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1. UVOD, CILJ I SVRHA RADA

1.1. KRONICNA OPSTRUKTIVNA PLUCNA BOLEST
1.1.1. Definicija

Kroni¢nu opstruktivnu pluénu bolest (KOPB) definiramo kao kroni¢nu upalu di$nih
puteva 1 plu¢nog parenhima koja dovodi do suZenja diSnih puteva i ogranicenja protoka
zraka koje je najCeSc¢e progresivno i nije u potpunosti reverzibilno na terapiju.

KOPB je karakterizirana varijabilnim klini¢kim tijekom. Uglavnom je progresivnog
tijeka, osobito u osoba koje su kontinuirano izloZene Stetnim faktorima. Ukoliko
izloZenost Stetnim faktorima prestane, ¢ak i ako je prisutan znacajna opstrukcija diSnih
puteva, moze do¢i do djelomi¢nog poboljSanja plucne funkcije 1 usporenja napretka
bolesti. Nasuprot tome, bolest moZe progredirati nakon prekida izlaganju Stetnim
¢imbenicima $to je posljedica procesa slabljenja plu¢ne funkcije koji normalno nastaje s

godinama (1,2).
1.1.2. Epidemiologija kroni¢ne opstruktivne pluéne bolesti

KOPB spada medu vodece uzroke morbiditeta i mortaliteta u svijetu. Prevalencija,
morbiditet 1 mortalitet ove bolesti uglavnom je direktno vezan s prevalencijom puSenja,
najvaznijeg faktora rizika za razvoj KOPB-a. Iako epidemioloske studije ukazuju da je
ova bolest vazan javnozdravstveni problem, smatra se da su podaci o prevalenciji i
morbiditetu znacajno podcijenjeni zbog toga Sto se bolest uglavnom ne dijagnosticira dok
ne postane klini¢ki ocita. Podaci o mortalitetu su takoder podcijenjeni jer se KOPB u
izvjeS¢ima o smrti rijetko navodi kao glavni uzrok smrti, ve¢ se najces¢e navodi kao
dodatni faktor ili se uopc¢e ne navodi (2).

Dostupne procjene o prevalenciji napravljene su na tri na¢ina. One se mogu temeljiti na
odredivanju broja ljudi u populaciji koji imaju 1) respiratorne simptome ili 2) opstrukciju
protoku zraka ili 3) na temelju udjela populacije kojima je dijagnosticiran kronicni
bronhitis odnosno emfizem. Svaki od ovih pristupa dovodi do razli¢itih procjena.
Procjene koje se temelje na prijavljivanju respiratornih simptoma (kroni¢nog kaslja,
produkcije sputuma, kratko¢e daha) obuhvacaju ljude koji imaju rizik za razvoj KOPB-a

kao i one s opstrukcijom diSnih puteva. Ovakve procjene rezultiraju maksimalnom
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procjenom prevalencije. Velika anketa provedena izmedu 1988. i 1994. u Sjedinjenim
Americkim Drzavama temeljila se na odgovaranju na pitanja o respiratornim
simptomima. Prevalencija respiratornith simptoma znacajno je varirala ovisno o
pusSackom statusu. Kroni¢ni je kasalj prijavilo oko 24 % musSkaraca bijele rase s navikom
pusenja, 4,7 % muskaraca koji su prestali puSiti i 4 % musSkaraca koji nikad nisu pusili.
Kronic¢ni kaslj prijavilo je 20,6 % Zena bijele rase s navikom puSenja, 6,5 % Zena koje su
prestale pusSiti 1 5 % koje nikad nisu pusSile. Prevalencija produkcije sputuma bila je sli¢na
prevalenciji kroni¢nog kaSlja. U osoba bijele rase bila je neSto veca prevalencija
respiratornih simptoma nego u osoba crne rase.

Respiratorni simptomi kao $to su kasalj ili produkcija sputuma mogu biti prisutni mnogo
prije razvoja bronhalne opstrukcije. Zbog toga, podaci koji se temelje na prisutnosti
bronhalne opstrukcije daju to¢niji uvid u prevalenciju KOPB-a koja je klinic¢ki znacajan.
U navedenoj studiji prevalencija opstrukcije diSnih puteva bila je niza od prevalencije
respiratornih simptoma. I ovom je studijom potvrdeno da je status puSenja najvazniji
faktor koji odreduje prevalenciju KOPB-a. Medu muskarcima bijele rase koji su pusili,
opstrukcija diSnih puteva bila je prisutna u 14,2 %. Opstrukcija diSnih puteva nadena je u
6,8 % muskaraca bijele rase koji su prestali pusiti, te u 3,3 % onih koji nikada nisu pusili.
Opstrukcija diSnih puteva bila je prisutna u 13,6 % Zena bijele rase s navikom pusSenja, u
6,8 % Zena koje su prestale pusiti i 3,1 % Zena koje nikad nisu pusile. Opstrukcija diSnih
puteva bila je neSto ¢eS¢a u osoba bijele rase u odnosu na osobe crne rase (3).

Procjene koje se temelje na osnovu postavljene dijagnoze KOPB-a daju nam informacije
o prevalenciji klinicki znacajne bolesti. Podaci prikupljani na ovaj nacin zbunjujujuci su
jer se Cesto astma i KOPB ne odvajaju, a takoder se ¢esto kroni¢ni bronhitis i emfizem
prijavljuju zasebno. Studija koja je provedena u Velikoj Britaniji obuhvacala je bazu
podataka 525 lijecnika obiteljske medicine koji su skrbili o 3,4 miliona pacijenata (6,4 %
ukupne populacije). Prema ovoj studiji, 1997. godine prevalencija KOPB-a bila je 1,7% u
muskarca i 1,4 % u Zena. Izmedu 1990 i 1997. prevalencija je porasla za 25% u
muskaraca i za ¢ak 69% u Zena (4).

Smrtnost od KOPB-a u svijetu sve viSe raste. Dijelom se to objaSnjava nekonzistentnom
upotrebom terminologije prije 1970-te godine. Tijekom 70-tih godina proSlog stoljeca

termin KOPB sve viSe zamjenjuje termine kroni¢ni bronhitis 1 emfizem. Smrtnost od
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KOPB je vrlo niska u osoba mladih od 45 godina, no raste s dobi. Trenutno je KOPB
cetvrti uzrok smrti u Sjedinjenim Americkim Drzavama, a predvida se da ¢e do 2020.

godine biti peti uzrok smrti u svijetu (1,2,5).
1.1.3. Patogeneza kroni¢ne opstruktivne plu¢ne bolesti

KOPB je karakterizirana kroni¢nom upalom di$nih puteva, pluénog parenhima i plu¢nih
krvnih zila. Intenzitet upale, stanicne i molekularne karakteristike upale variraju kako
bolest napreduje. S vremenom upala oStecuje pluca i vodi patolo§kim promjenama koje
su karakteristicne za KOPB. Uz upalu, dva su jo§ procesa koja su vazna u patogenezi
KOPB. To su neravnoteza izmedu proteinaza i antiproteinaza, te oksidativni stres.

KOPB je obiljezen povecanom koli¢inom upalnih stanica u razli¢itim dijelovima pluca.
Glavne upalne stanice su neutrofili, makrofazi i limfociti (osobito CD8). Studije su
potvrdile povezanost izmedu broja upalnih stanica u plu¢ima i teZine bolesti (6).

Povecani broj neutrofila naden je sputumu i bronhoalveolarnom lavatu KOPB pacijenata.
Takoder, akutno pogorSanje KOPB-a karakterizirano je dodatnim porastom neutrofila u
bronhoalveolarnom lavatu. Neutrofili lu¢e nekoliko proteinaza, ukljucuju¢i neutrofilnu
elastazu, neutrofilni katepsin 1 neutrofilnu proteinazu-3 koje mogu doprinijeti destrukciji
parenhima 1 kroni¢noj sekreciji sluzi.

PovecCani broj makrofaga prisutan je u velikim i1 malim diSnim putevima KOPB
bolesnika. Vjerojatno je da makrofazi oslobadanjem medijatora kao Sto su faktor nekroze
tumora-a (TNF-a), interleukin-8 (IL-8) 1 leukotrien B4 (LTB4) poticu neutrofilnu upalu.
U plu¢ima KOPB bolesnika postoji pove¢an broj citotoksi¢nih T-limfocita (CD8* T
limfocita). Njihova uloga u patogenezi KOPB-a nije do kraja razjasnjena. Jedan je od
nacina na koji citotoksi¢ni T limfociti mogu doprinijeti razvoju KOPB-a je oslobadanjem
perforina, granzima-B i TNF-a koji uzrokuju citolizu i apoptozu alveolarnih epitelnih
stanica 1 na taj nac¢in mogu biti odgovorni za odrZavanje upale.

Eozinofili su pove¢anog broja u akutnom pogorSanju KOPB-a.

Epitelne stanice diSnih puteva i alveola vjerojatno su znacajan izvor upalnih medijatora u
KOPB-u. IzloZenost epitelnih stanica nosa ili bronha zdravih ljudi duSi¢nom dioksidu ili
ozonu i plinovima nastalim izgaranjem benzina dovode do znacajnog oslobadanja

proinflamatornih medijatora, ukljucujuci citokine i adhezijske molekule. Adhezijska
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molekula E-selektin, ukljuena u adheziju neutrofila pojacano je izrazena u epitelnih
stanica KOPB pacijenata.

Aktivirane upalne stanice u KOPB-a oslobadaju razne medijatore upale. Smatra se da su
LTB4, IL-8 1 TNF-a vazni u patogenezi KOPB-a. Dim cigareta aktivira makrofage i
epitelne stanice na lucenje TNF-o 1 moZe potaknuti makrofage da luce druge medijatore
upale ukljucivo IL-8 i LTB4.

LTB4 je snazan kemotakti¢ni faktor za neutrofile i naden je u poviSenoj koncentraciji u
pacijenata s KOPB-om. Vjerojatno se oslobada iz alveolarnih makrofaga koji ga pojac¢ano
luce. Sintetizirano je nekoliko snaznih antagonista LTB4 receptora, koji su trenutno u
klinickim studijama i oCekuje se da ¢e dalje pojasniti ulogu ovih medijatora u KOPB-u.
IL-8 je selektivni kemotakti¢ni faktor za neutrofile i nalazi se u povecanoj koncentraciji u
sputumu i bronhoalveolarnom lavatu KOPB bolesnika. Mogu ga luciti makrofazi,
neutrofili i epitelne stanice diSnih puteva. IL-8 ima primarnu ulogu aktivaciji neutrofila i
eozinofila u diSnim putevima KOPB bolesnika i moze sluziti kao marker za evaluaciju
tezine upale diSnih puteva u ovoj bolesti.

TNF-a aktivira transkripcijski faktor NK-xB koji aktivira IL-8 gen u epitelnim stanicama
i makrofazima. TNF-a je prisutan u velikim koncentracijama u iskasljaju KOPB
bolesnika. Serumske koncentracije TNF-a i1 njegova produkcija u monocitima krvi
povecana je u bolesnika koji gube na tjelesnoj teZini Sto sugerira njegovu ulogu u razvoju
kaheksije u teSkom KOPB-u.

Takoder, neravnoteZa izmedu proteinaza i antiproteinaza moze rezultirati razvojem
pluéne destrukcije. Ona nastaje radi genetskog nedostatka antiproteaza (a-1 antitripsina)
ili povecanog stvaranja proteaza. Povecano stvaranje proteaza nastaje kao posljedica
upale inducirane izlaganjem iritansima. Kao $to je ve¢ reeno, makrofazi, neutrofili i
epitelne stanice diSnih puteva mogu luciti razlicite proteinaze. One ukljucuju neutrofilnu
elastazu, neutrofilni katepsin G, neutrofilnu proteinazu-3, katepsine iz makrofaga i
matriks metaloproteinaze. Ove su proteinaze sposobne razgraditi sve tri vezivne
komponente alveolarnog zida: elastin, kolagen i glikoprotein. Takoder, fragmenti elastina
mogu podrzavati upalu djeluju¢i kao snazan kemotakti¢ni faktor za makrofage i

neutrofile.
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Oksidativni stres nastaje izravnim djelovanjem reaktivnih tvari iz duhanskog dima i
neizravno u sklopu upalne reakcije. Stvara se velika koncentracija slobodnih kisikovih
radikala sa sposobnoS¢u oksidacije lipida, proteina i DNA Sto dovodi do njihove

disfunkcije. U KOPB-u su poviSeni svi markeru oksidativnog stresa (1,2).
1.1.4. Patologija kroni¢ne opstruktivne pluéne bolesti

Patoloske promjene karakteristicne za KOPB zahvacaju centralne i periferne diSne
puteve, pluéni parenhim i pluénu vaskulaturu. Razliite vrste oSteCenja posljedica su
kroni¢ne upale u plu¢ima koja pocinje inhalacijom Stetnih Cestica i plinova kao §to su
sastojci dima cigareta.

Centralnim diSnim putevima pripadaju traheja, bronhi i bronhioli ve¢i od 2-4 mm u
promjeru. U pacijenata s kroni¢nim bronhitisom upalni eksudat i stanice infiltriraju epitel
centralnih diSnih puteva i pridruZene Zlijezde. Predominantne stanice u upalnom eksudatu
su makrofazi i citotoksi¢ni T limfociti. Kroni¢na upala centralnih diSnih puteva vezana je
1 uz metaplaziju vr€astih i skvamoznih stanica, oSteCenje i gubitak cilija, povecanje
submukoznih Zlijezda, povecanje broja glatkih miSi¢nih vlakana i vezivnog tkiva diSnog
zida, degeneraciju hrskavica diSnih puteva i povecanu sekreciju sluzi.

Periferni diSni putevi ukljuuju male bronhe i bonhiole promjera manjeg od 2 mm. Rano
slabljenje plu¢ne funkcije u KOPB-u korelira s upalnim promjenama u perifernim diSnim
putevima koje su slicne onima u centralnim diSnim putevima. Ove promjene ukljucuju
eksudat tekucine 1 stanica u zid i lumen diS$nih puteva, metaplaziju vréastih 1 skvamoznih
stanica, edem mukoze 1 povecanje sluzi u diSnim putevima radi metaplazije vrcastih
stanica. Najkarakteristi¢nija promjena u perifernim diSnim putevima je njihovo suZenje.
Upala koja zapocinje udisanjem cigaretnog dima ili drugih rizi¢nih faktora dovodi do
opetovanih ciklusa ozljede i oporavka zida perifernih diSnih puteva. Procesi oporavka
povecavaju koli¢inu kolagena 1 dovode do stvaranja oZiljaka Sto dovodi do remodeliranja
tkiva, suzenja diSnih puteva i njihove fiksne opstrukcije. Ove strukturne promjene diSnih
puteva najvazniji su uzrok porasta perifernog otpora u KOPB-u. Upalne promjene kao §to
je edem disSnih puteva i hipersekrecija sluzi takoder doprinose suZenju diSnih puteva, ali
fibroza malih diSnih puteva ima najvecu ulogu. Fibroza perifernih disnih puteva
karakterizirana je akumulacijom fibroblasta i miofibroblasta 1 nakupljanjem

ekstracelularnog vezivnog tkiva. Nekoliko tipova stanica ukljucujuéi fagocite i epitelne
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stanice mogu stvarati medijatore koji poti¢u ovaj proces. Ovi medijatori nisu do kraja
identificirani ali se ¢ini da TGF-B, ET-1, inzulinu slican faktor rasta-1, fibronektin i
faktor rasta porijeklom iz trombocita imaju ulogu.

Plu¢ni parenhim obuhvaca povrSinu plu¢a za izmjenu plinova (respiratorne bronhiole i
alveole) 1 pluéni kapilarni sistem. NajceS¢i tip parenhimalne destrukcije u KOPB
pacijenata je centrilobularni oblik emfizema koji ukljuCuje dilataciju 1 destrukciju
respiratornih  bronhiola. Panacinarni emfizem, koji se Siri kroz cijeli acinus,
karakteristicna je lezija u pacijenata s nedostatkom o-1 antitripsina. Ona ukljucuje
dilataciju 1 destrukciju alveolarnih duktusa, vrecica 1 respiratornih bronhiola, te ceSce
zahvacéa donje pluéne reznjeve. Kako proces obi¢no zahvaca sve acinuse sekundarnog
lobula naziva se i panlobularni emfizem.

Zahvacenost plu¢ne vaskulature u KOPB-u pocinje u ranim fazama razvoja bolesti.
Disfunkcija endotela plu¢nih arterija najranija je promjena. Ona moZe biti uzrokovana
direktnim djelovanjem cigaretnog dima ili indirektno upalnim medijatorima. Kako
endotel ima vaznu ulogu u regulaciji tonusa krvnih Zila i stani¢noj proliferaciji, vjerojatno
je da disfunkcija endotela moZe zapoceti slijed dogadaja koji rezultiraju strukturalnim
promjenama. Zadebljanje intime prva je strukturalna promjena, potom slijedi proliferacija
glatkih miSi¢a krvnih zila 1 infiltracija zida upalnim stanicama, predominantno
makrofazima i CD8+ T limfocitima. Ove strukturalne promjene vode povecanju tlaka u
plu¢nim krvnim Zilama koji se ispocetka javlja u fizickom naporu, potom i u mirovanju.
Kako bolest napreduje emfizematozna destrukcija pluénih kapilara takoder pridonosi

promjenama pluéne vaskulature (2).
1.1.5. Patofiziologija kroni¢ne opstruktivne plué¢ne bolesti

PatofizioloSke promjene karakteristi¢ne za bolest ukljucuju hipersekreciju sluzi, cilijarnu
disfunkciju, opstrukciju, pluénu hiperinflaciju, poremecaj izmjene plinova, plu¢nu
hipertenziju i plu¢no srce. Promjene se obi¢no zbivaju navedenim redom.

Hipersekecija sluzi uzrokovana je stimulacijom povecanog broja vrc€astih stanica upalnim
medijatorima kao Sto su leukotrieni, proteinaze i neuropeptidi. Cilijarne epitelne stanice
podlijezu skvamoznoj metaplaziji $to vodi oSte¢enju mukocilijarnog mehanizma ¢is¢enja.

Ovo su najcesce prve promjene koje se zbivaju u KOPB-u.
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NajvaZznije obiljeZje KOPB-a je ekspiratorna opstrukcija protoku zraka. Opstrukcija je
uglavnom ireverzibilna s malom reverzibilnom komponentom. Ireverzibilna komponenta
opstrukcije diSnih puteva primarno je posljedica njihovog remodeliranja: fibroze i suzZenja
malih diSnih puteva, Sto vodi fiksnoj opstrukciji 1 posljediénom porastu pluénog otpora.
Mjesta bronhoopstrukcije u KOPB-u su manji diSni putevi; bronhi i bronhioli promjera
manjeg od 2 mm. Destrukcija parenhima ima manju ulogu u ireverzibilnoj komponenti,
ali doprinosi ekspiratornoj opstrukciji protoka zraka 1 povecava otpor na nekoliko nacina.
Destrukcija alveola inhibira sposobnost malih diSnih puteva da ostanu raSireni.
Alveolarna destrukcija je takoder vezana s gubitkom elasticiteta plu¢a $to smanjuje
intraalveolarni tlak tijekom izdisaja.

Kontrakcija glatkih miSi¢a diSnih puteva, upala u diSnim putevima, intraluminalna
akumulacija sluzi i eksudata plazme odgovorna je za reverzibilni dio opstrukcije diSnih
puteva.

Ogranicavanje protoka zraka diSnim putevima u ekspiraciji inicijalno se dogada samo u
tjelesnom naporu, ali kasnije i u mirovanju. Istovremeno, FRC se povecava zbog
kombinacije smanjene elasti¢nosti pluca, preranog zatvaranja diSnih puteva i varijabilne
dinamike koja je odraz obrasca disanja usvojenog zbog suprostavljanja oSte¢enoj plu¢noj
mehanici. Kako se razvija ogranienje protoka zraka, praZnjenje pluca je usporeno i
interval izmedu inspiracija ne dozvoljava potpunu ekspiraciju i relaksaciju volumena
respiratornog sustava. To vodi dinamickoj plu¢noj hiperinflaciji. Pove¢anje FRC-a moze
ostetiti funkciju i koordinaciju respiratorne muskulature, iako se ¢ini da je kontraktilnost
dijafragme ocuvana, ukoliko se uzima u obzir pluéni volumen. Ove se promjene
dogadaju s napredovanjem bolesti, ali gotovo uvijek prvo tijekom tjelesnog napora. Tada
povecana metaboli¢ka stimulacija ventilacije zahtijeva ve¢i rad ventilacijske pumpe za

odrZavanje izmjene plinova (2).
1.1.6. Poremecaj izmjene diSnih plinova

U uznapredovalom KOPB-u, periferna opstrukcija diSnih puteva, destrukcija pluénog
parenhima i abnormalnosti pluénih krvnih Zila smanjuju kapacitet pluca za izmjenu
diSnih plinova i dovode od hipoksemije, a s daljnjim napretkom bolesti i hiperkapnije.
Korelacija izmedu rutinskih testova plu¢ne funkcije i vrijednosti diSnih plinova u

arterijskoj krvi je slaba. Ipak znaCajna hipoksemija ili hiperkapnija rijetko nastupa
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ukoliko je FEV| ve¢i od 1 litre. Hipoksemija inicijalno nastaje tijekom fizickog napora, a
s napretkom bolesti nalazimo je 1 u mirovanju. Nesrazmjer ventilacijsko perfuzijskog
omjera glavni je mehanizam razvoja hipoksemije u KOPB-u. U perifernim diSnim
putevima, oStecenje zida diSnih puteva povezano je s ventilacijsko perfuzijskim
nesrazmjerom. U pluénom parenhimu, destrukcija plu¢ne povrSine emfizemom reducira
difuzijski kapacitet 1 doprinosi oSte¢enju izmjene diSnih plinova. Visoki perfuzijsko
ventilacijski omjer vjerojatno je odraz emfizematoznih podruc¢ja s alveolarnom
destrukcijom. Cini se da je teZina pluénog emfizema direktno vezana uz ukupnu
neucinkovitost pluéa u izmjeni plinova. To se odraZzava dobrom korelacijom izmedu
difuzijskog kapaciteta ugljicnog monoksida po litri alveolarnog volumena i teZine
makroskopskog emfizema. Reducirana ventilacija radi gubitka elastiCnih svojstava
emfizematoznog pluca, zajedno s gubitkom kapilara i generaliziranom nehomogenosti
ventilacije zbog mjestimi¢nih promjena vode do ventilacijsko perfuzijskog nesrazmjera
Sto rezultira hipoksemijom. Kroni¢na hiperkapnija obi¢no je odraz disfunkcije
inspiratornih mi$i¢a i alveolarne hipoventilacije.

