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1. UVvOD

1.1. Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest (KOPB)

1.1.1. Definicija

Kroni¢na opstrukcijska plu¢na bolest (KOPB) progresivna je bolest koju karakteriziraju postojani
respiratorni simptomi i ogranicavanje protoka zraka nastali zbog abnormalnosti na razini diSnih
putova i/ ili alveola obi¢no uzrokovanih znacajnom izlozenoSc¢u Stetnim Cesticama ili plinovima.
Posljedica toga je kroni¢na upala koja uzrokuje strukturne promjene, suzavanje malih di$nih putova
i razaranje pluénog parenhima sto dovodi do propadanja stijenki alveola (vezivnog tkiva) na malim
disnim putovima i smanjenja pluénog elasticiteta. Zbog svega navedenog, smanjuje se sposobnost
disnih putova da ostanu otvoreni tijekom izdisaja. Mnoge prethodne definicije KOPB-a isticale su
pojmove emfizema i kroni¢nog bronhitisa, koji nisu uklju€eni u definiciju koriStenu u ovom ili
ranijim izvjeStajima Globalne inicijative za kroni¢nu opstrukcijsku pluénu bolest (eng.
Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease, GOLD). Pojam emfizema ili destrukcije
stijenke alveola, Cesto 1 pogreSno se koristi u klini¢koj praksi, jer opisuje samo jednu od nekoliko
strukturnih abnormalnosti prisutnih u bolesnika s KOPB-om. Kroni¢ni bronhitis, zvan i sindrom
kroni¢ne mukozne hipersekrecije, definira se kao kroni¢na upala disnih putova koja uzrokuje
pojacanu sekreciju sluzi $to se ocituje produktivnim kasljem u trajanju minimalno 3 mjeseca u
godini, 2 uzastopne godine, kojem je isklju¢ena svaka druga etiologija. On je neovisan klinicki
entitet i moze biti povezan s poticanjem ili ubrzanjem trajne bronhoopstrukcije, ali moze postojati

I kod osoba s normalnom spirometrijom (GOLD 2020).

1.1.2. Epidemiologija

Prema nekim studijama, prevalencija KOPB-a znatno je veca kod pusaca, osoba starijih od 40
godina 1 kod muSkaraca. Medutim, noviji podaci iz razvijenih zemalja pokazuju da je prevalencija
KOPB-a sada gotovo jednaka kod muSkaraca i Zena, $to vjerojatno odraZzava promjene obrazaca
pusenja duhana. 3,2 milijuna ljudi u svijetu umrlo je od KOPB-a u 2015. godini, $to predstavlja 5

% svih smrtnih slucajeva na globalnoj razini u toj godini (https://www.who.int/news-room/fact-
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https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/chronic-obstructive-pulmonary-disease-(copd)

sheets/detail/chronic-obstructive-pulmonary-disease-(copd)). Globalno se ocekuje da ¢e se

problem KOPB-a povecati u narednim desetlje¢ima zbog kontinuirane izlozenosti ¢imbenicima
rizika kao i starenja svjetskog stanovni$tva; kako se Zivotni vijek povecava, 1 viSe ljudi ¢e izrazavati
dugoroc¢ne ucinke izlozenosti ¢imbenicima rizika za razvoj ove bolesti. Konkretno to znaci da se
do 2060. godine o¢ekuje porast prevalencije KOPB-a na preko 5,4 milijuna smrtnih slucajeva

godisnje (GOLD 2020).

1.1.3. Etiologija

U cijelome svijetu pusenje cigareta je najc¢es¢i okolisni ¢imbenik rizika za razvoj KOPB-a. Pusaci
imaju vecu prevalenciju respiratornih simptoma i abnormalnosti pluéne funkcije, ve¢u godisnju
stopu pada forsiranog izdisajnog volumena u prvoj sekundi (FEV1) i vecu stopu smrtnosti od
KOPB-a u usporedbi s nepusac¢ima. Ostale vrste duhana (npr. lula, cigara, vodena lula) i marihuana
takoder su ¢imbenici rizika za KOPB. No, ¢ak 1 kod teskih puSaca, manje od 50 % oboli od KOPB-
a tijekom svog zivota. Pasivna izloZenost dimu cigareta, odnosno duhanskom dimu iz okoliSa,
takoder moZze pridonijeti respiratornim simptomima i KOPB-u povecavanjem ukupne izloZenosti
plu¢a na udahnute Cestice i plinove. Genetski ¢imbenik rizika koji je najbolje dokumentiran je
nasljedni nedostatak o-1-antitripsina, glavnog inhibitora serinskih proteaza. Starosna dob ¢esto se
navodi kao ¢imbenik rizika za KOPB. Jo$ uvijek je nejasno predisponira li zdravo starenje kao
takvo razvoju KOPB-a ili starosna dob odrazava zbroj kumulativnih izlozenosti tijekom Zivota
(GOLD 2020). Starenje diSnih putova 1 parenhima pokazuju neke strukturne promjene prisutne 1
kod KOPB-a; starenje pluca karakterizira gubitak elasti¢nosti, povecanje alveola, slaba upala, ali
za razliku od KOPB-a, bez djelovanja na alveolarne stijenke (Mercado i sur., 2015).

Takoder, danas se procjenjuje da se 15 % svih sluc¢ajeva KOPB-a moze pripisati profesionalnoj
izlozenosti, ukljucuju¢i organskoj i anorganskoj prasini, kemijskim sredstvima, plinovima i
parama. Gorivo ¢iji je izvor biomasa takoder je jedan od ¢imbenika rizika. Gotovo tri milijarde
ljudi Sirom svijeta koristi biomasu 1 ugljen kao glavni izvor energije za kuhanje, grijanje 1 ostale
potrebe kucanstva, pa je populacija u riziku Sirom svijeta vrlo velika. Takvi izvori emitiraju visoku
razinu mnogih onecis¢ujucih tvari, od kojih je veéina u rasponu veli¢ina koje se mogu udisati (<

10 pm) i sli€nih onima prisutnim u duhanskom dimu (Pirozzi i Scholand, 2012).


https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/chronic-obstructive-pulmonary-disease-(copd)

Astma, kroni¢ni bronhitis 1 infekcije takoder se navode medu rizi€nim ¢imbenicima. Povijest
ozbiljnih respiratornih infekcija u dje¢joj dobi ima utjecaj na smanjenje pluéne funkcije i pojavu

respiratornih simptoma u odrasloj dobi (GOLD 2020).

1.1.4. Patologija

Progresivno ogranicenje protoka zraka kod KOPB-a uzrokovano je dvama glavnim patoloskim
procesima: preoblikovanjem i suzavanjem malih di$nih putova i destrukcijom pluénog parenhima
s posljedicnim uniStavanjem vezivnog tkiva alveolarnih stijenki. Te patoloSke promjene takoder
zahvacaju 1 vaskulaturu, a rezultat su kronicne upale, s pove¢anim brojem specifi¢nih tipova
imunosnih stanica u razli¢itim dijelovima pluca, zbog ¢ega dolazi do opetovanih ozljeda tkiva 1
njegovog popravka. Opstrukcija malih diSnih putova i gubitak alveolarnog vezivnog tkiva
rezultiraju zatvaranjem di$nih putova, zarobljavanjem zraka i hiperinflacijom pluca (Barnes, 2014).
Opcenito, takve promjene rastu s tezinom bolesti, ali ostaju perzistentnima nakon prestanka pusenja

(GOLD 2020).

1.1.5. Patogeneza

KOPB ukljucuje kroni¢ne upalne procese u plu¢ima, perifernim diSnim putovima i parenhimu koji
se povecavaju tijekom akutnih egzacerbacija. Upalni odgovor u plu¢ima bolesnika s KOPB-om
ukljucuje 1 urodenu imunost (neutrofili, makrofagi, eozinofili, mastociti, stanice prirodne ubojice,
vd T stanice 1 dendriti¢ke stanice) i steCenu imunost (T i B limfociti), ali i aktiviranje strukturnih
stanica (stanice alveolarnog epitela, endotelne stanice i fibroblasti). Dim cigarete i drugi iritansi
koji se udi$u, u disnim putovima mogu aktivirati povrsinske makrofage i epitelne stanice koje
potom oslobadaju razli¢ite medijatore upale (¢imbenik nekroze tumora o (eng. tumor necrosis
factor-o, TNF-a), interleukin (IL) 1-B, IL-6, granulocitno-makrofagni ¢imbenik koji stimulira
koloniju (GM-CSF)) te kemotakticke tvari, posebno kemokine (CXCLS8 (IL-8)), koji privlace
cirkuliraju¢e neutrofile, monocite i limfocite u plu¢a. Epitelne stanice u malim diSnim putovima
takoder mogu biti vazan izvor transformirajuéeg ¢imbenika rasta f (eng. transforming growth
factor B, TGF-p) koji tada izaziva lokalnu fibrozu. Moguce je da memorijske T stanice, kolonizacija
bakterija ili autoimunost poticu trajnu upalu u bolesnika s KOPB-om (Barnes, 2014). Alveolarni

makrofagi bolesnika s KOPB-om luce viSe upalnih proteina i imaju vecu elastoliticku aktivnost
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nego kod normalnih puSaca, a to se dodatno povecava izlaganjem cigaretnom dimu. Makrofagi
bolesnika s KOPB-om takoder su oSte¢eni u fagocitiranju apoptotskih stanica.

PuSenje ima izravan stimulativni u€inak na proizvodnju granulocita i oslobadanje iz koStane srZi,
moguce posredovano GM-CSF-om i ¢imbenikom stimulacije kolonije granulocita (G-CSF) koji se
oslobada iz makrofaga plu¢a. Neutrofili bolesnika s KOPB-om pokazuju izrazite abnormalnosti u
kemotaktickom odgovoru, s pove¢anom migracijom, ali smanjenom precizno$¢u, podsjeé¢ajuci na
nenormalne monocitne kemotakti¢ke odgovore.

Nadalje, jedina znacajna razlika u infiltraciji upalnim stanicama kod asimptomatskih pusaca i
pusaca s KOPB-om je porast T-stanica, uglavnhom CD8* u bolesnika s KOPB-om. CD8* stanice
uzrokuju citolizu 1 apoptozu alveolarnih epitelnih stanica oslobadanjem perforina, granzima B i
TNF-o (Barnes, 2014).

Kod bolesnika s KOPB-om postoje dokazi o oksidacijskom i karbonilnom stresu, osobito tijekom
akutnih pogorsanja. Alveolarni makrofagi te aktivirani neutrofili bolesnika s KOPB-om su aktivniji
1 oslobadaju povecane koli¢ine reaktivnih kisikovih spojeva (eng. reactive oxygen species, ROS)
pa se tako nekoliko biomarkera oksidacijskog stresa nalaze poviSenima u kondenzatu izdahnutog
zraka (vodikov peroksid, uglji¢éni monoksid, mijeloperoksidaza (MPO) te biljezi oksidacijskog
oSteCenja tkiva, poput 8-izoprostana, ili biljezi karbonilnog oStecenja tkiva, poput
malondialdehida). Nasuprot tome, koncentracije endogenog antioksidansa glutationa nize su u
bronhoalveolarnom ispirku (eng. bronchoalveolar lavage, BAL) kod pacijenata s KOPB-om s

Cestim egzacerbacijama u usporedbi s onima sa stabilnim KOPB-om (Kirkham i Barnes, 2013).

1.1.6. Klinic¢ka slika

1.1.6.1. Stabilna kroni¢na opstrukcijska plu¢na bolest

Kroni¢na 1 progresivna dispneja najkarakteristicniji je simptom KOPB-a. KaSalj sa stvaranjem
ispljuvka prisutan je u oko 30 % bolesnika. Ovi simptomi mogu puno godina prije prethoditi
razvoju same bolesti. Znacajno ograni¢enje protoka zraka moze biti prisutno i bez kroni¢ne
dispneje 1 / ili stvaranja kaslja i sputuma te obrnuto. Iako se KOPB definira na temelju stupnja
bronhoopstrukcije, u praksi se odluka o trazenju medicinske pomo¢i obi¢no odreduje utjecajem

simptoma na funkcionalni status bolesnika. Kroni¢ni kasalj Cesto je prvi simptom KOPB-a, ali



bolesnik ga obi¢no zanemaruje zbog toga Sto ga smatra i podrazumijeva posljedicom pusenja i/ ili
izlozenosti okolisu. U pocetku kasalj moze biti povremen, ali kasnije moze biti prisutan svaki dan,
ucestalo tijekom dana. Bolesnici s KOPB-om cesto iskasljavaju sputum koji je sluzav, a postaje
gnojan tijekom pogorsanja.. Umor, gubitak tezine i anoreksija Cesti su problemi u bolesnika s
ozbiljnom 1 vrlo teSkom slikom KOPB-a koji imaju prognosticku vaznost, a mogu biti i znak drugih
bolesti, poput tuberkuloze ili karcinoma plu¢a (GOLD 2020).

Primijeceno je da bolesnici s KOPB-om imaju loSije psiholosko stanje od bolesnika s drugim
kroni¢nim medicinskim stanjima, te da nedostatak znanja o mentalnom zdravlju medu
zdravstvenim radnicima moze predstavljati prepreku dijagnozi i1 pristupu odgovaraju¢im
intervencijama lije¢enja. Anksioznost i depresija samo su neki od komorbiditeta u bolesnika s

KOPB-om (Miravitlles i Ribera, 2017).

1.1.6.2. Egzacerbacije

Pogorsanje KOPB-a moze biti povezano s respiratornim (npr. dispneja i producirajuci kasalj) 1
nerespiratornim simptomima (npr. umor i malaksalost). Konsenzusna definicija egzacerbacije je
kontinuirano pogorsanje bolesnikova stanja iz stabilnog stanja i uobicajenih svakodnevnih
varijacija, koje je akutno i zahtijeva promjenu terapije ili hospitalizaciju. Ovo su slozeni dogadaji
koji su obi¢no povezani s poveanom upalom diSnih putova, pove¢anom proizvodnjom sluzi 1
izrazitim zastojem plinova u plu¢ima. Te promjene pridonose povecanoj dispneji koja je
najizrazitiji simptom pogorsanja. Ostali simptomi ukljucuju povecano iskasljavanje 1 volumen
ispljuvka, zajedno s pojacanim kasljem. Pogorsanja KOPB-a imaju kumulativni u¢inak na plué¢nu
funkciju 1 ¢esto dovode do povecanog koriStenja resursa zdravstvene skrbi. Primjerice, blaga
pogorsanja Cesto se moze lijeciti 1 bez hospitalizacije, ali mogu zahtijevati pove¢anu upotrebu
lijekova za ublaZzavanje simptoma, poput inhalacijskih bronhodilatatora, dok umjerenim
pogorsanjima treba lijeCenje antibioticima i / ili kortikosteroidima. TeSka pogorSanja zahtijevaju
hospitalizaciju za napredno pracenje 1 potencijalne tretmane, ukljucujuéi potpomognutu
ventilaciju. U Cesto slucajeva egzacerbacije ostaju neprijavljene i nelijeCene, a one takoder imaju

znacajan utjecaj na zdravstveno stanje bolesnika (Pavord i sur., 2016).



1.1.7. Komorbiditeti

KOPB je danas prepoznata kao slozena bolest koja cesto koegzistira s drugim stanjima.
U opservacijskoj studiji Vanfleteren i suradnika (2013), na 213 bolesnika s KOPB-om zabiljezeno
je da gotovo svi sudionici (97,7 %) imaju jednu ili viSe komorbidnih bolesti, a gotovo 54 % ima
najmanje Cetiri. Pretpostavlja se da je sistemska upala poveznica zbog svoje uloge u patogenezi
kako KOPB-a tako i popratnih bolesti. Tako bolesnici s KOPB-om koji imaju neki od
komorbiditeta izrazavaju visoke razine cirkuliraju¢ih biomarkera C-reaktivnog proteina (CRP-a),
fibrinogena, IL-6, leukocita i TNF-a tijekom stabilnih uvjeta, §t0 ukazuje na postojanje trajne
sistemske upale. NajceS¢i komorbiditeti koji prate KOPB ukljucuju kardiovaskularne bolesti,
metabolicke poremecaje, osteoporozu, disfunkciju koStanih miSic¢a, anksioznost / depresiju,
kognitivna oStecenja, gastrointestinalne bolesti te respiratorna stanja poput astme, bronhiektazije,
pluéne fibroze i raka pluca. Bolesnici koji uz KOPB imaju 1 navedena stanja, imaju lo$iju kvalitetu
zivota 1 pluénu funkciju te imaju povecan rizik od hospitalizacije i smrtnog ishoda, zbog Cega
predstavljaju ekonomsko optere¢enje za zdravstveni sustav. Komorbiditeti danas predstavljaju
izazov u procjeni i ucinkovitom pra¢enju KOPB-a. Primjerice, stanja poput pretilosti mogu
onemoguciti pravilno postavljanje dijagnoze KOPB-a spreCavanjem to¢ne procjene stupnja
bronhoopstrukcije i hiperinflacije, koje su definiraju¢e karakteristike KOPB-a (Negewo i sur.,
2015).

