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1. UvOD
1.1. Pluca

Pluca su glavni organ diSnog sustava u covjeka. Gradena su od lijevog i desnog plu¢nog krila
pri ¢emu je lijevo podijeljeno na dva (gornji i donji), a desno na tri reznja (gornji, srednji i
donji), a reznjevi su podijeljeni na po deset odsjecaka. Plu¢a zauzimaju najveci dio prsiSta. Na
unutarnjoj (medijalnoj) strani pluca nalazi se plu¢na stapka kojom u pluca ulaze dusnice,
krvne i limfne zile te Zivci. Pluéni mjehuri¢i, odnosno alveole, prostori su s tankim stijenkama
jednoslojnog epitela koje se medusobno doti¢u, stijenke su oblozene mrezom krvnih kapilara
koja je okruzena elasti¢nim vezivnim vlaknima. U alveolama se nalazi zrak pa je krv od zraka
odijeljena samo tankom stijenkom, alveokapilarnom opnom, i medustanicnim prostorom. U
stijenci se nalaze pneumociti, a to su stanice koje izlucuju tvar surfaktant koja povecava
povrSinsku napetost 1 sprjecava kolabiranje alveola.

Osnovna uloga pluca je disanje. Alveole ¢ine veliku disnu povrSinu. Samo disanje je izmjena
plinova izmedu zraka u alveolama i krvi u pluénim kapilarama, a omoguceno je misi¢nim
djelovanjem pri ¢emu udisajem zrak ulazi u pluca, a izdisajem se potiskuje iz pluca. Udisajem
zrak diSnim putovima dolazi do alveola kroz ¢ije stijenke kisik ulazi u kapilarnu vensku krv, a
krvlju dolazi do svih stanica u tijelu. U stanicama nastaje ugljikov dioksid koji izdisajem
izlazi iz venske krvi i prelazi u zrak u alveolama. Zrak u alveolama mora se neprestano
obnavljati kako ne bi dosSlo do izjednaCavanja tlakova plinova u krvi i u zraku, a to se
ostvaruje razlikom tlakova izmedu tlaka zraka koji se nalazi u plu¢ima i onoga u okolini koji
je stalan pa se zapravo mora mijenjati samo tlak u plu¢ima (Keros i sur., 1999).

Za izmjenu plinova u plu¢ima iznimno je bitan omjer alveolarne ventilacije 1 protoka krvi.
Kad je taj omjer manji od normalnog, ventilacija nije dostatna osigurati onoliko kisika koliko
je potrebno za potpunu oksigenaciju krvi koja protjece kroz alveolarne kapilare i zato se dio
venske krvi u pluénim kapilarama ne oksigenira. Za takvu krv se kaze da je prosla kroz sant.
Sant se definira kao spoj dvaju anatomskih kanala koji omoguéava mijesanje njihova sadrzaja,
konkretno u ovom slu¢aju dolazi do mijeSanja arterijske i venske krvi. Dio krvi prolazi i kroz
bronhlane zile, umjesto kroz alveolarne kapilare i takva krv je takoder neoksigenirana te
prolazi kroz Sant. Dolazimo do pojma koji se naziva fizioloSki Sant, a to je ukupna koli¢ina
krvi koja u jednoj minuti prolazi kroz $ant. Sto je on veéi, to je veéa i koli¢ina krvi koja se pri
prolazu kroz pluca ne oksigenira. U slucaju kada je ventilacija nekih alveola velika, a protok
krvi kroz plu¢a malen, u alveolama je na raspolaganju puno viSe kisika nego §to ga krv moze

prenijeti iz alveola pa se za ventilaciju tih alveola kaze da je neiskoriStena. Neiskoristena je 1



ventilacija anatomskog mrtvog prostora u diSnim putovima. Zbroj ovih dvaju oblika
neiskoriStene ventilacije naziva se fizioloski mrtvi prostor. Kad je on velik, pri ventilaciji se
mnogo rada tro$i uzalud jer velika koli¢ina ventiliranoga zraka ne dolazi u doticaj s krvlju.
Ucinkovitost plu¢a kao organa za izmjenu plinova izrazito je smanjena kod kronicne
opstrukcijske pluéne bolesti (KOPB) jer je u toj bolesti u nekim podruc¢jima pluca vrlo izrazen

fizioloski $ant, a u drugima je vrlo izrazen fizioloski mrtvi prostor (Guyton i Hall, 2012).

1.2. Kroni¢na opstrukcijska plu¢na bolest

Kroni¢na opstrukcijska plucna bolest (KOPB) je ucestala bolest koju je moguce sprijeciti i
lijeciti, ali ne 1 izlijeciti, a karakteriziraju je trajni respiracijski simptomi i ograni¢en protok
zraka uzrokovan poremecajima disnih putova ili alveola. Do poremecaja u disnim putovima i
alveolama najceSc¢e dolazi zbog izlaganja stranim Cesticama ili plinovima. Kroni¢na upala
uzrokuje strukturne promjene, suzavanje malih diSnih putova i uniStavanje pluénog
parenhima, §to dovodi do gubitka alveolarne povezanosti s malim diSnim putovima i
smanjenja pluéne elasti¢nosti. Posljedica toga je smanjenje sposobnosti di$nih putova da budu
otvoreni tijekom izdisaja. Ove patoloske promijene dovode do ograni¢enja protoka zraka te do
simptoma karakteristicnih za KOPB kao S$to su otezano disanje (dispneja), kroni¢ni kasalj i
stvaranje sputuma (GOLD, engl. Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Diseases,
2020; Decramer i sur., 2012).

KOPB je rezultat slozene interakcije okolisnih i genskih ¢imbenika. Potrebno je istaknuti
najznacajniji ¢imbenik rizika za razvoj bolesti, a to je aktivno, ali 1 pasivno pusenje duhana.
Vecina bolesnika s KOPB-om (oko 80 %) su pusaci, no samo 15-25 % pusaca razvije bolest.
Jedan od riziénih ¢imbenika je i oneCiSCenje zraka u zatvorenim prostorima koje moze
potjecati od dima koji nastaje izgaranjem biomase, npr. tijekom kuhanja ili grijanja u slabo
ventiliranim prostorima. Cesto zanemaren &imbenik je izlozenost na radnom mjestu, npr.
organskoj i anorganskoj prasSini, kemijskim agensima i dimu (Eisner i sur., 2010; Salvi i
Barnes, 2009; Roth, 2008). Od genskih ¢imbenika najpoznatiji je nasljedni nedostatak a-1
antitripsina (Stoller i Aboussouan, 2005). Smatra se da taj nedostatak utjece na svega 1-2 %
svih slu¢ajeva KOPB-a (Buttar i Bernstein, 2018). Na nedostatak o-1 antitripsina treba
sumnjati u bolesnika s KOPB-om bez povijesti pusenja, s anamnezom ranog pocetka bolesti
(<50 godina starosti) ili u onih s obiteljskom anamnezom nedostatka ovog enzima, a odredene
smjernice i Svjetska zdravstvena organizacija predlazu da se nedostatak a-1 antitripsina
procjenjuje i odreduje kod svih pacijenata oboljelih od KOPB-a (da Costa i sur. 2019).

Uoceno je 1 da osobe sa slabijim razvojem pluca tijekom trudnoce 1 djetinjstva imaju povecan
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rizik razvoja bolesti, kao 1 osobe koje su preboljele teSke respiracijske infekcije, osobe s
astmom 1 hiperreaktivnosti diSnih putova te starije osobe opéenito (Lange i sur., 2015; Salvi i
Barnes, 2009; Stern i sur., 2007; Tashkin i sur., 1992).

Jos uvijek nije razjasnjeno zasto se KOPB ¢esce javlja kod starijih osoba, ali smatra se da do
KOPB-a dovodi tzv. ,,zdravo starenje* ili dob zapravo odrazava zbroj kumulativne izloZenosti
Stetnim Cesticama tijekom zivota (Mercado 1 sur., 2015). Spol takoder utjeCe na pojavu ove
bolesti. Rizik za razvoj bolesti je ve¢i kod musSkaraca nego kod zena, medutim te se razlike
smanjuju (de Marco i sur., 2010). Novija istrazivanja ukazuju na to da je ucestalost KOPB-a
podjednaka u muskaraca i zena uglavnom zbog povecane uporabe duhana i izloZenosti dimu,
koji nastaje izgaranjem biomase, u Zena (Gut-Gobert i sur., 2019).

,Zlatni standard“ za dijagnostiku KOPB-a je jo$ uvijek spirometrija (Diaz-Guzman i
Mannino, 2014). Spirometrija je test funkcije plu¢a kojim se mjeri koli¢ina zraka koju osoba
moze izdahnuti i vrijeme potrebno da to ucini. Mjerenjem se dobivaju vrijednosti parametara
potrebnih za postavljanje dijagnoze KOPB-a, a to su forsirani izdisajni volumen u prvoj
sekundi (FEV,), forsirani vitalni kapacitet (FVC) i Tiffeneauov indeks, omjer FEV; i FVC-a
(FEV1/FVC). Ako je vrijednost FEV1/FVC <0,70 nakon primjene bronhodilatatora potvrduje
se dijagnoza KOPB-a (GOLD, engl. Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Diseases,
2020). Medikamentozno lijeCenje KOPB-a ovisi 0 stupnjevima bolesti, a osnovni lijekovi u
lije¢enju KOPB-a su bronhodilatatori koji dovode do Sirenja disnih putova. Za teze oblike
bolesti koriste se protuupalni lijekovi iz skupine inhalacijskih kortikosteroida.

Progresivni tijek KOPB-a pojacavaju egzacerbacije i komorbiditeti, ali i sistemska
komponenta bolesti jer se KOPB ne smatra boleS¢u ogranicenom samo na pluca. Sistemske
manifestacije bolesti su kroni¢na upala, oksidacijski stres, aktivacija imunosnih stanica,
povisene koncentracije upalnih citokina u krvi, komorbiditeti koji ukljucuju kardiovaskularne
poremecaje, metabolicki sindrom, disfunkciju misi¢a, osteoporozu, malnutriciju, anksioznost i
depresiju te karcinom pluca. Takve manifestacije bolesti zna¢ajno utje¢u na tezinu i klinicku
sliku bolesti 1 smanjuju kvalitetu zivota bolesnika (Cavailles i sur., 2013; Agusti 1 Soriano,
2008; Agusti i sur., 2003).

Zato je potrebno provoditi individualnu terapiju, onu koja je prilagodena svakom pacijentu, a
koja ukljucuje vjezbanje, edukaciju, promjenu nacina zivota, $to se prvenstveno odnosi na
prestanak pusenja, s ciljem rehabilitacije pluca te opCenito poboljSanja fizickog i1 psihi¢kog
stanja oboljele osobe jer je KOPB ozbiljna i kompleksna bolest te se smatra uzrokom smrti za

2,9 milijuna ljudi godisnje (Lopez-Campos i sur., 2016).



1.2.1. Patogeneza kroni¢ne opstrukcijske pluéne bolesti

Patoloske promjene u KOPB-u nastaju prvenstveno zbog izlaganja nizu vanjskih rizi¢nih
¢imbenika, posebice pusenju cigareta, a bitan faktor je i genska predispozicija. Cigaretni dim
sadrzi brojne kemijske komponente koje ukljuCuju oksidanse, poput reaktivnih aldehida i
kinona koji mogu stvarati hidroksilne radikale i vodikov peroksid. Dugotrajna izlozenost
cigaretnom dimu, ali i ostali rizi¢ni ¢imbenici, posljedicno dovode do nastajanja pojacanog i
neprimjerenog upalnog odgovora koji pak dovodi do ostecenja pluca, odnosno razvija se
kroni¢na upala. Neki od ostalih etiopatogenetskih ¢imbenika razvoja KOPB-a su oksidacijski
stres, neravnoteza izmedu proteaza i1 antiproteaza te propadanje alveola apoptozom (Fischer 1
sur., 2011; MacNee, 2005).

Upalni odgovor dovodi do infiltracije upalnih stanica — limfocita, aktiviranih neutrofila i
makrofaga koje u svom obrambenom djelovanju luce niz razlicitih enzima, poput elastaza i
metaloproteinaza, te na taj nacin uniStavaju pluéno tkivo. Oksidansi 1 drugi molekularni
obrasci povezani s patogenima i oSte¢enjem tkiva prisutni u dimu aktiviraju jezgrin ¢imbenik
kappa B (NF-«xB, engl. nuclear factor kappa B) i njegov signalni put, odnosno upalni odgovor.
Upala, ve¢ spomenutim mehanizmima, dovodi do ozljede pluénog parenhima pa se kljuénom
patogenetskom karakteristikom KOPB-a smatra neadekvatna i nedovoljna sposobnost
regeneracije tako ostecenog tkiva, odnosno neravnoteza u oStecenju i obnavljanju pluénog
parenhima. Kao posljedica apoptoze alveolarnih i epitelnih stanica nastaje emfizem ¢ime se
gubi povrSina za izmjenu plinova, a faktori koji uopée uzrokuju apoptozu mogu biti
nedostatak ¢imbenika rasta, oksidacijski stres ili odgovor stanice na stres.

Napretkom bolesti sve viSe se pojaCava aktivacija 1 luenje upalnih citokina i kemokina,
dolazi do pretvorbe makrofaga iz tipa M1 u tip M2 koji potice fibrozu. Fibroza posebno utjece
na najuze dijelove diSnih putova, tj. posebno je izraZzena u malim diSnim putovima promjera
manjeg od 2 milimetra. Bakterijske i virusne infekcije mogu uzrokovati egzacerbacije bolesti i
pojacati upalu te oStecenje parenhima. Dolazi do otpuStanja antigena iz oSteCenih epitelnih 1
alveolarnih stanica, a njih imunosni sustav prepoznaje kao strane. Takoder, znaCajne su
strukturne promjene pluénog parenhima, pri ¢emu se kolagen zamjenjuje elastinom.

Osim disnog sustava, KOPB se ogleda i u drugim organskim sustavima. Primjerice, smanjena
je hematopoetska aktivnost koStane srzi, oStecuje se miSi¢no tkivo, smanjena je moguénost
fizicke aktivnosti 1 oslabljena je regeneracija krvozilnog sustava. Zbog svega navedenog,
KOPB se ne smatra samo respiracijskom, ve¢ i sistemskom upalnom boles¢u (Tuder i

Petrache, 2012; MacNee, 2005).



1.3. Protein Hsp70

Proteini toplinskog Soka (Hsp, engl. heat shock protein) otkriveni su 1974. godine u vinskoj
musici (Drosophila melanogaster), a predstavljaju skupinu proteina stresa koji su
eksprimirani u stanicama svih organizama (Borges i sur., 2012; Tissieres i sur., 1974).
Ekspresija ovih proteina inducirana je toplinskim stresom, odnosno, koncentracija im se
povecéava pri poviSenju temperature pa su shodno toj ¢injenici dobili naziv. Osim povisenom
temperaturom, induciraju se razli¢itim oblicima stani¢nog stresa kao §to su okoli$ni ¢imbenici
(teSki metali, reaktivni kisikovi spojevi, ultraljubicasto 1 radioaktivno zracenje, citostatici i
drugi lijekovi, kemikalije), patofizioloSka stanja (upala, ishemija, hipoksija, virusne i
bakterijske infekcije, maligne transformacije) i fizioloski ¢imbenici (rast i diferencijacija
stanica) (Srivastava, 2008; Bari$i¢ i sur., 2003). Nazivaju se jo§ i Saperoni jer nadziru
Smatanje proteina, stvaranje multiproteinskih kompleksa, razvrstavanje i prijenos proteina u
odredene organele te sprjecavaju denaturaciju proteina.

Hsp superporodica podijeljena je u nekoliko porodica koje su dobile ime prema pribliznim
molekulskim masama: mali Hsp proteini, Hsp60, Hsp70, Hsp90 i Hsp110 (Pockley, 2003).
Najvise izucen ¢lan Hsp70 porodice je inducibilni Hsp70 protein, molekulske mase 72 kDa,
¢ija je sinteza potaknuta u stanjima stresa. Ovaj protein ima brojne unutarstani¢ne ucinke koji
ukljuCuju  sprjeCavanje agregacije  proteina, potpomaganje  pravilnog smatanja
novosintetiziranih polipeptidnih lanaca kao i ponovnog smatanja oSte¢enih proteina, ¢ime se
potiCe prezivljavanje stanice usprkos stresnim uvjetima. Hsp70 utjece 1 na apoptozu na nacin
da stupa u interakciju s koSaperonom Bag-1 koji stupa u interakciju s anti-apoptoznim
proteinom Bcl-2. Poviseni Hsp70 S§titi stanice od citotoksi¢nosti inducirane tvarima koje
poti¢u apoptozu, a to su, primjerice, ¢imbenik nekroze tumora (TNF, engl. tumor necrosis
factor), radijacijski i kemoterapijski agensi. Monociti takoder mogu inducirati apoptozu pa i u
tom slucaju poviseni Hsp70 ima protektivni u¢inak. Hsp70 se izravno veze na ¢imbenik 1 koji
aktivira apoptozne proteaze (Apaf-1, engl. apoptotic protease activating factor-1) i sprjecava
nastajanje funkcionalnog apoptosoma te na taj nain koc¢i apoptozu, odnosno ima anti-
apoptozno djelovanje. Hsp70 sudjeluje i u regulaciji imunosnog odgovora tako da inhibira
NF-xB signalni put te sprjecava odgovor stanice na upalne citokine (Sevin i sur., 2015;
Sharma i Masison, 2009; Giffard i sur., 2008).

