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POKAZATELJI OKSIDATIVNOG STRESA I INFLAMACIJE KOD
PACIJENATA SA HRONICNOM OPSTRUKTIVNOM BOLESCU PLUCA
I KOMORBIDITETOM

REZIME

Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a (HOBP) je hroni¢na inflamatorna bolest koja zahvata gornje 1
donje disajne puteve, parenhim pluéa i pluénu vaskulaturu. Procenjuje se da u nasoj zemlji od
hroni¢ne opstruktivne bolesti boluje izmedu 400 000 1 600 000 ljudi. U svetu je viSe od 600
miliona obolelih od ove bolesti, sa blizu 3 miliona smrtnih sluc¢ajeva godi$nje, ¢ineci je petim
uzro¢nikom smrtnosti u ljudskoj populaciji. Procenjuje se da ¢e u buduénosti broj obolelih rasti i

do 2020. godine biti tre¢i uzro¢nik smrtnosti.

Ranijih godina je definicaja hroni¢ne opstruktivne bolesti pluéa bila bazirana na pluénoj
patologiji, tj. na progresivnoj opstrukciji disajnih puteva. Smatralo se da je promenjeni
inflamatorni odgovor plu¢a na inhalirane toksi¢ne partikule i gasove iz duvanskog dima,
aerozagadenja 1 ostalih zagadivaca glavni mehanizam u patogenezi ove bolesti. Medutim,
poslednja istrazivanja ukazuju na slozen mehanizam nastanka i1 razvoja ove bolesti, koji pored
pojacane inflamacije ukljucuje 1 izrazen oksidativni stres 1 pojacanu proteolizu ekstracelularnog

matriksa (ECM), a kao posledica disbalansa proteaza/antiproteaza sistema.

Hroni¢nu opstruktivnu bolest plu¢a karakteriSu i stanja egzacerbacije bolesti. Egzacerbacija
HOBP definiSe se pogorSanjem respiratornih simptoma u odnosu na predhodne dnevne
varijacije, koje zahtevaju promenu u tretmanu lekovima. Ucestalost ovog stanja odreduje tezinu i

ishod HOBP.

Bitna karakteristika HOBP je i veliki broj komorbiteta, nastalih u najve¢em broju slucajevima
kao posledica delovanja upravo pojacane inflamacije, oksidativnog stresa i proteolize ECM.
Medu ovim bolestima najzastupljenije su bolesti kardiovaskularnog sistema, osteoporoza,

disfunkcija skeletnih misica, depresija.



Cilj ove studije bio je ispitivanje prisustva hroni¢ne inflamacije, oksidativnog stresa i proteolize
ekstracelularnog matriksa, nastale kao posledica disbalansa proteaza/antiprotealiza sistema kod
pacijenata sa HOBP i povezanosti parametara ovih procesa sa razvojem komorbiditeta. U ovoj

studiji su kao komorbiditeti ispitivani osteoporoza i ishemijska bolest srca (IBS).

U istrazivanju je ucestvovalo 210 pacijenata sa hronicnom opstruktivnom boleséu pluca i
kontrolna grupa od 47 osoba bez klinicki evidentiranih bolesti. Studija je planirana u skladu sa
etiCckim standardima datim u Helsinkskoj deklaraciji (prema revidiranoj verziji iz 1983. godine) 1
u skladu sa pravilima Etickog komiteta Farmaceutskog fakulteta i Medicinskog fakulteta

Univerziteta u Beogradu.

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da pacijenti sa HOBP nalaze u stanju pojacane
inflamacije, oksidativnog stresa i disbalansa proteaza/antiproteaza sistema. Egzacerbacija bolesti
sa sobom donosi pojacanje svih navedenih patoloSkih karakteristika ove bolesti. PogorSana
respiratorna funkcija, izraZzena kroz odnos forsiranog ekspirijumskog volumena u prvoj sekundi 1
forsiranog vitalnog kapaciteta plu¢a (FEV/FVC) izrazenog u procentima, u stanju egzacerbacije
u negativnoj je korelaciji sa koncentracijom superoksidnog jona, glavnog uzro¢nika oksidativnog
stresa (¢=- 0,277, p<0,01). Takode je dokazana i pozitivna korelacija izmedu koncentracija C-
reaktivnog proteina i prooksidativno-antioksidativnog balansa (¢=0,238, p<0,05), povezujuci
procese pojacane inflamacije 1 oksidativnog stresa. Pozitivna korelacija takode postoji 1 izmedu
koncentracije AOPP 1 parametara proteaza/antiproteza sistema, matriks metaloproteinaze-9
(MMP9) (¢=0,292, p<0,01), tkivnog inhibitora metaloproteinaza 1 (TIMP1) (¢=0,372, p<0,01) 1
kompleksa MMP9-TIMP1 (¢=0,309, p<0,01), koji pak povezuje oksidativni stres sa proteolizom
ECM. Ova veza potvrdena je 1 pozitivnom korelacijom izmedu nivoa ukupnog oksidativnog
statusa (TOS) 1 koncentracija MMP9 (9=0,230, p<0,05) 1 njenog tkivnog inhibitora (TIMP1)
(0=0,243, p<0,05).

Rizik od nastanka osteoporoze kod HOBP pacijenata ispitivan je merenjem koncentracije
proizvoda resorpcije koStanog tkiva, C-terminalnog proteina kolagena tipa 1, tj. ’beta cross-laps*
(beta CL). Rezultati ispitivanja ukazali su na povecanu koncentraciju beta CL kod pacijenata sa
HOBP u odnosu na zdrave u stabilnom (0,408 ng/ml vs. 0,362 ng/ml, p<0,01) i stanju
egzacerbacije (0,52Ing/ml vs. 0,362 ng/ml, p<0,001), kao i znacajno povecanje u stanju

egzacerbacije u odnosu na stabilno stanje (p<0,01). Multipla regresiona analiza pokazala je da



58,1% wvarijabilnosti u koncentraciji beta CL posledica interakcije respirtorne disfunkcije 1
hipoksije (snizenog parcijalnog arterijskog pritiska kiseonika, Pa,0,), inflamacije (povecan
procenat neutrofila u cirkulaciji), oksidativnog stresa (povecani nivo TOS 1 snizena aktivnost

paraoksonaze 1) i proteaza/antiproteaza sistema (povisene koncentracije TIMP1).

Prisustvo IBS kod pacijenata ukljucenih u ovu studiju dijagnostikovano je kod 36 pacijenata od
60 pacijenata ordiniranih u stabilnom stanju. Rezultati ispitivanja su ukazali na pojacanu
inflamaciju, oksidativni stres i disbalans proteaza/antiproteaza sistema kod HOBP pacijenata sa
IBS u odnosu na HOBP pacijente bez IBS. Statisticki najznacajnija je razlika u koncentraciji
TIMP1 (207+18 ng/ml vs. 142+17 ng/ml, p=0,009). Koncentracija TIMP1 u pozitivnoj je
korelaciji sa TOS (¢=0,501, p<0,05) i procentom neutrofila (¢=0,806, p<0,05) i u negativnoj
korelaciji sa Pap, (o= -0,868, p<0,05). Logistickom regresionom analizom dokazano je da
TIMP1 ima najbolju prediktorsku mo¢ (OR=1,023, p=0,007), koja se zadrzava i nakon
modifikacije za godine, pol i pusenje. Takode TIMP1 ima i najbolju mo¢ razdvajanja IBS+ od

IBS- kod HOBP pacijenat (AUC 0,812).

Generalno, rezultati ove studije ukazuju da HOBP i komorbiditeti u svom razvoju ukljucuju
zajednicke patoloSke procese: inflamacija, oksidativni stres i disbalans proteaza/antiproteaza
sistema. Osteoporoza kod HOBP nastala kao posledica pojacane resorpcija koStanog tkiva
direktna je posledica ovih procesa. Takode je dokazan potencijal parametra proteaza/antiproteaza
sistema, TIMP1 kao faktora rizika u razvoju IBS kod HOBP pacijenata. Dalja ispitivanja na
vecem broju ispitanika mogla bi doprineti da se ovi parametri uvrste medu obavezne u procesu

pracenja HOBP pacijenata a u cilju sprecava razvoja ovih komorbiditeta.

Kljuéne reci: hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a, oksidativni stres, proteaza/antiproteaza sistem,

komorbiditeti
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INDICATORS OF OXIDATIVE STRESS AND INFLAMMATION IN
CHRONIC OBSTRUCTIVE PULMONARY DISEASE PATIENTS WITH
CO-MORBIDITY

ABSTRACT

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a chronic inflammatory disease involving the
upper and lower airways, lung parenchyma and lungs vasculature. It is estimated that in our
country 400 000 to 600 000 people with chronic obstructive pulmonary disease. There are more
than 600 million COPD patients worldwide, and with close to 3 million lethal cases per year,
COPD is the fifth cause of mortality in human population. It is estimated that the number of
these patients will rise in future, and by 2010 the disease will become the third cause of

mortality.

In previous years the definition of chronic obstructive pulmonary disease was based on
pulmonary pathology, i.e. progressive obstruction of airways. It was considered that an altered
inflammatory pulmonary response to the inhaled toxic particles and gases from tobacco smoke,
air pollution and other pollutants was the main mechanism of the pathogenesis of this disease.
However, the latest investigations have shown a complex mechanism of occurrence and
development of this disease, which besides an increased inflammation also includes an increased
oxidative stress and intensified proteolysis of the extracellular matrix (ECM), as a consequence

of disbalance of the protease/antiprotease system.

Chronic obstructive pulmonary disease is also characterized by the states of exacerbation of
disease. Exacerbation of COPD is defined as deterioration of respiratory symptoms in relation to
the previous daily variations, requiring a change in medical treatment. The frequency of this state

determines the severity and outcome of the COPD.

An essential characteristic of COPD is also a large number of comorbidity, in majority of cases

occurred as a consequence of an increased inflammation, oxidative stress and proteolysis of



ECM. The most frequent among these diseases are cardiovascular system disease, osteoporosis,

dysfunction of skeletal muscles, depression.

The aim of this study was an investigation of chronic inflammation, oxidative stress and
proteolysis of extracellular matrix, occurred as a consequence of disbalance of
protease/antiprotease system in the COPD patients and the correlation of these processes with the
development of comorbidity. In this study the osteoporosis and the ischemic heart disease (IHD)

were investigated as comorbidities.

The investigation included 210 patients with chronic obstructive pulmonary disease and a control
group of 47 persons without clinically recorded diseases. The study was planned in accordance
with the ethical standards of the Helsinki declaration (revised version from 1983) and in
accordance with the regulations of the Ethical committee of the Faculty of Pharmacy and Faculty

of Medicine, the University of Belgrade.

The results of this investigation have shown that the patients with COPD have an increased
inflammation, oxidative stress and disbalance of protease/antiprotease system. Exacerbations
leads to amplification of all the mentioned pathological characteristics of disease. An impaired
respiratory function, expressed as ratio of forced expiratory volume in the first second and forced
vital capacity of lungs (FEV1/FVC) expressed in percent, in the state of exacerbation is in a
negative correlation with the concentration of superoxide anion, the main cause of oxidative
stress (g=- 0,277, p<0,01). The positive correlation between the C-reactive protein concentration
and the prooxidative-antioxidative balance (¢=0,238, p<0,05), linked the processes of increased
inflammation and oxidative stress. The positive correlation between advanced oxidation protein
products (AOPP) and the parameters of protease/antiprotease system, matrix metalloproteinase-9
(MMP9) (0=0,292, p<0,01), tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP1) (¢=0,372, p<0,01)
and complex MMP9-TIMP1 (0=0,309, p<0,01), links an oxidative stress and proteolysis of
ECM. This relation has been confirmed by a positive correlation between the level of total
oxidative status (TOS) and concentration of MMP9 (¢=0,230, p<0,05) and its tissue inhibitor
(TIMP1) (¢=0,243, p<0,05).

A risk of osteoporosis occurrence in COPD patients was investigated by measuring the

concentrations of products of the reabsorption of bone tissue, C-end terminal protein collagen



type 1 i.e. "Beta-Crosslaps® (beta CL). The results of the investigation have shown an increased
concentration of beta CL in the COPD patients compared to healthy subjects, stable state (0,408
ng/ml vs. 0,362 ng/ml, p<0,01) and state of exacerbation (0,521ng/ml vs. 0,362 ng/ml, p<0,001),
as well as a significant increase in the state of exacerbation compared to the stable state
(p<0,01). The multiple regression analysis has shown that 58,1% of variability in beta CL
concentration was a consequence of interaction of respiratory dysfunction and hypoxia
(decreased partial arterial pressure of oxygen, Pa,0,), inflammation (increased percentage of
neutrophils in circulation), oxidative stress (increased TOS level and decreased activity of

paraoxonase 1) and protease/antiprotease system (increased concentrations of TIMP1).

The presence of IHD in the patients involved in this study was diagnosed in 36 patients, out of
60 patients ordinated in a stable state. The results of investigation have shown an increased
inflammation, oxidative stress and disbalance of protease/antiprotease system in the COPD
patients with IHD compared to the COPD patients without IHD. The most significat statistical
difference was found in the concentration of TIMP1 (20718 ng/ml vs. 142+17 ng/ml, p=0,009).
The concentration of TIMP1 is in a positive correlation with TOS (¢=0,501, p<0,05) and the
percentage of neutrophils (¢=0,806, p<0,05) and in negative correlation with Pa,q; (¢= -0,868,
p<0,05). Using a logistic regression analysis it was proven that TIMP1 had the highest predictive
ability (OR=1,023, p=0,007), which also remains after the modifacations related to age, gender
and smoking habits. The TIMP-1 provided high percent correctly classified patients (94.1%)
consistent with previously diagnosed IHD in COPDpatients (AUC 0,812).

In general, the results of this study show that COPD and comorbitities in their development
include mutual pathological processes: inflammation, oxidative stress and disbalance of
protease/antiprotease system. The osteoporosis in COPD, occurred as a consequence of an
increased resorption of the bone tissue, is a direct consequence of these processes. The study was
indicated on the potential of the parameter protease/antiprotease system, TIMP1 as a risk factor
in the development of IHD in COPD patients. The further investigations of larger number of
examinees, could make a contribution for those parameters (beta CL and TIMP1) to be included
into obligatory ones in monitoring of the COPD patients, with a purpose to prevent the

delopment of these comorbidites.
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LISTA SKRACENICA KORISCENIH U TEKSTU

ANOVA analiza varijanse

AOPP  advanced oxidation protein products, produkti uznapredovale oksidacije proteina
Apo A; apolipoprotein A,

Apo B apolipoprotein B

o-AT alfa;-antitripsin

AUC area under curve, povrsina ispod krive

Beta-CL  beta-cross laps

DTNB  dinitro-ditio-benzojeva kiselina

ECM ekstracelularni matriks

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay

FEV, ekspiriumski volumen ostvaren u prvoj sekundi

FVC forsirani vitalni kapacitet

GOLD  Global strategy for diagnosis , management and prevention of COPD
H,0, vodonik-peroksid

HDL high density lipoprotein, lipoprotein velike gustine

HDL-H HDL-holesterol

HOBP  hroni¢na opstruktivna bolest pluc¢a

hsCRP  high sensitive C-reactive protein, C-reaktivni protein



IBS ishemijska bolest srca

IFN interferon

IL interleukin

IP interval pouzdanosti
IT™M indeks telesne mase

KVB kardiovaskularne bolesti
LDL low density lipoprotein, lipoprotein male gustine
LDL-H LDL-holesterol

MDA malondialehid

MMP matriks metaloproteinaza
NBT nitroblutetrazolijum
NE neutrofilna elastaza

NF-«kB  nuklearni transkripcioni faktor

NO azot-monoksid, azot (II) oksid

NOS azotmonoksid sinataza

Oy~ superoksidni anjon

OR odd ratio

Pa,o arterijski parcijalni pritisak kiseonika
PAB prooksidativni/antioksidativni balans
POaza paraoksonaza

PON 1 paraoksonaza 1
ROC Receiver operating characteristics
ROS reactive oxigen species, reaktivna kiseoni¢na jedinjenja

SOD superoksid-dismutaza



TAS

TG

T-H

TIMP

T™MB

TNF-a

TOS

totalni antioksidativni status
trigliceridi

ukupni holesterol

tkivni inhibitor metaloproteinaza
tetrametil benzil

tumor nekrozis faktor o

totalni oksidativni status



1. UVOD

Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a (HOBP) je hroni¢na inflamatorna bolest koja
zahvata disajne puteve, parenhim pluca i plu¢nu vaskulaturu. U svetu je viSe od 600
miliona obolelih od HOBP, sa blizu 3 miliona smrtnih slucajeva godisnje, Cineci je
prevalencija ove bolesti, prema rezultatima istrazivanja iz 2007. godine oko 5% u opstoj
populaciji (2). HOBP se manifestuje u vise klinickih fenotipova, a najces¢i su bronhitis i
emfizem pluca. Hroni¢ni bronhitis se klini¢ki definiSe kao produktivni kasalj tokom
veceg broja dana u mesecu, najmanje 3 meseca u godini, u poslednje dve ili vise godina.
Emfizem pluéa nastaje usled destrukcije zida alveola smanjujuéi vazdusne zapremine

distalno od terminalnih bronhiola (3).

HOBP se GOLD (Global Strategy for Diagnosis, Management, and Prevention of
COPD) klasifikacijom na osnovu tezine bronhoopstrukcije razvrstava u Cetiri nivoa (4).
Kao parametri respiratorne funkcije koriste se forsirani vitalni kapacitet (FVC) i
forsirani ekspirijumski volumen ostvaren u prvoj sekundi (FEV;). Vrednosti FEV; i
FVC uporeduju se sa normalnim vrednostima predvidenim za odredene godine i pol, a
izrazavaju se u procentima predvidene vrednosti (FEV/FVC %). Dijagnoza HOBP
postavlja se kod pacijenata kojima je izmereni bronhodilatatorni odnos FEV,/ FVC
manji od 0,7 (70%) 1 FEV; manji od 80% od predvidenog. Prema GOLD standardizaciji
klasifikacija HOBP pacijenata izvrSena je na osnovu vrednosti FEV;, kod svih

pacijenata kojima je izmereni odnos FEV/FVC manji od 70%, na:

» Nivo 1-laksi: FEV;>80% od predvidenog,

» Nivo 2 — srednji: 50%<FEV<80% od predvidenog,
» Nivo 3 — teski: 30%<FEV<50% od predvidenog,
» Nivo 4 — vrlo teski: FEV<30% od predvidenog.

HOBP karakteriSu 1 stanja egzacerbacije bolesti. Egzacerbacija se definiSe kao
pogorsanje respiratornih simptoma, ve¢e u odnosu na prethodne dnevne varijacije, a
koje zahteva promenu u tretmanu lekovima. Manji rizik od letalnog ishoda imaju

pacijenti Cijia je frekvenca egzacerbacija manja od 2 puta godiSnje. Istovremeno,



pacijenti koji imju viSe egzacerbacija (=2 puta u predhodnoj godini) imaju loSiju

prognozu (5).

1.1. Patogeneza hroni¢ne opstruktivne bolesti plué¢a

Ranije je definicija HOBP bila bazirana na pluénoj patologiji, tj. progresivnoj
opstrukciji disajnih puteva. Naime, smatralo se da je promenjeni inflamatorni odgovor
plu¢a na inhalirane toksi¢ne partikule i gasove iz duvanskog dima, aerozagadenja i
ostalih zagadivaca glavni mehanizam u patogenezi HOBP. Medutim, iako se kod svih
pusaca i osoba izlozZenih drugim zagadivacima razvija inflamatorni odgovor u pluc¢ima,
samo kod odredenog broja se razvija i HOBP. Pretstavljanje izmenjenog inflamatornog
odgovora kao jedinog uzrofnika u razvoju patofizioloSkih procesa ukljucenih u
destrukciju alveola i remodeliranju disajnih puteva kod HOBP je pojednostavljenje
zapravo slozenog mehanizma u razvoju ove bolesti (6). Novija istrazivanja upravo
ukazuju na interakciju brojnih patogenih procesa. Pored izmenjenog inflamatornog

odgovora znac¢ajnu ulogu imaju i oksidativni stres i1 pojacana proteoliza ekstracelularnog

matriksa (Slikal) (7).

AEROZAGADENJA
RADNA SREDINA

OKSIDATIVNI
STRES

Slika 1. Najznacajniji ¢inioci u patologiji HOBP



1.1.1. Uloga inflamacije u patogenezi HOBP

Inhalacija duvanskog dima i Cestica aerozagadenja okida¢ su inflamatornog odgovora u
plu¢ima koji se manifestuje prvenstveno influksom nekoliko razlicitih tipova
inflamatornih éelija. Influksom neutrofila, makrofaga, T-limfocita (pretezno CDS8")
pokrec¢e se inflamatorni odgovor u plu¢ima. Infiltritani neutrofili dovode do povecane
ekspresije hemokina koji naknadno jos viSe poveéavaju infiltraciju leukocita, narocito
neutrofila. Tokom egzacerbacija se broj infiltriranih neutrofila narocito povecava (8).
Infiltrirani neutrofili istovremeno povecavaju endogenu sintezu IL-8, citokina 1
hemokina u endotelu disajnih puteva. Takode je u sputumu pacijenata sa HOBP
zabelezen 1 poveéan nivo faktora tumorske nekroze-a (TNF-a) koji utie na
inflamatorni odgovor na viSe nivoa: stimulusuéi ekspresiju adhezionih molekula
leukocita 1 epitelnih ¢elija 1 ushodnom-regulacijom drugih proinflamatornih citokina
kao §to su IL-1 1 IL-6 (9). Pove€ani nivo IL-6 izmeren je u u izdahnutom vazduhu
pacijenata sa HOBP i dokazano je da stimulisane bronhijalne epitelne ¢elije kod HOBP
pacijenata produkuju znatno vise IL-6 u odnosu na nestimulisane (10). Poveéani broj
CDS8" T-limfocita pojacava sintezu IFN-y tako §to povecéava ekspresiju za hemotaksine i
dalju infiltraciju pluénog tkiva aktiviranim T-limfocitima. Istovremeno preko
transkripcionog faktora nuklearnog faktora (NF)-kB dovode do pojaCane ekspresije
hemokina na glatkim misi¢nim celijama disajnih puteva, ¢ine¢i 1 glatku muskulaturu
delom inflamatornog odgovora.

