Molekularni mehanizmi patogeneze kroni ne
opstrukcijske plu ne bolesti

Somborac Ba ura, Anita

Doctoral thesis / Disertacija
2013

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademsWnivesgity afi stupar
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / Sveu iliate u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna pbhMpsfucmnsk.hr/urn:nbn:hr:163:038359

Rights / Prikveapyright

Download date / Datum pre 20200727

Repository /| Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb - Diplomski
radovi Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta




FARMACEUTSKBIOKEMIJSKI FAKULTET

$1,7$ 620%25%$& %$y85%

MOLEKULARNI MEHANIZMI PATOGENEZE
.521,p1( 236758.&,-6.( 3/8U1( %2

DOKTORSKI RAD

Zagreb, 2013.



FACULTY OF PHARMACY AND BIOCHEMISTRY

$1,7% 620%25%& %$y85%

MOLECULAR MECHANISMS OF PATHOGENESIS C
CHRONIC OBSTRUCTIVE PULMONARY DISEASE

DOCTORAL THESIS

Zagreb, 2013



FARMACEUTSKBIOKEMIJSKI FAKULTET

$1,7% 620%25%& %$y85%

MOLEKULARNI MEHANIZMI PATOGENEZE
521,p1( 236758.&,-6.( 3/MTL( %2

DOKTORSKI RAD

OHQWRU 3URI GU VF 7LKDQD abDQl

Zagreb, 2013.



FACULTY OF PHARMACY AND BIOCHEMISTRY

$1,7$ 620%25%& %$y85%

MOLECULAR MECHANISMS OF PATHOGENESIS C
CHRONIC OBSTRUCTIVE PULMONARY DISEASE

DOCTORAIHESIS

6XSHUYLVRU 7LKDQD abDQLU *UXELSZ3

Zagreb, 2013



5DG MH SUHGDQ QD RFMHQX )DN>ORHIOGNRP YLM
IDNXOWHWD 6YHXpLOLAWD X =DJUHEX UDGL VWML
]QDQRVWL bipneRic&ixirdfva, polje farmacija, grana medicinska

biokemija.

5DG MH hd BabodH £anedicinsku biokemiju i hematologiju
FarmaceutskcdELRNHPLMVNRJ IDN X OW H WhanjérivdjefomL O L a W D
na University Medical Center Groningen, Groningen,ademskau sklopu
doktorskog studijpA) DU P D FHEEX WNINIRL M V NRdrri&zeuk v W L 3
biokemijskog fakultetab YHXpLODAWBEX WH X V Na@dRBaXniSURMH
PHKDQL]JPL SDWRJHQH]H NURQLORHDR DV QY IUNXWB UM
znanosti, obrazovgai sporta Republike Hrvatsk@®06-00612450977).



6UGDpPQR ]JDKYDOMXMHP SURI GU VF 7LKDQL aDQLUO *UXE
WHPL VWUXpPpQRP YRGVWYX LGHMDPD VDYMHWLPD SUHC

tijekom cjelokupnog moga rade Zavodu za medicinsku biokemiju i hematologiju.

Posebnu zahvalnost iskazujem prof. dr. sc. Antoonu van Oosterhoutu i dr. sc. Marcu van der
Toorny NRML VX PH SULKYDWLOL NDR UDYQRSUDYQRJ pODQI
Medical Center Groningen u ktizemskoj,na konstruktivnim kritikama i raspravama te
SUXAHQRM SRPRUL L SULMDWHOMVWY X

=DKYDOMXMHP SURI GU VF ,YDQL yHSHODN QD LGHMDPD
tijekom izrade ove doktorske disertacije.

Prof. dr. sc. Ladi Rumora osobito O KYDOMXMHP QD VXUDGQML L QHVHEL

eksperimentalnog dijela rada.

Dr VF ODULMAMNURBYI480GBLUHOL ODWHRNOQLRWRWLPpHYLUO L 6X]DC
hvala na uvijek prisutnoprijateljskoj SRGUGRIEURGRAaOL P WHDKOMBRANPLRPUDL.

tijekom eksperimentalnog dijela rada.

9HOLNR KYDOD GRF GU VF 6DQML 3RSRYLUO *UOH PU VF
L PU VF '"'RORUHV 3DQFLURY QD SRPRUL RNR SULNXSOMDQ
bolesnika s KOP®m i zdravih ispitanika.

Prof. dr. sc. Jadranki Varljendr. sc. Dijani DeteO L 6 XQpLF]LD BoKDMWHXYMHP QD SR
RNR RGUHYLYDQMD DNWLYQRVWL '33,9 X VHUXPX

‘U VF 5XyHUX 1RYDNX KYDOD QD SRPRUL RNR DQDOL]H QD

citometu.
Dr.sc.' XEUDYNL 5DaLu0 [DKYDOMXMHP QD.RGUHYLYDQMX 0'$ QC

'LSORPDQWLFDPD ,YDQL OLOHWLUO 'RULV *ROH& ODULQL +I
KYDOD QD SR]FRy!H&MEBerimenata.

Svim djelatnicima Zavoda za medicinsku biokernfjematologiju zahvaljujem na suradniji i

prijateljstvu.

IDMYHUD KYDOD PRP VXSUXJX O0ODWNX L, fuRavi RodskirafacritV HO M L (
UD]XPLMHYDQMX WLMHNRP VYLK JRGLQD XORAHQLK X L]JUDG



634(7$.

.URQLPpQD RSVWUXRBIHWWWD. 230X QDM XpHVWajskd MD MH
bolest s progresivnim tijekom. Temeljni uzroci KOHB XNOMXpXMX SX&aHQMH
PpLPEHQLNH teR4pRIXL BHUHGLVSR]JLFLMX 'RVDGDEQMH VSRI]QI
RNVLGDFLMVNRP VWUHWMNDID QH IDIQVQIRSURRA.HBUR QLVX GRV
nastanka i progresije bolesti.

2YR LVWUDALY D Q Mistr&Rdinia |dper&ta MBH9 &vBolarnim epitelnim
stanicama uzrokillRNVLGDFLMVND R aQULFILEE@MID SYNRDNHYb@iddd AW R EL
JXELWND YDAaQLK IXQNFLMD VWDQLFH UH]XOWLUDMXUL VPL
stanicama vodi daktivacije (5 VWUHVQRJ RGJRYRUD X YLGX SRYHUDQ
H,) . L VP DJ@ koMoQieRe proteina. Smanjena sinteza protejeaojatno pridonosi
S R Y H U kbaxbhXacije slobodnih aminokiselina unutar stanicaajedno s razgradnjom
SURWHLQD RAWHUHQLK GLPR pprokehsbinblndyVust®/A Wakd® seXERLN Y L W
stresni odgovorR E L jp&y&uje sS R Y H U BKMRd3ti proteasora, dim cigaretauzrokuje
]QDpDMQR WREaghd ltisivdRe irkiotripsinskeaktivnostt SURWHDVRPD &dWR L
QHGRYROMQR XpLQNRYLWLPD X SURFHVX XNODQMDQMD RAaV

Kao GLR VWDQLpPQRJ R @di&lyiRdo Dpor@sia ek$rdsijd/D S dKhR Q
proteina +6 3 L +63 AWR QLVPR SRNDNRyHUW GRAEBBL GR SUR
0$3. VLIQDOQLP SXWRYLPD ]QDpDMQR UDVWH UD]JLQD DN\
ERK, a aktivaciju JNK nismo uspjeli detektirati.

Nadalje, rezultati su pokazalc D $ VWDQLFH Q% aV poG Uti@ehjedn0 3
ekstrakta dima cigarevremenomum&LM SRMDpD QR -RATBMHRANRDANSX 8 WD M X
X PDQMRM NROLpPpLQL aWR EL PRJOR SULGRQLMHWL XNXSQR

U bazalnim uvjetima polimoohuklearni leukociti (PMN) bolesnika s KORBn
RWSXawDMX ]Q D pbuvb@nidsuYrnadzdrave0kdntrole. Stimulacijom PMN zdravih
NRQWUROD HNVWUDNWRP GLPD FLJDY W BtaSsBmvukaciP YD VH R
bolesnika s KOPB®m ne izaziva dodathn G RYHUDQMH YLVRNH UD]LQ@MWRWSX
GRND]XMH NURQLpPpQX DNWLYDFLMX 301 EROHVQLND L QI
LIYDQVWDQLPpQRJ PDWULNVD X SOXuULPD

6LVWHPVND QHUDYQRWHAD SURWHD]D -RPD RWILL\S X RW H\D-
povHUD QR P taBjQnr MNJP-9 u plazmi. Analiza ROC krivulja pokazala je vrlo dobru
GLMDIJQRVWLPNX WRPQRVW R RMHFHQOWUBRIENX POELOMHJIR
EROHVQLND L JGUDYLK RVRED ,VSLWMMRQenH A562CATVIWD ORVYV
(CA), dinukleotidna ponavljanjai promotorskoj regijie Q279Ru egzonu p pokazalo je da
QHPD ]QDpDMQLK UD]OLND L]PH yiXzdiawrhO ispitapikdy xaoVniti 2 3 %
povezanosti koncentracije MM®s genotipovima ispitanika.

U serumu bolesnika s KOP&@n, kod kRMLK MH GRND]DQD VLVWHPVND
ukupni leukociti, neutrofili i CRP nalazimo smanjenu aktivnost DPPIV, prote&pg bi
mogla pridonositi razvoju upale. S obzirom na dokazaitd OR GREUX GLMDJQRVWL
RYDM HQ]JLP EL VH WADWIRW H WIN P IRok&jtH s [BokbY dtélf KOPH.

,.OMXpPpQHNUWRIAHPLQRD RSVWUXN efittd, dif Dig&r €@ ERIreE ROHV W
ubikvitin-proteasomalni sustav, HSP, MAPK, MMR TIMP-1, DPPIV



SUMMARY

Chronic obstructive pulmonary disease (@)Pis 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 stremsd proteasantiprotease 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, wheould 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
SKRVSKRU\ODWHG Hie)now pPrx&n syhtite3id: H S 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 ukpgoiasome
system. ER stss response is usually associated with increased proteasomal activity;
however, cigarette smoke causes a significant reduction in caspagpesin and
chymotrypsinproteasomal activities, making the proteasome inefficient in the process of
removing damagd proteins.

As a part of the cellular stress response, we observed an increase iprédssier of
chaperone proteinglISP32and HSP27, which was not shown for HSP70. Likewise, we
noticed the changes in MAPK signaling pathways: a significant increadeeitevel of
activated p38, no activation of ERK and undetectable activation of JNK.

Furthermore, the results showed that A549 cells do not produce-8)NdBt after a
while treatment with the cigarette smoke extract increases the release of2MiMEhe
medum and decreases the release of TAMPwhich probably contributes to the overall
proteaseantiprotease imbalance.

In basal conditiongolymorphonuclear leukocyteNIN) of patients with COPD
release significantly much more MM#Pcompared to healthy conts. Stimulation of PMN
of healthy controls with cigarette smoke extract increases the release of9\ViMAtle in
patients with COPD no further increase over the high secretion rate was found, suggesting the
chronic activation of PMN of patients with CORIDd their possible role in the degradation of
extracellular matrix in the lungs.

Systemic proteasantiprotease imbalance in plasma of patients with COPD is
manifested by increased concentration of MMIARROC curve analysis showed a very good
diagnostic acuracy for concentration of MMB, making it a good biomarker for
distinguishing patients from healthy individuals. Testing the frequenciP9 gene
polymorphisms {1562 C/T and (CA)dinucleotide repeat in the promoter region, and Q279R
in exon 6) showe no significant difference between patients with COPD and healthy
subjects, and no correlation of MMPFRQFHQWUDWLRQ ZLWK VXEMHFWVY J

In sera of patients with COPD, with the observed systemic inflammaticreéised
total leukocytes neutrophilsand CRP), we founda decrease iactivity of DPPIV, a protease
that could be contribuing to the development of inflammatioks showinga very good
diagnostic accuracy, this enzyme coaldo be used as an effective biochemiozdrker of
COPD.

Keywords: chronic obstructive pulmonary disease, epitiali cigarette smoke, ER stress,
ubiquitin-proteasome system, HSP, MAPK, MNP TIMP-1, DPPIV
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1.1..521,y1% 236758.&,-6.% 3/801% % 2KOPB)

KronipQD RSVWUXNFLMVKIPBS® Xip® M WHRIEHASDDRIMO MH PRJIX Ut
V S UMMHIp LO kaddKktprizifabge Btahim RJUD QL p HQ M Hig K8je R WgRwh&mM | U D

progresivno, a povezano je sigoD@ RP N UWRUPabPQRL A QL K SXuiERzvadomh S O

stranm p H\AMAL plinovima 8 GDKQXWL GLP FLIJDUHWD L RVWDOH awt
GR XSDOH XRELpDMHQRJ RGJRYRUD NRML MH L]JPLMHQMH
7DNDY NURQLpPQL XSDOQL RGJRYRU PRA&H D]DUWH)WQ WU D DWW
HPILIHPRP L RPHWDWL QRUPDOQL SRSUDYDN L REUDPEHQ
PDOLK GLAQLK SXWRYD 2YH SDWRORANH SURPHtek®@ H GRYR
zraka, te naposlijetku do gubitka daha i ostalih simptoma kafdakief/ LpQLK [D .23%

Www.qoldcopd.org

KOPBjejedan odY R Gwirdka PRUELGLWHWD L PRUWDOLWHWD X VYLM
VYH YHUH RSWHUHUHQMH ]BreraN fRdpjenBradM Svjetskes 2ddaeswendR
RUJDQL]DFLMH PLOLMXQD OMXGL X VYLMHWX EROXMH I
www.who.inf DOL WRpDQ EURM MH WHaANR XVWDQRYLWL MHU P«
(Willyard, 2012) 9HULQD EROPBWALND WX2SXaDpL OHyX®IFL VDPR
SX&aDpD UD]YLMRBROBRIDRE j@/nekaBbilakb Ha 1D E P B N Iyalikzbdg

SRY H albe duhan® Hy &H Q D Rénljgma s visokim dohotkoinYHUH L]JORAaHQRYV
AHXMXWDUQMHP ] OnbBtilehQddrénj¢tdibnaBe X N X G D Q U YeéMljam®s

niskim dohotkom bolestdanas gotovoS R G M H G Q D N K a9\RDIUDEyHRO2AA02. godini

KOPB je bio SHWL Y\YRdR Wdrirti u svijetuPUHGYLYD V Hkupri bioHsmvtiih
VOXpDMHYD NKDRB& RO M HBBWEHIRGK V O M H @dditd, Ksim ako se

hitno ne poduzmumijere za smanjenjeemeljnih p L P E B (zlk&l posebnaiporabe duhana

Prociene SRN D] X M XOEBB 2a86. godinepostati WU H UL uzmRkGshhiiiLu svijetu
@ .DNR EL VH SRY Hia&loimskdgYosbhlj Qavhodd ovoj bolesti,

1998. godine skupina znanstvenika osnovalad @REDOQX LQLFLMDWLYX ]D NURQI
SOXuQX ERGlebaMnitiati@elfor Chlonic Obstuctive Lung DiseaseGOLD). Njihovi

JODYQL FLOMHYL VX ISRRHE R OX\pa MQINR R et ERAEMT) 8 BN kbkdbQ M D
se smanjilimorbiditet i mortalitet od KOPE www.qoldcopd.or?;
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1 D M p fhébenid rizika za razvoKOPB-asu:
x duhanski dim porijeklom iz cigareta, lule, cigara i drugih vrsta duhanskih proizvoda,
kao i duhanski dim iz okoline,
X unutarnje ] D J Djg Hr@ka nastdo gorenjem biomase koja se koristi za kuhanje i
grijanje u slaboven® LUDQLP VWDPEHQLP SURVWRULPD RVREL!
u razvoju),
Xx SURIHVLRQDOQD suUuDaLQD L NHPLNDOLMH LVSDUDYDRQ!
GXOMRM L]JORAHQRVWL
X YDQMYV N Re |2pak® Kok¢ @ridonosi ukupnostdahnutih &8 W H WHM\LWalkd- se
p L Q kadsu2rok KOPBaimarelatiY QR PDOL XpLQDN
%XGXuUL GD VDPR GLR SRMHGLQDFD L]JORAHQLK QDEURMHQL
GUXJL pLFPZkH@dpatigegklh XNOMXpHQL X S ROM @SRV \W EBRRQQ NV W L
rizika osdito se LVWLpPpH QDYV O M-&h@u@psinaRD @ MDsNih .oboljelih) Ostall
PLPEHWQLFERYHUDYDMX UL }akbdpbédirRavsD svgBPE HRR MIL X W MH p X
QD UD]JYRM SsOXuD ]D YULMHPH JHVWDFLM Hredpir@jskeHWLQM V'
LQIHNFL M @vww. yoitop@dryMocchegiani i sur., 2011; Roth, 2008

Simptomi EROHVWL RWE& MXQRMXLYVDQMUWR @LIPVEQNBDAXDOM L NURQ
ispljuvka (sputuma)Osim toga, KOPB je W OWLVLVWHPVND EROHVW NRMD
S O X Ufazvoizm dolazi ddorojnih sistemskh manifestacja NDR aWR VX VLVWHPV]I
respiraijske infekcije, malnutricija i kardiovaskularne komplikacijeegzacerbacije (periodi
DNXWQRJ Ssthygoma DVQHM PHV W R uD&ledriky @dyedrnd X komorbiditetima
(SUDWHULP ER Oldrdidvdskularnis Bofextiva H & bolé§), gubitka PLALUQH PDVH
osteoporog, depresijeraka SOXSDLGRQRVH XNXSQRM WHALQL EROHVW)
www.goldcopd.orgDecramer sur.,2012 3DYLpLU L -DNRSRYLU

1.1.1. Dijagnoza klasifikacija bolesti

.OLQLPpND GLMRIQR)a s& B82temelju rezultata spirometri$pirometriju se
SUHSRUXpD @ mwfedidacalsiarijih NdR40 godina ukoliko su prisutni simptomi poput
RWHADQRJ GLVDQMD NNBRGNG&RJILNB DMK N b L B EHBELHFQ RV W
rizika ili KOPB u obitelji.
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Spirometrija je jednostavan test X Q N F L MkbjirS €eXnij&i kolipLQD JUDND NRMX R
PRAH LIGDKQXWL L NROLpPLQD YUHPHQD SRWUWHiEdQd&tGD VH V
parametargotrebnh za postavljenje dijagnoze KOPSB
X FEV; (forsirani izdisajni volumen u prvoj sekundi, erfgrced expired volume in 1
se®nd): volumen zraka izdahnut tijekom prve sekunde nakon maksimalnog udaha i
PMHUD MH NROLNR EU]R V(bvist @6k DspBIR JiXiniLi ¥4 SV [EIN-RWL
SULSDGQRVWL SD JD MH QDMEROMH L]JUD]JLW), NDR SRV
x FVC (forsirani vitalni kapacitet, engforced vital capacity maksimalni volumen
zraka izdahnut maksimalnom snagom,
x FEV1/FVC (Tiffeneauov indeks) odnosforsiranog izdisajnog volumena u prvoj
sekundi prema forsiranom vitalnom kapaciteGDMH NOLQLp KdzattRULV WD
RIJUDQLpHQMD. SURWRND JUDND
Zdrave odrasle osobe imajmger FEV,/FVC L]1PHy X L GRN YRYCMHGQRYV
< 0,70nakon primieneEURQKRGLODWDWRUD SRW YRUWOMH pFHRMNDR BIDR)
zraka www.qoldcopd.or*;

SUHPD UH]XOWDWLPD VSLUR P H WilasifiMrel s&X Bl QULAH QM IH' & WRDVEF
ZD VYH *2/' VWDGLMH J]DMHGQLAVC <\DI\TQ, ok Y& \Btavaidje RIPM HU )
podskupire temeljiQ D S UH G Y L i thgkBrPprinfehebronhodilatatora):

x GOLD | stadij (blaga KOPB)FEV; » SUHGYLYyHQRJ
x GOLD Il stadij (umjerena KOPB)50 % ” FEV; SUHGYLYHQRJ
x GOLD Il stadij WHA&ND: 30 S#HFEV; < SUHGYLVHQRJ

x GOLD IV stadij YUOR WHAEREY;.23% S U HGOgL y

SUHPD QDMQRYLMLP *2/' VPMHUQLF BaP bsimSrid RézMtatiod WHaAL
spirometrije, temelji se naprisustvu simptom, riziku od egzacerbacijai prisustvu
komorbidteta. 3 URFMHQD VLPSWRPD YUaL VH LVSXQMDY®PQMHP X
PHGLFLQVNRJ LVWU D aModifiep BiRish ¥editdd R&seakti QounahMRC),

kojim se pocjenjuje smanjenjesposobnostbolesnikazbog nedostatka zraka, ili testa za

procjenu KOPBa (eng.COPD Assessment Tesi& $7 NRML XNO MOKORBAGHhaM Ra L X|
VYDNRGQHYQL aProdewa riziReOold ¥gachrBacija temelji se na broju prethodno
]JDELOMHAHQLK HJ]DFHUEDFLMD D pHVWLP HJ]DFHUEDFLMD
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J R G L &Qrivbacijom ovih parametara s rezultatima spirtijge oboljeli od KOPRa
PRJX VH VYUV WdHRWIite: X pHWLUL SRG
X skupina A: niski rizik od egzacerbacijananjesimptoma, RELpQR *2/' LOL
X skupina B: niski rizik od egzacerbacija YLaAH VLREWRPD *2/' LOL
X skupina C: visoki rizik od egzacerbda, manje simptomaRELpQR *2/* LOL
x skupina D: visoki rizik od egzacerbacija YLaH V L PRFSBALGRIRER3 ili 4.
Ovakav pristup kombiniran s procjenom komoiHWD RGUDADYD-WARAHQRV W

osnovu za individualiziranu terapiju.

OHYXW&RDALYDQMD SRND]XMX GD . eptepizHayeyy sakeVD RV W
RVY LM H aMWHERRWK@KD awrazidjenim, tako i u nerazvijenim zemljan&OPB
QDVWXSD SRODNR RELpPQR NRG VWDULMLKORER L}aGaQOL 3
RV R Etd spmipptdmepoput zaduhe pripisujpormalnom starenju ili nedovoljnoj kondictg
VPDWUDMX GD MH SX3abh MkodN DEED bble@RA $ RARBrY ostaje
nedijagnosticirano2VLP QHGRYROMQH RVYLMHAWHQRVWLOSMODERP ¢
VDP GLMDJQ RSpivgrhétijdm ¥eé Hoyw dobipodaci R MDpLQL RSVWUXNFLI
putova, ali nePRaH SWHR FL MH QLRAEIW M H I8 Q MDD xdatiOpxoblerdd & kasno
postavljanje dijagnozéolesti, tek kada nastanu ireverzibilneswpkciske promjene u
bronhimaWH ]DWR aWR VH EROHVQLFL MDYH OLMHpPQLNX SXOPI
EROHVWL X]JURNRYDQRJ LQIHNFLMRPsuGdsa@ Lglobl&nX \RYD (.
SRYHUDYDMX PRUWDOLWHW NRUNRHV OK RIGHER-ENDEVIDD IDOLWI@R L
SRIJRUEDYDMX SOGRYRAMNQNR LSV R.U a D (BWbxirbinY maQd-d& BeW H a LY
spirometrija nije pokazala dobrom za probir na KOPB u velikim populacijama, znanstvenici

VH RULMHQWLUDMX QD RVPLAaOM bok¥&ig MehtifkatiedsgbaESD pL QD
QDMYHULP UL]JLNRP SRSXW SURQDODVND GLMDJQRVWLpPNL
(Dance 2012 Willyard, 2012 3DYLpLU L -DNR®R&HU). S obzirom na

navedeno, postoji jasna potreba za otkrivanjem jadanéh V S H F IbidkprQ)jskih testova

koji bi pratili nastanak i razvoj KOPB D PRJOL EL VOXALWL UDQRP SRV\
KOPB-D SUHYHQFLML VLPSWRPD SUDUHQMX WHALQH EROHVW
koje bi se onda promjenom terdgpiH PRAGD PRJOH VSULMHpPLWL LOL EDUHF
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112..OLQLpNbDoRSEOLFL
1D WHPHOMX SURPMHQD X GLAaQ temelhxoblika XOPBa UK URICONDPIPH P |
bronhitis i emfizen{dlika 1.1.).

Slka 1.1. 3URPMHQH GLaQ@]K bl KOPB-aU N U R Q LiréhRtRu i

emfizermu) u odnosu na zdravu osomremz*www.thehealthmaqic.com

.URQLpPQL EVMRIQ&HWIONLUDQ GXJRWUDMQLP NDAOMHP L VWY
rezultat odgovora iIKQRVQRJ VXVWDYD QD XGDKQXWH &WHWQH pH\
2VWDOL XJURFL VX YDQMVNR ]DJDYHQMH JUDND L SURIHVLR
EURQKLWLY MH NDUDNWHUL]JLUDQ XSDORP HSLWHDD FHQWU
2YD XSDOD MH SRYH]DQD V SRMDpDQLP VWYDUDQMHP V
VPDQMHQLP X Nsiida Quwed QilNakhih spaniclVH SRYHUDQRP SURSXVQRA
EDULMHUH GLAQLK SXWRYD .URQLpPQR SRiBiD QRIiMOXpLYD
VWDGLMLPD NDGD SRYHUDYD UL]JLN QDVWDQND HJ]DFHUED
(MacNee, 2005; Fischer i sur., 2011).

Emfizem VH GHILQLUD NDR SRYHUDQMH GLVWDOQLK GL&QLK

uzrokovano razaranjem stijei alveola. Javlja se u dva oblikacentrilobularni
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(centriacilarni) NRML QDVWDMH UD]DUDQMHP DOYHROD VPMHAE
SURNVLPDOQH DFLQXVH D XVNR V hadddMairiiXpdriacivarBl)X aHQMHP
koji se povezuje s neddsStW N R-Bntitripsina, a rezultira razaranjem cijelih acinusa
(MacNee, 2005; Fischer i sur., 2011). Gubitak integriteta alveola vodi do slabe izmjene
SOLQRYD X DOYHRODPD L |DGUADYDQMD JUDND ]JERJ VPDQNM
2009).

Bolemnici s KOPBom SRND]XMX UD]OLpLWH NDUDNWHULVWLPQH ]
HPILIHPD L LOL DVWPH DOL VYL LPDMX NOLQLpPNH VLPSW
sur., 2011).

1.1.3. 2 & W H tatv€pMrbih stanicauzrokovanadimom cigareta

GlavnH VWUXNWXUQH VWDQLFH DOYHRODUQRJ WNLYD SOXuC
VWDQLFH WLSD ,, L HQGRWH EaerivéMab&dtanide tipDtgovareed VX ]D)
]D RGUADYDQMH DOYHRODUQLK VWUXNW Xldr® Alve@dieX]LM X S
stanice tipa liglavnisu L] YRU SRYUALQVNLK SURWHLQD L SUHWHpPD V
Endotelne stanice X |DMHGQR V DOYHRODUQLP VWDQLFDPD WLSD
L ] P H \Weéola ikapilargMorissette i sur., 2009).

6PDWUD VH GD MH UD]DUDQMH DOYHRODUQLK HSLWHOQLE
HQJLPD RVQRYQL PHKDQL]DP SRYHUDQMD GL &@te&ze SURVW
UD]J]JUDYyXMX NRPSRQHQWH L]YDQVWDQLpPQRJ PDWULNVD D
drugih upalnih stanica aktiviranih primjerice dimom cigareta, ali i iz strukturnih stanica, poput

epitelnih i endotelnitstanica(Tarasevicienéstewart i Voelkel, 2008).

.URQLpPQD L]ORA&HQRNMMWNGR &W HREIIXIDH) HH/FD W HTO d@ddd @oL K S X W I
RWSXawDQMD XQXWDUVWDQLpQLK PROHNXOD NRMH GMHO
stanicamaSXWHP NRMLK VH L]DJLYD RWSXaWDQMH FLWRNLQD N
XSDOQL RGIJRYRU 7DNRYHBURRMHRO LEGR. pRIWKIXHIESKG/® D DL UHL
spojeva(eng.reactive oxygen speciecROS) NRML X]JURNXMX GRGDWQD RawWHai
UDYQRWHAL V DQWLSURWHDNREL VHQWGREUVOD®DRREPPRRV W I
SRWUHEQR MH VWDOQR REQDYOMD QM HO N YWKDNLLAF D GIL PL |FIDI@
RJUDQLpPpDYD SURFHV SRS UaMankiidbodeYDeR@rer i i, ROZRGL GR
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1.2. MEHANIZMI PATOGENEZE KOPB -a

SDWRORANH SURPMHQH KOPB® IUH]KOW D/WP §WRPHBKHIGMHORY
PLPEHQLND REROMH®REHQRBMLizikd, POBIHIQ LdinuP cigareta. Kao
UH]XOWDW RYLK PHYXGMHORYDQMD QDVWDORWHADQE PR B/ KXE
antiproteazae propadanjalveola putem apoptoze (MacN@®05 Fischer sur.,2011).

1.2.1. Updna reakcija

.DUDNWHULVWLpQE MIIDpPIRWNIPDQ3®OL QHSULPMHUHQ XSD
XGDKQXWH pHVWLFH L SOLQRYH &\WRBRcNeR 20605GRAE SeWd GR R4
MH SX4a4HQMH FLJDUHWD JODYQL X]JURNXNU RBQPE® ESD CBHR |
SURIHVLRQDOQH LJORAHQRVWL SUDALQL YDQddwdeRId 1DIDYF
nastanka beaisti(Roth, 2008.

, XURYHQL LPXWRFBQLRGJIRYRU VX XNOMXpHQL X QDVWDQ
oboljelih od KOPBa. PUAHQMH FLIJDUHWD SRYH]DQR MH V LQILOWUL
CDS8' T-limfocita X FH QW U D O Q H(pedlédddHopBxnd/ R MedatuilacNee, 2005

Roth, 2008 Fischer i sur., 2011) $NWLYLUDQH LPXQRVQH VWDQLFH RWS)
mitogene i profiorozcnepLPEHQAWR GRYRGL GR SURPMHQD X SRQD&aDQ
XNOMXpXMXiL HSLWHOQH VWDQLFH |LPEOURBCDRVEWHQLFUIOD
RWSXaWHQL L] DNWLYLUDQLK LPXQRVQLK VWID @WDXFWD B XA
dodatnih proupalnilfpLPEHQAWR SULYODpPL MRA YLdH LPXQRVQLK VW
VH ]DWYDUD NUXJ NRML SRGUADYD XSDOQL SURFHV

Dim cigaretaDNWLYLUD PDNURIDIOIADX QL RQQLPXEWWRMH SURXSDOC
a W Rakioxtumorskenekraze (eng.tumor necrosis factQfTNF)- ., interleukin (ID-8 i drugi

CXC kemokini, monoitni kemotaN W LpgeQidl 1 (eng. monocyte chemotactipeptice-1,

MCP-1), leukotrien B te ROS ODNURIDJL WDNRYyHU RWSXaWDMX S
metalopraéeinaze matriksaefig.matrix metalloproteinasegMMP)-2, -9 i -12, katepsine K, L i

S te neutrofilnu elastazPRYHUDQ EURM PDNURIDJD X S@XuBSXRDPBRO N
mogao bi bitt UH]XOWDW SRMDpDQRJ SULYODpPHQMD PRQRFLWL
NHPRWDNW L h QogutNIBfRIR §XGXKeEmokira
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Mehanizam nakupljanja CDST-OLPIRFLWD X GLAQLP SXWR-XhjeDh REROM
SRWSXQRVWL-WYWWDOQREFGMHGHULIHUQLP GLAQLP-aSHaMRYLPD F
SRYHUDQX HNYVSU H VtdveX kof ;s& SaktivichHgtdteinom 1®&ojeg inducira

interferon Ekspresija proteina 1@®ojeg inducira interferon MH SRYHUDQD X EURQK
epitelnim stanicama, te bi to moglo pridonositi nakupljanju TD8imfocita. Sama uloga

CD8" T-limfocita u patogenéZKOPB-a WDNRYHU QLMH SR W SX@QiRfottD]MDaQM
PRIJX RWSXAWBMWUWIRULQH L JU D @h|sK put @péptax@osreédova Bad/ L

ligandom

,QILOWUDFLMD QHXWURILOD EL PRJOD ELWL NULWiIopQD ]D !
awR VX QHXWURILOQD HODVWD]D8 i MPMMHOW pQtetize BIORWHL QD
SULGRQLMHWL UD]IDUDQMX DOYHROD L SRWDNQXWL L]JOXpL"
PRJX RWXROSWBWL WDNRYHU PRJX L Ndkoryv@ranid aa\eHdMelnvg L S O X
VWDQLFH QHXWURILOL PRJX PLJULUDWL GDOMH X GLAaQ
b L P EH @bmtDleukotriena B IL-8, orkogera . povezanog s rastom neutrdilnog

atrektanta 78 porijeklom iz epitelnih stanica

.RG S X&RQFPBomkoji supresti SXaLWL IXQNFLMD SOXUDPRHMH RAH S
usporti EUJLQD RSDGDQM (SBcadp NSUuL MPBOOP DXUDNURQLPQD XSDOD
QDVWDYOMD VH MRAMlle@selilsuf 12D03)Rréthadtvlja se da je uzrtdme

QHPRIJXUQRVW GD VH RWNORQH VYH NRPSRQHQWH GLPD FlI
Nakon prestankesE XaHQMD PRJXUH MH GD GRBYHR [(OR/ REXBMCEIK HS L W F
(eng. goblet celly (Lapperre i sur.2007) DOL VH QH PRERN HIND@QPQPWVYD JOD
PLALUQLK VWDQLFD 7DNR SUHLQDpHQH VWLMHQNH GLaQLK

PLALUQLK VWDQLFD GRY RHEMMG RHIDWVD Mp@ORRNWRIDRUM L iD S C
1992)

KOPB se VPDWUD EROH&aUX VSHEDXHPD RPD ]N DRINMDINRKGHHHD LUD Mk
GLAQLK SXWRYD OHyYyXWLP X SRVOMHGQMH YULMHPH SULE
pokazuju i znakove sistemske upakkistemskaXSDOD RpLW XM Kondditr&iamal 0D Q L
biomarkera, poput citokinffNF- .iIL-6) L GXALNRYRJeRNVME® YMNRM SRYHUD
egzacerbacijam@aradag sur.,2008.
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1.22. Oksidacijski stres

Oksidacijski stresmD VUHGLaAQMX XORJX-&XMFDIW RMPHFWR2BW DY QR
RAWHUHQMD SOXiUQLK alenighaRizmeKED MSEHM QDX 5 RWWiJHQ H ] X
de Bruin,2009)

2NVLGDFLMVNL VWUHY QDVWDMH NDR UH]XOWDW QHUDYQR
antioksidansa. 7LMHNRP IL]JLRORANLK SURFHVD X RUJDQL]JPX GR
kisikovih (superoksidni radikal, DA YRGLNRY $b WiRrdksilhiGadikal, OH Ai

G X&aLNRKIEK N R W $pojeva kagosljedicaVWD QLPpQRIUBILXODMIMH VWD (
UDVWD IDJRFLWR]JH XQXWDUVWDQLpPQH VLJpbrOhalDFLMH L
enzima.lpak, kako bi se neutraliziraiPRJIJX UL QHJDWLYQL XpLQFL RYLK SU]
SRVWRMH bntitkBid&)jtkp sWstavi enzinmski (superoksidna dismutaz&katalaza
glutationska peroksidaya ne-enzimski(reducirani glutationubk LQRQ PRNUDUQD NLV
transferin ceruloplazmin -karoten vitamini C i B (Mak, 2008 Cavalcantei de Bruin,

2009)

% XGXUL GDCcijgkHsustsMKSLJJUD YQRP GRWLFDMX V YDQMVNLP RNR
koncentracijama kisika, glavna je meta] @QLpLWLK RNVLGDQVD HQGRJHQR
SRULMHNOD *ODYQL HQGRJHQL L]JYRUL UHDawalamQLK VSI
makrofagi, epitelne i endotelne stanicarnminosnestanice (neutrofili, eozinofili, monociti i

limfociti). Aktivacijom ovih stafica dolazi do stvaranja:OA NRML VH EU]JR,SUHWYD
djelovanjemsuperoksidne dismutaz8 VOMHGHQRNWVINRM UHDNFLML X SULV.
H,O, nastajeOHA JHQWRQRYD UHDNFLMimaju YDDIRFX WKLO RUIXN Ry B DV V
ozljede tkiva putemfVWYDUDQMD UHDNWLYQLK VSRMHYD 2G HJ]JRJHC
JUDND SRSXW R]JRQD GXALNRYRJ GLBNYXWDPWdfskBrM R B L WR
sustavuQDOD]JLPR L QHNH YDaQH DQWL rRMubiIG BI@MIt(GIHD R aWR
MRNUDUQD NLVHOLQD DOEXPLQ L DdBRIWZEDD.VND NLVHOLQD

*ODYQL HWLRORAN LupMHP BSEK@ HXD MBS & jeHsnijBsa od oko 4700
UD]JOLPLWLK NHPLMVNLK WYDUL XN Q MRsjahseX telktii® JOLpLW
NLVLNRYH L GXA&NRPYRH WIBEMO YYHE DK G LPdbbadbiG tddidalaR N R
(Church i Pryor, 1985; Pryor i Stone, 1993 HUDYQRWHAD L]JPHYyX RNWLGDQVD
SOXUGRYRGL GR RAWHUHQMD VWD Q & PR rEitbat @jeds URWH L
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SOXUD LOL L]D]YDWL QL] VWDQLpPQLK RGJRYRUD SXWHP VW
spojeva (RahmanAdcock,2006)

/ILSLGQD SHURNVLGDFLMD QDVWDMH RNVLGDFLMRP YLaAHVW
RVRELWR SRigaDskiafesfoliftdi. To dovodi do promjena u strukturirogusrosti

membrane, gubitka ionskog potencijatanice RWSXaWDQMD VDG Uastamkd L] RU
krajnjih  produkata lipidne peroksidacije poput 4-hidroksi2-nonenala (HNE),
malondiald@ida (MDA) i F-izoprostanaRahmani Adcock, 2006; Cavalcante de Bruin,

2009) HNE je vrlo reaktivan produkt lipidne peroksidacije s velikim afinitetom prema
FLVWHLQVNLP KLVWLGLQVNLP L OL]JLQVNLP ERPQLP RJUDC
stanicama, afotelnim stanicama i neutrofilima oboljelih od KORBSURQDYHQD MH J]QD¢
Y H GeRindkadukata proteina HNE X XVSRUHGEL V RVREDPD EH] RSVWU)>
(Rahmani sur., 2002). Kod oboljelih od KOPBa XWY yH QR Kdrider®azig WIBA u

serumu po HiDYD V WHALQRP EROHVWL (KlutR@&UiQXWRON.RUHOLU
SRYHUDQD-UIREQRVWDQD QDYHQD MH X SOD]PL SXabpD X XV
isur.,1995)WH X PRNUDUL REROUdpd@dbKs RIfAvin2&¥bama (Pratisur.,

1998).

Oksidacijske promjene proteina mogu dovestipgomjene konformacije gubitka funkcig

enzima, strukturnih promjenii aktivacije transkripcijskinfaktora L SURWHROLWLpPpNLK
(Cavalcante de Bruin,2009) 5SHDNWLY QL N LV Lp§j&viit dimaGigaretd R rokuji/
oksidaciju i nitraciju proteinaRahmani Adcock, 2006) 1LWUDFLMRP WLUR]JLQVN
ogranaka proteina nastaje-nBrotirozin. 3ARYHUDQD UD]JLQD QLWULUDQLK
(fibrinogena, transferina, plazminogenaiceruld®aL QD QDYHQD MH NRG SXaDpD
QHSXaDpLPD i3k WabX)] fiekQeOuLispljuvku oboljelih od KORB QDYHQD YHUUD
razna3QLWURWLUR]LQD X QHXWURILOLPD L PDNURIildDJLPD X X'
2000) 3SBURWHLQL NRMHVYQENHHER pQH) (RablikD Ntll (S&EB\RGORAQL
su oksidacijskim promjenam&Cisteinski tiolati (CysS) lako se oksidiraju u sulfensku

kiselinu 62+ NRMD MH SULOLPpQR UHDNWE ®Q &IvheER GBHYWYDUD
Nastai PLMH&DQL GLVXOILGL PRJX VH GDOMH UHGXFLUD
peroksiredoksina, tioredoksina, sudfifoksina ili glutaredoksina, u tiolni oblik proteina i
GSH.Jaki oksidansi mogu oksidirailys-S ili Cys-SH u derivate sulfinske (Cy8O,H) i / ili

sulfonske (CysSO;H) kiseline 9LadD RNVLGDFLMVND VWDQMD X REOL

sulfonske kiseline smatraju se ireverzibilnim promjenama i povezujpkssdacijskim

11



Uvod

R & W H U KRalvhar® Bdcock, 2006) 8 SOD]PL SXaDpD SURQDVHQ® MH ]QL
proteina vezanih na glutatoK XVSRUHGEL V QHBxX&E2p4)PD OXVFDW

28WHUHQMD '1$ X]JURNRYDQD NLVLNRYLP X$RMWBIORD/ WR J X U
SOXUD X RERO vaHiCavakcaRdsde Braih2009). 8 SOXULPD REROMHOLK R
SURQDYHQD MH YHUD UD]LQD BksonBHihiDroR N&bk<ByaRdzMaiu JY D Q L (¢
DNA i 8-okso7,8dihidrogvanozina u RNA)X XVSRUHGEL V SOXuLPdD RVREL
(Desleei sur.,2009) ,VWUD &aa VIVQ I H p QERNE-2B hréhhijdihin epielnih stanica

normalnim ljudskim bronhijalnim epitelnim stanicarpakazaloje daekstrakt dima cigareta
XJURNXMH RAWKNDDMIRXUIEE QHPRJIJXUQRVW SRSUDYND '1%$ P
JXELWND VWDQLFD L UD]DUDQMD SO K{lQuURsurWw2905Y.D NDUDNW I

12 1HUDYQRWHAD SURWHD]D L DQWLSURWHD]D

9DA&QX XORJX X SDVWARM#H @HUDYXBRWHAD L]PHYX SURWHD]
antiproteaza.. ODVLpQL SULPMHU RYH QHUDY QR WEdbstatl D YOMD V|
antitripsina gdje koncentacija RYRJ HQJLPD X SO X i-LZD% Lrjcpniravie
koncentracg j-antitripsin je glavni inhibitor neutrofilne elastaazd RMD UD]JUDyYXMH H:
.RG WHAaNRJ RE OL N-Bntit@oiita RARZ% QaNdtiD) dolazi do polimerizacije
abnormalnog Z antit SVLQD X SOXuLPD NRML RQGD GMHOXMH NDR
GRYRGL GR SULYODpPpHQMD QHXWURIkd DviX bde3nkaP R 3H G D O M
SRYHUDRWL QHXWURILOD X RBWXXEWD QMIROYBXWXNRILOQH HOD
ciJDUHWD PRAH L LIJUPDQW LVMDIDISWILQLENWILGDFLMRP,PHWLRQ
WH QD WDM QDpLQ SRMDpDWL @bboudY QVRidlaiahan X2088R ULV W
Cavalcante de Bruin,2009 Fischer i sur., 2001

U bolesnika s KOPBmM kojj QHPDMX QHGB@WDWDNSVLQD WDNRYHU
QHUDYQRWHAD L]PHYyX SURWHD]D L DQWLSURWHDQOuNRMD U
QHUDYQRWHAaX L]ROSpDtdaga\Wi ErtldpdieB2aMIIm nastao gorenjem cigareta

ili biomase koD VH NRULVWL ]D NXKDQMH L JULMDQMH PRAaH LQI
LID]YDWL DNXWQL XSDOQL RGIJRYRU NRML XNWIRYLOHB R OSYQHX
WH LK SRWLpH QD RWSXawDQMH UD]OLpLWihake SMRRVHD]D S|
katepsina (Abboud Vimalanathan,2008 Fischeri sur.,2011). 2YH SURWHD]JH SRGUAa
MHGQD GUXJX PHYyXVREQRP DNWLYDFLMRP LOLjeliG@ DNWLYD

neutrofilna elastaza inhibira tkivne inhibitore metaloproteinazariksat (TIMP), aMMP
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UD]JUDyR@WLWULSVLQ 1DGDOMH SURWHD]H UDJJUDyYXMX N
poputelastina i kolagem SUL pHPX QDVWDMX IUDJPHQWL HODVWLQD L
(poput prolitglicil-prolina) koji djeluju kkmoDNWLPpQR QD PRQRFLWH SUHNXU
QHXWURILOH 2YL NHPRWDNWLPpQL SHSWLGQL Idjdj@PHQWL
makrofaga i neutrofille UD]DUDQMH S OsKri ZD0&FiSdHdri GuD. \2011).

Brojnasu L VW U Dpokaz8ldBNRLY H iidiqu)roteaza UE L R O RiZdxcinta oboljelih od

KOPB-a L S X alb prbnhoalveolarnom ispirku oboljelih od KORBneurofilna elastaza

izravno korelira sa stupnjem emfizelfraijitai sur.,1990. 8 WNLY X SOXuD REROMHOL
a QDYHQD MHradirRY¥Men, MMP-2, MMP-8 i MMP-9 u usporedbi sa zdravim
kontrolama $eguravaldez i sur., 2000, dok je ubronhoalveolarnomspirku SXaDpD V
KOPB-om S U R @ IY{tHiroj makrofaga pozitivnih ndMIMP-12, nego UELY &XaDpD V
KOPB-om i zdravih ispitanika(Babusytei sur., 2007). ,VWUDALYDQMD VX SRND]D¢
ekspresiju iaktivnost NDWHSVLQD / WH SRYHUDQX DNWLYQRVW N
PDNURIDJLPR BSXSBPBIGEL \TaRaHSH H0rh199PReilly i sur., 1991

Shi i sur.,1992. Supotno ovim podacima, alveolarni makrofagi oboljelih od KG&B

vitro RWSXaWDMX -PIXMNMR POMSURIDJL S XB@pibsut., 2008 S X&W R D
podupieWHRULMX QHUDYQRWHAaH SURWHD]RA L DQWLSURWHD]D

GenVNL pLPEHQLFLWRIDNWHYQRMND SURWHD]D XNOMXpHQLK X
i sur., 2011). , VW U D aQ ® D®IMihkofim&® Dedostaje MMA2 pokazaloje da ih §j
nedostatakeWLWL RG QDVWDQND HPIL]JHPD L]D]YIDBD@RIOIGLPRP FL
dok je LV W U D aa 3kDpginivbHoljelih od KOPBa identificiralo polimorfizam jednog

nukleotida (engsingle nuéeotide polymorphismSNP) uMMP12 JHQX NRML aWLWL >
SOXUD L VPD@hastavika KOPBLNRG RGUDVOLK SXaiBhrD2060XQQLQJIK
Suprotno tore, L V W U D gravédeqaMIapanu Kini identificirala su SNP uMMP9 genu

NRML VH SRYH]XMH V QDVWDQNRP HPIL]JHPD X]JURMRYDQRJ
2002, Zhoui sur.,2004 Ito i sur.,2005 aWRYLAaH 613 X NE2QIXI YD QB(BADQLpPQ
inhibitor VHULQVNLK SURWHD]D RG NRBKiMat(jXV RO HBEWRXND MM IH
neizravnim inhibitorom UD]JJUDGQMH L]Y D Q V Wder@ificha@ Re] kddDgaJ LNV D
osjetljivostipoveans KOPBom (Demeoi sur.,2006, Zhu sur.,2007).
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1.2.4. Apoptoza

$SRSWR]D MH NRGWAPDYDQMH KRPHRVWDGRWNRBAY DV WSHU RVOHL | |
diferencijacijom. Apoptoza alveolarnih epitelnih i endotelnih stanica u kombinaciji s
gubitkom proliferacijeovih strukturnih stanicaXx SO X UL P D df KRREBM to@dikdo
UD]DUDQMD SDexadiRur.20Nd).Y D

Apoptoza MH SURJUDPLUDQD VPUW VWDQLFH NRMD RPRJXUXMF
]JDUDAHQLKSDVWORQLWDR VLIQDOQL SXWRYL Mahi méhanizatpHQL X
VW D Q L p.QvEnj3kiPputvVephoptoze DNWLYLUD VH NDR RGJRYRU QD LJYC
posreadvan je vezanjem Fas ligandB\F-.ili OLJD QG D V alkpjQ&RR Wadpkbzu
(eng. TNFrelated apoptosinducing ligand TRAIL) na RGJRY D UHDAMHSIMHR UH VWDQ |
smrti (Fas TNFR ili TRAIL-R1/2 NRML VH QDOD]H QDToSrB¥itiddL QL VW
SRYH]LYDQMHP UHFHSWRUD VaigrialQdganpleRgaka)iWwaR sk Y D U D Q
(eng.death inducing signaling compleRISC). DISC V D GW & L.Oddpht&¢gke molekule
poput proteina koji ima domenu smrti i povezuje se s-&ias(eng. Fasassociated death
domain FADD). FADD aktivira kaspaz®/10 koja dalje aktivira kaspaz@, a kaspaz&

RV O RIENRZulaktiviranu kaspazam@ng. caspaseactivated DNaeg CAD) od inhibitora
CAD-a (eng.inhibitor of CAD, ICAD), &WR LPD ]D SRVOMHGLFX IUBDJPHQWD
8/10 W D N Ry H |gokiddi gpkb-apoptani Bid, koji se dalje u interakciji s Bax i Bak

b O D QR Y-gpoptaeWhitelji Bcl-2) SUHPMHaAWD GR PURRXRIE GRVMOVRCE D Y
citokroma ¢ Unutarnji put apoptoze javlja se kao odgovor na fizikalne ili kemijske stresne
signale i XNOMXpXMH RWS X &\mitoQokddjaFCitakR M &deid |poptoznim
faktorom 1 koji aktivira proteaze(eng. apoptotic protease activatingactor-1, Apaf1),
(d)ATP-om i kaspazom pLQL DSRSWRVRP aWR UH]X0Kgjd talle DNWLY
aktivira kaspaztB i nastavlja proces apoptozBez obzira koji put je doveo do apoptoze,
NUDMQML UH]XOWDW MH YUOR V@embpi@ i $tkafabjdhop@EihS X SD QM
WMHOHADFD OHPEUD@WNIL @ LISQ B uHX @ FOWHERHEIQRWD QLp QH
PHPEUDQH Secu&l\rMsHawijiicu L VOXaL ]D S lUaHdpRAheanioa el H
RPRIJXUXMH XpLQNRYLWRDXN®BEBEQWDEMH R/GL KQDWDMPNL MH NR
i fragmentacija DNAQD IUDJPHQWH -Y2600pbp &W@ ldve promjene dovode do
fagocitozeapoptoznh WMHOHADFD SXWHP LPXQRYV§dnKap@dledRANRO QLK
opisano u literaturiDemedtsi sur., 2006 Morissettei sur., 2009. S obzrom na to da je
apoptozgreciznoUHJIJXOLUDQ SURFHV XNOMXpXMH EURMQH NRUDN
ATP-D NDR aWR VX DNWLYDFLMD NDVSD]D KLGUROL]D PDN
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pupanje st LpQH P HPEUD @GpoptozZdiW YOO IDAMH-D 8B8NROLANMR, VWDQLF
QDpPpLQ VWD Qmip@aizdpopta¥d u dkrozdgmaaeva 2005.

