1, 0,3,
1 i 3 pg/ml rhHsp70 zbog ograni¢enog broja stanica dostupnih za ispitivanja. Navedene
primarne stanice izolirane su od razli¢itih donora (n=3-5) te su stoga zbog mogucih znacajnih
interindividualnih razlika koncentracije citokina izlu¢ene iz njih u medij izrazene u
apsolutnim vrijednostima tj. u pg/ml (a ne u relativnim kao kod NCI-H292 stani¢ne linije, tj.
kao udio u odnosu na netretirane stanice).

NHBE stanice (n=5):

Koncentracije IL-1a, IL-6 i IL-8 nisu bile znacajno razli¢ite nakon tretiranja bilo kojom od
ispitivanih koncentracija rhHsp70 u odnosu na netretirane stanice (podaci nisu prikazani). IL-
1P i TNF-a nisu detektirani koriStenim ELISA test paketima te stoga nisu niti odredivani u
PBEC i PBEC KOPB stanicama.

PBEC stanice (n=4):

Koncentracija IL-1a bila je znacajno sniZena u odnosu na netretirane stanice za sve ispitivane
koncentracije rthHsp70. Koncentracija IL-6 bila je statistiCki znacajno poviSena u stanicama
tretiranima s 0,1 1 0,3 ug/ml rhHsp70, a IL-8 s 0,1, 0,3 i 1 pg/ml rhHsp70 (slika 4.1.2. a, c, e).
PBEC KOPB stanice (n=3):

Koncentracija IL-1a bila je znacajno snizena u odnosu na netretirane stanice za sve ispitivane
koncentracije rthHsp70. Koncentracija IL-6 bila je znacajno poviSena u stanicama tretiranima
s 0,3 pg/ml rhHsp70, a IL-8 u stanicama tretiranima s 0,1, 0,3 1 1 pg/ml rhHsp70 (slika 4.1.2.
b, d, f).
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Slika 4.1.2. Graficki prikaz citokina IL-1a, IL-6 i IL-8 izluCenih iz PBEC (a, c, e; n=4) te
PBEC KOPB (b, d, f; n=3) stanica nakon tretiranja s thHsp70 tijekom 24 h. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska. NT = netretirane stanice.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice
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4.1.2. Ispitivanje citotoksi¢nog djelovanja rhHsp70 na stanicama pluénog epitela

Citotoksic¢nost djelovanja rhHsp70 na NCI-H292 i NHBE stanicama ispitana je mjerenjem
vijabilnosti stanica MTS testom (ukazuje na metabolicku aktivnost, tj. na redukcijsku
sposobnost stanica), odredivanjem kataliticke aktivnosti LDH otpustene u medij iznad stanica
(ukazuje na oCuvanost integriteta stanicne membrane) te odredivanjem aktivnosti kaspaza-3/7,

-81-9 u stanicama (ukazuje na na¢in umiranja stanica — apoptozu).

4.1.2.1. Utjecaj rhHsp70 na vijabilnost stanica pluénog epitela (MTS test)

NCI-H292 i NHBE stanice su tretirane razli¢itim koncentracijama rhHsp70 (0,1-30 pg/ml)
tijekom 24 h. Rezultati su izraZeni kao udio (%) vijabilnosti tretiranih stanica u odnosu na
netretirane stanice, Cija je vijabilnost izraZzena kao 100 %.

rhHsp70 nije utjecao na vijabilnost NCI-H292 stanica (podaci nisu prikazani), dok 30 pg/ml
rhHsp70 povecava vijabilnost NHBE stanica (slika 4.1.3.).
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Slika 4.1.3. Graficki prikaz vijabilnosti NHBE stanica tretiranih s rhHsp70 tijekom 24 h.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska (n=5).
* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice
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4.1.2.2. Utjecaj rhHsp70 na otpustanje LDH u medij iznad stanica plucnog epitela
NCI-H292 i NHBE stanice tretirane su s 0,1-30 pug/ml rthHsp70 tijekom 24 h. Rezultati su
izrazeni kao udio (%) aktivnosti LDH izlu¢ene u medij iznad tretiranih stanica u odnosu na
LDH aktivnost u mediju iznad netretiranih stanica, koja je izrazena kao 100 %.

U NCI-H292 stanicama koncentracije od 1 i 30 ug/ml rhHsp70 dovode do znacajnog
otpustanja LDH iz stanica u odnosu na netretirane stanice, dok 0,3 pg/ml rhHsp70 potiskuje

otpustanje LDH iz NHBE stanica (slika 4.1.4).
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Slika 4.1.4. Graficki prikaz kataliticke aktivnosti LDH otpustene u medij iznad NCI-H292 (a)
i NHBE (b) stanica tretiranih s thHsp70 tijekom 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna pogreska (n=3).

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

4.1.2.3. Utjecaj rhHsp70 na nadin umiranja stanica pluénog epitela

NCI-H292 stanice:

Stanice su tretirane s 0,3, 1 1 3 pg/ml rhHsp70 tijekom 2, 4, 6 1 8 h. Navedene koncentracije
odabrane su kao najznacajnije iz citokinskih pokusa. Rezultati su izrazeni kao udio (%)
aktivnosti kaspaze u tretiranim stanicama u odnosu na aktivnost kaspaze u netretiranim
stanicama, koja je izrazena kao 100 %. Dobiveni rezultati (n=3) su prikazani u tablici 4.1.1.
Aktivnost kaspaza-3/7 bila je znacajno sniZena u odnosu na netretirane stanice nakon 2 h za
sve tri koncentracije thHsp70 i nakon 8 h uz 1 i 3 pg/ml rhHsp70. Nakon 8 h doslo je do
snazne aktivacije kaspaze-8 nakon primjene 1 i 3 pg/ml rhHsp70. Kaspaza-9 bila je znacajno

aktivirana nakon 2 h tretiranja s 1 i 3 pg/ml thHsp70.
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NHBE stanice:

Prema dobivenim rezultatima za NCI-H292 stanice odabrane su koncentracije i vremena

tretiranja za NHBE stanice. Ove stanice su tretirane s 0,3 i 1 ug/ml rhHsp70 tijekom 2 i 8 h,

no pod navedenim uvjetima nije doSlo do znacajne aktivacije ili inhibicije niti jedne od

ispitivanih kaspaza (podaci nisu prikazani).

Tablica 4.1.1. Aktivnost kaspaza u NCI-H292 stanicama tretiranim s thHsp70.

0,3 pg/ml Hsp70 1 pg/ml Hsp70 3 pg/ml Hsp70
2h 75,77 £ 0,70* 77,79 £ 2,25* 79,91 £+ 1,35*
o~
g
E 4h 86,76 = 7,56 86,02 + 3,16 90,28 £+ 5,68
=
E 6 h 106,00 + 11,74 106,00 + 3,89 120,50 + 2,82
8h 93,45+ 3,72 34,01 +10,89* 31,28 £11,06%
2h 90,29 + 2,63 93,23 +£2,07 88,53 £2,26
®
ﬁ 4h 107,70 = 0,04 96,43 £ 0,04 115,30 £ 0,04
é
§ 6h 105,80 + 4,12 99,22 +£1,78 107,20 + 1,64
8h 106,60 = 7,21 155,50 =5,01* 161,10 = 30,06*
2h 97,53 +£1,09 139,50 = 0,76* 152,30 £ 3,74*
)
ﬁ 4h 100,90 + 2,41 95,83 +£3,42 98,03 + 1,09
é
§ 6h 99,04 + 0,03 92,69 £ 4,57 98,60 + 3,28
8h 95,20 £ 3,78 97,15 +7,55 88,98 £5,78

Rezultati su prikazani kao % od aktivnosti kaspaze u netretiranim stanicama.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice
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4.1.3. Ispitivanje upalnog djelovanja LPS-a i LTA u kombinaciji s rhHsp70 na

stanicama pluénog epitela

4.1.3.1. Ispitivanje upalnog djelovanja LPS-a i LTA u kombinaciji s rhHsp70 na NCI-H292
stanicnoj liniji

LPS i LTA komponente su Gram-negativnih, odnosno Gram-pozitivnih bakterija te su poznati
agonisti TLR4 1 TLR2 receptora. Na temelju prethodnih istrazivanja u kojima su ispitana
djelovanja razli¢itih koncentracija LPS-a i LTA (0,1, 0,5, 1 i 5 pg/ml) na sve stanice koriStene
u ovom doktorskom radu, odabrana je po jedna koncentracija ovih agenasa za tretiranje
stanica u daljnjim ispitivanjima i to 0,1 pg/ml za LPS te 1 pg/ml za LTA. Stanice su
istodobno tretirane kombinacijama LPS-a i LTA s thHsp70 kako bi se ispitala moguénost
modulacije upalnog djelovanja rhHsp70, a ¢ime bi se na oponasala moguca in vivo situacija
koja se razvija pri egzacerbacijama u bolesnika s KOPB-om.

NCI-H292 stanice tretirane su LPS-om, LTA ili njihovom kombinacijom s 0,3, 1 i 3 ug/ml
rhHsp70 tijekom 24 h (koncentracije thHsp70 za kombinirana tretiranja odabrane su na
temelju rezultata individualnih tretiranja s thHsp70). Citokini IL-1a, IL-6 i IL-8 izmjereni su
u mediju iznad stanica. Interakcije izmedu rhHsp70 i LPS-a ili LTA dobivene su
matematic¢ko-statistickim modelom koji se primjenjuje za kombinirane eksperimente. Ovaj
model predvida kombinirana djelovanja na nacin da usporeduje izmjerena i ocekivana
djelovanja kombiniranih tretiranja.

IL-1a:

LPS u kombinaciji s 1 i 3 pg/ml thHsp70 potaknuo je znacajno lucenje IL-1a u odnosu na
netretirane stanice, no nije bilo razlike izmedu IL-1a izlucenog nakon tretiranja stanica samim
LPS-om ili kombinacijama (slika 4.1.5.). LTA i njegove kombinacije s 1 i 3 pg/ml rhHsp70
potaknule su znacajno lucenje IL-1a u odnosu na netretirane stanice, a koncentracija IL-1a
izlu¢enog nakon tretiranja stanica kombinacijom 0,3 pg/ml rthHsp70 i LTA znacajno je
snizena u odnosu na vrijednost nakon tretiranja samo s LTA. Interakcije izmedu LTA i
rhHsp70 antagonistickog su tipa za sve tri ispitivane koncentracije rhHsp70 (slika 4.1.6.).
IL-6:

LPS i njegove kombinacije s 0,3, 1 i 3 pg/ml rthHsp70 uzrokovali su znacajno vise lucenje
IL-6 u NCI-H292 stanicama u odnosu na netretirane stanice, dok je koncentracija izlu¢enog
IL-6 nakon tretiranja LPS-om i 0,3 pg/ml rhHsp70 znacajno visa i u odnosu na sam LPS, no
interakcije ipak ne pokazuju sinergizam (slika 4.1.5). LTA i njegova kombinacija s 3 ng/ml

rhHsp70 uzrokovala je znacajno luc¢enje IL-6 u odnosu na netretirane stanice, dok izmedu IL-
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6 izlucenog nakon tretiranja samo s LTA i kombinacijama LTA i thHsp70 nema razlike. Ipak,
izraCunate interakcije izmedu LTA i rhHsp70 antagonistickog su tipa (slika 4.1.6.).

IL-8:

LPS i njegove kombinacije s 0,3, 1 i 3 ug/ml rhHsp70 uzrokovale su znacajno vise luc¢enje
IL-8 u NCI-H292 stanicama u odnosu na netretirane stanice, no IL-8 izlu¢en nakon
kombiniranih tretiranja nije se razlikovao od IL-8 izlu¢enog nakon tretiranja samim LPS-om,
niti su izraunate interakcije bile znacajne (slika 4.1.5.). LTA i njegove kombinacije s 1 1 3
pg/ml thHsp70 uzrokovale su znacajno lucenje IL-8 u odnosu na netretirane stanice, dok
jedino izmedu IL-8 izluCenog nakon tretiranja samo s LTA i u kombinaciji LTA i 0,3
rhHsp70 ima znacajne razlike. Izraunate interakcije izmedu LTA i rhHsp70 antagonistickog

su tipa (slika 4.1.6.).
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Slika 4.1.5. Graficki prikaz utjecaja kombinacije LPS-a s thHsp70 na lucenje IL-1a (a, b), IL-
6 (c, d) 1 IL-8 (e, f) iz NCI-H292 stanica tretiranih tijekom 24 h. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost + standardna pogreska (n=3).

(a, c, e) Lucenje IL-1a (a), IL-6 (c) i IL-8 (e) nakon tretiranja tijekom 24 h samim LPS-om i
kombinacijom LPS-a i rhHsp70.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na LPS

(b, d, f) Utjecaj interakcija LPS-a i thHsp70 na lucenje IL-1a (b), IL-6 (d) i IL-8 (f). Crni
stupiéi predstavljaju izmjerene vrijednosti, a sivi ocekivane (izraCunate) vrijednosti.
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Slika 4.1.6. Graficki prikaz utjecaja kombinacije LTA s thHsp70 na lucenje IL-1a (a, b), IL-6
(c, d) i IL-8 (e, f) iz NCI-H292 stanica tretiranih tijekom 24 h. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost + standardna pogreska (n=3).

(a, ¢, e) Lucenje IL-1a (a), IL-6 (¢) 1 IL-8 (e) nakon tretiranja tijekom 24 h samom LTA i
kombinacijom LTA i rhHsp70.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na LTA

(b, d, f) Utjecaj interakcija LTA i rhHsp70 na lucenje IL-1a (b), IL-6 (d) i IL-8 (f). Crni
stupiéi predstavljaju izmjerene vrijednosti, a sivi ocekivane (izraCunate) vrijednosti.

## statisticki znacajan (P<0,05) antagonisticki uc¢inak
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4.1.3.2. Ispitivanje upalnog djelovanja LPS-a i LTA u kombinaciji s rhHsp70 na primarnim
stanicama pluénog epitela

Primarne stanice pluénog epitela tretirane su s 0,1 pg/ml LPS-a, 1 pg/ml LTA i njihovim
kombinacijama s 1 pg/ml thHsp70 tijekom 24 h. Za kombinirana tretiranja primarnih stanica
odabrana je samo jedna koncentracija thHsp70 (1 ug/ml) zbog ograni¢enog proliferacijskog
kapaciteta, a time i dostupnosti, primarnih stanica. Citokini IL-1a, IL-6 i IL-8 izmjereni su u
mediju iznad stanica.

NHBE stanice:

Sam LPS ne uzrokuje znacajno luc¢enje odredivanih citokina u NHBE stanicama. Tretiranja
kombinacijama LPS-a s thHsp70 ne uzrokuje znacajno lucenje IL-1a u NHBE stanicama u
odnosu na netretirane stanice, dok LTA sam i u kombinaciji s thHsp70 uzrokuje znacajno
lucenje IL-1a u odnosu na netretirane stanice. IL-1a izlucen nakon tretiranja kombinacijom
LTA i rhHsp70 znacajno je nizi od onog izluCenog nakon tretiranja samo s LTA, no
izraCunate interakcije nisu znacajne. LTA potice znacajno lucenje IL-6 i IL-8 u odnosu na
netretirane stanice, dok i njegove kombinacije s thHsp70 poticu luc¢enje IL-8 u odnosu na
netretirane stanice, no IL-8 izlu¢en nakon ovog dvojnog tretiranja ne razlikuje se od
koncentracije izlu¢ene nakon tretiranja samim LTA te nema znacajnih interakcija (slika

4.1.7.).
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Slika 4.1.7. Graficki prikaz utjecaja kombinacija LPS-ai LTA s rhHsp70 na lucenje IL-1a (a,
b) i IL-8 (c, d) iz NHBE stanica tretiranih tijekom 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna pogreska (n=3).
(a, c) Lucenje IL-1a (a) 1 IL-8 (c) nakon tretiranja tijekom 24 h samim LPS-om ili LTA i
kombinacijom LPS-a ili LTA s rhHsp70.
* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice
** statistiCki znacajno (P<0,05) u odnosu na LTA
(b, d) Utjecaj interakcija LPS-a i LTA s thHsp70 na lucenje IL-1a (b) i IL-8 (d). Crni stupiéi
predstavljaju izmjerene vrijednosti, a sivi o¢ekivane (izracunate) vrijednosti.
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PBEC stanice:

IL-1a: Tretiranje PBEC stanica LPS-om, LTA i njihovim kombinacijama s rhHsp70 uzrokuje
smanjeno luc¢enje IL-1a u odnosu na netretirane stanice. Koncentracija IL-1a izlu¢enog nakon
kombiniranog tretiranja LTA s rhHsp70 znacajno je visa u odnosu na IL-1a izlu¢enog nakon
tretiranja samo s LTA te je izracunati tip interakcije antagonistic¢an. Uz to, iako za LPS i
njegovu kombinaciju s rhHsp70 nema razlike u lucenju citokina u odnosu na sami LPS,
izraCunati tip interakcije ipak je antagonistican.

IL-6 i IL-8: LTA uzrokuje znacajno lucenje IL-8 u odnosu na netretirane stanice, dok
kombinirano tretiranje LPS-om ili LTA s 1 pg/ml rhHsp70 uzrokuje znacajno lucenje IL-6 i
IL-8 u odnosu na netretirane stanice. Nije opaZena razlika izmedu kombiniranih tretiranja i

onih sa samim LPS-om ili LTA, kao ni znacajne interakcije (slika 4.1.8.).
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Slika 4.1.8. Graficki prikaz utjecaja kombinacije LPS-a ili LTA s thHsp70 na lucenje citokina
iz PBEC stanica izoliranih iz zdravih ispitanika nakon tretiranja tijekom 24 h. Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska (n=3).

(a, c, e) Lucenje IL-1a (a), IL-6 (b) i IL-8 (c) nakon tretiranja tijekom 24 h samim LPS-om ili
LTA i njihovim kombinacijama s thHsp70. NT = netretirane stanice.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statistiCki znacajno (P<0,05) u odnosu na LTA

(b, d, f) Utjecaj interakcija LPS-a ili LTA i rhHsp70 na luc¢enje IL-1a (b), IL-6 (d) i IL-8 (f).
Crni stupi¢i predstavljaju izmjerene vrijednosti, a sivi ocekivane (izracunate) vrijednosti.

## statisticki znacajan (P<0,05) antagonisticki u¢inak
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PBEC KOPB stanice:
IL-1a: LTA te kombinirana tretiranja LPS-om ili LTA s rhHsp70 potiskuju izlucivanje IL-1a

u odnosu na netretirane stanice, no te se koncentracije ne razlikuju od onih izlu¢enih nakon
tretiranja samim LPS-om ili LTA. Ipak, izraCunate interakcije su antagonistickog tipa (slika
4.19.a,b).

IL-6 i IL-8: LPS nema znacajan utjecaj na luCenje citokina iz ovih stanica, a lucenje IL-8
nakon tretiranja kombinacijom LPS-a i rhHsp70 znacajno je nize u odnosu na lucenje IL-8 iz
netretiranih stanica. LTA i njegova kombinacija s thHsp70 znacajno vise poticu lucenje IL-6 i
IL-8 od netretiranih stanica, no ne razlikuje se od lucenja iz stanica tretiranih samim LTA.
Izracunate interakcije za kombinacije LPS-a i LTA s rhHsp70 na lucenje IL-8 antagonistickog

su tipa (slika 4.1.9. c-f).
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Slika 4.1.9. Graficki prikaz utjecaja kombinacije LPS-a ili LTA s rhHsp70 na lucenje citokina
iz PBEC stanica izoliranih iz bolesnika s KOPB-om nakon tretiranja tijekom 24 h. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska (n=3).
(a, c, e) Lucenje IL-1a (a), IL-6 (c) i IL-8 (e) nakon tretiranja tijekom 24 h samim LPS-om ili
LTA injihovim kombinacijama s thHsp70. NT = netretirane stanice.
* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

(b, d, f) Utjecaj interakcija LPS-a ili LTA i rhHsp70 na luc¢enje IL-1a (b), IL-6 (d) i IL-8 (f).
Crni stupi¢i predstavljaju izmjerene vrijednosti, a sivi ocekivane (izracunate) vrijednosti.
## statisticki znacajan (P<0,05) antagonisticki u¢inak
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4.1.4. Ispitivanje citotoksicnog djelovanja LPS-a i LTA u kombinaciji s rhHsp70 na
stanicama pluénog epitela

Citotoksicnost djelovanja LPS-a, LTA te njihovih kombinacija s rhHsp70 na NCI-H292 i
NHBE stanicama ispitana je mjerenjem vijabilnosti stanica MTS testom, odredivanjem
kataliticke aktivnosti LDH otpuStene u medij iznad stanica te odredivanjem aktivnosti

kaspaza-3/7, -8 i -9 u stanicama.

4.1.4.1. Utjecaj LPS-a, LTA i kombinacija s rhHsp70 na vijabilnost stanica plu¢nog epitela
(MTS test)

Stanice su tretirane tijekom 24 h s 0,1 pg/ml LPS-a, 1 ng/ml LTA te njihovim kombinacijama
s 0,3, 1 i 3 pg/ml rhHsp70 (NCI-H292 stanice), odnosno s 0,3 i 1 pg/ml rhHsp70 (NHBE
stanice).

LPS, LTA i njihove kombinacije s thHsp70 nisu utjecali na vijabilnost NCI-H292 stanica, no
ipak su interakcije izmedu LTA i 0,3 pg/ml thHsp70 bile antagonistickog tipa (podaci nisu
prikazani). LPS, LTA te kombinacija LTA i 1 pg/ml rhHsp70 znacajno su smanjili vijabilnost

NHBE stanica, no njihove interakcije nisu bile zna¢ajne (slika 4.1.10.).

1504

% vijabilnosti + SEM

Slika 4.1.10. Graficki prikaz vijabilnosti NHBE stanica tretiranih LPS-om, LTA i njihovim
kombinacijama s rhHsp70. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = standardna
pogreska (n=3).

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statistiCki znacajno (P<0,05) u odnosu na LTA
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4.1.4.2. Utjecaj LPS-a, LTA i kombinacija s rhHsp70 na otpustanje LDH u medij iznad
stanica pluénog epitela

NCI-H292 i NHBE stanice tretirane su s 0,1 pg/ml LPS-a, 1 pg/ml LTA te njihovim
kombinacijama s 0,3, 1 1 3 pg/ml thHsp70 (NCI-H292 stanice), odnosno s 0,3 i 1 pg/ml
rhHsp70 (NHBE stanice) tijekom 24 h.

NCI-H292 stanice:

Tretiranje ovih stanica samo LPS-om dovodi do znacajnog otpustanja LDH u medij iznad
stanica u odnisu na netretirane stanice, no kombinacije LPS-a i thHsp70 u svim ispitivanim
koncentracijama znacajno smanjuju lu¢enje LDH u odnosu na netretirane NCI-H292 stanice i
stanice tretirane samo LPS-om te su njihove izraCunate interakcije antagonistickog tipa. LTA
i njegove kombinacije s 0,3 1 1 pg/ml rhHsp70 poticu znacajno izluCivanje LDH u odnosu na
netretirane stanice, a aktivnost LDH u mediju nakon tretiranja kombinacijama LTA i rhHsp70
bila je manja od aktivnosti LDH izlucene nakon tretiranja samo s LTA za sve ispitivane

kombinacije te su izracunate interakcije bile antagonistickog tipa (slika 4.1.11.).
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Slika 4.1.11. Graficki prikaz utjecaja LPS-a, LTA i njihovih kombinacija s rhHsp70 na
katalitiCku aktivnost LDH u mediju iznad NCI-H292 stanica. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost + standardna pogreska (n=6).

(a) Kataliticka aktivnost LDH u mediju iznad NCI-H292 stanica tretiranih LPS-om, LTA i
njihovim kombinacijama s rhHsp70 tijekom 24 h.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na LPS ili LTA

(b) Utjecaj interakcija LPS-a ili LTA i rhHsp70 na kataliticku aktivnost LDH. Crni stupié¢i
predstavljaju izmjerene vrijednosti, a sivi o¢ekivane (izracunate) vrijednosti.

## statisticki znacajan (P<0,05) antagonisticki uc¢inak
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NHBE stanice:

Tretiranje samo s LTA dovodi do znacajnog otpustanja LDH u medij iznad stanica u odnosu
na netretirane stanice.

Kombinacije LPS-a ili LTA s 1 pg/ml thHsp70 ne uzrokuju razlic¢ito lu¢enje LDH u medjj
iznad NHBE stanica u odnosu na netretirane stanice, no LDH izlu¢ena nakon tretiranja
kombinacijom LTA i 0,3 pg/ml rthHsp70 tijekom 24 sata znacajno je niza od LDH izlucene
nakon tretiranja NHBE stanica samom LTA i u odnosu na netretirane stanice. LDH izlu¢ena
nakon tretiranja stanica kombinacijom LPS-a i 0,3 pg/ml rhHsp70 takoder je znacajno niza u

odnosu na LDH izlu€ene iz netretiranih stanica, no izracunate interakcije nisu znacajne (slika
4.1.12.).

150
150 o
@l izmjereno

ocekivano
100

504

LDH
% od netretiranih stanica + SEM
LDH
% od netretiranih stanica + SEM

Slika 4.1.12. Graficki prikaz utjecaja LPS-a, LTA i njihovih kombinacija s rhHsp70 na
kataliticku aktivnost LDH u mediju iznad NHBE stanica. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna pogreska (n=4).

(a) Kataliticka aktivnost LDH u mediju iznad NHBE stanica tretiranih LPS-om, LTA i
njihovim kombinacijama s rhHsp70 tijekom 24 h.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statistiCki znacajno (P<0,05) u odnosu na LTA

(b) Utjecaj interakcija LPS-a ili LTA 1 rhHsp70 na kataliticku aktivnost LDH. Crni stupiéi
predstavljaju izmjerene vrijednosti, a sivi o¢ekivane (izracunate) vrijednosti.
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4.1.4.3. Utjecaj LPS-a, LTA i njihovih kombinacija s rhHsp70 na nacin umiranja stanica
pluénog epitela

NCI-H292 stanice:

Stanice su tretirane s 0,1 pg/ml LPS-a i 1 pg/ml LTA tijekom 2, 4, 6 1 8 h (n=3). LPS i LTA
nisu znacajno aktivirali kaspaze-3/7, -8 1 -9 ni u jednoj vremenskoj tocci te zbog toga dalje
nisu ispitivani uc¢inci kombinacija LPS-a ili LTA s rhHsp70 na njihovu aktivnost (podaci nisu
prikazani).

NHBE stanice:

Stanice su tretirane s 0,1 pg/ml LPS-a i 1 pg/ml LTA te njihovim kombinacijama s 1 pg/ml
rhHsp70 tijekom 2 i 8 h (n=3). LTA je u ovim stanicama znacajno aktivirala kaspaze-3/7
nakon tretiranja tijekom 2 h, dok se aktivnost kaspaza-3/7 nakon tretiranja kombinacijama
rhHsp70 i LPS-a ili LTA nije znacajno razlikovala od aktivnosti u netretiranim stanicama ni
nakon 2 h ni nakon 8 h (tablica 4.1.2.). Izracunate interakcije izmedu LTA i rhHsp70 nakon
tretiranja tijekom 2 h ipak su antagonisti¢kog tipa.

LPS, LTA kao i njihove kombinacije s thHsp70 nisu imali znacajan utjecaj na aktivnost

kaspaze-8 i kaspaze-9 u ispitivanim uvjetima.

Tablica 4.1.2. Aktivnost kaspaza-3/7 u NHBE stanicama tretiranim s thHsp70, LPS-om, LTA

i njihovim kombinacijama.

KASPAZE-3/7
2h 8h
Hsp70 112,40 + 8,81 124,00 + 39,93
LPS 117,90 + 9,52 85,40 £ 1,26
LPS + Hsp70 121,33 + 1,39 81,30 + 3,30
LTA 139,70 + 12,50* 89,19 + 15,62
LTA + Hsp70 95,70 + 2,78 90,12 + 12,50

Rezultati su prikazani kao % od aktivnosti kaspaze u netretiranim stanicama.

*statistiCki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice
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4.1.5. Ispitivanje upalnog djelovanja ekstrakta dima cigareta (CSE) u kombinaciji s

rhHsp70 na stanicama pluénog epitela

4.1.5.1. Ispitivanje upalnog djelovanja CSE-a u kombinaciji s rhHsp70 na NCI-H292
stanicnoj liniji

Dim cigareta jedan je od najvaznijih ¢imbenika rizika za razvoj KOPB-a. Da bi se ispitalo
njegovo djelovanje na stanicnim modelima KOPB-a, pripremljen je ekstrakt dima cigareta na
nacin opisan u poglavlju 3.4.2. Na temelju prethodnih istrazivanja u kojima su ispitana
djelovanja razli¢itih koncentracija CSE-a (2,5, 5, 10, 15 i 20 %) odabrane su dvije
koncentracije CSE-a za tretiranje stanica u daljnjim ispitivanjima, 2,5 i 15 %. Stanice su
istodobno tretirane kombinacijama CSE-a s rhHsp70 kako bi se ispitala mogucénost
modulacije upalnog djelovanja rhHsp70, a ¢ime bi se oponasala moguca in vivo situacija koja
se razvija kod pusaca s KOPB-om ili rizikom za KOPB.

NCI-H292 stanice tretirane su s 2,5 % i 15 % CSE-a ili njegovom kombinacijom s 0,3, 11 3
pg/ml thHsp70 tijekom 24 h (koncentracije rhHsp70 za kombinirana tretiranja odabrane su na
temelju rezultata individualnih tretiranja s thHsp70). Citokini IL-1a, IL-6 i IL-8 izmjereni su
u mediju iznad stanica. Interakcije izmedu rhHsp70 i CSE-a dobivene su matematicko-
statistickim modelom koji se primjenjuje za kombinirane eksperimente. Ovaj model predvida
kombinirana djelovanja na nacin da usporeduje izmjerena i ocekivana djelovanja
kombiniranih tretiranja.

IL-1a:

2,5 % CSE u kombinaciji s 0,3, 1 1 3 pg/ml rhHsp70 ne potice znacajno luc¢enje IL-1a u
odnosu na netretirane stanice, za razliku od individualnog tretiranja 2,5 % CSE-om.
Koncentracije IL-1a znacajno se razlikuju od IL-1a izlu¢enog nakon tretiranja samo s 2,5 %
CSE-a te su interakcije izmedu 2,5% CSE-a i thHsp70 antagonisti¢kog tipa.