Lokalni inflamatorni odgovor u plu¢ima pra¢en je i istovremenom sistemskom
inflamacijom. Postoji nekoliko teorija o mehanizmu Sirenja inflamatornog odgovora sa
lokalnog na sistemski nivo. Jedan od moguc¢ih mehanizama pretpostavlja da sistemska
inflamacija nastaje prelivanjem inflamatornog odgovora iz disajnih puteva i1 parenhima
pluéa u sistemsku cirkulaciju, pre svega povecanom permeabilnoS¢u alveolarne
kapilarne (11,12). To bi znacilo da je sistemska inflamacija u direktnoj korelaciji sa
pulmonarnom inflamacijom. Nasuprot tome dokazano je da nema slaganja u broju
neutrofila u sputumu sa brojem neutrofila u sistemskoj cirkulaciji ili sistemskim
inflamatornim markerima, kao ni korelacije izmedu pulmonarne i sistemske
koncentracije inflamatornih citokina (IL-8 i TNF-a)) (13,14). Drugo moguce objasnjenje

je da patofizioloske promene nastale kao posledica pluéne bolesti vode u sistemsku



inflamaciju. To se pre svega odnosi na stanje hipoksije. Kod HOBP pacijenata sa
hipoksijom se javlja povecani nivo serumskog IL-6 (15). Takode je dokazana korelacija
izmedu serumskog nivoa TNF-a i stepena hipoksije (16). Povecana aktivnost TNF
sistema posledica je aktivacije makrofaga. CirkuliSuéi neutrofili kod HOBP pacijenata
su funkcionalno promenjeni, sa povecanim hemotaksnim odgovorom, povecanim
sposobnostima digestije vezivnog tkiva 1 povecanim brojem adhezionih molekula na
svojoj povrsini (17). Mogu¢i uzrok promenjene funkcije neutrofila kod ovih pacijenata
je njihov povecani sadrzaj reaktivnih kiseoni¢nih jedinjenja (ROS) (18). Pored citokina
u cirkulaciji pacijenata sa HOBP uocen je i povecan nivo proteina akutne faze: CRP i
fibrinogena (19,20). Povecani nivo fibrinogena u korelaciji je sa smanjenom plu¢nom
funkcijom i1 povecava rizik od HOBP, nezavisno od pusSenja (21). Povecani nivo
proteina akutne faze u sistemskoj cirkulaciji ukazuju na aktivaciju hepatocita u
produkciji ovih proteina, kao i pluénih epitelnih ¢elija (22). Sinteza proteina akutne faze
snazno je indukovana citokinima kao Sto su IL-6 i TNF-a, ¢ije su koncentracije
povecane i na lokalnom (u plu¢ima) i na sistemskom nivou. Tokom egzacerbacije nivo
inflamatornih medijatora znatno je povecan i u plu¢ima i u sistemskoj cirkulaciji u

odnosu na stabilno stanje ove bolesti (21).

1.1.2. Uloga oksidativnog stresa u patogenezi HOBP

Oksidativni stres predstavlja poremecaj ravnoteze oksidoredukcionih procesa koji
nastaje zbog prekomernog stvaranja slobodnih radikala, koje celijski homeostatski
mehanizmi nisu u stanju da neutraliSu. Pod pojmom "slobodni radikal" mozZe se smatrati
bilo koji atom, atomska grupa ili molekul koji ima jedan ili viSe nesparenih elektrona.
Slobodni radikali nastaju homolitickom disocijacijom kovalentne veze, pri ¢emu po
jedan elektron ostaje vezan na svakom atomu (23). Zbog postojanja nesparenog
elektrona, slobodni radikali su izuzetno reaktivni, teze sparivanju nesparenog elektrona 1
time dovode do oStec¢enja celijskih molekula, dezoksiribonukleinskih kiselina (DNK),
lipida, proteina i ugljenih hidrata. Stvaranje slobodnih radikala je usko povezano sa
aerobnim c¢elijskim metabolizmom. Dejstvom jednog slobodnog radikala stvaraju se
novi slobodni radikali i pri tome nastaje lancana reakcija koja stvara zaarani krug

(Slika 2.) (22).
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Slika 2. Osnovne reakcije superoksidnog anjon radikala, vodonik peroksida i azot-monoksida
prilikom stvaranja novih slobodnih radikala koji vode oSte¢enju celija

Molekul kiseonika predstavlja snazno oksidaciono sredstvo u procesu oksidativne
fosforilacije u unutra$njim membranama mitohondrija tokom oksidacije metabolita do
adenozin-trifostata (ATP). Reakcija potpune redukcije kiseonika ima visoki redukcioni

potencijal (priblizno 0.8 V) i zahteva veliku energiju aktivacije:

0, +4H" +4e- ——2H,0

Ova reakcija koja se normalno deSava u procesu oksidativne fosforilacije u
mitohodrijama, postize se veoma tesko i otprilike izmedu 0,4 1 4% molekula kiseonika

se delimi¢no redukuje do superoksid anjon radikala (O;").
O, +e —> 0,

Ovako nastali O,” se normalno uklanja mehanizmima antioksidativne zastite. U
mitohondrijama se prevodi do vodonik peroksida (H,O,), dejstvom enzima
mitohondrijalne superoksid-dizmutaze (SOD2) (24). H,O, se dalje u mitohondrijama
prevodi do molekula vode (H,O) i O, pomocu enzima glutation-peroksidaze (GPx), a

ukoliko prede u citozol, ovu reakciju katalizuje antioksidativni enzim katalaza (CAT) .
024_ +2e +2H+ —_—> H202

U prisustvu jona prelaznih metala (gvozde, hrom, mangan, plemeniti metali) H,O,
stvara vrlo reaktivne slobodne radikale (HO, HO") i ova reakcija je poznata kao

"Fentonova reakcija" (Slika 2.) Nastali vodonik-peroksid u prisustvu jona gvozda i



bakra daje i jako potentan slobodni radikal hipohloritni jon (OCI") uz ucesée enzima

mijeloperoksidaze.

H,0,+Cl” —— HOCI (hipohlorna kiselina) + OH™

HOCl—— H' +0CI”

Osim slobodnih kiseonikovih jedinjenja (ROS) izuzetno jak slobodni radikal je i
reaktivni slobodni radikal azota, azot-monoksid (NO) (25). Azot-monoksid se normalno
stvara u Celijama vaskularnog sistema u reakciji koju katalizuje enzim endotelijalna
azot-monoksid-sintaza (eNOS). U patofizioloskim stanjima, sintetiSu se mnogo vece
koli¢ine NO u reakcijama koje katalizuje enzim inducibilna NOS u makrofagama i
glatkim miSi¢nim celijama. NO je bitan medijator endotelijum-zavisne vazodilatacije,
inhibira agregaciju trombocita i ucestvuje u odrzavanju rasta i diferencijacije glatko-
misi¢nih ¢elija. Sa O, reaguje jako brzo i stvara visoko reaktivni peroksinitritni anjon
(ONOO) koji je znacajni medijator peroksidacije lipida i nitracije proteina (Slika 2)
(25).

Stvaranje velikih koli¢ina, ili pak nedovoljno uklanjanje ROS-a rezultira oksidativnim
stresom koji moze oStetiti bioloSke makromolekule 1 dovesti do metaboli¢kih
poremecaja. Medutim, ROS imaju i znacajnu ulogu u mnogobrojnim procesima
intercelijske signalizacije, proliferacije, apoptoze i imunoloSkog odgovora. Aktivirane
makrofage, monociti, neutrofili 1 eozinofili mehanizmima fagocitoze mikroorganizama

dovode do znacajne produkcije ROS-a (26).

Unutar ¢elije ROS mogu nastati tokom uobicajenih Celijskih procesa ili pak mogu biti
indukovani odredenim egzogenim supstancama. Izvore ROS-a mozemo podeliti na
endogene (tokom katalitickih reakcija nikotinamid adenin dinukleotid (NADPH)
oksidaze, NADPH-P450 reduktaze, ksantin-oksidaze, SOD, lipoksigenaze, radom
makrofaga, leukocita, u respiratornom lancu, delovanjem mikrozomalne
hemoksigenaze) i1 egzogene nastale dejstvom okruzenja (UV zralenje, X-zracenje,

toksini, upotreba nekih lekova, izloZenost kancerogenima).

Plu¢a su konstantno izlozena uticaju oksidanasa, onih koji su endogeno nastali u

metabolickim reakcijama (npr. iz transportnog sistema elektrona u mitohondrijama ili



tokom aktivacije makrofaga), ili egzogenim, kao S§to su Cestice aerozagadenja ili
duvanski dim. Zastitu od oksidanasa u plu¢ima ¢ine razni enzimski i1 neenzimski
antioksidativni sistemi. Kada se balans izmedu oksidanasa i antioksidanasa poremeti,
bilo povecanom koli¢inom oksidanasa i/ ili smanjenim kapacitetom anitoksidanasa,
nastaje oksidativni stres. Posledice oksidativnog stresa ispoljavaju se na nivou pluca,
oSte¢enjem pluénog tkiva ali je istovremeno dokazano 1 postojanje oksidativnog stresa 1

u sistemskoj cirkulaciji (24).

Duvanski dim sadrzi oko 10'°-10'"molekula oksidanasa u svakom udisaju, §to &ini
puSenje najve¢im faktorom rizika za nastanak oksidativnog stresa u plu¢ima i
posledi¢nog razvoja HOBP. Povecani nivo oksidanasa u plu¢ima nastaje i pove¢anim
oslobadanjem ROS iz makrofaga i neutrofila (23). Oksidanti prisutni u dimu cigareta
mogu da stimiliSu makrofage u alveolama da produkuju ROS i oslobadaju medijatore
koji privlace neutrofile i druge inflamatorne celije u plu¢ima. Pluéa puSaca sa
opstruktivnim bolestima sadrze ve¢i broj neutrofila nego plu¢a pusaca bez optrukcijskih
bolesti. Makrofage i neutrofili u plu¢ima pacijenata sa HOBP sadrze vece koncentracije
ROS u odnosu na nepusace i pusace bez HOBP. U sputumu pacijenata sa opstruktivnim
bolestima izmerene su povecane koncentracije vodonik-peroksida i superoksidnog
anjona (24). Oksidacija proteina, DNA 1 lipida u plu¢ima i oStecenje plu¢nog tkiva kao i
indukcija razli¢itih ¢elijskih odgovora nastavlja da dalje povecava koli¢inu metabolickih
reaktivnih jedinjenja. ROS mozZe izazvati 1 remodeliranje ECM 1 krvnih sudova,
pojacanu sekreciju mukusa, apoptozu ili proliferaciju ¢elija (23). Proizvodi lipidne
peroksidacije, ¢ije su koncentracije povefane u sputumu pacijenata sa HOBP, u
negativnoj su korelaciji sa FEV ukazuju¢i na uticaj oksidativnog stresa na smanjenje
respiratorne funkcije (28). Istovremeno, produkti oksidativnog stresa su signalni
molekuli koji pojacavaju inflamaciju u plu¢ima. Ispitivanja makrofaga i alveolarnih i
bronhijalnih epitelnih ¢elija pokazala su da oksidansi dovode do oslobadanja
infamatornih medijatora, kao $to su IL-8, IL-1 1 NO, i da je ovakva situacija povezana
sa povecanom ekspresijom gena za ove medijatore inflamacije 1 pove¢anom aktivacijom
NF-kB (29). Vezivanje NF- kB za odgovaraju¢e mesto u nukleusu dovodi do pojacane
transkripcije proinflamatornih gena i1 samim tim pojac¢ane inflamacije; pojacana
inflamacija proizvodi dalji oksidativni stres, pri ¢emu se stvara zacarani krug

inflamacije 1 oksidativnog stresa. Komponente matriksa plu¢a (kao Sto je elastin 1



kolagen) mogu biti direktno osteceni pod uticajem oksidanasa iz dima cigareta. Pusenje
moze da interferira sa sintezom elastina 1 njegovom reparacijom, dovodeci do

proteolitiCkog oStecenja matriksa i razvoja emfizema (27).

Antioksidativna zaStita obuhvata enzimsku i neenzimsku grupu antioksidanasa. Glavni
enzimski antioksidansi u plu¢ima su katalaza, superoksid-dismutza (SOD), glutation-S-
transferaza, ksantin oksidaza i tioredoksin. Neenzimski odbrambeni antioksidativni
sistem C¢ine molekuli male molekulske mase kao Sto su glutation, askorbat, urat, a-
tokoferol, bilirubin i liponska kiselina. Koncentracija ovih molekula varira u zavisnosti
od celijske 1 anatomske lokacije. Tako je npr. koncentracija glutationa sto puta veca u
sluzi na epitelu disajnih puteva nego u plazmi (30). U plu¢ima, nivo intracelularnih
antioksidansa je znatno manji i ne mogu se indukovati oksidativnim stresom, za razliku
od ekstracelularnog, koji ima glavnu ulogu u antioksidativnoj =zastiti (31).
Ekstracelularna glutation-peroksidaza je vrlo znac¢ajan antioksidans u plu¢ima i mogu je
sekretovati epitelne celije 1 makrofage, narocito kao odgovor na duvanski dim i
oksidativni stres. Prisustvo ekstracelularne SOD takode je jako izrazeno u pluc¢ima, ali
njena uloga jos$ uvek nije razjasnjena (32).

Dokazano je 1 prisustvo sistemskih markera oksidativnog stresa kod HOBP pacijenata,
izmerenih kao biohemjski markeri lipidne peroksidacije, malondialdehida 1 8-
izoprostana. Koncentracija sistemskih markera oksidativnog stresa narocito se povecava

u stanjima egzacerbacije (33).

1.1.3. Uloga proteaza/antiproteaza sistema u patogenezi HOBP

Povecano prisustvo makrofaga i neutrofila u pluénom tkivu pacijenata sa HOBP
praceno je 1 pojatanim oslobadanjem proteolitickih enzima iz ovih ¢elija. Oslobodene
proteaze koje ne budu inhibirane antiproteazama, dovode do oStecenja vezivnog tkiva u
plu¢ima (pre svega elastina) i emfizema (34). Neutrofilna elastaza (NE) je vrlo potentan
elastoliti¢ki enzim 1 njegovo oslobadanje iz neutrofila dovodi do nastanka emfizema.
Ovakav uticaj pojacava deficijencija alfa;-antitripsina (a;-AT), glavnog inhibitora
aktivnosti NE. Patogena uloga NE kod emfizema dokazana je i korelacijom izmedu
njene povecane koncentracije i1 tezine emfizema (33). Medutim, dokazano je da razvoj

emfizema direktno zavisi od broja alveolarnih makrofaga a ne od broja neutrofila (35).



Alveolarne makrofage oslobadaju nekoliko proteinaza: katepsine 1 matriks
metaloproteinaze (MMP). Proteaze neutrofila i makrofaga podrzavaju se medusobno
tako Sto aktiviraju jedne druge ili inhibiraju njihove endogene inhibitore; NE inhibira
tkivne inhibitore matriks metaloproteinaza (TIMP), dok MMP razgraduju o;-AT.
Produkti nastali proteolizom ekstarcelularnog matriksa (ECM), fragmenti elastina i

kolagena, imaju hemotaksicno dejstvo za prekursore makrofaga i neurofila (36).

Matriks metaloproteinaze su grupa enzima koja obuhvata 25 cink-zavisnih
endopeptidaza. Matriks metaloproteinaze u plué¢ima ucestvuju u alergijskim
inflamacijama, oSte¢enju i reparaciji tkiva, remodeliranju i odbrani od patogena. Sinteza
MMP regulisana je na viSe nivoa. Proinflamatorni citokini IL-1, IL-6 i TNF-a
povecavaju sintezu MMP. Reaktivna kiseoni¢na jedinjenja (superoksidni anjon,
hidroksil radikal, hidrogen peroksid) dovode do pojacane ekspresije gena za sintezu
MMP. MMP mogu biti slobodne u citozolu ili vezane za povrsinu ¢elija. Kada se nalaze
na povrSini inflamatornih ¢elija dodatno pojacavaju inflamatornu funkciju tih celija.
MMP9 na povrSini neutrofila kao odgovor na proinflamatorne medijatore moze
proteoliticki razgraditi Zelatin, kolagen-tip IV, elastin i al-AT (37). Ostecenje pluca
izaziva oslobadanje MMP9 i MMP12 iz neutrofila i alveolarnih makrofaga. MMP imaju
prirodne inhibitore, a to su grupa jedinjenja oznafena kao tkivni inhibitori matriks
metaloproteinaza (TIMP). Postoje Cetiri tipa TIMP, a alveolarne makrofage luce TIMP1
1 TIMP2. Polimorfne nuklearne celije pacijenata sa HOBP sintetiSu manje TIMP u
odnosu na pusace bez HOBP i1 nepuSace (38). Interakcija faktora koji dovode do

neravnoteze izmedu MMPs 1 TIMPs 1 oSte¢enja matriksa tkiva prikazane su na Slici 3.
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Slika 3. Sematski prikaz puta nastanka disbalansa proteaza/antiproteaza sistema

1.2. Komorbiditeti kod HOBP

Komorbiditeti se definiSu kao bolesti koje koegzistiraju sa primarnom boles¢u od
interesa. Kada govoromo o komorbiditetima kod HOBP, ovakva definicija postaje
problemati¢na s obzirom da su mnoge koegzistirajuce bolesti direktna posledica HOBP,
1 tu spadaju kardiovaskularne bolesti, osteoporoza, rak pluca, disfunkcija skeletnih
miSi¢a, anemija. U daljem tekstu, kao komorbiditeti karakteristicni za HOBP bice

prikazani ishemijska bolest srca 1 osteoporoza.

1.2.1. Osteoporoza

Prevalencija osteoporoze medu pacijentima sa HOBP je visoka. Biskobing je objavio
da 35-72% pacijenata ima osteopeniju, dok 35-60% osteoporozu (39). Uzrok ovakve
pojave moze se naci u karakteristikama zivotnog stila pacijenata sa HOBP: smanjena
fizicka aktivnost, malnutricija, puSenje, tretman kortikosteroidima i1 karakteristikama
patologije same bolesti (sistemska inflamacija, oksidativni stres, proteoliza).
Interesantno je takode naglasiti da su i emfizem i osteoporoza praceni gubitkom mase

pluénog odnosno kostanog tkiva, 1 da pri tome izgled osteoporoznih kostiju podsec¢a na
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plu¢a sa emfizemom. Sve ovo navodi na sumnju da ova dva stanja dele zajednicki
patogenetski mehanizam koji dovodi do progresivnog gubitka tkiva u plu¢ima 1 kostima

ili defektne reparacije ovih tkiva (10).

Sistemska inflamacija moze da igra znacajnu ulogu u progresiji osteoporoze kod
pacijenata sa HOBP. Naime, dokazano je da su povecane koncentracije inflamatornih
citokina, IL-6 1 TNF-a, povezane sa osteoporozom. Za oba faktora je poznato da

stimuliSu osteoklaste i povecavaju resorpciju kostiju (40).

Istovremeno sa sistemskom inflamacijom, prisutna neravnoteza u proteaza/antiproteaza
sistemu pored uloge u degradaciji pluénog parenhima, ima znacajnu ulogu 1 u resorpciji
kostanog tkiva. Celije koje produkuju znatne koli¢ine MMP-9 su Celije respiratornog
trakta ukljucuju¢i bronhijalne epitelne celije, Clara ¢elije, zatim limfociti i neutrofili.
Povecani nivo cirkulusu¢ih MMPs kod pacijenata sa HOBP mogu se dovesti u vezu i sa
koStanim metabolizmom kod koga je ravnoteza pomerena na stranu pojacane resorpcije.
Naime, MMP-9 1 MMP-13 imaju znacajnu regulatornu ulogu u koStanom metabolizmu.

MMP-9 je povezan sa aktivacijom osteoklasta, koji dovode do pojacane resorpcije (41).

Markeri remodeliranja koStanog tkiva koji se koriste u ispitivanjima su podeljeni u dve
grupe: 1) markeri formiranja koStanog tkiva (osteokalcin, osteoprotegrin) i 2) markeri
resorpcije  koStanog tkiva (fragmenti kolagena tipa 1). Kod zdrave populacije
koncentracije ovih markera u cirkulaciji su niske. Poveénje koncentracije ovih proteina
nedvosmisleno ukazuje na pojacan proces remodeliranja kostiju. Ukoliko je uzrok
pojave osteoporoze pojacana resorpcija, nivo fragmenata kolagena tipa 1 znacajno se
povecava u krvi. Na Slici 4 su prikazani fragmenti kolagena tipa 1 koji se najcesce

koriste u analitickim metodama za merenje nivoa resorpcije kostiju.
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Region N-telopeptida Region C-telopeptid a

\ Region heliko strukture /
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5 5 Piridinolin deoxipiridinolin Q.r Q;‘

Slika 4. Markeri resorpcije kostiju. NTx - amino terminalni kraj kolagena tipa 1; CTx -
karbonalni terminalni kraj kolagena tipa 1

1.2.2. Ishemijska bolest srca

Mnogobrojne studije ukazale su na poveéani rizik od kardiovaskularnih bolesti (KVB)
kod pacijenata sa HOBP. Naime, svi pacijenti kojima vrednosti FEV snizene u odnosu
na referentne, imaju povecani rizik od KVB. U skladu sa ovim, rizik od smrti
uzrokovane ishemijskom boles¢u srca veci je viSe od pet puta kod pacijenata sa
najnizim vrednostima (prvi kvintil) u odnosu na najviSe vrednosti (poslednji kvintil)

parametara respiratorne funkcije (42).

HOBP je vazan faktor rizika za nastanak ateroskleroze. Patogeneza ateroskleroze je
sloZzena 1 multifaktorijalna. Uloga metabolizma lipida davno je dokazana. Medutim,
savremene studije ukazuju na vrlo znacajnu ulogu inflamacije u procesu formiranja
plaka, njegovog razvoja 1 rupture. Proces ateroskleroze zapoCinje oSteCenjem
vaskularnog endotela kao posledica sistemske inflamacije i oksidativnog stresa. Na
mestu oSteenja endotelijuma dolazi do ulaska lipoproteina, 1 to pre svega
modifikovanih oksidativnim stresom LDL cestica (oxLDL) (43). Inflamacija i
oksidativni stres indukuju produkciju i povecanu ekspresiju adhezionih molekula, kao
§to su ICAM-1 i VCAM-1 na povrsini vaskularnog endotela i omogucavaju adheziju
leukocita na mestu oSte¢enja. U ovakvom inflamatornom okruzenju i pojacanoj

ekspresiji receptora na makrofagama i monocitima koji omogucavaju ingestiju oxLDL
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dolazi do formiranja tzv. penastih ¢elija. Glatke miSi¢ne celije u krvnim sudovima
prelaze iz medije u intimu endotela, produkuju ekstracelularni matriks 1 formiraju
fibrinsko-masne lezije na plaku. Ovo na kraju rezultuje fibrozom zida krvnih sudova,
koja se nastavlja kalcifikacijom i nastajanjem plaka sa fibroznom kapom koja okruzuje

lipidima bogato jezgro (43) (Slika 5).

| I T D e ) () [ ) [ |
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autoimuna @59 * v
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Slika 5 . Zajednic¢ki mehanizmi formiranja aterosklerotskih plaka i razvoja hroni¢ne
opstruktivne bolesti pluca.

Sistemska inflamacija karakteristicna za HOBP, sa pove¢anim brojem aktiviranih T-
limfocita 1 makrofaga dovodi i do povecanog oslobadanja citokina i posledi¢ne
aktivacije endotela. Pored povecane ekspresije adhezionith molekula na povrSini
aktiviranog endotela, citokini kao $to su IL-6 1 TNF-a mogu olaksati 1 dalji razvoj plaka.
C-reaktivni protein, protein akutne faze nakon dospeca u sistemsku cirkulaciju dovodi
do pojacane produkcije drugih pro-inflamatornih citikina, aktivacije komplementa i
unapredenja digestije LDL cestica od strane makrofaga. Kada plak dostigne odredenu
zrelost, fibrinska kapa je istanjena a unutrasnji sadrzaj bogat inflamatornim c¢elijama 1

lipidima, $to dovodi do njegovog pucanja (43).

