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Sazetak

ODREDIVANJE HLAPLJIVIH AROMATSKIH UGLJIKOVODIKA, ENZIMA MATRIKS
METALOPROTEINAZE-9 | IMUNOLOSKOG STATUSA KAO POKAZATELJA

RAZVOJA BOLESTI OKOLISA

Cilj istrazivanja: Cimbenici koji dovode do patogeneze i razvoja bolesti okoli$a jo$ uvijek
nisu u dovoljnoj mjeri poznati. Svjetska zdravstvena organizacija pod pojmom bolesti
okoliSa opisuje bolesti primarno uzrokovane oneciS¢enjem zraka i vode, kemijskim i
fizikalnim Cimbenicima, radijacijom, kontaminiranom hranom i direktnim kontaktom s
toksinima kojima smo izloZeni u prirodnoj i/ili radnoj sredini, te je njihova ucestalost u
razvijenim zemljama zapada u posljednjih nekoliko desetljeca u velikom porastu. Cilj
ovog istraZivanja bio je ispitati mogucnost odredivanja pokazatelja razvoja bolesti
okolisa: hlapljivin aromatskih ugljikovodika, enzima matriks metaloproteinaze-9 i

imunolo$kog statusa.

Ispitanici i metode: Ispitivanja smo vrSili u profesionalno izloZenih djelatnika hlapljivim
aromatskim ugljikovodicima (brodogradilista Viktor Lenac u Rijeci i Kraljevica u
Kraljevici) u odnosu na stanovnike urbanog (Rijeka) i ruralnog podruc¢ja (Mali LoSinj).
Procjenu imunoloskog statusa vrSili smo protoénom citometrijom i odredivali fenotipsku
pripadnost mononuklearnih stanica periferne krvi, te unutarstani¢nim bojanjem citoliti¢ki
potencijal ovih stanica. Metodu enzimskog imunoeseja (ELISA) koristili smo se za
odredivanje izrazaja enzima matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9), a plinsku

kromatografiju za odredivanje BTEX-a (benzen, toluen, m/p ksilen i o-ksilen). Statisticki



podaci su izraCunati uz pomo¢ kompjuterskog programa Statistica 7.1. Graficki i
tabelarni prikaz ucinjen je koristeCi Excel program.

Rezultati: profesionalno izloZzena skupina ima statistiCki znacajno poviSene vrijednosti
MMP-9 i BTEX-a u urinu, kao i ukupni perforin, te postotak stanica urodene imunosti
(NKT i T regulacijskih stanica), dok su vrijednosti NK stanica i CD56+P+ stanica
statistiCki znaCajno snizene.

Zaklju¢ak: Nasi rezultati su pokazali veliki porast enzima MMP-9 i BTEX-a u urinu
djelatnika profesionalno izloZenih hlapljivim aromatskim ugljikovodicima, udruzen s
porastom stanica urodene imunosti (NKT i T regulacijskih stanica) u perifernoj krvi, Cije
pracenje bi moglo pridonijeti ranijem otkrivanju bolesti okolisa s posljedi¢nim ranijim i

ucinkovitijim lijeCenjem.

KLJUCNE RIJECI: Bolesti okoliga; hlapljivi aromatski ugljikovodici; imunoloski status;

matriks metaloproteinaza-9; regulacijske stanice T.



Summary
Determination of volatile aromatic hydrocarbons, enzyme matrix

metalloproteinases-9 and immune status as indicators of environmental diseases

Aim: Factors that lead pathogenesis and to development of environmental diseases are
still not sufficiently known. World Health Organization under the term environmental
illness describes the disease primarily caused by pollution of air and water, chemical
and physical agents, radiation, contaminated food and direct contact with the toxins we
are exposed to natural and / or working environment, and their prevalence in developed
West countries in past few decades are increased. The aim of this study was to
investigate the possibility of determining indicators of disease development environment:
volatile aromatic hydrocarbons, the enzyme matrix metalloproteinase-9 and immune
status.

Patients and methods: We performed in workers occupationally exposed to volatile
aromatic hydrocarbons (shipyard Viktor Lenac in Rijeka and Kraljevica in Kraljevica)
compared to urban residents (Rijeka) and rural areas (Mali LoSinj). Assessment of
immune status were done by flow cytometry and determined the phenotypic association
with peripheral blood mononuclear cells, intracellular staining and cytolytic potential of
these cells. The method of enzyme immunoassay (ELISA) were used to determine
enzyme expression of matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) and gas chromatography for
determination of BTEX (benzene, toluene, m / p xylene and o-xylene). Statistical data

were calculated using computer program Statistica 7.1.



Graphical and tabular presentation was made by using the Excel program.
Results: The occupationally exposed group had a statistically significantly elevated
levels of MMP-9 and BTEX in the urine, and total perforin, and the percentage of cells of
innate immunity (NKT and T regulatory cells), while the value of NK cells and CD56 +P+
cells significantly reduced.

Conclusion: Our results showed a large increase in the enzyme MMP-9 and BTEX in the
urine of workers occupationally exposed to volatile aromatic hydrocarbons,
accompanied by growth of cells of innate immunity (NKT and T regulatory cells) in
peripheral blood, which could contribute to the monitoring, early detection of

environmental diseases and consequent earlier and more effective treatment.

Key words: Environmental diseases; immunological status; matrix metalloproteinase-9;

regulatory T cells; volatile aromatic hydrocarbons.
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1. Uvod



1.1. Pregled podruéja istrazivanja

Cimbenici koji dovode do patogeneze i razvoja bolesti okolia (engl. environmental
diseases) joS uvijek nisu u dovoljnoj mjeri poznati. Bolesti okolia su po definiciji svjetske
zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization-WHO) bolesti primarno
uzrokovane oneciSc¢enjem zraka i vode, kemijskim i fizikalnim agensima, radijacijom,
kontaminiranom hranom i izravnim dodirom s toksinima kojima smo izloZeni u prirodnoj
i/ili radnoj sredini, posljedicno dovodeéi do njihove povecane ucestalost u razvijenim
zemljama zapada u posljednjih nekoliko desetlieca. Mnoge od njih danas (astma,
alergijski rinitis, kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest) predstavljaju veliki javno-
zdravstveni problem, te je potrebno Sto ranije prepoznati okoliSne toksine i utvrditi
mehanizme njihova djelovanja kako bi se postigli Sto bolji preventivni i terapijski ucinci.
Izraz «bolesti okoliSa» tek se u novije vrijeme pocCeo pojavljivati, kako u svjetskoj, tako i
u na8oj znanstvenoj literaturi, iako su neka od tih oboljenja ve¢ odavna poznata. U
posljednjem desetlje€u, sve se viSe javno govori o problematici "suZivota" zagadenja
okoliSa i zdravog (kvalitetnog) Zivljenja. Neosporna je CcCinjenica da je industrijski
napredak neophodan, ali se danas, u svijetlu novih saznanja o njegovoj Stetnosti, sve
vise pokuSava suzbiti negativne strane napretka u odnosu na ljudsko zdravlje. Pojam
okoliSnih bolesti stekao je zavidan status u modernim znanstvenim istraZivanjima, jer je
dokazano da su povidene koncentracije toksiCnih i karcinogenih zagadivala u okoliSu
neposredan uzrok poviSene pojavnosti razli€itih karcinoma i teSkih oblika bolesti okolisa
(KOPB, astma), kako kod pojedinca tako i populacije koja Zivi i radi u takvom okruzenju.
Stanovanje na urbanim podrucjima povezano je sa Citavim nizom ozbiljnih rizika za
ljudsko zdravlje, ukoliko se usporeduje sa stanovanjem u ruralnim podrucjima koja nisu

pod utjecajem okoliSnog zagadenija, Ciji je glavni izvor industrijski i prometni civilizacijski



napredak. RazliCite toksiCne tvari koje se svakodnevno ispustaju u okoli§ dovode do
porasta ucestalosti oboljenja u ljudi i poremecaja u bioloskoj ravnotezi Zivih bi¢a. Mnoge
od tih tvari imaju vrlo jaka toksi¢na djelovanja, a kako se slabo razlazu u vodi i dugo
ostaju u samom okoliSu, ljudski organizam je dugotrajno izloZen njihovom djelovanju.
Toksicne tvari mogu djelovati na zive organizme neposredno ukoliko oStecCuju
povrSinske dijelove epitela i ulaze u unutradnje organe, te posredno ukoliko djeluju na
ekoloske uvjete (npr. promjenom bilo kojeg okoliSnog €imbenika). BioloSka akumulacija
neke toksi¢ne tvari u ljudskome organizmu ovisi o Citavom nizu svojstava samog
zagadivala (kemijska struktura, postojanost, medusobno djelovanje razli€itih tvari) i
karakteristikama samog organizma (fizioloSkim, biokemijskim, genetskim, zdravstvenim,
stanju uhranjenosti). Na biolosko nagomilavanje (akumulacija) neke toksi¢ne tvari osim
navedenih svojstava organizma i zagadivala, djeluju i uvjeti okoliSa kao Sto su
temperatura, vlaznost, ultraljubiCasto zraCenje i drugi. Hlapljivi aromatski ugljikovodici
kao Sto su benzen, toluen, etilbenzen, m/p-ksilen i o-ksilen (BTEX), izluCuju se iz
organizma manjim dijelom u nepromijenjenom obliku putem izdahnutog zraka, a
najve¢im dijelom u obliku metabolita preko bubrega urinom gdje je manje od 1% u
nepromijenjenom obliku (1). Putem izdahnutog zraka manja koli€ina navedenih spojeva
izlazi iz organizma, a najbolji pokazatelj odstranjenja je bioloSki polu-Zivot koji se
razlikuje ovisno o vrsti tkiva: manje od 5 minuta za krv; nekoliko minuta do nekoliko sati
za miSice i nekoliko sati do nekoliko dana za masno tkivo (2).

Hlapljivi aromatski ugljikovodici (BTEX) su spojevi koji se ispustaju u okoli§ putem
ispudnih plinova automobila, rada brojnih industrijskih postrojenja i spaljivanjem
komunalnog otpada. Najopasniji po ljudsko zdravlje je benzen, kojeg je joS davne 1982.

godine agencija IARC (engl. International Agency for Research on Cancer) svrstala u



kategoriju ljudskih karcinogena. Mnoga su istrazivanja dokazala vrlo jako toksi¢no i
genotoksicno djelovanje benzena u odnosu na ljudsko zdravlje. U istraZivanjima koja se
bave prou€avanjem toksi¢nog djelovanja BTEX-a na ljudsko zdravlje, isti se odreduju u
krvi i urinu. Koncentracija BTEX-a u ljudskom organizmu upravo je proporcionalna s
blizinom stanovanja ljudi u odnosu na glavne gradske prometnice i industrijska
postrojenja (3). U istrazivanjima urbanih podru€ja koja su opterecena gradskim
prometom, radom naftnih rafinerija, koncentracije BTEX-a prisutnih u zraku su statisticki
znacajno viSe od koncentracija na ruralnim podruc¢jima (4). Vecina se istrazivanja
provodi tijekom zimskih mjeseci, jer je Citav niz okolinih ¢imbenika (slabija fotokemijska
razgradnja, velika vlaznost, niske temperature) usko povezana s povecanom
koncentracijom i duzom postojanoS¢u BTEX-a u samom okoliSu, a posljedicno tome i
njihovom vecom bioloSkom akumulacijom u ljudskom organizmu (5-7). Upravo je
izloZenost navedenim spojevima povezana s poveéanim rizikom za ljudsko zdravlje (8).
Oni su prije svega naj¢eSée detektirani spojevi koji se nalaze u urbanome zraku, a
povezani su s €itavim nizom razvoja bolesti okolisa (9, 10).

IzloZenost benzenu je Cesto povezana s povec¢anom ucestaloSéu razvoja leukemija i
solidnih tumora (11), te su mnoga znanstvena istraZivanja ukazala na vezu izmedu
razvoja navedenih bolesti okoliSa i urbanog stanovanja (12-14). S druge strane,
izloZzenost ljudi toluenu i ksilenu dovodi do toksi¢nih u€inaka na Ziv€ani sustav, jetru i
bubrege kao ciljne organe navedenih zagadivala koji se u ve¢im koncentracijama nalaze
u zraku urbanih podrucja (15,16). OkoliSna izloZenost ljudi etilbenzenu, koji Zive i rade
na prometom i industrijom optere¢enom podrucju, izaziva ozbiljne zdravstvene probleme

na respiratornom sustavu i na bubrezima (17).



Istrazivanja koja su se provodila na ljudima, pokazala su usku povezanost izmedu
okoliSne izlozenosti razli€itim zagadivalima i odredenih bolesti ili zdravstvenih problema.
Za razumijevanje etiologije povezanosti bolesti okoliSa i ljudskoga zdravlja, istrazivanja
su morala dokazati povezanost samog ispustanja zagadivala u okoli§ s razvojem
mnogih bolesti ili oSteCenja zdravlja pojedinca ili Citave zajednice. Etiologija ukljuCuje
povezivanje znanja o nacinu ispustanja zagadivala u okoli$ (zrak, voda, hrana, prasina),
s podacima o izloZenosti ljudi onecis¢éenom mediju (inhalacija, kontakt, gutanje) i
dokazima o razvoju bolesti okoliSa (18).

Prilikom procjene zdravstvenog rizika djelovanja toksi¢nih spojeva iz okolisa na ljudski
organizam, u vidu sprje€avanja razvoja bolesti okoliSa, osim poznavanja Citavog niza
nacina kojima ti spojevi ulaze u ekosustav kao na primjer: nenamjernim ispustanjem,
odlaganjem otpada, radom industrijskih postrojenja, prometom; od velike je vazZnosti
poznavanije i toksikokinetike tj. apsorpcije, bioloSke pretvorbe, raspodjele i izlu€ivanja tih
spojeva i njihovih metabolita iz tijela. BTEX mogu uéi u organizam preko koze i
probavnog sustava, ali je inhalacija najéesc¢i put unosa (19). Prilikom inhalacije BTEX-a
putem zagadenoga urbanog zraka, u ljudi dolazi do razvoja kroni¢no opstruktivne pluéne
bolesti, koja je kao bolest okoliSa viSe zastupljena u toj populaciji ispitanika u odnosu na
populaciju s ruralnih podru¢ja (20-22). Sama obiljezja kroni¢no opstruktivnhe pluéne
bolesti su bolesno stanje obiljezeno ograniCenim protokom zraka u diSnom sustavu
kojega nije moguce posve izlije€iti i progresivnog je karaktera, pa se koristi metoda
spirometrije kao neinvazivne i relativno jednostavne znanstveno utemeljene metode
ranog otkrivanja patoloskih promjena u diSnome sustavu uzrokovanih okoliSnim

zagadivalima (23-27).



Razvojem novih analitickih tehnika, preporu€uje se odredivanje hlapljivih aromatskih
ugljikovodika u urinu, zbog jednostavnosti uzorkovanja i velike preciznosti samoga
mjerenja. Njihova koncentracija odrazava cjelokupnu izlozenost populacije navedenim
spojevima. Mnogi od okolidnih ¢imbenika koji dovode do razvoja bolesti okoliSa jos su u
velikom dijelu nepoznati, ili se ne zna njihova to¢na uloga. Pojavnost bolesti okoliSa u
razvijenim zemljama je u velikom porastu, te predstavljaju veliki rizik za pojedinca i
zajednicu u cjelini. To su upravo razlozi zbog €ega bolesti okolisa treba Sto ranije
prepoznati, a Cimbenike koji potpomazu njihov razvoj treba pokusati otkloniti ili smanijiti
njihov toksic¢ni ucinak (28, 29).

Danas se u modernim znanstvenim istrazivanjima sve viSe prou€ava uloga mnogih
enzima koji imaju zastitnu i regenerativnu ulogu prilikom razvoja bolesti okoliSa, kao
izravne posljedice sve veceg zagadenja. Metaboliti BTEX spojeva, u prvome redu
benzena (o-benzokinon, p-benzokinon) imaju dokazana karcinogena djelovanja na
ciljnim organima kao $to su jetra, kozZa, bubrezi i naro€ito plu¢a. Poja¢ani izrazaj enzima
matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) u ljudskom organizmu, u najnovijim se
istraZivanjima povezuju sa zastitnim i regenerativnim djelovanjem na razini plucnih
epitelnih stanicama, prilikom teskih oste¢enja plu¢nog epitela uzrokovanog kroni¢no
opstruktivnom  pluénom boleSéu (30). StatistiCki znaCajan izrazaj matriks
metaloproteinaze-9 dokazan je u sluajevima razliCitih karcinoma pluéa, upalnih stanja,
gdje je kao proteinaza uklju¢ena u mnoge procese proliferacije, diferencijacije i migracije
mastocita, a reguliran je od strane pojacano izluCenih citokina kao $to su Cimbenik
tumorske nekroze TNF (engl. tumor necrosis factor-TNF) i interferon (IFN) (31). Izrazaj

matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) prepoznat je i prilikom direktnog kontakta limfocita



T s monocitima (32) i mastocitima (33), te kod migracije neutrofila i eozinofila prilikom
teSkih ostecenja plucnog tkiva (34, 35).

Za dokazivanje izraZzaja enzima matriks metaloproteinaze-9, danas se u svijetu uvode
metode enzimskog imunoeseja (engl. Enzyme-linked immunosorbent assay-ELISA).
Pomocu ovog imunoeseja, kvalitativno i kvantitativno se odreduje visina izrazaja
(koncentracije) enzima metaloproteinaze-9 (MMP-9) prilikom procjene malignosti i
benignosti plu¢nih oboljenja, te se ova analiza pokuSava sve viSe Koristiti kao metoda
preciznog odredivanja bioloSkih pokazatelja (biomarkera) povezanosti povecanog rizika
izlaganju karcinogenim i toksi¢nim okoliSnim zagadivalima i eventualnog razvoja bolesti
okoliSa u obliku kroni¢no opstruktivne pluéne bolesti i/ili razli€itih oblika karcinoma pluc¢a
(36, 37).

Znanstvena istrazivanja vezana za toksi¢na djelovanja okoliSnih zagadivala na ljudski
imunolo$ki sustav, usmjerena su prema odredivanju uloge CD4" (engl. CD-cluster of
differentiation antigens) regulacijskih/supresorskin T stani¢nih tipova. Naj¢eS¢e su
istraZivane regulacijske stanice T (koje nemaju veliki izrazaj CD25 na svojoj povrsini),
CD4'CD25" supresorske stanice T, stanice NKT (engl. Natural Killer T cells), ali jo$
uvijek ima malo podataka vezanih za ulogu CD4"CD25"Foxp3” stanica (engl. Treq cells)
koje se medusobno razlikuju po koli€ini lu€enja IL-2 (interleukina-2), IL-10 (interleukina-
10) i TGF-B (tumorskog faktora rasta—@) u patoloskim zbivanjima prilikom utjecaja
okolidnih zagadivala na ljudski imunolo$ki sustav. U odgovoru organizma na okolisne
alergene, najvaZniju ulogu imaju regulacijske stanice T (Tregs), CD4"CD25" stanice, NK i
NKT stanice. CD4"CD25" stanice koje se proizvode u timusu imaju odluéujuéu ulogu u
prevenciji autoimunih procesa, odbacivanju alografta (presadeno tkivo sa jedne na

drugu osobu) i odrzavanju auto-tolerancije najéeSée u obliku smanjivanja lu¢enja IL-2 i



IFN—y (interferon-y) (38). Humane stanice NK su osjetljive na toksiCna djelovanja
benzena, jer su istrazivanja dokazala statistiCki znaCajan pad u brojnosti stanica NK,
CD4" limfocita T, limfocita B i granulocita u ljudi koji su profesionalno izloZeni benzenu
(39). U ljudi koji su profesionalno izloZzeni organskim otapalima, koja u svome sastavu
imaju odredene koncentracije toluena i mjeSavine toluena i benzena, dokazan je
statisticki znac¢ajan pad ukupnog broja svih sup-populacija stanica NK, citotoksi¢nih
CD8" i pomagackih CD4" limfocita T (40).

Do danas, najmanje je istraZzena uloga regulacijskih CD4"CD25"Foxp3* stanica koje
pokazuju karakteristicno svojstvo smanjivanja stvaranja IL-2 zbog represijskog
djelovanja transkripcijskog faktora Foxp3 po kojem su i dobile ime (41). Posjeduju, ali ne
proizvode IL-2 i druge citokine koji su im potrebni u njihovom razvoju i prezivljavanju.
Kljutna uloga CD4'CD25'Foxp3" stanica je u inhibirajuéem djelovanju na ljudski
imunoloski sustav kada je izlozen djelovanju razli€itih okolisnih ¢imbenika (42). Sve je
vise dokaza da regulacijske stanice vrlo ucinkovito zaustavljaju razvoj eozinofilije u
bronhima (43). U istrazivanjima je dokazano da su regulacijske stanice koje proizvode
IL-10 i imaju neposredni inhibicijski u€inak na funkciju stanica Th2 (engl. T helper cell 2),
primarno uklju¢ene u regulaciju teskih respiratornih bolesti kao Sto su kroni¢na
opstruktivna plu¢na bolest i astma koje mogu nastati kao posljedica izloZzenosti ljudi

okoliSnim zagadivalima (44).



1.1.1. Utjecaj industrijalizacije i urbanizacije na povec¢ano okoliSno zagadenje

Sve veca potreba za modernim nacinom zivota iziskuje koriStenje viSe razli€itin oblika
energija (elektricna, toplinska, energija hrane) za kojima iz godine u godinu raste
potraznja. Pogotovo su urbana podrucja i urbani nacin stanovanja karakteristi¢ni primjer
neraskidive veze izmedu modernizacije i eksploatiranja sve vecih koli¢ina prirodnih
resursa. Mnoga su nastojanja Europske unije usmjerena prema odrZivom razvoju
urbanog stanovanja koji Ce integrirati kvalitetu stanovanja u gradovima s zastitom i
unapredenjem okolida kao jedinog nacina ostvarivanja cilja zdravog stanovanja, te je
tako donesena i Europska stambena povelja koja je povezana s programskim
dokumentima koji se odnose na podrucje urbanizma. LeipziSka povelja o gradovima,
usvojena 2007. godine, govori o kulturi gradenja koja je posredovana gospodarskim,
socijalnim, kulturnim, tehnoloSkim i nadasve ekoloSkim okruzenjem, te zagovara politiku
integriranog urbanog razvoja u kojoj se koordiniraju prostorni, sektorski i vremenski
okviri odrzivog razvoja gradova. Gradovi se razvijaju za gradane kao bi im pomogli u
ostvarivanju kvalitetnijeg Zivota, gdje je stanovanje na vrhu liste prioriteta. S izuzetkom
alternativnih nacCina pretvorbe energije, glavnina iskoristive energije u danasnjoj
civilizaciji potjeCe iz izvora koji su glavni krivac zagadenja i trenutaénog stanja u okolisu.
Zivedi i radeéi u takvome okolidu, stanovnistvo je izlozeno pove¢anom riziku bilo da je
rije€ o ambijentalnom i/li profesionalnom izlaganju potencijalno opasnim okoliSnim
zagadivalima. Koliko je taj rizik realan na razini Hrvatske, najbolje se pokazuje u
izvjeStajima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u kojima se navodi da je Primorsko-
goranska Zupanija na prvome mjestu po ucestalosti pojavljivanja novooboljelih i umrlih
od raka, a prvenstveno se misli na sve vecu pojavnost karcinoma bronha i plu¢a. Mnogi

toksi¢ni spojevi, a prvenstveno hlapljivi aromatski ugljikovodici kao $to su BTEX,



ispustaju se u okoli$ putem ispusnih plinova automobila i radom industrijskih postrojenja
kao nezaobilazni nusprodukti izgaranja razli€itih naftnih frakcija. Mnoga su istrazivanja
dokazala vrlo jako toksic¢no, karcinogeno i genotoksi¢no djelovanje benzena u odnosu
na ljudsko zdravlje. Koncentracije BTEX-a unesene u ljudski organizam upravo su
proporcionalne s blizinom stanovanja ljudi u odnosu na glavne gradske prometnice i
industrijska postrojenja, stoga Zivljenje u velikim gradskim sredinama predstavlja
potencijalni rizik izlaganja poveéanim koncentracijama navedenim spojeva zbog velikog
intenziteta prometa i neprekidnog rada mnogih industrijskin postrojenja koji su
prepoznati kao njihov glavni izvor u integriranom okoliSu. Odredivanje koncentracija
samih BTEX-a u ljudskom urinu odrazava cjelokupnu i objektivnu izlozenost populacije
tim spojevima u neposrednom okoliSu, jer istoimeni spojevi ne mogu nastati
metaboliCkim putovima u samome organizmu (45). Oni za istraZivanja predstavljaju
vazne okoliSne Cimbenike jer dovode do razvoja bolesti okolisa, ali se jos uvijek dovoljno
ne zna o samim mehanizmima nastajanja bolesti ili bolesnih stanja. Pojavnost bolesti
okoliSa u razvijenim zemljama je u velikom porastu i predstavljaju sve veci problem za
pojedinca i zajednicu u cjelini, a moderna istrazivanja koja imaju za cilj rasvjetljavanje
uloge okolisnih zagadivala u pokretanju stani¢nog, enzimskog, imunoloskog i fizioloSkog
odgovora u ljudi mogu uvelike pridonijeti spreCavanju razvoja nepovratnih procesa u
ljudskom organizmu koji u konacnici zavr8avaju smanjenom ucinkovito$cu, invaliditetom

ili smréu.
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1.1.2. Toksiéno djelovanje hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, toluena,
etilbenzena i ksilena (BTEX-a) na ljudsko zdravlje

Hlapljivi aromatski ugljikovodici benzen, toluen, etilbenzen i izomeri ksilena (o-, m-, p-)
su organski spojevi koji imaju Siroku upotrebu kao vrlo jaka organska otapala, te se
pojavljuju kao sastavni dio boja i lakova koji se koriste prilikom zastitnih premazivanja
razliitih metalnih i drvenih povrSina (Clanak 129. stavka 3. Zakona o zastiti okoliSa;
"Narodne novine" br. 110/07-Registar oneciS¢avanja okoli8a). Kako se zbog svojih
fizikalno-kemijskih  osobina (bezbojne tekuline, niska temperatura vreliSta,
karakteristiCan miris, visok tlak para, velika mogucnost hlapljenja) mogu vrlo lako naci u
okoliSu, ljudi su viSe ili manje trajno izloZeni njihovom djelovanju. Pogotovo su njihovom
djelovanju izloZeni ljudi koji su i profesionalno u kontaktu. Prvenstveno se misli na
zaposlenike koji premazuju brodske konstrukcije, a zbog prirode svoga posla su izloZeni
spojevima putem udisanja hlapljivih komponenti i direktnog kontakta s bojama. BTEX
spojevi se nalaze u sastavu samoga benzina, te se u atmosferu ispustaju putem
ispudnih plinova automobila i emisija plinova iz vecih industrijskih pogona kao $to su
rafinerije za preradu naftnih derivata. Prema prirucniku LUFT (engl. Leaking
Underground Fuel Tank) benzin prosje¢no sadrzava 1,8 % benzena, 12,3 % toluena, 1,6
% etilbenzena i 5,2 % svih izomera ksilena. U modernim se znanstvenim istraZivanjima
posljednjeg desetlje¢a zbog navedenih osobina hlapljivih aromatskih ugljikovodika, te
vrlo lakog ulaska u ljudski organizam, najvise paznje posvetilo rasvjetljavanju Stetnog
djelovanja BTEX-a na ljudsko zdravlje. Toksi¢ni u€inci BTEX-a nisu podjednako
istraZivani za sve spojeve, najviSe je podataka prikupljeno za benzen zbog njegove
hematotoksi¢nosti i karcinogenosti, a slijedi toluen zbog svoje neurotoksi¢nosti, dok su

za etilbenzen i izomere ksilena podaci oskudni. Svi navedeni spojevi kao organska
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otapala djeluju lokalno na kozu i sluznicu, a nakon resorpcije sustavno se djelovanje
oCituje na srediSnjem ziv€anom sustavu. Dokazana su vrlo jaka hematotoksi¢na
djelovanja benzena u obliku smanjenja broja krvnih stanica, hipoplazije kostane srzi,
pancitopenije, mijeloicne leukemije i vrlo jake inhibicije ugradnje Zeljeza u eritrocite Sto je
posebno Stetno prilikom ranog razvoja ljudskog organizma. Pogotovo je profesionalna
izloZenost ljudi benzenu izuzetno rizicna po zdravlje, jer se najceS¢e radi o velikim
koncentracijama i akuthom djelovanju na organizam u obliku jakog smanjenja broja
krvnih stanica, pancitopenije, a kao krajnji rezultat razvoj akutne ili kroni¢ne mijeloi¢ne
leukemije (46-49). Za sama toksiCna svojstva benzena odgovorni su metaboliti koji
nastaju u metabolickoj pretvorbi samoga benzena u ljudskom organizmu (Slika 1).
Najodgovorniji metaboliti za toksi¢na svojstva su benzen oksid, kinon i semikinon, dok
su fenol i hidrokinoni (1,2-benzokinon, 1,4-benzokinon) koji nastaju u jetri odgovorni za
toksicne ucinke u koStanoj srzi (50, 51). Dokazano je da prilikom profesionalne
izloZenosti benzenu moze doéi i do kromosomskih aberacija, izmjena sestrinskih
kromatida, pojave mikronukleusa i inhibicije sinteze DNA i RNA molekula buduc¢i da
benzen i njegovi metaboliti stvaraju DNA lomove (52-54). Neurotoksicni ucinci toluena i
ksilena u ljudskom organizmu uglavhom su uvjetovani njihovom prisutnoS¢u u
fosfolipidnom dijelu stanicne membrane Zivaca i naruSavanjem njezine osnovne uloge
(podrazljivosti u stvaranju akcijskog potencijala), te prisutnoS¢u toluena i ksilena u
mijelinu Ziv€anih vlakana i remecenjem njihove uloge u provodljivosti elektricnih impulsa
(55). Simptomi neurotoksi¢nog djelovanja kod ljudi se manifestiraju kao jake glavobolje,
vrtoglavice, pospanost i ponekad gubitak svijesti $to moZze rezultirati i akutnim trovanjem
ukoliko se vrijeme zadrZzavanja u takvom najCeSce radnom okoliSu ne skrati na najmaniju

mogucu mjeru. Za etilbenzen su podaci vrlo oskudni, ali postoje istrazivanja koja ipak
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dokazuju njegovu akutnu i kroni¢nu toksi€nost na srediSnji ziv€ani sustav koja se

manifestira u obliku jake glavobolje, nesanice, razdraZljivosti i umora (56,57).
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1.1.3. Poveéana prisutnost BTEX-a u okoliSu kao razlog promjene imunoloskog
odgovora u ljudi