1.1.8. Dijagnoza

KOPB se naj¢esc¢e dijagnosticira u relativno kasnom stadiju bolesti, najvjerojatnije zato §to se
bolesnici adaptiraju na stanje oslabljene plué¢ne funkcije i ostaju neprepoznati, odnosno vecina
bolesnika dijagnosticira se tijekom pregleda u hitnoj ambulanti ili tijekom bolni¢koga lijecenja
zbog egzacerbacije KOPB-a. Dijagnoza KOPB-a postavlja se na temelju detaljne anamneze,
fizikalnog pregleda i nalaza testova pluéne funkcije. Ispitivanje plu¢ne funkcije je reproducibilan i
objektivan nacin procjene funkcije diSnog sustava. Testovi plucne funkcije su ventilacijski
(spirometrija, krivulja protok-volumen, tjelesna pletizmografija te farmakodinamicki testovi),
difuzijski (difuzijski kapacitet pluc¢a za ugljikov monoksid) te plinska analiza arterijske krvi i
acidobazni status. Spirometrija je ,,zlatni standard“ dijagnoze i procjene KOPB-a. Ova pretraga

omogucuje mjerenje statickih i dinamickih pluénih volumena i kapaciteta te protoka zraka u diSnim
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putevima, pri ¢emu se odreduju sljedeci parametri: forsirani izdisajni volumeni u prvoj sekundi
(FEV1), forsirani vitalni kapacitet (FVC) te FEV1/FVC (u). FEV1 je volumen zraka koji se
najvecom mogucéom brzinom izdahne tijekom prve sekunde iz maksimalnog inspiratornog
polozaja, a snizen je u bronhoopstrukcijskim bolestima (astma, KOPB) i bolestima sa smanjenom
elasticnos¢u pluca (emfizem). FVC (forsirani vitalni kapacitet) je volumen zraka koji se izdahne
prilikom forsiranoga, brzog izdaha, a nakon maksimalnog udaha. Smanjenje FVVC-a karakteristicno
je za opstrukcijske bolesti. Dobiveni rezultati usporeduju se s referentnim vrijednostima koje ovise
0 dobi, spolu, visini i tjelesnoj masi (Vuki¢ Dugac i Samarzija, 2014).

KOPB karakteriziraju smanjene vrijednosti FEV1 i FVC-a, a nalaz postbronhodilatacijskog FEV1
<80 % i FEV1/FVC < 70 % potvrduje postojanje opstrukcije disnih puteva koja nije u potpunosti
reverzibilna. Na temelju rezultata spirometrije i stupnja bronhoopstrukcije (FEV,), prema
smjernicama Globalne inicijative za kroni¢nu opstrukcijsku pluénu bolest (GOLD), bolesnike se
moze svrstati u jednu od cetiri grupe: GOLD 1, GOLD 2, GOLD 3, GOLD 4 (Tablica 1) (GOLD
2020).

Tablica 1. Procjena stupnja bronhoopstrukcije prema izvjeStaju GOLD-a iz 2020. godine (GOLD
2020).

STUPANJ Postbronhodilatacijski FEV1
Bolesnici koji imaju FEV1/FVC< 0.70:

GOLD 1: blaga FEV1> 80 % od ocekivanog
GOLD 2: umjerena 50% < FEV1< 80 % od oc¢ekivanog
GOLD 3: teska 30% < FEV1< 50 % od ocekivanog
GOLD 4: vrlo teska FEV1< 30 % od ocekivanog

lako je FEV:1 (stupanj bronhoopstrukcije) vrlo bitan parametar na populacijskoj razini za
predvidanje smrtnosti i hospitalizacija, na razini pojedinog pacijenta FEV1 gubi preciznost. Kako
bi se olaksala procjena tezine bolesti napravljena je ABCD Kklasifikacija bolesnika s KOPB-om
(eng. ABCD Assessment Tool) koja objedinjuje parametre koji se promatraju za procjenu tezine
bolesti te tako dijele oboljele od kroni¢ne opstruktivne bolesti u cetiri kategorije — A, B, C i D.

ABCD grupe su prema modificiranim GOLD smjernicama radene uzimajuci u obzir bolesnikove
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simptome i njihovu povijest egzacerbacija (Slika 1). Sto se ti¢e procjene simptoma, neki od
upitnika koji se koriste za tu svrhu su mMRC (eng. Modified British Medical Research Council
Questionnaire) i CAT upitnik (eng. COPD Assessment Test). Grani¢na vrijednost CAT upitnika je
10, tako da CAT < 10 oznacava manje simptoma, a CAT > 10 vise. Jednako tako, mMRC = 0-1
predstavlja blazu dispneju, dok je mMRC > 2 pokazatelj teZze dispneje. Odsutnost ili samo jedna
egzacerbacija predstavljaju nizak rizik, a dvije ili viSe njih visok, dok ve¢ i jedna hospitalizacija

kao posljedica egzacerbacije upucuje na visok rizik (GOLD 2020).

Spirometrijom Procjena Procjena simptoma/rizika
utvrdena dijagnoza bronhoopstrukcije od egzacerbacija

Povijest egzacerbacija

2 2ili i
FEY’ 21 (uz C D
% ocekivanog hospitalizaciju) :
Post-bronhodilatacijski GOLD 1 >80 :
FEV1/FVC< 0.7 GOLD 2 B0<79 || FSEESEESEEESEEENNE e P
GOLD 3 30-49 ;
GOLD 4 <30 0ili 1 (bez

hospitalizacije)

mMRC0-1 i mMRC>2
CAT<10 i CAT210

Slika 1. Unaprijedeni alat za procjenu ABCD skupina (preuzeto iz GOLD 2020).

Za diferencijalnu dijagnozu, ali i u procjeni prognoze bolesti i odabiru terapije Koristi se
bronhodilatacijski test reverzibilnosti opstrukcije koji je najvazniji za razlikovanje astme od
KOPB-a, a koji ¢e u bolesnika s astmom biti pozitivan.

Uz navedene pretrage korisno je uciniti i slikovne pretrage (CT, RTG) koje nemaju klini¢kog
znacaja u vidu rane dijagnostike, ali su nuZzne u diferencijano-dijagnostickom postupku. Razina
alfa-1-antitripsina odreduje se u bolesnika koji su razvili KOPB prije 45. godine zivota (Vuki¢
Dugac i Samarzija, 2014).



1.2. Molekularni obrasci povezani s patogenima/ostecenjem tkiva (PAMP / DAMP molekule)

Cjelovit sustav za otkrivanje, zaustavljanje 1 popravak oSte¢enja nanesenih stanicama u organizmu
zahtijeva upozoravajuée signalne molekule te stanice koje ¢e na njih reagirati putem receptora i
signalnih putova, §to se manifestira u obliku fizioloSkih odgovora. Jedan podtip takvih signala
zajednicki se naziva molekularnim obrascima povezanim s patogenima (eng. pathogen-associated
molecular patterns, PAMPs). Oni ¢ine raznolik skup mikrobnih molekula koje dijele niz razli¢itih
prepoznatljivih biokemijskih znacajki (cijele molekule ili ¢es¢e dio molekule), koji upozoravaju
organizam na prodor patogena. Takve egzogene PAMP molekule prepoznaju stanice urodenog 1
steCenog imunosnog sustava putem receptora za prepoznavanje uzoraka (eng. pattern recognition
receptors, PRRS), koji aktiviraju nekoliko signalnih putova (Slika 2A) (Bianchi, 2007).

Medutim, patogeni nisu jedini uzrocnici ostecenja tkiva i stanica. U sterilnim uvjetima snazni
imunosni odgovor izazivaju ishemijske ozljede, traume (tkiva se mogu oStetiti mehanic¢kim silama,
prekomjernom toplinom (opekline), hladno¢om, kemijskim agensima (jake kiseline ili baze ili veci
broj razlicitih citotoksi¢nih otrova)) zracenje, tumori, transplantacija tkiva i autoimune bolesti.
Upalni odgovor kod sterilne ozljede pokrece se istim urodenim mehanizmima za prepoznavanje
uzoraka koji se koriste 1 za prepoznavanje mikroorganizama. Medutim, imunostimulacijski
molekularni obrasci u sterilnoj upali razlikuju se od mikrobnih uzoraka i u osnovi su povezani s
oSteCenjem; stoga se nazivaju molekularnim obrascima povezanim s oSte¢enjem tkiva (eng.
damage-associated molecular patterns, DAMPs). DAMP molekule se oslobadaju tijekom
oStec¢enja tkiva i iniciraju upalni odgovor (Slika 2B) (Zindel i Kubes, 2020).

Godine 1994. Polly Matzinger je predlozila ,teoriju opasnosti u kojoj je pretpostavljeno da
ozlijedena tkiva oslobadaju unutarstani¢ne molekule koje aktiviraju imunosni sustav. Medutim,
dugi niz godina "teorija opasnosti” zasnivala se samo na teorijskom modelu, sve dok nisu
identificirani prvi endogeni molekularni obrasci povezani s oste¢enjem, kao $to su npr. HMGB1

(eng. high mobility group box 1) protein i kristali mokra¢ne kiseline (Vénéreau i sur., 2015).



A Urodena imunost

patogen PAMPs

X Patogeni
Citokini/kemokini
\ makrofag PMN \ Privlaenje upalnih
h stanica
B P B /} Upala
Stanica DAMP Stecena imunost
izloZena stresu  receptor Popravak o$teéenog

e o, 0 ° , tkiva
he 2. @
e o o DAMPS, \
oo o ’)"_' :

Sterilna ozljeda
PRR
D

Slika 2. Nacin na koji patogeni mikroorganizmi (A) i sterilna ozljeda (B) pokrec¢u urodeni imunosni

°
zdrava stanica

odgovor (preuzeto iz Rosin i Okusa, 2011).

1.3. Endogeni molekularni obrasci povezani s o§tecenjem tkiva (endogene DAMP molekule)

ili alarmini

1.3.1. Definicija

Alarmini su endogene, konstitutivno izraZene molekule koje poti¢u imunost, a oslobadaju se kao

rezultat degranulacije, ozljede / smrti stanice. Alarmini funkcioniraju kao medustani¢ni obrambeni

signali interakcijom s PRR receptorima 1 na taj nacin poticu imunosne stanice (Yang i sur., 2017).
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Ove molekule imaju svoju fizioloSku ulogu unutar stanice te ulogu signaliziranja oStecenja stanica
kada su izvan nje. One su imunosnom sustavu nevidljive kada su unutar stanice; postaju vidljive
tek kada su otpustene u izvanstani¢ni okoli§ (Vénéreau i sur., 2015).

Otpustanje u izvanstani¢nu okolinu dogada se poglavito kada stanica podlijeze nekrozi,
neprogramiranoj stani¢noj smrti. Doista, nekroti¢ne stanice su imunostimuliraju¢e i dovode do
infiltracije upalnih stanica i proizvodnje citokina. Nekroti¢na stanicna smrt ukljucuje stani¢no
otjecanje i bubrenje organela (onkoza), i $to je najvaznije, puknuce plazmatske membrane, a to
rezultira oslobadanjem unutarstani¢nih molekula koje mogu izazvati upalni odgovor. Stvaranje
ROS-a, destabilizacija lizosomske membrane, aktivacija proteaza i promjene ionskog toka
povezani su s nekrozom i mogu aktivirati sterilne upalne putove uz oslobadanje DAMP molekula.
Iako tipi¢no nije povezana s imunogenoscu i upalom, apoptoza moze postati upalna u uvjetima u
kojima dolazi do odgodenog ¢iS¢enja i uklanjanja apoptotskih stanica, §to se moze dogoditi u
slucaju prekomjerne apoptoze. Takvi dogadaji rezultiraju sekundarnom nekrozom s gubitkom
integriteta plazmatske membrane te posljedi¢no otpustanjem endogenih DAMP molekula (Chen i
Nufez, 2010).

Medutim, DAMP molekule ne potje€u nuzno iz mrtvih stanica. Imunosne stanice takoder mogu
biti potaknute na proizvodnju i lu¢enje alarmina bez umiranja, pomocu specijaliziranih sustava za
izlu¢ivanje ili sekrecijom putem endoplazmatskog retikuluma (ER) i Golgija. Ove molekule
privlace i aktiviraju stanice urodenog imunosnog sustava koje izrazavaju receptore na svojoj
stani¢noj povrsini, ukljucujudi i dendriti¢ne stanice, te na taj nacin izravno ili neizravno poticu i
razvoj steCenog imunosnog odgovora. Naposljetku, alarmini takoder sudjeluju u ponovnoj
uspostavi homeostaze, poticu¢i rekonstrukciju tkiva koje je uniSteno bilo zbog izravne ozljede ili
zbog sekundarnih u¢inaka upale (Bianchi, 2007).

Osim u razvoju upalnog odgovora, DAMP molekule sudjeluju i u regulaciji ekspresije gena i

stani¢ne homeostaze, alergijama, autoimunosti i onkogenezi (Yang i sur., 2017).

Kljuc¢na je zna¢ajka DAMP molekula da one specifi¢no vezu PRR receptore, koji se eksprimiraju
ne samo na makrofagima i dendriti¢nim stanicama, ve¢ i na drugim ,,neprofesionalnim® imunosnim
stanicama (epitelnim i endotelnim stanicama te fibroblastima) (Takeuchi i Akira, 2010). Postoji
nekoliko obitelji PRR receptora: receptori sli¢ni Toll-u (eng. Toll-like receptors, TLRs), lektinski
receptori tipa C (eng. C-type lectin receptors, CLRs), receptori slicni NOD-u (eng. NOD-like
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receptors, NLRs), receptori sli¢ni RIG-u (eng. RIG-I-like receptors, RLRS) te receptori za krajnje
produkte uznapredovale glikacije (eng. receptor for advanced glycation end products, RAGE), koji
svi nakon vezanja odredene DAMP molekule aktiviraju upalne signalne puteve. To ukljucuje
nuklearni ¢imbenik kB (NF-kB), mitogenima aktivirane proteinske kinaze (MAPK) i putove
interferona tipa 1, koji zapocinju oslobadanje proupalnih citokina i kemokina (npr. IL-6, IL-8,
interferon tipa 1 1 ¢imbenik tumorske nekroze), Sto rezultira aktivacijom imunosnog sustava i
privla¢enjem imunosnih stanica na mjesto oStecenja. Glavne funkcije PRR receptora na taj nacin
su poticanje fagocitoze i posredovanje u upali prepoznavanjem razli¢itih patogena i molekula iz

oStecenih stanica (Roh i Sohn, 2018).

1.3.2. Kilasifikacija

DAMP molekule mogu se klasificirati prema svom unutarstani¢cnom podrijetlu, pa tako mogu
potjecati iz citoplazme, jezgre, mitohondrija ili endoplazmatskog retikuluma (Tablica 2)
(Vénéreau i sur., 2015).

Ovdje pripadaju mokra¢na Kiselina, Kreatinin, feritin, mitohondrijska DNA (MtDNA),
izvanstani¢ni adenozin-5'-trifosfat (ATP), proteini toplinskog Soka (eng. heat shock proteins,
HSPs), amiloid B, S100 proteini, F-aktin, ciklofilin-A, kromogranin A, histoni, oksidirani
fosfolipidi i oksidirani kolesteril esteri, HMGB1 i HMGNL1 proteini, IL-1c, IL-33, SAP130
(podjedinica kompleksa histon deacetilaze), DNA, RNA, mitohondrijski transkripcijski ¢imbenik
A (eng. mitochondrial transcription factor A, TFAM), formil peptid, mitohondrijski reaktivni
kisikovi spojevi, defenzini, katelicidin (LL-37), neurotoksin podrijetlom iz eozinofila (eng.
eosinophil derived neurotoxin, EDN), granulizin, sindekan, glipikan.

Medutim, DAMP molekule mogu biti i proteini izvanstani¢nog matriksa (elastin, fibronektin,
laminin, kolagen, fibrinogen, ¢imbenici rasta podrijetlom iz trombocita (eng. platelet derived
growth factor, PDGF), protein induciran transformiraju¢im c¢imbenikom rasta beta (eng.
transforming growth factor-beta-induced protein, TGFBIp)), proteoglikani (biglikan, dekorin,
heparan sulfat, perlekan, verzikan, hijaluronan niske molekulske mase), glikoproteini, peptidi
(angiotenzin), hormoni 1 izvanstanicna RNA (Patel, 2018; Roh i Sohn, 2018).
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Premda, do danas nije dostupan standardni sustav klasifikacije DAMP molekula, jedna je
publikacija predlozila podjelu heterogene skupine DAMP molekula u pet klasa na temelju
prepoznavanja nekog od receptora iz pet obitelji PRR receptora (TLRs, RAGE, NLRs, RLRs,
receptori sliéni AIM2 (eng. absent in melanoma (AIM) 2-like receptors, ARLs)) (Heil i Land,
2014): klasa 1 (kromatin, HMGB1, HSPs), klasa 2 (ROS, mononatrijev urat, izvanstani¢ni ATP,
genomska DNA), klasa 3 (stresom inducirani topljivi lanci A/B glavnog kompleksa
histokompatibilnosti, MIC-A, MIC-B), klasa 4 (neoantigeni poput ne miSi¢nog miozina II (),
aktinski citoskelet i oksidirani fosfolipidi) i klasa 5 (molekularni obrasci povezani s promjenama u
homeostazi koji odrazavaju poremecaje stabilnog stanja: hipoksiju, promjene Kkiselosti ili

osmolarnosti, metabolicki stres kao Sto je stres endoplazmatskog retikuluma) (Heil i Land, 2014).