PogorSanje izmjene diSnih plinova pri akutnom pogorSanju KOPB-a uzrokovano je
dodatnim pogorSanjem ventilacijsko/perfuzijskog omjera, te povecanom potroSnjom

kisika zbog povecanog rada diSne muskulature (7,8).
1.1.7. Lijecenje bolesnika s kroni¢nom opstruktivnom pluénom bolesti

Razlikujemo lije¢enje bolesnika u stabilnoj fazi KOPB-a 1 u akutnom pogorSanju. U obje
faze bolesti lijeCenje se sastoji od niza farmakoloskih 1 nefarmakoloSkih mjera, no ovdje
¢emo detaljnije opisati primjenu kisika, jer je ona vaZzna za promptnu korekciju

hipoksemije.
1.1.7.1. Kontrolirana terapija kisikom u akutnom pogorsanju KOPB-a

LijeCenje kisikom temeljna je mjera lijeCenja akutnih pogorSanja KOPB-a koje
zahtijevaju hospitalizaciju. Osnovne postavke lijeCenja kisikom su kontinuirano,
kontrolirano i nisko dozirano. Cilj primjene kisika je korekcija hipoksemije na 50-60
mmHg, odnosno postizanje saturacije hemoglobina kisikom od 80-90 %. Kisik se
primjenjuje putem nosnog katetera ili putem Venturi maske. Iako maska ima veliku

prednost jer daje uvijek istu koncentraciju kisika bez obzira na ventilaciju, pacijenti ju
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teze toleriraju i Cesto skidaju. Redovita pojava primjene kisika u bolesnika s akutnim
pogorSanjem kroni¢ne hipoksemije je dodatna retencija ugljicnog dioksida koja nastaje
radi smanjenja hipoksi¢nog podrazaja na centar za disanja, bronhodilatatornog ucinka,
pojave mikroatelektaza uz povecanje «shunta» 1 smanjenja sveukupnog odnosa
ventilacije/perfuzije. Po zapoCinjanju primjene kisika analizu di$nih plinova u arterijskoj
krvi treba ponavljati svakih pola do sat vremena kako bi se na temelju dobivenih
vrijednosti korigirao protok kisika 1 osigurala zadovoljavaju¢a oksigenacija bez

znacajnije retencije uglji¢nog dioksida i acidoze (2,9).
1.1.7.2. Dugotrajno lijecenje kisikom

Dugotrajno lijeCenje kisikom oznacava kuéno lijeenje dugotrajnim udisanjem kisika, a
primjenjuje se u bolesnika s kroni¢nom respiracijskom insuficijencijom. Primarni cilj
terapije kisikom je postizanje parcijalnog tlaka kisika u arterijskoj krvi od barem 60
mmHg u mirovanju ili saturacije hemoglobina kisikom od 90%. Na taj nacin osigurava se
adekvatna doprema kisika tkivima 1 Cuva vitalna funkcija organa. Pokazano je da
dugotrajna primjena kisika produzava Zivotni vijek bolesnika s kroni¢nom respiracijskom
insuficijencijom (10). Ova terapija moZe imati koristan ucinak na hemodinamiku,
hematoloske karakteristike, podnoSenje svakodnevnih fizickih napora, te mentalno stanje
ovih bolesnika (2,9-11). Primjena ove terapijske mjere smanjuje potrebu za
hospitalizacijom 1 skracuje boravak u bolnici (9). Prospektivnom je studijom pokazano da
je primarni hemodinamski efekt dugotrajne terapije kisikom prevencija progresije plu¢ne
hipertenzije (11). SniZenje plucne hipertenzije postize se ve¢ 15 satnim udisanjem kisika,
a zna¢ajno smanjenje smrtnosti 19 satnim udisanjem kisika (9).

Dugotrajno se lijeenje kisikom opcenito zapocCinje u pacijenata s teSkim KOPB-om
ukoliko je parcijalni tlak kiska u arterijskoj krvi manji od 55 mmHg ili saturacija
hemoglobina kisikom manja od 88 %, ili ukoliko je parcijalni tlak kiska u arterijskoj krvi
izmedu 55 i 60 mmHg, odnosno saturacija hemoglobina kisikom manja od 89 % uz

znakove plu¢ne hipertenzije, popustanja pluénog srca ili policitemije (2,9).

Zakljucno, teski stupanj KOPB-a Cesto je vezan uz kroni¢nu respiracijsku insuficijenciju,
a akutna su pogorsanja ove bolesti redovito pracena daljnjim pogorSanjem vrijednosti

diSnih plinova i teSkom hipoksijom (2,7,8). Regulacija eritropoeze i angiogeneze
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hipoksijom predstavljaju vazne fizioloSke homeostatske mehanizme koji balansiraju
metaboli¢ke potrebe organizma i dopremu kisika organima putem krvnih Zila. Pove¢anim
stvaranjem eritrocita 1 poticanjem formiranja novih krvnih Zila osigurava se fizioloSki
mehanizam povratne sprege kako bi se nedostatno oksigenirano tkivo opskrbilo kisikom.
Dok je eritropoetin (EPO) osnovni fizioloSki regulator produkcije eritrocita, dva su
najjaca i specificno pozitivna regulatora angiogeneze faktor rasta endotela krvnih Zila
(VEGF) i osnovni faktor rasta fibroblasta (b-FGF) (12). Podaci o eritropoetskom
odgovoru na hipoksemiju u KOPB bolesnika su kontradiktorni, a podaci o
angiogenetskom odgovor na hipoksi¢ni stimulus oskudni. Prema tome, KOPB
kompliciran respiracijskom insuficijencijom predstavlja zanimljiv klinicki model za
istraZivanje medusobnog odnosa izmedu hipoksije, eritropoetina i angiogenetskih faktora

rasta.
1.2. ERITROPOEZA

Eritropoeza je sloZeni proces nastanka eritrocita iz pluripotentne mati¢ne stanice.
Eritrociti su visoko specijalizirane stanice Cija je osnovna funkcija transport diSnih
plinova. U fizoloskim se uvjetima specifiénim mehanizmima regulacije odrzava precizna
homeostaza izmedu saturacije hemoglobina kisikom i produkcije eritrocita. Kako je ovaj

proces od posebnog interesa ovog rada u daljnjem tekstu bit ¢e poblize opisan.
1.2.1. Eritropoetin

Eritropoetin je fizioloSki regulator produkcije eritrocita. Po strukturi on je glikoproteinski
hormon veli¢ine 34 kDa. On regulira produkciju eritrocita stimuliraju¢i proliferaciju i
diferencijaciju eritrogenih progenitorskih stanica vezuci se za specifi¢ne receptore na tim
stanicama. Uz to, on sprjecava njihovu apoptozu ekspresijom Bcl-XL i Bcl-2 i
aktivacijom protein kinaza, ukljucujué¢i kinazu-1 (13-15). EPO takoder potice
uskladiStenje Zeljeza u ove stanice povecanjem ekspresije transferinskih receptora (16).
Eritroidne stanice na koje djeluje EPO su rane i kasne progenitorske stanice. Eritroidne
jedinice koje formiraju nakupine (BFU-E) sadrZe samo nekoliko receptora za EPO (EPO-
R). Njihovom proliferacijom 1 zriobom nastaju eritroidne jedinice koje formiraju kolonije
(CFU-E). Ove stanice imaju najveci broj receptora za EPO. Broj EPO receptora na

povrsini eritroidnih prekursorskih stanica obi¢no iznosi 500-2000 (17). Ove stanice
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spadaju u zadnji amplifikacijski odjeljak eritroidne linije i sazrijevanjem se pretvaraju u
proeritroblaste, a potom u eritroblaste 1 konacno eritrocite. Adekvatna produkcija
eritrocita moze se ostvariti samo uz prisustvo neophodnih elemenata medu kojima je
osobito vazno Zeljezo (Slika 1.1.). S obzirom da je glavna funkcija eritrocita transport
kisika iz pluca u periferna tkiva, regulacija

produkcije EPO ima vaznu ulogu u kontroli tkivne oksigenacije. Pri tome, EPO je jedini
hematopoetski faktor rasta ¢ija je produkcija regulirana tkivnim tlakom kisika.

Slika 1.1. Eritropoeza (za objasnjenje vidi tekst)

ERITROPOETIN ZELJEZO

PRO-

ERITROBLAST ERITROCIT

BFU-E CFU-E

-Kao S$to je prethodno izneseno, EPO i1 EPO receptor neophodni su za sazrijevanje
eritrocita. Ukoliko nedostaje EPO ili EPO receptor, eritroidne progenitorske stanice
podlijezu apoptozi na razini CFU-E 1 eritroblasta. Isto tako je vazna i JAK2. Ona je
vezana za EPO recepor i aktivira se vezanjem EPO za specifi¢ni receptor. Mi§ji embriji
bez gena za JAK2 umiru zbog nesazrijevanja eritrocita u fetalnoj jetri. Vezanjem EPO za
receptor nastupa konformacijska promjena kojom se aktivira JAK2 koja je vezana za
citoplazmatsku domenu EPO receptora. Aktivacijom JAK2 zapo€inje unutarstani¢no
prenoSenje signala. JAK2 se fosforilira na aktivacijskoj petlji Y1007, Y1008. JAK2
takoder fosforilira i citoplazmatske Y rezidue EPO receptora. Kao posljedica dolazi do

aktivacije citosolnih proteina, prenosioca signala i1 aktivatora transkripcije STAT, MAPK,
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PI3K i AKT. Bioloska posljedica ovih kaskadnih dogadaja je prezivljavanje, proliferacija
1 diferencijacija eritroidnih progenitorskih stanica (Slika 1.2.) (18). Uz hematopoetske
progenitorske stanice, EPO receptor je naden i na endotelnim stanicama, miSi¢nim
stanicama, stanicama sr¢anog miSi¢a, te neuronima. Hipoksija dovodi do povecane
ekspresije EPO receptora na neuronima, $to dovodi do njihove povecane osjetljivosti na
EPO. Vezanjem za specifi¢ni receptor, EPO S§titi kardiomiocite od ishemicne ozljede bez
ucinka na koncentraciju hemoglobina. Prema tome, moZemo re¢i da EPO direktno Stiti
kardiomiocite od ishemije i infarkta srca. U endotelnih stanica, EPO mozZe stimulirati
endotelnu proliferaciju 1 kemotaksiju in vitro 1 stimulirati angiogenezu in vivo.
Pretpostavlja se da EPO inducira neovaskularizaciju induciranu upalom ili ishemijom

mobiliziranjem endotelnih progenitorskih stanica iz koStane srzi (19).

Slika 1.2. Unutarstani¢no prenoSenje signala nakon vezanja EPO za EPO-R (za

objasnjenje vidi tekst)

EPO

JAK2 ||/JAK2

—
V-\ STAT5

CITOSOL

1.2.2. Regulacija produkcije eritropoetina hipoksijom

Regulacija produkcije EPO 1 osjet kisika predmet su intenzivnog istraZivanja, S$to je
dovelo do prepoznavanja sloZzenog signalnog puta. EPO uglavnom sintetiziraju stanice

smjeStene uz peritubularne kapilare bubrega, hepatociti pridonose ovoj proizvodnji oko
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20 % (20). EPO gen lokaliziran je na sedmom kromosomu, sadrZi pet eksona, Cetiri
introna 1 funkcionalno vazne 5' i 3' netranslantirane sekvence (21). Aktivacija
transkripcije EPO gena posredovana je pomocu hipoksijom induciranog faktora-1 (HIF-
1) (22,23). Ekspresija HIF-1 eksponencijalno raste kako pada koncentracija kisika u
stanicama (24). Transkripcijski faktor HIF-1 je heterodimer koji se sastoji od dva
osnovna helix-petlja-helix PAS proteina; HIF-a (oko 120 kDa) i HIF-B (91-94 kDa B)
podjedinice (25). HIF-a i HIF-B podjedinica imaju nekoliko izoformnih oblika koji su
kodirani razli¢itim genetskim lokusima. HIF-1P je konstitutivno izrazen jezgrin protein,
dok se HIF-o inducira hipoksijom (26). Postoje tri izoformna oblika HIF-a, pri ¢emu su
HIF-1a i HIF-2a medusobno vrlo sli¢na i oba sposobna djelovati s elementima odgovora
na hipoksiju (HRE) i inducirati transkripciju (23). Eksperimenti upucuju da aktivacija
HIF-1 ukljucuje redoks ovisnu stabilizaciju HIF-la proteina (27). U hipoksi¢nim
uvjetima HIF-1a translocira se u jezgru i heterodimerizira s  podjedinicom i formira
HIF-1 kompleks (28). Tretiranje ekstrakata hipoksicnih stanica alkalnom fosfatazom kida
DNA veze, $to sugerira da bi fosforilacija mogla biti odgovorna za vezanje (29). U
normooksi¢nim uvjetima dolazi do razgradnje HIF-1a podjedinice. Identificirane su dvije
odvojene domene unutar HIF-1a podjedinice, koje su odgovorne za mehanizam kojim
stani¢ni kisik regulira HIF-1 aktivnost. Razgradna domena ovisna o kisiku (ODD) na
humanom HIF-1a sadrZi dva prolilna ostatka (Pro 402 i Pro 564) i posreduje interakciju s
von Hippel-Lindau (VHL) E3 ligaznim kompleksom. Prolilni ostaci se hidroksiliraju
specificnim prolil-hidroksilazama (PHD1, PHD2, PHD3) i na taj nac¢in HIF-1a postaje
cilj proteosmske destrukcije 1 degradira se ubikvitarnim proteosomskim putovima
(28,29). Drugi mehanizam djeluje na C-terminalnu aktivacijsku domenu (CAD),
hidroksilirajuci asparaginski ostatak. Ovaj faktor inhibicije HIF-1 nazvan je FIH-1 (28).
Prolil hidroksilaze i FIH-1 sluze kao senzori za kisik u putevima odgovornim za
hipoksiju (25). HIF hidroksilaze su Fe(Il) ovisne dioksigenaze koje imaju veliku
sposobnost vezanja kisika ¢ime omogucuju da se HIF ne inaktivira u hipoksi¢nim
uvjetima. Zeljezo je slabim vezama vezano za dihidroksilaze i moZe biti zamijenjen s
drugim metalima, kao Sto je kobalt i mangan, 1 tada gubi kataliticku aktivnost. Na ovaj se
nacin u eksperimentalnim uvjetima moze posti¢i pojacana eksprsija HIF-a, Sto indicira

moguci put za terapeutsku manipulaciju eritropoeze i angiogeneze (31). Mehanizmi
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«osjeta» kisika (eng. oxygen sensing) joS nisu do kraja objasnjeni. Prema sada$njim
spoznajama Cini se da hem protein, citokromu b sli¢an protein, sluzi kao senzor kisika u

tkivima (32). Slika 1.3. prikazuje regulaciju HIF-1 ekspresije.

Slika 1.3. Regulacija HIF ekspresije (za objasnjenje vidi tekst)

Aktivni se heterodimeri¢ni HIF-1 veZe za HRE na pojacivackim mjestima, ne samo EPO
gena, nego i mnogih drugih gena. On sudjeluje u inicijaciji transkripcije VEGF i bFGF
gena u hipoksi¢nim uvjetima. Takoder, HIF-1 je ukljucen u aktivaciju brojnih gena koji
su ukljuceni u razliCite stupnjeve angiogeneze kao $to su geni vazni za metabolizam

matriksa i ukljucuju transglutaminaze, kolagen prolil hidroksilaze, zatim sintetazu
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dusicnog oksida koja je vazna za odrzavanje vaskularnog tonusa. HIF-1 sudjeluje i u
regulaciji metaboliCkih procesa aktivacijom transkripcije nekoliko glikolitickih enzima i

glukoznog-prenosioca-1 (28) (slika 1.4).

Slika 1.4. ViSestruki ucinak aktivacije HIF-1 molekule hipoksijom (za objaSnjenje

vidi tekst)

ERITROPOEZA
EPO

HIPOKSIJA

ANGIOGENEZA
VEGF
bFGF

HIF-1 TRANSKRIPCIJA

METABOLIZAM MATRIKSA

CILJNI GEN prolil hidroksilaza.
ELEMENT transglutaminaza

ODGOVORA NA
HIPOKSIJU

A 4

VAZOMOTORIKA
NOS izoformi

METABOLIZAM
glikoliticki enzimi glukozni
prenosilac-1

1.2.3. Fizioloski odnos eritropoeze i hipoksije

Hipoksija je osnovni stimulans produkcije EPO. Osnovna funkcija eritrocita je prijenos
kisika tkivima. Pri tkivnoj hipoksiji koja moZe biti razli¢itog uzroka (anemija,
hipoksemija ili smanjen dotok krvi tkivima) dolazi do povecane produkcije EPO. EPO

stimulira eritropoezu Sto dovodi do povecanja produkcije eritrocita, odnosno ukupne
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mase eritrocita. Time se povecava kapacitet krvi za prijenos kisika, smanjuje hipoksi¢ni
stimulans 1 osigurava negativna povratna sprega zaustavljanja EPO produkcije (33). Slika

L.5. shematski ~ prikazuje  ovaj fizioloSki ~ kompenzatorni ~ mehanizam.

Slika 1.5. FiziolosSka aktivacija eritropoeze u hipoksiji (za objasnjenje vidi tekst)

POLICITEMIJA NORMOCITEMIJA
ERITROPOEZA \ HIPOKSIJA
KOSTANA SRZ
BUBREZI
"'I—_IIF-"‘
ERITROPOETIN

U zdravih je ljudi odnos izmedu mase eritrocita i saturacije hemoglobina kisikom
linearan (34). Pri anemiji, koncentracija serumskog EPO raste nakon §to hemoglobin
padne ispod 110 g/L. U kroni¢no anemicnih ljudi postoji inverzni linearni odnos izmedu
razine serumskog EPO i koncentracije hemoglobina (34). U zdravih ljudi, izloZenost
velikim nadmorskim visinama i posljedi¢noj hipoksemiji stimulira produkciju EPO
(34,35). Eckardt i suradnici pokazali su da u zdravih ljudi nakon naglog izlaganja
hipoksiji u hipobari¢noj komori EPO znacajno raste iznad osnovnih vrijednosti. Oni su
pokazali da EPO moze znacajno porasti nakon 84 minute izlaganja simuliranoj visini od
4000 metara, te da ono uzrokuje trostruko povecanje cirkuliraju¢eg hormona. Nakon

prestanka izlaganja hipoksiji, koncentracija EPO joS§ raste oko 1,5 sat. Tri sata nakon
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prestanka izlaganja hipoksiji, koncentracija EPO pocinje eksponencijalno padati, s

prosje¢nim poluvremenom Zivota od 5,2 sata (36).
1.2.4. Eritropoeza i respiracijska insuficijencija

Na temelju iznesenih spoznaja vezanih uz aktivaciju eritropoetinskog sustava u
hipoksi¢nim uvjetima za ocekivati je isti odgovor u pacijenata s respiracijskom
insuficijencijom. Nasuprot tome, konfliktni su izvjeStaji o primjerenosti porasta mase
eritrocita u pacijenata s KOPB-om kada se kompariraju s fizioloSkim modelima. Neki
istrazivaci izvjeStavaju da postoji korelacija izmedu mase eritrocita i saturacije arterijske
krvi kisikom u ovih pacijenata (37,38). Hume je u svom radu izvijestio da postoji
inverzni odnos izmedu postotka porasta mase eritrocita i logaritma arterijskog parcijalnog
tlaka kisika u pacijenata s kroni¢nim bronhitisom i emfizemom. Takoder, miSljenja je da
ta prilagodba u volumenu eritrocita sli€na prilagodbi stanovnika velikih nadmorskih
visina na hipoksiju (38). No vecina autora izvjeStava da je porast mase eritrocita
neprimjeren s obzirom na stupanj hipoksemije (39,40). Udio policitemi¢nih bolesnika u
studijama koje se bave istraZzivanjem Kklinickih karakteristika KOPB bolesnika s
respiracijskom insuficijencijom je vrlo varijabilan. U studiji Tsantesa i sur. samo 37%
hipoksemi¢nih KOPB pacijenata bilo je policitemi¢no i nije nadena korelacija izmedu
eritropoetinskog odgovora i1 stupnja hipoksemije (41). Studija Tassiopoulusa 1 sur.
ukljucivala je teSko hipoksemicne pacijente sa srednjom vrijednosti parcijalnog tlaka
kisika u arterijskoj krvi od 50,9 mmHg. U tom je istraZivanju 58,6% pacijenata je imalo
policitemiju (39). U NOTT studiji, na velikoj grupi hipoksemi¢nih ispitanika koji su
zahtijevali dugotrajno lijeCenje kisikom srednja vrijednost hematokrita bila je tek blago
iznad referentne vrijednosti, iznosila je 47,7% (42). Takoder, zamijeceno je da KOPB
pacijenti s respiracijskom insuficijencijom koji jo§ uvijek puse ¢esce imaju sekundarnu
policitemiju od onih koji ne, te da se ona teZe korigira primjenom dugotrajne terapije
kisikom (43). Primjenom teofilina dolazi do pada produkcije eritrocita, nevezano za
produkciju EPO (44). U magistarskom radu pokazala sam da KOPB pacijenti s
kroni¢nom respiracijskom insuficijencijom pokazuju neadekvatan eritropoetski odgovor
na hipoksemiju. Manjina ispitanika razvila je policitemiju (36,5%), a srednja je vrijednost

parametara crvene krvne slike bila unutar referentnih vrijednosti (45).
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Podaci o eritropoetskom odgovoru pacijenata s respiracijskom insuficijencijom kao
rezultatom drugih pulmoloSkih entiteta su oskudni. Postoje podaci da je hipoksemija
vezana uz idiopatsku plu¢nu fibrozu takoder rijetko vezana uz policitemiju (46-49).
Takoder u studiji Tassiopoulusa i sur. samo 11% pacijenata s idiopatskom plu¢nom
fibrozom kompliciranom teSkom hipoksemijom imalo je policitemiju (39).

Na razli¢ite se nacine pokuSava objasniti nedostatak eritropoetskog odgovora u
pulmoloskih pacijenata s respiracijskom insuficijencijom. Medu potencijalnim uzrocima
navodi se nedostatak Zeljeza, hiperkapnijom inducirana supresija koStane srzi, nedostatak
folata 1 vitamina B, (49,50). Uz to, navodi se 1 aktivacija drugih fizioloskih mehanizama
prilagodbe kao S§to su ventilacijske i cirkulacijske promjene kojima se poboljSava
oksigenacija na nacin da se poveca frekvencija respiracija 1 minutni sréani volumen, kao 1
promjene u afinitetu vezanja kisika za molekulu hemoglobina primarno povecanjem
razine 2,3-difosfoglicerata (51). Niti jedan od ovih mehanizama nije u potpunosti uspio
objasniti ovaj fenomen. U posljednje se vrijeme sve viSe paZnje posvecuje istrazivanju

uloge eritropoetina i kroni¢ne upale u ovom fenomenu.
1.2.5. Eritropoetin u KOPB pacijenata

Izvjestaji o aktivnosti EPO sustava u sklopu KOPB-a nisu uniformni, a rezultati mjerenja
ovog parametra su jako varijabilni u ovoj skupini pacijenta. U studiji Tassiopoulusa i sur.
srednja vrijednost EPO nadena je znacajno poviSena u odnosu na kontrolnu grupu koju su
¢inili zdravi pojedinci (39). U studiji Guideta 1 sur. koja je ukljucivala teSko
hipoksemicne pacijente s prosje¢nom vrijednosti parcijalnog tlaka kisika u arterijskoj krvi
47 mmHg, ¢ak je u 85% ispitanika nadena povisena vrijednost EPO (52). Wedzicha i sur.
izvjeStavaju da je srednja vrijednost serumskog EPO znacajno viSa u KOPB pacijenata u
odnosu na zdravu populaciju, iako je u 31% ispitanika ovaj parametar bio unutar
normalnih vrijednosti (53). Oba autora nalaze znacajno viSe vrijednosti EPO u
policitemicnoj skupini pacijenata, a Wedzicha i sur. pokazali su da u policitemi¢ne
skupine pacijenata koncentracija EPO znacajnije varira pri viSekrathom uzimanju
uzoraka (52,53). U studiji koju je proveo Graudal i sur. ne nalaze korelacije izmedu
vrijednosti serumskog EPO, hemoglobina i parametra plu¢ne funkcije u KOPB pacijenata
(54). U studiji Strom i sur. vrijednosti serumskog EPO nadene su unutar referentnih

vrijednosti u 70% ispitanika s teSkom respiracijskom insuficijencijom. Zamijecen je
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dodatni pad ovog parametra ve¢ nakon 24 sata primjene kisika i korekcije hipoksemije
(585). Pacijenti s KOPB-om koji zbog stupnja hipoksemije zahtijevaju trajnu terapiju
kisikom sposobni na hipoksemiju reagirati pove¢anom produkcijom EPO. EPO znacajno
raste nakon 2 sata izlaganja hipoksiji (56). U magistarskom sam radu pokazala da je pri
akutnom pogorSanju respiracijske insuficijencije u ovih pacijenata aktivacija
eritropoetskog sustava neadekvatna. EPO je u veline ispitanika naden unutar nisko
normalnih vrijednosti, a iznad referentnog raspona samo u 15% ispitanika (45). U zdravih
ljudi EPO se lu¢i prema cirkadijalnom ritmu, pri ¢emu su najviSe vrijednosti u
popodnevnim satima. KOPB pacijenti s dnevnom hipoksemijom i pridruzenom teSkom
no¢nom desaturacijom imaju povisene i dnevne i no¢ne vrijednosti EPO i u njih se gubi

fizioloSki cirkadijalni ritam (57).