Za razliku od apoptozaiekroza je manjekontrolirani procesumiranja stanic&oji nastaje

JERJ WBINKWQRJ RGAWRWH@EMDWDQLFD QHPD DNWLYQX XORJX
7TLMHNRP QHNUR]JH VWDQLFH EXEUH L SXFDMX MHU VH JXI
VWDQLpPpQL VDGUADM RVOREDYD X RNROLQX L Dee&NIXMH XS
sur., 2006Guyton i Hall 2006).

SRUHPHUDM UDYQRWHAaH L]JPHYyX DSRSWR]JH L SUROLIHUDFI
KOPB-a (Demeditsi sur.,2006). 5D]O LIbV WD D ®DY XPAMOFLPD WNLYD SOXUD
KOPB-a SRND]DOD VX Y Hnih. alZddlRrMh ep@e®iR, Whtérsticijskih i proupalnih

stanica (neutrofila i limfocita) €azi apoptozei usporedbi s kontrolnim ispitanicima (Segura

Valdezi sur.,200Q Kasahara sur.,2003; Yokohorii sur.,2004 Imaii sur.,2005 Calabrese

sur.,2005. 1HND LV WU D a lasiDYQuMibolifeRdijuaMedlarnh stanica kod oboljelih

od KOPBa (Yokohorii sur.,2004 Imai i sur.,2005) dok su Calabrese i suradn{@005)
pRND]DOL GD QHPD UD]J]OLNH X SUROLIHUDFLM lizem@YiHRODU Q
kontrolnih ispitanika &WR XSXUXMH SWRAMR GBQRYH mBoQai@RJ WNL
nadvladan razaranjem ili umanjen djelovanjem nepoznatih mehanizama (Morissette

2009).

6WDQLpQD VPUW VWUXNWXUQLK VWIPQRUKDH QXILEUREDWM®
RGJRYRU QD GLP FLIJDUHWD Pfakdia ¥ B \VIRY HRBGW H (vH PIMQ P N RH
oksidzijskLP VWUHVRP LOL XQXWDUVWDQLp@hdnhdepaznraxskoy RP QD
retikuluma,aktivacijom proteinskih kinazaktiviranih mitogenima (Tuderi Petrache2012

Morissette sur.,2009).

U posljednje vrijeme smatra se da ulogu u apoptozi i razvoju emfizeraavaskularni
endotelnifaktor rasta (engvascular endothelial growth factoWEGF 9(*) MH NOMXpQ
faktorza o0dADYDQMH HQGRWHOD NRML GMHOXMH SXWHP VYRML
9(*)5 MH RGJRYRUDQ |]D LQKLELFLMX SUROLIHUDFLMH HQC
ovaj proces (Morissette sur., 6QLAHQD UD]JLQD 9(*) L 9(*)5 SURC
S O X U L P bk&ERemmfizémom u usporedbi sa zdravim kontrolakeséhara i sur., 2001;
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Marwick i sur., 2006 AWR VH SRYH]XMH V DSRSWR]RP iHQ@GRWHOQ
2009).

ORULVVHWWH L VXUDGQLFL VX SUHGORALOBNWPRGHO
apoptozu u bolesnika s emfizemom (slika 1.2 HULQD EROHVQLND V HPIL]JHPRP
%), a dim cigareta je smjesa brojnih oksidansa. Kod pojedinaca sa slabijom antighsida
REUDQRP JHQVND SRGORJD ]ERJ NURQRPEAHVH] PRXKDQRYRALL
REUDQX RG RNVLGDQVD L GROD]L GR QDVWDQND RNVLGI
DOYHRODUQLK VWDQLFD WH SRVOMHGLPpQR DSRSWR]H DO
DNWLYLUD LPXQRVQH VWDQLFH Lvirhb S\edirbfili M khakxd®aDio QL S U
RWSXROEDMERI pIGDFENMVNL VWUHV RVWDMH SULVXWDAQ
SNWLYLUDQL QHXWURILOL L PDNURIDJL RWSXawWwDMX L UD
QHUDYQRWHAaH L]PHYX SURWHW |BpbhtoZd QvéblSraliR §pitédihD a W R
endotelnih stanica. Pretjerana aktivnost proteaza i oksidacijski stres odgovorni su i za
RWSXawDQMH LPXQRJHQLK SHSWLGD NRML PRJX SRWDNQXV
stanica. Upalne molekule, popout TNF,oksidacijski stres mogu potaknuti apoptozu
DOYHRODUQLK VWDQLFD SXWHP 75%$,/ UHFHSWRUD 2VLP WI
9(*) VLIJQDOQL SXW L X]JURNRYDWL DSRSWR]X DOYHRODU
alveolarnih epitelnih stanica.

Slika 12. ORGHO PHKDQL]DPD XNOMXpHQLK X QDVWDQDN DSR:
(prema Morissette i sur., 2009).
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Prema tome, u patogenezi KORBNURQLPQD XSDOD QHUDYQRWHAaH SU
RNVLGDFLMVNL VWUHYVY L DSRSWRVL WR MPHI yMN RERER STRY BIHLE
kako bi se utvrdio mehanizam kojim dimcigHWD GRYRGL GR RaAWHUHQMD SO X

1.3 REGULA CIJSKI PROTEINI | ENZIMSKI SUSTAVI U PATOGENEZI KOPB -a

1.3.1. Stres endoplazmatskog retikuluma (ER stres)

Endoplazmatski retikuum (ERMH VWDQLpQL RUJDQHO QD NRMHP VH

pravilno smatanje proteina, popSY UDQVODFLMVNH PRGLILNDFLMH L NRQW
UD]OLpLWLP VWUHVQLP VWDQMLPD SRSXW RNVLGDFLMVNEF
smotanih ili ramotanih proteinau ERX a4WR QD]JLYDPR VWUHVRP HQGRSOD
(ER stres)Kelseni sur.,2008; Todd i suy 2008).

1.3.1.1. Biokemijske promjene ER stresu

ER LPD PRJXuQmvhwuspdstasi@meostazu proteirektivaFLMRP QHNRIOLNR UD]
VLIQDOQLK SXWRYD NRMabdgéter hp ManGtenke [pioteiieénd. ibfgldem X

protein responsdJPR) (detaljno opisani u literaturkiengstermann D « O O H U; Jorgensen

i sur., 2008;Shore i sur 2011; Walter i Ron, 2001UPR SRWLHBELSOMDYDQMH VYV
smanjenim nakupljanjem krivo smotanih proteina U ERQD QHNROLNR QDpPLQD X\
translacije proteingoticanjensintezed D S lHihRr@teim L SRYHUD Q M Hprotgita] JUD G Q N
putemubikvitin-proteasomalnog sustgyarocesom kojiMRa QD]JLYDPR L UD]JJUDGQM
ER-om (eng.ER-associated degradatiorERAD) (Hosekii sur., 2010). Ukoliko UPR ne

XVSLMH R Jstrestibvbdils#/ipitanje normalno funkcioniranje stantedJPR PR & H
potaknutiprogramLUD QX VWDQLpPpQX VPUW

UPR signalni pubvi djeluju pRPROWXUL UD]OLpLWD WUDQVPHBEEDQVND
1.3):
x kinaze ERa V O Lppdfehisloj kinai NRMD VH DNWLYLUD GYRODQpDQRF
doublestranded RNAactivated protein kinase (PKHRke ER kinasePERK),
X enzimal kojemu je potreban inozit¢¢ng.inositol requiring enzyme, 1IRE1),
x DNWLY lrdrisivipcisledfaktora6 (eng.activating transcription factor GATF6).
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Slika 1.3. Shematski prikazJPR signalih putova (premaHengstermann D+ O O H U).

Pod djecajem ERstresa, SURWH L Q iM®dylobikededg. binding immunoglobulin

protein BiP), poznat i kaoprotein Y H O L18LKDH reguliran glukozom (eng. glucose

regulated protein 78 kDaGRP78,a NRML M BkiaDSRHWIRIQQ VPRPM R W R DX 4 5

iz kompleksa s PERK, IRE1 i ATFRERK se oligomerizira tdéosforilira samu sebe i
eukariotskifaktor . inicijacije translacije(eng. eukaryotic translation initiation facto® .

elF2. pLPH VH QHL]UdFY Qimhibir® tkahscija DnRNA. Naaj napL Q 3 (5.
smanjujede novosintezuproteinau ERu L XEODA&ADYD (5 VWUHV OHYXWLP Q
VDGUAH NUDWNH RWYRUHQH -RMYLWHQ VOWBIOWMN RM VIYIRM.A
translatiraju kad ima manglF2, poput transkripcijskotaktora ATF4. Ciljni geni ATF4 su

gen zaSURWHLQ KRPRORJDQ SURWHL®Q%RNVEONENDY\OPAXTHEAH ]D &
enhancer binding protein (CHP) homologous proteinCHOB i gen zaprotein 34 kojeg

inducirgu |IDXVWDYOMDQMH U D V(&d growtR a@akiest Uatld DM dah&ge

inducible protein 34, GADD34) CHOP je transkripcijskifaktor koji kontrolira ekspresiju

JHQD XNOMXpHQLKjeXGADDEI PMtE Koji &kivMaprotensku fosfatazulC

(eng.protein phosphatas&C, PP1Q koja djeluje suprotno od PERKj. defosforilira elF2.

Nadalje, aktivirana PERK izravno aktivijezgrinfaktor 2 V O Lepifboi@nom faktoru 2 (eng.
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nuclear factor erytroid 2-related factor 2, Nrf2) NRML VQDAaQR LQGXFLUD
antioksidacijskih genapoput hemoksigenaze 1 (B-1)i NDWDOLWLPpNH SRGMHGLQ

cisteirskeligaze (engglutamatecysteine ligase, catalytic subun@CLC).

Aktivirani IRE1, nastao oligomerizacijom u membrani -BRkida mMRNA koja kodiraza
SURWHLQ NRML VH YH aidlogaengD$bok [NR Gitkg protein, IXBP-
1), XNOD QMBM XYW URQ (J]RMitekrdiend Reivg-sAlXed mRNA (xbp-1°)
koja se translatira u aktivne oblike XBP XBP-1 je transkripcijskifaktor i ima ulogu u
UHJXODFLML HNYV SU H ¥abiésintZuligda Ukergpbnerata HRABD.

ATF6 je transkripcijskifaktor koji kao transmembranski protein ER90 kDa)nosi veliku

luminalnu domenu. Nakupljanjerazmotanih proteina u ER, ATF6 se pakira u transportne
YH]ILNXOH L SUHP M4 &eD Tanke mRdvijeLgvbieédze, S1P i S2P, uklanjaju
luminalnu domenu i transmembransko sidV O R E Bitps$oI8i N-kraj ATF6" (50 kDa)se
SUHPMH&WD X MH]JUX L DNABR-Y L %D 3F LAZANGBUEIRIG! Qitelji SRS XW
HSP70), CHOP GRP94( 4 D S HKupgrotiniz obitelji HSP90)

Ove trigrane UPRD GMHOXMX XVNODYyHER sNd3.NJRoliEd_uspiil stmaripit) M L R
NROLpPpLQX UD]PRWDQLK SURWHLQD 835 VH XWL&DYD OHVyX
RYRJ RGJRYRUD QD VWUHV 835.2RW.LpH DSRSWR]X 6KRUH I

1.3.1.2 ER stres i KOPB

%XGXuL GD GLP FLJDteHhWWD @ BpHU PN WAORROMHINXOH YMHUR
stanicamaizaziva ER stres aktivira ] D & &/ mé&kapizamepoput UPR-a (Jorgensen i sur.,

2008).

+HQJVWHUPDQQ L 0°¢O OH Udim cigareétakd®irRaNER |sDé3hi o@dovor u SA

3T3 fibroblast. PD PLAa&D S Upttdi@ akihadijel PEHRK ogrank UPRa aWR VX GRND]D
SRYHUDQRP UDJLQRP IRVIRULO elFD € lihhibiciomLsinte2é¢ igrotein® L U D Q R
i aktivacijom ATF4.6 OL p QH U HrjoimaaliMi WahhiaIDinNHBE i alveolarnim A549

epitelnim stanicamalL ] O R daHtlighl Rigareta prikazali sdorgensen i suradnici (2008), uz

dodatnu aktivaciju ATF6 signalnog puta.
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ZVWUDRQYDXQRIBIFLPD SOXUQRJ WNLYD SXaDpD ELY&)LK SX&D}
pokazab MH SRMDpPpDQL E3SORGILRDBENADMIDLVWL RGIJRYRU NRG
SR MDpLQL ELR L]PHyX SXEDO®RUMAHESXEDID]YDQ SXADQMH
EDUHP GMHORPLPQR UHYHU]JLELODQ

SRYHUDQL (5 VWUHV ]DELOMH&HQ MH L QD X]RUFBPD SOXI
Pretpostavka je da bi se inhibicija ER stresa, primjerice salubrinalom, mogla Koristiti u
terapjske svrhe kako bi se ponovno uspostavila homeostaza prateirl@aPDQMLOD RaAWH
SOXUD L]D]YDQD OMirA BuP, H01T7)D UHW D

1.3.2. Ubikvitin -proteasomalni sustav

Ubikvitin-proteasomalni sustav je glavni susteazgradnNe NULYR VPRWDQLK LOL |
proteinau stanici(preglednoopisan u literaturiHershko & Ciechanover1998; Sherman i

Goldberg, 2001Glickman i Ciechanover, 200&Ziechanoverp005; Shangi Taylor, 201).

Na vH tuLgpotein D SUHGRGUHYHQLK ] DpratdagdrabDnGjRdijdekosletidd P

Y H alekuk ubikvitna UELNYLWLQ MH SROLSHSWLG JVYDO+BH. @& D
kDa, a VOXaL |D RELOMHADYDQMH SURWHLQD NRMHWVEH SRWU
proces zahtijeva najmanje tri enzima: ubikWihNWLYLUDMXUL HQ]EP (

N R Q M Xd éndibeMER)i i ubikvitinproteirske ligaze (E3) (slika 14.). Najprije ubikvitin
DNWLYLUD M X taktivilQgJicii na (Ckraju ubikvitina stvaranjemvisoko energske

tioesterske veze s cisteinskif R p Qgmrankom E1. UbikvitinNRQMXJLUDMX UL HQ]LF
prenose aktivirQL XELNYLWLQ W BseRkdd P H$ X B/UHPGoX\SL\WsData
VSHFLILPQR YH]D Grdfeirgk® OXBDNNLWLQ .RQDpPQR ( NDWDOL]
pseudleSHSWLGQH YH]H L]PHYX rd@Wr&giRUbikitioaQ BarkindXsBupi@ H
OLJLQVNRJ ERp@fog prodeih® QeNdinom proteinuQDMPDQMH pHWLUL P
ubikvitina moraju biti vezane u lancda bi ga 26S proteasom prepozn&ao supstrat za

razgradnju 'RGDWQH PROHNXOH XELNYLWLQD GRS BIXNVH QD O

kraj prethodndonjugirane molekule ubikvitina
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Slika 1.4. Ubikvitin-proteasomalni sustav.

1.3.2.1. Razgradnja proteina putenproteasoma

6 SURWHDVRP MH YHOLND SkilRmjestdasdawer@ dd\NZR®dehtiRIndl D W D O
jedinice NRMD QRVL NDWDOLW.L D NipkeDI9SVjedin@dsike/ 1.40) 8 LMH UH
FHQWUDOQD MHGLQLFD LPD REOLN EDpYH D VDVWDYOMHQ
SUVWHQD L GYD LGHQWLpQbtexaQ YS\R B W®I 3 D Qratb SixabiliekU Q D
SURWHLQD GRN VX NDWDOLWLpPpND P M H kagpaznarRakivhasty,H QD X
2 (tripsinska aktivnost) i 5 (kimotripsinska aktivnost) podjedinicamd9S regulaijske
MHGLQLFH YH&X VH QD MHGDQ/ DG U &E B 7188 pid) Ds:&MciMAH G LQLF
LIPHYV X 6 cliskkJjXdihide i 20S centralne jedinice ovisi o hidrolizi ABPaW R
RPRIXUD#HOVXODWUDWD X NDWDOLWLPNX MHRlpQebréi 2VLP W
za razmatanje proteina i uklanjanje @AHN XOD XELNYLWLQD 6 SURWHDVRF
na male peptide (3 DPLQRNLVHOLQH X] R\WBRXAWWDK) MPHR HE ISNRYQLR
koristiti 9HULQD SHSWLGQLK SURGXNDWD QDVWDOLK SXWHP
DPLQRNLVHOLQH peoxe¥zél dmibdpddidazdCiniowkki i Wilk, 2000; Sherman i
Goldberg, 2001Glickman i Ciechanover, 200Eriguet, 2006; Poppek i Grune, 2006; Shang
i Taylor, 2011 1DVWDOH VORERGQH DPLQRNLVHOLQH VH QH PF
sintezu proteina L |D SRYHUDQH PHWDEROLpPNH SRWUHEH VWDQL
stresa (Grunesur.,1997).
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1.3.2.2.Ubikvitin -proteasomalni sustav i KOPB

Uloga ubikvitinproteasomalnog sustava u KORBVODER MH PokavahbDe HaQse
DWURILMD Pdo@uibblesBikiMDKOABRP PRERYH]DWL V SRYHUDQRP
ubikvitin-proteinskih konjigata (Ottenheijm i sur.,, 2008 H SRYHUDQRP DNWLYQRVW
i ekspresijomubikvitinske ligaze (Ottenheijm i sur., 2006)Nadalje, Malhotra i suradnici

(2009) su na PLAMHP PRGHOX HPILISFPYH IDURQ MOV LYIKRER VW SU |
adapacijski odgovor na stres izazvan dimom cigaretd Hy X W Ilsem LVWUD&aiLVYDQMX
SOXULPD EROHVeL QD yWY skharel ekspresijapodjedinica proteasoma i
smanjenjeukupne akvnosti proteasoma8 QDWRp RYLP SURWXUMHpPQLP UH]:
SUHWSRVWDYLWL GD GLP FLIDUHWD XWMHpPpH QD DNWLYQ!
QHXPLQNRYLWRM UD]JUDGQML RAWHUHQLK SURWHLQD YLC
proteinau X]RUFLPD SOXUQRJ WNLYD EROHVQLND VazdduilLIHPRP
KOPB-a.

133.PURWHLQL WRSHBPQVNRJ aRND

PURWHLQL W R(EMQ.b&alsNdekKIp@dRINSESP) ili stresnproteini(pregledno opisani

u literaturi: Sharp i sur., 1999;LYDVWDYD MeOadrielilMcAlpine, 2013)

VX HYROXFLMVNL YLVRNR RpooYWID im Bauteriyarhbl,. laschnhi@MH QDO
stanicama biljaka i sisavaceWYDUDMX VH X YHULP NROLPLQDPD SRG X\
stanja, poputtS OLQH NHPLND O Ldisiblangéd Hshéhtij | @tbivB® BWLWH VWDQ
RG NULYR VPRWDQLK L DJUHJLUDQLKDSWRWE&L QSR MDAKR

novasintetiziranim polipeptidnim lancima GD VH VPRWDMX X RGJRYDUDMXI
razmataM X SURWHLQH NRMIRRBRARAMPHIGHQISRYUDWH VYRMX VW
usmjeravajuV WD QLp QHE BUNRRNQHDLWIHRJ RGUHGLaAWD Lk@XnfdgM X LK R
XJURNRYDWL UD]OLpLWL VWUHVQL SRWLFDML

1.3.3.1.Biokemijska ulogaHSP

Postoji nekolkkR RELWHOML +63 NRMH VX NODVLILFLUDQH SUHPD
masama: mali HSP, HSBAHSP60, HSP70, HSPOBEP100 (pregledno opisan literaturi:

6KDUS L VXU 6 ULY DV W Mydonnell iMcAtdne, PGLB)I

Mali HSP,relativne PROHNXOVNH PDVH L]PHyYyX 20- 30kDa }® HRE2ON Y L W L C
HSP25 i HSP27, zajedno s-kristalinima XNOMXpHQL adnfu pfotdihB ] @utem
proteasoma,VOXaH NDR NRIDNWRUL |]D RVWDOH +63 UHJIXOLUD
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redoksstanje stanice i programiranu smrt stanieet 3 MH aDSHURQ ]D SURWHLQ
AWLWL VWDQLFH RGK&is R SWdREHziran @ SINMIROMD DIJUHJDFLMX U
proteina nakupljenih u stanici SUL pHPX QH WURA&AL $73 aeM@eQijupQL VW
HSP27

HSP32 poznat ikao hemoksigenaza 1 (HQ), metabolizira hem dELOLYHUGLQD &aH«
(Fe" L XJOMLp QR.IGENRKQjRKedITE Bdboksigenazu 2 (HE) eksprimiran je
konstitutivng dok je HO1 inducibilbn enzim NRML V H SrigelizDgh Ea6bBgovdr na

toplinu i oksidacijski stresHO-1 i HOO UHJXOLUDMX SURPHW SURWHLQLEL
PHWDEROL]DP aHipkidt¢s Qnipatiékuju GkBidacijskistres putem bilirubina

(krajnjeg produkta metabolizma hema)D SXWHPRXIJFORMQLBPROPVLGD XWMHpX Q
kapilara(Maestrellii sur.,2003.

HSP40dostavlja novosintetizirane ili razmotapelipeptidneODQFH GR +63 NRML LP
GD VH SUDYLOQR VP R:hDIMIXu AVR4 Ko sRiIBaXHSK4D. HSP47 je
S U R QBRUQadjeluje kaod D S HEI®IQgen

HSP60je lokaliziran u mitohondriju, a sudjeluje u smatanju monomernih proteina i sklapanju
oligomenih kompleksa Stoga seHSP60 QD]LYD WHRBWIDMX UL S bEad8HL Q H (
Novosintetiziranipolipeptidni DQFL SRGORAaQL VX UD]OLpLWLP VLODPD N
pravilnu konformaciju.Hidrofobne aminokiseline odbijaju vodu sRNXaDYDMX VH VPM
XQXWDU SURWHLQVNH VWUXNWXUH GRN VH KLGURILOQH D
princip nije uvijek dowljan GD SURWHLQL SRS kdnfihaRijG teRY Dsth&tdvh 0 X
SRPDA&H #63

*ODYQL abDcBddaus@anie je HSC70 (HSC73), koji je konstitutivni oblik HSP70
HNVSULPLUDQ X QRUPDOQLP VWDQLpQLP tijekombsinemd +6&
ribosomimaL SRPDAaH LP GD VH VP Rkiddvidaclt RGARY YDEBRMR@USURW F
obitelji HSP70 je inducibilni HSP70 (HSP72) L Mkilvadila sinteze je regulirana na
transkripcijskoj razini. 2 S U H QUL $t€snim uvjetima kod kojih athzi do nakuplpnja
denaturiranih proteinalolazi do vezanjaakvih proteira na HSP proteine p L Pdd HSP

proteiri odvajgu od trankripcijskinfaktora W R S O L Q V (éigyJheatRsNd2k trancription

factors HSF) To dovodi do fosforilacije HSF i stvaranjgmera NRML VH SUHPMHaW!
jezgre, Y H a Xel&@riené W R S O L Q V(bhg.hedtRINEK elementHSE) koji se nalazeu
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promotroskj regiji HSP JHQD L SR WL p XHIR piot@naNio i Sénam) X013) U

takvim uvjetima stetiziraniHSP72V H Y HdddatQritasneSURWHLQH L SRPDAaH LP G
tercijarnu strukturu i aktivnogtrocesom koji zahtijeva hidrolizu AT& Proteini iz obitelji

+63 LPDMX GYLMH Y D a@gestoGRATR QvdznormigspoRza supstrate. Vezno
PMHVWR |]D $73 LPBS$SRIDIQRMGAVH YHAaH +63 L UHJXOLUL
DNWLYQRVW GRN YH]QR PMHVWR |]D VXSVWUDWH VDGUAL ((
QMLKRYR VPDWDQMH .DNR PRJX YH]|DWL UD]J]OLpPpLWH SURWI
RVQRYQLP VWDQPDQLWPDRURFR VX VP DW popbphdiQ Rnagawul Q W H W |
RGJRY D kbbfMidaciy SURWHLQD VNODSDQMH ROLJRPHUQLK SUF
denaturacieNRMX PRJX X]JURNRYDWL UDYaWHMWIH VNiRIHO/dAX BRWH
se ne mogu popravitiHSP72 usmjerava na razgradnju putem ubikyptioteasomalnog

sustava $amali i Orrenius, 1998).- Riéeki od p Cobapbitelji HSP70su GRF78 ili BiP,

lokaliziran unutar lumena ER JGMH VO XalL tdDivhddrisk BIBRI0 (GRP i

mito-BiP).

HSP90je lociran u citosolu, membrani i jezgri stanice. Djeluje ka® S HKdjRr&gulira
VWUXNWXUX L DNWLYQRVW SURWBRI preXxziina 8mdfare@iroteing S UL M
RG GUXJLK A4DSHURQDse WHR &R BrEtEHB@&Hstru@ e, poput proteina
JUDYHQLK RG YL&H ISRKRMIRENQPFRY M HRdhipleksu GHSB,pp8 VH X
steroidnim receptorima M Reékim signalnim molekulamadok se u prisustvu razmotanih

proteina odvaja od HSF$ R P D a th dorate strukiw i aktivnost

HSP100je konstitutivno eksprimiran u niskoj razini u citoplazmi, jezgri i jezgricama stanice.

3RG XWMHFDMHP WRSO L Qj§geRraziaii INjEzgriSafetS B ID0sBnavita
MRaUD]PDWDM XU Luroldl&sy Bn.2QjeG QHRQV +63 UD]PDWD RaAWHUHQ
QHAHOMHQH SURWHLQVNH DJUHJDWH

8 UD]JOLPLWLP VWIKEHWN® tdPazXdo Mdndtutakije proteirfaR Y\ 88 sinteza

HSP kako bi seR P R J X tUdrr@altho Qunkcioniranje stanicdJkoliko & D S H keRu9diju
denatiriranim proteinima povratiti njihovu strukturu i funkciju, proteini se usmjeravey

razgradnju putem ubikvitiproteasomalnog sustava (Meiners i Eickelberg, 20d2ko ova

GYD VXVWDYD |DMHGQR QH XVSLMX XNORQLWiam®RaWHIHQI
VWDQLPQLK IXQNFLMD &W RSReargad i Gpberd) 2001)VPUW VWDQLFH
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1.3.3.2. HSP i KOPB

,VWUDALYDQMD SURPMHQD X HNV-RUWPHV ISKidenes na ZdRve HV QL N
RVREH L QGIBXEDWK SURWXUMH p Q Madstre]IX Suvddnmi IB00B &UL PM H U L |
SURQDAOL SRYHUD@QX HORVUSWeébMlaMMU RQLPQLK SXaDpD X XV
QHSXaDpLPXRPOD]IQLMK L]PHYX J]GUDYLK SXaDpOHEXSXEDPpD V
QD X]RUFLPD SOXiUD EROHVQD§HQIEhaven 2kefrésin .23 %u
DOYHRODUQLP PDNURIDJLPD X RGQRY XurQ2D03)Cohényehh SXaDpt
ekspresija HSP70HSP27 QDYHQD MH X OHXNRFLWRPD RADHVOQIL NED. Wa
SXaDpD X RGQRVX QDomalis$X&aplHK \S X2IPD X RGQRVX QD ELV
QHSXaDpH 5XRO08HDdak suMddker i suradnici (2009) opisalBRYHUDQX UD]LQ
HSP27, HSP70 i HSPA® serumubolesnika s KOPBmM. ORJXUH MH GD NURQLpPpQD L
dimu cigaretadovodi do iscrpljenja ovog oorRBEHQRJ PHKDQL]JPD aWR EL PRJC
razvojuKOPB-a.

1.34. Proteinske kinaze aktivirane mitogenima(MAPK)
Stanice prepoznaju i odgovaraju HaYDQVWDQLpQH SRGUDAaDMH DNWLY
XQXWDUVWDQLPpQLK SXWRYD SRS Xaktivatlel gradehekii kd@&xsy ND G H
aktiviranih mitogenima (engnitogenactivated protein kinase$APK) (pregledno opisane u
literaturi: Roux i Blenis, 2004; Adcock i sur., 2006; Mercer i D'Armier#006; Rumora i
abQL0O *UXELBMRABK signalni putoviUHJXOLUDMX UD]OLpLWH VWDQLp
VX HNVSUHVLMD JHQD SUROLIHUDFLMD PHWDEROL]DP <
GLIHUHQFLMDFLMD 'R VDGD MH NRG VLVDYDFD RSLVDQR SF

X kinaze reguliraneiz’Y D Q VW Dsighdrgal. Reng. extracellular signalregulated

kinasesERK) 1i 2 ERK1/2),

X kinaze koje fosforiliraju Ncraj c-Juna (eng.c-Jun Nterminal kinasesINK) 1, 2i 3,

X p38kinaze (izoforme. i /),

x ERK 3i 4,

X ERKS5,
DOL VX NRG NUDOMHaQMRINDINKD bBB Riakt R ST U R X MHERSE( 5.5
aktiviraju putem faktora UDVWD L SRYH]XMX V SUHAQLYOMDYDQMHP
GLIHUHQFLMDFLMRP GRN VH -1. L S NLQD]JH DNWLYLUDMX
RVPRWVNRJ aRND nj& eksidandaD &imdlatiie@ippkinima, 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 (engMAPK kinase MAPKK) i kinaza kinaze MAPKK (engMAPK

kinase kinaseMAPKKK) (slika 1.5.). MAPKKK su serin/treoninske kinaze koje se aktiviraju
IRVIRULODFLMRP L LOL LQWHUDNFLMRP V PDOLP SURWHL
odgovorndzYDQVWDQLPpQH SRGUDAaDMH $NWLYDFLMD 0$3... IRVI
onda aktivira MAPKGYRVWUXNRP IRVIRULODFLMRP QD ERpPQLP RJ
(Thr-X-7\U VPMH&WHQLK X DNWLYDFLMVNRM SHWOML SRGMH
fosforilira ciljne supstrate na serinskim i treoninskim ograncima iza kojih slijedi prolin
(Ser/ThePrR 0$3. IRVRIRULOLUDMX UD]OL DL ViakoregRpvot&e L SD ] H
citoskeletate nekoliko proteinskih kinaza koje se aktiviraju putem MAPK (eM@PK-

activated protein kinases O . 0. RELWHOM XNOMXpXMH ULERVRPDOQF
kDa (eng. 90-kDa ribosomal S6 kinase®RRSK), mitogenima i stresom aktivirane kinaze
(eng.mitogen and stressactivated kinasedMISK) te kinaze koje ulaze u interakciju s MAPK

(eng. MAPK:-interacting kinases 0 1. 2SUHQLWR 0%$3. IRVIRULGIODFLMVND
amplificiraizYDQVWDQLpPpQH VLIQDOH NUR] FiakibRa$ GeRgrPROji GR W UL
SRWLpX HNVSUHVLMX FLOMQLK JHQD

SRGUDADM

MAPKKK
MAPKK

MAPK

supstrat

Slika 1.5. Signalna kaskada aktivacije MAPK.

1.3.41. ERK signalni put

ES. S L (5. S VX HNVSULPLUDQH X UD]OLPLWLP NROL|]
aminokiselinskom sastavu se podudaraju u 83 % slijeda. U stanicama u mirovanju su
raspodijeljene unutar cijele stanice, dok se u stimuliranim stanicama ERK1/2 akumuliraj
MH]JUL (5. VLIQDOQL SXW MH NOMXpQL UHJXODWRU VYV

26



Uvod

aktiviraju faktorimarasta, serumom i forooim HVWHULPD B5HFHSWRUL QD SRYU

tirozin-kinaznih receptora (RTK) i receptora povezanih-prGeinima SUHQRVH DNWLYLL

VLIQDOH SXWHP 5DV PDORJ SURWHLQD NRML YH&H *73 $
0$3... L DNWLYLUD JD $NWiaYLUDWRWGDILYDAKBBWRMQR VSH

MEK1 i MEK2 (MAPKK), koje dalje fosforiliraju ERK1/2 urtar motiva ThfGlu-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

VXSVWUDWH XNOMXpXM Xrdtein® (TPQ20p,LSykH kRihekRsE)) Bu@stfateHu S

jezgri (SRG1, Pax6, NFAT, Elk-1, MEF2, eFos, eMyc, STAT-3, Spl, Ets, ARl),

proteine citoskata (neurofilamente i paksililffVH UD]JOLPpLWH 0. SURWHLQVNH NI

Slika 1.6. Pojednostavljenahema aktivacije MAPK signalnih putova.

1.3.42. JNK signalni put

Obitelj INK, poznata i kaproteinske kinazaktiviranestresom (engstressactivated protein

kinases 6$3. REXKYDUOD L]RIRUPH -1. -1. L -1. 6%$3. 6%$3.. L
kodirane rqOLpLWLP JHQLPD -1. L -1. VX aLURNR HNVSULPLU
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SULVXWQD X aLYpDQRP WNLYX 1DNRQ VWLPXODFLMH -1. VI
QH X SRWSXQRVWL -1. VLIJQDOQL SXW XNOMXpHQ MH X |
apoSWR]|H GLIHUHQFLMDFLMH L SUROLIHUDFLMH -1. VH VQL
89 JUDpHQMH WYDUL NR M Hakidarastal Xékoliko IMARKKK{NBEW KN

4, MLK2 i 3, Tpk2, DLK, TAO1 i 2, TAK1, ASK1 i 2) fosforilira i aktivira MEK4 i NEK7

(MAPKK) koje dalje dvojno fosforiliraju JNK unutar motiva TRro-Tyr u aktivacijskoj
SHWOML 6XSVW U D \ktofi Panskripbij, popui-OunpATW2, NFATcl, HSE

1, STAT3, Elk1 i p53 (slika 1.6.).

1.3.43. p38 signalni put

p38 obiteOM XNOMXpXMH pHWLUL L]RIRUPH . L/ NRMH VH
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 jaeligrula ostaje
SULVXWQD X FLWRSOD]PL S VLIQDOQL SXW MH XNOMXpH
ILILNDOQL L NHPLMVNL pLPE#H QUB pHQNWL KDL S RABIXoKIM, Y WIMKWH
poput IL1i TNFF. GRYRGH GR DN WMAPBERK (MBKKLHINNRRZ iN3, DLK,

ASK1, Tpl2 i Takl) koje dalje aktiviraju MEK3 i MEK6 (MAPKK). MEK3 i MEK6
SRND]XMX YLVRNL VWXSDQM VSHFLILPpQRVWL ]D S 'RN O¢.
SUHWHAQR IRVIRULOLUD S . L S ezultd Stddrdn)d fugkBionalhiW LY D F L
NRPSOHNVD []JPHYIX WD]JOLpLWLK t8 seldkiiwbR pRRhoznavanja
aktivacijskih petlji p38 izoformi. MEK3/6 fosforiliraju p38 unutar motiva J@&ly-Tyr u
DNWLYDFLMVNRM SHWOML $NWHLYLXPWOODUBW HIR X NN X XIND
fosfolipazu A2, protein Tau povezan s mikrotubulima, transkripcifsikeore (ATF1 i 2,

MEF2A, Sapl, EIk-1, NF % (WpPb3, CHOP}e nekoliko MK proteinskih kinaza (MSK1

i 2, MNK1i2te MK2 i 3) (slika 16.).

1.3.44. MAPK i KOPB

Pretpostavlja se da aktivacija MARKbolesnika s KOPEBm pridonosi stvaranju i sekreciji

sluzi, upalnom odgovoru, ekspresiji citokina, apoptozi, aktivaegtanica, stvaranju MMP |

fibrozi. Egzogeni (dim cigareta) ili endogeni (citokifaktori rasta, oksidansi) signali mogu
DNWLYLUDWL 0%$3. VLIJOQODOQH SXWRYH X SOXUuLPD OHUFHU L

"HGQR LVWUDALYDQMH SRND]DOR MH GD X ED]DOQLP XYMI
YHiUX ULRVQRULOLUDQH (5. t€ Hal Rak@nHsEn U@ pa bakterijskim
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lipopolisahaULGRP /36 NRG X &REDD BEROPRYHIDQMD UD]JLQH IRV
ERK2. Inhibicjom MEKK NRG SXabDpD VH MDpH VBDQaWweoMiHihRW S X a\
PDNURIDJD &aWR XSXUXMH QD WR G.DLSXRHIKQM+ b L8WY BWDQD
alveolarnim makrofagima (Koch i sur., 2004). Mercer i suradnici (2004) su pokazali da dim
cigareta inducira aktivaciju ERK1/2 8AEC malim epitelnim stanicamaGLa QLK iISXWRYD
PLAHYLPD L]JORAHQLP GLPX WIRWHINNRP D OSNDWIDY CABRWRAY I(BH  SS L
X HSLWHOQLP VWDQLFDPD GLAQLK SXWRYD EROHVQLND V H
MMP-1 u SAEC stanicama putem dima cigareta zahtijeva aktivaciju ERK1/2.

6 REJLURP GD 0$3. PRJX UHJXOL 0koip LpotebridOjé [poAvaManjé W D QL p
PHYXVREQLK VORAHQLK LQWHUDNFLMD RYLK VLJQDOQLK s
NRULVWLWL NDR OLMHNRYL ]D VPDQMHQMH XSDOH DSRS
(Mercer i D'Armiento, 2006).

1.3.5 Metaloproteinaze matriksa (MMP)

Metaloproténaze matriksa (MMP) su obitegndopeptidazavisnih o cinku koje zajedno

imaju sposobnost razgradnjé&J D] O LKpnp@dhadti L] YDQVWDQL p Qkolagdard WU LN VI
fibronektina, laminina, entaktina, proteoglikana i drugilp tHPHOMX VSHFLILPQRVW
supstratu i homologiji, MMP se mogu svrstati u 6 skupina: kolagengektinaze
stromijelizini, matrilizini, membranski vezane MMP i ostale MMBvi enzimi u svom

aktivnom mjestuLPDMX RpPpXYDQ | DHEMGIZXGHXH, RARW DY UAL WUL KLVW
NRML Y EidgkX té R QX Ynieohin(u slijedu XXMXP)koji dolaziiza aktivhog mjesta.

Kod gotovo svih MMP na ONUDMX QDNRQ NDWDOLWLpNska®RENHQH VOL
koja doprinosi vezanju supstrata i tkivnih inhibitora nugieoteinaza matriksa (TIMP),
SURWHROLWLpPNRM DNWLYQRVWL L PHPEhDNKMNRMPDNWLYD
HQJLPD VDGRREGXPRW.IML. FLVWHLQVNL ERpPpQL RIJUDQDN XOD]
NDWDOLWLPpNRM GRPHQL L R @dk&®ptdpepti hekbnippoiedlitdnY QL P V)
(Gueders sur.,2006 Sekhon201Q Mocchegiani sur.,20117).

Endogeni inhibitori MMP enzima stkivni inhibitori metaloproteinaza matriksd IMP)-1,

TIMP-2, TIMP-3 i TIMP-4. TIMP su (gliko)proteini relativne moleitske mase od 2030

N'D D VDGUAaH aHVW GLVXOILG QloinirgjR doWeROMB NKRaft, NRMLK S
ostala tri domenwa Gkraju. TIMP mogu biti topivi proteini, poput TIMA, TIMP-2 i

TIMP-4, ili vezani na komponente]y DQVWD QL p QR MPRBD WNH. BE\&bjonT ,
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domenomna N-kraju nekovalentnoY HAX QD LRQ FLQND XakiniNBMALW LpNRM
omjeru 1:1L WDNR VSUHpDY D MDonYeHdrD aMkk-ajWTHVEMIWTUNIPW DY H a X
senahemopeksinskdomene proMMP i proMMP-2 (Van den Steni sur.,2002 Sekhon

201Q Mocchegiani sur.,2011).

*ODYQL LQKLELWRU O0ABDX URIDPEX@HQ. XQLYHU]DOQL LQK
PDNURJOREXOLQ MH JUDYHQ RG pHWLUL JRWRYR LGHQWLp
FLQNRP X NDWRDHQW LOINRWH®/L]LUD-WPHD NHRILQREP XX IMH WNQ D C
003 L] FLUN XO D F LivhekragWwbvliMNDRVkEidlekse. Ti kompleksi se uklanjaju
SXWHP VS Hfaktopl@bulfskih UHFHSWRUD QD SRYUALQIIuNWDQLFD
2011).

003 HQ]JLPL VX XNQUNRN¥pMHH LU X] O L [ptodes pdplit. BrabRagéhize,
remodeliranja tkiva, zacjeljivanjeana i angiogenezaliiu SDWRIL]LRORA&NH SURFHVE
razvoja aterosklerozeeumatoidnogDUWULWLVD UDND $OXD{QOIKp LWGEHUXOR k
imaju Y D a@rxvnu ulogu u mzgradnji matriksa kod emfizema neizravno X W M p X
RWSXaWDQMH FLW R Nbgpdujenafidapid iLrézydi ®OFBa E5ekRon 2010).

1.3.51. Metaloproteinaza matriksa9 (MMP-9)

Metaloproteinaza meksa9 (MMP-9, gelatinaza B, EC 3.4.24.25nolekulsle mas 92 kDa,

pripada skupini gelatinaza unutar obitéjMP (pregledno je opisana u literatukfan den

Steen i sur., 200 hakraborti i sur., 200Bekhon, 2010; lffek i sur., 2011)Gen za MMP
9sPMHAWHQ MH QD NIRRFIRVRM®XVDGUAL HIJ]RRDX W LYHMI UG B
MMP, MMP-9 VDGUAL SURSHSWLGQX GRPHQX DOL XQXWDU ND
GRPHQH L GRPHQH NRMD YHAH FLQN LPD XPHWQXWX ILEU
gelatin, laminin NRODJHQ WLSBU, VY Ddardehd hafkina kolagen tipahbgatu

sa Ser/Thr/Prastacima Hemopeksinska domemMaMP- HQ]LPD YDAaQD MH ]D YH]D
(slika 1.7.).
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Slika 1.7. Sematski prikaz strukture MM®.

MMP- VDGUAL QHNROLNR PRJXULK PMEBVMREDPBLMRYWWU DX VR
mjestazaNYH]DQH JOLNDQH RG NRMLK MH MHGQR VPMHAWHQR
GRPHQL 'RPHQD QDOLN QD NRODJHQ WLSD 9 VDGUAL SRQD"

za brojne Gvezane glikane.

Najpoznatiji fiziolRaANL V XSV W 9BWdenjtDrirartl Rolagenjélatini). MMP PR &H
kidatibrone pURWHLQH L]YDQV WD QLKNMVIPO WY Lgslatipentdi®i® DI HQ
agrekan, elastirfibronektin), ali i U D ] ©furiktivvalre proteire (L Q K L EiptR U Q.Dyi D

D Q W L W;khhtRimatpsin, supstaiicD 3 SURWHLQL NRML YH&X JDODNWR
-receptor 1-:2, TGF amiloidc S H S WIQ)5MMP-9 aktivira IL- Re(puje angiostatin

od plasminogenaVH U D]J U D yX MH QHNRempkhe (Van den Steen i sur., 2002;

Gueders i sur., 2006; Sekhon, 2010MP-9 odvaja 6 aminokiselinas N-krajaIL-8 (1-77),
VWYDUDMXiOL WORR DNMWLH VHLMWYDUD SRILWLBQ&USRYUDW: !
NHPRWDNWLpQRSR HNHPHKWEIRI WD MH 00

Aktivhost MMP-9 regulirana je na razitranskripge gena, sekrecije, aktivacije i inhibicije
Transkripcijska regulacija aktivhosti MM® WHPHOML VH QD S WhREKNEIGhR YV WL UL

cis-elemenata u promotorskggiji genaza MMP-9 (TATA slog mikrosatelitna ponavljanja
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CA dinukleotida (CA); vezna mjesta zgezgriQ VWLP XO LU D NeKdi stinsildtRyvV HL Q
proteinl, Sp-1), aktivacijski protein 1 (eng. activator proteinl, AP-1), Etsl i Ets2 te

jezgrin faktor % HQudear factor %NF- % Nekoliko cisregulaijskih regija djeluje

istodobno u bazalnom i induciranom transkripcijskom odgovoru. Potpuna aktivacijadMMP
SURPRWRUD RYLVL R XVWNLGdhghicriskhfakidry OZRNédpipihx AR

vezno mjesto a poziciji-79 pb. Za indukciju MMR. JHQD VSHFLILPQL-WX WLJQDC
Sp-1 veznamjesta.

Promotorska regija gena za MMP VDGUAL GYD IXQNFLRQDOQR YDAaQD
XNOMXpHQD X UHJXODFLMX HNVSUHVLMH JHQiDorfizahNOR QR V
jednog nukleotida (zamjena C baze bazom T) na pozity62 pb i(CA), dinukleotidna
ponavljanja na-131 pb.-1562 QT polimorfizam rezultira gubitkom veznog mjesta
transkripcijski represeki SURWHLQ X RS R ¥MHUW B YDViiRoxadddR(CCR)&dtip

ima nisku,a CT i TT genotipovi visok transkripcijski aktivnosj (Zhangi sur., 199%).
Polimorfizam mikrosatelitaCA), XWMHpH QD WUDQYV dra@drd. yewaN2& DNW L®
MMP- WDNR daWR MH VPMHAWHQ EOLMH SRQHWA&R L N°RV N D WQL
mjesta za transkripcijskiaktore (AP-1, Spl i NF % 2VLP WRJD slpRPRRRUIQ
promijeniti konformaciju DNA (iz desne B u lijjevu Z strukturu) tako utjecati na
transkripcijsku aktivnosShimajirii sur.,1999. NajvHuUD DNWLYQRVW SURPRWRUL
kod alela s 21Maedai sur.,2001)ili 23 uzastopa CA ponavljana (Peters sur.,1999),dok

VH QDMYHUD DN Wole? eRs\2BA pdhadvljanjem(Shimajirii sur.,1999 9HULQD

LV W U D ¢eurg@kihM DD PKhU LIDELOMHALOD MH ELPRGDOQX UDVSRC
QDMYHURP XpHYaeRt® R&ANSLCARKCA), i (CA)23 ponavljanja(Nelisseni

sur.,200Q Joosi sur.,2002 Tesfaigzii sur.,200§. Suprotno tome, kod japanske populacije
prevaGDYDMX DOHOL V YLakds £Q)H YSDiMd)irQ) 84D, 1989 & $

Osim polimorfizama u promotorskoj regijiy DaDQ EL P RQIIR folinwrfizam u

egzonu 6MMP9 gena, gdje jai tripletu CAG koji kodira za aminokiselinu GIn nukeotid A
zamjenjen nukleotidom G, te dolazi do nastanka tripleaGCi zamjene aminokiselinom

Arg. . DNR MH WDM SROLPRUIL]DP VPMHAWHQ X NDWDOLWLpPNF
potrebne za vezanje supstréfdangi sur.,1999b) zamjena nenabijene aminokisel (GIn)

pozitivno nabijenom(Arg) PRJOD EL L P D WaktivixostLI\VIRY (Te8daigzii sur.,

2009. Jedno VWUDALYDQMH SURYHGHQR QD VNXSLQL PX&a&NDUDT
]JGUDYLP LVSLWDQLFLPD SRND]DO RQRVER Gdim@irthRDulPeH]DQR YV
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aktivnosti MMPR9 u plazmi (Nanni i sur., 2007), dok jrugo LVWUDALYDQMH SURY'}
LVSLWDQLFLPD V EROH&AUX NRUBRODW L R FDQIWWH_UHNNDDIDEEBAN_DY @
u bolesnika s GG genotipom, nego u bolesnika s AA gemoti@®pstad i sur., 2032

(NVSUHVLMD YHULQWHOQBVH@ILPIWNLYLPD D SRMDpDYD VH
LIYDQVWDQLpPpQRJI- PRIW UIHNNWPU LCPOUDQD X RGUHYHQLP WLSR®
fibroblasti, keratinociti, endotelne stanicanonociti, tkivni makrofagii polimorfonuklearni

leukocitit WH UD]OLPpLWH WXPRUVNH VWD QMHAHQ LOYIND XQWH B INYIS V¥
usporedbi s neutrofiimaa $LP XODFL MR PfaWtoMHJIDLV\QRP L FLWRNLQD PRaH
PDN L GR VWiRpogNbYMMP20(gelatinaza A) je konstitutivno eksprimirana u

tkivima, leukocitima (osim u neutrofilima koji je r&varaju) i tumorskim stanicanta se

PRaH VDPR GMHORPLPQR LQGXFLUDWL LOLgshNeSuhieRrhdJ DW L G

osjetljiv na indikciju faktorimarasta i citokinimgtzv. "housekeeping gehe

SILPXODFLMD faktoYaHUD@RM® L FLWRMNh®RD YBHPREMOIMHQD VWDC
UHFHSWRU D JODYQL PHKDQL]DP SULMHQRVD VLJQDOD
Aktivirane MAPK foVIRULOLUDMX UD]O [aatord RoZatd DeQdaNsu MBIFKL MV N H
VLIQDOQL SXWRYL XNOMXpHQL X UHJXODFLMX UD]JOLpLWLE
Bazalna ekspresija MMB i aktivhost promotora upravljane su putem sve tri signalne MAPK

kaskae i ovise o aktivaciji APL motiva na poziciji79 pb.