13



Tablica 2. Popis poznatih DAMP molekula i njihova uloga u upali i popravku tkiva (Vénéreau i sur., 2015).

dendriti¢nih stanica

Stani¢ni Stani¢no Uloga u upali/imunosnom L
o DAMP molekula Receptor Uloga u regeneraciji tkiva
odjeljak otpustanje odgovoru
. TLR2, TLR4, . Upalni odgovor ovisan o TLR-u i L
Histoni P,SI1A ] Nije opisana
TLR9 inflamasomu
Uroden odgovor posredovan s
Genomska DNA TLR9 P TLR9 i NALP3, sazrijevanje Nije opisana
dendriti¢nih stanica
TLR2, TLR4,
Jezgra . ) Privlacenje/aktivacija imunosnih Migracija/proliferacija mati¢nih
HMGB1 RAGE i PiA . ) ) i B
stanica stanica, proangiogeni medijator
TIM3
ILla IL-1R P Jako proupalno djelovanje Zastita u ranoj fazi upale
Sekrecija proupalnih i Th2 Proliferacija epitelnih stanica i
IL33 ST2 P o B B
citokina produkcija mukusa u crijevu
Privlac¢enje makrofaga, ] B ] L
B Migracija/proliferacija epitelnih i
P2Y2 and ) produkcija IL-1B od strane ) ) ) )
ATP PiA endotelnih stanica, proangiogeni
P2X7 dendriti¢nih stanica, antitumorski
] ] ucinak
Citosol imunosni odgovor
Uloga u prepoznavanju
F-aktin DNGR1 P nekroti¢nih stanica pomocu Nije opisana
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Privlacenje upalnih stanica,

Ciklofilin A CD147 A . _ . Nije opisana
otpustanje upalnih medijatora
CD91, TLR2, Privlacenje imunosnih stanica, o )
. _ Uklanjanje ostataka oStecenja,
o TLR4, ] sazrijevanje dendriti¢nih stanica, ] o B o
HSP proteini ) P,STA ] ] ] proliferacija/migracija stanica i
i SREC1 i antitumorska imunost ovisnao T
Citosol . g
] sinteza kolagena u kozi
FEEL1 stanicama
Kristali mokraéne Sazrijevanje dendriti¢nih stanica, B )
o NLRP3 P Nije opisana
kiseline i privlacenje neutrofila
Snazna imunostimulacijska ) L L
. TLR2, TLR4, . . . o Proliferacija/diferencijacija
S100 proteini P aktivnost, privlacenje monocita i i
RAGE ) mioblasta
neutrofila
Mitohondrijska o ) ) o
TLR9 P Aktivacija makrofaga i neutrofila Nije opisana
DNA
Mitohondrij Mitohondrijski )
o RAGE i Aktivacija dendriti¢nih stanica, B ]
transkripcijski Nije opisana
TLR9 otpustanje interferona tipa 1
¢imbenik A
Snazni ,,pojedi me* signal, . S ) -
L . . Stani¢na migracija/proliferacija,
ER Kalretikulin CD91 PiS posrednik tumorske

imunogenicnosti

sinteza izvanstani¢nog matriksa

(skracenice: P, pasivno otpustanje; A, aktivna sekrecija; S, izlaganje na stani¢noj povrsini; ER, endoplazmatski retikulum)
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1.3.3. Uloga DAMP molekula u urodenoj imunosti

Kao odgovor na mikrobnu infekciju ili sterilnu ozljedu stanica ili tkiva, alarmini / DAMP molekule
se oslobadaju i1 pokrec¢u urodeni, odnosno upalni imunosni odgovor. On ukljucuje aktivaciju
rezidentnih leukocita (npr. makrofaga, dendriti¢nih stanica, mast stanica itd.), proizvodnju upalnih
medijatora (citokina, kemokina i lipidnih metabolita), privlatenje neutrofila i monocita /
makrofaga, a ima za cilj uklanjanje napadajucih mikroorganizama i ozlijedenih tkiva (Yang i sur.,
2017).

Mnogi alarmini su kemotakti¢ni ¢imbenici za razli€ite vrste leukocita, bilo direktno ili posredno.
Posredno, aktiviranjem razli¢itih leukocita uz pomo¢ alarmina proizvode se mnogi kemokini kao
sto su CXCLS, CXCL7, CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL12, CCL2, CCL3, CCL5, CCL7,
CCLS8 i CCL20, odnosno leukocitni kemoatraktanti tijekom razvijanja urodenog imunosnog
odgovora. Svi testirani a- 1 B-defenzini kraljeznjaka djeluju kemotakti¢no na nezrele dendriti¢ne
stanice, neutrofile, monocite, makrofage i odredene podskupine T stanica. EDN, HSP proteini,
granulizin, proteini S100 i HMGB1 kemoatraktanti su za nezrele neutrofile, mast stanice,
monocite, dendriticne stanice i stanice prirodne ubojice (eng. natural killer, NK), a IL-33 za
neutrofile i Th2 limfocite (Yang i sur., 2017).

Uz to, neki alarmini takoder pojacavaju ekspresiju adhezijskih molekula na endotelnim stanicama
i leukocitima, pa tako primjerice, u in vitro eksperimentima izvanstanicni HMGB1 povecava
endotelnu ekspresiju (eng. intercellular adhesion molecule 1, ICAM-1) i vaskularne stani¢ne
adhezijske molekule 1 (eng. vascular cell adhesion molecule 1, VCAM-1). Na taj nacin alarmini
poti¢u izlazak leukocita iz krvnih Zila, njihovo kretanje prema mjestu upale 1 infiltraciju tijekom

urodenog imunosnog odgovora (Fiuza i sur., 2003).

1.3.4. Uloga endogenih DAMP molekula u stecenoj imunosti

Osim §to za cilj imaju uklanjanje patogenog agensa (mikroba ili mrtvih / oSte¢enih stanica),
urodeni / upalni imunosni odgovori takoder poticu reakcije steCenog imunosnog odgovora
aktivacijom stanica za internalizaciju, obradu i prezentaciju antigena. To se postize sazrijevanjem
/ aktivacijom dendriti¢nih stanica, koje u perifernim tkivima pocinju eksprimirati CCR7, molekulu

koja im omogucuje migriranje u limfne ¢vorove interakcijom s CCL19 / 21 eksprimiranim na
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visokim endotelnim venulama u kojima poticu diferencijaciju naivnih CD4* i CD8" T stanica u
pomagacke CD4* T (Th) i citotoksi¢cne CD8* T stanice. Kao §to je prethodno spomenuto, svi
alarmini mogu potaknuti sazrijevanje / aktivaciju dendriti¢nih stanica i na taj nacin doprinijeti
razvoju steCene imunosti. Aktivirane dendritine stanice takoder prenose intaktne antigene
folikularnim dendriticnim stanicama za aktivaciju antigen-specificnih B stanica u zametnom
centru. Alarmini sudjeluju 1 u odredivanju vrste steCenog imunosnog odgovora. Ljudski o
defenzini poticu i Thi i Thz vrstu imunosnog odgovora. HMGB1 inducira Thl-polarizirani
imunosni odgovor, §to dovodi do stvaranja TNF-a i interferona y. Alarmini EDN i IL-33 poticu
Thz imunosni odgovor. EDN inducira ovalbumin- specifi¢ne imunosne odgovore karakterizirane
poviSenim razinama IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 i IL-13, ali ne i interferona vy, §to je tipi¢no za Thz

odgovor (Yang i sur., 2017).

1.4. Uloga DAMP molekula u upalnom procesu KOPB-a

Epitel diSnih putova ¢ini prvu prepreku udahnutim iritansima (Stetnim plinovima 1 Cesticama
prisutnim u dimu cigarete), odvajajuci pluéno tkivo od okoline. Dim cigarete 1 drugi Stetni plinovi
1 Cestice mogu uzrokovati oste¢enje rezidentnih stanica u plu¢ima, §to moze izazvati viSe vrsta
regulirane i1 neregulirane stani¢ne smrti. Nekroti¢na i nekroptoti¢na stani¢na smrt glavni su, ali ne
i jedini oblici stani¢ne smrti koji dovode do oslobadanja razli¢itih DAMP molekula u izvanstaniéni
prostor (Pouwels i sur., 2014). U¢inkovito uklanjanje apoptotskih stanica, takoder poznato kao
eferocitoza, kljucno je za kontrolu potencijalno Stetnog u¢inka upale i ubrzavanje popravka tkiva.
Apoptotske stanice ,,gutaju* makrofagi, dendriticke stanice, kao i neke vrste epitelnih stanica
(McCubbrey i Curtis, 2013).

U ranom stadiju apoptoze, ve¢ina DAMP molekula zadrzava se u apoptotskim tjeleScima te bivaju
fagocitirane prije nego $to se mogu vezati na PRR receptore, no tijekom sekundarne nekroze moze
do¢i do njihovog oslobadanja. Sekundarna nekroza nastaje kada se apoptotske stanice ne uklanjaju
ucinkovito fagocitozom, kao $to je uoceno kod bolesnika s KOPB-om (Pouwels i sur., 2014). Kod
pusaca s KOPB-om naden je povecan broj apoptotskih bronhijalnih epitelnih stanica (s pove¢anom
ekspresijom mRNA za kaspazu-8 i p53) u usporedbi s pusacima bez KOPB-a (Gogebakan i sur.,
2014).
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Slaba ekspresija receptora TLR2 i TLR3, eferocitnih receptora CD31, CD44 i CD91, glavnog
sustava tkivne podudarnosti (eng. human leukocyte antigen, HLA) klase II 1 CD80 na povrsini
pluénih makrofaga kod osoba s KOPB-om mogla bi pridonijeti ovom fagocithom defektu. Jedan
od potencijalnih mehanizama ove niske razine receptora koji sudjeluju u prepoznavanju Cestica i
patogena u KOPB-u su visoka razina oksidacijskog stresa i proteoliticke reakcije koje smanjuju
eferocitne opsonine i cijepaju eferocitne receptore, Sto dovodi do nakupljanja apoptotskih stanica
i njihovih ostataka u pluénome tkivu bolesnika s KOPB-om. Apoptotske stanice koje se ne
eliminiraju podlijeZu sekundarnoj nekrozi koja stimulira NKT stanice, aktivira dendriti¢ne stanice
i potiCe sazrijevanje T stanica te daljnje oslobadanje upalnih medijatora koji smanjuju eferocitozu,
Sto uzrokuje zacarani krug (Akata i van Eeden, 2020).

Akata i suradnici (2020) su identificirali jedinstvenu populaciju makrofaga u uzorcima BAL-a
ispitanika s KOPB-om (stupanj 1-3 prema GOLD-u) kojima su nedostajala dva vazna M1 (CD40)
i M2 (CD163) biljega i koji bili slabo ili nepolarizirani (negativni za M1 i M2 fenotip).
Nepolarizirani makrofagi ¢ine ve¢inu makrofaga kod bolesnika s KOPB-om, a njihova brojnost
raste s povecanjem tezine KOPB-a. Ti nepolarizirani makrofagi takoder su proupalne prirode, s

loSom fagocitnom funkcijom.

1.4.1. Signalni putovi koje aktiviraju DAMP molekule relevantne kod bolesnika s KOPB-om

Vezanjem DAMP molekula za PRR receptore, dolazi do aktivacije urodenog imunosnog sustava,
odnosno oslobadanja proupalnih citokina razli¢itim putovima (Slika 3). TLR2 i TLR4 receptori
mogu se aktivirati vezanjem npr. HMGBI1, HSP proteina, defenzina i hijaluronana, S§to moze
uzrokovati otpustanje interferona tipa 1 posredovano s IRF3 aktivacijom Trif / Traf3 / IRF3 puta.
Vezanje na TLR2 / 4 receptore takoder moze aktivirati MyD88 / Traf6 / NF-xB put i dovesti do
oslobadanja proupalnih citokina (TNF, IL-6 i IL-8).Vezanje dvolan¢ane DNA (dsDNA), RNA i
LL-37 na TLR7 1 TLRY receptore moze putem IRF7 uzrokovati oslobadanje interferona tipa I ili
putem MyD88 / NF-«kB puta posredovati u oslobadanju proupalnih citokina. Vezanje HMGBI,
LL-37 i S100 proteina za RAGE uzrokuje oslobadanje proupalnih citokina, a posredovano je
signalnim putom koji uklju¢uje MAPK kinaze i NF-kB. Izvanstanicni ATP se moZe vezati na

purinske P2X i P2Y receptore, Sto uzrokuje izlazak K* iz stanice i aktivaciju NLRP3 inflamasoma
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koji aktivira kaspazu-11 i kaspazu-1, a koje dalje mogu cijepati pro-IL-1p i pro-1L-18 (koji se
sintetiziraju

nakon aktivacije NF-kB) u njihove zrele oblike, nakon ¢ega se izlucuju iz stanice. Pokazalo se da
su upravo ove navedene DAMP molekule (uz jo$ neke) poviSene u bolesnika s KOPB-om
(Pouwels, 2014).

DAMP molekule: HMGB1, HSP

s SR DAMP molekule: .
proteini, defenzini, hijaluronan DAMP molekule: HMGBI,
~ A / LL-37, S100 proteini

Trif MyD88 RAGE

DAMP
molekule: ATP

_ TLR7/9 > ‘
" : \ P2XR
”'wun P }

IRF3/7

Endosom

—~—
bl
--

Pro-IL-18 IL-18

Proinflamatorni geni:

Interferoni tipa 1 TNF, IL-6, IL-8

Slika 3. Vezanje receptora za prepoznavanje uzoraka (PRR) s DAMP molekulama relevantnim za

kroni¢nu opstrukcijsku pluénu bolest (preuzeto iz Pouwels, 2014).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Kroni¢na opstrukcijska plu¢na bolest postaje sve veci javnozdravstveni izazov u svijetu. Prema
nekim podacima, 2016. godine 251 milijun osoba u svijetu oboljelo je od KOPB-a

(https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/chronic-obstructive-pulmonary-disease-

(copd)). Ova bolest predstavlja jedan od vodecih uzroka morbiditeta i mortaliteta, zauzimajuéi

trece mjesto uzroka smrtnosti na globalnoj razini (https://www.who.int/news-room/fact-

sheets/detail/the-top-10-causes-of-death). U razvijenim zemljama pusenje cigareta je glavni

¢imbenik rizika za razvoj KOPB-a, odnosno glavni izvor Stetnih Cestica i plinova koji uzrokuju
upalu di$nih putova. Oko 90 % svih smrtnih slucajeva od KOPB-a moze se pripisati upravo
pusenju (Tashkin i Murray, 2009). Postoje dokazi koji ukazuju na razlike u imunosnom i upalnom
procesu u plu¢ima pusaca s KOPB-om 1 zdravih pusaca/nepusaca. Poremecaji u apoptotskom
procesu povezani s ozljedom tkiva sve viSe se smatraju vaznima u patogenezi ove bolesti.
Dokazano je da dim cigarete inducira ne samo apoptozu ve¢ 1 nekroptozu i naknadno oslobadanje
DAMP molekula iz epitelnih stanica diSnih putova.

Povecani upalni odgovor diSnih putova moze predstavljati rani patoloski dogadaj i tu biljezi upale,
poput DAMP molekula mogu igrati klju¢nu ulogu kao potencijalni biomarkeri. Spirometrija je
trenutno najpouzdanija metoda otkrivanja KOPB-a. No ¢ini se da opstrukcija di$nih putova nije
odraz samog pocetka bolesti. Kada se spirometrija koristi kao jedina metoda analize, sve ostale
patoloske komponente ovakvih sloZenih sistemskih bolesti ostaju zanemarene. Stoga postoji
potreba za novim dijagnostickim biomarkerima, poput DAMP molekula koji bi omogué¢ili rano i
cjelovito utvrdivanje bolesti, a osim toga, i bili korisni kako u predvidanju odgovora na terapiju
tako 1 u procjeni ucinkovitosti terapije i aktivnosti bolesti. Za sve navedeno neophodno je bolje
razumijevanje patogeneze KOPB-a, posebno one koja ¢ini razliku od posljedica uc¢inaka pusenja
samog po sebi. Stoga je cilj ovog rada bio istraziti sve dostupne znanstvene studije 1 prikazati
dosad istrazene DAMP molekule u kontekstu patofizioloske podloge pusaca s KOPB-om u odnosu
na pusace bez KOPB-a i/ili nepusace te njihovu korelaciju s parametrima pluéne funkcije i tezinom

bolesti.
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3. MATERIJALI | METODE

Za izradu ovog diplomskog rada koristena je struc¢na i znanstvena literatura na temu DAMP

molekula kao upalnih medijatora kod bolesnika s KOPB-om. Pritom su koristeni radovi objavljeni

u stru¢nim i znanstvenim c¢asopisima. Znanstveni ¢lanci su pronadeni on-line u bazi podataka

PubMed. PubMed je slobodno dostupna trazilica koja primarno pristupa Medlineu, najpoznatijoj

medicinskoj bibliografskoj bazi. Pretrazivanje je provedeno po klju¢nim pojmovima:

COPD,

damage-associated molecular patterns,
alarmins,

DAMP in COPD,

cigarette smoke induced DAMP,
HSP27 and COPD,

HSP70 and COPD,

S100 proteins and COPD,
galectins and COPD,
antimicrobial peptides and COPD,
LL-37 and COPD,

uric acid and COPD,

HMGB1 and COPD,
mitochondrial DNA and COPD,
extracellular ATP and COPD.