Hsp70 protein uglavnom je lokaliziran unutar stanice, ali moze se osloboditi iz stanice
aktivnim ili pasivnim putom te tako prijeéi u izvanstani¢ni prostor. Hsp70 koji je prisutan
izvan stanice naziva se izvanstani¢ni Hsp70 (eHsp70, engl. extracellular Hsp70). Kada nije

prisutno stani¢no oStecenje ili umiranje, Hsp70 oslobada se aktivnim putom i to egzocitozom,
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a pasivni put oslobadanja nastaje uslijed oSte¢enja stanicne membrane i/ili nekroze stanica pa
se moze osloboditi ukupni citosolni Hsp70. Poveéanje koncentracije Hsp70 u izvanstanicnom
prostoru sluzi kao ,,signal opasnosti“. Naime, eHsp70 se veze na razli¢ite membranske
receptore prisutne na specifi¢cnim imunosnim stanicama te tako modulira imunosne odgovore
(Johnson 1 Fleshner, 2006; Asea i sur., 2000). Moguce je i da eHsp70 ima zastitno djelovanje
kad je prisutan u nizim koncentracijama i da tada predstavlja normalan odgovor na infekciju
ili stres.

Imunomodulacijsko djelovanje svrstava Hsp70 protein u skupinu molekula koje se nazivaju
molekularni obrasci oSte¢enja (DAMP, engl. damage-associated molecular pattern).
Molekularni obrasci oSte¢enja su endogene molekule koje se pri normalnim fizioloskim
uvjetima nalaze unutar stanice, ali se u uvjetima stani¢nog stresa ili oSteéenja stanica
otpustaju u izvanstani¢ni prostor te tamo predstavljaju ,,signal opasnosti“ i mogu potaknuti
proces sterilne upale (bez prisutnosti patogena koji nose molekularne obrasce povezane s
patogenima; PAMPs, engl. pathogen-associated molecular pattern). Fizioloski upalni odgovor
potaknut je niskim koncentracijama DAMP molekula koje mogu povoljno djelovati na tkivni
popravak, dok su u kroni¢noj upali te molekule prisutne u visokim koncentracijama. Kriti¢an
koncentracijski prag DAMP molekula koji je potreban da se potakne razvoj bolesti moze
ovisiti o trajanju i stupnju oSte¢enja. Povisena koncentracija eHsp70 prisutna je u razli¢itim

upalnim bolestima, ukljuc¢ujuc¢i i KOPB (Qu i sur., 2015).

1.4. Receptori koji prepoznaju molekulske strukture (PRRs)

U pluénim bolestima, kao Sto je KOPB, znacajnu ulogu ima urodeni imunosni sustav koji
djeluje preko receptora koji prepoznaju molekulske strukture (PRR, engl. pattern recognition
receptor). Ti receptori nalaze se na epitelnim i imunosnim stanicama te poti¢u upalni odgovor
nakon $to se na njih vezu PAMP-ovi i DAMP-ovi (Bezemer i sur., 2012). Njihovim vezanjem
na PRR receptore pokrece se signalna kaskada koja rezultira sintezom upalnih citokina,
interferona (IFN) i kemokina koji aktiviraju okolne stanice te pokrecu aktivaciju makrofaga i
neutrofila. PRR receptori na dendritiénim stanicama i makrofagima osiguravaju daljnji
neophodni signal za indukciju T stanica. Upravo u tome se ocituje vaznost PRR receptora kod
akutnih infekcija respiracijskog trakta, kao $to su pneumonija i egzarcebacije KOPB-a zbog
infekcije (Opitz i sur., 2010).

Nekoliko skupina receptora pripada PRR-ovima: receptori sli¢ni Tollu (TLR, engl. Toll-like
receptor), lektinski receptori tipa C (CLR, engl. C-type lectin receptor), receptori sli¢ni

oligomerizacijskoj domeni koja veze nukleotide (NLR, engl. nucleotide-binding
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oligomerization domain (NOD)-like receptor), receptori krajnjih produkata uznapredovale
glikacije (RAGE, engl. receptor for advanced glycation end-products) i receptori sli¢ni genu 1
kojeg inducira retinoi¢na kiselina (RIG-1R, engl. retinoic acid-inducible gene 1 (RIG-I)-like

receptor) (Pouwels i sur., 2014; Opitz i sur., 2010).

1.4.1. TLR

Receptori sli¢ni Tollu (TLR) su transmembranski proteini koji sadrze izvanstani¢nu domenu
sa 16-28 podrucja bogatih leucinom (LRR, engl. leucine-rich repeat) i citoplazmatsku domenu
homolognu Tollu i receptoru za interleukin-1 (TIR, engl. Toll/interleukin 1 receptor
homology domain). Imaju mogucnost stvaranja heterodimera s drugim receptorima i
koreceptorima kako bi povecali svoju raznolikost i moguénost vezanja razli¢itih molekulskih
struktura. Prepoznaju i PAMP-ove, koji potje¢u od mikroorganizama, i DAMP-ove, Koji
potjeCu iz oSteéenog tkiva. PAMP-ovi i DAMP-ovi poti¢u signalne putove koji dovode do
aktivacije transkripcijskin faktora NF-kB, aktivacijskog proteina 1 (AP-1, engl. activator
protein-1) i ¢imbenika 3 regulacije interferona (IRF3, engl. interferon regulatory factor 3) te
do transkripcije gena ovisnih o njima, kao §to su geni za upalne citokine interleukin-1 (IL-1),
interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), TNF-a i interferon.

TLR-ovi se prema smjeStaju u stanici dijele na receptore na stani¢noj membrani (TLR1, -2, -
4, -5 i -6) te one koji se nalaze na membrani endosoma i lizosoma (TLR3, -7, -8 i -9). Nalaze
se na stanicama pluca 1 na imunosnim stanicama koje infiltriraju u pluca tijekom upale.
Cigaretni dim, kao najznacajniji ¢imbenik rizika za KOPB, poti¢e upalu i sintezu citokina
aktivacijom TLR-ova i djeluje na ekspresiju receptora. Zbog poveéane sekrecije mukusa i
njegovog otezanog uklanjanja, plu¢a pacijenata oboljelih od KOPB-a kolonizirana su
bakterijama ¢ije su komponente stani¢nih stijenki PAMP-ovi koje prepoznaju receptori TLR2
1 TLR4, a oni su ujedno ukljuceni u imunosni odgovor na Cestice prisutne u oneciS¢enom
zraku. Virusni PAMP-ovi djeluju preko receptora TLR3, -7 i -8.

Neprikladni odgovor TLR-ova na PAMP-ove moze dovesti do egzacerbacija zbog preslabe ili
prejake aktivacije imunosnog sustava Sto dovodi do oStecenja vlastitog tkiva. Tijekom KOPB-
a dolazi i do poveéane razgradnje i izgradnje izvanstani¢énog matriksa te je usporena
eliminacija apoptoznih stanica iz pluca, a neke molekule, poput razgradene hijaluronske
kiseline, djeluju kao DAMP-ovi koje vezu TLR-ovi i koji poti¢u imunosni odgovor.

TLR4 je prvi otkriveni TLR. Njegovi ligandi su lipopolisaharid (LPS, engl.
lipopolysaccharide) koji je PAMP, neki virusi, endogene molekule poput fibrina, hema,

Hsp70. Receptor se nalazi na povrsini stanica hematopoeze, endotelnih stanica, kardiomiocita
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I stanica zivéanog sustava. TLR2 receptor nalazi se na imunosnim stanicama, npr.
neutrofilima, monocitima, makrofagima te dendriticnim stanicama. Prepoznaje brojne PAMP-
ove, poput peptidoglikana 1 lipoteikoi¢ne kiseline (LTA, engl. lipoteichoic acid) iz stani¢ne
stijenke Gram-pozitivnih bakterija, lipoproteine i lipopeptide iz stani¢ne stijenke Gram-
negativnih bakterija, glikolipide iz stanicne membrane parazita, razliCite vrste virusa.
Prepoznaje i neke endogene molekule poput hijaluronske kiseline i Hsp70. Vezanjem liganda
na TLR2 potiCe se unutarstani¢na signalna kaskada koja dovodi do aktivacije transkripcijskog
faktora NF-xB (Mukherjee i sur., 2016; Molteni i sur., 2016; Bezemer i sur., 2012; Lorne i
sur., 2010; Sandor i Buc, 2005).

1.4.2. NLR

NLR-ovi su unutarstani¢ni PRR receptori. Njihovu porodicu u ljudi ¢ine 22 ¢lana. Vecina ih
je smjestena u citoplazmi. Njihovu strukturu ¢ine: sredi$nja oligomerizacijska domena koja
veze nukleotide (NOD, engl .nucleotide-binding oligomerization domain) i LRR slijedovi na
C-kraju koji vezu ligande. NLR receptori na N-kraju sadrze razli¢ite domene za vezanje
efektorskih molekula Sto dovodi do aktivacije razli¢itih signalnih putova.

Proteini koji sadrze NACHT, LRR i PYD domene (NLRP, engl. NACHT, LRR and PYD-
containing protein) ¢ine podskupinu NLR receptora s pirinskom domenom (PYD, engl. pyrin
domain) na N-kraju molekule. Neki od tih NLRP proteina tvore multiproteinske komplekse
koji se nazivaju inflamasomi, a od kojih je najbolje izu¢en NLRP3 inflamasom.

Uloga svih ¢lanova NLR porodice je otkriti potencijalno Stetne podrazaje u citosolu, dakle
PAMP-ove i DAMP-ove, te inducirati proteoliticko kidanje i aktivaciju IL-18 i IL-18.

IL-18 je snaZan, pirogeni, upalni citokin koji ima vaznu ulogu u iniciranju akutnih upalnih
odgovora na podrazaje uzrokovane infektivnim i Stetnim agensima ili pak oSte¢enjem stanica.
Sintetizira se u inaktivnom obliku, a to je pro-IL-18, prvenstveno u makrofagima, ali takoder i
u neutrofilima, limfocitima, epitelnim stanicama di$nih putova i fibroblastima. Proteolitickim
kidanjem pro-IL-18 nastaje aktivni IL-16 koji se oslobada u izvanstani¢ni prostor gdje vrsi
svoje upalne ucinke vezanjem na izvanstani¢nu domenu receptora 1 za IL-1 (IL-1R1, engl.
IL-1 receptor 1). IL-18 moze djelovati autokrino ili parakrino, ima vrlo vaznu ulogu u
akutnom upalnom odgovoru na respiracijsku infekciju, no njegova prekomjerna aktivacija i
otpustanje moze uzrokovati kroni¢nu sistemsku upalu. Kod oboljelih od KOPB-a, IL-1
snazno potice makrofage na otpustanje upalnih citokina, kemokina i metaloproteinaze
matriksa 9 (MMP-9, engl. matrix metalloproteinase 9). Koncentracija IL-1p je povisena u

sputumu bolesnika s KOPB-om te njegova koncentracija korelira s tezinom bolesti, kao i
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smanjenje koncentracije antagonista IL-1 receptora i topljivog IL-1 receptora. IL-1pB potice
leukocitozu tako Sto povecava otpuStanje neutrofila iz kostane srzi, takoder potice
proliferaciju fibroblasta, otpustanje prostaglandina i kolagenaze te sintezu fibronektina i
kolagena (Pinkerton i sur., 2017; Sapey i sur., 2009; Culpitt i sur., 2003; Chung i sur., 2001).
IL-18 izvorno je opisan kao IFNy induciraju¢i faktor. Takoder se sintetizira kao inaktivni
prekursor (pro-1L-18) koji zahtijeva aktivaciju inflamasoma i kaspaze-1 kako bi postao
bioloski aktivan. Za razliku od IL-18, IL-18 konstitutivno se eksprimira u mezenhimskim
stanicama, ali nakon aktivacije primarno se nalazi u makrofagima i dendriticnim stanicama.
Aktivacija IL-18 je bitna za uklanjanje patogena limfocitima te za induciranje antivirusnog
imunosnog odgovora putem indukcije IFNy . Dokazano je da je njegova aktivnost povezana s
pluénim bolestima pa tako i s KOPB-om (Pinkerton i sur., 2017; Sawada i sur., 2013;
Dinarello i sur., 2013; Imaoka i sur., 2008; Nakanishi i sur., 2001; Okamura i sur., 1995).
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1.5. Inflamasom

Inflamasomi su makromolekulski signalni kompleksi koji nastaju u stanicama kao reakcija na
razlicite fizioloSke i patoloSke uvjete. Iznimno su bitna komponenta urodene imunosti i
potrebni su za uklanjanje patogena ili oStecenih vlastitih stanica. Gradeni su od receptora,
adaptacijske molekule i efektora, odnosno kaspaze-1. Adaptacijska molekula, koja se nalazi
izmedu receptora i kaspaze-1, potrebna je ve¢ini inflamasoma, a to je protein nalik mrljicama
povezan s apoptozom koji sadrzi domenu za aktivaciju i privlacenje kaspaza (ASC, engl.
apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD, engl. caspase activation and
recruitment domain).

Prema strukturi receptora koje sadrze, inflamasomi se mogu podijeliti na inflamasome s
receptorom sli¢nim oligomerizacijskoj domeni koja veze nukleotide (NLR) i inflamasome s
receptorom sli¢nim proteinu 2 odsutnom u melanomu (ALR, engl. absent in melanoma 2-like
receptors) (Sharma i Kanneganti, 2016).

Ve¢ je spomenuto da je najbolje istrazen NLR receptor NLRP3. Taj receptor sadrzi N-
terminalnu pirinsku domenu tipa 3 (NLRP3, engl. NOD-like receptor pyrin 3) i konstitutivno
je eksprimiran u niskim koli¢inama u stanicama mijeloidne loze. Aktivacija inflamasoma je
strogo reguliran proces. Razlikujemo klasi¢ni (kanonski i nekanonski) te alternativni put
aktivacije. Kanonski put aktivacije NLRP3 inflamasoma ukljucuje 2 koraka, a to su tzv.
pocetni (priming) korak i korak aktivacije. U poc¢etnom koraku razli¢iti PAMP-ovi i DAMP-
ovi poticu ekspresiju NLRP3 i pro-IL-1p $to je posredovano NF-kB signalnim putovima. U
koraku aktivacije dolazi do sklapanja NLRP3 inflamasoma, aktivacije kaspaze-1,
proteolitickog kidanja prekursora IL-1 i IL-18 te njihovog izlu¢ivanja, a sve to potaknuto je
drugim signalom koji moze biti neki egzogeni ili endogeni ligand, odnosno opet neka PAMP
ili DAMP molekula. Brojni stani¢ni dogadaji, poput stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta
(ROS, engl. reactive oxygen species), promjene stanicnog volumena, signaliziranja putem
kalcija, lizosomski poremecaji, mitohondrijska disfunkcija takoder mogu djelovati kao signali
za aktivaciju NLRP3 inflamasoma, a najistaknutiji medu njima je izlu¢ivanje kalija, no tocan
mehanizam kojim toliko razli¢itih molekula i1 signalnih putova mozZe specifi¢no aktivirati ovaj
kompleks jos uvijek nije poznat. Ipak, sve ove znacajke povezane su sa stani¢nim stresom te
se pretpostavlja da bi NLRP3 mogao biti senzor oStecenja stanica. Vazno je napomenuti da
kanonskom aktivacijom inflamasoma dolazi do piroptoze, regulirane stanicne smrti za koju je
klju¢no kidanje proteina gasdermina D (GSDMD) aktiviranom kaspazom-1 u inflamasomu.
Nekanonski put aktivacije inflamasoma potaknut je kaspazama-4/-5 u covjeka te kaspazom-

11 u misSeva. Aktivacija ovih kaspaza potaknuta je izravnim prepoznavanjem bakterijskog
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lipopolisaharida (LPS) ili lipida A kada su prisutni u citoplazmi. I u ovom putu aktivacije
inflamasoma dolazi do kidanja GSDMD-a kaspazama, shodno tome i do piroptoze te do
poveéanog otpustanja upalnih citokina. Za razliku od kaspaze-1, ove kaspaze ne kidaju
izravno pro-1L-1p i pro-IL-18 ve¢ dovode do aktivacije transmembranskog kanala paneksina-
1 sto potice otpustanje adenozin-trifosata (ATP) i kalija iz stanica, a to naposljetku dovodi do
aktivacije NLRP3 inflamasoma i povecanog izlu¢ivanja IL-1p.

