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SAZETAK

Izvanstani¢ni Hsp70 (eHsp70) pripada skupini molekularnih obrazaca oste¢enja (DAMP), a
moze aktivirati stanice imunosnog sustava vezujuci se za receptore slicne Tollu (TLR) 21 4 te
tako poticati sintezu upalnih citokina. U bolesnika s kronicnom opstrukcijskom pluénom
boles¢u (KOPB), jednim od vode¢ih uzroka morbiditeta i mortaliteta u svijetu, koja je
karakterizirana kroni¢nom upalom diSnih putova, izmjerene su povisene koncentracije
eHsp70 u krvi. Cilj ispitivanja bio je utvrditi uzrokuje li sam izvanstani¢ni Hsp70 aktivaciju
imunosnog i upalnog odgovora te moze li modulirati upalni odgovor izazvan patogenim
bakterijama ili dimom cigareta u stanicnim modelima KOPB-a. Posebno su ispitivane
promjene na stanicama pluénog epitela i stanicama sistemske cirkulacije. Za ispitivanje
pluéne komponente KOPB-a koristene su NCI-H292 stani¢na linija i primarne NHBE i PBEC
stanice (izolirane od zdravih ispitanika i bolesnika s KOPB-om), a za ispitivanje sistemske
komponente KOPB-a koriStene su THP-1 stani¢na linija i monociti iz periferne krvi zdravih

ispitanika.

Za oponasanje djelovanja eHsp70 koriSten je rekombinantni humani Hsp70 (rhHsp70).
Istrazen je utjecaj rhHsp70 kada je prisutan sam ili zajedno s bakterijskim komponentama
LPS-om i LTA te ekstraktom dima cigareta (CSE) na upalni odgovor odredivanjem
koncentracije upalnih citokina IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8 i TNF-a. Vijabilnost stanica ispitana
je MTS testom i odredivanjem aktivnosti LDH izlucene u medij iznad stanica, a njihov nac¢in
umiranja mjerenjem aktivnosti kaspaza-3/7, -8 i -9 u stanicama. Mehanizmi upalnog
djelovanja ovih molekula ispitani su odredivanjem aktivacije TLR2 i TLR4 receptora, MAPK
i NF-«xB signalnih putova te koriStenjem specificnih inhibitora MAPK, NF-xB, Hsp70,
transkripcije i1 translacije da bi se razjasnilo funkcionalno znacenje aktivacije navedenih

molekula.

Utvrdeno je da rhHsp70 znacajno poti¢e upalni odgovor u NCI-H292 (IL-1a, IL-6 i IL-8),
PBEC (IL-6 i IL-8) i THP-1 stanicama (IL-1a, IL-1p i IL-8) te monocitima (IL-6, IL-8 i TNF-
o). thHsp70 modulira upalni odgovor na LPS, LTA i CSE tako da s LPS-om uglavnom
pokazuje sinergisticki tip interakcija, dok je s LTA i CSE-om tip interakcija uglavnom
antagonisticki, ali on ovisi o koncentraciji agensa kojim tretiramo stanice i o vrsti stanica.

Utjecaj samog rthHsp70 i njegove interakcije s CSE-om jace su izraZzene na stanicama pluénog



epitela, dok su interakcije s LPS-om i LTA viSe izrazene na stanicama monocitno-
makrofagnog sustava. Sam rhHsp70 nema znacajno citotoksi¢no djelovanje, a uglavnom
djeluje zastitno naspram citotoksi¢nosti LPS-a i CSE-a. Ovisno o vrsti stanica rhHsp70 moze
potisnuti aktivnost izvr$nih kaspaza-3/7. rhHsp70 modulira ekspresiju TLR2, TLR4 i
unutarstani¢nog Hsp70. Svoja djelovanja rhHsp70 vrsi preko MAPK i NF-kB signalnih

putova, koje aktivira ovisno o vrsti stanica, koncentraciji i vremenu tretiranja.

Rezultati ovog istrazivanja potvrdili su upalno djelovanje rhHsp70 te pokazali da on modulira
upalni odgovor na bakterijske komponente i na CSE. Istovremena prisutnost eHsp70, LPS-a,
LTA i/ili CSE-a dovodi do smanjenog djelovanja ili do pojacane aktivacije TLR2 i TLR4

receptora, §to vodi pogorSanju upale i nepovoljnim posljedicama za bolesnike s KOPB-om.

Kljucne rije¢i: KOPB, izvanstani¢ni Hsp70, upala, LPS, LTA, CSE



SUMMARY

Extracellular Hsp70 (eHsp70) can act as damage-associated molecular pattern (DAMP),
activate immune cells via Toll-like receptors (TLR) 2 and 4, and induce cytokine synthesis.
Elevated levels of eHsp70 have been measured in blood of patients with chronic obstructive
pulmonary disease (COPD), one of the world’s leading causes of morbidity and mortality
characterised by chronic airway inflammation. The aim of this study was to determine
whether eHsp70 induces immune and inflammatory responses, and if it modulates
inflammatory response caused by pathogens or cigarette smoke in cellular models of COPD.
Its influence was assessed on pulmonary epithelial and systemic circulation cells. NCI-H292
cell line and primary NHBE and PBEC cells (isolated from healthy subjects and COPD
patients) were used to assess pulmonary compartment of COPD, and THP-1 cell line and
peripheral blood monocytes isolated from healthy subjects, to assess systemic compartment of

COPD.

Recombinant human Hsp70 (rhHsp70) was used to mimic the effects of eHsp70. We explored
the effects of thHsp70 when present alone or together with bacterial components LPS and
LTA as well as cigarette smoke extract (CSE) on inflammatory response determined by the
levels of secreted pro-inflammatory cytokines (IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8 and TNF-a). We also
assessed cell viability by MTS assay, and by measurements of LDH activity secreted in cell
supernatants. Mode of cell death was assessed by measuring cellular activities of caspases-
3/7, -8 and -9. Mechanisms of action of aforementioned molecules were explored by assessing
TLR2, TLR4, MAPK and NF-«kB signalling pathways activation, and by using specific
inhibitors of MAPK, NF-xB, Hsp70, transcription and translation to elucidate functional

meaning of their activation.

rhHsp70 significantly induced inflammatory responses in NCI-H292 (IL-1a, IL-6 and IL-8),
PBEC (IL-6 and IL-8) and THP-1 cells (IL-1a, IL-1p and IL-8) as well as in monocytes (IL-6,
IL-8 and TNF-a). It can modulate inflammatory response to LPS, LTA and CSE, and has
shown mainly synergistic type of interaction with LPS, and mainly antagonistic type of
interaction with LTA and CSE, although it is cell and concentration dependent. Effects
rhHsp70 alone as well as its interactions with CSE are more strongly pronounced in

pulmonary epithelial cells, but interactions with LPS and LTA are more pronounced in



monocyte-macrophage cells. thHsp70 alone is not cytotoxic and mainly has protective effects
against LPS and CSE induced cytotoxicity. Depending on the cell type it can also reduce
caspase-3/7 activities. thHsp70 modulates the expression of TLR2, TLR4 and intracellular
Hsp70. thHsp70 exhibits its effects via MAPK and NF-kB signalling pathways, but their

activation is dependent on the type of cells, concentration and time.

Our results confirmed pro-inflammatory function of eHsp70 and showed that it modulates
inflammatory response to bacterial components and CSE. Combined presence of eHsp70,
LPS, LTA and/or CSE leads to desensitization or inappropriate activation of TLR2 and TLR4
receptors, which might contribute to the aggravation of chronic inflammation and lead to

worsening of COPD patients’ condition.

Keywords: COPD, extracellular Hsp70, inflammation, LPS, LTA, CSE
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1. UVOD



1.1. PROTEINI TOPLINSKOG SOKA

Proteini toplinskog Soka (Hsp, engl. heat shock protein) skupina su stresnih proteina koji su
eksprimirani u stanicama svih organizama (bakterije, kvasci, biljke, Zivotinje) (Borges i sur.,
2012), a otkriveni su 1974. godine u vinskoj musSici (Drosophila melanogaster) (Tissiéres i
sur., 1974). Imaju ulogu molekulskih Saperona kako bi se odrzala homeostaza stanica i tkiva,
a ¢ine oko 5-10 % ukupnih stani¢nih proteina, dok u stresnim uvjetima njihov udio moze biti i
do 15 % (Rensing i Maier, 1994). Osim poviSenom temperaturom, po ¢emu su i dobili naziv,
induciraju se razli¢itim oblicima stani¢nog stresa kao Sto su okoli$ni ¢imbenici (teSki metali,
reaktivni kisikovi spojevi, ultraljubicasto i radioaktivno zracenje, citostatici i drugi lijekovi,
kemikalije), patofizioloska stanja (upala, ishemija, hipoksija, virusne i bakterijske infekcije,
maligne transformacije) i fizioloski ¢imbenici (rast i diferencijacija stanica) (Srivastava, 2008;
Barisi¢ i sur., 2003). Hsp superporodica podijeljena je u nekoliko porodica koje su dobile ime
prema pribliznim molekulskim masama: mali Hsp proteini, Hsp60, Hsp70, Hsp90 i Hsp110.
Mali Hsp ne ovise o adenozin-trifosfatu (ATP), dok svi ostali Hsp ovise o ovoj molekuli. Oni
u svojoj strukturi imaju dvije funkcionalno znacajne domene: domenu koja veze ATP i
domenu koja veze supstrat (Pockley, 2003). Hsp djeluju kao Saperoni te Stite stanicu od krivo
smotanih i agregiranih proteina, pomazu novosintetiziranim polipeptidnim lancima da se
smotaju u odgovarajuci oblik proteina, razmataju oStecene proteine i pomazu im da povrate
svoju strukturu i funkciju, usmjeravaju stanicne proteine do kona¢nog odredista i Cuvaju ih od
denaturacije uzrokovane razli¢itim stresnim podrazajima (McConnell i McAlpine, 2013;

Barisi¢, 2008; Srivastava, 2008).

1.1.2. Protein toplinskog Soka 70 (Hsp70)

Hsp70 skupina je proteina koja ima glavnu Saperonsku ulogu u citoplazmi stanice, a sastoji se
od nekoliko ¢lanova. To su Hsc70 (Hsc73) koji je konstitutivni oblik Hsp70 i1 eksprimiran je u
normalnim stani¢nim uvjetima, inducibilni Hsp70 (Hsp72), cija je aktivacija i sinteza
regulirana na transkripcijskoj razini te je potaknuta stresom, zatim GRP78 ili BiP, lokaliziran
unutar lumena endoplazmatskog retikuluma gdje sluzi kao Saperon te mitohondrijski Hsp70
(GRP75 ili mito-BiP).

