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POPIS OZNAKA I KRATICA 

 

ATP – adenozin trifosfat 

CaSR – receptor osjetljiv na kalcij (eng. calcium-sensing receptor) 

CD – klaster diferencijacije (eng. Cluster of Differentiation) 

CXCR 1 – receptor za kemokin IL-8 tip 1 

DAG – diacilglicerol 

EBV – Epstein-Barrov virus  

ELAM-1 – endotelna leukocitna adhezijska molekula (eng. Endothelial Cell Leukocyte 

Adhesion Molecule) 

eNOS – endotelna sintetaza dušikovog monoksida (eng. endothelial nitric oxide synthase) 

E-selektin – endotelni selektin 

ESL-1 – E-selektin ligand tip 1  

fMLP – formil-metionil-leucil-fenilalanin 

Gb3Cer/CD77 – globotriaozilceramid  

GSL – glikosfingolipid 

HCDM – Humane stanične diferencijacijske molekule (eng. Human Cell Differentiation 

Molecules) 

HDL – lipoprotein velike gustoće (eng. High-density lipoprotein) 

HIV – virus humane imunodeficijencije (eng. Human Immunodeficiency Virus) 

HL – Hodgkinov limfom   

HLDA – humani leukocitni diferencijacijski antigeni (eng. Human Leukocyte Differentiation 

Antigens) 

HUS – hemolitičko – uremički sindrom (eng. Hemolytic uremic syndrome)  

HUVEC – endotelne stanice humane pupčane vrpce  

ICAM-1 – međustanična adhezijska molekula tipa 1  

IFN-γ – interferon-γ  

IL-1 – interleukin-1 

IP3 – inozitol-3-fosfat   

IU – internacionalna jedinica (eng. International unit) 

LDL – lipoprotein male gustoće (eng. Low-density lipoprotein) 

LPS – lipopolisaharid 

L-selektin – limfocitni selektin 

PBS – otopina fosfatnog pufera (eng. phosphate buffer solution) 
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PDGF – trombocitni faktor rasta (eng. platelet-derived growth factor) 

PODXL – (eng. podocalyxin-like protein)  

PIP2 – fosfatidil - inozitol 4,5-bifosfat  

PKC – protein kinaza C 

PTH – paratireoidni hormon 

PTLD – post-transplantacijski limfoproliferativni poremećaj  

PSGL-1 – P-selektin glikoproteinski ligand tip1 (eng. P-selectin glycoprotein ligand-1)  

sLe
x
 – sijalil Lewis x 

STEC – Shiga toksin proizveden u Escherichia coli (eng. Shiga toxin - producing Escherichia 

coli) 

TNF-α – tumor nekrotizirajući čimbenik-α   

TRPC– (eng. Transient receptor potential channels) 

VT – verotoksin 

VLDL – lipoprotein vrlo male gustoće (eng. Very low-density lipoprotein) 
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1. UVOD 

 

 

Rezultati istraživanja ukazali su na obrnuto proporcionalni odnos između unosa kalcija 

i razvoja kardiovaskularnih bolesti, tako što smanjuje krvni tlak, tjelesnu težinu i 

koncentraciju serumskih lipida. Ipak, novija istraživanja upućuju na mogući štetni učinak 

uzimanja nadomjestaka kalcija za razvoj kardiovaskularnih bolesti (1).  

Unos kalcija u stanice postiže se aktivacijom nekoliko kalcijevih kanala u staničnoj 

membrani (2). Istraživanja nekoliko laboratorija pokazala su da proteini TRPC (eng. 

Transient receptor potential channels), G-protein receptor i fosfolipaza C (PLC), koji 

zajednički koordiniraju staničnu signalizaciju Ca
2+

 , mogu biti lokalizirani na specijaliziranim 

mikrodomenama stanične membrane, takozvanim lipidnim splavima (2, 3). Lipidne splavi 

endotelnih stanica humanog bubrega i organa kardiovaskularnog sustava bogate su neutralnim 

glikosfingolipidima (GSL), posebice globotriaozilceramidom, Gb3Cer ili CD77 (4, 5). Zbog 

uloge CD77 u disfunkciji kalij-kalcij kanala, koja je povezana s razvojem srčanih, bubrežnih i 

cerebrovaskularnih bolesti (6, 7), očekuje se promjena u izražaju ovog biljega kod 

hiperkalcijemije. Tijekom razvoja upalnog procesa, bakterijski produkti potiču oslobađanje 

protuupalnih citokina koji aktiviraju neutrofile. Aktivacijom imunološkog sustava na površini 

neutrofila dolazi do značajnog izražaja CD11b. Humani leukocitni CD11b je veliki 

membranski protein koji na sebi sadrži CD15s i CD15s srodne strukture koje posreduju u 

vezanju CD11b i E-selektina (8).  

Povećani unos Ca
2+

 mogao bi uzrokovati narušavanje funkcije endotelne barijere i 

razvoj proupalnog endotelnog fenotipa. Uzimajući u obzir studiju koja je dokazala povećan 

izražaj CD11b tijekom infekcije (9), te studiju iz 2013. godine (10) koja je dokazala da biljeg 

CD15s ima važnu dijagnostičku vrijednost u predviđanju ozbiljne bakterijske infekcije, 

odlučili smo ispitati izražaj ovih biljega kao proupalnog fenotipa pri hiperkalcijemiji.  
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1.1. Metabolizam kalcija 

 

Kalcij je vrlo važan za mnoge fiziološke procese kao što su kontrakcija skeletnog, 

srčanog i glatkog mišića, zgrušavanje krvi i prijenos živčanih signala. Podražljive stanice, 

poput neurona, osjetljive su na promjene u koncentraciji kalcija. Porast koncentracije 

kalcijevih iona iznad normalne razine (hiperkalcijemija) sve više potiskuje aktivnost živčanog 

sustava. Obrnuto, kad se koncentracija kalcija smanji (hipokalcijemija), živčani sustav postaje 

pobuđeniji. U plazmi i u međustaničnoj tekućini normalna koncentracija kalcijevih iona iznosi 

približno 1,2 mmol/L. Upravo je taj ionski oblik kalcija važan za većinu kalcijevih učinaka u 

organizmu, primjerice na srce, živčani sustav i na kosti (11).  

Dvovalentni se kalcijev kation slabo apsorbira iz crijeva, ali vitamin D potiče tu 

apsorpciju, te se obično apsorbira oko 35% unesene količine. Vitamin D ima važne učinke na 

odlaganje kalcija u kostima (kalcifikacija) i na resorpciju kalcija i fosfata iz kosti, no sam po 

sebi nije djelatna tvar koja izaziva sve te učinke, nego se najprije nizom reakcija u jetri i 

bubrezima mora pretvoriti u konačni aktivni produkt 1,25-dihidroksikolekalciferol 

(1,25(OH)2D3 ili kalcitriol) (11). Paratireoidni hormon (PTH) snažno utječe na funkcionalne 

učinke vitamina D u organizmu jer pri smanjenoj koncentraciji PTH stvaranje 1,25-(OH)2D3 

gotovo potpuno prestaje. Koncentracija kalcija u plazmi obrnuto proporcionalno utječe na 

koncentraciju 1,25-(OH)2D3 u plazmi, tako što inhibira lučenje PTH (12). 

PTH djeluje kao snažan regulator izvanstanične koncentracije kalcija i fosfata 

regulirajući njihovu apsorpciju u crijevima i izlučivanje bubregom. Pojačano djelovanje 

paratireoidnih žlijezda izaziva brzu resorpciju kalcijevih soli iz kostiju, zbog čega u 

izvanstaničnoj tekućini nastaje hiperkalcijemija (11). 

Promjene koncentracije kalcijevih iona u izvanstaničnoj tekućini utječu na receptor 

osjetljiv na kalcij (CaSR, prema eng. calcium-sensing receptor) u membrani paratireoidnih 

stanica, koji je povezan s G-proteinom. Potaknut kalcijevim ionima, receptor aktivira 

fosfolipazu C i povećava unutarstanično stvaranje inozitol-1,4,5-trifosfata (IP3) i 

diacilglicerola (DAG). To potiče oslobađanje kalcija iz unutarstaničnih zaliha, što pak 

smanjuje izlučivanje PTH (13).   
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1.1.1. Prednosti povećanog unosa kalcija 

 

Smanjeni unos kalcija i nedostatak vitamina D uzrokuje negativnu ravnotežu kalcija, 

stimulira izlučivanje PTH i uzrokuje sekundarni hiperparatireoidizam uzrokovan starenjem 

(14). Dovoljan unos kalcija i vitamina D, ishranom i/ili dodatcima, može spriječiti sekundarni 

hiperparatireoidizam te je preporučen u prevenciji prijeloma nastalih zbog osteoporoze (15). 

Osteoporoza je vrlo čest problem starije populacije, apsolutni broj oboljelih se povećava kao 

odgovor na demografsku evoluciju. Veliki napredak je učinjen povećanjem svijesti o 

posljedicama i teretu za javno zdravstvo zbog prijeloma nastalih kao posljedica osteoporoze 

(26). NIH (eng. National Institutes of Health) u Sjedinjenim Američkim Državama predlaže 

subvencioniranu primjenu 1000 mg kalcija za muškarce stare od 50 do 70 godina, 1200 mg za 

starije od 70 godina i žene starije od 50 godina. U kombinaciji s vitaminom D, nadomjestak 

kalcija ima dokazano pozitivan učinak na smanjenje lomova kostiju kod ljudi koji imaju 

manjak kalcija i/ili vitamina D, uključujući starije hospitalizirane osobe, pacijente s 

osteoporozom na antiresorptivnim ili anaboličkim lijekovima i ljudi koji uzimaju 

glukokortikoide (16, 17). Avanell i suradnici dokazali su prednosti unosa doze od 1000-1200 

mg kalcija s 800 IU (eng. International unit) vitamina D (17). 

Bostic i suradnici su u studiji na 34486 žena u postmenopauzi između 55 i 69 godina 

utvrdili da je uzimanje kalcija ›1,425 mg/danu povezano sa 33% manjom smrtnošću kod 

pacijentica sa krvožilnom bolesti srca (18). Sličnu negativnu korelaciju u svojoj studiji 

dokazao je i Knox (19). Ovo možemo pripisati blagotvornom odnosu kalcij-kolesterol; kalcij 

se veže za žučne kiseline stvarajući netopljive sapune te vjerojatno time smanjuje 

koncentraciju kolesterola prenoseći ga u žuč (20). Chung i suradnici u svom istraživanju 

pripisuju blagotvorni učinak nadomjestaka kalcija smanjenju krvnog tlaka, koncentracije 

serumskih lipida i tjelesne težine (21).  

Dickinson i suradnici u svom Cochrane sistematskom istraživanju zaključuju da je 

svaka povezanost uzimanja nadomjestaka kalcija i smanjenja krvnog tlaka nepouzdana, loša 

je kvaliteta individualnih pokusa i heterogenost između pokusa, te se protive donošenju 

ikakvih čvrstih zaključaka (22). Nekoliko velikih epidemioloških studija ukazuju da 

prehrambeni kalcij i nadomjesci kalcija mogu biti povezani sa gubitkom tjelesne težine (23), 

no drugi sistemski randomizirani kontrolirani pokusi imaju jake argumente protiv takvog 

obrnuto recipročnog odnosa, što sve ukazuje na nejasan zaključak utjecaja kalcija na gubitak 

težine.  
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1.1.2. Dodatci kalcija kao mogući uzrok povećanja rizika za razvoj kardiovaskularne 
bolesti 

 

Zbog povećane svijesti o posljedicama osteoporoze došlo je do velikog i stalnog 

povećanja broja pacijenata izloženih produljenom periodu liječenja. Zbog toga se nekoliko 

velikih studija suprotstavlja kliničkom liječenju nadomjescima kalcija u prevenciji 

osteoporoze, te stavljaju veliki naglasak na sigurnosna pitanja za zdravlje (1).  