Za razliku od klasi¢nih putova aktivacije, alternativni put aktivacije inflamasoma zahtjeva
samo jedan signal i uklju¢uje TLR4. | u ovom putu aktivacije inflamasoma potrebna je ASC,
aktivira se kaspaza-1, ali razlika je takoder u tome $to je u ovom putu potreban adaptacijski
protein s TIR domenom koji inducira interferon f (TRIF, engl. TIR domain-containing
adaptor-inducing interferon-p) te kaspaza-8. Alternativni put aktivacije inflamasoma djeluje
neovisno o izluéivanju kalija te ne uzrokuje piroptozu. Smatra se da je za pojedine vrste
stanica specifican jer je za sada otkriven samo u humanim monocitima. U ovom putu NLRP3
inflamasom aktivira se preko signalne osi koju ¢ine sljede¢e molekule: TLR4-TRIF-
serin/treonin protein kinaza 1 koja stupa u interakciju s receptorom (RIPK1, engl. receptor-
interacting serin/threonine-protein kinase 1), protein koji ima domenu smrti i povezuje se s
Fas-om (FADD, engl. Fas-associated death domain) i kaspaza-8 (Lee i Kang, 2019; Swanson
i sur., 2019; Xu i sur., 2018; Sharma i Kanneganti, 2016; Man i Kanneganti, 2015; de Zoete i
sur., 2014).
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Slika 2. Putovi aktivacije NLRP3 inflamasoma
Preuzeto iz: Lee i Kang, 2019.
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1.5.1. Uloga NLRP3 inflamasoma u KOPB-u

Pretpostavlja se da se NLRP3 inflamasom aktivira kod pacijenata s KOPB-om, osobito
tijekom akutnih egzacerbacija. U diSnim putovima bolesnika u egzacerbaciji prisutne su
poviSene koncentracije nekoliko aktivatora inflamasoma, a to su izvanstani¢ni ATP, kristali
urata, reaktivni Kkisikovi spojevi i bakterijske PAMP molekule. Velike udahnute Cestice
takoder mogu aktivirati inflamasome. Uzrokom akutnih egzacerbacija moze biti i virus
influence koji takoder moze aktivirati inflamasome. Kod pacijenata s tezim oblicima KOPB-a
1 kod puSaca uocCena je povecana aktivnost kaspaze-1 u odnosu na nepusSaCe. Takoder,
koncentracija IL-1p i IL-18 povecana je kod bolesnika s KOPB-om (Barnes, 2016; Brusselle i
sur., 2014).

Kompleksi inflamasoma mogu se naci i u izvanstani¢cnom prostoru pluca pacijenata s KOPB-
om. Smatra se da kompleksi izlaze iz makrofaga nakon piroptoze te aktiviraju prokaspazu-1 u
kaspazu-1 koja zatim kida pro-IL-1B u izvanstaniénom prostoru. Takoder, makrofagi
fagocitiraju komplekse te im oni sluze kao DAMP signali koji poti€u stvaranje novih

inflamasoma (Man i Kanneganti, 2015).

1.6. Stani¢na smrt

Za odrzavanje homeostaze organizma, vrlo bitan stani¢ni proces je stani¢na smrt. UKoliko je
ona poremecena, moze do¢i do razvoja razli€itith bolesti. Stani¢na smrt je proces koji
predstavlja konacni i1 nepovratni ishod za oSteCene stanice ili one koje su izloZene
smrtonosnim signalima. Postoji nekoliko oblika stani¢nih smrti, od kojih je apoptoza
programirana stani¢na smrt koja ne dovodi do razvoja upalnog procesa, a nekroza dovodi do
otpustanja unutarstanicnog sadrzaja u izvanstani¢ni prostor S$to potice aktivaciju upalnih
citokina i DAMP molekula te pogorSava upalno stanje. Medutim, apoptoza nije vise
isklju€ivo sinonim za programiranu stani¢nu smrt jer su otkriveni drugi oblici iste, poput
nekroptoze i piroptoze, koji ovise o razli¢itim mehanizmima i signalnim molekulama (Lee i

Kang, 2019; Vanden Berghe i sur., 2014; Duprez i sur., 2009).

1.6.1. Apoptoza

Apoptoza je proces programirane stanicne smrti kojim se uklanjaju stare, oStecene ili suviSne
stanice organizma pri ¢emu se imunosni sustav, a time i upalni odgovor, ne aktiviraju.
Tijekom apoptoze dolazi do fragmentacije stanicne jezgre, kondenzacije stanice i stvaranja

apoptoznih tjeleSaca. Proces zapocinje aktivacijom unutarnjeg, odnosno mitohondrijskog, ili
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vanjskog signalnog puta koji je put receptora smrti. Enzimi klju¢ni za odvijanje apoptoze su
proteaze zvane kaspaze (Kennedy i sur., 2014).

Unutarnji put ili put apoptoze posredovan mitohondrijima aktiviraju razli¢iti endogeni i
egzogeni signali poput oksidacijskog stresa, nedostatak nutrijenata, hipoksija, zracenje,
oStecenje DNA, smanjena razina faktora rasta. Ovim signalima poti¢e se permeabilizacija
vanjske membrane mitohondrija i dolazi do otpustanja citokroma c¢ u citoplazmu koji se veze
na Apaf-1. Zatim dolazi do zamjene adenozin-difosfata (ADP) s ATP-om i nastaje apoptosom
koji dovodi do aktivacije kaspaze-9. Apoptosom je kompleks koji sadrzi citokrom ¢, Apaf-1,
ATP i pet do sedam prokaspaza-9 koje se u njemu aktiviraju te postaju sposobne za aktivaciju
izvr$nih kaspaza-3, -6 i -7 (Lee i Kang, 2019; Kennedy i sur., 2014).

Vanjski put apoptoze aktiviraju razliCiti ligandi nakon vezanja na membranske receptore
smrti. Receptori smrti pripadaju TNF superporodici receptora, a najbolje izuceni receptori
smrti su Fas i TNFR1. Vezanjem liganda na Fas stvara se signalni kompleks koji poti¢e smrt
(DISC, engl. death inducing signaling complex) i aktiviraju se kaspaze-8 i -10 koje
proteoliti¢ki kidaju i aktiviraju izvrSne kaspaze, kaspaze-3 i -7. IzvrSne kaspaze uzrokuju
kondenzaciju stanice, fragmentaciju jezgre i DNA te smrt stanice (Lee i Kang, 2019;
Tummers i Green, 2017; Kennedy i sur., 2014).

Receptor TNFR1, uz jo§ neke receptore smrti, povezuje se s adaptacijskim i signalnim
molekulama preko zajedni¢kih domena te dolazi do stvaranja kompleksa I smjestenog uz
membranu stanice. Kompleks I aktivira signalne putove koji poti¢u preZivljavanje stanice,
proliferaciju stanice ili apoptozu. Ovisno o posttranslacijskim modifikacijama signalnih
proteina ukljucenih u kompleks I, oni se premjeStaju u citosol i s prokaspazom-8 stvaraju
kompleks Il u kojem se ona aktivira (Tummers i Green, 2017).

Apoptoza je usko reguliran proces, a glavni regulatori su proteini iz Bcl-2 porodice koji se
dijele u tri skupine prema Bcl-2 homolognim domenama (BH) koje sadrze, a to su BH1, BH2,
BH3 1 BH4. Apoptozno djeluju oni koji imaju samo BH3 domenu, a glavni predstavnik medu
njima je Bid. Vazno je napomenuti da su ovi proteini u zdravim stanicama koje ne ulaze u
apoptozu u inaktivnom obliku, a njihovu aktivaciju poti¢u signali smrti. Apoptozno djeluju i
proteini koji imaju tri BH domene, ¢iji su predstavnici Bax i1 Bak.

Proteini s ¢etiri BH domene djeluju anti-apoptozno, predstavnici ove skupine su Bcl-2, BclX,,
Mcl-1 i Bcl-w. Njihova glavna uloga je cuvati proteine s tri BH domene u inaktivnom obliku
na nacin da se vezu na njih (Chan i Yu, 2004).

Apoptozu takoder reguliraju 1 Hsp proteini na nain da ju uglavnom inhibiraju, primjerice

Hsp70 i mali Hsp-ovi, a Hsp90 i Hsp60 mogu i inhibirati i poticati apoptozu, ovisno o vrsti
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stanica u kojima se nalaze i o signalima koji djeluju na stanicu (Kennedy i sur., 2014; Giffard
i sur., 2008).

1.6.1.1. Apoptoza i KOPB

Razvoju KOPB-a doprinose poremecaj ravnoteze apoptoze i proliferacije stanica u plu¢ima. U
prilog poremecéene ravnoteze apoptoze u pacijenata s KOPB-om i onih koji puse govori
Cinjenica da su u takvih pacijenata pronadene endotelne i alveolarne epitelne stanice u
apoptozi, aktivirana kaspaza-3, povecana je ekspresija proteina iz Bcl-2 obitelji (Bax i Bad), a
smanjena je ekspresija ¢cimbenika rasta koji poti¢u proliferaciju novih endotelnih stanica $to
dovodi do razvoja emfizema (Demedts i sur., 2006).

Smanjena je efikasnost alveolarnih makrofaga ¢ija je uloga fagocitirati apoptozna tjelesca
zbog ¢ega stanice u apoptozi ulaze u sekundarnu nekrozu i poti¢u kroni¢nu upalu. Uz to,
dolazi do povecanja broja aktiviranih neutrofila koji nisu sposobni fagocitirati patogene pa
umiru nekrozom, izlazi sadrzaj njihovih granula $to dovodi do egzacerbacija. Povecava se i
broj citotoksi¢nih T-limfocita koji mogu uzrokovati apoptozu alveolarnih epitelnih stanica
(Grabiec i Hussell, 2016; Hoenderdos i Condliffe, 2013; Demedts i sur., 2006).

1.6.2. Nekroptoza

Nekroza je nekontrolirani oblik stani¢ne smrti koji se najcesce aktivira uslijed infekcije, upale
ili ishemije pri ¢emu dolazi do vakuolizacije citoplazme, gubitka membranskog integriteta te
izlaska organela u izvanstani¢ni prostor Sto rezultira aktivacijom imunosnog odgovora.
Nekroptoza je genski programiran i reguliran oblik nekroze. Dovodi do upalnog stani¢nog
umiranja, a posebice je vazna u septi¢koj i sterilnoj upali. Dokazano je da u slu¢ajevima kad
je inhibirana apoptoza, stanice podlijezu nekroptozi §to je iznimno vazno u virusnim
infekcijama jer su brojni virusi, poput herpes virusa, virusa gripe A, poksvirusa, razvili
razli¢ite mehanizme koji inhibiraju apoptozu. Nekroptozu mogu potaknuti i genotoksicni
stres, razliciti toksini te neki lijekovi koji se koriste u lije¢enju karcinoma.

Mehanizam nekroptoze zapoc¢inje vezanjem TNF-a za TNFRI1 i tvorbom TNFR1 kompleksa I
na stani¢noj membrani. Taj kompleks sadrzi stani¢ni protein 1 koji inhibira apoptozu (cIAP-1,
engl. cellular inhibitor of apoptosis protein 1), RIPK1, ¢imbenik 2 povezan s receptorom za
TNF (TRAF2, engl. TNF receptor-associated factor 2) i domenu smrti povezanu s receptorom
za TNF (TRADD, engl. TNF receptor-associated death domain). clAP-1 potice ubikvitinaciju
RIPK1, a njegovom degradacijom RIPK1 disocira s kompleksa 1 te na nju djeluje

deubikvitiniraju¢i enzim cilindromatoza (CYD, engl. cylindromatosis). Interakcijom s
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adaptacijskom molekulom FADD i prokaspazom-8, nastaje kompleks 2 koji dovodi do
aktivacije kaspaze-8. Uloga kaspaze-8 je da proteolitickim kidanjem inaktivira RIPK1 i
RIPK3 koje stupaju u interakciju s receptorom. Kada je aktivnost kaspaze-8 inhibirana, ne
dolazi do kidanja RIPK1 1 RIPK3 ve¢ do njihove interakcije, fosforilacije, aktivacije i
sklapanja proteinskog kompleksa nekrosoma. Fosforilirani RIPK3 dovodi do aktivacije
proteina s inaktivnom kinaznom domenom koji je eksprimiran u razli¢itim vrstama (MLKL,
engl. mixed lineage kinase domain-like protein). Zatim MLKL tvori tetramere i translocira se
na stani¢nu membranu, narusava njezin integritet na nacin da stvara pore ili stupa u
interakciju s ionskim kanalima te tako izvr$ava nekroptozu.

Uz to, RIPKS inducira stvaranje ROS-a u mitohondrijima koji stimuliraju kidanje stani¢ne
membrane i izlazak stani¢nih organela, ukljuc¢ujuéi DAMP molekule, a stvaranje ROS-a
potic¢u i ¢lan 5 obitelji fosfoglicerat-mutaze (PGAMDS, engl. phosphoglycerate mutase family
member 5) te protein 1 koji je srodan dinaminu (Drpl, engl. dynamin related protein 1).
Takoder, RIPK3, osim RIPK1, mogu aktivirati i drugi proteini koji sadrze domene nazvane
RIP motivi homotipske interakcije (RHIM, engl. RIP homotypic interaction motif), poput
TRIF i proteina 1 koji se veze na Z-DNA, a koji je poznat i kao aktivator regulacijskih faktora
IFN-a koji je ovisan o DNA (ZBP1/DAI, engl. Z-DNA-binding protein 1/DNA-dependent
activator of IFN-regulatory factors). TRIF stimulira aktivacija TLR3 i TLR4, a ZBP1/DAI
prepoznaje viruse. Aktiviranje T-stani¢nih receptora inhibitorom kaspaze naziva
karbobenzoksi-valil-alanil-aspartil-[o-metil]-fluorometilketon (zZVAD, engl. carbobenzoxy-
valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]-fluoromethylketone)  takoder potice RIPK3  ovisnu
nekroptozu, dok ju molekula A20 suprimira.

Pokazano je da RIPK i MLKL imaju i druge funkcije osim u aktivaciji nekroptoze, primjerice
da mogu inducirati aktivaciju inflamasoma.

Dokazano je da se nekroptoza javlja u pacijenata oboljelih od KOPB-a. Naime, cigaretni dim
povecava ekspresiju RIPK3 1 uzrokuje disfunkciju mitohondrija u epitelnim stanicama pluca
(Peltzer i Walczak, 2019; Lee i Kang, 2019; Zhu i sur., 2019; Choi i sur., 2019; Xu i sur.,
2018; Mizumura i sur., 2016; Zhao i sur., 2015; Mizumura i sur., 2014; Vandenabeele i sur.,

2010).
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Slika 3. Aktivacija i regulacija nekroptoze

Preuzeto iz: Lee i Kang, 2019.

1.6.3. Piroptoza

Piroptoza je drugi oblik regulirane nekroze do koje dovodi aktivacija inflamasoma. To je
oblik stani¢ne smrti koji, osim S§to Stiti stanicu od raznih patogena, moze dovesti do nastanka
sepse 1 septickog Soka uslijed prekomjerne aktivacije. Piroptoza dijeli neke karakteristike
apoptoze 1 nekroze. Slicnost s apoptozom pokazuje u fragmentaciji DNA te nastajanju
mjehurica sliénim apoptoznim tjeleScima, a bubrenje 1 liza stanice ¢ine ju slicnom nekrozi.
Tijekom piroptoze dolazi do ispustanja unutarstani¢nog sadrzaja i upalnog odgovora (Aglietti
i Dueber, 2017; Liu i Lieberman, 2017; Sharma i Kanneganti, 2016).

Mehanizam piroptoze ukljucuje stimulaciju NLR-a odgovaraju¢im ligandom $to dovodi do
autooligomerizacije srediSnje oligomerizacijske domene NLR-a, a preko adaptacijske
molekule aktivira se kaspaza-1. Aktivna kaspaza-1 u kanonskom putu je sredi$nji izvrSitelj
piroptoze, a u nekanonskom putu to je kaspaza-4. Glavni supstrat aktiviranih kaspaza je
protein GSDMD koji se njihovim djelovanjem pokida na N-terminalni i C-terminalni
fragment. N-terminalni fragment GSDMD-a (GSDMD-NT) klju¢ni je medijator piroptoze
koji poti¢e izluCivanje upalnih citokina nastalih aktivacijom inflamasoma. Nakon
oligomerizacije, GSDMD-NT se veze na lipide unutarnje ovojnice stanicne membrane gdje
stvara pore veli¢ine 10-16 nm. Te pore dovoljno su velike za prolaz citokina. Smatra se da C-

terminalni fragment gasdermina veze i inaktivira N-terminalni fragment u citoplazmi, sve dok
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se on ne veze na lipide stani¢ne membrane. Kaspaza-1 moze djelovati i na drugi nacin, a to je
kidanje upalnih citokina pro-IL-1p i pro-l1L-18 ¢iji se zreli oblici otpustaju iz stanice i poti¢u
upalni odgovor, $to je ve¢ spomenuto (Xia i sur, 2020; Liu i Lieberman, 2017; Vande Walle i
Lamkanfi, 2016; Bergsbaken i sur., 2009; Duprez i sur., 2009).

Tijekom piroptoze iz stanica izlaze stani¢ni proteini i citokini, kaspaza-1 i GSDMD-NT Kkoji
se ne veze na lipide vanjske ovojnice stanicne membrane pa se piroptoza ne $iri na okolne
stanice. GSDMD-NT ima dodatnu ulogu, a to je ubijanje bakterija, no to¢an mehanizam
antibakterijskog djelovanja nije poznat (Liu i Lieberman, 2017).

