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�5�D�G���M�H���S�U�H�G�D�Q���Q�D���R�F�M�H�Q�X���)�D�N�X�O�W�H�W�V�N�R�P���Y�L�M�H�ü�X���)�D�U�P�D�F�H�X�W�V�N�R-biokemijskog 

�I�D�N�X�O�W�H�W�D���6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D���X���=�D�J�U�H�E�X���U�D�G�L���V�W�M�H�F�D�Q�M�D���D�N�D�G�H�P�V�N�R�J���V�W�X�S�Q�M�D���G�R�N�W�R�U�D��

�]�Q�D�Q�R�V�W�L���L�]���S�R�G�U�X�þ�M�D��biomedicine i zdravstva, polje farmacija, grana medicinska 

biokemija. 

 

 

�5�D�G���M�H���L�]�U�D�ÿ�H�Q��na Zavodu za medicinsku biokemiju i hematologiju 
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�6�U�G�D�þ�Q�R�� �]�D�K�Y�D�O�M�X�M�H�P�� �S�U�R�I���� �G�U���� �V�F���� �7�L�K�D�Q�L�� �ä�D�Q�L�ü�� �*�U�X�E�L�ã�L�ü���� �P�R�M�R�M�� �P�H�Q�W�R�U�L�F�L���� �Q�D�� �S�U�H�G�O�R�å�H�Q�R�M��

�W�H�P�L���� �V�W�U�X�þ�Q�R�P�� �Y�R�G�V�W�Y�X���� �L�G�H�M�D�P�D���� �V�D�Y�M�H�W�L�P�D���� �S�U�H�Q�H�V�H�Q�R�P�� �]�Q�D�Q�M�X�� �L�� �X�N�D�]�D�Q�R�P�� �S�R�Y�M�H�U�H�Q�M�X��

tijekom cjelokupnog moga rada na Zavodu za medicinsku biokemiju i hematologiju. 

Posebnu zahvalnost iskazujem prof. dr. sc. Antoonu van Oosterhoutu i dr. sc. Marcu van der 

Toornu, �N�R�M�L�� �V�X�� �P�H�� �S�U�L�K�Y�D�W�L�O�L�� �N�D�R�� �U�D�Y�Q�R�S�U�D�Y�Q�R�J�� �þ�O�D�Q�D�� �V�Y�R�J�D�� �O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�D�� �Q�D�� �8�Q�L�Y�H�U�V�L�W�\��

Medical Center Groningen u Nizozemskoj, na konstruktivnim kritikama i raspravama te 

�S�U�X�å�H�Q�R�M���S�R�P�R�ü�L���L���S�U�L�M�D�W�H�O�M�V�W�Y�X�� 

�=�D�K�Y�D�O�M�X�M�H�P�� �S�U�R�I���� �G�U���� �V�F���� �,�Y�D�Q�L�� �ý�H�S�H�O�D�N�� �Q�D�� �L�G�H�M�D�P�D�� �L�� �V�W�U�X�þ�Q�R�M�� �S�R�W�S�R�U�L�� �N�R�M�X�� �P�L�� �M�H�� �S�U�X�å�L�O�D��

tijekom izrade ove doktorske disertacije. 

Prof. dr. sc. Ladi Rumora osobito se �]�D�K�Y�D�O�M�X�M�H�P���Q�D���V�X�U�D�G�Q�M�L���L���Q�H�V�H�E�L�þ�Q�R�M���S�R�P�R�ü�L���R�N�R���L�]�U�D�G�H��

eksperimentalnog dijela rada. 

Dr���� �V�F���� �0�D�U�L�M�L�� �*�U�G�L�ü�� �5�D�M�N�R�Y�L�ü�� dr. sc. �0�L�U�H�O�L�� �0�D�W�R�N�D�Q�R�Y�L�ü, �9�H�V�Q�L�� �%�R�U�L�þ�H�Y�L�ü�� �L�� �6�X�]�D�Q�L�� �+�U�D�M�Q�L�N��

hvala na uvijek prisutnoj prijateljskoj �S�R�G�U�ã�F�L, �G�R�E�U�R�G�R�ã�O�L�P�� �V�D�Y�M�H�W�L�P�D i �W�H�K�Q�L�þkoj �S�R�P�R�ü�L 

tijekom eksperimentalnog dijela rada. 

�9�H�O�L�N�R���K�Y�D�O�D���G�R�F�����G�U�����V�F�����6�D�Q�M�L���3�R�S�R�Y�L�ü���*�U�O�H�����P�U�����V�F�����9�O�D�V�W�L���=�R�Y�N�R�����G�U�����V�F�����9�D�Q�M�L���5�D�G�L�ã�L�ü���%�L�O�M�D�N 

�L���P�U�����V�F�����'�R�O�R�U�H�V���3�D�Q�F�L�U�R�Y���Q�D���S�R�P�R�ü�L���R�N�R���S�U�L�N�X�S�O�M�D�Q�M�D���L���O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�R�M���D�Q�D�O�L�]�L���X�]�R�U�D�N�D���N�U�Y�L��

bolesnika s KOPB-om i zdravih ispitanika. 

Prof. dr. sc. Jadranki Varljen, dr. sc. Dijani Dete�O���L���6�X�Q�þ�L�F�L���%�X�O�M�H�Y�L�ü �]�D�K�Y�D�O�M�X�M�H�P���Q�D���S�R�P�R�ü�L��

�R�N�R���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���'�3�3�,�9���X���V�H�U�X�P�X�� 

�'�U���� �V�F���� �5�X�ÿ�H�U�X���1�R�Y�D�N�X���K�Y�D�O�D���Q�D���S�R�P�R�ü�L���R�N�R���D�Q�D�O�L�]�H���Q�D�þ�L�Q�D���X�P�L�U�D�Q�M�D���V�W�D�Q�L�F�D���Q�D���S�U�R�W�R�þ�Q�R�P��

citometru. 

Dr. sc. �'�X�E�U�D�Y�N�L���5�D�ã�L�ü���]�D�K�Y�D�O�M�X�M�H�P���Q�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�X���0�'�$���Q�D���+�3�/�&-u. 

�'�L�S�O�R�P�D�Q�W�L�F�D�P�D�� �,�Y�D�Q�L�� �0�L�O�H�W�L�ü���� �'�R�U�L�V�� �*�R�O�H�ã���� �0�D�U�L�Q�L�� �+�D�E�X�ã���� �,�Q�H�V�� �0�H�ã�W�U�L�ü�� �L�� �0�D�U�W�L�Q�L�� �9�X�N�H�O�L�ü��

�K�Y�D�O�D���Q�D���S�R�P�R�ü�L���R�N�R���L�]�Y�R�ÿ�H�Q�M�D��dijela ekperimenata. 

Svim djelatnicima Zavoda za medicinsku biokemiju i hematologiju zahvaljujem na suradnji i 

prijateljstvu. 

�1�D�M�Y�H�ü�D���K�Y�D�O�D���P�R�P���V�X�S�U�X�J�X���0�D�W�N�X���L���P�R�M�R�M���R�E�L�W�H�O�M�L���Q�D���S�U�X�å�H�Q�R�M���S�R�G�U�ã�F�L, ljubavi i beskrajnom 
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�.�U�R�Q�L�þ�Q�D�� �R�S�V�W�U�X�N�F�L�M�V�N�D�� �S�O�X�ü�Q�D �E�R�O�H�V�W�� ���.�2�3�%���� �Q�D�M�X�þ�H�V�W�D�O�L�M�D�� �M�H�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�D�� �U�H�V�S�L�U�Dcijska 
bolest s progresivnim tijekom. Temeljni uzroci KOPB-�D�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�� �S�X�ã�H�Q�M�H�� �F�L�J�D�U�H�W�D����
�þ�L�P�E�H�Q�L�N�H�� �R�N�R�O�L�Q�H te gensk�X�� �S�U�H�G�L�V�S�R�]�L�F�L�M�X���� �'�R�V�D�G�D�ã�Q�M�H�� �V�S�R�]�Q�D�M�H�� �R�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �X�S�D�O�H����
�R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�R�P�� �V�W�U�H�V�X�� �L�� �Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�L�� �S�U�R�W�H�D�]�D�� �L�� �D�Q�W�L�S�U�R�W�H�D�]�D�� �Q�L�V�X�� �G�R�V�W�D�W�Q�H�� �]�D�� �R�E�M�D�ã�Q�M�H�Q�M�H��
nastanka i progresije bolesti. 

�2�Y�R���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���S�R�N�D�]�D�O�R���M�H���G�D ekstrakt dima cigareta u A549 alveolarnim epitelnim 
stanicama uzrokuje �R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�D���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���O�L�S�L�G�D�� �L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �ã�W�R�� �E�L�� �P�R�J�O�R��voditi do 
�J�X�E�L�W�N�D���Y�D�å�Q�L�K���I�X�Q�N�F�L�M�D���V�W�D�Q�L�F�H�����U�H�]�X�O�W�L�U�D�M�X�ü�L���V�P�U�ü�X���V�W�D�Q�L�F�H�����1�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�H���R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���X��
stanicama vodi do aktivacije �(�5�� �V�W�U�H�V�Q�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�� �X�� �Y�L�G�X�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D�� �U�D�]�L�Q�H�� �I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�Q�R�J��
�H�,�)���.�� �L�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�D��de novo sinteze proteina. Smanjena sinteza proteina vjerojatno pridonosi 
�S�R�Y�H�ü�D�Q�M�X��koncentracije slobodnih aminokiselina unutar stanica zajedno s razgradnjom 
�S�U�R�W�H�L�Q�D�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K�� �G�L�P�R�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �S�X�W�H�P�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q-proteasomalnog sustava. Iako se ER 
stresni odgovor �R�E�L�þ�Q�R povezuje s �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�P aktivnosti proteasoma, dim cigareta uzrokuje 
�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H kaspazne, tripsinske i kimotripsinske aktivnosti �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D���� �ã�W�R�� �L�K�� �þ�L�Q�L��
�Q�H�G�R�Y�R�O�M�Q�R���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�L�P�D���X���S�U�R�F�H�V�X���X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�D���R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D. 

Kao �G�L�R�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�� �Q�D�� �V�W�U�H�V dolazi i do porasta ekspresije �ã�D�S�H�U�R�Qskih 
proteina �+�6�3������ �L�� �+�6�3�������� �ã�W�R�� �Q�L�V�P�R�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �L�� �]�D�� �+�6�3����. �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �X��
�0�$�3�.�� �V�L�J�Q�D�O�Q�L�P�� �S�X�W�R�Y�L�P�D���� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �U�D�V�W�H�� �U�D�]�L�Q�D�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�H�� �S�������� �Q�H�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H��
ERK, a aktivaciju JNK nismo uspjeli detektirati. 

Nadalje, rezultati su pokazali �G�D�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�H�� �Q�H�� �V�D�G�U�å�H�� �0�0�3-9, ali pod utjecajem 
ekstrakta dima cigareta s vremenom u me�G�L�M���S�R�M�D�þ�D�Q�R���R�W�S�X�ã�W�D�M�X���0�0�3-2, a TIMP-1 �R�W�S�X�ã�W�D�M�X��
�X���P�D�Q�M�R�M���N�R�O�L�þ�L�Q�L�����ã�W�R���E�L���P�R�J�O�R���S�U�L�G�R�Q�L�M�H�W�L���X�N�X�S�Q�R�M���Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�L���S�U�R�W�H�D�]�D���L���D�Q�W�L�S�U�R�W�H�D�]�D�� 

U bazalnim uvjetima polimorfonuklearni leukociti (PMN) bolesnika s KOPB-om 
�R�W�S�X�ã�W�D�M�X�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Y�L�ã�H�� �0�0�3-9 u odnosu na zdrave kontrole. Stimulacijom PMN zdravih 
�N�R�Q�W�U�R�O�D�� �H�N�V�W�U�D�N�W�R�P�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �V�H�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�� �0�0�3-9, dok ista stimulacija u 
bolesnika s KOPB-om ne izaziva dodatno �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �Y�L�V�R�N�H�� �U�D�]�L�Q�H�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D�� �0�0�3-������ �ã�W�R��
�G�R�N�D�]�X�M�H�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�X�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X�� �3�0�1�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �L�� �Q�M�L�K�R�Y�X�� �P�R�J�X�ü�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�L��
�L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���P�D�W�U�L�N�V�D���X���S�O�X�ü�L�P�D�� 

�6�L�V�W�H�P�V�N�D�� �Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�D�� �S�U�R�W�H�D�]�D�� �L�� �D�Q�W�L�S�U�R�W�H�D�]�D�� �X�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-�R�P�� �R�þ�L�W�X�M�H�� �V�H��
pov�H�ü�D�Q�R�P�� �N�R�Q�F�H�Qtracijom MMP-9 u plazmi. Analiza ROC krivulja pokazala je vrlo dobru 
�G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X�� �W�R�þ�Q�R�V�W�� �]�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X�� �0�0�3-������ �ã�W�R�� �M�H�� �þ�L�Q�L�� �G�R�E�U�L�P�� �E�L�O�M�H�J�R�P�� �]�D�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�Q�M�H��
�E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �L�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �R�V�R�E�D���� �,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�� �X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�L�� �S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P�D��MMP9 gena (-1562 C/T i 
(CA)n dinukleotidna ponavljanja u promotorskoj regiji te Q279R u egzonu 6) pokazalo je da 
�Q�H�P�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �U�D�]�O�L�N�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-om i zdravih ispitanika, kao niti 
povezanosti koncentracije MMP-9 s genotipovima ispitanika. 

U serumu bolesnika s KOPB-om, kod k�R�M�L�K�� �M�H�� �G�R�N�D�]�D�Q�D�� �V�L�V�W�H�P�V�N�D�� �X�S�D�O�D�� ���S�R�Y�H�ü�D�Q�L 
ukupni leukociti, neutrofili i CRP), nalazimo smanjenu aktivnost DPPIV, proteaze koja bi 
mogla pridonositi razvoju upale. S obzirom na dokazanu �Y�U�O�R�� �G�R�E�U�X�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X�� �W�R�þ�Q�R�V�W����
�R�Y�D�M���H�Q�]�L�P���E�L���V�H���W�D�N�R�ÿ�H�U���P�R�J�D�R���N�R�U�L�V�W�L�W�L���N�D�R���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W biokemijski pokazatelj KOPB-a. 

 

�.�O�M�X�þ�Q�H���U�L�M�H�þ�L�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�D���R�S�V�W�U�X�N�F�L�M�V�N�D���S�O�X�ü�Q�D���E�R�O�H�V�W����epitel, dim cigareta, ER stres, 
  ubikvitin-proteasomalni sustav, HSP, MAPK, MMP-9, TIMP-1, DPPIV 



 
 

 

SUMMARY  

 
Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is the most common chronic 

respiratory disease with a progressive course. The principal causes of COPD include cigarette 
smoking, environmental factors and genetic predisposition. Current knowledge about the 
development of inflammation, oxidative stress and protease-antiprotease imbalance is not 
sufficient to explain the origin and progression of the disease. 

In this study we found that cigarette smoke extract causes oxidative damage to cellular 
lipids and proteins in A549 alveolar epithelial cells, which could lead to the loss of important 
cell functions, eventually resulting in cell death. The accumulation of damaged proteins in 
cells leads to the activation of ER stress response in the form of increased levels of 
�S�K�R�V�S�K�R�U�\�O�D�W�H�G���H�,�)���.���D�Q�G���U�H�G�X�F�H�G��de novo protein synthesis. It is likely that reduced protein 
synthesis contributes to the increase in the level of free amino acids in the cells, together with 
the degradation of proteins damaged by cigarette smoke inside the ubiquitin-proteasome 
system. ER stress response is usually associated with increased proteasomal activity; 
however, cigarette smoke causes a significant reduction in caspase-, trypsin- and 
chymotrypsin-proteasomal activities, making the proteasome inefficient in the process of 
removing damaged proteins. 

As a part of the cellular stress response, we observed an increase in the expression of 
chaperone proteins HSP32 and HSP27, which was not shown for HSP70. Likewise, we 
noticed the changes in MAPK signaling pathways: a significant increase in the level of 
activated p38, no activation of ERK and undetectable activation of JNK. 

Furthermore, the results showed that A549 cells do not produce MMP-9, but after a 
while treatment with the cigarette smoke extract increases the release of MMP-2 in the 
medium and decreases the release of TIMP-1, which probably contributes to the overall 
protease-antiprotease imbalance. 

In basal conditions polymorphonuclear leukocytes (PMN) of patients with COPD 
release significantly much more MMP-9 compared to healthy controls. Stimulation of PMN 
of healthy controls with cigarette smoke extract increases the release of MMP-9, while in 
patients with COPD no further increase over the high secretion rate was found, suggesting the 
chronic activation of PMN of patients with COPD and their possible role in the degradation of 
extracellular matrix in the lungs. 

Systemic protease-antiprotease imbalance in plasma of patients with COPD is 
manifested by increased concentration of MMP-9. ROC curve analysis showed a very good 
diagnostic accuracy for concentration of MMP-9, making it a good biomarker for 
distinguishing patients from healthy individuals. Testing the frequency of MMP9 gene 
polymorphisms (-1562 C/T and (CA)n dinucleotide repeat in the promoter region, and Q279R 
in exon 6) showed no significant difference between patients with COPD and healthy 
subjects, and no correlation of MMP-�����F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q���Z�L�W�K���V�X�E�M�H�F�W�V�¶���J�H�Q�R�W�\�S�H�V�� 

In sera of patients with COPD, with the observed systemic inflammation (increased 
total leukocytes, neutrophils and CRP), we found a decrease in activity of DPPIV, a protease 
that could be contributing to the development of inflammation. As showing a very good 
diagnostic accuracy, this enzyme could also be used as an effective biochemical marker of 
COPD. 

 
Keywords: chronic obstructive pulmonary disease, epithelium, cigarette smoke, ER stress, 

        ubiquitin-proteasome system, HSP, MAPK, MMP-9, TIMP-1, DPPIV 
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1.1. �.�5�2�1�,�ý�1�$���2�3�6�7�5�8�.�&�,�-�6�.�$���3�/�8�û�1�$���%�2�/�(�6�7 (KOPB) 

 

Kroni�þ�Q�D�� �R�S�V�W�U�X�N�F�L�M�V�N�D�� �S�O�X�ü�Q�D�� �E�R�O�H�V�W��(KOPB) je �X�þ�H�V�W�D�O�D�� �S�O�X�ü�Q�D��bolest �N�R�M�X�� �M�H�� �P�R�J�X�ü�H��

�V�S�U�L�M�H�þ�L�W�L���L���O�L�M�H�þ�L�W�L���� �D��karakterizirana je stalnim �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�H�P���S�U�R�W�R�N�D���]�U�Dka koje je uglavnom 

progresivno, a povezano je s po�M�D�þ�D�Q�R�P���N�U�R�Q�L�þ�Q�Rm upalo�P���G�L�ã�Q�L�K���S�X�W�R�Y�D���L���S�O�X�ü�D��izazvanom 

stranim �þ�H�V�W�L�Fama i plinovima���� �8�G�D�K�Q�X�W�L�� �G�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D���L�� �R�V�W�D�O�H�� �ã�W�H�W�Q�H�� �W�Y�D�U�L�� �X�� �S�O�X�ü�L�P�D�� �G�R�Y�R�G�H��

�G�R�� �X�S�D�O�H���� �X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�� �N�R�M�L�� �M�H�� �L�]�P�L�M�H�Q�M�H�Q�� �N�R�G�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�F�D�� �N�R�M�L�� �U�D�]�Y�L�M�D�M�X�� �.�2�3�%����

�7�D�N�D�Y�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�L�� �X�S�D�O�Q�L�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �P�R�å�H�� �L�]�D�]�Y�D�W�L�� �U�D�]�D�U�D�Q�M�H�� �S�O�X�ü�Q�R�J�� �S�D�U�H�Q�K�L�P�D�� ���U�H�]�X�O�W�L�U�D�M�X�ü�L��

�H�P�I�L�]�H�P�R�P���� �L�� �R�P�H�W�D�W�L�� �Q�R�U�P�D�O�Q�L�� �S�R�S�U�D�Y�D�N�� �L�� �R�E�U�D�P�E�H�Q�H�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�H�� ���U�H�]�X�O�W�L�U�D�M�X�ü�L�� �I�L�E�U�R�]�R�P��

�P�D�O�L�K�� �G�L�ã�Q�L�K�� �S�X�W�R�Y�D������ �2�Y�H�� �S�D�W�R�O�R�ã�N�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �G�R�Y�R�G�H�� �G�R�� �S�U�R�J�U�H�V�L�Y�Q�R�J�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�D protoka 

zraka, te naposlijetku do gubitka daha i ostalih simptoma karakter�L�V�W�L�þ�Q�L�K�� �]�D�� �.�2�3�%��

(www.goldcopd.org). 

 

KOPB je jedan od �Y�R�G�H�ü�Lh uzroka �P�R�U�E�L�G�L�W�H�W�D���L���P�R�U�W�D�O�L�W�H�W�D���X���V�Y�L�M�H�W�X�����W�H���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���L��

�V�Y�H�� �Y�H�ü�H�� �R�S�W�H�U�H�ü�H�Q�M�H�� �]�D�� �H�N�R�Q�R�P�L�M�X�� �L�� �G�U�X�ã�W�Y�R�� Prema procjenama Svjetske zdravstvene 

�R�U�J�D�Q�L�]�D�F�L�M�H�� ������ �P�L�O�L�M�X�Q�D�� �O�M�X�G�L�� �X�� �V�Y�L�M�H�W�X�� �E�R�O�X�M�H�� �R�G�� �X�P�M�H�U�H�Q�R�J�� �G�R�� �W�H�ã�N�R�J�� �R�E�O�L�N�D�� �.�2�3�%-a 

(www.who.int)�����D�O�L���W�R�þ�D�Q���E�U�R�M���M�H���W�H�ã�N�R���X�V�W�D�Q�R�Y�L�W�L���M�H�U���P�Q�R�J�L���V�O�X�þ�D�M�H�Y�L���R�V�W�D�M�X���Q�H�G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�F�L�U�D�Q�L 

(Willyard, 2012)�����9�H�ü�L�Q�D���E�R�O�H�V�Q�L�N�D���V���.�2PB-om ���������������V�X���S�X�ã�D�þ�L�����0�H�ÿ�X�W�L�P�����V�D�P�R��������- 25 % 

�S�X�ã�D�þ�D�� �U�D�]�Y�L�M�H�� �E�R�O�H�V�W�� ���5�R�W�K, 2008). KOPB je nekad bila �þ�H�ã�ü�D�� �E�R�O�H�V�W�� �X �P�X�ã�N�D�U�D�F�D, ali zbog 

�S�R�Y�H�ü�D�Q�H uporabe duhana �P�H�ÿ�X �å�H�Q�D�P�D�� �X zemljama s visokim dohotkom i �Y�H�ü�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L 

�å�H�Q�D���X�Q�X�W�D�U�Q�M�H�P���]�D�J�D�ÿ�H�Q�M�X���]�U�D�N�D (nastalom gorenjem biomase �X���N�X�ü�D�Q�V�W�Y�L�P�D) u zemljama s 

niskim dohotkom, bolest danas gotovo �S�R�G�M�H�G�Q�D�N�R�� �S�R�J�D�ÿ�D �P�X�ã�N�D�U�F�H �L�� �å�H�Q�H. U 2002. godini 

KOPB je bio �S�H�W�L�� �Y�R�G�H�ü�L uzrok smrti u svijetu. P�U�H�G�Y�L�ÿ�D�� �V�H�� �G�D�� �ü�H�� �V�H ukupni broj smrtnih 

�V�O�X�þ�D�M�H�Y�D���N�D�R���S�R�V�O�M�H�G�L�F�H KOPB-a �S�R�Y�H�ü�D�W�L���]�D �Y�L�ã�H���R�G 30 % �X���V�O�M�H�G�H�ü�L�K������ godina, osim ako se 

hitno ne poduzmu mjere za smanjenje temeljnih �þ�L�P�E�H�Q�L�Na rizika, posebno uporabe duhana. 

Procjene �S�R�N�D�]�X�M�X�� �G�D�� �ü�H KOPB 2030. godine postati �W�U�H�ü�L�� �Y�R�G�H�ü�L uzrok smrti u svijetu 

(www.who.int). �.�D�N�R���E�L���V�H���S�R�Y�H�ü�D�O�D���V�Y�M�H�V�Q�R�V�W��medicinskog osoblja i javnosti o ovoj bolesti, 

1998. godine skupina znanstvenika osnovala je �*�O�R�E�D�O�Q�X�� �L�Q�L�F�L�M�D�W�L�Y�X�� �]�D�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�X�� �R�S�V�W�U�X�N�F�L�M�V�N�X��

�S�O�X�ü�Q�X�� �E�R�O�H�V�W�� ���H�Q�J����Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease, GOLD). Njihovi 

�J�O�D�Y�Q�L���F�L�O�M�H�Y�L���V�X���S�R�E�R�O�M�ã�D�Q�M�H���G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�N�H���L���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�L���O�L�M�H�þ�H�Q�M�D te prevencija bolesti, kako bi 

se smanjili morbiditet i mortalitet od KOPB-a (www.goldcopd.org). 
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�1�D�M�þ�H�ã�ü�L���þimbenici rizika za razvoj KOPB-a su: 

�x duhanski dim porijeklom iz cigareta, lule, cigara i drugih vrsta duhanskih proizvoda, 

kao i duhanski dim iz okoline, 

�x unutarnje �]�D�J�D�ÿ�H�Qje zraka nastalo gorenjem biomase koja se koristi za kuhanje i 

grijanje u slabo venti�O�L�U�D�Q�L�P���V�W�D�P�E�H�Q�L�P���S�U�R�V�W�R�U�L�P�D�����R�V�R�E�L�W�R���S�R�J�D�ÿ�D���å�H�Q�H���X���]�H�P�O�M�D�P�D��

u razvoju), 

�x �S�U�R�I�H�V�L�R�Q�D�O�Q�D���S�U�D�ã�L�Q�D���L���N�H�P�L�N�D�O�L�M�H�����L�V�S�D�U�D�Y�D�Q�M�D�����Q�D�J�U�L�]�D�M�X�ü�H���W�Y�D�U�L�����G�L�P�R�Y�L�����S�U�L���M�D�þ�R�M���L�O�L��

�G�X�O�M�R�M���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L, 

�x �Y�D�Q�M�V�N�R�� �]�D�J�D�ÿ�H�Qje zraka koje pridonosi ukupnosti udahnutih �ã�W�H�W�Q�L�K���þ�H�V�W�L�Fa, iako se 

�þ�L�Q�L���G�D kao uzrok KOPB-a ima relati�Y�Q�R���P�D�O�L���X�þ�L�Q�D�N. 

�%�X�G�X�ü�L���G�D���V�D�P�R���G�L�R���S�R�M�H�G�L�Q�D�F�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���Q�D�E�U�R�M�H�Q�L�P���W�R�N�V�L�Q�L�P�D���U�D�]�Y�L�M�H���.�2�3�%�����M�D�V�Q�R���M�H���G�D���V�X���L��

�G�U�X�J�L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L�� �U�Lzika (poput genskih���� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�� �X�� �S�R�M�D�Y�Q�R�V�W�� �E�R�O�H�V�W�L. Od genskih �þ�L�P�E�H�Q�L�Na 

rizika osobito se �L�V�W�L�þ�H�� �Q�D�V�O�M�H�G�Q�L�� �P�D�Q�M�D�N�� �.1-antitripsina (< 2 % svih oboljelih). Ostali 

�þ�L�P�E�H�Q�L�F�L��koj�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X�� �U�L�]�L�N�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �.�2�3�%-a kod pojedinca su svi �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L���N�R�M�L�� �X�W�M�H�þ�X��

�Q�D�� �U�D�]�Y�R�M�� �S�O�X�ü�D�� �]�D�� �Y�U�L�M�H�P�H�� �J�H�V�W�D�F�L�M�H�� �L�� �G�M�H�W�L�Q�M�V�W�Y�D�� ���Q�L�V�N�D�� �S�R�U�R�ÿ�D�M�Q�D�� �W�H�å�L�Q�D����respiracijske 

�L�Q�I�H�N�F�L�M�H���L���V�O�L�þ�Q�R�� (www.goldcopd.org; Mocchegiani i sur., 2011; Roth, 2008). 

 

Simptomi �E�R�O�H�V�W�L�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X���R�W�H�å�D�Q�R�� �G�L�V�D�Q�M�H�� ���G�L�V�S�Q�H�M�X������ �N�U�R�Q�L�þ�Q�L�� �N�D�ã�D�O�M�� �L�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�R�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H��

ispljuvka (sputuma). Osim toga, KOPB je m�X�O�W�L�V�L�V�W�H�P�V�N�D�� �E�R�O�H�V�W�� �N�R�M�D�� �S�R�þ�L�Q�M�H�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H�P��

�S�O�X�ü�D���� �D��razvojem dolazi do brojnih sistemskih manifestacija���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �V�L�V�W�H�P�V�N�D�� �X�S�D�O�D����

respiracijske infekcije, malnutricija i kardiovaskularne komplikacije. Egzacerbacije (periodi 

�D�N�X�W�Q�R�J�� �S�R�J�R�U�ã�D�Q�M�D simptoma���� �V�H�� �þ�H�V�W�R�� �S�R�M�D�Y�O�M�X�M�X��u bolesnika i zajedno s komorbiditetima 

(�S�U�D�W�H�ü�L�P�� �E�R�O�H�V�W�L�P�D���� �S�R�S�X�W��kardiovaskularnih bolesti���� �ã�H�ü�H�U�Qe bolesti, gubitka �P�L�ã�L�ü�Q�H�� �P�D�V�H����

osteoporoze, depresije, raka �S�O�X�ü�D�� �S�U�L�G�R�Q�R�V�H�� �X�N�X�S�Q�R�M�� �W�H�å�L�Q�L�� �E�R�O�H�V�W�L�� �N�R�G���S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D��

(www.goldcopd.org; Decramer i sur., 2012�����3�D�Y�L�þ�L�ü���L���-�D�N�R�S�R�Y�L�ü������������). 

 

1.1.1. Dijagnoza i klasifikacija bolesti 

�.�O�L�Q�L�þ�N�D�� �G�L�M�D�J�Q�R�]�D�� �.�2�3�%-a postavlja se na temelju rezultata spirometrije. Spirometriju se 

�S�U�H�S�R�U�X�þ�D���Q�D�S�U�D�Y�L�W�L���N�Rd pojedinaca starijih od 40 godina ukoliko su prisutni simptomi poput 

�R�W�H�å�D�Q�R�J�� �G�L�V�D�Q�M�D���� �N�U�R�Q�L�þ�Q�R�J�� �N�D�ã�O�M�D i �N�U�R�Q�L�þ�Q�Rg stvaranj�D�� �L�V�S�O�M�X�Y�N�D���� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W���þ�L�P�E�H�Q�L�Fima 

rizika ili KOPB u obitelji. 
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Spirometrija  je jednostavan test �I�X�Q�N�F�L�M�H�� �S�O�X�ü�D kojim se mjeri koli�þ�L�Q�D�� �]�U�D�N�D�� �N�R�M�X�� �R�V�R�E�D��

�P�R�å�H���L�]�G�D�K�Q�X�W�L���L���N�R�O�L�þ�L�Q�D���Y�U�H�P�H�Q�D���S�R�W�U�H�E�Q�D���G�D���V�H���W�R���X�þ�L�Q�L�����0�M�H�U�H�Q�M�H�P���V�H���G�R�E�L�Y�D�M�X��vrijednosti 

parametara potrebnih za postavljenje dijagnoze KOPB-a: 

�x FEV1 (forsirani izdisajni volumen u prvoj sekundi, eng. forced expired volume in 1 

second): volumen zraka izdahnut tijekom prve sekunde nakon maksimalnog udaha i 

�P�M�H�U�D�� �M�H�� �N�R�O�L�N�R�� �E�U�]�R�� �V�H�� �S�O�X�ü�D�� �P�R�J�X�� �L�V�S�U�D�]�Q�L�W�L (ovisi o dobi, spolu, visini i �H�W�Q�L�þ�N�R�M 

�S�U�L�S�D�G�Q�R�V�W�L�����S�D���J�D���M�H���Q�D�M�E�R�O�M�H���L�]�U�D�]�L�W�L���N�D�R���S�R�V�W�R�W�D�N���S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�H���Q�R�U�P�D�O�Q�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L), 

�x FVC (forsirani vitalni kapacitet, eng. forced vital capacity): maksimalni volumen 

zraka izdahnut maksimalnom snagom, 

�x FEV1/FVC (Tiffeneauov indeks): odnos forsiranog izdisajnog volumena u prvoj 

sekundi prema forsiranom vitalnom kapacitetu �G�D�M�H�� �N�O�L�Q�L�þ�N�L�� �N�R�U�L�V�W�D�Q�� �S�Rkazatelj 

�R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�D���S�U�R�W�R�N�D���]�U�D�N�D. 

Zdrave odrasle osobe imaju omjer FEV1/FVC �L�]�P�H�ÿ�X�������������L���������������G�R�N���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���)�(�91/FVC 

< 0,70 nakon primjene �E�U�R�Q�K�R�G�L�O�D�W�D�W�R�U�D�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H�� �S�R�V�W�R�M�D�Q�M�H�� �X�V�W�U�D�M�Q�R�J �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�D�� �S�U�R�W�R�N�D��

zraka (www.goldcopd.org). 

 

�3�U�H�P�D���U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D���V�S�L�U�R�P�H�W�U�L�M�H���R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�M�H���S�U�R�W�R�N�D���]�U�D�N�D��klasificira se �X���þ�H�W�L�U�L���*�2�/�'���V�W�D�G�L�M�D����

Z�D�� �V�Y�H�� �*�2�/�'�� �V�W�D�G�L�M�H�� �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�L�� �N�U�L�W�H�U�L�M�� �M�H�� �R�P�M�H�U�� �)�(�91/FVC < 0,70, dok se svrstavanje u 

podskupine temelji �Q�D���S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�R�P���)�(�91 (nakon primjene bronhodilatatora): 

�x GOLD I stadij  (blaga KOPB): FEV1 �•�������������S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�R�J�� 

�x GOLD II stadij  (umjerena KOPB): 50 % �”��FEV1 ���������������S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�R�J�� 

�x GOLD III stadij ���W�H�ã�N�D���.�2�3�%��: 30 % �”��FEV1 < �����������S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�R�J�� 

�x GOLD IV stadij ���Y�U�O�R���W�H�ã�N�D���.�2�3�%��: FEV1 ���������������S�U�H�G�Y�L�ÿenog. 

 

�3�U�H�P�D�� �Q�D�M�Q�R�Y�L�M�L�P�� �*�2�/�'�� �V�P�M�H�U�Q�L�F�D�P�D���� �S�U�R�F�M�H�Q�D�� �W�H�å�L�Q�H�� �.�2�3�%-a, osim na rezultatima 

spirometrije, temelji se na prisustvu simptoma, riziku od egzacerbacija i prisustvu 

komorbiditeta. �3�U�R�F�M�H�Q�D�� �V�L�P�S�W�R�P�D�� �Y�U�ã�L�� �V�H�� �L�V�S�X�Q�M�D�Y�D�Q�M�H�P�� �X�S�L�W�Q�L�N�D�� �,�]�P�L�M�H�Q�M�H�Q�R�J�� �E�U�L�W�D�Q�V�N�Rg 

�P�H�G�L�F�L�Q�V�N�R�J���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�þ�N�R�J���Y�L�M�H�ü�D�����H�Q�J����Modified British Medical Research Council, mMRC), 

kojim se procjenjuje smanjenje sposobnosti bolesnika zbog nedostatka zraka, ili testa za 

procjenu KOPB-a (eng. COPD Assessment Test�����&�$�7�������N�R�M�L���X�N�O�M�X�þ�X�M�H���M�R�ã���L���X�þ�L�Q�Dk KOPB-a na 

�V�Y�D�N�R�G�Q�H�Y�Q�L�� �å�L�Y�R�W���E�R�O�H�V�Q�L�N�D����Procjena rizika od egzacerbacija temelji se na broju prethodno 

�]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K�� �H�J�]�D�F�H�U�E�D�F�L�M�D���� �D�� �þ�H�V�W�L�P�� �H�J�]�D�F�H�U�E�D�F�L�M�D�P�D�� �V�P�D�W�U�D�M�X�� �V�H�� �R�Q�H�� �X�þ�H�V�W�D�O�L�M�H�� �R�G�� �G�Y�D�� �S�X�W�D��
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�J�R�G�L�ã�Q�M�H����Kombinacijom ovih parametara s rezultatima spirometrije, oboljeli od KOPB-a 

�P�R�J�X���V�H���V�Y�U�V�W�D�W�L���X���þ�H�W�L�U�L���S�R�Gskupine: 

�x skupina A: niski rizik od egzacerbacija, manje simptoma, �R�E�L�þ�Q�R���*�2�/�'�������L�O�L������ 

�x skupina B: niski rizik od egzacerbacija�����Y�L�ã�H���V�L�P�S�W�R�P�D�� �R�E�L�þ�Q�R���*�2�/�'�������L�O�L������ 

�x skupina C: visoki rizik od egzacerbacija, manje simptoma, �R�E�L�þ�Q�R���*�2�/�'�������L�O�L������ 

�x skupina D: visoki rizik od egzacerbacija�����Y�L�ã�H���V�L�P�S�W�R�P�D�����R�E�L�þ�Q�R GOLD 3 ili 4. 

Ovakav pristup kombiniran s procjenom komorbidi�W�H�W�D�� �R�G�U�D�å�D�Y�D�� �V�O�R�å�H�Q�R�V�W�� �.�2�3�%-�D�� �L�� �þ�L�Q�L��

osnovu za individualiziranu terapiju. 

 

�0�H�ÿ�X�W�L�P���� �Lst�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �G�D�� �.�2�3�%�� �þ�H�V�W�R�� �S�X�W�D�� �R�V�W�D�M�H��neprepoznata zbog slabe 

�R�V�Y�L�M�H�ã�W�H�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�R�Y�Q�L�ã�W�Y�D����kako u razvijenim, tako i u nerazvijenim zemljama. KOPB 

�Q�D�V�W�X�S�D���S�R�O�D�N�R�����R�E�L�þ�Q�R���N�R�G���V�W�D�U�L�M�L�K���R�G���������J�R�G�L�Q�D�����3�U�Y�L���V�L�P�S�W�R�P�L���P�R�J�X���E�L�W�L���V�O�D�E�R���L�]�U�D�å�H�Q�L, pa 

�R�V�R�E�H���þ�H�Vto simptome poput zaduhe pripisuju normalnom starenju ili nedovoljnoj kondiciji te 

�V�P�D�W�U�D�M�X�� �G�D�� �M�H�� �S�X�ã�D�þ�N�L�� �N�D�ã�D�O�M�� �Q�R�U�P�D�O�D�Q, pa tako 45 - 65 % bolesnika s KOPB-om ostaje 

nedijagnosticirano. �2�V�L�P���Q�H�G�R�Y�R�O�M�Q�H���R�V�Y�L�M�H�ã�W�H�Q�R�V�W�L�����V�O�D�E�R�P���S�R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�M�X���G�L�M�D�J�Q�R�]�H���S�U�L�G�R�Qosi i 

�V�D�P�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�L�� �W�H�V�W����Spirometrijom se mogu dobiti podaci �R�� �M�D�þ�L�Q�L�� �R�S�V�W�U�X�N�F�L�M�H�� �G�L�ã�Q�L�K��

putova, ali ne �P�R�å�H�� �V�H �S�U�R�F�L�M�H�Q�L�W�L�� �Y�H�O�L�þ�L�Qa �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �X�� �S�O�X�ü�L�P�D�� Dodatni problem je kasno 

postavljanje dijagnoze bolesti, tek kada nastanu ireverzibilne opstrukcijske promjene u 

bronhima �W�H���]�D�W�R���ã�W�R���V�H���E�R�O�H�V�Q�L�F�L���M�D�Y�H���O�L�M�H�þ�Q�L�N�X���S�X�O�P�R�O�R�J�X���W�H�N���W�L�M�H�N�R�P���M�H�G�Q�R�J���R�G���S�R�J�R�U�ã�D�Q�M�D��

�E�R�O�H�V�W�L�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�R�J�� �L�Q�I�H�N�F�L�M�R�P�� �G�L�ã�Q�L�K�� �S�X�W�R�Y�D���� �(�J�]�D�F�H�U�E�D�F�L�M�H��su osobit problem jer 

�S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X�� �P�R�U�W�D�O�L�W�H�W���� �E�U�R�M�� �K�R�V�S�L�W�D�O�L�]�D�F�L�M�D�� �L�� �W�U�R�ã�N�R�Y�H�� �O�L�M�H�þ�H�Q�M�D KOPB-a te �]�Q�D�þ�D�M�Q�R 

�S�R�J�R�U�ã�D�Y�D�M�X�� �S�O�X�ü�Q�X�� �I�X�Q�N�F�L�M�X�� �L �G�R�Y�R�G�H�� �G�R�� �S�R�J�R�U�ã�D�Q�M�D���N�Y�D�O�L�W�H�W�H�� �å�L�Y�R�W�D�� S obzirom na to da se 

spirometrija nije pokazala dobrom za probir na KOPB u velikim populacijama, znanstvenici 

�V�H�� �R�U�L�M�H�Q�W�L�U�D�M�X�� �Q�D�� �R�V�P�L�ã�O�M�D�Y�D�Q�M�H�� �G�U�X�J�L�K�� �Q�D�þ�L�Q�D�� �R�W�N�U�L�Y�D�Q�M�D��bolesti i identifikacije osoba s 

�Q�D�M�Y�H�ü�L�P�� �U�L�]�L�N�R�P���� �S�R�S�X�W�� �S�U�R�Q�D�O�D�V�N�D�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�L�K�� �E�L�R�P�D�U�N�H�U�D�� �X�� �N�U�Y�L���� �P�R�N�U�D�ü�L�� �L�� �V�S�X�W�X�P�X 

(Dance, 2012; Willyard, 2012���� �3�D�Y�L�þ�L�ü�� �L�� �-�D�N�R�S�R�Y�L�ü���� ������������ �0�L�ã�H���� ��������). S obzirom na 

navedeno, postoji jasna potreba za otkrivanjem jednostavnih�����V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K biokemijskih testova 

koji bi pratili nastanak i razvoj KOPB-a���� �D�� �P�R�J�O�L�� �E�L�� �V�O�X�å�L�W�L�� �U�D�Q�R�P�� �S�R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�M�X�� �G�L�M�D�J�Q�R�]�H��

KOPB-�D�����S�U�H�Y�H�Q�F�L�M�L���V�L�P�S�W�R�P�D�����S�U�D�ü�H�Q�M�X���W�H�å�L�Q�H���E�R�O�H�V�W�L���L���H�Y�H�Q�W�X�D�O�Q�R���S�U�H�G�Y�L�ÿ�D�Q�M�X���H�J�]�D�F�H�U�E�D�F�L�M�D����

koje bi se onda promjenom terapi�M�H���P�R�å�G�D���P�R�J�O�H���V�S�U�L�M�H�þ�L�W�L���L�O�L���E�D�U�H�P���X�E�O�D�å�L�W�L�� 
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1.1.2. �.�O�L�Q�L�þ�N�L���R�E�O�L�F�L bolesti 

�1�D���W�H�P�H�O�M�X���S�U�R�P�M�H�Q�D���X�� �G�L�ã�Q�L�P���S�X�W�R�Y�L�P�D���U�D�]�O�L�N�X�M�H�P�R���G�Y�D temeljna oblika KOPB-a���� �N�U�R�Q�L�þ�Q�L��

bronhitis i emfizem (slika 1.1.). 

 

 

Slika 1.1. �3�U�R�P�M�H�Q�H�� �G�L�ã�Q�L�K�� �S�X�W�R�Y�D�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�Lm oblicima KOPB-a (�N�U�R�Q�L�þ�Q�R�P bronhitisu i 

emfizemu) u odnosu na zdravu osobu (prema www.thehealthmagic.com). 

 

�.�U�R�Q�L�þ�Q�L�� �E�U�R�Q�K�L�W�L�V �M�H�� �G�H�I�L�Q�L�U�D�Q�� �G�X�J�R�W�U�D�M�Q�L�P�� �N�D�ã�O�M�H�P�� �L�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�P�� �L�V�S�O�M�X�Y�N�D���� �1�D�V�W�D�M�H�� �N�D�R��

rezultat odgovora im�X�Q�R�V�Q�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �Q�D�� �X�G�D�K�Q�X�W�H�� �ã�W�H�W�Q�H�� �þ�H�V�W�L�F�H�� �L�� �S�O�L�Q�R�Y�H�� �L�]�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D����

�2�V�W�D�O�L���X�]�U�R�F�L���V�X���Y�D�Q�M�V�N�R���]�D�J�D�ÿ�H�Q�M�H���]�U�D�N�D���L���S�U�R�I�H�V�L�R�Q�D�O�Q�D���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W���ã�W�H�W�Q�L�P���W�Y�D�U�L�P�D�����.�U�R�Q�L�þ�Q�L��

�E�U�R�Q�K�L�W�L�V���M�H���N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�L�U�D�Q���X�S�D�O�R�P���H�S�L�W�H�O�D���F�H�Q�W�U�D�O�Q�L�K���G�L�ã�Q�L�K���S�X�W�R�Y�D���L���å�O�L�M�H�]�G�D���N�R�M�H���V�W�Y�D�U�D�Mu sluz. 

�2�Y�D�� �X�S�D�O�D�� �M�H�� �S�R�Y�H�]�D�Q�D�� �V�� �S�R�M�D�þ�D�Q�L�P�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�P�� �V�O�X�]�L���� �]�D�G�H�E�O�M�D�Q�M�H�P�� �V�W�L�M�H�Q�N�L�� �E�U�R�Q�K�D����

�V�P�D�Q�M�H�Q�L�P�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H�P�� �þestica putem cilijarnih stanica �W�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�P�� �S�U�R�S�X�V�Q�R�ã�ü�X�� �H�S�L�W�H�O�Q�H��

�E�D�U�L�M�H�U�H���G�L�ã�Q�L�K���S�X�W�R�Y�D�����.�U�R�Q�L�þ�Q�R���S�R�M�D�þ�D�Q�R���L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�H���V�O�X�]�L���G�R�S�U�L�Q�R�V�L���W�H�å�L�Q�L��bolesti u kasnijim 

�V�W�D�G�L�M�L�P�D�� �N�D�G�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �U�L�]�L�N�� �Q�D�V�W�D�Q�N�D�� �H�J�]�D�F�H�U�E�D�F�L�M�D�� �N�R�M�H�� �P�R�J�X�� �X�E�U�]�D�W�L�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �)�(�91 

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

 

Emfizem �V�H�� �G�H�I�L�Q�L�U�D�� �N�D�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �G�L�V�W�D�O�Q�L�K�� �G�L�ã�Q�L�K�� �S�U�R�V�W�R�U�D���� �L�]�D�� �N�U�D�M�Q�M�L�K�� �E�U�R�Q�K�L�R�O�D����

uzrokovano razaranjem stijenki alveola. Javlja se u dva oblika: centrilobularni 
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(centriacilarni) ���� �N�R�M�L�� �Q�D�V�W�D�M�H�� �U�D�]�D�U�D�Q�M�H�P�� �D�O�Y�H�R�O�D�� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�L�K�� �R�N�R�� �E�U�R�Q�K�L�R�O�D�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L��

�S�U�R�N�V�L�P�D�O�Q�H���D�F�L�Q�X�V�H�����D���X�V�N�R���V�H���S�R�Y�H�]�X�M�H���V���S�X�ã�H�Q�M�H�P���F�L�J�D�U�H�W�D�����L��panlobularni (panacinarni), 

koji se povezuje s nedost�D�W�N�R�P�� �.1-antitripsina, a rezultira razaranjem cijelih acinusa 

(MacNee, 2005; Fischer i sur., 2011). Gubitak integriteta alveola vodi do slabe izmjene 

�S�O�L�Q�R�Y�D�� �X�� �D�O�Y�H�R�O�D�P�D�� �L�� �]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D���]�U�D�N�D�� �]�E�R�J�� �V�P�D�Q�M�H�Q�H�� �H�O�D�V�W�L�þ�Q�R�V�W�L�� �S�O�X�ü�D�� ���0�R�U�L�V�V�H�W�W�H�� �L�� �V�X�U������

2009). 

 

Bolesnici s KOPB-om �S�R�N�D�]�X�M�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�H�� �]�Q�D�þ�D�M�N�H�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�R�J�� �E�U�R�Q�K�L�W�L�V�D����

�H�P�I�L�]�H�P�D�� �L�� ���� �L�O�L�� �D�V�W�P�H���� �D�O�L�� �V�Y�L�� �L�P�D�M�X�� �N�O�L�Q�L�þ�N�H�� �V�L�P�S�W�R�P�H�� �R�S�V�W�U�X�N�F�L�M�H�� �G�L�ã�Q�L�K�� �S�X�W�R�Y�D�� ���)�L�V�F�K�H�U�� �L 

sur., 2011). 

 

1.1.3. �2�ã�W�H�ü�H�Q�M�D alveolarnih stanica uzrokovana dimom cigareta 

Glavn�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D�� �S�O�X�ü�D�� �V�X�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �W�L�S�D�� �,���� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�H��

�V�W�D�Q�L�F�H���W�L�S�D���,�,���L�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���� �1�D�M�Y�L�ã�H���V�X���]�D�V�W�X�Sljene alveolarne stanice tipa I odgovorne 

�]�D�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �L�� �G�L�I�X�]�L�M�X�� �S�O�L�Q�R�Y�D�� �G�R�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K�� �N�D�S�Llara. Alveolarne 

stanice tipa II glavni su �L�]�Y�R�U���S�R�Y�U�ã�L�Q�V�N�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���L���S�U�H�W�H�þ�D���V�X���D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���W�L�S�D�� �,����

Endotelne stanice �V�X�� �]�D�M�H�G�Q�R�� �V�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �W�L�S�D�� �,�� �]�D�G�X�å�H�Q�H�� �]�D�� �G�L�I�X�]�L�M�X�� �S�O�L�Q�R�Y�D��

�L�]�P�H�ÿ�X���D�Oveola i kapilara (Morissette i sur., 2009). 

 

�6�P�D�W�U�D�� �V�H�� �G�D�� �M�H�� �U�D�]�D�U�D�Q�M�H�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K�� �H�S�L�W�H�O�Q�L�K�� �L�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �S�X�W�H�P�� �S�U�R�W�H�R�O�L�W�L�þ�N�L�K��

�H�Q�]�L�P�D�� �R�V�Q�R�Y�Q�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D�� �G�L�ã�Q�L�K�� �S�U�R�V�W�R�U�D�� �N�R�G�� �H�P�I�L�]�H�P�D�� �S�O�X�ü�D. Proteaze 

�U�D�]�J�U�D�ÿ�X�M�X�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D���� �D�� �S�R�U�L�M�H�N�O�R�P�� �P�R�J�X�� �E�L�W�L�� �L�]�� �P�D�N�U�R�I�D�J�D�� �L��

drugih upalnih stanica aktiviranih primjerice dimom cigareta, ali i iz strukturnih stanica, poput 

epitelnih i endotelnih stanica (Taraseviciene-Stewart i Voelkel, 2008). 

 

�.�U�R�Q�L�þ�Q�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�� �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D��izravno �R�ã�W�H�ü�X�M�H�� �H�S�L�W�H�O�� �G�L�ã�Q�L�K�� �S�X�W�R�Y�D�� To dovodi do 

�R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D�� �X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �N�R�M�H�� �G�M�H�O�X�M�X�� �N�D�R�� �V�L�J�Q�D�O�L�� �]�D�� �U�H�F�H�S�W�R�U�H�� �Q�D�� �H�S�L�W�H�O�Q�L�P��

stanicama �S�X�W�H�P���N�R�M�L�K���V�H���L�]�D�]�L�Y�D���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H���F�L�W�R�N�L�Q�D���N�R�M�L���S�U�L�Y�O�D�þ�H���X�S�D�O�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���L���]�D�S�R�þ�L�Q�M�H��

�X�S�D�O�Q�L�� �R�G�J�R�Y�R�U���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D���S�U�R�W�H�R�O�L�W�L�þ�N�L�K�� �H�Q�]�L�P�D�� �L�� �U�H�D�N�W�Lvnih kisikovih 

spojeva (eng. reactive oxygen species, ROS) �N�R�M�L�� �X�]�U�R�N�X�M�X�� �G�R�G�D�W�Q�D���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���X�N�R�O�L�N�R�� �Q�L�V�X�� �X��

�U�D�Y�Q�R�W�H�å�L�� �V�� �D�Q�W�L�S�U�R�W�H�D�]�D�P�D�� �L�� �D�Q�W�L�R�N�V�L�G�D�Q�V�L�P�D. �.�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �R�G�U�å�D�O�D�� �K�R�P�H�R�V�W�D�]�D�� �X�� �S�O�X�ü�L�P�D����

�S�R�W�U�H�E�Q�R�� �M�H�� �V�W�D�O�Q�R�� �R�E�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �G�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D��

�R�J�U�D�Q�L�þ�D�Y�D���S�U�R�F�H�V���S�R�S�U�D�Y�N�D���D�O�Y�H�R�O�D�����ã�W�R���Y�R�G�L���G�R��nastanka fibroze (Decramer i sur., 2012). 
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1.2. MEHANIZMI PATOGENEZE KOPB -a 

 

�3�D�W�R�O�R�ã�N�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �L�� �N�O�L�Q�L�þ�N�L�� �V�L�P�S�W�R�P�L��KOPB-a �U�H�]�X�O�W�D�W�� �V�X�� �P�H�ÿ�X�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �J�H�Qskih 

�þ�L�P�E�H�Q�L�N�D�� �R�E�R�O�M�H�O�H�� �R�V�R�E�H���L�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L�Pa rizika, osobito dimu cigareta. Kao 

�U�H�]�X�O�W�D�W���R�Y�L�K���P�H�ÿ�X�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D���Q�D�V�W�D�M�X���N�U�R�Q�L�þ�Q�D���X�S�D�O�D�����R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�L���V�W�U�H�V�����Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�D���S�U�R�W�H�D�]�D���L��

antiproteaza te propadanje alveola putem apoptoze (MacNee, 2005; Fischer i sur., 2011). 

 

1.2.1. Upalna reakcija 

�.�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�D�� �]�Q�D�þ�D�M�N�D�� �.�2�3�%-a �M�H�� �S�R�M�D�þ�D�Q�� �L�O�L�� �Q�H�S�U�L�P�M�H�U�H�Q�� �X�S�D�O�Q�L�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �S�O�X�ü�D�� �Q�D��

�X�G�D�K�Q�X�W�H���þ�H�V�W�L�F�H���L���S�O�L�Q�R�Y�H�����ã�W�R���P�R�å�H���G�R�Y�H�V�W�L���G�R���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���S�O�X�ü�D (MacNee, 2005). Smatra se da 

�M�H�� �S�X�ã�H�Q�M�H�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �J�O�D�Y�Q�L�� �X�]�U�R�N�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�H�� �X�S�D�O�H�� �X�� �S�O�X�ü�L�P�D���� �D�O�L�� �L�� �G�U�X�J�L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L���� �S�R�S�X�W��

�S�U�R�I�H�V�L�R�Q�D�O�Q�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �S�U�D�ã�L�Q�L���� �Y�D�Q�M�V�N�R�J�� �]�D�J�D�ÿ�H�Q�M�D�� �]�U�D�N�D�� �L�O�L�� �Y�L�U�X�V�Q�L�K�� �L�Q�I�H�N�F�L�M�D����dovode do 

nastanka bolesti (Roth, 2008). 

 

�,�� �X�U�R�ÿ�H�Q�L�� �L�� �V�W�H�þ�H�Q�L���L�P�X�Q�R�V�Q�L�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �V�X�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�� �X�� �Q�D�V�W�D�Q�D�N�� �X�S�D�O�H�� �X�� �S�O�X�ü�L�P�D�� �S�X�ã�D�þ�D�� �L��

oboljelih od KOPB-a. Pu�ã�H�Q�M�H�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �S�R�Y�H�]�D�Q�R�� �M�H�� �V�� �L�Q�I�L�O�W�U�D�F�L�M�R�P�� �P�D�N�U�R�I�D�J�D���� �Q�H�X�W�U�R�I�L�O�D�� �L��

CD8+ T-limfocita �X�� �F�H�Q�W�U�D�O�Q�H�� �G�L�ã�Q�H�� �S�X�W�R�Y�H (pregledno opisano u literaturi: MacNee, 2005; 

Roth, 2008; Fischer i sur., 2011)���� �$�N�W�L�Y�L�U�D�Q�H�� �L�P�X�Q�R�V�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �R�W�S�X�ã�W�D�M�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �S�U�R�X�S�D�O�Q�H����

mitogene i profibrozne �þ�L�P�E�H�Q�L�N�H�����ã�W�R���G�R�Y�R�G�L���G�R���S�U�R�P�M�H�Q�D���X���S�R�Q�D�ã�D�Q�M�X���V�W�D�Q�L�F�D���G�L�ã�Q�L�K���S�X�W�R�Y�D����

�X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �H�S�L�W�H�O�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�H�� �L�� �J�O�D�W�N�H�� �P�L�ã�L�ü�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H����Proupalni �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L 

�R�W�S�X�ã�W�H�Q�L�� �L�]�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�L�K�� �L�P�X�Q�R�V�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �V�W�L�P�X�O�L�U�D�M�X�� �R�V�W�D�O�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �Q�D�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H �L�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H��

dodatnih proupalnih �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D�����ã�W�R���S�U�L�Y�O�D�þ�L���M�R�ã���Y�L�ã�H���L�P�X�Q�R�V�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���Q�D���P�M�H�V�W�R���X�S�D�O�H�����þ�L�P�H��

�V�H���]�D�W�Y�D�U�D���N�U�X�J���N�R�M�L���S�R�G�U�å�D�Y�D���X�S�D�O�Q�L���S�U�R�F�H�V�� 

 

Dim cigareta �D�N�W�L�Y�L�U�D���P�D�N�U�R�I�D�J�H���X���G�L�ã�Q�L�P���S�X�W�R�Y�L�P�D���Q�D���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H���S�U�R�X�S�D�O�Q�L�K���P�H�G�L�M�D�W�R�U�D�����N�D�R��

�ã�W�R���V�X��faktor tumorske nekroze (eng. tumor necrosis factor, TNF)-�., interleukin (IL)-8 i drugi 

CXC kemokini, monocitni kemota�N�W�L�þ�Q�L peptid 1 (eng. monocyte chemotactic peptide-1, 

MCP-1), leukotrien B4 te ROS���� �0�D�N�U�R�I�D�J�L�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �R�W�S�X�ã�W�D�M�X�� �S�U�R�W�H�D�]�H���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L��

metaloproteinaze matriksa (eng. matrix metalloproteinase, MMP)-2, -9 i -12, katepsine K, L i 

S te neutrofilnu elastazu. P�R�Y�H�ü�D�Q�� �E�U�R�M�� �P�D�N�U�R�I�D�J�D�� �X�� �S�O�X�ü�L�P�D�� �R�E�R�O�M�H�O�L�K�� �R�G�� �.�2�3�%-a �L�� �S�X�ã�D�þ�D 

mogao bi biti �U�H�]�X�O�W�D�W�� �S�R�M�D�þ�D�Q�R�J�� �S�U�L�Y�O�D�þ�H�Q�M�D�� �P�R�Q�R�F�L�W�D�� �L�]�� �F�L�U�N�X�O�D�F�L�M�H�� �N�D�R�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �Q�D 

�N�H�P�R�W�D�N�W�L�þ�Q�H���N�H�P�R�N�L�Q�H, poput MCP-1 i CXC kemokina. 
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Mehanizam nakupljanja CD8+ T-�O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �X�� �G�L�ã�Q�L�P�� �S�X�W�R�Y�L�P�D�� �R�E�R�O�M�H�O�L�K�� �R�G�� �.�2�3�%-a nije u 

�S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L�� �U�D�]�M�D�ã�Q�M�H�Q���� �7-�V�W�D�Q�L�F�H�� �X�� �S�H�U�L�I�H�U�Q�L�P�� �G�L�ã�Q�L�P�� �S�X�W�R�Y�L�P�D�� �R�E�R�O�M�H�O�L�K�� �R�G�� �.�2�3�%-a imaju 

�S�R�Y�H�ü�D�Q�X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �&�;�&�5������ �U�H�F�Hptora koji se aktivira proteinom 10 kojeg inducira 

interferon. Ekspresija proteina 10 kojeg inducira interferon �M�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �X�� �E�U�R�Q�K�L�M�D�O�Q�L�P��

epitelnim stanicama, te bi to moglo pridonositi nakupljanju CD8+ T-limfocita. Sama uloga 

CD8+ T-limfocita u patogenezi KOPB-a �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �Q�L�M�H�� �S�R�W�S�X�Q�R�� �U�D�]�M�D�ã�Q�M�H�Q�D���� �&�'��+ T-limfociti 

�P�R�J�X���R�W�S�X�ã�W�D�W�L���7�1�)-�.�����S�H�U�I�R�U�L�Q�H���L���J�U�D�Q�]�L�P�H���W�H���D�N�W�L�Y�L�U�D�W�L��vanjski put apoptoze posredovan Fas 

ligandom. 

 

�,�Q�I�L�O�W�U�D�F�L�M�D���Q�H�X�W�U�R�I�L�O�D���E�L���P�R�J�O�D���E�L�W�L���N�U�L�W�L�þ�Q�D���]�D���U�D�]�D�U�D�Q�M�H���S�O�X�ü�D���M�H�U���R�Q�L���R�W�S�X�ã�W�D�M�X���S�U�R�W�H�D�]�H, kao 

�ã�W�R�� �V�X�� �Q�H�X�W�U�R�I�L�O�Q�D�� �H�O�D�V�W�D�]�D���� �N�D�W�H�S�V�L�Q�� �*���� �S�U�R�W�H�L�Q�D�]�D�� ������ �0�0�3-8 i MMP-9. Ove proteaze mogu 

�S�U�L�G�R�Q�L�M�H�W�L���U�D�]�D�U�D�Q�M�X���D�O�Y�H�R�O�D���L���S�R�W�D�N�Q�X�W�L���L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�H���V�O�X�]�L�����2�V�L�P���S�U�R�W�H�D�]�D�����D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�L���Q�H�X�W�U�R�I�L�O�L��

�P�R�J�X�� �R�W�S�X�ã�W�D�W�L�� �L��ROS �N�R�M�L�� �W�D�N�R�ÿ�H�U���P�R�J�X�� �L�]�U�D�Y�Q�R�� �R�ã�W�H�W�L�W�L�� �S�O�X�ü�D����Nakon vezanja za endotelne 

�V�W�D�Q�L�F�H���� �Q�H�X�W�U�R�I�L�O�L�� �P�R�J�X�� �P�L�J�U�L�U�D�W�L�� �G�D�O�M�H�� �X�� �G�L�ã�Q�H�� �S�X�W�R�Y�H�� �S�R�G�� �X�W�M�H�F�D�M�H�P�� �N�H�P�R�W�D�N�W�L�þ�Q�L�K��

�þ�L�P�E�H�Q�L�N�D, poput leukotriena B4, IL-8, onkogena �.��povezanog s rastom i neutrofilnog 

atraktanta 78 porijeklom iz epitelnih stanica. 

 

�.�R�G���S�X�ã�D�þ�D��s KOPB-om koji su prestali  �S�X�ã�L�W�L���� �I�X�Q�N�F�L�M�D���S�O�X�ü�D���V�H���P�R�å�H���S�R�S�U�D�Y�L�W�L���L�O�L���V�H���P�R�å�H 

usporiti �E�U�]�L�Q�D�� �R�S�D�G�D�Q�M�D�� �I�X�Q�N�F�L�M�H�� �S�O�X�ü�D (Scanlon i sur., 2000)���� �D�O�L�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�D�� �X�S�D�O�D�� �X�� �S�O�X�ü�L�P�D 

�Q�D�V�W�D�Y�O�M�D�� �V�H�� �M�R�ã�� �G�X�J�L�� �Q�L�]�� �J�R�G�L�Q�D (Willemse i sur., 2005). Pretpostavlja se da je uzrok tome 

�Q�H�P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �G�D�� �V�H�� �R�W�N�O�R�Q�H�� �V�Y�H�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �L�O�L�� �G�D�� �V�H�� �S�R�S�U�D�Y�L�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�R�� �W�N�L�Y�R����

Nakon prestanka �S�X�ã�H�Q�M�D�����P�R�J�X�ü�H���M�H���G�D���G�R�ÿ�H���G�R���R�E�Q�R�Y�H���H�S�L�W�H�O�Q�L�K �S�O�R�þ�D�V�W�L�K i �Y�U�þ�D�V�W�L�K��stanica 

(eng. goblet cells) (Lapperre i sur., 2007)���� �D�O�L�� �V�H�� �Q�H�� �P�R�å�H�� �X�N�O�R�Q�L�W�L���S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �P�D�V�D�� �J�O�D�W�N�L�K��

�P�L�ã�L�ü�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����7�D�N�R���S�U�H�L�Q�D�þ�H�Q�H���V�W�L�M�H�Q�N�H���G�L�ã�Q�L�K���S�X�W�R�Y�D�����R�V�R�E�L�W�R���]�E�R�J���S�R�Y�H�ü�D�Q�H���P�D�V�H���J�O�D�W�N�L�K��

�P�L�ã�L�ü�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �G�R�Y�R�G�H�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�D�� �H�O�D�V�W�L�þ�Q�R�V�W�L�� �P�L�ã�L�ü�D�� �S�O�X�ü�D (Wiggs i sur., 

1992). 

 

KOPB se �V�P�D�W�U�D�� �E�R�O�H�ã�ü�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�P�� �]�D�� �R�U�J�D�Q�����S�O�X�ü�D������ �D�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�L�U�D�� �M�H �N�U�R�Q�L�þ�Qa upala 

�G�L�ã�Q�L�K�� �S�X�W�R�Y�D���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �X�� �S�R�V�O�M�H�G�Q�M�H�� �Y�U�L�M�H�P�H�� �S�U�L�K�Y�D�ü�H�Q�D�� �M�H�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�D�� �G�D�� �P�Q�R�J�L�� �E�R�O�H�V�Q�L�F�L��

pokazuju i znakove sistemske upale. Sistemska �X�S�D�O�D�� �R�þ�L�W�X�M�H�� �V�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�Lm koncentracijama 

biomarkera, poput citokina (TNF- �. i IL-6) �L���G�X�ã�L�N�R�Y�R�J���R�N�V�L�G�D�����N�R�Me �V�H���M�R�ã���Y�L�ã�H���S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X���X��

egzacerbacijama (Karadag i sur., 2008). 
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1.2.2. Oksidacijski stres 

Oksidacijski stres im�D���V�U�H�G�L�ã�Q�M�X���X�O�R�J�X���X���S�D�W�R�J�H�Q�H�]�L���.�2�3�%-a �M�H�U�����R�V�L�P���ã�W�R���L�]�U�D�Y�Q�R���G�R�Y�R�G�L���G�R��

�R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���S�O�X�ü�Q�L�K���V�W�U�X�N�W�X�U�D�����S�R�M�D�þ�D�Y�D���R�V�Wale mehanizme �X�N�O�M�X�þ�H�Q�H���X���S�D�W�R�J�H�Q�H�]�X�����&�D�Y�D�O�F�D�Q�W�H��i 

de Bruin, 2009). 

 

�2�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�L�� �V�W�U�H�V�� �Q�D�V�W�D�M�H�� �N�D�R�� �U�H�]�X�O�W�D�W�� �Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�D�� �R�N�V�L�G�D�Q�V�D�� �L�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D��

antioksidansa. �7�L�M�H�N�R�P�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�K�� �S�U�R�F�H�V�D�� �X�� �R�U�J�D�Q�L�]�P�X�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �Q�D�V�W�D�Q�N�D�� �U�H�D�N�W�L�Y�Q�L�K��

kisikovih (superoksidni radikal, O2
-�Â���� �Y�R�G�L�N�R�Y�� �S�H�U�R�N�V�L�G���� �+2O2; hidroksilni radikal, OH�Â) i 

�G�X�ã�L�N�R�Y�L�K ���G�X�ã�L�N�R�Y���R�N�V�L�G����NO) spojeva kao posljedica �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���G�L�V�D�Q�M�D�����U�H�J�X�O�D�F�L�M�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J��

�U�D�V�W�D���� �I�D�J�R�F�L�W�R�]�H���� �X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �V�L�J�Q�D�O�L�]�D�F�L�M�H�� �L�� �V�L�Q�W�H�]�H�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �W�Y�D�U�L���� �S�R�S�X�W��hormona i 

enzima. Ipak, kako bi se neutralizirali �P�R�J�X�ü�L�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�L�� �X�þ�L�Q�F�L�� �R�Y�L�K�� �S�U�R�F�H�V�D���� �X�� �R�U�J�D�Q�L�]�P�X��

�S�R�V�W�R�M�H�� �L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L��antioksidacijski sustavi: enzimski (superoksidna dismutaza, katalaza, 

glutationska peroksidaza) i ne-enzimski (reducirani glutation, ubik�L�Q�R�Q���� �P�R�N�U�D�ü�Q�D�� �N�L�V�H�O�L�Q�D�� 

transferin, ceruloplazmin, ��-karoten, vitamini C i E) (Mak, 2008; Cavalcante i de Bruin, 

2009). 

 

�%�X�G�X�ü�L���G�D���M�H���U�H�V�S�L�U�Dcijski sustav �X���L�]�U�D�Y�Q�R�P���G�R�W�L�F�D�M�X���V���Y�D�Q�M�V�N�L�P���R�N�R�O�L�ã�H�P���L���L�]�O�R�å�H�Q���Y�L�V�R�N�L�P��

koncentracijama kisika, glavna je meta ra�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �R�N�V�L�G�D�Q�V�D�� �H�Q�G�R�J�H�Q�R�J�� �L�O�L�� �H�J�]�R�J�H�Q�R�J��

�S�R�U�L�M�H�N�O�D���� �*�O�D�Y�Q�L�� �H�Q�G�R�J�H�Q�L�� �L�]�Y�R�U�L�� �U�H�D�N�W�L�Y�Q�L�K�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �X�� �G�L�ã�Q�R�P�� �V�X�V�W�D�Y�X�� �V�X��alveolarni 

makrofagi, epitelne i endotelne stanice te imunosne stanice (neutrofili, eozinofili, monociti i 

limfociti). Aktivacijom ovih stanica dolazi do stvaranja O2
-�Â�� �N�R�M�L�� �V�H�� �E�U�]�R�� �S�U�H�W�Y�D�U�D�� �X�� �+2O2 

djelovanjem superoksidne dismutaze. �8���V�O�M�H�G�H�ü�R�M���Q�H-�H�Q�]�L�P�V�N�R�M���U�H�D�N�F�L�M�L���X���S�U�L�V�X�V�W�Y�X���å�H�O�M�H�]�D���L�]��

H2O2 nastaje OH�Â ���)�H�Q�W�R�Q�R�Y�D�� �U�H�D�N�F�L�M�D������ �)�D�J�R�F�L�W�L�� �W�D�N�R�ÿ�H�U��imaju �Y�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �Q�D�V�W�D�Q�N�X��

ozljede tkiva putem �V�W�Y�D�U�D�Q�M�D���U�H�D�N�W�L�Y�Q�L�K���V�S�R�M�H�Y�D�����2�G���H�J�]�R�J�H�Q�L�K���R�N�V�L�G�D�Q�V�D���L�V�W�L�þ�X���V�H���]�D�J�D�ÿ�L�Y�D�þ�L��

�]�U�D�N�D���� �S�R�S�X�W�� �R�]�R�Q�D���� �G�X�ã�L�N�R�Y�R�J�� �G�L�R�N�V�L�G�D�� �W�H�� �R�V�R�E�L�W�R�� �G�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �X�� �U�H�V�S�L�U�Dcijskom 

sustavu �Q�D�O�D�]�L�P�R�� �L�� �Q�H�N�H�� �Y�D�å�Q�H�� �D�Q�W�L�R�N�V�L�G�D�Q�V�H���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �P�X�F�L�Q����reducirani glutation (GSH), 

m�R�N�U�D�ü�Q�D���N�L�V�H�O�L�Q�D�����D�O�E�X�P�L�Q���L���D�V�N�R�U�E�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D�����&�D�Y�D�O�F�D�Q�W�H��i de Bruin, 2009). 

 

�*�O�D�Y�Q�L���H�W�L�R�O�R�ã�N�L���þ�L�P�E�H�Q�L�N���X���.�2�3�%-u �M�H���S�X�ã�H�Q�M�H���F�L�J�D�U�H�W�D����Dim cigareta je smjesa od oko 4700 

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �N�H�P�L�M�V�N�L�K�� �W�Y�D�U�L���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �V�O�R�E�R�G�Q�H�� �U�D�G�L�N�D�O�H, oksidanse i reaktivne 

�N�L�V�L�N�R�Y�H�� �L�� �G�X�ã�L�N�R�Y�H�� �V�S�R�M�H�Y�H, a s�D�P�R�� �M�H�G�D�Q�� �X�G�D�K�� �G�L�P�D�� �V�D�G�U�å�L�� �R�N�R�� ����14 slobodnih radikala 

(Church i Pryor, 1985; Pryor i Stone, 1993). �1�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�D���L�]�P�H�ÿ�X���R�N�V�L�G�D�Q�V�D���L���D�Q�W�L�R�N�V�L�G�D�Q�V�D��u 

�S�O�X�ü�L�P�D���G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �O�L�S�L�G�D���� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �L�� �'�1�$�� �ã�W�R�� �P�R�å�H uzrokovati ozljedu 
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�S�O�X�ü�D���L�O�L���L�]�D�]�Y�D�W�L���Q�L�]���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���R�G�J�R�Y�R�U�D���S�X�W�H�P���V�W�Y�D�U�D�Q�M�D���V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�L�K���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L�K���U�H�D�N�W�L�Y�Q�L�K��

spojeva (Rahman i Adcock, 2006). 

 

�/�L�S�L�G�Q�D�� �S�H�U�R�N�V�L�G�D�F�L�M�D�� �Q�D�V�W�D�M�H�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�R�P�� �Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�R�� �Q�H�]�D�V�L�ü�H�Q�L�K�� �P�D�V�Q�L�K�� �N�L�V�H�O�L�Q�D���� �þ�H�P�X�� �V�X��

�R�V�R�E�L�W�R�� �S�R�G�O�R�å�Q�L�� �Pembranski fosfolipidi. To dovodi do promjena u strukturi i propusnosti 

membrane, gubitka ionskog potencijala stanice, �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D�� �V�D�G�U�å�D�M�D�� �L�]�� �R�U�J�D�Q�H�O�D i nastanka 

krajnjih produkata lipidne peroksidacije, poput 4-hidroksi-2-nonenala (HNE), 

malondialdehida (MDA) i F2-izoprostana (Rahman i Adcock, 2006; Cavalcante i de Bruin, 

2009). HNE je vrlo reaktivan produkt lipidne peroksidacije s velikim afinitetom prema 

�F�L�V�W�H�L�Q�V�N�L�P���� �K�L�V�W�L�G�L�Q�V�N�L�P�� �L�� �O�L�]�L�Q�V�N�L�P�� �E�R�þ�Q�L�P�� �R�J�U�D�Q�F�L�P�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �8�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�P�� �H�S�L�W�H�O�Q�L�P��

stanicama, endotelnim stanicama i neutrofilima oboljelih od KOPB-a �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R��

�Y�H�ü�D�� �Uazina adukata proteina i HNE �X�� �X�V�S�R�U�H�G�E�L�� �V�� �R�V�R�E�D�P�D�� �E�H�]�� �R�S�V�W�U�X�N�F�L�M�H�� �G�L�ã�Q�L�K�� �S�X�W�R�Y�D��

(Rahman i sur., 2002). Kod oboljelih od KOPB-a �X�W�Y�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �V�H��koncentracija MDA u 

serumu po�Y�H�ü�D�Y�D�� �V�� �W�H�å�L�Q�R�P�� �E�R�O�H�V�W�L�� �L�� �R�E�U�Q�X�W�R�� �N�R�U�H�O�L�U�D�� �V�� �)�(�91 (Kluchov�i i sur., 2007). 

�3�R�Y�H�ü�D�Q�D���U�D�]�L�Q�D���)2-�L�]�R�S�U�R�V�W�D�Q�D���Q�D�ÿ�H�Q�D���M�H���X���S�O�D�]�P�L���S�X�ã�D�þ�D���X���X�V�S�R�U�H�G�E�L���V���Q�H�S�X�ã�D�þ�L�P�D�����0�R�U�U�R�Z��

i sur., 1995) �W�H���X���P�R�N�U�D�ü�L���R�E�R�O�M�H�O�L�K���R�G���.�2�3�%-a u usporedbi s zdravim osobama (Pratic�z i sur., 

1998). 

 

Oksidacijske promjene proteina mogu dovesti do promjene konformacije i gubitka funkcije 

enzima, strukturnih promjena ili aktivacije transkripcijskih faktora �L�� �S�U�R�W�H�R�O�L�W�L�þ�N�L�K�� �V�X�V�W�D�Y�D��

(Cavalcante i de Bruin, 2009). �5�H�D�N�W�L�Y�Q�L���N�L�V�L�N�R�Y�L���L���G�X�ã�L�N�R�Y�L���Vpojevi iz dima cigareta uzrokuju 

oksidaciju i nitraciju proteina (Rahman i Adcock, 2006). �1�L�W�U�D�F�L�M�R�P�� �W�L�U�R�]�L�Q�V�N�L�K�� �E�R�þ�Q�L�K��

ogranaka proteina nastaje 3-nitrotirozin. �3�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �U�D�]�L�Q�D�� �Q�L�W�U�L�U�D�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �S�O�D�]�P�H��

(fibrinogena, transferina, plazminogena i cerulopla�]�P�L�Q�D�����Q�D�ÿ�H�Q�D���M�H���N�R�G���S�X�ã�D�þ�D���X���X�V�S�R�U�H�G�E�L���V��

�Q�H�S�X�ã�D�þ�L�P�D�� ���3�H�W�U�X�]�]�H�O�O�L i sur., 1997), dok je u ispljuvku oboljelih od KOPB-a �Q�D�ÿ�H�Q�D�� �Y�H�ü�D��

razina 3-�Q�L�W�U�R�W�L�U�R�]�L�Q�D���X���Q�H�X�W�U�R�I�L�O�L�P�D���L���P�D�N�U�R�I�D�J�L�P�D���X���X�V�S�R�U�H�G�E�L���V���Q�H�S�X�ã�D�þ�L�P�D�����,�F�K�L�Q�R�V�H��i sur., 

2000). �3�U�R�W�H�L�Q�L�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�H�� �F�L�V�W�H�L�Q�V�N�H�� �E�R�þ�Q�H�� �R�J�U�D�Q�N�H�� ���&�\�V-SH) u obliku tiolata (S-���� �S�R�G�O�R�å�Q�L��

su oksidacijskim promjenama. Cisteinski tiolati (Cys-S-) lako se oksidiraju u sulfensku 

kiselinu (-�6�2�+�����N�R�M�D���M�H���S�U�L�O�L�þ�Q�R���U�H�D�N�W�L�Y�Q�D���L���E�U�]�R���V�W�Y�D�U�D���G�L�V�X�O�I�L�G�H���V���R�E�O�L�å�Q�M�L�P tiolima ili GSH. 

Nastali �P�L�M�H�ã�D�Q�L�� �G�L�V�X�O�I�L�G�L�� �P�R�J�X�� �V�H�� �G�D�O�M�H�� �U�H�G�X�F�L�U�D�W�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �D�J�H�Q�V�L�P�D���� �S�R�S�X�W��

peroksiredoksina, tioredoksina, sulfiredoksina ili glutaredoksina, u tiolni oblik proteina i 

GSH. Jaki oksidansi mogu oksidirati Cys-S- ili Cys-SH u derivate sulfinske (Cys-SO2H) i / il i 

sulfonske (Cys-SO3H) kiseline���� �9�L�ã�D�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�D�� �V�W�D�Q�M�D�� �X�� �R�E�O�L�N�X�� �G�H�U�L�Y�D�W�D�� �V�X�O�I�L�Q�V�N�H�� �L��

sulfonske kiseline smatraju se ireverzibilnim promjenama i povezuju s oksidacijskim 
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�R�ã�W�H�ü�H�Q�M�L�P�D��(Rahman i Adcock, 2006). �8�� �S�O�D�]�P�L�� �S�X�ã�D�þ�D�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Y�H�ü�D�� �U�D�]�Lna 

proteina vezanih na glutation �X���X�V�S�R�U�H�G�E�L���V���Q�H�S�X�ã�D�þ�L�P�D�����0�X�V�F�D�W��i sur., 2004). 

 

�2�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���'�1�$���X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�D���N�L�V�L�N�R�Y�L�P���V�S�R�M�H�Y�L�P�D���P�R�J�X�ü�L���V�X���X�]�U�R�N���Y�H�O�L�N�H���X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�L tumora 

�S�O�X�ü�D���X���R�E�R�O�M�H�O�L�K���R�G���.�2�3�%-a (Cavalcante i de Bruin, 2009). �8���S�O�X�ü�L�P�D���R�E�R�O�M�H�O�L�K���R�G���.�2�3�%-a 

�S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D���M�H���Y�H�ü�D���U�D�]�L�Q�D���E�L�O�M�H�J�D���R�N�V�L�G�D�F�L�M�H���J�Y�D�Q�L�Q�D������-okso-7,8-dihidro-2'-deoksigvanozina u 

DNA i 8-okso-7,8-dihidrogvanozina u RNA) �X�� �X�V�S�R�U�H�G�E�L�� �V�� �S�O�X�ü�L�P�D�� �R�V�R�E�D�� �E�H�]�� �.�2�3�%-a 

(Deslee i sur., 2009). �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H na �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M���O�L�Q�L�M�L��BEAS-2B bronhijalnih epitelnih stanica i 

normalnim ljudskim bronhijalnim epitelnim stanicama pokazalo je da ekstrakt dima cigareta 

�X�]�U�R�N�X�M�H�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �'�1�$, �X�N�D�]�X�M�X�ü�L �G�D�� �E�L�� �Q�H�P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �S�R�S�U�D�Y�N�D�� �'�1�$�� �P�R�J�O�D�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �G�R��

�J�X�E�L�W�N�D���V�W�D�Q�L�F�D���L���U�D�]�D�U�D�Q�M�D���S�O�X�ü�Q�R�J���W�N�L�Y�D���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�L�K���]�D���H�P�I�L�]�Hm (Liu i sur., 2005). 

 

1.2���������1�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�D���S�U�R�W�H�D�]�D���L���D�Q�W�L�S�U�R�W�H�D�]�D 

�9�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �S�D�W�R�J�H�Q�H�]�L�� �.�2�3�%-a ima �Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�U�R�W�H�D�]�D�� �L�� �H�Q�G�R�J�H�Q�L�K��

antiproteaza. �.�O�D�V�L�þ�Q�L�� �S�U�L�P�M�H�U�� �R�Y�H�� �Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�H�� �M�D�Y�O�M�D�� �V�H�� �N�R�G�� �W�H�ã�N�R�J�� �R�E�O�L�N�D��nedostatka �.1-

antitripsina gdje koncentracija �R�Y�R�J�� �H�Q�]�L�P�D�� �X�� �S�O�X�ü�L�P�D�� �L�]�Q�R�V�L�� ������- 20 % normalne 

koncentracije���� �.1-antitripsin je glavni inhibitor neutrofilne elastaze �N�R�M�D�� �U�D�]�J�U�D�ÿ�X�M�H�� �H�O�D�V�W�L�Q����

�.�R�G�� �W�H�ã�N�R�J�� �R�E�O�L�N�D�� �Q�H�G�R�V�W�D�W�N�D�� �.1-antitripsina (PiZZ genotip) dolazi do polimerizacije 

abnormalnog Z antitr�L�S�V�L�Q�D�� �X�� �S�O�X�ü�L�P�D�� �N�R�M�L�� �R�Q�G�D�� �G�M�H�O�X�M�H�� �N�D�R�� �N�H�P�R�D�W�U�D�N�W�D�Q�W�� �]�D�� �Q�H�X�W�U�R�I�L�O�H�� �ã�W�R��

�G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �S�U�L�Y�O�D�þ�H�Q�M�D�� �Q�H�X�W�U�R�I�L�O�D�� �X�� �S�O�X�ü�D���� �1�D�G�D�O�M�H���� �G�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D kod ovih bolesnika �P�R�å�H��

�S�R�Y�H�ü�D�W�L b�U�R�M���Q�H�X�W�U�R�I�L�O�D���X���S�O�X�ü�L�P�D���L���S�R�W�D�N�Q�X�W�L �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H���Q�H�X�W�U�R�I�L�O�Q�H���H�O�D�V�W�D�]�H�����2�V�L�P���W�R�J�D�����G�L�P��

ci�J�D�U�H�W�D���P�R�å�H���L���L�]�U�D�Y�Q�R���L�Q�D�N�W�L�Y�L�U�D�W�L���.1-�D�Q�W�L�W�U�L�S�V�L�Q���R�N�V�L�G�D�F�L�M�R�P���P�H�W�L�R�Q�L�Q�V�N�L�K���E�R�þ�Q�L�K���R�J�U�D�Q�D�N�D, 

�W�H�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �S�R�M�D�þ�D�W�L�� �Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�X�� �X�� �N�R�U�L�V�W�� �S�U�R�W�H�D�]�D�� ��Abboud i Vimalanathan, 2008; 

Cavalcante i de Bruin, 2009; Fischer i sur., 2011). 

