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POVEZANOST POKAZATELJA SISTEMSKE INFLAMACIJE | SISTEMA
PROTEAZA/ANTIPROTEAZA SA  FUNKCIONALNIM 1 KLINICKIM
KARAKTERISTIKAMA BOLESNIKA SA HRONICNOM
OPSTRUKTIVNOM BOLESTI PLUCA

Rezime

Uvod/Cilj: Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a (HOBP) predstavlja znacajan javno
zdravstveni problem u celom svetu jer su njena ucestalost i posledice u stalnom
porastu, naroCito u zemljama sa znaCajnom populacijom pusaca. Procene
oboljevanja za 2010.godinu su ukazale na 384 miliona slu¢ajeva HOBP uz godi$nji
mortalitet od 2,9 miliona ljudi [1-3]. Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a (HOBP)
se karakteriSe ograni¢enjem protoka vazduha koje nije potpuno reverzibilno.
Ogranicenje protoka vazduha je obic¢no progresivno i udruzeno sa poremecenim
inflamacijskim odgovorom pluca na Stetne Cestice ili gasove [4,5]. Pacijente obolele
od HOBP odlikuje stanje pojaCane inflamacije i oksidativhog stresa, pojacane
proteolize ekstracelularnog matriksa i neravnoteze u proteaza/antiproteaza sistemu,
uz pratece patomorfololoske promene u smislu destrukcije alveola i remodelovanje
disajnih puteva. Multikomponentna priroda bolesti podrazumeva pored patoloskih
promena u disajnom stablu i plu¢ima, i sistemske efekte sa zahvatanjem drugih
organskih sistema: kardio-vaskularnog sistema, miSica i kostiju, metabolizma,
kognitivnih svojstva i raspolozenja. Cij ovog istrazivanja je bio da se ispitaju nivoi
pokazatelja sistemske inflamacije i sistema proteaza/antiproteaza i utvrdi njihova
povezanost sa pokazateljima pluéne funkcije 1 klinickim karakteristikama
pacijenata sa hronicnom opstruktivnom bolesti plu¢a. Metod: Ovim istrazivanjem
su bili obuhvaceni svi pacijenti sa dijagnozom hroni¢ne opstruktivne bolesti pluca
koja je postavljena prema GOLD kriterijumima (engl. Global Initiative for Chronic
Obstructive Disease - GOLD) [1]) i le€eni su u periodu od maja 2017.godine do
januara 2018.godine na Odeljenje za astmu, HOBP i hroni¢nu respiracijsku
insuficijenciju Klinike za pulmologiju KCS. Ucestvovalo je ukupno 98 ispitanika,
starijih od 40 godina, pusaci i bivsi pusSaci, u stabilnoj fazi bolesti, bez drugog
respiratornog oboljenja. Kontrolnu grupu je Cinilo 47 zdravih ispitanika uparenih
po polu i godinama. Na pregledu je ucinjeno ispitivanje pluéne funkcije:

spirometrija, difuzijski kapacitet za ugljen-monoksid (CO), telesna pletizmografija.



Ispitanici su popunili Upitnik za procenu HOBP (engl. COPD Assessment Test -
CAT) i mMMR skalu za procenu stepena dispneje. U€injeno je uzorkovanje krvi
za kompletnu krvnu sliku, C reaktivni protein (CRP) i pokazatelje sistema
proteaza/antiproteaza - matriksmetalopoteinazu 9 (MMP-9) i tkivni inhibitor
matriksmetaloproteinaze 1 (TIMP-1). Rezultati: Ispitanici sa HOBP su imali
znacajno vece vrednosti MMP- 9, TIMP-1 i odnosa MMP-9/TIMP-1 u poredenju
sa zdravim ispitanicima, $to ukazuje na disbalans u sistemu proteaza/antiproteaza,
sa predominacijom proteoliticke aktivnosti. Ispitanici u stabilnoj fazi HOBP nisu
imali poviSene vrednosti pokazatelja inflamacije u serumu, ali su viSe vrednosti
CRP, leukocita i neutrofila bile povezane sa visim vrednostima MMP-9 i TIMP-
1.Nije bilo korelacije CRP i pokazatelja pluéne funkcije. Postojala je negativna
statisti¢ki znacajna povezanost izmedu MMP-9 i MMP-9/TIMP1 i spirometrijskih
pokazatelja (FEV1/FVC, FVC, FEV 1) i saturacije krvi kiseonikom. MMP-9 i
MMP-9/TIMP1 je bila pozitivno povezana sa pokazateljima izmerenim telesnom
pletizmografijom (TLC , ITGV, RV, RV%TLC i negativnosa VCi IC). TIMP 1
nije bio statisticki znaCajno povezan sa pokazateljima spirometrije, difuzijskog
kapaciteta za CO, saturacijom krvi kiseonikom i telesne pletizmografije, a MMP-9
i odnos MMP-9/TIMP-1 sa parametrima difuzijskog kapaciteta za CO. CAT skor
je pozitivno, statisticki znacajno bio povezan sa MMP-9 i MMP-9/TIMP1, ali nije
bilo povezanosti sa pokazateljima inflamacije. MMRC zbir je pozitivno, statisticki
znacajno bio povezan sa MMP-9 i MMP-9/TIMP-1 i brojem neutrofila. Ispitanici u
viSem GOLD stadijumu (III i IV), imali veéi stepen bronhoopstrukcije,
hiperinflacije, oste¢enja difuzije, obima simptoma, izrazeniju dispneju uz disbalans
u sistemu proteaza/antiproteaza. Zakljucak: Pacijent sa HOBP imaju disbalans u
sistemu proteaza/antiproteaza uz dominaciju proteoliticke aktivnosti. U ovom
istrazivanju je ukazano da postoji povezanost izmedu inflamacije i ravnoteze u
sistemu proteaza/antiproteaza.. Takode pokazatelji sistema proteaza/antiproteaza su
znacajno povezani sa glavnim karakteristkama HOBP, a to su bronhoopstrukcija 1
hiperinflacija. Rezultati upucuju na mogucu ulogu MMP-9 u patofizioloSkom
procesu nastanka i razvoja HOBP. Potrebna su dalja istrazivanja kako bi se mogla
dokazati uloga MMP-9 kao eventualnog biomarkera za nastanak i razvoj HOBP.



Kljuéne reci: hroni¢na opstruktivna bolest pluéa, matriksmetaloproteinaze,
inflamacija, sistem proteaza/antiproteaza, bronhoopstrukcija, hiperinflacija,
emfizem.
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INDICATORS OF INFLAMMATION AND PROTEASIS/ANTIPROTEASIS
SYSTEM AND THEIR RELATION TO LUNG FUNCTION AND CLINICAL
CHARACTERISTICS OF PATIENTS WITH CHRONIC OBSTRUCTIVE
PULMONARY DISEASE

Abstract

Introduction / Aim: Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is a
significant public health issue with a constant increase in disease incidence,
especially in countries with a significant population of smokers. Predictions for
year 2010 were 384 million cases of COPD with an annual mortality of 2.9 million
people [1-3]. Chronic obstructive pulmonary disease (HOBP) is characterized by a
limitation of airflow that is not completely reversible. The limitation of airflow is
usually progressive and associated with an abnormal inflammatory response to the
fumes or gases [4,5]. Patients with COPD are characterized by a state of increased
inflammation and oxidative stress, enhanced extracellular matrix degradation and
imbalance in the proteasis/antiproteasis system, with accompanying
pathomorphologic changes of alveolar destruction and airway remodeling.
Multicomponent nature of the disease includes pathological changes in the
respiratory tract, as well as systemic effects with the involvement of other organ
systems: cardio-vascular system, osteosceletal, metabolism, cognitive properties.
The aim of this study was to asses the levels of systemic inflammation and the
possible imbalance in protease / antiprotease system and to determine their relation
to lung function parameters and clinical characteristics of patients with COPD.
Method: This study included all patients diagnosed with COPD according to the
Global Initiative for Chronic Obstructive Disease (GOLD) [1], and treated in the
period from May 2017 to January 2018 in the Department of Asthma, COPD and
chronic respiratory insufficiency in the Clinic for pulmonology, Clinical center of
Serbia, Belgrade. Study included 98 subjects, aged 40 and over, smokers and former
smokers, in a stable phase of COPD, with no other respiratory disease. Healthy
control group included 47 subjects. All subjects completed pulmonary function
testing (spirometry, diffusion capacity for carbon monoxide (CO), and body
plethysmography), COPD Assessment Test (CAT) and the mMRC dyspnoea scale.

They undervent blood sampling to obtain complete blood counts, C reactive protein



(CRP), matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) and tissue inxibitor of
metalloproteinase 1 (TIMP 1). Results: Subjects with COPD had significantly
higher MMP-9, TIMP-1 MMP-9 / TIMP-1 compared to healthy control, suggesting
imbalance in the protease / antiprotease system, with prevalence of proteolytic
activity. Subjects with stable COPD did not have elevated serum inflammatory
markers, but higher CRP, leukocytes and neutrophils were related to higher values
of MMP-9 and TIMP-1. There was a statistically significant negative relation
between MMP-9 and MMP-9 / TIMP1 ratio with spirometric indicators (FEV1 /
FVC, FVC, FEV 1) and blood oxygen saturation. MMP-9 and MMP-9 / TIMP1
ratio positively correlated with the indicators measured by body plethysmography
(TLC, ITGV, RV, RV, RV% TLC and negativly with VC and IC). TIMP 1 was not
significantly related to spirometry, diffusion capacity for CO, oxygen saturation and
body pletismography indicators. MMP-9 and MMP-9 / TIMP 1 ratio did not
corelate with diffusion capacity for CO. The CAT score was significantly positivly
related to MMP-9 and MMP-9 / TIMP 1 ratio, but there was no correlation with
indicators of inflamation. The MMRC score was significantly positivly related to
MMP-9 and MMP9 / TIMP 1 ratio and neutrophil number. Subjects with the higher
GOLD stage (111 and 1V) had a higher degree of bronchoopstruction, hyperinflation,
lower diffusion capacity, and higher level of symptoms with more pronounced
disbalance in the protease / antiprotease system with pre-dominant proteolytic
activity. Conclusion: COPD patients in this study demonstrated protease /
antiprotease imbalance with the prevailing proteolytic activity, that correlated with
inflammation and main characteristics of COPD - bronchoopstruction and
hyperinflation. The results may indicate the possible role of MMP-9 and TIMP-1
in the pathophysiology of COPD. Further research is needed to explore possible
role of MMP-9 and tIMP-1 as a potential COPD biomarkers.

Key words: chronic obstructive pulmonary disease, matrix metalloproteinase,
inflammation, protease / antiprotease system, bronchoopstruction, hyperinflation,

emphysema.
Scientific field: Medicine

Special topic: Pulmonology
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1. UVOD

Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a (HOBP) predstavlja znacajan javno zdravstveni
problem u celom svetu jer su njena ucestalost i posledice u stalnom porastu, narocito
u zemljama sa zna¢ajnom populacijom pusaca. Procene oboljevanja za 2010.godinu
su ukazale na 384 miliona slu¢ajeva HOBP uz godisnji mortalitet od 2,9 miliona
ljudi [1-3]. Procene ukazuju da ¢e do 2030. godine HOBP biti trec¢i vodeéi uzrok

smrti u svetu, sa procenjenih 4.5 miliona smrti godisnje [4].

Definicija: Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a (HOBP) se KkarakteriSe
ogranicenjem protoka vazduha koje nije potpuno reverzibilno. Ograni¢enje protoka
vazduha je obi¢no progresivno i udruzeno sa poremeéenim inflamacijskim
odgovorom plu¢a na Stetne Cestice ili gasove [5]. Inflamacija disajnih puteva
zapocinje u relativno ranoj fazi usled inhalacije Stetnih Cestica i gasova, najcesce
duvanskog dima, i abnormalnog inflamatornog odgovora pluca, koji dovode do
strukturalnih promena disajnih puteva. Pacijente obolele od HOBP odlikuje stanje
pojacane inflamacije, oksidativnog stresa 1 disbalansa u sistemu
proteaza/antiproteaza . Pusenje je najveéi faktor rizika za nastanak oksidativnog
stresa u plu¢ima. Sa daljim tokom bolesti dolazi do destrukcije i strukturalnih
promena disajnih puteva i parenhima pluca, koje uticu na pogorSanje pluéne
funkcije i promenljiv klini¢ki tok bolesti. Usled ovih patoloSkih promena nastaju:
bronhoopstrukcija, zarobljavanje vazduha i hiperinflacija, $to u daljem toku jos vise

doprinosi ostecenju pluéne funkcije.

Faktori rizika: Bolest nastaje usled sloZenih interakcija genetskih i sredinskih
faktora, a zbog dugotrajnog delovanja faktora rizika iz spoljne sredine i organizma,
kao i poremecaja rasta i razvoja pluca, profesionalne ekspozicije organskim i
neorganskim supstancijama 1 gasovima, aerozagadenja, Cestih respiratornih
infekcija u detinjstvu i loSijeg ekonomskog stanja [6]. U vecini slucajeva ipak

HOBP nastaje kao posledica pusenja.

Klinicki kriterijumi: Dijagnoza HOBP se postavlja na osnovu podataka iz anamneze
0 izloZenosti faktorima rizika, postojanju simptoma i spirometrijskoj potvrdi
bronhoopstrukcije. Osnovni simptomi koji koji ukazuju na postojanje HOBP su

nedostatak vazduha (dispneja), hroni¢ni kasalj i hroni¢na produkcija sputuma.



Dispneja je primarni simptom i najcesc¢i razlog za javljanje lekaru. Subjektivni
dozivljaj, fizioloski i psiholoski faktori kao i individualne i kulturoloske razlike
uticu na to kako ¢e oboleli opisati dispneju: glad za vazduhom, otezno disanje,
gusenje, nedovoljan udah [7,8]. Ka$alj inicijalno moZe biti intermitentan, kasnije
je Cesto prisutan svakodnevno, ¢ak i tokom celog dana i moze biti produktivan. Uz
simptome koji karakteriSu ovo oboljenje, kod pacijenata sa HOBP se javja i opSta
slabost, gubitak u telesnoj tezini (plué¢na kaheksija), atrofija skeletnih misica,
poremecaji spavanja, hroni¢an bol i anksioznost [9-12]. Usled umanjenih fizickih
sposobnosti i neaktivnosti dolazi do znacajnih promena u kvalitetu Zivota pacijenta
sa HOBP. U poodmaklim fazama bolesti razvija se znacajan stepen zavisnosti od
drugih ¢ak i u svakodnevnim aktivnostima. Pomenuto se povezuju i sa nastankom
depresije kod ovih pacijenta. Opterec¢enje boleS¢u dodatno podsticu i komorbiditeti,
a najcesce su: kardiovaskularni komorbiditeti (sr¢ana insuficijencija, ishemijska
bolest srca, aritmije, hipertenzija, periferna vaskularna bolest), karcinom pluca,
osteoporoza, depresija 1 anksioznost, gastroezofagealni refluks, metabolicki

sindrom i dijabetes, bronhiektazije i opstruktivna apneja u snu [13].

Fenotipovi: Hroni¢na opstruktivna bolest pluca se manifestuje kroz razlicite
fenotipove, a prvi definisani fenotipovi bili su fenotip “blue bloatera” i “pink
puffer” tj. fenotip hroni¢nog bronhitisa i emfizema. 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 pluc¢a je abnormalno
uvecanje vazduSnih prostora distalno od terminalnih bronhiola usled destrukcije
zida alveola i bez jasne fibroze. U novijoj studiji Miravitlles et al. identifikuje tri
osnovna fenotipa HOBP kao: (1) “overlap” ili meSani HOBP-astma; (2)
egzacerbator i (3) emfizem-hiperinflacija [14]. MeSani fenotip u HOBP se definisSe
kao bronhoopstrukcija koja nije kompletno reverzibilna i udruzena je sa
simptomima i znacima povecane reverzibilnosti bronhoopstrukcije [15]. Fenotip
egzacerbatora se definiSe kao oni pacijenti sa HOBP koji imaju dve ili vise
egzacerbacija godisnje. Emfizem —hipeinflacija fenotip definiSe pacijente sa HOBP
kod kojih su dispneja i intolerancija napora dominantni simptomi i najéescée ih prate

znaci hiperinflacije [14].



Dijagnosticke metode: Spirometrijsko ispitivanje pluéne funkcije je najvaznija
metoda za dijagnostikovanje HOBP, a potvrda oboljenja je postbronhodilatacijski
odnos forsiranog ekspirijumskog volumena u prvoj sekundi i forsiranog vitalnog
kapaciteta, FEV1/FVC manji od 70% . Pacijenti sa HOBP se klasifikuju na osnovu
opterecenja simptomima, Stepena bronhopstrukcije i broja egzacerbacija.
Opterecenje 1 intenzitet simptoma se najcese procenjuje primenom MMRC skale
dispneje (engl. The Medical Research Council (MRC)) i/ili upitnikom za procenu
HOBP (engl. COPD Assessment Test - CAT). Stepen bronhopstrukcije se definiSe
na osnovu stepena ostvarene vrednosti FEV1 i deli se na blagu, umerenu tesku i
veoma teSku HOBP. Egzacerbacija HOBP je definisana kao akutno pogorsanje
respiratornih  simptoma koje zahteva dodatnu terapiju. Najce$¢i razlog
egzacerbacija su infekcije respiratornog trakta. Broj i tezina pogor$anja uti¢u na
brzu progresiju bolesti sa daljim oSte¢enjem pluéne funkcije kao i mortalitet ovih
pacijenata.

Prevencija HOBP je usmerena ka izbegavanju izloZzenosti faktorima rizika, a
optimalno leCenje obuhvata: izbegavanje faktora rizika, famakolosku terapiju,
respiratornu rehabilitaciju, nefarmakoloske mere i u pojedinim slu¢ajevima hirusko
le¢enje. Cilj lecenja HOBP podrazumeva i prevenciju egzacerbacije, umanjenje
negativnog efekta aktuelne egzacerbacije, kao i odlaganje vremena do sledece

egzacerbacije.