Istovremeno, aktivirani neutrofili u perifernoj cirkulaciji pacijenata sa HOBP oslobadaju
povecane kolicine ROS, povecavaju ekspresiju adhezionih molekula i dovode do
izrazenije hemotakse 1 ekstracelularne proteolize. Naime, cirkuliSu¢i monociti
pacijenata sa HOBP oslobadaju 2,5 puta vece koli¢ine MMP-9 od zdravih, a dokazano
je da MMP-9 aktivno ucestvuje u patogenezi ateroskleroze i1 rupturi plaka (44).
Oksidativni stres nastao kao posledica pojacanog oslobadanja ROS manifestuje se

povecanom koli¢inom proizvoda lipidne peroksidacije. U toku egzacerbacije kada se
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oksidativni stres kao i sistemska inflamacija dodatno pojacavaju, stvaraju se uslovi za

rupturu aterosklerotskog plaka.
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2. CILJEVI ISRAZIVANJA

2.1. Oksidativni stres, inflamacija i disbalans proteaza/antiproteaza
sistema kod pacijenata sa hroni¢cnom opstruktivnom boles¢u pluca

Cilj ove doktorske disertacije je bio ispitivanje nivoa parametara oksidativnog stresa i
antioksidativne zastite, inflamacije i proteaza/antiproteaza sistema u grupi pacijenata sa
hroni¢nom opstruktivnom boles¢u pluca. Pracenje svih ispitivanih parametara vrseno je
u tri tacke, tj. tri kliniCka stanja: u stanju egzacerbacije na prijemu pacijenata na klinicko
lecenje, na otpustu sa klinickog lecenja nakon odgovarajuceg terapijskog tretmana, 7
dol10 dana od prijema i na kontrolnom pregledu kada su pacijenti bili u potpunosti
klinicki stabilni, prosecno mesec dana od prijema. Cilj studije bio je pracenje promena
ispitivanih parametara u odnosu na stanje u kome se pacijenati nalaze, kao i njihov
medusobni odnos u tim stanjima. Takode ispitana je i korelacija parametara
oksidativnostresnog statusa, inflamacije i proteaza/antiproteaza sistema sa parametrima

respiratorne funkcije, odnosno njihove razlike u odnosu na stadijum bolesti.

2.2. Komorbiditeti kod hroni¢ne opstruktivne bolesti pluc¢a

Obzirom da je prisustvo komorbiditeta kod HOBP pacijenata ocekivana, cilj naSe
studije bio je utvrdivanje uticaja promenjenog oksidativnostresnog statusa, hroni¢ne
inflamacije 1 disbalansa proteaza/antiproteaza sistema na razvoj osteoporoze i

ishemijske bolesti srca, dva najzastupljenija komorbiditeta kod HOBP pacijenata.

Cilj ove studije bio je ispitivanje rizika za razvoj osteoporoze na uzorku ispitanika kroz
pracenje promena u resorpciji koStanog tkiva u stanju egzacerbacije u odnosu na
stabilno stanje. U daljem toku ispitivanja ispitan je uticaj oksidativnostresnog statusa,
inflamacije i proteaza/antiproteaza sistema u stanju egzacerbacije i stabilnom stanju na

nivo markera resorpcije kostanog tkiva.

Cilj ove studije bio je i ispitivanje razlike u parametrima oksidativnostresnog statusa,

inflamacije i1 proteaza/antiproteaza sistema, kao i lipidnog statusa kod naSih ispitanika u
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zavisnosti od prisustva ishemijske bolesti srca, kao komorbiditeta. Sledec¢i cilj bio je
pronalazenja potencijalno novih faktora rizika za razvoj IBS u populaciji pacijenata sa

HOBP.
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3. ISPITANICI I METODE

3.1. Ispitanici

Ovim istrazivanjem obuhvaceno je 210 pacijenata sa dijagnozom hroni¢ne opstruktivne
bolesti plu¢a. Medu pacijentima podjednako su zastupljena oba pola, dok je prosecna
starost bila veca od 40 godina. Dijagnoza HOBP postavljena je u skladu sa
kriterijumima “Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD)* (4).
Pacijenti su ukljuceni u studiju nakon prijema u Kliniku za pulmologiju Klini¢ckog
centra Srbije u Beogradu, u stanju egzacerbacije. Stanje egzacerbacije kategorizovano je
u skladu sa klinickom slikom i standardima lekarske prakse (5). Kriterijumi za
isklju¢ivanje pacijenata iz studije bili su: dijagnostikovani rak pluca, tuberkuloza,
psihicka oboljenja, skorija hirurSka intervencija ili trauma, upotreba hipoglikemika ili
antioksidativnih suplemenata. Pacijenti su zadrzani na klinickom le¢enju u proseku 7 do
10 dana, kada je lekarskim pregledom konstatovano da pacijent moze nastaviti dalje
lecenje u kuénim uslovima. Svim ucesnicima istrazivanja preporucen je dolazak na
kontrolni pregled u roku od 30 dana od dana prijema, u klini¢ki stabilnom stanju.
Stabilno stanje definiSe se kao stanje bez pogorsanja respiratorne funkcije u trajanju od
najmanje 4 nedelje, bez potrebe za promenom terapije i uklju¢ivanje kortikosteroida i/ili
antibiotika. Od 210 pacijena primljenih u stanju egzacerbacije na kontrolni pregled
javilo se 85 pacijenata. Studija je planirana u skladu sa etickim standardima 1 HelsinSkoj
deklaraciji (prema revidiranoj verziji iz 1983. godine) 1 u skladu sa pravilima Etickih
komiteta Farmaceutskog fakulteta i Medicinskog fakulteta u Beogradu. Sve osobe od
kojih je uziman bioloski materijal koji je kasnije koriS¢en u istraZivanju, potpisale su
pristanak za dobrovoljno uces¢e u studiji i obavestene su o ciljevima i o¢ekivanim
ishodima studije. Demografski podaci, podaci o puSenju, konzumiranju alkohola,
fizickoj aktivnosti, porodi¢noj istoriji bolesti, lekovima koje koriste i1 drugim
parametrima uklju¢enim u studiju dobijeni su popunjavanjem upitnika od strane
istrazivaca, putem usmenog intervjua sa ispitanicima. Na osnovu statusa pusenja
pacijenti su podeljeni u tri grupe, na pusace, nepuSace 1 bivSe puSace (oni koji nisu

pusili najmanje 6 meseci pre trenutka ukljucivanja u studiju).
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Dalja podela pacijenata izvrSena je na osnovu dijagnoze komorbiditeta. Podela je
izvrSena na osnovu prisustva ishemijske bolesti srca (IBS) 1 osteoporoze. Dijagnoza IBS
postavljena je na osnovu preporuke European Society of Cardiology guidelines (45).
Ishemijska bolest srca dijagnostikovana je kod 66% ispitivanih pacijenata. Od ukupnog
broja u dalja ispitivanja uklju¢eno je 35 pacijenata sa IBS, koji su ispunili uslov
nepostojanja i drugih komorbiditeta. Kod ispitivanja rizika od razvoja osteoporoze,
kriterijum za iskljuCivane iz studije bio je ve¢ dijagnostikovana osteoporoza i/ili
frakture u poslednje 2 godine. Kontrolnu grupu ¢ini 47 zdravih osoba, uparenih po
godinama i polu sa pacijentima. Iskljucujuci kriterijumi za predstavnike kontrolne grupe
bile su sve sistemske bolesti, ukljucuju¢i pluéne i kardiovaskularne bolesti i
osteoporozu, inflamacija, infekcije ili neuroloske bolesti. Kod ispitivanja IBS kao
komorbiditeta dodatni kriterijumi za iskljuCivanje iz kontrolne grupe bila je
dislipidemija ili upotreba hipolipemika. Kod ispitivanja osteoporoze dodatni kriterijum
za iskljuc¢ivanje iz studije bila je postojeca dijagnoza osteoporoze ili frakture u poslednje
2 godine, kao i upotreba antiresorptivne i hormonske terapije. Zene ukljuéene u

kontrolnu grupu kod ispitivanja osteoporoze su postmenopauzalne, starije od 50 godina.

Prvi uzorak krvi uzet je na taste nakon prijema pacijenata na klinicko lecenje, u okviru
24 sata. Nakon prijema na klinicko lecenje, pacijentima je data inhalaciona
bronhodilatatorna terapija u obliku beta-2 agonista i/ili ipratropijum bromid. Tretman u
toku hospitalizacije uklju€ivao je primenu kiseoni¢ne terapije, beta-2 agoniste,
ipratropijum, teofilin, antibiotike 1 sistemske kortikosteroide, u skladu sa teZinom
klinicke slike . Drugi uzorak krvi uzet je prilikom ispisa iz klinike. Treci uzorak je uzet
na kontrolnom pregledu u klini¢ki stabilnom stanju. Svi uzorci krvi uzimani su iz
prednje kubitalne vene nakon perioda noénog gladovanja (viSe od 10 sati). Krv je
sakupljana vakutajner sistemima sa etilendiaminotetrasircetnom kiselinom (EDTA) (BD
Diagnostics, Franklin Lakes, NJ USA) za analizu parametara kompletne krvne slike 1
diferencijalne leukocitne formule i za izdvajanje plazme i vakutajnerima sa serum gel
separatorom za dobijanje seruma. Kompletna krvna slika sa leukocitarnom formulom
odredivana je neposredno nakon uzorkovanja, u skladu sa odgovaraju¢om procedurom.
Ostali uzorci su ¢uvani na +4°C do najviSe 24h, a zatim centrifugirani na 1500xg, deset
minuta. Plazma i serum su odvajani u alikvote i Cuvani na -80°C do trenutka

analiziranja.

18



3.2. Antropometrijska merenja

Protokol studije ukljucivao je merenje visine i tezine ispitanika. Merenja su vrSena na
prijemu pacijenata na klinicko lecenje kao i na kontrolnom pregledu. Na osnovu

dobijenih mera ratunat je indeks telesne mase (ITM=tezina(kg)/visina(m)?).

3.3. Parametri respiratorne funkcije

Spirometrija je sprovodena u skladu sa ATS/ERS standardima (46). Mereni su forsirani
ekspirijumski volumen ostvaren u prvoj sekundi (FEV,) 1 forsirani vitalni kapacitet
(FVC) na Master Scope spirometru (Viasys Healthcare GmbH, Hochberg, Germany).
Arterijske gasne analize obuhvatile su odredivanje parcijalnog arterijskog pritiska
kiseonika (P,02) 1 ugljendioksida (P,co2), 1 sprovodene na Radiometrijskom

automativanom analizatoru ABL5 (Radiometer, Copenhagen, Denmark).

3.4. Parametri inflamacije

Koncentracija hsCRP merena je u serumu pomocu imunoturbidimetrije metode,
komercijalnim testom (Quantex hsCRP kit, BIOKIT, Barcelona, Spain), na
automatizovanom analizatoru ILAB 600. Procenat neutrofila odreden je diferencijalnim
brojanjem leukocita koriS¢enjem ABX Micros 60 analizatora (Horiba Medical,

Montpellier, France).

3.5. Odredivanje parametara oksidativnog statusa

Od parametara oksidativnog stresa odredivan je nivo superoksidativnog anjona (Oy’),
malondialdehida (MDA), produkata uznapredovale oksidacije proteina (eng. Advanced
oxidation protein product, AOPP) i totalni oksaditavni status (TOS). Za odredivanje
antioksidativnog kapaciteta kod ispitanika odredivana je aktivnost enzima
antioksidativne zaStite superoksid-dismutaze (SOD) i1 paraoksonaze (PONI), kao i
totalni antioksidativni status (TAS). Kao parametar odnosa oksidativnog 1

antioksidativog statusa odredivan je prooksidatvni/antioksidativni balans (PAB).
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3.5.1. Odredivanje parametara oksidativnog stresa

Koncentraciju MDA u plazmi odre]ivana je Girotti-jevom metodom (47). Reakcija se
zasniva na stvatanju kompleksa MDA 1 ostalih tiobarbiturna kiselina reaguju¢im

supstratima sa tiobarbiturnom kiselinom koji imju apsorpcioni maksimum na 535 nm.
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Odredivanje brzine stvaranja superoksidnog anjona je zasnovana na metodi koju su dali
Auclair i Voisin (48). Metoda je zasnovana na sposobnosti superoksidnog anjon
radikala da redukuje nitro grupu aromati¢nog jedinjenja nitroblueterazolijuma (NBT).
Redukcija Zuto obojenog NBT do plavog formazana koristi se kao mera stvaranja
superoksidnog anjona u hemijskim i bioloskim sistemima. Brzina generisanja
superoksidnog anjona se izrazava preko brzine stvaranja redukovanog NBT. Brzina
redukovanja NBT se odreduje kinetickim postupkom, a izracunava se upotrebom
molarnog ekstinkcionog koeficijenta monoformazana (=15 000 Lxmol'xem™).
Odredivanje nivoa O,  u plazmi vrsi se merenjem apsorbance nastalog formazana na

550 nm.

Koncentraciju produkata uznapredovale oksidacije proteina, AOPP (Advanced
Oxidation Protein Products) odredivali smo po Witko-Sarsat metodu (49). Produkti
oksidacije proteina reaguju sa glacijalnom siréetnom kiselinom i kalijum-jodidom pri
¢emu formiraju oranz produkte sa apsorpcionim maksimumom na 340 nm.
Koncentracija AOPP se izrazava preko ekvivalenta hloramina T koji se koristi za izradu
stanardne krive, u koncentracjama 10-100pumol/L, pri ¢emu njegova apsorbaca linearno
raste sa porastom koncentracije. Opseg vrednosti u populaciji zdravih iznosi od 50 do

150 pmol/L.

TOS je meren po Erelovoj metodi (50). Kao glavne komponente TOS sistema u serumu

prisutni su H,O» 1 lipidni hidroperoksidi. Ukupni oksidansi prisutni u uzorku oksiduju
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fero jon Fe™-o-dianizidnog kompleksa u feri jon Fe™. Reakcija oksidacije olak$ana je
molekulom glicerola koji je prisutan u reakcionom medijumu. Nastali feri jon zatim
gradi obojeni kompleks sa ksilenol-oranzom u kiseloj sredini, ¢iji se intenzitet boje meri
na 560 nm. Kalibracija metode vrsi se standardnim rastvorima vodonok-peroksida

koncentracije 20 pumol/L 1 50 umol/L.

Prooksidativni/antioksidativni balans meren je na osnovu metode koju je postavio
Alamdari (51). Metoda je zasnovana osobini hromogena 3,3°,5,5 -tetrametilbenzina
(TMB) da reaguje i sa oksidansima (vodonik-peroksidom) i sa antioksidansima
(mokra¢nom kiselinom) u isto vreme. Reakcija sa H,O, je enzimski katalizovana
peroksidazom, pri cemu TMB nastaje plavo obojeni proizvod. Reakcija sa mokra¢nom
kiselinom nije enzimski katalizovana, ve¢ hemijska reakcija u kojoj nastaje bezbojni
proizvod. Kapacitet antioksidanasa se kalibriSe prema mokra¢noj kiselini i izrazava u
pmol/L mokraéne kiseline, dok se kapacitet prooksidanasa kalibriSe prema H,O; i
izrazava u umol/L H»O,. Za pravljenje standardne krive koriste se rasvori mokracne
kiseline i H,O, u razli¢itim odnosima. Vrednosti PAB se izrazavaju u arbitiranim
jedinicama HK (hidrogen-peroksid komplementarne jedinice), koje predstavljaju

procenat H,O; u standardnim rastvorima.

3.5.2. Odredivanje parametara antioksidativne zaStite

Aktivnost SOD u plazmi odredivana je prema metodu koji su dali Mirsa i Fridovich, uz
odredene modifikacije (52). Metoda se zasniva na sposobnosti SOD da inhibira
spontanu autooksidaciju adrenalina u baznoj sredini. Aktivnost ovog enzima izraZava se
u relativnim jedinicama, koje se dobijaju merenjem apsorbance proizvoda oksidacije
adrenalina na 480 nm, bez prisustva SOD (kontrola) i u prisustvu SOD (uzorak).

Aktivnost SOD izraZava se kao procenat inhibicije autooksidacije adrenalina (53).

Odredivanje paraoksonazne aktivnosti se zasniva na delovanju PON1 enzima iz seruma
na supstart paraokson, pri ¢emu dolazi do konverzije paraoksona do p-nitrofenola;

brzina te promene se prati kineti¢ki na 405 nm.
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Reakecija koju katalizuje enzim PONI1:

S 0
H o) H (H0)
(EtO) 5 PO —NO, ——> (EtO), PO- —NO, —> HO— NO2 + (EtO),PO2”
mikrozomalna paraoksonaza
Paration oksidacija Paraokson Dietil

p-Nitrofenol fosfat

TAS je odredivan automatskom metodom po Erelu (50). U serumu antioksidativna
svojstva imaju vitamin C, bilirubin, mokra¢na kiselina, glutation i proteini, i njihov
udeo u ukupnom antioksidativnom kapacitetu je najznacajniji upravo zbog visoke
koncentracije. Doprinos antioksidtivnoj zastiti daju i1 supstance unete hranom, pre svega
polifenoli. Svaka navedena komponenta iz seruma ima poznatu relativnu aktivnost, kao
i procentualni doprinos kojim ucestvuje u TAS. Test se izvodi uz upotrebu ABTS"
katjona kao hromogena. Sam ABTS rastvor je bezbojan. Nakon oksidacije do ABTS"
pomocu vodonik-peroksida u kiselom medijumu, rastvor dobija karakteristi¢nu
smaragdnu boju. Kada se obojeni ABTS" rastvor pomesa sa supstancama koje mogu da
se oksiduju, kao $to su antioksidansi iz uzorka, dolazi do njegove redukcije u bezbojni
ABTS. Intenzitet obezbojavanja izmeren na 660 nm, srazmeran je koncentraciji

prisutnih ukupnih antioksidanata u ispitivanom uzorku.

3.6. Parametri lipidnog statusa

Koncentracije ukupnog holesterola, HDL-holesterola, LDL-holesterola su odredivane
rutinskim automatizovanim enzimskim metodama uz upotrebu Biomerieux-ovih
reagenasa (Biomerieux, Paris, France) na biohemijskom analizatoru Hitachi 912.
Koncentracije  apolipoproteina  A-I 1 apolipoproteina B  su  odredivane
imunoturbidimetrijskim metodama na biohemijskom analizatoru Hitachi 912 uz

upotrebu Dialab-ovih komercijalnih testova (Dialab, Vienna, Austria).
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3.7. Parametri proteaza/antiproteaza sistema

Koncentracije =~ matriks  metaloproteinaze-9  (MMP9),  tkivnog  inhibitora
metaloproteinaza-1 (TIMP1), kao 1 kompleksa MMP9-TIMP1 odredivane su
komercijalnim ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) testovima (Research and
Diagnostics System, Minneapolis, MN, USA). Princip metode se zasniva na tome da su
zidovi bunarcic¢a eliza ploc¢e obloZeni primarnim antitelima (At) za odgovarajuci protein
(Ag). Dodatkom razblazenog uzorka u kome se nalazi antigen (Ag: MMP9, TIMP1 ili
kompleks MMP9-TIMP1) dolazi do imunohemijske reakcije Ag-At. Visak uzorka se
ispira a zatim dodaju sekundarna At obelezena peroksidazom. Supstrat za bojenu
reakciju je rastvor tetrametil-benzidina (TMB) 1 vodonik-peroksida. Reakcija se
zaustavlja dodatkom 1M H,SO4 Apsorbanca dobijenog jedinjenja meri se na 450 nm.
Koncentracije Ag o€itavaju se iz standardnih kriva koje se dobijaju iz serije rastvora

poznatih koncentracija.

3.8. Marker resorpcije kostiju

Koncentracija beta-izomera C-terminalnih telopeptida kolagena tipa I (beta-CL),
proizvoda degradacije organskog koStanog tkiva, odredivana je hemiluminiscentnom
metodom iz uzoraka seruma. Princip testa se zasniva na sendvi¢ reakciji izmedu
monoklonalnih anti-beta-CL antitela obeleZzenth biotinom 1 beta-CL iz uzorka.
Dodatkom mikropartikula sa monoklonalnim anti-beta-CL-antitelima obeleZenim
rutenijum kompleksom formira se sendvi¢. Reakciona smesa se zatim aspirira u mernu
¢elijju gde se mikropartikule vezuju magnetnom silom za povrSinu elektroda.
Aplikacijom odgovaraju¢eg napona kroz elektrode indukuje se hemiluminiscentna

emisija koja se meri nakon fotomultiplikacije.

3.9. Statisticka analiza

Dobijeni rezultati u ovom istrazivanju, ukoliko se radilo o kontinuiranim podacima,
prikazivani su kao srednje vrednosti i standardne devijacije, ukoliko je raspodela

ispitivanih sledila normalni tok. Kod parametara ¢ija distribucija nije sledila normalni
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tok, proveravana je distibucija logaritmovanih vrednosti i rezultati su prikazivani kao
geometrijske sredine i intervali pouzdanosti. Varijable koje ni nakon logaritamske
transformacije nisu pratile normalnu raspodelu prikazane su kao medijane (Me) i
interkvartilni rasponi. Kontinuirane varijable koje slede normalnu raspodelu, kao i
kontinuirane varijable koje posle logaritmovanja slede normalnu raspodelu (54),
poredene su Studentovim t-testom ili testom analize varijanse (ANOVA), sa "Tukey's
post hoc testom" za utvrdivanje grupa izmedu kojih postoji statisticki znacajna razlika.
Varijable koje ne prate normalnu raspodelu poredene su Mann-Whitney i Kruskal-
Wallis testovima. Kategoricki podaci su prikazivani kao apsolutne frekvence, a razlike

izmedu njih testirane su upotrebom x testa.

Za ispitivanje korelacije izmedu razli¢itih parametara koji su odredivani u studiji,
koriS¢ena je Spearmanova neparametarska korelaciona analiza. Multipla regresiona

analiza je koriS¢ena za identifikaciju nezavisnih faktora uticaja na pojedine promenljive.

U cilju provere prediktivne sposobnosti pojedinih parametara koriS¢ena je binarna
logisticka regresiona analiza, a dijagnosticka tacnost upotrebe ovih parametara
proveravana je kori§¢enjem Receiver Operating Characteristics (ROC) krivih. PovrSina
ispod krive bila je mera tacnosti ispitivanih parametara u identifikovanju pojedinaca sa

povecanim rizikom za razvoj komorbiditeta.

Minimalni uslov za postojanje statisticki znacajne razlike je bio kada je verovatnoca (p,

nivo znacajnosti) bio manji ili jednak 0,05.

Statisticka obrada podataka izvedena je koriS¢enjem racunarskih programa MS Excel,
CBstat (verzija 4.3.2 Kristian Linnet, Denmark) i Medcalc (MedCalc ver. 11.4

Software, Belgium).
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4. REZULTATI ISTRAZIVANJA

4.1. Osnovni demografski podaci za pacijente sa hroni¢nom
opstruktivnom boleséu pluéa i kontrolnu grupu

Kao $to je ve¢ navedeno u ovom istrazivanju je ucestvovalo 105 pacijenata sa
opstruktivnom boles¢u pluca i 47 zdravih osoba. Prilikom anketiranja ispitanika, uzeti
su podaci o starosti, pusenju, izmerena im je visina i telesna tezina. Kod pacijenata je
takode izvrSena podela u skladu sa GOLD klasifikacijom po stadijumima bolesti.

Dobijeni demografski podaci prikazani su u Tabeli 1.

Kontinuirani podaci sa normalnom raspodelom su prikazani kao srednje vrednosti i

standardne devijacije. Kategoricki podaci su prikazani kao apsolutne frekvence.