U radu su takoder koriSteni podaci dostupni na web stranicama (www.goldcopd.org;

www.who.int). Pri prou¢avanju literature izdvojena su najvaznija saznanja i zakljuéci.
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4. RASPRAVA

4.1. DAMP molekule citoplazmatskog podrijetla

4.1.1. Proteini toplinskog Soka (eng. heat shock proteins, HSPs)

Proteini toplinskog Soka (eng. heat shock proteins, HSPs) skupina su visoko ocuvanih proteina
prisutnih u gotovo svim stanicama. Imaju kljuéne uloge u ispravnom presavijanju
novosintetiziranih polipeptida, odmatanju i translokaciji proteina, kao i sastavljanju i rastavljanju
proteinskih kompleksa i stoga su nazvani molekularnim Saperonima. Prvi put su otkriveni 1962.
godine u pregrijanim li¢inkama Drosophile melanogaster, zbog ¢ega su i dobili svoj naziv.
Kasnijim istrazivanjima utvrdeno je kako su HSPs prisutni u svim prokariotima i eukariotima
(Kaul i Thippeswamy, 2011). U normalnim fizioloskim uvjetima HSPs nalaze se u niskim
koncentracijama unutar stanice. Medutim, razliiti stresni podrazaji, uklju¢ujuc¢i okolisne (UV
zracenje, visoka temperatura, teSki metali 1 kiseline), patoloSke (virusne, bakterijske 1 parazitske
infekcije, upala, malignost ili autoimunost) i fizioloSke podrazaje (Cimbenici rasta, stani¢na
diferencijacija, hormonska stimulacija ili razvoj tkiva) poti¢u izraziti porast unutarstani¢ne sinteze
HSPs (Asea, 2008).

Raspon veli¢ina varira od 10 do vise od 100 kDa. Stovise, njihova se posebna mjesta i fiziologke
uloge unutar stanice mijenjaju ovisno o njihovoj veli¢ini (Bolhassani i Agi, 2019).

Ovi su proteini klasificirani u Sest glavnih obitelji na temelju njihove molekularne mase kao HSPH
(Hsp110), HSPC (Hsp90), HspA (Hsp70), DNAJ (Hsp40), HspB (mali HSPs) te obitelji
Saperonina HspD / E (Hsp60 / Hsp10) 1 Saperonina citosola eukariota (eng. chaperonin containing
tailless complex polypeptide 1, CCT) (Milani i sur., 2019). U fizioloskim uvjetima, HSPs mogu
Ciniti priblizno 1-5 % ukupnih stani¢nih proteina. Medu razli¢itim ¢lanovima jedne obitelji HSP,
ali ne i medu razli¢itim obiteljima, ovi su proteini vrlo homologni u gotovo svim vrstama. Cak i
prokariotski i eukariotski ¢lanovi obitelji HSP70 dijele vise od 50 % svojih aminokiselinskih
sekvenci (Multhoff, 2006).

S druge strane, HSPs se Cesto dijele na konstitutivne i inducibilne oblike. Primjerice, konstitutivno
eksprimirani Hsp73 i Hsp72 induciran stresom su se pokazali medusobno povezanima. Oba

proteina bi mogli djelovati kao molekularni Saperoni i tako privremeno biti u interakciji s
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novonastalim polipeptidima. Unutar stanice, osim svoje glavne uloge kao Saperoni, HSPs imaju i
citoprotektivnu funkciju, gdje u stanju stresa spaSavaju esencijalne proteine sprjeCavanjem
agregacije 1 recikliranjem oSteCenih proteina, odrZzavanjem stabilnosti membrane te opcenito
odrzavajuci stani¢ni rad §to optimalnijim, a takoder imaju klju¢nu ulogu u procesu autofagije te

inhibiciji apoptoze (Milani i sur., 2019).

4.1.1.1. HSPs u izvanstani¢nom prostoru

HSPs osim unutar stanice, takoder mogu biti prisutni i u izvanstani¢nom prostoru. Izvan stanice,
ovi proteini imaju brojne uloge u aktiviranju imunosnog odgovora, uklju¢ujuéi onu u prezentaciji
antigena. U osnovi se svi antigeni stvoreni unutar stanica razgraduju u peptide koji se zatim
povezuju s HSPs iz obitelji HSP60, HSP70 i HSP90 te eksprimiraju na povrSini stanice putem
molekula MHC klase 1. Ovi proteini predstavljaju antigeni “otisak* stanica ili tkiva iz kojih dolaze,
budu¢i da proteini toplinskog Soka (HSP70 1 HSP90) izolirani iz karcinoma ili iz stanica zarazenih
virusom u gotovo svim slu¢ajevima imaju vezane peptide koji su dijelovi antigena specifi¢nih za
karcinom ili virusnih antigena, zbog ¢ega imaju klju¢nu ulogu u imunosnom nadzoru tumora i
autoimunosti. Cak i samo izlaganje ¢lanova obitelji HSP70 i HSP90 antigen prezentirajuéim
stanicama uzrokuje brojne promjene na stanicama, ukljucujuci inicijaciju signala koji uzrokuju
upalu. Kada su stanice sisavaca pod stresom, odredeni HSPs se oslobadaju iz stanica ili
eksprimiraju na stani¢noj povrsini u malim, ali dovoljno zna¢ajnim koli¢inama. Drugim rije¢ima,

i samostalni proteini toplinskog Soka mogu djelovati kao alarmini (Srivastava, 2008).

4.1.1.2. Utjecaj dima cigarete na vrijednosti HSPs

Pojedina otkri¢a sugeriraju da bi oksidacijski stres i HSPs mogli biti implicirani u razvoju plu¢nih
bolesti uzrokovanih cigaretnim dimom, poput KOPB-a (Zhang i sur., 2017; Szoka i sur., 2019).
Somborac Bacura i suradnici (2018) pokazali su kako su u podlogu mehanizma citotoksic¢nosti i
oksidacijskog oStecenja alveolarnih epitelnih stanica ekstraktom dima cigarete (eng. cigarette
smoke extract, CSE) ukljuceni proteini toplinskog Soka HSP70, HSP32 i HSP27. U stani¢noj
kulturi komercijalno dostupnih alveolarnih epitelnih stanica (A549) nakon izlaganja razli¢itim

koncentracijama CSE-u, stani¢nu citotoksi¢nost potvrdili su povisenom aktivnoséu laktat-
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dehidrogenaze, te su identificirali povecani broj apoptotskih/nekroti¢nih stanica. Promjene u
ekspresiji HSP70, HSP32 i HSP27 u stanicama izlozenim razli¢itim koncentracijama CSE-a
ispitivane su Western blot metodom. Nakon 4-satne inkubacije s dimom cigarete, nije bilo
promjena u ekspresiji proteina toplinskog Soka. Nakon 6-satne inkubacije, HSP70 i HSP32 bili su
inducirani uz veée koncentracije CSE-a (5 %, 10 % i 20 %), dok su svi ispitivani proteini
toplinskog Soka bili poviSeni nakon 8-satnog tretmana s jo$ visim koncentracijama ekstrakta dima
cigareta te su ostali poviSenim tijekom narednih 48 sati. Povecane koncentracije malondialdehida
1 smanjene koncentracije reduciranih tiolnih skupina odrazile su povecan oksidacijski stres naden
u stanicama. Takoder su pokazali da izlaganje alveolarnih epitelnih stanica CSE-u razli¢ito aktivira

MAPK, ali ne utjeCe na razinu ekspresije ukupnih kinaza.

4.1.1.3. HSP27

Brojne studije pokazale su kako se upalni odgovor i apoptoza koji se uoc¢avaju kod bolesnika s
KOPB-om povezuju s povecanim koncentracijama izvanstani¢nih proteina toplinskog Soka.
Koncentracija HSP27 mjerena u serumu bolesnika s KOPB-om znacajno je visa u usporedbi sa
zdravim puSacima 1 nepusacima, dok takve razlike nema izmedu zdravih nepusaca i puSaca bez
KOPB-a. Koncentracije serumskog HSP27 pokazale su se znacajno povisenima kako u stadiju 1-
2 (prema GOLD-u), tako i u stadiju 3-4 (Unver i sur., 2016), odnosno vrijednosti HSP27 u serumu
rastu s tezinom bolesti (Hacker i sur., 2009). Ovaj ucinak mogao biti posljedica povecane
destrukcije tkiva, posebno u kasnim fazama KOPB-a i Sirenja upale na druge organske sustave §to
rezultira sistemskim povec¢anjem HSP27. Suprotno tome, vrijednosti HSP27 mjerene u BAL
tekucini bolesnika s KOPB-om (pusaca i bivsih puSaca) kao odraz lokalnog upalnog mikrookolisa
pokazuju negativnu korelaciju s omjerom rezidualnog volumena u odnosu prema ukupnom
pluénom kapacitetu (eng. total lung capacity, TLC) (RV / TLC), tezinom bolesti, odnosno
stadijima 1-4 (prema GOLD-u) i BODE indeksom (eng., B-body mass index, O-obstruction, D-
dyspnea, E-exercise). S druge strane, ovdje ekspresija HSP27 pozitivno korelira s FEV1 (Brajer-
Luftmann 1 sur., 2019a). PuSenje cigareta povecava broj i1 aktivnost cirkuliraju¢ih mijeloidnih
supresorskih stanica (eng. myeloid-derived suppressor cells, MDSC). Nadeno je da koncentracija
HSP27 korelira s postotkom MDSC mjerenih u BAL-u bolesnika s KOPB-om, ali ne i u serumu,

za kojeg nisu nadene povezanosti. Medutim, ova se pojava ne primjeéuje kod pusaca s normalnom
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funkcijom plu¢a. MDSC inhibiraju proliferaciju T limfocita te induciraju nakupljanje supresivnih
regulatornih T limfocita. StoviSe, stimulacija MDSC-a s interferonom-y dovodi do poveéane
proizvodnje 1L-10 i TGF-p, najjacih imunosupresivnih citokina. Aktivacija MDSC-a kod KOPB-
a povezana je s gubitkom ekspresije { lanca T-stani¢nog receptora. Uz to, rezultati analize
cetveromjesecnog izlaganja cigaretnom dimu, pokazuju poviSen broj MDSC-a u koStanoj srzi,
slezeni 1 plu¢ima, §to je popraceno smanjenom koli¢inom pluénih dendriti¢nih stanica (Brajer-

Luftmann i sur., 2019b)

4.1.1.4. HSP70

Povecana ekspresija HSP70 pokazala se povezanom s tezinom KOPB-a i statusom pusenja (Dong
i sur., 2013). Nadalje, novije studije pokazale su imunomodulatornu ulogu HSPs kada su se
ispitivali s obzirom na ucinke cigaretnog dima na razli¢ite stanice. Studija Huline Tomaskovi¢ 1
suradnika (2019a) izvijestila je o proupalnim u¢incima izvanstani¢nog HSP70 (eng. extracellular
HSP70, eHSP70), primjenjenog samog i u kombinaciji s CSE-om u primarnim epitelnim
stanicama bronha zdravih donora i stanica dobivenih od donora s KOPB-om. Nakon stimulacije s
rekombinantnim humanim (rh)HSP70, nadene su poviSene koncentracije IL-6 i IL-8, s najjac¢im
odgovorom u stanicama bolesnika s KOPB-om. Primjena samog CSE-a povecava luc¢enje citokina
u svim ispitivanim stanicama, dok primjena rhHSP70 i CSE-a zajedno ima antagonisticke
interakcije pri otpustanju IL-8 u stanicama bolesnika s KOPB-om. HSP70 je endogeni ligand za
TLR2 i TLR4 (Asea i sur., 2008). U studiji je pokazano da rhHSP70 i CSE primijenjeni
pojedina¢no smanjuju ekspresiju TLR2 i TLR4 mRNA u stanicama bolesnika s KOPB-om. U
stanicama bez dijagnoze KOPB-a, kombinirana primjena smanjila je samo ekspresiju TLR2
mRNA. Ekspresija mRNA za HSP70 (pokazatelj unutarstanicnog HSP70), smanjena je u
stanicama s dijagnozom KOPB-a, nakon pojedina¢nog izlaganja CSE-u i rhHSP70, ali ne i
njihovom kombinacijom. Nasuprot tome, u stanicama bez KOPB-a samo je zajednicki tretman
suprimirao ekspresiju gena za HSP70. Zakljuc¢eno je da bi ovi svi uc¢inci mogli biti potencijalni
modulatori upale kod bolesnika s KOPB-om.

e¢HSP70 moze modulirati upalni odgovor na razini ekspresije proteina i gena u stanicama humanih
monocita te makrofagima izloZzenih dimu cigarete. Ti se ucinci ostvaruju putem MAPK i NF-«kB

signalnih putova. Kada su i eHSP70 i komponente cigaretnog dima prisutni u krvi npr. bolesnika
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s KOPB-om, od kojih su vecina pusaci, njihove interakcije mogu izazvati modulaciju sistemske
upale, Sto bi moglo dovesti do neprikladnih upalnih reakcija (Hulina TomasSkovi¢ i sur., 2019b).

Koncentracija eHSP70 povecana je u plazmi bolesnika s KOPB-om u usporedbi sa zdravim
kontrolama. Nadalje, medu bolesnicima sa stabilnim KOPB-om podijeljenih obzirom na GOLD
ABCD Kklasifikaciju (tezinu simptoma i povijest egzacerbacija) kao i samo prema GOLD stadijima
(2 — 4 stupanj), postoje statisticki znacajne razlike u plazmatskim koncentracijama eHSP70,
odnosno povecavanje koncentracije eHSP70 moze razlikovati svaku skupinu bolesnika s obzirom
na obje podjele. Koncentracije eHSP70 tako su najvise u skupini GOLD 4 1 skupini GOLD D, a
eHSP70 pokazao se povisenim ¢ak i u GOLD A i GOLD 2 (sto je u klinickoj praksi obi¢no najnizi
GOLD stupanj kada pojedinci zatraze lije¢nicku pomoc¢) u usporedbi s ukupnom kontrolnom
skupinom. Nadalje, bolesnici s KOPB-om pokazuju povisene vrijednosti eHSP70 u plazmi u
usporedbi sa zdravim pusacima i nepuSac¢ima. Medutim, zdravi pusaci imaju viSe koncentracije
promijenjene upalne reakcije izazvane s eHSP70, a neki od njih u buduénosti bi mogli ¢ak razviti
KOPB, budu¢i da je otkriveno da bolesnici koji pripadaju podskupinama GOLD 2 i GOLD A
pokazuju sli¢ne vrijednosti eHSP70 kao pusaci s normalnom plué¢nom funkcijom (Hlapci¢ i sur.,

2020).

Trajna aktivacija NLRP3 inflamasoma mogla bi biti uklju¢ena u patogenezu KOPB-a. Inflamasom
je multimerni kompleks koji upravlja sazrijevanjem i otpusStanjem proupalnih citokina sli¢nih IL-
1 kroz regulaciju proteoliticke obrade ovisne o kaspazi-1. (Colarusso i sur., 2017). Tako
eksperimentalno udisanje duhana na mi$jem modelu pokazuje da inhibicija kaspaze-1 znacajno
smanjuje upalu diSnih putova (Churg i sur., 2009). Antagonisticko djelovanje eHSP70 na
aktivaciju NLRP3 inflamasoma i IL-1f nedavno su dokazali Rumora i suradnici (2021) na uzorku
monocitnih (komercijalnih THP-1 stanica, makrofaga porijeklom iz monocita izoliranih iz krvi
zdravih donora) i komercijalnih bronhijalnih epitelnih stanica (NHBE i NCI-H292), te tako
potvrdili njegovu ulogu u moduliranju upalnog odgovora kakav se nalazi kod primjerice

bakterijskih infekcija bolesnika s akutnom egzacerbacijom.

26



4.1.2. S100 proteini

Unutarstani¢ne razine Ca?" i signalizacija pomoc¢u Ca?" reguliraju se pomo¢u nekoliko proteina
transportera i membranskih kanala za Ca?*. Ove vezujuée proteine karakterizira EF-$aka-vezujuci
motiv koji na taj na¢in prenosi Ca?" signale i time regulirajuéi ciljne proteine u njihovoj Ca?*
vezanoj konformaciji. U superobitelji s motivom EF-sake, proteini S100 ¢ine najvecu podskupinu,
s trenutno poznatih 25 ¢lanova. Eksprimiraju se isklju¢ivo u kraljeZznjacima, a svaki od njih ima
jedinstveni profil ekspresije i raspodjele medu razli¢itim vrstama tkiva i stanica. Svaki ¢lan obitelji
proteina S100 ima sli¢énu molekularnu masu od 10 do 12 kDa i svaki od njih dijeli 25 — 65 %
slicnosti u svom aminokiselinskom slijedu. Postoje kao antiparalelni homo- i heterodimeri, pri
Cemu se svaki monomer sastoji od dvije EF-3ake heliks-petlja-heliks (EF-1 i EF-2) povezanih
zglobnom regijom i uz njih bo¢no nalaze se hidrofobni ostatci na N- i C- terminalnom kraju
(Gonzalez 1 sur., 2020). S100 proteini ukljuceni su u kontrolu velikog broja kako unutarstani¢nih
tako i izvanstani¢nih funkcija. Unutar stanica sudjeluju u regulaciji proliferacije, diferencijacije,
apoptoze, homeostaze Ca?*, metabolizma, upale, migracije / invazije interakcijama s razli¢itim
ciljnim proteinima, ukljucuju¢i enzime, citoskeletne podjedinice, receptore, transkripcijske

¢imbenike 1 nukleinske kiseline.

Izvanstani¢ni S100 proteini djeluju autokrino 1 parakrino putem aktiviranja povrSinskih receptora:
receptora povezanih s G-proteinima, receptora Cistaca ili proteoglikana heparan sulfata i N-
glikana. Kao izvanstanicni signali, S100 proteini reguliraju proliferaciju stanica, diferencijaciju,
prezivljavanje 1 migraciju u normalnim i patoloSkim stanjima, upalu i obnavljanje tkiva 1 / ili
provode antimikrobnu aktivnost. Odredeni proteini S100 takoder se nalaze u serumu i drugim
bioloSkim teku¢inama tijekom patoloskih stanja.