15 % CSE sam i u kombinaciji s 0,3 i 3 pg/ml rhHsp70 poti¢e znacajno lucenje IL-1a u
odnosu na netretirane stanice, ali se IL-la izluen nakon tretiranja stanica kombinacijom
rhHsp70 i 15 % CSE-a ne razlikuje znacajno od IL-1a izlu¢enog nakon tretiranja samim 15 %
CSE-om ni za jednu kombinaciju. Ipak, interakcije izmedu 15 % CSE-a i rhHsp70
antagonistickog su tipa za 11 3 pg/ml rhHsp70 (slika 4.1.13. a, b).

IL-6:

2,5 % CSE u kombinaciji s 0,3, 1 1 3 ng/ml rhHsp70 ne potice zna€ajno lucenje IL-6 u NCI-

H292 stanicama u odnosu na netretirane stanice za razliku od samog 2,5 % CSE-a. Ove
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koncentracije znacajno se razlikuju od IL-6 izlu¢enog nakon tretiranja samim 2,5 % CSE-om
te su interakcije izmedu 2,5 % CSE-a i thHsp70 antagonistickog tipa.

15 % CSE sam i u kombinaciji s 0,3, 11 3 pg/ml rhHsp70 uzrokuje znacajno luc¢enje 1L-6 u
odnosu na netretirane stanice, dok izmedu IL-6 izlu¢enog nakon tretiranja samo s 15 % CSE-
om i kombinacijama 15 % CSE-a i thHsp70 nema razlike, ni znacajnih interakcija (slika
4.1.13. ¢, d).

IL-8:

2,5 % CSE u kombinaciji s 0,3, 1 1 3 ug/ml thHsp70 ne uzrokuje zna€ajno vise lucenje IL-8
u NCI-H292 stanicama u odnosu na netretirane stanice za razliku od samog 2,5 % CSE-a. Ove
se koncentracije znacajno razlikuju od IL-8 izlu¢enog nakon tretiranja samim 2,5 % CSE-om
te su izraCunate interakcije antagonistickog tipa.

15 % CSE sam i u kombinaciji s 0,3, 1 i 3 pg/ml rhHsp70 uzrokuje znacajno luc¢enje IL-8 u
odnosu na netretirane stanice. Koncentracije IL-8 izlucenog nakon kombiniranih tretiranja ne
razlikuju se od koncentracija IL-8 izlu¢enog nakon tretiranja stanica samim 15 % CSE te

nema ni znacajnih interakcija izmedu 15 % CSE-a i thHsp70 (slika 4.1.13. ¢, f).
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Slika 4.1.13. Graficki prikaz utjecaja kombinacije CSE-a i rhHsp70 na lucenje IL-1a (a, b),
IL-6 (c, d) 1 IL-8 (e, f) iz NCI-H292 stanica tretiranih tijekom 24 h. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost + standardna pogreska (n=3).

(a, c, e) Lucenje IL-1a (a), IL-6 (c) i IL-8 (e) nakon tretiranja stanica tijekom 24 h samim
CSE-om i kombinacijom CSE-a i thHsp70.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na CSE

(b, d, f) Utjecaj interakcija CSE-a i thHsp70 na lucenje IL-1a (b), IL-6 (d) i IL-8 (f). Crni
stupiéi predstavljaju izmjerene vrijednosti, a sivi ocekivane (izraCunate) vrijednosti.

## statisticki znacajan (P<0,05) antagonisticki uc¢inak
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4.1.5.2. Ispitivanje upalnog djelovanja CSE-a u kombinaciji s rhHsp70 na primarnim
stanicama pluénog epitela
Primarne stanice pluénog epitela tretirane su s 2,51 15 % CSE-a i njegovim kombinacijama s

0,31 1 ug/ml thHsp70 tijekom 24 h. Citokini IL-1a, IL-6 i IL-8 izmjereni su u mediju iznad
stanica ELISA metodom.

NHBE stanice:

IL-1a: Tretiranje 2,5 1 15 % CSE-om blago je snizilo koncentraciju IL-1a izlu¢enog u medij
iznad stanica, ali to nije bilo statisticki znacajno. Kombinirano tretiranje NHBE stanica s
CSE-om i thHsp70, nije uzrokovalo znac¢ajno razli¢ito lu¢enje IL-1a u odnosu na netretirane
stanice, niti na sam CSE. Ipak, koncentracija IL-la izlucena nakon tretiranja stanica
kombinacijom 15 % CSE-a i 1 pg/ml rthHsp70 znacajno je visa od ocekivane (izracunate)
koncentracije te je tip interakcije medu njima sinergisticki (podaci nisu prikazani).

IL-6: 2,5 % CSE sam i u kombinaciji s 0,3 i 1 pg/ml rhHsp70 uzrokuje znacajno lucenje
IL-6 u odnosu na netretirane stanice, a ono je i znacajno vise u odnosu na sam 2,5 % CSE za
kombinaciju 2,5 % CSE-a i 1 pg/ml rhHsp70, no izraunate interakcije nisu znacajne.

15 % CSE sam i u kombinaciji s 0,3 i 1 ug/ml rhHsp70 takoder uzrokuje znacajno lucenje
IL-6 u odnosu na netretirane stanice, a ono je i znacajno vise u odnosu na sam 15 % CSE za
kombinirana tretiranja, no izraCunate interakcije takoder nisu znacajne (slika 4.1.14.).

IL-8: Lucenje IL-8 potaknuto je samo s 15 % CSE-a, dok kombinirano tretiranje NHBE
stanica s CSE-om i rthHsp70 nije uzrokovalo znacajno razli¢ito luc¢enje IL-8 u odnosu na
netretirane stanice ili na sam CSE ni za jednu kombinaciju te nema znacajnih interakcija

(podaci nisu prikazani).
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Slika 4.1.14. Graficki prikaz utjecaja kombinacije CSE-a i thHsp70 na lucenje IL-6 iz NHBE
stanica tretiranih tijekom 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
pogreska (n=4).

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na CSE

PBEC stanice:

IL-1a: 2,5 % CSE sam i u kombinaciji s 0,3 1 1 pg/ml rhHsp70 uzrokuje smanjeno lucenje
IL-1a u odnosu na netretirane stanice, no ono se ne razlikuje od IL-la izlu¢enog nakon
tretiranja samim 2,5 % CSE-om za kombinirana tretiranja. IzraCunati tip interakcije
antagonisti¢an je za sve kombinacije. 15 % CSE sam i u kombinaciji s 0,3 i 1 pg/ml
rhHsp70 takoder uzrokuje smanjeno lucenje IL-1a u odnosu na netretirane stanice, a luc¢enje
nakon kombiniranih tretiranja ne razlikuje se u odnosu na tretiranje samim 15 % CSE-om.
IzraCunati tip interakcije takoder je antagonistican (slika 4.1.15.).

IL-6 i IL-8: 2,5 % CSE potice znafajno lucenje IL-6, dok 1 2,5 % CSE 1 15 % CSE potic¢u
znacajno lucenje IL-8. Kombinirano tretiranje PBEC stanica s CSE-om i rhHsp70 nije
uzrokovalo znacajno razli¢ito lucenje IL-6 i IL-8 u odnosu na netretirane stanice ili na sam

CSE ni za jednu kombinaciju te nema znacajnih interakcija (podaci nisu prikazani).
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Slika 4.1.15. Graficki prikaz utjecaja kombinacije CSE-a i rhHsp70 na lucenje IL-1a iz PBEC
stanica izoliranih iz zdravih ispitanika i tretiranih tijekom 24 h. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost + standardna pogreska (n=4).

(a) Lucenje IL-1a nakon tretiranja stanica tijekom 24 h CSE-om i njegovim kombinacijama s
rhHsp70. NT = netretirane stanice.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

(b) Utjecaj interakcija CSE-a i rthHsp70 na lucenje IL-1a. Crni stupici predstavljaju izmjerene
vrijednosti, a sivi oCekivane (izraCunate) vrijednosti.

## statisticki znacajan (P<0,05) antagonisticki uc¢inak

PBEC KOPB stanice:

IL-1a: 2,5 % CSE sam i u kombinaciji s 0,3 1 1 pg/ml rhHsp70 uzrokuje smanjeno lucenje
IL-1a u odnosu na netretirane stanice, no nakon kombiniranih tretiranja ono se ne razlikuje od
IL-1a izlu¢enog nakon tretiranja samim 2,5 % CSE-om. Izracunati tip interakcije
antagonisti¢an je za sve kombinacije. 15 % CSE sam i u kombinaciji s 0,3 i 1 pg/ml
rhHsp70 ne uzrokuje znacajno razli¢ito lu¢enje IL-1a u odnosu na netretirane stanice niti je
ono nakon kombiniranih tretiranja razli¢ito u odnosu na tretiranje samim 15 % CSE-om. Ipak,
izraCunati tip interakcije antagonisti¢an je (slika 4.1.16. a, b).

IL-6: 2,5 % CSE sam i u kombinaciji s 0,3 i 1 pg/ml rhHsp70 uzrokuje znacajno lucenje
IL-6 u odnosu na netretirane stanice, no ono se nakon kombiniranih tretiranja ne razlikuje od
IL-6 izluCenog nakon tretiranja samim 2,5 % CSE-om, a nema niti znacajnih izracunatih
interakcija. Kombinirao tretiranje PBEC KOPB stanica s 15 % CSE-a i rhHsp70 nije
uzrokovalo znacajno razli¢ito lu¢enje IL-6 u odnosu na netretirane stanice i na sam CSE ni za

jednu kombinaciju te nema znacajnih interakcija (slika 4.1.16. c, d).
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IL-8: 2,5 % CSE sam i u kombinaciji s 0,3 i 1 pg/ml rhHsp70 uzrokuje znacajno lucenje
IL-8 u odnosu na netretirane stanice. Nakon kombiniranih tretiranja IL-8 znacajno je visi u
odnosu na IL-8 izlu¢en nakon tretiranja samim 2,5 % CSE-om za kombinaciju 2,5 % CSE-a i
1 pg/ml thHsp70. Izracunate interakcije antagonistickog su tipa.

15 % CSE sam i u kombinaciji s 0,3 i 1 ug/ml rhHsp70 takoder uzrokuje znacajno lucenje
IL-8 u odnosu na netretirane stanice. Nakon kombiniranih tretiranja nema znacajne razlike u

odnosu na sam 15 % CSE. Ipak, izracunate interakcije su antagonistickog tipa (slika 4.1.16.

e, ).
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Slika 4.1.16. Graficki prikaz utjecaja kombinacije CSE-a i rhHsp70 na lucenje citokina iz PBEC
stanica izoliranih iz bolesnika s KOPB-om i tretiranih tijekom 24 h. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost + standardna pogreska (n=3).

(a, ¢, e) Lucenje IL-1a (a), IL-6 (c) i IL-8 (e) nakon tretiranja stanica tijekom 24 h samim CSE-om
i kombinacijama CSE-a s thHsp70. NT = netretirane stanice.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na CSE

(b, d, f) Utjecaj interakcija CSE-a i rhHsp70 na lucenje IL-1a (b), IL-6 (d) i IL-8 (f). Crni stupi¢i
predstavljaju izmjerene vrijednosti, a sivi ocekivane (izracunate) vrijednosti.

## statisticki znacajan (P<0,05) antagonistic¢ki uc¢inak
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4.1.6. Ispitivanje citotoksi¢nog djelovanja CSE-a u kombinaciji s rhHsp70 na stanicama
pluénog epitela

Citotoksic¢nost djelovanja CSE-a te njegovih kombinacija s thHsp70 na NCI-H292 i NHBE
stanicama ispitana je mjerenjem vijabilnosti stanica MTS testom, odredivanjem katalitiCke
aktivnosti LDH otpustene u medij iznad stanica te odredivanjem aktivnosti kaspaza-3/7, -8 i -

9 u stanicama.

4.1.6.1. Utjecaj CSE-a i kombinacija s rhHsp70 na vijabilnost stanica plucnog epitela (MTS
test)

Stanice su tretirane tijekom 24 h s 2,5 ili 15 % CSE-a te njegovim kombinacijama s 0,3, 11 3
pg/ml thHsp70 (NCI-H292 stanice), odnosno s 0,3 i 1 pg/ml thHsp70 (NHBE stanice).

2,5 % CSE uzrokovao je povecanje vijabilnosti NCI-H292 stanica u odnosu na netretirane
stanice, a kombinacije 2,5 % CSE-a i rhHsp70 nisu imale znacajnog utjecaja na vijabilnost
NCI-H292 stanica te izraCunate interakcije nisu bile znacajne. 15 % CSE, kao i njegove
kombinacije s thHsp70, uzrokovale su znacajno smanjenje vijabilnosti NCI-H292 stanica u
odnosu na netretirane stanice. IzraCunate interakcije izmedu ovih kombinacija nisu bile
znacajne.

2,5% 1 15 % CSE nisu znacajno utjecali na vijabilnost NHBE stanica u odnosu na netretirane
stanice, kao ni njihove kombinacije s thHsp70, osim dvojnog tretiranja s 2,5 % CSE-a i 1
pg/ml thHsp70 koje je povecalo vijabilnost NHBE stanica. Izracunate interakcije izmedu ovih

kombinacija nisu bile znacajne (slika 4.1.17.).
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Slika 4.1.17. Graficki prikaz vijabilnosti NCI-H292 (a) i NHBE (b) stanica tretiranih CSE-om
1 njegovim kombinacijama s rthHsp70. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna pogreska (n=3).

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

4.1.6.2. Utjecaj CSE-a i kombinacija s rhHsp70 na otpuStanje LDH u medij iznad stanica
plucnog epitela

NCI-H292 i NHBE stanice tretirane su s 2,5 1 15 % CSE-a i njegovim kombinacijama s 0,3, 1
1 3 pg/ml thHsp70 (NCI-H292 stanice), odnosno s 0,3 i 1 pg/ml thHsp70 (NHBE stanice)
tijekom 24 h.

NCI-H292 stanice:

Kombinacije 2,5 % CSE-a i rhHsp70 ne dovodi do znaajno razli¢itog lu¢enja LDH u
odnosu na netretirane NCI-H292 stanice za razliku od samog 2,5 % CSE-a. Aktivnost LDH
izluCene u medij iznad stanica znacajno se razlikuje za stanice tretirane kombinacijom 2,5 %
CSE-a s 0,3 i 1 pg/ml rhHsp70 u odnosu na sam CSE te su ove interakcije znacajno
antagonisti¢ke, kao i ona za kombinaciju s 3 pug/ml rhHsp70.

Kombinacije 15 % CSE-a s rhHsp70 ne poticu znacajno izlu¢ivanje LDH u odnosu na
netretirane stanice, kao ni na sami 15 % CSE. Ipak, izra¢unate interakcije znacajno su

antagonisticke (slika 4.1.18.).
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Slika 4.1.18. Graficki prikaz utjecaja CSE-a i njegovih kombinacija s thHsp70 na kataliticku
aktivnost LDH u mediju iznad NCI-H292 stanica. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna pogreska (n=4).

(a) Kataliticka aktivnost LDH u mediju iznad NCI-H292 stanica tretiranih CSE-om i
njegovim kombinacijama s thHsp70 tijekom 24 h.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na CSE

(b) Utjecaj interakcija CSE-a i thHsp70 na kataliticku aktivnost LDH u mediju iznad stanica.
Crni stupi¢i predstavljaju izmjerene vrijednosti, a sivi ocekivane (izracunate) vrijednosti.

## statisticki znacajan (P<0,05) antagonisticki u¢inak

NHBE stanice:

Tretiranje NHBE stanica s 2,5 ili 15 % CSE-a dovodi do znacajno smanjenog otpustanja LDH
u medij iznad stanica u odnosu na netretirane stanice, kao i nakon tretiranja kombinacijama
2,51li 15 % CSE-a s 0,3 i 1 ug/ml rhHsp70. Kombinacija 2,5 % CSE-a i 1 pg/ml rhHsp70
uzrokuje znacajno visu aktivnost LDH u mediju iznad stanica od samog 2,5 % CSE-a, kao i
kombinacija 15 % CSE-a s 0,3 i 1 pg/ml rhHsp70, no samo kombinacija 15 % CSE-a i 0,3
ng/ml rhHsp70 pokazuje znacajne interakcije antagonistickog tipa (slika 4.1.19.).
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Slika 4.1.19. Graficki prikaz utjecaja CSE-a i njegovih kombinacija s rhHsp70 na kataliticku
aktivnost LDH u mediju iznad NHBE stanica. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna pogreska (n=4).

(a) Kataliticka aktivnost LDH u mediju iznad NHBE stanica tretiranih CSE-om i njegovim
kombinacijama s thHsp70 tijekom 24 h.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na CSE

(b) Utjecaj interakcija CSE-a i thHsp70 na kataliticku aktivnost LDH u mediju iznad stanica.
Crni stupici predstavljaju izmjerene vrijednosti, a sivi o¢ekivane (izracunate) vrijednosti.

## statisticki znacajan (P<0,05) antagonisticki uc¢inak

4.1.6.3. Utjecaj CSE-a i njegovih kombinacija s rhHsp70 na nalin umiranja stanica
plucnog epitela

NCI-H292 stanice:

Kaspaze-3/7

Stanice su tretirane s 2,5 1 15 % CSE-a te njegovim kombinacijama s 0,3 1 1 pg/ml rhHsp70
tijekom 2 i 8 h (n=3). 2,5 % CSE nakon 8 h znacajno je smanjio aktivaciju kaspaza-3/7.
Kombinacije 2,5% CSE-a i thHsp70 nisu dovele do aktivacije kaspaze-3/7 u odnosu na
netretirane stanice nakon 2 i 8 h. Aktivnosti nakon 2 h nisu se razlikovale od aktivnosti ovih
kaspaza u stanicama tretiranim samim CSE-om i nije bilo znacajnih interakcija. Nakon 8 h
aktivnost kaspaza-3/7 bila je znacajno snizena nakon tretiranja 2,5 % CSE-om i 1 pg/ml
rhHsp70 u odnosu na netretirane stanice, no nije se razlikovala od aktivnosti nakon tretiranja
samim CSE-om, dok je aktivnost nakon tretiranja 2,5 % CSE-om i 0,3 pg/ml rhHsp70 bila
znacajno visa u odnosu na aktivnost kaspaza-3/7 u stanicama tretiranim samo 2,5 % CSE-om.

15 % CSE aktivirao je kaspaze-3/7 nakon 2 i 8§ h. Kombinacije 15 % CSE-a i rhHsp70
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uzrokuju znacajno povisenu aktivnost kaspaza-3/7 nakon tretiranja tijekom 2 h, no ova
aktivnost se ne razlikuje od aktivnosti kaspaza-3/7 uzrokovane tretiranjem samim CSE-om.
Nakon 8 h ne dolazi do znac¢ajne aktivacije kaspaza-3/7 nakon tretiranja kombinacijama 15 %
CSE-a i thHsp70 te se aktivnost ne razlikuje znacajno od one uzrokovane tretiranjem NCI-
H292 stanica samim 15 % CSE-om (slika 4.1.20. a, b).

Kaspaza-8

Nakon tretiranja stanica tijekom 2 h nije doslo do aktivacije kaspaze-8 u odnosu na netretirane
stanice ni pod jednim ispitivanim uvjetom. No nakon 8 h 2,5 % CSE uzrokovao je znafajnu
aktivaciju kaspaze-8. Kombinacija 2,5 % CSE-a i 1 pg/ml rhHsp70 takoder je dovela do
znaCajne aktivacije kaspaze-8, ali se aktivnost nije razlikovala od one dobivene nakon
tretiranja stanica samim CSE-om te nije bilo znacajnih izracunatih interakcija. Kombinacija
15 % CSE-a i 1 pg/ml rhHsp70 uzrokovala je znacajnu aktivaciju kaspaze-8, no ona se
takoder nije razlikovala od one dobivene nakon tretiranja stanica samim CSE-om te nije bilo
znacajnih izracunatih interakcija (slika 4.1.20. c, d).

Kaspaza-9

2,5 % CSE potaknuo je aktivaciju kaspaze-9 u odnosu na netretirane stanice nakon tretiranja
tijekom 2 i 8 h. Kombinacija 2,5 % CSE-a i 1 pg/ml rhHsp70 uzrokovala je znacajnu
aktivaciju kaspaze-9 u odnosu na netretirane stanice nakon tretiranja tijekom 2 h, no ona se
nije razlikovala od aktivnosti kaspaze-9 dobivene nakon tretiranja samim 2,5 % CSE-om.
Aktivnost kaspaze-9 nakon tretiranja stanica kombinacijom 2,5 % CSE-a i 0,3 pg/ml rhHsp70
bila je znacajno niza od one dobivene nakon tretiranja samim 2,5 % CSE-om, no nije bilo
znacajnih izraCunatih interakcija. Kombinacija 15 % CSE-a i 1 pg/ml rthHsp70 uzrokuje
znacajno visSu aktivaciju kaspaze-9 nakon tretiranja tijekom 8 h u odnosu na aktivnost
dobivenu nakon tretiranja samim 15 % CSE-om, no ona se ne razlikuje od aktivnosti dobivene

u netretiranim stanicama i nema znacajnih interakcija (slika 4.1.20. e, f).
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Slika 4.1.20. Aktivnost kaspaza-3/7 (a, b), kaspaze-8 (c, d) i kaspaze-9 (e, f) u NCI-H292
stanicama tretiranim CSE-om i njegovim kombinacijama s thHsp70 tijekom 2 i 8 h. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska (n=3).

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na CSE
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NHBE stanice:

Stanice su tretirane s 2,5 % CSE-a i njegovim kombinacijama s 0,3 i 1 pg/ml rhHsp70 tijekom
2 1 8 h (n=3). Doslo je do aktivacije kaspaza-3/7 samo nakon tretiranja kombinacijom 2,5 %
CSE-a i 1 pug/ml rhHsp70 te 15 % CSE-a i 1 pg/ml rhHsp70 nakon 2 h u odnosu na
netretirane stanice. CSE kao i njegove kombinacije s thHsp70 nisu imali znacajan utjecaj na

aktivnost kaspaze-8 i kaspaze-9 u ispitivanim uvjetima (podaci nisu prikazani).
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4.2. ISPITIVANJE UPALNOG I CITOTOKSICNOG DJELOVANJA
IZVANSTANICNOG Hsp70 NA STANICAMA MONOCITNO-MAKROFAGNOG
SUSTAVA

Ispitana su upalna i citotoksi¢na djelovanja izvanstanicnog Hsp70 na THP-1 stani¢noj liniji
(humani monociti iz periferne krvi porijeklom od bolesnika s akutnom monocitnom
leukemijom) te na monocitima izoliranim iz periferne krvi zdravih osoba (primarne stanice).
THP-1 stanice smo u svim ispitivanjima provedenim u ovom radu prije tretiranja diferencirali
u makrofage tijekom 48 sati pomoc¢u 20 nM PMA.

Monocite porijeklom iz periferne krvi smo u svim ispitivanjima provedenim u ovom radu
prije tretiranja diferencirali u makrofage tijekom 7 dana pomocu 25 ng/ml M-CSF-a. Ipak, u
daljnjem tekstu ovoga rada smo ovako diferencirane monocite zbog jednostavnosti u pisanju i
u razumijevanju oznacavali samo kao ,,monociti‘.

Rekombinantni humani Hsp70 protein koriSten je za tretiranje THP-1 stanica i monocita.

4.2.1. Ispitivanje upalnog djelovanja rhHsp70 na stanicama monocitno-makrofagnog

sustava

4.2.1.1. Ispitivanje upalnog djelovanja rhHsp70 na THP-1 stani¢noj liniji

Koncentracija citokina IL-1a, IL-1f, IL-6, IL-8 i TNF-a odredivana je u mediju iznad THP-1
stanica nakon tretiranja s 0,1, 0,3, 1, 3, 10 i 30 pg/ml rhHsp70 tijekom 24 h. Koncentracije
citokina izluCene iz netretiranih (kontrolnih) stanica izrazene su kao 100 %, a koncentracije
citokina izlucene iz tretiranih stanica kao udio (%) u odnosu na netretirane stanice.

rhHsp70 u koncentraciji od 0,3, 1 i 3 pg/ml inducirao je znacajno izlu€ivanje IL-1a u odnosu
na netretirane stanice, ali za ostale primijenjene koncentracije nije se mogao detektirati I[L-1a
koristenim ELISA test paketima (0,1, 10 i 30 pg/ml rhHsp70). Izlu¢ivanje IL-1f bilo je
znacajno poviseno nakon tretiranja s 0,3, 3, 10 i 30 pg/ml rhHsp70 u odnosu na netretirane
stanice, dok je znacajno poviseno izlucivanje IL-8 potaknuto s 3, 10 i 30 pg/ml rhHsp70

(slika 4.2.1.). thHsp70 nije potaknuo lucenje IL-6 i TNF-a.
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250+ *

IL-1a
% od netretiranih stanica + SEM

IL-1B
% od netretiranih stanica + SEM

IL-8
% od netretiranih stanica + SEM

Slika 4.2.1. Graficki prikaz citokina IL-1a (a), IL-1p (b) i IL-8 (c) izluCenih iz THP-1 stanica
nakon tretiranja s rthHsp70 tijekom 24. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost =+
standardna pogreska (n=3).

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice
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4.2.1.2. Ispitivanje upalnog djelovanja rhHsp70 na primarnim monocitima

Monociti su tretirani razli¢itim koncentracijama rhHsp70 (0,1-30 pg/ml) te su odredivane
koncentracije IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8 i TNF-a izlucene u medij iznad stanica. Monociti su
izolirani od razli¢itih donora (n=3) te su stoga zbog mogucih znacajnih interindividualnih
razlika koncentracije citokina izlucene iz njih u medjij izrazene u apsolutnim vrijednostima tj.
u pg/ml (a ne u relativnim kao kod THP-1 stani¢ne linije tj. kao udio u odnosu na netretirane
stanice).

rhHsp70 potaknuo je znacajno lucenje IL-6 u koncentraciji 3, 10 i 30 pg/ml, jednake
koncentracije rhHsp70 takoder su inducirale lu¢enje IL-8, dok je znacajno izluCivanje TNF-a
bilo potaknuto s 10 i 30 pg/ml rhHsp70 (slika 4.2.2.). IL-1a i IL-1p nisu se mogli detektirati
koristenim ELISA test paketima.
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Slika 4.2.2. Graficki prikaz citokina IL-6 (a), IL-8 (b) i TNF-a (c) izluenih iz monocita

nakon tretiranja s rthHsp70 tijekom 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna pogreska (n=3). NT = netretirane stanice.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice
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4.2.2. Ispitivanje citotoksiénog djelovanja rhHsp70 na stanicama monocitno-
makrofagnog sustava

Citotoksicnost djelovanja rhHsp70 na THP-1 stanice te monocite ispitana je mjerenjem
vijabilnosti stanica MTS testom, odredivanjem kataliticke aktivnosti LDH otpustene u medij

iznad stanica te odredivanjem aktivnosti kaspaza-3/7, -8 i -9 u stanicama.

4.2.2.1. Utjecaj rhHsp70 na vijabilnost stanica monocitno-makrofagnog sustava (MTS test)
Stanice su tretirane razli¢itim koncentracijama rhHsp70 (0,1-30 pg/ml) tijekom 24 h.
Rezultati su izrazeni kao udio (%) vijabilnosti tretiranih stanica u odnosu na netretirane
stanice, ¢ija je vijabilnost izrazena kao 100 %. thHsp70 nije utjecao na metabolicku aktivnost

THP-1 stanica i monocita (podaci nisu prikazani).

4.2.2.2. Utjecaj rhHsp70 na otpustanje LDH u medij iznad stanica monocitno-makrofagnog
sustava

THP-1 stanice i monociti tretirani su s 0,1-30 pg/ml thHsp70 tijekom 24 h. Rezultati su
izrazeni kao udio (%) aktivnosti LDH izlu¢ene u medij iznad tretiranih stanica u odnosu na
LDH aktivnost u mediju iznad netretiranih stanica, koja je izrazena kao 100 %.

U THP-1 stanicama koncentracije od 0,3, 1 i 30 pg/ml rhHsp70 dovode do znacajnog
otpustanja LDH iz stanica u odnosu na netretirane stanice, dok 30 pg/ml potiskuje otpustanje

LDH u medij iznad monocita (slika 4.2.3.).
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Slika 4.2.3. Graficki prikaz kataliticke aktivnosti LDH otpustene u medij iznad THP-1 stanica
(a) 1 monocita (b) tretiranih s thHsp70 tijekom 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost =+ standardna pogreska (n=3).

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

93



4.2.2.3. Utjecaj rhHsp70 na nacin umiranja stanica monocitno-makrofagnog sustava
THP-1 stanice:

Stanice su tretirane 0,3, 1 1 3 pg/ml rhHsp70 tijekom 2, 4, 6 i 8 h. Navedene koncentracije
odabrane su kako bi se ispitalo djelovanje rhHsp70 na aktivaciju procesa apoptoze u onim
koncentracijama koje dovode do izlu¢ivanja LDH (0,3 i 1 ug/ml rhHsp70) i citokina (osobito
3 ug/ml, ali i 0,3 i 1 pg/ml rhHsp70). Rezultati (n=3) su izrazeni kao udio (%) aktivnosti
kaspaze u tretiranim stanicama u odnosu na aktivnost kaspaze u netretiranim stanicama, koja
je izrazena kao 100 %. Aktivnost kaspaza-3/7 bila je znaCajno snizena u odnosu na
netretirane stanica nakon 8 h za sve ispitivane koncentracije (slika 4.2.4.). Kaspaza-8 i

kaspaza-9 nisu aktivirane nakon tretiranja s thHsp70 ni u jednoj ispitivanoj vremenskoj tocci.
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Slika 4.2.4. Aktivnost kaspaza-3/7 u THP-1 stanicama tretiranim s rhHsp70 tijekom 8 h.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost =+ standardna pogreska (n=3).
* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

Monociti:

Stanice su tretirane s 1, 3 1 10 pg/ml rhHsp70 tijekom 6 i 8 h. Navedene koncentracije su
odabrane kako bi se ispitalo djelovanje rhHsp70 na aktivaciju procesa apoptoze u onim
koncentracijama koje ne dovode (1 pg/ml) ili dovode (3 1 10 pg/ml) do izlu¢ivanja citokina.
Pod navedenim uvjetima nije doSlo do znacajne aktivacije ili inhibicije kaspaza-3/7 i

kaspaze-8 (podaci nisu prikazani), dok je 10 pg/ml rhHsp70 potisnuo aktivaciju kaspaze-9
nakon 6 h inakon 8 h (slika 4.2.5.).
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Slika 4.2.5. Aktivnost kaspaze-9 u monocitima tretiranim s thHsp70 tijekom 6 i 8 h. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska (n=3).
* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

4.2.3. Ispitivanje upalnog djelovanja LPS-a i LTA u kombinaciji s rhHsp70 na

stanicama monocitno-makrofagnog sustava

4.2.3.1. Ispitivanje upalnog djelovanja LPS-a i LTA u kombinaciji s rhHsp70 na THP-1
stanic¢noj liniji

THP-1 stanice tretirane su LPS-om, LTA ili njihovom kombinacijom s 0,3, 1 i 3 pg/ml
rhHsp70 tijekom 24 h (koncentracije rhHsp70 za kombinirana tretiranja odabrane su na
temelju rezultata individualnih tretiranja s thHsp70). Citokini IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8 i TNF-
o izmjereni su u mediju iznad stanica. Interakcije izmedu rhHsp70 i LPS-a ili LTA dobivene
su primjenom matematicko-statistickog modela za kombinirana tretiranja.