Piroptoza se povezuje s patogenezom KOPB-a. Uslijed deficijencije kaspaze-1 moze doc¢i do
nastanka zastitnog mehanizma protiv upale i1 stanicne smrti, a povecana koncentracija
kaspaze-1 dovodi do induciranja piroptoze i produzavanja kroni¢ne upale (Vande Walle i
Lamkanfi, 2016; Bergsbaken i sur., 2009; Duprez i sur., 2009).
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Slika 4. Aktivacija piroptoze
Preuzeto iz:
https://www.genetex.com/Research/Overview/cell_biology/Pyroptosis_Inflammation
(pristupljeno: 29. 6. 2020.)
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1.7. Kaspaze

Kaspaze su enzimi ukljuceni u proces regulacije i izvrSavanja stani¢ne smrti. To Su cisteinske
proteaze kojih u ljudi ima 12 poznatih vrsta pri ¢emu je njih 7 ukljuceno u apoptozu, a to su
kaspaze-2, -3, -6, -7, -8, -9 i -10. Ostale kaspaze sudjeluju u upali. Kaspaze su proteaze
prisutne u stanici kao inaktivni zimogeni. Sadrze dvije karakteristicne domene, a to su N-
terminalna domena kojom se uzvodne kaspaze vezu na molekulske komplekse koji ih
aktiviraju te kataliticka domena koja sadrzi veliku 1 malu podjedinicu. Prokaspaze stvaraju
dimere koji se autoproteoliticki aktiviraju. Pritom nastaje heterotetramer koji sadrzi dva
aktivna mjesta, a svako aktivno mjesto potjeCe od jedne molekule kaspaze. Iznimka je
kaspaza-9 koja sadrzi samo jedno aktivno mjesto. Kaspaze hidroliziraju peptidnu vezu nakon
aspartatnog ostatka koji se najCesée nalazi pored ostatka male ili nenabijene aminokiseline
poput glicina, serina ili alanina. Supstrat kaspaze ulazi u vezno mjesto koje sadrzi
aminokiseline male 1 velike podjedinice kataliticke domene. U katalitickom mjestu nalazi se

cistein (Wiirstle i sur., 2012).

1.7.1. Kaspaza-1

Kaspaza-1 je upalna kaspaza koja se aktivira u inflamasomu. Glavna uloga kaspaze-1, koja je
ujedno i prva otkrivena, je kidanje i aktivacija upalnih citokina pro-IL-1f i pro-1L-18. Ovi
citokini izluuju se nakon smrti i lize stanica uzrokovane piroptozom. Kaspaza-1 uzrokuje i
piroptozu kidanjem supstrata GSDMD-a (Liu i Liebermann, 2017). Takoder, omogucuje
izlu€ivanje IL-1a (Sollberger i sur., 2014).

Supstrati kaspaze-1 su i enzimi glikolize, ¢ija razgradnja kod makrofaga dovodi do smrti
stanice. Kaspaza-1 moze uzrokovati smrt imunosnih stanica, ali se moze aktivirati i u drugim
vrstama stanica i u njima potaknuti preZivljavanje stanice i otpor patogenima. Neki patogeni
mogu stvarati pore u membrani stanica i uzrokovati lizu stanice, no aktivna kaspaza-1 u ovim
stanicama inducira sintezu masnih kiselina 1 kolesterola 1 tako omogucuje popravak ostec¢enih
membrana (Sollberger i sur., 2014).

Kaspaza-1 moze biti izlu¢ena iz makrofaga u izvanstani¢ni prostor. Pretpostavlja se da ondje

moze uzrokovati pojacanje upalne kaskade tijekom infekcije (Sun i Scott, 2016).
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2. OBRAZLOZENIJE TEME

Kroni¢na opstrukcijska plué¢na bolest (KOPB) je heterogena, slozena i ucestala pluéna bolest
karakterizirana opstrukcijom di$nih putova i upalom. Patogeneza KOPB-a je slozena, a
povezana je s dugotrajnom izloZzenos¢u Stetnim Cesticama, posebice cigaretnom dimu te
ukljucuje kroni¢nu upalu, infiltraciju upalnih stanica u plu¢ima, ostecenje tkiva te sistemske
ucinke. Bolest moze biti opasna po zivot zbog Cestih egzacerbacija i kormobiditeta.

Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati poticu li ekstrakt cigaretnog dima (CSE), eHsp70 te
njihove kombinacije aktivaciju NLRP3 inflamasoma te izazivaju li piroptozu i nekroptozu
pridonoseci tako Sirenju upale.

U ovom radu odredivala se ekspresija mRNA za NLRP3 i IL-18, unutarstani¢na ekspresija
GSDMD proteina, aktivacija RIPK3 i MLKL-a, koncentracija IL-18 te aktivnost LDH.
Ispitivanja su provedena na predlozenim pluénim i sisetmskim in vitro modelima KOPB-a, a
to su stani¢na linija epitelnih stanica traheobronhijalnog trakta (NCI-H292), primarne humane
traheobronhijalne epitelne stanice (NHBE), stani¢na linija monocitnih stanica diferenciranih u
makrofage (THP-1) i primarni humani monociti iz periferne krvi diferencirani u makrofage

(MDM, engl. monocyte-derived macrophages).
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3. MATERUALI | METODE
Provedeno in vitro istrazivanje podijeljeno je na dva dijela:
1. istrazivanje pluéne komponente KOPB-a u kojem su koriStene:

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

e primarne humane traheobronhijalne epitelne stanice (NHBE - normalne humane
bronhijalne epitelne stanice);

2. istrazivanje sistemske komponente KOPB-a u kojem su koristene:

e stani¢na linija monocitnih stanica diferenciranih u makrofage (THP-1 - humani
monociti iz periferne krvi porijeklom od bolesnika s akutnom monocitnom
leukemijom);

e primarni humani monociti iz periferne krvi diferencirani u makrofage (MDM).

3.1. Kultura stanica

3.1.1. Stani¢ne linije

NCI-H292 (American Type Culture Collection, SAD) su stanice mukoepidermalnog plu¢nog
karcinoma originalno izolirane iz metastaze u limfnom ¢voru 32-godis$nje bolesnice. Stanice
su epitelnog tipa te adheriraju na podlogu. Konstitutivno, odnosno neovisno o uvjetima u
kojima se nalaze, eksprimiraju mMRNA za TLR1-10 (Hou i sur., 2006).

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

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

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

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

3.1.2. Primarne stanice

Normalne humane bronhijalne epitelne stanice (NHBE) izolirane su iz epitela di$nih putova
iznad bifurkacije traheje zdravih ispitanika (Lonza Group Ltd., Svicarska). Ove primarne
humane bronhijalne epitelne stanice uzgajaju se u BEGM mediju (Lonza Group Ltd.,
Svicarska), u bocama za uzgoj stani¢nih kultura prethodno obloZenima 0,1 % fibronektinom
(Sigma-Aldrich, SAD) i 3 mg/mL kolagenom (Inamed, SAD) te se odmah nakon postignute
konfluentnosti od oko 90 % nasaduju na odgovarajuce ploce s 24 ili 96 jaZica koje su takoder
oblozene na isti na¢in kao i boce za uzgoj stani¢nih kultura.

Monociti su izolirani od zdravih ispitanika metodom razdvajanja magnetskim Cesticama
obiljezenim s CD14 (Miltenyi Biotec, Njemacka). Monociti porijeklom iz periferne krvi su u
svim ispitivanjima provedenim u ovom radu prije tretiranja diferencirani u makrofage tijekom
7 dana pomocu 25 ng/mL ¢imbenika koji stimulira rast makrofagnih kolonija (M-CSF, engl.
macrophage colony stimulating factor) u komplethom RPMI mediju uz dodatak 1 %
neesencijalnih aminokiselina (Lonza Group Ltd., Svicarska) i 1 % piruvata (Lonza Group

Ltd., Svicarska) tijekom 7 dana.

3.2. Presadivanje stanica

NCI-H292 stanice presaduju se kad postignu oko 80-90 % konfluentnosti. Kompletni RPMI
medij iznad adherentnih stanica ukloni se vakuum sisaljkom. Stanice se isperu 2 putas 1 ili 5
mL 0,38 mg/mL otopine EDTA (Sigma-AldrichCo., USA), ovisno o veli¢ini boce za uzgoj
stanica, kako bi se uklonili ostaci seruma koji sadrzi al-antitripsin koji bi mogao inhibirati
djelovanje tripsina u sljede¢em koraku. Otopina EDTA se ukloni vakuum sisaljkom i doda se
1ili 3 mL 0,25 % otopine tripsin-EDTA (Sigma-AldrichCo., USA) kako bi se stanice odvojile
od podloge. Nakon 5 minuta inkubacije na 37 °C pri 95 % vlaznosti zraka 1 5 % CO», na
stanice se doda 3 ili 5 mL kompletnog RPMI medija koji zaustavlja djelovanje tripsina te se
stanice resuspendiraju pipetom. Stani¢na suspenzija prenese se u sterilnu epruvetu s ¢epom i
centrifugira (Biofuge Stratos Heraeus, Kendro Laboratory Products, Njemacka) 5 minuta na
200 g pri sobnoj temperaturi. Nadsloj se ukloni vakuum sisaljkom, a talog stanica

21



resuspendira u 1 mL kompletnog RPMI medija. Najprije se odredi broj stanica u suspenziji, a
zatim se odredeni volumen suspenzije stanica nasadi u novu bocu za uzgoj stani¢nih kultura u
koju je prethodno stavljen odredeni volumen kompletnog RPMI medija. Stanice se najc¢esce
razrjeduju u omjeru 1:3-1:8. Boca se nakon presadivanja spremi u inkubator na 37 °C, pri 95
% vlaznosti zraka 1 5 % CO,.

THP-1 stanice razrjeduju se s kompletnim RPMI medijem na gustocu 0,2-0,4x10° stanica/mL
na na¢in da se uzme 1-2 mL stanica i 4-5 mL novog medija za uzgoj u boci od 25 cm?,
odnosno da se uzme 3-5 mL stanica i 10-12 mL novog medija za uzgoj u boci od 75 cm?.
Brojanje stanica vrsi se otprilike svakih 10 dana, tako da se stanice centrifugiraju (Biofuge
Stratos Heraeus, Kendro Laboratory Products, Njemacka) 5 minuta na 200 g na sobnoj
temperaturi, medij se ukloni vakuum sisaljkom te se stanice resuspendiraju u 1 mL medija za
uzgoj stanica. Nakon toga se stanice izbroje u Neubauerovoj komorici s tripanskim plavilom
nakon ¢ega im se u potpunosti promijeni medij, a volumen dodanog medija ovisi o Zeljenoj

gustoci stanica.

3.3. Odredivanje broja stanica

Stanice resuspendirane u 1 mL medija za uzgoj stanica pomijesaju se s 0,4 % otopinom
tripanskog plavila u omjeru koji ovisi o vrsti stanica te se nakon inkubacije tijekom 2 minute
10 uL otopine prenese u Neubauerovu komoricu i stanice se broje pod invertnim
mikroskopom pri povecanju od 400 puta. Tripansko plavilo se koristi za razlikovanje mrtvih 1
zivih stanica. Zive stanice ga izlu¢uju pomoéu membranskih pumpi, tako da Zive stanice
ostaju neobojene. Mrtve stanice ne mogu izbaciti tripansko plavilo pa se zato unutar njih
akumulira te ih vidimo kao obojene, plave stanice. Neubauerova komorica se sastoji od 9
kvadrata volumena 0,0001 mL koji su podijeljeni na manje kvadrate. Stanice se broje u Cetiri
rubna kvadrata te se broj stanica izraCunava po sljede¢oj formuli:

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

3.4. Tretiranje stanica

3.4.1. Tretiranje stanica rekombinantnim humanim Hsp70 proteinom

Stanice su tretirane s 0,3, 1 ili 3 ug/mL rekombinantnog humanog Hsp70 proteina (rhHsp70)
koji je sintetiziran u bakteriji E. coli s niskim sadrzajem endotoksina, prema odredbama
proizvodaca (Enzo Life Sciences, SAD). U ovim uvjetima NCI-H292 i THP-1 stanice

tretirane su u kompletnom RPMI mediju, a THP-1 stanice su prethodno diferencirane u
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stanice sli¢ne makrofagima s 20 nM PMA tijekom 48 h. NHBE stanice od zdravih ispitanika
drzane su u TIPSA mediju (BEGM medij (Lonza Group Ltd., Svicarska) s 10 pg/mL
transferina i 5 ug/mL inzulina (Sigma-Aldrich, SAD) te 1 % otopine antibiotika-antimikotika)
preko noci te su tretirane u istom tom mediju. Monociti su stavljeni u medij bez M-CSF-a

preko no¢i te su tretirani u RPMI mediju bez FBS-a.

3.4.2. Tretiranje stanica ekstraktom cigaretnog dima

Ekstrakt cigaretnog dima (CSE, engl. cigarette smoke extract) pripreman je neposredno prije
svakog pokusa. Dim dvije cigarete marke 3R4F Kentucky Research Cigarettes (University of
Kentucky) kojima su odstranjeni filtri propuhan je kroz 25 mL odgovaraju¢eg medija bez
seruma (RPMI za NCI-H292 i THP-1 stanice te monocite) upotrebom peristalticke pumpe
(Miniplus Evolution, Gilson, SAD). Svaka cigareta gorjela je oko 5 minuta. Tako pripremljeni
ekstrakt cigaretnog dima oznacen je kao 100 % koncentrirani, a za pokuse je razrijeden s
odgovaraju¢im medijem bez seruma (RPMI za NCI-H292, THP-1 i monocite, TIPSA za
NHBE) na Zeljene koncentracije unutar 60 minuta od pripreme (van der Toorn i sur., 2007).
Standardizacija ekstrakta cigaretnog dima izvrs$ena je tako da je 100 % ekstrakt razrijeden na
koncentracije od 15 %, 5 % i 2,5 %. Zatim mu je, koriste¢i spektrofotometar (CECIL
Aquarius CE 7200), izmjerena apsorbancija na 320 nm prema odgovarajuéem mediju bez
seruma kao slijepoj probi. Pokus je ponovljen Sest puta u tri uzastopna dana. Tijekom
pripreme ekstrakta cigaretnog dima za svaki pojedini pokus provjereno je odgovara li njegova
apsorbancija na 320 nm uobicajenim standardiziranim vrijednostima. Zatim je taj ekstrakt

koriSten za tretiranje stanica sam ili u kombinaciji s thHsp70.

3.5. Odredivanje koncentracije citokina IL-1p

NCI-H292 stanice (1x10° stanica po jazici) nasadene su na ploe s 12 jaZica i tretirane nakon
inkubacije tijekom 24 h. THP-1 stanice (1x10° stanica po jaZici) nasadene su na ploce s 12
jazica uz dodatak 20 nM PMA te su diferencirane tijekom 48 h, nakon cega je slijedilo
tretiranje. NHBE (30-50000 stanica po jazici) stanice nasadene su na ploce s 24 jaZice
prethodno obloZene kolagenom 1 fibronektinom. Nakon postizanja vise od 95 %
konfluentnosti stanicama je promijenjen medij u TIPSA medij preko noci te su zatim tretirane
takoder u TIPSA mediju. Monociti (0,5 x10° stanica po jazici) nasadeni su na ploce s 24 jazice
uz dodatak 25 ng/mL M-CSF-a te su diferencirani tijekom 7 dana. Nakon toga stavljeni su u

medij bez M-CSF-a preko no¢i i =zatim tretirani. Stanice su tretirane razli¢itim
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koncentracijama rhHsp70, CSE-a i njihovim kombinacijama tijekom 24 h. Nakon toga medij
iznad stanica centrifugira se na 1500 g tijekom 10 minuta pri +4 °C, a dobiveni nadsloj
razdijeli se na manje volumene i pospremi na -70 °C do analize.

Koncentracije IL-1p odredivane su u mediju iznad stanica DuoSet ELISA test paketima
(R&D Systems, SAD). Mikrotitarska ploca s 96 jaZzica najprije se oblozi sa 100 pL
razrijedenog vezujuceg protutijela preko noc¢i na sobnoj temperaturi. Zatim Se okretanjem
ploce 1 njenim snaznim protresivanjem ukloni sva tekucina koja se nalazi u jazicama, a potom
se jazice isperu s puferom za ispiranje (0,05 % Tween-20 u PBS-u). Potrebno je tri puta
ispirati mikrotitarsku plo¢u, tako da se u svaku jazicu doda 400 uL pufera. Zatim se u svaku
jazicu doda 300 pL otopine reagensa za blokiranje (1 % BSA u PBS-u) te se plo¢a inkubira na
sobnoj temperaturi minimalno jedan sat. Nakon inkubacije, mikrotitarska ploca ispere se tri
puta.