Najvise izucen ¢lan Hsp70 porodice upravo je inducibilni Hsp70 molekulske mase 72 kDa

¢ija se sinteza potiCe u stanjima stresa, a ¢ija stani¢na djelovanja ukljucuju sprjecavanje
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agregacije proteina, potpomaganje pravilnog smatanja novosintetiziranih polipeptidnih lanaca
kao 1 ponovnog smatanja oSte¢enih proteina, ¢ime se potie prezivljavanje stanice usprkos
stresnim uvjetima (slika 1.1.). Strukturno Hsp70 ukljucuje dvije funkcionalne domene:
regulacijsku ATP-aznu amino-terminalnu domenu bitnu za vezanje i otpuStanje drugih
proteina i C-terminalnu domenu za vezanje supstrata koja veze hidrofobne regije polipeptida
koji nisu smotani. U stresnim uvjetima, da bi se potaknula sinteza Hsp70, dolazi do vezanja
denaturiranih proteina na Hsp te se on odvaja od transkripcijskih faktora toplinskog Soka
(HSF, engl. heat shock trancription factor) Sto dovodi do fosforilacije HSF-a i stvaranja
trimera koji se premjestaju u jezgru, vezu na elemente toplinskog Soka (HSE, engl. heat shock
element) u promotorskoj regiji Asp gena te tako poticu transkripciju Hsp. Hsp70 tada moze
sluziti kao Saperon u procesu ovisnom o ATP-u, a ukoliko su proteini previse oSteceni i ne
mogu se viSe popraviti Hsp70 ih usmjerava na razgradnju ubikvitin-proteosomalnim sustavom

(Kim i Yenari, 2013; Pockley i sur., 2008; Pockley, 2003; Sherman i Goldberg, 2001).

Ty
ponovne sniotani [.:".f-ﬁ-ﬁ% osteceni

S proteini oL ﬁg proteini
. '
. gt

Slika 1.1. Povecana ekspresija Hsp70 u stanjima stresa.

Preuzeto iz: Wu i sur., 2013.



1.1.3. Izvanstani¢ni Hsp70 (eHsp70)

Osim svoje uobicajene lokalizacije u stanici, Hsp70 mozZe se osloboditi iz stanice pasivnim ili
aktivnim putom te se stoga moze detektirati i u izvanstani¢cnom okoliSu (eHsp70, engl.
extracellular Hsp70). Pasivni put oslobadanja nastaje uslijed oStecenja staniéne membrane i/ili
nekroze stanica te se tada moze osloboditi ukupan Hsp70 prisutan u citosolu, dok se aktivnim
putom, kada nije prisutno stani¢no oStec¢enje ili umiranje, Hsp70 oslobada egzocitozom.
Smatra se da ovo otpuStanje moze nastati i kao odgovor na stres ili upalu (Asea i sur., 2002;
A. Asea i sur., 2000). Otpustanjem eHsp70 iz stanice povecava se njegova koncentracija u
izvanstanicnom prostoru $to sluzi kao ,,signal za opasnosti“. Naime, eHsp70 se veZe na
razliite membranske receptore prisutne na specificnim imunosnim stanicama te tako
modulira imunosne odgovore (Johnson i Fleshner, 2006; A. Asea i sur., 2000; a Asea i sur.,
2000). eHsp70 opazen je prvi put u krvi ljudi prije dvadesetak godina te se od tada istrazuje
njegova uloga u patogenezi razlicitih bolesti. Osobe s upalnim i infektivnim bolestima imale
su kroni¢no povisene koncentracije eHsp70 u odnosu na zdrave osobe sli¢ne zivotne dobi.
Osim toga, pokazalo se da u zdravih osoba koje su izlozene akutnom stresu takoder dolazi do
povecanja razine eHsp70. Otpustanje Hsp70 moze pogorsati ve¢ aktivan imunosni odgovor,
§to moze dovesti do nepovoljnih ishoda. Moguce je i da eHsp70 ima zastitno djelovanje kad
je prisutan u nizim koncentracijama i da tada predstavlja normalan odgovor na infekciju ili
stres. Ukoliko eHsp70 dostigne odredeni kriticni koncentracijski prag tada moze potaknuti
patoloski upalni odgovor. Cini se da je in vivo djelovanje eHsp70 ovisno o kontekstu, tj. da u
normalnim fizioloskim stanjima eHsp70 olakSava imunost, dok u patofizioloskim stanjima
eHsp70 pogorsava upalne bolesti (Jr i sur., 2011; Pockley i sur., 2008; Johnson i Fleshner,
2006; Pockley, 2003; Wright i sur., 2000). Zbog svojeg imunomodulacijskog djelovanja
smatra se da Hsp70 pripada skupini molekula koje se nazivaju molekularni obrasci oStecenja

(DAMP, engl. damage associated molecular pattern).

1.2. MOLEKULARNI OBRASCI OSTECENJA (DAMP)

Molekularni obrasci oStecenja, poznati i kao alarmini, prvenstveno su endogene molekule
koje se pri normalnim fizioloskim uvjetima nalaze unutar stanice, ali se u uvjetima stani¢nog
stresa ili oSte¢enja stanica otpuStaju u izvanstani¢ni prostor te tamo predstavljaju ,,signal za

opasnost“ 1 mogu potaknuti proces sterilne upale (bez prisutnosti patogena). Niske
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koncentracije DAMP molekula mogu povoljno djelovati na tkivni popravak tako da poticu
fizioloSki upalni odgovor, dok su u kroni¢noj upali prisutne njihove visoke koncentracije.
Kritican koncentracijski prag DAMP molekula koji je potreban da se potakne razvoj bolesti
moze ovisiti o trajanju i stupnju oste¢enja. U DAMP molekule se naj¢esée ubrajaju protein
visoke pokretljivosti iz skupine 1 (HMGBI, engl. high mobility group box 1 protein) i
proteini iz skupine S100 koji vezu kalcij (npr. SIO0AS, SI00A9 i S100A12, engl. calcium-
binding proteins). Vecina istrazivaca ubraja Hsp70 u DAMP molekule (Pouwels i sur., 2014;
Tang i sur., 2012; Jr i sur., 2011; Midwood i Piccinini, 2010; Bianchi, 2006), iako neki
ukazuju na moguéu prisutnost Hsp70 u stani¢noj membrani (Van Eden i sur., 2013). Osim
uobicajeno unutarstanicnih DAMP-ova, postoje i DAMP molekule u izvanstanicnom matriksu
koje se otpustaju pri razgradnji matriksa tijekom tkivne ozljede, npr. fibrili amiloida-f i
hijaluronski fragmenti. Osim toga, nekrozne stanice mogu otpustiti bioloski aktivne upalne
citokine i kemokine, poput interleukina 1o (IL-1a) i IL-33, koji se normalno nalaze i djeluju
u stanici. lako se sve navedene molekule ne smatraju tradicionalno DAMP molekulama, one
mogu potaknuti sterilne upalne odgovore (Chen i Nufiez, 2010). DAMP molekule dijele se u
pet klasa ovisno o tome kako i na koje receptore se vezu te se u njih ubrajaju tradicionalne
DAMP molekule kao i neke molekule koje se ne vezu izravno na stani¢ne receptore ili ih
prepoznaju IgM protutijela (Land, 2015a; Land, 2015b). DAMP molekule imaju ulogu u
patogenezi razliCitih bolesti kao S$to su kardiovaskularne bolesti, dijabetes melitus,
Alzheimerova bolest, razli¢iti tumori i kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest (KOPB) (Land,
2015a; Midwood i Piccinini, 2010). DAMP molekule veZzu se na receptore za obrasce (PRR,
engl. pattern recognition receptors) koji aktiviraju prirodeni imunosni odgovor (K. Chen i

sur., 2007; Y. Chen i sur., 2007).

1.3. RECEPTORI ZA OBRASCE (PRR)

Receptori za obrasce nalaze se na epitelnim i imunosnim stanicama te poti¢u upalni odgovor
nakon $to se na njih vezu molekularni obrasci povezani s patogenima (PAMP, engl. pathogen-
associated molecular pattern) i DAMP-ovi (Bezemer i sur., 2012). Aktivacija PRR-a potice
imunosne odgovore na infekciju i tkivnu ozljedu te otpustanje citokina i kemokina koji
privlace leukocite na mjesto upale i poticu sazrijevanje antigen-prezentiraju¢ih stanica koje
sudjeluju u aktivaciji steCenog imuniteta (Lafferty i sur., 2010). Nastali imunosni odgovor

moze biti koristan, ali i Stetan za domacina, ovisno o opsegu imunosnih reakcija, njihovu
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trajanju te sposobnosti eliminacije patogena, odnosno popravka ostecenog tkiva. Razliciti
PRR imaju veliku ulogu u regulaciji tkivne homeostaze, zastiti domacina te patologiji
infektivnih i neinfektivnih pluénih bolesti. PRR obuhvaéaju nekoliko skupina receptora:
receptore sliéne Tollu (TLR, engl. Toll-like receptor), lektinske receptore tipa C (CLR, engl.
C-type lectin receptor), receptore slicne oligomerizacijskoj domeni koja veze nukleotide
(NLR, engl. nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-like receptor), receptore
krajnjih produkata uznapredovale glikacije (RAGE, engl. receptor for advanced glycation
end-products) i receptore slicne genu 1 kojeg inducira retinoicna kiselina (RIG-1R, engl.
retinoic acid-inducible gene 1 (RIG-I)-like receptor) (Pouwels i sur., 2014; Opitz i sur., 2010)
(slika 1.2.).

. DAMP
0"“‘1 Ll‘ b’qﬂm
/
RAGE (TR, £
5 = y TREM-1
| ﬁf@ T
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! {IRAKA)
T NFB
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Slika 1.2. DAMP molekule mogu se vezati za razliCite receptore za obrasce i potaknuti

sintezu upalnih citokina.

Preuzeto iz: www.invivogen.com/review-damage-associated-molecular-patterns, 2017.