1.3. ANGIOGENEZA

Uz eritrocite, za prijenos diSnih plinova neophodne su i1 krvne Zlile. Prema tome,
angiogeneza takoder ima vaznu ulogu u opskrbi tkiva kisikom. Angiogeneza je proces
nastajanja novih krvnih Zila iz ve¢ postoje¢ih. Na ovaj nacin odvija se neovaskularizacija
u odraslih, ali se 1 vaskulariziraju neki organi u razvoju kao Sto je mozak, bubrezi i udovi.
Nove se kapilare formiraju pupajuci iz ve¢ postojecih 1 iz postkapilarnih venula. Proces
pupanja sastoji se od slijedec¢ih koraka: lokalna razgradnja bazalne membrane krvne Zile,
migracija endotelnih stanica, formiranje lumena, mitoza endotelnih stanica, spajanje
obliznjih pupoljaka 1 stvaranje petlji. Ovaj proces razlikujemo od vaskulogeneze, koja se
definira kao diferencijacija endotelnih stanica iz angioblasta. FizioloSka angiogeneza
regulirana je ravnoteZom medu pozitivnim i negativnim angiogenim molekulama.
Mehanizmi odgovorni za oslobadanje pozitivnih i negativnih angiogenih molekula nisu
do kraja razjaSnjeni, kao niti integracija njihovih signala unutar endotelne stanice. Na

tablici 1. prikazani su najpoznatiji proangiogenim faktori.

U odraslih ljudi razlikujemo fiziolosku i patolosku angiogenezu. Nakon embrionalnog i
postnatalnog razvoja, do tada vrlo brza proliferacija endotelnih stanica gotovo se potpuno
gasi. Zivot endotelne stanice u odraslih ljudi iznosi nekoliko mjeseci do godina. Jedine
situacije u kojoj fizioloski nastupa brza proliferacija endotelnih stanica su Zenski
reproduktivni ciklus, trudnoca i zarastanje rana. Razliite patoloska stanja ukljucuju

neovaskularizaciju tkiva koja moZe ubrzavati progresiju bolesti (npr. u neoplasti¢nih
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bolesti) ili biti medijator patogeneze (npr. u dijabeti¢koj retinopatiji). Na mnogim
ispitivanim modelima pokazano je da sistemska 1 lokalna hipoksija mogu snaZno

inducirati ekspresiju VEGF 1 bFGF kao najpotentnijih proangiogenih faktora (58).

Tablica 1.1. Proangiogeni faktori (za objaSnjenje vidi tekst)

POLIPEPTIDNE MOLEKULE NE-POLIPEPTIDNE MOLEKULE

faktor rasta endotela krvnih Zila (VEGF) | prostaglandini PGE;, PGE,

bazi¢ni - faktor rasta fibroblasta (bFGF) nikotinamid

kiseli - faktor rasta fibroblasta (aFGF) adenozin

angiogenin 1-butiril-glicerol

faktor rasta placente (PGF) degradacijski produkti hijaluronske
kiseline

interleukin - 8 (IL-8) Cu”* vezan za ceruloplazmin i heparin

faktor aktivacije trombocita (PAF) gangliozidi GD3;, GM;

faktor rasta endotelnih stanica porijeklom

iz trombocita (PD-ECGF)

granulocitni faktor rasta (G-CSF)

hepatocitni faktor rasta (HGF)

proliferin

inzulinu sli¢an faktor rasta (IGF-I)

faktor rasta epidermisa (EGF)

transformirajuci faktor rasta o (TGFa)

transformirajuci faktor rasta § (TGFp)

faktor rasta porijeklom iz trombocita

(PDGF)

faktor nekroze tumora o. (TNF-a)

1.3.1. Faktor rasta endotela krvnih zila

VEGF-A je ¢lan obitelji dimernih glikoproteina koji pripadaju velikoj obitelji faktora
rasta koji nastaju iz trombocita. Ostali ¢lanovi ove obitelji su VEGF-B, VEGF-C, VEGF-

D, VEGF-E i faktor rasta placente (PGF). Ovi ostali ¢lanovi do sada su mnogo manje
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istrazivani, pa ¢e se daljnji tekst odnositi na VEGF-A. VEGF je dimeri¢ni glikoprotein
vezan disulfidnim vezama, mase od 34-45 kDa (59). Dva lanca koja ¢ine VEGF
organizirana su u antiparalelnom uzorku. Kristalne je strukture. Svaka molekula ima dva
mjesta kojima se veze za receptor (60). VEGF gen je smjeSten na kratkom kraku Sestog
kromosoma. Podrucje koje kodira VEGF sastoji se od osam eksona, od kojih prvi kodira
hidrofobnu vode¢u sekvencu, tipi€nu za secernirajuc¢e proteine (59). Kao rezultat
alternativnog povezivanja, postoje barem 4 izoformna oblika ovog citokina koji pokazuju
razlicite fizicke moguénosti. Zreli VEGF, prema tome, moZe sadrzavati 121, 165, 189 ili
206 aminokiselinskih ostataka (VEGF 121, VEGF 165, VEGF 189, VEGF 206). VEGF
121 je solubilan, i ne veze se za heparin. Nasuprot tome, VEGF 165 i 189 veZzu se za
heparin velikim afinitetom. Unato¢ ovim fizi€kim razlikama, VEGF izoformni oblici
imaju identi¢ne bioloSke ucinke (61). VEGF posreduje svoju aktivnost pomocu dva
transmembranska tirozin kinazna receptora visokog afiniteta. Oni se nazivaju FLT1 i
KDR. Aminokiselinska sekvenca FL'T1 i KDR podudara se u 44% i oni imaju vrlo sli¢ne
fizioloske ucinke. Oba se sastoje od hidrofobnog proteina kojeg Cine sedam
imunoglobulinu sli¢nih petlji u ekstracelularnom matriksu, jedna transmembranska
domena i tirozin kinazna sekvenca unutar stanice (62). Osim na endotelnim stanicama
krvnih Zzila, FLT1 1 KDR izraZeni su na tumorskim stanicama koje lu¢e VEGF. Broj
receptora po stanici varira u razli¢itih tkiva in vivo. RazliCite kulture stanica sadrze oko
3000 kopija FLTI, te oko 40000 KDR. MisSevi koji nemaju VEGF receptora ugibaju u
embrionalnoj fazi razvoja (63). Nedavno je otkriven nekinazni receptor, nazvan
neuropilin (NRP-1). Otkriveno je da on potencira vezanje VEGF-a za KDR. VeZu¢i se za
receptor, VEGF pokrec¢e kaskadu dogadaja koji zapocinju autofosforilacijom oba tirozin
kinazna receptora (59).

Vezanjem VEGF za specifi¢ni receptor dolazi do autofosforilacije multiplih tirozinskih
rezidua na unutarstani¢noj domeni. VEGF ovisno preZivljenje endotelnih stanica je
djelomi¢no posredovano putem aktivacije anti-apoptotske kinaze (AKT) pomocu PI3-
kinaze (PI3K). Mehanizam aktivacije PI3K za sada jo$ nije razjasnjen. AKT fosforilira i
inhibira pro-apoptotski protein zvan Bad, Sto vodi inhibiciji kaspazne aktivnosti. AKT
takoder uzrokuje Ca®* neovisnu aktivaciju eNOS putem fosforilacije. Ovaj put je

neophodan za stani¢nu migraciju. Glavni mitogeni signalni mehanizam za VEGF je preko

34



PLCy puta. Takoder aktivacija PLCy vodi hidrolizi fopsfatidilinozitol 4,5-bifosfata,
stvaranju inozitol 1,4,5-trifosfata (IP3) 1 diacilglicerola 1 posljedi¢noj mobilizaciji
unutarstaniénog Ca**. Preno$enjem signala pomoéu Ca** dolazi do eNOS aktivacije ¢ime
se stvara NO Sto rezultira pove¢anom medustanicnom permeabilnosé¢u. Takoder PLC
aktivacija rezultira aktivacijom PKC S§to vodi stvaranju COX-izvedenih prostaglandina
ukljucujuci PGl i PGE; i rezultira vazodilatacijom 1 pove¢anom permeabilnoS¢u (64,65).

Na slici 1.6. shematski je prikazan signalni put VEGF receptora.

Slika 1.6. Unutarstani¢no prenoSenje signala nakon vezanja VEGF-a za receptor (za

objasnjenje vidi tekst)

EKSTRACELULARNI
MATRIKS

VEGF ima presudnu ulogu u patoloskoj i fizioloskoj angiogenezi i limfangiogenezi.
Multifunkcionalni je protein koji pokazuje viSestruke ucinke na endotelne stanice krvnih

zila koji dovode do neoangiogeneze. VEGF stimulira endotelne stanice na migraciju,

.....

reprogramira gensku ekspresiju endotelnih stanica, Sto dovodi do povecane ekspresije
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brojnih specificnih proteina kao Sto su: prokoagulantni tkivni faktor, proteini koji su
ukljuceni u fibrinoliticke puteve, matriks metaloproteaza, brojni mitogeni 1 brojni
antiapoptoticki faktori. Takoder, njegova druga znacajna uloga je da povecava
permeabilnost krvnih Zila, te je poznat 1 kao faktor permeabilnosti krvnih Zila (VPF). On
promovira ekstravazaciju plazmatskog fibrinogena i vodi do odlaganja fibrina, Sto utjece
na tumorski ekstracelularni matriks. Ovako modificirani ekstracelularni matriks,
posljedi¢no poti¢e migraciju makrofaga, fibroblasta i endotelnih stanica (59). Iako
primarno djeluje na endotel krvnih Zila, VEGF ima ucinak i na druge stanice koje
izrazavaju VEGF receptor. VEGF stimulira monocito/makrofagnu kemotaksiju, te
takoder ima ucinak na limfocite, granulocitno-makrofagne progenitorske stanice,
osteoblaste, epitelne stanice i neke tumorske stanice (66).

VEGF ima znacajne uloge tijekom normalne angiogeneze; u upali, procesima koji su
vezani uz zarastanje rana, razvoj embrija, reproduktivnom ciklusu i trudnoéi (59).
Takoder, povecanje ekspresije VEGF gena umijesano je u patogenezu raznih bolesti kao
Sto su reumatoidni arthritis (67), dijabeti¢ka retinopatija (68), ali se u velikoj mjeri veze
se 1 uz rast tumora, invaziju i metastaziranje (69). VEGF je od kriticne vaZnosti u
tumorskoj angiogenezi zbog svoje vazne uloge u stimulaciji stani¢nog preZivljavanja,
mitogenezi, migraciji, diferencijaciji, kao 1 krvozZilnoj propusnosti i mobilizaciji
endotelnih progenitorskih stanica iz u perifernu cirkulaciju. Genetske alteracije i kaoti¢ni
tumorski mikrookoli§ karakteriziran hipoksijom, acidozom, prisutno$¢u slobodnih
radikala i citokina jasno je vezan uz brojne abnormalnosti u ekspresiji i signalingu
VEGF-a i njegovih receptora. PoviSena je koncentracija serumskog VEGF-a nadena u u
pacijenata s razli¢itim tipovima karcinoma. ViSe vrijednosti ovog faktora rasta koreliraju
s loSijom prognozom u nekih solidnih tumora, pa tako i karcinoma plu¢a ne-malih stanica
(69-71). Takoder, poviSena je razina VEGF-a nadena i u pleuralnim izljevima maligne
etiologije, bilo da se radilo o primarnim karcinomima pluca ili sekundarnim metastazama
(72).

Tumorski izrazena VEGF molekula osobito je interesantna kao cilj antitumorske terapije.
U posljednje je vrijeme pokazano inhibicija tumorske angiogeneze povecava ucinak
primjenjene kemoterapije i radioterapije. Razliite su supstance sintetizirane s ciljem da

blokiraju VEGEF ili njegov receptorski signalni sistem u svrhu lijeenja tumora. Medu
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njima najviSe se napredovalo s bevacizumabom, humaniziranim monoklonalnim
protutijelom usmjerenim na VEGF, te je ono pokazalo obeCavajuce rezultate u klinickim
pokusima (73).

Nedavno je pokazano da su nakon infarkta miokarda HIF-1 i VEGF pojacano izrazeni u
tkivu miokarda (74). S obzirom na vaznu ulogu ovog faktora rasta u neovaskularizaciji,
sve je viSe studija koje pokuSavaju naci naCina za njegovu primjenu u lijeCenju
ishemic¢nih bolesti. In vitro eksperimentima pokazano je da promjena ovog faktora rasta
moze potaknuti angiogenezu i poboljSati perfuziju ishemi¢nog miokarda, kao i pomo¢i u

lijeCenju periferne vaskularne bolesti (75).
1.3.1.1. Regulacija ekspresije faktora rasta endotela krvnih Zila hipoksijom

Hipoksija je snazan stimulus lu¢enja VEGF. Porast sekrecije bioloski aktivnog VEGF-a
djelomicno je uzrokovan porastom transkripcije VEGF gena. Kada u hipoksi¢nim
uvijetima dode do dimerizacije HIF-1a i HIF-1 molekule, ovaj se kompleks veze za
elemente odgovora na hipoksiju na 5'-kraju VEGF gena 1 aktivira njegovu transkripciju.
Takoder, ekspresija VEGF-a znacajno raste u hipoksicnim uvjetima zbog porasta
stabilnosti VEGF mRNA. Uz to unutarnje ribosomsko ulazno mjesto (IRES) osigurava
uspjeSan ulaz VEGF mRNA u ribosome. VHL (von Hippel-Lindau) tumor supresor
protein regulira ekspresiju VEGF na posttranskripcijskoj razini (Slika 1.7.). Hipoksijom
inducirana VEGF ekspresija, redovito je vezana s povecanom ekspresijo FLT1 i KDR
(76).

Kako je indukcija HIF-1a neophodna za aktivaciju odgovora organizma na hipoksiju
potaknuto je pitanje njegove uloge u u krajnjem ishodu ishemic¢ne ozljede i da li HIF
manipulacija mozZe to popraviti. Nekoliko je strategija uspjeSno koriSteno u
koriStenje inhibitora HIF hidroksilaza. Inhibicijom HIF hidroksilaza pomoc¢u analoga 2-

oksoglutatarata stabilizira se HIF i aktivira transkripcijski odgovor (31).
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Slika 1.7. Regulacija ekspresije VEGF-a hipoksijom (za objaSnjenje vidi tekst)

IRES
HIPOKSIJA

\
O

' —\ VEGF,

CITOSOL

1.3.1.2. Odnos faktora rasta endotela krvnih Zila, kronicne opstruktivne bolesti pluca i

respiracijske insuficijencije

In vivo ispitivanja ukazuju da hipoksija u respiratorno insuficijentnih pacijenata moze
inducirati sintezu VEGF-a. Naime, u pacijenata s sindromom apneje u snu i teSkom
hipoksijom nadena je poviSena razina VEGF-a (77,78). Novija istraZivanja upucuju da bi
VEGF mogao imati ulogu u patogenezi emfizema i kroni¢nog bronhitisa, te da bi mogao
biti odgovoran za razliCite patofizioloSke manifestacije ovih entiteta. Apoptoza stanica
alveolarnih septa doprinosi razvoju emfizema. Pokazano je da je apoptoza koja nastaje u
stanicama vaskularnog endotela i alveolarnim epitelnim stanicama, vezana uz reduciranu
ekspresiju VEGF-a u plu¢ima (79,80). S druge strane u pacijenata s kroni¢nim
bronhitisom nadene su poviSene vrijednosti ovog proteina u sputumu, te autori sugeriraju
da poviSene vrijednosti VEGF-a povecavaju bronhalnu i Zilnu permeabilnost, ¢ime
omogucavaju proteinima plazme izlazak u ekstravaskularni prostor, vode¢i k edemu i

remodeliranju diSnih puteva (81).
1.3.2. Bazi¢ni faktor rasta fibroblasta

Faktori rasta fibroblasta €ine obitelj koja se sastoji od barem sedam strukturno sli¢nih

polipeptida. Termin faktor rasta fibroblasta prvi je upotrijebio Gospodarowicz 1972.,
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opisivaju¢i kationske polipeptide nadene u hipofizi i mozgu. Nakon toga, u mazgu je
naden anionski polipeptid, za koji se pokazalo da je snaZan mitogen stanica endotela. Ova
su dva faktora danas poznata pod nazivima bazi¢ni i kiseli FGF i ujedno su najbolje
istrazeni Clanovi obitelji faktra rasta fibroblasta.

Bazi¢ni FGF je jednolancani, neglikozilirani kationski polipeptid s molekularnom masom
od oko 18 kDa. Njegova vazna karakteristika je da ima sposobnost snaznog vezanja za
heparin. Zbog toga se joS i1 naziva heparin vezu¢i faktor rasta-2 (82). Polipeptidnu
molekulu bFGF-a ¢ini 154 aminokiselina. Prve 23 aminokiseline ove molekule nisu
neophodne za njenu bioloSku aktivnost. Naime, pokazano je da b-FGF molekuli
izoliranoj iz nadbubrezne Zlijezde, bubrega i Zutog tijela nedostaju ove aminokiseline, a
ipak je aktivna (83). Nekoliko izvora upucuje da postoji raznolikost vecih oblika bFGF-a,
s molekularnom masom do 24 kDa. Ona nastaje kao rezultat amino-terminalne ekstenzije
proteina stvorenog tako $to je translacija zapocela na CUG, a ne AUG pocetnim mjestima
(84-87). Rezultati sugeriraju da prisustvo ovih amino-terminalnih ekstenzija rezultira
lokalizacijom bFGF-a u stani¢noj jezgri, a ne u citoplazmi (86,87).

Molekula b-FGF pokazuje visoku strukturalnu podudarnost medu vrstama. Tako se
ljudska i goveda molekula b-FGF medusobno razlikuju samo u dvije amino-kiseline (88).
Gen koji kodira bFGF nalazi se na ¢etvrtom kromosomu. On se sastoji od tri eksona koji
su medusobno razdvojeni pomoc¢u dva velika introna (82).

Receptori velikog afiniteta za b-FGF nadeni su na povrSini viSe vrsta stanica, kao §to su
endotelne stanice, stanice glatkih miSica, fibroblasti, glioma stanice, hondrociti,
hepatociti i epitelne stanice (89). Uglavnom se radi o jednolanCanim polipeptidima
molekularne mase od 110-165 kDa. Pokazano je da su ovi polipeptidi glikozilirani i da je
N-vezana karbohidratna rezidua neophodna za njegovu funkciju (90). Signalni putevi
pokrenuti vezanjem b-FGF molekule za njegov receptor nisu joS u potpunosti razjasnjeni.
Vezuéi se za receptor, b-FGF molekula inducira formiranje DAG i IP3, koji pak nastaju
hidrolizom fosfatidilinozitol-4, 5-bifosfata. Za ove se molekule smatra da kao sekundarni
glasnici aktiviraju protein kinazu C i mobiliziraju ione Ca®*, te na taj nadin posreduju
mitogenezu (91).

B-FGF je multipotentni faktor koji stimulira stani¢nu proliferaciju, migraciju,

diferencijaciju, a osim toga je kemotakti¢ni faktor za brojne stanice (92). Brojna in vivo
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opazanja sugeriraju da FGF ima ulogu u modulaciji fizioloSkih procesa kao §to su
angiogeneza, zaraStanje rana 1 oporavak tkiva, embrionalni razvoj 1 diferencijacija,
neuralna funkcija i neuralna degeneracija.

In vitro je pokazano da b-FGF posreduje u niz procesa neophodnih za angiogenezu. On je
kemotakti¢an i mitogen za endotelne stanice, stimulira endotelne stanice na proizvodnju
kolaginaze 1 plazminogen aktivatora, te proteaza sposobnih za razgradnju bazalne
membrane 1 inducira endotelne stanice da migriraju u kolageni matriks 1 formiraju
cjevCice (82). Pokazano je da b-FGF ima vaznu ulogu u fizioloskoj i patoloskoj
angiogenezi. Primjer fizioloSke angiogeneze je onaj vezan za reprodukciju. B-FGF je
naden u visokim koncentracijama u placenti, uterusu i Zutom tijelu. Njegova sposobnost
da stimulira angiogenezu i formiranje granulacijskog tkiva sugerira njegovu vaznu ulogu
u zarastanju rana. Za b-FGF je pokazano da stimulira proliferaciju stanica
mezodermalnog i neuroektodermnog porijekla, ukljucujuéi fibroblaste, endotelijalne
stanice, astrocite, oligodendrocite, neuroblaste, keratinocite, osteoblaste, glatke miSi¢ne
stanice, i melanocite (84,85). B-FGF inducira neuralnu diferencijaciju, prezivljavanje i
regeneraciju (85) i spaSava neurone in vitro i in vivo od lezijom inducirane smrti. B-FGF
stimulira ne mitogene funkcije glija stanica, kao $to je migracija, i naden je u podrucjima
hipokampusa, mozdanog debla, perifernih glia stanica, 1 izokorteksa (85).

I on, kao i VEGF, naden je u povisenoj koncentraciju u ishemi¢nom miokardu. In vitro
eksperimentima pokazano je da b-FGF moZe potaknuti angiogenezu 1 poboljSati perfuziju

ishemi¢nog miokarda, kao i pomoc¢i u lijeCenju periferne vaskularne bolesti (93,94).
1.3.2.1. Regulacija ekspresije bazicnog faktora rasta fibroblasta hipoksijom

Kao Sto je ve¢ prethodno izneseno, HIF-1 je klju¢ni transkripcijski faktor koji regulira
stani¢ni odgovor na hipoksiju, ukljucujuéi i angiogenezu. Hipoksicni stimulus dovodi do
brzog porasta razine HIF-lo, kao posljedica redoks stabilizacije. HIF-la se

heterodimezira sa HIF-1f proteinom, kompleks ulazi u jezgru i veze za DNA u podrucju

HRE b-FGF gena. Na ovaj nacin dovodi do aktivacije transkripcije b-FGF gena (95).
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1.3.2.2. Bazi¢éni faktor rasta fibroblasta u klinickim modelima karakteriziranim

hipoksijom

Niz je radova koji potvrduju snaznu ekspresiju ovog faktora rasta u hipoksi¢nim
uvjetima, ¢ime se omogucéava angiogeneza. Radovi upucuju da b-FGF ima vaznu ulogu u
vaskularizaciji miokarda za vrijeme hipoksije 1 ishemije. Naime, makrofazi kao odgovor
na hipoksiju, uz VEGF, produciraju b-FGF, te je on naden znacajno poviSen u serumu
pacijenata s koronarnom bolesti srca, kao i u aterosklerotskim lezijama (75,96). U
pacijenata sa solidnim tumorom i pridruzenom anemijom nadena je znacajna korelacija
izmedu sistemske hipoksije i serumskog b-FGF-a. U ovih je pacijenata serumska razina
b-FGF-a znacajno negativno korelirala s razinom hemoglobina (97). B-FGF ima vaznu
ulogu i u rastu brojnih tumora i njihovoj angiogenezi (69). PoviSene su serumske
koncentracije bFGF-a nadene u pacijenata s razli¢itim tipovima karcinoma. Pacijenti s
progresivnom bolesti imali su viSe vrijednosti ovih faktora rasta (69,98). Aguayo i
suradnici izvijestili su da su VEGF 1 bFGF znacajno poviSene u plazmi CLL pacijenata
(99), te je pokazano da je bFGF neophodan za odrzavanje proliferacije hematopoetskih
progenitorskih stanica (98). Nisam nasla podataka o razini ovog faktora rasta u uvjetima
respiracijske insuficijencije. In vitro istrazivanja ukazuju da bi ovaj faktor mogao imati
ulogu u etiologiji KOPB-a. Naime, hipoksija inducira produkciju bFGF-a u pluénim
vaskularnim pericitima. Pretpostavlja se da povecana ekspresija bFGF u ovim stanicama
ima ulogu u njihovoj proliferaciji 1 diferencijaciji u stanice glatkih miSi¢a 1 na taj nacin

sudjeluje u etiologiji suZenja diSnih puteva (100).
1.4. CITOKINI

Citokini su mali polipeptidi (oko 25 kDa) koje oslobadaju razne vrste stanica, obi¢no kao
odgovor na razne vrste stimulusa 1 izazivaju odgovor veZuci se na specificne receptore.
Oni mogu djelovati autokrino, djeluju¢i na ponasanje stanice koja ga luci, ili parakrino,
djelujuci na obliznju stanicu. Neki citokini mogu djelovati endokrino, odnosno utjecati na
ponasanje udaljenih stanica. Ovo njihovo svojstvo ovisi o njihovoj sposobnosti da udu u
cirkulaciju 1 o njihovom poluvremenu Zivota. Kemokini su podskupina citokina koji
imaju kemotakti¢na svojstva, odnosno sposobnost poticanja stanica s odgovarajué¢im

receptorima da migriraju prema izvoru citokina. Termin interleukini je stvoren u
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nastojanju da se razvije standardizirana nomenklatura za molekule secernirane od i

leukocita koje ujedno i djeluju na njih (101).
1.4.1. Interleukin-1p

Interleukin 1 ukljucuje dva razli¢ita proteina. Interleukin-la (IL-1a) i interleukin-1f (IL-
1B). Oni imaju centralnu ulogu u akutnoj i kroni¢noj upali, kako lokalno tako i sistemski
(102). Dok je IL1-B predominatni oblik u ljudi, IL1-a je dominantni oblik u miSeva.
Humani IL-1p sintetizira se kao prekursor od oko 35 kDa odnosno 269 aminokiselina.
Zreli protein nastaje proteolitiCkim cijepanjem brojnih proteaza. Zreli IL-1f sastoji se od
152 aminokiselina i molekularne je mase 17 kDa (103). IL-1p primarno stvaraju monociti
i makrofagi, ali takoder i astrociti, oligodendroglija stanice, stanice kore nadbubrezne
zZlijezde, NK stanice, endotelne stanice, keratinociti, megakariociti, trombociti, neuroni,
neutrofili, osteoblasti, Schwannove stanice, trofoblast, T stanice i fibroblasti (104,105).
Najopsirnije studije funkcije IL-1 odnose se na inicijaciju upale. Bakterijski endotoksin
ili razliciti ne-mikrobijalne upalne supstance induciraju produkciju IL-1, koji se oslobada
u okolis. IL-1 inducira kapilarne endotelne stanice da secerniraju kemokine (npr. MCP-1)
1 da povecaju ekspresiju stani¢nih adhezijskih molekula (npr. E-selektin, ICAM-1 i
VCAM-1) (106,107). MCP-1 aktivira mononuklearne stanice i poti¢e njihovu infiltraciju
u okolno tkivo (108). Zajedno s IL-12, IL-1 potice sekreciju interferona-y (INF-y) od NK
stanica, $to dovodi od daljnje aktivacije makrofaga (109,110). Takoder, IL-1 inducira
ekspresiju MMP, Sto vodi k degradaciji ekstracelularnog matriksa i migraciji monocita, i
pomoc¢u MMP kataliziranoj degradaciji IL-18 (111). Uc¢inak IL-1 nije samo ograni¢en na
upalna zbivanja. IL-1 je povezan s oblikovanjem kostiju, njihovim remodeliranjem,
sekrecijom inzulina, regulacijom apetita, regulacijom tjelesne temperature, razvojem
neuronalnog fenotipa (Slika 1.8.) (112).

