Uloga inflamasoma, nekroptoze i piroptoze u
kronicnoj opstrukcijskoj pluénoj bolesti

Marinié, lvana

Master's thesis / Diplomski rad
2019

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:163:750739

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-08

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:750739
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:1904
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:1904
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:1904

Ivana Marini¢

Uloga inflamasoma, nekroptoze | piroptoze u
kronic¢noj opstrukcijskoj plu¢noj bolesti

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, 2019 .



Ovaj diplomski rad je prijavljen na kolegiju Biokemija Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-
biokemijskog fakulteta i izraden na Zavodu za medicinsku biokemiju i hematologiju pod
struénim vodstvom doc.dr.sc. Marije Grdi¢ Rajkovic.

-'. HIrzZz

Hrvatska zaklada
za znanost

Rad je financirala Hrvatska zaklada za znanost projektom IP-2014-09-1247.

Zahvaljujem se svim djelatnicima Zavoda za medicinsku biokemiju i hematologiju na
pruzenoj pomoci, a posebno dragoj mentorici doc.dr.sc. Mariji Grdi¢ Rajkovié na strucnom
vodstvu, savjetima i strpljenju prilikom izrade ovog diplomskog rada. Takoder veliko hvala
asistentici dr.sc. Andrei Hulini-Tomaskovié na savjetima i pomoci oko izrade
eksperimentalnog dijela rada.

Zelim se zahvaliti i svim svojim prijateljima Koji su kraj mene bili uz smijeh i suze, ispite i
provode i sve bitne trenutke tijekom mog studiranja. Hvala Vam sto ste vjerovali u mene i
gurali me naprijed.

Najvece hvala mojim najboljim roditeljima jer bez vas ne bih uspjela. Vi ste mi oslonac cijeli
moj zivot pa tako i kroz ovih 5 godina studiranja. Hvala vam od srca sta ste uvijek puni
ljubavi, razumijevanja i bezuvjetne podrske.

Na kraju, hvala dragom Bogu koji mi je dao strpljenja i mudrosti da privedem studij kraju te
da krenem pravim putem kroz Zivot.



SADRZAJ

L UWVOD ettt e e e rre e e rr e e anreearaaeas 1
O BN 7 4 o2 B2 T 31 o A TP UP PSPPI 2
L1.1.0 APOPLOZA ... 2
1.1.1.1 APOPLOZa i KOPB......c..i ettt ta e nne s 3
1.0.2. NEKIOPLOZA ...t bbbttt 4
I R 1 (0] o] (0 74 SR SPURSRRSI 5
1.2, KBSPAZE ...ttt 6
12,0, KASPAZA L ..ottt nes 6
1.3, PrOteIN HSPT0 ..ottt e bbb 7
1.4. Receptori koji prepoznaju molekulske strukture — PRRS..........cccccvoveiiieie e, 8
O T N I P UPRRRRPRR 9
1.4.1.1. LPS i LTA —agonisti TLR reCeptora........ccccccvivueiveieiiieieese e esie e 10
1.4.1.2. Ul0ga TLR-8 U KOPB-U ....cuiiiiiiieiiee et 10
LLA.2. NLR ot b et bt e e 11
o T | I U I | P PP TPRPR 11
T [ F= T 0= T 0 o SO P PR URPRPRRPRPI 12
1.5.1. NLRP3 T KOPB......oocicceecee ettt ettt e e et e e te e sre e ns 14
1.6. Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest - KOPB ..., 14
1.6.1. Patogeneza KOPB-a........cccciiiiiieiiiesee e 15
2. OBRAZLOZENIE TEME ..ottt essss s sssssasssassssssnsens 17
3. MATERIJALI TIMETODE ...ttt e 19
KR U o To] [ = o USROS 20
3.2. Odredivanje broja StANICA.........cccveiriiiiiieiiiii e 20
3.3, TTELIFANJE STANMICA ... .evveeeee ettt bbbttt b bbbt 21
3.3.1. Tretiranje stanica rekombinantinim humanim Hsp70 proteinom, LPS-om i LTA-
(0] 10 F O TP UPPRTOPPRTPP 21
3.3.2. Tretiranje stanica ekstraktom dima cigareta..........ccccoveeveeieiiieie e, 21
3.4. Odredivanje kataliticke aktivnosti laktat dehidrogenaze u mediju iznad stanica.............. 22
3.5. Detekcija proteina Western blot metodom...........ccocoveiiiiiiiciec e, 22
3.5.1. Priprema stanic¢nih lizata za Western blot analize.............ccccoveiiiiiiiiiiiiee 22
3.5.2. Odredivanje koncentracije proteina u stani€nom lizatu..........c.cccceeviiiniiniinennnn, 23
3.5.3. Dentaturirajuca diskontinuirana elektroforeza u poliakrilamidnom gelu .............. 23
3.5.4. Western bIot @analiza...........ccoceiiiiiieiie e 24
3.6. Detekcija mRNA metodom kvantitativne lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom
vremenu ( engl. quantitative PCR, PCR) ......cciiiiiiiii e 27
3.6.1. 1Z0lacija RNA 1Z SEANICA. .....ccueiviiiiriieieieiee ettt 27
3.6.2. SINtEZA CDNA ... .ttt e e sr et e b sneenreas 27
3.6.3. Odredivanje eKSPreSIJ€ ZENA. ......ciuiiriererrrierieerreese e e e e e e sre e are e ene e 28
3.7. StatistiCka obrada podataka ............ccoceiiiiiiiiii 29
O ] A O | R 1 I RS PSR 30
4.1. Ispitivanje mehanizma djelovanja LPS —a, LTA, rhHsp70, CSE -a te njihovih
kombinacija na 16 HBE STANICE ..........cccoiiiiiiiiieiesiese ettt 31
4.1.1. Ispitivanje aktivacije NLRP3 ..........cooiiiiic e 31
4.1.1.1. Ekspresija MRNA za NLRP3 ..o 31
4.1.1.2. Ekspresija NLRP3 PrOteINa........cccviiirieriiiieiieie st 34
4.1.2. Ispitivanje ekspresije MRNA Za IL-1B....ccoiiieiiieiieiecieese e 36

4.1.3. Ispitivanje ekspresije MRNA za KaSpazu-1.........cccceverirniiniiiienieee e 38



4.1.4. Odredivanje kataliticke aktivnosti LDH .........c.ccocoviiiiiiiiiiiciceseeeeen 41

4.1.5. Ispitivanje ekspresije proteina gasdermina D...........ccccovevieveiieieese s 43

4.1.6. Ispitivanje aktivnostl IMLKL .........ccoiiiiiiiiieeeee e 44

4.1.7. Ispitivanje aktivnosti RIPKL ..o 46
5. RASPRAV A e et e e aaaaeanes 48
6. ZAKLIUCCT ..ottt st 52
T LITERATURA ettt e e st e e e e ab e e e e s bt e e e e e s sbee e e e nnnes 54
8. SAZETAK / SUMMARY ...oooviiieieiiieeteeee ettt enes st en st sne st as st as s san s 61
TR o | 0 72 PSPPSR 64
TR I o] o T3 =LA oF: RSSO 65
10. TEMELIJNA DOKUMENTACIISKA KARTICA /..o 69

BASIC DOCUMENTATION CARD ......cooiiiiiiiii s 69



1. UvOD



1.1. Stani¢na smrt

Stani¢na smrt proces je koji predstavlja krajnji i ireverzibilni ishod za ostec¢ene stanice te
stanice izloZzene smrtonosnim signalima. Rije¢ je o stani¢nom procesu koji ima klju¢nu ulogu
u homeostazi organizma. 1z tog razloga, poremecajem regulacije stani¢ne smrti moze doc¢i do
pojave raznolikih bolesti. Nekoliko je oblika stani¢ne smrti, poput apoptoze koja je
programirana stani¢na smrt koja ne dovodi do upale ili nekroze koja rezultira izlijevanjem
stani¢nog sadrzaja $to posljedi¢no dovodi do upale (Vanden Berghe i sur., 2014; Duprez i
sur., 2009).

1.1.1. Apoptoza

Apoptoza ili programirana stani¢na smrt je proces odgovoran za uklanjanje starih i ostecenih
stanica kako bi se izbjegla nezeljena aktivacija imunoloSkog sustava i upala. Postoje dva puta
apoptoze, unutarnji te vanjski signalni put. Oba puta su povezana sa skupinom enzima
nazvanih kaspaze te dovode do kondenzacije stanice, fragmentacije jezgre te stvaranja

apoptoznih tjelesaca (Tummers i Green, 2017; Kennedy i sur., 2014).

Unutarnji ili mitohondrijski signalni put zapocinje tako da razli¢iti unutarstani¢ni signali
poticu permeabilizaciju vanjske membrane mitohondrija te otpustanje citokroma c. Citokrom
¢ se zatim veZe na aktiviraju¢i faktor 1 koji aktivira apoptozne proteaze (Apaf-1, engl.
apoptotic protease activating factor 1) i nastaje veliki proteinski kompleks—apoptosom Koji
dovodi do aktivacije kaspaze-9. Apoptosom sadrzi citokrom ¢, Apaf-1, ATP te prokaspaze -9
koje se u njemu aktiviraju. Tako aktivirane kaspaze -9 dalje mogu aktivirati izvr$ne kaspaze -
3, -71-6 (Kennedy i sur., 2014).

Vanjski signalni put zapocinje tako $to se ligandi vezu na membranske receptore smrti koji su
¢lanovi TNF superporodice receptora, a neki od njih su: s FS-7 povezan povrSinski antigen
(Fas, engl. FS-7-associated surface antigen, receptor 1 za ¢imbenik nekroze tumora (TNFRL,
engl. tumor necrosis factor receptor) i receptor za TNF-povezani inducirajuci ligand za
apoptozu (TRAILR, engl. TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor). Vezanje liganda
na Fas ili TRAIL receptore dovodi do njihove trimerizacije i aktivacije, $to poti¢e dolazak

proteina koji ima domenu smrti i povezuje se s Fas-om (FADD, engl. Fas associated death
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domain) na citosolnu stranu i sklapanje signalnog kompleksa koji poti¢e smrt (DISC, engl.
death inducing signaling complex). DISC potice prokaspaze -8 i -10 na autoaktivaciju kako bi
one dalje aktivirale izvr$ne kaspaze (Tummers i Green, 2017; Kennedy i sur., 2014).

Najvazniju ulogu u regulaciji apoptoze imaju proteini iz Bcl-2 porodice. Clanovi Bcl-2
porodice dijele se prema tome koje Bcl-2 homologne domene (BH) sadrze. Domene koje
mogu sadrzavati su BH1, BH2, BH3 i BH4. Proteini koji sadrze samo BH3 domenu djeluju
pro-apoptozno. Glavni predstavnik ove podskupine je Bid. Medutim, iako su to pro-apoptozni
proteini, oni su u zdravim stanicama neaktivni, a njihovu aktivaciju poti¢u signali smrti. Pro-
apoptozno djeluju i proteini s tri BH domene (BH1, BH2 i BH3), a najznacajniji medu njima
su Bax, Bak i Bok.

Postoje i proteini koji sadrzavaju sve Cetiri homologne domene, a njihovi predstavnici su Bcl-
2, BcIXL i Bcel-w. Oni djeluju anti-apoptozno tako $to djeluju antagonisticki na proteine s tri

homologne domene, tj. cuvaju ih u inaktivnom obliku (Chan i Yu, 2004).

Od ostalih regulatora apoptoze bitno je napomenuti Hsp proteine. U veéini sluc¢ajeva Hsp
proteini su inhibitori apoptoze, medutim ovisno o vrsti stanice te o signalima koji djeluju na

stanicu mogu djelovati i pro-apoptozno (Kennedy i sur., 2014).

1.1.1.1 Apoptoza i KOPB

Postoji korelacija izmedu apoptoze i kroni¢ne opstrukcijske pluéne bolesti (KOPB). Naime,
poremecaj u ravnotezi apoptoze i proliferacije i diferencijacije stanica plué¢nog tkiva pogoduje
razvoju KOPB-a. Postoje studije koje navode da su u pacijenata s KOPB-om pronadene
endotelne i alveolarne epitelne stanice u apoptozi kao i povecanje ekspresije proteina iz Bel-2
porodice, posebice Bax i Bad. Takoder je kod istih pacijenata utvrdena povecana aktivacija
kaspaze-3 (Demedts i sur., 2006).

U plu¢ima, kao i u vecini drugih organa, postoje tkivni makrofagi koje u plu¢ima nazivamo
alveolarni makrofagi. Njihova je uloga prepoznavanje apoptoznih tjeleSaca i njihovo
eliminiranje iz tkiva. U KOPB-u je smanjena njihova ucinkovitost §to dovodi do sekundarne

nekroze stanica u apoptozi te poticanja kroni¢ne upale (Grabiec i Hussell,2016).



1.1.2. Nekroptoza

Nekroza je neregulirana stani¢na smrt koju karakteriziraju morfoloSke promjene stanice kao
Sto su povecavanje organela i jezgre, kondenzacija kromatina u male, nepravilne oblike te
povecanje volumena same stanice $to dovodi do pucanja staniéne membrane. Vazno je
napomenuti da kod nekroze ne dolazi do fragmentacije stanice kao kod apoptoze, ve¢ do
izlijevanja stani¢nog sadrzaja u okolno tkivo $to inducira upalni odgovor.

Nekroptoza je regulirani oblik nekroze, neovisan o kaspazama koji dovodi do upalnog

odgovora.

Vezanjem faktora nekroze tumora-alfa (TNFa, engl. tumor necrosis factor alpha) za TNFR1
na stanicnoj membrani dolazi do stvaranja TNFR1 kompleksa 1 ¢ime pocinje proces
nekroptoze. TNFR kompleks 1 sadrzi stani¢ni protein 1 koji inhibira apoptozu (clAP-1, engl.
cellular inhibitor of apoptosis protein 1) i kinazu 1 koju aktivira transformiraju¢i faktor rasta 8
(TAK1, engl. transforming growth factor-p-activated kinase 1). TNFR1 kompleks 1 prelazi u
kompleks 2 djelovanjem deubikvintiraju¢éeg enzima cilindromatoze (CYLD, engl.
deubiquitinase cylindromatosis) dok djelovanjem poliubikvitarnog oblika dolazi do aktivacije
jezgrinog faktora kappa B (NF-kB, engl. nuclear factor kappa B) §to dovodi do sinteze pro-
upalnih citokina.

Prelazak TNFR1 kompleksa 1 u kompleks 2 klju¢an je dogadaj u nekroptozi. Bitnu ulogu
ima kaspaza-8. Ukoliko je ona aktivirana dolazi do apoptoze, no ukoliko se veze sa stani¢nim
FLICE-sli¢nim inhibitornim proteinom (cFLIPL, engl. cellular FLICE-like inhibitory protein)
biva inhibirana te dolazi do aktivacije serin/treonin protein-kinaze 1 (RIPK1, engl. receptor-
interacting serin/threonine protein-kinase). Aktivirani RIPK1 stupa u interakcije s RIPK3
preko receptorske homologne domene (RHD, engl. receptor homology domain) $to dovodi do

formacije nekrosoma.