MMP-9 se u neutrofilima stvara tijekom sazrijevaganesegmentiranim i segmentiranim
neutrofilima)i pohranjuje unutar sekundalnni tercijarnih granula. Stogstimulacijom zrelih

neutrofila ne dolzi do sinteze MMP YHUO VH PRABUJPOIWDWIH RG PLQ
RWSXawDQMH HQ]L,Poez polebd RaQtbaskyipdijdhR RranslacijoNeutrofili

V D Ggdraaine ili azurofilne granule (peroksidagazitivne V D G U & H),Gahuhti@éd i)
SSHFLILpQH JUD Q X-fetativn®,H ldikioleNISKRDPI B/ LYQH VDGUHH QHAW
tercijarne granule (laktofeH Q HIDWLYQH DG Y &Hi LGP0 N B O sefkletQrbeP D
YHILNXOH VDGUaH D®INDQ RXWIHR\IDDADXEH VL Q WH Wi ]K WDAWDXG
sazrijevanja neutrofilaa sekrecija ovisi o vrsti stimulansa. Egzocitozom najprije izlaze
sekretorne vezikule, zatinercijarme NR M H  YhDogdWVaVieP- RQGD VeSik& krajup Q
azurofiine granule 6 QDAaQL HJ]RJH Q forboWrirBtxtadetqt(WPMA) Kakteripki

tripeptid formiimetionitleucil-fenilalanin (fMLP) i LPS, dok su endogeni leukotrien B4,
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NRPSRQHQWH NRPSOHPHQWD & D L & D W BanMiivwHaMB NWLPpQL
neutrofili nesintetiziraju MMR2 niti TIMP-1.

MMP- VH VLQWHWL]LUD L L]JOXpXMH NDR JLPRJHQ WM SURH:
aktivira uklanjanjem propeptida. PR SH S W LR3 X/\Bipd 35&*;3' pLML MH FLVWH
ERpPpQL RIJUDQDN NRRUGLQLUDQ HRL Q/NDRMR/aX\SDiapildamnjaV L p N R M
supstrataProteolizom propeptida dolazi do konformacijske promjene i cink postaje dostupan

PROHNXOL YRGH L VXSVWUDWX pLPH VH HQ]JLP DNWLYLUL

obrat".

5D]OLpLWH SURWHD]H iN&iReiQ BdBpsikVE) IkitnddaQz mAasN dtanifa

neutrofilna elastaza (prisutna u azurofilnim granulama)gu aktivirati MMR9 5D]OLpLWH
003 WDNRYHU PRJX DNWLYLUDWL MHGQD GdkA1X) M/ YDUDM?
glavna sustava aktivaeijMMP su plazminski sustav i MVIMP. Plazminogen se putem

tkivnog aktivatora plazminogenaR®A) ili urokinaze (uPA) prevodi u plazmin, koji aktivira
UD]OLpPpLW e daedaktiMiidju jedna druguna kraju MMR9. MT-MMP imaju furinski

motiv R-X-R/K-R u svom propeptidu, te se mogunutar staniceaktivirati furinima
(proteinazama kojé&idaju pro-oblike proteina i odgovorne su za njihovo usmjeravanje do
NUDMQMHJ RG UHGIVMK BktiXirayuUWIDIRZ ik MMP-13, koje dalje aktiviraju

MMP-9. MMP-9 sH PR&H DNWLYLUDWL L UD]J]OLpLWLP NHPLNDOLM
ALYRP XUHMH RGOS WakblsdROS MaiDstarati i u aktiviranim neutrofilima, to

EL PRJDR ELWL ILJLRORANL .RXQW pMNRW LYY B QNetgeEiHBR 0 0 3
kolagentipaIVPR&H DNWLYLUDWL LHhQURldhjdptdpeptidR WH R O L W
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Slika18. SNWLYDFLMV N-B (feuhieMab dérOSReen i sur., 2002)

Glavni inhibitor MMP-9 je TIMP-1, dok se TIMP2i TIMP-3 PQRJR VODELMHIOYHA&X QD
TIMP-2, TIMP-3 i TIMP- VH YHUOLP DILQLWHWRPMF-H eXndQdibilrd 0 3

protein, dok je TIMP NRQVWLWXWLYQR HNVSULPLUBQTIMRBWEUDNFLMN
RGYLMD YHULQRP n8 XkaiuPbje Rélék@eD S druge strane, aktivha MHAP

ulazi u interakciju IMP-1 putem domenea NkrajuTIMP- NRMD VH QHNRYDOHQW:

aktivno mjesto enzima

MMP- LPD ILJLROR&NX XORJX X UHPRGHOULN®W X4xdoeaiiasD Q VWD C
reprodukcije, rast i razvoje zacjeljivanje rana i angiogenezi® R U H P téguldijskih
PHKDQL]DPD PRaH GRYHVWL GR VPDQMHQRNHL SR \E&RM HG D QE
QHXUDYQRWHOIBQWH L]YDQVWDQ LK WIDWDU LS\DADR @ R&RN L P
PR Y H UkncBntraciaMMP-  Q Dy H Qipr. KddHnekih bolesti kostiju, reumatoidnog
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artritisa. XSDOQLK EROHVWL ALYpPDQRJ VXVW DeramskihSlexjiigk HLPHUF
NRURQDUWHKU®]ODpLWLK WXPRUD JGMH MH YDaQD ]D LQYD
9DaQX XOR-9X¥naOwWBatogeneziu D]O L p LW L K st5(@XieQKMPBE BRKDthibg
respiraxijskogdistres sindromaronhiektazija F L Vé&/fithr¢iz€).

1.3.52. MMP-9 i KOPB

8 S Onabolesnikas KOPB-om prisutna jeSRY H tel2dpednjaL] YDQVWDQLPQRJI PDW
pregradnjaGLaAQLK SXVERNRDMH Geérd HQREPDXQEWXR@ED ilTIMMyX 003
Nekoliko LV W U D gLpoka@a [ R Y L da&fieHVIMP-9 u alveolarnm makrofagma

(Finlayi sur.,1997 Russelli sur.,2002, bronhoalveolarnom ispirkiBgtsuyaku i sur., 1999

neutrofiima (Seguravaldezi sur.,2000, sputunu (Vignolai sur.,1998 Cataldoi sur.,200Q

Beehi sur., 2003 Culpitt i sur., 2005 Boschettoi sur., 2006 Simpsoni sur., 2013 i

epitelnim stanicamaS O X(LiD sur., 2005) oboljelih od KOPBa. OHYyXWLP LVSLWLYI
koncentraciiaMMP-9 i TIMP-1 X VHUXP X SOD]PL GDOD VXHIULRWXUM |
LVWUDIDERQMB AL OD kbhEentsaBijY MNIPB® X bolesnikas KOPB-om u

usporedbi s kontrolnim ispitanicima (Mao i sur., 2003; Brajer i sur., 2008; Bolton i sur., 2009;
llumets i sur., 201; Piesiak i sur., 201Mavratilova L V X U OHyXWLP X QH
L VW U D@isuY@OQyM| B p DM Q H kbnbgr@rachiMMX-9 (Higashimoto i sur., 2005;

Shaker i sur., 2008), dgk jedro novije L V W U D @pis¥l® D MLHkidr@entracijuMMP-9

(D'Armiento i sur., 2018 U dijelu th LVW U D dDEDQaM® A R Y i (kbrQentracija

TIMP-1 (Higashimoto i sur., 2005; llumets i sur., 20Nhavratilovai sur., 2012, dok su neki
LVWUDALY IViLL 3RHBR-Y [8hdker i sur., 2008D'Armiento i sir., 2013 ili nisu

QDYyHQH Wwhkoneehttdddi TIMPL (Piesiak i sur., 20%1Yildirim i sur., 2013 L]PHYy X
bolesnikas KOPB-om i kontrolnih ispitanikaStoga SUSRWUHEQD GDOW@kd LVWUD:
bismo htjeli definirati MMP-9 pokazateljem razaranja@X i QRJ WNLYD RVRELWR
SRIQDWR GD IUDJPHQWL QDVWDOL UD]JUDGQMRP SURWI
NHPRWDNWLPQR QD OHXNRFLWH WH GRYRGH GR GDOMQMH.

1.3.6 Dipeptidil peptidaza IV (DPPIV)

Dipeptidil pHSWLGD]D ,9 '33,9 S®anida&EDZbVECL3.£14GMgHkbprotein
YHOLPLQH N'D VDVWDYOMHQ RG DPLQRNLVHOLQD D
Transmembranski j&§ U R W H L Q@ij&lorv Etkrdjdu izvaQVWDQLPpQRP SWRMIWRUX G
N-kraj nalazi u citoplazmi. Izvand/ DQLPpQL GLR VDGUAL, BRAOUWIhdELHUD QR ¢
FLVWHLQRP L NDW®&p@ilowik ¢ndixa@rg.BdtuQieXDPPIV sDPPIV), kojemu

36



Uvod

nedostajutransmembranska citoplazmatskadomena prisutan je UWMHOHVQLP, WHN X (|
XNOMXpXMXuL MHBIX|E seribskeprpteazekoja selektivnauklanjadipeptde (%

Proi X-Ala) sN-kraja UD]J]OLpLWLK SHSWLGQLK VXSVWUDWD NRML VD
poziciji. DPPIV je eksprimiranana V W D RQragn@@mnibrojnih vrsta stanica XNOMXpXMX Ul
limfocite, endotelna epitelne stanicdJ D] O LIRUWLXKD SOXuD VUFH PLALUOL V(
bubrezi, crijeva, jetra)lma ulogu uUD]OLPLWLP lotdamiziu kpD B Dnukicsnom

sustavu, upali, redaciji homeostaze glukoze, ragu tumora, neuroendokrinom sustavu

Kadaje prisutnaQ D S R Ylindfba@d, DPPIV je biljeg njihove aktivacije UlogaDPPIV je
kombinacijanjene egzopeptidaznektivnosti i njenih neenzimskihinterakcijia sUD]JOLpLWLP
molekulama. Ovaj enzimsudjelujeu kidanju ELROR&NL DNWLYQLK PROHNXOD
peptidnih hormona, neuropeptida,kemokina peptida porijeklom izkolagenai drugih

prikladnih supstrataKidanjem E L R @ RélekulaDPPIV pridonosinjihovoj funkcionalnoj

inaktivaciji ili aktivaciji (Lambeiri sur.,2003 Wolf i sur.,2008 Josti sur.,2009.

1.3.6.1. DPPIVINURQLpPQD XSDOD

Promijenjenekoncentracije iaktivnost '33,9 SRY¥HLGIQ VQLSHW@QDWHQH VX
UD]J]OLpPpLWLP EROHVWLPD SR&Eest(auimmib D up&rihPdolégtiR® R a N L K
]DUD]QLK EROHVWL NDR &WaRbairksus.,2603) Stridr§eDadhcdhtratija

ili aktivnostDPPIV ] D E L O M H éan®riCN M R Q{upahinPbolestimanpr.kod NURQLPQRJ
rinosinwsitisa (Grouzmanni sur., 2002, N U R &dopifpfilne pneumonije(Matsunoi sur.,

2007, reumatoidnogartritisa (Cuchacovichi sur., 2001) upalnih bolesti crijevgVarljen i

sur.,2009), celijakije (Deteli sur.,2007)i drugih. & W R,¥érdnksk koncentracije aktivnost

ovog enzimaobrnutosupovezaes W H a LN\QURAPQ L p Q I(Mat&IRADsHr\/200zZ; Varljieni

sur.,2005 Deteli sur.,2007. 0 Hy X Wadaci oaktivhostiDPPIV u KOPB bolesnikavrlo

surijetki. 3aUR QDY Y HWUHQIL R G QaRivnokt] BRPYAXI razine lokalne upale u
bioptatubronhijalrog tkiva bolesnika SN U R Q L p Q R BroKa@duRIPno 21 analiziranog

bioptata5 bolesnika je imal&KOPB, dok suostaliimali DVWP X LOL NDWU&WHQRP SOXU
sur., 2008. Ako uzmemo URE]JLU ILJLRORANX K@RJ X DBBLPLXWLK ELRC
aktivnih PROHNXOD XNOM XW KMpXUQMSHHBR B X & Q@ Phaiolelih od

KOPB-a SRY H Ukor@entraciielL.- L GUXJLK NHPRNLQD ODF1HH
pretpostaiti da bi smanjenaktivnostDPPIV mogla pridonositiazvoju upaleX SO XUuULPD
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.URQLPpQD RSVWUXNFLMVND SOXuQD EROHVW .23%u MHGDQ
svijetute MHGLQD NURQLpQD EROHYV WrabtbralitdtR Q poigidpjXxdv DQR SR
GHVHWOMHUD SRVWLJQXW MH YDabDQ QDSUHGDN X UD]XP
GLMDJQR]H L OUMHYMHQMDAQRBWLWDQMD RVWDOD VX MR&a XY
uzroci i mehanizmi koji dovode do nastanka bolestiiprogrieldi X NURQLpPpQL REOLN

*ODYQD SUHWSRV WabjX j& Da Rivi Rigarkts,\WdjeBraadtra jednim odjlavnih

b L P E Br@zikdja KOPBa, oksidaijski R&EWHUXMH HSLWHO SOXUD DNWLYLU
G R QH U Daktiyrogti préteaza i antiproted2 WH SRVOMHGLPQR UD]JJUDGQ!
PDWULNVD X SOXuLPD 1DGDOMH SUHWSRVWDYOMDPR GD (
bolesnika dovode dosistemsih SURPMHQD &WR EL RPRJXULOR RWNL
pokazateljgpojavnosti irazvoja bolest X ODNR GRVWXSQLP ELRORANLP X]RI

krvi bolesnika.

6WRJD VPR LVWUDALWDAMHVSRELMBQMODL XPDQND GLPD FL
alveolarne epelne stanicde ispitivanja uuzorcima krvi bolesnika s KORBm koje smo

XV S R Uildg 2dyaldii@ ispitanicima.

6SHFLILpQibh VRbOAMMNYJDALYDQMD XpPpLQND GLPD FLIJDUHWD Q
VWDQLFH XNOMXpXMX LVSLWLYDQMH

X FLWRWRNVLpQRVWL HNVWUDNWD GLPD FLJDUHWD

X RNVLGDFLMVNLK R&WHUHQ@QAuddi praea) Lp QLK NRPSRQHQW
aktivacije ER stresnog odgovora i funkcije proteasoma,
ekspresije HSP70, HSP32 i HSP27,
aktivacije MAPK signalnih putova,
X RWSXawDQMD S-2RIMP-9)Qrijfj@voglrthibitora (TIMPL),

X

X

X

dok VSHFLRLPQIHY L L Wibkdidha krvi Daeshika KOPB-om i zdravih ispitanika
XNOMXpXMX LVSLWLYDQMH
X utjecaja ekstrakta dima cigareta raW S Xa W D-Q M HIIMB-Q 3iz polimorfo-
nuklearnih leukocita,
X GLMDJQRVWLDp R UHyLKNBREARNVMME-9 i TIMP-1 u plazmikao
pokazatelja razvoja bolest
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2EUD]J]ORAHQMH W't

X polimorfizamaMMP9 gena,
X GLMDJQRVWL p NRH WYHULLAKIRDRMADPRIL. u serumikao pokazatelja

razvoja upale

6YUKD LVWUDALYDQMD MH GHILQL th2i b uBdRcir]aGtbIeskikeEd O M H J
KOPB-om dobivenim neinvazivnim metodabh % ROMH SR]QDYDQMH PHKDQL]LD
VORAHQX HWLRS BawhagldiI6) Hridonijeli I&hijoj dijagnozi i prognozi bolesti,
razumijevanju poveanosti bolesti i komorbiditet® razvoju lijekova koji bi mogli utjecati na
tijek bolesti prienegod§ H GR QDVWDQND WUDMQLK VWUXNWXUQLK S
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3. EKSPRERIMENTALNI DIO

41



Eksperimentalni dio

,VWUDALYDQMH PROHNXODU QL K-ahbtkdlliGind D EMi}e §ive:R IHQH ] H
a) invitro LVSLWLYDQMD QIDdskiwdvEolapni FRepitelGil Qdnida549
koje su bileL]ORAHQH XWMHFtBMX GLPD FLJDUHWD
b) ispitivanja uuzorcima krvi bolesnika s KORBm, koji su razvrstani u skupine

prema GOLD standardu, u usporedbi sa zdravim ispitanicima.

3.1.IN VITRO ISPITIV ANJA

6WDQLPpQD OLQLMD OM X GstaNicakAIa®D YHRODUQLK HSLWHOC
6WDQLpQD OLQLMD OMXGVNLK DOY AReidt Qypk CdiiteW HO QL |
Collection, Manassas, VA, USA XVSRVWDYOMHQD MH JRGLQH L] |
JRGLaQMH Stabitevrbs@ FaBherirane na podlogiikd 3.1.). Kada se A549 stanice
LIORAH XWMHFDMX GLPD FLJDUHWD X QMLPD VH UD]YLMD
VWDQLFDPD SOXuD ERFOHXYYH NMWDNQ.2BI% VH XRELPDMHQR NF
SURXpBYOOWHFDMD GLPD FLIDUHWD QD SOXuD MHU SRND]X
alveolarne epitelne stanice tipalli€ber i sur., 1976

Slika 3.1. Kultura ljudskih alveolarnih epitelnih stanica linije A549 (prema
www.lgcstandardsitcc.org.
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6WDQLFH VX X]JDMDQH X ERpPLFDPD ]D ?XJBMmMYyWDQLpPQL
RGJRYDUDMXuLP YROXPHQRP NRPSOHWQRJ 530, PHGLMD
YODAQRVWL ]4 Rdwpletni RPM&@eGLM VDGUADYDR MH 530, F
glutaminom (Gibco ili AppliChem), kojemu su dodani 24 mM NaHGRemika), 14 mM
glukoza (Kemika), 10 mM HEPES (Siga#ddrich), 1 mM natrijev piruvat (Fluka), 10 %
WHOHiUHJ IHWDOQRJ VHUXPD L QDritay Ll %U00Q kaWdRBrideh@ RP *
otopine antibiotika i antimikotika (10000 U/mL penicilina, 10 mg/mL streptomicina, 25
J P/ DPIRWHULFLQD % -Aldrick)F &arlic® Isu &kl/tiirdhe do 80 90 %
NRQIOXHQWQRVWL &WR MH RWRQRESRPO LUDNRRQ L&VWHR UBNLQ GIR Vv
NRQIOXHQWQRVW VWDQLFH VX SUHVDYHQH LOL WUHWLUDQ
NRMHP VX L]ODJDQH GLPX FLIJDUHWD $ Viy D@RBWIH VX LQ
mediju bez seruma.

3 U H Nj®stdnitd
Kompletni RPMI medij iznad adherentnih stanica ukloni se vakuum sisaljkom. Stanice se
jednokratno isperu otopinom soli puferiranom fosfatom (@hgsphate buffer saling®BS);
137 mM NaCl (Merck), 2,7 mM KCI (Kemika), 4,3 mM pHPO, x 7 H,O (Kemika), 1,4
mM KH,PO, .HPLND GD VH XNORQH RV \\ddtiripsivi Hadjl XiFdgddR ML VD
inhibirati djelovanje tripsina u kasnijem koraku. PBS se uklonuuak sisaljkom i doda se
0,05 % tipsinrEDTA 1x (Gibco) kako bi se stanice odvojile od podloge. Nakon 5 minuta
iQNXEDFLMH QD u& Vv Y ODdaGRNCY se fiodd Kohpletni RPRIR
PHGLM GD VH |]DXVWDYL GMHORYDQMH WULSVLQD L VWD
VXVSHQ]LMD VH SUHQHVH X VWHULOQX HSUXYrawbknoy pHSRP
temperaturi. Nadsloj se ukloni vakuum sisaljkom, a talog stanica se resuspendira u 1 mL
NRPSOHWQRJ 530, PHGLMD 1DMSULMH VH RGUHGL EURM V
YROXPHQ VXVSHQ]LMH VWDQLFD QDVDG LulkraQRKgjX jeERpLF X
SUHWKRGQR VWDYOMHQ RGUHYHQL YROXPHQ NRPSOHWQRJ
QD U& V YODAQRWWL JUDND L &2

2GUHYyLYDQMH EURMD VWDQLFD
7TLMHNRP SUHVDYLYDQMD RGUHYXMH VHSREPEMMHEHEDQRWYW L ELU
boje tripansko plavilo(Sigma$OGULFK L —/ VXVSHQ]LMH VWDQLFD
minuta na sobnoj temperaturi. Tripansko playd@doja koju akumuliraju mrtve stanice, dok
ALYH VWDQLFH DNWLYQR L]EDFXM ¥piE paMostaj$ X&shbdjeneP HP E U [
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1HRERMDQH VWDQLFH VH ]DWLP EURMH SRG LQYHUWQLP P
SRPRUX KHPRFLWRPHWUD 1HXEDXHURYH NRPRULFH

3.1.2.1zravno izlaganje stanica dimu cigareta

Stanice X]JDMDQH X ERPLFDPD ]DraXP3Rl EWDIQ L\p)XQzA@0RE 6 @ K
utjecaju dima cigareta prema metodi koju su opisah der Toorn i suradnici (206)
l1HSRVUHGQR SULMH L]ODJDQMD GLPX FLIJDUHWD PHGLM L
QDRSDNR pLPH ztveR RdrtaKdinaMiblareta s alveolarnim epitelnim stanicama.
.RULAWHQH VX FLIDUHWH PDUNH 5 ) HQWXFN\ 5HVHDUFK
NRMLPD VX RGVWUDQMHQL ILOWHUL &LJDUHWH VX JRULOI
XSRWUHEX SHUé&WatidboMatldgw) BinscigarstajgravQ R XSXKLYDQ X ERpL]
X]JRM VWDQLpPpQLK NXOWXUD .DR QHJDWLYQD NRQWUROD \
ERpLFX XSXKLYDQ JUDN 1DNRQ L]ODJDQMD VWDQLFD GLP>
prethodno JJDMDQH VWDQLFH MH YUDUHQ X ERpPLFX L VWDQLpPOQI
QD RGUHYHQRhYAB UiIMHRPH WM VYH GR WUHQXWND NDGD VX UI

3.1.3.I1zlaganje stanica ekstraktu dima cigareta

Ekstrakt dima cigareta (en@igarete Smoke ExtractCSE) pripremarne neposredno prije
VYDNRJ SRNXVD .RUL&AWHQH VX SR GYLMH FLJDUHWH PDU
(University of Kentucky) kojima su odstranjeni filteri. Dim cigareta je propuhan kroz 25 mL

RPMI medija bez seruma apebom vakuum sisaljke. Svaka cigareta gorjela je oko 5 minuta.
7TDNR SULSUHPOMHQL HNVWUDNW GLPD FLIDUHWD R]QDpHQ
UD]ULMRBNH @edljem bez serum&®@ D AHOMHQH NriRt@F30 QriudaD ¢d. M H

pripreme(van der Toorn i sur., 200Y.a

Standardizacija ekstrakta dima cigaref¥iUaHQD MH WDWRIGBNWHWUDNW UD]U
NRQFHQWUDFLMH RG L S3RWRP MH
(CECIL Aquarius CE 7200), svim ekstraktima izmjerena apsorbancija na 320 nm prema
RPMI mediju bez seruma kao slfeRM SUREL 3RNXV MH SRQRYOMHQ aH
dana. Tijekom pripreme ekstrakta dima cigareta za svaki pojedini pokus, provjereno je
odgovara li njegova apsorbancija na 320 nm dobivenim standardnim vrijednostima. Zatim je
WDM HNVWUDMNWHWR UDRDQWHIQVWDQLPpQH OLQLMH OMXGVNLK D
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Prije izlaganja stanicakstraktu dima cigareta, WDQLFH NRMH VX UDVOH X ER|
VWDQLPpQLK NXOWXUD SUHVDYHQH VX QD SORpLFH VD M |
stanica da ih na dan prije pokusa bude 1 X @@ mL medija. Dan prije pokusa sa stanica je

uklonjen kompletni RPMI medij i stanicama je dodan RPMI medij bez seruma. Zatim su
VWDQLFH X WULSOLNDWX WUHWLUDQH VYMH addtr&ljsBm@ UHP O M |
od 0 % (nestimulirane stanice, ns)29.%, 2,5 %, 5 %, 10 % ili 20 % inkubirane tijekom
RGUHYHQRJ YetP8IlQRP4hili48 K 1DNRQ ]JDYU&AHQH LQNXEDFLN
stanica se centrifugira na 1000 g tijekom 5 m@nQ D U & biveni@#&dsloj alikvotira i
pospremina U& ]D GDOMQMH DQDOL]H GRN VH DGKHULUDQH V
PHWRGL DQDOL]JH NRMD VH SULPMHQMXMH X VOMHGHUHP NR

3.1.4. Priprema lizata stanica
2YLVQR R NDVQLMH NRULaAWHQRWD ®HWRRELL SDWDMRFH WKp
SXIHURP ]D OL]LUDQMARVWDQLFD WRpPND

3.1.4.1. Priprema lizata stanica sonikacijom
1IDNRQ ]DY Uidah Q ROWWDQHWD QDVDYHQLK QD SORpLFH VD aHVW
medij iznad stanica sekloni, a adherirane stanice se isperu dva puta ledeno hladnim PBS
RP 8 VYDNX MDAaLFX GRGD tipsinEBIRA 1x (Gibco) i ostavi 5 min u
LOQNXEDWRUX QD u& Vv Y OD Bj@idvani lripklod dalstalvi se & 2
GRGDWNRP RPSOHWWQRJ 530, PHGLMD X VYDNX MDALFX 6\
resuspendiraju pipete, prenesu u epruvetice od 2 mktentrifugiraju 5 mimtana 400 g na

U& 1DGVORM VH XNORQL YDNXXP VLVDOMNRP D WDORJ
hladnog PBSD =DWLP VH VWDQLFH OL]JLUDMX QD . WLMHNRP
homogenizatora serije 4710 (Cdbarmer Instrument Co.). Tako lizirane stanice se
centrifugiraju na 14000 rpm (EBA 12 R, Hettich Zentrifugen) tijekom 20umairQ D U&
Jedan dio dobienog nadsloja se pospremi na U& ]D RGUHYLYDQMH NRQFHQW
dok se ostatak nadsloja alikvotira i pospremi naU& ]D GDOMQMH DQDOL]H
NRQFHQWUDFLMH VORERGQLK WLROQLK VNXSM@®B2,L 0'$
MMP-9 i TIMP-1 VWDQLFH VX OLJLUDQH QD LVWL QDfbrgpletd GRGDW
Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche) otopini RB& kojoj su stanice resuspendirane

prije sonikacije.
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3.1.4.2. Priprema lizata stanica za elektroforezu u SDoliakrilamidnom gelu i Western

blot analize

1DNRQ ]DYUAHQH REUDGH VWDQLFD QDVDYHQLK QD SORpLF
medij iznad stanica se ukloni, a adherirane stanice se isperu dva puta ledeno hladnim PBS

RP 8 VYDNX MDALFX G&eb hlatho§ pufera zal liziranje stanica (50 mM

Tris-HCI pH 8,0, 137 mM NacCl, 1 % Triton-£00, 10 % glicerol, 1 mM natrijev ortovanadat

uz dodatak proteaznih inhibitor&€@mplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Ryche

ostavi 20 mimita da stojina ledu. Zatim se stanice odvoje od podloge blagim struganjem
VLOLNRQVNLP VWUXJDpHP D V D epthaefidd od ¥, DMNIH chhbifugiH VH S
na 14000 rpm (EBA 12 R, Hettich Zentrifugen) tijekom 20 umen Q D U& -HGDQ GL
dobivenog nadslaj se pospremina U& ]D RGUHYLYDQMH NRQFHQWUDFLN
drugi dio nadsl@ doda 6x koncentrirani LaemmMiHY SXIHU ]D QDQR&HQMH X]RI
Tris-+& 0 S+ 6'6 JOLFHURO E UrReFkbpit@eRidl SOD Y L (
udestiLUDQRM YRGL 8]JRUFL VH SURNXKDMX WLMHNRP PLQ?>
leduipospremena U& 2YDNYL X]JRUFL VX VSUHpdakrianidnDy@RaAHQM K

i Western blot analizu.

2GUHYLYDQMH NRQFHQWUDFIcMH SURWHLQD X OL]DWLP
.RQFHQWUDFLMD SURWHLQD X OL]DWLPD VWDQLFD RGUH}
kompleta reagensa Quabht7 3URWHLQ $VVD\ LW ,QYLWURJIHQ .RF
IOXRUHVFHQWQL UHDJHQV SXIHU ]D U bojundiddrpm@@M H L WU L
Reagens seazrijedi puferom,dodaju se standardi ili uzorteé se sve inkubira tijekom 15
PLOQXWD QD VREQRM WHPSHUDWXUL X PUDNX =DWLP VH .
QDMSULMH RpLWD IOXRUHVFHQFLMD VWduQé&DtatiGzR ske EDAGD
X]JRUNH 'RELYHQL UH]XOWDWL J P/ VH SRPQRA&H V UD]JUME

reagensa i uzorka).

2GUHYyLYDQMH YLMDELOQRVWL VWDQLFD 077 WHVWRP
SURFMHQD YLMDELOQRVWL VWDQLFD L]YUé@H@icaM#Hd PMHU
tetrazolijevu sol MTT (d4,5-dimetiltiazol2-il] -2,5-difenil-tetrazolijev bromid) kao supstrat
]D VWDQLPQH GHKLGURJHQD]H 8 ALYLP-BW®XQW E DRI G\RODW
u vodi) u kristale formazana (tamno plavo obojendpitdi, topivi u organskim otapalima), pa

se ovim kolorimetrijskim testom mjeri redukcijski potencijal stanica (Cole, 1986).
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=D RYDM WHVW VWDQLFH VX QDVDYHQH QD SORpPLFH V \Y
medija. Stanice su tretirane ekstraktdima cigaretde inkubirane tijekond h, 24 h ili 48 h

QD u& Vv Y O D & Q R VMWKao] pEitNria Kontrola &2smanjenuabjlinost,

stanice su tretirane 0 NDPSWRWH F{AQMK otédljdrind u dimetHsulfoksidu
(DMSO) WD NR G DndMddndeiRrerppDMSO u mediju iznosila 0,1 Bakon |DYUaHQH
LQNXEDFLMH PHGLM L]QDG i\dd8ifaGahjErD vakbuns SisalfidelseRi X NO R Q
VYDNX MDALFX GRGEMHYyHQRUDO77 UH Dtdpira WDT <@ piiplems D
otapanjem 5 mg MTT (8maAldrich) u 1 mL sterinog PBSOD D RQ VH GDOMH UD]I
530, PHGLMHP EH] VHUXPD WDNR GD MH NRQDpPpQD NRQFHQ\
Nakon 35K LQNXEDFLMH QD U& V Yo OriediQiAatvetanite) 8N D L
ukloniiusvakuj@@LFX VH GRGD SR —/ '062 NDNR EL VH RWRSLO
redukcijom MT-D X aLYLP VWDQLFDPD =DWLP VH SORpLFH RVWD
RNUHWDMD X PLQXWL NDNR EL VH NULVWDOLUL IREPD]IDQD
QD QP YUaL VH QD pLWDpX PLNURWLWDUVNLK SORpPpLFI
Wallac, PerkirElmer). Srednja vrijednost apsorbancija nestimuliranih stanica proglasi se 100

%, a vrijednosti apsorbancija uzoraka izraze kao postotak nestimuliranibastRezultati se
SULNDAaX JUDILPpNL NDRVWDHGPWE D ISVRHG @ RN B/

2GUHYLY D QM HtinhbstMak@atldéhidipedaZze u mediju iznad stanica
2GUHYLYDQMH NDWDOLWLpPpNH DNWLYQRVWL ODNWi&W GHKLC(
VH NDR SRND]DWHOM LQWHJULWHWD VWDQLpPpQH PHPEUDQH

tvari.

=D RYX DQDOL]X VWDQLFH VX QDVDYHQH QD SORpLFH V \Y
medija. Stanice su tretirane ekstraktom dima@tpte inkubirane tijekom 4 ili 24 h na

& V YODAQRVWEL JIDIRNBRJLWLE¥®DD NRQWUROD VWDQLH
kamptotecinom (Sigmaldrich) otopljenim u DMSOWDNR GD MH NRQDPQD NR
DMSO u mediju iznosila 0,1 % 1DNRQ ]D Yubadi&) rhedij Qznad stanica se
centrifugira na 1000 g tijekom 5 mita Q D U& D /'+ X GRELYHQRP QDGVO
odredi na poluautomatskom biokemijskom analizatoru Trace 30 uz upotrebu reagensa za
RGUHYLYDQMH /'+ +HUERV 'LMD JkaRreéayendal réakiijskoj smpeEMHU X
je 1:60. Princip ove metode temelji se na oksidaci@htata u piruvat u prisustvu LDH pri

bHP X VH rédiicira te se kontinuirano mjeri porast apsorbancije NADH na 340 nm pri
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37 G prema destiliranoj vodi kao slijeppiobi. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti
NDWDOLWLpPNH DNWLYQRVWL /'+ RWSXaWHQH X PHGLM 8 / °

2GUHYyLYDQMH DSRSWR]H QHNUR]JH SURWRPQRP FLWRI
%RMDQMH VWDQLFD DQHNVLQRP 9 REL @MdijevirhQoRitori O X R UH V
RPRJXUDYD UD]J]OLNRYDQMH VWDQLFD X UDQRM \IEBRRSWRI]L L
isur,1995) $QHNVLQ 9 MH SURWHLQ NRML VH X SULVXVWYX ND
VHULQ SUHPMHAWHQ V X@jHal thBrahfakkHstaRia ¥ EaqoMapdbrozi.
2ELOMHADYDQMH DQHNVLQD 9 IOXRUHVFHQWQRP ERMRP |
apoptanLK VWDQLFD 1HNUR]QWWDQRLQ QRHLVWPBIRE HHQRBHQ IRV IL
serin, pa da bismo ih razlikovali od apagnih, stanice istovremeno bojimo i propieijim
MRGLGRP NRML XOD]JL VDPR X QHNUR]JQH VWDQLFH L X QML
IOXRUHVFLUDMX FUYHQR 6WDQLFH RELOMHAHQH IOXRUH
SURWRpPQLP FLWRPHWURP

ZaovuDQDOL]X VWDQLFH VX QDVDYHQH QD SORpLFH V MDal
medija. Stanice su tretirane ekstraktom dima cigareta te inkubirane tijekoit 24 h na

& VvV YODA&QRVW L, Ka® pbbitiina kontr&l& za apoptozu stansu
WUHWLUDQH 0 N D P SNuriRWY btéplicpiRiRi DEIBOMMDNR GD MH NRQEL
koncentracija DMSO u mediju iznosila 0,1 %vi koraci analize izvode se na ledu. Medij
iznad stanica se prenese u epruvetice i centrifugira na 400 g tijekomuban@nD U&
Stanice koje su bile odlijepljene od podloge ostaju u talogu. Na adherirane stanice se doda po

/| WULSVLQD WRX¥WQONXEDPLRUX QD U& V YODAQRV

'"'MHORYDQMH WULSVLQD [DXVWDYL V6, PRIGDWNR® VY DM XN MH
6WDQLFH L] VYDNH MDALFH VH UHVXVSHQGLUDMXazELSHWRF
talog stanica iz medijadentrifugiraju 5 minta Q D J QD U& 1IDGVORM VH XN
VWDQLFD VH UHVXVSHQGLWD XHRWNMDLEOHINMHUXPD5S5WDNR G

koncentracija stanica otprilike 1 x ®6tanica / mL. Neposredno prije analize pripremi se

NDOFLMHY SXIHU UDJUMHYLYDQMHP [ NRQFHQWULUDQH RW
CaChx 2 H2 [ VXVSH@LMMAH WWSUHEDFL X HSUXYHWX ]D D
FLWRPHWUX GRGD VH / UDJULMHYHQRJ NDOFLMHYRJ SX
$OH[D Y)OXRU ERMRP ,QYLWuUbRjddida kohcentracije 8,6 RGMIG L M

(SigmaAldrich) te se andl]D QD SURWRPQRP FLWRPHWUX &\WRPLFV

Coulter) provede unutar jednog sata.
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2GUHYLYDQMH NRQFHQWUDFLMH VORERGQLK WLROQLK
.RQFHQWUDFLMD VORERGQLK WLROQLK VNXSLQD SURWHL
reagensa (5)4litiobis-2-nitrobenzojeva kiselina ili DTNB) (Ellman, 1958). U reakciji
VORERGQLK WLROQLK VN X Sio-@mtrabehzdjéva R3¢& (ENB) Dnagtaju
PLMHADQL GLVXOILGL L]JPHYyX PROHNXOH VD VORERGQRP V
odvLMD EUJR L VWHKLRPHWULMVNL MHGDQ PRO WLROD RVOF
SUL DONDOQRP L QHXWUDOQRP S+ LRQRMWME RV AW R7 RER
RGUHYyXMH VSHNWURIRWRPHWULMVNL PMHUHQMHP DSVRUEL

Stanice koje suDVOH QD SORpLFDP ne/fu eksiaRtarh Flina Wighktiy L U
inkubirane tijekom A ili24 K QD U& V YODAQRYWIDNROINPD Y U & HOR
tretiranja stanice su lizirane sonikacijom. Reakcijska smjesa (ukupnog volumena 1 mL) za
RGUMPQMH NRQFHQWUDFLMH VORERGQLK WLROQLK VNXSL
VWDQLFD /| SXIHUP+&0O BRO / NRMVY MH VDGUA&DYDR PP
—/ '"71% PPRO / '"71% RWRSOMHQ X DSVROXWQRP PHWL
metaQROD 6OLMHSD SURED X]J]RUND VDGUADYDOD MH —/
GHVWLOLUDQH YRGH L —/ DSVROXWQRJ PHWDQROD GRN
—/ YRGH —/ SXIHUD —/ '7T1% L —/ DSVRBXWQRJ PH
GREUR SURPLMHADMX L LQNXELUDMX PLQXWD QD VREQRM
na 3000 g tijekom 10 minuta na sobnoj temperaturi. Apsorbancija nadsloja mjeri se na 412

nm na spektrofotometru CECIL Aquarius CE 7200 prema destilirandij Wancentracija
VORERGQLK WLROQLK VNXSLQD SURWHLQD L]JUD&AHQD X —P

(A-B-C) x 18 x V (A-B-C) x 10 x 1 mL
(o TRRRR—— R —— = (A-B-C) x —PRO /
Quxd XV 14150 mof' L em* x 1 cm x 0,1 mL

gdie je 16= IDNWRU ]D SUHUDpPpXQDYDQMH PRO / X PRO / 9 Y
P/ Y YROXPHQ X]R4hN Dolarni apgorpdiski koeficijent (TNB (14150

mol* L cm?), d = debljina kivete (1 cm), A = apsorbancija probe na 412 nm, B =
apsorbancija sgpe probe reagensa na 412 nn§ & apsorbancija slijepe probe uzorka na

412 nm.

Koncentracija slobodnih tiolnih skupina proteina u lizatu A549 stanit ]JORAHQLK HNVW
GLPD FLJDUHW Xohddtr&au-HuQuUPni WMHLQD X X]JRUNX —PRO WLR
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2GUHYLYDQMH NRQFHQWUDFLMH PDORQGLDOGHKLGD

.RQFHQWUDFLMD PDORQGLDOGHKLGD 0'$ SURGXNWD O
modificiranom metodom koju su opisali Drury i suradnici (1997). Metoda se temelji na
UHDNFLML 0'$ V WLREDUELWXUQRP NLVHOLQRP 7%$ SUL
7%% NRML VH RGUHYyXMH SRPRUX WHNXULQVNH NURPDWRJL
eng. high performance liquid chromatographyMDA u kiselim uvjetima reagira s TBA u
RPMHUX 6SHFLILPQRVW UHDN FL MibksidaRsd Hodiraibg VH XS
hidroksiWROXHQD %+7 L NRUJNRWHQRMHRIXBDY'D RGYDMDQMH N
TBA od ostalih kPSRQHQWL X UHDNFLMVNRM VPMHVL NRMH WDN

duljini.

6WDQLFH NRMH VX UDVOH QD a%CsR ekskékfoi dinra cigast@aLFD W
inkubirane tijekom A ili24 K QD U& V YODAaQRY WID NRIDMPY Y U & H&2
tretranjastanice su lizirane sonikacijom. ZZ&20UHYLYDQMH NR Q® B Q W-U-D FOLLM BIWOD:
VWDQLFD GRGD VH —-Aldrich) ciopljéno® u 9B etanolu (Kemika) i 750
—/ IRVIRUQH NLVHOLQH .HPLND 6DGWRGM HSUYUXYHWH \
TBA (Sigma$OGULFK L —/ XOWUDpLVWH YRGH 5HDNFLMVND
inkubira u vodenoj kupelji na 100 tijekom 30 minuta. Reakcija se zaustavi uranjanjem
epruveta u hladnu vodu. Uzorci se prebace u automatski YitiaporaKa koji je temperiran
QD &0 XEDFXMH SR —/ X]RUND pératicdh) SHPBX sePén@l]iXha& R U
sssavX NRML VH VDVWRML RG YLVRNRWODpPQH SXPSH NRMD
uzorkom preko stacionarne faze na kojoj se tvari raizaM X L L]OD]H X UD]JOLpLWL
YUHPHQLPD D QMLKRY L]JOD]DN ELOMHAL GHWHNW®&U ORELC(
OHUFN L PHWDQROD +3/& pLVWRUH .HPLND X RPMHUX
I1HSRVUHGQR SURHMHORBUIDAWHMHVIDWBRYL X XOWUD]Y XpQ X
PLQXWD NDNR EL L] QMH L]DADR JUDN 3URWRN PRELOQH I
SUHWNRORQD L DQDOLWLpPND NRORGBURVERBR QHHRENQ X W

YHOLPLQHLPH®]IMH SUHWNRORQH VX [ PP D DQDOLW
$QDONDNVNRORQD MH WE fekétianalizeQualng @uljindJUV/VIS detektora je
SRGH4AHQD QD QP D YULMHPH ]|DGUADYDQMD 0'$ QD DQI

KonFHQWUDFLMD 0'$ X X]JRUNX RGUHGL VH SRPRuUX-EDaGDU
tetrametoksi propana (Sigr#ddrich) poznate koncentracije. Dobivena koncentracija MDA
LI UDADYD VH X —PRO /
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.RQFHQWUDFLMD 0'$ X OL]DWX $ VW D QL& BW.DOIR &HDQ@ HIKQ D1 N
koncetraciju ukupnhSURWHLQD X X]JRUNX —PRO 0'$ J SURWHLQD

'"HQDWXULUDMX D lekiroforeRaQu \poligkdmitBagh@eld

SURWHLQL L] Vpipénléend luk upptrglii\Wudera za liziranje stanreadvop se
RNRPLWRP GLVNRQWLQXLUDQRP HOHNWURIRUH]RP X SROI
uvjetima (engsodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoy&BSPAGE). Za
elektroforezu proteina u SBSROLDNULODPLGQRAL%IW QK R WM RuMH
%-WQL UD]GYDMDM X U ubikvidroprot&ingkih RaQjig@xd JiL aktivacijelF2.),
odnosno 12 4ni UD]GYDMDMXuL JHO SUL DQDOL]JL DNWLYDFLMH
%WQRJ VDELMDMXuUHJ JHO D ™ B,58ELRuéra zB sabijenjy (05 MLTVISV H +
+&0 S+ / R WR3SNLBA %6 opine akrilamibbis-akrilamid, 50
/ RWRSLQH DPRQLMHYRJ SHUVXOIDWD L I 7(06(" WHW
WQL UD]J]GYDMDMXiUL JHO N B HOANSQ pufdviaiza razdvRjanj& @SN Dp LV V
Tris-+& 0O S+ / RWRSLQH 6'6 P/ -&kMarRigLQH DNL

/ RWRSLQH DPRQLMHYRJ SHUVXOIDWD L -trog7(0(' GF
UD]GYDMDMXUHJ JHOD RUL]OLONIR YXBOMBLBM LG/ IVBBRY6HNbtopine
akrilamid / bisakrilamid (4,0 mL).

8]RUFL VH QDQHVX QD JHO X YROXPHQX NRML RGJRYDUD I
Elektroforeza se provodi u puferu za elektroforezu (25 mM-HIG$ pH 8,3, 0,25 Mglicin,

0,1 % otopina SDS) uz napon od 100 V tijekom otprilike H.,%ao standard z8 ULEOLAaQR
RGUHYLYDQMH PROHNSORWHLQD NRULAWHQ MH VWDQGD!

Invitrogen) koji je na gelu dao 12 obojenih proteinskih vrpgirasponu od 3,do 260 kDa.

3.1.12. Western blot analiza

Proteini razdvojeni elektroforezom u Sp8liakrilamidnom gelu prenesu se na
nitroceluloznu membranu. Zatim se membrana zasiti puferom za blokiranje kako bi se u
GDOMQLP NRUDFLPD DQD O Lézan)é protutijele. iNakvRtoQat¥ @éhtbtanbp Q R Y
LQNXELUD V SULPDUQLP SURWXWLMHORP NRMH VSHFLILPpCQC
SURWXWLMHOD YHaX VH VHNXQGDUQD SURWXWLMHOD NRMI
na sebi imaju vezan enzim pksidazu 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 razdvoeh SURWHLQL SUHQLMHWL VX QD QLWURFHO?>
elektroprijenos proteina Nlini TransBlot Cell, Bio-Rad) pri jakosti struje od 250 mA
tjekom 1,5h. Kako bise provjerio MHVX OL X]JRUFL QDQHVHQL QD JHO
koncentraciju proHLQD L MH OL SRVWLJQXWD XMHGQDpPHQRVW SULI
su bojani 0,1 % otopinom boje Coomassie briljant plav2bB u smjesi 40 % metanola i 10
RFWHQH NLVHOLQH 9L&DN ERMH XNORQMHQ MH NRUL&AWHC(
L RFWHQH NLVHOLQH X GHVWLOLUDQRM YRGL 8MHGC
X]RUFLPD RpLWDQD MH YL]XDOQR

1HVSHFLILPQR YHIDQMH SURWXWLMHOD QD VORERGQD PMH
membrane u puferu za blokiranje tijekomhIna sobnoj temperaturi. Pri analiabikvitin-
proteinskih konjugata, aktivacigdF2. i ekspresije HSINDR SXIHU ]|D EORNBUDQMH |
% obrano mlijeko u prahu u puferu za ispiranje (25 mM-H® pH 7,5, 150 mM NacCl, 0,05
% Tween X XOWURGB.VWBRN MH SUL DQDOL]JL DNWLYDFLMH |
VHUXPVNL DOEXPLQ L NRNR&ML DOEXPLQ X SXIHUX ]D LV!