 

U bolesnika s KOPB-om koji �Q�H�P�D�M�X�� �Q�H�G�R�V�W�D�W�D�N�� �.1-�D�Q�W�L�W�U�L�S�V�L�Q�D�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�D��

�Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�D���L�]�P�H�ÿ�X���S�U�R�W�H�D�]�D���L���D�Q�W�L�S�U�R�W�H�D�]�D���N�R�M�D���U�H�]�X�O�W�L�U�D���U�D�]�D�U�D�Q�M�H�P���S�O�X�ü�Q�R�J���S�D�U�H�Q�K�L�P�D����Ovu 

�Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�X���L�]�D�]�L�Y�D���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D��ROS i proteaza ili antiproteaza. Dim nastao gorenjem cigareta 

ili biomase koj�D�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� �]�D�� �N�X�K�D�Q�M�H�� �L�� �J�U�L�M�D�Q�M�H�� �P�R�å�H�� �L�Q�D�N�W�L�Y�L�U�D�W�L�� �H�Q�G�R�J�H�Q�H�� �D�Q�W�L�S�U�R�W�H�D�]�H�� �L�O�L��

�L�]�D�]�Y�D�W�L���D�N�X�W�Q�L���X�S�D�O�Q�L���R�G�J�R�Y�R�U���N�R�M�L���D�N�W�L�Y�L�U�D���D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�H���P�D�N�U�R�I�D�J�H���L���S�U�L�Y�O�D�þ�L���Q�H�X�W�U�R�I�L�O�H���X���S�O�X�ü�D 

�W�H���L�K���S�R�W�L�þ�H���Q�D���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���S�U�R�W�H�D�]�D�����S�R�S�X�W���Q�H�X�W�U�R�I�L�O�Q�H���H�O�D�V�W�D�]�H�����S�U�R�W�Hinaze 3, MMP i 

katepsina (Abboud i Vimalanathan, 2008; Fischer i sur., 2011). �2�Y�H�� �S�U�R�W�H�D�]�H�� �S�R�G�U�å�D�Y�D�Mu 

�M�H�G�Q�D�� �G�U�X�J�X�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�P�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P�� �L�O�L�� �L�Q�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P�� �H�Q�G�R�J�H�Q�L�K�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�D���� �S�U�L�Pjerice 

neutrofilna elastaza inhibira tkivne inhibitore metaloproteinaza matriksa (TIMP), a MMP 
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�U�D�]�J�U�D�ÿ�X�M�X�� �.1-�D�Q�W�L�W�U�L�S�V�L�Q���� �1�D�G�D�O�M�H���� �S�U�R�W�H�D�]�H�� �U�D�]�J�U�D�ÿ�X�M�X�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D����

poput elastina i kolagena�����S�U�L���þ�H�P�X���Q�D�V�W�D�M�X���I�U�D�J�P�H�Q�W�L���H�O�D�V�W�L�Q�D���L���S�H�S�W�L�G�L���S�R�U�L�M�H�N�O�R�P���L�]���N�R�O�D�J�H�Q�D��

(poput prolil-glicil -prolina) koji djeluju kemot�D�N�W�L�þ�Q�R�� �Q�D�� �P�R�Q�R�F�L�W�H�� ���S�U�H�N�X�U�V�R�U�H�� �P�D�N�U�R�I�D�J�D���� �L��

�Q�H�X�W�U�R�I�L�O�H���� �2�Y�L�� �N�H�P�R�W�D�N�W�L�þ�Q�L�� �S�H�S�W�L�G�Q�L�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�L�� �]�D�W�Y�D�U�D�M�X�� �N�U�X�J�� �N�R�M�L�� �S�R�G�U�å�D�Y�D�� �Q�D�N�Xpljanje 

makrofaga i neutrofila te �U�D�]�D�U�D�Q�M�H���S�O�X�ü�D�����2�
�5�H�L�O�O�\ i sur., 2008; Fischer i sur., 2011). 

  

Brojna su �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D pokazala �S�R�Y�H�ü�D�Q�X��razinu proteaza u �E�L�R�O�R�ã�N�L�P uzorcima oboljelih od 

KOPB-a �L�� �S�X�ã�D�þ�D����U bronhoalveolarnom ispirku oboljelih od KOPB-a neurofilna elastaza 

izravno korelira sa stupnjem emfizema (Fujita i sur., 1990). �8���W�N�L�Y�X���S�O�X�ü�D���R�E�R�O�M�H�O�L�K���R�G���.�2�3�%-

a �Q�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �S�R�Y�H�ü�Dna razina MMP-1, MMP-2, MMP-8 i MMP-9 u usporedbi sa zdravim 

kontrolama (Segura-Valdez i sur., 2000), dok je u bronhoalveolarnom ispirku �S�X�ã�D�þ�D�� �V��

KOPB-om �S�U�R�Q�D�ÿ�Hn �Y�H�üi broj makrofaga pozitivnih na MMP-12, nego u �E�L�Y�ã�L�K���S�X�ã�D�þ�D�� �V��

KOPB-om i zdravih ispitanika (Babusyte i sur., 2007). �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�X 

ekspresiju i aktivnost �N�D�W�H�S�V�L�Q�D�� �/�� �W�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �N�D�W�H�S�V�L�Q�D�� �6�� �X�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�P��

�P�D�N�U�R�I�D�J�L�P�D�� �S�X�ã�D�þ�D �X�� �X�V�S�R�U�H�G�E�L�� �V�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�L�P�D (Takahashi i sur., 1993; Reilly i sur., 1991; 

Shi i sur., 1992). Suprotno ovim podacima, alveolarni makrofagi oboljelih od KOPB-a in 

vitro �R�W�S�X�ã�W�D�M�X�� �P�D�Q�M�H�� �7�,�0�3-���� �Q�H�J�R�� �P�D�N�U�R�I�D�J�L�� �S�X�ã�D�þ�D�� �L�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�D�� ��Pons i sur., 2005������ �ã�W�R��

podupire �W�H�R�U�L�M�X���Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�H���S�U�R�W�H�D�]�D���L���D�Q�W�L�S�U�R�W�H�D�]�D���X���S�D�W�R�J�H�Q�H�]�L���.�2�3�%-a. 

 

Gen�V�N�L���þ�L�P�E�H�Q�L�F�L���P�R�J�X���U�H�J�X�O�L�U�D�W�L���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���S�U�R�W�H�D�]�D���X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K���X���Q�D�V�W�D�Q�D�N���H�P�I�L�]�H�P�D�����)�L�V�F�K�H�U��

i sur., 2011). �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H �Q�D�� �P�L�ã�H�Y�L�P�D��kojima nedostaje MMP-12 pokazalo je da ih taj 

nedostatak �ã�W�L�W�L�� �R�G�� �Q�D�V�W�D�Q�N�D�� �H�P�I�L�]�H�P�D�� �L�]�D�]�Y�D�Q�R�J�� �G�L�P�R�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� ���+�D�X�W�D�P�D�N�L��i sur., 1997), 

dok je �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H na skupini oboljelih od KOPB-a identificiralo polimorfizam jednog 

nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism, SNP) u MMP12 �J�H�Q�X�� �N�R�M�L�� �ã�W�L�W�L�� �I�X�Q�N�F�L�M�X��

�S�O�X�ü�D���L���V�P�D�Q�M�X�M�H���U�L�]�L�N od nastanka KOPB-a �N�R�G���R�G�U�D�V�O�L�K���S�X�ã�D�þ�D�����+�X�Q�Q�L�Q�J�K�D�N�H��i sur., 2009). 

Suprotno tome, �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D provedena u Japanu i Kini identificirala su SNP u MMP9 genu 

�N�R�M�L�� �V�H�� �S�R�Y�H�]�X�M�H�� �V�� �Q�D�V�W�D�Q�N�R�P�� �H�P�I�L�]�H�P�D�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�R�J�� �S�X�ã�H�Q�M�H�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� ���0�L�Q�H�P�D�W�V�X��i sur., 

2001; Zhou i sur., 2004; Ito i sur., 2005������ �â�W�R�Y�L�ã�H���� �6�1�3���X���J�H�Q�X���]�D���6�(�5�3�,NE2 (�L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�L��

inhibitor �V�H�U�L�Q�V�N�L�K�� �S�U�R�W�H�D�]�D�� �R�G�� �N�R�M�L�K�� �V�X�� �Q�H�N�H�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�H�� �X aktivacij�X�� �0�0�3���� �ã�W�R�� �J�D�� �þ�L�Q�L��

neizravnim inhibitorom �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D����identificiran je kao gen 

osjetljivosti povezan s KOPB-om (Demeo i sur., 2006, Zhu i sur., 2007). 
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1.2.4. Apoptoza 

�$�S�R�S�W�R�]�D�� �M�H�� �N�O�M�X�þ�Q�D���]�D�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �K�R�P�H�R�V�W�D�]�H�� �W�N�L�Y�D�� �W�H�� �M�H �X�� �U�D�Y�Q�R�W�H�å�L�� �V�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�R�P�� �L��

diferencijacijom. Apoptoza alveolarnih epitelnih i endotelnih stanica u kombinaciji s 

gubitkom proliferacije ovih strukturnih stanica �X�� �S�O�X�ü�L�P�D�� �R�E�R�O�M�H�O�L�K od KOPB-a dovodi do 

�U�D�]�D�U�D�Q�M�D���S�O�X�ü�Q�R�J���W�N�L�Y�D��(Demedts i sur., 2006). 

 

Apoptoza �M�H�� �S�U�R�J�U�D�P�L�U�D�Q�D�� �V�P�U�W�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�M�D�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H�� �Q�H�å�H�O�M�H�Q�L�K���� �R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K�� �L�O�L��

�]�D�U�D�å�H�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�����5�D�]�O�L�þ�L�W�L�� �V�L�J�Q�D�O�Q�L�� �S�X�W�R�Y�L�� �V�X�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�� �X�� �R�Y�D�M�� �X�V�N�R�� �U�H�J�Xlirani mehanizam 

�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �V�P�U�W�L. Vanjski put apoptoze �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �V�H�� �N�D�R�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �Q�D�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �V�L�J�Q�D�O�H���� �D��

posredovan je vezanjem Fas liganda, TNF-�. ili  �O�L�J�D�Q�G�D�� �V�O�L�þ�Q�R�J�� �7�1�)-u koji �S�R�W�L�þ�H apoptozu 

(eng. TNF-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL) na �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H��r�H�F�H�S�W�R�U�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H��

smrti (Fas, TNFR ili TRAIL -R1/2���� �N�R�M�L�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�H�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �V�W�D�Q�L�F�H����To rezultira 

�S�R�Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�P�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �V�P�U�W�L�� �L�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�P��signalnog kompleksa koji �S�R�W�L�þ�H smrt 

(eng. death inducing signaling complex, DISC). DISC �V�D�G�U�å�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�H adaptacijske molekule 

poput proteina koji ima domenu smrti i povezuje se s Fas-om (eng. Fas-associated death 

domain, FADD). FADD aktivira kaspazu-8/10 koja dalje aktivira kaspazu-3, a kaspaza-3 

�R�V�O�R�E�D�ÿ�D DNazu aktiviranu kaspazama (eng. caspase-activated DNase, CAD) od inhibitora 

CAD-a (eng. inhibitor of CAD, ICAD), �ã�W�R���L�P�D���]�D���S�R�V�O�M�H�G�L�F�X���I�U�D�J�P�H�Q�W�D�F�L�M�X���'�1�$���� �.�D�V�S�D�]�D-

8/10 �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �P�R�å�H��pokidati pro-apoptozni Bid, koji se dalje u interakciji s Bax i Bak 

���þ�O�D�Q�R�Y�L�P�D�� �S�U�R-apoptozne obitelji Bcl-2) �S�U�H�P�M�H�ã�W�D�� �G�R�� �P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�D�� �L�� �X�]�U�R�N�X�M�H�� �R�V�O�R�E�D�ÿ�D�Qje 

citokroma c. Unutarnji put apoptoze javlja se kao odgovor na fizikalne ili kemijske stresne 

signale i �X�N�O�M�X�þ�X�M�H���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H���F�L�W�R�N�U�R�P�D���F iz mitohondrija. Citokrom c zajedno s apoptoznim 

faktorom 1 koji aktivira proteaze (eng. apoptotic protease activating factor-1, Apaf-1), 

(d)ATP-om i kaspazom-���� �þ�L�Q�L�� �D�S�R�S�W�R�V�R�P���� �ã�W�R�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P�� �N�D�V�S�D�]�H-9 koja dalje 

aktivira kaspazu-3 i nastavlja proces apoptoze. Bez obzira koji put je doveo do apoptoze, 

�N�U�D�M�Q�M�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�� �M�H�� �Y�U�O�R�� �V�O�L�þ�D�Q���� �'�R�O�D�]�L�� �G�R�� �S�X�S�D�Q�M�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H��membrane i stvaranja apoptoznih 

�W�M�H�O�H�ã�D�F�D���� �0�H�P�E�U�D�Q�V�N�L�� �O�L�S�L�G�� �I�R�V�I�D�W�L�G�L�O-�V�H�U�L�Q���� �L�Q�D�þ�H�� �V�P�M�H�ã�W�H�Q��u �X�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�R�M��ovojnici �V�W�D�Q�L�þ�Q�H��

�P�H�P�E�U�D�Q�H���� �S�U�H�P�M�H�ã�W�D se na vanjsku ovojnicu �L���V�O�X�å�L���]�D���S�U�H�S�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�H��apoptoznih stanica, te 

�R�P�R�J�X�ü�X�M�H���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R���X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H���W�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����-�R�ã���M�H�G�Q�D���R�G���]�Q�D�þ�D�M�N�L���M�H���N�R�Q�G�H�Q�]�D�F�L�M�D���N�U�R�P�D�W�L�Q�D��

i fragmentacija DNA �Q�D�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�H�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� ������ - 200 pb. Sve ove promjene dovode do 

fagocitoze apoptoznih �W�M�H�O�H�ã�D�F�D�� �S�X�W�H�P�� �L�P�X�Q�R�V�Q�L�K�� �L�O�L�� �R�N�R�O�Q�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�K��stanica (pregledno 

opisano u literaturi: Demedts i sur., 2006; Morissette i sur., 2009). S obzirom na to da je 

apoptoza precizno �U�H�J�X�O�L�U�D�Q���S�U�R�F�H�V�����X�N�O�M�X�þ�X�M�H���E�U�R�M�Q�H���N�R�U�D�N�H���N�R�M�L���]�D�K�W�L�M�H�Y�D�M�X���H�Q�H�U�J�L�M�X���X���R�E�O�L�N�X��

ATP-�D���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �N�D�V�S�D�]�D���� �K�L�G�U�R�O�L�]�D�� �P�D�N�U�R�P�R�O�H�N�X�O�D���� �N�R�Q�G�H�Q�]�D�F�L�M�D�� �N�U�R�P�D�W�L�Q�D����
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pupanje sta�Q�L�þ�Q�H���P�H�P�E�U�D�Q�H���L���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H��apoptoznih �W�M�H�O�H�ã�D�F�D���� �8�N�R�O�L�N�R���V�W�D�Q�L�F�L���Q�H�G�R�V�W�D�M�H��ATP, 

�Q�D�þ�L�Q���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���V�P�U�W�L���V�H��mijenja iz apoptoze u nekrozu (Zamaraeva, 2005). 

 

Za razliku od apoptoze, nekroza je manje kontrolirani proces umiranja stanica koji nastaje 

�]�E�R�J�� �W�H�å�H�J���D�N�X�W�Q�R�J�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�����X�� �N�R�M�H�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �Q�H�P�D�� �D�N�W�L�Y�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �L�� �N�R�M�L�� �M�H�� �W�H�ã�N�R�� �V�S�U�L�M�H�þ�L�W�L�� 

�7�L�M�H�N�R�P�� �Q�H�N�U�R�]�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �E�X�E�U�H�� �L�� �S�X�F�D�M�X�� �M�H�U�� �V�H�� �J�X�E�L�� �F�M�H�O�R�Y�L�W�R�V�W�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H���� �W�H�� �V�H��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�L���V�D�G�U�å�D�M���R�V�O�R�E�D�ÿ�D���X���R�N�R�O�L�Q�X���L���X�]�U�R�N�X�M�H���X�S�D�O�X���L���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H���V�X�V�M�H�G�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D����Demedts i 

sur., 2006; Guyton i Hall, 2006). 

 

�3�R�U�H�P�H�ü�D�M�� �U�D�Y�Q�R�W�H�å�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �D�S�R�S�W�R�]�H�� �L�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�H�� �X�� �W�N�L�Y�X�� �S�O�X�ü�D�� �S�U�L�G�R�Q�R�V�L�� �S�D�W�R�J�H�Q�H�]�L��

KOPB-a (Demedts i sur., 2006). �5�D�]�O�L�þ�L�W�D �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D �Q�D�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �W�N�L�Y�D�� �S�O�X�ü�D�� �R�E�R�O�M�H�O�L�K�� �R�G��

KOPB-a �S�R�N�D�]�D�O�D�� �V�X�� �Y�H�ü�L�� �E�U�R�M�� �H�Q�G�R�W�Hlnih, alveolarnih epitelnih, intersticijskih i proupalnih 

stanica (neutrofila i limfocita) u fazi apoptoze u usporedbi s kontrolnim ispitanicima (Segura-

Valdez i sur., 2000; Kasahara i sur., 2001; Yokohori i sur., 2004; Imai i sur., 2005; Calabrese i 

sur., 2005). �1�H�N�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���S�R�N�D�]�D�Oa su �Y�H�üu proliferaciju alveolarnih stanica kod oboljelih 

od KOPB-a (Yokohori i sur., 2004; Imai i sur., 2005), dok su Calabrese i suradnici (2005) 

p�R�N�D�]�D�O�L���G�D���Q�H�P�D���U�D�]�O�L�N�H���X���S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�L���D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���L�]�P�H�ÿ�X���E�R�O�H�V�Q�L�N�D���V���H�P�Iizemom i 

kontrolnih ispitanika���� �ã�W�R�� �X�S�X�ü�X�M�H�� �Q�D�� �W�R�� �G�D bi �S�U�R�F�H�V�� �R�E�Q�R�Y�H�� �S�O�X�ü�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D mogao biti 

nadvladan razaranjem ili umanjen djelovanjem nepoznatih mehanizama (Morissette i sur., 

2009). 

 

�6�W�D�Q�L�þ�Q�D�� �V�P�U�W�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �S�O�X�ü�D�� ���H�S�L�W�H�O�Q�L�K���� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K���� �D���P�R�J�X�ü�H�� �L�� �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�D���� �N�D�R��

�R�G�J�R�Y�R�U���Q�D���G�L�P���F�L�J�D�U�H�W�D���P�R�å�H���V�H���S�R�Y�H�]�D�W�L���V���P�D�Q�M�N�R�P��faktora �U�D�V�W�D�����R�ã�W�H�ü�H�Q�M�L�P�D���X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�L�P��

oksidacijsk�L�P���V�W�U�H�V�R�P���L�O�L���X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���R�G�J�R�Y�R�U�R�P���Q�D���V�W�U�H�V�����Q�S�U�����V�W�U�H�Vom endoplazmatskog 

retikuluma, aktivacijom proteinskih kinaza aktiviranih mitogenima) (Tuder i Petrache, 2012; 

Morissette i sur., 2009). 

 

U posljednje vrijeme smatra se da ulogu u apoptozi i razvoju emfizema ima vaskularni 

endotelni faktor rasta (eng. vascular endothelial growth factor, VEGF������ �9�(�*�)�� �M�H�� �N�O�M�X�þ�Q�L��

faktor za odr�å�D�Y�D�Q�M�H�� �H�Q�G�R�W�H�O�D�� �N�R�M�L�� �G�M�H�O�X�M�H�� �S�X�W�H�P�� �V�Y�R�M�D�� �G�Y�D�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D���� �9�(�*�)�5���� �L�� �9�(�*�)�5������

�9�(�*�)�5���� �M�H�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�Q�� �]�D�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�X�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�H�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �G�R�N�� �9�(�*�)�5���� �S�R�W�L�þ�H��

ovaj proces (Morissette i sur., �������������� �6�Q�L�å�H�Q�D�� �U�D�]�L�Q�D�� �9�(�*�)�� �L�� �9�(�*�)�5���� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �X��

�S�O�X�ü�L�P�D�� �E�R�O�H�Vnika s emfizemom u usporedbi sa zdravim kontrolama (Kasahara i sur., 2001; 
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Marwick i sur., 2006������ �ã�W�R�� �V�H�� �S�R�Y�H�]�X�M�H�� �V�� �D�S�R�S�W�R�]�R�P�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� ���0�R�U�L�V�V�H�W�W�H��i sur., 

2009). 

 

�0�R�U�L�V�V�H�W�W�H�� �L�� �V�X�U�D�G�Q�L�F�L�� �������������� �V�X�� �S�U�H�G�O�R�å�L�O�L�� �P�R�G�H�O�� �N�R�M�L�P�� �V�X�� �S�R�N�X�ã�D�O�L�� �R�E�M�D�V�Q�L�W�L�� �S�R�Y�H�üanu 

apoptozu u bolesnika s emfizemom (slika 1.2.). �9�H�ü�L�Q�D���E�R�O�H�V�Q�L�N�D���V���H�P�I�L�]�H�P�R�P���V�X���S�X�ã�D�þ�L����������

%), a dim cigareta je smjesa brojnih oksidansa. Kod pojedinaca sa slabijom antioksidacijskom 

�R�E�U�D�Q�R�P�����J�H�Q�V�N�D���S�R�G�O�R�J�D�����]�E�R�J���N�U�R�Q�L�þ�Q�H���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���G�L�P�X���F�L�J�D�U�H�W�D���S�R�W�U�R�ã�H���V�H���P�H�K�D�Q�L�]�P�L���]�D��

�R�E�U�D�Q�X�� �R�G�� �R�N�V�L�G�D�Q�V�D�� �L�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �Q�D�V�W�D�Q�N�D�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�R�J�� �V�W�U�H�V�D���� �ã�W�R�� �Y�R�G�L�� �G�R�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D��

�D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �W�H�� �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R�� �D�S�R�S�W�R�]�H�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �1�D�G�D�O�M�H���� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�L�� �V�W�U�H�V��

�D�N�W�L�Y�L�U�D�� �L�P�X�Q�R�V�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�� �]�D�S�R�þ�L�Q�M�H�� �X�S�D�O�Q�L�� �S�U�R�F�H�V���� �$�N�W�Lvirani neutrofili i makrofagi 

�R�W�S�X�ã�W�D�M�X��ROS���� �]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �R�Ns�L�G�D�F�L�M�V�N�L�� �V�W�U�H�V�� �R�V�W�D�M�H�� �S�U�L�V�X�W�D�Q�� �L�� �Q�D�N�R�Q�� �S�U�H�V�W�D�Q�N�D�� �S�X�ã�H�Q�M�D����

�$�N�W�L�Y�L�U�D�Q�L�� �Q�H�X�W�U�R�I�L�O�L�� �L�� �P�D�N�U�R�I�D�J�L�� �R�W�S�X�ã�W�D�M�X�� �L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �S�U�R�W�H�D�]�H�� �N�R�M�H�� �G�R�Y�R�G�H�� �G�R�� �Q�D�V�W�D�Q�N�D��

�Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�U�R�W�H�D�]�D�� �L�� �D�Q�W�L�S�U�R�W�H�D�]�D���� �ã�W�R��po�W�L�þ�H apoptozu alveolarnih epitelnih i 

endotelnih stanica. Pretjerana aktivnost proteaza i oksidacijski stres odgovorni su i za 

�R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H���L�P�X�Q�R�J�H�Q�L�K���S�H�S�W�L�G�D���N�R�M�L���P�R�J�X���S�R�W�D�N�Q�X�W�L���D�X�W�R�L�P�X�Q�L���R�G�J�R�Y�R�U���L���D�S�R�S�W�R�]�X���D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K��

stanica. Upalne molekule, popout TNF, i oksidacijski stres mogu potaknuti apoptozu 

�D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �S�X�W�H�P�� �7�5�$�,�/�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D���� �2�V�L�P�� �W�R�J�D���� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�L�� �V�W�U�H�V�� �P�R�å�H�� �G�M�H�O�R�Y�D�W�L�� �Q�D��

�9�(�*�)�� �V�L�J�Q�D�O�Q�L�� �S�X�W�� �L�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�W�L�� �D�S�R�S�W�R�]�X�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�� �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R��

alveolarnih epitelnih stanica. 

 

Slika 1.2. �0�R�G�H�O�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�D�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K�� �X�� �Q�D�V�W�D�Q�D�N�� �D�S�R�S�W�R�]�H�� �X�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �H�P�I�L�]�H�P�R�P��

(prema Morissette i sur., 2009). 



Uvod 

17 
 

Prema tome, u patogenezi KOPB-a �N�U�R�Q�L�þ�Q�D�� �X�S�D�O�D���� �Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�H�� �S�U�R�W�H�D�]�D�� �L�� �D�Q�W�L�S�U�R�W�H�D�]�D����

�R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�L�� �V�W�U�H�V�� �L�� �D�S�R�S�W�R�]�D�� �V�X�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�� �S�R�Y�H�]�D�Q�L�� �S�U�R�F�H�V�L�� �N�R�M�H�� �M�H�� �M�R�ã�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �S�U�R�X�þ�L�W�L��

kako bi se utvrdio mehanizam kojim dim ciga�U�H�W�D���G�R�Y�R�G�L���G�R���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���S�O�X�ü�D�� 

 

1.3. REGULA CIJSKI PROTEINI I ENZIMSKI SUSTAVI  U PATOGENEZI KOPB -a 

 

1.3.1. Stres endoplazmatskog retikuluma (ER stres) 

Endoplazmatski retikulum (ER) �M�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �R�U�J�D�Q�H�O�� �Q�D�� �N�R�M�H�P�� �V�H�� �R�G�Y�L�M�D�� �V�L�Q�W�H�]�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D����

pravilno smatanje proteina, post-�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�V�N�H�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�H�� �L�� �N�R�Q�W�U�R�O�D�� �N�Y�D�O�L�W�H�W�H���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �X��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �V�W�U�H�V�Q�L�P�� �V�W�D�Q�M�L�P�D���� �S�R�S�X�W�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�R�J�� �V�W�U�H�V�D���� �P�R�å�H�� �G�R�ü�L�� �G�R�� �Q�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�D�� �N�U�L�Y�R��

smotanih ili razmotanih proteina u ER-�X�����ã�W�R���Q�D�]�L�Y�D�P�R���V�W�U�H�V�R�P���H�Q�G�R�S�O�D�]�P�D�W�V�N�R�J���U�H�W�L�N�X�O�X�P�D��

(ER stres) (Kelsen i sur., 2008; Todd i sur., 2008). 

 

1.3.1.1. Biokemijske promjene u ER stresu 

ER �L�P�D���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���G�D���S�Rnovno uspostavi homeostazu proteina aktiva�F�L�M�R�P���Q�H�N�R�O�L�N�R���U�D�]�O�L�þ�L�Wih  

�V�L�J�Q�D�O�Q�L�K�� �S�X�W�R�Y�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�L�� �Q�D�]�L�Y�D�M�X��odgovor na razmotane proteine (eng. unfolded 

protein response, UPR) (detaljno opisani u literaturi: Hengstermann i �0�•�O�O�H�U������������; Jorgensen 

i sur., 2008; Shore i sur., 2011; Walter i Ron, 2011). UPR �S�R�W�L�þ�H�� �S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�H 

smanjenim nakupljanjem krivo smotanih proteina u ER-�X�� �Q�D�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �Q�D�þ�L�Q�D���� �X�V�S�R�U�D�Y�D�Q�M�H�P��

translacije proteina, poticanjem sinteze �ã�D�S�H�U�R�Qskih proteina �L���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P���U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H proteina 

putem ubikvitin-proteasomalnog sustava, procesom koji �M�R�ã���Q�D�]�L�Y�D�P�R���L���U�D�]�J�U�D�G�Q�M�D���S�R�Y�H�]�D�Q�D���V��

ER-om (eng. ER-associated degradation, ERAD) (Hoseki i sur., 2010). Ukoliko UPR ne 

�X�V�S�L�M�H���U�D�]�U�L�M�H�ã�L�W�L��ER stres dovodi se u pitanje normalno funkcioniranje stanice, te UPR �P�R�å�H��

potaknuti program�L�U�D�Q�X���V�W�D�Q�L�þ�Q�X���V�P�U�W. 

 

UPR signalni putovi djeluju p�R�P�R�ü�X �W�U�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�D�� �W�U�D�Q�V�P�H�P�E�U�D�Q�V�N�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�� �(�5-u (slika 

1.3.): 

�x kinaze ER-a �V�O�L�þ�Q�H proteinskoj kinazi �N�R�M�D���V�H���D�N�W�L�Y�L�U�D���G�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�R�P���5�1�$�����3�.�5����(eng. 

double-stranded RNA-activated protein kinase (PKR)-like ER kinase, PERK), 

�x enzima 1 kojemu je potreban inozitol (eng. inositol requiring enzyme 1, IRE1), 

�x �D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�ü�H�J transkripcijskog faktora 6 (eng. activating transcription factor 6, ATF6). 
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Slika 1.3. Shematski prikaz UPR signalnih putova (prema Hengstermann i �0�•�O�O�H�U������������). 

 

Pod utjecajem ER stresa, �S�U�R�W�H�L�Q�� �N�R�M�L�� �Y�H�å�H imunoglobuline (eng. binding immunoglobulin 

protein, BiP), poznat i kao protein �Y�H�O�L�þ�L�Q�H��78 kDa reguliran glukozom (eng. glucose-

regulated protein 78 kDa, GRP78), a �N�R�M�L���M�H���ã�D�S�H�U�R�Qski �S�U�R�W�H�L�Q���V�P�M�H�ã�W�H�Q���X���(�5-u, �R�V�O�R�E�D�ÿ�D se 

iz kompleksa s PERK, IRE1 i ATF6. PERK se oligomerizira te fosforilira samu sebe i 

eukariotski faktor ���.��inicijacije translacije (eng. eukaryotic translation initiation factor 2�.����

eIF2�.������ �þ�L�P�H�� �V�H�� �Q�H�L�]�U�D�Y�Q�R�� �L�Q�K�L�E�L�U�D��eIF2 i inhibira translacija mRNA. Na taj na�þ�L�Q�� �3�(�5�.��

smanjuje de novo sintezu proteina u ER-u �L�� �X�E�O�D�å�D�Y�D�� �(�5�� �V�W�U�H�V���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �Q�H�N�H�� �P�5�1�$�� �N�R�M�H��

�V�D�G�U�å�H�� �N�U�D�W�N�H�� �R�W�Y�R�U�H�Q�H�� �R�N�Y�L�U�H�� �þ�L�W�D�Q�M�D�� �X�� �V�Y�R�M�R�M�� ���
-�Q�H�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�V�N�R�M�� �U�H�J�L�M�L�� �V�H�� �S�U�H�W�H�å�Q�R��

translatiraju kad ima manje eIF2, poput transkripcijskog faktora ATF4. Ciljni geni ATF4 su 

gen za �S�U�R�W�H�L�Q�� �K�R�P�R�O�R�J�D�Q�� �S�U�R�W�H�L�Q�X�� �N�R�M�L�� �V�H�� �Y�H�å�H�� �]�D�� �&�&�$�$�7 / �S�R�M�D�þ�L�Y�D�þ (eng. CCAAT / 

enhancer binding protein (C/EBP) homologous protein, CHOP) i gen za protein 34 kojeg 

induciraju �]�D�X�V�W�D�Y�O�M�D�Q�M�H�� �U�D�V�W�D�� �L�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H�� �'�1�$��(eng. growth arrest and DNA damage-

inducible protein 34, GADD34). CHOP je transkripcijski faktor koji kontrolira ekspresiju 

�J�H�Q�D�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K�� �X�� �D�S�R�S�W�R�]�X���� �G�R�N je GADD34 protein koji aktivira proteinsku fosfatazu 1C 

(eng. protein phosphatase 1C, PP1C) koja djeluje suprotno od PERK, tj. defosforilira eIF2�.. 

Nadalje, aktivirana PERK izravno aktivira jezgrin faktor 2 �V�O�L�þ�D�Q eritroidnom faktoru 2 (eng. 
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nuclear factor erytroid 2-related factor 2, Nrf2)���� �N�R�M�L�� �V�Q�D�å�Q�R�� �L�Q�G�X�F�L�U�D�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�X��

antioksidacijskih gena, poput hem-oksigenaze 1 (HO-1) i �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H�� �S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�H�� �J�O�X�W�D�P�D�W-

cisteinske ligaze (eng. glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit, GCLC). 

 

Aktivirani IRE1, nastao oligomerizacijom u membrani ER-a, kida mRNA koja kodira za 

�S�U�R�W�H�L�Q�������N�R�M�L���V�H���Y�H�å�H���Q�D���'�1�$���X���S�R�G�U�X�þ�M�X���;-sloga (eng. X-box DNA binding protein 1, XBP-

1), �X�N�O�D�Q�M�D�M�X�ü�L �M�R�M���L�Q�W�U�R�Q�����(�J�]�R�Q�L���V�H���S�R�Y�H�å�X���L���þ�L�Q�H��''prekrojenu'' (eng. spliced) mRNA (xbp-1s) 

koja se translatira u aktivne oblike XBP-1. XBP-1 je transkripcijski faktor i ima ulogu u 

�U�H�J�X�O�D�F�L�M�L���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���ã�D�S�H�U�R�Q�D�����H�Q�]�L�Pa za biosintezu lipida i komponenata ERAD-a. 

 

ATF6 je transkripcijski faktor koji kao transmembranski protein ER-a (90 kDa) nosi veliku 

luminalnu domenu. Nakupljanjem razmotanih proteina u ER-u, ATF6 se pakira u transportne 

�Y�H�]�L�N�X�O�H�� �L�� �S�U�H�P�M�H�ã�W�D�� �G�R�� �*�R�O�J�L�M�H�Yog tijela. Tamo mu dvije proteaze, S1P i S2P, uklanjaju 

luminalnu domenu i transmembransko sidro. �2�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�L��citosolni N-kraj ATF6N (50 kDa) se 

�S�U�H�P�M�H�ã�W�D�� �X�� �M�H�]�J�U�X�� �L�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �F�L�O�M�Q�H�� �J�H�Q�H���� �S�R�S�X�W��XBP-1���� �%�L�3�� ���ã�D�S�H�U�R�Qski protein iz obitelji 

HSP70), CHOP i GRP94 (�ã�D�S�H�U�R�Qski protein iz obitelji HSP90). 

 

Ove tri grane UPR-�D���G�M�H�O�X�M�X���X�V�N�O�D�ÿ�H�Q�R���N�D�N�R���E�L���V�H���X�P�D�Q�M�L�R ER stres. Ukoliko uspiju smanjiti 

�N�R�O�L�þ�L�Q�X�� �U�D�]�P�R�W�D�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �8�3�5�� �V�H�� �X�W�L�ã�D�Y�D���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �Q�H�G�R�Y�R�O�M�Q�H�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�L��

�R�Y�R�J���R�G�J�R�Y�R�U�D���Q�D���V�W�U�H�V�����8�3�5���S�R�W�L�þ�H���D�S�R�S�W�R�]�X�����6�K�R�U�H���L���V�X�U., 2011). 

 

1.3.1.2. ER stres i KOPB 

�%�X�G�X�ü�L���G�D���G�L�P���F�L�J�D�U�H�W�D���R�ã�W�H�ü�X�M�H���U�D�]�O�L�þ�Lte �V�W�D�Q�L�þ�Q�H���P�D�N�U�R�P�R�O�H�N�X�O�H�����Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R���M�H���G�D���X���S�O�X�ü�Q�L�P��

stanicama izaziva ER stres i aktivira �]�D�ã�W�L�W�Qe mehanizame, poput UPR-a (Jorgensen i sur., 

2008). 

 

�+�H�Q�J�V�W�H�U�P�D�Q�Q���L���0�•�O�O�H�U�����������������V�X���S�R�N�D�]�D�O�L���G�D��dim cigareta inducira ER stresni odgovor u SA 

3T3 fibroblast�L�P�D���P�L�ã�D���S�U�Y�H�Q�V�W�Y�H�Q�R��putem aktivacije PERK ogranka UPR-a�����ã�W�R���V�X���G�R�N�D�]�D�O�L��

�S�R�Y�H�ü�D�Q�R�P���U�D�]�L�Q�R�P���I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�Q�H���3�(�5�.���L���I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�Q�R�J��eIF2�. te inhibicijom sinteze proteina 

i aktivacijom ATF4. �6�O�L�þ�Q�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H���Q�D��normalnim bronhijalnim NHBE i alveolarnim A549 

epitelnim stanicama �L�]�O�R�å�H�Q�L�Pa dimu cigareta prikazali su Jorgensen i suradnici (2008), uz 

dodatnu aktivaciju ATF6 signalnog puta. 
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�,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H �Q�D���X�]�R�U�F�L�P�D���S�O�X�ü�Q�R�J���W�N�L�Y�D���S�X�ã�D�þ�D�����E�L�Y�ã�L�K���S�X�ã�D�þ�D���L���Q�H�S�X�ã�D�þ�D�����.�H�O�V�H�Q���L���V�X�U��������������) 

pokazalo �M�H���S�R�M�D�þ�D�Q�L���8�3�5���R�G�J�R�Y�R�U���X���S�O�X�ü�L�P�D���S�X�ã�D�þ�D�����G�R�N���M�H���L�V�W�L���R�G�J�R�Y�R�U���N�R�G���E�L�Y�ã�L�K���S�X�ã�D�þ�D��

�S�R�� �M�D�þ�L�Q�L�� �E�L�R�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�X�ã�D�þ�D�� �L�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�D�����X�N�D�]�X�M�X�ü�L �G�D�� �M�H�� �8�3�5�� �L�]�D�]�Y�D�Q�� �S�X�ã�D�Q�M�H�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D��

�E�D�U�H�P���G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R���U�H�Y�H�U�]�L�E�L�O�D�Q�� 

 

�3�R�Y�H�ü�D�Q�L�� �(�5�� �V�W�U�H�V�� �]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�� �M�H�� �L�� �Q�D�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �S�O�X�ü�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �W�H�ã�N�R�P�� �.�2�3B. 

Pretpostavka je da bi se inhibicija ER stresa, primjerice salubrinalom, mogla koristiti u 

terapijske svrhe kako bi se ponovno uspostavila homeostaza proteina �L�� �X�P�D�Q�M�L�O�D�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D��

�S�O�X�ü�D���L�]�D�]�Y�D�Q�D���G�L�P�R�P���F�L�J�D�U�H�W�D (Min i sur., 2011). 

 

1.3.2. Ubikvitin -proteasomalni sustav 

Ubikvitin-proteasomalni sustav je glavni sustav razgradnje �N�U�L�Y�R�� �V�P�R�W�D�Q�L�K�� �L�O�L�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K��

proteina u stanici (pregledno opisan u literaturi: Hershko & Ciechanover, 1998; Sherman i 

Goldberg, 2001; Glickman i Ciechanover, 2002; Ciechanover, 2005; Shang i Taylor, 2011). 

Na v�H�ü�L�Qu protein�D�� �S�U�H�G�R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K�� �]�D�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�X�� �S�X�W�H�P proteasoma najprije se kovalentno 

�Y�H�å�X molekule ubikvitina. U�E�L�N�Y�L�W�L�Q�� �M�H�� �S�R�O�L�S�H�S�W�L�G�� �J�U�D�ÿ�H�Q�� �R�G�� ������ �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H��~8,5 

kDa, a �V�O�X�å�L�� �]�D�� �R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�R�M�H�� �M�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �U�D�]�J�U�D�G�L�W�L�� �S�X�W�H�P�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D. Ovaj 

proces zahtijeva najmanje tri enzima: ubikvitin-�D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�ü�L�� �H�Q�]�L�P�� ���(�������� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q-

�N�R�Q�M�X�J�L�U�D�M�X�üe enzime (E2) i ubikvitin-proteinske ligaze (E3) (slika 1.4.). Najprije ubikvitin-

�D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�ü�L�� �H�Q�]�L�P�� ���(���� aktivira glicin na C-kraju ubikvitina stvaranjem visoko energijske 

tioesterske veze s cisteinskim �E�R�þ�Q�L�P ogrankom E1. Ubikvitin-�N�R�Q�M�X�J�L�U�D�M�X�ü�L�� �H�Q�]�L�P�L�� ���(������

prenose aktivira�Q�L�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q���� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �S�X�W�H�P�� �W�L�Resterskog �P�H�ÿ�X�S�U�R�G�X�N�W�D, do supstrata 

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�� �Y�H�]�D�Q�L�K�� �Q�D�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q-proteinske �O�L�J�D�]�H�� ���(�������� �.�R�Q�D�þ�Q�R���� �(���� �N�D�W�D�O�L�]�L�U�D�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H��

pseudo-�S�H�S�W�L�G�Q�H�� �Y�H�]�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �N�D�U�E�R�N�V�L�O�Q�H�� �V�N�X�S�L�Q�H��na C-kraju ubikvitina i �0-amino skupine 

�O�L�]�L�Q�V�N�R�J�� �E�R�þ�Q�R�J�� �R�J�U�D�Q�N�D��ciljnog proteina. Na ciljnom proteinu �Q�D�M�P�D�Q�M�H�� �þ�H�W�L�U�L�� �P�R�O�H�N�X�O�H��

ubikvitina moraju biti vezane u lancu da bi ga 26S proteasom prepoznao kao supstrat za 

razgradnju�����'�R�G�D�W�Q�H���P�R�O�H�N�X�O�H���X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�D���G�R�G�D�M�X���V�H���Q�D���O�L�]�L�Q�V�N�L���E�R�þ�Q�L���R�J�U�D�Q�D�N�����/ys 48) ili N-

kraj prethodno konjugirane molekule ubikvitina. 
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Slika 1.4. Ubikvitin-proteasomalni sustav. 

 

1.3.2.1. Razgradnja proteina putem proteasoma 

�����6���S�U�R�W�H�D�V�R�P���M�H���Y�H�O�L�N�D���S�U�R�W�H�D�]�D���V���Q�H�N�R�O�L�N�R���N�D�W�D�O�L�W�L�þkih mjesta sastavljena od 20S centralne 

jedinice���� �N�R�M�D�� �Q�R�V�L�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���� �L�� �G�Y�L�M�H�� �U�H�J�X�O�Dcijske 19S jedinice (slika 1.4.). 20S 

�F�H�Q�W�U�D�O�Q�D�� �M�H�G�L�Q�L�F�D�� �L�P�D�� �R�E�O�L�N�� �E�D�þ�Y�H���� �D�� �V�D�V�W�D�Y�O�M�H�Q�D�� �M�H�� �R�G�� �G�Y�D�� �L�G�H�Q�W�L�þ�Q�D�� �Y�D�Q�M�V�N�D�� �K�H�S�W�D�P�H�U�Q�D���.-

�S�U�V�W�H�Q�D�� �L�� �G�Y�D�� �L�G�H�Q�W�L�þ�Q�D�� �X�Q�X�W�D�U�Q�M�D���K�H�S�W�D�P�H�U�Q�D����-prstena. �. �S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�H�� �þ�L�Q�H�� �
�
�Yrata'' za ulazak 

�S�U�R�W�H�L�Q�D�����G�R�N���V�X���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�D���P�M�H�V�W�D���V�P�M�H�ã�W�H�Q�D���X���V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�P���G�L�M�H�O�X���Q�D����1 (kaspazna aktivnost), 

��2 (tripsinska aktivnost) i ��5 (kimotripsinska aktivnost) podjedinicama. 19S regulacijske 

�M�H�G�L�Q�L�F�H���Y�H�å�X���V�H���Q�D���M�H�G�D�Q���L�O�L���R�E�D���N�U�D�M�D�������6���M�H�G�L�Q�L�F�H�����D �V�D�G�U�å�H���$�7�3�D�]�H�����5�S�W��-Rpt6). Interakcija 

�L�]�P�H�ÿ�X�� �����6�� �U�H�J�X�O�Dcijske jedinice i 20S centralne jedinice ovisi o hidrolizi ATP-a �ã�W�R��

�R�P�R�J�X�ü�D�Y�D���X�O�D�]ak �V�X�S�V�W�U�D�W�D���X���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�X���M�H�G�L�Q�L�F�X���� �2�V�L�P���W�R�J�D���� �K�L�G�U�R�O�L�]�D�� �$�7�3-a je potrebna i 

za razmatanje proteina i uklanjanje mo�O�H�N�X�O�D���X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�D���� �����6���S�U�R�W�H�D�V�R�P���U�D�]�J�U�D�ÿ�X�M�H���V�X�S�V�W�U�D�W�H��

na male peptide (3 - ������ �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H���� �X�]�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�D �N�R�M�L�� �V�H�� �P�R�å�H�� �S�R�Q�R�Y�Q�R��

koristiti���� �9�H�ü�L�Q�D�� �S�H�S�W�L�G�Q�L�K�� �S�U�R�G�X�N�D�W�D�� �Q�D�V�W�D�O�L�K�� �S�X�W�H�P�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�� �V�H�� �E�U�]�R�� �K�L�G�U�R�O�L�]�L�U�D�� �X��

�D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H���S�X�W�H�P���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��proteaza i aminopeptidaza (Orlowski i Wilk, 2000; Sherman i 

Goldberg, 2001; Glickman i Ciechanover, 2002; Friguet, 2006; Poppek i Grune, 2006; Shang 

i Taylor, 2011������ �1�D�V�W�D�O�H�� �V�O�R�E�R�G�Q�H�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�� �V�H�� �Q�H�� �P�R�J�X�� �S�R�K�U�D�Q�L�W�L���� �Y�H�ü�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�H�� �]�D��

sintezu proteina il�L�� �]�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�H�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H�� �S�R�W�U�H�E�H�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �S�R�G�� �X�W�M�H�F�D�M�H�P�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�R�J��

stresa (Grune i sur., 1997). 
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1.3.2.2. Ubikvitin -proteasomalni sustav i KOPB 

Uloga ubikvitin-proteasomalnog sustava u KOPB-u �V�O�D�E�R�� �M�H�� �L�V�W�U�D�å�H�Q�D����Pokazano je da se 

�D�W�U�R�I�L�M�D�� �P�L�ã�L�ü�D�� �G�L�M�D�I�U�Dgme u bolesnika s KOPB-�R�P�� �P�R�å�H �S�R�Y�H�]�D�W�L�� �V�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�P�� �U�D�]�L�Q�R�P��

ubikvitin-proteinskih konjugata (Ottenheijm i sur., 2005) �W�H���S�R�Y�H�ü�D�Q�R�P���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���S�U�R�W�H�D�V�R�P�D��

i ekspresijom ubikvitinske ligaze (Ottenheijm i sur., 2006). Nadalje, Malhotra i suradnici 

(2009) su na �P�L�ã�M�H�P�� �P�R�G�H�O�X�� �H�P�I�L�]�H�P�D�� �S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D kao 

adaptacijski odgovor na stres izazvan dimom cigareta���� �0�H�ÿ�X�W�L�P����u istom �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X na 

�S�O�X�ü�L�P�D�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-om �Q�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H smanjena ekspresija podjedinica proteasoma i 

smanjenje ukupne aktivnosti proteasoma. �8�Q�D�W�R�þ�� �R�Y�L�P�� �S�U�R�W�X�U�M�H�þ�Q�L�P�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D���� �P�R�å�H�P�R��

�S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�L�W�L�� �G�D�� �G�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�� �X�� �S�O�X�ü�L�P�D�� �L�� �W�D�N�R�� �S�U�L�G�R�Q�R�V�L 

�Q�H�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�M�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�L�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �Y�L�G�O�M�L�Y�L�K�� �X�� �R�E�O�L�N�X�� �Q�D�N�X�S�O�M�H�Q�L�K�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�L�U�D�Q�L�K��

proteina u �X�]�R�U�F�L�P�D�� �S�O�X�ü�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �H�P�I�L�]�H�P�R�P�� ���0�L�Q�� �L�� �V�X�U������ �������������� �W�H razvoju 

KOPB-a. 

 

1.3.3. P�U�R�W�H�L�Q�L���W�R�S�O�L�Q�V�N�R�J���ã�R�N�D (HSP) 

P�U�R�W�H�L�Q�L���W�R�S�O�L�Q�V�N�R�J���ã�R�N�D (eng. heat shock proteins, HSP) ili stresni proteini (pregledno opisani 

u literaturi: Sharp i sur., 1999; S�U�L�Y�D�V�W�D�Y�D�����������������%�D�U�L�ã�L�ü����������������McConnell i McAlpine, 2013) 

�V�X�� �H�Y�R�O�X�F�L�M�V�N�L�� �Y�L�V�R�N�R�� �R�þ�X�Y�D�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �N�R�M�H�� �Q�D�O�D�]�Lmo u svim bakterijama, kvascima te 

stanicama biljaka i sisavaca. �6�W�Y�D�U�D�M�X���V�H���X���Y�H�ü�L�P���N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D���S�R�G���X�W�M�H�F�D�M�H�P���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���V�W�U�H�V�Q�L�K��

stanja, poput to�S�O�L�Q�H�����N�H�P�L�N�D�O�L�M�D�����W�H�ã�N�L�K���P�H�W�D�O�D, oksidansa, ishemije i drugih. �+�6�3���ã�W�L�W�H���V�W�D�Q�L�F�X��

�R�G�� �N�U�L�Y�R�� �V�P�R�W�D�Q�L�K�� �L�� �D�J�U�H�J�L�U�D�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �W�D�N�R�� �ã�W�R�� �V�O�X�å�H�� �N�D�R���ã�D�S�H�U�R�Qi���� �2�Q�L�� �S�R�P�D�å�X��

novosintetiziranim polipeptidnim lancima �G�D�� �V�H�� �V�P�R�W�D�M�X�� �X�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �R�E�O�L�N�� �S�U�R�W�H�L�Q�D����

razmata�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�H�� �N�R�M�L�� �V�X�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�L �L�� �S�R�P�D�å�X�� �L�P�� �G�D�� �S�R�Y�U�D�W�H�� �V�Y�R�M�X�� �V�W�U�X�N�W�X�U�X�� �L�� �I�X�Q�N�F�L�M�X, 

usmjeravaju �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�H �G�R�� �N�R�Q�D�þ�Q�R�J�� �R�G�U�H�G�L�ã�W�D�� �L�� �þ�X�Y�D�M�X�� �L�K�� �R�G�� �G�H�Q�D�W�X�U�D�F�L�M�H��koju mogu 

�X�]�U�R�N�R�Y�D�W�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�L���V�W�U�H�V�Q�L���S�R�W�L�F�D�M�L. 

 

1.3.3.1. Biokemijska uloga HSP 

Postoji nekolik�R�� �R�E�L�W�H�O�M�L�� �+�6�3�� �N�R�M�H�� �V�X�� �N�O�D�V�L�I�L�F�L�U�D�Q�H�� �S�U�H�P�D�� �Q�M�L�K�R�Y�L�P�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�L�P�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�L�P��

masama: mali HSP, HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 i HSP100 (pregledno opisane u literaturi: 

�6�K�D�U�S���L���V�X�U�������������������6�U�L�Y�D�V�W�D�Y�D�����������������%�D�U�L�ã�L�ü����������������McConnell i McAlpine, 2013). 

 

Mali HSP, relativne �P�R�O�H�N�X�O�V�N�H���P�D�V�H���L�]�P�H�ÿ�X�����������N�'�D���]�D���X�E�L�N�Y�L�W�L�Q i 20 - 30 kDa za HSP20, 

HSP25 i HSP27, zajedno s �.-kristalinima �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�� �V�X�� �X�� �U�D�]�J�Uadnju proteina putem 

proteasoma, �V�O�X�å�H�� �N�D�R�� �N�R�I�D�N�W�R�U�L�� �]�D�� �R�V�W�D�O�H�� �+�6�3���� �U�H�J�X�O�L�U�D�M�X�� �V�W�U�X�N�W�X�U�X�� �F�L�W�R�V�N�H�O�H�W�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �W�H��
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redoks stanje stanice i programiranu smrt stanice. �+�6�3�������M�H���ã�D�S�H�U�R�Q���]�D���S�U�R�W�H�L�Q�H���F�L�W�R�V�N�H�O�H�W�D���L��

�ã�W�L�W�L�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �R�G�� �D�S�R�S�W�R�]�H�� �L�� �Q�H�N�U�R�]�H. Kada je oligomeriziran, �V�S�U�H�þ�D�Y�D�� �D�J�U�H�J�D�F�L�M�X�� �U�D�]�P�R�W�D�Q�L�K��

proteina nakupljenih u stanici���� �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �Q�H�� �W�U�R�ã�L�� �$�7�3���� �6�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �V�W�U�H�V�� �L�Q�G�X�F�L�Ua ekspresiju 

HSP27. 

 

HSP32, poznat i kao hem-oksigenaza 1 (HO-1), metabolizira hem do �E�L�O�L�Y�H�U�G�L�Q�D���� �å�H�O�M�H�]�D��

(Fe3+���� �L�� �X�J�O�M�L�þ�Q�R�J�� �P�R�Q�R�N�V�L�G�D. Gen koji kodira hem-oksigenazu 2 (HO-2) eksprimiran je 

konstitutivno, dok je HO-1 inducibilan enzim �N�R�M�L�� �V�H�� �S�R�M�D�þ�D�Q�R�� �V�Lntetizira kao odgovor na 

toplinu i oksidacijski stres. HO-1 i HO-���� �U�H�J�X�O�L�U�D�M�X�� �S�U�R�P�H�W�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�H�� �K�H�P����

�P�H�W�D�E�R�O�L�]�D�P�� �å�H�O�M�H�]�D�� �L�� �R�V�N�L�G�Dcijski stres. Oni potiskuju oksidacijski stres putem bilirubina 

(krajnjeg produkta metabolizma hema)���� �D�� �S�X�W�H�P�� �X�J�O�M�L�þ�Q�R�J�� �P�R�Q�R�N�V�L�G�D�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �H�Q�G�R�W�H�O��

kapilara (Maestrelli i sur., 2003). 

 

HSP40 dostavlja novosintetizirane ili razmotane polipeptidne �O�D�Q�F�H���G�R���+�6�3�������N�R�M�L���L�P���S�R�P�D�å�H��

�G�D�� �V�H�� �S�U�D�Y�L�O�Q�R�� �V�P�R�W�D�M�X���� �W�H�� �L�K�� �R�W�S�X�ã�W�D uz hidrolizu ATP-a koju stimulira HSP40. HSP47 je 

�S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q��u ER-u, a djeluje kao �ã�D�S�H�U�R�Q za kolagen. 

 

HSP60 je lokaliziran u mitohondriju, a sudjeluje u smatanju monomernih proteina i sklapanju 

oligomernih kompleksa. Stoga se HSP60 �Q�D�]�L�Y�D�� �M�R�ã�� �L�� �
�
�V�P�D�W�D�M�X�ü�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�
�
�� ���H�Q�J����foldase). 

Novosintetizirani polipeptidni l�D�Q�F�L���S�R�G�O�R�å�Q�L���V�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���V�L�O�D�P�D���N�R�M�H���L�P���S�R�P�D�å�X���G�D���S�R�S�U�L�P�H��

pravilnu konformaciju. Hidrofobne aminokiseline odbijaju vodu i �S�R�N�X�ã�D�Y�D�M�X�� �V�H�� �V�P�M�H�V�W�L�W�L��

�X�Q�X�W�D�U���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H�����G�R�N���V�H���K�L�G�U�R�I�L�O�Q�H���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H���Q�D�V�W�R�M�H���V�P�M�H�V�W�L�W�L���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L�����7�D�M��

princip nije uvijek dovoljan �G�D���S�U�R�W�H�L�Q�L���S�R�S�U�L�P�H���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�X konformaciju, te im u smatanju 

�S�R�P�D�å�H���+�6�3����. 

 

�*�O�D�Y�Q�L�� �ã�D�S�H�U�R�Q u citosolu stanice je HSC70 (HSC73), koji je konstitutivni oblik HSP70 

�H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q���X���Q�R�U�P�D�O�Q�L�P���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D�����+�6�&�������V�H���Y�H�å�H���Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�H��tijekom sinteze na 

ribosomima �L���S�R�P�D�å�H���L�P���G�D���V�H���V�P�R�W�D�M�X���X���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�üu konformaciju�����'�U�X�J�L���Y�D�å�D�Q���S�U�R�W�H�L�Q���L�]��

obitelji HSP70 je inducibilni HSP70 (HSP72), �þ�L�M�D�� �Dktivacija sinteze je regulirana na 

transkripcijskoj razini. �2�S�ü�H�Q�L�W�R��u stresnim uvjetima kod kojih dolazi do nakupljanja 

denaturiranih proteina dolazi do vezanja takvih proteina na HSP proteine, �þ�L�P�H se HSP 

proteini odvajaju od trankripcijskih faktora �W�R�S�O�L�Q�V�N�R�J�� �ã�R�N�D (eng. heat shock trancription 

factors, HSF). To dovodi do fosforilacije HSF i stvaranja trimera �N�R�M�L�� �V�H�� �S�U�H�P�M�H�ã�W�D�M�X�� �G�R��

jezgre, �Y�H�å�X�� �Q�D��elemente �W�R�S�O�L�Q�V�N�R�J�� �ã�R�N�D��(eng. heat shock elements, HSE) koji se nalaze u 
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promotroskoj regiji HSP �J�H�Q�D�� �L�� �S�R�W�L�þ�X�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�X HSP proteina (Kim i Yenari, 2013). U 

takvim uvjetima sintetizirani HSP72 �V�H���Y�H�å�H���Q�D denaturirane �S�U�R�W�H�L�Q�H���L���S�R�P�D�å�H���L�P���G�D���S�R�Y�U�D�W�H��

tercijarnu strukturu i aktivnost procesom koji zahtijeva hidrolizu ATP-a. Proteini iz obitelji 

�+�6�3�������L�P�D�M�X���G�Y�L�M�H���Y�D�å�Q�H���G�R�P�H�Q�H�����Y�H�]�Q�R mjesto za ATP i vezno mjesto za supstrate. Vezno 

�P�M�H�V�W�R�� �]�D�� �$�7�3�� �L�P�D�� �$�7�3�D�]�Q�L�� �G�å�H�S�� �Q�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �Y�H�å�H�� �+�6�3������ �L�� �U�H�J�X�O�L�U�D�� �Q�M�H�J�R�Y�X�� �$�7�3�D�]�Q�X��

�D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�����G�R�N���Y�H�]�Q�R���P�M�H�V�W�R���]�D���V�X�S�V�W�U�D�W�H���V�D�G�U�å�L���(�(�9�'���P�R�W�L�Y���R�G�J�R�Y�R�U�D�Q���]�D���Y�H�]�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���L��

�Q�M�L�K�R�Y�R���V�P�D�W�D�Q�M�H�����.�D�N�R���P�R�J�X���Y�H�]�D�W�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���S�U�R�W�H�L�Q�H�����+�6�3�������V�O�X�å�H���N�D�R���ã�D�S�H�U�R�Q�L���X���P�Q�R�J�L�P��

�R�V�Q�R�Y�Q�L�P���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P���S�U�R�F�H�V�L�P�D�����N�D�R���ã�W�R���V�X���V�P�D�W�D�Q�M�H���Q�R�Y�R�V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�Q�L�K��polipeptidnih lanaca u 

�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�X konformaciju �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �V�N�O�D�S�D�Q�M�H�� �R�O�L�J�R�P�H�U�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �L�� �þ�X�Y�D�Q�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �R�G��

denaturacije �N�R�M�X���P�R�J�X�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�W�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�L���V�W�U�H�V�Q�L���S�R�W�L�F�D�M�L. �3�U�R�W�H�L�Q�H���N�R�M�L���V�X���R�ã�W�H�ü�Hni tako da 

se ne mogu popraviti HSP72 usmjerava na razgradnju putem ubikvitin-proteasomalnog 

sustava (Samali i Orrenius, 1998). �-�R�ã��neki od �þ�O�D�Qova obitelji HSP70 su GRP78 ili BiP, 

lokaliziran unutar lumena ER-a �J�G�M�H�� �V�O�X�å�L�� �N�D�R�� �ã�D�S�H�U�R�Q te mitohondrijski HSP70 (GRP75 ili 

mito-BiP). 

 

HSP90 je lociran u citosolu, membrani i jezgri stanice. Djeluje kao �ã�D�S�H�U�R�Q koji regulira 

�V�W�U�X�N�W�X�U�X���L���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���S�U�R�W�H�L�Q�D���X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K���X���S�U�L�M�H�Q�R�V���V�L�J�Q�D�O�D�� HSP90 preuzima smotane proteine 

�R�G�� �G�U�X�J�L�K�� �ã�D�S�H�U�R�Q�D���� �W�H�� �L�P�� �S�R�P�D�å�H�� �G�D��se �V�O�R�å�H�� �X�� �Y�H�ü�H proteinske strukture, poput proteina 

�J�U�D�ÿ�H�Q�L�K�� �R�G�� �Y�L�ã�H�� �S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�D. �8�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D�� �Q�D�O�D�]�L�� �V�H�� �X��kompleksu s HSF, p53, 

steroidnim receptorima i �M�R�ã��nekim signalnim molekulama, dok se u prisustvu razmotanih 

proteina odvaja od HSF i �S�R�P�D�å�H���L�P���Ga povrate strukturu i aktivnost. 

 

HSP100 je konstitutivno eksprimiran u niskoj razini u citoplazmi, jezgri i jezgricama stanice. 

�3�R�G���X�W�M�H�F�D�M�H�P���W�R�S�O�L�Q�V�N�R�J���ã�R�N�D���� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D���V�H��njegova razina u jezgricama. HSP100 se naziva 

�M�R�ã���L���
�
�U�D�]�P�D�W�D�M�X�ü�L���S�U�R�W�H�L�Q�
�
�����H�Q�J����unfoldase). On zaje�G�Q�R���V���+�6�3�������U�D�]�P�D�W�D���R�ã�W�H�ü�H�Q�H���S�U�R�W�H�L�Q�H���L�O�L 

�Q�H�å�H�O�M�H�Q�H���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�H���D�J�U�H�J�D�W�H. 

 

�8�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �V�W�U�H�V�Q�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D u kojima dolazi do denaturacije proteina �S�R�Y�H�ü�Dva se sinteza 

HSP kako bi se �R�P�R�J�X�ü�L�O�R�� �Qormalno funkcioniranje stanice. Ukoliko �ã�D�S�H�U�R�Q�L ne uspiju 

denaturiranim proteinima povratiti njihovu strukturu i funkciju, proteini se usmjeravaju na 

razgradnju putem ubikvitin-proteasomalnog sustava (Meiners i Eickelberg, 2012), a ako ova 

�G�Y�D�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �]�D�M�H�G�Q�R�� �Q�H�� �X�V�S�L�M�X�� �X�N�O�R�Q�L�W�L�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�H���� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �J�X�E�L�W�N�D�� �Q�R�Umalnih 

�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���I�X�Q�N�F�L�M�D�����ã�W�R���P�R�å�H���L�]�D�]�Y�D�W�L���V�P�U�W���V�W�D�Q�L�F�H����Sherman i Goldberg, 2001). 
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1.3.3.2. HSP i KOPB 

�,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���S�U�R�P�M�H�Q�D���X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�L���+�6�3���X���E�R�O�H�V�Q�L�N�D���V���.�2�3�%-�R�P���L���S�X�ã�D�þ�D u odnosu na zdrave 

�R�V�R�E�H�� �L�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�H �G�D�O�D�� �V�X�� �S�U�R�W�X�U�M�H�þ�Q�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H���� �3�U�L�P�M�H�U�L�F�H����Maestrelli i suradnici (2001) su 

�S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �+�2-1 i HO-2 u alveolama �N�U�R�Q�L�þ�Q�L�K�� �S�X�ã�D�þ�D�� �X�� �X�V�S�R�U�H�G�E�L�� �V��

�Q�H�S�X�ã�D�þ�L�P�D�����D�O�L���Q�L�V�X���X�R�þ�L�O�L �U�D�]�O�L�N�H���L�]�P�H�ÿ�X���]�G�U�D�Y�L�K���S�X�ã�D�þ�D���L���S�X�ã�D�þ�D���V���E�O�D�J�R�P���.�2�3�%�����0�H�ÿ�X�W�L�P����

�Q�D�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �S�O�X�ü�D�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �W�H�ã�N�R�P�� �.�2�3�%���Q�D�ÿ�H�Q�D je smanjena ekspresija HO-1 u 

�D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�P�� �P�D�N�U�R�I�D�J�L�P�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �]�G�U�D�Y�H�� �S�X�ã�D�þ�H�� ���0�D�H�V�W�U�H�O�O�L��i sur., 2003). Smanjena 

ekspresija HSP70 i HSP27 �Q�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �X�� �O�H�X�N�R�F�L�W�L�P�D�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-�R�P�� ���S�X�ã�D�þ�D�� �L�� �E�L�Y�ã�L�K��

�S�X�ã�D�þ�D�����X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�S�X�ã�D�þ�H���V���.�2�3�%-om, ali i u zdrav�L�K���S�X�ã�D�þ�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���E�L�Y�ã�H���S�X�ã�D�þ�H���L��

�Q�H�S�X�ã�D�þ�H�� ���5�X�P�R�U�D�� �L�� �V�X�U������2008b), dok su Hacker i suradnici (2009) opisali �S�R�Y�H�ü�D�Q�X�� �U�D�]�L�Q�X��

HSP27, HSP70 i HSP90 u serumu bolesnika s KOPB-om. �0�R�J�X�ü�H���M�H���G�D���N�U�R�Q�L�þ�Q�D���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W 

dimu cigareta dovodi do iscrpljenja ovog obra�P�E�H�Q�R�J�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�D�� �ã�W�R�� �E�L�� �P�R�J�O�R�� �S�U�L�G�R�Q�L�M�H�W�L��

razvoju KOPB-a. 

 

1.3.4. Proteinske kinaze aktivirane mitogenima (MAPK)  

Stanice prepoznaju i odgovaraju na iz�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �S�R�G�U�D�å�D�M�H�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�M�H�P�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K��

�X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �S�X�W�R�Y�D���� �S�R�S�X�W�� �V�L�J�Q�D�O�Q�H�� �N�D�V�N�D�G�H�� �N�R�M�D�� �Y�R�G�L�� �G�R aktivacije proteinskih kinaza 

aktiviranih mitogenima (eng. mitogen-activated protein kinases, MAPK) (pregledno opisane u 

literaturi: Roux i Blenis, 2004; Adcock i sur., 2006; Mercer i D'Armiento, 2006; Rumora i 

�ä�D�Q�L�ü���*�U�X�E�L�ã�L�ü��������������. MAPK signalni putovi �U�H�J�X�O�L�U�D�M�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�����N�D�R���ã�W�R��

�V�X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �J�H�Q�D���� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�D���� �P�H�W�D�E�R�O�L�]�D�P���� �S�R�N�U�H�W�O�M�L�Y�R�V�W���� �S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�H���� �D�S�R�S�W�R�]�D�� �L��

�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�D�����'�R���V�D�G�D���M�H���N�R�G���V�L�V�D�Y�D�F�D���R�S�L�V�D�Q�R���S�H�W���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���V�N�X�S�L�Q�D���0�$�3�.�� 

�x kinaze regulirane iz�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P signalima (eng. extracellular signal-regulated 

kinases, ERK) 1 i 2 (ERK1/2), 

�x kinaze koje fosforiliraju N-kraj c-Jun-a (eng. c-Jun N-terminal kinases, JNK) 1, 2 i 3, 

�x p38 kinaze (izoforme �.��������������i �/), 

�x ERK 3 i 4, 

�x ERK5, 

�D�O�L�� �V�X�� �N�R�G�� �N�U�D�O�M�H�å�Q�M�D�N�D�� �Q�D�M�E�R�O�M�H�� �S�U�R�X�þ�H�Q�H�� �(�5K1/2, JNK i p38 kinaze. �2�S�ü�H�Q�L�W�R���� �(�5�.��/2 se 

aktiviraju putem faktora �U�D�V�W�D�� �L�� �S�R�Y�H�]�X�M�X�� �V�� �S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�H�P�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�R�P�� �L��

�G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�R�P�����G�R�N���V�H���-�1�.���L���S�������N�L�Q�D�]�H���D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X���N�D�R���R�G�J�R�Y�R�U���Q�D���V�W�U�H�V�Q�H���S�R�G�U�D�å�D�M�H�����S�R�S�X�W��

�R�V�P�R�W�V�N�R�J���ã�R�N�D�����L�R�Q�L�]�L�U�D�Q�R�J���]�U�D�þ�Hnja, oksidansa i stimulacije citokinima, te induciraju upalu i 

apoptozu. 
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Svaka obitelj ovih kinaza sastoji se od tri kinaze koje djeluju u slijedu jedna za drugom: 

MAPK, kinaza MAPK (eng. MAPK kinase, MAPKK) i kinaza kinaze MAPKK (eng. MAPK 

kinase kinase, MAPKKK) (slika 1.5.). MAPKKK su serin/treoninske kinaze koje se aktiviraju 

�I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�R�P�� �L�� ���� �L�O�L�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�R�P�� �V�� �P�D�O�L�P�� �S�U�R�W�H�L�Q�R�P�� �N�R�M�L�� �Y�H�å�H�� �*�7�3�� �L�]�� �R�E�L�W�H�O�M�L�� �5�D�V���5�K�R�� �N�D�R��

odgovor na iz�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�H���S�R�G�U�D�å�D�M�H�����$�N�W�L�Y�D�F�L�M�D���0�$�3�.�.�.���I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D���L���D�N�W�L�Y�L�U�D���0�$�3�.�.�����N�R�M�D��

onda aktivira MAPK �G�Y�R�V�W�U�X�N�R�P�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�R�P�� �Q�D�� �E�R�þ�Q�L�P�� �R�J�U�D�Q�F�L�P�D�� �W�U�H�R�Q�L�Q�D�� �L�� �W�L�U�R�]�L�Q�D��

(Thr-X-�7�\�U���� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�L�K�� �X�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�V�N�R�M�� �S�H�W�O�M�L�� �S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�H�� �9�,�,�,�� �N�L�Q�D�]�H���� �$�N�W�L�Y�L�U�D�Q�D�� �0�$�3�.��

fosforilira ciljne supstrate na serinskim i treoninskim ograncima iza kojih slijedi prolin 

(Ser/Thr-Pr�R������ �0�$�3�.�� �I�R�V�R�I�R�U�L�O�L�U�D�M�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �I�R�V�I�R�O�L�S�D�]�H���� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�H��faktore, proteine 

citoskeleta te nekoliko proteinskih kinaza koje se aktiviraju putem MAPK (eng. MAPK-

activated protein kinases���� �0�.������ �0�.�� �R�E�L�W�H�O�M�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �U�L�E�R�V�R�P�D�O�Q�H�� �6���� �N�L�Q�D�]�H�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �a������

kDa (eng. ~90-kDa ribosomal S6 kinases, RSK), mitogenima i stresom aktivirane kinaze 

(eng. mitogen- and stress-activated kinases, MSK) te kinaze koje ulaze u interakciju s MAPK 

(eng. MAPK-interacting kinases���� �0�1�.������ �2�S�ü�H�Q�L�W�R���� �0�$�3�.�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�V�N�D�� �N�D�V�N�D�G�D�� �S�U�H�Q�Rsi i 

amplificira iz�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �V�L�J�Q�D�O�H�� �N�U�R�]�� �F�L�W�R�S�O�D�]�P�X�� �G�R�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L�K��faktora u jezgri koji 

�S�R�W�L�þ�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X���F�L�O�M�Q�L�K���J�H�Q�D. 

 

  �S�R�G�U�D�å�D�M 

  �; 

MAPKKK  

�; 

MAPKK  

�; 

MAPK  

  �; 

  supstrat 

Slika 1.5. Signalna kaskada aktivacije MAPK. 

 

1.3.4.1. ERK signalni put 

E�5�.���� ���S�������� �L�� �(�5�.���� ���S�������� �V�X���H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�H���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D���X���V�Y�L�P���W�N�L�Y�L�P�D���� �D���S�U�H�P�D��

aminokiselinskom sastavu se podudaraju u 83 % slijeda. U stanicama u mirovanju su 

raspodijeljene unutar cijele stanice, dok se u stimuliranim stanicama ERK1/2 akumuliraju u 

�M�H�]�J�U�L���� �(�5�.�������� �V�L�J�Q�D�O�Q�L�� �S�X�W�� �M�H�� �N�O�M�X�þ�Q�L�� �U�H�J�X�O�D�W�R�U�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�H���� �(�5�.���� �L�� �(�5�.���� �V�H��
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aktiviraju faktorima rasta, serumom i forbolnim �H�V�W�H�U�L�P�D�����5�H�F�H�S�W�R�U�L���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���V�W�D�Q�L�F�H�����S�R�S�X�W��

tirozin-kinaznih receptora (RTK) i receptora povezanih s G-proteinima���� �S�U�H�Q�R�V�H���D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�ü�H��

�V�L�J�Q�D�O�H�� �S�X�W�H�P�� �5�D�V�� ���P�D�O�R�J�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�R�M�L�� �Y�H�å�H�� �*�7�3������ �$�N�W�L�Y�Q�L�� �5�D�V�� �X�O�D�]�L�� �X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X�� �V�� �5�D�I��

���0�$�3�.�.�.���� �L�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �J�D���� �$�N�W�L�Y�L�U�D�Q�L�� �5�D�I�� �Y�H�å�H�� �V�H na �L�� �I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�� �G�Y�R�M�Q�R�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �N�L�Q�D�]�H��

MEK1 i MEK2 (MAPKK), koje dalje fosforiliraju ERK1/2 unutar motiva Thr-Glu-Tyr u 

aktivacijskoj petlji. Amplifikacija unutar signalne kaskade je tolika da je aktivacija oko 5 % 

Ras molekula dovoljna za potpunu aktivaciju ERK1/2. Aktivirane ERK1/2 fosforiliraju brojne 

�V�X�S�V�W�U�D�W�H���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�V�N�H�� �Sroteine (CD120a, Syk i kalneksin), supstrate u 

jezgri (SRC-1, Pax6, NF-AT, Elk-1, MEF2, c-Fos, c-Myc, STAT-3, Sp-1, Ets, AP-1), 

proteine citoskeleta (neurofilamente i paksilin) �W�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���0�.���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�H���N�L�Q�D�]�H�����V�O�L�N�D������6.). 

 

 

Slika 1.6. Pojednostavljena shema aktivacije MAPK signalnih putova. 

 

1.3.4.2. JNK signalni put 

Obitelj JNK, poznata i kao proteinske kinaze aktivirane stresom (eng. stress-activated protein 

kinases, �6�$�3�.�������R�E�X�K�Y�D�ü�D���L�]�R�I�R�U�P�H���-�1�.�������-�1�.�����L���-�1�.�������6�$�3�.�������6�$�3�.�.���L���6�$�3�.�������N�R�M�H���V�X��

kodirane ra�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �J�H�Q�L�P�D���� �-�1�.���� �L�� �-�1�.���� �V�X�� �ã�L�U�R�N�R�� �H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�H���� �G�R�N�� �M�H�� �-�1�.���� �X�J�O�D�Y�Q�R�P��
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�S�U�L�V�X�W�Q�D���X���å�L�Y�þ�D�Q�R�P���W�N�L�Y�X�����1�D�N�R�Q���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H���-�1�.���V�H���S�U�H�P�M�H�ã�W�D�M�X���L�]���F�L�W�R�S�O�D�]�P�H���X���M�H�]�J�U�X�����D�O�L��

�Q�H�� �X�� �S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L���� �-�1�.�� �V�L�J�Q�D�O�Q�L�� �S�X�W�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�� �M�H�� �X�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �S�U�R�X�S�D�O�Q�L�K�� �J�H�Q�D����

apo�S�W�R�]�H���� �G�L�I�H�U�H�Q�F�L�M�D�F�L�M�H�� �L�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�H���� �-�1�.�� �V�H�� �V�Q�D�å�Q�R�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�� �N�D�R�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �Q�D�� �F�L�W�R�N�L�Q�H����

�8�9���]�U�D�þ�H�Q�M�H�����W�Y�D�U�L���N�R�M�H���R�ã�W�H�ü�X�M�X���'�1�$���L���P�D�Q�M�D�N��faktora rasta. Nekoliko MAPKKK (MEKK1-

4, MLK2 i 3, Tpl-2, DLK, TAO1 i 2, TAK1, ASK1 i 2) fosforilira i aktivira MEK4 i MEK7 

(MAPKK) koje dalje dvojno fosforiliraju JNK unutar motiva Thr-Pro-Tyr u aktivacijskoj 

�S�H�W�O�M�L�����6�X�S�V�W�U�D�W�L���]�D���-�1�.���V�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L��faktori transkripcije, poput c-Jun, ATF-2, NF-ATc1, HSF-

1, STAT3, Elk-1 i p53 (slika 1.6.). 

 

1.3.4.3. p38 signalni put 

p38 obite�O�M���X�N�O�M�X�þ�X�M�H���þ�H�W�L�U�L���L�]�R�I�R�U�P�H�����.���������������L���/���� �N�R�M�H���V�H���V�Q�D�å�Q�R���D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X���V�W�U�H�V�R�P���L���X�S�D�O�Q�L�P��

citokinima. U stanicama u mirovanju p38 je prisutna i u jezgri i u citoplazmi stanice, dok je u 

stimuliranim stanicama pokazano da se p38 prenosi iz citoplazme u jezgru, ali i da ostaje 

�S�U�L�V�X�W�Q�D�� �X�� �F�L�W�R�S�O�D�]�P�L���� �S������ �V�L�J�Q�D�O�Q�L�� �S�X�W�� �M�H�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�� �X�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�X�� �X�S�D�O�Q�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D���� �5�D�]�O�L�þ�L�W�L��

�I�L�]�L�N�D�O�Q�L���L���N�H�P�L�M�V�N�L���þ�L�P�E�H�Q�L�F�L�����R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�L���V�W�U�H�V�����8�9���]�U�D�þ�H�Q�M�H�����K�L�S�R�N�V�L�M�D�����L�V�K�H�P�L�M�D te citokini, 

poput IL-1 i TNF-�.�����G�R�Y�R�G�H���G�R���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���Q�H�N�R�O�L�No MAPKKK (MEKK1-4, MLK2 i -3, DLK, 

ASK1, Tpl2 i Tak1) koje dalje aktiviraju MEK3 i MEK6 (MAPKK). MEK3 i MEK6 

�S�R�N�D�]�X�M�X�� �Y�L�V�R�N�L�� �V�W�X�S�D�Q�M�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�L�� �]�D�� �S�������� �'�R�N�� �0�(�.���� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �V�Y�H�� �L�]�R�I�R�U�P�H�� �S�������� �0�(�.����

�S�U�H�W�H�å�Q�R�� �I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�� �S�����.�� �L�� �S���������� �6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �M�H�� �Uezultat stvaranja funkcionalnih 

�N�R�P�S�O�H�N�V�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �0�(�.�������� �L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �S������ �L�]�R�I�R�U�P�L te selektivnog prepoznavanja 

aktivacijskih petlji p38 izoformi. MEK3/6 fosforiliraju p38 unutar motiva Thr-Gly-Tyr u 

�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�V�N�R�M�� �S�H�W�O�M�L���� �$�N�W�L�Y�L�U�D�Q�D�� �S������ �I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �V�X�S�V�W�U�D�W�H���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �F�L�W�R�V�R�O�Q�X��

fosfolipazu A2, protein Tau povezan s mikrotubulima, transkripcijske faktore (ATF1 i 2, 

MEF2A, Sap-1, Elk-1, NF-���%�����(�W�V-1, p53, CHOP) te nekoliko MK proteinskih kinaza (MSK1 

i 2, MNK1 i 2 te MK2 i 3) (slika 1.6.). 

 

1.3.4.4. MAPK i KOPB  

Pretpostavlja se da aktivacija MAPK u bolesnika s KOPB-om pridonosi stvaranju i sekreciji 

sluzi, upalnom odgovoru, ekspresiji citokina, apoptozi, aktivaciji T-stanica, stvaranju MMP i 

fibrozi. Egzogeni (dim cigareta) ili endogeni (citokini, faktori rasta, oksidansi) signali mogu 

�D�N�W�L�Y�L�U�D�W�L���0�$�3�.���V�L�J�Q�D�O�Q�H���S�X�W�R�Y�H���X���S�O�X�ü�L�P�D�����0�H�U�F�H�U���L���'�
�$�U�P�L�H�Q�W�R���������������� 

 

�-�H�G�Q�R�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �S�R�N�D�]�D�O�R�� �M�H�� �G�D�� �X�� �E�D�]�D�O�Q�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�� �P�D�N�U�R�I�D�J�L�� �S�X�ã�D�þ�D�� �L�P�D�M�X��

�Y�H�ü�X�� �U�D�]�L�Q�X�� �I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�Q�H�� �(�5�.���� �Q�H�J�R�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�L te da nakon stimulacije s bakterijskim 
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lipopolisaha�U�L�G�R�P�����/�3�6���� �N�R�G���S�X�ã�D�þ�D���G�R�O�D�]�L��do �M�R�ã �]�Q�D�þ�D�M�Qije�J���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D���U�D�]�L�Q�H���I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�Q�H��

ERK2. Inhibicijom MEK-���� �N�R�G�� �S�X�ã�D�þ�D�� �V�H�� �M�D�þ�H�� �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�� �,�/-8 iz alveolarnih 

�P�D�N�U�R�I�D�J�D�����ã�W�R���X�S�X�ü�X�M�H���Q�D���W�R���G�D���S�X�ã�H�Q�M�H���F�L�J�D�U�H�W�D���D�N�W�L�Y�L�U�D���0�$�3�.���L���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���,�/-8 u 

alveolarnim makrofagima (Koch i sur., 2004). Mercer i suradnici (2004) su pokazali da dim 

cigareta inducira aktivaciju ERK1/2 u SAEC malim epitelnim stanicama �G�L�ã�Q�L�K�� �S�X�W�R�Y�D i 

�P�L�ã�H�Y�L�P�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�P���G�L�P�X���W�L�M�H�N�R�P���������G�D�Q�D�����â�W�R�Y�L�ã�H�����S�R�Y�H�ü�D�Q�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���(�5�.���������S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D���M�H��

�X���H�S�L�W�H�O�Q�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���G�L�ã�Q�L�K���S�X�W�R�Y�D���E�R�O�H�V�Q�L�N�D���V���H�P�I�L�]�H�P�R�P�����3�U�H�P�D���L�V�L�P���D�X�W�R�U�L�P�D�����L�Q�G�X�N�F�L�M�D��

MMP-1 u SAEC stanicama putem dima cigareta zahtijeva aktivaciju ERK1/2. 

 

�6�� �R�E�]�L�U�R�P�� �G�D�� �0�$�3�.�� �P�R�J�X�� �U�H�J�X�O�L�U�D�W�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �I�Xnkcije, potrebno je poznavanje 

�P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�L�K�� �V�O�R�å�H�Q�L�K�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �R�Y�L�K�� �V�L�J�Q�D�O�Q�L�K�� �S�X�W�R�Y�D�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �0�$�3�.�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�L�� �P�R�J�O�L��

�N�R�U�L�V�W�L�W�L�� �N�D�R�� �O�L�M�H�N�R�Y�L�� �]�D�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �X�S�D�O�H���� �D�S�R�S�W�R�]�H���� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�D�� �F�L�W�R�N�L�Q�D�� �L�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �W�N�L�Y�D��

(Mercer i D'Armiento, 2006). 

 

1.3.5. Metaloproteinaze matriksa (MMP ) 

Metaloproteinaze matriksa (MMP) su obitelj endopeptidaza ovisnih o cinku koje zajedno 

imaju sposobnost razgradnje �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K komponenti �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D (kolagena, 

fibronektina, laminina, entaktina, proteoglikana i drugih). Na t�H�P�H�O�M�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�L�� �S�U�H�P�D��

supstratu i homologiji, MMP se mogu svrstati u 6 skupina: kolagenaze, gelatinaze, 

stromijelizini, matrilizini, membranski vezane MMP i ostale MMP. Ovi enzimi u svom 

aktivnom mjestu �L�P�D�M�X���R�þ�X�Y�D�Q�� �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�L�� �P�R�W�L�Y��HEXXHXXGXXH , koji �V�D�G�U�å�L�� �W�U�L�� �K�L�V�W�L�G�L�Q�D��

�N�R�M�L���Y�H�å�X���L�R�Q cinka, te �R�þ�X�Y�D�Q�L��metionin (u slijedu XXMXP) koji dolazi iza aktivnog mjesta. 

Kod gotovo svih MMP na C-�N�U�D�M�X�� �Q�D�N�R�Q�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H�� �G�R�P�H�Q�H�� �V�O�L�M�H�G�L�� �K�H�P�R�S�H�N�V�L�Qska domena 

koja doprinosi vezanju supstrata i tkivnih inhibitora metaloproteinaza matriksa (TIMP), 

�S�U�R�W�H�R�O�L�W�L�þ�N�R�M�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �L�� �P�H�P�E�U�D�Q�V�N�R�M�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L���� �3�U�R�S�H�S�W�L�G�Q�D�� �G�R�P�H�Q�D na N-kraju MMP 

�H�Q�]�L�P�D�� �V�D�G�U�å�L�� �P�R�W�L�Y��PRCGXPD �þ�L�M�L�� �F�L�V�W�H�L�Q�V�N�L�� �E�R�þ�Q�L�� �R�J�U�D�Q�D�N�� �X�O�D�]�L�� �X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X�� �V�� �F�L�Q�N�R�P�� �X��

�N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�R�M�� �G�R�P�H�Q�L�� �L�� �R�G�U�å�D�Y�D�� �H�Q�]�L�P�� �L�Q�D�N�W�L�Y�Q�L�P�� �V�Y�H��dok se propeptid ne ukloni proteolizom 

(Gueders i sur., 2006; Sekhon, 2010; Mocchegiani i sur., 2011). 

 

Endogeni inhibitori MMP enzima su tkivni inhibitori metaloproteinaza matriksa (TIMP)-1, 

TIMP-2, TIMP-3 i TIMP-4. TIMP su (gliko)proteini relativne molekulske mase od 20 - 30 

�N�'�D���� �D�� �V�D�G�U�å�H�� �ã�H�V�W�� �G�L�V�X�O�I�L�G�Q�L�K�� �P�R�V�W�R�Y�D���� �R�G�� �N�R�M�L�K�� �S�U�Y�D�� �W�U�L��formiraju domenu na N-kraju, a 

ostala tri domenu na C-kraju. TIMP mogu biti topivi proteini, poput TIMP-1, TIMP-2 i 

TIMP-4, ili vezani na komponente i�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D�� ���7�,MP-3). TIMP se svojom 
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domenom na N-kraju nekovalentno �Y�H�å�X���Q�D���L�R�Q���F�L�Q�N�D���X���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�R�M���G�R�P�H�Q�L��aktivnih MMP u 

omjeru 1:1 �L���W�D�N�R���V�S�U�H�þ�D�Y�D�M�X���Y�H�]�D�Q�M�H���V�X�S�V�W�U�D�W�D. Domenom na C-kraju TIMP-1 i TIMP-�����Y�H�å�X��

se na hemopeksinske domene proMMP-9 i proMMP-2 (Van den Steen i sur., 2002; Sekhon, 

2010; Mocchegiani i sur., 2011). 

 

�*�O�D�Y�Q�L�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�� �0�0�3�� �X�� �S�O�D�]�P�L�� �M�H�� �.2-�P�D�N�U�R�J�O�R�E�X�O�L�Q���� �X�Q�L�Y�H�U�]�D�O�Q�L�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�� �S�U�R�W�H�D�]�D���� �.2-

�P�D�N�U�R�J�O�R�E�X�O�L�Q�� �M�H�� �J�U�D�ÿ�H�Q�� �R�G�� �þ�H�W�L�U�L�� �J�R�W�R�Y�R�� �L�G�H�Q�W�L�þ�Q�H�� �G�R�P�H�Q�H�� �S�R�Y�H�]�D�Q�H�� �G�L�V�X�O�I�L�G�Q�L�P�� �Y�H�]�D�P�D�� �V��

�F�L�Q�N�R�P���X���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�R�M���G�R�P�H�Q�L���� �6�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D���V�H���Y�H�ü�L�Q�R�P���X���M�H�W�U�L���� �.2-�P�D�N�U�R�J�O�R�E�X�O�L�Q���X�N�O�D�Q�M�D���Y�L�ã�D�N��

�0�0�3���L�]���F�L�U�N�X�O�D�F�L�M�H���V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L���.2-makroglobulin-MMP komplekse. Ti kompleksi se uklanjaju 

�S�X�W�H�P�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �.2-makroglobulinskih �U�H�F�H�S�W�R�U�D�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �V�W�D�Q�L�F�D�� ���0�R�F�F�K�H�J�L�D�Q�L��i sur., 

2011). 