1.1. Etiopatogeneza hroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a i uloga hroni¢ne

inflamacije

Pacijente obolele od HOBP odlikuje stanje pojacane inflamacije i oksidativnog
stresa, pojaane proteolize ekstracelularnog matriksa tj.neravnoteze u
proteaza/antiproteaza sistemu, i prate¢e patomorfololoske promene u smislu
destrukcije alveola i remodelovanje disajnih puteva. Multikomponentna priroda
bolesti podrazumeva pored patoloskih promena u disajnom stablu i pluc¢ima, i
sistemske efekte sa zahvatanjem drugih organskih sistema: kardio-vaskularnog
sistema, misi¢a 1 kostiju, metabolizma, kognitivnih svojstva i raspolozenja.

Interakcija navedenih poremecaja, koji prouzrokuju kako pluéne, tako i sistemske



efekte je kompleksna, procesi su medusobno zavisni i interreaguju formirajuci

“zacCarani krug.”

Inflamacija disajnih puteva zapocinje u relativno ranoj fazi usled inhalacije Stetnih
Cestica 1 gasova, najces¢e duvanskog dima, i abnormalnog inflamatornog odgovora
pluca, koji dovode do strukturalnih promena disajnih puteva. PuSenje je glavni
faktor rizika za nastanak HOBP, medutim samo 15-20% pusaca oboli od HOBP, a
hroni¢na inflamacija u disajnim putevima perzistira i nakon prestanka pusenja [16].
Pluca su jedan od najimunogenijih organa i permanentno su izloZena raznovrsnim
spoljasnjim uticajima. Inflamatorni proces u plu¢ima je heterogen uz ucesce i
urodenog i steCenog imuniteta, i obuhvata promene u parenhimu (emfizem),
remodelovanje u disajnim putevima kao i promene u malim disajnim putevima.
Uprkos definiciji da emfizem nastaje distalno od terminalnih bronhiola usled
destrukcije zida alveola, novije predpostavke govore o terminalnoj bronhioli kao
primarnom mestu destrukcije. Partikule gasa koje su manje od <0.5 um mogu
dospeti do partija disajnih puteva gde se usporava protok i zapocinje difuzija, a kako
su skoro 1000x veée od molekula kiseonika sa znacajno manjim difuzionim
kapacitetom [17], veca je verovatnoca je da ¢e se deponovati u tranzitnim regionima
disajnih puteva obzirom da nemaju mogucnost da difunduju dublje u alveolarne
prostore. Dodatno ukoliko uzmemo u obzir da je povrSina terminalne bronhiole
mnogo manja od respiratorne bronhiole odakle se nadalje alveole pojavljuju,
ukazuje da je doza partikula po jedinici povrsine disajnog puta veca u terminalnoj

nego respiratornoj bronhioli.

Hipotezu da su terminalne bronhiole primarno mesto za tkivnu destrukciju u HOBP
podrZavaju i podaci dobijeni micro CT-om, gde se uocava da se destrukcija
terminalne bronhiole deSava pre pocetka emfizemskih promena. Ovo zapazanje je
dodatno wuslovljeno <¢injenicom da u terminalnim bronhiolama dolazi do
akumulianja toksi¢nih partikula, jer manje partikule koje dospevaju u tranzitne
regione imaju tendenciju da tu i ostanu , jer nemaju mogucnost difundovanja u

dublje partije pluca. [18,19].

Remodelovanje disajnih puteva u HOBP karakteriSe hipertrofija mukoznih Zlezda i

poveéanje broja peharastih ¢elija viSe u centralnim disajnim putevima,



peribronhijalna fibroza u perifernijim disajnim putevima, uz suzenje lumena [20] ,
redukciju broja i akumulaciju lumenskog inflamatornog eksudata u malim disajnim

puteva..

Hipesekrecija mukusa je definiSuca karakteristika hroni¢nog bronhitisa. Posledica
je inflamacije u submukoznim Zzlezdama [21] i moZe odrazavati intenzitet
inflamacije u preifernim disajnim putevima. Hipersekrecija mukusa je potencijalni
faktor rizika za ubzano opadanje pluéne funkcije [22,23] najverovatnije usled

povecéanog rizika od egzacerbacije.

Emfizem pluca je abnormalno uvecanje vazdusnih prostora distalno od terminalnih
bronhiola usled destrukcije zida alveola i bez jasne fibroze. Razlikujemo Cetiri
naj¢eS¢a tipa emfizema: centroacinusni, panacinusni, paraseptalni (distalno
acinarni) i meSanih karakteristika tj. iregularan. Centroacinusni karakteriSe
dilatacija i destrukcija respiratorne bronhiole i uglavhom zahvata gornje lobuse
[24]. Kod panacinusnog emfizema ceo acinus je ravnomerno zahvacen i
dominantno je u donjim lobusima i najces¢e je udruzen sa deficitom alfa 1
antitripsina. Paraseptalni ili distalno acinarni je lokalizovan na periferiji lobulusa
duz lobularne septe, najizrazeniji je u subpleuralnom regionu i ¢esto predisponira
nosioca za nastanak spontanog pneumotoraksa [25]. MeSani ili iregularni emfizem
je kombinacija svih pomenutih tipova emfizema i najce$¢e se javlja oko oziljnog

tkiva.

U malim disajnim putevima dolazi do zadebljanja zida, formacije limfoidnih
folikula i deponovanja kolagena u spoljnim delovima zida koja dovode do
restrikcije u otvaranju disajnog puta. [26]. Opstrukcija u malim disajnim putevima
i zadebljanje zida se odvija u procesu remodelovanja u cilju reparacije tkiva,
disfunkcije urodenog imuniteta u smislu neadekvatnog mukocilijanog klirensa i
akumulacije inflamatornog eksudata u lumenu. Zapazeni porast limfocita i njihovo
oganizovanje u limfoidne folikule, koji su znacajna histoloSka karakteristika
HOBP, moze se povezati i sa odgovorom steGenog imuniteta na kolonizaciju i

infekciju [27].

Nasuprot dosadasnjem uvrazenom stavu, pluca ipak nisu “sterilna”[28]. Kod

zdravih u plu¢ima postoji priliéno bogata mikrobna flora [29]. Novije studije u



kojima su upraznjavane tehnike identifikacije bakterija bazirane na
sekvencioniranju su ukazale na prisustvo konzistentnog i raznovrsnog bakterijskog
signala u plu¢ima zdravih osoba [30,31]. Studije sekvencioniana na tkivu pacijenata
sa HOBP su ukazale na porast u Firmicutes gupi u teSkoj HOBP (GOLD stadijum
4) najverovatnije usled porasta u Lactobacillusrodu [32]. Fagocitoza
u Lactobacillus spp od strane humanih makrofaga umanjuje efekat puSenjem
izazavane inflamacije , Sto potencijalno ukazuje da bi ovi sojevi mogu imati

povoljan uticaj na pusenjem indukovane pluéne bolesti [33].

Istovremeno se deSavaju i promene u pluénoj vaskulaturi u smislu destrukcije i
gubitka kapilarnog korita kod emfizema i intimalne hipertrofije usled hipoksicne
vazokonstrikcije [34], kao endotelne disfunkcije [35] i koagulopatije sa kona¢nim

razvojem pluc¢ne hipertenzije i hroni¢nog pluénog srca.

Mehanizmi ozlede u HOBP su o¢igledno multifaktorijalni. Mehanizam ozlede tkiva
u HOBP najverovatnije nastaje usled procesa reparacije nakon ponavlajnih
inhalacionih ozleda tkiva. Reparacija tkiva nakon ponavljanih ozleda i nakon
pojedinacne ozlede znacajno se razlikuje, jer u drugom slucaju inflamatorni proces
se zaustavlja nakon migracije fibroblasta koji ucestvuju u formiranju trajnog
oziljka. Kod ponavlajnih ozleda inflamatorni proces i destrukcija tkiva se nastavlja

i dolazi do abnormalnog oziljavanja (fibroza) [36,37].

1.1.1. Kljuéne inflamatorne éelije

Nekoliko razli¢itih tipova Celije ucestvuje u inflamaciji u HOBP, a najvaznije su
makrofagi, neutrofili i T limfociti. Oslobadaju se brojni inflamatorni medijatori
(citokini, hemokini, faktori rasta), uz dodatne efekte oksidativnog stresa i aktivnost

elastolitickih enzima i proteaza [38].

Makrofagi su hetreogena populacija celija urodenog imunskog sistema, koja
svojom sposobno$¢u fagocitoze ucestvuje u neutralizaciji mikroorganizama,
produkuje inflamatone i antinflamatone molekule, citokine, proteaze i inhibitore

proteaza i ucestvu kako u inflamaciji i ozledi tkiva, tako i u rezoluciji inflamacije i



zarastanju rana. Takode ispoljavaju i anti-inflamatoni efekat sposobnos¢u apoptoze
[39,40]. Doprinose stecenom imunitetu kao antigen prezentujuce ¢elije koje potom
stimuliSu T limfocite. Polarizacija makrofaga se karakteriSe kroz dva
najdominantnija fenotipa: proinflamatoni M1 i anti-inflamatorni M2 mada se
izvesna uloga pridaje i intermedijarnim fenotipovima. Makrofagi u disajnim
putevima bivaju aktivirani duvanskim dimom, sekretuju razlicite inflamatorne
medijatore i na taj na¢in je moguce da orkestriraju inflamatorni proces u plu¢ima.
U plu¢ima u anatomskom smislu mozemo razlikovati alveolarne 1 intersticijske
makrofage [39].Postoji znacajan porast makrofaga (5 do 10 puta) u disajnim
putevima, parenhimu, BAL i sputumu pacijenta sa HOBP, i njihov broj korelira sa
stepenom tezine HOBP [39]. Ovaj porast se moze objasniti povecanom
mobilizacijom, lokalnom proliferacijom ili lokalniim preZivljavanjem. Mogucéi
efekti makrofaga na inflamaciju u HOBP mogu se objasniti pove¢anim otpuStanjem
reaktivnih oksigenih intermedijata ROISs) i reakivnih azotnih intermedijata(RNISs).
Takode alveolarni makrofagi pacijenta sa HOBP usled odrzavanja aktivnosti, mogu
proizvesti povecanje izvesnih matriksmetaloproteinaza (MMP 9, MMP 12) [41], ali
I IL-8/CXCLS8 [42]. Mogu¢i mehanizam odnosi se i na naruSenu sposbnost
fagocitoze makrofaga pacijenta sa HOBP [43-45], ali i apoptoze najpre neutrofila
koji ukoliko se ne uklone, sekundarno nekrotisu i oslobadaju brojne toksi¢ne
susptance koje pouzrokuju ozledu tkiva. Hodge et al. su ukazli da alveolani
makofagi pacijenata sa HOBP imaju umanjenu sposbnost da ingestiraju apoptoti¢ne
epitelijalne ¢elije u odnosu na nepusace [46,47]. Alveolarni makrofagi u HOBP su
se pokazali rezistentnim na anti-inflamatorni efekat kortikosteroida, Sto se povezuje

sa smanjenom aktivno$c¢u i ekspresijom histon deacetylase 2 [48].

Neutrofilija u disajnim putevima je u korelaciji sa brzinom opadanja plué¢ne funkcije
[49], neutrofilija u sputumu je u korelaciji sa CT indikatorima disfunkcije perifernih
disajnih puteva kod pusaca [50], a neutrofilna inflamacija se javlja i u egzacerbaciji
HOBP[51]. Ekspozicija inhalacionim agensima spoljne sredine (duvanski dim,
zagadenje, infektivni agensi) uti¢e na oslobadanje hemoatraktansa iz epitelnih ¢elija
i alevolarnih  makrofaga, S§to  sveukupno  podstice = mobilizaciju
neutrofila [52]. Disfunkcija makrofaga u smislu nedaekvatne efferocitoze i

fagocitoze, uz pojacanu mobilizaciju neutrofila, moze doprineti njihovoj pojacanoj



akumulaciji u disajnim putevima i plu¢ima [53]. Neutrofili sadrze cetiri tipa
granula: primarne (azurofilne), sekundarne specifcne, tercijerne (zZelatinozne) i
sekretorne vezikule. Diferencijacija u kostnoj srzi, a kasnije i degranulacija se
odvijaju hijerarhijski, sa tim Sto se poslednje fomirane sekretorne vezikule najlakse
mobiliSu [54]. Azurofilne granule koje sadrze NE, katepsin, proteinazu-3, i veéinu
histiotoksi¢nih proteaza, zahtevaju najpotentniji stimulus za signifikantnu
degranulaciju. Medutim neutrofili koji su prajmirani (tranziciono stanje u kome
citokinima [55] ili hipoksiji [56] imaju dramati¢nije izrazenu degranulaciju kao
odgovor na stimulaciju, a sam prajming naglaSava destruktivni potencijal
neutrofila. Pokazano je da su cirkuliSué¢i neutrofili pacijenata sa HOBP
prajmirani [57], i da se prajming uocava naroCito tokom egzacerbacije [58]. Isti
mehanizmi uti¢u na oslobadanje Myeloperoxidase (MPO) i NE [59], a MPO
indukuje oksidativni stress u stanjima inflamacije narocito u prisustvu duvanskog
dima [60-62]. Matriks metaloproteinaza 9 (MMP-9), poznata i kao Zelatinaza B ili
neutrofilna kolagenaza je prisutna u Zelatinoznim granulama, i zajedno sa drugim
MMP, ucestvuje u razlaganju glavnih strukturalnih komponenta ekstracelularnog
matriksa kao Sto su: kolagen, laminin i Zelatin. Na taj nacin pospesuje i dalju
ekstravazaciju i migraciju neutrofila u kontrolisanim uslovima [63, 64], ali sa
potencijalom za znaajnu ozledu tkiva u slucaju nekontrolisanog oslobadanja.
Hipoksija koja se javlja kod pacijenata sa HOBP ima znacajan uticaj na neutrofile,
a neutrofili koji su bili izlozeni fizioloSkim nivoima hipoksije in vitro pokazali su
dramati¢no duze prezivljavanje [65]. Takode mehanizmi koji reguliSsu adheziju i
transmigraciju neutrofila izmedu sistemske i pluéne cirkulacije se razlikuju,sto
mozZe objasniti razli€ita svojstva neutrofila koji dolaze iz alveolarnih i bronhijalnih

kompartmenta.

Limfociti. PuSenje, infektivni agensi, razgradni produkti, tkivni antigeni mogu
uticati na steCeni imunski odgovor u plu¢ima pacijenata sa HOBP uz ucesce
citotoksi¢nih CD8+ T ¢elija, T helper 1 and Th17 CD4+ ¢elija [66,67], 1 B ¢elijskog
odgovora na produkciju antitela. Broj pluénih CD8+ T ¢elija postepeno raste sa
veéim stepenom bronhoopstrukcije i emfizemom. [68]. Nakon aktivacije CD8+ T

limfociti oslobadaju poteolit¢ke enzime kao Sto je perforin i granzim, Kkoji


https://www.hindawi.com/journals/mi/2013/413735/#B77

prouzrokuje smrt strukturalnih ¢elija apoptozom ili nekrozom. U studiji Kim et al.
[69] pokazano je da je up-regulacija granzima B u CD8(+) i non-CD8(+) ¢elijama
je rani fenomen remodelovanja malih disajnih puteva u centrilobularnom
emfizemu, Sto govori u prilog moguce uloge u patogenezi HOBP. U plu¢ima pusaca
sa HOBP povecan je broj CD4+ ¢elija. U plu¢ima pacijenata sa stabilnom HOBP
akumuliraju se dva tipa CD4+ ¢elija , Thl and Th17 [70,71]. Thl celije sekretuju
vise interferona (INF y), dok Th17 ¢elije reguliSu inflamaciju produkcijom IL-17A
and IL-17F [72]. Broj B ¢elija je povecan u velikim disajnim putevima pacijenta sa
HOBP. Peribronhijalni limfoidni folikuli su organizovani u procesu limfoidne
neogeneze [73] u T i B-¢elijskim kompartmentima preko limfoidnih hemokina
CCL19, CCL21, CXCL12i CXCL13 [74] Hemokin koji privla¢i B-¢elije CXCL13
je vazan medijator u formiranju tecijarnih limfoidnih organa. U novijoj studiji
Litsiou et al. [75] pokazano je da je formiranje limfoidnih folikula u HOBP vodeno
aktivno$c¢u B Celija preko CXCL13-zavisnih mehanizama koji ukljucujui signalne

puteve preko Toll-like receptora i limfotoksinskih receptora.

Bronhijalne epitelne celije (BEC) se na osnovu strukturnih, funkcijskih i
biohemijskih karakteristika dele na: bazalne, cilijarne i sekretorne ¢éelije. BEC ¢ine
efikasnu fizicku barijeru od virusne invazije, a cilijarne i mukusne c¢elije stvaraju
mukusnu barijeru koja zarobljava skoro 90% inhaliranih partikula [76,77]. BEC
pepoznaju molekularne Sablone udruzene sa patogenom (engl. pathogen-associated
molecular patterns (PAMP), ekspresijom receptora za poseban Sablon (engl. pattern
recognition receptors (PRR) kaosto su Toll-like receptori. PuSenje u zna¢ajnoj meri
menja epitelijalnu arhitektoniku i narusava funkciju barijere BEC tako Sto povecava
permeabilnost epitela disajnih  puteva, narSava funkcionalnost cilija i
mukocilijarnog klirensa. Ovakva disfunkcija barijere se ucestalo vida u HOBP, [78]
BEC stvaraju primane inflamatorne medijatore, a potom stmuliSu oslobadanje
sekundarnih medijatora kao $to su razli€iti citokini, lipidni medijatori, faktori rasta,
proteaze, ROS [79]. Bronhijalne epitelne celije (BEC) doprinose inlamaciji u
plu¢ima koja je posredovana oksidativnim stresom. BEC su izlozene egzogenim
oksidansima kao Sto je duvanski dim, koji indukuje produkciju ROS i smanenje
nivoa i odbrambenih mehanizama antioksidansa, $to ukupno vodi u pojacanu

ekspresiju inflamatornih medijatora 1 konac¢no influks inflamatornih ¢elija u disajne
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puteve. Oksidativni stres naruSava integritet i protektivni kapacitet BEC, Sto

dodatno pojacava inflamaciju.

