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1. UvOD

1.1. Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest (KOPB)

Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest je kroni¢na upalna bolest koja uzrokuje opstrukciju
protoka zraka u plu¢ima. Najcesce je uzrokovana dugotrajnim izlaganjem iritiraju¢im Cesticama
ili dimu cigarete. Popracena je pove¢anim rizikom od razvoja mnogih bolesti poput karcinoma
pluca i bolesti srca. Simptomi su varijabilni, ali najceS¢e obuhvacaju poteskoce u disanju,
stvaranje sektreta i kasSljanje (www.mayoclinic.org). Najéesce zahvaca populaciju pusaca, no
doprinose joj i mnogi drugi ¢imbenici. Godi$nje u prosjeku od komplikacija usred akutnih
egzacerbacija umire oko 3 milijuna ljudi. Cak dvije treé¢ine umrlih umire u azijskim zemljama.
Najopasnije su akutne egzacerbacije bolesti koje obuhvacaju kasalj 1 dispneju. Iako se akutne
egzacerbacije lijeCe lijekovima (bronhodilatatorima, kortikosteroidima i po potrebi
antibioticima), u nekim slu¢ajevima potrebna je hitna medicinska pomo¢. Cak deset posto
hospitalizacija uzrokovanih kroni¢nim egzacerbacijama je smrtonosno uslijed popratnih
komplikacija koje uzrokuju. Najces¢i problemi vezani su uz kardiovaskularne komplikacije
koje obuhvacaju ponajprije infarkt miokarda (Don D.Sin, 2019.). Smjernice za lije¢enje KOPB-
a nazivaju se GOLD smijernice i izdaju se svake godine (www.goldcopd.org). Prema GOLD
smjernicama KOPB se klasificira u 4 stupnja, ovisno o FEV (forisirani izdisajni volumen u
prvoj sekundi) (Tablica 1.).

Tablica 1. Klasifikacija KOPB-a u odnosu na FEV1

GOLD 1 >80
GOLD 2 50-79
GOLD 3 30-49
GOLD 4 <30



1.1.1. Patogeneza KOPB-a

U patofizioloSkoj pozadini KOPB-a stoji kombinacija kroni¢nog bronhitisa, emfizema i
pojacane sekrecije sluzi. Nema jednostavnog mehanizma koji bi obuhvatio ¢itavu kompleksnu
patologiju KOPB-a, ve¢ je to bolest koja je interakcija mnogih kompleksnih mehanizama. U te
mehanizme ubrajaju se oksidacijski stres, apoptoza i naruSena ravnoteza izmedu proteaza i anti-
proteaza. Dolazi do kroni¢ne upale i destrukcije alveolarnog zida. Ta pojava naziva se emfizem.
Na samom mjestu upale, znacajno je povecanje broja alveolarnih makrofaga, neutrofila i
citotoksi¢nih limfocita T, uz otpustanje medijatora upale (kemokini, citokini, ¢imbenici rasta).
Takav upalni odgovor moze se amplificirati oksidacijskim stresom, stoga i on ima vrlo vaznu
ulogu u patogenezi. Osim navedenih procesa, dolazi i do elastolize djelovanjem elastoliti¢kih
proteina (serinske proteaze, katepsini, matriksne metaloproteinaze). Cjelokupni mehanizam
nastanka ustvari je amplifikacija normalnog upalnog odgovora na dim cigarete (ili neke druge
iritiraju¢e Cestice uslijed, primjerice, zagadenja zraka). Rezultat je sporo progresivno

ireverzibilno ogranicavanje protoka zraka (MacNee, 2005.).

1.1.2. Molekularni mehanizmi u pozadini - urodena i ste¢ena imunost

Budu¢i da je bolest uzrokovana upalnim odgovorom na $tetnu noksu, potrebno je i razmotriti
mehanizam istog. Takav upalni odgovor kombinacija je urodene i steCene imunosti. Dok je
urodena imunost prva linija, steCena nastupa neSto kasnije. Odgovor zapocinje primarno
aktiviranjem makrofaga. Oni su kljucni u aktivaciji i regulaciji. Nastaju i diferencijacijom iz
monocita koji se povec¢ano vrbuju iz krvi pod utjecajem kemokina (CXCL1 i CCL2). Jednom
aktivirani makrofagi lu€e razne proupalne medijatore 1 kemokine (koji privlace citotoksi¢ne T-
limfocite i pomo¢nicke T-limfocite) te poticu i oksidacijski stres. Takoder luce i elastoliti¢ne
enzime povezane s emfizemom. Uz to, aktiviraju i transkripcijski ¢imbenik NF-kB koji dodatno
potige upalni odgovor preko MAPK (protein-kinaze aktivirane mitogenom). Cesto je reducirana
fagocitoza nekih bakterija poput Haemophilus influenzae ili Streptococcus pneumoniae
povezana s uCestaloS¢u akutnih egzacerbacija kod bolesnika. Iduce stanice koje imaju bitnu
ulogu u procesu razvoja ove bolesti su dendriticke Sstanice. One su specijalizirane antigen

prezentirajuce stanice i kao takve su bitna poveznica izmedu urodene i steene imunosti.
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Slika 1. Molekularni mehanizmi nastanka KOPB-a. Pokretaci cijele reakcije su ili epitelne
stanice ili makrofagi. Nakon susreta s iritansom, otpus$taju niz kemokina i citokina koji
posreduju daljnju lan¢anu reakciju aktivacije koja rezultira fibrozom, emfizemom i kroni¢nim

bronhitisom.Preuzeto: Barnes, 2017.

Bitni posrednici, €iji se broj povezuje s intenzitetom KOPB-a, su i neutrofili. Samo pusenje
promovira produkciju granulocita uslijed povecanog luc¢enja ¢imbenika rasta GM-CSF (faktor
stimulacije granulocitno-makrofagnih kolonija) i G-CSF (faktor stimulacije granulocitnih
kolonija). Adhezija neutrofila dogada se preko E-selektina, a potom na traZzeno mjesto dolaze
privuceni kemokinima (leukotrienB4, CXCL1, CXCL5 i CXCLS8) koje luce aktivirani
makrofagi i T-stanice. Jednom kad dodu na mjesto upale i budu aktivirani, i oni sami luc¢e
mnoge posrednike upale kao i kemokine. Lu¢e MPO (eng.myeloperoxidase) i mnoge serinske
proteaze (neutrofilna elastaza, katepsin G, proteinaza 3, MMP-8 i MMP-9) povezane s
napredovanjem emfizema. Neke od navedenih supstanci koje se lu¢e su potentni stimulansi
sekrecije mukoze i preko direktne stimulacije submukoznih Zlijezda, ali i preko stimulacije
vréastih stanica na lu¢enje mukoze. Bitno je za napomenuti da je broj neutrofila posebno

povecan kod akutnih egzacerbacija.



Potom na red dolazi stecena imunost. Buduéi da su te stanice druga linija obrane, njihov broj
korelira s pove¢anom destrukcijom tkiva. Vise je CD8" limfocita. Od T-limfocita primarno su
bitni Th1 i Th17, pri ¢emu Th17 biva privu¢en uz IL-6 i IL-23 kojeg lu¢e makrofagi. Povecéanje
broja CD8" limfocita u alveolama povezano je i sa kroni¢nom bakterijskom upalom. To
rezultira apoptozom stanica i progresijom emfizema (uz pomoc¢ izlu¢enih perforina, granzima i
TNF-a) (Barnes, 2017. i Barnes, 2003.). Uz to ¢esto dolazi i do defekta autoimunih mehanizama
i poremecaja rada regulatornih T-stanica (uslijed promjena na proteinima koje uzrokuje dim
cigarete, kao S§to su posttranslacijske modifikacije proteina pri ¢emu nastaju citrulinirani
proteini) (Kirkham i sur.,2011.). Nastaju novi antigeni i nepotrebno se aktivira imunoloski
sustav. Sukladno tome pronadena su brojna endotelna protutijela (Karayama i sur., 2010.).
Same strukturne stanice takoder posreduju pospjeSivanju upale i to na nacin da luce brojne

proupalne medijatore poput citokina i lipidnih medijatora (Slika 1.).

1.1.3. Molekularni mehanizmi u pozadini - proupalni medijatori i njihova uloga

Bitnu ulogu imaju lipidni medijatori (arahidonska kiselina, prostaglandini, cistein-leukotrien
prostaglandin E2, prostaglandin F2a i leukotrien B4), pri ¢emu je posebno bitan leukotrien B4
jer je pronadena njegova poviSena koncentracija kod akutnih ezgacerbacija (mjereno u izdahu
bolesnika). Ta ¢injenica ne ¢udi jer je on potentni kemoatrakrant neutrofila (Biernacki i sur.,
2003. i Beeh i sur., 2003.) i to preko leukotrijenskih BLT-1 receptora (Beeh i sur., 2003.). Osim
lipidnih medijatora, sudjeluju i citokini. TNF-a je povezan s kaheksijom i razaranjem misica.
Djeluje aktivacijom NF-«xB i samim time aktivira i upalu. Osim njega, bitni su i IL-6, IL-17 te
IL-22. Kemokini takoder imaju svoju ulogu. Posebice je primije¢ena poviSena koncentracija
CXCLS koji je bitan za neutrofile i T-limfocite. Za privlacenje monocita najbitniji je CXCL1
(Traves i sur., 2004.). Ekspresiju citokina reguliraju i inflamasomi. Inflamasomi su
multiproteinski kompleksi prisutni kod tezih oblika bolesti. Najbitniji su NLRP3 inflamasomi
koji djeluju preko aktivacije pro-kaspaza (Barnes, 2017.).