1.3.1. Receptori sli¢ni Tollu (TLR)

TLR prepoznaju ,,signale za opasnost™ i predstavljaju klju¢nu molekulsku poveznicu izmedu
tkivne ozljede, infekcije i upale. Kod ljudi je dosad otkriveno 11 ¢lanova TLR porodice
receptora, a svi su transmembranski proteini. Mogu se nalaziti unutar stanica u
lizosomalnim/endosomalnim membranama (TLR3, TLR7, TLRS, TLRY, TLRI11) ili na
stani¢noj membrani (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS5, TLR6, TLR10) (Yarovinsky, 2014; Opitz i
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sur., 2010; Takeda, 2004). TLR koji su smjeSteni na stanicnoj membrani prepoznaju
uglavnom komponente mikrobnih stani¢nih stijenki i membrana, a TLR smjeSteni na
lizosomalnim i endosomalnim membranama prepoznaju nukleinske kiseline mikroba (Akira i
Takeda, 2004; Takeda i sur., 2003). TLR su receptori tipa 1 integralnih transmembranskih
glikoproteina. Svi TLR-ovi imaju konzerviranu receptorsku domenu homolognu Tollu i
receptoru za interleukin 1 (TIR, engl. Toll/interleukin-1 receptor homology domain), domenu
transmembranske uzvojnice i domenu koja sadrzi 16-28 podruc¢ja bogatih leucinom (LRR,
engl. leucine-rich repeat) oblika potkove. LRR domena je odgovorna za prepoznavanje
patogena (Oliveira-Nascimento i sur., 2012; Jin i Lee, 2008). TIR domena TLR-ova
neophodna je za signalizaciju i veze se za TIR domenu jedne od adaptacijskih molekula.
Vezanje liganda na TLR receptore inducira konformacijsku promjenu u TLR receptoru te
dolazi do homo- ili heterodimerizacije. Ve¢ina TLR receptora se homodimerizira, a TLR2
stvara heterodimere s TLR1 i TLR6 (Bezemer i sur., 2012; Opitz i sur., 2010; Sarir i sur.,
2008). Nastali kompleksi TIR-TIR domena aktiviraju signalna dogadanja te dolazi do
aktivacije razli¢itih transkripcijskih faktora ovisno o adaptacijskoj molekuli. Cetiri razliite
adaptacijske molekule mogu sudjelovati u signalizaciji koju poticu TLR receptori: ¢imbenik
88 mijeloidne diferencijacije (MyD88, engl. myeloid differentiation factor 88), koji takoder
posreduje i u signalizaciji receptora za IL-1 (IL-1R, engl. interleukin-1 receptor), adaptacijski
protein slican MyD88/adaptacijski protein s TIR domenom (Mal/TIRAP, engl. MyD88
adaptor-like/TIR adaptor protein), adaptacijski protein s TIR domenom koji inducira
interferon B (TRIF, engl. TIR domain-containing adaptor-inducing interferon-3) i adaptacijski
protein srodan TRIF-u (TRAM, engl. TRIF-related adaptor molecule). Peta adaptacijska
molekula je protein koji sadrzi sterilne alfa i Armadillo motive (SARM, engl. sterile-alpha
and Armadillo motif containing protein), a odgovoran je za negativnu regulaciju signalnog
puta ovisnog o TRIF-u. Put posredovan MyD88 zajednicki je svim TLR-ovima, osim TLR3, a
TLR3 i TLR4 mogu aktivirati i put posredovan adaptacijskim proteinom TRIF-om. Put
signalizacije posredovan MyD88 proteinom ukljucuje aktiviranje jezgrinog ¢imbenika kappa
B (NF-kB, engl. nuclear factor kappa B) u ranoj fazi pomocu kinaze vezane za IL-1R (IRAK,
engl. IL-1R associated kinase). U putu signalizacije posredovane TRIF proteinom,
adaptacijski protein Mal/TIRAP djeluje kao premosni protein izmedu MyD88 proteina i TIR
domene receptora, dok adaptacijski protein TRAM povezuje TRIF s unutarstanicnom
domenom TLR4 (Bezemer i sur., 2012; Lafferty i sur., 2010; Opitz i sur., 2010; Sarir i sur.,
2008; Kawai i Akira, 2006; Takeda, 2004; Yamamoto i sur., 2004).
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Slika 1.3. Prikaz strukturnih domena IL-1R i TLR.
Preuzeto iz: Akira i Takeda, 2004.

TLR mogu prepoznati razli¢ite PAMP i DAMP molekule. Postoje brojna istrazivanja,
uglavnom temeljena na ,knockout* misevima za TLR, koja su utvrdila postojanje velikog
broja razlicitih endogenih i egzogenih liganada za TLR (Takeuchi i Akira, 2010; Chaudhuri i
ur., 2005; Travassos i sur., 2004; Iwaki i sur.,, 2002). TLR2 i TLR4 su receptori za
komponente bakterijske stani¢ne stjenke i membrane, pri ¢emu TLR2 dominantno funkcionira
kao receptor za Gram-pozitivne, a TLR4 kao receptor za Gram-negativne bakterije (Takeda i
sur., 2003). TLR3, TLR7 i TLR8 vazni su u odgovoru na virusne infekcije. TLR3 reagira na
dvolancanu virusnu RNA (Alexopoulou i sur., 2001), a TLR7 i TLR8 na jednolancanu
virusnu RNA (Heil i sur., 2003). TLR9 prepoznaje citozinsko-gvaninske parove u bakterijskoj
DNA te ima vaznu ulogu u odgovoru na bolesti diSnih putova jer moze mijenjati Th1/Th2
odgovor na antigene (Hemmi i sur., 2000). TLR10 je posljednji otkriven i zasad nema
poznatog liganda, a TLR11 prepoznaje flagelin i profilin (Bezemer i sur., 2012). Izvanstanicni
Hsp70 djeluje na razlicite vrste stanica, ukljucujuci i stanice prirodenog imunosnog sustava u
pluénom tkivu i u krvi, tako da se veze na membranske TLR2 i TLR4 receptore (Bezemer i

sur., 2012; Sarir i sur., 2008).



1.3.1.1. TLR2 i TLR4 receptori

TLR2 i TLR4 su glavni receptori koji prepoznaju razli¢ite komponente bakterijske stani¢ne
stijenke 1 membrane. TLR2 receptori prepoznaju peptidoglikan, lipoproteine i lipoteikoi¢nu
kiselinu (LTA, engl. lipoteichoic acid) Gram-pozitivnih bakterija, npr. Streptococus
pneumoniae te mikobakterijski lipoarabinomanan. TLR2 receptori takoder mogu prepoznati
neke rijetke vrste lipopolisaharida (LPS), npr. od Porphyromonas gingivalis te lipoproteine
koji potje¢u od razli¢itih mikroorganizama ukljucujuéi gljivice (Borrelia burgdorferi,
Treponema pallidum, Aspergillus fumigatus 1 Mycoplasma fermentes) (Chaudhuri i sur.,
2007; Chaudhuri i sur., 2005). Heterodimerizacija TLR2 receptora omogucuje TLR1/2
heterodimeru da prepoznaje drugacije molekule od TLR2/6 hetoerodimera, ¢ime se proSiruje
spektar mogucéih liganada (Takeda i sur., 2003). Uz to, obzirom da TLR2 ima sposobnost
prepoznavanja i komponente koje potjecu od gljivica, moze se povezati i s razli¢itim tipovima
receptora kao §to je dektin-1 koji pripada lektinskoj porodici receptora na koju se veze B-
glukan, komponenta stani¢ne stjenke gljivica (Takeda i Akira, 2005; Akira i Takeda, 2004).
LTA, ligand TLR2 receptora ispitivan u ovom istrazivanju, glavna je strukturna komponenta
stani¢nog zida Gram-pozitivnih bakterija. Njegova struktura razlikuje se izmedu razlicitih
vrsta Gram-pozitivnih bakterija i moze sadrzavati lanac od ribitol-fosfata ili glicerol-fosfata.
LTA je pri¢vrSi¢en na stanicnu membranu bakterije preko diacilglicerola. Uloga LTA u
bakteriji je regulacija autolitickih enzima stanicnog zida bakterije (muramidaza). Ima
sposobnost stimulacije specificnog imunosnog odgovora preko heterodimera TLR2/TLR6 uz
pomo¢ molekula CD14 i CD36 koje pomazu u vezanju na receptor (Oliveira-Nascimento i
sur., 2012; Cardoso i sur., 2006). LTA aktivira samo put signalizacije posredovan MyD8§8
proteinom te inducira aktivaciju NF-xB (Ohnishi i sur., 2009; Mitchell i sur., 2007; Schroder i
sur., 2006).

TLR4 receptori prepoznaju Gram-negativne bakterije vezanjem LPS-a, S. pneumoniae
vezanjem pneumolizina te respiracijski sincicijski virus (RSV, engl. respiratory syncytial
virus) vezanjem fuzijskog proteina (K. Chen i sur., 2007). TLR4 receptori mogu aktivirati

signalizaciju i putem MyD88 i putem TRIF adaptacijskih proteina (Lu i sur., 2008).
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Slika 1.4. Vezanjem LPS-a na TLR4 receptor pokrece se signalna kaskada koja dovodi do
povecane sinteze upalnih citokina i interferona.

Preuzeto iz: Lu i sur., 2008.

Bakterijski endotoksin LPS komponenta je stanicne membrane Gram-negativnih bakterija, a
sastavni dijelovi su mu oligosaharidna jezgra i O-bocni lanac te lipid A koji je glavni PAMP
LPS-a. LPS stimulira stanice domac¢ina pomocu interakcija s proteinom koji veze LPS (LBP,
engl. LPS binding protein), CD14, molekulom 2 koja veze lipopolisaharid (MD-2, engl.
molecule that confers lipopolysaccharide) i TLR4 (Ruiz i sur., 2009; Miyake, 2003; Shimazu i
sur., 1999). MD-2, koreceptor TLR4 za LPS, povezan je s izvanstanicnom domenom TLR4 i
nuzan je za prepoznavanje LPS-a. MD-2 ima hidrofobnu Supljinu koja se izravno veze na
lipid A, aktivno srediSte LPS-a koji je odgovoran za imunostimuliraju¢e djelovanje (Ohto i
sur., 2012; Ohnishi i sur., 2009; Shimazu i sur., 1999). LPS moze aktivirati MyD88 ovisan i
MyD88 neovisan signalni put preko TRIF adaptacijske molekule, Sto oboje rezultira
transkripcijskom aktivacijom NF-kB (Mollen i sur., 2006).

TLR2 i TLR4 takoder prepoznaju DAMP molekule kao §to su Hsp60 i Hsp70, oslobodene iz
stanica pasivnim (nekroza) ili aktivnim putom, oligosaharide hijaluronske kiseline, heparan
sulfat i fibrinogen, zatim reaktivne kisikove spojeve (ROS), koji su agonisti TLR2 receptora,
te proteine oslobodene iz mrtvih ili umiruéih stanica i fragmente nastale kidanjem molekula

izvanstanicnog matriksa poput fibronektina, $to sve doprinosi razvoju sterilne upale (Mitchell
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1 sur., 2010; K. Chen i sur., 2007; Y. Chen 1 sur., 2007; Mollen i sur., 2006; Takeda 1 Akira,
2005; Tsan i Gao, 2004).

1.3.2. Signalizacija TLR receptorima

1.3.2.1. Signalni put ovisan o MyD88 proteinu

TLR se sintetiziraju u endoplazmatskom retikulumu, putuju do Golgijeva aparata te se potom
prenose do staniéne membrane ili unutarstani¢nih dijelova gdje obavljaju svoju funkciju.
Transmembranski protein UNC93B1 kontrolira putovanje unutarstanicnih TLR receptora od
endoplazmatskog retikuluma do endosoma. Kako bi dobili funkcionalni oblik, TLR u
endosomu podlijezu proteoliticCkom kidanju pomocu katepsina B, S, L, H i K te asparginil-
endopeptidaze.

Nakon aktivacije TLR MyD88 stvara Myddosom, kompleks s IRAK1 kinazom koja pripada
porodici kinaza povezanih s receptorom za IL-1. Tijekom njegovog nastanka, IRAK4 aktivira
IRAK1, koji se zatim na nekoliko mjesta samofosforilira i disocira od MyD88. Za kompleks
IRAK1/IRAK4 veze se C¢imbenik 6 povezan s receptorom za ¢imbenik nekroze tumora o
(TRAF6, engl. tumor necrosis factor-receptor-associated factor 6) koji potom s enzimima
konjugiranim ubikvitinom, UBC13 i UEVI1A, poti¢e poliubikvitinaciju TRAF6 i TAKI
protein-kinaznog kompleksa te kinaze 6 MAPK (MKKG6, engl. mitogen-activated protein
kinase kinase 6).