IL-1a:

Kombinacije LTA i razli¢itih koncentracija rthHsp70 nisu potaknule izluCivanje IL-la u
odnosu na netretirane stanice, za razliku od samog LTA. Koncentracija IL-1a u kombiniranim
tretiranjima znacajno se razlikovala od one kod tretiranja samo s LTA. IzraCunate interakcije
izmedu LTA 1 svih ispitivanih koncentracija rhHsp70 bile su antagonistickog tipa (slika 4.2.6.
a, b). Kombinacije LPS-a s rhHsp70 potaknule su znacajno lucenje IL-la u odnosu na
netretirane stanice, ali nije bilo razlike u koncentraciji IL-1a u odnosu na onu izlu¢enu nakon
tretiranja samo LPS-om. Izraunate interakcije takoder nisu bile znacajne (podaci nisu

prikazani).
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IL-1B:

LPS-a sam i u kombinaciji sa svim ispitivanim koncentracijama rhHsp70 potaknuo je
znacajno vise lucenje IL-1B od netretiranih stanica, no za kombinirana tretiranja ove
koncentracije nisu se razlikovale od IL-1P izlu¢enog iz THP-1 stanica tretiranih samo LPS-
om. LTA sam i u kombinaciji s thHsp70 potaknuo je znacajno lucenje IL-1p u koncentraciji
od 11 3 pg/ml rhHsp70. Za sve kombinacije LTA i rhHsp70 koncentracija izlu¢enog IL-18
bila je znacajno niza u odnosu na tretiranje samo s LTA, no racunski dobivene interakcije nisu
bile statisticki znacajne (podaci nisu prikazani).

IL-6:

LPS sam i u kombinaciji s 0,3 1 i 3 pg/ml thHsp70 uzrokovao je snazno lucenje IL-6, koje
se znacajno razlikovalo od koncentracije IL-6 izluCene iz netretiranih stanica, a za
kombinirana tretiranja ni od stanica koje su tretirane samim LPS-om. Ovaj ucinak bio je
sinergistickog tipa za kombinacije LPS-a s 0,3 1 1 pg/ml rhHsp70 (slika 4.2.6. ¢, d). LTA ni
njegove kombinacije s rhHsp70 nisu potaknule znacajne promjene u izlu¢ivanju IL-6 (podaci
nisu prikazani).

IL-8:

LPS, LTA i njihove kombinacije s thHsp70 potaknule su znac¢ajno vise izlucivanje IL-8 u
odnosu na netretirane stanice. Uz to, kombinacija 3 pg/ml rhHsp70 s LTA potaknula je jace
lucenje IL-8 od samog LTA, ali je tip interakcije izmedu rhHsp70 i LTA u ovom slucaju bio
antagonisti¢an, kao i za ostale ispitivane kombinacije LTA i thHsp70 (slika 4.2.6. e, ). S
druge strane, koncentracija IL-8 izlu¢enog u medij iznad THP-1 stanica nakon tretiranja
kombinacijama LPS-a i rhHsp70 nije se znacajno razlikovala od one izlucene nakon
individualnog tretiranja LPS-om, no izracunata interakcija izmedu 3 pg/ml rhHsp70 i LPS-a
bila je antagonistickog tipa (podaci nisu prikazani).

TNF-a:

LPS, LTA i njihove kombinacije s rhHsp70 potaknule su znacajno lu¢enje TNF-a u odnosu
na netretirane stanice. No, kombinacije LPS-a s thHsp70 te kombinacije LTA s rhHsp70
nisu potaknule znacajno razlicito lu¢enje TNF-a od individualnih tretiranja LPS-om ili s LTA.
Usprkos tome, izraCunate interakcije pokazuju sinergizam izmedu LPS-a ili LTA 1 3 pg/ml

rhHsp70 (podaci nisu prikazani).
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Slika 4.2.6. Graficki prikaz utjecaja kombinacije LPS-a ili LTA s rhHsp70 na lu¢enje IL-1a (a, b),
IL-6 (c, d) 1 IL-8 (e, f) iz THP-1 stanica tretiranih tijekom 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost = standardna pogreska (n=3).

(a, c, e) LucCenje IL-1a (a), IL-6 (c) i IL-8 (e) nakon tretiranja tijekom 24 h samim LPS-om ili
LTA i kombinacijom LPS-a ili LTA s rhHsp70.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statistiCki znac¢ajno (P<0,05) u odnosu na LPS ili LTA

(b, d, ) Utjecaj interakcija rhHsp70 i LTA na lucenje IL-1a (b), IL-6 (d) i IL-8 (f). Crni stupiéi
predstavljaju izmjerene vrijednosti, a sivi ocekivane (izraunate) vrijednosti.

# statisti¢ki znacajan (P<0,05) sinergistic¢ki ucinak

## statisticki znacajan (P<0,05) antagonistic¢ki uéinak
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4.2.3.2. Ispitivanje upalnog djelovanja LPS-a i LTA u kombinaciji s rhHsp70 na primarnim
monocitima

Monociti su tretirani s 0,1 pg/ml LPS-a, 1 ng/ml LTA i njihovim kombinacijama s 11 3 pg/ml
rhHsp70 da bi se ispitalo moduliraju 1i ove koncentracije thHsp70 odgovor na LPS i LTA,
iako same nuzno ne poticu upalni odgovor (individualna tretiranja s thHsp70 pokazala su da 1
pug/ml uglavnom ne poti¢e, dok 3 pg/ml uglavnom potice izlucivanje citokina). Prema
rezultatima dobivenim uz primjenu samog rhHsp70 odredivani su samo citokini IL-6, IL-8 i
TNF-a u mediju iznad stanica, a koncentracije citokina su izrazene u pg/ml.

LPS i LTA snazno su potaknuli lucenje svih odredivanih citokina (slika 4.2.7.), no niti u
jednom slucaju koncentracije citokina izlu¢ene nakon tretiranja kombinacijama rhHsp70 i
LPS-a ili LTA nisu se znacajno razlikovale od onih izlucenih nakon tretiranja samo LPS-om
ili s LTA. Ipak, izraCunate interakcije izmedu LPS-a i 3 pg/ml rhHsp70 bile su

antagonistickog tipa (podaci nisu prikazani).

a b c
2500+ R 4000
25000 *
20001 20000 3000 |
1500 * * 3=
0T T - .
4 % L «© g 15000 T w % 2000+
= 2 4900 2 & 40000 g= *
1000
500 5000
0 : . 0 v ; 0 . r
$ & & g8 & & &
N N & & N N
s s $ $ 8 S
Q:\Q IS Q\ N Q:‘Q R

Slika 4.2.7. Graficki prikaz lucenja IL-6 (a), IL-8 (b) i TNF-a (c) iz monocita nakon
individualnih tretiranja LPS-om ili s LTA tijekom 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna pogreska (n=6). NT = netretirane stanice.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice
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4.2.4. Ispitivanje citotoksicnog djelovanja LPS-a i LTA u kombinaciji s rhHsp70 na
stanicama monocitno-makrofagnog sustava

Citotoksicnost djelovanja LPS-a, LTA te njihovih kombinacija s rhHsp70 na THP-1
stanicama i monocitima ispitana je mjerenjem vijabilnosti stanica MTS testom, odredivanjem
kataliticke aktivnosti LDH otpuStene u medij iznad stanica te odredivanjem aktivnosti

kaspaza-3/7, -8 i -9 u stanicama.

4.2.4.1. Utjecaj LPS-a, LTA i kombinacija s rhHsp70 na vijabilnost stanica monocitno-
makrofagnog sustava (MTS test)

Stanice su tretirane tijekom 24 h s 0,1 pg/ml LPS-a, 1 ng/ml LTA te njihovim kombinacijama
$ 0,3, 113 pg/ml thHsp70 (THP-1 stanice), odnosno s 11 3 pg/ml rthHsp70 (monociti).

LPS je uzrokovao znacajan citotoksi¢ni u¢inak u THP-1 stanicama, za razliku od LTA koji
nije imao znacajan utjecaj na vijabilnost. Usporedbom kombiniranih tretiranja LPS-a ili LTA
s thHsp70 i individualnih tretiranja samim LPS-om ili LTA nisu pronadene znacajne razlike u
vijabilnosti THP-1 stanica te nisu racunski dobivene znacajne interakcije.

Jedino je kombinacija LTA i 3 pg/ml rhHsp70 imala citotoksi¢ni u¢inak na monocite.

4.2.4.2. Utjecaj LPS-a, LTA i kombinacija s rhHsp70 na otpuStanje LDH u medij iznad
stanica monocitno-makrofagnog sustava

THP-1 stanice i monociti tretirani su s 0,1 pg/ml LPS-a, 1 pg/ml LTA i njihovim
kombinacijama s 0,3, 1 i 3 pg/ml thHsp70 (THP-1 stanice) te 1 i 3 pg/ml rhHsp70 (monociti)
tijekom 24 h.

THP-1 stanice:

LPS i njegove kombinacije s rhHsp70 u svim ispitivanim koncentracijama znacajno
povecavaju lucenje LDH u odnosu na netretirane stanice, ali je ono znacajno nize za
kombinaciju s 0,3, tj. znacajno vise za kombinaciju s 1 pg/ml thHsp70 u odnosu na stanice
tretirane samo LPS-om. Ipak, izraCunate interakcije su antagonistickog tipa za kombinacije
LPS-a10,3 13 pg/ml rhHsp70.

LTA i njegove kombinacije s 0,3 pg/ml thHsp70 poti¢e znacajno vise izluCivanje LDH u
odnosu na netretirane stanice, dok je aktivnost LDH nakon tretiranja svim ispitivanim
kombinacijama LTA i rhHsp70 bila znacajno razli¢ita od one izlu¢ene u medij nakon
tretiranja samo s LTA. Izracunate interakcije su bile antagonistickog tipa za kombinacije s 1 i

3 pg/ml rhHsp70 (slika 4.2.8. a, b).
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Monociti:

LPS i njegove kombinacije s 1 ili 3 pg/ml rhHsp70 potiskuju izlu¢ivanje LDH u odnosu na
netretirane stanice, a sli¢ni rezultati dobiveni su i nakon tretiranja monocita kombinacijom
LTA i 3 pg/ml rhHsp70. Ova posljednja kombinacija imala je znacajno razli¢itu katalitiCku
aktivnost LDH u odnosu na stanice tretirane samim LTA te je ova interakcija bila

antagonistickog tipa (slika 4.2.8. c, d).
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Slika 4.2.8. Graficki prikaz utjecaja LPS-a, LTA i njihovih kombinacija s rhHsp70 na kataliti¢ku
aktivnost LDH u mediju iznad THP-1 stanica (a, b) i monocita (c, d). Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost + standardna pogreska (n=6).

(a, ¢) Kataliticka aktivnost LDH u mediju iznad THP-1 stanica (a) i monocita (c) tretiranih LPS-
om, LTA i njihovim kombinacijama s thHsp70 tijekom 24 h.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na LPS ili LTA

(b, d) Utjecaj interakcija LPS-a ili LTA s rhHsp70 na kataliticku aktivnost LDH u mediju iznad
THP-1 stanica (b) i monocita (d). Crni stupici predstavljaju izmjerene vrijednosti, a sivi ocekivane
(izraCunate) vrijednosti.

## statisticki znacajan (P<0,05) antagonistic¢ki uc¢inak
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4.2.4.3. Utjecaj LPS-a, LTA i njihovih kombinacija s rhHsp70 na nacin umiranja stanica
monocitno-makrofagnog sustava

THP-1 stanice:

Stanice su tretirane s 0,1 pg/ml LPS-a, 1 pg/ml LTA te kombinacijama LPS-a s 1 i 3 pg/ml
rhHsp70 tijekom 6 i 8 h. Ovi uvjeti izabrani su na temelju prethodnih istrazivanja. LTA nije
aktivirao niti jednu od ispitivanih kaspaza. S druge strane, sam LPS i njegove kombinacije s
rhHsp70 nisu znacajno aktivirali kaspaze-3/7. Ipak, kaspaza-8 znacajno je aktivirana nakon 6
h tretiranja LPS-om te njegovim kombinacijama s 1 1 3 pg/ml thHsp70, no racunski dobivene
interakcije izmedu LPS-a i thHsp70 nisu bile znacajne. Kombinacije LPS-a s 1 i 3 ug/ml
rhHsp70 znacajno su aktivirale kaspazu-8 i nakon 8 h, ali njihove interakcije takoder nisu bile
znacajne. Individualno tretiranje THP-1 stanica LPS-om tijekom 6 h znacajno je aktiviralo i
kaspazu-9, no kombinacije s thHsp70 nisu imale jednako djelovanje (slika 4.2.9.). Racunski
dobivene interakcije LPS-a i 3 pg/ml rhHsp70 na aktivnost kaspaze-9 bile su antagonistickog

tipa (podaci nisu prikazani).
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Slika 4.2.9. Aktivnost kaspaze-8 (a, b) i kaspaze-9 (c, d) u THP-1 stanicama tretiranim LPS-
om i njegovim kombinacijama s rhHsp70 tijekom 6 i 8 h. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna pogreska (n=3).

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

Monociti:

Stanice su tretirane s 0,1 pg/ml LPS-a, 1 pg/ml LTA te njihovim kombinacijama s 1 pg/ml
rhHsp70 tijekom 6 i 8 h. LPS je znacajno aktivirao kaspaze-3/7 nakon 6 h, dok LTA nije
imao znacajnog utjecaja na aktivnost ovih kaspaza, kao ni kombinacije LPS-a ili LTA s
rhHsp70. Kaspaza-8 nije znac¢ajno aktivirana ni pod jednim ispitivanim uvjetom (podaci nisu
prikazani). LPS aktivira kaspazu-9 nakon tretiranja tijekom 6 h, kao i kombinacija LPS-a i
rhHsp70. S druge strane, LTA smanjuje aktivnost kaspaze-9 nakon 6 h, no kombinacija LTA i
rhHsp70 je povecava u odnosu na netretirane stanice i znacajno se razlikuje od aktivnosti

kaspaze-9 u stanicama tretiranim samo s LTA te su njihove interakcije sinergistickog tipa.

102



Kombinacije LPS-a ili LTA s rhHsp70 znacajno smanjuju aktivnost kaspaze-9 nakon 8 h
tretiranja (slika 4.2.10.).
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Slika 4.2.10. Aktivnost kaspaze-9 u monocitima tretiranim LPS-om, LTA i njihovim
kombinacijama s thHsp70 tijekom 6 h (a) i 8 h (b). Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna pogreska (n=3).

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na LTA
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4.2.5. Ispitivanje upalnog djelovanja CSE-a u kombinaciji s rhHsp70 na stanicama

monocitno-makrofagnog sustava

4.2.5.1. Ispitivanje upalnog djelovanja CSE-a u kombinaciji s rhHsp70 na THP-1 stani¢noj
liniji

Na temelju prethodnih istrazivanja u kojima su ispitana djelovanja razli¢itih koncentracija
CSE-a (2,5, 5, 10, 15 1 20 %), odabrane su dvije koncentracije CSE-a za tretiranje stanica u
daljnjim ispitivanjima, 2,5 i 5 %. Stanice su istodobno tretirane kombinacijama CSE-a s
rhHsp70.

Tretiranje samo s 2,5 % CSE-a i1 5 % CSE-a potaknulo je znacajno lucenje IL-8, dok lucenje
IL-1a, IL-1B, IL-6 i TNF-a nije inducirano. Stoga su za kombinirana tretiranja s CSE-om i
rhHsp70 odredivane samo koncentracije IL-8.

Kombinacije 2,5 % CSE-a i 0,3 pg/ml rhHsp70 poti¢u zna¢ajno lucenje IL-8 u odnosu na
netretirane stanice, ali se koncentracija IL-8 u kombiniranim tretiranjima nije znacajno
razlikovala od one kod tretiranja samo CSE-om te nije bilo znacajnih izracunatih interakcija.
Kombinacije 5 % CSE-a 10,3 ili 3 ug/ml rhHsp70 poti¢u znacajno lucenje IL-8 u odnosu na
netretirane stanice, no koncentracije izlu¢enog IL-8 ne razlikuju se znacajno od onih izlu¢enih

nakon tretiranja samim CSE-om te nema znacajnih izracunatih interakcija (slika 4.2.11.).
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Slika 4.2.11. Graficki prikaz utjecaja kombinacije CSE-a i thHsp70 na lucenje IL-8 iz THP-1
stanica tretiranih tijekom 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost £+ standardna
pogreska (n=3).

(a) Lucenje IL-8 nakon tretiranja stanica tijekom 24 h samim CSE-om i kombinacijom CSE-a
i thHsp70.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

(b) Utjecaj interakcija CSE-a i thHsp70 na lucenje IL-8. Crni stupici predstavljaju izmjerene
vrijednosti, a sivi o¢ekivane (izra¢unate) vrijednosti.

4.2.5.2. Ispitivanje upalnog djelovanja CSE-a u kombinaciji s rhHsp70 na primarnim
monocitima

Monociti su tretirani s 2,5 1 5 % CSE-a i njegovim kombinacijama s 1 i 3 pg/ml rhHsp70.
Prema rezultatima iz prethodnih istrazivanja gdje su odredivane koncentracije IL-1a, IL-1,
IL-6, IL-8 1 TNF-0, u monocitima tretiranim s 2,5-20 % CSE-a, stimulirano je lucenje samo
IL-8 te su u daljnjim ispitivanjima odredivane samo koncentracije IL-8 u mediju iznad
stanica. Koncentracije citokina su izrazene u pg/ml.

2,5 % CSE sam i u kombinaciji s 1 1 3 pg/ml rhHsp70 snazno je potaknuo lucenje IL-8 u
odnosu na netretirane stanice, a koncentracija IL-8 izlu¢enog nakon tretiranja s 2,5 % CSE-a i
3 ug/ml rhHsp70 znacajno je visa u odnosu na IL-8 izlu¢en nakon tretiranja monocita samo s
2,5 % CSE-a. Ipak, izracunate interakcije nisu znacajne.

5 % CSE u kombinaciji s 1 1 3 pg/ml rhHsp70 snazno je potaknuo luc¢enje IL-8 u odnosu na

netretirane stanice, za razliku od samog 5 % CSE-a. Ove koncentracije takoder se znacajno
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razlikuju od IL-8 izlu¢enog nakon tretiranja monocita samim 5 % CSE-om. Izracunate

interakcije izmedu 5 % CSE-a i 3 ug/ml rhHsp70 bile su antagonisti¢kog tipa (slika 4.2.12.).
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Slika 4.2.12. Graficki prikaz utjecaja kombinacije CSE-a i rthHsp70 na Iucenje IL-8 iz
monocita tretiranih tijekom 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
pogreska (n=3).

(a) Lucenje IL-8 nakon tretiranja stanica tijekom 24 h samim CSE-om i kombinacijom CSE-a
i thHsp70. NT = netretirane stanice.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statistiCki znacajno (P<0,05) u odnosu na CSE

(b) Utjecaj interakcija CSE-a i thHsp70 na lucenje IL-8. Crni stupiéi predstavljaju izmjerene
vrijednosti, a sivi o¢ekivane (izra¢unate) vrijednosti.

## statisticki znacajan (P<0,05) antagonisticki u¢inak
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4.2.6. Ispitivanje citotoksi¢nog djelovanja CSE-a u kombinaciji s rhHsp70 na stanicama
monocitno-makrofagnog sustava

Citotoksic¢nost djelovanja CSE-a te njegovih kombinacija s thHsp70 na THP-1 stanicama i
monocitima ispitana je mjerenjem vijabilnosti stanica MTS testom, odredivanjem kataliticke
aktivnosti LDH otpustene u medij iznad stanica te odredivanjem aktivnosti kaspaza-3/7, -8 i -

9 u stanicama.

4.2.6.1. Utjecaj CSE-a i kombinacija s rhHsp70 na vijabilnost stanica monocitno-
makrofagnog sustava (MTS test)

Stanice su tretirane tijekom 24 h's 2,5 1 5 % CSE-a te njegovim kombinacijama s 0,3, 1 1 3
pg/ml thHsp70 (THP-1 stanice), odnosno s 1 i 3 pg/ml rhHsp70 (monociti).

Sam CSE nije uzrokovao znacajan citotoksicni uc¢inak u THP-1 stanicama, a kombinacije 2,5
% CSE-a s 1 13 pug/ml rhHsp70 c¢ak su i povecale vijabilnost THP-1 stanica u odnosu na
netretirane stanice. Ipak, nije bilo znaCajne razlike u vijabilnosti nakon tretiranja THP-1
stanica samim CSE-om ili kombinacijama CSE-a i rhHsp70, kao ni znacajnih izracunatih
interakcija (slika 4.2.13. a, b).

Za razliku od THP-1 stanica, 2,5 % i 5 % CSE uzrokovao je znacajan citotoksi¢ni u¢inak na
monocite. Sve ispitivane kombinacije CSE-a s rthHsp70 povecavaju vijabilnost stanica u
odnosu na sam CSE. Ipak, vijabilnost uz kombinirana tretiranja je znac¢ajno niza u odnosu na
netretirane stanice, osim za kombinaciju 2,5 % CSE-a 1 3 pug/ml rhHsp70. Izrac¢unate

interakcije izmedu 2,5 % CSE-a i thHsp70 antagonistickog su tipa (slika 4.2.13.c, d).
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Slika 4.2.13. Graficki prikaz utjecaja CSE-a i njegovih kombinacija s rhHsp70 na vijabilnost
THP-1 stanica (a,b) i monocita (c, d). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna pogreska (n=3).

(a, b) Vijabilnost THP-1 stanica (a) i monocita (c) tretiranih CSE-om i njegovim
kombinacijama s thHsp70 tijekom 24 h odredena MTS testom.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na CSE

(c, d) Utjecaj interakcija CSE-a i thHsp70 na vijabilnost THP-1 stanica (b) i monocita (d).
Crni stupi¢i predstavljaju izmjerene vrijednosti, a sivi o¢ekivane (izracunate) vrijednosti.

## statisticki znacajan (P<0,05) antagonisticki uc¢inak
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4.2.6.2. Utjecaj CSE i kombinacija s rhHsp70 na otpustanje LDH u medij iznad stanica
monocitno-makrofagnog sustava
THP-1 stanice i monociti tretirani su 2,5 1 5 % CSE-om i njegovim kombinacijama s 0,3, 113

ug/ml rthHsp70 (THP-1 stanice), odnosno s 1 i 3 pug/ml rhHsp70 (monociti) tijekom 24 h.
THP-1 stanice:

Individualna tretiranja CSE-om ne dovode do znacajnog otpustanja LDH u medij iznad THP-
1 stanica u odnosu na netretirane stanice.

Kombinacija 2,5 % CSE-a i 3 ng/ml rhHsp70 znacajno povecava lu¢enje LDH u odnosu na
netretirane stanice, ali se ono ne razlikuje od LDH izlu¢ene nakon tretiranja samim 2,5 %
CSE-om te nema znacajnih izracunatih interakcija.

Kombinacija 5 % CSE-a s 0,3, 11 3 pg/ml rhHsp70 potiskuje izlu¢ivanje LDH u odnosu na
netretirane stanice, a za kombinacije 5 % CSE-a s 11 3 pg/ml rhHsp70 ono je i zna€ajno nize
u odnosu na LDH izlu€enu nakon tretiranja stanica samim 5 % CSE-om. Izracunate
interakcije su sinergistickog tipa za lu¢enja LDH za kombinacije CSE-a s 1 1 3 pg/ml rhHsp70
(slika 4.2.14. a, b).

Monociti:

2,5 % CSE sam i u kombinaciji s 1 ili 3 pg/ml rhHsp70 potiskuje izlu¢ivanje LDH u odnosu
na netretirane stanice, a kombinirana tretiranja i u odnosu na sam 2,5 % CSE. Sli¢ni rezultati
dobiveni su i nakon tretiranja monocita kombinacijom 5 % CSE-a i 1 i 3 pg/ml rhHsp70 u
odnosu na netretirane stanice te u odnosu na sam 5 % CSE. Suprotno tome, sam 5 % CSE
uzrokuje znacajno otpustanje LDH. Izracunate interakcije izmedu 2,5 % CSE-a i 1 pg/ml
rhHsp70 sinergistickog su tipa, dok su interakcije izmedu 5 % CSE-a s 11 3 pg/ml rhHsp70
antagonisti¢kog tipa (slika 4.2.14. c, d).
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Slika 4.2.14. Graficki prikaz utjecaja CSE-a i njegovih kombinacija s thHsp70 na kataliticku
aktivnost LDH u mediju iznad THP-1 stanica (a, b) i monocita (c, d). Rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost + standardna pogreska (n=4).

(a, ¢) Kataliticka aktivnost LDH u mediju iznad THP-1 stanica (a) i monocita (c) tretiranih
CSE-om i njegovim kombinacijama s thHsp70 tijekom 24 h.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statistiCki znacajno (P<0,05) u odnosu na CSE

(b, d) Utjecaj interakcija CSE-a i thHsp70 na kataliti¢ku aktivnost LDH u mediju iznad THP-
1 stanica (b) i monocita (d). Crni stupici predstavljaju izmjerene vrijednosti, a sivi oekivane
(izracunate) vrijednosti.

# statisticki znacajan (P<0,05) sinergisticki u¢inak

## statisticki znacajan (P<0,05) antagonisticki u¢inak
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4.2.6.3. Utjecaj CSE i njegovih kombinacija s rhHsp70 na nacdin umiranja stanica
monocitno-makrofagnog sustava

THP-1 stanice:

Stanice su tretirane s 2,5 1 5 % CSE-a i njegovim kombinacijama s 1 i 3 pg/ml rhHsp70
tijekom 61 8 h.

Kaspaze-3/7 nisu znacajno aktivirane ni pod jednim ispitanim uvjetom (podaci nisu
prikazani).

2,5 % CSE dovodi do znacajne aktivacije kaspaze-8 nakon 6 h, dok u istom vremenu
tretiranja 5 % CSE dovodi do snizenja aktivnosti kaspaze-8. Kombinacije 2,5 % CSE-as 1 i
3 pg/ml rhHsp70 dovode do znacajne aktivacije kaspaze-8 nakon tretiranja THP-1 stanica
tijekom 6 h i 8 h u odnosu na netretirane stanice, no aktivnost kaspaze-8 ne razlikuje se od
one dobivene nakon tretiranja stanica samim 2,5 % CSE-om te nema znacajnih izracunatih
interakcija. Kombinacije 5 % CSE-a i thHsp70 ne uzrokuju znacajnu aktivaciju kaspaze-8.
2,5 % CSE dovodi do znacajne aktivacije kaspaze-9 nakon 6 i 8 h. Kombinacije 2,5 %
CSE-a s 1 i 3 pg/ml rthHsp70 znacajno su aktivirale kaspazu-9 nakon 6 h, no aktivnost
kaspaze-9 nije se razlikovala od aktivnosti dobivene nakon tretiranja stanica samo s 2,5 %
CSE-a tijekom 6 h te izracunate interakcije nisu bile znacajne. Ostali ispitani uvjeti nisu
doveli do znacajnih promjena u aktivnosti kaspaze-9 u odnosu na netretirane stanice ili na

stanice tretirane samim CSE-om (tablica 4.2.1.).

Tablica 4.2.1. Aktivnost kaspaza-8 i -9 u THP-1 stanicama tretiranima CSE-om i njegovim

kombinacijama s rhHsp70

KASPAZA-8 KASPAZA-9
6h 8h 6h 8h

2,5 % CSE 181,40 = 7,20% 129,60 + 31,93 149,40 + 7,63* 124,80 + 2,20*
+ 1 pg/ml thHsp70 173,20 + 19,28+ 175,30 + 20,80* 162,90 + 8,56* 123,40 £ 16,24
+3 pg/ml rhHsp70 150,20 + 2,97* 179,50 + 0,50 154,60 + 8,59* 125,00 = 11,24
5% CSE 81,30 £ 1,77% 96,34+ 4,71 100,30 + 2,33 91,24+ 5,17
+ 1 pg/ml thHsp70 98,90 + 10,51 104,40 + 8,09 103,30 + 5,30 99,11 + 3,56
+3 pg/ml thHsp70 91,74 + 0,70 97,08 + 3,51 106,80 + 5,32 99,64 + 10,21

Rezultati su prikazani kao % od aktivnosti kaspaze u netretiranim stanicama.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice
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Monociti:

Stanice su tretirane s 2,5 1 5 % CSE-a te njegovim kombinacijama s 1 1 3 pug/ml rhHsp70
tijekom 61 8 h.

5 % CSE znacajno je aktivirao kaspaze-3/7 nakon tretiranja monocita tijekom 6 h, kao i
kombinacija 5 % CSE-a i 1 ug/ml rhHsp70. Ova aktivnost nije se razlikovala od aktivnosti
kaspaza-3/7 nakon tretiranja monocita samim 5 % CSE-om te nije bilo znacajnih izracunatih
interakcija. lako kombinacije 2,5 % CSE-a i rhHsp70 nisu aktivirale kaspaze-3/7 u
monocitima, aktivnost kaspaze-3/7 nakon tretiranja kombinacijom 2,5 % CSE-a i 1 pg/ml
znacajno je visa od aktivnosti nakon tretiranja samim 2,5 % CSE-om (podaci nisu prikazani).
Kaspaza-8 nije znacajno aktivirana ni pod jednim ispitanim uvjetom (podaci nisu prikazani).
Aktivnost kaspaze-9 sniZzena je u monocitima tretiranim s 2,5 i 5 % CSE-a nakon 8 h u
odnosu na netretirane monocite.