Iako uzimanje 800 mg kalcija na dan nije povezano s nikakvim štetnim učinkom, 

zdravstveni utjecaj na kardiovaskularni sustav je upitan. Meta analiza na 12000 ljudi pokazala 

je 30%-no povećanje učestalosti miokardijalnog infarkta u osoba koje su uzimale nadomjeske 

kalcija, u usporedbi s onima koji su bili u placebo skupini (24).  

Unatoč pozitivnom utjecaju nadomjestaka kalcija na značajan porast koncentracije 

lipoprotein velike gustoće (HDL, eng. High-density lipoprotein) u krvi, dokazan je povećan 

rizik od miokardijalog infarkta (25). Neki autori pretpostavljaju da nadomjesci kalcija 

povisuju razinu serumskog kalcija, što može izazvati povećanu vaskularnu kalcifikaciju, 

povećan rizik krvožilnih poremećaja, uključujući miokardijalni infarkt, moždani udar i smrt 

(26).  

U zadnjem desetljeću 21. stoljeća postalo je potpuno jasno da su kardiovaskularni i 

bubrežni sustav međuzavisni, odnosno poremećaj jednog sustava negativno utječe na drugi. 

Gubitak funkcije bubrega u pacijenata s kardiorenalnim sindromom vodi prema smanjenoj 

proizvodnji kalcitriola, poremećaju koncentracije kalcija i fosfata, što je povezano s 

povećanim kardiovaskularnim komplikacijama i smrtnošću (27). Dokazano je da kalcitriol 

spriječava imunološku reakciju snižavanjem izražaja NF-κB i TNF-α, citokina koji sudjeluju 

u upalnom imunološkom odgovoru (28). 

Nadalje, kalcifikacija koronarnih arterija je brzo progresivna u pacijenata na hemodijalizi. 

Retrospektivna analiza pokazuje da je poremećaj homeostaze kalcija u korelaciji s povećanom 

stopom poremećaja kardiovaskularnih događaja i smrtnošću, u pacijenata s oštećenom 

funkcijom bubrega i pacijenata na hemodijalizi (29). Unošenje nadomjestaka kalcija ima 

ulogu i u nastanku karcinoma prostate pri čemu dolazi do poremećaja stvaranja kalcitriola koji 

može povećati proliferaciju stanica prostate te nastajanje bubrežnih kamenaca budući da su 

oni sastavljeni od kalcijevog oksalata (30).  

Novije studije upućuju na povezanost smanjenja vitamina D u organizmu i razvoja 

kardiovaskularnih bolesti. Različite studije, od animalnih do klinički kontroliranih pokusa, 

dokazale su da farmakološka doza vitamina D značajno reducira upalu (spriječava proupalne 
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citokine) i poboljšava endotelnu funkciju (31). Receptori vitamina D su prisutni u gotovo 

svim imunim stanicama, uključujući B i T limfocite koji izražavaju enzime za pretvaranje 

inaktivnog vitamina D u kalcitriol. Koncentracija kalcija u plazmi obrnuto proporcionalno 

utječe na koncentraciju kalcitriola u plazmi, što bi moglo značiti da hiperkalcijemija 

spriječava stvaranje aktivnog oblika vitamina D i njegovu pohranu te time uzrokuje proupalni 

fenotip. 

 

 

1.2. Lipidne splavi 

 

Mnogi znanstvenici dokazali su postojanje organiziranog mikrookoliša na površini 

stanice obogaćenog kolesterolima i sfingolipidima, poznatima kao lipidne splavi, koji 

membranu čini bolje uređenom i manje fluidnom (32). 

Kaveole su podvrsta lipidnih splavi na staničnoj površini, invaginacije membrane 

veličine 50-100 nm opisane još prije 60 godina. Lipidne splavi su lipidno-proteinske 

mikrodomene bogate kolesterolom i glikosfingolipidima (Slika 1.) (33). Ime lipidne splavi 

zamijenjeno je 2006. godine u membranske splavi, a definirane su kao male (20-100 nm), 

heterogene, visokodinamične domene koje obiluju sterolom i glikosfingolipidima. 

Membranske splavi ponekad mogu tvoriti veću platformu stvaranjem protein-protein i 

protein-lipid interakcija (34). To ukazuje da proteini i lipidi jednako doprinose strukturi 

splavi, te da ovakve domene mogu postojati u unutarstaničnim membranama kao i u plazma 

membranama. Kaveolin posjeduje domenu CSD (eng. caveolin scaffolding domain) za koju se 

vežu signalne molekule u inaktivnom stanju, aktivacija vodi do konformacijskih promjena 

koje uzrokuju otpuštanje i aktivaciju signalnih proteina. Kaveolin funkcionira kao CSD 

protein da bi organizirao i koncentrirao vezujuće proteine kao što su signalne molekule G-

protein, Src-kinaza, Ras i e-NOS s kaveolarnom membranom. Ova interakcija direktno je 

ovisna o prisustvu aromatskih aminokiselina tirozinu, triptofanu i fenilalaninu (35, 36). 

Potporu hipotezi o korelaciji kaveola, kaveolina i transmembranskog signala daje i izolacija 

proteina kaveolina iz kaveola koji postoji kao hetero-oligomerni kompleks s integralnim 

membranskim proteinom i signalnim citoplazmatskim molekulama (37).  
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Slika 1. Prikaz građe lipidne splavi 

 

Početni koncept lipidnih splavi bio je da predstavljaju male, diskretne platforme 

membrane u kojima funkcioniraju kao signalizacijski organizatori (38). No danas ih 

povezujemo s mnogim važnim ulogama u biološkim procesima: apoptozom, prijenosom 

signala, virusnim infekcijama, staničnom adhezijom i migracijom. Lipidne splavi imaju i 

važnu ulogu tijekom egzocitoze i endocitoze. Za mnoge od ovih fizioloških procesa zna se da 

zahtijevaju Ca
2+

, pa se pretpostavilo da lipidne splavi reguliraju ove procese manipuliranjem 

stanične signalizacije Ca2+
 (2). Nekoliko staničnih tipova imaju visoki nivo izražaja 

kaveolina-1, a uključuju endotelne stanice, pneumocite tipa 1 i adipocite (39). Zbog toga ne 

iznenađuje da rezultati istraživanja promatrani u miševa koji imaju nedostatak kaveolina-1 

pokazuju abnormalnosti unutar pluća, masnog tkiva i vaskularnog sustava (40, 41).  

Jedna od prvih pronađenih uloga kaveola je transcitoza koja može biti tekuće-fazni 

prijenos ili posredovana receptorom u kaveolama. Kaveole prenose makromolekule kao što su 

albumini, inzulin i LDL s luminalne strane krvne žile u subendotelni dio (42, 43). 

Kolesterolom bogate mikrodomene sadrže različite tipove transmembranskih molekula kao 

što je trombocitni faktor rasta (PDGF, eng. platelet-derived growth factor), epidermalni faktor 

rasta (EGF, eng. epidermal growth factor), međustanična adhezijska molekula tipa 1 (ICAM-

1, eng. intercellular adhesion molecule) i neki integrini (44, 45).  

Endotelne stanice su tip stanica koje imaju najvišu razinu izražaja kaveolina-1 (46). 

Klasični tip kaveole (Ω-oblik invaginacije stanične površine) jedan je od najčešćih oblika, 

međutim i druge strukture koje sadrže kaveolin-1 nađene su u endotelnim stanicama (39), 
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gdje sudjeluju u mnogim fiziološkim i patološkim procesima, kao što su aterioskleroza, 

hemostaza i tromboza (42). 

 

 

1.2.1. Regulacija koncentracije kalcija putem kanala u lipidnim splavima 

 

Unos kalcija u stanice postiže se aktivacijom nekoliko kalcijevih kanala u staničnoj 

membrani (2). Istraživanja nekoliko skupina znanstvenika pokazala su da protein koji 

zajednički koordiniraju staničnu signalizaciju Ca2+
 , mogu biti lokalizirani na specijaliziranim 

mikrodomenama stanične membrane, takozvanim lipidnim splavima (2, 3), dok su Anderson i 

suradnici dokazali da u kaveolama endotelnih stanica dolazi do izljeva Ca
2+  

(47). 

Kalcij je jedan od najjednostavnijih, ali i najpromjenjivijih (prilagodljivijih) staničnih 

glasnika. Stimulacijom površinskih staničnih receptora koji povećavaju hidrolizu fosfatidil - 

inozitol 4,5-bifosfata (PIP2, eng. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) započinje povećanje 

koncentracije Ca
2+

 u citosolu. Kalcij u različitim odjeljcima regulira mnoštvo kompleksnih 

procesa kao što su transkripcija gena, metabolizam, mišićne kontrakcije, živčani prijenos, 

sekrecija hormona, upala, stanična proliferacija i stanična smrt (48). Stimuliranje stanice 

različitim farmakološkim agensima koji rezultiraju otpuštanjem kalcija iz unutarstaničnog 

skladišta, kao i kalcijev izljev preko plazma membrane, doprinose kontroli fizioloških 

funkcija (49). U većini staničnih tipova, inozitol-3-fosfat (IP3) posreduje otpuštanju kalcija 

preko velikog mehanizma IP3 receptora, koji aktivira plazma membranske SOCE (eng. store 

operated Ca
2+

entry) kanale (50). Većina fundamentalnih procesa traži otpuštanje kalcija iz 

unutarstaničnog skladišta kalcija, no samo kalcij u ionskom obliku može difundirati kroz 

kapilarnu membranu, pa je upravo taj oblik kalcija esencijalan za fiziološke odgovore (51).  

Lipidne splavi/kaveole su mjesta gdje se nalaze visoko organizirane signalne 

molekule, kao i mnogi regulatori ionskih kanala, ukazujući da te mikrodomene imaju vrlo 

važnu ulogu u staničnoj signalizaciji kalcija (56, 57). Smještaj ionskih kanala i pumpi ima 

kritičnu ulogu za njihovu regulaciju i utjecaj na staničnu funkciju, osobito kanali kalcija, 

klora, kalija i natrija koji su nađeni u kaveolama i usko povezani sa kaveolinom (52). Cabral i 

suradnici 2007. godine dokazali su da je Ca
2+

-ATPaza smještena i aktivna u kaveolin-

kolesterol bogatim membranskim mikrodomenama bazolateralnih membrana bubrega (53).  

Isshiki i suradnici dokazali su ne samo da kaveole sadrže signalni mehanizam 

(heterotrimerna podjedinica G proteina Gαԛ) potreban za ATP-om stimulirano otpuštanje Ca2+
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iz endoplazmatskog retikuluma, već i predlažu da kaveole služe kao kontejneri koji taj 

mehanizam prenose u različite stanične odjeljke (47).  

Nakupljanje ceramidnih molekula vodi prema drastičnim promjenama u plazma 

membranama formiranjem malih ceramidom bogatih mikrodomena, koje se spontano spajaju 

u velike domene nazvane platforme (54, 55).  

Sfingolipidi sudjeluju u diferencijacijskom sortiranju membranskih komponenata i 

staničnoj signalizaciji (56). Moguće je da male promjene u membranskim sfingolipidima kao 

što je ceramid, za koji se vjeruje da je sekundarni glasnik (57), mogu imati važnu ulogu pri 

stvaranju bubrežnih prijenosnih molekula. Zbog visokog utjecaja ceramida na aktivnost Ca
2+

 

kanala, izgleda da čak i kod samo umjerenog povećanja sadržaja ceramida u bubrežnim 

stanicama nakon aktivacije sfingomijelina može doći do nekontroliranog povećanja Ca
2+ 

u 

citosolu (58).  

