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Saţetak 

ODREĐIVANJE HLAPLJIVIH AROMATSKIH UGLJIKOVODIKA, ENZIMA MATRIKS 

METALOPROTEINAZE-9 I IMUNOLOŠKOG STATUSA KAO POKAZATELJA 

RAZVOJA BOLESTI OKOLIŠA 

Cilj istraživanja: Čimbenici koji dovode do patogeneze i razvoja bolesti okoliša još uvijek 

nisu u dovoljnoj mjeri poznati. Svjetska zdravstvena organizacija pod pojmom bolesti 

okoliša opisuje bolesti primarno uzrokovane onečišćenjem zraka i vode, kemijskim i 

fizikalnim čimbenicima, radijacijom, kontaminiranom hranom i direktnim kontaktom s 

toksinima kojima smo izloţeni u prirodnoj i/ili radnoj sredini, te je njihova učestalost u 

razvijenim zemljama zapada u posljednjih nekoliko desetljeća u velikom porastu. Cilj 

ovog istraţivanja bio je ispitati mogućnost odreĎivanja pokazatelja razvoja bolesti 

okoliša: hlapljivih aromatskih ugljikovodika, enzima matriks metaloproteinaze-9 i 

imunološkog statusa.  

Ispitanici i metode: Ispitivanja smo vršili u profesionalno izloţenih djelatnika hlapljivim 

aromatskim ugljikovodicima (brodogradilišta Viktor Lenac u Rijeci i Kraljevica u 

Kraljevici) u odnosu na stanovnike urbanog (Rijeka) i ruralnog područja (Mali Lošinj). 

Procjenu imunološkog statusa vršili smo protočnom citometrijom i odreĎivali fenotipsku 

pripadnost mononuklearnih stanica periferne krvi, te unutarstaničnim bojanjem citolitički 

potencijal ovih stanica. Metodu enzimskog imunoeseja (ELISA) koristili smo se za 

odreĎivanje izraţaja enzima matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9), a plinsku 

kromatografiju za odreĎivanje BTEX-a (benzen, toluen, m/p ksilen i o-ksilen). Statistički 
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podaci su izračunati uz pomoć kompjuterskog programa Statistica 7.1. Grafički i 

tabelarni prikaz učinjen je koristeći Excel program.  

Rezultati: profesionalno izloţena skupina ima statistički značajno povišene vrijednosti 

MMP-9 i BTEX-a u urinu, kao i ukupni perforin, te postotak stanica uroĎene imunosti 

(NKT i T regulacijskih stanica), dok su vrijednosti  NK stanica i CD56+P+ stanica 

statistički značajno sniţene.  

Zaključak: Naši rezultati su pokazali veliki porast enzima MMP-9 i BTEX-a u urinu  

djelatnika profesionalno izloţenih hlapljivim aromatskim ugljikovodicima, udruţen s 

porastom stanica uroĎene imunosti (NKT i T regulacijskih stanica) u perifernoj krvi, čije 

praćenje bi moglo pridonijeti ranijem otkrivanju bolesti okoliša s posljedičnim ranijim i 

učinkovitijim liječenjem.  

 

KLJUČNE RIJEČI: Bolesti okoliša; hlapljivi aromatski ugljikovodici; imunološki status; 

matriks metaloproteinaza-9; regulacijske stanice T.   
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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 Lošinj). 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.  
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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 
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1.1. Pregled područja istraţivanja 

   Čimbenici koji dovode do patogeneze i razvoja bolesti okoliša (engl. environmental 

diseases) još uvijek nisu u dovoljnoj mjeri poznati. Bolesti okoliša su po definiciji svjetske 

zdravstvene organizacije (engl. World Health Organization-WHO) bolesti primarno 

uzrokovane onečišćenjem zraka i vode, kemijskim i fizikalnim agensima, radijacijom, 

kontaminiranom hranom i izravnim dodirom s toksinima kojima smo izloţeni u prirodnoj 

i/ili radnoj sredini, posljedično dovodeći do njihove povećane učestalost u razvijenim 

zemljama zapada u posljednjih nekoliko desetljeća. Mnoge od njih danas (astma, 

alergijski rinitis, kronična opstruktivna plućna bolest) predstavljaju veliki javno-

zdravstveni problem, te je potrebno što ranije prepoznati okolišne toksine i utvrditi 

mehanizme njihova djelovanja kako bi se postigli što bolji preventivni i terapijski učinci. 

Izraz «bolesti okoliša» tek se u novije vrijeme počeo pojavljivati, kako u svjetskoj, tako i 

u našoj znanstvenoj literaturi, iako su neka od tih oboljenja već odavna poznata. U 

posljednjem desetljeću, sve se više javno govori o problematici "suţivota" zagaĎenja 

okoliša i zdravog (kvalitetnog) ţivljenja. Neosporna je činjenica da je industrijski 

napredak neophodan, ali se danas, u svijetlu novih saznanja o njegovoj štetnosti, sve 

više pokušava suzbiti negativne strane napretka u odnosu na ljudsko zdravlje. Pojam 

okolišnih bolesti stekao je zavidan status u modernim znanstvenim istraţivanjima, jer je 

dokazano da su povišene koncentracije toksičnih i karcinogenih zagaĎivala u okolišu 

neposredan uzrok povišene pojavnosti različitih karcinoma i teških oblika bolesti okoliša 

(KOPB, astma), kako kod pojedinca tako i populacije koja ţivi i radi u takvom okruţenju. 

Stanovanje na urbanim područjima povezano je sa čitavim nizom ozbiljnih rizika za 

ljudsko zdravlje, ukoliko se usporeĎuje sa stanovanjem u ruralnim područjima koja nisu 

pod utjecajem okolišnog zagaĎenja, čiji je glavni izvor industrijski i prometni civilizacijski 
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napredak. Različite toksične tvari koje se svakodnevno ispuštaju u okoliš dovode do 

porasta učestalosti oboljenja u ljudi i poremećaja u biološkoj ravnoteţi ţivih bića. Mnoge 

od tih tvari imaju vrlo jaka toksična djelovanja, a kako se slabo razlaţu u vodi i dugo 

ostaju u samom okolišu, ljudski organizam je dugotrajno izloţen njihovom djelovanju. 

Toksične tvari mogu djelovati na ţive organizme neposredno ukoliko oštećuju 

površinske dijelove epitela  i ulaze u unutrašnje organe, te posredno ukoliko djeluju na 

ekološke uvjete (npr. promjenom bilo kojeg okolišnog čimbenika). Biološka akumulacija 

neke toksične tvari u ljudskome organizmu ovisi o čitavom nizu svojstava samog 

zagaĎivala (kemijska struktura, postojanost, meĎusobno djelovanje različitih tvari) i 

karakteristikama samog organizma (fiziološkim, biokemijskim, genetskim, zdravstvenim, 

stanju uhranjenosti). Na biološko nagomilavanje (akumulacija) neke toksične tvari osim 

navedenih svojstava organizma i zagaĎivala, djeluju i uvjeti okoliša kao što su 

temperatura, vlaţnost, ultraljubičasto zračenje i drugi. Hlapljivi aromatski ugljikovodici 

kao što su benzen, toluen, etilbenzen, m/p-ksilen i o-ksilen (BTEX), izlučuju se iz 

organizma manjim dijelom u nepromijenjenom obliku putem izdahnutog zraka, a 

najvećim dijelom u obliku metabolita preko bubrega urinom gdje je manje od 1% u 

nepromijenjenom obliku (1). Putem izdahnutog zraka manja količina navedenih spojeva 

izlazi iz organizma, a najbolji pokazatelj odstranjenja je biološki polu-ţivot koji se 

razlikuje ovisno o vrsti tkiva: manje od 5 minuta za krv; nekoliko minuta do nekoliko sati 

za mišiće i nekoliko sati do nekoliko dana za masno tkivo (2).  

   Hlapljivi aromatski ugljikovodici (BTEX) su spojevi koji se ispuštaju u okoliš putem 

ispušnih plinova automobila, rada brojnih industrijskih postrojenja i spaljivanjem 

komunalnog otpada. Najopasniji po ljudsko zdravlje je benzen, kojeg je još davne 1982. 

godine agencija IARC (engl. International Agency for Research on Cancer) svrstala u 
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kategoriju ljudskih karcinogena. Mnoga su istraţivanja dokazala vrlo jako toksično i 

genotoksično djelovanje benzena u odnosu na ljudsko zdravlje. U istraţivanjima koja se 

bave proučavanjem toksičnog djelovanja BTEX-a na ljudsko zdravlje, isti se odreĎuju 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 istraţivanjima urbanih područja koja su opterećena gradskim 

prometom, radom naftnih rafinerija, koncentracije BTEX-a prisutnih u zraku su statistički 

značajno više od koncentracija na ruralnim područjima (4). Većina se istraţivanja 

provodi tijekom zimskih mjeseci, jer je čitav niz okolišnih čimbenika (slabija fotokemijska 

razgradnja, velika vlaţnost, niske temperature) usko povezana s povećanom 

koncentracijom i duţom postojanošću BTEX-a u samom okolišu, a posljedično tome i 

njihovom većom biološkom akumulacijom u ljudskom organizmu (5-7). Upravo je 

izloţenost navedenim spojevima povezana s povećanim rizikom za ljudsko zdravlje (8). 

Oni su prije svega najčešće detektirani spojevi koji se nalaze u urbanome zraku, a 

povezani su s čitavim nizom razvoja bolesti okoliša (9, 10). 

   Izloţenost benzenu je često povezana s povećanom učestalošću razvoja leukemija i 

solidnih tumora (11), te su mnoga znanstvena istraţivanja ukazala na vezu izmeĎu 

razvoja navedenih bolesti okoliša i urbanog stanovanja (12-14). S druge strane,  

izloţenost ljudi toluenu i ksilenu dovodi do toksičnih učinaka na ţivčani sustav, jetru i 

bubrege kao ciljne organe navedenih zagaĎivala koji se u većim koncentracijama nalaze 

u zraku urbanih područja (15,16). Okolišna izloţenost ljudi etilbenzenu, koji ţive i rade 

na prometom i industrijom opterećenom području, izaziva ozbiljne zdravstvene probleme 

na respiratornom sustavu i na bubrezima (17).  
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   Istraţivanja koja su se provodila na ljudima, pokazala su usku povezanost izmeĎu 

okolišne izloţenosti različitim zagaĎivalima i odreĎenih bolesti ili zdravstvenih problema. 

Za razumijevanje etiologije povezanosti bolesti okoliša i ljudskoga zdravlja, istraţivanja 

su morala dokazati povezanost samog ispuštanja zagaĎivala u okoliš s razvojem 

mnogih bolesti ili oštećenja zdravlja pojedinca ili čitave zajednice. Etiologija uključuje 

povezivanje znanja o načinu ispuštanja zagaĎivala u okoliš (zrak, voda, hrana, prašina), 

s podacima o izloţenosti ljudi onečišćenom mediju (inhalacija, kontakt, gutanje) i 

dokazima o razvoju bolesti okoliša (18). 

   Prilikom procjene zdravstvenog rizika djelovanja toksičnih spojeva iz okoliša na ljudski 

organizam, u vidu sprječavanja razvoja bolesti okoliša, osim poznavanja čitavog niza 

načina kojima ti spojevi ulaze u ekosustav kao na primjer: nenamjernim ispuštanjem, 

odlaganjem otpada, radom industrijskih postrojenja, prometom; od velike je vaţnosti 

poznavanje i toksikokinetike tj. apsorpcije, biološke pretvorbe, raspodjele i izlučivanja tih 

spojeva i njihovih metabolita iz tijela. BTEX mogu ući u organizam preko koţe i 

probavnog sustava, ali je inhalacija najčešći put unosa (19). Prilikom inhalacije BTEX-a 

putem zagaĎenoga urbanog zraka, u ljudi dolazi do razvoja kronično opstruktivne plućne 

bolesti, koja je kao bolest okoliša više zastupljena u toj populaciji ispitanika u odnosu na 

populaciju s ruralnih područja (20-22). Sama obiljeţja kronično opstruktivne plućne 

bolesti su bolesno stanje obiljeţeno ograničenim protokom zraka u dišnom sustavu 

kojega nije moguće posve izliječiti i progresivnog je karaktera, pa se koristi metoda 

spirometrije kao neinvazivne i relativno jednostavne znanstveno utemeljene metode 

ranog otkrivanja patoloških promjena u dišnome sustavu uzrokovanih okolišnim 

zagaĎivalima (23-27). 
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   Razvojem novih analitičkih tehnika, preporučuje se odreĎivanje hlapljivih aromatskih 

ugljikovodika u urinu, zbog jednostavnosti uzorkovanja i velike preciznosti samoga 

mjerenja. Njihova koncentracija odraţava cjelokupnu izloţenost populacije navedenim 

spojevima. Mnogi od okolišnih čimbenika koji dovode do razvoja bolesti okoliša još su u 

velikom dijelu nepoznati, ili se ne zna njihova točna uloga. Pojavnost bolesti okoliša u 

razvijenim zemljama je u velikom porastu, te predstavljaju veliki rizik za pojedinca i 

zajednicu u cjelini. To su upravo razlozi zbog čega bolesti okoliša treba što ranije 

prepoznati, a čimbenike koji potpomaţu njihov razvoj treba pokušati otkloniti ili smanjiti 

njihov toksični učinak (28, 29).   

   Danas se u modernim znanstvenim istraţivanjima sve više proučava uloga mnogih 

enzima koji imaju zaštitnu i regenerativnu ulogu prilikom razvoja bolesti okoliša, kao 

izravne posljedice sve većeg zagaĎenja. Metaboliti BTEX spojeva, u prvome redu 

benzena (o-benzokinon, p-benzokinon) imaju dokazana karcinogena djelovanja na 

ciljnim organima kao što su jetra, koţa, bubrezi i naročito pluća. Pojačani izraţaj enzima 

matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) u ljudskom organizmu, u najnovijim se 

istraţivanjima povezuju sa zaštitnim i regenerativnim djelovanjem na razini plućnih 

epitelnih stanicama, prilikom teških oštećenja plućnog epitela uzrokovanog kronično 

opstruktivnom plućnom bolešću (30). Statistički značajan izraţaj matriks 

metaloproteinaze-9 dokazan je u slučajevima različitih karcinoma pluća, upalnih stanja, 

gdje je kao proteinaza uključena u mnoge procese proliferacije, diferencijacije i migracije 

mastocita, a reguliran je od strane pojačano izlučenih citokina kao što su čimbenik 

tumorske nekroze TNF  (engl. tumor necrosis factor-TNF) i interferon (IFN) (31). Izraţaj 

matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) prepoznat je i prilikom direktnog kontakta limfocita 
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T s monocitima (32) i mastocitima (33), te kod migracije neutrofila i eozinofila prilikom 

teških oštećenja plućnog tkiva (34, 35). 

   Za dokazivanje izraţaja enzima matriks metaloproteinaze-9, danas se u svijetu uvode 

metode enzimskog imunoeseja (engl. Enzyme-linked immunosorbent assay-ELISA). 

Pomoću ovog imunoeseja, kvalitativno i kvantitativno se odreĎuje visina izraţaja 

(koncentracije) enzima metaloproteinaze-9 (MMP-9) prilikom procjene malignosti i 

benignosti plućnih oboljenja, te se ova analiza pokušava sve više koristiti kao metoda 

preciznog odreĎivanja bioloških pokazatelja (biomarkera) povezanosti povećanog rizika 

izlaganju karcinogenim i toksičnim okolišnim zagaĎivalima i eventualnog razvoja bolesti 

okoliša u obliku kronično opstruktivne plućne bolesti i/ili različitih oblika karcinoma pluća 

(36, 37). 

   Znanstvena istraţivanja vezana za toksična djelovanja okolišnih zagaĎivala na ljudski 

imunološki sustav, usmjerena su prema odreĎivanju uloge CD4+ (engl. CD-cluster of 

differentiation antigens) regulacijskih/supresorskih T staničnih tipova. Najčešće su 

istraţivane regulacijske stanice T (koje nemaju veliki izraţaj CD25 na svojoj površini), 

CD4+CD25+ supresorske stanice T, stanice NKT (engl. Natural Killer T cells), ali još 

uvijek ima malo podataka vezanih za ulogu CD4+CD25+Foxp3+ stanica (engl. Treg
 cells) 

koje se meĎusobno razlikuju po količini lučenja IL-2 (interleukina-2), IL-10 (interleukina-

10) i TGF-β (tumorskog faktora rasta–β) u patološkim zbivanjima prilikom utjecaja 

okolišnih zagaĎivala na ljudski imunološki sustav. U odgovoru organizma na okolišne 

alergene, najvaţniju ulogu imaju regulacijske stanice T (Tregs),  CD4+CD25+ stanice, NK i  

NKT stanice. CD4+CD25+ stanice koje se proizvode u timusu imaju odlučujuću ulogu u 

prevenciji autoimunih procesa, odbacivanju alografta (presaĎeno tkivo sa jedne na 

drugu osobu) i odrţavanju auto-tolerancije najčešće u obliku smanjivanja lučenja IL–2 i 
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IFN–  (interferon- ) (38). Humane stanice NK su osjetljive na toksična djelovanja 

benzena, jer su istraţivanja dokazala statistički značajan pad u brojnosti stanica NK, 

CD4+ limfocita T, limfocita B i granulocita u ljudi koji su profesionalno izloţeni benzenu 

(39). U ljudi koji su profesionalno izloţeni organskim otapalima, koja u svome sastavu 

imaju odreĎene koncentracije toluena i mješavine toluena i benzena, dokazan je 

statistički značajan pad ukupnog broja svih sup-populacija stanica NK, citotoksičnih 

CD8+ i pomagačkih CD4+  limfocita T (40). 

   Do danas, najmanje je istraţena uloga regulacijskih CD4+CD25+Foxp3+ stanica koje 

pokazuju karakteristično 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 preţivljavanju. 

Ključna uloga CD4+CD25+Foxp3+ stanica je u inhibirajućem djelovanju na ljudski 

imunološki sustav kada je izloţen djelovanju različitih okolišnih čimbenika (42). Sve je 

više dokaza da regulacijske stanice vrlo učinkovito zaustavljaju razvoj eozinofilije u 

bronhima (43). U istraţivanjima je dokazano da su regulacijske stanice koje proizvode 

IL-10 i imaju neposredni inhibicijski učinak na funkciju stanica Th2 (engl. T helper cell 2), 

primarno uključene u regulaciju teških respiratornih bolesti kao što su kronična 

opstruktivna plućna bolest i astma koje mogu nastati kao posljedica izloţenosti ljudi 

okolišnim zagaĎivalima (44).  
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1.1.1. Utjecaj industrijalizacije i urbanizacije na povećano okolišno zagaĎenje 

   Sve veća potreba za modernim načinom ţivota iziskuje korištenje više različitih oblika 

energija (električna, toplinska, energija hrane) za kojima iz godine u godinu raste 

potraţnja. Pogotovo su urbana područja i urbani način stanovanja karakteristični primjer 

neraskidive veze izmeĎu modernizacije i eksploatiranja sve većih količina prirodnih 

resursa. Mnoga su nastojanja Europske unije usmjerena prema odrţivom razvoju 

urbanog stanovanja koji će integrirati kvalitetu stanovanja u gradovima s zaštitom i 

unapreĎenjem okoliša kao jedinog načina ostvarivanja cilja zdravog stanovanja, te je 

tako donesena i Europska stambena povelja koja je povezana s programskim 

dokumentima koji se odnose na područje urbanizma. Leipziška povelja o gradovima, 

usvojena 2007. godine, govori o kulturi graĎenja koja je posredovana gospodarskim, 

socijalnim, kulturnim, tehnološkim i nadasve ekološkim okruţenjem, te zagovara politiku 

integriranog urbanog razvoja u kojoj se koordiniraju prostorni, sektorski i vremenski 

okviri odrţivog razvoja gradova. Gradovi se razvijaju za graĎane kao bi im pomogli u 

ostvarivanju kvalitetnijeg ţivota, gdje je stanovanje na vrhu liste prioriteta. S izuzetkom 

alternativnih načina pretvorbe energije, glavnina iskoristive energije u današnjoj 

civilizaciji potječe iz izvora koji su glavni krivac zagaĎenja i trenutačnog stanja u okolišu. 

Ţiveći i radeći u takvome okolišu, stanovništvo je izloţeno povećanom riziku bilo da je 

riječ o ambijentalnom i/li profesionalnom izlaganju potencijalno opasnim okolišnim 

zagaĎivalima. Koliko je taj rizik realan na razini Hrvatske, najbolje se pokazuje u 

izvještajima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u kojima se navodi da je Primorsko-

goranska ţupanija na prvome mjestu po učestalosti pojavljivanja novooboljelih i umrlih 

od raka, a prvenstveno se misli na sve veću pojavnost karcinoma bronha i pluća. Mnogi 

toksični spojevi, a prvenstveno hlapljivi aromatski ugljikovodici kao što su BTEX, 
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ispuštaju se u okoliš putem ispušnih plinova automobila i radom industrijskih postrojenja 

kao nezaobilazni nusprodukti izgaranja različitih naftnih frakcija. Mnoga su istraţivanja 

dokazala vrlo jako toksično, karcinogeno i genotoksično 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 ţivljenje u velikim gradskim sredinama predstavlja 

potencijalni rizik izlaganja povećanim koncentracijama navedenim spojeva zbog velikog 

intenziteta prometa i neprekidnog rada mnogih industrijskih postrojenja koji su 

prepoznati kao njihov glavni izvor u integriranom okolišu. OdreĎivanje koncentracija 

samih BTEX-a u ljudskom urinu odraţava cjelokupnu i objektivnu izloţenost populacije 

tim spojevima u neposrednom okolišu, jer istoimeni spojevi ne mogu nastati 

metaboličkim putovima u samome organizmu (45). Oni za istraţivanja predstavljaju 

vaţne okolišne čimbenike jer dovode do razvoja bolesti okoliša, ali se još uvijek dovoljno 

ne zna o samim mehanizmima nastajanja bolesti ili bolesnih stanja. Pojavnost bolesti 

okoliša u razvijenim zemljama je u velikom porastu i predstavljaju sve veći problem za 

pojedinca i zajednicu u cjelini, a moderna istraţivanja koja imaju za cilj rasvjetljavanje 

uloge okolišnih zagaĎivala u pokretanju staničnog, enzimskog, imunološkog i fiziološkog 

odgovora u ljudi mogu uvelike pridonijeti sprečavanju razvoja nepovratnih procesa u 

ljudskom organizmu koji u konačnici završavaju smanjenom učinkovitošću, invaliditetom 

ili smrću. 
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1.1.2. Toksično 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 široku upotrebu kao vrlo jaka organska otapala, te se 

pojavljuju kao sastavni dio boja i lakova koji se koriste prilikom zaštitnih premazivanja 

različitih metalnih i drvenih površina (članak 129. stavka 3. Zakona o zaštiti okoliša; 

"Narodne novine" br. 110/07-Registar onečišćavanja okoliša). Kako se zbog svojih 

fizikalno-kemijskih osobina (bezbojne tekućine, niska temperatura vrelišta, 

karakterističan miris, visok tlak para, velika mogućnost hlapljenja) mogu vrlo lako naći u  

okolišu, ljudi su više ili manje trajno izloţeni njihovom djelovanju. Pogotovo su njihovom  

djelovanju izloţeni ljudi koji su i profesionalno u kontaktu. Prvenstveno se misli na 

zaposlenike koji premazuju brodske konstrukcije, a zbog prirode svoga posla su izloţeni 

spojevima putem udisanja hlapljivih komponenti i direktnog kontakta s bojama. BTEX 

spojevi se nalaze u sastavu samoga benzina, te se u atmosferu ispuštaju putem 

ispušnih plinova automobila i emisija plinova iz većih industrijskih pogona kao što su 

rafinerije za preradu naftnih derivata. Prema priručniku LUFT (engl. Leaking 

Underground Fuel Tank) benzin prosječno sadrţava 1,8 % benzena, 12,3 % toluena, 1,6 

% etilbenzena i 5,2 % svih izomera ksilena. U modernim se znanstvenim istraţivanjima 

posljednjeg desetljeća zbog navedenih osobina hlapljivih aromatskih ugljikovodika, te 

vrlo lakog ulaska u ljudski organizam, najviše paţnje posvetilo rasvjetljavanju štetnog 

djelovanja BTEX-a na ljudsko zdravlje. Toksični učinci BTEX-a nisu podjednako 

istraţivani za sve spojeve, najviše je podataka prikupljeno za benzen zbog njegove 

hematotoksičnosti i karcinogenosti, a slijedi toluen zbog svoje neurotoksičnosti, dok su 

za  etilbenzen i izomere ksilena podaci oskudni. Svi navedeni spojevi kao organska 
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otapala djeluju lokalno na koţu i sluznicu, a nakon resorpcije sustavno se djelovanje 

očituje na središnjem ţivčanom sustavu. Dokazana su vrlo jaka hematotoksična 

djelovanja benzena u obliku smanjenja broja krvnih stanica, hipoplazije koštane srţi, 

pancitopenije, mijeloične leukemije i vrlo jake inhibicije ugradnje ţeljeza u eritrocite što je 

posebno štetno prilikom ranog razvoja ljudskog organizma. Pogotovo je profesionalna 

izloţenost ljudi benzenu izuzetno rizična po zdravlje, jer se najčešće radi o velikim 

koncentracijama i akutnom djelovanju na organizam u obliku jakog smanjenja broja 

krvnih stanica,  pancitopenije, a kao krajnji rezultat razvoj akutne ili kronične mijeloične 

leukemije (46-49). Za sama toksična svojstva benzena odgovorni su metaboliti koji 

nastaju u metaboličkoj pretvorbi samoga benzena u ljudskom organizmu (Slika 1). 