Interakcije RIPK1 i RIPK3 dovode do fosforilacije proteina s inaktivnom kinaznom domenom
koji je eksprimiran u razli¢itim vrstama (MLKL, engl. mixed lineage kinase domain-like
protein). MLKL zatim tvori tetramere i translocira se na staniénu membranu $to potice
povecéan ulazak kalcijevih iona u stanicu. Dodatno RIPK3 aktivira razli¢ite signale ¢ime se
povecava stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva (ROS, engl. reactive oxygen species) u
mitohondrijima. (Dhuriya i Sharma, 2018; Zhao i sur.,2015; Vandenabeele i sur., 2010).



Nekroptoza je proces vazan za shvacanje KOPB-a. Naime, studije su pokazale da cigaretni
dim uzrokuje poveéanu ekspresiju RIPK3 u plu¢nim epitelnim stanicama (Mizumura i sur.,
2014).

1.1.3. Piroptoza

Piroptoza je upalni oblik stani¢ne smrti pokrenut aktivacijom inflamasoma, a koji §titi stanicu
od patogena. lako ima protektivnu ulogu, njena pretjerana aktivnost dovodi do sepse i letalnog
septiCkog Soka. Piroptoza je zasebni oblik stani¢ne smrti, ali dijeli karakteristike s apoptozom
i nekrozom. Karakteristike koje dijeli s nekrozom su bubrenje i liza stanice, dok s apoptozom
dijeli fragmentaciju DNA (Aglietti i Dueber, 2017; Sharma i Kanneganti, 2016).

Mehanizam piroptoze zapocinje tako S$to receptor slican oligomerizacijskoj domeni koja veze
nukleotide (NLR engl. nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptor) bude
podrazen nekim signalom. Nakon toga dolazi do sklapanja inflamasoma koji uz NLR sadrzi i
adaptacijske molekule preko kojih se aktivira kaspaza 1. Aktivirana kaspaza 1 inicira upalni
odgovor tako $to kida upalne citokine pro-1L-1f i pro-IL-18, koji budu otpusteni nakon svoje

aktivacije (Duprez i sur.,2009).

Kaspaza 1 djeluje i na protein gasdermin D (GSDMD) tako §to ga kida na N- i C- terminalni
fragment. N-terminalni fragment (GSDMD-NT) podlijeze oligometizaciji te tvori pore u
stani¢noj membrani. S druge strane, uloga C-terminalnog fragmenta je kontrola aktivnosti N-
terminalnog fragmenta, odnosno inaktivira ga tako Sto se veze na njega i tako mu

onemogucuje formiranje pora.

Piroptoza ima ulogu u patogenezi KOPB-a. Naime, povecana koncentracija kaspaze 1 dovodi
do indukcije piroptoze ¢ime se pojacava kroni¢ni upalni odgovor (Liu i Lieberman, 2017;
Aglietti i Dueber, 2017; Sharma i Kanneganti, 2016; Vande Walle i Lamkanfi, 2016;
Bergsbaken i sur., 2009).



1.2. Kaspaze

Kaspaze odnosno cistein-ovisne aspartat-specifi¢éne proteaze enzimi su vazni u kontroli i
procesu stani¢ne smrti. U ljudi je otkriveno 12 vrsta kaspaza, a njih 7 je bitno za apoptozu.
Sve kaspaze su eksprimirane kao zimogeni odnosno prokaspaze i dijele kljucne strukturne
karakteristike. Sadrze NHo-terminalnu pro-domenu te kataliticku domenu koja se sastoji od
velike i male podjedinice. Prokaspaze se aktiviraju na nacin da tvore dimere koji se potom
autoproteoliticki aktiviraju. Taj aktivni heterodimer ima dva aktivne mjesta tako Sto svako
aktivno mjesto potjece od jedne kaspaze. Iznimka od ovog strukturalnog obrasca je kaspaza 9

koja ima samo jedno aktivno mjesto.

Kaspaze su enzimi koji hidroliziraju peptidnu vezu i to nakon aspartatnog ostatka. Taj
aspartatni ostatak se uobicajeno nalazi kraj neke male ili nenabijene aminokiseline kao §to su
alanin, serin ili glicin. Aktivno mjesto na koje se supstrat veze oblikovano je od
aminokiselinskih ostataka velike i male kataliticke podjedinice. Kao nukleofili u aktivnom
mjestu nalaze se cistein te histidinski imidazolni prsten koji je dio velike Kkataliticke
podjedinice (Wiirstle i sur., 2012).

1.2.1. Kaspaza 1

Kaspaza 1 je enzim koji se aktivira u inflamasomu kao odgovor na patogene ili endogene
medijatore. Najvaznija funkcija aktivne kaspaze 1 je kidanje pro-citokina IL-1f i IL-18 ¢ime
se oni aktiviraju. Otkriveno je da postoji jo$ supstrata za kaspazu 1, izmedu ostalih i

gasdermin D.

Proteini nuzni za mitohondrijsko disanje i glikolizu su potencijalne mete kaspaze 1 $to moze
dovesti do smrti stanice. Nadalje, njena aktivacija moze dovesti do povecanja sinteze masnih
kiselina i kolesterola potrebnih za popravak membrane, ukoliko je ona napadnuta od strane
patogena. Kaspaza 1 je vazna u borbi protiv patogena tako §to potice lizosomalnu degradaciju
patogena (Sun i Scott, 2016; Sollberger i sur., 2014).



1.3. Protein Hsp70

Proteini toplinskog Soka (Hsp, engl. heat shock proteins) skupina su proteina koju mozemo
pronadi u prokariota, eukariota pa ¢ak i biljaka. Zovu se proteini toplinskog soka jer je glavni
uzrok stani¢nog stresa koji poti¢e ekspresiju Hsp-a upravo toplinski Sok. Istrazeni su i drugi
uzro¢nici stani¢nog stresa izmedu Kkojih su oksidativni stres, deficijencija nutrijenata,
ultraljubicasto zracenje, izlaganje kemikalijama, virusne infekcije te ishemija.

Drugi naziv za proteine toplinskog Soka su Saperoni. Njihova uloga kao Saperona je u
fizioloskim uvjetima, nadziranje sastavljanja, stabilizacije, slaganja i translokacije
oligomernih proteina te sprjecavanje denaturacije proteina.

Proteini toplinskog Soka grupirani su u porodice obzirom na njihovu molekulsku masu.
Primjerice, oni veli¢ine priblizno 60 kDa smjesteni su u Hsp60 porodicu (Borges i sur., 2012;
Pockley, 2003).

Hsp70 protein dio je Hsp70 porodice s molekulskom masom od 72 kDa. Rije¢ je o
inducibilnom proteinu, proteinu koji je povecano eksprimiran prilikom stani¢nog stresa.
Njegova uloga je odrzavanje stabilnosti prilikom sklapanja proteina ili prilikom interakcije
proteina sa stanicom te inhibicija agregacije proteina. Uz to, Hsp70 djeluje citoprotektivno
tako $to inhibira razne signalne puteve, ukljucuju¢i NF-xB signalni put. Inhibicijom signalnih
puteva sprjecava odgovor stanice na pro-upalne citokine (Sevin i sur., 2015; Giffard i sur.,
2008).

Uz to, Hsp 70 djeluje kao inhibitor apoptoze. Naime, utje¢e na apoptozu interakcijom s ko-
Saperonom Bag-1 za koji je poznato da je u interakciji s antiapoptotickim proteinom bcl-2.
Povisene razine Hsp 70 stite stanicu od citotoksi¢nosti uzrokovane pro-apoptotickim
¢imbenicima kao $to su: TNF, radijacijski i kemoterapeutski agensi te monociti. Hsp70
djeluje inhibicijski na apoptozu i tako §to Se izravno veze na faktor 1 Apaf-1 Cime je

onemoguceno stvaranje funkcionalnog apoptosoma (Sharma i Masison, 2009).

Hsp70 uobicajeno nalazimo u citoplazmi, medutim postoji i izvanstani¢ni oblik, eHsp70
(engl. extracellular Hsp70). Taj izvanstani¢ni oblik moze biti izlu¢en kao rezultat nekroze ili
lize stanice i tada govorimo o pasivnom putu oslobadanja. S druge strane, aktivni put

oslobadanja povezan je s egzocitozom te ne ukljucuje oStecenja tkiva ili stani¢nu smrt.



Nakon otpustanja eHsp70, poveca se njegova koncentracija Sto sluzi kao ,,znak opasnosti*.
Zatim se eHsp70 veZe na receptore na stanicama imunoloskog sustava $to ih aktivira i time

zapocinje imunosni odgovor (Johnson i Fleshener, 2006; Asea i sur., 2000).

Djelovanje eHsp70 ovisi 0 kontekstu, odnosno u fizioloSkim uvjetima eHsp70 pomaze
imunoloskom sustavu, dok u patofizioloskim stanjima pogor$ava upalu. Upravo zato $to
Hsp70 ima imunomodulacijsko djelovanje, pripada skupini molekula nazvanih molekularni
obrasci o$te¢enja (DAMP, engl. damage associated molecular pattern). Radi se 0 endogenim
molekulama koje pri normalnim uvjetima nalazimo unutar stanice, no kada dode do stani¢nog
stresa prelaze u izvanstani¢ni prostor te tamo budu prepoznate kao ,,signal opasnosti. Zatim

pokrecu sterilnu upalu—proces upale kod kojeg nemamo patogene (Hulina, 2018).

Hsp70 ima svoju ulogu i u patogenezi KOPB-a. Naime, studije su pokazale da je povecana
koncentracija Hsp70 u plazmi povezana s poveéanim rizikom za razvoj KOPB-a (Qu i sur.,
2015).

1.4. Receptori koji prepoznaju molekulske strukture — PRRs

Receptori koji prepoznaju molekulske strukture (PRR engl. pattern recognition receptor)
imaju vaznu ulogu u detekciji i odgovoru na patogene, tj. imaju ulogu u imunosnom sustavu.
PRR-ovi se mogu podijeliti u nekoliko skupina: receptori sli¢ni Tollu (TLRs, engl. Toll-like
receptors), lektinski receptori C-tipa, NLR receptori, receptori sli¢ni genu 1 Kkoji je induciran
retinoi¢nom kiselinom (RIG-1Rs, engl. retinoic acid-inducible gene 1 (RIG-1)-like receptors)
te receptor krajnjih produkata uznapredovale glikacije (RAGE, engl. receptor for advanced

glycation end-products).

KOPB kroni¢na je upalna bolest plu¢a u kojoj je velika uloga imunoloskog sustava Koji
djeluje upravo preko PRR-ova. Ovi receptori nalaze se na imunosnim i epitelnim stanicama te
poti¢u imunosni odgovor nakon $to se na njih vezu molekularni obrasci povezani s
patogenima (PAMPs, engl. pathogen-associated molecular patterns) ili molekularni obrasci
ostecenja (DAMP). Kada se ti molekularni obrasci vezu na PRR dolazi do stvaranja upalnih
citokina kao sto su interferon (IFN) te kemokini. Navedeni citokini nadalje aktiviraju okolne

stanice te povecavaju regrutaciju makrofaga i neutrofila. PRR-ovi na makrofagima i



dendritickim stanicama osiguravaju daljnji signal za aktivaciju T-stani¢nog odgovora. Upravo
ovi mehanizmi objasnjavaju zasto su PRR-ovi klju¢ni u akutnim infekcijama respiratornog
trakta, odnosno kod egzarebacije KOPB-a (Pouwels i sur., 2014; Bezemer i sur., 2012; Opitz i
sur., 2010).

141.TLR

Receptori sli¢ni Tollu (TLRs) transmembranski su proteini s izvanstaniénom leucin-bogatom
domenom (LRR, engl. leucine-rich repeat) te citoplazmatskom karboksi terminalnom
domenom homolognoj Tollu i receptoru za interleukin-1 (TIR, engl. Toll-interleukin 1
receptor homology domain). Prema smjestaju mogu se podijeliti na one koji se nalaze na
stani¢noj membrani (TLR 1,2,4,5 i 6) i na one koji se nalaze na membrani lizosoma ili
endosoma (TLR 3,7,8 i 9). TLR-ovi prepoznaju PAMP-ove, koji poticu od egzogenih
patogena, te DAMP-ove Kkoji bivaju izluc¢eni iz oSteCenog tkiva. Vezanjem ovih molekulskih
obrazaca na TLR, dolazi do aktivacije signalnih puteva koji posljedi¢no aktiviraju
transkripcijske faktore, kao $to su NF-«xB ili faktor regulacije interferona 3 (IRF3, engl.
interferon regulatory factor 3). Sve to rezultira transkripcijom gena za pro-upalne citokine kao
Sto su interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), TNF-a te interferon y.
(Molteni i sur., 2016; Mukherjee i sur., 2016; Lorne i sur., 2010; Sandor i Buc, 2005).

Prvi otkriveni TLR bio je TLR4, a njegov prvi otkriveni ligand, odnosno PAMP je
lipopolisaharid (LPS), komponenta stani¢nog zida Gram-negativnih bakterija. Vezanjem LPS-
a na TLR4 dolazi do aktivacije transkripcijskih faktora i ekspresije gena kontroliranih tim
faktorima, najcesce upalnih citokina. Uz bakterijski LPS, TLR4 veze i ligande povezane s
virusima te endogene molekule domacina poput fibrina, oligosaharidnih fragmenata

hijaluronana, polisaharidnih fragmenata heparan sulfata te Hsp60 i Hsp70.

TLR2 receptor prepoznaje $irok raspon razlic¢itih molekula, od bakterijskih, virusnih pa ¢ak i
onih poteklih od parazita. Sto se ti¢e bakterijskih molekula, TLR2 prepoznaje peptidoglikane i
lipoteikoi¢nu (LTA) kiselinu iz stani¢nog zida Gram-pozitivnih bakterija te lipoproteine iz
stani¢nog zida Gram-negativnih bakterija. Nadalje, prepoznaje glikolipide iz stani¢ne
membrane parazita, mnostvo virusnih molekula te LPS. Naime, neke tipove LPS ne moze
prepoznati TLR4, ve¢ TLR2. Uz sve te egzogene, prepoznaje i endogene molekule poput
Hsp70 i hijaluronske kiseline. Vezanjem bilo kojeg liganda dovodi do aktivacije
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transkripcijskih faktora $§to rezultira pove¢anom ekspresijom upalnih citokina i ostalih
molekula bitnih u upali (Sandor i Buc, 2005).

1.4.1.1. LPSi LTA —agonisti TLR receptora

Lipopolisaharid (LPS) i lipoteikoi¢na kiselina (LTA) su PAMP-ovi koji djeluju agonisti¢ki na
TLR receptore.

