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1.UVOD

Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest (engl. chronic obstructive pulmonary disease, KOPB)
heterogena je bolest karakterizirana ireverzibilnim i progresivnim osSte¢enjem diSnih putova
pra¢ena razdobljima akutnog pogorSanja Sto za posljedicu ima smanjenje pluéne funkcije
(Vogelmeier i sur., 2020). KOPB je tre¢i vodec¢i uzrok smrtnosti u svijetu i kao takav predstavlja
rastu¢i globalni zdravstveni problem (Osei i sur., 2015). Prevalencija ove bolesti medu
zemljama varira ovisno o stupnju njihova razvoja, stoga je, zbog povecane izlozenosti
produktima izgaranja biomase, porast slu¢ajeva veéi u zemljama niskog ekonomskog statusa.
Prema podacima iz 2020. godine, od KOPB-a boluje oko 10 % svjetske populacije starije od
45 godina, povecano na 50 % kod pusaca (Barnes, 2020). Prema podacima iz 2018. godine,
ucestalost u Republici Hrvatskoj je od 10 do 15 % (Vrbica i sur., 2018).

Starosna dob jedan je od rizi¢nih ¢imbenika za razvoj KOPB-a, stoga se bolest ¢esce javlja u
osoba starije Zivotne dobi, no moze zahvatiti 1 mlade pojedince. Simptomi su individualni,
dispneja, kroni¢ni kasalj i produkcija sluzi. Simptomi imaju ograni¢avajuci utjecaj na pacijente
u smislu obavljanja svakodnevnih aktivnosti, posebice onih izrazito fizi¢ki zahtjevnih (Duffy i
Criner, 2019; Miravitlles i Ribera, 2017).

Veliki problem oboljelima predstavljaju egzacerbacije definirane uzastopnim epizodama
pogorsanja bolesti (Pavord i sur., 2016). Rije¢ je o Cesto neprepoznatom, time i nelijeCenom
stanju Sto za posljedicu ima progresivnu opstrukciju pluéne funkcije i negativan utjecaj na
kvalitetu Zivota, broj hospitalizacija i mortalitet (Segal i Martinez, 2018). Najces¢i induktori
egzacerbacija su virusi (rinovirusi) i bakterije (Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,
Streptococcus pneumoniae) koji uzrokuju infekcije respiratornog sustava te okolisni polutanti
(Mackay i Hurst, 2012). Simptomi akutnog pogorsanja su bronhospazam i povec¢ana produkcija
sputuma, slabiji protok zraka i1 dispneja. Prevencija egzacerbacija ukljucuje izbjegavanje

¢imbenika rizika, cijepljenje i adekvatno lije¢enje komorbiditeta (Pavord i sur., 2016).

Razvoj KOPB-a rezultat je komplicirane interakcije genetickih i okolisnih etioloskih ¢cimbenika
(Vogelmeier i sur., 2020). Pojavi bolesti najvise doprinosi dugotrajna izloZenost toksi¢nim
cesticama 1 plinovima, primjerice dimu cigarete 1 zagadivacima iz okoli$a. Ekspozicija pluénog
epitela ovim ¢imbenicima uzrokuje otpuStanje proupalnih medijatora i infiltraciju upalnih

stanica Sto doprinosi amplifikaciji upale, oslobadanju proteaza i reaktivnih kisikovih spojeva



koji oStecuju parenhim pluénog tkiva rezultiraju¢i nastankom emfizema. Ponavljanje ozljeda
tkiva doprinosi aktivaciji fibroblasta, odnosno povec¢anom odlaganju izvanstanicnog matriksa i

remodeliranju malih di$nih puteva (Osei i sur., 2015).

Dijagnostika bolesti temelji se na spirometriji, a u prevenciji i lije¢enju preporuca se primjena
nefarmakoloskih mjera, primjerice prestanak pusenja, cijepljenje, pluéna rehabilitacija i
tjelesna aktivnost. Jednom kad je dijagnosticiran, stabilni KOPB lijeci se farmakoterapijski
ovisno o stupnju tezine bolesti. Farmakoloska terapija usmjerena je na ublazavanje simptoma,
smanjenje ucestalosti i tezine egzacerbacija te poboljsanje opéeg zdravstvenog statusa pacijenta

uz unaprjedenje kvalitete zivota (\Vogelmeier i sur., 2020).

S obzirom na rastuéi broj oboljelih, visoku stopu hospitalizacije i znacajan negativan utjecaj na
svakodnevni Zivot pacijenata, KOPB predstavlja svjetski zdravstveni problem koji zahtijeva
povecéane napore za pronalaskom novih terapijskih i dijagnostickih metoda (Vogelmeier i sur.,
2020). U posljednje vrijeme, veliki interes istrazivaca privukle su mikroRNA molekule, inace

ukljuéene u patogenezu raznih bolesti (Rupaimoole i Slack, 2017).

MikroRNA (miRNA, miR) su 19-22 nukleotida duge, evolucijski konzervirane, nekodirajuce,
regulatorne RNA molekule (Gon i sur., 2020). Prvu miRNA molekulu, naziva lin-4, otkrio je
1993. godine Lee, zajedno sa svojim suradnicima, tijekom proucavanja razvojnog ciklusa
obli¢a vrste Caenorhabditis elegans. Uoceno je kako otkrivena molekula negativno utjece na
ekspresiju nuklearnog proteina LIN-14 odgovornog za razvoj li¢inki iz prvog larvalnog stadija
(L1) u drugi (L2) (Lee i sur., 1993). Mehanizam regulacije ekspresije navedenog proteina
temelji se na posttranskripcijskom vezanju lin-4 miRNA na komplementarnu 3' netranslatiranu
regiju (engl. 3' untranslated region, 3' UTR) lin-14 mRNA S§to za posljedicu ima smanjenu
translaciju lin-14 mRNA (Wightman i sur., 1993). Rezultati ovih dviju studija smatrani su
fenomenom sve dok nije 2000. godine otkrivena druga miRNA molekula, naziva let-7, koja
pripada obitelji visokokonzerviranih miRNA, kasnije detektiranih u Sirokom spektru vrsta

(Bhaskaran i Mohan, 2014; Roush i Slack, 2008).

MIRNA molekule post-transkripcijski  moduliraju gensku ekspresiju na temelju
komplementarnog sparivanja s ciljnom mRNA molekulom, inhibicijom translacije, odnosno
njenom degradacijom. Stovise, na ovaj naéin miRNA molekule sudjeluju u raznim bioloskim
procesima kao $to su stani¢na proliferacija, diferencijacija i apoptoza. Poremecena regulacija
njihove funkcije moze doprinijeti razvoju patoloSkih stanja poput razlicitih tipova karcinoma

(dojke, pluca, jajnika, kolona), neuroloskih poremecaja (Alzheimerova bolest, shizofrenija,



multipla skleroza), ali i metabolickih i kardiovaskularnih bolesti (Correia de Sousa i sur., 2019;
Liuisur., 2014).

Broj dokaza koji ukazuju na vaznost uloge koju ove molekule imaju u razvoju i patogenezi
respiratornih bolesti u stalnom je porastu. Takoder, istice se potencijal miRNA molekula kao
novih terapijskih meta u lijeCenju KOPB-a, karcinoma plu¢a, astme i pluéne fibroze.
Modifikacija ekspresije miRNA u stanicama od interesa predstavlja moguéi put za razvoj
terapeutika, a obzirom na njihovu stabilnost u tjelesnim teku¢inama, miRNA bi mogle postati

novi biomarkeri (Zhu i sur., 2020).



2.OBRAZLOZENJE TEME

Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest upalna je bolest disnih putova koja zahvacéa veliki udio
populacije te ima tendenciju Sirenja ¢ime postaje sve veci problem globalnog javnog zdravstva.
Razvoju bolesti doprinosi ekspozicija Stetnim ¢imbenicima iz okoliSa, medu kojima su vodeci
rizi¢ni ¢imbenici puSenje i polutanti iz zraka. S obzirom da je bolest pracena akutnim
egzacerbacijama i brojnim komorbiditetima, znacajno utjeCe na smanjenje kvalitete Zivota

pacijenata, stoga su rana dijagnoza i pocetak lije¢enja imperativ.

KOPB je obiljezena kroni¢nom upalom koja doprinosi opstrukciji protoka zraka i propadanju
pluéne funkcije otezavajuéi disanje. U lijeCenju se primjenjuju dugodjelujuci agonisti 2
receptora, dugodjeluju¢i muskarinski antagonisti 1 inhalacijski kortikosteroidi. Nedostatak
trenutne terapije je njena usmjerenost na ublazavanje simptoma i smanjenje ucestalosti i tezine
egzacerbacija, stoga je neophodno razvijati nove lijekove koji djeluju na mehanizam nastanka
bolesti.

U tom svjetlu, u posljednjih desetak godina zabiljeZen je znacajan porast broja istraZivackih
radova koji se bave ulogom miRNA molekula u patogenezi KOPB-a. Ove male, nekodirajuce
molekule komplementarnim vezanjem za odgovarajuéu mRNA molekulu kontroliraju njenu
ekspresiju 1 sintezu pripadaju¢eg proteina. Modulacijom razine regulacije miRNA moguce je
utjecati na razvoj i progresiju KOPB-a §to ostavlja Sirok prostor za buduca ispitivanja novih

terapijskih molekula i biomarkera.

Cilj ovog diplomskog rada je pruziti pregled uloge odredenih miRNA molekula u uklju¢enih u
patogenezu KOPB-a te istaknuti njihov potencijal kao mogucih terapeutika i biomarkera.
Poglavlja koja slijede obuhvacaju do sada najbolje istrazene i1 opisane miRNA molekule u

kontekstu njihove uloge u nastanku i progresiji KOPB-a.



3.MATERIJALI | METODE

U svrhu izrade ovog preglednog diplomskog rada, pretrazivane su baze podataka PubMed i
ScienceDirect, a najces¢e koriStene kljucne rijeci u pretrazivanjima su: ,,miRNA®, ,miRNA
and biogenesis®, ,,miRNA mechanism®, ,miRNA and COPD%, , COPD*“, ,,COPD and
etiology®, ,,COPD and pathophysiology*, ,,COPD and pathology*, ,,miRNA therapeutics and
COPD*, ,miRNA biomarkers and COPD*, ,,extracellular vesicles®, ,,extracellular vesicles and
biogenesis®, ,,extracellular vesicles and COPD*. Osim navedenih baza podataka, za potrebe
pisanja ovog rada koristen je hrvatski prijevod knjige The Cell: A molecular approach, autora

G. Coopera i R. Hausman.

Kao izvor informacija koriStena je i mrezna stranica https://goldcopd.org/.

S ciljem osiguranja $to novijih i pouzdanijih informacija, u pretrazivanje su ve¢inom bili

ukljuceni radovi objavljeni unutar zadnjih 10 godina.

U ovaj pregledni diplomski rad ukljuceno je 109 literaturnih navoda.


https://goldcopd.org/

4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest

4.1.1. Etiologija i patofiziologija KOPB-a

Nastanku KOPB-a pridonose razliciti etioloski ¢imbenici u koje ubrajamo duhanski dim,
profesionalnu izlozenost prasini, kemikalijama i parama, udisanje zagadenog zraka, starenje,
infekcije, astmu, socioekonomski status, spol i genetiku (Mannino i Buist, 2007). Konzumacija
cigareta predstavlja vodeci rizi¢ni ¢imbenik za razvoj KOPB-a kod aktivnih pusaca, ali i kod
pasivnih puSaca. Naime, pasivna izlozenost dimu cigareta u kuéanstvu ili na radnom mjestu,
povezana je s oslabljenom pluénom funkcijom u usporedbi s osobama koje istom nisu bile

izlozene (Hagstad i sur., 2014).