Najodgovorniji metaboliti za toksična svojstva su benzen oksid, kinon i semikinon, dok 

su fenol i hidrokinoni (1,2-benzokinon, 1,4-benzokinon) koji nastaju u jetri odgovorni za 

toksične učinke u koštanoj srţi (50, 51). Dokazano je da prilikom profesionalne 

izloţenosti benzenu moţe doći i do kromosomskih aberacija, izmjena sestrinskih 

kromatida, pojave mikronukleusa i inhibicije sinteze DNA i RNA molekula budući da 

benzen i njegovi metaboliti stvaraju DNA lomove (52-54). Neurotoksični učinci toluena i 

ksilena u ljudskom organizmu uglavnom su uvjetovani njihovom prisutnošću u 

fosfolipidnom dijelu stanične membrane ţivaca i narušavanjem njezine osnovne uloge 

(podraţljivosti u stvaranju akcijskog potencijala), te prisutnošću toluena i ksilena u 

mijelinu ţivčanih vlakana i remećenjem njihove uloge u provodljivosti električnih impulsa 

(55). Simptomi neurotoksičnog djelovanja kod ljudi se manifestiraju kao jake glavobolje, 

vrtoglavice, pospanost i ponekad gubitak svijesti što moţe rezultirati i akutnim trovanjem 

ukoliko se vrijeme zadrţavanja u takvom najčešće radnom okolišu ne skrati na najmanju 

moguću mjeru. Za etilbenzen su podaci vrlo oskudni, ali postoje istraţivanja koja ipak 
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dokazuju njegovu akutnu i kroničnu toksičnost na središnji ţivčani sustav koja se 

manifestira u obliku jake glavobolje, nesanice, razdraţljivosti i umora (56,57).  

 

 

 

 
 

Slika 1 Metabolički prijetvor benzena (51) 
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1.1.3. Povećana prisutnost BTEX-a u okolišu kao razlog promjene imunološkog  

odgovora u ljudi 

   Sve veće količine potencijalno opasnih zagaĎivala po ljudsko zdravlje ispuštaju se u 

okoliš putem različitih nepokretnih i pokretnih izvora, koji svojom lokacijom na području 

gradskih i prigradskih sredina imaju izravan utjecaj na kvalitetu ţivljenja. Najčešće je 

riječ o različitim vrstama tvorničkih postrojenja koja kao popratne produkte svoga 

radnoga procesa imaju hlapljive aromatske ugljikovodike, koje putem cjelodnevnih 

emisija neposredno ispuštaju u atmosferu. To su u prvome redu rafinerije za preradu 

naftnih derivata, koje  zbog nepresušne potrebe za sve većim količinama fosilnih goriva 

koja se koriste u svrhu pokretanja različitih motornih vozila i strojeva, neprestano 

povećavaju svoje kapacitete da bi odgovorile potrebama moderne civilizacije. Gradski 

promet zbog svoje frekvencije predstavlja veliki izvor BTEX spojeva u okolišu, te su 

istraţivanjima i dokazala statistički značajno veće koncentracije BTEX-a u atmosferi 

gradova za razliku od koncentracija istih u atmosferi ruralnih područja (58,59). Hlapljivi 

aromatski ugljikovodici ne nastaju samo u proizvodnom procesu destilacije naftnih 

derivata, nego se nadalje ispuštaju u okoliš prilikom sagorijevanja samih goriva prilikom 

njihovog korištenja za zagrijavanje domaćinstava mnogobrojnih gradskih četvrti. To su 

ujedno uzroci neprestane potrebe prilagoĎavanja ljudskog organizma, a u prvome redu 

imunološkog sustava, svakodnevnim izazovima odrţavanja ravnoteţe u cilju zaštite od 

nastanka bolesnog stanja, bolesti ili u konačnici smrtnoga ishoda izazvanog povećanim 

koncentracijama toksičnih spojeva u atmosferi. Mnoge su imunološke stanice uključene 

u lančane reakcije ljudskog imunološkog sustava potaknute okolišnim zagaĎivalima. 

Limfociti T koji se inače dijele u osnovne dvije skupine, CD4+ i CD8+ stanice, mogu biti 

potaknute različitim okolišnim antigenima (60). Kod CD4+ imunološkog odgovora,  Th1 i 
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Th2  podskupine su uključene u procese napada astme, kronično opstruktivne plućne 

bolesti i drugih imunoloških poremećaja uzrokovanih okolišnim čimbenicima. CD4+ 

stanični odgovor reagira na način da utječe na pojačano lučenje mnogih citokina i 

medijatora upalnih procesa koji su uključeni u mehanizme alergijskog i autoimunog 

odgovora. Th1 odgovor reagira lučenjem IFN-  (engl. Interferon-IFN); IL-2 (engl. 

Interleukin-IL); TNF–β (engl. Tumor necrosis factor-TNF), a Th2 odgovor lučenjem IL- 4, 

IL-5, IL-6, IL-10 i IL-13. Postoji i zajedničko djelovanje Th1 i Th2 odgovora prilikom 

izloţenosti ljudskog organizma štetnim okolišnim spojevima, a to se manifestira u obliku 

snaţnog lučenja citokina IL-1, IL-3, IL-8, TNF-α i GM-CSF (engl. Granulocyte 

macrophage colony-stimulating factor). S druge strane, CD8+ limfociti T supresori (engl. 

Ts-supressors) koji su odgovorni za usporavanje imunološke reakcije i mogu sazrijeti u 

citotoksične T limfocite, ubijaju ciljne stanice koje su izloţene policikličkim aromatskim 

ugljikovodicima (PAU), hlapljivim aromatskim ugljikovodicima (BTEX), ispušnim 

dizelskim česticama DEP (engl. Diesel exhaust Particles) i teškim metalima (Hg, Cd, Pb) 

(61-64). Na modelima C57BL/6 miševa, ispitivanja toksičnih utjecaja benzena na nivou 

stanica NK splenocita (stanica slezene) su dokazala odsutnost promjena u 

funkcionalnosti i broju stanica NK, ali je došlo do statistički značajnog pada i kočenja 

produkcije IL–2 od strane splenocita. Drugim riječima, rezistencija stanica NK miševa na 

toksično djelovanje benzena je velika, ali je isto tako dokazana statistički značajno veća 

osjetljivost stanica slezene na toksična djelovanja benzena u vidu produkcije IL–2 (65). 

Za razliku od mišjih, ljudske stanice NK su osjetljivije na toksična djelovanja benzena, jer 

su istraţivanja dokazala statistički značajan pad u broju stanica NK, CD4+ limfocita T, 

limfocita B i granulocita u ljudi koji su profesionalno izloţenih benzenu. U ljudi koji su 
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profesionalno izloţeni povećanim koncentracija toluena, te mješavinama toluena i 

benzena, dokazan je statistički značajan pad ukupnog broja svih subpopulacija stanica 

NK, citotoksičnih CD8+ limfocita T, pomagačkih CD4+  limfocita T, stanica B, dok za 

promjene na nivou citotoksičnih CD8+ limfocita T i NK stanica postoje i različiti podaci 

(66-68). Naime, postoje istraţivanja koja ukazuju da prilikom izloţenosti benzenu na 

radnome mjestu, ljudski imunološki sustav reagira u obliku statistički značajnog rasta 

postotka stanica NK, te ne dovodi do statistički značajnije promjene u broju citotoksičnih 

CD8+ limfocita T (69-71). Istraţivanja nadalje ukazuju na činjenicu, da povećane 

koncentracije produkata izgaranja fosilnih goriva koje se nalaze u atmosferi urbanih 

područja, a u prvome redu benzena i DEP-a, uzrokuju pojavu jakih imunoloških reakcija 

koje se očituju promjenom distribucije CD4/CD8 limfocita T s karakterističnom klonalnom 

ekspanzijom subpopulacija limfocita T u koštanoj srţi, te da dolazi do razvoja 

limfocitopenije, značajnih promjena u omjeru CD4/CD8  limfocita T, serumske razine 

upalnih citokina kao što su TNF-α i IFN-  (72-74). Iako postoje oprečna mišljenja o 

načinu reagiranja imunološkog sustava na prisutnost BTEX spojeva u okolišu, 

zajedničko je svima da ljudski imunološki sustav predstavlja ključnu liniju obrane 

samoga organizma na štetna djelovanja koja BTEX spojevi mogu potencijalno 

prouzročiti u organizmu ako se nalaze u povećanim koncentracijama u radnom i/ili 

ambijentalnom okolišu.  
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1.2. T regulacijske stanice 

   Postoji čitav niz T regulacijskih stanica koje po svojoj ulozi u ljudskom imunološkom 

sustavu predstavljaju vaţan sustav obrane organizma od različitih okolišnih utjecaja. U 

istraţivanjima je identificirano nekoliko CD4+ regulacijskih/supresorskih T staničnih 

tipova. To su stanice TR (koje nemaju veliki izraţaj CD25 na svojoj površini), 

CD4+CD25+ supresorske stanice T, stanice NKT (engl. Natural–killer T cells), 

CD4+CD25+Foxp3+ stanice (Treg
 cells) koje su ujedno i ključni predmet istraţivanja u ovoj 

doktorskoj disertaciji. Navedene regulacijske stanice T meĎusobno se razlikuju po 

količini lučenja IL-2, IL-10 i TGF-β za koje autori navode da igraju odlučujuću ulogu u 

regulaciji staničnih procesa posredovanih regulacijskim stanicama T (75). Stanice NKT 

su po funkcionalnim i fenotipskim karakteristikama slične 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 što im je varijabilnost djelomično 

ograničena (75). Za razliku od ostalih stanica T, stanice NKT imaju na svojoj površini 

izraţaj karakterističnog NK 1.1. biljega koji prepoznaje specijalizirani MHC–CD1 (engl. 

Major histocompatibility complex-MHC) receptor izraţen na antigen predočnim 

stanicama. Funkcionalnost stanica NKT u imunotoksikologiji još uvijek nije u potpunosti 

jasna, jer njihovo djelovanje ima karakteristike priroĎene i stečene imunosti. 

Proučavajući njihovu aktivaciju, autori navode da postoji izlučivanje nekoliko vrsta 

molekula kojima stanice NKT djeluju unutar imunološkog sustava, a to su  prije svega 

citokini IL-4 i interferon– . Ubijanje ciljnih stanica ostvaruju putem interakcije Fas–Fas 

liganda kojeg imamo i u slučaju citotoksičnih CD8+ limfocita T, a kao rezultat ima 

pokretanje programirane stanične smrti (75). Stanice NKT su prisutne u plućima i 

http://en.wikipedia.org/wiki/Histocompatibility
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aktivirane proizvode velike količine IL-4, IFN-  i IL-13, te mogu posredovati pri 

povećanom odgovoru bronha na djelovanje okolišnih zagaĎivala (75). Bitno je 

napomenuti, da se u patološkim zbivanjima dišnih putova koja su vezana za alergijske 

promjene, kronično opstruktivnu plućnu bolest i astmu koje mogu biti izazvane raznim 

okolišnim čimbenicima, mora voditi računa o vaţnoj ulozi koju imaju stanice TR, 

CD4+CD25+ stanice i stanice NKT (76). Naziv regulacijske stanice T odnosi se na 

stanice koje primarno kontroliraju, potiču ili efikasno zaustavljaju funkciju drugih stanica 

specifičnim mehanizmima koji su još predmet istraţivanja, 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 vaţnu ulogu (Slika 2) (77).  

 

 

Slika 2 T regulacijska stanica i koreceptorske molekule na njezinoj površini 

 

   Regulacijske CD4+CD25+Foxp3+ stanice predstavljaju pribliţno 10% perifernih CD4+ 

limfocita T u ljudi koji trebaju IL–2 za preţivljavanje (78). Najvaţnija zadaća ovih stanica, 

a ujedno i razlog proučavanja u ovom istraţivanju, je u supresivnom djelovanju na 
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ljudski imunološki sustav kada je isti izloţen djelovanju okolišnih čimbenika (79). Sve je 

više dokaza da  regulacijske CD4+CD25+Foxp3+ stanice vrlo efikasno inhibiraju razvoj 

eozinofilije u bronhima (80). U ljudi kod kojih je dijagnosticirana kronično opstruktivna 

plućna bolest, dokazan je statistički značajno povećan izraţaj regulacijskih 

CD4+CD25+Foxp3+ stanica koje kod ovakvoga oboljenja imaju vaţnu ulogu u staničnoj 

kontroli imunološkog odgovora (81, 82). Posebno je bitno posvetiti paţnju na povećanu 

pojavnost astme kao teške plućne bolesti koja moţe nastati kao posljedica izloţenosti 

ljudi hlapljivim aromatskim ugljikovodicima u ambijentalnom i/ili radnome okolišu, te 

objasniti povezanost promjena u izraţaju regulacijskih CD4+CD25+Foxp3+ stanica kao 

ranog pokazatelja imunoloških poremećaja u procesima koji dovode do njezinog razvoja. 

Istraţivanja su dokazala meĎusobnu ovisnost izmeĎu koncentracija benzena u zraku i 

razvoja jakog imunološkog odgovora u obliku poremećaja u izlučivanju pro-upalnih 

medijatora histamina, IL-4 od strane plućnih bazofila sa razvojem bronhijalne astme, na 

način da dva metabolita benzena (hidrokinon, benzokinon) u plućnim bazofilima 

blokiraju unutarstanično signaliziranje što dovodi do poremećaja u izlučivanju pro-

upalnih medijatora (histamina) i citokina (IL-4) koji su uključeni u Th2 imunološki 

odgovor (83). U istraţivanjima je dokazana povezanost utjecaja povećanih koncentracija 

hlapljivih aromatskih ugljikovodika (u prvome redu benzena) u zraku urbanih područja, 

sa visokom pojavnošću različitih oblika respiratornih poremećaja (restrikcija i opstrukcija) 

i statistički značajno većim rizikom oboljenja od astme kao teškog oblika bolesti okoliša 

u djece (84). Poznata je vaţnost  regulacijskih stanica CD4+CD25+Foxp3+ u Th2 

imunološkom odgovoru prilikom procesa koji dovode do razvoja bolesti astme kao 

posljedice izloţenosti ljudi raznim okolišnim antigenima (85). Vrlo je vaţna uloga 

transkripcijskog faktora Foxp3+ kao ključnog faktora u kontroli aktivnosti i razvoja 
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regulacijskih CD25+ stanica T i izraţaja regulacijskih CD4+ stanica T (Slika 3)(85). Mnogi 

eksperimentalni modeli ukazuju na činjenicu da regulacijske CD25+ stanice T zahtijevaju 

stanični kontakt preko specijaliziranih T staničnih receptora i prisutnost IL-2 za 

pokretanje kočenja staničnih procesa. To se najbolje vidi na primjeru utjecaja 

regulacijskih CD25+ stanica T koje direktno usporavaju aktivaciju CD25- stanica T ili 

indirektno usporavaju aktivaciju CD25- stanica T posredstvom antigen prezentirajućih 

stanica (Slika 3 –desno) (83-87). 

 

 

 

 

 

Slika 3 Uloga regulacijskih CD4+CD25+Foxp3+ stanica prilikom izloţenosti ljudi okolišnim 

            antigenima u odsustvu upalnoga odgovora. Model utjecaja regulacijskih 

            CD4+CD25+Foxp3+ stanica na aktivnost regulacijskih CD4+CD25- i antigen 

            predočnim stanica (Slika 3-desno) 
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Citokin TGF-β je direktno uključen kao vaţan biološki faktor u funkcioniranju 

regulacijskih CD25+ stanica T. Njegova prisutnost ima odlučujuću ulogu u kočenju 

aktivnosti regulacijskih CD25+ stanica T prilikom kontakta sa stanicama. U 

eksperimentalnim modelima je dokazano da povećana izloţenost većim dozama TGF-β, 

ima značajnu ulogu u regulaciji izraţaja transkripcijskog faktora Foxp3+ kod regulacijskih 

CD4+ stanica T (87,88). Citotoksični T limfocitni antigen (CTLA-4) je površinski vaţan 

receptor na regulacijskim CD25+ stanica T i ima odlučujuću ulogu u mehanizmu kočenja 

stanične aktivacije antigen predočnim stanica i efektorskih stanica T posredovano 

molekulama CD80 i CD86 (Slika 3–desno). Ova molekularna veza moţe navesti antigen 

predočne stanice da pojačano izlučuju enzim indolamin 2,3-dioksigenazu i ubrzavaju 

reakciju s molekulom triptofana uzrokujući smanjenu proliferaciju stanica T (87,88). 
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1.2.1. Poremećaji T regulacijskih stanica kao posljedica zagaĎenja okoliša 

          hlapljivim aromatskim ugljikovodicima 

   Istraţivanja koja su se bazirala na istraţivanjima utjecaja hlapljivih aromatskih 

ugljikovodika (BTEX-a) iz okoliša na ljudsko zdravlje, upravo dokazuju vrlo štetna 

djelovanja istih na nivou T regulacijskih stanica. Na primjerima utjecaja benzena i 

toluena na zdravlje radnika koji su unutar radnoga procesa izloţeni vrlo malim 

koncentracijama istih, dokazano je statistički značajno smanjivanje ukupnog broja 

regulacijskih CD4+T stanica, stanica NK, te čitavog niza drugih imunoloških stanica kao 

što su granulociti, ukupni limfociti, stanice T i stanice B (89-92). Benzen kao 

karakteristični predstavnik hlapljivih aromatskih ugljikovodika, koji se u povećanim 

koncentracijama nalazi u zraku urbanih područja, svojim hematotoksičnim djelovanjem i 

dokazanom limfocitnom toksičnošću negativno djeluje na ljudski imunološki sustav u 

ranim fazama razvoja mnogih imunoloških stanica, što neupitno dovodi do narušavanja 

ravnoteţe cijelog sustava (93). Ciljana istraţivanja utjecaja benzena na imunološki 

sustav dokazala su da je ukupan broj mononuklearnih stanica periferne krvi u ljudi koji 

nisu izloţeni benzenu daleko veći u odnosu na ispitanike koji su profesionalno i/ili 

ambijentalno izloţeni istom (94,95). Izloţenost ljudi benzenu, toluenu, etilbenzenu i 

izomerima ksilena kao zagaĎivalima nastalim u prometu radom motora sa unutrašnjim 

izgaranjem, dovodi u ljudi koji ţive i rade na tim područjima do statistički značajnog pada 

broja regulacijskih CD4+ limfocita T, stanica B i stanica NK imunološkog sustava (96). 

Mnogi autori navedene tvrdnje povezuju sa procesima nastajanja T regulacijskih stanica 

u koštanoj srţi i sazrijevanja istih u timusu kod kojih kada su izloţene djelovanju 

benzena, dolazi do statistički značajnog pada u procesima rasta, razvoja i imunološke 

aktivacije. Pogotovo je to slučaj na primjerima istraţivanja kod regulacijskih CD4+ 
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limfocita T, gdje većina autora dijeli iste zaključke o statistički značajnom padu njihovog 

ukupnog broja (97). Istraţivanja koja su se bazirala na ispitivanjima toksičnih učinaka 

benzena na imunološki status profesionalno izloţenih radnika naftne industrije, dokazala 

su zabrinjavajuće poremećaje na nivou citotoksičnih CD8+ limfocita T i regulacijskih 

CD4+ limfocita T u odnosu na kontrolne skupine ispitanika(97,98).. VoĎeni rezultatima 

navedenih istraţivanja utjecaja hlapljivih aromatskih ugljikovodika na ljudski imunološki 

sustav, autori donose zajednički zaključak da je neophodno uvoĎenje stalnog biološkog 

praćenja koje bi uključivalo mjerenja koncentracija BTEX-a u krvi i urinu radnika, te 

odreĎivanja imunološkog statusa istih u vidu izraţaja citotoksičnih CD8+T stanica i 

regulacijskih CD4+ T  za koje smatraju da igraju ključnu ulogu kod imunološkog 

odgovora u ljudi na toksično djelovanje hlapljivih aromatskih ugljikovodika, u prvome 

redu benzena (97,98). Na temelju svega navedenog o vaţnosti izraţaja citotoksičnih 

CD8+T stanica i regulacijskih CD4+ T stanica, u sklopu našega istraţivanja uveli smo 

odreĎivanje imunološkog statusa na razini citotoksičnih CD8+T stanica i regulacijskih 

CD4+ T stanica i čitavog niza drugih imunoloških mjerenja izraţaja na razini stanica T, B, 

NK, NKT i ključnih regulacijskih stanica Tregs , kako bi dobili potpuniju sliku promjena 

imunološkog odgovora u ljudi koji su okolišno i/ili profesionalno izloţeni hlapljivim 

aromatskim ugljikovodicima.  
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1.3. Citolitička molekula perforin 

   Ljudski perforin dekodiran na genu PRF1 (engl. pore forming protein), je glikoprotein 

graĎen od 534 aminokiseline, prvi puta naĎen u granulama citotoksičnih limfocita i 

stanica NK, molekularne teţine 70 kD (99, 100). Ljudski perforin je u trenutku otkrivanja 

bio nazvan «bjelančevina srodna C-9» zbog svoje homolognosti u prve 34 aminokiseline 

na N-terminalnom kraju molekule s C9 komponentom komplementa. Vodeći peptid 

humanog perforina ima karakteristični aminokiselinski sastav, što ga razlikuje od mišjeg 

perforina. N–terminalni kraj perforinske molekule zaduţen je za lizu ciljne stanice (101-

103). Stanična liza  moguća je samo u  trenutku kada α–helix omogući presudnu 

adheziju molekule perforina i ciljne stanice, te stvaranje karakterističnog prstenastog 

otvora na membrani ciljne stanice (Slika 4). Ovaj proces je ovisan o prisutnosti Ca2+ iona 

što je dokazao prof. Rukavina sa svojom grupom istraţivača još 1998. godine. Tako 

nastaje poremećaj u propusnosti membrane ciljne stanice, poremeti se homeostaza 

unutar stanice, potakne se endocitoza i nastupa osmotska liza stanice (104). 

Zahvaljujući oštećenju ciljne stanice nastale perforinskim otvorima (perforin je 

neophodan za citotoksičnost posredovanu granulama), omogućena je i komunikacija 

ciljne stanice s posrednicima citotoksičnih limfocita, te tako perforin utiče i na lizu 

posredovanu citotoksičnim limfocitima (105-107). 
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Slika 4  Perforinski prstenasti otvori kroz membranu ciljne stanice (103) 
                Otvor omogućuje molekuli granzima da uĎe i uništi ciljnu stanicu. 