 

�0�0�3�� �H�Q�]�L�P�L�� �V�X�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�� �X���E�U�R�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�H procese, poput embriogeneze, 

remodeliranja tkiva, zacjeljivanja rana i angiogeneze, ali i u �S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�H���S�U�R�F�H�V�H���Q�D�V�W�D�Q�N�D���L��

razvoja ateroskleroze, reumatoidnog �D�U�W�U�L�W�L�V�D���� �U�D�N�D���� �S�O�X�ü�Q�L�K�� �L�� �G�U�X�J�L�K�� �E�R�O�H�V�Wi���� �5�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �0�0�3��

imaju �Y�D�å�Q�X izravnu ulogu u razgradnji matriksa kod emfizema te neizravno �X�W�M�H�þ�X na 

�R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H���F�L�W�R�N�L�Q�D���L���D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�X���ã�W�R��pogoduje nastanku i razvoju KOPB-a (Sekhon, 2010). 

 

1.3.5.1. Metaloproteinaza matriksa-9 (MMP-9) 

Metaloproteinaza matriksa-9 (MMP-9, gelatinaza B, EC 3.4.24.25), molekulske mase 92 kDa, 

pripada skupini gelatinaza unutar obitelji MMP (pregledno je opisana u literaturi: Van den 

Steen i sur., 2002; Chakraborti i sur., 2003; Sekhon, 2010; L�|ffek i sur., 2011). Gen za MMP-

9 s�P�M�H�ã�W�H�Q�� �M�H�� �Q�D�� �N�U�R�P�R�V�R�P�X�� ������ ���T��1.2 - q13.1������ �D�� �V�D�G�U�å�L�� ������ �H�J�]�R�Q�D�� �L�� �L�Q�W�U�R�Q�D�����3�R�S�X�W�� �Y�H�ü�L�Q�H��

MMP, MMP-9 �V�D�G�U�å�L�� �S�U�R�S�H�S�W�L�G�Q�X�� �G�R�P�H�Q�X���� �D�O�L�� �X�Q�X�W�D�U�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�R�J�� �P�M�H�V�W�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �D�N�W�L�Y�Q�H��

�G�R�P�H�Q�H�� �L�� �G�R�P�H�Q�H�� �N�R�M�D�� �Y�H�å�H�� �F�L�Q�N�� �L�P�D�� �X�P�H�W�Q�X�W�X�� �I�L�E�U�R�Q�H�N�W�L�Q�V�N�X�� �G�R�P�H�Q�X�� �N�R�M�D�� �V�H�� �Y�H�å�H�� �]�D��

gelatin, laminin�����N�R�O�D�J�H�Q���W�L�S�D���,���L���,�9�����7�D�N�R�ÿ�H�U���V�D�G�U�å�L���L domenu nalik na kolagen tipa V bogatu 

sa Ser/Thr/Pro ostacima. Hemopeksinska domena MMP-�����H�Q�]�L�P�D���Y�D�å�Q�D���M�H���]�D���Y�H�]�D�Q�M�H���7�,�0�3 

(slika 1.7.). 

 



Uvod 

31 
 

 

Slika 1.7. Sematski prikaz strukture MMP-9. 

 

MMP-���� �V�D�G�U�å�L�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �P�R�J�X�ü�L�K�� �P�M�H�V�W�D�� �]�D�� �S�R�V�W�W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�V�N�H�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�H���� �7�U�L�� �V�X�� �P�R�J�X�ü�D��

mjesta za N-�Y�H�]�D�Q�H���J�O�L�N�D�Q�H�����R�G���N�R�M�L�K���M�H���M�H�G�Q�R���V�P�M�H�ã�W�H�Q�R���X���S�U�R�G�R�P�H�Q�L�����D���G�U�X�J�D���G�Y�D���X���D�N�W�L�Y�Q�R�M��

�G�R�P�H�Q�L�����'�R�P�H�Q�D���Q�D�O�L�N���Q�D���N�R�O�D�J�H�Q���W�L�S�D���9���V�D�G�U�å�L���S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D���7���6�;�;�3���N�R�M�D���þ�L�Q�H���P�M�H�V�W�D���Y�H�]�D�Q�M�D��

za brojne O-vezane glikane. 

 

Najpoznatiji fiziol�R�ã�N�L���V�X�S�V�W�U�D�W�L���]�D���0�0�3-9 su denaturirani kolageni (gelatini). MMP-�����P�R�å�H��

kidati brojne p�U�R�W�H�L�Q�H���L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���P�D�W�U�L�N�V�D�����N�R�O�D�J�H�Q��IV, V, VII, X i XIV,  gelatin, entaktin, 

agrekan, elastin, fibronektin), ali i �U�D�]�O�L�þ�L�We funkcionalne proteine (�L�Q�K�L�E�L�W�R�U���.1-prot�H�L�Q�D�]�D�����.1-

�D�Q�W�L�W�U�L�S�V�L�Q�����.1-antikimotripsin, supstancij �D���3�����S�U�R�W�H�L�Q�L���N�R�M�L���Y�H�å�X���J�D�O�D�N�W�R�]�L�G�����&�%�3�������L���&�%�3����������

�.-receptor IL-2, TGF-������amiloid-�����S�H�S�W�L�G������-40)). MMP-9 aktivira IL-���������R�Gjeljuje angiostatin 

od plasminogena �W�H���U�D�]�J�U�D�ÿ�X�M�H���S�U�R�7�1�)-�.���L���Q�H�N�H���&�;�&-kemokine (Van den Steen i sur., 2002; 

Gueders i sur., 2006; Sekhon, 2010). MMP-9 odvaja 6 aminokiselina s N-kraja IL-8 (1-77), 

�V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L���W�D�N�R���D�N�W�L�Y�L�Q�L�M�L���,�/-8 (7-�����������þ�L�P�H���V�H���V�W�Y�D�U�D���S�R�]�L�W�L�Y�Q�D���S�R�Y�U�D�W�Q�D���V�S�U�H�J�D���M�H�U���,�/-8 djeluje 

�N�H�P�R�W�D�N�W�L�þ�Q�R���Q�D���Q�H�X�W�U�R�I�L�O�H���L���S�R�W�L�þ�H ih na �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H���0�0P-9. 

 

Aktivnost MMP-9 regulirana je na razini transkripcije gena, sekrecije, aktivacije i inhibicije. 

Transkripcijska regulacija aktivnosti MMP-9 �W�H�P�H�O�M�L���V�H���Q�D���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���Iunkcionalnih 

cis-elemenata u promotorskoj regiji gena za MMP-9 (TATA slog; mikrosatelitna ponavljanja 
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CA dinukleotida (CA)n; vezna mjesta za jezgri�Q�� �V�W�L�P�X�O�L�U�D�M�X�ü�L�� �S�U�R�W�H�L�Q 1 (eng. stimulating 

protein-1, Sp-1), aktivacijski protein 1 (eng. activator protein-1, AP-1), Ets-1 i Ets-2 te 

jezgrin faktor ���%�� ���H�Q�J����nuclear factor-���%, NF-���%). Nekoliko cis-regulacijskih regija djeluje 

istodobno u bazalnom i induciranom transkripcijskom odgovoru. Potpuna aktivacija MMP-9 

�S�U�R�P�R�W�R�U�D�� �R�Y�L�V�L�� �R�� �X�V�N�O�D�ÿ�H�Q�R�P�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X���Y�L�ã�H transkripcijskih faktora, uz neophodno AP-1 

vezno mjesto na poziciji -79 pb. Za indukciju MMP-���� �J�H�Q�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L���V�X���V�L�J�Q�D�O�L���]�D���1�)-���%���L��

Sp-1 vezna mjesta. 

 

Promotorska regija gena za MMP-9 �V�D�G�U�å�L�� �G�Y�D�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�R�� �Y�D�å�Q�D�� �S�R�O�L�P�R�U�I�Q�D�� �P�M�H�V�W�D 

�X�N�O�M�X�þ�H�Q�D�� �X�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �J�H�Q�D�� �L�� �V�N�O�R�Q�R�V�W�� �S�U�H�P�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �E�R�O�H�V�W�L�P�D: polimorfizam 

jednog nukleotida (zamjena C baze bazom T) na poziciji -1562 pb i (CA)n dinukleotidna 

ponavljanja na -131 pb. -1562 C/T polimorfizam rezultira gubitkom veznog mjesta za 

transkripcijski represorski �S�U�R�W�H�L�Q���X���R�Y�R�M���U�H�J�L�M�L���ã�W�R �S�R�Y�H�ü�D�Y�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W��promotora (CC genotip 

ima nisku, a CT i TT genotipovi visoku transkripcijsku aktivnost) (Zhang i sur., 1999a). 

Polimorfizam mikrosatelita (CA)n �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W promotora gena za 

MMP-���� �W�D�N�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�� �E�O�L�]�X�� �S�R�þ�H�W�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�H�� �L�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �Y�D�å�Q�L�K�� �Y�H�]�Q�L�K��

mjesta za transkripcijske faktore (AP-1, Sp-1 i NF-���%������ �2�V�L�P�� �W�R�J�D���� �S�R�O�L�P�R�U�I�Qi slijed �P�R�å�H��

promijeniti konformaciju DNA (iz desne B u lijevu Z strukturu) i tako utjecati na 

transkripcijsku aktivnost (Shimajiri i sur., 1999). Najv�H�ü�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���S�U�R�P�R�W�R�U�D���]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�D���M�H��

kod alela s 21 (Maeda i sur., 2001) ili 23 uzastopna CA ponavljanja (Peters i sur., 1999), dok 

�V�H���Q�D�M�Y�H�ü�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���0�0�3-9 povezuje s 21 CA ponavljanjem (Shimajiri i sur., 1999�������9�H�ü�L�Q�D��

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D (europskih �L�� �D�P�H�U�L�þkih���� �]�D�E�L�O�M�H�å�L�O�D�� �M�H�� �E�L�P�R�G�D�O�Q�X�� �U�D�V�S�R�G�M�H�O�X�� �X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�L�� �D�O�H�O�D���� �V��

�Q�D�M�Y�H�ü�R�P�� �X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�L�� ���&�$��14 alela te alela s (CA)21, (CA)22 i (CA)23 ponavljanja (Nelissen i 

sur., 2000; Joos i sur., 2002; Tesfaigzi i sur., 2006). Suprotno tome, kod japanske populacije 

prevla�G�D�Y�D�M�X���D�O�H�O�L���V���Y�L�ã�H���S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D�����R�G�����&�$��20 do (CA)22) (Shimajiri i sur., 1999). 

 

Osim polimorfizama u promotorskoj regiji, �Y�D�å�D�Q�� �E�L�� �P�R�J�D�R�� �E�L�W�L�� �L Q279R polimorfizam u 

egzonu 6 MMP9 gena, gdje je u tripletu CAG koji kodira za aminokiselinu Gln nukeotid A 

zamijenjen nukleotidom G, te dolazi do nastanka tripleta CGG i zamjene aminokiselinom 

Arg. �.�D�N�R���M�H���W�D�M���S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P���V�P�M�H�ã�W�H�Q���X���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�R�M���G�R�P�H�Q�L�����X�Q�X�W�D�U���I�L�E�U�R�Q�H�N�W�L�Q�V�N�H���G�R�P�H�Q�H��

potrebne za vezanje supstrata (Zhang i sur., 1999b), zamjena nenabijene aminokiseline (Gln) 

pozitivno nabijenom (Arg) �P�R�J�O�D�� �E�L�� �L�P�D�W�L�� �X�þ�L�Q�D�N�� �Q�D��aktivnost MMP-9 (Tesfaigzi i sur., 

2006). Jedno i�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�� �Q�D�� �V�N�X�S�L�Q�L�� �P�X�ã�N�D�U�D�F�D�� �V�� �E�R�O�H�ã�ü�X�� �N�R�U�R�Q�D�U�Q�L�K�� �D�U�W�H�U�L�M�D�� �L��

�]�G�U�D�Y�L�P���L�V�S�L�W�D�Q�L�F�L�P�D���S�R�N�D�]�D�O�R���M�H���G�D���Q�H�P�D���S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W�L���L�]�P�H�ÿ�X��Q279R polimorfizma i ukupne 
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aktivnosti MMP-9 u plazmi (Nanni i sur., 2007), dok je drugo �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�� �Q�D��

�L�V�S�L�W�D�Q�L�F�L�P�D���V���E�R�O�H�ã�ü�X���N�R�U�R�Q�D�U�Q�L�K���D�U�W�H�U�L�M�D���S�R�N�D�]�D�O�R���G�D���M�H �J�H�O�D�W�L�Q�R�O�L�W�L�þ�N�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���0�0�3-�����Q�L�å�D��

u bolesnika s GG genotipom, nego u bolesnika s AA genotipom (Opstad i sur., 2012). 

 

�(�N�V�S�U�H�V�L�M�D�� �Y�H�ü�L�Q�H�� �0�0�3�� �H�Q�]�L�P�D �M�H�� �Q�L�V�N�D�� �X�� �W�N�L�Y�L�P�D���� �D�� �S�R�M�D�þ�D�Y�D�� �V�H�� �W�L�M�H�N�R�P�� �U�H�P�R�G�H�O�L�U�D�Q�M�D��

�L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D���� �0�0�3-���� �M�H�� �H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�D�� �X�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P�� �W�L�S�R�Y�L�P�D�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X��

fibroblasti, keratinociti, endotelne stanice, monociti, tkivni makrofagi i polimorfonuklearni 

leukociti �W�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���W�X�P�R�U�V�N�H���V�W�D�Q�L�F�H���� �%�D�]�D�O�Q�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�D���0�0�3-�����M�H���Q�L�V�N�D���X���Y�H�ü�L�Q�L���V�W�D�Q�L�F�D u 

usporedbi s neutrofilima, a st�L�P�X�O�D�F�L�M�R�P�� �V�� �Y�H�ü�L�Q�R�P��faktora �U�D�V�W�D�� �L�� �F�L�W�R�N�L�Q�D�� �P�R�å�H�� �V�H�� �S�R�M�D�þ�D�W�L��

�þ�D�N�� �L�� �G�R�� �V�W�R�� �S�X�W�D���� �=�D��usporedbu, MMP-2 (gelatinaza A) je konstitutivno eksprimirana u 

tkivima, leukocitima (osim u neutrofilima koji je ne stvaraju) i tumorskim stanicama te se 

�P�R�å�H���V�D�P�R���G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R���L�Q�G�X�F�L�U�D�W�L���L�O�L���V�X�S�U�L�P�L�U�D�W�L�����G�Y�D���G�R���þ�H�W�L�U�L���S�X�W�D�������R�G�Q�R�V�Q�R��gen je umjereno 

osjetljiv na indukciju faktorima rasta i citokinima (tzv. ''housekeeping gene''). 

 

St�L�P�X�O�D�F�L�M�D�� �V�� �Y�H�ü�L�Q�R�P��faktora �U�D�V�W�D�� �L�� �F�L�W�R�N�L�Q�D�� �]�D�S�R�þ�L�Q�M�H��njihovim �Y�H�]�D�Q�M�H�P�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L��

�U�H�F�H�S�W�R�U���� �D�� �J�O�D�Y�Q�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�D�� �V�L�J�Q�D�O�D�� �G�R�� �M�H�]�J�U�H�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X�� �0�$�3�.����

Aktivirane MAPK fo�V�I�R�U�L�O�L�U�D�M�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�H��faktore. Poznato je da su MAPK 

�V�L�J�Q�D�O�Q�L�� �S�X�W�R�Y�L�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�� �X�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �0�0�3���� �R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �Y�U�V�W�L�� �V�W�L�P�X�O�D�Q�V�D�� �L�� �V�W�D�Q�L�F�H����

Bazalna ekspresija MMP-9 i aktivnost promotora upravljane su putem sve tri signalne MAPK 

kaskade i ovise o aktivaciji AP-1 motiva na poziciji -79 pb. 

 

MMP-9 se u neutrofilima stvara tijekom sazrijevanja (u nesegmentiranim i segmentiranim 

neutrofilima) i pohranjuje unutar sekundarnih i tercijarnih granula. Stoga stimulacijom zrelih 

neutrofila ne dolazi do sinteze MMP-������ �Y�H�ü�� �V�H�� �P�R�å�H�� �L�]�D�]�Y�D�W�L���E�U�]�R�� ���N�U�D�ü�H�� �R�G�� ������ �P�L�Q�X�W�D����

�R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�� �H�Q�]�L�P�D�� �G�H�J�U�D�Q�X�O�D�F�L�M�R�P, bez potrebe za transkripcijom i translacijom. Neutrofili 

�V�D�G�U�å�H��primarne ili azurofilne granule (peroksidaza-pozitivne�����V�D�G�U�å�H���G�H�I�H�Q�]�L�Q), sekundarne ili 

s�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �J�U�D�Q�X�O�H�� ���S�H�U�R�N�V�L�G�D�]�D-negativne, laktoferin-�S�R�]�L�W�L�Y�Q�H���� �V�D�G�U�å�H�� �Q�H�ã�W�R�� �0�0�3-9), 

tercijarne granule (laktoferin-�Q�H�J�D�W�L�Y�Q�H���� �V�D�G�U�å�H�� �0�0�3-9 �X�� �Y�H�ü�L�P�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D) i sekretorne 

�Y�H�]�L�N�X�O�H�����V�D�G�U�å�H���D�O�N�D�O�Q�X���I�R�V�I�D�W�D�]�X�������5�D�]�O�L�þ�L�W�H���J�U�D�Q�X�O�H���V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�M�X���V�H���W�L�M�H�N�R�P���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���V�W�D�Gija 

sazrijevanja neutrofila, a sekrecija ovisi o vrsti stimulansa. Egzocitozom najprije izlaze 

sekretorne vezikule, zatim tercijarne �N�R�M�H�� �V�D�G�U�å�H��mnogo MMP-������ �R�Q�G�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Qe i na kraju 

azurofilne granule���� �6�Q�D�å�Q�L�� �H�J�]�R�J�H�Q�L�� �V�W�L�P�X�O�D�Q�V�L�� �V�X forbol-miristat-acetat (PMA), bakterijski 

tripeptid formilmetionil-leucil-fenilalanin (fMLP) i LPS, dok su endogeni leukotrien B4, 
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�N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�� �N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�� �&���D�� �L�� �&���D�� �W�H�� �N�H�P�R�W�D�N�W�L�þ�Q�L�� �F�L�W�R�N�L�Q�L�� �L�� �N�H�P�R�N�L�Q�L�� Zanimljivo je da 

neutrofili ne sintetiziraju MMP-2 niti TIMP-1. 

 

MMP-�����V�H���V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D���L���L�]�O�X�þ�X�M�H���N�D�R���]�L�P�R�J�H�Q�����W�M�����S�U�R�H�Q�]�L�P�����N�R�M�L���R�V�W�D�M�H���L�Q�D�N�W�L�Y�D�Q���V�Y�H���G�R�N���V�H���Q�H��

aktivira uklanjanjem propeptida. P�U�R�S�H�S�W�L�G���V�D�G�U�å�L���R�þ�X�Y�D�Qi slijed �3�5�&�*�;�3�'�� �þ�L�M�L���M�H���F�L�V�W�H�L�Q�V�N�L��

�E�R�þ�Q�L�� �R�J�U�D�Q�D�N�� �N�R�R�U�G�L�Q�L�U�D�Q�� �F�L�Q�N�R�P�� �X�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�R�M�� �G�R�P�H�Q�L �L�� �W�D�N�R�� �V�S�U�H�þ�Dva vezanje i kidanje 

supstrata. Proteolizom propeptida dolazi do konformacijske promjene i cink postaje dostupan 

�P�R�O�H�N�X�O�L�� �Y�R�G�H�� �L�� �V�X�S�V�W�U�D�W�X���� �þ�L�P�H�� �V�H�� �H�Q�]�L�P�� �D�N�W�L�Y�L�U�D���� �D�� �W�D�M�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �Q�D�]�L�Y�D�� �V�H�� �
�
�F�L�V�W�H�L�Q�V�N�L��

obrat''. 

 

�5�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �S�U�R�W�H�D�]�H���� �N�D�R�� �Q�S�U���� �W�U�L�S�V�L�Q���� �W�N�L�Y�Qi kalikrein, katepsin G, kimaza iz mast stanica te 

neutrofilna elastaza (prisutna u azurofilnim granulama), mogu aktivirati MMP-9���� �5�D�]�O�L�þ�L�W�H��

�0�0�3�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �P�R�J�X�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�W�L�� �M�H�G�Q�D�� �G�U�X�J�X���� �V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�V�N�X�� �N�D�V�N�D�G�X�� ��slika 1.8.). Dva 

glavna sustava aktivacije MMP su plazminski sustav i MT-MMP. Plazminogen se putem 

tkivnog aktivatora plazminogena (t-PA) ili urokinaze (u-PA) prevodi u plazmin, koji aktivira 

�U�D�]�O�L�þ�L�W�H���0�0�3�����N�Rje dalje aktiviraju jedna drugu i na kraju MMP-9. MT-MMP imaju furinski 

motiv R-X-R/K-R u svom propeptidu, te se mogu unutar stanice aktivirati furinima 

(proteinazama koje kidaju pro-oblike proteina i odgovorne su za njihovo usmjeravanje do 

�N�U�D�M�Q�M�H�J�� �R�G�U�H�G�L�ã�W�D�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�L��. MT-MMP aktiviraju MMP-2 ili MMP-13, koje dalje aktiviraju 

MMP-9. MMP-9 s�H�� �P�R�å�H�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�W�L�� �L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �N�H�P�L�N�D�O�L�M�D�P�D���� �S�R�S�X�W�� �R�U�J�D�Q�V�N�L�K�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �V�D��

�å�L�Y�R�P�����X�U�H�M�H�����G�H�W�H�U�J�H�Q�D�W�D���L��ROS. Kako se ROS mogu stvarati i u aktiviranim neutrofilima, to 

�E�L�� �P�R�J�D�R�� �E�L�W�L�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�� �S�X�W�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H�� �0�0�3-������ �.�R�Q�D�þ�Q�R���� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �S�U�R�0�0�3-9 za gelatin ili 

kolagen tipa IV �P�R�å�H���D�N�W�L�Y�L�U�D�W�L���H�Q�]�L�P���E�H�]���S�U�R�W�H�R�O�L�W�L�þ�N�R�J��kidanja propeptida. 
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Slika 1.8. �$�N�W�L�Y�D�F�L�M�V�N�D���P�U�H�å�D���0�0�3-9 (prema Van den Steen i sur., 2002). 

 

Glavni inhibitor MMP-9 je TIMP-1, dok se TIMP-2 i TIMP-3 �P�Q�R�J�R���V�O�D�E�L�M�H���Y�H�å�X���Q�D���0�0�3-9. 

TIMP-2, TIMP-3 i TIMP-���� �V�H�� �Y�H�ü�L�P�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�R�P�� �Y�H�å�X�� �Q�D�� �0�0�3-2. TIMP-1 je inducibilni 

protein, dok je TIMP-�����N�R�Q�V�W�L�W�X�W�L�Y�Q�R���H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�����,�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���L�]�P�H�ÿ�X���S�U�R�0�0�3-9 i TIMP-1 se 

�R�G�Y�L�M�D�� �Y�H�ü�L�Q�R�P�� �S�X�W�H�P�� �G�R�P�H�Q�D na C-kraju obje molekule. S druge strane, aktivna MMP-9 

ulazi u interakciju s TIMP-1 putem domene na N-kraju TIMP-�����N�R�M�D���V�H���Q�H�N�R�Y�D�O�H�Q�W�Q�R���Y�H�å�H���Q�D��

aktivno mjesto enzima. 

 

MMP-�����L�P�D���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�X���X�O�R�J�X���X���U�H�P�R�G�H�O�L�U�D�Q�M�X���L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���P�D�W�U�L�N�V�D. U�N�O�M�X�þ�H�Q�D je u proces 

reprodukcije, rast i razvoj te zacjeljivanje rana i angiogenezu. �3�R�U�H�P�H�ü�D�M��regulacijskih 

�P�H�K�D�Q�L�]�D�P�D�� �P�R�å�H�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �G�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�R�J�� �L�O�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�J�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�D�� �0�0�3-������ �W�H�� �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R��do 

�Q�H�X�U�D�Y�Q�R�W�H�å�H�Q�H raz�J�U�D�G�Q�M�H�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D�� �ã�W�R���U�H�]�X�O�W�L�U�D�� �S�D�W�R�O�R�ã�N�L�P�� �V�W�D�Q�M�L�P�D����

P�R�Y�H�ü�D�Q�D��koncentracija MMP-���� �Q�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H��npr. kod nekih bolesti kostiju, reumatoidnog 
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artritisa, �X�S�D�O�Q�L�K�� �E�R�O�H�V�W�L�� �å�L�Y�þ�D�Q�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D���� �$�O�]�K�H�L�P�H�U�R�Y�H�� �E�R�O�H�V�W�L���� �D�W�H�U�R�V�Nlerotskih lezija 

�N�R�U�R�Q�D�U�Q�L�K�� �å�L�O�D �W�H�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �W�X�P�R�U�D�� �J�G�M�H�� �M�H�� �Y�D�å�Q�D�� �]�D�� �L�Q�Y�D�]�L�M�X���� �P�H�W�D�V�W�D�]�L�U�D�Q�M�H�� �L�� �D�Q�J�L�R�J�H�Q�H�]�X����

�9�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �0�0�3-9 ima u patogenezi �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �S�O�X�ü�Q�L�K�� �E�R�O�Hsti (astme, KOPB-a, akutnog 

respiracijskog distres sindroma, bronhiektazija, �F�L�V�W�L�þ�Qe fibroze). 

 

1.3.5.2. MMP-9 i KOPB 

�8�� �S�O�X�üima bolesnika s KOPB-om prisutna je �S�R�Y�H�ü�D�Q�D razgradnja �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D i 

pregradnja �G�L�ã�Q�L�K�� �S�X�W�R�Y�D���� �X�� �ã�W�R�� �M�H�� �G�L�M�H�O�R�P�� �X�N�O�M�X�þena i �Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �0�0�3��i TIMP. 

Nekoliko �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D je pokazalo �S�R�Y�L�ã�H�Q�H��razine MMP-9 u alveolarnim makrofagima 

(Finlay i sur., 1997; Russell i sur., 2002), bronhoalveolarnom ispirku (Betsuyaku i sur., 1999), 

neutrofilima (Segura-Valdez i sur., 2000), sputumu (Vignola i sur., 1998; Cataldo i sur., 2000; 

Beeh i sur., 2003; Culpitt i sur., 2005; Boschetto i sur., 2006; Simpson i sur., 2013) i 

epitelnim stanicama �S�O�X�ü�D��(Li i sur., 2005) oboljelih od KOPB-a. �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D��

koncentracija MMP-9 i TIM P-1 �X�� �V�H�U�X�P�X�� ���� �S�O�D�]�P�L�� �G�D�O�D�� �V�X�� �S�U�R�W�X�U�M�H�þ�Q�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H�� �9�H�ü�L�Q�D 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D �]�D�E�L�O�M�H�å�L�O�D�� �M�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�X��koncentraciju MMP-9 u bolesnika s KOPB-om u 

usporedbi s kontrolnim ispitanicima (Mao i sur., 2003; Brajer i sur., 2008; Bolton i sur., 2009; 

Ilumets i sur., 2011; Piesiak i sur., 2011; Navratilova �L�� �V�X�U������ �������������� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �X�� �Q�H�N�L�P�� �R�G��

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D nisu �Q�D�ÿ�H�Q�H �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X��koncentraciji MMP-9 (Higashimoto i sur., 2005; 

Shaker i sur., 2008), dok je jedno novije �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H opisalo �V�Q�L�å�H�Q�X��koncentraciju MMP-9 

(D'Armiento i sur., 2013). U dijelu tih �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D �]�D�E�L�O�M�H�åena je �S�R�Y�H�ü�D�Qa koncentracija 

TIMP-1 (Higashimoto i sur., 2005; Ilumets i sur., 2011; Navratilova i sur., 2012), dok su neki 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�þ�L�� �R�S�L�V�D�O�L �V�Q�L�å�H�Qi TIMP-1 (Shaker i sur., 2008; D'Armiento i sur., 2013) ili nisu 

�Q�D�ÿ�H�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H u koncentraciji TIMP-1 (Piesiak i sur., 2011; Yildirim  i sur., 2013) �L�]�P�H�ÿ�X��

bolesnika s KOPB-om i kontrolnih ispitanika. Stoga su �S�R�W�U�H�E�Q�D�� �G�D�O�M�Q�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��ukoliko 

bismo htjeli definirati MMP-9 pokazateljem razaranja p�O�X�ü�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D���� �R�V�R�E�L�W�R�� �]�D�W�R�� �ã�W�R�� �M�H��

�S�R�]�Q�D�W�R�� �G�D�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�L�� �Q�D�V�W�D�O�L�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�R�P�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D�� �G�M�H�O�X�M�X��

�N�H�P�R�W�D�N�W�L�þ�Q�R���Q�D���O�H�X�N�R�F�L�W�H�����W�H���G�R�Y�R�G�H���G�R���G�D�O�M�Q�M�H�J���X�S�D�O�Q�R�J���S�U�R�F�H�V�D�����'�M�H�N�L�F���L���V�X�U������������������ 

 

1.3.6. Dipeptidil peptidaza IV (DPPIV)  

Dipeptidil p�H�S�W�L�G�D�]�D���,�9�����'�3�3�,�9�����S�R�Y�U�ã�L�Q�V�N�L���E�L�O�M�H�J stanica CD26, EC 3.4.14.5) je glikoprotein 

�Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �������� �N�'�D���� �V�D�V�W�D�Y�O�M�H�Q�� �R�G�� �������� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���� �D�� �S�U�L�S�D�G�D�� �R�E�L�W�H�O�M�L�� �S�U�R�O�L�O�R�O�L�J�R�S�H�S�W�L�G�D�]�D�� 

Transmembranski je �S�U�R�W�H�L�Q���V���Y�H�ü�L�P dijelom C-kraja u izva�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P���S�U�R�V�W�R�U�X�����G�R�N���Ve kratki 

N-kraj nalazi u citoplazmi. Izvans�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �G�L�R�� �V�D�G�U�å�L�� �J�O�L�N�R�]�L�O�L�U�D�Q�R�� �S�R�G�U�X�þ�M�H, �S�R�G�U�X�þ�M�H bogato 

�F�L�V�W�H�L�Q�R�P���L���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�X���G�R�P�H�Q�X����Topivi oblik enzima (eng. soluble DPPIV, sDPPIV), kojemu 
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nedostaju transmembranska i citoplazmatska domena, prisutan je u �W�M�H�O�H�V�Q�L�P�� �W�H�N�X�ü�L�Q�D�P�D, 

�X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���V�H�U�X�P�������S�O�D�]�P�X. DPPIV je serinska proteaza koja selektivno uklanja dipeptide (X-

Pro i X-Ala) s N-kraja �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���S�H�S�W�L�G�Q�L�K���V�X�S�V�W�U�D�W�D���N�R�M�L���V�D�G�U�å�H���S�U�R�O�L�Q���L�O�L���D�O�D�Q�L�Q���Q�D���S�U�H�G�]�D�G�Q�M�R�M��

poziciji. DPPIV je eksprimirana na �V�W�D�Q�L�þ�Q�Rj membrani brojnih vrsta stanica���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L��

limfocite, endotelne i epitelne stanice �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K �R�U�J�D�Q�D�����S�O�X�ü�D�����V�U�F�H�����P�L�ã�L�ü�L�����V�O�H�]�H�Q�D�����J�X�ã�W�H�U�D�þ�D����

bubrezi, crijeva, jetra). Ima ulogu u �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �I�X�Q�N�F�L�M�D�P�D�� �X organizmu, npr. u imunosnom 

sustavu, upali, regulaciji homeostaze glukoze, razvoju tumora, neuroendokrinom sustavu. 

Kada je prisutna �Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L T-limfocita, DPPIV je biljeg njihove aktivacije. Uloga DPPIV je 

kombinacija njene egzopeptidazne aktivnosti i njenih neenzimskih interakcija s �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P 

molekulama. Ovaj enzim sudjeluje u kidanju �E�L�R�O�R�ã�N�L�� �D�N�W�L�Y�Q�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D���� �S�R�S�X�W�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��

peptidnih hormona, neuropeptida, kemokina, peptida porijeklom iz kolagena i drugih 

prikladnih supstrata. Kidanjem �E�L�R�O�R�ã�N�Lh molekula DPPIV pridonosi njihovoj funkcionalnoj 

inaktivaciji ili  aktivaciji (Lambeir i sur., 2003; Wolf i sur., 2008; Jost i sur., 2009). 

 

1.3.6.1. DPPIV i �N�U�R�Q�L�þ�Q�D���X�S�D�O�D 

Promijenjene koncentracije i aktivnosti �'�3�3�,�9�� ���S�R�Y�H�ü�H�Qe �L�O�L�� �V�Q�L�å�H�Q�H���� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H�� �V�X u 

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �E�R�O�H�V�W�L�P�D���� �S�R�S�X�W�� �W�X�P�R�U�D���� �K�H�P�D�W�R�O�R�ã�N�L�K�� �Eolesti, (auto)imunih i upalnih bolesti te 

�]�D�U�D�]�Q�L�K���E�R�O�H�V�W�L���N�D�R���ã�W�R���V�X���$�,�'�6���L���K�H�S�D�W�L�W�L�V���&��(Lambeir i sur., 2003). Smanjena koncentracija 

ili aktivnost DPPIV �]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�D���M�H���X raznim �N�U�R�Q�L�þ�Q�L�P��upalnim bolestima, npr. kod �N�U�R�Q�L�þ�Q�R�J 

rinosinusitisa (Grouzmann i sur., 2002), �N�U�R�Q�L�þ�Qe eozinofilne pneumonije (Matsuno i sur., 

2007), reumatoidnog artritisa (Cuchacovich i sur., 2001), upalnih bolesti crijeva (Varljen i 

sur., 2005), celijakije (Detel i sur., 2007) i drugih. �â�W�R�Y�L�ã�H, serumske koncentracije i aktivnosti 

ovog enzima obrnuto su povezane s �W�H�å�L�Q�R�P �N�U�R�Q�L�þ�Q�L�K���E�R�O�H�V�W�L (Matsuno i sur., 2007; Varljen i 

sur., 2005; Detel i sur., 2007). �0�H�ÿ�X�W�L�P, podaci o aktivnosti DPPIV u KOPB bolesnika vrlo 

su rijetki. �3�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�� �M�H�� �L�Q�Y�H�U�]�Q�L�� �R�G�Q�R�V�� �L�]�P�H�ÿ�X��aktivnosti DPPIV i razine lokalne upale u 

bioptatu bronhijalnog tkiva bolesnika s �N�U�R�Q�L�þ�Q�R�P���X�S�D�O�R�P bronha (od ukupno 21 analiziranog 

bioptata 5 bolesnika je imalo KOPB, dok su ostali imali �D�V�W�P�X���L�O�L���N�D�U�F�L�Q�R�P���S�O�X�ü�D�� (Landis i 

sur., 2008). Ako uzmemo u �R�E�]�L�U�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�X�� �X�O�R�J�X�� �'�3�3�,�9�� �X��kidanju �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �E�L�R�O�R�ã�N�L��

aktivnih �P�R�O�H�N�X�O�D���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �N�H�P�R�N�L�Q�H �W�H�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�X�� �G�D su �X�� �G�L�ã�Q�L�P�� �S�X�Wovima oboljelih od 

KOPB-a �S�R�Y�H�ü�D�Q�H��koncentracije IL-���� �L�� �G�U�X�J�L�K�� �N�H�P�R�N�L�Q�D�� ���0�D�F�1�H�H���� �������������� �P�R�å�H�P�R��

pretpostaviti  da bi smanjena aktivnost DPPIV mogla pridonositi razvoju upale �X���S�O�X�ü�L�P�D. 
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�.�U�R�Q�L�þ�Q�D�� �R�S�V�W�U�X�N�F�L�M�V�N�D�� �S�O�X�ü�Q�D�� �E�R�O�H�V�W�� ���.�2�3�%���� �M�H�G�D�Q�� �M�H�� �R�G�� �Y�R�G�H�ü�L�K�� �]�G�U�D�Y�V�W�Y�H�Q�L�K�� �S�U�R�E�O�H�P�D��u 

svijetu te �M�H�G�L�Q�D���N�U�R�Q�L�þ�Q�D���E�R�O�H�V�W���N�R�M�D���N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�R���S�R�N�D�]�X�M�H rast mortaliteta. U posljednja dva 

�G�H�V�H�W�O�M�H�ü�D�� �S�R�V�W�L�J�Q�X�W�� �M�H�� �Y�D�å�D�Q�� �Q�D�S�U�H�G�D�N�� �X�� �U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�Q�M�X�� �H�S�L�G�H�P�L�R�O�R�J�L�M�H���� �S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�H����

�G�L�M�D�J�Q�R�]�H���L���O�L�M�H�þ�H�Q�M�D���.�2�3�%-�D�����D�O�L���Y�D�å�Q�D���S�L�W�D�Q�M�D���R�V�W�D�O�D���V�X���M�R�ã���X�Y�L�M�H�N���R�W�Y�R�U�H�Q�D�����2�V�R�E�L�W�R���V�X���Y�D�å�Q�L��

uzroci i mehanizmi koji dovode do nastanka bolesti i progresi�M�H���X���N�U�R�Q�L�þ�Q�L���R�E�O�L�N�� 

 

�*�O�D�Y�Q�D�� �S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�N�D�� �R�Y�R�J�� �L�V�W�U�D�å�Lvanja je da dim cigareta, koji se smatra jednim od glavnih 

�þ�L�P�E�H�Q�L�Na razvoja KOPB-a, oksidacijski �R�ã�W�H�ü�X�M�H���H�S�L�W�H�O���S�O�X�ü�D�����D�N�W�L�Y�L�U�D���X�S�D�O�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���L���G�R�Y�R�G�L��

�G�R�� �Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�H��aktivnosti proteaza i antiproteaz�D���� �W�H�� �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J��

�P�D�W�U�L�N�V�D���X���S�O�X�ü�L�P�D�����1�D�G�D�O�M�H�����S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�D�P�R���G�D���O�R�N�D�O�Q�H���S�U�R�P�M�H�Q�H���G�R���N�R�M�L�K���G�R�O�D�]�L���X���S�O�X�ü�L�P�D��

bolesnika dovode do sistemskih �S�U�R�P�M�H�Q�D���� �ã�W�R�� �E�L�� �R�P�R�J�X�ü�L�O�R�� �R�W�N�U�L�Y�D�Q�M�H�� �E�L�R�N�H�P�L�M�V�N�L�K��

pokazatelja pojavnosti i razvoja bolest�L���X���O�D�N�R���G�R�V�W�X�S�Q�L�P���E�L�R�O�R�ã�N�L�P���X�]�R�U�F�L�P�D�����S�R�S�X�W���X�]�R�U�D�N�D��

krvi bolesnika. 

 

�6�W�R�J�D�� �V�P�R�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �S�R�G�L�M�H�O�L�O�L�� �Q�D��in vitro �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D�� �X�þ�L�Q�N�D�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �Q�D�� �$��������

alveolarne epitelne stanice te ispitivanja u uzorcima krvi bolesnika s KOPB-om koje smo 

�X�V�S�R�U�H�ÿ�L�Y�D�Oi sa zdravim ispitanicima. 

 

�6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�� �F�L�O�M�H�Y�L��in vitro �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �X�þ�L�Q�N�D�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �Q�D�� �$�������� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�H�� �H�S�L�W�H�O�Q�H��

�V�W�D�Q�L�F�H���X�N�O�M�X�þ�X�M�X���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�� 

�x �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���H�N�V�W�U�D�N�W�D���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D�� 

�x �R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�L�K���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���N�R�P�S�R�Q�H�Q�Wi (lipida i proteina), 

�x aktivacije ER stresnog odgovora i funkcije proteasoma, 

�x ekspresije HSP70, HSP32 i HSP27, 

�x aktivacije MAPK signalnih putova, 

�x �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D�]�D�����0�0�3-2 i MMP-9) i njihovog inhibitora (TIMP-1), 

 

dok �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L���F�L�O�M�H�Y�L���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���X uzorcima krvi bolesnika s KOPB-om i zdravih ispitanika 

�X�N�O�M�X�þ�X�M�X���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�� 

�x utjecaja ekstrakta dima cigareta na �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�� �0�0�3-9 i TIMP-1 iz polimorfo-

nuklearnih leukocita, 

�x �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D koncentracija MMP-9 i TIMP-1 u plazmi kao 

pokazatelja razvoja bolesti, 
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�x polimorfizama MMP9 gena, 

�x �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D aktivnosti DPPIV u serumu kao pokazatelja 

razvoja upale. 

 

�6�Y�U�K�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���M�H���G�H�I�L�Q�L�U�D�W�L���S�R�X�]�G�D�Q�H���E�L�O�M�H�J�H���N�R�M�L���V�H���P�R�J�X��mjeriti u uzorcima bolesnika s 

KOPB-om dobivenim neinvazivnim metodam�D���� �%�R�O�M�H�� �S�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�H�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�D�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K�� �X��

�V�O�R�å�H�Q�X�� �H�W�L�R�S�D�W�R�J�H�Q�H�]�X�� �.�2�3�%-a moglo bi pridonijeti ranijoj dijagnozi i prognozi bolesti, 

razumijevanju povezanosti bolesti i komorbiditeta te razvoju lijekova koji bi mogli utjecati na 

tijek bolesti prije nego do�ÿ�H���G�R���Q�D�V�W�D�Q�N�D���W�U�D�M�Q�L�K���V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�K���S�U�R�P�M�H�Q�D�� 
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�,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�L�K���P�H�K�D�Q�L�]�D�P�D���S�D�W�R�J�H�Q�H�]�H���.�2�3�%-a podijelili smo u dvije cjeline: 

a) in vitro �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �O�L�Q�L�Mi ljudskih alveolarnih epitelnih stanica A549 

koje su bile �L�]�O�R�å�H�Q�H���X�W�M�H�F�D�M�X���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D te 

b) ispitivanja u uzorcima krvi bolesnika s KOPB-om, koji su razvrstani u skupine 

prema GOLD standardu, u usporedbi sa zdravim ispitanicima. 

 

3.1. IN VITRO ISPITIV ANJA 

 

���������������6�W�D�Q�L�þ�Q�D���O�L�Q�L�M�D���O�M�X�G�V�N�L�K���D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K���H�S�L�W�H�O�Q�L�K stanica A549 

�6�W�D�Q�L�þ�Q�D�� �O�L�Q�L�M�D�� �O�M�X�G�V�N�L�K�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K�� �H�S�L�W�H�O�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �$�������� ��American Type Culture 

Collection, Manassas, VA, USA���� �X�V�S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�D�� �M�H�� ������������ �J�R�G�L�Q�H�� �L�]�� �N�D�U�F�L�Q�R�P�D�� �S�O�X�ü�D�� ����-

�J�R�G�L�ã�Q�M�H�J�� �E�L�M�H�O�F�D. Stanice rastu adherirane na podlogu (slika 3.1.). Kada se A549 stanice 

�L�]�O�R�å�H�� �X�W�M�H�F�D�M�X�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D���� �X�� �Q�M�L�P�D�� �V�H�� �U�D�]�Y�L�M�D�M�X�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �N�R�M�H�� �V�X�� �V�O�L�þ�Q�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�P�D�� �X��

�V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �S�O�X�ü�D�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-�R�P���� �2�Y�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�H�� �X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�R�� �N�R�U�L�V�W�H�� �N�D�R�� �P�R�G�H�O�� �]�D��

�S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H�� �X�W�M�H�F�D�M�D�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �Q�D�� �S�O�X�ü�D�� �M�H�U�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�H�� �W�L�S�L�þ�Q�H�� �]�D�� �Q�R�U�P�D�O�Q�H��

alveolarne epitelne stanice tipa II (Lieber i sur., 1976). 

 

 

Slika 3.1. Kultura ljudskih alveolarnih epitelnih stanica linije A549 (prema 

www.lgcstandards-atcc.org). 
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�6�W�D�Q�L�F�H�� �V�X�� �X�]�J�D�M�D�Q�H�� �X�� �E�R�þ�L�F�D�P�D�� �]�D�� �X�]�J�R�M�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �N�X�O�W�X�U�D�� �������� �F�P2 ili 75 cm2) s 

�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P���Y�R�O�X�P�H�Q�R�P���N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J���5�3�0�,�� �P�H�G�L�M�D�������� �L�O�L�������� �P�/���� �X���L�Q�N�X�E�D�W�R�U�X���Q�D�������Û�&���� �V��

�����������Y�O�D�å�Q�R�V�W�L���]�U�D�N�D���L�����������&�22. Kompletni RPMI me�G�L�M���V�D�G�U�å�D�Y�D�R���M�H���5�3�0�,�������������P�H�G�L�M���V���/-

glutaminom (Gibco ili AppliChem), kojemu su dodani 24 mM NaHCO3 (Kemika), 14 mM 

glukoza (Kemika), 10 mM HEPES (Sigma-Aldrich), 1 mM natrijev piruvat (Fluka), 10 % 

�W�H�O�H�ü�H�J�� �I�H�W�D�O�Q�R�J�� �V�H�U�X�P�D�� ���L�Q�D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�� �W�R�S�O�L�Q�R�P���� ���*�L�E�F�R�� �L�Oi Lonza) i 1 % 100x koncentrirane 

otopine antibiotika i antimikotika (10000 U/mL penicilina,  10 mg/mL streptomicina, 25 

���J���P�/�� �D�P�I�R�W�H�U�L�F�L�Q�D�� �%���� ���*�L�E�F�R�� �L�O�L�� �6�L�J�P�D-Aldrich). Stanice su kultivirane do 80 - 90 % 

�N�R�Q�I�O�X�H�Q�W�Q�R�V�W�L���� �ã�W�R�� �M�H�� �N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�Q�R�� �L�Q�Y�H�U�W�Q�L�P�� �P�L�N�U�R�V�N�R�S�R�P���� �1�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �E�L�� �G�R�V�H�J�O�H��toliku 

�N�R�Q�I�O�X�H�Q�W�Q�R�V�W�����V�W�D�Q�L�F�H���V�X���S�U�H�V�D�ÿ�H�Q�H���L�O�L���W�U�H�W�L�U�D�Q�H���V���G�L�P�R�P���F�L�J�D�U�H�W�D�����3�U�L�M�H���V�Y�D�N�R�J���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D���X��

�N�R�M�H�P�� �V�X�� �L�]�O�D�J�D�Q�H�� �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D���� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�X�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H�� �S�U�H�N�R�� �Q�R�ü�L�� ������ h) u RPMI 

mediju bez seruma. 

 

�������������������3�U�H�V�D�ÿ�L�Y�Dnje stanica 

Kompletni RPMI medij iznad adherentnih stanica ukloni se vakuum sisaljkom. Stanice se 

jednokratno isperu otopinom soli puferiranom fosfatom (eng. phosphate buffer saline (PBS); 

137 mM NaCl (Merck), 2,7 mM KCl (Kemika), 4,3 mM Na2HPO4 x 7 H2O (Kemika), 1,4 

mM KH2PO4 ���.�H�P�L�N�D������ �G�D�� �V�H�� �X�N�O�R�Q�H�� �R�V�W�D�F�L�� �V�H�U�X�P�D�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L�� �.1-antitripsin koji bi mogao 

inhibirati djelovanje tripsina u kasnijem koraku. PBS se ukloni vakuum sisaljkom i doda se 

0,05 % tripsin-EDTA 1x (Gibco) kako bi se stanice odvojile od podloge. Nakon 5 minuta 

i�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �Q�D�� �����Û�&���� �V�� ������ ���� �Y�O�D�å�Q�R�V�W�L�� �]�U�D�N�D�� �L�� ���� ���� �&�22, na stanice se doda kompletni RPMI 

�P�H�G�L�M�� �G�D�� �V�H�� �]�D�X�V�W�D�Y�L�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�� �W�U�L�S�V�L�Q�D�� �L�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�H�� �U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�M�X�� �S�L�S�H�W�R�P���� �6�W�D�Q�L�þ�Q�D��

�V�X�V�S�H�Q�]�L�M�D���V�H���S�U�H�Q�H�V�H���X���V�W�H�U�L�O�Q�X���H�S�U�X�Y�H�W�X���V���þ�H�S�R�P���L���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�������P�L�Q�X�W�D���Q�D�����������J na sobnoj 

temperaturi. Nadsloj se ukloni vakuum sisaljkom, a talog stanica se resuspendira u 1 mL 

�N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J�� �5�3�0�,�� �P�H�G�L�M�D���� �1�D�M�S�U�L�M�H�� �V�H�� �R�G�U�H�G�L�� �E�U�R�M�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X�� �V�X�V�S�H�Q�]�L�M�L���� �D�� �R�Q�G�D�� �V�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L��

�Y�R�O�X�P�H�Q�� �V�X�V�S�H�Q�]�L�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �Q�D�V�D�G�L�� �X�� �Q�R�Y�X�� �E�R�þ�L�F�X�� �]�D�� �X�]�J�R�M�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �Nultura u koju je 

�S�U�H�W�K�R�G�Q�R���V�W�D�Y�O�M�H�Q���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���Y�R�O�X�P�H�Q���N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J���5�3�0�,���P�H�G�L�M�D�����%�R�þ�L�F�D���V�H���V�S�U�H�P�L���X���L�Q�N�X�E�D�W�R�U��

�Q�D�������Û�&�����V�������������Y�O�D�å�Q�R�V�W�L���]�U�D�N�D���L�����������&�22. 

 

�������������������2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���E�U�R�M�D���V�W�D�Q�L�F�D 

�7�L�M�H�N�R�P���S�U�H�V�D�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���R�G�U�H�ÿ�X�M�H���V�H���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W���L���E�U�R�M���V�W�D�Q�L�F�D���W�D�N�R���G�D���V�H���S�R�P�L�M�H�ã�D���������—�/��������������

boje tripansko plavilo (Sigma-�$�O�G�U�L�F�K���� �L�� ������ �—�/�� �V�X�V�S�H�Q�]�L�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �6�P�M�H�V�D�� �V�H�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�� ����

minuta na sobnoj temperaturi. Tripansko plavilo je boja koju akumuliraju mrtve stanice, dok 

�å�L�Y�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�� �L�]�E�D�F�X�M�X�� �E�R�M�X�� �S�X�W�H�P�� �P�H�P�E�U�D�Q�V�N�L�K�� �S�Xmpi, pa ostaju neobojene. 
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�1�H�R�E�R�M�D�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�H�� �]�D�W�L�P�� �E�U�R�M�H�� �S�R�G�� �L�Q�Y�H�U�W�Q�L�P�� �P�L�N�U�R�V�N�R�S�R�P�� ���S�R�G�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P�� �R�G�� �������� �[����

�S�R�P�R�ü�X���K�H�P�R�F�L�W�R�P�H�W�U�D�����1�H�X�E�D�X�H�U�R�Y�H���N�R�P�R�U�L�F�H���� 

 

3.1.2. Izravno izlaganje stanica dimu cigareta 

Stanice �X�]�J�D�M�D�Q�H�� �X�� �E�R�þ�L�F�D�P�D�� �]�D�� �X�]�J�R�M�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �N�X�O�W�Xra (25 cm2���� �E�L�O�H�� �V�X�� �L�]�O�R�å�H�Q�H��izravnom 

utjecaju dima cigareta prema metodi koju su opisali van der Toorn i suradnici (2007b). 

�1�H�S�R�V�U�H�G�Q�R�� �S�U�L�M�H�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D���� �P�H�G�L�M�� �L�]�Q�D�G�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �V�H�� �X�N�O�R�Q�L�� �L�� �E�R�þ�L�F�D�� �V�H�� �R�N�U�H�Q�H��

�Q�D�R�S�D�N�R���þ�L�P�H���V�H���R�P�R�J�X�ü�X�M�H��izravan kontakt dima cigareta s alveolarnim epitelnim stanicama. 

�.�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �V�X�� �F�L�J�D�U�H�W�H�� �P�D�U�N�H�� ���5���)�� �.�H�Q�W�X�F�N�\�� �5�H�V�H�D�U�F�K�� �&�L�J�D�U�H�W�W�H�V�� ���8�Q�L�Y�H�U�V�L�W�\�� �R�I�� �.�H�Q�W�X�F�N�\����

�N�R�M�L�P�D�� �V�X�� �R�G�V�W�U�D�Q�M�H�Q�L�� �I�L�O�W�H�U�L���� �&�L�J�D�U�H�W�H�� �V�X�� �J�R�U�L�O�H�� �W�R�þ�Q�R�� ���� �L�O�L�� ���� �P�L�Q�X�W�D�� �E�U�]�L�Q�R�P�� �R�G�� ���� �/���K�� �X�]��

�X�S�R�W�U�H�E�X���S�H�U�L�V�W�D�O�W�L�þ�N�H���S�X�P�Se (Watson Marlow). Dim cigareta je izrav�Q�R���X�S�X�K�L�Y�D�Q���X���E�R�þ�L�F�X���]�D��

�X�]�J�R�M�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �N�X�O�W�X�U�D���� �.�D�R�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D�� �V�O�X�å�L�O�H�� �V�X�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�M�L�P�D�� �M�H�� �Q�D�� �L�V�W�L�� �Q�D�þ�L�Q�� �X��

�E�R�þ�L�F�X�� �X�S�X�K�L�Y�D�Q�� �]�U�D�N���� �1�D�N�R�Q�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �L�O�L�� �]�U�D�N�X���� �P�H�G�L�M�� �X�� �N�R�M�H�P�� �V�X��

prethodno u�]�J�D�M�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���M�H���Y�U�D�ü�H�Q���X���E�R�þ�L�F�X���L���V�W�D�Q�L�þ�Q�D���N�X�O�W�X�U�D���M�H���Y�U�D�ü�H�Q�D���Q�D�]�D�G���X���L�Q�N�X�E�D�W�R�U��

�Q�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R���Y�U�L�M�H�P�H���������� h, 4 h ili 24 �K�������W�M�����V�Y�H���G�R���W�U�H�Q�X�W�N�D���N�D�G�D���V�X���U�D�ÿ�H�Q�H���D�Q�D�O�L�]�H�� 

 

3.1.3. Izlaganje stanica ekstraktu dima cigareta 

Ekstrakt dima cigareta (eng. Cigarette Smoke Extract, CSE) pripreman je neposredno prije 

�V�Y�D�N�R�J�� �S�R�N�X�V�D���� �.�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �V�X�� �S�R�� �G�Y�L�M�H�� �F�L�J�D�U�H�W�H�� �P�D�U�N�H�� ���5���)�� �.�H�Q�W�X�F�N�\�� �5�H�V�H�D�U�F�K�� �&�L�J�D�U�H�W�W�H�V��

(University of Kentucky) kojima su odstranjeni filteri. Dim cigareta je propuhan kroz 25 mL 

RPMI medija bez seruma upotrebom vakuum sisaljke. Svaka cigareta gorjela je oko 5 minuta. 

�7�D�N�R���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�L���H�N�V�W�U�D�N�W���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���R�]�Q�D�þ�H�Q���M�H���N�D�R���������������N�R�Q�F�H�Q�W�U�L�U�D�Q�L�����D���]�D���S�R�N�X�V�H���M�H��

�U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�� �V��RPMI medijem bez seruma �Q�D�� �å�H�O�M�H�Q�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H��unutar 30 minuta od 

pripreme (van der Toorn i sur., 2007a). 

 

Standardizacija ekstrakta dima cigareta i�]�Y�U�ã�H�Q�D���M�H���W�D�N�R���G�D���M�H������������-�W�Q�L���H�N�V�W�U�D�N�W���U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q���Q�D 

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �R�G�� ������ ������ ������ ������ ���� ������ �������� ���� �L�� ���������� ������ �3�R�W�R�P�� �M�H���� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �V�S�H�N�W�U�R�I�R�W�R�P�H�W�D�U��

(CECIL Aquarius CE 7200), svim ekstraktima izmjerena apsorbancija na 320 nm prema 

RPMI mediju bez seruma kao slije�S�R�M�� �S�U�R�E�L���� �3�R�N�X�V�� �M�H�� �S�R�Q�R�Y�O�M�H�Q�� �ã�H�V�W�� �S�X�W�D�� �X�� �W�U�L�� �X�]�D�V�W�R�S�Q�D��

dana. Tijekom pripreme ekstrakta dima cigareta za svaki pojedini pokus, provjereno je 

odgovara li njegova apsorbancija na 320 nm dobivenim standardnim vrijednostima. Zatim je 

�W�D�M���H�N�V�W�U�D�N�W���N�R�U�L�ã�W�H�Q���]�D���W�U�H�W�L�U�D�Q�M�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���O�L�Q�L�M�H���O�M�X�G�V�N�L�K���D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K���H�S�L�W�H�O�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���$�������� 
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Prije izlaganja stanica ekstraktu dima cigareta, s�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�M�H�� �V�X�� �U�D�V�O�H�� �X�� �E�R�þ�L�F�D�P�D�� �]�D�� �X�]�J�R�M��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �N�X�O�W�X�U�D�� �S�U�H�V�D�ÿ�H�Q�H�� �V�X�� �Q�D�� �S�O�R�þ�L�F�H�� �V�D�� ���� �M�D�å�L�F�D���� �8�� �V�Y�D�N�X�� �M�D�å�L�F�X�� �Q�D�V�D�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �W�R�O�L�N�R��

stanica da ih na dan prije pokusa bude 1 x 106 u 2 mL medija. Dan prije pokusa sa stanica je 

uklonjen kompletni RPMI medij i stanicama je dodan RPMI medij bez seruma. Zatim su 

�V�W�D�Q�L�F�H���X���W�U�L�S�O�L�N�D�W�X���W�U�H�W�L�U�D�Q�H���V�Y�M�H�å�H���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�L�P���H�N�V�W�U�D�N�W�R�P���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���X���N�R�Q�Fentracijama 

od 0 % (nestimulirane stanice, ns), 1,25 %, 2,5 %, 5 %, 10 % ili 20 % te inkubirane tijekom 

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J�� �Y�U�H�P�H�Q�D�� ���� h, 6 h, 8 h, 24 h ili 48 �K������ �1�D�N�R�Q�� �]�D�Y�U�ã�H�Q�H�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �P�H�G�L�M�� �L�]�Q�D�G��

stanica se centrifugira na 1000 g tijekom 5 minuta �Q�D�� �����Û�&���� �D�� �G�Rbiveni nadsloj alikvotira i 

pospremi na -�����Û�&���]�D���G�D�O�M�Q�M�H���D�Q�D�O�L�]�H�����G�R�N���V�H���D�G�K�H�U�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���O�L�]�L�U�D�M�X���Q�D���Q�D�þ�L�Q���N�R�M�L���R�Y�L�V�L���R��

�P�H�W�R�G�L���D�Q�D�O�L�]�H���N�R�M�D���V�H���S�U�L�P�M�H�Q�M�X�M�H���X���V�O�M�H�G�H�ü�H�P���N�R�U�D�N�X�� 

 

3.1.4. Priprema lizata stanica 

�2�Y�L�V�Q�R�� �R�� �N�D�V�Q�L�M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�M�� �P�H�W�R�G�L���� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�X �O�L�]�L�U�D�Q�H�� �V�R�Q�L�N�D�F�L�M�R�P�� ���W�R�þ�N�D��3.1.4.1.) ili 

�S�X�I�H�U�R�P���]�D���O�L�]�L�U�D�Q�M�H���V�W�D�Q�L�F�D�����W�R�þ�N�D��3.1.4.2.). 

 

3.1.4.1. Priprema lizata stanica sonikacijom 

�1�D�N�R�Q���]�D�Y�U�ã�H�Q�R�J���W�U�H�Wiranj�D���V�W�D�Q�L�F�D���Q�D�V�D�ÿ�H�Q�L�K���Q�D���S�O�R�þ�L�F�H���V�D���ã�H�V�W���M�D�å�L�F�D�����S�O�R�þ�L�F�H���V�H���V�W�D�Y�H���Q�D���O�H�G����

medij iznad stanica se ukloni, a adherirane stanice se isperu dva puta ledeno hladnim PBS-

�R�P���� �8�� �V�Y�D�N�X�� �M�D�å�L�F�X�� �G�R�G�D�� �V�H�� �S�R�� �������� ���/�� ���������� ����tripsin-EDTA 1x (Gibco) i ostavi 5 min u 

�L�Q�N�X�E�D�W�R�U�X�� �Q�D�� �����Û�&���� �V�� ������ ���� �Y�O�D�å�Q�R�V�W�L�� �]�U�D�N�D�� �L�� ���� ���� �&�22. Djelovanje tripsina zaustavi se 

�G�R�G�D�W�N�R�P�� ���������� ���/�� �N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J�� �5�3�0�,�� �P�H�G�L�M�D�� �X�� �V�Y�D�N�X�� �M�D�å�L�F�X���� �6�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�� �V�Y�D�N�H�� �M�D�å�L�F�H�� �V�H��

resuspendiraju pipetom, prenesu u epruvetice od 2 mL i centrifugiraju 5 minuta na 400 g na 

�����Û�&���� �1�D�G�V�O�R�M�� �V�H�� �X�N�O�R�Q�L�� �Y�D�N�X�X�P�� �V�L�V�D�O�M�N�R�P���� �D�� �W�D�O�R�J�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �V�H�� �U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�� �X�� ���� �P�/�� �O�H�G�H�Q�R��

hladnog PBS-�D���� �=�D�W�L�P�� �V�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �O�L�]�L�U�D�M�X�� �Q�D�� ���� �:�� �W�L�M�H�N�R�P�� ������ �V�� �X�S�R�W�U�H�E�R�P�� �X�O�W�U�D�]�Y�X�þ�Q�R�J��

homogenizatora serije 4710 (Cole-Parmer Instrument Co.). Tako lizirane stanice se 

centrifugiraju na 14000 rpm (EBA 12 R, Hettich Zentrifugen) tijekom 20 minuta �Q�D�� �����Û�&����

Jedan dio dobivenog nadsloja se pospremi na -�����Û�&�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D����

dok se ostatak nadsloja alikvotira i pospremi na -�����Û�&�� �]�D�� �G�D�O�M�Q�M�H�� �D�Q�D�O�L�]�H�� ���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �V�O�R�E�R�G�Q�L�K�� �W�L�R�O�Q�L�K�� �V�N�X�S�L�Q�D�� �L�� �0�'�$������ �=�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H��MMP-2, 

MMP-9 i TIMP-1 �V�W�D�Q�L�F�H���V�X���O�L�]�L�U�D�Q�H���Q�D���L�V�W�L���Q�D�þ�L�Q���X�]���G�R�G�D�W�D�N���S�U�R�W�H�D�]�Q�L�K���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�D����Complete 

Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche) otopini PBS-a u kojoj su stanice resuspendirane 

prije sonikacije. 
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3.1.4.2. Priprema lizata stanica za elektroforezu u SDS-poliakr ilamidnom gelu i Western 

blot analize 

�1�D�N�R�Q�� �]�D�Y�U�ã�H�Q�H�� �R�E�U�D�G�H�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �Q�D�V�D�ÿ�H�Q�L�K�� �Q�D�� �S�O�R�þ�L�F�H�� �V�D�� �ã�H�V�W�� �M�D�å�L�F�D���� �S�O�R�þ�L�F�H�� �V�H�� �V�W�D�Y�H�� �Q�D�� �O�H�G����

medij iznad stanica se ukloni, a adherirane stanice se isperu dva puta ledeno hladnim PBS-

�R�P���� �8�� �V�Y�D�N�X�� �M�D�å�L�F�X�� �G�R�G�D�� �V�H�� �S�R�� �������� ���/ ledeno hladnog pufera za liziranje stanica (50 mM 

Tris-HCl pH 8,0, 137 mM NaCl, 1 % Triton X-100, 10 % glicerol, 1 mM natrijev ortovanadat 

uz dodatak proteaznih inhibitora (Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche)) i 

ostavi 20 minuta da stoji na ledu. Zatim se stanice odvoje od podloge blagim struganjem 

�V�L�O�L�N�R�Q�V�N�L�P���V�W�U�X�J�D�þ�H�P�����D���V�D�G�U�å�D�M���V�Y�D�N�H���M�D�å�L�F�H���V�H���S�U�H�Q�H�V�H u epruveticu od 1,5 mL i centrifugira 

na 14000 rpm (EBA 12 R, Hettich Zentrifugen) tijekom 20 minuta �Q�D�� �����Û�&���� �-�H�G�D�Q�� �G�L�R��

dobivenog nadsloja se pospremi na -�����Û�&�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �G�R�N�� �V�H�� �X��

drugi dio nadsloja doda 6x koncentrirani Laemmli�M�H�Y�� �S�X�I�H�U�� �]�D�� �Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�H�� �X�]�R�U�D�N�D�� �������������� �0��

Tris-�+�&�O���S�+�����������������������6�'�6���������������J�O�L�F�H�U�R�O�����������������E�U�R�P�I�H�Q�R�O���S�O�D�Y�L�O�R����������������-merkaptoetanol 

u destil�L�U�D�Q�R�M���Y�R�G�L�������8�]�R�U�F�L���V�H���S�U�R�N�X�K�D�M�X���W�L�M�H�N�R�P�������P�L�Q�X�W�H���Q�D�������Û�&�����R�G�P�D�K���S�R�W�R�P���R�K�O�D�G�H���Q�D��

ledu i pospreme na -�����Û�&�����2�Y�D�N�Y�L���X�]�R�U�F�L���V�X���V�S�U�H�P�Q�L���]�D���Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�H���Q�D���6�'�6-poliakrilamidni gel 

i Western blot analizu. 

 

���������������2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���X���O�L�]�D�W�L�P�D���V�W�D�Q�Lca 

�.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�� �O�L�]�D�W�L�P�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R�� �G�R�V�W�X�S�Q�R�J��

kompleta reagensa Quant-�L�7�� �3�U�R�W�H�L�Q�� �$�V�V�D�\�� �.�L�W�� ���,�Q�Y�L�W�U�R�J�H�Q������ �.�R�P�S�O�H�W�� �U�H�D�J�H�Q�V�D�� �V�D�G�U�å�L��

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�L���U�H�D�J�H�Q�V�����S�X�I�H�U���]�D���U�D�]�U�M�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���L���W�U�L���V�W�D�Q�G�D�U�G�D���%�6�$�����H�Q�J����bovine serum albumin). 

Reagens se razrijedi puferom, dodaju se standardi ili uzorci te se sve inkubira tijekom 15 

�P�L�Q�X�W�D�� �Q�D�� �V�R�E�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�� �X�� �P�U�D�N�X���� �=�D�W�L�P�� �V�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �4�X�E�L�W�� �I�O�X�R�U�L�P�H�W�U�D�� ���,�Q�Y�L�W�U�R�J�H�Q����

�Q�D�M�S�U�L�M�H�� �R�þ�L�W�D�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�D�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�D�� �L�� �E�D�å�G�D�U�L�� �D�S�D�U�D�W���� �D�� �R�Q�G�D�� �V�H�� �R�þ�Ltaju rezultati za sve 

�X�]�R�U�N�H�����'�R�E�L�Y�H�Q�L���U�H�]�X�O�W�D�W�L�������J���P�/�����V�H���S�R�P�Q�R�å�H���V���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H�P�����R�P�M�H�U���Y�R�O�X�P�H�Q�D���U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�R�J��

reagensa i uzorka). 

 

���������������2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�F�D���0�7�7���W�H�V�W�R�P 

�3�U�R�F�M�H�Q�D�� �Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�Y�U�ã�H�Q�D�� �M�H�� �P�M�H�U�H�Q�M�H�P�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�Vti stanica uz 

tetrazolijevu sol MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difenil-tetrazolijev bromid) kao supstrat 

�]�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���G�H�K�L�G�U�R�J�H�Q�D�]�H�����8���å�L�Y�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���G�R�O�D�]�L���G�R���U�H�G�X�N�F�L�M�H���0�7�7-�D�����å�X�W�L���V�X�S�V�W�U�D�W�����W�R�S�L�Y��

u vodi) u kristale formazana (tamno plavo obojeni produkti, topivi u organskim otapalima), pa 

se ovim kolorimetrijskim testom mjeri redukcijski potencijal stanica (Cole, 1986). 
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�=�D�� �R�Y�D�M�� �W�H�V�W�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�X�� �Q�D�V�D�ÿ�H�Q�H�� �Q�D�� �S�O�R�þ�L�F�H�� �V�� ������ �M�D�å�L�F�D�� �X�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�P�� �E�U�R�M�X�� �L�� �Y�R�O�X�P�H�Q�X��

medija. Stanice su tretirane ekstraktom dima cigareta te inkubirane tijekom 4 h, 24 h ili 48 h 

�Q�D�������Û�&�����V�������������Y�O�D�å�Q�R�V�W�L���]�U�D�N�D���L�����������&�22. Kao pozitivna kontrola za smanjenu vijabilnost, 

stanice su tretirane ������ ���0�� �N�D�P�S�W�R�W�H�F�L�Q�R�P�� ���6�L�J�P�D-Aldrich) otopljenim u dimetil-sulfoksidu 

(DMSO) �W�D�N�R�� �G�D�� �M�H�� �N�R�Q�D�þna koncentracija DMSO u mediju iznosila 0,1 %. Nakon �]�D�Y�U�ã�H�Q�H��

�L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �P�H�G�L�M�� �L�]�Q�D�G�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �V�H�� �S�D�å�O�M�L�Y�R�� �X�N�O�R�Qi odsisavanjem vakuum sisaljkom te se u 

�V�Y�D�N�X�� �M�D�å�L�F�X�� �G�R�G�D�� �������� ���/�� �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�R�J�� �0�7�7�� �U�H�D�J�H�Q�V�D���� �0�D�W�L�þ�Q�D otopina MTT se priprema 

otapanjem 5 mg MTT (Sigma-Aldrich) u 1 mL sterilnog PBS-�D���� �D�� �R�Q�� �V�H�� �G�D�O�M�H�� �U�D�]�U�M�H�ÿ�X�M�H�� �V��

�5�3�0�,�� �P�H�G�L�M�H�P�� �E�H�]�� �V�H�U�X�P�D�� �W�D�N�R�� �G�D�� �M�H�� �N�R�Q�D�þ�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �������� �P�J�� �0�7�7�� �Q�D�� ���� �P�/�� �P�H�G�L�M�D����

Nakon 3,5 �K�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �Q�D�� �����Û�&���� �V�� ������ ���� �Y�O�D�å�Q�R�V�W�L�� �]�U�D�N�D�� �L�� ���� ���� �&�22, medij iznad stanica se 

ukloni i u svaku ja�å�L�F�X���V�H���G�R�G�D���S�R�����������—�/���'�0�6�2���N�D�N�R���E�L���V�H���R�W�R�S�L�O�L���N�U�L�V�W�D�O�L���I�R�U�P�D�]�D�Q�D���Q�D�V�W�D�O�L��

redukcijom MTT-�D���X���å�L�Y�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D�����=�D�W�L�P���V�H���S�O�R�þ�L�F�H���R�V�W�D�Y�H���������P�L�Q�X�W�D���Q�D���W�U�H�V�L�O�L�F�L���S�U�L����������

�R�N�U�H�W�D�M�D���X���P�L�Q�X�W�L���N�D�N�R���E�L���V�H���N�U�L�V�W�D�O�L�ü�L���I�R�U�P�D�]�D�Q�D�� �X���S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L���R�W�R�S�L�O�L���� �0�M�H�U�H�Q�M�H���D�S�V�R�U�E�D�Q�F�Lje 

�Q�D�� �������� �Q�P�� �Y�U�ã�L�� �V�H�� �Q�D�� �þ�L�W�D�þ�X�� �P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�L�K�� �S�O�R�þ�L�F�D�� ���9�,�&�7�2�5�� �0�X�O�W�L�O�D�E�H�O�� �&�R�X�Q�W�H�U�� ������������

Wallac, Perkin-Elmer). Srednja vrijednost apsorbancija nestimuliranih stanica proglasi se 100 

%, a vrijednosti apsorbancija uzoraka izraze kao postotak nestimuliranih stanica. Rezultati se 

�S�U�L�N�D�å�X���J�U�D�I�L�þ�N�L���N�D�R���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���“ �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D�� 

 

���������������2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H���Dktivnosti laktat dehidrogenaze u mediju iznad stanica 

�2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���O�D�N�W�D�W���G�H�K�L�G�U�R�J�H�Q�D�]�H�����/�'�+�����X���P�H�G�L�M�X���L�]�Q�D�G���V�W�D�Q�L�F�D���Noristi 

�V�H���N�D�R���S�R�N�D�]�D�W�H�O�M���L�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���P�H�P�E�U�D�Q�H���L���V�O�X�å�L���]�D���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H��

tvari. 

 

�=�D���R�Y�X���D�Q�D�O�L�]�X���V�W�D�Q�L�F�H���V�X���Q�D�V�D�ÿ�H�Q�H���Q�D���S�O�R�þ�L�F�H���V���������M�D�å�L�F�D���X���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�P���E�U�R�M�X���L���Y�R�O�X�P�H�Q�X��

medija. Stanice su tretirane ekstraktom dima cigareta te inkubirane tijekom 4 h ili 24 h na 

�����Û�&���� �V�� ������ ���� �Y�O�D�å�Q�R�V�W�L�� �]�U�D�N�D�� �L�� ���� ���� �&�22���� �.�D�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�X�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�H�� ������ ���0��

kamptotecinom (Sigma-Aldrich) otopljenim u DMSO �W�D�N�R�� �G�D�� �M�H�� �N�R�Q�D�þ�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D��

DMSO u mediju iznosila 0,1 %���� �1�D�N�R�Q�� �]�D�Y�U�ã�H�Q�H�� �L�Qkubacije medij iznad stanica se 

centrifugira na 1000 g tijekom 5 minuta �Q�D�� �����Û�&���� �D�� �/�'�+�� �X�� �G�R�E�L�Y�H�Q�R�P�� �Q�D�G�V�O�R�M�X�� �V�H�� �R�G�P�D�K��

odredi na poluautomatskom biokemijskom analizatoru Trace 30 uz upotrebu reagensa za 

�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���/�'�+�����+�H�U�E�R�V���'�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�N�D���G���R���R���������2�P�M�H�U���X�]�Rrka i reagensa u reakcijskoj smjesi 

je 1:60. Princip ove metode temelji se na oksidaciji L-laktata u piruvat u prisustvu LDH pri 

�þ�H�P�X�� �V�H�� �1�$�'+ reducira te se kontinuirano mjeri porast apsorbancije NADH na 340 nm pri 
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37�ÛC prema destiliranoj vodi kao slijepoj probi. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 

�N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���/�'�+���R�W�S�X�ã�W�H�Q�H���X���P�H�G�L�M�����8���/�����“���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D�� 

 

���������������2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���D�S�R�S�W�R�]�H�������Q�H�N�U�R�]�H���S�U�R�W�R�þ�Q�R�P���F�L�W�R�P�H�W�U�L�M�R�P 

�%�R�M�D�Q�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �D�Q�H�N�V�L�Q�R�P�� �9�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�R�P�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P�� �E�R�M�R�P�� �L�� �S�Uopidijevim jodidom 

�R�P�R�J�X�ü�D�Y�D���U�D�]�O�L�N�R�Y�D�Q�M�H���V�W�D�Q�L�F�D���X���U�D�Q�R�M���D�S�R�S�W�R�]�L���L���Q�H�N�U�R�]�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���R�G���å�L�Y�L�K���V�W�D�Q�L�F�D����Vermes 

i sur., 1995)�����$�Q�H�N�V�L�Q���9���M�H���S�U�R�W�H�L�Q���N�R�M�L���V�H���X���S�U�L�V�X�V�W�Y�X���N�D�O�F�L�M�H�Y�L�K���L�R�Q�D���þ�Y�U�V�W�R���Y�H�å�H���]�D���I�R�V�I�D�W�L�G�L�O-

�V�H�U�L�Q�� �S�U�H�P�M�H�ã�W�H�Q�� �V�� �X�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�H�� �Q�D�� �Y�D�Q�M�V�N�X��ovojnicu membrane stanica u ranoj apoptozi. 

�2�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�M�H�� �D�Q�H�N�V�L�Q�D�� �9�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P�� �E�R�M�R�P�� �L�O�L�� �E�L�R�W�L�Q�R�P�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�X��

apoptozn�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�����1�H�N�U�R�]�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���W�D�N�R�ÿ�H�U���Q�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M���P�H�P�E�U�D�Q�L �L�P�D�M�X���L�]�O�R�å�H�Q���I�R�V�I�D�W�L�G�L�O-

serin, pa da bismo ih razlikovali od apoptoznih, stanice istovremeno bojimo i propidijevim 

�M�R�G�L�G�R�P�� �N�R�M�L�� �X�O�D�]�L�� �V�D�P�R�� �X�� �Q�H�N�U�R�]�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�� �X���Q�M�L�P�D�� �V�H�� �Y�H�å�H�� �Q�D�� �Q�X�N�O�H�L�Q�V�N�H���N�L�V�H�O�L�Q�H���� �W�H���R�Q�H��

�I�O�X�R�U�H�V�F�L�U�D�M�X�� �F�U�Y�H�Q�R���� �6�W�D�Q�L�F�H�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�H�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�L�P�� �E�R�M�D�P�D�� �P�R�J�X�ü�H�� �M�H�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�W�L��

�S�U�R�W�R�þ�Q�L�P���F�L�W�R�P�H�W�U�R�P�� 

 

Za ovu �D�Q�D�O�L�]�X���V�W�D�Q�L�F�H���V�X���Q�D�V�D�ÿ�H�Q�H���Q�D���S�O�R�þ�L�F�H���V���������M�D�å�L�F�D���X���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�P���E�U�R�M�X���L���Y�R�O�X�P�H�Q�X��

medija. Stanice su tretirane ekstraktom dima cigareta te inkubirane tijekom 4 h ili 24 h na 

�����Û�&���� �V�� ������ ���� �Y�O�D�å�Q�R�V�W�L�� �]�U�D�N�D�� �L�� ���� ���� �&�22. Kao pozitivna kontrola za apoptozu stanice su 

�W�U�H�W�L�U�D�Q�H�� ������ ���0�� �N�D�P�S�W�R�W�H�F�L�Q�R�P�� ���6�L�J�P�D-Aldrich) otopljenim u DMSO �W�D�N�R�� �G�D�� �M�H�� �N�R�Q�D�þ�Q�D��

koncentracija DMSO u mediju iznosila 0,1 %. Svi koraci analize izvode se na ledu. Medij 

iznad stanica se prenese u epruvetice i centrifugira na 400 g tijekom 5 minuta �Q�D�� �����Û�&����

Stanice koje su bile odlijepljene od podloge ostaju u talogu. Na adherirane stanice se doda po 

�������� ���/�� �W�U�L�S�V�L�Q�D�� �L�� �R�V�W�D�Y�L�� ���� �P�L�Quta �X�� �L�Q�N�X�E�D�W�R�U�X�� �Q�D�� �����Û�&���� �V�� ������ ���� �Y�O�D�å�Q�R�V�W�L�� �]�U�D�N�D�� �L�� ���� ���� �&�22. 

�'�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�� �W�U�L�S�V�L�Q�D�� �]�D�X�V�W�D�Y�L�� �V�H�� �G�R�G�D�W�N�R�P�� �������� ���/�� �N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J�� �5�3�0�,�� �P�H�G�L�M�D�� �X�� �V�Y�D�N�X�� �M�D�å�L�F�X����

�6�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�� �V�Y�D�N�H�� �M�D�å�L�F�H�� �V�H�� �U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�M�X�� �S�L�S�H�W�R�P���� �S�U�H�Q�H�V�X�� �X�� �H�S�U�X�Y�H�W�L�F�H�� �X�� �N�R�M�L�P�D�� �V�H�� �Q�Dlazi 

talog stanica iz medija i centrifugiraju 5 minuta �Q�D�����������J���Q�D�������Û�&�����1�D�G�V�O�R�M���V�H���X�N�O�R�Q�L�����D���W�D�O�R�J��

�V�W�D�Q�L�F�D�� �V�H�� �U�H�V�X�V�S�H�Q�G�L�U�D�� �X�� �R�W�S�U�L�O�L�N�H�� �������� ���/�� �5�3�0�,�� �P�H�G�L�M�D�� �E�H�]�� �V�H�U�X�P�D�� �W�D�N�R�� �G�D�� �M�H�� �N�R�Q�D�þ�Q�D��

koncentracija stanica otprilike 1 x 106 stanica / mL. Neposredno prije analize pripremi se 

�N�D�O�F�L�M�H�Y���S�X�I�H�U���U�D�]�U�M�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P�������[���N�R�Q�F�H�Q�W�U�L�U�D�Q�H���R�W�R�S�L�Q�H�������������0���+�(�3�(�6�������������0���1�D�&�O�����������P�0��

CaCl2 x 2 H2�2������ �������� ���/�� �V�X�V�S�H�Q�]�L�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �V�H�� �S�U�H�E�D�F�L�� �X�� �H�S�U�X�Y�H�W�X�� �]�D�� �D�Q�D�O�L�]�X�� �Q�D�� �S�U�R�W�R�þ�Q�R�P��

�F�L�W�R�P�H�W�U�X���� �G�R�G�D�� �V�H�� �������� ���/�� �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�R�J�� �N�D�O�F�L�M�H�Y�R�J�� �S�X�I�H�U�D���� �������� ���/�� �D�Q�H�N�V�L�Q�D�� �9�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�R�J�� �V��

�$�O�H�[�D�� �)�O�X�R�U�� �������� �E�R�M�R�P�� ���,�Q�Y�L�W�U�R�J�H�Q���� �L�� �������� ���/�� �S�U�R�S�L�G�L�Mevog jodida koncentracije 0,5 mg/mL 

(Sigma-Aldrich) te se anal�L�]�D�� �Q�D�� �S�U�R�W�R�þ�Q�R�P�� �F�L�W�R�P�H�W�U�X�� �&�\�W�R�P�L�F�V�� �)�&�� �������� �0�3�/�� ���%�H�F�N�P�D�Q��

Coulter) provede unutar jednog sata. 
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���������������2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���V�O�R�E�R�G�Q�L�K���W�L�R�O�Q�L�K���V�N�X�S�L�Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�D 

�.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �V�O�R�E�R�G�Q�L�K�� �W�L�R�O�Q�L�K�� �V�N�X�S�L�Q�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �R�G�U�H�ÿ�X�M�H�� �V�H�� �X�S�R�W�U�H�E�R�P�� �(�O�O�P�D�Q�R�Y�R�J��

reagensa (5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina ili DTNB) (Ellman, 1958). U reakciji 

�V�O�R�E�R�G�Q�L�K���W�L�R�O�Q�L�K���V�N�X�S�L�Q�D���V���'�7�1�%���R�V�O�R�E�D�ÿ�D���V�H����-tio-2-nitrobenzojeva kiselina (TNB) i nastaju 

�P�L�M�H�ã�D�Q�L�� �G�L�V�X�O�I�L�G�L�� ���L�]�P�H�ÿ�X�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �V�D�� �V�O�R�E�R�G�Q�R�P�� �W�L�R�O�Q�R�P�� �V�N�X�S�L�Q�R�P�� �L�� �7�1�%������ �5�H�D�N�F�L�M�D�� �V�H��

odv�L�M�D���E�U�]�R���L���V�W�H�K�L�R�P�H�W�U�L�M�V�N�L�����M�H�G�D�Q���P�R�O���W�L�R�O�D���R�V�O�R�E�D�ÿ�D���M�H�G�D�Q���P�R�O���7�1�%�����7�1�%���X���Y�R�G�H�Q�R�M���V�U�H�G�L�Q�L��

�S�U�L�� �D�O�N�D�O�Q�R�P�� �L�� �Q�H�X�W�U�D�O�Q�R�P�� �S�+�� �L�R�Q�L�]�L�U�D�� �X�� �å�X�W�R�� �R�E�R�M�H�Q�L�� �D�Q�L�R�Q�� �7�1�%-���� �2�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�L�� �7�1�%- se 

�R�G�U�H�ÿ�X�M�H���V�S�H�N�W�U�R�I�R�W�R�P�H�W�U�L�M�V�N�L���P�M�H�U�H�Q�M�H�P���D�S�V�R�U�E�D�Q�F�L�M�H���Q�D�����������Q�P�� 

 

Stanice koje su r�D�V�O�H�� �Q�D�� �S�O�R�þ�L�F�D�P�D�� �V�D�� ���� �M�D�å�L�F�D�� �W�U�H�W�L�Uane su ekstraktom dima cigareta te 

inkubirane tijekom 4 h ili 24 �K���Q�D�������Û�&�����V�������������Y�O�D�å�Q�R�V�W�L���]�U�D�N�D���L�����������&�22�����1�D�N�R�Q���]�D�Y�U�ã�H�Q�R�J��

tretiranja stanice su lizirane sonikacijom. Reakcijska smjesa (ukupnog volumena 1 mL) za 

�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �V�O�R�E�R�G�Q�L�K�� �W�L�R�O�Q�L�K�� �V�N�X�S�L�Q�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �V�D�V�W�R�M�D�O�D�� �V�H�� �R�G�� �������� ���/�� �O�L�]�D�W�D��

�V�W�D�Q�L�F�D���������������/���S�X�I�H�U�D���������������P�R�O���/���7�U�L�V-�+�&�O�����S�+�����������N�R�M�L���M�H���V�D�G�U�å�D�Y�D�R���������P�P�R�O���/���(�'�7�$������������

�—�/�� �'�7�1�%�� �������� �P�P�R�O���/�� �'�7�1�%�� �R�W�R�S�O�M�H�Q�� �X�� �D�S�V�R�O�X�W�Q�R�P�� �P�H�W�D�Q�R�O�X���� �L�� �������� �—�/�� �D�S�V�R�O�X�W�Q�R�J��

meta�Q�R�O�D���� �6�O�L�M�H�S�D�� �S�U�R�E�D�� �X�]�R�U�N�D�� �V�D�G�U�å�D�Y�D�O�D�� �M�H�� �������� �—�/�� �O�L�]�D�W�D�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �������� �—�/�� �S�X�I�H�U�D���� ������ �—�/��

�G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�H���Y�R�G�H���L�����������—�/���D�S�V�R�O�X�W�Q�R�J���P�H�W�D�Q�R�O�D�����G�R�N���M�H���V�O�L�M�H�S�D���S�U�R�E�D���U�H�D�J�H�Q�V�D���V�D�G�U�å�D�Y�D�O�D����������

�—�/���Y�R�G�H�������������—�/���S�X�I�H�U�D�����������—�/���'�7�1�%���L�����������—�/���D�S�V�R�O�X�W�Q�R�J���P�H�W�D�Q�R�O�D�����5�H�D�N�F�L�M�V�N�H���V�P�Mese se 

�G�R�E�U�R���S�U�R�P�L�M�H�ã�D�M�X���L���L�Q�N�X�E�L�U�D�M�X���������P�L�Q�X�W�D���Q�D���V�R�E�Q�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�����1�D�N�R�Q���W�R�J�D���V�H���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�M�X��

na 3000 g tijekom 10 minuta na sobnoj temperaturi. Apsorbancija nadsloja mjeri se na 412 

nm na spektrofotometru CECIL Aquarius CE 7200 prema destiliranoj vodi. Koncentracija 

�V�O�R�E�R�G�Q�L�K���W�L�R�O�Q�L�K���V�N�X�S�L�Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�D�����L�]�U�D�å�H�Q�D���X���—�P�R�O���/�����L�]�U�D�þ�X�Q�D�Y�D���V�H���S�U�H�P�D���V�O�M�H�G�H�ü�R�M���I�R�U�P�X�O�L�� 

 
        (A-B-C) x 106 x V        (A-B-C) x 106 x 1 mL 
  c = ------------------------ = -------------------------------------------- = (A-B-C) x �������������—�P�R�O���/ 
              �0412 x d x v         14150 mol-1 L cm-1 x 1 cm x 0,1 mL 
 
gdje je 106 =  �I�D�N�W�R�U�� �]�D�� �S�U�H�U�D�þ�X�Q�D�Y�D�Q�M�H�� �P�R�O���/�� �X�� ���P�R�O���/���� �9�� � �� �Y�R�O�X�P�H�Q�� �U�H�D�N�F�L�M�V�N�H�� �V�P�M�H�V�H�� ������

�P�/������ �Y�� �� � �� �Y�R�O�X�P�H�Q�� �X�]�R�U�N�D�� ���������� �P�/������ �0412 = molarni apsorpcijski koeficijent (TNB-) (14150 

mol-1 L cm-1), d = debljina kivete (1 cm), A = apsorbancija probe na 412 nm, B = 

apsorbancija slijepe probe reagensa na 412 nm, a C = apsorbancija slijepe probe uzorka na 

412 nm. 