LPS je glikolipid graden od tri domene; O-bo¢nog lanca, srzne domene te lipida A. Lipid A je
PAMP kojeg prepoznaju stanice preko kompleksa sastavljenog od mijeloidnog
diferencijacijskog faktora 2 (MD2, engl. myeloid differentiation factor 2) i TLR4. Protein Kkoji
veze LPS (LBP, engl. LPS binding protein) te membranske i topljive forme biljega
diferencijacije 14 (CD14, engl. cluster of differentiation), vezu LPS u izvanstani¢cnom
prostoru i imaju kljuénu ulogu u predstavljanju LPS-a kompleksu MD2 i TLR4. Nakon $to je
LPS predstavljen kompleksu te nakon vezanja na MD2 dolazi do konformacijskih promjena u
TLR4 pri ¢emu on dimerizira ili oligomerizira te tako aktivira signale koji se prenose u

unutra$njost stanice (Bohannon i sur., 2013).

LTA je amfifilni adhezin koji je sastavljen od ponavljaju¢ih polimernih i glikolipidnih
jedinica te dijeli patofizioloska svojstva s LPS-om. U cirkulaciji LTA formira kompleks s
LBP-om koji se zatim veze na CD14, ¢ime se aktivira signalizacija putem TLR4 sli¢no kao
kod signalizacije potaknute LPS-om. Osim s LBP-om, LTA moze formirati kompleks i s
proteinom B1 iz grupe proteina velike mobilnosti (HMGB1, engl. high mobility group box 1
protein) koji dalje aktivira signalne putove i transkripcijske faktore koji dovode do upalnog

odgovora ( Kwak i sur., 2015).

1.4.1.2. Uloga TLR-a u KOPB-u

Najbolje opisani faktor rizika za KOPB je cigaretni dim. On, preko TLR receptora smjestenih
na stanicama pluca te imunosnim stanicama, poti¢e upalu. Naime, aktivacijom TLR receptora,
te kasnije aktivacijom transkripcijskih faktora povecava se sinteza upalnih citokina. Uz to
sastavnice cigaretnog dima same povecavaju broj aktiviranih makrofaga $to zajedno dovodi

do hipersekrecije mukoze, oslabljene mukocilijalne funkcije i upale koja moze dovesti do
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oSte¢enja pluénog tkiva. Nadalje, oslabljena funkcija TLR receptora moze dovesti do
egzacerebacija, a prekomjerna aktivnost moze dovesti do oste¢enja tkiva. Neke molekule iz
oste¢enog tkiva, poput razgradene hijaluronske kiseline, mogu djelovati poput DAMP-ova

koji se vezu na TLR-ove ¢ime se dodatno aktivira imunosni odgovor (Bezemer i sur., 2012).

1.4.2.NLR

NLR receptori su unutarstani¢ni PRR receptori. Porodica NLR receptora (njih 22 ¢lana u
ljudi) prepoznaje razli¢ite PAMP i DAMP molekule. Ovi receptori gradeni su od C-
terminalne domene bogate leucinom (LRR) koja ima ulogu vezanja liganda i od sredisnje
NACHT oligomerizacijske domene koja veze nukleotide (NOD, engl. nucleotide-binding
oligomerization domain). Na N-terminalnom kraju NLR receptora mogu biti mnoge razli¢ite
domene koje vezu efektorske molekule. Vezanje razlicitih efektorskih molekula dovodi do

aktivacije razli¢itog signalnog puta.

Receptor koji je graden od NACHT, LRR i PYD domene (NLRP, engl. NACHT, LRR and
PYD-containing protein) je ¢lan podskupine NLR receptora koji na svom N-terminalnom
kraju imaju pirinsku domenu (PYD, engl. pyrin domain). Takvi NLRP receptori mogu
sklapati multiproteinske komplekse—inflamasome. Najpoznatiji primjer takvog receptora je
NLRP3 (od engl. NOD-like receptor pyrin 3), koji tvori NLRP3 inflamasom.

Svi ¢lanovi NLR porodice imaju kljuénu ulogu u detekciji potencijalno Stetnih stimulansa u

citosolu, te posljedi¢no indukciju aktivacije IL-1p i IL-18 ( Pinkerton i sur., 2017).

1421 1L-1Bi1L-18

Interleukin-1 (IL-1pB) je potentan, pro-upalni citokin koji ima vaznu ulogu u pokretanju
upalnog odgovora. Razne infekcije, Stetni ucinci te znakovi oSteCenja stanice aktiviraju PRR
receptore u plu¢ima. Tom aktivacijom inducira se transkripcija inaktivne forme ovog citokina,
tzv. pro-1L-1B. Ovaj neaktivni oblik sintetiziran je uglavhom u makrofagima, ali moze biti
sintetiziran i u neutofilima, limfocitima, fibroblastima te endotelnim stanicama disnog
sustava. Kako bi nastao bioloski aktivan IL-1pB, pro-oblik se proteoliticki kida, a zatim se

aktivni citokin otpusta izvan stanice. Jednom otpusten, IL-1B pronalazi receptor 1 za IL-1(IL-
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1R1, engl. IL-1 receptor 1) te se veze na njegovu izvanstani¢nu domenu kako bi ispoljio svoje

upalne u¢inke—bilo autokrino ili parakrino.

Kod pacijenata oboljelih od KOPB-a, poviSena je razina IL-1p te je utvrdeno da je njegova
koncentracija proporcionalna s tezinom bolesti, kao i smanjenje razine IL-1 receptora te
antagonista tog receptora.

Nadalje, kod oboljelih je uoc¢eno da IL-1B djeluje na makrofage $to dovodi do otpustanja
raznih upalnih citokina i kemokina iz njih. Osim toga, IL-1B poti¢e leukocitozu tako $to
inducira otpustanje neutrofila iz koStane srzi i raznih citokina iz ostalih stanica. Sve to dovodi
do proliferacije fibroblasta, poveéane sekrecije prostaglandina i kolagenaza te povecane
sinteze fibronektina i kolagena (Pinkerton i sur., 2017; Sapey i sur., 2009; Culpitt i sur., 2003;
Chung i sur., 2001).

Jos je jedan bitan citokin u razjasnjavanju patofiziologije KOPB-a. Rijec je o interleukinu 18
(1L-18). Eksprimiran je konstitutivno u mezenhimskim stanicama, dok se njegova aktivacija
zbiva u makrofagima i dendritickim stanicama. Aktivacija je potrebna jer se kao i IL-1B
sintetizira kao inaktivni oblik (pro-IL-18). Aktivni oblik bitan je u borbi protiv patogena jer
ovisno o tome koji se citokini nalaze u okolini, IL-18 moze aktivirati Thl ili Th2 imunosni
odgovor. Sudjeluje i u borbi protiv virusa tako $to inducira IFN-y, te je stoga i originalno
nazvan IFN-y inducirajuéi faktor. Sto se ti¢e KOPB-a, uoeno je da je aktivnost 1L-18
povezana s tijekom bolesti (Dinarello i sur., 2013; Sawada i sur., 2013; Imaoka i sur., 2008;
Nakanishi i sur., 2001; Okamura i sur., 1995).

1.5. Inflamasom

Inflamasomi su multimerni kompleksi formirani kao odgovor na razlicite fizioloske i
patogene stimulanse. Aktivacija inflamasoma kljuc¢na je za uklanjanje patogena ili oSte¢enih
stanica. Inflamasomi su gradeni od receptora te od enzimske komponente (kaspaza-1) te se
obzirom na vrstu receptora dijele na inflamasome s receptorom slicim oligomerizacijskoj
domeni koja veze nukleotide (NLR) te na inflamasome s receptorom slicnom proteinu 2
odsutnom u melanomu (ALR, engl. absent in melanoma 2-like receptor). Uz receptor i
kaspazu-1, mnogi inflamasomi sadrze i adaptacijsku molekulu koja se nalazi izmedu ta dva

dijela. Ta adaptacijska molekula je protein nalik mrljama povezan s apoptozom koji sadrzi
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domenu za aktivaciju i privlacenje kaspaza (ASC, engl. apoptosis-associated speck-like

protein containing a caspase activation and recruitment domain) (Sharma i Kanneganti, 2016).

NLRP3 je NLR receptor koji sadrzi N-terminalnu pirinsku domenu tipa 3. Na stanicama
mijeloidne loze je konstantno eksprimiran, ali postoje molekule poput LPS-a i TNF-a koje
mogu potaknuti njegovu ekspresiju. To poticanje ekspresije naziva se primarni ili prvi signal,
a osim $to poti¢e ekspresiju NLRP3, inducira i sintezu pro-oblika IL-1p i IL-18. Povecana
sinteza pro-oblika navedenih molekula povecava osjetljivost NLRP3 za tzv. sekundarni ili
drugi signal. Drugi signal mogu biti razli¢iti PAMP-ovi, toksini iz bakterija, virusi, gljivice ili
paraziti i njihove molekule kao i razni DAMP-ovi. Isto tako, aktivaciju NLRP3 mogu
potaknuti i razliite promjene i stanja U Stanici kao Sto su stvaranje ROS-a, promjene u
staniénom volumenu, lizosomski poremecaji, izlu¢ivanje kalija te poremecaji u signalizaciji
putem kalcija. Mehanizam aktivacije NLRP3 nije u potpunosti objasnjen, medutim svi ovi
signali su zapravo signali stani¢nog stresa te se pretpostavlja da bi aktivacija NLRP3 mogla
biti senzor oStecenja stanice (Sharma i Kanneganti, 2016; Man i Kanneganti, 2015; de Zoete i
sur., 2014).

Postoje dva puta kojima se inflamasom moze aktivirati: kanonski i nekanonski put aktivacije.

Kanonski put aktivacije pocinje tako da se kaspaze-1 vezu na receptore inflamasoma.
Receptori imaju domene na koje se izravno mogu vezati kaspaze. Ukoliko takvo vezanje nije
moguce, kaspaze se vezu na receptor preko adaptacijske molekule ASC. ASC molekule
sadrze pirinske domene kojima se vezu na pirinske domene na receptorima. Tim
povezivanjem dolazi do stvaranja dugih filamenata tj. ZariSta u kojima ¢e do¢i do aktivacije
kaspaza-1 nakon $to se one vezu. Kaspaze-1 vezu se na ASC preko N-terminalne domene za
aktivaciju i privlacenje kaspaza (CARD, engl. caspase activation and recruitment domain).
Nakon S$to se veze velik broj kaspaza, do¢i ¢e do njihove dimerizacije, zatim
autoproteolitickog kidanja, odnosno aktivacije. Aktivirane kaspaze sada aktiviraju pro-
citokine IL-1p i IL-18 te dovode do piroptoze (Sharma i Kanneganti, 2016; Man i Kanneganti,
2015).

Drugi put aktivacije inflamasoma je nekanonski put aktivacije. On se aktivira u prisutnosti

LPS ili unutarstani¢nih bakterija u citosolu. Prisutnost tih agenasa uzrokuje aktivaciju kaspaze

-4 i -5. Ove kaspaze ne kidaju izravno pro-oblike citokina IL-1pB i IL-18 kao kaspaza 1. One
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djeluju tako §to iniciraju piroptozu te luéenje upalnog citokina IL-1o (Xu i sur., 2018; Man i
Kanneganti, 2015).

1.5.1. NLRP3 i KOPB

U mnogim upalnim bolestima plu¢a, pa tako i u KOPB-u, uocena je aktivacija NLRP3
inflamasoma. Adaptacijske molekule (ASC) pronadene su u poveéanom broju u plu¢ima
pacijenata koji boluju od KOPB-a, a kako su adaptacijske molekule bitan dio inflamasoma,
zakljucilo se da je povecana i aktivacija samih inflamasoma. Medutim, studije su pokazale da
ne dolazi do prevelike aktivacije NLRP3 inflamasoma u pacijenata ¢ija je bolest kontrolirana,
nego se porast aktivacije povezuje s egzacerbacijama bolesti. Naime, tijekom egzacerbacije
poveéane su koncentracije kristala mokra¢ne Kiseline, izvanstani¢cnog ATP-a, reaktivnih
kisikovih spojeva (ROS) kao i PAMP molekula. Upravo te molekule su aktivatori NLRP3
inflamasoma. Sto se ti¢e ostalih upalnih parametara, kod pacijenata s KOPB-omom povecana
je razina IL-1p i IL-18. Takoder je uocena povecana koncentracija kaspaze-1 kod pacijenta

koji su pusaci (Barnes, 2016; Brusselle i sur., 2014).

1.6. Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest - KOPB

KOPB je karakterizirana trajnim respiratornim simptomima i ograni¢enjem protoka zraka
koje nastaje zbog poremecaja dis$nih putova ili alveola. Do tih poremecaja dolazi uslijed
izlaganja Stetnim Cesticama ili plinovima. Kroni¢no ograni¢enje prohodnosti disnih puteva
koje je jedna od karakteristika KOPB-a, uzrokovano je kombinacijom bolesti malih di$nih
putova (npr. opstruktivni bronhiolitis) te razaranjem parenhima (emifezem). Kroni¢na upala
dovodi do strukturnih promjena, suzavanja malih diSnih putova te uniStavanja plu¢nog
parenhima. Sve to dovodi do gubitka alveolarne povezanosti s malim disSnim putevima te
smanjenja pluéne elasti¢nosti, $to zna¢i da je smanjena sposobnost di$nih putova da budu
otvoreni tijekom izdisaja (GOLD, engl. Global Initiative for Chronic Obstructive Lung
Diseases, 2017).

KOPB se u razli¢itim razmjerima pojavljuje na razli¢itim podrucjima te u razliCitim
skupinama ljudi koji nastanjuju isto podrucje. Iz toga proizlazi da ovisno o tome kakvim je

Stetnim Cesticama ili plinovima odredena populacija izloZena, takva je i ucestalost pojave
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KOPB-a. Uz izlaganje Stetnim agensima, uzrokom KOPB-a smatra se i kombinacija raznih
drugih faktora kao $to su genetika, izlozenost majke Stetnim tvarima tijekom trudnoce, slabiji
razvoj plu¢a nakon rodenja te opcenito preosjetljivost disnog sustava (Lange i sur., 2015;
Stern i sur., 2007; Tashkin i sur., 1992).

Plinovi i Stetne Cestice dospijevaju u pluéa samim udisanjem. Studije su pokazale da je
njihova koncentracija znatno veéa u urbanim sredinama. Velika je opasnost i od Stetnih
¢imbenika koji nastaju u zatvorenim prostorima, primjerice izgaranje biomasa i ugljena u
pe¢ima u kucanstvima za grijanje i kuhanje. Nadalje, rizi¢ne su i skupine ljudi koje su
izloZzene $tetnim tvarima na radnome mjestu, npr. u raznim industrijama. lako su svi ovi
faktori ozbiljni, najrizi¢niji ¢imbenik za razvoj KOPB-a je pusenje duhana, bilo aktivno ili

pasivno (Viegi i sur., 2007).