Uc¢inak IL-1 je posredovan IL-1 receptorima. Mnoge stanice izrazavaju dva tipa
povrsSinskih IL-1 veZzudih proteina (IL1 RI i IL1 RII), te takoder i ne-veZuci receptor
pomagacki protein (IL-1 RacP) (113). Prijenos signala vodi k NF-xB reguliranoj
transkripciji. IL-1 RII veze IL-1, ali ne prenosi signal. Zbog toga se smatra receptorom

koji sudjeluje u zaustavljanju signala (114,115).
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1.4.2. Interleukin-6

Molekula IL-6 veli¢ine je 26 kDa. Humana IL-6 cDNA sekvenca kodira protein od 212
aminokiselinskih ostataka u nizu s dva potencijalna N-glikosalna mjesta. Hidrofobni, N-
terminalni, 28 aminokiselinski rezidualni signalni peptid cijepa se da bi nastao zreli
protein od 184 amino kiselina s Cetiri cisteinske rezidue i pretpostevljene je mase od 21
kDa (116). Misja IL-6 cDNA sekvenca je, na razini aminokiselina, 42% homologna s
ljudskom (116). Sekvenca genomnog DNA za IL-6 upucuje da se gen za ovaj faktor
sastoji od pet eksona i Cetiri introna. IL-6 je multifunkcionalni protein kojeg uglavnom
stvaraju stimulirani monociti, fibroblasti i endotelne stanice. Makrofagi, T i B limfociti,
granulociti, glatke miSi¢ne stanice, keratinociti eozinofili, hondrociti, osteoblasti,
mastociti i glijastanice takoder mogu producirati IL-6 nakon stimulacije. Stvaraje IL-6 u
ovim razliitim stanicama regulirano je, ili pozitivno, ili negativno, razliitim signalima
koji ukljucuju IL-1, bakterijske endotoksine, TNF, PDGF, onkostatin M i viruse (19).
Ucinak IL-6 na razliCite stanice je brojan i raznolik. U¢inak na B-limfocitne stanice je
stimulacija diferencijacije i stvaranje protutijela (117). IL-6 takoder djeluje na T-
limfocite, djelujuci kao ko-stimulans, stimuliraju¢i IL-2 produkciju 1 IL-2 ekspresiju. IL-
6 pokazuje aktivnost faktora rasta za zrele stanice timusa ili perifene T-stanice i potice
diferencijaciju citotoksi¢nih T-stanica u prisustvu IL-2 ili INF-y (118). IL-6 stimulira
produkciju proteina akutne faze u hepatocitima 1 sudjeluje u regulaciji tjelesne
temperature (Slika 1.8.)(19). On ima ucinak stimuliranja kolonija hematopoetskih stanica
koStane srzi (119). IL-6 takoder pokazuje i ucinak faktora rasta i stimulira rast
plazmocitoma (120), EBV-transformiranih B stanica (121), keratinocita i mezanglijskih
stanica (19). Dodatne aktivnosti koje se pripisuju IL-6 ukljuCuju: inhibiciju rasta 1
indukciju terminalne diferencijacije M1 mijeloidnih leukemijskih stanica (122), indukciju
diferencijacije neurona (123), indukciju sazrijevanja megakariocita (19). RazliCita
predhodno opisana djelovanja IL-6, upucuju da ovaj faktor ima znacajnu ulogu
posredovanju upalnog i imunog odgovora iniciranog infekcijom ili ozljedom. Iako to¢na
funkcija IL-6 in vivo nije poznata, izvjeStavano je da se poviSene vrijednosti IL-6
povezene uz brojne bolesti, ukljucuju¢i autoimune bolesti kao Sto je artritis, mezanglijski
proliferativni glomerulonefritis (19), psorijaza (124), upalne bolesti crijeva (125).

Ekspresija IL-6 povecana je u tkivima koje prolaze kroz aktivnu angiogenezu, iako on
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nema sposobnost indukcije proliferacije endotelnih  stanica. IL-6 inducira
neoangiogenezu indirektno inducirajuci ekspresiju VEGF-a (126). Nedostatak gena za
IL-6 u miSeva ocituje se smanjenjem reakcije akutne faze upale 1 smanjenom

produkcijom IgA (101).
1.4.3. Faktor nekroze tumora-o

Faktor nekroze tumora-a (TNF-a) je citokin koji ima centralnu ulogu u upali i apoptozi.
TNF-a je transmembranski, nekovalentno vezani homotrimerni protein. Sastoji se sastoji
od 185 aminokiselina koje su glikozilirane na poziciji 73 i 172. Sintetizira se kao
prekursorski protein od 212 aminokiseline. Monociti izraZzavaju barem pet razliCitih
molekularnih formi TNF-a mase od 21,5-28 kDa. Oni se uglavnom razlikuju prema
posttranslacijskoj alteraciji kao §to su glikozilacija i fosforilacija (127). Solubilna forma
TNF-a je rezidua od 157 aminokiselina. Ona se otpuSta od C terminalnog dijela
trensmembranskog proteina, aktivnoS¢u TNF-a-konvertiraju¢eg enzima (TACE),
membranski vezane dezintegrirane metaloproteinaze (128). Glavni izvor TNF-a su
stimulirani monociti, fibroblasti 1 endotelne stenice. Makrofazi, T 1 B limfociti,
granulociti, glatke miSi¢ne stanice eozinofili, hondrociti, osteoblasti, mastociti, glija
stanice 1 keratinociti takoder mogu producirati TNF-a nakon stimulacije. Fizioloski
stimulusi za produkciju TNF-a su IL-1, bakterijski endotoksini, PDGF i onkostatin M
(101).

Dva identificirana receptora s visokim afinitetom za humani TNF-a su TNF RI 1 TNF
RII. Uloga TNF- o i njegovih receptora u obrani domacina i upalnim odgovorima dobro
je dokumentirana. Za TNF-a izvjeStavano je da potiCe infiltraciju upalnih stanica poticuci
adheziju leukocitnih molekula na stanice endotela, djeluje kao kemotaktiCna tvar za
monocite 1 aktivira mehanizam ubijanja fagocita (129). Nedostatak TNF-a ili njegovih
receptora moze povecati podloZnost infekcijama intracelularnim patogenima kao §to je
Listerija, dovodi do periodi¢ne pojave febrilnih stanja (101). TNF-a takoder moZe imati
ulogu u razvoju limfoidnog tkiva. MiSevima koji nemaju gen za TNF-a nedostaju B
stanicni folikuli slezene 1 sposobnost da oblikuju germinalne centre (130). Druga
potencijalna fizioloska uloga TNF-a i njegovih receptora ukljucuje regulaciju

diferencijacije mati¢nih hematopoetskih stanica i progenitorskih stanica (131). Uz TNF-a
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vezu se 1 brojni patofizioloski procesi. Povezan je s nereguliranom pro-upalnim
djelovanjem 1 smatra se da je centralni medijator endotoksin-induciranog septickog Soka
(132). TNF-a djeluje na krvne Zzile, osobito venule povecavaju¢i protok Kkrvi,
povecavajuci vaskularnu permeabilnost Sto dovodi do ekstravazacije imunoglobulina G,
komplementa, tekucine i stanica. Takoder povecava endotelnu adhezivnost za leukocite i
trombocite. Na taj nain njegovo lokalno otpustanje dovodi do izlaska tekucine, proteina i
stanica u inficirano tkivo. Povecana kolicina tekucine drenira se u limfne ¢vorove i na taj
na¢in TNF-a doprinosi obrani domacina (Slika 1.8.). Takoder dolazi do formiranja
ugruSaka u malim Zilama ¢ime se sprjeCava Sirenje infekcije. Kada postoji sistemska
infekcija, ili sepsa s bakterijama koje poti¢u produkciju TNF-a, tada se on oslobada iz
makrofaga u krv 1 na sli¢an nacin djeluje na sve male krvne Zle. To tada moZe dovesti do
septicnog Soka, diseminirane intravaskularne koagulacije i posljedicnog multiplog
otkazivanja organa i smrti (101). Kaheksija (ili gubitak tjelesne mase) takoder se veze uz
dugotrajno cirkuliranje TNF-a (133). Druge bolesti s potencijalnim u¢inkom TNF- «
ukljucuju asmu (134), tip 2 dijabetes (135), Crohnovu bolest (134), i reumatoidni artritis
(136).
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Slika 1.8. Lokalni i sistemski uc¢inci citokina (za objasnjenje vidi tekst)

AKTIVIRANI MAKROFAG

LOKALNI UCINCI

Aktivira vaskularni endotel Limfocitna aktivacija Aktivira monocite
Aktivira NK stanice + produkciju protutijela +vaskularnu permeabllnos_t
Lokalna tkivna destrukcija i +produkciju IL-2i + ulaz IgG_, kompl_ementa i
stanica u tkivo

Poveéava dotok efektornih st. - " .
drenazu tekuéine u limfne

évorove

SISTEMSKI UCINCI

Vrucica
Vruéica Produkcija proteina Vruéica
ak. faze upale

1.4.4. Citokini i hipoksija

Osim upalnim zbivanjem, sve je viSe znanstvenih dokaza da hipoksija inducira znacajne
promjene imunoloSkog sustava, a mononuklearne stanice su osobito osjetljive na
hipoksemiju u zdravih ljudi (138). In vitro studije ukazuju da hipoksija poti¢e endotelne
stanice krvnih Zila na sekreciju IL-6 Sto dovodi do povecanja njihove propusnosti (139).
Produkcija IL-6 potaknuta hipoksijom nastaje zbog aktivacije jezgrinog faktora-«B (140).
Ovu sposobnost sekrecije IL-6 kao odgovor na hipoksiju takoder pokazuju i stanice
glatkih miSic¢a krvnih Zila i mononukleari. Kako ove stanice zadrZavaju vijabilnost nakon
izlaganja hipoksiji, autori smatraju da se radi o fizioloSkom odgovoru na hipoksiju, a ne
patofizioloSkom ucinku kao posljedici stani¢ne ozljede (141,142). Pokazano je da je

produkcija IL-6 viSa u monocita pacijenata koji boluju od sindromom apneje tijekom
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spavanja, te da primjena kontinuirane nazalne ventilacije s pozitivnim tlakom (CPAP)
znaCajno smanjuje razinu serumskog IL-6 kao i1 njegovu produkciju u monocitima
(143,144). U eksperimentalnim hipoksi¢nim uvijetima humani alveolarni makrofazi 1
mononuklearne stanice periferne krvi pojacano luce IL-1B (145,146). U
eksperimentalnim uvijetima, hipoksija poti¢e produkciju TNF-a u humanim alveolarnim
makrofazima (145), mononuklearima i makrofazima periferne krvi (146,147). Takoder,
sistemska hipoksija se veze uz aktivaciju TNF-a sistema u pacijenata s KOPB-om (148).
Nadalje, u pacijenata s sindromom apneje tijekom spavanja poviSena je razina TNF- a

(143).
1.4.5. Citokini u kroni¢noj opstruktivnoj plu¢noj bolesti

KOPB je karakterizirana prisutno$¢u kroni¢ne lokalne upale di$nih puteva, a sve je vise
znanstvenih dokaza sistemske upale u pacijenata s stabilnom bolesti, kao 1 tijekom

epizode akutnog pogorSanja.

Nije u potpunosti jasan mehanizam na koji se u bolesnika s KOPB-om razvija sistemska
upala. Postoji moguénost da se upalni proces Siri iz lokalno zahvacéenih diSnih puteva i
pluéne vaskulature kroz sistemsku cirkulaciju poticué¢i generaliziranu reakciju. Takoder
postoji mogucénost postojanja genetskih odnosno konstitucionalnih faktora koje
predisponiraju pacijente s KOPB-om na sistemsku 1 lokalnu upalu. Uz to, ne moZe se ni
potpuno odbaciti potpuno obrnuta hipoteza, odnosno da sistemska upala uzrokuje

oStecenja diSnih puteva Sto dovodi do KOPB-a (149).

Najces¢i uzroci akutnog pogorSanja KOPB-a su infekcije traheobronhalnog stabla i
zagadenje zraka (2). Prema nekim istraZivanjima u oko polovice pacijenata akutna
pogorsanja  KOPB wuzrokovana su bakterijskim infekcijama (150), a Seemungal i
suradnici pokazali su da je oko 40% pogorSanja KOPB uzrokovano virusnom infekcijom,
uglavnom rinovirusima (151). Iako se zagadenje zraka smatra vaznim uzrokom
pogorSanja KOPB-a, mehanizam ovog pogorSanja je uglavnom nepoznat. Kako su
pogorsanja ove bolesti usko vezana uz virusne infekcije, postoji hipoteza da zagadenje
samo povecava osjetljivost na virusne infekcije (152). IL-1, IL-6, TNF-a predstavljaju
proinflamatorne citokine koji se oslobadaju razlicite vrste stanica i imaju Siroki spektar

djelovanja u upalnom i imunoloskom odgovoru. PoviSena razina IL-1p, IL-6, TNF-a i IL-
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8 nalazi se u sputumu KOPB pacijenata, a ona dodatno raste tijekom pogorSanja ove
bolesti (153). Akutna su pogorSanja KOPB-a vezana uz virusnu ili bakterijsku infekciju
karakterizirana su povec¢anom lokalnom i sistemskom produkcijom IL-6 (154-156).
Bakterijska upala diSnih puteva dovodi do lucenja IL-1B i TNF-a, proinflamatornih
citokina koje predominantno luce alveolarni makrofazi te predstavlja prvu liniju obrane
od pluénih patogena (157). Akutna virusna infekcija s rinovirusima i respiratornim
sincicijskim virusom stimulira monocite na sintezu IL-6 (151,156). Picornavirusi,
odgovorni za prehladu, takoder induciraju lokalnu sintezu IL-6 u diSnim putevima (158).
U 24% pacijenata sa stabilnim KOPB-om identificirana je infekcija respiratornim
sincicijskim virusom, a u 16% neki drugi virusi. U pacijenata u kojih je u stabilnom
stanju identificirana virusna infekcija imaju vecu koncentraciju serumskog IL-6 (151).

Studije izvjeStavaju da TNF-a moZe imati potencijalnu ulogu u procesima gubitka
masnog tkiva i skeletne muskulature sto vodi do kaheksije (159). Serumska razina TNF-a
nadena je viSa u KOPB pacijenata s manjim BMI, §to se povezuje s njegovim u¢inkom na
tjelesnu masu i odrZavanje energetske homeostaze, te u posredovanje akutnog upalnog
odgovora (145,159,161). Polimorfizam promotornog podru¢ja TNF-a gena vezan uz
njegovu pojacanu produkciju, etoloski se povezuje uz KOPB u Tajvanske populacije, no
on nije potvrdena u drugim studijama (162, 163). Joos i sur pokazali su da je
polimorfizam gena za IL-1p vezan uz stupanj pada pluéne funkcije u pusaca, Sto upucuje

na povecanu genetsku predispoziciju za razvoj oStecenja pluca (164).
1.4.6. Utjecaj citokina na eritropoezu

Kao S$to je navedeno, ve¢ina KOPB pacijenata s pridruzenom respiracijskom
insuficijencijom pokazuju neadekvatan eritropoetski odgovor na hipoksi¢ni stimulus.
Pacijenti sa kronicnom upalom, §to je karakteristika KOPB-a, ¢esto imaju anemiju
karakteristika anemije kroni¢ne bolesti (AKB).

Vise razli¢itih faktora doprinose razvoju AKB. Novije studije ukazuju na to da anemija
kroni¢ne bolesti (AKB) moZe biti posljedica aktivacije imunog i upalnog sistema i
oslobadanja citokina kao $to su IL-1, TNF-a i INF-y koji potencijalno mogu posredovati
razvoju anemije. Koncentracija ovih citokina povisena je u plazmi pacijenata s tumorom
ili drugim kroni¢nim bolestima i korelira s stupnjem anemije. U pacijenata s

reumatoidnim artritisom, nadena je poviSena serumska koncentracija IL-1, te je ona
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znacajno korelirala sa stupnjem anemije (165). Klinicke i eksperimentalne studije
pokazuju da kroni¢no izlaganje TNF-o moZe dovesti do anemije (166). Pacijenti koji su u
sklopu prve faze klinickih studija primali TNF-o razvili su anemiju, neovisno o dozi
primjenjenog lijeka (167). MiSevi 1 Stakori u kojih je kroni¢no primjenjivan TNF-o,
takoder su razvili anemiju koja je imala karakteristike AKB (166).

U AKB Zivotni vijek eritrocita je skracen, ali vaZniji faktor koji doprinosi razvoju
anemije je nespospobnost eritropoeze da dostatno kompenzira ovaj skraceni vijek E.
Mehanizmi koji su ukljueni u ovaj proces su: 1) oSteCeni metabolizam Zeljeza, 2)
supresija eritrogenih progenitorskih stanica 1 3) neadekvatna produkcija EPO. Studije
ukazuju da svi ovi procesi mogu biti posredovani citokinima. U klini¢kim studijama,
izolirana perfuzija uda s rekombiniranim humanim TNF-a dovodi do hipoferemije,
produkcije feritina i smanjenja cirkulirajuéeg transferinskih receptora (168). IL-1 moze
Razina EPO u plazmi pacijenata koji pate od teske upale Cesto je niska u odnosu na
koncentraciju hemoglobina u krvipovecati produkciju feritina, $§to moZe djelovati kao
hvatac Zeljeza koji bi inace bio koriSten za eritropoezu (169). Tijekom infekcija, malgnih
bolesti ili imunoloskih bolesti, IL-1, IL-6, TNF-a induciraju produkciju ol-antitripsina,
proteina akutne faze koji je sposoban inhibirati vezanje transferinskog receptora za
transferin (170). Ponavljana primjena TNF-a u Stakora dovodi do diseritropoeze i
skracenja Zivotnog vijeka eritrocita (166).

IFN-vy, IL-1 1 TNF-a imaju suprimirajuci u¢inak na eritrogene progenitorske stanice kao
Sto su CFU-E. U pacijenata s AKB, eritroidne progenitorske stanice normalno odgovaraju
na EPO in vitro, ali je njihov rast suprimiran in vivo (170). Ovaj neadekvatan odgovor
vjerojatno je posljedica supresivnog efekta IL-1-o ili p i TNF-a na stanice. Cini se da
TNF takoder ima direktni utjecaj na eritrogene progenitorske stanice potencirajuci
njihovu apoptozu (171). Inhibitorni efekt IL-1 1 TNF-a na CFU-E u miSeva moZze biti
poniSten primjenom EPO (172). Ovaj nalaz sugerira da terapeutski ucinak rhEPO
zamijecen u pacijenata s AKB moZe djelomicno biti posljedica poniStenja supresivnog
efekta citokina na eritrogene progenitorske stanice (173). Mehanizmi inhibicije

produkcije EPO biti ¢e detaljnije izneseni u daljnjem tekstu.
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1.4.7. Odnos citokina i eritropoetina

Iako je produkcije EPO uglavnom regulirana parcijalnim tlakom kisika, neka istraZivanja
pokazuju da in vitro 1 u nekim klini¢kim stanjima ona mozZe biti modulirana pomoc¢u
citokina, hormona i genetskim alteracijama (165-167, 173-179). IL-1B, IL-6 i TNF-a
inhibiraju hipoksijom potaknuto lu¢enje EPO iz stanica hepatoma - Hep3B stanica. Ovaj
ucinak direktno je ovisan o dozi primjenjenih citokina, pri ¢emu je IL-1p ima najjaci
uc¢inak. Supresivni efekti IL-a i TNF-a na produkciju EPO stanica hepatoblastoma nastaje
na razini EPO mRNA. IL-1a ili B i TNF-a mogu inhibirati produkciju EPO u izoliranim
stanicama bubrega Stakora (180). Novije studije sugeriraju pak da IL-1f i TNF-a
suprimiraju in vitro ekspresiju EPO gena i sekreciju EPO proteina aktivacijom
transkripcijskih faktora GATA-2 i NF-kB (181). Eksperimentalni podaci upucuju da
TNF-a, iz aktiviranih makrofaga, moZe izazvati stabilizaciju HIF-1 u stanicama pod
normooksi¢nim uvjetima, te da IL-1B i TNF-a stimuliraju vezanje HIF-1 za DNA (174-
176).

U pacijenata sa kroni¢nim upalnim bolestima, solidnim tumorima i leukemijama

pokazano je da TNF-a moZe pojacati supresivni efekt na sekreciju EPO (167-179).
1.4.8. Odnos citokina i faktora rasta krvnih Zila

Brojne studije koje koriste modele karakterizirane neovaskularizacijom potaknutom
razli¢itim stimulusima kao $to je hipoksija, kroni¢na upala, rast tumora, cijeljenje upucuje
na povecanu ekspresiju proinflamatornih citokina i faktora rasta u ovim modelima, te na
njihovu medusobnu povezanost. Dok studije uglavnom upucuju na inhibitorni u¢inak
proinflamatornih citokina na ekspresiju EPO, sugeriraju poticajni ucinak na sintezu

faktora rasta krvnih Zila. U daljnjem tekstu detaljnije ¢e biti opisan ovaj meduodnos.
1.4.8.1. Odnos citokina i vaskularnog endotelnog faktora rasta

Kao 1 eritropoetina, i ekspresija VEGF gena je uz hipoksijom, modulirana brojnim
faktorima ukljucujuéi citokinima 1 hormonima. Na miSjem modelu ishemicne retinalne
neovaskularizacije, pokazano je da se makrofazi/mikroglija stanice aktiviraju nakon
ishemije. Pokazano je da razina TNF-o znacajno visa Cetiri dana nakon hipoksije, te da

on sudjeluje u retinalnoj neovaskularizaciji putem indukcije sinteze VEGF-a (182).
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Indukcija ekspresija VEGF-a pomo¢u TNF-a pokazana je i na modelu humanih glioma
stanica (183). U normooksi¢nim uvjetima IL-1B povecava koncentraciju HIF-1a proteina
i aktivira VEGF gen putevima koji su ovisni o NF-kB. Takoder IL-1 povecava stabilnost
VEGF mRNA (184). IL-6 povecava ekspresiju VEGF-a transkripcijskim mehanizmom
preko STAT-3 (185). U¢inak IL-6 nije posredovan isklju¢ivo pomo¢u DNA elemenata u
podrucju promotorskog podrucja, nego i kroz specificne motive locirane u podrucju 5'-

netranslatiranog podruc¢ja VEGF mRNA (186).
1.4.8.2. Odnos citokina i bazic¢nog faktora rasta fibroblasta

In vitro studije upucuju da bi IL-6 mogao posredovati pojacanu regulaciju bFGF-a.
Smatra se da ovaj ucinak nastaje preko JAK/STAT?3 i PI3-kinaza/AKT puteveva (187).
Takoder, eksperimenti upucuju da TNF-a ima utjecaja na ekspresiju ovog faktora rasta,
no podaci su kontradiktorni. Dok eksperimentalni radovi na glija stanicama retine
upucuju da TNF-a stimulira njegovu ekspresiju, eksperimanti s mastocitima ukazuju da
TNF-a smanjuje ekspresiju b-FGF m-RNA (186,188). Uz to, studije ukazuju da b-FGF

moze inducirati sintezu VEGF-a (183).