Uzorci i standardi razrijede se u otopini reagensa za razrjedivanje (1 % BSA u PBS-u) te se
100 pL dodaje u svaku jazicu i inkubira dva sata na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije,
mikrotitarska ploca se ispere tri puta. Potom se u svaku jazicu dodaje 100 pL detekcijskog
protutijela koje se prije toga razrijedi u otopini reagensa za razrjedivanje te se inkubira dva
sata na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, mikrotitarska plo€a se ispere tri puta. Zatim se
u svaku jazicu dodaje 100 uL radne otopine streptavidin-HRP (streptavidin-HRP razrijeden
1:40 u reagensu za razrjedivanje) i inkubira 20 minuta na sobnoj temperaturi u prostoru
zaSticenom od svjetlosti. Nakon inkubacije, mikrotitarska ploca se ispere tri puta. Potom se u
svaku jazicu doda 100 pL otopine supstrata (1:1 mjeSavina tetrametilbenzidina i H,0,),
inkubira 5-10 minuta pri sobnoj temperaturi u prostoru zasti¢enom od svjetlosti te se u svaku
jazicu doda 50 plL otopine za zaustavljanje enzimske reakcije (2 N H,SO,4) i lagano se
protrese mikrotitarska ploca kako bi se svi sastojci otopine supstrata u jazici dobro pomijesali.
Apsorbancija se mjeri pri valnoj duljini 450 nm na citacu mikrotitarskih plo¢a (VICTOR3
1420 Multilabel counter, Perkin Elmer).

3.6. Odredivanje kataliticke aktivnosti laktat-dehidrogenaze u mediju iznad stanica

Odredivanje kataliticke aktivnosti LDH sluZi za ispitivanje citotoksi¢nosti odredene tvari te se
koristi kao pokazatelj integriteta stanicne membrane. LDH je iskljucivo citoplazmatski enzim
i ne bi smio biti prisutan u stanicnom okoliSu (mediju) ukoliko je integritet stani¢ne

membrane ocuvan.
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Princip ove metode temelji se na oksidaciji L-laktata u piruvat u prisustvu LDH pri ¢emu se
NAD" reducira te se kontinuirano mjeri porast apsorbancije NADH na 340 nm pri 37 °C
prema destiliranoj vodi kao slijepoj probi.

Za ovu analizu uzima se 20 pL medija iznad tretiranih stanica te se analiza vr$i odmah nakon
zavrSene inkubacije od 2 minute na poluautomatskom analizatoru Trace 30 uz upotrebu
reagensa za odredivanje LDH (500 pL) (Dijagnostika d.o.0., Hrvatska ili Greiner Diagnostic
GmbH, Njemacka). Srednja vrijednost kataliti¢kih aktivnosti LDH netretiranih (kontrolnih)
stanica proglasi se 100 %, a vrijednosti kataliti¢kih aktivnosti LDH tretiranih stanica izraze se
kao udio (%) u odnosu na netretirane stanice. Rezultati se prikazu kao srednja vrijednost +

standardna pogreska.

3.7. Detekcija proteina Western blot metodom

3.7.1. Priprema stani¢nih lizata za Western blot analize

NCI-H292 stanice (1x10° stanica po jaZici) nasadene su na ploge s 12 jaZica i tretirane nakon
inkubacije tijekom 24 h. THP-1 stanice (1x10° stanica po jaZici) su nasadene na ploge s 12
jazica uz dodatak 20 nM PMA te su diferencirane tijekom 48 h nakon cega je slijedilo
tretiranje. NHBE (30-50000 stanica po jaZzici) stanice nasadene su na ploce s 24 jaZice
prethodno oblozene kolagenom 1 fibronektinom. Nakon postizanja vise od 95 %
konfluentnosti stanicama je promijenjen medij u TIPSA medij preko noéi te su zatim tretirane
takoder u TIPSA mediju. Monociti (0,5 x10° stanica po jazici) nasadeni su na ploce s 24
jaZice uz dodatak 25 ng/mL M-CSF-a te su diferencirani tijekom 7 dana. Nakon toga stavljeni
su u medij bez M-CSF-a preko no¢i i zatim tretirani. Stanice su tretirane razliitim
koncentracijama rhHsp70, CSE-a ili njihovim kombinacijama. Nakon toga plocCe se stave na
led, medij iznad stanica ukloni se vakuum sisaljkom, a adherirane stanice isperu dva puta
ledeno hladnim PBS-om. U svaku jaZicu na ploc¢i s 12 jazica doda se po 200 pL, a na ploci s
24 jazice 100 pL, ledeno hladnog pufera za liziranje stanica (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 137
mM NaCl, 1 % Triton X-100, 10 % glicerol, 1 mM natrij-ortovanadat uz dodatak proteaznih
inhibitora (Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche)) i ostavi stajati na ledu 20
minuta. Zatim se stanice odvoje od podloge blagim struganjem silikonskim strugacem, a
sadrzaj svake jazice prenese se u epruveticu od 1,5 mL i centrifugira na 15000 g tijekom 20
minuta na +4 °C. Jedan dio dobivenog nadsloja pospremi se na -20 °C za odredivanje
koncentracije proteina, dok se u drugi dio nadsloja doda 6 puta koncentrirani Laemmlijev
pufer za nanoSenje uzoraka (0,375 M Tris-HCI pH 6,8, 12 % SDS, 30 % glicerol, 0,2 %
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bromfenol plavilo, 12 % B-merkaptoetanol u destiliranoj vodi). Uzorci se prokuhaju tijekom 3

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

3.7.2. Odredivanje koncentracije proteina u stani¢nom lizatu

Koncentracija proteina u stani¢nim lizatima odredena je pomocu bicinkoni¢ne Kiseline
(BCA). Ova metoda temelji se na stvaranju kompleksa proteina s Cu®* pod alkalnim uvjetima
nakon ¢ega dolazi do redukcije Cu?* u Cu". Koli¢ina redukcije proporcionalna je koncentraciji
proteina. BCA stvara plavo-ljubi¢asti kompleks s Cu” u alkalnom okolisu ¢&ija se apsorbancija
mjeri na 570 nm.

Na ploc¢u s 96 jazica dodaje se 25 puL uzorka i standarda proteina razrijedenih s fizioloSkom
otopinom te 100 pL radnog reagensa (dobiva se mijeSanjem 50 volumena BCA i 1 volumena
bakar (11) sulfata). Nakon 30 minuta inkubacije na 37 °C izmjeri se apsorbancija na 570 nm
na Citacu mikrotitarskih plo¢a (VICTOR3 Multilabel Reader, Perkin Elmer, SAD).

3.7.3. Denaturirajuca diskontinuirana elektroforeza u poliakrilamidnom gelu

Proteini iz stani¢nih lizata, pripremljenih uz upotrebu pufera za liziranje stanica, razdvoje se
okomitom diskontinuiranom elektroforezom u poliakrilamidnom gelu u denaturirajué¢im
uvjetima (SDS-PAGE, engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis). Za
elektroforezu proteina koristen je 4 % sabijajuci gel te 10 % razdvajajuci gel. Sastav 4 %
sabijajuceg gela je 6,1 mL ultradiste H,O, 2,5 mL pufera za sabijanje (0,5 M Tris-HCI pH
6,8), 100 uL 10 % otopine SDS-3a, 1,3 mL 30 % otopine akrilamid/bis-akrilamida, 50 uL 10 %
otopine amonij-persulfata i 10 pL tetrametil-etilendiamina (TEMED). Za 10 % razdvajajuci
gel koristeno je 4,35 mL ultraciste H,O, 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 uL 10 %
otopine amonij-persulfata i 5 uL. TEMED-a.

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

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

Nespecificno vezanje protutijela na slobodna mjesta na membrani sprije€eno je inkubiranjem
membrane u puferu za blokiranje (5 % obrano mlijeko u prahu u puferu za ispiranje (25 mM
Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,05 % Tween-20 u ultrac¢istoj vodi) tijekom 1 h na sobnoj
temperaturi. Membrana je zatim inkubirana razrijedenim primarnim protutijelom preko noci
na +4 °C.

Koristena primarna protutijela:

e 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));

e za detekciju fosforiliranog MLKL-a koristena su kuni¢ja monoklonska protutijela
razvijena naspram fosforiliranog podrucja 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
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Signaling Technology) (razrjedenje 1:1000 u puferu za ispiranje uz dodatak 5 %
BSA);

za detekciju ukupnog proteina RIPK3 koriStena su kuni¢ja monoklonska protutijela
razvijena naspram ostataka u blizini C-terminalnog kraja ljudskog RIPK3 (RIP3
(E1Z1D) Rabbit mAb, #13526; Cell Signaling Technology) (razrjedenje 1:1000 u
puferu za ispiranje uz dodatak 5 % BSA);

za detekciju fosforiliranog RIPK3 koristena su kuni¢ja monoklonska protutijela
razvijena naspram fosforiliranog podrucja aktivnog oblika ljudskog RIPK3 (Ser227)
(Phospho-RIP3 (Ser227) (D6W2T) Rabbit mAb, #93654; Cell Signaling Technology)
(razrjedenje 1:1000 u puferu za ispiranje uz dodatak 5 % BSA);

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

Nakon inkubacije s primarnim protutijelom, membrana se ispere puferom za ispiranje (3 puta

po 5 minuta) te se inkubira sa sekundarnim protutijelom tijekom 1 h na sobnoj temperaturi.

Koristena sekundarna protutijela:

za detekciju kuni¢jih protutijela (pri analizi ekspresije MLKL-a, pMLKL-a, RIPK3,
pRIPK3) koristena su IgG protutijela iz seruma koze imunizirane imunoglobulinima iz
normalnog kuni¢jeg seruma koja su konjugirana peroksidazom iz hrena (HRP) (Anti-
rabbit 19G, HRP-linked Antibody, #7074, Cell Signaling Technology) (razrjedenje
1:3000 u puferu za ispiranje uz dodatak 5% obranog mlijeka u prahu);

za detekciju mi§jih 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 IgG, 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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Nakon inkubacije sa sekundarnim protutijelom, membrana se ispere puferom za ispiranje (3
puta po 5 minuta) te se vizualizacija proteina postize inkubacijom membrane tijekom 1
minute u mraku s reagensom za kemiluminiscenciju pripravljenim u laboratoriju (5 mg
luminola (Sigma-Aldrich), 1 mL 1,5 M Tris-HCI pH 8,8, 14 mL ultra¢iste H,O, 5 uL H,05,
150 uL pojacivacéa koji se pripremi otapanjem 11 mg p-kumarinske kiseline (Sigma-Aldrich)
u 10 mL DMSO-a). Membrana se zatim fotografira u Amersham AI600 Imager-u (GE
Healthcare, SAD).

3.8. Detekcija mRNA metodom kvantitativne lan¢ane reakcije polimerazom u stvarnom

vremenu (qPCR, engl. quantitative PCR)
3.8.1. Izolacija RNA iz stanica

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

U sljede¢em koraku izolacije RNA dodaje se 200 pL kloroforma na svakih 1 mL
TriReagenta. Epruvetice se snazno protresu 15 sekundi te puste da stoje na sobnoj temperaturi
10 minuta i zatim centrifugiraju 15 minuta na 12000 g i +4 °C. Nakon toga vodena faza
premjesti se u Cistu epruveticu od 1,5 mL te se dodaje 0,5 mL izopropanola po 1 mL
TriReagenta, epruvetica se inkubira na sobnoj temperaturi 10 minuta i centrifugira 10 minuta
na 12000 g i +4 °C. Nadsloj se zatim odlije, a na talog RNA dodaje se 1 mL 75 % etanola po
1 mL TriReagenta te se uzorak vorteksira. Zatim se ponovno centrifugira 5 minuta na 7500 g i
na +4 °C. Etanol se odlije, a talog RNA prosusi na zraku oko 10 minuta. RNA se zatim otopi
u vodi bez RNaze te joj se odredi koncentracija mjerenjem apsorbancije na 260 nm

(Nanodrop 8000 Spectrophotometer, Termo Scientific).

3.8.2. Sinteza cDNA

cDNA sintetizirana je iz RNA pomoc¢u RevertAid First Strand cDNA Synthesis test paketa
(Thermo Fisher Scientific, SAD). RNA se razrijedi vodom bez RNaza tako da u reakcijskoj
smjesi bude 1000 ng RNA. Za svaku reakciju dodaje se 1 pL pocetnica oligo dT, 1 uL

pocetnica od nasumicnih heksanukleotida, 1 pL inhibitora RNaza, 4 uL reakcijskog pufera, 2
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puL 10 mM smjese deoksinukleotid-trifosfata (ANTP) i 1 uL RevertAid M-MulV reverzne
transkriptaze te se zatim reakcijska smjesa dobro vorteksira. Reakcijski uvjeti su inkubacija
tijekom 5 minuta na 25 °C, zatim 60 minuta na 42 °C, a reakcija se prekida zagrijavanjem na
70 °C tijekom 5 minuta. Reakcija se provodi u uredaju za PCR (GeneAmp PCR System 9700,
Applied Biosystems, SAD).

3.8.3. Odredivanje ekspresije gena

Nakon prevodenja RNA u cDNA ona se koristi kao uzorak u qPCR metodi uz primjenu sonde
TagMan. TagMan sonda je oligonukleotid koji je na svojem 5'-kraju obiljeZen fluorescentnom
bojom, reporterom (FAM), a na 3'-kraju priguSivatem (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 sonde i pocetnice vezu se za cDNA, a prije produljenja pocetnice zbog blizine
fluorescentne boje i prigusivaca nema fluorescencije. Kako se pocetnice produljuju, tako
istovremeno DNA polimeraza razgraduje TagMan sondu zbog svoje 5'-egzonukleazne
aktivnosti, a fluorescentna boja tada moze fluorescirati jer se prigusiva¢ viSe ne nalazi u
blizini. Intenzitet fluorescencije proporcionalan je koli¢ini nastalog PCR produkta.

qPCR napravljen je na uredaju 7500 Real Time PCR System, uz koriStenje TagMan Universal
MasterMix-a te TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems, SAD):

e Hs01555410_m1 za IL-1P

e Hs00918082_m1 za NLRP3

e Hs99999907 m1 za B,-mikroglobulin (B2M)

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

Na plocu s 96 jazica za qPCR dodaje se 5 uL MasterMix-a, 0,5 uL pocetnice s TagMan
sondom, 0,5 uL ¢cDNA 1 4 pL vode po jazici. Plo¢e se zatim centrifugiraju 30 sekundi na 500
g, a reakcijski uvjeti su sljedeci: zagrijavanje na 50 °C tijekom 2 minute, zatim zagrijavanje
na 95 °C tijekom 10 minuta te potom slijedi 40 ciklusa koji se sastoje od zagrijavanja na 95
°C 15 sekundi i na 60 °C 1 minutu u kojima se i vr$i mjerenje fluorescencije.

Odredivana je ekspresija gena za IL-/f i NLRP3, a B2M i PPIA sluze kao referentni geni,
odnosno geni ¢ija se ekspresija ne mijenja pod utjecajem razlicitih ¢imbenika te se ekspresija
ostalih odredivanih gena izrazava prema njihovoj ekspresiji.

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

30



formulama, gdje Ct oznacava ciklus umnazanja u kojem je postignut prag detekcije signala za
pojedini uzorak.

Relativna razina ekspresije = 244t

AACt = (Cteis—Ctrer)uzorak — (Cloi—Ctrer)nt

3.9. Statisticka obrada podataka

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost &+ standardna pogreska (SEM). Statisticke analize
koriStene za testiranje razlike izmedu skupina podataka su t-test ili jednosmjerna analiza
varijance (ANOVA, engl. One-way analysis of variance). Post-hoc analize provedene su
Sidakovom metodom. P < 0,05 smatra se statistiCki znacajnom vrijednos¢u. Podaci su

analizirani upotrebom programa GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software Inc., SAD).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Rezultati

Nakon 24-satnog tretiranja NCI-H292, THP-1, NHBE i MDM stanica s rhHsp70 u
koncentracijama 0,3, 1 i 3 ug/mL, 2,5, 51 15 %-tnim CSE-om te njihovim kombinacijama,
aktivacija NLRP3 inflamasoma i upalni odgovor ispitani su odredivanjem ekspresije mRNA
za NLRP3 i IL-1B gqPCR-om te odredivanjem koncentracije izlu¢enog proteina IL-1p.
Vijabilnost stanica ispitana je odredivanjem aktivnosti LDH izlu¢ene u medij iznad stanica, a
njihov nacin umiranja ispitan je odredivanjem aktivacije i ekspresije RIPK3 i MLKL-a
(nekroptoza) te ekspresije proteina GSDMD-a (piroptoza) Western blot analizom, kao i ve¢
spomenutim odredivanjem koncentracije IL-13 (piroptoza). Vazno je napomenuti da su
ekspresija GSDMD-a, biljega piroptoze, te aktivacija RIPK3 i MLKL, biljega nekroptoze,
ispitani Western blot analizom nakon tretiranja stanica tijekom 2 i 8 h.

NCI-H292 stanice tretirane su s rhHsp70 u svim navedenim koncentracijama, 2,5 i 15 %-tnim
CSE-om te njihovim kombinacijama, a NHBE stanice tretirane su s rhHsp70 u
koncentracijama 0,3 i 1 ug/mL, 2,5 i 15 %-tnim CSE-om te njihovim kombinacijama.

THP-1 stanice tretirane su s rhHsp70 u svim navedenim koncentracijama, 2,5 i 5 %-tnim
CSE-om te njihovim kombinacijama, dok su MDM stanice tretirane s rhHsp70 u
koncentracijama 1 i 3 pg/mL, 2,51 5 %-tnim CSE-om te njihovim kombinacijama.