 

 

1.2.2. Uloga endotelnih kaveola u vaskularnoj propustljivosti 

 

Studija na lipoproteinima ukazuje da se molekule HDL kroz endotelne stanice prenose 

učinkovitije nego lipoproteini male gustoće (LDL eng. Low-density lipoprotein), dok se 

lipoproteini vrlo male gustoće (VLDL, eng. Very low-density lipoprotein) uopće ne prenose 

(59). Endotelna propustljivost je pogotovo važna u slučaju infekcijske bolesti, ateriosklerozi i 

funkcioniranju krvno-moždane barijere. Selektivna propustljivost endotelnih stanica za 

specifične molekule je kontrolirana ne samo veličinom kaveolnih zadebljanja, već i 

postotkom specifičnih receptora u kaveolama (42). Sposobnost kaveolina-1 da inhibira eNOS 

također doprinosi regulaciji krvožilne preosjetljivosti (60).  

 

 

1.3. Glikosfingolipidi 

 

Glikosfingolipidi (GSL) su sastavni dijelovi stanične membrane svih stanica u 

sisavaca, ali se nalaze i u unutarstaničnim organelama (61). Građeni su od oligosaharidnog 

lanca vezanog za lipidnu strukturu nazvanu ceramid, za razliku od fosfolipida koji nastaju iz 

diacilglicerola. Diacilglicerol sadrži glicerol i alkoholnu skupinu dok ceramid sadrži amino-

alkohol sfingozin (62). Prava funkcija mnogih GSL zagonetna je i do danas iako je u 
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međuvremenu otkriveno više od 400 molekula GSL. Kemijska građa u kojoj se u svakoj 

molekuli GSL jasno razlikuje hidrofobni ceramidni dio i hidrofilni oligosaharidni lanac 

upućivala je na moguću lokalizaciju tih spojeva unutar staničnih membrana, pri čemu bi 

ceramidni dio molekule bio uklopljen u membranu, a oligosaharidni bi se pružao u 

izvanstanični prostor. Ta pretpostavka se ubrzo pokazala točnom, a upravo takav položaj 

uvjetuje i njihovu biološku ulogu (63). Njihovi lanci oligosaharida nalaze se na površini 

stanice u vodenom okolišu i zbog toga su odlične kandidatne molekule za stanično 

prepoznavanje (64). Sukladno tome, glikosfingolipidi su uključeni u patofiziologiju mnogih 

infekcija te služe kao receptori za viruse (65), bakterije i bakterijske toksine. 

Brojni GSL identificirani su kao antigeni krvnih grupa, kao CD (eng. cluster of 

differentiation) molekule, kao specifični stanični površinski biljezi (66). Nakon desetljeća 

istraživanja funkcije GSL, može se zaključiti da je njihova opća funkcija upravo modulacija 

proteina. Taj zaključak temelji se na otkriću čitavog niza proteina koji za optimalnu funkciju 

trebaju baš prisutnost jednog specifičnog GSL. Upravo stoga ne čudi velika raznolikost GSL 

struktura s obzirom da postoji golem broj proteina membranske površine sa kojima GSL 

mogu stupati u interakcije (63, 66). 

 

 

1.3.1. Neutralni glikosfingolipid CD77  

 

Kaveole endotelnih plazma membrana, pa tako i humanog bubrega i organa 

kardiovaskularnog sustava bogate su neutralnim GSL, posebice globotriaozilceramidom, 

Gb3Cer ili CD77 (4, 5). Prilikom sinteze Gb3Cer na glukozilceramid veže se galaktoza 

djelovanjem β1,4-galaktoziltransferaze i nastaje laktozilceramid, na koji α1,4-

galaktoziltransferaza dodaje galaktozu i nastaje globotriaozilceramid (Slika 1.). 
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Slika 2. Globotriaozilceramid 

 

Gb3Cer/CD77 sudjeluje u patogenezi infekcija Escherichia coli 0157: H7 i Shigella 

dysenteriae tip 1, koje uzrokuju gastrointestinalne bolesti, uključujući i hemoragični kolitis i 

još ozbiljniji hemolitičko uremički sindrom (HUS, eng. Hemolytic uremic syndrome), glavni 

uzrok akutnog zatajenja bubrega kod djece (67). Stanice domaćina se oštećuju inhibicijom 

sinteze proteina, stimuliranjem protrombotskih poruka/impulsa ili induciranjem apoptoze. 

Oštećenje krvnih žila tijekom HUS-a  rezultat je djelovanja Shiga toksina (Stx) na endotelne 

stanice krvnih žila (68). Stx su trenutno najvažniji i najbolje okarakterizirani STEC (eng. 

Shiga toxin-producing Escherichia coli) virulentni čimbenici koji mogu uzrokovati 

mikrovaskularno endotelno oštećenje (69).  

Stx je član obitelji AB5 porodice proteinskih holotoksina koji se sastoje od enzimske 

podjedinice (A) nekovalentnom vezom vezan za podjedinicu (B) koja se veže za njegov 

receptor Gb3Cer/CD77 na površini prijemljivih endotelnih stanica (70). Stx, također poznati 

kao verotoksini, nazvani su prema svom selektivnom citotoksičnom djelovanju na Vero-

stanice, stanične loze epitela bubrežnih tubula afričkog zelenog majmuna (70). Podjedinica B 

je pentamer odgovoran za stanično obilježavanje i unutarstanični prijenos holotoksina te može 

vezati od 10 do 15 molekula Gb3Cer (71).  

Već je neko vrijeme poznato da se nakon unutarstaničnog usmjeravanja Stx u jezgrinu 

membranu pokreću signalne kaskade za programiranu smrt stanice (72), te su također Taga i 

suradnici dokazali da vezanjem na receptor CD77 započinje unutarstanična signalna kaskada 

koja uključuje porast koncentracije Ca
2+

 u citosolu, što je kritični korak u procesu apoptoze 

(73).  
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Kalij-kalcij kanali u endotelnim stanicama reguliraju izljev Ca
2+

 (74) te time doprinose 

relaksaciji endotelnih stanica ukazujući da disfunkcija kanala može uzrokovati endotelnu 

disfunkciju, a time i krvožilne bolesti (75). Kalij-kalcij 3.1 kanal ima važnu ulogu u 

proliferaciji i funkciji endotelnih stanica, te ateriosklerozi i angiogenezi krvožilnih stanica. 

Danas je poznato da CD77 uzrokuje disfunkciju kalij-kalcij 3.1 kanala smanjujući aktivnost 

vanstanične kinaze regulirane signalom (ERK) i aktivatora proteina-1, te smanjuje aktivnost 

kanala smanjenjem unutarstaničnih koncentracija fosfatidil inozitol 3-fosfata (PI3P) (7). 

 

 

1.4. Transmembranski fosfoglikoprotein: CD34 

 

1.4.1. Struktura i organizacija CD34 

 

Obitelj CD34 površinskih staničnih transmembranskih proteina obuhvaća CD34 

stanični antigen hematopoetskih prekursorskih stanica, podokaliksin (poznat i kao 

podocalyxin-like protein 1, PODXL) i endoglikan (poznat i kao podocalyxin-like protein 2, 

PODXL2) (76). Rezultat istraživanja izražaja CD34 i podokaliksina dokazao je povećanje 

osjetljivosti pri imunofenotipizaciji leukemijskih blasta u usporedbi s određivanjem samog 

CD34. Zbog toga se čini da je podokaliksin, uz CD34, koristan biljeg hematopoetskih blasta 

(64). 

CD34 je transmembranski fosfoglikoprotein izražen na pretečama hematopoetskih 

stanica i stanicama endotela krvnih žila otkriven 1984. godine (77), široko je korišten kao 

biljeg u izolaciji i identifikaciji hematopoetskih matičnih stanica i prastanica u procesu 

pripreme za transplantaciju koštane srži. Analiza sekvence humanih hematopoetskih CD34 

stanica je otkrila najveći izražaj myc i myb protoonkogena obitelji transkripcijskih proteina, 

koji imaju važnu ulogu u normalnom hematopoetskom razvoju (78, 79) što također ukazuje 

na važnost CD34 u identifikaciji hematopoetskih stanica. U novije vrijeme koristi se i kao 

biljeg u identifikaciji drugih tkivno-specifičnih matičnih stanica, poput mišićnih satelitskih 

stanica i preteča epidermalnih stanica. Članovi CD34 obitelji iskazuju značajna preklapanja u 

izražaju, ali svaki od ovih proteina pokazuje i jedinstveni izražaj u određenim tkivima. Izražaj 

CD34 gotovo je svugdje usko povezan s hematopoetskim stanicama te je pogrešno shvaćeno 

da CD34 pozitivne (CD34+) stanice u nehematopoetskom uzorku predstavljaju 

hematopoetsku kontaminaciju. Danas jaki dokazi upućuju da stanice kao što su mišićne 
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satelitske stanice, intersticijske stanice, keratociti rožnice, epitelne progenitorne i endotelne 

stanice krvnih žila izražavaju CD34 (80). 

 

 

1.4.2. Funkcija CD34 

 

Funkcije CD34 obitelji proteina još uvijek nisu u potpunosti razjašnjene iako im se 

pripisuje čitav niz različitih uloga. Smatra se da CD34 potiče staničnu proliferaciju i/ili 

blokira diferencijaciju prastanica, a podokaliksin i CD34 potiču migraciju hematopoetskih 

stanica. Podokaliksin igra ulogu u staničnoj morfogenezi. Zanimljivo je istaknuti da članovi 

CD34 obitelji ujedno potiču i blokiraju staničnu adheziju (81). 

  Najbolje istražena funkcija CD34 obitelji proteina jest limfocitna adhezija na krvožilni 

endotel i limfatička tkiva (82). Usprkos ovoj jasno istraženoj ulozi u poticanju adhezije, druge 

studije ukazuju da CD34 proteini u većini slučajeva djeluju blokirajući adheziju, kao što je 

kod adhezije mastocita (83). Objašnjenje za ovakvo razilaženje vjerojatno se nalazi u jačini 

izražaja i učinku koje različite razine ovih proteina imaju na druge molekule. CD34 je vrlo 

dobro poznat po svom izražaju na stanicama hematopoetskog sustava i pretpostavlja se da je, 

u fiziološkim uvjetima, potreban za njihovu migraciju. Utvrđeno je da ima sličnu ulogu u 

poticanju i olakšavanju prometa mastocita i eozinofila u periferna tkiva (84). CD34 se smatra 

biljegom endotelno progenitornih stanica koje cirkuliraju u perifernoj krvi te tako obnavljaju 

stjenku krvnih žila (85). Postoji skupina necirkulirajućih zrelih endotelnih stanica koje su 

također CD34+, smještenih u malim krvnim žilama, dok je većina endotelnih stanica u 

velikim venama i arterijama CD34- (86). Rezultati istraživanja Beauchamp i suradnika 

pokazuju da CD34 ima važnu ulogu u regulaciji diferencijacije mišićnih progenitornih stanica 

(87).  