1.5. CILJEVI

Op¢i je cilj ovog istraZivanja je ocijeniti da li postoji odreden odnos izmedu razine EPO,

VEGF-a, bFGF-a, te citokina IL-1f, IL-6, TNF-a prije i poslije korekcije hipoksije u

slozenom klinickom modelu KOPB pacijenata s akutnim pogorSanjem Kkroni¢ne

respiracijske insuficijencije.

Specificni ciljevi su slijedeci:

1. Opisati temeljne karakteristike ispitivane populacije.

2. Opisati nalaz parametara krvne slike (E, Hb, Hct, L, Tr), EPO, ispitivanih
angiogenetskih faktora (VEGF, bFGF) i citokina (IL-1B, IL-6, TNF-a) u
hipoksemi¢nih KOPB bolesnika.

3. Odrediti medusobnu povezanost EPO, VEGF, bFGF, IL-1p, IL-6, TNF-a, te njihovu
povezanost s ostalim varijablama u stanju znacajne hipoksije. Definirati prediktorske
varijable koje najbolje predskazuju EPO, VEGF, bFGF, IL-1pB, IL-6, TNF-a kao
zavisne varijable.

4. Ocijeniti mogucnost definiranja latentnog sazimanja velikog broja parametara.
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5. Prikazati dinamiku respiracijskih, hematoloskih parametara i EPO nakon korekcije
hipoksemije, tijekom 28 dana pracenja. Prikazati promjenu VEGF, bFGF, IL-1p, IL-
6, TNF-a 24 sata nakon korekcije hipoksemije.

6. Ocijeniti medusobne povezanosti EPO, VEGF, bFGF, IL-18, IL-6, TNF-q, te njihovu
povezanost s ostalim varijablama nakon korekcije hipoksemije.

7. Ocijeniti da li medu brojnim inicijalno odredenim faktorima postoje varijable koje

predskazuju DLO, kao krajni ishod lijeCenja.
1.6. SVRHA RADA

Nadamo se da ¢e ovo istrazivanje pridonijeti nadopuni postoje¢eg znanja o odnosu
izmedu hipoksije, eritropoeze i angiogeneze u sloZzenom klinickom modelu KOPB-a s
posljedi¢nom respiracijskom insuficijencijom. Takoder, nadamo se da ¢e rezultati ovog
rada pridonijeti boljem poznavanju patogeneze ove bolesti, te da ¢e posredno, ali i

neposredno unaprijediti klinicku praksu u rjeSavanju ovog ¢estog klini¢ckog problema.
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2. HIPOTEZA

U ovom radu Zelimo istraZiti dvije hipoteze. Prva je da postoji odredeni odnos, tj.
povezanost izmedu istrazivanih parametara u KOPB modelu vezanom uz znacajnu
hipoksiju. Druga temeljna hipoteza je da nakon korekcije hipoksemije i zapocete ostale
terapije koja ima i protuupalne ucinke, dolazi do promjene u razini izraZivanih ¢cimbenika
(slika 1.9.a. 1 1.9.b.). Kao nit vodilja odabran je odnos izmedu hipoksije i eritropoeze,
koji se uvelike razlikuje u istraZivaCkom klinickom modelu od dobro utemeljene

fizioloSke situacije.
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Slika 2.1.a. Model za istrazivanje odnosa izmedu hipoksije, faktora rasta i citokina
(za objaSnjenje vidi tekst)

KOPB - akutno pogorsanje
_____ Fmmmmmm—mmm—————— -
I 1? !
\? .
EPO B E
v
TRANSKRIPCIJA ’
— I
T o | E
HRE {
4 4 VEGF
| 1 B-FGF
I? I? A
| | 1o
| e e e e e — = 1

Slika 2.1.b. Model za istrazivanje odnosa izmedu faktora rasta i citokina nakon
korekcije hipoksije (za objasnjenje vidi tekst)

KOPB - terapija akutnog pogorsanja
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| ?
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g
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3. ISPITANICI, MATERIJAL I METODE

3.1. ISPITANICI

Ispitivanu populaciju ¢inilo je 57 KOPB pacijenata. U istrazivanje su konsekutivno
obuhvaceni svi KOPB bolesnici hospitalizirani radi akutnog pogorSanja kronicne
respiracijske insuficijencije. Ispitanici su zadovoljavali slijedece kriterije za ukljucivanje,

odnosno iskljucivanje iz studije:

3.1.1. Kriteriji za ukljucivanje:

. KOPB ¢ija je dijagnoza postavljena u u skladu s dijagnosti¢kim kriterijem
Americ¢kog pulmoloskog druStva (185).

. PaO, pri primitku <53 mmHg.

3.1.2. Kriteriji za iskljucivanje:

. neadekvatna renalna i1 hepatalna funkcija (vrijednost serumskog kreatinina, ureje i

jetrenih enzima viSe od 3 puta iznad referentnih vrijednosti)

. nekontrolirana sistemska infekcija

. predhodno dijagnosticirana maligna bolest

. predhodno dijagnosticirana sistemska upalna bolest

. primjenom kisika nepostignuta korekcija PaO, > 50-60 mmHg, odnosno Sat > 80-
90%

. predhodno zapoceto dugotrajno lijeCenje kisikom

. psihicko stanje kod kojeg se ne ocekuje suradnja pacijenta

3.2. PLAN RADA

U pacijenta koji su zadovoljili ulazne kriterije, prije zapocete terapije uzeta je krv za
inicijalne nalaze. Inicijalni nalazi ukljucivali su: analizu diSnih plinova u arterijskoj krvi i
acidobaznog statusa (PaO,, PaCO,, SatHbO,, i pH), kompletnu krvnu sliku (E, Hb, Hct,
MCV, MCH, L, Tr), rutinske biokemijske nalaze (AST, ALT, GGT, bilirubin, urea,
kreatinin), EPO, VEGF, bFGF, IL-1p, IL-6, TNF-a.. Potom je zapoceto lijecenje u skladu
s dobrom klinickom praksom. U skladu s individualnim potrebama pacijenta koriSten je

kisik, P2-agonisti, antikolinergici, teofilin, kortikosteroidi, diuretici, hipotenzivi,
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antibiotici. Kisik je primjenjivan kontinuirano, 24 sati dnevno, u najmanjem protoku
kojim je zadovoljavaju¢e korigirana hipoksemija. Kisik je primjenjivan nazalnom
sondom, a ukoliko je pacijent retinirao CO, koriStena je Venturi maska. Cilj terapije
kisikom bila je korekcija hipoksemije na PaO, > 50-60 mmHg, ili SaHbO, > 80-90% (9).
Radi procjene adekvatnosti korekcije hipoksemije, sat vremena po pocetku lijeCenja
ucinjena je analiza diSnih plinova u arterijskoj krvi i ovisno o nalazima korigiran je
protok kisika. U pacijenata u kojih je postignuta zadovoljavajuca korekcija hipoksemije
nastavljeno je pracenje laboratorijskih parametara. DiSni plinovi u aretrijskoj krvi i
acidobazni status, parametari krvne slike, rutinski biokemijski parametri, te EPO
odredivani su drugi, osmi, Cetrnaesti i dvadeset i osmi dan lijeCenja. Analiza VEGF,
bFGF, IL-1pB, IL-6, TNF-a ponovljena je drugog dana lije¢enja. Tablica 3.1. prikazuje
raspored ucinjenih laboratorijskih analiza.

Po postignutom maksimalnom klinickom poboljSanju provedeno je testiranje plu¢ne
funkcije. Maksimalno klini¢ko poboljSanje procjenjeno je temeljem anamnestickih
podataka, klinickog pregleda i laboratorijskih analiza. Smatrano je da je ono postinuto
ukoliko su ovi parametri govorili u prilog rjeSavanja razloga akutnog pogorSanja.
Takoder, ono je podrazumjevalo znacajno smanjenje subjektivnih tegoba bolesnika,
poboljSanje auskultatornog nalaza nad plu¢ima, stabilne vrijednosti diSnih plinova u

razmaku od barem dva dana.

U pacijenata u kojih je nakon maksimalnog klinickog oporavka postojala jo§ uvijek
potreba za primjenu kisika postavljena je indikacija za dugotrajno lijecenje kisikom.
Kriteriji za dugotrajno lijecenje kisikom bili su: PaO, < 55 mmHg pri udisanju sobnog
zraka, ili PaO, < 60 mmHg uz prisutnost policitemije, klinickih znakova plu¢nog srca ili

plucne hipertenzije (2,9).
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Tablica 3.1.: Raspored ucinjenih laboratorijskih analiza

vrijeme start l.sat | 2.dan | 8.dan | 14.dan | 28.dan
param,

ABS + + + + * *
KKS + + * * *
biokem. + + + * hl
EPO + + + * *
VEGF + +

bFGF + +

IL-1p + +

IL-6 + +

TNF-o + +

3.3. LABORATORIJSKI TESTOVI
3.3.1. Analiza diSnih plinova, acidobaznog statusa

Za odredivanje diSnih plinova i acidobaznog statusa uzimana je arterijske krv u
hepariniziranu Spricu. Ovi parametri analizirani su rutinskom metodom, a za analizu je
koriSten aparat naziva “1306pH/ Blood Gas Analyzer” proizvodaca Instrumentation

Laboratory.
3.3.2. Analiza parametara krvne slike i biokemijskih parametara

Za odredivanje parametara krvne slike (E, Hb, Hct, MCV, MCH, Tr i L), biokemijskih
parametara (AST, ALT, GGT, bil, urea, kreatinin) koriStena je venska krv. Ovi su
parametri analizirani rutinskom laboratorijskim testovima.

Parametri krvne slike odredivani su na hematoloSkom analizatoru «Coulter», model
«Microdiff 18».

Za referentni interval hematoloskih parametara koristene su vrijednosti dobivene u sklopu
istrazivanja autorica Flegar-Mestri¢ Z. i Jagarinec N (189). Na temelju tog istraZivanja

referentni raspon broja E za muSkarce iznosi 4,34 - 5,72 x 10'’/L, koncentracije
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hemoglobina 138 - 175 g/L, hematokrita 0,415 - 0,53. Za Zene referentni raspon broja E
iznosi 3,86 - 5,08 x 1012/L, hemoglobina 119 - 157 g/L, hematokrita 0,356 - 0,47.
Referentni raspon za MCV iznosi 83 — 97,2 fl, a za MCH 27,4 — 33,9 pg. Referentni
interval za broj L iznosi 3,4 -9,7 x 10°/L, a za broj Tr 158 — 424 x 10”/L.

Biokemijski parametri (AST, ALT, GGT, bilirubin, urea, kreatinin) odredivani su na
biokemijskom analizatoru «Cobas Miri» proizvodaca «Roche». Sve su metode
standardizirane po IFCC-u.

Referentne vrijednosti AST za muskarce su do 38 U/L, za Zene do 30 U/L.

Referentne vrijednosti ALT za muSkarce su do 48 U/L, za Zene do 36 U/L.

Referentne vrijednosti GGT za muskarce su 11 - 55 U/L, za Zene 9 - 35 U/L.

Referentne vrijednosti bilirubin su 5 — 26 pmol.

Referentne vrijednosti ureje su do 2,6 — 8,3 mmol.

Referentne vrijednosti kreatinina su do 35 — 115 pmol.
3.3.3. Odredivanje koncentracije eritropoetina u krvnom serumu

EPO je mjeren pomocu komercijalno dostupnog ELISA testa (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (Sangui Bio Tech Inc. — Santa Ana, CA, USA)). Za ovaj test
koristi se krvni serum bez dodataka. Reagens se sastoji od ov¢jih poliklonalnih protutijela
na humani EPO vezanih za biotin i mi§jih monoklonalnih protutijela na humani EPO
vezanih za peroksidazu. Tijekom inkubacije protutijela se vezu za EPO u uzorku.
Intenzitet Zute boje, koja zaostaje nakon prekida reakcije, direktno je proporcionalan
koncentraciji EPO u uzorku. Raspon normalnih vrijednosti za EPO u odrasle populacije
je od 4,3-32,9 U/l. Serum za odredivanje faktora rasta i citokina smrzavan je unutar
jednog sata nakon uzimanja uzorka na -80 °C. Svi su uzorci analizirani istovremeno,

nakon zavrsetka studije (190).

3.3.4. Odredivanje koncentracije VEGF, bFGF, IL-1p, IL-6, TNF-a u krvnom

serumu

Serum za odredivanje angiogenih faktora i citokina takoder je smrzavan unutar jednog
sata nakon uzimanja uzorka na -80 °C. Svi su uzorci analizirani istovremeno, nakon

zavrSetka studije.
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VEGTF, bFGF i citokini odredivani su pomocu ELISA testa (R&D Systems-Minnaepolis,
USA). Radi se o kvantitativnoj sendvi¢-enzim-imunoesej tehnici. Za ovaj test koriSten je
krvni serum. Monoklonalna protutijela specificna za VEGF, bFGF odnosno citokine
predhodno su nanesena na mikropaletu. Standard i1 uzorak pipetiraju se u bunarice i
prisutni VEGF, bFGF odnosno citokin veZe se za protutijela. Nakon ispiranja nevezanih
supstanca, enzim-vezano poliklonalno protutijelo, specificno za ispitivanu supstancu,
dodaje se u bunarice. Slijedi ispiranje kako bi se uklonilo nevezano protutijelo-enzim
reagens, potom se dodaje otopina supstrata u bunarice i razvija se boja €iji je intenzitet

proporcionalan koli€ini ispitivanog supstrata koji se vezao u inicijalnom koraku. Nakon

Sto se razvoj boje zaustavi, njen se intenzitet mjeri.

Srednja vrijednost VEGF-a u serumu zdravih ljudi iznosi 220 pg/ml, a raspon se krece od
62-707 pg/ml. Prema podacima proizvodaca serumi zdravih ljudi su uvijek (u 100%

slucajeva) detektibilni na VEGF.

Prema podacima proizvodaca, koriStenjem ovog kita, u serumu zdravih ljudi nije moguce

detektirati bFGF.
U serumu zdravih ljudi vrijednost IL-1p je niZa od 3,9 pg/ml.

Prema analizama proizvodaca u 83% zdravih ispitanika vrijednosti IL-6 u serumu niZe su

od 3,12 pg/ml, a 17% ispitanika ima vrijednosti od 3,12-12,5 pg/ml.

Vrijednosti TNF-o u serumu zdravih ljudi niZe su od 15,6 pg/ml, ukolko se analiza izvr$i
ovom metodom (191).
Analiza faktora rasta i citokina izvrSena je na Odjelu za labaratorijsku dijagnostiku KBC

Rebro u Zagrebu.
3.3.5. Odredivanje parametara plu¢ne funkcije

Od testova plu¢ne funkcije ucinjeno je spirometrijsko testiranje i bronhodilatacijski test
nakon udisanja 200 pg salbutamola. Praceni parametri bili su FEV;, FVC, FEV/FVC.
Oni su odredivani nativho i 20 minuta nakon inhalacije navedenog bronhodilatatora.

Koristen je aparat naziva “Master Screen”, proizvodaca Jaeger.

59



3.4. ETICKA NACELA

Ovo je istrazivanje odobrilo Eticko povjerenstvo «Specijalne bolnice za plu¢ne bolestix».
Svi su sudionici ispitivanja dali informirani pristanak nakon razgovora kojim su im

objasnjene metode, ciljevi 1 oCekivane koristi istraZivanja.
3.5. STATISTICKE METODE

Prikupljeni podaci analizirani su prikladnim statistickim metodama. U obradi podataka
koriSteni su statisti¢ki pogrami StatView 1 Statistica 6. Za svaku kontinuiranu varijablu
izraCunati su osnovni opisni statisticki pokazatelji. Oni ukljucuju aritmeticku sredinu,
minimalnu 1 maksimalnu vrijednost, geometrijsku sredinu, medijan 1 mjere varijabilnosti.
Mjere varijabilnosti ukljucuju standardnu devijaciju, koeficijent varijabilnosti i
standardnu greSku. Nominalne varijable prikazane su u obliku udjela unutar cjelokupne
populacije. Za svaku je kontinuiranu varijablu procijenjen i oblik distribucije, te je
normalnost distribucije testirana Kolmogorov-Smirnov testom.

Za grubu procjenu povezanosti svih kontinuiranih varijabli u sustavu koriStena je matrica
korelacija. Jednostavna regresijska analiza koriStena je za izraCunavanje zasebne
povezanosti pojedinih varijabli. Neparametrijski testovi (Mann-Whitney i Kruskall-
Wallis) koriSteni su za ocjenu povezanosti nominalnih sa kontinuiranim varijablama i
medusobnu povezanost nominalnih varijabli. Za ocjenu povezanosti dviju nominalnih
varijabli koristen je * test. Za usporedbu vrijednosti pracenih u nekoliko toaka koristen

je parni t-test, a za dodatne izvendene varijable primjereni neparametrijski testovi.

Kako se radi o sloZzenom i multidimentzionalnom sustavu sa velikom brojem izmjerenih
parametara za analizu su koriStene i multivarijatne analize. Za ispitivane faktore rasta i
citokine ucinjena je stepwisse regresijska analiza kako bi se identificirale varijable koje ih
najbolje predskazuju ako se u obzir uzmu odnosi unutar cijelog sustava. Takoder,
ucinjena je faktorska analiza s ciljem redukcije broja varijabli i detekcije strukture medu

varijablama.
3.5.1. Opis varijabli

Osnovni opisni statisticki pokazatelji izraCunati su zasebno za svaku kontinuiranu

varijablu pri ¢emu je:

60



Aritmeticka sredina (X) mjera prosjeka, a izracunava se iz formule:
X=YXi/N
gdje je X = aritmeticka sredina
Xi = razli¢ite pojedinacne vrijednosti

N = broj ispitanika

Standardna devijacija (SD) je mjera varijabilnosti. [zraCunava iz formule:
gdje je : p aritmetiCka sredina populacije

N veli¢ina populacije

Raspon predstavlja razliku izmedu najmanjeg i najveceg rezultata, najjednostavnija je
mjera grupiranja rezultata oko neke srednje vrijednosti, ali 1 nesigurna mjera
varijabilnosti, jer svaki pojedini osamljeni rezultat znatno povecava raspon ne mijenjajuci

grupiranje rezultata oko aritmeti¢ke sredine.

Geometrijska sredina (GS) je «zbirni» parametar koji je koristan kada mjerna skala nije

linearna. IzraCunava se pomocu slijedece formule:
GS=(X1*Xo*.. Xy)"
gdje je n veli¢ina uzorka.

Medijan (MED) je vrijednost koja se u nizu rezultata poredanih po veli¢ini, nalazi to¢no
u sredini 1 mjera je centralne tendencije. Prednost medijana pred aritmetickom sredinom
je u tome $to jedan ekstreman rezultat nece promijeniti medijan uvjetovan samo brojem

rezultata.

Koeficijent varijabilnosti (CV) pokazuje koliki postotak vrijednosti aritmeticke sredine

iznosi vrijednost standardne devijacije. Racuna se prema formuli:
CV=SD*100/X

gdje je SD= standardna devijacija

X= aritmetiCka sredina

Standardna greska (SG) predstavlja mjeru odstupanja (varijabilnosti) aritmetickih

sredina uzoraka iz jedne populacije od aritmetickih sredina populacije, a ujedno i
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pogreSku kojoj se izlazemo zaklju¢uju¢i o populaciji na temelju uzoraka. Veli¢ina
pogreSke ovisi o varijabilnosti mjerenog obiljeZja s kojom je upravno proporcionalna, kao

1 s veli¢inom uzorka.

Interval pouzdanosti (CI) geometrijske sredine specificira raspon vrijednosti unutar
kojih nepoznati populacijski parametar, u ovom slucaju geometrijska sredina noze biti.
Ovi se intervali mogu izraCunati za razliCite intervale pouzdanosti. Ukoliko Zelimo biti
95 % sigurni da interval sadrZi stvarnu vrijednost geometrijske sredine populacije, onda

izracunavamo 95% interval pouzdanosti.

Tip distribucije je vazan dio opisa varijable, koja nam govori o ucestalosti vrijednosti u
razli¢itim rasponima varijable. Najinformativnije je vizualno ispitivanje podataka
koriStenjem histograma. Da bi se utvrdila vjerojatnost da uzorak dolazi iz normalno
raspodijeljene populacije, moze se izvesti Kolmgorov-Smirnov test. Ovaj se test temelji
na maksimalnoj razlici izmedu kumulativne distribucije uzoraka i pretpostavljene
kumulativne distribucije. Ako je, pomocu ovog testa, dobivena d varijabla znacajna, treba
se odbaciti hipoteza da je distribucija normalna. U vecini software programa, izraZena
vjerojatnost znacajnosti izraCinava se prema Massey-u. Ukoliko mean i standardna
devijacija za pretpostavljeno normalnu distribuciju nisu poznati (npr. one su procijenjene
iz podataka) vrijednosti dobivene po Massey-u nisu valjane. Umjesto toga u odredivanju
da li je Kolmogorov-Smirnov d statisticki znacajan trebaju biti koriStene takozvane
Lilliefors-ove vjetojatnosti. Ukoliko varijabla nije bila normalne distribucije, njena se

raspodjela pokusala pribliZiti normalnoj na nacin da se logaritmira.
3.5.2. Analiza povezanosti (univarijatna-bivarijatna)

Matricom korelacija prikazana je povezanost svih kontinuiranih varijabli u sustavu. U
tablici su navedeni koeficijenti povezanosti pojedinih varijabli (koeficijent korelacije -
Pearson R).

Korelacija je mjera povezanosti izmedu dviju varijabli. Koeficijent korelacije mozZe
varirati od -1,00 do 1,00. Vrijednost od -1,00 predstavlja savrSeno negativnu korelaciju,
dok vrijednost od 1,00 predstavlja savrSeno pozitivnu korelaciju. Vrijednost 0,00

predstavlja nedostatak korelacije.
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Regresijska analiza koriStena je za odredivanje individualnih koeficijenta korelacija
pojedinih kontinuiranih varijabli. Ovim testom je izraCunata i statisticka znaCajnost

povezanosti pojedinih varijabli.