Iako je KOPB snazno povezana s pusenjem i utjecajem ostalih okolisnih ¢imbenika, neée svi
pusaci razviti bolest Sto ukazuje na geneticku podlogu koja moze povecati osjetljivost
pojedinaca na duhanski dim (Regan i sur., 2010). Genetski ¢imbenik rizika je deficijencija al-
antitripsina (engl. oal-antitrypsin deficiency, AATD), vrlo rijedak autosomno-recesivni
poremecaj prisutan u 1-3 % osoba koje boluju od KOPB-a (Mammen i Lee, 2021). al-
antitripsin inhibitor je neutrofilne elastaze i kodiran je genom SERPINA 1 na kromosomu 14.
Tockasta mutacija uzrokuje supstituciju glutaminske kiseline za lizin na polozaju 342 i
odgovorna je za smanjenu sekreciju ol-antitripsina (AAT) iz hepatocita (Berndt i sur., 2012;
Wan i Silverman, 2009). Nastala neravnoteza izmedu AAT i neutrofilne elastaze povecéava rizik

od nastanka emfizema (Silverman i Sandhaus, 2009).

Osim za AATD, niti za jedan drugi gen nije u potpunosti dokazana uzro¢no-posljedi¢na veza s
razvojem KOPB-a, vec je rije¢ o kompleksnoj interakciji genetickih, epigenetic¢kih i okolisnih
¢imbenika koji ¢ine osnovu za razvoj kroni¢nog upalnog odgovora, ubrzano stani¢no starenje,
stani¢nu smrt 1 fibrozu $to se manifestira klinickim simptomima bolesti, odnosno razli¢itim

fenotipskim obiljezjima (Mammen i Lee, 2021).

Remodeliranje i suzenje malih diSnih puteva te opstrukcija pluénog parenhima pracena
destrukcijom alveolarnog zida, glavni su patoloski procesi karakteristicni za KOPB, a
posljedica su abnormalnog odgovora imunosnog sustava u plu¢ima na udahnute Stetne Cestice

i plinove iz okolisa (Caramori i sur., 2016).



U upalni odgovor ukljuéene su stanice urodene imunosti (neutrofili, makrofagi, stanice prirodne
ubojice (engl. naturall killer cells, NK), yd T stanice, urodene limfoidne stanice, dendriticke
stanice) te stecene imunosti (T i B limfociti), kao i strukturne stanice respiratornog sustava

(epitelne stanice, endotelne stanice, fibroblasti) (Barnes, 2004).

Iritansi, kao Sto su duhanski dim i polutanti, aktiviraju pluéne epitelne stanice i makrofage
rezultirajuéi otpustanjem razli¢itih kemotakti¢nih ¢imbenika koji privlace stanice imunosnog
sustava na mjesto upale. Medu kemoatraktantima izdvajaju se CCL2 koji privlaci monocite
putem receptora CCR2 na njihovoj povrsini, CXCL1 i CXCLS8 koji preko CXCR2 privlace
neutrofile 1 monocite te CXCL9, CXCL10 i CXCLI11 koji putem CXCR3 privlace CD8+
citotoksi¢ne T stanice i CD4+ T pomagacke stanice. Makrofagi otpustaju IL-23, snazan
kemoatraktant za Thl7 stanice koje produciraju IL-17 odgovoran za promociju neutrofilne
upale. Epitelne stanice i makrofagi otpuStaju transformiraju¢i ¢imbenik rasta beta (engl.
transforming growth factor beta, TGF-B), endotelin i ¢imbenik rasta vezivnog tkiva (engl.
connective tissue growth factor, CTGF), koji stimuliraju aktivaciju fibroblasta i posreduju
nastanak fibroze oko malih diS$nih puteva $to prethodi razvoju emfizema. Osim navedenih
fibrogenih medijatora, makrofagi i epitelne stanice uz neutrofile izlu¢uju metaloproteinaze
matriksa (engl. matrix metalloproteinases, MMP), enzime koji razgraduju vlakna elastina i time
pridonose razvoju emfizema. Dodatno, neutrofili otpustaju neutrofilnu elastazu, katepsin G 1
proteinazu-3 koje djeluju kao potentni stimulatori mukozne sekrecije ¢emu pridonosi
hiperplazija submukoznih Zlijezda, §to se manifestira pojavom kroni¢nog produktivnog kaslja
(Barnes, 2017).

Oksidacijski stres, izrazen u plu¢ima pacijenata s KOPB-om, posljedica je narusene ravnotezZe
izmedu stvaranja reaktivnih kisikovih spojeva (engl. reactive oxygen species, ROS) i njihove
neutralizacije antioksidacijskim mehanizmima organizma. Razlog tomu je povecana izloZenost
organizma egzogenim izvorima oksidansa kao S$to su cigaretni dim 1 polutanti iz okoliSa.
Alveolarni makrofagi i neutrofili, aktivirani u upalnom odgovoru, endogeni su izvor reaktivnih
kisikovih spojeva, uz mitohondrijski respiracijski lanac pluénih epitelnih stanica. Smanjena
aktivnost antioksidacijskog obrambenog sustava, posljedica je inaktivacije Nrf2 (nuclear factor
erythroid 2-related factor 2) i FoxO3a (Forkheat box O3a), ¢imbenika ukljucenih u
transkripcijsku regulaciju gena za antioksidanse (Barnes, 2020). Povisene razine biljega
oksidacijskog stresa (npr. vodikov peroksid, 8-izoprostan) odredene su u kondenzatu
izdahnutog zraka, dok je snizena razina endogenog antioksidansa glutationa detektirana u

bronhoalveolarnom ispirku (engl. bronchoalveolar lavage, BAL) pacijenata s KOPB-om, a



navedena odstupanja posebice su izrazena tijekom akutnih egzacerbacija (Kirkham i Barnes,

2013).

4.1.2.Dijagnoza KOPB-a i trenutni terapijski pristup

Zlatni standard u dijagnostici i pracenju progresije KOPB-a je spirometrija, neinvazivna metoda
temeljena na mjerenju dvaju parametara, forsiranog ekspiratornog volumena u jednoj sekundi
(engl. forced expiratory volume in one second, FEV1), nakon primjene bronhodilatatora kratkog
djelovanja, i forsiranog vitalnog kapaciteta (engl. forced vital capacity, FVC) (Hoesterey i sur.,
2019). Prema trenutno vazeéim smjernicama Globalne inicijative za kroni¢nu opstrukcijsku
pluénu bolest (engl. Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease, GOLD), omjer
izmjerenih parametara (FEV1/FVC) te FEV1 koriste se za klasifikaciju tezine bronhoopstrukcije

(https://goldcopd.org). Osim spirometrije, u klasifikaciji tezine bolesti vaznu ulogu ima

procjena simptoma. U tu svrhu koriste se validirane ljestvice, medu kojima se istice mMRC
upitnik (engl. modified British Medical Research Council questionnaire) za procjenu stupnja
dispneje te CAT upitnik (engl. COPD Assesment Test) koji ukljucuje procjenu vise simptoma

(kasalj, stezanje u prsima, produkcija sluzi, kvaliteta sna, umor) (Duffy i Criner, 2019).

U prevenciji 1 lijeCenju KOPB-a, preporuca se implementacija nefarmakoloSkih mjera kao §to
su prestanak puSenja, cijepljenje (influenca, pneumokok), plu¢na rehabilitacija i tjelesna
aktivnost. Jednom kad je dijagnosticirana, stabilna KOPB lijeci se farmakoterapijski ovisno o
stupnju tezine bolesti. Trenutna farmakoloSka terapija KOPB-a moZze reducirati simptome,
ucestalost 1 tezinu egzacerbacija. Po uspostavi klinicke 1 spirometrijske dijagnoze KOPB-a, za
optimalan izbor pocetnog lije¢enja primjenjuju se klinicke GOLD smjernice, odnosno ABCD
model (Slika 1) koji ukljucuje individualiziranu procjenu simptoma i rizika od egzacerbacija te
pruza mogucénost odabira terapije na temelju najboljih dostupnih klinickih dokaza (Vogelmeier
i sur., 2020).


https://goldcopd.org/
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Slika 1. Shematski prikaz pocetnog lijeCenja KOPB-a (preuzeto iz_https://goldcopd.org uz
dopustenje izdavaca).

CAT: upitnik koji ukljucuje procjenu simptoma, ICS: inhalacijski kortikosteroidi, LABA: dugodjelujuéi agonisti
B2 receptora, LAMA: dugodjelujué¢i muskarinski antagonisti, mMRC: upitnik za procjenu stupnja dispneje

Izbor terapije personaliziran je te ovisi 0 njenoj dostupnosti i karakteristikama pacijenta, a
uglavnom se primjenjuju dugodjelujuci agonisti B2 receptora (engl. long-acting p2-agonists,
LABA), dugodjeluju¢i muskarinski antagonisti (engl. long-acting muscarinic antagonists,
LAMA) i inhalacijski kortikosteroidi (ICS) (Vogelmeier i sur., 2020).

Pocetak lijjeCenja mogu¢ je primjenom jednog dugodjeluju¢eg bronhodilatatora, dok se
kombinirani pristup upotrebom LAMA/LABA primjenjuje primjerice kod pacijenata s teSkom
dispnejom, a LABA/ICS u pacijenata s visokim rizikom od egzacerbacija i eozinofilijom.
Inhalacijski bronhodilatatori preferirani su u odnosu na oralne, pri ¢emu je klju¢na ispravna
inhalacijska tehnika. Dugorocna monoterapija inhalacijskim kortikosteroidima nije
preporucljiva, no trajna ICS terapija moze biti primijenjena u kombinaciji s LABA u pacijenata
s povijeS¢u egzacerbacija. Nakon uspostave reZima pocetne terapije, pacijente je nuzno pomno
pratiti i procjenjivati njihov napredak te, ukoliko je potrebno, modificirati terapiju
(https://goldcopd.org/).

4.2. MikroRNA

4.2.1. Biogeneza miRNA molekula

Geni koji kodiraju za miRNA nalaze se na razli¢itim mjestima u ljudskom genomu, a dijele se
na intragenske i intergenske. Ve¢ina miRNA gena smjeStena je u intragenskim regijama
ugradenim unutar introna i eksona drugih protein-kodirajucih / nekodiraju¢ih gena, odnosno

unutar UTR regija 1 ponavljajucih regija u genomu. NajceS¢e se organiziraju u skupine, tzv.


https://goldcopd.org/
https://goldcopd.org/
https://goldcopd.org/

klastere, koji se prepisuju kao policistronski transkripti s jednim promotorom, iako neke

miRNA mogu biti i monocistronske te imaju vlastiti promotor (Khan i sur., 2019).

Transkripcija gena za miRNA odvija se u jezgri pomocu RNA polimeraze I (RNA pol II), a
njen produkt je dugacak transkript koji se naziva primarna miRNA (pri-miRNA) (Slika 2)
(Vishnoi i Rani, 2017). Nastali transkript sadrzi strukturu mati¢ne petlje, terminalnu petlju i
jednolan¢ane RNA segmente na krajevima, dok na 5' kraju ima 7-metilgvanozin (m’G), a 3'

kraj modificiran je poliadenilacijom (poli-A rep) (Khan i sur., 2019).