Kombinacija 2,5 % CSE-a i thHsp70 ne uzrokuje znaajnu aktivaciju kaspaze-9 nakon 6 h,
no aktivnost kaspaze-9 nakon tretiranja monocita kombinacijom 2,5 % CSE-a i 3 pg/ml
rhHsp70 znacajno je viSa u odnosu na aktivnost kaspaze-9 u stanicama tretiranima samim 2,5
% CSE-om te su izraCunate interakcije sinergistiCkog tipa. Nakon tretiranja monocita
kombinacijama 2,5 % CSE i rhHsp70 tijekom 8 h ne dolazi do znacajne aktivacije kaspaze-9
u odnosu na netretirane stanice, no aktivnost kaspaze-9 razlikuje se u odnosu na aktivnost u
monocitima tretiranim samim 2,5 % CSE-om te su izracunate interakcije medu njima
sinergistickog tipa. Kombinacija S % CSE-a s 1 i 3 pug/ml rhHsp70 uzrokuje znaajnu
aktivaciju kaspaze-9 u odnosu na netretirane stanice nakon 6 h tretiranja, no aktivnost
kaspaze-9 ne razlikuje se od aktivnosti nakon tretiranja samim CSE-om te nema znacajnih

izracunatih interakcija (slika 4.2.15.).
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Slika 4.2.15. Utjecaj CSE-a i njegovih kombinacijama s rhHsp70 na aktivnost kaspaze-9 u
monocitima. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska (n=3).

(a, ¢) Aktivnost kaspaze-9 u monocitima tretiranim CSE-om i rhHsp70 tijekom 6 (a) i 8 (c) h.
* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na CSE

(b, d) Utjecaj interakcija CSE-a i rhHsp70 na aktivnost kaspaze-9 u monocitima. Crni stupié¢i
predstavljaju izmjerene vrijednosti, a sivi o¢ekivane (izracunate) vrijednosti.

# statisticki znacajan (P<0,05) sinergisticki u¢inak
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4.3. ISPITIVANJE MEHANIZAMA DJELOVANJA rhHSP70, LPS-a, LTA I CSE-a
NA STANICAMA PLUCNOG EPITELA 1 MONOCITNO-MAKROFAGNOG
SUSTAVA

Mehanizmi djelovanja thHsp70, LPS-a, LTA i CSE-a istraZeni su ispitivanjem ekspresije
TLR2, TLR4 i unutarstani¢nog Hsp70 te aktivacije MAPK i NF-kB signalnih putova.
Ekspresija TLR2, TLR4 i unutarstani¢nog Hsp70 ispitana je odredivanjem ekspresije mRNA
za TLR2, TLR4 i Hsp70 qPCR metodom nakon tretiranja stanica s rhHsp70 ili CSE-om
tijekom 24 h. Stanice plué¢nog epitela (NCI-H292, NHBE, PBEC i PBEC KOPB) tretirane su
s 0,3 1 1 ug/ml rthHsp70 te 2,5 i 15 % CSE-a, a stanice monocitno-makrofagnog sustava
(THP-1 i monociti) s 31 10 pg/ml rhHsp70 te 2,51 5 % CSE-a (n=3).

Ekspresija TLR2, TLR4 i unutarstani¢nog Hsp70 takoder je ispitana Western blot metodom,
kao i ekspresija te aktivacija MAPK i NF-xB signalnih putova.

NCI-H292 stanice tretirane su s 0,3, 1 i 3 pg/ml thHsp70, 0,1 pg/ml LPS-a, 1 pg/ml LTA i
njihovim kombinacijama, kao i s 2,5 i 15 % CSE-a i njegovim kombinacijama s rhHsp70
tijekom 30 minuta, 2 i 8 h te s 0,3, 1 i 3 pg/ml rthHsp70, 0,1 pg/ml LPS-a i 1 pg/ml LTA
tijekom 24 h. NHBE stanice tretirane su s 0,3 i 1 ug/ml rhHsp70, 0,1 pg/ml LPS-a, 1 pg/ml
LTA te 2,51 15 % CSE-a tijekom 30 minuta, 2 i 8 h.

THP-1 stanice tretirane su s 0,3, 1 i 3 pg/ml rhHsp70, 0,1 pg/ml LPS-a, 1 pg/ml LTA i
njihovim kombinacijama, kao i s 2,5 1 5 % CSE-a i njegovim kombinacijama s rhHsp70
tijekom 30 minuta, 2 i 8 hte s 0,3, 1 1 3 pg/ml rthHsp70, 0,1 pg/ml LPS-a i 1 pg/ml LTA
tijekom 24 h. Monociti su tretirani s 3 i 10 pg/ml rhHsp70, 0,1 pg/ml LPS-a, 1 pg/ml LTA te
2,515 % CSE-a tijekom 30 minuta, 2 i 8 h.

Uloga aktivacije navedenih molekula u upalnom odgovoru ispitana je pod utjecajem

inhibitora i opisana je u poglavlju 4.3.5.

4.3.1. Ispitivanje aktivacije TLR2 i TLR4

4.3.1.1. Ispitivanje aktivacije TLR2 i TLR4 receptora na stanicama pluénog epitela
Ekspresija mRNA za TLR2 i TLR4:

U NCI-H292 stanicama 1 pg/ml thHsp70 povecao je ekspresiju mRNA za TLR2 (1,59 + 0,15
puta) i za TLR4 (1,75 + 0,42 puta). 15 % CSE povecao je ekspresiju mRNA za TLR2 (2,89 +
0,26 puta) i ekspresiju mRNA za TLR4 (5,05 + 0,62 puta) (slika 4.3.1).
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Slika 4.3.1. Graficki prikaz ekspresije mRNA za TLR2 (a) i TLR4 (b) u NCI-H292
stanicama. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost & standardna pogreska (n=3).
* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

U NHBE i PBEC stanicama nije doslo do promjene u ekspresiju mRNA za TLR2 ili TLR4 ni
pod jednim ispitivanim uvjetom (podaci nisu prikazani), dok je ekspresija mRNA za TLR2
(0,10 £ 0,01 za 0,3; 0,16 = 0,04 za 1 pg/ml thHsp70; 0,09 £ 0,01 za 2,5 %; 0,05 + 0,01 za 15
% CSE-a) i TLR4 (0,34 + 0,05 za 0,3; 0,28 = 0,04 za 1 ng/ml rhHsp70; 0,35 + 0,02 za 2,5 %;
0,38 + 0,02 za 15 % CSE-a) znaajno snizena u PBEC KOPB stanicama pod svim

ispitivanim uvjetima (slika 4.3.2.).
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Slika 4.3.2. Graficki prikaz ekspresije mRNA za TLR2 (a) i TLR4 (b) u PBEC stanicama
izoliranim iz bolesnika s KOPB-om. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna pogreska (n=3).

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice
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Ekspresija TLR2 i TLR4 proteina:

U NCI-H292 stanicama 2,5 % CSE i njegove kombinacije s 0,3, 1 i 3 ug/ml rhHsp70
uzrokovali su snizenje ekspresije TLR2 u odnosu na netretirane stanice nakon 30 minuta
(slika 4.3.3.), dok u ostalim ispitivanim uvjetima nije doslo do promjena koje bi se mogle
detektirati Western blot metodom (podaci nisu prikazani).

Ekspresija TLR4 poviSena je u odnosu na netretirane stanice nakon tretiranja NCI-H292
stanica LPS-om, LTA, 0,3 i 3 pg/ml rhHsp70 te njihovim kombinacijama tijekom 8 h (slika
4.3.4.).

Ekspresija TLR2 ili TLR4 nije detektirana metodom Western blot pod ispitivanim uvjetima u

NHBE stanicama (podaci nisu prikazani).
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Slika 4.3.3. Western blot analiza ekspresije TLR2 (90-100 kDa) u lizatima NCI-H292 stanica
tretiranih s 2,5 % CSE-a i1 njegovim kombinacijama s rhHsp70 tijekom 30 minuta.

(1) netretirane stanice; (2) 2,5 % CSE; (3) 2,5 % CSE + 0,3 pg/ml thHsp70; (4) 2,5 % CSE +
1 pg/ml rthHsp70; (5) 2,5 % CSE + 3 ng/ml rhHsp70

b B S — S TLR4
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Slika 4.3.4. Western blot analiza ekspresije TLR4 (95 kDa i 120 kDa glikozilirani oblik) u
lizatima NCI-H292 stanica tretiranih s LPS-om, LTA i rhHsp70 te njihovim kombinacijama
tijekom 8 h.

(1) netretirane stanice; (2) LPS; (3) LTA; (4) 0,3 pg/ml rhHsp70; (5) LPS + 0,3 pg/ml
rhHsp70; (6) LTA + 0,3 pg/ml thHsp70; (7) 3 pg/ml rhHsp70; (8) LPS + 3 ug/ml rhHsp70;
(9) LTA + 3 pg/ml rhHsp70
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4.3.1.2. Ispitivanje aktivacije TLR2 i TLR4 receptora na stanicama monocitno-
makrofagnog sustava

Ekspresija mRNA za TLR2 i TLR4:

U THP-1 stanicama 10 pg/ml rhHsp70 snizio je ekspresiju mRNA za TLR4 (0,53 + 0,03),
dok je 2,5 % CSE povecao ckspresiju mRNA za TLR4 (3,48 + 0,27 puta). 2,5 % CSE
znacajno je inducirao ekspresiju mRNA i za TLR2 (1,66 + 0,08 puta), dok je 5 % CSE snizio
ekspresiju mRNA za TLR2 (0,60 + 0,11) (slika 4.3.5.).

a b
E 2.0- § 4- .
*
g H - g + T
£ 15 5> 3-
o S
g £ g £
S qode 2
2 g
o E o E
a § 0.5 5 § 14T SRS
53 3%
g 00 T _ g 0 : -
& &£ 5 5 F P & &
\Q‘e \‘2‘ °;\° o\ \Q‘(’ \Q\e o\e o\
S v & & v
X X Ny 3
” N > K

Slika 4.3.5. Graficki prikaz ekspresije mRNA za TLR2 (a) i TLR4 (b) u THP-1 stanicama.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska (n=3).
* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

U monocitima su 3 (2,59 + 0,33 puta) i 10 (6,10 £ 0,50 puta) pg/ml rhHsp70 inducirali
ekspresiju mRNA za TLR2, dok je istovremeno 10 pg/ml rhHsp70 snizio ekspresiju mRNA
za TLR4 (0,65 + 0,15). CSE je znac¢ajno snizio ekspresiju mRNA za TLR2 (0,31 + 0,08 za 2,5
% CSE; 0,30+ 0,12 za 5 % CSE) (slika 4.3.6.).
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Slika 4.3.6. Graficki prikaz ekspresije mRNA za TLR2 (a) i TLR4 (b) u monocitima.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska (n=3).
* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

Ekspresija TLR2 i TLR4 proteina:

U THP-1 stanicama 2,5 % CSE uzrokovao je sniZenje ekspresije TLR2 nakon 2 h (slika
4.3.7.), dok u ostalim ispitivanim uvjetima nije doslo do promjena koje bi se mogle detektirati
Western blot metodom.

U lizatima monocita je nakon 30 minuta tretiranja 10 ng/ml rhHsp70, 2,51 5 % CSE-om te
0,1 pg/ml LPS-om doslo do povecane ekspresije TLR2, dok je nakon 30 minuta tretiranja 3 i
10 pg/ml rhHsp70, 5 % CSE-om i LPS-om doslo do povecane ekspresije TLR4 u odnosu na

netretirane stanice (slika 4.3.8.).

T T

12 3 4 3
Slika 4.3.7. Western blot analiza ekspresije TLR2 (90-100 kDa) u lizatima THP-1 stanica
tretiranih s 2,5 % CSE-a i njegovim kombinacijama s rhHsp70 tijekom 2 h.

(1) netretirane stanice; (2) 2,5 % CSE; (3) 2,5 % CSE + 0,3 pg/ml rhHsp70; (4) 2,5 % CSE +
1 ug/ml thHsp70; (5) 2,5 % CSE + 3 pg/ml rhHsp70
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Slika 4.3.8. Western blot analiza ekspresije TLR2 (90-100 kDa) i TLR4 (95 kDa) u lizatima
monocita tretiranih thHsp70, CSE-om, LPS-om i LTA tijekom 30 minuta.

(1) netretirane stanice; (2) 3 pg/ml rthHsp70; (3) 10 pg/ml rhHsp70; (4) 2,5 % CSE; (5) 5 %
CSE; (6) 0,1 pg/ml LPS; (7) 1 pg/ml LTA

4.3.2. Ispitivanje ekspresije unutarstani¢nog Hsp70

4.3.2. 1. Ispitivanje ekspresije unutarstani¢nog Hsp70 na stanicama pluénog epitela
Ekspresija mRNA za Hsp70:

U NCI-H292 stanicama 0,3 (0,48 £ 0,05) i 1 (0,71 = 0,11) pg/ml rhHsp70 snizilo je
ekspresiju mRNA za Hsp70, kao i 15 % CSE (0,53 + 0,03) (slika 4.3.9. a).

U NHBE i PBEC stanicama izoliranima iz zdravih ispitanika nije bilo promjene u ekspresiji
mRNA za Hsp70 u ispitivanim uvjetima (podaci nisu prikazani), dok je u PBEC KOPB
stanicama doslo do znacajnog snizenja ekspresije mRNA za Hsp70 u svim ispitanim uvjetima
(0,12 £ 0,01 za 0,3 pg/ml rhHsp70; 0,13 £ 0,02 za 1 pg/ml thHsp70; 0,24 + 0,02 za 2,5 %
CSE; 0,124+ 0,01 za 15 % CSE) (slika 4.3.9. b).
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Slika 4.3.9. Graficki prikaz ekspresije mRNA za Hsp70 u NCI-H292 (a) i PBEC stanicama
izoliranim iz bolesnika s KOPB-om (b). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna pogreska (n=3).

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

Ekspresija unutarstani¢nog Hsp70 proteina:

U lizatima NCI-H292 stanica nije detektirana promjena ekspresije u odnosu na netretirane
stanice ni pod jednim ispitivanim uvjetom (podaci nisu prikazani).

U NHBE stanicama tretiranim 15 % CSE-om tijekom 8 h doSlo je do indukcije ekspresije

Hsp70 u odnosu na netretirane stanice (slika 4.3.10.).

L — w= gkt

1 2 3 4 5 & 7
Slika 4.3.10. Western blot analiza ekspresije Hsp70 u lizatima NHBE stanica tretiranih s
rhHsp70, CSE-om, LPS-om i LTA tijekom 8 h.

(1) netretirane stanice; (2) 0,3 pg/ml thHsp70; (3) 1 pg/ml rhHsp70; (4) 2,5 % CSE; (5) 15 %
CSE; (6) 0,1 pg/ml LPS; (7) 1 pg/ml LTA
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4.3.2.2. Ispitivanje ekspresije unutarstanicnog Hsp70 na stanicama monocitno-
makrofagnog sustava

Ekspresija mRNA za Hsp70:

Ekspresija mRNA za Hsp70 snizena je u THP-1 stanicama nakon tretiranja s 3 pg/ml rhHsp70
(0,53 £ 0,07) te s 2,5 (0,46 £ 0,04) i 5 (0,48 £ 0,04) % CSE-a. U monocitima ekspresija
mRNA za Hsp70 znacajno je poviSena nakon tretiranja 10 pg/ml rhHsp70 (2,73 £ 0,79)1 5 %
CSE-om (167,20 + 78,67) (slika 4.3.11.).
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Slika 4.3.11. Graficki prikaz ekspresije mRNA za Hsp70 u THP-1 stanicama (a) i monocitima
(b). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska (n=3).
* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

Ekspresija Hsp70 proteina:
U lizatima THP-1 stanica i monocita nije detektirana promjena ekspresije unutarstanicnog
Hsp70 u odnosu na netretirane stanice ni pod jednim ispitivanim uvjetom (podaci nisu

prikazani).
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4.3.3. Ispitivanje aktivacije MAPK

4.3.3.1. Ispitivanje aktivacije MAPK na stanicama plucénog epitela
U NCI-H292 stanicama thHsp70 u koncentracijama 1 i 3 pg/ml te LPS i LTA znacajno su

aktivirali ERK u odnosu na netretirane stanice nakon 24 h (slika 4.3.12.).
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Slika 4.3.12. Western blot analiza ekspresije ukupne ERK (44 kDa ERK1 i 42 kDa ERK2) i
aktivirane p-ERK u lizatima NCI-H292 stanica tretiranih s thHsp70, LPS-om i LTA tijekom
24 h.

(1) netretirane stanice; (2) 0,3 pg/ml thHsp70; (3) 1 pg/ml rhHsp70; (4) 3 pg/ml thHsp70; (5)
0,1 pg/ml LPS; (6) 1 pg/ml LTA

0,3 ng/ml rhHsp70, LPS i kombinacije LPS-a s 0,3 i 3 pg/ml rhHsp70 znacajno su aktivirali
ERK u odnosu na netretirane stanice nakon 30 min i 8 h (podaci nisu prikazani).

Kombinacija 2,5 % CSE-a i 1 pg/ml rhHsp70 znacajno je aktivirala ERK u odnosu na
netretirane stanice nakon 30 min (podaci nisu prikazani). Sam 15 % CSE znacajno je aktivirao
ERK u odnosu na netretirane stanice nakon 30 minuta tretiranja, a kombinacije 15 % CSE-a s

0,311 pg/ml rhHsp70 nakon 30 min i 2 h (slika 4.3.13.).

Slika 4.3.13. Western blot analiza ekspresije ukupne ERK (44 kDa ERK1 i 42 kDa ERK2) i
aktivirane p-ERK u lizatima NCI-H292 stanica tretiranih s 15 % CSE-a 1 njegovim
kombinacijama s thHsp70 tijekom 30 min (a) i 2 h (b).

(1) netretirane stanice; (2) 15 % CSE; (3) 15 % CSE + 0,3 pg/ml thHsp70; (4) 15 % CSE + 1
pg/ml thHsp70
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3 pg/ml thHsp70, kao i njegove kombinacije s LPS-om i LTA, uzrokovali su znacajnu
aktivaciju JNK u odnosu na netretirane stanice nakon tretiranja tijekom 30 minuta, dok je sam
LPS te njegove kombinacije s 0,3 i 3 ug/ml rhHsp70 uzrokovao znac¢ajnu aktivaciju JNK u
odnosu na netretirane stanice nakon tretiranja tijekom 2 h (slika 4.3.14.). U ostalim

ispitivanim uvjetima nije doslo do aktivacije JNK.

a b
T ———

LE I ITUEPE EREESESEE

e
i 2 3 4 5 H F @ B 4 2 3 4 B 6 G @ 0

Slika 4.3.14. Western blot analiza ekspresije ukupne JNK (46 kDa JNKI1 i 55 kDa JNK2) i
aktivirane p-JNK (46 kDa JNKI1, 55 kDa JNK2 i 32-35 kDa c-Jun kinaza) u lizatima NCI-
H292 stanica tretiranih s LPS-om, LTA, rhHsp70 te njihovim kombinacijama tijekom 30 min
(a)i2h(b).

(1) netretirane stanice; (2) LPS; (3) LTA; (4) 0,3 pg/ml rhHsp70; (5) 0,3 ug/ml rhHsp70 +
LPS; (6) 0,3 ug/ml rhHsp70 + LTA; (7) 3 ng/ml rhHsp70; (8) 3 ng/ml rhHsp70 + LPS; (9) 3
pg/ml thHsp70 + LTA
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3 pg/ml rhHsp70, LPS te kombinacije LPS-a s 0,3 i 3 pg/ml rhHsp70 inducirali su aktivaciju
p38 nakon 30 minuta, 2 i 8 h u odnosu na netretirane stanice, sam LTA inducirao je znacajnu
aktivaciju p38 nakon 30 minuta i 8 h, dok su 0,3 pg/ml rhHsp70 i kombinacija LTA s 0,31 3
ug/ml rhHsp70 aktivirali p38 u odnosu na netretirane stanice nakon 8 h (slika 4.3.15).

Uz to, kombinacija LPS-a i 1 pg/ml rhHsp70 takoder uzrokuje znacajnu aktivaciju p38 u
odnosu na netretirane stanice nakon 30 min, 2 i 8 h (podaci nisu prikazani).

15 % CSE i njegove kombinacije s 0,3 i 1 ug/ml rhHsp70 uzrokuju aktivaciju p38 nakon 30
min i 2 h (slika 4.3.16.).
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Slika 4.3.15. Western blot analiza ekspresije ukupne p38 (38 kDa) i aktivirane p-p38 u
lizatima NCI-H292 stanica tretiranih s LPS-om, LTA, rhHsp70 te njihovim kombinacijama
tijekom 30 min (a), 2 h (b) 1 8 h (¢).

(1) netretirane stanice; (2) LPS; (3) LTA; (4) 0,3 pg/ml rthHsp70; (5) 0,3 pg/ml rhHsp70 +
LPS; (6) 0,3 pg/ml thHsp70 + LTA; (7) 3 png/ml thHsp70; (8) 3 pg/ml thHsp70 + LPS; (9) 3
pg/ml thHsp70 + LTA
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Slika 4.3.16. Western blot analiza ekspresije ukupne p38 (38 kDa) i aktivirane p-p38 u
lizatima NCI-H292 stanica tretiranih s 15 % CSE-a i njegovim kombinacijama s rhHsp70
tijekom 30 min (a) i 2 h (b).

(1) netretirane stanice; (2) 15 % CSE; (3) 15 % CSE + 0,3 pg/ml rhHsp70; (4) 15 % CSE + 1
pg/ml thHsp70
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U NHBE stanicama, 15 % CSE-a uzrokovalo je znacajnu aktivaciju ERK u odnosu na
netretirane stanice nakon tretiranja stanica tijekom 2 i 8 h, dok je LPS uzrokovao znacajnu
aktivaciju ERK u odnosu na netretirane stanice nakon 2 h (podaci nisu prikazani).

JNK je znacajno aktivirana s 15 % CSE-om, LPS-om i LTA nakon 30 minuta tretiranja u
odnosu na netretirane stanice. Svi ispitani uvjeti uzrokuju pojavu vrpce c-Jun kinaze na oko
32-35 kDa, kod koje se najbolje mogu uociti promjene u odnosu na netretirane stanice. 1
ug/ml rhHsp70, 2,5 i 15 % CSE, LPS i LTA uzrokuju znacajnu aktivaciju ove 32-35 kDa c-
Jun kinaze u odnosu na netretirane stanice nakon 30 minuta, dok jo$ i 0,3 pug/ml rhHsp70
uzrokuje isto nakon 2 h. 2,5 i1 15 % CSE uzrokuju znacajnu aktivaciju 32-35 kDa c-Jun kinaze
u odnosu na netretirane stanice nakon 8 h tretiranja (slika 4.3.17.).

15 % CSE uzrokovao je aktivaciju p38 nakon 2 i 8 h (podaci nisu prikazani).

Slika 4.3.17. Western blot analiza ekspresije ukupne JNK (46 kDa JNK1, 55 kDa JNK?2) i
aktivirane p-JNK (46 kDa JNKI, 55 kDa JNK2, 32-35 kDa c-Jun kinaza) u lizatima NHBE
stanica tretiranih s thHsp70, CSE-om, LPS-om i LTA tijekom 30 minuta (a), 2 h (b) i 8 h (c).
(1) netretirane stanice; (2) 0,3 ug/ml rhHsp70; (3) 1 ug/ml rhHsp70; (4) 2,5 % CSE; (5) 15 %
CSE; (6) 0,1 pg/ml LPS; (7) 1 ng/ml LTA
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4.3.3.2. Ispitivanje aktivacije MAPK na stanicama monocitno-makrofagnog sustava

U THP-1 stanicama, LPS te njegova kombinacija s 0,3, 1 i 3 pg/ml rhHsp70 inducirali su
znacajnu aktivaciju ERK u odnosu na netretirane stanice nakon 8 h (podaci nisu prikazani).
U ostalim ispitivanim uvjetima ne dolazi do znacajnije aktivacije ERK.

LPS te njegove kombinacije s 0,3 1 3 pg/ml rhHsp70 uzrokovali su aktivaciju JNK nakon 30
minuta, 2 i 8 h (prikazani su samo podaci za 2 h, slika 4.3.18.). LPS s 1 pg/ml rhHsp70
takoder je aktivirao JNK. U ostalim ispitivanim uvjetima nije doslo do znacajne aktivacije

JNK.

Slika 4.3.18. Western blot analiza ekspresije ukupne JNK (46 kDa JNK1, 55 kDa JNK?2) i
aktivirane p-JNK u lizatima THP-1 stanica tretiranih s LPS-om, LTA, rhHsp70 te njihovim
kombinacijama tijekom 2 h.

(1) netretirane stanice; (2) LPS; (3) LTA; (4) 0,3 pg/ml rthHsp70; (5) 0,3 pg/ml rhHsp70 +
LPS; (6) 0,3 pg/ml thHsp70 + LTA; (7) 3 png/ml thHsp70; (8) 3 pg/ml thHsp70 + LPS; (9) 3
pg/ml thHsp70 + LTA

p38 znacajno je aktivirana u odnosu na netretirane stanice nakon tretiranja LPS-om i LTA te
njihovim kombinacijama s 1 pg/ml rhHsp70 tijekom 30 minuta, 2 i 8 h (podaci su prikazani
za 30 min, slika 4.3.19.).

Kombinacije LPS-a s 0,3 i 3 pg/ml rhHsp70 takoder uzrokuju znacajnu aktivaciju p38 u
odnosu na netretirane stanice tijekom 30 minuta, 2 i 8 h (podaci nisu prikazani).

5 % CSE-a te njegove kombinacije s 1 1 3 pg/ml rhHsp70 uzrokuju znacajnu aktivaciju p38 u
odnosu na netretirane stanice nakon 30 min, 2 i 8 h (podaci su prikazani za 2 i 8 h, slika

4.3.20.).
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Slika 4.3.19. Western blot analiza ekspresije ukupne p38 (38 kDa) i aktivirane p-p38 u
lizatima THP-1 stanica tretiranih LPS-om, LTA, rhHsp70 te njihovim kombinacijama tijekom

30 min.
(1) netretirane stanice; (2) LPS; (3) LTA; (4) 1 pg/ml rhHsp70; (5) 1 pg/ml rhHsp70 + LPS;
(6) 1 pg/ml rhHsp70 + LTA
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Slika 4.3.20. Western blot analiza ekspresije ukupne p38 (38 kDa) i aktivirane p-p38 u
lizatima THP-1 stanica tretiranih s 5 % CSE-a i njegovim kombinacijama s rhHsp70 tijekom
21i8h.

(1) netretirane stanice; (2) 5 % CSE; (3) 5 % CSE + 1 ug/ml rthHsp70; (4) 5 % CSE + 3
ug/ml rhHsp70

U lizatima monocita, 3 i 10 pg/ml rhHsp70 uzrokovali su znacajnu aktivaciju ERK u odnosu
na netretirane stanice nakon tretiranja tijekom 8 h. LPS je znacajno aktivirao ERK u sve tri
ispitane vremenske tocke, dok je LTA uzrokovala aktivaciju ERK nakon 2 i 8 h.

3 pg/ml rthHsp70 uzrokovao je znacajnu aktivaciju JNK u odnosu na netretirane stanice
nakon 30 min (JNK1 i JNK 2), 2 i 8 h (JNK2), dok je 10 png/ml rhHsp70 aktivirao JNK2 samo
nakon 8 h tretiranja monocita. LPS je uzrokovao znacajnu aktivaciju JNK1 i JNK2 nakon 30
min i 2 h, a LTA samo nakon 2 h, dok su 2,515 % CSE-a aktivirali JNK2 nakon tretiranja
stanica tijekom 2 i 8 h.

Do znacajne aktivacije p38 u odnosu na netretirane stanice doslo je pod svim ispitivanim
uvjetima osim s 10 pg/ml rhHsp70 nakon tretiranja monocita 30 min i 2 h, dok je nakon 8 h i

10 pg/ml rhHsp70 uzrokovalo aktivaciju p38 (podaci su prikazani samo za 8 h, slika 4.3.21.).
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Slika 4.3.21. Western blot analiza ekspresije (donja polovica slike) i1 aktivacije (gornja
polovica slike) MAPK u lizatima monocita tretiranih s thHsp70, CSE-om, LPS-om i LTA

tijekom 8 h.
(1) netretirane stanice; (2) 3 pg/ml rhHsp70; (3) 10 pg/ml rhHsp70; (4) 2,5 % CSE; (5) 5 %
CSE; (6) 0,1 pg/ml LPS; (7) 1 ng/ml LTA
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4.3.4. Ispitivanje aktivacije NF-xB

NF-«kB nalazi se neaktivan u citosolu stanica vezan za inhibicijski protein IxB. Aktivacija NF-
kB odvija se fosforilacijom IkBa na Ser32 i Ser36 nakon koje slijedi njegova degradacija
posredovana proteasomom Sto rezultira otpustanjem NF-kB i njegovom translokacijom u
jezgru stanice. Ekspresija i aktivacija IkBa nakon tretiranja stanica s thHsp70, LPS-om, LTA,
CSE-om i njihovim kombinacijama ispitana je Western blot metodom u lizatima NCI-H292 i

NHBE stanica te THP-1 stanica 1 monocita.

4.3.4.1. Ispitivanje aktivacije NF-kB u stanicama pluénog epitela

Do fosforilacije IxBa dolazi nakon tretiranja NCI-H292 s 0,3 i 3 pg/ml rhHsp70, LPS-om,
LTA te njihovim kombinacijama tijekom 2 i 8 h (prikazani su podaci za 2 h, slika 4.3.22.).
Nakon tretiranja stanica CSE-om i njegovim kombinacijama s thHsp70 ne moze se detektirati

p-IkBa (podaci nisu prikazani).
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Slika 4.3.22. Western blot analiza ekspresije ukupne IkBa (39 kDa) i aktivirane p-IxBa u
lizatima NCI-H292 stanica tretiranih s LPS-om, LTA, rhHsp70 te njihovim kombinacijama
tijekom 2 h.

(1) netretirane stanice; (2) LPS; (3) LTA; (4) 0,3 pg/ml thHsp70; (5) 0,3 pg/ml rhHsp70 +
LPS; (6) 0,3 ug/ml rhHsp70 + LTA; (7) 3 ng/ml rhHsp70; (8) 3 pg/ml rhHsp70 + LPS; (9) 3
ug/ml thHsp70 + LTA

U NHBE stanicama pod ispitivanim uvjetima nije doslo do aktivacije IxBa.
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4.3.4.2. Ispitivanje aktivacije NF-kB u stanicama monocitno-makrofagnog sustava

Nakon tretiranja THP-1 stanica s 0,3 pg/ml Hsp70, LPS-om, LTA te kombinacijama LPS-a i
0,3 i 3 pg/ml rhHsp70 tijekom 30 minuta doslo je do znacajne aktivacije IkBa u odnosu na
netretirane stanice (slika 4.3.23). Nakon 30 min takoder je doslo do znacajne aktivacije IxBa
nakon tretiranja kombinacijom 1 pg/ml rhHsp70 i LPS-a, a nakon 2 i 8 h IxkBa znacajno se
aktivirao samo nakon tretiranja LPS-om ili njegovim kombinacijama s thHsp70 (podaci nisu
prikazani). Nakon tretiranja stanica s CSE-om i njegovim kombinacijama s thHsp70 ne moze

se detektirati p-IkBa (podaci nisu prikazani).
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Slika 4.3.23. Western blot analiza ekspresije ukupne IkBa (39 kDa) i aktivirane p-IkBa u
lizatima THP-1 stanica tretiranih LPS-om, LTA, rhHsp70 te njihovim kombinacijama tijekom
30 minuta.