OHPEUDQD MH ]DWLP LOQNXELUDQD V UDJULMHYHQLP SULPDU

X za detekciju ubikvitin -proteinskih konjugata NRULAWHQD VX PLaMD PR
protutijela razvijena naspram cijelog aminokiselinskog slijeda/6)l ubikvitina
porijeklom iz govedgUb (P4D1): se 6DQWD &UX] WLRWHFKQRORJ\
1:500 upuferu za ispiranje uz dodatak 1 % obranog mlijekeaing

x za detekcijuukupnog proteina elF2. NRUL&AWHQD VX NXQLUMD SROLN
razvijena naspram sintetskog peptida koji odgovara aminokiselinskom slijedu na C
kraju elF2. proteina (elF2. $QWLER®2; Cell Signaling Technology)

UD]UMH 9B za ispiranje uz dodatak 1 % obranog mlijeka u prahu

X za detekcijufosforiliranog elF2. na poziciji Ser5cINRULaAWHQD VX NXQLUMD
protutijela razvijena naspram sintetskog fosfopeptida koji odgovara aminokiselinskom
slijedu oko Ser51 ljdskog elF2. (PhospheelF2. 6HU $ Q WOZELR Gell
6LIQDOLQJ 7THFKQRORJ\ puferiilzi Bpitdr@eMuld dodatak X %
obranog mlijeka u prahu

x za detekcijuukupnog proteina ERK NRUL&AWHQD VX NXQLUMD SROLN
razvijena nasprarpeptida koji odgovara aminokiselinskom slijedu n&r@ju ERK1

52



Eksperimentalni dio

AWDNRUD NRMD GHWHNWL(EBK X (E56): sk93;ZBantdNCrQzD | X

Biotechnology UDJUMHYHQMMIHUX XD LVSLUDQMH X] GRGDW

VHUXPVNRJ DOEXPLQuniing NRNRaAMHJ D

za detekcijudvojno-fosforilirane ERK NRULAWHQD VX NXQLUMD SROLN

razvijena nasprardvojno-fosforiliranogThr-Glu- 7\ U S R Gaktiriphvdlika ERK1 i

ERK2 kinaza (Anti-ACTIVE MAPK pAb, Rabbit, (pTEpY); #V8031,Promega
UDJURIHHBODQMSXIHUX ]D LVSLUDQMH X] GRGDWDN
DOEXPLQD L NRNRaAaMHJ DOEXPLQD

za detekcijuukupnog proteina p38 NRULAWHQD VX NXQLUMD SROLN

razvijena naspram peptida koji odgovara aminokiselinskom slijedu-kiajC p38

PLaD §-20): se535; Santa Cruz Biotechnologgy UD ] U M H Yy H QoMdtu za X
LVSLUDQMH X] GRGDWDN JRYHYHJ VHUXPYNRJ DOEXP

za detekcijudvojno-fosforilirane p38 NRUL&AWHQD VX NXQLUMD SROLN

razvijena mspram dvojnofosforiliranog Thr-Gly-7\U S R G bkKnd Doblika

ljudske p38 kinazdAnti-ACTIVE p38 pAb, Rabbit, (pTGpY); #V1211Promega
UDJUMHYHQMBXIHUX YD LVSLUDQMH X] GRGDWDN
DOEXPLQD L NRNR&MHJ DOEXPLQD

za deekciju ukupnog proteina JNK NRULAWHQD VX NXQLUMD SROLN

razviena naspram cijelog aminokiselinskog slijeda (1 -1. pRYMHND NRN
detektiraju JNK1 i JNK2 (JK (FL): s¢571; Santa Cruz Biotechnology UDJUMHVyHQ M H
1:800 upuferu za ispiDQMH X] GRGDWDN JRYHYHJ VHUXPVN

NRNRaAMHJ)DOEXPLQD

za detekcijudvojno-fosforilirane JINK NRULAWHQD VX NXQLUMD SROLN

razvijena nasprardvojno-fosforiliranogThr-Pro- 7\U S R GakkirphvbBlika JNK1 i

JNK2 kinaze (Anti-ACTIVE JNK pAb, Rabbit, (pTPpY); #V7931Promega
UDJUMHYHQMBXIHUX XD LVSLUDQMH X] GRGDWDN

DOEXPLQD L NRNRaAMHJ DOEXPLQD

za detekcijuHSP70 proteina NRULAWHQD VX PLAMD PRQRNORQVND

naspram nativig ljudskog HSP70 proteingHSP70/HSP72, mAb (C92F35);

#ADI-SPA-810; Stressgen; Enzo Life SciencesUD]UMHYyH Q Mgdferu za X

ispiranjg
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X za detekcijuHSP32 proteina NRULAWHQD VX NXQLUMD SROLNORQV
naspram rekombinantnog ljudsk HSP32 proteingdHO-1, pAb; #ADI-SPA-894;
Stressgen; Enzo Life SciengesU D] U M H y H Qpafidru za ispir&nje

X za detekcijuHSP27 proteina NRULAWHQD VX NXQLUMD SROLNORQV
naspram rekombinantnog ljudskog HSP27 protdid&P27, pAb; #ADI-SPA-803;
Stressgen; Enzo Life SciengesU D] U M H y H Qpuafidru za ispir&nje

X za detekciju -aktina NRUL&AWHQD VX PLaAMD PRQRNORQVND SUR
DNWLQD L] SW(LAMiK JC4AH®LAFM; Santa Cruz Biotechnology)
(razU M Hy H Q Mgdferu za ispiranje

Nakon inkubacije s primarnim protutijelom, membrana se isperegufea ispiranje (3 x 15
minuta) te se inkubira sa sekundarnim protutijelom tijekormrh Ina sobnoj temperaturi.
.RULAWHQD VX VOMHGjel&tD VHNXQGDUQD SURWXW
X za detekcijuPLaMLK S URnaxalziublkdithEproteinskih konjugataN RULaWH QD
VX SROLNORQVND SURWXWLMHOD L] VHUXPD NXQLUD
QRUPDOQRJ PL &MydidnaV RabXtPADtMouse Immunoglobulins / HRP;
RaMPo; 'DNR UD]UMHYyHpaMrtd za ispiranje uz dodatak 1 % obranog
mlijeka u prahiy
X za detekciju NXQLUMLK S (pR VENaNYiL dktvarie elF2. NRULAWHQD V)
poliklonska protutijela iz seruma koze imunizirane imunoglobulinima iz normalnog
N X Q L &dvukhd Polyclonal Goat AntRabbit Immunoglobulins / HRP; GaRPo;
'DNR UD]JUMHY p@evuza ispiranjeé uz dodatak 1 % obranog mlijeka u
prahy
X za detekcijuN X QL UMLK S(prRaviakzi\aktMadie MAPK i ekspresije HSP32 i
+63 N R U L §mtii@l®iz\6&fuma magarca imuniziranog imunoglobulinima iz
QRUPDOQRJ NXQLUMH Jrathit UgGP Borséradis!$ Qanvkidaksmked
SpeciesSpecific Whole Antibody (from donkey); #NA934; Amersham; GE
Healthcare) UD ] U M Hy H QMfdru za ipiraKje
X za detekcijuPLa&MLK S URWaKalizLaldpredi)e HSP70 taktna NRULAWHQD V
SURWXWLMHOD L] VHUXPD RYFH LPXQL]JLUDQH LPXQRJO
(ECL Anti-mouse 1gG, Horseradish Peroxiddseked SpeciesSpecific Whole
Antibody (from sheep); #NA931; Amersham; GE Healthcare) D] UMHYHQMH

puferu za ispiranje
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Nakon inkubacije sa sekundarnim protutijelom, membrana se isperemputarispiranje (3 x
PLQXWD D QDRNRQmiNRat®seWRalizacija proeQD SRVWLAH LQNXE|

PHPEUDQH WLMHNRP PLOQXWH X PUDNX V NRPHUFLMDOQ!

kemiluminiscenciju (ECLWesternBlotting DetectionReagents; #RPN2134; GE Healthgare

ili istim reagensom pripravljenim u laboratoriju (5 mg lumin¢@gmaAldrich), 1 mL 1,5 M

Tris-+& 0O S+ P/ XQ2NUDPL&EWH +/ SRMDpLYDpD NRML VH

otapanjem 11 mg -gumarinske kiseline (Sigmaldrich) u 10 mL DMSO). Zatim se

PHPEUDQD L]JORAL ILOPX +\S#28906835; GHealtficare i Wemenu

ovisnom o0 intenzitetu signala. Film se razvije upotrebom kemikalija za razvijanje

autoradiografskih filmova GBX developer/replenisher i GBX fixer/replenisher; Kodak;

SigmaAldrich). Intenzitet signala proteingri analizi aktivacijeMAPK i ekspresije HSP

izmjeren je denzitometrijskom analizom filmova uz upotrebu programa Scion Image za

WindowsH 6FLRQ &RUSRUDWLRQ 5H]XOWDWL GHQJLWRPHWUI

su u relativnim denzitometrijskim jedinicamaa fetekciju signala kod analiaéikvitin -

proteinskih konjugata, -aktinai aktivacije elF2. N R U L a WateQulak lshager ChemiDoc

XRS System (BieRad Laboratories).

3.1.13. Mjerenjede novosinteze proteina

6LQWH]D SURWHLQD X $ VWDQLFDPD L]ORA&H®mPle@LPX FLJ
reagensaClick-iIT Cell Reaction Buffer Kit (Invitrogen). Nakoilizlaganja stanicadimu

cigareta tijekom 1 ili 5 minuta, stanice sikubL U D Q H LhGDdkoltt€tirane stanicsperu

se RPMI medijem bez imetionina (Invitrogen) te resuspendiraju RPMI mediju bez L

metionina koji VDGUADYD -azda@moalania aminokiselinu koja je analog

metioninu (Invitrogen). Stanice serate u inkubator tiIeNRP VOMKGHDDNRQ ]DYU&HQ
inkubacije,stanice sésperu s PBSom i podignhuod podloge korV WAQO5L% tipsinEDTA

1x (Invitrogen). Suspenzija stanica fiksise 4 %tnim paraformaldehidom (Sigrraldrich)

tjekom 15 miumta QDNRQ pHJD VOLMH@&Llupstihi®, 2D Tritoh DAL M D
(SigmaAldrich) u PBSu tijekom 20 min. Zatim e stanice ispru 3 %W QLP JRYHYLP
serumskim albuminom (Sigmaldrich) u PBSu i resuspendirajw Click-iT reakcijskoj

smjesi (ClickiT Cell Reaction pufer, CuSQ dodatak puferu). Uzorci sekubirgu tijekom

30 minuta QD VREQRM WHPSHUDWXNAkoQ] DEWLEHQH RQNWXEWMHWMIH
isperu 3 % WQLP JRY Hwydkimh alddroinom u PB8, obojaju Alexa Fluor 488
fluorescentnom bojomrfvitrogen i analizirajuupotrebom FACSCallbuS URWRpPQRJ FLWRP
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%HFWRQ 'LFNLQVRQ 6WDQLGX LQRAEIQMRELMO@RK H NV SRR\
NRQFHQWUDFLML RG PRO / VOX&LOH VX NDR SR]JLWLYQD |

2GUHYLYDQMH VORERGQULHKNXDPRQYRIRPYHOUR®BDWRJD
spektrometrijom masa (LC/MS)
Slobodne aminokiselineR G U H $UHRYEHL O M ¢ © &si@rid polietilenglikoh derivata
aktiviranima pentafluorofenilom(PEGOPFP) i analizianeWHNXULQVNRP NURPDWR.
spektrometrijom masa (engjquid chromatography- mass spectrometryLC/MS) prema
prethodno opisanoj metodi (Abello i sur.,08). Stanice e isperu PBSom i odvoje od
podloge upotrebom Cell Dissociation pufera (Invitrogen). Zatgndv& puta ispru s po 10
mL PBSa uz centrifugiranje na 560 g tijekom 5 minuta na sobewjperaturi. Stanice se
potom resuspendij@u 1 ml 100 mmdL natrijevog IRVIDWQRJ SXIHUD S+4 NRMI
mmol/L EDTA te liziraju sonikacijom. Tako pripremljenim lizatima stanica odnsaldoda 1
mM fenilmetansulfonilfluorid (inhibitor serinskih proteaza; Sigr#ddrich) otopljen u
DMSO. NeotopiMHQL VWDQLpQn s& BeWirkuditaMddnOnaxX28@dRtijekom 45
minutana+4 G. Dobivenisupernatant filtrirsekroz Ultrafree0.5 filtere za centrifugiranje s
Biomax5 membranom (Merck Millipore). RQFHQWUDFLMD SURWHLQD RGUH)j
Bradfordu (Bradford, 1976), uUARYHYL VHUXP V N tanDaDdESVBKL @2ordiOr&zrijédi
se ul00 mmol/L natrigvom IRVIDWQRP SXIHUX S+ NRML kako®U aDY D
NRQDpQD NRQFHQWUDFLMDY DINORRIV X DROUINEDN ® E L/O MR 3 ( *
OPFP otoplijenog uDMSO te inkubiral0 minuta na tresilici na 450kretaja u minutipri
sobnoj temperaturi. PE@3)3 RELOMHALYDpL VX VD GHAwDi¥D6 tome LOI
MHVX OL X]JRUFL ELOL L]J]ORAHQL JUDNX HSRNVRPLFLQX L
Aldrich), dimu cigareta ili kombinaciji epoksomicina i dima cigareta. Uzorci su podijeljeni u
btiti skupine prema tipu tretiranjd. /| VOXpDMQR RGDEUDQRJ X]JRUND
VNXSLQH MH SURPLMH&DQR L -DIQMSO(AplentD eBhndli8 RGRP G
Integracija dobivenih pikova je napravljena upotrebom programa QuantAnalysis 1.8 / Bruker
Daltonics Dana Analysis 3.4 (Bruker Daltonics). Pikovi su definirani prema njihovim
vrijednostima*® 0,5 Da na temelju jednostrukog naboja i njihovim retencipskremenima*“
0,5 miruta u usporedbi sa standardnom otopinom derivatiziranin aminokiselina. Integracija
SLNRYD MH UXpQR SURYMHUHQD X RGDEUDQLP X]J]RUFLPD

aminokiselinu su normalizirane s obzirom na koncentraijipnihproteina.
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3.1.15. Deté&cija aktivnih mjesta na podjedinicama proteasoma

Podjedinice proteasoma analizirane @wootrebom metodes kojoj se aktivha mjesta na
SRGMHGLQLFDPD -NIRVEIDDYWBDSVLOWNRRWULSVLQVNR RELC
IOXRUHVFHQW Q R PetékirdMR sama@w BelwWnd K8jem se uzorci elektroforetski
razdvoje (Verdoes i sur2006). Lizati stanica priprelieni su dodDWNRP OL]JLUDMXuUHJ
koji VD G b&0D MR Tris pH 7,5, 1 mM DTT, 5 mM Mggl250 mM saharozii 2 mM

$73 .RQFHQWUDFLMD SURWHLQD RGUHYHQD MH PHWRGR
SRGMHGLQLFH SURWHDVRRBdako dasH L J R ROk Stdnica

inkubira tijekom 1h na 370& V PRO / LQKLELWRVBEP (BdlgyWMR VR P D
Ahx(3)L(3)VS) NRML VH YHAH VDPR QD DNWLYQD PMHVWD D REL
XNXSQRP YROXPHQX UHDNFLMVNHIi \zBi®l frdkdhafg Gekom D =DWL
minuteuz Laemmljev pufer i razdvojelektroforezom u 12,5 %nom SDSpoliakrilamidnom

gelu. Vizualizacija aktivnih mjesta na podjediF DPD SURWHDYV R RDpotelddihhO X L]Y U
Molecular Imager ChemiDoc XRS System (BXad Laboratories uz valnu duljinu

ekscitacije 532 nm i emisije 555 nm LRao pozitivha kontrta gubitka aktivnih mjesta na
SRGMHGLQLFDPD SURWHDVRPD VO XR®@bkdoXicu §ijpka. 1VWD QL |
h neposredno prije inkubacijeviv151.

3.1.16. Mjerenje aktivnosti proteasoma

Aktivnosti proteasoma izmjerene sNRULVWHUOUL kRMWRGWXH WUL UD]OLpLW
SURWHDVRPD NDVSD]QD WULSVLQVND L NLPRWULSVLQ'
IOXRUHVFHQWQR RELOMH aH QQ0R). Vi2at stakithpiglmljedi Bd®@RHYV L V)
za analizu aktivnih mjesta na podjedinicama proteasoma. J S U R kzat® §anica
SRPLMH&D VH VD V D GUYZ0aWDHEFES! pH 8,2, 0,5 mM EDTA, 1 %

DMSO, 1 mM ATP (Sigm&Aldrich) i 50 M supstrat ZLeu-Leu-Glu-AMC (za kaspaznu

aktivnost; Calbiochem, Merck Millipore), 50 M supstrat AeArg-LewArg-AMC (za

tripsinsku aktivnost; Boston Biochem Inc.) ili 50 supstrat Sud.eu-Leu-Val-Tyr-AMC (za
kimotripsinsku aktivnost; Calbiochem, Merck Millipore). Odvajafligorescentne skupine

mjeri sesvakih 30 skunditijekom 15 mimuta na 37 ¢ upotrebomFL600 fluorescentnog
bLWPPRpL FI2k IBstcRents), uzalnu duljinu ekscitacije 360 nm i emisije 460 .nm
SURVMHPQD SURPMHQD 10 X RithH\VRFUHLCGEW. EMUDMPLAQHDNORVPH  V P BL
aktivnosti proteasoma u svakom uzorku. Kao pozitientrola inhibicije aktivnosti
SURWHDVRPD VOXAaLOL VXPRG@mWeamigcismiDQLFD LJ]ORAHQL
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2GUHYLYDQMH N R @ MIQPASU DIMR M Hl life@irda i mediju iznad

A549 stanica
Koncentracija MMP2, MMP-9 i TIMP-1 u lizatima i mediju iznéh A549 stanicaL]ORAH QLK
ekstraktu dima cigaretR GUHYHQD MH XSRWUHE R Pkompéadrebgensbx® QR G R
enzimske imunokemijske analizéeng. enzyme linked immunosorbent assd&LISA)
(#DMP2FQ #DMP900 i #DTM100; Quantikine, R&D Systems). Za sv&kompleta reagensa
SULQFLS MH |IDMHGQLpPNL D XNOMXpXMH NYDQWLWDWLYQL
SURWXWLMHOD V- SHRGIQRYDRDPRORNORQVND SURWIXWLMHO!
TIMP- QDOD]H VH YH]DQD QD PGAQMRM GRYSWER[QULFNMNFDNBWDQ
NRQFHQWUDFLMD L X]JRUFL VH QDQHWX MVRBOIRTIMA41seSULV XW
PYUVWR YHaX QD WD SURWXWLMHOD 1DNRQ LVSLUDQMD Qt
(koje na sebi ima vezanu perdlL GD]X L] KUHQD WDNRVBWMPRHIFLILPQR
TIMP- SRVWXSDN LVSLUDQMD VH SRQRYL NDNR EL VH XNOI
HQJLPRP =DWLP VH X MDAaLFH GRGD VYMHGH kBbaggty HP OMH
tetrametilbenzidin) i N¥ WDMH RERMHQMH SURSRUMWMMARQIDTOMPRL NROLpPL
vezanih u prvom koraku. Reakcija se zaustavi dodatkom sumporne kiseline, a intenzitet
RERMHQMD PMHUL VH VSHNWURIRWRPHWULMVNL QD QP
na 540 nmna pLWDpX PLNURWLWDUVNLK SORpPLFD 9,&725 0XOW
PerkinElmer). Koncentraciie MMP2, MMP-9 i TIMP- VH RGUHGH L] EDAGDUQF
Osijetljivost upotrijebljenih ELISA testova je redom: 0,047 ng/mL za M&JP0,156 ng/mL
za MMP-9 i 0,80 ng/mL za TIMP GRN MH OLQHDUQRVW GR-ROMYLAH
ng/mL za MMR9 i 10 ng/mL zaTIMP-1. ELISA test za MMP2 prepoznaje proi aktivni
oblik MMP-2 te mjeri slobodnu, ali ne i ukupnu MMP(zbog interferencije s TIMR pri
koncentracijara ¢ 0,8 ng/mLl). ELISA test za MMP prepoznaje pra aktivni oblik MMP-9

] D E L O M HedlindQriterftéhcija s rekombinantnim TIMP pri koncentracijamas 6,25
ng/mL). ELISA test za TIMPL mjeri TIMP- ] D E L O M Hed@ idterfdreincija s
rekombinantnoy MMP-9 pri koncentracijama 100 ng/mL).

Kako je preliminarni pokus pokazao vrlo niskdeoncentracije MMP2 i MMP-9, odnosno
koncentracije na granici detekcijazorci lizata i medija za analizu MMP i MMP-9 su
ukoncentrirani upotrebom Amicon Ultéafiltera za centrifugiranje s Ultrac&D0 membranom

(Merck Millipore). Uzorci lizata i medija s@jeni su u epruvete s filterote centrifugirani 10
PLQXWD QD J QD VREQRM WHPSHUDWXUL X FHQWULIXJL
ukoncentrirani X]RUFL VSXaWHQL X VDELUQH HSUXYHWH FHQWUL
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minute. Ukoncentrirani uzorclizata i medija pohranjeni su na U& R RGUHYLYDQMN

koncentracija MMP2, MMP-9 i proteina.

.RQFHQWUD FL M HontatrdcijwukdpHilpreteiQaDuzorku (ng/mg proteina).

6 W RaNdhredd/ jhgolataka dobivenihu in vitro ispitivanjima
Westen blot analize napravljene suuzorcima dobivenim iz tri neovisna pokusa. Ostali
pokusi izvedenisuutri®@L YLAH LVWRY UzdBudkp kdbehttachuVEkstoakts) dvhia
cigareta. Dobiveni rezultati analizirani su upotrebom programa SigmaStat za Wiadows
verzija 3.00 (SPSS Inc.) iPrism 4 za Windowse, verzija 403 (GraphPad Software Inc.).
Normalnost raspodjele podataka testiranaK@mogoro-Smirnovim testom 6 WDWLVWLPN
UD]JOLNH LJPHYyX VNXSLQD NRMH VX SRND]J]DOH QRUPDOQX
WHVWRP |]D XVSRUHGEX YLaAaH RG GYLMH VNXSLQH SRGDWD
One Way Analysis of VariancANOVA), dok su kod skupina koje nigpokazale normalnu
UDVSRGMHOX VWDWLVWLpPpNH UDJOLNH WHVWLUDQH QHSDU|
skupine podatak&fuskalWallis One Way Analysis of Variance on RanRest hocanalize
provedene sbDunettRYLP WHVWRPPH@D sDSMIQARWVWLQL NDR VUHGQMD
VWDQGDUGQD SRJUHAND =D VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQH UD]O
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3.2. ISPITANICI

,VWUDALYDQMH MzdrciS & BdYukphd QB Iipesnika s KOGBM@ i 48 zdravih
LVSLWDQLND ,VWU BDLLYYNDMSRY ¥ RGREVWED 2SiH EROQLFH
L .OLQLNH ]D SOXUQH ERQH]PMRJI ERO Q DENIRIE2FACRsKOD =D JUF
ELRNHPLMVNRJ IDNXOWHWD 6YHXXLELOW X XRFIQ DUHENX L&YALUI
su poWSLVDOL LQIRUPLUDQL SULVWDQDN ,ZVSLWLYDQMH M
GHNODUDFLMRP .ULWHULML LV N@M X zdvaizeQddianik® bieRO HV QLI
GUXJH SOXdj$eH WXMRUVNH EXEUHAaQH MHWUHQRORBNMUR
bolestite pretjerana konzumacija alkohdla J GDQ SBUHPD SXabDpNRP VWD
VX ELOL GHILQLUDQL NDR SXabpL RQL NRML SXaH YLaH RG
XQXWDU PMHVHFL RG SRpHWNIIR QY WUWRDMIL YRXQIKE L CHL WALM &l }
SUHVWDOL SXaLWL YL&H RG PMHYHBKX&DDUMHR @GR INRANLD QLLN
SXaLoL

3.2.1. Bolesnici s KOPBom

8 LVWUDALYDQMH MH ELOR XNQPXPHDORIH ERFRGH FIHE NBIUY . 2
Sisku i EROHVQLND V .OLQLNH |]D SOXUQH EROHVWL -RUGH
Zagreb. Svi bolesnici bili su u stabilnoj fazi bolesti (bez hospitalizacije i promjene terapije)

najmanje 3 mjeseca prije uzimanja uzoraka krvi.

Kriterij za odabir bolesnika s KOPRP ELOD MH NOLQLpMNDPred BSO@LDQR]D .2
smjernicamaWww.qoldcopd.orirl 'LMDJQR]X VX SRVWDYOMDOL VSHFLMD
WHPHOMX NOLQLPpNRJ SUHYQONGD QANUV/RE@UHPMD INBIURAM L VW
spirometrijskih nalaza. Bolesnici su podijeljeni u podskupine prema GOLD smjernicama,
RYLVQR R WHADL QLY ERQHVWWDGLMH |[DMHGQLPpNIFVERYELWHULM
0,70. Svrstavanje u pekupietHPHOMLOR VH QD SUHGYLYHQRP )(9

X GOLD Il stadij:50 % " FEV; SUHGYLYHQRJ
X GOLD Il stadif 30 % " FEV; < SUHGYLYHQRJ
X GOLD IV stadif FEV; SUHGYLYHQRJ
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3.2.2. Zdravi ispitanici
. RQWUROQX VNXSLQX pLQLOL VEO]G QD Y3 RIGUBXPWDXQ & [EV. NNDR M L
=DJUHED LVSLWDQLND BUHSRUXpPHQL VX RG VWUDQH OL

zdravstvenog stanja i imali uredne spirometrijske nalaze.

3.2.3. Uzorci

6YLP LVSLWDQLFLPD NUY MH SYODAHIDD & M XH/SWEK YHDMHD ¥FWIR G
XIJHWD QD DQWLNRDJXODQudrdy L $ DNRWH. RAHHP@DV RIGIR @8N LK S D U
LIRODFLMX "1%$ L XWYUYyLYDQMH SULVXWQRVWL SROLPRU
SDUDPHWDUD NRULAWHQLUXRDX]ROPBIPBOWMHP b REJLLY W®D YD\
epruvete s antikoagulansdeDTA te centifugiranjem & 2900 rpm tijekom 10 minut&erum

MH GRELYHQ Y DydprQudteél BezNddtikoagulansa nakon 30 minuta stajanja
centrifugiranjem na 3500 rpm tijekom 10 mWWD 8]RUFL V ja aadtizd pohiRanjen

na- . Izolacija polimorfonuklearnih leukocita iz pune krvi uzete nahibparin kao
DOQWLNRDJXODQVY UDYHQD MH RGPDK SR YDYyHQMX NUYL

2 G U Hy LoviceQritie ugalnih biljega
2GUHYLYDQMH EukBciax DOM XY $2Qudjéda segmentiranih neutrofila, monocita i
limfocita (%) X SXQRM NUYL LVSLWDQLND L]JYUAHQR MH XSRWUH
analizatora CelDyn 3200 (Abbott Diagnostics).

Koncentraci C-reaktivnog proteina (CRRMg/L) u serumuLVSLWDQLNDinR@®@UHYyHQD
turbidimetrigkom metodom na analizatoruDimension Xpand PlusSfemens Healthcare

Diagnostic}.

3.2.5 Izolacija polimorfonuklearnih leukocita

Izolacijia SROLPRUIRQXNOHDUQLK OHXNRFLWD 301 L] SXQH
PHWRGRP SR %i\XPX %;j\XP P/ VYMHAH SXQH NUYL
dekstrana (0,5 g dekstrana (#D1037; Sighidrich) otopi se u 10 mL 7 g/L NacCl) i ostavi

stajati 60 mimta QD VREQRM WHPSHUDWXUL X SODVWLUE®&K&M HSUX
bogateleukocittima SDAOMLYR VH Q D GligtGpRdudl07F [BighwARISch)BXbne
WHPSHUDWXUH X QRYRM S OIDiVerséde@riulgirabHhd Woo g Hjekam B0R P M H U
minuta QD VREQRM WHPSHUDWXUL X] XEU4dm @MjHsigpazme, NRpQL

srednji sloj mononuklearnih stanica i donji sloj Histopaquse 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
deVWLOLUDQH YRGH P teMibtatkogh Nt Rladnog HH NDX/Q1GD.& O L PLMHAaADQ|
MRa V.FENsYeEpLgd se centrifugira na 500 g tijekom 10ut@ina sobnoj temperaturi.
SRVWXSDN VH SRQRYL MRa GYD SXWD RGQRVQR VYH GRN
kraju dobiveni talog PMN resuspebhdJ D VH X P/ NRPSOHWQRJ 530, PHGLN
fetalnog seruma, ali bez antibiotika i antimikotika). Vijabilnost i broj PMN se odredi
bojanjem s 0,4 % bojontripansko plavilo (SigmaAldrich). Vijabilnost izoliranih PMN
XYLMHN MH ELOD YHUD RG

3.2.6. Izlaganje polimorfonuklearnih leukocita ekstraktu dima cigareta

2G VYDNRJ LVSLWDQLND SR 301 MH QDVDJHQR X GXS
XNXSQRP YROXPHQX PHGLMD RG P/ 301 X MHGQRM MDA&LFI
GUXJRMEMOBUAOR&HQL VYMH&H SULSUHPOMHQRP HNVWUDN
% tijegkom 20K 1DNRQ ]DYU&HQH LQNXEDFLMH PHGLM L]QDG 3¢
tjekom 5 miuta QD U& D GRELYHQL QDGVORM D&LNY RBWDWID M

analze.

327 2GUHYLYDQMH KivDastD IHWIL imédlu iBnad polimorfonuklearnin
OHXNRFLWD L]JORAHQLK HNVWUDNWX GLPD FLJDUHWD
301 LIROLUDQL L] MHGQRJz@pabogX F Bjh /@ RIGNDE QDYRIHQL VX C
MDALFH 8 VYDNX M DEDEXPMNDW \DiMepR metiia od 1 mL. Zatim je
SRORYLFD 301 WUHWLUDQD VYMH&H SULSUHPOMHQLP HNVW
301 VX LOQNXELUDQL QD U0U& V XYOtipilkatR Yarskakf UDN D L
vremenski period (h, 4h, 20hili22 K 1DNRQ ]DYU&GdHQH LQNXEDFLMH Pt
centrifugiran na 1000 g tijekom 5 mita Q D U& D /'+ X GRELYHQRP QDGVO
RGUHYHQD QD SROXDXWRPDWVNRP ELRNHPLMVNRP DQDOL]
RGUHYLYDQMH /'+ nostdJdd0)). ReMIt su prikazani kao srednje vrijednosti
NDWDOLWLpPpNH DNWLYQRVWL‘NWRYGREWHED H RIMHEAND 8 /

3.2.8 2 G UH YL Xdbégmirétije MMP-9 i TIMP -1 u mediju iznad polimorfonuklearnih
OHXNRFLWD L]J]ORaHGQigdetd NVWUDNWX GLPD
Koncentracija MMP9 i TIMP- X PHGLMX RGUHYHQD MH XSRWUHERP N
ELISA kompleta reagensa '0 3 L '70 AXDQWLNLQH 5 ' 6\VWHPV p
RSLVDQ SRGEA.WRPAIRPQWUDFLMH VX LJUD&AHQH X QJ P/ PHGLM
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3.2.9 Od U H y L Ykor@evitkhcije MMP-9 i TIMP -1 u plazmi

Koncentracija MMPO i TIMP- X SOD]PL LVSLWDQLND RGUHYHQD MH X
dostupnih ELISAkompleta reagensgtRPN2614 i #RPR611; Amersham; GE Healthcare)

Za obakompleta reagensarincip je zajed,pNL D XNOMXpXMH NYDQWLWDWLY
QD pYUVWRM ID]L 3URWXWLIMHMPRL WatakeFdel idzeh® nhDdoGid) 3
SRYU3ALQL VYDNH MDAaLFH QD SORpLFDPD 6WDQGDUGL SR]
MDALFH L SULVXMR-QIHTIMRO HMNHXPHUFY WR YHAX QD WD SURWXW.L
QHYH]DQLK WYDUL GRGD VH SURWXWLMHOR NRMH QD VHE
VSHFLILPpQRIOIJIDTIMGA, ali koje prepoznaje drugi epitop na ciljnoj molekuli.
Postupak ish UDQMD VH SRQRYL NDNR EL VH XNORQLR YLADN S
=DWLP VH X MDALFH GRGD V/)HZO4 WhbisEal obdjenjé Profoidisviali®E H Q] L «
NROLpL eQLli DIM®-1 vezanih u prvom koraku. Reakcija se zaustavi dodatkom 1,0 M
sumporne kiseline, a intenzitet obojenja mjeri se spektrofotometrijski na 45QEm p LW D p X
PLNURWLWDUVNLK SORDpPLFD 9,&725 OXOWLOEBRED &RXQ\
Koncentracije MMP9 i TIMP- VH RGUHGH L] EDAGDUQH NULYXOMH
R G U Hjg LMMP-9 u plazmi je 4- 128 ng/mL (uz osjetljivost metode od 0,6 ng/mL),

odnosno 3,13 50 ng/mL za TIMP1 (uz osjetljivost metode od 1,25 ng/InELISA test za

MMP-9 mijeri koncentraciju prddMP-9 i kompleksa praMMP-9/TIMP-1, dok ELISA test

za TIMP-1 mjeri ukupni TIMR1 (slobodni i u kompleksu s MMP).

3.2.10Q 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
—/ SXIHUD MH GARIGUWDDQH —/ SXQH NUYL VDGUAabDM VH SUR
PLQXWD QD J QD VREQRM WHPSHUDWXUL NDNR EL VH L
I1DGVORM VH RGOLMH D WDORJ SRVXaL WDNR GDhaVH HSU:
VWDQLpHYLQL 1D WDORJ VH GRGDMH —/ VPMHVH SXIHUL
4,$*(1 SURWHD]JH VPMHVD ]D MHGDQ X]J]RUDN VH SULSUHPL
—/ SURWHDBDHH SXIHUD ]D GWR DWHX B B P DN6XS dbR seLtdddd & D
SRWSXQR QH RWRSL 1DNRQ WRJD X X]JRUNH VH GRGD MRa
VPMHVD VH SQUNRPHIMHAE W LMHNRP& S B L QoW X (&]]?UIF]L PLMHQM
crvene prema maslinasto zelenoj zbog razgradnje protem® WLP VH GRGD SR —/
LIRSURSDQROD L GREUR SURPLMH&D SUL pHPX GROD]L GR

centrifugira tijekom 6 minuta na 10000 g na sobnoj temperaturi, nadsloj se odlije, a talog
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'1$ RVXaL WDNR GD VH HSUXYH®X WD QRODBWDRRRY W I/Y'YNDR Lpt
VH LVSHUH V —/ HWDQROD L LVWDORAL FHQWULIXJLI
VREQRM WHPSHUDWXUL 1DGVORM VH RGOLMH L WDORJ VH
pufera za hidrataciju (10 mNris-HCI| pH 8,5)te VH '1$ RWRSL LQN)CHekd MRP QL
QRUL

3211, 2GUHYyLYDQMH NRQFHQWUDFLMH "1$ L SURYMHUD pLVWR
.RQFHQWUDFLMD '1$ RGUHYHQD MH VSHNWURIRWRPHWULMYV
JUDPHQMD RG VWUDQH QXROBRWIFGQLE BD]D estllghbh) LQV X V
vodom u omjeru 1:2Ge su na spektrofotometru CECIL Aquarius CE 7200 izmjerene

apsorbancije na 260 nm prema destiliranoj vodi kao slijepoj probi. Koncentracija DNA

(R/ML L]JUDpXQDWD MH SHBRZD2RUPXOL FF/ X] SUHWSRVWDY
DSVRUEDQFLMD RG SUL QP RGJRYDUD NRQFHQWUDFLM

yLVWRUD SULSUDYDND '1$ RGUHYHQD MH PMHUHQMHP DSVF
280 nm) jer proteini iz uzoraka apsorbiraju na 2P '1$ |[DGRYROMDYDMXuUH pl
omjer Aoso nm/ A2s0 nmU rasponu od 1,7 do 1,9.

3212 /DQpDQD UHDNFLMD SROLPHUD]RP 3&5
/IDQpDQD UHDNFLMD SR Qtltttage]drdn r8akton M IPHWRGD XPQDa
R G U H yfta@ireidtaDNA u veliki broj iGHQWLp QL Ko WB XIYMIHWLPD NRUL&AW|
WHUPRVWDELOQRJ HQ]JLPD '1$ SROLPHUD]H 8 UHDNFLML
ROLJRQXNOHRWLGD W]Y R BHRpHNMMOfitdEthen BIRth FNRMILFHAHOLPR
XPQRALWL -HGQD SR HWaBLKrRfragientaeSqDNA IBQaNa druga
SRPHWQLFD MH NRPSOHPHQWDUQD NUDMX GUXJRJ '1$ OD
X] NDOXS '1$ SDU SRpHWQLFD L '1$ SROLPHUD]X VDGUAL L
PHWLULMX G Hti¥dbtataANNR) i Redn&kom omjeru (deoksiadendzinfosfat,
dATP; deoksigvanozud*-trifosfat, dGTP; deoksicitidib-trifosfat, dCTP; deoksitimidib*
trifosfat, dTTP) te magnezijeve ione. Reakcija PCR se odvija u tri $hize 8.2.):

1. denaturacijiatGYRODQpPDQH '1$ X GYD MHGQRODQpPDQD ODQFL

VSDULYDQMH SRpHWQLFD V '1$ ODQFLPD

3. produljivanje lanaca DNA.
&LNOXVL GHQDWXUDFLMH VSDULYDQMD SRpHWQLFD L SUR
XUHYDMX ]D 3iebBnocytlerd aWR UH]XPOQH QDL RHND/GQLP UDVWRE
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XPQR&HQH '1$ 8 NRQD piaFlag@eDty WP MHRML VH XPQDAD JGI

predstavlja broj ciklusa reakcije.

Slika3.2.3ULQFLS ODQpDQH UHDNFLMH SROLPHUD]RP 3&5

FragmentiDNA kojisaGUaH SR OL P R156Q ®TRubioMMmbRKo] regifMP9 gena)

XPQRAHQL VX NRPELQDFLMR Pisd@i&bariyH $uRdD (MRIMHItOViX RS

suradnici (2005).

Fragmenti'l$ NRML VDGUAH X]DVWRSQD SR QupMadbBkpMdli GLQXNC

MMP9 JHQD XPQRAHQL VX PRGLILFLUDQRP 3&5 PHWRGRP NRM
X] XSRWUHEX SRpHWOQ L VIV UNDRahtistiD \padfaigzivi YsRradnici

(2006).

Fragmenti'l$ NRML VDGUAH SROLPRUIQR MNMRIVW®RD4 XB QR HIQR Qv

kombinacijom PCR metodkoje su opisali Zhang i suradnici (1999b), Kim i suradnici (2002),

te Nanni i suradnici (2007).

5HDNFLMVND VPMHVD ]D XPQRA&DY DffadmdnaBBNAHE&URAYp QLK S
YROXPHQD / VDG b @eNdn€kb DNA] 1x reakcijski pufer za PCR (20
mmol/L TrissHCI pH 8,4 i 50 mmol/L KCI) (Invitrogen), 2,0 mmol/L Mg&linvitrogen), 0,2
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PPRO / VYDNRJ G173 ,QYLWURJHQ PRO /-1862ICNH SRpHW
uzastopna ponavljanja dinukkta (CAy, RGQRVQR PRIR pHYWDIN-HH | D
polimorfizam Q279Re 1 jedinicu PlatinunTaq DNA polimeraze (Invitrogen). Nukleotidni

VOLMHGRYL NRULAWHQLK SRpHWQLFERDbIigiSEIOLHG %LRV\VWHEF

Tablica 3.1. 1IXNOHRWLGQL HVOQ MADG RRW ISSRPHQLK ]|D GHWHNFLM
MMP9 gena.

polimorfizam SRpHWQLFD
F: 5:=GCCTGGCACATAGTAGGCCE3
-1562 C/T R: 5-CTTCCTAGCCAGCCGGCATE3'
uzastopna ponavljanja F: 5-6FAM-AAGCCCTTTCTCATGCTGGTGE3
dinukleotida (CA), R: 5" TGACAGGCAAGTGCTGACTCAG3'
F: 5-CTCGCCCCAGGACTCTACAG3
Q279R R: 5:GTGGAGGTACCTCGGGTCGGE'

8PQRADYDQMH '1$ SURYHGHQR MH X XUHYyDMX ]D 3&5 *HQH
Biosystens) prema uvjetima prikazanim walici 3.2. Dobiveni PCR produkti ostave se
namanje PLQXWD X XUHyBKLX ]D 3&5 QD

Tablica3.2.8YMHWL ]D SURYRYHQMH 3&5 PHWRGH

uzastopna
polimorfizam -1562 C/T ponavljanja Q279R
dinukleotida (CA),
uvjeti za PCR temperatura| vrijeme | temperatura | vrijeme | temperaturg vrijeme
SRpHWQD @HQ U& | 5min U& | 5min U& | 10 min
denaturacija U& | 30s U& 30s U& | 1min
VSDULYDQMH U& | 30s U& | 30s U& | 1min
produljivanje lanca U& | 30s U& 30s U& | 1min
broj ciklusa 35 ciklusa 23 ciklusa 35 ciklusa

NRQDpPpQR 9jd Rrd U& | 7min U& | 30 min U& | 5min

YHOLPLQD 3&5 435 pb * 194 pb

* oko 100 pb, ovisno o broju uzastopnih ponavljanja dinukleotida {CA)

3UDYLODQ R G D ptidust®RopldriQdghrj&staunutarfragmentDd NRMHJ RPHY XM
SRpHWONFHYHQL VX VHNYHQkdNmQdgehmc XERMDNWX VDGUAaDY
XPQRAHQH 3&5 SURGXNWH -1%82 C/T7polidétiénvddedsnd BA i GG

genotipa za Q279R polimorfiza(prilog B). PCR produkti CC i TT genotipa sekvencirani su

u oba sngra (prema naprijed i u obrnutom smjeru), dok su PCR produkti AA i GG genotipa
VHNYHQFLUDQL VDPR X REUQXWRP VPMHUX MHU UHDNFLM)>
zbogVPMHaAWDMD SROLPRUIQRJ PMHVWD EOL]X VDPRJ SRpHW!
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3.213. Elektroforez D X P Q R dreg@&rata DNA u agaroznom gelu

8VSMHaAQRVW 3&5 UHDNFLMH SURYMHUDYD VH HOHNWURIRU
1,5 %tnom agaroznom gelu zd562 C/T i Q279R polimorfizam, odnosno u 4tfbm

agaroznom gelu za uzastopna ponavljanja ldeatida (CA). Elektroforetska pokretljivost
IUDJPHQDWD '1$ RYLVL R QMLKRYRM YHOLpPLQL L REOLNX
NRQFHQWUDFLMD DJDUR]J]H MDNRVW L VPMHU HOHNWULDPQ
SULVXWQRVW L Q Wiidii¢WHpoonld) DM XULK ERMD

1,5 %tni agarozni gel pripremi se otapanjem 0,9 g agaroze u 60 mL TAE pufera za
elektroforezu (0,04 mol/L TrisICl pH 7,9, 5 mmol/L natrijev acetat, 0,04 mmol/L EDTA) uz
zagrijavanje, dok se 4 9fi agarozni gel pripremi otapanjem 3,2agaroze u 80 mL TAE
SXIHUD ]|D HOHNWURIRUH]X X] |JDJULMDYDQMH 1DNRQ &WR )\
GRGD VH /| RGQRVQR /| HWLGLMHYRJ EURPLGD NRQDDPQ
agaroze se izlije u kadicu za elektroforezu i ostavi da se polimerizira otprilike 45 minuta.
8]RUFL VH SULMH QDQR&HQMD QD JHO dRpUdssarezd, 0525 X | H U X
EURPIHQROQR SODYLOR X GHVWLOLUDQRRM YRGL WDNR
SXIHUD ]|D QDQR&@HQMH X]RUDND (OHNWURIRUHWVNR UD]JGY
elektroforezu SEA 2000 (Elchrom Scientific AG) uz 3®Y ]|D KODYHQMH O0XOWI
(Amersham Biosciences). Elektroforeza se provodi u TAE puferu na 120 V tijekomzl
temperaturu od 18 9L]XDOL]DFLMD UD]J]GYRMHQLK IUDJPHQDWD

fotografira Uvitec sustavom.

3.2.14 Polimorfizam dulji ne restrikcijskih fragmenata (RFLP)

=D RWNULYDQMH WRPNDVWLK PXWDFLMD LOL SROLPRUIL]D
jednom nukleotidu (SNP, engsingle nucleotide polymorphism NRULAWHQD MH Pt
polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata (BF, eng restriction fragment length
polymorphism) 7D PHWRGD WHPHOML VH Q@bdohuRléare XitiaDj®l X UHV YV
X P QR a HrggmhdntaDNA. Restrikcijske endonukleaze (ili restrikcijski zmi) kidaju
GYRODQPDQX PROHNXOX '"1$HBEQARVMMSWHKL NRR HPMBXRGHRW I
NRML MH QDMpHaUH NUBWN2ZVRRW QY. GY&HIXH MHW NRUL&AWHC
613 GRYRGL GR JXELWND SRVWRMHUHJ LOL QDVWDQND QRY
(dika 3.3.). OvisnootomeRML QXNOHRWLG MH SULVXWD@kklaGiiRROLPRUI
XPQRafl@Rehta'l$ LOL UH RQR L]JRVWDWL
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Slika 3.3.Shematski prikaz metode polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata (RFLP).

1DNRQ XPQ Ragm¥ia DNVAIPCR metodom slijedilo je izlaganje produkata reakcije
djelovanju restrikcijske endonukleaze. Polimorfno mjestib62 C/T detektirano je
upotrebonSphl restrikcijske endonukleaze koja prepoznaje slijed

5-*&$7*RB&

3-&0*7$ &
kada je u promotorsk regiji MMP9 gena na poziciji-1562 nukeotid C zamijenjen
nukleotidom T, dok je polimorfno mjestQ279R detektirano upotreborBmal restrikcijske
endonukleaze koja prepoznaje slijed

5~ & & & B * *3F

3-***0 & &%
kada je u egzonu BIMP9 gena u tripletu CAG &ji kodira za aminokiselinu GIn nukeotid A
zamijenjen nukleotidom G, te dolazi do nastanka tripleta CGG i zamjene aminokiselinom
Arg.

5HDNFLMVND VPMHVD |D UHVWULNFLMX XNXSQRJ YROXPHQ
-1562 C/T VD G U a D Y D CPCRMitedukta, /1x pufer za restrikciju (50 mM NacCl, 10 mM

Tris-HCI pH 7,9, 10 mM MgG, 1 mM DTT) (New England BiolLabs) i 5 jedinica
restrikcijskog enzim&phl (New England BioLabs).
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5HDNFLMVND VPMHVD |D UHVWULNFLMX D>0oN8MQERMexdt&lk OXPHQ
Q279R VDGUabYDOD MH /| 3&5 SURGXNWD [ SXIHU ]D UHVW
mM Tris-acetat pH 7,9, 10 mM magnezijev acetat, 1 mM DTT) (New England BioLabs) i 5

jedinica restrikcijskog enzim@mal (New England BioLabs).

ReakFLMVNH VPMHVH LQNXE L @B&156Y Z/TPdlidiRany Bdinbsr@d
G zaQ279R polimorfizam.UtDEOLF L QDYHGHQH VX YhkidardgmL. QH SUR

PCR produkata restrikcijskim enzimima.

Tablica 3.3.Restrikcijski enzimiivelpLQH 5)/3 SURGXNDWD

polimorfizam restrikcijski enzim YHOLPLQD 5)/3 SU
-1562 C/T Sphl C alel: 435 pb
T alel: 188 i 247 pb
Q279R Smal A alel: 194 pb
G alel: 301164 pb

3.2.15. Elektroforeza RFLP produkata u agaroznom gelu
ProduktikidanjafragmenatdDNA nakon restrikcije razdvojeni su elektroforezom u 3ridm
agaroznom gelu za 562 C/T polimorfizam, odnosno u 4-8om agaroznom gelu za Q279R

polimorfizam.

3 %-tni agarozni gel pripremi se otapanjem 1,8 g agaroze u 60 mL TAE pufera za
elelktroforezu uz zagrijavanje, dok d&%-tni agarozni gel priprenotapanjem 3,2 g agaroze u

P/ 7$( SXIHUD ]D HOHNWURIRUH]X X] ]D JtbpiMahMd @GgMH 1D N
RWSULGLESRGDUVH /I RGQRVQR /| HWLGLMHYRJ EURPLGI
—J P/ 2WRSLQD DJDUR]H VH L]JOLMH X NDGLFX ]D HOHNYV
RWSULOLNH PLQXWD 8]RUFL VIGH XLBXI DX RE HODMOR 3HDQ W/
WDNR GD VH / 5)/3 SURGXNWD SRPLMH&D V [ SXI|
(OHNWURIRUHWVNR UD]GYDMDQMH 5)/3 SURGXNDWD YualL
(OFKURP 6FLHQWLILF $* X] VXVWD YAné&shkrm Bigddiénkek). 0 X O W L
Elektroforeza se provodi u TAE puferu na 120 V tijekorh ta-1562 C/T polimorfizam,
odnosno tijekom 1,%h za Q279R polimorfizam, uz temperaturu oddL5Vizualizacija
UD]GYRMHQLK IUDJPHQDWD YUa&aL VHeSRi&GwhH.VYMHWORP L IR
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3.2.16 Fragmentarna analiza na automatskom sekvenceru

Duljina fragmenata '1$ NRML VDGUAaH X]DVWRSQD SRQDYVYOMDQMI
promotorskoj regijiMMP9 JHQD X P QRCRHrQetodom odredi se fragmeniam

analizom na automatskom sekypgFHU X 8] NRULAWHQMH IOXRUHVFHQWQ
analizom uzoraka na automatskom sekvenceru (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, Applied
%LRV\VWHPV RYRP PHWRGRP MH PRJXUH RVLP WRPQH G

signala svakog fragmenta.