Podokaliksin je neophodan za razvoj i održavanje strukture bubrežnih podocita. Ove 

epitelne stanice građene su od staničnog tijela s brojnim nastavcima te malih, interdigitalnih 

''nožica'' koje se šire iz većih nastavaka. Apikalne površine staničnih tijela i nastavaka 

podocita prekrivene su podokaliksinom, a Podxl -/- miševi uopće nemaju razvijene ''nožice'' 

podocita (12). U glomerularnoj strukturi podokaliksin potiče adheziju, dok na stanicama 

endotela krvnih žila blokira adheziju i pomaže imunostaničnu migraciju u limfne čvorove 

interakcijom sa L - selektinima cirkulirajućih limfocita, slično kao CD34 (88). 
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Fieger i suradnici 2003. godine objavili su da endoglikan, kao i druga dva člana CD34 

obitelji, može funkcionirati kao L-selektin ligand (nakon posttranslacijske modifikacije), no 

on koristi drugačiji mehanizam vezanja, koji jako sliči onome kod glikoproteinski ligand P-

selektina tipa1 (PSGL-1, eng. P-selectin glycoprotein ligand-1) (89). 

Zbog svega navedenog, važno je istaknuti nužnost daljnjeg istraživanja koje će 

rasvijetliti točne uloge članova CD34 obitelji u različitim tkivima (90). 

 

 

1.5. Molekule na staničnoj površini leukocita 

 

Leukociti su stanice imunološkog sustava koje sudjeluju u obrani od infekcija u 

autoimunim bolestima, alergijama i upalama. Interakcija leukocita s njihovom okolinom 

događa se posredovanjem stanične membrane, posebice preko specifičnih membranskih 

proteina (glikoproteina) i glikolipida. Specijalizirana funkcija stanica očituje se u prilagođenoj 

građi stanične površine (91). Molekule na staničnoj površini leukocita su posrednici u 

mnogim interakcijama između imunološkog sustava i antigena, između različitih komponenti 

imunološkog sustava, te između imunološkog sustava i drugih sustava u organizmu, npr. 

živčanog sustava.  

Devedesetih godina prošlog stoljeća Erber i suradnici procjenili su da postoji ukupno 

2500 molekula na staničnoj površini (92). Zola i suradnici 2005. godine ukazali su na 

postojanje više od 4000 različitih molekula na membrani leukocita (93). Karakterizacija i 

nazivlje leukocitnih površinskih molekula je u djelokrugu rada organizacije koja se ranije 

zvala Humani leukocitni diferencijacijski antigeni (HLDA, eng. Human Leukocyte 

Differentiation Antigens), a zatim je preimenovana u Humane stanične diferencijacijske 

molekule (HCDM, eng. Human Cell Differentiation Molecules). Za označavanje i imenovanje 

molekula koje su prisutne na staničnoj površini leukocita koristi se The Cluster of 

Differentiation (CD) protokol. HCDM izdaje CD nazivlje i objavljuje povremene izvještaje o 

novoutvrđenim molekulama na površini humanih stanica (94, 95).  
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1.5.1. Uloga neutrofila u imunološkom sustavu 

 

Neutrofilni leukociti čine veliki udio u broju leukocita te imaju iznimno važnu ulogu u 

obrani organizma od bakterijske infekcije (96). Proces morfološkog sazrijevanja neutrofila 

uključuje različite oblike: mijeloblaste, promijelocite, mijelocite, metamijelocite, štapičaste i 

konačno segmentirane neutrofile, a dozrijevanje se dovršava u koštanoj srži (96, 97). Dio ih se 

tu i pohranjuje, a veći dio prelazi u krvotok (98). Na površini neutrofila nalaze se antigeni koji 

imaju ulogu bioloških senzora, a tijekom procesa sazrijevanja neutrofila dolazi do promjena u 

zastupljenosti tih antigena. Neutrofili u tkivu proizvode agense koji dodatno privlače 

neutrofile, makrofage i T limfocite te reguliraju njihovu aktivnost (96). 

Neutrofili postoje u tri oblika: mirujući (eng. resting, unstimulated), podraženi (eng. 

primed) i aktivirani (eng. activated). U stanjima bez upale, leukociti cirkuliraju krvožiljem u 

mirnom stanju. Podraženi neutrofili su oni koji su došli u doticaj s proupalnim čimbenikom ili 

proizvodom patološkog mikroorganizma što dovodi do sniženja praga potrebnog za aktivaciju 

neutrofila, a aktivirani neutrofili su oni koji su preuzeli ključnu ulogu u patogenezi širokog 

raspona bolesti, uključujući upale uzrokovane unutarstaničnim patogenima, kronične upale i 

tumore (99). 

Dijapedeza neutrofila, uključuje cijeli niz adhezivnih interakcija i međusobnih 

signalnih zbivanja. Kao posljedica kemijskog podražaja i kao reakcija na njega, neutrofili se 

priljubljuju i moraju adherirati na zid krvne žile prije nego započnu aktivni prolazak kroz 

krvožilnu stjenku (100, 101). Nakon toga započinje migracija neutrofilnih leukocita u prostor 

oko krvne žile i u okolno tkivo (ekstravazacija). Kemotaksija je potaknuta čimbenicima koji 

se otpuštaju na mjestu infekcije, poput ulomaka komplementa (posebice C5a), leukotriena, 

čimbenika aktivacije trombocita, bakterijskog peptida (fMLP) i interleukina 8 (102). Nakon 

posredovanja fMLP-a u aktivaciji G proteina i odvajanju βγ podjedinica, slobodna Gα 

podjedinica aktivira fosfatidil inozitol fosfolipazu C (PLC) čime nastaje DAG i IP3 koji 

uzrokuje otpuštanje unutarstaničnog Ca2+
 iz endoplazmatskog retikuluma. DAG i Ca

2+
 

zajedno aktiviraju protein kinazu C. Aktivacija protein kinaze C uzrokuje aktivaciju mnogih 

staničnih signalnih puteva koji reguliraju adheziju neutrofila, dok prolazno povećanje 

koncentracije Ca
2+

 vodi reorganizaciji citoskeleta i aktinskih filamenata gurajući plazma 

membranu naprijed uzrokujući njeno nabiranje (103). 

U procesu zaustavljanja neutrofila na endotel krve žile iznimno važno mjesto imaju 

dvije vrste adhezijskih molekula: selektini i integrini. Selektini posreduju u inicijalnom 

priljubljivanju leukocita za endotelne stanice venula što zatim dovodi do njihovog kotrljanja 
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(eng. rolling) po endotelu krvne žile, a integrini imaju ulogu u adheziji leukocita (104, 105). 

Postoje dvije podobitelji integrina: β1 i β2. Oni su heterodimeri s različitim α lancem, a 

zajedničkim β lancem koji definira obitelj. 

Specijalno u lipidnim splavima, vezanje E-selektina za ligand na staničnoj površini 

povećava unutarstaničnu koncentraciju slobodnog Ca2+
 koji je potreban neutrofilima za 

transendotelnu migraciju (106). Budući da je poznato da E-selektin postoji u lipidnim 

splavima ili je tamo regrutiran, moguće je da vezanje liganda utječe na unutarstaničnu razinu 

Ca
2+

 (107). Schaff i suradnici potvrdili su da unutarstanični Ca
2+

 direktno aktivira β2 

integrine. Rezultati njihova istraživanja dokazuju da povećanje unutarstanične koncentracije 

Ca
2+

 ima važnu ulogu u korelaciji kemotaksije i adhezije, tako što Ca2+
 sinkronizira 

neutrofilno zaustavljanje i migraciju (Slika 3.) (108). Integrini i kanali Ca
2+

 smješteni su u 

nanometarskim razmacima plazma membrane, što objašnjava mogućnost izljeva kalcija u 

olakšavanju neutrofilne aktivacije kao odgovor na kemokin (IL-8) (108). 
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Slika 3. Sinkronizacija neutrofilne regrutacije 

(a) β2 integrini u mirujućim neutrofilima izraženi su u niskoj afinitetnoj konformaciji, 
grupirani oko kalcijevih kanala u blizini kemokinskog receptora CXCR 1. Prepoznavanjem 

IL-8, aktivira se PLC što uzrokuje otpuštanje unutarstaničnog kalcija iz spremišta, a on 
pokreće konformacijsku promjenu u β2 integrin visokog afiniteta. (b) Pod utjecajem sile, β2 

integrin visokog afiniteta stabilizira se vezanjem za ICAM-1 i postaje napet, što rezultira 
povezivanjem kinaze iz Src obitelji s citoplazmatskom domenom integrina i PLCγ. (c) 

Trošenje perifernog kalcija brzo aktivira lokalne kalcijeve kanale, pokrećući izljev Ca2+
. 

Visoka koncentracija Ca
2+

 aktivira RhoA, uzrokujući izmjenu okolnih β2 integrina u integrine 

visokog afiniteta. Oni, stabilizirani ICAM-1 molekulom, uzrokuju neutrofilno usporavanje i 

zaustavljanje (108). 

(CXCR 1 – receptor za kemokin IL-8 tip 1; IL-8 – interleukin 8; PLC – fosfolipaza C; 

ICAM-1 – međustanična adhezijska molekula tipa 1)) 
 

Obitelj selektina čine tri srodne molekule: L-selektin, E-selektin i P-selektin (109). Za 

razliku od drugih adhezijskih molekula, funkcija selektina je ograničena na međudjelovanje 

leukocita i stanica endotela krvnih žila (110). Na površini neutrofila, L-selektin dolazi u 

interakciju sa specifičnim oligosaharidnim strukturama na glikoproteinima stanične površine 

endotela. Na endotelu E-selektin i P-selektin slično prepoznaju specifične neutrofilne 

ugljikohidratne strukture (102). 

L-selektin je izražen na mikrovilima većine leukocita, uključujući sve mijeloidne 

stanice, mirujuće T i B stanice te neke memorijske i efektorske T stanice (111). L-selektin ima 

ulogu u adheziji neutrofila, eozinofila i monocita za endotel krvne žile. L-selektini humanih 

neutrofila imaju na sebi izražene sijalil fukozilirane glikane (glikane tipa sijalil Lewis x ili 

sLe
x
), koji pomažu u interakciji sa E-selektinima (112).  

Zbog brzog izražaja P-selektina na staničnoj površini koja se mjeri u minutama, P-

selektin je idealni kandidat za posredovanje u interakcijama između leukocita i endotela i 

najvjerojatnije je uključen u ranu fazu kotrljanja. Blokiranje funkcije P-selektina in vivo 

značajno smanjuje inicijalno kotrljanje leukocita u venulama (113). 

E-selektin je značajno izražen na endotelu krvnih žila u područjima upale, a smješten 

je u lipidnim splavima (107). U vezanju neutrofila i njihovom kotrljanju niz endotel krvne 

žile, a posredovano E-selektinom, važnu ulogu imaju ligandi na neutrofilima, a među kojima 

su P-selektin glikoproteinski ligand-1 (PSGL-1), L-selektin, E-selektin ligand-1 (ESL-1), 

CD44 te CD43. Sličnost svih ovih liganada je u tome da svi imaju na sebi izražene glikane 

tipa sLe
x, a za koje se smatra da su uključeni u prepoznavanje E-selektina (114).  

Poremećaj lipidnih splavi remeti kotrljanje neutrofila na E-selektinima bez mijenjanja 

membranskog izražaja PSGL-1, L-selektina ili sLe
x
 (115). Izražaj E-selektina snažno potiču 
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različiti upalni medijatori uključujući IL-1, TNF-α, IFN-γ i LPS (116). U in vitro 

istraživanjima, izražaj E-selektina započinje oko 2 sata nakon poticaja citokinima, a njegov 

najveći izražaj nađen je nakon 4 sata. Nakon 12 do 24 sata dolazi do vraćanja razine izražaja 

E-selektina na početne razine, ali na mjestima upale u in vivo okružju njegov izražaj može biti 

kroničan (117). Još devedesetih godina 20. stoljeća rezultati istraživanja Steegmaier i 

suradnika dokazali su da je fukozilacija ESL-1 esencijalna za vezanje E-selektina (118). 