Kinaza 1 aktivirana transformiraju¢im ¢imbenikom rasta f (TAKI, engl. transforming growth
factor-f activated kinase 1) je ¢lan porodice kinaza koje aktiviraju kinaze kinaza protein-
kinaze aktiviranih mitogena (MAPKKK, eng/. mitogen-activated protein kinase kinase
kinase) i tvori kompleks s regulacijskim podjedinicama proteina koji se vezu na TAKI,
TABI1, TAB2 i TAB3 (TAB, engl TAKI-binding protein), koje su u interakciji s
poliubikvitinskim lancima nastalim na TRAF6 i dovode do aktivacije TAK1 (Kawasaki i
Kawai, 2014). Zatim TAK1 moze aktivirati dva razli¢ita signalna puta: NF-xB 1 put protein-
kinaza aktiviranih mitogenom (MAPK, eng/. mitogen-activated protein kinase).

U sisavaca se NF-kB porodica sastoji od pet transkripcijskih faktora p50, p52, p65 (RelA), c-
Rel i RelB koji imaju amino-terminalnu domenu homolognu Rel-u (RHD, engl. Rel
homology domain) koja sudjeluje u vezanju na DNA i u modulaciji ekspresije gena. p65
(RelA), c-Rel i RelB sadrze i C-terminalne domene koje aktiviraju transkripciju (TAD, engl.

transcriptional activation domains), dok p50 i p52 ne sadrze ove domene te potiskuju
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ekspresiju gena osim ako nisu vezani za protein koji sadrzi TAD. p50 i p52 nastaju od vecih
prekursora p100 i p105. NF-kB proteini inhibirani su u citoplazmi inhibicijskim proteinima
kB (IkB, engl. inhibitor of kB) kojih je do sada identificirano sedam (IxBa, IkBp, Bcl-3, IkBe,
IxBy, p100 i p105). Poznata su dva puta aktivacije NF-kB, klasi¢ni (kanonski) i alternativni
(ne-kanonski), a zajedniCka im je pocetna aktivacija IkB kinaznog kompleksa (IKK) koji se
sastoji od katalitickih podjedinica IKKa i IKK te od IKKy regulacijske podjedinice koja se
jos naziva modulator NF-kxB (NEMO, engl. NF-xB essential modulator). TAKI1 se veze na
IKK kompleks preko ubikvitinskih lanaca koji omogucuju fosforilaciju i aktivaciju IKK}.
IKK kompleks fosforilira inhibicijski protein NF-kB, IkBa, koji se zatim odvaja od NF-«xB i
razgraduje proteasomom, omogucujuci tako da se NF-xB translocira u jezgru i inducira
ekspresiju upalnih gena. Opisana aktivacija predstavlja klasicni put aktivacije gdje dolazi do
aktivacije p65 (RelA), c-Rel, RelB i p50, dok u alternativnom putu dolazi do aktivacije p100 i
RelB te on sudjeluje u razvoju limfnih organa i B-limfocita (Hoffmann i sur., 2006; Paul N.
Moynagh, 2005; Paul N Moynagh, 2005).

Aktivacija TAK1 i MKKG6 potice aktivaciju ¢lanova porodice MAPK. Do sada je u sisavaca
opisano 5 razli¢itih skupina MAPK, od kojih su najvaznije kinaze regulirane izvanstani¢nim
signalima 1 1 2 (ERK1/2, engl. extracellular signal-regulated kinases 1 and 2), kinaze koje
fosforiliraju N-terminalni dio transkripcijskog faktora c-Jun-a (JNK, engl. c-Jun N-terminal
kinases) i p38 kinaze. ERK1/2 se aktiviraju putem ¢imbenika rasta i povezuju se uglavnom s
prezivljavanjem stanice, proliferacijom i diferencijacijom. Aktivirane ERK1/2 fosforiliraju
brojne transkripcijske faktore, primjerice c-Fos i aktivacijski protein 1 (AP-1, engl. activator
protein 1), koji potiCu transkripciju gena vaznih za prezivljavanje stanice. JNK i p38 kinaze se
aktiviraju kao odgovor na stresne podrazaje, poput osmotskog Soka, ionizirajuceg zracenja,
oksidansa i citokina te su uglavnom odgovorni za poticanje upale i apoptoze. Aktivirane JNK
1 p38 kinaze fosforiliraju brojne transkripcijske faktore (c-Jun, NF-xB) koji vezanjem za DNA
dovode do sinteze upalnih citokina i apoptoznih molekula (Kawasaki i Kawai, 2014; Villena i
sur., 2014; Newton 1 Dixit, 2012; Sarir 1 sur., 2008; Lu 1 Xi, 2006; Takeda 1 Akira, 2005;
Roux i Blenis, 2004).

Nedostatak TAKI1 u mi§jim embrionalnim stanicama fibroblasta dovodi do smanjene
fosforilacije IKK, p38 i INK nakon stimulacije LPS-om. Medutim, aktivacija IKK, p38 1 JNK
te sinteza citokina potaknuta stimulacijom TLR4 je poviSena u neutrofilima tih istih TAKI1-
deficijentnih miSeva, Sto ukazuje da uloga TAKI1 u signalizaciji preko TLR-a ovisi o vrsti

stanica (Kawasaki i Kawai, 2014).
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1.3.2.2. Signalni put ovisan o TRIF proteinu

TRIF ulazi u interakciju s TRAF6 i TRAF3. TRAF6 privla¢i protein-kinazu 1 koja je u
interakciji s receptorom (RIP-1, engl. receptor-interacting protein 1) te se ona povezuje s
TAKI1 kompleksom, fosforilira ga i dovodi do njegove aktivacije. Zatim dolazi do aktivacije
NF-kB i MAPK signalnih putova te do sinteze citokina. Suprotno tome, TRAF3 privlaci
kinazu 1 vezanu za aktivator NF-kB koji je povezan s ¢lanovima porodice TRAF proteina
(TBK1, engl. TRAF family member-associated NF-kB activator (TANK) binding kinase 1) i
inhibitor kinaznog kompleksa kB (IKKi, engl. inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase) te
dolazi do fosforilacije ¢imbenika regulacije interferona (IRF3, engl. interferon regulatory
factor) pri ¢emu IRF3 tvori dimer i translocira se iz citoplazme u jezgru, gdje uzrokuje
ekspresiju gena za interferon (IFN) tipa I (Kawasaki i Kawai, 2014; Takeda i Akira, 2004).
IFN-B se veze na tip 1 receptora za interferon (IFNR1), dolazi do aktivacije puta Janus
kinaza/prenosioca signala i aktivatora transkripcije (JAK/STAT engl. Janus kinase/signal
transducer and activator of transcription) i induciranja ekspresije molekula na povrsini koje su
potrebne za interakciju s T stanicama poput CD40, CD80 i CD86. Aktivacija NF-xB i
JAK/STAT signalnog puta takoder potice ekspresiju inducibilne sintaze duSikovog oksida
(iNOS). Dusikov oksid (NO) nastao ovim procesom vazan je medijator upale i ima ulogu u

uklanjanju mikroba, parazita i malignih stanica (Brieger i sur., 2013).
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Slika 1.5. Aktivacija TLR kojom dolazi do pokretanja signalne kaskade koja obuhvaca
signalne putove ovisne o MyD88 i TRIF proteinu.
Preuzeto iz: Wang i sur., 2014.

1.4. KRONICNA OPSTRUKCIJSKA PLUCNA BOLEST

Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest (KOPB) definira se kao ucestala bolest koju je moguce
sprijecCiti i lijeciti, a karakterizirana je perzistentnim respiracijskim simptomima i smanjenjem
protoka zraka povezanim s abnormalnostima di$nih putova i/ili alveola koje je obi¢no
uzrokovano izlaganjem Stetnim cCesticama 1 plinovima (Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017). Ovo progresivno smanjenje protoka zraka
uzrokovano je kombinacijom bolesti malih diSnih putova (kao npr. opstrukcijskog
bronhiolitisa) i destrukcije parenhima (emfizema). Kroni¢ni upalni odgovor u KOPB-u
uzrokuje strukturne promijene koje vode suzavanju di$nih putova, destrukciji parenhima

pluca, gubitku alveola i elasti¢nosti plu¢a. Ove patoloske promijene dovode do ograni¢enja

14



protoka zraka te do simptoma karakterisit¢nih za KOPB kao $to su dispneja (otezano disanje),
kronicni kasalj i stvaranje sputuma (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease
(GOLD), 2017; Decramer i sur., 2012).

KOPB je jedan od vodecih uzroka morbiditeta i mortaliteta u svijetu s prevalencijom od oko
12 % u osoba starijih od 40 godina, a godi$nje od posljedica KOPB-a u svijetu umire oko 3
milijuna ljudi (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; Kelly i
sur., 2013). KOPB takoder ima i znaCajne socijalne i ekonomske posljedice, ne samo zbog
velikih troskova lijeCenja, nego i zbog utjecaja na radnu sposobnost bolesnika te njihovu
kvalitetu zivota. Bolest takoder ima sve veéi znacaj zbog starenja stanovniStva i visokog
trenda puSenja u svijetu (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD),
2017; Gibson i sur., 2013).

Pusenje cigareta smatra se jednim od glavnih ¢imbenika rizika za razvoj KOPB-a. Veéina
bolesnika s KOPB-om (oko 80 %) su puSaci. Ipak, samo 15-25 % puSaca razvije bolest (Roth,
2008). Osim puSenja rizi¢ni ¢imbenici su i izloZenost zagadenom zraku, profesionalna
izlozenost dimu ili praSini, ucCestale infekcije respiracijskog sustava tijekom djetinjstva,
kroni¢na astma, tuberkuloza te losi socioekonomski uvjeti. KOPB je rezultat kumulativne
izlozenosti riziénim Cimbenicima. Predvida se da ¢e prevalencija ove bolesti u idu¢im
desetlje¢ima rasti zbog kontinuirane izlozenosti rizicnim ¢imbenicima i starenja svjetske
populacije te ¢e KOPB postati jedan od vodecih uzro¢nika smrti u svijetu. Osim toga vazno je
naglasiti da je KOPB posljedica interakcija genskih i okoliSnih ¢imbenika te sve osobe istog
profila izlozenosti okolisnim ¢imbenicima ne¢e nuzno razviti bolest (Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; Diaz-Guzman i Mannino, 2014; Landis i
sur., 2014; Rovina i sur., 2013; Mannino i Kiriz, 2006).