 

Koncentracija slobodnih tiolnih skupina proteina u lizatu A549 stanic�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �H�N�V�W�U�D�N�W�X��

�G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���L�]�U�D�å�H�Q�D���M�H���Q�D��koncetraciju ukupnih �S�U�R�W�H�L�Q�D���X���X�]�R�U�N�X�����—�P�R�O���W�L�R�O�D�������J���S�U�R�W�H�L�Q�D���� 
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�����������������2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���P�D�O�R�Q�G�L�D�O�G�H�K�L�G�D 

�.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �P�D�O�R�Q�G�L�D�O�G�H�K�L�G�D�� ���0�'�$������ �S�U�R�G�X�N�W�D�� �O�L�S�L�G�Q�H�� �S�H�U�R�N�V�L�G�D�F�L�M�H���� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H��

modificiranom metodom koju su opisali Drury i suradnici (1997). Metoda se temelji na 

�U�H�D�N�F�L�M�L�� �0�'�$�� �V�� �W�L�R�E�D�U�E�L�W�X�U�Q�R�P�� �N�L�V�H�O�L�Q�R�P�� ���7�%�$���� �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �Q�D�V�W�D�M�H�� �F�U�Y�H�Q�L�� �N�R�P�S�O�H�N�V�� �0�'�$-

�7�%�$�� �N�R�M�L�� �V�H�� �R�G�U�H�ÿ�X�M�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�H�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H�� �Y�L�V�R�N�H�� �G�M�H�O�R�W�Y�R�U�Q�R�V�W�L�� ���+�3�/�&���� �R�G��

eng. high performance liquid chromatography). MDA u kiselim uvjetima reagira s TBA u 

�R�P�M�H�U�X�� ���������� �6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�� �U�H�D�N�F�L�M�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �V�H�� �X�S�R�W�U�H�E�R�P�� �D�Q�Wioksidansa butiliranog 

hidroksi�W�R�O�X�H�Q�D�� ���%�+�7���� �L�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �+�3�/�&-�D�� �N�R�M�L�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �R�G�Y�D�M�D�Q�M�H�� �N�R�P�S�O�H�N�V�D�� �0�'�$-

TBA od ostalih ko�P�S�R�Q�H�Q�W�L�� �X�� �U�H�D�N�F�L�M�V�N�R�M�� �V�P�M�H�V�L�� �N�R�M�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �D�S�V�R�U�E�L�U�D�M�X�� �Q�D�� �L�V�W�R�M�� �Y�D�O�Q�R�M��

duljini. 

 

�6�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�M�H�� �V�X�� �U�D�V�O�H�� �Q�D�� �S�O�R�þ�L�F�D�P�D�� �V�D�� ���� �M�D�å�L�F�D�� �W�U�H�W�L�Uane su ekstraktom dima cigareta te 

inkubirane tijekom 4 h ili 24 �K���Q�D�������Û�&�����V�������������Y�O�D�å�Q�R�V�W�L���]�U�D�N�D���L�����������&�22�����1�D�N�R�Q���]�D�Y�U�ã�Hnog 

tretiranja stanice su lizirane sonikacijom. Za o�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���0�'�$ �Q�D���������—�/���O�L�]�D�W�D��

�V�W�D�Q�L�F�D���G�R�G�D���V�H�������—�/���������������%�+�7�����6�L�J�P�D-Aldrich) otopljenog u 96 % etanolu (Kemika) i 750 

�—�/������ ���� �I�R�V�I�R�U�Q�H���N�L�V�H�O�L�Q�H�����.�H�P�L�N�D������ �6�D�G�U�å�D�M���H�S�U�X�Y�H�W�H���V�H���S�U�R�P�L�M�H�ã�D���W�H���V�H���G�R�G�D���������� �—�/���������� ����

TBA (Sigma-�$�O�G�U�L�F�K�����L�����������—�/���X�O�W�U�D�þ�L�V�W�H���Y�R�G�H�����5�H�D�N�F�L�M�V�N�D���V�P�M�H�V�D���V�H���S�R�Q�R�Y�Q�R���S�U�R�P�L�M�H�ã�D���W�H���V�H��

inkubira u vodenoj kupelji na 100�ÛC tijekom 30 minuta. Reakcija se zaustavi uranjanjem 

epruveta u hladnu vodu. Uzorci se prebace u automatski ubaci�Y�D�þ���X�]oraka koji je temperiran 

�Q�D�� �����Û�&�� �L�� �X�E�D�F�X�M�H�� �S�R�� ������ �—�/�� �X�]�R�U�N�D�� �X�� �+�3�/�&�� ���6�K�L�P�D�G�]�X�� �&�R�Uporation). HPLC se temelji na 

sustav�X�� �N�R�M�L�� �V�H�� �V�D�V�W�R�M�L�� �R�G�� �Y�L�V�R�N�R�W�O�D�þ�Q�H�� �S�X�P�S�H�� �N�R�M�D�� �S�R�W�L�V�N�X�M�H�� �P�R�E�L�O�Q�X�� �I�D�]�X�� ���R�W�D�S�D�O�R���� �V��

uzorkom preko stacionarne faze na kojoj se tvari razdva�M�D�M�X���L���L�]�O�D�]�H���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���U�H�W�H�Q�F�L�M�V�N�L�P��

�Y�U�H�P�H�Q�L�P�D�����D���Q�M�L�K�R�Y���L�]�O�D�]�D�N���E�L�O�M�H�å�L���G�H�W�H�N�W�R�U�����0�R�E�L�O�Q�D���I�D�]�D���V�D�V�W�R�M�D�O�D���V�H���R�G���������P�P�R�O���/���.�+2PO4 

���0�H�U�F�N�����L���P�H�W�D�Q�R�O�D���+�3�/�&���þ�L�V�W�R�ü�H�����.�H�P�L�N�D�����X���R�P�M�H�U�X�����������������D���S�+���P�R�E�L�O�Q�H���I�D�]�H���S�R�G�H�ã�H�Q���M�H���Q�D��

�����������1�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���S�U�L�M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D�����P�R�E�L�O�Q�D���I�D�]�D���V�H���V�W�D�Y�L���X���X�O�W�U�D�]�Y�X�þ�Q�X���N�X�S�H�O�M���X���W�U�D�M�D�Q�M�X���R�G��������

�P�L�Q�X�W�D�� �N�D�N�R�� �E�L�� �L�]�� �Q�M�H�� �L�]�D�ã�D�R�� �]�U�D�N���� �3�U�R�W�R�N�� �P�R�E�L�O�Q�H�� �I�D�]�H�� �S�R�G�H�ã�H�Q�� �M�H�� �Q�D�� ���� �P�/���P�L�Q���� �.�R�U�L�ã�W�H�Q�D��

�S�U�H�W�N�R�O�R�Q�D���L���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�D���N�R�O�R�Q�D���V�X���N�R�O�R�Q�H���R�E�U�Q�X�W�H���I�D�]�H���&-���������/�L�&�K�U�R�V�S�K�H�U�����0�H�U�F�N�����V���þ�H�V�W�L�F�D�P�D��

�Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� ���� ���P���� �'�L�P�H�Q�]�L�M�H�� �S�U�H�W�N�R�O�R�Q�H�� �V�X�� �������� �[�� �������� �P�P���� �D�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�H�� �N�R�O�R�Q�H�� �������� �[�� ������������ �P�P����

�$�Q�D�O�L�W�L�þ�N�D���N�R�O�R�Q�D���M�H���W�H�P�S�H�U�L�U�D�Q�D���Q�D�������ÛC tijekom analize. Valna duljina UV/VIS detektora je 

�S�R�G�H�ã�H�Q�D�� �Q�D�� �������� �Q�P���� �D�� �Y�U�L�M�H�P�H�� �]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D�� �0�'�$�� �Q�D�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�R�M�� �N�R�O�R�Q�L�� �M�H�� �E�L�O�R�� �������� �P�L�Q�X�W�H����

Kon�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �0�'�$�� �X�� �X�]�R�U�N�X�� �R�G�U�H�G�L�� �V�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �E�D�å�G�D�U�Q�R�J�� �G�L�M�D�J�U�D�P�D�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�D�� ��������������-

tetrametoksi propana (Sigma-Aldrich) poznate koncentracije. Dobivena koncentracija MDA 

�L�]�U�D�å�D�Y�D���V�H���X���—�P�R�O���/�� 
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�.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �0�'�$�� �X�� �O�L�]�D�W�X�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �H�N�V�W�U�D�N�W�X�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �L�]�U�D�å�H�Q�D�� �M�H�� �Q�D��

koncetraciju ukupnih �S�U�R�W�H�L�Q�D���X���X�]�R�U�N�X�����—�P�R�O���0�'�$�������J���S�U�R�W�H�L�Q�D���� 

 

�����������������'�H�Q�D�W�X�U�L�U�D�M�X�ü�D���G�L�V�N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�D���Hlektroforeza u poliakrilamidnom gelu 

�3�U�R�W�H�L�Q�L���L�]���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���O�L�]�D�W�D�� pripremljenih uz upotrebu pufera za liziranje stanica, razdvoje se 

�R�N�R�P�L�W�R�P�� �G�L�V�N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�R�P�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�R�P�� �X�� �S�R�O�L�D�N�U�L�O�D�P�L�G�Q�R�P�� �J�H�O�X�� �X�� �G�H�Q�D�W�X�U�L�U�D�M�X�ü�L�P��

uvjetima (eng. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE). Za 

elektroforezu proteina u SDS-�S�R�O�L�D�N�U�L�O�D�P�L�G�Q�R�P�� �J�H�O�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H��4 %-�W�Q�L�� �V�D�E�L�M�D�M�X�üi gel te 10 

%-�W�Q�L�� �U�D�]�G�Y�D�M�D�M�X�ü�L�� �J�H�O�� ���S�U�L�� �D�Q�D�O�L�]�L��ubikvitin-proteinskih konjugata i aktivacije eIF2�.), 

odnosno 12 %-tni �U�D�]�G�Y�D�M�D�M�X�ü�L�� �J�H�O�� ���S�U�L�� �D�Q�D�O�L�]�L�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H�� �0�$�3�.�� �L�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �+�6�3������ �6�D�V�W�D�Y�� ����

%-�W�Q�R�J���V�D�E�L�M�D�M�X�ü�H�J���J�H�O�D���M�H���E�L�R�����������P�/���X�O�W�U�D�þ�L�V�W�H���+2O, 2,5 mL pufera za sabijanje (0,5 M Tris-

�+�&�O���S�+�������������������������/�������������R�W�R�S�L�Q�H���6�'�6, 1,3 mL 30 % otopine akrilamid / bis-akrilamid, 50 

���/�������������R�W�R�S�L�Q�H���D�P�R�Q�L�M�H�Y�R�J���S�H�U�V�X�O�I�D�W�D���L�����������/���7�(�0�(�'�����W�H�W�U�D�P�H�W�L�O���H�W�L�O�H�Q���G�L�D�P�L�Q�������=�D����������-

�W�Q�L���U�D�]�G�Y�D�M�D�M�X�ü�L���J�H�O���N�R�U�L�ã�W�H�Q�R���M�H�������������P�O���X�O�W�U�D�þ�L�V�We H2O, 2,5 mL pufera za razdvajanje (1,5 M 

Tris-�+�&�O���S�+�������������������������/�������������R�W�R�S�L�Q�H���6�'�6�������������P�/�������������R�W�R�S�L�Q�H���D�N�U�L�O�D�P�L�G�������E�L�V-akrilamid, 

������ ���/�� ������ ���� �R�W�R�S�L�Q�H�� �D�P�R�Q�L�M�H�Y�R�J�� �S�H�U�V�X�O�I�D�W�D�� �L�� ���� ���/�� �7�(�0�(�'���� �G�R�N�� �V�H�� �]�D�� �S�U�L�S�U�H�P�X�� ������ ��-tnog 

�U�D�]�G�Y�D�M�D�M�X�ü�H�J�� �J�H�O�D�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�O�D�� �M�H�G�L�Q�R�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �X�O�W�U�D�þ�L�V�W�H�� �+2O (3,35 mL) i 30 % otopine 

akrilamid / bis-akrilamid (4,0 mL). 

 

�8�]�R�U�F�L�� �V�H�� �Q�D�Q�H�V�X�� �Q�D�� �J�H�O�� �X�� �Y�R�O�X�P�H�Q�X�� �N�R�M�L�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �R�G�� ������ �L�O�L�� ������ ���J����

Elektroforeza se provodi u puferu za elektroforezu (25 mM Tris-HCl pH 8,3, 0,25 M glicin, 

0,1 % otopina SDS) uz napon od 100 V tijekom otprilike 1,5 h. Kao standard za �S�U�L�E�O�L�å�Q�R��

�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�H�� �P�D�V�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� ���1�R�Y�H�[�� �6�K�D�U�S����

Invitrogen) koji je na gelu davao 12 obojenih proteinskih vrpci u rasponu od 3,5 do 260 kDa. 

 

3.1.12. Western blot analiza 

Proteini razdvojeni elektroforezom u SDS-poliakrilamidnom gelu prenesu se na 

nitroceluloznu membranu. Zatim se membrana zasiti puferom za blokiranje kako bi se u 

�G�D�O�M�Q�L�P���N�R�U�D�F�L�P�D���D�Q�D�O�L�]�H���V�S�U�L�M�H�þ�L�O�R���Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R���Yezanje protutijela. Nakon toga se membrana 

�L�Q�N�X�E�L�U�D�� �V�� �S�U�L�P�D�U�Q�L�P�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�P�� �N�R�M�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�M�H�� �F�L�O�M�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q���� �1�D�� �S�U�L�P�D�U�Q�D��

�S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���Y�H�å�X���V�H���V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�D���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���N�R�M�D���S�U�H�S�R�]�Q�D�M�X���H�S�L�W�R�S���Q�D���S�U�L�P�D�U�Q�R�P���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�X�����D��

na sebi imaju vezan enzim peroksidazu iz hrena. Taj enzim u prisustvu kemilumini-

scencijskog supstrata emitira svjetlo na onim mjestima gdje se nalaze sekundarna protutijela 

na membrani, te se prislanjanjem membrane na film ta mjesta vide kao zatamnjene pruge. 
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Elektroforezom razdvojen�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �S�U�H�Q�L�M�H�W�L�� �V�X�� �Q�D�� �Q�L�W�U�R�F�H�O�X�O�R�]�Q�X�� �P�H�P�E�U�D�Q�X�� �X�� �X�U�H�ÿ�D�M�X�� �]�D��

elektro-prijenos proteina (Mini Trans-Blot Cell, Bio-Rad) pri jakosti struje od 250 mA 

tijekom 1,5 h. Kako bi se provjerilo �M�H�V�X�� �O�L�� �X�]�R�U�F�L�� �Q�D�Q�H�V�H�Q�L�� �Q�D�� �J�H�O�� �V�D�G�U�å�D�Y�D�O�L�� �M�H�G�Q�D�N�X��

koncentraciju prot�H�L�Q�D���L���M�H���O�L���S�R�V�W�L�J�Q�X�W�D���X�M�H�G�Q�D�þ�H�Q�R�V�W���S�U�L�M�H�Q�R�V�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���Q�D���P�H�P�E�U�D�Q�X�����J�H�O�R�Y�L��

su bojani 0,1 % otopinom boje Coomassie briljant plavo R-250 u smjesi 40 % metanola i 10 

�����R�F�W�H�Q�H���N�L�V�H�O�L�Q�H�����9�L�ã�D�N���E�R�M�H���X�N�O�R�Q�M�H�Q���M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���R�W�R�S�L�Q�H���]�D���R�G�E�R�M�D�Y�D�Q�M�H���������������P�H�W�D�Q�R�O�D 

�L�� ������ ���� �R�F�W�H�Q�H�� �N�L�V�H�O�L�Q�H�� �X�� �G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�R�M�� �Y�R�G�L������ �8�M�H�G�Q�D�þ�H�Q�R�V�W�� �S�U�L�V�X�V�W�Y�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P��

�X�]�R�U�F�L�P�D���R�þ�L�W�D�Q�D���M�H���Y�L�]�X�D�O�Q�R�� 

 

�1�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R���Y�H�]�D�Q�M�H���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���Q�D���V�O�R�E�R�G�Q�D���P�M�H�V�W�D���Q�D���P�H�P�E�U�D�Q�L���V�S�U�L�M�H�þ�H�Q�R���M�H���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�M�H�P��

membrane u puferu za blokiranje tijekom 1 h na sobnoj temperaturi. Pri analizi ubikvitin-

proteinskih konjugata, aktivacije eIF2�. i ekspresije HSP �N�D�R���S�X�I�H�U���]�D���E�O�R�N�L�U�D�Q�M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�R���M�H��5 

% obrano mlijeko u prahu u puferu za ispiranje (25 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,05 

% Tween-������ �X�� �X�O�W�U�D�þ�L�V�W�R�M���Y�R�G�L������ �G�R�N�� �M�H�� �S�U�L�� �D�Q�D�O�L�]�L�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H�� �0�$�3�.�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� ���� ���� �J�R�Y�H�ÿ�L��

�V�H�U�X�P�V�N�L���D�O�E�X�P�L�Q���L�����������N�R�N�R�ã�M�L���D�O�E�X�P�L�Q���X���S�X�I�H�U�X���]�D���L�V�S�L�U�D�Q�M�H�� 

 

�0�H�P�E�U�D�Q�D���M�H���]�D�W�L�P���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�D���V���U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�L�P���S�U�L�P�D�U�Q�L�P���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�P���S�U�H�N�R���Q�R�ü�L���Q�D�������Û�&�� 

�x za detekciju ubikvitin -proteinskih konjugata �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�X�� �P�L�ã�M�D�� �P�R�Q�R�N�O�R�Q�V�N�D��

protutijela razvijena naspram cijelog aminokiselinskog slijeda (1-76) ubikvitina 

porijeklom iz goveda (Ub (P4D1): sc-������������ �6�D�Q�W�D�� �&�U�X�]�� �%�L�R�W�H�F�K�Q�R�O�R�J�\���� ���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H��

1:500 u puferu za ispiranje uz dodatak 1 % obranog mlijeka u prahu) 

�x za detekciju ukupnog proteina eIF2�. �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�X�� �N�X�Q�L�ü�M�D�� �S�R�O�L�N�O�R�Q�V�N�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D��

razvijena naspram sintetskog peptida koji odgovara aminokiselinskom slijedu na C-

kraju eIF2�. proteina (eIF2�.�� �$�Q�W�L�E�R�G�\���� ��9722; Cell Signaling Technology) 

���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H��������00 u puferu za ispiranje uz dodatak 1 % obranog mlijeka u prahu) 

�x za detekciju fosforiliranog eIF2�. na poziciji Ser51 �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�X�� �N�X�Q�L�ü�M�D�� �S�R�O�L�N�O�R�Q�V�N�D��

protutijela razvijena naspram sintetskog fosfopeptida koji odgovara aminokiselinskom 

slijedu oko Ser51 ljudskog eIF2�. (Phospho-eIF2�.�� ���6�H�U�������� �$�Q�W�L�E�R�G�\���� ��9721; Cell 

�6�L�J�Q�D�O�L�Q�J�� �7�H�F�K�Q�R�O�R�J�\���� ���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H�� ������������ �X��puferu za ispiranje uz dodatak 1 % 

obranog mlijeka u prahu) 

�x za detekciju ukupnog proteina ERK �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�X�� �N�X�Q�L�ü�M�D�� �S�R�O�L�N�O�R�Q�V�N�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D��

razvijena naspram peptida koji odgovara aminokiselinskom slijedu na C-kraju ERK1 
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�ã�W�D�N�R�U�D���� �N�R�M�D�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�M�X�� �(�5�.���� �L�� �(�5�.���� �N�L�Q�D�]�X��(ERK 1 (C-16): sc-93; Santa Cruz 

Biotechnology) ���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H�� ������������ �X���S�X�I�H�U�X�� �]�D�� �L�V�S�L�U�D�Q�M�H�� �X�]�� �G�R�G�D�W�D�N�� ���� ���� �J�R�Y�H�ÿ�H�J��

�V�H�U�X�P�V�N�R�J���D�O�E�X�P�L�Q�D���L�����������N�R�N�R�ã�M�H�J���Dlbumina) 

�x za detekciju dvojno-fosforilirane ERK  �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�X�� �N�X�Q�L�ü�M�D�� �S�R�O�L�N�O�R�Q�V�N�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D��

razvijena naspram dvojno-fosforiliranog Thr-Glu-�7�\�U���S�R�G�U�X�þ�M�D aktivnih oblika ERK1 i 

ERK2 kinaza (Anti-ACTIVE MAPK pAb, Rabbit, (pTEpY); #V8031; Promega) 

���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�Me 1:5000 u �S�X�I�H�U�X�� �]�D�� �L�V�S�L�U�D�Q�M�H�� �X�]�� �G�R�G�D�W�D�N�� ���� ���� �J�R�Y�H�ÿ�H�J�� �V�H�U�X�P�V�N�R�J��

�D�O�E�X�P�L�Q�D���L�����������N�R�N�R�ã�M�H�J���D�O�E�X�P�L�Q�D) 

�x za detekciju ukupnog proteina p38 �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�X�� �N�X�Q�L�ü�M�D�� �S�R�O�L�N�O�R�Q�V�N�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D��

razvijena naspram peptida koji odgovara aminokiselinskom slijedu na C-kraju p38 

�P�L�ã�D�����S�����. (C-20): sc-535; Santa Cruz Biotechnology) ���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H���������������X��puferu za 

�L�V�S�L�U�D�Q�M�H���X�]���G�R�G�D�W�D�N�����������J�R�Y�H�ÿ�H�J���V�H�U�X�P�V�N�R�J���D�O�E�X�P�L�Q�D���L�����������N�R�N�R�ã�M�H�J���D�O�E�X�P�L�Q�D) 

�x za detekciju dvojno-fosforilirane p38 �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�X�� �N�X�Q�L�ü�M�D�� �S�R�O�L�N�O�R�Q�V�N�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D��

razvijena naspram dvojno-fosforiliranog Thr-Gly-�7�\�U�� �S�R�G�U�X�þ�M�D aktivnog oblika 

ljudske p38 kinaze (Anti-ACTIVE p38 pAb, Rabbit, (pTGpY); #V1211; Promega) 

���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H�� �������������� �X���S�X�I�H�U�X�� �]�D�� �L�V�S�L�U�D�Q�M�H�� �X�]�� �G�R�G�D�W�D�N�� ���� ���� �J�R�Y�H�ÿ�H�J�� �V�H�U�X�P�V�N�R�J��

�D�O�E�X�P�L�Q�D���L�����������N�R�N�R�ã�M�H�J���D�O�E�X�P�L�Q�D) 

�x za detekciju ukupnog proteina JNK �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�X�� �N�X�Q�L�ü�M�D�� �S�R�O�L�N�O�R�Q�V�N�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D��

razvijena naspram cijelog aminokiselinskog slijeda (1-���������� �-�1�.���� �þ�R�Y�M�H�N�D���� �N�R�M�D��

detektiraju JNK1 i JNK2 (JNK (FL): sc-571; Santa Cruz Biotechnology) ���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H��

1:800 u puferu za ispir�D�Q�M�H�� �X�]�� �G�R�G�D�W�D�N�� ���� ���� �J�R�Y�H�ÿ�H�J�� �V�H�U�X�P�V�N�R�J�� �D�O�E�X�P�L�Q�D�� �L�� ���� ����

�N�R�N�R�ã�M�H�J���D�O�E�X�P�L�Q�D) 

�x za detekciju dvojno-fosforilirane JNK  �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�X�� �N�X�Q�L�ü�M�D�� �S�R�O�L�N�O�R�Q�V�N�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D��

razvijena naspram dvojno-fosforiliranog Thr-Pro-�7�\�U���S�R�G�U�X�þ�M�D aktivnih oblika JNK1 i 

JNK2 kinaze (Anti-ACTIVE JNK pAb, Rabbit, (pTPpY); #V7931; Promega) 

���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H�� �������������� �X���S�X�I�H�U�X�� �]�D�� �L�V�S�L�U�D�Q�M�H�� �X�]�� �G�R�G�D�W�D�N�� ���� ���� �J�R�Y�H�ÿ�H�J�� �V�H�U�X�P�V�N�R�J��

�D�O�E�X�P�L�Q�D���L�����������N�R�N�R�ã�M�H�J���D�O�E�X�P�L�Q�D) 

�x za detekciju HSP70 proteina �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�X�� �P�L�ã�M�D�� �P�R�Q�R�N�O�R�Q�V�N�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �U�D�]�Y�L�M�H�Q�D��

naspram nativnog ljudskog HSP70 proteina (HSP70/HSP72, mAb (C92F3A-5); 

#ADI-SPA-810; Stressgen; Enzo Life Sciences) ���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H�� �������������� �X��puferu za 

ispiranje) 
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�x za detekciju HSP32 proteina �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�X�� �N�X�Q�L�ü�M�D�� �S�R�O�L�N�O�R�Q�V�N�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �U�D�]�Y�L�M�H�Q�D��

naspram rekombinantnog ljudskog HSP32 proteina (HO-1, pAb; #ADI-SPA-894; 

Stressgen; Enzo Life Sciences) ���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H�����������������X��puferu za ispiranje) 

�x za detekciju HSP27 proteina �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�X�� �N�X�Q�L�ü�M�D�� �S�R�O�L�N�O�R�Q�V�N�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �U�D�]�Y�L�M�H�Q�D��

naspram rekombinantnog ljudskog HSP27 proteina (HSP27, pAb; #ADI-SPA-803; 

Stressgen; Enzo Life Sciences) ���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H�����������������X��puferu za ispiranje) 

�x za detekciju ��-aktina �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�X�� �P�L�ã�M�D�� �P�R�Q�R�N�O�R�Q�V�N�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �U�D�]�Y�L�M�H�Q�D�� �Q�D�V�S�U�D�P��

�D�N�W�L�Q�D�� �L�]�� �S�W�L�þ�M�H�J�� �å�H�O�X�F�D��(��-Actin (C4): sc-47778; Santa Cruz Biotechnology) 

(raz�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H���������������X��puferu za ispiranje). 

 

Nakon inkubacije s primarnim protutijelom, membrana se ispere puferom za ispiranje (3 x 15 

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

�.�R�U�L�ã�W�H�Q�D���V�X���V�O�M�H�G�H�ü�D���V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�D���S�U�R�W�X�Wijela: 

�x za detekciju �P�L�ã�M�L�K���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D (pri analizi ubikvitin-proteinskih konjugata) �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D��

�V�X�� �S�R�O�L�N�O�R�Q�V�N�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �L�]�� �V�H�U�X�P�D�� �N�X�Q�L�ü�D�� �L�P�X�Q�L�]�L�U�D�Q�R�J�� �L�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Q�L�P�D�� �L�]��

�Q�R�U�P�D�O�Q�R�J�� �P�L�ã�M�H�J�� �V�H�U�X�P�D�� ��Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Immunoglobulins / HRP; 

RaMPo; �'�D�N�R���� ���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H�� �������������� �X��puferu za ispiranje uz dodatak 1 % obranog 

mlijeka u prahu) 

�x za detekciju �N�X�Q�L�ü�M�L�K�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D��(pri analizi aktivacije eIF2�.�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�X��

poliklonska protutijela iz seruma koze imunizirane imunoglobulinima iz normalnog 

�N�X�Q�L�ü�M�H�J��seruma (Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins / HRP; GaRPo; 

�'�D�N�R���� ���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H�� ������������ �X��puferu za ispiranje uz dodatak 1 % obranog mlijeka u 

prahu) 

�x za detekciju �N�X�Q�L�ü�M�L�K�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D (pri analizi aktivacije MAPK i ekspresije HSP32 i 

�+�6�3���������N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���V�X protutijela iz seruma magarca imuniziranog imunoglobulinima iz 

�Q�R�U�P�D�O�Q�R�J�� �N�X�Q�L�ü�M�H�J�� �V�H�U�X�P�D�� ���(�&�/�� �$�Q�W�L-rabbit IgG, Horseradish Peroxidase-Linked 

Species-Specific Whole Antibody (from donkey); #NA934; Amersham; GE 

Healthcare) ���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H�����������������X��puferu za ispiranje) 

�x za detekciju �P�L�ã�M�L�K���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D (pri analizi ekspresije HSP70 i ��-aktina�����N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���V�X��

�S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���L�]���V�H�U�X�P�D���R�Y�F�H���L�P�X�Q�L�]�L�U�D�Q�H���L�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Q�L�P�D���L�]���Q�R�U�P�D�O�Q�R�J���P�L�ã�M�H�J���V�H�U�X�P�D��

(ECL Anti-mouse IgG, Horseradish Peroxidase-Linked Species-Specific Whole 

Antibody (from sheep); #NA931; Amersham; GE Healthcare) ���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H�� �������������� �X��

puferu za ispiranje). 
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Nakon inkubacije sa sekundarnim protutijelom, membrana se ispere puferom za ispiranje (3 x 

������ �P�L�Q�X�W�D���� �D�� �Q�D�N�R�Q�� �W�R�J�D�� �M�R�ã 2 x 10 minuta) te se vizualizacija prote�L�Q�D�� �S�R�V�W�L�å�H�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�R�P��

�P�H�P�E�U�D�Q�H�� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� �P�L�Q�X�W�H�� �X�� �P�U�D�N�X�� �V�� �N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R�� �G�R�V�W�X�S�Q�L�P�� �U�H�D�J�H�Q�V�R�P�� �]�D�� �S�R�M�D�þ�D�Q�X��

kemilumini-scenciju (ECL Western Blotting Detection Reagents; #RPN2134; GE Healthcare) 

ili istim reagensom pripravljenim u laboratoriju (5 mg luminola (Sigma-Aldrich), 1 mL 1,5 M 

Tris-�+�&�O�� �S�+�� ���������� ������ �P�/�� �X�O�W�U�D�þ�L�V�W�H�� �+2�2���� ���� ���/�� �+2O2���� �������� ���/�� �S�R�M�D�þ�L�Y�D�þ�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �S�U�L�S�U�H�P�L��

otapanjem 11 mg p-kumarinske kiseline (Sigma-Aldrich) u 10 mL DMSO). Zatim se 

�P�H�P�E�U�D�Q�D���L�]�O�R�å�L���I�L�O�P�X�����+�\�S�H�U�I�L�O�P���(�&�/���������[���������F�P����#28-9068-36; GE Healthcare) u vremenu 

ovisnom o intenzitetu signala. Film se razvije upotrebom kemikalija za razvijanje 

autoradiografskih filmova (GBX developer/replenisher i GBX fixer/replenisher; Kodak; 

Sigma-Aldrich). Intenzitet signala proteina pri analizi aktivacije MAPK i ekspresije HSP 

izmjeren je denzitometrijskom analizom filmova uz upotrebu programa Scion Image za 

Windows-�H�� ���6�F�L�R�Q�� �&�R�U�S�R�U�D�W�L�R�Q������ �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �G�H�Q�]�L�W�R�P�H�W�U�L�M�V�N�H�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �Y�U�S�F�L�� �L�]�U�D�å�H�Q�L��

su u relativnim denzitometrijskim jedinicama. Za detekciju signala kod analize ubikvitin -

proteinskih konjugata, ��-aktina i aktivacije eIF2�.���N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H��Molecular Imager ChemiDoc 

XRS System (Bio-Rad Laboratories). 

 

3.1.13. Mjerenje de novo sinteze proteina 

�6�L�Q�W�H�]�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���X���$���������V�W�D�Q�L�F�D�P�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�P���G�L�P�X���F�L�J�D�U�H�W�D���L�]�P�M�H�U�H�Q�D���M�H���X�S�R�W�U�H�E�R�P kompleta 

reagensa Click-iT Cell Reaction Buffer Kit (Invitrogen). Nakon izlaganja stanica dimu 

cigareta tijekom 1 ili 5 minuta, stanice su inkub�L�U�D�Q�H���L�G�X�ü�L�K���� h. Tako tretirane stanice isperu 

se RPMI medijem bez L-metionina (Invitrogen) te resuspendiraju u RPMI mediju bez L-

metionina koji �V�D�G�U�å�D�Y�D�� ������ ���P�R�O���/�� �/-azidohomoalanina, aminokiselinu koja je analog 

metioninu (Invitrogen). Stanice se vrate u inkubator tije�N�R�P�� �V�O�M�H�G�H�ü�D 4 �K���� �1�D�N�R�Q�� �]�D�Y�U�ã�H�Q�H��

inkubacije, stanice se isperu s PBS-om i podignu od podloge kori�V�W�H�ü�L��0,05 % tripsin-EDTA 

1x (Invitrogen). Suspenzija stanica fiksira se 4 %-tnim paraformaldehidom (Sigma-Aldrich) 

tijekom 15 minuta���� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �V�O�L�M�H�G�L�� �S�H�U�P�H�D�E�L�O�L�]�L�D�F�L�M�D��uz upotrebu 0,25 % Triton X-100 

(Sigma-Aldrich) u PBS-u tijekom 20 min. Zatim se stanice isperu 3 %-�W�Q�L�P�� �J�R�Y�H�ÿ�L�P��

serumskim albuminom (Sigma-Aldrich) u PBS-u i resuspendiraju u Click-iT reakcijskoj 

smjesi (Click-iT Cell Reaction pufer, CuSO4 i dodatak puferu). Uzorci se inkubiraju tijekom 

30 minuta �Q�D�� �V�R�E�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���� �]�D�ã�W�L�ü�H�Q�L�� �R�G�� �V�Y�M�H�Wla. Nako�Q�� �]�D�Y�U�ã�H�Q�H�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�H��

isperu 3 %-�W�Q�L�P�� �J�R�Y�H�ÿ�L�P�� �V�H�U�Xmskim albuminom u PBS-u, obojaju Alexa Fluor 488 

fluorescentnom bojom (Invitrogen) i analiziraju upotrebom FACSCalibur �S�U�R�W�R�þ�Q�R�J���F�L�W�R�P�H�W�U�D��
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���%�H�F�W�R�Q�� �'�L�F�N�L�Q�V�R�Q������ �6�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�H�� �F�L�N�O�R�K�H�N�V�L�P�L�G�X�� ���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�� �V�L�Q�W�H�]�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �X�� �N�R�Q�D�þ�Q�R�M��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���R�G�����������P�R�O���/���V�O�X�å�L�O�H���V�X���N�D�R���S�R�]�L�W�L�Y�Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�D�� 

 

���������������� �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �V�O�R�E�R�G�Q�L�K�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�R�P�� �N�U�R�P�D�W�R�J�D�I�L�M�R�P��- 

spektrometrijom masa (LC/MS) 

Slobodne aminokiseline �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H su �R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�Q�Mem s esterima polietilenglikolnih derivata 

aktiviranima pentafluorofenilom (PEG-OPFP) i analizirane �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�R�P�� �N�U�R�P�D�W�R�J�D�I�L�M�R�P��- 

spektrometrijom masa (eng. liquid chromatography - mass spectrometry, LC/MS) prema 

prethodno opisanoj metodi (Abello i sur., 2008). Stanice se isperu PBS-om i odvoje od 

podloge upotrebom Cell Dissociation pufera (Invitrogen). Zatim se dva puta isperu s po 10 

mL PBS-a uz centrifugiranje na 560 g tijekom 5 minuta na sobnoj temperaturi. Stanice se 

potom resuspendiraju u 1 ml 100 mmol/L natrijevog �I�R�V�I�D�W�Q�R�J���S�X�I�H�U�D���S�+�����������N�R�M�L���V�D�G�U�å�D�Y�D 1 

mmol/L EDTA te liziraju sonikacijom. Tako pripremljenim lizatima stanica odmah se doda 1 

mM fenilmetansulfonilfluorid (inhibitor serinskih proteaza; Sigma-Aldrich) otopljen u 

DMSO. Neotopl�M�H�Q�L�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �P�D�W�H�U�L�M�D�O�� �X�N�O�Rni se centrifugiranjem na 20000 g tijekom 45 

minuta na +4�ÛC. Dobiveni supernatant filtrira se kroz Ultrafree-0.5 filtere za centrifugiranje s 

Biomax-5 membranom (Merck Millipore). �.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �P�H�W�R�G�R�P�� �S�R��

Bradfordu (Bradford, 1976), uz �J�R�Y�H�ÿ�L���V�H�U�X�P�V�N�L���D�O�E�X�P�L�Q���N�D�R���Vtandard. Svaki uzorak razrijedi 

se u 100 mmol/L natrijevom �I�R�V�I�D�W�Q�R�P���S�X�I�H�U�X���S�+�����������N�R�M�L���V�D�G�U�å�D�Y�D�������P�P�R�O���/���(�'�7�$ kako bi 

�N�R�Q�D�þ�Q�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���L�]�Q�R�V�L�O�D���������P�0���������������/���V�Y�D�N�R�J���X�]�R�U�N�D���R�E�L�O�M�H�åi se �V�����������/�������P�0���3�(�*-

OPFP otopljenog u DMSO te inkubira 10 minuta na tresilici na 450 okretaja u minuti pri 

sobnoj temperaturi. PEG-�2�3�)�3���R�E�L�O�M�H�å�L�Y�D�þ�L���V�X���V�D�G�U�å�D�Y�D�O�L�������������������L�O�L�������D�W�R�P�D��13C ovisno o tome 

�M�H�V�X�� �O�L�� �X�]�R�U�F�L�� �E�L�O�L�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�� �]�U�D�N�X���� �H�S�R�N�V�R�P�L�F�L�Q�X�� ���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D���� �6�L�J�P�D-

Aldrich), dimu cigareta ili kombinaciji epoksomicina i dima cigareta. Uzorci su podijeljeni u 

�þ�Htiri skupine prema tipu tretiranja �L�� ������ ���/�� �V�O�X�þ�D�M�Q�R�� �R�G�D�E�U�D�Q�R�J�� �X�]�R�U�N�D�� �L�]�� �V�Y�D�N�H�� �R�G�� �þ�H�W�L�U�L��

�V�N�X�S�L�Q�H�� �M�H�� �S�U�R�P�L�M�H�ã�D�Q�R�� �L�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�R�� �P�H�W�R�G�R�P�� �Q�D�Q�R-LC/MS (Agilent Technologies). 

Integracija dobivenih pikova je napravljena upotrebom programa QuantAnalysis 1.8 / Bruker 

Daltonics Dana Analysis 3.4 (Bruker Daltonics). Pikovi su definirani prema njihovim m/z 

vrijednostima �“��0,5 Da na temelju jednostrukog naboja i njihovim retencijskim vremenima �“��

0,5 minuta u usporedbi sa standardnom otopinom derivatiziranih aminokiselina. Integracija 

�S�L�N�R�Y�D�� �M�H�� �U�X�þ�Q�R�� �S�U�R�Y�M�H�U�H�Q�D�� �X�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �X�]�R�U�F�L�P�D���� �9�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �S�L�N�R�Y�D�� �]�D�� �V�Y�D�N�X��

aminokiselinu su normalizirane s obzirom na koncentraciju ukupnih proteina. 
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3.1.15. Detekcija aktivnih mjesta na podjedinicama proteasoma 

Podjedinice proteasoma analizirane su upotrebom metode u kojoj se aktivna mjesta na 

�S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�D�P�D���S�U�R�W�H�D�V�R�P�D����������- �N�D�V�S�D�]�Q�R����������- �W�U�L�S�V�L�Q�V�N�R���L��������- �N�L�P�R�W�U�L�S�V�L�Q�V�N�R�����R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�M�X��

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P�� �E�R�M�R�P�� �ã�W�R�� �V�H�� �Getektira u samom gelu na kojem se uzorci elektroforetski 

razdvoje (Verdoes i sur., 2006). Lizati stanica pripremljeni su dod�D�W�N�R�P�� �O�L�]�L�U�D�M�X�ü�H�J�� �S�X�I�H�U�D��

koji �V�D�G�U�å�D�Y�Do 50 mM Tris pH 7,5, 1 mM DTT, 5 mM MgCl2, 250 mM saharozu i 2 mM 

�$�7�3���� �.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �P�H�W�R�G�R�P�� �S�R�� �%�U�D�G�I�R�U�G�X�� ���%�U�D�G�I�R�U�G���� ��������������

�3�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�H�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�� ���������� ������ �L�� �������� �R�E�L�O�M�H�å�H se tako da s�H�� ������ ���J�� �S�U�R�W�Hina iz lizata stanica 

inkubira tijekom 1 h na 37�q�&�� �V�� ���� ���P�R�O���/�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�R�P�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D��MV151 (Bodipy TMR-

Ahx(3)L(3)VS) �N�R�M�L���V�H���Y�H�å�H���V�D�P�R���Q�D���D�N�W�L�Y�Q�D���P�M�H�V�W�D�����D���R�E�L�O�M�H�å�H�Q���M�H���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P���E�R�M�R�P�����X��

�X�N�X�S�Q�R�P�� �Y�R�O�X�P�H�Q�X�� �U�H�D�N�F�L�M�V�N�H�� �V�P�M�H�V�H�� �R�G�� ������ ���O���� �=�D�W�L�P�� �V�X�� �Wi uzorci prokuhaju tijekom 3 

minute uz Laemmlijev pufer i razdvoje elektroforezom u 12,5 %-tnom SDS-poliakrilamidnom 

gelu. Vizualizacija aktivnih mjesta na podjedin�L�F�D�P�D���S�U�R�W�H�D�V�R�P�D���X�� �J�H�O�X���L�]�Y�U�ã�L���Ve upotrebom 

Molecular Imager ChemiDoc XRS System (Bio-Rad Laboratories), uz valnu duljinu 

ekscitacije 532 nm i emisije 555 nm LP. Kao pozitivna kontrola gubitka aktivnih mjesta na 

�S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�D�P�D���S�U�R�W�H�D�V�R�P�D���V�O�X�å�L�O�L���V�X���O�L�]�D�W�L���V�W�D�Q�L�F�D���L�]�O�R�å�H�Q�L���������P�R�O���/��epoksomicinu tijekom 1 

h neposredno prije inkubacije s MV151. 

 

3.1.16. Mjerenje aktivnosti proteasoma 

Aktivnosti proteasoma izmjerene su �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �P�H�W�R�G�X u k�R�M�R�M�� �V�H�� �W�U�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L��

�S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�� ���N�D�V�S�D�]�Q�D���� �W�U�L�S�V�L�Q�V�N�D�� �L�� �N�L�P�R�W�U�L�S�V�L�Q�V�N�D���� �P�M�H�U�H�� �X�]�� �X�S�R�W�U�H�E�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K��

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K���V�X�S�V�W�U�D�W�D�����9�H�U�G�R�H�V���L���V�X�U������2006). Lizati stanica pripremljeni su kao i 

za analizu aktivnih mjesta na podjedinicama proteasoma. ������ ���J�� �S�U�R�W�H�L�Q�D iz lizata stanica 

�S�R�P�L�M�H�ã�D�� �V�H�� �V�D�� �������� ���/�� �S�X�I�H�U�D�� �N�R�M�L �V�D�G�U�å�D�Y�D��20 mM HEPES pH 8,2, 0,5 mM EDTA, 1 % 

DMSO, 1 mM ATP (Sigma-Aldrich) i 50 ��M supstrat Z-Leu-Leu-Glu-AMC (za kaspaznu 

aktivnost; Calbiochem, Merck Millipore), 50 ��M supstrat Ac-Arg-Leu-Arg-AMC (za 

tripsinsku aktivnost; Boston Biochem Inc.) ili 50 ��M supstrat Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC (za 

kimotripsinsku aktivnost; Calbiochem, Merck Millipore). Odvajanje fluorescentne skupine 

mjeri se svakih 30 sekundi tijekom 15 minuta na 37�qC upotrebom FL600 fluorescentnog 

�þ�L�W�D�þa �S�O�R�þ�L�F�D�� ���%�L�R-Tek Instruments), uz valnu duljinu ekscitacije 360 nm i emisije 460 nm. 

�3�U�R�V�M�H�þ�Q�D�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �W�L�M�H�N�R�P�� ������ �P�L�Quta �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D je �]�D�� �U�D�þ�X�Q�D�Q�M�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K��

aktivnosti proteasoma u svakom uzorku. Kao pozitivna kontrola inhibicije aktivnosti 

�S�U�R�W�H�D�V�R�P�D���V�O�X�å�L�O�L���V�X���O�L�]�D�W�L���V�W�D�Q�L�F�D���L�]�O�R�å�H�Q�L���������P�R�O���/��epoksomicinu. 
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���������������� �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���0�0�3-2, MMP-9 i TIMP -1 u lizatima i mediju iznad 

A549 stanica 

Koncentracija MMP-2, MMP-9 i TIMP-1 u lizatima i mediju iznad A549 stanica �L�]�O�R�å�H�Q�L�K��

ekstraktu dima cigareta �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D���M�H���X�S�R�W�U�H�E�R�P���N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R���G�R�V�W�X�S�Q�L�K kompleta reagensa za 

enzimske imunokemijske analize (eng. enzyme linked immunosorbent assay, ELISA) 

(#DMP2F0, #DMP900 i #DTM100; Quantikine, R&D Systems). Za sva tri kompleta reagensa 

�S�U�L�Q�F�L�S���M�H���]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�L�����D���X�N�O�M�X�þ�X�M�H���N�Y�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�Q�L���H�Q�]�L�P�V�N�L���L�P�X�Q�R�W�H�V�W���Q�D���þ�Y�U�V�W�R�M���I�D�]�L�����3�R�O�L�N�O�R�Q�V�N�D��

�S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D�� �]�D�� �0�0�3-������ �R�G�Q�R�V�Q�R�� �P�R�Q�R�N�O�R�Q�V�N�D�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D�� �]�D�� �0�0�3-9 ili 

TIMP-���� �Q�D�O�D�]�H�� �V�H�� �Y�H�]�D�Q�D�� �Q�D�� �G�R�Q�M�R�M�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �V�Y�D�N�H �M�D�å�L�F�H�� �Q�D�� �S�O�R�þ�L�F�D�P�D���� �6�W�D�Q�G�D�U�G�L�� �S�R�]�Q�D�W�L�K��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���L���X�]�R�U�F�L���V�H���Q�D�Q�H�V�X���X���M�D�å�L�F�H���L���S�U�L�V�X�W�Q�H���P�R�O�H�N�X�O�H���0�0�3-2, MMP-9 ili TIMP-1 se 

�þ�Y�U�V�W�R���Y�H�å�X���Q�D���W�D���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�����1�D�N�R�Q���L�V�S�L�U�D�Q�M�D���Q�H�Y�H�]�D�Q�L�K���W�Y�D�U�L�����G�R�G�D���V�H���S�R�O�L�N�O�R�Q�V�N�R���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R��

(koje na sebi ima vezanu perok�V�L�G�D�]�X�� �L�]�� �K�U�H�Q�D���� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�� �]�D�� �0�0�3-2, MMP-9 ili 

TIMP-������ �3�R�V�W�X�S�D�N�� �L�V�S�L�U�D�Q�M�D�� �V�H�� �S�R�Q�R�Y�L�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �X�N�O�R�Q�L�R�� �Y�L�ã�D�N�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �N�R�Q�M�X�J�L�U�D�Q�L�K�� �V��

�H�Q�]�L�P�R�P���� �=�D�W�L�P�� �V�H�� �X�� �M�D�å�L�F�H�� �G�R�G�D�� �V�Y�M�H�å�H�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�D�� �R�W�R�S�L�Q�D�� �V�X�S�V�W�U�D�W�D�� ���+2O2 i kromogen 

tetrametilbenzidin) i na�V�W�D�M�H�� �R�E�R�M�H�Q�M�H�� �S�U�R�S�R�U�F�L�R�Q�D�O�Q�R�� �N�R�O�L�þ�L�Q�L�� �0�0�3-2, MMP-9 ili TIMP-1 

vezanih u prvom koraku. Reakcija se zaustavi dodatkom sumporne kiseline, a intenzitet 

�R�E�R�M�H�Q�M�D���P�M�H�U�L���V�H���V�S�H�N�W�U�R�I�R�W�R�P�H�W�U�L�M�V�N�L���Q�D�����������Q�P�����V���N�R�U�H�N�F�L�M�R�P���R�S�W�L�þ�N�H���Q�H�V�D�Y�U�ã�H�Q�R�V�W�L���S�O�R�þ�L�F�H��

na 540 nm) na �þ�L�W�D�þ�X�� �P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�L�K�� �S�O�R�þ�L�F�D�� ���9�,�&�7�2�5�� �0�X�O�W�L�O�D�E�H�O�� �&�R�X�Q�W�H�U�� ������������ �:�D�O�O�D�F����

Perkin-Elmer). Koncentracije MMP-2, MMP-9 i TIMP-���� �V�H�� �R�G�U�H�G�H�� �L�]�� �E�D�å�G�D�U�Q�H�� �N�U�L�Y�X�O�M�H����

Osjetljivost upotrijebljenih ELISA testova je redom: 0,047 ng/mL za MMP-2,  0,156 ng/mL 

za MMP-9 i 0,080 ng/mL za TIMP-�������G�R�N���M�H���O�L�Q�H�D�U�Q�R�V�W���G�R���Q�D�M�Y�L�ã�H���������Q�J���P�/���]�D���0�0�3-2,  20 

ng/mL za MMP-9 i 10 ng/mL za TIMP-1. ELISA test za MMP-2 prepoznaje pro- i aktivni 

oblik MMP-2 te mjeri slobodnu, ali ne i ukupnu MMP-2 (zbog interferencije s TIMP-2 pri 

koncentracijama �• 0,8 ng/mL). ELISA test za MMP-9 prepoznaje pro- i aktivni oblik MMP-9 

���]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�D�� �M�H��jedino interferencija s rekombinantnim TIMP-1 pri koncentracijama �• 6,25 

ng/mL). ELISA test za TIMP-1 mjeri TIMP-���� ���]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�D�� �M�H jedino interferencija s 

rekombinantnom MMP-9 pri koncentracijama �• 100 ng/mL). 

 

Kako je preliminarni pokus pokazao vrlo niske koncentracije MMP-2 i MMP-9, odnosno 

koncentracije na granici detekcije, uzorci lizata i medija za analizu MMP-2 i MMP-9 su 

ukoncentrirani upotrebom Amicon Ultra-2 fil tera za centrifugiranje s Ultracel-10 membranom 

(Merck Millipore). Uzorci lizata i medija stavljeni su u epruvete s filterom te centrifugirani 10 

�P�L�Q�X�W�D���Q�D�������������J���Q�D���V�R�E�Q�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���X���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L���V���I�L�N�V�Q�L�P���U�R�W�R�U�R�P�����)�L�O�W�U�D�W�L���V�X���R�G�E�D�þ�H�Q�L�����D��

ukoncentrirani �X�]�R�U�F�L�� �V�S�X�ã�W�H�Q�L�� �X�� �V�D�E�L�U�Q�H�� �H�S�U�X�Y�H�W�H�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�M�H�P�� �Q�D�� ���������� �J�� �W�L�M�H�N�R�P�� ����
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minute. Ukoncentrirani uzorci lizata i medija pohranjeni su na -�����Û�& �G�R�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D��

koncentracija MMP-2, MMP-9 i proteina. 

 

�.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���V�X���L�]�U�D�å�H�Q�H���Q�D��koncetraciju ukupnih proteina u uzorku (ng/mg proteina). 

 

�����������������6�W�D�W�L�V�W�L�þka obrada podataka dobivenih u in vitro ispitivanj ima 

Western blot analize napravljene su u uzorcima dobivenim iz tri neovisna pokusa. Ostali 

pokusi izvedeni su u tri i�O�L���Y�L�ã�H���L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�L�K���W�U�H�W�L�U�D�Q�M�D za svaku koncentraciju ekstrakta dima 

cigareta. Dobiveni rezultati analizirani su upotrebom programa SigmaStat za Windows-e, 

verzija 3.00 (SPSS Inc.) ili Prism 4 za Windows-e, verzija 4.03 (GraphPad Software Inc.). 

Normalnost raspodjele podataka testirana je Kolmogorov-Smirnovim testom���� �6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�H��

�U�D�]�O�L�N�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �V�N�X�S�L�Q�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�H�� �Q�R�U�P�D�O�Q�X�� �U�D�V�S�R�G�M�H�O�X�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�H�� �V�X�� �S�D�U�D�P�H�W�U�L�M�V�N�L�P��

�W�H�V�W�R�P�� �]�D�� �X�V�S�R�U�H�G�E�X�� �Y�L�ã�H�� �R�G�� �G�Y�L�M�H�� �V�N�X�S�L�Q�H�� �S�R�G�D�W�D�N�D�� ���M�H�G�Q�R�V�P�M�H�U�Q�D�� �D�Q�D�O�L�]�D�� �Y�D�U�L�M�D�Q�F�H���� �H�Q�J����

One Way Analysis of Variance, ANOVA), dok su kod skupina koje nisu pokazale normalnu 

�U�D�V�S�R�G�M�H�O�X�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�H�� �Q�H�S�D�U�D�P�H�W�U�L�M�V�N�L�P�� �W�H�V�W�R�P�� �]�D�� �X�V�S�R�U�H�G�E�X�� �Y�L�ã�H�� �R�G�� �G�Y�L�M�H��

skupine podataka (Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks). Post hoc analize 

provedene su Dunett�R�Y�L�P�� �W�H�V�W�R�P�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L. Podaci su �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �N�D�R�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �“��

�V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D�����=�D���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���U�D�]�O�L�N�H���X�]�H�W�D���M�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���3������������ 
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3.2. ISPITANICI  

 

�,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �M�H�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�� �Q�D uzorcima od ukupno 137 bolesnika s KOPB-om i 48 zdravih 

�L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�����,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���V�X���R�G�R�E�U�L�O�D���H�W�L�þ�N�D���S�R�Y�M�H�U�H�Q�V�W�Y�D���2�S�ü�H���E�R�O�Q�L�F�H���
�
�G�U�����,�Y�R���3�H�G�L�ã�L�ü�
�
���X���6�L�V�N�X��

�L���.�O�L�Q�L�N�H���]�D���S�O�X�ü�Q�H���E�R�O�H�V�W�L���
�
�-�R�U�G�D�Q�R�Y�D�F�
�
���.�O�L�Q�L�þ�N�R�J���E�R�O�Q�L�þ�N�R�J���F�H�Q�W�U�D���=�D�J�U�H�E te Farmaceutsko-

�E�L�R�N�H�P�L�M�V�N�R�J���I�D�N�X�O�W�H�W�D���6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D���X���=�D�J�U�H�E�X�����6�Y�L���L�V�S�L�W�D�Q�L�F�L���V�X���E�L�O�L���X�S�R�]�Q�D�W�L���V���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P te 

su po�W�S�L�V�D�O�L�� �L�Q�I�R�U�P�L�U�D�Q�L�� �S�U�L�V�W�D�Q�D�N���� �,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�� �M�H�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�� �X�� �V�N�O�D�G�X�� �V�� �+�H�O�V�L�Q�ã�N�R�P��

�G�H�N�O�D�U�D�F�L�M�R�P���� �.�U�L�W�H�U�L�M�L�� �L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�D�Q�M�D�� �]�D�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�H�� �V�� �.�2�3�%-om i za zdrave ispitanike bile su 

�G�U�X�J�H�� �S�O�X�ü�Q�H���� �L�Q�I�H�Ncijsk�H���� �W�X�P�R�U�V�N�H���� �E�X�E�U�H�å�Q�H���� �M�H�W�U�H�Q�H���� �J�D�V�W�U�R�L�Q�W�H�V�W�L�Q�D�O�Q�H�� �L�O�L�� �H�Q�G�R�Nri�Q�R�O�R�ã�N�H��

bolesti te pretjerana konzumacija alkohola (�•���������J�������G�D�Q�������3�U�H�P�D���S�X�ã�D�þ�N�R�P���V�W�D�W�X�V�X���L�V�S�L�W�D�Q�L�F�L��

�V�X���E�L�O�L���G�H�I�L�Q�L�U�D�Q�L���N�D�R���S�X�ã�D�þ�L�����R�Q�L���N�R�M�L���S�X�ã�H���Y�L�ã�H���R�G�������F�L�J�D�U�H�W�H���Q�D���G�D�Q���L���R�Q�L���N�R�M�L���V�X���S�U�H�V�W�D�O�L���S�X�ã�L�W�L��

�X�Q�X�W�D�U�������P�M�H�V�H�F�L���R�G���S�R�þ�H�W�N�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�������E�L�Y�ã�L���S�X�ã�D�þ�L�����R�Q�L���N�R�M�L���V�X���S�X�ã�L�O�L���W�L�M�H�N�R�P���å�L�Y�R�W�D�����D�O�L���V�X��

�S�U�H�V�W�D�O�L�� �S�X�ã�L�W�L�� �Y�L�ã�H�� �R�G�� ���� �P�M�H�V�H�F�L�� �S�U�L�M�H�� �S�R�þ�H�W�N�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� i �Q�H�S�X�ã�D�þ�L�� ���R�Q�L�� �N�R�M�L�� �Q�L�V�X�� �Q�L�N�D�G�D��

�S�X�ã�L�O�L���� 

 

3.2.1. Bolesnici s KOPB-om 

�8���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���M�H���E�L�O�R���X�N�O�M�X�þ�H�Q�R�����������E�R�O�H�V�Q�L�N�D���V���.�2�3�%-�R�P���L�]���2�S�ü�H���E�R�O�Q�L�F�H���
�
�G�U�����,�Y�R���3�H�G�L�ã�L�ü�
�
���X��

Sisku i ������ �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�O�L�Q�L�N�H�� �]�D�� �S�O�X�ü�Q�H�� �E�R�O�H�V�W�L�� �
�
�-�R�U�G�D�Q�R�Y�D�F�
�
�� �.�O�L�Q�L�þ�N�R�J�� �E�R�O�Q�L�þ�N�R�J�� �F�H�Q�W�U�D��

Zagreb. Svi bolesnici bili su u stabilnoj fazi bolesti (bez hospitalizacije i promjene terapije) 

najmanje 3 mjeseca prije uzimanja uzoraka krvi. 

 

Kri terij za odabir bolesnika s KOPB-�R�P�� �E�L�O�D�� �M�H�� �N�O�L�Q�L�þ�N�D�� �G�L�M�D�J�Q�R�]�D�� �.�2�3�%-a prema GOLD 

smjernicama (www.goldcopd.org)���� �'�L�M�D�J�Q�R�]�X�� �V�X�� �S�R�V�W�D�Y�O�M�D�O�L�� �V�S�H�F�L�M�D�O�L�V�W�L�� �]�D�� �S�O�X�ü�Q�H�� �E�R�O�H�V�W�L�� �Q�D��

�W�H�P�H�O�M�X�� �N�O�L�Q�L�þ�N�R�J�� �S�U�H�J�O�H�G�D�� ���N�U�R�Q�L�þ�Q�D�� �L�� �S�U�R�J�U�H�V�L�Y�Q�D�� �G�L�V�S�Q�H�M�D���� �N�D�ã�D�O�M�� �L�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�� �L�V�S�O�M�X�Y�N�D�� i 

spirometrijskih nalaza. Bolesnici su podijeljeni u podskupine prema GOLD smjernicama, 

�R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �W�H�å�L�Q�L�� �E�R�O�H�V�W�L���� �=�D�� �V�Y�H�� �*�2�/�'�� �V�W�D�G�L�M�H�� �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�L�� �N�U�L�W�H�U�L�M�� �M�H�� �E�L�R�� �R�P�M�H�U�� �)�(�91/FVC < 

0,70. Svrstavanje u podskupine t�H�P�H�O�M�L�O�R���V�H���Q�D���S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�R�P���)�(�91: 

�x GOLD II stadij: 50 % �”��FEV1 ���������������S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�R�J�� 

�x GOLD III stadij: 30 % �”��FEV1 < �����������S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�R�J�� 

�x GOLD IV stadij: FEV1 ���������������S�U�H�G�Y�L�ÿ�H�Q�R�J�� 
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3.2.2. Zdravi ispitanici 

�.�R�Q�W�U�R�O�Q�X���V�N�X�S�L�Q�X���þ�L�Q�L�O�L���V�X���]�G�U�D�Y�L���L�V�S�L�W�D�Q�L�F�L���N�R�M�L���V�X���å�L�Y�M�H�O�L���Q�D���S�R�G�U�X�þ�M�X���6�L�V�N�D�����������L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�����L��

�=�D�J�U�H�E�D�����������L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�������3�U�H�S�R�U�X�þ�H�Q�L���V�X���R�G���V�W�U�D�Q�H���O�L�M�H�þ�Q�L�N�D���R�E�L�W�H�O�M�V�N�H���P�H�G�L�F�L�Q�H�����E�L�O�L���V�X���G�R�E�U�R�J��

zdravstvenog stanja i imali uredne spirometrijske nalaze. 

 

3.2.3. Uzorci 

�6�Y�L�P�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�F�L�P�D�� �N�U�Y�� �M�H�� �Y�D�ÿ�H�Q�D�� �X�M�X�W�U�R�� �Q�D�W�D�ã�W�H���X�� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�H�� �H�S�U�X�Y�H�W�H�� �V�� �S�R�G�W�O�D�N�R�P���� �3�X�Q�D�� �N�U�Y��

�X�]�H�W�D�� �Q�D�� �D�Q�W�L�N�R�D�J�X�O�D�Q�V�� �(�'�7�$�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �M�H�� �]�D��odre�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �K�H�P�D�W�R�O�R�ã�N�L�K�� �S�D�U�D�P�H�W�D�U�D te za 

�L�]�R�O�D�F�L�M�X�� �'�1�$�� �L�� �X�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L�� �S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P�D���� �=�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �E�L�R�N�H�P�L�M�V�N�L�K��

�S�D�U�D�P�H�W�D�U�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �V�X�� �X�]�R�U�F�L�� �S�O�D�]�P�H�� �L�O�L�� �V�H�U�X�P�D���� �3�O�D�]�P�D�� �M�H�� �G�R�E�L�Y�H�Q�D�� �Y�D�ÿ�H�Q�M�H�P�� �N�U�Y�L�� �X��

epruvete s antikoagulansom EDTA te centifugiranjem na 2900 rpm tijekom 10 minuta. Serum 

�M�H�� �G�R�E�L�Y�H�Q�� �Y�D�ÿ�H�Q�M�H�P�� �N�U�Yi u epruvete bez antikoagulansa te nakon 30 minuta stajanja 

centrifugiranjem na 3500 rpm tijekom 10 minu�W�D�����8�]�R�U�F�L���V�X���G�R���L�]�Y�R�ÿ�H�Qja analiza pohranjeni 

na -�����ÛC. Izolacija polimorfonuklearnih leukocita iz pune krvi uzete na Li-heparin kao 

�D�Q�W�L�N�R�D�J�X�O�D�Q�V���U�D�ÿ�H�Q�D���M�H���R�G�P�D�K���S�R���Y�D�ÿ�H�Q�M�X���N�U�Y�L�� 

 

���������������2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���Noncentracije upalnih biljega 

�2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���E�U�R�M�D���X�N�X�S�Q�L�K��leukocita (x 109 / L) te udjela segmentiranih neutrofila, monocita i 

limfocita (%) �X�� �S�X�Q�R�M�� �N�U�Y�L�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �L�]�Y�U�ã�H�Q�R�� �M�H�� �X�S�R�W�U�H�E�R�P�� �D�X�W�R�P�D�W�L�]�L�U�D�Q�R�J�� �K�H�P�D�W�R�O�R�ã�N�R�J��

analizatora Cell-Dyn 3200 (Abbott Diagnostics). 

 

Koncentracija C-reaktivnog proteina (CRP) (mg/L) u serumu �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H��imuno-

turbidimetrijskom metodom na analizatoru Dimension Xpand Plus (Siemens Healthcare 

Diagnostics). 

 

3.2.5. Izolacija polimorfonuklearnih leukocita  

Izolacija �S�R�O�L�P�R�U�I�R�Q�X�N�O�H�D�U�Q�L�K�� �O�H�X�N�R�F�L�W�D�� ���3�0�1���� �L�]�� �S�X�Q�H�� �N�U�Y�L�� �U�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �P�R�G�L�I�L�F�L�U�D�Q�R�P��

�P�H�W�R�G�R�P�� �S�R�� �%�¡�\�X�P�X�� ���%�¡�\�X�P���� �������������� ���� �P�/�� �V�Y�M�H�å�H�� �S�X�Q�H�� �N�U�Y�L�� �S�R�P�L�M�H�ã�D�� �V�H�� �V�� ���� �P�/�� �R�W�R�S�L�Q�H��

dekstrana (0,5 g dekstrana (#D1037; Sigma-Aldrich) otopi se u 10 mL 7 g/L NaCl) i ostavi 

stajati 60 minuta �Q�D�� �V�R�E�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�� �X�� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�R�M�� �H�S�U�X�Y�H�W�L���� �'�R�E�L�Y�H�Q�L�� �J�R�U�Q�M�L�� �V�O�R�M�� �Slazme 

bogate leukocitima �S�D�å�O�M�L�Y�R�� �V�H�� �Q�D�G�V�O�R�M�L�� �Q�D�� �R�W�R�S�L�Q�X��Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich) sobne 

�W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�H�� �X�� �Q�R�Y�R�M�� �S�O�D�V�W�L�þ�Q�R�M�� �H�S�U�X�Y�H�W�L�� �X�� �R�P�M�H�U�X��1:1 te se centrifugira na 400 g tijekom 30 

minuta �Q�D���V�R�E�Q�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�����X�]���X�E�U�]�D�Q�M�H���Q�D�������L���N�R�þ�Q�L�F�X���Q�D�����������'�R�E�L�Yeni gornji sloj plazme, 

srednji sloj mononuklearnih stanica i donji sloj Histopaque-a se uklone, a talog PMN se 
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resuspendira u 1 mL hladnog 9 g/L NaCl. Zaostali eritrociti se uklone dodatkom 3 mL hladne 

de�V�W�L�O�L�U�D�Q�H���Y�R�G�H�����P�L�M�H�ã�D�Q�M�H�P���������V�H�N�X�Q�G�L te dodatkom 3 mL hladnog 1�����J���/���1�D�&�O���L���P�L�M�H�ã�D�Q�M�H�P��

�M�R�ã���������V�H�N�X�Q�G�L. Suspenzija se centrifugira na 500 g tijekom 10 minuta na sobnoj temperaturi. 

�3�R�V�W�X�S�D�N�� �V�H�� �S�R�Q�R�Y�L�� �M�R�ã�� �G�Y�D�� �S�X�W�D���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �V�Y�H�� �G�R�N�� �V�H�� �Q�H�� �R�G�V�W�U�D�Q�H�� �V�Y�L�� �]�D�R�V�W�D�O�L�� �H�U�L�W�U�R�F�L�W�L���� �1�D��

kraju dobiveni talog PMN resuspend�L�U�D���V�H���X������ �P�/�� �N�R�P�S�O�H�W�Q�R�J���5�3�0�,�� �P�H�G�L�M�D�����V������ ���� �W�H�O�H�ü�H�J��

fetalnog seruma, ali bez antibiotika i antimikotika). Vijabilnost i broj PMN se odredi 

bojanjem s 0,4 % bojom tripansko plavilo (Sigma-Aldrich). Vijabilnost izoliranih PMN 

�X�Y�L�M�H�N���M�H���E�L�O�D���Y�H�ü�D���R�G������������ 

 

3.2.6. Izlaganje polimorfonuklearnih leukocita ekstraktu dima cigareta 

�2�G�� �V�Y�D�N�R�J�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �S�R�� �������������� �3�0�1�� �M�H�� �Q�D�V�D�ÿ�H�Q�R�� �X�� �G�X�S�O�L�N�D�W�X�� �Q�D�� �S�O�R�þ�L�F�H�� �V�D�� ���� �M�D�å�L�F�D�� �X��

�X�N�X�S�Q�R�P���Y�R�O�X�P�H�Q�X���P�H�G�L�M�D���R�G�������P�/�����3�0�1���X���M�H�G�Q�R�M���M�D�å�L�F�L���Q�L�V�X���E�L�O�L���V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�L�����G�R�N���V�X���3�0�1���X��

�G�U�X�J�R�M�� �M�D�å�L�F�L���E�L�O�L�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�� �V�Y�M�H�å�H�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�R�P�� �H�N�V�W�U�D�N�W�X�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D���X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �R�G�� ����

% tijekom 20 �K���� �1�D�N�R�Q�� �]�D�Y�U�ã�H�Q�H�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �P�H�G�L�M�� �L�]�Q�D�G�� �3�0�1�� �V�H�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�� �Q�D�� ���������� �J��

tijekom 5 minuta �Q�D�� �����Û�&���� �D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�� �Q�D�G�V�O�R�M�� �D�O�L�N�Y�R�W�L�U�D�� �L�� �S�R�V�S�U�H�P�L�� �Q�D��-�����Û�&�� �]�D�� �G�D�O�M�Q�M�H��

analize. 

 

3.2.7���� �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H�� �Dktivnosti LDH  u mediju iznad polimorfonuklearnih 

�O�H�X�N�R�F�L�W�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���H�N�V�W�U�D�N�W�X���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D 

�3�0�1���L�]�R�O�L�U�D�Q�L���L�]���M�H�G�Q�R�J���Q�D�V�X�P�L�þ�Q�R���R�G�D�E�U�D�Q�R�J��zdravog �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���Q�D�V�D�ÿ�H�Q�L���V�X���Q�D���S�O�R�þ�L�F�X���V��������

�M�D�å�L�F�H���� �8�� �V�Y�D�N�X�� �M�D�å�L�F�X�� �Q�D�V�D�ÿ�H�Q�R�� �M�H��100000 PMN u volumenu medija od 1 mL. Zatim je 

�S�R�O�R�Y�L�F�D�� �3�0�1�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�D�� �V�Y�M�H�å�H�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�L�P�� �H�N�V�W�U�D�N�W�R�P�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �R�G�� ����

������ �3�0�1�� �V�X�� �L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�L�� �Q�D�� �����Û�&���� �V�� ������ ���� �Y�O�D�å�Q�R�V�W�L�� �]�U�D�N�D�� �L�� ���� ���� �&�22 u triplikatu za svaki 

vremenski period (1 h, 4 h, 20 h ili 22 �K������ �1�D�N�R�Q�� �]�D�Y�U�ã�H�Q�H�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �P�H�G�L�M�� �L�]�Q�D�G�� �3�0�1�� �M�H��

centrifugiran na 1000 g tijekom 5 minuta �Q�D�� �����Û�&���� �D�� �/�'�+�� �X�� �G�R�E�L�Y�H�Q�R�P�� �Q�D�G�V�O�R�M�X�� �M�H�� �R�G�P�D�K��

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �Q�D�� �S�R�O�X�D�X�W�R�P�D�W�V�N�R�P�� �E�L�R�N�H�P�L�M�V�N�R�P�� �D�Q�D�O�L�]�D�W�R�U�X�� �7�U�D�F�H�� ������ �X�]�� �X�S�R�W�U�H�E�X�� �U�H�D�J�H�Q�V�D�� �]�D��

�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���/�'�+�����+�H�U�E�R�V���'�L�M�D�Jnostika d.o.o.). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 

�N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���/�'�+���R�W�S�X�ã�W�H�Q�H���X���P�H�G�L�M�����8���/�����“ �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D�� 

 

3.2.8. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��koncentracije MMP-9 i TIMP -1 u mediju iznad polimorfonuklearnih 

�O�H�X�N�R�F�L�W�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���H�N�V�W�U�D�N�W�X���G�L�P�D cigareta 

Koncentracija MMP-9 i TIMP-���� �X�� �P�H�G�L�M�X�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �X�S�R�W�U�H�E�R�P�� �N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R�� �G�R�V�W�X�S�Q�L�K��

ELISA kompleta reagensa �����'�0�3���������L�����'�7�0�����������4�X�D�Q�W�L�N�L�Q�H�����5�	�'���6�\�V�W�H�P�V�������þ�L�M�L���S�U�L�Q�F�L�S���M�H��

�R�S�L�V�D�Q���S�R�G���W�R�þ�N�R�P��3.1.17. �.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���V�X���L�]�U�D�å�H�Q�H���X���Q�J���P�/���P�H�G�L�M�D�� 
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3.2.9. Od�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��koncentracije MMP-9 i TIMP -1 u plazmi 

Koncentracija MMP-9 i TIMP-���� �X�� �S�O�D�]�P�L�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �X�S�R�W�U�H�E�R�P�� �N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R��

dostupnih ELISA kompleta reagensa (#RPN2614 i #RPN2611; Amersham; GE Healthcare). 

Za oba kompleta reagensa princip je zajedn�L�þ�N�L�����D���X�N�O�M�X�þ�X�M�H���N�Y�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�Q�L���H�Q�]�L�P�V�N�L���L�P�X�Q�R�W�H�V�W��

�Q�D�� �þ�Y�U�V�W�R�M�� �I�D�]�L���� �3�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D�� �]�D�� �0�0�3-9 ili TIMP-1 nalaze se vezana na donjoj 

�S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �V�Y�D�N�H�� �M�D�å�L�F�H�� �Q�D�� �S�O�R�þ�L�F�D�P�D���� �6�W�D�Q�G�D�U�G�L�� �S�R�]�Q�D�W�L�K�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �L�� �X�]�R�U�F�L�� �V�H�� �Q�D�Q�H�V�X�� �X��

�M�D�å�L�F�H���L���S�U�L�V�X�W�Q�H���P�R�O�H�N�X�O�H���0MP-9 ili TIMP-�����V�H���þ�Y�U�V�W�R���Y�H�å�X���Q�D���W�D���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�����1�D�N�R�Q���L�V�S�L�U�D�Q�M�D��

�Q�H�Y�H�]�D�Q�L�K�� �W�Y�D�U�L���� �G�R�G�D�� �V�H�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�R�� ���N�R�M�H�� �Q�D�� �V�H�E�L�� �L�P�D�� �Y�H�]�D�Q�X�� �S�H�U�R�N�V�L�G�D�]�X�� �L�]�� �K�U�H�Q�D���� �W�D�N�R�ÿ�H�U��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�� �]�D�� �0�0�3-9 ili TIMP-1, ali koje prepoznaje drugi epitop na ciljnoj molekuli. 

Postupak isp�L�U�D�Q�M�D�� �V�H�� �S�R�Q�R�Y�L�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �X�N�O�R�Q�L�R�� �Y�L�ã�D�N�� �S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�� �N�R�Q�M�X�J�L�U�D�Q�L�K�� �V�� �H�Q�]�L�P�R�P����

�=�D�W�L�P�� �V�H�� �X�� �M�D�å�L�F�H�� �G�R�G�D�� �V�X�S�V�W�U�D�W�� �W�H�W�U�D�P�H�W�L�O�E�H�Q�]�L�G�L�Q / H2O2 i nastaje obojenje proporcionalno 

�N�R�O�L�þ�L�Q�L�� �0�0�3-9 ili TIMP-1 vezanih u prvom koraku. Reakcija se zaustavi dodatkom 1,0 M 

sumporne kiseline, a intenzitet obojenja mjeri se spektrofotometrijski na 450 nm �Q�D�� �þ�L�W�D�þ�X��

�P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�L�K�� �S�O�R�þ�L�F�D�� ���9�,�&�7�2�5�� �0�X�O�W�L�O�D�E�H�O�� �&�R�X�Q�W�H�U�� ������������ �:�D�O�O�D�F���� �3�H�U�N�L�Q-Elmer). 

Koncentracije MMP-9 i TIMP-���� �V�H�� �R�G�U�H�G�H�� �L�]�� �E�D�å�G�D�U�Q�H�� �N�U�L�Y�X�O�M�H���� �5�D�V�S�R�Q�� �P�H�W�R�G�H�� �]�D��

�R�G�U�H�ÿ�L�Y�Dnje MMP-9 u plazmi je 4 - 128 ng/mL (uz osjetljivost metode od 0,6 ng/mL), 

odnosno 3,13 - 50 ng/mL za TIMP-1 (uz osjetljivost metode od 1,25 ng/mL). ELISA test za 

MMP-9 mjeri koncentraciju pro-MMP-9 i kompleksa pro-MMP-9/TIMP-1, dok ELISA test 

za TIMP-1 mjeri ukupni TIMP-1 (slobodni i u kompleksu s MMP). 

 

3.2.10. Izolacija DNA 

DNA je izolirana iz pune krvi uzete na antikoagulans EDTA upotrebom komercijalno 

dostupnog kompleta reagensa za izolaciju DNA (FlexiGene DNA Kit, QIAGEN). Na 1250 

�—�/���S�X�I�H�U�D���]�D���O�L�]�L�U�D�Q�M�H���G�R�G�D���V�H�����������—�/���S�X�Q�H���N�U�Y�L�����V�D�G�U�å�D�M���V�H���S�U�R�P�L�M�H�ã�D���L���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D���W�L�M�H�N�R�P������

�P�L�Q�X�W�D���Q�D���������������J���Q�D���V�R�E�Q�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���N�D�N�R���E�L���V�H���L�V�W�D�O�R�å�L�O�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���M�H�]�J�U�H���L���P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�L����

�1�D�G�V�O�R�M�� �V�H�� �R�G�O�L�M�H���� �D�� �W�D�O�R�J�� �S�R�V�X�ã�L�� �W�D�N�R�� �G�D�� �V�H�� �H�S�U�X�Y�H�W�L�F�D�� �N�U�D�W�N�R�� �R�V�W�D�Y�L�� �R�N�U�H�Q�X�W�D�� �Q�D�R�S�D�N�R��na 

�V�W�D�Q�L�þ�H�Y�L�Q�L�����1�D���W�D�O�R�J���V�H���G�R�G�D�M�H�����������—�/���V�P�M�H�V�H���S�X�I�H�U�D���]�D���G�H�Q�D�W�X�U�D�F�L�M�X�����V�D�G�U�å�L���N�D�R�W�U�R�S�Q�H���V�R�O�L�����L��

�4�,�$�*�(�1���S�U�R�W�H�D�]�H�����V�P�M�H�V�D���]�D���M�H�G�D�Q���X�]�R�U�D�N���V�H���S�U�L�S�U�H�P�L���W�D�N�R���G�D���V�H���]�D���M�H�G�D�Q���X�]�R�U�D�N���S�R�P�L�M�H�ã�D��

�������� �—�/�� �S�U�R�W�H�D�]�H�� �L �������� �—�/�� �S�X�I�H�U�D�� �]�D�� �G�H�Q�D�W�X�U�D�F�L�M�X�� �W�H�� �V�H�� �R�G�P�D�K�� �S�U�R�P�L�M�H�ã�D sve dok se talog 

�S�R�W�S�X�Q�R���Q�H���R�W�R�S�L�����1�D�N�R�Q���W�R�J�D���X���X�]�R�U�N�H���V�H���G�R�G�D���M�R�ã���������—�/���S�X�I�H�U�D���]�D���G�H�Q�D�W�X�U�D�F�L�M�X�����U�H�D�N�F�L�M�V�N�D��

�V�P�M�H�V�D���V�H���S�U�R�P�L�M�H�ã�D���L���L�Q�N�X�E�L�U�D���W�L�M�H�N�R�P���������P�L�Q�X�W�D���Q�D�������Û�&���S�U�L���þ�H�P�X���X�]�R�U�F�L���P�L�M�H�Q�M�D�M�X���E�R�M�X���R�G��

crvene prema maslinasto zelenoj zbog razgradnje proteina���� �=�D�W�L�P���V�H���G�R�G�D���S�R���������� �—�/���������� ����

�L�]�R�S�U�R�S�D�Q�R�O�D�� �L�� �G�R�E�U�R�� �S�U�R�P�L�M�H�ã�D�� �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �W�D�O�R�å�H�Q�M�D�� �'�1�$���� �5�H�D�N�F�L�M�V�N�D�� �V�P�M�H�V�D�� �V�H��

centrifugira tijekom 6 minuta na 10000 g na sobnoj temperaturi, nadsloj se odlije, a talog 
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�'�1�$���R�V�X�ã�L���W�D�N�R���G�D���V�H���H�S�U�X�Y�H�W�L�F�D���N�U�D�W�N�R���R�V�W�D�Y�L���R�N�U�H�Q�X�W�D���Q�D�R�S�D�N�R���Q�D���V�W�D�Q�L�þ�H�Y�L�Q�L�����7�D�O�R�J���'�1�$��

�V�H�� �L�V�S�H�U�H�� �V�� �������� �—�/�� ������ ���� �H�W�D�Q�R�O�D�� �L�� �L�V�W�D�O�R�å�L�� �F�H�Q�W�U�L�I�X�J�L�U�D�Q�M�H�P�� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� �P�L�Q�X�W�D���Q�D�� ������������ �J�� �Q�D��

�V�R�E�Q�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�����1�D�G�V�O�R�M���V�H���R�G�O�L�M�H���L���W�D�O�R�J���V�H���R�V�X�ã�L���Q�D���]�U�D�N�X�������1�D���W�D�O�R�J���'�1�$���G�R�G�D���V�H�����������—�/��

pufera za hidrataciju (10 mM Tris-HCl pH 8,5) te �V�H���'�1�$���R�W�R�S�L���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�R�P���Q�D�������ÛC preko 

�Q�R�ü�L�� 

 

3.2.11. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���'�1�$���L���S�U�R�Y�M�H�U�D���þ�L�V�W�R�ü�H 

�.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���'�1�$���R�G�U�H�ÿ�H�Q�D���M�H���V�S�H�N�W�U�R�I�R�W�R�P�H�W�U�L�M�V�N�L�P���P�M�H�U�H�Q�M�H�P���N�R�O�L�þ�L�Q�H���D�S�V�R�U�E�L�U�D�Q�R�J���8�9��

�]�U�D�þ�H�Q�M�D�� �R�G�� �V�W�U�D�Q�H�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L�K�� �E�D�]�D�� �S�U�L�� �������� �Q�P���� �8�]�R�U�F�L�� �'�1�$�� �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�L�� �V�X�� �V�� �Gestiliranom 

vodom u omjeru 1:20 te su na spektrofotometru CECIL Aquarius CE 7200 izmjerene 

apsorbancije na 260 nm prema destiliranoj vodi kao slijepoj probi. Koncentracija DNA 

(�Pg/mL���� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D�� �M�H�� �S�U�H�P�D�� �I�R�U�P�X�O�L�� �F�� � ��A260nm x 20 x ������ �—�J���P�/���� �X�]�� �S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�N�X�� �G�D��

�D�S�V�R�U�E�D�Q�F�L�M�D���R�G�����������S�U�L�����������Q�P���R�G�J�R�Y�D�U�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���G�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�H���'�1�$���R�G���������—�J���P�/�� 

 

�ý�L�V�W�R�ü�D�� �S�U�L�S�U�D�Y�D�N�D�� �'�1�$�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �P�M�H�U�H�Q�M�H�P�� �D�S�V�R�U�E�D�Q�F�L�M�H�� �Q�D�� �G�Y�L�M�H�� �Y�D�O�Q�H�� �G�X�O�M�L�Q�H�� ���������� �L��

280 nm) jer proteini iz uzoraka apsorbiraju na 280 �Q�P���� �'�1�$�� �]�D�G�R�Y�R�O�M�D�Y�D�M�X�ü�H�� �þ�L�V�W�R�ü�H�� �L�P�D��

omjer A260 nm / A280 nm u rasponu od 1,7 do 1,9. 

 

3.2.12. �/�D�Q�þ�D�Q�D���U�H�D�N�F�L�M�D���S�R�O�L�P�H�U�D�]�R�P�����3�&�5�� 

�/�D�Q�þ�D�Q�D���U�H�D�N�F�L�M�D���S�R�O�L�P�H�U�D�]�R�P�����3�&�5���� �H�Q�J. polymerase chain reaction�����M�H�� �P�H�W�R�G�D���X�P�Q�D�å�D�Q�M�D��

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J��fragmenta DNA u veliki broj i�G�H�Q�W�L�þ�Q�L�K�� �N�R�S�L�M�D�� �X��in vitro �X�Y�M�H�W�L�P�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P��

�W�H�U�P�R�V�W�D�E�L�O�Q�R�J�� �H�Q�]�L�P�D�� �'�1�$�� �S�R�O�L�P�H�U�D�]�H���� �8�� �U�H�D�N�F�L�M�L�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� �S�D�U�� �N�U�D�ü�L�K�� �M�H�G�Q�R�O�D�Q�þ�D�Q�L�K��

�R�O�L�J�R�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D���� �W�]�Y���� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���� �3�R�þ�H�W�Q�L�F�H���R�P�H�ÿ�X�M�X�� �F�L�O�M�Q�L��fragment �'�1�$�� �N�R�M�L�� �å�H�O�L�P�R��

�X�P�Q�R�å�L�W�L�����-�H�G�Q�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���M�H���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�Warna 3' kraju fragmenta jednog DNA lanca, a druga 

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���M�H���N�R�P�S�O�H�P�H�Q�W�D�U�Q�D�����
���N�U�D�M�X���G�U�X�J�R�J���'�1�$���O�D�Q�F�D���N�R�M�L���V�H���X�P�Q�D�å�D�����5�H�D�N�F�L�M�V�N�D���V�P�M�H�V�D��

�X�]���N�D�O�X�S���'�1�$�����S�D�U���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���L���'�1�$���S�R�O�L�P�H�U�D�]�X�����V�D�G�U�å�L���L���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L���S�X�I�H�U���]�D���3�&�5�����V�P�M�H�V�X��

�þ�H�W�L�U�L�M�X�� �G�H�R�N�V�L�Q�X�N�O�H�R�]�L�G-trifostata (dNTP) u jednakom omjeru (deoksiadenozin-5'-trifosfat, 

dATP; deoksigvanozin-5'-trifosfat, dGTP; deoksicitidin-5'-trifosfat, dCTP; deoksitimidin-5'-

trifosfat, dTTP) te magnezijeve ione. Reakcija PCR se odvija u tri faze (slika 3.2.): 

1. denaturacija �G�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�H���'�1�$���X���G�Y�D���M�H�G�Q�R�O�D�Q�þ�D�Q�D���O�D�Q�F�D�� 

�������V�S�D�U�L�Y�D�Q�M�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���V���'�1�$���O�D�Q�F�L�P�D�� 

3. produljivanje lanaca DNA. 