  

 

1.5.2. Biomarkeri na staničnoj površini leukocita: CD11b 

 

Integrini su velika obitelj staničnih površinskih αβ heterodimera koji su uključeni u 

interakcije koje se zbivaju između stanica te stanice i njenog okružja. β2 integrini, koji imaju 

zajedničku β-podjedinicu (β2, CD18), ali različite α-podjedinice (CD11a, CD11b, CD11c i 

CD11d), važni su leukocitni receptori ne samo za funkciju leukocita već i za razvoj upalnog 

odgovora in vivo (119). Geni koji kodiraju četiri α-podjedinice nalaze se na kraćem kraku 

kromosoma 16 (120). 

Integrin CD11b/CD18 (αMβ2) poznat je i pod nazivima Mac-1 i komplementni 

receptor tipa 3 (CR3). On je dominantni β2 integrinski receptor na neutrofilima, makrofagima 

i monocitima (121). Mac-1 ima važnu ulogu u regulaciji funkcije β2 integrina tijekom 

neutrofilne migracije i degranulacije (8). Nije izražen na blastima i promijelocitima. 

Istraživanja u CD11b–/– miševa pokazala su da ovaj integrin ima posebnu ulogu u upalnom 

procesu, dijelom zajedno s integrinom CD11a (122). Njegovu biološku važnost za normalno 

funkcioniranje imunološkog procesa dodatno potvrđuje činjenica da postoje različita 

patološka stanja gdje su integrini defektni ili nedostaju i u tih osoba nedostatak funkcijskih β2 

integrina uzrokuje životno ugrožavajuće infekcije. Slično tome, neprikladno pojačana 

aktivacija leukocitnih integrina također dovodi do štetnih posljedica po zdravlje jer pojačana 

aktivacija β2 integrina doprinosi održavanju i stalnom poticanju upale i razvoju različitih 

autoimunih bolesti (123).  

Molekularna težina CD11b je otprilike 170 kDa. Unutarstanične zalihe CD11b nađene 

su u membranama sekretornih i specifičnih granula (124). U mirujućim neutrofilima odraslih 

osoba, 95% ukupnog staničnog sadržaja CD11b/CD18 kompleksa pohranjeno je i nalazi se 

uklopljeno u membrane specifičnih granula i sekretornih vezikula, a samo 5% izraženo je na 

samoj staničnoj površini (125). Sekretorne vezikule se formiraju tijekom kasnog stadija 
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neutrofilnog sazrijevanja (124). Nakon što proupalni podražaj dovede do stimulacije 

neutrofila, dolazi do pojačanog izražaja CD11b na njihovoj površini (125). Upravo stoga, 

uočavanje pojačanog izražaja CD11b može poslužiti kao pokazatelj da je nastupila aktivacija 

neutrofila (126, 127). 

Kotrljanje pomaže neutrofilima uspostaviti kontakt s upalnim čimbenicima koji su 

izraženi na površini endotela. Ova interakcija stimulira neutrofile na brzo povećanje izražaja i 

dostupnosti β2 integrina (CD11a i CD11b) na površini neutrofila za ligand s endotela – 

međustaničnu adhezijsku molekulu tipa 1 (ICAM-1).  

Za razliku od neutrofilne transendotelne migracije, molekule na površini epitelnih 

stanica i molekularni mehanizam pomoću kojeg neutrofili prolaze kroz epitelne stanice je 

manje poznat. Ipak, poznat je velik broj sličnosti i razlika između neutrofilne transepitelne i 

transendotelne migracije. Važna sličnost između ova dva procesa je ovisnost o β2 integrinu. 

Dok neutrofilna migracija kroz krvožilni endotel koristi i CD11a/CD18 i CD11b/CD18, 

transepitelna migracija neutrofila zahtijeva samo CD11b/CD18 (128). 

Više dosadašnjih istraživanja u svojim rezultatima iznijelo je dokaze da je izražaj 

CD11b/CD18 na površini neutrofila povećan nakon što dođe do aktivacije neutrofila te da se 

ovi biljezi na staničnoj površini neutrofila ponašaju kao aktivacijski antigeni (129, 130). 

Humani leukocitni CD11b je veliki membranski protein koji na sebi sadrži CD15s i CD15s 

srodne strukture koje posreduju u vezanju CD11b i E-selektina (8). 

 

 

1.5.3. Biomarker na staničnoj površini leukocita: CD15s 

 

CD15s protutijela prepoznaju antigen 3-fukozil-N-acetillaktozamin (Lewis x, Le
x
) 

(131). Kod ljudi je CD15s izražen na monocitima, zrelim neutrofilima i mijeloidnim 

stanicama od promijelocita prema zrelijim, što ga čini korisnim staničnim površinskim 

biljegom (132). CD15s nastaje sijalinizacijom distalne laktozaminske jedinice prije njene 

fukozilacije (133) (Slika 4.). 
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Slika 4. Sijalil Lewis X 

 

Već je prije spomenuto da je prvi korak u nakupljanju leukocita u područje upale 

njihovo priljubljivanje uz zid krvne žile te kotrljanje niz njega. Tijekom kotrljanja, adhezivna 

kontaktna zona između stanice i endotela krvne žile brzo se prenosi niz zid krvne žile. Ovo 

zahtijeva brzo razaranje i stvaranje novih adhezivnih veza, a da bi proces tekao neometano 

neophodno je da brzina stvaranja tih veza bude jednaka brzini njihova razaranja. Selektini i 

neki integrini aktivno sudjeluju u ovim procesima (134). Za potpuno razumijevanje uloge 

selektina u reguliranju ekstravazacije leukocita u upalna područja, potrebno je točno utvrditi 

za koju se kemijsku strukturu na staničnoj površini leukocita veže E-selektin. Dakle, sLe
x
 i 

srodne skupine imaju veliku i važnu ulogu u inicijalnim zbivanjima koja prethode 

ekstravazaciji leukocita u upalno tkivo i smatra se da one služe kao ugljikohidratni ligandi za 

E i P-selektin (Slika 5.) (135, 136). 
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Slika 5. Neutrofili se kotrljaju niz zid krvne žile gdje se njihovi površinski ugljikohidrati vezuju na 
selektine endotelne stanice. Nakon aktivacije kemokinom, neutrofili mijenjaju oblik i afinitet svojih 

integrina za endotelnu međustaničnu adhezijsku molekulu. Neutrofili tada dijapedezom u interakciji s 

PECAM-1 i otpuštanjem hidrolaza prolaze kroz kapilarnu membranu. (PECAM-1- trombocitno 

adhezijska endotelna molekula -1; sLe
x
- sijalil-Lewis x ugljikohidrat; ICAM-1-međustanična 

adhezijska molekula-1; VCAM-1-krvožilna adhezijska molekula-1). 

 

 

Sijalil Lewis x (sLe
x
, CD15s) je najmanje je poznati ligand za selektine. On je prvo 

identificiran kao humani tumor-vezujući antigen i nađen je na svim malignim tipovima 

stanica raka. CD15s je izražen na staničnoj površini cirkulirajućih granulocita i monocita te, 

nakon što ih prepoznaju endotelni selektini, posreduju u inicijalnim interakcijama između 

leukocita i endotelnih stanica. U normalnom stanju 90% granulocita izražava CD15 i CD15s 

(137). Berg i suradnici još devedesetih godina 20. stoljeća na temelju istraživanja dokazali su 

da Le
x
 i sLe

x
 koji sadrže mucine te sLex

 koji sadrži i glikolipid mogu prepoznati endotelnu 

leukocitnu adhezijsku molekulu (ELAM-1). Više istraživača je dokazalo da je ELAM-1 

adhezijska molekula (NeuAcα2,3-Galβ1-4(Fucα1,3)-GlcNAc) sLe
x
 antigena (138, 139). 

Interakcijom s ELAM-1 molekulom u akutno i kronično upalnom tkivu sLex
 omogućava 

regrutaciju leukocita, no u pacijenata s gastrointestinalnim, pankreasnim i karcinomom dojke 

u serumu je nađeno povišenje mucina koji bi mogli blokirati ovo vezanje te pridonijeti 

patološkom stanju (135, 140).  
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Chen i suradnici (141) identificirali su monoklonska protutijela, koja su sva bila IgM 

klase, na ugljikohidratne lance antigena CD15 i CD15s. Protu-CD15 protutijela reagirat će s 

CD15s samo onda kada se s njega odstrani sijalinska kiselina (131). Rezultati istraživanja 

dokazuju da su blasti bili negativni za CD15 i slabo pozitivni za CD15s te da je izražaj obaju 

formi značajno porastao s nastavkom procesa sazrijevanja od promijelocita do segmentiranih 

neutrofila, s tim da je u fazi segmentacije došlo do laganog smanjenja izražaja (142). Slično 

istraživanje normalne koštane srži potvrdilo je izražaj CD15s na CD34+ stanicama (143). 

β2 integrini su visoko glikozilirani proteini, a ugljikohidratne skupine na obje 

podjedinice CD11b/CD18 nađene su iznimno bitnima za njihovu urednu funkciju uključujući 

vezanje liganda (144). Zen i sur. su također u svom radu iznijeli direktne dokaze da su obje 

podjedinice, a nakon što su izdvojene s normalnih humanih neutrofila obložene sa sLe
x
 (8). 

Naime, i CD11b i CD18 prepoznaju protu-sLe
x
 protutijela što je dokaz da oba na sebi imaju 

izražene sLe
x
 skupine. Dodatni dokaz je dobiven i nakon što su isti autori izveli 

imunofluorescentno označavanje te fluorescentno-aktivirano stanično skeniranje s ciljem 

utvrđivanja dijele li sLe
x
 skupine i CD11b/CD18 isti lokalizacijski obrazac na neutrofilima i 

imaju li sličan sekrecijski put nakon stimulacije. I jedno i drugo je potvrđeno, odnosno nađena 

je podudarnost u njihovom položaju na staničnoj površini leukocita i u sekundarnim 

granulama neutrofila (8). Iznimno je važna činjenica da je povećan izražaj sLe
x
 na staničnoj 

površini neutrofila istodobno pratio i povećani izražaj CD11b/CD18. Zaključak istraživanja 

Zen i suradnika bio je da je integrin CD11b/CD18 važan glikoprotein čije je vezanje za E-

selektin posredovano sLe
x
 skupinama i da su one iznimno bitne za normalno funkcioniranje 

ovih procesa (8). 
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2. CILJEVI I HIPOTEZE: 

 

Zbog prekomjernog nakupljanja CD77 na CD34+ stanicama, te uloge CD77 u 

disfunkciji kalij-kalcij kanala, a koja je povezana s endotelnom disfunkcijom (7), odlučili smo 

ispitati mogućnost nastanka proupalnog fenotipa kod hiperkalcijemije.  

 

Cilj predložene doktorske teme je određivanje proupalnog fenotipa hiperkalcijemije u 

štakora određivanjem postotka CD77+CD34+ endotelnih stanica srca, bubrega i vene kave, te 

postotak leukocita koji izražavaju biljege CD11b i CD15s. 

 

Hipoteza: 

Postotak leukocita koji izražavaju proupalne biljege CD15s i CD11b značajno će 

porasti u hiperkalcijemijskoj skupini štakora.  

Povećani unos kalcija dovesti će do promjene u postotku CD34+ stanica bubrega, srca 

i vene kave s izraženim biljegom CD77.  
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3. METODE I MATERIJALI 

 

 

3.1. Ustroj istraživanja 

 

Istraživanje je obzirom na pristup eksperimentalno, a s obzirom na namjenu temeljno. 