Dendriticne éelije (DC) su znacajna veza izmedu urodenog i ste¢enog imuniteta.
Nezrele DC formiraju mrezu u razli¢itima slojevima mukoze disajnih puteva, a
nakon prepoznavanja antigena (Ag) u smislu signala udruzenih sa patogenom ili
ozledom dolazi do nihove maturacije 1 migriranja ka drenaznom limfnom ¢voru.
Zrele DC prezentuju obraden antigen Glavnom Kompleksu Histokompatibilnosti
(engl. Major Histocompability Complex (MHC) i intereaguju sa naivnim T
limfocitima kako bi formirali imunoloske sinapse, selektuju¢i T ¢éelije koje ¢ce
targetirati prezentovan Ag sa specijalizovanim efektorskim funkcijama. Ovakva
pozicija omoguc¢ava DC da orkestriraju jacinu i1 prirodu odgovora stecenog
imuniteta na razli¢ite antigene [80,81]. Tokom migracije DC ¢ine up-regulaciju
ekspresije kostimulatornih molekula na njihovj ¢elijskoj povrSini u procesu koji je
oznacen kao maturacija. Pusenje moze suprimirati maturaciju DC, a kod animalnih
modela sa emfizemom uoceno je smanjenje ili povecanje broja DC i smanjena
maturacija [80-82]. Diferencijacija mijeloidnih DC je poremefena u malim
disajnim putevima aktivnih pusaca i pacijenta sa HOBP , §to rezultira selektivnom
akumulacijom LDC podtipa Sto korelira sa plu¢nom ekspresijom LDC indukujuceg
faktora diferencijacije activing-A [83]. U studiji Tsoumakidou Maria et al. je
dokazano da je broj DC malih disajnih puteva i alveolarnih DC koje eksprimiraju
marker CD83, snizen kod pacijenata sa HOBP [84].

Eozinofili. Cini se da su pacijenti sa eozinofilijom u HOBP podgrupa kod koje
postoji terapijski odgovor na leCenje kortikosteroidima [85,86]. Dodatno, neke, ali
ne sve studije su ukazale da povecan broj eozinofila u perifenoj krvi kod pacijenta
sa HOBP ima prediktivnu vednost za ve¢u ucestalost egzacerbacija [87,88]. Takode
je uoceno da sistemska evaluacija eozinofilije u sputumu moze pomoc¢i u prevenciji

egzacerbacija [89].

Kod pacijenata sa HOBP, inflamatorne promene nalik onima koje se odigravaju u
plu¢ima, se mogu uociti i u sistemskoj cirkulaciji. Postoji nekoliko teorija o Sirenju
inflamatornog procesa sa lokalnog na sistemski nivo, ali nijedna nije donela

pouzdana zakljucke o mehanizmu sistemske inflamacije u HOBP. Jedan od
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potencijalnin mehanizama odnosi se na teoriju “prelivanja” inflamatornog
odgovora iz pluca u sistemsku cirkulaciju, poveéanje nivoa izvesnih cirkuli§uc¢ih
proinflamatornih citokina u vezi sa hroni¢nom hipoksijom [90]. U HOBP je
primetan i porast reaktanata akutne faze, C-reaktivmog proteina i fibrinogena, u
egzacerbaciji, ali i u stabilnoj fazi bolesti [91-93]. Inflamacija u plu¢ima, ali i
sistemska inflamacija koja se javlja kod obolelelih dovodi se u vezu i sa pojavom
komorbiditeta, pre svega kardiovaskularnih bolesti, gubitkom miSi¢ne mase,

ostoporozom i depresijom.

1.1.2. Funkcijske karakteristike pacijenata sa HOBP

Bronhoopstrukcija je jedna od osnovnih karakteristika HOBP, a FEV1 se Koristi
kao kljuéni marker za stepen bronhoopstrukcije 1 tezine oboljenja.
Bronhoopstrukcija postoji kada je odnos forsiranog ekspirijumskog volumena u
prvoj sekundi i forsiranog vitalnog kapaciteta FEV1/FVC manji od 70% . Medutim,
pojedine studije su utvrdile da se pacijenti sa pribliznim vrednostima izmerenog
FEV1, znacajno razlikuju po starosnom dobu, simptomima, komorbiditetima, broju
egzarcerbecija i predvidenom mortalitetu [94]. FEV1 ne odrazava heterogenost,
koja je karakteristika obolelih od HOBP, a ograni¢enje protoka vazduha, mereno
FEV1, nepotpuno koreliSe sa tezinom simptoma, kvalitetom Zivota obolelih,
klinickim fenotipom HOBP, nekim vanpluénim manifestacijacijama i terapijskim
modalitetima (fizikalna terapija) [95]. Usled opstrukcije disajnih puteva i smanjenja
ekpirijumskog protoka, staticka hiperinflacija plu¢a i porast tokom aktivnosti -
dinamska hiperinflacija, dovode do gubitka elasticnih svojstva pluca, uticu na
poveéanje inspiratornog napora, smanjenje ventilatorne rezerve i potenciraju
dispneju. Kod zdravih, tokom mirnog disanja plué¢a se vrac¢aju na bazalni nivo
inflacije Sto odgovara volumenu na kraju ekspirijuma (engl. end-expiratory lung
volume (EELV)) ili funkcionalnom rezidualnom kapacitetu- FRC (engl. functional
residual capacity ). Kod pacijenta sa HOBP, EELV je poviSen u miru i to stanje
odgovara hiperinflaciji tj. poveéanom volumenu vazduha u pluéima nakon
normalnog ekspirijuma [96].Primarna determini$uca karakteristika hiperinflacije je

povecéanje TLC i konvencionalno se smatra da postoji kada je TLC preko 120% od
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predvidenog. Hiperinflacija drugih kompartmenta (np. rezidualni volumne —RV ili
EELV) je najcesce prisutna u sklopu povecanog TLC. Medutim neretko EELV i
RV su povecani uprkos normalnom ili blago povisenom TLC, i smatra se da je u
slu¢aju naroc€ito znacajnih povecanja volumena dinamski mehanizam domintan
[97]. Porast RV u HOBP moze oznacavati i smanjeno trajanje forsiranog
ekspiratornog manevra usled izrazene respiratorne nelagode i dispneje [97].
Hiperinflacija pluca je prisutna ukoliko su merenja EELV, RV ili RV/TLC iznad
gornjih granica priodne varijacije, a u praksi vrednosti koje prelaze 120-130% od
predvidenog su klini¢ki potencijalno znac¢ajne, no ove “grani¢ne (engl. cut-off)’’
vrednosti ostaju arbitrarne [97]. Za sada ne postoji standardizovan sistem za
stratifikaciju stepena i tezine hiperinflacije. U odsustvu konsenzusa, kada se koristi
termin tezina hipeinflacije, potrebno je naznaciti kompartman na koji se odnosi
(TLC, EELV, RV) , metod koris¢en u merenju , a vrednost izraziti kao % od
predvidenog [98, 99]. Smatra se da u HOBP prirodni razvoj hiperinflacije nastaje
tokom duzeg vremenskog perioda, ¢ak dekadama, i da najpre dolazi do porasta
rezidualnog volumena (RV) , potom end-ekspiratornog plué¢nog volumena (EELV)
usled naruSenih statickih mehanickih svojstava i konacno totalnog pluénog
kapaciteta (TLC) uporedo kako raste i komplijansa pluca [100]. Ipak, ima se utisak
da vremenski period promena u razliitima kompartmanima 1 nastanku
hiperinflacije, varira medu pacijentima, te se moze razmisljati o eventualnom

uticaju ucestalosti 1 teZine egzacerbacija.

SniZzen IC u miru moZe biti indikator prisustva hiperinflacije kod pacijenata sa
ekspiratornom limitacijom protoka (engl. expiratory flow limitation —EFL) [101].
Veoma snizen odnos inspiratornog kapaciteta i totalnog pluénog kapaciteta
(IC/TLC) sa vrednoséu od 25% je prediktor mortaliteta kod pacijenta sa HOBP
[102].

Uloga sistema proteaza/antiproteaza u HOBP

Matrix metalloproteinaze (MMPSs), ili matriksini, ¢ine familju endopeptidaza
zavisnih od cinka (Zn) 1 kalcijuma (Ca), koje wucestvuju u razlaganju

ekstracelularanog matriksa (ECM). ECM je kompleksna smeSa strukturnih i
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signalnih molekula koja obezbeduje dinamsku potporu celijama i tkivima i
pohranjuje ugradene informacije koje moduliraju ponasanje ¢elija [103]. MMP
razgraduju razlicite strukturne proteine ECM kao $to je kolagen intersticijalne i
bazalne membrane, proteoglikan, fibronektin i laminin. Pravovremena degradacija
ECM je vazno svojstvo mnogih fizioloskih procesa u organizmu, precizno je
regulisana pod normalnim, fizioloskim uslovima, ali usled disregulacije, postaje
uzrok mnogih oboljenja. MMP imaju vaznu ulogu u mnogim normalnim
fizioloSkim procesima kao Sto je embrionalni razvoj, reprodukcija, remodelovanje
tkiva, zarastanje rana, a takode ucestvuju u razlic¢itim inflamatornim stanjima,
autoimunim oboljenjima, malignitetima, neuroloskim,  pluénim i
kardiovaskularnim bolestima [104]. Danas znamo da MMP mogu regulisati ¢elijsku
proliferaciju i migraciju, progamiranu ¢elijsku smrt, angiogenezu, imunski odgovor
i inflamaciju, rast tumora i nekoliko drugih procesa. Na osnovu organizacije
domena i preferencije ka supstratu, MMP se grupisSu u kolagenaze (MMP-1/-8/-13),
Zelatinaze (MMP-2 i MMP-9), stromelizine (MMP-3 , MMP -10; ), matrilizine
(MMP-7 and -26), membrane-type (MT)-MMP i druge [105]. lako se koli¢ine
novosintetisane MMP reguliSu uglavnhom na nivou transkripcije, proteoliticka
aktivnost postoje¢ih MMP se kontroliSe kroz aktivaciju proenzima ili zimogena i
inhibicijom aktivnih enzima endogenim inhibitorima kao Sto su : a2-Makroglobulin
i tkivni inhibitori metaloproteinaza (TIMP) [105]. TIMP formiraju 1:1
nekovalentne komplekse sa MMP 1 blokiraju pristup suspstratu na katalitickim
mestima. TIMP su visoko specificne za MMP globalno, ne za pojedinacne MMP,
a funkcionalna specificnost se vezuje za druge karakterstike. Ovi protein
funkcionisu kao znacajni regulatori aktivnosti MMP, a u nekim slucajevima i
drugih  metaloendopeptidaza @~ ADAM, ADAMTS (engl. disintegrin
metalloproteinases with thrombospondin motifs). Sva ¢etiri TIMP inhibiraju MMP
,ali sa variranjem za razliite inhibitor-proteaza parove. NajSiri spektar inhibicije
ima TIMP 3, koja inhibira i nekoliko ADAM i ADAMTS porodice [106]. Uz
aktivnost kao inhibitori MMP , TIMP imaju i razli¢ite bioloSke aktivnosti u smislu
podsticanja celijske proliferacije, anti-angiogenetsko, pro i anti-apoptoti¢no,

aktivnost na sinapsama, koje su neovisne od inhibicije MMP. [107].

13


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167488909002407#bib4

U grupu zelatinaza spadaju (MMP-2 and MMP-9) koje razgraduju zelatin uz pomo¢
svoj tri nstavka za fibronectin tip Il koji se vezuju sa Zelatin /kolagen. Oni takode
razgraduju brojne molecule ECM kao $to su: tip IV, V i XI kolagena, laminin,
agrekan. [108]. MMP 9 u plu¢ima sekretuju neutrofili, alveolarni makrofagi,
epitelne ¢elije, eozinofili i mastociti [109]. Jedna od hipoteza o nastanku emfizema
je hipoteza proteaza—antiproteaza koja se bazira na pretpostavci da hroni¢na
ekspozicija duvanskom dimu prouzrokuje infiltraciju disajnih  puteva
inflamatornim ¢elijama koje potom oslobadaju proteaze i konacno proteaze
razgraduju ECM i vode u emfizem [110]. Poznata je uloga neutrofilne elastaze (NE)
u patogenezi emfizema, koju dodatno pojacava pusenje i deficit alfa 1 antitripsina
kao glavnog inhibitora NE [111]. Ipak, tokom godina istraZzivanja puSenjem-
izazvanog emfizema, postalo je jasno da samo razgradnja elastina ne moze objasniti
nastanak karakteristicnih morfoloskih promena. Matriks metaloproteinaza 9
(MMP-9), poznata i kao zelatinaza B ili neutrofilna kolagenaza je prisutna u
zelatinoznim granuloma neutrofila, 1 zajedno sa drugim MMP, ucestvuje u
razlaganju glavnih strukturalnih komponenta ekstracelularnog matriksa kao $to su:
kolagen, laminin i Zelatin. Neutrofilija disajnih puteva i MMP 9 su u porastu sa
godinama, pusenjem i HOBP [112]. Russell et al. je ukazao da alveolarni makrofagi
pacijenata sa HOBP oslobadaju vece kolicine MMP-9 sa veéom enzimskom
aktivnoS$¢u nego oni kod zdravih pusaca [113]. Takode alveolarni makrofagi
pacijenta sa HOBP usled odrzavanja aktivnosti, mogu proizvesti povecanje
izvesnih matriksmetaloproteinaza (MMP 9, MMP 12) [41]. MMP 9 je povecana u
indukovanom sputumu pusaca koji nemaju respiratorne simptome [114], ali i u
sputumu pacijenata sa HOBP i astmom [115]. U studiji Beeh K.M. et al. visoke
vrednosti MMP9 i TIMP-1 su uocene u sekretu disajnih puteva kod pacijenata sa
HOBP, a koncentracije MMP-9 su negativno korelirale sa bronhoopstrukcijom
(FEV1%FVC) ali ne i sa difuzijskim kapacitetom i vitalnim kapacitetom, dok su
pozitivno korelirale sa neutrofilijom u sputumu [116]. Jos jedna studija Culpitt SV
et al. je ukazala da su nivoi MMP 9 u sputumu pacijenta sa emfizemom poviseni,
I U negativnoj korelaciji sa FEV1 [117]. MMP 9 imaju i prirodne inhibitore, Cetiri
tipa jedinjenja oznacena kao tkivni inhibitori matriks metaloproteinaza (TIMP), a

alveolarni makrofagi sekretuju TIMP 1 i TIMP 2. Polimorfonuklearne celije
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pacijenata sa HOBP sintetiSu manje TIMP u odnosu na zdrave pusace i nepusace
[118]. Koncentracija TIMP-1 bila je znacajno veca kod pacijenta u stabilnoj HOBP
u odnosu na pacijente iz kontrole i sa astmom, i u negativnoj koreleaciji sa FEV1 i
FEV1/FVC kod pacijentata sa HOBP [119]. U egzacerbaciji HOBP postoji
disbalans MMP 9 1 njenog inhibitora TIMP1 [120], ali i disbalans
oksidanasa/antioksidanasa [121]. Genetski polimofizam promoter gena za MMP 9
je udruzen sa sklono$¢u ka COPD [122], a ukazano je na interakciju izmedu gena
i sredinskih fakotora kao moguceg uzroka ozlede plu¢a u emfizemu [123].
Imunohistohemijskom analizom pluc¢a pacijenata sa HOBP uocena je pojacana
ekspersija kolagenaze 1 i 2 i zelatinaze A i B, a neutrofili su pokazali pozitivan
signal za kolagenazu 2 i Zelatinazu B [124] . Takode MMP 9 kod pusaca je sli¢no
kao i kod duvanu izloZenih miSeva, prisutna u emfizemskom plucu, ali ne i u

korelaciji sa emfizemom [125].
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2.

CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ispitati nivoe pokazatelja sistemske inflamacije i sistema proteaza/antiproteaza
u grupi pacijenata sa hroni¢nom opstruktivnom bolesti pluca.

Ispitati  povezanost pokazatelja sistemske inflamacije i sistema
proteaza/antiproteaza sa pokazateljima plué¢ne funkcije.