(1) netretirane stanice; (2) LPS; (3) LTA; (4) 0,3 pg/ml rthHsp70; (5) 0,3 pg/ml rhHsp70 +
LPS; (6) 0,3 pg/ml thHsp70 + LTA; (7) 3 png/ml thHsp70; (8) 3 pg/ml thHsp70 + LPS; (9) 3
pg/ml thHsp70 + LTA

U monocitima pod ispitivanim uvjetima nije doslo do aktivacije IxBa.
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4.3.5. Utjecaj inhibitora na upalni odgovor na rhHsp70

Kako bismo ispitali ulogu aktivacije TLR2 i TLR4 te MAPK i NF-xB signalnih putova na
upalni odgovor potaknut s thHsp70, NCI-H292 i THP-1 stanice tretirane su inhibitorima: 10
uM Bay11-7082, inhibitorom NF-«kB; 50 uM PD98059, inhibitorom ERK; 10 uM SP600125,
inhibitorom JNK; 10 uM SB202190, inhibitorom p38 MAPK; 100 uM KNK437, inhibitorom
Hsp70; 10 pg/ml aktinomicinom D (ACD), inhibitori sinteze mRNA (transkripcije) i 10
png/ml cikloheksimidom (CHX), inhibitorom sinteze proteina (translacije). Nakon 1 h
pretretiranja pojedinim inhibitorom, stanicama je dodano 0,3 pg/ml rhHsp70 (NCI-H292) ili
10 pg/ml rhHsp70 (THP-1) te su stanice uz inhibitor i thHsp70 inkubirane 24 h, a potom su u
mediju iznad stanica odredeni citokini IL-1a, IL-6 i IL-8 za NCI-H292 stanice, odnosno IL-
la, IL-1p 1 IL-8 za THP-1 stanice.

Primjena samih ACD-a i KNK437 u NCI-H292 stanicama, kao i dodatak rhHsp70 nakon
pretretiranja ovim inhibitorima, potisnula je luCenje IL-la. Ostali primijenjeni inhibitori
uzrokuju vece lucenje IL-10 u odnosu na netretirane stanice. SB202190 i SP600125 zajedno s
rhHsp70 pokazuju znacajni antagonisticki tip interakcija iako koncentracije izlu¢enog IL-1a
nisu znacajno razli¢ite od onih izlu¢enih nakon tretiranja samim rhHsp70.

ACD i KNK437 inhibirali su lucenje IL-6, a lucenje ovog citokina ostaje inhibirano i nakon
dodatka rhHsp70. Pretretiranje stanica sa SB202190 znacajno potiskuje lucenje IL-6 nakon
dodatka rhHsp70 u odnosu na IL-6 izlu€en nakon tretiranja stanica samim rhHsp70, kao i
pretretiranje s Bay11-7082 i PD98059.

Primjena CHX-a, ACD-a i KNK437 znacajno je inhibirala luc¢enje IL-8 u odnosu na
netretirane stanice. Koncentracija IL-8 nakon primjene SP600125 ili PD98059 i thHsp70 bila
je znacajno niza u odnosu na IL-8 izlu¢en nakon primjene samog rhHsp70 i samih inhibitora.
Bay11-7082 i SB202190 znacajno su inhibirali luc¢enje IL-8 nakon tretiranja s rhHsp70 u

odnosu na IL-8 izlucen nakon tretiranja samim rhHsp70 (slika 4.3.24.).
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Slika 4.3.24. Graficki prikaz lucenja citokina IL-1a (a), IL-6 (b) i IL-8 (c¢) u NCI-H292
stanicama pretretiranim inhibitorima tijekom 1 h te zatim tretiranim s rhHsp70 tijekom 24 h.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statistiCki znacajno (P<0,05) u odnosu na rhHsp70

¢ statisticki znac¢ajno (P<0,05) u odnosu na inhibitor
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U THP-1 stanicama pretretiranim inhibitorima IL-1a nije se mogao detektirati.

Luc¢enje IL-1p znacajno je potaknuto tretiranjem s Bayl1-7082, SP600125, SB202190 i
ACD-om u odnosu na netretirane stanice i sam rhHsp70, dok KNK437 znacajno smanjuje
lucenje IL-1P u odnosu na netretirane stanice i thHsp70, koje se zadrzava i nakon dodatka
rhHsp70. PD98059 uz rhHsp70 uzrokuje znacajno manje lucenje IL-1B u odnosu na sam
rhHsp70. Bay11-7082 i SB202190 imaju znacajno antagonisticki tip interakcije s rhHsp70
iako se lucenje IL-1PB nakon pretretiranja navedenim inhibitorima i dodatka rhHsp70 ne
razlikuje u odnosu na IL-1p izlucen nakon tretiranja samim rhHsp70. CHX u kombinaciji s
rhHsp70 ima znacajno sinergisticko djelovanje na lucenje IL-1f.

Svi ispitani inhibitori osim SP600125 induciraju lucenje IL-8 u odnosu na netretirane stanice,
a PD98059, SB202190 i CHX uzrokuju i znacajno viSe lucenje IL-8 u kombiniranom
tretiranju s thHsp70 u odnosu na sam rhHsp70. Suprotno tome, ACD i KNK437 primijenjeni
uz rhHsp70 potiskuju luc¢enje IL-8 u odnosu na sam rhHsp70. CHX pokazuje antagonisticki
tip interakcija s thHsp70 unato¢ tome $to je koncentracija IL-8 znacajno viSa od one izlucene

nakon tretiranja samim thHsp70 (slika 4.3.25.).
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Slika 4.3.25. Graficki prikaz luc¢enja IL-1B (a) i IL-8 (b) u THP-1 stanicama pretretiranim

inhibitorima tijekom 1 h te zatim tretiranim s thHsp70 tijekom 24 h.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice
** statistiCki znacajno (P<0,05) u odnosu na rhHsp70
¢ statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na inhibitor
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5. RASPRAVA
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Izvanstani¢ni Hsp70 protein pripada skupini DAMP molekula, a moZe aktivirati stanice
imunosnog sustava vezujuci se za TLR2 i TLR4 receptore te tako poticati sintezu upalnih
citokina preko NF-kB i MAPK signalnih putova (Ferat-Osorio i sur., 2014; Thériault i sur.,
2005). U bolesnika s kroni¢nom opstrukcijskom pluénom boles¢u i u nekim drugim upalnim
bolestima izmjerene su povisene koncentracije eHsp70 u krvi (Cui i sur., 2015; Giuliano i
sur., 2011; Midwood i Piccinini, 2010; Hacker i sur., 2009). Stoga je glavna hipoteza ovog
istrazivanja da sam izvanstanicni Hsp70 moze aktivirati imunosni i upalni odgovor, ali da
moze i modulirati upalni odgovor izazvan patogenim bakterijama ili dimom cigareta u

stani¢nim modelima KOPB-a.

KOPB je jedan od vodecih uzroka obolijevanja i smrtnosti u svijetu s prevalencijom od oko
12 % kod osoba starijih od 40 godina, a jedan od glavnih ¢imbenika rizika za razvoj bolesti je
pusenje (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017). KOPB
karakterizira progresivno ogranicenje protoka zraka povezano s pojacanim kroni¢nim upalnim
odgovorom u di$nim putovima i plu¢ima na Stetne Cestice ili plinove, najces¢e dim cigareta.
Egzacerbacije i komorbiditeti pridonose ukupnoj tezini klinicke slike pojedinih bolesnika.
Bolesnici s KOPB-om razvijaju abnormalne upalne reakcije, a kroni¢na upala moze dovesti
do razaranja parenhima pluc¢a (emfizema) i kroni¢nog bronhitisa (Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; Dong i sur., 2013). Osim plu¢nih manifestacija,
KOPB takoder ima sistemsku komponentu koju karakterizira kronicna upala, oksidacijski
stres, aktivacija imunosnih stanica i poviSena koncentracija upalnih citokina u krvi (Agusti i
Soriano, 2008; Agusti i sur., 2003). Stanice imunosnog sustava, kao i epitelne stanice i
fibroblasti, uklju¢ene su u upalni proces i mogu luciti razli¢ite medijatore upale (Dong i sur.,
2013; Rovina i sur., 2013; Barnes, 2009). Makrofagi su vrlo vaZne stanice u ovom procesu, a
makrofagi u pluénom tkivu potjecu od monocita iz krvi (Rufino i sur., 2006; Groneberg i
Chung, 2004; Sutherland i Martin, 2003). Upala u KOPB-u moze biti sterilna (posredovana
DAMP-ovima), posredovana patogenima (PAMP-ovima) ili posljedica njihovog
kombiniranog djelovanja. Bolesnici s KOPB-om su osjetljivi na povremene bakterijske
kolonizacije i infekcije koje mogu dovesti do egzacerbacija i pogorSanja ve¢ aktivne upale

(Sethi i sur., 2012; Wouters i sur., 2007; Sethi, 2006).

U ovom istrazivanju koristeno je nekoliko stanicnih modela pluéne i sistemske komponente
KOPB-a kako bi se obuhvatila cjelokupna kompleksnost KOPB-a. Za ispitivanje pluéne

komponente KOPB-a koristeni su tumorska stani¢na linija NCI-H292 te primarne bronhijalne

137



epitelne stanice izolirane od zdravih ispitanika i bolesnika s KOPB-om, a za ispitivanje
sistemske komponente tumorska stani¢na linija THP-1 i primarni monociti iz periferne krvi

izolirani od zdravih ispitanika.

Za oponaSanje djelovanja izvanstani¢nog Hsp70 koriSten je rekombinantni humani Hsp70
protein. IstraZzen je utjecaj rhHsp70 kada je prisutan sam ili zajedno s dobro poznatim PAMP
molekulama LPS-om i LTA te ekstraktom dima cigareta na upalni odgovor odredivanjem
koncentracije upalnih citokina IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8 i TNF-a. Takoder je ispitan njihov
utjecaj na vijabilnost stanica i na¢in umiranja stanica MTS testom, odredivanjem aktivnosti
LDH izlucene u medij iznad stanica te aktivnosti kaspaza-3/7, -8 i -9 u stanicama. Mehanizmi
djelovanja ovih molekula ispitani su odredivanjem aktivacije TLR2 i TLR4 receptora, MAPK
i NF-«xB signalnih putova te koriStenjem specificnih inhibitora MAPK, NF-xB, Hsp70,
transkripcije i translacije da bi se razjasnilo funkcionalno znacenje aktivacije navedenih

molekula.

5.1. Utjecaj izvanstani¢énog Hsp70 na upalni odgovor i modulaciju upalnog odgovora u

KOPB-u

Povisene koncentracije IL-1B, IL-6, IL-8 i TNF-a pronadene su u sputumu bolesnika u
stabilnoj fazi KOPB-a (Keatings i sur., 1996). Uz to, zapazeno je povecano otpustanje upalnih
citokina IL-1, IL-8 i TNF-a, kao i protu-upalnog citokina IL-10, iz alveolarnih makrofaga
pusaca i bolesnika s KOPB-om (Chung, 2001; Sam i sur., 2000). Longitudinalno istraZivanje
KOPB-a provedeno s ciljem pronalazenja novih surogatnih biomarkera (ECLIPSE, engl.
Evaluation of COPD Longitudinally to Identify Predictive Surrogate End-points) pokazalo je
da oko 16 % bolesnika s KOPB-om ima ,,sistemski inflamom* te su im u krvi uz op¢e biljege
upale poviseni i citokini [L-6, IL-8 i TNF-a (Agusti i Sin, 2014; Faner i sur., 2013; Kelly i
sur., 2013; Agusti i sur., 2012; Agusti i sur., 2010; Han i sur., 2010). Upravo stoga je u ovom
istrazivanju odredivana koncentracija citokina za koje se smatra da imaju najznacajniju ulogu

u upalnom procesu KOPB-a: IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8 i TNF-a.
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5.1.1. rhHsp70 potice izlucivanje citokina u stani¢nim modelima KOPB-a

Ovo istrazivanje pokazalo je da rhHsp70 u NCI-H292 stanicama potice izlucivanje IL-10a, IL-
6 1 IL-8. Lucenje IL-1a raste s koncentracijom rhHsp70 od 0,3 do 3 pg/ml, dok IL-6 raste s
koncentracijom rhHsp70 od 0,1 do 3 pg/ml, a s 101 30 png/ml pada na vrijednosti sli¢ne onima
za 0,1 pug/ml. Uz to, koncentracija izlucenog IL-8 raste do 1 i 3 pg/ml rhHsp70 gdje je
najvisa, a sli¢no kao 1 kod IL-6, s 10 i 30 pg/ml rhHsp70 dobivaju se koncentracije 1L-8 poput
onih s 0,1 ng/ml. NHBE stanice nisu bile osjetljive na sam rthHsp70, dok su 0,1, 0,3 i 1 pg/ml
rhHsp70 inducirali znacajno otpustanje IL-8 iz PBEC stanica izoliranih od zdravih ispitanika i
od bolesnika s KOPB-om. 0,1 i 0,3 pg/ml rhHsp70 u PBEC stanicama izoliranima od zdravih
ispitanika i 0,3 pg/ml rhHsp70 u PBEC stanicama izoliranima od bolesnika s KOPB-om
potaknuli su znacajno lucenje IL-6. Zanimljivo je da je u PBEC stanicama izoliranima od
zdravih ispitanika i bolesnika s KOPB-om IL-1a izlu¢en nakon tretiranja s thHsp70 znacajno
niZi u odnosu na netretirane stanice. Ovaj rezultat nije u skladu s o¢ekivanjima budu¢i da su u
nekim prijasnjim istrazivanjima ove stanice pokazale znacajno lucenje IL-1a nakon tretiranja
razli¢itim agensima koji uzrokuju stani¢ni stres i upalni odgovor (Suwara i sur., 2014;
Pauwels i sur., 2011). Mogucée je da ili sam rhHsp70 ili neka druga molekula koja se pojacano
sintetizira 1/ili aktivira nakon ovog tretiranja, a nije odredivana u ovom istrazivanju, uzrokuje
smanjeno proteoliticko kidanje pro-IL-1a, a time i lu¢enje zrelog oblika IL-1a, Sto bi se u
buduénosti svakako trebalo detaljnije ispitati. S druge strane, kod THP-1 stanica rhHsp70
potic¢e izlucivanje IL-1a, IL-1p i IL-8, ali ne i IL-6 niti TNF-a, dok u monocitima potice
lucenje 1L-6, IL-8 i TNF-a. Koncentracije koje su potrebne da bi se induciralo izlu¢ivanje IL-
1B i IL-8 u THP-1 stanicama i monocitima uglavnom su vise od onih u stanicama plu¢nog
epitela (3-30 pg/ml). Ferat-Osorio i sur. pokazali su snizenu ekspresiju gena za TNF-a nakon
tretiranja s Hsp70 proteinom u monocitima, no koristili su nize koncentracije Hsp70 (Ferat-
Osorio i sur., 2014).

U nekoliko prijasnjih istraZivanja pronadeno je da rekombinantni Hsp70 stimulira upalni
odgovor u razli¢itim vrstama stanica uklju¢uju¢i, humane bronhijalne epitelne stanice i
makrofage (Giuliano i sur., 2011; Mathur i sur., 2011; Wheeler i sur., 2009; Chase i sur.,
2007).

Unato¢ tome, neki znanstvenici ne slazu se da eHsp70 ima upalni u¢inak i pripisuju ga
kontaminaciji rekombinantnog Hsp70 proteina endotoksinom, odnosno LPS-om, obzirom da
se on sintetizira u bakteriji E. coli (De Maio i Vazquez, 2013; Tsan i Gao, 2004). Stoga je u
ovom istrazivanju, da se isklju¢i ova moguénost, koristen rhHsp70 s niskom koncentracijom

endotoksina. Koncentracija endotoksina odredena je od strane proizvodaca LAL testom i
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iznosila je 2,7 EU/mg procis¢enog proteina. Jednaka koncentracija LPS-a koriStena je kao
negativna kontrola u svim pokusima te ona nije inducirala upalni odgovor (podaci nisu
prikazani). Takoder su provedeni i preliminarni pokusi na NCI-H292 i THP-1 stanicama gdje
je ispitan utjecaj polimiksina B (inhibitora LPS-a), kuhanja rhHsp70 na 100 °C (uzrokuje
njegovu denaturaciju) te specificnih protutijela naspram Hsp70, TLR2 i TLR4. Ovi pokusi
potvrdili su da upalna djelovanja rhHsp70 zaista potjecu od samog rhHsp70, a ne od

kontaminacije endotoksinom ili nekim drugim kontaminantom.

5.1.2. rhHsp70 modulira upalni odgovor na bakterijske komponente LPS i LTA

LPS je komponenta vanjske membrane Gram-negativnih bakterija i potice upalni odgovor
putem TLR4 receptora, dok je LTA komponenta stani¢ne stijenke Gram-pozitivnih bakterija i
uzrokuje upalni uc¢inak putem TLR2 receptora. Aktivacija TLR2 i TLR4 moze inducirati NF-
kB i MAPK signalne putove te potaknuti sintezu i lucenje IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 i TNF-a
(Vinokurov i sur., 2012; Dokladny i sur., 2010; Hutchison i sur., 2000). U ovom istrazivanju
LPS je ocekivano potaknuo znacajno lucenje IL-6 i IL-8 u NCI-H292 stanicama, IL-1a u
NHBE stanicama, IL-8 u PBEC stanicama izoliranima od zdravih ispitanika, IL-1p, IL-6, IL-8
1 TNF-a u THP-1 stanicama te 1L-6, IL-8 i TNF-a u monocitima. LTA je potaknuo znacajno
lucenje IL-1a, IL-6 i IL-8 u NCI-H292 stanicama, IL-6 u NHBE stanicama, IL-8 u PBEC
stanicama izoliranim od zdravih ispitanika, IL-6 i IL-8 u PBEC stanicama izoliranim od
bolesnika s KOPB-om, IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8 i TNF-a u THP-1 stanicama te 1L-6, IL-8 i
TNF-a u monocitima. Tretiranje LPS-om uglavnom je imalo snaZniji u€inak od tretiranja s
LTA, osim na primarnim stanicama pluénog epitela, Sto se moZe objasniti snizenom
ekspresijom TLR4 receptora u odnosu na TLR2 u ovim stanicama (Becker i sur., 2005).
Hutchison i sur. pokazali su da LPS iz razli¢itih Gram-negativnih bakterija inducira lucenje
upalnih citokina (Hutchison i sur., 2000), a druge istrazivacke skupine takoder su dokazale
lucenje citokina nakon stimulacije LPS-om iz razli¢itih stanica, uklju¢ujuéi pluéne epitelne
stanice i makrofage (Fan i sur., 2016; Lykhmus i sur., 2016; Koch i sur., 2014; He i sur.,
2013; Rossol i sur., 2011; Meng i Lowell, 1997; Verhasselt i sur., 1997). Pokazalo se da LTA
inducira otpustanje citokina iz BEAS-2B bronhijalnih epitelnih stanica i NK stanica (Jang i
sur., 2015; Koch i sur., 2014; Cheng i sur., 2013; Rockel i Hartung, 2012; Wellnitz i sur.,
2011; Hsieh i sur., 2010). Suprotno tome, u ovom su radu LPS i LTA potisnuli lucenje IL-1a
u PBEC stanicama izoliranim od zdravih ispitanika i bolesnika s KOPB-om. Potisnuto
otpustanje IL-1a iz PBEC stanica nije o¢ekivani rezultat obzirom na to da je luCenje ostalih

citokina uglavnom bilo poviseno, ali moguce je da postoji neki mehanizam koji onemogucéava
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izlu¢ivanje IL-la iz ovih stanica, poput luCenja medijatora upale koji inhibiraju IL-1,

primjerice IL-4, IL-10 ili TGF-B (Zissel, 1996).

Bakterijske kolonizacije i infekcije ponekad su prisutne u bolesnika s KOPB-om, narocito u
egzacerbacijama, te smo stoga istrazili kombinirana djelovanja thHsp70 i LPS-a ili LTA na
upalni odgovor. U NCI-H292 stanicama kombinacije thHsp70 i LPS-a uzrokuju znacajno vise
lucenje IL-6 i IL-8 u odnosu na sam LPS, no primjenom matematicko-statistickog modela
ovaj ucinak je nedovoljan da bude sinergistickog tipa, dok kombinacije rhHsp70 i LTA
pokazuju znacCajan antagonisticki tip interakcija na lucenje sva tri odredivana citokina. U
primarnim pluénim epitelnim stanicama koje nisu izolirane od bolesnika s KOPB-om
uglavnom nema znacajnih izracunatih interakcija izmedu rhHsp70 i LPS-a ili LTA, osim za
IL-1a u PBEC stanicama gdje su kombinacije LPS-a ili LTA i rhHsp70 uzrokovale lucenje
viSe IL-1a u odnosu na stanice tretirane samim LPS-om ili LTA. Budu¢i da su thHsp70 i LPS
ili LTA zasebno snizavali koncentraciju IL-10, taj u€inak je antagonistickog tipa. U PBEC
stanicama izoliranima od bolesnika s KOPB-om pronaden je znaCajan antagonisticki tip
djelovanja i LPS-a i LTA na luCenje IL-1a 1 IL-8.

U THP-1 stanicama kombinacije LPS-a i rhHsp70 uzrokovale su znacajno vise lucenje IL-6 i
TNF-a u odnosu na sam LPS te je ovaj ucinak bio sinergistickog tipa, dok su na lu¢enje IL-8
interakcije bile antagonistickog tipa za LPS i 3 pg/ml thHsp70. LTA i rhHsp70 pokazali su
znacCajan antagonisticki tip interakcija na luenje IL-1a 1 IL-8, dok je tip interakcija na luCenje
TNF-a bio sinergisticki.

Moze se zakljuciti da LPS i rhHsp70 uglavnom nemaju znacajne medusobne interakcije, a
ako one postoje uglavnom su sinergistickog tipa, dok su interakcije izmedu LTA i rhHsp70
izrazenije 1 uglavnom su antagonistiCkog tipa. No, ove interakcije ovise o odredivanom
citokinu i vrsti stanica, a takoder ovise i o vremenu izloZenosti stanica ovim agensima (Hulina
isur., 2017).

Prethodna istrazivanja pokazala su da se eHsp70 u vecoj mjeri veze za TLR2 nego za TLR4
receptore (Mathur i sur., 2011; Joly i sur.,, 2010; Jean-Pierre i sur., 2006) te bi ovi
antagonistic¢ki ucinci LTA i rhHsp70 mogli biti posljedica modulacije osjetljivosti receptora s
eHsp70 i interferencija s vezanjem LTA, dok eHsp70 ne interferira u vezanju LPS-a za TLR4
receptor (Bangen i sur., 2007). Uz to, eHsp70 moze imati utjecaj na ekspresiju TLR2 i TLR4
receptora (Tulapurkar i sur., 2015; Jean-Pierre i sur., 2006). Moguce objasnjenje za ovo je i
lucenje ili povecana ekspresija molekula koje bi mogle imati utjecaja na kombinirano

djelovanje LPS-a i LTA s rhHsp70 aktivacijom pozitivne ili negativne povratne sprege koja bi
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dovela do povecanog ili smanjenog odgovora receptora na podrazaje (Gupta i sur., 2013;
Aneja 1 sur., 2006; Quintana i Cohen, 2005). Neki autori navode da ponavljaju¢e vezanje
eHsp70 na TLR2 i TLR4 receptore moze dovesti do negativne regulacije imunosnog
odgovora i smanjenog odgovora TLR2 i TLR4 receptora na podrazaje snaznijim upalnim
¢imbenicima poput, primjerice, bakterijskeih komponenti LPS-a i LTA (Quintana i Cohen,
2005). Nekoliko istrazivanja pokazalo je da primjena eHsp70 prije LPS-a moze uzrokovati
toleranciju na endotoksin te djelovati zastitno i sprijeciti sepsu u Stakora (Tulapurkar i sur.,
2015; J.-H. i sur., 2014; Garcia i sur., 2013; Abboud i sur., 2008; Aneja i sur., 2006). Osim
toga, eHsp70 moze izazivati razli¢ite bioloske odgovore i aktivacijom nekih drugih receptora
(osim TLR2 i TLR4), kao §to su CD40, CD91, receptori ,Cistaci i lektinski receptori
(Thériault i sur., 2005).

5.1.3. rhHsp70 modulira upalni odgovor na CSE

Pusenje, odnosno dim cigareta, jedan je od glavnih ¢imbenika rizika za razvoj KOPB-a te je
poznato da ukoliko izlozimo stanice ekstraktu dima cigareta dolazi do povecéane sinteze
upalnih citokina, naro¢ito IL-8 (Heijink i sur., 2015; Pace i sur., 2014; Dong i sur., 2013;
Overbeek i1 sur., 2013; Mortaz i sur., 2011; Mortaz i sur., 2009; Sarir 1 sur., 2009; van der
Vaart i sur., 2004; Mio i sur., 1997). Stoga su u ovom radu stanice tretirane ekstraktom dima
cigareta i njegovim kombinacijama s rhHsp70. lako postoje mnogobrojna istrazivanja o
utjecaju dima cigareta na unutarstani¢ni Hsp70, njegova medusobna interakcija s eHsp70 nije
dobro istrazena.

U NCI-H292 stanicama CSE je uzrokovao znacajno poviseno lucenje IL-1a, IL-6 i IL-8 u
niskoj (2,5 %) i visokoj (15 %) koncentraciji. U NHBE stanicama 2,5 i 15 % CSE uzrokovali
su znacajno lucenje IL-6, dok je lucenje IL-8 potaknuto samo visokom koncentracijom (15 %)
CSE-a. U PBEC stanicama izoliranima od zdravih ispitanika i bolesnika s KOPB-om 2,5 %
CSE-a uzrokuje znacajno lucenje IL-6 i IL-8, dok 15 % CSE uzrokuje znacajno luc¢enje IL-8.
CSE takoder uzrokuje snizenu koncentraciju IL-1a u mediju iznad PBEC stanica. Osei i sur.
kultivirali su PBEC stanice zajedno s plu¢nim fibroblastima i tretirali ih CSE-om te su utvrdili
povisenu ekspresiju mRNA za IL-1a (Osei i sur., 2016). U istom modelu neutralizirajuca
protutijela na IL-1a smanjila su lucenje IL-8. Nekoliko drugih autora takoder navodi ovisnost
upale izazvane dimom cigareta o IL-1a u pluénim stanicama (Botelho i sur., 2011; Pauwels i
sur., 2011). Budu¢i da se u ovom istrazivanju za ove stanice dobivaju snizene koncentracije
IL-la0 u svim ispitivanim uvjetima, sto nije u skladu s ocekivanim prema dostupnim

literaturnim podacima (Borthwick, 2016; Suwara i sur., 2014), niti s trendom ponasanja
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ostalih odredivanih citokina (poviSeno lucenje), moze se pretpostaviti da se radi o nekom
mehanizmu koji ili inhibira sintezu IL-lo ili njegovo izlucivanje iz stanica. U THP-1
stanicama i monocitima uz CSE je doslo do izlu€ivanja samo IL-8 i to u THP-1 stanicama s
2,5 % 15 % CSE-a, dok je u monocitima do znacajno viSeg lucenja IL-8 u odnosu na
netretirane stanice doSlo nakon tretiranja samo s 2,5 % CSE-a. Ovi podaci slazu se s
prethodnim istrazivanjima gdje je upravo IL-8 citokin koji je najjace induciran CSE-om
(Kode i sur., 2006; Walters i sur., 2005), dok IL-6 i TNF-a mogu biti i sniZeni u makrofagima
(van der Vaart i sur., 2004).

U kombiniranim tretiranjima rhHsp70 i CSE-a u NCI-H292 stanicama dodatak rhHsp70
potiskuje izlu¢ivanje sva tri odredivana citokina u odnosu na sam 2,5 % CSE te su njihove
interakcije antagonistickog tipa, no kod viSih koncentracija CSE-a takva medusobna
djelovanja uglavnom nisu opazena, osim pri lu€enju IL-1a u kombinaciji 15 % CSE-a s 1 ili 3
ug/ml rhHsp70. U NHBE stanicama koncentracija IL-1a nakon tretiranja s 15 % CSE-a 1
rhHsp70 znacajno je visa u odnosu na sam 15 % CSE i pokazuje sinergisticki tip interakcija, a
koncentracija IL-6 takoder je znacajno visa u odnosu na sam CSE, no ipak nema interakcija
sinergisti¢kog tipa. U PBEC stanicama izoliranima od zdravih ispitanika kombinacije CSE-a i
rhHsp70 nemaju znacajnog utjecaja na lucenje IL-6 1 IL-8, dok znacajno snizuju
koncentraciju izluc¢enog IL-1a te pokazuju antagonisticki tip interakcija. Isto se dogada s IL-
la i u PBEC stanicama izoliranim od bolesnika s KOPB-om, dok u istim stanicama CSE i
rhHsp70 pokazuju antagonisticki tip uCinka i na lucenje IL-8. U THP-1 stanicama
kombinacije CSE-a i thHsp70 ne uzrokuju znacajno razli¢ito lu¢enje IL-8 u odnosu na sami
CSE, dok u monocitima 2,5 % CSE 1 3 pg/ml rhHsp70 te 5 % CSE u kombinaciji s thHsp70
uzrokuju znacajno viSe lu€enje IL-8 od samog CSE-a, ali je za 5 % CSE-a i 3 pg/ml rhHsp70
to je djelovanje antagonistickog tipa posto je kombinirani uc¢inak ipak znacajno manji od
ocekivanog povecanja koncentracije IL-8.

Moze se zakljuciti da kombinirani ucinak CSE-a 1 rhHsp70 ovisi o ispitivanim
koncentracijama i citokinu, no kod nizih koncentracija CSE-a on je uglavnom antagonisticnog
tipa, dok se kod visih koncentracija CSE-a to zastitno djelovanje rhHsp70 gubi. Uz to, ovi
ucinci jace su izrazeni na stanicama plu¢nog epitela, a slabije na stanicama monocitno-
makrofagnog sustava.