 

   Ca2+ ovisna C2 domena igra ključnu ulogu, jer omogućuje spajanje humane 

perforinske molekule u trenutku adhezije sa membranom ciljne stanice (108). Centralni 

dijelovi kao što su domena male homologije, domena slična-EGF (engl. epidermal 

growth factor) pokazuju sličnost sa C7, C8  i C8  komponentom komplementa 

(108,109). Perforin ima izraţaj u in vivo i in vitro uvjetima, kako u fiziološkim tako i u 

patološkim uvjetima. Izraţaj perforina ovisi o oštećenju tkiva, kao i o njegovoj citolitičkoj 
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aktivnosti. U limfocitima periferne krvi, izraţaj perforina  je najviše  zastupljen u 

stanicama NK, manje u citotoksičnim CD8+ i pomagačkim CD4+ stanicama T (110). U 

jednom od prvih modela osamdesetih godina prošloga stoljeća, kada je perforin i 

otkriven, funkcionalnost ubijanja ciljne stanice povezivala se samo s procesom ubijanja 

iste procesom lize, gdje je ciljna stanica zbog gubitka unutarstaničnih komponenti i ulaza 

vode umirala kao posljedica gubitka membranske ravnoteţe (Slika 5A). Otkrićem 

povezanosti djelovanja perforina i granzima, te dokazivanjem uloge perforina u otvaranju 

ulaznoga puta molekuli granzima u stanicu, otvara se novo poglavlje u otkrivanju načina 

ubijanja ciljnih stanica. Kada perforin putem prstenastoga otvora omogući ulaz 

granzimu, granzim procesom pasivne difuzije ulazi u stanični citosol ciljne stanice i 

putem staničnog signaliziranja aktivira kaspazne kaskadne reakcije koje pokreću proces 

programirane stanične smrti (Slika 5 B). U istraţivanjima kasnih devedesetih godina 

prošloga stoljeća, otkriva se mehanizam ulaska molekule granzima u ciljnu stanicu 

procesom endocitoze (endocitoznih mjehurića), koji je neovisan o prisutnosti same 

molekule perforina (Slika 5 C). 
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 Slika 5A Model stanične smrti uzrokovan stvaranjem karakterističnog prstenastog 
                perforinskog otvora porijeklom iz citotoksičnih limfocita T i stanica prirodnih 
                ubojica NK (113) 
 
 
 
 
 

 
Slika 5B Model aktiviranja stanične smrti uzrokovane djelovanjem molekule perforina i 
               granzima B  porijeklom iz citotoksičnih limfocita T i stanica prirodnih ubojica 
               NK na razini kaskadnih reakcija kaspaza (113) 
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   U istome procesu, moguća je prisutnost malog broja molekula perforina (kao 

posljedica puno manje perforinskih otvora na površini ciljne stanice), gdje dolazi do 

sinergističkog djelovanja molekula granzima A i B sa molekulom perforina u pokretanju 

programirane stanične smrti. Upitnici na samoj slici ukazuju na problem nedovoljno 

istraţenog načina molekularnog mehanizma koji omogućuje granzimu da putem 

molekule perforina uĎe u stanični endosom, jer i sama molekula perforina još nije 

naĎena u endosomu ili citosolu ciljne stanice. Sam proces u mitohondriju ciljne stanice, 

kada se granzim B naĎe u prostoru njezinog citosola, već je otkriven i podrobno opisan 

u djelovanjima molekule perforina kod citotoksičnih limfocita i stanica NK (Slika 5C-

desno). U tom slučaju, pokreću se procesi koji dovode do smrti stanice (111,112). 

Postoje dva osnovna procesa, a to su proces koji uključuje Bid proteine (engl. BH3-

interacting domain death agonist) i tBID proteine (engl. truncated BID) ili direktno 

uključivanjem aktivacije kaspaza (kaspaza–3, kaspaza–7). Granzim pokreće stanično 

signaliziranje, te Bid proteini koji su usmjereni prema staničnom mitohondriju dovode do 

indukcije oligomerizacije Bak i Bax (pro-apoptoznih) proteina na vanjskoj strani 

mitohondrija. Bad proteini se veţu za anti-apoptozne proteine Bcl-2 i Bcl-xl koji su 

ugraĎeni u membranu mitohondrija. Vezivanjem samih Bad proteina sprečava se 

interakcija anti-apoptoznih proteina sa pro-apoptoznim proteinima kao što su Bax i Bak. 

Bax proteini formiraju homooligomerne ionske kanale u samoj membrani kroz koje izlaze 

ioni. Upravo ti novonastali kanali, dovode do oslobaĎanja ključnog citokroma c u stanični 

citosol što dovodi do kaskadnih reakcija kaspaza i posljedično pokretanje programirane 

stanične smrti. Bitno je napomenuti, da vezivanje anti-apoptoznih Bcl–2 proteina 

uzrokuje  blokadu otpuštanja citokroma c i sprečavanje 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 stanične smrti, a da pri tome ne dolazi do reakcija 

s Bid proteinima (111, 112). 

 

Slika 5C Model pokretanja programirane stanične smrti djelovanjem molekule perforina i 
               granzima B porijeklom iz citotoksičnih limfocita T i stanica prirodnih ubojica NK 
               na proteinskoj razini (113).  
               Model proteinske stanične reakcije u procesu pokretanja programirane 
               stanične smrti na razini mitohondrija (slika desno)(112) 
 

   Novija istraţivanja uloge molekule perforina u procesima ubijanja ciljnih stanica, koja 

ujedno predstavljaju ozbiljnu znanstvenu raspravu, govore o ulozi manoza 6-fosfat 

receptora kao ključnog površinskog staničnog receptora za granzim B. Postojanje 

manoza 6-fosfat receptora objedinjuje mnoge ideje o ulasku u ciljnu stanicu 

molekularnog kompleksa koji sadrţi perforin, granzim i druge molekule kao što je na 
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primjer serglicin (SG), bez nuţnog postojanja perforinskih otvora na površini ciljne 

stanice, a u konačnici kao posljedicu ima pokretanje aktivacije kaspaza i programiranu 

staničnu smrt ciljne stanice na koju se molekularni kompleks vezao (Slika 5D) (113). 

 

Slika 5D Model pokretanja programirane stanične smrti djelovanjem molekularnog 
              kompleksa  serglicin-perforin-granzim B posredovanog manoza 6-fosfat 

                    receptorom (113) 
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1.3.1. Imunološke promjene na razini perforin pozitivnih stanica kao rezultat 

          izloţenosti ljudi hlapljivim aromatskim ugljikovodicima u okolišu 

   Poznata je činjenica da je izloţenost benzenu, toluenu, etilbenzenu i izomerima 

ksilena povezana sa pušenjem duhana, te da se navedeni spojevi nalaze u 

duhanskome dimu kojemu je izloţen pušač i ljudi koji su u njegovoj neposrednoj blizini, 

takozvani pasivni pušači. Procijenjeno je da pušač udahne 20-80 µg benzena, 80-160 

µg toluena, 10 µg etilbenzena i 10-30 µg ksilena po jednoj cigareti (114). Pasivni pušači 

su takoĎer izloţeni hlapljivim aromatskim ugljikovodicima i to 50% više nego neizloţeni 

nepušači (115). Kod nepušača je izloţenost benzenu uglavnom povezana sa ispušnim 

plinovima automobila i radom industrijskih postrojenja, dok je kod pušača 90% benzena 

prisutnog u njegovom organizmu porijeklom iz duhanskog dima (116). Sukladno 

navedenim istraţivanjima, dokazana je povezanost izmeĎu razvoja kronično 

opstruktivne plućne bolesti i mnogih imunoloških poremećaja u ljudi sa povećanim 

koncentracijama hlapljivih aromatskih ugljikovodika porijeklom iz duhanskog dima. 

Dolazi do statistički značajnog rasta ukupnog broja i postotka citotoksičnih CD8+T 

limfocita u ljudi koji boluju od kronično opstruktivne plućne bolesti i puše, u odnosu na 

zdrave nepušače i one koji ne boluju od kronično opstruktivne plućne bolesti ali su 

pušači. U istom istraţivanju dokazan je i statistički značajno veći izraţaj perforina na 

razini citotoksičnih CD8+T limfocita u ljudi koji boluju od kronično opstruktivne plućne 

bolesti i puše u odnosu na druge dvije skupine ispitanika, što ukazuje na vaţnost 

citolitičke molekule perforina u odnosu na mehanizme razvoja kronično opstruktivne 

plućne bolesti (117-119). Imunološki poremećaji na razini perforin pozitivnih stanica 

dokazani su na primjerima istraţivanja povezanosti astme i statistički značajnog rasta 

izraţaja regulacijskih CD4+T perforin pozitivnih limfocita i citotoksičnih  CD8+T perforin 
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pozitivnih limfocita gdje dokazano perforin ima vaţnu ulogu u razvoju upalnoga procesa. 

Autori zaključuju da perforin igra odlučujuću ulogu membranskog citotoksičnog 

djelovanja CD8+ stanica T i pokretanja procesa programirane stanične smrti prilikom 

razvoja kronično opstruktivne plućne bolesti i astme (120,121). Nadalje, istraţivanja 

dokazuju vaţnu ulogu perforina u imunološkom odgovoru ljudi koji boluju od kronično 

opstruktivne plućne bolesti i izraţaja NK perforin pozitivnih i NKT perforin pozitivnih 

stanica. Dokazana je povezanost razvoja kronično opstruktivne plućne bolesti kod 

pušaća u odnosu na zdrave nepušače sa statistički značajnim rastom izraţaja NK 

perforin i granzim B pozitivnih i NKT perforin i granzim B pozitivnih stanica, te statistički 

značajno veći  perforin i granzim B citotoksični potencijal kod CD56dim CD16+ NK, 

CD56bright CD16- NK i NKT (CD56+CD3+) stanica u ispitanika koji boluju od kronično 

opstruktivne plućne bolesti u odnosu na one koji samo puše (122,123). Iz svih ovih 

istraţivanja koja govore o vaţnosti perforina u imunološkom odgovoru ljudi na utjecaj 

okolišnih zagaĎivala kao što su hlapljivi aromatski ugljikovodici, u našem istraţivanju 

bazirali smo se na odreĎivanju sadrţaja unutarstanične molekule perforina u CD3+, 

CD4+, CD8+, CD16+, CD56+ stanicama, kao i sadrţaju ukupnog perforina u limfocitima 

periferne venske krvi svih ispitanika koji su okolišno i/ili profesionalno izloţeni 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 

zajedničkim imenom nazivamo matriks metaloproteinaze (124). Danas postoji zavidan 

broj od ukupno 24 više ili manje istraţenih matriks metaloproteinaza, koje se 

prvenstveno dijele po strukturi svoje domene (Slika 6). MMP porodicu karakterizira 

prisutnost stabilnih proteinskih domena: prodomena, aktivnih domena i cink ovisnih 

domena. Svi matriks metaloproteinaza enzimi, s izuzetkom kod MMP-7 (Matrilizin–1) i 

MMP–26 (Matrilizin–2) enzima, sadrţe karakterističnu hemopeksin domenu smještenu 

na karboksilnom kraju molekule. Membranski tipovi matriks metaloproteinaza enzima 

osim što sadrţe male unutarstanične domene, vezane su za membrane pomoću 

hidrofobnog spoja na karboksilnom kraju molekule, te je u slučaju 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 uspostavljena preko glikozil-fosfatidil-inozitol 

spoja (125). Gelatinaze imaju karakterističnu gelatin vezujuću fibronektin domenu 

sastavljenu od tri fibronektinska odsječka, smještenih izmeĎu aktivnog dijela domene i 

cink domene, a gelatinaza B sadrţi karakteristične Ser/Thr/Pro (Serin/Treonin/Prolin) 

bogate kolagen V domene (Slika 6).  

   U usporedbi s ostalim matriks metaloproteinazama, gelatinaza B je strukturno 

najsloţenija i najveća članica porodice (126). Cink ovisna domena u ljudskoj matriks 

metaloproteinazi–9 sadrţi 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, četvrti ligand cinka je 

cistein86 vrlo stabilne sekvence PRCGXPD u sastavu proaktivne domene koja ima 

ključnu ulogu provoĎenja aktivnog enzima kroz mehanizam čiji početak djelovanja ovisi 

o prisutnosti aminokiseline  cistein (127). 

   Funkcija hemopeksin domene još uvijek nije dovoljno razjašnjena, pretpostavlja se da 

ima ulogu definiranja specifičnosti enzimskog supstrata kolagenaze. Za gelatinazu B se 

zna da ima ključni ulogu vezanja tkivnih inhibitora metaloproteinaza TIMP-a (engl. 

Tissue inhibitors of metalloproteinases), te je fibronektin II domena odgovorna za 

vezivanje gelatina, lamina i kolagena tipa I i IV. To je suprotno od ostalih kolagenaza, 

gdje se kapacitet vezivanja kolagena povezuje s hemopeksin domenom. Sama 

aktivacija gelatinaze B je vaţna, jer se proaktivna gelatinaza B veţe za kolagen tipa I i 

gelatin s daleko većim 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 citogenetičkoj 

razini, vidimo da je lokalizacija mnogih MMP gena vezana za kromosom 11q22, te je 

zanimljivo da su sve ljudske membranske matriks metaloproteinaze smještene na 

različitim kromosomima, a gelatinaza B na specifičnom mjestu kromosoma 20q12-q13 

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

 

   Gelatinaza B se sintetizira u mnogim vrstama stanica, kao što su keratinociti, monociti, 

tkivni makrofagi, polimorfonuklearni leukociti i mnoge vrste tumorskih stanica, te je 

intenzitet oslobaĎanja aktivnog enzima ovisan o količini pohranjenog enzima gelatinaze 

B u granulama navedenih stanica. Sintetiziranje moţe biti potaknuto od strane različitih 

pokretača kao što su polipeptidni faktori (EGF, PDGF, HGF/SF, Bfgf, amfiregulin), faktori 
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rasta (TGF–α; TGF–β; CTGF), citokini (IL-1α, IL 1β, IFN-α, IFN-β IFN-γ, IL-4,IL-10, IL-

13, IL-17, G-CSF, GM-CSF), onkogeni, a isto tako sintetiziranje moţe biti potaknuto od 

strane mnogih fizioloških elemenata kao što su metalni ioni, reaktivni kisikovi radikali i 

hormoni (129-135). Nakon izlučivanja proaktivne gelatinaze B iz stanica, te same 

aktivacije enzima gelatinaze B, enzim ima vaţnu funkciju prilikom razgraĎivanja 

komponenti van-staničnih matriks proteina, te regulacije aktivnosti mnogobrojnih 

proteina koji imaju odlučujuću ulogu u mnogim fiziološkim i patofiziološkim procesima. 

Primjer regulacije izlučivanja matriks metaloproteinaze–9 je najbolje istraţen na primjeru 

neutrofila, stanica predstavnika nespecifične imunosti koje fagocitiraju ili direktno ubijaju 

ciljne stanice putem različitih mehanizama posredovanih lizozimom ili defenzinom. Kao 

upalne stanice, neutrofili su prva crta imunološke obrane ljudskog organizma na razne 

okolišne čimbenike, a prilikom upalotvornih procesa matriks metaloproteinaza–9 ima 

ključnu ulogu. Kao i ostale visoko specijalizirane imunološke stanice, limfociti T i B, 

monociti/makrofagi, dendritičke stanice, stanice prirodne ubojice NK (engl. Natural Killer 

Cells), sintetiziraju i pregraĎuju metriks metaloproteinazu-9 u svojim granulama (guste 

peroksidaza pozitivne granule, rijetke peroksidaza pozitivne granule, prijelazne 

peroksidaza negativne granule, rijetke peroksidaza negativne granule, sekretorne 

vezikule). Sintetiziranje i pregraĎivanje metriks metaloproteinazu-9 rezultira brzom 

imunološkom obranom u obliku oslobaĎanja velikih količina aktivnog enzima u vremenu 

od svega 15 minuta bez potrebe za procesima kao što su transkripcija i translacija (136-

138). Sam proces oslobaĎanja enzima iz granula neutrofila, a samim time i početak 

aktivnog uključivanja enzima matriks mtaloproteinaze-9 u mnogobrojne imunološke 

procese, prvi puta je dokazano nakon stimulacije kemokinom  IL-8, a kasnije i 

specifičnim proteinom GCP-2 (139, 140).  
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   Matriks metalopreteinaza-9 se sintetizira i oslobaĎa u formi proaktivnog enzima, 

neaktivne forme enzima do momenta uklanjanja propeptida. Taj propeptid ima vrlo 

stabilnu sekvencu PRCGXPD kod koje za aminokiselinu cistein odlučujuću ulogu 

koordinacije funkcije igra kataliza cinkovog iona (Zn2+). Koordinacija se zasniva na 

proteolizi propetida gdje dolazi do promjene strukture, uslijed čega cink postaje 

dostupan hidrofilnim molekulama vode i enzimskom supstratu, a kao posljedica svega 

nastaje aktiviranje enzima matriks metaloproteinaze-9 (141). Aktivacija gelatinaze B 

moţe biti potaknuta različitim proteazama kao što su tripsin ( uz obavezno posredovanje 

Ca2+ iona), kalikrein, katepsin G, neutrofilna elastaza, meĎutim, najčešće se aktivacija 

gelatinaze povezuje s djelovanjem drugih matriks metaloproteinaza na ostale članice 

iste porodice (141).  

   Gelatinaza B kao najveća i najkompliciranija matriks metaloproteinaza moţe biti 

potaknuta na aktivaciju od strane gotovo svih ostalih članica iste porodice, koje nakon 

procesa obrade u staničnim granulama kao izlučeni proaktivni enzimi i kasnije aktivni 

enzimi potiču pretvorbu ciljanog proaktivnog enzima u aktivni oblik enzima (Slika 7). 

Djelovanjem tkivnog 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, što dovodi do lokalizirane aktivacije matriks metaloproteinaza. Aktivirane 

metaloproteinaze zatim direktno aktiviraju druge metaloproteinaze što na kraju utječe na 

aktivaciju matriks metaloproteinaze-9, izuzetak čini samo MMT-26 koja se auto-aktivira. 

Membranski oblici matriks metaloproteinaza (MT-MMP-1…6) sadrţe osjetljivi motiv 

furina u svojem propetidu koji ih moţe aktivirati i unutarstanično. Motiv prepoznaje 

protein konvertaza, te se na taj način aktiviraju unutar stanice i izlučuju kao aktivni 
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enzimi ili se mogu vezati na površinu stanice kao aktivni enzimi. Danas se zna da 

reverzibilni procesi aktivacije matriks metaloproteinaza koji bi bili potaknuti od strane 

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

 

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

 

   Jednom kada se galatinaza B izluči i aktivira, njezina se aktivnost moţe regulirati 

putem razgradnje samoga enzima ili putem kočenja aktivacije enzima. Humani α2-

makroglobulin je poznati glikoprotein u plazmi koji se sastoji od 4 jednake pod-jedinice i 

opći je blokator endopeptidaza i većine proteinaza uključujući matriks metaloproteinaze 

u krvi i drugim tjelesnim tekućinama. MeĎutim, danas se zna da najveću ulogu u 
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regulaciji aktivacije gelatinaze B imaju tkivni inhibitori (TIMP proteini). Pripadaju obitelj 

sekretornih, stabilnih glikoproteina, relativne molekularne mase od 20-30 kDa koji 

blokiraju aktivnost matriks metaloproteinaza na način da se ne kovalentno veţu na 

aktivne oblike enzima matriks metaloproteinaza u izvanstaničnom prostoru. TIMP čine 

dvije domene, jedna na N i druga na C kraju molekule, gdje se domena na N kraju 

molekule sklapa kao neovisna jedinica i veţe za aktivno mjesto matriks 

metaloproteinaza enzima i zaustavlja njihovu aktivnost. Postoje TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 

i TIMP-4 tkivni inhibitori čiji je izraţaj 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 veţe 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 odreĎenim intenzitetom mogu vezati 

i za proaktivni enzim matriks metaloproteinaze-9 i na taj način blokirati enzim gelatinazu 

B dok je u formi proaktivnog enzima (145). 
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Slika 8 Struktura molekule tkivnih inhibitora matriks metaloproteinaza 
                            TIMP-1 i TIMP-2 (143) 
 
 
 

 
 

Slika 9  Blokiranje enzima MMP preko TIMP-2 inhibitora. TIMP-2 inhibitor čine dvije 
             domene na N i C kraju molekule(144). Domena na N kraju molekule sklapa se 
             kao neovisna jedinica, veţe za aktivno mjesto MMP i blokira enzim MMP 
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   Matriks metaloproteinaza-9 ima vaţnu ulogu u mnogim biološkim, fiziološkim, 

patofiziološkim i biokemijskim procesima ljudskog organizma. Njezina uloga vrlo je 

vaţna kod same biološke aktivacije u procesu organogeneze i patoloških procesa koji 

mogu nastati tijekom organogeneze, metabolizma izvanstaničnih matriks proteina 

(membranskih i stromalnih glikoproteina kao što su kolagen I, II i V, fibronektin, lamin) 

prilikom njihove razgradnje, rasta i razvoja. Matriks metaloproteinaza-9 ima jednu od 

ključnih 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 izraţaju enzima matriks metaloproteinaze-9 kao enzimskog 

          odgovora na okolišno zagaĎenje  hlapljivim aromatskim ugljikovodicima 

   Znanstvena istraţivanja utjecaja okolišnih zagaĎivala na promjene u izraţaju matriks 

metaloproteinaze-9 ukazuju na vaţnost tog enzima kao ranog imunološkog odgovora u 

ljudi na povećano okolišno zagaĎenje u prvome redu hlapljivim aromatskim 

ugljikovodicima kao što su benzen, toluen, etilbenzen i izomeri ksilena. U imunološkom 

odgovoru ljudi izazvanom djelovanjem okolišnih zagaĎivala na stanice T, plućne epitelne 

stanice, fibroblaste, alveolarne makrofage, moţe doći do narušavanja ravnoteţe izmeĎu 

izraţaja, regulacije i produkcije matriks metaloproteinaza i njihovih tkivnih inhibitora 

TIMP, a kao posljedica se javlja neravnoteţa u aktivnosti serinskih proteaza i neutrofilnih 

elastaza što dovodi do razvoja teških oboljenja kao što su emfizem pluća, remodeliranja 

plućnoga tkiva i plućna fibroza (Slika 10) (149). Veći dio strukture bazalne membrane 

pluća čini specifičan kompleks kolagena tipa IV čija je funkcija odrţavanje integriteta 

zidova alveola, a kako matriks metaloproteinaza-9 ima sposobnost prekida kolagena, 

neophodan je čimbenik prilikom procesa degradacije struktura bazalne membrane zbog 

posjedovanja supstrata koji je specifičan za kolagen tipa IV (149). Poznata je činjenica 

da prekidanje izvanstaničnog matriksa moţe dodatno utjecati na plućnu strukturnu 

nestabilnost. Stanice u kontaktu s intaktnim izvanstaničnim matriksom normalno 

funkcioniraju, ali prilikom kontakta s promijenjenim ili prekinutim izvanstaničnim 

matriksom (MMP-9) aktiviraju brojne patofiziološke stanične signale koji uzrokuju 

promijenjene stanične 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 
                        neravnoteţi uzrokovanoj djelovanjem okolišnih zagaĎivala (149) 
 

   Matriks metaloproteinaza-9 moţe cijepati različite proteine koji na pripadaju 

izvanstaničnom matriksu i dokazano generira biološke procese, a kako ima sposobnost 

oslobaĎanja različitih biološki aktivnih molekula s površine stanice (IL-6, TNF-α, L-

selektin), predstavlja vaţan čimbenik u kontroli programirane stanične smrti i upalnih 

procesa na razini plućnih stanica (151-154). Epitelne plućne stanice, fibroblasti, 

alveolarni makrofagi izlučuju matriks metaloproteinazu-9, dok se neutrofili u 

istraţivanjima navode kao glavni izvor na razini stanica (155). MMP-9 pripada 
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gelatinazama koje degradiraju elastin i kolagen tipa IV kao glavne komponente bazalnih 

membrana, te na taj način mogu utjecati na remodeliranje tkiva nakon oštećenja 

parenhima i alveola teškim oblicima bolesti okoliša kao što su astma i kronično 

opstruktivna plućna bolest (Slika 10) (156-159). Istraţivanja ukazuju na opravdanost 

upotrebe matriks metaloproteinaze-9 kao ranog biološkog pokazatelja izloţenosti ljudi 

karcinogenim hlapljivim aromatskim ugljikovodicima u ambijentalnom i/ili radnome 

okolišu. OdreĎivanje stupnja izraţaja enzima matriks metaloproteinaze-9 koristi se kao 

kvalitetni prognostički biološki marker odreĎivanja rizika teškog oboljenja od NSCLC-a 

(engl. Non-small-cell lung cancer), kao vrste karcinoma pluća koja je često uzrokovana 

okolišnih karcinogenih spojevima kao što su hlapljivi aromatski ugljikovodici (160-163). 