Ispitati  povezanost pokazatelja sistemske inflamacije i sistema
proteaza/antiproteaza sa klinickim karakteristikama pacijenata sa hroni¢cnom
opstruktivnom bolesti plu¢a (GOLD stadijum, obim simptoma, broj i ucestlost

egzacerbacija) .
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Ispitanici i dizajn

Ova studija preseka je sprovedena kako bi se utvrdilo postojanje disbalansa u
sistemu proteaza/antiproteaza kod pacijenta sa HOBP i moguca poveznost sa
klini¢kim i funkcijskim pokazateljima. Studija je sprovedena u skladu sa Nacelima
dobre klinicke prakse (GCP) i u skladu sa Helsinskom deklaracijom. Za izvodenje
studije obezbedene su sve neophodne dozvole i saglasnost Etickog komiteta
Medicinskog fakulteta u Beogradu i Etickog komiteta Klinickog centra Srbije u
Beogradu. Sve osobe od kojih je uziman bioloski material koji je kasnije koris¢en
u istrazivanju, potpisale su pristanak za dobrovoljno uéesée u studiji i obavestene
su o ciljevima i ocekivanim ishodima studije. Ovim istrazivanjem su bili
obuhvaceni svi pacijenati sa dijagnozom hroni¢ne opstruktivne bolesti pluca, koji
su leCeni u periodu od maja 2017.godine do januara 2018.godine na Odeljenje za
astmu, HOBP i hroni¢nu respiracijsku insuficijenciju Klinike za pulmologiju KCS,i
koji su ispunjavali kriterijume za ukljuéenje u istrazivanje, ukupno 98 ispitanika.
Ispitanici su bili stariji od 40 godina, pusSaci i bivsi pusaci, skoro podjednake
zastupljenosti oba pola. Kriterijumi za ukljucenje u istrazivanje su bili postavljena
dijagnoza hroni¢ne opstruktivne bolesti pluca, stabilno stanje bolesti , potpisan
informisani pristanak pacijenta. Dijagnoza HOBP je postavljena u skladu sa
kriterijumima Globalne inicijative za Hroni¢nu opstruktivnu bolest pluc¢a (engl.
Global Initiative for Chronic Obstructive Disease - GOLD) [1], uz klinicku
korelaciju, i ne kraée od 6 meseci od pocetka istrazivanja. Stabilno stanje je
definisano kao stanje bez pogorsanja respiratorne funkcije u trajanju od najmanje 4
nedelje, a koje ne zahteva promenu terapije, primenu sistemskih steroida i/ili
antibiotika. Kriterijumi za iskljucenje iz studije su bili : druga ili pridruzena aktivna
pluéna bolest koja nije HOBP, imunosupresija (HIV, hroni¢na steroidna terapija,
transplantiran organ), nesaglasnost pacijenta za ucestvovanje u studiji ili
neadekvatna saradnja. Demografski podaci, pusacki status, vreme postavljanja
dijagnoze HOBP, aktuelne respiratorne tegobe, broj egzarcerbacija tokom
prethodne godine, mesto i nacin njihovog zbrinjavanja, podaci o komorbiditetima

(kardiovaskularne bolesti -sr¢ana insuficijencija, ishemijska bolest srca, aritmije,

17



arterijska hipertenzija, periferna okluzivna bolest krvnih sudova, osteoporoza,
depresija, dijabetes, gastroezofagelana refluksna bolest (GERB)) i konkomitantnoj
terapiji , kao i podaci o aktuelnoj terapiji za HOBP, su dobijeni popunjavanjem
upitnika od strane istrazivaca, putem usmenog intervjua sa ispitanikom ili iz
dostupne medicinske dokumentacije. Ispitanici su podeljeni u grupe, na osnovu
GOLD stadijuma. GOLD stadijumi su formirani na osnovu stepena
bronhoopstrukcije koja se bazira na vrednostima post-bronhodilatacijskog FEV1
kod pacijenata sa post-bronhodilatacijskim odnosom FEV1/FVC < 0,70. Definisana
su 4 GOLD stadijuma: blaga/GOLD 1 (FEV1>80%), umerena/GOLD 2 (FEV1 50-
79%), teska/GOLD 3 (FEV1 30-49%), i veoma te$ka/GOLD 4 (FEV1<30%) HOBP
[1]. Intenzitet dispneje je procenjen petostepenom skalom MMRC skalom dispneje
(engl. Modified Medical Research Council (nMRC)) . Zdravstveno stanje, teZina i
obim simptoma je procenjen upitnikom za procenu HOBP (engl. COPD
Assessment Test - CAT), prevedenom na srpski jezik i validiranom [126]. Ispitanici
su u daljem toku podeljeni na osnovu CAT zbira u dve grupe , grupa 1 (CAT < 10,
ispitanici sa manje simptoma), grupa 2 (CAT >10, ispitanici sa viSe simptoma) [1].
CAT se zasniva na ukupno 8 pitanja o kaslju, sekretu u grudima, stezanju u
grudima, hodu uz brdo, obavljanju kucnih poslova, sigurnosti izlaska iz kuce,
kvalitetu spavanja i osecaju snage. Ovaj upitnik bolesnici sami popunjavaju. Nulom
se oznacava izostanak tegobe, a sa 5 njena maksimalna ispoljenost, tako da je
raspon mogucih poena od 0-40. Kod ispitanika je utvrdena i kategorija rizika za
egzacerbaciju bolesti je procenjena na osnovu GOLD smernica, na A( mali rizik,
manje optereéenje simptomima), B (mali rizik, veée opterecenje simptomima), C
(veliki rizik, malo opterecenje simptomima) i D (veliki rizik, veliko opterecenje
simptomima) [1]. Pacijenti su takode podeljeni na osnovu broja egzcerbacija uz
izdvajanje fenotipa egzecerbatora. “ Egzcerbator” je pacijent sa HOBP koji ima (>
2 egzacerbacije godisSnje [14]. Emfizem —hipeinflacija fenotip definiSe pacijente sa
HOBP kod kojih su dispneja i intolerancija napora dominantni simptomi i najéesce
ih prate znaci hiperinflacije [14]. Kontrolnu grupu ¢ini 47 zdravih osoba, uparenih
po godinama i polu sa pacijentima, regrutovanih tokom redovnog laboratorijskog
sistematskog godisnjeg pregleda. Isklju¢ni kriterijumi za kontrolnu grupu su bile

sve sistemske bolesti, ukljucujuci pluéne i kardiovaskularne bolesti, osteoporozu,
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aktivna infekcija, aktivni maligniteta ili neuroloske bolesti. Uzorkovanje krvi je
sprovodeno u jutarnjim ¢asovima iz prednje kubitalne vene vakutajner sistemima
sa etilendiaminotetrasir¢etnom kiselinom (EDTA) za analizu parametara
kompletne krvne slike i diferencijalne leukocitarne formule i za izdvajanje plazme
I vakutajnerima sa serum gel separatorom za dobijanje seruma. Kompletna krvna
slika sa leukocitarnom formulom je odredivana neposredno nakon uzorkovanja u
skladu sa standardnom procedurom. Uzorci su centrifugirani nakon 30 minuta na
sobnoj temperaturi 1000 x g petnaest (15) minuta. Serumi su odvajani u alikvote, a

potom ¢uvani na -80° C do trenutka analiziranja.

3.2. Pokazatelji plu¢ne funkcije

Pokazatelji pluéne funkcije su mereni ispitivanjem spirometrije, difuzijskog
kapaciteta za ugljen-monoksid (CO) i telesne pletizmografije u skladu sa
smernicama Ameri¢kog Torakalnog Drustva 1 Evropskog Respiratornog Drustva
(engl. American Thoracic Society/European Respiratory Society ATS/ERS)
[127,128]. Merene su postbronhodilatatorne vrednosti 30 minuta nakon inhalacije
kratkodelujuc¢eg bronhodilatatora. Mereni su : forsirani ekspiratorni volumen u
prvoj sekundi (FEV1), forsirani vitalni kapacitet (FVC) i odnos FEV1/FVC uz mere
protoka u malim disajnim putevima, spirometrijski (Master Screen Spiro.). Totalni
pluéni kapacitet (TLC), ukupni toraksni gasni volumen (ITGV), rezidualni volumen
(RV), vitalni kapacitet (VC),ekspiratorni rezervni volume (ERV), inspiratorni
kapacitet (IC), procentualni odnos RV%TL, ukupni otpor (Raw tot ) na telesnom
pletizmografu (MasterScreen Body), difuzijski kapacitet pluca (DLCO) i
koeficijent difuzije (KCO) na aparatu za merenje transfer faktora pluca za ugljen
monoksid (Master Screen Diff) [129-131]. Saturacija krvi kiseonikom( SAT %) je
merena pulsnim oksimetrom u skladu sa aktuelnim standardima. U skladu sa
standardima pacijentima je prethodno u¢injeno antropometrijsko ispitivanje telesne
teZzine (TT) u kg, telesne visine (TV) u m, i indeks telesne mase (engl. Body Mass
Index-BMI) po formuli BMI = TT (kg)/TV (m)>2.
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3.3. Pokazatelji inflamacije i kompletna krvna slika

Kompletna krvna slika sa leukocitarnom formulom je odredivana neposredno
nakon uzorkovanja u skladu sa standardnom procedurom. Analiza krvne slike s
diferencijalnom formulom izvrSena je na hematoloskom analizatoru LH750®
prozivodaca Beckman Coulter (Beckman Coulter,Inc, Brea, California, USA).
Hematoloski analizatori prozivoda¢a Beckman Coulter zasnovani su na Coulter-
ovom principu brojanja i VCS tehnologiji. Coulter-ovim principom, odnosno
metodom impedance, omoguceno je brojanje celija, te odredivanje njihvog
volumena. VCS tehnologija (eng. V-volume, C-conductivity, S-scatter) obuhvata
merenje volumena subpopulacija leukocita metodom impedance, odredivanje
unutradnje strukture merenjem provodljivosti kao i merenje granuliranosti
citoplazme i strukture jedra pomocu rasipanja laserskog zraka, pri ¢emu se generisu

podaci na uzorku od oko 8000 ¢elija.

Koncentracija hsCRP u serumu je merena pomoc¢u imunoturbidimetrijske metode,
komercijalnim testom, na biohemijskom analizatoru AU2700® proizvodaca
Beckman Coulter (Beckman Coulter,Inc, Brea, California, USA).

3.4. Pokazatelji sistema proteaza/antiproteaza

Koncentracija matriks metaloproteinaze-9 (MMP-9), tkivnog inhibitora
metaloproteinaza -1 (TIMP1) odredivana je komercijalnim ELISA (engl.enzyme-
linked immunosorbent essay) testovima (Quantikine” ELISA Research and
Diagnostic System, Minneapolis, MN, USA). Analiza uzoraka je ucinjena na
Odeljenju za medicinsku biohemiju, Farmaceutskog fakulteta u Beogradu
pacijentima i kontrolnoj grupi. Princip metode se zasniva na tome da su zidovi
bunarcica eliza plo¢e oblozeni primarnim antitelma (At) za odgovarajuci protein
(Ag). Dodatkom razblazenog uzorka u kome se nalaze antigen (Ag:MMP-9,
TIMP1) dolazi do imunohemijske reakcije Ag-At. ViSak uzoka se ispira, a zatim
dodaju sekundarna At obelezena peroksidazom. Supstrat za bojenu reakciju je
rastvor tetrametil-benzidina (TMB) i vodonik-peroksida. Reakcija se zaustavlja

dodatkom 1M H2SO4. Apsorbanca dobijenog jedinjenja meri se na 450 nm.
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Koncentracije Ag se o€itavaju iz standardnih kriva koje se dobijaju iz seije rastvora

poznatih koncentracija.

3.5. Statisticka analiza

Za analizu primarnih podataka koriS¢ene su deskriptivne statisticke metode, metode
za testiranje statistiCkih hipoteza 1 metode za ispitivanje povezanosti. Od
deskriptivnih statistickih metoda koris¢ene su mere centralne tendencije
(aritmeti¢ka sredina, medijana, mod), mere varijabiliteta (standardna devijacija,
interkvartilni opseg) i relativni brojevi (pokazatelji strukture). Normalnost
raspodele podataka je testirana grafic¢kim i matemati¢kim metodama. Od metoda za
testiranje statistickih hipoteza koristiS¢en je t-test, Mann Whitney test, hi-kvadrat
test, Fisherov test u zavisnosti od tipa i raspodele podataka.Od metoda za analizu
povezanosti koristis¢eni su Pirsonov ili Spirmanov koeficijent korelacije, u
zavisnosti od tipa i raspodele podataka. Za odredivanje cut off vrednosti za
kontinuirane varijable koris¢ena je ROC kriva (receiver operating curve).

StatistiCke hipoteze su testirane na nivou statisti¢ke znacajnosti (alfa nivo) od 0.05.
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4. REZULTATI

4.1. Deskriptivni pokazatelji

4.1.1. Osnovni demografski i klinicki podaci

U istrazivanje je bilo ukljuceno 98 pacijenata sa HOBP prosecne starosti 63.4+ 4.3
i 47 pacijenata u kontrolnoj grupi prosecne starosti 61.7+4.3. Nije bilo statisticki
znaCajne razlike u starosti ispitanika izmedu grupa (p=0.123). Distribucija

pacijenata prema polu je bila sli¢cna (p=0.199) grafik 1.

Grafik 1. Distribucija pacijenata prema polu
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Osnovne demografske i klinicke karakteristike pacijenata sa HOBP prikazane u
tabeli 1. Oko 1/3 pacijenata su bili puSaci, a 2/3 bivsi pusaci. U terapiji 94,9%
pacijenata je imalo LAMA, bilo kao monoterapiju ili u kombinaciji sa ICS/LABA,
18,4% je imalo LABA, a 67,3% je imalo ICS/LABA u kombinaciji sa LAMA,
obzirom da nijedan pacijent nije imao fiksnu kombinaciju bez LAMA.
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Oksigenoterapiju je imalo 6,1% pacijenata, a Roflumilast 2%. Oralni Teofilin je
koristilo 10% pacijenata.

Tabela 1. Pusacki status i terapija pacijenata sa HOBP

N (%)

Bivsi pusad 63 (64.3)
Pusad 35 (35.7)
LAMA ukupno 93 (94.9)
LAMA mono 27 (26,2)
LABA 18 (18.4)
ICS/LABA +LAMA 66 (67.3)
SABA 96 (98)
OKSIGNOTRP. 6 (6.1)
ROFLUMILAST 2(2)
TEOFILIN 10 (10.2)
ICS 0(0)

Deskripcija klinickih karakteristika bolesnika je prikazana u tabeli 2. Bolesnici su
prosecno 7 g imali HOBP, prosek paklo/godina je bio 30, a broj egzacerbacija 2.

Tabela2. Klini¢ke karakteristike bolesnika

Medijana
(interkvartilni opseq)
PAKLO/GOD 30 (15)
BR.EGZACERB. 2(2)
TRAJANJE HOBP 7 (6)

Ucestalost komorbidetita je prikazana u tabeli 3. Oko 2/3 bolesnika je imao
komorbiditete. Najces¢i komorbiditeti su bili kardiovaskularne etiologije 50%
subjekata je imalo kardiovaskularni komorbiditet. Najucestaliji KVS komorbiditet
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je bio arterijska hipertenzija, potom ishemijska bolest, aritmije i srcana

insuficijencija.

Tabela 3. Ugdestalost komorbiditeta

N (%)
komorbiditeti ne 34 (34.7)
da 64 (65.3)
KVS ne 49 (50)
da 49 (50)
SRCANA INSF. | ne 93 (94.9)
da 5(5.1)
ISH. BOLEST ne 82 (83.7)
da 16 (16.3)
ARITMUA ne 87 (88.8)
da 11 (11.2)
PVD ne 0 (0)
da 0 (0)
HTA ne 49 (50)
da 49 (50)
OSTEOPRZ ne 96 (98)
da 2(2)
DEPRES ne 95 (96.9)
da 3(3.1)
MSIDM ne 86 (87.8)
da 12 (12.2)
GERB ne 96 (98)
da 2(2)
OSAS ne 97 (99)
da 1 (2
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4.1.2. Ispitivanje pluéne funkcije, inflamacije i sistema proteaza/antiproteaza

U tabeli 4 su prikazane post-bronhodilatacijske vrednosti merenja pokazatelja
pluéne funkcije. Ispitanici su imali srednju vrednost izmerenog post-BD
FEV1/FVC (%) 43.7 £ 12.6, a post-BD FEV1 (%) 47 + 18.6, Sto ukazuje na teSku
do umerenu bronhoopstrukciju, uz normalnu do blago snizenu srednju vrednost
izmerenog FVC (%) 85.6 £ 19.4 i znacajno smanjene srednje vrednosti protoka u
malim disajnim putevima. Ispitanici su imali srednju vrednost izmerenog
difuzijskog kapaciteta DLCO (%) 50.1 + 21.8, Sto ukazuje na umereno do blago
ostecenje difuzije sa min. izmerenom vrednosti od 15% do max.izmerene vrednosti
od 109%. Vrednosti TLC (125.5 + 23.5) su poviSene, kao i RV % (194.6 = 63.4)
RV%TLC (146.4 + 28.1) i ukazuju na hiperinflaciju. Srednja vrednosti izmerenog

otpora u disajnim putevima R tot 0.6 £ 0.3 je dvostruko povec¢ana u odnosuna LL

Tabela4. Deskripcija parametara plu¢ne funkcije

Aritmeticka sredina + sd
FEV1/FVC 43.7+12.6
FVC % 85.6 £19.4
FVC (L) 2909
FEV1 % 47 +18.6
FEV1 (L) 1.3+0.6
PEF 541212
MEF50 12.0 (12.0)
MEF25 15.0 (11.0)
SAT % 94+34
SF (otk/min) 81.8+12
DLCO% 50.1+21.8
KCO% 60.8 +24.1
TLC% 1255+ 235
TLC (L) 7.3+1.6
ITGV % 166.7 + 44.7
ITGV(L) 52%15
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RV% 194.6 £ 63.4
RV (L) 42+13
VC % 913+ 195
VC (L) 311
ERV% 112.0 (66.0)
ERV (L) 1+0.6
RV% TLC 146.4 £ 28.1
Rtot 06+0.3
Rtot % 187.8 +96.2
IC % 85.1 + 30
IC (L) 2.1+0.7

¥ medijana (interkvartilni opseg)

Intenzitet dispneje je procenjen petostepenom skalom MMRC skalom dispneje
(engl. Modified Medical Research Council (MMRC), a obim simptoma je

procenjena upitnikom za procenu HOBP (CAT), rezultati su prikazani u tabeli 5.

Tabela 5. MMRC i CAT upitnik

Medijana (interkvartilni opseg)

CAT 18.5 (14.2)

MMRC 2.0 (2.0)

26



Grafik 2. mMRC prema kategorijama
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Kod ispitanika je utvrdena i kategorija rizika za egzacerbaciju bolesti je procenjena
na osnovu GOLD smernica, na A( mali rizik, manje optereCenje simptomima), B
(mali rizik, veée optereéenje simptomima), C (veliki rizik, malo opterecenje
simptomima) i D (veliki rizik, veliko optere¢enje simptomima), tabela 6. Najveci
broj pacijenata je bio u D kategoriji, a najmanji u C kategoriji.

Tabela 6 . Kategorija rizika za egzacerbaciju bolesti

N (%)
Kategorija rizika za A 14 (14.3)
egzacerbaciju bolesti B 26 (26.5)
C 9(9.2)
D 49 (50)
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Grafik 3. Kategorija rizika za egzacerbaciju bolesti
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Tabela 6a. Starost i broj egzacerabcija prema ABCD kategoriji

A B C D p
godine 60.2+12.0 | 65.1+10.9 | 67.0+6.0 | 63.8+8.0 0.451
Broj 0(1.0) 1.0 (1.0) 2.0 (3.0) 3.0(1.0) <0.001
egzacerbacija

Nije bilo statisticki znacajne razlike u starosti izmedu pacijenata u razli¢itim
kategorijama. Broj egzacerbacija se statistiCki znacajno razlikovao izmedu
kategorija, sa najmanjim brojem u kategoriji A a najve¢im brojem egzacerbacija u
D kategoriji.