U prethodnim istrazivanjima pokazano je da eHsp70 moze djelovati zastitno na zadebljanje
karotidne arterije uzrokovano dimom cigareta u miSevima (Matsumoto i Seya, 2008).
Promjena koncentracije eHsp70 opazena je u serumu miSeva izlozenih CSE-u, a razli¢ita je i u

serumu ljudi ovisno o puSackom statusu te o godinama pusSenja (Newkirk i sur., 2012).
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Takoder je pokazano da CSE mozZe izazvati lu¢enje Hsp70 iz plu¢nih fibroblasta, a izluc¢ivanje
IL-8 uzrokovano CSE-om smanjeno je dodatkom siRNA koja inhibira sintezu Hsp70 (C.-J. Li
i sur., 2007). Dong i sur. pokazali su da protutijela na izvanstanicni Hsp70 smanjuju
izlu¢ivanje IL-8 inducirano CSE-om u 16HBE stanicama (Dong i sur., 2013). Nijedno od ovih
istrazivanja nije provedeno uz istovremenu primjenu CSE-a i rhHsp70 na stanicama, a iz
rezultata naSeg istrazivanja mozemo zakljuciti da izvanstani¢ni Hsp70 uglavnom djeluje
zastitno uz nize koncentracije CSE-a, dok je kod visih koncentracija izrazenije kombinirano
djelovanje oba agensa, a konaCan ucinak je ovisan i o vrsti stanica. Uz to, za sva tretiranja
CSE-om treba uzeti u obzir Cinjenicu da ne postoji jedinstvena standardizirana metoda
pripreme CSE-a te stoga Cak i istovjetne niske i visoke koncentracije CSE-a razli¢itih
istrazivackih timova ne moraju nuzno izazvati slicne upalne odgovore. Takoder je bitno
naglasiti da osim o koncentraciji CSE-a odgovor stanica ovisi i o broju stanica, njihovoj
gusto¢i na plocama, volumenu CSE otopine s kojim su stanice tretirane te o sastavu medija u

kojem je CSE otopljen (Bourgeois i sur., 2016).

5.1.4. Djelovanje rhHsp70 na upalni odgovor ovisi o vrsti stanica

Zanimljivo je usporediti djelovanje ispitivanih agenasa na razlicite stanice, tako da se moze
zakljuciti da su za izazivanje upalnog odgovora na stanicama plué¢nog epitela potrebne manje
koncentracije rhHsp70 nego na stanicama monocitno-makrofagnog sustava. Interakcije
izmedu LPS-a i LTA viSe su izrazene na stanicama monocitno-makrofagnog sustava, iako
postoje i na stanicama plu¢nog epitela, narocito izmedu LTA i rhHsp70. CSE izaziva luCenje
citokina iz svih stanica ve¢ u koncentraciji od 2,5 %, a iz stanica plu¢nog epitela potice
lucenje vise razli¢itih citokina (IL-1a, IL-6 i IL-8) nego iz stanica monocitno-makrofagnog
sustava gdje potice lucenje samo IL-8. Uc¢inak kombinacija thHsp70 i CSE-a viSe je izrazen
na stanicama pluénog epitela i to uz primjenu nizih koncentracija CSE-a.

Budué¢i da je u sredistu ovog istrazivanja KOPB, zanimljivo je usporediti djelovanja thHsp70,
LPS-a, LTA i CSE-a na primarne stanice plu¢nog epitela: NHBE i PBEC stanice izolirane od
zdravih ispitanika i bolesnika s KOPB-om (slike 5.1.15.2.).

Netretirane NHBE stanice izluc¢uju najvise IL-6 te se koncentracija ovog citokina znacajno
razlikuje od one izlucene iz netretiranih PBEC stanica izoliranih od zdravih ispitanika i od
bolesnika s KOPB-om, dok se IL-8 otpusta znacajno viSe iz netretiranih NHBE stanica u
odnosu na PBEC stanice od zdravih osoba. rhHsp70 poti¢e znacajan upalni odgovor (lucenje
citokina) u PBEC stanicama, dok u NHBE stanicama ne dolazi do znacajno razli¢itog lucenja

ispitivanih citokina nakon tretiranja s thHsp70. Koncentracije IL-6 i IL-8 izlucene iz PBEC
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stanica izoliranih od bolesnika s KOPB-om znacajno su vise od onih izlucenih iz PBEC
stanica izoliranih od zdravih ispitanika nakon stimulacije stanica s rhHsp70. Nakon
stimulacije LPS-om PBEC stanice izolirane od bolesnika s KOPB-om luce znacajno vise IL-
la u odnosu na NHBE stanice i PBEC stanice izolirane od zdravih ispitanika, dok NHBE
stanice luce najvise IL-6. Nakon stimulacije s LTA NHBE stanice lu¢e najvise IL-6 (kao i uz
LPS), dok PBEC stanice izolirane od bolesnika s KOPB-om izlucuju najvise 1L-8. Nakon
tretiranja CSE-om, koncentracije IL-6 i1 IL-8 izlucene iz PBEC stanica izoliranih od zdravih
ispitanika znacajno su nize u odnosu na citokine izlu¢ene iz PBEC stanica izoliranih od
bolesnika s KOPB-om i NHBE stanica. Ovi rezultati slazu se s prethodnim istrazivanjima,
gdje su pronadene razlike u izlu¢enim upalnim medijatorima ili u ekspresiji mRNA za upalne
medijatore izmedu stanica izoliranih od zdravih ispitanika i bolesnika s KOPB-om nakon
stimulacije razliitim c¢imbenicima, a osim za pluéne stanice to je pokazano i1 za
mezenhimalne stromalne stanice izolirane iz koStane srzi te za neutrofile i makrofage
(Broekman i sur., 2016; Osei i sur., 2016; Schneider i sur., 2010; Oudijk i sur., 2005; Spira i
sur., 2004; Frankenberger i sur., 1996). Vazno je napomenuti da su NHBE stanice koristene u
ovom radu izolirane uglavnom od zdravih pusaca (n=4 od pusaca, n=1 od nepusaca), a PBEC
stanice od zdravih donora pluca za koje se moze pretpostaviti da su nepusaci ili barem bivsi
pusaci, no zbog etickih razloga podaci o donorima nisu dostupni. PBEC stanice izolirane od
bolesnika s KOPB-om potjecu od pusaca i bivsih pusaca s uznapredovalom bole$éu, tj. koji su
u GOLD III i GOLD 1V stadiju KOPB-a. Moguce je da ove razlike u upalnim odgovorima na
razli¢ite agense potjecu zbog razlika u pusackom statusu zdravih ispitanika od kojih su stanice
izolirane, uz pretpostavku da su PBEC stanice od nepusaca, dok je snazan upalni odgovor
stanica izoliranih od bolesnika s KOPB-om posljedica poremecene regulacije upale u KOPB-

u i/ili njihovog pusSackog statusa (pusaci i bivsi pusaci).
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Slika 5.1. Usporedba lu¢enja IL-6 izmedu PBEC stanica izoliranih od zdravih ispitanika (1),
NHBE stanica (2) te PBEC stanica izoliranih od bolesnika s KOPB-om (3) tretiranih s
rhHsp70 (a), LPS-om i LTA (b) i CSE-om (c).

* statisticki znacajno (P<0,05) 1 u odnosu na 3

** statisticki znacajno (P<0,05) 1 u odnosu na 2

# statisticki znacajno (P<0,05) 2 u odnosu na 3
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Slika 5.2. Usporedba lu¢enja IL-8 izmedu PBEC stanica izoliranih od zdravih ispitanika (1),

NHBE stanica (2) te PBEC stanica izoliranih od bolesnika s KOPB-om (3) tretiranih s
rhHsp70 (a), LPS-om i LTA (b) i CSE-om (c).

* statisticki znacajno (P<0,05) 1 u odnosu na 3
** statisticki znacajno (P<0,05) 1 u odnosu na 2
# statisticki znacajno (P<0,05) 2 u odnosu na 3
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5.2. Utjecaj rhHsp70, LPS-a, LTA, CSE-a i njihovih kombinacija s rhHsp70 na
vijabilnost i nacin umiranja stanica

Osim upale, stani¢na smrt je vazan aspekt razumijevanja mehanizama bolesti. Aktivacija
TLR2 i TLR4 receptora moze dovesti do upale i/ili programirane stani¢ne smrti. Upala
takoder moze dovesti do nekrozne smrti stanica §to uzrokuje otpustanje stanicnog sadrzaja u
izvanstanicni prostor i daljnje poticanje upale. Nekrozne su stanice normalno
imunostimulirajuce, dok su apoptozne stanice imunoloski neaktivne (Vanden Berghe i sur.,
2014; Ofengeim i Yuan, 2013; Zhang i sur., 2010). Apoptoza ili programirana stani¢na smrt
vazna je za normalno funkcioniranje imunosnog sustava, a poremecéena apoptoza povezana je
s razli¢itim bolestima (Elmore, 2007). Kaspaze imaju srediSnju ulogu u procesu apoptoze.
Mogu se aktivirati unutrasnjim ili mitohondrijskim apoptoznim putom kojeg karakterizira
aktivacija inicijacijske kaspaze-9 ili vanjskim apoptoznim putom preko receptora smrti kojeg
karakterizira aktivacija inicijacijskih kaspaza-2, -8 i/ili -10. Oba puta zavrSavaju aktivacijom
izvr$nih kaspaza-3, -6 i/ili -7. Kada se aktiviraju, ove izvrSne kaspaze kidaju brojne razlicite
supstrate, uzrokujuci na taj nacin apoptozno umiranje stanica (Duprez i sur., 2009).

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da rhHsp70 nije utjecao na metabolicku aktivnost
stanica (NCI-H292, NHBE, THP-1 i monocita), Sto je ispitano MTS testom. Mjerenje
aktivnosti LDH izlu¢ene u medij iznad stanica pokazalo je da u NCI-H292 stanicama dolazi
do pojacane propusnosti stanicne membrane nakon tretiranja s 1 i 30 pg/ml rhHsp70, a u
THP-1 stanicama nakon tretiranja s 0,3, 1 1 30 pg/ml rhHsp70. U primarnim stanicama 0,3
pg/ml thHsp70 za NHBE i 30 pg/ml rhHsp70 za monocite djeluju zastitno te smanjuju
otpustanje LDH.

5.2.1. rhHsp70 djeluje zastitno naspram citotoksicnosti baketrijskih komponenti LPS-a i
LTA

LPS, LTA i njihove kombinacije s rhHsp70 nisu znacajno utjecale na metabolicku aktivnost
NCI-H292 stanica, no doveli su do znacajne promijene u integritetu stanicne membrane i
otpustanju LDH. Ipak rhHsp70 ima zastitni utjecaj te je kombinirani u¢inak thHsp70 i LPS-a
ili LTA znacajno antagonisti¢nog tipa. LPS, LTA i kombinacija LTA s 1 pug/ml rhHsp70
znacajno su smanjili metabolicku aktivnost NHBE stanica, dok su kombinacije 0,3 pg/ml
rhHsp70 i LPS-a ili LTA djelovale zastitno na otpustanje LDH iz ovih stanica. U THP-1
stanicama LTA je izazvala znacajno smanjenje metabolicke aktivnosti, dok su i LPS i LTA

izazvali znacajan poremecaj u integritetu stanicne membrane ovih stanica. Djelovanje na
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lucenje LDH uzrokovano LPS-om i LTA bilo je antagonistickog tipa ovisnog o primijenjenoj
koncentraciji. LTA u kombinaciji s 3 pg/ml thHsp70 djelovao je znacajno citotoksi¢no na
monocite, dok su LPS i LTA uzrokovali znacajno pojac¢ano lu¢enje LDH koje je kombinacija
s thHsp70 uspjela potisnuti.

U prethodnim istrazivanjima eHsp70 nije uzrokovao citotoksi¢ne u¢inke na HL-60 stanicama
promijelocitne leukemije (Wheeler i sur., 2009) i na neutrofilima (Vinokurov i sur., 2012).
LTA je smanjio vijabilnost dermalnih fibroblasta samo ukoliko su bile primijenjene visoke
koncentracije (Liu i sur., 2012), a nije utjecala na vijabilnost A549 alveolarnih epitelnih
stanica (Liu i sur., 2010). Huang i sur. utvrdili su da samo koncentracije LPS-a ve¢e od 10
pg/ml smanjuju vijabilnost THP-1 stanica (Huang i sur., 2012), dok LPS ne utjeCe na
vijabilnost BEAS-2B bronhijalnih epitelnih stanica (J. Verspohl i Podlogar, 2012), a cak
povecava vijabilnost A549 stanica (Hattar i sur., 2013). Koff i sur. pokazali su da samo
koncentracije LPS-a ve¢e od 300 pg/ml utjecu na integritet membrane NCI-H292 stanica, no
oni su odredivali udio LDH izlu¢ene u medij u odnosu na ukupnu LDH (u stani¢nom lizatu i
mediju iznad stanica) (Koff i sur., 2006), dok je u ovom istrazivanju odredivana samo LDH
izlu¢ena u mediju. U jednom je istrazivanju opazeno da LPS i LTA dovode do poveéanog
oslobadanja LDH u okolni medij na stanicama govedih mlije¢nih Zlijezda te da je odgovor
nesto jaci nakon primijene LPS-a (Wellnitz i sur., 2011). Moguce je da do neslaganja u
rezultatima izmedu MTS testa i izlu¢ene LDH dolazi zbog razlike u nacinu nasadivanja
stanica (ploce s 12 ili 24 jaZice za LDH, a 96 jazica za MTS), broju i gusto¢i stanica u jazici i
volumenu medija u kojem su stanice tretirane, a druga je moguénost da je do razlike doslo
zbog odredivanja samo LDH izlucene u medij iznad stanica, dok bi se odredivanjem udjela
izlu¢ene LDH u odnosu na ukupnu LDH mozda dobilo bolje slaganje s MTS testom (Koff i
sur., 2006). lako je dobro poznata zastitna uloga unutarstani¢nog Hsp70 (potiCe prezivljavanje
stanica i djeluje protu-apoptozno), uloga eHsp70 nije dobro istrazena. Prema rezultatima
dobivenim u ovom radu thHsp70 djeluje zastitno, tj. potpomaze oCuvanje integriteta stanicne
membrane i smanjuje aktivnost LDH izlucene u medij iznad stanica ukoliko se kombinira s
LPS-om ili LTA. Ova opazanja slazu se s nekim drugim istrazivanjima prema kojima je
eHsp70 djelovao zastitno na nacin da je potisnuo citotoksi¢nost raznih agenasa, poput LPS-a i
LTA, na razli¢itim vrstama stanica, uklju¢uju¢i THP-1 stanice, monocite i U937 stanice
limfoma (Franco i sur., 2016; Yurinskaya i sur., 2016; Vinokurov i sur., 2012; Rozhkova i
sur., 2010; Aneja i sur., 2006). Ipak, ova istrazivanja razlikuju se u tome da su stanice prvo
tretirane s eHsp70, a tek onda pojedinim agensom, dok smo u nasem istrazivanju istovremeno

dodavali thHsp70 i LPS ili LTA.
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Kod stani¢nih kultura odredivanjem LDH otpustene u stani¢ni medij ne moze se pouzdano
razlikovati nekrozna od apoptozne smrti stanice. U in vivo uvjetima normalno je da se
apoptozne stanice fagocitiraju dok im je njihova stani¢na membrana jo$ netaknuta. Ipak, kada
je uklanjanje apoptoznih stanica odgodeno ili sprije¢eno, apoptozne stanice podlijezu daljnjim
degenerativnim promjenama koje dovode do gubitka integriteta stanicne membrane. Taj se
proces naziva “sekundarna” nekroza. Za razliku od stanica koje primarno umiru nekrozom,
stanice koje podlegnu sekundarnoj nekrozi i dalje pokazuju morfoloske promjene u jezgri
tipicne za apoptozu (kondenzacija kromatina). Sekundarna nekroza apoptoznih stanica
normalna je pojava kod stani¢nih kultura i mora se uzeti u obzir pri odredivanju nacina
umiranja stanica in vitro. Stanice u kulturi koje umiru apoptozom rano se odvajaju od
susjednih stanica, tj. odizu se od podloge i plutaju u stanicnom mediju. Na taj nacin te stanice
uglavnom izbjegnu fagocitiranje susjednim adherentnim stanicama i podlijezu sekundarnoj
nekrozi. Tijekom sekundarne nekroze organele apoptoznih stanica bubre, a stanicna
membrana gubi integritet (pa se izlucuje LDH) te kona¢no dolazi do kidanja organela i
stani¢éne membrane.

Nacin umiranja stanica u ovom radu ispitan je odredivanjem aktivnosti kaspaza-3/7, -8 1 -9. U
NCI-H292 stanicama doslo je do aktivacije mitohondrijskog apoptoznog puta (kaspaza-9)
nakon 2 h tretiranja s thHsp70 te puta receptora smrti (kaspaza-8) nakon 8 h tretiranja s
rhHsp70. No, nakon 2 i 8 h tretiranja s rhHsp70 aktivnost kaspaza-3/7 bila je znacajno
snizena. LPS 1 LTA nisu doveli do aktivacije nijedne od ispitivanih kaspaza. U NHBE
stanicama nakon tretiranja s thHsp70 ili LPS-om i njihovim kombinacijama nije doslo do
promjene u aktivnosti ispitivanih kaspaza, dok je LTA aktivirao kaspazu-3/7 nakon 2 h
tretiranja, no kombinacija LTA 1 rhHsp70 smanjila je ovu aktivnost. U THP-1 stanicama
aktivnost kaspaza-3/7 bila je znacajno sniZena nakon 8 h tretiranja s thHsp70. LPS je
aktivirao kaspazu-8 nakon 6 i 8 h tretiranja, a thHsp70 na ovu aktivaciju nije imao znacajnog
ucinka, dok su rthHsp70 i LPS pokazali antagonisticki tip interakcija na kaspazu-9 nakon 6 h.
U monocitima je 10 pg/ml thHsp70 potisnulo aktivaciju kaspaze-9. LPS je u ovim stanicama
znacajno aktivirao kaspaze-3/7 i -9 nakon 6 h tretiranja. thHsp70 ima znacajan sinergisticki
tip interakcija s LPS-om i LTA na aktivaciju kaspaze-9 nakon 6 h, no ovaj u¢inak smanjuje se
nakon 8 h tretiranja te thHsp70 u kombinaciji s LPS-om ili LTA potiskuje aktivnost kaspaze-
9. Iz dobivenih rezultata mozemo zakljuciti da thHsp70 ima ulogu u potiskivanju aktivnosti
kaspaza, narocito kaspaza-3/7, pa stoga djeluje zastitno i sprjeCava aktivaciju apoptoznog
programa kojeg poti¢u LPS ili LTA, no ovaj u¢inak ovisi o primijenjenim koncentracijama,

vremenima tretiranja i vrsti stanica. Apoptozno djelovanje LPS-a poznato je otprije (Munshi i
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sur., 2002; Xaus i sur., 2000), a iako je dobro poznata protu-apoptozna uloga unutarstanicnog
Hsp70 (Joly i sur., 2010) postoji svega nekoliko istrazivanja koja ukazuju na protu-apoptozna
djelovanja eHsp70. Luo i sur. pokazali su da eHsp70 sprjeCava aktivaciju kaspaze-3 i
kaspaze-9 na nacin ovisan o citokromu ¢ u Schwannovim stanicama (Luo i sur., 2012)), dok
su Franco i sur. pokazali da eHsp70 moze sprijeciti aktivaciju kaspaze-3 induciranu
izlaganjem stanica vodikovom peroksidu (Franco i sur., 2016). To¢ni mehanizmi utjecaja
eHsp70 na stani¢nu smrt jo$ nisu dovoljno poznati te su potrebna daljnja istrazivanja kako bi

se oni utvrdili.

5.2.2. rhHsp70 potiskuje citotoksic¢nost uzrokovanu CSE-om

Rezultati ispitivanja citotoksi¢nosti CSE-a i utjecaja kombinacije CSE-a i rhHsp70 na
citotoksi¢nost pokazali su da niske koncentracije CSE-a (2,5 %) povecavaju metabolicku
aktivnost, odnosno vijabilnost NCI-H292 stanica, dok visoke koncentracije CSE-a (15 %) kao
i njegove kombinacije s thHsp70 djeluju citotoksi¢no na ove stanice. 2,5 % CSE uzrokuje
znaCajan poremecaj integriteta stanicne membrane i pojacano lucenje LDH, no taj ucinak ne
zadrzava se nakon dodatka rhHsp70 te mozemo zakljuciti da rhHsp70 djeluje zastitno
potiskujuci citotoksi¢nost CSE-a. U NHBE stanicama kombinacija 2,5 % CSE-a i 1 pg/ml
rhHsp70 uzrokuje znacajno povecéanje vijabilnosti, a izlu¢ivanje LDH potisnuto je nakon
tretiranja CSE-om i njegovim kombinacijama s rhHsp70. CSE nije znacajno utjecao na
metaboli¢ku aktivnost THP-1, a kombinacija 2,5 % CSE-a i rhHsp70 uzrokovala je zna¢ajan
porast vijabilnosti u ovim stanicama. CSE ne uzrokuje znacajno lucenje LDH u odnosu na
netretirane stanice, no kombinacije 5 % CSE-a i thHsp70 potiskuju to luenje. U monocitima
CSE djeluje citotoksicno, no dodatak 3 pg/ml rhHsp70 uz 2,5 % CSE-a poniStava tu
citotoksi¢nost. Iako rhHsp70 ne uspijeva ponistiti citotoksi¢nost 5 % CSE-a, ipak je
vijabilnost stanica tretiranih kombinacijama 5 % CSE-a i rhHsp70 znacajno visa u odnosu na
stanice tretirane samo s 5 % CSE-a. 2,5 % CSE i njegove kombinacije s thHsp70 potiskuju
lu¢enje LDH u monocitima, a ovo djelovanje viSe je izrazeno za kombinacije thHsp70 1 5 %
CSE-a. 5 % CSE uzrokuje poremecaj u integritetu stanicne membrane i znacajno lucenje
LDH koje je potisnuto dodatkom rhHsp70. Mozemo zakljuciti da niske koncentracije CSE-a
(2,5 %) uglavnom ne uzrokuju citotoksi¢nost, dok viSe koncentracije (15 % u NCI-H292 1 5
% u monocitima) uzrokuju znacajnu citotoksi¢nost te da thHsp70 djeluje zastitno i smanjuje
citotoksi¢nost uzrokovanu CSE-om. Najsnazniji citotoksicni u¢inak CSE ima na monocite.
Navedeni rezultati u skladu su s prethodno objavljenim istrazivanjima. Pokazano je da CSE u

niskim koncentracijama izaziva proliferaciju, a u viSim koncentracijama i tijekom duzeg
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vremena izlaganja stanica izaziva apoptozu u A549 stanicama (Kaushik i sur., 2008) ili
uzrokuje znacajno otpusStanje LDH (X. Li i sur., 2013). Suprotno tome, Sechasee i sur. su na
istim A549 stanicama ukazali na citotoksi¢nost i nizih koncentracija CSE-a (Sechase i sur.,
2014). Wu i sur. pokazali su da 2-20 % CSE-a ne uzrokuje znacajno otpustanje LDH u medjj
iznad stanica u modelu plu¢a (Wu i sur., 2011). CSE je uzrokovao znacajnu citotoksi¢nost
ovisnu o koncentraciji i vremenu izlozenosti na stanicama nazalnog epitela (Lan i sur., 2007).
Liu i sur. pokazali su da CSE uzrokuje znacajnu citotoksi¢nost i oSte¢enje DNA u humanim
bronhijalnim epitelnim stanicama (Liu i sur., 2008; Kim i sur., 2004). Glader i sur. ispitivali
su citotoksi¢nost CSE-a na T limfocitima i pluénim epitelnim stanicama i pokazali da su
plu¢ne epitelne stanice znacajno rezistentnije na citotoksi¢nost CSE-a (Glader i sur., 2006).
Pokazano je i da CSE djeluje citotoksicno na monocite uz cCetiri puta nize koncentracije od
onih primijenjenih na THP-1 stanicama (10 % CSE za monocite i 40 % CSE za THP-1
stanice, ali ove koncentracije nisu jednake CSE-u primijenjenom u ovom istrazivanju zbog
razlike u pripremi CSE-a) (Brunssen i sur., 2017). Van der Toorn i sur. pokazali su da CSE
uzrokuje citotoksicnost na THP-1 stanicama ovisnu o koncentraciji (van der Toorn i sur.,
2015).

Sto se nadina umiranja stanica uz CSE ti¢e, u ovom je radu opazeno da u NCI-H292
stanicama dolazi do aktivacije mitohondrijskog apoptoznog puta (kaspaza-9) nakon 2 i 8 h
tretiranja s 2,5 % CSE-a te uz 2,5 % CSE-a i 1 pg/ml rhHsp70. Put receptora smrti (kaspaza-
8) aktiviran je nakon tretiranja s 2,5 % CSE-a i kombinacijom 2,5 % 1 15 % CSE-a s 1 pg/ml
rhHsp70 nakon 8 h. 2,5 % CSE potiskuje aktivaciju kaspaza-3/7, kao i njegova kombinacija s
1 pg/ml thHsp70 nakon 8 h tretiranja, dok 15 % CSE uzrokuje aktivaciju kaspaza-3/7 nakon 2
i 8 h tretiranja, a njegove kombinacije s thHsp70 nakon 2 h. U NHBE stanicama doslo je do
aktivacije kaspaza-3/7 nakon tretiranja kombinacijama rhHsp70 s 2,5 1 15 % CSE-a nakon 2
h, dok kaspaze-8 i -9 nisu bile aktivirane. 2,5 % CSE i njegove kombinacije s rthHsp70
dovode do aktivacije kaspaza-8 i -9 u THP-1 stanicama, dok 5 % CSE potiskuje aktivaciju
kaspaze-8. U monocitima je kaspaza-9 znacajno aktivirana kombinacijama 5 % CSE-a i
rhHsp70 nakon tretiranja 6 h, dok sam 5 % CSE potiskuje aktivaciju ove kaspaze nakon 8 h
tretiranja. 2,5 % CSE potiskuje aktivaciju kaspaze-9, dok se dodatkom rhHsp70 aktivnost ove
kaspaze vraca na razinu kao u netretiranim stanicama. 5 % CSE i njegove kombinacije s
rhHsp70 znac¢ajno su aktivirale kaspaze-3/7. 1z ovih rezultata moze se zakljuciti da u plu¢nim
epitelnim stanicama s nizim koncentracijama CSE-a dolazi do aktivacije oba apoptozna puta,
kombinacije 15 % CSE-a i thHsp70 aktiviraju put receptora smrti i kaspaze-3/7, dok nakon

tretiranja s 2,5 % CSE-a i njegovom kombinacijom s rhHsp70 dolazi do potiskivanja
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aktivnosti izvr$nih kaspaza-3/7. U NHBE stanicama je u ispitivanim uvjetima doslo samo do
aktivacije izvr$nih kaspaza-3/7 nakon tretiranja kombinacijama 2,5 i 15 % CSE-a s rhHsp70,
pa mozemo pretpostaviti da vjerojatno dolazi do aktivacije barem jednog od apoptoznih
putova u ranijim vremenskim tockama od onih koje su ispitivane u ovom istrazivanju i koje bi
trebalo ispitati u buduénosti. U THP-1 stanicama monocitno-makrofagnog sustava aktivirana
su oba apoptozna puta s 2,5 % CSE-a, dok 5 % CSE potiskuje put receptora smrti i uzrokuje
aktivaciju izvr$nih kaspaza-3/7. U monocitima aktiviran je samo mitohondrijski apoptozni put
nakon tretiranja s 5 % CSE-a i rhHsp70, dok sam 2,5 % CSE potiskuje ovu aktivaciju.
Dosadasnja istrazivanja pokazala su da nafin umiranja stanica uzrokovan dimom cigareta
ovisi o vrsti stanica, koncentraciji CSE-a i vremenu primijene. Stoga su na razliCitim
stanicnim linijama (A549, BEAS-2B i Jurkat stanice) dobiveni opre¢ni rezultati, pri cemu je
CSE ponekad uzrokovao nekrozu, a ponekad apoptozu s ili bez aktivacije kaspaza (Kim i sur.,
2008; Slebos i sur., 2007; Jiao i sur., 2006; Ramage i sur., 2006; Wickenden i sur., 2003;
Hoshino i sur., 2001). Dim cigareta djeluje razli¢ito i na primarne stanice. Pokazano je da
niske koncentracije CSE-a izazivaju apoptozu plu¢nih fibroblasta aktivacijom kaspaza preko
receptora smrti, a viSe koncentracije 1 dulje izlaganje nekrozu (Ryter i sur., 2010), dok je u
HUVEC stanicama umbilikalne vene dim cigareta inhibirao aktivaciju kaspaza i izazvao
nekrozu (Wickenden i sur., 2003). Bucchieri i sur. opazili su da 20 % CSE uzrokuje apoptozu
u PBEC stanicama izoliranima od bolesnika s astmom, ali u ovom slucaju apoptoza nije bila
ovisna o kaspazama-3 i -9 (Bucchieri i sur., 2015), a Ahmed i sur. da 15 i 20 % CSE-a
uzrokuju aktivaciju kaspaze-3 u fetalnim stanicama pluca Stakora (Ahmed i sur., 2013).
Teramoto i sur. pokazali su da CSE izaziva apoptozu ili nekrozu u neutrofilima bolesnika s
KOPB-om ovisno o koncentraciji (Teramoto i sur., 2005). U ovom je radu primjena rhHsp70
zajedno s CSE-om uglavnom povecala aktivnost kaspaza u odnosu na aktivnost uzrokovanu
samim CSE-om. lako su neka istrazivanja pokazala da eHsp70 djeluje protu-apoptozno
(Franco etc 2016), moguce je da u NCI-H292 i THP-1 stanicama te u monocitima ipak dolazi
do aktivacije apoptozne masinerije, tj. do ,,skretanja* u nacin umiranja stanica apoptozom, a
ne nekrozom. Za razjasnjenje ovih pitanja trebali bi se primijeniti specificniji testovi i metode

kojima bi se mogao utvrditi udio stanica u apoptozi i/ili nekrozi.
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5.3. Mehanizmi djelovanja rhHsp70, LPS-a, LTA i CSE-a

Mehanizmi djelovanja rhHsp70, LPS-a, LTA i CSE-a na stanicnim modelima KOPB-a
istrazeni su ispitivanjem ekspresije TLR2 i TLR4 receptora te unutarstanicnog Hsp70, kao i

aktivacije MAPK i NF-kB signalnih putova.

5.3.1. Utjecaj rhHsp70, LPS-a, LTA i CSE-a na ekspresiju TLR2 i TLR4 receptora

Smatra se da eHsp70 moze aktivirati stanice imunosnog sustava na nacin da se vezu na TLR2
i TLR4 receptore, koji onda poticu MyD88/IRAK/NF-kB i MAPK signalne putove, Sto u
konacnici dovodi do pojacane sinteze upalnih citokina (Ferat-Osorio i sur., 2014; Murshid i
sur., 2011; Thériault i sur., 2005). TLR2 i TLR4 receptori eksprimirani su na epitelnim
stanicama diSnih putova, alveolarnim makrofagima te na monocitima i neutrofilima (Zuo i
sur., 2015; Lafferty i sur., 2010).