Nakon stani¢nog oste¢enja / stresa brojni S100 geni inducirani su odgovaraju¢im faktorima rasta,
citokinima 1 ligandima TLR receptora. U tim se okolnostima S100 proteini otpuStaju u
izvanstanicni prostor gdje mogu djelovati kao DAMP molekule koje aktiviraju imunosne i
endotelne stanice vezu¢i se na TLR receptore i RAGE receptore te posreduju u funkcijama
urodenog i steCenog imunosnog sustava, poti¢u kretanje tumorskih stanica i1 / ili sudjeluju u

obnavljanju tkiva (Donato i sur., 2013).
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Povecana ekspresija gena za pojedine RAGE liganade (medu kojima i S100 proteine: S100A8,
S100A9, S100A12) opazena je u primarnim stanicama humanog bronhijalnog epitela kao
posljedica tretiranja istih ekstraktom cigaretnog dima (Li i sur., 2015). Vezanje S100 liganada na
RAGE povecava ekspresiju adhezijskih molekula ICAM-1 i VCAM-1 na endotelnim stanicama i
proupalnih citokina (TNF-a) iz drugih upalnih stanica (Gonzalez i sur., 2020). Dim cigarete je
kriticni stimulator ekspresije RAGE te je naden pojacano eksprimiran u epitelu diSnih putova

bolesnika s KOPB-om, posebno pusa¢a s KOPB-om (Chen i sur., 2014).

4.1.2.1. S100A8

U ranijim studijama u in vivo misjem modelu, analizom BAL tekuc¢ine pokazano je da dim cigarete
uzrokuje povecanje ekspresije SI00A8 u ovisnosti o vremenu (Pouwels 1 sur., 2016a) te da Stiti od
akutne ozljede pluc¢a uklanjanjem ROS-a i smanjenjem proupalnih medijatora i kemokina $to
dovodi do suzbijanja infiltracije neutrofila (Hiroshima i sur., 2014; Hiroshima i sur., 2017). Ova
opazanja postavila su SIO0AS8 kao potencijalni klju¢ni ¢imbenik koji §titi od pluénih bolesti u
kojima je oksidacijski stres dio patofiziologije.

Drugi nalazi takoder sugeriraju njegovu citoprotektivnu ulogu u ozljedi pluéa uzrokovanoj
cigaretnim dimom. U opseznoj in vitro studiji Lina i suradnika (2019) pronadena je povecana
ekspresija SI00AS8 na razini proteina i mRNA u svjeZe izoliranim pneumocitima tipa 2 puSaca i
kultiviranim primarnim alveolarnim stanicama tipa 2 izlozenih cigaretnom dimu. Medutim,
otkrivena je znacajno niza ekspresija proteina SI00A8 u pluénom tkivu i pneumocitima tipa 2
osoba s emfizemom u usporedbi s nepusac¢ima i pusac¢ima, koja je korelirala s izmjerenim visokim
oksidacijskim stresom u emfizemu. Korelaciju ekspresije SLI00A8 i stupnja progresije emfizema
utvrdili su uvidom u tkivo prikupljeno iz dva podrucja koja odgovaraju blago i tesko oSte¢enim
podrucjima pluca istog bolesnika. Rezultati su pokazali smanjeno eksprimiran S100A8 protein u
podrucjima s teSkim oSte¢enjem u usporedbi s blagim emfizemom, ¢ime je pokazano da bi gubitak

funkcije S100A8 mogao pridonijeti razvoju emfizema.

KOPB 1 astma dijele niz klinic¢kih 1 bioloskih sli¢nosti koje Cesto ¢ine njihovu diferencijaciju
slozenom, posebno u pusaca s atopijom u anamnezi. Problem je to sindroma preklapanja astme i

KOPB-a (eng. asthma-COPD overlap syndrome, ACO) koji je heterogen i pomalo nedosljedan

28



entitet, a kojega karakterizira Siroka klinicka i bioloska varijabilnost. Trenutno ne postoje Siroko
prihvaceni kriteriji za klasifikaciju, pa dijagnoza ACO u konacnici ovisi o usvojenoj definiciji 1
populaciji koja se proucava. To izuzetno otezava razmjenu znanja i provodenje klinickih
ispitivanja posebno dizajniranih za proucavanje ovog entiteta (Cosio i sur., 2018). No, ST00A8
pokazao se diferencijalnim biomarkerom kada se analizirao sputum ispitanika s astmom, KOPB-
om i ACO-om, pusaca i nepusaca. Njegova koncentracija u sputumu bolesnika s ACO-om bila je
znacajno povisena u usporedbi s pusac¢ima i nepusacima. Sputum bolesnika s ACO-om pokazao je
porast koncentracije proteina S100A8 u usporedbi s onima od astmaticara, dok su razine bile
smanjene u usporedbi s onima kod bolesnika s KOPB-om, a koncentracija SI00A8 u sputumu od
svih ispitanika negativno je korelirala s FEV1, FEV1 (% predvidene vrijednosti) i omjerom FEV1
/ FVC (Huang i sur., 2019).

4.1.2.2. S100A9

Na promjene u pluénoj funkciji povezane sa starenjem, ali 1 izloZenosti cigaretnom dimu pokazalo
se da utjecaj ima protein S100A9 ili kalgranulin B. U studiji Railwah i suradnika (2020) vrijednosti
ovog proteina nadene su zna¢ajno povisene u uzorcima BAL-a bolesnika s KOPB-om u usporedbi
sa zdravim nepusacima. Koncentracije SI00A9 u zdravih nepusaca, zdravih pusaca i ispitanika s
KOPB-om koreliraju s dobi 1 gubitkom pluéne funkcije. Na miSjem modelu potvrdeno je da akutna
i kroni¢na izlozenost dimu cigarete povecéava ekspresiju i izlu¢ivanje S100A9. S100A9 lokaliziran
je na infiltriraju¢e imunosne stanice kao i1 na epitelne stanice diSnih putova. S druge strane,
histoloska analiza plu¢a miseva s nedostatkom S100A9 pokazala je znacajno manje proSirenja
zracnog prostora, broj zra¢nih prostora i duktalnu / destruktivnu frakciju u usporedbi sa
zivotinjama izlozenim dimu cigareta bez takvog nedostatka. Time su pokazali da S100A9
pridonosi strukturnim i fizioloSkim promjenama na plu¢ima (Railwah 1 sur., 2020). S100A9
takoder poti¢e otpuStanje enzima koji igraju vaznu ulogu u remodeliranju tkiva, uniStavanju
hrskavice i transmigraciji leukocita. Povecana ekspresija metaloproteinaza matriksa (eng. matrix
metalloproteinase, MMP) dokumentirana je kod fibroze i pluénih bolesti, stanja ¢esto povezanih s
prisutnoscu proteina S100. S100A9 inducira ne samo oslobadanje MMP-9 ve¢ i1 njenu aktivaciju
(Simard 1 sur., 2010). Budu¢i da fibroblasti igraju glavnu ulogu u proizvodnji i odrzavanju

izvanstani¢nog matriksa u emfizemu, u studiji Railwah i suradnika (2020) primarni fibroblasti
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pluca tretirani su inhibitorom kinaze regulirane izvanstani¢nim signalom (eng. extracellular signal-
regulated kinase, ERK) ili c-RAF inhibitorom, §to je rezultiralo manjim stvaranjem MMP-3,
MMP-9, MCP-1, IL-6 i IL-8 induciranim s S100A9. UtiSavanje TLR4, RAGE receptora, ili
induktora metaloproteinaze izvanstanicnog matriksa (EMMPRIN) sprijecilo je S100A9-
induciranu fosforilaciju ERK i c-RAF. Jos jedno vazno saznanje je proizaslo iz studije. Takoder,
utvrdeno je da S100A9 protein utjece na gubitak pluéne funkcije ovisan o dobi ¢ak i u odsutnosti

cigaretnog dima.

4.1.2.3. SI00A8/S100A9 (kalprotektin)

S100A8 moze djelovati neovisno ili moze sa S100A9 oblikovati heterodimer kalprotektin. U
upalnom stanju aktivirani granulociti neprestano luce kalprotektin i na taj na¢in aktiviraju mnoge
nizvodne signalne putove i preusmjeravaju upalne i tumorske mehanizme poput stvaranja upalnih
¢imbenika, interakcija protein-protein, stvaranja MMP-a i remodeliranja izvanstani¢nog matriksa.
Stoga se pretpostavilo da bi heterodimer S1I00A8 / S1I00A9 mogao biti povezan s upalom te
ukljucen u razvoj i progresiju KOPB-a (Shabani i sur., 2018). To¢na uloga kalprotektina u
patogenezi stabilnog KOPB-a do danas jo§ nije razjaSnjena. No, poznato je da serumski
heterodimer negativno korelira s pluénom funkcijom, a pozitivno s vrijednostima plinova u
arterijskoj krvi i upalnim citokinima kod bolesnika s akutnim egzacerbacijama KOPB-a u
usporedbi sa zdravim ispitanicima (Huang i sur., 2020). Stovise, koncentracija serumskog
heterodimera pokazuje paralelno povecanje s tezinom akutne egzacerbacije, pa je tako
koncentracija SI00A8 / S1I00A9 nadena visa kod bolesnika sa stadijem 4, nego kod stadija 1-2 i

stadija 3 (bolesnici s akutnom egzacerbacijom klasificirani su na temelju FEV1 %).

4.1.2.4. S100A4

Studija Reimanna i suradnika (2015) doSla je do zaklju¢ka o mogucoj ulozi S100A4 u
remodeliranju vaskulature kod bolesnika s KOPB-om. Pluéno tkivo dobiveno je iz eksplantiranih
pluca pet bolesnika s KOPB-om (stadij 3-4) i pet donora organa kao kontrolnih uzoraka.
Usporedno s tim, ispitivanje je provedeno na miSjem modelu emfizema pluca izazvanog
cigaretnim dimom (izloZenost tijekom 3 i 8 mjeseci) i kontrolama. RT-PCR analiza S100A4 i

RAGE mRNA provedena je iz laserski mikrodiseciranih intrapulmonalnih arterija. Povecana
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ekspresija SI00A4 mRNA nadena je u mikrodiseciranim intrapulmonalnim arterijama bolesnika s
KOPB-om u zavr$noj fazi, dok je ekspresija RAGE mRNA bila usporediva s kontrolama. Visoka
ekspresija SI00A4 primijeéena je ne samo u pluénim arterijama, lokaliziranog u mediji okluzivnih
arterija, ve¢ 1 u neomuskulariziranim Zilama promjera ~ 50 um. Porast ekspresije u uvjetima
hipoksije potice se preko hipoksijom induciranih ¢imbenika (eng. hypoxia-inducible factor, HIF).
Sli¢no tome, miSevi izlozeni dimu cigareta tijekom 8 mjeseci pokazali su znatno povecanje
ekspresije mRNA S100A4 u intrapulmonalnim arterijama. Nadalje, uo¢ena je jaka imunosna
reaktivnost proteina S100A4 u vaskularnom dijelu, posebno u medijalnom sloju. Medutim, u
misjem modelu stimulus hipoksije na indukciju ekspresije SI00A4 mogao se iskljuciti, buduci da
misevi nisu imali znakove hipoksije. Objasnjenje za to je stabilnost HIF-1/2, ne samo u
hipoksi¢nim uvjetima, ve¢ 1 u normoksiji u prisutnosti ROS-a, kao §to je nikotin, koji inducira
ekspresiju HIF-1a putem mitohondrijskih ROS-a u karcinomu plu¢a nemalih stanica (Reimann i
sur., 2015). To ide u prilog hipotezi da S100A4 moze biti ukljuen u rano vaskularno

preoblikovanje ¢ak i u nehipoksi¢nim, blagim stadijima KOPB-a.

4.1.3. Galektini

Galektini su skupina evolucijski o€uvanih proteina prisutnih u kraljeznjacima, beskraljesnjacima i
gljivama. Posjeduju karakteristicne domene koje prepoznaju ugljikohidrate (eng. carbohydrate-
recognition domains, CRDs) gradene od oko 130 aminokiselina, putem Kkojih imaju sposobnost
vezanja B-galaktozida. Do sada je opisano 15 galektina sisavaca. Strukturno se mogu Klasificirati
u tri skupine: prototip galektine (galektini 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 i 15) koji imaju jednu CRD;
tandem galektine (galektini 4, 6, 8, 9 i 12) s 2 razli¢ite, ali homologne CRD i skupinu kimernog
tipa, €iji je jedini ¢lan galektin-3, s C-terminalnom CRD i velikom N-terminalnom domenom koja
veze proteine. Galektini se sintetiziraju u citosolu na slobodnim ribosomima. Nakon sinteze mogu
ostati u citosolu i sudjelovati u protein-protein interakcijama kao regulatori unutarstani¢nih
dogadaja. Primjerice, galektin-12 povezan s kapljicama lipida u adipocitima regulira lipolizu i
osjetljivost na inzulin. Galektin-3 u citosolu moze sprijeciti oslobadanje mitohondrijskog
citokroma C i na taj nain inhibirati apoptozu, a takoder moze vezati citosolni B-katenin u
regulaciji Wnt signalizacije. Citosolni galektin-8 je receptor opasnosti koji cilja oStecene lizosome

i endosome za autofagiju. Galektin-1 i galektin-3 takoder se mogu premjestiti u jezgru, gdje mogu
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sudjelovati u prekrajanju pre-mRNA ili stabilizirati interakcije protein-DNA radi poticanja procesa
transkripcije. Stanice urodenog imunosnog sustava bogate su galektinima. Opisane su razne
funkcije galektina granulocita, ukljucujuéi aktivaciju, adheziju i migraciju stanica. Galektin-1 i -3
mogu izravno posredovati u vezanju granulocita za izvanstani¢ni matriks 1 endotelne stanice te
tako regulirati migraciju stanica, dok galektin-9 djeluje kao kemotakticki faktor. Antigen-
prezentirajuce stanice, tj. makrofagi 1 dendritiCne stanice, takoder eksprimiraju viSestruke
galektine, ukljucujuci galektin-1, -3 i -9. Galektin-3 izvorno se zvao Mac-2, jer je identificiran na

makrofagima (Thiemann i Baum, 2016).

Galektini imaju svoju ulogu u patogenezi KOPB-a. Ekspresija galektina-1 povisena je u uzorcima
BAL tekuéine bolesnika s KOPB-om i negativno korelira s parcijalnim tlakom kisika u arterijskoj
krvi, a pozitivno s RV-om i BODE indeksom, dok je analizom seruma nadena takoder negativna

korelacija izmedu galektina-1 i razine oksigenacije (Brajer-Luftmann i sur., 2019a).

4.1.3.1. Galektin-3

Dim cigarete uzrokuje disregulaciju ekspresije gena DAMP molekula kod bolesnika s KOPB-om,
Sto je dokazano na primjeru galektina-3 (Pouwels i sur., 2016b). In vitro, izloZenost cigaretnom
dimu moze inducirati o dozi ovisno oslobadanje galektina-3 s posljedicnim induciranjem
proupalnog odgovora u epitelnim stanicama disnih putova bolesnika s KOPB-om u usporedbi s
kontrolama (trenutni pusaci s normalnom plué¢nom funkcijom, sa slaganjem u statusu pusenja i
dobi). Ekspresija mRNA za galektin-3 na pocetku eksperimenta, prije konzumacije cigareta nije
bila razli¢ita izmedu skupina, $to ide u prilog Cinjenici da je epitel bolesnika s KOPB-om skloniji
aktivnom oslobadanju galektina-3. Ipak, najjaci porast otpustanja galektina-3 primijecen je pri
izlaganju viSim koncentracijama cigaretnog dima koji je uzrokovao citotoksi¢nost. To bi moglo
ukazivati na ukljucenost nekroze / nekroptoze u otpustanje galektina-3 izazvanog cigaretnim
dimom, premda u istrazivanju nije nadena razlika u odumrlim epitelnim stanicama skupine
ispitanika s KOPB-om i kontrolne skupine. Sli¢an trend uocen je i u uzorcima ¢etkanja bronha
mladih osoba s predispozicijom razvoja KOPB-a u usporedbi s mladim neosjetljivim osobama, §to

sugerira da su razlike u ekspresiji galektina-3 prisutne prije pocetka bolesti (Pouwels i sur., 2016b).
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Nadalje, ¢ini se da bi galektin-3 mogao imati ulogu u akutnim egzacerbacijama KOPB-a.
Istrazivanje Fenga i suradnika (2017) otkrilo je da razina galektina-3 u serumu raste u fazi akutnog
pogorSanja u usporedbi s fazom oporavka kod KOPB-a. Kao upalni biomarker u procjeni
egzacerbacije KOPB-a koristi se C-reaktivni protein visoke osjetljivosti (eng. high-sensitivity
CRP, hsCRP), dok je pro-natrijuretski mozdani peptid (eng. pro-brain natriuretic peptide, pro-
BNP) serumski marker za dijagnozu i prognozu kod zatajenja srca kao komorbiditeta kod KOPB-
a. U ovoj studiji, galektin-3 pozitivno je korelirao sa serumskim koncentracijama oba biomarkera.
Bolesnici s KOPB-om klasificirani su u tri skupine prema statusu pusenja kao nepusaci, trenutni
pusacdi i bivsi pusaci. Rezultati su pokazali najvise koncentracije galektina-3 u skupini trenutnih
pusaca, a najnize u skupini nepusaca bilo u stanju akutne egzacerbacije ili u fazi oporavka (Feng i

sur., 2017).