1.1.4. Molekularni mehanizmi u pozadini - uloga oksidacijskog stresa

Oksidacijski stres je u pozadini mnogih kroni¢nih i malignih bolesti, pa tako i KOPB-a. Cak i
nakon prestanka pusenja, povecana koli¢ina reaktivnih kisikovih spojeva (ROS, eng. reactive
oxigen species), nastalih uslijed djelovanja oksidacijskog stresa, moze uzrokovati ozbiljna
oStecenja. Uslijed velike koli¢ine takvih spojeva dolazi do gomilanja upalnih stanica

(Montuschi i sur., 2000.). Uz to je uocena i smanjena koli¢ina antioksidansa kod bolesnika (Nrf-
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2 nije prikladno aktiviran) (Malhorta i sur., 2008.). ROS imaju i ulogu u amplifikaciji upalnog
odgovora preko aktivacije NF-kB. Oksidacijski stres umanjuje i aktivnost nekih anti-proteaza,
poput al-antitripsina, Cime se ubrzava razgradnja elastina i pospjesuje napredovanje emfizema.
Dolazi i do smanjene aktivnosti HDAC-2 (histonskadeacetilaza 2) te samim time povecane
acetilacije, preko PI3K (fosfoinozitid 3-kinaza) (Barnes, 2009.). Smanjenje sitruina-1, odnosno
ubrzano starenje pluca, takoder je povezano s oksidacijskim stresom (Nakamaru i sur., 20009. i
Mercado i sur., 2015.).

1.2.  Tipovi stani¢ne smrti

Stani¢na smrt moZe biti regulirana, pri ¢emu dolazi do svrsishodnog umiranja stanice bez
popratnog oStecenja tkiva i takav se tip smrti naziva apoptoza, ili neregulirana, pri ¢emu u
okolnom tkivu nastaje kolateralna Steta i takav se tip smrti naziva nekroza. Ima jo$ nekoliko

vrsta stani¢ne smrti, ali nece sve biti opisane u ovom radu.

1.2.1. Apoptoza

Apoptoza se Cesto naziva i programiranom stanicnom smrti. To je proces u kojem stanica
prestaje rasti i dijeliti se te umjesto toga ulazi u proces koji zavrsava kontroliranom smrti stanice
bez izlijevanja stanicnog sadrZaja u okolinu. Apoptozu inicira aktivacija enzima, cistein-
aspartatnih proteaza poznatih pod nazivom kaspaze. Kaspaze se dijele na inicijacijske i na
izvr$ne (Elmore, 2007.). Incijacijske kaspaze se aktiviraju iz pro-kaspaza ¢im se uoci ostecenje
stanice. U inicijacijske kaspaze ubrajaju se kaspaza-8 i kaspaza-9. Aktivne inicijacijske
kaspaze aktiviraju izvr$ne kaspaze. U izvr$ne kaspaze ubrajamo kaspaze-3, -6 i -7. Aktivacija
1zvrSnih kaspaza potom dalje pokrece niz dogadaja koji rezultiraju aktivacijom endonukleaza
te posljedicno fragmentacijom DNA, razgradnjom citoskeleta 1 nuklearnih proteina te
naposlijetku formiranjem apoptoznih tjelesaca (Marinvalet i sur.,2005.;Poon i sur.,2014.).
Okolne stanice fagocitiraju tako nastala tjeleSca Sto rezultira izbjegavanjem ostecenja okolnog
tkiva 1 minimaliziranjem Stete. Bitno je za napomenuti da je apoptoza genetski programiran
proces (Lokshin i Zakeri, 2004.). Moze biti aktivirana unutarnjim putem, ako sama stanica
preko raznovrsnih unutarstani¢nih senzora osjeti da je oStecena, ili vanjskim putem, ako je
posredovana komunikacijskom interakcijom izmedu oSte¢ene stanice i neke stanice imunosnog
sustava (Sica i sur., 1990.; Oppenheim i sur., 2001.). Apoptoza je mehanizam koji omoguéava
normalno funkcioniranje svih organa i organskih sustava. Bilo da je posredovana unutarnjim ili

vanjskim putem, apoptoza je proces klju¢an za odrZzavanje homeostaze organizma i greSka u
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njezinoj regulaciji moze imati vrlo opasne posljedice. Kad dode do pogreske u regulaciji
apoptoze, to moze dovesti do pocetka mnogih patofizioloskih procesa. Primjer takve pogreske

je Alzheimerova bolest (Dickson, 2004.).

Unutarnji put aktivacije apoptoze

Unutarnji put aktivacije apoptoze joS$ se naziva i mitohondrijski put (Slika 2.). Aktiviraju ga
brojni ¢imbenici, a moze biti rezultat pozitivnih ili negativnih signala. U negativne signale
ubrajamo nedostatak normalno prisutnih hormona, citokina ili ¢imbenika rasta. U takvim se
uvjetima aktiviraju pro-apoptotske molekule u stanici te stanica ulazi u apoptozu. U pozitivne
signale ubrajamo izloZenost stanice nekom Stetnom vanjskom djelovanju poput primjerice
radijacije, stanja hipoksije, Stetnih toksina i sli¢nih tvari. Inicijatorska kaspaza ovog puta
apoptoze je kaspaza-9 (D Arcy, 2019.). Cijeli put reguliran je proteinima iz Bcl-2 porodice
(Pfeffer 1 Singh, 2018.). Put zapocinje tako Sto apoptotski ¢imbenici aktiviraju proteine iz
obitelji Bcl-2 koji sadrze samo jednu BH3 domenu, a koji potom aktiviraju BAX i BAK. Oni
se potom oligomeriziraju te to uzrokuje promjenu permeabilnosti mitohondrijske membrane, a
samim time i otpustanje intermembranskih proteina. Tako otpusteni proteini poti¢u aktivaciju
apoptosoma u kojem iz pro-kaspaze-9 nastaje aktivna kaspaza-9. Kaspaza-9 potom aktivira
efektorske kaspaze-3 i -7 koje brzo uzrokuju razgradnju proteina $to naposlijetku rezultira

smrcéu stanice.
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Slika 2. Unutarnjiput aktivacije apoptoze. BH3-only proteini se dovode kao odgovor na stres.
Oni aktiviraju BAX/BAK oligomerizaciju Sto rezultira promjenom permeabilnosti membrane
mitohondrija. Promjena permeabilnosti uzrokuje otpustanje citokroma C, SMAC 1 Omi i stvara
se apoptosom (¢ine ga prokaspaza-9, dATP, citokrom C i APAF-1). Potom dolazi do aktivacije

kaspaza 1 daljnje lancane reakcije koja dovodi do smrti stanice. Preuzeto: Pfeffer i Singh, 2018.

Vanjski put aktivacije apoptoze

Vanjski put aktivacije apoptoze jo§ se naziva i putem receptora smrti (Slika 3.). Pokre¢u ga
lokalni makrofagi ili NK (eng. natural killer) stanice oslobadanjem tzv. liganda smrti. Oni se
potom vezu na receptore smrti te se aktivira pro-kaspaza-8 pri ¢emu nastaje kaspaza-8.
Receptori smrti ¢lanovi su TNF porodice proteina. Oni su povezani s adapterskim proteinima
poput FADD (domena smrti povezana s Fas-om) i TRADD (domena smrti povezana s TNF
receptorom). Vezanjem monomera inicijatorske kaspaze (preko efektorske domene smrti DED)
na adapterski protein nastaje DISC (signalni kompleks koji inducira smrt) pri ¢emu dolazi i do
dimerizacije monomera kaspaza. Taj dogadaj aktivira pro-kaspaze i nastaju kaspaze. Aktivirane
inicijacijske kaspaze potom aktiviraju efektorske kaspaze te zapocinje razgradanja proteina
stanice Sto naposlijetku dovodi do njezine smrti. Vazno je spomenuti i c-FLIP koji je inhibitor

DISC-a te je kljucan u regulaciji vanjskog puta apoptoze (Green i Llambi, 2017.).
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Slika 3. Vanjski put apoptoze Vanjski put apoptoze zapocinje vezanjem liganda smrti na svoj
receptor. Protein-adaptor se veze na receptor i zajedno sa prokaspazom-8 i -10 formira DISC.
Kaspaza 8 se aktivira i onda ona sama aktivira izvrSne kaspaze 3, 6 1 7 1 BID (jedan od agonista
smrti). BID potom aktivira BAX/BAK kompleks koji potom potice intrinzi¢ni put apoptoze.
Preuzeto: Pfeffer i Singh, 2018.

1.2.2. Nekroza

Nekroza je, za razliku od apoptoze, puno manje reguliran tip stani¢ne smrti. Cesto za sobom
povlaci i1 oStecenja okolnog tkiva. Okolna tkiva su kolateralna Steta ovakvog nacina smrti
stanice. Karakteristike nekroze su oticanje stanice, ruptura stanicne membrane bez prethodne
kondenzacije kromatina te izlijevanje stani¢nog sadrzaja u medustani¢ni prostor. Do nekroze
moze do¢i uslijed izlaganja stanice uvjetima poput ekstremno visoke temperature, smrzavanja,
mehanickog stresa ili hipoksije (EImore, 2007.). Takvi uvjeti narusavaju integritet stanice i ona

umire jer ne moze vise funkcionirati i to bez prethodne aktivacije odredenog puta stani¢ne smrti.



Vazno je za napomenuti da se nekroza morfoloski ne razlikuje puno od krajnjeg stadija

apoptoze ukoliko ne dode do pravovremene fagocitoze apoptoznih tjelesaca (D Arcy, 2019.).

1.2.3. Nekroptoza

Nekad se smatralo da je samo apoptoza regulirani nadin stani¢ne smrti. Medutim, daljnja
ispitivanja ukazala su na to da nekroza nije nuzno neregulirana. Jedna od vrsta regulirane
nekroze je nekroptoza (Degterev i sur., 2005.). Aktivirana je najceS¢e putem receptora smrti,
ponajvise preko TNFR1 (eng. tumor-necrosis factor receptor 1). Vezanje TNF-a na TNFR1 u
odredenim uvjetima inducira nekroptozu putem nekroptosoma. Medijatori su RIPK1
(eng.receptor interacting protein 1) , RIPK3 (eng.receptor interacting protein 3) i MLKL (eng.
mixed lineage kinase domain-like). RIPK1 integrira signale stani¢nog stresa i sastoji se od
nekoliko domena: N-terminalna kinazna domena, intermedijarna domena (ID), C-terminalna
RHIM (eng. RIPK-homotypic interaction motif) domena i domena smrti. N-terminalni dio
nuzan je za nekroptozu, ali u odredenim uvjetima i za RIPK1 uvjetovanu apoptozu. C-
terminalni dio posreduje apoptozu preko aktivacije FADD 1 posljedicno kaspaze-
8.Intermedijarna domena sluzi kao skela za stvaranje kompleksa koji posljedi¢no dovode do
aktivacije NF-xkB. RHIM domena zasluzna je za regrutaciju RIPK3 i drugih srodnih proteina
koji sadrzavaju RHIM domenu poput TRIF (Slika 4.) i ZBP1 (eng. Z-DNA binding protein 1).
RIPK3 je srodna i strukturno sli¢na RIPK1. Razlikuju se po tome §to RIPK3 nema domenu
smrti na C-terminalnom kraju. Aktivnost RIPK3 nuzna je za nekroptozu (Zhang i sur.,2009.).
Izvr$na molekula u putu nekroptoze je MLKL. MLKL je pseudo-kinaza. Sastoji se od N-
terminalnog dijela gradenog od 4 uzvojnice koji je bitan za stvaranje membranskih pora. C-
terminalni dio drzi N-terminalni dio inaktivnim. MLKL ulazi u interakciju s RIPK3 i to tek
nakon fosforilacije RIPK3 na mjestu Ser227. I dok je kinazna aktivnost RIPK1 i RIPK3 nuzna
za nekropzotu, kinazna aktivnost MLKL je zanemariva i u ovom kontekstu ne igra bitniju ulogu.
Nakon fosforilacije MLKL, odlazi do konformacijske promjene koja uzrokuje otkrivanje N-

terminalnog dijela i samim time aktivaciju MLKL.
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Slika 4. Prikaz proteina koji sadrze RHIM domenu, a sudjeluju u nekroptozi. Preuzeto:

Grootjans i sur., 2017.