Tabela6 b Starost prema GOLD stadijumu
Gold1li?2 Gold3i4 p
godine 64.9+9.3 63.3+9.3 0.443

Nije bilo statisticki znacajne razlike u starosti izmedu pacijenata sa GOLD

stadijumom 1 i 2 u poredenju sa pacijentima sa stadijumom 3 i 4.

28




Tabela 6¢c. Egzcerbacije prema GOLD

Broj egzacerbacija

r p
GOLD 0.363 <0.001
FEV 1 -0.350 <0.001

Broj egzacerbacija je pozitivno, statisticki zna¢ajno bio povezan sa GOLD, visi

GOLD stadijum je bio udruZen sa ve¢im brojem egzacerbacija. Broj egzacerbacija

je negativno, statisticki znacajno bio povezan sa FEV 1,sa padom FEV1 rastao je

broj egzcerbacija.

4.1.3. Pokazatelji inflamacije kod pacijenata sa HOBP

Deskripcija inflamtornih faktora je prikazana u tabeli 7. Prose¢ne vrednosti

leukocita (Le) kao i parametara leukocitarne formule su bili u granicama

normalnog referentnog opsega.

Tabela 7. Deskripcija inflamatorni faktori

Aritmeticka sredina + sd
leukociti 8.4+26
neutrofili % 62.4+11.9
limfociti % 26 £ 8.9
eozinofili % 23+1.7
neutrofilil 54+23
limfocitil 21+0.8
eozinofilil 0.2+£0.2
CRP 3.4 (6.2)
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4.1.4. Pokazatelji sistema proteaza/antiproteaza kod pacijenta sa HOBP i u

kontrolnoj grupi

Ispitivani su pokazatelji sistema proteaza/antiproteaza kod pacijenta sa HOBP i u

kontrolnoj grupi, rezultati su prikazani u tabeli 8. Vrednosti MMP-9, TIMP-1 kao i

odnosa MMP-9/TIMP-1 su bile statisticki znacajno viSe u grupi pacijenata sa

HOBP u poredenju sa zdravom kontrolom, grafici 4-6.

Tabela 8. Poredenje pokazatelja sistema proteaza/antiproteaza

HOBP

Kontrolna grupa

MMP-9 848.7 (718.3) 58.7 (47.6)
TIMP-1 234.7 (63.4) 82.3 (63.4)
MMP-9/TIMP1 3.4 (3.1) 0.40 (0.25)

Grafik 4. MMP-9 kod bolesnika sa HOBP i kontrole
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Grafik 5. TIMP-1 kod bolesnika sa HOBP i kontrole
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Grafik 6. MMP-9/TIMP-1 kod bolesnika sa HOBP i kontrole

20,007

13.00

mmpTIMP

10,00

5.00

———

0o

T
kartrola HOBP

grupa

Ispitivane su senzitivnost i specificnost MMP9 u dijagnozi HOBP, rezultati su

prikazani u tabeli 9, grafik 7.
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Tabela 9. PovrSina ispod krive za MMP-9

Povrsina p 95 %ClI
ispod Donjagranica| Gornja
Krive granica
0.974 <0.001 0.941 1.000

Vrednost MMP-9 jednaka ili visa od 612.8 je bila senzitivna 70.0 % a specifi¢na
100 % za postavljanje dijagnoze HOBP.

Grafik 7. Povrsina ispod krive za MMP-9 postavljanje dijagnoze HOBP
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Ispitivane su senzitivnost i specificnost TIMP-1 u dijagnozi HOBP, rezultati su

prikazani u tabeli 10, grafik 8.
Tabela 10. PovrSina ispod krive za TIMP-1

Povrsina p 95 %ClI
ispod Donjagranica| Gornja
Krive granica
0.961 0.022 0.918 1.000

Vrednost TIMP-1 jednaka ili viSa od 110.7 je bila senzitivna 100 % a specifi¢na 81
% za postavljanje .dijagnoze HOBP.
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Grafik 8.

Senzitivnost

Povrsina ispod krive za TIMP-1 postavljanje dijagnoze HOBP
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Ispitivane su senzitivnost i specificnost MMP-9/TIMP-1 u dijagnozi HOBP,
rezultati su prikazani u tabeli 11, grafik 9.

Tabela1l. PovrSina ispod krive za MMP-9/TIMP-1
Povrsina p 95 %ClI
ispod Donjagranica| Gornja
Krive granica
0.910 <0.001 0.836 0.984

Vrednost MMP-9/TIMP-1 jednaka ili visa od 1.16 je bila senzitivna 96 % a

specifi¢na 91 % za postavljanje dijagnoze HOBP.
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Grafik 9. Povrsina ispod krive za MMP-9/TIMP-1postavljanje dijagnoze HOBP
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4.15. Antropometrijski pokazatelji

Prose¢na vrednost BMI u grupi pacijenata sa HOBP je bila 26.6+£5.4 kg/m2/.
Raspodela bolesnika prema kategorijama BMI je prikazana na grafiku 10.

Grafik 10. Raspodela bolesnika prema BMI kategorijama
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4.2. Korelacije pokazatelja  funkcijskih, klini¢kih, inflamacijskih i
pokazatelja sistema proteaza/antiproteaza

4.2.1. Korelacija izmedu pokazatelja plu¢ne funkcije, inflamacije i
sistema proteaza/antiproteaza

Korelacije izmedu sistema proteaza/antiproteaza i pokazatelja plué¢ne funkcije su
prikazane u tabeli 12. Postojala je negativna statisticki znacajna povezanost izmedu
MMP-9 i sledec¢ih parametara spirometrije: FEV1/FVC, FVC (%), FEV 1 (%) i
MEF 50. Nije bilo statisti¢ki znac¢ajne povezanosti MMP-9 sa FVC (L), FEV1 (L),
PEF i MEF 25. Postojala je negativna statisticki znacajna povezanost izmedu

MMP-9 i saturacije, sa porastom MMP-9 opadala je vrednost saturacije kiseonika.
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Nije bilo statisticki znacajne povezanosti MMP-9 sa parametrima difuzijskog
kapaciteta za CO. Slede¢i parametri telesne pletizmografije su bili pozitivno
povezani sa vrednostima MMP-9: TLC (L), ITGV (L), RV (%), RV (L), VC (%),
ERV (L), RV%TLC, sa porastom MMP-9 rasli su i navedeni parametri telesne
pletizmografije (grafici 11-16). Postojala je negativna  statisticki znacajna
povezanost MMP-9 sa VC(%) i IC (%). Drugi parametri telesne pletizmografije

nisu statisticki znacajno bili povezani sa MMP-9.

TIMP-1 nije bio statisticki znacajno povezan sa parametrima spirometrije,

difuzijskog kapaciteta za CO, pulsne oksimetrije i telesne pletizmografije.

Postojala je negativna statisticki znacajna povezanost izmedu MMP-9/TIMP 1 i
sledecih parametara spirometrije: FEV1/FVC, FVC (%), FEV 1%, FEV 1 (L), MEF
50, MEF 25. Nije bilo statisticki znacajne povezanosti MMP-9/TIMP-1 sa FVC (L)
1 PEF . Postojala je negativna statisticki znaCajna povezanost izmedu MMP-
9/TIMP-1 i saturacije, sa porastom MMP-9/TIMP-1 opadala je vrednost saturacije
kiseonika. Nije bilo statisticki znacajne povezanosti MMP-9/TIMP-1 sa
parametrima difuzijskog kapaciteta za CO. Slede¢i parametri telesne
pletizmografije su bili pozitivno povezani sa vrednostima MMP-9/TIMP-1: ITGV
(%), ITGV (L), RV (%), RV (L), VC (%), RV%TLC, sa porastom MMP-9/TIMP-
1 rasli su i navedeni parametri telesne pletizmografije. Postojala je negativna
statisticki znacajna povezanost MMP-9/TIMP-1 sa VC (%) i IC (%). Drugi

parametri telesne pletizmografije nisu statisti¢ki zna¢ajno bili povezani sa MMP-9.
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Tabela 12.

Korelacije izmedu sistema proteaza/antiproteaza i pokazatelja pluéne

funkcije
MMP-9 TIMP-1 MMPY/TIMP1

r p r p r p
FEV1/FVC -0.308 0.005 -0.085 0.456 -0.330 0.003
FVC (%) -0.294 0.008 -0.043 0.704 -0.282 0.011
FVC (L) 0.032 0.777 0.183 0.107 -0.070 0.540
FEV1 (%) -0.367 0.001 -0.054 0.636 -0.392 0.000
FEV1(L)* -0.171 0.130 0.058 0.608 -0.253 0.024
PEF -0.154 0.171 0.033 0.773 -0.204 0.069
MEF 50 * -0.288 0.010 0.011 0.924 -0.334 0.002
MEF 25 * -0.178 0.127 0.091 0.439 -0.243 0.036
SATURACIJA 02 -0.257 0.021 -0.064 0.570 -0.259 0.020
(%0)*
S.FREKVENCA 0.208 0.064 0.018 0.871 0.214 0.056
(OTKCAJ/MIN) *
DLCO -0.154 0.172 -0.117 0.302 -0.153 0.175
KCO -0.033 0.770 -0.078 0.496 -0.036 0.756
TLC (%)* 0.012 0.918 -0.119 0.293 0.105 0.355
TLC (L) * 0.228 0.045 0.128 0.265 0.165 0.148
ITGV (%)* 0.181 0.108 -0.018 0.873 0.226 0.044
ITGV (L) * 0.354 0.001 0.114 0.313 0.315 0.004
RV(%)* 0.220 0.050 -0.031 0.786 0.277 0.013
RV (L) 0.319 0.004 0.080 0.480 0.320 0.004
VC (%)* -0.323 0.003 -0.152 0.178 -0.263 0.018
VC (L) -0.004 0.974 0.100 0.377 -0.076 0.503
ERV (%)* 0.106 0.355 0.075 0.515 0.069 0.550
ERV (L) * 0.246 0.030 0.132 0.248 0.178 0.119
RV%TLC * 0.308 0.005 0.015 0.895 0.335 0.002
Rtot 0.113 0.317 -0.008 0.944 0.163 0.150
Rtot (%) 0.111 0.326 -0.034 0.767 0.175 0.121
IC (%) -0.359 0.001 -0.148 0.189 -0.291 0.009
IC (L) -0.156 0.168 0.002 0.986 -0.172 0.127
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Grafik 11

. Korelacija MMP-9 i FVC (%)
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Grafik 13.

Korelacija MMP-91 TLC (L)
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Grafik 15. Korelacija TLC%RV sa MMP-9
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Grafik 16. Korelacija MMP-9 i VC (%)
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Korelacije izmedu inflamatornih faktora i pokazatelja pluéne funkcije su

prikazane u tabeli 13.

Vrednost CRP je pozitivno statisticki znacajno bio povezan sa sréanom
frekvencom. Visa vrednost CRP je bila udruzena sa viSom sréanom frekvencom.
CRP nije bio statisticki znaCajno povezan sa ostalim parametrima pulsne
oksimetrije, spirometrije, difuzijskog kapaciteta za CO i telesne pletizmografije.
Vrednosti leukocita 1 neutrofila nisu bile statistiCki znacajno povezane sa
vrednostima spirometrije 1 difuzijskog kapaciteta za CO. Vrednosti leukocita i
neutrofila su bile negativno statisti¢ki znacajno povezane sa saturacijom kiseonika,
viSe vrednosti ovih parametara su bile udruZene sa nizom saturacijom. Postojala je
statisticki znacajna povezanost sledecih parametara telesne pletizmografije sa
vrednostima leukocita i neutrofila: ITGV (%), ITGV (L), RV(%), RV (L). Drugi
parametri telesne pletizmografije nisu statisticki znacajno bili povezani sa
vrednostima leukocita i neutrofila. Vrednosti neutrofila merene u % nisu bile
statisti¢ki znaCajno povezane sa parametrima spirometrije, difuzijskog kapaciteta

za CO, pulsne oksimetrije i telesne pletizmografije.

Tabela 13. Korelacije izmedu inflamatornih faktora i pokazatelja plu¢ne funkcije

CRP leukociti neutrofili % neutrofili

r p r p r p r p
FEV1/FVC -0.013 | 0.897 | -0.178 0.083 | -0.118 0.250 -0.203 0.047
FVC (%) -0.044 | 0.665 | 0.005 0.965 | 0.036 0.724 0.000 1.000
FVC (L) 0.053 | 0.606 | 0.094 0.363 | 0.012 0.906 0.062 0.554
FEV1 (%) -0.015 | 0.884 |-0.136 | 0.187 | -0.082 0.427 -0.161 0.117
FEV1(L)* 0.030 |0.770 |-0.046 | 0.659 | -0.082 0.427 -0.095 0.356
PEF 0.022 0.832 | -0.065 0.526 | -0.004 0.970 -0.058 0.576
MEF 50 * 0.028 0.784 | -0.104 0.318 | -0.105 0.307 -0.148 0.152
MEF 25 * 0.193 0.068 | -0.067 0.533 | -0.019 0.858 -0.060 0.578
SATURACIJA 02 | -0.044 | 0.672 |-0.249 |0.015 |-0.197 0.055 -0.273 0.007
(%)*
S.FREKVENCA | 0.222 | 0.029 | 0.098 0.345 | 0.106 0.302 0.107 0.302
(OTKCAJ/MIN) *
DLCO 0.074 | 0.472 |-0.082 |0.428 |-0.140 0.172 -0.115 0.266
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KCO 0.099 |0.345 | -0.084 0.427 | -0.188 0.071 -0.108 0.308
TLC (%)* -0.081 |0.435 | 0.198 0.057 | 0.112 0.283 0.194 0.062
TLC (L) * -0.001 | 0.994 | 0.180 0.090 | 0.045 0.672 0.148 0.164
ITGV (%)* -0.047 | 0.649 | 0.263 0.011 |0.171 0.099 0.280 0.007
ITGV (L) * 0.003 |[0.978 | 0.276 0.007 | 0.146 0.159 0.281 0.006
RV (%)* 0.004 |0.968 | 0.241 0.020 | 0.118 0.257 0.240 0.020
RV (L) 0.025 |0.809 | 0.288 0.005 | 0.120 0.248 0.291 0.005
VC (%)* -0.067 | 0.519 | -0.098 0.348 | 0.015 0.884 -0.099 0.343
VC (L) -0.003 | 0.976 | -0.001 0.990 | -0.032 0.763 -0.041 0.693
ERV (%)* 0.063 | 0.552 | 0.105 0.324 | 0.156 0.138 0.125 0.238
ERV (L) * 0.115 | 0.275 | 0.167 0.114 | 0.133 0.206 0.156 0.141
RV%TLC * 0.041 |0.698 | 0.153 0.143 | 0.074 0.479 0.153 0.142
Rtot 0.018 | 0.864 | 0.056 0.591 | -0.058 0.581 0.053 0.612
Rtot (%) -0.003 | 0.978 | 0.047 0.656 | -0.062 0.553 0.044 0.673
IC (%) -0.073 | 0.488 | -0.105 0.317 | -0.105 0.317 -0.143 0.174
IC (L) -0.026 | 0.807 | -0.071 0.503 | -0.113 0.282 -0.120 0.255

Korelacije izmedu inflamatornih faktora i pokazatelja pluéne funkcije su prikazane

u tabeli 14. Vrednosti eozinofila, apsolutne i procentualne su statisticki znacajno

korelisale sa IC (%). Nije bilo statisti¢ki znac¢ajne povezanosti vrednosti eozinofila

sa parametrima spirometrije, difuzijskog kapaciteta za CO, pulsne oksimetrije i

drugim paramterima telesne pletizmografije. Postojala je pozitivna statisticki
znacajna povezanost Hgb sa FVC (L), TLC (L), ITGV (L), RV(%), RV (L) i VC

(L), viSe vrednosti Hgb su bile udruzene se viSim vrednostima ovih parametara.

Tabela 14. Korelacije izmedu inflamatornih faktora i pokazatelja plu¢ne funkcije

eozinofili% eozinofili HGB

r p r p r p
FEV1/FVC -0.017 0.872 -0.036 0.731 -0.184 0.072
FVC (%) 0.018 0.861 0.102 0.325 -0.057 0.579
FVC (L) 0.029 0.780 -0.005 0.965 0.218 0.034
FEV1 (%) 0.005 0.961 0.041 0.692 -0.160 0.120
FEV1(L)* -0.016 0.879 -0.064 0.538 0.069 0.506
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PEF -0.002 | 0983 | -0.083 | 0424 | -0.026 | 0.803
MEF 50 * -0.016 | 0.877 | -0.020 | 0848 | -0.047 | 0648
MEF 25 * -0.048 | 0.656 | -0.024 | 0826 | -0.031 | 0.771
SATURACUA | -0.091 | 0380 | -0.167 | 0106 | -0.125 | 0.227
02 (%)*

SFREKVENCA | 0074 | 0473 | 0075 | 0468 | 0071 | 0.497
(OTKCAJMIN)

.