Sto se genetskih ¢imbenika ti¢e, najbolje je opisan deficit al-antitripsina, &ija je glavna uloga
zastititi pluca od neutrofilne elastaze koja proteolitic¢ki unistava pluéno tkivo (Stoller i sur.,
2005).

Uz sve navedeno, smatra se da su dob i spol bitni ¢imbenici rizika. Uo¢eno je da je stopa
pojavljivanja KOPB-a povecana kod starijih osoba, ali nije razjasnjeno je li u pitanju samo
starenje ili duzi vremenski period u kojem su pojedinci bili izloZeni $tetnim u¢incima. Starije
studije su pokazale da su muskareci ti koji ¢eS¢e obolijevaju dok novija istraZivanja pokazuju
da je ucestalost razvoja KOPB-a ista u oba spola. Kao razlog tome navodi se ¢injenica da je
danas viSe Zena koje pusSe nego u vrijeme kad su starija istrazivanja provodena (Mercado i
sur., 2015; Landis i sur., 2014).

1.6.1. Patogeneza KOPB-a

Prethodno navedeni ¢imbenici rizika, posebno pusenje duhana dovode do razvoja KOPB-a. U
plu¢ima dolazi do patoloskih promjena iz kojih se razvija upala $to kulminira oStecenjem
plu¢nog tkiva. Daljnje izlaganje Stetnim tvarima povecava upalu te se vremenom razvija

kroni¢na upala.
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Udisanjem stranih Cestica i Stetnih plinova dolazi do upalnog odgovora, odnosno infiltracije
upalnih stanica kao sto su limfociti, makrofagi te aktivirani neutrofili. Ove stanice zatim luce
niz enzima i citokine koji unistavaju plué¢ni parenhim. Nadalje, udahnute Stetne tvari mogu
biti ili sadrzavati oksidanse ili PAMP molekule koje aktiviraju NF-xB. Aktivirani NF-xB

djeluje tako da aktivira svoj signalni put, a time i upalni odgovor.

Kao $to je ve¢ spomenuto upala kulminira oStecenjem pluénog tkiva. U KOPB-u dolazi do
neravnoteze izmedu oStec¢enja i obnavljanja tkiva. Obzirom da je sposobnost regeneracije
pluénog tkiva nedostatna, prevladava osteceno tkivo. Upravo je oSteCen pluéni parenhim

glavna patogenska karakteristika KOPB-a.

Kako bolest sve vise napreduje, dolazi do povecane aktivacije i sinteze pro-upalnih citokina.
Takoder, dolazi do prijelaza makrofaga iz M1 u M2 tip. M2 tip makrofaga potice fibrozu koja
najvise utjece na najuze dijelove diSnog sustava.

Bolest se moze pogorsati ukoliko pacijent boluje od neke, bilo bakterijske ili viruse infekcije.
Infekcije dovode do egzacerbacije bolesti te pojacane upale sto dovodi do jo$ jaceg osteéenja

pluénog parenhima.

Uz samo ostecenje pluénog tkiva dolazi i do promjene u strukturi istog. Naime, kolagen iz
tkiva se zamjenjuje elastinom.

Ostecenje tkiva, kao i pripadaju¢ih epitelnih i alveolarnih stanica dovodi do aktivacije
imunosnog sustava. OsteCene Stanice otpustaju antigene, koje imunoloski sustav prepoznaje

kao strane te se pokre¢e imunosni tj. upalni odgovor.

lako se naziva kroni¢na opstrukcijska plu¢na bolest, KOPB se manifestira i u drugim
dijelovima tijela. U kostanoj srzi dolazi do smanjene hematopoeze, misi¢no tkivo je
oslabljeno ¢ime je smanjena mogucnost fizicke aktivnosti te dolazi do slabljenja regeneracije
u krvozilnom sustavu. Upravo zbog manifestacije u drugim organskim sustavima, KOPB se
smatra sistemskom upalnom boles¢u (Tuder i Petrache, 2012; Fischer i sur., 2011; MacNee,
2005).
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Kroni¢na opstruktivna bolest pluca je bolest karakterizirana respiracijskim simptomima i
ograni¢enim protokom zraka. Plinovi te sitne male Cestice kao i Cigaretni dim najce$ci su
uzroci KOPB-a. Oni dovode do kroni¢ne upale di$nih puteva, zatim razaranja plu¢nog tkiva te
na posljetku do nemogucénosti popravka tkiva. Zbog moguéih Cestih egzacerbacija i
komorbiteta KOPB je vrlo opasan za zivot.

Cilj ovog rada bio je ispitati u¢inke rhHsp70, LPS-a, LTA i CSE-a kao i kombinacija LPS-a,
LTA i CSE-a s rhHsp70 na 16-HBE stanice (humane bronhijalne epitelne stanice).

Takoder smo zeljeli utvrditi da li i u kojim koncentracijama rhHsp70, LPS-a, LTA i CSE te
kombinacije LPS, LTA i CSE s rhHsp70 rezultiraju s aktivacijom NLRP3 inflamasoma,
piroptoze i nekroptoze u ovim stanicama.

U radu ¢e se mjerenjem ekspresije mMRNA za NLRP3, IL-1p i kaspazu-1, te odredivanjem
prisustva NLRP3 u stanicama ispitati prisutnost upale kao i aktivacija inflamasoma.

Nadalje, da si se utvrdilo je li u stanicama doslo da aktivacije nekroptoze i piroptoze, u mediju
iznad stanice odredivat ¢e se kataliticka aktivnost enzima laktat dehidrogenaze kao i

ekspresija i aktivacija RIPK1 i MLKL te ekspresija gasdermina D.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. Uzgoj stanica

16-HBE stanice su humana bronhijalna epitelna stani¢na linija izolirana iz pluca
jednogodisnjeg muskog pacijenta. Stanice su imortalizirane SV40 plazmidom (pSVori-), pri
Cemu zadrzavaju karakteristicne znacajke normalnih diferenciranih bronhijalnih epitelnih

stanica.

Uzgajaju se u EMEM mediju (Lonza Group Ltd., Svicarska) s 10 % FBS-a, 1 % antibiotikom
i antimikotikom, u bocama za uzgoj stani¢nih kultura od 25 cm? prethodno oblozenima s
kolagenom (3 mg/mL; Inamed, SAD) te se nakon postignute konfluentnosti od oko 90 %
nasaduju na odgovarajuce ploce s 24 jazice koje su takoder oblozene na isti na¢in kao i boce

za uzgoj stani¢nih kultura.

16-HBE stanice se nakon S§to postignu oko 90 % konfluentnosti isperu s 5 mL HBSS
otopinom (Lonza Group Ltd., Svicarska), zatim se dodaje 5 mL HBSS otopine i inkubiraju se
5-10 minuta na 37 °C pri 95 % vlaznosti zraka i 5 % CO2. Nakon toga odsise se HBSS
vakuum sisaljkom i stanice se isperu s 1,5 mL 0,25 % otopinom tripsin-EDTA, zatim im se
ponovno dodaje 1,5 mL 0,25 % otopine tripsin-EDTA na 60 sekundi te se nakon toga isti
odsiSe vakuum sisaljkom. Stanice se inkubiraju 5-10 minuta na 37 °C pri 95 % vlaznosti zraka
i 5% CO2 kako bi se odvojile od podloge te im se dodaje 5 mL EMEM medija s FBS-om.

Stanice se dobro resuspendiraju te nasade na ploce s 24 jaZice prethodno obloZene kolagenom
u koncentraciji 30-50000 stanica po jazici u 1 mL EMEM medija s 10 % FBS-a, 1 %
antibiotikom i antimikotikom. Nakon $to stanice postignu oko 95 % konfluentnosti promijeni
se medij u EMEM bez FBS-a (Lonza Group Ltd., Svicarska) s kojim se stanice inkubiraju
preko no¢i prije izvodenja pokusa. Sva tretiranja na 16 - HBE stanicama vrse se u EMEM-u

bez FBS-a.

3.2. Odredivanje broja stanica

Nakon $to se stanice resuspendiraju u 1 mL medija za uzgoj stanica doda im se 0,4 % otopine
triptanskog plavila u omjeru ovisno o vrsti stanica. Nakon inkubacije 2 minute, 10 uL otopine
prenese se u Neubaurerovu komoricu te se stanice broje pod invertnim mikroskopom na
povecéanju 400 puta. Otopina triptanskog plavilo koristi se kako bi se razlikovale mrtve i zive

stanice. Naime, zive stanice ga izlu¢uju uz pomo¢ membranskih pumpi, stoga su zive stanice
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neobojane. S druge strane, mrtve stanice ne mogu izbaciti triptansko plavilo te se ono

nakuplja u njima. Kao rezultat, mrtve stanice se vide kao obojene tj. plave stanice.

Neubauerova komorica sadrzi 9 kvadrata ¢iji su volumeni 0,0001 mL. Ti kvadrati podijeljeni
su na manje kvadrate. Brojanje stanica vr$i se u 4 rubna kvadrata te se naposlijetku broj
stanica izraCuna prema formuli:

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

3.3. Tretiranje stanica

3.3.1. Tretiranje stanica rekombinantinim humanim Hsp70 proteinom, LPS-om i LTA-om

Rekombinatni humani Hsp70 protein (rhHsp70) kojim su tretirane stanice sintetiziran je u
bakteriji E.coli s niskim sadrzajem endotoksina (Enzo Life Sciences, SAD). Koncentraciju
endotoksina odredio je proizvoda¢ testom lizata limulusovih amebocita (LAL) te je iznosila
2,7 EU/mg prociS¢enog proteina. Stoga je kao negativna kontrola u svim pokusima koriStena

ekvivalentna koli¢ina LPS-a.

Stanice su tretirane LPS-om kao pozitivnom kontrolom za aktivaciju TLR4, te LTA-om kao
pozitivnom kontrolom za aktivaciju TLR2. Koristeni LPS izoliran je iz E.coli O111:B4
(Sigma—Aldrich, SAD), dok je LTA izolirana iz S.aureus (Invivogen, Francuska) te je

koncentracija endotoksina u njoj iznosila 10 EU/mg.

3.3.2. Tretiranje stanica ekstraktom dima cigareta

Ekstrakt dima cigareta (CSE, engl. cigarette smoke extract) koriSten u istrazivanju pripreman
je svjezi prije svakog provedenog pokusa i to na na¢in da je dim dvije cigarete marke 3R4F
Kentucky Research Cigarettes (University of Kentucky) kojima su odstranjeni filtri propuhan
kroz 25 mL odgovaraju¢eg medija bez seruma pomocéu peristalticke pumpe (Miniplus
Evolution, Gilson, SAD). Pripremljeni ekstrakt dima cigarete smatran je kao 100 %-tni. Za
pokuse 100 % CSE se razrijedivao s TIPSA medijem bez seruma kako bi dobile potrebne

koncentracije za tretman stanica (van der Toorn i sur., 2007).

Za svaki pripremljeni CSE (neposredno prije provodenja svakog pokusa) provjereno je

odgovara li njegova apsorbancija na 320 nm standardiziranim vrijednostima.
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Standardizacija dima cigareta: dobiveni 100 %-tni CSE razrijedio se na koncentracija 2,5 %,
5%, 10%, 15% i 20%. Nakon toga izmjerila mu se apsorbancija na 320 nm prema
odgovaraju¢em mediju bez seruma kao slijepoj probi. Za mjerenje apsorbancije koriSten je

spektrofotometar (CECIL Aquarius CE 7200). Pokus se ponovio 6 puta u 3 uzastopna dana.

3.4. Odredivanje kataliticke aktivnosti laktat dehidrogenaze u mediju iznad stanica

Da bi se ispitala citotoksi¢nost odredene tvari ili integritet staniéne membrane odreduje se
kataliticka aktivnost LDH. LDH se nalazi iskljucivo u citoplazmi te ga ne bi smjelo biti u

mediju ukoliko je oCuvan integritet stani¢ne membrane.

Princip odredivanja kataliticke aktivnosti temelji se na oksidaciji L-laktata u piruvat uz 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.

20 pL medija iznad tretiranih stanica inkubira se 2 minute na 37 °C, nakon ¢ega slijedi analiza
na poluautomatskom analizatoru Trace 30 uz upotrebu reagensa za odredivanje LDH (500 pL)
( Dijagnostika d.o.0., Hrvatska ili Greiner Diagnostic GmbH, Njemacka).

Kao 100 % uzima se srednja vrijednost katalitickih aktivnosti LDH netretiranih stanica, a
vrijednosti katalitickih aktivnosti LDH tretiranih stanica izrazavaju se kao udio (%) u odnosu

na netretirane stanice. Rezultati se prikazuju kao srednja vrijednost + standardna pogreska.

3.5. Detekcija proteina Western blot metodom

3.5.1. Priprema stanicnih lizata za Western blot analize

Stanice su podvrgnute tretiranju s razlicitim koncentracijama rhHsp70, LPS-a, LTA i CSE-a
ili njihovim kombinacijama tijekom 24 h. Sva tretiranja na 16-HBE stanicama vr$e se u
EMEM-u bez FBS-a.

Nakon 24 satnog tretiranja, ploca s 24 jazice na kojima su nasadene stanice stavlja se na led, a
medij iznad stanica uklanja se s vakuum sisaljkom. Adherirane stanice ispiru se 2 puta s
ledeno hladnim PBS-om. U svaku jazicu dodaje se po 100 uL ledeno hladnog pufera za
liziranje stanica ( 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 137 mM NacCl, 1 % Triton X-100, 10 % glicerol,
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1 mM natrij-ortovanadat uz dodatak proteaznih inhibitora (Complete Protease Inhibitor
Cocktail Tablets, Roche)) te se ostavi stajati na ledu 20 minuta. Stanice se zatim odvoje od
podloge laganim struganjem silikonskim strugaem, a sadrzaj svake jazice prenese se u
epruvetu od 1,5 mL i centrifugira na 15000 g dvadeset minuta na +4 °C. Nakon
centrifugiranja dio nadsloja se odvoji i pohrani na -20 °C . Taj dio Koristi se za odredivanje
koncentracije proteina, a u preostali dio nadsloja dodaje se Sest 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 potom prokuhaju 3

minute na 97 °C, nakon ¢ega se odmah stave na led i pohrane na -20 °C.

3.5.2. Odredivanje koncentracije proteina u stanicnom lizatu

Za odredivanje koncentracije proteina u stani¢énim lizatima koriStena je bicinkoi¢na kiselina
(BCA). Ta metoda temelji se na stvaranju kompleksa proteina i Cu?* u alkalnim uvjetima
gdje dolazi do redukcija Cu?* u Cu*. BCA s Cu* u alkalnom stvara plavo-ljubi¢asti kompleks

¢ija se apsorbancija mjeri na 570 nm.