Nekroptoza zapoc€inje formiranjem nekroptosoma, odnosno TNF stimulacijom i neovisnom
regrutacijom RIPK1 i TRADD preko njihovih domena smrti. U kompleksu sa TNF receptorom,
RIPK-1 se ubikvitinira na ID mjestu, $to omogucuje vezanje IkB kinaznog kompleksa
(sastavljenog od NEMO, IKKa i IKKB). IKKa i IKKB ovisna fosforilacija RIPK-1 sprjecava
disocijaciju RIPK-1 s TNF receptora i time sprjeava formiranje citosolnog kompleksa smrti
(kompleks I1) (Grootjans i sur., 2017.).Postoje dvije vrste kompleksa Il, ovisno o proteinima
koji ¢ine kompleks i njihovoj aktivnosti. Kompleks Ila se formira nakon disocijacije TRADD
s TNFRI1 sto rezultira vezanjem FADD i aktivacijom kaspaze- 8. To je put koji vodi do
apoptoze. S druge strane, kompleks I1b promovira RIPK1 ovisnu apoptozu. Kad kaspaza-8 nije
prisutna ili nije aktivirana, kinazna aktivnost RIPK1 u kompleksu II privlaci, veze i aktivira
RIPK3 sto dovodi do formiranja nekrosoma. Nekrosom se sastoji od TRADD, RIPK1, RIPK3i
FADD (Zhang i sur., 2009., Cho i sur., 2009.). MLKL se naknadno inkorporira u nekrosom
preko RIPK3. Potom dolazi do ve¢ spomenute fosforilacije i aktivacije RIPK3 na mjestu Ser199
(He i sur., 2009.). Dakle, ako RIPK1 aktivira kaspazu-8, stanica ulazi u apoptozu, a dok
kaspaza-8 nije dostupna, RIPK1 fosforilacijom aktivira RIPK3 §to uvodi stanicu u nekroptozu.
Nakon aktivacije RIPK3, za nastavak nekroptoze potrebna je oligomerizacija RIPK3 u
amoliodne vlaknaste strukture (Orozco i sur., 2014.). Potom dolazi do aktivacije MLKL koja je
kljuc¢an korak. Aktivacija se dogada preko fosforilacija MLKL na mjestima Thr357 i Ser358 u
aktivacijskoj petlji koja je dio MLKL (Xie i sur., 2013.). Takva fosforilacija dovodi do
konformacijske promjene MLKL i ekspozicije dijela koji se sastoji od 4 uzvojnice (Murphy i
sur., 2013.; Hildebrand i sur., 2014.). Taj dio promovira nastanak pora i smrt stanice.
Pretpostavalja se da se MLKL veze na PIP (fosfatidil-inozitol fosfat) koji je sastavni dio

membrane i na taj nacin ostvaruje svoj ucinak (Quarato i sur., 2016.).
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1.3.  Proteini toplinskog Soka (HSP)

PoviSena koncentracija proteina toplinskog Soka (eng. heat shock proteins, Hsp) uocena je kod
mnogo kroni¢nih bolesti pa tako i kod KOPB-a (Qu i sur., 2015.). Proteine toplinskog Soka
nalazimo u svim stanicama, kako eukatiotskim tako i prokariotskim. lzrazito su konzervirani i
termostabilni. Imaju zastitnu ulogu i njihova se produkcija znac¢ajno povecava uslijed izlaganja
stanice razli¢itim stresorima, iako ima i nekih Kkoji su konstitutivno prisutni (Kiang i Tsokos,
1998.). Rijec je o velikoj obitelji molekularnih $aperona koja ima zna¢ajnu ulogu u sazrijevanju
proteina, njihovom ponovnom smatanju i razgradnji. Stresori poput hipoksije i hipertermije
znacajno povecavaju njihovu koncentraciju. Dijele se na temelju molekularne mase. Mali,
ATP-neovisni Hsp imaju molekularnu masu izmedu 8 i 28 kDa. U tu skupinu spadaju primjerice
ubikvitin, a-kristalini, HspB1 i mnogi drugi. Drugu skupinu ¢ine veliki Hsp molekularnih masa
postoji i konstitutivni Hsc70. Znacajni protein iz ove skupine je i Hsp90 koji takoder moze biti
1 inducibilan i konstitutivan. Valja jo§ spomenuti i Hsp40c jer ima regulatornu ulogu (Miller i
Fort, 2018.).

Kao $to je navedeno, Hsp imaju (izmedu ostalog) ulogu $aperona. Saperoni su proteini koji
stabiliziraju nativne proteine, pomazu u njihovoj translokaciji, ponovnom namatanju i
razgradnji. Sve ove radnje Cesto izvode uz ko-Saperone. Na taj nacin kontroliraju kvalitetu
proteina i sprjecavaju njihovu nepotrebnu razgradnju. Locirani su na razli¢itim mjestima u
organizmu, a njihova ekspresija znacajno varira pod raznim utjecajima (Miller 1 Fort, 2018.).
Hsp imaju znacajnu ulogui u apoptozi. Oni mogu odrZati stanicu na Zivotu na nac¢in da inhibiraju
aktivnost kasapza ili mi¢u skupine koje kaspaze prepoznaju i na taj nacin zaustavljaju apoptozu,
cak 1 kada su neki ekstremni uvjeti u pitanju. Razli¢itim mehanizmima djeluju i na unutarnji 1

na vanjski put apoptoze.

1.3.1. Utjecaj Hsp na unutarnji put apoptoze

Hsp mogu inhibirati aktivnost pro-apoptotskih proteina Bcl-2 i time sprijeciti promjenu
permeabilnosti membrane koja bi uzrokovala ispustanje Ccimbenika koji promoviraju apoptozu
(Bree, 2004.). Hsp27 djeluje na regulaciju apoptoze tako do suprimira translokaciju Bid-a i
sprjeCava oslobadanje citokroma c (Paul i sur., 2002.). Hsp70 djeluje na sli¢an nacin. On

smanjuje aktivaciju Bid-a nastalu kao odgovor na TNF, ali i suprimira aktivaciju drugih pro-
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apoptotskih signalnih puteva (primjerice preko MAPK) koji bi rezultirali otpustanjem
citokroma c ili Smac (Bree, 2004.). Takoder, Hsp70 i njegovi ko-Saperoni (Hsp40 i HSDJ, eng.
Heathshock protein 70 DNA-J) djeluju i na inhibiciju translokacije Bax u mitohondrij kod
apoptoze inducirane dusikovim oksidom (Gotoh i sur., 2004.). Takav nacin interakcije s ko-
Saperonima ukazuje na to da se anti-apoptotska aktivnost Hsp70 uvelike povecava kod

interakcije sa ko-Saperonima.

Apoptosom je kljucan za aktivaciju pro-kaspaze-9 u kaspazu-9. Hsp70 djeluje na dva nacina u
ometanju funkcije apoptosoma. On djeluje tako da ili sprjeCava oligomerizaciju Apaf-1
(gradivni element apoptosoma, Saleh i sur., 2002.) ili tako da pospjeSuje odrzavanje
konformacijeoligomera u kojoj je CARD domena Apaf-1 skrivena, pa samim time ne dolazi do

aktivacije kaspaze-9 (Beere i sur., 2000.).

1.3.2. Utjecaj Hsp na vanjski put apoptoze

Hsp moduliraju signalizaciju putem Fas, TNF i TRAIL. Na inhibiciju TNF posredovane
aktivacije apoptoze djeluju tako da suprimiraju aktivaciju fosfolipaze A2 (Jaatela, 1993.),
inhibiraju ROS i povisuju koncentraciju glutationa (Mehlen i sur., 1996.) te reguliraju
koncentraciju kalcija i aktivnost fosfataze (Liossis i sur., 1997.). Hsp70 djeluje na inhibiciju

TNF-inducirane upale tako da suprimira aktivaciju NF-xB (Guzhova i sur., 1997.).

1.4. Receptori sli¢ni Tollu (TLR)

Receptori slicni Tollu (TLR, eng. Toll-like receptor) su dio veée skupine receptora koji
prepoznaju molekularne obrasce (PRR, eng. pattern-recognition receptor). PRR su receptori
koji sluze za inicijalno prepoznavanje mikroba. Prepoznaju odredene molekularne obrasce,
specifi¢ne za patogene. Takvi se obrasci nazivaju PAMPs (eng. pathogen-associated molecular
patterns). Uz to, prepoznaju i neke molekularne obrasce specifi¢ne za oSte¢ene stanice koji se
nazivaju DAMPs (eng. damage-associated molecular paterns). PRR aktiviraju signalne puteve
koji vode do aktivacije imunoloSkog sustava jer rezultiraju otpuStanjem brojnih medijatora
upale poput proupalnih citokina ili interferona. PRR se dijele u nekoliko skupina. To su TLR,
RLR (eng. RIG-1-like receptors) , NLR (eng. NOD-like receptors), ALR (eng. AIM-2-like
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receptors), CLR (eng. C-type-lectin receptors) i neki unutarstani¢ni DNA senzori (Kawasaki i
Kawai, 2014.).