�&�L�N�O�X�V�L���G�H�Q�D�W�X�U�D�F�L�M�H���� �V�S�D�U�L�Y�D�Q�M�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���L���S�U�R�G�X�O�M�L�Y�D�Q�M�D���O�D�Q�D�F�D���S�R�Q�D�Y�O�M�D�M�X���V�H���P�Q�R�J�R���S�X�W�D���X��

�X�U�H�ÿ�D�M�X�� �]�D�� �3�&�5�� ���H�Q�J����thermocycler������ �ã�W�R�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�� �H�N�V�S�R�Q�H�Q�F�L�R�Q�D�O�Q�L�P�� �U�D�V�W�R�P�� �N�R�O�L�þ�L�Q�H��
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�X�P�Q�R�å�H�Q�H�� �'�1�$���� �8�� �N�R�Q�D�þ�Q�L�F�L�� �Q�D�V�W�D�M�H�� ��n kopija fragmenta �'�1�$�� �N�R�M�L�� �V�H�� �X�P�Q�D�å�D���� �J�G�M�H�� �
�
�Q�
�
��

predstavlja broj ciklusa reakcije. 

 

 Slika 3.2. �3�U�L�Q�F�L�S���O�D�Q�þ�D�Q�H���U�H�D�N�F�L�M�H���S�R�O�L�P�H�U�D�]�R�P�����3�&�5���� 

 

Fragmenti DNA koji sa�G�U�å�H���S�R�O�L�P�R�U�I�Q�R���P�M�H�V�W�R��-1562 C/T (u promotorskoj regiji MMP9 gena) 

�X�P�Q�R�å�H�Q�L�� �V�X�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�R�P�� �3�&�5�� �P�H�W�R�G�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �R�Sisali Zhang i suradnici (1999a) te Ito i 

suradnici (2005). 

Fragmenti �'�1�$���N�R�M�L���V�D�G�U�å�H���X�]�D�V�W�R�S�Q�D���S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D���G�L�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D�����&�$��n (u promotorskoj regiji 

MMP9 �J�H�Q�D�����X�P�Q�R�å�H�Q�L���V�X���P�R�G�L�I�L�F�L�U�D�Q�R�P���3�&�5���P�H�W�R�G�R�P���N�R�M�X���V�X���R�S�L�V�D�O�L���6�K�L�P�D�M�L�U�L���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L��

�������������� �X�]�� �X�S�R�W�U�H�E�X�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �X�� �V�Y�Rm �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X koristili Tesfaigzi i suradnici 

(2006). 

Fragmenti �'�1�$���N�R�M�L���V�D�G�U�å�H���S�R�O�L�P�R�U�I�Q�R���P�M�H�V�W�R���4�������5�����X���H�J�]�R�Q�X������MMP9 �J�H�Q�D�����X�P�Q�R�å�H�Q�L���V�X��

kombinacijom PCR metoda koje su opisali Zhang i suradnici (1999b), Kim i suradnici (2002),  

te Nanni i suradnici (2007). 

 

�5�H�D�N�F�L�M�V�N�D�� �V�P�M�H�V�D�� �]�D�� �X�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�H�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K�� �S�R�O�L�P�R�U�I�Q�L�K��fragmenata DNA (ukupnog 

�Y�R�O�X�P�H�Q�D�� ������ ���/���� �V�D�G�U�å�D�Y�D�O�D�� �M�H�� ������ ng genomske DNA, 1x reakcijski pufer za PCR (20 

mmol/L Tris-HCl pH 8,4 i 50 mmol/L KCl) (Invitrogen), 2,0 mmol/L MgCl2 (Invitrogen), 0,2 
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�P�P�R�O���/���V�Y�D�N�R�J���G�1�7�3�����,�Q�Y�L�W�U�R�J�H�Q�����������������P�R�O���/���V�Y�D�N�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H���]�D���S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P��-1562 C/T i 

uzastopna ponavljanja dinukleotida (CA)n���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �������� ���P�R�O���/�� �V�Y�D�N�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �]�D��

polimorfizam Q279R te 1 jedinicu Platinum Taq DNA polimeraze (Invitrogen). Nukleotidni 

�V�O�L�M�H�G�R�Y�L���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�����$�S�S�O�L�H�G���%�L�R�V�\�V�W�H�P�V�����S�U�L�N�D�]�D�Q�L���V�X���X��tablici 3.1. 

 

Tablica 3.1. �1�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L�� �V�O�L�M�H�G�R�Y�L�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K�� �]�D�� �G�H�W�H�N�F�L�M�X�� �S�R�O�L�P�R�U�I�Q�L�K�� �P�M�H�V�W�D��

MMP9 gena. 

polimorfizam �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D 
 

-1562 C/T 
F: 5'-GCCTGGCACATAGTAGGCCC-3' 
R: 5'-CTTCCTAGCCAGCCGGCATC-3' 

uzastopna ponavljanja 
dinukleotida (CA)n 

F: 5'-6FAM-AAGCCCTTTCTCATGCTGGTGC-3' 
R: 5'-TGACAGGCAAGTGCTGACTCAG-3' 

 
Q279R 

F: 5'-CTCGCCCCAGGACTCTACAC-3' 
R: 5'-GTGGAGGTACCTCGGGTCGGG-3' 

 

�8�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�H���'�1�$�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�� �M�H�� �X�� �X�U�H�ÿ�D�M�X�� �]�D�� �3�&�5�� ���*�H�Q�H�$�P�S�� �3�&�5�� �6�\�V�W�H�P�� ������������ �$�S�S�O�L�H�G��

Biosystems) prema uvjetima prikazanim u tablici 3.2. Dobiveni PCR produkti ostave se 

najmanje �������P�L�Q�X�W�D���X���X�U�H�ÿ�D�M�X���]�D���3�&�5���Q�D����4�ÛC. 

 
Tablica 3.2. �8�Y�M�H�W�L���]�D���S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�H���3�&�5���P�H�W�R�G�H�� 

* oko 100 pb, ovisno o broju uzastopnih ponavljanja dinukleotida (CA)n 

 
�3�U�D�Y�L�O�D�Q�� �R�G�D�E�L�U�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �L��prisustvo polimorfnog mjesta unutar fragment�D�� �N�R�M�H�J�� �R�P�H�ÿ�X�M�X��

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�H��po�W�Y�U�ÿ�H�Q�L�� �V�X�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�H�P�� �X�]�R�U�D�N�D (tvrtka Macrogen Inc.) k�R�M�L�� �V�X�� �V�D�G�U�å�D�Y�D�O�L��

�X�P�Q�R�å�H�Q�H�� �3�&�5�� �S�U�R�G�X�N�W�H�� �&�&�� �L�� �7�7�� �J�H�Q�R�W�L�S�D�� �]�D��-1562 C/T polimorfizam, odnosno AA i GG 

genotipa za Q279R polimorfizam (prilog B). PCR produkti CC i TT genotipa sekvencirani su 

u oba smjera (prema naprijed i u obrnutom smjeru), dok su PCR produkti AA i GG genotipa 

�V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�L�� �V�D�P�R�� �X�� �R�E�U�Q�X�W�R�P�� �V�P�M�H�U�X�� �M�H�U�� �U�H�D�N�F�L�M�X�� �S�U�H�P�D�� �Q�D�S�U�L�M�H�G�� �Q�L�M�H�� �E�L�O�R�� �P�R�J�X�ü�H�� �R�þ�L�W�D�W�L��

zbog �V�P�M�H�ã�W�D�M�D���S�R�O�L�P�R�U�I�Q�R�J���P�M�H�V�W�D���E�O�L�]�X���V�D�P�R�J���S�R�þ�H�W�N�D���3�&�5���S�U�R�G�X�N�W�D�� 

 
polimorfizam 

 
-1562 C/T 

uzastopna 
ponavljanja 

dinukleotida (CA)n 

 
Q279R 

uvjeti za PCR temperatura vrijeme temperatura vrijeme temperatura vrijeme 

�S�R�þ�H�W�Q�D���G�H�Q�D�W�X�U�D�F�Lja �����Û�& 5 min �����Û�& 5 min �����Û�& 10 min 
denaturacija 

�V�S�D�U�L�Y�D�Q�M�H���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D 
produljivanje lanca 

broj ciklusa 

�����Û�& 30 s �����Û�& 30 s �����Û�& 1 min 
�����Û�& 30 s �����Û�& 30 s �����Û�& 1 min 
�����Û�& 30 s �����Û�& 30 s �����Û�& 1 min 

35 ciklusa 23 ciklusa 35 ciklusa 
�N�R�Q�D�þ�Q�R���S�U�R�G�X�O�M�L�Y�Dnje lanca �����Û�& 7 min �����Û�& 30 min �����Û�& 5 min 

�Y�H�O�L�þ�L�Q�D���3�&�5���S�U�R�G�X�N�W�D 435 pb *  194 pb 
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3.2.13. Elektroforez�D���X�P�Q�R�å�H�Q�L�K��fragmenata DNA u agaroznom gelu 

�8�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W���3�&�5���U�H�D�N�F�L�M�H���S�U�R�Y�M�H�U�D�Y�D���V�H���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�R�P���X�P�Q�R�å�H�Q�L�K���S�U�R�G�X�N�D�W�D���3�&�5���U�H�D�N�F�L�M�H���X��

1,5 %-tnom agaroznom gelu za -1562 C/T i Q279R polimorfizam, odnosno u 4 %-tnom 

agaroznom gelu za uzastopna ponavljanja dinukleotida (CA)n. Elektroforetska pokretljivost 

�I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D�� �'�1�$�� �R�Y�L�V�L�� �R�� �Q�M�L�K�R�Y�R�M�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�L�� �L�� �R�E�O�L�N�X���� �1�D�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �U�D�]�G�Y�D�M�D�Q�M�D�� �X�W�M�H�þ�X��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �D�J�D�U�R�]�H���� �M�D�N�R�V�W�� �L�� �V�P�M�H�U�� �H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�R�J�� �S�R�O�M�D���� �V�D�V�W�D�Y�� �S�X�I�H�U�D�� �]�D�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�X�� �L��

�S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W���L�Q�W�H�U�N�D�O�L�U�D�M�X�ü�L�K���E�R�M�D����etidijev bromid). 

 

1,5 %-tni agarozni gel pripremi se otapanjem 0,9 g agaroze u 60 mL TAE pufera za 

elektroforezu (0,04 mol/L Tris-HCl pH 7,9, 5 mmol/L natrijev acetat, 0,04 mmol/L EDTA) uz 

zagrijavanje, dok se 4 %-tni agarozni gel pripremi otapanjem 3,2 g agaroze u 80 mL TAE 

�S�X�I�H�U�D���]�D���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�X���X�]���]�D�J�U�L�M�D�Y�D�Q�M�H�����1�D�N�R�Q���ã�W�R���V�H���D�J�D�U�R�]�D���R�W�R�S�L���L���R�K�O�D�G�L���Q�D���R�W�S�U�L�O�L�N�H�������ÛC 

�G�R�G�D���V�H���������/�����R�G�Q�R�V�Q�R���������/���H�W�L�G�L�M�H�Y�R�J���E�U�R�P�L�G�D�����N�R�Q�D�þ�Q�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�����������—�J���P�/�������2�W�R�S�L�Q�D��

agaroze se izlije u kadicu za elektroforezu i ostavi da se polimerizira otprilike 45 minuta. 

�8�]�R�U�F�L���V�H���S�U�L�M�H���Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�D���Q�D���J�H�O���U�D�]�U�L�M�H�G�H���X���S�X�I�H�U�X���]�D���Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�H���X�]�R�U�D�Na (40 % saharoza, 0,25 

�����E�U�R�P�I�H�Q�R�O�Q�R���S�O�D�Y�L�O�R���X���G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�R�R�M���Y�R�G�L�����W�D�N�R���G�D���V�H���������/���3�&�5���S�U�R�G�X�N�W�D���S�R�P�L�M�H�ã�D���V���������/��

�S�X�I�H�U�D���]�D���Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�H���X�]�R�U�D�N�D�����(�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�W�V�N�R���U�D�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H���3�&�5���S�U�R�G�X�N�D�W�D���Y�U�ã�L���V�H���V�X�V�W�D�Y�R�P���]�D��

elektroforezu SEA 2000 (Elchrom Scientific AG) uz sus�W�D�Y�� �]�D�� �K�O�D�ÿ�H�Q�M�H�� �0�X�O�W�L�7�H�P�S�� �,�,�,��

(Amersham Biosciences). Elektroforeza se provodi u TAE puferu na 120 V tijekom 1 h uz 

temperaturu od 15�Û�&���� �9�L�]�X�D�O�L�]�D�F�L�M�D�� �U�D�]�G�Y�R�M�H�Q�L�K�� �I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D�� �Y�U�ã�L�� �V�H�� �S�R�G�� �8�9�� �V�Y�M�H�W�O�R�P�� �L��

fotografira Uvitec sustavom. 

 

3.2.14. Polimorfizam dulji ne restrikcijskih fragmenata (RFLP) 

�=�D�� �R�W�N�U�L�Y�D�Q�M�H�� �W�R�þ�N�D�V�W�L�K�� �P�X�W�D�F�L�M�D�� �L�O�L�� �S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P�D�� �N�R�M�L�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�� �S�U�R�P�M�H�Q�X�� �V�O�L�M�H�G�D�� �'�1�$�� �X��

jednom nukleotidu (SNP, eng. single nucleotide polymorphism���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �M�H�� �P�H�W�R�G�D��

polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata (RFLP, eng. restriction fragment length 

polymorphism)���� �7�D�� �P�H�W�R�G�D�� �W�H�P�H�O�M�L�� �V�H�� �Q�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�X�� �U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�H��endonukleaze za kidanje 

�X�P�Q�R�å�H�Q�R�J��fragmenta DNA. Restrikcijske endonukleaze (ili restrikcijski enzimi) kidaju 

�G�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�X�� �P�R�O�H�N�X�O�X�� �'�1�$�� �Q�D�� �P�M�H�V�W�X�� �N�R�M�H�� �M�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L�P�� �V�O�L�M�H�G�R�P��

�N�R�M�L���M�H���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���N�U�D�W�N�L���P�R�W�L�Y���G�X�å�L�Q�H���� - �����S�E�����2�V�Q�R�Y�Q�L���S�U�H�G�X�Y�M�H�W���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D���5�)�/�3���P�H�W�R�G�H���M�H���G�D��

�6�1�3���G�R�Y�R�G�L���G�R���J�X�E�L�W�N�D���S�R�V�W�R�M�H�ü�H�J���L�O�L���Q�D�V�W�D�Q�N�D���Q�R�Y�R�J���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R�J���P�M�H�V�W�D���]�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���H�Q�]�L�P��

(slika 3.3.). Ovisno o tome k�R�M�L���Q�X�N�O�H�R�W�L�G���M�H���S�U�L�V�X�W�D�Q���X���S�R�O�L�P�R�U�I�Q�R�P���P�M�H�V�W�X���G�R�ü�L���ü�H��do kidanja 

�X�P�Q�R�å�H�Q�R�J��fragmenta �'�1�$���L�O�L���ü�H���R�Q�R���L�]�R�V�W�D�W�L�� 
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Slika 3.3. Shematski prikaz metode polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata (RFLP). 

 

�1�D�N�R�Q���X�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�D��fragmenta DNA PCR metodom slijedilo je izlaganje produkata reakcije 

djelovanju restrikcijske endonukleaze. Polimorfno mjesto -1562 C/T detektirano je 

upotrebom SphI restrikcijske endonukleaze koja prepoznaje slijed 

5'-�*�&�$�7�*�ß�&-3' 

3'-�&�Ö�*�7�$�&�*-5' 

kada je u promotorskoj regiji MMP9 gena na poziciji -1562 nukeotid C zamijenjen 

nukleotidom T, dok je polimorfno mjesto Q279R detektirano upotrebom SmaI restrikcijske 

endonukleaze koja prepoznaje slijed 

5'-�&�&�&�ß�*�*�*-3' 

3'-�*�*�*�Ö�&�&�&-5' 

kada je u egzonu 6 MMP9 gena u tripletu CAG koji kodira za aminokiselinu Gln nukeotid A 

zamijenjen nukleotidom G, te dolazi do nastanka tripleta CGG i zamjene aminokiselinom 

Arg. 

 

�5�H�D�N�F�L�M�V�N�D���V�P�M�H�V�D���]�D���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�X�����X�N�X�S�Q�R�J���Y�R�O�X�P�H�Q�D�����������/�����S�U�L���G�H�W�H�N�F�L�M�L���S�R�O�L�P�R�U�I�Q�R�J���P�M�H�V�W�D��

-1562 C/T �V�D�G�U�å�D�Y�D�O�D���M�H�����������/��PCR produkta, 1x pufer za restrikciju (50 mM NaCl, 10 mM 

Tris-HCl pH 7,9, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT) (New England BioLabs) i 5 jedinica 

restrikcijskog enzima SphI (New England BioLabs). 
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�5�H�D�N�F�L�M�V�N�D���V�P�M�H�V�D���]�D���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�X�����X�N�X�S�Q�R�J���Y�R�O�X�P�H�Q�D�����������/�����S�U�L���G�H�W�H�N�F�L�M�L���Solimorfnog mjesta 

Q279R �V�D�G�U�å�D�Y�D�O�D���M�H�����������/���3�&�5���S�U�R�G�X�N�W�D�������[���S�X�I�H�U���]�D���U�H�V�W�U�L�N�F�L�M�X�����������P�0���N�D�O�L�M�H�Y���D�F�H�W�D�W����������

mM Tris-acetat pH 7,9, 10 mM magnezijev acetat, 1 mM DTT) (New England BioLabs) i 5 

jedinica restrikcijskog enzima SmaI (New England BioLabs). 

 

Reak�F�L�M�V�N�H���V�P�M�H�V�H���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H���V�X���S�U�H�N�R���Q�R�ü�L���Q�D�������ÛC za -1562 C/T polimorfizam, odnosno na 

�����ÛC za Q279R polimorfizam. U t�D�E�O�L�F�L�������������Q�D�Y�H�G�H�Q�H���V�X���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���S�U�R�G�X�N�D�W�D���Q�D�V�W�D�O�H��kidanjem 

PCR produkata restrikcijskim enzimima. 

 

Tablica 3.3. Restrikcijski enzimi i veli�þ�L�Q�H���5�)�/�3���S�U�R�G�X�N�D�W�D�� 

polimorfizam restrikcijski enzim  �Y�H�O�L�þ�L�Q�D���5�)�/�3���S�U�R�G�X�N�D�W�D 
-1562 C/T SphI C alel: 435 pb 

T alel: 188 i 247 pb 
Q279R SmaI A alel: 194 pb 

G alel: 30 i 164 pb 
 

3.2.15. Elektroforeza RFLP produkata u agaroznom gelu 

Produkti kidanja fragmenata DNA nakon restrikcije razdvojeni su elektroforezom u 3 %-tnom 

agaroznom gelu za -1562 C/T polimorfizam, odnosno u 4 %-tnom agaroznom gelu za Q279R 

polimorfizam. 

 

3 %-tni agarozni gel pripremi se otapanjem 1,8 g agaroze u 60 mL TAE pufera za 

elektroforezu uz zagrijavanje, dok se 4 %-tni agarozni gel pripremi otapanjem 3,2 g agaroze u 

������ �P�/�� �7�$�(�� �S�X�I�H�U�D�� �]�D�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�X�� �X�]�� �]�D�J�U�L�M�D�Y�D�Q�M�H���� �1�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �V�H�� �D�J�D�U�R�]�D otopi i ohladi na 

�R�W�S�U�L�O�L�N�H�� �����Û�&�� �G�R�G�D�� �V�H�� ���� ���/���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� ���� ���/�� �H�W�L�G�L�M�H�Y�R�J�� �E�U�R�P�L�G�D�� ���N�R�Q�D�þ�Q�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� ��������

�—�J���P�/������ �2�W�R�S�L�Q�D�� �D�J�D�U�R�]�H�� �V�H�� �L�]�O�L�M�H�� �X�� �N�D�G�L�F�X�� �]�D�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�X�� �L�� �R�V�W�D�Y�L�� �G�D�� �V�H�� �S�R�O�L�P�H�U�L�]�L�U�D��

�R�W�S�U�L�O�L�N�H���������P�L�Q�X�W�D�����8�]�R�U�F�L���V�H���S�U�L�M�H���Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�D���Q�D���J�H�O���U�D�]�U�L�M�H�G�H���X���S�X�I�H�U�X���]�D���Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�H���X�]�R�U�D�N�D��

�W�D�N�R�� �G�D�� �V�H�� ������ ���/�� �5�)�/�3�� �S�U�R�G�X�N�W�D�� �S�R�P�L�M�H�ã�D�� �V�� ���� ���/�� �S�X�I�H�U�D�� �]�D�� �Q�D�Q�R�ã�H�Q�M�H�� �X�]�R�U�D�N�D����

�(�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�W�V�N�R�� �U�D�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H�� �5�)�/�3�� �S�U�R�G�X�N�D�W�D�� �Y�U�ã�L�� �V�H�� �V�X�V�W�D�Y�R�P�� �]�D�� �H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�X�� �6�(�$�� ����������

���(�O�F�K�U�R�P�� �6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F�� �$�*���� �X�]�� �V�X�V�W�D�Y�� �]�D�� �K�O�D�ÿ�H�Q�M�H�� �0�X�O�W�L�7�H�P�S�� �,�,�,�� ��Amersham Biosciences). 

Elektroforeza se provodi u TAE puferu na 120 V tijekom 1 h za -1562 C/T polimorfizam, 

odnosno tijekom 1,5 h za Q279R polimorfizam, uz temperaturu od 15�ÛC. Vizualizacija 

�U�D�]�G�Y�R�M�H�Q�L�K���I�U�D�J�P�H�Q�D�W�D���Y�U�ã�L���V�H���S�R�G���8�9���V�Y�M�H�W�O�R�P���L���I�R�W�R�J�U�D�I�L�U�D���8�Y�Ltec sustavom. 
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3.2.16. Fragmentarna analiza na automatskom sekvenceru 

Duljina fragmenata �'�1�$�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�H�� �X�]�D�V�W�R�S�Q�D�� �S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D�� �G�L�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D�� ���&�$��n (u 

promotorskoj regiji MMP9 �J�H�Q�D���� �X�P�Q�R�å�H�Q�L�K��PCR metodom odredi se fragmentarnom 

analizom na automatskom sekve�Q�F�H�U�X���� �8�]�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �L��

analizom uzoraka na automatskom sekvenceru (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, Applied 

�%�L�R�V�\�V�W�H�P�V������ �R�Y�R�P�� �P�H�W�R�G�R�P�� �M�H�� �P�R�J�X�ü�H���� �R�V�L�P�� �W�R�þ�Q�H�� �G�X�å�L�Q�H���� �W�R�þ�Q�R�� �N�Y�D�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�W�L�� �L�� �M�D�þ�L�Q�X��

signala svakog fragmenta. 

 

�1�D�N�R�Q�� �3�&�5�� �U�H�D�N�F�L�M�H�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�H�� �X�]�� �X�S�R�W�U�H�E�X�� �M�H�G�Q�H�� �R�G�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�H�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P��

�E�R�M�R�P���)�$�0�����S�R�������������/���V�Y�D�N�R�J���3�&�5���S�U�R�G�X�N�W�D���S�R�P�L�M�H�ã�D���V�H���V�����������O���+�L-Di formamida (Applied 

�%�L�R�V�\�V�W�H�P�V���� �L�� ���������� ���/�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�D�� �]�D��duljinu fragmenata DNA (GeneScan 500 LIZ Size 

Standard; Applied Biosystems). Tako pripremljeni uzorci centrifugiraju se na 20000 g tijekom 

2 minute te se denaturiraju na 95�ÛC tijekom 2 do 3 minute. Uzorci se zatim nanesu na 

�D�X�W�R�P�D�W�L�]�L�U�D�Q�L���X�U�H�ÿ�D�M���]�D���N�D�S�L�O�D�U�Q�X���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�X�����$�%�,���3�5�,�6�0�����������*�H�Q�H�W�L�F���$�Q�D�O�\�]�H�U�� i nakon 

elektroforeze analiziraju programom GeneMapper Software, verzija 4.0 (Applied 

Biosystems). 

 

Nakon fragmentarne analize na automatskom sekvenceru broj uzastopnih ponavljanja 

dinukleotida (CA)n u promotorskoj regiji MMP9 �J�H�Q�D�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�� �M�H�� �U�D�þ�X�Q�V�N�L���� �3�Uema 

nukleotidnom slijedu prikazanom na slici 3.4. �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�� �M�H�� �E�U�R�M�� �Q�X�N�O�H�Rtida koji se ne 

ponavljaju (56) te je broj uzastopnih ponavljanja dinukleotida (CA)n �R�G�U�H�ÿ�H�Q�� �W�D�N�R�� �G�D�� �M�H�� �R�G��

duljine �X�P�Q�R�å�H�Q�R�J��fragmenta �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �Q�D�� �V�H�N�Y�H�Q�F�H�U�X�� �R�G�X�]�H�W�� �E�U�R�M�� �������� �D�� �G�R�E�L�Y�Hni broj 

podijeljen s brojem 2. 

 

AAGCCCTTTCTCATGCTGGTGCTGCCACACACACACACACACACACACACACACA

CACACACACACACACACCCTGACCCCTGAGTCAGCACTTGCCTGTCAAGGAGGGG

TGGGGTCACAGGAGCGCCTCCTTAAAGCCCCCACAACAGCAGCTGCAGTCAGAC

ACCTCTGCCCTCACCATGAGCCTCTGGCAGCCCCTGGTCCTGGTGCTCCTGGTGCT 

 
Slika 3.4. Nukleotidni slijed dijela promotorske regije MMP9 gena (preuzeto s 

www.ncbi.nlm.nih.gov������ �ä�X�W�R�P�� �E�R�M�R�P�� �V�X�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�D�� �P�M�H�V�W�D�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���� �V�L�Y�R�P�� �E�R�M�R�P��

uzastopna ponavljanja dinukleotida (CA)n, a plav�R�P���E�R�M�R�P���S�R�þ�H�W�D�N���J�H�Q�D���]�D���0�0�3-9. 
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3.2.17�����2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H��aktivnosti DPPIV u serumu 

�$�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �'�3�3�,�9�� �X�� �V�H�U�X�P�X�� �V�Y�L�K�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �Me metodom koju su opisali Nagatsu i 

suradnici (1976). Mjereno je odvajanje p-nitroanilina od substrata Gly-Pro p-nitroanilida 

(Sigma-�$�O�G�U�L�F�K�������5�H�D�N�F�L�M�D���M�H���U�D�ÿ�H�Q�D���X�����������P�R�O���/���7�U�L�V-�+�&�O���S�X�I�H�U�X���S�+�����������N�R�M�L���M�H���V�D�G�U�å�D�Y�D�R������

mmol/L Gly-Pro p-�Q�L�W�U�R�D�Q�L�O�L�G�D�� �L�� ������ ���/�� �Xzorka seruma u ukupnom volumenu reakcijske 

smjese od 0,2 mL. Nakon 30 min inkubacije na 37�ÛC, reakcija je zaustavljena dodatkom 0,8 

mL 1 mol/L natrijevog acetata pH 4,5 te je izmjerena apsorbancija na 405 nm prema slijepoj 

�S�U�R�E�L�� �X�]�R�U�N�D�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �&�D�U�\�� �8�9���9�,S spektrofotometar (Varian). Sve reakcije izvedene su u 

duplikatu. 

 

3.2.18. Statist�L�þ�N�D���R�E�U�D�G�D���S�R�G�D�W�D�N�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���X uzorcima ispitanika 

Rezultati su analizirani upotrebom programa SigmaStat za Windows-e, verzija 3.00 (SPSS 

Inc.) ili MedCalc za Windows-e, verzija 12.3.0 (MedCalc Software). Kvalitativne varijable 

�S�U�L�N�D�]�D�Q�H�� �V�X�� �N�D�R�� �D�S�V�R�O�X�W�Q�L�� �E�U�R�M�H�Y�L�� �L�O�L�� �S�R�V�W�R�F�L���� �D�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�� �V�X�� �X�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�H���$2 testom ili 

Fisherovim egzaktnim testom. Normalnost raspodjele podataka testirana je Kolmogorov-

Smirnovim testom. Podaci koji nisu bili normalno raspodijeljeni prikazani su kao medijan 

���L�Q�W�H�U�N�Y�D�U�W�L�O�Q�L�� �U�D�V�S�R�Q�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�U�Y�R�J�� �L�� �W�U�H�ü�H�J�� �N�Y�D�U�W�L�O�D������ �3�R�G�D�F�L�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�� �Q�D�� �L�]�R�O�L�U�D�Q�L�P��

�S�R�O�L�P�R�U�I�R�Q�X�N�O�H�D�U�Q�L�P���O�H�X�N�R�F�L�W�L�P�D���V�X���S�U�L�N�D�]�D�Q�L���N�D�R���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���“���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D����

�6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �V�N�X�S�L�Q�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�H�� �Q�R�U�P�D�O�Q�X�� �U�D�V�S�R�G�M�H�O�X�� �W�H�V�W�L�U�D�Q�H�� �V�X��

parametrijskim testovima za usporedbu dvije skupine podataka (t-test) ili za usporedbu �Y�L�ã�H��

od dvije skupine podataka (jednosmjerna analiza varijance, eng. One Way Analysis of 

Variance, AN�2�9�$������ �G�R�N�� �V�X�� �N�R�G�� �V�N�X�S�L�Q�D�� �N�R�M�H���Q�L�V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�H�� �Q�R�U�P�D�O�Q�X�� �U�D�V�S�R�G�M�H�O�X�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�H��

razlike testirane neparametrijskim testovima za usporedbu dvije skupine podataka (Mann-

Whitney Rank Sum Test) ili �]�D���X�V�S�R�U�H�G�E�X���Y�L�ã�H���R�G���G�Y�L�M�H���V�N�X�S�L�Q�H���S�R�G�D�W�D�N�D����Kruskal-Wallis One 

Way Analysis of Variance on Ranks). Post hoc analize provedene su Dunettovim testom 

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L. Korelacije su ispitane upotrebom Spearmanovog koeficijenta korelacije. 

�'�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�D�� �W�R�þ�Q�R�V�W�� �L�V�S�L�W�D�Q�D�� �M�H�� �D�Q�D�O�L�]�R�P�� �5�2�&�� ���H�Q�J����receiver operating characteristic) 

kr�L�Y�X�O�M�D���L���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���L�V�S�R�G���5�2�&���N�U�L�Y�X�O�M�H�����H�Q�J����area under the ROC curve, AUC). 

�3�U�H�G�L�N�W�L�Y�Q�H�� �Y�D�U�L�M�D�E�O�H�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�H�� �V�X�� �X���P�X�O�W�L�Y�D�U�L�M�D�W�Q�X�� �O�R�J�L�V�W�L�þ�N�X�� �U�H�J�U�H�V�L�M�V�N�X�� �D�Q�D�O�L�]�X ako je za 

njih �X�Q�L�Y�D�U�L�M�D�W�Q�R�P���O�R�J�L�V�W�L�þ�N�R�P���U�H�J�U�H�V�L�M�V�N�R�P���D�Q�D�O�L�]�R�P dobiven P<0,05. Za sta�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H��

razlike uzeta je vrijednost P<0,05. 
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4.1. ISPITIVANJE UTJECAJA DIMA CIGARETA NA ALVEOLARNE EPITELNE 

STANICE A549 

 

4.1.1. Standardizacija ekstrakta dima cigareta 

Ekstrakt dima cigareta (eng. Cigarette Smoke Extract, CSE) pripreman je neposredno prije 

�V�Y�D�N�R�J�� �S�R�N�X�V�D���� �.�D�N�R�� �E�L�� �S�U�R�Y�M�H�U�L�O�L�� �G�D�� �M�H�� �V�Y�D�N�L�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�� �H�N�V�W�U�D�N�W�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�� �Q�D�� �L�V�W�L�� �Q�D�þ�L�Q����

�Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D���M�H���V�W�D�Q�G�D�U�G�L�]�D�F�L�M�D���P�M�H�U�H�Q�M�H�P���D�S�V�R�U�E�D�Q�F�L�M�D���Q�L�]�D���H�N�V�W�U�D�N�D�W�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D��

na 320 n�P�����N�D�R���ã�W�R���M�H���S�U�L�N�D�]�D�Q�R���X���W�D�E�O�L�F�L�������������L���Q�D��slici 4.1. 

 

Tablica 4.1. �$�S�V�R�U�E�D�Q�F�L�M�D�� ���V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �“�� ���� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�H�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�H���� �H�N�V�W�U�D�N�D�W�D�� �G�L�P�D��
�F�L�J�D�U�H�W�D�����&�6�(�����U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���L�]�P�M�H�U�H�Q�D���Q�D�����������Q�P�� 

 A (320 nm) 
100 % CSE 1,717 �“��0,772 
20 % CSE 0,361 �“��0,206 
10 % CSE 0,180 �“��0,107 
5 % CSE 0,091 �“��0,059 
2,5 % CSE 0,048 �“��0,034 
1,25 % CSE 0,024 �“��0,021 

 

 

Slika 4.1. �*�U�D�I�L�þ�N�L���S�U�L�N�D�]���D�S�V�R�U�E�D�Q�F�L�M�D ekstrakata dima cigareta (�&�6�(�����U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�Lja 
izmjerenih na 320 nm. Rezultati su prikazani kao srednje �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���“�������V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�H���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�H 
od 6 neovisnih eksperimenata. 

 

Prilikom pripreme ekstrakta dima cigareta za svaki pojedini pokus, najprije je provjereno 

odgovara li njegova apsorbancija na 320 nm ovim standardnim vrijednostima, a potom je taj 

�H�N�V�W�U�D�N�W���N�R�U�L�ã�W�H�Q���]�D���W�U�H�W�L�U�D�Q�M�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���O�L�Q�L�M�H���O�M�X�G�V�N�L�K���D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K���H�S�L�W�H�O�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���$�������� 
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���������������&�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���H�N�V�W�U�D�N�W�D���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���S�U�H�P�D���$���������V�W�D�Q�L�F�D�P�D 

�&�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �Q�D�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�P�� �H�S�L�W�H�O�Q�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �$��������

isp�L�W�D�Q�D�� �M�H�� �P�M�H�U�H�Q�M�H�P�� �Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �0�7�7�� �W�H�V�W�R�P���� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L��

�/�'�+�� �R�W�S�X�ã�W�H�Q�H�� �X�� �P�H�G�L�M�X�� �L�]�Q�D�G�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �W�H�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P�� �Q�D�þ�L�Q�D�� �X�P�L�U�D�Q�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �S�U�R�W�R�þ�Q�R�P��

citometrijom. 

 

4.1.2.1. Utjecaj ekstrakta dima cigareta na vijabilnost A549 stanica (MTT test) 

�9�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �S�U�R�F�L�M�H�Q�M�H�Q�D�� �M�H�� �0�7�7��

�W�H�V�W�R�P�� ���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�P�� �U�H�G�X�N�F�L�M�V�N�R�J�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�D�� �V�W�D�Q�L�F�D������ �6�W�D�Q�L�F�H�� �V�X�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�H�� �V�Y�M�H�å�H��

�S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�L�P���H�N�V�W�U�D�N�W�R�P���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D��(1,25 %, 2,5 %, 5 %, 10 

% ili 20 %) tijekom 4 h, 24 h ili 48 h. Kao pozitivna kontrola za smanjenu vijabilnost, stanice 

�V�X�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�H�� �V�� ������ ���0�� �N�D�P�S�W�R�W�H�F�L�Q�R�P�� �R�W�R�S�O�M�H�Q�L�P�� �X�� �'�0�6�2 �W�D�N�R�� �G�D�� �M�H�� �N�R�Q�D�þ�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D��

DMSO u mediju iznosila 0,1 %���� �.�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�R na slici 4.2. A rezultati MTT testa 

pokazuju da ekstrakt dima cigareta u koncentracijama od 10 % i 20 % nakon 4-satne 

inkubacije �G�R�Y�R�G�L���G�R���E�O�D�J�R�J���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���$���������V�W�D�Q�L�F�D�����3�������������L���3���������������X���R�G�Q�R�V�X��

na nestimulirane stanice. Iste koncentracije d�L�P�D�� �������� ���� �L�������� ������ �W�D�N�R�ÿ�H�U���X�]�U�R�N�X�M�X���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H��

�Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���$���������V�W�D�Q�L�F�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���V�W�D�Q�L�F�H���L�]�O�R�å�H�Q�H���H�N�W�U�D�N�W�X���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L��

od 1,25 % (P<0,001 i P<0,01) i 2,5 % (P<0,05 i P<0,05). Nakon 24-satne inkubacije (slika 

4.2. B) pri koncentraciji di�P�D�� �R�G�� ���������� ���� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�� �E�O�D�J�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L��

A549 stanica u odnosu na nestimulirane stanice (P<0,01), dok koncentracija dima od 20 % 

�X�]�U�R�N�X�M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D��u odnosu na nestimulirane stanice 

(P<0,01), ali i u odnosu na sve ostale koncentracije dima (P<0,001)�����0�H�ÿ�X�W�L�P�����Q�D�N�R�Q������-satne 

inkubacije A549 stanica s ekstraktom dima cigareta (slika 4.2. C), sve koncentracije dima 

�F�L�J�D�U�H�W�D���G�R�Y�R�G�H���G�R���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J���V�P�D�Q�M�H�Q�M�D���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���$���������V�W�D�Q�L�F�D��u odnosu na nestimulirane 

stanice (P<0,001), dok koncentracije dima od 5 %, 10 % i 20 % vode i do smanjenja 

vijabilnosti stanica u odnosu na �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�H�� �H�N�W�U�D�N�W�X�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �R�G��

1,25 % (P=0,001, P<0,001 i P<0,01). 
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Slika 4.2. �*�U�D�I�L�þ�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �G�M�H�O�R�Y�D�Qju ekstrakta dima 
cigareta (�&�6�(���� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �W�L�M�H�N�R�P��4 h (A), 24 h (B) i 48 h (C) ispitane MTT 
�W�H�V�W�R�P���� �6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�H���� �Q�V�� � �� �Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� DMSO = 0,1 % dimetil-sulfoksid; kampto = 
������ ���0�� �N�D�P�S�W�R�W�H�F�L�Q����Rezultati su �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �N�D�R�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �“�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �S�R�J�U�H�ã�N�D 
jednog od tri neovisna eksperimenta (n = 6). �=�Q�D�þ�D�M�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�D vijabilnost u odnosu na 
�Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���M�H���V���
��P<0,05, ** P<0,01 i *** P<0,001. 
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4.1.2.2. Utjecaj ekstrakta dima cigareta �Q�D���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H���/�'�+���X���P�H�G�L�M���L�]�Q�D�G���$���������V�W�D�Q�L�F�D 

�,�Q�W�H�J�U�L�W�H�W�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �R�G�U�H�ÿ�X�M�H�� �V�H�� �P�M�H�U�H�Q�M�H�P�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �/�'�+�� �R�W�S�X�ã�W�H�Q�H�� �X��

�P�H�G�L�M���L�]�Q�D�G���V�W�D�Q�L�F�D�����6�W�D�Q�L�F�H���$���������W�U�H�W�L�U�D�Q�H���V�X���V�Y�M�H�å�H���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�L�P���H�N�V�W�U�D�N�W�R�P���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D��

�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D (1,25 %, 2,5 %, 5 %, 10 % ili 20 %) tijekom 4 h ili 24 h. Kao 

pozitivna kontrola, stanice su tretirane s 3�������0���N�D�P�S�W�R�W�H�F�L�Q�R�P���R�W�R�S�O�M�H�Q�L�P���X���'�0�6�2 tako da 

�M�H���N�R�Q�D�þ�Q�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���'�0�6�2���X���P�H�G�L�M�X���L�]�Q�R�V�L�O�D������������. Iz slike 4.3. A vidljivo je da nakon 

4-satne inkubacije stanica s ekstraktom dima �F�L�J�D�U�H�W�D�� �Q�H�P�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�H�J�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D�� �/�'�+�� �X��

medij u odnosu na nestimulirane stanice (P=0,077)���� �D���Q�L�M�H���E�L�O�R���Q�L�W�L���U�D�]�O�L�N�D���X���R�S�X�ã�W�D�Q�M�X�� �/�'�+��

�L�]�P�H�ÿ�X�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� ���3� ������������. S 

druge strane, nakon 24-satne inkubacije (slika ���������� �%���� �Q�D�M�Y�H�ü�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �G�L�P�D�� �R�G�� ������ ����

�G�R�Y�R�G�L���G�R���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D���/�'�+���X���P�H�G�L�M���L�]�Q�D�G���$���������V�W�D�Q�L�F�D u odnosu na nestimulirane 

stanice ���3� ���������������ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���S�R�Y�H�ü�D�Q�R���X�P�L�U�D�Q�M�H���V�W�D�Q�L�F�D�� �â�W�R�Y�L�ã�H�����H�N�V�W�U�D�N�W dima cigareta u 

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���R�G�������������X�]�U�R�N�R�Y�D�R���M�H���Y�H�ü�H���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H���/�'�+���L�]���V�W�D�Q�L�F�D���X���R�G�Q�R�V�X i na sve ostale 

koncentracije dima (P<0,001)���� �G�R�N�� �M�H�� ������ ���� �H�N�V�W�U�D�N�W�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �L�]�D�]�Y�D�R�� �Y�H�ü�H�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H��

LDH u odnosu na koncentraciju dima od 5 % (P<0,01). 
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Slika 4.3. �*�U�D�I�L�þ�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �/�'�+�� �R�W�S�X�ã�W�H�Q�H�� �X�� �P�H�G�L�M�� �L�]�Q�D�G�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D��
�L�]�O�R�å�H�Q�L�K���G�M�H�O�R�Y�D�Qju ekstrakta dima cigareta (�&�6�(���� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���W�L�M�H�N�R�P������ �K�����$���� �L��
�������K�����%�������6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�H�����Q�V��� ���Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H�� DMSO = 0,1 % dimetil-sulfoksid; kampto = 
3���� ���0�� �N�D�P�S�W�R�W�H�F�L�Q�� �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �N�D�R�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �“�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �S�R�J�U�H�ã�N�D��
jednog od tri neovisna eksperimenta (n = 3). �=�Q�D�þ�D�M�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�D �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �/�'�+�� �X��
�P�H�G�L�M�X���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���M�H���V���
�
���3� ��,01 i *** P<0,001. 
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�������������������8�W�M�H�F�D�M���H�N�V�W�U�D�N�W�D���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���Q�D���Q�D�þ�L�Q���X�P�L�U�D�Q�M�D���$���������V�W�D�Q�L�F�D 

�1�D�þ�L�Q�D�� �X�P�L�U�D�Q�M�D�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�� �M�H��

b�R�M�D�Q�M�H�P���V�W�D�Q�L�F�D���D�Q�H�N�V�L�Q�R�P���9���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�R�P���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P���E�R�M�R�P���L���S�U�R�S�L�G�L�Mevim jodidom te 

analizom na �S�U�R�W�R�þ�Q�R�P�� �F�L�W�R�P�H�W�U�X���� �ã�W�R�� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�Q�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X�� �U�D�Q�R�M�� �D�S�R�S�W�R�]�L�� �L��

�Q�H�N�U�R�]�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���R�G���å�L�Y�L�K���V�W�D�Q�L�F�D. �6�W�D�Q�L�F�H���$���������W�U�H�W�L�U�D�Q�H���V�X���V�Y�M�H�å�H���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�L�P���H�N�V�W�U�D�N�W�R�P��

�G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D������������ %, 2,5 %, 5 %, 10 % ili 20 %) tijekom 4 h ili 

24 �K���� �.�D�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D���� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�X�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�H�� �V�� ������ ���0�� �N�D�P�S�W�R�W�H�F�L�Q�R�P�� �R�W�R�S�O�M�H�Q�L�P�� �X��

DMSO �W�D�N�R�� �G�D�� �M�H�� �N�R�Q�D�þ�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �'�0�6�2�� �X�� �P�H�G�L�M�X�� �L�]�Q�R�V�L�O�D�� �������� ��. Rezultati analize 

nakon 4-satne inkubacije pokazuju da koncentracije dima od 5 %, 10 % i 20 % dovode do 

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D�� �E�U�R�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X�� �U�D�Q�R�M�� �D�S�R�S�W�R�]�L��u odnosu na nestimulirane stanice 

(P<0,001 za 5 % i 10 % te P<0,01 za 20 %). Osim toga, koncentracije dima od 10 % i 20 % 

�G�R�Y�R�G�H�� �L�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�D�� �E�U�R�M�D�� �Q�H�N�U�R�]�Q�L�K�� �V�W�Dnica (P<0,05)���� �G�R�N�� �U�D�]�O�L�N�D�� �L�]�P�H�ÿ�X��

�V�W�D�Q�L�F�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D���G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D���Q�L�M�H���E�L�O�R�����3�!���������� (slika 

4.4. A). Nakon 24-�V�D�W�Q�H���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���M�H���V�P�D�Q�M�H�Q�M�H���E�U�R�M�D���å�L�Y�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���S�U�L���W�U�H�W�P�D�Q�X���V��������

% i 20 % ekstraktom dima cigareta u odnosu na nestimulirane stanice, ali i u odnosu na 

�V�W�D�Q�L�F�H���L�]�O�R�å�H�Q�H���H�N�V�W�U�D�N�W�X���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���R�G�������������������������������L����������(P<0,05). 

�7�D�N�R�ÿ�H�U�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�D�� �E�U�R�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X�� �U�D�Q�R�M�� �D�S�R�S�W�R�]�L�� �S�U�L�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D��

dima cigareta od 1,25 %, 2,5 %, 5 % i 20 % u odnosu na nestimulirane stanice (P<0,001), dok 

�U�D�]�O�L�N�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D���Q�L�M�H�� �E�L�O�R��

(P>0,05)���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �Q�D�M�Y�H�ü�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �G�L�P�D�� �R�G�� ������ ���� �L�� ������ ���� �G�R�Y�R�G�H�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J��

�S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D broja nekroznih stanica u odnosu na nestimulirane stanice (P<0,001), dok razlika 

�L�]�P�H�ÿ�X���V�W�D�Q�L�F�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���H�N�V�W�U�D�N�W�D���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���Q�L���R�Y�G�M�H���Q�L�M�H���E�L�O�R��

(P>0,05) (slika 4.4. B). 
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Slika 4.4. �*�U�D�I�L�þ�N�L���S�U�L�N�D�]�� �Q�D�þ�L�Q�D���X�P�L�U�D�Q�M�D���$�������� �V�W�D�Q�L�F�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���G�M�H�O�R�Y�D�Qju ekstrakta dima 
cigareta (�&�6�(���� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� �K�� ���$���� �L�� ������ �K�� ���%������ �6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�H���� �Q�V�� � ��
nestimulirane stanice; DMSO = 0,1 % dimetil-sulfoksid; �N�D�P�S�W�R�� � �� ������ ���0�� �N�D�P�S�W�R�W�H�F�L�Q����
�5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �N�D�R�� �V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���“ �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �S�R�J�U�H�ã�N�D���M�H�G�Q�R�J�� �R�G�� �G�Y�D�� �Q�H�R�Y�L�V�Q�D��
eksperimenta (n = 3). �=�Q�D�þ�D�M�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W �E�U�R�M���V�W�D�Q�L�F�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���R�]�Q�D�þ�H�Q��
je s * P<0,05, ** P<0,01 i *** P<0,001. 
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���������������5�D�]�Y�R�M���R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�R�J���V�W�U�H�V�D���X���$���������V�W�D�Q�L�F�D�P�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�P���H�N�V�W�U�D�N�W�X���G�L�P�D cigareta 

 

4.1.3.1. �(�N�V�W�U�D�N�W�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X�� �P�D�O�R�Q�G�L�D�O�G�H�K�L�G�D�� �X�� �$��������

stanicama 

�0�D�O�R�Q�G�L�D�O�G�H�K�L�G�� ���0�'�$���� �M�H�� �S�U�R�G�X�N�W�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H�� �Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�R�� �Q�H�]�D�V�L�ü�H�Q�L�K�� �P�D�V�Q�L�K�� �N�L�V�H�O�L�Q�D�� �L�]��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �P�H�P�E�U�D�Q�D�� �S�R�G�O�R�å�Q�L�K�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�L�P�D�� �N�R�M�D�� �X�]�U�R�N�X�M�X�� �U�H�D�N�W�L�Y�Q�L�� �N�L�V�L�N�R�Y�L�� �V�S�R�M�H�Y�L���� �%�X�G�X�ü�L��

�G�D�� �G�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �V�D�G�U�å�L�� �E�U�R�M�Q�H�� �U�H�D�N�W�L�Y�Q�H�� �N�L�V�L�N�R�Y�H�� �V�S�R�M�H�Y�H���� �L�V�S�L�W�D�Q�� �M�H�� �Q�M�H�J�R�Y�� �X�W�M�H�F�D�M�� �Q�D�� �$��������

stanice. Izlaganjem A549 stanica ekstraktu dima cigareta svih ispitanih koncentracija (1,25 %, 

2,5 %, 5 %, 10 % ili 20 %) tijekom 4 h �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���V�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���0�'�$��u 

odnosu na nestimulirane stanice (slika 4.5.). �â�W�R�Y�L�ã�H���� �Q�D�N�R�Q������ �K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���G�L�P�D���R�G�������� ����

�S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X�� �0�'�$�� �L�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�H�� �H�N�V�W�U�D�N�W�X�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �V�Y�L�K��

ostalih koncentracija (P<0,01), dok �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �G�L�P�D�� �R�G�� ���� ���� �L�� ������ ���� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X�� �0�'�$�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�H�� �G�L�P�X��koncentracije 1,25 % i 2,5 % 

(P<0,05). Nakon 24-satne inkubacije ekstrakt dima cigareta u koncentracijama od 2,5 %, 5 %, 

������ ���� �L�� ������ ���� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�Dva koncentraciju MDA u odnosu na nestimulirane 

stanice (slika �������������� �8�� �L�V�W�R�P�� �Y�U�H�P�H�Q�X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �G�L�P�D�� �R�G�� ������ ���� �L�� ������ ���� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X���0�'�$���L���X�� �R�G�Q�R�V�X���Q�D���V�W�D�Q�L�F�H���L�]�O�R�å�H�Q�H���G�L�P�X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D������������ ��, 2,5 % i 5 % 

(P<0,05). Iako je koncentracija MDA za �V�Y�D�N�X�� �L�V�S�L�W�D�Q�X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X�� �G�L�P�D�� �E�L�O�D�� �Y�H�ü�D�� �Q�D�N�R�Q��

������ �K�� �Q�H�J�R�� �Q�D�N�R�Q�� ���� �K�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�R�P�� �X�V�S�R�U�H�G�E�R�P�� �Q�L�V�P�R�� �S�R�W�Y�U�G�L�O�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H����

Ovi rezultati ukazuju na lipidnu peroksidaciju u stanicama pod utjecajem dima cigareta. 
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Slika 4.5. �*�U�D�I�L�þ�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �0�'�$�� �X�� �O�L�]�D�W�X�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X��
ekstrakta dima cigareta (�&�6�(���� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� �K�� �L�� ������ �K���� �6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�D���� �Q�V�� � ��
nestimulirane stanice. �5�H�]�X�O�W�D�W�L���V�X���S�U�L�N�D�]�D�Q�L���N�D�R���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���“���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D�����Q��
= 3). �=�Q�D�þ�D�M�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���0�'�$���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���M�H���V���
��
P<0,05, ** P<0,01 i *** P<0,001. 



Rezultati 
 

82 
 

4.1.3.2. Ekstrakt dima cigareta smanjuje koncentraciju slobodnih tiolnih skupina 
proteina u A549 stanicama 

Slobodne tiolne skupine prot�H�L�Q�D���X���V�W�D�Q�L�F�L���S�R�W�M�H�þ�X���R�G���F�L�V�W�H�L�Q�V�N�L�K���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�L�K���R�V�W�D�W�D�N�D���L��

�S�R�G�O�R�å�Q�H�� �V�X�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�L�P�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�P�D���� �.�D�N�R�� �E�L�� �L�V�S�L�W�D�O�L�� �X�W�M�H�F�D�M�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �Q�D��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X���V�O�R�E�R�G�Q�L�K�� �W�L�R�O�Q�L�K���V�N�X�S�L�Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���� �V�W�D�Q�L�F�H���V�X���L�]�O�R�å�H�Q�H���H�N�V�W�U�D�N�W�X���G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D��

�U�D�]�O�L�þitih koncentracija (1,25 %, 2,5 %, 5 %, 10 % ili 20 %) tijekom 4 h i 24 h (slika 4.6.). 

�5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�Q�L�å�H�Q�M�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �V�O�R�E�R�G�Q�L�K�� �W�L�R�O�Q�L�K�� �V�N�X�S�L�Q�D��

�S�U�R�W�H�L�Q�D���X���$���������V�W�D�Q�L�F�D�P�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�P���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X���H�N�V�W�U�D�N�W�D���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���N�R�Q�F�H�Q�W�Uacija 2,5 %, 

5 %, 10 % i 20 % u odnosu na nestimulirane stanice tijekom oba ispitana vremena���� �â�W�R�Y�L�ã�H����

nakon 4 h koncentracija dima od 20 % snizuje koncentraciju slobodnih tiolnih skupina 

�S�U�R�W�H�L�Q�D�� �L�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�H�� �H�N�V�W�U�D�N�W�X�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �N�R�Q�Fentracije 1,25 % 

(P<0,05), dok nakon 24-satne inkubacije isto uzrokuju koncentracije dima od 2,5 % i 10 % u 

�R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�H�� �G�L�P�X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� ���������� ���� ���3���������������� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �X�V�S�R�U�H�G�E�R�P��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���Y�U�H�P�H�Q�D���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���������K���L���������K�����Q�L�M�H���E�L�O�R���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K���U�D�]�O�L�N�D���X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L��

slobodnih tiolnih skupina proteina. Ovi rezultati ukazuju �Q�D���R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�D���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���X 

stanicama pod utjecajem dima cigareta. 

 

 

Slika 4.6. �*�U�D�I�L�þ�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �V�O�R�E�R�G�Q�L�K�� �W�L�R�O�Q�L�K�� �V�N�X�S�L�Q�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�� �O�L�]�D�W�X��A549 
�V�W�D�Q�L�F�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���G�M�H�O�R�Y�D�Qju ekstrakta dima cigareta (�&�6�(�����U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���W�L�M�H�N�R�P�������K��
�L���������K�����6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�D�����Q�V��� ���Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H�����5�H�]�X�O�W�D�W�L���V�X���S�U�L�N�D�]�D�Q�L���N�D�R���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���“��
�V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �S�R�J�U�H�ã�N�D�� ���Q�� � �� ���������=�Q�D�þ�D�M�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�D��koncentracija slobodnih tiolnih skupina u 
odnosu na nestimul�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���M�H���V���
���3��0,05 i ** P<0,01. 
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���������������8�W�M�H�F�D�M���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���Q�D���U�D�]�J�U�D�G�Q�M�X���R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���X���$���������V�W�D�Q�L�F�D�P�D 

 

4.1.4.1. Dim cigareta uzrokuje nakupljanje ubikvitin -proteinskih konjugata u A549 

stanicama 

U prethodnom smo pokusu ustanovili �G�D�� �G�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �R�ã�W�H�ü�X�M�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�H���� �2�ã�W�H�ü�H�Q�L��

�S�U�R�W�H�L�Q�L���N�R�M�L���V�H���Q�H���P�R�J�X���S�R�S�U�D�Y�L�W�L���R�E�L�O�M�H�å�D�Y�D�M�X���V�H���N�R�Y�D�O�H�Q�W�Q�L�P���Y�H�]�D�Q�M�H�P���P�R�O�H�N�X�Oa ubikvitina 

kako bi se razgradili putem proteasoma. Slika 4.7. prikazuje nakupljanje ubikvitin-proteinskih 

�N�R�Q�M�X�J�D�W�D�� �X�� �O�L�]�D�W�L�P�D�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� �P�L�Q�X�W�D�� �W�H�� �N�X�O�W�L�Y�L�U�D�Q�L�K��

�V�O�M�H�G�H�ü�L�K�� �� h ili 24 h. Nakon 4 h (slika 4.7. A) pod utjecajem dima cigareta javljaju se 

intenzivne vrpce ubikvitin-proteinskih konjugata molekulske mase oko 30 i 35 kD kao i onih 

iznad 150 kD. Nakon 24 h (slika 4.7. B) ubikvitin-proteinski konjugati iznad 150 kD su 

slabijeg intenziteta, ali konjugati molekulske mase oko 30 i 35 kD ostaju jasno vidljivi. 

�,�]�O�D�J�D�Q�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�D�� ���� ���0�� �H�S�R�N�V�Rmicinu (inhibitoru aktivnosti proteasoma) rezultiralo je 

nakupljanjem ubikvitin-�S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L�K���N�R�Q�M�X�J�D�W�D���Y�H�ü�L�K���P�R�O�H�N�X�O�V�N�L�K���P�D�V�D���Q�D�N�R�Q������h i 24 h, kao 

�ã�W�R���M�H���L���R�þ�H�N�L�Y�D�Q�R�����0�H�ÿ�X�W�L�P�����X�E�L�N�Y�L�W�L�Q-proteinski konjugati mase oko 30 i 35 kDa nisu vidljivi 

u lizatima stanica tretiranih s epoksomicinom, ukazu�M�X�ü�L���G�D���R�Q�L���Q�D�V�W�D�M�X���V�D�P�R���S�R�G���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P��

dima cigareta ���6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U����������������. 
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Slika 4.7. Western blot analiza ubikvitin-proteinskih konjugata u lizatima A549 stanica 
�L�]�O�R�å�H�Q�L�K���G�L�P�X���F�L�J�D�U�H�W�D�����&�6�����W�L�M�H�N�R�P���� minuta �W�H���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�L�K���L�G�X�ü�L�K���� h (A) ili 24 h (B). Kao 
�Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D���� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�X�� �L�]�O�R�å�H�Q�H�� �]�U�D�N�X�� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� �P�L�Q�X�W�D�� ���X�P�M�H�V�W�R�� �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D������
�6�W�D�Q�L�F�H���L�]�O�R�å�H�Q�H���������0���H�S�R�N�V�R�P�L�F�L�Q�X�����(�S�R�����V�O�X�å�L�O�H���V�X���N�D�R���S�R�]�L�W�L�Y�Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�D�����6�W�U�H�O�L�F�H���X�N�D�]�X�M�X��
na proteinske vrpce j�D�þ�H�J�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�D���� �3�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �V�X�� �U�H�S�U�H�]�H�Q�W�D�W�L�Y�Q�L�� �L�P�X�Q�R�E�O�R�W�R�Y�L�� �L�]�� �W�U�L��
neovisna eksperimenta (prema �6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U��������������). 
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4.1.4.2. Razvoj ER stresa pod utjecajem dima cigareta u A549 stanicama 

�3�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�L�O�L���V�P�R���G�D���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D�����N�D�R���ã�W�R���M�H���S�U�L�N�Dzano na slici 4.7. u obliku ubikvitin-

proteinskih konjugata, dovodi do njihovog nakupljanja u ER-u i izaziva ER stres, te 

�S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R�� �8�3�5���� �-�H�G�D�Q�� �R�G�� �E�L�O�M�H�J�D�� �(�5�� �V�W�U�H�V�Q�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�� �M�H�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�L�� �H�,�)���.���� �2�Y�D�M�� �R�J�U�D�Q�D�N��

UPR-a je izravno �X�N�O�M�X�þ�H�Q���X���V�L�Q�W�H�]�X���S�U�R�W�H�L�Q�D�� �ã�W�R���M�H���Y�D�å�Q�R���]�D���Q�R�U�P�D�O�Q�X���K�R�P�H�R�V�W�D�]�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���X��

�V�W�D�Q�L�F�L���� �$�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �H�,�)���.�� �R�G�Y�L�M�D�� �V�H�� �I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�F�L�M�R�P�� �Q�D�� �S�R�]�L�F�L�M�L�� �6�H�U�������� �ã�W�R�� �L�P�D�� �]�D�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�X��

privremenu obustavu sinteze proteina u stanici (Hengstermann i �0�•�O�O�H�U���� �������������� �1�D�� �V�O�L�F�L�� ����������

prikazano je kako izla�J�D�Q�M�H�� �$�������� �H�S�L�W�H�O�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �L�� �N�X�O�W�L�Y�L�U�D�Q�M�H�� �L�G�X�ü�L�K�� ������ h 

�G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D�� �U�D�]�L�Q�H�� �I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�Q�R�J�� �H�,�)���.�� ���3-�H�,�)���.����u odnosu na negativnu kontrolu 

ovisno o dozi dima���� �'�L�W�L�R�W�U�H�L�W�R�O���� �]�D�� �N�R�M�H�J�� �M�H�� �S�R�]�Q�D�W�R�� �G�D�� �X�]�U�R�N�X�M�H�� �(�5�� �V�W�U�H�V���� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �N�D�R��

pozi�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D���� �1�H�ã�W�R�� �G�X�å�D�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�D�� ���� h) je bila potrebna da proteasomalni inhibitor 

epoksomicin izazove porast razine P-�H�,�)���.�����ã�W�R���M�H���G�R�N�D�]���G�D���D�N�X�P�X�O�D�F�L�M�D���X�E�L�N�Y�L�W�L�Q-proteinskih 

konjugata dovodi do ER stresa. Rezultati pokazuju da izlaganjem A549 stanica dimu cigareta 

�G�R�O�D�]�L���G�R���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���H�,�)���.�����R�J�U�D�Q�N�D���8�3�5-a koji vjerojatno vodi do smanjenja sinteze proteina 

u stanicama ���6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U����������������. 

 

 

Slika 4.8. �:�H�V�W�H�U�Q���E�O�R�W���D�Q�D�O�L�]�D���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���H�,�)���.�� ���3-�H�,�)���.�����X���O�L�]�D�W�L�P�D���$���������V�W�D�Q�L�F�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K��
dimu cigareta (CS) tijekom 1 ili 5 minuta �W�H���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�L�K���L�G�X�ü�L�K�������� �K�����L�O�L���������0���H�S�R�N�V�R�P�L�F�L�Q�X��
(Epo) �W�H���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�L�K���L�G�X�ü�L�K�������K���� �.�D�R���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�D�����V�W�D�Q�L�F�H���V�X���L�]�O�R�å�H�Q�H���]�U�D�N�X���W�L�M�H�N�R�P������
�P�L�Q�X�W�D�� ���X�P�M�H�V�W�R�� �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D������ �6�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�H�� ���� �P�0�� �G�L�W�L�R�W�U�H�L�W�R�O�X�� ���'�7�7���� �V�O�X�å�L�O�H�� �V�X�� �N�D�R��
pozitivna kontrola. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi iz tri neovisna eksperimenta 
(prema �6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U����������������. 
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4.1.4.3. Dim cigareta smanjuje de novo sintezu proteina u A549 stanicama 

Siteza proteina izmjerena je u stanicam�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�P���G�L�P�X���F�L�J�D�U�H�W�D���L�O�L���H�S�R�N�V�R�P�L�F�L�Q�X (slika 4.9.), 

za koje smo prethodno pokazali da induciraju ER stresni odgovor (slika 4.8.). Kao pozitivna 

�N�R�Q�W�U�R�O�D�����V�W�D�Q�L�F�H���V�X���L�]�O�R�å�H�Q�H���F�L�N�O�R�K�H�N�V�L�P�L�G�X�����L�Q�K�L�E�L�W�R�U�X���V�L�Q�W�H�]�H���S�U�R�W�H�L�Q�D�� 

 

 

Slika 4.9. �*�U�D�I�L�þ�N�L�� �S�U�L�N�D�]��de novo �V�L�Q�W�H�]�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�P�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X��
dima cigareta (CS) tijekom 1 ili  5 minuta ili �������0���H�S�R�N�V�R�P�L�F�L�Q�X�����(�S�R�����W�H���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�L�K���L�G�X�ü�L�K������
�K���� �.�D�R�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D���� �V�W�D�Q�L�F�H�� �V�X�� �L�]�O�R�å�H�Q�H�� �]�U�D�N�X�� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� �P�L�Q�X�W�D�� ���X�P�M�H�V�W�R�� �G�L�P�X��
cigareta). Stanic�H���L�]�O�R�å�H�Q�H�����������0 �F�L�N�O�R�K�H�N�V�L�P�L�G�X���V�O�X�å�L�O�H���V�X���N�D�R���S�R�]�L�W�L�Y�Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�D����Rezultati 
�V�X���S�U�L�N�D�]�D�Q�L���N�D�R���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���“���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D�����Q��� ��4). �=�Q�D�þ�D�M�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�D��sinteza 
�S�U�R�W�H�L�Q�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�X���N�R�Q�W�U�R�O�X���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���M�H���V���
�
���3���������������S�U�H�P�D �6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�Ua i 
sur., 2013). 

 

Analiza je pokazala da je de novo sinteza proteina u A549 epitelnim stanicama smanjena 4 h 

nakon izlaganja dimu cigareta tijekom 1 minute ���E�H�]���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���U�D�]�O�L�N�H�����L�O�L��tijekom 5 

minuta (P<0,01) u odnosu na negativnu kontrolu. Pre�P�D�� �W�R�P�H���� �G�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �V�Q�D�å�Q�R�� �L�Q�K�L�E�L�U�D��

�V�L�Q�W�H�]�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �ã�W�R�� �E�L�� �V�H�� �P�R�J�O�R�� �R�E�M�D�V�Q�L�W�L�� �N�D�R�� �S�R�N�X�ã�D�M�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �G�D�� �S�R�Q�R�Y�Q�R�� �X�V�S�R�V�W�D�Y�L��

homeostazu proteina �S�U�L�M�H�� �Q�H�J�R�� �O�L�� �]�D�S�R�þ�Q�H�� �V�D�� �V�L�Q�W�H�]�R�P�� �Q�R�Y�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �(�S�R�N�V�R�P�L�F�L�Q�� �M�H��

�W�D�N�R�ÿ�H�U�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�X�� �V�L�Q�W�H�]�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D��u odnosu na negativnu kontrolu (P<0,01), 

ukazuj�X�ü�L���G�D���L�Q�K�L�E�L�F�L�M�D���S�U�R�W�H�D�V�R�P�D���Y�R�G�L���G�R���Q�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�D���R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���X���(�5-u, koji se ne 

mogu razgraditi putem proteasoma, nego ometaju normalnu funkciju ER-a i induciraju UPR. 

�8�� �V�N�O�D�G�X�� �V�� �M�D�þ�R�P�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P�� �H�,�)���.�� ���V�O�L�N�D�� �������������� �G�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �M�H�� �S�R�N�D�]�D�R�� �L�� �M�D�þ�L�� �X�þ�L�Q�D�N�� �Q�D��

smanjenje sinteze proteina nego epoksomicin ���6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U����������������. 
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4.1.4.4�����'�L�P���F�L�J�D�U�H�W�D���S�R�Y�H�ü�D�Y�D��koncentraciju slobodnih aminokiselina u A549 stanicama 

�,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �N�R�M�H su proveli Abello i suradnici (2008) pokazalo �M�H�� �G�D�� �G�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D��

koncentraciju �V�O�R�E�R�G�Q�L�K�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �X�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D���� �S�D�� �Q�D�V�� �M�H�� �]�D�Q�L�P�D�O�R�� �P�R�å�H�� �O�L�� �V�H�� �W�R��

�S�R�Y�H�]�D�W�L�� �V�� �D�N�W�L�Y�Q�R�ã�ü�X�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D���� �,�]�O�R�å�L�O�L�� �V�P�R�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�H�� �]�U�D�N�X�� ���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D������

epoksomicinu (inhibitor aktivnosti proteasoma; pozitivna kontrola), dimu cigareta ili 

kombinaciji epoksomicina i dima cigareta �W�H�� �L�K�� �N�X�O�W�L�Y�L�U�D�O�L�� �W�L�M�H�N�R�P�� �L�G�X�ü�L�K�� �� h. U lizatima 

�V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �M�H�� �S�R�U�D�V�O�D�� �U�D�]�L�Q�D�� �V�O�R�E�R�G�Q�L�K�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �X��

usporedbi s kontrolni�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� ���3�������������� ���V�O�L�N�D�� ���������������� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �N�D�G�D�� �M�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W��

�S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�P�� �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �E�O�R�N�L�U�D�Q�D�� �H�S�R�N�V�R�P�L�F�L�Q�R�P���� �G�R�ã�O�R�� �M�H�� �G�R��

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J�� �S�D�G�D�� �U�D�]�L�Q�H�� �V�O�R�E�R�G�Q�L�K�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �X�� �X�V�S�R�U�H�G�E�L�� �V�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�P�� �V�D�P�R��

dimu cigareta (P<0,01). �6�D�P�L�� �H�S�R�N�V�R�P�L�F�L�Q�� �Q�L�M�H���G�R�Y�H�R�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H���S�U�R�P�M�H�Q�H�� �X��koncentraciji 

slobodnih aminokiselina. Ovi rezultati pokazuju da je porast aminokiselina u stanicama 

�L�]�O�R�å�H�Q�L�P�� �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�P�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�R�P�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �S�X�W�H�P��

proteasoma (Somborac B�D�þ�X�U�D���L���V�X�U����������������. 

 

 

Slika 4.10. �*�U�D�I�L�þ�N�L�� �S�U�L�N�D�]��koncentracije slobodnih aminokiselina u A549 stanicama 
�L�]�O�R�å�H�Q�L�P�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X�� ���� ���0�� �H�S�R�N�V�R�P�L�F�L�Q�D�� ���(�S�R������ �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� ���&�6���� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� �P�L�Q�X�W�D�� �L�O�L��
kombinaciji epoksomicina i dima cigareta �W�H���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�L�K���L�G�X�ü�L�K�������K�����5�H�]�X�O�W�D�W�L���V�X��prikazani kao 
�V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �“�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �S�R�J�U�H�ã�N�D�� ���Q�� � �� �������� �D���L�]�U�D�å�H�Q�L su prema negativnoj kontroli 
���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�P���]�U�D�N�X���W�L�M�H�N�R�P�������P�L�Q�X�W�D�����X�P�M�H�V�W�R���G�L�P�X���F�L�J�D�U�H�W�D�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�R�M���N�D�R���������� ��. 
�=�Q�D�þ�D�M�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�D��raz�L�Q�D���V�O�R�E�R�G�Q�L�K���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�X���N�R�Q�W�U�R�O�X���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���M�H��
s * P<0,05 i *** P<0,001���� �=�Q�D�þ�D�M�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�D��razina slobodnih aminokiselina u odnosu na 
�V�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�H�� �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�D�� �M�H�� �V�� ������ �3������������ ���S�U�H�P�D �6�R�P�E�R�U�D�F�� �%�D�þ�X�U�D�� �L�� �V�X�U������
2013). 
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4.1.4.5. Dim cigareta smanjuje aktivnost proteasoma u A549 stanicama 

�6���R�E�]�L�U�R�P���G�D���V�X���S�U�R�W�H�D�V�R�P�L���J�O�D�Y�Q�D���P�M�H�V�W�D���U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H���R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���X���V�W�D�Q�L�F�L���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�K��

molekulama ubikv�L�W�L�Q�D���� �L�V�S�L�W�D�O�L�� �V�P�R�� �X�W�M�H�þ�H�� �O�L�� �G�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�� �X�� �$��������

epitelnim stanicama. 

 

4.1.4.5.1. Utjecaj dima cigareta na aktivna mjesta proteasoma u A549 stanicama 

�'�D�� �E�L�V�P�R�� �L�V�S�L�W�D�O�L�� �X�W�M�H�þ�H�� �O�L�� �G�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�D�� �P�M�H�V�W�D�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�� �X�� �$�������� �H�S�L�W�H�O�Q�L�P��

�V�W�D�Q�L�F�D�P�D�����L�]�O�R�å�L�O�L���V�P�R���V�W�D�Q�L�F�H���G�L�P�X���F�L�J�D�U�H�W�D���W�L�M�H�N�R�P�������L�O�L�������P�L�Quta i kult�L�Y�L�U�D�O�L���L�K���V�O�M�H�G�H�ü�L�K������

h ili 24 �K���� �6�Y�D�� �W�U�L�� �D�N�W�L�Y�Q�D�� �P�M�H�V�W�D�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�� ��������- �N�D�V�S�D�]�Q�R���� ������- �W�U�L�S�V�L�Q�V�N�R�� �L�� ������- 

�N�L�P�R�W�U�L�S�V�L�Q�V�N�R���� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�D�� �V�X�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�R�P�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�� �0�9�������� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�P�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P��

�E�R�M�R�P���� �'�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �Q�L�M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �X�W�M�H�F�D�R�� �Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�D�� �P�M�H�V�W�D�� �Sroteasoma u stanicama 

kultiviranim 4 �K�����V�O�L�N�D���������������$���L���&�������0�H�ÿ�X�W�L�P�����X���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�P���G�L�P�X���F�L�J�D�U�H�W�D���W�L�M�H�N�R�P������

�P�L�Q�X�W�D�� �L�� �N�X�O�W�L�Y�L�U�D�Q�L�P�� �L�G�X�ü�L�K�� ���� h dim cigareta je uzrokovao smanjeno vezanje MV151 na 

aktivna mjesta proteasoma u odnosu na negativnu kontrolu ���3���������������� �G�R�N�� �L�V�W�R�J�� �X�þ�L�Q�N�D�� �Q�L�M�H 

bilo nakon izlaganja dimu cigareta tijekom 1 minute (slika 4.11. B i D). To pokazuje da 

�Y�U�L�M�H�P�H�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �X�N�X�S�Q�X�� �D�N�L�Y�Q�R�V�W�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D���� �.�D�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�D��

�N�R�Q�W�U�R�O�D�� �L�� �X�� �R�Y�R�P�� �H�N�S�H�U�L�P�H�Q�W�X�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �H�S�R�N�V�R�P�L�F�L�Q�� �N�R�M�L�� �M�H�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�� �E�O�R�N�L�U�D�R�� �Y�H�]�D�Q�M�H��

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R���R�E�L�O�M�H�å�H�Q�R�J���0�9���������Q�D���D�N�W�L�Y�Q�D���P�M�H�V�W�D���S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�� 
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Slika 4.11. �$�N�W�L�Y�Q�D���P�M�H�V�W�D���S�U�R�W�H�D�V�R�P�D����������- �N�D�V�S�D�]�Q�R����������- �W�U�L�S�V�L�Q�V�N�R���L��������- kimotripsinsko) u 
�$���������V�W�D�Q�L�F�D�P�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�P���G�L�P�X���F�L�J�D�Ueta (CS) tijekom 1 ili 5 minuta �W�H���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�L�K���L�G�X�ü�L�K�������K��
���$���L���&�����L�O�L�������� �K�����%���L���'�������.�D�R���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�D���� �V�W�D�Q�L�F�H���V�X���L�]�O�R�å�H�Q�H���]�U�D�N�X���W�L�M�H�N�R�P������ �P�L�Q�X�W�D��
���X�P�M�H�V�W�R���G�L�P�X���F�L�J�D�U�H�W�D�������6�W�D�Q�L�F�H���L�]�O�R�å�H�Q�H���������0���H�S�R�N�V�R�P�L�F�L�Q�X�����(�S�R�����V�O�X�å�L�O�H���V�X���N�D�R���S�R�]�L�W�L�Y�Q�D��
kontrola. Strelice (pod B) ukazuju na aktivna mjesta proteasoma slabijeg intenziteta pod 
utjecajem dima cigareta. �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� ���S�R�G�� �&�� �L�� �'���� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �N�D�R�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �“��
�V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �S�R�J�U�H�ã�N�D iz tri neovisna eksperimenta���� �=�Q�D�þ�D�M�Q�H razlike u aktivnim mjestima 
proteasoma u odnosu na negativ�Q�X���N�R�Q�W�U�R�O�X���R�]�Q�D�þ�H�Q�H���V�X s ** P<0,01. 

 



Rezultati 
 

90 
 

4.1.4.5.2. Utjecaj dima cigareta na aktivnost proteasoma u A549 stanicama 

�'�D���E�L�V�P�R���L�V�S�L�W�D�O�L���X�þ�L�Q�D�N���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���Q�D���S�R�M�H�G�L�Q�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�����ã�W�R���V�P�R���S�U�H�W�K�R�G�Q�R��

�S�R�N�D�]�D�O�L�� �V�P�D�Q�M�H�Q�L�P�� �Y�H�]�D�Q�M�H�P�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�D�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�L�P���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�P�� �E�R�M�R�P���� �L�]�O�R�å�L�O�L�� �V�P�R��

A549 stanice dimu cigareta tijekom 1 ili 5 minuta te nakon 4 h i 24 h mjerili sve tri aktivnosti 

�S�U�R�W�H�D�V�R�P�D���� �N�D�V�S�D�]�Q�X���� �W�U�L�S�V�L�Q�V�N�X�� �L�� �N�L�P�R�W�U�L�S�V�L�Q�V�N�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �S�U�L�� �W�R�P�� �V�X�S�V�W�U�D�W�H��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �]�D�� �V�Y�D�N�R�� �D�N�W�L�Y�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� �(�S�R�N�V�R�P�L�F�L�Q�� �M�H�� �L�� �R�Y�G�M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �N�D�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D����

�.�D�V�S�D�]�Q�D���� �W�U�L�S�V�L�Q�V�N�D�� �L�� �N�L�P�R�W�U�L�S�V�L�Q�V�N�D�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�O�Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �V�X�� �E�L�O�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�H�� �X��

�V�W�D�Q�L�F�D�P�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�P���G�L�P�X���Q�D�N�R�Q���� h kao i nakon 24 h u odnosu na negativnu kontrolu (slika 

4.12. A, B i C�������ã�Wo nam govori da dim cigareta smanjuje aktivnost proteasoma ovisno i o dozi 

dima i o vremenu ���6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U����������������. 



Rezultati 
 

91 
 

 

Slika 4.12. Proteasomalne aktivnosti (A - kaspazna, B - tripsinska i C - kimotripsinska) u 
�$���������V�W�D�Q�L�F�D�P�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�P���G�L�P�X���F�L�J�D�U�H�W�D�����&�6�����W�L�M�H�N�R�P�������L�O�L�������P�L�Q�X�W�D���W�H���L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�L�K���L�G�X�ü�L�K�������K��
ili 24 h. �6�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�H�� ���� ���0�� �H�S�R�N�V�R�P�L�F�L�Q�X�� ���(�S�R���� �V�O�X�å�L�O�H�� �V�X�� �N�D�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D�� 
�5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �N�D�R�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �“�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �S�R�J�U�H�ã�N�D�� ���Q�� � �� �������� �D�� �L�]�U�D�å�H�Q�L�� �V�X��
prema negativnoj kontroli ���V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�P�� �]�U�D�N�X�� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� �P�L�Q�X�W�D���� �X�P�M�H�V�W�R�� �G�L�P�X��
�F�L�J�D�U�H�W�D���� �R�]�Q�D�þ�H�Q�R�M�� �N�D�R�� �������� ���� �=�Q�D�þ�D�M�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�H��aktivnosti proteasoma u odnosu na 
�Q�H�J�D�W�L�Y�Q�X�� �N�R�Q�W�U�R�O�X�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�H�� �V�X�� �V�� �
�� �3������������ �L�� �
�
�� �3������������ ���S�U�H�P�D �6�R�P�E�R�U�D�F�� �%�D�þ�X�U�D�� �L�� �V�X�U������
2013). 
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4.1.5. Utjecaj ekstrakta dima cigareta na ekspresiju HSP u A549 stanicama 

�8�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �V�W�U�H�V�Q�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D�� �X�� �N�R�M�L�P�D�� �G�R�O�D�]�L���G�R�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �V�H��

sinteza HSP kako bi se �S�R�Y�H�ü�D�O�D���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�D���V�W�D�Q�L�F�D��(Srivastava, 2008). Stoga 

smo Western blot metodom ispitali promjene u ekspresiji HSP70, HSP32 i HSP27 u A549 

�V�W�D�Q�L�F�D�P�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�P���H�N�V�W�U�D�N�W�X���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D������������ %, 2,5 %, 5 %, 10 

% ili 20 %) tijekom 4 h, 6 h, 8 h, 24 h ili 48 h (slike 4.13. do 4.17.). 

 

Inkubacijom A549 stanica �V�� �H�N�V�W�U�D�N�W�R�P�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� �� h 

(slika �������������� �Q�L�M�H�� �G�R�ã�O�R�� �G�R�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�L�� �+�6�3���� (P=0,870), 

HSP32 (P=0,377) i HSP27 (P=0,833). 

 

 

Slika 4.13. Western blot analiza ekspresije HSP u lizatima A549 �V�W�D�Q�L�F�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���G�M�H�O�R�Y�D�Qju 
ekstrakta dima cigareta (�&�6�(���� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� �K���� �6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�D���� �Q�V�� � ��
nestimulirane stanice. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi iz tri neovisna eksperimenta i 
�J�U�D�I�L�þ�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �S�R�G�D�W�D�N�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �G�H�Q�]�L�W�R�P�H�W�Uijskom analizom vrpci (rezultati su prikazani 
�N�D�R���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���“�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D���� �D���L�]�U�D�å�H�Q�L���V�X���S�U�H�P�D���Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D��
�R�]�Q�D�þ�H�Q�L�P�D�� �N�D�R�� �������� ������ �1�L�V�X�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H��u odnosu na 
nestimulirane stanice. 
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Niti nakon 6 h inkubacije (slika 4.14.) �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�� �V�� �H�N�V�W�U�D�N�W�R�P�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �Q�L�M�H�� �G�R�ã�O�R�� �G�R�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�L�� �+�6�3���� (P=0,691), 

HSP32 (P=0,134) i HSP27 (P=0,435). 

 

 

Slika 4.14. Western blot analiza ekspresije HSP u lizat�L�P�D���$���������V�W�D�Q�L�F�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���G�M�H�O�R�Y�D�Qju 
ekstrakta dima cigareta (�&�6�(���� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� �K���� �6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�D���� �Q�V�� � ��
nestimulirane stanice. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi iz tri neovisna eksperimenta i 
�J�U�D�I�L�þ�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �S�R�G�D�W�D�N�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �G�Hnzitometrijskom analizom vrpci (rezultati su prikazani 
�N�D�R���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���“�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D���� �D���L�]�U�D�å�H�Q�L���V�X���S�U�H�P�D���Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D��
�R�]�Q�D�þ�H�Q�L�P�D�� �N�D�R�� �������� �������� �1�L�V�X�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D��
nestimulirane stanice. 
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Inkuba�F�L�M�R�P�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�� �V�� �H�N�V�W�U�D�N�W�R�P�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� ����h 

(slika �������������� �Q�L�M�H�� �G�R�ã�O�R�� �G�R�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�L�� �+�6�3���� (P=0,290) i 

HSP27 (P=0,131) u odnosu na nestimulirane stanice���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �V�P�R�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�Ni 

�]�Q�D�þ�D�M�D�Q���S�R�U�D�V�W���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���+�6�3�������X���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�L�P���V�������������&�6�(�����3� ���������������W�L�M�H�N�R�P������

h u odnosu na nestimulirane stanice. Koncentracija dima od 20 % izazvala je porast ekspresije 

HSP32 i �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�H�� �H�N�W�U�D�N�W�X dima cigareta u koncentracijama od 1,25 %, 

2,5 % i 5 % (P=0,009, P=0,013 i P=0,016). 

 

 

Slika 4.15. �:�H�V�W�H�U�Q���E�O�R�W���D�Q�D�O�L�]�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���+�6�3���X���O�L�]�D�W�L�P�D���$���������V�W�D�Q�L�F�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���G�M�H�O�R�Y�D�Qju 
ekstrakta dima cigareta (�&�6�(���� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� �K���� �6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�D���� �Q�V�� � ��
nestimulirane stanice. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi iz tri neovisna eksperimenta i 
�J�U�D�I�L�þ�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �S�R�G�D�W�D�N�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �G�H�Q�]�L�W�R�P�H�W�U�L�M�V�N�R�P�� �D�Q�D�O�L�]�R�P�� �Y�U�S�F�L��(rezultati su prikazani 
�N�D�R���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���“�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D���� �D���L�]�U�D�å�H�Q�L���V�X���S�U�H�P�D���Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�L�P���V�Wanicama 
�R�]�Q�D�þ�H�Q�L�P�D���N�D�R���������� ���������=�Q�D�þ�D�M�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�D��ekspresija HSP32 u stanicama stimuliranim s 20 
% CSE �X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���M�H���V���
��P=0,029, dok za HSP70 i HSP27 
�Q�L�V�X���S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���U�D�]�O�L�N�H��u odnosu na nestimulirane stanice. 
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Nakon 24-satne inkubacije (slika 4.16.) �H�N�V�W�U�D�N�W�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �W�D�N�R�ÿ�H�U��nije uzrokovao 

�]�Q�D�þ�D�M�Qe promjene u ekspresiji HSP70 (P=0,133) i HSP27 (P=0,467), ali je potaknuo 

�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�D�Q porast ekspresije HSP32 (P=0,019) pri koncentracijama ekstrakata dima 

cigareta od 10 % i 20 % u odnosu na nestimulirane stanice. �,�]�P�H�ÿ�X�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �Q�L�M�H�� �E�L�O�R���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �U�D�]�O�L�N�D�� �X��

ekspresiji HSP32. 

 

 

Slika 4.16. Western blot analiza ekspresije HSP �X���O�L�]�D�W�L�P�D���$���������V�W�D�Q�L�F�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���G�M�H�O�R�Y�D�Qju 
ekstrakta dima cigareta (�&�6�(���� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� ������ �K���� �6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�D���� �Q�V�� � ��
nestimulirane stanice. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi iz tri neovisna eksperimenta i 
�J�U�D�I�L�þ�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �S�R�G�D�W�D�N�D�� �G�R�E�Lvenih denzitometrijskom analizom vrpci (rezultati su prikazani 
�N�D�R���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���“�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D���� �D���L�]�U�D�å�H�Q�L���V�X���S�U�H�P�D���Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D��
�R�]�Q�D�þ�H�Q�L�P�D���N�D�R���������� ����. �=�Q�D�þ�D�M�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�D���+�6�3�������X���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�L�P���V��������
% i 20 % CSE �X�� �R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���M�H���V���
�� �3� ������������ dok za HSP70 i 
�+�6�3�������Q�L�V�X���S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���U�D�]�O�L�N�H��u odnosu na nestimulirane stanice. 
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Nakon 48-�V�D�W�Q�H�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� ���V�O�L�N�D�� �������������� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�� �V�� �H�N�V�W�U�D�N�W�R�P�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��

konce�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �Q�L�M�H�� �G�R�ã�O�R�� �G�R�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�L�� �+�6�3���� (P=0,548) i 

HSP32 (P=0,100)���� �D�O�L�� �V�P�R�� �S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�D�Q���S�R�U�D�V�W�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �+�6�3������ �X�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D��

stimuliranim s 20 % CSE (P=0,012) u odnosu na nestimulirane stanice. �,�]�P�H�ÿ�X�� �V�W�D�Qica 

�L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �Q�L�M�H�� �E�L�O�R �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K��

razlika u ekspresiji HSP27. 