Parni t-test je koriSten za identifikaciju razlika unutar iste grupe varijabli mjerene npr. u

razli¢itim vremenskim intervalima u iste populacije.
3.5.3. Neparametrijski testovi

Neparametrijske metode su metode neovisne o raspodjeli (eng. distribution free methods)
koje se primjenjuju u sluc¢ajevima kada raspodjele ocigledno nisu normalne ili kad je
veli¢ina uzorka premala, a postoji sumnja u normalnost.
Neparametrijske metode su ve¢inom testovi znacajnosti za dva ili viSe nezavisna uzorka i
nude nekoliko testova ¢ija je hipoteza:

Hy .....F(z) = G(z), zasve z
gdje je:
F(z) = funkcija distribucije obiljezja u populaciji X,
G(z) = funkcija distribucije obiljezja u populaciji Y.
NajkoriSteniji test za testiranje znacajnosti ove hipoteze izmedu dva nezavisna uzorka je
Rx = suma rangova opaZanja X; 1

Ry = suma rangova opaZanja y;; te izraz T:

T=Rx-nl(nl+1)/2
Pod uvjetom da je nul- hipoteza tocna, odnosno da su raspodjele u populacijama X 1Y
jednake, izraz T ima raspodjelu €ije su donje grani¢ne vrijednosti (Tgran, p), @ gornje

grani¢ne vrijednosti (Tgranc), te vrijedi:
TGrang = M1 - TGran. D
Nul- hipoteza se prihvaca ako vrijedi

TGran. D < T< TGranG
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U slucaju kada hipoteza pretpostavlja da vise populacija ima istu distribuciju (Ho)
nasuprot alternativnoj da nemaju (H;), koristi se test Kruskal I- Wallis koji je u

potpunosti analogan Mann - Whitney U- testu 1 vrijedi:
T=12/N(N+ 1) Z (R%/n;)— (N (N + 1)/ 4)

gdje raspodjela veli¢ine T ima priblizno oblik hi- kvadrat raspodjele sa k-1 stupnjeva

slobode, a nul- hipoteza biva prihvac¢ena ako je:
T <X? | a(k=1)

Hi- kvadrat (i) testom analizira se medusobna povezanosti nominalnih varijabli.
Osnovna postavka izratunavanja Hi kvadrat testom je razlika izmedu opaZenog i

ocekivanog podatka. Prema tome formula za izracunavanje je:
x'=% (O-Ey/E

pri cemu je O — opazeni podatak

E — ocekivani podatak
3.5.4. Multivarijatne metode

Multivarijatni ili multidimenzionalni analitickim postupcima pretpostavljaju analizu viSe
kontinuiranih varijabli istovremeno s ciljem prepoznavanja sloZenosti 1 vaznosti veza

medu njima.

Stepwisse regresija je model kojim se sluzimo da bi definirali prediktorske varijable koje
najbolje predskazuju kriterijsku, odnosno zavisnu varijablu. Ona uzima u obzir odnos
izmedu multiplo povezanih varijabli, a ne samo odnos izmedu prediktorske i zavisne
varijable. Stepwisse regresija je tehnika «gradnje» €iji osnovni postupak ukljucuje: (1)
identifikaciju incijalnog modela, (2) ponavljano «stepping» tj. ponavljano mjenje modela
u prethodnom koraku oduzimaju¢i ili dodajuéi prediktorsku varijablu u skladu s
«kriterijima koracCanja» 1 (3) zaustavljanje traZenja kada «stepping» viSe nije moguc
prema zadanim kriterijima, ili kada je postignut zadani broj koraka. Koristili smo «prema
naprijed ulaznu» metodu (forward entry method) koja za svaki korak izraCunava ulazni
parametar (entry statsitic). Za kontrolu ulaza u model definiran je F za ukljucivanje u

model (F-to-enter), a za izbacivanje iz modela F za iskljucivanje (F-to-remove). Kao Fza
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ukljucivanje uzeta je vrijednost 4,000, a za F za iskljucivanje 3,996. Kriti¢na vrijednost

za ulaz u model mora nadvladati onu za uklanjanje iz modela.

Faktorska analiza je koriStena radi redukcije broja verijabli i radi detekcije strukture
odnosa medu varijablama. Osnovna ideja faktorske analize je kombinacija dviju varijabli
u jedan faktor. Formira se regresijska linija koja najbolje zbraja linearni odnos medu
varijablama. Cilj je definirati novu varijablu koja je najbolje odgovara regresijskoj liniji i

najbolje hvata «bit» dviju varijabli (190,191).
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4. REZULTATI

U ovom radu ukupno je analizirano 106 izvornih kontinuiranih, 12 izvornih nominalnih i
8 izvedenih varijabli. Najprije ¢e biti opisani inicijalni parametri i njihovi medusobni
odnosi, a potom parametri dobiveni pra¢enjem u predhodno odredenim vremenskim

intervalima i njihovi medusobni odnosi.
4.1. Klinicke i demografske karakteristike

Klinicke i demografske karakteristike pacijenata ukljucenih u studiju prikazani su u
tablici 4.1. Podaci su prikazani zasebno prema spolu. Kontinuirane su varijable prikazane
kao srednja vrijednost £ SD, a nominalne kao udio u populaciji. U tablici su navedene i
razine znacajnosti raspodjele pojedinog parametra prema spolu koje su za kontinuirane
varijable izraunati Mann — Whitney testom, za nominalne varijable y* testom. Iz tablice
je vidlijivo da je ispitivanu skupinu ¢inilo 57 pacijenata, 26 musSkaraca i 31 Zena.
Prosjecna starost ispitivane skupine bila je 69 godina. Svi su pacijenti imali KOPB, ¢ija je
dijagnoza postavljena u skladu s dijagnostickim kriterijima Americkog pulmoloskog
drustva (281). Kroni¢ni simptomi KOPB-a u svih ispitanika trajali su duze od 2 godine.
Takoder, u svih su ispitanika simptomi akutnog pogorSanja trajali barem 24 sata prije
prijema u bolnicu. Simptomi akutne upale diSnih puteva zabiljeZeni su u 36 ispitanika (u
15 muskaraca 1 21 Zene), a u 17 pacijenata (u 9 muSkaraca 1 8 Zena) registrirana je
pneumonija na rendgenogramu pluca. U tablici je prikazana ucestalost globalne
kardijalne dekompenzacije, a takoder je zasebno prikazana i ucestalost izolirane
lijevostrane, odnosno desnostrane dekompenzacije srca. Izolirani znakovi popustana
desnog srca nadeni su u 5 ispitanika (1 musSkarac i 4 Zene), a lijevog u 21 ispitanika (9
muskaraca i 12 Zena). Nije nadeno statisticki znacajne razlike u raspodjeli ovih klini¢kih
podataka medu spolovima. Znakovi globalnog popusStanja srca nadeni su u 21 pacijenta
(5 muskaraca i 12 Zena). Ovo je jedini parametar koji je statisticki znacajno razli¢ito
rasporeden medu spolovima. U 26 ispitanika (10 muSkaraca i 16 Zena) nadena je
kombinacija znakova popustanja srca i upale diSnih puteva. 17 pacijenata (5 muskaraca i
12 Zena) imalo je anamnezu poviSenog krvnog tlaka, a poviSene vrijednosti krvnog tlaka

pri prijemu zabiljeZene su u 20 ispitanika (7 muskaraca i 13 Zena). Nije nadeno statisticki
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znacajne razlike u raspodjeli ovih parametara, kao ni u raspodjeli apsolutnih vrijednosti

krvnog tlaka u populaciji.

Tablica 4.1. Klinicke i demografske karakteristike ispitivane populacije i usporedba

izmedu muskaraca i Zzena

karakteristike pacijenata vrijednost muskarci Zene p
broj pacijenata 57 (100) 26 31 -
dob (godine) 69,0+£9,8 | 66,8+10,3 | 70,9+9,2 | 0,1207
klinicka dijagnoza KOPB-a | 73,1 +£219 | 75,7+19,6 | 70,7+23,9 | 0,4208
trajanje kroni¢ni simptoma
57 (100) 26 31 -
duzZe od 2 godine
trajanje akutnog pogorsanja
8 Po8 57 (100) 26 31 -
duZe od 24 h
akutna upala diSnih puteva 36 (63) 15 21 0,6116
pneumonija na
17 (30) 9 8 0,6647
rendgenogramu
dekompenzacija desnog srca 509 1 4 0,4630
dekompenzacija lijevog srca 21 (37) 9 12 0,9653
globalna src¢ana
21 (37) 5 16 0,0245
dekompenzacija
kombinacija sr¢ane
26 (46) 10 16 0,4679
dekompenzacije i infekcije
anamneza povisenog krvnog
17 (30) 5 12 0,1901
tlaka
poviseni krvni tlak pri
20 (35) 7 13 0,3659
prijemu
sistoli¢ki krvni tlak 1389 +£22,8 | 139,3£24,5 | 138,5+31,9 | 0,8005
dijastolicki krvni tlak 78,6 £13,1 | 79,3245 | 78,0+11,6 | 0,9849
srednji arterijski tlak pri
98,7+15,2 | 993+13,5 | 99,3 +17,5 | 0,7895

prijemu
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Na tablici 4.2. navedeni su najcesce koriSteni lijekovi prije hospitalizacije i lijekovi ¢ija je
primjena zapoceta pri prijemu u bolnicu, te njihova raspodjela prema spolu. Prije
hospitalizacije najceS¢e su KkoriSteni selektivni agonisti [2-adrenergickih receptora,
antikolinergici, teofilin, inhalacijski glukokortikosteroidi, diuretici i ACE inhibitori. Nije
nadeno statisti¢ki znacajne razlike u raspodjeli upotrebe ovih lijekova medu spolovima.
Prije hospitalizacije prosjecno je koriSteno 3,8 lijekova. Pri hospitalizaciji, osim
navedenih lijekova, cCesto su koriSteni aminofilin, antibiotici 1 Kkortikosteroidi
parenteralno. Nije nadeno razlike u raspodjeli ovih lijekova prema spolu, osim §to su

antikolinergici ¢eS¢e koriSteni u muskaraca.

Tablica 4.2. Lijekovi KkoriSteni prije prijema u bolnicu i terapija zapoceta pri

prijemu u bolnicu

Kroni¢na terapija uzimana prije prijema u bolnicu

selektivni agonisti 2-

adrenergickih receptora 240 = 10 0.2702
antikolinergik 11 (19) 7 4 0,3171
teofilin 49 (86) 23 26 0,6967
glukokortikosteroid 10 (18) 6 4 0,5117
diuretici 29 (51) 12 17 0,6985
ACE inhibitor 12 (21) 6 6 0,5373
broj koristenih lijekova 38+24 44+£254 | 34+£2,19 | 0,1313

terapija zapoceta pri hospitalizaciji

selektivni agonisti B2-

adrenergickih receptora 2068) > o 0-8035
antikolinergik 12 (21) 9 3 0,0483
aminofilin 49 (86) 23 26 0,9091
glukokortikosteroid 22 (39) 13 9 0,1813
diuretik 45 (79) 20 25 0,9373
ACE inhibitor 17 (30) 4 13 0,0585
antibiotik 35(61) 15 20 0,7995
broj koristenih lijekova 54+15 55+1,22 52+1,65 0,3525
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INICIJALNI NALAZI

4.2. OPIS INICIJALNIH NALAZA
4.2.1. Respiracijske, hematoloske i biokemijske karakteristike

U ispitivane populacije odredivani su respiracijski, hematoloski i biokemijski parametri u
svrhu njenog pobliznjeg opisivanja. Od respiracijskih parametara odredivani su PaO,,
PaCO,, pH, Sat. Postbronhodilatacijske vrijednosti FVC, FEV, FEV/FVC odredivani su
postignutom maksimalnom klinickom poboljSanju. Oni su navedeni ovdje jer su odraz
uznapredovalosti bolesti 1 pridonose opisu populacije. Od hematoloskih parametara
odredivani su: E, Hb, Hct, MCV, MCH, L i Tr. U ispitivane populacije odredeni su
slijedeci biokemijski parametri; urea, kreatinin, AST, ALT, GGT, bilirubin. U tablici 4.2.
ovi su parametri prikazani kao njihova srednja vijednost + SD zasebno po spolu. Takoder
je prikazana znacajnost razlike u raspodjeli ovih parametara medu spolovima izracunata
pomoc¢u Mann — Whitney testa.

Hematoloski, biokemijski parametri, kao i rezultati analize diSnih plinova u arterijskoj

krvi ravnomjerno su rasporedeni medu spolovima.

Rezultati analize diSnih plinova u arterijskoj krvi ukazuju da su svi pacijenti ukljuceni u

studiju bili znacajno hipoksemi¢ni u trenutku prijema u bolnicu udiSuc¢i sobni zrak.
Najvi$a inicijalna vrijednost PaO, bila je 53 mmHg, §to je vrijednost odredena ulaznim
kriterijem. Srednja vrijednost cijele populacije iznosila je 45,66 = 5,17, a najniza 32,6
mmHg.

Srednja vrijednost PaCO, za cijelu populaciju bila je blago iznad referentnih vrijednosti 1
iznosila je 45,25 £ 9,02 mmHg. Vrijednosti PaCO, Sirokog su raspona i krecu se od 29,1
- 65,0 mmHg. Dakle, one se proteZu od vrijednosti nizih od referentnih vrijednosti koje
klinicki odgovaraju hiperventilaciji do znacajno viSih od referentnih vrijednosti koje
odgovaraju hipoventilaciji. U 51 % pacijenata zabiljeZen je PaCO, > 45 mmHg, odnosno
globalna respiracijska insuficijencija. U 33 % pacijenata PaCO, bio je ve¢i od 50 mmHg,
Sto znaci da su imali klini¢ki znacajnu hiperkapniju.

Aritmeticka sredina varijable pH bila je unutar fizioloSkih vrijednosti i iznosila je 7,45 +

0,06. U 52 % ispitanika ova varijabla je bila unutar referentnog raspona. U 4 % pacijenta
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zabiljeZena je acidoza (ph < 7,359), a u 44 % pacijenata alkaloza (ph > 7,45). Raspon je
bio od 7,3 - 7,64.
Prosjecna vrijednost Sat bila je niska, ispod referentnih vrijednosti i iznosila je 80,07 +

7,24. U svih je ispitanika ovaj parametar bio nizi od referentnog raspona.

Srednja vrijednost ispitivanih parametara pluéne funkcije bila je ocekivano niska.

Srednja vrijednost postbronhodilatacijskog FVC, FEV, 1 FEVI/FVC govori za

opstrukciju diSnih puteva koja perzistira nakon bronhodilatacijske terapije.
Postbronhodilatacijski FEV/FVC u svih je pacijenata nizi od 0,7 §to je u skladu s
dijagnozom KOPB-a. Medu odredivanim parametrima pluéne funkcije FVC je znacajno
visi u muskaraca nego u Zena. Nije nadeno statisticki znacajne razlike u raspodjeli FEV; i

FEV/FVC prema spolu.

Ispitivana je populacija karakterizirana slijede¢im paramatrima crvene krvne slike.

Srednja vrijednost broja E iznosila je 5,31 £ 0,73 x 1012/L, koncentracije Hb 151,06 +
23,3 g/L, Het 0,46 + 0,66, MCV 86,33 + 8,02 pm3, MCH 28,47 + 3,22 pg.

Srednja vrijednost parametara crvene krvne slike u muskog dijela populacije bila je

unutar referentnih vrijednosti. Raspon parametara ovih parametara bio je Sirokog raspona,
vrijednosti od ispod do iznad referentnog intervala. Srednaj vrijednost broja E iznosila je
53 + 0,8 x 10"%/L. U 12 % pacijenta zabiljeZen je sniZeni broj E, a najniZa zabiljeZena
vrijednost iznosila je 3,9 x 10'%/L. U 38 % pacijenata zabiljeZena je poviSena vrijednost
broja E. NajviSa zabiljeZena vrijednost iznosila je 6,45 x 10"/L. Koncentracija Hb niza
od referentnog intervala zabiljezena je u 31 % pacijenata i najniza vrijednost iznosila je
108 g/L, dok je viSa od referentnog intervala zabiljezena u 35 % pacijenata. NajviSa
zabiljeZena vrijednost Hb iznosila je 204 g/L. Vrijednost Hct ispod referentnog intervala
zabiljezena je u 23 % ispitanika, najniZza zabiljeZena vrijednost iznosila je 0,35.
Vrijednost Hct iznad referentnog raspona zabiljeZena je u 19 % pacijenata 1 najviSa
zabiljeZena vrijednost iznosila je 0,58. Srednja vrijednost stani¢nih indeksa bila je unutar
referentnih vrijednosti.

Parametri crvene krvne slike u Zenskog dijela populacije, takoder, pokazuju Siroki raspon.

Srednja vrijednost broja E bila je iznad referentnog raspona u ovog dijela populacije.

Samo u jedne pacijentice (3 %) nadena je sniZena vrijednost broja E i ona je iznosila 3,48
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x 10'%/L. U 68 % pacijentica zabiljeZen je poveéan broj E, i najvisa vrijednost iznosila je
7,0 x 10"/L, Koncentracija Hb 1 Hct izvan referentnog intervala zabiljeZeni su u
jednakog broja pacijentica. SniZene vrijednosti ovih varijabli nadene su u 10 %
pacijentica, a poviSene u 32 % pacijentica. Najniza zabiljeZena vrijednost za Hb iznosila
je 109,8 g/L, a za Hct 0,33. NajviSa zabiljezena vrijednost za Hb iznosila je 190 g/L, a za

Hct 0,57. Srednja vrijednost stani¢nih indeksa bila je unutar referentnih vrijednosti.

Srednja vrijednost broja L gledajuéi ukupnu populaciju iznosila je 10,01 + 4,991 x 10°.
Srednja vrijednost u muskaraca bila je iznad referentnih vrijednosti i iznosio je 10,8 x
10°/L. U 58 % ispitanika ovaj je parametar naden iznad referentnih vrijednosti, a niti u
jednog ispitanika on nije bio nizi od referentnih vrijednosti. Srednja vrijednost broja L u
Zena bila je unutar referentnih vrijednosti 1 iznosila je 9,4 x 10°/L. U 32 % ispitanica ovaj
je parametar naden iznad referentnih vrijednosti, a niti u jednom uzorku on nije bio niZi

od referentnih vrijednosti.

Srednja vrijednost broja Tr unutar cijelokupne populacije bila je 292,65 + 133,42
x10°/L. Srednja vrijednost ove varijabla bila je unutar referentnih vrijednosti i raspona je
od blago sniZzenih vrijednosti do onih iznad referentnih vrijednosti (113,6 - 732,8 x
10°/L). U 6 ispitanika ovaj je parametar iznad referentnih vrijednosti. Prosje¢na
vrijednost u muskaraca iznosila je 304,75 + 129,45 x 109/L, a raspon 125,9-654,0 x
10°/L. Medijan je u Zena iznosio 282,49+137,96 x 10°/L, a raspon 113,6-732,8 x 10°/L.

Normalna raspodjela ovih varijabli potvrdena je Kolmogorov - Smirnov testom (p= n.s.).

Iz tablice je vidljivo da su srednje vrijednosti parametara bubrezne funkcije, ureje i

kreatinina, unutar referentnog raspona. U 11 pacijenata vrijednosti ureje zabiljeZene su
iznad referentnog raspona, a najviSa zabiljeZena vrijednost iznosila je 16,2 mmol. Ova
poviSena vrijednost je manja od dvostruke normalne vrijednosti. U 8 pacijenata
zabiljeZena je poviSena vrijednost kreatinina. NajviSa zabiljeZena vrijednost iznosila je
142 pmol, Sto je tek blago iznad referentnog raspona. Ove varijable normalne su

raspodjele izracunate Kolmogorov - Smirnov testom (p=n.s.).

Srednja vrijednost parametara jetrene funkcije bila je unutar referentnog raspona.

Samo u 3 pacijenta zabiljeZena je poviSena vrijednost ALT i GGT, te u 4 pacijenta

povisena vrijednost AST. AST je nadena poviSenih vrijednosti u 5 pacijentica, ALT u 4
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pacijentice, a GGT u 10 pacijentica. U 5 je ispitanika bilirubin bio poviSenih vrijednosti.
Niti u jednog ispitanika ove vrijednosti nisu bile tri puta viSe od gornje granice
referentnog raspona, pa su time zadovoljeni kriteriji za uklju¢ivanje u studiju. Normalna

raspodjela ovih varijabli potvrdena je Kolmogorov - Smirnov testom (p= n.s.).

Tablica 4.3. Respiracijske, hematoloske i biokemijske karakteristike ispitivane

populacije i usoredba izmedu muskaraca i Zena

parametar muskarci Zene p
PaO, (mmHg) 44,9 +5,7 46,2 +4,7 0,2965
PaCO, (mmHg) 43,6 £10,5 46,6 +7,5 0,4063
SatHbO; (%) 79,3 +8,3 81,9+6,1 0,2851
pH 7,45 + 0,06 7,45 £ 0,06 > 0,9999
FVC 2,92 £0,87 1,71 £ 0,53 0,0074
FEV, 1,24 + 1,01 0,80 +£0,28 0,3465
FEV1I/FVC 0,40 £0,17 0,48 £0,11 0,1448
E (x 10'"/L) 53+0,8 53+0,7 0,6882
Hb (g/L) 155,0 £27.4 147,8 £ 19,0 0,2577
Hct 0,47 £0,07 0,45 £ 0,06 0,4180
MCYV (fl) 86,1 +8.9 86,5+7,5 0,9996
MCH (pg) 28,7+3,5 283+29 0,5453
L (x 10°/L) 10,8 £3,5 9.4 +6,0 0,3583
Tr (x 10°/L) 304,8 £129,5 | 282,5 +138,0 0,6233
ureja (mmol/L) 7,1+373 70+2.8 0,7187
kreatinin (umol/L) | 94,9 +£21,0 81,5+214 0,0665
AST (U/L) 272+£22,1 24,0 +£12,7 0,4562
ALT (U/L) 26,0 +33,4 20,8 £22,6 0,5662
GGT (U/L) 32,1 £5,5 32,1 £21,8 0,9170
bilirubin (umol) 32,4 £ 66,0 49,0 £ 96,3 0,3530

72



4.2.2. Eritropoetin i angiogeni faktori rasta

U ispitivane populacije odredivani su slijedeci faktori rasta: EPO, VEGF i bFGF. Njihovi

osnovni opisni statisti¢ki pokazatelji prikazani su na tablici 4.4.

Tablica 4.4. Opis faktora rasta

X SD SG MIN MAKS Ccv GS MED
EPO 1 41,42 83,54 11,06 2,00 342,00 2,01 14,26 11,00
VEGF 1 | 1041,98 1096,95 146,58 5,40 5725,00 1,05 656,50 | 580,00
b FGF 1 6,03 2,45 ,32 2,80 15,00 ,40 5,64 5,70

Srednja vrijednost EPO dobivenog iz inicijalnog uzorka bila je iznad referentnih
vrijednosti 1 iznosila je 41,42 U/L. Median je iznoso 11,00 U/L S§to upucuje da EPO u
vecine pacijenata nije bio poviSenih vrijednosti. Ova je varijabla bila Sirokog raspona 1
kretala se od minimalno detektibilnih vrijednosti (2 U/L), do izrazito poviSenih
vrijednosti (342 U/L). Koncentracija EPO bila je unutar referentnih vrijednosti u 38/57
(67%) ispitanika, ispod referentnih vrijednosti u 10/57 (17%) pacijenta, a poviSen samo u
9/57 (16%) pacijenta. U 7/57 (12%) inicijalnih uzoraka nadena je vrlo visoka
koncentracija EPO, viSa od 100 U/L. Devet uzoraka poviSene koncentracije EPO
odgovorno je za poviSenu srednju vrijednost EPO, koja se znaCajno razlikuje od
vrijednosti aritmeticke i geometrijske sredine. Srednja vrijednost ove varijable u muske
populacije iznosila je 32,4 + 66,0 U/L, a u Zenske populacije 49,0 + 96,3 U/L. 95%
interval pouzdanosti medijana za ovu varijablu iznosi 19,25 - 63,59 U/L. Distribucija ove
varijable znacajno se razlikovala od normalne, Kolmogorov — Smirnov test: d = 0,408; p
< 0,001. Zbog toga je izvedena njena logaritamska transformacija, te je kao takva
koriStena u testovima korelacija. Nakon transformacije Kolmogorov — Smirnov testom
dobiven je slijede¢i rezultat: d = 0,130, p = n.s. Grafom 4.1. prikazana je distribucija

varijable EPO 1 njene logaritamske transformacije.

Srednja vrijednost varijable VEGF dobivene iz pocetnih uzoraka iznosila je 1041,99
pg/ml, §to je 4,7 puta visa vrijednost u odnosu na srednju vrijednost dobivenu na uzorku
zdravih ljudi (269). Standardna devijacija za ovu varijablu iznosi 1096,95 §to upucuje na
njenu veliku varijabilnost. Srednja vrijednost ove varijable u muskog dijela ispitivane

populacije iznosila je 1296,84 + 1355,55 pg/ml, a u Zenskog dijela populacije 836,47 +
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798,91 pg/ml. Ova je varijabla Sirokog raspona, koji se krece od izuzetno niskih do
ekstremno poviSenih vrijednosti, odnosno od 5,4 pg/ml do 5725 pg/ml. 95% interval
pouzdanosti prosjecne vrijednosti ove varijable iznosi 750,92 - 1333,04 pg/ml.
Distribucija ove varijable takoder je znacajno razli¢ita od normalne, Kolmogorov —
Smirnov test d = 0,213, p < 0,05. Nakon logaritamske transformacije Kolmogorov —
Smirnov testom dobiven je slijede¢i rezultat d = 0,11593, p = n.s., te je ovako
transformirana varijabla koriStena u testovima povezanosti. Graf 4.2. prikazuje histogram

raspodijele pocCetne varijable VEGF, kao i njene izvedene varijable.