Sve vece koli€ine potencijalno opasnih zagadivala po ljudsko zdravlje ispustaju se u
okoli§ putem razliCitih nepokretnih i pokretnih izvora, koji svojom lokacijom na podrucju
gradskih i prigradskih sredina imaju izravan utjecaj na kvalitetu Zivljenja. NajCeSce je
rijeC o razliCitim vrstama tvorniCkih postrojenja koja kao popratne produkte svoga
radnoga procesa imaju hlapljive aromatske ugljikovodike, koje putem cjelodnevnih
emisija neposredno ispustaju u atmosferu. To su u prvome redu rafinerije za preradu
naftnih derivata, koje zbog nepresusne potrebe za sve vecéim koli€¢inama fosilnih goriva
koja se koriste u svrhu pokretanja razliitih motornih vozila i strojeva, neprestano
povecCavaju svoje kapacitete da bi odgovorile potrebama moderne civilizacije. Gradski
promet zbog svoje frekvencije predstavlja veliki izvor BTEX spojeva u okoliSu, te su
istrazivanjima i dokazala statisticki znaCajno veée koncentracije BTEX-a u atmosferi
gradova za razliku od koncentracija istih u atmosferi ruralnih podrucja (58,59). Hlapljivi
aromatski ugljikovodici ne nastaju samo u proizvodnom procesu destilacije naftnih
derivata, nego se nadalje ispustaju u okolis prilikom sagorijevanja samih goriva prilikom
njihovog koriStenja za zagrijavanje domacinstava mnogobrojnih gradskih Cetvrti. To su
ujedno uzroci neprestane potrebe prilagodavanja ljudskog organizma, a u prvome redu
imunolo$kog sustava, svakodnevnim izazovima odrZavanja ravnoteze u cilju zastite od
nastanka bolesnog stanja, bolesti ili u konacnici smrtnoga ishoda izazvanog povecanim
koncentracijama toksi¢nih spojeva u atmosferi. Mnoge su imunoloske stanice uklju¢ene
u lan€ane reakcije ljudskog imunoloSkog sustava potaknute okoliSnim zagadivalima.
Limfociti T koji se inace dijele u osnovne dvije skupine, CD4" i CD8" stanice, mogu biti

potaknute razligitim okolinim antigenima (60). Kod CD4" imunolo$kog odgovora, Th1 i
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Th2 podskupine su ukljuene u procese napada astme, kronicno opstruktivne plucne
bolesti i drugih imunoloskih poremecéaja uzrokovanih okolinim ¢imbenicima. CD4"
stani¢ni odgovor reagira na nacCin da utjeCe na pojaCano lu€enje mnogih citokina i
medijatora upalnih procesa koji su uklju¢eni u mehanizme alergijskog i autoimunog
odgovora. Th1 odgovor reagira luc¢enjem IFN-y (engl. Interferon-IFN); IL-2 (engl.
Interleukin-IL); TNF—B (engl. Tumor necrosis factor-TNF), a Th2 odgovor lu€enjem IL- 4,
IL-5, IL-6, IL-10 i IL-13. Postoji i zajednicko djelovanje Th1 i Th2 odgovora prilikom
izloZenosti ljudskog organizma Stetnim okoliSnim spojevima, a to se manifestira u obliku
snaznog lu€enja citokina IL-1, IL-3, IL-8, TNF-a i GM-CSF (engl. Granulocyte
macrophage colony-stimulating factor). S druge strane, CD8" limfociti T supresori (eng|.
Ts-supressors) koji su odgovorni za usporavanje imunoloSke reakcije i mogu sazrijeti u
citotoksi¢ne T limfocite, ubijaju cilijne stanice koje su izloZzene policiklickim aromatskim
ugljikovodicima (PAU), hlapljivim aromatskim ugljikovodicima (BTEX), ispusnim
dizelskim Cesticama DEP (engl. Diesel exhaust Particles) i teSkim metalima (Hg, Cd, Pb)
(61-64). Na modelima C57BL/6 miSeva, ispitivanja toksi¢nih utjecaja benzena na nivou
stanica NK splenocita (stanica slezene) su dokazala odsutnost promjena u
funkcionalnosti i broju stanica NK, ali je doslo do statistiCki zna¢ajnog pada i koCenja
produkcije IL-2 od strane splenocita. Drugim rijeCima, rezistencija stanica NK miSeva na
toksicno djelovanje benzena je velika, ali je isto tako dokazana statistiCki znaCajno veca
osjetljivost stanica slezene na toksi¢na djelovanja benzena u vidu produkcije IL-2 (65).
Za razliku od misjih, ljudske stanice NK su osjetljivije na toksi¢na djelovanja benzena, jer
su istrazivanja dokazala statisti¢ki znacajan pad u broju stanica NK, CD4" limfocita T,

limfocita B i granulocita u ljudi koji su profesionalno izloZzenih benzenu. U ljudi koji su

15



profesionalno izlozeni povecanim koncentracija toluena, te mjeSavinama toluena i
benzena, dokazan je statistiCki znacCajan pad ukupnog broja svih subpopulacija stanica
NK, citotoksi¢nih CD8" limfocita T, pomagackin CD4" limfocita T, stanica B, dok za
promjene na nivou citotoksiénih CD8" limfocita T i NK stanica postoje i razli¢iti podaci
(66-68). Naime, postoje istraZivanja koja ukazuju da prilikom izloZenosti benzenu na
radnome mjestu, ljudski imunoloSki sustav reagira u obliku statisticki znaajnog rasta
postotka stanica NK, te ne dovodi do statistiCki znacajnije promjene u broju citotoksi¢nih
CD8" limfocita T (69-71). Istrazivanja nadalje ukazuju na &injenicu, da povecane
koncentracije produkata izgaranja fosilnih goriva koje se nalaze u atmosferi urbanih
podrucja, a u prvome redu benzena i DEP-a, uzrokuju pojavu jakih imunoloskih reakcija
koje se oc€ituju promjenom distribucije CD4/CD8 limfocita T s karakteristicnom klonalnom
ekspanzijom subpopulacija limfocita T u koStanoj srzi, te da dolazi do razvoja
limfocitopenije, znacajnih promjena u omjeru CD4/CD8 limfocita T, serumske razine
upalnih citokina kao 8to su TNF-a i IFN-y (72-74). lako postoje opre¢na miSljenja o
nacCinu reagiranja imunoloSkog sustava na prisutnost BTEX spojeva u okoliSu,
zajedniCko je svima da ljudski imunoloski sustav predstavlja klju¢nu liniju obrane
samoga organizma na Stetna djelovanja koja BTEX spojevi mogu potencijalno
prouzro€iti u organizmu ako se nalaze u povecanim koncentracijama u radnom i/ili

ambijentalnom okoliSu.
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1.2. T regulacijske stanice

Postoji Citav niz T regulacijskih stanica koje po svojoj ulozi u ljudskom imunoloSkom
sustavu predstavljaju vazan sustav obrane organizma od razli€itih okoliSnih utjecaja. U
istraZivanjima je identificirano nekoliko CD4" regulacijskin/supresorskih T stani¢nih
tipova. To su stanice TR (koje nemaju veliki izrazaj CD25 na svojoj povrsSini),
CD4'CD25" supresorske stanice T, stanice NKT (engl. Natural-killer T cells),
CD4"'CD25"Foxp3” stanice (Treq cells) koje su ujedno i kljuéni predmet istraZivanja u ovoj
doktorskoj disertaciji. Navedene regulacijske stanice T medusobno se razlikuju po
koli€ini lu€enja IL-2, IL-10 i TGF-B za koje autori navode da igraju odlucujucu ulogu u
regulaciji stani¢nih procesa posredovanih regulacijskim stanicama T (75). Stanice NKT
su po funkcionalnim i fenotipskim karakteristikama slicne stanicama NK (engl. Natural—
killer cells). Kao i drugi limfociti T, stanice NKT imaju TCRs receptore (engl. T cell
receptors) na svojoj membrani, ali s tom razlikom $to im je varijabilnost djelomicno
ograni¢ena (75). Za razliku od ostalih stanica T, stanice NKT imaju na svojoj povrsini
izrazaj karakteristicnog NK 1.1. biljega koji prepoznaje specijalizirani MHC-CD1 (engl.
Major histocompatibility complex-MHC) receptor izrazen na antigen predo¢nim
stanicama. Funkcionalnost stanica NKT u imunotoksikologiji jo$ uvijek nije u potpunosti
jasna, jer njihovo djelovanje ima Kkarakteristike prirodene i steCene imunosti.
ProuCavajuci njihovu aktivaciju, autori navode da postoji izlu€ivanje nekoliko vrsta
molekula kojima stanice NKT djeluju unutar imunolo$Skog sustava, a to su prije svega
citokini 1L-4 i interferon—y. Ubijanje ciljnih stanica ostvaruju putem interakcije Fas—Fas
liganda kojeg imamo i u sluéaju citotoksiénin CD8" limfocita T, a kao rezultat ima

pokretanje programirane stani¢ne smrti (75). Stanice NKT su prisutne u pluéima i
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aktivirane proizvode velike koliCine IL-4, IFN-y i IL-13, te mogu posredovati pri
pove¢anom odgovoru bronha na djelovanje okolisnih zagadivala (75). Bitno je
napomenuti, da se u patolosSkim zbivanjima diSnih putova koja su vezana za alergijske
promjene, kroni¢no opstruktivnu plu¢nu bolest i astmu koje mogu biti izazvane raznim
okoliSnim ¢&imbenicima, mora voditi rauna o vaznoj ulozi koju imaju stanice TR,
CD4'CD25" stanice i stanice NKT (76). Naziv regulacijske stanice T odnosi se na
stanice koje primarno kontroliraju, potiCu ili efikasno zaustavljaju funkciju drugih stanica
specificnim mehanizmima koji su jo§ predmet istraZivanja, a CD4'CD25" stanice koje je
otkrio prof. Muhherji 1986. godine i prvi takvim imenom nazvao prof. Sakaguchi 1995.

godine u navedenim procesima imaju vrlo vaznu ulogu (Slika 2) (77).

CD4- koreceptor za TCR prepoznavanje od strane molekule MHC Il

CD25- koreceptor sa jakim afinitetom vezanja IL-2
GITR- glukokortikeidom inducirani TNF srodni protein

CTLA-4 - citotoksi¢ni T limfocitni antigen 4

{ velika sposohnost vezivanja putem CDB80/86 antigen prezentirajuce stanice )

Slika 2 T regulacijska stanica i koreceptorske molekule na njezinoj povrsini

Regulacijske CD4'CD25'Foxp3" stanice predstavljaju priblizno 10% perifernin CD4"

limfocita T u ljudi koji trebaju IL-2 za prezivljavanje (78). Najvaznija zadaca ovih stanica,

a ujedno i razlog prou€avanja u ovom istrazivanju, je u supresivhom djelovanju na
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ljudski imunoloski sustav kada je isti izlozen djelovanju okolisnih ¢imbenika (79). Sve je
vide dokaza da regulacijske CD4"CD25"Foxp3” stanice vrlo efikasno inhibiraju razvoj
eozinofilije u bronhima (80). U ljudi kod kojih je dijagnosticirana kroni¢no opstruktivha
pluéna bolest, dokazan je statistiCki znaCajno povecan izrazaj regulacijskih
CD4'CD25"Foxp3” stanica koje kod ovakvoga oboljenja imaju vaznu ulogu u stani¢noj
kontroli imunoloskog odgovora (81, 82). Posebno je bitho posvetiti paznju na povec¢anu
pojavnost astme kao teSke plucne bolesti koja moZe nastati kao posljedica izlozenosti
ljudi hlapljivim aromatskim ugljikovodicima u ambijentalnom i/ili radnome okoliSu, te
objasniti povezanost promjena u izrazaju regulacijskih CD4"CD25 Foxp3* stanica kao
ranog pokazatelja imunoloskih poremecaja u procesima koji dovode do njezinog razvoja.
IstraZivanja su dokazala medusobnu ovisnost izmedu koncentracija benzena u zraku i
razvoja jakog imunoloSkog odgovora u obliku poremecaja u izlu€ivanju pro-upalnih
medijatora histamina, IL-4 od strane plu¢nih bazofila sa razvojem bronhijalne astme, na
naCin da dva metabolita benzena (hidrokinon, benzokinon) u pluénim bazofilima
blokiraju unutarstani¢no signaliziranje $to dovodi do poremecaja u izluCivanju pro-
upalnih medijatora (histamina) i citokina (IL-4) koji su ukljuéeni u Th2 imunoloski
odgovor (83). U istrazivanjima je dokazana povezanost utjecaja povecanih koncentracija
hlapljivih aromatskih ugljikovodika (u prvome redu benzena) u zraku urbanih podrucja,
sa visokom pojavno$cu razli€itih oblika respiratornih poremecaja (restrikcija i opstrukcija)
i statisticki znacajno vecim rizikom oboljenja od astme kao teSkog oblika bolesti okolisa
u djece (84). Poznata je vaznost regulacijskih stanica CD4'CD25'Foxp3* u Th2
imunoloskom odgovoru prilikom procesa koji dovode do razvoja bolesti astme kao
posljedice izloZzenosti ljudi raznim okoliSnim antigenima (85). Vrlo je vazna uloga

transkripcijskog faktora Foxp3® kao kljuénog faktora u kontroli aktivnosti i razvoja
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regulacijskin CD25" stanica T i izraZzaja regulacijskin CD4" stanica T (Slika 3)(85). Mnogi
eksperimentalni modeli ukazuju na &injenicu da regulacijske CD25" stanice T zahtijevaju
staniCni kontakt preko specijaliziranih T stani¢nih receptora i prisutnost IL-2 za
pokretanje koCenja stanicnih procesa. To se najbolje vidi na primjeru utjecaja
regulacijskin CD25" stanica T koje direktno usporavaju aktivaciju CD25  stanica T ili
indirektno usporavaju aktivaciju CD25  stanica T posredstvom antigen prezentirajucih

stanica (Slika 3 —desno) (83-87).

CTLA4 GITR

CD4+CD25- CD4+CD25+
PLUCA Foxp3+ /\ CDBO/86
+ Triptofan
_ Foxp3- Foxp3+ CTLA4  GITR
Naivne stanice T Regulacijske stanice T

CD25

CD4+CD25+
) ) Foxp3+ / rars CD80/gs
IZLOZENOST OKOLISNOM ANTIGENU U

0ODSUSTVU UPALNOGA PROCESA TGF-p =

t Ibo
sinteza

IZLUCIVANJE CD25+Foxp3+T PROLIFERACIJA | AKTIVACIJA MHC 1l
regulacijskih stanica T regulacijskih stanica

1. Aktiviranje T regulacijskil stanica u procesima kontrole imunoloskog odgovora
2. Aktiviranje procesa u cilju zastite daljnjih ostecenja pluénoga tkiva
3. Podesavanje funkcije antigen prezentirajucih stanica

Slika 3 Uloga regulacijskin CD4"CD25"Foxp3* stanica prilikom izloZzenosti ljudi okoliSnim
antigenima u odsustvu upalnoga odgovora. Model utjecaja regulacijskih
CD4"CD25"Foxp3” stanica na aktivnost regulacijskih CD4"CD25" i antigen

predocnim stanica (Slika 3-desno)
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Citokin TGF-B je direktno ukljuCen kao vazan bioloSki faktor u funkcioniranju
regulacijskin CD25" stanica T. Njegova prisutnost ima odlu¢ujuéu ulogu u koé&enju
aktivnosti regulacijskih CD25" stanica T prilikom kontakta sa stanicama. U
eksperimentalnim modelima je dokazano da povecana izlozenost ve¢im dozama TGF-j3,
ima znacajnu ulogu u regulaciji izrazaja transkripcijskog faktora Foxp3™ kod regulacijskih
CD4" stanica T (87,88). Citotoksi¢ni T limfocitni antigen (CTLA-4) je povrSinski vazan
receptor na regulacijskim CD25" stanica T i ima odlu¢uju¢u ulogu u mehanizmu kogenja
staniCne aktivacije antigen predocnim stanica i efektorskih stanica T posredovano
molekulama CD80 i CD86 (Slika 3—desno). Ova molekularna veza moze navesti antigen
predocne stanice da pojaCano izlu€uju enzim indolamin 2,3-dioksigenazu i ubrzavaju

reakciju s molekulom triptofana uzrokujuéi smanjenu proliferaciju stanica T (87,88).
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1.2.1. Poremecaji T regulacijskih stanica kao posljedica zagadenja okoliSa
hlapljivim aromatskim ugljikovodicima

Istrazivanja koja su se bazirala na istrazivanjima utjecaja hlapljivih aromatskih
ugljikovodika (BTEX-a) iz okolisa na ljudsko zdravlje, upravo dokazuju vrlo Stetna
djelovanja istih na nivou T regulacijskih stanica. Na primjerima utjecaja benzena i
toluena na zdravlje radnika koji su unutar radnoga procesa izloZzeni vrlo malim
koncentracijama istih, dokazano je statisticki znacajno smanjivanje ukupnog broja
regulacijskin CD4'T stanica, stanica NK, te ¢itavog niza drugih imunologkih stanica kao
8to su granulociti, ukupni limfociti, stanice T i stanice B (89-92). Benzen kao
karakteristicni predstavnik hlapljivih aromatskih ugljikovodika, koji se u povecanim
koncentracijama nalazi u zraku urbanih podrucja, svojim hematotoksi¢nim djelovanjem i
dokazanom limfocithom toksi¢noScu negativno djeluje na ljudski imunoloski sustav u
ranim fazama razvoja mnogih imunolo$kih stanica, Sto neupitno dovodi do naruSavanja
ravnoteze cijelog sustava (93). Ciljana istrazivanja utjecaja benzena na imunoloSki
sustav dokazala su da je ukupan broj mononuklearnih stanica periferne krvi u ljudi koji
nisu izloZzeni benzenu daleko veéi u odnosu na ispitanike koji su profesionalno i/ili
ambijentalno izloZeni istom (94,95). IzloZzenost ljudi benzenu, toluenu, etilbenzenu i
izomerima ksilena kao zagadivalima nastalim u prometu radom motora sa unutrasnjim
izgaranjem, dovodi u ljudi koji Zive i rade na tim podrucjima do statisti¢ki zna¢ajnog pada
broja regulacijskin CD4" limfocita T, stanica B i stanica NK imunolodkog sustava (96).
Mnogi autori navedene tvrdnje povezuju sa procesima nastajanja T regulacijskih stanica
u koStanoj srzi i sazrijevanja istih u timusu kod kojih kada su izloZzene djelovanju
benzena, dolazi do statistiCki znaajnog pada u procesima rasta, razvoja i imunolosSke

aktivacije. Pogotovo je to slu¢aj na primjerima istraZivanja kod regulacijskih CD4"

22



limfocita T, gdje vecina autora dijeli iste zakljuCke o statistiCki znaCajnom padu njihovog
ukupnog broja (97). Istrazivanja koja su se bazirala na ispitivanjima toksi¢nih ucinaka
benzena na imunolo$ki status profesionalno izlozenih radnika naftne industrije, dokazala
su zabrinjavajuée poremecaje na nivou citotoksi¢nih CD8" limfocita T i regulacijskih
CD4" limfocita T u odnosu na kontrolne skupine ispitanika(97,98).. Vodeni rezultatima
navedenih istrazivanja utjecaja hlapljivih aromatskih ugljikovodika na ljudski imunoloski
sustav, autori donose zajednicCki zaklju¢ak da je neophodno uvodenje stalnog bioloSkog
pra¢enja koje bi uklju€ivalo mjerenja koncentracija BTEX-a u krvi i urinu radnika, te
odredivanja imunolo$kog statusa istih u vidu izrazaja citotoksiénih CD8'T stanica i
regulacijskih CD4" T za koje smatraju da igraju kljuénu ulogu kod imunologkog
odgovora u ljudi na toksi¢no djelovanje hlapljivih aromatskih ugljikovodika, u prvome
redu benzena (97,98). Na temelju svega navedenog o vaznosti izrazaja citotoksi¢nih
CDS8'T stanica i regulacijskih CD4" T stanica, u sklopu nasega istrazivanja uveli smo
odredivanje imunoloskog statusa na razini citotoksi¢nin CD8'T stanica i regulacijskih
CD4" T stanica i ¢itavog niza drugih imunolo$kih mjerenja izrazaja na razini stanica T, B,
NK, NKT i klju€nih regulacijskih stanica Tgs , kako bi dobili potpuniju sliku promjena
imunoloskog odgovora u ljudi koji su okolisno i/ili profesionalno izlozeni hlapljivim

aromatskim ugljikovodicima.
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1.3. Citoliticka molekula perforin

Ljudski perforin dekodiran na genu PRF1 (engl. pore forming protein), je glikoprotein
graden od 534 aminokiseline, prvi puta naden u granulama citotoksicnih limfocita i
stanica NK, molekularne tezine 70 kD (99, 100). Ljudski perforin je u trenutku otkrivanja
bio nazvan «bjelan€evina srodna C-9» zbog svoje homolognosti u prve 34 aminokiseline
na N-terminalnom kraju molekule s C9 komponentom komplementa. Vodeci peptid
humanog perforina ima karakteristiCni aminokiselinski sastav, $to ga razlikuje od misjeg
perforina. N—terminalni kraj perforinske molekule zaduzen je za lizu ciljne stanice (101-
103). Stani¢na liza moguca je samo u trenutku kada a-—helix omoguci presudnu
adheziju molekule perforina i ciline stanice, te stvaranje karakteristicnog prstenastog
otvora na membrani ciljne stanice (Slika 4). Ovaj proces je ovisan o prisutnosti Ca®* iona
Sto je dokazao prof. Rukavina sa svojom grupom istrazivaca jo§ 1998. godine. Tako
nastaje poremecaj u propusnosti membrane ciljne stanice, poremeti se homeostaza
unutar stanice, potakne se endocitoza i nastupa osmotska liza stanice (104).
Zahvaljujuc¢i ostecenju ciline stanice nastale perforinskim otvorima (perforin je
neophodan za citotoksi¢nost posredovanu granulama), omogucena je i komunikacija
ciline stanice s posrednicima citotoksic¢nih limfocita, te tako perforin uti€e i na lizu

posredovanu citotoksi¢nim limfocitima (105-107).
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Molekula granzima

Perforinski otvor kroz
stani¢cnu membranu

Stanicna membrana

Slika 4 Perforinski prstenasti otvori kroz membranu ciljne stanice (103)
Otvor omogucuje molekuli granzima da ude i unisti ciljnu stanicu.

Ca?* ovisna C2 domena igra kljuénu ulogu, jer omogucuje spajanje humane
perforinske molekule u trenutku adhezije sa membranom ciljne stanice (108). Centralni
dijelovi kao $to su domena male homologije, domena sli¢na-EGF (engl. epidermal
growth factor) pokazuju sli€nost sa C7, C8a i C8B komponentom komplementa
(108,109). Perforin ima izrazaj u in vivo i in vitro uvjetima, kako u fizioloSkim tako i u

patoloskim uvjetima. Izrazaj perforina ovisi o ostecenju tkiva, kao i o njegovoj citolitickoj
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aktivnosti. U limfocitima periferne krvi, izrazaj perforina je najviSe zastuplien u
stanicama NK, manje u citotoksi¢nim CD8" i pomagackim CD4" stanicama T (110). U
jednom od prvih modela osamdesetih godina proSloga stoljeca, kada je perforin i
otkriven, funkcionalnost ubijanja ciljne stanice povezivala se samo s procesom ubijanja
iste procesom lize, gdje je ciljna stanica zbog gubitka unutarstani¢nih komponenti i ulaza
vode umirala kao posljedica gubitka membranske ravnoteze (Slika 5A). Otkricem
povezanosti djelovanja perforina i granzima, te dokazivanjem uloge perforina u otvaranju
ulaznoga puta molekuli granzima u stanicu, otvara se novo poglavlje u otkrivanju nacina
ubijanja ciljnih stanica. Kada perforin putem prstenastoga otvora omoguéi ulaz
granzimu, granzim procesom pasivne difuzije ulazi u stani¢ni citosol ciljne stanice i
putem stani¢nog signaliziranja aktivira kaspazne kaskadne reakcije koje pokrecu proces
programirane stani¢ne smrti (Slika 5 B). U istrazivanjima kasnih devedesetih godina
prosloga stoljeca, otkriva se mehanizam ulaska molekule granzima u ciljnu stanicu
procesom endocitoze (endocitoznih mjehuri¢a), koji je neovisan o prisutnosti same

molekule perforina (Slika 5 C).
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Slika 5A Model stani¢ne smrti uzrokovan stvaranjem karakteristicnog prstenastog
perforinskog otvora porijeklom iz citotoksicnih limfocita T i stanica prirodnih
ubojica NK (113)
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Slika 5B Model aktiviranja stani¢ne smrti uzrokovane djelovanjem molekule perforina i
granzima B porijeklom iz citotoksi¢nih limfocita T i stanica prirodnih ubojica
NK na razini kaskadnih reakcija kaspaza (113)
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U istome procesu, moguca je prisutnost malog broja molekula perforina (kao
posljedica puno manje perforinskih otvora na povrsini ciljne stanice), gdje dolazi do
sinergistiCkog djelovanja molekula granzima A i B sa molekulom perforina u pokretanju
programirane stani¢ne smrti. Upitnici na samoj slici ukazuju na problem nedovoljno
istrazenog nacCina molekularnog mehanizma koji omogucéuje granzimu da putem
molekule perforina ude u staniCni endosom, jer i sama molekula perforina joS nije
nadena u endosomu ili citosolu ciljne stanice. Sam proces u mitohondriju ciljne stanice,
kada se granzim B nade u prostoru njezinog citosola, ve¢ je otkriven i podrobno opisan
u djelovanjima molekule perforina kod citotoksi¢nih limfocita i stanica NK (Slika 5C-
desno). U tom slu€aju, pokrecu se procesi koji dovode do smrti stanice (111,112).
Postoje dva osnovna procesa, a to su proces koji ukljuCuje Bid proteine (engl. BH3-
interacting domain death agonist) i tBID proteine (engl. truncated BID) ili direktno
ukljuCivanjem aktivacije kaspaza (kaspaza—3, kaspaza—7). Granzim pokrece stani¢no
signaliziranje, te Bid proteini koji su usmjereni prema stanicnom mitohondriju dovode do
indukcije oligomerizacije Bak i Bax (pro-apoptoznih) proteina na vanjskoj strani
mitohondrija. Bad proteini se vezu za anti-apoptozne proteine Bcl-2 i Bcl-xl koji su
ugradeni u membranu mitohondrija. Vezivanjem samih Bad proteina spreCava se
interakcija anti-apoptoznih proteina sa pro-apoptoznim proteinima kao Sto su Bax i Bak.
Bax proteini formiraju homooligomerne ionske kanale u samoj membrani kroz koje izlaze
ioni. Upravo ti novonastali kanali, dovode do oslobadanja kljuénog citokroma c u staniéni
citosol Sto dovodi do kaskadnih reakcija kaspaza i posljedi€no pokretanje programirane
staniCne smrti. Bitno je napomenuti, da vezivanje anti-apoptoznih Bcl-2 proteina
uzrokuje blokadu otpustanja citokroma c i spreCavanje ovoga procesa (111, 112).