Zabrinjavajuća je činjenica da na godišnjoj svjetskoj razini gotovo jedan milijun ljudi oboli 

od nekog oblika karcinoma pluća, gdje 75% svih karcinoma pluća otpada upravo na 

NSCLC (164-166). Izraţaj enzima matriks metaloproteinaza-9 predstavlja jedan od 

najvaţnijih enzimskih odgovora u ljudi koji je direktno povezan s odreĎivanjem 

potencijala tumorskog metastaziranja i tumorske agresivnosti (167-169). Upravo 

navedeno ukazuje da se pojačani izraţaj enzima matriks metaloproteinaze-9 u ljudskom 

organizmu povezuje sa zaštitnim i regenerativnim djelovanjem na nivou plućnih epitelnih 

stanicama, prilikom teških oštećenja plućnog epitela uzrokovanog kronično 

opstruktivnom plućnom bolesti, emfizemom pluća i astmom koje mogu biti uzrokovane 

raznim okolišnim zagaĎivalima kao što su BTEX spojevi, policiklički aromatski 

ugljikovodici (PAU) i DEP čestice (engl. Diesel exhaust particles) (170-173). U 

istraţivanjima su autori dokazali direktan utjecaj i najmanjih koncentracija hlapljivih 

aromatskih ugljikovodika  (u prvome redu benzena) na statistički povećan rizik za 

oboljenje od različitih oblika karcinoma (174-176). U skladu s time, matriks 
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metaloproteinaza-9 koja je kao proteinaza uključena 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 oštećenja plućnog tkiva uzrokovanih toksičnim okolišnim zagaĎivalima, a 

istovremeno  regulirana od strane pojačano izlučenih citokina kao što su faktor tumorske 

nekroze (engl. Tumor necrosis factor-TNF) i interferon (IFN) u slučajevima pojave 

različitih karcinoma pluća i upalnih procesa, predstavlja vaţan biološki faktor u 

odreĎivanju potencijalnog rizika od ovako teških bolesti okoliša u ljudi koje mogu biti 

uzrokovane hlapljivim aromatskim ugljikovodicima (177-187). 
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1.5. Razvoj bolesti okoliša kao posljedice zagaĎenja okoliša hlapljivim aromatskim 

       ugljikovodicima  

   Hlapljivi aromatski ugljikovodici benzen, toluen, etilbenzen i izomeri ksilena (o-, m-, p-) 

predstavljaju zagaĎivala koja se u povećanim koncentracijama nalaze u atmosferi 

urbanih područja i predstavljaju spojeve koji povećavaju rizik od oboljenja ljudi različitim 

oblicima bolesti okoliša (188-190). BTEX spojevi ulaze u urbani okoliš iz različitih izvora, 

te su istraţivanja dokazala statistički značajno veće koncentracije istih na područjima 

modernih gradova (191-193). Najznačajniji izvor BTEX spojeva iz okoliša je gradski 

promet koji iz godine u godinu biljeţi streloviti porast u mnogim svjetskim i europskim 

metropolama (194). Predstavljaju dokazani okolišni čimbenik zabrinjavajućeg trenda 

rasta ukupnog broja oboljelih od različitih oblika bolesti okoliša, a u prvome redu 

bolestima dišnoga sustava koji je najizloţeniji djelovanju hlapljivih aromatskih 

ugljikovodika u obliku teških restrikcija i opstrukcija disanja, te u konačnici razvijanje 

teških oblika astme, kronično opstruktivne plućne bolesti, emfizema pluća i različitih 

sijela karcinoma pluća (195-197). Karakteristični predstavnik hlapljivih aromatskih 

ugljikovodika benzen, predstavlja okolišno zagaĎivalo koje dokazano uzrokuje oboljenja 

ljudi od akutne i kronične mijeloične leukemije i solidnih tumora, te su mnogobrojna 

epidemiološka istraţivanja dokazala vezu izmeĎu povećanih koncentracija benzena u 

atmosferi urbanih gradova sa razvojem različitih vrsta karcinoma pluća u ljudi koji ţive i 

rade na takvim prometom opterećenim područjima (198-201). Kronična izloţenost 

toluenu i izomerima ksilena koja je posebno rizična kod ljudi koji su svakodnevno 

profesionalno izloţeni njihovom biološkom djelovanju u krugu radnoga okoliša (radnici u 

naftnim rafinerijama, tvornicama boja i lakova, tvornicama obuće), dovodi do teških 

oblika oboljenja na razini ţivčanog sustava, jetra i bubrega (202, 203). Teška oboljenja 
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dišnoga sustava i bubrega zabiljeţena su kod kronične okolišne izloţenosti etilbenzenu 

koji se dokazano moţe odrediti u povećanim koncentracijama u radnome okolišu 

specifičnih zanimanja koja ga u svome radnome procesu koriste kao jednu od 

sastavnica organskih otapala (204,205). Istraţivanja koja se bave dokazivanjem 

kompletne etiologije razvoja bolesti okoliša u ljudi koji su okolišno (radno i/ili 

ambijentalno) pod utjecajem hlapljivih aromatskih ugljikovodika, često se provode u 

obliku prospektivnih kohortnih epidemioloških istraţivanja (206-208). Temelje se na 

usporeĎivanju dobivenih podataka o koncentracijama hlapljivih aromatskih ugljikovodika 

u ljudi (urin, krv), podataka sabranih u anketama i upitnicima koji govore o načinu ţivota 

i rada ljudi ukazujući na individualnu svakodnevnu izloţenost ljudi hlapljivim aromatskim 

ugljikovodicima (hrana, pušenje, način prijevoza, radno mjesto, zdravlje) sa podacima o 

izmjerenim koncentracijama hlapljivih aromatskih ugljikovodika u urbanome zraku 

(najčešće u obliku stacionarnog mjerenja upotrebom automatiziranih mjernih postaja) 

(209-211). Ono što su opisana istraţivanja dokazala predstavlja poseban zdravstveni 

rizik za ljudsko zdravlje prilikom izloţenosti hlapljivim aromatskim ugljikovodicima 

isključivo iz okoliša, koja se ne moţe izbjeći i predstavlja rastući problem cijele 

civilizacije (212, 213). Istraţivanja su dokazala da benzen kao neophodni nusprodukt 

industrije i gradskoga prometa uzrokuje pojavu aplastične anemije, mijelodisplastičnog 

sindroma, akutnu i kroničnu mijeloičnu leukemiju u ljudi koji su isključivo okolišno 

izloţeni hlapljivim aromatskim ugljikovodicima (214, 215). Posebno se navedena 

oboljenja javljaju kod ljudi koji su uz okolišnu izloţenost dodatno izloţeni na svome 

radnome mjestu, u koncentracijama koje su izuzetno male (manje od 1 ppm benzena), a 

to ide u prilog činjenicama koje govore o opasnostima po ljudsko zdravlje prilikom 
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izloţenosti hlapljivim aromatskim ugljikovodicima u samome ţivotnom okolišu, kojega 

smo svakodnevno kao populacija sastavni dio (216- 218).  
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2.  Cilj istraţivanja 
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   Imunološke promjene na nivou regulacijskog CD4+CD25+Foxp3+ staničnog izraţaja i 

izraţaja enzima matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) još uvijek nisu u dovoljnoj mjeri 

razjašnjene, poglavito u domeni utjecaja okolišnih zagaĎivala. Malo je podataka u 

literaturi o mogućoj korelaciji povišenih koncentracija hlapljivih aromatskih ugljikovodika 

benzena, toluena, etilbenzena, o-ksilena i m/p-ksilena kao toksičnih i uvjetno 

karcinogenih spojeva u ljudi s promjenom funkcionalnosti imunološkog sustava na 

staničnoj i enzimskoj razini, te shodno tome i razvoja vrlo ozbiljnih bolesti okoliša. Vrlo je 

malo podataka vezanih za utjecaj okolišnih hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, 

toluena, etilbenzena, o-ksilena i m/p-ksilena na pojavu bolesti okoliša kao što su 

kronično opstruktivna plućna bolest i astma, te utjecaj na pojavnost ostalih poremećaja 

na nivou respiratornog sustava kao što su različiti stupnjevi razvoja restrikcija i 

opstrukcija disanja prije svega urbane i profesionalno izloţene populacije. Sukladno 

navedenom, ciljevi ovog doktorskog rada bili su: 

1. Odrediti postojanje statističkih razlika u koncentracijama toksičnih i uvjetno 

karcinogenih hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, etilbenzena, o-ksilena 

i m/p-ksilena u urinu izmeĎu naših skupina ispitanika. 

2. Ustanoviti postojanje promjena stanicama posredovane imunosti u odnosu na 

okolišnu izloţenost hlapljivim aromatskim ugljikovodicima benzenu, toluenu, etilbenzenu, 

o-ksilenu i m/p-ksilenu  izmeĎu naših skupina ispitanika. 

3. Odrediti statističke razlike u izraţaju (koncentracijama) enzima matriks 

metaloproteinaze-9 (MMP-9) u urinu izmeĎu naših skupina ispitanika. 

4. Odrediti prisutnost/odsutnost uzročno-posljedičnih veza u pojavnosti bolesti okoliša 

(prije svega kronično opstruktivne plućne bolesti) i koncentracija hlapljivih aromatskih 

ugljikovodika u urinu izmeĎu naših skupina ispitanika. 
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   Analizom navedenih parametara u ovom doktorskom radu, pridonijet ćemo boljem 

razumijevanju uzročno-posljedičnih veza izmeĎu razine koncentracija hlapljivih 

aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, etilbenzena, o-ksilena i m/p-ksilena  u urinu 

sa promjenama u imunološkom statusu i promjenama respiratornih funkcija (restrikcija, 

opstrukcija) koje mogu ukazivati na rizik oboljenja od astme i kronično opstruktivne 

plućne bolesti kao čestih bolesti okoliša. Prvi puta će se na znanstvenoj razini dobiveni 

podaci o koncentracijama hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, 

etilbenzena, o-ksilena i m/p-ksilena u urinu usporediti sa izraţajem enzima matriks 

metaloproteinaze-9 (MMP-9) kao potencijalnog ranog biološkog pokazatelja 

(Biomarkera) enzimskih promjena u ispitivane skupine ljudi s urbanog područja (Grad 

Rijeka) u odnosu na ispitivanu skupinu ljudi s ruralnog područja (Mali Lošinj) kao 

kontrolne skupine i profesionalno izloţene skupine ispitanika (premazivača brodskih 

konstrukcija) iz Brodogradilišta „Viktor Lenac― i Brodogradilišta „Kraljevica―. Vaţan 

doprinos ovoga znanstvenog rada jest i primjena znanstveno utemeljenih metoda 

odreĎivanja utjecaja okolišnih zagaĎivala na izraţaj enzima MMP-9 kao ranog biološkog 

pokazatelja opterećenosti okoliša istim, te bi dobiveni rezultati mogli biti od velike 

vaţnosti u dokazivanju svrsishodnosti i opravdanosti korištenja navedenih ranih 

bioloških indikatora u procjeni utjecaja okolišnog zagaĎivala na ljudsko zdravlje i 

mogućim profilaktičkim mjerama koje javno-zdravstvene institucije mogu provesti u cilju 

zaštite i unaprjeĎenja ljudskoga zdravlja u cilju smanjivanja rizika izlaganja toksičnim i 

dokazano karcinogenim okolišnim zagaĎivalima. 
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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 muškoga spola. Svi ispitanici planiranih ispitnih skupina u ovome 

istraţivanju, morali su zadovoljiti čitav niz kriterija koje smo sabrali u Anketi o 

zdravstvenom stanju, ţivotnim i prehrambenim navikama ispitanika (Slika 11) koju je 

svaki ispitanik ispunjavao samostalno, te poseban Upitnik za odreĎivanje BTEX u urinu 

ispitanika na čija je pitanja odgovarao svaki ispitanik zasebno, nama kao ispitivačima 

osobno prilikom uzorkovanja na terenu (Slika 12). Obavezni isključujući kriteriji 

(isključivanje iz daljnjeg istraţivanja) koje je svaki ispitanik morao zadovoljiti da bi postao 

član ispitne skupine bili su slijedeći: 

 punoljetan (18-65 godina) 

 poslovno sposoban 

 ţivi (prebivalište) na području istraţivanja duţe od 5 godina 

 zaposlen na radnome mjestu duţe od 5 godina (posebno se odnosilo na 

profesionalno izloţene) 

 nema zdravstvenih problema sa jetrom 

 nema nikakvih zdravstvenih problema (zubobolja, glavobolja, bolovi u tijelu 

vrtoglavice, nesanice, mučnine, proljevi) zadnjih mjesec dana 

 ne upotrebljava nikakve lijekove zadnjih mjesec dana 
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 muškog spola  

 nepušač 

 u posljednjih godinu dana nije bolovao od bronhalne astme, kronične opstruktivne 

bolesti pluća, akutne respiratorne infekcije  

 nije djelatnik u jednoj od naftnih rafinerija 

 unutar 24 sata nije bio izloţen bojama i lakovima za drvo ili metal. Kriterij se nije 

odnosio na ispitanike koji su profesionalno na radnome mjestu izloţeni bojama, 

lakovima, otapalima i razrjeĎivačima, osim u slučajevima kada su izvan radnoga 

mjesta unutar 24 sata bili izloţeni istim. 

 
ANKETA O ZDRAVSTVENOM STANJU, ŢIVOTNIM I PREHRAMBENIM NAVIKAMA ISPITANIKA 
 
1. Spol (zaokruţite)   1.    muški   2.   ţenski 
2. Koja je Vaša teţina i visina?         visina  ____________  cm  teţina  ___________  kg 
3. Godina dolaska na područje sadašnjeg prebivališta: _______________ 
4. Školska sprema 

1. bez završene osnovne škole 2. osnovna škola 
3. srednja škola 4. viša škola 
5. fakultet 6. stručni magisterij 
7. magisterij znanosti 8. doktorat znanosti 

5. Koliko članova obitelji ţivi sa Vama u Vašem domu?    __________   članova 
6. Kako ocjenjujete materijalno stanje svoje obitelji 
      1. mnogo lošije od prosjeka       4. malo bolje od prosjeka 
      2. malo lošije od prosjeka       5. mnogo bolje od prosjeka 
      3. prosječno  

7. Da li ste u posljednjih godinu dana bolovali ili bolujete od slijedećih bolesti: 
1. bronhijalna astma           4. dermatitis 
2. kronična opstruktivna bolest pluća           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. mučnine 

9. Dali ste u zadnjih mjesec dana konzumirali neki lijek (ako je Vaš odgovor da, navedite naziv) ? 
       1. DA   _____________________________       2.  NE 
10. Kako bi ste općenito ocijenili svoje zdravlje 
      1. odlično 3. dobro 5. loše 
      2. vrlo dobro 4. zadovoljavajuće  

11. Kako bi ste svoje zdravlje usporedili sa zdravljem svojih vršnjaka 
      1. znatno bolje 3. podjednako  5. znatno lošije 
      2. bolje 4. lošije  

12. U odnosu na prošlu godinu, vaše zdravlje je sada 
      1. znatno bolje 3. podjednako 5. znatno lošije 
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     2. bolje 4. lošije  
 

13. Da li vas vaše zdravstveno stanje ograničava u sljedećim 
dnevnim aktivnostima 

DA 
puno 

DA 
malo 

NE 
nimalo 

fizički naporne (trčanje, dizanje teških predmeta, naporni sport) 1 2 3 

umjereno naporne (pomicanje stola, voţnja bicikla, boćanje, ...) 1 2 3 

podizanje ili nošenje torbe s namirnicama 1 2 3 

uspinjanje stepenicama na više katova 1 2 3 

uspinjanje stepenicama na jedan kat 1 2 3 

saginjanje, klečanje, pregibanje 1 2 3 

hodanje više od 1 km 1 2 3 

hodanje oko pola kilometra 1 2 3 

hodanje oko 100 m 1 2 3 

kupanje, oblačenje 1 2 3 

 

14. Jeste li tijekom protekla 4 tjedna imali u svome ţivotu ili radu neke od 
sljedećih problema radi svoga fizičkog zdravlja 

DA NE 

skratili ste vrijeme provedeno u radu i drugim aktivnostima 1 2 

obavili ste manje nego što ste ţeljeli 1 2 

niste mogli obavljati neke poslove ili aktivnosti 1 2 

morali ste uloţiti dodatni napor pri obavljanju posla ili aktivnosti 1 2 

15. U kojoj su mjeri tijekom protekla 4 tjedna vaše fizičko zdravlje ili emocionalni problemi utjecali 
na Vašu uobičajene DRUŠTVENE aktivnosti u obitelji, s prijateljima, susjedima ili drugim ljudima 

1. uopće ne 3. umjereno 5. izrazito 
2. u manjoj mjeri 4. prilično  

16. Koliko su vas vremena tijekom protekla 4 tjedna vaše fizičko zdravlje ili emocionalni problemi 
ometali pri vašim DRUŠTVENIM aktivnostima (npr. posjete obitelji, prijateljima, susjedima) 

1. stalno 4.   rijetko 
2. skoro uvijek 5.   nikada 
3. povremeno  

 

17. Koliko je po Vašem 
mišljenju točna ili netočna 
svaka od sljedećih tvrdnji 

potpuno 
točno 

uglavnom 
točno 

ne 
znam 

uglavnom 
netočno 

potpuno 
netočno 

čini mi se da se razbolim lakše 
nego drugi ljudi 

1 2 3 4 5 

zdrav sam kao i bilo tko drugi 
koga poznajem 

1 2 3 4 5 

mislim da će mi se zdravlje 
pogoršati 

1 2 3 4 5 

zdravlje mi je odlično 1 2 3 4 5 

18. Kako odlazite na posao? 
1.   pješice   3.     gradskim prijevozom 
2.   osobnim automobilom         4.      kombinirano (zaokruţite):       1-2      1-3     2-3 

19. Kolika je udaljenost izmeĎu Vašeg radnog mjesta i doma?   _________ km (procijenite) 
20. Na poslu prosječno provodim   ______ sati,    _____ sati prekovremeno,  _____ sati noćni rad 
21. U posljednjih godinu dana, koliko ste dana bili odsutni s posla ili ste bili u nemogućnosti obavljati 
poslove zbog bolesti?    __________  dana (procijenite broj) 
22. Koliko ste u kontinuitetu na postojećem radnome mjestu? 

1. godinu dana                           3. pet godina 
2. dvije godine                           4.  više od pet godina 

23. Da li ste u zadnjih 24 sata bili izloţeni bojama ili lakovima za drvo ili metal? 

1.    Da  2.    Ne 
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24. Da li ste zaposlenik u naftnoj industriji (INA)?  

   1. Da  2. Ne 

25. Da li pušite duhan 

1. Da, svakodnevno 3. Ne 5. Ne, ali puše drugi oko mene  
    (pušim pasivno) 

2. Da, povremeno 4. Prestao pušiti  
26. Pasivno pušite – izloţeni ste duhanskom dimu 

1. Kući 3.   Drugdje 
2. Na poslu 4.   Ne izlaţem se duhanskom dimu 

27. Da li pušite na radnom mjestu? 
  1.  Da   2.  Ne  3.   Da, povremeno 
28. Ako ste prestali pušiti, prije koliko godina ste prestali pušiti (posljednji put): _______________ 
29. Prestali ste pušiti radi: 
1. Zdravstvenih tegoba 3. Štednje 5.   Posla 
2. Obitelji 4. Hobija – sporta 6.   Drugog razloga 

30. Za prestanak pušenja imali ste stručnu pomoć: 
          1. Da  2. Ne 
31. Nakon prestanka pušenja, vaše zdravstveno stanje se:  
1. Poboljšalo 2. Nastavilo se pogoršavati 3. Nije se promijenilo 

32. Koliko cigareta dnevno popušite 
1. Do 5 2. 6 – 10  3.   11 – 20 4. Više od 20 

33. Radi čega pušite 
1. Smirenja 3. Zadovoljstva  5. Sigurnosti 7. Smanjenja 

    apetita 
2. Ţelim ostaviti dojam  4. Utjecaja društva  6. Radoznalosti 8. Drugo 

34. S koliko godina starosti ste počeli pušiti: __________ godina 
35. Pušite li pred djecom i mladeţi: 
1. Nikada 2. Ponekad, ali izbjegavam 3.   Da 

36. Što obično pijete uz cigaretu 
1. Crnu kavu 3. Sokove 5.   Ţestoka pića 
2. Vino 4. Pivo 6.   Vodu 

37. Način uvlačenja dima u pluća 
1. Duboko 2. Umjereno 3.   Slabo 4.   Ne uvlačim dim 

38. Znate li da je pušenje štetno? 
 1. Da 2. Ne 
39. Konzumirate li alkoholna pića?  
          1. Da   2. Ne 

40. Kako 
često 
pijete 
alkoholna 
pića? 

ne 
nekoliko 

puta 
godišnje 

2-3 puta 
mjesečno 

1. 
tjedno 

više 
puta 

tjedno 

1. 
dnevno 

 
više 
puta 
dnevno 

Koju 
količinu 
pića 
najčešće 
pijete? dcl 

pivo        2 3 5 

vino 
       1,

5 
2 3 

ţestoka 
pića 

       0,
3 

0,
5 

1 

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, ţeljeli bi ste prestati 
1. Pušiti duhan 3. Uzimati droge 
2. Piti alkohol 4. Ništa od navedenog, dobro mi je ovako 
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43. Zaokruţite što najbolje opisuje Vaše dnevne tjelesne aktivnosti: 
1. Obično sjedim, hodam kraće vrijeme 3. Nosim lakše predmete, hodam 

    stepenicama 
2. Stojim, hodam duţe vrijeme 4. Teţi fizički rad, nosim teške predmete i sl. 

44. Zaokruţite što najbolje opisuje Vaše aktivnosti u slobodno vrijeme: 
1. Natjecateljski sport,  aktivni trening                        više sati dnevno 
2. Rekreacijski sport:                                                  više od 4 sata tjedno 
3. Šetnja, lagani kućni poslovi i rekreacijski sport      do 4 sata tjedno 
4. Sjedilačke aktivnosti (čitanje, gledanje TV…) 

45. Koliko često konzumirate hranu sa roštilja na kruta goriva (ugljen, drva): 
1. Ne konzumiram 3. Jednom tjedno 5.  Više puta tjedno 
2. Nekoliko puta godišnje 4.  Dva puta tjedno  

46. Da li doručkujete?   
        1. Da      2. Ne 
47. Koju vrstu masnoće najčešće koristite u pripremanju hrane (zaokruţite samo jednu vrstu) 

1. Biljno ulje 2. Margarin 3. Maslac, svinjska mast 4. Maslinovo 
ulje 

48. Da li koristite proizvode od punog zrna ţitarica (integralni kruh, tjestenina…)? 
1. Da, svakodnevno 2. Da, povremeno 3. Ne konzumiram 

49. Ako konzumirate mlijeko ili mliječne proizvode (jogurt, kiselo mlijeko) to su najčešće proizvodi: 
1. Punomasni  
    (oko 3,2%m.m.) 

2. Djelomično obrani  
    (manje od 1,5%m.m.) 

3.Nije mi 
vaţno 

50. Kako često ste konzumirali slijedeće namirnice, jela i pića tijekom prošlog tjedna? 

(Stavite X) nikad 
1-2 
puta 

3-5 
puta 

6-7 
puta 

više puta 
dnevno 

Prosječna količina navedenih 
namirnica u jednom obroku 
(zaokruţite) 

kruh, 
pecivo 

     manje od 
kriške 

kriška 
više od 
kriške 

croissant,  
krafna 

     manje od 
1 
komada 

komad 
više 
komada 

tjestenina 
     manje od 

pola 
tanjura 

pola 
tanjura 

više od 
pola 
tanjura 

riţa 
     manje od 

pola 
tanjura 

pola 
tanjura 

više od 
pola 
tanjura 

krumpir  
kuhani 

     manje od 
pola 
tanjura 

pola 
tanjura 

više od 
pola 
tanjura 

krumpir 
prţeni/peč
eni 

     manje od 
pola 
tanjura 

pola 
tanjura 

više od 
pola 
tanjura 

muesli,  
corn-flakes 

     manje od 
pola 
tanjura 

pola 
tanjura 

više od 
pola 
tanjura 

mlijeko, 
kakao 

     pola 
šalice 

šalica 
više 
šalica 

tvrdi sir      manje od 
50g 

50g 
više od 
50g 

jogurt      pola 
čašice 

čašica 
više od 
čašice 

piletina,  
puretina 

     
1 komad 

2 
komada 

3 
komada 

junetina,      1 komad 2 3 
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svinjetina komada komada 

riba 
     manje od 

pola 
tanjura 

pola 
tanjura 

više od 
pola 
tanjura 

jaje 
prţeno/ku
hano 

     
1 komad 

2 
komada 

3 
komada 

salama, 
kobasica 

     manje od 
50g 

50g 
više od 
50g 

zeleno 
lisnato 
povrće 

     manje od 
pola 
tanjura 

pola 
tanjura 

više od 
pola 
tanjura 

rajčica, 
mrkva, 
paprika, 
cikla 

     
manje od 
pola 
tanjura 

pola 
tanjura 

više od 
pola 
tanjura 

grah, 
grašak, 
leća 

     manje od 
pola 
tanjura 

pola 
tanjura 

više od 
pola 
tanjura 

jabuka, 
kruška, 
banana 

     manje od 
1 
komada 

 
komad 

više 
komada 

naranča, 
mandarina 

     manje od 
1 
komada 

komad 
više 
komada 

jagode 
     manje od 

pola 
tanjura 

pola 
tanjura 

više od 
pola 
tanjura 

čokolada, 
keksi s 
čokoladom 

     manje od 
pola 
tanjura 

pola 
tanjura 

više od 
pola 
tanjura 

kolači 
     manje od 

pola 
tanjura 

pola 
tanjura 

više od 
pola 
tanjura 

gazirana 
pića, cola, 
fanta 

     
manje od 
2dcl 

2dcl 
više od 
2dcl 

voćni sok      manje od 
2dcl 

2dcl 
više od 
2dcl 

kava      mala 
šalica 

šalica 
više od 
šalice 

pivo      manje od 
2dcl 

2dcl 
više od 
2dcl 

vino      manje od 
2dcl 

2dcl 
više od 
2dcl 

ţestoka 
pića 

     manje od 
0,3cl 

0,3cl 
više od 
0,3cl 

ćevapčići, 
hamburger 

     mala 
porcija 

srednja 
porcija 

velika 
porcija 

pizza      mala srednja velika 

hot dog      
1 komad 

2 
komada 

3 
komada 

 

Slika 11 Anketa o zdravstvenom stanju, ţivotnim i prehrambenim navikama ispitanika 
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UPITNIK ZA ODREĐIVANJE BTEX U URINU ISPITANIKA 

 
1. Šifra ispitanika : ____________ 
 
    Godina roĎenja : _________       Spol :     O   M          O   Ţ 
 
2. Opća populacija 
 
O   Nepušač bez pasivne izloţenosti pušenju 
 
O   Pasivni pušač – izloţenost broju cigareta dnevno : ______________ 
 
O   Pušač – broj popušenih cigareta dnevno : _____________________ 
 
3. Profesionalna izloţenost BTEX :           O  NE                         O   DA 
 
4. Izloţenost BTEX u slobodno vrijeme :   O  NE                         O   DA – opisati :  
 
________________________________________________________________ 

 
5. Da li se izloţenost BTEX (cigaretni dim, profesionalna izloţenost, izloţenost u slobodno vrijeme) 
u zadnja 24 sata razlikuje od uobičajene ? 
 