1IDNRQ 3&5 UHDNFLMH SURYHGHQH X] XSRWUHEX MHGQH R
ERMRP )$0 SR / VYDNRJ 3&5 SURGXONdfDargidFAppliedaD VH V
%LRV\VWHPV L /duyfinv DreyBdnatdgdNA J(BeneScans00 LIZ Size

Standard; Applied Biosystems). Tako pripremljeni uzorci centrifugisguna 20000 g tijekom

2 minutete se denaturiraju na ¥ tijekom 2do 3 minute. Uzorci se zatinmanesu na
DXWRPDWL]JLUDQL XUHYyDM |]D NDSLODUQX HOHNWWkKIRIRUH]X
elektroforeze analiziraju programom GeneMapper Software, verzija 4.0 (Applied

Biosystems).

Nakon fragmentare analize na automatskom sekvenceru broj uzastopnih ponavljanja
dinukleotida (CA) u promotorskoj regiji MMP9 JHQD XWYUYHQ Mha UDpXQ\
nukleotidnom slijedu prikazanom ndici 3.4. LJUDpXQDW M HdaEkdjRd¥ n@ XNOHR
ponavljaju (56)te je brojuzastopnih ponavljanja dinukleotida (GARGUHYHQ WDNR GD
duljine XP QR & HrgRénta RGUHYHQH QD VHNYHQFHUX mRG]HW EUTF
podijeljen s brojem 2.

AAGCCCTTTCTCATGCTGGTGOGCCACACACACACACACACACACACACACACA
CACACACACACACACACCCTGACCECTGAGTCAGCACTTGCCTGTCAGGAGGGG
TGGGGTCACAGGAGCGCCTCCTTAAAGCCCCCACAACAGCAGCTGCAGRIGAC
ACCTCTGCCCTCACCATGAGCCTCTGGCAGCCCCTGGTCCTGGTGCTCCTGGTG!

Slika 3.4. Nukleotidni slijed dijela promotorske regijeMMP9 gena (preuzeto s

www.ncbi.nlm.nih.go aAXWRP ERMRP VX R]QDpHQD PMHVWD YH]DQI

uzastopna ponavljanja dinukleotida (GAaplavRP ERMRP SRpHWDN JHQD ]D 003

70



Eksperimentalni dio

3.217 2GUHYLY D Q M Hkiwmogti DAL LspriNnil

SNWLYQRVW '33,9 X VHUXPX V¥ mktotdomSkoj/ §u@pidiagR€EIU Hy HQ D
suradnici (1976)Mjereno je odvajanjep-nitroanilina od substrata GRKro pnitroanilida
(Sigma$OGULFK BS5HDNFLMD MH -UBRPHODIKUX FHRO /NRIMNVY MH V
mmol/L Gly-Pro pQLWURDQL O LzBrka seruma 0 dkupnom volumenu reakcijske

smjese od 0,2 mLNakon 30 min inkubacije na XI, reakcija je zaustavljena dodatkom 0,8

mL 1 mol/L natrijevog acetata pH 418 je izmjerena apsorbancija na 405 nm prema slijepoj
SUREL X]JRUND NRU IS\spékirofiotognErds \(Vareand.,Sve reakcije izvedene su u
duplikatu.

3.2.18 StatistLpND REUDGD SRGDWZDndima Gprénlky HQLK X

Rezultati su analizirani upotrebom programa SigmaStat za Windpwsrzija 3.00 (SPSS

Inc.) ili MedCalc za Windows, verzija12.3.0 MedCalc Softwarg Kvalitativne varijable

SULND]DQH VX NDR DSVROXWQL EURMHYL LPtest@RIVWRFL |

Fisherovim egzaktnim testonNormalnost raspodjele podataka testiranak@mogorov

Smirnovim testomPodaci k@ nisu bili normalno raspodijeljeni prikazani su kao medijan
LQWHUNYDUWLOQL UDVSRQ L]JPHYX SUYRJ L WUHUHJ NYI

SROLPRUIRQXNOHDUQLP OHXNRFLWLPD VX SULND]DQL NDR

6WDWLVWIH NIHPHPXOMNXSLQD NRMH VX SRND]J]DOH QRUPD

parametrijskim testovima za usporedbu dvije skupine podateka)(ili za usporedbuY L & H

od dvije skupine podataka (jednosmjerna analiza varijance, @ng. Way Analysis of

Variance AN29$ GRN VX NRG VNXSLQD NRMH QLVX SRND]DOH (

razlike testirane neparametrijskim testovima za usporedbu dvije skupine poddeaka (

Whitney Rank Sum Tgdt |D XVSRUHGEX YLAH RG GRfuskaHNVAIN ®i®EL QH SR

Way Analysis of Variance on Rank$?ost hocanalize provedene sDunetbvim testom

] Q D p D M RdrRel&djeL su ispitane upotrebonSpearmanvog koeficijenta korelacije

'LMDJQRVWLPND WRPQRVW LVS Lre¢éh@rDopatatingDDdadteisic 52 &

krLYXOMD L RGUHYLYDQMHP SRY UWadaQridet tkieSFOG chi&UC)U LY X O Mt

SUHGLNWLYQH YDULMXEOH. XDOIMXDWQM QR IX \akoljbdraX UHJUI

njih XQLYDULMDWQRP ORJLVWL pddbdR/En B<49 D87 H StaVWWL\WN\RLPp NDLQ PADDL[ R

razlike uzeta je vrijednost P<0,05.
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4. REZULTATI
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Rezultati

4.1. ISPITIVANJE UTJECAJA DIMA CIGARETA NA ALVEOLARNE EPITELNE
STANICE A549

4.1.1. Standardizacija ekstrakta dima cigareta

Ekstrakt dima cigareta (en@igarette Smoke ExtracCSE) pripremarne neposredno prije
VYDNRJ SRNXVD .DNR EL SURYMHULOL GD MH VYDNL SRM
QDSUDYOMHQD MH VWDQGDUGL]DFLMD PMHUHQMHP DSVRUE

na320l NDR @&4WR MH SULND]d@R&KRL.X WDEOLFL L QD
Tablica 4.1. $SVRUEDQFLMD VUHGQMD YULMHGQRVW * VWD Q(
FLIDUHWD &6( UD]JOLpLWLK NRQFHQWUDFLMD LIPMHUHQD
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

Slika4.1. *UDILpNL S UL N Dgkdir&st® dinkalxiQardta®(®>( UD]JOLPpLWIL K NRQFH
izmjerenih na 320 nnRezultati su prikazani kasredneYULMHGQRVWL “ VWDQGDU
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 po&m je t
HNVWUDNW NRUL&AWHQ ]|D WUHWLUDQMH VWDQLpPQH OLQLMH
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&LWRWRNVLPQRVW HNVWUDNWD GLPD FLIDUHWD SUHPI
&LWRWRNVLPpQRVW GMHORYDQMD HNVWUDNWD GLPD FLJDU
ispLwbQb MH PMHUHQMHP YLMDELOQRVWL VWDQLFD 077 WF
["+ RWSXaWHQH X PHGLMX L]QDG VWDQLFD WH RGUHYLYDQ

citometrijom.

4.1.2.1. Utjecaj ekstrakta dima cigareta na vijabilnost A549 staca (MTT test)
OLMDELOQRVW % VWDQLFD L]JORAHQLK GMHORYDQMX HNYV
WHVWRP LVSLWLYDQMHP UHGXNFLMVNRJ SRWHQFLMDOD
SULSUHPOMHQLP HNVWUDNWRP GLPD KLZERDUABMH9% 10D]OLpLV
% ili 20 %) tijekom4 h,24 h ili 48 h. Kao pozitivha kontrola za smanjenu vijabilnost, stanice

VX WUHWLUDQH V 0 NDPSWRWWBINRR 8 DR W R SNORVGHIpLPD XN RO
DMSO u mediju iznosila 0,1 % .DR aWR M HaSIdiLANAPDA De@uRati MTT testa

pokazuju daekstrakt dima cigareta u koncentracijama od 10 % i 2(h&&on 4satne
inkubacieGRYRGL GR EODJRJ SRYHUDQMD YLMDELOQRVWL $ \
na nestimulirane stanicéste koncentracije & P D L WDNRYHU X]JURNXM?
YLMDELOQRVWL % VWDQLFD X RGQRVX QD VWDQLFH L]OR:
od 1,25 % (P<0,001 i P<0,01) i 2,5 % (P<0,05 i P<0,8@kon 24satne inkubacijesfika

4.2. B) pri koncentraciji dPD R G WDNRYHU MH SULVXWQR EODJR
A549 stanicau odnosu na nestimulirane stani{g<0,01) dok koncentracija dima od 20 %
XJURNXMH 1QDpDMQR VPDQMHQ M bdn¥du M® BestdrQliradeNstanide VW I
(P<0,01) ali i uodnosu na sve ostale koncentracije dima (P<0,000HYy XW LP -QhdlR Q
inkubacije A549 stanica s ekstraktom dima cigarstkd 4.2. C), sve koncentracije dima
FLIDUHWD GRYRGH GR ]QDpDMQRJ V RDdsHR Mdstinyulinshie E L O Q R
stanice (P<0,001) dok koncentracije dima o8 %, 10 % i 20 % vode i do smanjenja
vijabilnosti stanica u odnosu N¥ WDQLFH LJ]ORAHQH HNWUDNWX GLPD FL
1,25 %(P=0,001, P<0,001R<0,0).
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Slika 4.2. *UDILpNL SULND] YLMDIERQQBR VWO R dittakta @iMad OR Y D C
cigareta @6 ( UD]OLpPpLWLK NR QMFH@)Y2W D BLIM® h\CLispibheRVTT
WHVWRP 6NUDUHQLFH QVDMSDH\VOW EPdnhtisuliok3itt kamitd © L F H

O NDPSWR&UHEFILYSULND]DQL NDR VUHGQMD YULMHGQRV\
jednog od tri neovisna eksperimer(@a = 6) =Q D p DIMX) R ujphiMost u odnosu na
QHVWLPXOLUDQH VWEQWHH#HPR]@DPHQQ@OOM H V
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4.1.2.2. Utjecaj ekstrakta dima cigaretaQD RWSXawWwDQMH /'+ X PHGLM L]JQDG
, QWHJULWHW VWDQLpQH PHPEUDQH RGUHYXMH VH PMHUHQ
PHGLM L]QDG VWDQLFD 6WDQLFH $ WUHWLUDQH VX VYMEFE
X UDJOLPpLWLP NE®,ZbrR4; B586UTE,; LLOADIP 2D %) tijekom 4h ili 24 h. Kao

pozitivha katrola, stanice su tretrane s3 0 NDPSWRWHFLQRP RWARSI®O MHQLP
MH NRQDpQD NRQFHQWUDFLMD .'26lkeX.3PA\Gljid je da] Gakox L O D
4-satne inkbacije stanicas ekstraktomdima FLJDUHWD QHPD J]QDpDMQLMHJI R
medij u odnosu na nestimulirane stanice (P=0,07/D QLMH ELOR QLWL UD]JOLND
LIPHYyX VWDQLFD L]JORAHQLK UD]OLpLWLP NRQFHQWUDFLMLCL
druge strane, nakon Zatne inkubacijesfika % QDMYHUD NRQFHQWUDFLM
GRYRGL GR ]QDpDMQRJ RWSXaWDQM D odnosX n& he&imMirdnfQ D G $
stanice 3 AWR XND]J]XMH QD SRY HWDRQYR &HP dikd&d@jiddDMND Q L F
NRQFHQWUDFLML RG XJURNRYDR MH YHiihra 8VaStIEWD QM +
koncentracije dima (P<0,001) GRN MH HNVWUDNW GLPD FLIJDUHWD
LDH u odnosu na koncentraciju dima od 5 % (P<0,01).

76



Rezultati

Slika4.3. *UDILpNL SULND] NDWDOLWLpPpNH DNWLYQRVWL /'+ RW

L]ORA&HQL Ku ékstrak@ Rimd quareta®(6 ( UD]J]OLPLWLK NRQFHQWUDFLMI
K % 6NUDUHQLFH QV QMSOW QP % Ginétibuffoksidl Wadpd+ H

3 O NDPSWHBRWHROWDWL VX SULND]DQL NDR VUHGQMD YUL

jednog od tri neovisna eksperimerfta= 3). =Q D p DIMDQE@NDIWMDO LW LPpND DNWLYQ

PHGLMX X RGQRVX QD QHVWLPXOL|ODIFHPOWDQLFH R]QDpHQL
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8WMHFDM HNVWUDNWD GLPD FLIDUHWD QD QDpLQ XPI
1DpLQD XPLUDQMD $ VWDQLFD L]JORA&HQLK GMHORYDQM}
bRMDQMHP VWDQLFD DQHNVLQRP 9 RELOM EHjQARIEMI®O XRUH V|
analizom naSURWRPQRP RWRRHPWIUIXUDYD UD]JOLNRYDQMH VWDC
QHNUR]QLK VWDQLFDNRPQ LAAH I$SK VWDRWEDDQH VX VYMHAaH Sl
GLPD FLIJDUHWD X UD]OLDpLW, 2B\ 5 BXQIVRYE) féekonDsh Di
24 K .DR SR]JLWLYQD NRQWUROD VWDQLFH VX WUHWLUDRQ
DMSO WDNR GD MH NRQDpQD NRQFHQWUD F.LRéADItat) éali2e PHGL M
nakon 4satne inkubacije pokazuju da koncentracije aiod 5 %, 10 % i 20 % dovode do
]ODpDMQRJ SRYHUDQMD EURMD odidsdQha MbstiddulitamesRivice D SR S \
(P<0,001 za 5 % i 10 % P<0,01 za 20 %). Osim toga, koncentracije dima od 10 % i 20 %
GRYRGH L GR ]QDpDMQRJ VPDQitaHRXM@?) EGURRNWV U D} BNNR ] Q1
VWDQLFD L]JORAHQLK UD]OLpLWLP NRQFHQWUDFLM@PD HNV\
4.4.A). Nakon2dVDWQH LQNXEDFLMH ]QDpDMQR MH VPDQMHQMH E
% i 20 % ekstraktom dima cigasett odnosu na nestimulirane stani@¥ i u odnosu na
VWDQLFH LJORAHQH HNVWUDNWX GLPD FLJDUHP.D0X NRQFH(
7TDNRYyHU GROD]L GR ]QDpDMQRJ VPDQMHQMD EURMD VWDQ
dima cigareta od 122%, 2,5 %, 5 % i 20 % odnosu na nestimulirane stan{€x0,001) dok
UD]JOLND L]PHYyX VWDQLFD L]JORAHQLK UD]JOLpPLWLP NRQFHQ!
(P>0,05) OHYyXWLP QDMYHUH NRQFHQWUDFLMH GLPD RG
S RY H (bbf@ MdRroznih stanica odnosu na nestimulirane stan{€<0,001) dok razlika
LIPHYyX VWDQLFD L]JORAHQLK UD]JOLpPpLWLP NRQFHQWUDFLMDI
(P>0,05)(slika4.4. B).
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Slika4.4. *UDILPpNL SULND] QDpL QP KP L) O R #MH)Q &Kstral@B PR Y D Q
cigareta & 6( UD]JOLpLWLK NRQFHQWUDFLMD WLMHNRP K $
nestimulirane stanicePMSO = 0,1 % dimetisulfoksid; NDPSWR 0O NDPSWRW
5HIXOWDWL VX SULND]DQLWDIRQGODHGQWMDS RUU M &N RNAVE Q R .
eksperimenta (n =3 QD p WNDQEEWRW VWDQLFD X RGQRVX QD QHVWLP
je s* P<0,05, ** P<0,01 i *** P<0,001.

79



Rezultati

5D]YRM RNVLGDFLMVNRJ VWUHVD X $ Vigar€da FDPD L]C

4131. (NVWUDNW GLPD FLJDUHWD SRYHUDYD NRQFHQWUDF
stanicama
ODORQGLDOGHKLG 0'$ MH SURGXNW UD]JJUDGQMH YL&HV\
VWDQLpPpQLK PHPEUDQD SRGORAQLK R&a&WH iH @ BIR MBl YN.R MDX & }
GD GLP FLJDUHWD VDGUAL EURMQH UHDNWLYQH NLVLNRYH
stanice. Izlaganjem A549 stanica ekstraktu dima cigaketeispitanih koncentracija (1,25 %,
2,5 %, 5 %, 10 % ili 20 %jjeckom 4 hVWDWVY M WQPYDMQR SRYHUDYD NRQFH(
odnosu na nestimulirane stanistka4.5.). AWRYLAH QDNRQ K NRQFHQWUDF
SRYHUDYD NRQFHQWUDFLMX 0'$ L X RGQRVX QD VWDQLFH
ostalih koncentracija (P<0,01), doNRQFHQWUDFLMH GLPD RG L
NRQFHQWUDFLMX 0'$ X RGQRVX kizentraidie QASF¥ i RIBORAHQH C
(P<0,05). Nakon 24atne inkubacije ekstrakt dima cigareta u koncentracijama od 2,5 %, 5 %,
L VWDWLVWLpNva kah&epttablj @ RRDA R ddHasD na nestimulirane

stanice $lika 8 LVWRP YUHPHQX NRQFHQWUDFLMH GLPD R
NRQFHQWUDFLMX 0'$ L X RGQRVX QD VWDQLEHW. PARAHQH G
(P<0,05) lako je koncentracija MDA z&/ YDNX LVSLWDQX NRQFHQWUDFLMX

K QHJR QDNRQ K LQNXEDFLMH VWDWLVWLPpNRP XVSRUE

Ovi rezultati ukazuju na lipidnu peroksidaciju u stanicama pod utjecajem dima cigareta.
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Slika 45. *UDILpNDR] NRQNFHQWUDFLMH 0'$ X OL]DWX % VWDQI
ekstrakta dimeaigareta &6( UD]JOLpLWLK NRQFHQWUDFLMD WLMHNRP
nestimulirane stanicesH] XOWDWL VX SULND]DQL NDR VUHGQMD YULM
=3). =QDp LNDPRNRIQFHIQWUDFLMD 0'$ X RGQRVX QD QHVWLPXO
P<0,05, ** P<0,01 i *** P<0,001.
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4.1.32. Ekstrakt dima cigareta smanjuje koncentraciju slobodnih tiolnih skupina
proteina u A549 stanicama

Slobodne tiolne skupine pretLQD X VWDQLFL SRWMHpPpX RG FLVWHLQVNI
SRGOR&AQH VX RNVLGDFLMVNLP SURPMHQDPD .DNR EL LVS
NRQFHQWUDFLMX VORERGQLK WLROQLK VNXSLQD SURWHLQ
U D ]tid kdncentracija (1,25 %, 2,5 %, 5 %, 10 % ili 20 #f@kom 4 h i 24 h (&a 4.6.).
5H]XOWDWL SRND]XMX VWDWLVWLPNL ]QDpDMQR VQLAHQM
SURWHLQD X $ VWDQLFDPD L]JORAHQLP GMHORRXYDQMX HNV
5 %, 10 % i 20 %u odnosu na nestimulirane stanice tijekom oba ispitana viemén& RY L & H
nakon 4 h koncentracija dima od 20 % snizuje koncentraciju slobodnih tiolnih skupina
SURWHLQD L X RGQRVX QD VWDQLFH L)]éfRazifeQ5 NVWUD
(P<0,05), dok nakon 2datne inkubacije isto uzrokuju koncentracije dima od 2,5 % i 10 % u
RGQRVX QD VWDQLFH L]JOR&HQH GLPX NRQFHQWUDFLMH
UD]J]OLPpLWLK YUHPHQD LQNXEDFLM®@DpRMQLKKURLMHNE DOR R
slobodnih tiolnih skupina proteina. Ovi rezultati ukazgpuD RNVLGDFLMVND R&a&WHUH!

stanicama pod utjecajem dima cigareta.

Slika 46. *UDILpNL SULND] NRQFHQWUDFLMH VORERMAOOLK WLR
VWDQLFD L]O Rua¢ks€rakta dnvaldigared8 UD]JOLPLWLK NRQFHQWUDF
L K 6NUDUHQLFD QV GHYX\OWRWLUDQ S MWDQLREH NDR VI
VWDQGDUGQD SR3QD&BDD)Qkdntevitriaga slobodnih tiolnih skupina u

odnosu nanestmidlUDQH VWDQLFH R(RQiIPFPHCOD. MH V3
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Rezultati

8WMHFDM GLPD FLIDUHWD QD UD]JUDGQMX RAWHUHQLK

4.14.1. Dim cigareta uzrokuje nakupljanje ubikvitin -proteinskih konjugata u A549

stanicama

U prethodnomsmo pokusu ustanoviiGD GLP FLIJDUHWD RaAWHUXMH VWDQL
SURWHLQL NRML VH QH PRJX SRSUDYLWL RE laObk¥ta® YDMX V
kako bi se razgradili putem proteasoma. Slika 4.7. prikazralepljanje ubikvitiaproteinskih
NRQMXJDWD X OL]|DWLPD $ VWDQLFD L]ORAHQLK GLPX FL
V O M H GHilii &K h. Nakon 4h (slika 4.7. A) pod utjecajem dima cigareta javljaju se
intenzivne vrpce ubikvitirproteinskih kajugata molekulske mase oko 30 i 35 kD kao i onih

iznad 150 kD. Nakon 24 (slika 4.7. B) ubikvitirproteinski konjugati iznad 150 kD su

slabijeg intenziteta, ali konjugati molekulske mase oko 30 i 35 kD ostaju jasno vidljivi.
,]JODIJDQMH VWD QLDNu (inBibitbr® RINiXNBsti proteasoma) rezultiralo je
nakupljanjem ubikviinRSURWHLQVNLK NRQMXJDWD YHhiB4R® RO HNXOV N
AWR MH L RpHNLY D Q RprofeihgkKkbmjugati ¥ngde MRO 130V BRKDa nisu vidljivi

u lizatima staica tretiranih s epoksomicinomkazuM XL GD RQL QDVWDMX VDPR S
dimacigareta 6RPERUDF %DpXUD L VXU
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Rezultati

Slika 4.7. Western blot analiza ubikvitiproteinskin konjugata u lizatima A549 stanica
LIORAHQLK GLPX FLJDroiting IV H&I6Q NV EVLRUNDRZR. iK 24 (6 (B)I Kdo
QHIJDWLYQD NRQWUROD VWDQLFH VX L]JORAHQH JUDNX WL
6WDQLFH LJORAHQH 0 HSRNVRPLFLQX (SR VOXAaLOH VX N
na proteinske vipceDpHJ LQWHQ]JLWHWD 3ULND]DQL VX UHSUH]H
neovisna eksperimenta (preleR PERUDF % DpXJUD L VXU
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Rezultati

4.14.2 Razvoj ER stresa pod utjecajem dima cigaretau A549 stanicama
SUHWSRVWDYLOL VPR GD RaW HzarbMdlcigd U .RIWHKUQIDkvikhD R a W R
proteinskih konjugata, dovodi do njihovog nakupljanja u-lER izaziva ER stres, te
SRVOMHGLpPpQR 835 -HGDQ RG ELOMHID (5 VWUHVQRJ RGJR
UPRajeizravho XNOMXpHQ X VLOWR IMHSYRSHR. QID QRUPDOQX KRPH
VWDQLFL $NWLYDFLMD H,) . RGYLMD VH IRVIRULOLUDFLMR
privremenu obustavu sinteze proteina u stami@ngstermann 0+ O O HU 1D VOLFL
prikazano je kako izZl@ADQMH $ HSLWHOQLK VWDQLFD GLPX FLJDUH
GRYRGL GR SRYHUDQMD UD]LEH IRMhESU hdriegaivQuiRkbntrb]g . 3
ovisno o dozidima 'LWLRWUHLWRO |D NRMHJ MH SR]QDWR GD X]l
poziWLYQD NRQWUROD 1HaW&bia Yétebra@a ptadasomsli inhibitor
epoksomicin izazove porast razineHP,) . @aWR MH GRND] GD DhitEiRsKIO DFLMD
konjugata dovodi do ER stresa. Rezultati pokazuju da izlaganjem A54%astimig cigareta
GROD]L GR DNWLY D F L MakoHvjerojatoMidd dp Nrbargedja sinteze proteina
ustancama 6RPERUDF %DpXUD L VXU

Slika48. :HVWHUQ EORW DQDOLJHD,))DNWLODBWILPB ,$. ¥WDQLFI
dimu cigareta (CS) tijekom 1 ili 5 minutaVH LQNXELUD®BLK QIGXUDKHSRNVRPLF
(Epo) WH LQNXELUDQLK LGXULK K .DR QHJDWLYQD NRQWUR:
PLOQXWD XPMHVWR GLPX FLIJDUHWD 6 WD Q L AH OL.H O\RX& HNHR
pozitivna kontrola. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi iz tri neovisna eksperimenta
(prema6 RPERUDF %DpXUD L VXU
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Rezultati

4.1.4.3 Dim cigareta smanjujede novosintezu proteina u A549 stanicama

Siteza proteina izmjerena je u stanicAmL]ORAHQLP GLPX FLJDkavMD.)LOL HSR
za koje smo prethodno pokazali da induciraju ER stresni odgovor (slika 4.8.). Kao pozitivha
NRQWUROD VWDQLFH VX LIJORAHQH FLNORKHNVLPLGX LQKL

Slika 4.9. *UDILpNLJSWOWNRQWH]H SURWHLQD X $ VWDQLFDPD
dima cigaret4CS) tijekom 1 5 minutaili 0 HSRNVRPLFLQX (SR WH LQNXE
K .DR QHJDWLYQD NRQWUROD VWDQLFH VX L]JORAHQH ]L
cigareta). Stanitl L]JORAHMAFLNORKHNVLPLGX VOX&LOHRéaItAiDR SR]L

VX SULND]DQL NDR VUHGQMD YULM BGQrRONPBNDQBAPRIED U G Q D
SURWHLQD X RGQRVX QD QHJDWLYQX NRORREROUDR|®DpMNQD
sur., 2013)

Analiza je pokazala da j@e novosinteza protima u A549 epitelnim stanicansmanjena

nakon izlaganja dimu cigareta tijekommiinute EH] VWDWLVWLPNL tijeRd@BD M QH UL
minuta (P<0,01u odnosu na negativnhu kontrolBrePD WRPH GLP FLIDUHWD VQL
VLQWH]X SURWHLQD &awWR EL VH PRJOR REMDVQLWL NDR
homeostazu protetn SULMH QHJR OL ]DSRpQH VD VLQWH]RP QRYLI
WDNRYHU X]JURNRYDR VP D Q MHWKna/ heQafivhi] XonSalRW,6¢1). Q D
ukazuXiL GD LQKLELFLMD SURWHDVRPD YRGL G RojEBNXSOMDC
mogu razgraditi putem proteasoma, nego ometaju normalnu funkctp iERJuciraju UPR.

8 VNODGX V MDpRP DNMNDDFLMRRPH BLIJDWGIWD MH SRND]D
smanjenje sinteze proteina nego epoksomi@R PERUDF %DpXUD L VXU
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Rezultati

4144 'LP FLJDUH W konsdntraldijiu Blobbdnih aminokiselina u A549 stanicama
,VWUDaL YD @rveli AbBIe Haradnici (2008pokazaloMH GD GLP FLJDUHWD S
koncentracijuVORERGQLK DPLQRNLVHOLQD X $ VWDQLFDPD S
SRYH]DWL V DNWLYQRadUX SURWHDVRPD ,JORALOL VPR $
epoksomicinu (inhibitor akv/nosti proteasoma; pozitivna kontrola), dimu cigareta ili
kombinacji epoksomicina i dima cigaretAWH LK NXOWLYLUD®.LU WWatiMdd NRP LG
VWDQLFD L]J]ORAHQLK GLPX FLJDUHWD ]QDpDMQR MH SRU
usporedbi s kontroli? VWDQLFDPD 3 VOLND OHYyXWLP
SURWHDVRPD X VWDQLFDPD L]ORAHQLP GLPX FLJDUHWD E
]ODpDMQRJ SDGD UD]JLQH VORERGQLK DPLQRNLVHOLQD X
dimu cigareta (P<0,01)6 DPL HSRNVRPLFLQ QLMH GRY KdRcatRaciiQ DpD M Q
slobodnih aminokiselina. Ovi rezultati pokazuju da je porast aminokiselina u stanicama
LIORAHQLP GLPX FLJDUHWD X]JURNRYDQ SRYHUDQRP UD]J
proteasom&Somborac D pXUD L V.XU

Slika 4.10. *UDILpNL kBrddnidRije slobodnih aminokiselina u A549 stanicama
LIORAHQLP GMHORYDQMX O HSRNVRPLFLQD (SR GLPD
kombinacji epoksomicina i dima cigaretdd H LOQNXELUDQLK L G prikdznikdao 5H]XO!
VUHGQMD YULMHGQRVW “ VWDQGD &iHp@a $Ralithbj &bdhioli Q
VWDQLFDPD L]JORAHQLP JUDNX WLMHNRRP]Q IPHLHOXRWD.NBRMH V'
=QDpWNDQERBDNILQWDVORERGQLK DPLQRNLVHOLQD X RGQRVX QD
s * P<0,05i *** P<0,001 =Q D p D M ®DRapiharsDbodnih aminokiselina u odnosu na
VWDQLFH LJORAHQH GLPX FLJDUHWD 6RRPDRUDRDB MbBpXUD B
2013)
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Rezultati

4.1.4.5.Dim cigareta smanjuje aktivnost proteasoma u A549 stanicama
6 REJLURP GD VX SURWHDVRPL JODYQD PMHV¥W R BJLOJ WHRE Q |
molekulama ubikt WLQD LVSLWDOL VPR XWMHpH OL GLP FLJDUHW

epitelrnim stanicama.

4.1.45.1. Utjecaj dima cigareta na aktivha mjesta proteasoma u A549 stanicama

'D ELVPR LVSLWDOL XWMHpH OL GLP FLIJDUHWD QD DNWL"
VWDQLFDPD L]JORALOL VPR VWDQLFuthi®uUtRX LRLDO U HW D/ @Q/NL N E
hili2a K 6YD WUL DNWLYQD PMHNDWBDSQORWMHISWRBV NR L
NLPRWULSVLQVNR GHWHNWLUDQD VX LQKLELWRURP SURW
ERMRP 'LP FLJDUHWD QLMH ]QDpDM @@pRasiidMiHsEaDiEam@® D D N\
kultiviranim4 K VOLND $L& OHYXWLP X VWDQLFDPD L]ORA
PLQXWD L NXOW L YLdinDcpharetaljesu¢likdkao smanjeno vezanje MV151 na

aktivna mjesta proteasomaodnosu na negativnu kontwol 3 GRN LVWRJ XpLQN
bilo nakon izlaganja dimu cigareta tijekom 1 minute (slika 4.11. B i D). To pokazuje da
YULMHPH L]ODJDQMD GLPX FLJDUHWD XWMHpH QD XNXSQ
NRQWUROD L X RYRP HNSHULFHQ WOR MLIH MVHR X1bd \@ N Q YH. SVRRN ¥ K
IOXRUHVFHQWQR RELOMHAHQRJ 09 QD DNWLYQD PMHVWD
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Rezultati

Slika4.11.$NWLYQD PMHVWD NSR\RS\DHOW H P BV L OkidRpdinsko) u

$ VWDQLFDPD L]O R&a(Q3)RjedomPLX5 mindAWH LQNXELUDQLK LG?»
$ L& LOL K % L' .DR QHJDWLYQD NRQWUROD VWDQL
XPMHVWR GLPX FLIDUHWD 6WDQLFH L]JORAHQH 0 HSRNV
kontrola. Strelice(pod B) ukazuju na aktivha mjesta proteasoma slabijeg intenziteta pod
utjecajem dima cigaretabH]XOWDWL SRG & L ' VX SULND]DQL NDF
VWD QG DU G QDtrisnRa¥idrta &ekdperimenta = Q D praAlik® H aktivhim mjesima
proteasoma u odnosia negati X NRQWURO X*RHODPHQH VX
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Rezultati

4.14.52. Utjecaj dima cigareta na aktivnost proteasoma u A549 stanicama

'D ELVPR LVSLWDOL XpLQDN GLPD FLIDUHWD QD SRMHGLQH
SRND]DOL VPDQMHQLP YH]DQMHPXRQKYEHWRQR PR ERMRHPA HL
Ab549 stanice dimeigareta tijekom 1 ili 5 minutée nakon i 24 h mjerili sve tri aktivnosti
SURWHDVRPD NDVSD]QX WULSVLQVNX L NLPRWULSVLQVN
VSHFLILPQH ]D VYDNE PNWRPLFR P WHVWRYGMH NRULAWHQ |
.DVSD]QD WULSVLQVND L NLPRWULSVLQVND SURWHDVRPDC
VWDQLFDPD L]ORaHIQKaP i makdh2AQ@ Ddn&sQ@ na negativnu kontrafsiika

4.12. A,BiC @nam govori da dim cigareta smanjuje aktivnost proteasoma ovisno i o dozi
dimaiovremenu 6RPERUDF %DpXUD L VXU
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Rezultati

Slika 4.12. Proteasomalne aktivnosti (Akaspazna, B tripsinska i C- kimotripsinska) u

$ VWDQLFDPD L]ORAH®QBP VGLMMNNRBPDUMKWD PLQXWD WH LQ
ili 24 h. 6WDQLFH L]JORAHQH 0 HSRNVRPLFLQX (SR VOXaAL
5HIXOWDWL VX SULND]DQL NDR VUHGQMD YULMHGQRVW * \
prema negativnoj kontroi VWDQLFDPD L]JORAHQLP JUDNX WLMHNRP
FLIDUHWD R]JQDpHGRW phHUIMR) R biilndsH proteasoma u odnosu nha
QHIJDWLYQX NRQWUROX R]QDpHQH VX6RPERUDF % DpXUD L S
2013)
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Rezultati

4.1.5 Utjecaj ekstrakta dima cigareta na ekspresiju HSP u A549 stanicama

8 UD]JOLPLWLP VWUHVQLP XOR RWWRDHQMRW.WROERDDELSHR
sinteza HSP kako bi SSRYHUDOD PRJIXUQRVW $Wirhdtava2R0B)YRAQM D V W I
smo Western blot ntedom ispitali pomjene u ekspresifHSP70, HSP32 i HSP2J A549
VWDQLFDPD L]JORAHQLP HNVWUDNWX GLP®, ER%DBU4HIND UD]OL
% ili 20 %) tijekom 4h, 6h, 8h, 24h ili 48 h (slike 4.13. do 4.17.).

Inkubacijom A549 stanicV HNVWUDNWRP GLPD FLJDUHWD UMD]OLpLW
(slika QLMH GR&AOR GR VWDWLVWLpPNL ]QD{EBMYLK SURP
HSP32(P=0,37F i HSP27(P=0,833.

Slika 4.13.Western blot analiza ekspresije HSP u lizatima AMMW DQLFD L]ORAHQLK G|
ekstrakta dima cigareta&6( UD]OLpPpLWLK NRQFHQWUDFLMD WLMHNF
nestimulirane stanice. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi iz tri neovisna eksperimenta i
JUDILpPNL SULND] SRGDW D kskonGdaaizoynHQe(iez @it Gu IphikdzdnH W U
NDR VUHGQMD YULMHGQRVW “ VWDQGDUGQD SRJUHAND D
R]IQDpHQLPD NDRLVX SURQDYHQH VWDWLMWWddhdsl ndQ D p D M
nestimulirane stanice
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Rezultati

Niti nakon 6 h nkubacie (slika4.14) $ VWDQLFD V HNVWUDNWRP GLPD
NRQFHQWUDFLMD QLMH GRAOR GR VWDWLVWE@ELNE),]QDpDMC
HSP32(P=0,133 i HSP27(P=0,435.

Slika 4.14.Western blot analiza ekspresije HSP u liz& D $ VWDQLFD L]JORAHQLK
ekstrakta dima cigareta&6( UD]OLpPpLWLK NRQFHQWUDFLMD WLMHNF
nestimulirane stanice. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi iz tri neovisna eksperimenta i
JUDILpNL SULND] SR Gaotewiethjgkoi@ Briallzdhii @ddiez@ati su prikazani

NDR VUHGQMD YULMHGQRVW “ VWDQGDUGQD SRJUHaAND D
R]IQDpHQLPD NDR 1LVX SURQDYHQH VWDWLVWLpPNL
nestimulirane stanice
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Rezultati

InkubaFLMRP $ VWDQLFD V HNVWUDNWRP GLPD FLHADUHWD
(slika QLMH GR&EOR GR VWDWLVWLpPNL ]QDPENMIM)K SURPI
HSP27 (P=0,131)u odnosu na nestimulirane staniceOHYyXWLP SURQDAaoL VPR
]QDpDMDQ SRUDVW HNVSUHVLMH +63 X VWDQLFDPD VWLPX
h u odnosu na nestimulirane stani&&ncentracija dima od 20 $sazvala jeporast ekspresije

HSP32iX RGQRVX QD VWDAQL Hikhacigar®a bl KphcehoiewidbD 1,28 %o

2,5% i 5 %(P=0,00®, P=0,013i P=0,016).

Slika 4.15.:HVWHUQ EORW DQDOL]D HNVSUHVLMH +63 XuOL]DWLF
ekstrakta dima cigareta&6( UD]JOLpLWLK NRQFHQWUDFLMD WLMHNF
nestimulirane &nice. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi iz tri neovisna eksperimenta i
JUDILPpNL SULND] SRGDWDND GRELYHQ L(kezdt&tiQy lpkkdzdhH W U L M\
NDR VUHGQMD YULMHGQRVW “ VWDQGDUGQD S&kambAND D
RIQDpHQLPD NB®DpDM Q Rekddpelstpal HEPB2 stanicama stimuliranim s 20

% CSEX RGQRVX QD QHVWLPXOLUDRBHI2VIEkQA ARSP7TR | GEPRHQD M
QLVX SURQDYHQH VWD W lodhadsu pdNnesiQulirizdiggH UD]J]OLNH
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Rezultati

Nakon 24satne inkubacije(slika 4.16) HNVWUDNW GLPD mjeJ2rokewabD W DNR
] Q D eDpkd@jere u ekspresiji HSP7QP=0,133 i HSP27 (P=0,467, ali je potaknuo
VWDWLVW L pokbktek€p2$ijB MIPQ2 (P=0,01B)i koncentracijana ekstrkata dima

cigaretaod 10 % i 20 %u odnosu B nestimulirane stanice,] PHyX VWDQLFD L]JOR
UD]J]OLpLWLP NRQFHQWUDFLMDPD HWW B/W POREMA D MER LPKD U JJALUN
ekspresiji HSP32.

Slika 4.16.Western blot analiza ekspresije HS® OL]DWLPD $ VWDQLRfD L]ORAI
ekstrakta dima cigareta&6( UD]JOLpLWLK NRQFHQWUDFLMD WLMHNR
nestimulirane stanice. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi iz tri neovisna eksperimenta i
JUDILpNL SULN D VediRdemWrDdii3kagnRagalizom vrpgezultati su prikazani

NDR VUHGQMD YULMHGQRVW * VWDQGDUGQD SRJUHAND D
RIQDpHQLPD NBP@DpDMQR UD]J]OLPpLWD HNVSUHVLMD +63 X V
%120 % CSEX RGQRVX QD QHVWLPXOLUDQH VWbHERTOR]QDpPpHQ
+63 QLVX SURQDYHQH VW DWodnésy hapriestinm@iare3tdnigéd UD]JOLNH
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Rezultati

Nakon 48VDWQH LQNXEDFLMH VOLND $ VWDQLFD V HN
konceQWUDFLMD QLMH GR&OR GR VWDWLVWLpNR=0]52DipDMQLK
HSP32(P=0,100 DOL VPR SURQDaoOL VWDWLVWLpPpNL 1QDpDMDQ SI
stimuliranim s 20 % CSE (P=0,012) u odnosu na nestimulirane stanjde@H y X icdaW D Q
LIORAHQLK UD]OLpLWLP NRQFHQWUDFLMDWDWH QW HN QWD
razlika u ekspresiji HSP27

Slika 4.17.:HVWHUQ EORW DQDOL]D HNVSUHVLMH +63 X OL]DWLF
ekstrakta dima gareta CSE) razlipLWLK NRQFHQWUDFLMD WLMHNRP
nestimulirane stanice. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi iz tri neovisna eksperimenta i
JUDILPpNL SULND] SRGDWDND GRELYHQ L(kez@t&tiQy lpkkdzdhH W U L M \
kao srednja vrijf@G QRVW “ VWDQGDUGQD SRJUHAND D L]JUDaHQL VX
R]QDpHQLPD N®B@DpPDMQR UD]OLPpLWD HNVSUHVLMD +63 X V
&6( X RGQRVX QD QHVWLPXOLUDQH \do¥k R&QHSPH RHEPBDPHQD N
nisuprRQDYHQH VWDW LV WUddNdsu]r@ DegstiniigaHe &tdhiic® L N H
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Rezultati

4.1.6 Utjecaj ekstrakta dima cigareta na ekspresiju i aktivaciju MAPK u A549

stanicama

Stanice odgovaraju ndJ D]OLPpLW IS RGOUDMDIMHH DISWELIDBWNDRRFXNDQLPp QL
putova, poput signalne kaskade koja vodi do aktivacije MAPKi W&A Hlovesti do
proliferacije stanice, diferencijacije, smrti ili upalnog odgov@Rmux i Blenis, 2004)Da

ELVPR LVSLWDOL MH OL DNWLYDFLMD 0%$3. XNOMXjHQD X F
cigareta, odredili smo ekspresiju i aktivaciju ERK, JNK38 u lizatima A549 stanica

Western blot metodom.

(NVWUDNW GLPD FLIDUHWD QHRYLVQR R SULPLMHQMHQRM
]QDPDMQR XWMHFDR QD URK, (NKi 38V 8 H {HXYWMP XINDX O Qb KWMR M
na aktvaciju pojedine MAPK (slike 4.18l0 4.3.).

,QNXEDFLMRP $ VWDQLFD V HNVWUDNWRP GLPD FLIJDUHW
aktivaciji ERK tijekom 4h (P=0,990) ili 24h (P=0,839)u odnosu na estimulirane stanice
(slike 4.1814.19).

Slika 4.18. Western blot analiza ekspresije ukupne ERK (44 EHRK1 i 42 kDa ERK2) i

aktivirare ERK (R(5. X OL]DWLPD $ V W D Q Lji €kstrdkiaRliind Qdaket'a MHO R
(&6( UD]OLPLWLK INNRHONFRHRQ W KD RLMID WK % 6NUDUHQLFD
stanice. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi iz tri neovisna eksperimenta.
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Rezultati

Slika 4.19. Utjecaj ekstrakta dima cigareta na aktivaciju ERK u A549 stanicama. Stanice su
L]ORA&HQ Huekdrek@Rimdcpareta§ 6 ( UD]OLPLWLK NRQFHQWUDFLMD
K % 6NUDUHQLFD QV QHVWLPXOLUDQH VWDQLFH *U |
denzitometrijskom analizom vrpci iz tri neovisna Western blot eksperimBetzultati su
prikazaniNDR VUHGQMD Y ULMH G Q Ralafivnh anj¢B éispiediak@vibarte R JU H& N
ERK (P-(5. L XNXSQH (5. 1LVX SURQDYHQH MWMWENdsLWVAVLPpNL ]
nestimulirane stanic@=0,990 za 4 h; P=0,839 za 24 h).
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Rezultati

Aktivaciju JNK nismo uspjelidetektirati ni u nestimuliranim stanicama niti u stanicama
LIORAHQLP HNVW U DnisdktehX4hGrkebaciie, kabDnitl Hakon 24h (slike 4.20 i
4.21.).

Slika 4.2Q Western blot analiza ekspresije ukupne JNK (46 KWD&1 i 55 kDa JNK2) i
aktivirareJNK (P--1. X OL]DWLPD $ VWDQLFD L]JORAHQLK GMHOR

&6( UD]OLPLWLK NRQFHQWUDFLMD WLMHNRP K $ L K
stanice. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi iz tri neovisna eksperimenta.
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Rezultati

Slika 4.21. Utjecaj ekstrakta dima cigareta na aktivaciju JNK u A549 stanicama. Stanice su
LIORAHQH GMHORYDQMX HNVWUDNWD GLPD FLIDUHWD &6(
K % 6NUDUHQLFD QV QHVWLPXOLUD @adacV fétiverii FH  *U |
GHQJLWRPHWULMVNRP DQDOL]RP YUSFL L] WUL QHRYLVQD
nismo detektiraliaktivaciju JNK, rezultatisu prikazani kaoVUHGQMD YULMHGQRVW *
S R J U Hedativibih jedinica ekspresije ukupne JNK. Nisu pranfyHQH VWDWLVWLpPpNL
razlikeu odnosu na nestimulirane stan{&0,495 za 4 h; P=0,337 za 24 h).
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Rezultati

Analizom aktivacije p38 utvrdili smo da ekstrakt dima cigareta dovoditdoD QL QRDM QR J
porasta razine aktivirane p38koam 4satneinkubacije u odhosu na nestimulirane stanice
(P=0,049).Nakon 24VDWQH LQNXEDFLMH UD]JLQD DNWLYLUDQH S
stanicama tretiranim s 20 % ekstraktom dima cigareta u odnosu na nestimulirane stanice
(P<0,001) (slike 42 i 4.23.). KoncentracijadP D RG LID]YDOD MH ]QDpDMDC
DNWLYLUDQH S QDNRQ K L X RGQRVX QD VWDQLFH
koncentracijama od 1,25 %, 2,5 %, 5 % i 10 % (P=0,003, P=0,005, P=0,002 i P=0,012).

Slika 4.2. Western blot analiza eksprgsukupne p38 (38 kDa) i aktiviranp38 (Pp38) u
OL]DWLPD $ VWDQLFD L]J]ORAaH@MaKcigardteH @ K(Y D Q DIPO Ly N WW\WH
NRQFHQWUDFLMD WLMHNRP K $ L K % O6NUDUHQLFD ¢
reprezentativni imunoblotovz tri neovisna eksperimenta.
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Rezultati

Slika 4.23. Utjecaj ekstrakta dima cigareta na aktivaciju p38 u A549 stanicama. Stanice su

L] O R & H Q Hju@KettakdaRivia Gigareta®(6 ( UD]OLpPLWLK NRQFHQWUDFLMD
K % 6NUDUHQLFD DQQWH VWHDWWERAXCOCWUDILpNL VX SULNDI]D
denzitometrijskom analizom vrpci iz tri neovisna Western blot eksperimBetzultati su
SULND]DQL NDR VUHGQMD YULMHGQRVW “ VWDeRi@@arieGQD SR
p38 (Pp38) i ukupneS = Q D DM Qribnavakiivirane p38 u odnosu na nestimulirane
VWDQLFH R]QDpHQD MH V 3
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Rezultati

417 8WMHFDM HNVWUDNWD GLPD F2MMPWIIMR)Du Rdis XaWD Q|
iznad A459 stanica

Metaloproteinaze matriksa MMP i MMP-9 zajedncs njihovim tkivnim inhibitorom TIMP1

LPDMX YDaQX XORJX iz¥ DURPRGMIDIQRIQ MBEWULNVD 6WRJID
HNVWUDNWD GLPD FLIDUHWD QD SURPMHQH X QMLKRYRP R'
Rezultati su pokazali da su koncentf@dvMMP-2 u lizatu A549 stanicae koncentracija

MMP-9 u lizatu i mediju iznad A549 stanica ispod graniGeHWHNFLMH NRUL&GWHQ

testova.