Progresivni tijek KOPB-a pojacavaju egzacerbacije i komorbiditeti, ali i sistemska
komponenta bolesti jer se KOPB ne smatra boleS¢u ogranicenom samo na pluca. Sistemske
manifestacije bolesti, poput kroni¢ne upale, oksidacijskog stresa, aktivacije imunosnih
stanica, poviSene koncentracije upalnih citokina u krvi, kao i komorbiditeti koji ukljucuju
kardiovaskularne poremecaje, metabolicki sindrom, disfunkciju miSi¢a, osteoporozu,
malnutriciju, anksioznost i depresiju te karcinom pluca, znacajno utjecu na tezinu i klinicku
sliku bolesti i smanjuju kvalitetu Zivota bolesnika (Cavailles i sur., 2013; Agusti i Soriano,

2008; Agusti i sur., 2003).
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1.4.1. Dijagnoza i klasifikacija KOPB-a

Dijagnoza se postavlja na temelju rezultata spirometrije koja je ,zlatni standard” za
dijagnostiku KOPB-a (Agusti i Sin, 2014; Diaz-Guzman i Mannino, 2014). Spirometrija je
test funkcije pluca kojim se mijeri koli¢ina zraka koju osoba moZe izdahnuti i vrijeme
potrebno da to ucini. Mjerenjem se dobivaju vrijednosti parametara potrebnih za postavljanje
dijagnoze KOPB-a: forsiranog izdisajnog volumena u prvoj sekundi (FEV;), forsiranog
vitalnog kapaciteta (FVC) i Tiffeneauov indeks, omjer FEV, i FVC (FEV/FVC). Ako je
vrijednost FEV/FVC < 0,70 nakon primjene bronhodilatatora potvrduje se dijagnoza KOPB-
a (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017).

Globalna inicijativa za kroni¢nu opstrukcijsku plué¢nu bolest (GOLD, engl. Global Initiative
for Chronic Obstructive Lung Disease) temeljem vrijednosti FEV; izmjerene nakon primjene
bronhodilatatora klasificira bolesnike u cetiri skupine prema ograni¢enju protoka zraka
(tablica 1.1.) Vrijednosti FEV; nakon testa bronhodilatacije usporeduju se s predvidenim
vrijednostima ovisnima o spolu, dobi, tjelesnoj visini i tezini bolesnika (Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017). Medutim, FEV,; slabo korelira sa
simptomima i kvalitetom zivota bolesnika s KOPB-om, a i normalno se smanjuje sa
starenjem, pa upotreba FEV,/FVC rezultira ¢eS¢om dijagnozom KOPB-a kod starije
populacije. Stoga je predlozena upotreba pete percentile donje grani¢ne vrijednosti omjera
FEV//FVC za odgovarajuéu populaciju za dijagnozu KOPB-a te se ovo smatra
jednakovrijednim dijagnostickim parametrom kao i fiksni kriterij FEV/FVC koji se ipak
cesce koristi (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; M. L.
K. Han i sur., 2016; Vestbo, 2014; Nussbaumer-Ochsner i Rabe, 2011).
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Tablica 1.1. Klasifikacija KOPB-a prema GOLD stadijima (GOLD 2017)
Preuzeto iz: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017.

Klasifikacija KOPB-a prema teZini opstrukcije diSnih putova s obzirom

na FEV; nakon primjene bronhodilatatora, FEV{/FVC < 0,70

GOLD 1 blaga KOPB FEV, = 80 % predvidenog
) 50 % < FEV; <80 %
GOLD 11 umjerena KOPB
predvidenog
30 % <FEV,; <50 %
GOLD I1I teSka KOPB
predvidenog
GOLD 1V vrlo teska KOPB FEV, <30 % predvidenog

Iako je FEV| neizostavan kriterij za klasifikaciju KOPB-a, nedovoljan je za karakterizaciju
njezine kompleksnosti te ne odrazava poremecaje u perifernim diSnim putovima, parenhimu
pluca i sistemske ucinke bolesti (Agusti, 2014; Agusti i Sin, 2014). Stoga se prema najnovijim
GOLD smjernicama procjena tezine KOPB-a, osim na rezultatima spirometrije, temelji i na
prisutnosti simptoma, riziku od egzacerbacija te prisutnosti komorbiditeta. Tezina simptoma
procjenjuje se ispunjavanjem izmijenjenog upitnika britanskog medicinskog istrazivackog
vijeca (mMRC, engl. Modified British Medical Research Council) kojim se procjenjuje
smanjenje sposobnosti bolesnika zbog nedostatka zraka ili ispunjavanjem testa za procjenu
KOPB-a (CAT, engl. COPD Assessment Test) koji ukljucuje jo§ i utjecaj KOPB-a na
svakodnevni zivot bolesnika. CAT > 10 ukazuje na visoki intenzitet prisutnih simptoma u
bolesnika s KOPB-om. mMRC > 2 ukazuje na znacajnu zaduhu kod bolesnika (Global
Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; M. K. Han i sur., 2016;
Agusti i Sin, 2014; Vestbo i sur., 2014). Najbolji prediktor procjene rizika od egzacerbacija je
broj prethodnih egzacerbacija, a Cestim egzacerbacijama se smatraju vise od dvije godiSnje.
Kombinacijom ovih parametara bolesnici s KOPB-om mogu se svrstati u Cetiri skupine (A-D)

(slika 1.6.).

17



> 2 putaili> 1 put

C D ° godisnje uz
Ef hospitalizaciju
o
S
S‘) 0ili 1 put godisnje
A B o

(bez hospitalizacije)

mMRC 0-1 mMRC >2
CAT <10 CAT =10
simptomi bolesti

Slika 1.6. Prikaz podjele bolesnika s KOPB-om po skupinama A-D.
Preuzeto iz: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017.

U klini¢koj slici KOPB-a prevladavaju kroni¢ni bronhitis i pluéni emfizem. Kroni¢ni
bronhitis definiran je pretjeranim lucenjem sluzi u bronhima, koje se ocituje ponavljaju¢im
produktivnim kasSljem barem tri mjeseca u godini kroz dvije uzastopne godine. Kronicni
bronhitis rezultat je odgovora imunosnog sustava na udahnute Stetne Cestice i plinove iz zraka
(dim cigareta, smog, kemikalije, izgaranje iz pec¢i), a karakteriziran je upalom epitela
srediSnjih diSnih putova i zlijezda koje stvaraju sluz. Ova upala je povezana s pojacanim
stvaranjem sluzi, zadebljanjem stijenki bronha, smanjenim uklanjanjem Ccestica preko
cilijarnih stanica te povecanom propusnos¢éu epitelne barijere diSnih putova. Kroni¢no
pojacano izlucivanje sluzi doprinosi tezini bolesti u kasnijim stadijima kada povec¢ava rizik
nastanka egzacerbacija koje mogu ubrzati smanjenje FEV (Fischer i sur., 2011; MacNee,
2005). Pluéni emfizem jest bolest u kojoj postoji anatomska promjena plu¢a u obliku
abnormalnog prosirenja zracnih prostora distalno od krajnjih bronhiola i destrukcija
alveolarne stijenke. Javlja se u dva oblika: centrilobularni (centriacilarni) koji nastaje
razaranjem alveola smjeStenih oko bronhiola ukljucuju¢i proksimalne acinuse, a usko se
povezuje s pusenjem cigareta, te panlobularni (panacinarni) koji se povezuje s nedostatkom
o;-antitripsina, a rezultira razaranjem cijelih acinusa (Fischer i sur., 2011; MacNee, 2009;
MacNee, 2005). Posljedica emfizema je slaba izmjena plinova u alveolama i zadrzavanje
zraka zbog smanjene elasticnosti plu¢a (Morissette i sur., 2009). Kod bolesnika s KOPB-om

mogu se javiti razliite znacajke kroni¢nog bronhitisa, emfizema i njihova preklapanja, a
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vecina bolesnika ima simptome i jednog i drugog poremecaja te opstrukciju disnih putova

(Fischeri sur., 2011).

1.4.2. Cimbenici rizika za KOPB

Najvazniji ¢imbenik rizika za razvoj KOPB-a je puSenje te su oko 80 % oboljelih od KOPB-a
pusaci (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; Yin i sur.,
2007; Saetta, 1999; Saetta, 1997). Dim cigareta mjeSavina je visSe od 4800 kemijskih
komponenti koje ukljucuju visoke koncentracije slobodnih radikala te oksidansa kao Sto su
reaktivni aldehidi i kinoni koji mogu stvarati hidroksilne radikale i vodikov peroksid.
Kroni¢na izloZenost dimu cigareta oStecuje epitel disSnih putova Sto dovodi do aktivacije
signalnih kaskada koje potiCu otpustanje upalnih citokina, narocito IL-8, te dolazi do
privlacenja upalnih stanica i pojacavanja upalnog odgovora. Takoder dolazi i do otpustanja
proteolitickih enzima i reaktivnih kisikovih spojeva (ROS, engl. reactive oxygen species) koji
uzrokuju dodatna ostecenja ukoliko nisu u ravnotezi s antiproteazama i antioksidansima. Uz
to, dim cigareta ograniCava proces popravka alveola, Sto uzrokuje fibrozu. PuSenje remeti i
gibanje cilija bronhijalnog epitela i funkciju alveolarnih makrofaga te izaziva hiperplaziju i
hipertrofiju vrcastih stanica i submukoznih Zlijezda koje luce sluz (Decramer i sur., 2012;
Baglole i sur., 2008; Lada Rumora i sur., 2008; Kode i sur., 2006). Razli¢iti $tetni ucinci
pusenja na zdravlje pluca ve¢ su utvrdeni, a danas je poznato da pusSenje ima i znaCajne
sistemske ucinke, kao $to su oksidacijski stres i upala (Faner i sur., 2014; Yanbaeva i sur.,
2007). Veca prevalencija simptoma bolesti diSnih putova i abnormalnosti plu¢ne funkcije,
veca godisnja razina smanjenja FEV i veca smrtnost od KOPB-a pronadeni su kod pusaca u
usporedbi s nepusacima (Kohansal i sur., 2009). Pasivno izlaganje dimu cigareta takoder
moze pridonijeti pojavi simptoma bolesti disnih putova i pojavi KOPB-a (Yin i sur., 2007).
Prevalencija KOPB-a korelira s rasprostranjenoS¢u pusenja, a dob pocetka pusenja, intenzitet
pusenja i godine pusenja smatraju se prediktorima smrtnosti od KOPB-a (Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; Vestbo i Lange, 2016; Postma i Rabe,
2015; Godtfredsen i sur., 2008).

Vazan ¢imbenik rizika u KOPB-u je i izlozenost drugim ¢esticama iz zraka osim dimu
cigareta, kao §to su organska i anorganska prasina, pare i plinovi na radnom mjestu, smog i
ostali vanjski zagadivaci zraka, a osobito u zemljama u razvoju bitni su i unutarnji zagadivaci

zraka poput otvorenih kuénih lozista, nefunkcionalnih Stednjaka te koriStenja goriva bioloskog
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porijekla (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; Adeloye i
sur., 2015; Vestbo, 2014). KOPB se moze pripisati profesionalnoj izlozenosti u ¢ak oko 30 %
nepusaca oboljelih od ove bolesti (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Discase
(GOLD), 2017).

Sto se ti¢e spola, prevalencija KOPB-a podjednaka je kod muskaraca i zena zbog sve veéeg
broja zena medu pusaCima, a neka istrazivanja pokazuju i da su Zene osjetljivije na dim
cigareta od muskaraca (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD),
2017; Han i sur., 2010).

Socioekonomski ¢imbenici takoder mogu korelirati s razvojem KOPB-a, narocito u zemljama
u razvoju. Lo§ socioekonomski status podrazumijeva losiju prehranu, gustu naseljenost, vec¢u
zagadenost okoliSa, slabiju dostupnost zdravstvene skrbi, veéu ucestalost respiracijskih
infekcija i vecu stopu pusSenja (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease
(GOLD), 2017; Vestbo, 2014; Mannino i Buist, 2007).