Starost, zastupljenost polova, telesna grada izrazena kroz indeks telesne mase, kao i
kategorije vezane za navike pusenja u grupi pacijenata i kontrolnoj grupi ne pokazuju
statisticki znacajne razlike. U grupi pacijenata zastupljeniji su pacijenti u poodmakloj
fazi bolesti, stadijumi III 1 IV, u odnosu na pacijente u pocetnoj fazi bolesti, stadijum I 1

IL.
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Tabela 1. Osnovni demografski podaci o HOBP pacijentima i kontrolnoj grupi

Parametar HOBP pacijenti | Kontrolna grupa P

Broj ispitanika 105 47 0,01
Starost (godine) 61,9+7,9 59,1 +£44 ns

Pol
Muskareci, n (%) 42 (40) 22 (47) ns
Zene, n (%) 63 (60) 25 (53) ns
ITM, (kg/m?) 244+52 24,7+2,8 ns
PuSenje
Pusaci, n (%) 35(33) 14 (30) ns
Nepusaci, n (%) 20 (19) 12 (25) ns
Bivsi pusaci, n (%) 50 (48) 45 (21) ns
Trajanje bolesti (godine) 11,1+9,2 / /
Broj hospitalizacija 24+1,6 / /
GOLD Klasifikacija, n (%)

Stadijum I 4(4) / /
Stadijum II 24 (23) / /
Stadijum III 49 (46) / /
Stadijum IV 28 (27) / /

p Studentov t-test za kontinuirane podatke, y” test za kategoritke podatke; ITM = indeks telesne mase;
GOLD = eng. Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease

4.2. Ispitivanje respiratorne funkcije, oksidativnostresnog statusa,
inflamacije i proteaza/antiproteaza sistema kod HOBP pacijenata

Kod pacijenata su merenja parametara respiratorne funkcije, oksidativnog statusa,
inflamacije i proteaza/antiproteaza sistema izvrSena na prijemu na klini¢ko lecenje (u
stanju egzacerbacije), na otpustu sa klinickog le€enja i kontrolnom pregledu (u klinicki
stabilnom stanju). Ispitivanja su bila usmerena na dokazivanje razlike u vrednostima

ovih parametara kod pacijenata u sve tri tacke posmatranja u odnosu na grupu zdravih
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osoba, kao 1 dokazivanje razlike u grupi pacijenata izmedu tri tacke posmatranja, pre
svega stanja egzacerbacije 1 klinicki stabilnog stanja. Istovremeno su ispitane i

korelacije izmedu ovih parametara u ovim klini¢kim stanjima.

4.2.1. Parametri respiratorne funkcije kod HOBP pacijenata

U Tabeli 2 prikazane su vrednosti merenja parametara respiratorne funkcije kao srednje
vrednosti 1 standardna devijacija u sve tri tacke ispitivanja. Analizom varijanse
pokazana je statisticki znaCajna razlika vrednosti svih parametara respiratorne funkcije,
osim kod FEV|/FVC odnosa, na otpustu i kontrolnom pregledu u odnosu na vrednosti sa
prijema. Istovremeno je i izmerena vrednost P,o» najniza na prijemu, u toku
egzacerbacije sa porastom vrednosti u toku lecenja i padom na kontrolnom pregledu u
odnosu na otpust ali i dalje statisti¢ki znacajno viSe vrednosti u odnosu na prijem.
Tendencija promena parametara respiratorne funkcije kod akutizacije bolesti, preko

hospitalizacije i stabilizacije bolesti graficki su prikazani (Slika 1).

Tabela 2. Parametri respiratorne funkcije kod HOBP pacijenata na prijemu, otpustu i
kontrolnom klini¢kom pregledu

Parametar Prijem Otpust I?rrcletgrlzl(;li p
FEV,, % 1,11£0,61 | 1,34+0,83" 1,47 £ 0,86° 0,029
FEV,, L 4194174 | 51,7+24,8 | 57,9+252® <0,0001
FVC, % 2224084 | 254+0,98 | 2,72+0,96% 0,001

FVC, L 71,5+18,3 | 822+21,9* | 86,0+29,6% 0,010
FEV/FVC % | 465+14,9 | 487+157 51,2+ 15,6 0,271
P,,0, 7,67+138 | 898+2,05" 8.54 +1,14® <0,0001

p ANOVA test; * statisticki znagajno razlicit u odnosu na vrednosti sa prijema; ° statisti¢ki znacajno

razli¢it u odnosu na vrednosti sa otpusta (Tukey’s post hoc analiza)
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Slika 6. Parametri respiratorne funkcije kod HOBP pacijenata na prijemu, otpustu i kontrolnom
pregledu. ® statisti¢ki zna¢ajno razli¢it u odnosu na vrednosti sa prijema; “statisticki zna¢ajno
razli¢it u odnosu na vrednosti sa otpusta (Tukey’s post hoc analiza)
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4.2.2. Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zastite kod HOBP pacijenata

i u kontrolnoj grupi

Pretpostavlja se da su pacijenti sa HOBP u stanju uznapredovalog oksidativnog stresa,

kao 1 da nivo oksidativnog stresa zavisi od stanja u kome se nalaze, odnosno da li su u

stanju egzacerbacije ili u stabilnom stanju. Da bi smo to dokazali analizirali smo

parametre oksidativnog stresa 1 antioksidativne =zaStite u grupi pacijenata od

egzacerbacije na prijemu, preko otpusta sa klinickog leCenja do klinicki stabilnog stanja

na kontrolnom pregledu i uporedivali sa vrednostima u kontrolnoj grupi (Tabela 3).

Tabela 3. Vrednosti parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite kod HOBP

pacijenata na prijemu, otpustu i kontrolnom pregledu i u kontrolnoj grupi

E HOBP pacijenti
g Kontrolna p
g Prijem Otpust Kontrolni SHpd
A ) P pregled
025 | 962+21.0° | 98.8+244% | 87.0+£261° | 3144121 | 0,032
pmol/L
MDA, | 104053 | 1.534037% | 130£040° | 1,11+£023 | <0,001
pmol/L
AOPP, | 57 40014% | 652+208% | 558+ 158 | 2031437 | 0,012
pmol/L
TOS, | 159188 | 182+66™ | 144465 | 10135 | 0,030
mmol/L
SOD, a ac a
21749.1° | 213486 175+73% | 30,1495 | 0,042
UL
POaza, 245 305 230 319 0127
UL' | (210-286) | (251-372) | (174-303) | 279-363) |
TAS, 1 760+ 0.275 [0,712 + 0.236| 0,836 + 0,353 [0,925 + 0,189 0,072*
pmol/L
PAB, )
13054413 | 1146445 | 1252+413 | 80,7+ 18.1 | 0,070*
HKU

p ANOVA test; * statisticki znacajno razli¢it u odnosu na kontrolnu grupu; ° statisticki znacajno razligit u

odnosu na vrednosti sa prijema;
pregleda, (Tukey’ s post hoc analiza);
percentil); * grani¢na vrednost p.

¢ statistiGki znacajno razli¢it u odnosu na vrednosti sa kontrolnog
* vrednosti predstavljene kao geometrijska sredina (25.-75.
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Vrednosti aktivnosti POaza prikazane su kao geometrijske srednje vrednosti i interval
25-75. percentil, jer je dobijena normalna raspodela tek posle logaritmovanja vrednost,
dok su ostali parametri prikazani kao srednja vrednost i standardna devijacija. Za
poredenje vrednosti kod pacijenata i u kontrolnoj grupi koris¢ena je analiza varijanse, a

u tabeli je prikazan nivo znacajnosti (p) za izracunato F.

Koncentracije parametara oksidativnog stresa, O,”°, MDA, AOPP i TOS su statisticki
znacajno vise kod pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu u sve tri tacke pracenja
pacijenata (Slika 7). Kada posmatramo promene koncentracija parametara oksidativnog
stresa kroz faze oporavka uocavamo da koncentracije svih parametara rastu u toku
klinickog lecenja, sa trendom opadanja na kontrolnom pregledu, ali se i dalje zadrzava

statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu.

Kod parametara antioksidativne zastite, SOD, POaza i TAS, uocen je drugaciji trend
promene vrednosti kroz faze oporavka pacijenata i u odnosu na kontrolnu grupu (Slika
8). Aktivnost SOD, koja je najvisa na prijemu, polako opada do otpusta i kontrolnog
pregleda, i sve vreme je statisti¢ki znacajno niza u odnosu na zdrave u kontrolnoj grupi.
Aktivnost POaze je kod pacijenata takode niza u odnosu na kontrolnu grupu, ali ta
razlika nije statisticki znacajna. Kod ovog enzima antioksidativne zastite, za razliku od
SOD, postoji trend porasta tokom klini¢kog lecenja, na kontrolnom pregledu su te
vrednosti nize u odnosu na prijem, ali ta razlika nije statisticki znacajna. Vrednosti TAS
kod pacijenata su takode niZe u odnosu na kontrolnu grupu,od prijema do otpusta se
smanjuju, na kontrolnom pregledu su nesto vise, ali i kod ovog parametra nema

statisticki znacajne razlike.

Vrednosti PAB koje predstavljaju odnos snaga prooksidativnog i antioksidativnog
sistema viSe su kod pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu, $to je posledica pojacanog
oksidativnog stresa 1 smanjene antioksidativne zaStite u odnosu na zdrave osobe u
kontrolnoj grupi. Kod pacijenata je izmerena visa vrednost PAB u odnosu na zdrave, ali

ova razlika nije statisti¢ki znacajna.
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Slika 7. Graficki prikaz vrednosti parametara oksidativnog stresa na prijemu, otpustu i

kontrolnom pregledu pacijenata i u kontrolnoj grupi. * statisti¢ki zna¢ajno razli¢it u odnosu na

kontrolnu grupu;” statisti¢ki zna¢ajno razli¢it u odnosu na vrednosti sa prijema; ° statisticki

znacajno razli¢it u odnosu na vrednosti sa kontrolnog pregleda, (Tukey’ s post hoc analiza).
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Slika 8. Graficki prikaz vrednosti parametara antioksidativne zastite (B) na prijemu, otpustu i
kontrolnom pregledu pacijenata i u kontrolnoj grupi. * statisti¢ki zna¢ajno razli¢it u odnosu na
kontrolnu grupu;” statisti¢ki zna¢ajno razli¢it u odnosu na vrednosti sa prijema; ° statisticki
znacajno razli¢it u odnosu na vrednosti sa kontrolnog pregleda, (Tukey’ s post hoc analiza).

4.2.3. Parametri inflamacije kod HOBP pacijenata i u kontrolnoj grupi

Poznato je da je jedna od osnovnih karakteristika HOBP hroni¢na inflamacija. U cilju
pracenja inflamacije u zavisnosti od stanja u kome se pacijenti nalaze odredeni su
koncentracija hsCRP 1 procenat neutrofila u leukocitarnoj formuli.

Vrednosti hsCRP prikazane su kao geometrijska srednja vrednost 1 95% interval
pouzdanosti, jer je normalna raspodela dobijena nakon logaritamske transformacije.
Procenat neutrofila prikazan je kao srednja vrednost i standardna devijacija. Rezultati su

predstavljeni u Tabeli 4 1 na Slici 9.
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Analizom varijanse pokazano je znacajno povecanje oba parametra inflamacije kod
pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu. Vrednosti hsCRP i procenat neutrofila su
statisticki znacajno viSe na prijemu u odnosu na otpust i kontrolni pregled, s tim da je
koncentracija hsCRP visa na kontrolnom pregledu u odnosu na otpust, dok procenat

neutrofila opada u odnosu na otpust.

Tabela 4. Vrednosti parametara inflamacije kod HOBP pacijenata na prijemu, otpustu i
kontrolnom klinickom pregledu i u kontrolnoj grupi

HOBP pacijenti
Parametar - Kontrolna p
Prijem Otpust Kontrolni grupa
pregled
hsCRP, 5.96* 2.06® 2.67% 0.90 0.001
ng/mL” (126 -8.34) | (1.34-3.16) | (1.75-4.08) | (0.68-1.00) |
Ee“‘“’ﬁl" 72,9+ 11.2% | 66.8+12.0™ | 622+10.1° | 547+58 | 0.0001

p za ANOVA test; *statisticki znaGajno razli¢it u odnosu na kontrolnu grupu; ° statisticki zna¢ajno razlicit
u odnosu na vrednosti sa prijema; © statisticki zna¢ajno razli¢it u odnosu na vrednosti sa kontrolnog

pregleda, (Tukey’ s post hoc analiza); * vrednosti predstavljene kao geometrijska sredina (25.-75.
percentil)
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Slika 9. Graficki prikaz vrednosti parametara inflamacije na prijemu, otpustu i kontrolnom
pregledu pacijenata i u kontrolnoj grupi. * statisticki znac¢ajno razli¢it u odnosu na kontrolnu
grupu; " statisti¢ki zna¢ajno razli¢it u odnosu na vrednosti sa prijema;  statisticki zna¢ajno
razli¢it u odnosu na vrednosti sa kontrolnog pregleda, (Tukey’ s post hoc analiza)
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4.2.4. Parametri proteaza/antiproteaza sistema kod HOBP pacijenata i kontrolnoj
grupi

Pretpostavka da kod HOBP pacijenata postoji disbalans proteaza/antiproteaza sistema
ispitana je odredivanjem koncentracija proteaze MMP9 i antiproteaze TIMP1, kao i
njihovog kompleksa. Koncentracije sva tri parametara izrazene su kao geometrijska
srednja vrednost 1 95% interval pouzdanosti, nakon logaritamske transformacije
vrednosti. Analizom varijanse ispitana je razlika u koncentracijama ovih parametara

izmedu pacijenata i kontrolne grupe. Rezultati su prikazani u Tabeli 5 i na Slici 10.

Tabela 5. Vrednosti parametara proteaza/antiproteaza sistema kod HOBP pacijenata na
prijemu, otpustu i kontrolnom pregledu i u kontrolnoj grupi

HOBP pacijenti
Parametar - Kontrolna p
Prijem Otpust Lol grupa
pregled
MMP9, 118 111 92°° 60 0.01
ng/mL (97 — 144) (88 — 141) (69 — 122) (51 -72) ’
TIMPI, 149% 136" 178 72 0.001
ng/mL (126—176) | (111-167) | (155-205) | (61 —84) '
Kompleks
MMPO- 0.954 1.102* 0.585% 0.487 0.01
TIMP1, (0.675-1.348) | (0.670-1.812) | (0.347-0.988) | (0.369-0.646) |
ng/mL

p ANOVA test; * statistic¢ki znagajno razli¢it u odnosu na kontrolnu grupu;”’ statisticki znacajno razliit u
odnosu na vrednosti sa prijema; ° statisticki znacajno razli¢it u odnosu na vrednosti sa kontrolnog
pregleda, (Tukey’ s post hoc analiza)

Koncentracija proteaze MMP9 statisticki je znacajno je viSa kod pacijenata u odnosu na
kontrolnu grupu u sve tri tacke, ali bez znacajne razlike izmedu vrednosti na prijemu,
otpustu 1 kontrolnom pregledu. Koncentracije MMP9 najviSe su na prijemu, u stanju
egzacerbacije 1 daljom stabilizacijom stanja pacijenata koncentracije opadaju.
Koncentracije TIMP1 su takode statisti¢ki znacajno viSe kod pacijenata u odnosu na

kontrolnu grupu. Vrednosti na prijemu i otpustu su nize u odnosu na vrednosti na

kontrolnom pregledu, ali razlika nije statisticki znacajna. Vrednosti kompleksa MMP9-
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TIMP1 kod pacijenata statisticki znacajno su viSe na prijemu i otpustu od vrednosti u
kontrolnoj grupi, kao i1 od vrednosti na kontrolnom pregledu, koje se priblizavaju

vrednostima u kontrolnoj grupi.
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Slika 10. Graficki prikaz vrednosti parametara proteaza/antiproteaza sistema na prijemu,
otpustu i kontrolnom pregledu pacijenata i u kontrolnoj grupi.” statisticki zna¢ajno razli¢it u
odnosu na kontrolnu grupu;” statisticki zna¢ajno razli¢it u odnosu na vrednosti sa prijema;
¢ statisti¢ki zna¢ajno razli¢it u odnosu na vrednosti sa kontrolnog pregleda,

(Tukey’ s post hoc analiza)
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4.2.5. Korelacija izmedu ispitivanih parametara

Da bi se ispitala eventualna korelacija izmedu ispitivanih parametara kod HOBP

pacijenata kori$¢ena je metoda Spearman-ove neparametarske korelacione analize.

Korelacija izmedu parametara respiratorne funkcije 1 parametara
oksidativnostresnog statusa, inflamacije i proteaza/antiproteaza sistema

Procenat predvidenog FEV u negativnoj je korelaciji sa koncentracijom superoksidnog
anjona na prijemu, dok na kontrolnom pregledu pokazuje negativnu korelaciju sa
AOPP, procentom neutrofila i TIMP1. FEV, izraZen u litrima ne pokazuje nikakvu
korelaciju ni sa jednim parametrom oksidativnostresnog statusa, inflamacije ili

proteaza/antiproteaza sistema.

Na prijemu vrednosti % FVC ne pokazuju korelaciju ni sa jednim ispitivanim
parametrom. Na kontrolnom pregledu postoji negativna korelacija sa AOPP i TIMP1.
Vrednosti FVC izraZzene u L u negativnoj su korelaciji sa TOS i PAB vrednostima na
prijemu, dok na kontrolnom pregledu ne postoji korelacija ni sa jednim ispitivanim

parametrom.

Odnos FEV|/FVC % na prijemu je u negativnoj korelaciji sa koncentracijom
superoksidnog anjona i AOPP, dok na kontrolnom pregledu nije dokazana korelacija ni

sa jednim od ispitivanih parametara.

Parcijalni arterijski pritisak kiseonika pokazao je pozitivnu korelaciju sa aktivno$¢u
SOD u stanju egzacerbacije dok kod klini¢ki stabilnih pacijenata ne postoji korelacija ni
sa jednim parametrom oksidativnostresnog statusa, inflamacije i1 proteaza/antiproteaza

sistema.

Rezultati neparametarske korelacije prikazane su u Tabeli 6.
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Tabela 6. Korelacija izmedu parametara respiratorne funkcije i parametara oksidativnostresnog statusa, inflamacije i proteaza/antiproteaza

sistema
FEV,, % FEV,, L FVC, % FVG, L FEV/FVC % Paoy, kPa

2 | [T e | | | [ven || e [ e [
0,7, pmolL | -0228% | -0,032 | -0,178 | -0,007 | -0,034 | -0,038 | -0,102 | -0,037 | -0277** | -0,138 | 0,043 | -0,237
MDA, pmol/L | 0,039 | -0,089 | 0,013 | -0,018 | -0,025 | -0,102 | -0,025 | -0,099 | -0,075 | -0,018 | -0,189 | -0,115
AOPP,umol/L. | -0,152 | -0,158 | -0,138 | -0,292% | -0,079 | -0,089 | -0,064 | -0308* | -0207% | -0,082 | -0,014 | -0,020
TOS, mmol/L | -0,095 | -0,102 | -0,020 | -0,182 | -0,105 | -0,074 | -0259% | -0,173 | -0,175 | -0,039 | -0,086 | -0,043
SOD, UL | -0,147 | 0264 | 0,068 | -0219 | 0,130 | -0,116 | 0,126 | 0,112 | 0,043 | 0210 | 0233* | 0,034
POaza, UL | 0,129 | -0,104 | 0,093 | -0,106 | 0042 | -0,106 | 0,103 | -0077 | 0,128 | -0,024 | 0073 | 0,192
TAS, pmol/L | 0,054 | 0018 | 0,047 | 0015 | 008 | 0009 | 0,116 | 0034 | 0043 | 0,141 | 0,09 | 0,168
PAB,HKU | -0,067 | 0014 | 0,072 | -0,117 | -0,080 | -0,052 |-0216* | -0,121 | -0,047 | -0,033 | -0,058 | 0,009
hsCRP,ng/mL | -0,155 | -0,016 | -0,117 | -0,049 | -0,189 | -0,184 | -0,058 | -0261 | -0,114 | -0239 | -0,19 | -0367
Neutrofili, % | -0,184 | -0,340 | -0,073 | -0415% | -0,164 | -0,195 | -0,025 | 0292 | -0,077 | -0,131 | -0,174 | -0,583
MMP9,ng/mL | -0,041 | -0,101 | -0,072 | -0,124 | 0,016 | -0,137 | -0,085 | -0,106 | -0,081 | -0,058 | -0,187 | -0314
TIMPLng/mL | 0,044 | -0242 | 0036 | -0,384* | 0,033 | 0219 | 0,041 | -0,355* | 0,113 | -0,079 | 0,093 | -0,089
MMIl:z/';H]j“PI’ 0,086 | -0,125 | 0,059 | -0,015 | 0,024 | -0,174 | 0,030 | 0,058 | 0104 | 0030 | 0207 | 0077
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Korelacija izmedu parametara oksidativnostresnog statusa i parametara
inflamacije i proteaza/antiproteaza sistema

Kod vrednosti koje su dobijene na prijemu postoji znacajna pozitivna korelacija samo
izmedu koncentracije hsCRP i nivoa PAB, a procenat neutrofila nije u korelaciji ni sa
jednim parametrom oksidativnog statusa. U vrednostima na kontrolnom pregledu ne

postoji korelacija izmedu parametara inflamacije i oksidativnog statusa.

Kod vrednosti koje su dobijene na prijemu, kao ni kod vrednosti koje su dobijene u
stabilnom stanju, nema korelacije izmedu parametara proteaza/antiproteaza sistema i

superoksidnog anjona, odnosno PAB.

U stanju egzacerbacije je dobijena pozitivna korelacija izmedu koncentracije AOPP i
koncentracije svih ispitivanih parametara proteaza/antiproteaza sistema, odnosno
MMP9, TIMP1 i kompleksa MMP9-TIMP1. U ovom stanju je dobijena i pozitivna
korelacija izmedu TOS 1 MMP9, TOS i1 TIMP1, POaza i TIMP1, a negativna korelacija
izmedu SOD i MMP9.

U stabilnom stanju je dobijena negativna korelacija izmedu MDA i TIMPI1, kao i
pozitivna korelacija izmedu TOS i MMP9, TOS i kompleksa MMP9/TIMP1, SOD i
kompleksa MMP9-TIMP1 1 TAS 1 TIMP1.

Svi rezulatati korelacije parametara oksidativnog stresa sa parametrima inflamacije i

proteaza/antiproteaza sistema na prijemu 1 kontrolnom pregledu prikazani su u Tabeli 7.
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Tabela 7. Korelacija parametara oksidativnostresnog statusa sa parametrima inflamacije 1 proteaza/antiproteaza sistema na prijemu i

kontrolnom pregledu

Kompleks
i1 O
hsCRP, ng/mL Neutrofili, % MMP9, ng/mL TIMP1, ng/mL MMP9-TIMP1, ng/mL
Parametar
Pritem Kontrolni Pritem Kontrolni Pritem Kontrolni Priiem Kontrolni Pritem Kontrolni
) pregled ) pregled ) pregled ) pregled ) pregled
0,", pmol/L 0,202 0,120 0,093 0,174 0,138 0,028 0,094 0,210 0,169 0,144
MDA, pmol/L 0,104 0,232 0,086 0,380 0,022 0,284 0,058 0,434 -0,020 -0,263
AOPP, pmol/L 0,189 0,014 0,207 0,103 0,292%* 0,047 0,372%** 0,158 0,390** -0,083
TOS, mmol/L 0,026 0,193 0,057 0,346 0,230* 0,357* 0,243%* 0,199%* 0,184 0,470%*
SOD, U/L -0,055 -0,237 -0,153 -0,196 -0,226* 0,214 -0,146 0,168 -0,348** 0,477*
POaza, U/L 0,158 0,287 0,069 0,159 0,040 0,198 0,270%* 0,108 0,167 0,142
TAS, pmol/L -0,216 -0,067 -0,197 -0,021 -0,173 -0,120 -0,143 -0,410* -0,176 -0,184
PAB, HKU 0,283* 0,146 0,020 0,074 0,103 -0,212 0,045 -0,125 0,126 -0,075

*p<0.05, **p<0,01; U tabeli su date vrednosti Spearman-ovog koeficijenta neparametarske korelacije
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Korelacija izmedu parametara inflamacije i proteaza/antiproteaza sistema

U stanju egzacerbacije, odnosno na prijemu pacijenata na klinicko lecenje,
koncentracija hsCRP pokazuje pozitivhu korelaciju sa koncentracijom antiproteaze
TIMP1, dok ne postoji korelacija sa koncentracijom proteaze MMP9, kao ni njihovim
kompleksom. Procenat neutrofila u ovoj tacki u pozitivnoj je korelaciji sa
koncentracijom kompleksa MMP9-TIMP1, a nema korelacije sa MMP9 ili TIMP1. U
klinicki stabilnom stanju se gubi korelacija izmedu hsCRP i TIMP1, dok procenat
neutrofila zadrzava pozitivnu korelaciju sa koncentracijom kompleksa MMP9-TIMP1 a
pokazuje pozitivnu korelaciju i sa koncentracijom MMP9. Rezultati ove statisticke

analize prikazane su u Tabeli 8.