Obitelj TLR receptora je najranije otkrivena od svih podskupina PRR i o njima se najvise zna.
Sastoji se od 10 ¢lanova (TLR1 - TLR10) kod ¢ovjeka. Kod nekih drugih Zivotinja ima i viSe
¢lanova (primjerice kod miSeva ih ima 12). Lokalizirani su ili na stani¢noj povrsini ili na nekim
strukturama unutar stanica, poput endoplazmatskog retikuluma. Svaki TLR graden je od dva
dijela. Dio koji sluzi za prepoznavanje PAMPs sadrzi leucinom bogata ponavljanja i naziva se
LRR (eng. leucin-rich repeats). Oblika je konjske potkove. Drugi dio, TIR (Toll/IL-1 receptor)
je transmembranska domena zasluzna za aktivaciju signalnih puteva. TLR receptori su ili

homodimeri ili heterodimeri (Slika 5.), a uz to imaju i ko-receptore (Kawasaki i Kawai, 2014.).

Slika 5. Heterodimer sastavljen od TLR2 i TLR1 u interakciji sa PAMPs (slika A) Heterodimer
sastavljen od TLR2 i TLR6 u interakciji s PAMPs (slika B). Preuzeto: Botos i sur., 2011.

TIR domena sadrzi adaptore poput MyD88 (¢imbenik mijeloidne diferencijacije 88) i TRIF
(eng. TIR domain containing adapter-inducing inferferon-p) koji zapocinju prevodenje
signalnih puteva koji zavr$avaju aktivacijom NF-kB ili MAPK. Na taj se nacin regulira

produkcija citokina 1 §titi organizam od Stetnog ucinka.
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1.4.1. Kako TLR receptori prepoznaju PAMPs

TLR receptori dijele se u dvije velike skupine. Jednu skupinu ¢ine receptori na povrsini stanice,
a drugu unutarstani¢ni receptori. U skupinu receptora na povrsini ubrajamo TLR1, TLR2,
TLR4, TLRS, TLR6 i TLR10. Oni prepoznaju ve¢inom membranske komponente mikroba
(poput lipida, lipoproteina i proteina). Pojedini TLR specifi¢ni su za prepoznavanje odredenih
komponenti. Primjerice, TLR4 prepoznaje bakterijski lipopolisaharid (LPS), TLR5 prepoznaje
flagelin itd. S druge strane, unutarstani¢ni TLR smjeSteni su u endosomu i u njih ubrajamo
TLR3, TLR7, TLR8 i TLR9. Oni prepoznaju nukleinske kiseline virusa i bakterija. No, taj
sustav u nekim autoimunim bolestima zakaze, pa ponekad mogu prepoznati i nase vlastite
nukleinske kiseline. U ovoj skupini je svaki TLR specifi¢an za prepoznavanje odredene vrste
nukleinske kiseline. Tako je npr. TLR3 zasluzan za prepoznavanje RNA s dvostrukom

uzvojnicom (Kawasaki i Kawai, 2014.).

1.4.2. Signalni putevi aktivirani preko TLR receptora

Svaki TLR ima svoju TIR domenu s drugacijim adaptorima. Ovisno o vrsti adaptora, postize se
druga¢iji odgovor na vezanje PAMPs na receptor. Cetiri su razli¢ita adaptora koja mogu biti
vezana uz TIR domenu: MyD88, TRIF (eng. TIR domain adaptor inducing interferon-p),
TIRAP/Mal (eng. TIR adaptor protein / MyD88 adaptor-like) i TRAM (eng. TRIF related
adaptor molecule). MyD88 je adaptor koji pospjesuje aktivaciju NF-kB i MAPK te sintezu
proupalnih citokina. TIRAP je sortiraju¢a adaptacijska molekula koja dovodi MyD88 do
povrsinskih TLR (najces¢e TLR2 i TLR4). Medutim, TIRAP moZe sudjelovati i u signalizaciji
preko unutarstanicnih TLR, pa je njegova uloga dvostruka. TRIF aktivira alternativne puteve
koji takoder preko NF-kB i MAPK dovode do sinteze interferona i proupalnih citokina.
Najcesce je TIR u domeni TLR3 i TLR4. Interakcija TLR3 i TRIF zahtjeva fosforilaciju dva
tirozinska ostatka u citoplazmatskoj domeni TLR3. Tu fosforilaciju obavljaju epidermalni
¢imbenici rasta Btk (Lee i sur., 2012.) 1 ErbB1. TRAM je selektivan za TLR4. Cjelokupni putevi
signalizacije putem TLR receptora ugrubo se dijele na MyD88-ovisne i TRIF-ovisne puteve
(Slika 6.).

MyD88 ovisni putevi pocinju (nakon regrutacije TLR) sa formiranjem kompleksa izmedu
MyD88 IRAK kinaznom obitelji. Takav se kompleks naziva eng.Myddosome. U sklopu
formacije tog kompleksa, IRAK 4 aktivira IRAK 1 koji se potom autofosforilira na nekoliko
mjesta 1 odvaja od MyD88. Potom se IRAK 1 veze na TRAF6. TRAF 6 u suradnji s
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ubikvitinirajuéim enzimima poti¢e poliubikvitinaciju samog sebe i TAKI1 protein kinaznog
kompleksa. TAK1 je ¢lan obitelji MAPKKK i on nakon ubikvitinacije stvara kompleks sa
svojim pomo¢nim molekulama 1 aktivira se. Nakon aktivacije, on dalje aktivira dva razlicita
puta, jedan preko MAPK, a drugi preko IKK-NEMO kompleksa koji vodi do aktivacije NF-xB
(jer IKK kompleks fosforilacijom inaktivira IkBa koji je inhibitor NF-xB). I na taj nacin preko
dva razlicita puta dolazi do sinteze proupalnih citokina posredovane MyD88 (Kawasaki i
Kawai, 2014.).

TRIF-ovisni putevi su malo drugaciji. TRIF dolazi u interakcije s TRAF3 i TRAF6. TRAF6
regrutira kinazu RIP-1 koja aktivira TAK-1 i dalje ide istim putem kao i kod MyD88 ovisnog
puta. S druge strane, TRAF3 regrutira IKK vezane kinaze IKKi i TBK1 i NEMO koji fosforilira
IRF3. IRF3 nakon fosforilacije dimerizira i odlazi u jezgru te tamo potic¢e indukciju gena za
INF I (Kawai i Akira, 2010.).

Vazan je balans izmedu TRIF-ovisnih i MyD88 ovisnih puteva. Kontrolirana produkcija

proupalnih citokina bitna je za sprje¢avanje tumorskih i autoimunih bolesti.
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Slika 6. Sazeti prikaz signalnih kaskada koje preko TLR receptora uzrokuju indukciju sinteze

gena za proupalne ¢imbenike. Preuzeto: Kawasaki 1 Kawai,2014.
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1.4.3. Utjecaj LTA 1 LPS-ana TLR2i TLR4 receptore

Lipopolisaharidi (LPS) su strukturne komponente vanjske membrane Gram-negativnih

bakterija. Sastoje se od lipida A, srznog oligosaharida i1 postranicnog O polisaharidnog lanca.

Glavni PAMPs je lipid A. Nakon vezanja LPS-a na TLR4, aktiviraju se oba signalizacijska

puta, i onaj ovisan 0 MyD88 i onaj ovisan 0 TRIF-u te se potice sinteza proupalnih citokina i

interferona (Slika 7.).

Lipoteikoi¢na kiselina (LTA) je strukturna komponenta Gram-pozitivnih bakterija. | dok je LPS

agonist TLR4, LTA stimulira aktivaciju TLR2/TLR6 heterodimera i preko tog dimera potice

upalni odgovor (Lu i sur, 2008.).
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Slika 7. Aktivacija signalnih puteva uzrokovana vezanjem LPS na TLR4. Preuzeto: Lu i sur.,

2008.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Dim cigarete jedan je od glavnih uzro¢nika kroni¢ne opstrukcijske pluéne bolesti (KOPB-a).
Djeluje tako da uzrokuje upalni odgovor koji se kasnije amplificira i rezultira kronicitetom.
Bakterijske infekcije su Cesto prisutne kod bolesnika s KOPB-om. LPS i LTA su gradevne
komponente Gram-negativnih i Gram-pozitivnih bakterija te takoder uzrokuju upalni odgovor
preko kaskadne reakcije, primarno aktivacijom TLR receptora. Hsp70 je protein toplinskog
Soka koji unutar stanice djeluje protektivno i potuupalno, dok izvanstani¢ni Hsp70 posreduje u
aktivaciji kaskade koja dovodi do sinteze proupalnih ¢imbenika te razvoja prvo akutne, a zatim

1 kroni¢ne upale.

Cilj ovog ispitivanja je koriStenjem izvanstani¢nog Hsp70, ekstrakta dima cigareta, LPS-a i
LTA te njihovih kombinacija na bronhijalnim epitelnim stanicama 16HBE utvrditi dovode li
do smrti stanica apoptozom mjerenjem aktivnosti pojedinih kaspaza. Ispitivanje aktivnosti
kaspaza-3/7, -8 i -9 provodilo se pomocu komercijalnih kitova koji sadrze specifi¢ne
luminogene supstrate za navedene kaspaze. Nastala luminescencija proporcionalna je aktivnosti

kaspaza prisutnih u uzorku.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1.  Uzgoj stanica

16HBE stanice su humana bronhijalna epitelna stani¢na linija izolirana iz plu¢a jednogodis$njeg
muskog pacijenta. Stanice su imortalizirane SV40 plazmidom (pSVori-), a pri tome su zadrzale
karakteristi¢ne znac¢ajke normalnih diferenciranih bronhijalnih epitelnih stanica.

16HBE stanice se uzgajaju u EMEM mediju (Lonza Group, Svicarska) s 10 % fetalnog govedeg
seruma (FBS, eng. fetalbovine serum; inaktiviran toplinom; Capricorn Scientific, Njemacka) te
1 % antibiotika i antimikotika (Capricorn Scientific GmbH, Njemacka). Stanice rastu u
bocicama za uzgoj stani¢nih kultura od 25 cm? prethodno oblozenima s EMEM medijem u koji
je dodano 1 % kolagena (3,2 mg/mLPureCol, Advanced BioMatrix, SAD) i 0,1 % govedeg
serumskog albumina (BSA, eng. bovine serum albumin; Sigma-Aldrich, SAD). Za odredivanje
aktivnosti kaspaza-3/7, -8 i -9 stanice se nasaduju na plocice s 96 jaZica koje su oblozene na isti
nacin kao 1 bocice za uzgoj stani¢nih kultura.