4.1.3.2. Uloga galektina u disfunkciji pluénih makrofaga

Kod bolesnika s KOPB-om naden je znacajan nedostatak u sposobnosti pluénih makrofaga da
fagocitiraju apoptotske epitelne stanice disnih putova (neispravna eferocitoza). Taj viSak
neuklonjenog stani¢nog materijala tada moZe prije¢i u sekundarnu nekrozu i uvjetovati kroni¢nu
upalu (Hodge i sur., 2007; Hodge i sur., 2011). Ulogu u takvoj disfunkciji makrofaga, koja se javlja
kod bolesnika s KOPB-om ima galektin-3. Interakcija galektina-3 i receptora CD98 inducira ‘M2’
alternativno aktivirani fenotip makrofaga (s poboljSanom sposobnos¢u fagocitoze apoptotskih
stanica). Mukaro i suradnici (2013) pronasli su smanjene koncentracije galektina-3 i njegovog
receptora CD98 u BAL-u trenutnih, ali 1 biv§ih puSaca s KOPB-om, §to ukazuje na trajni
nedostatak unatoC prestanku pusenja. No, jednako je nadeno i u BAL-u zdravih pusaca, $to bi
moglo biti barem djelomice uzrokom izlozenosti cigaretnom dimu. Razlike u vrijednostima
galektina-3 u epitelnim stanicama malih di$nih putova i BAL tekucini mogle bi biti objasnjene
time da njegove uloge ovise upravo o unutarstani¢noj ili izvanstani¢noj lokalizaciji. U studiji je
takoder potvrdeno da ekspresija galektina-3 utje¢e na reorganizaciju aktinskih niti te povecanje
dostupnog unutarstani¢nog glutationa (GSH) u makrofagima. Stoga je izgledno da niska razina
galektina-3 i smanjena ekspresija CD98 koja ¢e vjerojatno ugroziti razinu GSH, igra ulogu u

neispravnoj eferocitozi bolesnika s KOPB-om.
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Neucinkovitost alveolarnih makrofaga u ovoj bolesti oCituje se i u poremecenoj autofagiji,
unutarstani¢cnom sustavu razgradnje disfunkcionalnih citoplazmatskih sastojka poput pogresno
sintetiziranih ili oSte¢enih proteina, nefunkcionalnih organela ili unutarstani¢nih patogena.
Galektin-8 je protein adapter za autofagiju gdje nadzire endosomski i lizosomski integritet i sluzi
kao receptor za oStecene vezikule, pokrecuci selektivnu autofagijsku razgradnju vezanjem proteina
NDP52. Najnovije istrazivanje pokazalo je da i galektin-8 i NDP52 podlijezu konstitutivnoj
razgradnji autofagi¢nim mehanizmima ¢iS¢enja, odnosno da je izlozenost makrofaga cigaretnom
dimu dovela do nakupljanja unutarstani¢nog galektina-8 i NDP52, potvrdujuéi utjecaj cigaretnog
dima na poviSene razine ovog proteina zabiljeZenih kod bolesnika s KOPB-om, i podrzavajuci

pretpostavku da cigaretni dim inhibira sazrijevanje autofagosoma (Kono i sur., 2021).

4.1.4. Antimikrobni peptidi

41.4.1. LL-37

Jedini ljudski katelicidin nazvan je LL-37 / hCAP-18, a proizvode ga mijeloidne stanice,
keratinociti, epitelne stanice, neutrofili, makrofagi i limfociti u diSnim putovima. Ekspresiju LL-
37 u plu¢ima pokrec¢u patogeni i medijatori upale. LL-37 ima Siroko baktericidno djelovanje i na
gram-pozitivne i na gram-negativne bakterije. Katelicidin ima funkciju DAMP molekule jer moze
izazvati proupalni odgovor vezanjem na TLR7, TLR9 i RAGE te izazvati nekrozu u epitelnim

stanicama di$nih putova (Shaykhiev i sur., 2005).

Jiang i suradnici (2012) procijenili su ekspresiju LL-37 u serumu i induciranom sputumu bolesnika
s KOPB-om, zdravih nepusaca i zdravih pusaca. Ekspresija LL-37 u sputumu tako je znacajno
veca kod bolesnika sa stadijem 1-2 i 3-4 u usporedbi sa zdravim nepusa¢ima i zdravim pusac¢ima,
te negativno korelira s FEV1 %, funkcionalnim kapacitetom (mjerenim 6-minutnim testom hoda),
a pozitivno s ja¢inom simptomima, $to je procijenjeno upotrebom SGRQ upitnika (st. George's
respiratory Questionnaire). U studiji su takoder pokazali da se ekspresija LL-37 postupno
povecava nakon inkubacije epitelnih stanica bronha 1 alveolarnih epitelnih stanica s cigaretnim
dimom tijekom 24 sata. U ve¢ spomenutoj studiji Huanga i suradnika (2019) LL-37 iz sputuma
pokazao je visoku specifi¢nost i osjetljivost te bi mogao biti koristan biomarker za diferencijaciju

astme i KOPB-a, budu¢i da su nadene znacajno povisene koncentracije LL-37 kod bolesnika s
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KOPB-om i ACO sindromom, odnosno znacajno snizene koncentracije LL-37 kod bolesnika s
astmom u usporedbi sa zdravim pusac¢ima (koncentracija LL-37 kod bolesnika s astmom nije se
razlikovala od koncentracije mjerene kod zdravih nepusaca). Kontradiktorno, u velikoj kohort
studiji Burkesa i suradnika (2020) rezultati su pokazali nisku koncentraciju katelicidina u plazmi
bolesnika s KOPB-om koja je povezana s trendom povecanja prijavljenih egzacerbacija u godini
prije pocetka studije.

Rezultati istrazivanja Sun i suradnici (2014) sugeriraju mogucu ulogu LL-37 u remodeliranju
malih di$nih putova u KOPB-u. Povecana ekspresija LL-37 nadena je u malim di$nim putovima
pusaca s KOPB-om u usporedbi s nepusacima i puSacima bez KOPB-a. Takoder, primijeceno je
da su razine LL-37 u epitelu disnih putova kod pusaca vise nego kod nepusaca, $to upucuje na to
da dim cigareta moze biti uzrokom povecéane ekspresije LL-37, koja je u korelaciji s debljinom
stijenke di$nih putova, kao i taloZenjem kolagena u zidovima di$nih putova. In vitro, dim cigarete
je povecao ekspresiju LL-37 u epitelnim stanicama bronha i posljedi¢nu proizvodnju kolagena u

pluénim fibroblastima, $to je potvrdeno nakon primjene LL-37 neutralizirajuceg protutijela.

S druge strane, jedno novije istrazivanje (Tatsuta i sur., 2019) pokazalo je da bi LL-37 mogao imati
protektivnu ulogu u zastiti funkcije epitelne barijere diSnih putova od dima cigarete. Funkciju
epitelne barijere odrzavaju apikalni spojni kompleksi koji nastaju izmedu susjednih stanica i
sastoje se od apikalnih uskih spojeva koji su ispod adherirajuéih spojeva. Stani¢na linija humanih
sub-bronhijalnih epitelnih stanica (HTB-55) prethodno je obradena sa ili bez 10 (niskih) ili 20
(visokih) pg / ml LL-37 tijekom 2 sata, a zatim je izloZzena mediju s 10 %-tnim cigaretnim dimom
koji je sadrzavao LL-37. Funkcija barijere procijenjena je mjerenjem transepitelnog elektronickog
otpora (eng. transepithelial electrical resistance, TEER) do 24 sata nakon stimulacije s cigaretnim
dimom. Tretman visokom koncentracijom LL-37 u stanicama koje nisu tretirane cigaretnim
dimom nije promijenio TEER u usporedbi s netretiranim kontrolnim stanicama. Nadalje, slabljenje
smanjenja TEER-a izazvanog dimom cigarete pomoéu LL-37 popraéeno je smanjenjem
poremecaja okludina i ZO-1 (zonula okludens protein 1) procijenjenih imunofluorescentnom
mikroskopijom (Slika 4). LL-37 takoder je umanjio cigaretnim dimom inducirano smanjenje
razine ekspresije gena i proteina u okludinu. Medutim, sam mehanizam zastitnih u¢inaka LL-37

ostaje nepoznat.
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Slika 4. U¢inci LL-37 na disrupciju proteina apikalnih uskih spojeva i adheriraju¢ih spojeva s

CSE-om dobiveni metodom imunofluorescencije (preuzeto iz Tatsuta i sur., 2019).

4.1.5. Mokraéna kiselina

Mokraéna kiselina je mali, organski, heterociklicki spoj koji se nalazi u jednostavnijim i sloZenijim
organizmima. U ljudskom organizmu konacni je metabolit egzogenih, hranom unesenih, i
endogenih, u organizmu sintetiziranih, purina. U veéini vrsta mokraéna kiselina se moze preraditi
u visoko topljivi alantoin, ¢ak 1 u amonijak. Giht kao stanje pojavio se u ljudi i drugih primata
nakon evolucijskog gubitka urikaze, katabolickog enzima mokra¢ne kiseline (uglavnom
ogranicenog na jetru) koji mokra¢nu kiselinu pretvara u alantoinsku kiselinu. Mokraéna kiselina
se iz cirkulacije najve¢im dijelom izlucuje mokracom (tek manjim dijelom izlucuje se crijevom).
[z glomerularnog filtrata gotovo se sva mokracna kiselina u proksimalnim tubulima reapsorbira, a
urati u kona¢noj mokraci potjeu od aktivnog lucenja mokraéne kiseline u distalnim tubulima.
Djeluje kao antioksidans i snazno sredstvo za uklanjanje peroksitnitrita (Ghaemi-Oskouie i Shi,
2011). Medutim, paradoksalno, osim antioksidacijskog korisnog u¢inka, mokra¢na kiselina moze
imati prooksidacijska i proupalna svojstva. Pri visokoj lokalnoj koncentraciji mokraéna kiselina
talozi se 1 stvara kristale koji uzrokuju upalu, kao $to je uoc¢eno kod klinickog gihta. Jo§ je ranije

uoceno da ozljeda pluca rezultira lokalnim nakupljanjem mokraéne kiseline koja djeluje kao
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endogena DAMP molekula, vjerojatno aktivirajuéi upalu putem NLRP3 i dovodeci do upale
ovisne o IL-1p (Slika 5) (Gasse i sur., 2009).

Kristali mokraéne
@ kiseline

Hematopoetska
ili rezidentna
stanica

Slika 5. Signalni putovi nakon izlaganja plu¢a egzogenim kristalima mokraéne kiseline (preuzeto

iz Gasse i sur., 2009).

Postoje dokazi da mokraéna kiselina moze aktivirati funkcije eozinofila u disnim putovima poput
degranulacije i proizvodnje citokina, pa su tako nadene povisene koncentracije mokraéne kiseline
u BAL-u bolesnika s eozinofilnom pneumonijom, koje koreliraju s brojem eozinofila i
koncentracijama neurotoksina podrijetlom iz eozinofila, IL-5 i kemokina eotaksina (Kobayashi i
sur., 2017).

Cilj epidemioloske studije Fukuhare i suradnika (2017) bio je ispitati povezanost izmedu
opstrukcije protoka zraka u plué¢ima i1 serumskih vrijednosti mokraéne kiseline (s-UA) te istraziti
s-UA kao potencijalni pomo¢ni marker za predvidanje rizika od opstrukcije protoka zraka tijekom

redovnog sistematskog pregleda. Buduci da se tijekom takvih pregleda s-UA mjeri prilikom

37



probira na giht, u ovoj studiji su svi prikupljeni podaci iz godi$njeg sistematskog pregleda velikog
broja ljudi koriSteni retrospektivno. Ispitanici su kategorizirani prema statusu pusSenja kao trenutni
pusaci, bivsi pusaci 1 nepusaci koji nikada nisu konzumirali cigarete. Od ukupno 8662 muskih i
zenskih ispitanika starijih od 40 godina, njih 156 imalo je opstrukciju protoka zraka, od kojih je
samo 29 % imalo respiratorne simptome (kasalj, ispljuvak ili dispneja). Broj trenutnih i biv§ih
pusaca s opstrukcijom iznosio je 65, odnosno 49. Pokazali su da ispitanici s bronhoopstrukcijom
imaju vise vrijednosti s-UA u usporedbi s nepusacima bez takve opstrukcije disnih putova te da
one znacajno koreliraju s FEV1 (% prediktivne vrijednosti). Osim toga, razine s-UA kod bivsih i
sadasnjih puSaca bez opstrukcije takoder su bile viSe od onih u osoba koje nikada nisu pusile 1
nemaju utvrdenu opstrukciju protoka zraka.

Vise koncentracije s-UA povezane su i s manjim funkcionalnim kapacitetom (odredenim s 6-
minutnim testom hoda) i ve¢im brojem kardiovaskularnih komorbiditeta (Kahnert i sur., 2018).
Osim toga, pokazalo se da su visoke razine mokra¢ne kiseline u serumu povezane s pove¢anom
30-dnevnom smrtnos¢u, kao i rizikom od akutnih egzacerbacija i hospitalizacija tijekom

jednogodisnjeg pracenja (Bartziokas i sur., 2014).

Rezultati studije Rumore i sur. (2020) pokazali su pove¢anu koncentraciju mokrac¢ne kiseline i
njezinog omjera s kreatininom (eng. uric acid to creatinine ratio, UCR) u perifernoj krvi bolesnika
s KOPB-om u usporedbi s dobno i spolom odgovaraju¢im zdravim ispitanicima. Takoder, op¢i
upalni biljezi (broj leukocita, CRP) kao i citokin IL-1p, bili su poviseni kod bolesnika s KOPB-
om, a pokazali su korelaciju s mokra¢nom kiselinom i UCR-om. Kod bolesnika s KOPB-om
mokraéna kiselina i UCR bili su poviSeni u svim ispitivanim GOLD stadijima u usporedbi S
kontrolama, ¢ak 1 u GOLD 2 stadiju. No, nisu pronadene razlike u koncentracijama mokraéne
kiseline izmedu pojedinih stadija bolesti. Suprotno tome, vrijednosti UCR-a mogle su razlikovati
stadij GOLD 3 od stadija GOLD 4. Kada su bolesnici s KOPB-om podijeljeni prema simptomima
1 povijesti egzacerbacija (ABCD procjena), utvrdena je povecana koncentracija mokraéne kiseline
i UCR-a u skupinama GOLD B i GOLD D (skupine s losijim simptomima), bez znacajne razlike
izmedu bolesnika u skupini GOLD A i zdravih ispitanika. Opet, samo je UCR mogao razlikovati
GOLD skupine (GOLD A 1 GOLD D, kao 1 GOLD B i GOLD D), zbog ¢ega se ovdje pokazao
boljim prediktorom od mokraéne kiseline u dijagnostici KOPB-a. Multiparametarski upalni

modeli s UCR-om pokazali su bolja dijagnosticka obiljezja kada je ukljucen i citokin IL-1P
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(pravilno klasificirano 90 % slucajeva), u odnosu na jednostavniji model sa samo rutinskim
laboratorijskim parametrima (broj leukocita, CRP, fibrinogen), koji je pravilno klasificirao 74 %
slu¢ajeva. Uzimaju¢i u obzir status puSenja, pusaéi s KOPB-om pokazali su smanjene
koncentracije mokracne kiseline i UCR-a u usporedbi s nepusac¢ima s KOPB-om i biv§im pusa¢ima
s KOPB-om, ¢ije su vrijednosti bile slicne onima iz skupine kontrolnih zdravih ispitanika.

Plu¢na hipoksija rezultira veéim katabolizmom purina §to dovodi do povecane proizvodnje
mokraéne kiseline (Elsayed 1 sur., 1993). Osim toga, zabiljeZeno je da hipoksija moze povecati
gensku ekspresiju ksantin-oksidaze (Hassoun i sur., 1998). Budu¢i da je hipoksija sastavni dio
patofiziologije KOPB-a, ovime bi se moglo objasniti poveéane vrijednosti mokraéne kiseline
mjerene u tjelesnim teku¢inama bolesnika s KOPB-om.

Mokraéna kiselina kod ljudi najzastupljeniji je topljivi antioksidans koji ¢ini do 60 % kapaciteta
uklanjanja slobodnih radikala u serumu i vazan je unutarstanicni ¢ista¢ slobodnih radikala tijekom
metabolickog stresa, uklju¢ujucii onog koji je posljedica pusenja, zbog ¢ega se i nize koncentracije
mokracne kiseline u serumu kod puSaca mogu objasniti Smanjenom endogenom proizvodnjom kao
rezultatom kroni¢ne izloZenosti cigaretnom dimu koji je znacajan izvor oksidacijskog stresa

(Hanna i sur., 2008).