Tabela 8. Korelacija parametara inflamacije sa parametrima proteaza/antiproteaza
sistema na prijemu i kontrolnom pregledu

hs CRP, ng/mL Neutrofili, %
Parametar . Kontrolni . Kontrolni
Prijem Prijem
pregled pregled

MMP9, ng/mL 0,127 0,201 0,248 0,514*
TIMP1, ng/mL 0,327* 0,272 0,218 0,452

Kompleks
MMP9-TIMP1, 0,104 0,219 0,326* 0,676**

ng/mL

*p<0.05, **p<0.01; U tabeli su date vrednosti Spearman-ovog koeficijenta neparametarske korelacije

4.3. Ispitivanje resorpcije kostanog tkiva kod HOBP

Visoka zastupljenost osteoporoze kod HOBP pacijenata ukazuje na disbalans izmedu
resorpcije koStanog tkiva i njegove sinteze. Eventualno postojanje pojacane resorpcije
kostanog tkiva ispitivali smo odredivanjem koncentracije beta-CL. Daljom statistiCkom
analizom ispitana je promena u koncentracijama ovog parametra u zavisnosti od stanja

pacijenta, pola, pusenja kao 1 korelacija sa drugim ispitivanim parametrima.

40



4.3.1. Ispitivanje promene u koncentraciji beta-CL kod HOBP pacijenata

Postojanje povecane resorpcije koStanog tkiva u stanju egzacerbacije kod HOBP
pacijenata u odnosu na stabilno stanje ispitano je merenjem koncentracije beta-CL.
Vrednosti su izrazene kao geometrijska srednja vrednost i 95% interval pouzdanosti. Za
ispitivanje razlike u koncentracijama beta-CL izmedu dva stanja koriS¢en je Studentov
test parova, a za ispitivanje razlike u koncentracijama izmedu pacijenata i kontrolne
grupe Studentov t-test za nezavisne grupe. Rezultati su prikazani u Tabeli 9 1 na Slici
11. Koncentracija beta-CL statisticki je znacajno je ve¢a u odnosu na kontrolnu grupu u

oba stanja i istovremeno vecéa na prijemu u odnosu na kontrolni pregled.

Tabela 9. Vrednosti parametra resorpcije koStanog tkiva na prijemu i kontrolnom
pregledu kod HOBP pacijenata i u kontrolnoj grupi

Parametar p
Prijem Kontrolni pregled grupa
Beta-CL. ne/mL 0,521 0,408 0.362 0.001
eta-CL, ng/m ,
8 (0,463-0,587) (0,340-0,490) (0,323 -0,416)

p ANOVA test; * Studentov test parova, statistiki znacajno razli¢it u odnosu na kontrolnu grupu;
®Studentov test parova, statisti¢ki znatajno u odnosu na prijem.
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Slika 11. Koncentracije beta-CL kod pacijenata na prijemu i kontrolnom pregledu i u kontrolnoj
grupi
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4.3.2. Korelacija koncentracija beta-CL sa parametrima respiratorne funkcije,
oksidativnostresnog statusa, inflamacije i proteaza/antiproteaza sistema

Rezultati statisticke analize pokazali su da ne postoji korelacija izmedu nivoa beta-CL
ni sa jednim parametrom respiratorne funkcije kako na prijemu tako 1 na kontrolnom

pregledu.

Pozitivna korelacija dokazana je izmedu MDA i POaza i beta-CL na prijemu, dok na
kontrolnom pregledu nije dokazana nikakva korelacija izmedu nivoa beta-CL i
parametara oksidativnog statusa. Nepostojanje korelacije izmedu nivoa beta-CL 1

parametara oksidativnog statusa dokazano je i u kontrolnoj grupi ispitanika.

U stanju egzacerbacije dokazana je pozitivna korelacija sa procentom neutrofila, dok se
ova korelacija gubi u stabilnom stanju. U stabilnom stanju postoji pozitivna korelacija

izmedu hsCRP i beta-CL, bez korelacije ovih parametara u stanju egzacerbacije.

U stanju egzacerbacije ne postoji korelacija izmedu nivoa beta-CL ni sa jednim
parametrom proteaza/antiproteaza sistema. U stabilnom stanju postoji pozitivna
korelacija beta-CL sa TIMPI. Ispitivanjem u kontrolnoj grupi nije dokazana korelacija

beta CL ni sa jednim parametrom proteaza/antiproteaza sistema.
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Tabela 10. Korelacija koncentracija beta-Cl sa parametrima respiratorne funkcije,
oksidativnostresnog statusa, inflamacije 1 proteaza/antiproteaza sistema na prijemu i
kontrolnom pregledu kod HOBP pacijenata

T Beta-CL, ng/mL
Prijem Kontrolni pregled
FEV,, % -0,076 -0,230
FEV,, L -0,102 -0,244
FVC, % -0,191 -0,285
FVC, L -0,060 -0,199
FEV//FVC % 0,096 0,062
P, 02, kPa -0,147 -0,490
O;-, pmol/LL 0,065 0,032
MDA, pmol/L 0,245* 0,221
AOPP, pmol/LL 0,008 0,038
TOS, mmol/L 0,046 0,103
SOD, U/L 0,001 0,063
POaza, U/L 0,273* 0,249
TAS, pmol/LL -0,093 -0,097
PAB, HKU 0,043 0,044
hsCRP, ng/ml 0,115 0,365*
Neutrofili, % 0,284* 0,256
MMP9, ng/mL 0,024 0,070
TIMP1, ng/mL 0,125 0,451*
Ill(g()/ﬁileks MMP9-TIMP1, 0.164 0.028

*p<0.05; U tabeli su date vrednosti Spearman-ovog koeficijenta neparametarske korelacije

U cilju ispitivanja uticaja pojedinih parametara na nivo beta-CL u stanju egzacerbacije,
koriS¢ena je multipla regresiona analiza (Tabela 11). Formirani su modeli koji ispituju
uticaj markera respiratorne funkcije, inflamacije i oksidativnostresnog statusa na nivo
beta-CL. Rezultati ove analize pokazuju da su % neutrofila i nivo TIMP1 odgovorni za

18% varijabilnosti koncentracije beta-CL, (Model 1), ako se doda i uticaj hipoksije
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(Model 2), 25% varijabilnosti beta-CL posledica je njihovog udruzenog efekta. Kao

najbolji model pokazao se Model 3 koji pored pomenutih ukljucuje i TOS i PONI. Ovaj

model pokazuje da je skoro 60% varijabilnosti u kocentraciji beta-CL posledica

interakcije respiratorne disfunkcije, inflamacije 1 oksidativnostresnog statusa.

Tabela 11. Multipla linearna regresiona analiza parametara inflamacije, respiratorne

funkcije 1 oksidativnog stresa i njihivog uticaja na promenu koncentracije beta CL u

egzacerbaciji
Parametar OR (95% IP) p

Model 1. Adjusted R*=0.180

Neutrofili, % 0,011 (0,002 - 0,020) 0,016
TIMPI1, ng/mL -0,001 (-0,002 - 0,000) 0,027
Model 2. Adjusted R*=0.256

Neutrofili, % 0,010 (-0,001 - 0,020) 0,082
TIMPI1, ng/mL -0,001 (-0,002 — 0,000) 0,038
P.o2 kPa -0,096 (-0,185 - -0,007) 0,035
Model 3. Adjusted R*=0.581

Neutrofili, % 0,009 (0,000 - 0,017) 0,040
TIMPI1, ng/mL -0,002 (-0,003 - -0,001) 0,000
Py, kPa -0,065 (-0,143 - 0,014) 0,101
TOS, mmol/L 0,023 (0,002 - 0,044) 0,035
POaza, U/L 0,001 (0,000 - 0,001) 0,000

OR= eng. Odd ratio; IP= interval pouzdanosti
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4.4. Ispitivanje respiratorne funkcije, oksidativnostresnog statusa,
inflamacije i proteza/antiproteza sistema kod HOBP pacijenata u
zavisnosti od prisustva ishemijske bolesti srca (IBS)

Jedan od ciljeva istrazivanja ove studije bio je ispitivanje veze izmedu respiratorne
funkcije, inflamacije, oksidativnog statusa i proteaza/antiproteaza sistema i razvoja
ishemijske bolesti srca kod pacijenata sa hronicnom opstruktivnom boles¢u pluca. U
ovu fazu ispitivanja ukljueno je 60 pacijenata u klinicki stabilnom stanju, od kojih je
kod 36 pacijenata dijagnostikovana IBS. Osnovni podaci o ovim pacijentima i
kontrolnoj grupi prokazani su u Tabeli 12. Za ispitivanje razlike kod kategoric¢kih
parametara koris¢en je y° test a Studentov t-test kod kontinuiranih parametara. Na
osnovu ovih analiza utvrdena je homogenost izmedu zastupljenosti polova i navika
pusenja kako izmedu podgrupa HOBP pacijenata tako i sa kontrolnom grupom.

Pacijenti sa IBS su stariji u odnosu na pacijente bez IBS.

Tabela 12. Osnovni demografski podaci HOBP pacijenata sa IBS i bez IBS

HOBP pacijenti Kontrolna
Parametar

IBS + IBS - grupa
Broj ispitanika, n 36 24 47
Pol
Muskarci, n (%) 17 (47) 13 (54) 22 (47)
Zene, n (%) 19 (53) 11 (46) 25(53)
Starost, godine 63,6 £7,9° 58,4+ 14,8 59,1+£44
Pusenje
Pusaci, n (%) 16 (44) 8 (33) 14 (30)
Nepusaci, n (%) 12 (33) 11 (46) 21 (45)
Bivsi pusaci, n (%) 8 (23) 5(21) 12 (25)

p ANOVA,; statisticki znacajno razli¢it u odnosu na kontrolnu grupu (Tukey's post hoc analiza)
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4.4.1. Parametri respiratorne funkcije kod pacijenata sa i bez IBS

Poredenjem parametara respiratorne funkcije izmedu pacijenata sa i bez IBS, dokazano
je da pacijenti sa IBS imaju redukovaniji respiratorni kapacitet. Naime, Studentovim t-
testom dokazana je statisticki znacajna razlika u vrednostima FEV; 1 FVC. Istovremeno
je PaO, kod pacijenata bez IBS visi u odnosu na pacijente sa IBS, ali ova razlika nije

statisticki znacajna. Rezultati su prikazani u Tabeli 13.

Tabela 13. Poredenje parametara respiratorne funkcije izmedu pacijenata sa i bez IBS

HOBP pacijenti
Parametar p
IBS + IBS -
FEV, % 58,2+16,2 68,5+ 19,2 0,047
FEV,, L 1,59+ 0,61 1,94 £ 0,78 0,038
FVC, % 74,8+ 7,2 86,2+ 7,8 0,013
FVC, L 2,47+ 0,85 2,76 + 0,89 0,041
FEV//FVC % 64,5+7,3 70,2 +9,5 0,149
Pa oy, kPa 8,48 + 1,15 8,59 + 1,20 0,873

p Studentov t-test

4.4.2. Parametri oksidativnostresnog statusa kod pacijenata sa i bez IBS

Postojanje pojacanog oksidativnog stresa kod populacije pacijenata sa HOBP ve¢ je
prikazano u prethodnim statistickim analizama. U ovom delu istraZzivanja hteli smo da
ispitamo postojanje razlike u oksidativnom statusu i izmedu podgrupa HOBP pacijenata

u zavisnosti od prisustva IBS.

Vrednosti parametari oksidativnog stresa su visSe kod HOBP pacijenata sa IBS, ali
razlika nije statisticki znacajna, uz napomenu da je kod TOS ta razlika na granici
znacajnosti. Takode parametri antioksidativne zastite kod podgrupe sa IBS imaju niZe
vrednosti, ali i ovde razlika nije statisticki znacajna. Rezultati analize prikazani su u

Tabeli 14.
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Tabela 14. Vrednosti parametara oksidativnostresnog statusa kod pacijenata sa i bez

IBS
HOBP pacijenti
Parametar p
IBS + IBS -
O,”, pmol/L 89,7+21,1 84,2 +23,0 0,894
MDA, pmol/L 1,37 £ 0,44 1,28 +0,37 0,536
AOPP, pmol/L 59,1 £18,1 529+13,5 0,292
TOS, mmol/L 17,23 £ 6,55 12,46 £ 5,34 0,056
SOD, U/L 17,1 +£5,8 19,9+ 7.8 0,292
POaza, U/L’ 224 (144 - 350) 243 (158 - 373) 0,451°
TAS, pmol/L 0,738 £ 0,289 0,849 + 0,274 0,229
PAB, HKU 127 + 46 128 + 36 0,251

p Studentov t-test, > Mann-Whitney-ev test; * vrednosti predstavljene kao geometrijska sredina (25.-75.

percentil)

4.4.3. Parametri inflamacije kod pacijenata sa i bez IBS

Prisustvo hroni¢ne inflamacije dokazano je prethodnim statistickim analizama. U ovom
delu studije ispitana je razlika u vrednostima parametara inflamacije izmedu grupa
HOBP pacijenata sa 1 bez IBS. Pacijenti sa IBS imaju vecu koncentraciju hsCRP 1
procenat neutrofila u odnosu na HOBP pacijente bez IBS, ali razlika nije statisticki

znacajna. Rezultati analize prikazani su u Tabeli 15.

Tabela 15. Vrednosti parametara inflamacije kod pacijenata sa i bez IBS

HOBP pacijenti
Parametar p
IBS + IBS -
hsCRP, ng/ml” 3,89 (1,85 - 8,18) 1,98 (1,12 -3,52) 0,099°
Neutrofili, % 63,3 +8,9 61,5+ 11,6 0,837

p Studentov t-test, > Mann-Whitney-ev test; * vrednosti predstavljene kao geometrijska sredina (25.-75.
percentil)
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4.4.4. Parametri proteaza/antiproteaza sistema kod pacijenata sa i bez IBS

Kao sto je ranije pokazano, kod pacijenata sa HOBP postoji disbalans u
proteaza/antiproteaza sistemu. Dalje je ispitano postojanje razlike u koncentracijama
parametara proteaza/antiproteaza sistema kod pacijenata sa i bez IBS i dokazno je da
grupa pacijenata sa IBS ima statisticki znacajno vise vrednosti koncentracije TIMP1 u
odnosu na pacijente bez IBS. Razlika u koncentracijama MMP9 i1 kompleksa MMP9-

TIMP1 izmedu grupa nije statisticki znacajna. Rezultati su prikazani u Tabeli 16.

Tabela 16. Vrednosti parametara proteaza/antiproteaza sistema kod pacijenata sa i bez

IBS
HOBP pacijenti
Parametar p
IBS + IBS -

MMP9, ng/mL* 89.1 (60.9 £+ 140.8) 85.1 (60.7+ 107.3) 0.961
TIMP1, ng/mL 207 + 18 142+ 17 0.009°
Kompleks

MMP9-TIMP1, 0.717 (0.366 — 1.530) | 0.469 (0.177 — 1.245) 0.383
ng/mL"

p Studentov t-test, > Mann-Whitney-ev test; * vrednosti predstavljene kao geometrijska sredina (25.-75.
percentil)

4.4.5. Lipidni status kod pacijenata sa i bez IBS

Za ispitivanje uticaja tradicionalnih faktora za razvoj KVB kod HOBP pacijenata
odredeni su parametri lipidnog statusa. Poredenjem dobijenih vrednosti u podgrupama
sa 1 bez IBS nije dokazana statisticki znacajna razlika bez obzira na viSe vrednosti svih

ispitivanih parametara u podgrupi sa IBS (Tabela 17).
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Tabela 17. Vrednosti parametara lipidnog statusa kod pacijenata sa i bez IBS

T HOBP pacijenti b
IBS + IBS -
T-H, mmol/L 5,69 + 0,94 5,64 £1,18 0,905
HDL-H, mmol/L 1,41 £0,27 1,61 +0,37 0,451
LDL-H, mmol/L 3,64 +1,16 3,43 +0,83 0,774
T-H/HDL-H odnos 4,05 +0,89 3,59 +0,62 0,885
LDL-H/HDL-H odnos 2,63 £0,78 2,26 £0,85 0,522
TG, mmol/L 1,21 £0,37 1,19+0,55 0,741
Apo Al, g/LL 1,58 £0,35 1,62 +0,37 0,782
Apo B, g/LL 0,95+ 0,34 0,94 + 0,30 0,966

p Studentov t-test

4.5. Korelacija parametara respiratorne funkcije, inflamacije,
oksidativnostresnog statusa i lipidnog statusa sa TIMP1 kao faktora
rizika za razvoj IBS

Prethodnom statistiCkom analizom pokazano je da izmedu pacijenata sa i bez IBS
postoji zna¢ajna razlika samo u koncentraciji TIMP1, pa je daljom analizom ispitano da
li u ove dve podgrupe postoji korelacija ovog parametra sa drugim ispitivanim

parametrima.

Ispitivanjem korelacije izmedu parametara respiratorne funkcije 1 TIMP1, u podgrupi
HOBP pacijenata sa IBS dokazana je negativna korelacija sa P, o,, dok je u podgrupi

pacijenata bez IBS postoji korelacija sa % FVC.

Analizom korelacija parametara oksidativnog stresa 1 antioksidativne zaStite sa nivoom
TIMP1 kod pacijenata sa i bez IBS dokazana je pozitivna korelacija sa TOS kod
pacijenata sa IBS 1 pozitivna korelacija TIMP1 sa TAS kod pacijenata bez IBS.

Kod HOBP pacijenata sa IBS postoji korelacija izmedu TIMP1 i procenta neutrofila, a u
podgrupi pacijenata bez IBS nije dokazana nikakva korelacija izmedu TIMPI1 i
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parametara inflamacije. Takode, u obe podgrupe nema znacajne korelacije izmedu

TIMP1 i parametara lipidnog statusa. Rezultati analize prikazani su u Tabeli 18.

Tabela 18. Korelacija vrednosti TIMP1 sa parametrima respiratorne funkcije,
oksidativnostresnog stratusa, inflamacije, proteaza/antiproteaza sistema i lipidnog
statusa kod HOBP pacijenata sa i bez IBS

S HOBP pacijenti

IBS + IBS -
FEV,, % -0,179 0,324
FEV,, L 0,041 0,035
FVC, % 0,025 0,512%*
FVC, L 0,070 0,111
FEV{/FVC % -0,137 0,388
P, 02, kPa -0,868* -0,098
O,”, pmol/L 0,237 0,367
MDA, pmol/L -0,317 -0,378
AOPP, pmol/LL 0,114 0,097
TOS, pmol/L 0,501* 0,102
POaza, U/L 0,340 0,124
TAS, pmol/L 0,232 0,550*
PAB, HKU -0,026 -0,175
hs CRP, ng/ml 0,055 0,076
Neutrofili, % 0,806* 0,446
T-H, mmol/L 0,117 0,355
HDL-H, mmol/L 0,251 0,248
LDL-H, mmol/L 0,082 0,304
TG, mmol/L 0,129 0,044
Apo Al, g/LL 0,142 0,412
Apo B, g/LL 0,090 -0,231

*p<0.05; U tabeli su date vrednosti Spearman-ovog koeficijenta neparametarske korelacije
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4.6. Logisticka regresiona analiza uticaja ispitivanih parametara na
razvoj IBS kod HOBP pacijenata

Jedan od ciljeva ove studije je ispitivanje potencijalne prediktorske moéi parametara
respiratorne funkcije, inflamacije, oksidativnog statusa i proteaza/antiproteaza sistema
na razvoj IBS kod pacijenata sa HOBP. U tu svrhu koris¢ena je logisticka regresiona
analiza, u kojoj su podgrupe HOBP pacijenata sa IBS i bez IBS kodirane sa 110, a
analiza je izvedena za svaki ispitivani parametar posebno, uzimajuéi u obzir uticaj pola,

navike pusSenja i godina.