Razli¢iti genski ¢imbenici povezuju se s KOPB-om, od kojih su najbitniji i najbolje istrazeni
nasljedni nedostatak a;-antitripsina, polimorfizmi gena za transformirajuci faktor rasta 3
(TGF-B, engl. transforming growth factor B), mikrosomalnu epoksid-hidrolazu 1, ¢imbenik
nekroze tumora o (TNF-a, engl. tumor necrosis factor a), hem-oksigenazu 1, glutation-S-
transferazu, metaloproteinaze matriksa (MMP, engl. matrix metalloproteinase) 1 i 12 te tkivni
inhibitor 2 metaloproteinaze matriksa (TIMP2, engl. tissue inhibitor of metalloproteinase). No
ipak, dosadasnja istrazivanja povezanosti genskih ¢imbenika i KOPB-a nisu dala dosljedne
rezultate (Diaz-Guzman i Mannino, 2014; Molfino, 2007; Wood i Stockley, 2006).

Ostali ¢imbenici rizika za KOPB su svi ¢imbenici koji utjeCu na razvoj pluca za vrijeme
trudnoce i djetinjstva kao $to su niska porodajna tezina i respiracijske infekcije. Kroni¢ni
bronhitis i astma takoder povecavaju rizik obolijevanja od ove bolesti (Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; Postma i Rabe, 2015; Diaz-Guzman i
Mannino, 2014).

1.4.3. Patogeneza KOPB-a

Smatra se da su patoloske promjene u KOPB-u posljedica genske predispozicije i izloZenosti
rizicnim ¢imbenicima za razvoj bolesti, posebice dimu cigareta. Razlog tome je povecana
osjetljivost nekih osoba na djelovanje Stetnih Cestica te posljedicno javljanje pojacanog i

neprimjerenog upalnog odgovora koji dovodi do oStecenja pluc¢a. Osim toga, kroni¢na upala
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kod takvih pojedinaca nastavlja se i nakon prestanka puSenja, odnosno prestanka doticaja s
drugim Stetnim Cesticama (Rovina i sur., 2013; MacNee, 2005). Osim kroni¢ne upale ulogu u
nastanku bolesti imaju oksidacijski stres, neravnoteza proteaza i antiproteaza te propadanje

alveola apoptozom (Fischer i sur., 2011; MacNee, 2005).

1.4.3.1. Upala

Kod oboljelih od KOPB-a prisutan je pojacan ili neprimjeren upalni odgovor u diSnim
putovima na kroni¢ne iritanse kao S§to je dim cigareta (Hogg i Timens, 2009; MacNee i
Calverley, 2003). Upalna reakcija karakterizirana je aktivacijom urodenog (neutrofili,
makrofagi, eozinofili, mastociti, stanice prirodne ubojice (NK, engl natural killer cells) i
dendriti¢ne stanice) i steCenog (T i B limfociti) imunosnog odgovora te je povezana s
infiltracijom makrofaga, neutrofila i CD8" T limfocita u sredi$nje disne putove (Fischer i sur.,
2011; Roth, 2008; MacNee, 2005). U upalni odgovor ukljuene su i strukturne stanice,
epitelne i endotelne stanice te fibroblasti (Barnes, 2014; Rovina i sur., 2013). Dim cigareta
izravno moze aktivirati brojne upalne stanice koje onda pocnu otpustati razliCite upalne,
mitogene i fibrozne ¢imbenike koji stimuliraju ostale stanice na stvaranje dodatnih upalnih
¢imbenika, dolazi do privlacenja jo§ viSe imunosnih stanica na mjesto upale i posljedi¢no do
podrZavanja upalnog procesa (Caramori i sur.,, 2014; Brashier i Kodgule, 2012; Hogg i
Timens, 2009) (slika 1.7.).

Upalna reakcija u plu¢ima pocinje aktivacijom makrofaga te se smatra da upravo oni imaju
glavnu ulogu u kroni¢noj upali. Njihov broj u disnim putovima bolesnika s KOPB-om 5-10 je
puta veci nego u zdravih ispitanika, a uocena je i korelacija izmedu broja makrofaga i teZine
bolesti. Makrofagi bolesnika s KOPB-om izlucuju vece kolicine upalnih proteina i imaju veci
pocetni elastoliticki potencijal od makrofaga zdravih pusaca, a to je jo§ izrazenije nakon
izlaganja dimu cigareta. Makrofagi pusaca i bolesnika s KOPB-om imaju i produljeni Zivotni
vijek, a njihov povecani broj u KOPB-u osim toga je i rezultat povecanog privlacenja
monocita iz sistemske cirkulacije i njihove povecane proliferacije (Barnes, 2014; Rovina i
sur., 2013; Sarir i sur., 2008; MacNee, 2005). Alveolarni makrofagi monocitnog podrijetla
bolesnika s KOPB-om imaju slabiju mo¢ fagocitiranja bakterija, a dim cigareta i druge Stetne
Cestice mogu oslabiti odgovor epitelnih stanica, §to bi mogli biti odlucujuc¢i ¢imbenici
kroni¢ne kolonizacije donjih disnih putova bakterijama kao Sto su Haemophilus influenzae i S.
pneumoniae (Barnes, 2014; Glader i sur., 2006). Makrofagi luce razli¢ite medijatore upale

kao §to su TNF-a, interleukin (IL)-8, IL-6, IL-1P, makrofagni upalni protein la (MIP-1a,
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engl. macrophage inflammatory protein la), leukotrien B4 (LTB4, engl. leukotriene B4),
¢imbenik poticanja kolonija granulocita/makrofaga (GM-CSF, engl. granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor), stvaraju reaktivne kisikove spojeve i izlucuju proteaze (MMP-2, -
9 1 -12, katepsine i neutrofilnu elastazu). Stoga makrofagi predstavljaju stani¢nu poveznicu
izmedu pusenja, upalne reakcije i oste¢enja tkiva u KOPB-u (Barnes, 2014; Hogg i1 Timens,
2009; MacNee, 2005). LTB4 i IL-8 izluCeni iz makrofaga privlate neutrofile koji su
najvaznije izvrsne stanice u upali u KOPB-u, a sintetiziraju i luce proteoliticke enzime kao §to
su neutrofilna elastaza, katepsini i MMP-ovi te ROS-ove koji izravno oSte¢uju pluca i
pojacavaju izluCivanje mukusa (Roth, 2008). Proteaze, osobito neutrofilna elastaza, poticu
sekreciju mukusa iz submukoznih zlijezda i vrcastih stanica epitela §to dovodi do poremecaja
mukocilijarnog klirensa te posljedi¢no do opstrukcije diSnih putova. Osim toga, proteaze i
oksidansi oslobodeni iz aktiviranih neutrofila djeluju elastoliticki, a neutrofili izlucuju i
citokine koji u to podrucje privlace dodatne neutrofile (Barnes, 2014; Brashier i Kodgule,
2012; Fischer i sur., 2011; MacNee, 2005).

U di$nim putovima i sistemskoj cirkulaciji bolesnika s KOPB-om zabiljezen je povecéan broj
T limfocita, naro¢ito CD8+ (citotoksi¢nih) limfocita koji pokazuju povezanost s intenzitetom
alveolarnog razaranja i tezinom opstrukcije diSnih putova. Limfociti pokrecu steCeni imunosni
odgovor. T limfociti u perifernim diSnim putovima bolesnika s KOPB-om imaju povisenu
ekspresiju receptora 3 za kemokine s CXC motivom (CXCR3). Ekspresija proteina od 10 kDa
kojeg inducira interferon (IP-10, engl. interferon induced protein of 10 kDa), a to je kemokin
kojeg veze ovaj CXCR3 receptor, poviSena je u bronhijalnim epitelnim stanicama te bi to
moglo pridonositi nakupljanju CD8" T limfocita. Uz to, citotoksi¢ni T limfociti izluduju
perforin, granzim i TNF-a te tako poticu citolizu i apoptozu epitelnih stanica alveola. S druge
strane, Th1l subpopulacija pomocnickih T limfocita izlucuje IFNy i aktivira alveolarne
makrofage. Smatra se da limfociti sudjeluju u poticanju upalnog procesa i nakon prestanka
pusenja tako da stalno poticu upalne reakcije stvaranjem novih autoantigena tijekom razaranja
tkiva pluca ili buduéi da im je broj obicno povisen u plué¢nim tkivima kod infekcija moguce je
da prisutnost kroni¢ne virusne ili bakterijske kolonizacije donjeg diSnog sustava u bolesnika s
KOPB-om dovodi do njihovog povecanog broja i kroni¢ne stimulacije upalnog odgovora
(Barnes, 2014; Brashier i Kodgule, 2012; Hogg i Timens, 2009; MacNee, 2005).

U urodenoj imunosti diSnih putova vaznu ulogu imaju epitelne stanice. One stvaraju mukus,
izlucuju peptide s antimikrobnim djelovanjem, defenzine, sudjeluju u popravku tkiva, izlucuju
antiproteaze i antioksidanse. Kao odgovor na ostecenje, epitelne stanice aktiviraju razlicite

zaStitne mehanizme te, kad se aktiviraju, mogu luciti upalne medijatore IL-1, IL-6, IL-8 i
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TNF-a. Takoder luce TGF-B ¢ime poticu fibrozu te su vazan izvor ROS-ova. Dim cigareta
uzrokuje poremecaj svih navedenih zastitnih mehanizama i ¢ini pojedinca podloznijim

infekciji (Barnes, 2014; Fischer i sur., 2011; MacNee, 2005).
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Slika 1.7. Mehanizam nastanka kroni¢ne upale u KOPB-u.

Preuzeto iz: Pouwels 1 sur. 2014.