 

 

Slika 4.17. �:�H�V�W�H�U�Q���E�O�R�W���D�Q�D�O�L�]�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���+�6�3���X���O�L�]�D�W�L�P�D���$���������V�W�D�Q�L�F�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X��
ekstrakta dima cigareta (CSE) razli�þ�L�W�L�K�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� ������ �K���� �6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�D���� �Q�V�� � ��
nestimulirane stanice. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi iz tri neovisna eksperimenta i 
�J�U�D�I�L�þ�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �S�R�G�D�W�D�N�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �G�H�Q�]�L�W�R�P�H�W�U�L�M�V�N�R�P�� �D�Q�D�O�L�]�R�P�� �Y�U�S�F�L (rezultati su prikazani 
kao srednja vrije�G�Q�R�V�W���“�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D���� �D���L�]�U�D�å�H�Q�L���V�X���S�U�H�P�D���Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D��
�R�]�Q�D�þ�H�Q�L�P�D���N�D�R���������� ����. �=�Q�D�þ�D�M�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�D���+�6�3�������X���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�L�P���V��������
���� �&�6�(���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���M�H���V���
�� �3� ��������������dok za HSP70 i HSP32 
nisu pr�R�Q�D�ÿ�H�Q�H���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���U�D�]�O�L�N�H��u odnosu na nestimulirane stanice. 
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4.1.6. Utjecaj ekstrakta dima cigareta na ekspresiju i aktivaciju MAPK u A549 

stanicama 

Stanice odgovaraju na �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �Y�D�Q�M�V�N�H���S�R�G�U�D�å�D�M�H�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K�� �X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K��

putova, poput signalne kaskade koja vodi do aktivacije MAPK���� �ã�W�R mo�å�H dovesti do 

proliferacije stanice, diferencijacije, smrti ili upalnog odgovora (Roux i Blenis, 2004). Da 

�E�L�V�P�R�� �L�V�S�L�W�D�O�L�� �M�H�� �O�L�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �0�$�3�.�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�D�� �X�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D�� �G�Lma 

cigareta, odredili smo ekspresiju i aktivaciju ERK, JNK i p38 u lizatima A549 stanica 

Western blot metodom. 

 

�(�N�V�W�U�D�N�W���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D�����Q�H�R�Y�L�V�Q�R���R���S�U�L�P�L�M�H�Q�M�H�Q�R�M���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���L�������L�O�L���Y�U�H�P�H�Q�X���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�����Q�L�M�H��

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R���X�W�M�H�F�D�R���Q�D���U�D�]�L�Q�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���X�N�X�S�Q�L�K���(RK, JNK i p38�����0�H�ÿ�X�W�L�P�����U�D�]�O�L�þ�L�W�R���M�H���X�W�M�H�F�D�R��

na aktivaciju pojedine MAPK (slike 4.18. do 4.23.). 

 

�,�Q�N�X�E�D�F�L�M�R�P�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�� �V�� �H�N�V�W�U�D�N�W�R�P�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �Q�L�M�H�� �G�R�ã�O�R�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�L�K�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �X��

aktivaciji ERK tijekom 4 h (P=0,990) ili 24 h (P=0,839) u odnosu na nestimulirane stanice 

(slike 4.18. i 4.19.). 

 

 

Slika 4.18. Western blot analiza ekspresije ukupne ERK (44 kDa ERK1 i 42 kDa ERK2) i 
aktivirane ERK (P-�(�5�.�����X���O�L�]�D�W�L�P�D���$���������V�W�D�Q�L�F�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���G�M�H�O�R�Y�D�Qju ekstrakta dima cigareta 
(�&�6�(���� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� �K�� ���$���� �L�� ������ �K�� ���%������ �6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�D���� �Q�V�� � �� �Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H��
stanice. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi iz tri neovisna eksperimenta. 
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Slika 4.19. Utjecaj ekstrakta dima cigareta na aktivaciju ERK u A549 stanicama. Stanice su 
�L�]�O�R�å�H�Q�H���G�M�H�O�R�Y�D�Qju ekstrakta dima cigareta (�&�6�(�����U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���W�L�M�H�N�R�P�������K�����$�����L��������
�K�� ���%������ �6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�D���� �Q�V�� � �� �Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �*�U�D�I�L�þ�N�L�� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �S�R�G�D�F�L�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L��
denzitometrijskom analizom vrpci iz tri neovisna Western blot eksperimenta. Rezultati su 
prikazani �N�D�R���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���“���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D��relativnih omjera ekspresije aktivirane 
ERK (P-�(�5�.���� �L�� �X�N�X�S�Q�H�� �(�5�.���� �1�L�V�X�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H��u odnosu na 
nestimulirane stanice (P=0,990 za 4 h; P=0,839 za 24 h). 
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Aktivaciju JNK nismo uspjeli detektirati ni u nestimuliranim stanicama niti u stanicama 

�L�]�O�R�å�H�Q�L�P�� �H�N�V�W�U�D�N�W�X�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D��nakon 4 h inkubacije, kao niti nakon 24 h (slike 4.20. i 

4.21.). 

 

 

Slika 4.20. Western blot analiza ekspresije ukupne JNK (46 kDa JNK1 i 55 kDa JNK2) i 
aktivirane JNK (P-�-�1�.�����X���O�L�]�D�W�L�P�D���$���������V�W�D�Q�L�F�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X���H�N�V�W�U�D�N�W�D���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D��
���&�6�(���� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� �K�� ���$���� �L�� ������ �K�� ���%������ �6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�D���� �Q�V�� � �� �Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H��
stanice. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi iz tri neovisna eksperimenta. 
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Slika 4.21. Utjecaj ekstrakta dima cigareta na aktivaciju JNK u A549 stanicama. Stanice su 
�L�]�O�R�å�H�Q�H���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X���H�N�V�W�U�D�N�W�D���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D�����&�6�(�����U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���W�L�M�H�N�R�P�������K�����$�����L��������
�K�� ���%������ �6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�D���� �Q�V�� � �� �Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �*�U�D�I�L�þ�N�L�� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L��podaci dobiveni 
�G�H�Q�]�L�W�R�P�H�W�U�L�M�V�N�R�P�� �D�Q�D�O�L�]�R�P�� �Y�U�S�F�L�� �L�]�� �W�U�L�� �Q�H�R�Y�L�V�Q�D�� �:�H�V�W�H�U�Q�� �E�O�R�W�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D���� �%�X�G�X�ü�L�� �G�D��
nismo detektirali aktivaciju JNK, rezultati su prikazani kao �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �“�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D��
�S�R�J�U�H�ã�N�D��relativnih jedinica ekspresije ukupne JNK. Nisu pron�D�ÿ�H�Q�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H��
razlike u odnosu na nestimulirane stanice (P=0,495 za 4 h; P=0,337 za 24 h). 
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Analizom aktivacije p38 utvrdili smo da ekstrakt dima cigareta dovodi do �J�U�D�Q�L�þ�Q�R���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J��

porasta razine aktivirane p38 nakon 4-satne inkubacije u odnosu na nestimulirane stanice 

(P=0,049). Nakon 24-�V�D�W�Q�H�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �U�D�]�L�Q�D�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�H�� �S������ �M�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Y�H�ü�D�� �X��

stanicama tretiranim s 20 % ekstraktom dima cigareta u odnosu na nestimulirane stanice 

(P<0,001) (slike 4.22. i 4.23.). Koncentracija di�P�D���R�G�������������L�]�D�]�Y�D�O�D���M�H���]�Q�D�þ�D�M�D�Q���S�R�U�D�V�W���U�D�]�L�Q�H��

�D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�H�� �S������ �Q�D�N�R�Q�� ������ �K�� �L�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�H�� �H�N�W�U�D�N�W�X�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �X��

koncentracijama od 1,25 %, 2,5 %, 5 % i 10 % (P=0,003, P=0,005, P=0,002 i P=0,012). 

 

 

Slika 4.22. Western blot analiza ekspresije ukupne p38 (38 kDa) i aktivirane p38 (P-p38) u 
�O�L�]�D�W�L�P�D�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D�� �Gima cigareta (�&�6�(���� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���W�L�M�H�N�R�P�������K�����$�����L���������K�����%�������6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�D�����Q�V��� ���Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H�����3�U�L�N�D�]�D�Q�L���V�X��
reprezentativni imunoblotovi iz tri neovisna eksperimenta. 
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Slika 4.23. Utjecaj ekstrakta dima cigareta na aktivaciju p38 u A549 stanicama. Stanice su 
�L�]�O�R�å�H�Q�H���G�M�H�O�R�Y�D�Qju ekstrakta dima cigareta (�&�6�(�����U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���W�L�M�H�N�R�P�������K�����$�����L��������
�K�� ���%������ �6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�D���� �Q�V�� � �� �Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �*�U�D�I�L�þ�N�L�� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �S�R�G�D�F�L�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L��
denzitometrijskom analizom vrpci iz tri neovisna Western blot eksperimenta. Rezultati su 
�S�U�L�N�D�]�D�Q�L���N�D�R���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���“���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D���U�H�O�D�W�L�Y�Q�L�K���R�P�M�H�U�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H��aktivirane 
p38 (P-p38) i ukupne �S���������=�Q�D�þ�D�M�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�D razina aktivirane p38 u odnosu na nestimulirane 
�V�W�D�Q�L�F�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���M�H���V���
���3�������������� 
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4.1.7�����8�W�M�H�F�D�M���H�N�V�W�U�D�N�W�D���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���Q�D���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H���0�0�3-2, MMP-9 i TIMP -1 u medij 

iznad A459 stanica 

Metaloproteinaze matriksa MMP-2 i MMP-9 zajedno s njihovim tkivnim inhibitorom TIMP-1 

�L�P�D�M�X�� �Y�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �U�H�P�R�G�H�O�L�U�D�Q�M�X��iz�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D���� �6�W�R�J�D�� �V�P�R�� �L�V�S�L�W�D�O�L�� �X�W�M�H�F�D�M��

�H�N�V�W�U�D�N�W�D���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���Q�D���S�U�R�P�M�H�Q�H���X���Q�M�L�K�R�Y�R�P���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�X���L�]���$���������H�S�L�W�H�O�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���X���P�H�G�L�M����

Rezultati su pokazali da su koncentracija MMP-2 u lizatu A549 stanica te koncentracija 

MMP-9 u lizatu i mediju iznad A549 stanica ispod granice �G�H�W�H�N�F�L�M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K�� �(�/�,�6�$��

testova.  

 

Koncentracija MMP-2 u mediju iznad A549 stanica nakon 24 �K�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �E�L�O�D�� �M�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L��

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R���V�Q�L�å�H�Q�D���S�U�L���V�Yim koncentracijama ekstrakta dima cigareta u odnosu na nestimulirane 

stanice (P<0,01) (slika 4.24���������â�W�R�Y�L�ã�H�����S�U�L���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���G�L�P�D���R�G���������� koncentracija MMP-2 

�E�L�O�D���M�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Q�L�å�D���L���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���V�W�D�Q�L�F�H���L�]�O�R�å�H�Q�H���H�N�W�U�D�N�W�X���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D��

od 2,5 %, 5 % i 10 % (P<0,001, P<0,001 i P=0,001). �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �Q�D�N�R�Q�� ���� h inkubacije, 

koncentracija MMP-���� �X�� �P�H�G�L�M�X�� �V�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �S�R�Y�L�V�L�O�D�� �S�U�L�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D�� �G�L�P�D��

cigareta od 2,5 % i 5 % u odnosu na nestimulirane stanice (P<0,01 i P<0,05) te u odnosu na 

koncentraciju dima od 20 % (P<0,01 i P=0,01). �8�V�S�R�U�H�G�E�R�P���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���Y�U�H�P�H�Q�D���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H��u 

mediju iznad nestimuliranih stanica koncentracija MMP-�����M�H���E�L�O�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Q�L�å�D���Q�D�N�R�Q���������K���X��

odnosu na 24 h (P<0,05), dok je u mediju iznad stanica stimuliranih s ektraktom dima cigareta 

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���������� ������ ������ ���� �L�� ������ ���� �E�L�O�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Y�L�ã�D���Q�D�N�R�Q�������� �K���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D�������� �K�����3��������������

P=0,01 i P<0,05). 
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Slika 4.24. �*�U�D�I�L�þ�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �0�0�3-���� �X�� �P�H�G�L�M�X�� �L�]�Q�D�G�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K��
djelovanju ekstrakta dima cigareta (CSE) �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� ������ �K�� �L�� ������ �K����
�6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�D���� �Q�V�� � �� �Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�����5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �N�D�R�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �“��
�V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �S�R�J�U�H�ã�N�D�� ���Q�� � �� ���������=�Q�D�þ�D�M�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�D��koncentracija MMP-2 u odnosu na 
nest�L�P�X�O�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���M�H���V * P<0,05, ** P<0,01 i *** P<0,001. 

 

Koncentracija TIMP-1 u lizatu A549 stanica nakon 24 �K���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���E�L�O�D���M�H���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R��

�V�Q�L�å�H�Q�D���S�U�L���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���H�N�V�W�U�D�N�W�D���G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D���R�G�������� ���� �X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H��

(P<0,05) (slika 4.25. A). �â�W�R�Y�L�ã�H���� �S�U�L��koncentraciji dima od 20 % koncentracija TIMP-1 u 

lizatu �E�L�O�D�� �M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Q�L�å�D�� �L�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �L�]�O�R�å�H�Q�H�� �H�N�W�U�D�N�W�X�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �X��

koncentracijama od 2,5 %, 5 % i 10 % (P<0,001, P<0,01 i P<0,05). �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� h 

�Q�L�M�H�� �G�R�ã�O�R�� �G�R�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�Lh promjena u koncentraciji TIMP-1 u mediju iznad A549 

stanica (slika 4.25. B). Nakon 48 �K�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�H�� �V�Q�L�]�L�O�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �7�,�0�3-1 i u 

�O�L�]�D�W�X���L���X���P�H�G�L�M�X���L�]�Q�D�G���$�������� �V�W�D�Q�L�F�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���H�N�V�W�U�D�N�W�X���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���R�G��

10 % i 20 % u odnosu na nestimulirane stanice (P<0,05 i P<0,01) (slika 4.25. A i B). �,�]�P�H�ÿ�X��

�V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D nakon 48 h nije bilo 

�]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K���U�D�]�O�L�N�D���X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���7�,�0�3-1 u lizatu, dok je u mediju pri koncentraciji dima od 

20 % koncentracija TIMP-���� �E�L�O�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Q�L�å�D���L�� �X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���Vtanice �L�]�O�R�å�H�Qe ektraktu dima 

cigareta u koncentracijama od 2,5 %, 5 % i 10 % (P<0,001, P<0,01 i P<0,01). Usporedbom 

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �Y�U�H�P�H�Q�D�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �������� �K�� �L�� ������ �K���� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �7�,�0�3-1 u lizatu se n�L�M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R��

�U�D�]�O�L�N�R�Y�D�O�D���� �G�R�N�� �M�H�� �X�� �P�H�G�L�M�X�� �L�]�Q�D�G�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �E�L�O�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Y�L�ã�D�� �Q�D�N�R�Q�� ������ �K�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� ������ �K��

kako iznad nestimuliranih stanica, tako i za sve ispitane koncentracije dima cigareta 

(P<0,001). 
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Slika 4.25. �*�U�D�I�L�þ�N�L���S�U�L�N�D�]���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���7�,�0�3-1 u lizatu (A) i mediju iznad A549 stanica (B) 
�L�]�O�R�å�H�Q�L�K���G�M�H�O�R�Y�D�Qju ekstrakta dima cigareta (�&�6�(�����U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���W�L�M�H�N�R�P���������K���L��������
�K���� �6�N�U�D�ü�H�Q�L�F�D���� �Q�V�� � �� �Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�����5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �N�D�R�� �V�U�H�G�Q�M�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �“��
�V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �S�R�J�U�H�ã�N�D�� ���Q�� � �� ��������Z�Q�D�þ�D�M�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�D��koncentracija TIMP-1 u odnosu na 
�Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���M�H���V���
���3���������������
�
���3�������������L���
�
�
���3�������������� 
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4.2. ISPITIVANJA PROVEDENA NA BOLESNICIMA S KOPB -om I ZDRAVIM 

ISPITANICIMA  

 

���������������.�O�L�Q�L�þ�N�H���L���G�H�P�R�J�U�D�I�V�N�H���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�H���L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D 

�,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �M�H�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�� �Q�D�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �R�G�� �X�N�X�S�Q�R�� �������� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-om i 48 zdravih 

�L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���� �.�O�L�Q�L�þ�N�H�� �L�� �G�H�P�R�J�U�D�I�V�N�H�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�H�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K�� �V�N�X�Sina prikazane su u tablici 

4.2. 

 

Tablica 4.2. �.�O�L�Q�L�þ�N�H���L���G�H�P�R�J�U�D�I�V�N�H���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�H���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K���V�N�X�S�L�Q�D�� �=�D���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H��
razlike uzete su vrijednosti kod kojih je P<0,05. Kvalitativne varijable prikazane su kao 
�D�S�V�R�O�X�W�Q�L���E�U�R�M�H�Y�L���L�O�L���S�R�V�W�R�F�L�����D���N�Y�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�Q�H���N�D�R���P�H�G�L�M�D�Q�����L�Q�W�H�U�N�Y�D�U�W�L�O�Q�L���U�D�V�S�R�Q���L�]�P�H�ÿ�X���S�U�Y�R�J���L��
�W�U�H�ü�H�J���N�Y�D�U�W�L�O�D�������6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���U�D�]�O�L�N�H���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�H���V�X���V���
���3�������������� 

 kontrole KOPB GOLD 2 GOLD 3 GOLD 4 

N 48 137 42 63 32 

spol (M / �ä�� 23 / 25 107 / 30 33 / 9 48 / 15 26 / 6 

dob (godine) 
53 

(47 - 57) 

70 

(63 - 75)* 

72 

(61 - 77)* 

71 

(66 - 75)* 

67 

(55 - 72)* 

�S�X�ã�D�þ�L���� 
�E�L�Y�ã�L���S�X�ã�D�þ�L���� 
�Q�H�S�X�ã�D�þ�L�������� 

35,4 / 31,3 / 
33,3 

26,3 / 35,3 / 
38,4 

22,5 / 40,0 / 
37,5 

24,2 / 33,9 / 
41,9 

35,4 / 32,3 / 
33,3 

FEV1 
(% predv.) 

105,3 

(96,5 - 116,9) 

41,4 

(30,8 - 52,0)* 

58,5 

(52,3 - 65,0)* 

41,0 

(35,4 - 45,0)* 

24,0 

(20,0 - 25,7)* 

FEV1/FVC 
(%) 

84,3 

(80,2 - 89,3) 

61,5 

(51,7 - 67,0)* 

65,0 

(59,2 - 70,8)* 

61,9 

(50,7 - 67,0)* 

54,4 

(42,1 - 62,0)* 

 

�'�R�N�D�]�D�Q�H�� �V�X�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X�� �S�D�U�D�P�H�W�U�L�P�D�� �S�O�X�ü�Q�H�� �I�X�Q�N�F�L�M�H�� ��FEV1 i FEV1/FVC) 

�L�]�P�H�ÿ�X�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-om i zdravih ispitanika (P<0,001). Prema tim parametrima 

�E�R�O�H�V�Q�L�F�L���V�X���S�R�G�L�M�H�O�M�H�Q�L���X���S�R�G�V�N�X�S�L�Q�H���R�Y�L�V�Q�R���R���W�H�å�L�Q�L���E�R�O�H�V�W�L�����*�2�/�'���������*�2�/�'�������L���*�2�/�'����������

�1�L�V�X���Q�D�ÿ�H�Q�H���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���U�D�]�O�L�N�H���X���X�G�M�H�O�X���P�X�ã�N�D�U�D�F�D���L���å�H�Q�D�����Q�L�W�L���X���X�G�M�H�O�X���S�X�ã�D�þ�D�����E�L�Y�ã�L�K��

�S�X�ã�D�þ�D���L���Q�H�S�X�ã�D�þ�D �L�]�P�H�ÿ�X���S�R�M�H�G�L�Q�L�K skupina. Skupina bolesnika s KOPB-�R�P���E�L�O�D���M�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�R��

starija u odnosu na zdrave ispitanike (P<0,001). 
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4.2.2. Biljezi upale u ispitivanim skupinama 

Koncentracije upalnih biljega u ispitivanim skupinama prikazane su u tablici 4.3. 

 

Tablica 4.3. Koncentracije upalnih biljega u zdravih ispitanika (N=38) i bolesnika s KOPB-
om (N=106) podijeljenih u podskupine prema GOLD-u (prema �6�R�P�E�R�U�D�F�� �%�D�þ�X�U�D�� �L�� �V�X�U������
2012). �5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �N�D�R�� �P�H�G�L�M�D�Q�� ���L�Q�W�H�U�N�Y�D�U�W�L�O�Q�L�� �U�D�V�S�R�Q�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�U�Y�R�J�� �L�� �W�U�H�ü�H�J��
kvartila). �6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���U�D�]�O�L�N�H���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�H���V�X���V���
���3�������������� 

 kontrole KOPB GOLD 2 GOLD 3 GOLD 4 

ukupni leukociti  

(x 109 / L) 

7,0 

(5,9 - 8,2) 

9,9 

(7,8 - 12,7)* 

9,3 

(7,7 - 10,8)* 

9,9 

(7,9 - 13,3)* 

11,7 

(8,0 - 13,7)* 

segmentirani 

neutrofili (%)  

55 

(51 - 59) 

70 

(59 - 76)* 

67 

(60 - 72)* 

70 

(59 - 77)* 

70 

(60 - 76)* 

monociti 

(%)  

7,5 

(6,0 - 9,0) 

7,0 

(5,0 - 9,0) 

7,0 

(5,0 - 10,0) 

7,0 

(5,0 - 8,0) 

7,0 

(4,8 - 7,3) 

limfociti  

(%)  

35 

(31 - 38) 

17 

(12 - 27)*  

20 

(14 - 27)*  

18 

(15 - 28)*  

14 

(10 - 25)*  

CRP 

(mg/L) 

8,15 

(3,24 - 9,85) 

13,46 

(8,35 - 46,21)*  

12,98 

(8,02 - 28,07)*  

12,59 

(7,60 - 63,62)*  

23,18 

(11,21 - 39,17)*  

 

�'�R�N�D�]�D�Q�D�� �M�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Y�H�ü�D�� �Noncentracija ukupnih leukocita, segmentiranih 

neutrofila i CRP-a �L�]�P�H�ÿ�X�� �V�Y�L�K�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-om i zdravih ispitanika (P<0,001), kao i 

izme�ÿ�X���S�R�G�V�N�X�S�L�Q�D���E�R�O�H�V�Q�L�N�D�����*�2�/�'���������*�2�/�'�������L���*�2�/�'���������L���]�G�U�D�Y�L�K���L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�����3������������������

Jedino je udio limfocita u krvi svih bolesnika s KOPB-om i u svim podskupinama bio 

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�Q�L�å�H�Q�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �]�G�U�D�Y�H�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�H�� ���3������������������ �1�L�V�X�� �Q�D�ÿ�H�Q�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H��

razlike u udjelu monocita u pojedinim skupinama (�6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U����������������. 



Rezultati 
 

108 
 

4.2.3. Utjecaj ekstrakta dima cigareta na polimorfonuklearne leukocite 

�3�R�O�L�P�R�U�I�R�Q�X�N�O�H�D�U�Q�L�� �O�H�X�N�R�F�L�W�L�� ���3�0�1���� �S�R�G�� �X�W�M�H�F�D�M�H�P�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �V�W�L�P�X�O�D�Q�V�D�� �R�W�S�X�ã�W�D�M�X�� �V�D�G�U�å�D�M�� �L�]��

svojih granula u okolinu. Preliminarni pokus pokazao je da inkubacija PMN s 4 % ekstraktom 

dima cigareta tijekom 22 h �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�J�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D�� �0�0�3-9 u medij iznad PMN 

���S�R�G�D�F�L���Q�L�V�X���S�U�L�N�D�]�D�Q�L�������6�W�R�J�D���V�P�R���Q�D�M�S�U�L�M�H���L�V�S�L�W�D�O�L���N�D�N�R�����������H�N�V�W�U�D�N�W���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���X�W�M�H�þ�H���Q�D��

v�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W���3�0�1���W�L�M�H�N�R�P���Y�U�H�P�H�Q�D�����P�M�H�U�H�Q�M�H�P���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D���/�'�+���X���P�H�G�L�M�������D���]�D�W�L�P���V�P�R���L�]�R�O�L�U�D�O�L��

PMN iz pune krvi bolesnika s KOPB-om i zdravih ispitanika, tretirali ih s 4 % ekstraktom 

dima cigareta te smo u mediju iznad PMN odredili koncentracije MMP-9 i TIMP-1. 

 

4.2.3�������� �8�W�M�H�F�D�M�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �Q�D�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�� �/�'�+�� �X�� �P�H�G�L�M�� �L�]�Q�D�G��

polimorfonuklearnih leukocita  

�&�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �S�U�H�P�D�� �3�0�1�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �P�M�H�U�H�Q�M�H�P�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H��

�D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���/�'�+���R�W�S�X�ã�W�H�Q�H���X���P�H�G�L�M���L�]�Q�D�G���3�0�1����PMN izolirani iz jednog �Q�D�V�X�P�L�þ�Q�R���R�G�D�E�U�D�Q�R�J��

zdravog ispitanika �W�U�H�W�L�U�D�Q�L���V�X���V�Y�M�H�å�H���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�L�P���H�N�V�W�U�D�N�W�R�P���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L��

od 0 % i 4 % tijekom 1 h, 4 h, 20 h ili 22 h (slika 4.26.). 

 

 

Slika 4.26. �*�U�D�I�L�þ�N�L�� �S�U�L�N�D�]�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �/�'�+�� �R�W�S�X�ã�W�H�Q�H�� �X�� �P�H�G�L�M�� �L�]�Q�D�G��
�S�R�O�L�P�R�U�I�R�Q�X�N�O�H�D�U�Q�L�K�� �O�H�X�N�R�F�L�W�D�� ���3�0�1���� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� ���&�6�(���� �X��
�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �R�G�� ���� ���� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �P�H�G�L�M�� �L�]�Q�D�G�� �3�0�1�� �N�R�M�L�� �Q�L�V�X�� �E�L�O�L�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�� �H�N�V�W�U�D�N�W�X�� �G�L�P�D��
cigareta (0 % CSE) tijekom 1 h, 4 h, 20 h ili 22 h. Rezultati su prikazani kao srednja 
�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �“�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �S�R�J�U�H�ã�N�D�� ���Q�� � �� ���������1�L�V�X�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H��
(P=0,086). 
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Vidljivo je da inkubacija PMN s ekstraktom dima cigareta u koncentraciji od 4 % tijekom 

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���Y�U�H�P�H�Q�D���Q�H���G�R�Y�R�G�L���G�R���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�H�J���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D���/�'�+���X���Pedij u odnosu na PMN koji 

�Q�L�V�X���E�L�O�L���L�]�O�R�å�H�Q�L���H�N�V�W�U�D�N�W�X���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D�����3� �����������������7�R���Q�D�P���S�R�N�D�]�X�M�H���G�D���W�L�M�H�N�R�P���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K��

�Y�U�H�P�H�Q�V�N�L�K���S�H�U�L�R�G�D���Q�H���G�R�O�D�]�L���G�R���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�H�J���X�P�L�U�D�Q�M�D���3�0�1���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���H�N�V�W�U�D�N�W�X���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D��

�X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���R�Q�H���N�R�M�L���Q�L�V�X���E�L�O�L���L�]�O�R�å�H�Q�L�� 

 

4.2.3�������� �8�W�M�H�F�D�M�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D���G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D���Q�D�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�� �0�0�3-9 i TIMP -1 u medij iznad 

polimorfonuklearnih leukocita  

Stimulacijom zrelih neutrofila ne dolazi do sinteze MMP-������ �Y�H�ü�� �V�H�� �P�R�å�H�� �L�]�D�]�Y�D�W�L�� �E�U�]�R��

�R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�� �R�Y�R�J�� �H�Q�]�L�P�D�� �G�H�J�U�D�Q�X�O�D�F�L�M�R�P���� �6�W�R�J�D�� �V�P�R�� �L�V�S�L�W�D�O�L�� �N�D�No 4 % ekstrakt dima cigareta 

�X�W�M�H�þ�H���Q�D���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H���0�0�3-9 i TIMP-1 iz PMN izoliranih iz pune krvi bolesnika s KOPB-om i 

zdravih ispitanika tijekom inkubacije od 20 h. Rezultati promjena u koncentraciji MMP-9 u 

mediju iznad PMN su prikazani na slici 4.27., dok je koncentracija TIMP-1 bila ispod granice 

�G�H�W�H�N�F�L�M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�J���(�/�,�6�$���W�H�V�W�D�� 

 

Koncentracija MMP-9 u mediju iznad PMN bolesnika s KOPB-�R�P�� �N�R�M�L�� �Q�L�V�X�� �E�L�O�L�� �L�]�O�R�å�H�Q�L��

�H�N�V�W�U�D�N�W�X���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���E�L�O�D���M�H���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Y�H�ü�D�����3� ���������������X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���3�0�1���]�G�U�D�Y�L�K��

k�R�Q�W�U�R�O�D���W�D�N�R�ÿ�H�U���Q�H�L�]�O�R�å�H�Q�L�K���H�N�V�W�U�D�N�W�X���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D�����0�H�ÿ�X�W�L�P�����Q�D�N�R�Q���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���3�0�1���]�G�U�D�Y�L�K��

�N�R�Q�W�U�R�O�D�� �H�N�V�W�U�D�N�W�X�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D���� �Q�H�P�D�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �3�0�1��

bolesnika s KOPB-�R�P���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���H�N�V�W�U�D�N�W�X���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D����slika 4.27. A). Omjer koncentracija 

MMP-���� �X�� �P�H�G�L�M�X�� �L�]�Q�D�G�� �3�0�1�� �V�Y�D�N�R�J�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�R�J�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �L�� �Q�H�L�]�O�R�å�H�Q�L�K��

�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X���H�N�V�W�U�D�N�W�D���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���G�D�M�H���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�X���U�D�]�O�L�N�X�����3� ���������������L�]�P�H�ÿ�X���]�G�U�D�Y�L�K��

kontrola i bolesnika s KOPB-om (slika 4.27. B). 
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Slika 4.27. �*�U�D�I�L�þ�N�L�� �Srikaz koncentracije MMP-9 u mediju iznad polimorfonuklearnih 
leukocita (PMN) izoliranih iz pune krvi zdravih ispitanika (N=9) i bolesnika s KOPB-om 
(N=23) �L�]�O�R�å�H�Q�L�K���L���Q�H�L�]�O�R�å�H�Q�L�K���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X���� % ekstrakta dima cigareta (CSE) tijekom 20 h (A) 
te omjera koncentracija MMP-���� �X�� �P�H�G�L�M�X�� �L�]�Q�D�G�� �3�0�1�� �V�Y�D�N�R�J�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �L��
�Q�H�L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X�� �� % CSE tijekom 20 h (B). Rezultati su prikazani kao srednja 
�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���“���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���S�R�J�U�H�ã�N�D�����=�D���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���U�D�]�O�L�N�H���X�]�H�W�H���V�X���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���N�R�G���N�R�M�L�K 
je P<0,05. 
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4.2.4. �'�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���Noncentracija MMP-9 i TIMP -1 u plazmi 

�8�� �S�O�D�]�P�L�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �Vu koncentracije MMP-9 i TIMP-1 (slika 4.28.������ �3�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H��

�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Y�H�ü�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���0�0�3-9 u plazmi bolesnika s KOPB-om u odnosu na 

�]�G�U�D�Y�H�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�H�� ���3������������������ �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �Q�L�M�H�� �E�L�O�R�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �U�D�]�O�L�N�D�� �X��koncentraciji 

TIMP-1 (P=0,577). 

 

 

Slika 4.28. �*�U�D�I�L�þ�N�L�� �S�U�L�N�D�]��koncentracija MMP-9 i TIMP-1 u plazmi zdravih ispitanika 
(N=21) i bolesnika s KOPB-om (N=59). �=�D�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X�]�H�W�H�� �V�X�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L��
kod kojih je P<0,05. 

 

Tablica 4.4. Koncentracije MMP-9 i TIMP-1 u plazmi zdravih ispitanika (N=21) i bolesnika 
s KOPB-om (N=59) podijeljenih u podskupine prema GOLD-u. Rezultati su prikazani kao 
medijan (interkvartilni �U�D�V�S�R�Q�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�U�Y�R�J�� �L�� �W�U�H�ü�H�J�� �N�Y�D�U�W�L�O�D���� �6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X��
�R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�H���V�X���V���
�� �3���������������� �G�R�N���M�H���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D��
�*�2�/�'�������S�R�G�V�N�X�S�L�Q�X���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���V��# P=0,003. 

 MMP -9 (ng/mL) TIMP -1 (ng/mL) 

kontrole 70,25 

(52,48 - 104,96) 

118,97 

(106,41 - 130,77) 

KOPB 204,13 

(115,70 - 351,24)*  

121,03 

(101,80 - 145,90) 

GOLD 2 197,52 

(105,37 - 331,82)* 

136,92 

(119,49 - 174,36) 

GOLD 3 225,62 

(116,32 - 351,24)*  

120,00 

(105,90 - 143,33) 

GOLD 4 200,00 

(124,79 - 345,46)* 

102,05 

(92,31 - 124,10)# 
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�,�]�P�H�ÿ�X�� �S�R�G�V�N�X�S�L�Q�D�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-�R�P�� ���*�2�/�'�� ������ �*�2�/�'�� ���� �L�� �*�2�/�'�� ������ �Q�L�V�X�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H��

�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���U�D�]�O�L�N�H���X��koncentraciji MMP-9. Ipak, u svim podskupinama koncentracija 

MMP-���� �M�H�� �E�L�O�D�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Y�H�ü�D�� �Q�H�J�R�� �X�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� ���3<0,001) (tablica 4.4.). 

Koncentracija TIMP-���� �V�H�� �Q�L�M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�O�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �L�� �S�R�G�V�N�X�S�L�Q�D��

bolesnika s KOPB-�R�P�����*�2�/�'�� ������ �*�2�/�'�� ���� �L�� �*�2�/�'�� �������� �D�O�L���M�H���X���*�2�/�'�� ���� �S�R�G�V�N�X�S�L�Q�L���Q�D�ÿ�H�Q�D��

�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �P�D�Q�M�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �7�,�0�3-1 nego u GOLD 2 podskupini bolesnika 

(P=0,003). 

 

S obzirom da je skupina bolesnika s KOPB-�R�P�� �E�L�O�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�W�D�U�L�M�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D��skupinu 

zdravih ispitanika ���W�D�E�O�L�F�D�� ������������ �L�V�S�L�W�D�O�L�� �V�P�R�� �P�R�J�X�ü�L�� �X�W�M�H�F�D�M�� �G�R�E�L�� �Q�D��koncentracije MMP-9 i 

TIMP-1. Linearna regresijska analiza pokazala �M�H���G�D���Q�H�P�D���N�R�U�H�O�D�F�L�M�D���L�]�P�H�ÿ�X���R�Y�L�K���S�D�U�D�P�H�W�D�U�D��

i dobi ni u zdravih ispitanika niti u bolesnika s KOPB-om (tablica 4.5�������� �X�N�D�]�X�M�X�ü�L�� �Q�D�� �W�R�� �G�D��

�G�R�E���Q�H���X�W�M�H�þ�H���Q�D��koncentracije MMP-9 i TIMP-1. 

 

Tablica 4.5. Spearmanovi koeficijenti korelacije �L�� �S�U�L�S�D�G�D�M�X�ü�H�� �3�� �Y�U�L�Mednosti za skupinu 
zdravih ispitanika i bolesnika s KOPB-om. �=�D�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Qu povezanost uzimaju se 
vrijednosti kod kojih je r > 0,25 ili r < -0,25 uz P<0,05. 

 dob (kontrole) dob (KOPB) 

r  P r  P 

MMP -9 0,123 0,589 -0,093 0,481 

TIMP -1 0,399 0,072 0,186 0,158 

 

 

�,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���X�W�M�H�F�D�M�D���S�X�ã�H�Q�M�D���Q�D��koncentracije MMP-9 i TIMP-1 prikazano je u tablici 4.6. Ni u 

skupini zdravih ispitanika niti u skupini bolesnika s KOPB-�R�P�� �Q�L�V�X�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L 

�]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X��koncentraciji MMP-���� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�X�ã�D�þ�D i nepu�ã�D�þ�D�� ���3�!�������������� �0�H�ÿ�X�W�L�P����

�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Q�L�å�D koncentracija TIMP-���� �Q�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �N�R�G�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �S�X�ã�D�þ�D�� �X�� �X�V�S�R�U�H�G�E�L�� �Va 

�]�G�U�D�Y�L�P�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�L�P�D�� ���3� ������������, dok u skupini bolesnika s KOPB-om podijeljenih prema 

�S�X�ã�D�þ�N�R�P���V�W�D�W�X�V�X���Q�L�M�H���E�L�O�R���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K���U�D�]�O�L�N�D����P>0,05). �1�D�G�D�O�M�H�����V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R��

�Y�H�ü�D��koncentracija MMP-�����Q�D�ÿ�H�Qa je u bolesnika s KOPB-�R�P���S�X�ã�D�þ�D���L���Q�H�S�X�ã�D�þ�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D��

�]�G�U�D�Y�H�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�H�� �S�X�ã�D�þ�H�� �L�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�H�� ���3<0,001), dok razlika u koncentraciji TIMP-1 �L�]�P�H�ÿ�X��

bolesnika s KOPB-�R�P�� �S�X�ã�D�þ�D�� �L�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�D te �]�G�U�D�Y�L�K�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �S�X�ã�D�þ�D�� �L�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�D�� �Q�L�M�H�� �E�L�O�R��

(P>0,05). 
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Tablica 4.6. Koncentracije MMP-9 i TIMP-1 u plazmi zdravih ispitanika (N=21) i bolesnika 
s KOPB-om (N=59) �S�R�G�L�M�H�O�M�H�Q�L�K���S�U�H�P�D���S�X�ã�D�þ�N�R�P���V�W�D�W�X�V�X�� Rezultati su prikazani kao medijan 
(interkvartilni rasp�R�Q���L�]�P�H�ÿ�X���S�U�Y�R�J���L���W�U�H�ü�H�J���N�Y�D�U�W�L�O�D���� �=�D���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�X���U�D�]�O�L�N�X���X�]�H�W�D���M�H��
vrijednost P<0,05. 

 kontrole KOPB 

�S�X�ã�D�þ�L 

(N=11) 

�Q�H�S�X�ã�D�þ�L 

(N=10) 

 

P 

�S�X�ã�D�þ�L 

(N=26) 

�Q�H�S�X�ã�D�þ�L 

(N=33) 

 

P 

MMP -9 

(ng/mL) 

76,86 

(48,35-143,18) 

69,84 

(54,55-96,69) 

0,597 259,92 

(118,18-404,13)* 

190,91 

(114,26-286,98)# 

0,131 

TIMP -1 

(ng/mL) 

108,72 

(101,80-121,28) 

126,15 

(115,90-135,39) 

0,035 117,44 

(94,36-146,67) 

124,10 

(105,39-145,13) 

0,317 

* P<���������������X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�Q�H���S�X�ã�D�þ�H���� 
# �3�����������������X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�Q�H���Q�H�S�X�ã�D�þ�H���� 
 

 

Analizom ROC krivulja za koncentracije MMP-9 i TIMP-1 �L�V�S�L�W�D�O�L���V�P�R���G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X���W�R�þ�Q�R�V�W��

ovih parametara (tablica 4.7. i slika 4.29.). Rezultati su �S�R�N�D�]�D�O�L�� �Y�U�O�R�� �G�R�E�U�X�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X��

�W�R�þ�Q�R�V�W���]�D��koncentraciju MMP-�����X�]���S�R�Y�U�ã�L�Q�X���L�V�S�R�G���5�2�&���N�U�L�Y�X�O�M�H�����H�Q�J����area under the ROC 

curve, AUC) od 0,884 i 95 % interval pouzdanosti od 0,793 - 0,945 (P<0,001), dok se za 

koncentraciju TIMP-���� �S�R�N�D�]�D�O�R�� �G�D�� �V�H�� �Q�H�� �P�R�å�H�� �N�R�U�L�V�W�L�W�L�� �N�D�R�� �G�L�V�N�U�L�P�L�Q�D�F�L�M�V�N�L�� �S�D�U�D�P�H�W�D�U�� �]�D��

razlikovanje zdravih od bolesnih (AUC = 0,542; 95 % interval pouzdanosti = 0,426 - 0,654; 

P= 0,516�������ã�W�R���M�H���X���V�N�O�D�G�X���V���Q�H�S�U�R�P�L�M�H�Q�M�H�Q�L�P���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�P�D���R�Y�R�J���S�D�U�D�P�H�W�U�D���L�]�P�H�ÿ�X���E�R�O�H�V�Q�L�N�D��

s KOPB-�R�P�� �L�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���� �1�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �R�Y�L�K�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �P�R�å�H�P�R�� �S�U�H�G�O�R�å�L�W�L��optimalnu 

�J�U�D�Q�L�þ�Qu vrijednost koncentracije MMP-9 za razlikovanje zdravih od bolesnih. Za 

koncentraciju MMP-9 vrijedi da ukoliko je manja od 147,93 ng/mL vjerojatnije se radi o 

�]�G�U�D�Y�R�M���R�V�R�E�L�����V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W��� ���������������� �D���X�N�R�O�L�N�R���M�H���Y�H�ü�D���R�G 147,93 ng/mL vjerojatnije se radi o 

bolesnoj osobi (osjetljivost = 66 %). 

 

Tablica 4.7. Dijagnos�W�L�þ�N�D���W�R�þ�Q�R�V�W���L�V�S�L�W�D�Q�D���D�Q�D�O�L�]�R�P���5�2�&���N�U�L�Y�X�O�M�D���]�D���Noncentracije MMP-9 i 
TIMP-1 u plazmi. 

  
AUC 

95 % 
interval  

pouzdanosti 

 
P 

 
osjetljivost 

(%) 

 
�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W 

(%) 

optimalna 
�J�U�D�Q�L�þ�Q�D 
vrijednost 

MMP -9 0,884 0,793 - 0,945 <0,001 66 100 >147,93 ng/mL 

TIMP -1 0,542 0,426 - 0,654 0,516 34 95 >136,41 ng/mL 
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Slika 4.29. ROC krivulje za koncentracije MMP-9 i TIMP-1. 

 

U�Q�L�Y�D�U�L�M�D�W�Q�D�� �O�R�J�L�V�W�L�þ�N�D�� �U�H�J�U�H�V�L�M�V�N�D�� �D�Q�D�O�L�]�D��koncentracija MMP-9 i TIMP-1 te biljega upale 

pokazala je da su koncentracija MMP-9, koncentracija ukupnih leukocita, segmentiranih 

neutrofila, limfocita i CRP-�D�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�L�� �S�U�H�G�L�N�W�R�U�L��KOPB-a (P<0,05). Multivarijatnom 

�O�R�J�L�V�W�L�þ�N�R�P�� �U�H�J�U�H�V�L�M�V�N�R�P�� �D�Q�D�O�L�]�R�P�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �V�P�R�� �G�D�� �P�R�G�H�O�� �N�R�M�L�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H��koncentraciju 

MMP-9, udio segmentiranih neutrofila i limfocita u krvi te koncentraciju CRP-a klasificira 

ova �þ�Hti�U�L�� �S�D�U�D�P�H�W�U�D�� �N�D�R�� �Q�H�R�Y�L�V�Q�H�� �S�U�H�G�L�N�W�R�U�H�� �E�R�O�H�V�W�L���� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X�ü�L�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X�� �W�R�þ�Q�R�V�W��

(AUC = 0,975; 95 % interval pouzdanosti = 0,913 - 0,997; P<0,05) (tablica 4.8.). 

 

Tablica 4.8. U�Q�L�Y�D�U�L�M�D�W�Q�D���L���P�X�O�W�L�Y�D�U�L�M�D�W�Q�D���O�R�J�L�V�W�L�þ�N�D regresijska analiza koncentracija MMP-9 
i TIMP-1 te biljega upale. �=�D�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X�]�H�W�H�� �V�X�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �N�R�G�� �N�R�M�L�K�� �M�H��
P<0,05. 

 univarijatna  multivarijatna  

omjer izgleda 

(95 % interval pouzdanosti) 

P omjer izgleda 

(95 % interval pouzdanosti) 

P 

MMP -9 1,0280 (1,0119 - 1,0443) 0,0006 1,0358 (1,0091 - 1,0632) 0,0082 

TIMP -1 1,0116 (0,9927 - 1,0308) 0,2309 - - 

ukupni leukociti  1,5708 (1,2079 - 2,0427) 0,0008 - - 

segmentirani neutrofili 1,0781 (1,0255 - 1,1334) 0,0032 0,5787 (0,3402 - 0,9844) 0,0436 

monociti 0,9543 (0,7800 - 1,1676) 0,6496 - - 

limfociti  0,8871 (0,8327 - 0,9450) 0,0002 0,4807 (0,2515 - 0,9186) 0,0266 

CRP 1,2935 (1,0976 - 1,5244) 0,0021 1,3235 (1,0054 - 1,7423) 0,0457 
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4.2.5�����2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P�D��MMP9 gena 

Zamjena nukeotida C nukleotidom T na poziciji -1562 u promotorskoj regiji MMP9 gena 

dovodi do stvaranja polimorfnog mjesta -1562 C/T koje prepoznaje SphI restrikcijska 

endonukleaza. 

 

Kada u egzonu 6 MMP9 �J�H�Q�D���X���W�U�L�S�O�H�W���N�R�G�R�Q�X���&�$�*���N�R�M�L���N�R�G�L�U�D���]�D���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�X���*�O�Q���G�R�ÿ�H���G�R 

�]�D�P�M�H�Q�H�� �Q�X�N�H�R�W�L�G�D�� �$�� �Q�X�N�O�H�R�W�L�G�R�P�� �*���� �Q�D�V�W�D�M�H�� �W�U�L�S�O�H�W���&�*�*�� ���N�R�G�R�Q�� �]�D�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�X�� �$�U�J���� �ã�W�R��

rezultira nastajanjem polimorfnog mjesta Q279R koje se detektira upotrebom SmaI 

restrikcijske endonukleaze. 

 

U promotorskoj regiji MMP9 gena javljaju se uzastopna ponavljanja dinukleotida (CA)n �þ�L�M�D��

�G�X�å�L�Q�D�����R�G�Q�R�V�Q�R���E�U�R�M���S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D�����V�H���P�R�å�H���R�G�U�H�G�L�W�L���I�U�D�J�P�H�Q�W�Drnom analizom na automatskom 

sekvenceru. 

 

4.2.5.1. �8�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�H��fragmenata �'�1�$���N�R�M�L���V�D�G�U�å�H���S�R�O�L�P�R�U�I�Q�D���P�M�H�V�W�D���3�&�5���P�H�W�R�G�R�P 

�8�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�� �X�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�D��fragmenata DNA PCR reakcijom provjerena je elektroforezom u 

�D�J�D�U�R�]�Q�R�P�� �J�H�O�X���� �9�H�O�L�þ�L�Q�D��fragmenta DNA za -1562 C/T �S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P�� �X�P�Q�R�å�H�Q�L�K�� �V��

�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P�� �S�D�U�R�P�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �M�H�� �������� �S�E�� ���V�O�L�N�D�� ����30.), za Q279R polimorfizam je 194 pb 

(slika 4.31.), dok za uzastopna ponavljanja dinukleotida (CA)n ovisi o broju ponavljanja 

(slika 4.32.). 

 

 

Slika 4.30. Kontrolna elektroforeza (1,5 %-tni agarozni gel) fragmenata �'�1�$�� �X�P�Q�R�å�H�Q�L�K��
�3�&�5�� �U�H�D�N�F�L�M�R�P�� �X�]�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�� �S�D�U�D�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �]�D��-1562 C/T polimorfizam. DNA biljeg = 
O'RangeRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific); neg kon = negativna kontrola; linije 
1-������� ���X�P�Q�R�å�H�Q�L��fragmenti �'�1�$���Y�H�O�L�þ�L�Q�H�����������S�E�� 
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Slika 4.31. Kontrolna elektroforeza (1,5 %-tni agarozni gel) fragmenata �'�1�$�� �X�P�Q�R�å�H�Q�L�K��
�3�&�5�� �U�H�D�N�F�L�M�R�P�� �X�]�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�� �S�D�U�D�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �]�D��Q279R polimorfizam. DNA biljeg = 
O'RangeRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific); neg kon = negativna kontrola; linije 
1-������� ���X�P�Q�R�å�H�Q�L��fragmenti �'�1�$���Y�H�O�L�þ�L�Q�H�����������S�E�� 

 

 

Slika 4.32. Kontrolna elektroforeza (4 %-tni agarozni gel) fragmenata �'�1�$���X�P�Q�R�å�H�Q�L�K���3�&�5��
reakcijom uz k�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H���S�D�U�D���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���]�D��uzastopna ponavljanja dinukleotida (CA) n. DNA 
biljeg = O'RangeRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific); neg kon = negativna kontrola; 
linije 1-������� ���X�P�Q�R�å�H�Q�L��fragmenti DNA �Y�H�O�L�þ�L�Q�H���L�]�P�H�ÿ�X 78 i 98 pb. 



Rezultati 
 

117 
 

4.2.5���������2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H genotipova RFLP metodom 

Produkti kidanja fragmenata DNA nakon djelovanja restrikcijskih enzima razdvojeni su 

elektroforezom u 3 %-tnom agaroznom gelu za -1562 C/T polimorfizam, odnosno u 4 %-

tnom agaroznom gelu za Q279R �S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P���� �1�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �U�D�]�G�Y�R�Menih fragmenata 

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���V�X���J�H�Q�R�W�L�S�R�Y�L���]�D���V�Y�D�N�L���S�R�M�H�G�L�Q�L���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L���S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P�� 

 

�.�R�G���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D -1562 C/T polimorfizma u promotorskoj regiji MMP9 gena: 

�x homozigoti za C alel (genotip CC) imaju nepokidani fragment od 435 pb, 

�x homozigoti za T alel (genotip TT) imaju pokidane fragmente od 188 i 247 pb, 

�x heterozigoti (genotip CT) imaju nepokidani fragment od 435 pb i pokidane 

fragmente od 188 i 247 pb (slika 4.33.). 

 

 

Slika 4.33. Elektroforeza produkata kidanja restrikcijskim enzimom SphI u 3 %-tnom 
agaroznom gelu. DNA biljeg = O'RangeRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific); neg 
kon = negativna kontrola; linije 1, 2, 5, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 17 i 18 = CC genotip; linije 
8, 13 i 16 = CT genotip; linije 3 i 4 = TT genotip. 

 

�.�R�G���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D Q279R polimorfizma u egzonu 6 MMP9 gena: 

�x homozigoti za A alel (genotip AA) imaju nepokidani fragment od 194 pb, 

�x homozigoti za G alel (genotip GG) imaju pokidane fragmente od 30 i 164 pb, 

�x heterozigoti (genotip AG) imaju nepokidani fragment od 194 pb i pokidane 

fragmente od 30 i 164 pb (slika 4.34.). 
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Slika 4.34. Elektroforeza produkata kidanja restrikcijskim enzimom SmaI u 4 %-tnom 
agaroznom gelu. DNA biljeg = O'RangeRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific); neg 
kon = negativna kontrola; linije 1, 4, 6, 7, 8, 10, 11, 13, 17 i 18 = AA genotip, linije 2, 5, 9, 
14, 15 i 16 = AG genotip; linije 3 i 12 = GG genotip. 

 

4.2.5�������� �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H genotipova metodom fragmentarne analize na automatskom 

sekvenceru 

Broj uzastopnih ponavljanja dinukleotida (CA)n u promotorskoj regiji MMP9 �J�H�Q�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q���M�H��

�U�D�þ�X�Q�V�N�L���Q�D�N�R�Q���S�U�R�Y�H�G�H�Q�H���I�U�D�J�P�H�Q�W�Drne analize na automatskom sekvenceru (slika 4.35.). 

 

Slika 4.35. Primjeri rezultata fragmentarne analize na automatskom sekvenceru: A) 
�K�R�P�R�]�L�J�R�W�� �V�� �X�P�Q�R�å�H�Q�L�P�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�L�P�D�� �'�1�$�� �G�X�O�M�L�Q�H�� ������ �S�E�� �ã�W�R�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�� �Dlelima s 19 
uzastopnih ponavljanja dinukleotida (CA)n���� �%���� �K�H�W�H�U�R�]�L�J�R�W�� �V�� �X�P�Q�R�å�H�Q�L�P�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�L�P�D�� �'�1�$��
�G�X�O�M�L�Q�H���������L���������S�E���ã�W�R���R�G�J�R�Y�D�U�D���D�O�H�O�L�P�D���V���������L���������X�]�D�V�W�R�S�Q�L�K���S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D���G�L�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D�����&�$��n. 
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Broj uzastopnih ponavljanja dinukleotida (CA)n u pojedinim alelima svih ispitanika varirao je 

od 11 do 21 (slika 4.36.). 

 

 

Slika 4.36. Kombinacije alela prema broju uzastopnih ponavljanja dinukleotida (CA)n (od 11 
do 21) u ispitivanim skupinama. 

 

S obzirom na bimodalnu raspodjelu, aleli su podijeljeni u dvije skupine: 

�x kratki (eng. short, S) - aleli s 12 ili manje uzastopnih ponavljanja dinukleotida 

(CA)n, 

�x dugi (eng. long, L) - �D�O�H�O�L�� �V�D�� ������ �L�O�L�� �Y�L�ã�H�� �X�]�D�V�W�R�S�Q�L�K�� �S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D�� �G�L�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D��

(CA)n. 

 

�3�U�H�P�D���R�Y�R�M���S�R�G�M�H�O�L���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���V�X���J�H�Q�R�W�L�S�R�Y�L���]�D��uzastopna ponavljanja dinukleotida (CA)n u 

promotorskoj regiji MMP9 gena : 

�x homozigoti (genotip SS) imaju oba alela s 12 ili manje uzastopnih ponavljanja 

dinukleotida (CA)n, 

�x homozigoti (genotip LL�����L�P�D�M�X���R�E�D���D�O�H�O�D���V�D���������L�O�L���Y�L�ã�H���X�]�D�V�W�R�S�Q�L�K���S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D��

dinukleotida (CA)n, 

�x heterozigoti (genotip SL) imaju jedan alel s 12 ili manje i jedan alel sa 16 ili 

�Y�L�ã�H���X�]�D�V�W�R�S�Q�L�K���S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D���G�L�Q�X�N�O�H�R�W�L�G�D�����&�$��n. 

 



Rezultati 
 

120 
 

4.2.5���������8�þ�H�V�W�D�O�R�V�W���J�H�Q�R�W�L�S�R�Y�D��MMP9 gena u ispitivanim skupinama 

�8�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�L�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K�� �J�H�Q�R�W�L�S�R�Y�D��MMP9 gena u skupini zdravih ispitanika i bolesnika s 

KOPB-om prikazane su u tablici 4.9. 

 

Tablica 4.9. �8�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�L�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K�� �J�H�Q�R�W�L�S�R�Y�D��MMP9 gena u skupini zdravih ispitanika 
(N=48) i bolesnika s KOPB-om (N=137). 

  kontrole KOPB  
polimorfizam genotip N % N % P 

 CC 36 75,0 106 77,4  
-1562 C/T CT 11 22,9 27 19,7 0,199 

 TT 1 2,1 4 2,9  
uzastopna SS 16 33,3 43 31,4  

ponavljanja SL 21 43,8 68 49,6 0,199 
dinukleotida (CA)n LL  11 22,9 26 19,0  

 AA 20 41,6 61 44,5  
Q279R AG 21 43,8 58 42,3 0,199 

 GG 7 14,6 18 13,2  
Fisherov egzaktni test; rezultat�L���V�X���S�U�L�N�D�]�D�Q�L���N�D�R���E�U�R�M�����1�����L���S�R�V�W�R�W�D�N�����������L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���V���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P���J�H�Q�R�W�L�S�R�P�� 

 

�1�D�M�X�þ�H�V�W�D�O�L�M�L�� �J�H�Q�R�W�L�S�R�Y�L�� �X�� �V�N�X�S�L�Q�L�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �V�X�� �&�&�� ������������ ������ �]�D��-1562 C/T 

polimorfizam, SL (43,8 %) za uzastopna ponavljanja dinukleotida (CA)n te AG (43,8 %) za 

Q279R polimorfizam. U skupini bolesnika s KOPB-�R�P���Q�D�M�X�þ�H�V�W�D�O�L�M�L���J�H�Q�R�W�L�S�R�Y�L���V�X���&�&��������������

%) za -1562 C/T polimorfizam, SL (49,6 %) za uzastopna ponavljanja dinukleotida (CA)n te 

�$�$���������������������]�D���4�������5���S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P�����0�H�ÿ�X�W�L�P�����Q�L�M�H���S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D��u 

�X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�L���J�H�Q�R�W�L�S�R�Y�D���Q�L�W�L���]�D���M�H�G�D�Q���R�G���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K���S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P�D��MMP9 gena. 

 

4.2.5���������8�þ�H�V�W�D�O�R�V�W���D�O�H�O�D��MMP9 gena u ispitivanim skupinama 

�8�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�L���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K���D�O�H�O�D��MMP9 gena u skupini zdravih ispitanika i bolesnika s KOPB-om 

prikazane su u tablici 4.10. 

 

�1�D�M�X�þ�H�V�W�D�O�L�M�L�� �D�O�H�O�L�� �X�� �V�N�X�S�L�Q�L�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �V�X�� �&�� ������������ ������ �]�D��-1562 C/T polimorfizam, S 

(55,2 %) za uzastopna ponavljanja dinukleotida (CA)n te A (63,5 %) za Q279R polimorfizam. 

U skupini bolesnika s KOPB-�R�P�� �Q�D�M�X�þ�H�V�W�D�O�L�M�L�� �D�O�H�O�L�� �V�X�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �&�� ������������%) za -1562 C/T 

polimorfizam, S (56,2 %) za uzastopna ponavljanja dinukleotida (CA)n te A (65,7 %) za 

�4�������5���S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P�����,�V�W�R���N�D�R���L���N�R�G���J�H�Q�R�W�L�S�R�Y�D�����Q�L�M�H���S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���U�D�]�O�L�N�D���X��

�X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�L���D�O�H�O�D���Q�L�W�L���]�D���M�H�G�D�Q���R�G���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K���S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P�D��MMP9 gena. 
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Tablica 4.10. �8�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�L���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K���D�O�H�O�D��MMP9 gena u skupini zdravih ispitanika (N=48) i 
bolesnika s KOPB-om (N=137). 

  kontrole KOPB  
polimorfizam alel N % N % P 

       
-1562 C/T C 83 86,5 239 87,2 1,000 

 T 13 13,5 35 12,8  
uzastopna       

ponavljanja S 53 55,2 154 56,2 1,000 
dinukleotida (CA)n L  43 44,8 120 43,8  

       
Q279R A 61 63,5 180 65,7 1,000 

 G 35 36,5 94 34,3  
�$2 �W�H�V�W�����U�H�]�X�O�W�D�W�L���V�X���S�U�L�N�D�]�D�Q�L���N�D�R���E�U�R�M�����1�����L���S�R�V�W�R�W�D�N�����������L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���V���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P���D�O�H�O�R�P�� 

 

4.2.5.6. Koncentracija MMP -9 u plazmi ispitanika i genotipovi MMP9 gena 

Koncentracija MMP-9 u plazmi zdravih ispitanika i bolesnika s KOPB-om za pojedine 

genotipove MMP9 gena prikazana je u tablici 4.11. �=�E�R�J�� �P�D�O�H�� �X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�L�� �7T genotipa kod 

polimorfizma -1562 C/T, ispitanici s CT i TT genotipom su svrstani u jednu podskupinu. 

 

Tablica 4.11. Koncentracija MMP-9 i genotipovi MMP9 gena u skupini zdravih ispitanika 
(N=20) i bolesnika s KOPB-om (N=59). Rezultati su prikazani kao broj ispitanika (N) i 
medijan (interkvartilni raspo�Q�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�U�Y�R�J�� �L�� �W�U�H�ü�H�J�� �N�Y�D�U�W�L�O�D���� P�
�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�X��
�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W��u koncentraciji MMP-�����L�]�P�H�ÿ�X���J�H�Q�R�W�L�S�R�Y�D���X���V�N�X�S�L�Q�L���]�G�U�D�Y�L�K���L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���L���X���V�N�X�S�L�Q�L��
bolesnika s KOPB-om���� �G�R�N�� �3�
�
�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�X�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W��u koncentraciji MMP-9 
�L�]�P�H�ÿ�X���V�N�X�S�L�Q�H���]�G�U�D�Y�L�K ispitanika i skupine bolesnika s KOPB-om istog genotipa. 

 kontrole KOPB  
P**   N MMP -9 (ng/mL) N MMP -9 (ng/mL) 

-1562 C/T polimorfizam      
CC 17 77 (52 - 121) 46 217 (115 - 344) <0,001 

CT + TT 3 55 (48 - 79) 13 191 (121 - 397) 0,031 
P*   0,341  0,862  

uzastopna ponavljanja 
dinukleotida (CA)n 

     

SS 6 70 (55 - 134) 19 207 (116 - 351) 0,008 
SL 9 64 (46 - 105) 30 196 (121 - 285) <0,001 
LL 5 88 (77 - 110) 10 246 (68 - 424) 0,298 
P*   0,742  0,955  

Q279R polimorfizam      
AA 9 70 (52 - 137) 27 207 (116 - 351) 0,002 
AG 8 59 (45 - 89) 27 201 (128 - 364) <0,001 
GG 3 88 (88 - 95) 5 86 (64 - 283) 0,786 
P*   0,431  0,287  
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Nije bilo �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K���U�D�]�O�L�N�D���X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���0�0�3-9 ovisno o genotipu MMP9 gena 

(za sva tri ispitana polimorfizma) ni u skupini zdravih ispitanika niti u skupini bolesnika s 

KOPB-om. S�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Y�H�ü�H koncentracije MMP-���� �Q�D�ÿ�H�Q�H�� �V�X�� �X�� �V�N�X�S�L�Q�L�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V��

KOPB-om u odnosu na skupinu zdravih ispitanika CC genotipa (P<0,001) i CT + TT 

genotipova (P=0,031), kao i u skupini bolesnika s KOPB-om u odnosu na skupinu zdravih 

ispitanika SS genotipa (P=0,008) i SL genotipa (P<0,001) te u skupini bolesnika s KOPB-om 

u odnosu na skupinu zdravih ispitanika AA genotipa (P=0,002) i AG genotipa (P<0,001). 

�=�D�Q�L�P�O�M�L�Y�R���M�H���G�D���Q�L�V�P�R���S�U�R�Q�D�ã�O�L���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���U�D�]�O�L�N�H���X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���0�0�3-9 u skupini 

bolesnika s KOPB-om u odnosu na skupinu zdravih ispitanika LL genotipa (P=0,298) i GG 

genotipa (P=0,786). 
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4.2.6. �'�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H aktivnosti DPPIV u serumu 

U serum�X�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �'�3�3�,�9�� ��slika 4.37.������ �3�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H��

�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �P�D�Q�M�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �'�3�3�,�9�� �X�� �V�H�U�X�P�X�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-om u odnosu na 

zdrave ispitanike (P<0,001) ���6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U����������������. 

 

 

Slika 4.37. �*�U�D�I�L�þ�N�L���S�U�L�N�D�]���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���'�3�3�,�9���X���V�H�U�X�P�X��zdravih ispitanika (N=38) i 
bolesnika s KOPB-om (N=106). �=�D�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�X�� �U�D�]�O�L�N�X�� �X�]�H�W�D�� �M�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �3������������
(prema �6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U������������2). 

 

Tablica 4.12. �.�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���'�3�3�,�9���X���V�H�U�X�P�X��zdravih ispitanika (N=38) i bolesnika s 
KOPB-om (N=106) podijeljenih u podskupine prema GOLD-u. Rezultati su prikazani kao 
�P�H�G�L�M�D�Q�� ���L�Q�W�H�U�N�Y�D�U�W�L�O�Q�L�� �U�D�V�S�R�Q�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�U�Y�R�J�� �L�� �W�U�H�ü�H�J�� �N�Y�D�U�W�L�O�D��. �6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X��
�R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�R�Q�W�U�R�O�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�H���V�X���V���
���3��������������(prema �6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U������������2). 

 DPPIV (U/L)  

kontrole 39,01 

(31,68 - 51,45) 

KOPB 23,05 

(14,41 - 31,02)*  

GOLD 2 20,91 

(17,22 - 26,99)* 

GOLD 3 23,68 

(13,72 - 33,84)*  

GOLD 4 25,32 

(14,28 - 31,60)* 
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�,�]�P�H�ÿ�X�� �S�R�G�V�N�X�S�L�Q�D�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-om (GOLD 2, GOLD 3 i �*�2�/�'�� ������ �Q�L�V�X�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H��

�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���U�D�]�O�L�N�H���X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���'�3�3�,�9����Ipak, u svim podskupinama aktivnost DPPIV 

�M�H�� �E�L�O�D�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �P�D�Q�M�D�� �Q�H�J�R�� �X�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� ���3���������������� ���Wablica 4.12.) 

���6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U����������������. 

 

S obzirom da je skupina bolesnika s KOPB-�R�P�� �E�L�O�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�W�D�U�L�M�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �]�G�U�D�Y�H��

�L�V�S�L�W�D�Q�L�N�H�� ���W�D�E�O�L�F�D�� ������������ �L�V�S�L�W�D�O�L�� �V�P�R�� �P�R�J�X�ü�L�� �X�W�M�H�F�D�M�� �G�R�E�L�� �Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �'�3�3�,�9. Linearna 

regresijska anal�L�]�D�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �M�H�� �G�D�� �Q�H�P�D�� �N�R�U�H�O�D�F�L�M�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �'�3�3�,�9�� �L�� �G�R�E�L ni u 

zdravih ispitanika (r = -0,158, P=0,342) niti u bolesnika s KOPB-om (r = -0,175, P=0,073) 

(slika 4.38.), �X�N�D�]�X�M�X�ü�L���Q�D���W�R���G�D���G�R�E���Q�H���X�W�M�H�þ�H���Q�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���'�3�3�,�9 ���6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U������

2012). 

 

 

Slika 4.38. �*�U�D�I�L�þ�N�L���S�U�L�N�D�]���N�R�U�H�O�D�F�L�M�H���L�]�P�H�ÿ�X���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���'�3�3�,�9���X���V�H�U�Xmu i dobi u 
zdravih ispitanika (r = -0,158, P=0,342) i u bolesnika s KOPB-om (r = -0,175, P=0,073). 

 

�,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�� �X�W�M�H�F�D�M�D�� �S�X�ã�H�Q�M�D�� �Q�D�� �D�Ntivnost DPPIV u serumu prikazano je na slici 4.39. Ni u 

skupini zdravih ispitanika niti u skupini bolesnika s KOPB-om nis�X�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L��

�]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�X�ã�D�þ�D���� �E�L�Y�ã�L�K�� �S�X�ã�D�þ�D�� �L�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�D�� ���3�!�������������� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H�� �V�X��

�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �P�D�Q�M�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �'�3�3�,�9��u bolesnika s KOPB-�R�P�� �S�X�ã�D�þ�D�� �L�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�D�� �X��

�R�G�Q�R�V�X���Q�D���]�G�U�D�Y�H���L�V�S�L�W�D�Q�L�N�H���S�X�ã�D�þ�H���L���Q�H�S�X�ã�D�þ�H�����3����������������(�6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U����������������. 
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Slika 4.39. �*�U�D�I�L�þ�N�L���S�U�L�N�D�]���N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���'�3�3�,�9���X���V�H�U�X�P�X��zdravih ispitanika (N=38) i 
bolesnika s KOPB-�R�P�����1� �����������S�R�G�L�M�H�O�M�H�Q�L�K���S�U�H�P�D���S�X�ã�D�þ�N�R�P���V�W�D�W�X�V�X�����=�D���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�X��
razliku uzeta je vrijednost P<0,05 (prema �6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U������������2). 

 

Analizom ROC krivulje za �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �'�3�3�,�9�� �L�V�S�L�W�D�O�L�� �V�P�R�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X�� �W�R�þ�Q�R�V�W�� �R�Y�R�J��

parametra (tablica 4.13. i slika 4.40.) ���6�R�P�E�R�U�D�F�� �%�D�þ�X�U�D�� �L�� �V�X�U������ ����������. Rezultati su pokazali 

�Y�U�O�R�� �G�R�E�U�X�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X�� �W�R�þ�Q�R�V�W�� �]�D aktivnost DPPIV (AUC = 0,801; 95 % interval 

pouzdanosti = 0,727 - �������������� �3������������������ �1�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �R�Y�L�K�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �P�R�å�H�P�R�� �S�U�H�G�O�R�å�L�W�L��

�R�S�W�L�P�D�O�Q�X�� �J�U�D�Q�L�þ�Q�X�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W��aktivnosti DPPIV za razlikovanje zdravih od bolesnih. Za 

aktivnost DPPIV vrijedi da ukoliko je manja od ili jednaka 26,72 U/L vjerojatnije se radi o 

�E�R�O�H�V�Q�R�M�� �R�V�R�E�L�� ���R�V�M�H�W�O�M�L�Y�R�V�W�� � �� ������ �������� �D�� �X�N�R�O�L�N�R�� �M�H�� �Y�H�ü�D�� �R�G 26,72 U/L vjerojatnije se radi o 

�]�G�U�D�Y�R�M���R�V�R�E�L�����V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W��� �������������� 

 

Tablica 4.13. �'�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�D�� �W�R�þ�Q�R�V�W�� �L�V�S�L�W�D�Q�D�� �D�Q�D�O�L�]�R�P�� �5�2�&�� �N�U�L�Y�X�O�M�H�� �]�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W��DPPIV u 
serumu (prema �6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U������������2). 

  
AUC 

95 % 
interval  

pouzdanosti 

 
P 

 
osjetljivost 

(%) 

 
�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W 

(%) 

optimalna 
�J�U�D�Q�L�þ�Q�D 
vrijednost 

DPPIV 0,801 0,727 - 0,863 <0,001 65 87 �”������������U/L 
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Slika 4.40. �5�2�&�� �N�U�L�Y�X�O�M�D�� �]�D�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W��DPPIV (prema �6�R�P�E�R�U�D�F�� �%�D�þ�X�U�D�� �L�� �V�X�U������
2012). 

 

U�Q�L�Y�D�U�L�M�D�W�Q�D���O�R�J�L�V�W�L�þ�N�D���U�H�J�U�H�V�L�M�V�N�D���D�Q�D�O�L�]�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���'�3�3�,�9���L���E�L�O�M�H�J�D���X�S�D�O�H���S�R�N�D�]�D�O�D���M�H���G�D���V�X��

aktivnost DPPIV, koncentracija ukupnih leukocita, segmentiranih neutrofila, limfocita i CRP-

�D�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�L�� �S�U�H�G�L�N�W�R�U�L KOPB-a (P<0,05). M�X�O�W�L�Y�D�U�L�M�D�W�Q�R�P�� �O�R�J�L�V�W�L�þ�N�R�P�� �U�H�J�U�H�V�L�M�V�N�R�P��

�D�Q�D�O�L�]�R�P�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �V�P�R�� �G�D�� �P�R�G�H�O�� �N�R�M�L�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �'�3�3�,�9����udio limfocita u krvi i 

koncentraciju CRP-a kasificira ova tri parametra kao neovisne prediktore bolesti, 

�S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X�ü�L���G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X���W�R�þ�Q�R�V�W��(AUC = 0,933; 95 % interval pouzdanosti = 0,879 - 0,968; 

P<0,05) (tablica 4.14.; �6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U����������������. 

 

Tablica 4.14. U�Q�L�Y�D�U�L�M�D�W�Q�D�� �L�� �P�X�O�W�L�Y�D�U�L�M�D�W�Q�D�� �O�R�J�L�V�W�L�þ�N�D�� �U�H�J�U�H�V�L�M�V�N�D�� �D�Q�D�O�L�]�D��aktivnosti DPPIV i 
biljega upale. �=�D���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���U�D�]like uzete su vrijednosti kod kojih je P<0,05 (prema 
�6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U����������������. 

 univarijatna  multivarijatna  

omjer izgleda 

(95 % interval pouzdanosti) 

P omjer izgleda 

(95 % interval pouzdanosti) 

P 

DPPIV aktivnost 0,9272 (0,8985 - 0,9569) 0,0000 0,9571 (0,9247 - 0,9906) 0,0125 

ukupni leukociti  1,5877 (1,2985 - 1,9414) 0,0000 - - 

segmentirani neutrofili 1,0798 (1,0408 - 1,1204) 0,0000 - - 

monociti 0,8703 (0,7437 - 1,0184) 0,0832 - - 

limfociti  0,8703 (0,8258 - 0,9173) 0,0000 0,8916 (0,8378 - 0,9489) 0,0003 

CRP 1,1411 (1,0504 - 1,2398) 0,0018 1,1068 (1,0097 - 1,2131) 0,0302 
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�.�U�R�Q�L�þ�Q�D���R�S�V�W�U�X�N�F�L�M�V�N�D���S�O�X�ü�Q�D���E�R�O�H�V�W�����.�2�3�%�������N�D�R���M�H�G�D�Q���R�G���Y�R�G�H�ü�L�K uzroka smrti, predstavlja 

�]�Q�D�þ�D�M�D�Q�� �]�G�U�D�Y�V�W�Y�H�Q�L�� �S�U�R�E�O�H�P�� �X�� �V�Y�L�M�H�W�X�� �8�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�� �E�R�O�H�V�W�L�� �M�H�� �X�� �V�W�D�O�Q�R�P�� �S�R�U�D�V�W�X���� �W�H�� �S�R�V�W�R�M�L��

�S�R�W�U�H�E�D�� �]�D�� �E�U�å�L�P�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�H�P�� �L�� �S�R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�M�H�P�� �G�L�M�D�J�Q�R�]�H�� �N�R�G�� �R�E�R�O�M�H�O�L�K���� �ã�W�R�� �X�M�H�G�Q�R��

podrazumijeva i bolje poznavanje same patogeneze bolesti. Po�V�O�M�H�G�Q�M�L�K�� �G�H�V�H�W�O�M�H�ü�D��

mnogobrojna �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D doprinijela su razumijevanju epidemiologije i patofiziologije 

�E�R�O�H�V�W�L�����P�H�ÿ�X�W�L�P�����P�H�K�D�Q�L�]�P�L���N�R�M�L���G�R�Y�R�G�H���G�R���U�D�]�Y�R�M�D���E�R�O�H�V�W�L �M�R�ã���V�X���X�Y�L�M�H�N �S�U�L�O�L�þ�Q�R nejasni. 

 

5.1. IN VITRO MODEL ZA KOPB  

 

Glavni �H�W�L�R�O�R�ã�N�L �þ�L�P�E�H�Q�L�N��za razvoj KOPB-a �M�H�� �S�X�ã�H�Q�M�H�� �F�L�J�D�U�H�W�D. Dim cigareta je smjesa 

�E�U�R�M�Q�L�K���R�N�V�L�G�D�Q�V�D���L���U�H�D�N�W�L�Y�Q�L�K���N�L�V�L�N�R�Y�L�K���L���G�X�ã�L�N�R�Y�L�K���V�S�R�M�H�Y�D�����W�H���X���S�O�X�ü�L�P�D���L�]�D�]�L�Y�D���R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�L��

�V�W�U�H�V�� �L�� �X�S�D�O�Q�L�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �N�R�M�L�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�H�� �P�D�N�U�R�I�D�J�H���� �S�U�L�Y�O�D�þ�L�� �Q�H�X�W�U�R�I�L�O�H�� �L�� �S�R�W�L�þ�H�� �L�K�� �Q�D��

�R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �S�U�R�W�H�D�]�D���� �2�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�D�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�Lm stresom ili 

�X�Q�X�W�D�U�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P�� �R�G�J�R�Y�R�U�R�P�� �Q�D�� �V�W�U�H�V�� �Y�R�G�H�� �G�R�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �V�P�U�W�L�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �S�O�X�ü�D��

���D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K�� �H�S�L�W�H�O�Q�L�K�� �L�� �H�Q�G�R�W�H�O�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �D�� �P�R�J�X�ü�H�� �L�� �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�D������ �1�D�G�D�O�M�H����aktivirane 

�S�U�R�W�H�D�]�H�� �U�D�]�J�U�D�ÿ�X�M�X�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D���� �W�H�� �W�D�N�R�� �S�U�L�Gonose razaranju 

�S�O�X�ü�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D���� �,�S�D�N���� �Q�D�þ�L�Q�� �Q�D�� �N�R�M�L�� �G�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �R�ã�W�H�ü�X�M�H�� �S�O�X�ü�D�� �L�� �G�D�O�M�H�� �R�V�W�D�M�H�� �Q�H�G�R�Y�R�O�M�Q�R��

�L�V�W�U�D�å�H�Q�� 

 

�.�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �G�H�W�D�O�M�Q�L�M�H�� �L�V�S�L�W�D�O�L�� �S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�L�� �S�X�ã�H�Q�M�H�P�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�L�K�� �E�R�O�H�V�W�L����

�U�D�]�Y�L�M�H�Q�L�� �V�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L��in vitro���� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�L�� �L�� �O�M�X�G�V�N�L �P�R�G�H�O�L�� �Q�D�� �N�R�M�L�P�D�� �V�H�� �W�H�V�W�L�U�D�M�X�� �D�N�X�W�Q�L�� �X�þ�L�Q�F�L��

�G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �L�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�� �R�G�J�R�Y�R�U�L���� �,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�� �D�N�X�W�Q�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�� �Q�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�� �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D��

�Y�D�å�Q�R�� �M�H�� �]�E�R�J�� �R�W�N�U�L�Y�D�Q�M�D�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �N�R�M�H�� �E�L�� �P�R�J�O�H�� �E�L�W�L�� �S�U�Y�L�� �N�R�U�D�F�L�� �X�� �U�D�]�Y�R�M�X�� �.�2�3�%-a. 

�3�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�H�� �R�Y�L�K�� �X�þ�L�Q�D�N�D�� �M�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�R���M�H�U�� �Y�L�ã�H�N�U�D�W�Q�L�� �D�N�X�W�Q�L�� �X�þ�L�Q�F�L�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �P�R�J�X�� �E�L�W�L��

�S�R�G�O�R�J�D�� �N�D�V�Q�L�M�H�P�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�R�P�� �R�G�J�R�Y�R�Uu (van der Vaart i sur., 2004). Zlatni standard za 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �E�L�R�O�R�ã�N�L�K�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �H�S�L�W�H�O�D�� �G�L�ã�Q�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �V�X�� �S�U�L�P�D�U�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �X�]�J�D�M�D�Q�H�� �G�L�M�H�O�R�P��

�Q�D�� �W�H�N�X�ü�R�M�� �S�R�G�O�R�]�L���� �D�� �G�L�M�H�O�R�P�� �L�]�O�R�å�H�Q�H�� �]�U�D�N�X�� ���H�Q�J����air-liquid interface������ �D�O�L�� �P�Q�R�J�R�� �P�R�å�H�P�R��

�Q�D�X�þ�L�W�L���L���L�]���M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�L�M�L�K���V�X�V�W�D�Y�D�����N�D�R���ã�W�R���V�X���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���O�L�Q�L�M�H koje je lako uzgajati zbog njihove 

�V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�L�� �Q�H�R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�H�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�H (Shapiro, 2004). �-�H�G�Q�D�� �R�G�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �O�L�Q�L�M�D�� �N�R�M�D�� �V�H��

�X�þestalo koristi kao in vitro model za �S�X�ã�H�Q�M�H�P�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�H�� �E�R�O�H�V�W�L��je A549 linija ljudskih 

alveolarnih epitelnih stanica tipa II (Li i sur., 2013). Metode izlaganja dimu cigareta se 

�X�Y�H�O�L�N�H�� �U�D�]�O�L�N�X�M�X���� �R�G�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D�� �H�N�V�W�U�D�Nta ili kondenzata dima cigareta pa do izravnog 

�L�]�O�D�J�D�Q�M�D�� �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D���� �X�]�� �G�R�G�D�W�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X�� �E�U�R�M�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� ���V�� �L�O�L�� �E�H�]�� �I�L�O�W�H�U�D���� �L��

�Y�U�H�P�H�Q�V�N�R�P���W�U�D�M�D�Q�M�X���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�����6���R�E�]�L�U�R�P���G�D���V�H���H�N�V�W�U�D�N�W���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���S�R���V�D�V�W�D�Y�X���U�D�]�O�L�N�X�M�H��
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�R�G���F�M�H�O�R�Y�L�W�R�J���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D�����S�U�H�S�R�U�X�þ�D���V�H���L�]�Y�R�G�L�W�L���S�R�N�X�V�H���V���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���G�L�P�D���L��

�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���Y�U�H�P�H�Q�L�P�D�����N�D�N�R���E�L���V�H���P�R�J�O�L���G�R�Q�L�M�H�W�L���J�U�X�E�L���]�D�N�O�M�X�þ�F�L���R���W�R�P�H���ã�W�R���V�H���G�R�J�D�ÿ�D��in vivo 

�X�� �S�O�X�ü�L�P�D�� �S�X�ã�D�þ�D�� ���6�K�D�S�L�U�R���� �������������� �7�D�N�R�� �M�H�� �M�H�G�Q�D�� �R�G�� �S�U�H�G�Q�R�V�W�L��izravnog izlaganja dimu 

�F�L�J�D�U�H�W�D���� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�� �H�N�V�W�U�D�Nta dima cigareta, izravna raspodjela dima iznad 

�V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �N�X�O�W�X�U�H���� �ã�W�R�� �Y�L�ã�H�� �Q�D�O�L�N�X�M�H�� �S�U�R�F�H�V�X�� �L�Q�K�D�O�D�F�L�M�H�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �X�� �S�O�X�ü�D�� �L�� �Q�M�H�J�R�Y�R�M��

�U�D�V�S�R�G�M�H�O�L�� �L�]�Q�D�G�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �G�L�ã�Q�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� �S�X�ã�H�Q�M�D�����6�R�P�E�R�U�D�F�� �%�D�þ�X�U�D�� �L�� �V�X�U������ ����������. 

Ipak, in vitro eksperimenti ne �P�R�J�X���X���S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L���G�R�þ�D�U�D�W�L���V�Y�H���X�Y�M�H�W�H���P�L�N�U�R�R�N�R�O�L�ã�D���N�R�M�L���S�R�V�W�R�M�H��

�X�� �å�L�Y�R�P�� �R�U�J�D�Q�L�]�P�X, poput sloja sluzi (Shapiro, 2004). Nadalje, o samoj kvaliteti pripreme 

ekstrakta dima cigareta ovisi njegov sastav jer se gube hlapljive i lako reaktivne komponente, 

dok se �þ�H�V�W�L�F�H�� �]�D�G�U�å�D�Y�D�M�X���� �]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �L�� �V�D�P�D�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�L�]�D�F�L�M�D postupka �S�U�R�E�O�H�P�D�W�L�þ�Q�D��

(Rennard, 2004). Iz tog razloga smo mi tijekom pripreme ekstrakata dim�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �]�D�� �Q�D�ã�H��

eksperimente �N�R�U�L�V�W�L�O�L�� �V�D�P�R�� �V�Y�M�H�å�H�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�H�� �R�W�R�S�L�Q�H�� �þ�L�M�D�� �D�S�V�R�U�E�D�Q�F�L�M�D�� �Q�D�� �������� �Q�P�� �M�H��

odgovarala standardnim vrijednostima prikazanim u tablici 4.1. Preporuka je da se ekstrakti 

dima cigareta pripremaju neposredno prije same upotrebe jer im se stajanjem ili pohranom 

�P�L�M�H�Q�M�D�� �N�H�P�L�M�V�N�L�� �V�D�V�W�D�Y�� ���5�H�Q�Q�D�U�G���� �������������� �8�� �N�R�Q�D�þ�Q�L�F�L���� �E�H�]�� �R�E�]�L�U�D�� �Q�D�� �S�R�]�Q�D�W�H��nedostatke, in 

vitro �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D �R�V�W�D�M�X���N�R�U�L�V�Q�L���P�R�G�H�O�L���]�D���S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�M�H���X�þ�L�Q�D�N�D���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D�� 

 

5.2. RAZVOJ APOPTOZE I NEKROZE POD UTJECAJEM DIMA CIGARETA  

 

Tijekom ovog �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���� �F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�L���X�þ�L�Q�D�N�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D dima cigareta na ljudske alveolarne 

epitelne stanice linije A549 ispitan je upotrebom �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �W�H�V�W�R�Y�D. Rezultati ispitivanja 

vijabilnosti st�D�Q�L�F�D�� �0�7�7�� �W�H�V�W�R�P�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �V�X�� �G�D�� �N�U�D�ü�D�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�D�� ���W�L�M�H�N�R�P�� ���� �K���� �V�� �H�N�V�W�U�D�N�W�R�P��

�G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�������������L�������������X�]�U�R�N�X�M�H���E�O�D�J�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H���Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���$����9 stanica 

kao i niska koncentracija ekstrakta dima cigareta od 1,25 % nakon 24-satne inkubacije. V�H�ü�D��

koncentracija ekstrakta dima cigareta (20 %) nakon 24-satne inkubacije �X�]�U�R�N�X�M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R��

�V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �Q�D�N�R�Q�� ����-satne inkubacije sve koncentracije 

�G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �G�R�Y�H�O�H�� �V�X�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�D�� �Y�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�� ���V�O�L�N�D�� ��������������

�0�M�H�U�H�Q�M�H�P�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �/�'�+�� �R�W�S�X�ã�W�H�Q�H�� �X�� �P�H�G�L�M�� �L�]�Q�D�G�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�L�K��

ekstraktom dima cigareta pokazali smo da nakon 24-satne ink�X�E�D�F�L�M�H�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�J��

umiranja stanica tretiranih s koncentracijom dima od 20 % (slika 4.3.). Bojanjem stanica 

aneksinom V i propidijevim jodidom te analizom na �S�U�R�W�R�þ�Q�R�P�� �F�L�W�R�P�H�W�U�X�� �G�R�N�D�]�D�O�L�� �V�P�R�� �G�D��

nakon 4-�V�D�W�Q�H���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���Y�H�ü�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���G�L�P�D�������� ������ ������ ���� �L�� ������ ������ �G�R�Y�R�G�H���G�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D��

�E�U�R�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �X�� �U�D�Q�R�M�� �D�S�R�S�W�R�]�L���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �Q�D�N�R�Q�� ����-�V�D�W�Q�H�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J��

�V�P�D�Q�M�H�Q�M�D���E�U�R�M�D���å�L�Y�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���������������L�������������H�N�V�W�U�D�N�W���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D�����L���V�W�D�Q�L�F�D���X���U�D�Q�R�M���D�S�R�S�W�R�]�L��
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(1,25 %, 2,5 %, 5 % i 20 % ekstrakt dima cigareta) �W�H���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D���E�U�R�M�D���Q�H�N�U�R�]�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���S�U�L��

�Q�D�M�Y�H�ü�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���G�L�P�D���R�G�������������L���������������V�O�L�N�D�����������������2�Y�L���U�H�]�X�O�W�D�W�L nam govore da dim 

�F�L�J�D�U�H�W�D�� �L�]�D�]�L�Y�D�� �X�P�L�U�D�Q�M�H�� �H�S�L�W�H�O�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �Q�D�� �Q�D�þ�L�Q�� �G�D���Y�L�ã�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �L�� �G�X�å�H�� �Y�U�L�M�H�P�H 

�L�]�O�R�å�H�Q�R�V�Wi stanica dimu dovode �G�R�� �]�Q�D�W�Q�L�M�L�K�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�����ã�W�R vodi stanice u 

nekrozni �R�E�O�L�N�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �V�P�U�W�L. Navedeni rezultati u skladu su s prethodno objavljenim 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�����.�D�X�V�K�L�N���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L�����������������V�X���]�D�N�O�M�X�þ�L�O�L���G�D���N�R�Q�G�H�Q�]�D�W���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���X���Q�L�V�N�L�P��

koncentracija�P�D���L�]�D�]�L�Y�D���S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�X���$���������V�W�D�Q�L�F�D�����G�R�N���Y�H�ü�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���L���G�X�å�D���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W��

smanjuju vijabilnost stanica uzrokuju�ü�L apoptozu���� �0�M�H�U�H�Q�M�H�P�� �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �/�'�+��

�R�W�S�X�ã�W�H�Q�H�� �X�� �P�H�G�L�M�� �L�]�Q�D�G�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D Li i suradnici (2013) su pokazali da �þ�H�V�W�L�F�H�� �L�] dima 

cigareta �Q�H���G�M�H�O�X�M�X���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R���Q�D�N�R�Q���N�U�D�ü�H�J���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���������K�������Y�H�ü nakon 24-satne inkubacije. 