LogistiCka regresiona analiza uticaja parametara respiratorne funkcije na razvoj
IBS

Logistickom regresionom analizom parametara respiratorne funkcije dokazano je da
najbolju prediktorsku mo¢ na razvoj IBS ima smanjenje % FVC. Posle modifikacije
vrednosti % FVC za pol, puSenje i godine starosti prediktorska mo¢ se povecava. FEV,
posle modifikovanja vrednosti za pol i godine postaje znacajan prediktor. Prediktorska
mo¢ FEV|/FVC odnosa postaje znac¢ajna nakon modifikovanja vrednosti za pusSenje i
godine, dok vrednosti P, o, nemaju prediktorski znacaj ni u jednom modelu. Rezultati

ove analize prokazani su u Tabeli 19.
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Tabela 19. LogistiCka regresiona analiza uticaja parametara respiratorne funkcije na razvoj IBS

. . Model 1 Model 2 Model 3 Model 4
Nemodifikovani L. X . . .
pol pusenje godine pol+pusenje+godine
Parametar
OR OR OR OR OR
(95% IP) P (95% IP) P (95% IP) P (95% IP) P (95% TP) P
0,981 0,981 0,988 0,986 1,004
0,251 0,269 0,294 0,002 0,014
FEV,, % (0,948 —1,014) (0,948-1,016) (0,951-1,027) (0,944-1,029) (0,948-1,065)
0,355 0.006 0,221 0.030 0,413 0.197 0,945 0.001 1,347 0.008
FEV,, L (0,105 -1,201) | ~ (0,046-1,052) ’ (0,114-1,493) ’ (0,169-5278) | (0,099-8,330) |
0,929 0,009 0,925 0,001 0,893 0,001 0,803 0,001 0,698 0,001
FVC, % (0,879-0,981) | (0,872-0,982) ’ (0,818-0,987) ’ (0,625-1,030) | (0,449-0,887) |
0,392 0.026 0,270 0.011 0,425 0.006 0,653 0.001 0,523 0,006
FVC, L (0,157-0,978) | (0,085-0,862) ’ (0,164-1,101) ’ (0,201-2,119) | (0,112-2,445) |
1,039 0.13 1,040 0.142 1,085 0.032 1,046 0.001 1,282 0.001
FEV,/FVC % | (0,985—-1,096) | (0,981-1,103) ’ (1,007-1,169) ’ (0,969-1,128) | (0,976-1,685 |
0,917 0,901 1,397 0,821 0,852
0,863 0,721 0,287 0,183 0,211
Pa gy, kPa (0,349 —2,409) (0,311-2,123) (0,425-4,595) (0,228-3,112) (0,321-3,225)

OR= eng.0dd ratio; IP= interval pouzdanosti

Model 1, ispitivani parametar modifikovan za pol

Model 2, ispitivani parametar modifikovan za puSenje

Model 3, ispitivani parametar modifikovan za godine starosti

Model 4, ispitivani parametar modifikovan za pol, pusenje 1 godine starosti
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Logisticka regresiona analiza uticaja parametara oksidativnosresnog stratusa na
razvoj IBS

U logistickoj regresionoj analizi uticaja parametara oksidativnostresnog statusa na
razvoj IBS, najveca prediktorska mo¢ dokazana je za TOS. Nakon modifikovanja
vrednosti parametara oksidativnostresnog statusa za pol i pusenje, nijedan parametar ne
pokazuje prediktorsku mo¢ na razvoj IBS. Medutim, modifikovanjem vrednosti ovih
parametara za godine starosti, prediktorska moc¢ se znacajno povecava. Rezultati analize

prikazani su u Tabeli 20.
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Tabela 20. Logisticka regresiona analiza uticaja parametara oksidativnostresnog stratusa na razvoj IBS

. . Model 1 Model 2 Model 3 Model 4
Nemodifikovani v . . v s .
Parametar pol pusenje godine pol+pusenje+godine
OR OR OR OR OR
(95% IP) P (95% IP) P (95% IP) P (95% IP) p (95% IP) p
. 1.004 1,008 1,007 0,998 1,010
0", pmol/L (0,977 - 1,031) 0,765 (0,979-1,037) 0,421 (0,976-1,039) 0,313 (0,965-1,034) 0,002 (0,967-1,055 0,013
0,576 0,647 0,629 0,814 1,102
MDA, pmol/L (0,107 — 3,092) 0,517 (0,115-3,647) 0,434 (0,105-3,761) 0,305 (0,103-6,416) 0,002 (0,117-10,384) 0,014
1.007 0,998 0,985 1,013 0,988
AOPP,pmolL (0,960 — 1,056) | 0,769 | (0,949-1,050) 0,489 (0,933-1,040) 0,301 (0,957-1,072) 0,002 (0,921-1,061) 0,014
0,878 0,889 0,902 0,870 0,903
TOS, mmol/L (0,761 — 1,012) 0,043 (0,772-1,081) 0,081 (0,777-1,046) 0,138 (0,712-1,062) 0,001 (0,720-1,132) 0,010
0.940 0,943 0,939 0,968 0,954
SOD, UL (0,840 — 1,052) 0,270 (0,842-1,057) 0,287 (0,834-1,057) 0,214 (0,843-1,111) 0,002 (0,815-1,116) 0,013
0.998 0,997 0,998 0,997 0,997
POaza, U/L (0,993 — 1,003) 0,436 (0,992-1,003) 0,488 (0,993-1,004) 0,132 (0,990-1,004) 0,008 (0,989-1,0006) 0,039
1,867
0,955 5,424 8,632 1,987 ’
TAS, pmol/L (0,905 -1,201) 0,196 (0,215-36,807) 0,281 (0,239-2,388) 0,180 (0,044-89,373) 0,002 1(704"02289') 0,014
0,998 0,998 0,999 0,996 0,997
PAB, HKU (0,994 — 1,002) 0,665 (0,994-1,002) 0,319 (0,995-1,003) 0,320 (0,990-1,001) 0,001 (0,992-1,004) 0,011

OR= eng.0dd ratio; IP= interval pouzdanosti
Model 1, ispitivani parametar modifikovan za pol;

Model 2, ispitivani parametar modifikovan za puSenje;

Model 3, ispitivani parametar modifikovan za godine starosti

Model 4, ispitivani parametar modifikovan za pol, pusenje i godine starosti
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Logisti¢ka regresiona analiza uticaja parametara inflamacije na razvoj IBS

Logistickom regresionom analizom pokazano je i da hsCRP ima bolju prediktorsku mo¢
za razvo] IBS od % neutrofila, ali ipak bez staistickog znacaja. Modifikovanjem
vrednosti parametara inflamacije za pol i puSenje njihova prediktorska mo¢ nema
znacaja, dok modifikovanjem vrednosti za godine starosti i hsCRP i1 % neutrofila
dobijaju statisticki znacajnu prediktorsku mo¢ na razvoj IBS. Rezultati analize prikazani

suu Tabeli 21.

55



Tabela 21. Logisticka regresiona analiza uticaja parametara inflamacije na razvoj IBS

X . Model 1 Model 2 Model 3 Model 4
Nemodifikovani .. . . . X
pol pusenje godine pol+pusenje+godine
Parametar
OR OR OR OR OR
(95% IP) - (95% IP) - (95% IP) . (95% IP) . (95% IP) P
hsCRP 1,111 1,120 1,127 1,126 1,115
’ 0,080 0,124 0,106 0,001 0,004
ng/ml (0,971- 1,270) (0,972-1,291) (0,979-1,296) (0,931-1,362) (0,914-1,360)
Neutrofili 1,011 1,011 1,004 0,866 0,718
’ 0,822 0,954 0,934 0,010 0,032
% (0,916-1,116) | ~ (0,916-1,116) | (0,905-1,115) (0,687-1,093) (0,351-1,467)

OR= eng.0dd ratio; IP= interval pouzdanosti

Model 1, ispitivani parametar modifikovan za pol

Model 2, ispitivani parametar modifikovan za puSenje

Model 3, ispitivani parametar modifikovan za godine starosti

Model 4, ispitivani parametar modifikovan za pol, pusenje 1 godine starosti
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Logisticka regresiona analiza uticaja parametara proteaza/antiproteaza sistema na
razvoj IBS

Logisticka regresiona analiza uticaja parametara proteaza/antiproteaza sistema za razvoj
IBS pokazala je da visoku prediktivnu mo¢ ima TIMP1. Modifikovanjem ovih vrednosti
u sva tri modela, TIMP1 zadrzava prediktorsku mo¢. MMP9 vrednosti modifikovane za
za puSenje, kao 1 godine starosti postaje znacajan predikotor za razvoj IBS. Kompleks
MMPI-TIMP1 postaje znacajan prediktor samo u modelu 3, nakon modifikovanja
vrednosti za godine starosti. Rezultati logistiCka regresiona analize prikazani su u Tabeli

22.

Logisticka regresiona analiza uticaja lipidnog statusa na razvoj IBS

Prediktorska mo¢ parametara lipidnog statusa na razvoj IBS kod HOBP pacijenata nema
statistickog znacaja. Medutim, nakon modifikovanja vrednosti za godine starosti,

prediktorska mo¢ svih parametara lipidnog statusa postaje statisticki znac¢ajna. Rezultati

su prikazani u Tabeli 23.
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Tabela 22. Logisticka regresiona analiza uticaja parametara proteaza/antiproteaza sistema na razvoj IBS

. . Model 1 Model 2 Model 3 Model 4
Nemodifikovani .. . .. .
pol pusenje godine pol+pusenje+godine
Parametar
OR OR OR OR OR
(95% IP) = (95% IP) = (95% IP) = (95% IP) = (95% IP) =
0,998 0,995 0,993 1,010 0,795
MMPS, ’ 0,732 ; 0,476 0,013 0,001 0,001
ng/mL (0,988 -1,008) (0,983-1,007) (0,977-1,010) (0,988-1,033) (0,132-2,012)
TIMP1 1,023 1,022 1,052 1,012 0,837
’ 0,007 0,027 0,001 0,001 0,001
ng/mL (1,002-1,044) (1,002-1,044) (0,975-1,136) (0,987-1,038) (0,665-0,923)
Kompleks
MMP9- 1,101 1,087 1,213 1,443 1,324
0,665 0,873 0,733 0,003 0,002
TIMP1, (0,706-1,716) ’ (0,695-1,700) (0,758-1,832) (0,450-4,630) (0,489-4,132)
ng/mL

OR= eng.0dd ratio; IP= interval pouzdanosti

Model 1, ispitivani parametar modifikovan za pol

Model 2, ispitivani parametar modifikovan za puSenje

Model 3, ispitivani parametar modifikovan za godine starosti

Model 4, ispitivani parametar modifikovan za pol, pusenje 1 godine starosti
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Tabela 23. Logisticka regresiona analiza uticaja lipidnog statusa na razvoj IBS

. . Model 1 Model 2 Model 3 Model 4
Nemodifikovani L. X .. X
pol pusenje godine pol+pusenje+godine
Parametar
OR OR OR OR OR
(95% IP) P (95% IP) P (95% IP) P (95% IP) P (95% IP) P
T-H, 0,953 0.900 0,956 0.455 0,653 0391 1,068 0.005 0,747 0.030
mmol/L (0,452-2,010) | (0,443-2,060) | (0,262-1,629) | (0,406-2,811) | 0,214-2,613) |
HDL-H, 0,128 0,204 0,038 0,134 0,040
0,111 0,189 0,070 0,005 0,023
mmol/L (0,008-2,033) (0,011-3,841) (0,001-1,709) (0,004-4,791) | (0,001-5,985) |
- 1,176 1,117 0,704 1,545 0,754
LDL-H, 0.714 0.342 0.290 0,009 0,044
mmol/L (0,492-2,089) (0,451-2,767) (0,242-2,048) (0,406-3,281) (0,208-2,741)
TG, 1,023 0,793 0,651 2,190 1,591
0,977 0,439 0,494 0,003 0,030
mmol/L (0,228-4,619) (0,163-3,839) (0,126-3,356) (0,376-12,768) (0,207-12,240)
Apo Al, 0,706 1,043 0,466 1,426 0,275
0,770 0,498 0,315 0,003 0,016
g/L (0,068-7,322) (,085-12,778) (0,025-8,798) (0,048-42,554) (0,002-42,759)
Apo B, 1,063 0,942 0,328 0,933 0,123
0,934 0,497 0,287 0,003 0,012
g/L (0,078-14,485) (0,064-13,903) (0,014-7,523) (0,028-31,131) (0,001-12,246)

OR= eng.0dd ratio; IP= interval pouzdanosti

Model 1, ispitivani parametar modifikovan za pol Model 3, ispitivani parametar modifikovan za godine starosti

Model 2, ispitivani parametar modifikovan za pusenje Model 4, ispitivani parametar modifikovan za pol, pusenje 1 godine starost
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4.7. Analiza uticaja parametara respiratorne funkcije, oksidativnostresnog
statusa i inflamacije na prediktivhu mo¢ TIMP1

Nakon S$to je logistickom regresionom analizom dokazano da TIMP1 ima najbolju
prediktivhu mo¢ za procenu rizika za razvoj IBS, analiza je ponovljena dodavanjem drugih
parametara, poznatih faktora rizika za nastanak IBS. Na taj nacin formirano je pet modela,
gde prva tri daju rezultate za TIMP1 i pojedinacne faktore rizika (FEV; hsCRP, TOS),
Model 4 objedinjuje inflamaciju i oksidativni stres (hsCRP i TOS), a Model 5 pridruzuje i
oslabljenu respiratornu funkciju (FEV)). Dijagnosticka ta¢nost upotrebe ovih parametara
proveravana je koriS¢enjem Receiver Operating Characteristics (ROC) krivih. PovrSina
ispod krive bila je mera tacnosti ispitivanih parametara u identifikovanju pojedinaca sa
povecanim rizikom za razvoj komorbiditeta. Istovremeno je ovakvom analzom podataka
dobijena i vrednost ta¢no klasifikovanih bolesnika po grupama u zavisnosti od prisustva IBS

kao komorbiditeta medu HOBP pacijentima.

Analizom ROC krivih moze se uociti da sve krive zadovoljavaju Hasmer-ove i Lemeshow-e
kriterijume, odnosno AUC ispod krivih su statisticki zna¢ajno vece od 0,5. AUC za TIMP1

iznosi 0,812 ¢ime se ukazuje na odli¢nu prediktorsku mo¢ ovog parametra (Tabela 24).

Prediktivna mo¢ TIMP1 ostaje zna¢ajna u svim modelima. Najznacajniji je Model 5 u kome
su se pokazalo da TIMP1 zadrzava prediktivni znacaj za razvoj IBS sa uticajem i ranije
poznatih faktora rizika. Na osnovu ovih rezultata postavlja se pitanje da li je TIMP1 novi

faktor rizika za razvoj IBS kod HOBP pacijenata.

Kada se TIMP1 posmatra kao parametar za razdvajanje pacijenata sa IBS od pacijenata bez
IBS, dobija se 72,22% tacno klasifikovanih pacijenata. Dodatkom drugih faktora rizika raste
procent tacno klasifikovanih pacijenata. Model 5 koji predstavlja udruzeni efekat svih
poznatih faktora rizika, inflamacije, oksidativnog stresa i smanjene respiratorne funkcije,
koji su dodati TIMP1, pokazuje najbolji dijagnosticki znacaj (AUC=0,964) i najveci
procenat tacno klasifikovanih pacijenata (86,67%) u zavisnosti od toga da li imaju IBS ili ne.

Rezultati ovog ispitivanja prikazan je u Tabeli 24.
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Tabela 24. Logisticka regresiona analiza udruzenog uticaja parametara za razvoj IBS

P
Parametar OR (95% IP) AUC klaﬁ;i_ﬁ;cv';‘:ﬁh p
1,023
TIMP1 i 0,812 72,22 0,007
(1,002-1,044)
Model 1: 1,021
’ 0,800 77,78 0,001
TIMP1+%FEV, (0.999 — 1.044)
Model 2: 1,024
0,893 80,00 0,014
TIMP1+hsCRP (0,997 — 1,052)
Model 3: 1,039
’ 0,937 77,78 0,001
TIMP1+TOS (1,001 — 1,078)
Model 4: 1,045
0,946 86,67 0,004
TIMP1+hsCRP+TOS (0,995 — 1,097)
: 1,074
Model 5 0,964 86,67 0,006
TIMP1+hsCRP+TOS+%FEV, (0,955 — 1,209)

p logisticka regresiona analiza; OR= eng. odd ratio; IP= interval pouzdanosti; AUC= eng. area under curve
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5. DISKUSIJA

Hroni¢na opstruktivna bolest pluca je bolest koju karakteriSe ograniceni protok vazduha, a
kao posledica specifi¢nih strukturalnih abnormalnosti nastalih u disajnim putevima i
pluénom parenhimu (1). Ove strukturalne promene u plu¢ima nastaju kao posledica hroni¢ne
inflamacije, pracene oksidativnim stresom i1 proteolizom ekstracelularnog matriksa (11).
Klasifikacija tezine bolesti (GOLD) zasniva se primarno na testovima pluéne funkcije,
vrednostima forsiranog vitalnog kapaciteta (FVC) i forsiranog ekspirijumskog volumena
ostvarenog u prvoj sekundi (FEV)). Kao glavni faktor rizika za razvoj ove bolesti navodi se
pusenje. Pored puSenja faktori iz spoljasnje sredine, kao Sto su Cestice aerozagadenja i
radnog okruZenja takode imaju uticaja na razvoj ove bolesti. Interakcijom spoljasnjih 1
unutras$njih faktora nastaju patofizioloSke karakteristike HOBP. Bolest takode karakterisu i
povremena pogorSanje opSteg stanja pacijenata, stanja egzacerbacije. Ucestalost

egzacerbacija utice na stadijum tezine bolesti 1 prognozu bolesti (55).

Jedan od ciljeva nase studije bio je upravo pracenje respiratorne funkcije, oksidativnog
stresa, inflamacije 1 proteaza/antiproteza sistema u razli¢itim stadijumima bolesti 1 njihovo
poredenje sa zdravom populacijom. Rezultati studije su pokazali da se respiratorna funkcija
poboljsava tokom hospitalizacije 1 nadalje do kontrolnog pregleda, sa istovremenih

smanjenjem hipooksigenacije (Tabela 2).

IzloZenost plu¢a oksidansima je konstantna, bilo egzogenog (puSenje, aerozagadenje) ili
endogenog porekla (aktivirane makrofage i1 neutrofili). Pluéa se Stite od Stetnog uticaja
oksidanasa dobro razvijenim enzimskim i neenzimskim antioksidativnim sistemima (56).
Kada se narusi balans izmedu oksidanasa 1 antioksidativne zaStite nastaje oksidativni stres.
Brojne studije ukazale su na pojacan oksidativni stres u plu¢ima pacijenata sa HOBP u
poredenju sa zdravima, ali istovremeno i sa puSacima sli¢ne istorije puSenja kod kojih sa nije
razvila HOBP (57,58,59). U izdahnutom vazduhu pacijenata sa HOBP izmeren je povecan
nivo vodonik-peroksida, za koji se smatra da delimi¢no potice i od superoksidnog anjona iz
aktiviranih makrofaga u plu¢ima (60). Neutrofili iz periferne cirkulacije kod HOBP
pacijenata takode oslobadaju ve¢i nivo superoksidnog anjona, naroCito u stanju

egzacerbacije. Povecani nivo oksidanasa poveéava i nivo proizvoda oksidacije. Proizvodi
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lipidne peroksidacije, kao Sto su malodialdehid i drugi toksi¢ni aldehidi, prisutni su u
sputumu HOBP pacijena u veéim koncentracijama u odnosu na zdrave i istovremeno su u
negativnoj korelaciji sa respiratornom funkcijom (28). Dokazano je da istovremeno sa
povecanjem nivoa oksidanasa, antioksidativna zastita opada kod pacijenata sa HOBP.
MacNee je dokazao snizeni nivo ukupnog antioksidativnog kapaciteta kod HOBP pacijenata,

narocito izrazenim u stanju egzacerbacije (8).

U nas$oj studiji, visok nivo superoksidnog anjona u perifernoj cirkulaciji pacijenata nastavlja
da raste i nakon egzacerbacije, u narednih 7 dana klinickog lecenja, a zatim opada sa
stabilizacijom stanja, mada joS uvek ostaje na znatno viSem nivou u odnosu na kontrolnu
grupu. Poreklo superoksidnog anjona kod HOBP pacijenata je uglavnom iz aktiviranih
neutrofila u parenhimu plu¢a i perifernoj cirkulaciji (5). Povecani nivo oksidanasa
posledi¢no prati i poveéani nivo proizvoda lipidne peroksidacije (MDA) i oksidacije
proteina (AOPP), (Tabela 3). Ukupni oksidativni status, TOS u ¢iji sastav ulaze peroksidi 1
lipidni hidroperoksidi, pokazuje isti trend promene kao 1 ranije pomenuti parametri
oksidativnog stresa (Tabela 3). Nasuprot ovome, enzimi antioksidativne zastite, SOD i
POaza pokazuju znatno snizenu aktivnost u odnosu na zdrave. MacNee ukazuje da HOBP
pacijenate karakteriSe smanjeni nivo antioksidativne zaStite kao posledica uticaja brojnih
faktora inflamacije kao 1 proizvoda oksidacije na regulaciju sinteze enzima sa
antioksidativnim dejstvom (60). Nizi nivo aktivnosti SOD, moZe biti posledica 1 ,,troSenja“
ovog enzima usled konstantne izloZenosti visokom nivou superoksidnog anjona (5). SniZeni
nivo aktivnosti 1 smanjena genska ekspresija PON1 kod hroni¢nih bolesti pluca ve¢ je
dokazana u studiji na ispitanicima sa astmom, narocito u stanju egzacerbacije, $to je u skladu
sa rezultatima naSe studije (11). Smanjeni nivo ukupnog antioksidativnog statusa, TAS koji
ukljucuje neenzimske antioksidanse u krvi (bilirubin, proteine, vitamin C), u skladu je sa
rezultatima studije Rahmana 1 saradnika (61). Medutim, nije dokazana korelacija izmedu
TAS sa respiratornom funkcijom (FEV, ili FEV/FVC odnosom).ovakav nalaz potvrden je 1
u studiji Hagemana 1 saradnika, gde je znatno nizi TAS u plazmi kao 1 nivo mokraéne
kiseline zabelezen kod HOBP pacijenata u odnosu na zdrave (62). Ovakav rezulatat direktna
je posledica ne samo smanjenja aktivnosti enzima antioksidativne zaStite ve¢ i ostalih
neenzimskih antioksidanasa ¢iji ukupni nivo odslikava koncentracija TAS. U naSoj studiji
prooksidativni/antioksidativni balans balans, PAB je koristio kao parametar koji ukazuje na

odnos ukupnog oksidativnog 1 antioksidativnog kapaciteta. Povecani nivo PAB je potvrda
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izrazenijeg oksidativnog stresa u odnosu na antioksidativni odgovor organizma, narocito
tokom egzacerbacija. PAB se kao parametar oksidativnog statusa pominje u studijama koje
se bave drugim patologijama, kao $to su kardiovaskularne bolesti (63,64), i respiratornog
distres sindroma (65), za koje je karakteristican pojacani oksidativni stres, takode je dokazan
njegov povecan nivo. Kod HOBP poveéan nivo PAB dokazan je u naSoj predhodnoj studiji

¢iji je cilj bio ispitivanje promene oksidativnostresnog statusa medu HOBP pacijentima u

toku hospitalizacije (66).

Razvoj intenzivnog oksidativnog stresa u plu¢ima osStecuje pluéno tkivo uticuéi na nivo
opstrukcije disajnih puteva. Produkti peroksidacije nastaju pod uticajem superoksidnog
anjona 1 vodonok peroksida, oslobodenih iz aktiviranih neutrofila i alveolarnih makrofaga
(67,68). Sobzirom da je u alveolarnim makrofagama pusaca povecan i nivo gvozda u odnosu
na nepusace, oslobodeno slobodno gvozde u disajnim putevima moze stimulisati nastanak
ROS preko Fankoni reakcije (69). Jo§ jedan izvor superoksidnog anjona i vodonik peroksida
je 1 enzimska reakcija ksantin-oksidaze. Povecana aktivnost ovog enzima zabeleZena je u
sputumu, ali i perifernij cirkulaciji HOBP pacijenata u odnosu na zdrave i nepusace (70).
Nivo proizvoda peroksidacije arahidonske kiseline, 8-izoprostan u izdahnutom vazduhu kod
HOBP pacijenata u pozitivnoj je korelaciji sa procentom neutrofila u sputumu, ukazujuéi na
ulogu oksidativnog stresa u nastanku oStec¢enja pluénog parenhima (71). Takode, nivo 8-
izoprostana u urinu visi je kod HOBP pacijenata u odnosu na zdrave i njegov se nivo
povecava tokom egzacerbacija (72). Koli¢ina produkata lipidne peroksidacije, tiobarbiturna
kiselina reaguju¢ih supstanci je povecana u sputumu pacijenata sa HOBP i u negativnoj
korelaciji sa FEV| vrednostima (7). Rezultati nase studije ukazuju na negativnu korelaciju
izmedu AOPP 1 FEV/ FVC odnosa u stanju egzacerbacije, dok je u stabilnom stanju AOPP
u negativnoj korelaciji sa FEV1 i FVC. Takode visok nivo superoksidnog anjona u stanju
egzacerbacije prate snizeni FEV; i FEV|/FVC odnos. Poviseni totalni oksidativni status
pacijenata u stanju egzacerbacije prati opadanje respiratorne funkcije, sa najizraZenijim

smanjenjem FVC (Tabela 6).

Dobro je poznata i u mnogim studijama dokazana 1 povezanost oksidativnog stresa 1
inflamacije, kao njihovo medusobno potenciranje. Proizvodi lipidne peroksidacije, kao §to je
8-izoprostan moze delovati kao signalni molekul i dovesti do oslobadanja medijatora

inflamacije, kao Sto je IL-8 iz ¢Celija pluca (73). Takode, proizvod lipidne peroksidacije 4-
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HNE moze usloviti pojacanu sintezu transformiSuceg faktora rasta-p (TGF-B) (74).
Oksidativni stres ispoljava klju¢nu ulogu u pojacanju inflamacije pre svega preko uticaja na
regulaciju transkripcionog faktora, nuklearnog faktora kB (NF-kB). Geni mnogobrojnih
inflamatornih molekula regulisani su upravo NK-«kB (75). Dokazano je da oksidansi u
alveolarnim 1 bronhijalnim epitelnim ¢elijama oslobadaju inflamatorne medijatore kao Sto je
IL-8, IL-1 i da je ova pojava direktna posledica pojacane ekspresije gena za njihovu sintezu,
koji su pod kontrolom NK-kB (76). U naSoj studiji ispitivanjem korelacuje izmedu
parametara oksidativno stresnog statusa i inflamacije, dokazana je negativna korelacija

izmedu PAB i hsCRP kod prijema pacijenata na klini¢ko lecenje (Tabela 7).