4.2. DAMP molekule podrijetlom iz stani¢nih organela

4.2.1. Protein visoke pokretljivosti iz skupine 1 (eng. high-mobility group box 1, HMGB1)

HMGBI prvi je identificirani ¢lan obitelji HMGB, koja sadrzi jos 1 HMGB2 i HMGB3 ¢lanove.
Struktura svih HMGB proteina vrlo je o¢uvana (vise od 80 % sekvence). Medu tri HMGB proteina,
HMGBI je najrasprostranjeniji nehistonski nuklearni protein, a u odredenoj je mjeri izraZzen i u
citoplazmi, budu¢i da prometuje iz jezgre i nazad. U jezgri podrzava strukturu kromatina vezujuci
DNA na nespecifi¢an slijed i1 ukljuCen je u regulaciju transkripcije gena. HMGBI1 sadrzi dvije
domene HMG koje vezu DNA, nazvane A i B kutije, 1 kraj koji sadrzi isklju¢ivo glutaminsku i
asparaginsku kiselinu. Dva signala nuklearne lokalizacije (eng. nuclear localization signals, NLS),
smjeStena u A polju, odnosno u B polju, usmjeravaju translokaciju proteina u jezgru (Yang i sur.,
2013). Unutar stanice, HMGBI1 je ukljucen u autofagiju i u aktivaciju protein kinaze R (PKR) /

inflamasoma. Takoder se nalazi membranski eskprimiran na aktiviranim trombocitima i ranim
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neuronima tijekom neuronalnog razvoja i regeneracije. Izvanstani¢ni HMGB1 postao je posebno
od interesa jer je uklju¢en u razne imunosne reakcije, djeluju¢i kao alarmin. Posttranslacijske
modifikacije HMGBI1 proteina odreduju njegovu sudbinu na nacin da moduliraju njegovu kako
lokalizaciju acetilacijom i/ ili fosforilacijom, tako i njegove funkcije (kemoatraktant ili proupalni
citokin) oksidacijom (Vénéreau i sur., 2016). Posttranslacijski redoks mehanizmi kontroliraju
proupalnu aktivnost HMGBL1 u patogenezi sepse, ali i drugih upalnih bolesti, kao §to su sistemski
eritemski lupus, artritis, epilepsija, kroni¢na i neuropatska bol i druge, stoga ga brojne studije
sugeriraju kao potencijalnu terapijsku metu u akutnim 1 kroni¢nim upalnim stanjima koja su
karakterizirana ostecenjem tkiva i pregradnjom (Andersson i sur., 2018). Acetilacija lizinskih
ostataka NLS-a presudna je za translokaciju proteina iz jezgre u citoplazmu i oslobadanje proteina

imunosnim stanicama (Vénéreau i sur., 2016).

Nacin Zivota utjece na izvanstani¢nu sistemsku ekspresiju HMGBI, pa su tako brojne studije
izvijestile da upravo dim cigarete koji uzrokuje nekrozu neutrofila s posljedi¢nim otpustanjem
HMGBI u mikrookoli$ (Heijink i sur., 2015) te da ima ulogu u patogenezi KOPB-a (Pouwels i
sur. 2015). U istrazivanju Chenga i suradnika (2017) na mi§jem modelu, nakon izlaganja dimu
cigarete (tijekom 3 dana), rezultati uzoraka plu¢nog tkiva i BAL tekucine pokazali su povecanu
ekspresiju TLR4, pojacano signaliziranje s TLR4 receptorom u plu¢ima i induciranu translokaciju
HMGBI iz jezgre u citoplazmu, nakon ¢ega je uslijedilo njegovo izvanstani¢no oslobadanje.
HMGBL1 aktivira putove p38, JNK i NF-kB kroz signalne putove ovisne o TLR4 / MyD88 i
inducira stani¢nu upalu 1 proizvodnju proupalnih citokina u plu¢ima izlozenim dimu cigarete.
Koncentracije HMGBI1 iz BAL tekuéine povisene su kod bolesnika s KOPB-om u usporedbi sa
zdravim nepuSacima i pusa¢ima bez KOPB-a te pozitivno koreliraju s receptorom TNF-RII i IL-
1P, a negativno s receptorom antagonista IL-1 (IL-1RA) (Ferhani i sur., 2010). Koncentracija
HMGB1 mjerena u sputumu bolesnika s KOPB-om pokazala se u negativnoj korelaciji s
parametrima pluc¢ne funkcije FEV1, FEV1 (% predvidene vrijednosti) i FEV1/ FVC (Huang i sur.
2019). Ekspresija HMGBI1 povecana je u submukoznim, epitelnim i alveolarnim stanicama kod
pusaca s KOPB-om. Niti jedan od ispitivanih parametara nije naden povisen kod pusaca bez
KOPB-a i zdravih ispitanika (Ko i sur., 2014).

HMGBI ima proliferativan ucinak na stanice glatkih misica i endotelne stanice pluénih arterija in

vitro. Biopsija plu¢nog tkiva KOPB bolesnika s plu¢nom hipertenzijom i bolesnika s dijagnozom
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idiopatske pluéne arterijske hipertenzije otkrila je prisutnost stanica pozitivnih na HMGBI koje
okruzuju preoblikovane zile (Zabini i sur., 2015).

HMGB1 sudjeluje u patogenezi KOPB-a regulacijom autofagije alveolarnih makrofaga, $to su u
svojoj studiji pokazali Le i suradnici (2020). Rezultati su pokazali visoko eksprimiran HMGB1 u
pluénim makrofagima bolesnika s KOPB-om. Za procjenu unutarstani¢ne lokalizacije HMGBI1
kod bolesnika s KOPB-om, puSaca bez KOPB-a i nepuSaca bez KOPB-a, provedena je
imunofluorescencija u pluénim tkivima ovih ispitanika koji su bili podvrgnuti resekciji plu¢a zbog
indiciranih bolesti. Koncentracije HMGB1 u serumu pokazale su slian trend, $to upuéuje na
oslobadanje HMGB1. Nadalje, imunohistokemijom je pokazano da se u skupini nepusaca HMGB1
nalazi gotovo isklju¢ivo u jezgrama makrofaga, dok je u skupinama bolesnika s KOPB-om i puSaca

otkriven i u citoplazmi i u jezgrama makrofaga (Slika 6).
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Slika 6. Imunohistokemijska analiza reprezentativnog uzorka pluénog tkiva nepusaca, pusaca i

bolesnika s KOPB-om s prikazom lokalizacije HMGBL1 (preuzeto iz Le i sur., 2020).

Imunofluorescencija je takoder pokazala da je HMGBI1 imao slian obrazac unutarstani¢ne
lokalizacije i bio je lokaliziran s CD68, markerom ljudskih makrofaga. Ti su rezultati pokazali da
je HMGBI1 prosao kroz regulaciju i nukleocitoplazmatsku translokaciju u pluénim makrofagima
kod bolesnika s KOPB-om. Ovi in vivo nalazi su potvrdeni na miSjem modelu dugotrajnim
izlaganjem dimu cigarete. Dodatak inhibitora nAChR nikotinskog receptora (jako izraZen u
makrofagima 1 igra bitnu ulogu u imunomodulaciji makrofaga) u kulturu stanica pluénih
makrofaga (MH-S stani¢na linija) smanjio je ekspresiju HMGBI1 izazvanu CSE-om, ¢ime su

pokazali da je i nAChR ukljucen u nukleocitoplazmatsku translokaciju i oslobadanje HMGB1
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izazvano CSE-om u plu¢ima. Nadalje, pokazali su da CSE inducira migraciju plu¢nih makrofaga.

Egzogeni rekombinantni humani HMGB1 (thHMGB1) takoder je inducirao migraciju pluénih

makrofaga, ali njegova sposobnost bila je slabija od CSE-a. Dodatak inhibitora sprijecio je

migraciju pluénih makrofaga izazvanu CSE-om blokiraju¢i autofagiju, Sto je pokazalo da

translokacija 1 oslobadanje HMGBI1 inducirano CSE-om doprinose migraciji makrofaga

indukcijom autofagije (Slika 7). Na kraju, u ispitivanju su pokazali da je aktivacija NF-«xB

signalnog puta djelovanjem cigaretnog dima u pluénim makrofagima posredovana putem

HMGBI, te da translokacija i oslobadanje HMGB1 izazvano CSE-om doprinose aktivaciji NF-xB

inducirajudi autofagiju u pluénim makrofagima, promicucéi time transkripciju proupalnih citokina.
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Slika 7. Mehanizam kojim translokacija i oslobadanje HMGBI1 inducirani cigaretnim dimom,

pridonose migraciji i aktivaciji NF-xB induciraju¢i autofagiju u makrofagima plu¢a (preuzeto iz

Le i sur., 2020).
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4.3. DAMP molekule podrijetlom iz mitohondrija

4.3.1. Mitohondrijska DNA

Jedan od bioloskih mehanizama koji moze pruziti uvid u patogenezu i progresiju KOPB-a je
disfunkcija mitohondrija. PuSenje duhana povezano je s oksidacijskim stresom 1 uzrokuje
mitohondrijsku disfunkciju. Poveéani ROS 1 oslabljena bioenergetika i / ili mitohondrijska
biogeneza, mitofagija i dinamika, koji su presudni za odrzavanje homeostaze stanica, mogu
rezultirati staniénom apoptozom i starenjem (Riou i sur., 2020). Ozljeda djelovanjem cigaretnog
dima potie uniStavanje mitohondrija mehanizmom autofagije koji ukljucuju lizosome.
Mitohondrijska disfunkcija takoder moze rezultirati otpustanjem fragmenata mitohondrijske DNA
(mtDNA), koja ima autokrine / parakrine ucinke, ukljucujuéi aktiviranje inflamasoma s

posljedi¢nom upalom, proliferacijom stanica i apoptozom (Slika 8) (Prakash i sur., 2017).

Dim cigarete
Upala

Inflamasom Ca?*

mitofagija
—— m/

_6 Lizosom)

Slika 8. Mitofagija DAMP molekule (preuzeto iz Prakash i sur., 2017).
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Dim cigarete jedan je od uzroka ,,curenja* mtDNA u izvanstani¢ni prostor iz nekroti¢nih neutrofila
(Heijink i sur., 2015). Liu i suradnici (2015) pokazali su da je broj kopija mtDNA perifernih
leukocita smanjen kod bolesnika s KOPB-om u usporedbi sa zdravim nepusacima, ¢ime su u
raspravi sugerirali manju za$titu ili biosintezu mtDNA u tih bolesnika, odnosno da disfunkcija
mitohondrija moZe rezultirati abnormalnom funkcijom leukocita kod bolesnika s KOPB-om. U
ovom istrazivanju broj kopija mtDNA bio je sli¢an kod zdravih puSaca i nepusaca. Takoder
vrijednosti antioksidansa glutationa u serumu u skupini s KOPB-om bile su zna¢ajno smanjene u
usporedbi sa zdravim puSacima 1 nepusacima, a broj kopija mtDNA perifernih leukocita pokazao

je znacajnu linijsku korelaciju s glutationom u serumu.

U istrazivanju Zhanga i sur. (2020) mjerena je izvanstanicna mtDNA u mokraé¢i (u-mtDNA), kao
pokazatelj sistemskog osStecenja mitohondrija kod osoba s KOPB-om. Vise vrijednosti u-mtDNA
bile su povezane s losijim rezultatima 6-minutnog testa hoda, SGRQ upitnika i CAT upitnika, a
posebice kod pusaca bez opstrukcije diSnih putova, Sto upucuje da bi patoloski proces kod
,»zdravih” ispitanika ve¢ mogao zapoceti. Ispitanici su bili zdravi nepusaci, pusaci bez opstrukcije
disnih putova, osobe s blagim / umjerenim KOPB-om i osobe s teskim KOPB-om. Koncentracije
u-mtDNA razlikovale su se u odnosu na spol, s viSim koncentracijama kod zena, i neovisno o
statusu pusenja, budu¢i da je trend opazen i kod nepusaca. u-mtDNA korelirala je s ozbiljnoséu
respiratornih simptoma samo kod Zena. Izvor u-mtDNA u studiji je ostao nepoznat; joS uvijek nije
jasno potjece li u-mtDNA iz bubrega, ili se filtrira 1 izluCuje (ili ne reapsorbira) iz cirkulacije.

Takoder je potrebno utvrditi je li u-mtDNA u KOPB-u biljeg bolesti ili je sama po sebi patogena.

4.3.2. Izvanstani¢ni adenozin-5'-trifosfat (eATP)

ATP se oslobada kao ko-prijenosnik iz svih vrsta zivCanih zavrSetaka, eritrocita, aktiviranih
trombocita, naprezucih skeletnih misic¢a, ishemijskih i apoptotskih stanica, vaskularnih stanica
glatkih miSi¢a, endotelnih i epitelnih stanica. Izvanstanicni ATP (eATP) je autokrini i parakrini
posrednik. Njegovi ucinci posredovani su P2 purinergi¢kim receptorima (P2R) na povrsini stanice,
podijeljenima u dvije obitelji: transmembranske kationske kanale (P2XR) i sedam
transmembranskih G proteinskih receptora P2YR. eATP igra vaznu ulogu u pluénoj fiziologiji,

kao Sto je transport natrija i vode u epitelu cilija te izlu¢ivanje mucina, ali 1 u upali diSnih putova.
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Postoje dokazi da je eATP ukljucen u oslobadanje MUCS5AC mucina uglavnom putem P2Y2R na
autokrini nacin tijekom egzacerbacije KOPB-a izazvane virusom te da dvolanc¢ana RNA virusnog
podrijetla moZe inducirati oslobadanje ATP-a preko kanala paneksina (Shishikura i sur., 2016).
Osim toga, ATP izaziva jacu dispneju, kasalj i iritaciju u grlu kod pusaca i bolesnika s KOPB-om
u usporedbi sa zdravim nepusac¢ima (Basoglu i sur., 2015). Ekspresija P2R u svim stanicama pluca
I sveprisutnost ATP-a ¢ine ga idealnim izvanstani¢nim glasnikom stani¢nog stresa, a aktivacija
P2R na imunosnim stanicama utjeCe na razli¢ite funkcije tih stanica, ukljucujuéi o
imunoglobulinima E ovisno 1 s P2X7 posredovano oslobadanje histamina iz ljudskih mastocita
pluca te stanicnu kemotaksiju. P2Y6R je povezan s proupalnim oslobadanjem citokina u
dendriti¢nim stanicama, eozinofilima, mastocitima, monocitima 1 neutrofilima. eATP brzo se
razgraduje u adenozin-5'-difosfat, adenozin-5-monofosfat i adenozin pomocu ektoenzima
(uglavnom CD39 i CD73). Analiza perifernog pluénog tkiva i interkostalnih arterija
(reprezentativno sistemsko vaskularno tkivo) pokazuje smanjenu ekspresiju enzima Kkoji
razgraduju ATP i enzima koji proizvode adenozin u plu¢ima i interkostalnim arterijama KOPB
bolesnika 1 pusaca bez opstrukcije zraka u usporedbi sa zdravim nepuSac¢ima. S druge strane,
ekspresija enzima koji stvaraju adenozin u istom slucaju povecana, §to sugerira mehanizam

kompenzacije koji postoji samo kod pusaca (Careta i sur., 2019).

lako brza degradacija eATP-a rezultira niskim koncentracijama eATP-a opcenito, specifi¢ni
mikrookoli$ni i patofizioloSki uvjeti povezani su s poviSenim lokalnim koncentracijama eATP-a
(Pelleg isur., 2016). Rumora i suradnici (2021) tako su pokazali da izvanstani¢ni HSP70 i cigaretni
dim dovode do oslobadanja ATP-a u bronhijalnim epitelnim stanicama i diferenciranim
monocitima. Sli¢no je potvrdeno 1 u uzorcima BAL tekucine, u studiji Lommatzscha i suradnika
(2010) koja je mjerila koncentracije eATP-a kod bolesnika s KOPB-om u razli¢itim stadijima
bolesti, zdravih puSaca i1 nepuSafa, nakon kroni¢nog i akutnog izlaganja cigaretnom dimu.
Kroni¢ni pusaci tako imaju poviSene koncentracije eATP-a u BAL-u u usporedbi s nepusacima, s
najvisim koncentracijama kod pusaca i bivsih pusa¢a s KOPB-om. Osim toga koncentracije eATP-
a U BAL-u pokazuju negativnu korelaciju s funkcijom pluca, a pozitivhu s brojem neutrofila u
BAL teku¢ini. ATP je inducirao jace kemotakti¢no djelovanje i oslobadanje elastaze iz neutrofila
kod pacijenata s KOPB-om u usporedbi s kontrolnim ispitanicima. Uz to, makrofagi disnih putova

pacijenata s KOPB-om reagirali su poveéanim luéenjem proupalnih medijatora i ¢imbenika
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razgradnje tkiva nakon stimulacije ATP-om. Ovi su nalazi popraceni pojacanom ekspresijom
specificnih purinergi¢kih receptora u neutrofilima periferne krvi i makrofagima diSnih putova

bolesnika s KOPB-om.

Hlapci¢ i suradnici (2019) po prvi put su ispitali koncentracije eATP-a u perifernoj krvi bolesnika
s KOPB-om. Otkrili su da je koncentracija eATP-a znacajno povecana u plazmi bolesnika s
KOPB-om u usporedbi sa zdravim kontrolnim ispitanicima. Kada su ispitanici (bolesnici s KOPB-
om 1 zdravi ispitanici) podijeljeni prema statusu pusenja, utvrdeno je da je koncentracija eATP-a
povisena kod zdravih pusa¢a u usporedbi sa zdravim nepusa¢ima. Stovise, eATP je bio poveéan u
cijeloj skupini bolesnika s KOPB-om u usporedbi sa zdravim pusa¢ima i nepusac¢ima. Medutim,
kada su se unutar skupine bolesnika s KOPB-om usporedile izmjerene vrijednosti eATP s obzirom
na status puSenja, nije primijecena znacajna razlika. Kako bi istrazili utjecaj tezine opstrukcije
protoka zraka, simptoma i egzacerbacija na vrijednosti eATP-a u perifernoj krvi, bolesnici su
klasificirani prema GOLD-u (stupanj 2, 3 i 4; nijedan pacijent nije ispunjavao uvjete za GOLD 1
stupanj). Rezultati su pokazali da se koncentracija eATP-a znacajno povecava sa stupnjem
ograni¢enja protoka zraka. Bolesnici sa stupnjem 3 i 4 imali su vecu koncentraciju eATP-a u
usporedbi s kontrolnim nepuSacima i kontrolnim pusacima. Medutim, razlika nije primijec¢ena
izmedu zdravih pusaca i pacijenata s GOLD 2 stupnjem. Sli¢ni rezultati primijeceni su kada su
procijenjeni simptomi i povijest egzacerbacija (GOLD A, B i D skupina; nijedan bolesnik nije
ispunjavao uvjete za skupinu C). Tri skupine medusobno su se znacajno razlikovale, a eATP se
povecavao s tezinom simptoma. Takoder, koncentracija eATP-a je povecana u skupinama
bolesnika GOLD B i D u usporedbi s kontrolnim nepusacima i pusacima, ali ne pokazujuéi nikakvu
razliku izmedu zdravih pusSaca i bolesnika u GOLD A skupini. Izmjerena ekspresija mRNA dva
receptora za eATP u krvi pokazala je slicne vrijednosti kod kontrolnih ispitanika i bolesnika s
KOPB-om za P2X7R, dok je ekspresija mRNA za P2Y2R pokazala dvostruko vecu ekspresiju u
bolesnika s KOPB-om u usporedbi sa zdravim osobama. Ekspresija mRNA za P2Y2R nije se

razlikovala izmedu nepusaca s KOPB-om i zdravih pusaca.