Hoshino i suradnici (2001) su MTT testom pokazali smanjenu vijabilnost A549 stanica pod 

utjecajem ekstrakta dima cigareta te da koncentracije dima do 5 % izazivaju apoptozu, dok 

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �Y�H�ü�H�� �R�G�� ������ ���� �Y�R�G�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �X�� �Q�H�N�U�R�]�X���� �,�]�O�D�J�D�Q�M�H�P�� �$�������� �L�� �-�X�U�N�D�W�� �Vtanica 

kondenzatu dima cigareta �:�L�F�N�H�Q�G�H�Q���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L�����������������V�X���G�R�N�D�]�D�O�L���G�D���G�L�P���F�L�J�D�U�H�W�D���V�S�U�H�þ�D�Y�D��

apoptozu putem inhibicije aktivacije kaspaza, te izaziva nekrozu. Suprotno ovim rezultatima, 

Ramage i suradnici (2006) �W�H���-�L�D�R���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L�����������������V�X���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���W�H�K�Q�L�N�H���S�R�N�D�]�D�O�L���G�D��

�G�L�P���F�L�J�D�U�H�W�D���L�]�D�]�L�Y�D���D�S�R�S�W�R�]�X���X���$���������V�W�D�Q�L�F�D�P�D�����.�R�Q�D�þ�Q�R�����Y�D�Q���G�H�U���7�R�R�U�Q���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L�������������D����

�V�X�� �S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �G�D�� �H�N�V�W�U�D�N�W�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D���L�Qhibicijom aktivnosti kompleksa I i II u transportnom 

lancu elektrona i smanjenjem potencijala mitohondrijske membrane ometa normalnu funkciju 

�P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�D�� �X�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D���� �X�P�D�Q�M�X�M�X�ü�L�� �W�D�N�R�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �P�L�W�R�K�R�Q�G�U�L�M�D�� �G�D�� �V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�M�X��

�$�7�3���� �ã�W�R �V�S�U�H�þ�D�Y�D�� �D�S�R�S�W�R�]�X i vodi stanice u nekrozu. U BEAS-2B bronhijalnim epitelnim 

�V�W�D�Q�L�F�D�P�D���W�D�N�R�ÿ�H�U���M�H���S�R�N�D�]�D�Q�R���G�D���H�N�V�W�U�D�N�W���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���Q�D�M�S�U�L�M�H���L���S�U�L���Q�L�å�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D��

�L�]�D�]�L�Y�D���D�S�R�S�W�R�]�X�����D���G�X�O�M�L�P���L�]�O�D�J�D�Q�M�H�P���L���S�U�L���Y�H�ü�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���G�L�P�D���X���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���V�H���S�R�W�L�þ�H 

nekroza (Slebos i sur., 2007). �0�R�å�H�P�R�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �G�D�� �E�L nekrozna �V�W�D�Q�L�þ�Q�D�� �V�P�U�W���� �D�� �Q�H��

apoptozna, izazvana dimom cigareta mogla biti glavni uzrok gubitka alveolarnih struktura kod 

oboljelih od KOPB-a. 

 

�����������2�.�6�,�'�$�&�,�-�6�.�$���2�â�7�(�û�(�1�-�$���8�=�5�2�.�2�9�$�1�$���'�,�0�2�0���&�,�*�$�5�(�7�$ 

 

Dim cigareta �X�]�U�R�N�X�M�H�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�D�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D���� �S�R�S�X�W�� �O�L�S�L�G�D�� �L��

proteina. Mi smo dokazali da izlaganjem A549 stanica ekstraktu dima cigareta dolazi do 

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���0�'�$���X���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���R�Y�L�V�Q�R���R��koncentraciji dima (slika 4.5.). 

�3�U�H�P�D�� �Q�D�ã�L�P�� �V�D�]�Q�D�Q�M�L�P�D�� �R�Y�R�� �M�H�� �S�U�Y�R�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �N�R�M�H�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L��

MDA u A549 alveolarnim epitelnim stanicama izl�R�å�H�Q�L�P���G�L�P�X���F�L�J�D�U�H�W�D�����1�H�G�D�Y�Q�D �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D 
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�Q�D�� �P�L�ã�H�Y�L�P�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�P���G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �S�R�N�D�]�D�O�D �V�X�� �S�U�L�V�X�V�W�Y�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�H��koncentracije MDA u 

�K�R�P�R�J�H�Q�D�W�L�P�D���S�O�X�ü�D����Rueff-Barroso i sur., 2010; McCaskill i sur., 2011). Bamonti i suradnici 

(2006) te Isik i suradnici (2007) su �S�U�R�Q�D�ã�O�L �S�R�Y�H�ü�D�Q�X��koncentraciju MDA u plazmi / serumu 

�S�X�ã�D�þ�D���X���R�G�Q�R�V�X�� �Q�D���Q�H�S�X�ã�D�þ�H���� �â�W�R�Y�L�ã�H���� ����-dnevna nadopuna prehr�D�Q�H���V���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�R�P���Y�R�ü�D���L��

�S�R�Y�U�ü�D���S�R�N�D�]�D�O�D���M�H���Q�R�U�P�D�O�L�]�D�F�L�M�X��koncentracije �0�'�$�����ã�W�R���X�S�X�ü�X�M�H���Q�D���S�R�Y�R�O�M�D�Q���X�W�M�H�F�D�M���Y�R�ü�D���L��

�S�R�Y�U�ü�D�� ���E�R�J�D�W�L�K�� �D�Q�W�L�R�N�V�L�G�D�Q�V�L�P�D���� �Q�D�� �R�N�V�L�Gacijski �V�W�D�W�X�V�� �S�X�ã�D�þ�D�� ��Bamonti i sur., 2006). Kod 

oboljelih od KOPB-a �X�W�Y�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �V�H��koncentracija �0�'�$�� �X�� �V�H�U�X�P�X�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �V�� �W�H�å�L�Q�R�P��

bolesti i obrnuto korelira s FEV1 (Kluchov�i i sur., ���������������1�D�ã�H���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H ukazuje na to da bi 

�S�R�Y�H�ü�D�Q�D��koncentracija �0�'�$�� �P�R�J�O�D�� �E�L�W�L�� �S�U�R�G�X�N�W�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H�� �Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�R�� �Q�H�]�D�V�L�ü�H�Q�L�K�� �P�D�V�Q�L�K��

�N�L�V�H�O�L�Q�D���L�]���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���P�H�P�E�U�D�Q�D��alveolarnih epitelnih stanica �R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K dimom cigareta. 

 

�1�D�G�D�O�M�H���� �X�� �R�Y�R�P�� �U�D�G�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �V�P�R�� �G�D�� �H�N�V�W�U�D�N�W�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �Y�R�G�L�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J�� �V�Q�L�å�H�Q�M�D��

koncentracije slobodnih tiolnih skupina proteina u A549 stanicama ovisno o koncentraciji 

dima ���V�O�L�N�D�� �������������� �6�O�L�þ�Q�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H�� �Q�D�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�P��izravnom djelovanju dima 

�F�L�J�D�U�H�W�D�� �R�E�M�D�Y�L�O�L�� �V�X�� �Y�D�Q�� �G�H�U�� �7�R�R�U�Q�� �L�� �V�X�U�D�G�Q�L�F�L�� �����������E���� �������������� �â�W�R�Y�L�ã�H���� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �V�X�� �G�D�� �V�H��

uklanjanjem ROS iz dima cigareta taj pad koncentracije slobodnih tiolnih skupina proteina 

usporava (van der �7�R�R�U�Q�� �L�� �V�X�U������ �������������� �2�V�L�P�� �V�Q�L�å�H�Q�M�D�� �V�O�Rbodnih tiolnih skupina proteina 

�S�R�N�D�]�D�O�L�� �V�X�� �L�� �G�D�� �G�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �X�]�U�R�N�X�M�H�� �V�Q�L�å�H�Q�M�H�� �X�N�X�S�Q�R�J�� �J�O�X�W�D�W�L�R�Q�D�� ���*�6�+�� ���� �*�6�6�*���� �X��A549 

stanicama �W�D�N�R���ã�W�R���Q�H���R�N�V�L�G�L�U�D���*�6�+���X���*�6�6�*�����Y�H�ü���J�D���L�U�H�Y�H�U�]�L�E�L�O�Q�R���Y�H�å�H���Q�D���D�O�G�H�K�L�G�H�����D�N�U�R�O�H�L�Q����

krotonaldehid i jedan nepoznate strukture) koji nastaju gorenjem dima cigareta (van der Toorn 

�L�� �V�X�U�D�G�Q�L�F�L�� �����������E������ �2�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�D�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �X�� �R�E�O�L�N�X�� �R�N�V�L�G�L�U�D�Q�L�K�� �V�O�R�E�R�G�Q�L�K�� �W�L�R�O�Q�L�K�� �V�N�X�S�L�Q�D��

proteina pokazana su i na fibroblastima iz desni ljudi �L�]�O�R�å�H�Q�L�K���G�L�P�X���F�L�J�D�U�H�Wa (Colombo i sur., 

2012). Na skupini hemodijaliziranih bolesnika ispitan je utjecaj �S�X�ã�H�Q�M�D���Q�D���R�N�V�L�G�Dcijski status 

�W�H���M�H���N�R�G���S�X�ã�D�þ�D���Q�D�ÿ�H�Q�D���V�Q�L�å�H�Q�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���V�O�R�E�R�G�Q�L�K���W�L�R�O�Q�L�K���V�N�X�S�L�Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���X���S�O�D�]�P�L���X��

�R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�H�� ���:�D�Q�J�� �L�� �V�X�U������ ��������������In vitro �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�� �Q�D�� �O�M�X�G�V�N�R�M�� �S�O�D�]�P�L�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�M��

�G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �S�R�N�D�]�D�R�� �M�H�� �G�D�� �V�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P��koncentracije dima �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �V�Q�L�å�H�Q�M�D��

koncentracije slobodnih tiolnih skupina proteina (Frei i sur., 1991). Zanimljivo je da je 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H na bolesnicima s KOPB-om pokazalo �Q�H�ã�W�R���Y�H�ü�X���U�D�]�L�Q�X��ukupnih tiola u plazmi u 

usporedbi sa zdravim ispitanicima (Santos i sur., 2004). Ipak, smatramo da manji broj 

slobodnih tiolnih skupina u A549 alveolarnim epitelnim �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�P�� �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D��

dokazuje �R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�D�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �ã�W�R�� �P�R�å�H�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �X��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P���P�H�W�D�E�R�O�L�]�P�X�� 
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�2�ã�W�H�ü�H�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q�L���X���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���X�V�P�M�H�U�D�Y�D�M�X���V�H���]�D���U�D�]�J�U�D�G�Q�M�X���S�X�W�H�P���S�U�R�W�H�D�V�R�P�D���N�R�Q�M�X�J�D�F�L�M�R�P���V��

molekulama ubikvitina (Hershko & Ciechanover, 1998; Sherman & Goldberg, 2001; 

Glickman & Ciechanover, 2002). Nedavno su Min i suradnici (2011) prikazali nakupljanje 

�X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�L�U�D�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �S�O�X�ü�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-om���� �R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �W�H�å�L�Q�L��

�H�P�I�L�]�H�P�D�����0�H�ÿ�X�W�L�P�����Q�L�V�X���S�U�L�N�D�]�D�O�L���R�Y�L�V�Q�R�V�W���U�H�]�X�O�W�D�W�D���R���S�X�ã�D�þ�N�R�P���V�W�D�W�X�V�X���E�R�O�H�V�Q�L�N�D�����8���Q�D�ã�H�P 

in vitro �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X �X�R�þ�L�O�L�� �V�P�R�� �S�R�U�D�V�W�� �U�D�]�L�Q�H�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q-proteinskih konjugata (molekulske 

mase oko 30 i 35 kDa te onih iznad 150 kDa) u lizatima A549 alveolarnih epitelnih stanica 

�L�]�O�R�å�H�Q�L�K��izravnom djelovanju dimu cigareta (slika 4.7.; prema �6�R�P�E�R�U�D�F�� �%�D�þ�X�U�D�� �L�� �V�Xr., 

2013). Ottenheijm i suradnici �������������� �V�X�� �R�S�L�V�D�O�L�� �V�O�L�þ�Q�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �X�� �K�R�P�R�J�H�Q�D�W�L�P�D�� �P�L�ã�L�ü�D��

dijafragme bolesnika s KOPB-om���� �2�Q�L�� �V�X�� �S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �G�R�G�D�W�Q�H�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q-proteinske konjugate 

�P�R�O�H�N�X�O�V�N�H���P�D�V�H���L�]�P�H�ÿ�X���������L�����������N�'�D���L���S�R�Y�H�ü�D�Q�X���U�D�]�L�Q�X���N�R�Q�M�X�J�D�W�D���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���R�N�R������ i 70 kDa. 

�2�V�L�P�� �W�R�J�D���� �P�L�� �V�P�R�� �R�W�N�U�L�O�L�� �G�D�� �V�H�� �Y�H�ü�L�Q�D�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�L�U�D�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �U�D�]�J�U�D�G�L�� �X�N�R�O�L�N�R�� �V�H�� �V�W�D�Q�L�F�H��

�N�X�O�W�L�Y�L�U�D�M�X�� �G�D�O�M�Q�M�L�K�� ������ �K���� �ã�W�R�� �G�R�N�D�]�X�M�H�� �G�D�� �N�R�Q�M�X�J�D�F�L�M�D�� �V�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�R�P�� �G�R�S�U�L�Q�R�V�L�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�X��

�S�U�R�W�H�L�Q�D���R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K���G�L�P�R�P���F�L�J�D�U�H�W�D�����2�Y�L���U�H�]�X�O�W�D�W�L���X���V�N�O�D�G�X���V�X���V��rezultatima koje su nedavno na 

�N�X�O�W�X�U�L�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �H�N�V�W�U�D�N�W�X��dima cigareta objavili van Rijt i suradnici (2012). 

�,�S�D�N���� �R�V�W�D�M�H�� �Q�H�M�D�V�Q�R�� �]�D�ã�W�R�� �Q�H�N�L�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q-proteinski konjugati (molekulske mase oko 30 i 35 

kDa) ostaju prisutni i 24 h nakon izlaganja A549 stanica �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D�����6�R�P�E�R�U�D�F�� �%�D�þ�X�U�D�� �L��

sur., 2013)�����0�R�J�X�ü�H���R�E�M�D�ã�Q�M�H�Q�M�H���M�H���G�D���R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�L���V�W�U�H�V���X�]�U�R�N�R�Y�D�Q��dimom cigareta strukturno 

�S�U�R�P�L�M�H�Q�L�� �R�Y�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�H���Q�D�� �W�D�N�D�Y�� �Q�D�þ�L�Q�� �G�D�� �L�K�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�� �Q�H�� �P�R�å�H�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�W�L�� �N�D�R��

�V�X�S�V�W�U�D�W�H�� �R�E�L�O�M�H�å�H�Q�H�� �]�D �S�U�R�W�H�R�O�L�]�X�� �L�O�L�� �G�D�� �L�K�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�� �Q�L�M�H�� �X�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L�� �U�D�]�P�R�W�D�W�L����

Pretpostavljamo da nakupljanje i povezivanje u agregate takvih ubikvitiniranih proteina u 

�F�L�W�R�V�R�O�X���P�R�å�H���G�R�Y�H�V�W�L���G�R���J�X�E�L�W�N�D���Y�D�å�Q�L�K���I�X�Q�N�F�L�M�D���V�W�D�Q�L�F�H�����N�R�Q�D�þ�Q�R���U�H�]�X�O�W�L�U�D�M�X�ü�L���V�P�U�ü�X���V�W�D�Q�L�F�H��

i pokretanj�H�P�� �X�S�D�O�Q�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�� �X�� �S�O�X�ü�L�P�D�� �S�X�ã�D�þ�D���� �ã�W�R�� �E�L�� �P�R�J�O�R�� �G�R�S�U�L�Q�L�M�H�W�L�� �S�D�W�R�J�H�Q�H�]�L��

KOPB-a. 

 

5.4. DIM CIGARETA IZAZIVA ER STRESNI ODGOVOR I  �3�2�5�(�0�(�û�$�- 

FUNKCIJ E PROTEASOMA 

 

Izlaganje stani�F�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �V�W�U�H�V�Q�L�P�� �D�J�H�Q�V�L�P�D�� �G�R�Y�R�Gi do nakupljanja krivo smotanih ili 

razmotanih proteina unutar ER-�D���� �ã�W�R�� �Y�R�G�L�� �G�R�� �(�5�� �V�W�U�H�V�Q�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�� �L�� �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H��

smrti (Haynes i sur 2004;. Shore i sur 2011;. Walter & Ron, 2011). Kako bi se ponovno 

uspostavila homeostaza proteina, putem PERK ogranka UPR-a inhibira se sinteza proteina 

f�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�R�P�� �H�,�)���.�� ���-�L�D�Q�J�� �L�� �:�H�N���� �������������� �-�R�U�J�H�Q�V�H�Q�� �H�W�� �D�O�� ������������ �7�R�G�G���H�W���D�O���� �������������� �1�H�G�D�Y�Qa 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D su pokazala da dim cigareta �X�]�U�R�N�X�M�H�� �(�5�� �V�W�U�H�V�� �L�� �S�R�W�L�þ�H�� �8�3�5�� �R�G�J�R�Y�R�U���� �N�D�N�R�� �X��
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kulturi stanica (Hengstermann i �0�•�O�O�H�U, 2008; Jorgensen i sur., 2008;. Kelsen i sur., 2008; 

Tagawa i sur., ������������ �*�H�U�D�J�K�W�\�� �L�� �V�X�U������ ������������ �L�� �å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�L�P�� �P�R�G�H�O�L�P�D�� ���0�D�O�K�R�W�U�D�� �L�� �V�X�U������ ������������

�*�H�U�D�J�K�W�\���L���V�X�U���������������������W�D�N�R���L���X���S�O�X�ü�L�P�D���S�X�ã�D�þ�D�����.�H�O�V�H�Q���L���V�X�U�������������������L���E�R�O�H�V�Q�L�N�D���V���.�2�3�%-om 

(Min i sur., 2011). Hengstermann i �0�•�O�O�H�U (2008) te Geragh�W�\���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L�����������������]�D�N�O�M�X�þ�L�O�L���V�X��

da dimom cigareta inducirani ER stres prvenstveno aktivira PERK ogranak UPR-�D�����8���Q�D�ã�H�P��

�U�D�G�X���S�R�N�D�]�D�O�L���V�P�R���G�D���G�L�P���F�L�J�D�U�H�W�D���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���U�D�]�L�Q�X���I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�Q�R�J���H�,�)���.�� �R�Y�L�V�Q�R���R��dozi dima 

(slika 4.8.; prema �6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U������2013), te smanjuje de novo sintezu proteina u A549 

alveolarnim epitelnim stanicama (slika 4.9.; prema �6�R�P�E�R�U�D�F�� �%�D�þ�X�U�D�� �L�� �V�X�U������ ����������. �6�O�L�þ�D�Q��

�X�þ�L�Q�D�N���H�N�V�W�U�D�N�W�D���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���Q�D �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�X���H�,�)���.���L���V�L�Q�W�H�]�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���X��ljudskim endotelnim 

stanicama umbilikalne vene HUVEC pokazali su Csordas i suradnici (2011)���� �S�R�Y�H�]�X�M�X�ü�L��

�G�X�J�R�W�U�D�M�Q�L���X�þ�L�Q�D�N���(�5���V�W�U�H�V�D���V���X�P�L�U�D�Q�M�H�P���V�W�D�Q�L�F�D�����S�X�W�H�P���D�X�W�R�I�D�J�L�M�H. Smanjena sinteza proteina 

�W�D�N�R�ÿ�H�U���M�H���]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�D���X���6�$�����7�����I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�L�P�D���P�L�ã�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�P���G�L�P�X���F�L�J�D�U�H�W�D�����+�H�Q�J�V�W�H�U�P�D�Q�Q���L��

�0�•�O�O�H�U, 2���������� �W�H�� �X�� �S�O�X�ü�L�P�D�� �ã�W�D�N�R�U�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� ���*�D�U�U�H�W�W�� �L�� �-�D�F�N�V�R�Q���� �������������� �8��

�S�O�X�ü�L�P�D�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �H�P�I�L�]�H�P�R�P�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�L�P�� �Q�H�G�R�V�W�D�W�N�R�P�� �.1-�D�Q�W�L�W�U�L�S�V�L�Q�D�� �Q�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H��

�V�P�D�Q�M�H�Q�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�D���J�H�Q�D���X�N�O�M�X�þ�H�Q�L�K���X���E�L�R�V�L�Q�W�H�]�X���S�U�R�W�H�L�Q�D�����*�R�O�S�R�Q���L���V�X�U���������������������1�D�ã�L���U�H�]�X�O�W�D�W�L��

p�R�N�D�]�X�M�X�� �G�D�� �G�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �N�R�M�L�� �L�Q�K�L�E�L�U�D�� �W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �þ�L�P�H�� �V�H��

vjerojatno stanicama daje dodatno vrijeme za oporavak od proteina �R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K dimom cigareta. 

�0�H�ÿ�X�W�L�P���� �G�X�J�R�W�U�D�M�Q�D�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�D�� �V�L�Q�W�H�]�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�P�� �H�S�L�W�H�O�Q�L�P�� �V�W�D�Q�Lcama 

�X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�D�� �G�L�P�R�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �P�R�J�O�D�� �E�L�� �G�R�S�U�L�Q�L�M�H�W�L�� �Q�H�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�P�� �S�R�S�U�D�Y�N�X�� �L�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�W�L��

promjenama alveolarnih struktura �N�R�M�H���L�Q�D�þ�H���Q�D�O�D�]�L�P�R���X���S�O�X�ü�L�P�D���E�R�O�H�V�Q�L�N�D���V���.�2�3�%-om. 

 

Poznato je da UPR���� �R�V�L�P�� �S�X�W�H�P�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H�� �V�L�Q�W�H�]�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D���� �S�R�N�X�ã�D�Y�D�� �S�R�Q�R�Y�Q�R�� �X�V�S�R�V�Waviti 

�K�R�P�H�R�V�W�D�]�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�V�P�M�H�U�D�Y�D�M�X�ü�L�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�H�� �Q�D�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�X�� �S�X�W�H�P�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q-

proteasomalnog sustava (Hoseki i sur., 2010). �1�D�ã�D in vitro �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�Ma pokazala su da dim 

cigareta �X�]�U�R�N�X�M�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H��ukupne koncentracije slobodnih aminokiselina unutar A549 

alveolarnih �H�S�L�W�H�O�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���� �ã�W�R���M�H���X���V�N�O�D�G�X���V���U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D���N�R�M�H���V�X���R�E�M�D�Y�L�O�L��Abello i suradnici 

(�������������� �â�W�R�Y�L�ã�H���� �G�R�N�D�]�D�O�L�� �V�P�R�� �G�D�� �M�H porast koncentracije slobodnih aminokiselina rezultat 

razgradnje proteina putem proteasoma, jer on izostaje ukoliko se proteasomi blokiraju 

epoksomicinom (slika 4.10.; prema �6�R�P�E�R�U�D�F�� �%�D�þ�X�U�D�� �L�� �V�X�U������ ����������. Dakle, dim cigareta 

�R�ã�W�H�ü�X�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�H���� �W�H se u �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D razina ubikvitin-proteinskih konjugata, �ã�W�R��

dovodi do njihove razgradnje putem �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D���� �Q�D�N�R�Q�� �þ�Hga slijedi daljnja razgradnja 

nastalih peptida u slobodne aminokiseline. Pretpostavljamo da se porast koncentracije 

slobodnih aminokiselina �P�R�å�H���W�X�P�D�þ�L�W�L kao posljedica �S�R�M�D�þ�D�Q�H �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H���R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K proteina 
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putem proteasoma zajedno sa smanjenom de novo sintezom proteina u �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�P��

dimu cigareta. 

 

�'�R�N�D�]�D�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �V�H�� �X�P�M�H�U�H�Q�R�� �R�N�V�L�G�L�U�D�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �Y�U�O�R�� �E�U�]�R�� �U�D�]�J�U�D�ÿ�X�M�X�� �S�X�W�H�P�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q-

proteasomalnog sustava, ali jako oksidirani �X�P�U�H�å�H�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q�L���V�X���V�O�D�E�L���V�X�S�V�W�U�D�W�L���]�D���U�D�]�J�U�D�G�Q�M�X���L��

�Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �V�H nakupljaj�X�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�L�� �X�� �R�E�O�L�N�X�� �D�J�U�H�J�R�V�R�P�D���� �ã�W�R�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q-

proteasomalnog sustava (Bence i sur., 2001; Davies, 2001; Shringarpure i Davies, 2002). S 

�R�E�]�L�U�R�P�� �G�D�� �V�P�R�� �P�L�� �X�� �Q�D�ã�H�P�� �U�D�G�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �G�D�� �Q�H�N�L�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q-proteinski konjugati ostaju 

prisutni u A549 stanicama i 24 h nakon izlaganja dimu cigareta, pretpostavili smo da bi 

�Q�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�H�� �W�D�N�Y�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K�� �G�L�P�R�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �P�R�J�O�R�� �L�P�D�W�L�� �X�þ�L�Q�N�D�� �Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W��

proteasoma, te smo ispitali utjecaj dima cigareta na same proteasomalne aktivnosti. Sve tri 

pro�W�H�D�V�R�P�D�O�Q�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� ���N�D�V�S�D�]�Q�D���� �W�U�L�S�V�L�Q�V�N�D�� �L�� �N�L�P�R�W�U�L�S�V�L�Q�V�N�D���� �E�L�O�H�� �V�X�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�H��

ovisno o dozi �L���Y�H�P�H�Q�X���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���V�W�D�Q�L�F�D��dimu cigareta (slika 4.12.; prema �6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D��

i sur., 2013)���� �6�O�L�þ�D�Q�� �X�þ�L�Q�D�N�� �Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�� �X�� �$�������� �D�O�Y�R�O�D�U�Q�L�P�� �L�� ��6HBE 

�E�U�R�Q�K�L�M�D�O�Q�L�P���H�S�L�W�H�O�Q�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�P���H�N�V�W�U�D�N�W�X���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���Q�H�G�D�Y�Q�R���V�X���R�E�M�D�Y�L�O�L���Y�D�Q��

Rijt i suradnici (2012), bez promjena u ekspresiji proteasomalnih podjedinica. U istom 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �Q�D�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �L�� �V�Q�L�å�H�Q�D�� �W�U�L�S�V�L�Q�V�N�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�� �X�� �K�R�P�R�J�H�Q�D�W�X�� �S�O�X�ü�D�� �P�L�ã�H�Y�D��

�L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �G�L�P�X�� �F�L�J�D�U�H�W�D���� �D�O�L�� �E�H�]�� �X�W�M�H�F�D�M�D�� �G�L�P�D�� �Q�D�� �N�D�V�S�D�]�Q�X�� �L�� �N�L�P�R�W�U�L�S�V�L�Q�V�N�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W��

�S�U�R�W�H�D�V�R�P�D���� �1�H�G�D�Y�Q�R�� �V�X�� �0�D�O�K�R�W�U�D�� �L�� �V�X�U���� �������������� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �X�N�X�S�Q�H��

�D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�� �X�� �S�O�X�ü�L�P�D�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-om uzrokovano promjenama u Nrf2 

(antioksidacijski transkripcijski faktor) signalnom putu koje dovode do smanjene ekspresije 

podjedinica proteasoma �W�H�� �V�X�� �S�U�H�G�O�R�å�L�O�L�� �G�D�� �E�L�� �V�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�� �P�R�J�O�D�� �S�Rnovno 

uspostavi�W�L���X�S�R�W�U�H�E�R�P���D�N�W�L�Y�D�W�R�U�D���1�U�I�������S�R�S�X�W���V�X�O�I�R�U�D�I�D�Q�D�����1�D�ã�D���S�U�H�W�S�R�Vtavka je da bi jedan od 

�P�R�J�X�ü�L�K�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�D�� �R�G�J�R�Y�R�U�Q�L�K�� �]�D�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�X�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�� �P�R�J�D�R�� �E�L�W�L�� �L�]�U�D�Y�Q�D�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�D��

�S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�D�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�� �S�X�W�H�P�� �U�H�N�W�L�Y�Q�L�K�� �N�L�V�L�N�R�Y�L�K�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �L�]�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D���� �.�D�R�� �ã�W�R�� �M�H��

�S�U�L�N�D�]�D�Q�R�� �Q�D�� �V�O�L�F�L�� ������������ �G�X�å�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W���$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�� �G�L�P�X�� �F�Lgareta uzrokovala je smanjeno 

�Y�H�]�D�Q�M�H�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�D�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�� �0�9�������� �Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�D�� �P�M�H�V�W�D�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D�� ��������- �N�D�V�S�D�]�Q�R���� ������- 

�W�U�L�S�V�L�Q�V�N�R���L��������- �N�L�P�R�W�U�L�S�V�L�Q�V�N�R�������ã�W�R���X�N�D�]�X�M�H���Q�D���Q�M�L�K�R�Y�X���S�U�R�P�L�M�H�Q�M�H�Q�X���V�W�U�X�N�W�X�U�X�����5�H�L�Q�K�H�F�N�H�O���L��

sur. (1998) su primijetili da je 26S proteaso�P�� �S�U�L�O�L�þ�Q�R�� �R�V�M�H�W�O�M�L�Y�� �Q�D�� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�L�� �V�W�U�H�V���� �G�R�N�� �M�H��

20S proteasom otporniji. Za proteolizu supstrata putem 26S proteasoma, osim 

poliubikvitinskog lanca, potrebna je i hidroliza ATP-a (Glickman i Ciechanover, 2002). S 

obzirom da dim cigareta remeti funkciju mitohondrija i tako smanjuje sintezu ATP-a u 

�V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� ���Y�D�Q�� �G�H�U�� �7�R�R�U�Q�� �H�W�� �D�O���� ���������D������ �P�R�å�H�P�R�� �S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�L�W�L�� �G�D���� �Q�H�� �V�D�P�R�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�H��

�S�U�R�P�M�H�Q�H�� �S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�D�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D���� �Y�H�ü�� �L�� �P�D�Q�M�D�N�� �$�7�3-a unutar stanice uzrokovan dimom 
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cigareta pridonosi smanjenoj aktivnosti proteasoma. Smanjenje aktivnosti proteasoma zbog 

djelovanja dima cigareta vjerojatno dovodi do nakupljanja ubikvitiniranih oksidacijski 

promijenjenih proteina, �ã�W�R�� �þ�L�Q�L�� �R�Y�X granu UPR-a nedovoljno �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�P za ponovno 

uspostavljanje homeostaze proteina u stanicama���� �1�H�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�L proces popravka, koji je dio 

upalnog odgovora na �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D �S�O�X�ü�D�� �L�]�D�]�Y�D�Q�D�� �G�L�P�R�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D, �P�R�å�H dovesti do promjena 

alveolarnih struktura i tkivne disfunkcije �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�H���]�D��KOPB. 

 

5.5. PROMJENE U RAZINI EKSPRESIJE HSP POD UTJECAJEM DIMA 

CIGARETA  

 

�-�H�G�D�Q���R�G���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���R�G�J�R�Y�R�U�D���Q�D���V�W�U�H�V���L���Q�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�H���R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D je i poticanje stvaranja 

�ã�D�S�H�U�R�Qskih �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �S�R�Y�H�ü�D�O�D�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �S�U�H�å�L�Y�O�M�D�Y�D�Q�M�D�� �V�W�D�Q�L�F�D��

(Srivastava, 2008). �8���Q�D�ã�H�P���U�D�G�X���S�R�N�D�]�D�O�L���V�P�R���G�D���Lnkubacija A549 stanica s ekstraktom dima 

cigareta u koncentraciji od 20 % tijekom 8 h te u koncentraciji od 10 % i 20 % tijekom 24 h 

dovodi do porasta ekspresije HSP32 (slike 4.15. i 4.16.). Daljnjom inkubacijom (nakon 48 h) 

dokazali smo da dolazi i do porasta ekspresije HSP27 u A549 stanicama stimuliranim s 20 % 

ekstraktom dima cigareta (slika 4.17.). Ekspresija HSP70 nije pokazala �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�X��

ovisnost o koncentraciji dima u ispitivanim vremenima (slike 4.13. do 4.17.). Prethodna 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D su pokazala da �G�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X�� �+�6�3������ ���+�2-1) u SA 3T3 

�I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�L�P�D�� �P�L�ã�D�� ���0�•�O�O�H�U�� �L��Gebel, 1994������ �S�U�H�P�R�Q�R�F�L�W�Q�R�M�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M�� �O�L�Q�L�M�L�� �8�������� ��Favatier i 

Polla, 2001), A549 alveolarnim epitelnim stanicama (Fukano i sur., 2006), BEAS-2B 

bronhijalnim epitelnim stanicama (Slebos i sur., 2007) i �S�O�X�ü�Q�L�P���I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�L�P�D����Baglole i sur., 

2008������ �â�W�R�Y�L�ã�H���� �L�Q�G�X�N�F�L�M�D�� �+�2-1 povezuje se sa stvaranjem hidroksilnih radikala koji snizuju 

koncentraciju GSH �X���V�W�D�Q�L�F�D�P�D�����0�•�O�O�H�U���L��Gebel, 1994; Baglole i sur., 2008). Signalni put za 

koj�L�� �V�H�� �S�R�N�D�]�D�O�R�� �G�D�� �P�R�å�H�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �G�R�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�H�� �+�2-���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �$�3-1 proteine c-Fos i c-Jun 

(Baglole i sur., 2008). Nadalje, pokazalo se da transfekcija BEAS-2B bronhijalnih epitelnih 

�V�W�D�Q�L�F�D�� �V�� �D�G�H�Q�R�Y�L�U�X�V�Q�L�P�� �N�R�Q�V�W�U�X�N�W�R�P�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L��HO-1 �F�'�1�$�� �V�S�U�H�þ�D�Y�D�� �X�P�L�U�D�Q�M�H��stanica 

�S�R�Y�H�ü�D�Y�D�M�X�ü�L�� �X�� �Q�M�L�P�D�� �U�D�]�L�Q�X�� �$�7�3-a (Slebos i sur., 2007). Maestrelli i suradnici (2001) su 

�S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�Mu HO-1 u alveolarnim prostorima te HO-2 u stijenkama alveola 

�N�U�R�Q�L�þ�Q�L�K�� �S�X�ã�D�þ�D�� �X�� �X�V�S�R�U�H�G�E�L�� �V�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�L�P�D���� �D�O�L�� �Q�L�V�X�� �Q�D�ã�O�L�� �U�D�]�O�L�N�H�� �L�]�P�H�ÿ�X �]�G�U�D�Y�L�K�� �S�X�ã�D�þ�D�� �L��

�S�X�ã�D�þ�D���V���E�O�D�J�R�P���.�2�3�%�����0�H�ÿ�X�W�L�P�����L�V�W�L���D�X�W�R�U�L���V�X���Q�D���X�]�R�U�F�L�P�D���S�O�X�ü�D���E�R�O�H�V�Q�L�N�D���V���W�H�ã�N�R�P���.�2�3�%��

pokazali smanjenu ekspresiju HO-���� �X�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�P�� �P�D�N�U�R�I�D�J�L�P�D�� �L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�� �E�U�R�M�� �S�Q�H�X�P�R�F�L�W�D��

pozitivnih na HO-���� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �]�G�U�D�Y�H�� �S�X�ã�D�þ�H�� ���0�D�H�V�W�U�H�O�O�L��i sur., 2003). Oni smatraju da 

visoka razina HO-�����]�Q�D�þ�L���D�N�W�L�Y�Q�L���P�H�K�D�Q�L�]�D�P���Rbrane od utjecaja dima cigareta te da bolesnici 
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�V���W�H�ã�N�R�P���.�2�3�%���L�P�D�M�X���V�P�D�Q�M�H�Q�X���R�E�U�D�Q�X���R�G���R�N�V�L�G�Dcijskog �V�W�U�H�V�D�����=�D�N�O�M�X�þ�L�O�L���V�X���G�D���E�L���S�U�R�P�M�H�Q�H��

u ekspresiji HO mogle biti posljedica bolesti. Pov�H�ü�D�Q�M�H�� �N�R�Q�V�W�L�W�X�W�L�Y�Q�H�� �+�2-2 u stijenkama 

�D�O�Y�H�R�O�D�� �S�R�Y�H�]�D�O�L�� �V�X�� �V�� �Y�H�ü�L�P�� �E�U�R�M�H�P�� �S�Q�H�X�P�R�F�L�W�D�� �M�H�U�� �G�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �P�R�å�H�� �L�]�D�]�Y�D�W�L�� �S�U�R�O�L�I�H�U�D�F�L�M�X��

�V�W�D�Q�L�F�D�� �L�� �]�D�G�H�E�O�M�D�Q�M�H�� �V�W�L�M�H�Q�N�L�� �D�O�Y�H�R�O�D���� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�R�� �]�D�� �W�H�ã�N�X�� �.�2�3�%���� �6�O�H�E�R�V�� �L�� �V�X�U�D�G�Q�L�F�L��

(2004) su pokazali da je ekspresija HO-���� �V�Q�L�å�H�Q�D�� �X��alveolarnim makrofagima iz 

�E�U�R�Q�K�R�D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�R�J�� �L�V�S�L�U�N�D�� �E�L�Y�ã�L�K�� �S�X�ã�D�þ�D s KOPB-om �X�� �X�V�S�R�U�H�G�E�L�� �V�D�� �]�G�U�D�Y�L�P�� �E�L�Y�ã�L�P��

�S�X�ã�D�þ�L�P�D���� �W�H�� �V�X�� �]�D�O�M�X�þ�L�O�L�� �G�D�� �S�X�ã�H�Q�M�H�� �Q�H�� �X�W�M�H�þ�H��izravno na ekspresiju HO-������ �Y�H�ü�� �G�D�� �M�H�� �+�2-1 

nedovoljno eksprimira�Q�D�� �X�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D���� �P�R�J�X�ü�H��zbog genskih polimorfizama. Smatra se da se 

inducibilnost HO-���� �P�R�å�H�� �S�R�Y�H�]�D�W�L�� �V�� �S�U�L�V�X�V�W�Y�R�P�� �P�L�N�U�R�V�D�W�H�O�L�W�Q�R�J�� �S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�P�D�� ���E�U�R�M�D��

ponavljanja GT dinukleotida) u promotorskoj regiji gena za HO-1, za koji je pokazano da 

snizuje ekspresiju HO-�������W�H���W�D�N�R���X�W�M�H�þ�H���Q�D �S�R�G�O�R�å�Q�R�V�W���S�R�M�H�G�L�Q�F�D���G�D���U�D�]�Y�L�M�H���H�P�I�L�]�H�P�����<�D�P�D�G�D��

i sur., 2000). �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H koje �V�X�� �S�U�R�Y�H�O�L�� �0�D�W�R�N�D�Q�R�Y�L�ü�� �L��suradnici (2012) na hrvatskoj 

populaciji nije pokazalo povezanost istog polimorfizma HO-1 s nastankom KOPB-a. 

�0�H�ÿ�X�W�L�P���� �S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �V�X�� �S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W�� ������������ �$/G polimorfizma HSP70-2 gena i KOPB-a 

���X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�� �*�� �D�O�H�O�D�� �L�� �*�*�� �J�H�Q�R�W�L�S�D�� �E�L�O�D�� �M�H�� �Y�H�ü�D�� �X�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-om nego u zdravih 

ispitanika). �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���+�6�3�������X���R�Y�L�V�Q�R�V�W�L���R���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���G�L�P�X���F�L�J�D�U�H�W�D���S�R�N�D�]�D�O�D���V�X��

�R�S�U�H�þ�Q�H���U�H�]�X�O�W�D�W�H�����=�K�D�R���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L�����������������S�U�R�Q�D�ã�O�L���V�X���V�P�D�Q�M�H�Q�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X���+�6�3�������X���J�O�D�W�N�L�P��

�P�L�ã�L�ü�Q�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���E�U�R�Q�K�D���W�U�H�W�L�Uanih s ekstraktom dima cigareta te u limfoctima bolesnika s 

KOPB-�R�P�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �]�G�U�D�Y�H�� �S�X�ã�D�þ�H���� �G�R�N�� �V�X�� �/�L�� �&�-�� �L�� �V�X�U�D�G�Q�L�F�L�� �������������� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �G�D�� �H�N�V�W�U�D�N�W��

dima cigareta inducira H�6�3������ �X�� �S�O�X�ü�Q�L�P�� �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�L�P�D�� �R�Y�L�V�Q�R�� �R��koncentraciji i vremenu, te 

�G�R�Y�R�G�L���G�R���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D���,�/-8 u medij iznad stanica. Signalni put za koji su pokazali da dovodi do 

�L�Q�G�X�N�F�L�M�H���+�6�3�������X�N�O�M�X�þ�X�M�H���N�L�Q�D�]�X���(�5�.���L���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L��faktor protein rasta ranog odgovora 1 

(eng. early growth response-1, EGR-1). Rumora i suradnici (2008b) ispitali su ekspresiju 

�+�6�3�������L���+�6�3�������X���R�Y�L�V�Q�R�V�W�L���R���S�X�ã�D�þ�N�R�P���V�W�D�W�X�V�X ispitanika i �S�U�R�Q�D�ã�O�L su smanjenu ekspresiju u 

leukocitima bolesnika s KOPB-�R�P�� ���S�X�ã�D�þ�D�� �L�� �E�L�Y�ã�L�K�� �S�X�ã�D�þ�D���� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D���Q�H�S�X�ã�D�þ�H s KOPB-

om �W�H�� �X�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �S�X�ã�D�þ�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �E�L�Y�ã�H�� �S�X�ã�D�þ�H�� �L�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�H���� �0�H�ÿ�X�W�L�P����Hacker i suradnici 

�������������� �R�S�L�V�D�O�L�� �V�X�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�X�� �U�D�]�L�Q�X�� �L�V�W�L�K�� �S�D�U�D�P�H�W�D�U�D�� ��HSP70 i HSP27) u serumu bolesnika s 

KOPB-om. �'�D�N�O�H�����Y�H�ü�L�Q�D��in vitro �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D �S�R�N�D�]�X�M�H���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H���H�N�V�S�U�H�V�Lje �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��HSP u 

stanicama pod utjecajem dima cigareta, dok �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D na uzorcima oboljelih od KOPB-a 

�X�J�O�D�Y�Q�R�P�� �S�U�L�N�D�]�X�M�X�� �V�P�D�Q�M�H�Q�X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�X���� �0�R�J�X�ü�H�� �M�H�� �G�D�� �X��in vitro �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R��

prolazne indukcije HSP u stanicama pod utjecajem stresa izazvanog dimom cigareta te da kod 

�R�V�R�E�D�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�R�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �ã�W�H�W�Q�L�P�� �X�W�M�H�F�D�M�L�P�D�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �L�V�F�U�S�O�M�H�Q�M�D�� �R�Y�R�J�� �R�E�U�D�P�E�H�Q�R�J��

�P�H�K�D�Q�L�]�P�D���ã�W�R���E�L���P�R�J�O�R���S�U�L�G�R�Q�L�M�H�W�L���U�D�]�Y�R�M�X���E�R�O�H�V�W�L�� 
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5.6. AKTIVACIJA MAPK SIGNALNIH PUTOVA POD UTJECAJEM DIMA 

CIGARETA  

 

MAPK signalni putovi u�N�O�M�X�þ�H�Q�L�� �V�X�� �X�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �Q�D�� �S�U�L�V�X�V�W�Y�R�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �Y�D�Q�M�V�N�L�K��

�S�R�G�U�D�å�D�M�D, a mogu dovesti do proliferacije stanice, diferencijacije, smrti ili upalnog odgovora 

���5�R�X�[�� �L�� �%�O�H�Q�L�V���� ������������ �5�X�P�R�U�D�� �L�� �ä�D�Q�L�ü�� �*�U�X�E�L�ã�L�ü���� ����������. U ovom radu pokazali smo da 

�L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W��A549 stanica ekstraktu dima cigareta, neovisno o primijenjenoj koncentraciji i / ili 

�Y�U�H�P�H�Q�X�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���� �Q�H�� �X�W�M�H�þ�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Q�D�� �U�D�]�L�Q�X�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �Xkupnih ERK, JNK i p38 

�0�$�3�.���� �D�O�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�R�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�H�� �0�$�3�.���� �,�Q�N�X�E�D�F�L�M�R�P�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�� �V�� �H�N�V�W�U�D�N�W�R�P�� �G�L�P�D��

ciga�U�H�W�D�� �Q�L�M�H�� �G�R�ã�O�R�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�L�K�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �X�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�L�� �(�5�.�� ���V�O�L�N�H�� ������8. i 4.19.), aktivaciju 

�-�1�.�� �Q�L�V�P�R�� �X�V�S�M�H�O�L�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�W�L�� �Q�L�� �X�� �Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �Q�L�W�L�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�P��

ekstraktu dima cigareta (slike 4.20. i 4.21.), ali je ekstrakt dima cigareta izazva�R�� �]�Q�D�þ�D�Man 

porast razine aktivirane p38 (slike 4.22. i 4.23.). Prethodna �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D su pokazala �U�D�]�O�L�þ�L�W�H��

�R�G�J�R�Y�R�U�H���V�W�D�Q�L�F�D���Q�D���L�V�O�R�å�H�Q�R�V�W���G�L�P�X���F�L�J�D�U�H�W�D�����8���Q�R�U�P�D�O�Q�L�P���E�U�R�Q�K�L�M�D�O�Q�L�P���H�S�L�W�H�O�Q�L�P���V�W�D�Q�L�F�D�P�D��

�1�+�%�(�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�L�P�� �V�� �N�R�Q�G�H�Q�]�D�W�R�P�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �]�D�E�L�O�M�H�åena je aktivacija ERK1/2 ovisna o 

koncentraciji kondenzata dima cigareta (Hellermann i sur., 2002). U istom �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X 

dokazano je da inhibicija MEK smanjuje fosforilaciju ERK1/2 i ekspresiju IL-������ �L�Q�G�X�F�L�U�D�Q�H��

kondenzatom dima cigareta. Luppi i suradnici (2005) su pokazali da kondenzat dima cigareta 

u niskim koncentracijama aktivira ERK1/2 u bronhijalnim epitelnim stanicama linije NCI-

�+�����������G�R�N���X���Y�L�ã�L�P���N�R�Q�F�H�Qtracijama aktivira pro-apoptozne �N�L�Q�D�]�H���S�������L���-�1�.�����,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���Q�D��

ljudskim endotelnim stanicama umbilikalne vene HUVEC pokazalo je da ekstrakt dima 

�F�L�J�D�U�H�W�D�� �R�ã�W�H�ü�X�M�H�� �V�W�D�Q�L�F�H�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�R�P�� �-�1�.�� �V�L�J�Q�D�O�Q�R�J�� �S�X�W�D�� ���+�R�V�K�L�Q�R�� �L�� �V�X�U������ ��������������Nadalje, 

�]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�D�� �M�H�� �L�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �U�D�]�L�Q�D�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�H�� �S�������X�� �S�O�X�ü�Q�L�P�� �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�L�P�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�P��ekstraktu 

dima cigareta (Kim i sur., 2011). Suprotno ovim �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D, Li W i suradnici (2007) 

�S�R�N�D�]�D�O�L�� �V�X�� �G�D�� �H�N�V�W�U�D�N�W�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �Q�H�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �0�$�3�.�� �L�� �Q�H�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�� �,�/-8 i 

faktora koji stimulira rast granulocitno-makrofagnih kolonija (eng. granulocyte-macrophage 

colony stimulating factor, GM-�&�6�)���� �X�� �S�U�L�P�D�U�Q�L�P�� �H�S�L�W�H�O�Q�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �G�L�ã�Q�L�K�� �S�X�Wova. Stoga 

�P�R�å�H�P�R�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �G�D�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �0�$�3�.�� �R�Y�L�V�L�� �R�� �Y�U�V�W�L�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�H�� �O�L�Q�L�M�H�� �L��

stimulansa. 

 

�1�H�N�L�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�þ�L�� �S�U�H�G�O�R�å�L�O�L�� �V�X�� �P�H�K�D�Q�L�]�D�P�� �N�R�M�L�P��dim cigareta �X�� �S�O�X�ü�L�P�D�� �ã�W�D�N�R�U�D��inducira 

apoptozu, a to je aktivacija p38/JNK-Jun-FasL signalnog puta (Kuo i sur., 2005; Wu i sur., 

2006). �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H �Q�D�� �$���-�� �P�L�ã�H�Y�L�P�D�� �S�R�N�D�]�D�O�R �M�H�� �G�D�� �V�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�D��

�N�L�Q�D�]�H�� �S�����.�� �P�R�å�H�� �X�P�D�Q�M�L�W�L�� �X�S�D�O�Q�L�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �X�� �S�O�X�ü�L�P�D�� �L�]�D�]�Y�D�Q�� �G�L�P�R�P�� �F�Lgareta, �ã�W�R�� �M�H��
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dokazano smanjenjem broja makrofaga i neutrofila, razine ciklooksigenaze-2 i IL-6 te 

ekspresije fosforilirane p38, �X�N�D�]�X�M�X�ü�L tako na �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���X�S�R�W�U�H�E�H���L�Q�K�L�E�L�W�R�U�D���S�������X���W�H�U�D�Sijske 

svrhe kod KOPB-a (Medicherla i sur., 2008). 

 

Mochida-Nishimur�D�� �L�� �V�X�U�D�G�Q�L�F�L�� �������������� �V�X�� �X�� �V�Y�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �G�D�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L��

�P�D�N�U�R�I�D�J�L���S�X�ã�D�þ�D���V�D�G�U�å�H���P�D�Q�M�H���D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�H���S�������N�L�Q�D�]�H���Q�H�J�R���D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L���P�D�N�U�R�I�D�J�L���Q�H�S�X�ã�D�þ�D�����D��

�U�D�]�O�L�N�D�� �X�� �U�D�]�L�Q�L�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�L�K�� �(�5�.�� �L�� �-�1�.�� �Q�L�M�H�� �E�L�O�R���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �Q�D�N�R�Q�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K��

makrofaga s LPS-�R�P���N�R�G���S�X�ã�D�þ�D���V�X���S�U�R�Q�D�ã�O�L���E�U�å�X���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X���S������ �Q�H�J�R���N�R�G���Q�H�S�X�ã�D�þ�D���� �G�R�N���V�H��

�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D�� �(�5�.�� �L�� �-�1�.�� �Q�L�M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�O�D����Rumora i suradnici (2008a) ispitali su 

aktivaciju MAPK u leukocitima oboljelih od KOPB te zdravih kontrola u ovisnosti o 

�S�X�ã�D�þ�N�R�P���V�W�D�W�X�V�X�����.�R�G���V�Y�L�K���Q�H�S�X�ã�D�þ�D�����D���R�V�R�E�L�W�R���N�R�G���]�G�U�D�Y�L�K���R�V�R�E�D�����Q�D�ÿ�H�Q�D���M�H���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D���(�5�.����

�G�R�N���M�H���N�R�G���S�X�ã�D�þ�D���L���E�L�Y�ã�L�K���S�X�ã�D�þ�D���R�E�R�O�M�H�O�L�K���R�G���.�2�3�% �W�H���N�R�G���]�G�U�D�Y�L�K���S�X�ã�D�þ�D���Q�D�ÿ�H�Q�D���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D��

�-�1�.���L���S���������8���X�V�S�R�U�H�G�E�L���V�D���]�G�U�D�Y�L�P���S�X�ã�D�þ�L�P�D���L���Q�H�S�X�ã�D�þ�L�P�D�����5�H�Q�G�D���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L�������������� �S�U�R�Q�D�ã�O�L��

�V�X�� �Y�H�ü�X�� �U�D�]�L�Q�X�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�H�� �S������ �X�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�P�� �P�D�N�U�R�I�D�J�L�P�D�� �R�E�R�O�M�H�O�L�K�� �R�G�� �.�2�3�%-a �W�H�� �Y�H�ü�L�� �E�U�R�M��

�V�W�D�Q�L�F�D�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�L�K�� �Q�D�� �I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�Q�X�� �S������ �X�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K�� �V�W�L�M�H�Q�N�L���� �ã�W�R�� �M�H�� �R�E�U�Q�X�W�R��

koreliralo s vrijednostima FEV i FEV1/FVC. �1�R�Y�L�M�H�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �S�R�N�D�]�D�O�R�� �M�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�X��

ekspresiju fosforilirane p38 u B-stanicama, CD8+ limfocitima, bronhijalnim epitelnim 

�V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �P�D�O�L�K�� �G�L�ã�Q�L�K�� �S�X�W�R�Y�D�� �L�� �P�D�N�U�R�I�D�J�L�P�D�� �X�� �X�]�R�U�F�L�P�D�� �S�O�X�ü�D�� �R�E�R�O�M�H�O�L�K�� �R�G�� �.�2�3�%-a u 

odnosu na zdrave kontrole (Gaffey i sur., 2013������ �â�W�R�Y�L�ã�H���� �S�R�N�D�]�D�Q�R���M�H���G�D se inhibicijom p38 

�V�P�D�Q�M�X�M�H���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H���S�U�R�X�S�D�O�Q�L�K���P�H�G�L�M�D�W�R�U�D���L�]���&�'��+ �O�L�P�I�R�F�L�W�D���L���H�S�L�W�H�O�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���G�L�ã�Q�L�K���S�X�W�R�Y�D����

�X�N�D�]�X�M�X�ü�L���Q�D���W�R���G�D���M�H��ekspresija fosforilirane p38 povezana s upalnim procesom. 

 

�1�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �R�Y�L�K�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �P�R�å�H�P�R�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �G�D�� �M�H�� �P�R�J�X�ü�H��da dim cigareta �X�� �Q�L�å�L�P�� 

�P�L�W�R�J�H�Q�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�� �(�5�.�������� �]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �K�L�S�H�U�S�O�D�]�L�M�H�� �L�� �P�H�W�D�S�O�D�]�L�M�H��

epitelnih �V�W�D�Q�L�F�D���N�R�G���S�X�ã�D�þ�D�����G�R�N���X���Y�L�ã�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���L���S�U�L���N�U�R�Q�L�þ�Q�R�M���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���D�N�W�L�Y�L�U�D��

�S�������L���-�1�.�����W�H���G�R�Y�R�G�L���G�R���X�S�D�O�Q�R�J���R�G�J�R�Y�R�U�D�����S�R�Y�H�ü�D�Q�R�J���X�P�L�U�D�Q�M�D���V�W�D�Q�L�F�D���L���S�U�R�S�D�G�D�Q�M�D���S�O�X�ü�Q�L�K��

struktura. 

 

�����������1�(�5�$�9�1�2�7�(�ä�$���3�5�2�7�(�$�=�$���,���$�1�7�,�3�5�2�7�(�$�=�$���.�$�2���8�=�5�2�.�� �3�2�-�$�ý�$�1�2�*��

�5�$�=�$�5�$�1�-�$���3�/�8�û�1�2�*���3�$�5�(�1�+�,�0�$ 

 

Mnoga �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D �X�N�D�]�X�M�X�� �Q�D�� �S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W�� �S�D�W�R�O�R�ã�N�R�J�� �S�U�R�F�H�V�D�� �X�� �.�2�3�%-u s disregulacijom 

aktivnosti proteaza, bilo �]�E�R�J�� �Y�H�ü�H�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �S�U�R�W�H�D�]�D�� �L�O�L�� �]�E�R�J�� �Q�H�G�R�V�W�D�W�N�D�� �L�� �G�L�V�I�X�Q�N�F�L�M�H��

�S�U�R�W�H�D�]�Q�L�K�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�D���� �3�U�R�W�H�D�]�H�� �V�H�� �R�V�O�R�E�D�ÿ�D�M�X�� �L�]�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D�� ���D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�L�K�� �P�D�N�U�R�I�D�J�D����
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neutrofila, epitelnih stanica, fibroblasta) kao odgovor na upalu, prisustvo citokina ili vanjskih 

�þimbenika, poput dima cigarete, a uzrokuju razgradnju iz�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D���� �3�U�L�� �W�R�P�H��

�Q�D�V�W�D�M�X���S�H�S�W�L�G�Q�L���I�U�D�J�P�H�Q�W�L���N�R�M�L���L�P�D�M�X���N�H�P�R�W�D�N�W�L�þ�Q�R���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H���Q�D���O�H�X�N�R�F�L�W�H�����7�D�N�R���Q�D�V�W�D�M�H���N�U�X�J��

�N�R�M�L���G�R�Y�R�G�L���G�R���S�U�R�J�U�H�V�L�M�H���E�R�O�H�V�W�L���X���N�U�R�Q�L�þ�Q�L���R�E�O�L�N�����'�M�H�N�L�F���L���V�X�U������������������ 

 

�9�D�å�Q�X ulogu u �U�H�P�R�G�H�O�L�U�D�Q�M�X�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D u �S�O�X�ü�L�P�D��ima MMP-9. �3�R�Y�H�ü�D�Qe 

razine �R�Y�R�J�� �H�Q�]�L�P�D�� �Q�D�ÿ�H�Q�H�� �V�X�� �S�U�L�P�M�H�U�L�F�H u alveolarnim makrofagima (Finlay i sur., 1997), 

neutrofilima (Segura-Valdez i sur., 2000) i sputumu (Cataldo i sur., 2000) oboljelih od 

KOPB-a. �.�D�N�R�� �V�X�� �S�R�Y�L�ã�H�Q�H��razine MMP-9 i TIMP-���� �Q�D�ÿ�H�Q�H�� �L�� �X�� �H�S�L�W�H�O�Q�L�P�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �S�O�X�ü�D��

bolesnika s KOPB-�R�P���L���]�G�U�D�Y�L�K���S�X�ã�D�þ�D��(Li i sur., 2005), ispitali smo in vitro utjecaj ekstrakta 

dima cigareta na alveolarne epitelne stanice A549. Rezultati su pokazali da A549 stanice ne 

�V�D�G�U�å�H�� �0�0�3-������ �D�O�L�� �X�� �P�H�G�L�M�� �R�W�S�X�ã�W�D�M�X�� �0�0�3-2 i TIMP-1. Koncentracija MMP-2 u mediju 

iznad A549 stanica stimuliranih s ekstraktom �G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���Q�D�N�R�Q�������K���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���E�L�O�D���M�H���Q�L�å�D��

u odnosu na nestimulirane stanice, dok je nakon 48h inkubacije pri niskim koncentracijama 

�G�L�P�D�� �E�L�O�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Y�H�ü�D�� ���V�O�L�N�D�� ��.24.). �2�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�� �7�,�0�3-1 iz A549 stanica u medij bilo je 

�S�R�Y�H�ü�D�Q�R�� �Q�D�N�R�Q�� �����K�� �V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�H�� �G�L�P�R�P�� s time da je razina TIMP-1 u lizatu i mediju iznad 

�$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �Y�H�ü�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �G�L�P�D�� �E�L�O�D�� �V�Q�L�å�H�Q�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �Q�H�V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�H��

stanice (slika 4.25�������� �5�D�]�O�L�þ�L�Wa �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D dala �V�X�� �S�U�R�W�X�U�M�H�þ�Q�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H�� �R��ekspresiji i 

�R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�X�� �0�0�3-9, MMP-2 i TIMP-���� �L�]�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D���� �8�]�H�Y�ã�L�� �X�� �R�E�]�L�U�� �G�R�V�W�X�S�Q�H�� �S�R�G�D�W�N�H����

�]�D�N�O�M�X�þ�X�M�H�P�R�� �G�D�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�H�� �N�R�Q�V�W�L�W�X�W�L�Y�Q�R��eksprimiraju �L�� �R�W�S�X�ã�W�D�M�X�� �0�0�3-2, dok su razine 

ekspresije MMP-9 i TIMP-���� �Q�L�V�N�H�� ���=�X�F�N�H�U�� �L�� �V�X�U������ �������������� �D�O�L�� �V�H�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�� �0�0�3-���� �P�R�å�H��

inducirati stimulacijom stanica s primjerice konkavalinom A i PMA (d'Ortho i sur., 1997), 

TNF-�.�� ���/�D�F�K�H�U�D�G�H�� �L�� �V�X�U������ ������������ �/�H�H�� �L��sur., 2010), IL-6 i faktorom rasta hepatocita (eng. 

hepatocyte growth factor, HGF) (To i sur., 2002) te IL-������ ���/�L�Q�� �L�� �V�X�U������ ������������ �&�K�H�Q�J�� �L�� �V�X�U������

2010). Osim toga, Lacherade i suradnici (2001) su pokazali da indukcija MMP-9 s TNF-�.��

�Y�R�G�L���G�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�H���S�H�U�P�H�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���V�O�R�M�D���D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K���H�S�L�W�H�O�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D���$�����������D�O�L���L���G�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�R�J��

�R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D�� �7�,�0�3-���� �ã�W�R�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�� �R�G�U�å�D�Q�M�H�P�� �U�D�Y�Q�R�W�H�å�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�U�R�W�H�D�]�D�� �L�� �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�D���� �3�U�H�P�D��

istim autorima, TNF-�.���Q�H�P�D���X�þ�L�Q�N�D���Q�D���H�N�V�S�U�H�V�L�M�X���0�0�3-�����X���$���������V�W�D�Q�L�F�D�P�D�����0�H�ÿ�X�W�L�P�����7�R���L��

suradnici (2002) su pokazali da stimulacija A549 s IL-�����L�O�L���+�*�)���G�R�Y�R�G�L���G�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�H sinteze 

MMP-������ �1�D�� �S�U�L�P�D�U�Q�L�P�� �O�M�X�G�V�N�L�P�� �I�L�E�U�R�E�O�D�V�W�L�P�D�� �S�O�X�ü�D�� �S�R�N�D�]�D�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �G�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D��

ekspresiju i aktivnost MMP-2 ovisno o EGR-1 transkripcijskom faktoru (Ning i sur., 2007). 

Za indukciju ekspresije MMP-9 s IL-������ �X�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �S�R�N�D�]�D�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H��

aktivaciju sva tri MAPK signalna puta (p42/p44, p38 i JNK), zajedno s translokacijom NF-���%��

u jezgru i fosforilacijom c-Jun transkripcijskog faktora iz obitelji AP-1 (Lin i sur., 2009). 
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�3�U�H�P�D���Q�D�ã�L�P���U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D�����P�R�å�H�P�R���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���G�D���H�N�V�W�U�D�N�W���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���Q�H���L�Q�G�X�F�L�U�D���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H��

MMP-9 iz A549 alveolarnih �H�S�L�W�H�O�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D���� �D�O�L�� �V�� �Y�U�H�P�H�Q�R�P�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�J��

�R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D�� �0�0�3-2 i slabije�J�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D�� �7�,�0�3-������ �ã�W�R �E�L�� �P�R�J�O�R�� �L�P�D�W�L�� �X�þ�L�Q�N�D�� �Q�D�� �X�N�X�Snu 

�Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�X���S�U�R�W�H�D�]�D���L���D�Q�W�L�S�U�R�W�H�D�]�D���X��iz�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P���S�U�R�V�W�R�U�X���D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K���H�S�L�W�H�O�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�� 

 

U sputumu oboljelih od KOPB, �%�H�H�K�� �L�� �V�X�U�D�G�Q�L�F�L�� �������������� �S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �V�X���S�R�Y�H�ü�D�Q�X��koncentraciju 

MMP-9 te povezanost koncentracije MMP-9 s brojem neutrofila u sputumu i negativnu 

korelaciju MMP-9 s omjerom FEV1/FVC. Kako je poznato da se stimulacijom neutrofila 

�P�R�å�H���L�]�D�]�Y�D�W�L���E�U�]�R���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H��MMP-9 degranulacijom (Van den Steen 2002), ispitali smo da 

�O�L�� �V�H�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�� �0�0�3-9 iz polimorfonuklearnih leukocita (PMN) pod utjecajem ekstrakta 

dima cigareta �U�D�]�O�L�N�X�M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X��bolesnika s KOPB-om i zdravih ispitanika. Bazalna razina 

MMP-9 u mediju iznad PMN bolesnika s KOPB-�R�P���E�L�O�D���M�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Y�H�ü�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���3�0�1��

zdravih kontrola, a nakon izlaganja PMN zdravih kontrola ekstraktu dima cigareta razlika u 

odnosu na PMN bolesnika s KOPB-�R�P���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���H�N�V�W�U�D�N�W�X���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���Q�L�M�H���E�L�O�R�����5�D�]�O�L�N�D���X��

omjeru koncentracija MMP-�����X���P�H�G�L�M�X���L�]�Q�D�G���3�0�1���V�Y�D�N�R�J���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�R�J���L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���L��

�Q�H�L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X�� �H�N�V�W�U�D�N�W�D�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �M�H��da stimulacijom PMN zdravih 

�N�R�Q�W�U�R�O�D���H�N�V�W�U�D�N�W�R�P���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���G�R�O�D�]�L���G�R���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Y�H�ü�H�J���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D���0�0�3-9 u odnosu na 

bolesnike s KOPB-om (slika 4.27.)���� �1�D�G�D�O�M�H���� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �G�D�� �3�0�1�� �Q�H�� �R�W�S�X�ã�W�D�M�X��

TIMP-1 ni u bazalnim uvjetima niti pri stimulaciji eks�W�U�D�N�W�R�P���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D�����ã�W�R���M�H���X���V�N�O�D�G�X���V��

literaturom u kojoj se navodi da neutrofili ne sintetiziraju TIMP-1 (Van den Steen 2002). 

Ipak, �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H na granulocitima bolesnika s KOPB-�R�P���� �D�V�P�D�W�L�þ�D�U�D�� �L�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �N�R�Q�W�U�R�O�D��

pokazalo je da granulociti u bazalnim �X�Y�M�H�W�L�P�D���V�S�R�Q�W�D�Q�R���R�W�S�X�ã�W�D�M�X���0�0�3-9 i TIMP-1, ali bez 

�U�D�]�O�L�N�D���L�]�P�H�ÿ�X���V�N�X�S�L�Q�D�����ã�W�R���V�H���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�R�P���J�U�D�Q�X�O�R�F�L�W�D���V���3�0�$���L�O�L���I�0�/�3�����&�D�Waldo i 

�V�X�U���������������������1�H�G�D�Y�Q�R���R�E�M�D�Y�O�M�H�Q�R���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���S�R�N�D�]�D�O�R���M�H���G�D���V�W�L�P�X�O�D�F�L�M�D���J�U�D�Q�X�O�R�F�L�W�D��izoliranih 

iz krvi bolesnika s KOPB-om s �D�J�R�Q�L�V�W�R�P�� �7�/�5���� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H IL-8, IL-6 i MMP-9 

(Simpson i sur., 2013). �3�R�Y�H�ü�D�Q�R�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�� �0�0�3-9, MMP-2 i elastaze iz PMN zdravih 

�Q�H�S�X�ã�D�þ�D���V�W�L�P�X�O�L�U�D�Q�L�K���V���G�L�P�R�P���F�L�J�D�U�H�W�D���Q�H���P�R�å�H���V�H���V�S�U�L�M�H�þ�L�W�L���S�U�H�W�K�R�G�Q�R�P���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�R�P���3�0�1��

sa salmeterolom i f�O�X�W�L�N�D�]�R�Q�R�P�����O�L�M�H�N�R�Y�L�P�D���N�R�M�L���V�H���L�Q�D�þ�H���N�R�U�L�V�W�H���]�D���O�L�M�H�þ�H�Q�M�H���.�2�3�%-a (Mortaz 

�L���V�X�U���������������������3�R�]�Q�D�W�R���M�H���G�D���G�L�P���F�L�J�D�U�H�W�D���X���G�L�ã�Q�L�P���S�X�W�R�Y�L�P�D���D�N�W�L�Y�L�U�D���P�D�N�U�R�I�D�J�H���Q�D���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H��

proupalnih medijatora, poput IL-�������L���P�H�W�D�O�R�S�U�R�W�H�L�Q�D�]�D���P�D�W�U�L�N�V�D�����N�D�R���ã�W�R���M�H���0�0�3-9 (MacNee, 

2005). Nadalje, IL-�����G�M�H�O�X�M�H���N�H�P�R�W�D�N�W�L�þ�Q�R���Q�D���Q�H�X�W�U�R�I�L�O�H���L���S�R�W�L�þ�H���L�K���Q�D���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H���0�0�3-9 koja 

kida IL-8 (1-���������� �V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L�� �W�D�N�R�� �D�N�W�L�Yniji IL -8 (7-���������� �þ�L�P�H�� �V�H�� �V�W�Y�D�U�D�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�D�� �S�R�Y�U�D�W�Q�D��

sprega (Van den Steen i sur., 2000). Osim toga, pokazano je i da ekstrakt dima cigareta 

�L�Q�G�X�F�L�U�D�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�� �,�/-8 iz samih neutrofila (Mortaz i sur., 2010). �6�W�R�J�D�� �M�H�� �P�R�J�X�ü�H�� �G�D�� �M�H��
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�S�X�ã�H�Q�M�H�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �M�H�G�D�Q�� �R�G�� �X�]�U�R�N�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�J�� �R�V�O�R�E�D�ÿ�D�Q�M�D�� �S�U�R�W�H�D�]�D�� �L�]�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �S�U�L�V�X�W�Q�L�K�� �X��

�S�O�X�ü�L�P�D�� ���X�� �R�Y�R�P�� �U�D�G�X�� �G�R�N�D�]�D�Q�R�� �S�R�M�D�þ�D�Q�L�P�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�P�� �0�0�3-9 iz PMN zdravih kontrola 

�S�R�G�� �X�W�M�H�F�D�M�H�P�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D������ �ã�W�R�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H��iz�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D�� Kako je 

�S�R�]�Q�D�W�R�� �G�D�� �S�U�L�� �W�R�P�H�� �Q�D�V�W�D�M�X�� �S�H�S�W�L�G�Q�L�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�L�� �N�R�M�L�� �L�P�D�M�X�� �N�H�P�R�W�D�N�W�L�þ�Q�R�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�� �Q�D��

�O�H�X�N�R�F�L�W�H���� �Q�D�V�W�D�M�H�� �]�D�þ�D�U�D�Q�L�� �N�U�X�J�� �N�R�M�L�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �G�D�O�M�Q�M�H�J�� �U�D�]�Y�R�Ma upale i progresije bolesti u 

�N�U�R�Q�L�þ�Q�L�� �R�E�O�L�N�� ���'�M�H�N�L�F�� �L�� �V�X�U������ �������������� �]�D�� �ã�W�R�� �V�X�� �G�R�N�D�]�� �3�0�1�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-om koji i u 

�E�D�]�D�O�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���R�W�S�X�ã�W�D�M�X���Y�L�V�R�N�X���U�D�]�L�Q�X���0�0�3-9. 

 

�6�� �R�E�]�L�U�R�P�� �Q�D�� �S�U�R�W�X�U�M�H�þ�Q�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H koncentracija MMP-9 i TIMP-1 u serumu / plazmi 

bolesnika s KOPB-om u objavljenim �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D, u ovom radu ispitali smo njihove 

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �X�� �S�O�D�]�P�L�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �L�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �R�V�R�E�D�� �N�D�N�R�� �E�L�V�P�R�� �G�H�I�L�Q�L�U�D�O�L�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D��

MMP-9 i TIMP-���� �N�D�R�� �E�L�R�N�H�P�L�M�V�N�L�K�� �S�R�N�D�]�D�W�H�O�M�D�� �U�D�]�D�U�D�Q�M�D�� �S�O�X�ü�Q�R�J�� �W�N�L�Y�D���� �'okazali smo 

pov�H�ü�D�Qu koncentraciju MMP-9 u plazmi bolesnika s KOPB-om u odnosu na zdrave 

ispitanike, dok razlika u koncentraciji TIMP-1 nije bilo (slika 4.28.)�����1�D�ã�L���U�H�]�X�O�W�D�W�L���X���V�N�O�D�G�X���V�X��

s nekim od prethodno objavljenih �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D na uzorcima plazme ili seruma bolesnika s 

KOPB-om i zdravih ispitanika (Mao i sur., 2003; Brajer i sur., 2008; Bolton i sur., 2009; 

Piesiak i sur., 2011; Yildirim  i sur., 2013). Druga �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D �]�D�E�L�O�M�H�å�L�Oa su smanjene ili 

nepromijenjene koncentracije MMP-9 (D'Armiento i sur., 2013; Higashimoto i sur., 2005; 

Shaker i sur., 2008) �W�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�H�� �L�O�L�� �V�P�D�Q�M�H�Q�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �7�,�0�3-1 (Higashimoto i sur., 

2005; Ilumets i sur., 2011; Navratilova i sur., 2012; Shaker i sur., 2008; D'Armiento i sur., 

2013) kod oboljelih od KOPB-a. Nadalje, u prethodnim �L�V�W�U�D�åivanjima �S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q�R�� �M�H�� �G�D��

koncentracija MMP-���� �U�D�V�W�H�� �V�� �W�H�å�L�Q�R�P�� �E�R�O�H�V�W�L�� ���*�2�/�'�� �V�W�D�G�L�M�H�P�� (Navratilova i sur., 2012), 

odnosno negativno korelira s FEV1 (Brajer i sur., 2008; Piesiak i sur., 2011������ �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H��

pokazano da je koncentracija MMP-���� �Y�H�ü�D�� �X�� �.�2�3�%�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �N�R�M�L�P�D�� �E�U�å�H�� �R�S�D�G�D�� �I�X�Q�N�F�L�M�D��

�S�O�X�ü�D�����Q�H�J�R���X���R�Q�L�K���E�R�O�H�V�Q�L�N�D���N�R�M�L�P�D���V�H���I�X�Q�N�F�L�M�D���S�O�X�ü�D���Q�H���V�P�D�Q�M�X�M�H�����+�L�J�D�V�K�L�P�R�W�R���L���V�X�U��������������������

�0�H�ÿ�X�W�L�P���� �X�� �Q�D�ã�H�P �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X �Q�L�V�P�R�� �S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X��koncentraciji 

MMP-9 i�]�P�H�ÿ�X�� �S�R�G�V�N�X�S�L�Q�D�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3B-om (GOLD 2, GOLD 3 i GOLD 4) (tablica 

4.4.)���� �W�H�� �V�H�� �R�Q�D�� �Q�H�� �P�R�å�H�� �N�R�U�L�V�L�W�L�� �N�D�R�� �S�R�N�D�]�D�W�H�O�M�� �W�H�å�L�Q�H�� �E�R�O�H�V�W�L. Ipak, u svim podskupinama 

bolesnika koncentracija MMP-9 bila je �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Y�H�ü�D nego u zdravih ispitanika. 

�3�R�Y�L�ã�H�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �0�0�3-9 u plazmi �Y�H�ü�� �X��GOLD 2 stadiju bolesti mogla bi biti rani 

pokazatelj pojavnosti KOPB-a. Koncentracija TIMP-���� �V�H�� �Q�L�M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�O�D�� �L�]�P�H�ÿ�X��

zdravih ispitanika i podskupina bolesnika s KOPB-om (GOLD 2, GOLD 3 i GOLD 4), ali je u 

�*�2�/�'�������S�R�G�V�N�X�S�L�Q�L���Q�D�ÿ�H�Q�D��stat�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���P�D�Q�M�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���7�,�0�3-1 nego u GOLD 2 
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podskupini bolesnika (tablica 4.4.). Niski TIMP-1 u GOLD 4 podskupini mogao bi biti uzrok 

�S�U�R�J�U�H�V�L�M�H���E�R�O�H�V�W�L���X���W�H�ã�N�L���R�E�O�L�N�� 

 

Kako su se ispitivane skupine razlikovale prema dobi (skupina bolesnika s KOPB-om bila je 

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R���V�W�D�U�L�M�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���V�N�X�S�L�Q�X���]�G�U�D�Y�L�K���L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D��, ist�U�D�å�L�O�L���V�P�R���P�R�J�X�ü�L���X�W�M�H�F�D�M���G�R�E�L���Q�D��

koncentracije MMP-9 i TIMP-1�����1�L�V�P�R���S�U�R�Q�D�ã�O�L���N�R�U�H�O�D�F�L�M�X���L�]�P�H�ÿ�X��ovih parametara i dobi ni 

u zdravih ispitanika niti u bolesnika s KOPB-om (tablica 4.5.), �ã�W�R�� �M�H���G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R��u skladu s 

rezultatima koje su pokazali Ilumets i suradnici (2011)�����8���W�R�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X �Q�D�ÿ�H�Q�R���M�H���G�D���Q�H�P�D��

razlika u koncentraciji MMP-9 �L�]�P�H�ÿ�X�� �P�O�D�ÿ�L�K�� ��������- 23 godina) i starijih (37 - 77 godina) 

�L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�D, dok je koncentracija TIMP-1 �E�L�O�D�� �Q�L�å�D�� �X�� �V�W�D�U�L�M�R�M�� �V�N�X�S�L�Q�L. Korelaciju 

MMP-9 i dobi u zdravih ispitanika �Q�L�V�X�� �S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �Q�L��Tayebjee �L�� �V�X�U�D�G�Q�L�F�L�� ���������������� �D�O�L�� �V�X�� �Q�D�ã�O�L��

slabu negativnu korelaciju TIMP-1 i dobi, dok su Komosinska-Vassev i suradnici (2011) 

pokazali da koncentracija TIMP-1 slabo, ali pozitivno korelira s dobi zdravih ispitanika. 

�0�R�å�H�P�R���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���G�D���X���Q�D�ã�H�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���U�D�]�O�L�N�D���X���G�R�E�L���L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���Q�L�M�H���X�W�M�H�F�D�O�D���Q�D���U�H�]�X�O�W�D�W�H��

koncentracija MMP-9 i TIMP-1 u plazmi. 

 

�,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�P�� �P�R�J�X�ü�H�J�� �X�W�M�H�F�D�M�D�� �S�X�ã�H�Q�M�D�� �Q�D��koncentraciju MMP-9 u plazmi �Q�L�V�P�R�� �S�U�R�Q�D�ã�O�L��

�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�X�ã�D�þ�D �L�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�D�� �Q�L�� �X�� �V�N�X�S�L�Q�L�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �Q�L�W�L�� �X��

skupini bolesnika s KOPB-om. �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Q�L�å�X��koncentraciju TIMP-���� �S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �V�P�R��

�N�R�G���]�G�U�D�Y�L�K���S�X�ã�D�þ�D���X���X�V�S�R�U�H�G�E�L���V�D���]�G�U�D�Y�L�P���Q�H�S�X�ã�D�þ�L�P�D�����G�R�N���X���V�N�X�S�L�Q�L���E�R�O�H�V�Q�L�N�D���V���.�2�3�%-om 

�S�R�G�L�M�H�O�M�H�Q�L�K�� �S�U�H�P�D�� �S�X�ã�D�þ�N�R�P�� �V�W�D�W�X�V�X�� �Q�L�M�H�� �E�L�O�R�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �U�D�]�O�L�N�D�� �=�Q�D�þ�D�M�Q�R���Y�H�ü�H 

koncentracije MMP-9 �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H�� �V�X�� �X�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-�R�P�� �S�X�ã�D�þ�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �]�G�U�D�Y�H��

�S�X�ã�D�þ�H te u bolesnika s KOPB-�R�P�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�D���X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �]�G�U�D�Y�H�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�H�� dok razlika u 

koncentraciji TIMP-1 nije bilo (tablica 4.6.). Navratilova i suradnici (2012) su �R�E�M�D�Y�L�O�L���V�O�L�þ�Q�H��

rezultate u serumu ispitanika���� �3�U�H�P�D�� �Q�M�L�K�R�Y�R�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X��koncentracija MMP-���� �M�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�U��

bila �Y�H�ü�D���X��bolesnika s KOPB-�R�P���S�X�ã�D�þ�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���]�G�U�D�Y�H���S�X�ã�D�þ�H te u bolesnika s KOPB-

�R�P�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �]�G�U�D�Y�H�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�H���� �G�R�N�� �U�D�]�O�L�N�D�� �X��koncentraciji TIMP-���� �L�]�P�H�ÿ�X��

bolesnika s KOPB-�R�P���S�X�ã�D�þ�D���L���]�G�U�D�Y�L�K���S�X�ã�D�þ�D���Q�L�M�H���E�L�O�R, ali je koncentracija TIMP-1 bila �Y�H�ü�D��

u bolesnika s KOPB-�R�P���Q�H�S�X�ã�D�þ�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���]�G�U�D�Y�H���Q�H�S�X�ã�D�þ�H�� �6�X�S�U�R�W�Q�R���Q�D�ã�H�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X����

Ilumets i suradnici (2011) su pro�Q�D�ã�O�L�� �Y�H�ü�X��koncentraciju MMP-9 �X�� �S�O�D�]�P�L�� �S�X�ã�D�þ�D��nego 

�Q�H�S�X�ã�D�þ�D�����G�R�N��razlika u koncentraciji TIMP-1 nije bilo. �9�H�ü�X��koncentraciju MMP-9 u plazmi 

�S�X�ã�D�þ�D��nego �X�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�D�� �R�S�L�V�D�O�L�� �V�X�� �L��Nakamura i suradnici (1998)���� �â�W�R�Y�L�ã�H���� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D��

MMP-���� �M�H�� �E�L�O�D�� �Y�H�ü�D�� �X�� �S�X�ã�D�þ�D�� �N�R�M�L�� �V�X�� �S�X�ã�L�O�L�� �Y�L�ã�H�� �R�G�� ������ �J�R�G�L�Q�D���� �Q�H�J�R�� �N�R�G�� �R�Q�L�K�� �N�R�M�L�� �V�X�� �S�X�ã�L�O�L��

�P�D�Q�M�H���R�G���������J�R�G�L�Q�D�����7�D�N�R�ÿ�H�U���V�X���S�R�N�D�]�D�O�L���G�D���M�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���0�0�3-�����E�L�O�D���P�D�Q�M�D���N�R�G���S�X�ã�D�þ�D��



Rasprava 
 

143 
 

�N�R�M�L���V�X���S�U�H�V�W�D�O�L���S�X�ã�L�W�L���Q�D�� ���� �P�M�H�V�H�F�L���Q�H�J�R���N�R�G���R�Q�L�K���N�R�M�L���V�X���Q�D�V�W�D�Y�L�O�L�����0�R�å�H�P�R���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���G�D���V�H 

�R�S�D�å�H�Qa �S�R�Y�L�ã�H�Q�D koncentracija MMP-9 u bolesnika s KOPB-om �Q�H�� �P�R�å�H jednostavno 

�R�E�M�D�V�Q�L�W�L���X�W�M�H�F�D�M�H�P���S�X�ã�H�Q�M�D�����Y�H�ü���G�D���M�H��povezana i s neki�P���G�U�X�J�L�P���S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P���S�Uocesima u 

KOPB-u. S�Q�L�å�H�Q�D��koncentracija TIMP-���� �X�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �S�X�ã�D�þ�D�� �P�R�J�O�D��biti �X�N�D�]�L�Y�D�W�L�� �Q�D�� �S�R�þ�H�W�Q�X��

smanjenu sposobnost inhibicije proteaza koja bi s vremenom �P�R�J�O�D�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �G�R�� �Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�H��

�L�]�P�H�ÿ�X���S�U�R�W�H�D�]�D���L���D�Q�W�L�S�U�R�W�H�D�]�D�� 

 

Iako je spirometrija dobro poznata i uspostavljena metoda za dijagnozu KOPB-�D�� �L�� �S�U�D�ü�H�Q�M�H��

�S�U�R�J�U�H�V�L�M�H���E�R�O�H�V�W�L�����G�L�M�D�J�Q�R�]�D���E�R�O�H�V�W�L���V�H���þ�H�V�W�R���S�R�V�W�D�Y�O�M�D���X���N�D�V�Q�L�M�L�P���V�W�D�G�L�M�L�P�D���N�D�G�D���M�H���E�R�O�H�V�W���Y�H�ü��

�X�]�Q�D�S�U�H�G�R�Y�D�O�D���� �6�W�R�J�D�� �S�R�V�W�R�M�L�� �M�D�V�Q�D�� �S�R�W�U�H�E�D�� �]�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P�� �E�L�R�P�D�U�N�H�U�L�P�D�� �N�R�M�L�� �E�L�� �R�P�R�J�X�ü�L�O�L��

postavljanje dijagnoze u asimptomatskih bolesnika te u ranoj fazi bolesti. Iz tog razloga smo 

�N�D�R���G�L�R���R�Y�R�J���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���D�Q�D�O�L�]�R�P���5�2�&���N�U�L�Y�X�O�M�D���L�V�S�L�W�D�O�L���G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X���W�R�þ�Q�R�V�W��koncentracija 

MMP-9 i TIMP-1 �N�D�R�� �P�R�J�X�ü�L�K�� �E�L�R�N�H�P�L�M�V�N�L�K�� �E�L�O�M�H�J�D�� �]�D�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�Q�M�H���R�E�R�O�M�H�O�L�K�� �R�G�� �.�2�3�%-a i 

zdravih osoba. Rezultati ROC analize su �S�R�N�D�]�D�O�L�� �Y�U�O�R�� �G�R�E�U�X�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X�� �W�R�þ�Q�R�V�W�� �]�D 

koncentraciju MMP-9 (slika 4.29. i tablica 4.7.)���� �ã�W�R���M�H���þ�L�Q�L dobrim biljegom za razlikovanje 

bolesnika s KOPB-om i zdravih osoba. TIMP-1 �V�H�� �S�R�N�D�]�D�R�� �N�D�R�� �O�R�ã��diskriminacijski 

�S�D�U�D�P�H�W�D�U�����ã�W�R���M�H���X���V�N�O�D�G�X���V���Q�H�S�U�R�P�L�M�H�Q�M�H�Q�L�P���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�P�D���R�Y�R�J���S�D�U�D�P�H�W�U�D���L�]�P�H�ÿ�X���E�R�O�H�V�Q�L�N�D��

s KOPB-om i zdravih ispitanika. �=�D�Q�L�P�O�M�L�Y�R�� �M�H�� �G�D�� �M�H�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�� �R�E�M�D�Y�O�M�H�Q�R�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �Q�D��

temelju ROC analize �S�R�N�D�]�D�O�R�� �O�R�ã�X�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X�� �W�R�þ�Q�R�V�W i za koncentraciju MMP-9 i za 

TIMP-1 u �S�O�D�]�P�L�� �.�2�3�%�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �W�H�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �S�X�ã�D�þ�D�� �L���Q�H�S�X�ã�D�þ�D (Ilumets i sur., 2011). Na 

�W�H�P�H�O�M�X���Q�D�ã�L�K���U�H�]�X�O�W�D�W�D���P�R�å�H�P�R���S�U�H�G�O�R�å�L�W�L��optimalnu �J�U�D�Q�L�þ�Qu vrijednost koncentracije MMP-

9 (>147,93 ng/mL) za koju bi vrijedilo da vjerojatnije ukazuje na osobu oboljelu od KOPB-a, 

nego da se radi o zdravoj �R�V�R�E�L�����1�H�G�R�V�W�D�F�L���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D���R�Y�R�J parametara u svakodnevnoj praksi 

bili bi visoka cijena samog testa �W�H�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�D�� �G�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�H��koncentracije MMP-9 enzima 

nalazimo u mnogim drugim bolestima, poput bolesti kostiju, reumatoidnog artritisa, 

�$�O�]�K�H�L�P�H�U�R�Y�H�� �E�R�O�H�V�W�L�� �L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �W�X�P�R�U�D. �%�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �Q�L�M�H�� �Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R�� �G�D�� �ü�H�� �L�M�H�G�D�Q�� �E�L�R�P�D�U�N�H�U��

�S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�R���G�D�W�L���M�H�G�L�Q�V�W�Y�H�Q�X���L�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�X���R���E�R�O�H�V�W�L�����N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�D���G�Y�D���L�O�L���Y�L�ã�H���E�L�O�M�H�J�D���P�R�J�O�D���E�L��

�L�P�D�W�L�� �Y�H�ü�X�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X�� �L�� �S�U�R�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���� �7�D�N�R�� �M�H�� �P�X�O�W�L�Y�D�U�L�M�D�W�Q�D�� �O�R�J�L�V�W�L�þ�N�D��

�U�H�J�U�H�V�L�M�V�N�D�� �D�Q�D�O�L�]�D�� �Q�D�ã�L�K�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �G�D�� �V�H�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�D�� �W�R�þ�Q�R�V�W�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D��

kombinacijom koncentracije MMP-9 u plazmi s koncentracijom CRP-a u serumu te udjelom 

segmentiranih neutrofila i limfocita u krvi (AUC = 0,975; 95 % interval pouzdanosti = 0,913 - 

0,997; P<0,05) (tablica 4.8���������ã�W�R���þ�L�Q�L���R�Y�D���þ�H�W�L�U�L���S�D�U�D�P�H�W�U�D���Q�H�R�Y�L�V�Q�L�P���S�U�H�G�L�N�W�R�U�L�P�D���E�R�O�H�V�W�L. 
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�.�D�N�R���E�L�V�P�R���X�W�Y�U�G�L�O�L���P�R�J�X�ü�X���S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W���S�R�Y�L�ã�H�Q�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���0�0�3-9 u plazmi s genskim 

varijacijama kod oboljelih o�G�� �.�2�3�%���� �L�V�S�L�W�D�O�L�� �V�P�R�� �X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�� �G�Y�D�� �S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P�D�� �X��

promotorskoj regiji gena za MMP-9 (-1562 C/T i (CA)n dinukleotidna ponavljanja) te jednog 

polimorfizma u egzonu 6 gena za MMP-9 (Q279R) koji se povezuje s �P�R�J�X�ü�R�P��promjenom 

aktivnosti ovog enzima. Ni za jedan od ispitivanih polimorfizama MMP9 �J�H�Q�D���Q�L�V�P�R���S�U�R�Q�D�ã�O�L��

�]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X�� �X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�L�� �J�H�Q�R�W�L�S�R�Y�D�� �Q�L�W�L�� �X�� �X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�L�� �D�O�H�O�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �V�N�X�S�L�Q�D�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V��

KOPB-om i zdravih ispitanika (tablice 4.9. i 4.10.). �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �Qije bilo �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K��

razlika u koncentraciji MMP-9 ovisno o genotipu MMP9 gena (za sva tri ispitana 

polimorfizma) niti u jednoj skupini ispitanika (tablica 4.11.). Prethodna �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D 

polimorfizma jednog nukleotida -1562 C/T pokazala su �Y�H�ü�X���X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W���7���D�O�H�O�D���N�R�G���R�E�R�O�M�H�O�L�K��

od KOPB u japanskoj i kineskoj Han populaciji (Minematsu i sur., 2001, Zhou i sur., 2004, 

�,�W�R�� �L�� �V�X�U������ �������������� �0�H�ÿ�X�W�L�P�����-�R�R�V�� �L�� �V�X�U�D�G�Q�L�F�L�� �������������� �V�X�� �S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W�� �S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P�D��

MMP-1 i MMP-12, ali ne i MMP-9 (-1562 C/T i (CA)n �S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�D������ �V�D���V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�P���S�O�X�ü�Q�H��

�I�X�Q�N�F�L�M�H���S�X�ã�D�þ�D�����7�L�M�H�N�R�P���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D���S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W�L���S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P�D���0�0�3-1, MMP-2 i MMP-9 s 

razvojem KOPB-a �X���S�R�S�X�O�D�F�L�M�L���D�P�H�U�L�þ�N�L�K���Y�H�W�H�U�D�Q�D���S�X�ã�D�þ�D�����Q�D�ÿ�H�Q�D���M�H���Y�H�ü�D���X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W���������$�U�J��

�K�R�P�R�]�L�J�R�W�D�� �P�H�ÿ�X�� �R�E�R�O�M�H�O�L�P�D�� �R�G�� �.�2�3�%���� �D�� �D�Q�D�O�L�]�R�P�� �K�D�S�O�R�W�L�S�D�� �]�D�N�O�M�X�þ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �V�X�� �������$rg i 

�Y�H�ü�L�� �E�U�R�M��(CA)n dinukleotidnih ponavljanja povezani s rizikom razvoja KOPB-a (Tesfaigzi i 

�V�X�U������ �������������� �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �Q�D�� �E�U�D�]�L�O�V�N�R�M�� �S�R�S�X�O�D�F�L�M�L�� �Q�L�M�H�� �S�R�N�D�]�D�O�R�� �S�R�V�W�R�M�D�Q�M�H�� �S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W�L��

polimorfizama u promotorima gena za MMP-3, MMP-9 (-1562 C/T) i MMP-12 s razvojem 

KOPB-a (Schirmer i sur., 2009). Haq i suradnici (2010) su genotipizirali 26 polimorfizama 

jednog nukleotida u genima za MMP-1, MMP-9 i MMP-12 u skupinama od 977 oboljelih od 

KOPB-a �L�� �������� �]�G�U�D�Y�L�K�� �S�X�ã�D�þ�D�� �H�X�U�R�S�V�N�R�J�� �S�R�U�Ljekla �W�H�� �V�X�� �S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W��samo dva 

polimorfizma MMP-������ �V�� �W�H�ã�N�L�P�� �L�� �Y�U�O�R�� �W�H�ã�N�L�P�� �V�W�D�G�L�M�L�P�D�� �E�R�O�H�V�W�L���� �6�X�S�U�R�W�Q�R�� �R�V�W�D�O�L�P��

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D, Lee i suradnici (2010) su izvijestili kako je T alel na poziciji -1562 pb u 

promotoru gena za MMP-���� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �U�M�H�ÿ�L�� �X�� �R�E�R�O�M�H�O�L�K�� �R�G�� �.�2�3�%�� �X�� �N�R�U�H�D�Q�V�N�R�M�� �S�R�S�Xlaciji. 