DLCO 0092 | 0371 | 0100 | 0330 | 0.003 | 0.973
KCO 0024 | 0819 | 0039 | 0709 | -0.043 | 0.684
TLC (%)* 0090 | 0389 | 0139 | 0182 | 0166 | 0.112
TLC (L) * 0082 | 0442 | 0019 | 0855 | 0390 | <0.001
ITGV (%)* 0019 | 0853 | 0024 | 0820 | 0168 | 0.107
ITGV (L) * 0009 | 0933 | 0009 | 0930 | 0308 | 0.003
RV(%)* 0042 | 0688 | 0066 | 0527 | 0222 | 0.032
RV (L) 0044 | 0678 | 0057 | 0587 | 0313 | 0.002
VC (%)* 0077 | 0466 | 0133 | 0203 | -0.125 | 0.231
VC (L) 0085 | 0420 | 0009 | 0933 | 0218 | 0.036
ERV (%)* -0.047 | 0660 | 0075 | 0479 | -0.196 | 0.063
ERV (L) * 0018 | 0868 | 0045 | 0669 | 0105 | 0.321
RV%TLC * -0.008 | 0942 | -0.006 | 0955 | 0193 | 0.064
Rtot -0.062 | 0554 | -0.061 | 0564 | 0009 | 00929
Rtot (%) -0.050 | 0.637 | -0.052 | 0621 | 0000 | 0.997
IC (%) 0208 | 0047 | 0227 | 0029 | -0.072 | 0.495
IC (L) 0.145 | 0169 | 0066 | 0533 | 0121 | 0.251

422 Korelacija izmedu pokazatelja inflamacije i sistema
proteaza/antiproteaza

Ispitivane su  korelacije izmedu pokazatelja inflamacije 1 sistema
proteaza/antiproteaza, rezultati su prikazani u tabeli 15. MMP-9 i TIMP-1 su
pozitivno statisticki znacajno bili povezani sa vrednostima CRP (grafik 17),
leukocitima i neutrofilima (% i apsolutni broj). MMP-9/TIMP-1 je bio pozitivho

statisticki znacajno povezan sa leukocitima i apsolutnim brojem neutrofila. Nije
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bilo statisticki znacajne povezanosti MMP-9/TIMP-1 sa CRP, neutrofilima %,

eozinofiima. Hgb je pozitivno statisti¢ki znacajno bio povezan sa sva tri parametra.

Tabela 15. Korelacije izmedu pokazatelja inflamacije 1 sistema
proteaza/antiproteaza

MMP9 TIMP1 mmpTIMP
CRP 0.301 0.007 0.370 0.001 0.164 0.148
leukociti 0.462 <0.001 0.293 0.009 0.339 0.002
neutrofili % | 0.315 0.005 0.225 0.046 0.194 0.086
neutrofilil | 0.478 <0.001 0.346 0.002 0.322 0.004
eozinofili -0.140 0.222 -0.175 0.125 -0.038 0.743
%
eozinofilil | 0.016 0.890 0.007 0.949 0.045 0.698
HGB 0.352 0.002 0.263 0.020 0.243 0.032
Grafik 17. Korelacija MMP-9 i CRP
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4.2.3. Korelacija BMI sa funkcijskim i inflamatornim pokazateljima i

matriks-metalopoteinazama

Ispitivana je korelacija BMI sa matriksmetaloproteinazama i inflamatornim

faktorima, rezultati su prikazani u tabeli 16. Postojala je pozitivna, statisticki

znacajna povezanost BMI i TIMP-1, grafik 18. Nivo CRP je bio pozitivno statisticki

znacajno povezan sa TIMP-1, grafik 19. Nije bilo statisti¢ki znacajne povezanosti

izmedu BMI i vrednosti MMP-9, MMP-9/TIMP-1 kao ni vrednostima leukocita,

neutrofila, eozinofila i hemoglobina.

Tabela 16. Korelacija BMI sa matriksmetaloproteinazama i inflamatornim

faktorima
BMI
r p
MMP9 0.157 0.164
TIMP1 0.289 0.009
mmpTIMP 0.043 0.703
CRP 0.390 <0.001
leukociti 0.024 0.815
neutrofili % -0.090 0.380
neutrofilil -0.019 0.851
eozinofili % 0.122 0.238
eozinofilil 0.101 0.329
HGB 0.114 0.271
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Grafik 18.

Korelacija BMI i TIMP-1
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Grafik 19. Korelacija BMI i CRP
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Ispitivana je korelacija BMI sa matriksmetaloproteinazama i inflamatornim
faktorima, rezultati su prikazani u tabeli 17. Postojala je pozitivna statisticki
znacajna povezanost izmedu BMI sa FEV1/FVC, FEV 1 (L) (grafik 20), MEF 50.
Nije bilo statisticki znacajne povezanosti BMI sa FVC (% 1 L), PEF 1 MEF 25.
Parametri pluske oksimetrijue nisu bili statisticki znacajno povezani sa BML
Parametri difuzijskog kapaciteta za CO su bili pozitivno statisticki znacajno
povezani sa BMI. Parametri telesne pletizmografije: TLC (%) (grafik 21), IGTV
(% iL), RV (%iL) (grafik 22) su bili negativno, statisticki zna¢ajno povezani sa
BML. Nije bilo statisticki znacajne povezanosti izmedu TLC (L), 1 VC (L1 %) sa
BMI.

Tabela 17. Korelacija BMI sa pluénim parametrima

BMI

FEVL/FVC 0.299 0.003
FVC (%) 0.050 0.627
FVC (L) 0.145 0.156
FEVL (%) 0.244 0.016
FEVL (L) * 0.283 0.005
PEF 0.168 0.099
MEF 50 * 0.202 0.047
MEF 25 * 0.078 0.462
SATURACIJA 02 (%)* 0.011 0.915
S.FREKVENCA 0.110 0.283
(OTKCAJMIN) *

DLCO 0.358 <0.001
KCO 419 <0.001
TLC (%)* -.360 <0.001
TLC (L) * -0.130 0.218
ITGV (%)* ~.464 <0.001
ITGV (L) * -316 0.002
RV(%)* -394 <0.001
RV (L) -324 0.001
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VC (%)* 0.053 0.611
VC (L) 0.183 0.076
ERV (%)* -0.127 0.225
ERV (L) * -0.013 0.904
RV%TLC * -0.313 0.002
Rtot -0.037 0.720
Rtot (%) -0.040 0.701
IC (%) 0.212 0.040
IC (L) 302%* 0.003

Grafik 20. KorelacijaBMIi TLC
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Grafik 21. Korelacija BMIi RV (%)
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Grafik 22. Korelacija BMIi FEV1
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4.2.4. Korelaciju CAT i MMRC skora sa matrikmetaloproteinazama i
inflamatornim pokazateljima

Ispitivana je povezanost CAT i MMRC skora sa matriksmetaloproteinazama i
inflamatornim pokazateljima, rezultati su prikazani u tabeli 18. CAT skor je
pozitivno, statisticki znacajno bio povezan sa MMP-9 i MMP-9/TIMP-1, viSa
vrednost skora je bila povezana sa visim vrednostima matriksmetaloproteinazama,
grafik 23. Nije bilo statisticki zna¢ajne povezanosti CAT skora i inflamatornih
parametara. mMMRC skor je pozitivno, statisticki znac¢ajno bio povezan sa MMP-9 i
MMP-9/TIMP-1, viSa vrednost skora je bila povezana sa viSim vrednostima
matriksmetaloproteinazama. Takode, MMRC skor je pozitivno, statisticki znacajno
bio povezan sa neutrofilima (apsolutni broj i %) i vrednostima hemoglobina. Nije

bilo statisti¢ki znacajne povezanosti MMRC sa CRP, leukocitima i eozinofilima.

Tabela 18. Korelacija CAT i MMRC skora sa matriksmetaloproteinazama i

inflamatornim pokazateljima

CAT MMRC
r p r p
MMP9 0.273 0.014 0.288 0.010
TIMP1 0.053 0.641 0.103 0.365
mmpTIMP 0.312 0.005 0.281 0.011
CRP 0.130 0.206 0.096 0.352
leukociti 0.088 0.393 0.190 0.063
neutrofili % 0.112 0.273 0.247 0.015
neutrofilil 0.122 0.235 0.259 0.011
eozinofili % 0.037 0.720 0.085 0.409
eozinofilil 0.129 0.209 0.177 0.085
HGB 0.138 0.180 0.242 0.017
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Grafik 23.

Korelacija CAT i MMP-9
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Grafik 24.  Korelacija mMMRC i MMP-9
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Grafik 25. Korelacija mMMMRC i neutrofila
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4.3. lIspitivanje prema kategorijama
4.3.1. Ispitivanje pokazatelja pluéne funkcije, inflamacije i sistema
proteaza/antiproteza prema GOLD stadijumima

Ispitivani su parametri plu¢ne funkcije kod bolesnika sa HOBP. Bolesnici su prema
GOLD stadijumu podeljeni u dve grupe, u prvoj grupi je bilo 40 bolesnika sa GOLD
stadijumom 1 i 2, a u drugoj 58 bolesnika sa uznapredovalim stradijumom 3 i 4,
tabela 19. Parametri mereni spirometrijom su bili statisticki znacajno visi kod
bolesnika nizim GOLD stadijumom bolesti. Saturacija kisenonika je bila statisticka
znacajno visa kod bolesnika nizim GOLD stadijumom. Nije bilo statisticki znacajne
razlike u minimalnoj srcanoj frekcvenci izmedu dve grupe. Parametri difuzijskog
kapactiteta za ugljenmonoksid (CO) DLCO (%) i KCO (%) su bili statisticki
znacajno ViSi kod bolesnika sa nizim GOLD stadijumom. Parametri telesne
pletizmografije: TLC (%), TLC (L), ITGV (%), ITGV (L), RV (%), RV (L) su bili
statisticki znaCajno visi u grupi bolesnika sa uznapredovalim GOLD stadijumom

bolesti. VC(%) i VC (L) su bili statisti¢ki znacajno visi u grupi bolesnika sa nizim
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GOLD stadijumom. Nije bilo statisticki znacajne razlike u ERV (%) i ERV (L)
parametrima izmedu dve grupe. RV%TL, Rtot su bili statisticki znacajno visi u
grupi pacijenata sa GOLD stadijumom 3 i 4. IC (%) i IC (L) su bili statisticki

znacajno nizi u grupi pacijenata sa visim GOLD stadijumom.

Tabela 19. Parametri pluéne funkcije prema GOLD stadijumima

Gold1li2 Gold314 p
N=40 N=58
Spirometrija
FEV1/FVC 53.9+104 36.7 + 8.6 <0.001
FVC 98.4+12.9 76.8+18.3 <0.001
FVC (L) 33+09 26+0.8 <0.001
FEV1 65.3+13 344+89 <0.001
FEV1(L) 1.8+0.6 0.9+03 <0.001
PEF 69.7 £ 20.6 43.3+135 <0.001
MEF50 20.0 (13.5) 8.0 (4.0) <0.001
MEF25 20.5 (8.8) 10.0 (8.0) <0.001
Pulsna oksimetrija
SAT (%) 95.3+2.8 93.2+35 0.003
SF (BR/MIN) 80.1+ 116 83+ 12.2 0.241
Difuzijski kapacitet za CO
DLCO (%) 61.7 +20.1 42.2+193 <0.001
KCO (%) 69.6 £19.9 545+251 0.002
Telesna pletizmografija
TLC (%) 117.4+ 18 131.1+254 0.005
TLC (L) 6.9+15 76+1.6 0.037
ITGV (%) 140.3 + 26.7 185 + 45.7 <0.001
ITGV (L) 44+11 58+1.4 <0.001
RV (%) 157.2+38.9 220.7 + 64.3 <0.001
RV (L) 35+0.8 48+13 <0.001
VC (%) 101.8+ 14.7 84 +19.2 <0.001
VC (L) 34+1 29+09 0.005
ERV (%) 105.0 (63.8) 100.0 (71.0) 0.836
ERV (L) 1+0.6 1+05 0.934




RV%TL 127.4+ 1838 159.6 + 26 <0.001
Rtot 04£02 0.7£03 <0.001

R tot (%) 1272 £525 230 £97.4 <0.001
IC (%) 99 +32.1 753 %243 <0.001
IC (L) 2.44%0.70 1.93£0.70 0.001

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina+ sd, a testirani Studentovim T testom za nezavisne
uzorke; ¥ podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni opseg) a testirani Mann-Whitney U

testom

Ispitivani su parametri inflamacije i sistema proteaza/antiproteza kod bolesnika

prema GOLD stadijumima, rezultati su prikazani u tabeli 20. Vrednosti leukocita,

neutrofila, limfocita, eozinofila (apsolutne i procentulane) se nisu statisticki

znacajno razlikovale izmedu grupa. Medijana CRP je bila slicna izmedu grupa, nije

bili statisticki znacajne razlike. Vrednosti MMP-9 i MMP-9/TIMP-1 su bile

statisti¢ki znacajno vise u grupi pacijenata sa GOLD stadijumom 3 i 4, grafik 27-

30. Prosecne vrednosti TIMP se nisu statisticki znacajno razlikovale izmedu grupa.

Tabela 20. Parametri inflamacije i sistema proteaza/antiproteza prema GOLD

stadijumima
Gold1li2 Gold314 p
N=40 N=58
leukociti 79+24 8.7+28 0.131
neutrofili % 62.6 £11.3 62.2+12.4 0.864
limfociti % 26.7+£10.5 255+7.6 0.510
eozinofili % 2519 23+14 0.495
neutrofilil 521 5724 0.186
limfocitil 21 2207 0.482
eozinofilil 02+0.2 02+0.1 0.396
CRP ¥ 3.5 (5.8) 2.8 (6.3) 0.834
MMP-9 ¥ 596.8 (69.4) 979.6 (635.6) 0.003
TIMP1 2415+ 64.5 242.8 + 59.7 0.929
mmpTIMP ¥ 2.4 (2.05) 4.2 (3.2) 0.001

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina+ sd, a testirani Studentovim T testom za nezavisne
uzorke; ¥ podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni opseg) a testirani Mann-Whitney U

testom
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Grafik 27. MMP-9 prema GOLD stadijumima
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Grafik 28. MMP-9/TIMP-1 prema GOLD stadijumima
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Ispitivane su senzitivnost i specificnost MMP9 u dijagnozi uznapredovalih

stadijuma HOBP, GOLD 3 | 4, rezultati su prikazani u tabeli x, grafik 25.
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Tabela 21. PovrSina ispod krive za MMP-9

Povrsina p 95 %ClI
ispod Donja granica Gornja
Krive granica
0.699 0.003 0.571 0.828

Vrednost MMP-9 jednaka ili visa od 731.5 je bila senzitivna 71 % a specifi¢na u
61 % za postavljanje dijagnoze GOLD 3 4.

Grafik 29. Povrsina ispod krive za MMP-9
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Ispitivane su senzitivnost 1 specificnost MMP-9/TIMP-1 u dijagnozi
uznapredovalih stadijuma HOBP, GOLD 3 i 4, rezultati su prikazani u tabeli 22,
grafik 26.
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Tabela 22. Povrsina ispod krive za MMP-9/TIMP-1

Povrsina p 95 %ClI
ispod Donja granica Gornja
Krive granica
0.722 0.001 0.601 0.843

Vrednost MMP-9/TIMP-1 jednaka ili visa od 2.83 je bila senzitivha 75 % a
specificna u 64 % za postavljanje dijagnoze GOLD 3 i 4.

Grafik 30. Povrsina ispod krive za MMP-9/TIMP-1
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Ispitivanje obima simptoma (CAT upitnik) i intenziteta dispneje (MMRC skala
dispneje) prema GOLD stadijumima, rezultati su prikazani u tabeli 23. Postojala je
statisticki znacajna razlika u skorovima, pacijenti sa GOLD stadijumom 3 i 4 su
imali vise CAT i mMRC skorove, grafik 31-32.
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Tabela 23. Obim simptoma (CAT upitnik) i intenzitet dispneje (MMRC) prema

GOLD stadijumima

Gold1li2 Gold3i4 p
N=40 N=58
CAT zbir 13.5 (8-20) 20 (15-26) 0.002
MMRC 1(1-2) 2 (1-3) 0.003

Grafik 31. Obim simptoma (CAT upitnik) prema GOLD stadijumima
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Grafik 32. Intenzitet dispneje (MMRC) prema GOLD stadijumima
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4.3.2. Ispitivanje pokazatelja plu¢ne funkcije, inflamacije i sistema
proteaza/antiproteza prema broju egzacerbacija

Bolesnici su prema broju egzacerbacija podeljeni u dve grupe, u prvoj grupi je bilo
41 bolesnika sa < 2 egzacerbacije, a u drugoj 57 bolesnika sa >2 egzacerbacije, tabela
24. FEV1/FVC, FEV1, FEVI1L, PEF, MEF 20 i 50 su bili statisti¢ki znacajno visi
u grupi pacijenata sa manjim brojem egzacerbacija. Nije bili statisticki znacajne
razlike u vrednostima FVC % i FVC (L) izmedu dve grupe. Saturacija kisenonika
je bila statisticka znacajno viSa kod bolesnika manjim brojem egzacerbacija. Nije
bilo statistiCki znacajne razlike u minimalnoj sr¢anoj frekcvenci izmedu dve grupe.
Parametri difuzijskog kapactiteta za CO, DLCO i KCO du bili statisti¢ki znac¢ajno
visSi kod bolesnika sa manjim brojem egzacerbacija. Parametri telesne
pletizmografije: TLC, ITGV, ITGVL, RV, RVL su bili statisticki znacajno visi u
grupi bolesnika sa ve¢im brojem egzacerbacija. Parametri VC, VCL, ERV 1 ERVL

se nisu statisti¢ki znacajno razlikovali izmedu grupa. Parametri TLC%RV RTOT
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su bili statisti¢ki znacajno visi u grupi pacijenata sa ve¢im brojem egzacerbacija. IC

1 ICI se nisu statisticki znacajno razlikovali izmedu grupa.

Tabela 24. Parametri pluéne funkcije prema broju egzacerbacija

Egzacerbacije <2 egzacerbacije>2 p
N=41 N=57
Spirometrija
FEV1FVC 48.7 £ 13 40.2+111 0.001
FvVC 87.2+18.8 84.4+19.9 0.483
FVCL 3+0.9 28+1 0.309
FEV1 53.9+20.8 42.1+15.3 0.003
FEV1L 15+07 1.1+05 0.004
PEF 61.5+22.7 48.7+18.4 0.003
MEF 50¥ 16.0 (17.5) 10.0 (7.3) 0.004
MEF25 ¥ 17.0 (13.0) 12.5 (11.0) 0.007
Pulsna oksimetrija
SAT 95.2+2.6 93.2+3.6 0.003
SFMIN 79.4+09.1 83.4+135 0.080
Difuzijski kapacitet za CO
DLCO 57.2+21.1 451+21 0.006
KCO 68.7 £ 22.8 549 +£235 0.005
Telesna pletizmografija
TLC 119 +£19.2 130.2+ 254 0.021
TLCL 71+12 75%+18 0.211
ITGV 150.4 + 32.6 178.5+48.7 0.002
ITGVL 48+1.1 56+16 0.011
RV 1749+ 55.3 209 £ 65.5 0.009
RVL 38=x1 45+14 0.004
VC 93.5+16.7 89.7+214 0.358
VCL 33+0.38 3+1.1 0.189
ERV ¥ 94.0 (71.0) 1135 (58.5) 0.160
ERVL 1+0.6 1.1+05 0.511
TLC%RV 138.7+29.6 152 +25.9 0.021
RTOT 05+0.2 0.6+0.3 0.010
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RTOT 159.6 £ 73.1 208.3 + 106 0.014
IC 89.2+24.1 82.2+33.6 0.265
ICI 23%0.6 2+0.8 0.111

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina+ sd, a testirani Studentovim T testom za nezavisne
uzorke; ¥ podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni opseg) a testirani Mann-Whitney U
testom

Ispitivani su parametri inflamacije i sistema proteaza/antiproteza prema broju
egzacerbacija, rezultati su prikazani u tabeli 25. Vrednosti leukocita i apsolutni broj
neutrofila su bili statisticki znacajno viSi u grupi pacijenata sa vecim brojem
egzacerbacija, grafik 29-30. Vrednosti limfocita, eozinofila (apsolutne i
procentulane) se nisu statisti¢ki znacajno razlikovale izmedu grupa. CRP je bio visi
u grupi pacijenata sa ve¢im brojem egtacerbacija, statisticka znacajnost je bila blizu
konvencionalnog nivoa. Vrednosti MMP9, TIMP i MMPO/TIMP su bile vise u
grupi pacijenata sa sa ve¢im brojem egzacerbacija, ali nije bilo statisticki znacajne

razlike izmedu grupa.