U ovom istrazivanju thHsp70 i 15 % CSE znacajno su potaknuli ekspresiju mRNA za TLR2 i
TLR4 receptore u NCI-H292 stanicama nakon 24 sata. Uc¢inak rhHsp70 bio je slabiji od
ucinka 15 % CSE-a te je pojacao ekspresiju TLR2 za 60 % i TLR4 za 75 %, dok je CSE
povecao ekspresiju TLR2 tri puta, a TLR4 pet puta u odnosu na netretirane stanice. Ekspresija
proteina TLR2 i TLR4 Western blot metodom odredivana je nakon kra¢eg vremena tretiranja
NCI-H292 stanica i tu je doslo do snizenja ekspresije TLR2 nakon tretiranja s 2,5 % CSE-a te
njegovim kombinacijama s rhHsp70, dok je TLR4 receptor imao znacajno povisenu
ekspresiju nakon tretiranja s thHsp70, LPS-om, LTA i njihovim kombinacijama tijekom 8 h.
Zanimljivo je da su od primarnih plu¢nih epitelnih stanica znacajne promjene u ekspresiji
TLR2 i TLR4 receptora detektirane samo na razini mRNA u PBEC stanicama izoliranima od
bolesnika s KOPB-om gdje su i thHsp70 i CSE znacajno snizili ekspresiju mRNA za TLR2 i
TLR4 receptore, sa snaznijim djelovanjem na TLR2, §to ukazuje na povezanost s KOPB-om.
U stanicama monocitno-makrofagnog sustava 2,5 % CSE povecao je ekspresiju TLR2 i TLR4
receptora u THP-1 stanicama, dok je 5 % CSE smanjio ekspresiju TLR2, a 10 pg/ml rhHsp70
TLR4, u THP-1 stanicama i u monocitima. 10 pg/ml rhHsp70 povecao je ekspresiju mRNA
za TLR2 u monocitima za oko 6 puta, dok je 2,5 % CSE smanjio ekspresiju mRNA za TLR2
na oko 30 % u odnosu na netretirane monocite. Na razini proteina 2,5 % CSE smanjio je
ekspresiju TLR2 u THP-1 stanicama nakon 2 h tretiranja, dok se ekspresija TLR2 uz dodatak
CSE-a i thHsp70 vratila na razinu netretiranih stanica u istoj vremenskoj to¢ci. U monocitima

je na razini proteina doslo do vidljivih promjena samo nakon 30 minuta tretiranja; do
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povecanja ekspresije TLR2 doslo je uz 10 pg/ml rhHsp70, 2,5 1 5 % CSE i LPS, a do
povecanja ekspresije TLR4 uz 10 pg/ml rhHsp70 1 5 % CSE.

Iz ovih rezultata moze se zakljuciti da visa koncentracija CSE-a u NCI-H292 stanicama
inducira ekspresiju mRNA za TLR2 i TLR4 nakon duzeg vremena tretiranja, dok se na razini
proteina ne vide promjene u kra¢im vremenima. S druge strane, niza koncentracija CSE-a
pokazuje samo promjene na razini proteina za TLR2 (smanjuju njegovu koncentraciju) nakon
kratkog vremena tretiranja. Sam rthHsp70 potice znacajnu ekspresiju mRNA za TLR2 i TLR4
nakon 24 h u NCI-H292 stanicama, dok su na razini proteina vidljive promjene u smislu
povecane ekspresije TLR4 uz thHsp70, LPS, LTA i njihove kombinacije ve¢ nakon tretiranja
tijekom 30 minuta. U PBEC stanicama postoje znacajne razlike u ekspresiji mRNA za TLR2 i
TLR4 izmedu stanica izoliranih od zdravih ispitanika i bolesnika s KOPB-om te su samo
stanice izolirane od bolesnika s KOPB-om znacajno reagirale na stimulaciju s thHsp70 ili
CSE-om smanjenjem ekspresije mRNA za TLR2 i TLR4. 2,5 % CSE znacajno povecava
ekspresiju mRNA za TLR2 i TLR4 u THP-1 stanicama, $to nije slu¢aj s monocitima gdje 2,5
% CSE-a snizuje ekspresiju mRNA za TLR2 receptor. 10 pg/ml thHsp70 ima jednak uc¢inak
na TLR4 receptor THP-1 stanica i monocita te snizuje ekspresiju mRNA za ovaj receptor, dok
rhHsp70 povecava ekspresiju mRNA za TLR2 u monocitima, ali ne i u THP-1 stanicama. Na
razini proteina 2,5 % CSE snizuje ekspresiju TLR2 nakon 2 h u THP-1 stanicama, a to
snizenje se gubi uz rhHsp70. U monocitima CSE, rhHsp70 i LPS povecavaju ekspresiju
TLR2 proteina, a CSE i thHsp70 TLR4 proteina.

U literaturi ne postoji mnogo podataka o ekspresiji TLR2 ili TLR4 receptora nakon izravnog
djelovanja eHsp70, no u nekoliko istrazivanja pronadeno je da on moze inducirati ekspresiju
ovih receptora (Dybdahl i sur., 2005; Asea i sur., 2002; Vabulas i sur., 2002). S druge strane,
postoje razliciti podaci o utjecaju CSE-a na TLR receptore. [zloZenost dimu cigareta aktivira
TLR4 u mi$jim i ljudskim stanicama na nacin da sastojci dima cigareta izravno djeluju na
TLR4 i aktiviraju ga ili djeluju neizravno uzrokujuci oStecenje epitelnih stanica i otpustanje
DAMP molekula koje se onda vezu na TLR4 (Opitz i sur., 2010). Utvrdena je korelacija
izmedu izlozenosti dimu cigareta, ekspresije TLR4 i TLR9 receptora te sinteze citokina,
osobito IL-8 (Zuo i sur., 2015; Freeman i sur., 2013; Nadigel i sur., 2013; Bezemer i sur.,
2012; Nadigel i sur., 2011). CSE je u stanicama koStane srzi povisio ekspresiju TLR2 i TLR4
receptora unutar stanice i na povrsini (Zhou i sur., 2011). Mortaz i sur. opazili su povisenu
ekspresiju ukupnog TLR4 u 16HBE stanicama, no sniZzenu ekspresiju ovog receptora na
povrsini istih stanica te smatraju da bi uzrok tome mogao biti internalizacija TLR4 receptora

uzrokovana CSE-om (Mortaz i sur., 2011). Takoder je pokazano da CSE moze utjecati na
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ekspresiju TLR4 u BEAS-2B stanicama tako da se poveca sinteza ovog receptora (Pace i sur.,
2008), a na makrofagima tako da se povecaju unutarstani¢ne koncentracije, a smanji se
ekspresija TLR4 na povrsini stanica (Sarir i sur., 2009). MacRedmond i sur. pokazali su da
CSE snizava ekspresiju mRNA za TLR4 i ekspresiju TLR4 proteina u A549 stanicama, dok je
ekspresija TLR2 ostala nepromijenjena (MacRedmond i sur.,, 2007). Ekspresija TLR2
povisena je u monocitima bolesnika s KOPB-om u odnosu na zdrave nepusace i pusace (Pons
i sur., 2006). U alveolarnim makrofagima bolesnika s KOPB-om i zdravih puSaca opazena je
sniZzena ekspresija TLR2 (Droemann i sur., 2005), dok se ekspresija TLR4 u makrofagima i u
monocitima nije znacajno razlikovala medu ispitivanim skupinama (Pons i sur., 2006;
Droemann i sur., 2005; Pons i sur., 2005). U makrofagima monocitnoga porijekla kratkotrajno
izlaganje CSE-u potisnulo je membransku ekspresiju TLR4 (Sarir i sur., 2009), a ekspresija
TLR4 bila je snizena u epitelnim stanicama nosa pusaca i bolesnika s tezim stadijima KOPB-a
u odnosu na zdrave nepusace i bolesnike s blazim stadijima KOPB-a (MacRedmond i sur.,
2007). Metcalfe i sur. nisu pronasli razliku u ekspresiji gena za TLR2 ili TLR4 u alveolarnim
makrofagima izoliranima od bolesnika s KOPB-om nakon tretiranja CSE-om (Metcalfe i sur.,
2014). Comer i sur. pokazali su smanjenu ekspresiju TLR4 receptora nakon tretiranja stanica
CSE-om na PBEC stanicama izoliranima od bolesnika s KOPB-om (Comer i sur., 2014).
Poznato je da poremecaj TLR4 receptora doprinosi i razvoju emfizema (An i sur., 2012).
Osim toga, TLR receptori znacajno su ukljuceni u egzacerbacije KOPB-a i primarni su
medijatori pomocu kojih se aktivira imunosni odgovor na bakterije u di§nim putovima (Zuo i
sur., 2015; Oliveira-Nascimento i sur., 2012; Doz i sur., 2008).

U ovom istrazivanju odgovor TLR2 i TLR4 na LPS, LTA i njihove kombinacije odredivan je
samo Western blot metodom, kojom je opaZeno jedino povecanje ekspresije TLR4 u NCI-
H292 stanicama, no moguce je da bi se odabirom drugih metoda i/ili vremenskih toc¢aka
uspjelo detektirati puno vise razlika u ekspresiji ovih receptora i to bi bilo vrijedno istraziti u
buduénosti. Bolesnici s KOPB-om imaju povecanu ekspresiju TLR1 i TLR2 na T limfocitima
Sto moze doprinijeti oSteCenju pluca i razaranju alveola, a takoder je otkriveno da je ekspresija
TLR4 inducirana LPS-om snizena u limfocitima pusaca s ili bez KOPB-a (Zuo i sur., 2015).
Smanjeno djelovanje TLR receptora moze znacajno doprinijeti egzacerbacijama KOPB-a
zbog kompromitirane osjetljivosti na bakterije ili viruse te zbog smanjene sposobnosti
fagocitiranja bakterijskih i apoptoznih stanica. S druge strane, povecana aktivacija TLR
receptora moze uzrokovati neprimjereno pojacanu upalu, Sto dovodi do oSte¢enja tkiva
(Bezemer i sur., 2014; Bezemer i sur., 2012) te stoga promjene u ekspresiji ili aktivaciji ovih

receptora mogu znatno doprinijeti patologiji KOPB-a.
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Ipak, mozemo zakljuciti da je odgovor TLR2 i TLR4 receptora na stimulaciju s thHsp70,
CSE-om, LPS-om ili LTA ovisan o vrsti stanica, koncentraciji agensa te vremenu tretiranja, a
takoder treba naglasiti da su u vecini navedenih istrazivanja koriStene metode razlicite od
qPCR-a i Western blota te da je ogranicenje naseg istrazivanja mali broj istovjetnih uzoraka
(n=3), no uocene promjene u ekspresiji ovih receptora mogle bi imati vaznu ulogu u

patogenezi bolesti.

5.3.2. Utjecaj rhHsp70, LPS-a, LTA i CSE-a na aktivaciju i ekspresiju MAPK i NF-kB
signalnih putova

Budu¢i da se signalizacija potaknuta izvanstani¢nim Hsp70 odvija preko NF-xB i MAPK
signalnih putova (Ferat-Osorio i sur., 2014; Thériault i sur., 2005), u ovom su radu ispitane
aktivacija i ekspresija MAP kinaza i IkBa nakon tretiranja s thHsp70, LPS-om, LTA i CSE-
om.

Aktivacija MAPK signalnih putova odgovor je stanice na stresni podrazaj, a moze dovesti do
proliferacije stanica, diferencijacije, smrti ili upalnog odgovora (Rumora i Zani¢ Grubigic,
2008; Roux i Blenis, 2004). NF-kB pripada porodici transkripcijskih faktora koji reguliraju
razli¢ite stani¢ne procese kao Sto su upala, aktivacija imunosnog sustava, proliferacija stanica
1 apoptoza te se u vecini stanica nalazi u citoplazmi u neaktivnom obliku vezan za inhibicijski
protein IkB. Aktivacija NF-xB odvija se fosforilacijom IkBa na Ser32 i Ser36 nakon koje
slijedi degradacija posredovana proteasomom koja rezultira otpustanjem NF-«xB iz kompleksa
s inhibitorom te njegovom translokacijom u jezgru stanice (Zhou i sur., 2011; Moynagh,
2005).

U ovom istrazivanju thHsp70 aktivirao je ERK, JNK i p38 MAPK u NCI-H292 stanicama u
odnosu na netretirane stanice (ovisno o koncentraciji i vremenu tretiranja), dok je u NHBE
stanicama uz rhHsp70 u ispitivanim uvjetima aktivirana samo JNK i c-Jun kinaza od 32-35
kDa c¢ija je aktivnost prethodno opisana u stanicama mozga Stakora i ledne mozdine zeceva
(Shackelford i Yeh, 2006; Shackelford i Yeh, 2001). U THP-1 stanicama u ispitivanim
uvjetima rhHsp70 nije aktivirao MAPK, dok su u monocitima s thHsp70 aktivirane ERK,
JNK i p38 MAPK (ovisno o koncentraciji thHsp70).

Do aktivacije [kBa u ispitivanim uvjetima je doslo samo u NCI-H292 i THP-1 stanicama. U
NCI-H292 stanicama rhHsp70, LPS, LTA i njihove kombinacije s thHsp70 dovele su do
znacajne aktivacije u odnosu na netretirane stanice. LPS je imao najjaci ucinak te su se nakon
tretiranja ovom molekulom pojavile dvije vrpce fosforilirane IkBo. U THP-1 stanicama

takoder je doslo do aktivacije IxBa pod navedenim uvjetima te je i u ovim stanicama najjaca
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aktivacija bila LPS-om, a na degradaciju [kBa proteina LPS-om i njegovim kombinacijama s
rhHsp70 ukazuje smanjena ekspresija ukupne IxkBa. Iako u ostalim ispitivanim uvjetima nije
doslo do aktivacije IkBa, ne moze se sa sigurno$éu tvrditi da ne dolazi do aktivacije NF-kB
signalnog puta, buduci da se osim fosforilacijom IkBa ovaj signalni put moze ispitati na jos
nekoliko nacina, kao §to su odredivanje aktivacije i ekspresije p65 (RelA) NF-kB, IKK,
ispitivanjem promijene u elektroforetskoj pokretljivosti (EMSA, engl. electrophoretic
mobility shift assay) ili mjerenjem promotorske aktivnosti NF-kB luciferaznim testom.

Na razli¢itim stani¢nim modelima pokazano je da eHsp70 mozZe aktivirati MAPK i NF-xB
signalne putove. Asea i sur. su pokazali da rhHsp70 aktivira promotorsku aktivnost NF-xB u
monocitima preko TLR2 i TLR4 receptora i MYDS88/IRAK/NF-kB signalnog puta ovisnog o
CD-14 (Asea i sur., 2002; Vabulas i sur., 2002). U A549 stanicama, slicno kao i u NCI-H292
stanicama, eHsp70 aktivira ERK, JNK, p38 i NF-xB ovisno o vremenu, aktivacija ERK
ovisna je o RAGE-u, dok je aktivacija NF-xB ovisna o RAGE-u i ERK-u te autori predlazu
ulogu RAGE/ERK/NF-«B signalnih putova u signalizaciji eHsp70 (Somensi i sur., 2017). Na
mi§jim hepatocitima je pokazano da eHsp70 koristi NF-xB signalne putove, a uz koriStenje
inhibitora JNK (SP600125) da u upalnom odgovoru na eHsp70 u ovim stanicama bitnu ulogu
ima JNK signalni put (Galloway i sur., 2008). Zhe i sur. su pokazali da eHsp70 koristi
TLR2/4/INK1/2/MAPK signalni put u poticanju proliferacije stanica hepatocelularnog
karcinoma (Zhe i sur., 2016). U U937 stanicama eHsp70 aktivira upalne procese djelovanjem
na NF-kxB signalni put (Lee i sur., 2006). Suprotno tome, Luo i sur. su pokazali da eHsp70,
ako se dodaje sinovijanim fibroblastima nakon stimulacije s TNF-a, inhibira upalni ucinak te
aktivaciju MAPK i NF-kB signalnih putova (Luo i sur., 2008), dok je u drugom istrazivanju
na istim stanicama pokazano da eHsp70 moze potaknuti prijelaz ovih stanica iz epitelnog u
mezenhimalni oblik preko p38 MAPK signalnog puta (H. Li i sur., 2013). eHsp70 aktivira
ERK1/2 u ljudskim mezenhimalnim mati¢nim stanicama i tako poti¢e osteogenezu (Chen i
sur., 2015) a u tumorskim stanicama karcinoma jetre i dojke moze aktivirati JNK i NF-xB
signalne putove (Juhasz i sur., 2014). eHsp70 takoder moZe potisnuti aktivaciju ERK
induciranu  LPS-om ako se ispitivane stanice predinkubiraju rekombinantnim Hsp70
(Rozhkova i sur., 2011; Saba i sur., 2007). Zhang i sur. su pokazali da, suprotno uvrijezenom
misljenju o aktivaciji TLR2/4 signalnih putova ovisnih o MyD88, u mi$jim stanicama pluca i
endotelnim stanicama eHsp70 djeluje zastitno naspram oksidacijskog oste¢enja, koristeci pri
tom signalne putove ovisne o TRIF adaptacijskoj molekuli (Zhang i sur., 2013).

Poznato je da LPS moze aktivirati MAPK i NF-kB signalne putove u razliitim vrstama

stanica ukljucujuéi monocite i pluéne epitelne stanice (He i sur., 2013; J. Verspohl i Podlogar,
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2012; Xing i sur., 2011; Guillot i sur., 2004; Wijayanti i sur., 2004), a sli¢an u¢inak ima i
LTA (Koch i sur., 2014; Rockel i Hartung, 2012; Hsieh i sur., 2010; Kao i sur., 2005). U
ovom istrazivanju LPS i njegove kombinacije s thHsp70 aktivirali su ERK, JNK i p38 MAPK
u NCI-H292 i THP-1 stanicama. U NHBE stanicama LPS je aktivirao ERK i JNK (JNK1 i 2
nakon 30 minuta), a c-Jun kinazu od 32-35 kDa nakon 30 minuta, 2 i 8 h, dok je u
monocitima aktivirao ERK, JNK i p38 MAPK. Aktivacija MAPK LPS-om bila je uglavnom
najsnaznija u odnosu na druge ispitivane agense. LTA je uzrokovala aktivaciju ERK u NCI-
H292 stanicama, a njezine kombinacije s thHsp70 nisu, dok su JNK i p38 aktivirani i s LTA i
njezinim kombinacijama s rhHsp70. U NHBE stanicama LTA je aktivirala ERK i INK (JNK1
1 2 nakon 30 minuta), a c-Jun kinazu od 32-35 kDa nakon 30 minuta, 2 i 8 h. U THP-1
stanicama LTA i njezine kombinacije s thHsp70 aktivirale su samo p38, a u monocitima je
LTA aktivirala ERK, JNK i p38 MAPK. Razlike izmedu aktivacije MAPK i IkBa izmedu
stanica tretiranih samo LPS-om ili s LTA u odnosu na njihove kombinacije s rhHsp70
uglavnom nisu uocene. Moguéi razlog tome je potreba za osjetljivijom kvantitativnom
metodom ili ¢injenica da su rthHsp70 i LPS ili LTA dodavani istovremeno za razliku od do
sada dostupnih literaturnih podataka. Ferat-Osorio i sur. pretpostavili su da je smanjenje
lu¢enja IL-6 nakon tretiranja LPS-om u stanicama pretretiranim s rhHsp70 posljedica
inhibicije JNK signalnog puta (Ferat-Osorio i sur., 2014), dok Dokladny i sur. smatraju da do
zaStitnog protu-upalnog djelovanja eHsp70 (smanjenje luc¢enja IL-6 i TNF-a) u misjim
makrofagima i A549 stanicama dolazi zbog inhibicije NF-«xB signalnog puta (Dokladny i sur.,
2010). Nekoliko istrazivanja je pokazalo da u upalnoj aktivaciji s eHsp70 i LTA glavnu ulogu
ima p38 MAPK te bi ona mogla imati ulogu i u zastitnim djelovanjima eHsp70 od ucinaka
izazvanih s LTA (Yurinskaya i sur., 2016; Yurinskaya i sur., 2015; Vinokurov i sur., 2012;
Yurinskaya i sur., 2010).

Poznato je da izlaganje dimu cigareta uzrokuje aktivaciju MAPK signalnih putova, a time i
razlicitih transkripcijskih faktora poput NF-xB i AP-1, u epitelnim i endotelnim stanicama
di$nih putova te u alveolarnim makrofagima (Manzel i sur., 2011; Park i sur., 2010; Kode i
sur., 2008; Pace i sur., 2008; C.-J. Li i sur., 2007; W. Li i sur., 2007; Hoshino i sur., 2005;
Kim i sur., 2004). U ovom istraZivanju pokazano je da 15 % CSE-a i njegove kombinacije s
rhHsp70 uzrokuju aktivaciju ERK i p38 u NCI-H292 stanicama, dok niza koncentracija CSE-
a uzrokuje aktivaciju ERK samo u kombinaciji s thHsp70. U NHBE stanicama 15 % CSE
uzrokuje aktivaciju sve tri ispitivane MAPK, dok 2,5 % CSE aktivira c-Jun kinazu od 32-35
kDa. U THP-1 stanicama 5 % CSE i njegove kombinacije s rhHsp70 uzrokuju znacajnu

aktivaciju p38, dok su u monocitima CSE-om aktivirane JNK i p38. IkBa nije bio aktiviran u
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ispitivanim uvjetima. MoZe se zakljuciti da su u stanicama plué¢nog epitela aktivirane sve tri
ispitivane MAPK (ovisno o koncentraciji), dok u stanicama monocitno-makrofagnog sustava
dolazi do aktivacije stresnih kinaza JNK i p38. Prethodna istrazivanja pokazala su razliCite
odgovore stanica na izlozenost dimu cigareta. U NHBE stanicama tretiranim CSE-om
zabiljezena je aktivacija ERKI1/2 ovisna o koncentraciji te je pokazano da inhibicija
MAPK/ERK kinaze (MEK) smanjuje fosforilaciju ERK1/2 i ekspresiju IL-1B inducirane
CSE-om (Hellermann i sur., 2002). U NCI-H292 stanicama je pokazano da CSE u niskim
koncentracijama aktivira ERK, dok u vi$im koncentracijama aktivira apoptozne stresne kinaze
p38 i INK (Luppi i sur., 2005). Takoder je zabiljeZzena i povecana aktivnost p38 u plu¢nim
fibroblastima izlozenim CSE-u (Kim i sur., 2011) te aktivacija JNK signalnog puta u HUVEC
stanicama umbilikalne vene (Hoshino i sur., 2005). Walters i sur. pokazali su da lucenje IL-8
iz THP-1 stanica inducirano CSE-om ovisi o aktivaciji JNK i NF-«B signalnih putova
(Walters i sur., 2005). Zhou i sur. su pokazali da u mononuklearnim stanicama koStane srzi
CSE uzrokuje aktivaciju ERK i IkBao, ali je aktivacija IkBa neovisna o aktivaciji ERK (Zhou i
sur., 2011). U BEAS-2B stanicama, CSE je aktivirao NF-kB signalni put, a njegova
farmakoloska inhibicija uzrokovala je pojacanu citotoksi¢nost (Liu i sur., 2008). Suprotno
tome, Li i sur. su pokazali da CSE ne aktivira MAPK i ne utjece na otpustanje IL-8 i GM-
CSF-a u primarnim epitelnim stanicama diSnih putova (W. Li i sur., 2007). U ovom
istrazivanju uglavnom nisu opazene razlike izmedu aktivacije MAPK u stanicama tretiranima
samo CSE-om u odnosu na stanice tretiranim njegovim kombinacijama s thHsp70, osim uz
nize koncentracije CSE-a u kombinaciji s thHsp70 kada je detektirana aktivacija ERK samo
pri ovom dvojnom tretiranju, ali ne i pojedinacnom s CSE-om. Stoga se moze zakljuciti da
kod nizih koncentracija CSE-a rhHsp70 najvjerojatnije djeluje zastitno i aktivira MAPK
kinazu koja ima ulogu u proliferaciji stanica (ERK), §to se slaze s rezultatima vijabilnosti pod
ovim uvjetima. Suprotno tome, Matsumoto i sur. pronasli su da rekombinantni Hsp70
smanjuje aktivaciju ERK nakon tretiranja CSE-om ili vodikovim peroksidom u stanicama
misjih karotida (Matsumoto i sur., 2008). Li i sur. pronasli su da nakon tretiranja CSE-om
pluéni fibroblasti otpustaju Hsp70 u izvanstani¢ni prostor te onda taj eHsp70 potice lucenje
IL-8 putom ovisnim o ERK-u (C.-J. Li i sur., 2007). Metcalfe i sur. pokazali su da u
alveolarnim makrofagima bolesnika s KOPB-om CSE aktivira p38 MAPK, a ako se nakon
dodatka CSE-a stanice tretiraju agonistima TLR2, TLR4 i TLRS receptora znacajno je
smanjena aktivacija MAPK, NF-«xB i lucenje citokina (Metcalfe i sur., 2014).

U istrazivanjima aktivacije MAPK kod bolesnika s KOPB-om uocena je povecana aktivacija

p38 MAPK u alveolarnim makrofagima i tkivu plu¢a u pusaca oboljelih od KOPB-a u
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usporedbi sa zdravim ispitanicima (Gaffey i sur., 2013; Renda i sur., 2008). Mochida-
Nishimura i sur. pokazali su je aktivacija p38 kinaze slabija u alveolarnim makrofagima
pusaca u odnosu na nepusace, dok razlika u razini aktiviranih ERK i1 JNK nije bilo. Uz to,
nakon stimulacije alveolarnih makrofaga LPS-om doslo je do brze aktivacije p38 u pusaca
nego u nepusaca (Mochida-Nishimura i sur., 2001). Rumora i sur. ispitali su aktivaciju MAPK
u leukocitima bolesnika s KOPB-om i zdravih kontrola u ovisnosti o pusackom statusu te je
aktivacija ERK opazena kod nepusaca, dok je kod pusaca i bivsih pusaca oboljelih od KOPB-
a i kod zdravih pusaca doslo do aktivacije JNK i p38 (Rumora i sur., 2008).

Aktivacija MAPK kinaza i IkBa ovisi o vrsti stanica, primijenjenoj koncentraciji thHsp70 ili
CSE-a te o trajanju tretiranja. Neka su istrazivanja pokazala da pretretiranje rekombinantnim
Hsp70 moze imati ulogu u smanjenju aktivacije ovih signalnih putova, a u ovom istrazivanju
se istodobno dodavani rhHsp70 i druge agense. Uz to, koriStena Western blot metoda
uglavnom nije dovoljno osjetljiva da bi se mogle uociti manje razlike u aktivaciji ispitivanih
signalnih putova pri koristenju pojedina¢nih agenasa (LPS-a, LTA ili CSE-a) u odnosu na
dvojna tretiranja uz rhHsp70. U daljnjim ispitivanjima individualnih vs. kombiniranih
tretiranja trebala bi se primijeniti osjetljivija kvantitativna metoda.

Kako bismo ispitali ulogu aktivacije TLR2 i TLR4 receptora te MAPK i NF-kB signalnih
putova na upalni odgovor u stanicnim modelima KOPB-a, NCI-H292 i THP-1 stanice
tretirane su inhibitorima NF-xB, ERK, JNK, p38 te inhibitorima transkripcije i translacije.

U NCI-H292 stanicama, primjena aktinomicina D (inhibitor translacije) potisnula je lucenje
IL-1a, IL-6 i IL-8 uz dodatak rhHsp70, kao i bez rhHsp70, §to je ocekivani rezultat buduci da
se ovim inhibitorom onemogucava sinteza proteina. Inhibitori NF-xB (Bayl1-7082), p38
MAPK (SB202190) i ERK (PD980059) znacajno su potisnuli lu¢enje IL-6, dok je lucenje IL-
8 osim ovih inhibitora potisnuo i inhibitor JNK (SP000126). Inhibitori JNK i p38 pokazuju
znacCajan antagonisticki tip u¢inka s thHsp70 te iako nisu znacajno smanjili lucenje IL-1a u
odnosu na sam rhHsp70, moguce je da ovo upucuje na ulogu JNK i p38 signalnih putova u
sintezi 1 ovog citokina. U THP-1 stanicama inhibitor ERK znac¢ajno smanjuje lucenje IL-18 u
odnosu na sam rhHsp70, a inhibitori NF-kB i p38 imaju znacajan antagonisticki tip interakcije
s thHsp70 na lucenje ovog citokina. Lucenje IL-8 uz rhHsp70 u ovim je stanicama inhibirano
uz aktinomicin D, dok ostali inhibitori uzrokuju znacajno lucenje IL-8 cak i bez dodatka
rhHsp70. Ovi rezultati ukazuju na povezanost NF-kB i MAPK signalnih putova u odgovoru
na thHsp70 u NCI-H292 stanicama, a aktivacija pojedinih MAPK ima utjecaj na lucenje
razlicitih citokina. U THP-1 stanicama pokazana je ukljucenost ERK, p38 i NF-kB na lucenje

IL-1B. Ovi rezultati slazu se s prethodnim rezultatima iz literature koji pokazuju da eHsp70
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moze aktivirati MAPK i NF-«xB signalne putove ovisno o vrsti stanica (Somensi i sur., 2017;

Zhe i sur., 2016; Galloway i sur., 2008).