O      NE      O      DA – opisati : _______________________________________ 
 
6. Datum i vrijeme uzimanja uzorka urina : _____________ 

 

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

 

 
8.      KONCENTRACIJE BTEX ODREĐENE 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 odreĎivanje BTEX u urinu ispitanika 
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   Nakon obraĎenih svih Anketa o zdravstvenom stanju, ţivotnim i prehrambenim 

navikama ispitanika i Upitnika za odreĎivanje BTEX u urinu, pristupili smo odabiru onih 

ispitanika koji su zadovoljavali sve prije navedene kriterije. Ukoliko je bio prisutan 

isključujući kriterij, ispitanik nije postao dio ispitne skupine i isključen je iz daljnjih 

istraţivanja. U ovom doktorskom radu obuhvatili smo skupinu ispitanika grada Rijeke 

(n=35 ) koja ţivi i radi u karakterističnom gradskom području (urbano područje), skupinu 

ispitanika koji ţive i rade na otoku Malom Lošinju (n=35) kao karakterističnom 

nezagaĎenom području (ruralno područje), te profesionalno izloţene ispitanike koji kao 

premazivači brodskih konstrukcija rade u Brodogradilištu „Viktor Lenac― (n=35) i istu 

takvu skupinu ispitanika koji rade kao premazivači brodskih konstrukcija u pogonima 

Brodogradilišta „Kraljevica― (n=28). Profesionalno izloţene skupine ispitanika su 

svakodnevnim premazivanjem brodskih konstrukcija (brodogradilišta) izloţeni djelovanju 

hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, etilbenzena i izomera ksilena 

putem inhalacije i kontaktno, upotrebljavajući boje, lakove, otapala, razrjeĎivače i 

biocidne preparate koji dokazano (članak 129. stavka 3. Zakona o zaštiti okoliša; 

"Narodne novine" br. 110/07-Registar onečišćavanja okoliša) 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 

tjedna (srijeda, četvrtak), a analize uzoraka obavljali isti dan. U ovom prospektivnom 

kohortnom istraţivanju, analizirali smo ukupno 133 reprezentativna ispitanika, koji su po 

čitavom nizu kriterija sadrţanih u anketama i upitniku odgovarali predloţenim ciljevima 

istraţivanja. Svi su se uzeti uzorci periferne venske krvi ispitanika odradili isti dan, a 

ukoliko uzorke urina nismo analizirali isti dan zbog sloţenosti analiza, pohranili smo ih u 

specijalizirane, kemijski potpuno neutralne staklene bočice od 6 ml s gumenim čepom i 

aluminijskim poklopcem na +4 °C do slijedećeg dana. Sve smo uzorke pomoću 

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 spirometrijska mjerenja plućnih funkcija ispitanika po ciljanim ispitnim 

skupinama. 
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3.1.2 Odabrani kriteriji za ispitna područja uzorkovanja  

   Dugogodišnjim praćenjem kvalitete zraka od strane Nastavnog zavoda za javno 

zdravstvo Primorsko-goranske ţupanije, te odreĎivanjem koncentracija BTX-a u zraku 

na potpuno automatiziranoj mjernoj postaji (″INA–Mlaka″), došlo se do odabira Grada 

Rijeke kao područja objektivno povećanog rizika po zdravlje ljudi. Korištenjem postojeće 

baze podataka o koncentracijama BTX-a u urbanome zraku Grada Rijeke, te novih 

podataka mjerenja u planiranom razdoblju istraţivanja (2009/2010), dobili smo uvid o 

mogućim uzročno-posljedičnim vezama s koncentracijama BTEX-a dobivenih u urinu 

naših skupina ispitanika sa urbanog područja Grada Rijeke. Kriteriji za odabir otoka 

Maloga Lošinja kao karakterističnog ruralnog (kontrolnog) područja, ogledalo se u 

činjenici da je to područje poznatog lječilišta i karakteristične mikroklime za liječenje 

kronično opstruktivne plućne bolesti i bronhalne astme, te da nisu postojali preduvjeti za 

povećane koncentracije BTEX-a u zraku (nema industrije, mala frekvencija prometa). 

Zaposlenici Brodogradilišta „Viktor Lenac― i Brodogradilišta „Kraljevica― koji rade na 

poslovima pripreme i premazivanja brodskih konstrukcija bojama, otapalima i 

razrjeĎivačima koji u svome sastavu sadrţe hlapljive aromatske ugljikovodike kao što su 

benzen, toluen, etilbenzen i izomere ksilena (sigurnosno tehnički list za kemijske 

proizvode izraĎen prema normi HRN ISO 11014-1:1997), odabrani su kao profesionalno 

izloţena skupima ispitanika koja je na radnome mjestu svakodnevno izloţena djelovanju 

hlapljivih aromatskih ugljikovodika (BTEX-a). 
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3.1.3.  Ispitanici sa urbanog područja istraţivanja-Grad Rijeka 

   Grad Rijeka (Zapadna Hrvatska, sjeverni Jadran 14° 26' istočne zemljopisne duţine 

45° 21' sjeverne zemljopisne širine) najvaţnija i najveća morska luka u Hrvatskoj, treći 

po veličini grad u Hrvatskoj i administrativno središte Primorsko-goranske ţupanije. U 

2007. godini, kroz riječku je luku prošlo 13 milijuna tona tereta. S ostatkom Hrvatske i 

regije, Rijeka je dobro povezana cestovnim, ţeljezničkim i avionskim vezama. 2004. 

godine je dovršen dio autoceste A7, koji povezuje Rijeku sa slovenskom granicom, dok 

je autocesta A6 Zagreb-Rijeka dovršena 2008. godine. Preko tunela Učka, kroz 

istoimenu planinu, Rijeka osigurava vezu sa brzom cestom A8/A9 (Istarski ipsilon). 

IzgraĎena je i nova riječka obilaznica što je povećalo intenzitet tranzitnog cestovnog 

prometa u neposrednoj okolici Grada Rijeka. Mnogi industrijski pogoni koji se nalaze u 

neposrednoj blizini Grada Rijeke kao što su INA–Rafinerija nafte Rijeka na lokaciji Mlaka 

koja se nalazi u samome centru grada, INA-Rafinerija nafte Urinj na području Općine 

Kostrena koja teritorijalno graniči sa Gradom Rijeka, Termoelektrana Rijeka u 

neposrednoj blizini, mnogobrojne gradske toplane koje koriste naftu kao pogonsko 

gorivo, dovoljno govore o činjenici neprestanog ispuštanja okolišnih zagaĎivala (BTEX-

a) u urbanu atmosferu grada. Grad Rijeka se još u 19. stoljeću zbog svog zemljopisnog 

poloţaja i komercijalne dubine mora u Kvarnerskom zaljevu, razvio u jednu od najvećih 

srednjoeuropskih luka i moćno industrijsko središte. Početkom devedesetih dolazi do 

propasti industrije i naglog smanjenja lučkog prometa pa se u novom mileniju Rijeka 

počinje okretati razvoju turizma i usluţnog sektora (219). MeĎutim, samo središte rijeke 

je poznato po svome gustom i intenzivnom cestovnom prometu koji iz godine u godinu 

zbog rasta pomorskog prometa „Luke Rijeka― opterećuje okoliš zagaĎivalima. 

Prvenstveno je riječ o BTEX spojevima koji kao nusprodukti nastaju u prometu radom 

http://hr.wikipedia.org/wiki/Hrvatska
http://hr.wikipedia.org/wiki/Jadransko_more
http://hr.wikipedia.org/wiki/Hrvatska
http://hr.wikipedia.org/wiki/Primorsko-goranska_%C5%BEupanija
http://hr.wikipedia.org/wiki/2007.
http://hr.wikipedia.org/wiki/2004.
http://hr.wikipedia.org/wiki/A7
http://hr.wikipedia.org/wiki/Slovenija
http://hr.wikipedia.org/wiki/A6
http://hr.wikipedia.org/wiki/2008.
http://hr.wikipedia.org/wiki/U%C4%8Dka
http://hr.wikipedia.org/wiki/19._stolje%C4%87e
http://hr.wikipedia.org/wiki/Luka
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motornih vozila. Zbog nesreĎenog cestovnog prometa u centru grada pa i šire, sav teški 

kamionski i ţeljeznički promet lučkog tereta kao jedinih prijevoznih sredstava, prolazi 

centrom grada gdje dolazi do porasta koncentracija zagaĎivala tijekom korištenja naftnih 

frakcija kao pogonskog gorivo. Poznata je činjenica, 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 počela intenzivnije premještati na novu lokaciju INA-rafineriju 

Urinj, dok je pogon proizvodnje mazuta kao najteţe 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 većim količinama ispuštaju u 

neposredan okoliš samih rafinerija (220). Benzen je prirodni sastojak fosilnih goriva, te 

se u atmosferu emitira isparavanjem i/ili izgaranjem istoga. Promet je najznačajniji izvor 

benzena u atmosferi, no prerada nafte značajno pridonose ukupnoj razini. U urbanim 

područjima koncentracije benzena u vanjskoj atmosferi iznose 5-20 µg/m3 zraka. Na 

mjestima izvora kao što su prerada nafte, tankovi i pumpne stanice, što u slučaju Grada 

Rijeke znači sami centar grada, koncentracija benzena moţe biti viša i do nekoliko 

stotina µg/m3 zraka (220). Kao benzen, toluen je isto tako prirodni sastojak nafte, a 

nastaje izgaranjem i organskog materijala poput drva, nafte ili ugljena. Izvor toluena u 

urbanim sredinama je promet. No značajne količine u okoliš dolaze isparavanjem iz 

spremnika goriva i pumpnih stanica. U urbanim područjima koncentracija toluena u 

zraku iznosi 5-150 µg/m3, dok se više koncentracije mogu naći u blizini industrijskih 

izvora (220-223). Ksilen se kao još 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 središtima urbanih sredina je najveći izvor 
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ksilena u zraku, kao i isparavanja iz spremnika goriva i pumpnih stanica što je pogotovo 

za okoliš problematično kada se rafinerija za obradu nafte nalazi u samome središtu 

grada kao što je slučaj u Gradu Rijeci. Ksilen se u vanjskoj atmosferi nalazi u 

koncentracijama od 1-100 µg/m3 zraka (220-223).   

   Iz svega navedenoga, Nastavni zavod za javno zdravstvo Primorsko-goranske 

ţupanije uveo je u svoju praksu kao jedina ovlaštena institucija na širem području 

ţupanije potpuno automatizirano mjerenje koncentracija BTX spojeva u okolišnom zraku 

koje se svakodnevno provodi već duţi niz godina. O intenzitetu mjerenja i zagaĎivalima 

čije se koncentracije u odreĎenim vremenskim razmacima mjere, najbolje govori 

slijedeća tablica (Tablica 1), u kojoj se nalaze nazivi automatiziranih postaja, vrste 

onečiščujućih tvari koje se mjere u zraku, od kojih je za odabir Grada Rijeka kao urbane 

sredine najznačajniji podatak o koncentracijama BTX spojeva i podatak o učestalosti 

samoga mjerenja. 
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Tablica 1 Naziv automatiziranih postaja, vrste okolišnih zagaĎivala i učestalost mjerenja 
                u okolišnom zraku od strane Nastavnog zavoda za javno zdravstvo Primorsko 
                goranske ţupanije 
 

Naziv postaje Zagađivala čije se 
koncentracije mjere 

Učestalost  
mjerenja  

 
INA Rafinerija Mlaka SO2,NOx,O3,H2S,CO,PM10,BTX                     1h 

 

INA Vrh Martinšćice SO2,NOx,O3,H2S,CO,PM10,BTX                      1h 

INA Paveki SO2,NOx,O3,H2S,CO,PM10,BTX                      1h 

Urinj SO2,NOx,O3,H2S,CO,PM10                               1h 

Kostrena SO2,dim,NH3,UTT i sadrţaj 
metala                                          

(Pb,Cd,Fe,Zn,Cu) 

1h 

Martinšćica PM10, UTT i sadrţaj metala                                               
(Pb,Cd,Fe,Zn,Cu) 

1h 

 
SO2 - sumporni dioksid; NOX - dušični oksid; O3 – ozon; H2S-sumporovodik; CO - ugljični 
monoksid;  PM10 - čestice veličine do10 µm; UTT- ukupna taloţna tvar; BTX - benzen, 
toluen, ksilen 
 

   Mjerenja koncentracija benzena u zraku za 2009. godinu na području Grada Rijeka 

zbirno su prikazana u tablicama 2, 3 i 4. Izmjerene koncentracije benzena u zraku slične 

su onima iz prethodnih godina. Za usporedbu, noviji rezultati mjerenja benzena u 

atmosferi gradova u Europi kreću se od 2,3 µg/m3 zraka u predgraĎima s malim 

prometom do 10,3 µg/m3 zraka u centrima gradova s jakim intenzitetom prometa (220-

223). Naţalost, naši zakonski propisi ne sadrţe norme za toluen. Svjetska zdravstvena 

organizacija navodi preporučenu vrijednost od 260 µg/m3 zraka kao tjedni prosjek, 

odnosno granicu mirisa od 1000 µg/m3 zraka za vremenski period uzimanja uzoraka od 

30 minuta (220-223). Mjerenja koncentracija toluena u zraku za 2009. godinu na 

području Grada Rijeka zbirno su prikazana u tablicama 5, 6 i 7. Činjenica je da Hrvatski 
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zakonski propisi i norme na sadrţe ni dopuštene koncentracije za ksilen. Prema 

preporučenim vrijednostima od strane Svjetske zdravstvene organizacije, koncentracija 

za ksilen iznosi 870 µg/m3 zraka kao godišnji prosjek, odnosno 4800 µg/m3 zraka kao 

prosjek unutar 24 sata. Mjerenja koncentracija ksilena u zraku za 2009. godinu na 

području Grada Rijeka zbirno su prikazana u tablicama 8, 9 i 10. 

 

Tablica 2 Zbirni rezultati praćenja koncentracija benzena (µg/m3 zraka) na području 
                Grada Rijeke u 2009. godini (postaja imisijskog mjerenja INA-rafinerije 
                nafte Rijeka lokacija Mlaka) 
 

Vrijeme 
usrednjavanja 

N Obuhvat 
(%) 

Csr C50 C98 CM Vrijeme 
dan 

Cmax 

sat 

24-sata 120 33 1,4 1,2 3,4 3,7 14.01.2009.  

1-sat 2766 31 1,4 1,0 5,9 21,2 19.01.2009. 17:00 

 
N - broj podataka, Csr – prosječna koncentracija, aritmetička sredina, C M – najviša 
izmjerena vrijednost, C50 - medijan, vrijednost ispod koje je 50% podataka, C98 – 98 
percentil, vrijednost ispod koje je 98% podataka, Obuhvat (%) - razdoblje ispitivanja 
pokriveno pouzdanim izmjerenim podacima 
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Tablica 3  Koncentracije benzena na području Grada Rijeke u 2009. godini (postaja 
                 imisijskog mjerenja INA-rafinerije nafte Rijeka lokacija Mlaka) po 
                 mjesecima (µg/m3 zraka) u vremenu usrednjavanja 24 sata 
 

Mjesec N Csr CMin CMax Vrijeme 
CMax 

Siječanj 18 2,4 0,7 3,7 14.01.2009. 

Veljača 23 2,1 1,1 3,6 23.02.2009. 

Oţujak 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 1,5 1,4 1,8 30.09.2009. 

Listopad 10 1,3 0,9 2,2 07.10.2009. 

Vrijednost 
za razdoblje 

120 1,4 0,3 3,7 14.01.2010. 

 
N - broj podataka, Csr – prosječna koncentracija, aritmetička sredina, C Max – najviša 
izmjerena vrijednost,  C Min – najniţa izmjerena vrijednost 
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Tablica 4  Koncentracije benzena na području Grada Rijeke u 2009. godini (postaja 
                 imisijskog mjerenja INA-rafinerije nafte Rijeka lokacija Mlaka) po 
                 mjesecima (µg/m3 zraka) u vremenu usrednjavanja 1sat 
 

Mjesec N Csr CMin CMax Vrijeme 
dan 

Cmax 

sat 

Siječanj 413 2,3 0,3 21,2 19.01.2009. 17:00 

Veljača 528 2,1 0,3 10,6 23.02.2009. 21:00 

Oţujak 653 1,3 0,2 10,0 13.03.2009. 19:00 

Travanj 690 0,8 0,1 5,0 02.04.2009. 16:00 

Svibanj 184 0,5 0,0 1,9 08.05.2009. 7:00 

Rujan 61 1,6 0,5 6,0 30.09.2009. 20:00 

Listopad 237 1,3 0,2 5,8 05.10.2009. 8:00 

Vrijednost 
za razdoblje 

2766 1,4 0,0 21,2 19.01.2010. 17:00 

 
N - broj podataka, Csr – prosječna koncentracija, aritmetička sredina, C Max – najviša 
izmjerena vrijednost, C Min – najniţa izmjerena vrijednost 
 
 
Tablica 5 Zbirni rezultati praćenja koncentracija toluena (µg/m3 zraka) na području 
                Grada Rijeke u 2009. godini (postaja imisijskog mjerenja INA-rafinerije 
                 nafte Rijeka lokacija Mlaka) 
 

Vrijeme 
usrednjavanja 

N Obuhvat 
(%) 

Csr C50 C98 CM Vrijeme 
dan 

Cmax 

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, Csr – prosječna koncentracija, aritmetička sredina, C M – najviša izmjerena 
vrijednost, C50 - medijan, vrijednost ispod koje je 50% podataka, C98 – 98 percentil, 
vrijednost ispod koje je 98% podataka 
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Tablica 6  Koncentracije toluena na području Grada Rijeke u 2009. godini (postaja 
                 imisijskog mjerenja INA-rafinerije nafte Rijeka lokacija Mlaka) po 
                 mjesecima (µg/m3 zraka) u vremenu usrednjavanja 24 sata 
 

Mjesec N Csr CMin CMax Vrijeme 
CMax 

Siječanj 18 2,4 0,7 3,9 19.01.2009. 

Veljača 23 2,2 1,1 4,4 23.02.2009. 

Oţujak 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 
za razdoblje 

120 2,5 0,4 7,0 07.10.2009 

 
N - broj podataka, Csr – prosječna koncentracija, aritmetička sredina, C Max – najviša 
izmjerena vrijednost, C Min – najniţa izmjerena vrijednost 
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Tablica 7  Koncentracije toluena na području Grada Rijeke u 2009. godini (postaja 
                 imisijskog mjerenja INA-rafinerije nafte Rijeka lokacija Mlaka) po 
                 mjesecima (µg/m3 zraka) u vremenu usrednjavanja 1sat 
 

Mjesec N Csr CMin CMax Vrijeme 
dan 

Cmax 

sat 

Siječanj 413 2,4 0,2 22,8 21.01.2009. 17:00 

Veljača 528 2,2 0,2 12,7 02.02.2009. 21:00 

Oţujak 651 1,9 0,1 18,3 19.03.2009. 19:00 

Travanj 692 1,7 0,1 15,8 02.04.2009. 16:00 

Svibanj 184 1,2 0,1 6,3 06.05.2009. 7:00 

Rujan 61 4,0 0,7 14,8 29.09.2009. 20:00 

Listopad 237 4,1 0,4 16,9 05.10.2009. 8:00 

Vrijednost 
za razdoblje 

2766 2,5 0,1 22,8 21.01.2010. 11:00 

 
N - broj podataka, Csr – prosječna koncentracija, aritmetička sredina, C Max – najviša 
izmjerena vrijednost, C Min – najniţa izmjerena vrijednost 
 
 
Tablica 8  Zbirni rezultati praćenja koncentracija ksilena (µg/m3 zraka) na području 
                 Grada Rijeke u 2009. godini (postaja imisijskog mjerenja INA rafinerije 
                 nafte Rijeka lokacija Mlaka) 
 

Vrijeme 
usrednjavanja 

N Obuhvat 
(%) 

Csr C50 C98 CM Vrijeme 
dan 

Cmax 

sat 

24-sata 107 29 3,1 2,7 9,7 21,3 26.01.2009.  

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, Csr – prosječna koncentracija, aritmetička sredina, CM – najviša izmjerena 
vrijednost, C50 - medijan, vrijednost ispod koje je 50% podataka, C98 – 98 percentil, 
vrijednost ispod koje je 98% podataka 
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Tablica 9  Koncentracije ksilena na području Grada Rijeke u 2009. godini (postaja 
                 imisijskog mjerenja INA-rafinerije nafte Rijeka lokacija Mlaka) po 
                 mjesecima (µg/m3 zraka) u vremenu usrednjavanja 24 sata 
 

Mjesec N Csr CMin CMax Vrijeme 
CMax 

Siječanj 18 4,2 1,8 21,3 26.01.2009. 

Veljača 23 3,3 1,4 5,9 23.02.2009. 

Oţujak 28 3,6 0,8 13,4 02.03.2009. 

Travanj 30 2,5 1,0 5,4 15.04.2009. 

Svibanj 8 2,1 1,0 6,2 07.05.2009 

Vrijednost 
za razdoblje 

107 3,1 0,8 21,3 26.01.2010. 

 
N - broj podataka, Csr – prosječna koncentracija, aritmetička sredina, C Max – najviša 
izmjerena vrijednost, C Min – najniţa izmjerena vrijednost 
 
 
Tablica 10  Koncentracije ksilena na području Grada Rijeke u 2009. godini (postaja 
                   imisijskog mjerenja INA-rafinerije nafte Rijeka lokacija Mlaka) po 
                   mjesecima (µg/m3 zraka) u vremenu usrednjavanja 1sat 
 

Mjesec N Csr CMin CMax Vrijeme 
dan 

Cmax 

sat 

Siječanj 413 4,2 0,6 114,4 26.01.2009. 15:00 

Veljača 528 3,3 0,3 34,0 04.02.2009. 11:00 

Oţujak 651 3,6 0,2 83,9 16.03.2009. 19:00 

Travanj 692 2,6 0,2 37,8 06.04.2009. 18:00 

Svibanj 184 2,1 0,0 26,2 07.05.2009. 14:00 

Vrijednost 
za razdoblje 

2468 3,2 0,0 114,4 26.01.2010. 15:00 

 
N - broj podataka, Csr – prosječna koncentracija, aritmetička sredina, C Max – najviša 
izmjerena vrijednost, C Min – najniţa izmjerena vrijednost 
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   Analizirane vrijednosti koncentracija benzena, toluena i ksilena u razini su 

koncentracija koje se mjere u urbanim i/ili industrijskim područjima većeg dijela Europe. 

Ovdje treba naglasiti da tehnološki razvijene zemlje imaju tolerantniju normu za benzen 

kao na primjer Italija 8 µg/m3 zraka, Engleska 16,5 µg/m3 zraka i Novi Zeland 10 µg/m3 

zraka, dok je neke zemlje i nemaju, kao što je slučaj u Njemačkoj (221-223). 

Nepostojanje normi niti zakonskih propisa koji govore o graničnim vrijednostima istih u 

urbanoj atmosferi gradova na području Republike Hrvatske, za ovako potencijalno 

opasne okolišne spojeve kao što su benzen, toluen i ksilen, koji dokazano narušavaju 

ljudsko zdravlje, bio je jedan od ključnih razloga uvoĎenja biološkog mjerenja 

koncentracija tih spojeva u ljudskom urinu znanstveno utemeljenom metodom kao 

sastavnog dijela ove doktorske disertacije. Nepostojanje nikakvih podataka o 

koncentracijama etilbenzena kao još jednog potencijalno opasnog hlapljivog aromatskog 

ugljikovodika za ljudsko zdravlje, bio je još jedan od razlog uvoĎenja biološkog mjerenja 

koncentracija etilbenzena u urinu skupine ispitanika koji ţive i rade na području Grada 

Rijeke, te dobiveni podaci predstavljaju prve znanstveno utemeljene podatke 

koncentracija etilbenzena u urinu ispitanika sa ispitivanog područja istraţivanja. Iz svega 

navedenog, područje Grada Rijeke je odabrano kao karakteristično urbano područje 

relativno povećanog rizika po zdravlje ljudi koji ţive i rade na istom, tako da smo upravo 

tu skupinu ispitanika odabrali kao urbanu skupinu uz obavezno zadovoljavanje svih 

odabranim kriterijima istraţivanja. 
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3.1.4.  Ispitanici sa ruralnog područja istraţivanja-Grad Mali Lošinj 

   Zbog inicijative mnogih ljudi, meĎu kojima se posebno isticao prof. Ambroz Haračić, 

krajem 19. stoljeća pošumljene su velike površine otočnog kamenjara oko Malog i Velog 

Lošinja, gdje se sada ističu guste borove šume (Slika 13). Zahvaljujući prof. Ambrozu 

Haračiću, koji je 1880. godine u Malom Lošinju otvorio meteorološku stanicu i povezao 

je s meteorološkim institutom u Beču, pozornost svjetske javnosti već je tada bila 

usmjerena na specifičnost lošinjske klime, te je odlukom ministarstva zdravstva 

Austrougarske monarhije Lošinj davne 1892. godine proglašen klimatskim lječilištem. 