4.1.1. Ekspresija genaza NLRP3 i IL-1B u NCI-H292 i NHBE stanicama

Rezultati mjerenja ekspresije gena za NLRP3 u NCI-H292 stanicama (slika 5.) nakon 24-
satnog tretiranja s 0,3, 1 i 3 pg/mL rhHsp70 pokazali su statisticki znacajnu promjenu u
odnosu na netretirane stanice u smislu povecanja ekspresije gena za NLRP3 i IL-f. Statisticki
znacajna promjena u odnosu na netretirane stanice uocena je i nakon 24-satnog tretiranja NCI-
H292 stanica s 2,5 i 15 %-tnim CSE-om takoder u smislu povecanja ekspresije gena za
NLRP3 i IL-1B u ovim stanicama. Nakon 24-satnog tretiranja NCI-H292 stanica svim
primijenjenim kombinacijama rhHsp70 i CSE-a uocena je statisticki znacajna razlika u
odnosu na netretirane stanice, dakle i u ovim slucajevima povecala se ekspresija gena za
NLRP3 i IL-1B u usporedbi s netretiranim stanicama. Sva kombinirana tretiranja NCI-H292
stanica uzrokovala su statisticki znacajnu razliku u odnosu na tretiranja samo sa CSE-om,
odnosno dovela su do smanjene ekspresije gena za NLRP3. Statisticki znacajna razlika u
odnosu na stanice tretirane samo s 2,5 %-tnim CSE-om uocena je kod kombiniranog 24-

satnog tretiranja koje ukljucuje 2,5 %-tni CSE i 3 pg/mL rhHsp70, odnosno u tim NCI-H292
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stanicama doslo je do smanjene ekspresije gena za IL-1B. Za sva kombinirana tretiranja koja
ukljucuju 15 %-tni CSE i sve primijenjene koncentracije rhHsp70 uocena je statisti¢ki
znacajna razlika u odnosu na tretiranje samo s 15 %-tnim CSE-om, to jest, kombinirana
tretiranja uzrokovala su smanjenje razine ekspresije za IL-1p u NCI-H292 stanicama.

Sto se tice NHBE stanica, thHsp70 u primijenjenim koncentracijama od 0,3 i 1 ug/mL nakon
24-satnog tretiranja doveo je do statisticki znac¢ajnih promjena u odnosu na netretirane stanice,
tj. uzrokovao je povecanje ekspresije gena i za NLRP3 i za IL-1f, a isto je uoc¢eno i nakon 24-
satnog tretiranja s 2,5 i 15 %-tnim CSE-om te za sve primijenjene kombinacije rhHsp70 i
CSE-a, takoder u usporedbi s netretiranim stanicama (Slika 5.). Kombinirana tretiranja koja
ukljucuju rhHsp70 1 CSE dovela su do statisticki znacajne razlike u odnosu na tretiranja samo
sa CSE-om, odnosno u tim slucajevima uocena je niza razina ekspresije gena za NLRP3 i IL-

1 u NHBE stanicama.

4.1.2. Ekspresija gena za NLRP3 i IL-18 u THP-1 i MDM stanicama

U THP-1 stanicama uocena je statisticki znacajna razlika u odnosu na netretirane stanice
nakon 24-satnog tretiranja s rhHsp70 u svim primijenjenim koncentracijama, atosu 0,3, 1i 3
ug/mL, kao i nakon tretiranja 2,5 %-tnim CSE-om te njihovim kombinacijama. U svim
navedenim slucajevima povecala se ekspresija gena za NLRP3 i IL-1 u usporedbi sa
stanicama koje nisu tretirane (slika 6.). Tretiranje THP-1 stanica 5 %-tnim CSE-om nakon 24
sata nije dovelo do statisticki znacajne razlike u odnosu na netretirane stanice, a isto je uoceno
i za kombinacije 5 %-tnog CSE-a i rhHsp70 u svim primijenjenim koncentracijama §to znaci
da u tim sluéajevima nije doslo do povecanja ekspresije gena za NLRP3 i IL-1p. Statisticki
znacajne razlike nisu uofene ni za kombinirana tretiranja rhHsp70 i CSE-a u odnosu na
tretiranja samo sa CSE-om.

Nakon 24-satnog tretiranja MDM stanica s rhHsp70 u koncentracijama 1 i 3 pg/mL, 2,515
%-tnim CSE-om te njihovim kombinacijama, uo¢ena je statisticki znacajna razlika u odnosu
na netretirane stanice, odnosno povecala se ekspresija mRNA za NLRP3 i IL-1p (slika 6.).
Sva kombinirana tretiranja MDM stanica koja ukljucuju 2,5 %-tni CSE i 1 ili 3 pg/mL
rhHsp70, odnosno 5 %-tni CSE i 1 ili 3 ug/mL rhHsp70 dovela su do statisticki zna¢ajnih
razlika u usporedbi sa stanicama koje su tretirane samo sa CSE-om, to jest u tim sluc¢ajevima
povecala se ekspresija gena za NLRP3 i IL-1 .

Vazno je napomenuti da prilozeni grafovi za ekspresiju gena za NLRP3 i IL-1p za sve stanice

prikazuju tretiranja s rhHsp70 samo u koncentraciji od 1 pg/mL.
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Slika 5. Ekspresija gena za NLRP3 i IL-1B u NCI-H292 i NHBE stanicama tretiranim s 1
ug/mL rhHsp70, razli¢itim koncentracijama CSE-a (2,5 ili 15 %) ili njihovim kombinacijama
tijekom 24 h.

Rezultati su prikazani kao medijan + SEM tri neovisna eksperimenta (n = 3). Iscrtkana linija
predstavlja ekspresiju mRNA u kontrolnim (netretiranim) stanicama ¢ija je relativna
ekspresija postavljena kao 1.

* statistiCki znac¢ajno (P<0.05) u odnosu na kontrolne (netretirane) stanice

** statisticki znacajno (P<0.05) u odnosu na kontrolne (netretirane) stanice i CSE
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Slika 6. Ekspresija gena za NLRP3 i IL-1 u THP-1 i MDM stanicama tretiranim s 1 pg/mL
rhHsp70, razli¢itim koncentracijama CSE-a (2,5 ili 5 %) ili njihovim kombinacijama tijekom
24 h.

Rezultati su prikazani kao medijan = SEM tri neovisna eksperimenta (n = 3). Iscrtkana linija
predstavlja ekspresiju mRNA u kontrolnim (netretiranim) stanicama c¢ija je relativna
ekspresija postavljena kao 1.

* statisticki znacajno (P<0.05) u odnosu na kontrolne (netretirane) stanice

** statisticki znacajno (P<0.05) u odnosu na kontrolne (netretirane) stanice i CSE
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4.1.3. Odredivanje koncentracije IL-1p izlucenog iz NCI-H292, NHBE, THP-1 i MDM
stanica

Kako bi se potvrdilo da CSE i rhHsp70 te njihove kombinacije poti¢u aktivaciju NLRP3
inflamasoma, u ovom radu mjerila se koncentracija IL-1p u nadslojima iznad NCI-H292,
NHBE, THP-1 i MDM stanica. Dobiveni rezultati su vrlo dobro povezani s rezultatima
ekspresije gena za NLRP3 i IL-1, a prikazani su na slici 7.

Nakon 24-satnog tretiranja NCI-H292 stanica svim primijenjenim koncentracijama rhHsp70,
atosu0,3,1i3 pg/mL, 251 15 %-tnim CSE-om te njihovim kombinacijama uocena je
statistiCki znacCajna razlika u odnosu na netretirane stanice, odnosno doslo je do povecanog
izlu¢ivanja IL-1pP. Statisticki znacajna razlika uocena je i nakon 24-satnog tretiranja NCI-
H292 stanica kombinacijom 2,5 %-tnog CSE-a i 3 pg/mL rhHsp70 u odnosu na tretiranje
samo s 2,5 %-tnim CSE-om. Naime, u tom slu¢aju doslo je do smanjenog izlu¢ivanja IL-1p.
Kombinirana tretiranja NCI-H292 stanica koja ukljuéuju 15 %-tni CSE sa svim primijenjenim
koncentracijama rhHsp70 dovela su do statisticki znacajne razlike u odnosu na tretiranje samo
sa 15 %-tnim CSE-om, odnosno doslo je do smanjenog izlucivanja IL-1p.

Statisti¢ki znacajna razlika uocena je nakon 24-satnog tretiranja NHBE stanica s rhHsp70 u
koncentracijama 0,3 i 1 pg/mL, 2,5 i 15 %-tnim CSE-om te njihovim kombinacijama u
odnosu na netretirane stanice, odnosno sva tretiranja dovela su do povecanog izlucivanja IL-
1B. Kombinirana tretiranja NHBE stanica dovela su do statisticki znacajne razlike u odnosu
na tretiranja samo sa CSE-om, bilo 2,5 ili 15 %-tnim, to jest, imala su inhibicijske u¢inke na
izlu€ivanje IL-1p.

Tretiranja THP-1 stanica s 0,3, 1 i 3 pg/mL rhHsp70, 2,5 %-tnim CSE-om te njihovim
kombinacijama nakon 24-sata dovela su do statisticki znacajne razlike u odnosu na netretirane
stanice, odnosno dovela su do povecanog izlucivanja IL-1p. Nije uoCena statisticki znacajna
razlika u usporedbi s netretiranim stanicama nakon 24-satnog tretiranja THP-1 stanica 5 %-
tnim CSE-om, bilo da je koriSten sam ili u kombinaciji s thHsp70 u svim primijenjenim
koncentracijama. Takoder, nije uocCena statisticki znacajna razlika prilikom usporedbe
kombiniranih tretiranja THP-1 stanica i onih tretiranih samo sa CSE-om.

Statisticki znacajna razlika uocena je nakon 24-satnog tretiranja MDM stanica s rhHsp70 u
koncentracijama 1 i 3 ug/mL, 2,5 1 5 %-tnim CSE-om te njihovim kombinacijama u odnosu
na netretirane stanice, odnosno doslo je do povecanog izlu¢ivanja IL-1p. Statisticki znacajna
razlika uocena je 1 za kombinirana tretiranja MDM stanica, a u usporedbi s pojedinacnim
tretiranjima koja ukljucuju 2,5 ili 5 %-tni CSE. U tim slucajevima, kombinirana tretiranja

MDM stanica imala su stimulacijski uc¢inak, to jest, izazvala su povecano izlu¢ivanje IL-1f.
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Zanimljivo je da bazalna sekrecija IL-1p ovisi o stani¢noj vrsti te je bila najniza u NCI-H292
stanicama (26,5 + 3,8 pg/mL), a najvisa u MDM stanicama (231,5 + 34,8 pg/mL). Vazno je

napomenuti da prilozeni grafovi prikazuju tretiranja s rhHsp70 samo u koncentraciji od 1

pg/mL.
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Slika 7. Koncentracija IL-1p u nadslojima iznad NCI-H292, NHBE, THP-1 i MDM stanica
nakon tretiranja s 1 ug/mL rhHsp70, razli¢itim koncentracijama CSE-a (2,5, 5 ili 15 %) ili

njihovim kombinacijama tijekom 24 h.

Rezultati su prikazani kao medijan = SEM tri neovisna eksperimenta (n = 3).

* statistiCki znac¢ajno (P<0.05) u odnosu na kontrolne (netretirane) stanice

** gtatisticki znacajno (P<0.05) u odnosu na kontrolne (netretirane) stanice i CSE

37



4.1.4. Ispitivanje citotoksi¢nog djelovanja CSE-a, rhHsp70 te njihovih kombinacija na NCI-
H292, NHBE, THP-1 i MDM stanice

Mogu¢i citotoksi¢ni u¢inci CSE-a ili thHsp70 te njihovih kombinacija odredeni su mjerenjem
kataliti¢ke aktivnosti LDH oslobodene u medij iznad stanica nakon 24-satnog tretiranja. Ovaj
jednostavan, ali koristan test smatra se zastitnim znakom liticke stanicne smrti i odrazava
integritet stani¢ne membrane, a rezultati su prikazani na slici 8.

Statisti¢ki znacajna razlika uocena je nakon 24-satnog tretiranja NCI1-H292 stanicas 0,3, 1 i 3
ug/mL rhHsp70, 2,5 i 15 %-tnim CSE-om te njihovim kombinacijama u odnosu na netretirane
stanice, s time da su imali citotoksi¢ni u¢inak u pojedina¢nim tretiranjima, a kada su
primijenjeni u kombinacijama, nisu primijeceni citotoksi¢ni u€inci. Sva kombinirana tretiranja
NCI-H292 stanica dovela su do statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na samostalna tretiranja
sa CSE-om, to jest, dovela su do smanjenog izlu¢ivanja LDH u medij iznad stanica.

Nisu uocene statisti¢ki znacajne razlike nakon 24-satnog tretiranja NHBE stanica s rhHsp70 u
koncentracijama 0,3 i 1 pg/mL, 2,5 1 15 %-tnim CSE-om te njihovim kombinacijama u
odnosu na netretirane stanice, kao niti u usporedbi kombiniranih tretiranja s pojedina¢nim
tretiranjima koja ukljucuju CSE, §to znaci da sam CSE i1 rhHsp70, kao i njihove kombinacije,
nisu bili citotoksi¢ni za NHBE stanice.

Sto se tie THP-1 stanica, nije uo¢ena statisticki zna¢ajna razlika u odnosu na netretirane
stanice nakon 24-satnog tretiranja s 0,3, 1 i 3 pg/mL rhHsp70, 5 %-tnim CSE-om te njihovim
kombinacijama u odnosu na netretirane stanice, $to znaci da se u ovim slucajevima nije
smanjila stani¢na vijabilnost. Statisticki znacajna razlika uocena je samo za tretiranja THP-1
stanica s 2,5 %-tnim CSE-om i njegovim kombinacijama s rhHsp70 u svim primijenjenim
koncentracijama u odnosu na netretirane stanice, to jest, smanjila se stani¢na vijabilnost.
Nakon 24-satnog tretiranja MDM stanica s rhHsp70 u koncentracijama 1 i 3 pg/mL, 2515
%-tnim CSE-om te njihovim kombinacijama, nije uocena statisticki znacajna razlika u odnosu
na netretirane stanice, kao niti prilikom usporedbe kombiniranih i pojedinacnih tretiranja sa
CSE-om. To znaci da CSE i rhHsp70, kao ni njihove kombinacije, nisu bili citotoksicni za
MDM stanice, odnosno nisu smanjili integritet staniéne membrane pa nije uo¢ena povecana

aktivnost LDH u nadsloju iznad ovih stanica.
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Slika 8. Aktivnost LDH u nadslojima iznad NCI-H292, NHBE, THP-1 i MDM stanica nakon
tretiranja s 1 ug/mL rhHsp70, razli¢itim koncentracijama CSE-a (2,5, 5 ili 15 %) ili njihovim
kombinacijama tijekom 24 h.

Rezultati su prikazani kao medijan + SEM tri neovisna eksperimenta (n = 3). Iscrtkana linija
predstavlja aktivnost LDH u nadsloju iznad kontrolnih (netretiranih) stanica ¢ija je relativna
aktivnost postavljena kao 100 %.

* statisti¢ki znacajno (P<0.05) u odnosu na kontrolne (netretirane) stanice

** statisticki znacajno (P<0.05) u odnosu na CSE
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4.1.5. Western blot analiza ekspresije GSDMD-a te aktivacije RIPK3 i MLKL-a u MDM,
THP-1, NCI-H292 i NHBE stanicama

Ekspresija gasdermina-D (GSDMD), markera piroptoze, te aktivacija RIPK3 i MLKL,
markera nekroptoze, ispitani su Western blot analizom nakon tretiranja razli¢itim
koncentracijama rhHsp70 (0,3, 1 ili 3 pg/mL), CSE (2,5, 5 ili 15 %) ili njihovim
kombinacijama tijekom 2 i 8 h, a rezultati su prikazani na slici 9. Primarne stanice, NHBE i
MDM, tretirane su samo s rhHsp70 ili CSE-om, ali ne i njihovim kombinacijama, a THP-1 i
NCI-H292 stani¢ne linije podvrgnute su i kombiniranim tretiranjima. Rezultati Western blot
analiza ekspresije GSDMD-a te aktivacije RIPK3 i MLKL-a u THP-1, NCI-H292 i NHBE
stanicama tretiranim razlic¢itim koncentracijama rhHsp70, CSE-a ili njihovim kombinacijama
tijekom 8 h prikazani su naslici 9.

Ekspresija GSDMD-a (omjer GSDMD/aktin) smanjena je u THP-1 stanicama nakon 8-satnog
tretiranja s 1 i 3 ug/mL rhHsp70, 2,5 i 5 %-tnim CSE-om u usporedbi s netretiranim
stanicama.

U NCI-H292 stanicama takoder je smanjena ekspresija GSDMD-a nakon 8-satnog tretiranja s
3 ug/mL rhHsp70, 2,5 %-tnim CSE-om te nakon kombiniranog tretiranja koje ukljucuje 0,3
ug/mL rhHsp70 i 2,5 %-tni CSE, a sve u usporedbi s netretiranim stanicama.

U NHBE stanicama nije primije¢ena promjena razine ekspresije GSDMD-a nakon tretiranja s
rhHsp70 i CSE-om u usporedbi s netretiranim stanicama.