Granzim je sposoban pokrenuti kaspazne (kaspaza—3, kaspaza—7) kaskadne reakcije
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koje dovode do proteolize supstrata i staniCne smrti, a da pri tome ne dolazi do reakcija

s Bid proteinima (111, 112).
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Slika 5C Model pokretanja programirane stani¢ne smrti djelovanjem molekule perforina i
granzima B porijeklom iz citotoksi¢nih limfocita T i stanica prirodnih ubojica NK
na proteinskoj razini (113).
Model proteinske stani¢ne reakcije u procesu pokretanja programirane
stani€ne smrti na razini mitohondrija (slika desno)(112)

Proteoliza substrata i
staniéna smrt

Novija istrazivanja uloge molekule perforina u procesima ubijanja ciljnih stanica, koja
ujedno predstavljaju ozbiljnu znanstvenu raspravu, govore o ulozi manoza 6-fosfat
receptora kao kljuénog povrsinskog stanicnog receptora za granzim B. Postojanje
manoza 6-fosfat receptora objedinjuje mnoge ideje o ulasku u ciljnu stanicu

molekularnog kompleksa koji sadrzi perforin, granzim i druge molekule kao $to je na
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primjer serglicin (SG), bez nuznog postojanja perforinskih otvora na povrSini ciljne
stanice, a u konacnici kao posljedicu ima pokretanje aktivacije kaspaza i programiranu

staniCnu smrt ciljne stanice na koju se molekularni kompleks vezao (Slika 5D) (113).
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Slika 5D Model pokretanja programirane stanicne smrti djelovanjem molekularnog
kompleksa serglicin-perforin-granzim B posredovanog manoza 6-fosfat
receptorom (113)
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1.3.1. Imunoloske promjene na razini perforin pozitivnih stanica kao rezultat
izlozenosti ljudi hlapljivim aromatskim ugljikovodicima u okoliSu

Poznata je Cinjenica da je izloZzenost benzenu, toluenu, etilbenzenu i izomerima
ksilena povezana sa pusSenjem duhana, te da se navedeni spojevi nalaze u
duhanskome dimu kojemu je izlozen pusac i ljudi koji su u njegovoj neposrednoj blizini,
takozvani pasivni pusaci. Procijenjeno je da pusa¢ udahne 20-80 pg benzena, 80-160
Mg toluena, 10 ug etilbenzena i 10-30 pg ksilena po jednoj cigareti (114). Pasivni pusaci
su takoder izlozeni hlapljivim aromatskim ugljikovodicima i to 50% viSe nego neizlozeni
nepusaci (115). Kod nepusaca je izlozenost benzenu uglavnhom povezana sa ispusnim
plinovima automobila i radom industrijskih postrojenja, dok je kod pusaca 90% benzena
prisutnog u njegovom organizmu porijeklom iz duhanskog dima (116). Sukladno
navedenim istrazivanjima, dokazana je povezanost izmedu razvoja kroni¢no
opstruktivne pluéne bolesti i mnogih imunoloskih poremecaja u ljudi sa povecanim
koncentracijama hlapljivih aromatskih ugljikovodika porijeklom iz duhanskog dima.
Dolazi do statistiki znac¢ajnog rasta ukupnog broja i postotka citotoksiénin CD8'T
limfocita u ljudi koji boluju od kroni¢no opstruktivne pluéne bolesti i puSe, u odnosu na
zdrave nepusacCe i one koji ne boluju od kroni¢no opstruktivnhe plu¢ne bolesti ali su
pusaci. U istom istrazivanju dokazan je i statisticki znaajno veci izrazaj perforina na
razini citotoksi¢nih CD8'T limfocita u ljudi koji boluju od kroniéno opstruktivne plu¢ne
bolesti i puSe u odnosu na druge dvije skupine ispitanika, Sto ukazuje na vaznost
citoliticke molekule perforina u odnosu na mehanizme razvoja kroni€no opstruktivhe
pluéne bolesti (117-119). ImunoloSki poremecaji na razini perforin pozitivnih stanica
dokazani su na primjerima istraZivanja povezanosti astme i statisticki znaajnog rasta

izrazaja regulacijskin CD4"T perforin pozitivnih limfocita i citotoksiénin CD8'T perforin
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pozitivnih limfocita gdje dokazano perforin ima vaznu ulogu u razvoju upalnoga procesa.
Autori zakljuCuju da perforin igra odluCujuéu ulogu membranskog citotoksi¢nog
djelovanja CD8" stanica T i pokretanja procesa programirane stani¢ne smrti prilikom
razvoja kroni¢no opstruktivne pluc¢ne bolesti i astme (120,121). Nadalje, istraZivanja
dokazuju vaznu ulogu perforina u imunoloskom odgovoru ljudi koji boluju od kroni¢no
opstruktivne plucne bolesti i izrazaja NK perforin pozitivnih i NKT perforin pozitivnih
stanica. Dokazana je povezanost razvoja kroniCno opstruktivne pluéne bolesti kod
pusada u odnosu na zdrave nepuSacCe sa statistiCki znaCajnim rastom izrazaja NK
perforin i granzim B pozitivnih i NKT perforin i granzim B pozitivnih stanica, te statisticki
znadajno veéi perforin i granzim B citotoksi¢ni potencijal kod CD56%™ CD16* NK,
CD56""9" CD16™ NK i NKT (CD56'CD3") stanica u ispitanika koji boluju od kroni&no
opstruktivne plu¢ne bolesti u odnosu na one koji samo pusSe (122,123). Iz svih ovih
istraZivanja koja govore o vaznosti perforina u imunoloSkom odgovoru ljudi na utjecaj
okoliSnih zagadivala kao Sto su hlapljivi aromatski ugljikovodici, u nasem istrazivanju
bazirali smo se na odredivanju sadrzaja unutarstani¢ne molekule perforina u CD3",
CD4", CD8", CD16", CD56" stanicama, kao i sadrzaju ukupnog perforina u limfocitima
periferne venske krvi svih ispitanika koji su okoliSno i/ili profesionalno izloZeni djelovanju

hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, etilbenzena i izomera ksilena.
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1.4. Matriks metaloproteinaza — 9

Matriks metaloproteinaza —9 (MMP-9) ili gelatinaza B pripada porodici enzima koje
zajednickim imenom nazivamo matriks metaloproteinaze (124). Danas postoji zavidan
broj od ukupno 24 viSe ili manje istrazenih matriks metaloproteinaza, koje se
prvenstveno dijele po strukturi svoje domene (Slika 6). MMP porodicu karakterizira
prisutnost stabilnih proteinskin domena: prodomena, aktivnin domena i cink ovisnih
domena. Svi matriks metaloproteinaza enzimi, s izuzetkom kod MMP-7 (Matrilizin—1) i
MMP-26 (Matrilizin—2) enzima, sadrze karakteristicnu hemopeksin domenu smjestenu
na karboksilnom kraju molekule. Membranski tipovi matriks metaloproteinaza enzima
osim &to sadrZze male unutarstaniéne domene, vezane su za membrane pomocu
hidrofobnog spoja na karboksilnom kraju molekule, te je u slu€aju matriks
metalopreteinaza-1 (Intersticijalna), matriks metalopreteinaza-2 (Gelatinaza—2), matriks
metalopreteinaza-3 (Stromelizin—1) i matriks metaloproteinaze MT5 hidrofobni spoj
upravo trans-membranska domena, dok je kod matriks metaloproteinaze-4 i matriks
metaloproteinaze-6 veza s mebranom uspostaviljena preko glikozil-fosfatidil-inozitol
spoja (125). Gelatinaze imaju karakteristichu gelatin vezujucu fibronektin domenu
sastavljenu od tri fibronektinska odsjecka, smjestenih izmedu aktivhog dijela domene i
cink domene, a gelatinaza B sadrzi karakteristicne Ser/Thr/Pro (Serin/Treonin/Prolin)
bogate kolagen V domene (Slika 6).

U usporedbi s ostalim matriks metaloproteinazama, gelatinaza B je strukturno
najslozenija i najveca Clanica porodice (126). Cink ovisna domena u ljudskoj matriks
metaloproteinazi-9 sadrzi jako stabilnu sekvencu AHEXGHXXGXXH, gdje su tri
aminokiseline histidina odgovorne za koordinaciju katalize cinkovih iona. Zajedno s

aktivnom domenom, cink domena formira aktivni dio enzima i neophodna je za samu
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aktivnost enzima. Kod ljudskog oblika proaktivnog enzima, Cetvrti ligand cinka je
cisteings vrlo stabilne sekvence PRCGXPD u sastavu proaktivne domene koja ima
kljucnu ulogu provodenja aktivnhog enzima kroz mehanizam Ciji poCetak djelovanja ovisi
0 prisutnosti aminokiseline cistein (127).

Funkcija hemopeksin domene jos uvijek nije dovoljno razjasnjena, pretpostavlja se da
ima ulogu definiranja specificnosti enzimskog supstrata kolagenaze. Za gelatinazu B se
zna da ima kljuéni ulogu vezanja tkivnih inhibitora metaloproteinaza TIMP-a (engl.
Tissue inhibitors of metalloproteinases), te je fibronektin 1l domena odgovorna za
vezivanje gelatina, lamina i kolagena tipa | i IV. To je suprotno od ostalih kolagenaza,
gdje se kapacitet vezivanja kolagena povezuje s hemopeksin domenom. Sama
aktivacija gelatinaze B je vazna, jer se proaktivna gelatinaza B veze za kolagen tipa | i
gelatin s daleko veéim intenzitetom u odnosu na vezivanje za kolagen tipa IV u
usporedbi s aktivnom formom enzima gelatinaze B. Kada promatramo matriks
metaloproteinazu—9 s ostalim matriks metaloproteinazama na genetskoj i citogenetickoj
razini, vidimo da je lokalizacija mnogih MMP gena vezana za kromosom 11g22, te je
zanimljivo da su sve ljudske membranske matriks metaloproteinaze smjeStene na
razli€itim kromosomima, a gelatinaza B na specificnom mjestu kromosoma 20g12-q13

(Slika 6) (128).
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Slika 6 Struktura domene matriks metaloproteinaza (128)

Gelatinaza B se sintetizira u mnogim vrstama stanica, kao $to su keratinociti, monociti,
tkivni makrofagi, polimorfonuklearni leukociti i mnoge vrste tumorskih stanica, te je
intenzitet oslobadanja aktivhog enzima ovisan o koli€ini pohranjenog enzima gelatinaze
B u granulama navedenih stanica. Sintetiziranje moze biti potaknuto od strane razli€itih

pokretaCa kao Sto su polipeptidni faktori (EGF, PDGF, HGF/SF, Bfgf, amfiregulin), faktori
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rasta (TGF-a; TGF-3; CTGF), citokini (IL-1a, IL 1B, IFN-a, IFN-B IFN-y, IL-4,IL-10, IL-
13, IL-17, G-CSF, GM-CSF), onkogeni, a isto tako sintetiziranje moze biti potaknuto od
strane mnogih fizioloSkih elemenata kao $to su metalni ioni, reaktivni kisikovi radikali i
hormoni (129-135). Nakon izlu€ivanja proaktivne gelatinaze B iz stanica, te same
aktivacije enzima gelatinaze B, enzim ima vaznu funkciju prilikom razgradivanja
komponenti van-staninih matriks proteina, te regulacije aktivnosti mnogobrojnih
proteina koji imaju odlu€ujucu ulogu u mnogim fizioloskim i patofizioloSkim procesima.
Primjer regulacije izluCivanja matriks metaloproteinaze—9 je najbolje istrazen na primjeru
neutrofila, stanica predstavnika nespecificne imunosti koje fagocitiraju ili direktno ubijaju
ciline stanice putem razli¢itih mehanizama posredovanih lizozimom ili defenzinom. Kao
upalne stanice, neutrofili su prva crta imunoloSke obrane ljudskog organizma na razne
okoliSne Cimbenike, a prilikom upalotvornih procesa matriks metaloproteinaza—9 ima
klju¢nu ulogu. Kao i ostale visoko specijalizirane imunoloSke stanice, limfociti T i B,
monociti/makrofagi, dendritiCke stanice, stanice prirodne ubojice NK (engl. Natural Killer
Cells), sintetiziraju i pregraduju metriks metaloproteinazu-9 u svojim granulama (guste
peroksidaza pozitivne granule, rijetke peroksidaza pozitivne granule, prijelazne
peroksidaza negativne granule, rijetke peroksidaza negativnhe granule, sekretorne
vezikule). Sintetiziranje i pregradivanje metriks metaloproteinazu-9 rezultira brzom
imunoloskom obranom u obliku oslobadanja velikih koli€¢ina aktivhog enzima u vremenu
od svega 15 minuta bez potrebe za procesima kao Sto su transkripcija i translacija (136-
138). Sam proces oslobadanja enzima iz granula neutrofila, a samim time i pocCetak
aktivnog uklju€ivanja enzima matriks mtaloproteinaze-9 u mnogobrojne imunoloSke
procese, prvi puta je dokazano nakon stimulacije kemokinom IL-8, a kasnije i

specificnim proteinom GCP-2 (139, 140).
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Matriks metalopreteinaza-9 se sintetizira i oslobada u formi proaktivhog enzima,
neaktivne forme enzima do momenta uklanjanja propeptida. Taj propeptid ima vrlo
stabilnu sekvencu PRCGXPD kod koje za aminokiselinu cistein odluCuju¢u ulogu
koordinacije funkcije igra kataliza cinkovog iona (Zn*"). Koordinacija se zasniva na
proteolizi propetida gdje dolazi do promjene strukture, uslijed ¢ega cink postaje
dostupan hidrofilnim molekulama vode i enzimskom supstratu, a kao posljedica svega
nastaje aktiviranje enzima matriks metaloproteinaze-9 (141). Aktivacija gelatinaze B
mozZe biti potaknuta razli€itim proteazama kao $to su tripsin ( uz obavezno posredovanje
Ca?* iona), kalikrein, katepsin G, neutrofilna elastaza, medutim, najéescée se aktivacija
gelatinaze povezuje s djelovanjem drugih matriks metaloproteinaza na ostale Clanice
iste porodice (141).

Gelatinaza B kao najveca i najkompliciranija matriks metaloproteinaza moze biti
potaknuta na aktivaciju od strane gotovo svih ostalih €lanica iste porodice, koje nakon
procesa obrade u stani¢nim granulama kao izlu€eni proaktivni enzimi i kasnije aktivni
enzimi potiCu pretvorbu ciljanog proaktivnog enzima u aktivni oblik enzima (Slika 7).
Djelovanjem tkivnhog aktivatora plazminogena t-PA (engl. tissue-type plasminogen
activator) ili urokinaznog aktivatora plazminogena u-PA (engl. urokinaza plasminogen
activator) na plazminogen nastaje plazmin. Plazminogen i u-PA su povezani s
membranom, $to dovodi do lokalizirane aktivacije matriks metaloproteinaza. Aktivirane
metaloproteinaze zatim direktno aktiviraju druge metaloproteinaze sto na kraju utjee na
aktivaciju matriks metaloproteinaze-9, izuzetak €ini samo MMT-26 koja se auto-aktivira.
Membranski oblici matriks metaloproteinaza (MT-MMP-1...6) sadrze osjetljivi motiv
furina u svojem propetidu koji ih moze aktivirati i unutarstani¢no. Motiv prepoznaje

protein konvertaza, te se na taj nacin aktiviraju unutar stanice i izluCuju kao aktivni
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enzimi ili se mogu vezati na povrSinu stanice kao aktivni enzimi. Danas se zna da
reverzibilni procesi aktivacije matriks metaloproteinaza koji bi bili potaknuti od strane

matriks metaloproteinaze-9 jo$ nisu dokazani (Slika 7) (142).

» MMP-8

MMP-10

t-PA \
u-PA
Plazmin f T

MMP-3

\

MMP-7

Furin (unutarstaniéni) m:-?lrl:/’lli:—‘]) /
MT-MMP-3

MT-MMP-4
MT-MMP-5
MT-MMP-6

A YY)

MMP-13

MMP-2

MMP-11

Slika 7 Model aktivacije enzima matriks metaloproteinaze-9 (128)

Jednom kada se galatinaza B izlu€i i aktivira, njezina se aktivnost moze regulirati
putem razgradnje samoga enzima ili putem kocCenja aktivacije enzima. Humani a2-
makroglobulin je poznati glikoprotein u plazmi koji se sastoji od 4 jednake pod-jedinice i
op¢i je blokator endopeptidaza i veCine proteinaza uklju€ujuc¢i matriks metaloproteinaze

u krvi i drugim tjelesnim tekué¢inama. Medutim, danas se zna da najveéu ulogu u
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regulaciji aktivacije gelatinaze B imaju tkivni inhibitori (TIMP proteini). Pripadaju obitel;
sekretornih, stabilnih glikoproteina, relativne molekularne mase od 20-30 kDa koji
blokiraju aktivnost matriks metaloproteinaza na nacin da se ne kovalentno vezu na
aktivne oblike enzima matriks metaloproteinaza u izvanstanicnom prostoru. TIMP ¢ine
dvije domene, jedna na N i druga na C kraju molekule, gdje se domena na N kraju
molekule sklapa kao neovisna jedinica i veZe za aktivno mjesto matriks
metaloproteinaza enzima i zaustavlja njihovu aktivnost. Postoje TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3
i TIMP-4 tkivni inhibitori Ciji je izrazaj reguliran tijekom razvoja i remodeliranja tkiva.
TIMP-1 ima veliku sklonost vezivanja na gelatinazu B, dok ostali TIMP inhibitori imaju
daleko manju sklonost vezivanja na gelatinazu B (Slika 8) (143). Blokiranje aktivnog
enzima matriks metaloproteinaze-9 preko TIMP-1 inhibitora nastupa u trenutku vezanja
N-kraja molekule TIMP -1 inhibitora s aktivnom C-domenom molekule enzima gelatinaze
B (hemopeksin i kolagen tipa V domenom), s druge strane vezivanje TIMP-2 inhibitora
za koji se zna da se veZe za gelatinazu B s daleko manjim intenzitetom, uzrokuje
blokadu aktivacije gelatinaze B u trenutku spajanja N-domene molekule gelatinaze B s
TIMP-2 inhibitorom (Slika 9)(144). Ne samo da se TIMP inhibitori mogu vezati za aktivnu
formu enzima matriks metaloproteinaze-9, nego se odredenim intenzitetom mogu vezati
i za proaktivni enzim matriks metaloproteinaze-9 i na taj nacCin blokirati enzim gelatinazu

B dok je u formi proaktivnog enzima (145).
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TIMP-1 TIMP-2

N-kraj molekule C-kraj molekule N-kraj molekule C-kraj molekule

Slika 8 Struktura molekule tkivnih inhibitora matriks metaloproteinaza
TIMP-1 1 TIMP-2 (143)

N - kraj molekule C - kraj molekule

AKTIVNO MJESTO

BLOKIRANA MMP

Slika 9 Blokiranje enzima MMP preko TIMP-2 inhibitora. TIMP-2 inhibitor €ine dvije
domene na N i C kraju molekule(144). Domena na N kraju molekule sklapa se
kao neovisna jedinica, veze za aktivno mjesto MMP i blokira enzim MMP
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Matriks metaloproteinaza-9 ima vaznu ulogu u mnogim bioloskim, fizioloSkim,
patofizioloSkim i biokemijskim procesima ljudskog organizma. Njezina uloga vrlo je
vazna kod same bioloSke aktivacije u procesu organogeneze i patoloskih procesa koji
mogu nastati tijekom organogeneze, metabolizma izvanstanicnih matriks proteina
(membranskih i stromalnih glikoproteina kao Sto su kolagen I, 1l i V, fibronektin, lamin)
prilikom njihove razgradnje, rasta i razvoja. Matriks metaloproteinaza-9 ima jednu od
kljuénih uloga prilikom procesa reprodukcije, rasta i razvoja, upalni procesa izazvanih
mnogobrojnim endogenim i egzogenim uzrocima, morfogeneze, popravka i

remodeliranja tkiva prilikom ozljeda i upalnih procesa (146-148).
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1.4.1. Promjene u izrazaju enzima matriks metaloproteinaze-9 kao enzimskog
odgovora na okoliSno zagadenje hlapljivim aromatskim ugljikovodicima
Znanstvena istrazivanja utjecaja okoliSnih zagadivala na promjene u izrazaju matriks
metaloproteinaze-9 ukazuju na vaznost tog enzima kao ranog imunoloSkog odgovora u
ljudi na poveéano okoliSno zagadenje u prvome redu hlapljivim aromatskim
ugljikovodicima kao Sto su benzen, toluen, etilbenzen i izomeri ksilena. U imunoloskom
odgovoru ljudi izazvanom djelovanjem okoliSnih zagadivala na stanice T, plu¢ne epitelne
stanice, fibroblaste, alveolarne makrofage, moze doc¢i do narusavanja ravnoteze izmedu
izrazaja, regulacije i produkcije matriks metaloproteinaza i njihovih tkivnih inhibitora
TIMP, a kao posljedica se javlja neravnotezZa u aktivnosti serinskih proteaza i neutrofilnih
elastaza Sto dovodi do razvoja teskih oboljenja kao Sto su emfizem plu¢a, remodeliranja
pluénoga tkiva i plu¢na fibroza (Slika 10) (149). Vedéi dio strukture bazalne membrane
plu¢a Cini specifican kompleks kolagena tipa IV Cija je funkcija odrzavanje integriteta
zidova alveola, a kako matriks metaloproteinaza-9 ima sposobnost prekida kolagena,
neophodan je ¢imbenik prilikom procesa degradacije struktura bazalne membrane zbog
posjedovanja supstrata koji je specifiCan za kolagen tipa IV (149). Poznata je Cinjenica
da prekidanje izvanstanicnog matriksa moze dodatno utjecati na pluénu strukturnu
nestabilnost. Stanice u kontaktu s intaktnim izvanstani¢nim matriksom normalno
funkcioniraju, ali prilikom kontakta s promijenjenim ili prekinutim izvanstaniénim
matriksom (MMP-9) aktiviraju brojne patofizioloSke stani¢ne signale Kkoji uzrokuju

promijenjene stani¢ne odgovore (150).
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MMP — matriks metaloproteinaza; TIPM — tkivni inhibitor metaloproteinaza

Slika 10 Remodeliranje tkiva i odgovor na razini upalnih stanica u MMP/TIMP
neravnotezi uzrokovanoj djelovanjem okoliSnih zagadivala (149)

Matriks metaloproteinaza-9 mozZe cijepati razliCite proteine koji na pripadaju

izvanstanicnom matriksu i dokazano generira bioloSke procese, a kako ima sposobnost

oslobadanja razli¢itih biolodki aktivnih molekula s povrSine stanice (IL-6, TNF-a, L-

selektin), predstavlja vazan €imbenik u kontroli programirane stani¢ne smrti i upalnih

procesa na razini pluénih stanica (151-154). Epitelne pluc¢ne stanice, fibroblasti,

alveolarni makrofagi izluCuju matriks metaloproteinazu-9, dok se neutrofili

istraZivanjima navode kao glavni izvor na razini stanica (155).
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gelatinazama koje degradiraju elastin i kolagen tipa IV kao glavhe komponente bazalnih
membrana, te na taj naCin mogu utjecati na remodeliranje tkiva nakon oStecenja
parenhima i alveola teSkim oblicima bolesti okoliSa kao Sto su astma i kroni¢no
opstruktivha plu¢na bolest (Slika 10) (156-159). Istrazivanja ukazuju na opravdanost
upotrebe matriks metaloproteinaze-9 kao ranog bioloSkog pokazatelja izlozenosti ljudi
karcinogenim hlapljivim aromatskim ugljikovodicima u ambijentalnom i/ili radnome
okoliSu. Odredivanje stupnja izraZaja enzima matriks metaloproteinaze-9 koristi se kao
kvalitetni prognosticki bioloski marker odredivanja rizika teSkog oboljenja od NSCLC-a
(engl. Non-small-cell lung cancer), kao vrste karcinoma plu¢a koja je Cesto uzrokovana
okoliSnih karcinogenih spojevima kao $to su hlapljivi aromatski ugljikovodici (160-163).
Zabrinjavajuca je Cinjenica da na godiSnjoj svjetskoj razini gotovo jedan milijun ljudi oboli
od nekog oblika karcinoma pluéa, gdje 75% svih karcinoma plu¢a otpada upravo na
NSCLC (164-166). lzrazaj enzima matriks metaloproteinaza-9 predstavija jedan od
najvaznijih enzimskih odgovora u ljudi koji je direktno povezan s odredivanjem
potencijala tumorskog metastaziranja i tumorske agresivnosti (167-169). Upravo
navedeno ukazuje da se pojacani izrazaj enzima matriks metaloproteinaze-9 u ljudskom
organizmu povezuje sa zastitnim i regenerativnim djelovanjem na nivou pluénih epitelnih
stanicama, prilikom tesSkih oSte¢enja pluénog epitela uzrokovanog kroni¢no
opstruktivnom pluénom bolesti, emfizemom pluc¢a i astmom koje mogu biti uzrokovane
raznim okoliSnim zagadivalima kao $to su BTEX spojevi, policiklicki aromatski
ugljikovodici (PAU) i DEP Cestice (engl. Diesel exhaust particles) (170-173). U
istrazivanjima su autori dokazali direktan utjecaj i najmanjih koncentracija hlapljivih
aromatskih ugljikovodika (u prvome redu benzena) na statistiCki povecan rizik za

oboljenje od razli¢itih oblika karcinoma (174-176). U skladu s time, matriks
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metaloproteinaza-9 koja je kao proteinaza ukljuCena u mnoge procese rasta, razvoja,
podjele i migracije mastocita, prilikom direktnog kontakta limfocita T sa monocitima i
mastocitima, te kod migracije neutrofila, eozinofila i stanica T preko bazalne membrane
alveola tijekom ostecenja plu¢nog tkiva uzrokovanih toksi¢nim okoliSnim zagadivalima, a
istovremeno regulirana od strane pojacano izlu€enih citokina kao sto su faktor tumorske
nekroze (engl. Tumor necrosis factor-TNF) i interferon (IFN) u sluajevima pojave
razli€itih karcinoma plu¢a i upalnih procesa, predstavlja vazan bioloSki faktor u
odredivanju potencijalnog rizika od ovako tesSkih bolesti okolisa u ljudi koje mogu biti

uzrokovane hlapljivim aromatskim ugljikovodicima (177-187).
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1.5. Razvoj bolesti okoliSa kao posljedice zagadenja okoliSa hlapljivim aromatskim
ugljikovodicima

Hlapljivi aromatski ugljikovodici benzen, toluen, etilbenzen i izomeri ksilena (o-, m-, p-)
predstavljaju zagadivala koja se u poveéanim koncentracijama nalaze u atmosferi
urbanih podrucja i predstavljaju spojeve koji povecavaju rizik od oboljenja ljudi razli¢itim
oblicima bolesti okoliSa (188-190). BTEX spojevi ulaze u urbani okoli$ iz razlicitih izvora,
te su istraZivanja dokazala statistiCki znaCajno veée koncentracije istih na podrucjima
modernih gradova (191-193). Najznacajniji izvor BTEX spojeva iz okolida je gradski
promet koji iz godine u godinu biljezi streloviti porast u mnogim svjetskim i europskim
metropolama (194). Predstavljaju dokazani okolisni ¢imbenik zabrinjavajuceg trenda
rasta ukupnog broja oboljelih od razli¢itih oblika bolesti okoliSa, a u prvome redu
bolestima diSnoga sustava koji je najizlozeniji djelovanju hlapljivih aromatskih
ugljikovodika u obliku teskih restrikcija i opstrukcija disanja, te u konacnici razvijanje
teskih oblika astme, kroni¢no opstruktivne plu¢ne bolesti, emfizema pluca i razli€itih
sijela karcinoma pluc¢a (195-197). KarakteristiCni predstavnik hlapljivin aromatskih
ugljikovodika benzen, predstavlja okoliSno zagadivalo koje dokazano uzrokuje oboljenja
ljudi od akutne i kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije i solidnih tumora, te su mnogobrojna
epidemiolo$ka istraZivanja dokazala vezu izmedu povecanih koncentracija benzena u
atmosferi urbanih gradova sa razvojem razli€itih vrsta karcinoma pluca u ljudi koji Zive i
rade na takvim prometom opterecenim podruc¢jima (198-201). Kroni¢na izloZzenost
toluenu i izomerima ksilena koja je posebno rizicna kod ljudi koji su svakodnevno
profesionalno izloZeni njihovom bioloSkom djelovanju u krugu radnoga okoliSa (radnici u
naftnim rafinerijama, tvornicama boja i lakova, tvornicama obuce), dovodi do teskih

oblika oboljenja na razini ziv€anog sustava, jetra i bubrega (202, 203). TeSka oboljenja
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diSnoga sustava i bubrega zabiljeZena su kod kroni¢ne okoliSne izloZzenosti etilbenzenu
koji se dokazano moze odrediti u povecanim koncentracijama u radnome okoliSu
specificnih zanimanja koja ga u svome radnome procesu koriste kao jednu od
sastavnica organskih otapala (204,205). Istrazivanja koja se bave dokazivanjem
kompletne etiologije razvoja bolesti okoliSa u ljudi koji su okoliSno (radno i/ili
ambijentalno) pod utjecajem hlapljivin aromatskih ugljikovodika, ¢esto se provode u
obliku prospektivnin kohortnih epidemioloskih istrazivanja (206-208). Temelje se na
usporedivanju dobivenih podataka o koncentracijama hlapljivin aromatskih ugljikovodika
u ljudi (urin, krv), podataka sabranih u anketama i upitnicima koji govore o nacinu zivota
i rada ljudi ukazujuéi na individualnu svakodnevnu izloZenost ljudi hlapljivim aromatskim
ugljikovodicima (hrana, pusenje, nacin prijevoza, radno mjesto, zdravlje) sa podacima o
izmjerenim koncentracijama hlapljivih aromatskih ugljikovodika u urbanome zraku
(najCeSce u obliku stacionarnog mjerenja upotrebom automatiziranih mjernih postaja)
(209-211). Ono Sto su opisana istraZivanja dokazala predstavlja poseban zdravstveni
rizik za ljudsko zdravlje prilikom izloZenosti hlapljivim aromatskim ugljikovodicima
iskljuCivo iz okolisa, koja se ne moze izbjeCi i predstavija rastuéi problem cijele
civilizacije (212, 213). Istrazivanja su dokazala da benzen kao neophodni nusprodukt
industrije i gradskoga prometa uzrokuje pojavu aplasticne anemije, mijelodisplasti¢nog
sindroma, akutnu i kroni¢nu mijeloi¢nu leukemiju u ljudi koji su isklju€ivo okoliSno
izloZzeni hlapljivim aromatskim ugljikovodicima (214, 215). Posebno se navedena
oboljenja javljaju kod ljudi koji su uz okolinu izloZenost dodatno izlozeni na svome
radnome mjestu, u koncentracijama koje su izuzetno male (manje od 1 ppm benzena), a

to ide u prilog Cinjenicama koje govore o opasnhostima po ljudsko zdravlje prilikom
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izloZenosti hlapljivim aromatskim ugljikovodicima u samome Zivotnom okoliSu, kojega

smo svakodnevno kao populacija sastavni dio (216- 218).
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2. Cilj istrazivanja
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Imunologke promjene na nivou regulacijskog CD4"CD25"Foxp3* stani¢nog izrazaja i
izraZaja enzima matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) joS uvijek nisu u dovoljnoj mjeri
razjaSnjene, poglavito u domeni utjecaja okoliSnih zagadivala. Malo je podataka u
literaturi o mogucoj korelaciji povisenih koncentracija hlapljivih aromatskih ugljikovodika
benzena, toluena, etilbenzena, o-ksilena i m/p-ksilena kao toksiCnih i uvjetno
karcinogenih spojeva u ljudi s promjenom funkcionalnosti imunoloskog sustava na
stani¢noj i enzimskoj razini, te shodno tome i razvoja vrlo ozbiljnih bolesti okolisa. Vrlo je
malo podataka vezanih za utjecaj okolisnih hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena,
toluena, etilbenzena, o-ksilena i m/p-ksilena na pojavu bolesti okoliSa kao Sto su
kroni€no opstruktivna plu¢na bolest i astma, te utjecaj na pojavnost ostalih poremecaja
na nivou respiratornog sustava kao Sto su razli€iti stupnjevi razvoja restrikcija i
opstrukcija disanja prije svega urbane i profesionalno izlozene populacije. Sukladno
navedenom, ciljevi ovog doktorskog rada bili su:

1. Odrediti postojanje statistickih razlika u koncentracijama toksicnih i uvjetno
karcinogenih hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, etilbenzena, o-ksilena
i m/p-ksilena u urinu izmedu nasih skupina ispitanika.