Što se tiče načina dobivanja podataka, riječ je o eksperimentalnom istraživanju, dok je 

vremenska orijentacija prospektivna jer se podaci skupljaju od početka istraživanja i 

akumuliraju u budućnosti.  

 

 

3.2. Ishod istraživanja  
 

Primarni ishod istraživanja je izražaj pojedinih proupalnih staničnih biljega pri 

hiperkalcijemiji. Protočnom citometrijom odredio se izražaj biljega CD34 i CD77 na 

stanicama srca, bubrega i vene kave, te leukocitnih biljega CD11b i CD15s. Mjerna jedinica 

ishoda je razlika u postotku pozitivnih stanica na istraživane biljege između kontrolne i 

hiperkalcijemične skupine. Cilj analize je utvrditi da li hiperkalcijemija uzrokuje nastanak 

proupalnog fenotipa. 

 

 

3.3. Etička načela 

 

Zbog obavljanja pokusa na životinjama dobiveno je odobrenje od Ministarstva 

poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja (Uprava za veterinarstvo), te je dobivena potvrda 

Etičkog povjerenstva za biomedicinska istraživanja Medicinskog fakulteta Sveučilišta u 

Splitu. 

 Istraživanje se provelo u okviru znanstveno istraživačkog projekta Ministarstva 

znanosti, obrazovanja i sporta Republike Hrvatske „Patobiokemija glikosfingolipidnih 

antigena“ voditeljice izv. prof. dr. sc. Anite Markotić. 
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3.4. Metode istraživanja: 
 

a) Pokusne životinje 

 

Uzorak predstavljaju mužjaci Spraque-Dawley štakora, stari 6 tjedana s 

koncentracijom ioniziranog kalcija u plazmi većom od 1,22 mM. Mužjaci štakora soja 

Spraque-Dawley uzgojani su pod kontroliranim uvjetima (temperatura 22±1°C; uz dnevne 

izmjene 14 sati svjetla i 10 h mraka), životinje su bile hranjene ad libitum s 4RF21 GLP, 

Mucedola (Settimo Milanese, Italija), koja sadrži vitamin D3 1260 U.I./kg, kalcij 9,163 g/kg i 

fosfat 7,589 g/kg. Gornja granica starosti bila je 8 tjedana, a maksimalna težina 210 grama u 

kontrolnoj i hiperkalcijemičnoj skupini. Svaka skupina sadržavala je deset pokusnih životinja. 

Kontrolna skupina je pila normalnu prirodnu vodu. Da bi se uzrokovala hiperkalcijemija, 

ispitivana skupina štakora pila je prirodnu vodu s dodatkom CaCl2 (elementarni kalcij 1,5%) 

tijekom 14 dana prema studiji Miguel Puerro Vincente i suradnika (145). U dobi od 8 tjedna 

štakorima se izvadila krv, te su se uzela tkiva bubrega, srca i vene kave.  

 Sve životinje su žrtvovane produženom anestezijom dietileterom. 

 

 

b) Postupci 

 

Protočna citometrija 

 

Iako postoje mnogi testovi koji koriste protočnu citometriju za analizu staničnih 

obilježja i/ili funkcija, protočna citometrija se ponajviše rabi u cilju imunofenotipizacije, tj. 

obilježavanja specifičnih staničnih biljega. Protočni citometar se sastoji od 3 međusobno 

povezana sustava: protočnog, optičkog i elektronskog. Protočni sustav čine pokretačka 

tekućina, koja je nosač suspenzije stanica, suspenzija stanica i zračni potisak. On omogućuje 

da stanice iz suspenzije pojedinačno laminarnom protokom kroz sustav uske kapilare dolaze 

do snopa laserskog svjetla. Lasersko svjetlo, leće, filtri i osjetnici čine optički sustav. Nakon 

što se stanice obasjaju svjetlom, stupanj raspršenja svjetlosti iste valne duljine pokazatelj je 

fizičkih osobina stanica - veličine i zrnatosti. Dodatno obilježavanje stanica slobodnim ili za 

monoklonska protutijela vezanim fluorescentnim bojama (fluorokromima) rabi se za dodatno 

obilježavanje specifičnih staničnih struktura. Fluorokromi obasjani laserskom svjetlošću 

emitiraju svjetlost veće valne duljine od ulazne svjetlosti, a hvataju je specifični osjetnici 
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protočnog citometra. Elektronski sustav pretvara svjetlosne signale u digitalne signale koji se 

prenose u elektroničko računalo i služe za analizu.  

Za definiciju staničnih populacija najčešće se koristi točkasti dijagram veličine i 

zrnatosti stanica (FSC×SSC) na kojem se postavlja regija (R) analize oko ciljnih stanica iz 

kojih će se analizirati specifični fluorescentni signali.  

 

 

3.4.1. Određivanje koncentracije kalcija u plazmi 

 

Biokemijska analiza: prije žrtvovanja uzorak krvi iz jugularne vene potreban za 

analizu kalcija i biljega izvadio se u vakuum epruvete sa antikoagulansima litij heparinom i 

K-EDTA u laboratoriju za Medicinsku kemiju i biokemiju. Epruveta za određivanje kalcija se 

otpremila u Laboratorij za medicinsko-laboratorijsku dijagnostiku KBC Split gdje je 

koncentracija ioniziranog kalcija u plazmi mjerena ion selektivnom elektrodom na analizatoru 

Blood Gas Analyzer Rapid Lab Model 348, dok se koncentracija ukupnog kalcija mjerila s 

autoanalizatorom AU 2700.  

 

 

3.4.2. Određivanje CD34 i CD77 na staničnoj površini stanica tkiva bubrega, srca i vene 
kave 

 

U Laboratoriju za medicinsku kemiju i biokemiju, nakon žrtvovanja uzelo se tkivo 

bubrega, srca i vene kave kontrolne i skupine štakora sa hiperkalcijemijom, te se usitnilo 

skalpelom u otopini 0,1 M PBS (eng. phosphate buffer solution). Zatim je tkivo inkubirano 30 

min na 37°C uz miješanje u otopini kolagenaze tip IA iz Clostridium histolyticum (SIGMA, 

Saint Louis, Missouri, SAD) koncentracije 0,1% za bubreg i 0,2% za srce i venu kavu. 

Suspenzija stanica je filtrirana pomoću najlonske mrežice širine pora 40 µm te se razrijeđena 

do 1,0 x 10
6 

stanica /ml PBS-a. 10
6
 stanica se inkubiralo 30 minuta na ledu u mraku s protu-

CD77 protutijelom konjugiranim s fluorescein-izotiocijanatom (FITC) proizvedenim u mišu 

(Pharmingen, San Diego, Kalifornija, SAD) i protu-humano CD34 protutijelo konjugirano s 

fikoeritrin-cijanin-5 (PC5) proizvedenim  u mišu (Beckman Coulter, Brea, Kalifornija, SAD). 

Nakon dva ispiranja u 0,1 M PBS-u, stanice su resuspendirane u 1 ml 0,1 M PBS-a te 

se analizirao  postotak stanica koje izražavaju biljege CD34 i CD77.  
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Mjerenja su izvedena na protočnom citometru Epics XL (Beckman Coulter, 

Kalifornija, SAD).  

 

 

3.4.3. Određivanje CD11b i CD15s na staničnoj površini neutrofila 

 

Puna krv (100 µL) je tretirana s FcR reagensom za blokiranje nespecifičnog vezanja 

(Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Njemačka), a zatim inkubirana 30 minuta na 

ledu u mraku s primarnim protu-CD15s protutijelom proizvedenim u mišu (Pharmingen, San 

Diego, Kalifornija, SAD). Nakon ispiranja u 0,1 M PBS, dodano je sekundarno protu-mišje 

protutijelo konjugirano s FITC-om i protutijelo reaktivno na humani CD11b konjugiran s 

fikoeritrinom (PE) (Immunotech, Marseille, Francuska) i inkubirano 30 minuta na ledu u 

mraku. Nakon hemolize eritrocita dodatkom otopine za hemolizu (Red Blood Cell Lysis 

Solution, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Njemačka), dvostruka fluorescencija je 

mjerena na protočnom citometru Epics XL (Beckman Coulter, Kalifornija, SAD). Podaci su 

analizirani pomoću računalnog programa WinMDI, a rezultat izražavan kao postotak 

pozitivno obilježenih stanica. 
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3.5. Hodogram istraživanja 

             

 

 

 

   

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Životinje su razvrstane u skupinu s hiperkalcijemijom kad je nalaz potvrdio 

koncentraciju ioniziranog kalcija u plazmi veću od 1.22 mM. Ispitivanje je provedeno do 

zadovoljenja uvjeta minimalne veličine uzorka hiperkalcijemijske skupine. 

 

 

3.6. Statistički postupci 
 

Ukupni postotak CD34+ stanica je definiran kao zbroj postotaka CD34+CD77    i 

CD34+ CD77+ stanica, ukupni postotak CD77+ stanica kao zbroj postotaka CD34  CD77+ i 

CD34+CD77+ stanica. Ukupni postotak CD15s+ leukocita je definiran kao zbroj postotaka 

CD11b   CD15s+ i CD11b+CD15s+ leukocita, te ukupni postotak CD11b+ leukocita kao zbroj 

postotaka CD11b+CD15s+ i CD11b+CD15s    leukocita. 

Razlike svih parametara (težine štakora, koncentracije ioniziranog i ukupnog kalcija, 

%CD11b+ leukocita, %CD15s+ leukocita, %CD34+ stanica i %CD77+ stanica) između 

Žrtvovanje životinja, 
uzimanje uzoraka za analizu 

 

Laboratorij za medicinsko-laboratorijsku 

dijagnostiku KBC Split; uzorci krvi 

Laboratorij za medicinsku kemiju i 

biokemiju, MEFST; uzorci krvi i tkiva 

  Protočnom citometrijom određivanje biljega 
CD11b i CD15s na leukocitima, te biljega  

CD77 i CD34 na stanicama tkiva bubrega,  

srca i vene kave 

Određivanje razine kalcija 

Rezultati 

Skupina s 

hiperkalcijemijom 

Skupina bez 

hiperkalcijemije 

ANALIZA REZULTATA 
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kontrolne i skupine sa hiperkalcijemijom određene su pomoću Mann Whitney U testa. 

Rezultati su interpretirani na razini značajnosti P˂0,05. 

Korelacija između postotka leukocita koji izražavaju proupalne biljege CD11b i 

CD15s i postotka CD77+CD34+ stanica je procijenjena Pearsonovim koeficijentom 

korelacije. Statistički program koji sekoristio za analizu bio je MedCalc verzija 11.5.1.0. 
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4. REZULTATI 

 

 

Koncentracija ioniziranog kalcija je bila 1.37±0,01 mM u hiperkalcijemičnoj skupini 

nasuprot 1,19±0,03 mM u kontrolnoj skupini štakora (P˂0,001). Koncentracija ukupnog 

kalcija je bila 2,91±0,05 mM u hiperkalcijemičnoj skupini a u kontrolnoj skupini 2,79±0,06 

mM (P=0,125). Postotak ioniziranog kalcija bio je 48±0,3 % u hiperkalcijemičnoj, a u 

kontrolnoj skupini štakora 44±0,96 % (P=0,013).  

U uzorcima srca hiperkalcijemijskih štakora postotak CD34+CD77   stanica bio je 

neznatno niži u odnosu na kontrolnu skupinu (P=0,13, Tablica 1.). Skupina s 

hiperkalcijemičnim štakorima je imala dvostruko niži postotak CD34+CD77   stanica u 

bubregu i sedam puta manji u veni kavi u usporedbi sa skupinom kontrolnih štakora. Postotci 

ukupnih CD77+ i ukupnih CD34+ stanica su se razlikovali između hiperkalcijemijske i 

kontrolne skupine, ali bez statističke značajnosti.  