5.3.3. Utjecaj rhHsp70, LPS-a, LTA i CSE-a na ekspresiju unutarstani¢nog Hsp70

Imunomodulacijska djelovanja Hsp70 proteina mogu biti upalna ili protu-upalna.
Unutarstani¢ni Hsp70 moze potisnuti upalni proces. Koncentracija Hsp70 u citosolu povecava
se ovisno o trajanju i o ukupnoj razini stani¢noga stresa te je moguce da je povecana
unutarstani¢na ekspresija Hsp70 povezana sa smanjenim koncentracijama razlicitih upalnih
citokina u krvi. Suprotno tome, eHsp70 djeluje imunostimulirajuée i moze doprinijeti
patogenezi kroni¢nih upalnih bolesti. Protu-upalna djelovanja unutarstanicnog Hsp70 su
izravna te on potiskuje upalne NF-kB signalne putove, dok eHsp70 djeluje upalno na
neizravan na¢in vezuci se na transmembranske receptore. Da li ¢e prevladati stimulirajuca
(neizravna, posredovana receptorima) ili inhibicijska (izravna, unutarstani¢na) djelovanja
Hsp70 proteina, tj. da li ¢e se ravnoteza pomaknuti prema upalnim ili protu-upalnim
odgovorima ovisi o0 vrsti stanice i o cjelokupnom upalnom kontekstu, kao i o omjeru
koncentracija unutarstani¢nog i izvanstani¢nog Hsp70 (Krause i sur., 2015; Jr i sur., 2011; De
Jong i sur., 2009). Stoga je u ovom istrazivanju odredivana i ekspresiju unutarstanicnog
Hsp70. U NCI-H292 stanicama i PBEC stanicama izoliranima od bolesnika s KOPB-om
doslo je do snizenja ekspresije mRNA nakon tretiranja s thHsp70 ili CSE-om, dok do toga
nije doslo u NHBE stanicama i PBEC stanicama izoliranima od zdravih ispitanika. U NHBE
stanicama vidljiva je samo promjena ekspresije Hsp70 odredena Western blot metodom nakon
8 h tretiranja 15 % CSE-om. U THP-1 stanicama dolazi do sniZenja ekspresije mRNA za
Hsp70 nakon tretiranja s thHsp70 i CSE-om, dok je u monocitima ovaj u€inak suprotan te
dolazi do znacajno vece ekspresije u stanicama tretiranima s 10 pg/ml rhHsp70 1 5 % CSE-a.
Western blot metodom ne vide se razlike u ekspresiju Hsp70 u stanicama monocitno-
makrofagnog sustava. Moguce je da je snizenje ekspresije Hsp70 u NCI-H292 i THP-1
stanicama te u PBEC stanicama izoliranima od bolesnika s KOPB-om povezano sa svojstvima
tumorskih stanica (za NCI-H292 i THP-1 stanice), kao i s pove¢anim stani¢nim stresom u
KOPB-u (za PBEC KOPB stanice) te dolazi do iscrpljenja i inhibicije sinteze mRNA za
Hsp70, dok ovaj u€inak u zdravim stanicama izostaje ili one odgovaraju na ove podrazaje
povecanjem sinteze mRNA za Hsp70. Krause i sur. predlazu da kroni¢na upala koja moze biti
izazvana s eHsp70 uzrokuje aktivaciju NF-xB koji onda inhibira unutarstani¢ni Hsp70 te
dovodi do daljnjeg otpustanja eHsp70 ili do otpustanja medijatora oksidacijskog osStecenja

stanice. Kad je eHsp70 kroni¢no povisen to moze dovesti do upalnog odgovora, inhibicije
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aktivacije HSF-1 i snizenog unutarstani¢nog Hsp70 (Krause i sur., 2015)). Zanimljivo je da
sam inhibitor sinteze Hsp70 (KNK437) gotovo potpuno inhibira lucenje IL-1a, IL-6 i IL-8 u
NCI-H292 stanicama, a inhibira i njihovo lucenje nakon dodatka rhHsp70. U THP-1
stanicama takoder je inhibirana sinteza citokina (IL-1p i IL-8), ali ne u tolikoj mjeri kao u
NCI-H292 stanicama. Nakon tretiranja ovih stanica s KNK437 i thHsp70 lu¢enje citokina je
inhibirano u odnosu na lu¢enje nakon tretiranja samim rhHsp70, no ipak je poviseno u odnosu
na lucenje citokina nakon dodatka samog KNK437. Cai i sur. su slicno ovome pronasli da
KNK437 potiskuje sintezu upalnih citokina u misjim kardiomiocitima (Cai i sur., 2010).

Postoji vise istrazivanja o utjecaju dima cigareta na ekspresiju Hsp70, ali su dobiveni oprecni
rezultati. Zhao i sur. pokazali su da je ekspresija Hsp70 proteina i mRNA za Hsp70 snizena u
limfocitima bolesnika s KOPB-om u usporedbi sa zdravim ispitanicima te su zakljucili da je
smanjena ekspresija Hsp70 u bolesnika s KOPB-om vjerojatno posljedica poremecaja u
regulaciji transkripcije gena za Hsp70 (Zhao i sur., 2005). Li i sur. opazili su da ekstrakt dima
cigareta inducira Hsp70 u pluénim fibroblastima ovisno o koncentraciji i vremenu (C.-J. Li i
sur., 2007). Rumora i sur. ispitivali su ekspresiju Hsp70 i Hsp27 u ovisnosti o pusackom
statusu 1 pronasli su smanjenu ekspresiju u leukocitima bolesnika s KOPB-om (pusaca i
bivsih pusaca) u odnosu na nepusace s KOPB-om te u zdravih pusac¢a u odnosu na bivse
pusace i nepusace (L. Rumora i sur., 2008). Dong i sur. su na 16HBE stanicama pokazali
povecanje ekspresije Hsp70 nakon tretiranja stanica CSE-om, a ekspresija Hsp70 bila je
poviSena u stanicama izoliranima od bolesnika s KOPB-om i ovo je povecanje koreliralo s

tezinom bolesti (Dong 1 sur., 2013).

5.4. Zavrsna razmatranja

Ovo je istrazivanje pokazalo da sam rhHsp70 moze inducirati upalu u stanicama plué¢nog
epitela i monocitno-makrofagnog sustava. Uz to, kada se thHsp70 dodaje u kombinaciji s
bakterijskim komponentama LPS-om i LTA ili ekstraktom dima cigareta opazene su znacajne
interakcije medu njima antagonistickog ili sinergistickog tipa, ovisno o primijenjenoj
koncentraciji i o vrsti stanica. Ve¢ je prethodno pokazano da eHsp70 moze biti povisen kod
bolesnika s KOPB-om, a oni su podlozni bakterijskim kolonizacijama i infekcijama, dok je
pusenje jedan od glavnih ¢imbenika rizika za nastanak KOPB-a. Medusobne interakcije
eHsp70 s LTA, LPS-om ili dimom cigareta sloZene su, a njihova istovremena prisutnost moze

uzrokovati smanjeno djelovanje ili pojacanu aktivaciju TLR2 i TLR4 receptora, Sto moze
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dovesti do pogorsanja upale, a time i do nepovoljnih posljedica za bolesnike s KOPB-om.
Rezultati ovog rada pridonose boljem poznavanju ovih kompleksnih odnosa, no izazov je za
buduénost ispitati ulogu eHsp70 u ex vivo uvjetima u krvi bolesnika s KOPB-om i povezati ga
sa sistemskim upalnim fenotipom te primijeniti ove rezultate za potencijalne nove

dijagnosticke, prognosticke i/ili terapijske svrhe.
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6. ZAKLJUCCI
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Rezultati ovog istraZzivanja pokazali su:

1. rhHsp70 poti¢e upalni odgovor (izluCivanje citokina) ovisan o vrsti stanica i
koncentraciji:

- IL-1a, IL-6 i IL-8 u NCI-H292, IL-6 i IL-8 u PBEC i PBEC KOPB, IL-1a, IL-1p i IL-
8 u THP-1 stanicama i IL-6, IL-8 i TNF-0 u monocitima

- suprotno tome u PBEC i PBEC KOPB stanicama rthHsp70 potiskuje lucenje IL-1a

- najsnazniji upalni odgovor na rhHsp70 od primarnih stanica pluénog epitela na
stimulaciju rhHsp70 daju PBEC stanice izolirane od bolesnika s KOPB-om

2. rhHsp70 modulira upalni odgovor na LPS i LTA ovisno o vrsti stanica,
primijenjenoj koncentraciji i odredivanom citokinu:

- LPS i rthHsp70 uglavnom nemaju znacajne medusobne interakcije, a ako one postoje
uglavnom su sinergistickog tipa; interakcije izmedu rhHsp70 i LTA uglavnom su
antagonsitickog tipa

- ove interakcije najsnaznije su izrazene u stanicama monocitno-makrofagnog sustava,
dok uglavnom nisu prisutne u pluénim epitelnim stanicama izoliranima od zdravih
ispitanika

- upalni odgovor na sam LPS ili LTA ovisi o vrsti stanica, a jaci je u stanicama
monocitno-makrofagnog sustava u odnosu na pluéne epitelne stanice; u NHBE
stanicama dolazi do najsnaznijeg lucenja IL-6, dok PBEC stanice izolirane od
bolesnika s KOPB-om luce najvise IL-1a i IL-8

3. rhHsp70 modulira upalni odgovor izazvan CSE-om ovisno o vrsti stanica,
primijenjenoj koncentraciji i citokinu:

- CSE potice lucenje IL-1a, IL-6 i IL-8 u NCI-H292, IL-6 i IL-8 u NHBE, PBEC i
PBEC KOPB stanicama te IL-8 u THP-1 stanicama i monocitima; lucenje IL-1a je
potisnuto u PBEC i PBEC KOPB stanicama u odnosu na netretirane stanice

- nakon tretiranja CSE-om koncentracije IL-6 i IL-8 izlu¢ene iz PBEC stanica izoliranih
od zdravih ispitanika znacajno su niZze od onih izlucenih iz PBEC stanica od bolesnika
s KOPB-om i NHBE stanica.

- thHsp70 i CSE imaju antagonisticki tip interakcija na luCenje citokina koji je vise
izrazen u stanicama pluénog epitela nego na stanicama monocitno-makrofagnog
sustava uz primijenu nize koncentracije CSE-a (2,5 %)

4. rhHsp70 djeluje zastitno naspram citotoksi¢nosti LPS-a i LTA:

- sam rhHsp70 uglavnom ne djeluje citotoksi¢no
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LPS, LTA i njihove kombinacije s rhHsp70 ne utjeCu znacajno na metabolicku
aktivnost NCI-H292 i NHBE stanica, dok LPS znafajno smanjuje metaboli¢cku
aktivnost THP-1 stanica

rhHsp70 uglavnom djeluje zastitno tj. pomaze ocuvanju integriteta stanicne membrane
(smanjuje aktivnost LDH izluc¢ene u medij iznad stanica) ukoliko se kombinira s LPS-
om ili LTA, no ovaj ucinak ovisi o vrsti stanica i koncentraciji te je viSe izraZzen na
stani¢nim linijama NCI-H292 i THP-1

rhHsp70 ima ulogu i u potiskivanju aktivnosti kaspaza, naroCito kaspaze-3/7 te stoga
djeluje zastitno i sprjecava aktivaciju apoptoznog programa koji poti¢u LPS ili LTA,
no ovaj u¢inak ovisi o primijenjenim koncentracijama, vremenima i vrsti stanica

. rhHsp70 djeluje zaStitno naspram citotoksi¢nosti CSE-a:

CSE i njegove kombinacije s rhHsp70 su u nizim koncentracijama uzrokovali
proliferaciju NCI-H292, THP-1 i NHBE stanicama, dok sam CSE u viSim
koncentracijama djeluje citotoksi¢no

rthHsp70 potiskuje lucenje LDH iz NCI-H292, NHBE, THP-1 stanica i monocita
uzrokovano CSE-om

najsnaznije citotoksicno djelovanje CSE-a i njegovih kombinacija s rhHsp70 pokazano
je na monocitima.

u pluénim epitelnim stanicama uz nize koncentracije CSE-a dolazi do aktivacije oba
apoptozna puta, dok se uz kombinaciju s thHsp70 potiskuje aktivacija kaspaza-3/7,
ovisno o koncentraciji i vremenu

u stanicama monocitno-makrofagnog sustava kombinacije rhHsp70 s CSE-om
uglavnom jace aktiviraju kaspaze od samog CSE-a

. rhHsp70 utjece na ekspresiju i aktivaciju TLR2 i TLR4 ovisno o vrsti stanica i
primijenjenoj koncentraciji:

od primarnih pluénih epitelnih stanica samo su stanice izolirane od bolesnika s KOPB-
om znacajno reagirale na stimulaciju s thHsp70 ili CSE-om smanjenjem ekspresije
mRNA za TLR2 i TLR4

u NCI-H292 stanicama ekspresija mRNA za TLR2 i TLR4 povecéana je nakon
tretiranja s thHsp70

u stanicama monocitno-makrofagnog sustava utjecaj rhHsp70 i CSE-a na ekspresiju

mRNA za TLR2 i TLR4 ovisi o primijenjenoj koncentraciji
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ekspresija TLR2 i TLR4 na razini proteina u stanicama tretiranim s thHsp70, LPS-om,
LTA, CSE-om i njihovim kombinacijama ovisna je o vrsti stanica te koncentraciji i
vremenu tretiranja

. rhHsp70, LPS, LTA i CSE utjecu na ekspresiju unutarstani¢nog Hsp70:

od primarnih pluénih epitelnih stanica samo su stanice izolirane od bolesnika s KOPB-
om znacajno reagirale na stimulaciju s thHsp70 ili CSE-om smanjenjem ekspresije
mRNA za Hsp70; isto se dogada i u NCI-H292 stanicama

ekspresija mRNA za Hsp70 u stanicama monocitno-makrofagnog sustava tretiranima s
rhHsp70 ili CSE-om ovisi o vremenu i koncentraciji

. rhHsp70, LPS, LTA, CSE i njihove kombinacije aktiviraju MAPK i NF-kB
signalne putove ovisno o vrsti stanica, primijenjenoj koncentraciji i vremenu
tretiranja:

rhHsp70 uzrokuje aktivaciju ERK, JNK i p38 MAPK u NCI-H292 stanicama (ovisno
o koncentraciji i vremenu tretiranja), dok je u NHBE stanicama uz rhHsp70 u
ispitivanim uvjetima aktivirana samo JNK i c-Jun kinaza od 32-35 kDa

u THP-1 stanicama rhHsp70 nije aktivirao MAPK, dok su u monocitima s rhHsp70
aktivirane ERK, JNK i p38 MAPK (ovisno o koncentraciji rhHsp70)

LPS, LTA i njihove kombinacije s rhHsp70 uzrokuju aktivaciju ERK, JNK i p38
MAPK u NCI-H292 i THP-1 stanicama (ovisno o koncentraciji i viemenu)

CSE i njegove kombinacije s thHsp70 uzrokuju aktivaciju ERK i p38 MAPK u NCI-
H292 stanicama i p38 MAPK u THP-1 stanicama

LPS, LTA i CSE aktiviraju MAPK u NHBE stanicama i monocitima ovisno o
primijenjenoj koncentraciji i vremenu

do aktivacije IkBa u ispitivanim uvjetima je doSlo samo u NCI-H292 i THP-1
stanicama nakon tretiranja s thHsp70, LPS-om, LTA i njihovim kombinaciama; LPS
je imao najsnazniji u¢inak

potiskivanje lucenja IL-6 u NCI-H292 stanicama nakon pretretiranja inhibitorima NF-
kB (Bay11-7082), ERK (PD980059) i p38 MAPK (SB202190) ukazuje na ulogu ovih
signalnih putova u sintezi IL-6 potaknutoj thHsp70, dok je u sintezu IL-8 ukljucen jo$
1 JNK signalni put, a u sintezu IL-1a JNK i p38 MAPK signalni putovi

u THP-1 stanicama pokazana je uloga ERK, p38 i NF-«xB signalnih putova u sintezi i
lucenju IL-1P
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PRILOG A: Popis kratica

ACD

ANOVA

AP-1

Apaf-1

ATP

B2M

BCA

BiP

BSA

CAD

CAT

CD

CHX

CLR

CRP

CSE

Ct

CXCR3

DAMP

aktinomicin D

jednosmjerna analiza varijance (engl. One Way Analysis of Variance)

aktivacijski protein 1 (engl. activator protein 1)

¢imbenik 1 koji aktivira apoptozne proteaze (engl apoptotic protease
activating factor-1)

adenozin-trifosfat

B2-mikroglobulin

bicinkonié¢na kiselina

protein koji veze imunoglobuline (engl. binding immunoglobulin protein)

govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin)

DNaza aktivirana kaspazama (engl. caspase-activated DNase)

test za procjenu KOPB-a (engl. COPD Assessment Test)

stani¢ni marker (engl/. cluster of differentiation)

cikloheksimid

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

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

ekstrakt dima cigareta (engl. cigarette smoke extract)

ciklus umnazanja u qPCR-u u kojem je postignut prag detekcije signala

receptor 3 za kemokine s CXC motivom

molekularni obrazac ostec¢enja (engl. damage-associated molecular pattern)
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DC

DISC

DMSO

dNTP

ECLIPSE

EDTA

eHsp70

ELISA

EMSA

ER

ERK

FADD

FBS

FEV,

FRET

FVC

GM-CSF

GOLD

GRP

HzOz

dendriti¢ne stanice (engl. dendritic cells)

signalni kompleks koji poti¢e smrt (engl. death inducing signaling complex)

dimetil-sulfoksid

deoksinukleozid-trifostat

longitudinalno istrazivanje KOPB-a provedeno s ciljem pronalazenja novih
surogatnih biomarkera (engl. Evaluation of COPD Longitudinally to
Identify Predictive Surrogate End-points)

etilendiamin-tetraoctena kiselina

izvanstanicni Hsp70

enzimimunokemijska metoda (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)

test promjena u elektroforetskoj pokretljivosti (engl electrophoretic
mobility shift assay)

endoplazmatski retikulum

kinaza regulirana izvanstanicnim signalom (engl. extracellular signal-
regulated kinase)

protein koji ima domenu smrti i povezuje se s Fas-om (engl. Fas-associated
death domain)

fetalni govedi serum (engl. fetal bovine serum)

forsirani izdisajni volumen u jednoj sekundi (eng/. forced expired volume in
1 second)

prijenos energije fluorescentnom rezonancijom (engl. fluorescence energy
resonance transfer)

forsirani vitalni kapacitet (eng/. forced vital capacity)

¢imbenik koji stimulira rast granulocitno-makrofagnih kolonija (engl.
granulocyte-macrophage colony stimulating factor)

globalna inicijativa za kroni¢nu opstrukcijsku pluénu bolest (engl. Global

Initiative for Chronic Obstructive Lung Diseases)

protein reguliran glukozom (engl. glucose-regulated protein)

vodikov peroksid
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H,SO4

HBSS

HEPES

HMGBI1

HNE

HRP

HSE

HSF

Hsp

IegM

ICAD

IFN-y

IFNRI1

IxB

IKK

IKKi

IL

IL-IR

iINOS

IP-10

sulfatna kiselina

Hankova uravnotezena otopina soli (engl. Hank's balanced salt solution)

4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetan-sulfonska kiselina

protein visoke pokretljivosti iz skupine 1 (engl. high mobility group box 1

protein)

4-hidroksi-2-nonenal

peroksidaza iz hrena (engl. horseradish peroxidase)

element toplinskog Soka (engl. heat shock element)

trankripcijski faktor toplinskog Soka (engl. heat shock trancription factor)

protein toplinskog Soka (engl. heat shock protein)

imunoglobulin M

inhibitor CAD-a (engl. inhibitor of CAD)

interferon-y (engl. interferon-y)

tip 1 receptora za interferon

inhibicijski protein kB (engl. kB inhibitor)

IxB kinazni kompleks

inhibitor kinaznog kompleksa kB (eng!/. inhibitor of nuclear factor kappa-B

kinase)

interleukin

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

inducibilna sintaza dusikovog oksida

protein od 10 kDa kojeg inducira interferon (emgl. interferon induced

protein of 10 kDa)
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IRAK

IRF3

IxB

JAK

JINK

KOPB

LAL

LBP

LDH

LPS

LRR

LTA

LTB4

M-CSF

Mal

MAPK

MAPKK

MAPKKK

MD-2

MDA

kinaza povezana s receptorom za IL-1 (engl. IL-1R associated kinase)

¢imbenik 3 regulacije interferona (eng!. interferon regulatory factor 3)

inhibicijski kappa B protein (eng!. inhibitory kappa B)

Janus kinaza

kinaza koja fosforilira N-terminalni dio transkripcijskog faktora c-Jun-a
(engl. c-Jun N-terminal kinase)

kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest

lizat limulusovih amebocita

protein koji veze LPS (engl. LPS binding protein)

laktat dehidrogenaza

lipopolisaharid (eng!. lipopolysaccharide)

ponavljajuéi slijedovi bogati leucinom (engl. leucine-rich repeat)

lipoteikoi¢na kiselina (engl. lipoteichoic acid)

leukotrien B4

¢imbenik koji stimulira rast makrofagnih kolonija (eng/. macrophage colony
stimulating factor)

adaptacijski protein slican MyD88 (engl. MyD88 adaptor-like)

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

kinaza MAPK (engl. MAPK kinase)

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

molekula koja veZze lipopolisaharid (engl. molecule that confers
lipopolysaccharide)

malondialdehid
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MEK

MIP-1a

MKK6

MMP

mMRC

MTS

MyD88

NaCl

NADH

NEMO

NF-«B

NHBE

NK

NLR

NO

NT

PAMP

PBEC

PBEC KOPB

PBS

MAPK/ERK kinaza

makrofagni upalni protein la (engl. macrophage inflammatory protein 1a)

kinaza 6 MAPK (engl. mitogen-activated protein kinase kinase 6)

metaloproteinaza matriksa (engl. matrix metalloproteinase)

modificirani upitnik VijeCa za medicinska istrazivanja (engl. modified
Medical research council)

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil )-2H-
tetrazolijeva sol

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

natrij-klorid

nikotinamidadenin-dinukleotid

modulator NF-«xB (engl. NF-«xB essential modulator)

jezgrin ¢imbenik kappa B (engl/. nuclear factor kappa B)

normalne humane bronhijalne epitelne stanice

stanice prirodne ubojice (engl. natural killer)

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

dusikov-oksid

netretirane stanice

molekularni obrazac povezan s patogenima (engl. pathogen-associated
molecular pattern)

primarne traheobronhijalne epitelne stanice

primarne traheobronhijalne epitelne stanice izolirane od bolesnika s
kroni¢nom opstrukcijskom pluénom boles¢u

otopina soli puferirana fosfatom (engl. phosphate buffer saline)
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PCR

PMA

PPIA

PRR

qPCR

RAGE

RHD

rhHsp70

RIG-1R

RIP-1

RNA

ROS

RSV

SARM

SDS

SDS-PAGE

SEM

STAT

TAB

TAD

lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

forbol-12-miristat-13-acetat (engl. phorbol-12-myristate-13-acetate)

peptidil-prolil-izomeraza A

receptor za obrasce (engl. pattern recognition receptor)

kvantitativni PCR (engl. quantitative PCR)

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

domena homologna Rel-u (engl. Rel homology domain)

rekombinantni humani Hsp70

receptor slican genu 1 kojeg inducira retinoi¢na kiselina (engl. retinoic acid-
inducible gene 1 (RIG-I)-like receptor)

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

ribonukleinska kiselina (eng!. ribonucleic acid)

reaktivni kisikovi spojevi (engl. reactive oxygen species)

respiracijski sincicijski virus (engl. respiratory syncytial virus)

protein koji sadrzi sterilne alfa i Armadillo motive (engl. sterile-alpha and
Armadillo motif containing protein)

natrij-dodecilsulfat

diskontinuirana elektroforeza u poliakrilamidnom gelu u denaturiraju¢im
uvjetima (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

standardna pogreska (engl. standard error of mean)

prenosilac signala i aktivator transkripcije (engl. signal transducer and
activator of transcription)

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

domena koja aktivira transkripciju (engl. transcriptional activation domains)
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TAK1

TANK

TBK1

TEMED

Th

TGF-B

TIMP

TIPSA

TIR

TIRAP

TLR

TNF-a

TRAF

TRAIL

TRAM

TRIF

VEGF

VEGFR2

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

aktivator NF-kB koji je povezan s c¢lanovima porodice TRAF proteina
(engl. TRAF family member-associated NF-kB activator)

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

tetrametiletilen-diamin

T pomagacki limfociti (engl. T-helper cells)

transformirajuci ¢cimbenik rasta B (engl. transforming growth factor f3)

tkivni inhibitor metaloproteinaza matriksa

medij koji sadrzi transferin, inzulin, penicilin, streptomicin i amfotericin B

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

adaptacijski protein s TIR domenom (engl. TIR adaptor protein)

receptor slican Tollu (engl. Toll-like receptor)

¢imbenik tumorske nekroze a (engl. tumor necrosis factor o)
¢imbenik povezan s receptorom za TNF (engl. TNF receptor-associated
factor)

ligand slican TNF-u koji poti¢e apoptozu (engl. TNF-related apoptosis-
inducing ligand)

adaptacijska molekula srodna TRIF-u (engl. TRIF-related adaptor
molecule)

adaptacijski protein s TIR domenom koji inducira interferon B (engl. TIR
domain-containing adaptor-inducing interferon-f3)

vaskularni endotelni Cimbenik rasta (eng/. vascular endothelial growth
factor)

receptor 2 za VEGF (engl. vascular endothelial growth factor receptor 2)
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PRILOG B: Znanstveni radovi autorice zastupljeni u Current Contents bazi

Ovaj prilog sadrzi dva originalna znanstvena rada autorice ove doktorske disertacije
objavljena u casopisima koji su zastupljeni u Current Contents bazi, jedan koji obraduje
problematiku iznesenu u ovom radu, a drugi iz Sireg podrucja problematike obradene u ovom

radu:
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godine 2012./2013. upisala je poslijediplomski doktorski studij Farmaceutsko-biokemijske
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Fellowship (STRTF 2015-9759) i Erasmus+ strucne prakse.
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ULOGA IZVANSTANICNOG PROTEINA Hsp70 I NJEGOVIH RECEPTORA U
KRONICNOJ OPSTRUKCIJSKOJ PLUCNOJ BOLESTI

Andrea Hulina

Izvanstanicni Hsp70 protein (eHsp70) pripada skupini molekularnih obrazaca oSte¢enja (DAMP), a moze
aktivirati stanice imunosnog sustava vezuju¢i se za TLR2 i TLR4 receptore te tako poticati sintezu upalnih
citokina. U bolesnika s kroni¢nom opstrukcijskom pluénom boles¢u (KOPB), koja je karakterizirana kroni¢nom
upalom di$nih putova, izmjerene su povisene koncentracije eHsp70 u krvi. Glavna hipoteza ovog istrazivanja je
da sam eHsp70 moze aktivirati imunosni i upalni odgovor, ali da moze i modulirati upalni odgovor izazvan
patogenim bakterijama ili dimom cigareta u stani¢nim modelima KOPB-a (NCI-H292, NHBE, PBEC (od
zdravih ispitanika i bolesnika s KOPB-om) i THP-1 stanice te monociti).

IstraZzen je utjecaj rekombinantnog humanog (rh) Hsp70 kada je prisutan sam ili zajedno s bakterijskim
komponentama LPS-om i LTA te ekstraktom dima cigareta (CSE) na upalni odgovor odredivanjem
koncentracije upalnih citokina IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8 i TNF-a, kao i njihov utjecaj na vijabilnost i nacin
umiranja stanica MTS testom, odredivanjem aktivnosti LDH te aktivnosti kaspaza-3/7, -8 i -9. Mehanizmi
djelovanja ovih molekula ispitani su odredivanjem aktivacije TLR2 i TLR4, MAPK i NF-kB signalnih putova te
koristenjem specifi¢nih inhibitora MAPK, NF-xB, Hsp70, transkripcije i translacije.

rhHsp70 znacajno poti¢e upalni odgovor u NCI-H292, PBEC i THP-1 stanicama te monocitima (poja¢ano
izlu¢ivanje upalnih citokina). Moze modulirati upalni odgovor na LPS, LTA i CSE tako da s LPS-om uglavnom
pokazuje sinergisticki, a s LTA i CSE-om antagonisticki tip interakcija. Sam rhHsp70 nema citotoksicno
djelovanje, a uglavnom djeluje zastitno naspram citotoksi¢nosti LPS-a i CSE-a. Ovisno o vrsti stanica rhHsp70
moze potisnuti aktivnost izvrSnih kaspaza-3/7. rhHsp70 moze modulirati ekspresiju TLR2, TLR4 i
unutarstani¢nog Hsp70. rhHsp70 djeluje preko MAPK i NF-«kB signalnih putova koje aktivira ovisno o vrsti
stanica, koncentraciji i vremenu tretiranja.

Rezultati ovog istrazivanja potvrdili su upalno djelovanje rthHsp70 te pokazali da on moZze modulirati upalni
odgovor na bakterijske komponente i CSE. Istovremena prisutnost eHsp70, LPS-a, LTA i/ili CSE moze dovesti
do smanjenog djelovanja ili do pojacane aktivacije TLR2 i TLR4 receptora, $to dovodi do pogorSanja upale i
nepovoljnih posljedica za bolesnike s KOPB-om.
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Extracellular Hsp70 (eHsp70) can act as damage-associated molecular pattern (DAMP), activate immune cells
via Toll-like receptors (TLR) 2 and 4, and induce cytokine synthesis. Elevated levels of eHsp70 have been
measured in blood of patients with chronic obstructive pulmonary disease (COPD), which is characterised by
chronic airway inflammation. The main hypothesis of this research is that eHsp70 alone can cause immune and
inflammatory responses, but can also modulate inflammatory responses caused by pathogens or cigarette smoke
in cellular models of COPD (NCI-H292, NHBE, PBEC (isolated from healthy subjects and COPD patients) and
THP-1 cells and monocytes).

We explored the effects of recombinant human (rh) Hsp70 when present alone or together with bacterial
components LPS and LTA as well as cigarette smoke extract (CSE) on inflammatory response determined by the
levels of secreted pro-inflammatory cytokines (IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8 and TNF-a). We also assessed cell
viability and mode of cell death by MTS assay, and by measurements of LDH activity secreted in cell
supernatants and cellular activities of caspases-3/7, -8 and -9. Mechanisms of action of aforementioned
molecules were explored by assessing TLR2, TLR4, MAPK and NF-kB signalling pathways activation, and by
using specific inhibitors of MAPK, NF-«kB, Hsp70, transcription and translation.

rhHsp70 significantly induced inflammatory responses in NCI-H292, PBEC, THP-lcells and monocytes
(increased secretion of pro-inflammatory cytokines). It can modulate inflammatory response to LPS, LTA and
CSE, and has shown mainly synergistic type of interaction with LPS, and mainly antagonistic type of interaction
with LTA and CSE. rhHsp70 alone is not cytotoxic and mainly has protective effects against LPS and CSE
induced cytotoxicity. Depending on the cell type it can also reduce caspase-3/7 activities. thHsp70 can modulate
the expression of TLR2, TLR4 and intracellular Hsp70. It exhibits its effects via MAPK and NF-«xB signalling
pathways, but their activation is dependent on the type of cells, concentration and time.

Our results confirmed pro-inflammatory function of eHsp70 and showed that it can modulate inflammatory
response to bacterial components and CSE. Combined presence of eHsp70, LPS, LTA and/or CSE could lead to
desensitization or inappropriate activation of TLR2 and TLR4 receptors, which might contribute to the
aggravation of chronic inflammation and lead to worsening of COPD patients’ condition.
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