U jezgri djelovanjem mikroprocesornog kompleksa sastavljenog od RNaze endonukleaze 111
Drosha i njezinog kofaktora DGCR8/Pasha (engl. DiGeorge Syndrome Critical Region 8) od
pri-miRNA nastaje prekursorska miRNA (pre-miRNA) (O’Brien i sur., 2018). Drosha ima
dvije RNaza III domene, koje ¢ine dimer, i jednu domenu koja veze dvolanc¢anu RNA (engl.
double-stranded RNA binding domain, dsRBD). DsRBD u sklopu Drosha-e nije dovoljna za
vezanje na pri-miRNA, stoga joj pomaze partnerski protein DGCRS koji ima dvije dsSRBD
pomocu kojih prepoznaje spoj jednolancana RNA (ssRNA) - dvolanc¢ana RNA (dsRNA),
karakteristican za pri-miRNA. Zatim se DGCRS8 usidri na mjesto spoja i usmjerava Drosha-u
na daljnju obradu pri-miRNA. Dvije RNaza 111 domene Drosha-e cijepaju pri-miRNAna3'i5'
krajevima jednolanc¢anog segmenta pri-miRNA, priblizno 11 nukleotida dalje od mjesta spoja
sSRNA-dsRNA, ¢ime nastaje pre-miRNA (Han i sur., 2009). Nastala molekula duga je 70-100
nukleotida, ima sekundarnu strukturu ukosnice i privjesak duljine 2 nukleotida na 3' kraju (Han
i sur., 2004).

Privjesak na 3' kraju pre-miRNA prepoznaje transportni protein eksportin-5 (engl. exportin-5,
Exp-5) koji usmjerava translokaciju pre-miRNA kroz jezgrine pore u citoplazmu. Osim Exp-5,
za prijenos pre-miRNA u citoplazmu nuZzan je protein Ran. Unutar jezgre, Ran veze GTP (Ran-
GTP) i formira se kompleks kojeg ¢ine Ran-GTP, Exp-5 i pre-miRNA. U citoplazmi se nalazi
Ran GTPazni aktiviraju¢i protein (engl. Ran GTPase activating protein, Ran-GAP) Koji
hidrolizira Ran-GTP u Ran-GDP otpustajuci tako Exp-5 i pre-miRNA u citoplazmu (Khan i
sur., 2019). Osim transporta, Exp-5 sudjeluje u stabilizaciji pre-miRNA u jezgri sprjecavajuéi

njenu degradaciju (Liu i sur., 2008).

U citoplazmi, RNaza endonukleaza Il Dicer kida pre-miRNA na dvolan¢anu miRNA
molekulu. Rije¢ je o visoko konzerviranom enzimu koji sadrzi viSe domena, ukljucujuci
helikazne domene, PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille) domenu, dvije RNaza Ill domene
(RNazallla/b) te dsSRBD (Theotoki i sur., 2020). PAZ domena prepoznaje privjesak duljine 2
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nukleotida na 3' kraju pre-miRNA, dok regija izmedu domene PAZ i RNaza III domena
odreduje veli¢inu nastale miRNA (Fareh i sur., 2016). RNazalll domene cijepaju strukturu
ukosnice pri ¢emu nastaje dupleks miRNA duljine priblizno 22 nukleotida s karakteristi¢énim
ostatkom od 2 nukleotida na 3' kraju (Khan i sur., 2019). Stabilnost endonukleaze Dicer i
uspjesno cijepanje pre-miRNA pomazu TAR RNA vezujuéi protein (engl. transactivation
response RNA binding protein, TRBP) i aktivator proteinske kinaze R (engl. protein kinase R-
activating protein, PACT) koji, zajedno s Dicerom, uz visokokonzervirane Argonaute proteine
(engl. Argonaute proteins, Ago), formiraju RNA-inducirani utiSavacki kompleks (engl. RNA-
induced silencing complex, RISC) (Khan i sur., 2019; Wu i sur., 2020).

Zrela dvolan¢ana miRNA nanosi se na Ago proteine, a potom je Dicer svojom helikaznom
aktivno$c¢u razmata na dva lanca. Lanac ¢ija je termodinamicka stabilnost 5' kraja manja naziva
se lanac vodi¢ (engl. guide strand), dok se lanac vece termodinamicke aktivnosti na istom kraju
naziva lanac putnik (engl. passenger strand). U RISC kompleks ugraduje se samo lanac vodic,
dok Ago2 protein razgraduje putnicki lanac ¢ime nastaje miRNA-inducirani utiSavacki
kompleks (engl. miRNA-induced silecing complex, miRISC) (Olejniczak i sur., 2018).

11



Pol 11
mikroRNA gen JOAM A Jezgra Citoplazma

Transkripcija l

RanGTP
Eksportin-5 QT
pre-miRNA
5 3° TRBP
Dicer
Cijepanje
l Cijepanje

miRNA dupleks ; =l

l AGO 1-4

Ul Lo)

RISC
b p— W A
mRNA 3 2 o 3 5?
mRNA  3’— J = =3 5 \ \/ =1
e —
Inhibicija translacije mRNA degradacija

Slika 2. Prikaz biogeneze i mehanizma djelovanja miRNA molekula (preuzeto i prilagodeno
prema Theotoki i sur. (2020) uz dopustenje izdavaca).

AGO 1-4: Argonaute proteini 1-4, DGCRS8: kofaktor enzima Drosha, Dicer: RNaza endonukleaza 111 u
citoplazmi, Drosha: RNaza endonukleaza III u jezgri, m’G: 7-metilgvanozin, Pol 1I: RNA polimeraza Il, pre-
miRNA: prekursorska miRNA, pri-miRNA: primarna miRNA, RanGTP: kompleks sastavljen od proteina Ran i
gvanozin trifosfata, RISC: RNA-inducirani utiSavacki kompleks, TRBP: TAR RNA vezujuéi protein

4.2.2. Mehanizam djelovanja miRNA molekula

Lanac vodi¢ usmjerava miRISC kompleks na ciljnu mRNA $to rezultira utiSavanjem gena za

istu inhibicijom translacije ili posredovanjem njene degradacije. Prepoznavanje ciljne mRNA
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temelji se na specifi¢noj interakciji izmedu ,,seed* regije (2-8 nt) na 5' kraju miRNA i 3' UTR
regije mRNA (Fabian i sur., 2010).

Stupanj komplementarnosti navedene interakcije odreduje daljnju sudbinu mRNA. Sto je ovaj
stupanj veci, veca je vjerojatnost da ¢e do¢i do degradacije mRNA, dok u suprotnom slucaju
dolazi do inhibicije translacije §to onemogucuje nastanak funkcionalnog proteina. Degradaciju
mRNA posreduje miRISC kompleks endonukleolitickom aktivno$¢u Ago proteina, no u vecini
slucajeva cCes¢a je djelomic¢na komplementarnost izmedu miRNA i mRNA te posljedicna

inhibicija translacije (Bushati i Cohen, 2007).

Proces translacije dijeli se na inicijaciju, elongaciju i terminaciju. Inicijacija u eukariota
zapocCinje formiranjem preinicijacijskog kompleksa i to vezanjem eukariotskih inicijacijskih
¢imbenika (engl. eukaryotic initiation factors, elF) za malu ribosomsku podjedinicu 40S pri
¢emu se elF2 veze na inicijatorsku metionil-tRNA (Cooper i Hausman, 2010. Elongacijski
Cimbenici elF4A, elFAE, i elFAG dio su elF4F kompleksa. elF4E prepoznaje kapu na 5' kraju
mRNA, dok se eIF4G i eIF3 veZu na protein koji veze poli-A (engl. poly-A binding protein,
PABP), koji se pak veze na poli-A rep na 3' kraju mRNA. Posljedica ovog procesa, nuznog za
ucinkovitu translaciju, je cirkularizacija mRNA i formiranje petlje (Dalmay, 2013; Wahid i sur.,
2010; Cooper i Hausman, 2010).

Kompleks miRISC ulazi u kompeticiju s inicijacijskim ¢imbenikom elF4E za vezanje na 5' kraj
ciljne mRNA c¢ime se inhibira inicijacija translacije. Drugi model predlaze mehanizam
inhibicije inicijacije u kojem miRISC kompleks sprjecava cirkularizaciju mRNA, dok treci
model objasnjava mehanizam inhibicije koji onemogucéava povezivanje 60S podjedinice
ribosoma s 40S preinicijacijskim kompleksom. Naime, inhibicija translacije rezultat je
nemogucnosti vezanja velike podjedinice ribosoma na malu, ukoliko je na nju vezana ciljna

MRNA (Wabhid i sur., 2010).

U nekim slu¢ajevima, razgradnja mRNA posredovana je deadenilacijom i uklanjanjem m’G

kape koja se odvija pomocu egzoribonukleaznog deadenilacijskog kompleksa (Gebert i

MacRae, 2019).

Bitno je napomenuti kako jedna miRNA moze regulirati ekspresiju viSe ciljnih mRNA, dok

svaka mRNA moze biti regulirana visestrukim miRNA molekulama (Cai i sur., 2009).
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4.3. MiRNA kao potencijalni terapeutici u KOPB-u
4.3.1. Terapeutici sintetizirani na temelju miRNA

PatoloSki naruSena regulacija miRNA moZe se modulirati obnavljanjem funkcije nedovoljno
eksprimiranih, odnosno inhibicijom prekomjerno eksprimiranin miRNA molekula. Prva
uspjesna primjena miRNA kao eksperimentalnog terapeutika postignuta je u lijeCenju infekcije
virusom hepatitisa C (HCV). Miravirsen je antisense oligonukleotid sa specifi¢cno$¢u vezanja
za miR-122 stabiliziraju¢i je tako formiranjem heterodupleksa. Na ovaj nacin blokirana je
funkcija miR-122 i sprijecena progresija HCV u jetri. Uspjeh faze I i II klinickih ispitivanja
ovog potencijalnog lijeka postavilo je kamen temeljac za razvoj miRNA kao terapeutika u

lije¢enju raznih bolesti (Osei i sur., 2015).

Obnova funkcije nedovoljno eksprimiranih miRNA molekula moguéa je upotrebom
dvolancanih, sintetickih, oligonukleotidnih miRNA mimetika (engl. miRNA mimics) ili pak
primjenom genskih vektora (Osei i sur., 2015). Kemijski sintetizirani miRNA mimetici
sastavljeni su od dva lanca, vodica i putnika, koji ne odgovaraju u potpunosti izvornom miRNA
dupleksu. Naime, stabilnosti radi, lanac vodi¢ u potpunosti je komplementaran zreloj miRNA,
odnosno sadrzi istovjetan geneticki kod, dok su za lanac putnik vezane razliCite molekule,
primjerice kolesterol, olakSavajuci tako unos miRNA mimetika u ciljne stanice (IvoSevi¢ i sur.,
2018; Lima i sur., 2018). Dvolanéane miRNA molekule procesuirane su endogenim
mehanizmima obrade miRNA 1 integrirane u RISC kompleks s ciljem utiSavanja translacije
ciljne mRNA. Neucinkovita dostava mimetika do ciljnih stanica glavna je mana ove metode,
no poznate su dvije strategije kojima bi se mogao rijesiti problem. Jedna od njih podrazumijeva
povezivanje mimetika s antitijelima obloZenim ¢esticama, dok druga predlaze sustav isporuke

temeljen na liposomima (Maltby i sur., 2016).

Primjena ekspresijskih vektora alternativni je pristup koji osigurava stabilnu i dugotrajnu
miRNA ekspresiju te pruza moguénost usmjerenja vektora u odredene stani¢ne tipove ili pak

moze potaknuti ekspresiju zeljene miRNA upotrebom specificnih promotora (Maltby i sur.,

2016).