2. Ustanoviti postojanje promjena stanicama posredovane imunosti u odnosu na
okoliSnu izloZenost hlapljivim aromatskim ugljikovodicima benzenu, toluenu, etilbenzenu,
o-ksilenu i m/p-ksilenu izmedu na$ih skupina ispitanika.

3. Odrediti statisticke razlike u izraZaju (koncentracijama) enzima matriks
metaloproteinaze-9 (MMP-9) u urinu izmedu nasih skupina ispitanika.

4. Odrediti prisutnost/odsutnost uzro€no-posljedi¢nih veza u pojavnosti bolesti okoliSa
(prije svega kroni¢no opstruktivne pluéne bolesti) i koncentracija hlapljivih aromatskih

ugljikovodika u urinu izmedu nasih skupina ispitanika.
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Analizom navedenih parametara u ovom doktorskom radu, pridonijet ¢emo boljem
razumijevanju uzrocno-posljedicnih veza izmedu razine koncentracija hlapljivin
aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, etilbenzena, o-ksilena i m/p-ksilena u urinu
sa promjenama u imunoloSkom statusu i promjenama respiratornih funkcija (restrikcija,
opstrukcija) koje mogu ukazivati na rizik oboljenja od astme i kroni¢no opstruktivne
plucne bolesti kao Cestih bolesti okolisa. Prvi puta ¢e se na znanstvenoj razini dobiveni
podaci o koncentraciiama hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, toluena,
etilbenzena, o-ksilena i m/p-ksilena u urinu usporediti sa izrazajem enzima matriks
metaloproteinaze-9 (MMP-9) kao potencijalnog ranog bioloSkog pokazatelja
(Biomarkera) enzimskih promjena u ispitivane skupine ljudi s urbanog podrucja (Grad
Rijeka) u odnosu na ispitivanu skupinu ljudi s ruralnog podru¢ja (Mali LoSinj) kao
kontrolne skupine i profesionalno izloZene skupine ispitanika (premaziva¢a brodskih
konstrukcija) iz BrodogradiliSta ,Viktor Lenac” i Brodogradilista ,Kraljevica“. Vazan
doprinos ovoga znanstvenog rada jest i primjena znanstveno utemeljeninh metoda
odredivanja utjecaja okoliSnih zagadivala na izrazaj enzima MMP-9 kao ranog bioloskog
pokazatelja optereéenosti okolia istim, te bi dobiveni rezultati mogli biti od velike
vaznosti u dokazivanju svrsishodnosti i opravdanosti koristenja navedenih ranih
biolo8kih indikatora u procjeni utjecaja okoliSnog zagadivala na ljudsko zdravlje i
mogucim profilaktickim mjerama koje javno-zdravstvene institucije mogu provesti u cilju
zastite i unaprjedenja ljudskoga zdravlja u cilju smanjivanja rizika izlaganja toksi¢nim i

dokazano karcinogenim okoliSnim zagadivalima.
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3. Ispitanici i metode
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3.1. Ispitanici
Kao uzorke u ovome radu koristili smo prvi jutarnji urin (srednji mlaz) i perifernu
vensku krv ispitanika muskoga spola. Svi ispitanici planiranih ispitnih skupina u ovome
istrazivanju, morali su zadovoljiti Citav niz kriterija koje smo sabrali u Anketi o
zdravstvenom stanju, Zivotnim i prehrambenim navikama ispitanika (Slika 11) koju je
svaki ispitanik ispunjavao samostalno, te poseban Upitnik za odredivanje BTEX u urinu
ispitanika na Cija je pitanja odgovarao svaki ispitanik zasebno, nama kao ispitivaima
osobno prilikom uzorkovanja na terenu (Slika 12). Obavezni iskljuCujuci kriteriji
(iskljucivanje iz daljnjeg istrazivanja) koje je svaki ispitanik morao zadovoljiti da bi postao
Clan ispitne skupine bili su slijedeci:
e punoljetan (18-65 godina)
e poslovno sposoban
e Zivi (prebivaliste) na podrucju istrazivanja duze od 5 godina
e zaposlen na radnome mjestu duze od 5 godina (posebno se odnosilo na
profesionalno izlozene)
¢ nema zdravstvenih problema sa jetrom
¢ nema nikakvih zdravstvenih problema (zubobolja, glavobolja, bolovi u tijelu
vrtoglavice, nesanice, mucnine, proljevi) zadnjih mjesec dana

e ne upotrebljava nikakve lijekove zadnjih mjesec dana
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e muskog spola

e nepusac

e U posljednjih godinu dana nije bolovao od bronhalne astme, kroni¢ne opstruktivne
bolesti pluca, akutne respiratorne infekcije

e nije djelatnik u jednoj od naftnih rafinerija

e unutar 24 sata nije bio izloZzen bojama i lakovima za drvo ili metal. Kriterij se nije
odnosio na ispitanike koji su profesionalno na radnome mjestu izloZzeni bojama,
lakovima, otapalima i razrjedivaima, osim u slu€ajevima kada su izvan radnoga

mjesta unutar 24 sata bili izlozeni istim.

ANKETA O ZDRAVSTVENOM STANJU, ZIVOTNIM | PREHRAMBENIM NAVIKAMA ISPITANIKA

. Spol (zaokruzite) 1. muski 2. zenski

. Koja je Vas$a tezina i visina? visina cm tezina kg
. Godina dolaska na podrucje sadasnjeg prebivalista:
. Skolska sprema

A OWN -~

1. bez zavrdene osnovne Skole 2. osnovna Skola
3. srednja Skola 4. vi8a Skola
5. fakultet 6. strucni magisterij
7. magisterij znanosti 8. doktorat znanosti
5. Koliko ¢lanova obitelji zivi sa Vama u Vasem domu? ¢lanova
6. Kako ocjenjujete materijalno stanje svoje obitelji
1. mnogo loSije od prosjeka 4. malo bolje od prosjeka
2. malo loSije od prosjeka 5. mnogo bolje od prosjeka

3. prosje€no
7. Da li ste u posljednjih godinu dana bolovali ili bolujete od slijedecih bolesti:

1. bronhijalna astma 4. dermatitis
2. kroni¢na opstruktivna bolest plu¢a 5. bolesti uha
3. akutna respiratorna infekcija 6. bolesti jetre
8. Dali ste u posljednjih mjesec dana imali neki od ovih simptoma:
1. zubobolja 3. vrtoglavice 6. proljev
2. glavobolja 4. nesanice
3. bolovi u tijelu 5. muénine
9. Dali ste u zadnjih mjesec dana konzumirali neki lijek (ako je Va$ odgovor da, navedite naziv) ?
1. DA 2. NE
10. Kako bi ste opcenito ocijenili svoje zdravlje
1. odli¢éno 3. dobro 5. loSe
2. vrlo dobro 4. zadovoljavajuce
11. Kako bi ste svoje zdravlje usporedili sa zdravljem svojih vrSnjaka
1. znatno bolje 3. podjednako 5. znatno loSije
2. bolje 4. loSije
12. U odnosu na proslu godinu, vaSe zdravlje je sada
1. znatno bolje 3. podjednako 5. znatno loSije
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2. bolje 4. loSije

13. Da li vas va$e zdravstveno stanje ograni¢ava u slijede¢im DA DA NE
dnevnim aktivnostima puno malo nimalo
fiziCki naporne (tr€anje, dizanje teSkih predmeta, naporni sport) 1 2 3
umjereno naporne (pomicanje stola, voznja bicikla, bo¢anje, ...) 1 2 3
podizanije ili noSenje torbe s namirnicama 1 2 3
uspinjanje stepenicama na viSe katova 1 2 3
uspinjanje stepenicama na jedan kat 1 2 3
saginjanje, kle€Canje, pregibanje 1 2 3
hodanje viSe od 1 km 1 2 3
hodanje oko pola kilometra 1 2 3
hodanje oko 100 m 1 2 3
kupanje, oblacenje 1 2 3
14. Jeste li tijekom protekla 4 tjedna imali u svome Zivotu ili radu neke od

) y X o : DA NE
sljedec¢ih problema radi svoga fizickog zdravlja
skratili ste vrijeme provedeno u radu i drugim aktivnostima 1 2
obavili ste manje nego $to ste zeljeli 1 2
niste mogli obavljati neke poslove ili aktivhosti 1 2
morali ste uloziti dodatni napor pri obavljanju posla ili aktivnosti 1 2

15. U kojoj su mijeri tijekom protekla 4 tjedna vase fizicko zdravlje ili emocionalni problemi utjecali
na Vasu uobiéajene DRUSTVENE aktivnosti u obitelji, s prijateljima, susjedima ili drugim ljudima
1. uopce ne 3. umjereno 5. izrazito
2. u manjoj mjeri 4. priliéno
16. Koliko su vas vremena tijekom protekla 4 tjedna vase fizicko zdravlje ili emocionalni problemi
ometali pri vasim DRUSTVENIM aktivnostima (npr. posjete obitelji, prijateljima, susjedima)

1. stalno 4. rijetko
2. skoro uvijek 5. nikada
3. povremeno
17. Koliko je po Vadem
R L + potpuno uglavnom | ne uglavhom | potpuno
miSljenju to€na ili neto&na Y ” N N
. o » tocno tocno znam netocno netocno
svaka od sljedecih tvrdniji
¢ini mi se Qa se razbolim lake 1 2 3 4 5
nego drugi ljudi
idrav sam k_ao i bilo tko drugi 1 2 3 4 5
0ga poznajem
mlsllmv da_ ¢e mi se zdravlje 1 > 3 5
pogorsati
zdravlje mi je odli¢no 1 2
18. Kako odlazite na posao?
1. pjesSice 3. gradskim prijevozom
2. osobnim automobilom 4.  kombinirano (zaokruzite): 1-2 13 2-3

19. Kolika je udaljenost izmedu Vaseg radnog mjesta i doma? km (procijenite)

20. Na poslu prosje€no provodim sati, sati prekovremeno, sati nocni rad
21. U posljednjih godinu dana, koliko ste dana bili odsutni s posla ili ste bili u nemogucnosti obavljati
poslove zbog bolesti? dana (procijenite broj)

22. Koliko ste u kontinuitetu na postoje¢em radnome mjestu?
3. pet godina
4. vide od pet godina
23. Da li ste u zadnjih 24 sata bili izloZzeni bojama ili lakovima za drvo ili metal?

1. godinu dana
2. dvije godine

1. Da 2. Ne
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3. Drugdje

4. Ne izlazem se duhanskom dimu

5. Ne, ali puSe drugi oko mene
(pu8im pasivno)

3. Da, povremeno

24. Da li ste zaposlenik u naftnoj industriji (INA)?
1. Da 2. Ne
25. Da li puSite duhan
1. Da, svakodnevno 3. Ne
2. Da, povremeno 4. Prestao pusiti
26. Pasivno pusite — izlozeni ste duhanskom dimu
1. Kudéi
2. Naposlu
27. Da li pusSite na radnom mjestu?
1. Da 2. Ne
28.
29. Prestali ste pusiti radi:

Ako ste prestali pusiti, prije koliko godina ste prestali pusiti (posljednji put):

1. Zdravstvenih tegoba 3. Stednje 5. Posla
2. Obitelji 4. Hobija — sporta 6. Drugog razloga
30. Za prestanak pusenja imali ste struénu pomo¢:
1. Da 2. Ne
31. Nakon prestanka pusenja, vaSe zdravstveno stanje se:
1. Poboljsalo 2. Nastavilo se pogorsavati 3. Nije se promijenilo
32. Koliko cigareta dnevno popusite
1.Do5 2.6-10 3. 11-20 4. Vise od 20
33. Radi ¢ega pusite
1. Smirenja 3. Zadovoljstva 5. Sigurnosti 7. Smanjenja
apetita
2. Zelim ostaviti dojam 4. Utjecaja drustva 6. Radoznalosti 8. Drugo
34. S koliko godina starosti ste poceli pusiti: godina
35. Pusite li pred djecom i mladeZi:
1. Nikada 2. Ponekad, ali izbjegavam 3. Da
36. Sto obi¢no pijete uz cigaretu
1. Crnu kavu 3. Sokove 5. Zestoka pi¢a
2. Vino 4. Pivo 6. Vodu
37. Nacin uvlagenja dima u plu¢a
1. Duboko 2. Umjereno 3. Slabo 4. Ne uvlacim dim
38. Znate li da je puSenje Stetno?
1. Da 2. Ne
39. Konzumirate li alkoholna pi¢a?
1. Da 2. Ne
40. Kako Koju
Cesto nekoliko vise vide koli¢inu
- 2-3 puta | 1. 1. .
piete ne puta mjesecno | tjedno puta dnevno puta pica
alkoholna godis$nje tjedno dnevno | najcesce
pi¢a? pijete? dcl
pivo 21 3|5
vino L1123
5
zestoka 0,10 |1
pic¢a 315
41. Da li se opijate?
1. Nikada se ne opijem 4. Stalno sam malo «pod gasom»
2. Opijam se tjedno 5. Opijam se svakodnevno
3. Opijem se povremeno, vikendom, pri izlasku ili nekom prigodom
42. Kada bi ste mogli, Zeljeli bi ste prestati
1. Pusiti duhan 3. Uzimati droge
2. Piti alkohol 4. Nista od navedenog, dobro mi je ovako
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43. Zaokruzite $to najbolje opisuje Vase dnevne tjelesne aktivnosti:

1. Obi¢no sjedim, hodam kraée vrijeme 3. Nosim lak8e predmete, hodam
stepenicama
2. Stojim, hodam duze vrijeme 4. Tezi fizi€ki rad, nosim teske predmete i sl.
44. Zaokruzite §to najbolje opisuje VaSe aktivnosti u slobodno vrijeme:
1. Natjecateljski sport, aktivni trening viSe sati dnevno
2. Rekreacijski sport: vise od 4 sata tjedno

3. Setnja, lagani kuéni poslovi i rekreacijski sport  do 4 sata tjedno
4. Sjedilacke aktivnosti (Citanje, gledanje TV...)
45. Koliko €esto konzumirate hranu sa roétilja na kruta goriva (ugljen, drva):

1. Ne konzumiram 3. Jednom tjedno 5. ViSe puta tjedno
2. Nekoliko puta godisnje 4. Dva puta tjedno
46. Da li doruckujete?
1. Da 2. Ne
47. Koju vrstu masnoce najcesce koristite u pripremanju hrane (zaokruzite samo jednu vrstu)
1. Biljno ulje 2. Margarin 3. Maslac, svinjska mast 4. Maslinovo
ulje
48. Da li koristite proizvode od punog zrna zitarica (integralni kruh, tjestenina...)?
1. Da, svakodnevno 2. Da, povremeno 3. Ne konzumiram
49. Ako konzumirate mlijeko ili mlije€ne proizvode (jogurt, kiselo mlijeko) to su najéeSce proizvodi:
1. Punomasni 2. Djelomi¢no obrani 3.Nije mi
(oko 3,2%m.m.) (manje od 1,5%m.m.) vazno
50. Kako Cesto ste konzumirali slijede¢e namirnice, jela i pi¢a tijekom proSlog tjedna?
1-2 3.5 6-7 vise puta Prosje€na koli¢ina navedenih
(Stavite X) | nikad P namirnica u jednom obroku
puta | puta puta dnevno -
(zaokruzite)
kruh, manje od - visSe od
. o kridka -
pecivo kriSke kriSke
croissant, manje od -
viSe
krafna 1 komad
komada
komada
manje od ola viSe od
tjestenina pola POt pola
- tanjura -
tanjura tanjura
manje od ola viSe od
riza pola POt pola
- tanjura -
tanjura tanjura
krumpir manje od ola viSe od
kuhani pola POt pola
- tanjura -
tanjura tanjura
krumpir manje od ola viSe od
przeni/peé pola POt pola
. ; tanjura .
eni tanjura tanjura
muesli, manje od ola vise od
corn-flakes pola POt pola
. tanjura .
tanjura tanjura
mlijeko, pola . vise
- Salica .
kakao Salice Salica
tvrdi sir manje od 50 vise od
50g 9 50g
jogurt pola casica vise od
CaSice CaSice
piletina, 2 3
puretina 1 komad komada komada
junetina, 1komad |2 3
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svinjetina komada | komada
manje od ola viSe od
riba pola POt pola
. tanjura .
tanjura tanjura
Jaje 2 3
E;ieono/ku 1 komad komada komada
salama, manje od 50 vise od
kobasica 509 9 509
zeleno manje od ola vise od
lisnato pola POt pola
. ; tanjura ;
povrce tanjura tanjura
rajcica, . -
mrkva manje od pola vise od
! pola ; pola
paprika, ; tanjura .
. tanjura tanjura
cikla
grah, manje od ola vise od
grasak, pola Fan'ura pola
le¢a tanjura ) tanjura
jabuka, manje od o
- vise
kruska, . komad komada
banana komada
naranca, manje od vise
mandarina 1 komad
komada
komada
manje od pola visSe od
Jagode polg tanjura polg
tanjura tanjura
Cokolada, manje od ola vise od
keksi s pola POt pola
- - tanjura -
Cokoladom tanjura tanjura
manje od ola viSe od
kolagi pola POt pola
- tanjura -
tanjura tanjura
gazirana : -
hy manje od viSe od
pi¢a, cola, 2dcl 2dcl 2dcl
fanta
vocni sok manje od 2dcl viSe od
2dcl 2dcl
kava mala . vise od
. Salica .
Salica Salice
pivo manje od vise od
2dcl 2dcl 2dcl
vino manje od vise od
2dcl 2dcl 2dcl
Zestoka manje od 0.3c| vise od
pic¢a 0,3cl ' 0,3cl
¢evapcici, mala srednja velika
hamburger porcija porcija porcija
pizza mala srednja velika
hot dog 2 3
1 komad komada komada

Slika 11 Anketa o zdravstvenom stanju, Zivotnim i prehrambenim navikama ispitanika

58




UPITNIK ZA ODREDIVANJE BTEX U URINU ISPITANIKA

1. Sifra ispitanika :

Godina rodenja : Spol: O M o Z
2. Opca populacija
O Nepusac bez pasivne izlozenosti pusenju
O Pasivni pusac — izloZzenost broju cigareta dnevno :
O Pusac - broj popusenih cigareta dnevno :
3. Profesionalna izlozenost BTEX : O NE O DA
4. Izlozenost BTEX u slobodno vrijeme : O NE O DA - opisati :

5. Da li se izlozenost BTEX (cigaretni dim, profesionalna izlozenost, izlozenost u slobodno vrijeme)
u zadnja 24 sata razlikuje od uobic¢ajene ?

O NE O DA-opisati:

6. Datum i vrijeme uzimanja uzorka urina :

7. Stanje uzorka urina zaprimljenog u laboratorij : O Intaktan O Izmijenjen
Opisati:

KONCENTRACIJE BTEX ODREDENE GC/MS TEHNIKOM

Benzen: ng/L
Toluen: ng/L
Etilbenzen: ng/L
m/p ksilen: ng/L
o-Ksilen: ng/L
Ime i prezime odgovorne osobe Datum :

Slika 12 Upitnik za odredivanje BTEX u urinu ispitanika
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Nakon obradenih svih Anketa o zdravstvenom stanju, zivotnim i prehrambenim
navikama ispitanika i Upitnika za odredivanje BTEX u urinu, pristupili smo odabiru onih
ispitanika koji su zadovoljavali sve prije navedene kriterije. Ukoliko je bio prisutan
iskljuCujuci kriterij, ispitanik nije postao dio ispitne skupine i iskljuCen je iz daljnjih
istraZzivanja. U ovom doktorskom radu obuhvatili smo skupinu ispitanika grada Rijeke
(n=35) koja zivi i radi u karakteristichom gradskom podrucju (urbano podrucje), skupinu
ispitanika koji zive i rade na otoku Malom LoSinju (n=35) kao karakteristichom
nezagadenom podrucju (ruralno podrucje), te profesionalno izloZzene ispitanike koji kao
premazivaCi brodskih konstrukcija rade u Brodogradilistu ,Viktor Lenac” (n=35) i istu
takvu skupinu ispitanika koji rade kao premazivaci brodskih konstrukcija u pogonima
BrodogradiliSta ,Kraljevica® (n=28). Profesionalno izloZzene skupine ispitanika su
svakodnevnim premazivanjem brodskih konstrukcija (brodogradilista) izloZzeni djelovanju
hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, etilbenzena i izomera ksilena
putem inhalacije i kontaktno, upotrebljavajuc¢i boje, lakove, otapala, razrjedivaCe i
biocidne preparate koji dokazano (Clanak 129. stavka 3. Zakona o zastiti okolisa;
"Narodne novine" br. 110/07-Registar oneciS¢avanja okoliSa) u svom sastavu imaju

navedene hlapljive aromatske ugljikovodike kao organska otapala.
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3.1.1. Prikupljanje uzoraka urina i periferne venske krvi ispitanika

Uzorke urina i periferne venske krvi ispitanika uzimali smo u jutarnjim satima sredinom
tiedna (srijeda, Cetvrtak), a analize uzoraka obavljali isti dan. U ovom prospektivhom
kohortnom istrazivanju, analizirali smo ukupno 133 reprezentativna ispitanika, koji su po
Citavom nizu kriterija sadrzanih u anketama i upitniku odgovarali predloZzenim ciljevima
istrazivanja. Svi su se uzeti uzorci periferne venske krvi ispitanika odradili isti dan, a
ukoliko uzorke urina nismo analizirali isti dan zbog slozenosti analiza, pohranili smo ih u
specijalizirane, kemijski potpuno neutralne staklene bocice od 6 ml s gumenim ¢epom i
aluminijskim poklopcem na +4 °C do slijedeéeg dana. Sve smo uzorke pomocu
profesionalnih mobilnih hladnjaka pri +4 °C s mjesta uzorkovanja otpremili u laboratorij
radi analiza. Prilikom samoga uzimanja uzoraka urina i periferne venske krvi, odradila su
se i sva spirometriiska mjerenja pluénih funkcija ispitanika po ciljanim ispitnim

skupinama.
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3.1.2 Odabrani kriteriji za ispitna podruéja uzorkovanja

Dugogodisnjim pracenjem kvalitete zraka od strane Nastavnog zavoda za javno
zdravstvo Primorsko-goranske Zupanije, te odredivanjem koncentracija BTX-a u zraku
na potpuno automatiziranoj mjernoj postaji ("INA—Mlaka"), doSlo se do odabira Grada
Rijeke kao podrucja objektivno povecanog rizika po zdravlje ljudi. KoriStenjem postojece
baze podataka o koncentracijama BTX-a u urbanome zraku Grada Rijeke, te novih
podataka mjerenja u planiranom razdoblju istraZivanja (2009/2010), dobili smo uvid o
mogucim uzroéno-posljedicnim vezama s koncentracijama BTEX-a dobivenih u urinu
nasih skupina ispitanika sa urbanog podru¢ja Grada Rijeke. Kriteriji za odabir otoka
Maloga LoSinja kao karakteristicnog ruralnog (kontrolnog) podrucja, ogledalo se u
Cinjenici da je to podru€je poznatog ljeciliSta i karakteristicne mikroklime za lijeCenje
kroni€no opstruktivne pluc¢ne bolesti i bronhalne astme, te da nisu postojali preduvjeti za
povecane koncentracije BTEX-a u zraku (nema industrije, mala frekvencija prometa).
Zaposlenici Brodogradilista ,Viktor Lenac” i BrodogradiliSta ,Kraljevica® koji rade na
poslovima pripreme i premazivanja brodskih konstrukcija bojama, otapalima i
razrjedivaCima koji u svome sastavu sadrze hlapljive aromatske ugljikovodike kao $to su
benzen, toluen, etilbenzen i izomere ksilena (sigurnosno tehnicki list za kemijske
proizvode izraden prema normi HRN ISO 11014-1:1997), odabrani su kao profesionalno
izloZena skupima ispitanika koja je na radnome mjestu svakodnevno izlozena djelovanju

hlapljivih aromatskih ugljikovodika (BTEX-a).
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3.1.3. Ispitanici sa urbanog podrucja istrazivanja-Grad Rijeka

Grad Rijeka (Zapadna Hrvatska, sjeverni Jadran 14° 26' istoCne zemljopisne duZine
45° 21' sjeverne zemljopisne Sirine) najvaznija i najve¢a morska luka u Hrvatskoj, treci
po veli€ini grad u Hrvatskoj i administrativno srediSte Primorsko-goranske Zupanije. U
2007. godini, kroz rijeCku je luku proslo 13 milijuna tona tereta. S ostatkom Hrvatske i
regije, Rijeka je dobro povezana cestovnim, ZeljezniCkim i avionskim vezama. 2004.
godine je dovrSen dio autoceste A7, koji povezuje Rijeku sa slovenskom granicom, dok
je autocesta A6 Zagreb-Rijeka dovrSena 2008. godine. Preko tunela Ucka, kroz
istoimenu planinu, Rijeka osigurava vezu sa brzom cestom A8/A9 (Istarski ipsilon).
lzgradena je i nova rijeCka obilaznica Sto je povecalo intenzitet tranzitnog cestovnog
prometa u neposrednoj okolici Grada Rijeka. Mnogi industrijski pogoni koji se nalaze u
neposrednoj blizini Grada Rijeke kao Sto su INA—Rafinerija nafte Rijeka na lokaciji Mlaka
koja se nalazi u samome centru grada, INA-Rafinerija nafte Urinj na podrucju Opcine
Kostrena koja teritorijalno grani¢i sa Gradom Rijeka, Termoelektrana Rijeka u
neposrednoj blizini, mnogobrojne gradske toplane koje koriste naftu kao pogonsko
gorivo, dovoljno govore o Cinjenici neprestanog ispustanja okolisSnih zagadivala (BTEX-
a) u urbanu atmosferu grada. Grad Rijeka se joS u 19. stoljecu zbog svog zemljopisnog
poloZaja i komercijalne dubine mora u Kvarnerskom zaljevu, razvio u jednu od najvecih
srednjoeuropskih luka i moéno industrijsko srediSte. PoCetkom devedesetih dolazi do
propasti industrije i naglog smanjenja luCkog prometa pa se u novom mileniju Rijeka
pocinje okretati razvoju turizma i usluznog sektora (219). Medutim, samo srediste rijeke
je poznato po svome gustom i intenzivnom cestovnom prometu koji iz godine u godinu
zbog rasta pomorskog prometa ,Luke Rijeka“ opterecuje okoli§ zagadivalima.