Nakon $to postignu oko 90 % konfluentnosti 16HBE stanice se isperu s 5 mL HBSS otopine
(Lonza Group, Svicarska), zatim se dodaje novih 5 mL HBSS otopine i stanice se inkubiraju 5
- 10 minuta na 37 °C pri 95 % vlaznosti zraka i 5 % CO.. Nakon toga se HBSS ukloni vakuum
sisaljkom i stanice se isperu s 1,5 mL 0,25 % otopine tripsin - EDTA (Sigma-Aldrich, SAD),
zatim im se ponovno dodaje 1,5 mL 0,25 % otopine tripsin - EDTA na 60 sekundi te se nakon
toga ista ukloni vakuum sisaljkom. Zatim se stanice inkubiraju 5 - 10 minuta na 37 °C pri 95 %
vlaznosti zraka i 5 % CO2 kako bi se odvojile od podloge te im se doda 5 mL EMEM medija
koji sadrzi FBS te antibiotik i antimikotik. Stanice se dobro resuspendiraju i nasade na bijele
plocice s 96 jaZica u koncentraciji od 20 000 stanica po jazici u 100 uLL. EMEM medija s 10 %
FBS-a i 1 % antibiotika i antimikotika. Nakon $to stanice postignu oko 95 % konfluentnosti
promijeni se medij u EMEM bez FBS-au kojemu se inkubiraju preko no¢i prije izvodenja

pokusa. Sva tretiranja na 16HBE stanicama vr$e se u EMEM mediju bez FBS-a.

3.2.  Priprema ekstrakta dima cigareta
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Ekstrakt dima cigareta (CSE, eng. cigarette smoke extract) se svjeze priprema neposredno prije
izvodenja pokusa. Koriste se referentne cigarete 3R4F (Kentucky Tobacco Research &
Development Center, University of Kentucky, SAD). Cigaretama se odrezu filteri te se dim
dviju cigareta propuSe kroz 25 mL stanicnog medija bez seruma uz upotrebu peristalticke
pumpe (MINIPULS Evolution, Gilson, SAD). Tako nastali 100 % CSE standardizira se
mjerenjem apsorbancije na 320 nm uz pomo¢ UV/VIS spektrofotometra (Cecil Aquarius CE
7200, Cecil Instruments, UK). Apsorbancija svjeze pripremljenog CSE-a odgovarala je
vrijednostima dobivenima mjerenjem apsorbancija Sest ekstrakata dima cigareta pripremljenih

u tri uzastopna dana (Somborac-Bacura i sur., 2018a.).

3.3.  Tretiranje stanica

16HBE stanice su tretirane s 0,3 i 1 pg/mL rekombinantnog humanog Hsp70 proteina
sintetiziranog u bakteriji E. coli, s niskim sadrzajem endotoksina (Enzo Life Sciences, SAD).
Nadalje, 16HBE stanice su tretirane s CSE-om (unutar 60 minuta od njegove pripreme)
razrijedenim sa stani¢nim medijem bez seruma na 2,5 % 1 15 % CSE-a te kombinacijama CSE-
as0,3i1pg/mL Hsp70.

16HBE stanice su takoder tretirane s 0,1 pg/mL LPS-a i 1 pg/mL LTA te njihovim
kombinacijama s 0,3 i 1 ug/mLHsp70. LPS je izoliran iz Escherichia coli 0111:B4 (Sigma-
Aldrich, SAD), a LTA iz Staphylococcus aureus (Invivogen, Francuska).

Svi tretmani su radeni u triplikatu tijekom 2 ili 8 sati uz inkubaciju stanica na 37 °C pri 95 %

vlaZnosti zraka i 5 % CO..

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

3.4.1. Odredivanje aktivnosti kaspaza-3/7

Koristen je The Caspase-Glo 3/7 Assay (Promega) komercijalni kit kojim se mjere aktivnosti
kaspaze-3 i kaspaze-7. Ovaj kit sadrzi luminogeni supstrat kaspaza-3/7. Supstrat sadrzi
tetrapeptidnu sekvencu DEVD u reagensu optimiziranom za aktivnost kaspaza, aktivnost
luciferaze i lizu stanica. Pomijesaju se Caspase-Glo 3/7 supstrat i Caspase-Glo 3/7pufer, da se
dobije Caspase-Glo 3/7 reagens. Dodatkom Caspase-Glo 3/7 reagensa dolazi do lize stanica,
slijedi cijepanje supstrata putem kaspaza, oslobada se supstrat za luciferazu i stvara se

luminiscentni signal (Slika 8.). Luminescencija je proporcionalna aktivnosti prisutnih kaspaza.
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Slika 8. Shematski prikaz principa rada komercijalnog kita za odredivanje aktivnosti kaspaza-

3/7 (Promega).

Ovaj test se izvodi u bijelim plodicama za uzgoj stanica s 96 jazica. PloCice s tretiranim
stanicama se izvade iz inkubatora i temperiraju na sobnu temperaturu. Na 100 pL stani¢nog
medija doda se 100 pLCaspase-Glo 3/7 reagensa, promijesa se tijekom 30 sekundi na tresilici
pri 400 rpm. Potom se inkubira na sobnoj temperaturi tijekom 30 minuta do 3 sata i mjeri se
luminescencija na ¢itaCu mikrotitarskih plocica (VICTOR3 Multilabel Reader, Perkin Elmer,
SAD).

3.4.2. Odredivanje aktivnosti kaspaze-8

Koristen je The Caspase-Glo8 Assay (Promega) komercijalni kit koji sadrzi luminogeni supstrat
kaspaze-8.Supstrat sadrzi tetrapeptidnu sekvencu LETD u reagensu optimiziranom za aktivnost
kaspaza, aktivnost luciferaze i lizu stanica. PomijeSaju se Caspase-Glo 8 supstrat i Caspase-
Glo 8 pufer, da se dobije Caspase-Glo 8 reagens. Dodatkom Caspase-Glo 8 reagensa dolazi do
lize stanica, slijedi cijepanje supstrata putem kaspaza, oslobada se supstrat za luciferazu i stvara
se luminiscentni signal (Slika 9.). Luminescencija je proporcionalna aktivnosti prisutne

kaspaze-8.
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Slika 9. Shematski prikaz principa rada komercijalnog kita za odredivanje aktivnosti kaspaze-

8 (Promega).

Ovaj test se izvodi u bijelim plo¢icama za uzgoj stanica s 96 jaZzica. PloCice s tretiranim
stanicama se izvade iz inkubatora i temperiraju na sobnu temperaturu. Na 100 pL stani¢nog
medija doda se 100 pLCaspase-Glo 8 reagensa, promijesa se tijekom 30 sekundi na tresilici pri
400 rpm. Potom se inkubira na sobnoj temperaturi tijekom 30 minuta do 3 sata i mjeri se
luminescencija na ¢itatu mikrotitarskih ploéica (VICTOR3 Multilabel Reader, Perkin Elmer,
SAD).

3.4.3. Odredivanje aktivnosti kaspaze-9

Koristen je The Caspase-Glo 8 Assay (Promega) komercijalni kit koji sadrzi luminogeni
supstrat kaspaze-9. Supstrat sadrzi tetrapeptidnu sekvencu LEHD u reagensu optimiziranom za
aktivnost kaspaza, aktivnost luciferaze i lizu stanica. Pomijesaju se Caspase-Glo 9 supstrat i
Caspase-Glo 9 pufer, da se dobije Caspase-Glo 9 reagens. Dodatkom Caspase-Glo 9 reagensa
dolazi do lize stanica, slijedi cijepanje supstrata putem kaspaza, oslobada se supstrat za
luciferazu i stvara se luminiscentni signal (Slika 10.). Luminescencija je proporcionalna

aktivnosti prisutne kaspaze-9.
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Slika 10. Shematski prikaz principa rada komercijalnog kita za odredivanje aktivnosti kaspaze-

8 (Promega).

Ovaj test se izvodi u bijelim plo¢icama za uzgoj stanica s 96 jazica. PloCice s tretiranim
stanicama se izvade iz inkubatora i temperiraju na sobnu temperaturu. Na 100 pL stani¢nog
medija doda se 100 pLCaspase-Glo 9 reagensa, promijesa se tijekom 30 sekundi na tresilici pri
400 rpm. Potom se inkubira na sobnoj temperaturi tijekom 30 minuta do 3 sata i mjeri se
luminescencija na ¢itaCu mikrotitarskih plocica (VICTOR3 Multilabel Reader, Perkin Elmer,
SAD).

3.5.  Statisticka obrada podataka

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska (SEM). Statisticka analiza
koriStena za testiranje razlika izmedu skupina podataka je jednosmjerna analiza varijance
(ANOVA, eng. One-way analysis of variance). Post-hoc analize provedene su Tukey-evom
metodom. P<0,05 smatra se statisticki zna¢ajnom vrijednos¢u. Podaci su analizirani upotrebom

programa GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software Inc., SAD).
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4. REZULTATI

U ovom istrazivanju ispitivan je nac¢in umiranja bronhijalnih epitelnih stanica 16HBE izazvan
izlaganjem stanica Hsp70, CSE-u, LPS-u i LTA-u, $to je odredeno mjerenjem aktivnosti
kaspaza-3/7, -8 i -9.

4.1. Aktivnosti kaspaza-3/7, -8 i -9 nakon tretmana od 2 sata
Mjerenjem aktivnosti kaspaza-3/7 nakon tretmana bronhijalnih epitelnih stanica 16HBE s
Hsp70, CSE-om ili njihovim kombinacijama tijekom 2 sata (Slika 11.) ve¢inom nisu uocene
statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na netretirane stanice, $to ukazuje na to da upotrijebljene
koncentracije ovih agenasa ne vode stanice u apoptozu. Jedino je uocen statisticki znacajan
porast aktivnosti kaspaza-3/7 kod stanica tretiranih s kombinacijom 15% CSE-a i 1ug/mL
Hsp70 (P = 0,008), sto nam ukazuje na prisustvo viSe stanica u apoptozi. lzlaganjem
bronhijalnih epitelnih stanica 1L6HBE LPS-u, LTA ili njihovim kombinacijama s Hsp70 tijekom
2 sata nisu uocene statisticki znacajne razlike u odnosu na netretirane stanice, $to ukazuje na to

da upotrijebljene koncentracije ovih agenasa ne vode stanice u apoptozu.
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Slika 11. Aktivnost kaspaza-3/7 nakon tretmana bronhijalnih epitelnih stanica 16HBE s
Hsp70, CSE-om,LPS-om, LTA-om ili njihovim kombinacijama tijekom 2 sata.