Inhibicija prekomjerno eksprimiranih miRNA molekula moguca je upotrebom miRNA spuzve

ili jednolanc¢anim antisense oligonukleotidima koji se nazivaju antagomiri (Maltby i sur., 2016).
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Tehnologija koja koristi miRNA spuzve temelji se na ekspresiji mRNA molekula s
komplementarnim veznim mjestima koja sadrze ponavljanja za ciljne miRNA. Na ovaj nacin
mRNA funkcioniraju kao mamac ili spuzva koji ¢e uhvatiti Zeljene miRNA molekule u
specificnu konfiguraciju i tako ocuvati funkciju mRNA. Navedeni pristup intenzivno se
primjenjuje za inhibiciju miRNA molekula in vitro, dok je njegova primjena in vivo ograni¢ena

(Ivosevic i sur., 2018; Lima i sur., 2018).

Antagomiri, jo§ poznati kao anti-miR, kemijski su proizvedeni jednolancani antisense
oligonukleotidi namijenjeni za utisavanje ekspresije ciljne miRNA molekule na temelju
komplementarnog vezanja. Kako bi se ostvarili zeljeni afinitet vezanja, biostabilnost i
farmakokineticka svojstva, potrebne su kemijske modifikacije. Ve¢inom se uvode na Secerni
prsten pri cemu C2' pozicija odreduje njegovu konformaciju. Modifikacije na toj poziciji mogu
promijeniti konformaciju Secernog dijela iz C2'-endo, karakteristicnu za DNA duplekse, u C3'-
endo specificnu za RNA duplekse ¢ime se postize .povecan afinitet antagomira za

komplementarnu miRNA molekulu (Ivosevi¢ i sur., 2018; Lima i sur., 2018).

Oligonukleotidni terapeutici obecavajuci su novi lijekovi, posebice u lijeCenju respiratornih
bolesti, ponajvise radi mogucénosti primjene putem diSnih puteva i minimalne sistemske
toksi¢nosti. Svakako, potrebne su dodatne studije i pretklini¢ka ispitivanja kako bi se ostvario
napredak u smislu poboljSanja isporuke lijekova, povecanja njihove u€inkovitosti i smanjenja

toksi¢nosti (Liao i sur., 2017).

4.3.2. MiRNA molekule ukljucene u patogenezu KOPB-a

e MikroRNA-146a

Prostaglandin E2 (engl. prostaglandine E2, PGE2) derivat je arahidonske kiseline ukljucen
u razne fizioloske i patoloSke procese u organizmu, a mogu ga producirati gotovi svi
stani¢ni tipovi (Kawahara i sur., 2015). U plu¢ima inhibira proliferaciju i migraciju
fibroblasta, odlaganje kolagena i diferencijaciju miofibroblasta, stoga je povecana
produkcija PGE2 u pluénim fibroblastima pacijenata S KOPB-om od velikog interesa
(Huang i sur., 2007).

U studiji koju su proveli Sato i sur. ispitivana je povezanost ekspresije miR-146a i
produkcije prostaglandina E2 u fibroblastima izoliranima iz pluénog tkiva pacijenata
oboljelih od KOPB-a u odnosu na kontrolne fibroblaste osoba sli¢ne dobi i pusacke
povijesti koji nisu razvili KOPB (Sato i sur., 2010). Poznato je kako interleukin-1p (IL-1p)
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i ¢imbenik nekroze tumora alfa (engl. tumor necrosis factor alpha, TNF-a) sinergisticki
stimuliraju otpusStanje prostaglandina E2 u izlozenim fibroblastima (Elias i sur., 1987).
Istrazivanje je pokazalo kako fibroblasti pacijenata s KOPB-om, nakon stimulacije IL-1f i
TNF-a proizvode vise PGE2 u odnosu na fibroblaste kontrolne skupine (Sato i sur., 2010).
Povecana produkcija PGE2 je uzrokovana povec¢anom ekspresijom inducibilne COX-2,
odnosno povecanom ekspresijom mRNA koja kodira za COX-2 (COX-2 mRNA).
Stimulacija IL-1p i TNFa je inducirala i ekspresiju miRNA-146a u fibroblastima pacijenata
s KOPB-om, ali smanjeno u odnosu na indukciju ekspresije miR-146a u fibroblastima
kontrolne skupine. S obzirom da je miR-146a komplementarna 3' UTR regiji COX-2
MRNA i izravno se veze na nju, namece se mehanizam u kojem reducirana ekspresija miR-
146a u fibroblastima pacijenata s KOPB-om vodi do smanjene degradacije COX-2 mRNA,
Sto rezultira povecanom ekspresijom COX-2, odnosno pove¢anom produkcijom PGEZ2,

medijatora upale (Slika 3) (Sato i sur., 2010).

Kontrolni fibroblasti KOPB fibroblasti
miR-146a B miR-146a {
¥ 4
COX-2 1 COX-2 '
4
PGE, | PGE, T

Slika 3. Shematski prikaz razlike u odgovoru na stimulaciju upalnim citokinima izmedu
kontrolnih fibroblasta i fibroblasta pacijenata s KOPB-om (preuzeto i prilagodeno prema
Sato i sur. (2016) uz dopustenje izdavaca).

COX-2: ciklooksigenaza 2, IL-1p: interleukin 1B, PGE2: prostaglandin E2, TNF-a: ¢imbenik nekroze tumora
o

Ovaj mehanizam potvrden je pokusom u kojem je transfekcija fibroblasta miR-146a
mimetikom smanjila stabilnost COX-2 mRNA, ekspresiju COX-2 i produkciju PGE2.
Suprotno tome, miR-146a inhibitor povecao je stabilnost COX-2 mRNA u kontrolnim
fibroblastima. Uloga miR-146a u regulaciji ekspresije COX-2 kasnije je potvrdena
vezanjem miR-146a na 3' UTR regiju COX-2 mRNA. Rezultati provedenog istraZivanja
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ukazuju na terapijski potencijal mimetika miR-146a kao regulatora upale posredovane

PGE2 u fibroblastima te na njihovu ulogu u remodeliranju i obnovi tkiva oSte¢enog upalom

(Sato i sur., 2010).

S druge strane, fokus nedavno provedenog istrazivanja bio je usmjeren na utjecaj ekspresije
miR-146a u ljudskim bronhijalnim epitelnim stanicama i alveolarnim stanicama tipa Il na
njihovu proliferaciju i apoptozu. Naime, transfekcijom ljudskih bronhijalnih epitelnih
stanica miR-146a mimetikom, uoc¢ena je povecana ekspresija proapoptotskih proteina p53
i Bax, dok je ekspresija Bcl-2 proteina bila sniZzena. Suprotno tomu, miR-146a inhibitor
utjecao je na smanjenje ekspresije p53 i Bax proteina, dok je izmjerena razina Bcl-2
proteina bila povisena. S obzirom na dobivene rezultate mozemo zakljuciti kako miR-146a
modulacijom ekspresije p53, Bax i Bcl-2 proteina utjee na proliferaciju i programiranu
smrt stanica (N. Li i sur, 2021). U idu¢em ispitivanju, stanice su tretirane
deksmedetomidinom, visoko selektivnim agonistom o2-adrenergickih receptora sa
Sirokom primjenom u intenzivnoj njezi i1 anesteziologiji zahvaljuju¢i sedativnom,
analgetskom 1 anestetickom djelovanju (P. Li i sur., 2019). Nakon primjene
deksmedetomidina, u oba tipa stanica zabiljeZena je smanjena ekspresija miR-146a.
Ekspresija p53 i Bax proteina takoder je bila snizena, dok je razina proteina Bcl-2 bila
poviSena. Dobiveni rezultati sugeriraju kako su deksmedetominom inducirana proliferacija
i reducirana apoptoza ispitivanih stanica potencijalno rezultat njegova utjecaja na
ekspresiju miR-146a. In vitro ispitivanja ucinka deksmedetomidina na ekspresiju miR-
146a potvrdena su in vivo ispitivanjem. Aplikacijom deksmedetomidina, zabiljezeno je
snizenje upalnih citokina IL-1, IL-6 i TNF-a u serumu animalnog modela za KOPB. Na
temelju ovih podataka moZemo zakljuciti kako bi deksmedetomidin modulacijom
ekspresije miR-146a mogao ublaziti fenotipska obiljezja i simptome KOPB-a (N. Li i sur.,
2021). S obzirom da je rije¢ o lijeku komplicirane farmakodinamike i farmakokinetike
potrebna su dodatna istrazivanja koja bi opravdala njegovu primjenu ukoliko korist terapije

premasuje njen rizik.
e MikroRNA-150

Xue i Li nastojali su ispitati utjecaj miR-150 na dimom cigarete induciranu upalu pluca, in
vivo koriste¢i animalni model misa te in vitro upotrebom BEAS-2B stani¢ne kulture
dobivene iz normalnog ljudskog bronhijalnog epitela. Dobiveni rezultati pokazali su kako

je ekspresija miR-150 znacajno smanjena u plu¢ima miseva izlozenih dimu cigarete, kao i
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u stanicama tretiranima ekstraktom dima cigarete u odnosu na kontrolne stanice. S druge
strane, dostava miR-150 mimetika za posljedicu je imala smanjenje broja neutrofila,
limfocita i makrofaga te redukciju koncentracije proupalnih citokina IL-6, IL-8 i TNF-o u
bronhoalveolarnom ispirku ¢ije su vrijednosti inae poviSene uslijed izlaganja dimu
cigarete. S obzirom na navedeno, mozemo zakljuéiti kako u KOPB-u povezanom s
pusenjem miR-150 djeluje protuupalno. Ovu tvrdnju potkrjepljuje i Cinjenica da je u BEAS-
2B stanicama tretiranima ekstraktom dima cigarete povisena ekspresija miR-150 inhibirala
aktivnost NF-kB, ¢imbenika odgovornog za transkripciju mnogih proupalnih citokina. Kao
ciljni gen za miR-150 identificiran je p53, regulator stani¢ne apoptoze, ¢ija je regulacija bila
smanjena uslijed poviSene ekspresije ove miRNA u ispitivanim stanicama. Na temelju ovog
saznanja mozemo pretpostaviti kako bi miR-150 utjecajem na p53 mogla djelovati
protektivno na ekstraktom dima cigarete induciranu apoptozu bronhijalnih epitelnih stanica
(Xue i Li, 2018).