Prvenstveno je rije€ o BTEX spojevima koji kao nusprodukti nastaju u prometu radom
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motornih vozila. Zbog nesredenog cestovnog prometa u centru grada pa i Sire, sav teski
kamionski i zeljezniCki promet luckog tereta kao jedinih prijevoznih sredstava, prolazi
centrom grada gdje dolazi do porasta koncentracija zagadivala tijekom koriStenja naftnih
frakcija kao pogonskog gorivo. Poznata je Cinjenica, da je dugi niz godina u samome
centru Grada Rijeke radila spomenuta INA—rafinerija nafte Rijeka na lokaciji Mlaka, koja
se tek ove 2010. godine pocela intenzivnije premjestati na novu lokaciju INA-rafineriju
Urinj, dok je pogon proizvodnje mazuta kao najteze frakcije procesa destilacije nafte
ostao u proizvodnji INA—rafinerije nafte na Mlaci. Isto tako je poznato da BTEX spojevi
nastaju kao nusprodukti rada naftnih rafinerija, te da se u ve¢im koli€¢inama ispustaju u
neposredan okoli§ samih rafinerija (220). Benzen je prirodni sastojak fosilnih goriva, te
se u atmosferu emitira isparavanjem i/ili izgaranjem istoga. Promet je najznacajniji izvor
benzena u atmosferi, no prerada nafte znacajno pridonose ukupnoj razini. U urbanim
podrugjima koncentracije benzena u vanjskoj atmosferi iznose 5-20 pg/m® zraka. Na
mjestima izvora kao $to su prerada nafte, tankovi i pumpne stanice, $to u slu¢aju Grada
Rijeke znaci sami centar grada, koncentracija benzena mozZe biti viSa i do nekoliko
stotina pg/m® zraka (220). Kao benzen, toluen je isto tako prirodni sastojak nafte, a
nastaje izgaranjem i organskog materijala poput drva, nafte ili ugljena. lzvor toluena u
urbanim sredinama je promet. No znacajne koli€ine u okoli§ dolaze isparavanjem iz
spremnika goriva i pumpnih stanica. U urbanim podrucjima koncentracija toluena u
zraku iznosi 5-150 ug/m?®, dok se vise koncentracije mogu naéi u blizini industrijskih
izvora (220-223). Ksilen se kao jo$ jedan hlapljivi aromatski ugljikovodik nalazi kao
prirodan sastojak nafte, a nastaje izgaranjem organskog materijala poput drveta, nafte i
ugljena. Sastav ksilena koji se dobiva iz nafte je 40% m-ksilena, 20% o-ksilena, 20%p-

ksilena i 20% izomera etilbenzena. Promet u srediStima urbanih sredina je najveci izvor
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ksilena u zraku, kao i isparavanja iz spremnika goriva i pumpnih stanica Sto je pogotovo
za okoli§ problemati¢no kada se rafinerija za obradu nafte nalazi u samome sredistu
grada kao Sto je slucaj u Gradu Rijeci. Ksilen se u vanjskoj atmosferi nalazi u
koncentracijama od 1-100 pg/m? zraka (220-223).

Iz svega navedenoga, Nastavni zavod za javno zdravstvo Primorsko-goranske
Zupanije uveo je u svoju praksu kao jedina ovlastena institucija na Sirem podrucju
Zupanije potpuno automatizirano mjerenje koncentracija BTX spojeva u okoliSnom zraku
koje se svakodnevno provodi ve¢ duzi niz godina. O intenzitetu mjerenja i zagadivalima
Cije se koncentracije u odredenim vremenskim razmacima mjere, najbolje govori
slijedecCa tablica (Tablica 1), u kojoj se nalaze nazivi automatiziranih postaja, vrste
onecis€ujucih tvari koje se mjere u zraku, od kojih je za odabir Grada Rijeka kao urbane
sredine najznacajniji podatak o koncentracijama BTX spojeva i podatak o ucestalosti

samoga mjerenja.
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Tablica 1 Naziv automatiziranih postaja, vrste okoliSnih zagadivala i uCestalost mjerenja
u okoliSnom zraku od strane Nastavnog zavoda za javno zdravstvo Primorsko
goranske zupanije

Naziv postaje Zagadivala Cije se Ucestalost
koncentracije mjere mjerenja
INA Rafinerija Mlaka | SO2,NOx,03,H2S,CO,PM10,BTX 1h
INA Vrh Martin&éice S02,NOx,03,H2S,CO,PM10,BTX 1h
INA Paveki S02,NOx,03,H2S,CO,PM10,BTX 1h
Urinj S02,NOx,03,H2S,C0O,PM10 1h
Kostrena S02,dim,NH3,UTT i sadrzaj 1h
metala
(Pb,Cd,Fe,Zn,Cu)
MartinSéica PM10, UTT i sadrzaj metala 1h
(Pb,Cd,Fe,Zn,Cu)

SO, - sumporni dioksid; NOx - dusi¢ni oksid; O3 — 0zon; H,S-sumporovodik; CO - uglji¢ni
monoksid; PM10 - Cestice veli¢ine do10 uym; UTT- ukupna talozna tvar; BTX - benzen,
toluen, ksilen

Mijerenja koncentracija benzena u zraku za 2009. godinu na podrucju Grada Rijeka
zbirno su prikazana u tablicama 2, 3 i 4. Izmjerene koncentracije benzena u zraku sli¢ne
su onima iz prethodnih godina. Za usporedbu, noviji rezultati mjerenja benzena u
atmosferi gradova u Europi kreéu se od 2,3 pg/m® zraka u predgradima s malim
prometom do 10,3 pg/m? zraka u centrima gradova s jakim intenzitetom prometa (220-
223). Nazalost, nasi zakonski propisi ne sadrze norme za toluen. Svjetska zdravstvena
organizacija navodi preporuenu vrijednost od 260 pg/m® zraka kao tjedni prosjek,
odnosno granicu mirisa od 1000 pg/m?® zraka za vremenski period uzimanja uzoraka od
30 minuta (220-223). Mjerenja koncentracija toluena u zraku za 2009. godinu na

podrugju Grada Rijeka zbirno su prikazana u tablicama 5, 6 i 7. Cinjenica je da Hrvatski
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zakonski propisi i norme na sadrze ni dopustene koncentracije za ksilen. Prema
preporu¢enim vrijednostima od strane Svjetske zdravstvene organizacije, koncentracija
za ksilen iznosi 870 ug/m?® zraka kao godi$nji prosjek, odnosno 4800 pg/m?® zraka kao
prosjek unutar 24 sata. Mjerenja koncentracija ksilena u zraku za 2009. godinu na

podrucju Grada Rijeka zbirno su prikazana u tablicama 8, 91 10.

Tablica 2 Zbirni rezultati pra¢enja koncentracija benzena (ug/m? zraka) na podrugju
Grada Rijeke u 2009. godini (postaja imisijskog mjerenja INA-rafinerije
nafte Rijeka lokacija Mlaka)

Vrijeme N Obuhvat | Cg Cso Cos Cwm Vrijeme Crmax
usrednjavanja (%) dan sat
24-sata 120 33 1,4 1,2 34 3,7 | 14.01.20009.
1-sat 2766 31 1,4 1,0 59 | 21,2 |19.01.2009. | 17:00

N - broj podataka, Cs — prosjeCna koncentracija, aritmeticka sredina, C y — najvisa
izmjerena vrijednost, Cso - medijan, vrijednost ispod koje je 50% podataka, Cgg — 98
percentil, vrijednost ispod koje je 98% podataka, Obuhvat (%) - razdoblje ispitivanja
pokriveno pouzdanim izmjerenim podacima
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Tablica 3 Koncentracije benzena na podrucju Grada Rijeke u 2009. godini (postaja
imisijskog mjerenja INA-rafinerije nafte Rijeka lokacija Mlaka) po
mjesecima (ug/m® zraka) u vremenu usrednjavanja 24 sata

Mjesec N Csr Chwin Cwmax Vrijeme
CMax
Sijecan; 18 2,4 0,7 3,7 14.01.20009.
Veljaca 23 2,1 11 3,6 23.02.20009.
OZujak 28 1,3 0,6 2,5 01.03.2009.
Travanj 30 0,8 0,3 1,9 02.04.2009.
Svibanj 8 0,5 0,3 0,7 08.05.2009
Rujan 3 15 1.4 1,8 30.09.2009.
Listopad 10 1,3 0,9 2,2 07.10.2009.
Vrijednost 120 1.4 0,3 3,7 14.01.2010.
za razdoblje

N - broj podataka, Cg — prosje€na koncentracija, aritmetiCka sredina, C yax — najvisa
izmjerena vrijednost, C yin — najniza izmjerena vrijednost
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Tablica 4 Koncentracije benzena na podrucju Grada Rijeke u 2009. godini (postaja
imisijskog mjerenja INA-rafinerije nafte Rijeka lokacija Mlaka) po
mjesecima (ug/m® zraka) u vremenu usrednjavanja 1sat

Mjesec N Csr Chwin Cwmax Vrijeme Cmax
dan sat
Sije€anj 413 2,3 0,3 21,2 19.01.20009. 17:00
Veljaca 528 2,1 0,3 10,6 23.02.20009. 21:00
Ozujak 653 1,3 0,2 10,0 13.03.20009. 19:00
Travan; 690 0,8 0,1 50 02.04.2009. 16:00
Sviban; 184 0,5 0,0 1,9 08.05.20009. 7:00
Rujan 61 1,6 0,5 6,0 30.09.20009. 20:00
Listopad 237 1,3 0,2 5,8 05.10.2009. 8:00
Vrijednost 2766 1.4 0,0 21,2 19.01.2010. 17:00
za razdoblje

N - broj podataka, Cg — prosje€na koncentracija, aritmetiCka sredina, C yax — najvisa
izmjerena vrijednost, C vi, — najniza izmjerena vrijednost

Tablica 5 Zbirni rezultati pra¢enja koncentracija toluena (ug/m? zraka) na podrudju
Grada Rijeke u 2009. godini (postaja imisijskog mjerenja INA-rafinerije
nafte Rijeka lokacija Mlaka)

Vrijeme N Obuhvat | Cg; Cso Cos Cwum Vrijeme Cmax
usrednjavanja (%) dan sat
24-sata 120 33 2,5 1,8 4,6 7,0 ]07.10.2009.
1-sat 2766 31 2,5 1,3 9,5 | 22,8 |21.01.2009. | 11:00

N - broj podataka, Obuhvat (%) - razdoblje ispitivanja pokriveno pouzdanim izmjerenim
podacima, Cs — prosjecna koncentracija, aritmeti¢ka sredina, C y — najviSa izmjerena
vrijednost, Cso - medijan, vrijednost ispod koje je 50% podataka, Cgg — 98 percentil,
vrijednost ispod koje je 98% podataka
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Tablica 6 Koncentracije toluena na podrucju Grada Rijeke u 2009. godini (postaja
imisijskog mjerenja INA-rafinerije nafte Rijeka lokacija Mlaka) po
mjesecima (ug/m® zraka) u vremenu usrednjavanja 24 sata

Mjesec N Csr Chwin Cwmax Vrijeme
CMax
Sijecan; 18 2,4 0,7 3,9 19.01.20009.
Veljaca 23 2,2 11 4,4 23.02.20009.
OZujak 28 1,9 0,5 4,1 31.03.2009.
Travanj 30 1,7 0,4 4,5 08.04.2009.
Svibanj 8 1,3 0,7 2,4 08.05.2009
Rujan 3 3,8 3,0 4,7 30.09.2009.
Listopad 10 3,9 2,2 7,0 07.10.2009.
Vrijednost 120 2,5 0,4 7,0 07.10.2009
za razdoblje

N - broj podataka, Cg — prosje€na koncentracija, aritmetiCka sredina, C yax — najvisa
izmjerena vrijednost, C vi, — najniza izmjerena vrijednost
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Tablica 7 Koncentracije toluena na podru¢ju Grada Rijeke u 2009. godini (postaja
imisijskog mjerenja INA-rafinerije nafte Rijeka lokacija Mlaka) po
mjesecima (ug/m® zraka) u vremenu usrednjavanja 1sat

Mjesec N Csr Chwin Cwmax Vrijeme Cmax
dan sat
Sije€anj 413 2,4 0,2 22,8 21.01.20009. 17:00
Veljaca 528 2,2 0,2 12,7 02.02.2009. 21:00
Ozujak 651 1,9 0,1 18,3 19.03.20009. 19:00
Travan; 692 1,7 0,1 15,8 02.04.2009. 16:00
Sviban; 184 1,2 0,1 6,3 06.05.2009. 7:00
Rujan 61 4,0 0,7 14,8 29.09.20009. 20:00
Listopad 237 4,1 0,4 16,9 05.10.2009. 8:00
Vrijednost 2766 2,5 0,1 22,8 21.01.2010. 11:00
za razdoblje

N - broj podataka, Cg — prosje€na koncentracija, aritmetiCka sredina, C yax — najvisa
izmjerena vrijednost, C vi, — najniza izmjerena vrijednost

Tablica 8 Zbirni rezultati praéenja koncentracija ksilena (ug/m? zraka) na podrugju
Grada Rijeke u 2009. godini (postaja imisijskog mjerenja INA rafinerije
nafte Rijeka lokacija Mlaka)

Vrijeme N Obuhvat | Cg, Cso Cos Cwm Vrijeme Chmax
usrednjavanja (%) dan sat
24-sata 107 29 3,1 2,7 9,7 21,3 | 26.01.20009.
1-sat 2468 28 3,2 2,1 | 15,4 | 114,4 | 26.01.2009. | 15:00

N - broj podataka, Obuhvat (%) - razdoblje ispitivanja pokriveno pouzdanim izmjerenim
podacima, Cg — prosjeCna koncentracija, aritmetiCka sredina, Cy — najviSa izmjerena
vrijednost, Cso - medijan, vrijednost ispod koje je 50% podataka, Cgg — 98 percentil,
vrijednost ispod koje je 98% podataka
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Tablica 9 Koncentracije ksilena na podrucju Grada Rijeke u 2009. godini (postaja
imisijskog mjerenja INA-rafinerije nafte Rijeka lokacija Mlaka) po
mjesecima (ug/m® zraka) u vremenu usrednjavanja 24 sata

Mjesec N Csr Chwin Cwmax Vrijeme
CMax

Sijecan; 18 4,2 1,8 21,3 26.01.20009.

Veljaca 23 3,3 1.4 5,9 23.02.20009.

OZujak 28 3,6 0,8 13,4 02.03.2009.

Travanj 30 2,5 1,0 54 15.04.20009.

Svibanj 8 2,1 1,0 6,2 07.05.2009
Vrijednost 107 3,1 0,8 21,3 26.01.2010.
za razdoblje

N - broj podataka, Cg — prosje€na koncentracija, aritmetiCka sredina, C yax — najvisa
izmjerena vrijednost, C vi, — hajniza izmjerena vrijednost

Tablica 10 Koncentracije ksilena na podrucju Grada Rijeke u 2009. godini (postaja
imisijskog mjerenja INA-rafinerije nafte Rijeka lokacija Mlaka) po
mjesecima (ug/m? zraka) u vremenu usrednjavanja 1sat

Mjesec N Csr Cwin Cwmax Vrijeme Cmax
dan sat
Sije€an;j 413 4,2 0,6 114,4 26.01.20009. 15:00
Veljaca 528 3,3 0,3 34,0 04.02.20009. 11:00
Ozujak 651 3,6 0,2 83,9 16.03.2009. 19:00
Travanj 692 2,6 0,2 37,8 06.04.20009. 18:00
Svibanj 184 2,1 0,0 26,2 07.05.20009. 14:00
Vrijednost 2468 3,2 0,0 114,4 26.01.2010. 15:00
za razdoblje

N - broj podataka, Cg — prosje€na koncentracija, aritmetiCka sredina, C yax — najvisa
izmjerena vrijednost, C vi, — najniza izmjerena vrijednost
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Analizirane vrijednosti koncentracija benzena, toluena 1 ksilena u razini su
koncentracija koje se mjere u urbanim i/ili industrijskim podrucjima veceg dijela Europe.
Ovdje treba naglasiti da tehnolo$ki razvijene zemlje imaju tolerantniju normu za benzen
kao na primjer Italija 8 pg/m® zraka, Engleska 16,5 ug/m® zraka i Novi Zeland 10 ug/m?®
zraka, dok je neke zemlje i nemaju, kao Sto je slu€aj u Njemackoj (221-223).
Nepostojanje normi niti zakonskih propisa koji govore o grani¢nim vrijednostima istih u
urbanoj atmosferi gradova na podru€ju Republike Hrvatske, za ovako potencijalno
opasne okoliSne spojeve kao $to su benzen, toluen i ksilen, koji dokazano narusavaju
ljudsko zdravlje, bio je jedan od kljuénih razloga uvodenja bioloSkog mjerenja
koncentracija tih spojeva u ljudskom urinu znanstveno utemeljenom metodom kao
sastavnog dijela ove doktorske disertacije. Nepostojanje nikakvih podataka o
koncentracijama etilbenzena kao jo$ jednog potencijalno opasnog hlapljivog aromatskog
ugljikovodika za ljudsko zdravlje, bio je joS jedan od razlog uvodenja bioloSkog mjerenja
koncentracija etilbenzena u urinu skupine ispitanika koji Zive i rade na podrucju Grada
Rijeke, te dobiveni podaci predstavijaju prve znanstveno utemeljene podatke
koncentracija etilbenzena u urinu ispitanika sa ispitivanog podrucja istraZivanja. 1z svega
navedenog, podruCje Grada Rijeke je odabrano kao karakteristicno urbano podrucje
relativno povecanog rizika po zdravlje ljudi koji Zive i rade na istom, tako da smo upravo
tu skupinu ispitanika odabrali kao urbanu skupinu uz obavezno zadovoljavanje svih

odabranim kriterijima istrazivanja.
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3.1.4. Ispitanici sa ruralnog podruéja istrazivanja-Grad Mali LoSinj

Zbog inicijative mnogih ljudi, medu kojima se posebno isticao prof. Ambroz Haracic,
krajem 19. stolje¢a poSumljene su velike povrSine oto¢nog kamenjara oko Malog i Velog
LoSinja, gdje se sada istiCu guste borove Sume (Slika 13). Zahvaljujuci prof. Ambrozu
Haracicu, koji je 1880. godine u Malom LoSinju otvorio meteorolosku stanicu i povezao
je s meteoroloSkim institutom u Bec€u, pozornost svjetske javnosti ve¢ je tada bila
usmjerena na specificnost loSinjske klime, te je odlukom ministarstva zdravstva
Austrougarske monarhije LoSinj davne 1892. godine progladen klimatskim ljeciliStem.
Veli i Mali LoSinj 1892. godine dobivaju status klimatskih ljeciliSta i oporaviliSta. Za to je
veliku zaslugu imao dr. Conrad Clark (1844.-1904.) koji dolaskom na LoSinj 1885.
godine otkriva vrijednost LoSinja kao klimatskog mjesta. Na LoSinj dolazi sa sinom koji
boluje od teSkog oboljenja grla kojem se nakon tri tiedna boravka stanje cudesno
poboljava. I1zuzetno blaga klima otoka LoSinja odrazava se u velikom bogatstvu biljnih
vrsta. Guste borove Sume Malog LoSinja postale su zeleni pojas koji mjesto i luku $titi od
vjetrova, posebice bure. Na predjelu uvale Cikat, Sume su se postepeno pretvorile u
perivoj. Danas je gusta borova Suma simbol LoSinja i od neprocjenjive je vrijednosti za
razvoj zdravstvenog turizma (224). Predjel Cikat proglasen je park Sumom, jer po
Citavom nizu kriterija spada u posebno zasti¢ena podrucja u Republici Hrvatskoj. Veliku
vrijednost ima i perivoj u Velom LoSinju koji je dao podi¢i austrijski nadvojvoda Karlo
Stefan Habsbur$ki, gdje se nalazi oko 200 vrsta razli€itog drveca iz cijelog svijeta (225).
Crveni kriz Hrvatske otvara u Velom LoSinju Klimatsko ljeciliste za djecu koje 1962.
godine postaje Djecja bolnica za alergijske bolesti diSnog sustava i koze, a 1968. godine
postaje ista s odjelom za odrasle. 1993. godine gubi status DjeCje bolnice i postaje

LjecCiliste (226). Svjetski poznata vegetacija na otoCju je izrazito bujna u sva Cetiri
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godiSnja doba. Prema istrazivanjima prof. Haraci¢a stanje vegetacije poboljSava klimu.
Sama klima je u svijetu poznata po svojim mikroklimatskim komponentama koje su bile
razlog osnivanja LjeciliSta za lije€enje pluénih oboljenja kao $to su astma i kroni¢na

opstruktivna pluéna bolest.

Slika 13 Kontrolno podrucje-Otok Mali LoSinj (224)

Iz svega navedenog, Otok Mali LoSinj je za ovo istraZivanje izabran kao kontrolno
podrucje, gdje zbog izostanka industrije i malog intenziteta prometa ima Cisti okoli$ koji
je u svijetu poznat kao idealan za lije€enje kako lakSih poremecaja diSnih putova tako i
za lijeCenje razvijenih teskih pluénih bolesti kao $to su astma i kroni¢na opstruktivna
pluéna bolest. Svi ispitanici koji su postali dio kontrolne skupine ispitanika, mora li su
odgovarati po svim odabranim kriterijima ovoga istrazivanja, u protivnom su bili isklju€eni

iz daljnjih obrada.
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3.1.5. Profesionalno izlozeni ispitanici Brodogradilista ,,Viktor Lenac*
Brodogradiliste ,Viktor Lenac” (Slika 14) ima status jednog od najvecih brodogradiliSta
u djelatnosti kao Sto je remont i preinaka na Sredozemlju. Osnovano je davne 1896.
godine i ima dugogodiSnju tradiciju produljenja brodova u ¢emu je pionir u svijetu.
Smjesteno je u Jugoisto¢noj Europi, na sjeveru Jadranskog mora, 3 km juzno od

najvece hrvatske luke Rijeka, u uvali Martinscica (227).

Slika 14 Brodogradiliste ,Viktor Lenac® (227)

Jedna od glavnih djelatnosti brodogradilista je popravak brodova i zastita brodskih
konstrukcija. Najveci se dio popravaka odnosi na zastitho premazivanje konstrukcija
brodova posebnim bojama namijenjenim za tu ulogu. Premazivaci brodskih konstrukcija
svakodnevno provode radne zadatke koji se sastoje od mehanickih nacina skidanja
stare boje (upotreba specijalnoga pijeska, brusenje), pripreme velikih povrSina
brodskoga trupa za zavr$no nanosenje (uklanjanje masnoca i €iS¢enje) i samog proces
nanoSenja novih slojeva boja (temeljne i zavrdne) koje Stite trup broda od os$teéenja i

ubrzanog propadanja. U sastavu boja koje se koriste u Brodogradilistu ,Viktor Lenac®
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nalazi se Citav niz hlapljivih aromatskih ugljikovodika koji kontaktno preko koze, vidljivih
sluznica ili putem udisanja hlapljivih komponenti u ve¢im ili manjim koli€¢inama ulaze u
organizam zaposlenika koji rade na tim radnim mjestima. U svome sastavu (sigurnosno-
tehnicki list za kemijske proizvode izraden prema normi HRN ISO 11014-1:1997), boje

sadrze slijedece hlapljive aromatske ugljikovodike (Tablica 11).

Tablica 11 Postotak hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, etilbenzena i
ksilena u bojama koje se koriste prilikom premazivanja brodskih konstrukcija

Benzinsko otapalo Ksilen Etilbenzen Toluen
Naziv boje % % % %
(0,1 % benzena)
NOA 10 M
BUFF 175
BASE / 10-15 1-5 /
SEA
GRANDPRIX
500 / 10-25 / /
EPICON T-
500 FINISH
BASE / 5-10 / 5-10
SEAFORCE
15
2,5-10 10-25 2,5-10 /
HEMPEL'S
UNI PRIMER
13140 5-10 15-25 3-5 /
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Osim koriStenja boja, premazivaci brodskih konstrukcija kao profesionalno izloZeni
zaposlenici, u velikim kolicinama manipuliraju organskim otapalima koje koriste u
fazama skidanja masnoc¢a sa brodskih konstrukcija i opreme, te u fazama razrjedivanja
navedenih boja. U svome sastavu (sigurnosno-tehnicki list za kemijske proizvode
izraden prema normi HRN ISO 11014-1:1997; sigurnosno-tehnicki list za kemijske
proizvode izraden prema odredbama pravilnika o ispunjavanju sigurnosno-tehni¢kog
lista EC N0.1907/2006, Reach, Annex Il), otapala i razrjedivaci sadrze slijedece hlapljive

aromatske ugljikovodike (Tablica 12).

Tablica 12 Postotak hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, etilbenzena i
ksilena u otapalima i razrjedivacima koji se koriste prilikom pripreme
povrSina za premazivanje i razrjedenja boja

Naziv Benzinsko otapalo Ksilen Etilbenzen Toluen
proizvoda % % % %
(0,1 % benzena)

International
Equipment 10-25 25-50 2,5-10 /
Cleaner
(otapalo)
Thinner VFE
35,
Thinner 700 / 5-100 12,5-20 /
(razrjedivac)
Marine
Thinner
(otapalo, 50-100 / / /
razrjedivac)
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Unutar navedenih radnih procesa, profesionalno izloZzeni zaposlenici manipuliraju
odredenim koliCinama sredstava koja se koriste u svrhu suzbijanja rasta i naseljavanja
organizama u obliku biocidnog premaza na osnovi kolofonija, pigmenata, punila i
organskih otapala. U svome sastavu, sredstvo koje se koristi u brodogradilistu (Sigma-
ALPHAGEN 240), po proizvodackim specifikacijama (PPG Coatings S.A./N.V., Deurne-
Antwerpen) sadrzi 1-2,5 % etilbenzena i 2,5-10 % ksilena. Svakodnevno, putem radnih
procesa pripreme brodskih povrSina za premazivanje i nanoSenja samih boja na brodske
komponente u obliku Strcanja (zra¢no i bez zraka), kistom ili valjkom, zaposlenici su
putem kontakta (koze i vidljivih sluznica) i udisanja lako hlapljivih komponenti izloZeni
povec¢anom riziku unosa vecih koli¢ina hlapljivih aromatskih ugljikovodika (BTEX-a) u
Svoj organizam. Iz svega navedenoga, odabrali smo one premazivaCe brodskih
konstrukcija BrodogradilisSta ,Viktor Lenac* (n=28) koji su zadovoljili sve odabrane
kriterije predvidene ovim istrazivanjem kao skupinu ispitanika koja je profesionalno

izloZzena djelovanju hlapljivin aromatskih ugljikovodika (BTEX-a).
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3.1.6. Profesionalno izlozeni ispitanici Brodogradilista ,,Kraljevica“

Brodogradiliste ,Kraljevica“ (Slika 15) osnovano je davne 1792. godine i predstavilja
kolijevku hrvatske industrijalizacije. Nosi epitet prvoga brodogradiliSta na isto¢noj obali
Jadranskoga mora. SmjeSteno je u srediStu Grada Kraljevice u Primorsko-goranskoj

Zupaniji i predstavlja jedan od vaznih poslovnih subjekata u Republici Hrvatskoj (228).

Slika 15 Brodogradiliste ,Kraljevica“ (228)

Glavna djelatnosti brodogradiliSta je popravak brodova. Najveci dio poslova vezanih za
popravak, kao i u Brodogradilistu ,Viktor Lenac®, odnosi se nha mehanicki nacin skidanja
stare boje (upotreba specijalnoga pijeska, bruSenje), pripreme velikih povrSina
brodskoga trupa za zavrSno nanoSenje i sam proces nanoSenja novih slojeva boja koje
Stite trup broda od oSsteCenja i ubrzanog oksidiranja (korodiranja). Kako se u
Brodogradilistu ,Kraljevica“ koriste iste boje, razrjedivaci, otapala i biocidni premazi
nabavljeni na Hrvatskome trZistu, postotak hlapljivih aromatskih ugljikovodika koji se

nalazi u sastavu istih naveden je u tablicama 11 i 12.
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Iz svega navedenoga, odabrali smo one premazivate brodskih konstrukcija
Brodogradilista ,Kraljevica“ (n=7) koji su zadovoljili sve odabrane kriterije predvidene
ovim istrazivanjem, kao profesionalno izlozenu skupinu ispitanika koja je tijekom svoga
radnoga dana i unutar radnih procesa izlozena djelovanju hlapljivih aromatskih

ugljikovodika (BTEX-a).
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3.2. Metode

3.2.1. Metode za odredivanje promjena imunoloske reakcije
3.2.1.1. Analiza fenotipske pripadnosti mononuklearnih limfati€nih stanica
metodom imunofluorescencije uz oéitavanje protoénom citometrijom

Metodom imunofluorescencije uz ocitavanje protoénom citometrijom, odredili smo
fenotip stanica koriste¢i se FACSscan proto¢nim citometrom (Becton Dickinson,
Muantain View, CA, USA), pomocu kojega se mogu pratiti i analizirati pet razliCitih
stani¢nih parametara: FCS (parametar veli€ine stanica), SSC (parametar granuliranosti-
gustoce stanica), te valnu duzinu i intenzitet tri razliCita emisijska spektra fluorescentnih
boja: FL1 (intenzitet zelene fluorescencije), FL2 (intenzitet narancCaste fluorescencije) i
FL3 (intenzitet crvene fluorescencije).