1.4.3.1.1. Citokini u KOPB-u

Citokini su mali proteini koji aktiviraju transkripcijske faktore vezanjem za receptore te tako
poti¢u sintezu novih upalnih medijatora. Stvaraju ih razliCite stanice (epitelne, endotelne,
fibroblasti, makrofagi, monociti, T limfociti), a bitni su u regulaciji upale i stani¢ne smrti
(Takeuchi i Akira, 2010; Barnes, 2008; Sarir i sur., 2008; Barnes, 2004). ViSe razlicitih
citokina povezano je s KOPB-om, a najvaznijima se smatraju TNF-a, [FNy, IL-1p, IL-6, IL-8,
IL-17, IL-18, IL-32 i timusni stromalni limfopoetin (TSLP, engl. thymic stromal
lymphopoietin) (Agusti i MacNee, 2013; Agusti i Soriano, 2008; Chung, 2001). Povisene
koncentracije IL-1pB, IL-6, IL-8 i TNF-a pronadene su u sputumu bolesnika s KOPB-om, a
alveolarni makrofagi pusaca i bolesnika s KOPB-om pojacano otpustaju IL-1, IL-8, IL-10 i
TNF-a (Sam i sur., 2000; Keatings i sur., 1996). Takoder je pokazano da bolesnici s KOPB-
om imaju povisene IL-6, IL-8 i TNF-a u plazmi (Agusti i Sin, 2014; Faner i sur., 2014; Kelly
isur., 2013; Han i sur., 2010; Agusti, 2008; Agusti i Soriano, 2008).
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Postoje dva oblika IL-1: IL-1a i IL-1B koji se sintetiziraju kao neaktivne prekursorske
molekule. Pro-IL-1p aktivira se nakon proteolitickog kidanja kaspazom-1, a zreli oblik mora
se aktivno izluciti iz stanice. Kod IL-1a bioloski su aktivni i pro- i zreli oblik. Nakon sinteze,
pro-IL-1a uglavnom ostaje unutar stanice gdje moze djelovati poput transkripcijskog faktora,
vezati se za DNA 1 poticati transkripciju gena. Ipak, IL-1a moze djelovati unutar i izvan
stanice. Vezanjem pro-IL-1a ili IL-1a na receptore poticu se sterilni upalni odgovori te se on
moze uvrstiti u skupinu DAMP molekula. Za razliku od toga, IL-1p nije DAMP molekula
(Dinarello, 2011; Dinarello, 2010; Gabay i sur., 2010; Carta i sur., 2009). IL-1a i IL-1P
najvise se sintetiziraju u monocitima, makrofagima i fibroblastima (Caramori i sur., 2014). U
bolesnika s KOPB-om, IL-1B poti¢e makrofage na otpusStanje upalnih citokina, kemokina i
MMP-9 (Culpitt i sur., 2003), a njegova je koncentracija poviSena u sputumu bolesnika s
KOPB-om te korelira s tezinom bolesti, kao i smanjenje koncentracije antagonista IL-1
receptora i topljivog IL-1 receptora (Sapey i sur., 2009). IL-1p potice leukocitozu tako Sto
povecava otpustanje neutrofila iz koStane srzi, takoder poti¢e proliferaciju fibroblasta,
otpustanje prostaglandina i kolagenaza te sintezu fibronektina i kolagena (Chung, 2001).

IL-6 predstavlja poveznicu prirodenog i steCenog imunosnog odgovora te najcesce djeluje
zajedno s drugim citokinima. Njegova je koncentracija povisena u sputumu i plazmi bolesnika
s KOPB-om, naroc€ito tijekom egzacerbacija te korelira s koncentracijom C-reaktivnog
proteina (CRP) (Bucchioni i sur., 2003; Bhowmik i sur., 2000). IL-6 je glavni medijator
sinteze CRP-a. Vrlo je stabilan u cirkulaciji (za razliku od ostalih citokina) te se zato smatra
da je ukljucen u sistemske manifestacije KOPB-a, kao i u egzacerbacije. IL-6 moze doprinijeti
oslabljenoj funkciji endotelnih stanica, inzulinskoj rezistenciji, osteoporozi i depresiji
(Barnes, 2009).

IL-8 ili CXCL8 kemokin ima vaznu ulogu u privlacenju neutrofila te u njihovoj aktivaciji,
potic¢e prolaznu promjenu oblika neutrofila, povecanje koncentracije unutarstani¢nog kalcija,
egzocitozu i otpustanje enzima iz skladiSnih organela unutar stanice te nastanak i otpustanje
ROS-ova. Takoder regulira povecanje ekspresije integrina CD11b/CD18 i CDI11¢/CDI18
tijekom egzocitoze specifi¢nih granula, aktivira neutrofilnu 5-lipoksigenazu pri ¢emu nastaju
LTB4 i 5-hidroksi-eikozatetraenska kiselina koji privlace neutrofile u sputum bolesnika s
KOPB-om. IL-8 djeluje i kao kemoatraktant za T limfocite. Koncentracija IL-8 u sputumu
bolesnika s KOPB-om korelira s prisutnos¢u bakterija u diSnim putovima, a te bakterije mogu
jos§ vise potaknuti sintezu IL-8 u epitelnim stanicama. Neutrofilna elastaza takoder potice

epitelne stanice da sintetiziraju IL-8 i LTB4 (Chung, 2001). Njegova koncentracija je
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poviSena u sputumu bolesnika s KOPB-om te ona ukazuje na tezinu bolesti, a istraZivanje s
primjenom blokiraju¢eg protutijela na IL-8 u bolesnika s KOPB-om pokazalo je malo
poboljsanje dispneje (Caramori i sur., 2014). Koncentracija IL-8 u sputumu je veéa kod
bolesnika s deficijencijom o;-antitripsina nego kod bolesnika s KOPB-om s normalnom
koncentracijom a;-antitripsina (Caramori i sur., 2014; Chung i sur., 2009; Woolhouse i sur.,
2002; Chung, 2001).

Otpustanje TNF-a potaknuto je drugim citokinima kao §to su IL-1, GM-CSF i IFN-y, a
njegovim glavnim izvorom smatraju se makrofagi, no stvaraju ga i epitelne stanice, T
limfociti 1 mastociti. TNF-a aktivira transkripcijski faktor NF-kB koji potic¢e ekspresiju gena
za IL-8, ¢ime se on pojaCano otpusta iz epitelnih stanica disSnih putova i neutrofila.
Koncentracija unutarstani¢ne adhezijske molekule 1 (ICAM-1, engl. intracellular adhesion
molecule 1) povisena je u serumu bolesnika s KOPB-om, a za to je odgovoran upravo TNF-o.
TNF-a stimulira makrofage na lu¢enje MMP-ova, no ovaj mehanizam inhibira IL-10. Veliko
smanjenje tjelesne mase kod bolesnika s tezim oblikom KOPB-a povezuje se s apoptozom
stanica skeletnih misi¢a do koje dolazi upravo zbog povecane koncentracije TNF-a u
cirkulaciji (Chung i sur., 2009; Barnes, 2003; Lewis, 2002; Chung, 2001; Locksley i sur.,
2001).

1.4.3.2. NeravnoteZa proteaza i antiproteaza

Vazan mehanizam nastanka emfizema u KOPB-u je poremecéaj ravnoteze proteaza i
antiproteaza koji nastaje zbog pojacanog stvaranja i/ili aktivnosti proteaza te smanjenog
stvaranja i/ili inaktivacije antiproteaza. Proteaze ukljucene u patogenezu KOPB-a stvaraju
neutrofili (elastaza, katepsin G, proteinaza 3) i makrofagi (katepsini B, L i S te MMP-ovi).
Smatra se da vaznu ulogu u patogenezi KOPB-a imaju o,-antitripsin, sekrecijski inhibitor
leukoproteinaza i TIMP-ovi (Fischer i sur., 2011; Abboud i Vimalanathan, 2008; Kim, Liu,
Kohyama, i sur., 2004). Poremecaj ravnoteze ovih molekula uzrokovan je ROS-om, a dim
cigareta moze inaktivirati antiproteaze ili uzrokovati privla¢enje upalnih stanica u pluca i tako
povecati sintezu proteaza. One se onda medusobno aktiviraju ili inaktiviraju antiproteaze te
stimuliraju razgradnju komponenti izvanstanicnog matriksa, poput elastina i kolagena, pri
¢emu nastaju fragmenti elastina i peptidi porijeklom iz kolagena koji djeluju kemotakti¢no na
monocite i neutrofile te tako poticu njihovo daljnje nakupljanje i oSte¢enje pluca (Barnes,

2014; Fischer i sur., 2011; O’Reilly i sur., 2009; Demedsts i sur., 2006; MacNee, 2005).
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U bronhoalveolarnom ispirku bolesnika s KOPB-om koncentracija neutrofilne elastaze
korelira sa stupnjem emfizema (Fujita i Nakanishi, 2007), a u tkivu plu¢a oboljelih od KOPB-
a povecana je koncentracija MMP-1, MMP-2, MMP-8 i MMP-9 te ona korelira s funkcijom
plu¢a (Babusyte i sur., 2007; Segura-Valdez i sur., 2000). Alveolarni makrofagi bolesnika s
KOPB-om in vitro otpustaju manje TIMP-1 nego makrofagi pusaca i nepusaca (Pons i sur.,

2005), sto podupire teoriju neravnoteze proteaza i antiproteaza u patogenezi KOPB-a.

1.4.3.3. Oksidacijski stres

Oksidacijski stres stanje je neravnoteze izmedu oksidansa i antioksidansa u organizmu. Ima
vaznu ulogu u patogenezi KOPB-a jer dovodi do oStecenja pluénih struktura, a osim toga i
pojacava ostale mehanizme ukljucene u patogenezu ove bolesti (Cavalcante i de Bruin, 2009).
Glavni endogeni izvori reaktivnih spojeva u disSnom sustavu su alveolarni makrofagi, epitelne
i endotelne stanice te imunosne stanice (neutrofili, eozinofili, monociti i limfociti), dok su
glavni egzogeni izvori dim cigareta i ostali zagadivac¢i (Cavalcante i de Bruin, 2009).
Oksidacijski stres pridonosi patogenezi KOPB-a inaktivacijom antiproteaza, poticanjem
ozljeda epitela disnih putova i apoptoze, povec¢anim nakupljanjem neutrofilnih granulocita u
mikrovaskulaturi pluca i pojacanom ekspresijom gena za upalne medijatore (MacNee, 2009;
MacNee, 2005). Razliciti pokazatelji oksidacijskog stresa nadeni su u povec¢anim koli¢inama
u plu¢ima, kondenzatu izdahnutog zraka, mokraéi i krvi puSaca i bolesnika s KOPB-om
(produkti lipidne peroksidacije (4-hidroksi-2-nonenal (HNE), malondialdehid (MDA), F»-
izoprostan), NO, vodikov peroksid) (Milevoj Kopcinovi¢ i sur., 2016; Kulikowska-Karpinska
i Czerw, 2015; Wu i sur., 2004). Oksidacijski stres ima ulogu u pojacavanju upale kod pusaca
1 bolesnika s KOPB-om aktivacijom redoks-osjetljivih transkripcijskih faktora kao $to su NF-
kB 1 AP—1 koji sudjeluju u sintezi uplanih medijatora (Barnes, 2014; Cavalcante i de Bruin,

2009; Rahman, 2006; Rahman i Adcock, 2006; MacNee, 2005).

1.4.3.4. Apoptoza

Apoptoza je programirana smrt stanice koja omogucuje uklanjanje nezeljenih, ostecenih ili
zarazenih stanica. Klju¢na je za odrzavanje homeostaze tkiva te je u ravnotezi s proliferacijom
i diferencijacijom stanica. Poremecaj mehanizama apoptoze i popravka strukturnih stanica
plu¢a pod utjecajem dima cigareta jedan je od glavnih mehanizama u patogenezi KOPB-a

(Kang 1 Shadel, 2016). Apoptoza epitelnih i endotelnih stanica pluca, u kombinaciji s
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gubitkom proliferacije ovih stanica, dovodi do razaranja pluénog tkiva u bolesnika s KOPB-
om (Demedts i sur., 2006).