Budu¢i da miR-150 djeluje protuupalno i ublazava apoptozu epitelnih stanica diSnih putova
uzrokovanu ekstraktom cigaretnog dima, ciljna dostava mimetika miR-150 moze

predstavljati potencijalnu terapijsku strategiju u lijecenju KOPB-a povezanog s pusenjem.
e MikroRNA-145-5p

U pluénim uzrocima pusaca s KOPB-om, ali i onih koji nisu razvili KOPB, te u ljudskim
bronhijalnim epitelnim stanicama izlozenima dimu cigarete, razina miR-145-5p bila je
snizena. Pretpostavljena uloga ove molekule kontrola je apoptoze i upale kroz supresiju p53
i smanjenje ekspresije cijepane kaspaze 3/9. Navedena miRNA veze se za 3' UTR regiju
MRNA za Kruppel-sli¢an ¢imbenik 5 (engl. Kruppel-like factor, KLF5) s ciljem utiSavanja
njene genske ekspresije. KLF-5 sudjeluje u patogenezi KOPB-a induciranog dimom
cigarete promovirajuc¢i nuklearnu translokaciju p65 podjedinice NF-«xB, rezultirajuci tako
poveéanjem razine IL-6, IL-8 i TNF-o. Mimetici miR-145-5p ucinkovito su reducirali
ekspresiju KLF5, p53 i cijepane kaspaze 3/9, smanjili su translokaciju p65 podjedinice NF-
kB 1 produkciju proupalnih citokina u ljudskim bronhijalnim epitelnim stanicama
izlozenima ekstraktu dima cigarete. Studija koju su proveli Dang i suradnici sugerira kako
miR-145-5p ima protektivnu ulogu u dimom cigarete induciranoj apoptozi epitelnih stanica
disnih puteva i upali, djelomicno regulacijom KLF-5 posredovane aktivacije NF-«xB
signalnog puta, §to pruza jo§ jednu terapijsku moguénost u lijeCenju dimom cigarete

induciranog KOPB-a (Dang i sur., 2019; Mei i sur., 2020).
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e MikroRNA-206

U ljudskim pluénim mikrovaskularnim endotelnim stanicama tretiranima ekstraktom dima
cigarete zabiljezena je povisena ekspresija miR-206 koja korelira s ekspresijskim profilom
kaspaze-3, kaspaze-9 i Bcl-2 te pridonosi apoptozi. Bioinformati¢ka analiza istaknula je
Notch3 i vaskularni endotelni faktor rasta-A (engl. vascular endothelial growth factor-A,
VEGF-A) kao ciljne mete za miR-206. Notch3 promovira proliferaciju ljudskih stanica
glatkih misica pulmonarnih arterija, dok VEGF-A inducira proliferaciju i adheziju
endotelnih stanica, $to implicira njihovu ulogu u vaskularnom remodeliranju tijekom
KOPB-a. Inhibicijom Notch3 i VEGF-A u ljudskim plué¢nim mikrovaskularnim endotelnim
stanicama, miR-206 promovira stani¢nu apoptozu. Stovise, u pluénom tkivu pacijenata s
KOPB-om takoder je opazena poviSena ekspresija miR-206 i njena negativna korelacija s
razinom Notch3 i VEGF-A. Buducée studije zahtijevaju detaljnije odredivanje uloge miR-
206 u KOPB-u primjenom in vivo animalnih modela, no provedeno istrazivanje istaknulo
je miR-206 kao potencijalnu terapijsku metu u lije¢enju KOPB-a (Mei i sur., 2020; Sun i
sur., 2019).

e MikroRNA-212-5p

Usporedbom sa zdravom kontrolnom skupinom, u pluénom tkivu pacijenata S KOPB-om
zabiljezena je sniZzena ekspresija miR-212-5p. Takoder, ekspresija je bila snizena i u
bronhijalnim epitelnim stanicama tretiranima ekstraktom dima cigarete. MiR-212-5p
promovira stani¢nu proliferaciju te inhibira ekspresiju proteina 3 koji veZe ¢imbenik rasta
slican inzulinu (engl. insulin like growth factor binding protein 3, IGFBP3), inace
induciranog dimom cigarete. Naime, tretiranje bronhijalnih epitelnih stanica ekstraktom
dima cigarete induciralo je povecanje ekspresije IGFBP3, no ono je inhibirano primjenom
mimetika miR-212-5p. S obzirom na ulogu IGFBP3 u remodeliranju i upali disnih puteva,
inhibicijom ovog proteina miR-212-5p manifestira svoju protektivnu funkciju u KOPB-u i

kao takva predstavlja potencijalnu buducu terapijsku metu (Jia i sur, 2018).
o Let-7Cc

Analiza ekspresije miRNA u studiji koju su proveli Van Pottelberge i sur. otkrila je znac¢ajno
niza razinu let-7¢ kod pacijenata s KOPB-om u odnosu na nepusace i puSace koji nisu razvili
KOPB. Nadalje, proteinska razina TNF receptora Il (engl. TNF receptor 1, TNFR-II), inace
ciljne mete let-7c molekule, bila je povisena, odnosno inverzno je korelirala s njenom

ekspresijom (van Pottelberge i sur., 2011). Naime, TNFR-II ukljuen je u KOPB
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4.4,

patogenezu, sto potvrduje studija u kojoj je utiSavanje njegove ekspresije imalo protektivni
uc¢inak na mis$ji model u odnosu na dimom cigarete induciranu upalu i nastanak emfizema
(de Smet i sur., 2015). S obzirom na navedeno, let-7c mimetici interesantna su potencijalna

terapijska meta u lijeCenju KOPB-a.

MiRNA kao potencijalni biomarkeri u KOPB-u

MiRNA molekule iznimno su stabilne i visoko eksprimirane u tjelesnim teku¢inama §to ih ¢ini
odli¢nim potencijalnim kandidatima za dijagnostiku i prac¢enje progresije bolesti (Roffel i sur.,
2020). Molekula miR-21 prvi je otkriveni serumski biomarker. Naime, u pacijenata s B-
stani¢énim limfomom detektirana je njena povisena serumska razina (Akbas i sur., 2012; Lawrie
i sur., 2008). Dodatno, otkriveno je kako serumska razina miR-141 pomaze u identifikaciji
pacijenata s rakom prostate, dok se u nekim tipovima karcinoma povisena ekspresija odredenih
miRNA molekula smanjila nakon uklanjanja tumorskog tkiva, a opetovano povecanje

zabiljezeno je pri ponovnoj pojavi karcinoma (Akbas i sur., 2012; Chen i sur., 2008).

U serumu pacijenata s KOPB-om detektirano je 5 diferencijalno eksprimiranih miRNA
molekula u odnosu na zdravu kontrolu skupinu, pri ¢emu je ekspresija miR-34c-5p, miR-20a,
miR-28-3p i miR-100 bila snizena, a miR-7 poviSena. Navedene miRNA molekule uklju¢ene
su u patogenezu KOPB-a i kao takve predstavljaju potencijalne biomarkere bolesti (Akbas i
sur., 2012).

Rezultati provedenih istrazivanja 1 same karakteristike eskpresije miRNA, nametnuli su ove
male nekodiraju¢e molekule kao nove korisne biomarkere za dijagnozu, pracenje i predikciju

razvoja raznih bolesti, ukljucuju¢i KOPB.
e MikroRNA-29b

U plué¢ima i plazmi pacijenata S KOPB-om sniZena je razina miR-29b. Ova molekula
povezana je s razvojem upale i pluénom funkcijom, a njena meta je protein 4 koji sadrzi
bromodomenu (engl. bromodomain protein 4, BRD4) ¢ija je ekspresija povisena u plu¢ima
pacijenata s KOPB-om (Tang i sur., 2019). Naime, BRD4 je ¢lan obitelji proteina s
bromodomenom i ekstraterminalnom domenom (engl. bromodomain and extraterminal
domain protein family, BET), a ima pleiotropnu ulogu u epigenetickoj kontroli ekspresije
gena upalnog odgovora (Xu i sur., 2021). U plu¢ima pacijenata detektirana je i povisena
razina IL-8, a rezultati in vitro provedene studije ukazuju na vaznost osovine miR-

29b/BRDA4/IL-8 u patogenezi KOPB-a. Ovim istrazivanjem otvara se moguénost posredne
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uloge miR-29b u kontroli upale di$nih putova u KOPB-u regulacijom dimom inducirane
ekspresije IL-8 ciljaju¢i BRD4 protein u bronhijalnim epitelnim stanicama ¢ime bi miR-29
mogla postati nova terapijska meta. S obzirom da plazmatska miR-29b korelira s plu¢nom,
otvara se mogucnost koristenja miR-29b kao potencijalnog biomarkera stupnja bolesti
(Tang i sur., 2019).

e Omjer miR-21/miR-181a

U serumu pusaca i pacijenata s KOPB-om povisena je razina miR-21, dok je ekspresija
miR-181a bila sniZena, a njihov medusobni omjer negativno korelira s progresijom
bolesti, procijenjeno prema GOLD stadijima. Stoga, visok omjer serumske ekspresije
miR-21 i miR-181a moze biti rizi¢ni ¢imbenik za razvoj KOBP-a te bi mogao biti koristan

za predvidanje tijeka razvoja bolesti u asimptomatskih pusaca (Xie i sur., 2014).
e MikroRNA-125b

Studija koju su proveli Hu i sur. predstavlja miR-125b kao potencijalni novi biomarker za
dijagnozu akutnih egzacerbacija KOPB-a. Naime, ova cirkuliraju¢a miRNA molekula
promovira upalni odgovor utjecajem na povecanje razine upalnih citokina TNF-a, IL-8 i
leukotriena B4 (LTB4), presudnih za inicijaciju i progresiju egzacerbacija. Stovise, rijec je
0 hipoksijom reguliranoj miRNA molekuli koja inducira remodeliranje plué¢nog tkiva
regulirajuc¢i apoptozu pluénih epitelnih stanica Sto doprinosi akutnom pogorSanju bolesti.
Cirkuliraju¢a miR-125b molekula, kao proupalni ¢cimbenik, mogla bi postati novi biomaker
klju¢an za u¢inkovitu prevenciju, ranu dijagnozu i lije¢enje akutnih egzacerbacija (Hu i sur.,

2017).
e MikroRNA-15b-5p

Preklapanje astme i KOPB-a (engl. asthma-COPD overlap, ACO) heterogeno je stanje koje
opisuje pacijente s trajnim ograni¢enjem protoka zraka te klinickim 1 upalnim
karakteristikama i astme i KOPB-a. Naime, kod nekih bolesnika s KOPB-om moze se
prepoznati dominantan tip 2 upale u kombinaciji sa znacajnom reverzibilno$¢u i
eozinofilijom u krvi i diSnim putevima. S druge strane, pacijenti s dijagnosticiranom
astmom i znacajnom ekspozicijom dimu cigarete, mogu manifestirati neke karakteristike
KOPB-a, poput opstrukcije protoka zraka i emfizematoznih lezija na plu¢ima. U klini¢koj
praksi problemati¢no je dijagnosticiranje, no kontroverze se vezu i uz definiciju i

patofiziologiju ovog stanja (Fouka i sur., 2022).
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Hirai i sur. proveli su istrazivanje kojim su ustanovili kako su plazmatski ekspresijski profili
5 miRNA molekula (miR-148a-3p, miR-15b-5p, miR-223-3p, miR-23a-3p, miR-26b-5p)
snizeni u pacijenata s preklapanjem u odnosu na pacijente pojedina¢no oboljele od astme
ili KOPB-a. Medu ovim miRNA molekulama, kao novi potencijalan biomarker, istaknula
se MiR-15b-5p cija je ekspresija bila najodrzivija u identifikaciji pacijenata s ACO.
Prethodno su kao biomarkeri koristeni periostin i protein 1 sli¢an kitinazi-3 (engl. chitinase-
3-like protein 1, YKL-40), no kombinirani pristup s miR-15b-5p pridonosi preciznijoj
karakterizaciji ovog kompleksnog stanja. Rezultati provedene studije, osim §to su pruzili
potencijalan biomarker, kreirali su uporiste za daljnje prouc¢avanje patofizioloskih znacajki

preklapanja astme i KOPB-a (Hirai i sur., 2021).

4.5. Izvanstani¢ne vezikule i mMiRNA u KOPB-u

4.5.1. Otkrice, biogeneza i funkcija izvanstani¢nih vezikula

Spoznaje o izvanstani¢nim vezikulama datiraju iz 1967. godine kada je znanstvenik Peter Wolf
zamijetio kako iz aktiviranih trombocita nastaju Cestice veli¢ine 20-50 nm koje doprinose
koagulaciji (Wolf, 1967). Njegovo otkri¢e pobudilo je interes znanstvene zajednice, no ove

Cestice u desetlje¢ima koja slijede mnogima ostaju nedoumica.

Prekretnica u prou€avanju izvanstanicnih vezikula dogodila se 1983. godine kada su dvije
nezavisne istrazivacke grupe objavile svoja zapazanja o sazrijevaju¢im retikulocitima Koji u
izvanstani¢ni prostor otpustaju vezikule promjera 50 nm u kojima se nalaze transferinski
receptori, inace prisutni na membrani retikulocita (Harding i sur., 1983; Pan i Johnstone, 1984;
Pan i Johnstone, 1983).