Na plocu koja ima 96 jazica dodaje se 25 pL uzorka razrijedenih s fizioloskom otopinom te
100 pL radnog reagensa. Radni reagens sadrzi 50 volumena BCA i 1 volumen bakar (I1)
sulfata. Nakon 30 minuta inkubacije pri temperaturi od 37 °C izmjeri se apsorbancija na 570
nm na Citau mikrotitarskih plo¢a (VICTOR3 Multilabel Reader, Perkin Elmer, SAD).
Koncentracija proteina ocitava se iz standardne krivulje standarda proteina BSA (od engl.

Bovine serum albumin).

3.5.3. Dentaturirajuca diskontinuirana elektroforeza u poliakrilamidnom gelu

Proteini iz stani¢nih lizata razdvoje se okomitom diskontinuiranom elektroforezom u
poliakrilamidnom gelu u denaturiraju¢im uvjetima (SDS-PAGE, engl. sodium dodecyl sulfate

polyacrylamide gel electrophoresis).

U elektroforezi je koristen 4 %-tni sabijajuci te 10 %-tni razdvajajuci gel. Sabijajuéi gel
sastoji se od 6,1 mL ultraciste vode, 2,5 mL pufera za sabijanje (0,5 M Tris-HCI ph 6,8), 100
uL 10 % otopine SDS -a, 1,3 mL 30 % otopine akrilamid/bis-akrilamida, 50 uL 10 % otopine
amonij-persulfata i 10 L tetrametil-etilendiamina (TEMED).
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Za 10 %-tni razdvajaju¢i gel koristeno je 4,35 mL ultraciste vode, 2,5 mL pufera za
razdvajanje (1,5 M Tris-HCI pH 8,8), 100 uL 10 % otopine SDS-a, 3,0 mL 30 % otopine
akrilamid/bis-akrilamida, 50 puL 10 % otopine amonij — persulfata i 5 uL TEMED-a.

Uzorci se nanose na gel u volumenima koji odgovaraju 40 pg proteina. Elektroforeza se
provodi u puferu za elektroforezu (25 mM Tris-HCI pH 8,3, 0,25 M glicin, 0,1 % otopina
SDS-a). Napon za provodenje elektroforeze je 100 V, a vrijeme trajanja 1,5 h. Da bi se
priblizno odredila molekulska masa proteina koristen je standard proteina koji na gelu daje 8
obojenih proteinskih vrpci u rasponu molekulskih masa od 6 do 200 kDa (Santa Cruz
Biotechnology, SAD).

3.5.4. Western blot analiza

Nakon $to su odvojeni SDS-PAG elektroforezom, proteini se prenesu na nitroceluloznu
membranu. Nitrocelulozna membrana na koju su preneseni proteini ima veli¢inu pora 0,2 um
(GE Healthcare, SAD). Prijenos proteina se izvr§io u uredaju za elektro-prijenos proteina
(Mini Trans-Blot Cell, Bio-Rad, SAD) pri struji jakosti 250 mA kroz 1,5 h.

Da se na slobodna mjesta na membrani ne bi vezala protutijela, membrana je inkubirana 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 temperaturi.
Nakon ispiranja membrane (3x /5 minuta) slijedi inkubacija membrane tijekom noéi s
primarnim protutijelom koje specificno veze ciljni protein. Nakon ispiranja primarnih
protutijela (3x /5 min), membrana se inkubira tijekom 1 sata sa sekundarnim protutijelom.
Sekundarna protutijela vezu se na primarna tako Sto prepoznaju epitop na primarnom
protutijelu. Sekundarna protutijela na sebi imaju vezan enzim peroksidazu iz hrena koji u
prisustvu kemiluminiscentnog supstrata emitira svjetlo na onim mjestima gdje se nalaze
sekundarna protutijela na membrani. Izlaganjem membrane svijetlu na uredaju za

fotografiranje ta mjesta se vide kao tamne vrpce.

Poslije provedene inkubacije sekundarnim protutijelom membrana se ponovno ispire puferom
za ispiranje ( 3 puta po 5 minuta). Vizualizacija proteina postize se inkubacijom membrane 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 vode, 5 uL. H2O2, 150 pL
pojacivaca koji se pripremi otapanjem 11 mg p-kumarinske kiseline (Sigma-Aldrich) u 10 mL
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DMSO-a). Inkubacija za vizualizaciju se provodi 1 minutu nakon Cega se membrana

fotografira u Amersham AI600 Imager-u (GE Healthcare, SAD).

Kako bi se provijerilo jesu li uzorci naneseni na gel sadrzavali jednaku koncentraciju proteina
te je li se postigla ujednacenost prijenosa proteina na membranu, gelovi su obojani 0,1 %
otopinom boje Coomassie briljant plavo R-250 u smjesi 40 % metanola i 10 % octene
kiseline. Otopina za odbojavanje (40 % metanola i 10 % octene kiseline u destiliranoj vodi)
koristena je za uklanjanje viska boje. Vizualno se ocitala ujednacenost proteina u razli¢itim
uzorcima. Uz to, provjerena je postignutost ujednacenosti prijenosa na membranu na nacin da

je kao kontrola koristena ravnomjerna ekspresija proteina aktina.

Koristena primarna protutijela:

= za detekciju NLRP3 koristena su kuni¢ja monoklonska protutijela razvijena naspram
ostataka koji okruzuju Pro92 ljudskog NLRP3 proteina (NLRP3 (D2P5E) Rabbit
mAb, #13158; Cell Signaling Technology) (razrjedenje 1:1000 u puferu za ispiranje
uz dodatak 5 % obranog mlijeka u prahu);

= za detekciju gasdermina D koriStena su kuni¢ja poliklonska protutijela razvijena
naspram N-terminalnog ostatka ljudskog gasdermina D (Gasdermin D Antibody,
#96458; Cell Signaling Technology) (razrjedenje 1:1000 u puferu za ispiranje uz
dodatak 5 % BSA);

= za detekciju ukupnog proteina MLKL koriStena su kuni¢ja monoklonska protutijela
razvijena naspram C-terminalnog ostatka ljudskog MLKL-a (MLKL (D2I6N) Rabbit
mAD, #14993; Cell Signaling Technology) (razrjedenje 1:1000 u puferu za ispiranje
uz dodatak 5 % govedeg serumskog albumina (BSA));

= za detekciju fosforiliranog MLKL-a koriStena su kuni¢ja monoklonska protutijela
razvijena naspram fosforiliranog podru¢ja aktivnog oblika ljudskog MLKL-a
(Ser358), a mogu se vezati i na dvojno-fosforilirano podrucje aktivnog oblika MLKL-
a (Thr357 i Ser358) (Phospho-MLKL (Ser358) (D6H3V) Rabbit mAb, #91689; Cell
Signaling Technology) (razrjedenje 1:1000 u puferu za ispiranje uz dodatak 5 %
BSA);

= za detekciju ukupnog proteina RIP koristena su kuni¢ja monoklonska protutijela
razvijena naspram ostataka koji okruzuju Leul90 ljudskog RIP (RIP (D94C12) XP®
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Rabbit mAb, #3493; Cell Signaling Technology) (razrjedenje 1:1000 u puferu za
ispiranje uz dodatak 5 % BSA);

za detekciju fosforiliranog RIP koristena su kuni¢ja monoklonska protutijela razvijena
naspram fosforiliranog podruéja aktivnog oblika ljudskog RIP (Ser166) (Phospho-RIP
(Serl66) (D1L3S) Rabbit mAb, #65746; Cell Signaling Technology) (razrjedenje
1:1000 u puferu za ispiranje uz dodatak 5 % BSA);

za detekciju aktina koriStena su misja monoklonska protutijela razvijena naspram N-
terminalnog ostatka ljudskog B-aktina (B3-Actin (8H10D10) Mouse mAb: #3700; Cell
Signaling Technology) (razrjedenje 1:1000 u puferu za ispiranje uz dodatak 5 %
obranog mlijeka u prahu).

Koristena sekundarna protutijela:

za detekciju kunié¢jih protutijela (pri analizi ekspresije NLRP3, MLKL, pMLKL,
RIPK1, pRIPKI1) koristena su IgG protutijela iz seruma koze imunizirane
imunoglobulinima iz normalnog kunic¢jeg seruma koja su konjugirana peroksidazom iz
hrena (HRP) (Anti-rabbit 1gG, HRP-linked Antibody, #7074, Cell Signaling
Technology) (razrjedenje 1:3000 u puferu za ispiranje uz dodatak 5% obranog mlijeka
u prahu);

za detekciju migjih protutijela (pri analizi ekspresije aktina) koristena su IgG
protutijela iz seruma konja imuniziranog imunoglobulinima iz normalnog misjeg
seruma koja su konjugirana peroksidazom iz hrena (HRP) (Anti-mouse 1gG, HRP-
linked Antibody #7076, Cell Signaling Technology) (razrjedenje 1:3000 u puferu za

ispiranje uz dodatak 5% obranog mlijeka u prahu).
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3.6. Detekcija mRNA metodom kvantitativne lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom

vremenu ( engl. quantitative PCR, qPCR)

3.6.1. Izolacija RNA iz stanica

Za izolaciju RNA stanice su tretirane na isti nacin kao i za odredivanje LDH te je nakon
uklanjanja medija iznad stanica, koji se koristi za odredivanje LDH, na stanice prilijepljene na
plo¢u dodan TriReagent (Applies Biosystems, SAD) u volumenu 250 pL po jazici. Nakon $to
je proslo 5 minuta, uzorci iz jazice preneseni su u epruvete od 1,5 mL i pohranjeni na -20 °C

do nastavka procesa izolacije.

Na 1 mL TriReagenta dodaje se 200 uL kloroforma, epruvete se protresu 15-ak sekundi te
ostave stajati na sobnoj temperaturi 10 minuta. Nakon 10 minuta epruvete se centrifugiraju 15
minuta na 12000 g pri +4 °C. Tekudi sloj se odlije, a na talog RNA se doda 1 mL 75 %
etanola po 1 mL TriReagenta te se epruveta vorteksira. Uzorci se centrifugiraju 5 minuta na
7500 g i pri temperaturi +4 °C,etanol se odlije, a talog koji sadzi RNA ostavi Se suSiti na
zraku 10-ak minuta. RNA se otopi u vodi bez RNAze te joj se izmjeri apsorbancija na 260 nm
i 280 nm (Nanodrop 8000 Spectrophotometer, Termo Scientific) kako bi joj se odredila

koncentracija i ¢istoca.

3.6.2. Sinteza cDNA

Sinteza cDNA vrsi se iz RNA pomoc¢u RevertAid First Strand cDNA Synthesis test paketa
(Thermo Fisher Scientific, SAD).

RNA se razrijedi vodom bez RNAZza na nacin 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 puL inhibitora RNAza, 4 puL reakcijskog pufera, 2 uL 10 mM smjese
deoksinukleotid-trifosfata (ANTP) i 1 uL RevertAid M-MulV reverzne transkriptaze te se
zatim reakcijska smjesa dobro vorteksira.

Uvijeti sinteze cDNA: 5 minuta na 25 °C, 60 minuta pri 42 °C, 5 minuta na 70 °C. Reakcije
se provode u uredaju za PCR (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems, SAD).
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3.6.3. Odredivanje ekspresije gena

Nakon $to se RNA prevede u cDNA, ona se koristi kao uzorak u qPCR-u. Za provodenje
gPCR-a koristi se TagMan sonda. TagMan sonda je oligonukleotid koji je na svojem 5'-kraju
obiljezen fluorescentnom bojom, reporterom (FAM), a na 3'-kraju priguSivacem (engl.
quencher). Koli¢ina PCR produkta mjeri se na principu prijenosa energije fluorescentnom
rezonancijom (FRET, engl. fluorescence energy resonance transfer) i 5'egzonukleazne
aktivnosti DNA polimeraze. TagMan sonda se zajedno sa poc¢etnicom vezu na CDNA. Prije
produljenja pocetnica nema fluorescencije jer su blizu fluorescentna boja i prigusivaé. Kako
se poc¢etnica produljuje, DNA polimeraza razgraduje TagMan sondu jer ima 5'-egzonukleaznu
aktivnost. Sada fluoresentna boja moze fluorescirati jer vise nema prigusivaca u blizini.
Intenzitet te fluorescencije je proporcionalan koncentraciji nastalog PCR produkta.

Za gPCR koristen je uredaj 7500 Real Time PCR System, uz koristenje TagMan Universal
MasterMix-a te TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems, SAD):

» Hs01555410 m1l za IL-1B

» Hs00918082_m1 za NLRP3

= Hs00354836_m1 za kaspazu-1

=  Hs99999907 ml za B2-mikroglobulin (B2M)

= Hs99999904 ml za peptidil-prolil-izomerazu A (PPIA)

Na plocu s 96 jazica za qPCR dodaje se 5 uL MasterMix-a, 0,5 pL pocetnice s TagMan
sondom, 0,5 uL cDNA i 4 pL vode po jazici. Plo¢a se centrifuga 30 sekundi na 500 g. PCR:
zagrijavanje na 50 °C tijekom 2 minute, zagrijavanje na 95 °C tijekom 10 minuta zatim se
provodi 40 ciklusa koji se sastoje od zagrijavanja na 95 °C 15 sekundi i na 60 °C 1 minutu u

kojima se i vrsi mjerenje fluorescencije.
Ekspresija gena odredivana je za IL - 1B, NLRP3 i kaspazu-1,te dva referentna gena b2m i
ppia, tj. to su geni Cija se ekspresija ne mijenja pod utjecajem razlicitih faktora. Ekspresija

odredivanih gena izrazava se prema ekspresiji referentnih gena.

Relativna ekspresija gena ¢iju ekspresiju Zelimo odrediti (CILJ) racuna se u odnosu na

referentni gen (REF), te u odnosu na kontrolni, netretirani uzorak (NT) prema sljede¢im
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formulama, gdje Ct oznacava ciklus umnazanja u kojem je postignut prag detekcije signala za
pojedini uzorak.

Relativna razina ekspresije = 2744t

AACt = ( Cteiwy — Ctrer )uzorak — ( Cteirs — Ctrer )NT

3.7. Statisticka obrada podataka

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost &+ standardna pogreska (SEM). Statisticke analize
koje su 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 vrijednost manja od 0,05 ( P<0,05) smatra se statisticki
znaCajnom. Podaci su analizirani upotrebom programa GraphPad Prism 6.01 (GraphPad
Software Inc., SAD).
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4. REZULTATI
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Stanice 16-HBE tretirane su tijekom 24 sata s 0,3, 1 i 3 ug/mL rhHsp70, 2,5 i 15 % CSE-om,
0,1 pg/mL LPS-om i s 1 ug/mL LTA te njihovim kombinacijama. Kako bi se ispitala
aktivacija NLRP3 inflamasoma te upalni odgovor, odredila se ekspresija mMRNA za NLRP3,
IL-1pB i kaspazu-1 gPCR-om. Odredivanjem aktivnosti LDH izlu¢ene u medij iznad stanica
ispitana je varijabilnost stanica. Nacin umiranja stanica ispitan je mjerenjem ekspresije
kaspaze-1 i IL-1p (piroptoza). Nadalje odredena je i ekspresija gasdermina D (piroptoza) kao i
aktivacija i ekspresija RIPK1 i MLKL -a (nekroptoza) Western blot analizom.