Hroni¢na inflamacija jedna je od osnovnih karakteristika HOBP, a posebno je izrazena
tokom egzacerbacije (77). U nasSoj studiji je pojaCana inflamacija dokazana visokim
koncentracijama hsCRP, narocito u stanju egzacerbacije. Pod uticajem antiinflamatorne
terapije, tj. kortikosteroida, koncentracija hsCRP smanjuje se u toku bolni¢kog lecenja na
nivo koji je 1 dalje znatno visi u odnosu na zdrave osobe. Stabilizacija bolesti nije dovela do
znacajnijeg pada koncentracije hsCRP, $to ukazuje na postojanje hroni¢ne inflamacije kod
HOBP pacijenata (Tabela 4). Sin i saradnici dokazali su takode povecani nivo hsCRP kod
HOBP pacijenata u stabilnom stanju (78). Man 1 saradnici (79) su u svojoj studiji ukazali da
se kod HOBP pacijenta sa povecanjem koncentracije hsCRP povecava rizik od smrtnog
ishoda. Sli¢ne rezultate pokazali su Dahle 1 saradnici, gde je CRP predstavljen kao nezavisni
prediktor prognoze bolesti, izraZzene kroz broj hospitalizacija 1 smrtnog ishoda (80).
Neutrofili su takode znacajni markeri inflamacije kod HOBP pacijenata. Povecani procenat
neutrofila u sputumu kod HOBP pacijenata linearan je sa povecanjem koncentracije 1L-8,
koji je odgovoran za pojacani influks neutrofila u tkivo disajnih puteva, kako kod stabilnih
pacijenata, tako 1 u egzacerbaciji HOBP (81). Neutrofilija prisutna kod HOBP pacijenata
tokom egzacerbacija, dokazana je i u naSoj studiji. Imajuéi u vidu da su neutrofili kod HOBP
pacijenata glavni izvor superoksidnog anjona i posledi¢no oksidativnog stresa sa jedne, i
pojacane genske ekspresije brojnih medijatora inflamacije sa druge strane, moZze se zakljuciti
da je neutrofilija dodirna tacka oksidativnog stresa i1 inflamacije kod HOBP. Prethodne
studije ukazale su na korelaciju izmedu broja neutrofila i parametara respiratorne funkcije,
kao 1 broja neutrofila i opstrukcije disajnih puteva (82). U naSoj studiji dokazana je
neutrofilija u stanju egzacerbacije koja se smanjuje u toku bolni¢kog leCenja i dalje

stabilizacijom bolesti. Povezanost respiratorne funkcije sa brojem neutrofila u perifernoj
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cirkulaciji dokazana je i u naSoj studiji negativnom korelacijom izmedu FEV, i procenta

neutrofila u stabilnom stanju (Tabela 6).

Reaktivne kiseoni¢ne grupe oslobodene iz aktiviranih neutrofila reaguju sa brojnim
proteazama i antiproteazama, dovode¢i do disbalansa u njihovom odnosu (13). To se pre
svega ispoljava inaktivacijom endogenih antiproteaza u plu¢ima. Matriks metaloproteinaze
su znacajni ucesnici u razgradnji tkivnog matriksa pluca, pa je disbalans sa njihovim
inhibitorima znacajan faktor u samoj patogenezi HOBP. Pod uticajem brojnih faktora,
mnoge ¢elije u plu¢ima, ukljucujuci bronhijalne epitelne ¢elije, Klara ¢elije, endotelne Celije
produkuju MMP9 (83). Pinto-Plata i saradnici pokazali su da HOBP pacijenti imaju vise
koncentracije MMP9 i1 TIMP1 u cirkulaciji u odnosu na zdrave i da je istovremeno nivo
MMP9 u znacajnoj korelaciji sa frekvencom egzacerbacija (84). Takode, povecane
koncentracije MMP9 prisutne i u stabilnom stanju, dovode se u vezu sa pojacanom
inflamacijom kod HOBP (85). U ovoj studiji nivo MMP9 znatno je vi$i u odnosu na zdrave
u svim stadijumima pra¢enja HOBP pacijenata. Porast koncentracije MMP9 u stanju
egzacerbacije u odnosu na stabilno stanje prati neznatno smanjenje koncentracije TIMP1,
verovatno kao posledica hroni¢nog karaktera ove bolesti (Tabela 5). Koncentracija
kompleksa MMP9-TIMP1 kod HOBP pacijenata u klinicki stabilnom stanju neznatno se
razlikuje od koncentracije kod zdravih ispitanika. Medutim, znacajan skok koncentracije
ovog kompleksa moze da ukaze upravo na pojaCanu proteoliticku aktivnost tokom
akutizacije bolesti. Prema dostupnim podacima nivo MMP9-TIMP1 kompleksa nije
odredivan u drugim studijama koje su se bavile ispitivanjem proteaza i njihovih inhibitora u

populaciji pacijenata sa HOBP.

Uticaj disbalansa proteaza/antiproteaza sistema na nivo respiratorne funkcije u nasoj studiji
potvrden je negativnom korelacijom izmedu nivoa TIMP1 1 FEV| 1 FVC u stabilnom stanju.
Interakcija oksidativnog stresa 1 proteolize u naSoj studiji potvrdena je pozitivnom
korelacijom izmedu koncentracije proizvoda oksidacije, AOPP i aktivnosti MMP9 1 TIMP1 i
koncentracijom kompleksa u stanju egzacerbacije. Potvrdu ovakve teze daje i pozitivna
korelacija izmedu TOS 1 aktivnosti MMP9 1 TIMP1 kako u stabilnom stanju, tako 1 tokom
akutizacije bolesti. TOS je u pozitivnoj korelaciji 1 sa kompleksom u stabilnom stanju
(Tabela 7). Superoksid-dismutaza, kao glavni enzim antioksidativne zasStite, pak pokazuje

negativnu koreleciju sa aktivnoséu MMP9 i TIMP1 i koncentracijom kompleksa u stanju
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egzacerbacije. Stabilizacijom bolesti ova korelacija se gubi u odnosu na MMP9 i TIMP1,
dok u odnosu na koncentraciju kompleksa postaje pozitivna (Tabela 7). Ovakav rezultat
potvrduje tezu da je antioksidativna zastita SOD istroSena hroni¢nim uticajem visokih
koncentracija superoksidnog anjona, i da ne prati povecanje ne samo oksidativnog stresa vec

1 proteoliticke aktivnosti.

Povezanost proteoliticke aktivnosti i inflamacije u nasoj studiji dokazana je pozitivnom
korelacijom izmedu aktivnosti MMP9 i procenta neutrofila u stabilnom stanju i aktivnoscu
TIMP1 1 koncentracije hsCRP u egzcerbaciji. Izrazena pozitivha korelacija izmedu
koncentracije formiranog kompleks MMP9-TIMP1 i procenta neutrofila u akutnom ali 1
stabilnom stanju bolesti moze da ukaZe na glavni izvor ovih proteaza i antiproteaza kod

HOBP pacijenata (Tabela 8).

5.1. Promena resorpcije koStanog tkiva kod HOBP pacijenata

Osteoporoza je sistemska bolest skeletnog sistema, koja dovodi do povecanja krtosti i rizika
od lomljenja kostiju. Osteoporoza moZze biti primarna, postmenopauzalna ili staracka i
sekundarna koja se javlja kao posledica hroni¢nih bolesti, terapije odredenim lekovima ili
nacina zivota. Poslenjih par decenija poseban znacaj pridaje se sekundarnoj osteoporozi,
prisutnoj kod razli¢itih patogenih stanja (34).

Kostano tkivo je sloZeno, sastavljeno iz organskog ekstracelularnog matriksa koji je
popunjen mineralima. KoStani matriks se sastoji iz kolagena tipa 1, proteoglikana i velikog
broja nekolagenih proteina (osteopontin, osteokalcin, fibronektin). Mineral u kostima u
najveéem procentu je kalcijum hidroksiapatit. KoStani sistem se stalno obnavlja procesom
remodeliranja kostiju. Fizioloski proces remodeliranja predstavlja balans izmedu formiranja
koStanog tkiva i aktivnoS¢u osteoblasta i resorpcije kostiju i aktivnoS¢u osteoklasta. U
normalnim uslovima resorpcija je uvek pracenja formiranjem kostiju. U toku procesa
remodeliranja dolazi do oslobadanja odredene frakcije specifi¢nih proteina iz koStanog tkiva
u cirkulaciju. Odredivanjem koncentracije ovih proteina u sistemskoj cirkulaciji odreduje se

intenzitet procesa resorpcije i formiranja koStanog tkiva, kao i njihove ravnoteze (86).

Merenje gustine kosStanog tkiva, BMD (eng. bone mineral density) predstavlja zlatni

standard u dijagnozi osteoporoze. Za ovo merenje koristi se dvostruko energetska
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apsorpciometrija X-zraka, DEXA (eng. dual-energy X-ray absorptiometry). Vrednost BMD
kod pacijenata predstavlja se na dva nacina: 1) u odnosu na zdrave istih godina (T vrednost);
1 2) u odnosu na zdrave istog pola i starosti (Z vrednost). Razlika u odnosu na zdrave
izrazava se kroz broj standardnih devijacija. Svetska zdravstvena organizacije definiSe

dijagnozu osteoporoze za T vrednosti > 2,5 i osteopeniju za T izmedu 11 2,5.

Osteoporoza je prepoznata kao jedna od posledica sistemskih efekata HOBP. Tacan
mehanizam koji povezuje ove bolesti jo§ uvek sa sigurno$¢u nije utvrden. Etiologija
osteoporoze kod HOBP je kompleksna i ukljucuje brojne faktore. Neki od faktora koji uticu
na pojavu osteoporoze kod ovih pacijenata su ujedno i posledica same bolesti pluc¢a, kao Sto
je redukovana respiratorna funkcija i posledi¢no smanjena fizicka aktivnost, smanjena masa
skeletnih misSic¢a, zatim kortikosteroidna terapija i hormonalni status, tj. hipogonadizam
prirodno prisutan u starosnom dobu koje je karakteristicno za ove pacijente. Prevalenca
osteoporoze kod HOBP je visoka. Biskobing je objavio da 35-72% pacijenata ima
osteopeniju, dok 35-60% osteoporozu (39) . Sli¢ne rezultate objavili su 1 Engelen i saradnici
(86): 36% sa osteopenijom i 11% sa osteoporozom. Ucestalost osteoporoze kod HOBP raste
zajedno sa tezinom HOBP, pa je kod 75% pacijenata u III stadijumu bolesti imalo i

osteoporozu (87).

Cilj naSe studije bio je dokazivanje postojanja hroni¢ne pojacane resorpcije kostanog tkiva
kod HOBP pacijenata, Sto bi za posledicu imalo i pojavu osteoporoze. Takode je ispitan i
uticaj redukovane respiratorne funkcije, inflamacije, oksidativnog stresa 1

proteaza/antiproteaza sistema na nivo beta-CL, marker resorpcije koStanog tkiva.

Disfunkcija u remodeliranju kostanog tkiva kod HOBP uzrokovana je brojnim biohemijskim
1 imunoloSkim poremecajima, lokalno u pluénom tkivu 1 sistemski. Medijatori hroni¢ne
inflamacije (interleukini i1 faktor tumorske nekroze-o) mogu Cak cetiri puta povecati
resorpciju kostanog tkiva posredovanu osteoklastima (88). Sa druge strane oksidativni stres
karakteristi¢an za HOBP moze aktivirati pro-inflamatorne gene, ali 1 dovesti do disbalansa u
proteaze/antiptoteaza sistemu inaktivirajuci antiproteaze i aktiviranjem metaloproteinaza (6).
Matriks metaloproteinaze imaju bitnu regulatornu ulogu u remodeliranju koStanog tkiva.
Matriks metaloproteinaza-9 je primer metaloproteinaze koja svojom aktivnos¢éu direktno

aktivira osteoklaste 1 proces resorpcije (89).
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U naSoj studiji dokazano je prisustvo povecanih koncentracija beta-CL u cirkulaciji kod
HOBP pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike. Ovakvi rezultati u skladu su sa prethodnim
studijama (90). Nivo beta-CL znacajno se povecava u toku egzacerbacije (Tabela 9). S
obzirom da egzacerbaciju karakteriSu ne samo pogorSanje respiratorne funkcije, vec 1
pojacanje inflamacije, oksidativnog stresa i disbalansa proteaza/antiproteaza sistema, $to je u
prethodnom delu i prikazano, logi¢an nastavak naSeg istrazivanja bilo je ispitivanje

korelacije izmedu nivoa markera resorpcije koStanog tkiva i ostalih ispitivanih parametara.

Prethodne studije ukazale su na povezanost izmedu opadanja respiratorne funkcije pracene
hipoksijom 1 broja HOBP egzacerbacija sa smanjenjem gustine kostanog tkiva (9). U nasoj
studiji nije dokazana korelacija ni sa jednim parametrom respiratorne funkcije, kako u stanju

egzacerbacije tako i u stabilnom stanju (Tabela 10).

Ranije je dokazano da sistemska inflamacija moze biti od velikog znacaja u progresiji
osteoporoze kod HOBP pacijenata. Mehanizam kojim hroni¢na inflamacija dovodi do
povecanja rizika od osteoporoze joS uvek nije u potpunosti razjasnjen. Mundy je u svojoj
studiji dokazao da pojacanu produkciju proinflamatornih citokina kao §to su IL-1, TNF-a i
IL-6 Cesto prati pojacana resorpcija kostiju, a kao posledica njihovog uticaja na aktivaciju
osteoklasta (91). U naSoj studiji dokazana je pozitivna korelacija izmedu koncentracija
hsCRP 1 beta-CL u klinicki stabilnom stanju pacijenata, upucujuéi na zakljuc¢ak da hroni¢na

inflamacija znatno utice na resorpciju koStanog tkiva (Tabela 10).

Oksidativni stres jedan je od mehanizama za pojacanje inflamacije kod HOBP. Dokazano je
da proizvodi lipidne peroksidacije deluju kao signalni molekuli koji dovode do pojafanog
oslobadanja inflamatornih medijatora. Ovi inflamatorni medijatori dalje pojacavaju gensku
ekspresiju drugih inflamatornih markera. Pojacanu inflamaciju uvek prati 1 pojacanje
oksidativnog stresa (8). U naSoj studiji je u stanju egzacerbacije dokazana pozitivna
korelacija izmedu koncentracija produkta lipidne peroksidacije, MDA 1 markera resorpcije
kostanog tkiva, beta-CL. Sa druge strane, da i smanjenje antioksidativne zaStite kod HOBP
moze uticati na resorpciju koStanog tkiva, dokazano je u naSoj studiji negativhom

korelacijom izmedu paraoksonaze i beta-CL (Tabela 10).
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Pojacana aktivnost matriks metaloproteinaza kod HOBP pacijenata takode se dovodi u vezu
sa pojavom osteoporoze. MMP imaju regulatornu funkciju u remodeliranju kostanog tkiva,

dok MMP?9 i direktno utie na aktivaciju osteoklasta (89).

Bolton 1 saradnici (41) su u grupi stabilnih HOBP pacijenata ispitivali korelaciju izmedu
nivoa MMP9 1 TIMP1 sa BDM statusom i dokazali da MMP9 ima visoku prediktorsku mo¢
za razdvajanje pacijenata sa i bez osteopenije i osteoproze kod HOBP, pa je predlozeno
uvodenje MMP9 kao parametra za procenu rizika za nastanak osteoporoze medu HOBP
pacijentima.. U pomenutoj studiji je dokazano i da koncentracije MMP9 koreliraju sa
prisustvom osteoporoze nezavisno od stanja respiratorne funkcije. Znacajan izvor MMP9 1
TIMP1 kod HOBP su neutrofili (92). Aktivirani neutrofili u perifernoj cirkulaciji
oslaobadaju 2,5 puta visSe MMP9 kod HOBP pacijenata u odnosu na zdrave (85). Matriks
metaloproteinaza 9 je slaba kolagenaza, pa je malo verovatno da je odgovorna za razlaganje
kolagena tipa 1, ve¢ je znacajnija njena uloga u aktivaciji preosteoklasta i procesu
remodeliranja koStanog tkiva (93). Ispitivanjem povezanosti visokog nivoa proteolize sa
nivoom resorpcije, u nasoj studiji je kod klinicki stabilnih pacijenata dokazana pozitivna
korelacija izmedu TIMP1 i beta-CL. Pozitivna korelacija izmedu procenta neutrofila i
koncentracije beta-CL u naSoj studiji moZe biti posmatrana kao veza izmedu izvora
oksidativnog stresa, inflamacije i proteolitickog sistema i pojacane resorpcije kostanog tkiva
kod HOBP pacijenata (Tabela 10). Stanje egzacerbacije kod HOBP donosi i pojacanu
inflamatornu reakciju, hipoksemiju i upotrebu kortikosteroidne terapije, Sto skupa dovodi do
rizika od smanjenja gustine kosStanog tkiva (40). U naSoj studiji je takode u stanju
egzacerbacije dokazana pojacana sistemska inflamacija (povisen hsCRP), oksidativni stres
(poviSen TOS) i1 hipoksemija (snizen Pa,0,) sa poviSenom resorpcijom koStanog tkiva

(poviSen beta-CL) (Tabela 9).

U daljem toku naSeg istrazivanja ovakav rezultat nas je naveo na ispitivanje uticaja
respiratorne funkcije, oksidativnog stresa, inflamacije 1 proteaza/antiproteaza sistema na
nivo beta-CL koriste¢i multiplu regresionu analizu. Rezultati ove analize pokazali su da je
povecanje resorpcije kostanog tkiva u stanju egzacerbacije posledica slozene interakcije svih

bitnih patogenetskih karakteristika ove hroni¢ne bolesti (Tabela 11).
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5.2. Ishemijska bolest srca kod HOBP

Ranije studije ukazale su na ¢injenicu da HOBP moze biti sama po sebi nezavisni faktor
rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti. Naime, opadanje FEV, kako kod HOBP tako i u
opstoj populaciji, znaci veéi rizik od KVB (94,95). Sin i saradnici dokazali su da pacijenti u
grupi sa najnizim FEV; imaju najve¢i rizik od KVB 1 pet puta vecu verovatno¢u od
smrtnosti od ishemijske bolesti srca (IBS) u poredenju sa pacijentima sa najvisSim
vrednostima FEV; (19). Rezultati ove studije pokazali su da HOBP pacijenti sa
dijagnostikovanom IBS imaju izrazeniju opstrukciju disajnih puteva ( FEV1 % kod IBS+ vs.
IBS-: 58.2 £ 16.2 vs. 68.5 £ 19.2) (Tabela 13). Hroni¢na inflamacija koja karakteriSe HOBP
jo§ od ranije je oznacena kao faktor rizika za razvoj KVB 1 smrtnost u opstoj populaciji i
medu HOBP pacijentima (78,96). Tako je CRP, marker sistemske inflamacije prepoznat i
kao marker poveéane smrtnosti u populaciji pacijenata sa HOBP (96). Studije in vitro
pokazale su da CRP negativno uti¢e na vazomotornu aktivnost endotela krvnih sudova kroz
inhibiciju sintezu azot monoksida (97). Formula Framinghamove studije (eng. Framingham
Risc Score), najéesce koriSéena za procenu rizika od razvoja KVB je poboljsana dodatkom
CRP u prediktivni model (98). U ovoj studiji dokazano je prisustvo visih koncentracija
hsCRP u cirkulaciji pacijenata sa IBS u odnosu na one kod kojih IBS nije dijagnostikovana,
ali bez statistickog znacaja (Tabela 15).

Ranije je ve¢ receno da su pacijenti sa HOBP izloZeni 1 konstantnom oksidativnom stresu.
Aktivirani neutrofili periferne cirkulacije kod HOBP pacijenata oslobadaju velike koli¢ine
ROS, imaju povecanu ekspresiju adhezionih molekula i pokazuju pojacanu hemotaksi¢nu i
proteoliti¢ku aktivnost, mehanizme ukljuene u patogenezu ateroskleroze (99). Reaktivne
kiseoni¢ne grupe, pre svega slobodni radikali kiseonika, mogu da oStete membranu celija 1
intereaguju sa endogenim vazoaktivnim medijatorima u endotelnim ¢elijama krvnih sudova 1
na taj nacin uticu na vazomotoriku i aterosklerotski proces. Istovremeno ROS uzrokuje i
lipidnu peroksidaciju i1 formiranje oksidovanih lipoproteina (LDL), jednog od klju¢nih
medijatora u formiranju areterosklerotskih plaka. Reaktivne kiseono¢ne grupe ucestvuju i u
ostecenju krvnih sudova, kroz promenu njihove elasti¢nosti, promociju inflamatornog
odgovora, migraciju i adheziju leukocita, pove¢anja migracije i proliferacije glatkih miSiénih
¢elija tunike medije, Sto na kraju za posledicu ima nastanak plaka (100). Izrazen oksidativni

stres, naracito u toku egzacerbacija HOBP, zajedno sa poja¢anom inflamacijom, moze
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dovesti do nestabilnosti plaka vode¢i ka njihovoj rupturi. Usled smanjene respiratorne
funkcije kod HOBP pacijenata hipoksija javlja tokom egzacerbacije, dok je u stadijumima
bolesti IIT i IV stalno prisutna. Hipoksija ispoljava brojne uticaje na razvoj ateroskleroze.
Kada su makrofage izlozene hipoksiji formiraju vecu koli¢inu penastih ¢elija (101). Kod
animalnih modela u uslovima hipoksije doslo je do redukovanja antioksidativnhe moci
superoksid-dismutaze u miokardu (102). U ovoj studiji dokazana je smanjena
antioksidativna zastita kod HOBP pacijenata (Tabela 3), kroz smanjenu aktivnost enzima
SOD i POaze. Mackness i saradnici (103) su bili prvi koji su dokazali da precis¢eni humani
PONI1 ima sposobnost inhibicije oksidacije LDL cestica in vitro. Sposobnosti PON1 da
hidrolizuje oksidovane lipide i utiCe na nastanak i razvoj ateroskleroze je dokazana u
studijama na genetski modifikovanim miSevima (104) i ljudima koje su potvrdile da su niske
aktivnosti serumske PONI1 (koje se uglavnom objasnjavaju kao posledica pojacanog
oksidativnog stresa i automatski snizenim kapacitetom antioksidativne zastite) vezane sa
razvojem KVB (105). Smanjena aktivnost PON1 u populaciji HOBP pacijenata dokazana je
1 lokalno u pluénom tkivu, €iji su izvor Clara Celije, edotelne Celije 1 1 alveolarne epitelne
¢elije (106), kao 1 sistemskoj cirkulaciji (107). Rezultati naSe studije takode ukazuju na
smanjenu aktivost PON1 kod HOBP pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 3) i
istovremeno nizu aktivnost u grupi HOBP pacijenata sa IBS u odnosu na pacijente bez IBS
(Tabela 14). IzraZeniji oksidativni stres, visi nivo CRP 1 neutrofila u podgrupi pacijenata sa
IBS u nasoj studiji ukazuje i1 na povecani rizik od dalje progresije bolesti (Tabela 15). Na
osnovu ovih rezultata moZze se ukazati na potrebu da se HOBP pacijenti podvrgnu
neinvazivnim dijagnostickim metodama, kao sto je merenje debljine intima-medije, u cilju

otkrivanja potencijalnog razvoja KVB.