Veli i Mali Lošinj 1892. godine dobivaju status klimatskih lječilišta i oporavilišta. Za to je 

veliku zaslugu imao dr. Conrad Clark (1844.-1904.) koji dolaskom na Lošinj 1885. 

godine otkriva vrijednost Lošinja kao klimatskog mjesta. Na Lošinj dolazi sa sinom koji 

boluje od teškog oboljenja grla kojem se nakon tri tjedna boravka stanje čudesno 

poboljšava. Izuzetno blaga klima otoka Lošinja odraţava se u velikom bogatstvu biljnih 

vrsta. Guste borove šume Malog Lošinja postale su zeleni pojas koji mjesto i luku štiti od 

vjetrova, posebice bure. Na predjelu uvale Čikat, šume su se postepeno pretvorile u 

perivoj. Danas je gusta borova šuma simbol Lošinja i od neprocjenjive je vrijednosti za 

razvoj zdravstvenog turizma (224). Predjel Čikat proglašen je park šumom, jer po 

čitavom nizu kriterija spada u posebno zaštićena područja u Republici Hrvatskoj. Veliku 

vrijednost ima i perivoj u Velom Lošinju koji je dao podići austrijski nadvojvoda Karlo 

Stefan Habsburški, gdje se nalazi oko 200 vrsta različitog drveća iz cijelog svijeta (225). 

Crveni kriţ Hrvatske otvara u Velom Lošinju Klimatsko lječilište za djecu koje 1962. 

godine postaje Dječja bolnica za alergijske bolesti dišnog sustava i koţe, a 1968. godine 

postaje ista s odjelom za odrasle. 1993. godine gubi status Dječje bolnice i postaje 

Lječilište (226). Svjetski poznata vegetacija na otočju je izrazito bujna u sva četiri 
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godišnja doba. Prema istraţivanjima prof. Haračića stanje vegetacije poboljšava klimu. 

Sama klima je u svijetu poznata po svojim mikroklimatskim komponentama koje su bile 

razlog osnivanja Lječilišta za liječenje plućnih oboljenja kao što su astma i kronična 

opstruktivna plućna bolest.  

 

 

Slika 13 Kontrolno područje-Otok Mali Lošinj (224) 

 

   Iz svega navedenog, Otok Mali Lošinj je za ovo istraţivanje izabran kao kontrolno 

područje, gdje zbog izostanka industrije i malog intenziteta prometa ima čisti okoliš koji 

je u svijetu poznat kao idealan za liječenje kako lakših poremećaja dišnih putova tako i 

za liječenje razvijenih teških plućnih bolesti kao što su astma i kronična opstruktivna 

plućna bolest. Svi ispitanici koji su postali dio kontrolne skupine ispitanika, mora li su 

odgovarati po svim odabranim kriterijima ovoga istraţivanja, u protivnom su bili isključeni 

iz daljnjih obrada.  
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3.1.5. Profesionalno izloţeni ispitanici Brodogradilišta „Viktor Lenac“ 

   Brodogradilište „Viktor Lenac―  (Slika 14) ima status jednog od najvećih brodogradilišta 

u djelatnosti kao što je remont i preinaka na Sredozemlju. Osnovano je davne 1896. 

godine i ima dugogodišnju tradiciju produljenja brodova u čemu je pionir u svijetu.  

Smješteno je u Jugoistočnoj Europi, na sjeveru Jadranskog mora, 3 km juţno od 

najveće hrvatske luke Rijeka, u uvali Martinšćica (227).   

     

 

Slika 14  Brodogradilište „Viktor Lenac― (227) 

 

   Jedna od glavnih djelatnosti brodogradilišta je popravak brodova i zaštita brodskih 

konstrukcija. Najveći se dio popravaka odnosi na zaštitno premazivanje konstrukcija 

brodova posebnim bojama namijenjenim za tu ulogu. Premazivači brodskih konstrukcija 

svakodnevno provode radne zadatke koji se sastoje od mehaničkih načina skidanja 

stare boje (upotreba specijalnoga pijeska, brušenje), pripreme velikih površina 

brodskoga trupa za završno nanošenje (uklanjanje masnoća i čišćenje) i samog proces 

nanošenja novih slojeva boja (temeljne i završne) koje štite trup broda od oštećenja i 

ubrzanog propadanja. U sastavu boja koje se koriste u Brodogradilištu „Viktor Lenac― 
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nalazi se čitav niz hlapljivih aromatskih ugljikovodika koji kontaktno preko koţe, vidljivih 

sluznica ili putem udisanja hlapljivih komponenti u većim ili manjim količinama ulaze u 

organizam zaposlenika koji rade na tim radnim mjestima. U svome sastavu (sigurnosno-

tehnički list za kemijske proizvode izraĎen prema normi HRN ISO 11014-1:1997), boje 

sadrţe slijedeće 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 
 

 
Naziv boje 

Benzinsko otapalo 
% 

(0,1 % benzena) 

Ksilen 
% 

Etilbenzen
% 

Toluen 
% 

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 korištenja boja, premazivači brodskih konstrukcija kao profesionalno izloţeni 

zaposlenici, u velikim količinama manipuliraju organskim otapalima koje koriste u 

fazama skidanja masnoća sa brodskih konstrukcija i opreme, te u fazama razrjeĎivanja 

navedenih boja. U svome sastavu (sigurnosno-tehnički list za kemijske proizvode 

izraĎen prema normi HRN ISO 11014-1:1997; sigurnosno-tehnički list za kemijske 

proizvode izraĎen prema odredbama pravilnika o ispunjavanju sigurnosno-tehničkog 

lista EC No.1907/2006, Reach, Annex II), otapala i razrjeĎivači sadrţe slijedeće hlapljive 

aromatske ugljikovodike (Tablica 12). 

 
 
 
Tablica 12  Postotak hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, etilbenzena i  
                   ksilena u otapalima i razrjeĎivačima koji se koriste prilikom pripreme 
                   površina za premazivanje i razrjeĎenja boja 
 

Naziv 
proizvoda 

Benzinsko otapalo 
% 

(0,1 % benzena) 

Ksilen 
% 

Etilbenzen
% 

Toluen 
% 

International 
Equipment 

Cleaner 
(otapalo) 

 
10-25 

 
25-50 

 
2,5-10 

 
/ 

Thinner VFE 
35,  

Thinner 700 
(razrjeĎivač) 

 

/ 

 

5-100 

 

12,5-20 

 

/ 

Marine 
Thinner 
(otapalo, 

razrjeĎivač) 

 

50-100 

 

/ 

 

/ 

 

/ 
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   Unutar navedenih radnih procesa, profesionalno izloţeni zaposlenici manipuliraju 

odreĎenim količinama 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 brodogradilištu (Sigma-

ALPHAGEN 240), po proizvoĎačkim specifikacijama (PPG Coatings S.A./N.V., Deurne-

Antwerpen) sadrţi 1-2,5 % etilbenzena i 2,5-10 % ksilena. Svakodnevno, putem radnih 

procesa pripreme brodskih površina za premazivanje i nanošenja samih boja na brodske 

komponente u obliku štrcanja (zračno i bez zraka), kistom ili valjkom, zaposlenici su 

putem kontakta (koţe i vidljivih sluznica) i udisanja lako hlapljivih komponenti izloţeni 

povećanom riziku unosa većih količina hlapljivih aromatskih ugljikovodika (BTEX-a) u 

svoj organizam. Iz svega navedenoga, odabrali smo one premazivače brodskih 

konstrukcija Brodogradilišta „Viktor Lenac― (n=28) koji su zadovoljili sve odabrane 

kriterije predviĎene ovim istraţivanjem kao skupinu ispitanika koja je profesionalno 

izloţena djelovanju hlapljivih aromatskih ugljikovodika (BTEX-a). 
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3.1.6. Profesionalno izloţeni ispitanici Brodogradilišta „Kraljevica“ 

   Brodogradilište „Kraljevica― (Slika 15) osnovano je davne 1792. godine i predstavlja 

kolijevku hrvatske industrijalizacije. Nosi epitet prvoga brodogradilišta na istočnoj obali 

Jadranskoga mora. Smješteno je u središtu Grada Kraljevice u Primorsko-goranskoj 

ţupaniji i predstavlja jedan od vaţnih poslovnih subjekata u Republici Hrvatskoj  (228). 

 

 
 

Slika 15 Brodogradilište „Kraljevica― (228) 
 

 

   Glavna djelatnosti brodogradilišta je popravak brodova. Najveći dio poslova vezanih za 

popravak, kao i u Brodogradilištu „Viktor Lenac―, odnosi se na mehanički način skidanja 

stare boje (upotreba specijalnoga pijeska, brušenje), pripreme velikih površina 

brodskoga trupa za završno nanošenje i sam proces nanošenja novih slojeva boja koje 

štite trup broda od oštećenja i ubrzanog oksidiranja (korodiranja). Kako se u 

Brodogradilištu „Kraljevica― koriste iste boje, razrjeĎivači, otapala i biocidni premazi 

nabavljeni na Hrvatskome trţištu, 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 premazivače brodskih konstrukcija 

Brodogradilišta „Kraljevica― (n=7) koji su zadovoljili sve odabrane kriterije predviĎene 

ovim istraţivanjem, kao profesionalno izloţenu skupinu ispitanika koja je tijekom svoga 

radnoga dana i unutar radnih procesa izloţena djelovanju hlapljivih aromatskih 

ugljikovodika (BTEX-a). 
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3.2.  Metode 

 

3.2.1. Metode za odreĎivanje promjena imunološke reakcije 

3.2.1.1. Analiza fenotipske pripadnosti mononuklearnih limfatičnih stanica 

             metodom imunofluorescencije uz očitavanje protočnom citometrijom 

   Metodom imunofluorescencije uz očitavanje protočnom citometrijom, odredili smo 

fenotip stanica koristeći se FACSscan protočnim citometrom (Becton Dickinson, 

Muantain View, CA, USA), pomoću kojega se mogu pratiti i analizirati pet različitih 

staničnih parametara: FCS (parametar veličine stanica), SSC (parametar granuliranosti-

gustoće stanica), te valnu duţinu i intenzitet tri različita emisijska spektra fluorescentnih 

boja: FL1 (intenzitet zelene fluorescencije), FL2 (intenzitet narančaste fluorescencije) i 

FL3 (intenzitet crvene fluorescencije). 

   Nakon pripreme stanica na ledu i brojanja stanica, u svaku smo probu stavili 1x106 

stanica po mililitru i pristupili direktnoj metodi obiljeţavanja. Direktna imunofluorescecija 

podrazumijeva korištenje monoklonskih protutijela za obiljeţavanje staničnih biljega koja 

su izravno vezana za fluorescentnu boju. Metoda imunofluorescencije se zasniva na 

konjugaciji protutijela fluorescentnim bojama, čime se dokazuje specifičnost epitopskog 

vezivanja antigena za protutijelo, te fluorescentna boja koja je potaknuta 

ultraljubičastom ili laserskom svjetlošću odreĎene valne duljine, počinje emitirati vlastitu 

svjetlost pomoću koje se tada antigen i dokazuje. 

   Broj od 106  stanica smo resuspendirali u 50 μl 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 5 g monoklonskih protutijela. U našem radu koristili 
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smo slijedeća 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 stanični kit (engl. 

Human Regulatory T cell Staining KIT; eBioscience; San Diego; USA) koji sadrţi 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 očitavanje protočnom citometrijom 

   Prije obiljeţavanja regulacijskih  stanica T (engl. Human Regulatory T cell - Tregs), 

napravili smo radne otopine razrjeĎenjem koncentrata za fiksaciju i permeabilizaciju 

(Fixation/Permeabilization Diluent; eBioscience; San Diego; USA) u omjeru 1:3. Dodali 

smo 100 μl pripremljenih stanica (1 milion) u svaku epruvetu i 20 μl CD4/25 (1μg CD4 i 

0,125 μg 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 (tekućine iznad staničnog taloga), 

resuspendirane stanice smo dodali u 1 ml svjeţe pripremljenog pufera 

(Fixation/Permeabilization Diluent; eBioscience; San Diego; USA). Nakon miješanja 

(Vortex), slijedila je inkubacija stanica od 60 minuta na 4° C u tami. Zatim smo izvršili 

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 μl štakorskog seruma 

(2%) u 100 μl volumena kroz vrijeme od 15 minuta. Dodali smo 20 μl anti–human Foxp3 

(PCH101; eBioscience; San Diego; USA) protutijela ili 20 μl štakorskog protutijela IgG2a 

izotipa kao kontrole (Isotype; Rat IgG2a; 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 (Tregs ) metodom imunofluorescencije uz 

             očitavanje protočnom citometrijom 

   Za odreĎivanje regulacijskih  stanica T (engl. Human Regulatory T cell - Tregs) iz 

periferne venske krvi naših ispitanika, koristili smo metodu imunofluorescencije uz 

očitavanje protočnim citometrom. Nakon metode pripreme T regulacijskih stanica na 

ledu (3.2.1.2.), pristupili smo direktnoj metodi obiljeţavanja regulacijskih T stanica (Tregs) 

koristeći se staničnim kitom (engl. Human Regulatory T cell Staining KIT; eBioscience; 

San Diego; USA) koji sadrţi FITC-CD4, APC-CD25 i PE-Foxp3 monoklonsko protutijelo. 

Direktna imunofluorescecija podrazumijeva korištenje monoklonskih protutijela za 

obiljeţavanje staničnih biljega koja su izravno vezana za fluorescentnu boju. Metoda 

imunofluorescencije se zasniva na konjugaciji protutijela fluorescentnim bojama, čime 

se dokazuje specifičnost epitopskog vezivanja antigena za protutijelo, te fluorescentna 

boja koja je potaknuta ultraljubičastom ili laserskom svjetlošću odreĎene valne duljine, 

počinje emitirati vlastitu svjetlost pomoću koje se tada antigen i dokazuje. 

   Stanice smo zatim resuspendirali u odgovarajućem volumenu pufera (engl. Flow 

Cytometry Staining Buffer; eBioscience; San Diego; USA) i analizirali metodom 

imunofluorescencije uz očitavanje na protočnom citometru (FACSCalibur, Becton 

Dickinson; USA) upotrebljavajući CELLQuestPro informatičku podršku (Macintosh, 

Quadra 650).  
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3.2.1.4. OdreĎivanje unutarstaničnog sadrţaja perforina 

   Kako je perforin unutarstanični antigen, prije samoga postupka obiljeţavanja staničnu 

membranu treba fiksirati i permeabilizirati. Staničnu membranu smo fiksirali 4% otopinom 

para-formaldehida (sastav otopine: para-formaldehid + Na2PO4xH2O + NaOH + glukoza) 

koja se dodaje na talog (100 μl) i ostavi 10 minuta na sobnoj temperaturi. Stanice smo 

dva puta isprali u FACS puferu i pohranili u 100 μl 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 

stanične membrane. Slijedila je faza inkubiranja od 20 minuta i centrifugiranja od 5 minuta 

na 2000 okretaja/min., te smo na talog dodali monoklonska mišja protu–humana protu–

perforinska protutijela u dozi od 3 μl po uzorku, razrijeĎena u 100 μl 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) obiljeţeno 

fluorescin–izotiocijanatom (FITC) (Becton Dickinson, Biosciences Pharmingen; USA) u 

dozi od 1 μg po uzorku, razrijeĎeno u 100 μl 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, čija je funkcija zatvaranje stanične membrane permeabilzirane saponinom. Na 

tako dobiveni talog dodali smo membranske biljege PE–obiljeţene protu–CD3+, protu-

CD4+, protu–CD8+, protu–CD16+ i protu–CD56+ (Becton Dickinson, Biosciences 

Pharmingen; USA)., te metodom imunofluorescencije uz očitavanje na protočnom 

citometru (FACSCalibur, Becton Dickinson; USA) odredili sadrţaj unutarstanične 
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molekule perforina u CD3+, CD4+, CD8+, CD16+, CD56+ stanicama, kao i sadrţaj 

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

3.2.2.1. Metoda enzimskog imunoeseja (ELISA) za odreĎivanje stupnja izraţaja 

             enzima matriks metaloproteinaze-9  

   Za odreĎivanje 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 korištena je za precizno odreĎivanje 

izraţaja navedenog enzima koristeći se urinom kao ispitivanim medijem, te specijalnim i 

visoko selektivnim ELISA kitom proizvedenim točno 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 sadrţi specifična protutijela za ljudski tip enzima matriks metaloproteinaze-9 

postavljena na stjenke specijalne mikroploče od ukupno 96 jamica (engl. MMP-9 

Microplate; Item A; The RayBio®). Standarde (RayBio®) i uzorke urina smo pipetirali 

specijalnim mikro-pipetama (Ependorf, Hamburg, Germany) u jamice mikroploče, te se 

je proaktivna i aktivna forma enzima matriks metaloproteinaze-9 koja je prisutna u 

uzorku vezala za imobilizirana protutijela na stjenkama samih jamica. Jamice smo zatim 

isprali specijalnim potpuno automatiziranim ispiračem mikroploča (TECAN-hydroflex, 

Austria) po preporukama proizvoĎača, 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 mikroploče automatiziranim ispiračem po 
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preporukama proizvoĎača i dodavanje TMB (tetrametilbenzidin, RayBio®, USA) 

supstrata za obojenje u plavu boju svih reakcija u kojima se za prisutna protutijela veţu 

proaktive i aktivne forme enzima matriks metaloproteinaze-9 koje su se nalazila u 

uzorku. U posljednjoj fazi smo dodali karakterističnu otopinu za zaustavljanje reakcije 

(engl. Stop Solution) koja je sastavni dio istoga ELISA kita i koja mijenja boju reakcije iz 

plave u ţutu, a sam intenzitet ţute boje koji je proporcionalan apsorbanciji prisutnih 

proaktivnih i aktivnih formi enzima matriks metaloproteinaze-9 u uzorku očitali smo 

odmah nakon dodavanja otopine za zaustavljanje reakcije na specijalnom čitaču 

apsorbancije (TECAN-sunrise, Austria) pri 450 nm i kontrolno na 625 nm po 

preporukama proizvoĎača. Pomoću specijalnog informatičkog programa (TECAN, 

Magellan, USA) koji se kao informatička podrška koristi prilikom očitavanja apsorbancija 

i očitavanja koncentracija na TECAN čitačima, srednje vrijednosti apsorbancija 

proaktivnih i aktivnih formi enzima matriks metaloproteinaze-9 u našim uzorcima 

očitavali smo logaritamskim programskim (TECAN, Magellan, USA) spuštanjem na 

apcisu kao koncentracije proaktivnih i aktivnih formi enzima matriks metaloproteinaze-9  

izraţenih u pg/ml urina. Svi su se standardi, uzorci i slijepe probe radili u duplikatima 

(Tablica 13), gdje smo pomoću Magellan programa odreĎivali srednju vrijednost 

apsorbancija za svaki standard, uzorak i slijepu probu. Koncentracije proaktivnih i 

aktivnih formi enzima matriks metaloproteinaze-9 u uzorcima očitavale su se iz 

dobivenih karakterističnih krivulja srednjih vrijednosti apsorbancija za niz razrjeĎenja 

standarda, koje su se posebno radile u duplikatu za svaku novu grupu uzoraka po 

proizvoĎačkim preporukama (Slika 17). 
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Slika 16 Slikovni prikaz svih faza ELISA metode za odreĎivanje enzima MMP-9 u 
                     ljudskom urinu (230) 
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Slika 17 Krivulja standarda za ljudski enzim matriks metaloptoteinazu-9 
                        odreĎen ELISA metodom i očitan Magellan informatičkom podrškom 
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3.2.2.2. Protokol enzimskog imunoeseja (ELISA) za odreĎivanje 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 slijedeći način: Na tresilici ( Heidolph 

Germany) smo protresli otopinu C (engl. Item-C) – otopina standarda koja sadrţi 

rekombinantni ljudski enzim MMP-9. Dodali smo 400 µl 1x otopine za razrjeĎenje 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 miješanje. Dodali smo 80 

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

586,7 µl 1x otopine za razrjeĎenje E za pripremu 6000 pg/ml štok otopine standarda. 

Pipetirali smo 400 µl 1x otopine za razrjeĎenje E u svaku od epruveta za razrjeĎenje 

standarda (S1-S7). Koristili smo pripremljenu štok otopinu za seriju razrjeĎenja 

standarda. Prije svakoga prebacivanja novoga razrjeĎenja, promiješali smo svaku 

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

(Slika 18) . 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Slika 18  Serija razrjeĎenja standarda do 0 pg/ml 
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3. Dodali smo 100 µl standarda (S1-S7)  u duplikatu.  

4. Dodali smo 100 µl otopine za razrjeĎenje E  na zadnje mjesto u nizu za standarde 

    (slijepa proba). 

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

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

Shaker, Biosan, Hamburg, Germany). 

7. Isprali smo jamice na automatskom ispiraču (4 x  300 µl 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 slijedeći način: 

Dodati smo 100 µl 1x otopine za razrjeĎenje E u epruveta za pripremu koncentrata 

MMP-9 protutijela. Nakon miješanja, razrijedili smo koncentrat MMP-9 protutijela 100 x 

upotrebom 1x otopine za razrjeĎenje E. Dodali smo 100 µl pripremljenog biotiniziranog 

MMP-9 protutijela u svaku jamicu na mikroploči. 

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

9. Isprali smo jamice na automatskom ispiraču (4 x 300 µl otopine za ispiranje). 

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

concentrated HRP- conjugated streptavidin) na slijedeći način: Promiješali smo otopinu 

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

otopinom za razrjeĎenje E. Dodati smo 100 µl pripremljenog HRP-streptavidin 

koncentrata u svaku jamicu. 

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

12. Isprali smo jamice na automatskom ispiraču (4 x 300 µl otopine za ispiranje). 

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

Substrate Reagent – 12 ml 3,3,55-tetra-methyl-benzidine) u svaku jamicu. 
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14. Inkubirali smo 30 minuta na sobnoj temperaturi ( miješanje na tresilici u mraku). 