4.1. Ispitivanje mehanizma djelovanja LPS —a, LTA, rhHsp70, CSE -a te njihovih

kombinacija na 16 HBE stanice

4.1.1. Ispitivanje aktivacije NLRP3

4.1.1.1. Ekspresija mMRNA za NLRP3

Nakon 24-satnog tretiranja 16-HBE stanica s rhHsp70 u koncentracijama 0,3, 1 i 3 pg/mL
rezultati mjerenja ekspresije mMRNA za NLRP3 pokazali su statisticki znac¢ajnu promjenu u
odnosu na netretirane stanice (redom prema koncentracijama; P=0,0007, P<0,0001,
P=0,0003). Statisticki znac¢ajne promjene u 0dnosu na netretirane stanice uocene su i nakon
izlaganja stanica 2,5 % -tnom CSE-u (P<0,0001) te 15 %-tnom CSE-u (P = 0,0074).

Takoder, LPS u koncentraciji 0,1 ug/mL inducira statisticki zna¢ajnu promjenu u odnosu na
netretirane stanice (P<0,0001), kao i LTA u koncentraciji 1 pg/mL (P<0,0001). Sve ovo
upucuje da je nakon tretiranja ovim agensima doslo do povecane ekspresije MRNA za NLRP3

u 16-HBE stanicama.

Analizom je utvrdeno da tretiranjem stanica tijekom 24 sata kombinacijama 0,1 pg/mL LPS-a
s 0,3, 113 pg/mL rhHsp70 nije doslo do statisticki znacajne promjene u odnosu na netretirane
stanice (P=0,7592, P=0,0881 i P=0,2867). Medutim u tim istim kombinacijama uocena je
statisticki znacajna promjena u odnosu na stanice tretirane samo LPS-om (P=0,0007,

P<0,0001 i P=0,0004) pri ¢emu je doslo do smanjene ekspresije mMRNA.

Sto se tice LTA i kombinacija s ve¢ spomenutim koncentracijama rhHsp70, takoder nije dolo
do statisticki znacajne promjene u odnosu na netretirane stanice (P=0,9861, P=0,6243 i

P=0,8823). S druge strane uocena je statisticki znaCajna promjena u odnosu na stanice
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tretirane samo s LTA (P< 0,0001 za sve kombinacije) pri ¢emu je doslo do sniZenja ekspresije
MRNA u 16-HBE stanicama (Slika 1).
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Slika 1. Graficki prikaz ekspresije mMRNA za NLRP3 u 16-HBE stanicama nakon 24-satnog
tretiranja s 0,3, 1 i 3 pg/mL rhHsp70, 0,1 pg/mL LPS-om i 1 pg/mL LTA te njihovim
kombinacijama. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska.
Isprekidana linija predstavlja izmjerenu vrijednost za netretirane stanice.

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

** statisti¢ki znacajno (P<0,05) u odnosu na stanice tretirane LPS-om ili s LTA

Tretiranje stanica s 2,5 %, 15 % CSE, 0,3, 1 1 3 ug/mL rhHsp70 rezultiralo je znacajnim
porastom ekspresije NLRP3 (P<0,0001, P=0,0074) u odnosu na netretirane stanice.
Kombinacija 2,5 % CSE i rhHsp70 takoder je rezultirala sa statisticki znacajnom promjenom
u odnosu na netretirane stanice (P<0,0001 za sve kombinacije). Statisti¢ki znac¢ajne promjene
uoCene su i prema stanicama tretiranim samo 2,5 %-tnim CSE — om (P=0,0028, P=0,0010 i
P=0,0005). Takoder, u kombinacijama 15 % CSE i rhHsp70 doslo je do statisticki znacajnih
promjena u odnosu na netretirane stanice (P<0,0001 za sve kombinacije) te promjena u
odnosu na stanice tretirane samo CSE-om (P=0,0001, P<0,0001 i P<0,0001). Ovi podaci
ukazuju da je nakon tretiranja svim ovim kombinacijama doSlo do povecane ekspresije

MRNA za NLRP3 u 16-HBE stanicama (Slika 2).
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Slika 2. Grafic¢ki prikaz ekspresije MRNA za NLRP3 u 16 -HBE stanicama nakon 24-satnog
tretiranja s 0,3, 1 i 3 pg/mL rhHsp70, 2,5 % i 15 % CSE-om te njihovim kombinacijama.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost & standardna pogreska.

Isprekidana linija predstavlja izmjerenu vrijednost za netretirane stanice.

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

** statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na stanice tretirane CSE - om
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4.1.1.2. Ekspresija NLRP3 proteina

Provedena je Western blot analiza kako bi se ispitala ekspresija NLRP3 proteina u 16-HBE
stanicama nakon tretiranja s rhHsp70 (0,3, 1 i 3 ug/mL), LPS-om (0,1 ug/mL), LTA-om (1
ug/mL) i CSE-om (2,5 i 15 %-tnim) te njihovim kombinacijama. Aktin, odnosno njegova

ravnomjerna ekspresija, pokazatelj je ujednacenosti prijenosa proteina NLRP3 na membranu.

Nakon tretiranja stanica rhHsp70, LPS-om i LTA-om te njihovim kombinacijama nije uoc¢ena

povecana ekspresija NLRP3 u odnosu na netretirane stanice (Slika 3).

AKTIN

Slika 3. Western blot analiza ekspresije NLRP3 u lizatima 16-HBE stanica tretiranih s
rhHsp70, LPS-om i LTA-om te njihovim kombinacijama tijekom 24 sata.

1 - netretirane stanice, 2 - 0,3 pg/mL rhHsp70, 3 -1 pg/mL rhHsp70, 4 - LPS,5-LPS + 0,3
ug/mL rhHsp70, 6 -LPS + 1 ug/mL rhHsp70, 7 - LTA, 8 - LTA + 0,3 ug/mL rhHsp70, 9 -
LTA + 1 pg/mL rhHsp70

Nakon tretiranja stanica CSE-om i rhHsp70 te njihovim kombinacijama uoc¢ena je povecana
ekspresija proteina NLRP3 za 15 % CSE i za kombinaciju 15 %-og CSE s 0,3 pg/mL

rhHsp70 u odnosu na natretirane stanice (Slika 4).
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Slika 4. Western blot analiza ekspresije NLRP3 u lizatima 16-HBE stanica tretiranih s
rhHsp70 i CSE-om te njihovim kombinacijama tijekom 24 sata.

1 - netretirane stanice, 2 - 0,3 pg/mL rhHsp70, 3 - 1 ug/mL rhHsp70, 4 -2,5% CSE ,5-2,5%
CSE + 0,3 pg/mL rhHsp70, 6 - 2,5 % CSE + 1 pg/mL rhHsp70, 7 -15 % CSE, 8 - 15 % CSE
+ 0,3 pg/mL rhHsp70, 9 -15 % CSE + 1 pg/mL rhHsp70

Western blot analizom u lizatima 16-HBE stanica nakon 24-satnog izlaganja rhHsp70
proteinu, u koncentraciji 3 pg/mL nije uocena ekspresija NLRP3 proteina te stoga podaci nisu
prikazani. Isto vrijedi i za kombinacije rhHsp70 u toj koncentraciji s LPS-om, LTA-om i
CSE-om.
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4.1.2. Ispitivanje ekspresije mRNA za IL-1/

16-HBE stanice tretirane su s rhHsp70 (0,3, 1, 3 pg/mL), LTA (1 pg/ mL) i LPS-om ( 0,1
ug/mL). Svi tretmani rezultirali su povecanjem ekspresije IL-1p u odnosu na netretirane
stanice (P=0,0089, P=0,0071, P=0,0153 (za rhHsp70) i P<0,0001 (za LTA i LPS)). Sto se
kombinacija rhHsp70 s LPS i LTA tice, do statisticki znacajne promjene u odnosu na
netretirane stanice doslo je samo u dvije kombinacije: LPS + 1 ug/mL rhHsp70 i LPS + 3 pg/
mL rhHsp70 (P=0,0268 i P=0,0131). Medutim, sve kombinacije LPS, LTA s rhHSP70

rezultirale su znaCajnim smanjenjem ekspresije IL-1B u odnosu na stanice tretirane samo s
LPS-om ilis LTA (Slika5).
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Slika 5. Graficki prikaz ekspresije mRNA za IL — 1 u 16 — HBE stanicama nakon 24 —
satnog tretiranja s 0,3, 1 i 3 pg/mL rhHsp70, 0,1 pg/mL LPS -om i 1 pg/mL LTA te njihovim
kombinacijama. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska.
Isprekidana linija predstavlja izmjerenu vrijednost za netretirane stanice.

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

** statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na stanice tretirane LPS-om ili s LTA

Nakon tretiranja 16-HBE stanica 24 sata s rhHsp70 u koncentracijama 0,3, 1 i 3 ug /mL
izmjerena je ekspresija mMRNA za IL-1p. Doslo je do statisticki znacajne promjene u odnosu
na netretirane stanice (P=0,0089, P=0,0071 i P=0,0153). Nadalje, stanice su tretirane i s CSE-

om (2,5 i 15 %-tnim ). Te je doslo do statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na netretirane
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stanice (P<0,0001 za obje koncentracije CSE-a). Zatim je slijedilo tretiranje stanica s CSE-om
(2,5 %) u kombinaciji s nizom koncentracije rhHsp70 (0,3, 1 i 3 pg/mL) te kombinacijom
CSE-a (15 %) i rhHsp70 u ve¢ navedenim koncentracijama. Sve kombinacije su dovele do
statisticki znacajne promjene u odnosu na netretirane stanice (P<0,0001 za sve kombinacije)
kao i do promjene u odnosu na stanice tretirane samo CSE-om. U svim je kombinacijama

doslo do povecanja ekspresije mRNA za IL-1p (Slika 6).
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Slika 6. Graficki prikaz ekspresije mMRNA za IL-1p u 16-HBE stanicama nakon 24-satnog
tretiranja s 0,3, 1 i 3 pg/mL rhHsp70, 2,5 % i 15 % CSE-om te njihovim kombinacijama.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska.

Isprekidana linija predstavlja izmjerenu vrijednost za netretirane stanice.

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

** statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na stanice tretirane CSE - om
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4.1.3. Ispitivanje ekspresije mRNA za kaspazu-1

Da bi se ispitala ekspresija mRNA za kaspazu-1, stanice 16-HBE bile su tijekom 24 sata
tretirane s rhHsp70 u koncentracijama 0,3, 1 i 3 pg/mL. Kod sve tri koncentracije uocena je
povecana ekspresija gena tj. doSlo je do statisticki znacajne razlike u odnosu na netretirane
stanice (P=0,0043, P=0,0134 i P=0,0042). Stanice su bile tretirane i s LTA (1 pg/mL) i LPS-
om (0,1 pg/mL). Takoder je doslo do statisti¢ki znacajnog porasta u ekspresiji U 0dnosu na
netretirane stanice ( P<0,0001 i za LPSi LTA).

Za kombinacije LTA s rhHsp70, kao i LPS s rhHsp70 uocena je statisti¢ki znac¢ajno smanjenje
ekspresije za kombinacije LPS + 1 pg/mL rhHsp70 te LPS + 3 ug/mL rhHsp70 (P< 0,0001 za
obje kombinacije) u odnosu na netretirane stanice. Sve kombinacija LPS i rhHsp70 rezultirale
su smanjenjem ekspresije u odnosu na stanice tretirane samo LPS-om (P< 0,0001 za sve
kombinacije).

Kombinacije LTA s rhHsp70 nisu dovele do statisticki znacajnih promjena u odnosu na
netretirane stanice, medutim ukoliko se gleda promjena u odnosu na stanice tretirane samo s
LTA doslo je do znacajnog smanjenja ekspresije za sve 3 kombinacije: (P=0,0028, P=0,0003,
P=0,0009) (Slika 7).
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Slika 7. Grafic¢ki prikaz ekspresije mMRNA za kaspazu — 1 u 16 — HBE stanicama nakon 24 —
satnog tretiranja s 0,3, 1 i 3 pg/mL rhHsp70, 0,1 pg/mL LPS -om i 1 pg/mL LTA te njihovim
kombinacijama.

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost & standardna pogreska.

Isprekidana linija predstavlja izmjerenu vrijednost za netretirane stanice.

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

** statisti¢ki znacajno (P<0,05) u odnosu na stanice tretirane LPS-om ilis LTA
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Ekspresija mRNA za kaspazu-1 takoder je povecana za pojedina¢ne tretmane s thHsp70 i s
2,51 15 % CSE (P=0,0043, P=0,134, P=0,0042 (za rhHsp70) i P=0,0002, P=0,0078 (za
CSE)). Kombinacije 2,5% CSE s rhHsp70 i 15% CSE s rhHsp70 takoder je dovelo do
znacajnog porasta ekspresije u odnosu na netretirane stanice (P<0,0001 za sve kombinacije).
Kombinacije 2,5% CSE i rhHsp70 rezultirale su takoder pove¢anom ekspresijom u odnosu na
tretman samo s 2,5 % CSE-om (P <0,0001 za sve kombinacije). Statisticki znac¢ajnu razliku u
odnosu na stanice tretirane samo samo s 15 % - tnim CSE-om pokazala je jedino kombinacija
CSE s 3 pg/mL rhHsp70 (P=0,0004) (Slika 8).
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Slika 8. Graficki prikaz ekspresije mMRNA za kaspazu-1 u 16-HBE stanicama nakon 24-
satnog tretiranja s 0,3, 1 i 3 ug/mL rhHsp70, 2,5 % i 15 % CSE-om te njihovim
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kombinacijama.

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost & standardna pogreska.
Isprekidana linija predstavlja izmjerenu vrijednost za netretirane stanice.
* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice

** statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na stanice tretirane CSE-om
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4.1.4. Odredivanje kataliticke aktivnosti LDH

Kataliticka aktivnost LDH otpustene u medij iznad 16-HBE stanica odredivana je nakon 24-
satnog tretiranja s rhHsp70 u koncentracijama 0,3, 1 i 3 ug/mL. Takoder, Stanice su tretirane i
s LTA (1 pg/mL ) te LPS-om (0,1 ug/mL) te njihovim kombinacijama s rhHsp70. Niti u

jednom slucaju nije uocena statisticki znacajna promjena (Slika 9).
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Slika 9. Graficki prikaz utjecaja 0,3, 1 i 3 pg/mL rhHsp70, 0,1 ug/mL LPS i 1 ug/mL LTA i
njihovih kombinacija na kataliticku aktivnost LDH u mediju iznad 16-HBE stanica.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost & standardna pogreska.