Tabela 25. Parametri inflamacije i sistema proteaza/antiproteza prema broju

egzacerbacija
Egzacerbacije <2 egzacerbacije>2 p
N=41 N=57
leukociti 7419 9.1+29 0.001
neutrofili % 60.2+14.4 63.9+9.6 0.137
limfociti % 275295 249+8.3 0.160
eozinofili % 21+15 25+17 0.334
neutrofilil 4717 59+25 0.006
limfocitil 2+0.7 22+09 0.242
eozinofilil 0.2+0.2 0.2+0.2 0.198
CRP ¥ 2.1(3.6) 4.1 (6.4) 0.087
MMP9 ¥ 761.5 (724.8) 892.3 (681.9) 0.196
TIMP1 238 +50.9 244.9 + 66.7 0.630
mmpTIMP ¥ 3.1(3.1) 35(3.2) 0.222

Podaci su prikazani kao aritmeti¢ka sredina+ sd, a testirani Studentovim T testom za nezavisne
uzorke; ¥ podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni opseg) a testirani Mann-Whitney U

testom
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Grafik 29. Vrednosti leukocita prema broju egzacerbacija
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Grafik 30. Vrednosti neutrofila prema broju egzacerbacija
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Ispitivani su obim simptoma (CAT upitnik) i intenzitet dispneje (MMRC skala
dispneje) prema broju egzacerbacija, rezultati su prikazani u tabeli 26. Postojala je

statisticki znacajna razlika u skorovima, pacijenti sa ve¢im brojem egzacerbacija su
imali vise CAT i MMRC skorove, grafik 31-32.
Tabela 26. CAT i MMRC zbir prema broju egzacerbacija

Egzacerbacije <2 egzacerbacije>2
N=41 N=57 p
zbir 16 (7-20) 20 (14-25) 0.007
MMRC 1(1-2) 3(2-3) <0.001

Grafik 31. CAT zbir prema broju egzacerbacija
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Grafik 32. Intenzitet dispneje (MMRC) prema broju egzacerbacija
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4.3.3. Ispitivanje pokazatelja pluéne funkcije, inflamacije i sistema

proteaza/antiproteza prema CAT skoru

Bolesnici su prema CAT skoru podeljeni u dve grupe, u prvoj grupi je bilo 21
bolesnika sa CAT skorom < 10, manje simptoma, a u drugoj 77 bolesnika sa
CAT=>10, viSe simptoma tabela x. FEV1/FVC, FEV1, FEV1 (L) , FVC(L) PEF,
MEF 25 i 50 su bili statisticki znacajno visi u grupi pacijenata sa CAT<10. Nije bili
statisticki znacajne razlike u vrednostima FVC (%) izmedu dve grupe. Saturacija
kiseonika je bila statisticka znacajno visa kod bolesnika CAT<10. Nije bilo
statisticki znacajne razlike u minimalnoj sr¢anoj frekcvenci izmedu dve grupe.
Parametri difuzijskog kapactiteta za CO, DLCO i1 KCO su bili statisti¢ki znacajno
visi kod bolesnika sa CAT<10. Parametri telesne pletizmografije: RV%TLC, RTOT,
RTOT (L) su bili statisticki znacajno visi u grupi bolesnika sa CAT >10. Parametri
telesne pletizmografije: TLC, ITGV, ITGVL, i VC (L) su bili visi u grupi bolesnika

sa CAT >10, razlika je bila blizu konvecnionalnog nivoa statisticke znacajnosti.
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Parametri TLC (L) , RV, VC (%), IC i ICI se nisu statisti¢ki znacajno razlikovali

izmedu grupa.

Tabela 27. Parametri pluéne funkcije prema CAT skoru

CAT<10 CAT >10 p
N=21 N=77
Spirometrija
FEV1/FVC 50.6 + 14.8 419+113 0.004
FVC (%) 89.1+16.4 84.7+20.1 0.356
FVC (L) 3.2+0.8 28+1 0.036
FEV1 (%) 57.3+22.1 442 +16.7 0.004
FEV1(L)* 1.7+£09 1.1+05 <0.001
PEF 64.2 + 26.2 51.3+18.8 0.012
MEF 50 *¥ 22.0 (21.0) 11.0 (9.0) 0.003
MEF 25 *¥ 19.5 (13.0) 14.0 (11.0) 0.002
Pulsna oksimetrija
SATURACIA 02 0.027
(%)* 955+23 93.6 +3.5
S.FREKVENCA 0.204
(OTKCAJ/MIN) * 78.8 +10.1 826+124
Difuzijski kapacitet za CO
DLCO 60 £ 21.5 474 +21.72 0.018
KCO 70.6+24.1 57.9+235 0.033
Telesna pletizmografija

TLC (%)* 116.8 + 24 128 + 23 0.055
TLC (L) * 72%x1.1 73+17 0.808
ITGV (%)* 150.8 + 48 171.2 +£43 0.064
ITGV (L) * 49+13 5315 0.064
RV (%)* 170.5 + 66.3 201.5+61.3 0.248
RV (L) 3.8+1.2 44+13 0.047
VC (%)* 92.6+14.8 90.9 + 20.7 0.729

65



VC (L) 35+0.7 3x1 0.061
ERV (%)*¥ 96.0 (72.8) 112.0 (68.0) 0.790
ERV (L) * 1107 105 0.373
RV%TLC * 134.6 + 27 149.7 £ 277 0.029
Rtot 05+0.3 06+0.3 0.040
Rtot (%) 147 +87.1 199.4 + 96 0.027
IC 85.3 £ 23.2 85.1 £ 31.8 0.981
ICI 23+06 21+08 0.158

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina+ sd, a testirani Studentovim T testom za nezavisne
uzorke; ¥ podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni opseg) a testirani Mann-Whitney U
testom

Ispitivani su parametri inflamacije i sistema proteaza/antiproteza prema CAT zbiru,
rezultati su prikazani u tabeli 28. Nije bilo statisticki znacajne razlike u
inflamatornim parametrima izmedu grupa, Vrednosti MMP-9, TIMP-1 i MMP-

9/TIMP-1 se nisu statisticki znacajno razlikovale izmedu grupa.

Tabela 28. Parametri inflamacije i sistema proteaza/antiproteza prema CAT skoru

CAT<10 CAT >10 P
N=21 N=77

leukociti 7.7+1.7 8.6+28 0.185
neutrofili % 61.8+6.8 62.5+ 13 0.795
limfocitil 21+05 21+09 0.450
neutrofilil 48+14 5.6+24 0.186
eozinofili % 22+16 24+17 0.747
eozinofilil 02+0.1 02+0.2 0.349
CRP 4.7 (4.1) 3.5 (6.7) 0.816
MMP9 795.4 (591.0) 880.0 (733.5) 0.448
TIMP1 261+ 70.7 237.3+£57.7 0.157
mmpTIMP 2.6 (2.5) 3.5(3.3) 0.126
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5. DISKUSIJA

U istraZivanju je bilo ukljuéeno 98 pacijenata sa HOBP prose¢ne starosti 63.4+ 4.3
i 47 pacijenata u kontrolnoj grupi prose¢ne starosti 61.7+4.3. HOBP ispitanici su
bili neznatno stariji od kontrole. Nije bilo statisticki znacajne razlike u starosti
ispitanika izmedu grupa (p=0.123), uz sli¢nu distribucija pacijenata prema polu
(p=0.199). HOBP karakteriSe ubrzan pad FEV1 u skladu sa godinama [134].
Shodno pomenutom, o¢ekivanja bi bila da ¢e pacijenti sa tezom HOBP biti i stariji,
Sto nije slucaj u ovom istrazivanju, ali ni u ECLIPSE studiji koja je jedna od
najvecih studija koja se bavila identifikacijom potencijalnih podtipova HOBP, kao
i definisanjem prediktivnih markera njihove progresije [132,133]. Takode, u ovoj
studiji, kao i u nasoj, HOBP ispitanici su bili neznatno stariji od kontrole [132,133].
U naSem istrazivanju pacijenti sa HOBP u GOLD I ill su imali 64.9 £ 9.3 godina,
aulll'ilV 63.3£9.3godine.

Bolesnici su prosecno 7 godina imali HOBP, pusili su 30 paklo/godina, a prosecan
broj egzacerbacija je bio 2. Najvise isptanika je ¢inilo grupu D (50%), grupu B
(26,3%), grupu A (14,3%), grupu C (9,8%). Broj egzacerbacija se statisticki
znacajno razlikovao izmedu kategorija, sa najmanjim brojem u A (0 (1.0) a
najveéim brojem egzacerbacija u D kategoriji 3.0 (1.0) (p <0.001). U naSem
istrazivanju 41 bolesnika (40,2%) je imalo < 2 egzacerbacije, a 57 bolesnika
(55,9%) >2 egzacerbacije. Pomenuti rezultati su znatno visi u odnosu na nalaze
POPE studije, koja je obuhvatila 3362 pacijenta sa HOBP iz 10 zemalja regiona
Centralne i Isto¢ne Evrope CEE (engl. Central and Eastern Europe), a imala je
zadatak da proceni prevalenciju fenotipova COPD-a prema prethodno definisanim
kriterijumima. U ovoj studiji fenotipovi koji su ukljucivali Ceste egzacerbatore Cinili
oko 30% ispitanika, a ova razlika se mozda moze objasniti heterogeno$¢u u broju
egzcerbacija medu zemljama, gde je Srbija bila u grupi zemalja sa ve¢om grupom
egzcerbatora [136]. U naSem istrazivanju FEV1 je bio statisticki znacajno visi u
grupi pacijenata sa manjim brojem egzacerbacija. Ucestalost egzacerbacija je

paralelno rasla sa bronhoopstrukcijom [133].

67



Oko 2/3 bolesnika je imao komorbiditete, a najces¢i je kardiovaskularni
komorbiditet. U grupi KVS komorbiditeta najucestalija je bila arterijska
hipertenzija, potom koronarna bolest, aritmije i sréana insuficijencija. Nalazi nase
studije su u skladu sa nalazima POPE studije, gde je takode najucestaliji bio KV
komorbiditet. U strukturi ucestalosti pojedinacnih KV oboljenja u grupi KV
komorbiditeta, kao i u naSoj studiji, prednjacila je arterijska hipertenzija i
koronarna bolest [136]. U studiji ECLIPSE gde je HOBP grupu ispitanika ¢inilo
2164 klinicki stabilnih pacijenata, KV komorbiditet je takode bio najucestaliji [132]

Prose¢na vrednost BMI u grupi pacijenata sa HOBP je bila 26.6£5.4 kg/m2/, to je
takode u skladu sa nalazima POPE studije gde je prose¢ni BMI bio 27.2+5.7 kg/m2
i ECLIPSE studije BMI 26.5 + 5.7kg/m2 [132, 136], a najviSe ispitanika u nasoj
studiji je bilo u grupi prekomerno uhranjeni 36,7% (klasifikacija WHO).

Ispitanici su imali teSku do umerenu bronhoopstrukciju (post-BD FEV1/FVC (%)
(43.7 £12.6), a post-BD FEV1 (%) (47 £ 18.6) ; FVC (%) (85.6 = 19.4) umereno
snizen difuzijski kapacitet DLCO (50.1 + 21.8 %) i hiperinflaciju TLC (%) (125.5
+23.5), RV (%) (194.6 + 63.4), RV%TLC (146.4 £ 28.), VC (%) (91.3 £ 19.5), IC
(%) (85.1 £ 30) uz povisene otpore u disjanim putevima R tot (0.6 £ 0.3).
Sprometrijski pokazatelji takode ukazuju da su pacijenti naSe studijske grupe i po
funkcijskim karakteristikama sli¢ni proseku grupe iz POPOE CEE : FEV1 %
(52.8+18.5), FVC % (80.0+20.4), FEV1/FVC (0.5+0.1) [132], a u ECLIPSE
FEV1% (48.3 +15.8) [136].

Medijana (interkvartalni opseg) mMMRC skora (2.0 (2.0) i CAT zbira (18.5 (14.2)
je ukazala na veci obim simptoma kod ispitanika 1 izrazeniju dispneju. Rezultati
naSe studije odgovaraju proseku regiona CEE Koji iznosi CAT zbir 17.4+7.8 i
MMMRC skor 2.0 +1.0 [132] i MMRC u ECLIPSE (1.7 + 1.1) [136].

Vrednosti MMP-9 (848.7 (718.3) vs (58.7 (47.6) kontrola, TIMP 1(234.7 (63.4) vs
(82.3 (63.4) kontrola, kao i odnosa MMP9/TIMPL1 (3.4 (3.1) vs (0.40 (0.25) su bile
statisticki znacajno viSe u grupi pacijenata sa HOBP u poredenju sa zdravom
kontrolom. Nalazi ove studije su u saglasnosti sa meta analizom Li Y. et al. koja je
obuhvatila 20 studija sa ukupno 923 ispitanika sa HOBP i 641 zdravih kontrola.
Rezultati ove meta analize su ukazali da su vrednosti serumskih MMP-9 i TIMP-1
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bili vidi nego kod zdravih kontrola [137]. Studija Linder et al. koja je obuhvatila
1542 ispitinika i gde su srednje vredosti MMP 9 bile znacCajnije vece kod ispitanika
sa HOBP, ali ne i vrednosti TIPM 1 i MMP9/TIMP 1 i znacajno su korelirale sa
produktivni kasljem i snizenjem FEv1 u odnosu na predviden [138]. Nekoliko
studije je ukazalo na povisene vrednosti MMP -9 u serumu pacijenata sa HOBP

[139- 142].
U naSem istrazivanju je postojala znaCajna pozitivha povezanost vrednosti

leukocita i neutrofila (# 1 %) sa vrednostima MMP-9 i TIMP1 i MMP9/TIMP 1. U
nekoliko istrazivanja dobijeni su sli¢ni rezultati povezanosti MMP-9 sa

neutrofilijom i snizenom plué¢nom funkcijom [143- 145].

U naSem istrazivanju je postojala negativna statisticki znac¢ajna povezanost izmedu
MMP-9 i spirometrijskih pokazatelja FEV1/FVC (r= -0.308, p=0.005)., FVC %
predvidenog (r=-0.294 , p=0.008) i FEV 1 % predvidenog (r=-0.367, p=0.001).
Sli¢ni rezultati su prikazani u nekoliko studija koje su tretirale i odnos serumskog
MMP-9 i spirometrijskih pokazatelja gde je koncentracija serumske MMP-9 bila u
negativnoj korelaciji sa FEV1% i odnosom FEV1/FVC % , odnosno sa porastom
MMP-9 i odnosa MMP-9/TIMP-1 rastao je i stepen bronhoopstrukcije [146- 150].

Istrazivanjem nivoa MMP-9 i TIMP-1 i MMP-9/TIMP-1 u sputumu u nekoliko
studija su uocene povisene vrednosti u odnosu na kontrolu koje su negativno
korelirale sa FEV1 [146,147]. Studije na matriks metaloproteinazama u BALu su
pokazale povezanost sa destrukcijom parenhima i snizenjem pluéne funkcije kod
pacijenta sa subklini¢kim i dijagnostikovanim emfizemom[149], a u studiji Vlahos
et al. pokazana je znacajna up regulacija MMP-9 u BAL uz korelaciju sa stepenom
tezine oboljenja [150].

U istraZivanju Olafsdottir et al. MMP-9, TIMP 1 i MMP-9/TIMP1 su korelirale sa
FEV 1 i to nize vrednosti FEV1 bile su povezane sa viSim serumskim nivoima
MMP-9 (P = 0,001) i TIMP-1 (P <0,001) i veéim vrednostima odnosa MMP-9
ITIMP-1 (P = 0,02) [151]. U naSem istraZivanju je takode postojala negativna
statistiCki znacajna povezanost izmedu MMP-9 i FEV1 (r= -0.367, p=0.001) i
odnosa MMP-9/TIMP 1 i FEV1 (r=-0.392, p<0.001), ali ne i TIMP 1 koji nije bio

statisticki znaCajno povezan sa parametrima spirometrije. Moguce objasnjenje bi
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moglo da se odnosi na podatak da su u pomenutoj studiji ucestvovali ispitanici
starije zivotne dobi ( populacioni uzorak od 888 ispitanika starijh od 70 godina), i

podatak iz nekoliko studija da je TIMP 1 povezan sa Zivotnom dobi [151-153].