15. Dodali smo 50 µl otopine za zaustavljanje reakcije (engl. Stop Solution). 

16. Odmah smo na čitaču očitali apsorbanciju na valnoj duljini od 450 nm (kontrola na 

620 nm po preporukama proizvoĎača). 
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Tablica 13  Radna tablica za provoĎenje ELISA metode.  
                   Svaki standard, uzorak urina i slijepa proba odraĎen je u duplikatu 

 
St – standard; UZ – uzorak; BLK – slijepa proba            
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3.2.2.3. Nekompenzirana Jaffe kinetička metoda 

   U ovome doktorskom radu, koristili smo znanstveno utemeljenu nekompenziranu Jaffe 

kinetičku metodu za odreĎivanja kreatinina u urinu naših ispitanika. Metodu smo koristili 

kao kinetički test bojama za kvantitativno odreĎivanje 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 ţuto-narančaste 

boje u luţnatom 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 µmol/L za urin, dok je najniţa mjerljiva razina koristeći 

postavke za urin na analizatoru AU2700 (Olympus) utvrĎena na 0,1µmol/L. U radu smo 

se sluţiti samo certificiranim materijalima prema Olympus Creatinine OSR6178 testnom 

standardu za ljudski urin. Razlog korištenja navedene metode u ovome radu bila je 

kontrola razrjeĎenja uzoraka urina prilikom standardiziranja uzoraka na koncentraciju 

prisutnog kreatinina. Na temelju mjerenja koncentracije kreatinina u svim uzorcima urina 

ispitanika svih ispitnih skupina, došlo se do zaključka da zbog umjerenosti koncentracija 

kreatinina u uzorcima urina nije bilo potrebe za početnim razrjeĎenjima (umjeravanjima) 

urina (Slika 19). Nakon prvog odreĎivanja koncentracija enzima matriks 

metaloproteinaze-9, kod onih uzoraka urina kod kojih su izmjerene koncentracije bile 

izvan mjernoga područja standarda (Magellan programom prikazane kao > Max.), 

pristupili smo razrjeĎivanju istih uzoraka urina (otopinom za razrjeĎenje E; RayBio®, 

USA ) u svrhu odreĎivanja koncentracija enzima matriks metaloproteinaze-9 unutar 

mjernom području standarda po preporukama proizvoĎača. Zatim smo u tim uzorcima 

urina pristupili novom odreĎivanju koncentracija enzima matriks metaloproteinaze-9 u 

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

mnoţili sa visinom razrjeĎenja po preporukama proizvoĎača. 
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Slika 19  Vrijednosti koncentracija kreatinina u uzorcima urina ispitanika 

                             izraţene u µmol/L 
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3.2.3. Metoda za odreĎivanje BTEX-a u urinu ispitanika 

3.2.3.1. OdreĎivanje benzena, toluena, etilbenzena i ksilena u urinu plinskom 

              kromatografijom 

   Sam princip metode zasniva se na mikroekstrakciji analita na čvrstoj fazi (HS-SPME) 

(233-238). Nakon ispiranja tekućom vodom, sav stakleni pribor koji uključuje 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 plastičnu posudicu na način da se napuni do samoga vrha prvim jutarnjim 

urinom. U pravilu smo urin ispitanika analizirali isti dan. Ukoliko to nije bilo moguće, 

odreĎeni volumen urina smo odmah stavili u odgovarajuću bočicu i pohranili na +4 °C 

do slijedećeg dana. U staklene bočice (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 izloţili plinovitoj fazi na 

sobnoj temperaturi uz miješanje (300 okretaja/min.) kroz 15 minuta. Slijedila je faza 

desorbiranja analita u injektoru SPME ureĎaja (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 izračunali smo iz baţdarenog pravca dobivenog metodom 
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vanjskog standarda. Metodu vanjskog standarda obavili smo dodatkom radnih 

standarda u urin neizloţenog ispitanika (urin smo najprije propuhali dušikom na + 40 °C 

kroz pola sata). U staklene bočice smo stavili 0,9 ml propuhanog urina i 100 μl 

metanola kao slijepe probe (99,9%; Merck; Darmstadt; Germany), odnosno po 100 μl 

standarda (3.2.3.2.). Konačna 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 odreĎivanja BTEX-a 

   Kao osnovni standard BTEX-a koristili smo po 3 μl 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 

pribliţno 6 mjeseci pri 20 °C. Za meĎustandard BTEX-a koristili smo 30 μl osnovnog 

standarda kojemu smo dodali 10 ml metanola. Iz navedenih otopina smo napravili radne 

standarde za opću populaciju, a oni su slijedeći :  

 

      Standard 1: 12,5 μl meĎustandarda (BTEX-a) i metanola do 10 ml; 

      Standard 2: 25 μl meĎustandarda (BTEX-a) i metanola do 10 ml; 

      Standard 3: 50 μl meĎustandarda (BTEX-a) i metanola do 10 ml; 

      Standard 4: 100 μl meĎustandarda (BTEX-a) i metanola do 10 ml. 

 

   Postupak smo ispitali u koncentracijskom području 50-2000 ng/l koji je linearan. 

Granice detekcije za navedena otapala iznose: benzen 50 ng/l, toluen 39 ng/l, 

etilbenzen 35 ng/l, m/p-ksilen 42 ng/l i o-ksilen 42 ng/l. Ponovljivost  izvedene metode 

izraţena kao RSD  bila je  ≤ 11%,  a točnost se kretala  od 91% do 100 %. 
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3.2.4. Metoda spirometrijskog mjerenja plućnih funkcija 

   Spirometrija je precizno mjerenje zapremine zraka koji pluća dišu. Pomoću 

spirometrije moţemo mjeriti statičke plućne volumene i kapacitete, dinamičke plućne 

volumene, gdje se ovisno o stanju razvoja bolesti vrijednosti pojedinih izmjerenih 

parametara plućnih volumena mijenjaju (Tablica 14) (239-244). Spomenuti dinamički 

plućni volumeni vezani su uz faktor vrijeme, precizno nam odreĎuju prohodnost dišnih 

putova, a ta grupa volumena sadrţi 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 mjerili u prvoj sekundi (FEV1) zbog činjenice da početni dio krivulje 

ovisi o naporu i suradnji ispitanika, a krajnji dio više ukazuje na promjene kapaciteta 

(245). Mjerenje forsiranog ekspiracijskog volumena na opisani način predstavlja vaţan 

test za otkrivanje opstruktivnih promjena u većim dišnim putovima, a s druge strane 

ukazuje na promjene u malim dišnim putovima i normalno iznosi oko 80% FVC (245). 

Metodom spirometrije se mogu direktno mjeriti dišni volumen, inspiracijski rezervni 

volumen, ekspiracijski rezervni volumen, dok se rezidualni volumen moţe mjeriti 

indirektnim metodama kao što 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 dinamičke plućne funkcije pomoću 

specijalnog digitalnog mobilnog Spirometra (Winspiro-PRO 1.3; Roma; Italy) (Slika 21) 

koji u sebi sadrţi kompletnu programsku opremu i informatičku podršku za preciznu 

dijagnostiku plućnih funkcija (engl. Spirometry management program). Od parametara 

koje smo izmjerili na svim ispitanicima, u ovome doktorskom radu analizirali smo 

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

 
Tablica 14  Promjene plućnih volumena u slučajevima opstruktivnih, restriktivnih i 
                   miješanih (opstruktivno/restriktivnih) plućnih bolesti 
 

 
 
VC-vitalni kapacitet, TLC-totalni plućni kapacitet, IC-inspiracijski kapacitet, FRC- 
funkcionalni rezidualni kapacitet, ERV-ekspiracijski rezervni volumen, RV-rezidualni 
volumen, P-povišen, S-sniţen, 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 dijagnostička metoda za utvrĎivanje kronično opstruktivne 

             plućne bolesti 

   Da bismo razlikovali kronično opstruktivnu plućnu bolest od bronhalne astme kao još 

jednog oblika opstruktivne plućne bolesti, na temelju rezultata naših spirometrijskih 

mjerenja, uveli smo diferencijalno dijagnostičku metodu mjerenja osjetljivosti na 

bronhodilatator Ventolin (Pliva; Zagreb; Hrvatska). Metoda se temelji na ponovljenom 

spirometrijskom mjerenju nakog tretmana ispitanika bronhodilatatorom Ventolinom kojeg 

smo ubacili pomoću 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 proizvoĎačkim preporukama doziranoga 

Ventolina. Na temelju nalaza koji je pozitivan ili negativan, procijenili smo da li je riječ o 

reverzibilnoj opstrukciji bronha (poboljšanju) nakon lijeka, što je obiljeţje astme, ili o 

fiksiranoj opstrukciji (nema poboljšanja), što je obiljeţje kronično opstruktivne plućne 

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 poteškoće, ali još uvijek urednu plućnu funkciju i spirometriju (FEV1 

>80%). Umjereno teški stupanj (GOLD 2) prisutan je u bolesnika s FEV1 izmeĎu 50 do 

80% od pretpostavljene vrijednosti za tog ispitanika, teški stupanj (GOLD 3) procjenjuje 

se u bolesnika s FEV1 izmeĎu 30 do 50% i vrlo teški KOPB imaju bolesnici s FEV1 

ispod 30% od pretpostavljene vrijednosti (246, 247). Osnova klasifikacije uključuje 

vaţnost nalaza Tiffeneauova indeksa ispod 70%. Kada je taj uvjet ispunjen, stupanj 

klasifikacije odreĎuje 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 kronično opstruktivne plućne bolesti ispod 0,70 (ili 

70%) (250, 251). Drugim riječima, Tiffeneau-ov indeks je odnos FEV1 prema VC X 100 

(FEV1/FVC), gdje se normalne vrijednosti ovog indeksa kreću iznad 80%, a u 

slučajevima izmjerenih sniţenih vrijednosti riječ je o opstruktivnim smetnjama ventilacije 

(252-254). Naše smo spirometrijske nalaze prikazali na slijedeći način: 

 Normalne vrijednosti: FEV1>80% predviĎenih vrijednosti, FEV1/FVC X 100 > 

80% od predviĎenih vrijednosti; 

 Restriktivne smetnje: FEV1<80% predviĎenih vrijednosti; 

 Opstruktivne smetnje: FEV1<70% predviĎenih vrijednosti, FEV1/FVC X 100<70% 

predviĎenih vrijednosti; 

 Kronično opstruktivna plućna bolest: FEV1<70% predviĎenih vrijednosti, 

FEV1/FVC X 100<70% od predviĎenih vrijednosti, fiksirana opstrukcija bronha 

(nema poboljšanja) nakon inhalacije aerosola Ventolina; 

 Astma: FEV1/FVC X 100 < 70% od predviĎenih vrijednosti, FEV1<70% 

predviĎenih vrijednosti, reverzibilna opstrukcija bronha (poboljšanje) nakon 

inhalacije aerosola Ventolina. 
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3.2.5. Statističke metode 

   U radu smo za odreĎivanje statističkih razlika izmeĎu koncentracija hlapljivih 

aromatskih ugljikovodika u urinu urbane, ruralne i profesionalno izloţene populacije, te 

statističkih razlika izmeĎu vrijednosti statičkih i dinamičkih plućnih 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 pomoću dvaju nezavisnih uzoraka, te su za 

provoĎenje istoga bitne vrijednosti numeričke varijable u nezavisnim uzorcima koji 

potječu iz dvaju osnovnih skupova. Statističke razlike izmeĎu dobivenih rezultata za 

opisane skupine ispitanika odreĎivali smo na razini statističke značajnosti  p<0,05. Za 

odreĎivanje stupnja ekspresije enzima matriks metaloproteinaze-9 u urinu naših 

ispitanika, izračunavali smo srednju apsorbanciju (450 nm) za svaki set dvostrukih 

standarda, slijepih proba i uzoraka, te oduzimali prosječni nulti standard optičke gustoće 

po proizvoĎačkim preporukama. Rezultate smo prikazati na dobivenoj standardnoj 

krivulji, gdje nam ordinata prikazuje apsorbanciju izraţenu u nm, a na apcisi očitavamo 

koncentraciju ispitivanog enzima za svaki uzorak urina izraţen u pg/ml. U odreĎivanju 

statističkih razlika na razini statističke značajnosti p<0,05 izmeĎu dobivenih vrijednosti 

koncentracija enzima, koristli smo takoĎer Mann–Whitney- Wilcoxonovim testom (Mann-

Whitney U-test). Za precizno odreĎivanje apsorbancije u svakom uzorku urina, te kasnije 

odreĎivanje koncentracije enzima, koristili smo vrijednosti dobivene za kreatinin (µmol/l) 

poradi odreĎivanja razrjeĎenja urina standardom (RayBio®). Krivulju ekspresije enzima 

izradili smo prema standardnoj krivulji upotrebljavajući Sigma plot informatičku podršku 

(TECAN, Magellan, USA)  po preporuci proizvoĎača. 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) koristeći se prije opisanim 

Mann–Whitney-Wilcoxonovim testom. Za odreĎivanje korelacija izmeĎu različitih pojava 

u našim rezultatima, te utvrĎivanja pokazatelja jakosti statističke veze izmeĎu odabranih 

pojava, koristili smo se izračunavanjem koeficijenta linearne korelacije (Pearsonov 

koeficijent korelacije ili produkt moment koeficijent korelacije; r od –1 do + 1), koji 

izraţava mjeru povezanosti izmeĎu dvije varijable u jedinicama neovisnima o konkretnim 

jedinicama mjere u kojima su iskazane vrijednosti varijabli. Rezultate smo zorno 

prikazali u obliku karakterističnih 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 brodogradilišta Viktor 

Lenac i Kraljevica, te stanovnika urbanog područja grada Rijeke i ruralnog područja 

Malog Lošinja. Slike 22-25 prikazuju razlike u koncentracijama BTEX-a u urinu u našim 

ispitivanim grupama. Najviše su koncentracije u djelatnika brodogradilišta Kraljevica. 

Slika 26 prikazuje zbirni prikaz prosječnih vrijednosti BTEX-a u urinu svih ispitnih 

skupina. 
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Slika 22 Prosječne koncentracije BTEX-a u urinu  u djelatnika brodogradilišta Viktor 
               Lenac (ng/L) 
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Slika 24 Prosječne koncentracije BTEX-a u urinu u stanovnika grada Rijeke (ng/L) 

Slika 23 Prosječne koncentracije BTEX-a u urinu u djelatnika brodogradilišta 
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UsporeĎujemo li koncentracije BTEX-a stanovnika Rijeke i Malog Lošinja, statistički 

značajno niţu koncentraciju BTEX-a imaju stanovnici ruralnog područja Malog Lošinja. 
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Slika 26 Zbirni prikaz prosječnih vrijednosti koncentracija BTEX-a u urinu 
                stanovnika svih ispitnih skupina (ng/L) 
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  Slika 25 Prosječne koncentracije BTEX-a u urinu u stanovnika Malog Lošinja (ng/L) 
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4.2. Promjene koncentracije enzima MMP-9 u urinu 

   Koncentracije enzima MMP-9 su statistički značajno povišene u stanovnika grada 

Rijeke u odnosu na Mali Lošinj (p 0,05), a u odnosu na djelatnike brodogradilišta Viktor 

Lenac i Kraljevica statistička značajnost je na razini p 0,01 (Slika 27). 

 

 

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 statistički značajna.  
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Slika 28 Spirometrijske promjene djelatnika brodogradilišta Viktor Lenac i Kraljevica 
               te stanovnika Rijeke i Malog Lošinja 
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Slika 29 Prosječne promjene FEV1/L u djelatnika brodogradilišta Viktor Lenac i 
               Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog Lošinja   
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4.4. Promjene imunološkog statusa  

4.4.1. Promjene stanične imunosti  

   Ispitanicima grada Rijeke i Malog Lošinja, kao i brodogradilišta Viktor Lenac i 

Kraljevica su se vrijednosti ukupnih T limfocita (CD3+), pomoćničkih T stanica (CD4+) i 

citotoksičnih/supresijskih T stanica (CD8+) nalazili unutar normalnih vrijednosti (Slike 

30-32). 
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Slika 30 Promjene koncentracije CD3+ stanica djelatnika brodogradilišta Viktor 
               Lenac i Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog Lošinja 
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Slika 31 Promjene koncentracije CD4+ stanica djelatnika brodogradilišta Viktor Lenac i 
              Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog Lošinja   
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Slika 32 Promjene koncentracije CD8+ stanica djelatnika brodogradilišta Viktor Lenac 
              i Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog Lošinja   
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4.4.2. Promjene humoralne imunosti 

   Iako procjena humoralne imunosti nije bio uski cilj našeg istraţivanja, odreĎivali smo i 

broj B limfocita (CD 19+) stanica u perifernoj krvi naših ispitanika. IzmeĎu ispitanih 

skupina nije bilo statistički značajne razlike u postotku B stanica u odnosu na normalne 

vrijednosti (Slika 33).  

 

 

4.4.3. Izraţaj citolitičke molekule perforina u perifernoj krvi ispitanika 

   U perifernoj krvi svih ispitivanih skupina odreĎivali smo izraţaj citolitičke molekule 

perforina (P) unutar stanica. Istovremenim unutarstaničnim površinskim bojanjem 

rezultate smo prikazali na slijedeće načine: udio ukupnog perforina, broj dvostruko 

pozitivnih stanica (perforin+stanice, površinski biljeg + stanice), izračunavanje udjela 

perforin+ stanica unutar svake pojedine limfocitne subpopulacije, te praćenje prosječnog 

intenziteta fluorescencije za perforin unutar svake limfocitne subpopulacije (engl. AFI-

average fluorescent intensity).  
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Slika 33 Promjene koncentracije CD19+ stanica djelatnika brodogradilišta Viktor 
               Lenac i Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog Lošinja   
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4.4.3.1. Ukupni perforin 

   Ukupan broj perforin + stanica (P+) statistički značajno pada u perifernoj krvi djelatnika 

brodogradilišta (Slika 34) u odnosu na kontrolnu skupinu (dobrovoljni darivatelji krvi) 

(p 0,05). Slika 34 prikazuje koncentraciju ukupnog perforina djelatnika brodogradilišta 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 34 Promjene koncentracije ukupnog perforina djelatnika brodogradilišta Viktor 
              Lenac i Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog Lošinja   
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4.4.3.2. Izraţaj perforinske molekule unutar T limfocitne subpopulacije 

   Unutar naših ispitivanih skupina nema statistički značajne razlike u broju dvostruko 

pozitivnih stanica unutar CD3+, CD4+, CD8+ i CD16+ limfocita (Slike 35-37).  
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Slika 35 Promjene koncentracije dvostruko pozitivnih (3+P+) stanica u djelatnika 
         brodogradilišta Viktor Lenac i Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog 

                  Lošinja 



 120 

 

 

 

 

Slika 36 Promjene koncentracije dvostruko pozitivnih (4+P+) stanica u  
              djelatnika brodogradilišta Viktor Lenac i Kraljevica te stanovnika  
              Rijeke i Malog Lošinja   
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Slika 37 Promjene koncentracije dvostruko pozitivnih (8+P+) stanica u djelatnika 
              brodogradilišta Viktor Lenac i Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog 
              Lošinja   
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4.4.3.3. Izraţaj perforinske citolitičke molekule unutar subpopulacije NK stanica 

   Izraţaj citolitičke molekule perforina unutar CD 16+ stanica (Slika 38)  ne pokazuje 

statistički značajne promjene. MeĎutim vrijednosti su statistički značajno sniţene unutar 

C56+P+ (p 0,05) u djelatnika brodogradilišta Viktor Lenac i Kraljevica, kao i u 

stanovnika grada Rijeke u odnosu na kontrolu (Slika 39). Na razini značajnosti od 

p 0,05 ove ispitivane grupe pokazuju sniţenje broja C56+P+ u odnosu na stanovnike 

Malog Lošinja čije su vrijednosti unutar normalnih kontrolnih, ukazujući na manjak 

citolitičkog potencijala, te samim tim i na smanjenu funkciju ovih stanica.  

 

 

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

0

5

10

15

20

25

kontrola Viktor Lenac Kraljevica Rijeka Mali Lošinj

16+P+

16+P+



 122 

 

 

4.4.4. Karakteristike NK i NKT stanica 

   Slika 40 pokazuje smanjenje postotka NK stanica u djelatnika brodogradilišta Viktor 

Lenac i Kraljevica, meĎutim navedena smanjenja su malena i sporadična, te nisu 

statistički značajna.  

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

                 Lošinja 

0

5

10

15

20

25

kontrola Viktor Lenac Kraljevica Rijeka Mali Lošinj

56+P+

56+P+

* 
* * 

* 



 123 

 

MeĎutim, udio NKT stanica (CD3+CD16+56+) je statistički značajno veći u djelatnika 

brodogradilišta i stanovnika urbanog područja (p 0,05) u usporedbi sa kontrolnom 

grupom i stanovnicima ruralnog područja (Mali Lošinj) (Slika 41).  
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Slika 40 Promjene koncentracije NK stanica (CD3-CD56+) u djelatnika 
               brodogradilišta Viktor Lenac i Kraljevica te stanovnika Rijeke i  
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4.4.5. Promjene u postotku T regulacijskih stanica (Tregs) 

   Slika 42 prikazuje statistički značajno povišenje stanica uroĎene imunosti 

karakterističnog fenotipa (CD4+CD25+Foxp3+) u perifernoj krvi djelatnika 

brodogradilišta (p 0,001) kao i stanovnika urbanog područja 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 isključiti iz ispitivanja.  

 

0

1

2

3

4

5

6

kontrola Viktor Lenac Kraljevica Rijeka Mali Lošinj

NKT stanice

* 
* 

* 

Slika 41 Promjene koncentracije NKT stanica (CD3+CD56+) u djelatnika 
                         brodogradilišta Viktor Lenac i Kraljevica te stanovnika Rijeke i Malog 
                         Lošinja 
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Posebno ţelimo naglasiti, kada usporeĎujemo koncentraciju T regulacijskih stanica 

izmeĎu urbanog i ruralnog područja u odnosu na kontrolne ispitanike (dobrovoljne 

darivatelje krvi), statistički je značajno povećan broj T regulacijskih stanica uroĎene 

imunosti u stanovnika industrijskih područja u usporedbi sa ruralnim stanovništvom 

(Slika 43). 

 

Slika 42 Promjene koncentracije regulacijskih T stanica (Tregs:CD4+CD25+FoxP3+) 
              u djelatnika brodogradilišta Viktor Lenac i Kraljevica te stanovnika Rijeke i 
              Malog Lošinja 
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Slika 43 Povećana koncentracija regulacijskih T stanica (Tregs:CD4+CD25+FoxP3+) 
              u stanovnika industrijskih područja u odnosu na kontrolu i na ruralno područje 
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4.4.6. Korelacije izmeĎu koncentracije vrijednosti enzima MMP-9 i postotka T 

          regulacijskih stanica 

   Tijekom našeg istraţivanja uočili smo značajnu ushodnu regulaciju izmeĎu postotka 

regulacijskih T stanica i izraţaja enzima MMP-9. Ispitali smo postoji li korelacija izmeĎu 

postotka Tregs i izraţaja enzima MMP-9. Slika 44 prikazuje korelaciju navedenih 

parametara u djelatnika brodogradilišta Kraljevica gdje uočavamo statistički značajnu 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Slika 44 Korelacija izmeĎu regulacijskih T stanica (CD4+CD25+FoxP3+) i MMP-9 u 
                   djelatnika brodogradilišta Kraljevica 

 
 

 

 

 

 

Scatterplot: Tregs K vs. MMP 9 K (Casewise MD deletion)
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Statistički značajnu korelaciju izmeĎu Tregs i MMP-9 uočili smo takoĎer i kod djelatnika 

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

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Slika 45 Korelacija izmeĎu regulacijskih T stanica (Tregs:CD4+CD25+FoxP3+) i MMP-9 
               u djelatnika brodogradilišta Viktor Lenac 
 
Pozitivna korelacija izmeĎu postotka Tregs i izraţaja enzima MMP-9 se primjećuje i kod 

stanovnika grada Rijeke (Slika 46), ali ona nije statistički značajna (p=0,06; r=0,4720).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Slika 46 Korelacija izmeĎu regulacijskih T stanica (Tregs:CD4+CD25+FoxP3+) i MMP-9 
               u stanovnika Rijeke 
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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 47 prikazuje korelaciju postotka Tregs  i izraţaja enzima MMP-9 u stanovnika 

Malog Lošinja koja je pozitivna, iako bez statističke značajnosti  (p=0,089; r=0,3711). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Slika 47 Korelacija izmeĎu regulacijskih T stanica (Tregs:CD4+CD25+FoxP3+) 
                      i MMP-9 u stanovnika Malog Lošinja 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Scatterplot of MMP 9 ML against Tregs ML
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5. Rasprava 
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   Razvojem modernih gradova i društva koji za svoje svakodnevno funkcioniranje 

trebaju sve više energije, dolazi do neophodnog i brzog razvoja različitih oblika industrija 

koje svojim neprekidnim radom, najčešće uz korištenje naftnih derivata kao glavnog 

energenta, omogućavaju pokretanje vrlo intenzivnog gradskog prometa i vrše pretvorbu 

različitih oblika energije u onu (najčešće električnu) koju stanovnici gradova obilato 

koriste. U Gradu Rijeci se zbog navedenih potreba za električnom energijom, lučkim, 

cestovnim i ţeljezničkim gradskim prometom u nekoliko prošlih desetljeća razvila vrlo 

jaka naftna industrija kojoj je glavna karakteristika ispuštanje potencijalno opasnih 

spojeva koji na različite načine ulaze u procese okolišne ravnoteţe i utječu na zdravlje 

ljudi. Mnogi ispušni spojevi nastali radom industrije koji utječu na procese u ljudskome 

organizmu dovodeći do patogeneze i razvoja bolesti okoliša još su uvijek nedovoljno 

poznati. Učestalost razvoja bolesti okoliša u razvijenim zemljama je u porastu, te one 

predstavljaju veliko opterećenje za pojedinca i javno zdravstvo u cjelini. To su ujedno i 

glavni razlozi zbog čega ove bolesti treba što ranije prepoznati, a čimbenike koji 

potpomaţu njihov razvoj treba pokušati otkloniti ili njihov štetni utjecaj smanjiti koliko je 

to najviše moguće (28, 29, 255).  