Nakon pripreme stanica na ledu i brojanja stanica, u svaku smo probu stavili 1x10°
stanica po mililitru i pristupili direktnoj metodi obiljezavanja. Direktna imunofluorescecija
podrazumijeva koristenje monoklonskih protutijela za obiljeZzavanje stani¢nih biljega koja
su izravno vezana za fluorescentnu boju. Metoda imunofluorescencije se zasniva na
konjugaciji protutijela fluorescentnim bojama, ¢ime se dokazuje specifi€nost epitopskog
vezivanja antigena za protutijelo, te fluorescentna boja koja je potaknuta
ultraljubiastom ili laserskom svjetloS¢u odredene valne duljine, po€inje emitirati vlastitu
svjetlost pomocu koje se tada antigen i dokazuije.

Broj od 10° stanica smo resuspendirali u 50 ul hladnog FACS pufera (sastav pufera:
1x PBS-engl. phosphate buffered saline; GIBCO™:; Invitrogen; Carlsbad; USA + 5%
FBS-engl. fetal bovine serum; GIBCO™; Invitrogen; Carlsbad; USA + 0.1% NaN3) i u

suspenziju je dodano 1; 2; 2,5; ili 5ug monoklonskih protutijela. U nasem radu Koristili
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smo slijedeca protutijela: FITC-om (engl. fluorescein isothiocyanate) vezana protu—CD3 i
PE (engl. phycoerythrin) vezana protu—CD16+56 monoklonska protutijela za detekciju
stanica NK, NKT i T (Becton Dickinson, Biosciences Pharmingen; USA). Za detekciju
regulacijskih Tregs (engl. Human Regulatory T cell) stanica Koristili smo stanicni kit (engl.
Human Regulatory T cell Staining KIT; eBioscience; San Diego; USA) koji sadrzi FITC-

CD4, APC-CD25 i PE-Foxp3 monoklonska protutijela po protokolu 3.2.1.2.
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3.2.1.2. Priprema regulacijskih stanica T (Tregs) za analizu metodom

imunofluorescencije uz o€itavanje protoénom citometrijom
Prije obiljezavanja regulacijskih stanica T (engl. Human Regulatory T cell - Tyegs),
napravili smo radne otopine razrjedenjem koncentrata za fiksaciju i permeabilizaciju
(Fixation/Permeabilization Diluent; eBioscience; San Diego; USA) u omjeru 1:3. Dodali
smo 100 pl pripremljenih stanica (1 milion) u svaku epruvetu i 20 yl CD4/25 (1ug CD4 i
0,125 ug CD25; eBioscience; San Diego; USA). Zatim je slijedila faza inkubacije u
vremenu od 30 minuta na 4° C u tami. Nakon ispiranja u hladnome puferu (engl. Flow
Cytometry Staining Buffer; eBioscience; San Diego; USA) i centrifugiranja 5 min. na
2000 okretaja/min., te odlijevanja supernatanta (tekucine iznad stanicnog taloga),
resuspendirane stanice smo dodali u 1 ml svjeze pripremlienog pufera
(Fixation/Permeabilization Diluent; eBioscience; San Diego; USA). Nakon mijeSanja
(Vortex), slijedila je inkubacija stanica od 60 minuta na 4° C u tami. Zatim smo izvrSili
ispiranje stanica dodavanjem 1 ml pufera (Fixation/Permeabilization Diluent;
eBioscience; San Diego; USA) i postupak ispiranja ponovili 2 puta, centrifugirali 5 min.
na 2000 okretaja/min.. Uslijedila je faza blokiranja dodavanjem 2 pl Stakorskog seruma
(2%) u 100 pl volumena kroz vrijeme od 15 minuta. Dodali smo 20 pl anti-human Foxp3
(PCH101; eBioscience; San Diego; USA) protutijela ili 20 ul Stakorskog protutijela IgG2a
izotipa kao kontrole (Isotype; Rat IgG.a; eBioscience; San Diego; USA) i inkubirali na 4°

C kroz vrijeme od 1 h.
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3.2.1.3. Analiza regulacijskih stanica T (Tegs ) metodom imunofluorescencije uz
ocCitavanje protoénom citometrijom

Za odredivanje regulacijskin stanica T (engl. Human Regulatory T cell - Tiegs) iz
periferne venske krvi naSih ispitanika, koristili smo metodu imunofluorescencije uz
oCitavanje proto¢nim citometrom. Nakon metode pripreme T regulacijskih stanica na
ledu (3.2.1.2.), pristupili smo direktnoj metodi obiljezavanja regulacijskih T stanica (T egs)
koristeCi se stani¢nim kitom (engl. Human Regulatory T cell Staining KIT; eBioscience;
San Diego; USA) koji sadrzi FITC-CD4, APC-CD25 i PE-Foxp3 monoklonsko protutijelo.
Direktna imunofluorescecija podrazumijeva koriStenje monoklonskih protutijela za
obiljezavanje stani¢nih biljega koja su izravno vezana za fluorescentnu boju. Metoda
imunofluorescencije se zasniva na konjugaciji protutijela fluorescentnim bojama, €ime
se dokazuje specifiCnost epitopskog vezivanja antigena za protutijelo, te fluorescentna
boja koja je potaknuta ultraljubiCastom ili laserskom svjetloS¢u odredene valne duljine,
pocinje emitirati vlastitu svjetlost pomocu koje se tada antigen i dokazuije.

Stanice smo zatim resuspendirali u odgovarajucem volumenu pufera (engl. Flow
Cytometry Staining Buffer; eBioscience; San Diego; USA) i analizirali metodom
imunofluorescencije uz ocitavanje na protoChom citometru (FACSCalibur, Becton
Dickinson; USA) upotrebljavajuéi CELLQuestPro informatiCku podr8ku (Macintosh,

Quadra 650).
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3.2.1.4. Odredivanje unutarstani€énog sadrzaja perforina

Kako je perforin unutarstanicni antigen, prije samoga postupka obiljezavanja stani¢nu
membranu treba fiksirati i permeabilizirati. Stanicnu membranu smo fiksirali 4% otopinom
para-formaldehida (sastav otopine: para-formaldehid + Na,PO4xH,O + NaOH + glukoza)
koja se dodaje na talog (100 pl) i ostavi 10 minuta na sobnoj temperaturi. Stanice smo
dva puta isprali u FACS puferu i pohranili u 100 pl saponinskog pufera (sastav pufera:
PBS + SAPONIN; Fluka Chemicals (Biochemika); New Jersey; USA + NGS-engl. normal
goat serum; PCN5000; GIBCO™; Invitrogen; Carlsbad; USA + EGTA-engl. ethylene
glycol tetraacetic acid; GIBCO™; Invitrogen; Carlsbad; USA) radi permeabilizacije
stanicne membrane. Slijedila je faza inkubiranja od 20 minuta i centrifugiranja od 5 minuta
na 2000 okretaja/min., te smo na talog dodali monoklonska miSja protu—humana protu—
perforinska protutijela u dozi od 3 ul po uzorku, razrijedena u 100 ul saponinskog pufera i
dodatno inkubirali 30 minuta na +4° C. Nakon faze inkubacije, uzorke smo dva puta
isprali u saponinskom puferu da bi uklonili nevezana primarna protutijela. Na talog smo
dodali sekundarno protutijelo GAMA-FITC (engl. Goat—Anti-Mouse) obiljeZzeno
fluorescin—izotiocijanatom (FITC) (Becton Dickinson, Biosciences Pharmingen; USA) u
dozi od 1 pg po uzorku, razrijedeno u 100 ul saponinskog pufera, inkubirali 30 minuta na
+4° C i ponovno dva puta isprali u saponinskom puferu. Na talog smo dodali 0,5 ml FACS
pufera, Cija je funkcija zatvaranje stanichne membrane permeabilzirane saponinom. Na
tako dobiveni talog dodali smo membranske biliege PE—obiljeZene protu—CD3", protu-
CD4", protu—CD8", protu—-CD16" i protu—CD56" (Becton Dickinson, Biosciences
Pharmingen; USA)., te metodom imunofluorescencije uz ocitavanje na proto¢nom

citometru (FACSCalibur, Becton Dickinson; USA) odredili sadrzaj unutarstani¢ne
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molekule perforina u CD3+, CD4+, CD8+, CD16+, CD56+ stanicama, kao i sadrzaj

ukupnog perforina u limfocitima periferne krvi svih ispitanika.
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3.2.2. Metoda za odredivanje enzimskog odgovora

3.2.2.1. Metoda enzimskog imunoeseja (ELISA) za odredivanje stupnja izrazaja
enzima matriks metaloproteinaze-9

Za odredivanje koncentracije enzima matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) u
ljudskome organizmu, u ovome radu smo koristiti metodu enzimskog imunoeseja tzv.
ELISA eseja (engl. Enzyme-linked immunosorbent assay) (Slika 16) (229-232). Ovako
koncipirana, znanstveno utemeljena metoda koriStena je za precizno odredivanje
izraZaja navedenog enzima koristeCi se urinom kao ispitivanim medijem, te specijalnim i
visoko selektivnim ELISA kitom proizvedenim to¢no za tu ulogu (engl. The RayBio®
Human MMP-9 ELISA -Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, USA). Navedeni kit smo
koristili kao visoko selektivni in vitro ELISA kit za kvantitativno mjerenje koncentracija
proaktivne i aktivne forme enzima matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) u ljudskom
urinu. Kit sadrzi specificna protutijela za ljudski tip enzima matriks metaloproteinaze-9
postavljena na stjenke specijalne mikroploe od ukupno 96 jamica (engl. MMP-9
Microplate; Iltem A; The RayBio®). Standarde (RayBio®) i uzorke urina smo pipetirali
specijalnim mikro-pipetama (Ependorf, Hamburg, Germany) u jamice mikroploce, te se
je proaktivha i aktivna forma enzima matriks metaloproteinaze-9 koja je prisutna u
uzorku vezala za imobilizirana protutijela na stienkama samih jamica. Jamice smo zatim
isprali specijalnim potpuno automatiziranim ispiratem mikroplo¢a (TECAN-hydroflex,
Austria) po preporukama proizvodaca, te smo dodali biotinizirana MMP-9 protutijela
(engl. Anti-human MMP-9 antibody). Nakon faze ispiranja nevezanih biotiniziranih
protutijela, u jamice smo dodali HRP-vezani streptavidin koji je sastavni dio istoimenoga

ELISA kita. Slijedila je faza ispiranja jamica mikroplo¢e automatiziranim ispiratem po
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preporukama proizvodaca i dodavanje TMB (tetrametilbenzidin, RayBio®, USA)
supstrata za obojenje u plavu boju svih reakcija u kojima se za prisutna protutijela vezu
proaktive i aktivne forme enzima matriks metaloproteinaze-9 koje su se nalazila u
uzorku. U posljednjoj fazi smo dodali karakteristicnu otopinu za zaustavljanje reakcije
(engl. Stop Solution) koja je sastavni dio istoga ELISA kita i koja mijenja boju reakcije iz
plave u zutu, a sam intenzitet Zute boje koji je proporcionalan apsorbanciji prisutnih
proaktivnih i aktivnih formi enzima matriks metaloproteinaze-9 u uzorku ocitali smo
odmah nakon dodavanja otopine za zaustavljanje reakcije na specijalnom CcitaCu
apsorbancije (TECAN-sunrise, Austria) pri 450 nm i kontrolno na 625 nm po
preporukama proizvodaca. Pomocu specijalnog informaticCkog programa (TECAN,
Magellan, USA) koji se kao informatiCka podrska koristi prilikom ocitavanja apsorbancija
i oCitavanja koncentracijia na TECAN ¢itaCima, srednje vrijednosti apsorbancija
proaktivnih i aktivnin formi enzima matriks metaloproteinaze-9 u naSim uzorcima
oCitavali smo logaritamskim programskim (TECAN, Magellan, USA) spustanjem na
apcisu kao koncentracije proaktivnih i aktivnih formi enzima matriks metaloproteinaze-9
izraZzenih u pg/ml urina. Svi su se standardi, uzorci i slijepe probe radili u duplikatima
(Tablica 13), gdje smo pomocu Magellan programa odredivali srednju vrijednost
apsorbancija za svaki standard, uzorak i slijepu probu. Koncentracije proaktivnih i
aktivnih formi enzima matriks metaloproteinaze-9 u uzorcima o itavale su se iz
dobivenih karakteristiCnih krivulja srednjih vrijednosti apsorbancija za niz razrjedenja
standarda, koje su se posebno radile u duplikatu za svaku novu grupu uzoraka po

proizvodackim preporukama (Slika 17).
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Slika 16 Slikovni prikaz svih faza ELISA metode za odredivanje enzima MMP-9 u
ljudskom urinu (230)
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Slika 17 Krivulja standarda za ljudski enzim matriks metaloptoteinazu-9
odreden ELISA metodom i oCitan Magellan informatiCkom podr§kom
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3.2.2.2. Protokol enzimskog imunoeseja (ELISA) za odredivanje koncentracija
enzima matriks metaloproteinaze-9 u ljudskom urinu
1. Temperirali smo sve reagense i uzorke na sobnoj temperaturi (18-20 "C). Svi su se

standardi, slijepe probe i uzorci raditi u duplikatu (Tablica 13).

2. Standard smo pripremili i razrijedili na slijedec¢i nacin: Na tresilici ( Heidolph

Germany) smo protresli otopinu C (engl. Item-C) — otopina standarda koja sadrzi

rekombinantni ljudski enzim MMP-9. Dodali smo 400 pl 1x otopine za razrjedenje E

(engl. Item E - 15 ml 5 x koncentriranog pufera) u otopinu C kojim se dobije 50 ng/ml

standarda. Otopili smo smjesu otopina E i C uz umjereno mijeSanje. Dodali smo 80

pl standarda MMP-9 iz otopine C u epruvetu (Eppendorf, Germany) u kojoj se nalazi

586,7 pl 1x otopine za razrjedenje E za pripremu 6000 pg/ml Stok otopine standarda.

Pipetirali smo 400 ul 1x otopine za razrjedenje E u svaku od epruveta za razrjedenje

standarda (S1-S7). Koristili smo pripremljenu Stok otopinu za seriju razriedenja

standarda. Prije svakoga prebacivanja novoga razrjedenja, promijesali smo svaku

prethodnu epruvetu sa standardom do krajnjeg razrjedenja standarda od 0 pg/ml

(Slika 18) .

80 ul standard
+586.7 ul

a0 0 0 0 7

200ul 200pl  200ul 200pl 200pl 200l

6000 2000 666.7 2222 74.07  24.69 8.23
pg/ml pgml  pgml pgml pgml pg/ml  pgml pg/ ml

Slika 18 Serija razrjedenja standarda do 0 pg/mi
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3. Dodali smo 100 ul standarda (S1-S7) u duplikatu.

4. Dodali smo 100 pl otopine za razrjedenje E na zadnje mjesto u nizu za standarde
(slijepa proba).

5. Dodali smo 100 ul svakog uzorka u potreban broj jamica (u duplikatu svaki uzorak).

6. Inkubirali smo 2.5 sata na sobnoj temperaturi u mraku ( mijeSanje na tresilici; Mini

Shaker, Biosan, Hamburg, Germany).

7. Isprali smo jamice na automatskom ispiracu (4 x 300 ul otopine za ispiranje).

7. Zatim smo pripremili biotinizirana MMP-9 protutijela, otopinu F (engl. Item F —

Detection Antibody MMP-9; Biotinylated anti-human MMP-9) na slijedeci nacin:

Dodati smo 100 pl 1x otopine za razrijedenje E u epruveta za pripremu koncentrata

MMP-9 protutijela. Nakon mije$anja, razrijedili smo koncentrat MMP-9 protutijela 100 x

upotrebom 1x otopine za razrjedenje E. Dodali smo 100 ul pripremljenog biotiniziranog

MMP-9 protutijela u svaku jamicu na mikroploci.

8. Inkubirali smo 1 sat na sobnoj temperaturi uz mijeSanje na tresilici.

9. Isprali smo jamice na automatskom ispiracu (4 x 300 ul otopine za ispiranje).

10. Pripremili smo HRP-streptavidin koncentrat, otopinu G (engl. Item G - 8 pl 20,000 X

concentrated HRP- conjugated streptavidin) na slijedeci nacin: Promije$ali smo otopinu

G pipetiranjem prije upotrebe. HRP streptavidin koncentrat smo razrijedili 20,000 x sa 1x

otopinom za razrjedenje E. Dodati smo 100 pl pripremljenog HRP-streptavidin

koncentrata u svaku jamicu.

11. Inkubirali smo 45 minuta na sobnoj temperaturi uz mijeSanje na tresilici.

12. Isprali smo jamice na automatskom ispirac¢u (4 x 300 ul otopine za ispiranje).

13. Dodali smo 100 ul otopine tetrametilbenzidina, TMB (engl. Item H, One-Step

Substrate Reagent — 12 ml 3,3,55-tetra-methyl-benzidine) u svaku jamicu.

93



14. Inkubirali smo 30 minuta na sobnoj temperaturi ( mijeSanje na tresilici u mraku).
15. Dodali smo 50 pl otopine za zaustavljanje reakcije (engl. Stop Solution).
16. Odmah smo na CitaCu ocitali apsorbanciju na valnoj duljini od 450 nm (kontrola na

620 nm po preporukama proizvodaca).
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Tablica 13 Radna tablica za provodenje ELISA metode.

Svaki standard, uzorak urina i slijepa proba odraden je u duplikatu

A | StLo| sl |uzl|uzi| Uz | UZ | UZ | UZ | UZ | UZ | UZ | UZ
9 9 17 | 17 | 25 | 25 | 33 | 33

s2 | st Uz2 |UZ2 |UZ10 |UZ10| UZ | UZ | UZ | UZ | UZ | UZ

B 18 | 18 | 26 | 26 | 34 | 34
st3 | sz |YZ3|UZ3| Uz |uzil| uz | Uz | UZ | UZ | UZ | UZ

c 11 19 | 19 | 27 | 27 | 35 | 35
sta | s | VZ4|UZ4|Uz12|UzZ12| UZ | UZ | UZ | UZ | UZ | UZ

D 20 | 20 | 28 | 28 | 36 | 36
o5 | s | UZ5|UZ5|Uz13|Uz13| Uz | UZ | Uz | UZ | UZ | UZ

E 21 | 21 | 29 | 29 | 37 | 37
o6 | sg | UZ6 | UZ6|Uz14|Uz14| UZ | UZ | UZ | UZ | UZ | UZ

F 22 | 22 | 30 | 30 | 38 | 38
<7 | s | V27| Uz |uzis|uz1s5| Uz | UZ | UZ | UZ | UZ | UZ

G 7 23 | 23 | 31 | 31 | 39 | 39
Uzs | UZ8 |UZ16 |UZ16| UZ | UZ | UZ | UZ | UZ | UZ

H | BLK | BLK 24 | 24 | 32 | 32 | 40 | 40

St — standard; UZ — uzorak; BLK — slijepa proba
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3.2.2.3. Nekompenzirana Jaffe kineticka metoda

U ovome doktorskom radu, koristili smo znanstveno utemeljenu nekompenziranu Jaffe
kineticCku metodu za odredivanja kreatinina u urinu nasih ispitanika. Metodu smo koristili
kao kinetiCki test bojama za kvantitativno odredivanje kreatinina u urinu na Olympus
analizatorima u obliku in vitro dijagnostike. Princip metode je kemijska reakcija
kreatinina i pikrinske kiseline, kada nastaje kreatinin-pikrat kompleks zuto-narancaste
boje u luznatom mediju, te se prati promjena apsorpcije pri 520/800 nm koja je
proporcionalna koncentraciji kreatinina u uzorku. Linearnost testa se kretala u rasponu
koncentracija od 88 do 35.360 uymol/L za urin, dok je najniza mjerljiva razina koristeci
postavke za urin na analizatoru AU2700 (Olympus) utvrdena na 0,1umol/L. U radu smo
se sluziti samo certificiranim materijalima prema Olympus Creatinine OSR6178 testnom
standardu za ljudski urin. Razlog koristenja navedene metode u ovome radu bila je
kontrola razrijedenja uzoraka urina prilikom standardiziranja uzoraka na koncentraciju
prisutnog kreatinina. Na temelju mjerenja koncentracije kreatinina u svim uzorcima urina
ispitanika svih ispitnih skupina, do$lo se do zaklju¢ka da zbog umjerenosti koncentracija
kreatinina u uzorcima urina nije bilo potrebe za pocCetnim razrjedenjima (umjeravanjima)
urina (Slika 19). Nakon prvog odredivanja koncentracija enzima matriks
metaloproteinaze-9, kod onih uzoraka urina kod kojih su izmjerene koncentracije bile
izvan mjernoga podrucja standarda (Magellan programom prikazane kao > Max.),
pristupili smo razrjedivanju istih uzoraka urina (otopinom za razrijedenje E; RayBio®,
USA ) u svrhu odredivanja koncentracija enzima matriks metaloproteinaze-9 unutar
mjernom podrucju standarda po preporukama proizvodaca. Zatim smo u tim uzorcima
urina pristupili novom odredivanju koncentracija enzima matriks metaloproteinaze-9 u

razrijedenim uzorcima kod kojih smo odredili koncentracije unutar mjernoga podrucja
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standarda, te razmjerno izmjerenu koncentraciju enzima matriks metaloproteinaze-9

mnozili sa visinom razrjedenja po preporukama proizvodaca.

kreatinin

20000
19000 1
18000 1
17000 A
16000 -
15000 1
14000 1
13000 1
12000 1
11000 1
10000 -

SOV

Viktor  Kraljevica  Rijeka  Mali LoSinj
Lenac

Slika 19 Vrijednosti koncentracija kreatinina u uzorcima urina ispitanika
izrazene u pmol/L
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3.2.3. Metoda za odredivanje BTEX-a u urinu ispitanika

3.2.3.1. Odredivanje benzena, toluena, etilbenzena i ksilena u urinu plinskom
kromatografijom

Sam princip metode zasniva se na mikroekstrakciji analita na ¢vrstoj fazi (HS-SPME)
(233-238). Nakon ispiranja tekucom vodom, sav stakleni pribor koji ukljuCuje posudice,
epruvete, lijevke (Hirschman; Eberstadt; Germany) smo uronili u Kemex (KEMEX® A-
Kemika; Zagreb; Hrvatska) u vremenu od 3 sata, isprali destiliranom vodom (SG-
ULTRA CLEAR; Barsbuttel; Germany), uronili u krom-sumpornu kiselinu (KEMEX® A-
Kemika; Zagreb; Hrvatska) kroz 1 sat, ponovo isprali destiliranom vodom, a zatim dobro
isprali redestiliranom vodom (SG-ULTRA CLEAR; Barsbuttel; Germany). Uzorak smo
stavili u plastiChu posudicu na nacin da se napuni do samoga vrha prvim jutarnjim
urinom. U pravilu smo urin ispitanika analizirali isti dan. Ukoliko to nije bilo moguce,
odredeni volumen urina smo odmah stavili u odgovaraju¢u boc€icu i pohranili na +4 °C
do slijede¢eg dana. U staklene bocCice (Hirschman; Eberstadt; Germany) stavili smo
magnet, pipetirali 1 ml urina i odmah zatvorili. Zatim je slijedila faza inkubacije uzorka u
vremenu od 30 minuta. Vlakno (Supelco; Bellefonte; USA) smo izlozili plinovitoj fazi na
sobnoj temperaturi uz mijeSanje (300 okretaja/min.) kroz 15 minuta. Slijedila je faza
desorbiranja analita u injektoru SPME uredaja (Supelco; Bellefonte; USA) na 200 °C
kroz 3 minute; i to 2 minute pri 35 °C, grijanje pri 90 °C brzinom od 5 °C/min., grijanje
pri 300 °C brzinom 50 °C/min.. Protok plina nosioca helija (Messer; Gumpoldskirchen;
Osterreich) u plinskom kromatografu (Varian 3400 CX; Blue Lion Biotech; Snoqualmie;
USA) sa spektrometrom masa i kolonom je iznosio 1 ml/min. (15psi). Analit se
desorbira u injektoru plinskog kromatografa s masenim spektrometrom kao detektorom.

Koncentracije BTEX-a izraCunali smo iz bazdarenog pravca dobivenog metodom
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vanjskog standarda. Metodu vanjskog standarda obavili smo dodatkom radnih
standarda u urin neizlozenog ispitanika (urin smo najprije propuhali dusikom na + 40 °C
kroz pola sata). U staklene bocCice smo stavili 0,9 ml propuhanog urina i 100 pl
metanola kao slijepe probe (99,9%; Merck; Darmstadt; Germany), odnosno po 100 pl

standarda (3.2.3.2.). Konac¢na koncentracija BTEX-a je iznosila :

benzen (ng/l): st. 1 =99; st. 2 =198; st. 3=396; st. 4 =792;

toluen (ng/l): st. 1 =96,8; st. 2 =193,6; st. 3 =387,2; st. 4=774,4;
etilbenzen (ng/l): st. 1 =96,8; st. 2 =193,6; st. 3=387,2; st. 4=774,4;
m/p-ksilen (ng/l): st. 1 = 193,6; st. 2 =387,2; st. 3=774,4; st. 4 =1548,8;

o-ksilen (ng/l): st. 1 =96,8; st. 2 =193,6; st. 3=387,2; st.4=774,4.
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3.2.3.2. Kalibracijski postupak za metodu odredivanja BTEX-a

Kao osnovni standard BTEX-a koristili smo po 3 pl benzena, toluena, etilbenzena i
ksilena (certificirani referentni materijal BTEX; Supelco; Bellefonte; USA) kojima smo
dodali 10 ml metanola (99,9%, Merck; Darmstadt; Germany). Stabilnost im iznosi
priblizno 6 mjeseci pri 20 °C. Za medustandard BTEX-a Koristili smo 30 pl osnovnog
standarda kojemu smo dodali 10 ml metanola. Iz navedenih otopina smo napravili radne

standarde za opc¢u populaciju, a oni su slijedeci :

Standard 1: 12,5 pl medustandarda (BTEX-a) i metanola do 10 ml;
Standard 2: 25 pl medustandarda (BTEX-a) i metanola do 10 ml;
Standard 3: 50 pyl medustandarda (BTEX-a) i metanola do 10 ml;

Standard 4: 100 pyl medustandarda (BTEX-a) i metanola do 10 ml.