Rezultati naSeg istrazivanja, koji su saglasni i sa prethodno navedenim
istrazivanjima u ovoj oblasti, ukazuju na udruzenost MMP-9 i stepena oStecenja
pluéne funkcije, procenjenog na osnovu FEV1, kod pacijenta sa HOBP. Pomenuto
sugeriSe da je MMP-9 povezana sa stepenom teZine oboljenja i da potencijalno
moze biti znacajna u procesu nastanka bronhoopstrukcije, remodelovanju disajnih
puteva i razvoju HOBP. Odnos MMP-9/TIMP 1 je u negativnoj korelaciji sa FEV1,
Sto ukazuje da sa ve¢im oSte¢enjem FEV1 raste i pomenuti odnos, i sugeriSe na
disbalans u odnosu proteaza/antiproteaza u korist proteolitickih aktivnosti.
Pomenuto takode moze ukazivati na potencijalni znacaj u patofiziologiji nastanka

i razvoja HOBP.

Ispitivanja matriks-metaloproteinaza su obavljana i na tkivu [154], a IHH analizom
HOBP pluca i kontrola uocen znacajan porast ekspresije MMP-2 i MMP-9, kao i
da su neutrofili glavne celije koje pokazuju pozitvni signal za MMP-9, Sto moze
doprineti patogenezi HOBP [155].

U nasoj studiji smo procenjivali i povezanost pokazatelja difuzijskog kapaciteta sa
serumskim vrednostima MMP-9, TIMP 1 i MMP-9/TIMP 1. Difuzijski kapacitet
za ugljenmonoksid CO je tradicionalna fizioloSka mera i smatra se korisnom u
proceni stepena teZzine emfizema [161]. Pokazatelji difuzijskog kapactiteta za CO u
nasoj studiji su bili statisticki znacajno viSi (DLCO % p <0.001) kod bolesnika sa
nizim GOLD stadijumom 1 i 1l (DLCO % 61.7 + 20.1) u odnosu na GOLD Il i IV
(DLCO % 42.2 +19.3). Rezultati sugeriSu da su pacijenti sa tezom HOBP i viSim
GOLD stadijumom imali 1 vece oStecenje difuzijskog kapaciteta, Sto ukazuje na
emfizem. Ipak, u istrazivanju nismo dokazali statisticki znacajnu povezanosti
MMP-9, TIMP 1 i MMP-9/TIMP 1 sa vrednostima pokazatelja difuzijskog
kapaciteta za ugljenmonoksid (CO). Sli¢ni rezultati bili su u studiji Beeh K.M. et al.
gde su ispitivane vrednosti MMP9 i TIMP-1 ali ne u serumu, ve¢ u sputumu, i

uoCene Su poviSene vrednosti kod pacijenata sa HOBP [154]. Takode su
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koncentracije MMP-9 negativno korelirale sa bronhoopstrukcijom (FEV1%FVC)
ali ne i sa difuzijskim kapacitetom i vitalnim kapacitetom .

Nekoliko studija koje su se bavile odnosom MMP-9 i TIMP 1 kod pacijenta sa
emfizemom, su imale sliéne rezultate, ali su se bazirale na karakteristikama
emfizema prema pokazateljima kompjuterizovane tomografije grudnog kosa, ali ne
i funkcijskim karakteristikama. U studiji D’Armiento JM et al. u
bronhoalveolarnom lavatu (BAL) i u plazmi ispitanika sa emfizemom (emfizem
procenjen kompjuterizovanm tomografijom), MMP i TIMP-1 nisu korelirali sa
vaznim parametrima bolesti i nisu imali prediktivnu vrednost za sledstveno
ostecenje pluéne funkcije, iako su bili veci u grupi sa emfizemom [162]. U studiji
Koo et al. iako je postojala pozitivna korelcija izmedu indeksa emfizema
procenjenog kompjuterizovanom tomografijom i stepena teZzine emfizema, sa
nivoima MMP-8 i MMP-9, bila je neovisna od pluéne funkcije [163]. U studiji
Barjaktarevic et al. podaci su podrzali hipotezu da najvec¢i uticaj na DLCO ima
pluéni kapilarni volumen krvi, obzirom da je najveca korelacija sa DLCO bila
inverzna povezanost sa volumenom tkiva procenjenim QCT [164]. U studiji
Papakonstantinou et al. MMP-9, TIMP-1 i TIMP-2 su bile zna¢ajno povisene u
BAL-u tokom aktne egzcerbacije HOBP (AEHOBP), ali nijedna od MMP i TIMP
nije bila u korelaciji sa DLCO% predvidenog [165].

U naSoj studiji iako su vrednosti MMP-9 bile poveéne, izostala je znaCajna
korelacija sa DLCO % predvidenog kao korisnom merom u proceni stepena tezine
emfizema. Pomenuto bi moglo da implicira da su MMP-9 i TIMP-1 obzirom na
negativnu Korelaciju sa pokazateljima bronhoopstrukcije pre udruzene sa
remodelovanjem disajnih puteva koje vodi u bronhopstrukciju nego emfizemom. U
prilog govori i studija Kang MJ et al. koja je pokazala da MMP-9 ekspresija u
parenhimu humanog plu¢a je udruzena sa pusenjem i bronhoopstrukcijom,
ukazujuéi da MMP-9 mode imati ulogu u patogenezi puSenjem izazavne

bronhopstukcije i razvoja HOBP [159].

Znacajan procenat pacijenata sa HOBP-om, ima redukovano elasti¢no svojstvo pri
izdahu koje u kombinaciji sa ograni¢enjem ekspiratornog protoka na kraju dovodi

do hiperinflacije u plu¢ima [96]. Pacijent sa HOBP mogu imati i staticku i

71



dinamsku hiperinflaciju tj. u miru i pri naporu. Sa bole$¢u i godinama oStecenje
vezivnog tkiva sa posledicnim gubitkom elasti¢nih svojstava i padom elsticnog
pritiska pri izdahu na nulu pri veéim vrednostima FRC , rezultira sve veom
hiperinflacijom [166]. Primarna determiniSuca karakteristika hiperinflacije je
povecanje TLC i konvencionalno se smatra da postoji kada je TLC preko 120% od
predvidenog, a takode i kompartmana EELV, RV ili RV/TLC iznad gornjih granica
priodne varijacije [97]. U daljem razvoju hiperinflacije od blage do umeren HOBP
VC i IC se linerano smanjuju sa progresijom bonhoopstrukcije posmatrane kroz pad
FEV1 [96]. U naSoj studiji MMP-9 je pozitivno koelirala sa pokazateljima
izmerenim telesnom pletizmografijom (TLC (L), ITGV (L), RV % predvidenog,
RV (L), RV%TLC), i negativno sa VC% i IC % predvidenog). Rezultat ukazuje da
je sa porastom hiperinflacije rasla i vrednost MMP-9, i sugeriSe zna¢aj mogucu
elastoliticku 1 proteoliticku aktivnosti MMP 1 ulogu u razvoju hiperinflacije.
Pokazatelji mereni telesnom pletizmografijom su bili pozitivno povezani sa
vrednostima odnosa MMP-9/TIMP-1 (ITGV (%), ITGV (L), RV (%), RV (L),
RV%TLC, a negativho VC (%) i IC (%)), Sto govori u prilog da je sa porastom
hiperinflacije rastao i1 odnos MMP-9/TIMP-1. 1z pomenutog proizilazi da su
pacijenti sa ve¢im odnosom imali vec¢u hiperinflaciju, odnosno izrazeniji disbalans
izmedu proteaza /antiproteaza u korist poteoliticke komponente. TIMP-1 nije bio

statisti¢ki znaCajno povezan sa parametrima telesne pletizmografije.

Ispitanici u stabilnoj fazi HOBP nisu imali poviSene vrednosti pokazatelja
inflamacije u serumu. Prose¢ne vrednosti pokazatelja inflamacije su bile u
referntnom opsegu Ne % (62.4 = 11.9), Eo % (2.3 £ 1.7), CRP (3.4 (6.2). ViSe
vrednosti CRP, leukocita i neutrofila su bile povezane sa viSim vrednostima MMP-
91 TIMP-1. Odnos MMP-9/TIMP-1 je bio pozitivno statisticki znac¢ajno povezan
sa leukocitima i apsolutnim brojem neutrofila. U studiji Piesiak P et al. serumski
MMP-9 i TIMP-1 je bio visi kod ispitanika sa HOBP nego kontrola [140] , i bila

je znacajna korelacija sa CRP 1 FEV1 sto je u sagalasnosti sa naSim rezultatima.

U naSoj studiji prosecne vrednosti pokazatelja inflamacije su bile u referntnom
opsegu Ne % (62.4 + 11.9), Eo % (2.3 £ 1.7), CRP (3.4 (6.2). Nije bilo korelacije
CRP i pokazatelja pluéne funkcije. Vise vrednosti CRP, leukocita i neutrofila su
bile povezane sa viSim vrednostima MMP-9 i TIMP-1. Postojala je znacajna
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pozitivna povezanost vrednosti leukocita i neutrofila (# i %) sa vrednostima MMP-
91 TIMP1 i MMPY/TIMP 1, pletizmografski izmerenim RV i ITGV- “zarobljavanjem
vazduha (engl. air trapping)”. Dakle postojala je znacajna koelacija izmedu izmerenih
serumskih pokazatelja inflamacije i pokazatelja sistema proteaza/antiproteaza. Postojala
je znacajna povezanost CRP, ali ne i matriksmetaloproteinaza sa BMI, $to ukazuje

da su sa porastom BMI rasle i vrednosti pokazatelja inflamacije.

CRP je snazan i nezavistan prediktor buducih ishoda HOBP kod subjektata sa
bronhoopstrukcijom [167]. ViSe koncentracije CRP su udruZene sa niZzim nivoima
FEV1, a koncentracija CRP je bila znac¢ajno udruzena sa HOBP [168]. U klinickim
uzorcima veée koncentracije CRP su udruzene sa HOBP [169]. Cini se da
koncentracija CRP se smanjuje sa primenom inhalacionih kortikosteroida u
stabilnoj HOBP [170]. U naSoj studiji 67,3 % pacijenata je Koristilo fiksnu
kombinaciju ICS/LABA, Sto potencijalno moze objasniti odsustvo povsenih
vrednosti CRP. Vise vrednosti CRP su bile uduzene nizim vrednostima FEV1 u
populacionim studijama [171,172]. Nekoliko studija koje su se bavile
kardiovaskularnim bolestima su uocile udruzenost izmedu MMP-9 and CRP, kao
deo zajednickog inflamatornog pocesa [173-175], Sto korelira sa nazima naseg
istrazivanja. U studiji Sniteker et al. su uocili da su cirkulisu¢i MMP-9 nivoi
pozitivno korelirali sa leukocitima, da su oba markera povisena a da se njhov odnos
poboljsava shodno korelacionom koeficijentu puSaca. Ovakav nalaz je znacajan jer
obezbeduje epidemioloske dokaze koji podrzavaju teoiju da su lekociti potencijalni
izvor cirkulisu¢e MMP-9 in vivo i da puSenje ima uticaj na porast MMP-9 i
leukocita[176]. Sistemski inflamatorni odgovor prikazan kroz vrednosti leukocita
je znacajno rastao sa porastom HOBP stadijuma. Pacijenti sa stadijumom GOLD
IV su imali veée brojeve cirkuliSu¢ih inflamatornih ¢elija u odnosu na zdrave
kontrole i ispitanike sa GOLD stadijumom Il i 11 [177]. PoviSene vrednosti MMP-
1, MMP-8 i MMP- 9 su bile u skladu sa GOLD stadijumom [178]. Pomenuti
rezultati su bili u skladu sa naSim istrazivanjem gde su vrednosti MMP-9 i MMP-
9/TIMP-1 su bile statisticki znacajno vise u grupi pacijenata sa GOLD stadijumom
31 4. U studiji Jarenback et al. svi pokazatelji plu¢ne funkcije , mereni telesnom
pletizmografijom, CO difuzijom i impulsnom oscilometrijom su bili pod znac¢ajnim

uticaje porasta GOLD stadijuma. Ispitanici u nasoj studiji su takode u viSem GOLD
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stadijumu (IIT i IV), imali ve¢i stepen bronhoopstrukcije, hiperinflacije, oSte¢enja
difuzije, obima simptoma, izrazeniju dispneju uz disbalans u sistemu
proteaza/antiproteaza sa predominacijom proteoliticke aktivnosti.  Broj
egzacerbacija je pozitivno, statisticki znacajno bio povezan sa GOLD stadijumom,
tj.viSi GOLD stadijum je bio udruzen sa ve¢im brojem egzacerbacija. Nije bilo
statistiCke znacajnosti u pokazateljima sistema proteza /antiproteaza izmedu
ispitanika podeljenih u dve grupe egzacerbatora i ne-egzacerbatora, i grupa sa
manje i vise simptoma definisanih CAT skorom. Ipak u naSoj studiji pacijenti sa
visSim GOLD stadijumom (3 i 4) su imali ve¢ée CAT skorove. Sli¢ni rezultati su
uoceni u Evropskoj studiji preseka gde je zapazen konstantni porast CAT zbira

izmedu HOBP stadijuma sa 3 poena razlike medu stadijumima [179].

Pacijent sa HOBP imaju disbalans u sistemu proteaza/antiproteaza uz prevagu
proteoliticke aktivnosti. U ovom istrazivanju je ukazano da postoji povezanost
izmedu inflamacije 1 ravnoteZze u sistemu proteaza/antiproteaza.. Takode
pokazatelji sistema proteaza/antiproteaza su znaCajno povezani sa glavnim
karakteristkama HOBP, a to su bronhoopstrukecija i hiperinflacija. Rezultati upuéuju
na mogucéu ulogu MMP-9 u patofizioloSkom procesu nastanka i razvoja HOBP.
MMP-9 bi se mogla korisistiti kao eventualni biomarkera za nastanak i razvoj

HOBP, ali su potrebna dodatna istrazivanja.
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6. ZAKLJUCAK

1. Ispitanici sa HOBP su imali zna¢ajno vece vrednosti MMP- 9, TIMP-1 i odnosa
MMP-9/TIMP-1 u poredenju sa zdravim ispitanicima, $to ukazuje na disbalans u

sistemu proteaza/antiproteaza, sa predominacijom proteoliticke aktivnosti.

2. Ispitanici u stabilnoj fazi HOBP nisu imali poviSene vrednosti pokazatelja
inflamacije u serumu, ali su viSe vrednosti CRP, leukocita i neutrofila bile

povezane sa viSim vrednostima MMP-9 i TIMP-1.
3. Nije bilo korelacije CRP i pokazatelja plué¢ne funkcije.

4. Postojala je negativna statisticki znacajna povezanost izmedu MMP-9 i odnosa

MMP-9/TIMP-1 i stepena bronhoopstrukcije.

5. Porastom MMP-9 i odnosa MMP-9/TIMP-1 rasli su pletizmografski izmereni

pokazatelji hiperinflacije.

6. Vrednosti MMP-9, TIMP1 i MMP-9/TIMP-1 nisu bile zna¢ajno povezane sa

izmerenim difuzijskim kapacitetom za CO.
7. Nije postojala povezanost TIMP- 1 sa pokazateljima plu¢ne funkcije.

8. Visa vrednost CAT skora je bila povezana sa visim vrednostima MMP-9 i MMP-

9/TIMP-1, ali ne i pokazateljima inflamacije.

9. Visa vrednost mMRC skora je bila povezana sa visim vrednostima MMP-9 i
MMP-9/TIMP-1 i apsolutnim brojem neutrofila.

10. Ispitanici u visSem GOLD stadijumu (III i IV), imali veéi stepen
bronhoopstrukcije, hiperinflacije, oSte¢enja difuzije, obima simptoma, izrazeniju
dispneju uz disbalans u sistemu proteaza/antiproteaza sa predominacijom

proteoliticke aktivnosti.

11. Ispitanici sa manje egzcerbacija imali manji stepen bronhopstrukcije i bolji
difuzijski kapacitet. Cesti egzacerbatori su imali ve¢e otpore i statitke volumene-

hiperinflaciju, ve¢i obim simptoma, izrazeniju dispneju, i vrednosti bele krvne loze.
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Nije bilo statisticke znacajnosti u pokazateljima sistema proteza /antiproteaza

izmedu dve grupe.

12. Pokazatelji inflamacije i sistema proteaza /antiproteaza se nisu statisticki

znacajno razlikovale izmedu grupa sa viSe i manje simptoma, a shodno izratunatom
CAT zbiru.
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LISTA SKRACENICA KORISCENIH U TEKSTU

Ag - antigen

At - antitelo

BAL - bronho-alveolarna lavaza

BEC- Bronhijalne epitelne celije

BMI - engl.Body Mass Index (Indeks Telesne Mase)
CAT- COPD Assessment Test, Upitnik za procenu HOBP
CEE- Central and Eastern Europe

COPD- engl. Chronic Obstructive Pulmomary Disease
CRP — C reaktivni protein

DC — dendriti¢ne celije

DLCO - difuzijski kapacitet za ugljenmonkosid

DM - Diabetes Mellitus

ECM - ekstracelularni matriks

EDTA - etilendiaminotetrasir¢etna kiselina

EELV - end-ekspiratorni pluéni volumen

ELISA - enzyme-linked immunosorbent essay

ERV - ekspiratorni rezervni volumen

FEV1- forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi
FVC - forsirani vitalni kapacitet

GERB - gastroezofagelana refluksna bolest

GOLD - Global Initiative for Chronic Obstructive Disease
HOBP - Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a

HTA — arterijska hipertenzija

IC - inspiratorni kapacitet

IL- interleukin

INF y — interferon gama

ITGV - ukupni intratoraksni gasni volumen
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KCO - carbon monoxide transfer coefficient, koeficijent transfera za
ugljenmonoksid

MCH- engl. Major Histocompability Complex
MMRC - Modified Medical Research Council
MPO - Myeloperoxidasa

NE — Neutrofilna elestaza

RAW - otpor u disajnim putevima

RNI- reakivni azotni intermedijat

ROI- reaktivni oksigeni intermedijat

RV - rezidualni volumen

SAT - saturacija krvi kiseonikom

TLC - totalni pluéni kapacitet

TT - telesna tezina

TV - telesna visina

VC - vitalni kapacitet
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