   Osim karakteristika ljudskoga organizma (fizioloških, biokemijskih, genetskih), te 

kemijskih obiljeţja potencijalno opasnih zagaĎivala (topljivost, hlapljivost), mnogi drugi 

čimbenici iz okoliša utječu na pojavnost bolesti okoliša. Čimbenici kao što su 

temperatura, vlaţnost i intezitet svijetla, imaju veliki utjecaj na procese biološkog 

nakupljanja i raspoloţivosti zagaĎivala u organizmu. Biološka raspoloţivost predstavlja 

stupanj do kojega je zagaĎivalo slobodno da uĎe u organizam i potencijalno proizvede 

učinak na mjestu djelovanja, a ta mjesta mogu biti mjesto ulaza (lokalno), mjesto izlaza 

(sustavno) i mjesta izlučivanja (koţa, vidljive sluznice) (256). Od svih navedenih 
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okolišnih čimbenika, koncentracija zagaĎivala u samom okolišu ipak predstavlja ključni 

razlog pojavljivanja odreĎene bolesti okoliša (257). Tako se za mnoge spojeve koji su 

potencijalno opasni za ljudsko zdravlje provode opseţna znanstvena istraţivanja kojima 

se pokušava dokučiti sva problematika vezana za pojavnost bolesti okoliša na 

odreĎenim područjima i utjecaja okolišnih čimbenika na tu pojavnost. Dokazano je u 

istraţivanjima da se na urbanim područjima koja su opterećena gradskim prometom, 

radom naftnih rafinerija, koncentracije nekih zagaĎivala kao što su hlapljivi aromatski 

ugljikovodici benzen, toluen, etilbenzen, o-ksilen i m/p-ksilen (BTEX) pojavljuju u daleko 

većim koncentracijama od onih odreĎenih na ruralnim područjima (4,195). Većina se 

istraţivanja temeljila na zimske mjesece u godini, jer je čitav niz okolišnih čimbenika 

(slabija fotokemijska razgradnja, velika vlaţnost, niske okolišne temperature) usko 

povezana sa povećanom koncentracijom i duţom postojanošću BTEX-a u samome 

okolišu, a posljedično tome i većom biološkom akumulacijom istih u ljudskome 

organizmu (5, 7, 258-260). Na temelju ovih znanstvenih činjenica, sva smo naša 

istraţivanja u ovome doktorskom radu vršili u zimskim mjesecima. U Hrvatskoj su se 

provela slična znanstvena istraţivanja, gdje je nedvojbeno dokazano da se u ljetnim 

mjesecima u zraku mjere niţe koncentracije dotičnih spojeva nego zimi, što se 

objašnjava činjenicom da je u tom razdoblju jača fotokemijska razgradnja (261). U 

istraţivanjima je dokazano da su izmjerene koncentracije u zraku prvenstveno ovisile o 

gustoći prometa i klimatskim uvjetima karakterističnim za zimsko doba godine, te autori 

zaključuju da je rizik za štetno djelovanje zagaĎivala iz okolišu na ljudsko zdravlje tim 

veći što je veća blizina stanovanja ljudi izvorima zagaĎenja kao što su gradske 

prometnice u zimskim mjesecima godine (261). 
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   Mnogi toksični spojevi prisutni u zraku, a u prvome redu hlapljivi aromatski 

ugljikovodici: benzen, toluen, etilbenzen, o-ksilen i m/p-ksilen čiji su najveći izvor u 

modernim gradskim sredinama gradski promet i naftne rafinerije, uvelike pridonose 

povećanju rizika za narušavanje ljudskog zdravlja i učestalosti nastanka bolesti okoliša. 

Hlapljivi aromatski ugljikovodici benzen, toluen, etilbenzen, o-ksilen i m/p-ksilen 

dokazani su u povećanim koncentracijama na područjima sa razvijenom naftnom 

industrijom i povećanom frekvencijom prometa, te su i naši podaci za koncentracije 

BTEX-a u zraku na područja Grada Rijeke dobiveni preko automatizirane mjerne postaje 

Mlaka u skladu sa navedenim istraţivanjima. Upravo je okolišna izloţenost navedenim 

spojevima povezana sa povećanim rizikom za ljudsko zdravlje (188). Oni su prije svega 

najčešće otkriveni spojevi koji su nalaze u urbanom zraku, a povezani su u mnogim 

istraţivanjima sa čitavim nizom razvoja bolesti okoliša od kojih su najzastupljenije bolesti 

respiratornog sustava kao što su astma i kronična opstruktivna plućna bolest (9, 55). 

Benzen koji se u visokim koncentracijama nalazi u zraku urbanih područja, svojim 

hematotoksičnim djelovanjem i dokazanom limfocitnom toksičnošću negativno djeluje na 

ljudski imunološki sustav u ranim fazama razvoja imunoloških stanica, što nedvojbeno 

dovodi do narušavanja ravnoteţe cijelog sustava (40). Istraţivanja obuhvaćena ovim 

doktorskim radom imala su za cilj odrediti postojanje statističkih razlika u 

koncentracijama toksičnih i uvjetno karcinogenih hlapljivih aromatskih ugljikovodika 

benzena, toluena, etilbenzena, o-ksilena i m/p-ksilena u urinu izmeĎu naših skupina 

ispitanika kao znanstvene nadogradnje do sada postojećih isključivo kemijskih praćenja 

koncentracija hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, o-ksilena i m/p-

ksilena u zraku. Apsolutno odsustvo bilo kakvih podataka o koncentracijama etilbenzena 

u okolišu, te uvoĎenje mjerenja istog u urinu svih ispitanika naših ispitnih skupina u 
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ovome doktorskom radu, predstavlja vaţan znanstveni doprinos u sagledavanju 

problematike prisustva hlapljivih aromatskih ugljikovodika u okolišu i njihovog 

potencijalnog utjecaja na povećanje rizika po zdravlje ljudi koji su profesionalno i/ili 

ambijentalno izloţeni toksičnom djelovanju istih. Skupine ispitanika su definirane po 

karakteristikama isključivo okolišne izloţenosti hlapljivim aromatskim ugljikovodicima 

benzenu, toluenu, etilbenzenu, o-ksilenu i m/p-ksilenu, te su svi ispitanici reprezentativni 

predstavnici profesionalno izloţene skupine, kontrolne skupine i gradske (urbane) 

skupine ispitanika. Iz naših je rezultata vidljivo da su koncentracije BTEX-a u urinu 

povišene u djelatnika brodogradilišta (posebno u profesionalno izloţenih djelatnika 

brodogradilišta Kraljevica) u odnosu na stanovnike urbanog područja (grad Rijeka), a 

naročito su velike promjene u usporedbi sa stanovnicima ruralnog područja (Mali Lošinj).  

   Literaturni podaci navode da je ukupan broj mononuklearnih stanica periferne krvi u 

ljudi koji nisu izloţeni benzenu daleko veći u odnosu na ispitanike koji su profesionalno 

i/ili ambijentalno izloţeni istom (39, 95). Izloţenost 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 ţive i rade na tim područjima do statistički značajnog pada broja 

ukupnih limfocita, CD4+ limfocita T, stanica B i stanica NK imunološkog sustava; dok kod 

citotoksičnih CD8+ limfocita T još uvijek postoji čitav niz nesuglasica. Mnogi autori 

navode da prilikom procesa nastajanja stanica T u koštanoj srţi i sazrijevanja istih u 

timusu koji je izloţen djelovanju benzena, dolazi do statistički značajnog pada 

proliferacije, diferencijacije i aktivacije CD4+ limfocita T (40). Poseban problem za 

ljudsko zdravlje predstavlja kronična izloţenost hlapljivim aromatskim ugljikovodicima 

benzenu, toluenu, etilbenzenu i izomerima ksilena koja se najčešće povezuje s 
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profesionalnom izloţenošću na radnome mjestu. Istraţivanja koja su se temeljila na 

ispitivanjima toksičnih učinaka benzena na imunološki status profesionalno izloţenih 

djelatnika naftne industrije, dokazala su zabrinjavajuće poremećaje na razini 

citotoksičnih CD8+ limfocita T i pomagačkih CD4+ limfocita T u odnosu na kontrolnu 

skupinu ispitanika. Neophodno je potrebno uvoĎenje stalnog biološkog praćenja koje bi 

uključivalo mjerenja koncentracija benzena u urinu djelatnika, te sukladno tome 

odreĎivanja imunotoksikološkog statusa istih u vidu izraţaja citotoksičnih CD8+ i 

pomagačkih CD4+ limfocita T za koje se smatra da igraju ključnu ulogu kod imunološkog 

odgovora ljudi na toksično (kronično) djelovanje benzena (39, 40, 97). Mnoge od 

navedenih imunotoksikoloških promjena još uvijek nisu u dovoljnoj mjeri razjašnjene. 

Nema podataka u literaturi o ulozi otpuštanja citolitičke molekule perforina iz 

mononuklearnih stanica periferne krvi stanovnika koji stanuju u gradskim sredinama u 

usporedbi sa stanovnicima ruralnih sredina, kao ni kod profesionalno izloţenih ljudi 

hlapljivim aromatskim ugljikovodicima benzenu, toluenu, etilbenzenu i izomerima 

ksilena. Patološka zbivanja vezana uz respiracijski sustav, kao i čitav niz oboljenja koja 

moţemo ujediniti pod nazivom hiperreaktivnost, uključuju djelovanja regulacijskih 

CD4+CD25+Foxp3+ stanica te stanica NKT (38). Regulacijske CD4+CD25+Foxp3+ 

stanice koje se proizvode u timusu imaju odlučujuću ulogu u prevenciji autoimunih 

procesa i odrţavanja autotolerancije, najčešće u obliku nishodne regulacije lučenja IL–2 

i IFN–  (38). CD4+CD25+Foxp3+ stanice pokazuju karakteristično 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 

imunološki sustav kada je izloţen djelovanju okolišnih čimbenika (41). Sve je više 
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dokaza da ove regulacijske stanice vrlo uspješno 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 okolišnu izloţenost hlapljivim aromatskim 

ugljikovodicima benzenu, toluenu, etilbenzenu, o-ksilenu i m/p-ksilenu. IzmeĎu naših 

skupina ispitanika je uočen smanjen postotak CD3+ i CD4+ stanica i povećanje CD8+ 

stanica kod djelatnika brodogradilišta Viktor Lenac, iako promjene nisu statistički 

značajne. Ukupni perforin u perifernoj krvi ispitanika profesionalno izloţenih hlapljivim 

aromatskim ugljikovodicima je statistički značajno sniţen. Naši rezultati ukazuju da je 

postotak stanica NK sniţen u profesionalno izloţenih djelatnika brodogradilišta, kao i 

postotak CD56+P+ stanica ukazujući na smanjenu citolitičku sposobnost ovih stanica. 

Nadalje, naši rezultati isto tako pokazuju da je postotak stanica NKT (CD3+, CD56+) i T 

regulacijskih stanica karakterističnog fenotipa (Tregs:CD4+CD25+FoxP3+) statistički 

značajno povišen. Rezultati su u skladu s našim podacima objavljenim 2009. godine, 

koji su ukazali prvi put na značajnu osobinu da je broj T regulacijskih stanica povišen u 

stanovnika industrijskih područja čiji je okoliš opterećen hlapljivim aromatskim 

ugljikovodicima benzenom, toluenom, etilbenzenom i izomerime ksilena (262).  

MeĎutim, kod stanovnika toga područja kod kojih su zabiljeţene značajnije 

spirometrijske promjene, uočili smo sniţen broj T regulacijskih stanica uroĎene imunosti 

(262).   

   Tematski slična istraţivanja idu u prilog našim rezultatima i ukazuju na činjenicu da  

izloţenost ljudi benzenu i toluenu, kao stalnim produktima izgaranja fosilnih goriva, 

dovodi u ljudi koji ţive i rade na urbanim područjima do statistički značajnog 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 citotoksičnih CD8+ limfocita T u navedenim primjerima 

dosta razlikuju. U znanstvenim istraţivanjima pokazuje se upravo potpuno suprotan 

učinak djelovanja benzena na broj stanica NK ljudskog imunološkog sustava. Uočeno je 

statistički značajno povećanje postotka stanica NK u ljudi izloţenih toksičnom djelovanju 

benzena kao nusproduktu rada navedene industrije (70, 264). Novija znanstvena 

istraţivanja nadalje ukazuju na činjenice koje smo i mi u ovome radu dokazali, da 

izloţenost ljudi hlapljivim aromatskim ugljikovodicima ne dovodi do statistički značajnije 

promjene u broju citotoksičnih CD8+ limfocita T (67), ali da dovodi do statistički 

značajnog smanjenja postotka stanica NK i postotka CD56+P+ stanica koji za posljedicu 

ima smanjenu citolitičku sposobnost mononuklearnih limfatičkih stanica periferne krvi 

(263, 264).  

    Ako promatramo biološku pretvorbu hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, 

toluena, etilbenzena, o-ksilena i m/p-ksilena, jetra predstavlja ciljni organ u kojem se 

procesi biološke pretvorbe zbivaju u dvije faze. U prvoj fazi biološke pretvorbe dolazi do 

promjene strukture spojeva putem kemijskih reakcija kao što su oksidacija, redukcija i 

hidroliza koje su katalizirane najčešće monooksigenazama, enzimima iz sustava 

citokroma (P– 450), smještenim u endoplazmatskom retikulumu stanica jetre. Proces 

biološke pretvorbe kao rezultat nema uvijek detoksikaciju kemijskih spojeva, ponekad se 

dogodi i "bioaktivacija" početnog spoja koji na taj način postaje još toksičniji. Ovim 

mehanizmom nastaju vrlo reaktivni elektrofilni produkti koji mogu reagirati unutar stanica 

sa proteinima, lipidima, enzimima, nukleinskim kiselinama uzrokujući citotoksičnost, 

nekrozu stanica, mutacije pa čak i teška patogena stanja kao što 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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čemu nastaju u vodi topivi (polarniji) derivati koji se iz organizma najčešće izlučuju 

putem bubrega. U najvećem broju slučajeva, konjugacijom u organizmu nastaju manje 

toksičniji spojevi ("detoksikacija"). Moţe se reći, kada je unos pojedinog spoja u 

organizam veći od njegove razgradnje i izlučivanja dolazi do procesa "biološke 

akumulacije", gdje opseg procesa ovisi o razini i vremenu izloţenosti ljudskoga 

organizma tim spojevima i njihovoj topljivosti u mastima (1, 265). Hlapljivi aromatski 

ugljikovodici (BTEX) se izlučuju iz organizma manjim dijelom u nepromijenjenom obliku 

putem izdahnutog zraka, a najvećim dijelom u obliku metabolita bubreţnim izlučivanjem 

(1). Putem izdahnutog zraka manja količina navedenih spojeva izlazi iz organizma, a 

najbolji pokazatelj njihovog odstranjenja je biološki poluţivot koji se razlikuje ovisno o 

vrsti tkiva: manje od 5 minuta za krv; nekoliko minuta do nekoliko sati za mišiće i 

nekoliko sati do nekoliko dana za masno tkivo (2). Znanstvena je činjenica da do 

pojačanog izraţaja enzima matriks metaloproteinaze-9 u ljudskom organizmu dolazi 

zbog potrebe vrlo intezivnog zaštitnog i regenerativnog djelovanja na razini plućnih 

epitelnih stanicama prilikom teških oštećenja plućnog epitela uzrokovanog kronično 

opstruktivnom plućnom bolešću, emfizemom pluća i astmom. Navedene bolesti okoliša 

dokazano mogu nastati kao rezultat djelovanja okolišnih zagaĎivala kao što su hlapljivi 

aromatski ugljikovodici benzen, toluen, etilbenzen, o-ksilen i m/p-ksilen (170-173). U 

ovom doktorskom radu odredili smo po prvi puta statistički značajne razlike u izraţaju 

(koncentracijama) enzima matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) u urinu izmeĎu naših 

skupina ispitanika koje ukazuju na veliko povećanje izraţaja enzima matriks 

metaloproteinaze-9 u profesionalno izloţenih grupa hlapljivim aromatskim 

ugljikovodicima benzenu, toluenu, etilbenzenu, o-ksilenu i m/p-ksilenu  u odnosu na 

stanovnike grada Rijeke, a naročito u odnosu na stanovnike Maloga Lošinja. Izraziti 
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postotak povećanja enzima matriks metaloproteinaze-9 u profesionalno izloţenih 

djelatnika brodogradilišta Viktor Lenac i u odnosu na brodogradilište Kraljevica, moţe se 

objasniti činjenicom da djelatnici brodogradilišta Viktor Lenac u većini slučajeva stanuju 

u urbanom području (u Rijeci). Okoliš grada Rijeke je u usporedbi sa ruralnim područjem 

dokazano više opterećen hlapljivim aromatskim ugljikovodicima benzenom, toluenom i 

izomerima ksilena koji su konstantno prisutni u ţivotnom i radnom okolišu profesionalno 

izloţenih djelatnika brodogradilišta Viktor Lenac. Iz istog razloga, profesionalno izloţeni 

djelatnici brodogradilišta Viktor Lenac su posljedično kronično izloţeni djelovanju 

hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, etilbenzena, o-ksilena i m/p-

ksilena. Za razliku od njih, profesionalno izloţeni djelatnici brodogradilišta Kraljevica 

većinom stanuju upravo u ruralnom području Kraljevice i okolice, pa su vremenski i 

okolišno (ţivotni okoliš) daleko manje izloţeni djelovanju hlapljivih aromatskih 

ugljikovodika benzena, toluena, etilbenzena i izomera ksilena. Iz navedenog moţemo 

reći da je upravo dugotrajna izloţenost hlapljivim aromatskim ugljikovodicima benzenu, 

toluenu, etilbenzenu i izomerima ksilena putem ţivotnog i radnoga okoliša u slučaju 

profesionalno izloţenih ispitanika brodogradilišta Viktor Lenac razlog povećanog izraţaja 

enzima matriks metaloptoteinaze -9 koja je dokazano vrlo vaţna u imunološkom 

odgovoru ljudi izazvanog djelovanjem hlapljivih aromatskih ugljikovodika na stanice T, 

plućne epitelne stanice, fibroblaste, alveolarne makrofage gdje posljedično dolazi do 

narušavanja ravnoteţe izmeĎu izraţaja, regulacije i produkcije matriks metaloproteinaza 

(149). Doprinos gradskog prometa zagaĎenju ţivotnog okoliša hlapljivim aromatskim 

ugljikovodicima benzenu, toluenu, etilbenzenu i izomerima ksilena jasno se vidi u našim 

rezultatima statistički značajnih razlika u koncentracijama istih odreĎenih u urinu, dok s 

druge strane na to ukazuju i statistički značajne razlike u izraţaju enzima matriks 
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metaloproteinaze-9 izmeĎu skupine ispitanika urbanog područja grada Rijeka u 

usporedbi sa ispitanicima ruralnoga područja Maloga Lošinja. U prilog iznesenim 

tvrdnjama idu i naši rezultati mjerenja spirometrijskih vrijednosti svih ispitnih grupa, gdje 

smo dokazali postojanje promjena spirometrijkih vrijednosti koje su izraţenije u 

profesionalno izloţenih djelatnika u usporedbi sa stanovnicima ruralnog područja kao 

posljedice okolišne izloţenosti hlapljivim aromatskim ugljikovodicima.  

   Na osnovi rezultata predstavljenih u ovome radu, moţe se reći da izloţenost hlapljivim 

aromatskim ugljikovodicima benzenu, toluenu, etilbenzenu i izomerima ksilena u 

ţivotnom i radnom okolišu predstavlja ozbiljan rizik za zdravlje ljudi, jer nedvojbeno 

imaju vrlo jaka toksična djelovanja na imunološki sustav uz ostale negativne čimbenike u 

okolišu. Na izneseno ukazuje sniţeni postotak stanica NK, postotak NKT (CD3+, CD56+) 

i T regulacijskih stanica (Tregs: CD4+CD25+FoxP3+) koji je statistički značajno povišen 

u profesionalno izloţenih ispitanika u usporedbi s ispitanicima grada Rijeka i posebno u 

odnosu na ispitanike Maloga Lošinja. Treba naglasiti da je upravo u ovome radu 

dokazana statistički značajno povišena koncentracija hlapljivih aromatskih ugljikovodika 

benzena, toluena, etilbenzena i izomera ksilena u urinu profesionalno izloţenih 

ispitanika (premazivači brodskih konstrukcija) jedan od glavnih razloga iznesenih tvrdnji, 

te da upravo njihova koncentracija u okolišu predstavlja jedan od glavnih rizika za 

zdravlje ljudi koji se sustavno mora pratiti. Navedene tvrdnje potvrĎene su i našim 

rezultatima izraţaja enzima matriks metaloproteinaze-9 koji je statistički značajno 

povišen u profesionalno izloţenih ispitanika, te rezultati spirometrijskih mjerenja koji 

ukazuju na postojeće promjene unutar njihovog respiracijskog sustava koje mogu biti u 

izravnoj vezi sa prije iznesenim tvrdnjama kao ranih pokazatelja rizika nastanka bolesti 

okoliša kao što su kronično opstruktivna plućna bolest i astma. Vrlo je vaţno uvoĎenje 
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stalnog biološkog nadziranja koncentracija hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, 

toluena, o-ksilena i m/p-ksilena, kao nadogradnje do sada isključivo kemijskih praćenja 

koncentracija istih u okolišnom zraku. Nadziranje se treba proširiti i na 

imunotoksikološke pretrage kod profesionalno izloţenih djelatnika ukoliko mislimo 

kvalitetno upravljati zdravstvenim rizicima kako pojedinaca, tako i čitave zajednice u 

cjelini. Samo ovakav sveobuhvatni biološko-kemijski pristup moţe pruţiti rješenja koja bi 

zadovoljila očuvanje zdravlja i kvalitete ţivota u odnosu na industrijski razvoj koji zbog 

nepresušne potrebe za različitim oblicima energije ima sve brţi i neprestani rast. 
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6. Zaključni pregled 
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ZAKLJUČNI PREGLED 

       

   Naše istraţivanje je obuhvatilo ispitivanje promjena koncentracija toksičnih i uvjetno 

karcinogenih hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, etilbenzena, o-ksilena 

i m/p-ksilena u urinu naših skupina ispitanika, kao i promjena stanicama posredovane 

imunosti u perifernoj krvi ispitanika u odnosu na okolišnu izloţenost hlapljivim 

aromatskim ugljikovodicima. Ispitali smo razlike u izraţaju (koncentracijama) enzima 

matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9) u urinu i prisutnost/odsutnost uzročno-posljedičnih 

veza u pojavnosti bolesti okoliša i koncentracija hlapljivih aromatskih ugljikovodika u 

urinu. Istraţivanje je uključilo skupine ispitanika koje su profesionalno izloţene 

djelovanju hlapljivih aromatskih ugljikovodika benzena, toluena, etilbenzena, o/ksilena i 

m/p ksilena (profesionalni premazivači brodskih konstrukcija u brodogradilištima) u 

odnosu na ispitanike karakterističnog urbanog područja grada Rijeke i ruralnog područja 

Maloga Lošinja, usporeĎeno s nalazima kontrolne grupe ispitanika (dobrovoljni 

darivatelji krvi).  

Dobiveni su sljedeći rezultati: 

1. Koncentracije benzena, toluena, etilbenzena, o/ksilena i m/p ksilena u urinu su 

statistički značajno povišene u ispitanika koji su profesionalno izloţeni hlapljivim 

aromatskim ugljikovodicima. 

2. Postotak stanica uroĎene imunosti: NKT (CD3+, CD56+) i T regulacijskih stanica 

(Tregs:CD4+CD25+FoxP3+) je statistički značajno povišen u perifernoj krvi 

ispitanika profesionalno izloţenih hlapljivim aromatskim ugljikovodicima. 

3. Ukupni perforin u perifernoj krvi ispitanika profesionalno izloţenih hlapljivim 

aromatskim ugljikovodicima je statistički značajno sniţen. 
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4. Postotak NK stanica je sniţen u perifernoj krvi ispitanika profesionalno izloţenih 

hlapljivim aromatskim ugljikovodicima, kao i postotak CD56+P+ stanica ukazujući 

na smanjenu citolitičku sposobnost ovih stanica. 

5. Izraţaj enzima matrix metaloproteinaze -9 je statistički značajno povišen kako u 

profesionalno izloţenih skupina, tako i u ispitanicima urbanog područja.  

6. U profesionalno izloţenih djelatnika brodogradilišta prisutna je statistički značajna 

pozitivna korelacija izmeĎu postotka Treg stanica i izraţaja enzima matrix 

metaloproteinaze -9. 

7. Promjene spirometrijkih vrijednosti su izraţenije u profesionalno izloţenih 

djelatnika u usporedbi sa stanovnicima ruralnog područja  

   Naši rezultati ukazuju na prisustvo narušene aktivnosti priroĎenog i stečenog 

imunološkog odgovora (vidljivo iz statistički povišenih vrijednosti NKT i Treg stanica, 

kao i značajnog smanjenja izraţaja unutarstanične koncentracije perforina) u 

ispitanika profesionalno izloţenih hlapljivim aromatskim ugljikovodicima.  

   Regulacijske T stanice izraţavaju perforin i granzim i mogu suprimirati NK i NKT-

ovisnu citotoksičnost, te bi biološko praćenje ovih stanica moglo predstavljati 

značajni pokazatelj razvoja i praćenja bolesti okoliša. Relativno jednostavne metode 

odreĎivana MMP-9 i BTEX-a u urinu doprinijele bi prevenciji i ranijoj dijagnozi bolesti 

okoliša, te popratnom uspješnijem liječenju. 
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