Srednja inicijalna vrijednost varijable bFGF iznosila je 6,039 pg/ml. Ova varijabla
pokazala je najmanji stupanj varijabilnosti medu ispitivanim faktorima rasta i njena je
standardna devijacija iznosila 2,459. Srednja vrijednost ovog parametra u muskog dijela
ispitivane populacije iznosila je 6,3 + 2,599 pg/L, dok je za Zenski dio populacije iznosila
5,829 + 2,363 pg/L. 95% interval pouzdanosti prosjecne vrijednosti ove varijable iznosi
5,38 - 6,68 pg/ml. Kolmogorov — Smirnov test za ovu varijablu iznosio je d = 0,2114, p<
0,05, dok je za logaritmiranu varijablu d= 0,16795, p= 0,10, te je kao takva koriStena u
testovima korelacija. Na grafu 4.3 prikazani su histogrami raspodjele izvorne i

transformirane varijable.
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Graf 4.1. Histogram raspodjele inicijalne varijable EPO i
njegove logaritamske transformacije

Graf 4.1.a. Raspodjela EPO

Histogram
" l n L I L n 1 I 1 n 1 I 1

35

30

25 1

. 20 1
broj

15 1

10 1

50 0 50 100 150 200 250 300 350
EPO

Graf 4.1.b. Raspodjela logaritamske transformacije EPO

Histogram
1 1 1 1 1 1 1 1 1

g_

8 L
7'_ L
6]

. 5
broj

3
2
1 -

0_
25 5 75 1 125 15 175 2 225 25 275
loa EPO



Graf 4.2. Histogram raspodjele inicijalne varijable VEGF-a
i njegove logaritamske transformacije
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Graf 4.3. Histogram raspodjele inicijalne varijable b-FGF i
njegove logaritamske transformacije
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4.2.2. Citokini

U ispitivane populacije odredivani su slijede¢i citokini: IL-1B, IL6, i TNFa. Njihovi

osnovni opisni statisti¢ki pokazatelji prikazani su na tablici 4.5.

Tablica 4.5. Opis citokina

X SD SG MIN MAKS CV GS MED
IL-18 1 2,341 1,686 ,229 ,200 11,100 ,720 1,909 2,000
IL-61 | 45,666 86,502 11,559 3,000 477,300 1,894 20,201 19,050
TNF-a 1] 10,127 3,038 ,784 6,500 16,200 ,300 9,758 8,900

Parametar IL-1f bio je medu ispitivanim citokinima najniZih apsolutnih vrijednosti.
Njegova srednja vrijednost dobivena iz pocetnih uzoraka iznosila je 2,341 pg/ml. Unutar
ove grupe varijabla ona pokazuje najmanju varijabilnost i njena je standardna devijacija
iznosila 1,686. Raspon ovog parametra krec¢e se od 0,2 pg/L do 11,1 pg/L. Vrijednosti
aritmetiCke sredine, geometrijske sredine 1 medijana vrlo su bliske Sto upucuje na
normalnu raspodjelu ove varijable. Samo u 4 ispitanika ova je varijabla bila iznad 3,9
pg/ml, Sto je najviSa vrijednost zabiljeZena ovim testom u zdravih pojedinaca prema
podacima proizvodaca (191). 95% interval pouzdanosti medijana za ovu varijablu iznosi
1,89-2,79 pg/ml. Srednja vrijednost ove varijable u muskog dijela ispitivane populacije
iznosila je 2,50 + 2,24 pg/ml, a u Zenskog dijela populacije 2,213 + 1,08 pg/ml.
Kolmogorov — Smirnov testom potvrdeno je da se raspodjela ove varijable ne razlikuje
znaCajno od normalne, d = 162, p < 0,15 , no u logaritmiranom je obliku njena
distribucija bila jo§ bliza normalnoj (K — S test: d = 0,125, p = n.s.), te je kao takva

koriStena u testovima korelacija.

Srednja vrijednost inicijane varijable IL-6 iznosila je 45,67 pg/ml. U ovoj grupi varijabla
ovaj je parametar bio najvece varijabilnosti 1 njegova je standardna devijacija iznosila
86,50. Raspon je ove varijable vrlo Sirok i1 krec¢e se od 3 pg/ml do izrazito visokih
vrijednosti, odnosno 477,30 pg/ml. U ¢ak 54 ispitanika ova je varijabla bila viSa od 3,12
pg/ml, Sto je najviSa vrijednost nadena u 90% zdravih ispitanika. U 35 ispitanika
vrijednost IL-6 bila je iznad 12,5 pg/ml, §to je najviSa zabiljeZena vrijednost u zdravih
ljudi ovim testom prema podacima proizvodaca (191). 95% interval pouzdanosti srednje

vrijednosti ove varijable iznosio je 22,71-68,62 pg/ml. Srednja je vrijednost ove varijable
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u muskog dijela ispitivane populacije iznosila 35,54 + 28,00 pg/ml, a u Zenskog dijela
populacije 53,84 + 113,74 pg/ml. Za ovu je varijablu Kolmogorov — Smirnov test iznosio:
d=0,311, p < 0,01, dok je za logaritamski transformiranu varijablu ovaj test iznosio: d =
0,074, p = n.s. Zbog toga je ovako transformirana varijabla koriStena u testovima

povezanosti.

AritmetiCka sredina varijable TNF-a iznosila je 10,13 pg/ml. Niske vrijednosti
standardne devijacije, koeficijenta varijabilnosti i standardne greske upucuju na nisku
varijabilnost ovog parametra. NajniZa detektibilna vrijednost ovog analita koriStenim
testom bila je < 1,6 pg/ml. Minimalna dobivena vrijednost iznosila je 6,5 pg/ml, a
maksimalna 16,2 pg/ml. 95% interval pouzdanosti srednje vrijednosti ove varijable
iznosio je 8,70 - 11,54 pg/ml. U muSkog dijela populacije srednja vrijednost ovog analita
iznosila je 11,48 + 3,58 pg/ml, a u Zenskog 9,45 + 2,67 pg/ml. Kolmogorov — Smirnov
test za izvorni oblik varijable iznosio je d = 0,261, p = 0,2, no Lilliefors testa bio je
signifikantan (p < 0,01). Zbog toga je izvrSena logaritamska transformacija i ove
varijable, te je tada Kolmogorov — Smirnov test iznosio d = 0,232, p = n.s., a Lilliefors

test p < n.s. [ ova je varijabla u testovima korelacija koriStena u logaritmiranom obliku.

4.3. ANALIZA POVEZANOSTI INICIJALNIH NALAZA (UNIVARIJATNA-
BIVARIJATNA)

Matricom korelacija dat je pregled koeficijenata povezanosti svih istraZivanih
kontinuiranih varijabli u sustavu, a potom su odabrane statisti¢ki znacajne korelacije
prikazane regresijskim krivuljama. Svi su ispitivani faktori rasta i citokini u testovima

povezanosti koriSteni u logaritmiranom obliku.
4.3.1. Matrica korelacija svih istrazivanih kontinuiranih varijabli

Tablica 4.6. prikazuje matricu korelacija svih istrazivanih kontinuiranih varijabli u
sustavu dobivenih prije pocetka lijeCenja. U tablici su navedeni koeficienti povezanosti
pojedinih varijabli izraCunate jednostavnom regresijskom analizom. Analiza je ucinjena
zasebno za svaku varijablu. Na ovaj je nacin analizom obuhvaden maksimalni broj
ispitanika. Shematski su oznafene razine znacajnosti pojedinih povezanosti izraunate
pomocu jednostavne regresijske analize na slijede¢i nacin: crno: p > 0,05, plavo: 0,05 <p

> 0,0001, crveno p: <0,0001.
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Tablica 4.6. Matrica korelacija svih istrazivanih kontinuiranih varijabli u sustavu

EPO VEGF bFGF IL1 IL6 TNF PO2 PCO2 pH Sat SE E Hb Het MCV MCH L Tr AST ALT GGT bil urea
EPO 1,00 21 27 -19 -12 -27 -,38 03 -,00 -24 ,00 -,06 -20 -11 -,16 -20 07 13 22 31 17 05 41
VEG 1,00 13 =12 23 17 -34 03 13 =34 29 -,14 -09 -09 09 08 27 39 207 23 04 -,06 23
bFGF 1,00 -26 11 -07 03 -21 25 02 -01 -,02 12 ,10 09 .10 09 24 05 .10 - 13 29 26
IL-1 1,00 09 -,08 -13 -,05 01 -01 -,04 15 09 01 01 -,02 .16 -,08 -44 -41 - 11 21 -,10
IL-6 1,00 22 -24 -33 44 -02 61 -21 -36 -32 -17 -,18 ,67 34 24 17 .12 14 ,30
TNF 1,00 27 -10 -10 05 17 28 -20 - 15 -33 -34 05 -12 11 09 -,04 02 -35
PO2 1,00 -35 14 83 12 -17 02 -10 01 A7 -24 -19 -,03 -08 -,09 -,04 -25
PCO2 1,00 -.55 =51 -47 ,30 A1 47 29 16 -23 -25 02 03 22 - 18 -01
pH 1,00 45 47 -,38 -30 -33 07 09 35 54 -13 -12 -,09 41 09
Sat s 1,00 24 -,29 -15 -,26 -,03 .10 02 -,10 -,05 -05 07 Bt -,20
SE 1,00 -,61 =59 -61 -,02 -,01 44 62 11 15 -,03 -,05 02
E 1,00 ,68 ,76 -,30 -33 -,05 -,30 -12 -17 -19 19 12
Hb 1,00 94 44 A7 -,10 -,31 -19 -24 04 17 -,08
Hect 1,00 ,39 27 -,08 -,27 -14 -25 04 22 07
MCV 1,00 .90 -,03 09 -04 - 11 33 04 - 14
MCH 1,00 -,08 -,02 -,08 -,10 28 -,01 -,24
L 1,00 48 .10 .10 06 18 23
Tr 1,00 01 12 -,05 09 11
AST 1,00 .87 25 -,20 49
ALT 1,00 27 -19 ,36
GGT 1,00 - 14 - 11
Bil 1,00 20
Urea 1,00
Krat
FEV1
FVC
RR
sist
RR
|_dijast
TT
DOB

Legenda: U pojedinom polju oznacen je koeficijent korelacije s predznakom. Statisticka znacajnost pojedinih korelacija oznacena je
na slijedeci nacin:
p < 0,0001 crvenom bojom; 0,0001 >p < 0,05 plavom bojom; p > 0,05 crnom bojom.
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Iz tablice se vidi da su u sustavu prisutne multiple znacajne povezanosti koje se razlikuju
po jacini 1 smjeru. Za potrebe ovog rada posebno ¢e biti analizirane 1 graficki prikazane
povezanosti naslovnih parametara s ostalim kontinuiranim varijablama. U daljnjem tekstu

bit ¢e izdvojene znacajne povezanosti ostalih kontinuiranih varijabli.

Inicijalne vrijednosti PaQ, ocekivano znacajno pozitivno koreliraju s Sat (p<0,0001).
Ova varijabla negativno korelira s PaCO, (p=0,0078).

Rezultati provedene analize ukazuju da inicijalne vrijednosti PaCQO, pozitivno koreliraju
s E (p=0,0282), Hb (p=00017), Hct (p=0,003), MCV (p=0,0328). Osim toga, ova
varijabla znac¢ajno negativno korelira s SE (p=0,0005), pH (p<0,0001), Sat (p<0,0001), i
dobi (p=0,0304).

Pocetne su vrijednosti pH znacajno pozitivho povezane s pocetnim vrijednostima Sat
(p=0,0003), SE (p=0,0005), L (p=0,0098), Tr (p<0,0001), bilirubina (p=0,0025). Pored
toga, ova varijabla negativno korelira s E (p=0,0045), Hb (p=0,0257), Het (p=0,0153).
Nadena je znaCajna negativna korelacija Sat s E (p=0,0408).

SE znacajno pozitivno korelira s Tr (p<0,0001) i L (p=0,0013), a znacajno negativno s E
(p<0,0001), Hb (p<0,0001), Het (p<0,0001).

Broj E znacajno pozitivno korelira s inicijalnim vrijednostima Hb (p<0,0001), Hct
(p<0,0001), kreatininom (p=0,0085), a negativno s MCV (p=0,0248), MCH (p=0,0129) i
Tr (p=0,0251).

Hb znacajno pozitivno korelira s Het (p<0,0001), MCV (p=0,0008), MCH (p=0,0003), a
negativno s Tr (p=0,0189) i dobi (p=0,0203).

Hct takoder znacajno pozitivno korelira s MCV (p=0,0034) i MCH (p=0,048). Ova
varijabla zna¢ajno negativno korelira s Tr (p=0,043) i dobi (p=0,0203).

Nadena je visoka pozitivna korelacija MCV s MCH (p<0,0001) i GGT (p=0,0193). Ova
varijabla negativno korelira s dobi (p=0,003) i kreatininom (p=0,0172).

MCH znacajno pozitivno korelira s GGT (p=0,0419), a negativho s kreatininom
(p=0,0075) 1 dobi (p<0,0001).

Broj L znacajno pozitivno korelira s brojem Tr (p=0,0008).

AST pozitivno korelira s ALT (p<0,0001) i urejom (p=0,0002).

ALT znadajno pozitivno korelira s urejom (p=0,0072).

GGT znacajno negativno korelira s dobi (p=0,0401).
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Ovim je testom nadena znaCajna pozitivna korelacija ureje s kreatininom (p=0,0006) i
dobi (p=0,0305).

FVC ocekivano, statisticki znacajno korelira s FEV; (p<0,0001).

Kreatinin znacajno pozitivno korelira s tjelesnom teZinom (p=0,0474) i negativno s dobi
(p=0,0014).

Siatolicki krvni tlak znacajno pozitivno korelira s dijastolickim krvnim tlakom

(p<0,0001).

82



4.3.2. Analiza korelacija faktora rasta i citokina s ostalim kontinuiranim

varijablama

Svi su ispitivani faktori rasta i citokini u testovima povezanosti KoriSteni u

logaritmiranom obliku.
4.3.2.1. Analiza povezanosti log EPO 1 s drugim varijablama

Regresijskom analizom otkrivene su slijede¢e znacajne povezanosti s varijablom log
EPO. Statisticki znacajna pozitivna korelacija nadena je s inicijalnim vrijednostima ALT
(R =0,376, p =0,0043), urejom (R = 0,306, p = 0,020) kreatininom (R= 0,294, p=0,029).
Znacajna negativna korelacija nadena je izmedu inicijalnih vrijednosti log EPO i
inicijalnih vrijednosti PaO, (R = -0,376, p = 0,0043). Nadena je grani¢no znacajna
pozitivna korelacija ove varijable s inicijalnim vrijednostima log bFGF (R= 0,259, p=
0,054), te grani¢no znacajna negativna s sistolickim krvnim tlakom (R=0,272, p=
0,0511). Analiziraju¢i zasebno korelacije prema spolovima nadena je i znaCajna negativa
korelacija log EPO s log IL-1B (R= -0,421, p= 0,0405) u muskog dijela populacije i
statisti¢ki znacajnu pozitivnu korelaciju log EPO s inicijalnim nalazom log VEGF (R=
0,370, p=0,04) u Zena. Povezanosti EPO s PaO, i b-FGF prikazane su regresijskim
krivuljama (graf 4.4.).
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Graf 4.4. Povezanost log EPO 1 s odabranim varijablama
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4.3.2.2. Analiza povezanosti log VEGF 1 s drugim varijablama

Regresijskom analizom dobivene su slijedeCe statisticki znacajne povezanosti s
varijablom log VEGF. Statisti¢ki znacajna pozitivna korelacija nadena je s inicijalnim
razinama SE (R = 0,293, p = 0,037), brojem L (R = 0,273, p=0,0415) i Tr (R = 0,383, p
= 0,003). Statisticki znacajna negativna korelacija nadena je s inicijalnim vrijednostima
PaO, (R =-0,34,p =0,0111) 1 Sat (R =-0,338, p = 0,0153). Povezanosti log VEGF s SE,
L, Tr, PaO; i Sat prikazane su na Grafu 4.5.
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Graf 4.5. Povezanost log VEGF 1 s odabranim varijablama
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4.3.2.3. Analiza korelacija log b-FGF 1 s drugim varijablama

Regresijskom analizom dobivene su slijedec¢e znaCajne povezanosti s varijablom log
bFGF. Statisticki znacajna pozitivna korelacija nadena je izmedu inicijalnih vrijednosti
log b-FGF 1 inicijalnih vrijednosti bilirubina (R = 0,285, p = 0,0369), a statisticki
grani¢no znacajna s urejom (R = 0,262, p= 0,0557), te grani¢no negativna s inicijalnom
varijablom log IL-1B (R =-0,255, p = 0,063). Korelacija log b-FGF s log IL-1f prikazana
je regresijskom krivuljom (graf 4.6.).

Graf 4.6. Povezanost log b-FGF 1 s IL-1p 1
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4.3.2.4. Analiza korelacija log IL-1p 1 s drugim varijablama

Regresijskom je analizom nadena znacajna negativna korelacija izmedi log IL-1f i
inicijalnih vrijednosti AST (R =- 0,437, p=0,0012) i ALT (R =- 0,41, p = 0,0026). Ove

su korelacije prikazane na grafu 4.7.
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Graf 4.7. Povezanost log IL-1p 1 s odabranim varijablama
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4.3.2.5. Analiza korelacija log IL-6 s drugim varijablama

Regresijskom je analizom dobivena statistiCki znaCajna pozitivna korelacija varijable log
IL-6 s pH (R= 0,441, p= 0,0008), brojem L (R = 0,668, p < 0,0001), SE (R = 0,609, p <
0,0001), brojem Tr (R = 0,344, p = 0,0094), urejom (R = 0,302, p = 0,0266), dobi (R =
0,291, p = 0,0294). Statisticki znacajna negativna korelacija dobivena je s inicijalnim
vrijednostima PaCO, (R = - 0,336, p = 0,0121), Hb (R =-0,358, p = 0,0067), 1 Hct (R = -
0,316, p = 0,0187). Korelacije IL-6 s brojem L, SE, PaCO,, Hb prikazane su na grafu 4.8.
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Graf 4.8. Povezanost log IL-6 1 s odabranim varijablama
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Graf 4.8.c. log IL-6 1 vs PaCO; 1
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4.3.2.6. Analiza povezanosti log TNF-a s ostalim varijablama

Ovom je analizom dobiveno da log TNF-a znac¢ajno pozitivno korelira s dobi (R= 0,543,

p=0,0365).
4.3.3. Neparametrijski testovi

4.3.3.1. Analiza povezanosti spola s parametrima crvene krvne slike, ispitivanim

Jfaktorima rasta i citokinima

Za analizu povezanosti nominalnih s kontinuiranim varijablama koriSten je Mann-
Whitney neparametrijski test. Ni za jednu ispitivanu varijablu nije nadeno razlike u
raspodjeli prema spolovima. Faktori znaCajnosti pojedinih povezanosti navedeni su u

tablici 4.7.

Tablica 4.7. Povezanost spola s parametrima crvene krvne slike, ispitivanim

faktorima rasta i citokinima

VARIJABLE Z p

E -0,857 0,931
Hb 1,138 0,255
Het -0,921 0,356
EPO 1,594 0,111
VEGF -1,030 0,303
bFGF -0,288 0,773
IL-1p -0,741 0,741
IL-6 -1,698 0,089
TNF-o -0,919 0,358

4.3.3.2. Analiza povezanosti ispitivanih faktora rasta i citokina s lijekovima koristenim

prije prijema u bolnicu

Mann-Whitney neparametrijskim testom analizirana je povezanost najceS¢e koriStenih
lijekova prije hospitalizacije i ispitivanih faktora rasta i citokina. Ovom je analizom

dobivena statisticki znacajna povezanost koriStenja furosemida i inicijalne razine bFGF-a
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(p=0,0002). U skupini u kojoj je koristen furosemid prosjec¢na vrijednost bFGF-a iznosila
je 6,17 £ 3,09 pg/ml, a u skupini koja ga nije koristila 5,80 + 1,72.

4.3.3.3. Analiza povezanosti podskupina varijable EPO s ostalim varijablama

S obzirom na Siroki raspon varijable EPO i njenu distribuciju znacajno razli¢itu od
normalne, povezanost log EPO s drugim varijablama detaljnije je analizirana. Ispitanici
su podijeljeni u dvije skupine, a kao tocka loma odredena je vrijednost medijana koja je
iznosila 9 U/l. Mann-Whitney analizom dobili smo da se ove dvije skupine bolesnika
znacajno razlikuju po inicijalnim vrijednostima PaO, i IL-6. Skupina s niZim
vrijednostima EPO karakterizirana je viSim vrijednostima PaO; i niZim vrijednostima IL-
6. Na tablici 4.8. prikazane su srednje vrijednosti i standardne devijacije ovih parametara

u dvije skupine bolesnika i znac¢ajnost njihovih razlika.

Tablica 4.8. Povezanost podskupina varijable EPO s ostalim varijablama

VARIJABLE <9 U/L >9 U/L V/ p
PaO, 47,434,777 44,3145,25 -2,365 0,018
IL-6 25,87+30,61 | 60,48+108,44 -1,957 0,05

4.3.3.4. Analiza povezanosti podskupina varijable VEGF s ostalim varijablama

S obzirom da je varijabla VEGF takoder Sirokog raspona i distribucije znacajno razlicite
od normalne, njena povezanost s drugim varijablama je detaljnije analizirana. Ispitanici
su podijeljeni u dvije skupine. Za tocku loma odredena je vrijednost medijana koja je
iznosila 580 pg/ml. Mann-Whitney analizom dobili smo da se ove dvije skupine
ispitanika statistiCki znacajno razlikuju po broju L, Tr, SE i IL-6. Skupina s viSim
vrijednostima VEGF karakterizirana je viSim vrijednostima L, Tr, SE, a niZim
vrijednostima IL-6. Srednje vrijednosti ovih parametara, njihove standardne devijacije i

statisticke razine znaCajnosti prikazane su u tablici 4.9.
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Tablica 4.9. Povezanosti podskupina varijable VEGF s ostalim varijablama

VARIJABLE | <580 pg/ml | > 580 pg/ml Z P

L 8,86+4,57 11,4452 2,450 0,014
Tr 224924940 | 362,18+134,9 -4,539 <0,0001
SE 16,11£20,21 | 36,09+31,75 -1,959 0,050
IL-6 49,63+116,54 | 41,7+40,36 22,720 0,007

4.4. MULTIVARIJATNE ANALIZE
4.4.1. Stepwisse regresija

Za svaki ispitivani faktor rasta i citokin zasebno ucinjena je stepwisse regresijska analiza
kako bi definirali prediktorske varijable koje ih najadekvatnije predskazuju. Kao zavisne
varijable koristene su logaritamski transformirane varijable faktora rasta i citokina, a kao
nezavisne varijable koriStene su sve inicijalne kontinuirane varijable. U svakoj je analizi
koriSteno 29 nezavisnih varijabli: PaO,, PaCO,, pH, Sat, FVC, FEV,, FEV/FVC, E, Hb,
Hct, MCV, MCH, L, Tr, urea, kreatinin, AST, ALT, GGT, bilirubin, dob, tjelesna teZina,
sistoli¢ki 1 dijastolicki RR, te faktori rasta, odnosno citokini koji trenutno nisu bili
zavisna varijabla. Analize su ucinjene na 38 ispitanika, u kojih je bila potpuna baza
podataka. Stepwisse regresija je tehnika gradnje modela (eng. model building
technicque), a u ovoj analizi koriSten je postupak gradnje prema naprijed (forward entry
method). Za kontroliranje ucinka ukljucivanja, odnosno iskljucivanja iz modela
definirana je F vrijednost. Za F-za ukljuCivanje u model (eng. F-to-enter) uzeta je
vrijednost 4,000, a za F-za iskljucivanje iz modela (eng. F-to-remove) uzeta je vrijednost
3,996. Prema tako definiranim kriterijima, u nekoliko koraka definirane su nezavisne

varijable koje najbolje predskazuju zavisnu varijablu.
4.4.1.1. Stepwisse regresija s log EPO kao zavisnom varijablom

Stepwisse regresijska analiza s log EPO kao zavisnom varijablom izvrSena je u tri koraka.
Prva u model usla je varijabla PaO, s F-to-enter koeficijentom 12,261, potom log bFGF s

koeficijentom 9,261 i u tre¢em koraku urea s koeficijentom 6,43. Na osnovu ove analize
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mozemo re¢i da, uzevSi u obzir odnose unutar cijelog sustava, log EPO kao zavisnu

varijablu najbolje predskazuju PaO,, log bFGF i ureja (tablica 4.10.).