Postupak smo ispitali u koncentracijskom podrucju 50-2000 ng/l koji je linearan.
Granice detekcije za navedena otapala iznose: benzen 50 ng/l, toluen 39 ngll,
etilbenzen 35 ng/l, m/p-ksilen 42 ng/l i o-ksilen 42 ng/l. Ponovljivost izvedene metode

izrazena kao RSD bila je <11%, ato€nost se kretala od 91% do 100 %.
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3.2.4. Metoda spirometrijskog mjerenja plu¢nih funkcija

Spirometrija je precizno mjerenje zapremine zraka koji plu¢a diSu. Pomocu
spirometrije mozemo mijeriti staticke plu¢ne volumene i kapacitete, dinamicke plu¢ne
volumene, gdje se ovisno 0 stanju razvoja bolesti vrijednosti pojedinih izmjerenih
parametara pluénih volumena mijenjaju (Tablica 14) (239-244). Spomenuti dinamicki
pluéni volumeni vezani su uz faktor vrijeme, precizno nam odreduju prohodnost diSnih
putova, a ta grupa volumena sadrzi forsirani ekspiracijski volumen (FEV), Tiffeneau
indeks i krivulju protok-volumen (Slika 20). Forsirani ekspiracijski volumen je volumen
zraka izdahnut forsiranim ekspirijem nakon maksimalnog inspirija. Mi smo ga u ovome
doktorskom radu mijerili u prvoj sekundi (FEV1) zbog €injenice da pocetni dio krivulje
ovisi 0 naporu i suradnji ispitanika, a krajnji dio viSe ukazuje na promjene kapaciteta
(245). Mjerenje forsiranog ekspiracijskog volumena na opisani nacin predstavlja vazan
test za otkrivanje opstruktivnih promjena u ve¢im diSnim putovima, a s druge strane
ukazuje na promjene u malim diSnim putovima i normalno iznosi oko 80% FVC (245).
Metodom spirometrije se mogu direktno mijeriti diSni volumen, inspiracijski rezervni
volumen, ekspiracijski rezervni volumen, dok se rezidualni volumen mozZe mijeriti
indirektnim metodama kao $to je metoda dilucije helijem. Spirometriju smo obavljali
istoga dana na terenu, nakon samog uzimanja uzoraka krvi i urina kod svakog
ispitanika. Svakom smo ispitaniku odredili dinami¢ke pluéne funkcije pomocu
specijalnog digitalnog mobilnog Spirometra (Winspiro-PRO 1.3; Roma; Italy) (Slika 21)
koji u sebi sadrzi kompletnu programsku opremu i informatiCku podrSku za preciznu
dijagnostiku plué¢nih funkcija (engl. Spirometry management program). Od parametara
koje smo izmijerili na svim ispitanicima, u ovome doktorskom radu analizirali smo

slijedece :

101



FvC Forsirani vitalni kapacitet;

FEV 1 Volumen zraka izdahnut u prvoj sekundi testa;

FEV 1% FEV1/FVCx100;

PEF Maksimalni protok zraka tijekom izdisaja;

FEF 25,75 ProsjecCan protok zraka prilikom 25% do 75% FVC-a;

FEF 25% Maksimalni protok zraka prilikom 25% FVC-a;

FEF 50% Maksimalni protok zraka prilikom 50% FVC-a;

FEF 75% Maksimalni protok zraka prilikom 75% FVC-a;

FIVC Forsirani vitalni kapacitet udisaja;

FIV 1 Volumen zraka udahnut u prvoj sekundi testa;

FIV 1% FIV1/FIVCx100;

PIF Maksimalni protok zraka tijekom udisaja;

FIF 25% Forsirani inspiracijski protok pri 25 % inspiracijskog vitalnog kapaciteta;
FIF 50% Forsirani inspiracijski protok pri 50 % inspiracijskog vitalnog kapaciteta;

FIF 75% Forsirani inspiracijski protok pri 75 % inspiracijskog vitalnog kapaciteta.
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Protok (L/s) 0

Volumen (L)

—
—

&~ FIF25

Slika 20 Krivulja protok-volumen s prikazom ekspiracijskih i inspiracijskih dijelova (244)

Tablica 14 Promjene pluc¢nih volumena u slu€ajevima opstruktivnih, restriktivnih i
mijeSanih (opstruktivno/restriktivnih) pluénih bolesti

BOLEST PLUCA
OPSTRUKTIVNA RESTRIKTIVNA MIJESANA
VC SILIN S S
TLC P S NILIS
IC N S NILIS
FRC P S NILIS
ERV SILIN S S
RV P S NILIS

VC-vitalni kapacitet, TLC-totalni plu¢ni kapacitet, IC-inspiracijski kapacitet, FRC-
funkcionalni rezidualni kapacitet, ERV-ekspiracijski rezervni volumen, RV-rezidualni
volumen, P-poviSen, S-sniZzen, N -normalan
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Slika 21 Digitalni mobilni spirometar; Winspiro-PRO 1.3; Roma; Italy
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3.2.4.1. Diferencijalno dijagnosti€¢ka metoda za utvrdivanje kroni€éno opstruktivne
pluéne bolesti

Da bismo razlikovali kroni¢no opstruktivhu pluénu bolest od bronhalne astme kao jos
jednog oblika opstruktivne plucne bolesti, na temelju rezultata nasih spirometrijskih
mjerenja, uveli smo diferencijalno dijagnosticCku metodu mjerenja osjetljivosti na
bronhodilatator Ventolin (Pliva; Zagreb; Hrvatska). Metoda se temelji na ponovljenom
spirometrijskom mjerenju nakog tretmana ispitanika bronhodilatatorom Ventolinom kojeg
smo ubacili pomocu specijalizirane pumpice (Pliva; Zagreb; Hrvatska) u specijalnu
komoru za inhalaciju sa sterilnim nastavkom za usta (Lek; Ljubljana), putem koje je
ispitanik kod kojega su spirometrijskim mjerenjima dokazane opstrukcije ventilacije kroz
10 minuta udisao aerosol za inhaliranje po proizvodackim preporukama doziranoga
Ventolina. Na temelju nalaza koji je pozitivan ili negativan, procijenili smo da li je rije€ o
reverzibilnoj opstrukciji bronha (poboljSanju) nakon lijeka, $to je obiljeZje astme, ili o
fiksiranoj opstrukciji (nema pobolj$anja), Sto je obiljeZje kroni¢no opstruktivne plucne
bolesti. Prema GOLD-u (engl. Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Diseases),
postoje 4 osnovna stupnja KOPB-a(246, 247). Blagi stupanj (GOLD 1) prisutan je u
bolesnika koji imaju poteskoce, ali joS uvijek urednu pluénu funkciju i spirometriju (FEV1
>80%). Umjereno teski stupanj (GOLD 2) prisutan je u bolesnika s FEV1 izmedu 50 do
80% od pretpostavljene vrijednosti za tog ispitanika, teski stupanj (GOLD 3) procjenjuje
se u bolesnika s FEV1 izmedu 30 do 50% i vrlo teSki KOPB imaju bolesnici s FEV1
ispod 30% od pretpostavljene vrijednosti (246, 247). Osnova klasifikacije ukljuuje
vaznost nalaza Tiffeneauova indeksa ispod 70%. Kada je taj uvjet ispunjen, stupan;j
klasifikacije odreduje se prema postotku FEV1 u odnosu na pretpostavljenu (referentnu)

vrijednost (246-249).
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U ovom doktorskom radu odredili smo Tiffeneau-ov indeks kao post-bronhodilatacijsku
vrijednost (FEV1/FVC), koja je kod kroni¢no opstruktivhe plucne bolesti ispod 0,70 (ili
70%) (250, 251). Drugim rijeCima, Tiffeneau-ov indeks je odnos FEV1 prema VC X 100
(FEV1/FVC), gdje se normalne vrijednosti ovog indeksa krecu iznad 80%, a u
slu€ajevima izmjerenih snizenih vrijednosti rije€ je 0 opstruktivnim smetnjama ventilacije
(252-254). NaSe smo spirometrijske nalaze prikazali na slijedeci nacin:

e Normalne vrijednosti: FEV1>80% predvidenih vrijednosti, FEV1/FVC X 100 >
80% od predvidenih vrijednosti;

e Restriktivne smetnje: FEV1<80% predvidenih vrijednosti;

e Opstruktivne smetnje: FEV1<70% predvidenih vrijednosti, FEV1/FVC X 100<70%
predvidenih vrijednosti;

e Kroni¢no opstruktivna pluéna bolest: FEV1<70% predvidenih vrijednosti,
FEV1/FVC X 100<70% od predvidenih vrijednosti, fiksirana opstrukcija bronha
(nema pobolj$anja) nakon inhalacije aerosola Ventolina;

e Astma: FEV1/FVC X 100 < 70% od predvidenih vrijednosti, FEV1<70%
predvidenih vrijednosti, reverzibilna opstrukcija bronha (poboljSanje) nakon

inhalacije aerosola Ventolina.
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3.2.5. Statisticke metode

U radu smo za odredivanje statistiCkih razlika izmedu koncentracija hlapljivin
aromatskih ugljikovodika u urinu urbane, ruralne i profesionalno izloZene populacije, te
statistickih razlika izmedu vrijednosti statickih i dinamickih pluénih funkcija ispitanika
dobivenih metodom spiro-metrije koristili Mann—Whitney-Wilcoxonov test (Mann-Whitney
U-test) u sklopu programa Statistic per Windows (Statistica 8.0; Stat Soft, Inc., Tulsa,
OK, USA). Navedeni test se koristi kod neparametrijskih uzoraka, idealan je za testiranje
hipoteze o jednakosti oblika dviju distribucija pomocu dvaju nezavisnih uzoraka, te su za
provodenje istoga bitne vrijednosti numeriCke varijable u nezavisnim uzorcima Kkoji
potjeCu iz dvaju osnovnih skupova. StatistiCke razlike izmedu dobivenih rezultata za
opisane skupine ispitanika odredivali smo na razini statisticke znaCajnosti p<0,05. Za
odredivanje stupnja ekspresije enzima matriks metaloproteinaze-9 u urinu nasih
ispitanika, izraCunavali smo srednju apsorbanciju (450 nm) za svaki set dvostrukih
standarda, slijepih proba i uzoraka, te oduzimali prosjec¢ni nulti standard opticke gustoce
po proizvodackim preporukama. Rezultate smo prikazati na dobivenoj standardnoj
krivulji, gdje nam ordinata prikazuje apsorbanciju izrazenu u nm, a na apcisi o€itavamo
koncentraciju ispitivanog enzima za svaki uzorak urina izrazen u pg/ml. U odredivanju
statistickih razlika na razini statisticke znacajnosti p<0,05 izmedu dobivenih vrijednosti
koncentracija enzima, koristli smo takoder Mann—Whitney- Wilcoxonovim testom (Mann-
Whitney U-test). Za precizno odredivanje apsorbancije u svakom uzorku urina, te kasnije
odredivanje koncentracije enzima, Koristili smo vrijednosti dobivene za kreatinin (umol/l)
poradi odredivanja razrjedenja urina standardom (RayBio®). Krivulju ekspresije enzima
izradili smo prema standardnoj krivulji upotrebljavajuc¢i Sigma plot informati¢ku podrsku

(TECAN, Magellan, USA) po preporuci proizvodaca. Svi slikovni rezultati su napravljeni
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u kompjuterskim programima Microsoft Excel i Sigma Plot 2000 for Windows (Jandel
Scientific Softwarem, Chichago, IL, USA), te smo iste obradili u programu Statistic per
Windows (Statistica 8.0; Stat Soft, Inc., Tulsa, OK, USA) koristeCi se prije opisanim
Mann—-Whitney-Wilcoxonovim testom. Za odredivanje korelacija izmedu razli€itih pojava
u nasim rezultatima, te utvrdivanja pokazatelja jakosti statistiCke veze izmedu odabranih
pojava, koristili smo se izraCunavanjem koeficijenta linearne korelacije (Pearsonov
koeficijent korelacije ili produkt moment koeficijent korelacije; r od —1 do + 1), koji
izraZzava mjeru povezanosti izmedu dvije varijable u jedinicama neovisnima o konkretnim
jedinicama mjere u kojima su iskazane vrijednosti varijabli. Rezultate smo zorno

prikazali u obliku karakteristiCnih dijagrama rasipanja, tzv. Scatter dijagrama.
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4. Rezultati
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4.1. Promjene u koncentracijama BTEX-a u urinu

Ispitali smo i analizirali promjene BTEX-a u urinu djelatnika brodogradilista Viktor
Lenac i Kraljevica, te stanovnika urbanog podru¢ja grada Rijeke i ruralnog podrucja
Malog Losinja. Slike 22-25 prikazuju razlike u koncentracijama BTEX-a u urinu u nasim
ispitivanim grupama. NajviSe su koncentracije u djelatnika brodogradiliSta Kraljevica.
Slika 26 prikazuje zbirni prikaz prosjecnih vrijednosti BTEX-a u urinu svih ispitnih

skupina.
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Slika 22 Prosje¢ne koncentracije BTEX-a u urinu u djelatnika brodogradilista Viktor
Lenac (ng/L)
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Slika 23 Prosje¢ne koncentracije BTEX-a u urinu u djelatnika brodogradiliSta
Kraljevica (ng/L)
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Slika 24 Prosjecne koncentracije BTEX-a u urinu u stanovnika grada Rijeke (ng/L)
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Usporedujemo li koncentracije BTEX-a stanovnika Rijeke i Malog LoSinja, statisticki

znacajno nizu koncentraciju BTEX-a imaju stanovnici ruralnog podrucja Malog LoSinja.
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Slika 25 Prosjecne koncentracije BTEX-a u urinu u stanovnika Malog LoSinja (ng/L)
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Slika 26 Zbirni prikaz prosjecnih vrijednosti koncentracija BTEX-a u urinu
stanovnika svih ispitnih skupina (ng/L)
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4.2. Promjene koncentracije enzima MMP-9 u urinu
Koncentracije enzima MMP-9 su statisticki znaajno poviSene u stanovnika grada
Rijeke u odnosu na Mali LoSinj (p<0,05), a u odnosu na djelatnike brodogradilista Viktor

Lenac i Kraljevica statisticka zna€ajnost je na razini p<0,01 (Slika 27).

4000 1
35001
3000 1
2500 1
20001
1500 1
1000 1
500 1

AMNNRNEEN

Viktor Lenac Kraljevica Rijeka Mali LoSinj

Slika 27 Prosje¢ne koncentracije enzima MMP-9 u urinu (pg/ml)

4.3. Promjene spirometrijskih vrijednosti
Slika 28 prikazuje zbirne razlike spirometrijskih vrijednosti u stanovnika ispitnih

skupina. Na slici 29 prikazana je razlika u FEV1/L, ali ona nije statistiCki znacCajna.
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Slika 28 Spirometrijske promjene djelatnika brodogradiliSta Viktor Lenac i Kraljevica
te stanovnika Rijeke i Malog LoSinja
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Slika 29 Prosje¢ne promjene FEV1/L u djelatnika brodogradilista Viktor Lenac i
Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog LoSinja

114




4.4. Promjene imunoloSkog statusa
4.4.1. Promjene stani€ne imunosti

Ispitanicima grada Rijeke i Malog LoSinja, kao i brodogradilista Viktor Lenac i
Kraljevica su se vrijednosti ukupnih T limfocita (CD3+), pomoc¢nickih T stanica (CD4+) i
citotoksicnih/supresijskin T stanica (CD8+) nalazili unutar normalnih vrijednosti (Slike

30-32).

CD3

Viktor Lenac Kraljevica Rijeka Mali LoSinj

Slika 30 Promjene koncentracije CD3+ stanica djelatnika brodogradilista Viktor
Lenac i Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog LoSinja
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Slika 31 Promjene koncentracije CD4+ stanica djelatnika brodogradiliSta Viktor Lenac i
Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog LosSinja
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Slika 32 Promjene koncentracije CD8+ stanica djelatnika brodogradilista Viktor Lenac
i Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog LoSinja
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4.4.2. Promjene humoralne imunosti

lako procjena humoralne imunosti nije bio uski cilj naseg istrazivanja, odredivali smo i
broj B limfocita (CD 19+) stanica u perifernoj krvi nasih ispitanika. 1zmedu ispitanih
skupina nije bilo statistiCki znaCajne razlike u postotku B stanica u odnosu na normalne

vrijednosti (Slika 33).

CD19

201
151

L

Viktor Lenac Kraljevica Rijeka Mali Losinj

Slika 33 Promjene koncentracije CD19+ stanica djelatnika brodogradiliSta Viktor
Lenac i Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog LoSinja

4.4.3. lzrazaj citoliticke molekule perforina u perifernoj krvi ispitanika

U perifernoj krvi svih ispitivanih skupina odredivali smo izrazaj citoliticke molekule
perforina (P) unutar stanica. Istovremenim unutarstani¢nim povrSinskim bojanjem
rezultate smo prikazali na slijede¢e nacine: udio ukupnog perforina, broj dvostruko
pozitivnih stanica (perforin+stanice, povrsinski biljeg + stanice), izraunavanje udjela
perforin+ stanica unutar svake pojedine limfocitne subpopulacije, te pracenje prosje¢nog
intenziteta fluorescencije za perforin unutar svake limfocitne subpopulacije (engl. AFI-

average fluorescent intensity).
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4.4.3.1. Ukupni perforin

Ukupan broj perforin + stanica (P+) statistiCki znaCajno pada u perifernoj krvi djelatnika
brodogradiliSta (Slika 34) u odnosu na kontrolnu skupinu (dobrovoljni darivatelji krvi)
(p<0,05). Slika 34 prikazuje koncentraciju ukupnog perforina djelatnika brodogradiliSta

Viktor Lenac i Kraljevica, te ispitne skupine Rijeke i Malog LoSinja.

kontrola Viktor Lenac  Kraljevica Rijeka Mali LoSin]

Slika 34 Promjene koncentracije ukupnog perforina djelatnika brodogradilista Viktor
Lenac i Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog LoSinja
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4.4.3.2. I1zrazaj perforinske molekule unutar T limfocitne subpopulacije
Unutar nasih ispitivanih skupina nema statisticki znacajne razlike u broju dvostruko

pozitivnih stanica unutar CD3+, CD4+, CD8+ i CD16+ limfocita (Slike 35-37).
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6 B Viktor Lenac
A / B Kraljevica
B Rijeka
2 | I "
® Mali LoSinj
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kontrola Viktor  Kraljevica  Rijeka  Mali LoSinj
Lenac

Slika 35 Promjene koncentracije dvostruko pozitivnih (3+P+) stanica u djelatnika
brodogradiliSta Viktor Lenac i Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog
LoSinja
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Slika 36 Promjene koncentracije dvostruko pozitivnih (4+P+) stanica u
djelatnika brodogradilista Viktor Lenac i Kraljevica te stanovnika
Rijeke i Malog LoSinja
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Slika 37 Promjene koncentracije dvostruko pozitivnih (8+P+) stanica u djelatnika
brodogradiliSta Viktor Lenac i Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog
LoSinja
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4.4.3.3. Izrazaj perforinske citolitiCke molekule unutar subpopulacije NK stanica
|zrazaj citolitiCke molekule perforina unutar CD 16+ stanica (Slika 38) ne pokazuje
statistiCki znaCajne promjene. Medutim vrijednosti su statistiCki zna€ajno snizene unutar
C56+P+ (p<0,05) u djelatnika brodogradilista Viktor Lenac i Kraljevica, kao i u
stanovnika grada Rijeke u odnosu na kontrolu (Slika 39). Na razini znacajnosti od
p<0,05 ove ispitivane grupe pokazuju snizenje broja C56+P+ u odnosu na stanovnike
Malog LoSinja Cije su vrijednosti unutar normalnih kontrolnih, ukazuju¢i na manjak

citolitickog potencijala, te samim tim i na smanjenu funkciju ovih stanica.
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kontrola  Viktor Lenac Kraljevica Rijeka Mali LoSinj

Slika 38 Promjene koncentracije dvostruko pozitivnih (16+P+) stanica u djelatnika
brodogradilista Viktor Lenac i Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog LoSinja
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56+P+

kontrola  Viktor Lenac Kraljevica Rijeka Mali LoSinj

Slika 39 Promjene koncentracije dvostruko pozitivnih (56+P+) stanica u djelatnika
brodogradiliSta Viktor Lenac i Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog
LoSinja

4.4.4. Karakteristike NK i NKT stanica
Slika 40 pokazuje smanjenje postotka NK stanica u djelatnika brodogradiliSta Viktor
Lenac i Kraljevica, medutim navedena smanjenja su malena i sporadi¢na, te nisu

statistiCki znaCajna.
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kontrola Viktor  Kraljevica  Rijeka Mali LoSinj
Lenac

Slika 40 Promjene koncentracije NK stanica (CD3-CD56+) u djelatnika
brodogradilista Viktor Lenac i Kraljevica te stanovnika Rijeke i
Malog LoSinja

Medutim, udio NKT stanica (CD3+CD16+56+) je statistiCki znaCajno veéi u djelatnika
brodogradilidta i stanovnika urbanog podrucja (p<0,05) u usporedbi sa kontrolnom

grupom i stanovnicima ruralnog podrucja (Mali LoSinj) (Slika 41).
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kontrola  Viktor Lenac  Kraljevica Rijeka Mali LoSinj

Slika 41 Promjene koncentracije NKT stanica (CD3+CD56+) u djelatnika
brodogradiliSta Viktor Lenac i Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog
LoSinja

4.4.5. Promjene u postotku T regulacijskih stanica (Tregs)

Slika 42 prikazuje statisticki znacCajno poviSenje stanica urodene imunosti
karakteristicnog fenotipa (CD4+CD25+Foxp3+) u perifernoj krvi djelatnika
brodogradilista (p<0,001) kao i stanovnika urbanog podrucja grada Rijeke u odnosu na
normalne vrijednosti. Ove se vrijednosti veoma razlikuju u perifernoj krvi ispitanika jer su
kontrolne vrijednosti veoma niske i izgleda da ih mogu povisiti i kratkotrajne akutne

respiracijske promjene koje nismo mogli iskljuciti iz ispitivanja.
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Slika 42 Promjene koncentracije regulacijskih T stanica (Tregs:CD4+CD25+FoxP3+)
u djelatnika brodogradilista Viktor Lenac i Kraljevica te stanovnika Rijeke i
Malog LoSinja

Posebno Zelimo naglasiti, kada usporedujemo koncentraciju T regulacijskih stanica
izmedu urbanog i ruralnog podrucja u odnosu na kontrolne ispitanike (dobrovoljne
darivatelje krvi), statistiCki je znacajno povecan broj T regulacijskih stanica urodene

imunosti u stanovnika industrijskih podruc¢ja u usporedbi sa ruralnim stanovni§tvom

(Slika 43).
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Slika 43 Povecéana koncentracija regulacijskih T stanica (Tregs:CD4+CD25+FoxP3+)
u stanovnika industrijskih podrucja u odnosu na kontrolu i na ruralno podrucje
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4.4.6. Korelacije izmedu koncentracije vrijednosti enzima MMP-9 i postotka T
regulacijskih stanica
Tijekom naSeg istrazivanja uocili smo znacajnu ushodnu regulaciju izmedu postotka
regulacijskih T stanica i izrazaja enzima MMP-9. Ispitali smo postoji li korelacija izmedu
postotka Tregs i izrazaja enzima MMP-9. Slika 44 prikazuje korelaciju navedenih
parametara u djelatnika brodogradilista Kraljevica gdje uoCavamo statisticki znacajnu

korelaciju izmedu MMP-9 i Tregs (p=0,03; r=0,92408).

Scatterplot: Tregs K vs. MMP 9 K (Casewise MD deletion)
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Slika 44 Korelacija izmedu regulacijskih T stanica (CD4+CD25+FoxP3+) i MMP-9 u
djelatnika brodogradilista Kraljevica
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StatistiCki znaCajnu korelaciju izmedu Tregs i MMP-9 uocili smo takoder i kod djelatnika

brodogradilista Viktor Lenac (Slika 45); (p=0,027; r=0,4168).

Scatterplot: Tregs VL vs. MMP 9 VL (Casewise MD deletion)
= - *
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Slika 45 Korelacija izmedu regulacijskih T stanica (Tregs:CD4+CD25+FoxP3+) i MMP-9
u djelatnika brodogradilista Viktor Lenac

Pozitivha korelacija izmedu postotka Tregs i izrazaja enzima MMP-9 se primjecuje i kod

stanovnika grada Rijeke (Slika 46), ali ona nije statistic¢ki znacajna (p=0,06; r=0,4720).

Scatterplot: Tregs Ri vs. MMP 9 Ri (Casewise MD deletion)

MMP 9 Ri = -3351, + 2065,1 * Tregs Ri

Correlation: r = ,47197
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Slika 46 Korelacija izmedu regulacijskih T stanica (Tregs:CD4+CD25+FoxP3+) i MMP-9
u stanovnika Rijeke
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Slika 47 prikazuje korelaciju postotka Tregs iizrazaja enzima MMP-9 u stanovnika

Malog LoSinja koja je pozitivna, iako bez statistiCke zna€ajnosti (p=0,089; r=0,3711).

Scatterplot of MMP 9 ML against Tregs ML
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Slika 47 Korelacija izmedu regulacijskih T stanica (Tregs:CD4+CD25+FoxP3+)
i MMP-9 u stanovnika Malog LoSinja
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5. Rasprava
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Razvojem modernih gradova i druStva koji za svoje svakodnevno funkcioniranje
trebaju sve viSe energije, dolazi do neophodnog i brzog razvoja razliCitih oblika industrija
koje svojim neprekidnim radom, najCeSCe uz koriStenje naftnih derivata kao glavnog
energenta, omogucavaju pokretanje vrlo intenzivhog gradskog prometa i vrSe pretvorbu
razliCitih oblika energije u onu (najceS¢e elektricnu) koju stanovnici gradova obilato
koriste. U Gradu Rijeci se zbog navedenih potreba za elektricnom energijom, luckim,
cestovnim i ZeljezniCkim gradskim prometom u nekoliko proslih desetlje¢a razvila vrlo
jaka naftna industrija kojoj je glavna karakteristika ispustanje potencijalno opasnih
spojeva koji na razliCite nacine ulaze u procese okoliSne ravnoteze i utjeCu na zdravlje
ljudi. Mnogi ispusni spojevi nastali radom industrije koji utjeCu na procese u ljudskome
organizmu dovodeci do patogeneze i razvoja bolesti okolisa joS su uvijek nedovoljno
poznati. UCestalost razvoja bolesti okoliSa u razvijenim zemljama je u porastu, te one
predstavljaju veliko opterecenje za pojedinca i javno zdravstvo u cjelini. To su ujedno i
glavni razlozi zbog €ega ove bolesti treba Sto ranije prepoznati, a ¢imbenike Kkoji
potpomaZzu njihov razvoj treba pokusati otkloniti ili njihov Stetni utjecaj smanijiti koliko je
to najviSe moguce (28, 29, 255).

Osim karakteristika ljudskoga organizma (fizioloSkih, biokemijskih, genetskih), te
kemijskih obiljezja potencijalno opasnih zagadivala (topljivost, hlapljivost), mnogi drugi
gimbenici iz okolia utjeéu na pojavnost bolesti okolida. Cimbenici kao $§to su
temperatura, vlaznost i intezitet svijetla, imaju veliki utjecaj na procese bioloskog
nakupljanja i raspolozivosti zagadivala u organizmu. BioloSka raspoloZivost predstavlja
stupanj do kojega je zagadivalo slobodno da ude u organizam i potencijalno proizvede
ucinak na mjestu djelovanja, a ta mjesta mogu biti mjesto ulaza (lokalno), mjesto izlaza

(sustavno) i mjesta izlu€ivanja (koza, vidljive sluznice) (256). Od svih navedenih
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okoliSnih ¢imbenika, koncentracija zagadivala u samom okoliSu ipak predstavlja klju¢ni
razlog pojavljivanja odredene bolesti okolisa (257). Tako se za mnoge spojeve koji su
potencijalno opasni za ljudsko zdravlje provode opsezZzna znanstvena istraZivanja kojima
se pokuSava dokuciti sva problematika vezana za pojavnost bolesti okolisa na
odredenim podrucjima i utjecaja okoliSnih ¢imbenika na tu pojavnost. Dokazano je u
istraZivanjima da se na urbanim podrucjima koja su optereCena gradskim prometom,
radom naftnih rafinerija, koncentracije nekih zagadivala kao $to su hlapljivi aromatski
ugljikovodici benzen, toluen, etilbenzen, o-ksilen i m/p-ksilen (BTEX) pojavljuju u daleko
vec¢im koncentracijama od onih odredenih na ruralnim podrucjima (4,195). Vecina se
istraZivanja temeljila na zimske mjesece u godini, jer je Citav niz okoliSnih ¢imbenika
(slabija fotokemijska razgradnja, velika vlaznost, niske okoliSne temperature) usko
povezana sa pove¢anom koncentracijom i duZzom postojanoS¢u BTEX-a u samome
okoliSu, a posljedicno tome i vecom bioloSkom akumulacijom istih u ljudskome
organizmu (5, 7, 258-260). Na temelju ovih znanstvenih Cinjenica, sva smo na$a
istraZivanja u ovome doktorskom radu vrSili u zimskim mjesecima. U Hrvatskoj su se
provela sli€na znanstvena istraZivanja, gdje je nedvojbeno dokazano da se u ljetnim
mjesecima u zraku mjere nize koncentracije dotiCnih spojeva nego zimi, Sto se
objasnjava Cinjenicom da je u tom razdoblju jaCa fotokemijska razgradnja (261). U
istrazivanjima je dokazano da su izmjerene koncentracije u zraku prvenstveno ovisile o
gustoéi prometa i klimatskim uvjetima karakteristicnim za zimsko doba godine, te autori
zaklju€uju da je rizik za Stetno djelovanje zagadivala iz okoliSu na ljudsko zdravlje tim
veéi Sto je vecéa blizina stanovanja ljudi izvorima zagadenja kao $to su gradske

prometnice u zimskim mjesecima godine (261).
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Mnogi toksiCni spojevi prisutni u zraku, a u prvome redu hlapljivi aromatski
ugljikovodici: benzen, toluen, etilbenzen, o-ksilen i m/p-ksilen Ciji su najveéi izvor u
modernim gradskim sredinama gradski promet i naftne rafinerije, uvelike pridonose
povecanju rizika za naruSavanje ljudskog zdravlja i u€estalosti nastanka bolesti okoliSa.
Hlapljivi aromatski ugljikovodici benzen, toluen, etilbenzen, o-ksilen i m/p-ksilen
dokazani su u povecanim koncentracijama na podrucjima sa razvilenom naftnom
industrijom i pove¢anom frekvencijom prometa, te su i nasi podaci za koncentracije
BTEX-a u zraku na podrucja Grada Rijeke dobiveni preko automatizirane mjerne postaje
Mlaka u skladu sa navedenim istraZivanjima. Upravo je okoliSna izloZenost navedenim
spojevima povezana sa povecanim rizikom za ljudsko zdravlje (188). Oni su prije svega
naj¢esSce otkriveni spojevi koji su nalaze u urbanom zraku, a povezani su u mnogim
istraZivanjima sa Citavim nizom razvoja bolesti okoliSa od kojih su najzastupljenije bolesti
respiratornog sustava kao Sto su astma i kroniCha opstruktivna pluéna bolest (9, 55).
Benzen koji se u visokim koncentracijama nalazi u zraku urbanih podrucja, svojim
hematotoksi¢nim djelovanjem i dokazanom limfocitnom toksi¢noS$¢u negativno djeluje na
ljudski imunoloski sustav u ranim fazama razvoja imunolo$kih stanica, $to nedvojbeno
dovodi do naruSavanja ravnoteZe cijelog sustava (40). Istrazivanja obuhvaéena ovim
doktorskim radom imala su za cilj odrediti postojanje statistickih razlika u
koncentracijama toksi¢nih i uvjetno karcinogenih hlapljivih aromatskih ugljikovodika
benzena, toluena, etilbenzena, o-ksilena i m/p-ksilena u urinu izmedu nasih skupina
ispitanika kao znanstvene nadogradnje do sada postojecih isklju€ivo kemijskih pracenja
koncentracija hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, o-ksilena i m/p-
ksilena u zraku. Apsolutno odsustvo bilo kakvih podataka o koncentracijama etilbenzena

u okoliSu, te uvodenje mjerenja istog u urinu svih ispitanika nas$ih ispitnih skupina u
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ovome doktorskom radu, predstavlja vazan znanstveni doprinos u sagledavanju
problematike prisustva hlapljivih aromatskih ugljikovodika u okoliSu i njihovog
potencijalnog utjecaja na povecanje rizika po zdravlje ljudi koji su profesionalno i/ili
ambijentalno izloZeni toksicnom djelovanju istih. Skupine ispitanika su definirane po
karakteristikama iskljuCivo okoliSne izloZenosti hlapljivim aromatskim ugljikovodicima
benzenu, toluenu, etilbenzenu, o-ksilenu i m/p-ksilenu, te su svi ispitanici reprezentativni
predstavnici profesionalno izloZzene skupine, kontrolne skupine i gradske (urbane)
skupine ispitanika. |z nasih je rezultata vidljivo da su koncentracije BTEX-a u urinu
poviSene u djelatnika brodogradilista (posebno u profesionalno izloZenih djelatnika
brodogradiliSta Kraljevica) u odnosu na stanovnike urbanog podrucja (grad Rijeka), a
narocito su velike promjene u usporedbi sa stanovnicima ruralnog podrucja (Mali LoSinj).