Odredene studije pronasle su povezanost izmedu KOPB-a i ekspresije ektoenzima CD309.
Medutim, pojedini nalazi su oprec¢ni, pa su tako Lazar i suradnici (2016) u svojoj studiji pokazali

znatno poviSenu ekspresiju i aktivnost CD39 u leukocitima iz BAL-a osoba s dijagnozom KOPB-
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a, u usporedbi s kontrolnim pusacima i nepusacima. Suprotno tome, Aliagas 1 suradnici (2018)
zabiljezili znatno snizenu ekspresiju gena CD39 u plu¢ima bolesnika s KOPB-om u usporedbi s
pusacima i nepusacima, koja je korelirala s ve¢om sistemskom upalom i zadebljanjem intime
misi¢nih pluénih arterija u skupini bolesnika s KOPB-om. Uz to, kvantifikacija aktivnosti ATPaze
je pokazala znacajno nizu aktivnost takoder u skupini s KOPB-om. Ovi rezultati bi mogli objasniti
prethodno prikazano povecanje koncentracije eATP-a u plu¢ima bolesnika s KOPB-om 1 povecan
upalni odgovor koji pogoduje razvoju emfizema. U raspravi su iznijeli kako se ovi naizgled
kontradiktorni nalazi mogu objasniti razlikom u lokalizaciji CD39 u plué¢nom tkivu 1 upalnim
stanicama. Budu¢i da je aktivnost CD39 u odjeljcima tkiva smanjena bilo zbog oksidacijskog
stresa ili proupalnih citokina, poveéana ekspresija CD39 u leukocitima mogla bi nadoknaditi slabu
ekspresiju CD39 u plu¢ima i boriti se protiv upale u KOPB-u, odnosno biti kompenzacijski

mehanizam za akutno izlaganje duhanu ili u infekciji.
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5. ZAKLJUCCI

e KOPB jedan je od vodecih uzroka smrtnosti u cijelome svijetu. U podlozi patogeneze je
kroni¢na upala koja uzrokuje strukturne abnormalnosti na razini di$nih putova. PuSenje
cigareta je glavni ¢imbenik rizika za razvoj KOPB-a. Dim cigarete izaziva sterilnu ozljedu
epitelnih stanica diSnih putova, s posljedicnom apoptozom/nekroptozom i naknadnim
oslobadanjem molekularnih obrazaca povezanih s oSte¢enjem tkiva (DAMP) koji imaju
imunomodulatornu funkciju izvan stanice te aktiviraju druge upalne stanice. Postoje dokazi
koji ukazuju na razlike u upalnom procesu u pluéima pusaca s KOPB-om i zdravih
pusaca/nepusaca.

e Koncentracije pojedinih DAMP molekula u tjelesnim teku¢inama bolesnika s KOPB-om
razlikuju se od vrijednosti istih kod zdravih pusaca i/ili nepusaca.

e Koncentracija HSP27 mjerena u serumu bolesnika s KOPB-om, kao i koncentracija HSP70
u plazmi, znacajno je viSa u usporedbi sa zdravim puSafima i nepuSacima. Medu
bolesnicima sa stabilnim KOPB-om, povecavanje koncentracije HSP70 u plazmi moze
razlikovati skupine bolesnika po tezini bolesti (s obzirom na GOLD stadije te GOLD
ABCD Klasifikaciju).

e S100A8 mjeren u sputumu pokazao se potencijalnim diferencijalnim biomarkerom KOPB-
a i ACO-a. Koncentracije SI00A9 nadene su znaCajno povisene u uzorcima BAL-a
bolesnika s KOPB-om u usporedbi sa zdravim nepusacima, dok serumske koncentracije
kalprotektina negativno koreliraju s plu¢énom funkcijom, a pozitivno s vrijednostima
plinova u arterijskoj krvi i upalnim citokinima kod bolesnika s akutnim egzacerbacijama u
usporedbi sa zdravim ispitanicima.

e Razinagalektina-3 u serumu raste u fazi akutnog pogorsanja u usporedbi s fazom oporavka
kod KOPB-a te pokazuje pozitivnu korelaciju sa serumskim koncentracijama biomarkera
za procjenu egzacerbacije KOPB-a, hsCRP-om i pro-BNP-om. Suprotno tome, smanjene
koncentracije galektina-3 nadene su u BAL-u trenutnih, ali i biv§ih pusaca s KOPB-om.

e Ekspresija LL-37 u sputumu znacajno je veca kod bolesnika s KOPB-om u usporedbi sa
zdravim nepusa¢ima i zdravim pusSacima, te negativno korelira s FEV1 %, funkcionalnim
kapacitetom, a pozitivno s jainom simptoma. LL-37 iz sputuma takoder se pokazao
potencijalnim biomarkerom za diferencijaciju astme i KOPB-a.
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Ispitanici s bronhoopstrukcijom pokazuju vise vrijednosti mokraéne kiseline u serumu u
usporedbi s nepusac¢ima bez bronhoopstrukcije, koje koreliraju s FEV1. Koncentracija
mokraéne kiseline i njezin omjer s kreatininom (UCR) povecani su u perifernoj krvi
bolesnika s KOPB-om u usporedbi sa zdravim ispitanicima, te je nadena korelacija izmedu
koncentracija i op¢ih upalnih biljega. Vrijednosti UCR-a mogu razlikovati pojedine GOLD
stadije te skupine po ABCD Kklasifikaciji. Pusa¢i s KOPB-om pokazali su smanjene
koncentracije mokraéne kiseline i UCR-a u usporedbi s nepusa¢ima s KOPB-om i biv§im
pusacima s KOPB-om.

Koncentracije HMGB1 iz BAL teku¢ine povisene su kod bolesnika s KOPB-om u
usporedbi sa zdravim nepusSacima i pusa¢ima bez KOPB-a, a koncentracija HMGB1
mjerena u sputumu bolesnika s KOPB-om pokazala je negativnu korelaciju s parametrima
pluc¢ne funkcije.

Broj kopija mtDNA perifernih leukocita smanjen je kod bolesnika s KOPB-om u usporedbi
sa zdravim nepuSacima i pusacima. Suprotno tome, u mokrac¢i su nadene vise vrijednosti
izvanstanicne mtDNA, koje su povezane s losijim rezultatima 6-minutnog testa hoda i
upitnika za procjenu tezine KOPB-a.

Kod pusaca i bivsih pusaca s KOPB-om u BAL tekuc¢ini nadene su poviSene koncentracije
eATP-a u odnosu na nepusace, koje pokazuju negativnu korelaciju s funkcijom pluca, a
pozitivnu s brojem neutrofila u BAL-u. Koncentracija eATP-a znacajno je povecana i u
plazmi bolesnika s KOPB-om u usporedbi sa zdravim ispitanicima, gdje je pokazala
pozitivnu korelaciju sa stupnjem bronhoopstrukcije te je mogla razlikovati bolesnike prema
prema tezini simptoma (A, B i D skupina).

Razli¢iti profili DAMP molekula kod bolesnika s KOPB-om, zdravih puSaca, nepusaca,
astmaticara i bolesnika s ACO-om kao i razlic¢iti patoloski procesi ovih molekula, mogli bi
omoguciti preciznije razlikovanje izmedu pacijenata s razli¢itim ishodima i odgovorom na
terapiju. lako je trenutno znanje o reproducibilnosti jo§ uvijek nepotpuno i ove biomarkere
tek treba validirati, postoji velika potreba za odobravanjem biomarkera KOPB-a kako bi
se klini¢arima omogucilo postizanje cjelovite i pravovremene procjene bolesnika. 1zgledno
je da ¢e takav integrativni pristup koji kombinira biomarkere s klini¢kim parametrima
poboljsati sposobnost klini¢ara kako u postavljanju dijagnoze, tako i u prac¢enju progresije

KOPB-a te predvidanju odgovora na terapiju.
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7. SAZETAK

Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest (KOPB) je jedan od vodecih uzro¢nika smrti u svijetu, $to
predstavlja veliki javnozdravstveni izazov. PuSenje cigareta je najceS¢i okolisni ¢imbenik rizika
za razvoj KOPB-a. Budu¢i da se dijagnosticira u relativno kasnom stadiju bolesti, postavlja se
pitanje potencijalnih ranijih biljega bolesti. Dim cigarete moze uzrokovati oSte¢enje rezidentnih
stanica u plu¢ima i dovesti do oslobadanja razli¢itih molekularnih obrazaca povezanih s
osStecenjem tkiva (DAMP molekule ili alarmini) u izvanstani¢ni prostor, a koje je moguce mjeriti
u tjelesnim teku¢inama. Dokazano je da otpustanje DAMP molekula potaknuto dimom cigarete
moze dovesti do neprikladnih upalnih reakcija kakve se eksprimiraju kod bolesnika s ovom
boles¢u. Ovaj diplomski rad daje pregled najnovijih saznanja o DAMP molekulama kao upalnih
medijatora kod bolesnika s KOPB-om, ¢ije su se vrijednosti u serumu / plazmi / BAL tekuéini/
sputumu/ mokrac¢i pokazale znatno razli¢itima od onih kod zdravih puSaca, ili nepusaca. Pojedini
alarmini (HSP27, HSP70, S100 proteini, galektini, LL-37, mokra¢na kiselina, HMGB1, mtDNA i
eATP) pokazuju korelaciju s razli¢itim parametrima plué¢ne funkcije i teZinom bolesti, kao i
serumskim biomarkerima za procjenu egzacerbacija KOPB-a i komorbiditeta. Nadalje,
kalprotektin se pokazao potencijalnim biomarkerom diferencijacije KOPB-a i astme, dok se
pomoc¢u S100A8 mogu razlikovati KOPB 1 sindrom preklapanja astme i KOPB-a. U budu¢nosti
bi klasifikacija bolesnika mogla biti olakSana budu¢i da pojedine DAMP molekule mogu
razlikovati svaku skupinu bolesnika s obzirom na GOLD ABCD Kklasifikaciju (tezinu simptoma i
povijest egzacerbacija) kao i samo prema GOLD stadijima (2 — 4 stupanj), no potrebna su daljnja

istrazivanja.
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SUMMARY

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is one of the leading causes of death in the world
and represents a major public health challenge. Cigarette smoking is the most common
environmental risk factor for developing COPD. Given the fact that it is diagnosed at a relatively
late stage of the disease, the question of potential earlier markers of the disease arises. Cigarette
smoke can cause damage to resident cells in the lungs, leading to the release of various damage
associated molecular patterns (DAMP molecules or alarmins) in the extracellular space, which can
be measured in body fluids. It has been shown that the release of a DAMP molecules by cigarette
smoke can lead to inappropriate inflammatory reactions such as those expressed in COPD patients.
This diploma thesis provides an overview of the latest findings on DAMP molecules as
inflammatory mediators in patients with COPD, and their values in serum / plasma / BAL fluid /
sputum / urine were found significantly different from those in a healthy smokers, or non-smokers.
Some of these alarmins (HSP27, HSP70, S100 proteins, galectins, LL-37, uric acid, HMGB,
mMtDNA and eATP) show correlation with different lung function parameters and disease severity,
as well as with serum biomarkers for the assessment of COPD exacerbations and comorbidities.
Furthermore, calprotectin may serve as a valuable biomarker for differentiating COPD and asthma,
while S100A8 is a biomarker for differentiating COPD and asthma-COPD overlap syndrome. In
the future, patient classification could be facilitated as some DAMP molecules can differentiate
each group of patients according to GOLD ABCD classification (severity of symptoms and history
of exacerbation) as well as only according to GOLD stages (grade 2-4), but further studies are

needed to validate these findings.
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8. PRILOZI

8.1. Popis kratica

ACO (eng. asthma-COPD overlap syndrome) — sindrom preklapanja astme i KOPB-a

ARLSs (eng. absent in melanoma (AIM) 2-like receptors) — receptori sli¢éni AIM2

ATP — adenozin-5'-trifosfat

BAL (eng. bronchoalveolar lavage) — bronhoalveolarni ispirak

CCT (eng. chaperonin containing tailless complex polypeptide 1) — Saperonini citosola eukariota
CLRs (eng. C-type lectin receptors) — lektinski receptori tipa C

CRDs (eng. carbohydrate-recognition domains) — domene koje prepoznaju ugljikohidrate

CRP — C-reaktivni protein

CSE (eng. cigarette smoke extract) — ekstrakt dima cigarete

DAMPs (eng. damage-associated molecular patterns) — molekularni obrasci povezani s

ostecenjem tkiva

eATP (eng. extracellular ATP) — izvanstani¢ni ATP

EDN (eng. eosinophil derived neurotoxin) — neurotoksin podrijetlom iz eozinofila
eHSP70 (eng. extracellular HSP70) — izvanstani¢ni HSP70

EMMPRIN — induktor metaloproteinaze izvanstani¢nog matriksa

ER — endoplazmatski retikulum

ERK (eng. extracellular signal regulated kinase) — kinaza regulirana izvanstani¢nim signalom
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FEV1— forsirani izdisajni volumen u prvoj sekundi

FEV1/ FVC — Tiffeneauov indeks

FVC — forsirani vitalni kapacitet

GM-CSF — granulocitno-makrofagni ¢imbenik koji stimulira koloniju

GOLD (eng. Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease) - Globalna inicijativa za

kroni¢nu opstrukcijsku plu¢nu bolest

GSH — glutation

HIF (eng. hypoxia-inducible factor) — hipoksijom inducirani ¢imbenik

HLA (eng. human leukocyte antigen) — glavni sustav tkivne podudarnosti

HMGB1 (eng. high mobility group box 1) — protein visoke pokretljivosti iz skupine 1
hsCRP (eng. high-sensitivity CRP) — C-reaktivni protein visoke osjetljivosti

HSPs (eng. heat shock proteins) — proteini toplinskog Soka

ICAM-1 (eng. intercellular adhesion molecule 1) — medustani¢na adhezijska molekula 1
IL — interleukin

IL-1RA — receptor antagonista IL-1

KOPB — kroni¢na opstrukcijska plu¢na bolest

MAPK — mitogenima aktivirane proteinske kinaze

MDSC (eng. myeloid-derived suppressor cells) — cirkuliraju¢e mijeloidne supresorske stanice
MMP (eng. matrix metalloproteinase) — metaloproteinaza matriksa

MPO — mijeloperoksidaza
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mMtDNA — mitohondrijska DNA

nNAChR — nikotinski receptor

NF-xB — nuklearni ¢imbenik kB

NK (eng. natural killer) — stanice prirodne ubojice

NLRs (eng. NOD-like receptors) — receptori slicni NOD-u

NLS (eng. nuclear localization signals) — signali nuklearne lokalizacije
NMHC-II — neoantigeni poput ne mi§i¢nog miozina II

P2R — P2 purinergicki receptori

PAMPs (eng. pathogen-associated molecular patterns) — molekularni obrasci povezani s

patogenima

PDGF (eng. platelet derived growth factor) — ¢cimbenici rasta podrijetlom iz trombocita
PKR — protein kinaza R

pro-BNP (eng. pro-brain natriuretic peptide) — pro-natrijuretski mozdani peptid

PRRs (eng. pattern recognition receptors) — receptori za prepoznavanje uzoraka

RAGE (eng. receptor for advanced glycation end products) — receptori za krajnje produkte

uznapredovale glikacije

rhHMGB1 — rekombinantni humani HMGB1

rhHSP70 — rekombinantni humani HSP70

RLRs (eng. RIG-I-like receptors) — receptori sli¢ni RIG-u

ROS (eng. reactive oxygen species) — reaktivni kisikovi spojevi

RV — rezidualni volumen
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s-UA — mokracna kiselina iz seruma
SAP130 — podjedinica kompleksa histon deacetilaze

SGRQ (eng. st. George's respiratory Questionnaire) — upitnik za procjenu kroni¢ne opstrukcijske

pluc¢ne bolesti

TEER (eng. transepithelial electrical resistance) — transepitelni elektronicki otpor

TFAM (eng. mitochondrial transcription factor A) — mitohondrijski transkripcijski ¢imbenik A
TGF-B (eng. transforming growth factor ) — transformiraju¢i ¢imbenik rasta beta

TGFBIp (eng. transforming growth factor-beta-induced protein) — protein induciran

transformiraju¢im ¢imbenikom rasta beta

TLC (eng. total lung capacity) — ukupni pluéni kapacitet

TLRs (eng. Toll-like receptors)— receptori slicni Toll-u

TNF-a (eng. tumor necrosis factor-a)) — ¢imbenik nekroze tumora alfa
u-mtDNA — mitohondrijska DNA u mokraci

UCR (eng. uric acid to creatinine ratio) — omjer mokraéne kiseline i kreatinina

VCAM-1 (eng. vascular cell adhesion molecule 1) — vaskularna stani¢na adhezijska molekula 1
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