U kasnijim godinama, do izrazaja je doSla uloga izvanstani¢nih vezikula kao prijenosnika
genetickog materijala. Naime, otkriveno je kako vezikule porijeklom iz mastocita sadrze
MRNA i miRNA, sto ukazuje na njihovu ulogu u medustaniénom prijenosu geneticke

informacije (Lasser i sur., 2012; Valadi i sur., 2007).

Naziv "izvanstani¢ne vezikule" Sirok je pojam koji se odnosi na razlicite tipove vezikula koje
se potom, na temelju njihove veli¢ine i biogeneze, dijele na egzosome, mikrovezikule i

apoptoticka tijela (Théry i sur., 2018; Thietart i Rautou, 2020).

Egzosomi su membranom okruzene izvanstanicne vezikule promjera 50-150 nm

karakterizirane endosomalnim porijeklom (Hough i sur., 2017). Njihova biogeneza zapocinje
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invaginacijom stani¢ne membrane ¢ime nastaju rani endosomi. Sazrijevanjem ranih formiraju
se kasni endosomi sinonima multivezikularna tijela (engl. multivesicular bodies, MVBs).
Tijekom ovog procesa, uvrtanjem membrane endosoma prema unutra, nastaju intraluminalne
vezikule (engl. intraluminal vesicles, ILVs) koje sadrze proteine i nukleinske kiseline. One se
nalaze unutar multivezikularnih tijela te se fuzijom sa stanicnom membranom otpusStaju u
izvanstani¢ni prostor kao egzosomi ili se pak razgrade fuzijom s lizosomima (Barile i Vassalli,
2017; Hough i sur., 2017; Thietart i Rautou, 2020). Sadrzaj proteina i RNA molekula unutar
egzosoma razlikuje se u odnosu na stanice od kojih su nastali §to upucuje na selektivno punjenje

koje omoguéuje generiranje egzosoma to¢no odredenog sastava (Valadi i sur., 2007).

Mikrovezikule, prethodno zvane mikrocestice, veli¢ine su od 100/200 nm do 1000 nm, a nastaju
pupanjem stani¢ne membrane prema van (Thietart i Rautou, 2020). S obzirom na to da se
veli¢inom ponekad preklapaju s egzosmima, mehanizam biogeneze ostaje kljucna razlika
izmedu ova dva tipa izvanstani¢nih vezikula. Formiranje mikrovezikula rezultat je
rearanzamana fosfolipidnog dvosloja i kontrakcije proteina citoskeleta. Naime, pupanje
membrane, odnosno formiranje vezikula, inducirano je translokacijom fosfatidilserina u vanjski
sloj fosfolipidnog dvosloja u ¢emu klju¢nu ulogu ima aminoglikozidna translokaza flopaza.
Osim flopaze, transport fosfolipida u stani€énoj membrani regulira i flipaza, odgovorna za njihov
prijenos iz vanjskog u unutarnji sloj fosfolipidnog dvosloja. Kako bi se proces pupanja priveo
kraju, ADP-ribozilacijski ¢imbenik 6 (engl. ADP-ribosylation factor 6, ARF6) pokrece signalnu
kaskadu koja zapocinje aktivacijom fosfolipaze D (engl. phospholipase D, PLD) §to regrutira
kinazu reguliranu izvanstani¢nim signalom (engl. extracellular signal-regulated kinase, ERK)
u stanicnu membranu. Ova kinaza fosforilira 1 aktivira kinazu lakog lanca miozina (engl.
myosin light-chain kinase, MLCK) §to posljedi¢no dovodi do fosforilacije i aktivacije lakog
lanca miozina te otpustanja mikrovezikula (Akers i sur., 2013). Njihova povr$ina, s obzirom na
karakteristike biogeneze, obogaéena je biljezima specificnim za stanice od kojih potjecu.
Kljuéni biljezi za identifikaciju mikrovezikula su ARF6 i VAMP3 (engl. vesicle-associated

membrane protein 3) (Morrison i sur., 2016).

Za razliku od egzosoma i mikrovezikula koji nastaju tijekom normalnih stani¢nih procesa,
apoptotska tijela nastaju isklju¢ivo apoptozom, odnosno procesom programirane stani¢ne smrti
(Akersisur., 2013). Rijec je 0 membranom okruzenim vezikulama raspona veli¢ine od 50-5000
nm koje su ispunjene citoplazmom i fragmentima kromatina s ulogom u stani¢noj signalizaciji

(Hauser i sur., 2017).
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Izvanstani¢ne vezikule prepoznate su kao vazni medijatori medustani¢ne komunikacije koje
proizvode gotovo sve stanice, a mogu se izolirati iz plazme, seruma, mokrace, sline,
bronhoalveolarnog ispirka i drugih tjelesnih tekucina. Imaju sposobnost prijenosa bioloskih
signala izmedu stanica ¢ime mogu utjecati na fenotipska obiljezja stanice primatelja. Signali se
prenose putem raznih biomolekula poput proteina, lipida, Se¢era i nukleinskih kiselina, pri cemu
im fosfolipidni dvosloj, koji okruzuje vezikule, pruza zastitu i sigurnu dostavu do ciljnih
stanica. Nukleinske kiseline najzanimljivije su sastavnice izvanstani¢nih vezikula, a posebno
se isticu miRNA molekule koje na ovaj nain mogu regulirati ekspresiju gena i sintezu proteina

u udaljenim stanicama (Gomez i sur., 2022).

4.5.2. Uloga izvanstani¢nih vezikula u KOPB-u

U normalnim fizioloskim uvjetima, proces izlu¢ivanja izvanstani¢nih vezikula ima protektivnu
ulogu s ciljem odrzavanja homeostaze (O’Farrell i Yang, 2019). Izlozenost bronhijalnih i
epitelnih stanica raznim iritansima iz okoliSa moze pridonijeti povec¢anju sekrecije egzosoma
koji sadrZe specificne miRNA molekule. Osim utjecaja na broj otpustenih egzosoma, stresori
poput toplinskog Soka, hipoksije i izloZenosti oksidansima, dodatno mogu promijeniti njihov
sastav (Y. Liisur., 2019).

Genschmer 1 sur. su prou¢avanjem enzimatskog tereta izvanstani¢nih vezikula porijeklom iz
polimorfonuklearnih leukocita otkrili kako sadrze neutrofilnu elastazu koja moze razgraditi

izvanstani¢ni matriks i tako pridonijeti opstrukeiji di$nih puteva (Genschmer i sur., 2019).

Mnogobrojne provedene studije ukazale su na proupalnu ulogu izvanstani¢nih vezikula u
KOPB-u. Kim i suradnici spoznali su kako vezikule porijeklom iz gram-negativnih bakterija,
primjerice E. coli, induciraju nastanak emfizema putem IL-17A posredovane neutrofilne upale
(Kim i sur., 2015), dok su Takahashi i sur. uocili negativnu korelaciju izmedu povisenog broja
cirkulirajuéih izvanstani¢nih vezikula i forsiranog ekspiratornog volumena (FEV1) (Takahashi

i sur., 2014).

Tan i suradnici otkrili su kako je broj egzosoma u plazmi pacijenata oboljelih od KOPB-a
povisen u odnosu na kontrolnu skupinu, s tim da je broj plazmatskih egzosoma bio najvisi kod
pacijenata s akutnom egzacerbacijom. Dodatno, njihovi rezultati podrzali su teoriju o
ukljucenosti egzosoma u upalni odgovor u KOPB-u s obzirom da je izmjerena razina egzosoma

korelirala s plazmatskom razinom upalnih medijatora kao $to su C-reaktivni protein (engl. C-
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reactive protein, CRP), receptor-1 za topljivi ¢cimbenik nekroze tumora-a (engl. soluble tumor

necrosis factor-o receptor-1, sSTNFaR1) i IL-6 (Tan i sur., 2017).

4.5.3. Uloga egzosomalnih miRNA u razvoju KOPB-a

MiRNA molekule jedna su od sastavnica izvanstani¢nih vezikula s regulatornom ulogom u
procesu stani¢ne diferencijacije i utjecajem na fenotip stanice. Poremecena regulacija ekspresije
ovih molekula povezana je s razvojem upalnih stanja u plu¢ima (Fujita i sur., 2015). Sadrzaj
miRNA unutar izvanstani¢nih vezikula znatno se razlikuje od onog unutar stanica od kojih su
nastale Sto upucuje na to da postoje odredeni mehanizmi sortiranja. Ovi mehanizmi ukljucuju
proteine koji vezu RNA, na primjer hnRNPA2B1, potom membranske proteine uklju¢ene u
biogenezu izvanstani¢nih vezikula, primjerice kaveolin-1, te post-transkripcijske RNA
modifikacije kao §to je uridinilacija na 3' kraju. Dokazano je kako sadrzaj izvanstani¢nih
vezikula moze utjecati na gensku ekspresiju i bioloske procese, izmedu ostalog i na imunosni
odgovor, u stanicama primateljima, a medustani¢na izmjena miRNA putem vezikula uklju¢ena

je u Siroki spektar patofizioloskih procesa, uklju¢ujuéi razvoj KOPB-a (Reid i sur., 2021).

Stimulansi kao Sto je ekstrakt dima cigarete, osim §to mogu utjecati na broj egzosoma, takoder
mogu promijeniti ekspresijski profil egzosomalnih miRNA. Naime, Xu i suradnici uod¢ili su
povisenu ekspresiju miR-21 u egzosomima nastalim iz ljudskih bronhalnih epitelnih stanica
tretiranim ekstraktom dima cigarete u odnosu na egzosome stanica koje nisu bile izloZene istom

tretmanu (H. Xu i sur., 2018).

Dodatno, neke studije pokazale su kako abnormalna izmjena informacija izmedu bronhijalnog
epitela i bronhijalnih fibroblasta, posredovana egzosomalnim miR-21 i miR-210, rezultira
diferencijacijom fibroblasta u miofibroblaste (Slika 4). Miofibroblasti porijeklom iz fibroblasta
sudjeluju u remodeliranju di$nih puteva proizvodnjom komponenti izvanstani¢nog matriksa,
primjerice kolagena i a-aktina glatkih miSi¢a (engl. a-smooth muscle actin, a-SMA), koji im
osiguravaju snaznu kontraktilnu aktivnost (Hinz i sur., 2012; Y. Li i sur., 2019; Michalik i sur.,
2018).

Fujita i sur. otkrili su kako ekstraktom dima cigarete inducirane izvanstani¢ne vezikule
porijeklom iz ljudskih bronhijalnih epitelnih stanica posreduju komunikaciju ovih stanica s
pluénim fibroblastima. Naime, u epitelnim stanicama i njihovim izvanstani¢nim vezikulama
povisena je ekspresija miR-210 koja izravno inhibira Atg7 (engl. autophagy related protein).

Inhibicija navedenog proteina rezultira supresijom autofagije S§to za posljedicu ima
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diferencijaciju pluénih fibroblasta u miofibroblaste. Dodatno, ekstraktom dima cigarete
inducirana egzosomalna miR-210 moze povecati ekspresiju a-SMA i kolagena tipa I u plu¢nim

fibroblastima S$to pridonosi diferencijaciji miofibroblasta (Fujita i sur., 2015).

Sliéno tomu, prijenos miR-21 putem egzosoma iz bronhijalnih epitelnih stanica u plu¢ne
fibroblaste u uvjetima hipoksije uzrokuje povecanje aktivnosti transkripcijskog cimbenika HIF-
la (engl. hypoxia-inducible factor-la) ciljaju¢i von Hippel-Lindau protein (pVHL) Ssto
povecava razinu a-SMA i kolagena tipa 1 inducirajuci tako miofibroblastni fenotip (Xu i sur.,
2018).
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Slika 4. Uloga egzosomalnih miRNA molekula u diferencijaciji fibroblasta u miofibroblaste
(preuzeto i prilagodeno prema Y. Li i sur. (2019) uz dopustenje izdavaca).