 

 

Tablica 1. Različite stanične subpopulacije u suspenziji stanica srca, bubrega i vene kave 

kontrolnih i hiperkalcijemijskih štakora  
 

______________________________________________________________________________________ 

 

  TKIVO  Stanične subpopulacije  Kontrola (%)            Hiperkalcijemija (%) 

______________________________________________________________________________________ 

 

SRCE  CD34+CD77-   1.11  0.34   0.31  0.16  

    

        CD34+CD77+   0.81  0.32   0.19  0.08   

 

CD34-CD77+   0.16  0.06   0.12  0.04  

 

Ukupni CD34+   1.92  0.63  0.50  0.22 

 

Ukupni CD77+   0.97  0.34  0.31  0.11  

______________________________________________________________________________________

   

BUBREG CD34+CD77-   0.88  0.13   0.39  0.17 * 

    

CD34+CD77+   1.16 0.29   1.22  0.29   

 

CD34-CD77+   1.90  0.44   1.56  0.66  

 

Ukupni CD34+   2.04  0.51  1.61  0.44 
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Ukupni CD77+   3.07  0.39  2.78  0.66 

______________________________________________________________________________________

  

VENA KAVA CD34+CD77-   3.27  0.86  0.42  0.20 ** 

    

CD34+CD77+   2.90  0.86   1.37  0.68   

 

CD34-CD77+   1.15  0.34   3.03  1.51 

 

Ukupni CD34+   6.17  1.68  1.79  0.80 

 

Ukupni CD77+   4.05  1.13  4.4  2.00 

______________________________________________________________________________________ 

 

Rezultati su izraženi kao srednja vrijednost  standardna pogreška  

 

* P = 0.043  

 

** P = 0.010  

 

 

Postotci CD11b+CD15s+ i ukupnih CD15s+ leukocita bili su značajno povećani u 

hiperkalcijemijskoj skupini (Tablica 2.). Postotak ukupnih CD15s+ leukocita bio je 14 puta 

veći nego % ukupnih CD11b+ leukocita u kontrolnoj skupini (25,74 naspram 1,79) i 8 puta 

veći (28,82 naspram 3,36) u hiperkalcijemijskoj skupini. 

 

 

Tablica 2. Različite leukocitne CD11b+ i CD15+ subpopulacije u kontrolnim i 

hiperkalcijemijskim štakorima. 
 

___________________________________________________________________________ 

 

  Leukocitne subpopulacije Kontrola (%)  Hiperkalcijemija (%) 

___________________________________________________________________________ 

 

CD11b+CD15s-   1.00  0.29   1.50  0.37    

 

CD11b+CD15s+   0.79  0.16   1.86  0.36 *  

 

CD11b-CD15s+   24.95  0.79  27.87  0.76   

 

Ukupni CD11b+   1.79  0.47  3.36  0.75    

 

Ukupni CD15s+   25.74  0.86  28.82  1.01 ** 

____________________________________________________________________________ 
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Rezultati su izraženi kao srednja vrijednost  standardna pogreška  

 

* P = 0.009  

 

** P = 0.039 
 

 

Nije postojala značajna statistička korelacija između postotka CD11b+CD15s+ 

leukocita i CD34+ CD77- stanica u vene kave i bubrega, kao ni između postotka ukupnih 

CD15+ leukocita i CD34+ CD77- stanica vene kave i bubrega (Tablica 3.) Korelacija između 

svih drugih staničnih subpopulacija (svi bez statističke značajnosti) su također prikazani u 

Tablici 3. 

 

Table 3. Korelacija između različitih staničnih subpopulacija srca, bubrega i vene kave. 

 

____________________________________________________________________________________ 

 

Tkivne stanične subpopulacije     Leukocitne populacije 

    CD11b+CD15s+  Ukupni CD11b+  Ukupni CD15s+ 

     

       r    P       r     P      r      P 

____________________________________________________________________________________ 

Srce CD34+ CD77-  – 0.42 0.28  – 0.52 0.17  – 0.46 0.24 

   

      CD34+ CD77+  – 0.28 0.49  – 0.23 0.58  – 0.10 0.80 

 

Ukupni CD34+  – 0.44 0.26  – 0.51 0.18  – 0.40 0.32 

____________________________________________________________________________________ 

  

Bubreg CD34+CD77-  – 0.41 0.31  – 0.19 0.65  – 0.41 0.30 

     

CD34+CD77+  – 0.29 0.47  – 0.38 0.35  – 0.28 0.48 

 

Ukupni CD34+  – 0.41 0.30  – 0.47 0.23  – 0.41 0.30 

____________________________________________________________________________________  

Vena  

kava CD34+CD77-  – 0.49 0.22  – 0.58 0.13  – 0.58 0.12 

 

 CD34+CD77+  – 0.45 0.25  – 0.40 0.31  – 0.25 0.54 

 

Ukupni CD34+  – 0.50 0.20  – 0.60 0.11  – 0.35 0.38 

____________________________________________________________________________________ 

 

Rezultati su izraženi kao srednja vrijednost  standardna pogreška  
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5. RASPRAVA 

 

Cilj ovog istraživanja bio je odrediti proupalni učinak hiperkalcijemije pomoću CD15s 

i CD11b biljega na leukocitima te biljega CD77 na CD34+ endotelnim stanicama u suspenziji 

stanica tkiva srca, bubrega i vene kave. Hiperkalcijemija je uzrokovala smanjenje postotka 

CD34+CD77- endotelnih stanica u bubregu i veni kavi istodobno s povećanjem postotka 

leukocita koji izražavaju biljege CD11b i CD15s. 

Kalcij je vrlo važan za mnoge fiziološke procese kao što su kontrakcija skeletnog, 

srčanog i glatkog mišića, zgrušavanje krvi i prijenos živčanih signala. Podražljive stanice, 

poput neurona, osjetljive su na promjene u koncentraciji kalcija, te porast koncentracije 

kalcijevih iona iznad normalne razine (hiperkalcijemija) sve više potiskuje aktivnost živčanog 

sustava. Paratireoidni hormon (PTH) snažno utječe na funkcionalne učinke vitamina D u 

organizmu jer pri smanjenoj koncentraciji PTH, stvaranje 1,25-(OH)2D3 gotovo potpuno 

prestaje. Nadalje koncentracija kalcija u plazmi obrnuto proporcionalno utječe na 

koncentraciju 1,25-(OH)2D3 u plazmi, tako što inhibira lučenje PTH (12). Pacijenti s blagim 

primarnim hiperparatireoidizmom i normalnom renalnom funkcijom pokazuju znakove upale 

i endotelne disfunkcije (146). In vitro, PTH u normalnim koncentracijama regulira endotelni 

stanični izražaj proupalnog i arteriosklerotskog medijatora interleukina-6 (147), rezultati 

istraživanja Kosch i suradnika također pokazuju poboljšanje endotelne funkcije nakon 

paratireoidektomije pri primarnom hiperparatireoidizmu (148).  

Istraživanja iz 2012. godine ukazuju na mogućnost povećanja kardiovaskularnih 

bolesti i smrti pri stalnom povećanju koncentracije fosfata (149). In vitro, kultura endotelnih 

stanica u koncentraciji fosfata od 2,5 mM u bubrezima pokazuje smanjenu aktivnost sintaze 

NO (150) i povećanu apoptozu (151). Direktni utjecaj fosfata na oksidativnu fosforilaciju i 

stanični metabolizam mogao bi doprinijeti oksidativnom stresu i disfunkciji endotelnih stanica 

(152, 153). Iako postoji mogućnost da hiperkalcijemija utječe na koncentraciju fosfata, 

vrijednosti PTH i fosfata nismo određivali u ovoj studiji. 

U ovoj studiji, hiperkalcijemija na modelu štakora je izazvana prema radu Puero 

Vicente i suradnika (145). U tom modelu, hiperkalcijemija se pojavljuje 2 dana nakon početka 

pijenja vode s kalcijem dok koncentracija ukupnog i ionskog kalcija u plazmi ostaje visoka 14 

dana, ali ipak nešto niža nego nakon 2 dana. Blago smanjenje Ca2+
 od drugog prema 

četrnaestom danu je mogući odgovor na promjenu koncentracije kalcija hormonima 

uključujući PTH. To izlučivanje PTH se pojavljuje kao odgovor na smanjeni serumski kalcij, 

pa u ovoj studiji možemo pretpostaviti niži PTH kod hiperkalcijemijske skupine a niža 
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koncentracija PTH znači i manje oslobađanje fosfata iz kosti, ali i manju bubrežno izlučivanje 

fosfata. Zbog toga je naša pretpostavka da je promatrani proupalni fenotip leukocita i stanica 

endotela štakora u ovoj studiji uzrokovan direktno hiperkalcijemijom, no utjecaj mogućeg 

fosfatnog izljeva ne može biti isključen.  

 Rasprava je dodatno ograničena smanjenim volumenom otopine koju su životinje pile 

i vrijednostima pH u krvi. Postoji sklonost nižoj tjelesnoj težini u hiperkalcijemičnoj skupini 

štakora u usporedbi s životinjama u kontrolnoj skupini u ovoj, ali i u studiji Puero Vincente i 

suradnika (145). Možemo pretpostaviti da nema značajne razlike u volumenu otopine koju su 

životinje pile u odnosu na gore spomenutu studiju. Također je dokazano da vanstanična 

acidoza povećava kemotaksiju neutrofila (154) i izražaj endotelnog E-selektina (155) koji 

reagira kao receptor za CD11b i CD15s leukocitne antigene. Povećan pozitivni naboj na 

proteinima u acidemiji uzrokuje smanjeno vezanje Ca
2+

 na protein i povećanje koncentracije 

ioniziranog kalcija (kao frakcije ukupnog kalcija). Dobiveni rezultati većeg postotka 

ioniziranog kalcija u hiperkalcijemijskim životinjama u ovoj studiji pokazuju da acidemija 

može povećati postotak leukocita koji izražavaju proupalne biljege CD11b i CD15s. 

 Drugo stanje slično kroničnoj i akutnoj upali je vaskularna kalcifikacija (156). 

Vaskularna kalcifikacija uzrokuje programirane procese osteogeneze i aktivnost proupalnih 

citokina na endotelu (157). Buduće studije su potrebne da bi se moglo zaključiti da li je 

povećanje ukupnog postotka CD15s+ leukocita samo okidač kalcifikacije ili su one posljedica 

kalcifikacije u ovoj studiji. 

Početni koncept lipidnih splavi bio je da predstavljaju male, diskretne platforme 

membrane koje funkcioniraju kao signalizacijski organizatori (38). No, danas ih povezujemo s 

mnogim važnim ulogama u biološkim procesima: apoptozom, prijenosom signala, virusnim 

infekcijama, staničnom adhezijom i migracijom. Lipidne splavi imaju i važnu ulogu tijekom 

egzocitoze i endocitoze. Za mnoge od ovih fizioloških procesa zna se da zahtijevaju Ca2+
, pa 

se pretpostavilo da lipidne splavi reguliraju ove procese manipuliranjem signalizacije kalcija 

(2).  