Isprekidana linija predstavlja izmjerenu vrijednost za netretirane stanice.

Uz rhHsp70 i LPS te LTA, stanice su 24 sata bile tretirane i 2,5 i 15 % tnim CSE-om, te
kombinacijama CSE-a i rhHsp70. Sto se samog CSE-a tice, statisticki zna¢ajna razlika u
odnosu na netretirane stanice uocena je u obje koncentracije (P=0,0009 za 2,5 %-tni CSE i
P<0,0001 za 15 % -tni CSE) tj. uo¢ena je povecana Kataliticka aktivnost LDH.

Nakon tretiranja stanicama s kombinacijama CSE-a i rhHsp70 takoder je uocen statisticki
zna¢ajan porast LDH aktivnosti u odnosu na netretirane stanice (P=0,0057, P=0,0138,
P=0,0002, P<0,0001,P<0,0001,P<0,0001) (Slika 10).

Na ovaj su nacin ispitani citotoksi¢ni uéinci agenasa kojima su stanice bile tretirane tijekom

24 sata te aktivacija piroptoze ili nekroptoze.
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Slika 10. Graficki prikaz utjecaja 0,3, 1 i 3 pg/mL rhHsp70, 2,5 % CSE, 15 % CSE i njihovih
kombinacija na kataliticku aktivnost LDH u mediju iznad 16-HBE stanica.

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska.

Isprekidana linija predstavlja izmjerenu vrijednost za netretirane stanice.

* statisticki znacajno (P<0,05) u odnosu na netretirane stanice
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4.1.5. Ispitivanje ekspresije proteina gasdermina D

Western blot analizom lizata 16-HBE stanica nije dokazana razlika u ekspresiji proteina
gasdermina D nakon tretiranja stanica tijekom 24 sata rhHsp70, LPS-om i LTA-om te

njihovim kombinacijama (Slika 11).

GASDERMIN D

AKTIN

Slika 11. Western blot analiza ekspresije gasdermina u lizatima 16-HBE stanica tretiranih s
rhHsp70, LPS-om, LTA-om te njihovim kombinacijama tijekom 24 sata.

1 - netretirane stanice, 2 — 0,3 ug/mL rhHsp70, 3 — 1 ug/mL rhHsp70, 4 — LPS ,5— LPS +
0,3 ug/mL rhHsp70, 6 — LPS + 1 ug/mL rhHsp70, 7 — LTA, 8 -LTA+ 0,3 ug/mL rhHsp70,
9—-LTA + 1 pg/mL rhHsp70

U stanicama tretiranim CSE-om te kombinacijama CSE-a i rhHsp70 dokazana je veca

ekspresija gasdermina u odnosu na netretirane stanice (Slika 12).

B GASDERMIN D

—_ AKTIN

Slika 12. Western blot analiza ekspresije gasdermina u lizatima 16-HBE stanica tretiranih s
rhHsp70 i CSE-om te njihovim kombinacijama tijekom 24 sata.

1 - netretirane stanice, 2 — 0,3 ug/mL rhHsp70, 3 — 1 ug/mL rhHsp70, 4 - 2,5 % CSE ,

5- 2,5% CSE + 0,3 pg/mL rhHsp70, 6 — 2,5 % CSE + 1 ug/mL rhHsp70, 7 — 15 % CSE,
8 —15 % CSE + 0,3 pg/mL rhHsp70, 9 — 15 % CSE + 1 pg/mL rhHsp70
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4.1.6. Ispitivanje aktivnosti MLKL

Da bi se ispitala aktivacija MLKL ucinjena je Western blot analiza kojom je ispitana
ekspresija ukupne MLKL te njenog aktivnog, p-MLKL oblika. Analiza je radena na lizatima
16-HBE stanica koje su prije toga 24 sata bile izlozene rHsp70, LPS-u, LTA-u i CSE-u te
njihovim kombinacijama.

Ekspresijea ukupnog MLKL nije se razlikovala u stanicama tretiranim s rhHsp70, LPS-om,
LTA-om, CSE-om te kombinacijama istih u odnosu na netretirane stanice (Slika 13 i14 ).
rhHsp u kombinaciji s LPS i LTA nije doveo aktivacije MLKL. Medutim, za razliku od LPS-a
i LTA, CSE sam ili u kombinaciji s thHsp70 poti¢e aktivaciju MLKL. Naime, uocena je
ekspresija pMLKL, aktivnog oblika MLKL, nakon tretiranja stanica CSE-om ili
kombinacijama CSE-a i rhHsp70.

pMLKL

MLKL

— — — —

Slika 13. Western blot analiza ekspresije ukupne MLKL i aktivirane p-MLKL u lizatima 16-
HBE stanica tretiranih s rhHsp70, LPS-om, LTA-om te njihovim kombinacijama tijekom 24
sata.

1 - netretirane stanice, 2 — 0,3 pg/mL rhHsp70, 3 — 1 ug/mL rhHsp70,4 — LPS ,5— LPS +
0,3 pg/mL rhHsp70, 6 — LPS + 1 pg/mL rhHsp70, 7 — LTA, 8 -LTA+ 0,3 ug/mL rhHsp70,
9—-LTA + 1 pg/mL rhHsp70
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pMLKL

Slika 14. Western blot analiza ekspresije ukupne MLKL i aktivirane p-MLKL u lizatima 16-
HBE stanica tretiranih s rhHsp70 i CSE-om te njihovim kombinacijama tijekom 24 sata.

1 - netretirane stanice, 2 — 0,3 ug/mL rhHsp70, 3 — 1 ug/mL rhHsp70, 4 - 2,5 % CSE ,

5- 2,5% CSE + 0,3 pg/mL rhHsp70, 6 — 2,5 % CSE + 1 pg/mL rhHsp70, 7 — 15 % CSE,

8 — 15 % CSE + 0,3 ug/mL rhHsp70, 9 — 15 % CSE + 1 ug/mL rhHsp70
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4.1.7. Ispitivanje aktivnosti RIPK1

Western blot analiza provedena je na lizatima 16-HBE stanica nakon njihovog 24-satnog
tretiranja s rhHsp70, LPS-om, LTA-om i CSE-om te njihovim kombinacijama. Analiza je
provedena da bi se utvrdila ekspresija ukupne RIPK1 i aktivirane p-RIPK1.

Analiza provedena na stanicama nakon tretiranja istih s rhHsp70, LPS-om, LTA-om, CSE-om
I njihovim kombinacijama nije dokazala razliku u ekspresiji ukupne RIPK1, kao ni aktivaciju
RIPK1 (Slika 15 i 16).

PRIPK]1

Slika 15. Western blot analiza ekspresije ukupnog RIPK1 i aktiviranog p-RIPK1 u lizatima
16-HBE stanica tretiranih s rhHsp70, LPS-om, LTA-om te njihovim kombinacijama tijekom
24 sata.

1 - netretirane stanice, 2 — 0,3 ug/mL rhHsp70, 3 — 1 ug/mL rhHsp70, 4 — LPS ,5— LPS +
0,3 ng/mL rhHsp70, 6 — LPS + 1 pg/mL rhHsp70, 7 — LTA, 8 -LTA+ 0,3 ug/mL rhHsp70,
9—-LTA + 1 pg/mL rhHsp70
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PRIPK1

Slika 16. Western blot analiza ekspresije ukupnog RIPK1 i aktiviranog p-RIPK1 u lizatima
16-HBE stanica tretiranih s rhHsp70 i CSE-om te njihovim kombinacijama tijekom 24 sata.
1 - netretirane stanice, 2 — 0,3 ug/mL rhHsp70, 3 — 1 ug/mL rhHsp70, 4 — 2,5 % CSE ,

5- 2,5% CSE + 0,3 ug/mL rhHsp70, 6 — 2,5 % CSE + 1 ug/mL rhHsp70, 7 — 15 % CSE,
8 —15 % CSE + 0,3 pg/mL rhHsp70, 9 — 15 % CSE + 1 pg/mL rhHsp70
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5. RASPRAVA
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Ovo je istrazivanje provedeno na 16-HBE stanicama koje su humana bronhijalna epitelna
stani¢na linija izolirana iz pluca. U istrazivanju su stanice bile tretirane s rhHsp70, LPS-om,
LTA-om i CSE-om te njihovim razli¢itim kombinacijama kroz 24 sata. Cilj ovog istrazivanja
bio je saznati dolazi li, i ako dolazi, u kojim koncentracijama navedenih agenasa, do aktivacije

nekroptoze i piroptoze, odnosno do aktivacije NLRP3 inflamasoma.

Kako bi se ispitalo djelovanje Hsp70 proteina, koje prema Giulianu i sur. stimulira upalni
odgovor u humanim bronhijalnim epitelnim stanicama kao §to su i 16-HBE stanice, u ovom je
istrazivanju koriSten rekombinantni humani Hsp70 protein (Giuliano i sur.,2011). Hsp70
djeluje kao DAMP molekula, dok su kao PAMP molekule koristeni LPS i LTA. LPS djeluje
preko TLR4, a LTA preko TLR2 receptora.

U pacijenata oboljelih od KOPB-a, posebno u egzacerbacijama, moguce su bakterijske
infekcije. 1z tog razloga u ovom su se istrazivanju ispitala i kombinirana djelovanja rhHsp70,
LPS-aiLTA.

Dong i sur. su uodili da izlaganje 16-HBE stanica CSE-u uzrokuje povecanu ekspresiju
Hsp70, a time i povecéani upalni odgovor (Dong i sur., 2013). Kako bi se vidjelo kako CSE
sam ili u kombinaciji s Hsp70 djeluje na stanice i upalni odgovor kod pacijenata s KOPB-om,
u ovom istrazivanju provedeno je tretiranje stanica CSE-om i rhHsp70 proteinom te njihovim

kombinacijama.

U¢inci rhHsp70, LTA, LPS-a i CSE-a te njihovih kombinacija ispitani su odredivanje
aktivacije RIP i MLKL, odredivanjem ekspresije gasdermina D i NLRP3, odredivanjem
kataliticke aktivnosti LDH te odredivanjem ekspresije mRNA za NLRP3, kaspazu-1 i IL-1p.

Kako bi se ispitalo je li doslo do aktivacije nekroptoze u istrazivanju se gledala aktivacija
RIPK1 i MLKL. Nakon tretiranja stanica rhHsp70, LPS-om, LTA-om i kombinacijama nije
doslo do aktivacije MLKL i RIPK1 iako su ekspresija ukupne MLKL i RIPK1 dokazane
nakon tretiranja stanica. S druge strane, tretiranje rhHsp70 i CSE-om 1 njihovim
kombinacijama dovelo je do aktivacije MLKL. Medutim, niti tretiranje s CSE-om nije dovelo
do aktivacije RIPK1. Xu i sur. ispitivali su ekspresiju i aktivaciju RIPK1 i MLKL proteina na
HBE stanicama. Proveli su Western blot analizu i dokazali ukupne i aktivirane RIPK1 i
MLKL (Xu i sur., 2018).
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Aktivacija piroptoze ispitana je na nacin da se ispitala aktivacija kaspaze-1, ekspresija
gasderimna D i ekspresija mRNA IL-1p. Rezultati su pokazali ekspresiju gasdermina D u
stanicama nakon tretiranja s 2,5 i 5 % CSE-om te njihovim kombinacijama s 0,3 i 1 pg/ml
rhHsp70. Sto se kaspaze-1 ti¢e, njena ekspresija povecana je kada je za tretiranje koristen
CSE ili rhHSP70 samostalno i u kombinaciji. Postoje istrazivanja koja pokazuju povecanu
ekspresiju kaspaze-1 u oboljelih od KOPB-a. Posebice je povecana ekspresija kod pacijenata s
akutnom egzacerbacijom te pusaca (Mortaz i sur., 2011; Wang i sur.,2018). Tretiranje stanica
s rHsp70, LPS ili LTA takoder je rezultiralo poveéanjem ekspresije mRNA za kaspazu-1 u
odnosu na netretirane stanice. Medutim, u odnosu na stanice tretirane samo s LPS ili LTA,
njihove kombinacije s rhHsp70 imale su smanjenu ekspresiju. Aktivna kaspaza-1 glavni je
izvrsitelj piroptoze u nekanonskom putu te je njen glavni supstrat gasdermin D kojeg ona kida
(Bergsbaken i sur.,2009). Iz toga se moze zakljuciti da je u 16-HBE stanicama koristenim u
ispitivanju aktivirana piroptoza nakon tretmana s rhHsp70, CSE, LPS i LTA kao i s
kombinacijama CSE i rhHsp70. Ekspresija gasdermina nije uocena u slucaju pojedinacnog
tretmana s rhHsp70, LPS i LTA $§to je moguce posljedica znac¢ajno manje osjetljivost Wester

blot metode u odnosu na njerenje ekspresije MRNA.

Ispitivanje ekspresije RIPK1, MLKL tj. kaspaze-1, gasdermina-D i IL-1p ukazuje na to koji
tip stani¢ne smrti je aktiviran u stanicama. Medutim, da bi se vidjelo radili se o nekrozi ili
apoptozi provedeno je ispitivanje kataliticke aktivnosti LDH. LDH je citoplazmatski enzim te
ukoliko se nalazi u mediju iznad stanica rije¢ je o nekrozi koja se deSava, tj. naruSen je
integritet staniéne membrane. Kod apoptoze nema primarne Stete na membrani, stoga LDH

nije prisutan u mediju.

U ovom istrazivanju pokazalo se da tretiranje stanica s rhHsp70, LPS-om, LTA-om i
kombinacijama ne dovodi do znacajnog povecanja katalitiCke aktivnosti LDH. Ona je u tim
slu¢ajevima vrlo blago povecana ili ¢ak i neSto smanjena. S druge strane, nakon tretiranja
stanica s rhHsp70, CSE-om i kombinacijama, aktivnost LDH je znacajno povecana. Iz toga se

moze zakljuciti da postoji mogucnost sinergistickog djelovanja CSE-a s rhHsp70.

IstraZivanje koje su proveli Huang 1 sur. na THP-1 stanicama koje su takoder stani¢na linija
KOPB-a kao i 16-HBE stanice na kojima je provedeno ovo istraZivanje, govori da samo

koncentracija LPS-a vece od 10 pg/mL smanjuju vijabilnost stanica (Huang i sur., 2012). Ta
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tvrdnja moguce vrijedi i za ovo istrazivanje jer je u ovom istrazivanju koristen LPS u

koncentraciji od samo 0,1 pg/mL.