NT = netretirane stanice (negativna kontrola); RLU = relativne jedinice luminiscencije.
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Mjerenjem aktivnosti kaspaze-8 nakon tretmana bronhijalnih epitelnih stanica 16HBE s Hsp70,
CSE-om ili njihovim kombinacijama tijekom 2 sata (Slika 12.) ve¢inom nisu uocene statisticki
znaCajne razlike u odnosu na netretirane stanice, Sto ukazuje na to da upotrijebljene
koncentracije ovih agenasa ne vode stanice u apoptozu. Jedino je uocenstatisti¢ki znacajan pad
aktivnosti kaspaze-8 kod stanica tretiranih s15% CSE-a (P = 0,005), sto moze ukazivati na
inhibiciju vanjskog puta apoptoze. Izlaganjem bronhijalnih epitelnih stanica 16HBE LPS-u,
LTA ili njihovim kombinacijama s Hsp70 tijekom 2 sata nisu uo¢ene statisticki znacajne razlike
u odnosu na netretirane stanice, Sto ukazuje na to da upotrijebljene koncentracije ovih agenasa

ne vode stanice u apoptozu.
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Slika 12. Aktivnost kaspaze-8 nakon tretmana bronhijalnih epitelnih stanica 16HBE s Hsp70,
CSE-om, LPS-om, LTA-om ili njihovim kombinacijama tijekom 2 sata.

NT = netretirane stanice (negativna kontrola); RLU = relativne jedinice luminiscencije.
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Mjerenjem aktivnosti kaspaze-9 nakon tretmana bronhijalnih epitelnih stanica 16HBE s Hsp70,
CSE-om ili njihovim kombinacijama tijekom 2 sata (Slika 13.) ve¢inom nisu uocene statisticki
znaCajne razlike u odnosu na netretirane stanice, Sto ukazuje na to da upotrijebljene
koncentracije ovih agenasa ne vode stanice u apoptozu. Jedino je uocen statisticki znacajan pad
aktivnosti kaspaze-9 kod stanica tretiranih s 15% CSE-a (P = 0,002), $§to moze ukazivati na
inhibiciju unutarnjeg puta apoptoze. Izlaganjem bronhijalnih epitelnih stanica 16HBE LPS-u,
LTA ili njihovim kombinacijama s Hsp70 tijekom 2 sata nisu uo¢ene statisticki znacajne razlike
u odnosu na netretirane stanice, Sto ukazuje na to da upotrijebljene koncentracije ovih agenasa

ne vode stanice u apoptozu.

16HBE, 2h

10000
8000 ke

6000 by X x

4000

kaspaza-9 (RLU)

2000

0 T T T | | | | | | | | | | | |

Slika 13. Aktivnost kaspaze-9 nakon tretmana bronhijalnih epitelnih stanica 16HBE s Hsp70,
CSE-om,LPS-om, LTA-om ili njihovim kombinacijama tijekom 2 sata.

NT = netretirane stanice (negativna kontrola); RLU = relativne jedinice luminiscencije.

4.2. Aktivnosti kaspaza-3/7, -8 i -9 nakon tretmana od 8 sati

Mijerenjem aktivnosti kaspaza-3/7 nakon tretmana bronhijalnih epitelnih stanica 16HBE s
Hsp70, CSE-om, LPS-u, LTA ili njihovim kombinacijama tijekom 8 sata (Slika 14.) nisu
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uocene statisticki znacajne razlike u odnosu na netretirane stanice, $to ukazuje na to da

upotrijebljene koncentracije ovih agenasa ne vode stanice u apoptozu.

16HBE, 8h

40000
D
—~ 30000 x I h
x :_.'l'..T. z o L g I
~ x.
™ 20000
©
N
©
o
o 10000
©
X

0 | | | | | T | | | | T L) | | |

é& ,\Q ,\Q %Q, ,\Q ,\Q 9@ ,\0 ,\0 Q% ,\Q ,\Q«v ,\Q ,\Q
R ¥ O R R G R RV R R\ R R
RIRXTGe RIRXTPe RIRTNV R
YA IR A AR AR
\@ \((\ a9° \(Q \((\ N \(Q \(Q ch 0_,\® q\@ \}Q‘ Q‘\@ q\@
N N
S Tk v x Q" x Q" x

Q Q

NN X o ) e
TNPR A PEAO P
i') Vv ,\f’.) g voNv Vo
NN
Yy %
QZ"%‘ WX

Slika 14.Aktivnost kaspaza-3/7 nakon tretmana bronhijalnih epitelnih stanica 16HBE s Hsp70,
CSE-om,LPS-om, LTA-om ili njihovim kombinacijama tijekom 8 sati.

NT = netretirane stanice (negativna kontrola); RLU = relativne jedinice luminiscencije.

Mijerenjem aktivnosti kaspaze-8 nakon tretmana bronhijalnih epitelnih stanica 16HBE s Hsp70,
CSE-om, LPS-u, LTA ili njihovim kombinacijama tijekom 8 sati (Slika 15.) nisu uocene
statisticki znaCajne razlike u odnosu na netretirane stanice, $to ukazuje na to da upotrijebljene

koncentracije ovih agenasa ne vode stanice u apoptozu.
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Slika 15. Aktivnost kaspaze-8 nakon tretmana bronhijalnih epitelnih stanica 16HBE s Hsp70,

CSE-om,LPS-om, LTA-om ili njihovim kombinacijama tijekom 8 sati.

NT = netretirane stanice (negativna kontrola); RLU = relativne jedinice luminiscencije.

Mjerenjem aktivnosti kaspaze-9 nakon tretmana bronhijalnih epitelnih stanica 16HBE s Hsp70,

CSE-om, LPS-u, LTA ili njihovim kombinacijama tijekom 8 sati (Slika 16.) nisu uoc¢ene

statisticki znaCajne razlike u odnosu na netretirane stanice, Sto ukazuje na to da upotrijebljene

koncentracije ovih agenasa ne vode stanice u apoptozu.
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Slika 16. Aktivnost kaspaze-9 nakon tretmana bronhijalnih epitelnih stanica 16HBE s Hsp70,

CSE-om, LPS-om, LTA-om ili njihovim kombinacijama tijekom 8 sati.

NT = netretirane stanice (negativna kontrola); RLU = relativne jedinice luminiscencije.
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5. RASPRAVA

Jedan od glavnih uzro¢nika nastanka KOPB-a je dim cigareta. Uslijed kroni¢ne upale izazvane
konstantnim udisanjem dima cigareta i amplifikacije upalnog odgovora posredovane drugim
¢imbenicima, dolazi do razvoja ove bolesti. Gram-negativne i Gram-pozitivne bakterije takoder
igraju bitnu ulogu u razvoju kroniciteta i pospjesSuju egzacerbacije. LPS, gradivna komponenta
Gram-negativnih bakterija, je izravni agonist TLR4 te samim time poti¢e upalni odgovor. S
druge strane, LTA je gradivna komponenta Gram-pozitivnih bakterija i agonist TLR2 koja
djeluje na sli€an nacin. Izvanstani¢ni Hsp70 takoder djeluje kao DAMPS i potice signalne
kaskade posredovane MAPK i NF-kB $to rezultira sintezom proupalnih ¢imbenika (putem
TLR4 i TLR2). U ovom istrazivanju promatran je u¢inak izvanstani¢nog Hsp70, CSE-a, LPS-
a1 LTA naaktivaciju apoptoze mjerenjem aktivnosti kaspaza-3/7 (izvr$ne kaspaze u apoptozi),
kaspaze-8 (pokazatelj aktivacije vanjskog puta apoptoze) i kaspaze-9 (pokazatelj aktivacije
unutarnjeg puta apoptoze) u bronhijalnim epitelnim stanicama 16HBE.

U ovom ispitivanju utvrdeno je da nakon tretmana 16HBE stanica s izvanstani¢nim Hsp70,
CSE-om, LPS-om, LTA-om ili njihovim kombinacijama tijekom 2 ili 8 sati ve¢inom ne dolazi
do znacajnijeg porasta broja stanica u apoptozi u odnosu na netretirane stanice. Pronadeno je
jedino da nakon 2 sata inkubacije kombinacija 15%-tnog ekstrakta dima cigareta i 1ug/mL
Hsp70 znacajno vise poti¢e smrt 16HBE stanica apoptozom u odnosu na sami 15%-tni ekstrakt
dima cigareta. Nasuprot tome, u uzorcima 16HBE stanica tretiranih samo s 15 %-tnim
ekstraktom dima cigareta tijekom 2 sata uocena je znacajno smanjena aktivnosti kaspaza -8 i -
9 u odnosu na netretirane stanice.

Aktivnost kaspaze-8 povezana je s intencijom usmjeravanja stanice na vanjski put aktivacije
apoptoze, dok je aktivnost kaspaze-9 povezana s unutarnjim putom aktivacije apoptoze.
SniZena aktivnost kaspaze-8 koja je pokazana u ovom radu moze upuéivati na to da stanice
izlozene visokoj koncentraciji dima cigareta umiru nekim alternativnim putem (primjerice,
inaktivacijom kaspaze-8 moze doci do razvoja nekroptoze). To je u skladu s istrazivanjem koje
je pokazalo da tretiranje stanica dimom cigareta poti¢e smrt stanice nekroptozom (Pouwels i
sur., 2016). Sli¢ni rezultati dobiveni su i u radu koji je pokazao da izlaganje alveolarnih
epitelnih stanica dimu cigareta tokom duljeg vremena dovodi do umiranja stanica uslijed
znatnih oStecenja koja se javljaju (Somborac-Bacura i sur., 2018b.). Somborac-Bacura i

suradnici (2018b) su pokazali da ukoliko su alveolarne epitelne stanice izloZzene vecim
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koncentracijama dima cigareta krace vrijeme, one imaju tendenciju umiranja apoptozom, dok
je duze vrijeme izlaganja povezano s nekrozom. Nasuprot tome, Kaushik i suradnici (2008) su
zakljucili da vece koncentracije kondenzata dima cigareta i duza izlozenost smanjuju vijabilnost
stanica uzrokuju¢i apoptozu. Medutim, Wickenden i suradnici (2003) su dokazali da dim
cigareta sprjeCava aktivaciju apoptoze putem inhibicije aktivacije kaspaza i vodi A549
alveolarne epitelne stanice u nekrozu. Takoder je pokazano da dulje izlaganje Beas-2B
bronhijalnih epitelnih stanica i pri ve¢im koncentracijama ekstrakta dima cigareta dovodi do
nekroze stanica (Slebos i sur., 2007.).