Apoptoza je precizno regulirani proces, a molekule koje se specificno aktiviraju u procesu
apoptoze nazivaju se kaspaze (engl. caspase, kratica od cysteine-dependent aspartate-specific
protease). Kaspaze koje sudjeluju u apoptozi mogu se podijeliti u dvije skupine, inicijacijske
kaspaze, kaspaze -8, -9 i -10 koje odgovaraju na apoptozni poticaj, te izvrSne kaspaze -3, -6 1 -
7 koje proteoliticki kidaju supstrate i tako doprinose apoptoznom fenotipu (Nicholson, 2000).
Postoje dva mehanizma apoptoze: vanjski put apoptoze ili put receptora smrti i unutarnji ili
mitohodndrijski put apoptoze. Vanjski put apoptoze ili put receptora smrti aktivira se kao
odgovor na izvanstanicne signale, a posredovan je vezanjem Fas liganda, TNF-a ili liganda
slicnog TNF-u koji potic¢e apoptozu (TRAIL, engl. TNF-related apoptosis-inducing ligand) na
receptore stani¢ne smrti (Fas, TNFR ili TRAIL-R1/2) na povrsini stanice, §to rezultira
povezivanjem receptora smrti i stvaranjem signalnog kompleksa koji poti¢e smrt (DISC, engl.
death inducing signaling complex). DISC sadrzi adaptacijske molekule poput proteina koji
ima domenu smrti i povezuje se s Fas-om (FADD, engl. Fas-associated death domain) koji
aktivira kaspaze-8/10, a koje dalje aktiviraju kaspazu-3. Kaspaza-3 oslobada DNazu
aktiviranu kaspazama (CAD, engl. caspase-activated DNase) od inhibitora CAD-a (ICAD,
engl. inhibitor of CAD) te dolazi do fragmentacije DNA. Kaspaze-8/10 mogu pokidati Bid,
protein iz porodice Bcl-2 proteina koji stvara heterodimere s Bax i Bak apoptoznim
proteinima (iz iste Bcl-2 porodice), te se ovi heterodimeri uklapaju u vanjsku membranu
mitohondrija i uzrokuju oslobadanje citokroma c. Unutarnji ili mitohondrijski put apoptoze
nastaje kao odgovor na fizikalne ili kemijske stresne signale i ukljucuje otpustanje citokroma
¢ iz mitohondrija. Citokrom c s ¢imbenikom 1 koji aktivira apoptozne proteaze (Apaf-1, engl.
apoptotic protease activating factor-1), (d)ATP-om i pro-kaspazom-9 ¢ini apoptosom, §to
rezultira aktivacijom kaspaze-9 koja onda aktivira kaspazu-3. Tijekom apoptoze dolazi do
fragmentacije kromosomske DNA, kondenzacije kromatina i raspada jezgre u manje dijelove.
Na kraju se i sama stanica fragmentira u dijelove okruZzene membranom (apoptozna tjelesca)
koje prepoznaju makrofagi i uklanjaju ih fagocitozom (Morissette i sur., 2009; Demedts i sur.,
20006).

Istrazivanja na uzorcima tkiva pluc¢a bolesnika s KOPB-om pokazala su znacajno veci broj
stanica (epitelnih, endotelnih, neutrofila, limfocita) u apoptozi u odnosu na zdrave ispitanike
(Calabrese i sur., 2005; Imai i sur., 2005; Yokohori i sur., 2004; Kasahara i sur., 2000;
Segura-Valdez i sur., 2000). Apoptoza stanica plu¢a kao odgovor na dim cigareta povezuje se

s manjkom vaskularnog endotelnog cimbenika rasta (VEGF, engl. vascular endothelial
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growth factor) i njegovog receptora 2 (VEGFR-2, engl. VEGF receptor 2) ¢ija je ekspresija
snizena u bronhoalveolarnom ispirku bolesnika s KOPB-om, s oSte¢enjima uzrokovanim
oksidacijskim stresom i posljedicnom upalom te s neravnotezom proteaza i antiproteaza

(Morissette i sur., 2009; Demedts i sur., 2006).

1.4.4. Sistemska upala u KOPB-u

Sistemsku komponentu KOPB-a karakteriziraju kroni¢na upala, oksidacijski stres, aktivacija
imunosnih stanica i poviSena koncentracija upalnih citokina u krvi (Faner i sur., 2014; Agusti,
2008; Agusti i Soriano, 2008; Agusti i sur., 2003).

Dim cigareta, kao najvazniji rizicni ¢imbenik za razvoj KOPB-a, osim upale u diSnim
putovima uzrokuje i sistemske ucinke, prvenstveno sistemsku upalu, te se puSenje smatra
poveznicom izmedu pluéne i sistemske upale u KOPB-u, a puSenje takoder pridonosi i
nastanku komorbiditeta (Cavailles i sur., 2013; Miillerova i sur., 2013; Nussbaumer-Ochsner i
Rabe, 2011; Agusti, 2008; Donner i ZuWallack, 2008; Yanbaeva i sur., 2007). U krvi
bolesnika s KOPB-om opazene su povisene koncentracije nekih upalnih parametara kao $to su
CRP, fibrinogen, leukociti i upalni citokini IL-6, IL-8 i TNF-a, §to ukazuje na perzistiraju¢u
sistemsku upalu niskog intenziteta. Istrazivanja su pokazala da 16 % bolesnika s KOPB-om
ima trajno prisutan “sistemski inflamom”, odnosno povisene vrijednosti navedenih upalnih
parametara, dok on nije prisutan kod 30 % bolesnika. Takoder se pokazalo da su
koncentracije upalnih parametara obrnuto proporcionalne vrijednostima spirometrijskih
parametara, neovisno o spolu, dobi, indeksu tjelesne mase i intenzitetu puSenja, a sistemska
upala dokazana je i u nepusaca s prisutnim ograni¢enjem protoka zraka (Agusti i Sin, 2014;
Faner i sur., 2014; Agusti i sur., 2013; Faner i sur., 2013; Agusti i sur., 2012; Garcia-
Aymerich i sur., 2010; Han i sur., 2010).

Postoje dvije hipoteze o nastanku sistemske upale; ,,prelijevanje upalnih medijatora iz pluca
u sistemsku cirkulaciju te obratni mehanizam gdje se smatra da je sistemska upala ona
komponenta KOPB-a koja uzrokuje poremecaje u plu¢ima, a njezino porijeklo je u
sistemskim ucincima pusenja, hipoksiji tkiva, poremecéenoj funkciji skeletnih misica,
stimulaciji koStane srzi, imunosnim poremecajima i infekcijama. Ipak, najvjerojatnije je da
brojni razli¢iti ¢imbenici uzrokuju sistemsku upalu (Agusti i sur., 2012; Agusti, 2008; Agusti i

Soriano, 2008).
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1.4.5. Egzacerbacije KOPB-a

Egzacerbacije KOPB-a predstavljaju akutno pogorSanje respiracijskih simptoma bolesti koje
stvara potrebu za dodatnom terapijom, a karakterizirane su pojacanom upalom, povecanim
stvaranjem sputuma, pojacanim kasljem i pogorSanom dispnejom. Najces¢i uzrok
egzacerbacija su virusne ili bakterijske infekcije diSnog sustava, dok dim cigareta ili
zagadenje zraka takoder mogu pridonijeti razvoju egzacerbacija. One mogu biti Zivotno
ugrozavajuée, osobito u bolesnika s uznapredovalom boleséu (Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; O’Donnell, 2011; White, 2005). Postoje dokazi da
su egzacerbacije povezane s povecanim brojem eozinofila u sputumu, tkivima plucéa i krvi
bolesnika s KOPB-om, a broj eozinofila, neutrofila i drugih upalnih stanica povecava se
tijekom egzacerbacija te doprinosi pogorsanju upale (Global Initiative for Chronic

Obstructive Lung Disease (GOLD), 2017; Groenke i Disse, 2015; Bafadhel i sur., 2011).

1.4.6. Hsp70i KOPB

Uloga Hsp70 u KOPB-u nije detaljno razjasnjena, no uloga unutarstanicnog Hsp70 istrazena
je bolje nego izvanstani¢nog. Pokazno je da dim cigareta potice sintezu Hsp70 proteina u
monocitima, fibroblastima i 16HBE stanicama kultiviranim in vitro (Pouwels i sur., 2014;
Dong i sur., 2013; C.-J. Li i sur., 2007). Istrazivanja na razliitim stanicama bolesnika s
KOPB-om pokazala su snizenu ekspresiju Hsp70 u leukocitima, limfocitima i alveolarnim
makrofagima bolesnika s KOPB-om ovisnu o puSackom statusu, koja je vjerojatno nastala
zbog potisnute transkripcije ili pove¢anog otpustanja iz stanica (L. Rumora i sur., 2008; J i
sur., 2005; Maestrelli i sur., 2003). Suprotno tome, u pluénim epitelnim stanicama bolesnika s
KOPB-om pronadena je povisena ekspresija Hsp70 koja je korelirala s tezinom bolesti (Dong
isur., 2013).

Hacker i sur. pronasli su povisene koncentracije Hsp70 u serumu bolesnika s KOPB-om u
odnosu na zdrave osobe (Hacker i sur., 2009). Cui i sur. istrazivali su koncentracije Hsp70 u
plazmi rudara u ugljenokopima. Rudari s KOPB-om su imali znacajno vise koncentracije
Hsp70 u plazmi od zdravih rudara, a u skupini rudara s KOPB-om i pneumokoniozom
koncentracije su bile viSe u odnosu na zdrave rudare i rudare s KOPB-om, ali bez

pneumokonioze (Cui i sur., 2015).
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1.4.7. TLR2, TLR4 i KOPB

KOPB i pusenje djeluju na ekspresiju TLR receptora i na signalne putove koje oni poticu.
TLR2 i TLR4 se smatraju glavnim TLR-ovima odgovornim za odrzavanje upalne reakcije u
KOPB-u (Zuo i sur., 2015). Izlozenost dimu cigareta izravno aktivira TLR4 u misjim i
ljudskim stanicama, a moze i uzrokovati otpuStanje DAMP-ova koji uzrokuju daljnju
aktivaciju TLR4 (Opitz i sur., 2010). LPS se veze za TLR4, povecava njegovu ekspresiju te
aktivira monocite i makrofage. Tako stimulira otpustanje MMP-ova koji su vazni u razvoju
KOPB-a. Interakcije izmedu monocita i glatkih miSi¢nih stanica mogu rezultirati otpustanjem
razgradnih produkta matriksa te pridonijeti konstantnoj aktivaciji TLR4 receptora (Chaudhuri
i sur., 2007; Chaudhuri i sur., 2005; Muzio i sur., 2000). Kad je prisutna infekcija, epitelne
stanice diSnih putova mogu pojacati ekspresiju TLR receptora, §to je bitno tijekom
egzacerbacija KOPB-a. Mali broj monocita na kojima su aktivirani TLR receptori mogu
uzrokovati otpusStanje velikih koncentracija citokina iz stanica glatkih misi¢a diSnih putova.
Stoga je lako razumljivo zaSto su ovakve interakcije bitne u nastanku upale u KOPB-u
(Chaudhuri i sur., 2005). Pojacana osjetljivost diSnih putova na ozon povezuje se upravo s
TLR4 receptorima, no nije uocena povezanost TLR4 polimorfizama sa stadijima KOPB-a
(Sabroe i sur., 2008; Sabroe