Lipidni status jedan je od konvencionalnih faktora rizika za pojavu KVB. U na$oj studiji se
lipidni status kod pacijenata sa IBS neznatno razlikuje od lipidnog statusa pacijenata bez IBS

(Tabela 17).

HOBP karakteriSe i pojacana proteoliticka aktivnost i destrukcija ECM u plu¢ima (92).
Pojacana proteoliza prisutna je medutim i u vezivnom tkivu endotela krvnih sudova,
dovode¢i do tanjenja arterija (108). Ako se uzme u obzir da cirkuliSu¢i monociti pacijenata
sa HOBP oslobadaju 2,5 puta viSe MMP9 u odnosu na zdrave (40,44) 1 da je MMP9

uklju¢en u patogenezu ateroskleroze (33,34), kao i da je TIMPl u korelaciji sa
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najznacajnijim konvencionalnim faktorima rizika za razvoj KVB (109) ovi parametri postali
potencijalni faktori rizika za razvoj KVB. Na ovakav potencijal parametara remodeliranja
ekstracelularnog matriksa, pre svega MMP9 1 TIMP1, potvrdila je Framingham studija koja
je ukljucila preko 3000 ispitanika sa dijagnostikovanim KVB, kod kojih je dokazno da je
koncentracija TIMP1 u korelaciji sa najznacajnijim faktorima rizika za KVB (110).
Velagelati 1 saradnici u svojoj studiji dokazali su da povecanje koncentracije TIMP1
povecava rizik od smrti uzrokovane KVB, kao i bolju prediktivnu mo¢ u odnosu na

konvencionalne faktore rizika (40).

Rezultati nase studije ukazali su narocito izrazenu razliku u koncentraciji TIMP1 izmedu
pacijenata sa i bez IBS (Tabela 16). Zatim je izvrSeno ispitivanje korelacije ovog parametra
sa ostalim ispitivanim markerima. U grupi pacijenata sa IBS dokazana je pozitivna
korelacija TIMP1 sa Pa o, ukazuju¢i na pojaanu proteoliticku aktivnost sa povecanjem
hipoksije. Takode je dokazana pozitivna korelacija i sa procentom neutrofila, §to je u skladu
sa rezultatima predhodnih studija koje ukazuju na neutrofile kao izvor MMP 1 TIMP1 (111).
Istovremeno nije dokazana nikakva korelacija TIMP1 sa parametrima respiratorne funkcije i
lipidnog statusa (Tabela 18). Medu pacijentima bez IBS dokazana je pozitivna korelacija

izmedu nivoa TIMP1 1 FVC 1 TOS (Tabela 18).

Jedan od ciljeva studije bio je i ispitivanje prediktorske moci ispitivanih parametara za

pojavu IBS medu HOBP pacijentima (Tabele 19-23).

Markeri limitiranosti disajnih puteva, FEV, i redukovani FEV|/FVC odnos, predstavljaju
nezavisne faktore rizika za pojavu koronarnih bolesti. Engtrom i saradnici u svojoj studiji
dosli su do rezultata koji pokazuju da se sa opadanjem respiratornog kapaciteta
proporcionalano raste rizik od pojave koronarnih bolesti medu pusac¢ima (112). Rezultati
nase studije pokazali su da medu parametrima respiratorne funkcije najbolju prediktorsku

mo¢ za pojavu ishemijske bolesti srca medu HOBP pacijentima ima FVC (Tabela 19).

Medu parametrima oksidativnostresnog statusa najbolju prediktorsku mo¢ medu nasim
ispitanicima pokazuje TOS (Tabela 20). Markeri inflamacije 1 lipidnog statusa nemaju
prediktorsku mo¢ za pojavu IBS u naSoj grupi ispitanika. Kod parametara
proteaza/antiproteaza sistema, kao parametar sa najve¢om prediktorskom mo¢i za razvoj IBS

izdvaja se TIMP1.
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Starost, pusenje i pol u opstoj populaciji uticu na zastupljenost KVB u opstoj populaciji. Da
bi ispitali njihov uticaj na ispitivane parametre formirani su modeli za svaki od pomenutih
faktora rizika (Model 1-3) i model koji objedinjuje sve pomenute faktore (Model 4). Na taj
nacin doslo se do rezultata da starenje dodatno pojacava uticaj svih ispitivanih parametara na
razvoj IBS, kao i udruzeni efekat godina, pola i puSenja (Model 3 i 4) (Tabele 19-23). Iako je
pusenje jedan od najc¢eS¢e navodenih faktora rizika kako za razvoj HOBP tako i bolesti
kardiovaskularnog sistema (27) interesantno je da u naSoj studiji pusenje nije faktor koji
uti¢e na prediktorsku mo¢ parametara oksidativno stresnog statusa i1 inflamacije (Model 2)

(Tabela 20-21).

5.2.1. TIMP1 kao potencijalno novi faktor rizika za razvoj IBS u populaciji pacijenata
sa HOBP

Metabolizam ekstracelularnog matriksa igra bitnu ulogu u odrzavanju funkcionalnosti
parenhima  brojnih  organa.  Abnormalnosti metabolizma ECM 1 disbalans
proteaza/antiproteaza sistema direktni su uzro¢nici procesa vezanih za razvoj brojnih bolesti,
ukljucujuéi razgradnju zida alveola kod HOBP, tanjenje zida aterija i rupture plaka kod
ateroskleroze, nastanak i1 metastaze tumora. Metabolizam ECM je kontrolisan ravnotezom
izmedu razgradnje pod uticajem matriks metaloproteinaza i njihovih tkivnih inhibitora. Neke
od markera ECM moguce je meriti u serumu ili plazmi, i na taj na¢in pratiti remodeliranje
ECM. Markeri metabolizma ECM koji je ve¢ prepoznat kao faktor koji uti¢e na razvoj 1
prognozu KVB su MMP9 1 TIMP1 (76). Poveéan nivo ovih markera u cirkulaciji povezan je
sa rizikom od smrti kod pacijenata sa KVB (113).

Povecane koncentracije TIMP1 u naSoj grupi ispitanika sa HOBP u odnosu na zdravu
populaciju (Tabela 5) u skladu je sa studijom u kojoj je dokazana prediktorska mo¢ TIMP1 u
prognozi smrtnosti od kardiovaskularnih bolesti (114). Nakon podele pacijenata na podgrupe
u odnosu na prisustvo IBS, dokazana je veca koncentracija ovog parametra u podgrupi
pacijenata sa IBS (Tabela 15), ukazuju¢i na pojacan metabolizam ECM medu ovim
ispitanicima. Takode rezultati naSe studije ukazali su na visoku prediktorsku mo¢ TIMP1 na
razvoj IBS nezavisno od godina, pola i statusa puSenja (Tabela 22). Nivo TIMP1, kao
specificnog parametra metabolizma ECM, mogao bi se uzeti u razmatranje kao potencijalni

parametar za procenu rizika od IBS kod HOBP pacijenata. U cilju provere dijagnosti¢ke
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ta¢nosti nivoa TIMPI u procesu razdvajanja HOBP pacijenata sa i bez IBS, uradena je
analiza ROC krive. Na osnovu povrsine ispod ROC krive zakljucili smo da TIMP1 pokazuje
na osnovu Hosmer-vih i Lemeshow-ih pravila (115) ,,odli¢nu“ dijagnosticku tacnost za
izdvajanje pacijenata sa IBS (AUC=0,812) (Tabela 24). Prilikom utvrdivanja dijagnostickog
znacaja modela koji ukljucuju i druge faktore rizika, FEV; hsCRP, TOS (Model 1-5), moze
se zakljuciti da najbolji dijagnosti¢ki znacaj ima upravo model koji ukljucuje pored TIMP1 i
druge faktore rizika. Na taj nacin dobija se ¢ak 86,67% tacno klasifikovanih pacijenata u

odnosu na 72,22 % kada je u analizu uklju¢en samo TIMPI.

Rezultati naSe studije pokazali su da povecani nivo TIMP1 prati i1 dijagnostikovana IBS kod
HOBP pacijenata. Ovakvi rezulatati ukazuju na mogucénost uvodenja TIMP1 kao
potencijalno novog faktora rizika za razvoj IBS u populaciji HOBP pacijenata. Ograni¢enje
nase studije je relativno mali broj ispitanika. Dalji tok istrazivanja koja bi ukljucila i dodatni
broj ispitanika, trebalo bi usresrediti i na ispitivanje 1 dodatnih markera remodeliranja ECM,

kao S$to su proizvodi razgradnje kolagena i elastina iz zida krvnih sudova.

Generalno rezultati ovog dela studije ukazuju na moguénost uvodenja TIMP1 kao novog

markera u proceni rizika od IBS kod pacijenata sa HOBP.
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6. ZAKLJUCCI

6.1. Oksidativnostresni status, inflamacija, proteaza/antiproteaza sistem i
njihova Kkorelacija sa klini¢ckoim stanjem pacijenata

1. Koncentracija parametara oksidativnog stresa visa je kod HOBP pacijenata u sva tri stanja
u odnosu na kontrolnu grupu. Visoke koncentracije u stanju egzacerbacije nastavljaju sa

rastom i tokom hospitalizacije, dok u stabilnom stanju njihov nivo opada.

2. Enzimi antioksidativne zaStite imaju nizu aktivnost u odnosu na zdrave ispitanike.
Aktivnost SOD 1 PONI u stanju egzacerbacije neznatno su vise u odnosu na stabilno stanje.

Tokom hospitalizacije aktivnost SOD opada, nasuprot tome aktivnost PONI1 raste.

3. Inflamacija je najizraZenija u stanju egzacerbacije. Koncentracija hsCRP opada tokom
hospitalizacije ali opet blago raste do kontrolnog pregleda. Sa druge strane trend opadanja

koncentracije neutrofila tokom hospitalizacije nastavlja se i nakon bolnickog lecenja.

4. Aktivnost MMP9 se smanjuje stabilizacijom bolesti, iduc¢u od egzacerbacije ka klini¢ki
stabilnom stanju, dok TIMP1 najvecu aktivnost ima u stabilnom stanju a akutizacija bolesti
dovodi do smanjenja aktivnosti, $to se nastavlja i u toku hospitalizacije. Koncentracija
formiranog MMPO9-TIMP1 kompleksa najniza je u stabilnom stanju i raste u toku

hospitalizacije.

5. Procenat predvidenog FEV, u negativnoj je korelaciji sa koncentracijom superoksidnog
anjona tokom egzacerbacije, dok u stabilnom stanju pokazuje negativnu korelaciju sa AOPP,

procentom neutrofila i TIMP1.

6. Odnos FEV|/FVC % na prijemu je u negativnoj korelaciji sa koncentracijom

superoksidnog anjona i AOPP.

7. Parcijalni arterijski pritisak kiseonika pokazao je pozitivnu korelaciju sa aktivno§¢u SOD

u stanju egzacerbacije

8. U stanju egzacerbacije postoji znacajna pozitivna korelacija izmedu koncentracije hsCRP

inivoa PAB.
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9. U stanju egzacerbacije postoji pozitivna korelacija izmedu koncentracije AOPP i
koncentracije svih ispitivanih parametara proteaza/antiproteaza sistema, odnosno MMP9,

TIMP1 i kompleksa MMP9-TIMP1
10. U ovom stanju je dobijena i1 pozitivna korelacija izmedu TOS i MMP9, TOS i TIMP1

11. U stanju egzacerbacije koncentracija hsCRP u pozitivnoj je korelaciju sa koncentracijom

TIMP1

12. Procenat neutrofila u pozitivnoj je korelaciji sa koncentracijom kompleksa MMP9-

TIMPI i u stanju egzacerbacije i u stabilnom stanju

6.2. Zakljucci o promeni resorpcije koStanog tkiva u stanju egzacerbacije

1. Koncentracije beta-CL kod HOBP pacijenata statisticki znacajno je visa u odnosu na

kontrolnu grupu u stanju egzacerbacije 1 stabilnom stanju.
2. Nivo beta-CL znacajno raste tokom egzacerbacije u odnosu na stabilno stanje.

3. Rezultati statisticke analize pokazali su da ne postoji korelacija izmedu nivoa beta-CL ni

sa jednim parametrom respiratorne funkcije kako na prijemu tako i na kontrolnom pregledu.

4. U stanju egzacerbacije dokazana je pozitivna korelacija izmedu MDA 1 aktivnosti PON11

beta-CL

5. Kod pacijenata u stabilnom stanju kao ni u kontrolnoj grupi nije dokazana nikakva

korelacija izmedu nivoa beta-CL 1 parametara oksidativnog statusa.

6. Pozitivna korelacija izmedu nivoa beta-CL i hsCRP postoji u stabilnom stanju, dok je u
stanju egzacerbacije ovakva korelacija dokazana u odnosu na procenat neutrofila u

perifernoj cirkulaciji.

7. U stanju egzacerbacije ne postoji korelacija izmedu nivoa beta-CL ni sa jednim

parametrom proteaza/antiproteaza sistema.

8. U stabilnom stanju postoji pozitivna korelacija beta-CL sa TIMP1.

77



9. Ispitivanjem u kontrolnoj grupi nije dokazana korelacija beta CL ni sa jednim parametrom

proteaza/antiproteaza sistema.

10. Multipla regresiona analiza je pokazala da je skoro 60% varijabilnosti u kocentraciji
beta-CL posledica interakcije respiratorne disfunkcije odnosno hipoksije (snizeni Pa,o),
inflamacije (povec¢an % neutrofila), oksidativnostresnog statusa (poviseni TOS 1 sniZena

aktivnost PON1) 1 proteaza/antiproteaza sistema (povisene koncentracije TIMP1).

6.3. Zakljucci o uticaju prisustva IBS na parametre oksidativnostresnog
statusa, inflamacije i proteaza/antiproteaza sistema

1. Pacijenti sa IBS imaju pojacan oksidativni stres i smanjenu antioksidativnu zaStitu u

odnosu na pacijente bez IBS.
2. Inflamacija kod HOBP pacijenata sa IBS intenzivnija je u odnosu na pacijente bez IBS.

3. Dokazno je da grupa pacijenata sa IBS ima statisti¢ki znafajno viSe vrednosti
koncentracije TIMP1 u odnosu na pacijente bez IBS. Razlika u koncentracijama MMP9 i

kompleksa MMP9-TIMP1 nije statisticki znacajna.

4. Ispitivanjem korelacije izmedu parametara respiratorne funkcije i TIMPI1, u podgrupi

HOBP pacijenata sa IBS dokazana je negativna korelacija sa Pa,o;.

5. Analizom korelacija parametara oksidativnog stresa 1 antioksidativne zasStite sa nivoom

TIMP1 kod pacijenata sa IBS dokazana je pozitivna korelacija sa TOS.

6. Kod HOBP pacijenata sa IBS postoji pozitivna korelacija izmedu TIMP1 1 procenta

neutrofila.

7. Nema znacajne korelacije izmedu TIMPI1 i parametara lipidnog statusa kod IBS

pozitivnih pacijenata.

8. Logistickom regresionom analizom parametara respiratorne funkcije dokazano je da

najbolju prediktorsku mo¢ na razvoj IBS ima smanjenje % FVC.

9. Medu parametrima oksidativnostresnog statusa najveca prediktorska mo¢ dokazana je za

TOS.
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10. Logistickom regresionom analizom pokazano je i da hsCRP ima bolju prediktorsku mo¢

za razvoj IBS od % neutrofila, ali ipak bez statistickog znacaja.

11. Logisticka regresiona analiza uticaja parametara proteaza/antiproteaza sistema za razvoj

IBS pokazala je da visoku prediktivnu mo¢ ima TIMP1.

12. Prediktorska mo¢ TIMP1 ostaje znacajna i nakon modifikacije za faktore rizika (FEV|,

hsCRP i TOS) pojedinacno i udruzeno.

13. Dijagnosticka tacnost TIMP1 u procesu razdvajanja osoba sa 1 bez rizika od IBS je na

osnovu Hosmer-vih i Lemeshow-ih pravila ocenjena kao odlicna (AUC=0,812).

6.4. Opsti zakljucci
1. Pacijenti sa HOBP su hroni¢no u stanju pojacanog oksidativnog stresa, inflamacije i
disbalansa proteaza/antiproteaza sistema, sa izrazitim pogorSanjem u toku egzacerbacije.

2. Pojacana resorpcija kostanog tkiva prisutna je i u stabilnom stanju sa izrazitim pojac¢anjem

tokom akutizacije bolesti.

3. Promena u nivou resorpcije koStanog tkiva posledica je udruzenog efekta pojacane

inflamacije, oksidativnog stresa i proteolize.

4. Prisustvo IBS kod HOBP pacijenata praceno je pojacanim oksidativhim stresom i

inflamacijom, kao 1 izrazenijim proteaza/antiproteaza disbalansom.

5. TIMP1 moze biti potencijalno novi marker za procenu rizika za razvoj IBS u populaciji

pacijenata sa HOBP.
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Mpwunor 1.

UsjaBa o0 ayTopcTBy

MoTtnucaHu-a _ VMBaHa CtaHojkoBuh

6poj nHaekca _45/08

UsjaBrbyjem
[a je JOKTOpCKa aucepTrauuja nog Hacrnosom

,[loKkasaTterbu okCcuaaTMBHOr CTpeca 1 uHdnamauwmje koa nauujeHara ca XpOHUYHOM
oncTpyktuBHom Gonewwhy nnyha n komopbugureTom*

e pesynTaT COMNCTBEHOr UCTPaXXMBaYKor paaa,

e [a npeanoxeHa gucepTauuja y LENWHM HU y AenoBuMa Huje buna npeanoxeHa
3a pgobujakbe 6uno koje gunnome npema CTyAujCKMM Mporpamuma apyrux
BMCOKOLLIKONICKUX YCTaHOBa,

e Ja Cy pe3ynrtath KOPEKTHO HaBeaeHU U

e [a HMCaM KpLimo/ria ayTopcka MpaBa U KOPUCTUO WHTENEKTyarHy CBOjUHY
ApYrux nuua.

MoTnuc AOKTOpaHAa

Y Beorpagy,




Mpwunor 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTM LUTAMMaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOpPCKOr paga

Mme v npesume aytopa MBeaHa CtaHojkosuh

Bpoj nHaekca 45/08

Cryaujcku nporpamMm __JIoKTOpCKe akageMcKe CcTyauje U3 MmeguuuHcke brnoxemuje

Hacnos papa _“ [NokasaTerbu okcuaaTveBHOr cTpeca n nHdnamauuje kog nauvjeHara
ca XpOHWYHOM oncTpykTuBHOM 6onelwhy nnyha n komopbuguretom ”

Mentop __ [p. Cnaeuua Cnacuh, peaosHun npodecop y NeHsnjn, YHMBep3uTeT y
Beorpagy, ®apmaueyTtcku dakynTeT

MoTnucanw/a WMBaHa CtaHojkosuh

MsjaBrbyjem da je wtamnaHa Bepauja MoOr AOKTOPCKOr paja WCTOBETHA E€MEKTPOHCKO)
BEp3auju Kojy cam npegao/na 3a objaBrbuBarke Ha noprtany [AururanHor
penosutopujyma YHuBep3uteta y beorpaay.

Jdos3sorbaBam fa ce objaBe MojU NUYHM Nojauy BesaHu 3a gobuvjakbe akagemckor
3Baka JOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe M NpesvMe, roanHa u MecTto pofhewa u aaTtym

onbpane paga.

OBy nuuHM nogauu Mory ce o06jaBuTM Ha MPEeXHUM CTpaHiuama AurutanHe
BubnuoTeke, y eneKTpoHCKOM Katanory u y nybnukauvjama YHusepsuteTta y beorpagy.

MoTnuc gokTopaHaa

Y beorpagy,
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Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwherwy

Oenawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,CBetosap Mapkosuh* ga y [OurutanHu
penosuTopujyMm YHusepsuTeTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy nopg
HacrnoBom:

"MMokasaTerby okcuaaTUMBHOr CTpeca W UHdnamauurje Ko nauujeHaTta ca XpPOHUYHOM
oncTpyktusHom 6onewhy nnyha u komopbugmnteTom*

Koja je Moje ayTopcKo Aero.

[JucepTauujy ca cBuM npurosvma npegao/na cam y enekTpoHCKOM hopMaty NorogHOM
3a TpajHO apXuBUpaH-e.

Mojy OokTopcky aucepTtauujy noxparweHy y QurutanHu penosutopujym YHusepsuTeTa
y Beorpagy mory ga kopucte cBM Koju noLuTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom Ttuny
nvueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyyuno/na.

1. AyTtopcTBo

2. AyTOpCTBO - HeKOMepLmjarnHo
@ AyTOpCcTBO — HEkomepuwmjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPLUjanHo — AeNUTH No4 UCTUM YCrioBUMa
5. Aytopcteo — 6e3 npepane

6. AyTopCcTBO — OEnnUTU Nnog UCTUM yCrioBuMa

(MonuMmo pa 3ao0KpyXuTe camMoO jedHy of LeCT MOoHYReHUX nuueHuM, KpaTak onuc
nuueHUmM art je Ha nonefuHn nucra).

Motnuc gokTopaHaa

Y beorpagy,
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1. AyTtopcTBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTpMOyLMjy M jaBHO caonwiTaBaHe
Aena, u npepage, ako ce HaBede MMe aytopa Ha HaudvH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa
unu gasaoua nuvueHue, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja og cBux
NULEHLMN.

2. AyTopcTBO — HEekomepuujanHo. [lo3sorbaBaTte yMHOXaBawe, AUCTpubyuujy 1 jaBHO
caonwTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaeBede MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa wunu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He J03BOSbaBa KoMepLujanHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTtopctBO - HekomepuwmjanHo — 6e3 npepage. [o3BosbaBaTe YMHOXaBake,
anctpnbyumjy v jaBHo caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa WNu
ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako ce HasBe[e ume ayTtopa Ha HauvH ogpeheH op
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuvueHue. OBa nuueHua He A03BOSbaBa KomepuujarnHy
ynotpeby gena. Y ogHoCy Ha cBe OcCTane MLUEHLE, OBOM JTMLIEHLIOM CE OrpaHuyaBa
Hajsehu obum npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKoOMepuujanHo — OenUTU nog UcTUM ycroeuma. [lo3sorbasare
yMHOXaBake, OUCTpubyLujy 1 jaBHO caonliTaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBege
MMe ayTopa Ha HauuH oapefeH of cTpaHe ayTopa unv gaBaoua NULEHLE U ako ce
npepaga auctpubyvpa nog WCTOM WNM cCnMYHOM nuueHuom. Osa nuueHua He
[03BOSbaBa KoMepLwjandy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepape. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, AUCTpMOyLM)y M jaBHO
caorwTaBane fgena, 6e3 npomeHa, npeobnukosarwa unu ynotpebe aenay ceom geny,
ako ce HaBefe uMMe aytopa Ha HauvH oppeheH on cTpaHe ayTtopa wnv gasaoua
nuueHue. OBa nuvueHLa Ao3BoSbaBa kKoMmepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - pAenuTu noa WUCTUM ycnoeuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe,
Ouctpubyuujy 1 jaBHO caonwTaBake Aena, u npepage, ako ce HaBe4e ume aytopa Ha
HauMH ofpefeH of cTpaHe ayTopa WNM faBaoula IMUEHUe M ako ce npepaja
anctpnbympa nog WUCTOM wnyM cnnyHoM nvueHuom. OBa nvueHua [o3Borbasa
KomepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnvdHa je codTBEpCKMM nuueHuama,
O4HOCHO NuLeHLIama OTBOPEHOT Koa.
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