Koncentracija MMP2 u mediju iznad A549 stanica nakon 24 LQNXEDFLMH ELOD MH
]OQDpDMQR V @i koH@riraSjahta &k3trakta dima cigareta u odnosu na nestimulirane
stanice(P<0,01)(slika 4.2 AWRYL&H SUL NRQFHKpWdnttaEijaMIMPE LPD RG
ELOD MH ]QDpDMQR QLAD L X RGQRVX QD VWDQLFH L]JORAHC
od 25 %, 5% i 10 % (P<0,001, P<0,001 i P=0,000HYy XWLP QID NKaltacije,
koncentracia MMP X PHGLMX VH J]QDpDMQR SRYLVLOD SUL NRQI
cigareta od 2,96 i 5 % u odnosu na nestimulirane stan{&x<0,01 iP<0,05)te u odnosu @&
koncentraciju dima od 20 % (P<0,0P+#0,01). 8VSRUHGERP UD]JOLpPpLWIWK YUHPH
mediju iznad nestimuliranih stanikancentracija MMP MH ELOD J]QDpDMQR QL&D (
odnosu na 24 [P<0,05), dok je u mediju iznad stanica stimuliranih saé&m dima cigareta
NRQFHQWUDFLMD L ELOD |QDpDMQR YLAD QDNR
P=0,01i P<0,05).
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Rezultati

Slika 4.24. *UDILpNL SULND] NRQPH@WGDMXMIH QDG $ VWDQLF
djelovanu ekstrakta dima cigaretaC6E) UD]J]OLpLWLK NRQFHQWUDFLMD WL
6NUDUHQLFD QV QHVHH]KOW W H ¥ VDQNPHDQL NDR VU
VWDQGDUGQD SRJUERD®YDWIIR kirncedtiacia MMP2 u odnosu na
nestPXOLUDQH VWD @ IPRGO5RY P<D,pH &DP4M 80

Koncentracija TIMPL u lizatu A549 stanicanakon 24 LQNXEDFLMH ELOD MH VWD
VQLAHQD SUL NRQFHQWUDFLML HNVWUDNWD GLPD FLJDUHV
(P<0,05)(slika 4.5. A). aWRY L &bthcel®nddiji dima od 20 % koncentracija TIMPu

lizatu ELOD MH ]QDpDMQR QL&D L X RGQRVX QD VWDQLFH
koncentracijama od 2,5 %, 5 % i 10 % (P<0,001, P<0,01 i P<O®MB)ly XWLP WbBMHNRP
QLMH GRAOR GR Vi\bBMMend W kgnbehtrdei OTPMEM Qriediju iznad A549

stanica (slika 42 B). Nakon 48K LQNXEDFLMH JQDpDMQR VH-VI@QL]JLOD N
OLIDWX L X PHGLMX L]QDG % VWDQLFD LJORAHQLK HNVWU
10 % i 20 %u odnsu na nestimulirane stani¢@<0,05 i P<0,01fslika 4.25. AiB) ,]PHYy X
VWDQLFD LJORAHQLK UD]JOLpLWLP NRQRakéhW& nfe.BIDPD HNYV
]ODPDMQLK UD]JOLND Xl iIR&FE &) )/ WidadijpM koricedtBciji dima od

20 % koncentracija TIMP ELOD J]QDpDMQR Q lianle L] R RRG@RMNQ D V
cigareta u koncentracijama od 2,5 %, 5 % i 10 % (P<0,001, P<0,01 ilp<0Ogporedbom
UD]J]OLPpLWLK YUHPHQD LQNXEDFLMH-1 u likatlse . Kl HN|JRQ@PBD MY B
UDJOLNRYDOD GRN MH X PHGLMX L]QDG VWDQLFD ELOD ]Q
kako iznad nestimuliranih stanica, tako i za sve ispitane koncentracije dima cigareta
(P<0,001).

104



Rezultati

Slika4.25. *UDILPpNL SULND] NRDUHizaQ\AVLI Dhedijiizhad ABB9 stanica (B)
L]ORA&HQL Ku ékstraka Rimd@areta®6 ( UD]OLPLWLK NRQFHQWUDFLMI
K 6NUDUHQLFD QV QHAMHY X P YWMWIID X SWDNRJFDHQL NDR VLU
VWDQGDUGQD SRJp@RANDMIO kincamtiacija TIMPL u odnosu na
QHVWLPXOLUDQH VWDQLFH R]QDpHQD MH V 3 3 L
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Rezultati

4.2. ISPITIVANJA PROVEDENA NA BOLESNICIMA S KOPB -om | ZDRAVIM
ISPITANICIMA

.OLQLpNH L GHPRJUDIVNH NDUDNWHULVWLNH LVSLWDQ
,VWUDALYDQMH MH SURYHGHQR QD X]RUFborR D4&Rz@GraXN X SQR

LVSLWDQLND .OLQLPpNH L GHPRJUD I prikhizBrigd BN WM&blicl VW L N F
4.2.

Tablica4.2. . OLQLpNH L GHPRJUDIVNH NDUDNWHW.DWLNW LLPNIL W
razlike uzete su vrijednosti kod kojih je P<0,0%valitativne varijable prikazane su kao
DSVROXWQL EURMHYL LOL SRVWRFL D NYDQWLWDWLYQH NI

WUHGHJ NYADDUMLOMNDLIDM QHY YU RIGQRVX QD NRQWUROH R]QDpPHQ

kontrole - GOLD 2 GOLD 3 GOLD 4

N 48 137 42 63 32
spol (M/ & 23/ 25 107/ 30 33/9 48/ 15 26/6
53 70 72 71 67

dob (godine)
(47-57) (63- 75)* (61-77)* (66- 75)* (55-72)*

Eff;g[gt 35,4/31,3/| 26,3/353/| 22,5/40,0/| 24,2/33,9/| 354/32,3/
OHSXADH 33,3 38,4 37,5 41,9 33,3
FEV, 105,3 41,4 58,5 41,0 24,0
(% predv.) | (96,5-116,9)| (30,8- 52,0)* | (52,3- 65,0)* | (35,4- 45,0)* | (20,0- 25,7)*
FEV./FVC 84,3 61,5 65,0 61,9 54,4
(%) (80,2-89,3) | (51,7- 67,0)* | (59,2- 70,8)* | (50,7- 67,0)* | (42,1- 62,0)*

'RND]DQH VX VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQH UABEYOIIFEH/FYXCSDUDP H\
LIPHYyX EROHVQ-{MND zdfavil2 Isptanika (P<0,001Prema tim parastrima

EROHVQLFL VX SRGLMHOMHQL X SRGVNXSLQH RYLVQR R WF
1LVX QDYHQH VWDWLVWLPNL ]QDpDMQBLWIL] BLXNGMH & & MBHKAR |

SXaDpD L QHSHGEO [5RIMUpiGalSRuUpida bolesnika KOPB-RP ELOD MH ]QDpD
starija u odnosu na zdrave ispitan{kex0,001)
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4.2.2. Biljezi upale u ispitivanim skupinama

Rezultati

Koncentracijaupalnih biljega u ispitivaninskupinanaprikazane su u tablici 4.3

Tablica 4.3. Koncentracijeupalnih biljega wdravihispitanika (N=38) i bolesnika s KOPB
om (N=106) podijeljenih u podskupine prema GOuOprema 6 RPERUDF
2012) 5HIXOWDWL VX SULND]DQL NDR PHGLMDQ

%DpXUD L
LQWHUNYD
kvartila). 6WDWLVWLPNL JQDpDE QMR Q VDR OIH K] @ B QHRYK DX V

kontrole - GOLD 2 GOLD 3 GOLD 4
ukupni leukociti 7,0 9,9 9,3 9,9 11,7
(x 10°/ L) (5,9-8,2) | (7,8-12,7)* | (7,7- 10,8)* | (7,9- 13,3)* | (8,0-13,7)*
segmentirani 55 70 67 70 70
neutrofili (%) (51-59) | (59-76)* (60- 72)* (59-77)* (60- 76)*
monociti 7,5 7,0 7,0 7,0 7,0
(%) (610- 910) (510_ 910) (5!0- 1010) (510_ 810) (418- 713)
limfociti 35 17 20 18 14
(%) (31-38) | (12-27) (14- 27)* (15- 28)* (10- 25)*
CRP 8,15 1346 1298 1259 23,18
(malL) (3,24-9,85) | (8,35-4621)* | (8,02-2807)* | (7,60-6362)* | (1121-3917)*

'RND]IDQD MH VWDW LV WdnpevtracijeQ tkppnikl GeRkocitd] isBgmidntiranih
neutrofila i CRPa LIPHYy X VYLK ER O FWMQ kdxblih \spit2rdk (P<0,001), kao i

izmey X SRGVNXSLQD EROHVQLND *2/' *2/" L *2/' L JGUDY
Jedino je udiolimfocita u krvi svih bolesnika s KOPB®mM i u svim podskupinama bio
]ODpDMQR VQLAHQ X RGQRVX QD J]GUDYH LVSLWDQLNH 3
razlike u udjelunonocitau pojedinim skupinam6 RPERUDF % DpXUD L VXU
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Rezultati

4.2.3 Utjecaj ekstrakta dima cigareta na polimorfonuklearne leukocite
SROLPRUIRQXNOHDUQL OHXNRFLWL 301 SRG XWMHFDMHP

svojih granuh u okolinu. Preliminarni pokus pokazao je da inkub&eiN s 4 % ekstraktom

dima cigaretaijekom 22h GRYRGL GR SRYHUDQRY uRady ¥xaay BN(NMD 003
SRGDFL QLVX SULND]DQL 6WRJD VPR QDMSULMH LVSLWDC

VLMDELOQRVW 301 WLMHNRP YUHPHQD PMHUHQMHP RWSXAa\

PMN iz pune krvibolesnika s KOPEBm i zdravihispitanikg tretirali in s 4 % ekstraktom

dima cigareta te smo u mediju iznad PMN odredili koncenadijIP-9 i TIMP-1.

4.2.3 SWMHFDM HNVWUDNWD GLPD FLIJDUHWD QD RWSX
polimorfonuklearnih leukocita

&LWRWRNVLPQRVW HNVWUDNWD GLPD FLJDUHWD SUHPD
DNWLYQRVWL /'+ RWSXaW RQNHizolirdhHGedhbdQ QWGP BPD R RGDEUD
zdravogispitanka WUHWLUDQL VX VYMHaAH SULSUHPOMHQLP HNVWU
0d0 % i4 % tijekom 1h, 4h, 20h ili 22 h (slika 426.).

Slika 426. *UDILpNL SULND] NDWDOLWLpPpNH DNWLYQRVWL /'
SROLPRUIRQXNOHDUQLK OHXNRFLWD 301 L]JORAHQLK GMH(
NRQFHQWUDFLML RG X RGQRVX QD PHGLM L]QDG 301 NI
cigareta (0% CSE) tijekom 1h, 4 h, 20 h ili 22 h. Rezultati su prikazani kasrednja
YULMHGQRVW “ VWDQGDU GIQMX SSRIIRIGBWHDQ HQ VWDWLVWLpPpNL
(P=0,086).
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Rezultati

Vidljivo je da inkubacija PMN s ekstraktom dima cigareta u koncentraciji od 4 % tijekom
UD]OLPLWLK YUHPHQD QH GRYRGL Gdlij \pBripsuM®RMNHJi RW S X &
QLVX ELOL L]JORAHQL HNVWUDNWX GLPD FLJDUHWD 3
YUHPHQVNLK SHULRGD QH GROD]L GR ]QDpDMQLMHJ XPLUDC
X RGQRVX QD RQH NRML QLVX ELOL LJORAHQL

4.23 SWMHFDM HNVWUDNWD GLPD FLUDMPHMWIDneQiDziRW S XaWw D
polimorfonuklearnih leukocita

Stimulacijom zrelih neutrofila ne dolazi do sinteze MMP YHUO VH PR&aH L]D]YDW
RWSXaWDQMH RYRJ HQ]JLPD GHJUD @XQOdekdirbkRdinma @igarethD VP R
XWMHpPpH QD R WIS XIMIDZAMN iZdblr&nih iz pune krvi bolesnika s KOR®nN i

zdravih ispitanika tijekom inkubacije od 20 Rezultati promjena u koncentraciji MMPu

mediju izrad PMN su prikazani na slici 42 dd je koncentracija TIMPL bila ispod granice
GHWHNFLMH NRULAWHQRJ (/,6% WHVWD

Koncentracija MM u mediju iznad PMN bolesnika s KOPBRP NRML QLVX ELOL L
HNVWUDNWX GLPD FLIDUHWD ELOD MH VWDWLVWLpPNL ]QDb!
KRQWUROD WDNRYHU QHL]J]ORAHQLK HNVWUDNWX GLPD FLJDLU
NRQWUROD HNVWUDNWX GLPD FLIJDUHWD QHPD VWDWLV\
bolesnika s KOPBRP L]ORAHQLK HNVW WIkd 42X Al Dmjer kohchbadifa W D

MMP- X PHGLMX L]QDG 301 VYDNRJ SRMHGLQDpPQRJ LVSLV
GMHORYDQMX HNVWUDNWD GLPD FLIDUHWD GDMH VWDWLV\
kontrola i bolesnika s KORBm (slika 427. B).
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Rezultati

Slika 4.27. *UDIL pikalz k8ncentracije MMP® u mediju iznad polimorfonuklearnih

leukocita (PMN)izoliranih iz pune krvizdravih ispitanika Nl=9) i bolesnika s KOPB>m

(N=23) LIORAHQLK L QHL]O Raiedsfyakia dii Eigafa YOS E) kijekom 20 (A)

te omjera konadgtracija MMR. X PHGLMX L]QDG 301 VYDNRJ LVSLWI
QHL]J]ORAHQLK @NMBB fHek@nQ20X(B). Rezultati su prikazani kao srednja
YULMHGQRVW “ VWBQ GDNWILQLV /R HPVHIARD pDMQH UDJOLNH X]I
je P<0,05.
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Rezultati

424 'LMDJQRVWLpPND Y UL M HEcenRacE MVEB 49 HYNMFY-D @iapmiN

8 SOD]PL LVSLW DiQkomentaageUMMP QTHMPYL (slika 4.8. 3URQDYHQD M
VWDWLVWLPNL ]QDpDMQ R9 Vi HlézZbni NoReghkél QRO REMFILOUMDSOD 3
]JGUDYH LVSLWDQLNH 3 OHYXWLP QLMEkbn&hteadji VWD W L
TIMP-1 (P=0,577).

Slika 4.28. *UDILpNL k&tentbBjaMMP-9 i TIMP-1 u plazmi zdravih ispitanika
(N=21) i bolesnika s KOP®m (N=59). =D VW D WQLIVMDIMQH UD]JOLNH X]J]HWH V
kod kojih je P<0,05.

Tablica 44. KoncentracijeMMP-9 i TIMP-1 u plazmi zdravih ispitanika (N=21) i bolesnika

s KOPBom (N=59) podijeljenih u podskupine prema GOUDRezultati su prikazani kao

medijan (interkvartiniUDVSRQ L]JPHYX SUYRJ6WWWHY WL A\N\NYLD JQADLbMIM Q
RGQRVX QD NRQWUROH R]JQDpHQH VX V 3 GRN MH VW
*2/' SRGVNXSLQX' Rp@IBHQD V

MMP -9 (ng/mL) TIMP -1 (ng/mL)

kontrole 70,25 118,97
(52,48- 104,96) (106,41- 130,77)

- 204,13 121,03
(115,70- 351,24% (101,80- 145,90)

GOLD 2 197,52 136,92
(105,37- 331,82)* (119,49- 174,36)

GOLD 3 225,62 120,00
(116,32- 351,24)* (105,90- 143,33)

GOLD 4 200,00 102,05
(124,79- 345,46)* (92,31- 124,10§
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Rezultati

, JPHYyX SRGVNXSLQD ER®GHVYZLND*Z/.23K *2/' QLVX SURQD
VWDWLVWLpPpNL ]Kpmxeridrati MMBD [pak, i $¥inXpodskupinama koncentracija

MMP- MH ELOD VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQ RO,00H)((@Ebli@HIR X J]GUL
Koncentracija TIMP VH QLMH ]QDpDMQR UD]JOLNRYDOD L]JPHYyX ]GU
bolesnika s KOPBRP *2/' *21" L *2/" DOL MH X *2/° SRGVNX:
VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQR HAnéyd DGOLRQRMRidd3kupihD folebhBa 7,0 3
(P=0,003).

S obzirom da je skupina bolesnika s KOBBP ELOD J]QDpDMQR V3kpibuLMD X R
zdravih ispitanika WDEOLFD LVSLWDOL V KéhcergacelMMROW M HF D M
TIMP-1. Linearna regresijska analiza pokazdeH GD QHPD NRUHODFLMD L]JPHYVYX
i dobi ni u zdravih ispitanika niti u bolesnika s KO#®B (ablica 45 XND]XMXuL QD W
GRE QH XkahkeHtfatije@MP i TIMP-1.

Tablica 45. Spearmanovi koeficijentkorelacije L S UL S D G D kdkastiza3skipihu M
zdravih ispitanika ibolesnika s KOPBm. =D VW D W LV W hdvérzanosQZDviaDd Me)
vrijednosti kod kojih je > 0,25 ili r<-0,25 uzP<0,05.

dob (kontrole)
r P

MMP-9 | 0,123 | 0,589 | -0,093]| 0,481

TIMP-1| 0,399 | 0,072| 0,186 | 0,158

,VSLWLYDQMH XWabdhttrtad)]OMBFOa RIKALrikazano jeu tablici 4.6. Ni u

skupini zdravih ispitanika niti u skupini bolesnika s KOBBP QLVX SURQDVHQH VW
]QDpDMQH kbbckottabljHMMR L]PHYX SiXamapDpD 3! OHYyXWLP
VWDWLVWL QN Bofa@rrhd}aMR® QDYHQD MH NRG JGUDYL&K SX&aDp!
]JGUDYLP QHSXaDpldBkDu sBupini bolesnika s KOP&N podijeljenih prema
SXaDpNRP YMWIHWEKIXR VWD W LV W*30p0S)L1 PEEMNMH LYK WUDWQ VMWD p |
Y H kdbcentracija MMP  Q D § Jé @bolesnika s KOPBRP SXaDpD L QHSXADpD X R
JGUDYH LVSLWDQLNH <®XGaI) ddk razlikat SoKc@mmatii TBVMRL L]P H Yy X
bolesnika s KOPBRP SXaDpD LteQIs®0AMDIKDLVSLWDQLND SXaDpD L (
(P>0,05)
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Rezultati

Tablica 4.6. Koncentracije MM i TIMP-1 u plazmi zdravih ispitanika (N=21) i bolesnika

s KOPBom (N=59) SRGLMHOMHQLK SUH RBzugati ZDfrikbRapi kagniedjahVv X
(interkvartilni raspRQ L]PHYX SUYRJ L WL NWDWNLYWDNWIWNQCDOQDPDMQ X
vrijednost P<0,05.

kontrole

SXabpl QHSXab

(N=11) (N=10) P
MMP -9 7636 6984 0,597 25992 19091 0,131
(ng/mL) | (48,3514318) | (54,5596,69) (118,1840413) | (114,26286,98)
TIMP -1 108,72 126,15 0,035 117,44 124,10 0,317
(ng/mL) | (101,80121,28)| (115,90135,39) (94,36146,67) | (105,39145,13)
* P< X RGQRVX QD NRQWUROQH SXaDpH
#3 X RGQRVX QD NRQWUROQH QHSXADpH

Analizom ROC krivulja zakoncentracije MM i TIMP-1 LVSLWDOL VPR GLMDJQRV\
ovih parametardtablica 4.7 i dika 4.29.). Rezultatisu SRND]DOL YUOR GREUX GL
W R p Q RondEntt&ziju MMP X] SRYUALQX LVSRG a2&uhertheROCMH HQJ
curve AUC) od 0,884 i 99% interval pouzdanosti od 0,7930,945 (P<0,001), dok se za
koncentraciju TIMP SRND]J]DOR GD VH QH PRaH NRULVWLWL NDR C
razlikovanje zdravih od bolesnih (AUC = 0,542; ®&binterval pouzdanosti =426 - 0,654;

P=0516 awWwR MH X VNODGX V QHSURPLMHQMHQLP YULMHGOQR"
s KOPBRP L JGUDYLK LVSLWDQLND 1D WHPHOMHtinRMLK UH]X:
J U D Q Llvpgjédnost koncentraciie MM za razlikovanje zdravih odolesnih. Za
koncentraciju MMP9 vrijedi da koliko je manja od 147,93 ng/mijerojatnije se radi o
JGUDYRM RVREL VSHBLXNRDORWWR 193N ¢alDvj&dpatnije se radi o

bolesnoj osobi (osjetljivost = 66 %)

Tablica 4.7. DijiagnosWLpND WRPQRVW LVSLWDQ bnéeq@add NIRP®i52& NUL
TIMP-1 u plazmi.

95% optimalna
AUC interval P osjetliivost | VSHFLIL JUDQLPp
pouzdanosti (%) (%) vrijednost
MMP-9 | 0,884 | 0,793- 0,945 | <0,001 66 100 >147,93ng/mL
TIMP -1 | 0,542 | 0,426- 0,654 | 0,516 34 95 >136,41ng/mL
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Slika 4.29. ROC krivulje zakoncentracije MM i TIMP-1.

UQLYDULMDWQD ORJLV Wkohdsriradija! MMM V TIMRAND bie@eDupdld D

Rezultati

pokazala je da skoncentracija MMPI, koncentracija ukupnihelkocita, segmentiranih
neutrofila, limfocita i CRPD GLMDJQRVW LKORB-a $RLGE5 )L Mu\Rityjdtnom

ORJLVWLpNRP UHJUHVLMVNRP DQDOL]RP S RO VPR G

MMP-9, udio segmentiranih neutrofilalimfocita u krvite koncentraciju CRR klasificira

ova pHUL SDUDPHWUD NDR QHRYLVQH SUHGLNWRUH EROHVYV

(AUC = 0,975; 95 % interval pouzdanosti = A3 - 0,97; P<0,05)(tablica 4.8).

Tablica 48 UQLYDULMDWQD L P X Qatresijska/dnkliFRuvBtrabijR MMPOW L p N D
i TIMP-1 te biliega upale =D VWDWLVWLPNL ]QDpDMQH UD]JOLNH X]HW

P<0,05
univarijatna multivarijatna
omjer izgleda P omjer izgleda P
(95 %interval pouzdanosti (95 %interval pouzdanost

MMP -9 1,0280 (1,01191,0443) | 0,0006| 1,0358 (1,00911,0632) | 0,0082
TIMP -1 1,0116 (0,9927 1,0308) | 0,2309 - -
ukupni leukociti 1,5708 (1,20792,0427) | 0,0008 - -
segmentirani neutrofili | 1,0781 (1,02551,1334) | 0,0032| 0,5787 0,3402-0,9844 | 0,0436
monociti 0,9543 (0,7800 1,1676) | 0,6496 - -
limfociti 0,8871 (0,83270,945Q | 0,0002| 0,4807 0,2515-0,918§ | 0,0266
CRP 1,2935 (1,09761,5244) | 0,0021| 1,3235(1,008-1,7423 | 0,0457
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425 2GUHYLYDQMH SNRWPRBRUIL]IDPD

Zamjena nukeada C nukleotidom T na pozicifl562 u promotorskoj regiiMMP9 gena
dovodi do stvaranja polimorfnog mjestd562 C/T koje prepoznajeSphl restrikcijska
endonukleaza.

Kada u egzonu 8MP9 JHQD X WULSOHW NRGRQX &%* NRML NRGLUD ]
]IDPMHQH QXNHRWLGD $ QXNOHRWLGRP * QDVWDMH WULSO
rezultira nastajanjem polimorfnog mjes@279R koje se detektira upotrebonsmal

restrikcijske endonukleaze.

U promotorskoj regijiMMP9 gena javljaju se uzastopna pehanja dinukleotida (CA) pLMD
GXaLQD RGQRVQR EURM SRQDY O NDQahéizom Ha BuRoandtsko® U H G L
sekvenceru.

4.251. 8PQRA&D Yragibheta '1$ NRML VDGUAH SROLPRUIQD PMHVWD
8VSMHAQRVW K&RQdaaDKP BCRDakcijom provijerena je elektroforezom u
DIJDUR]JQRP JH Offagmeia®NB LA D1562 C/T SROLPRUIL]DP XPQRAHC
RGJRYDUDMXULP SDURP SRp B, Qa@2DPIRbblimorfizark je ¥92 lpbl D

(slika 4.3L.), dok zauzastopna ponavljanja dinukleotida (CA), ovisi 0 broju ponavljanja

(slika 4.2.).

Slika 4.30. Kontrolna elektroforeza (1,5 %hi agarozni gelfragmenata’'l$ XPQRAHQLK
3&5 UHDNFLMRP X] NRULa&WHSEHME/T pdditddfiz&R PMANQegFD D
O'RangeRuler 100 bp DNA Ladderi@mo Scientific); neg kon = negativna kontrola; linije

1- X P QRféaghighti'1l$ YHOLpPLQH SE
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Slika 4.31. Kontrolna elektroforeza (1,5 %hi agarozni gelfragmenata'l$ XPQRAHQLK
3&5 UHDNFLMRP X] NRULA&WHRMR p@imdifiamS BNvH MliggLED ]D
O'RangeRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific); neg kon = negativna kontrola; linije

1- XPQRfé@agh@hti'l$ YHOLPLQH SE

Slika 4.22. Kontrolna elektroforeza (4 %ni agarozni gelfragmenata’ 1$ XPQRAHQLK 3&5
reakciomuz RULAWHQMH S DuabtopriaoHanjenjarddukliBotida (CA) .. DNA

billeg = O'RangeRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo Scientifi€g tkon = negativna kontrola;

linije 1- X P Q Rfaagh@htiDNA Y H O LLp]IPGHRBX 98 pb.
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4.25 2 G U H Yy géhbigovaHRFLP metodom

Produkti kidanja fragmenataDNA nakon djelovanja restrikcijskin enzima razdvojeni su
elektroforezom u 3 %nom agaroznom gelu zd562 C/T polimorfizam, odnosno u 4 %

tnom agaroznom gelu 2279R SROLPRUIL]DP 1D WHP le@hMragnyedadal pLQH |
RGUHYHQL VX JHQRWLSRYL ]D VYDNL SRMHGLQL LVSLWLYDQ

.RG R G U H-562 O/@pdibnorfizma u promotorskoj regiMMP9 gena:
X homozigoti za C alelgenotip CC) imaju nep&idani fragment od 435 pb,
X homozigoti za T alelgenotip TT) imaju p&kidane fragmente od 188 i 247 pb,
X heterozigoti genotip CT) imaju nep&idani fragment od 435 pb i gmlane
fragmente od 188 i 247 pb (slika 8.3.

Slika 4.33. Elektroforeza produkat&idanja restrikcijskim enzimomSphl u 3 %tnom
agaroznonygelu. 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, 131116 = CT genaotip; linije 314 =TT genotip.

.RG R G U H@279RpQliMdfizma u egzonu 86AMP9 gena:
X homozigoti za A alelgenotip AA) imaju nep&idani fragment od 194 pb,
x homozigoti za G alelgenotip GG) imaju pkidane fragmente od 30 i 164 pb,
x heterozigoti genotip AG) imaju nep&idani fragment od 194 pb i gmlane
fragmenteod 30 i 164 pb (slika 443).
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Slika 4.34. Elektroforeza produkat&idanja restrikcijskim enzimomSmal u 4 %tnom
agaroznom geluDNA biljeg = O'RangeRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific); neg
kon = negativna kontrola; linije 1, 4, 6, 7, 8, 10, 13, 17 i 18 = AA genotip, linije 2, 5, 9,
14, 151 16 = AG genotip; linije 3i 12 = GG genotip.

4.2.5 2 G UHYyLogeboGpeva metodom fragmentarne analize na automatskom
sekvenceru

Broj uzastopnih ponavljanja dinukleotida (GAJ) promotorskoj regiiMMP9 JHQD RGUHYHQ M
UDpXQVNL QDNRQ S UR iridl2dinQ autdidddskéniHs@keDceru (slika y.3

Slika 4.36. Primjeri rezultata fragmentae analize na automatskom sekvenceru: A)

KRPR]JLJRW V XPQRA&HQLP IUDJPHQWLPD '1%leli@xX 6 NI QH {
uzastopnih ponavljanja dinukleotida (GA) % KHWHUR]JLJRW V XPQRAHQLP IU
GXOMLQH L SE @&WR RGJRYDUD DOHOLPD V L. X]DVWF
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Broj uzastopnih ponavljanja dinukleotida (GAJ) pojedinim alelina svih ispitanika varirao je

od 11 do 21 (slika 463).

Slika 4.36. Kombinacije alela prema broju uzastopnih ponavljanja dinukleotida,((©&)11
do 21) u ispitivanim skupinama.

S obzirom na bimodalnu raspodijelu, aleli su podijeljeni u dvije skupine:
x kratki (eng.short S) - aleli s 12 ili manje uzastopnih ponavljanja dinukleotida
(CAn,
x dugi (eng.long, L) - DOHOL VD LOL YL&H X]DVWRSQLK SR
(CA).

SUHPD RYRM SRGMHOL R Qast§pth@Qponsvifan]ddphekddiiGRCA), 4 D
promotorskoj regijMMP9 gena :
X homozigoti genotip ST imaju oba alela s 12 ili manje uzastopnih ponavljanja
dinukleotida (CA),
X homozigoti genotipLL LPDMX RED DOHOD VD LOL YL&H X]
dinukleotida (CA),
X heterozigoti genotip SL) imaju jedan alel s 12 ili manje i jedan alel sa 16 ili
YL&H X]DVWRSQLK SRQDYQMDQMD GLQXNOHRWLGD
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4.2.5 8pHVWD O R VMMPHgerrRiNIpE\RiMrD skupinama
S8pHVWDORVWL LVSUIMVPY @eal K skipi) ROVAVIS iRpitdhika | bahdesa s
KOPB-om prikazane su u tablici 4.9

Tablica 49 8pHVWDORVWL LVSUWPY ge@a K skudiQ) RAAaLIIS Rpiténika
(N=48) i bolesnika s KOP®mM (N=137).

kontrole
polimorfizam genotip N % P

CcC 36 75,0 106 77,4

-1562 C/T CT 11 22,9 27 19,7 0,199

T 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

Fisheov egzaktni test; rezultat VX SULND]DQL NDR EURM 1 L SRVWRWDN LVSLWD

IDMXpHVWDOLML JHQRWLSRYL X VNXSLQL ]G38DYOK LVSL\
polimorfizam, SL (43,8 %) za uzastopna ponavljanja dinukled@h), te AG (43,8 %) za
Q279R ptimorfizam. U skupini bolesnika s KORRP QDMXpHVWDOLML JHQRWLS
%) za-1562 C/T polimorfizam, SL (49,6 %) za uzastopna ponavljanja dinukle(Zid, te
$$ ]D 4 5 SROLPRUILIDP OHYyXWLP QLMH SWRQDVHQI
XpHVWDORVWL JHQRWLSRYD QLWL |@OMMHEBRQ RG LVSLWLYDC

4.25 8 pHV W D ®IRRMema@isp@ivanim skupinama
8pHVWDORVWL MWBYgéha Y BKQAirK zdyaDik iSpRanika i bolesnika s KO#B

prikazane su u tablici 40.

IDMXpHVWDOLML DOHOL X VNXSLQL -1 O/Y pdlimoNZi\WSD Q L N D
(55,2 %) za uzastopna ponavljanja dinukleo{da), te A (63,5 %) za Q279R polimorfizam.
U skupini bolesnika s KORRRP QDMXpHVWDOLML DO#b)Qd-1562 GNDNRYyHU
polimorfizam, S (56,2 %) za uzastopna ponavljanja dinukledi@®), te A (65,7 %) za
4 5 SROLPRUIL]IDP ,VWR NDR L NRG JHQRWLSRYD QLMH S
XpHVWDORVWL DOHOD QLWL ]D NNPBPI@Q&naRG LVSLWLYDQLK SR
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Tablica 410. 8pHVWDORV WL MWBd&haYiBkphind zBr&viH Gitanika (N=48) i
bolesnika s KOPBmM (N=137).

kontrole
polimorfizam alel 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
$ WHVW UH]XOWDWL VX SULND]DQL NDR EURM 1 L SRVWRWDN LVSLW

4.25.6. Koncentragja MMP -9 u plazmi ispitanika i genotipoviMMP9 gena
Koncentracija MMP9 u plazmi zdravih ispitanika i bolesnika s KOBB za pojedine
genotipoveMMP9 gena prikazana je u tablicid. =ERJ PDOH X[gH®Mtip@KRIVWL 7

polimorfizma-1562 C/T, ispitanics CT i TT genotipom su svrstani u jednu podskupinu.

Tablica 4.11. Koncentracija MMP9 i genotipoviMMP9 gena u skupini zdravih ispitanika

(N=20) i bolesnika s KOPBOmM (N=59). Rezultati su prikazani kabroj ispitanika (N) i

medijan (interkvartilni rasp@@ L]J]PHyYyX SUYRJ L WRJHRHQJD pDI DL WLNDDW L V
] Q D p D wkQrikénwaciji MMP LIPHYX JHQRWLSRYD X VNXSLQL JGUDYL
bolesnika s KOPBBm GRN 3 R]QDpDYD VW DMkardatttagiil IMPO DpD M QR
LIPHY X VN XS Lispithnika Iskupihebolesnika s KORn istog genotipa

S

kontrole
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),

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 (16-351) | 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 VWDWLVWLPpNL ]QDpDMQLK 9byi€nb d Benstippi@FdéawW UD F L M
(za sva tri ispitana polimorfizma)i u skpini zdravih ispitanika niti u skupini bolesnika s
KOPB-om.SWDWLVWLpN L kpzénpracié MRIPY D HQH VX X VNXSLQL EF
KOPB-om u odnosu na skupinu zdravih ispitanika CC genotipe0,0®2) i CT + TT

genotipova (P6,03]), kao i u skupini blesnika s KOPBOm u odnosu na skupinu zdravih
ispitanika SS genotipa €0,009 i SL genotipa (R0,00]) te u skupini bolesnika s KORP&m

u odnosu na skupinu zdravih ispitanika AA genotipaQ(P02 i AG genotipa (R0,00).
=DQLPOMLYR MH GWRQWYNR LHPNRQDMEDPIDMQH UDuSkugiri X NRQF
bolesnika s KOPBmM u odnosu na skupinu zdravih ispitanika LL genotipe0(P98 i GG

genotipa (P9,7869.
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426. ' LMDJQRVWLPpNRGUWHIM NG QR\DMtMhbgti (DAPIV u serumu

UserumX LVSLWDQLND RGUHVYHQD MH BlikaWIEZO L V8 URNID YCHNQADL YA
VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQR PDQMD DNWLY QiviWodhdsy, 8a X VHU)
zdrave ispitanike (P<0,001)6 RPERUDF %DpXUD L VXU

Slika 4.37. *UDILPpNLNDULDNOLIWLPNH DNW L Qi pitanka (19=38) V H U X P X
bolesnika s KOPBm (N=106). =D VWDWLVWLPNL ]QDpDMQX UD]JOLNX X
(prema6 RPERUDF % DpXUD L VXU

Tablica 412 .DWDOLWLPpND DNWL Y gRavilwispiarBked (N<38) lil tibdshika s

KOPB-om (N=106) podijeljenih u podskupine prema GQOuDRezultati su prikazani kao
PHGLMDQ LQWHUNYDUWLOQL UDVSRWDLWRN WL [SNLY RQ DLp DWUH
RGQRVX QD NRQWUROH RgrenapiR@ ERMIXDY¥ %D pXUD L VXU

DPPIV (U/L)

kontrole 39,01
(31,68- 51,45)

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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JJPHYX SRGVNXSLQD E®ROBOLDL2NEGOND 32324 QLVX SURQDVHQ
VWDWLVWLPNL ]QDpDMQH Upak] O kvitrHpodsHhinAhetignBsY DPPIV 3 3 , 9

MH ELOD VWDWLVWLPNL J]QDpDMQR PDQMDablch ¥R2)X ]JGUD
6RPERUDF %DpXUD L VXU

S obzirom da je skupa bolesnika s KOPERP ELOD J]QDpDMQR VWDULMD X |
LVSLWDQLNH WDEOLFD LVSLWDOL VPR PlhéxnaL XWMH
regresiska analL]D SRND]DOD MH GD QHPD NRUHODFLMDuL]PHYX
zdravih ispitanika (r = -0,158, P=0,342}iti u bolesnika s KOP®m (r = -0,175, P=0,078

(slika 4.38), XND]XMXiUL QD WR GD GRE QH X¥WREHDPHDG D%DK WU P QR
2012)

Slika4.38 *UDILpNL SULND] NRUHODFLMH L]PHYX muD@Wwh®O LWLpPpNH
zdravih ispitanika (r =0,158, P=0,342) i u bolesnika s KO#B (r =-0,175, P=0,073)

,ZVSLWLYDQMH XW MtiMrfost DPPNS X &diughil prik&zanjeDnal slici 4.39. Ni u

skupini zdravih ispitanika niti u skupini bolesnika s KOB®B nisX SURQDYHQH VWDW
]QDpDMQH UD]JOLNH L]JPHYyX SXaDpD ELYALK SXaDpD L QHSX
VWDWLVWLpPpNL 1]QDpDMQRuUBd@e@kds BEORPBR.F (BR\W hD' 313 ,QHS XaD
RGQRVX QD JGUDYH LVSLWDQLN( BSXERY B FL YQDHSMAD hHY XU
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Slika4.39.*UDILpNL SULND] NDWDOLWL p NtrabdiNgpitamiika RN«38)L '33,9 X
bolesnika s KOPBRP 1 SRGLMHOMHQLK SUHBD/®DADLPVWRIPp M WV DA
razliku uzeta je vrijednost P<0,05 (ma 6 RPERUDF %DpXUD L VXU

Analizom ROC krivule zaDNWLYQRVW '33,9 LVSLWDOL VPR GLMDJ
parametrgtablica 4.13i slika 4.40) 6 RPERUDF % D p X U RedultatiXsl pokazali

YUOR GREUX GLMDJQ &WWOEtIIPRIV VARG GRO/BOL; 195 % interval
pouzdanosti = 0,727 3 1D WHPHOMX RYLK UH]XOWDWD
RSWLPDOQX JU D Qakipvoxti DRPIMZa] GzZDKRWANJE zdravih od bolesnih. Za

aktivnost DPPIVrijedi da ukoliko je manja od iligdnaka26,72U/L vjerojatnije se radi o
EROHVQRM RVREL RVMHWOMLYRY&W72U/L vijerojaiijeXdé Ra@iloN R M H
]JGUDYRM RVREL VSHFLILPQRVW

Tablica 413. 'LMDJQRVWLpPND WRPQRVW LVSLWDQDDPRIWOL]RP 52
serumuprema6 RPERUDF %DpXUD L VXU

95% optimalna

AUC interval P osjetljivost VSHFLIY JUDQLY
pouzdanosti (%) (%) vrijednost
DPPIV | 0,801| 0,727-0,863 | <0,001 65 87 ” U/L
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Slika 4.40. 52& NULYXOMD ]D N D WRPIY L(Mep e R PERRW DEQR B WX UD L

2012).

uQLYDULMDWQD ORJLVWLPpND UHJUHVLMVND DQDOL]D DNWL
aktivnostDPPIV, koncentracija ukupnih leukocita, segmentiranih neutrofila, limfocita i-CRP

D GLMDJQRVWLKOPB-aSqR<4a,c5L MMXRWLYDULMDWQRP ORJLVWLPN
DQDOL]RP SRND]DOL VPR GD PRGHO NBMImfockaQuMixipiX MH DN

koncentraciju CRR kasificira ova tri

parametra kao neovisne prediktore bolesti,

SRYHUDYDMXiUL BhQ@EMCFRO\OBBPRM dMtewal pouzdanosti = 0,879,968;
P<0,05)(tablica 4.14 6RPERUDF %DpXUD L VXU

Tablica 414 UQLYDULMDWQED L PXOWLYDULM Dami@DstiDRBIVY WL P ND
biljega upale =D VWD WLV WL [ikd Lzgt® fupvbijddapsti KddRojih je P<0,05 (prema
6RPERUDF %DpXUD L VXU

univarijatna multivarijatna
omjer izgleda P omjer izgleda P
(95 %interval pouzdanosti (95 %interval pouzdanosti

DPPIV aktivnost 0,9272 (0,89850,9569) | 0,0000| 0,9571 (0,9247-0,9906) | 0,0125
ukupni leukociti 1,5877 (1,29851,9414) | 0,0000 - -
segmentirani neutrofili 1,0798 (10408- 1,1204) | 0,0000 - -
monociti 0,8703 (0,74371,0184) | 0,0832 - -
limfociti 0,8703 (0,82580,9173) | 0,0000| 0,8916 (0,83780,9489) | 0,0003
CRP 1,1411 (1,05041,2398) | 0,0018| 1,1068 (1,00971,2131) | 0,0302
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5. RASPRAVA
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.URQLPpQD RSVWUXNFLMVND SOXuQ@ R GHRIMMESNE, préd3tavija NDR Mt
]QDpDMDQ JGUDYVWYH@lp HSVMREOR P WX BERQAMWNAWX MH X VWDO
SRWUHED ]D EUALP SUHSR]QDYDQMHP L SRVWDYOMDQMHF
podrazumijeva i bolje poznavanje same patogeneze bol®tWMOMHGQMLK GHVH
mnogobrojna L V W U D abpriflj€avish razumijevanju epidemiologije i patofiziologije

EROHVWL PHYyXWLP PHKDQL]PL NVREA \GRXRCMHSPERUD]YRMD

5.1.IN VITRO MODEL ZA KOPB

Glavni HW L R PIRFEENHQ LalvojKOPB-a MH S X & H Q M BimFcigaitd & \Verbjesa
EURMQLK RNVLGDQVD L UHDNWLYQLK NLVLNRYLK L GX&LNR"
VWUHV L XSDOQL RGJRYRU NRML DNWLYLUD DOYHRODUQH
RWSX4AWDQMH UD]JOLPLWLK SURWHD]D m2astesditHQiMD X]U
XQXWDUVWDQLpPQLP RGJRYRURP QD VWUHV YRGH GR VWI
DOYHRODUQLK HSLWHOQLK L HQGRWHOQLK akWii@LFD D
SURWHD]H UDJJUDyXMX NRPSRQHQWH L]YoD®®e/ WR@AWQRI P
SOXUQRJ WNLYD ,SDN QDpLQ QD NRML GLP FLJDUHWD R
LVWUDAHQ

.DNR EL VH GHWDOMQLMH LVSLWDOL SDWRILJLRORANL P
UD]YLMHQL invvitroU DJIOMBRWWQ M PRIG HOQMXB WNRIMLPD VH WHVWLL
GLPD FLIJDUHWD L VWDQLPQL RGJRYRUL ,VSLWLYDQMH DN
YDaQR MH ]JERJ RWNULYDQMD SURPMHQD NRMH EBL PRJOH
SR]IQDYDQMH RYLK XpMOINDLHMHNBRWQHEMNRXWQL XpLQFL G
SRGORJD NDVQLMHP o anQdep QP i BuG,JRVAR Zlatni standard za
LVWUDALYDQMH ELROR&ANLK SURPMHQD HSLWHOD GL3AQRJ V
QD WHNXURM SRRE0 R]Q R ®H G HMijHinDidl Xterfld® J DOL PQRJR PRAHP
QDXpLWL L L] MHGQRVWDY QLML Kk¥ej MkD (zBajatNADdYy rfiNdve VX VW
VSRVREQRVWL QHRJU Shdppd] Qe94)S BB QDI HRI® PAWIBIQLPp QLK OLC
Xégstalo koristi kadn vitro modelza SXaHQMHP X]UR N&RASBDikijaHjEISKH V W L
alveolarnih epitelnih stanica tipkh (Li i sur., 2013) Metodeizlaganja dimu cigareta se
XYHOLNH UD]JOLNXMX (R @ kNrRRléhzaaaNdih@ MiDardtas \(BMziabridg
L]IODJDQMD GLPX FLIDUHWD X] GRGDWQH UD]JOLNH X EURI
YUHPHQVNRP WUDMDQMX L]JORAHQRVWL 6 RE]JLURP GD VH F
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RG FMHORYLWRJ GLPD FLJDUHWD WJVOERUWLRP MR QAMR ®/LLVDL
X UD]OLpLWLP YUHPHQLPD NDNR EL VH PRJOL AR MHWL J
X SOXuLPD SXabDpD 6KDSLUR 7iDawig MiEgaMaHd@E@D RG S
FLIDUHWD X RGQRVX @QDimd Rigareda)V iArevNaHradpddl)é ey tirdaNiznad
VWDQLpPpQH NXOWXUH &WR YL&H QDOLNXMH SURFHVX LQK
UDVSRGMHOL L]QDG SRYUALQH GIBERPER VRNV WDDEDX WDL M HIDRUF
Ipak,in vitro eksperimentind RJX X SRWSXQRVWL GRpDUDWL VYH XYMH!
X ALYRP R pdpQ slpR$sluziShapiro, 2004). Nadalje, o samoj kvaliteti pripreme
ekstrakta dima cigareta ovisi njegov sastav jer se gube hlapljive i lako reaktivne komponente,

dok se pHVWLFH ]DGUADYDMX JERJ pHJpostvpka $URBE P B PDWDRLQ G
(Rennad, 2004). Iz tog razloga smo mjekom pripreme ekstrakata dibv FLJDUHWD ]D QI
eksperimenteNRULVWLOL VDPR VYMHA&H SULSUHPOMHQH RWRSL(
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
PLMHQMD NHPLMVNL VDVWDY 5HQQDUG nedo8tatdédMQ Dp QL FL
vitro LVW U D RVY\WDOOMMDONRULVQL PRGHOL ]|D SURXpDYDQMH XpLQ

5.2. RAZVOJ APOPTOZE | NEKROZE POD UTJECAJEM DIMA CIGARETA

Tijekom ovog L VW U D & E Y I/Q MXBPN Q IDEND Hdina Widafetshd/ Iddske alveolarne

epitelne stanice linije A549 ispitan je upotrebort D] O L p L W. LRezuaki \spitiRarijB

vijabilnosti StDQLFD 077 WHVWRP SRND]DOL VX GD NUDUD LQNXE!
GLPD FLIDUHWD NRQFHQWUDFLMD L X1 ORENMCMH EODJ
kao iniska koncentracija ekstrakta dima cigareta od 1,25 % nakcatBé inkubacijeVv H i D

koncentracijaekstrakta dima cigaret®2@ %) nakon 24satne inkubacieX]URNXMH ]QDpDM
VPDQMHQMH YLMDELOQRVWL $ -samViikfacifeBve kehgetitatie QDNF
GLPD FLIDUHWD GRYHOH VX GR ]QDpDMQRJ VPDQMHQMD
OMHUHQMHP NDWDOLWLpPpNH DNWLYQRVWL /'+ RWSXaWwWHQH
ekstraktomdima cigareta pokazali smo da nakonsadne nkKEDFLMH GROD]JL GR SR
umiranja stanica tretiranih s koncentracijom dima od 20 % (slika 4.8jangm stanica

aneksinom V i propidgvim jodidom te analizom nsSURWRpPQRP FLWRPHWUX GRN
nakon 4VDWQH LQNXEDFLMH YHUH NRQEHQWUDRFLMGHGGRDSRYH
EURMD VWDQLFD X UDQRM DSRBWRHLLOQNYXEWEPMH OGNRROD | L
VPDQMHQMD EURMD 4LYLK VWDQLFD L HNVWUDNW C
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(1,25 %, 2,5 %, 5 % i 20 % ekstrakbth cigareta)WH SRYHUDQMD EURMD QHNUR
QDMYHULP NRQFHQWUDFLMDPD GLPD RG nam gbvore da &i® L N D
FLJDUHWD L]DJLYD XPLUDQMH HWBLAMH O® QK HQWDUWDLFIDM Q DL GG
L] O R airsarcd Winu dovode GR ]QDWQLMLK RawHaweiMddanke VWD QLF |
nekreni REOLN VW D.QNapedéhi MRUlBNW LU skladu su s prethodno objavljenim
LVWUDALYDROWKIPND L VXUDGQLFL VX IDNOMXpLOL GD NR
koncentracijd? D L]DJLYD SUROLIHUDFLMX $ VWD QXEAD LGARAHKKR
smanjuju vijabilnost stanicaizrokujul lapoptozu OMHUHQMHP NDWDOLWLpPNH I
RWSXaWHQH X PHGLMLIL]<Qradaici$(2013Y $\pbkadak @ap HV W dimA L |
cigaretaQH GMHOXMX FLWRWRNVLpPpQR Q fakor @4shitheDrikitbacile] ODJD Q|
Hoshino i suradnici (2001) su MTT testom pokazali smanjenu vijabilnost A549 stanica pod
utiecajem ekstrakta dima cigardta da koncentracije dima do 5 % izagivapoptozu, dok
NRQFHQWUDFLMH YHUH RG YRGH VWDQLFHtakicaQHNUR]>
kondenzatu dima cigaretaLFNHQGHQ L VXUDGQLFL VX GRND]DOL ¢
apoptozu putem inhibicije aktivacije kaspaza, te izaziva neki®aprotno ovim rezultama,
Ramage i suradnici (2006 H -LDR L VXUDGQLFL VX NRULVWHUGL U
GLP FLIDUHWD L]D]JLYD DSRSWRI]X X $ VWDQLFDPD .RQDD
VX SURQDAOL GD HNYV WiipM aktighadd Rorrpleksal HIM Draihsportnom

lancu elektrona i smanjenjem potencijala mitohondrijske membrane ometa normalnu funkciju
PLWRKRQGULMD X $ VWDQLFDPD XPDQMXMXuL WDNR VS
$73 &WSRJHpDY D i&Rsawide JuXnekrozu. BEAS-2B bronhijalnim epitelnim
VWDQLFDPD WDNRYHNVMWJBRWDGDRRR BEIDIDUHWD QDMSULMH
L]DJLYD DSRSWR]X D GXOMLP L]JODJDQMHP L SWIH YSHRM./PpMNIR ¢
nekroza (Slebos i sur., 2007).0R&4HPR ]DNO M Xgkdaha VOVD ELpQD VPUW |
apoptona, izazvana dimom cigareta mogla biti glavni uzrok gubitka alveolarnih struktura kod
oboljelih od KOPBa.