Nedavno �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H provedeno na dvjema velikim skupinama Nizozemaca pokazalo je da 

polimorfizmi jednog nukleotida u genima za MMP-1, MMP-2, MMP-9 i MMP-������ �Q�H���X�W�M�H�þ�X��

�Q�D�� �V�Q�L�å�H�Q�M�H�� �)�(�91���� �Y�H�ü�� �G�D�� �V�H�� �]�Q�D�þ�D�M�D�Q��pad FEV1 �P�R�å�H�� �S�U�H�G�Y�L�G�M�H�W�L�� �S�U�L�V�X�V�W�Y�R�P�� �S�R�O�L�P�R�Ufizma 

Phe124Phe u genu za TIMP-1 (van Diemen �L���V�X�U���������������������'�D�N�O�H�����S�R�V�W�R�M�L���Y�H�O�L�N�D���S�U�R�W�X�U�M�H�þ�Q�R�V�W���R��

�X�N�O�M�X�þ�H�Q�R�V�W�L���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K���S�R�O�L�P�R�U�I�L�]ama gena za MMP-9 u nastanak KOPB-a. To bi se moglo 

�R�E�M�D�V�Q�L�W�L�� �O�D�å�Q�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�L�P�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D���� �P�D�O�R�P�� �V�Q�D�J�R�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D zbog �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �X�]�R�U�N�D, 

�H�W�Q�L�þ�N�L�P�� �U�D�]�O�L�N�D�P�D ili neprimjerenim odabirom kontrolnih ispitanika. Tome u prilog ide 

nedavno provedena meta-analiza koja je pokazala da postoji povezanost -1562 C/T 

polimorfizma MMP9 gena i rizika razvoja KOPB-�D�����D�O�L���M�H���R�Q���]�Q�D�þ�D�M�D�Q���X���V�N�Xpini Azijata (ne i 
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u skupini bijelaca) �W�H�� �S�R�V�W�R�M�L�� �S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W�� �N�D�G�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�Q�X�� �V�N�X�S�L�Q�X�� �þ�L�Q�H�� �]�G�U�D�Y�L�� �S�X�ã�D�þ�L��(Chen i 

sur., 2013). �6�W�R�J�D�� �V�X�� �S�R�W�U�H�E�Q�D�� �G�D�O�M�Q�M�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �Q�D�� �Y�H�O�L�N�R�P�� �E�U�R�M�X�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���� �V�� �G�R�E�U�R��

definiranim skupinama i uz upotrebu nepristranih metoda kako bi se razjasnila uloga 

polimorfizama MMP-9 u KOPB-u. 

 

5.8. DPPIV KAO POTENCIJALNI NOVI BILJEG KOPB -a 

 

�-�H�G�Q�D�� �R�G�� �S�U�R�W�H�D�]�D�� �þ�L�M�D��je smanjena aktivnost �]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�D�� �X �U�D�]�Q�L�P�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�L�P upalnim 

bolestima je DPPIV. S obzirom da DPPIV kida �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �E�L�R�O�R�ã�N�L�� �D�Ntivne molekule, 

�X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���N�H�P�R�N�L�Q�H�����S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�D�P�R���G�D���E�L���Q�M�H�]�L�Q�D��promijenjena �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���X���S�O�X�ü�L�P�D���P�R�J�O�D��

pridonositi razvoju upale. U �Q�D�ã�H�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X sistemsku upalu u bolesnika s KOPB-om 

�G�R�N�D�]�D�O�L�� �V�P�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�P�� �Noncentracijom ukupnih leukocita, neutrofila i CRP (tablica 4.3.; 

prema �6�R�P�E�R�U�D�F�� �%�D�þ�X�U�D�� �L�� �V�X�U������ ��������). Nadalje, u serumu bolesnika sa stabilnom KOPB 

�S�U�R�Q�D�ã�O�L���V�P�R���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���V�P�D�Q�M�H�Q�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���'�3�3�,�9���X���X�V�S�R�U�H�G�E�L���V�D���]�G�U�D�Y�L�P���N�R�Q�W�U�R�O�D�P�D��(slika 

4.37.; prema �6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U��������������)�����0�H�ÿ�X�W�L�P�����Q�L�V�P�R���Q�D�ã�O�L���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���U�D�]�O�L�N�H��

�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���'�3�3�,�9���L�]�P�H�ÿ�X���S�R�G�V�N�X�S�L�Q�D���E�R�O�H�V�Q�L�N�D���V���.�2�3�%-om (GOLD 2, GOLD 3 i GOLD 

4) (tablica 4.12.; prema �6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U���������������������W�H���V�H���R�Y�D�M���S�D�U�D�P�H�W�D�U���Q�H���P�R�å�H���N�R�U�L�V�L�W�L��

�N�D�R�� �S�R�N�D�]�D�W�H�O�M�� �W�H�å�L�Q�H�� �E�R�O�H�V�W�L���� �,�S�D�N�� u svim podskupinama bolesnika aktivnost DPPIV bila je 

�V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���P�D�Q�M�D nego u zdravih ispitanika�����6�Q�L�å�H�Q�D��aktivnost DPPIV u serumu �Y�H�ü���X��

GOLD 2 stadiju bolesti mogla bi biti rani pokazatelj pojavnosti KOPB-a. �2�Y�R���]�D�S�D�å�D�Q�M�H samo 

�M�H�� �G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R�� �X�� �V�N�O�D�G�X�� �V�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�P�� �X�þ�L�Q�M�H�Q�L�P�� �Q�D bioptatu bronhijalnog tkiva bolesnika s 

�N�U�R�Q�L�þ�Q�R�P�� �X�S�D�O�R�P �E�U�R�Q�K�D�� ���P�H�ÿ�X�� �N�R�M�L�P�D�� �V�X�� �E�L�O�L�� �L�� �R�E�R�O�M�H�O�L�� �R�G�� �.�2�3�%-a) gdje je aktivnost 

�'�3�3�,�9�� �R�E�U�Q�X�W�R�� �N�R�U�H�O�L�U�D�O�D�� �V�D�� �V�W�X�S�Q�M�H�P�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�H�� �X�S�D�O�H�� �G�L�ã�Q�L�K�� �S�X�W�R�Y�D�� ���/�D�Q�G�L�V��i sur., 2008). 

�,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H na bi�R�S�W�D�W�L�P�D�� �W�N�L�Y�D�� �L�]�� �Q�R�V�D�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�L�P�� �U�L�Q�R�V�L�Q�X�V�L�W�L�V�R�P�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H��

pokazalo �G�D�� �V�H�� �V�P�D�Q�M�H�Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �'�3�3�,�9�� �P�R�å�H�� �S�R�Y�H�]�D�W�L�� �V�� �Y�H�ü�L�P�� �E�U�R�M�H�P�� �X�S�D�O�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�F�D��

(Grouzmann i sur., �������������� �8�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �D�V�W�P�H���� �M�R�ã�� �M�H�G�Q�H�� �X�þ�H�V�W�D�O�H�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�H�� �E�R�O�H�V�W�L�� �S�O�X�ü�D���� �Q�H�N�D��

�L�V�W�U�D�å�L�Yanja su pokazala da nema razlika u aktivnosti i koncentraciji DPPIV u serumu u 

usporedbi sa zdravim kontrolama (Van Der Velden i sur., 1999, Remes i sur., 2011), dok je u 

jednom �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X �Q�D�ÿ�H�Q�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�U�D�F�L�M�D�� �'�3�3�,�9�� �X�� �S�O�D�]�P�L�� ���/�X�Q��i sur., 2007). 

P�U�H�G�O�R�å�H�Q�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�L�� �V�Q�L�å�H�Q�H�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�H�� �'�3�3�,�9�� �W�L�M�H�N�R�P�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�H�� �X�S�D�O�H�� �X�� �Q�R�V�Q�R�M�� �V�O�X�]�Q�L�F�L����

�E�U�R�Q�K�L�P�D�� �L�O�L�� �K�U�V�N�D�Y�L�F�L�� �V�X�� �V�O�L�þ�Q�L�� �L�� �Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�� �Q�H�N�H�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �V�X�S�V�W�U�D�W�H�� �Y�D�å�Q�H�� �X��

�S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�L�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�K�� �E�R�O�H�V�W�L�� ���*�U�R�X�]�P�D�Q�Q��i sur., 2002, Landis i sur., 2008, Busso i 

sur., 2005). �8�� �R�Y�R�P�� �U�D�G�X�� �]�D�E�L�O�M�H�å�L�O�L�� �V�P�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�Q�L�å�H�Q�L�� �X�G�L�R�� �O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �X�� �X�N�X�S�Q�R�P�� �E�U�R�M�X��

leukocita u bolesnika s KOPB-om u usporedbi sa zdravim kontrolama (tablica 4.3.; prema 
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�6�R�P�E�R�U�D�F�� �%�D�þ�X�U�D�� �L�� �V�X�U������ ��������)���� �3�R�G�� �S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�N�R�P�� �G�D�� �M�H�� �Y�H�ü�L�� �G�L�R�� �W�R�Sivog oblika DPPIV u 

�V�H�U�X�P�X�� �S�R�U�L�M�H�N�O�R�P�� �L�]�� �O�L�P�I�R�F�L�W�D���� �R�S�D�å�H�Q�D�� �V�P�D�Q�M�H�Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �'�3�3�,�9�� �P�R�J�O�D�� �E�L�� �V�H���� �E�D�U�H�P��

�G�M�H�O�R�P�L�F�H���� �R�E�M�D�V�Q�L�W�L�� �V�Q�L�å�H�Q�L�P�� �E�U�R�M�H�P�� �O�L�P�I�R�F�L�W�D�� �X�� �N�U�Y�L. �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �V�O�R�å�H�Q�L�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�L�� �X�S�D�O�Q�L��

proces u KOPB-�X�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �E�L�� �P�R�J�D�R�� �Y�R�G�L�W�L�� �G�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�R�J�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D��DPPIV s membrane 

stanica ili bi enzim mogao biti inhibiran interakcijom s nekim molekulama koje sudjeluju u 

razvoju �N�U�R�Q�L�þ�Qe upale u KOPB-u (Lambeir i sur., 2003). 

 

Kako su se ispitivane skupi�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�O�H�� �S�U�H�P�D�� �G�R�E�L���� �L�V�W�U�D�å�L�O�L�� �V�P�R�� �P�R�J�X�ü�L�� �X�W�M�H�F�D�M�� �G�R�E�L�� �Q�D��

�D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �'�3�3�,�9���� �1�L�V�P�R�� �S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �N�R�U�H�O�D�F�L�M�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �'�3�3�,�9�� �L�� �G�R�E�L�� �Q�L�� �X�� �]�G�U�D�Y�L�K��

ispitanika niti u bolesnika s KOPB-om (slika 4.38.) (�6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U���������������������ã�W�R���M�H���X��

skladu s rezultatima koje su pokazali De Chiara i suradnici (2009). U tom is�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�����N�R�M�H���M�H��

�S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�� �Q�D�� �Y�H�O�L�N�R�P�� �E�U�R�M�X�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���� �Q�D�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �Q�H�P�D�� �S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W�L�� �L�]�P�H�ÿ�X��

koncentracije DPPIV u serumu i dobi. 

 

�,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�P�� �P�R�J�X�ü�H�J�� �X�W�M�H�F�D�M�D�� �S�X�ã�H�Q�M�D�� �Q�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �'�3�3�,�9�� �Q�L�V�P�R�� �S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L��

�]�Q�D�þ�D�M�Q�H���U�D�]�O�L�N�H���L�]�P�H�ÿ�X���S�X�ã�D�þ�D�����E�L�Y�ã�L�K���S�X�ã�D�þ�D���L���Q�H�S�X�ã�D�þ�D���Q�L���X���V�N�X�S�L�Q�L���]�G�U�D�Y�L�K���L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���Q�L�W�L���X��

skupini bolesnika s KOPB-om. Z�Q�D�þ�D�M�Q�R���P�D�Q�M�H���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���'�3�3�,�9���S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�H���V�X��u bolesnika s 

KOPB-�R�P�� �S�X�ã�D�þ�D�� �L�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �]�G�U�D�Y�H�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�H�� �S�X�ã�D�þ�H�� �L�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�H�� ���V�O�L�N�D�� ��������������

prema Somborac �%�D�þ�X�U�D�� �L�� �V�X�U������ ��������). Ispitivanja aktivnosti DPPIV u bronhoalveolarnom 

�L�V�S�L�U�N�X���S�X�ã�D�þ�D���L���Q�H�S�X�ã�D�þ�D���W�D�N�R�ÿ�H�U���V�X���S�R�Nazala da razlike ne postoje (Juillerat-Jeanneret i sur., 

1997; Van Der Velden i sur., 1999). �0�R�å�H�P�R�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �G�D�� �V�X��opa�å�H�Q�H�� �V�Q�L�å�H�Q�H��aktivnosti 

�'�3�3�,�9�� �S�R�Y�H�]�D�Q�H�� �V�� �Q�H�N�L�P�� �G�U�X�J�L�P�� �S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �S�U�R�F�H�V�R�P�� �N�R�M�L�� �M�H�� �G�L�R�� �.�2�3�%-a, ali ne i s 

�S�X�ã�H�Q�M�H�P�� 

 

D�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�Na �W�R�þ�Q�R�V�W�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �'�3�3�,�9�� �N�D�R�� �P�R�J�X�ü�H�J�� �E�L�R�N�H�P�L�M�V�N�R�J�� �E�L�O�M�H�J�D�� �]�D��razlikovanje 

oboljelih od KOPB-a i zdravih osoba ispitana je analizom ROC krivulja. Rezultati ROC 

analize �S�R�N�D�]�D�O�L�� �V�X�� �Y�U�O�R�� �G�R�E�U�X�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X�� �W�R�þ�Q�R�V�W �]�D�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�� �'�3�3�,�9�� �V�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�R�P�� �L�V�S�R�G��

ROC krivulje (AUC) od 0,801 (95 % interval pouzdanosti = 0,727 - 0,863; P<0,001) (slika 

4.40. i tablica 4.13.; prema �6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D���L���V�X�U����������������. Na t�H�P�H�O�M�X���R�Y�L�K���U�H�]�X�O�W�D�W�D���P�R�å�H�P�R��

�S�U�H�G�O�R�å�L�W�L���R�S�W�L�P�D�O�Q�X���J�U�D�Q�L�þ�Q�X���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���'�3�3�,�9�� ���”������������U/L) za koju bi vrijedilo 

da vjerojatnije ukazuje na osobu oboljelu od KOPB-a, nego da se radi o zdravoj osobi. 

Navedeni rezultati ukazuju da bi se aktivnost DPPIV mjerena spektrofotometrijski u serumu 

mogla koristiti kao vrijedan i jednostavan biokemijski pokazatelj bolesti u svakodnevnoj 

praksi. Da bismo ocijenili pouzdanost aktivnosti DPPIV kao ranog biomarkera, potrebno je 
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ispitati i aktivnost DPPIV u najranijoj, GOLD 1, fazi bolesti. Postoji samo nekoliko 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D o biomarkerima testiranim u GOLD 1 i 2 fazama. Hacker i suradnici (2009) su 

�S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �X�� �U�D�]�L�Q�L�� �+�6�3�������� �+�6�3�������� �,�/-���� �L�� �&�5�3�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D�� �L��

bolesnika s KOPB-om u GOLD 1 i 2 fazama. �â�W�R�Y�L�ã�H���� �L�V�W�D�� �V�N�X�S�L�Q�D�� �D�X�W�R�U�D�� �M�H�� �Q�H�G�D�Y�Q�R��

�S�U�H�G�O�R�å�L�O�D�� �G�D�� �E�L�� �V�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �+�6�3������ �X�� �V�H�U�X�P�X�� �P�R�J�O�D�� �N�R�U�L�V�W�L�W�L�� �N�D�R�� �U�D�Q�L�� �E�L�O�M�H�J��

KOPB-�D�� �X�� �Q�D�L�]�J�O�H�G���]�G�U�D�Y�L�K�� �S�X�ã�D�þ�D�� ���$�Q�N�H�U�V�P�L�W���L�� �V�X�U������ ��������������Drugo �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �S�R�N�D�]�D�O�R je 

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�� �&�5�3�� �X��GOLD 2 fazi (Torres-Ramos i sur., �������������� �P�H�ÿ�X�W�L�P�� �&�5�3�� �Q�L�M�H��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�D�Q���E�L�O�M�H�J���]�D���.�2�3�%�����3�D�W�H�O��i sur., 2010). Vjerojatnije je �G�D���ü�H��k�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�D���G�Y�D���L�O�L���Y�L�ã�H��

parametara dati �Y�H�ü�X�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X�� �L�� �S�U�R�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W pojedinim biomarkerima. Tako 

je multivarij�D�W�Q�D�� �O�R�J�L�V�W�L�þ�N�D�� �U�H�J�U�H�V�L�M�V�N�D�� �D�Q�D�O�L�]�D�� �Q�D�ã�L�K�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �G�D�� �V�H�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�D��

�W�R�þ�Q�R�V�W�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�R�P�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �'�3�3�,�9�� �X�� �V�H�U�X�P�X�� �V�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�R�P�� �&�5�3-a u 

serumu i udjelom limfocita u krvi (AUC = 0,933; 95 % interval pouzdanosti = 0,879 - 0,968; 

P<0,05) (tablica 4.14.) (prema �6�R�P�E�R�U�D�F�� �%�D�þ�X�U�D�� �L�� �V�X�U������ ��������), �ã�W�R�� �þ�L�Q�L��ova tri parametra 

neovisnim prediktorima bolesti. �.�D�N�R�� �E�L�� �N�R�Q�D�þ�Q�R�� �G�H�I�L�Q�L�U�D�O�L�� �'�3�3�,�9�� �Q�R�Y�L�P�� �E�L�O�M�H�J�R�P�� �]�D 

KOPB, osim mjerenja u ranim fazama bolesti �S�R�W�U�H�E�Q�D���V�X���G�R�G�D�W�Q�D���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D���S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ãke 

uloge ovog enzima u nastanku i razvoju bolesti. 

 

�����������=�$�9�5�â�1�$���5�$�=�0�$�7�5�$�1�-�$ 

 

�3�X�ã�H�Q�M�H���F�L�J�D�U�H�W�D���M�H���Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�L���þ�L�P�E�H�Q�L�N���U�L�]�L�N�D���U�D�]�Y�R�M�D���.�2�3�%-a�����.�D�N�R���V�D�P�R���G�L�R���S�X�ã�D�þ�D���U�D�]�Y�L�M�H��

bolest, jasno je da u pa�W�R�J�H�Q�H�]�L�� �E�R�O�H�V�W�L�� �Y�D�å�Q�X�� �X�O�R�J�X�� �L�P�D�M�X�� �M�R�ã�� �L�� �J�H�Q�V�N�D�� �S�U�H�G�L�V�S�R�]�L�F�L�M�D te 

�þ�L�P�E�H�Q�L�F�L�� �R�N�R�O�L�ã�D���� �'�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �L�]�D�]�L�Y�D�� �X�S�D�O�X�� �X�� �G�L�ã�Q�L�P�� �S�X�W�R�Y�L�P�D���� �D�O�L�� �N�R�G�� �R�V�M�H�W�O�M�L�Y�L�K��

pojedinaca koji razviju bolest taj upalni odgovor je neprimjeren, te dovodi do opstrukcije 

�G�L�ã�Q�L�K���S�X�W�R�Y�D�����â�W�R�Y�L�ã�H�����V�Y�D���W�U�L���S�U�R�F�H�V�D���X�N�O�M�X�þ�H�Q�D���X���S�D�W�R�J�H�Q�H�]�X���.�2�3�%-a opisana u ovom radu 

(kro�Q�L�þ�Q�D�� �X�S�D�O�D���� �R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�L�� �V�W�U�H�V �W�H�� �Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�D�� �S�U�R�W�H�D�]�D�� �L�� �D�Q�W�L�S�U�R�W�H�D�]�D���� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�� �V�X��

�R�Y�L�V�Q�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�L�� �N�R�M�L�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�� �E�U�R�M�Q�H�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �W�L�M�H�N�R�P�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �E�R�O�H�V�W�L���� �1�H�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W��

�S�U�R�F�H�V�� �S�R�S�U�D�Y�N�D�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�L�K�� �G�L�P�R�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �L�� �Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�åa u remodeliranju 

�L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���P�D�W�U�L�N�V�D�� �S�R�G�O�R�J�D���V�X���N�U�R�Q�L�þ�Q�R�P���W�L�M�H�N�X���E�R�O�H�V�W�L���L���U�D�]�D�U�D�Q�M�X���S�O�X�ü�Q�R�J���S�D�U�H�Q�K�L�P�D����

Nadamo se da rezultati ovog rada pridonose boljem poznavanju tih kompleksnih odnosa, jer 

razumijevanje patogeneze je osnova ranijem postavljanju di�M�D�J�Q�R�]�H���E�R�O�H�V�W�L�����D�O�L���L���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�L�M�H�P��

�O�L�M�H�þ�H�Q�M�X���E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� 
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�3�X�ã�H�Q�M�H���F�L�J�D�U�H�W�D���M�H�G�D�Q���M�H���R�G���J�O�D�Y�Q�L�K���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D�� �U�L�]�L�N�D���]�D���U�D�]�Y�R�M���.�2�3�%-a���� �D�O�L���X�Q�D�W�R�þ���E�U�R�M�Q�L�P��

�G�R�V�D�G�D�ã�Q�M�L�P���V�D�]�Q�D�Q�M�L�P�D �S�R�V�W�R�M�L���S�R�W�U�H�E�D���]�D���M�R�ã���E�R�O�M�L�P���U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D�Q�M�H�P���Q�D���N�R�M�L���Q�D�þ�L�Q���S�U�L�G�R�Q�R�V�L��

�S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�J�L�M�L���E�R�O�H�V�W�L�����N�D�N�R���E�L���V�H���R�P�R�J�X�ü�L�O�R���E�U�å�H���S�U�H�S�R�]�Q�D�Y�D�Q�M�H���L���S�R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�M�H���G�L�M�D�J�Q�R�]�H���N�R�G��

oboljelih. 

 

1. �,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�P���F�L�W�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���H�N�V�W�U�D�N�W�D���G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D��na ljudskim alveolarnim epitelnim 

�V�W�D�Q�L�F�D�P�D���O�L�Q�L�M�H���$���������G�R�ã�O�L���V�P�R���G�R���]�D�N�O�M�X�þ�N�D���G�D���N�U�D�ü�L�P���L�]�O�D�J�D�Q�M�H�P�������K�����S�U�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P��

koncentracijama (5 %, 10 % i 20 %) stanice umiru apoptozom (P<0,01)���� �G�R�N�� �Y�H�ü�H��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���G�L�P�D�����������L���������������W�L�M�H�N�R�P���G�X�å�H�J���S�H�U�L�R�G�D���L�]�O�D�J�D�Q�M�D���������K�����G�R�Y�R�G�H���G�R���V�P�U�W�L��

stanica u obliku nekroze (P<0,001). 

2. �'�L�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D���� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L�� �E�U�R�M�Q�H���R�N�V�L�G�D�Q�V�H�� �L�� �U�H�D�N�W�L�Y�Q�H�� �N�L�V�L�N�R�Y�H�� �L�� �G�X�ã�L�N�R�Y�H�� �V�S�R�M�H�Y�H����

�X�]�U�R�N�X�M�H�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D���� �ã�W�R�� �V�H���X�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �R�þ�L�W�X�M�H��

�S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �0�'�$�� ���S�U�R�G�X�N�W�D�� �O�L�S�L�G�Q�H�� �S�H�U�R�N�V�L�G�D�F�L�M�H����(P<0,05) i 

smanjenjem koncentracije slobodnih tiolnih skupina proteina (P<0,05) ovisno o 

koncentraciji dima. 

3. �3�U�R�W�H�L�Q�L�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�L�� �G�L�P�R�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �X�V�P�M�H�U�D�Y�D�M�X�� �V�H�� �]�D�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�X�� �S�X�W�H�P�� �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D��

�N�R�Q�M�X�J�D�F�L�M�R�P�� �V�� �P�R�O�H�N�X�O�D�P�D�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q�D���� �ã�W�R�� �V�P�R�� �G�R�N�D�]�D�O�L���S�R�Y�L�ã�H�Q�R�P�� �U�D�]�L�Q�R�P 

ubikvitin-proteinskih �N�R�Q�M�X�J�D�W�D�� �X�� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�P��izravnom djelovanju dima 

cigareta u odnosu na netretirane stanice. 

4. Izlaganjem A549 stanica dimu cigareta, dolazi do aktivacije ER stresnog odgovora, a 

�W�R�� �G�R�N�D�]�X�M�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�D�� �U�D�]�L�Q�D�� �I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�Q�R�J�� �H�,�)���.�� te smanjena de novo sinteza 

proteina (P<0,01). 

5. Smanjena sinteza proteina vjerojatno pridonosi �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�X�� �U�D�]�L�Q�H slobodnih 

aminokiselina unutar A549 stanica (�3���������������]�D�M�H�G�Q�R���V���U�D�]�J�U�D�G�Q�M�R�P���S�U�R�W�H�L�Q�D���R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K��

dimom cigareta za koju smo dokazali da se odvija putem proteasoma. 

6. Iako se UPR �R�E�L�þ�Q�R povezuje s �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�P aktivnosti proteasoma, �P�L���V�P�R���]�D�E�L�O�M�H�å�L�O�L 

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H sve tri aktivnosti proteasoma (kaspazne, tripsinske i 

ki�P�R�W�U�L�S�V�L�Q�V�N�H���� �S�R�G�� �X�W�M�H�F�D�M�H�P�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �Y�U�H�P�H�Q�L�P�D�� ��P<0,01������ �ã�W�R�� �L�K��

�þ�L�Q�L���Q�H�G�R�Y�R�O�M�Q�R���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�L�P�D���X���S�U�R�F�H�V�X���X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�D���R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D. 

7. �.�D�R�� �G�L�R�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�� �Q�D�� �V�W�U�H�V���� �X�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�D�P�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�P��ekstraktu dima 

cigareta u koncentraciji od 20 % tijekom 8 h te u koncentraciji od 10 % i 20 % tijekom 

24 h dolazi do porasta ekspresije HSP32. Nakon 48 h stimulacije s ekstraktom dima 
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cigareta u koncentraciji od 20 % dolazi i do porasta ekspresije HSP27. Ekspresija 

HSP70 �Q�L�M�H�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�X�� �R�Y�L�V�Q�R�V�W�� �R�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �G�L�P�D�� �X�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�P��

vremenima. 

8. T�D�N�R�ÿ�H�U���G�R�O�D�]�L���L���G�R���S�U�R�P�M�H�Q�D���X���0�$�3�.���Vignalnim putovima. Ekstrakt dima cigareta ne 

�X�W�M�H�þ�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Q�D���U�D�]�L�Q�X���H�N�V�S�U�H�V�L�M�H���X�N�X�S�Q�L�K���(�5�.����JNK i p38 u A549 stanicama, ali 

�U�D�]�O�L�þ�L�W�R���D�N�W�L�Y�L�U�D���S�R�M�H�G�L�Q�H���0�$�3�.�����Q�H���G�R�O�D�]�L���G�R���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�L�K���S�U�R�P�Mena u aktivaciji ERK, 

aktivaciju JNK nismo uspjeli detektirati, ali nakon 24h u stanicama tretiranim 

ekstraktom dima cigareta (20 %) �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J�� �S�R�U�D�V�W�D�� �U�D�]�L�Q�H�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�H�� �S���� 

(P<0,001). 

9. R�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �G�D�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�H�� �Q�H�� �V�D�G�U�å�H�� �0�0�3-9, ali pod utjecajem ekstrakta 

dima cigareta �V���Y�U�H�P�H�Q�R�P���X���P�H�G�L�M���S�R�Y�H�ü�D�Q�R���R�W�S�X�ã�W�D�M�X���0�0�3-2, a TIMP-�����R�W�S�X�ã�W�D�M�X���X��

�P�D�Q�M�R�M���N�R�O�L�þ�L�Q�L nego netretirane stanice�����ã�W�R���E�L���P�R�J�O�R���S�U�L�G�R�Q�L�M�H�W�L���X�N�X�S�Q�R�M���Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�L��

proteaza i antiproteaza u iz�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P���S�U�R�V�W�R�U�X���D�O�Y�H�R�O�D�U�Q�L�K���H�S�L�W�H�O�Q�L�K���V�W�D�Q�L�F�D�� 

10. U bazalnim uvjetima PMN bolesnika s KOPB-�R�P�� �R�W�S�X�ã�W�D�M�X�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Y�L�ã�H�� �0�0�3-9 u 

odnosu na PMN zdravih kontrola (P=0,016), dok nakon izlaganja PMN zdravih 

kontrola ekstraktu dima cigareta nema razlika u odnosu na PMN bolesnika s KOPB-

�R�P�� �L�]�O�R�å�H�Q�L�K�� �H�N�V�W�U�D�N�W�X�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D���� �5�D�]�O�L�N�D�� �X�� �R�P�M�H�U�X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �0�0�3-9 u 

me�G�L�M�X���L�]�Q�D�G���3�0�1���V�Y�D�N�R�J���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�R�J���L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���L�]�O�R�å�H�Q�L�K���L���Q�H�L�]�O�R�å�H�Q�L�K���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�X��

ekstrakta dima cigareta pokazuje da stimulacijom PMN zdravih kontrola ekstraktom 

�G�L�P�D���F�L�J�D�U�H�W�D���G�R�O�D�]�L���G�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�R�J���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D���0�0�3-9 u odnosu na bolesnike s KOPB-

om (P=0,025), �ã�W�R�� �G�R�N�D�]�X�M�H�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�X�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X�� �3�0�1�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �L�� �Q�M�L�K�R�Y�X�� �P�R�J�X�ü�X��

ulogu u razvoju upale i razgradnji iz�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���P�D�W�U�L�N�V�D���X���S�O�X�ü�L�P�D�� 

11. �6�L�V�W�H�P�V�N�D�� �Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�D�� �S�U�R�W�H�D�]�D�� �L�� �D�Q�W�L�S�U�R�W�H�D�]�D���R�þ�L�W�X�M�H�� �V�H��pov�H�ü�D�Q�R�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�R�P��

MMP-9 (204,13 (115,70 - 351,24) ng/mL) u plazmi bolesnika s KOPB-om u odnosu 

na zdrave ispitanike (70,25 (52,48 - 104,96) ng/mL) (P<0,001), dok razlika u 

koncentraciji TIMP-1 nije bilo. Pov�H�ü�D�Q�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���0�0�3-�����M�D�Y�O�M�D���V�H���Y�H�ü���X���*�2�/�'��

2 podskupini bolesnika s KOPB-om, al�L���E�H�]���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L �]�Q�D�þ�D�Mnih razlika i�]�P�H�ÿ�X stadija 

bolesti (GOLD 2, GOLD 3 i GOLD 4). 

12. N�L�V�P�R�� �S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H u koncentraciji MMP-9 u plazmi �L�]�P�H�ÿ�X 

�S�X�ã�D�þ�D���L���Q�H�S�X�ã�D�þ�D���Q�L���X���V�N�X�S�L�Q�L���]�G�U�D�Y�L�K���L�V�S�L�W�D�Q�L�N�D���Q�L�W�L���X���V�N�X�S�L�Q�L���E�R�O�H�V�Q�L�N�D���V���.�2�3�%-om, 

�D�O�L���V�P�R���S�U�R�Q�D�ã�O�L �]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Q�L�å�X��koncentraciju TIMP-�����N�R�G���]�G�U�D�Y�L�K���S�X�ã�D�þ�D���X���X�V�S�R�U�H�G�E�L��
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�V�D�� �]�G�U�D�Y�L�P�� �Q�H�S�X�ã�D�þ�L�P�D���� �G�R�N�� �X�� �V�N�X�S�L�Q�L�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-om podijeljenih prema 

�S�X�ã�D�þ�N�R�P���V�W�D�W�X�V�X��razlika u koncentraciji TIMP-1 nije bilo. 

13. �$�Q�D�O�L�]�D�� �5�2�&�� �N�U�L�Y�X�O�M�D�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �M�H�� �Y�U�O�R�� �G�R�E�U�X�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X�� �W�R�þ�Q�R�Vt za koncentraciju 

MMP-9 u plazmi (AUC = 0,884)���� �ã�W�R��je �þ�L�Q�L�� �G�R�E�U�L�P��biljegom za razlikovanje 

bolesnika s KOPB-�R�P�� �L�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �R�V�R�E�D���� �G�R�N�� �M�H�� �P�X�O�W�L�Y�D�U�L�M�D�W�Q�D�� �O�R�J�L�V�W�L�þ�N�D�� �U�H�J�U�H�V�L�M�V�N�D��

analiza �S�R�N�D�]�D�O�D�� �G�D�� �V�H�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�D�� �W�R�þ�Q�R�V�W�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�R�P��koncentracije 

MMP-9 s koncentracijom CRP-a te udjelom segmentiranih neutrofila i limfocita u krvi 

(AUC = 0,975)�����ã�W�R���þ�L�Q�L���R�Y�D���þ�H�W�L�U�L���S�D�U�D�P�H�W�U�D���Q�H�R�Y�L�V�Q�L�P���S�U�H�G�L�N�W�R�U�L�P�D���E�R�O�H�V�W�L�� 

14. �,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�P���X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�L���S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P�D��MMP9 gena (-1562 C/T i (CA)n dinukleotidna 

ponavljanja u promotorskoj regiji gena te Q279R u egzonu 6 gena za MMP-9) nismo 

�S�U�R�Q�D�ã�O�L�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �V�N�X�S�L�Q�D�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-om i zdravih 

ispitanika, niti povezanost koncentracije MMP-9 s genotipovima ispitanika. 

15. U serumu bolesnika s KOPB-om, kod kojih je dokazana sistemska upala (�S�R�Y�H�ü�D�Q�D��

koncentracija ukupnih leukocita, neutrofila i CRP), nalazimo smanjenu aktivnost 

DPPIV (23,05 (14,41 - 31,02) U/L), proteaze koja bi mogla pridonositi razvoju upale, 

u odnosu na zdrave ispitanike (39,01 (31,68 - 51,45) U/L). �6�Q�L�å�H�Q�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���'�3�3�,�9 

�M�D�Y�O�M�D���V�H���Y�H�ü���X���*�2�/�'�������S�R�G�V�N�X�S�L�Q�L���E�R�O�H�V�Q�L�N�D���V���.�2�3�%-om, �D�O�L���E�H�]���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K 

razlika i�]�P�H�ÿ�X��stadija bolesti (GOLD 2, GOLD 3 i GOLD 4). 

16. �7�D�N�R�ÿ�H�U���V�P�R���S�R�N�D�]�D�O�L���G�D na aktivnost DPPIV ne �X�W�M�H�þ�H �S�X�ã�D�þ�Ni status ispitanika. 

17. S obzirom na dokazanu �Y�U�O�R�� �G�R�E�U�X�� �G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X�� �W�R�þ�Q�R�V�W��aktivnosti DPPIV u serumu 

(AUC = 0,801), ovaj enzim bi se �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �P�R�J�D�R �N�R�U�L�V�W�L�W�L�� �N�D�R�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�� �E�L�R�N�H�P�L�M�V�N�L��

pokazatelj KOPB-a. �0�X�O�W�L�Y�D�U�L�M�D�W�Q�D�� �O�R�J�L�V�W�L�þ�N�D�� �U�H�J�U�H�V�L�M�V�N�D�� �D�Q�D�O�L�]�D�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �M�H�� �G�D�� �V�H��

dija�J�Q�R�V�W�L�þ�N�D�� �W�R�þ�Q�R�V�W�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�R�P�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �'�3�3�,�9�� �V�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�R�P��

CRP-a i udjelom limfocita u krvi (AUC = 0,933), �ã�W�R���þ�L�Q�L��i ovaj parametar neovisnim 

prediktorom bolesti. 
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PRILO G A: Popis kratica 

 

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

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

Apaf-1  apoptozni faktor 1 koji aktivira proteaze (eng. apoptotic protease activating 

factor-1) 

ATF  �D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�ü�L���W�U�D�Q�V�N�U�L�S�F�L�M�V�N�L��faktor (eng. activating transcription factor) 

AUC  �S�R�Y�U�ã�L�Q�D���L�V�S�R�G���5�2�&���N�U�L�Y�X�O�M�H�����H�Q�J����area under the ROC curve) 

BHT  butilirani hidroksitoluen 

BiP  �S�U�R�W�H�L�Q���N�R�M�L���Y�H�å�H���L�P�X�Q�R�J�O�R�E�X�O�L�Q�H�����H�Q�J����binding immunoglobulin protein) 

BSA  �J�R�Y�H�ÿ�L���V�H�U�X�P�V�N�L���D�O�E�X�P�L�Q�����H�Q�J����bovine serum albumin) 

CAD  DNaza aktivirana kaspazama (eng. caspase-activated DNase) 

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

CHOP  �S�U�R�W�H�L�Q���K�R�P�R�O�R�J�D�Q���S�U�R�W�H�L�Q�X���N�R�M�L���V�H���Y�H�å�H���]�D���&�&�$�$�7�������S�R�M�D�þ�L�Y�D�þ�����H�Q�J����CCAAT / 

enhancer binding protein (C/EBP) homologous protein) 

CRP C-reaktivni protein 

CSE  ekstrakt dima cigareta (eng. Cigarette Smoke Extract) 

dATP  deoksiadenozin-5'-trifosfat 

dCTP  deoksicitidin-5'-trifosfat 

dGTP  deoksigvanozin-5'-trifosfat 

DISC  signalni kompleks koji �S�R�W�L�þ�H smrt (eng. death inducing signaling complex) 

dNTP  deoksinukleozid-trifostat 

DMSO  dimetil-sulfoksid 

DPPIV  dipeptidil peptidaza IV 

DTNB  5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina 

dTTP  deoksitimidin-5'-trifosfat 

E1  ubikvitin-�D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�ü�L���H�Q�]�L�P 

E2  ubikvitin-�N�R�Q�M�X�J�L�U�D�M�X�ü�L���H�Q�]�L�P�L 

E3  ubikvitin-proteinske ligaze 

EGR-1  protein rasta ranog odgovora 1 (eng. early growth response-1) 

�H�,�)���.  eukariotski faktor ���.��inicijacije translacije (eng. eukaryotic translation 

�L�Q�L�W�L�D�W�L�R�Q���I�D�F�W�R�U�����.) 

ELISA  enzimska imunokemijska analiza (eng. enzyme linked immunosorbent assay) 

ER  endoplazmatski retikulum 
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ERAD  razgradnja povezana s ER-om (eng. ER-associated degradation) 

ERK  kinaze regulirane iz�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�L�P signalima (eng. extracellular signal-

regulated kinases) 

FADD  protein koji ima domenu smrti i povezuje se s Fas-om (eng. Fas-associated 

death domain) 

FEV1  forsirani izdisajni volumen u prvoj sekundi (eng. forced expired volume in 1 

second) 

fMLP  formilmetionil-leucil-fenilalanin 

FVC  forsirani vitalni kapacitet (eng. forced vital capacity) 

GADD34 protein 34 kojeg induciraju zaustavljanje rasta �L���R�ã�W�H�üenje DNA (eng. growth 

arrest and DNA damage-inducible protein 34) 

GCLC  �N�D�W�D�O�L�W�L�þ�N�D���S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�D���J�O�X�W�D�P�D�W-cisteinske ligaze (eng. glutamate-cysteine 

ligase, catalytic subunit) 

GM-CSF faktor koji stimulira rast granulocitno-makrofagnih kolonija (eng. granulocyte-

macrophage colony stimulating factor) 

GRP  protein reguliran glukozom (eng. glucose-regulated protein) 

GSH  reducirani glutation 

HGF  faktor rasta hepatocita (eng. hepatocyte growth factor) 

HNE  4-hidroksi-2-nonenal 

HO  hem-oksigenaza 

HPLC  �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D���Y�L�V�R�N�H���G�M�H�O�R�W�Y�R�U�Q�R�V�W�L�����H�Q�J����high performance liquid 

chromatography) 

HSE  elementi �W�R�S�O�L�Q�V�N�R�J���ã�R�N�D�����H�Q�J����heat shock elements) 

HSF  trankripcijski faktori �W�R�S�O�L�Q�V�N�R�J���ã�R�N�D�����H�Q�J����heat shock trancription factors) 

HSP  pr�R�W�H�L�Q�L���W�R�S�O�L�Q�V�N�R�J���ã�R�N�D (eng. heat shock proteins) 

ICAD  inhibitor CAD-a (eng. inhibitor of CAD) 

IL   interleukin 

IRE1  enzim 1 kojemu je potreban inozitol (eng. inositol requiring enzyme 1) 

JNK  kinaze koje fosforiliraju N-kraj c-Jun-a (eng. c-Jun N-terminal kinases) 

KOPB  �N�U�R�Q�L�þ�Q�D���R�S�V�W�U�X�N�F�L�M�V�N�D���S�O�X�ü�Q�D���E�R�O�H�V�W 

LC/MS �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D���N�U�R�P�D�W�R�J�D�I�L�M�D - spektrometrija masa (eng. liquid chromatography - 

mass spectrometry) 

LDH  laktat dehidrogenaza 

LPS  bakterijski lipopolisaharid 
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MAPK  proteinske kinaze aktivirane mitogenima (eng. mitogen-activated protein 

kinases) 

MAPKK kinaza MAPK (eng. MAPK kinase) 

MAPKKK  kinaza kinaze MAPK (eng. MAPK kinase kinase) 

MCP-1 �P�R�Q�R�F�L�W�Q�L���N�H�P�R�W�D�N�W�L�þ�Q�L���S�H�S�W�L�G��1 (eng. monocyte chemotactic peptide-1) 

MDA  malondialdehid 

MK  proteinske kinaze koje se aktiviraju putem MAPK (eng. MAPK-activated 

protein kinases) 

MMP  metaloproteinaza matriksa (eng. matrix metalloproteinase) 

mMRC �,�]�P�L�M�H�Q�M�H�Q�R���E�U�L�W�D�Q�V�N�R���P�H�G�L�F�L�Q�V�N�R���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�þ�N�R���Y�L�M�H�ü�H�����H�Q�J����Modified British 

Medical Research Council) 

MNK  kinaze koje ulaze u interakciju s MAPK (eng. MAPK-interacting kinases) 

MSK  mitogenima i stresom aktivirane kinaze (eng. mitogen- and stress-activated 

kinases) 

MTT  3-[4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5-difenil-tetrazolijev bromid 

NF-���%  �M�H�]�J�U�L�Q���I�D�N�W�R�U�����%�����H�Q�J����nuclear factor-��B) 

Nrf2  jezgrin faktor �����V�O�L�þ�D�Q���H�U�L�W�U�R�L�G�Q�R�P��faktoru 2 (eng. nuclear factor erytroid 2-

related factor 2) 

ns nestimulirane stanice 

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

PCR  �O�D�Q�þ�D�Q�D���U�H�D�N�F�L�M�D���S�R�O�L�P�H�U�D�]�R�P�����H�Q�J. polymerase chain reaction) 

PEG-OPFP esteri polietilenglikolnih derivata aktivirani pentafluorofenilom 

PERK  kinaza ER-a �V�O�L�þ�Q�D proteinskoj kinazi �N�R�M�D���V�H���D�N�W�L�Y�L�U�D���G�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�R�P���5�1�$��

(PKR) (eng. double-stranded RNA-activated protein kinase (PKR)-like ER 

kinase) 

PMA  forbol-miristat-acetat 

PMN  polimorfonuklearni leukociti 

PP1C  proteinska fosfataza 1C (eng. protein phosphatase 1C) 

RFLP  polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata (eng. restriction fragment 

length polymorphism) 

ROC  krivulja ROC (eng. receiver operating characteristic) 

ROS  reaktivni kisikovi spojevi (eng. reactive oxygen species) 

RSK  �U�L�E�R�V�R�P�D�O�Q�H���6�����N�L�Q�D�]�H���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���a�������N�'�D�����H�Q�J�����a90-kDa ribosomal S6 kinases) 

RTK  tirozin-kinazni receptori 
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SAPK  proteinske kinaze aktivirane stresom (eng. stress-activated protein kinases) 

SDS-PAGE �G�L�V�N�R�Q�W�L�Q�X�L�U�D�Q�D���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�D���X���S�R�O�L�D�N�U�L�O�D�P�L�G�Q�R�P���J�H�O�X���X���G�H�Q�D�W�X�U�L�U�D�M�X�ü�L�P��

uvjetima (eng. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 

sDPPIV topivi oblik DPPIV (eng. soluble DPPIV) 

SNP  polimorfizam jednog nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism) 

Sp-1  �V�W�L�P�X�O�L�U�D�M�X�ü�L���S�U�R�W�H�L�Q 1 (eng. stimulating protein-1) 

t-PA  tkivni aktivator plazminogena 

TBA  tiobarbiturna kiselina 

TEMED tetrametil etilen diamin 

TIMP  tkivni inhibitor metaloproteinaza matriksa 

TNB  5-tio-2-nitrobenzojeva kiselina 

TNF  faktor tumorske nekroze (eng. tumor necrosis factor) 

TRAIL  �O�L�J�D�Q�G���V�O�L�þ�D�Q���7�1�)-u koji �S�R�W�L�þ�H apoptozu (eng. TNF-related apoptosis-

inducing ligand) 

u-PA  urokinaza 

UPR  odgovor na razmotane proteine (eng. unfolded protein response) 

VEGF  vaskularni endotelni faktor rasta (eng. vascular endothelial growth factor) 

XBP-1  �S�U�R�W�H�L�Q�������N�R�M�L���V�H���Y�H�å�H���Q�D���'�1�$���X���S�R�G�U�X�þ�M�X���;-sloga (eng. X-box DNA binding 

protein 1) 
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PRILOG B: Rezultati sekvenciranja uzoraka DNA 

 

�3�U�D�Y�L�O�D�Q�� �R�G�D�E�L�U�� �S�R�þ�H�W�Q�L�F�D�� �L�� �S�U�L�V�X�V�W�Y�R�� �S�R�O�L�P�R�U�I�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D�� �X�Q�X�W�D�U�� �I�U�D�J�P�H�Q�W�D�� �N�R�M�H�J�� �R�P�H�ÿ�X�M�X��

�S�R�þ�H�W�Q�L�F�H�� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�L�� �V�X�� �V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�H�P�� �X�]�R�U�D�N�D�� ���W�Y�U�W�N�D�� �0�D�F�U�R�J�H�Q�� �,�Q�F������ �N�R�M�L�� �V�X�� �V�D�G�U�å�D�Y�D�O�L��

�X�P�Q�R�å�H�Q�H�� �3�&�5�� �S�U�R�G�X�N�W�H�� �&�&�� �L�� �7�7�� �J�H�Q�R�W�L�S�D�� �]�D��-1562 C/T polimorfizam, odnosno AA i GG 

genotipa za Q279R polimorfizam. 

 

PCR produkti CC i TT genotipa sekvencirani su u oba smjera (prema naprijed i u obrnutom 

smjeru). �5�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R���P�M�H�V�W�R���R�]�Q�D�þ�H�Q�R���M�H���S�O�D�Y�R�P���E�R�M�R�P�����G�R�N���M�H���S�R�O�L�P�R�U�I�Q�R���P�M�H�V�W�R���R�]�Q�D�þ�H�Q�R��

zelenom bojom. 

 

CC genotip (prema naprijed): 

ATATCAGCATTGGGCTGGGAGCCATGGCTCATGCCCGTAATCCTAGCACT 

TTGGGAGGCCAGGTGGGCAGATCACTTGAGTCAGAAGTTCGAAACCAGCC 

TGGTCAACGTAGTGAAACCCCATCTCTACTAAAAATACAAAAAATTTAGC  

CAGGCGTGGTGGCGCACGCCTATAATACCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGC 

AGGAGAATTGCTTGAACCCGGGAGGCAGATGTTGCAGTGAGCCGAGATCA 

CGCCACTGCACTCCAGCCTGGGTGACAGAGTGATACTACACCCCCCAAAA 

ATAAAATAAAATAAATAAATACAACTTTTTGAGTTGTTAGCAGGTTTTTC  

CCAAATAGGGCTTTGAAGAAGGTGAATATAGACCCTGCCCGATGCCGTGG 

GCATTAGGAAGATC 

 

CC genotip (u obrnutom smjeru): 

AAGAATTTAACTTCTACTTCTTCAGCCCTATTTGGGAAACCTGCTAACAA 

CTCAAAAAGTTGTATTTATTTATTTTATTTTATTTTTGGGGGGTGTAGTA 

TCACTCTGTCACCCAGGCTGGAGTGCAATGGCGTGATCTCGGCTCACTGC 

AACATCTGCCTCCCGGGTTCAAGCAATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGT 

AGCTGGTATTATAGGCGTGCGCCACCACGCCTGGCTAAATTTTTTGTATT 

TTTAGTAGAGATGGGGTTTCACTACGTTGACCAGGCTGGTTTCGAACTTC 

TGACTCAAGTGATCTGCCCACCTGGCCTCCCAAAGTGCTAGGATTACGGG 

CATGAGCCATGGCGCCCGGCCCAATAAGCTGTATTTAAAGGGCCTACTAG 

TTTGCCAGGCCAA 
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TT genotip (prema naprijed): 

TTAGTCTTCATTCGGGCTGGAGACATGGCTCATGCCCGTAATCCTAGCAC  

TTTGGGAGGCCAGGTGGGCAGATCACTTGAGTCAGAAGTTCGAAACCAGC 

CTGGTCAACGTAGTGAAACCCCATCTCTACTAAAAATACAAAAAATTTAG  

CCAGGCGTGGTGGCGCATGCCTATAATACCAGCTACTCGGGAGGCTGAGG 

CAGGAGAATTGCTTGAACCCGGGAGGCAGATGTTGCAGTGAGCCGAGATC 

ACGCCACTGCACTCCAGCCTGGGTGACAGAGTGATACTACACCCCCCAAA 

AATAAAATAAAATAAATAAATACAACTTTTTGAGTTGTTAGCAGGTTTTT  

CCCAAATAGGGCTTTGAAGAAGGTGAATATAGACCCTGCCCGATGCCGGG 

GCTCTAGGAAGAGT 

 

TT genotip (u obrnutom smjeru): 

GTCACTTTTACTTCTTGTAAGCCCTATTTGGGAAAACCTGCTAACAACTC 

AAAAAGTTGTATTTATTTATTTTATTTTATTTTTGGGGGGTGTAGTATCA 

CTCTGTCACCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCGTGATCTCGGCTCACTGCAAC 

ATCTGCCTCCCGGGTTCAAGCAATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGC 

TGGTATTATAGGCATGCGCCACCACGCCTGGCTAAATTTTTTGTATTTTT 

AGTAGAGATGGGGTTTCACTACGTTGACCAGGCTGGTTTCGAACTTCTGA 

CTCAAGTGATCTGCCCACCTGGCCTCCCAAAGTGCTAGGATTACGGGCAT 

GAGCCATGGCGCCCGGCCCAATAAGCTGTATTTAAAGGGCCTACAGGTCC 

CAGGCAAACGTGGCCTCAGGCCTGTGGGCCGGGGGCTGGGGGGGCGATGC 

AGGATCATGTATGAAGCCGGGCGAGTAATATTTGAAGTGAAAGCTCAAGC 

CTCTGGAAATCCTACTGGGGTGACCGATTGAAACTTCCCCAACCATAATC 

AGATTGTTATACCTGCTACTATAAATTGACTTAG 
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PCR produkti AA i GG genotipa sekvencirani su samo u obrnutom smjeru jer reakciju prema 

�Q�D�S�U�L�M�H�G�� �Q�L�M�H�� �E�L�O�R�� �P�R�J�X�ü�H�� �R�þ�L�W�D�W�L���]�E�R�J�� �V�P�M�H�ã�W�D�M�D�� �S�R�O�L�P�R�U�I�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D�� �E�O�L�]�X�� �V�D�P�R�J�� �S�R�þ�H�W�N�D��

PCR produkta. �5�H�V�W�U�L�N�F�L�M�V�N�R���P�M�H�V�W�R���R�]�Q�D�þ�H�Q�R���M�H���S�O�D�Y�R�P���E�R�M�R�P. 

 

AA genotip (u obrnutom smjeru): 

GTGCAGGAGGCTGTCCGGTCGTAGTTGGCGGTGGTGGCGCACCAGCGGTA 

GCCGTCGGAGCGACCGTCCGTGGTGCAGGCGGAGTAGGATTGGCCTTGGA 

AGATGAATGGAAACTGGCAGGGTTTCCCATCAGCATTGCCGTCCTGGGTG 

TAGAGCCTGGGGCGAGTACTCCTCGCAGGACGAAAGACAGGAGAATTGCT 

GGTGCCGGGATGCCGATGTGGCAATGAGAGTATATTTCGCCTAGGGAGTG 

GGTCTGGGGGAGGTGTGTTACGGC 

 

GG genotip (u obrnutom smjeru): 

ATTTTGAGTAGCTGTCGGTCGTAGTTGGCGGTGGTGGCGCACCAGCGGTA 

GCCGTCGGAGCGACCGTCCGTGGTGCAGGCGGAGTAGGATTGGCCTTGGA 

AGATGAATGGAAACTGGCAGGGTTTCCCATCAGCATTGCCGTCCCGGGTG 

TAGAGTCCTGGGGCGAGAACATCTCTCCTCGGAGGCTGAGGCAGGAGAAT 

TGCTGGAACCCGGGAGGCCGGCGGGCAAGTGAGCCTATATCTCCCCTATG 

CACGGGGTCCTGGGGGAGTGACTGAGAGGCTCCCCCCTTCTTAAGACAGA 

GAGCTGCGCTACTGGTTCCGAGTTGGCACAATTTTTTCCCTGATGGGCTTTGC 
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PRILOG C : Znanstveni radovi autorice zastupljeni u Current Contents bazi 

 

�2�Y�D�M�� �S�U�L�O�R�J�� �V�D�G�U�å�L�� �G�Y�D�� �R�U�L�J�L�Q�D�O�Q�D�� �]�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�D�� �U�D�G�D�� �D�X�W�R�U�L�F�H�� �R�Y�H�� �G�R�N�W�R�U�V�N�H�� �G�L�V�H�U�W�D�F�L�M�H��

�R�E�M�D�Y�O�M�H�Q�D�� �X�� �þ�D�V�R�S�L�V�L�P�D�� �N�R�M�L�� �V�X�� �]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�L �X�� �&�X�U�U�H�Q�W�� �&�R�Q�W�H�Q�W�V�� �E�D�]�L���� �D�� �N�R�M�L�� �R�E�U�D�ÿ�X�M�X��

problematiku iznesenu u ovom radu: 

 

1. �6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D�����$�Q�L�W�D; van der Toorn, Marco; Franciosi, Lorenza; Slebos, Dirk-

�-�D�Q���� �ä�D�Q�L�ü-�*�U�X�E�L�ã�L�ü���� �7�L�K�D�Q�D���� �%�L�V�F�K�R�I�I���� �5�D�L�Q�H�U���� �Y�D�Q�� �2�R�V�W�H�U�K�R�X�W���� �$�Q�W�R�R�Q�� �-���� �0����

Cigarette smoke induces endoplasmic reticulum stress response and 

proteasomal dysfunction in human alveolar epithelial cells. Experimental 

Physiology, 2013, 98(1), 316-325. 

 

2. �6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D�����$�Q�L�W�D�����%�X�O�M�H�Y�L�ü�����6�X�Q�þ�L�F�D�����5�X�P�R�U�D�����/�D�G�D�����ý�X�O�L�ü�����2�J�Q�M�H�Q�����'�H�W�H�O����

Dijana; Pancirov, Dolores; �3�R�S�R�Y�L�ü-�*�U�O�H�����6�D�Q�M�D�����9�D�U�O�M�H�Q�����-�D�G�U�D�Q�N�D�����ý�H�S�H�O�D�N�����,�Y�D�Q�D����

�ä�D�Q�L�ü�� �*�U�X�E�L�ã�L�ü���� �7�L�K�D�Q�D����Decreased soluble dipeptidyl peptidase IV activity as a 

potential serum biomarker for COPD. Clinical Biochemistry, 2012, 45(15), 1245-

50. 
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�ä�,�9�2�7�2�3�,�6���$�8�7�2�5�,�&�( 

 

�$�Q�L�W�D�� �6�R�P�E�R�U�D�F�� �%�D�þ�X�U�D�� �U�R�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �������� �O�L�V�W�R�S�D�G�D�� ������������ �J�R�G�L�Q�H�� �X�� �%�L�K�D�ü�X���� �%�R�V�Q�D�� �L��

�+�H�U�F�H�J�R�Y�L�Q�D�����2�V�Q�R�Y�Q�X���ã�N�R�O�X �S�R�K�D�ÿ�D�O�D���M�H���X���%�L�K�D�ü�X�������D�N�R�Y�X���L���=�D�J�U�H�E�X�����*�R�G�L�Q�H���������������]�D�Y�U�ã�L�O�D��

je 1. gimnaziju u Zagrebu i upisala Farmaceutsko-biokemijski fakultet, studij Medicinska 

biokemija. Tijekom cijelog dodiplomskog studija primala je stipendiju Ministarstva znanosti, 

obrazovanja i sporta za osobito nadarene redovite studente. Diplomski rad ''Mijeloperoksidaza 

u neutrofilima: povezanost s dobi i hormonskom terapijom'', pod vodstvom prof. dr. sc. Mirne 

�6�X�þ�L�ü���� �R�E�U�D�Q�L�O�D�� �M�H�� �������� �Y�H�O�M�D�þ�H�� ������������ �J�R�G�L�Q�H�� �L�� �W�L�P�H�� �V�W�H�N�O�D�� �]�Y�D�Q�M�H���G�L�S�O�R�P�L�U�D�Q�L�� �L�Q�å�H�Q�M�H�U��

medicinske biokemije ���L�]�M�H�G�Q�D�þ�H�Q�R���V��magistra medicinske biokemije). 

Od 01. srpnja 2007. godine zaposlena je kao znanstvena novakinja - asistentica na 

Zavodu za medicinsku biokemiju i hematologiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta 

�6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D�� �X�� �=�D�J�U�H�E�X���� �Q�D�� �S�U�R�M�H�N�W�X�� �
�
�0�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�L�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�L�� �S�D�W�R�J�H�Q�H�]�H�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�H��

opstrukcijske bolesti pl�X�ü�D�
�
���� �$�N�D�G�H�P�V�N�H�� �J�R�G�L�Q�H�� �������������������� �X�S�L�V�D�O�D�� �M�H�� �S�R�V�O�L�M�H�G�L�S�O�R�P�V�N�L��

doktorski studij Farmaceutsko-biokemijske znanosti, modul Medicinsko-biokemijske 

znanosti. 

�3�U�L�S�U�D�Y�Q�L�þ�N�L�� �V�W�D�å�� �]�D�� �]�G�U�D�Y�V�W�Y�H�Q�H�� �G�M�H�O�D�W�Q�L�N�H�� �R�G�U�D�G�L�O�D�� �M�H�� �W�L�M�H�N�R�P�� �������������������� �J�R�G�L�Q�H�� �Q�D��

Zavodu za laboratorijsku dijagnostiku �.�O�L�Q�L�þ�N�H�� �E�R�O�Q�L�F�H�� �'�X�E�U�D�Y�D���� �=�D�J�U�H�E�� �W�H��je 2009. godine 

�S�R�O�R�å�L�O�D���V�W�U�X�þ�Q�L���L�V�S�L�W pri Ministarstvu zdravstva i socijalne skrbi. 

Tijekom 2008. i 2010. (ukupno 4 mjeseca) boravila �M�H�� �Q�D�� �]�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�R�P�� �X�V�D�Y�U�ã�D�Y�D�Q�M�X��

na University Medical Center Groningen u Groningenu, Nizozemska. �6�W�U�X�þ�Q�R���V�H���X�V�D�Y�U�ã�D�Y�D�O�D��

na jednom �P�H�ÿ�X�Q�D�U�R�G�Q�R�P���W�H�þ�D�M�X���W�U�D�M�Q�R�J���X�V�D�Y�U�ã�D�Y�D�Q�M�D���L��jednoj �O�M�H�W�Q�R�M���ã�N�R�O�L�� 

Prvi je autor 2 originalna znanstvena rada zastupljena u Current Contents bazi te je 

ko�D�X�W�R�U�� ������ �N�R�Q�J�U�H�V�Q�L�K�� �S�U�L�R�S�ü�H�Q�M�D���� �R�G�� �þ�H�J�D�� �M�H�� ���� �S�U�L�R�S�ü�H�Q�M�D�� �X�V�P�H�Q�R�� �L�]�O�D�J�D�O�D���� �D�� �Q�D��

�P�H�ÿ�X�Q�D�U�R�G�Q�L�P�� �V�N�X�S�R�Y�L�P�D�� �E�L�O�D�� �M�H�� �Q�D�J�U�D�ÿ�H�Q�D�� �]�D�� ���� �Sosterska izlaganja. Koautor je jednog 

�V�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�Q�R�J���Q�D�V�W�D�Y�Q�R�J���W�H�N�V�W�D�� 

�ý�O�D�Q�L�F�D�� �M�H�� �+�U�Y�D�W�V�N�H�� �N�R�P�R�U�H�� �P�H�G�L�F�L�Q�V�N�L�K�� �E�L�R�N�H�P�L�þ�D�U�D���� �+�U�Y�D�W�V�N�R�J�� �G�U�X�ã�W�Y�D�� �]�D��

medicinsku biokemiju i laborat�R�U�L�M�V�N�X�� �P�H�G�L�F�L�Q�X���� �+�U�Y�D�W�V�N�R�J�� �G�U�X�ã�W�Y�D�� �]�D�� �E�Lokemiju i 

molekularnu biologiju te European Respiratory Society. 
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POPIS OBJAVLJENIH RADOVA  

 

�=�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�L���U�D�G�R�Y�L���R�E�M�D�Y�O�M�H�Q�L���X���þ�D�V�R�S�L�V�L�P�D���N�R�M�L���V�X���]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�L���X���&�X�U�U�H�Q�W���&�R�Q�W�H�Q�W�V���E�D�]�L�� 

1. �6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D�����$�Q�L�W�D; van der Toorn, Marco; Franciosi, Lorenza; Slebos, Dirk-
�-�D�Q���� �ä�D�Q�L�ü-�*�U�X�E�L�ã�L�ü���� �7�L�K�D�Q�D���� �%�L�V�F�K�R�I�I���� �5�D�L�Q�H�U���� �Y�D�Q�� �2�R�V�W�H�U�K�R�X�W���� �$�Q�W�R�R�Q�� �-���� �0����
Cigarette smoke induces endoplasmic reticulum stress response and 
proteasomal dysfunction in human alveolar epithelial cells. Experimental 
Physiology, 2013, 98(1), 316-325. 

2. �6�R�P�E�R�U�D�F���%�D�þ�X�U�D�����$�Q�L�W�D�����%�X�O�M�H�Y�L�ü�����6�X�Q�þ�L�F�D�����5�X�P�R�U�D�����/�D�G�D�����ý�X�O�L�ü�����2�J�Q�M�H�Q�����'�H�W�H�O����
�'�L�M�D�Q�D�����3�D�Q�F�L�U�R�Y�����'�R�O�R�U�H�V�����3�R�S�R�Y�L�ü-�*�U�O�H�����6�D�Q�M�D�����9�D�U�O�M�H�Q�����-�D�G�U�D�Q�N�D�����ý�H�S�H�O�D�N�����,�Y�D�Q�D����
�ä�D�Q�L�ü�� �*�U�X�E�L�ã�L�ü���� �7�L�K�D�Q�D����Decreased soluble dipeptidyl peptidase IV activity as a 
potential serum biomarker for COPD. Clinical Biochemistry, 2012, 45(15), 1245-
1250. 

 

�3�U�L�R�S�ü�H�Q�M�D�� ���S�R�V�W�H�U�V�N�D�� �L�O�L�� �X�V�P�H�Q�D���� �Q�D�� �P�H�ÿ�X�Q�D�U�R�G�Q�L�P�� �L�O�L�� �G�R�P�D�ü�L�P�� �]�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�L�P��

skupovima: 

1. �6�R�P�E�R�U�D�F�� �%�D�þ�X�U�D���� �$�Q�L�W�D���� �5�X�P�R�U�D���� �/�D�G�D���� �â�U�L�E�D�U���� �'�R�U�D���� �3�R�S�R�Y�L�ü-Grle, Sanja; 
�ý�H�S�H�O�D�N���� �,�Y�D�Q�D���� �ä�D�Q�L�ü�� �*�U�X�E�L�ã�L�ü���� �7�L�K�D�Q�D����MMP -9 and TIMP-1 concentrations in 
plasma of patients with chronic obstructive pulmonary disease. Biochemia 
Medica, 2012, A147. 

2. �6�X�þ�L�ü���� �0�L�U�Q�D�����6�R�P�E�R�U�D�F�� �%�D�þ�X�U�D���� �$�Q�L�W�D���� �ä�D�Q�L�ü-�*�U�X�E�L�ã�L�ü���� �7�L�K�D�Q�D���� �/�M�X�E�L�ü���� �1�L�Y�H�V����
�3�H�U�N�R�Y�L�ü�����/�H�L�O�D�����,�Y�D�Q�R�Y�L�ü�����'�X�Q�M�D�����ä�X�S�D�Q�L�ü-Krmek Dubravka. Telomerase, IMP-3 and 
hScrib in A549 alveolar epithelial cancer cell line. Cytopathology - Abstracts of the 
37th European Congress of Cytology, Supplement 1, 2012, 62-63. 

3. �6�R�P�E�R�U�D�F�� �%�D�þ�X�U�D���� �$�Q�L�W�D; Rum�R�U�D���� �/�D�G�D���� �0�H�ã�W�U�L�ü���� �,�Q�H�V���� �9�X�N�H�O�L�ü���� �0�D�U�W�L�Q�D����
�0�D�W�R�N�D�Q�R�Y�L�ü���� �0�L�U�H�O�D���� �3�D�Q�F�L�U�R�Y���� �'�R�O�R�U�H�V���� �3�R�S�R�Y�L�ü-�*�U�O�H�����6�D�Q�M�D���� �ý�H�S�H�O�D�N���� �,�Y�D�Q�D���� �ä�D�Q�L�ü��
�*�U�X�E�L�ã�L�ü���� �7�L�K�D�Q�D����MMP -9 concentration and MMP-9 gene polymorphisms in 
patients with chronic obstructive pulmonary disease. FEBS 3+ Meeting ''From 
molecules to life and back'' Book of Abstracts, 2012, 237. 

4. �0�D�W�R�N�D�Q�R�Y�L�ü���� �0�L�U�H�O�D���� �*�U�G�L�ü�� �5�D�M�N�R�Y�L�ü���� �0�D�U�L�M�D���� �.�U�L�å�D�Q�R�Y�L�ü���� �0�D�M�D���� �9�R�O�D�U�L�ü���� �$�Q�G�U�H�D����
�6�R�P�E�R�U�D�F�� �%�D�þ�X�U�D���� �$�Q�L�W�D���� �ý�H�S�H�O�D�N���� �,�Y�D�Q�D���� �ä�D�Q�L�ü�� �*�U�X�E�L�ã�L�ü���� �7�L�K�D�Q�D���� �5�X�P�R�U�D���� �/�D�G�D����
Frequency of Q192R, L55M and -108C>T polymorphisms of pon1 and S311C 
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�.�U�R�Q�L�þ�Q�D�� �R�S�V�W�U�X�N�F�L�M�V�N�D�� �S�O�X�ü�Q�D�� �E�R�O�H�V�W�� ���.�2�3�%���� �Q�D�M�X�þ�H�V�W�D�O�L�M�D�� �M�H�� �N�U�R�Q�L�þ�Q�D�� �U�H�V�S�L�U�D�F�L�M�V�N�D�� �E�R�O�H�V�W�� �V�� �S�U�R�J�U�H�V�L�Y�Q�L�P��
tijekom. Temeljni uzroci KOPB-�D�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�� �S�X�ã�H�Q�M�H�� �F�L�J�D�U�H�W�D���� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�H�� �R�N�R�O�L�Q�H te gensku predispoziciju. 
�'�R�V�D�G�D�ã�Q�M�H���V�S�R�]�Q�D�M�H���R���U�D�]�Y�R�M�X���X�S�D�O�H�����R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�R�P���V�W�U�H�V�X���L���Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�L���S�U�R�W�H�D�]�D���L���D�Q�W�L�S�U�R�W�H�D�]�D���Q�L�V�X���G�R�V�W�D�W�Q�H���]�D��
�R�E�M�D�ã�Q�M�H�Q�M�H�� �Q�D�V�W�D�Q�N�D�� �L�� �S�U�R�J�U�H�V�L�M�H�� �E�R�O�H�Vti. �2�Y�R�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �S�R�N�D�]�D�O�R�� �M�H�� �G�D ekstrakt dima cigareta u A549 
alveolarnim epitelnim stanicama uzrokuje �R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�D���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K���O�L�S�L�G�D���L���S�U�R�W�H�L�Q�D�����ã�W�R���E�L���P�R�J�O�R��voditi 
�G�R���J�X�E�L�W�N�D���Y�D�å�Q�L�K���I�X�Q�N�F�L�M�D���V�W�D�Q�L�F�H�����U�H�]�X�O�W�L�U�D�M�X�ü�L���V�P�U�ü�X���V�W�D�Q�L�F�H�����1�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�H���R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���X���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���Y�R�G�L��
do aktivacije �(�5�� �V�W�U�H�V�Q�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�� �X�� �Y�L�G�X�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D�� �U�D�]�L�Q�H�� �I�R�V�I�R�U�L�O�L�U�D�Q�R�J�� �H�,�)���.�� �L�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�D��de novo sinteze 
proteina. Smanjena sinteza proteina vjerojatno pridonosi �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�X��koncentracije slobodnih aminokiselina 
unutar stanica �]�D�M�H�G�Q�R�� �V�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�R�P�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K�� �G�L�P�R�P�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �S�X�W�H�P�� �X�E�L�N�Y�L�W�L�Q-proteasomalnog 
sustava. Iako se ER stresni odgovor �R�E�L�þ�Q�R povezuje s �S�R�Y�H�ü�D�Q�R�P aktivnosti proteasoma, dim cigareta uzrokuje 
�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H kaspazne, tripsinske i kimotripsinske aktivnosti �S�U�R�W�H�D�V�R�P�D���� �ã�W�R�� �L�K�� �þ�L�Q�L�� �Q�H�G�R�Y�R�O�M�Q�R��
�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�L�P�D�� �X�� �S�U�R�F�H�V�X�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�D�� �R�ã�W�H�ü�H�Q�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D. �.�D�R�� �G�L�R�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�� �Q�D�� �V�W�U�H�V���G�R�O�D�]�L�� �L�� �G�R���S�R�U�D�V�W�D��
ekspresije �ã�D�S�H�U�R�Q�V�N�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D���+�6�3�������L���+�6�3���������ã�W�R���Q�L�V�P�R���S�R�N�D�]�D�O�L���L���]�D���+�6�3����. �7�D�N�R�ÿ�H�U���G�R�O�D�]�L���G�R promjena u 
�0�$�3�.���V�L�J�Q�D�O�Q�L�P���S�X�W�R�Y�L�P�D�����]�Q�D�þ�D�M�Q�R���U�D�V�W�H���U�D�]�L�Q�D���D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�H���S���������Q�H���G�R�O�D�]�L���G�R���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�H���(�5�.�����D���D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X���-�1�.��
�Q�L�V�P�R�� �X�V�S�M�H�O�L�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�W�L���� �1�D�G�D�O�M�H���� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �G�D�� �$�������� �V�W�D�Q�L�F�H�� �Q�H�� �V�D�G�U�å�H�� �0�0�3-9, ali pod utjecajem 
ekstrakta dima cigareta s �Y�U�H�P�H�Q�R�P���X���P�H�G�L�M���S�R�M�D�þ�D�Q�R���R�W�S�X�ã�W�D�M�X���0�0�3-2, a TIMP-�����R�W�S�X�ã�W�D�M�X���X���P�D�Q�M�R�M���N�R�O�L�þ�L�Q�L, 
�ã�W�R�� �E�L�� �P�R�J�O�R�� �S�U�L�G�R�Q�L�M�H�W�L�� �X�N�X�S�Q�R�M�� �Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�L�� �S�U�R�W�H�D�]�D�� �L�� �D�Q�W�L�S�U�R�W�H�D�]�D���� �8�� �E�D�]�D�O�Q�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D�� �S�R�O�L�P�R�U�I�R�Q�X�N�O�H�D�U�Q�L��
leukociti (PMN) bolesnika s KOPB-�R�P�� �R�W�S�X�ã�W�D�M�X �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Y�L�ã�H�� �0�0�3-9 u odnosu na zdrave kontrole. 
�6�W�L�P�X�O�D�F�L�M�R�P�� �3�0�1�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �N�R�Q�W�U�R�O�D�� �H�N�V�W�U�D�N�W�R�P�� �G�L�P�D�� �F�L�J�D�U�H�W�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �V�H�� �R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�H�� �0�0�3-9, dok ista 
stimulacija u bolesnika s KOPB-�R�P���Q�H���L�]�D�]�L�Y�D���G�R�G�D�W�Q�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H���Y�L�V�R�N�H���U�D�]�L�Q�H���R�W�S�X�ã�W�D�Q�M�D���0�0�3-�������ã�W�R���G�R�N�D�]�X�M�H��
�N�U�R�Q�L�þ�Q�X�� �D�N�W�L�Y�D�F�L�M�X�� �3�0�1�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �L�� �Q�M�L�K�R�Y�X�� �P�R�J�X�ü�X�� �X�O�R�J�X�� �X�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�L�� �L�]�Y�D�Q�V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J�� �P�D�W�U�L�N�V�D�� �X�� �S�O�X�ü�L�P�D����
�6�L�V�W�H�P�V�N�D�� �Q�H�U�D�Y�Q�R�W�H�å�D�� �S�U�R�W�H�D�]�D�� �L�� �D�Q�W�L�S�U�R�W�H�D�]�D�� �X�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-�R�P�� �R�þ�L�W�X�M�H�� �V�H��pov�H�ü�D�Q�R�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�R�P��
MMP-9 u plazmi. Analiza ROC krivulja pokazala je vrlo dobru dijagnos�W�L�þ�N�X���W�R�þ�Q�R�V�W���]�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X���0�0�3-9, 
�ã�W�R�� �M�H�� �þ�L�Q�L�� �G�R�E�U�L�P�� �E�L�O�M�H�J�R�P�� �]�D�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�Q�M�H�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �L�� �]�G�U�D�Y�L�K�� �R�V�R�E�D���� �,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�� �X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�L�� �S�R�O�L�P�R�U�I�L�]�D�P�D��
MMP9 gena (-1562 C/T i (CA)n dinukleotidna ponavljanja u promotorskoj regiji te Q279R u egzonu 6) pokazalo 
je �G�D�� �Q�H�P�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �U�D�]�O�L�N�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �E�R�O�H�V�Q�L�N�D�� �V�� �.�2�3�%-om i zdravih ispitanika, kao niti povezanosti 
koncentracije MMP-9 s genotipovima ispitanika. U serumu bolesnika s KOPB-om, kod kojih je dokazana 
�V�L�V�W�H�P�V�N�D�� �X�S�D�O�D�� ���S�R�Y�H�ü�D�Q�L ukupni leukociti, neutrofili i CRP), nalazimo smanjenu aktivnost DPPIV, proteaze 
koja bi mogla pridonositi razvoju upale. S obzirom na dokazanu �Y�U�O�R���G�R�E�U�X���G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�X���W�R�þ�Q�R�V�W�����R�Y�D�M���H�Q�]�L�P���E�L��
�V�H���W�D�N�R�ÿ�H�U���P�R�J�D�R���N�R�U�L�V�W�L�W�L���N�D�R���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W���E�L�R�N�H�P�L�M�V�N�L���S�R�N�D�]�D�W�H�O�M���.�2�3�%-a. 
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SUMMARY  
 

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is the most common chronic respiratory disease with a 
progressive course. The principal causes of COPD include cigarette smoking, environmental factors and genetic 
predisposition. Current knowledge about the development of inflammation, oxidative stress and protease-
antiprotease imbalance is not sufficient to explain the origin and progression of the disease. In this study we 
found that cigarette smoke extract causes oxidative damage to cellular lipids and proteins in A549 alveolar 
epithelial cells, which could lead to the loss of important cell functions, eventually resulting in cell death. The 
accumulation of damaged proteins in cells leads to the activation of ER stress response in the form of increased 
�O�H�Y�H�O�V���R�I���S�K�R�V�S�K�R�U�\�O�D�W�H�G���H�,�)���.���D�Q�G���U�H�G�X�F�H�G��de novo protein synthesis. It is likely that reduced protein synthesis 
contributes to the increase in the level of free amino acids in the cells, together with the degradation of proteins 
damaged by cigarette smoke inside the ubiquitin-proteasome system. ER stress response is usually associated 
with increased proteasomal activity; however, cigarette smoke causes a significant reduction in caspase-, trypsin- 
and chymotrypsin-proteasomal activities, making the proteasome inefficient in the process of removing damaged 
proteins. As a part of the cellular stress response, we observed an increase in the expression of chaperone 
proteins HSP32 and HSP27, which was not shown for HSP70. Likewise, we noticed the changes in MAPK 
signaling pathways: a significant increase in the level of activated p38, no activation of ERK and undetectable 
activation of JNK. Furthermore, the results showed that A549 cells do not produce MMP-9, but after a while 
treatment with the cigarette smoke extract increases the release of MMP-2 in the medium and decreases the 
release of TIMP-1, which probably contributes to the overall protease-antiprotease imbalance. In basal 
conditions polymorphonuclear leukocytes (PMN) of patients with COPD release significantly much more MMP-
9 compared to healthy controls. Stimulation of PMN of healthy controls with cigarette smoke extract increases 
the release of MMP-9, while in patients with COPD no further increase over the high secretion rate was found, 
suggesting the chronic activation of PMN of patients with COPD and their possible role in the degradation of 
extracellular matrix in the lungs. Systemic protease-antiprotease imbalance in plasma of patients with COPD is 
manifested by increased concentration of MMP-9. ROC curve analysis showed a very good diagnostic accuracy 
for concentration of MMP-9, making it a good biomarker for distinguishing patients from healthy individuals. 
Testing the frequency of MMP9 gene polymorphisms (-1562 C/T and (CA)n dinucleotide repeat in the promoter 
region, and Q279R in exon 6) showed no significant difference between patients with COPD and healthy 
subjects, and no correlation of MMP-���� �F�R�Q�F�H�Q�W�U�D�W�L�R�Q�� �Z�L�W�K���V�X�E�M�H�F�W�V�¶�� �J�H�Q�R�W�\�S�H�V���� �,n sera of patients with COPD, 
with the observed systemic inflammation (increased total leukocytes, neutrophils and CRP), we found a decrease 
in activity of DPPIV, a protease that could be contributing to the development of inflammation. As showing a 
very good diagnostic accuracy, this enzyme could also be used as an effective biochemical marker of COPD. 
 
The thesis is deposited in the Central Library of Faculty of Pharmacy and Biochemistry. 
 
Thesis includes: 204 pages, 52 figures, 17 tables and 238 references. Original is in Croatian language. 
Keywords: chronic obstructive pulmonary disease, epithelium, cigarette smoke, ER stress, ubiquitin-

proteasome system, HSP, MAPK, MMP-9, TIMP-1, DPPIV 
 
Menthor: �7�L�K�D�Q�D���ä�D�Q�L�ü���*�U�X�E�L�ã�L�ü�����3�K���'�� Full Professor, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, 
  University of Zagreb. 
Reviewers: Lada Rumora, Ph.D. Full Professor, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, 
  University of Zagreb. 
  �2�J�Q�M�H�Q���ý�X�O�L�ü����Ph.D. Senior Scientist, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, 
  University of Zagreb. 
  �6�D�Q�M�D���3�R�S�R�Y�L�ü-Grle, Ph.D. Assistant Professor, School of Medicine, University of Zagreb. 
Thesis accepted: 12th July 2013 