Literaturni podaci navode da je ukupan broj mononuklearnih stanica periferne krvi u
ljudi koji nisu izloZzeni benzenu daleko veéi u odnosu na ispitanike koji su profesionalno
i/ili ambijentalno izloZeni istom (39, 95). lIzloZzenost ljudi hlapljivim aromatskim
ugljikovodicima benzenu, toluenu, etilbenzenu i izomerima ksilena kao produktima
izgaranja naftnih derivata prvenstveno u prometu i radu naftnih industrijskih postrojenja,
dovodi u ljudi koji Zive i rade na tim podrucjima do statisticki znaCajnog pada broja
ukupnih limfocita, CD4" limfocita T, stanica B i stanica NK imunolo$kog sustava; dok kod
citotoksiénih CD8" limfocita T jo3 uvijek postoji &itav niz nesuglasica. Mnogi autori
navode da prilikom procesa nastajanja stanica T u koStanoj srzZi i sazrijevanja istih u
timusu koji je izlozen djelovanju benzena, dolazi do statistiCcki znacajnog pada
proliferacije, diferencijacije i aktivacije CD4" limfocita T (40). Poseban problem za
ljudsko zdravlje predstavlja kroni¢na izlozenost hlapljivim aromatskim ugljikovodicima

benzenu, toluenu, etilbenzenu i izomerima ksilena koja se najceSCe povezuje s
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profesionalnom izlozenoS¢u na radnome mjestu. Istrazivanja koja su se temeljila na
ispitivanjima toksi¢nih ucinaka benzena na imunolo$ki status profesionalno izloZenih
djelatnika naftne industrije, dokazala su zabrinjavajuCe poremecaje na razini
citotoksi¢nih CD8" limfocita T i pomagackin CD4" limfocita T u odnosu na kontrolnu
skupinu ispitanika. Neophodno je potrebno uvodenje stalnog bioloSkog pracenja koje bi
ukljuCivalo mjerenja koncentracija benzena u urinu djelatnika, te sukladno tome
odredivanja imunotoksikolodkog statusa istih u vidu izraZaja citotoksiénih CD8" i
pomagackih CD4" limfocita T za koje se smatra da igraju kljuénu ulogu kod imunolo$kog
odgovora ljudi na toksicno (kroni¢no) djelovanje benzena (39, 40, 97). Mnoge od
navedenih imunotoksikoloSkih promjena jo$ uvijek nisu u dovoljnoj mjeri razjasnjene.
Nema podataka u literaturi o ulozi otpusStanja citoliticke molekule perforina iz
mononuklearnih stanica periferne krvi stanovnika koji stanuju u gradskim sredinama u
usporedbi sa stanovnicima ruralnih sredina, kao ni kod profesionalno izlozenih ljudi
hlapljivim aromatskim ugljikovodicima benzenu, toluenu, etilbenzenu i izomerima
ksilena. PatoloSka zbivanja vezana uz respiracijski sustav, kao i €itav niz oboljenja koja
mozemo ujediniti pod nazivom hiperreaktivnost, ukljuCuju djelovanja regulacijskih
CD4'CD25'Foxp3* stanica te stanica NKT (38). Regulacijske CD4'CD25'Foxp3*
stanice koje se proizvode u timusu imaju odlu€ujucu ulogu u prevenciji autoimunih
procesa i odrzavanja autotolerancije, najéeSce u obliku nishodne regulacije lu¢enja IL-2
i IFN—y (38). CD4'CD25'Foxp3"* stanice pokazuju karakteristi¢no svojstvo inhibicije
produkcije IL-2, najvjerojatnije zbog represijskog djelovanja transkripcijskog faktora
Foxp3, te ih mnogi autori opisuju kao stanice koje imaju supresivno djelovanju na ljudski

imunoloSki sustav kada je izloZzen djelovanju okolisnih &imbenika (41). Sve je vise
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dokaza da ove regulacijske stanice vrlo uspjeSno mogu suprimirati razvoj eozinofilije u
bronhima (79) i sudjelovati u regulaciji respiracijskih bolesti, astmatske upale i bronhalne
hiperreaktivnosti (43). U ovom doktorskom radu ustanovili smo postojanje promjena
stanicama posredovane imunosti u odnosu na okoliSnu izlozenost hlapljivim aromatskim
ugljikovodicima benzenu, toluenu, etilbenzenu, o-ksilenu i m/p-ksilenu. lzmedu nasih
skupina ispitanika je uoCen smanjen postotak CD3+ i CD4+ stanica i povecanje CD8+
stanica kod djelatnika brodogradiliSta Viktor Lenac, iako promjene nisu statisticki
znacajne. Ukupni perforin u perifernoj krvi ispitanika profesionalno izloZzenih hlapljivim
aromatskim ugljikovodicima je statistiCki znacajno snizen. Nasi rezultati ukazuju da je
postotak stanica NK snizen u profesionalno izloZenih djelatnika brodogradiliSta, kao i
postotak CD56+P+ stanica ukazuju¢i na smanjenu citolitiCku sposobnost ovih stanica.
Nadalje, nasi rezultati isto tako pokazuju da je postotak stanica NKT (CD3*, CD56")i T
regulacijskih stanica karakteristicnog fenotipa (Tregs:CD4+CD25+FoxP3+) statisticki
znacajno poviSen. Rezultati su u skladu s nasim podacima objavljenim 2009. godine,
koji su ukazali prvi put na znac€ajnu osobinu da je broj T regulacijskih stanica povisen u
stanovnika industrijskih podru¢ja Ciji je okoli§ optere¢en hlapljivim aromatskim
ugljikovodicima benzenom, toluenom, etilbenzenom i izomerime ksilena (262).
Medutim, kod stanovnika toga podruCja kod kojih su =zabiljezene znacajnije
spirometrijske promjene, uocili smo snizen broj T regulacijskih stanica urodene imunosti
(262).

Tematski sliCha istrazivanja idu u prilog nasim rezultatima i ukazuju na Cinjenicu da
izloZenost ljudi benzenu i toluenu, kao stalnim produktima izgaranja fosilnih goriva,
dovodi u ljudi koji Zive i rade na urbanim podrucjima do statistiCki zna¢ajnog pada broja

ukupnih limfocita, CD4" limfocita T, stanica B i stanica NK (40, 69, 263), dok se
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literaturni podaci o broju i ulozi citotoksi¢nih CD8+ limfocita T u navedenim primjerima
dosta razlikuju. U znanstvenim istrazivanjima pokazuje se upravo potpuno suprotan
ucinak djelovanja benzena na broj stanica NK ljudskog imunolosSkog sustava. Uoceno je
statisticki zna€ajno povecanje postotka stanica NK u ljudi izloZenih toksi€énom djelovanju
benzena kao nusproduktu rada navedene industrije (70, 264). Novija znanstvena
istrazivanja nadalje ukazuju na Cinjenice koje smo i mi u ovome radu dokazali, da
izloZenost ljudi hlapljivim aromatskim ugljikovodicima ne dovodi do statisti¢ki znacCajnije
promjene u broju citotoksicnih CD8+ limfocita T (67), ali da dovodi do statisticki
znacCajnog smanjenja postotka stanica NK i postotka CD56+P+ stanica koji za posljedicu
ima smanjenu citolititku sposobnost mononuklearnih limfatiCkih stanica periferne krvi
(263, 264).

Ako promatramo bioloSku pretvorbu hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena,
toluena, etilbenzena, o-ksilena i m/p-ksilena, jetra predstavlja ciljni organ u kojem se
procesi bioloSke pretvorbe zbivaju u dvije faze. U prvoj fazi bioloSke pretvorbe dolazi do
promjene strukture spojeva putem kemijskih reakcija kao $to su oksidacija, redukcija i
hidroliza koje su katalizirane najceS¢e monooksigenazama, enzimima iz sustava
citokroma (P— 450), smjeStenim u endoplazmatskom retikulumu stanica jetre. Proces
bioloSke pretvorbe kao rezultat nema uvijek detoksikaciju kemijskih spojeva, ponekad se
dogodi i "bioaktivacija" pofetnog spoja koji na taj naCin postaje joS toksiCniji. Ovim
mehanizmom nastaju vrlo reaktivni elektrofilni produkti koji mogu reagirati unutar stanica
sa proteinima, lipidima, enzimima, nukleinskim kiselinama uzrokujuéi citotoksi¢nost,
nekrozu stanica, mutacije pa ¢ak i teSka patogena stanja kao $to su maligne promjene.
U drugoj fazi dolazi do vezanja osnovnih spojeva ili metabolita iz prethodne faze sa

endogenim spojevima prisutnim u organizmu (glicin, sulfat, glukuronska kiselina), pri
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¢emu nastaju u vodi topivi (polarniji) derivati koji se iz organizma najceSce izluCuju
putem bubrega. U najve¢em broju sluajeva, konjugacijom u organizmu nastaju manje
toksicniji spojevi ("detoksikacija"). MozZe se reci, kada je unos pojedinog spoja u
organizam veci od njegove razgradnje i izluCivanja dolazi do procesa "bioloSke
akumulacije", gdje opseg procesa ovisi 0 razini i vremenu izlozenosti ljudskoga
organizma tim spojevima i njihovoj topljivosti u mastima (1, 265). Hlapljivi aromatski
ugljikovodici (BTEX) se izluCuju iz organizma manjim dijelom u nepromijenjenom obliku
putem izdahnutog zraka, a najveéim dijelom u obliku metabolita bubreznim izlu€ivanjem
(1). Putem izdahnutog zraka manja koli€ina navedenih spojeva izlazi iz organizma, a
najbolji pokazatelj njihovog odstranjenja je bioloski poluZivot koji se razlikuje ovisno o
vrsti tkiva: manje od 5 minuta za krv; nekoliko minuta do nekoliko sati za miSice i
nekoliko sati do nekoliko dana za masno tkivo (2). Znanstvena je Cinjenica da do
pojatanog izrazaja enzima matriks metaloproteinaze-9 u ljudskom organizmu dolazi
zbog potrebe vrlo intezivhog zastitnog i regenerativhog djelovanja na razini pluénih
epitelnih stanicama prilikom tedkih oStecenja plu¢nog epitela uzrokovanog kroni¢no
opstruktivnom pluénom bolesc¢u, emfizemom pluéa i astmom. Navedene bolesti okolisa
dokazano mogu nastati kao rezultat djelovanja okoliSnih zagadivala kao Sto su hlapljivi
aromatski ugljikovodici benzen, toluen, etilbenzen, o-ksilen i m/p-ksilen (170-173). U
ovom doktorskom radu odredili smo po prvi puta statisticki znaCajne razlike u izrazaju
(koncentracijama) enzima matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) u urinu izmedu naSih
skupina ispitanika koje ukazuju na veliko poveéanje izrazaja enzima matriks
metaloproteinaze-9 u  profesionalno izlozenih grupa hlapljivim aromatskim
ugljikovodicima benzenu, toluenu, etilbenzenu, o-ksilenu i m/p-ksilenu u odnosu na

stanovnike grada Rijeke, a naro€ito u odnosu na stanovnike Maloga LoSinja. Izraziti
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postotak povecCanja enzima matriks metaloproteinaze-9 u profesionalno izloZenih
djelatnika brodogradilista Viktor Lenac i u odnosu na brodogradiliSte Kraljevica, moze se
objasniti €injenicom da djelatnici brodogradilista Viktor Lenac u vecini slu€ajeva stanuju
u urbanom podrucju (u Rijeci). Okolis grada Rijeke je u usporedbi sa ruralnim podrucjem
dokazano viSe opterecen hlapljivim aromatskim ugljikovodicima benzenom, toluenom i
izomerima ksilena koji su konstantno prisutni u Zzivotnom i radnom okoliSu profesionalno
izlozenih djelatnika brodogradilista Viktor Lenac. |z istog razloga, profesionalno izlozeni
djelatnici brodogradilista Viktor Lenac su posljedi€no kroni¢no izloZeni djelovanju
hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, etilbenzena, o-ksilena i m/p-
ksilena. Za razliku od njih, profesionalno izlozeni djelatnici brodogradiliSta Kraljevica
vec¢inom stanuju upravo u ruralnom podruc¢ju Kraljevice i okolice, pa su vremenski i
okoliSno (Zivotni okoli§) daleko manje izloZzeni djelovanju hlapljivih aromatskih
ugljikovodika benzena, toluena, etilbenzena i izomera ksilena. 1z navedenog mozemo
reéi da je upravo dugotrajna izloZenost hlapljivim aromatskim ugljikovodicima benzenu,
toluenu, etilbenzenu i izomerima ksilena putem zivotnog i radnoga okoliSa u slu€aju
profesionalno izloZenih ispitanika brodogradilista Viktor Lenac razlog povec¢anog izrazaja
enzima matriks metaloptoteinaze -9 koja je dokazano vrlo vazna u imunoloSkom
odgovoru ljudi izazvanog djelovanjem hlapljivih aromatskih ugljikovodika na stanice T,
pluéne epitelne stanice, fibroblaste, alveolarne makrofage gdje posljedi¢no dolazi do
naru$avanja ravnoteze izmedu izrazaja, regulacije i produkcije matriks metaloproteinaza
(149). Doprinos gradskog prometa zagadenju Zivotnog okoliSa hlapljivim aromatskim
ugljikovodicima benzenu, toluenu, etilbenzenu i izomerima ksilena jasno se vidi u nasim
rezultatima statistiCki zna€ajnih razlika u koncentracijama istih odredenih u urinu, dok s

druge strane na to ukazuju i statisticki znacajne razlike u izrazaju enzima matriks
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metaloproteinaze-9 izmedu skupine ispitanika urbanog podrucja grada Rijeka u
usporedbi sa ispitanicima ruralnoga podru€ja Maloga LoSinja. U prilog iznesenim
tvrdnjama idu i naS8i rezultati mjerenja spirometrijskih vrijednosti svih ispitnih grupa, gdje
smo dokazali postojanje promjena spirometrijkin vrijednosti koje su izrazenije u
profesionalno izloZzenih djelatnika u usporedbi sa stanovnicima ruralnog podrucja kao
posljedice okoliSne izlozenosti hlapljivim aromatskim ugljikovodicima.

Na osnovi rezultata predstavljenih u ovome radu, moze se reci da izloZenost hlapljivim
aromatskim ugljikovodicima benzenu, toluenu, etilbenzenu i izomerima ksilena u
Zivotnom i radnom okoliSu predstavlja ozbiljan rizik za zdravlje ljudi, jer nedvojbeno
imaju vrlo jaka toksi¢na djelovanja na imunoloSki sustav uz ostale negativne ¢imbenike u
okolidu. Na izneseno ukazuje snizeni postotak stanica NK, postotak NKT (CD3*, CD56")
i T regulacijskih stanica (Tregs: CD4+CD25+FoxP3+) koji je statistiCki znaajno povisen
u profesionalno izloZenih ispitanika u usporedbi s ispitanicima grada Rijeka i posebno u
odnosu na ispitanike Maloga LoSinja. Treba naglasiti da je upravo u ovome radu
dokazana statistiCki znaCajno poviSena koncentracija hlapljivih aromatskih ugljikovodika
benzena, toluena, etilbenzena i izomera ksilena u urinu profesionalno izlozenih
ispitanika (premazivaci brodskih konstrukcija) jedan od glavnih razloga iznesenih tvrdniji,
te da upravo njihova koncentracija u okoliSu predstavlja jedan od glavnih rizika za
zdravlje ljudi koji se sustavno mora pratiti. Navedene tvrdnje potvrdene su i nasim
rezultatima izraZzaja enzima matriks metaloproteinaze-9 koji je statisticki znacajno
poviSen u profesionalno izloZenih ispitanika, te rezultati spirometrijskin mjerenja koji
ukazuju na postoje¢e promjene unutar njihovog respiracijskog sustava koje mogu biti u
izravnoj vezi sa prije iznesenim tvrdnjama kao ranih pokazatelja rizika nastanka bolesti

okoliSa kao sto su kroni¢no opstruktivha plu¢na bolest i astma. Vrlo je vazno uvodenje

139



stalnog bioloSkog nadziranja koncentracija hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena,
toluena, o-ksilena i m/p-ksilena, kao nadogradnje do sada iskljuc€ivo kemijskih praenja
koncentracija istih u okoliSnom zraku. Nadziranje se treba proSiriti i na
imunotoksikoloSke pretrage kod profesionalno izloZenih djelatnika ukoliko mislimo
kvalitetno upravljati zdravstvenim rizicima kako pojedinaca, tako i Citave zajednice u
cjelini. Samo ovakav sveobuhvatni bioloSko-kemijski pristup moze pruziti rieSenja koja bi
zadovoljila oCuvanje zdravlja i kvalitete Zivota u odnosu na industrijski razvoj koji zbog

nepresusne potrebe za razliCitim oblicima energije ima sve brZi i neprestani rast.
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6. Zakljuéni pregled
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ZAKLJUCNI PREGLED

NaSe istrazivanje je obuhvatilo ispitivanje promjena koncentracija toksi¢nih i uvjetno
karcinogenih hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, etilbenzena, o-ksilena
i m/p-ksilena u urinu nasih skupina ispitanika, kao i promjena stanicama posredovane
imunosti u perifernoj krvi ispitanika u odnosu na okoliSnu izloZzenost hlapljivim
aromatskim ugljikovodicima. Ispitali smo razlike u izraZzaju (koncentracijama) enzima
matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) u urinu i prisutnost/odsutnost uzro€no-posljedi¢nih
veza u pojavnosti bolesti okolisa i koncentracija hlapljivin aromatskih ugljikovodika u
urinu. Istrazivanje je ukljuCilo skupine ispitanika koje su profesionalno izlozene
djelovanju hlapljivin aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, etilbenzena, o/ksilena i
m/p ksilena (profesionalni premazivaci brodskih konstrukcija u brodogradilistima) u
odnosu na ispitanike karakteristicnog urbanog podrucja grada Rijeke i ruralnog podrucja
Maloga LoSinja, usporedeno s nalazima kontrolne grupe ispitanika (dobrovoljni
darivatelji krvi).

Dobiveni su sljedeci rezultati:

1. Koncentracije benzena, toluena, etilbenzena, o/ksilena i m/p ksilena u urinu su
statisticki znac¢ajno poviSene u ispitanika koji su profesionalno izloZeni hlapljivim
aromatskim ugljikovodicima.

2. Postotak stanica urodene imunosti: NKT (CD3", CD56%) i T regulacijskih stanica
(Tregs:CD4+CD25+FoxP3+) je statistiCki znacajno poviSen u perifernoj krvi
ispitanika profesionalno izlozenih hlapljivim aromatskim ugljikovodicima.

3. Ukupni perforin u perifernoj krvi ispitanika profesionalno izlozenih hlapljivim

aromatskim ugljikovodicima je statisti¢ki znac¢ajno snizen.
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4. Postotak NK stanica je snizen u perifernoj krvi ispitanika profesionalno izloZenih
hlapljivim aromatskim ugljikovodicima, kao i postotak CD56+P+ stanica ukazujudi
na smanjenu citoliti¢ku sposobnost ovih stanica.

5. lzrazaj enzima matrix metaloproteinaze -9 je statistiCki znacajno poviSen kako u
profesionalno izloZzenih skupina, tako i u ispitanicima urbanog podrucja.

6. U profesionalno izlozenih djelatnika brodogradiliSta prisutna je statistiCki znacajna
pozitivna korelacija izmedu postotka Treg stanica i izrazaja enzima matrix
metaloproteinaze -9.

7. Promjene spirometrijkih vrijednosti su izraZenije u profesionalno izlozenih
djelatnika u usporedbi sa stanovnicima ruralnog podrucja

Nasi rezultati ukazuju na prisustvo naruSene aktivnosti prirodenog i stecenog
imunoloSkog odgovora (vidljivo iz statistiCki poviSenih vrijednosti NKT i Treg stanica,

kao i znaCajnog smanjenja izraZaja unutarstani¢ne koncentracije perforina) u

ispitanika profesionalno izloZenih hlapljivim aromatskim ugljikovodicima.

Regulacijske T stanice izraZzavaju perforin i granzim i mogu suprimirati NK i NKT-
ovisnu citotoksiCnost, te bi bioloSko pracenje ovih stanica moglo predstavljati
znacajni pokazatelj razvoja i pra¢enja bolesti okoliSa. Relativho jednostavne metode
odredivana MMP-9 i BTEX-a u urinu doprinijele bi prevenciji i ranijoj dijagnozi bolesti

okolisa, te popratnom uspjesnijem lijeCenju.
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biologorum/ Vitale, B. (ur.). Zagreb : Hrvatsko prirodoslovno drustvo, 2007. 155-155 (poster,

medunarodna recenzija, saZetak, znanstveni).
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marine environment of the Kvarner bay area ). Zbornik radova /HUSI (ur.). Hrvatska : Hrvatska
udruga za sanitarno inzenjerstvo,2005; Prvi seminar sanitarnog inzenjerstva sa medunarodnim
sudjelovanjem, Opatija, 18-19 veljace 2005 (oralna prezentacija).

Sazeci u zbornicima skupova

e Bulog, Aleksandar; Mi¢ovi¢, Vladimir; Mrakovéié-Suti¢, Ines. Industrial Emissions asS Risk

Factors for the Development of Environmental Diseases // Zbornik radova Prvog kongresa
hrvatskih alergologa i klini¢kih imunologa s medunarodnim sudjelovanjem / Stipi¢-Markovi¢, Asja
(ur.). Zagreb : Hrvatsko drustvo za alergologiju i klinic¢ku imunologiju i Hrvatski lijecni¢ki zbor, 2009
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Ines Mrakovgié-Suti¢, Hrvoje Jakovac, Damir Grebi¢, Aleksandar Bulog. Stres-prilagodenost nasih

odgovora izazovima nepredvidivog-privlacenje pozornosti medija na znanstvene teme i
istrazivanja // Drugi kongres hrvatskih znanstvenika iz domovine i inozemstva (demonstracija,
domaca recenzija, sazetak).

Bulog, Aleksandar; Jakovac, Hrvoje; Grebié, Damir; Kugié, Natalia; Mrakov¢ié-Suti¢, Ines;

Radosevic¢-Stasic, Biserka; Mi¢ovi¢, Vladimir. Metallothioneins and heat schock proteins in marine
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Bulog, Aleksandar; Jakovac, Hrvoje; Grebi¢, Damir; Mrakov¢i¢-Suti¢, Ines; Mi¢ovié, Viadimir;

RadosSevic¢-Stasic, Biserka. Heat schock proteins and metallothionein expression in tissues of
marine mussel Mytilus galloprovincialis as sensors of environmental pollution // Periodicum
biologorum/ Vitale B. (ur.). Zagreb : Hrvatsko prirodoslovno drustvo, 2007. 155-155 (sazetak,
znanstveni rad).

Grebi¢, Damir; Jakovac, Hrvoje; Mrakov¢i¢-Suti¢, Ines; Tomac, Jelena; Bulog, Aleksandar;

Micovi¢, Vladimir; Radosevi¢-Stasi¢, Biserka. Chronic exposure to vapors of gasoline and diesel
upregulates the metallothionein | and Il expression in the olfactory brain of mice. Abstract book /
Takeshi Tabira (ur.). Nagoya : Japanese Neuroimmunology Organizing Committee, 2006. AO056
8" International Congress of Neuroimmunology, Nagoya, Japan, October 15-19,2006.

Grebi¢, Damir; Jakovac, Hrvoje; Mrakov&i¢-Suti¢, Ines; Tomac, Jelena; Bulog, Aleksandar:

Rukavina, Daniel; RadoSevi¢-Stasi¢, Biserka. Metallothioneins and heat shock protein gp96 as

sensors of stress and toxin-induced damages. Book of abstracts / EFIS (ur.). Pariz : EFIS, 2006.
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498 : PA3302. 1% Joint Meeting of European National Societies of Inmunology & 16" European
Congress of Immunology, Paris, France, September 6-9, 2006., poster.

Jakovac, Hrvoje; Mrakovéié-Sutié, Ines; Bulog, Aleksandar; Grebi¢, Damir; Miéovi¢, Viadimir;

Radosevic¢-Stasic, Biserka. Systemic immunotoxicity in mice induced by whole body inhalation
exposure to gasoline and diesel exhaust. Abstract book / Jonji¢, Stipan (ur.). Rijeka : Hrvatsko
imunolosko drustvo, 2004. 49-49. Annual Meeting of the Croatian Immunological Society, Opatija,

8-10 October, 2004., poster.

Kongresna priopéenja u CC éasopisima

Aleksandar Bulog, Ines Mrakov&ié-Sutié, Vladimir Micovié. Industrial emissions as risk factors for

respiratory and allergic effects // International Journal on Immunorehabilitation / Sepiashvili RI
(ur.).Moscow : Meditzina-Zdorov'e 2008; (poster,medunarodna recenzija,sazetak, znanstveni).

Ines Mrakovgié-Sutié, Aleksandar Bulog, Vladimir Miéovié. The role of regulatory t cells (tregs) in

environmental diseases // International Journal on Immunorehabilitation / Sepiashvili RI (ur.).
Moscow : Meditzina-Zdorov'e 2008; (poster, medunarodna recenzija, sazetak, znanstveni).

Aleksandar Bulog, Ines Mrakové&i¢-Suti¢, Vladimir Micovié. The role of chronic exposure to

gasoline and diesel on cell mediated immunity of the people situated near gasoline industry //
Immuno Rio 2007 (poster, sazetak, znanstveni).

Ines Mrakovéié-Sutié, Aleksandar Bulog, Vladimir Miéovié. Moderating activities of regulatory T

(Treg) and NKT cells on innate immunity in chronic exposure to vapors // Immuno Rio 2007, 13th
International Congress of Immunology (poster, medunarodna recenzija, sazetak, znanstveni).

Ines Mrakovgié-Suti¢, Hrvoje Jakovac, Damir Grebi¢, Aleksandar Bulog. Stres-prilagodenost nasih

odgovora izazovima nepredvidivog-priviacenje pozornosti medija na znanstvene teme i
istrazivanja // Drugi kongres hrvatskih znanstvenika iz domovine i inozemstva (demonstracija,
domaca recenzija, saZetak).

Bulog, Aleksandar; Jakovac, Hrvoje; Grebi¢, Damir; Kuci¢, Natalia; Mrakov¢i¢-Suti¢, Ines;

Radosevic¢-Stasic, Biserka; Mi¢ovi¢, Vladimir. Metallothioneins and heat schock proteins in marine
mussels as biomarkers of environmental pollution // Book of abstracts / Sabina Rabati¢ et al.
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marine mussel Mytilus galloprovincialis as sensors of environmental pollution // Periodicum
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Congress of Immunology, Paris, France, September 6-9 2006;(poster).
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imunolosko drustvo, 2004;49-49. Annual Meeting of the Croatian Immunological Society, Opatija,
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Magistarski radovi

Bulog, Aleksandar. "Citotoksi¢nost limfocita u Zitelja podrucja naftne industrije" / magistarski rad.

Zagreb: Prirodoslovno-matematicki fakultet, 04.07. 2008., 85 str.Voditelj:Mi¢ovi¢, Vladimir;

Mrakovgié-Suti¢, Ines.
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fiziologa (HDF), Hrvatska komora zdravstvenih radnika (HKZR).

Ostale aktivnosti

2010.Clan povjerenstva za edukaciju i trajno usavravanje Hrvatske komore zdravstvenih radnika.
2007.Aktivni sudionik Drugog kongresa hrvatskih znanstvenika iz domovine i inozemstva u
organizaciji MZOS Republike Hrvatske, Split, 7.-10. svibnja 2007.

2005.Aktivni sudionik (predava¢) Prvog seminara sanitarnog inzenjerstva sa medunarodnim
sudjelovanjem u organizaciji HUSI, Hrvatska, Opatija, 18.-19. veljace 2005.

2001.Demonstrator na Zavodu za biologiju i medicinsku genetiku Medicinskog fakulteta u Rijeci.

2000.Demonstrator na Zavodu za mikrobiologiju i parazitologiju Medicinskog fakulteta u Rijeci.
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