2.6,'$&,-6.% 2a7(0(1-$ 8=52.29%$1% ',020 &,*$5(7$

Dim cigareta X]JURNXMH RNVLGDFLMVND RaWHUHQMD UD]OLpPpLWL
proteina. Mi smo dokazali dalaganjem A549 stanica ekstraktu dima cigareta dolazi do
]ODPpDMQRJI SRYHUDQMD NRQFH QW Wkbnednhvadijidirn (stik&vAD Q L F D P D
SUHPD QDaLP VD]QDQMLPD RYR MH SUYR LVWUDALYDQMH
MDA u A549 alveolarnimepitelnimstanicama izRAaHQLP GLPX FLJDWAWDALMDBO QM
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QD PLAHYQRAHQLP GLPX FLVX WBHMW D XYRWNORcEIRE¥eHMOAQ H
KRPRJHQ D W R&efBar@3ou Bur., 201yicCaskill i sur., 2011 Bamonti i suradnici

(2006)te Isik i suradnici (2007) su5 U R QIRYOH. édnEgtraci MDA u plazmi / serumu
SXaDpD X RGQRYVXaQYRYQAdadiKamapdpuna prebrQH V NRQFHQWUDWRI
SRYUUD SRND]DOD kbheen@ag) ®'3 O B VDR DMVBXUXMH QD SRYROMDAQ
SRYUUD ERJDWLK DQW lagljskivV\V @ D @/\XIVBBnOEDIs IR N2UA65 Kod

oboljelih od KOPBa XWY yHQR Kdrder®&ja\OH$ X VHUXPX SRYHUDYD V V
bolesti i obrnuto korelira s FEKluchovii sur., 1D&H LVWKafugnY o @aNbiH

SRYH k@heebtracija0'$ PRJOD ELWL SURGXNW UD]JJUDGQMH YL&H"
NLVHOLQD L] VW xpdop@ihepitelmirsEanidar)aDN Hdirohlclgareta

1DGDOMH X RYRP UDGX SRND]DOL VPR GD HNVWUDNW GLI
koncentracije slobodnih tiolnih skupina proteina u A549 stanicama ovistancentraciji

dma VOLND X0 WHhWYWHH UHD  $ V W Dzgarfom EjblovahiD Riénel Q L P
FLIJIDUHWD REMDYLOL VX YDQ GHU 7RRUQ L VXUDGQLFL
uklanjanjemROS iz dima cigareta taj pad koncentracije slobodnih tiolnih skupina proteina
usporava (van def RRUQ L VXU 2 BadRih \fiQrina $ka@peD proténa
SRND]DOL VX L GD GLP FLIDUHWD X]JURNXMH VQA®BQMH XN
stanicamaWDNR aWR QH RNVLGLUD *6+ X *66* YHUO JD LUHYHU]L
krotoraldehid i jedan nepoznate strukture) koji nastaju gorenjem dima cigareta (van der Toorn

L VXUDGQLFL E 2NVLGDFLMVND RAWHUHQMD X REOLN?
proteina pokazana su i na fibroblastima iz déigdi L] ORaH QLK @lI(@Eknba dddil) HW

2012). Na skupini hmodijaliziranih bolesnikaspitanje utjecaj S XaH Q M D dijski skatuy/ L G D

WH MH NRG SX&aDpD QDYHQD VQLAHQD NRQFHQWUDFLMD VO
RGQRVX QD QHSXaDpH InNDI@IHNVEHULPHQW QD OMXGVNRM
GLPX FLJDUHWD SRND]DR KkbhtenBdgije VAinBIRE\WRHOID|Q MER VQLAH
koncentracije slobodnih tiolnih skupina proteina (Frei i sur., 1991). Zanimljivo je da je

L VW U Dréalbd|BsDidith s KORBmM pokazad Q H &WWRI X UURJdn@ Xolau plazmi u

usporedbi sa zdravim ispitanicim&antosi sur., 2004). Ipak, smatramo daanji broj

slobodnih tiolnih skupina u A548lveolarnimepiteinim VWD QLFDPD L]J]ORAHQLP GLF
dokazue RNVLGDFLMVND RG@WHGEMWERMPREHR®RIYHVWL GR ]QDpL
VWDQLpPpQRP PHWDEROL]PX
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28WHUHQL SURWHLQL X VWDQLFDPD XVPMHUDYDMX VH ]D UI
molekulama ubikvitina (Hershko & Ciechanover, 1998; Sherman & Goldberg, 2001;
Glickman & Ciechaover, 2002). Nedavno su Min i sainici (2011) prikazali nakupljanje
XELNYLWLQLUDQLK SURWHLQD X X]RUFiomD RBYODMI@DR R WWNH.ArL
HPILIHPD OHYXWLP QLVX SULNDJIPpORRWWDRW X WXUEHR X6 WQ M
in vitro LV W U D &RML.@M XV PR SR U D V-yroteii3kih @djugaral (hodekwske)

mase oko 30 i 35 kDa te onih iznad 150 kDa) u lizatima A549 alveolarnih epitelnih stanica

L] OR aigr&mokh djelovanjudimu cigareta(slika 4.7.; prema6 RPERUDF %DpXUD L

2013) Ottenheijm isuradnici VX RSLVDOL VOLpQH SURPMHQH X K
dijafragme bolesnika s KOR8n 2QL VX SURQDAa&aOL -peore@RaMkQiigaddE LN Y L W
PROHNXOVNH PDVH L]JPHyYX L N'D L SRYHUDT@XD&D]LQX N

2VLP WRJD PL VPR RWNULOL GD VH YHULQD XELNYLWLQLU
NXOWLYLUDMX GDOMQMLK K &8WR GRND]XMH GD NRQMX,
SURWHLQD RAWHUHQLK GLPRP FLJBEkulMa kajeYsu nddaynod&V/ D WL .
NXOWXUL $ VW D Q L F Ddirhg Gigaéekiadjawli vai Rijvilsmradmcx (2012).

,SDN RVWDMH QHMDYV ¢phteimsk WoRjugati (Mblebake mi¥d od_ 3D i 35

kDa) ostaj prisutni i 24 h nakon izlagga A549 stanicaGLPX FLJDUHWD 6RPERUDF
sur.,, 2013) ORJXUH REMDaAQMHQMH MH G DdiRon/digarétdsttuktiumoL VW UH'
SURPLMHQL RYH VS®BPLWDQBYSPRMWKLGH LK SURWHDVRP Q
VXSVWUDWH REURWHRKQHK |IDOL GD LK SURWHDVRP QLMH
Pretpostavljamo da nakupljanje i povezivanje u agregate takvih ubikvitiniranih proteina u
FLWRVROX PRaAH GRYHVWL GR JXELWND YDaQLK IXQNFLMD \
i pokretanHP XSDOQRJ RGJRYRUD X SOXuLPD SXabpD awR EL
KOPB-a.

5.4. DIM CIGARETA IZAZIVA ER STRESNI ODGOVOR | 325(0(0%-
FUNKCIJ E PROTEASOMA

IzlaganjestaniFD UD]JOLpLWLP VWUH VdLiakupljhri& kfilzd® Emo@Gmhy iR G
razmotaih proteina unutar ERD aWR YRGL GR (5 VWUHVQRJ RGJRYRUD
smrti (Haynes i sur 2004;. Shore i sur 2011;. Walter & Ron, 2011). Kako bi se ponovno
uspostavila homeostaza proteina, putem PERK ogrankadJiRibira se sinteza proteina
fRVIRULODFLMRP H,) . -LDQJ L :HN -RUJHQVH& HW DO
L VW U D supokagahdd dim cigaretaX]JURNXMH (5 VWUHVY L SRWLpH 835
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kulturi stanica (Hengstermann@ « O O20Q8; Jorgensen i sur., 2008&elseni sur., 2008;

Tagawa i sug *HUDJKW\ L VXU L ALYRWLQMVNLP PRGHQ
*HUDJKW\ L VXU WDNR L X SOXULPD SX&aDpDom.HOVHQ
(Min i sur., 2011). HengstermannG « O @2808)te Geraght®W\ L VXUDGQLFL ]DNC

dadimom cigaretanducirani ER stres prvenstveno aktivira PERK ogranak UPR 8 QDaHP
UDGX SRND]DOL VPR GD GLP FLIJDUHWD SRYHidazinalD]L QX
(slika 4.8.; prema6 RPERUDF % D20X3) t® smawjiXjdle novaesintezu proteina u A549
alveolarnim epitelnim stanicam@lika 4.9.; prema6 RPERUDF % DpXUDG6 O LW ROWQ
XpLQDN HNVWUDNWRBVIRRDGDLBDMX WD) Q Mudéhkinpanddte¥mS UR W H L ¢
stani@ama umbilikalne vene HUVEC pokazali su Csordas i suradnici (20113 RYH]XM X UL
GXJRWUDMQL XpLQDN (5 VWUHVD V XBhahpr@§ite2aprdtdn@ LFD S
WDNRYyHU MH |DELOMH&HQD X 6% 7 ILEUREODVWLPD PL&D L
0eOQPHU WH X SOXULPD aWDNRUD L]J]ORAHQLK GLPX FLJDUL
SOXULPD EROHVQLND V HPILIJHPRP XPURMNRN DIQI WL QIH CGRDA
VPDQMHQD HNVSUHVLMD JHQD XNOMXpHQLK X ELRVLQWH]X
pRND]XMX GD GLP FLIJDUHWD DNWLYLUD PHKDQL]DP NRML
vjerojatno stanicama daje dodatno vrijeme za oporavagkaeina R & W H dirddihLclgareta
OHYyXWLP GXJRWUDMQD LQKLELFLMD VLQWH]Hca®& RWHLQ
XJURNRYDQD GLPRP FLIJDUHWD PRJOD EL GRSULQLMHWL
promjenama alveolarnih struktuldRMH LQDpH QDOD]JLPR X S©@X.ULPD EROH®

Poznato je dAJPR RVLP SXWHP LQKLELFLMH VLQWH]H &UWRWHLQD
KRPHRVWD]X SURWHLQD XVPMHUDYDMXiuL RAWHUHQH SUR
proteasomalnog sustayeloseki i sur, 2010) 1 D &rDvitro L VW U B pdk¥zBI@ula dim

cigareta X]JURNXMH SiRipne kdbegmtratijeslobodnih aminokiselinaunuar A549
alveolamihHSLWHOQLK VWDQLFD &aWR MH X VAbEID Giradhid) H] XOW L
( aAWRYLAH GR N Dddastkonedntracizdobdtirin aminokiselinaezultat

razgradnje proteina puterproteasomajer on izostajeukoliko se proteasomi blokiraju
epoksomicinom dlika 4.10.; prema6 RPERUDF % D p X U DDaklevdin cigareta
RaAWHUXMH S& R WW DQ HF DAPHD radima ibhikiribnYpoteinskih konjugata,a W R

dovodi do njihove razgradnje putemSURWHD V R P @a slijddiNdal@ja paAgradnja

nastalih peptida u slobodneaminokiseline Pretpostavljamo da se mast koncentracije

slobodnih aminokiselin® RaH W >&opdsliaticaSRMDP D QK D G Q M profRiaaV H U H Q L |
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putemproteasoma zajednea smanjenonde novosintezom proteinai VWDQLFDPD L]J]ORatF

dimu cigareta

'RND]DQR MH GD VH XPMHUHQR RNVLGLUDQL SURWHLQL
proteasomalnog sustava, ali jako alksini XPUHaHQL SURWHLQL VX VODEL VXS
QDMpH aakbpljgyxI X VWDQLFL X REOLNX DJUHJRVRPD -aWR GR’
proteasomalnog sustava (Bence i sur., 2001; Davies, 2001; Shringarpure i Davies, 2002). S
REJLURP GD VPR PL X QD&HP UD G X-prstemk korQubatiCoBtajQ HNL X |
prisutni u A649 stanicama i 24 h nakon izlagamjgnu cigaretapretpostavili smo da bi
QDNXSOMDQMH WDNYLK SURWHLQD R&WHUHQLK GLPRP FL
proteasoma, te smispitali utjecajdima cigareta na same proteasomalne aktivnosti. Sve tri
proWHDVRPDOQH DNWLYQRVWL NDVSD]QD WULSVLQVND L N
ovisnoodozi L YHPHQ X L]OR &ditr@ BigawtdsIdaVIOD; IpfeM®dB RPERUDF % DpXU
i sur, 2013) 60LpDQ XpLQDN QD DNWLYQRVWL SURBEHDVRPD
EURQKLMDOQLP HSLWHOQLP VWDQLFDPD LJORAHQLP HNVWL
Rijt i suradnici (2012), bez promjena u ekspresiji proteasomalnih podjedinica. U istom
LVWUDALYDQMX QDYHQD MH L VQLAHQD WQDB\KLQ® N DDDRMAL-
LIORAHQLK GLPX FLJDUHWD DOL EH] XWMHFDMD GLPD Q
SURWHDVRPD IHGDYQR VX ODOKRWUD L VXU SRNELC
DNWLYQRVWL SURWHDVRPD X-081QuxrédovaDo prén@erde @ IND V .239
(antioksidaijski transkripcijskifaktor) signalnom putu koje dovode do smanjenspe&sije

podjedinica proteasomaVH VX SUHGORALOL GD EL VH DmMWdhYQRVW
uspostavW L XSRWUHERP DNWLYDWRUD 1UI taviaReSId WV jedat@dR U D I D C
PRJXULK PHKDQL]DPD RGJRYRUQLK ]D LQKLELFLMX SURWH
SRGMHGLQLFD SURWHDVRPD SXWHP UHNWLYQLK NLVLNRY|
SULND]DQR QD VOLFL GXaD L] gartaHidkdvda B smadjgi® QL FD
YH]DQMH LQKLELWRUD SURWHDVRPD 09 -QIDVSDWRRQD PM
WULSVLOQMNRRWULSVLQVNR &dWR XND]XMH QD QMLKRYX SU
sur. (1998) su primijetili da je 26S proted0oSULOLPpQR RVMHWOMLY QD RNVL
20S proteasom otporniji. Za proteolizu supstrata putem 26S proteasoma, 0sim
poliubikvitinskog lanca, potrebna je i hidroliza ABP(Glickman i Ciechanover, 2002). S

obzirom da dim cigareta remeti funkcimitohondrija i tako smanjuje sintezu AJPu
VWDQLFDPD YDQ GHU 7RRUQ HW DO D PRAHPR SUH
SURPMHQH SRGMHGLQLFD SURWhDM RBRarmce Yzrkbkiovan BIDE@M DN $°
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cigareta pridonassmanjenoj aktivnosti preasomaSmanjenjeaktivnosti proteasomabog
djelovanja dima cigareta vjerojatno dovodi do nakupljanfakvitiniranin oksidacijski
promijenjenih proteina 8W R p L QranuRJPRa nedovoljno X p L Q N R2aLWriR¥o
uspostavljanjehomeostaze proteina u skteema 1 H X p L QokbBe¥dojvavka koji je dio
upalnog odgovora nlR AW H BSHOXNM D L]D]YDQD GP R &iBveBtidd ProrkjeNzD
alveolarnihstrukturai tkivne disfunkcie NDUDNWHKQRBWLPpQH ]D

5.5. PROMJENE U RAZINI EKSPRESIJE HSP POD UTJECAJEM DIMA
CIGARETA

-HGDQ RG VWDQURERQ VK RIBVRYRDDN XS O M @ Qudtidariedsterainjd QL K S L
ADSKHKhRRURWHLQD X VWDQLFDPD NDNR EL VH SRYHUDOD |
(Srivastava, 2008)8 QDaHP UDG X S RMNIbpDij@A54Y stahica Delstraktom dima

cigareta u koncentraciji od 2% tijekom 8h te u koncentraciji od 10 % i 20 % tijeko24 h

dovodi do porasta ekspresije HSP32 (slike 4.15. i 4.16.). Daljnjom inkubacijom (nakon 48 h)
dokazali smo da dolazi i do porasta eksjje HSP27 u A549 stanicama stimuliranim s 20 %
ekstraktom dima cigareta (slika 4.17.). Ekspresija HSHjgOpokazalaVWDWLVWLpPpNL ]QD
ovisnost o koncentraciji dima u ispitivanim vremeninsdiké 4.13. do 4.17.). Prethodna
LVWUDA&UL yoRQaVdn GLP FLIJDUHWD SRYHUDYD -HN\SBAWBHLMX +¢€
ILEUREODVWLPD Getef 0990« SOHPRQRFLWQRM VWO&erhQRM OL
Polla, 200}, A549 alveolarnim epitelnim stanicama (Fukano i sur., 2008A82B

bronhijalnim epitelnim stanama (Slebos i sur., 2007)SOXUQLP ILE B&RE®IBYWLPD
2008 AWRYL&AH L poMdddid 9 Ba staranjem hidroksilnih radikala koji snizuju
koncentraciju GSHX VW D QL F D PGebel <199hblole i sur., 2008 Signalni put za

kojL VH SRND]DOR GD PR&H G-RYHNVOWLX [RRKiD&ERDS F eMH  + 2
(Baglole i sur., 2008 Nadalje, pokazalo se da transfekdBAS-2B bronhijalnih epitelnih
VWDQLFD V DGHQRYLUXVQLRONRRY$ WVSN\WRPY D&aKiRd VDG M &l
SRYHUDYDMXUL X Qa(SRips W 8url QOR7)Maestrellii suradnici 2001 su
SURQDAOL SRY HHDO X akddMrSitd rgdtdvimee HO-2 u stijenkama alveola
NURQLpPQLK SXabDpD X XVSRUHGEL V QHSXp®WYDF DK BXIA DpLDV
SXabpD V EODORPXVEB® LVWL DXWRUL VX QD X]J]RUFLPD SOXi
pokazali smanjenu ekspresiju HOX DOYHRODUQLP PDNURIDJLPD L SRYH
pozitivnih na HO X RGQRVX QD JGUDY Hi Sux,2D(8H Orh Brihtraji Wal O O L
visoka razina HO ]QDpL DNWLY Qlirake-bd itj€chjpRliimaRrtigardeada bolesnici
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V WHENRP .23% LPDMX VP D Qiskt@ XWREHMDQ X= RISORN\PL®D VX G
u ekspresiji HO mogle biti posljedica bolesti. ROVID Q M H N R Q V2MiLsiexkarhay QH +2
DOYHROD SRYH]DOL VX V YHULP EURMHP SQHXPRFLWD MHU
VWDQLFD L |DGHEOMDQMH VWLMHQNL DOYHROD NDUDNWtE
(2004) su pokazali da je ekspresij|dO- V QL &H @\@olaxnim makrofagima iz
EURQKRDOYHRODUQRJ LsvRQRBND XELNWGSIRUBR&EDPOD JGUDYLF
SXaDpLPD WH VX ]DOMXp liz€anoG@ekSpxesift (& H YQHHI XGADNI M piH + 2
nedovoljno eksprimir® D X E R O HV QibNdogedkiR politnétfizamaSmatra se da se
inducibilnost HG PRAaH SRYH]DWL V SULVXVWYRP PLNURVDWHC(
ponavljanja GT dinukleotida) u promotorskoj regiji gena za-HQa koji je pokazano da
snizuje ekspresiuHO WH WDNRSR@OIRHPBRYW SRMHGLQFD GD UD]JYL
i sur., 2000). ,VW U D &bj¥ D/AMESURYHOL 0 BuvadmicD ©DRY hal hitvatskoj
populaciji nije polkzalo povezanost istog polimorfizma HD s nastankom KORE
OHYyXWLP SURQDAOL VX SRpoliidfignia\HBP702 gend i KOPBa
XpHVWDORVW * DOHOD L ** JHQRWL SD-offa In€gd uMettawhHuD X
ispitanika). , VWUDALYDQMD HNVSUHVLMH +63 X RYLVQRVWL R L
RSUHpQH UH]XOWDWH =RDRQD¥E¥XUDXQYPFDQMHQ@X HNVSUHYV
PLALUQLP VWDQLF&aMB ekstr&k@Qri Dimw/ dipardeélulimfoctima bolesnika s
KOPB-RP X RGQRVX QD J]GUDYH SXaDpH GRN VX /L &- L VXUD
dima cigareta inducira @ 3 X SOXUQLP ILEUR KaneewtidjiPvbenieNu, ¥QR R
GRYRGL GR R3wWnediMzba@ Maddical Signalni put za koji su pokazali da dovodi do
LQGXNFLMH +63 XNOMXpXMH Ndk@Qrpioteirf sasta raldg Dagowdta) L S F L M \
(eng. early growth respons&, EGR1). Rumora i suradnici (2008b) ispitali su ekspresiju
+63 L +63 X RYLVQRVW.L ispitéka CspNRSDsgh@njerw Kgpkesiju u
leukocitima bolesnika s KORRRP SXaDpD L ELYAaAQR VX ®Dp @ KEPBA® p H
om WH X JGUDYLK SXaDpD X RGQRVX QD EHa‘keHi SivadrixpH L QH
RSLVDOL VX SRYHUDQX WISAI0Q KSPATWWILsErusid hb2shiarsD U D
KOPB-om. 'DNOH YHitra QW U D § RNDQPXINDH S RY Hjg¢i D Q MHHBENAISKU H V L
stanicama pod utjecajem dima cigareta, dok W U D @a0z& ¢ Dboljelih od KORB
XJODYQRP SULND]XMX VPDQMHQ Xn MthoVIS\WHIY D MIXY DORM XB B @R
prolazne indukcije HSP u stanicama pod utjecagtnesa izavanog dimom cigaret@ da kod
RVRED NURQLpPQR L]JORAaHQLK aWHWQLP XWMHFDMLPD GR
PHKDQL]PD aWR EL PRJOR SULGRQLMHWL UD]J]YRMX EROHVW|
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5.6. AKTIVACIJA MAPK SIGNALNIH PUTOVA POD UTJECAJEM DIMA
CIGARETA

MAPK signalni putovi WOMXpHQL VX X RGJRYRU VWDQLFH QD SU
S R G U,aaidt Dovesti do proliferacije stanice, diferencijacije, smrti ili upalnog odgovora
5RX[ L %OHQLYV 5XPRUD L. &D@miradl pokdzalsnio da
L] O R & N53Fstakita ekstraktu dima cigareta, neovisno o primijenjenoj koncentraciji i / ili
YUHPHQX L]JORAHQRVWL QH XWMHpHugmhDERBEMNKRI QD UD]LQ
0$3. DOL UD]J]OLPpLWR DNWLYLUD SRMHGLQH 0%$3. ,QNXEDFL
ciggUHWD QLMH GRAOR GR ]QDpDMQLMLK 8Si4RD Mki@duX DNWL
-1. QLVPR XVSMHOL GHWHNWLUDWL QL X QHVWLPXOLUDAOQLI
ekstraktu dima cigaretéslike 4.2. i 4.21), ali je ekstrakt dima cigaretazazvaR ] Q Bhp DM
porast razine aktiviranp38 (slike 4.2. i 4.23.). Prethodnal V W U D sulpykaZ@IMPDD ] OLpLWH
RGJRYRUH VWDQLFD QD LVORAHQRVW GLPX FLIDUHWD 8 QF
1+%( WUHWLUDQLP V NRQGH Q] RePak®/adid ERK1IDAVishd/ ® [D E L (
koncentraciji kondenzatadima cigareta(Hellermann i sur., 2002). U istort, VWUDALYDQM
dokazano je da inhibicija MEK smanjuje fosforilaciju ERK1/2 i ekspresiju LLQGXFLUDOQH
kondenzatom dima cigareta. Luppi i suradifg905) su pokazali da kondenzat dima cigareta
u niskim koncentracijama aktivira ERK1/2 u bronhijalnim epitelnim stanicama linije NCI
+ GRN X YL atabljanm&Raytiviea@reapoptoze NLQD]JH S L -1. ,VWUDALY
ljudskim endotelnim stanicama Witikalne vene HUVEC pokazalo je da ekstrakt dima
FLIDUHWD R&WHUXMH VWDQLFH DNWLYDFLMRPNadaljeVLIQDO
]JDELOMHAHQD MH L SRYHUDXQPOXD [ALPD | DRWREYCeRsDRHPH L]OF
dima cigareta(Kim i sur., 2011).Suprotno ovim L VW U D §,LLY WQ Kulra@iiici (2007)
SRND]DOL VX GD HNVWUDNW GLPD FLIDUHWD QH8DNWLYLL
faktorakoji stimulira rast granulocitnranakrofagnih kolonija (enggranulocytemacrophage
colony stimuhting factor GM-&6) X SULPDUQLP HSLWHO Qud S\ogaD QLFDP
PRAHPR ]DNOMXpLWL GD DNWLYDFLMD UD]OLpPLWLK 0%$3. R

stimulansa.

1HNL LVWUDALYDpPL SUHGO Riinh GdaretaxX PSHOKOIQ PMrfduitBRWIR. B D
apoptozu, a to je aktivacija p38/JNKinFasL signalnog puta (Kuobsur.,2005; Wui sur.,

2006). ,VWUDAQYDERIMPLEAHYLPMISRKINDMORRULEAWHQMHP VSHFL
NLQD]J]H S . PRaH XPDQMLWL XSDOQL RGJIRB¥RJAWRS®™XuULP
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dokazano smanjenjem broja makrofaga i neutrofikgine ciklooksigenaze i IL-6 te
ekspresije fosforilirane p38 N D ] XtdkotalPRIXUQRVW XSRWUHEHIijs KLELWR
svrhekod KOPB-a (Medicherla i sur., 2008).

MochidaNishimurD L VXUDGQLFL VX X VYRP LVWUDALYDQN
PDNURIDJL SXabDpD VDGUAH PDQMH DNWLYLUDQH S NLQD]F
UD]JOLND X UD]JLQL DNWLYLUDQLK (5. L -1. QLMH ELOR OH
makrofagas LPSRP NRG SXaDpD VX SURQDAOL EUaX DNWLYDFLMX
DNWLYDFLMD (5. L -1. QLMHRUIQdz Dredrici UIDDBR). IpitaliDsO D
aktivaciju MAPK u leukocitima oboljelih od KOPBe zdravih kontrola u ovisnosti o
SXaDpWWRPWXVX .RG VYLK QHSXabDpD D RVRELWR NRG J]GUD
GRN MH NRELYALBPpPXADpD RERVUHVNRGEG K RWED Y230 SXaDpD QDY
-1. LS 8 XVSRUHGEL VD J]GUDYLP SX&aDpLPD L SQUHRSXEDQLPI
VX YHUX UD]JLQX DNWLYLUDQH S X DOYHRGDWIQ LYPH 21D EWRIN
VWDQLFD SR]JLWLYQLK QD IRVIRULOLUDQX S X VWDQLFD
koreliralo s vrijednostimaFEV i FEVi/FVC. 1RYLMH LVWUDBRQRDK M HS KRR (
ekspresiju fosforilirane p38 u B-stanicama,CD8" limfocitima, bronhijalnim epitelnim
VWDQLFDPD PDOLK GLAaQLK SXWRYD L PDNURIDJBRD X X]R
odnosu na zdrave kontro{(&affey i sur., 2013 aWRYL&H SR DhDi§ém B8 GD
VPDQMXMH RWSXAWDQMH SURXBDRFQMKDPIHB S M WERQDKLY \&D C
XND]XMXUL éexsprasijsostonlirdhel p38 povezanaupalnim procesom.

1D WHPHOMX RYLK LVWUD&LYDQMD @&aRdimi BigtreldN QM bR WL
PLWRJHQLP NRQFHQWUDFLMDPD DNWLYLUD (5. ]JERJ pHJD
epitenih VWDQLFD NRG SXaDpD GRN X YL3LP NRQFHQWUDFELMD
S L-1. WH GRYRGL GR XSDQ®RJIJXRGURQRIDDVSRYHED L SU

struktura.

1(5$9127(4$ 3527($=$ , $17,3527($=$% .$2 8=52. 32-$y$12*
5$=$5$1-$ 3/8012* 3$5(1+,0%

Mnoga LVWUDXINNO®ME QD SRYH]DQRVW SDWRdsRiNaBidMSURFHV
aktivnosti proteaza, bilo)ERJ YHUH DNWLYQRVWL SURWHD]D LOL JER
SURWHD]QLK LQKLELWRUD 3URWHD]H VH RVOREDYDMX L]
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neutrofila, epitelnih stanica, fibroblasta) kao odgovor na upalu, prisustvo citokina ili vanjskih

pmbenika, poput dima cigarete, a uzrokuju razgrade M DQVWDQLPQRJ PDWULNVI
QDVWDMX SHSWLGQL IUDJPHQWL NRML LPDMX NHPRWDNWLD
NRML GRYRGL GR SURJUHVLMH EROHVWL X NURQLpPpQL REOLI

9DaQ¥gu u UHPRGHOLUDQMX L]Y DR S @DV, BRW kil N § D
razne RYRJ HQ]LPD QD yH QralvedarsronaRnefayloha KFhlay sur., 1997),

neutrofilima Seguravaldez i sur., 2000i sputumu Cataldo i sur., 2000pboljelih od

KOPB-a .DNR VX SRXinedmM®-Bli TIMP- QDYHQH L X HSLWHOQLP VW]
bolesnika s KOPBRP L ]G UD Y [LKi stieX 2aD%) Ospitali smon vitro utjecaj ekstrakta

dima cigareta na alveolarne epitelne stanice A549. Rezultati su potazab49 stanice ne
VDGUAH 0MOL X PHGLM RW SIKIBRW Boncen®zipaMMP-2 u mediju

iznad A549 stanica stimuliranih s ekstrakttthL PD FLJDUHWD QDNRQ K LQNXE
u odnosu na nestimulirane stanice, dok je nakon 48h inkul@cifeskim koncentracijama

GLPD ELOD ]QDpDN@Q)R 2YWBME WADELNWHPS549 Gtanica u medij bilo je
SRYHUDQR QDNRQ K VeWrhd? da@eDrdzinM HMEB LU RA&tB i mediju iznad

$ VWDQLFD L]JORAHQLK YHULPODRYOHHMQID KLRGEBRVXLPD |
stanice (slika 42 5DJO LY MW D @laky M ® MPURW X UM H p @kdprasifiii] XOW D W
RWSXaWwD-Q WKIPR2GIIMP- L] $ VWDQLFD 8]HYAL X RE]JLU GR
IDNOMXpXMHPR GD $ V P rniir&uH L NFRRVQ & X\ALWEDAIL S (udne
ekspresijeMMP-9 i TIMP- QLVNH =XFNHU L VXU -D@RA&MH RW S
inducirati stimulacijom stanica s primjerice konkavalinom A i PMA (d'Ortho i sur., 1997),

TNF-. /DFKHUDGH L VX#bur., 2010), IHd Hfaktorom rasta hepatocita (eng.
hepatocyte growth factpHGF) (To i sur., 2002)e IL- /ILQ L VXU &KHQJ L
2010). Osim toga, Lacherade i suradnici (2001) su pokazali da indukcija-MMPNF .

YRGL GR SRYHUDRMWE MIPRHDIE IDOOY HRODUQLK HSLWHOQLK V\
RWSXaWDQMWR ,0H]XOWLUD RGUADQMHP UDYQRWHAH L]PH
istim autorima, TNF. QHPD XpLQND QD HNNVSUHVMMDXQDBBPD OHYyXWL
suradnici (2002ku pokazali da stimulacija A549lls- LOL +*) GRYRGLsSGE&eSRYHUD
MMP- 1D SULPDUQLP OMXGVNLP ILEUREODVWLPD SOXUD SR
ekspresiju i aktivnost MMR2 ovisno o EGRL transkripcijskonfaktoru (Ning i sur., 2007).

Za indukciju ekspresije MMP s IL- X $ VWDQLFDPD SRND]J]DQR MH
aktivaciju sva tri MAPK signalna puta (p42/p44, p38 i JNK), zajedno s translokacijem®iF

u jezgru i fosforilacijom €Jun transkripcijskodaktoraiz obitelji AP-1 (Lin i sur., 200).
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3UHPD QD&LP UH]XOWDWLPD PRAHPR ]DNOMXpPLWL GD HNVYV
MMP-9 iz A549 alveolamhHSLWHOQLK VWDQLFD DOL V YUHPHQRF
RWSXaWD-Q MiEabip03 RWSXaWDQMDER, PRIJOR LPDWL XPLQND C
QHUDYQRWHAX SUR WD) RV WD@W h OB RVBHRWDWR UX DOYHROD

U sputumuoboljelih od KOPB % HHK L VXUDGQLFL SRYH&h&bEOL VX
MMP-9 te povezanostkoncentracg MMP-9 s brojem neutrofila u sputumu negativiu

korelaciju MMP-9 s omjeromFEV,/FVC. Kako je poznatoda se smulacijom neutrofila

PRaH L]D]YDWL EMNPR9Rayrsxilasjobd(@avi Hen Steen 2002), ispitali smo da

OL VH RWSX-&W DpQiMadiforuldarnih leukocita (PMN) pod utjeea) ekstrakta

dima cigaretaU D] O L N X MbddlekrjiRaHsyROPEBM i zdravih ispitanikaBazalna razina

MMP-9 u mediju iznad PMN bolesnika s KOPBP ELOD MH J]QDpDMQR YHUD X F
zdravih kontrola, a nakon izlaganja PMN zdravih kontrola ekstraktu digaaeta razlika u

odnosu na PMN bolesnika s KOPBP L]ORAHQLK HNVWUDNWX GLPD FLJDL
omjeru koncentracija MMP X PHGLMX L]QDG 301 VYDNRJ SRMHGLQDpPQ
QHL]ORAHQLK GMHORYDQMX HN VW4 Btimwabijof LPRN zEraviid U H W D
NRQWUROD HNVWUDNWRP GLPD FLIDUHWD -@R@lbosum@aR ]QDpD
bolesnike s KOPBm (slika 427) 1DGDOMH UH]JXOWDWL VX SRND]DOL
TIMP-1 ni u bazalnim uvjetima niti pri stimulacijj e’ UDNWRP GLPD FLJDUHWD &\
literaturom u kojoj se navodi da neutrofili ne sintetiziraju THURVan den Steen 2002)

lpak, LV W U D éd yrBnQldtitima bolesnika s KOPRP DVPDWLPpDUD L J]GUDYL
pokazab je da granulociti u bazaininKY MHWLPD VSRQWD®RiHIMPW,&KIBe& DM X 00
UD]JOLND L]PHYX VNXSLQD &aWR VH SRYHUDYD VWadBXODFLMI
VXU 1HGDYQR REMDYOMHQR LVWUDALY DigphtdAihSRND]DC
iz krvi bolesnikas KOPBom s DJRQLVWRP 7/5 SRYHIB YLEE IRMVIB-RaWDQM
(Simpsoni sur., 2013). 3ARYHUDQR R W S-%,aMWMP-Q Mdlastaoe3iz PMN zdravih
QHSX&aDpD VWLPXOLUDQLK V GLPRP FLIDUHWD QH PRaH VH
sa salmeterolom i®O XWLND]RQRP OLMHNRYLPD NRML MMart@ZDpH NRU
L VXU 3RIQDWR MH GD GLP FLIDUHWD X GL&AQLP SXWI
proupalnih medijatora, poputiL L PHWDORSURWHLQD]D RDMaONed,VD NDR
2005). Nadalje]L.- GMHOXMH NHPRWDNWLPQR QD QHXWIKkB&LOH L S
kida IL-8 (1- VWYDUDMXnjLILVIIN R DWNNWHY VH VWYDUD SR]JLWLY
sprega (Van den Steen i sur., 2000). Osim toga, pokazano je i dakiekistna cigareta
LQGXFLUD R &Xanhbepthdfida (Mortaz i sur., 20106 WRJD MH PRJXUH G
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SX3HQMH FLJDUHWD MHGDQ RG X]JURND SRYHUDQRJ RVOR
SOXULPD X RYRP UDGX GRND]DQR -SRNMNN BIQUPkARWIS X WD Q|
SRG XWMHFDMHP GLPD FLJDUHWZD'D@WRD G R Y ®RRako FBIRW U D N\
SR]QDWR GD SUL WRPH QDVWDMX SHSWLGQL IUDJPHQWL
OHXNRFLWH QDVWDMH ]DpDUDQL MNUipak NiRohresijc B¥RIGL GR C
NURQLpQL REOLN 'MHNLF L VXU ]D aVOR kejii GRND] 3
ED]DOQLP XYMHWLPD RWSX&#WDMX YLVRNX UD]JLQX 003

6 RE]JLURP QD SUR W kodddntticpHMNIFB i XTOAR-D W Berumu / plazmi

bolesiika s KOPB-om u objavljenim L VW U D a,LY Bv@niv taBuispitali smo njihove
YULMHGQRVWL X SOD]PL EROHVQLND L J]GUDYLK RVRED ND
MMP-9 i TIMP- NDR ELRNHPLMVNLK SRND]DWHOd®MazaliusmpD UD QML
povH U Koncentraciju MM u plazmi bolesnika s KORBmM u odnosu na zdrave

ispitanike, dok razlika u koncentraciji TIMPnije bilo(slika4.8) 1D&aL UH]XOWDWL X V
s nekim od prethodno objavljenih V W U D @d. Yzbr@rva[plazme ili seruma bolesnika s
KOPB-om i zdravih ispitanikaNlao i sur., 2003; Brajer i sur., 2008; Bolton i sur., 2009;

Piesiak i sur., 2011Yildirim i sur., 2013. Druga L VW U D 4D E D @ MiBsénar@ene i
nepromijenjene koncentracije MM® (D'Armiento i sur., 2013; Higashimotosur., 2005;

Shaker i sur., 2008WH SRYHUDQH LOL VPDQMH@igashRapFil@W UDFLM
2005; llumets i sur., 201 Navratilovai sur., 2012; Shaker i sur., 2008; D'Armiento i sur.,

2013 kod oboljelih od KOPBa. Nadalje, uprethodnim LV Wanjind SULPLMHUHQR MH
koncentracijia MMP UDVWH V WHAaLQRP ERQMaVrittilovai*&ur, 008D GLMHP
odnosnonegativnokorelira sFEV; (Brajer i sur., 2008Piesiak i sur.,, 2011 7DNRyYyHU MH
pokazano da j&oncentracijgMMP- YHUD X .23WQIENMMHRMLPD EUAH RSDC
SOXUD QHJR X RQLK EROHVQLND NRMLPD VH IXQNFLMD SO X
OHYXWLP XLQWHMEQAIMRRMEURQDAOL VWDW L Xohdeftiddiji ]QDp D M
MMP-9i]PHYyX SRGVNXSLQD E-BOEOLDRNEON 32 &O0LD 4 (tablica

44) WH VH RQD QH PRaH NRULVLW LlpakPWRsvBrRAY@kpivarh® M W H 3
bolesnikakoncentracija MMM bila je VW DWLV W L p N Lnep@ D pddaMiQ iBpitanika. D
SRYLAHQD NRQF QW& FLMISRLD 2 stadiju bolesti mogla bi biti rani

pokazatelj pojavnosti KORB. Koncentracia TIMP VH QLMH J]QDpDMQR UD]JOLN
zdravih ispitanika i podskupir@olesnika s KOPBm (GOLD 2, GOLD 3i GOLD 4), alijeu

*2/' SRGVNXSLQALYWYHAD |]QDpDMQR PDQIMMBEgANB@BERAQWUDFL
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podskupini bolesnikéablica 4.4). Niski TIMP-1 u GOLD 4 podskupini mogao bi biti uzrok
SURJUHVLMH EROHVWL X WHANL REOLN

Kako su se ispitivane skupine razlikovale prema dskupina bolesnika KOPB-om bila je
]QDPpDMQR VWDULMD X RGQRVX, i&D DEANXSAR) R R GXJLLY KK MY E DV
koncentraciie MMPO i TIMP-1 1LVPR SURQDAaOL MNRipHranetaiabioki ni]P HYy X

u zdravih ispitanika niti u bolesnika s KORIn (ablica4.5.), &8 W RG M H O RUIFskladRR

rezultatima koje su pokazdlumets i suradnici (2011) 8 WRP LV WUDYHQYD MXGD QH
razlika ukoncentracif MMP-9 L]PHYy X P O DBHKodina) i starijin (37 77 godina)
LVSLWDQLN bokQékSnikénapifa TIMP-1 ELOD QLAaD X V.WK@dldciaRM VNX
MMP-9 i dobiu zdravih ispitanikaQ LV X SUR&EbEelL WAUDGQLFL DOL
dabu negativnu korelacijdIMP-1 i dobi dok suKomosinskaVassevi suradnici (2011)

pokazali da koncentraga TIMP-1 slabo, ali pozitivho korelira s dobi zdravih ispitanika.
ORAHPR ]DNOMXpLWL GD X QDaHP LVWUDALYDQMX UD]JOLND
koncentracija MM i TIMP-1 u plazmi.

,VSLWLYDQMHP PRJXUuHJkotveémrati MMMD9 8 XlaZhhiQMLDV R SURQDAEO
VWDW]LYDWPMQH UDJOLNH RHPHYXDBRAQPDX VNXSLQL JGUDYL
skupini bolesnika s KOPBM. OHYyXWLP ]QD pdd@r&ijQTEMRK SURQDA&AOL VPR
NRG JGUDYLK SXabpD X XV&eRUHEDHDL SBNXUDNKBL@HSEROHV C
SRGLMHOMHQLK SUHPD SXaDpNRP VWDWXVXQQ@QbIWH@ER OR V
koncentracije MMPO SURQDYHQH VX X ERPM\BXEADDDY X.2BHQRVX QD
S X abepwHbolesnika s KOPRRP QHSXAREGODRVX QD ]G WbkyrbzlikaHiS XaDpH
koncentraciji TIMRL1 nije bilo (tablica 46.). Navratilovai suradnici (2012su REMDYLOL VOLPp
rezultate u serumispitanika 3UHPD QML KRY RKéncenfra¢iiaNdaR- Y DAGIMW DN R Y H U
bila Y H U boleénika s KBB-RP SXaDpD X RGQRYV XteQ Dole&hlBdsYKOPBX & D p H
RP QHSX&4DpD X RGQRVX QD ]G U D koHceftid§iX@ANF HL]BRWX UD]O
bolesnikas KOPBRP SXaDpD L J]GUDY L Hli fe koadeptaci@lUNWPH. Hda © R G D

u bolesnika s KOPBRP QHSX&aDpD X RGQRV X 6XE J&WIMH QO-ashPa DYy W U
llumets i suradnici (2011) sproQ D a O Lkovi¢eéritdaciju MMPO X SOD]PL n8gbad D pD

Q H S X a D pa2likeaGuRadcentraciji TIMRL1 nije bilo. 9 H (k&ncentraciju MMP9 u plazmi
SXabgg X QHSXAaDpD RSHamDaiLsuxalnidi (1998) AWRYLAH NRQFHQW
MMP- MH ELOD YHUD X SXaDpD NRML VX SX&aLOL YLaH RG
PDQMH RG JRGLQD 7DNRYHU VX SRNIEDODL BSDQMWMB NRGF &)
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NRML VX SUHVWDOL SXaLwL QD PMHYREHPRHIIRN 8 R& bR Q/ILK
RS D& BQ Y L &kbhGebtracgéa MMP-9 u bolesnikas KOPBom QH P Reébstavno
REMDVQLWL XWM tl OOkt FPang X @eil) N6 XY HP SDWRobtddnRO RANLP ¢
KOPB-u. SQ L & Ko@dentracija TIMP X J]GUDYLK SXuDXNDRRYDWL QD SRpl|
smanjenu sposobnost inhibicije proteaza koja bremenomPRJOD GRYHVWL GR QHU
LIPHYyX SURWHD]D L DQWLSURWHD]D

lako je spirometrija dobro poznata ipastavljena metoda za dijagnozu KORB L SUDUHQMH
SURJUHVLMH EROHVWL GLMDJQR]D EROHVWL VH pHVWR SR
X]QDSUHGRYDOD 6WRJD SRVWRML MDVQD SRWUHED ]D VS
postavljanje dijagoze u asimptomatskih bolesnika u ranoj fazi bolesti. 1z tog razloga smo

NDR GLR RYRJ LVWUDALYDQMD DQDOL]RP 52knd¢htiadijxk OMD L\
MMP-9 i TIMP-1 NDR PRJXULK ELRNHPLMVNLK ELOMHJID-4D UD]OLN
zdravih osoba Rezultati ROC analizesu SRND]DOL YUOR GREUX GLMDJQR
koncentraciju MMP9 (slika 429. i tablica 4.7 aWR @ddb@nbiljegom za razlikovanje

bolesnika s KPB-om i zdravih osoba. TIMRE VH SRND]DR diskilninacydRia
SDUDPHWDU awR MH X VNODGX V QHSURPLMHQMHQLP YULN
s KOPBom i zdravih ispitanika.=DQLPOMLYR MH GD MH SUHWKRGQR RE
temelju ROC analizeSRND]DOR ORA&X G L Mixd @dnsewiradijiN MIPYW R peQ RV W
TIMP-1u SOD]PL .23% EROHVQLND QWS X@linped¥ i KurS XBADKWD L
WHPHOMX QDALK UH]X O aptbiali JRIFDAHEFINSstkbhCettiRGEje MMLP

9 (>147,93ng/mL) za kojubi vrijedilo da vjerojatije ukazujena ostu oboljeluod KOPBa,

nego da seradiozdravgj VREL 1HG RV W D F parBinretalaa\svdkQavieynéhjsk J

bili bi visoka cijena samogesta WH pLQMH Q L F korgéhtr&keMME-D endima

nalazimo u mnogim drugim bolestima, popbblesti kosfu, reumatoidnog artritisa,
$O]KHLPHURYH EROHVW®HWXGXD]IOGPLYLMHWKWRUPMDWQR GD
SRMHGLQDpPpQR GDWL MHGLQVWYHQX LQIRUPDFLMX R EROH\
LPDWL YHUX GLMDJQRVWLMNEQRVSAWRIQRRWMBPHN X X\OUNLY DU
UHJUHVLMVND DQDOL]D QD&aLK UH]XOWDWD SRND]DOD G
kombinacijomkoncentracije MM u plazmis koncentracijom CRR u serumue udjelom
segmentiranih neutrofilalimfocita u krvi AUC = 0,975;95 % interval pouzdanosti = 0,913

0,997; P<0,05ftablica 4.8 AWRYVYDQPHWLUL SDUDPHWUD QHRYLVQLP S
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.DNR ELVPR XWYUGLOL PRJXUX SRYH]DQRYHMMbRJehskithQH NR C
varijacijama kod obolelih ¢ .23% LVSLWDOL VPR XpHVWDORVW C
promotorskoj regiji gena za MMP (-1562 C/T i(CA), dinukleotidna ponavljan)ae jednog
polimorfizma u egzonu 6 gena za MMP(Q279R koji se povezuje £ R J X UgRojenom

aktivnosti ovog enzima\i za jedanod ispitivanih polimorfizamaMMP9 JHQD QLVPR SURQL
]1QDpDMQH UD]JOLNH X XpHVWDORVWL JHQRWLSRYD QLWL X
KOPB-om i zdravih ispitanika &blice 4.9 4.10.). 7D N R yij¢ Bilo Y WDWLVWLpPpNL J]QD
razlika u koncentraciji MMR9 ovisno o genotipu MMP9 gena (za sva tri ispitana
polimorfizma) niti u jednoj skupini ispitanika #blica 411). Prethoda LVWUDALYDQM
polimorfizma jednog nukleotidel562 C/Tpokazahsu YHUX XpHVWDORVW 7 DOHOTL
od KOPBu japanskoj i kineskoj Han populac{iMinematsu i sur., 2001, Zhou i sur., 2004,

,WR L VXU -RRAWXWNLRUDGQLFL VX SURQDaOL SRY
MMP-1 i MMP-12, ali ne i MMPR9 (-1562 C/T i(CA), SRQDYOMDQMD VD VPDQMtI
IXQNFLMH SXaDpD 7LMHNRP LVSLWLYD-QWBMP2RMMHIDORVWL S
razvojem KOPBa X SRSXODFLML DPHULpNLK YHWHUDQD SXabpD Q
KRPRJLJRWD PHyX REROMHOLPD RG .23% D DQDQG¢iRP KDS
Y H UL (EA)RIMukleotidnihponavljanja povezani s rizikom razvoja KORETesfaigzi i

VXU ,VWUDALYDQMH QD EUD]JLOVNRM SRSXODFLML
polimorfizama u promotorima gena za MM MMP-9 (-1562 C/T) i MMR12 s amzvojem

KOPB-a (Schirmer i sur., 2009). Haqg i suradnici (2010) su genotipizirali 26 polimorfizama
jednog nukleotida u genima za MM MMP-9 | MMP-12 u skupinama od 977 oboljelih od

KOPB-a L ]JGUDYLK SX&abD p Oekld XWHR SWXN BBl BRD & €amo SIfRY HIDQ R
polimorfizma MMP V WHaNLP L YUOR WHAaANLP VWDGLMLPD E
LVWUD 4,LPe® QsMraddib (2010) su izvijestili kako je T alel na pozieljp62 pbu

promotoru gena za MMP |QDpDMQR UMHYL X REROMHOLHKacRG .23% .
Nedavio LV W U D gravedeqovaHiviema velikm skupinama Nizozemaca pokazgéoda
polimorfizmi jednog nukleotida u genima za MMP MMP-2, MMP-9 i MMP- QH XWMHpX
QD VQLAHQMHU)@D V HapgByY PRARY SUHGYLGMHWLfiS8aLVXVWY
Phel24Phe u genu za TIMP(van DiemenL V X U 'DNOH SRVWRML YHOL
XNOMXpHQRVWL L V&naWydny LaQAVK® $ rRaSdnBKRADORA] To bi se moglo
REMDVQLWL ODA&QR SR]LWLY QLPLWW POGNSY)PIELR Db LDBO RFR W
HWQLPpNLP i DgmimjErBriD odabirom kontrolnih ispitanik§ome u prilog ide

nedavno provedena medaaliza koja je pokazala dpostoji povezanost-1562 C/T
polimorfizmaMMP9 gena i rizikarazvoja KOPBD DOL MH RQ pig Bh@aMiz@ X VNX
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u skupini bijelach WH SRVWRML SRYH]DQRVW NDGD NR@MUROQX V|
sur.,, 20B). 6WRJD VX SRWUHEQD GDOMQMD LVWUDALYDQMD Q
definiranim skupinama i uz upotrebu nepristranin met&d&o bi se razjasnilauloga
polimorfizamaMMP-9 u KOPB-u.