U krvi oboljelih od KOPB-a pronadena je poviSena koncentracija izvanstani¢nog Hsp70
(Hacker i sur., 2009.), dok je u razli¢itim radovima opisano kako izvanstani¢ni Hsp70 utjece na
upalni u¢inak uzrokovan djelovanjem dima cigareta na razli¢itim stanicama. Sami izvanstani¢ni
Hsp70 ponasa se kao DAMPs putem TLR2 i TLR4 receptorate uzrokuje proupalni odgovor
(Hulina i sur.,2018a.). Izlaganje bronhijalnih epitelnih stanica NCI-H292 15 %-tnom CSE-u i
njegovim kombinacijama s Hsp70 dovodi do smanjenja vijabilnosti stanica (mjereno MTS
testom) i povecane aktivnosti kaspaza-3/7, ali ne i do povecane aktivnosti laktat-dehidrogenaze
u stani¢énom mediju (Hulina-Tomaskovi¢ i sur., 2018b.). Istrazivanje na normalnim ljudskim
bronhijalnim epitelnim stanicama NHBE izlozenima CSE-u i njegovim kombinacijama s
Hsp70 je pokazalo da ne dolazi do promjena u vijabilnosti stanica (Hulina-Tomaskovi¢ i sur.,
2019.).

Budu¢i da su bolesnici s KOPB-om podlozni egzacerbacijama ¢esto puta uzrokovanim
bakterijama, ispitani su i kombinirani ucinci izvanstani¢énog Hsp70 s LPS-omili LTA-om.
Utvrdeno je da LPS i LTA pojedina¢no i u kombinaciji s Hsp70 ne utje¢u na razvoj apoptoze,
Sto je u skladu s radom Sangiorgia i suradnika gdje je MTT testom pokazano da LPS ne utjece
na prezivljavanje 16HBE stanica (Sangiorgi i sur., 2017.).

Iz rezultata ovog rada moze se zakljuciti da izlaganje bronhijalnih epitelnih stanica 16HBE
izvanstanicnom Hsp70, CSE-u, LPS-u, LTA-u ili njihovim kombinacijama uglavhom ne
dovodi do aktivacije kaspaza-3/7, kaspaze-8 i kaspaze-9 te razvoja apoptoze. Rezultate naSeg
rada bilo dobro nadopuniti odredivanjem biljega drugih nacina umiranja stanica (primjerice,
nekroze ili nekroptoze), sto bi omogucéilo bolju usporedbu s rezultatima vec¢ objavljenih radova
te primjerenije zakljucke vezano uz moguce uzroke gubitka pluénih struktura kod oboljelih od

KOPB-a, a mozda ¢ak i potencijalne nove mete lijekova.
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6. ZAKLJUCCI

1. Koncentracije od 0,3 i 1 pg/mL izvanstani¢nog Hsp70 ne utjeCu na aktivnosti kaspaza
-3/7, -8 i -9 u 16HBE bronhijalnim epitelnim stanicama tijekom inkubacija od 2 i 8 sati.

2. Tretmani 16HBE stanica s 2,5 % CSE-om i njegovim kombinacijama s 0,3 1 1 pg/mL
Hsp70 takoder nemaju utjecaja na aktivnosti kaspaza -3/7, -8 i -9 tijekom 2 i 8 sati.

3. U 16HBE stanicama tretiranim s 15 % CSE tijekom 2 sata doSlo je do smanjenja
aktivnosti kaspaza -8 i -9 u odnosu na netretirane stanice, dok nije bilo razlika u
aktivnosti nakon 8 sati, kao niti razlika u aktivnosti kaspaza -3/7 u oba vremenska
perioda.

4. Nakon 2 sata inkubacije kombinacija 15 % CSE-a i 1 ug/mL Hsp70 znacajno povecava
aktivnost kaspaza -3/7 u 16HBE stanicama u odnosu na sami 15 % CSE, dok drugih
razlika kod tretmana s kombinacijama 15 % CSE-a i Hsp70 nije bilo.

5. 0,1 pg/mL LPS i1 pg/mL LTA te njihove kombinacije s 0,31 1 pg/mL Hsp70 ne utjecu
na aktivnosti kaspaza -3/7, -8 i -9 u 16HBE stanicama tijekom inkubacija od 2 i 8 sati.

6. Primijenjeni tretmani (izvanstani¢ni Hsp70, CSE, LPS, LTA ili njihove kombinacije)
na bronhijalnim epitelnim stanicama 16HBE uglavnom ne dolavode do aktivacije
kaspaza-3/7, kaspaze-8 i kaspaze-9 te razvoja apoptoze.

7. Moguce je da 15 %-tni CSE potice smrt 16HBE stanica nekim drugim putem stani¢ne
smrti (primjerice, nekroptozom jer dovodi do inakktivacije kaspaze-8, ali to bi trebalo

potvrditi dodatnim istrazivanjima).
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8. SAZETAK

8.1. Sazetak

Kroni¢na opstrukcijska plu¢na bolest (KOPB) je kroni¢na upalna bolest koja uzrokuje
opstrukciju protoka zraka u plu¢ima. Jedan od glavnih uzro¢nika KOBP-a je dim cigarete.
Molekularni mehanizmi u pozadini klasi¢na su kombinacija urodene i ste¢ene imunosti, a vaznu
ulogu imaju i proupalni medijatori i oksidacijski stres. Takav upalni odgovor dovodi do smrti
stanice. Razlikujemo mnogo nacina smrti stanice, ali u ovom kontekstu su najrelevantnije
apoptoza, nekroza i nekroptoza, Vaznu ulogu u usmjeravanju stanice u odredeni oblik stani¢ne
smrti imaju proteini toplinskog Soka. LPS (lipopolisaharid) i LTA (lipoteikoi¢na kiselina) kao
gradivne komponente bakterija utjecu kao molekularni obrasci povezani s patogenima
(PAMPs) te takoder usmjeravaju stanicu u stani¢nu smrt preko djelovanja na TLR receptore.
Cilj ovog ispitivanja bio je koristenjem izvanstani¢nog Hsp70, ekstrakta dima cigareta (CSE),
LPS-a i LTA te njihovih kombinacija na bronhijalnim epitelnim stanicama 16HBE utvrditi
dovode li do smrti stanica mjerenjem aktivnosti pojedinih kaspaza. Ispitivanje aktivnosti
kaspaza-3/7, -8 i -9 provodilo se pomocu komercijalnih kitova koji sadrze specifi¢ne
luminogene supstrate za navedene kaspaze. Nastala luminescencija proporcionalna je aktivnosti
kaspaza prisutnih u uzorku. Pra¢ena je aktivnost kaspaza nakon dvosatnog i osmerosatnog
trermana. Dobiveni rezultati ukazuju na to da nakon tretmana 16HBE stanica s izvanstani¢nim
Hsp70, CSE-om, LPS-om, LTA-om ili njihovim kombinacijama tijekom 2 ili 8 sati ve¢inom
ne dolazi do znacajnijeg porasta broja stanica u apopt0ozi u odnosu na netretirane stanice.
Pronadeno je jedino da nakon 2 sata inkubacije kombinacija 15 % CSE-a i 1 ug/mL Hsp70
znacajno viSe aktivira kaspaze-3/7 u 16HBE stanicama u odnosu na sami 15 % CSE. Nasuprot
tome, u uzorcima 16HBE stanica tretiranih samo s 15 % CSE-om tijekom 2 sata uocena je
znacajno smanjena aktivnosti kaspaza -8 i -9 u odnosu na netretirane stanice. Snizena aktivnost
kaspaze-8 moze upucivati na to da stanice izloZene visokoj koncentraciji dima cigareta umiru
nekim alternativnim putem (primjerice, inaktivacijom kaspaze-8 moze do¢i do razvoja
nekroptoze). Iz rezultata ovog rada moze se zakljuciti da izlaganje bronhijalnih epitelnih stanica
16HBE izvanstani¢cnom Hsp70, CSE-u, LPS-u, LTA-u ili njihovim kombinacijama uglavnom
ne dovodi do aktivacije kaspaza-3/7, -8 i -9 te razvoja apoptoze. Rezultate rada bilo dobro

nadopuniti odredivanjem biljega drugih nacina umiranja stanica (primjerice, nekroze ili
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nekroptoze), $to bi omogucilo bolju usporedbu s rezultatima ve¢ objavljenih radova te
primjerenije zakljucke vezano uz moguce uzroke gubitka pluénih struktura kod oboljelih od

KOPB-a, a mozda ¢ak i potencijalne nove mete lijekova.