Kaveole endotelnih plazma membrana, pa tako i humanog bubrega i organa 

kardiovaskularnog sustava bogate su neutralnim glikosfingolipidima (GSL), posebice 

globotriaozilceramidom, Gb3Cer ili CD77 (158, 159). Brojni GSL su identificirani kao 

antigeni krvnih grupa, kao CD molekule, kao specifični stanični površinski biljezi (66). Danas 

je poznato da CD77 uzrokuje disfunkciju kalij-kalcij kanala smanjujući aktivnost vanstanične 

kinaze regulirane signalom (ERK) i aktivatora proteina-1, te smanjuje aktivnost kanala 

smanjenjem unutarstaničnih koncentracija PI3P (7). Kalij-kalcij kanali u endotelnim 
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stanicama reguliraju izljev Ca
2+

 (74) čime doprinose relaksaciji endotelnih stanica te tako 

ukazuju da disfunkcija kanala može uzrokovati endotelnu disfunciju, a time i krvožilne bolesti 

(75). Poremećaj u razgradnji CD77 dovodi do njegovog nakupljanja, a ono posljedično 

srčane, bubrežne i cerebrovaskularne bolesti (6). Zbog toga su tkiva od interesa za 

određivanje izražaja CD77 u ovoj studiji bubreg, srce i krvna žila. Prijašnje analize biljega 

CD77 u krvnim žilama pokazala su veći izražaj u venama nego u arterijama. Endotelne 

stanice humane umbilikalne vene izražavaju veći sadržaj CD77 nego humane 

mikrovaskularne endotelne stanice mozga (160). U svježe smrznutoj humanoj mišićnoj sekciji 

(presjeku) postojala je reakcija na protu-CD77 protutijelo u kapilarama, venama i venulama, 

ali ne i u arteriolama i arterijama (161). CD77 je specifični bubrežni endotelni receptor za 

Shiga toxin iz Escherichia coli, što dokazuje i istraživanje na endotelnim stanicama humane 

pupčane vene (162). 

 Endotelne lipidne splavi su klasificirane ovisno o svojoj funkciji na: splavi za 

međuendotelnu komunikaciju, splavi koje sudjeluju u imunološkoj adheziji i migraciji stanica 

preko endotela i splavi povezane s transendotelnim transportom hranjivih tvari i iona (163). 

Kalcijev signal može biti koordiniran organizacijom specifičnih kanala, pumpi, pufera, 

izmjenjivača i proteina u zajedničkim mikrodomenama (2, 3). Membranske splavi 

omogućavaju ovakve mikrodomene u kojima specifični signalni događaji mogu biti efikasno 

zaustavljeni. S druge strane prekomjerno nakupljanje CD77 uzrokuje disfunkciju kalij-kalcij 

kanala (7).  

Postotak CD34+ CD77   stanica bubrega i vene kave u ovoj studiji pokazuju visoku 

osjetljivost na izljev kalcija. Skupina s hiperkalcijemičnim štakorima je imala dvostruko niži 

postotak CD34+ CD77    stanica u bubregu i sedam puta manji u veni kavi u usporedbi sa 

skupinom kontrolnih štakora. Postotci ukupnih CD77+ i ukupnih CD34+ stanica su se 

razlikovali između hiperkalcijemijske i kontrolne skupine, ali bez statističke značajnosti. 

(Tablica 1.). Ovi rezultati su značajni obzirom da je istraživanje iz 2008. godine dokazalo da 

se unosom kalcija glikoprotein kadherin na endotelu krvnih žila raspada što doprinosi pucanju 

adherentnih veza tijekom endotelne stanične aktivacije i apoptoze (164). To nas navodi na 

pretpostavku da CD34+ CD77   stanice, zbog svog siromašnijeg sadržaja lipidnih splavi, 

podliježu većem obujmu razdvajanja adherentnih veza tijekom aktivacije endotelnih stanica i 

apoptoze uzrokovane izljevom Ca
2+

. 

 Leukocitni fenotip se mijenja tijekom blage hiperkalcijemije u ovoj studiji, 

povišenjem postotka leukocitna koji imaju CD11b i CD15s glikoantigene. Rezultati 

istraživanja kojima je u centru pozornosti bio proces kotrljanja leukocita niz zid krvne žile i 
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njihova adhezija, pokazali su da CD15s i njemu slične strukture koje su izražene na staničnoj 

površini leukocita imaju važnu ulogu u inicijalnim zbivanjima ekstravazacije leukocita u tkivo 

(165). Humani leukocitni CD11b je veliki membranski protein koji na sebi sadrži CD15s i 

CD15s srodne strukture koje posreduju u vezanju CD11b i E-selektina (8). Nakon što 

proupalni podražaj dovede do stimulacije neutrofila, dolazi do pojačanog izražaja CD11b na 

njihovoj površini (125). Upravo stoga, uočavanje pojačanog izražaja CD11b može poslužiti 

kao pokazatelj da je nastupila aktivacija neutrofila (126, 127). Njegovu biološku važnost za 

normalno funkcioniranje imunološkog procesa dodatno potvrđuje činjenica da postoje 

različita patološka stanja gdje su integrini defektni ili nedostaju i u tih osoba nedostatak 

funkcijskih β2 integrina uzrokuje životno ugrožavajuće infekcije. U vezanju neutrofila i 

njegovom kotrljanju niz endotel krvne žile, a posredovan E-selektinom, važnu ulogu imaju 

ligandi na neutrofilima a među kojima su PSGL-1 (166), L-selektin (CD62L), E-selektin 

ligand 1 (167), CD43 (168) i CD44 (169). Svi ovi ligandi su slični jer svi izražavaju sLex
 ili 

CD15s koji sudjeluje u prepoznavanju E-selektina (112, 167, 170). Postotci CD11b+ CD15s+ 

i ukupnih CD15s+ leukocita bili su značajno povećani u hiperkalcijemijskoj skupini (Tablica 

2.). Postotak ukupnih CD15s+ bio je 14 puta veći nego % ukupnih CD11b+ leukocita u 

kontrolnoj skupini (25,74 naspram 1,79) i 8 puta veći (28,82 naspram 3,36) u 

hiperkalcijemijskoj skupini. Nekoliko puta veći postotak ukupnih CD15s+ leukocita nego što 

je % ukupnih CD11b+ leukocita u hiperkalcijemijskoj i kontrolnoj skupini mogao bi biti 

posljedica većeg afiniteta protu-CD15s protutijela na sLe
x–tip glikoepitopa CD11b 

glikoproteina nego što je afinitet protu-CD11b protutijela na peptidni epitop Mac-1 

glikoproteina CD11b.  

U dijelu ranijih istraživanja preporučeno je da se analiza i određivanje izražaja biljega 

na staničnoj površini neutrofila učini neposredno nakon uzimanja uzorka krvi, a s ciljem 

izbjegavanja apoptoze (171). Nestabilni izražaj CD11b je nađen u nekim istraživanjima (172). 

Upravo zbog toga, a s ciljem izbjegavanja stanične apoptoze što je više moguće, analiza svih 

uzoraka krvi u ovom istraživanju urađena je unutar 4 sata od uzimanja uzorka krvi. Svi 

postupci bili su u skladu s ranije objavljenim protokolom iz istraživanja koje je pokazalo da je 

određivanje izražaja CD11b unutar 24 sata od uzimanja uzorka krvi pouzdana metoda čiji su 

rezultati reproducibilni (173). 

Rezultati ovog istraživanja pokazuju da postotak leukocita koji izražavaju biljege 

CD11b i CD15s može biti pokazatelj proupale u štakora uzrokovane hiperkalcijemijom. 
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6. ZAKLJUČAK 

 

 

1. Postotak leukocita koji izražavaju proupalne biljege CD15s i CD11b je porastao u 

hiperkalcijemičnih štakora u odnosu na kontrolnu skupinu.  

 

2. Povećani unos kalcija doveo je do smanjenja postotka CD34+ stanica bubrega, srca i 

vene kave s izraženim biljegom CD77. 

 

3. Postotak CD11b+ CD15s+ leukocita mogao bi biti mjera proupalnog učinka kod blage 

hiperkalcijemije. 

 

4. Rezultati ovog istraživanja ukazali su da povećani unos kalcija uzrokuje proupalni 

fenotip leukocita i endotelnih stanica tkiva. 
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7. SAŽETAK 

 

 

Mikrodomene endotelnih plazma membrana, takozvane lipidne splavi/kaveole, bogate 

su neutralnim glikosfingolipidima, globotriozilceramidom Gb3Cer ili CD77. Nekoliko 

membranskih Ca
2+

 kanala i pumpi nađeni su u lipidnim splavima/kaveolama. Povećani unos 

Ca
2+

 mogao bi uzrokovati endotelni proupalni fenotip. Zbog toga je cilj ove studije odrediti 

utjecaj hiperkalcijemije u štakora određivanjem izražaja CD77 na CD34+ endotelnim 

stanicama srca, bubrega i vene kave. Potencijalni proupalni fenotip uzrokovan kalcijem 

određen je izražajem CD11b i CD15s na leukocitima. Da bi se uzrokovala hiperkalcijemija, 

Spraque-Dawley mužjacima štakora davana je 1,5% otopina CaCl2 tijekom 14 dana. Izražaj 

CD77 na CD34+ endotelnim stanicama stanične suspenzije srca, bubrega i vene kave, te 

izražaj leukocitnih CD11b i CD15s u hiperkalcijemijskoj i kontrolnoj skupini štakora 

određeni su protočnim citometrom. Koncentracija ioniziranog kalcija u plazmi je bila 1,37 ± 

0,01 mM u hiperkalcijemijskoj naspram 1,19 ± 0,03 mM u kontrolnoj skupini štakora. 

Skupina s hiperkalcijemičnim štakorima pokazala je statistički značajno niži postotak 

CD34+CD77   stanica u bubregu i veni kavi uz istodobno povećanje postotka leukocita koji 

imaju izražene proupalne biljege CD11b i CD15s.  

Pretpostavlja se da su plazma membrane CD77   endotelnih stanica siromašnije u 

lipidnim mikrodomenama, a time slabije u kontroli Ca
2+

 izljeva. Postotak CD11b+CD15s+ 

leukocita mogao bi biti mjera proupalnog učinka kod blage hiperkalcijemije.  
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HYPERCALCEMIA INDUCES A PROINFLAMMATORY PHENOTYPE IN RAT 

LEUKOCYTES AND ENDOTHELIAL CELLS 

 

 

7.1. Abstract 

 

 

Endothelial plasma membrane lipid microdomains, so called lipid rafts/caveolae, are 

rich in neutral glycosphingolipid, globotriaosylceramide, Gb3Cer or CD77. Several plasma 

membrane Ca
2+

 channels and pumps are located in lipid rafts/caveolae. Increased Ca
2+

 influx 

could cause the development of an endothelial proinflammatory phenotype. Therefore, the 

aim of this study was to estimate effects of hypercalcemia in rats by determination of CD77 

expression on CD34+ endothelial cells in heart, kidney and vena cava. In addition, potential 

proinflammatory calcium effect was estimated by CD11b and CD15s expression on 

leukocytes. To achieve hypercalcemia, Sprague-Dawley male rats were drinking CaCl2 

solution with a concentration of 1.5% elemental calcium during 14 days. CD77 expression on 

CD34+ endothelial cells in cell suspensions of heart, kidney and vena cava, as well as 

leukocyte expression of CD11b and CD15s in hypercalcemic and control rats were 

determined by flow cytometry. Ionized calcium concentration in plasma was 1.37  0.01 mM 

in hypercalcemic vs. 1.19  0.03 mM in control rats. Hypercalcemic group showed 

statistically significantly decreased proportion of endothelial CD34+CD77- cells in the kidney 

and vena cava in parallel with increase of percentage of leucocytes expressiong 

proinflammatory markers CD11b and CD15s.  

In conclusion, it is tempting to speculate that plasma membranes of glycosphingolipid 

CD77- endothelial cells are poorer in caveolae lipid microdomains and therefore weaker in 

controlling of Ca
2+

 influx. The percentage of CD11b+CD15s+ leukocytes could be a measure 

of proinflammatory effects of mild hypercalcemia. 
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