Atg7: protein povezan s autofagijom, HIF-1a: hipoksijom induciran ¢imbenik la, pVLH: von Hippel-Lindau
protein |: reducirano, 1: poviseno, +: promovirati

Oksidacijski stres doprinosi razvoju fibroze malih disnih putova i moze dodatno potaknuti
starenje fibroblasta. Klju¢nu poveznicu izmedu oksidacijskog stresa i ubrzanog stani¢nog

starenja predstavljaju miRNA molekule. Naime, u epitelnim stanicama malih diSnih puteva
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pacijenata s KOPB-om izloZenim oksidacijskom stresu putem dima cigarete ili dima biomase,
povisena je ekspresija miR-34a uz istovremenu snizenu razinu antioksidacijskih molekula
sirtuina-1 i sirtuina-6. Dodatno, povisena je i ekspresija miR-570. U fibroblastima malih di$nih
putova KOPB pacijenata takoder je poviSena ekspresija miR-34a i miR-570 uz povecane biljege
starenja 1 snizenu razinu sirtuina-1. Moguce je da se u pozadini krije mehanizam kojim epitelne
stanice malih diS$nih putova izlozene oksidacijskom stresu u lumen di$nih puteva oslobadaju
vezikule koje sadrze miR-34a i miR-570, potom preuzete od strane fibroblasta, doprinoseéi tako
ubrzanom starenju i fibrozi. Specifi¢ni antagomiri koji blokiraju ove miRNA mogli bi obnoviti
normalnu razinu sirtuina, reducirati sekreciju markera stani¢nog starenja i regenerirati stani¢ni
rast, stoga predstavljaju potencijalnu terapijsku opciju u lijeenju KOPB-a uz upotrebu

izvanstani¢nih vezikula za njihovu dostavu (Barnes, 2019).

4.5.4. Izvanstanicne vezikule kao potencijalni biomarkeri u KOPB-u

Izvanstani¢ne vezikule prepoznate su kao novi atraktivni biomarker za dijagnozu i praéenje
progresije KOPB-a zbog njihovog posredovanja u medustani¢noj komunikaciji putem
bioaktivnog tereta. Ovaj teret moze sadrzavati molekularne informacije, najcesce proteine i
nukleinske kiseline, koje odraZavaju trenutno fiziolosko stanje stanice od koje su vezikule
nastale $to ih ¢ini pouzdanim parametrom za praéenje tijeka bolesti. Tomu doprinosi njihova
dostupnost u razli¢itim tjelesnim teku¢inama te stabilnost u izvanstanicnom mediju s obzirom
na fosfolipidni dvosloj koji ih §titi od razgradnje (Kadota i sur., 2016; O’Farrell 1 sur., 2021).
Shen i sur. analizirali su diferencijalno eksprimirane egzosomalne miRNA molekule u plazmi
pacijenta oboljelih od KOPB-a i u zdravih pojedinaca. Provedena studija istaknula je tri
potencijalna miRNA kandidata koji se mogu koristiti kao biomarkeri za dijagnozu KOPB-a.
Naime, ekspresija egzosomalnih miR-23a, miR-221 i miR-575 korelira s vrijednosti
FEV1/FVC, stoga bi ove miRNA molekule mogle pruziti korisne informacije u pogledu
dijagnostike bolesnika s KOPB-om (Shen i sur., 2021).

4.5.5. Izvanstani¢ne vezikule kao potencijalni terapeutici u KOPB-u

Trenutno postoji nekoliko mogucih nac¢ina upotrebe izvanstani¢nih vezikula u lijecenju KOPB-
a. Jedna od potencijalnih terapijskih strategija mogla bi biti uklanjanje vezikula koje sadrze
nukleinske kiseline ili proteine kao medijatore medustanicne komunikacije uklju¢ene u
patogenezu bolesti ublazavaju¢i tako nastalu upala diSnih puteva. Primjerice, izluéivanje

vezikula moze biti suprimirano upotrebom GW4869, inhibitorom ekspresije neutralne
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sfingomijelinaze-2 (Gon i sur., 2020). Ovaj enzim odgovoran je za razgradnju sfingomijelina u
ceramide te je njegovom inhibicijom smanjeno ceramidima posredovano unutarnje pupanje
multivezikularnih tijela i oslobadanje zrelih egzosoma (Essandoh i sur., 2015). Primjena
GW4869 mogla bi imati potencijalne nuspojave, stoga je potrebno provesti dodatna istrazivanja

u svrhu procjene koristi i rizika ovog pristupa (Gon i sur., 2020).

Novo podrucje interesa u pogledu lijeCenja KOPB-a predstavljaju izvanstani¢ne vezikule
porijeklom iz mezenhimalnih mati¢nih stanica (engl. mesenchymal stem cells, MSC) koje
prijenosom genetickog materijala i proteina mogu posredovati komunikaciju sa stanicama od
interesa. Vodeéi izvor ovih stanica s visokim potencijalom proliferacije i diferencijacije su
kostana srz, pup¢ana vrpca i adipozno tkivo. Za izolaciju izvanstani¢nih vezikula porijeklom iz
MSC (MSC-EV) Kkoriste se ultracentrifuga, setovi za izolaciju egzosoma i anionsko-
izmjenjivacka kromatografija, dok se iz njih derivirane vezikule najceS¢e primjenjuju
intratrahealno i intravenski (Ma i sur., 2022). Stovise, prethodno provedene studije dokazale su
potencijalnu terapijsku ulogu MSC-EV u terapiji KOPB-a. Naime, Maremanda i suradnici
prijavili su kako egzosomi porijeklom iz mi§jth MSC mogu ublaZiti cigaretnim dimom
induciranu upalu u mi§jim i ljudskim epitelnim stanicama (Maremanda i sur., 2019). Jedan od
mogué¢ih mehanizama protuupalnog ucinka MSC-EV je indukcija proliferacije i
imunosupresivnog kapaciteta regulatornih T-limfocita pove¢anom regulacijom IL-10 i TGF-B1
ekspresije u perifernim krvnim mononuklearnim stanicama (Gon i sur., 2020).

Potrebno je provesti detaljna ispitivanja ucinkovitosti i sigurnosti primjene MSC-EV u
pacijenta s KOPB-om, no s obzirom na dokazani protuupalni u¢inak moguce je da se radi o

novoj terapijskoj opciji za lijeGenje ove kroni¢ne pluéne bolesti u buducnosti.

4.5.6. Izvanstanicne vezikule kao nosaci lijekova

Za dostavu terapijskih molekula do ciljnih stanica prethodno su koriSteni sintetski liposomi 1
nanovezikule, no napori da ih se u¢ini biokompatibilnima i u potpunosti sigurnima za primjenu
nisu postigli znacajan uspjeh. Zahvaljujuéi niskoj imunogeni¢nosti i niskoj toksic¢nosti te
visokoj moguénosti modifikacije 1 permeabilnosti kroz bioloSke barijere, endogene
izvanstani¢ne vezikule predstavljaju novu atraktivnu opciju za transport terapeutika, posebice
MIRNA. Uzevsi u obzir ¢injenicu da se radi o molekulama male veli¢ine i tezine, MIRNA mogu

biti ucinkovito transfektirane u stanice opcenito te u izvanstani¢ne vezikule. Budu¢i da su
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miRNA molekule inkapsulirane u vezikule vrlo stabilne, tjelesnim teku¢inama mogu putovati

na velike udaljenosti bez da budu razgradene izvanstani¢nim nukleazama (Munir i sur., 2020).

Punjenje izvanstani¢nih vezikula specificnim miRNA molekulama moguce je na dva nacina.
Jedna od moguénosti je produkcija stani¢ne linije koja pojaano eksprimira Zeljenu terapijsku
mIiRNA, dok je druga opcija izolacija vezikula iz izvora (stani¢na linija / tjelesne tekucine) i
transfekcija s izabranom miRNA molekulom, a naj¢eSc¢e koriStena metoda za ovaj postupak je

elektroporacija (Munir i sur., 2020).

Patologije poput raznih upalnih stanja pokazuju odstupanja u ekspresiji miRNA koja moze biti
ili poviSena ili sniZena, stoga primjena egzogenih miRNA mimetika ili inhibitora putem
izvanstanicnih vezikula moze pridonijeti obnovi normalne razine miRNA i posljedicnoj
regulaciji upale. Prije upotrebe miRNA ukopljenih u izvanstani¢ne vezikule u klini¢koj praksi,
potrebno je razviti tehnike za njihovu preciznu analizu te to¢no odrediti doziranje i koli¢inu

miRNA potrebne za regulaciju ciljne mRNA u Zeljenoj stanici (Munir i sur., 2020).
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ZAKLJUCCI

e KOPB je kroni¢na upalna bolest obiljezena progresivnom opstrukcijom pluéne funkcije,
perzistentnim respiratornim simptomima i ogranic¢enjem protoka zraka. Vode¢i je uzrok
morbiditeta 1 mortaliteta Sirom svijeta predstavljaju¢i tako globalni zdravstveni
problem.

e IzloZenost polutantima iz okolisa i puSenje vodeci su rizi¢ni ¢imbenici za razvoj bolesti,
a izrazeni Simptomi i razdoblja akutnog pogorsanja znacajno narusavaju kvalitetu zivota
oboljelih.

e Trenutno dostupna terapija temelji se na dugodjeluju¢im agonistima B2 receptora,
dugodjeluju¢im muskarinskim antagonistima i inhalacijskim kortikosteroidima.
Usmjerena je na ublazavanje simptoma i smanjenje tezine i uCestalosti egzacerbacija, a
ne na mehanizam nastanka bolesti Sto ukazuje na potrebu za novim terapijskim
pristupima. Temelj dijagnostike ¢ini spirometrija.

e Kao nove potencijalne terapijske mete i biomarkeri KOPB-a istaknule su se male,
nekodirajuée miRNA molekule zahvaljuju¢i njihovoj ulozi u regulaciji genske
ekspresije te stabilnoj ekspresiji u razli¢itim tjelesnim tekuc¢inama.

e MiRNA ostvaruju svoje u¢inke inhibicijom translacije ili degradacijom ciljne mRNA
molekule na osnovu komplementarnog sparivanja baza.

e Obnova funkcije nedovoljno eksprimiranih miRNA molekula moguca je upotrebom
miRNA mimetika, sintetickih, dvolancanih oligonukleotida, dok se inhibicija
prekomjerno eksprimiranih miRNA temelji na primjeni tehnologije koja koristi miRNA
spuzve koja koristi mMRNA molekule s komplementarnim veznim mjestima za ciljne
miRNA, odnosno na upotrebi antagomira, jednolancanih antisense oligonukleotida,
kemijski modificiranih s ciljem postizanja optimalne stabilnosti, farmakokinetike i
afiniteta vezanja.

¢ Kao novi potencijalni terapeutici, s obzirom na ulogu u upalnim procesima, apoptozi i
remodeliranju tkiva, istaknule su se molekule miR-146a, miR-150, miR-145-5p, miR-
206, miR-212-5p i let-7c.

e Zahvaljujuci njihovoj stabilnosti 1 visokoj ekspresiji u raznim tjelesnim tekucéinama,
miRNA molekule mogu se koristiti za dijagnozu, ali i kao odli¢ni prediktori razvoja i
progresije bolesti. U tom kontekstu istaknule su se molekule miR-34c-5p, miR-20a,
miR-28-3p, miR-100, miR-7, miR-29b, miR-21/miR-181a. U dijagnostici akutnih
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egzacerbacija KOPB-a moguca je primjena miR-125b, dok se za stanje preklapanja
astme i KOPB-a kao odli¢an potencijalan biomarker istaknula molekula miR-15b-5p.
Izvanstani¢ne vezikule posrednici su medustani¢ne komunikacije prijenosom bioloskih
signala izmedu stanica. Njihova sekrecija i sastav podlozni su promjenama pod
utjecajem iritansa iz okoliSa pridonoseci tako razvoju i progresiji bolesti. Jedna od
sastavnica izvanstani¢nih vezikula su 1 miRNA molekule.