40



8.2. Summary

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a chronic inflammatory disease that causes
obstruction of air flow in the lungs. One of the main causes of COPD is cigarette smoke.
Molecular mechanisms in the background are a classic combination of innate immunity and
adaptive immunity. Pro-inflammatory cytokines and oxidative stress also play an important
role. Such response can lead to cell death. Different types of cell death can be differentiated,
but in this case the most relevant ones are apoptosis, necrosis and necroptosis. Heath shock
proteins play an important role in modifying cell death. LPS (lipopolysaccharides) and LTA
(lipoteicoic acid), as structural components of bacteria, behave as PAMPs (pathogen associated
molecular patterns) and may modulate cell death via TLRs (Toll-like receptors). The aim of
this study was to establish if the treatment of 16HBE cells with extracellular Hsp70, CSE
(cigarette smoke extract), LPS, LTA or their combinations leads to cell death, that was
quantified by the measurement of caspases activities. The measurement of the activities of
caspases -3/-7 , -8 and -9 was done with the use of commercial kits that contain specific
luminogenic substrats for these caspases. The measured luminescence is proportional to the
activity of caspases. The activity was measured after a two hour treatment and after an eight
hour treatment. The results imply that after the treatment of 16HBE cells with eHsp70, CSE,
LPS, LTA and their combinations after 2 hours or 8 hours there were no significant increases
of cells in apoptosis when compared to untreated cells. The only result that was statistically
significantly different was that after a two hour treatment, a combination of 15% CSE and 1
pug/mL Hsp70 significantly increased an activity of caspases-3/7 in 16HBE cells when
compared to the treatment with 15% CSE only. However, in the samples of 16HBE cells treated
with 15% CSE during 2 hours, there was a significant drop in the activity of caspase-8 and
caspase-9 when compared to untreated cells. The drop in the activity of caspaze-8 can implicate
that exposure to high concentrations of CSE lead to an alternative type of cell death
(inactivation of caspase-8 may lead to necroptosis). From the results of this study, we can
conclude that exposure of bronchial epithelial cells 16HBE to extracellular Hsp70, CSE, LPS,
LTA or their combinations mostly does not lead to activation of caspases-3/7, -8 or -9 and
apoptosis in general. The results of this work could be completed by measuring the markers of
other types of cell death (such as necrosis or necroptosis). That would make even better

comparison to results of the already conducted experiments. Better comparisons are crucial for
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making new, more appropriate conclusions about what might be the cause of lung structure loss
in COPD patients, and possibly even a discovery of new drug targets.
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9. PRILOZI

9.1. Popis kratica

16HBE humana bronhijalna epitelna stani¢na linija
ALR receptor slican AIM-2 (eng. AIM-2 like-receptor)
ANOVA jednosmjerna analiza varijance (eng. One-Way Analysis of Variance)

APAF-1 faktor-1 za aktiviranje apoptotskih proteaza (eng. factor-1 for activating

apoptotic proteases)

ATP adenozin-trifosfat

CLR receptori sli¢ni C-tipu lektina (eng. C-type-lectin receptors)

CSE ekstrakt dima cigareta (eng. cigarette smoke extract)

DAMPs molekularni obrasci povezani s oSte¢enjem (eng. damage-associated

molecular paterns)

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

FADD protein koji ima domenu smrti povezan s Fas-om (eng. Fas-associated death
domain)

FBS fetalni govedi serum (eng. fetal bovine serum)

FEV1 forsirani izdisajni volumen u 1 s (eng. forced expired volume in1s)

G-CSF faktor stimulacije granulocitnih kolonija

GM-CSF faktor stimulacije granulocitno-makrofagnih kolonija

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

initiative for chronic obstructive lung disease)

HDAC histonska deacetilaza

HSDJ eng. Heathshock protein 70 DNA-J

HSP protein toplinskog Soka (eng. heath shock protein)

KOPB kroni¢na opstrukcijska plu¢na bolest

LPS lipopolisaharid (eng. lipopolysacharide)

LRR leucinom bogata ponavljanja(eng. leucin-richrepeats)

LTA lipoteikoi¢na kiselina (eng. lipoteicoicacid)

MAPK protein-kinaza aktivirana mitogenom (eng. mitogen-activated protein kinase)
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MLKL
MPO
MyD88

NF-xB
NK cells
NLR
NLRP

Nrf-2
PAMPs

PI3K
PIP
PRR

RHIM
RIPK
RLR
ROS
TIR
TLR
TNF-a
TRADD
TRIF

ZBP1

eng. mixed lineage kinase domain-like

mijeloperoksidaza

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

jezgrin ¢imbenik kB

prirodne stanice ubojice (eng. natural killer cells)

eng. NOD-like receptors

protein koji sadrzi NOD, LRR i pirin domenu (eng. NOD-, LRR-, and pyrin
domain containing protein 3)

nuklearni faktor eritroid-2

molekularni obrasci povezani s patogenima (eng. patogen associated
molecular pattern)

fosfoinozitid 3-kinaza

fosfatidil-inozitol fosfat

receptor koji prepoznaje molekularne obrasce (eng. pattern recognition
receptor)

homotipni RIPK interakcijski motiv (eng. RIPK-homotypic interaction motif)
protein koji ulazi u interakcije s receptoron (eng.receptor interacting protein)
eng. RIG-1-like receptors

reaktivni kisikovi spojevi (eng. reactive oxygen species)

Toll/IL-1 receptor

receptor slican Tollu (eng. Toll-like receptor)

¢imbenik tumorske nekroze-o (eng. tumor necrosis factor-a)

domena smrti povezana s TNF receptorom

adaptacijski protein s TIR domenom koji inducira interferon-p (eng. TIR
domain-containing adaptor inducin interferon f)

protein koji veze Z-DNA (eng. Z-DNA binding protein 1)
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u ovom kontekstu su najrelevantnije apoptoza, nekroza i nekroptoza, Vaznu ulogu u usmjeravanju stanice u odredeni oblik stani¢ne smrti
imaju proteini toplinskog Soka. LPS (lipopolisaharid) i LTA (lipoteikoi¢na kiselina) kao gradivne komponente bakterija utjecu kao
molekularni obrasci povezani s patogenima (PAMPs) te takoder usmjeravaju stanicu u stani¢nu smrt preko djelovanja na TLR receptore. Cilj
ovog ispitivanja bio je koriStenjem izvanstani¢nog Hsp70, ekstrakta dima cigareta (CSE), LPS-a i LTA te njihovih kombinacija na
bronhijalnim epitelnim stanicama 16HBE utvrditi dovode li do smrti stanica mjerenjem aktivnosti pojedinih kaspaza. Ispitivanje aktivnosti
kaspaza-3/7, -8 i -9 provodilo se pomocu komercijalnih kitova koji sadrZe specifiéne luminogene supstrate za navedene kaspaze. Nastala
luminescencija proporcionalna je aktivnosti kaspaza prisutnih u uzorku. Pracena je aktivnost kaspaza nakon dvosatnog i osmerosatnog
trermana. Dobiveni rezultati ukazuju na to da nakon tretmana 16HBE stanica s izvanstani¢nim Hsp70, CSE-om, LPS-om, LTA-om ili
njihovim kombinacijama tijekom 2 ili 8 sati ve¢inom ne dolazi do znacajnijeg porasta broja stanica u apoptozi u odnosu na netretirane stanice.
Pronadeno je jedino da nakon 2 sata inkubacije kombinacija 15 % CSE-a i 1 pg/mL Hsp70 znaCajno viSe aktivira kaspaze-3/7 u 16HBE
stanicama u odnosu na sami 15 % CSE. Nasuprot tome, u uzorcima 16HBE stanica tretiranih samo s 15 % CSE-om tijekom 2 sata uocena je
znacajno smanjena aktivnosti kaspaza -8 i -9 u odnosu na netretirane stanice. Snizena aktivnost kaspaze-8 moze upucivati na to da stanice
izloZene visokoj koncentraciji dima cigareta umiru nekim alternativnim putem (primjerice, inaktivacijom kaspaze-8 moze do¢i do razvoja
nekroptoze). Iz rezultata ovog rada moze se zakljuciti da izlaganje bronhijalnih epitelnih stanica 16HBE izvanstani¢cnom Hsp70, CSE-u, LPS-
u, LTA-u ili njihovim kombinacijama uglavnom ne dovodi do aktivacije kaspaza-3/7, -8 i -9 te razvoja apoptoze. Rezultate rada bilo dobro
nadopuniti odredivanjem biljega drugih na¢ina umiranja stanica (primjerice, nekroze ili nekroptoze), §to bi omoguéilo bolju usporedbu s
rezultatima ve¢ objavljenih radova te primjerenije zakljucke vezano uz moguce uzroke gubitka pluénih struktura kod oboljelih od KOPB-a,
a mozda ¢ak i potencijalne nove mete lijekova.
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SUMMARY

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a chronic inflammatory disease that causes obstruction of air flow in the lungs. One of the
main causes of COPD is cigarette smoke. Molecular mechanisms in the background are a classic combination of innate immunity and adaptive
immunity. Pro-inflammatory cytokines and oxidative stress also play an important role. Such response can lead to cell death. Different types
of cell death can be differentiated, but in this case the most relevant ones are apoptosis, necrosis and necroptosis. Heath shock proteins play
an important role in modifying cell death. LPS (lipopolysaccharides) and LTA (lipoteicoic acid), as structural components of bacteria, behave
as PAMPs (pathogen associated molecular patterns) and may modulate cell death via TLRs (Toll-like receptors). The aim of this study was
to establish if the treatment of 16HBE cells with extracellular Hsp70, CSE (cigarette smoke extract), LPS, LTA or their combinations leads
to cell death, that was quantified by the measurement of caspases activities. The measurement of the activities of caspases -3/-7 , -8 and -9
was done with the use of commercial kits that contain specific luminogenic substrats for these caspases. The measured luminescence is
proportional to the activity of caspases. The activity was measured after a two hour treatment and after an eight hour treatment. The results
imply that after the treatment of 16HBE cells with eHsp70, CSE, LPS, LTA and their combinations after 2 hours or 8 hours there were no
significant increases of cells in apoptosis when compared to untreated cells. The only result that was statistically significantly different was
that after a two hour treatment, a combination of 15% CSE and 1 pg/mL Hsp70 significantly increased an activity of caspases-3/7 in 16HBE
cells when compared to the treatment with 15% CSE only. However, in the samples of 16HBE cells treated with 15% CSE during 2 hours,
there was a significant drop in the activity of caspase-8 and caspase-9 when compared to untreated cells. The drop in the activity of caspaze-
8 can implicate that exposure to high concentrations of CSE lead to an alternative type of cell death (inactivation of caspase-8 may lead to
necroptosis). From the results of this study, we can conclude that exposure of bronchial epithelial cells 16HBE to extracellular Hsp70, CSE,
LPS, LTA or their combinations mostly does not lead to activation of caspases-3/7, -8 or -9 and apoptosis in general. The results of this work
could be completed by measuring the markers of other types of cell death (such as necrosis or necroptosis). That would make even better
comparison to results of the already conducted experiments. Better comparisons are crucial for making new, more appropriate conclusions
about what might be the cause of lung structure loss in COPD patients, and possibly even a discovery of new drug targets.
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