U istrazivanju koje su proveli Fu i sur. otkriveno je da je razina ekspresije NLRP3, kaspaze-1
i IL-1B znatno poviSena, posebice kod onih pacijenata s KOPB-om kod kojih su prisutne
akutne egzacerbacije (Fu i sur.,2018).

Postoje i istrazivanja koja navode da je CSE odgovoran za povecanje ekspresije NLRP3,
kaspaze-1 i IL-1P u pacijenata s KOPB-om ( Li i sur., 2016; Mortaz i sur. 2011).

U ovom istrazivanju utvrdeno je da rhHsp70, LPS i LTA svaki zasebno uzrokuju povecanu
ekspresiju NLRP3 u odnosu na netretirane stanice. Zanimljivo je da LPS ili LTA u
kombinaciji s rhHsp70 uzrokuju smanjenje ekspresije NLRP3, ali samo u usporedbi sa
stanicama tretiranim s LPS ili LTA. Iz toga se moze zaklju¢iti da postoji moguce
antagonisticko djelovanje LPS i LTA s rhHsp70. S druge strane, CSE sam, ali i u
kombinacijama s rhHsp70 uzrokuje povecanu ekspresiju NLRP3. Povecanje ekspresije u

kombinacijama CSE i rhHsp70 moguce je protumaciti kao sinergisti¢ko djelovanje molekula.

Razna istrazivanja pokazala su da je kod oboljelih od KOPB-a povecana ekspesija IL-1p,
snaznog pro-upalnog citokina koji poti¢e upalni odgovor nakon ostecenja stanice ili izlaganja
Stetnim faktorima (Fu i sur., 2018; Pinkerton i sur.,2017; Zou i sur., 2017; Hammad i sur.,
2015). U ovom su istrazivanju stanice bile tretirane s rhHsp70, LPS-om, LTA-om, CSE-om i
njihovim kombinacijama kako bi se vidjelo kako ti agensi utjecu na ekspresiju mRNA za IL-
1B. Rezultati su pokazali da samostalno svi agensi dovode do povecanja ekspresije IL-1p, dok
kombinacije rhHsp70 s LPS-om ili LTA-om dovode do smanjenja ekspresije. Tu takoder
vidimo antagonizam izmedu tih molekula. Sinergisticki pak djeluje CSE u kombinaciji s

rhHsp70 jer povecava ekspresiju mRNA za IL-1p.
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6. ZAKLJUCCI
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Protein rhHsp 70, LPS, LTA i CSE svaki pojedina¢no dovode do povecanja ekspresije
MRNA za NLRP3, IL-1p i kaspazu-1 §to upucuje na aktivaciju NLRP3 inflamasoma i
upalu.

Kombinacija rhHsp 70 s CSE-om takoder dovodi do povecanja ekspresije mMRNA za
NLRP3, IL-1pB i kaspazu-1.

LPS i LTA, svaki u kombinaciji s rhHsp70 uzrokuju smanjenje ekspresije mMRNA za
NLRP3, IL-1p i kaspazu-1 §to ukazuje na potiskivanje upalnog procesa.

LPS, LTA i rhHsp70 samostalno ili u kombinacijama nisu znatno utjecali na aktivnost
LDH, sto znac¢i da nakon tretiranja tim agensima nije doslo do aktivacije nikakvog
oblika stani¢ne smrti te da je integritet membrane o¢uvan.

CSE je samostalno i u kombinaciji s rhHsp70 povecao kataliticku aktivnost LDH $to
ukazuje na aktivaciju stani¢ne smrti — piroptoze ili nekroptoze tj. upucuje da je
narusen integritet membrane.

Povecanje ekspresije IL-1p i kaspaze-1 ukazuju na to da je aktivirana piroptoza.

Do aktivacije nekroptoze dolazi nakon tretiranja stanica CSE-om i s rhHsp70
proteinom te njihovim kombinacijama sto se vidi aktivacijom MLKL.

Aktivaciju RIPK1 nije uzrokovao niti jedan agens niti bilo koja od kombinacija
agenasa.

Kombinacija LPS ili LTA s rhHsp70 dovele su do smanjenja ekspresije mRNA za IL-

1B $to upucéuje na moguce zastitno djelovanje tih kombinacija.
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Kroni¢na opstrukcijska plu¢na bolest (KOPB) je bolest karakterizirana nedostatnim protokom
zraka kroz pluc¢a. U patogenezi KOPB-a bitnu ulogu imaju oksidacijski stres i upalni procesi,
jer do opstrukcije disnih putova dolazi zbog kroni¢ne upale diSnih putova i razaranja
parenhima ¢ime se gubi alveolarna povezanost i elasti¢nost plu¢a. Patogeneza KOPB-a
povezana je s razliCitim oblicima stani¢ne smrti te Stetnim tvarima od kojih se cigaretni dim
smatra najopasnijim.

Istrazivanje je provedeno na 16-HBE bronhijalnim epitelnim stanicama. Ispitano je djelovanje
rhHsp70 (0,3, 1 i 3 ug/mL), LPS-a (0,1 ug/mL), LTA (1 pg/mL) i CSE-a ( 2,51 15 %) te
njihovih kombinacija. Cilj 24 satnog tretiranja bio je utvrditi dolazi li, i u kojim
koncentracijama ovih agenasa, do aktivacije NLRP3 inflamasoma, nekroptoze i piroptoze.
Aktivacija NLRP3 inflamasoma i upalni odgovor ispitani su odredivanjem ekspresije mRNA
za NLRP3, kaspazu-1 i upalni citokin IL-1p kvantitativnim PCR-om. Vijabilnost stanica
ispitana je odredivanjem aktivnosti LDH izlu¢ene u medij iznad stanica, a njihov naéin
umiranja ispitan je odredivanjem ekspresije mRNA za kaspazu-1 i IL-1p, aktivacije proteina
RIPK1 i MLKL te ekspresije proteina gasdermina D Western blot analizom.

Do pojacane ekspresije mMRNA za NLRP3, IL-1B i kaspazu-1 dolazi nakon pojedina¢nog
tretiranja stanica s rhHsp70, LPS-om i LTA-om te nakon tretiranja CSE-om pojedina¢no i u
kombinaciji s thHsp70. To ukazuje na aktivaciju NLRP3 inflamasoma 1 upalu. Kataliticka
aktivnost LDH povecéana je samo nakon tretiranja s CSE-om i kombinacijama CSE i rhHsp70
Sto znaci da CSE naruSava integritet stanicne membrane 1 aktivira stani¢nu smrt. Povecanje
ekspresije mMRNA za IL-1p i kaspazu-1 te povecanje ekspresije proteina gasdermina D
ukazuju na aktivnost piroptoze. RIPK1 i MLKL eksprimirane su u svim stanicama no do
aktivacije MLKL dolazi samo nakon tretiranja s CSE-om pojedinac¢no i u kombinacijama s

rhHsp70 §to upucuje na nekroptozu.

Kljuéne rije¢i: KOPB, NLRP3 inflamasom, nekroptoza, piroptoza
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Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a disease characterized by insufficient flow
of air through the lungs. In the pathogenesis of COPD, oxidative stress and inflammatory
processes have an essential role due to chronic inflammation of the airways and destruction of
parenchyma which leads to lost of alveolar connectivity and lung elasticity. COPD
pathogenesis is associated with various forms of cell death and harmful substances of which
cigarette smoke is considered the most dangerous.

The study was conducted on 16-HBE bronchial epithelium cells. The effects of rhHsp70 (0.3,
1 and 3 pg/mL), LPS (0.1 ug/mL),LTA (1 pg/mL) and CSE ( 2,5 and 15%) and their
combinations were assessed. The aim of 24-hour treatment was to determine whether, and at
what concetrations of these agents, the activation of NLRP3 inflammasomes, necroptosis and
pyroptosis occur. Activation of NLRP3 inflammasome and inflammatory response were
assessed by determining the level of expression for NLRP3, caspase-1, and inflammatory
cytokine IL-1B mRNA by quantitative PCR. Cell viability was determinated by LDH activity
in the media above the cells and their mode of dying was explored by determining the
expression of mRNA for caspase-1 and IL-1p, as well as activation of RIPK1 and MLKL
proteins and expression of the protein gasdermin D by Western blot analysis. The increased
expression of mRNA for NLRP3, IL-1 B and caspase-1 comes after individual treatment of
cells with rhHsp70, LPS and LTA and after treatment with CSE individually and in
combination with rhHsp70. This indicates the activation of NLRP3 inflammasome and
inflammation. The catalytic activity of LDH is increased only after treatment with CSE and
CSE and rhHsp70 combination, which means that CSE disrupts cell membrane integrity and
activates cellular death. An increase in the expression of mMRNA for IL-1 B and caspase-1 and
an increase in the expression of gasdermin D protein indicate the activity of pyroptose. RIPK1
and MLKL are exported to all cells but the MLKL activation only occurs after treatment with
the CSE individually and in combinations with rhHsp70, indicating necroptosis. Some

combinations of rhHsp70 with LPS and LTA show possible protective effects.

Keywords: COPD, NLRP3 inflammasome, necroptosis, pyroptosis
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9. PRILOZI
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9.1. Popis kratica

ALR

ANOVA
Apaf-1

ASC

ATP
B2M
BCA
BH
BSA
CARD

CD14
cFLIPL

clAP-1

Ct
CYLD

DAMP
DISC

DNA
dNTP
EDTA
eHsp70
FADD

receptor sli¢an proteinu 2 odsutnom u melanomu (engl. absent in
melanoma 2-like receptors)

jednosmjerna analiza varijance (engl. One Way Analysis of Variance)
¢imbenik 1 koji aktivira apoptozne proteaze (engl. apoptotic protease
activating factor-1)

protein nalik mrljicama povezan s apoptozom koji sadrzi domenu za
aktivaciju i privlacenje kaspaza (engl. apoptosis-associated speck-like
protein containing a caspase activation and recruitment domain)
adenozin-trifosfat

B2-mikroglobulin

bicinkoni¢na kiselina

Bcl-2 homologna domena

govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin)

domena za aktivaciju i privlacenje kaspaza (engl. caspase activation and
recruitment domain)

biljeg diferencijacije 14 (engl. cluster of differentiation)

stani¢ni FLICE-sli¢ni inhibitorni protein (engl. cellular FLICE-like
inhibitory protein)

stani¢ni protein 1 koji inhibira apoptozu (engl. cellular inhibitor of
apoptosis protein 1)

ciklus umnazanja u qPCR-u u kojem je postignut prag detekcije signala
deubikvintiraju¢l enzim cilindromatoza (engl. deubiquitinase
cylindromatosis)

molekularni obrazac ostecenja (engl. damage-associated molecular pattern)
signalni kompleks koji potic¢e smrt (engl. death inducing signaling
complex)

deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)
deoksinukleozid-trifostat

etilendiamin-tetraoctena kiselina

izvanstanicni Hsp70

protein koji ima domenu smrti i povezuje se s Fas-om (engl. Fasassociated
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FBS
FRET

GOLD

GSDMD
GSDMD-NT
16-HBE
HMGB1

HRP
Hsp
IFN
IFN-y

IL
IL-1R1
IRF3
kDa
KOPB
LAL
LBP
LDH
Leu
LPS
LRR
LTA
MD2

MLKL

MRNA

death domain)

fetalni govedi serum (engl. fetal bovine serum)

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

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

gasdermin D

N-terminalni fragment gasdermina D

humane bronhijalne epitelne stanice

protein B1 iz grupe proteina velike mobilnosti (engl. high mobility group
box 1 protein)

peroksidaza iz hrena (engl. horseradish peroxidase)

protein toplinskog Soka (engl. heat shock protein)

interferon

interferon-y (engl. interferon-vy)

imunoglobulin G

interleukin

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

¢imbenik regulacije interferona 3 (engl. interferon regulatory factor 3)
kilodalton

kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest

lizat limulusovih amebocita

protein koji veze LPS (engl. LPS binding protein)

laktat dehidrogenaza

leucin

lipopolisaharid (engl. lipopolysaccharide)

podrucja bogata leucinom (engl. leucine-rich repeat)

lipoteikoi¢na kiselina (engl. lipoteichoic acid)

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

protein s inaktivnom kinaznom domenom koja je eksprimirana u razli¢itim
vrstama (engl. mixed lineage kinase domain-like protein)

glasnicka ribonukleinska kiselina (engl. messenger ribonucleic acid)
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NaCl natrij-klorid

NADH nikotinamidadenin-dinukleotid
NF-Kb jezgrin ¢imbenik kappa B (engl. nuclear factor kappa B)
NLR receptor slican oligomerizacijskoj domeni koja veze nukleotide (engl.

nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptor)

NLRP3 NLR receptor koji sadrzi N-terminalnu pirinsku domenu tipa 3 (engl.
NOD-like receptor pyrin 3)

NOD oligomerizacijska domena koja veze nukleotide (engl. nucleotide-binding
oligomerization domain)

NT netretirane stanice

PAMP molekularni obrazac povezan s patogenima (engl. pathogen-associated

molecular pattern)

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

PCR lanc¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

PPIA peptidil-prolil-izomeraza A

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

PYD pirinska domena (engl. pyrin domain)

gPCR kvantitativni PCR (engl. quantitative PCR)

rhHsp70 rekombinantni humani Hsp70

RAGE receptor krajnjih produkata uznapredovale glikacije (engl. receptor for

advanced glycation end-products)

RIG-1R receptor slican genu 1 kojeg inducira retinoi¢na kiselina (engl. retinoic
acid-inducible gene 1 (R1G-1)-like receptor)

RIPK serin/treonin protein kinaza koja stupa u interakciju s receptorom (engl.

receptor-interacting serin/threonine-protein kinase)

RNA ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)
ROS reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)
SDS natrij-dodecilsulfat

SDS-PAGE  diskontinuirana elektroforeza u poliakrilamidnom gelu u denaturiraju¢im
uvjetima (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
SEM standardna pogreska (engl. standard error of mean)

Ser serin



TAK1

TEMED
THP-1

Thr
TIPSA
TIR

TLR
TNF
TNF-a
TNFR1
TRAILR

kinaza 1 koju aktivira transformirajuci ¢imbenik rasta 3 (engl. transforming
growth factor-p-activated kinase 1)

tetrametiletilen-diamin

humani monociti iz periferne krvi porijeklom od bolesnika s akutnom
monocitnom leukemijom

treonin

medij koji sadrZi transferin, inzulin, penicilin, streptomicin i amfotericin B
citoplazmatska domena homologna Tollu i receptoru za interleukin-1 (engl.
Toll/interleukin 1 receptor homology domain)

receptor slican Tollu (engl. Toll-like receptor)

¢imbenik nekroze tumora

¢imbenik nekroze tumora o (engl. tumor necrosis factor a)

receptor 1 za ¢imbenik nekroze tumora

receptor za TNF-povezani inducirajuci ligand za apoptozu (engl. TNF-
related apoptosis-inducing ligand receptor)
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SUMMARY
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