Abnormalna izmjena informacija izmedu bronhijalnih epitelnih stanica i bronhijalnih
fibroblasta, posredovana mMIRNA molekulama transportiranima izvanstani¢nim
vezikulama, moze pridonijeti remodeliranju diSnih puteva diferencijacijom fibroblasta
u miofibroblaste. U tom kontekstu, istaknule su se miR-210 i miR-21 molekule.
Izvanstani¢ne vezikule, odnosno miR-570 i miR-34a molekule u njihovom sastavu, ¢ine
sponu izmedu oksidacijskog stresa i ubrzanog stani¢nog starenja regulacijom razine
sirtuina.

Osim §to se mogu koristiti kao potencijalni biomarkeri, izvanstani¢ne vezikule moguci
su terapeutici u KOPB-u. Naime, moguce je uklanjanje vezikula koje sadrze miRNA
molekule ukljucene u patogenezu bolesti, no u ZariStu interesa nalaze se izvanstani¢ne
vezikule derivirane iz mezenhimalnih mati¢nih stanica kao moguci prijenosnici Zeljenih
terapijskih molekula.

Velik potencijal krije se u miRNA molekulama i njihovoj primjeni kao biomarkerima i
terapijskim metama u KOPB-u, no potrebna su daljnja ispitivanja njihove uloge u
patogenezi, u¢inkovitosti 1 sigurnosti. Izgledno je da su miRNA molekule buduénosti
koje ¢e s vremenom stupiti u svakodnevnu klinicku praksu, stoga je njihovo daljnje

istrazivanje presudno.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

3'UTR - 3" netranslatirana regija (engl. 3' untranslated region)
a-SMA - a-aktin glatkih misic¢a (engl. a-smooth muscle actin)

AAT - al-antitripsin (engl. al-antitrypsin)

AATD - deficijencija al-antitripsina (engl. al1-antitrypsin deficiency)
ACO - preklapanje astme i KOPB-a (engl. asthma-COPD overlap)
Ago - engl. Argonaute proteins

ARF6 - ADP-ribozilacijski ¢imbenik 6 (engl. ADP-ribosylation factor 6)
Atg7 - engl. autophagy related protein

BAL - bronohoalveolarni ispirak (engl. bronchoalveolar lavage)

Bax - engl. Bcl-2-associated X protein

Bcl-2 - engl. B-cell lymphoma 2

BEAS-2B - ljudska bronhijalna epitelna stani¢na linija

BET - obitelj proteina s bromodomenom i ekstraterminalnom domenom (engl. bromodomain

and extraterminal domain protein family)

BRD4 - protein 4 koji sadrzi bromodomenu (engl. bromodomain protein 4)
CAT - engl. COPD Assesment Test

CCL2 - engl. C-C motif chemokine ligand 2

CCR2 - engl. C-C chemokine receptor type 2

COX-2 - ciklooksigenaza 2 (engl. cyclooxygenase-2)

CRP - C-reaktivni protein (engl. C-reactive protein)

CTGF - ¢imbenik rasta vezivnog tkiva (engl. connective tissue growth factor)
CXCL - engl. C-X-C motif chemokine ligand

CXCR - engl. C-X-C motif chemokine receptor
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DGCRS - engl. DiGeorge Syndrome Critical Region 8

dsRBD - domena koja veze dvolan¢anu RNA (engl. double-stranded RNA binding domain)
dsRNA - dvolan¢ana RNA (engl. double-stranded RNA)

elF - eukariotski inicijacijski ¢imbenik (engl. eukaryotic initiation factor)

ERK - kinaza regulirana izvanstani¢nim signalom (engl. extracellular signal-regulated kinase)
Exp-5 - eksportin-5 (engl. exportin-5)

FEV: - forsirani ekspiratorni volumen u jednoj sekundi (engl. forced expiratory volume in one

second)

FoxO3a - engl. Forkheat box O3a

FVC - forsirani vitalni kapacitet (engl. forced vital capacity, FVC)
GDP - gvanozin difosfat

GOLD - Globalna inicijativa za kroni¢nu opstrukcijsku pluénu bolest (engl. Global Initiative

for Chronic Obstructive Lung Disease)

GTP - gvanozin trifosfat

GW4869 - inhibitor neutralne sfingomijelinaze 2
HCV - virus hepatitisa C

HIF-1a - engl. hypoxia-inducible factor-1a

hnRNPA2B1 - heterogeni jezgrin ribonukleoprotein A2/B1 (engl. heterogenous nuclear
ribonucleoprotein A2/B1)

ICS - inhalacijski koritkosteroidi (engl. inhaled corticosteroids)

IGFBP3 - protein 3 koji veze ¢imbenik rasta slican inzulinu (engl. insulin like growth factor

binding protein 3)

IL - interleukin

ILVs - intraluminalne vezikule (engl. intraluminal vesicles)
KLF5 - Kruppel-slican ¢imbenik 5 (engl. Kruppel-like factor)

KOPB - kroni¢na opstrukcijska plu¢na bolest (engl. chronic obstructive pulmonary disease)
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LABA - dugodjelujuci agonisti B2 receptora (engl. long-acting 2-agonists)

LAMA - dugodjeluju¢i muskarinski antagonisti (engl. long-acting muscarinic antagonists)
LTB4 - leukotrien B4

m’G - 7-metilgvanozin (engl. 7-methylguanosine)

mMiRISC - miIRNA-inducirani utisavacki kompleks (engl. miRNA-induced silecing complex)
MiRNA, miR - mikroRNA (engl. microRNA)

MMP - metaloproteinaze matriksa (engl. matrix metalloproteinases)

mMRC - engl. modified British Medical Research Council questionnaire

MSC - mezenhimalne mati¢ne stanice (engl. mesenchymal stem cells)

MSC-EV - izvanstani¢ne vezikule porijeklom iz MSC (engl. mesenchymal stem cells

extracellular vesicles)

MVBs - multivezikularna tijela (engl. multivesicular bodies)
NF-xB - jezgrin ¢imbenik-kB (engl. nuclear factor- kB)

NK - stanice prirodne ubojice (engl. natural killer cells)

Notch3 — engl. neurogenic locus notch homolog protein 3

Nrf2 - engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2

p53 - tumor supresor p53

PABP — protein koji veze poli-A (engl. poly-A binding protein)
PACT - aktivator proteinske kinaze R (engl. protein kinase R-activating protein)
PAZ - Piwi/Argonaute/Zwille

PGE?2 - prostaglandin E2 (engl. prostaglandine E2)

PLD- fosfolipaza D (engl. phospholipase D)

poli-A-rep - poliadenilatni rep

pre-miRNA - prekursorska miRNA (engl. precursor miRNA)
pri-miRNA - primarna miRNA (engl. primary miRNA)
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pVHL - von Hippel-Lindau protein

Ran - engl. RAs-related nuclear protein

Ran-GAP - Ran GTPazni aktivirajuci protein (engl. Ran GTPase activating protein)
RISC - RNA-inducirani utiSavacki kompleks (engl. RNA-induced silencing complex)
RNA pol Il - RNA polimeraza 11 (engl. RNA polymerase I1)

ROS - reaktivni kisikovi spojevi (engl. reactive oxygen species)

SSRNA - jednolanc¢ana RNA (engl. single-stranded RNA)

sTNFaR1 - receptor-1 za topljivi ¢imbenik nekroze tumora-o (engl. soluble tumor necrosis

factor-a receptor-1)

TGF-p - transformirajuéi ¢cimbenik rasta beta (engl. transforming growth factor beta)

Th17 - T pomagac 17 stanica (engl. T helper 17 cell)

TNF-a - ¢cimbenik nekroze tumora alfa (engl. tumor necrosis factor alpha)

TNFR-II - TNF receptor Il

TRBP - TAR RNA vezuju¢i protein (engl. transactivation response RNA binding protein)
VAMP3 - engl. vesicle-associated membrane protein 3

VEGF-A - vaskularni endotelni faktor rasta-A (engl. vascular endothelial growth factor-A)

YKL-40 - protein 1 sli¢an kitinazi-3 (engl. chitinase-3-like protein 1)
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8. SAZETAK

Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest (KOPB) jedan je od vodeéih uzroka morbiditeta i
mortaliteta Sirom svijeta. Karakterizirana je ireverzibilnim ograni¢enjem protoka zraka, upalom
1 remodeliranjem pluénog tkiva. S obzirom na povecanu izlozZenost populacije ¢imbenicima
rizika za razvoj KOPB-a, simptome koji naruSavaju kvalitetu zivota i nedostatke trenutacnog
dijagnosticko-terapijskog pristupa, ova bolest predstavlja rastuci javnozdravstveni problem.
Napori za pronalaskom novih biomarkera i terapijskih meta u srediste pozornosti smjestili su
mikroRNA (miRNA, miR), 19-22 nukleotida duge i visokokonzervirane molekule, ukljucene
u Sirok spektar razlicitih bioloskih procesa poput upale, stani¢ne proliferacije, diferencijacije i
smrti. Uloga miRNA u regulaciji genske ekspresije komplementarnim sparivanjem s ciljnom
mRNA molekulom te njihova iznimna stabilnost u tjelesnim tekuéinama cini ih izuzetno
zanimljivim podru¢jem za buducéa istrazivanja. Stovise, miRNA molekule mogu biti otpustene
u izvanstani¢ni prostor i transportirane do ciljnih stanica u sklopu vezikula posredujuci tako
medustanicnu komunikaciju §to produbljuje tezu o potencijalnim miRNA biomarkerima i
terapeuticima u KOPB-u. Ovaj pregledni rad pruza uvid u do danas najbolje opisane miRNA
molekule koje su se istaknule kao moguée nove terapijske i dijagnosticke mete u KOPB-u.
Takoder, sazeto prikazuje ulogu izvanstani¢nih vezikula u patogenezi KOPB-a i njihovu
upotrebu kao mogucih biomarkera, terapeutika i nosaca za dostavu miRNA terapijskih

molekula.
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SUMMARY

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is one of the leading causes of morbidity and
mortality worldwide. It is characterised by irreversible airflow limitation, inflammation and
lung tissue remodeling. Considering the increased exposure of the population to the risk factors
for development of COPD, the symptoms that impair the quality of life and the shortcomings
of the current diagnostic and therapeutic approach, this disease represents a growing public
health problem. Efforts to find new biomarkers and therapeutic targets have placed microRNAs
(miRNAs, miRs), 19-22 nucleotide long and highly conservated molecules, involved in wide
range of various biological processes such as inflammation, cell proliferation, differentiation
and death, into the spotlight. The role of miRNAs in the regulation of gene expression by
complementary pairing with the target mMRNA molecule, as well as their exceptional stability
in body fluids, makes them an extremly interesting field for future reasearch. Moreover, miRNA
molecules can be released into the extracellular space and transported to target cells via vesicles
thus mediating intercellular communication, which deepens the thesis of potential miRNA
biomarkers and therapeutics in COPD. This review provides an insight into miRNA molecules
best described to date which have emerged as possible new therapeutics and diagnostic targets
in COPD. It also summarizes the role of extracellular vesicles in the pathogenesis of COPD as
well as their use as potential biomarkers, therapeutics, and delivery vehicles for miRNA
therapeutic molecules.
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