5.8. DPPIV KAO POTENCIJALNI NOVI BILJEG KOPB -a

-HGQD RG SUJRWrhbDj¢in @#ktiiWMdt|DELOMHEBRILPX NUW&Mih QLP
bolestima je DPPIV. S obzirom da DPPIkda UD]OLpLWH titke RnokRlkauNL DN
XNOMXpXMXiUL NHPRNLQH S U pratheRjshaCDNMD IMOPRRY & DX ES. OQX N HR |
pridonositi razvoju upaleU QD&HP LV Wsigtradkly Dpalid Kolesnika s KOPBmM
GRND]DOL VPR dhéehtiadijbnQukEpnid leukocita, nedita i CRP tablica 4.3.;

prema 6RPERUDF % D p X UDNddalj¢ XW serumu bolesnika sa stabilnom KOPB
SURQDA&AOL VPR ]QDpDMQR VPDQMHQX DNWLYQRV(ka33,9 X X
4.37.;prema6 RPERUDF %DpXWUDOHWOXWLP QREORPR/YWDWLVWLpPNL ]QC
X DNWLYQRVWL '33,9 LIPHYyX SR GMVNEGSLDRDGEIDABHEBQIDND V .2
4) (tablica 412.; prema6 RPERUDF % DpXUDWHWXHU RYDM SDUDPHWDU Q
NDR SRND]DWHOM WiHvh @ddkipRarddddshika kivibsDPPIV bila je
VWDWLVWLpN Lnggp D pddavilQispitBrike 84 DL akdé@dast DPPIV u serumy H i X

GOLD 2 stadiju bolesti mogla bi biti rani pokazatelj pojavnosti KPR Y R ]D S BanipQ M H

MH GMHORPLpQR D& IVYNCDONGEKP VXibptaitreinBijalRogikda bolesnika s
NURQLPpQRPEXNBR®RP PHYyX NRMLPD VX E&@de e &kEBRBMHOL R
'33,9 REUQXWR NRUHOLUDOD VD VWXSQMHP SNrlyyRQ@LpQH XSI
,VWUDOBBIRGWIBDWLPD WNLYD L] QRVD EROHVQLRDPHV NBRQL
pokazaloGD VH VPDQMHQD DNWLYQRVW '33,9 PRaH SRYH]DWL
(Grouzmanni sur., 8 VOXpDMX DVWPH MR& MHGQH XpHVWDOH
L V Wanja &l Yokazala da nema razlika u aktivnosti i koncentraciji DPPIV u serumu u
usporedbi sa zdravim kontrolama (Van Der Veldsar.,1999, Remessur.,2011), dok je u

jednan LVWUD QDPHXMX SRYHUDQD NRQFHQUDFILIMD20@73.,9 X SO
PUHGORAHQL PHKDQL]PL VQLAHQH UHJXODFLMH '33,9 WLMH
EURQKLPD LOL KUVNDYLFL VX VOLpQL L YMHURMDWQR XN
SDWRIL]JLRORJLML RGJRY DU Dgurx 200K, LEMIE 140r.V2008, ‘BusX | P D Q Q
sur.,,2005). 8 RYRP UDGX |DELOMHALOL VPR ]QDpDMQR VQLAHQL

leukocitau bolesnika s KOPBm u usporedbi sa zdravim kontrolarftablica 4.3.;prema
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6RPERUDF %DpXUYD3RGXSUHWSRVWDY N RWgGRKkdMHPPYHIUL GLR
VHUXPX SRULMHNORP L] OLPIRFLWD RSDAaHQD VPDQMHQD
GMHORPLFH REMDVQLWL VQLAH@HPXW URMWO RAHBIIR ANLWRDID LX
proces u KOPBX WDNRYyHU EL PRJDR YRGLWILDRPR sViRdnfprdhel QRJ R
stanica ili bi enzim mogao biti inhibiran interakcijom s nekim molekul&oja sudjeluju u

razvoju N U R €ub$k® KOPB-u (Lambeir i sur., 2003)

Kako su se ispitivane skugiH UD]J]OLNRYDOH SMHFPRGREILX L WWMaHF D N
DNWLYQRVW '33,9 1LVPR SURQD&OL NRUHODFLMX L]JPHYX I
ispitanika niti u bolesnika s KOR8m (slika 438.) (6 RPERUDF %DpXUDAaWRXMH X

skladus rezultatima koje su pokaz&le Chiara i suradnici (2009). UtomWUDALYDQMX NRI
SURYHGHQR QD YHOLNRP EURMX J]GUDYLK LVSLWDQLND C(

koncentracije DPPI\ serumu dobi.

,VSLWLYDQMHP PRJIJXUHJ XWMHFDMD SXaHQMD QD DNWLY
]ODPDMQH UD]OLNHE LYRHKXSXEDPPDL QHSXADpD QL X VNXSLQ
skupini bolesnika s KORPBM.ZQDpDMQR PDQMH DNWLY QRNWINKBs3,9 SUR:
KOPB-RP SX&aDpD L QHSX&aDpD X RGQRVX QD J]GUDYH LVSLWD
premaSomborac% D p XUD L ) ¥hitvanja aktivhosti DPPIVu bronhoalveolarnom
LVSLUNX SXaDpD L QH Sabdararlikg De\pRsidieL{JuillEragaRnéret i sur.,

1997; Van Der Veldeni sur.,1999. ORaAHPR ]DN O Mppd MQ HG\DaXbIsH) H

'33,9 SRYH]DQH V QHNLP GUXJLP SDWRIL]JLR@QRANLIEBE SURFH®
SXaHQMHP

DLMDJQGRWVRHAL@RVW DNWLYQRVWL '33,9 NDR P Radlkadviinje ELRNHF
oboljelih od KOPBa i zdravih osobaispitana je analizom ROC krivuljagRezultati ROC

analize SRND]DOL VX YUOR GREUKDGOLWWUDRRWWp'8X, VR p ORYWWA
ROC krivulje (AUC) od 0,80195 % interval pouzdanosti = 0,7270,863; P<0,001jslika

4.40. i tablica 4.3; prema6 RPERUDF % DpXURBatHFKOMX RYLK UH]XOWDMW
SUHGORALWL RSWLPDODNWLINYDQR\MLW X "BME) 9 ko QiRviNjatlilo

da vjerojatnije ukazuje na osolmboljdu od KOPBa, nego da se radi o zdravoj osobi.
Navedeni rezultatukazujuda bi se aktivhost DR¥Y mjerena spektrofotometrijski u serumu

mogla koristiti kao vrijedan i jednostavan biokemijski pokazatelj bolesti u svakodnevnoj

praksi.Da bismo ocijenili pouzdanost aktivhosti DPPIV kao ranog biomarkera, potrebno je
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ispitati i aktivnhost DPPIV u najramij, GOLD 1, fazi bolesti. Postoji samo nekoliko

LV W U D@ hidnia@dviia testiranim u GOLD 1 i 2 fazama. Hacker i suradnici (2009) su
SURQD&OL VWDWLVWLPNH UD]OLNH&X3ULQPHYIX 163JDY+&K3LVS,
bolesnikas KOPBom u GOLD 1i 2 fazama.aWRYLaH LVWD VNXSLQD DXW
SUHGORALOD GD EL VH SRYHUDQD NRQFHQWUDFLMD +63 )
KOPB-D X QDL]JOHG JGUDYLK SX&aDbDrughQN MUNDRLLW DLGEM¥XUS R N L
]ODpDMQR SRYBOIDQR ## ITokresRamosi sur., PHYXWLP &53 QLN
VSHFLILpDQ ELOMH &uj.[2010)38erojatbije/jelGD KRPELQDFLMD GYD LO
parametara datf Hi X GLMDJQRVWLPpNX L ®]ednin RovharkepmiaXakoUL M HG Q
je multivariDWQD ORJLVWLpPpND UHJUHVLMVND DQDOL]D QDAaLK L
WRpPpQRVW SRYHUDYD NRPELQDFLMRP DNWLYQRVWUL '33,9 X
serumu i udjelom limfocita u krvi (AUC = 0,9395 % interval pouzdanosti = 0,879,968;

P<Q05) (tablica 4.14.)(prema 6 RPERUDF % DpXUDaW R/ ¥l QiLparametra

neovisnim prediktorima bolesti. DNR EL NRQDpPQR GHILQLUDOL '33,9 Ql
KOPB, osimmjerenja u ranim fazama bolesSRWUHEQD VX GRGDWQIXeLVSLWL"®

uloge ovog enzima u nastanku i razvoju bolesti.

=$9541% 5$=0%$75%1-%

3XaHQMH FLIJDUHWD MH QDMYDAaQhAMIDNRPEZEBPRNGUR]BNX B DpD]
bolest, jasno je da u pPd4RIHQH]L EROHVWRMXDEM®@®AE KORIXVN® SUHGL
pLPEHQLFL RNROL&D 'LP FLJDUHWD L]JD]JLYD XSDOX X GL
pojedinaca koji razviju bolest taj upalni odgovor je neprimjeren, te dovodi do opstrukcije
GLAQLK SXWRYD &aWRYLaH VYD WUL SHdépsaavilDovimi@di XpHQD
(kroQLpQD XSDOD RNWHGQHUMYNRRWWAMH\BURWHD]D L DQWLS
RYLVQL PHKDQL]JPL NRML XNOMXpXMX EURMQH LQWHUDNF
SURFHV SRSUDYND RAWHUHQMD X]JURNR D Qdnode@anfuRP FLJ
LIYDQVWDQLpPpQRJ PDWULNVD SRGORJD VX NURQLpPQRP WLM
Nadamo se da rezultati ovog rada pridonose boljem poznavanju tih kompleksnih odnosa, jer
razumijevanje patogeneze je osnova ranijem postavljalWuRid QR]H EROHVWL DOL L >
OLMHpHQMX EROHVQLND
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3XaHQMH FLIDUHWD MHGDQ MH RG JODMQDIO b XREHDR N E WR
GRVDGDaAQMLPRDWIFROMMERWUHEPRP URHWRED MRO ML NUPNYX QDp
SDWRIL]JLRORJLML EROHVBMAHNBSNRSR]JQMHY BERIHXUL®ORVWDYO
oboljelih.

1.

,VSLWLYDQMHP FLWRWRNYVL pr@ RiEgskirh akéoMMirgmtélnvhD GL P D
VWDQLFDPD OLQIPWRHGR |DNFCEMDXpND GD NUDUGLP L]ODJDQ
koncentracijamaX %, 10 % i 20 % stanice umiru apoptozoniP€0,01) GRN YHUH
NRQFHQWUDFLMH GLPD L WLMHNRP GXaHJ SHULR
stanica u obliku nekrozg<0,001)

'LP FLIJDUHWD NRNNRINWIDGGUJEVYHEU RM@®HWWLYQH NLVLNRY|
XJURNXMH R&WHUHQMD UD]OLPpLWLE VW NPLPLFLIKP IV WRUYH X
SRYHUDQMHP NRQFHQWUDFLMH 0'$ SURDXIBNWD OLSL
smanjenjem korentracije slobodnih tiolnih skupina proteir(®<0,05) ovisno o

koncentracijidima

BURWHLQL REZWHUHQL GLPRP FLJDUHWD XVPMHUDYDMX
NRQMXJDFLMRP V PROHNXODPD XESRYLIH@DP HWR QF
ubikvitin-proteinskih NRQMXJDWD X VW DigravR@rP deldviaR ditdeQ L P

cigareta u odnosu na netretirane stanice.

Izlaganjem A549 stanica dimu cigareta, dolaziadttivacije ER stresnog odgovora, a
WR GRND]XMH SRYHUDQDQ R D ]ti®DanjéhaiERidvoQinteza
proteina (P<0,01).

Smanjena sinteza proteina vjerojatno pridonoSIRY H U D Q M XslobdddhiL Q H
aminokiselina unutar A549 stanic& ( ]JDMHGQR V UD]JJUDGQMRP SUF

dimom cigareta za koju smo dokazali da se odvija putem proteasoma.

lako £ UPR R E L p&@é&zuje sS R Y H U BKiMRd3tiproteasomaPL VPR J]DELOMHAI
]QDpDMQR V$® QrM Bkfvibisti proteasoma (kaspazne, tripsinske i

KkikPRWULSVLQVNH SRG XWMHFDMHP GLHMARO,FL JEWRWIX X |
PLOQL QHGRYROIMMIRFPBIPLFNRFHVX XNODQMDQMD RaAWHUH

.DR GLR VWDQLpPQRJ RGJRYRUD QD VWeldttaktu dim$ VWD
cigaretau koncentraciji od 20 % tijekom 8 te u koncentraciji od 10 % i 20 % tijekom
24 hdolazi do porasta ekspresije HSP8akon 48h stimulacije sekstraktom dima
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cigaretau koncentraciji od 20 %lolazi i do porasta ekspresif@SP27 Ekspresija
HSP70QLMH SRND]DOD VWDWLVWLPNL ]QDpDMQX RYLVQR'

vremenima

TDNRYHU GROD]L L GR igrdlRiMm putb@ria. EsteRi3dimd cigaretae
XWMHpH ]QDpDMQR QD UD]L QIXKH pBg 8 BF4Y stdhidanXaNaliS QL K (
UD]JOLPLWR DNWLYLUD SRMHGLQH 0$8au dtivaGiFERK) ]L GR ]
aktivaciju JNK nismo uspjeli detektirgtidi nakon 24h u stanicama tretiranim
ekstraktom dima cigareta (20 %3 ROD]L GR J]QDpDMQRJ SRUDVWD UL
(P<0,001).

RH]XOWDWL VX SRND]DOL GD $9, alipatDuGecdjeriekStidkist DG U & H
dimacigaretaV YUHPHQRP X PHGOMVEBM2aMPR RWSXaWDMX )
PDQMRM ndde Qdtrptirané staniceWR EL PRJOR SULGRQLMHWL XI
proteaza i antiproteazaznY DQVWDQLPpQRP SURVWRUX DOYHRODUQL

10.U bazalnim uvjetimé&MN bolesnika s KOPBRP RW XXEQWDPMMQR-9YUaH 003

odnosu na PMN zdravih kontrola (P=0,016), dok nakon izlaganja PMN zdravih
kontrola ekstraktu dima cigareta nema razlika u odnosu na PMN bolesnika ss KOPB
RP L]JORAHQLK HNVWUDNWX GLPD FLJDUHWD9 (6D]JOLND
meGLMX L]QDG 301 VYDNRJ SRMHGLQDpPQRJ LVSLWDQLNTEL
ekstrakta dima cigareta pokazuje da stimulacijom PMN zdravih kontrola ekstraktom
GLPD FLIDUHWD GROD]L GR $RI%dhidd QaRodleRNKSSHAODRE QM D 0
om (P=0,025),aWR GRND]XMH NURQLpPpQX DNWLYDFLMX 301 E
ulogu u razvoju upale i razgradigiYDQVWDQLpPpQRJ PDWULNVD X SOXuL

11.6LVWHPVND QHUDY QRW H & [R [SLWRPOMHHDINDIDIR B QR QF-UHROW/HIID]

MMP-9 (204,13 (115,70 351,24) ng/ml. u plazmibolesnika s KOPB®m u odnosu

na zdrave ispitanike70,25 (52,48- 104,96) ng/ml. (P<0,00), dok razlika u
koncentraciji TIMP1 nije bilo PovHUD QD NRQFHQWWD¥QMD VB3YHUO X *
2 podskupini bolesnika s KORP@n, alL EH] V W DQMDHKDWEHLIKaN] P H yshadija
bolesti(GOLD 2, GOLD 3 i GOLD 4)

12NLVPR SURQDAOL VWD W lu\kitidepthatiji NMMP9 D Mazii L B HG XN H

SX3aDpD L QHSXEDpD QL X VNXSLQL JGUDYLK LOSLWDQLN
DOL VPR BPQREOM@Mcentraciju TIMP NRG JGUDYLK SX&DpD X X
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VD J]GUDYLP QHSXaADpLPD GRN X -orm\Npodijel@rih BrentaHV QL NL
S X'aD p N R Prazlkaukence®hxaciji TIMP1 nije bilo.

13.$QDOL]D 52& NULYXOMD SRND]DOD M HzaYkh€eRtraBilg EUX GL
MMP-9 u plazmi (AUC = 0,889 aWRLQL GRilegbmPza razlikovanje
bolesnika s KOPBRP L JGUDYLK RVRED GRN MH PXOWLYDULNM
analiza SRND]DOD GD VH GLMDJQRVWLpPpND KohBentaBi¥ W SRY't
MMP-9 s koncentracijom CRBte udjelomsegmentiranih neutrofilelimfocita u krvi
(AUC=0,97 AWRRKIDQhHWLUL SDUDPHWUD QHRYLVQLP SUH¢

14. ,VSLWLYDQMHP XpHVWNMER¥N {1562R3DL [ER)LdihjKeBtidna
ponavljanjau promotorskoj regiji genée Q279Ru egzonu 6 gena za MM® nismo
SURQDA&AOL VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQH UDbD I kKdrbvih]PHY X V

ispitanika, niti povezanost koncentracije MM genotipovima ispitanika.

15.U serumu bolesnika s KOP&n, kod kojih je dokazana sistemska upf@ RYHUD QD
koncentracija ukupnih leukocita, neutrofila i CRMPalazimo smanjenu aktivnost
DPPIV (23,05 (14,41 31,02) U/L), proteaz&oja bi moglapridonositi razvoju upale,
u odnosu na zdrave isgitike (39,01 (31,6851,45) U/L).6QLAHQD DNWLYQRVW
MDYOMD VH YHU X *2/' SRGVNoSDQL ERDMMDWIMWY LER ¥
razlika i] P H ys¥éadija bolesti (GOLD 2, GOLD 3 i GOLD 4).

16.7DNRYHU VPR SBEK\DJD DRPIG® X W MBHK[Elstats ispitaika.

17.S obzirom na dokazan¥ UOR GREUX G LM DakiyRoStVIDEPRIM X s&vimfp Q RV W
(AUC = 0,801), ovaj enzim bi sSsDNRYHUNRRIVR/ LWL NDR XpLQNRYL
pokazatell[KOPB-aa OXOWLYDULMDWQD ORJLVWLpPpND UHJUHVLM
diaJQRVWLpPpND WRPQRVW SRYHUDYD NRPELQDFLMRP DN
CRPa i udjelom limfocita u krvi (AUC = 0,933 a W R i pyafQdarametar neovisnim

prediktorom bolesti
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PRILO G A: Popis kratica

ANOVA jednosmjerna analiza varijan@eng.One Way Analysis of Variance
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Apaf-1 apoptani faktor 1 koji aktivira proteazéeng.apoptotic protease activating
factor-1)

ATF DNWLYLUDM X i fakierendlactiNatingSrarshtipion facton

AUC SRYUALQD LVSRG 5 2ar&a hnddr thX ROCHure Q J

BHT butilirani hidroksitoluen

BiP SURWHLQ NRML YHA&H HirRiXgIrRmMd&yBbUpidn HQ J

BSA JRYHYL VHUXPVN boire Eexumla®unthQ J

CAD DNaza aktvirana kaspazama (encpspaseactivated DNse

CAT test za procjenu KORB (eng.COPD Assessment Test

CHOP SURWHLQ KRPRORJDQ SURWHLQX NRMICOAMTYHAaH ]D
enhancer binding protein (C/EBP) homologous pratein

CRP C-reaktivni protein

CSE ekstrakt dima cigareta (engigarette Smoke Extract

dATP deoksiadenozub'-trifosfat

dCTP deoksicitidin5*-trifosfat

dGTP deoksigvanozirb-trifosfat

DISC signalni kompleks kojiS R Vémth &ngdeath inducing signaling complex

dNTP deoksinukleozidtrifostat

DMSO dimetil-sulfoksid

DPPIV dipeptidil peptidaza IV

DTNB 5,5 ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina

dTTP deoksitimidin5*-trifosfat

El ubikvitin-DNWLYLUDMXUL HQ]JLP

E2 ubikvitn-NRQMXJLUDMX UL HQ]JLPL

E3 ubikvitin-proteirskeligaze

EGR1 protein rasta ranog odgovatgeng.early growth responsg)

H,) . eukariotskifaktor . inicijacije translacijgeng.eukaryotic translation
LQLWLDWLRQ IDFWRU

ELISA enzimska imunokemijska analigang.enzyme linked immunosorbent agsay

ER endoplazmatski retikulum
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ERAD razgradnja povezana s ERn (eng.ER-associated degradation

ERK kinaze reguliran& Y D Q V W Bignalmt dhgextracellular signa
regulatedkinase$

FADD protein koji ima domenu smrti i povezuje se s-bas(engFas-associated
death domaih

FEV; forsirani izdisajni volumen u prvoj sekundi (efigrced expired volume in 1
secondl

fMLP formilmetionikleucil-fenilalanin

FVvC forsirani vitalni kapacitet (endorced vital capacity

GADD34 protein 34 kojeg inducija zaustavljajerast L R &iy¢ BNA (eng growth
arrest and DNA damagmducible protein 3%

GCLC NDWDOLWLpPpND S REsMirkeligaze Febgdl@axiatdy@ine
ligase, catalytic subunjit

GM-CSF faktor koji stimulira rast granulocitnronakrofagmh kolonija (enggranulocyte

macrophage colony stimulating facjor

GRP proteinreguliranglukozom(eng.glucoseregulated proteih

GSH reducirani glutation

HGF faktor rasta hepatocita (engepatocyte growth factpr

HNE 4-hidroksi2-nonenal

HO hemoksigenaza

HPLC WHNXULQVND NURPDWRJUDIL MiDh pecforRanee IgWiH O RW Y R
chromatography

HSE element WR S O L QV N Rhkea shick elemnes)i

HSF trankripcijskifaktori WR S O L Q V N Rliled shhick traHoQption factoys

HSP prRWHLQL WR Send.lipat NHock prexdind

ICAD inhibitor CAD-a (enginhibitor of CAD

IL interleukin

IRE1 enzim 1 kojemu je potreban inozit@ng.inositol requiring enzyme)1

JNK kinaze koje fosforilirajuN-kraj c-Juna (eng.c-Jun Ntermind kinase$

KOPB NURQLpPpQD RSVWUXNFLMVND SOXUQD EROHVW

LC/MS WHNXULQVND Ndpeéktromeiriahiasgend Dquid chromatography
mass spectrometyry

LDH laktat dehidrogenaza

LPS bakterijski lipopolisaharid
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MAPKK
MAPKKK
MCP-1
MDA

MK

MMP
mMRC

MNK
MSK

MTT
NF- %
Nrf2

ns

PBS

PCR
PEGOPFP
PERK

PMA
PMN
PP1C
RFLP

ROC
ROS
RSK
RTK
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proteinske kinaze aktivirane mitagena (engmitogenactivated protein
kinase$

kinaza MAPK (engMAPK kinasg

kinaza kinaze MAPK (endMAPK kinase kinage

PRQRFLWQL NHP R\¢mmdhbdy@ cherotaditpGde-1)
malondialdehid

proteinske kinaze ke se aktiviraju putem MAPK (enylAPK-activated
protein kinaseps

metaloproteinaza matrikgang.matrix metalloproteinase

, JPLMHQMHQR EULWDQVNR PHGL Mod@fdNBRitislv WUDAaLYD
Medical Research Countil

kinaze koje ulae u interakciju s MAPK (endMAPK-interacting kinases
mitogenima istresomaktivirane kinaze (engnitogen and stressactivated
kinase$

3-[4,5-dimetiltiazol2-il] -2,5-difenil-tetrazolijev bromid

MH]JULQ |D N Wwi&edr fettor BB J

jezgrinfaktor VOLpD Q H takidvu2 RehdhQclRd factor erytroid 2
related factor 2

nestimulirane stanice

otopina soli puferirana fosfatom (emhosphate buffer salife
ODQpPDQD UHDNFL M.polyRetakdPdHdinEacRadd) HQ J
esteri polietilenglikolnih derivata aktivirani pentafluorofenilom

kinaza ERa V O Lppa@ebsloj kinaz NRMD VH DNWLYLUD GYRODQPpPLC
(PKR) (eng.doublestranded RNAactivated protein kinase (PKHike ER
kinase

forbol-miristatacetat

polimorfonuklearni leukociti

proteirskafosfataza 1@eng.protein phosphatasiC)

polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata (emgstriction fragment
length polymorphism)

krivulja ROC (engreceiver operating chaeristic)

reaktivni kisikovi spojevi (engeactive oxygen species
ULERVRPDOQH 6 NLQD]H YoakbiapihddiahS6 Nind3esHQJ a

tirozin-kinazni receptori
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SAPK proteinske kinazaktiviranestresom(eng.stressactivated proten kinase$

SDSPAGE GLVNRQWLQXLUDQD HOHNWURIRUH]D X SROLDNULOI
uvjetima (engsodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoyesis

sDPPIV topivi oblik DPPIV (eng.soluble DPPIY

SNP polimorfizam jednog nukleotid@ng.single nucleotide polymorphigm
Sp1 VWL P X O L U DIMexgidtingilatRy\prbtedl)

t-PA tkivni aktivator plazminogena

TBA tiobarbiturna kiselina

TEMED tetrametil etilen diamin

TIMP tkivni inhibitor metaloproteinaza matriksa

TNB 5-tio-2-nitroberzojeva kiselina

TNF faktortumorske nekroze (entumor necrosis factQr

TRAIL OLJDQG VakdiDeR piptdzu (engT NF~related apoptosis
inducing ligand

u-PA urokinaza

UPR odgovor na razmotane proteine (eagfolded protein responke

VEGF vaskularni endotelrfaktor rasta (engvascular endothelial growth factpr

XBP-1 SURWHLQ NRML VH YH &bloga@ngXx$box DBR Gindlidgp M X ;
protein 1)
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PRILOG B: Rezultati sekvenciranja uzoraka DNA

3UDYLODQ RGDELU SRpPXHWRURQRL PWIHANVWI XR XSWDU IUDJPF
SRpHWQLFH SRWYUYHQL VX VHNYHQFLUDQMHP X]J]RUDND W
XPQRAHQH 3&5 SURGXNWH-1%8 C/T7polidétizanvddsdsnd BA i GG

genotipa za Q279R polimorfizam.

PCR podukti CC i TT genotipa sekvencirani su u oba smjera (prema naprijed i u obrnutom
smjeru). 5 HVWULNFLMVNR PMHVWR R]QDpHQR MH SODYRP ERMR

zelenom bojom.

CC genotip (prema naprijed):
ATATCAGCATTGGGCTGGGAGCCATGGCTCATGCCCEAATCCTAGCACT
TTGGGAGGCCAGGTGGGCAGATCACTTGAGTCAGAAGTTCGAAACCAGCC
TGGTCAACGTAGTGAAACCCCATCTCTACTAAAAATACAAAAAATTTAGC
CAGGCGTGGTGGGCACGCCTATAATACCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGC
AGGAGAATTGCTTGAACCCGGGAGGCAGATGTTGCAGTGAGCCGAGATCA
CGCCACTGCACTCCAGCCTGGGTGACAGAGTGATACTARBCCCCCCAAAA
ATAAAATAAAATAAATAAATACAACTTTTTGAGTTGTTAGCAGGTTTTTC
CCAAATAGGGCTTTGAAGAAGGTGAATATAGACCCTGCCCGATGCCGTGG
GCATTAGGAAGATC

CC genotip (u obrnutom smjeru):
AAGAATTTAACTTCTACTTCTTCAGCCCTATTTGGGAAACCTGCTAACAA
CTCAAAAAGTTGTATTTATTTATTTTATTTTATTTTTGGGGGGTGTAGTA
TCACTCTGTCACCCAGGCTGGAGTGCAATGGCGTGATCTCGGCTCACTGC
AACATCTGCCTCCCGGGTTCAAGCAATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGT
AGCTGGTATTATAGGCGTGUGSCCACCACGCCTGGCTAAATTTTTTGTATT
TTTAGTAGAGATGGGGTTTCACTACGTTGACCAGGCTGGTTTCGAACTTC
TGACTCAAGTGATCTGCCCACCTGGCCTCCCAAAGTGCTAGGATACGGG
CATGAGCCATGGCGCCCGGCCCAATAAGCTGTATTTAAAGGGCCTACTAG
TTTGCCAGGCCAA
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TT genotip (prema naprijed):
TTAGTCTTCATTCGGGCTGGAGACATGGCTCATGCCCGTAATCCTAGCAC
TTTGGGAGGCCAGGTGGGCAGATCACTTGAGTCAGAAGTTCGAAACCAGC
CTGGTCAACGTAGTGAAACCCCATCTCTACTAAAAATACAAAAAATTTAG
CCAGGCGTGGTGGGCATGCCTATAATACCAGCTACTCGGGAGGCTGAGG
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
QDSULMHG QLMH EUJPRJPRRMHEHEWIMBW SMOLPRUIQRJ PMHVWI
PCR produkta5 HVWULNFLMVNR PMHVWR .R]IQDpHQR MH SODYRP EF

AA genotip (u obrnutom smjeru):
GTGCAGGAGGCTGTCCGGTCGTAGTTGGCGGTGGTGGCGCACCAGCGGTA
GCCGTCGGAGCGACCGTCCGTGGTGCAGGCGGAGTAGGATTGGCCTTGGA
AGATGAATGGAAACTGGCAGGGTTTCCCATCAGCATTGCCGECTGGG G
TAGAGCCTGGGGCGAGTACTCCTCGCAGGACGAAAGACAGGAGAATTGCT
GGTGCCGGGATGCCGATGTGGCAATGAGAGTATATTTCGCCTAGGGAGTG
GGTCTGGGGGAGGTGTGTTACGGC

GG genotip (u obrnutom smjeru):
ATTTTGAGTAGCTGTCGGTCGTAGTTGGCGGTGGTGGCGCACCAGCGGTA
GCCGTCGGAGCGACCGTCCGTGGTGCAGGCGGAGTAGGATTGGCCTTGGA
AGATGAATGGAAACTGGCAGGGTTTCCCATCAGCATTGCCGECCGGE G
TAGAGTCCTGGGGCGAGAACATCTCTCCTCGGAGGCTGAGGCAGGAGAAT
TGCTGGAACCCGGGAGGCCGGCGGGCAAGTGAGCCTATATCTCCCCTATG
CACGGGGTCCTGGGGGAGTGACTGAGAGGCTCCCCCCTTCTTAAGACAGA
GAGCTGCGCTACTGGTTCCGAGTTGGCACAATTTTTTCCCTGATGGGCTTTGC
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PRILOG C: Znanstveni radovi autorice zastupljeni u Current Contents bazi

2YDM SULORJ VDGUAL GYD RULJLQDOQD ]QDQVWYHQD UL
REMDYOMHQD X pDVRSLVLRD& NRWHQWX &PYWHKQWMHBL]L D

problematiku iznesenu u ovom radu:

1. 6RPERUDF % D p Xdo Der $aQrh WIBrco; Franciosi, Lorenza; Slebos, Dirk
-DQ abPWAELALU 7LKDQD %LVFKRII 5DLQHU YDQ 2R
Cigarette smoke induces endoplasmic reticulum stress response and
proteasomal dysfunction in human alveolar epithelial cells Experimental
Physiology 2013 98(1) 316-325.

2. 6RPERUDF %DpXYUBROMYPYWD 6XQpLFD 5XPRUD /DGD yX
Dijana; Pancirov, Dolores3SRSRYWLQH 6DQMD 9DUOMHQ -DGUDQNI
ADQLU *UXEL ahatreaseKDIqhl2 dipeptidyl peptidase IV activity as a
potential serum biomarker for COPD. Clinical Biochemistry2012 45(15),1245
50.
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a,92723,6 $8725,&(

$QLWD 6RPERUDF %DpXUD URYHQD MH OLVWRSDGD
+HUFHJRYLQD 2Q9Q@RDOXOINRNRBXX %LKDUX DNRYX L =DJUHE?
je 1. gimnaziju u Zagbu i upisala Farmaceutskaokemijski fakultet, studij Medicinska
biokemija. Tijekom cijelog dodiplomskog studija primala je stipendiju Ministarstva znanosti,
obrazovanja i sporta za osobito nadarene redovite studente. DiplomdMijeldperoksidaza
u neutrofilima: povezanost s dobi i hormonskom teragljggod vodstvom prof. dr. sc. Mirne
6XpLU0U REUDQLOD MH YHOMDpH GIBRGRAHUDQWLPEAN
medicinske biokemijeL ] M H G Qriddgidt@ Redicinske biokemije

Od 01. srpja 2007. godine zaposlena je kao znanstvena novakagsstentica na
Zavodu za medicinsku biokemiju i hematologiju Farmaceutsikemijskog fakulteta
6YHXpLOLaAaWD X =DJUHEX QD SURMHNWX OROHNXODUCQC
opstrukcijske bolesti pK D $NDGHPVNH JRGLQH XSLVDOD
doktorski studij Farmaceutskdiokemijske znanosti, modul Medicinskabiokemijske
znanosti.

SULSUDYQLPpNL VWDa 1D ]GUDYVWYHQH GMHODWQLNH F
Zavodu za laboratgsku dijagnostiku. OLQLpPpNH EROQLFH 'kRWH YalineeDIJUHE
S R O RAW O R p @ilMihist@ 4wy zdravstva i socijalne skrbi.

Tijekom 2008. i 2010. (ukupno 4 mjesecaydvila MH QD JQDQVWYHQRP XVD
na University Medical Center Grongen u Groningenu, Nizozemske WU XpQR VH XVDYU3a
najednomPHYyXQDURGQRP WHpDM X jairidjCOMQHRN QWM B N RDY.DQMD L

Prvi je autor 2 originalna znanstvena rada zastupljena u Current Contents jeazi te
koDXWRU NRQJUHVQLK SWUWLRSBUHQRI®DUIHRGDpHEKKMPHMR L]O
PHYXQDURGQLP VNXSRYLPD Eds@BkaMAthgana. JKoBudd @ Jedhbg S
VYHXpLOLAQRJ QDVWDYQRJ WHNVWD

yODQLFD MH +UYDWVNH NRPRUH PHGLFLQVNLK ELRN
medicinsku biokemiju i labor@ ULMVNX PHGLFLQX +UYOKWMINRI GUX3E

molekularnu biologijue European Respiratory Society.
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POPIS OBJAVLJENIH RADOVA

=QDQVWYHQL UDGRYL REMDYOMHQL X pDVRSLVLPD NRML VX

1. 6RPERUDF % D p Xdo Der $dpri, Mazo; Franciosi, Lorenza; Slebos, Dirk
-DQ &aPWAXELALU 7LKDQD %LVFKRII 5DLQHU YDQ 2R
Cigarette smoke induces endoplasmic reticulum stress response and
proteasomal dysfunction in human alveolar epithelial cells Experimetal
Physiology 2013 98(1),316-325.

2. 6RPERUDF %DpXYUBROMYPYWD 6XQpLFD 5XPRUD /DGD yX
'LMDQD 3DQFLURY -*RORUIBY QMRS RODLUOMHQ -DGUDQNI
aDQLU *UXEL ahatreasbKDIgbl2 dipeptidyl peidase IV activity as a
potential serum biomarker for COPD. Clinical Biochemistry2012 45(15) 1245
1250.

SULRSUHQMD SRVWHUVND LOL XVPHQD QD PHYyXQDURG!
skupovima:

1. 6RPERUDF %DpXUDXPRQDWDDGD AULEDQGre 'Bddjyy, 3RSR®
YyHSHODN ,YDQD &b QL WMMRJX &nldaTlNMP-17doKder@&ions in
plasma of patients with chronic obstructive pulmonary disease Biochemia
Medicg 2012,A147.

2. 6XpLU OBBRPRUDF %DpXUWDOBYFREWDLU 7LKDQD /MXELLU
SHUNRYLUO /HLOD ,Y D Q-RmmekiDubkagkiBloniEeraSe) QIR 3 and
hScrib in A549 alveolar epithelial cancer cell lineCytopathology Abstracts of the
37th European Congress of Cytology, Supplemeg2®12 62-63.

3. 6RPERUDF %DpXWOMRBOQLWDGD OH&WULU ,QHV  9XNEF
ODWRNDQRYLU OLUHOD 3DQFLOHRY6DROMUHWSSBRDMY LY
*UXELALUO MNEK-® Qbcentration and MMP-9 gene polymorphisms in
patients with chronic obstructive pulmonary disease FEBS 3 Meeting "From
molecules to life and back" Book of Abstra2®12 237.

4. ODWRNDQRYLG OLUHOD *UGLU 5DMNRYLUO ODULMD .UI
6RPERUDF %DpXyBSKHBQDWD,YDQD a&abQLu *UXELaLO 7LK
Frequency of Q192R, LM and -108C>T polymorphisms of ponl and S311C
polymorphism of pon2 gene in chronic obstructive pulmonary disease: The
Croatian study. FEBS 3+ Meeting "From molecules to life and back" Book of
Abstracts2012 230.

5. Somborac, Anitg Pancirov, Dolores; ORMLU 6XQpLFD 'HWHO 'LMD
-DGUDQND yHSHODN ,YDQD #&DQflainmatarX Edled ofi 7L KD (
dipeptidyl peptidase IV in patients with chronic obstructive pulmonary disease
FEBS Journal: Abstracts of the 36th FEBS Congress "BiochgnfmtrTomorrow's
Medicine', 2011, 305.

6. Somborac, Anita 5XPRUD /DGD OLOHWLO ,YDQOigaé&ieQLU *UXI
smoke induces differential activation of MAP kinase signaling pathways in
alveolar epithelial cells HDBMB 2010 Book of Abstra¢td01Q 147.
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7. Somborac, Anitag van der Toorn, Marco; Franciosi, Lorenza; Slebos, -Dak;
9HUGRHV ODUWLMQ )ORUHD %RJGDQ 2YHUNOHHIW
Bischoff, Rainer; van Oosterhout, Antooigarette smoke disturbs protein
turnover inside airway epithelial cells American Journal of Respiratory and
Critical Care Medicine: Meeting Abstract301Q A3539.

8. Somborac, Anta 2VWRMLUO 6XQpLFD 'HWHO 'LMDQD 3DQF
-DGUDQND yHSAkO/Dast dipgmid) Dpeptidaze IV kod bolesnika s
NURQLPQRP RSVWUXNFL M.\BNchEMIS MedicR008 SEROIM3/ W L

9. Somborac, Anitag van der Toorn, Marco; Franciosi, Lorenza; Slebos, -Dak;
9HUGRHV ODUWLMQ )ORUHD %RJGDQ 2YHUNOHHIW
Bischoff, Raner; van Oosterhout, AntoorCigarette smoke - induced protein
damage: role of the proteasomeBronchitis 8: Obstructive Lung Diseases from
Conception to Old Age009 92.

10.Somborac, Anita 8ORJD SURWHDVRPD X GHJUDGDFLML SURW
cigareta. Biochemia Medica2009 A9-A10.

11.Somborac, Anta 5XPRUD /DGD yHSHODN , YDQD &abQLu
Effects of cigarette smoke extract on induction of TIMP1, MMP-9 and MMP-2
in human A549 cell line Book of Abstracts of the HDBMB 2008, Congress of the
Croatian Society of Biochemistry and Molecular Biology with international
participation, 2008 132.

12.Somborac, Anita 6 XpL U Bftetk€)dD hormonal therapy on myeloperoxidase
expression and activity EMBO Meeting on Cellular Signaling and Molecular
Medcine: Program & Abstracts2008 133-134.

6YHXpLOLAQD VNULSWD

1. aDQLU *UXELaALU 7LKDQD wDbDuULaLUGU .DUPHOD b5XPRUD
ODWRNDQRY Bdmborad) A\M@eEDOMHAEH L] %LRNHPLMH ]D VWX
Farmacije i Medicinske biokemije. Rumora, Lada (ur.)Zagreh Farmaceutsko
ELRNHPLMVNL IDNXOWH®16.YHXpLOLAWD X =DJUHEX
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6YHXpLOLAWH X =DJUHEX Doktorska disertacija
Farmaceutskobiokemijski fakultet

Zavod za medicinsku biokemiju i hematdogiju

$ .RYDpLUD =DJUHE +UYDWVND

02/(.8/$51, 0(+$1,=0, 3$72*(1(=( .521,y1( 236758.&,-6.( 3/801( %2/(67,
$QLWD 6RPERUDF %DpXUD
634(7$.

.URQLpPQD RSVWUXNFLMVND SOXuQD EROHVW .23% QDMXpHVWDOLMD
tijekom. Temeljni uzroci KOPBD XNOM X pQXMEX BIXBEHIHWD  p lteP geRsku prétispokiciO L Q H
'RVDGDaQMH VSR]IQDMH R UD]JYRMX XSDOH RNVLGDFLMVNRP VWUHVX L
REMDAQMHQMH QDVWDHQ PRL LY WRJIDAH VY IDMDHV ik R8aRENDiaD cipRreti 14548 D
alveolarnim epitelnim stanicama uzrokUNVLGDFLMVND R & ILE@MID SWARMHUpARD KAWR EL
GR JXELWND YDAQLK IXQNFLMD VWDQLFH R&HHAW QU R MXIRWHRLDIDX X WW C
do aktivacije (5 VWUHVQRJ RGJRYRUD X YLGX SRYHUDQMD dg bduo€itezeRVIRULOL
proteina. Smanjena sinteza proteina vjerojatno pridoref Y H U kdxéhiacijeslobodnih aminokiselina

unutar stanica |[DMHGQR V UD]JJUDGQMRP SURWHLQD RA&W Hpidte@doaltdg PRP FLJ
sustava. lako se ER stresni odgoWRIE L p&y€zuje sS R Y H U BKiMRd3tiproteasomadim cigaretauzrokuje
]QDPpDMQR \kispard,HtfpMrisdke i rdotripsnske aktivnostt SURWHDVRPD &aWR LK pLQL ¢
XPLQNRYLWLPD X SURFHVX XNODR) NDRWWNRBOPWHO R N IRG SRIRRVUHL QD VWU L
ekspresijedaDSHURQVNKEK3ISURWBHRQDEAWR QLVPR SRNDNROHUL GRO&ARU G R

0$3. VLIJQDOQLP SXWRYLPD ]QDpDMQR UDVWH UD]JLQD DNWLYLUDQH S
QLVPR XVSMHOL GHWHNWLUDWL 1DGDOMH UH]XQayvai\pod wjeca@R ND]DOL
ekstrakta dima cigaree YUHPHQRP X PH®RWIS 2 RWMRENQI®3 RWSXaWDMX X,PDQMRM |
AWR EL PRJOR SULGRQLMHWL XNXSQRM QHUDYQRWHAL SURWHD]D L DQ
leukociti (PMN) bolesnika s KOPBRRP RWSXOWPHNMMQR Y4 dHdesB na zdrave kontrole.
6WLPXODFLMRP 301 ]GUDYLK NRQWUROD HNVWUDNWRPB, ok 2 FLIJDUH\
stimulacija u bolesnika s KORRP QH L]D]LYD GRGDWQR SRYHUDQMH ¥W\RRGE R NDJ XIMXH
NURQLpQX DNIWERDHIMXND L QMLKRYX PRJXiUX XORJX X UD]JJUDGQML L
6LVWHPVND QHUDYQRWHAD SURWHD]D RP DRI MSAMRIDMER P X R E)AE G I WQULINFCL
MMP-9 u plazmi. Analiza ROC krivulja pokazala je vrlo dobru dijagnbE pN X WRPpQRVW ]D -8ilRQFHQWU
awR MH pLQL GREULP ELOMHJRP ]D UD]JOLNRYDQMH EROHVQLND L ]JGU
MMP9 gena {1562 C/T i (CA), dinukleotidna ponavljanja promotorskoyegiji te Q279Ru egzonu ppokazalo

je GD QHPD ]QDpDMQLK UD]OLND {ojP HzdxXavik Rsitlnike LK nitV podaanosti
koncentracije MMPO s genotipovima ispitanika. U serumu bolesnika s K@RB kod kojih je dokazana
VLVWHPVND X SIkapbi lesBciiHnetiQflli i CREF, nalazimo smanjenu aktivnost DPPIV, proteaze

koja bi moglapridonositi razvoju upale. S obzirom na dokazanW OR GREUX GLMDJQRVWLPNX WRpC
VH WDNRYyHU PRJDR NRULVWLWL NDR XBLQNRYLW ELRNHPLMVNL SRND]D!

Rad je pohranjen u CenttaQ RM NQM L& Q L-FEL RINHPR FHNWRMNRNXOWHWD 6YHXpLOLAWL

5D G VDG U2 stranice, 52 slike, 1fablica i 8 literaturnh navodh. Izvornik je na hrvatskom jeziku.
.OMXpPpQH WIUNRKDHILb QD RSV WU XN Feplttly tirb cigddexalER Btres BbiRitiN-gvoteasomalni
sustav, HSP, MAPK, MMP®, TIMP-1, DPPIV

Mentor: 'U VF 7LKDQD aDb, edavitFpsofeSdr aHatmaceutskamokemijski fakultet

6YHXpLOLAWD X =DJUHEX
2FMHQML DD pd.Lada Rumora redoviti profesor, Farmaceuts-biokemijski fakulte

6YHXpLOLAWD X =DJUHEX

Dr. sc. 2J Q M H Q, Zn4r3tidni savjetnikkarmaceutskebiokemijski fakulte

6YHXpLOLAWD X =DJUHEX

Dr. sc. Sanja3 R S RG@rlejidocent, OHGLFLQVNL IDNXOWHW 6YHXpLOLAWD X =
5DG SULK ¥2DstpHpR2013
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$QLWD 6RPERUDF %DpXUD
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, envirofex&raiand 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 cigarettesmoke 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 lead$i¢oaictivation of ER stress response in the form of increased
OHYHOV RI SKRVSKRU\O Qigvrdw@prbtein symih@ses. W 4 kxly-tHaBreduced protein synthesis
contributes to the increase in the level of free amino acids in the cells,aogéti the degradation of proteins
damaged by cigarette smoke inside the ubiquitimteasome system. ER stress response is usually associated
with increased proteasomal activity; however, cigarette smoke causes a significant reduction in, tagzse

and chymotrypsitproteasomal 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 wast 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 privthMPe9, butafter a while
treatment with the cigarette smoke extract increases the release of2MMEe medium and decreases the
release of TIMPL, which probably contributes to the overall proteasgprotease imbalance. In basal
conditions polymorphauclear 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, while in patients with COPD no furtherciease 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 proteastiprotease imbalance in plasma of patienth WiOPD is
manifested by increased concentration of MMAROC curve analysis showed a very good diagnostic accuracy
for concentration of MMPFB, making it a good biomarker for distinguishing patients from healthy individuals.
Testing the frequency MIMP9 gene polymorphisms1562 C/T and (CA)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 FRQFHQWUDWLRQ ZLW K s&X & ldatienty/ With OGPRQR W\SHV
with the observed systemic inflammationdieasedotal leukocytesneutrophilsand CRP), we found a decrease

in activity of DPPIV, a protease that could be contributing to the development of inflammation. As showing a
very ¢ood diagnostic accuracy, this enzyme could also be used as an effective biochemical marker of COPD.
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Thesis includes:204 pages, 52 figures7tables and 28 referenes. Original is in Croatian language.

Keywords: chronic obstructive pulmonary disease, epithelium, cigarette smoke, ER stress, ubiquitin
proteasome system, HSP, MAPK, MMPTIMP-1, DPPIV

Menthor: 7LKDQD abQL0 *U XullPadfessol Racult of Prarmacy and Biochemistry
Universityof Zagreb.
Reviewers: Lada Rumora, Ph.D.Full Professor, Faculty of Pharmacy and Biochemistry

University of Zagreb.

2JQMHQ mhODIeamior ScientisFaculty of Pharmacy and Biochemistry

University of Zagrb.

6 DQMD 3-Br&RPhIDiAssstantProfessorSchool of Medicine, University of Zagreb
Thesis acceptedt2" July 2013