Aktivirani, odnosno fosforilirani oblici RIPK3 i MLKL-a detektirani su u NHBE stanicama.
SnaZna aktivacija RIPK3 i MLKL-a u NHBE stanicama dokazana je nakon 8-satnog tretiranja
s 1 pg/mL rhHsp70, 2,51 15 %-tnim CSE-om.
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Slika 9. Western blot analiza ekspresije GSDMD-a (A, B) te aktivacije RIPK3 (C) i MLKL-a (D) u THP-1 (A), NCI-H292 (B) i NHBE (C, D)
stanicama tretiranim razli¢itim koncentracijama rhHsp70 (0,3, 1 ili 3 pg/mL), CSE-a (2,5, 5 ili 15 %) ili njihovim kombinacijama tijekom 8 h.
Prikazani su reprezentativni imunoblotovi tri neovisna eksperimenta.

A: (1) kontrolne stanice (netretirane); (2) 1 pg/mL rhHsp70; (3) 3 ng/mL rhHsp70; (4) 2,5 % CSE; (5) 2,5 % CSE + 1 pg/mL rhHsp70; (6) 2,5 %
CSE + 3 ug/mL rhHsp70; (7) 5 % CSE; (8) 5 % CSE + 1 ug/mL rhHsp70; (9) 5 % CSE + 3 pg/mL rhHsp70

B: (1) kontrolne stanice (netretirane); (2) 0,3 ug/mL rhHsp70; (3) 1 pg/mL rhHsp70; (4) 3 pg/mL rhHsp70; (5) 2,5 % CSE; (6) 2,5 % CSE + 0,3
ug/mL rhHsp70; (7) 2,5 % CSE + 1 pg/mL rhHsp70; (8) 2,5 % CSE + 3 ug/mL rhHsp70

C, D: (1) kontrolne stanice (netretirane); (2) 0,3 pg/mL rhHsp70; (3) 1 pg/mL rhHsp70; (4) 25 % CSE; (5 15 % CSE
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4.2. Rasprava

KOPB je kompleksna bolest, a rezultat je slozene interakcije okolisnih i genskih ¢imbenika.
manifestacije. Pluéne manifestacije uklju¢uju progresivno ograni¢enje protoka zraka,
kroni¢nu upalu u diSnim putovima i plu¢ima koja nastaje kao odgovor na Stetne Cestice ili
plinove, a moze dovesti do razaranja pluénog parenhima (emfizema) i kroni¢nog bronhitisa.
Sistemska komponenta KOPB-a karakterizirana je kroni¢nom upalom, oksidacijskim stresom,
aktivacijom imunosnih stanica i poviSenom koncentracijom upalnih citokina u krvi. U upalni
odgovor ukljucene su razliite stanice imunosnog sustava, a posebno je potrebno istaknuti
makrofage u plu¢nom tkivu koji potjeCu od monocita iz krvi. Od ostalih stanica valja izdvojiti
epitelne stanice i fibroblaste, a sve one lu¢e medijatore upale (GOLD, engl. Global Initiative
for Chronic Obstructive Lung Diseases, 2020; Dong i sur., 2013; Agusti i sur., 2008; Rufino i
sur., 2006).

U ovom diplomskom radu provedeno je in vitro istrazivanje u kojem je koristeno nekoliko
stani¢nih modela pluéne i sistemske komponente KOPB-a kojima se nastojalo obuhvatiti
cjelokupnu kompleksnost ove bolesti. Za ispitivanje plu¢éne komponente KOPB-a koriStena je
stani¢na linija epitelnih stanica traheobronhijalnog trakta (NCI-H292), a to su humane
bronhijalne epitelne stanice porijeklom od bolesnika s mukoepidermalnim karcinomom te
primarne humane traheobronhijalne epitelne stanice (NHBE), odnosno normalne humane
bronhijalne epitelne stanice. Za ispitivanje sistemske komponente KOPB-a koriStena je
stani¢na linija monocitnih stanica diferenciranin u makrofage (THP-1), a to su humani
monociti iz periferne krvi porijeklom od bolesnika s akutnom monocitnom leukemijom te
primarni humani monociti iz periferne krvi takoder diferencirani u makrofage (MDM). U radu
se ispitivalo poti¢u li CSE, eHsp70 te njihove kombinacije aktivaciju NLRP3 inflamasoma te
izazivaju li piroptozu i1 nekroptozu pridonoseci tako Sirenju upale na nacin da se odredivala
ekspresija mMRNA za NLRP3 i IL-18, unutarstani¢na ekspresija GSDMD proteina, aktivacija
RIPK3 i MLKL-a, koncentracija IL-18 te aktivnost LDH u supernatantu navedenih stani¢nih
linija i primarnih stanica. Oponasanje imunomodulacijskog djelovanja izvanstanicnog Hsp70
postignuto je koristenjem rekombinantnog humanog Hsp70 proteina.

Dokazano je da je koncentracija eHsp70 povisena u razli¢itim upalnim bolestima, ukljucujuci
i KOPB, a on djeluje kao DAMP molekula te njegovi ucinci ukljuéuju razlicite PRR-ove kao
Sto su TLR2 i TLR4 (Qu i sur., 2015; Hacker i sur., 2009). U nekoliko istrazivanja ispitivao
se utjecaj thHsp70 1 pronadeno je da stimulira upalni odgovor u razliitim stanicama,

ukljucujué¢i humane bronhijalne epitelne stanice i makrofage (Giuliano i sur., 2011; Mathur i
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sur., 2011; Wheeler i sur., 2009; Chase i sur., 2007). S druge strane, puSenje, odnosno
cigaretni dim, smatra se najvaznijim uzro¢nikom razvoja KOPB-a te je dokazan njegov
toksi¢ni u¢inak na razli¢ite tipove stanica pluca i imunosnog sustava. Udahnuti cigaretni dim
potiée aktivaciju rezidentnih makrofaga u plu¢ima koji pak sintetiziraju kemokine koji poti¢u
prijenos monocita iz krvi u plu¢a gdje se diferenciraju u makrofage (MDM). Aktivirani pluéni
makrofagi sintetiziraju 1 upalne medijatore, poput citokina i ROS-a, koji parakrinim
djelovanjem mogu aktivirati i druge stanice diSnog sustava, primjerice epitelne stanice, a kao
sur., 2010).

U ovom radu istrazivali su se u¢inci CSE-a i rhHsp70 te njihovih kombinacija na aktivaciju
NLRP3 inflamasoma i povezanih nacina stani¢nog umiranja. Dokazano je da je ekspresija
gena za NLRP3 i IL-1p u NCI-H292, NHBE, THP-1 i MDM stanicama znac¢ajno povecana
nakon primijenjenih tretiranja sa CSE-om i rhHsp70. Kombinirana tretiranja u nekim
slu¢ajevima bila su stimulacijska, primjerice u MDM stanicama, §to ukazuje na moguci
sinergisticki ucinak, a inhibicijski u¢inak imala su na NCI-H292 i NHBE stanice §to pak
ukazuje na mogud¢i antagonisticki ucinak. U nekim sluc¢ajevima, primjerice u THP-1
stanicama, kombinirana tretiranja nisu imala u¢inak u odnosu na pojedina¢na tretiranja.

Za dokazivanje aktivacije NLRP3 inflamasoma, u ovom radu mjerila se i koncentracija IL-1f
u nadslojima iznad stanica tretiranih sa CSE-om i rhHsp70 te njihovim kombinacijama, a
dobiveni rezultati su vrlo dobro povezani s rezultatima ekspresije gena za NLRP3 i IL-1p,
odnosno, sli¢an obrazac uocen je i za izlu¢ivanje ovog upalnog citokina. Vazno je napomenuti
da je koncentracija izluCenog IL-1p bila najveca za MDM stanice §to je u skladu s
istrazivanjem Trana i sur. u kojem je dokazano da su monociti glavni izvor IL-1f u punoj krvi
(Tran i sur., 2019). Zou i sur. odredivali su koncentraciju IL-16 u krvi pacijenata s KOPB-om
1 dokazali su da je ona znatno viSa u odnosu na zdrave osobe, posebice kod pacijenata s
akutnim egzacerbacijama, a povecanu koncentraciju IL-18 u pacijenata oboljelih od KOPB-a
dokazali su i Hammad i sur. (Zou i sur., 2017; Hammad i sur., 2015).

Aktivaciju NLRP3 inflamasoma kod pacijenata s KOPB-om istrazivali su Fu i sur. na nacin
da su mijerili razinu genske ekspresije NLRP3, kaspaze-1 i IL-1B te su utvrdili poveé¢anu
ekspresiju navedenih molekula, posebice u pacijenata s akutnim egzacerbacijama. Sobradillo i
sur. takoder su istrazivali aktivaciju NLRP3 inflamasoma potaknutu duhanskim dimom u
pacijenata s KOPB-om te su dobili rezultate povecane ekspresije kaspaze-1 i NLRP3 te
povecanu koncentraciju IL-18 u pluc¢ima ovih pacijenata te su zakljucili da dolazi do

aktivacije NLRP3 inflamasoma (Fu i sur., 2018; Sobradillo i sur., 2013).
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Stani¢na smrt je, uz upalu, vrlo vazan aspekt razumijevanja mehanizama bolesti. U ovom radu
ispitivali su se moguc¢i citotoksi¢ni uc¢inci CSE-a i thHsp70 te njihovih kombinacija na nacin
da se mjerila katalitiCka aktivnost LDH oslobodene u medij iznad stanica. Ovim testom
odreduje se integritet stanicne membrane i liticka stani¢na smrt koja je dokazana u stani¢nim
linijjama (NCI-H292 i THP-1), ali ne i u primarnim stanicama (NHBE i MDM). Phillips i sur.
dokazali su izravni u¢inak koncentracije CSE-a na prezivljavanje NCI-H292 stanica, odnosno
visa koncentracija CSE-a dovela je do znacajnijeg smanjenja vijabilnosti stanica u usporedbi s
nizim koncentracijama CSE-a primijenjenim u istom vremenskom periodu $to nije u skladu s
istrazivanjem provedenim u ovom diplomskom radu (Phillips i sur., 2005). Citotoksi¢no
djelovanje CSE-a na THP-1 stanice istrazivali su i Brunssen i sur. te su utvrdili da je
prezivljavanje ovih stanica smanjeno nakon njihovog tretiranja tijekom 24 sata (Brunssen i
sur., 2017). Rezultati navedenog istrazivanja u skladu su s istrazivanjem provedenom na THP-
1 stanicama u ovom diplomskom radu.

U ovom diplomskom radu istrazivao se i nacin stanicnog umiranja, odnosno dolazi li do
aktivacije nekroptoze i/ili piroptoze koje mogu biti povezane s aktivacijom NLRP3
inflamasoma, na nacéin da se odredivala aktivacija RIPK3 i MLKL-a te ekspresija proteina
GSDMD-a kao obiljezja nekroptoze, odnosno piroptoze. Nije dokazana promjena u ekspresiji
GSDMD-a ili aktivacija RIPK3 i MLKL-a u MDM stanicama. Ekspresija GSDMD-a
smanjena je u NCI-H292 i THP-1 stanicama, ali nije detektiran GSDMD-NT. Prema
proizvodacu, koriSteno antitijelo moze prepoznati i GSDMD i GSDMD-NT, ali ipak ne moze
se sa sigurnos¢u tvrditi da je promatrana pojava povezana s nedostacima antitijela, da su
primijenjena tretiranja doista smanjila GSDMD ekspresiju ili pak da se GSDMD-NT izluc¢io
iz stanica pa nije mogao biti detektiran u stani¢nim lizatima. U NHBE stanicama nije
primije¢ena znacajna promjena u ekspresiji GSDMD-a, ali su detektirani aktivirani, odnosno
fosforilirani oblici RIPK3 i MLKL-a §to ukazuje na nekroptozu, ali dokazano je da navedene
molekule, osim $to poti¢u ovaj oblik stani¢ne smrti, imaju i neka druga djelovanja te da
takoder mogu aktivirati NLRP3 inflamasom pa se moZe pretpostaviti da je fosforilacija
RIPK3 i MLKL-a u NHBE stanicama povezana s alternativnim putom aktivacije NLRP3
inflamasoma koji nije popracen piroptozom i kidanjem proteina GSDMD-a (Swanson i sur.,
2019; Yang i sur., 2019).
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5. ZAKLJUCCI
NCI-H292 stanice

Pojedina¢na tretiranja s rhHsp70, CSE-om te njihovim kombinacijama dovode do
povecéane ekspresije gena za NLRP3 i IL-18 te do povecanog izlucivanja IL-16 Sto
ukazuje na aktivaciju NLRP3 inflamasoma i upalu.

Kombinirana tretiranja dovode do smanjene ekspresije gena za NLRP3 i IL-18 te do
smanjenog izlu¢ivanja IL-18 u usporedbi s pojedina¢nim tretiranjima sa CSE-om $to
upucuje na inhibicijske u¢inke, odnosno potiskivanje upalnog procesa.

CSE i rthHsp70 djeluju citotoksi¢éno na NCI-H292 stanice u svim primijenjenim
koncentracijama, ali u kombinacijama ne ispoljavaju takve ucinke $§to ukazuje na
zastitno djelovanje kombinacija ovih agenasa.

Ekspresija GSDMD-a smanjena je u odnosu na kontrolne stanice, ali nije detektiran
GSDMD-NT fragment §to upucuje na moguce potiskivanje njegove ekspresije ili na
izlu¢ivanje GSDMD-a iz stanica.

THP-1 stanice

rhHsp70, 2,5 %-tni CSE kao i njihove kombinacije dovode do povecane ekspresije
gena za NLRP3 i IL-18 te do povecanog izlu¢ivanja IL-18 $to ukazuje na aktivaciju
NLRP3 inflamasoma i upalu.

5 %-tni CSE, samostalno i u kombinacijama s rhHsp70, nema utjecaja na THP-1
stanice Sto znai da ova tretiranja ne induciraju aktivaciju inflamasoma i upalni
odgovor te ne smanjuju vijabilnost ovih stanica.

Samo 2,5 %-tni CSE i njegove kombinacije s thHsp70 djeluju citotoksi¢no na ove
stanice, odnosno smanjuju stani¢nu vijabilnost.

Smanjena je ekspresija GSDMD-a u usporedbi s kontrolnim stanicama, ali nije
detektiran GSDMD-NT fragment S§to upuéuje na moguce potiskivanje njegove
ekspresije ili na izlu¢ivanje GSDMD-a iz stanica.

NHBE stanice

Sve primijenjene koncentracije rhHsp70 i CSE-a te njihove kombinacije dovode do
povecéane ekspresije gena za NLRP3 i IL-18 te do poveéanog izlu¢ivanja IL-1 $to

upucuje na aktivaciju inflamasoma 1 upalu.
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Kombinirana tretiranja dovode do smanjene ekspresije gena za NLRP3 i IL-18 te do
smanjenog izlucivanja IL-1B u usporedbi s pojedinacnim tretiranjima sa CSE-om Sto
upucuje na inhibicijske u¢inke, odnosno potiskivanje upalnog procesa.

rhHsp70 i CSE, kao ni njihove kombinacije, nemaju citotoksi¢an uc¢inak na NHBE
stanice.

Primijenjena tretiranja dovela su do fosforilacije, odnosno aktivacije RIPK3 i MLKL-
a, Sto upucuje na nekroptozu i mogucu aktivaciju inflamasoma u kojoj sudjeluju ove
molekule pa se pretpostavlja da je njihova fosforilacija povezana s alternativnim

putom aktivacije NLRP3 inflamasoma koji se dogada bez piroptoze.

MDM stanice

Sva primijenjena tretiranja s rhHsp70, CSE-om te njihovim kombinacijama dovode do
povecane ekspresije gena za NLRP3 i IL-1 te do povec¢anog izlu¢ivanja IL-18 §to
upucuje na aktivaciju inflamasoma i upalu.

Kombinirana tretiranja povecavaju ekspresiju gena za NLRP3 i IL-18 te dovode do
povecanog izlucivanja IL-18 u usporedbi s pojedina¢nim tretiranjima sa CSE-om $§to
upucuje na stimulacijske u¢inke ovih agenasa.

CSE, rhHsp70 i njihove kombinacije nisu djelovali citotoksicno na MDM stanice, nisu
doveli do promjene u ekspresiji GSDMD-a ili do aktivacije RIPK3 i MLKL-a §to

upucuje na to da u ovim stanicama nije doslo do piroptoze ili nekroptoze.

ZAVRSNI ZAKLJUCCI:

[zvanstani¢ni Hsp70 1 cigaretni dim dovode do aktivacije NLRP3 inflamasoma §to je u
nekim slu¢ajevima praceno indukcijom nekroptoze ili piroptoze u pojedinim vrstama
stanica.

Povecane koncentracije izvanstanicnog Hsp70 u pusaa sa ili bez KOPB-a mogu
promijeniti imunosni odgovor izazvan cigaretnim dimom.

Pretpostavlja se da bi alternativni put aktivacije inflamasoma mogao biti ukljuc¢en u

mnoga sterilna upalna stanja, primjerice kod stabilne faze KOPB-a.
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7. SAZETAK/SUMMARY

Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest (KOPB) slozena je bolest ¢ija patogeneza ukljucuje
kroni¢nu upalu, a povezana je s dugotrajnom izlozeno$¢u S$tetnim cesticama, posebice
cigaretnom dimu. U krvi bolesnika s KOPB-om izmjerene su poviSene koncentracije
izvanstani¢nog Hsp70 (eHsp70) koji djeluje imunomodulacijski.

Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati poticu li ekstrakt cigaretnog dima (CSE), eHsp70 te
njihove kombinacije aktivaciju NLRP3 inflamasoma te izazivaju li piroptozu i nekroptozu.
Oponasanje  imunomodulacijskog djelovanja eHsp70 postignuto je koriStenjem
rekombinantnog humanog Hsp70 proteina (rhHsp70). Provodila su se tretiranja in vitro
modela KOPB-a, a to su NCI-H292, THP-1, NHBE i MDM stanice, s rhHsp70 u
koncentracijama 0,3, 1 i 3 ug/mL, 2,5, 51 15 %-tnim CSE-om te njihovim kombinacijama
tijekom 24 sata. Aktivacija NLRP3 inflamasoma i upalni odgovor ispitani su odredivanjem
ekspresije mMRNA za NLRP3 i IL-1 qPCR-om te odredivanjem koncentracije izlu¢enog IL-
1B. Vijabilnost stanica ispitana je odredivanjem aktivnosti laktat-dehidrogenaze (LDH)
izlu¢ene u medij iznad stanica, a njihov na¢in umiranja ispitan je odredivanjem aktivacije i
ekspresije RIPK3 i MLKL-a (nekroptoza) te ekspresije GSDMD-a (piroptoza) Western blot
analizom nakon tretiranja tijekom 2 i 8 h te odredivanjem koncentracije IL-1 (piroptoza).
Dokazano je da je ekspresija gena za NLRP3 i IL-1pB, kao i izlu¢ivanje IL-1B, u svim
stanicama znacajno povecana nakon primijenjenih pojedina¢nih tretiranja, $to upucuje na
aktivaciju inflamasoma i upalu. Kombinirana tretiranja bila su stimulacijska u MDM
stanicama, inhibicijski uc¢inak imala su na NCI-H292 i NHBE stanice, a u THP-1 stanicama
nisu imala ucinak u odnosu na pojedina¢na tretiranja. Liti¢ka stani¢na smrt dokazana je u
stanicnim linijama (NCI-H292 i THP-1), ali ne i u primarnim stanicama (NHBE i MDM).
Promjena u ekspresiji GSDMD-a ili aktivacija RIPK3 i MLKL-a nije dokazana u MDM
stanicama. Ekspresija GSDMD-a smanjena je u NCI-H292 i THP-1 stanicama, ali nije
detektiran GSDMD-NT. U NHBE stanicama detektirani su aktivirani, odnosno fosforilirani
oblici RIPK3 i MLKL-a s§to ukazuje na nekroptozu ili alternativni put aktivacije NLRP3
inflamasoma za koji se pretpostavlja da bi mogao biti uklju¢en u mnoga sterilna upalna stanja,

primjerice kod stabilne faze KOPB-a.
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Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a complex disease whose pathogenesis
includes chronic inflammation and is associated with prolonged exposure to harmful particles,
especially cigarette smoke. Elevated concentrations of extracellular Hsp70 (eHsp70), which
has an immunomodulatory effect, were measured in the blood of patients with COPD.

The aim of this study was to examine whether cigarette smoke extract (CSE), eHsp70 and
their combinations stimulate the activation of NLRP3 inflammasome and whether they cause
pyroptosis and necroptosis, thus contributing to the propagation of inflammation. rhHsp70
protein was used to mimic immunomodulatory action of eHsp70. In vitro models of COPD,
and those are NCI-H292, THP-1, NHBE, and MDM cells, were treated for 24 hours with
rhHsp70 at concentrations of 0.3, 1, and 3 pg/mL, 2.5, 5 and 15 % CSE and their
combinations. Activation of NLRP3 inflammasome and inflammatory response were
examined by determining mRNA expression for NLRP3 and IL-1p by quantitative PCR, and
by determining the concentration of secreted IL-1B. Cell viability was determined by
measuring LDH activity in the media above the cells and their mode of dying was explored by
determining the activation and expression of RIPK3 and MLKL (necroptosis) and GSDMD
expression (pyroptosis) by Western blot analysis after treatment during 2 and 8 h, as well as
the already mentioned IL-1f concentration (pyroptosis).

It has been shown that gene expression for NLRP3 and IL-1p, as well as IL-1f secretion, were
significantly increased in all cells after individual treatments, indicating inflammasome
activation and inflammation. Combination treatments were stimulatory in MDM cells, had an
inhibitory effect on NCI-H292 and NHBE cells, and had no effect on THP-1 cells in
comparison to individual treatments. Lytic cell death has been observed in cell lines (NCI-
H292 and THP-1) but not in primary cells (NHBE and MDM). A change in GSDMD
expression or activation of RIPK3 and MLKL has not been demonstrated in MDM cells.
GSDMD expression was reduced in NCI-H292 and THP-1 cells, but GSDMD-NT was not
detected. Activated or phosphorylated forms of RIPK3 and MLKL were detected in NHBE
cells, indicating necroptosis or an alternative activation of NLRP3 inflammasome that is
thought to be involved in many sterile inflammatory conditions, such as the stable phase of
COPD.

59



8. PRILOZI
8.1. Popis kratica

ADP adenozin-difosfat

ALR receptor slican proteinu 2 odsutnom u melanomu (engl. absentin melanoma 2-
like receptors)

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

AP-1 aktivacijski protein 1 (engl. activator protein 1)

Aoaf.1 ¢imbenik 1 koji aktivira apoptozne proteaze (engl. apoptotic protease activating

a -
P factor-1)

protein nalik mrljicama povezan s apoptozom koji sadrzi domenu za aktivaciju i

ASC privlacenje kaspaza (engl. apoptosis-associated speck-like protein containing a
caspase activation and recruitment domain)

ATP adenozin-trifosfat

B2M 2-mikroglobulin

BCA bicinkoni¢na kiselina

BEGM medij za rast bronhijalnih epitelnih stanica (engl. Bronchial Epithelial Cell
Growth Medium)

BH Bcl-2 homologna domena

BSA govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin)

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

CD14 biljeg diferencijacije 14 (engl. cluster of differentiation 14)

cDNA komplementarna DNA (engl. complementary DNA)

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

C -
protein 1)

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

CSE ekstrakt cigaretnog dima (engl. cigarette smoke extract)

Ct ciklus umnazanja u qPCR-u u kojem je postignut prag detekcije signala
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CYD
DAMP
DISC
DNA
dNTP
Drpl
EDTA

eHsp70

FADD

FBS

FEV,

FRET

FVC

GOLD

GSDMD
GSDMD-NT
HEPES

HRP

Hsp

IFN

IFNR1

cilindromatoza (engl. cylindromatosis)

molekularni obrazac oStecenja (engl. damage-associated molecular pattern)
signalni kompleks koji potice smrt (engl. death inducing signaling complex)
deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)
deoksinukleozid-trifostat

protein 1 koji je srodan dinaminu (engl. dynamin related protein 1)
etilendiamin-tetraoctena kiselina

izvanstani¢ni Hsp70 (engl. extracellular Hsp70)

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

domain)
fetalni govedi serum (engl. fetal bovine serum)

forsirani izdisajni volumen u prvoj sekundi (engl. forced expired volume in 1
second)
prijenos energije fluorescentnom rezonancijom (engl. fluorescence energy

resonance transfer)
forsirani vitalni kapacitet (engl. forced vital capacity)

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

Initiative for Chronic Obstructive Lung Diseases)

gasdermin D

N-terminalni fragment gasdermina D
4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetan-sulfonska kiselina
peroksidaza iz hrena (engl. horseradish peroxidase)
protein toplinskog Soka (engl. heat shock protein)
interferon

tip 1 receptora za interferon

imunoglobulin G
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IL

IL-1R1

IRF3

kDa

KOPB

LDH

Leu

LPS

LRR

LTA

M-CSF

MDM

MLKL

MMP

MRNA

NaCl

NADH

NCI-H292

NF-xB

NHBE

NLR

NLRP3

interleukin

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

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

kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest

laktat-dehidrogenaza

leucin

lipopolisaharid (engl. lipopolysaccharide)

podrudja bogata leucinom (engl. leucine-rich repeat)

lipoteikoicna kiselina (engl. lipoteichoic acid)

faktor koji stimulira koloniju makrofaga (engl. macrophage colony-stimulating
factor)

primarni humani monociti iz periferne krvi diferencirani u makrofage (engl.
monocyte-derived macrophages)

protein s inaktivnom kinaznom domenom koja je eksprimirana u razli¢itim

vrstama (engl. mixed lineage kinase domain-like protein)

metaloproteinaza matriksa (engl. matrix metalloproteinase)
glasni¢ka ribonukleinska kiselina (engl. messenger ribonucleic acid)
natrij-klorid

nikotinamidadenin-dinukleotid

humane bronhijalne epitelne stanice porijeklom od bolesnika s

mukoepidermalnim karcinomom

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

normalne humane bronhijalne epitelne stanice

receptor slican oligomerizacijskoj domeni koja veze nukleotide (engl. nucleotide-

binding oligomerization domain (NOD)-like receptor)

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

NT

PAMP

PBS

PCR

PGAMS5

PMA
PPIA
PRR
PYD
gPCR

rhHsp70

RAGE

RHIM

RIG-1R

RIPK

RNA
ROS

SDS

SDS-PAGE

receptor pyrin 3)

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

netretirane stanice

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

pattern)

otopina soli puferirana fosfatom (engl. phosphate buffer saline)

lan¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

¢lan 5 obitelji fosfoglicerat-mutaze (engl. phosphoglycerate mutase family

member 5)

forbol-12-miristat-13-acetat (engl. phorbol-12-myristate-13-acetate)
peptidil-prolil-izomeraza A

receptor koji prepoznaje molekulske strukture (engl. pattern recognition receptor)
pirinska domena (engl. pyrin domain)

kvantitativni PCR (engl. quantitative PCR)

rekombinantni humani Hsp70

receptor krajnjih produkata uznapredovale glikacije (engl. receptor for advanced

glycation end-products)
RIP motivi homotipske interakcije (engl. RIP homotypic interaction motif)

receptor slican genu 1 kojeg inducira retinoi¢na kiselina (engl. retinoic acid-
inducible gene 1 (RIG-1)-like receptor)
serin/treonin protein-kinaza koja stupa u interakciju s receptorom (engl. receptor-

interacting serin/threonine protein-kinase)

ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)
reaktivne kisikove vrste (engl.reactive oxygen species)

natrij-dodecil sulfat

diskontinuirana elektroforeza u poliakrilamidnom gelu u denaturiraju¢im

uvjetima (engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
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SEM

Ser

TEMED

THP-1

Thr

TIPSA

TIR

TLR

TNF

TNFR1

TRADD

TRAF

TRIF

Val

ZBP1/DAI

zVAD

standardna pogreska (engl. standard error of mean)
serin

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 (engl. tumor necrosis factor)

receptor 1 za ¢imbenik nekroze tumora

domena smrti povezana s receptorom za TNF (engl. TNF receptor-associated

death domain)
¢imbenik povezan s receptorom za TNF (engl. TNF receptor-associated factor)

adaptacijski protein s TIR domenom koji inducira interferon B (engl. TIR

domain-containing adaptor-inducing interferon-p)
valin

protein 1 koji se veze na Z-DNA/aktivator regulacijskih faktora IFN-a koji je
ovisan o DNA (engl. Z-DNA-binding protein 1/DNA-dependent activator of
IFN-regulatory factors)
karbobenzoksi-valil-alanil-aspartil-[o-metil]-fluorometilketon (engl.

carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-[O-methyl]-fluoromethylketone)
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SAZETAK

Kroni¢na opstrukcijska plucna bolest (KOPB) sloZena je bolest ¢ija patogeneza ukljucuje kroni¢nu upalu, a povezana
je s dugotrajnom izloZzenos$¢u $tetnim Cesticama, posebice cigaretnom dimu. U krvi bolesnika s KOPB-om izmjerene
su poviSene koncentracije izvanstani¢nog Hsp70 (eHsp70) koji djeluje imunomodulacijski. Cilj ovog diplomskog rada
bio je ispitati poticu li ekstrakt cigaretnog dima (CSE), eHsp70 te njihove kombinacije aktivaciju NLRP3 inflamasoma
te izazivaju li piroptozu i nekroptozu. Oponasanje imunomodulacijskog djelovanja eHsp70 postignuto je koristenjem
rekombinantnog humanog Hsp70 proteina (rhHsp70). Provodila su se tretiranja in vitro modela KOPB-a, a to su NCI-
H292, THP-1, NHBE i MDM stanice, s thHsp70 u koncentracijama 0,3, 1 1 3 pg/mL, 2,5, 5 i 15 %-tnim CSE-om te
njihovim kombinacijama tijekom 24 sata. Aktivacija NLRP3 inflamasoma i upalni odgovor ispitani su odredivanjem
ekspresije MRNA za NLRP3 i IL-13 qPCR-om te odredivanjem koncentracije izlu¢enog IL-1p. Vijabilnost stanica
ispitana je odredivanjem aktivnosti laktat-dehidrogenaze (LDH) izluene u medij iznad stanica, a njihov nacin
umiranja ispitan je odredivanjem aktivacije i ekspresije RIPK3 i MLKL-a (nekroptoza) te ekspresije GSDMD-a
(piroptoza) Western blot analizom nakon tretiranja tijekom 2 i 8 h te odredivanjem koncentracije IL-1B (piroptoza).
Dokazano je da je ekspresija gena za NLRP3 i IL-1p, kao i izlu¢ivanje IL-1B, u svim stanicama zna¢ajno povecana
nakon primijenjenih pojedina¢nih tretiranja, $to upucuje na aktivaciju inflamasoma i upalu. Kombinirana tretiranja bila
su stimulacijska u MDM stanicama, inhibicijski u¢inak imala su na NCI-H292 i NHBE stanice, a u THP-1 stanicama
nisu imala uéinak u odnosu na pojedinacna tretiranja. Liticka stani¢na smrt dokazana je u stani¢nim linijama (NCI-
H292 i THP-1), ali ne i u primarnim stanicama (NHBE i MDM). Promjena u ekspresiji GSDMD-a ili aktivacija
RIPK3 i MLKL-a nije dokazana u MDM stanicama. Ekspresija GSDMD-a smanjena je u NCI-H292 i THP-1
stanicama, ali nije detektiran GSDMD-NT. U NHBE stanicama detektirani su aktivirani, odnosno fosforilirani oblici
RIPK3 i MLKL-a s§to ukazuje na nekroptozu ili alternativni put aktivacije NLRP3 inflamasoma za koji se pretpostavlja
da bi mogao biti uklju¢en u mnoga sterilna upalna stanja, primjerice kod stabilne faze KOPB-a.
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Effect of extracellular protein Hsp70 and cigarette smoke on the inflammasome, necroptosis
and pyroptosis activation in cellular models of chronic obstructive pulmonary disease
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SUMMARY

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a complex disease whose pathogenesis includes chronic
inflammation and is associated with prolonged exposure to harmful particles, especially cigarette smoke. Elevated
concentrations of extracellular Hsp70 (eHsp70), which has an immunomodulatory effect, were measured in the blood
of patients with COPD. The aim of this study was to examine whether cigarette smoke extract (CSE), eHsp70 and
their combinations stimulate the activation of NLRP3 inflammasome and whether they cause pyroptosis and
necroptosis, thus contributing to the propagation of inflammation. rhHsp70 protein was used to mimic
immunomodulatory action of eHsp70. In vitro models of COPD, and those are NCI-H292, THP-1, NHBE, and MDM
cells, were treated for 24 hours with rhHsp70 at concentrations of 0.3, 1, and 3 pg/mL, 2.5, 5 and 15 % CSE and their
combinations. Activation of NLRP3 inflammasome and inflammatory response were examined by determining mRNA
expression for NLRP3 and IL-1p by quantitative PCR, and by determining the concentration of secreted IL-1p. Cell
viability was determined by measuring LDH activity in the media above the cells and their mode of dying was
explored by determining the activation and expression of RIPK3 and MLKL (necroptosis) and GSDMD expression
(pyroptosis) by Western blot analysis after 2 and 8 h treatments, as well as the already mentioned IL-1p concentration
(pyroptosis). It has been shown that gene expression for NLRP3 and IL-1pB, as well as IL-1p secretion, were
significantly increased in all cells after individual treatments, indicating inflammasome activation and inflammation.
Combination treatments were stimulatory in MDM cells, had an inhibitory effect on NCI-H292 and NHBE cells, and
had no effect on THP-1 cells in comparison to individual treatments. Lytic cell death has been observed in cell lines
(NCI-H292 and THP-1) but not in primary cells (NHBE and MDM). A change in GSDMD expression or activation of
RIPK3 and MLKL has not been demonstrated in MDM cells. GSDMD expression was reduced in NCI-H292 and
THP-1 cells, but GSDMD-NT was not detected. Activated or phosphorylated forms of RIPK3 and MLKL were
detected in NHBE cells, indicating necroptosis or an alternative activation of NLRP3 inflammasome that is thought to
be involved in many sterile inflammatory conditions, such as the stable phase of COPD.
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