Tablica 4.10. Stepwisse regresija s log EPO kao zavisnom varijablom

Variable u modelu
log EPO vrs 29 nezavisne varijable

Korak: 3
Koeficijent SG Std. Koef. F-za-uklanjanje
Odsjec¢ak 1,674 ,818 1,674 4,191
PaO2 -,046 ,014 -,387 10,179
ureja ,070 ,027 312 6,430
log bFGF 1,551 ,561 ,332 7,642

4.4.1.2. Stepwisse regresija s log VEGF kao zavisnom varijablom

Stepwisse regresijska analiza s log VEGF kao zavisnom varijablom izvrSena je u tri
koraka. Prva u model usla je varijabla Tr s F-to-enter koeficijentom 24,735, potom pH s
koeficijentom 7,321 1 u tre¢em koraku log bFGF s koeficijentom 5,298. Stoga, moZemo
re¢i da log VEGF kao zavisnu varijablu najbolje predskazuju Tr, pH i log bFGF (tablica
4.11.).

Tablica 4.11. Stepwisse regresija s log VEGF kao zavisnom varijablom

Variable u modelu
log VEGF vrs. 29 nezavisne varijable

Korak: 3
Koeficijant SG Std. Koef. F-za-uklanjanje
Odsjecak 21,527 6,217 21,527 11,988
pH -2,701 ,845 -,401 10,211
T ,003 4,441E-4 ,803 39,615
log bFGF ,832 ,362 ,281 5,298

4.4.1.3. Stepwisse regresija s log b-FGF kao zavisnom varijablom

Stepwisse regresijska analiza s log b-FGF kao zavisnom varijablom izvrSena je u dva
koraka. Prva je u model usla varijabla log EPO s F-to-enter koeficijentom 9,735, potom

log IL-1B s koeficijentom 5,299. Na osnovu ove analize moZemo re¢i da s obzirom na
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multiple interakcije u sustavu, log b-FGF kao zavisnu varijablu najbolje predskazuju log

EPO i log IL-1p (tablica 4.12.).

Tablica 4.12. Stepwisse regresija s log b-FGF kao zavisnom varijablom

Variable u modelu
log bFGF 1 vrs. 29 nezavisne varijable

Korak: 2
Koeficijent SG Std. Koef. F-za-uklanjanje
Osjetak 594 055 594 115,514
log EPO 138 041 540 11,586
log IL 1 -179 078 -,365 5,299

4.4.1.5. Stepwisse regresija s log IL-1f kao zavisnom varijablom

Stepwisse regeresijskom analizom s log IL-1p zavrSena je u prvom korku. Jedina je u
model usla varijabla AST s koeficijentom 13,504 (tablica 4.13.).

Tablica 4.13. Stepwisse regresija s log IL-1p kao zavisnom varijablom

Variable u modelu
log IL 1 1 vs. 29 nezavisne varijable

Korak: 1
Coeficient S Std. Koef. F-za-uklanjanje
Odsjecak .509 .074 .509 48.030
AS -.008 .002 -.522 13.504

4.4.1.4. Stepwisse regresija s log IL-6 kao zavisnom varijablom

Stepwisse regeresijskom analizom identificirana su Cetiri faktora koja najbolje odreduju
log IL-6 kada se cijeli sustav promatra kao cjelina. Ova Cetiri faktora su: L, FEV,, ALT i
Sat. Prva je u sustav uSla varijabla L s F-to-enter koeficijentom 16,094, potom FEV; s

15,073, slijedila je AST s 4,715, te Sat s koeficijentom 7,576 (tablica 4.14.).
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Tablica 4.14. Stepwisse regresija s log IL-6 kao zavisnom varijablom

Variable u modelu
log IL 6 vrs. 29 nezavisne varijable

Korak: 4
Koeficijent SG Std. Koef. F-za-uklanjanje
Odsjec¢ak 1,312 427 1,312 9,442
Sat -,013 ,005 -,293 7,576
L ,050 ,014 ,398 12,278
ALT ,005 ,002 ,334 8,963
FEVA ,339 ,065 ,540 27,061

4.4.1.6. Stepwisse regresija s log TNF-a kao zavisnom varijablom

Ovom analizom identificirane su AST, dob, E i log VEGF kao nezavisne varijable koje
najbolje predskazuju log TNF-a kao zavisnu varijablu. Prva je u model uSla varijabla
AST s F-to-enter koeficijentom 39,33, potom dob s 4,925, slijedio je broj E s 7,285, te
log VEGEF s koeficijentom 2356,427 (tablica 4.15.).

Tablica 4.15. Stepwisse regresija s log TNF-a kao zavisnom varijablom

Variable u modelu
log TNF a vrs. 29 nezavisne varijable

Korak: 4
Koeficijent SG Std. Koef. F-za-uklanjanje
Odsjecak ,728 ,005 ,728 24107,393
DOB ,009 5,984E-5 472 21964,462
E -,063 ,001 -,137 2488,976
AST ,019 3,641E-5 1,091 284319,538
log VEGF 1 -,143 ,003 -,185 2356,427

4.4.2. FAKTORSKA ANALIZA

S ciljem redukcije broja varijabli i detekcije strukture i odnosa medu varijablama
ucinjena je faktorska analiza. U analizu su ukljuCene 23 kontinuirane varijable koje
zadovoljavaju kriterije normalne raspodjele. U analizu su uklju¢ene logaritamski
transformirane varijable EPO, VEGF, bFGF, IL-1B, IL-6, TNF-a jer su ovako
transformirane varijable imale normalnu distribuciju. Iz tablice 4.16.c. vidi se koje su

kontinuirane varijable ukljuene u analizu. Analiza je ucinjena na 42 sluc¢ajeva, u kojih je
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bila potpuna baza podataka. Iz tablice 4.16.a. vidljivo je da stupnjevi slobode iznose 275,
Batlerov Chi kvadrat 1271,765, te da je p vrijednost je manja od 0,0001. Procijenjeni broj
faktora bio je 11.

Na tablici 4.16.b. ovih je 11 faktora oznafeno kao 11 vrijednosti. Za ove novonastale
faktore izraCunate su varijance izvucene pomocu faktora, tzv. «Eigen» vrijednosti.
Takoder je procijenjen ukupni dio varijance koju «kontrolira» pojedini faktor. Vidljivo je
da Faktor 1 ima najvec¢u «Eigen» vrijednost i ona iznosi 4,873 §to je 21,2 % ukupne
varijance. «Eigen» vrijednost faktora 2 iznosi 3,732, Sto je 16,2 % ukupne varijance.
«Eigen» vrijednost faktora 3 iznosi 2,942, Sto je 12,8 % ukupne varijance. «Eigen»
vrijednost faktora 4 iznosi 2,181, Sto je 9,5 % ukupne varijance. Prvih Cetiri faktora
«kontroliarju» 59,7 % ukupne varijance, a ostali faktori u manjoj mjeri doprinose

ukupnoj varijanci.

Tablica 4.16. Faktorska analiza

Tablica 4.16.a. Tablica 4.16.b.
Sazetak faktorske analize “Eigen” vrijednosti
veli¢ina Varianca Prop.
Broj varijabli 23 vrijednost 1 4,873 212
Proc. broj faktora 1 vrijednost 2 8,732 162
Broj faktora 7 vrijednost 3 2,942 128
Broj sluajeva 42 vrijednost 4 2,181 095
Broj nedostajecih s vrijednost 5 1,897 082
Stupnjevi slobode 275 N
vrijednost 6 1,305 ,057
Bartlettov X kvadrat 1271,765
vrijednost 7 1,065 ,046
P-vrijednost <,0001
Metoda izdvajanja faktora: Principal Components viijednost 8 802 035
Pravilo izdvajanja: odredenom metodom vrijednost 9 ,782 ,034
Metoda transformacije: Orthotran/Varimax vrijednost 10 720 ,031
vrijednost 11 ,580 ,025

Tablica 4.16.c. prikazuje ovih 4 faktora dobivenih bez rotacije. Opisali smo prvih Cetiri
faktora izabrani prema kriteriju svaki zasebno predstavljaju barem 9% ukupne varijance,

odnosno da mu je «Eigen» vrijednost veca od 2.
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Tablica 4.16.c.

Nerotirani Faktori
Faktor 1 Faktor2  Faktor3  Faktor 4

Pa02 ,085 -,608 -,023 -,540
PaCO2 ,596 474 ,337 ,028
pH -,384 -,508 ,063 ,212
Sat -,126 -, 727 ,092 -,457
SE -,720 -,356 ,218 ,249
E ,456 ,329 -,640 ,150
H ,795 ,150 117 ,247
Hct ,792 ,264 ,023 ,283
MC 474 -,044 ,788 ,188
MC ,455 -,137 ,767 ,134
L -,575 -,094 ,161 ,558
T -,511 ,055 147 ,470
AST -,468 ,485 ,347 -,399
ALT -,538 ,492 ,319 -,397
GGT ,058 ,131 ,597 -,195
bi ,216 -,165 -,350 ,126
urea -,384 ,652 -,049 -,078
kreat -,141 ,463 -,492 -,054
epo log -,280 ,603 -,043 ,034
log VEGF 1 -,312 ,366 ,263 ,343
log bFGF 1 -,123 ,362 -,116 -,050
logIL 11 ,178 -,442 -,239 ,388
logIL 6 1 -,623 -,075 -,007 414

Faktor 1 odlikuje se visokom pozitivnom korelacijom s PaCO,, E, Hb, Hct, MCV, MCH,
te visokom negativnom korelacijom s SE, brojem L, Tr, AST, ALT, urejom, log VEGF i
log IL-6. Klini¢ki bi se moglo raditi o bolesnicima s hiperkapnijom, izrazitom
policitemijom u kojih pri pogorSanju nije dominiralo infektivno zbivanje.

Faktor 2 je karakteriziran pozitivhom korelacijom s PaCO,, brojem E, AST, ALT, GGT,
urejom, kreatininom, EPO, log b-FGF i log VEGF, te negativnom s PaO,, pH, Sat, SE i
log IL-1B. Ovaj faktor mogao bi odgovarati grupi bolesnika s globalnom respiracijskom
insuficijencijom, a viSe vrijednosti transferaza mogle bi upucivati na akutnu desnostranu
kardijalnu dekompenzaciju. ViSe vrijednosti retenata mogle bi upucivati na prerenalno
osStecenje bubrezne funkcije. Nizi pH mogao bi ukazivati na akutno pogorSanje globalne

respiracijske insuficijencije. Akutna hipoksija je aktivirala sustav EPO i angiogenetskih
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faktora, ali nema eritropoetskog odgovora. Moguce je da je proslo premalo vremena od
luc¢enja EPO 1ili je eritropoeza blokirana na kasnijim fazama.

Faktor 3 karakteriziran je pozitivnom korelacijom s PaCO,, MCV, MCH, AST, ALT,
GGT, a negativnom s brojem E i bilirubinom. Klini¢ki se radi o bolesnicima s
makrocitnom anemijom 1 oSte¢enjem jetrene funkcije, a najveca korelacija s GGT govori
za mogucu leziju uzrokovanu alkoholom.

Faktor 4 ima visoku pozitivnu korelaciju s brojem L, Tr, log VEGF, log IL-1p i log IL-6,
te negativnu s PaO,, Sat, AST i ALT. Pozitivna korelacija s brojem L i proupalnim
citokinima (IL-1B i IL-6) mogla bi upucivati na upalno (infektivno) zbivanje u grupe
bolesnika sa znakovima aktivacije angiogeneze i parcijalnom respiracijskom

insuficijencijom, kojoj u prilog govore negativne korelacije s PaO, 1 Sat.

NALAZI NAKON POCETKA LIJECENJA

45. DINAMIKA DISNIH PLINOVA, PARAMETARA KRVNE SLIKE,
RUTINSKIH BIOKEMIJSKIH NALAZA I EPO NAKON POCETKA LIJECENJA

U sklopu istrazivanja prac¢ena je dinamika vrijednosti diSnih plinova u arterijskoj krvi,
parametara krvne slike, rutinskih biokemijskih nalaza i EPO. Osim inicijalnih vrijednosti,
ove su varijable odredivane drugog, osmog, Cetrnaestog i dvadeset i osmog dana
lijecenja. Disni plinovi odredivani su i sat vremena po pocetku lije¢enja. Dinamika je
ovih varijabli graficki prikazana pomoc¢u Box-Whisker plot-ova, a znacajnost njihove

promjene izraCunata je parnim t-testom.
4.5.1. Dinamika disnih plinova i znac¢ajnost promjena

Srednja je vrijednost PaO, nakon sat vremena lijeenja iznosila 66,1 + 12,78 mmHg.
Drugog dana lijeenja srednja vrijednost PaO, iznosila je 66,9 + 11,26 mmHg. Najniza
zabiljeZena vrijednost drugog dana lijeCenja bila je 50 mmHg. Dakle, u svih je ispitanika
doslo do zadovoljavajuc¢e korekcije hipoksemije. Sat vremana po pocetku lijecenja
vrijednosti PaO; statisticki su znacajno vise od inicijalnih (p= 0,0001). Nakon prvog sata
lijecenja vrijednosti PaO; su stabilne i statisti¢ki se zanac¢ajno ne razlikuju u odnosu na
vrijednosti u ostalim izmjerenim tockama (graf 4.9).

Srednje vrijednost PaCQO, sat vremena po pocetku lijeCenja iznosila je 47,54 + 10,5

mmHg Sto je umjereno iznad referentnih vrijednosti i vrijednost umjereno visa od
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inicijalne. Raspon ove varijable je Sirok i krece se od hipo do hiperkapnijskih vrijednosti
(28,4-85,0 mmHg). Drugog dana lijecenja srednja vrijednost PaCO, iznosila je 50,09 +
10,8 mmHg, a raspon je tada bio nesSto manji (31,3-81 mmHg). Inicijalna vrijednost
PaCO; statisticki je znacajno razlicita u odnosu na sve mjerene uzorke (p < 0,0147), da bi
28. dana lijeCenja ona ponovno pala i statistiCki se ne razlikuje od inicijalne (p = 0,849)
(graf4.9.).

Na grafu 4.9. prikazana je dinamika PaO, 1 PaCO, pri ¢emu je inicijalna toka oznacena
brojem 0, nakon sat vremena lijeCenja brojem 1, drugi dani lijeCenja brojem 2, osmi dani

lijeenja brojem 3, Cetrnaesti dani brojem 4 1 dvadeset 1 osmi dani lijecenja brojem 5.
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Graf 4.9. Dinamika diSnih plinova i znacajnost projena

Graf 4.9.a. Dinamika PaO,
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4.5.2. Dinamika parametara krvne slike i znac¢ajnost promjena

Broj E, koncentracija Hb 1 Hct pokazuju istu dinamiku promjena. Sve tri varijable
znaCajno padaju ve¢ prvog dana nakon pocetka terapije, a najnizih su vrijednosti
Cetrnaesti dan po pocetku lijeCenja. Vrijednosti zabiljeZene dvadeset i osmi dan lijeCenja
neSto su viSe od onih izmjerenih Cetrnaesti dan, ali se od njih statisti¢ki znacajno ne
razlikuju.

Srednja vrijednost broja E drugog dana lijeCenja iznosi 5,08 + 0,7410 x /L $to je
zna€ajno niza vrijednost od inicijalne (p=0,0095). NajniZa vrijednost ovog parametra
zabiljeZena je Cetrnaestog dana lijeCenja kada iznosi 4,87 + 0,687 x /L, to je takoder
znacajno niZa vrijednost od inicijalne (p=0,0013).

Srednja vrijednost Hb drugog dana lijeCenja iznosila je 143,94 £ 23,71 g/L, Sto je takoder
statisti¢ki zna€ajno niZa vrijednost u odnosu na inicijalnu (p < 0,0001). Najniza vrijednost
ovog parametra izmjerena je Cetrnaesti dan lijeCenja i iznosila je 134,87 + 21,39 g/L, §to
je za 9,6 % niza od inicijalne (p < 0,0001). Uzorak izmjeren nakon dvadeset i osam dana
lije€enja neznatno je visi od onog izmjerenog Cetrnaestog dana lijeCenja i iznosi 139,94 +
23,99 g/L (p = 0,230). Posljednji uzorak je za 9,5 % niZzi od inicijalnog (p = 0,049).
Srednja vrijednost Het drugog dana lijeCenja znacajno je niZa od inicijalne i iznosi 0,454
+ 0,07 (p = 0,033). Najniza vrijednost ovog parametra izmjerena je Cetrnaesti dan
lije¢enja i iznosila je 0,42 £ 0,072 (p < 0,0001). Uzorak izmjeren nakon dvadeset i osam
dana lijeCenja neznatno je visi od onog izmjerenog Cetrnaestog dana lijeCenja 1 prosjecne
je vrijednosti 0,419 £ 0,07 (p = 0,002).

Vrijednosti stani¢nih indeksa MCV i MCH ne mijenjaju se znacajno tijekom lijecenja
(p>0,068, odnosno p>0,159).

Dinamika E 1 Hb prikazana je na grafu 4.10. Inicijalna je toCka oznacena brojem 1, drugi
dan lije¢enja brojem 2, osmi dani lijeCenja brojem 3, Cetrnaesti dani brojem 4 i dvadeset 1

osmi dani lijeCenja brojem 5.
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Graf 4.10. Dinamika E i Hb i zna¢ajnost promjena
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U odnosu na inicijalne vrijednosti broj Tr statisticki je znacajno niZi drugog dana
lije¢enja 1 iznosi 277,67 + 116,77 (p = 0,0303). U 6 ispitanika vrijednost Tr drugog dana
lijeCenja bila je iznad referentnog intervala. Ova varijabla se najznacajnije razlikuje od
inicijalnih 14-tog dana lije¢enja kada je prosjecne vrijednosti 266,55 + 98,71 (p = 0,011).
NajniZa prosje¢na vrijednost nadena je dvedeset i osmog dana lijeCenja kada iznosi 255,8

+ 102,17 (p = 0,029). Dinamika ove varijable prikazana je na grafu 4.11.

Graf 4.11. Dinamika Tr i zna¢ajnost promjene
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Broj L pokazuje tendenciju pada s nastupom lijeCenja i ve¢ je znacajno niZi drugog dana
lije€enja kad je prosje¢na vrijednost 9,31 + 3,93 (p = 0,014). NajniZe vrijednosti su
Cetrnaestog dana lijeCenja. Tada prosje€na vrijednost iznosi 8,08 + 3,43 i najznacajnije se

razlikuje od inicijalnih (p = 0,0007).
4.5.3. Dinamika rutinskih biokemijskih parametara i znacajnost promjena

Za sve rutinski odredivane biokemijske parametre analizirana je znaCajnost promjena.
Medu analiziranim varijablamo jedino se AST znacajno mijenja. Njena prosjecna
vrijednost pada s poCetkom lijeCenja. Drugog dana lijeCenja prosjena vrijednost ove

varijable je 22,00 £ 11,47 U/L, Sto je grani¢no znacajna promjena u odnosu na inicijalne
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vrijednosti (p = 0,056). NajnizZe vrijednosti su ¢etrnaestog dana lijeCenja kada iznose 18,4

+ 8,22 U/L, 1 najznacajnije se razlikuju od inicijalnih (p = 0,015).

4.5.4. Dinamika EPO nakon pocetka lijeCenja i znacajnost promjena

Tablica 4.17. Dinamika EPO

EPO 2
EPO 3
EPO 4
EPO 5

X SD SG MIN MAKS CV. GS MED
14,102 16,923 2,242 2,000 77,900 1,200 8,646 7,300
10,800 10,131 1,379 2,000 43,800 ,938 7,659 7,300
18,173 42,371 6,388 2,000 249,100 2,332 8,160 7,600
17,483 36,716 6,206 2,000 214,900 2,100 8,627 7,900

Drugog dana ljecenja EPO pada 1 njegova srednja vrijednost iznosi 14,1 + 16,9 U/L. Ovo

je statisticki znacCajno niZa vrijednost u odnosu na inicijalnu (p = 0,0093). 95% interval

pouzdanosti srednje vrijednosti ove varijable iznosi 9,62-18,58 U/L. Takoder, raspon ove

varijable bio je mnogo manji od inicijalne 1 maksimalna zabiljeZena vrijednost iznosila je

77,9 U/L. Osam dana nakon pocetka lijeCenja srednja vrijednost EPO statisticki je

znacajno niZza od inicijalne i iznosi 10,8 + 10,13 U/L (p = 0,0064). Cetrnaesti i

dvadesetosmi dan lijeCenja zabiljeZen je ponovni porast prosjec¢ne vrijednosti EPO 1 ona

se vise statisticki ne razlikuju znacajno od inicijalnih (p > 0,12). Takoder, Cetrnaesti i

dvadesetosmi dan lijeCenja ova varijabla je ponovno vrlo Sirokog raspona i krece se od

donjih detektibilnih vrijednosti do izrazito visokih vrijednosti, iznad 200 U/I. Dinamika

EPO prikazana je na grafu 4.12.
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Graf 4.12. Dinamika EPQO i znacajnost promjene
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4.5.4.1. Dinamika EPO nakon korekcije hipoksemije prema grupama

Detaljna analiza dinamike varijable EPO u individualnih pacijenata pokazala je da ova
varijabla ne pokazuje jednaki uzorak u svih pacijenata. U 36/57 pacijenata (17
muskaraca, 19 Zena), zamijecen je pad u razini EPO unutar 24 sata lije¢enja. U preostalih
21 pacijenata (9 muskaraca i 12 Zena) EPO je porastao unutar istog intervala. Na ovaj su
nacin prepoznate dvije grupe pacijenat s razli¢itim odgovorom na korekciju hipoksemije:
grupa A koja je ve¢a (Cini je 63,2 % pacijenata), 1 u koje je zamijecen ocekivani pad
EPO 1 grupa B (¢ini je 36,8% pacijenata) u koje je zamijecen neocekivani porast EPO

nakon korekcije hipoksemije. Ova je dinamika parametra EPO prikazana grafom 4.13.
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Graf 4.13. Dinamika EPO nakon korekcije hipoksemije prema grupama
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4.5.4.2. Analiza povezanosti grupe pacijenata s razlicitim odgovorom EPO na korekciju
hipoksemije s ostalim kontinuiranim varijablama
Dvije grupe pacijenata s razli¢itim odgovorom EPO na korekciju hipoksemije (grupa A i

grupa B) medusobno su usporedene s obzirom na sve izmjerene varijable kako bi se
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eventualno prepoznali faktori odgovorni za ovaj razli¢iti odgovor medu ispitanicima. Ova
je analiza izvrSena Mann — Whitney testom. Znacajna je razlika nadena jedino s obzirom
na inicijalne vrijednosti log EPO (p = 0,0015), inicijalne vrijednosti broja E (p = 0,0278)
1 koriStenje ACE inhibitora tijekom bolni¢kog lijeCenja. Inicijalne su vrijednosti EPO 1
broja E bile viSe u grupe A. U grupe A srednja vrijednost za EPO iznosila je 59,70 +
100,93 U/L, a za E 5,489 + 0,658 x 2. u grupe B je srednja vrijednost za EPO iznosila
10,10 £ 9,07 U/L, aza E 5,01 = 0,77 x 12/L.. ACE inhibitori koristeni su &edée u skupini
A.

4.6. ANGIOGENI FAKTORI RASTA I CITOKINI NAKON POCETKA
LIJECENJA

Ispitivani su angiogeni faktori rasta i citokini, osim inicijalno, odredivani i drugi dan
lije€enja. Ovi ¢e parametri biti najprije opisani, a potom ¢e njihova promjena biti grafi¢ki
prikazana pomoc¢u Box-Whisker plot-ova. Varijable su oznacene na slijede¢i nacin: 1-
inicijalna vrijednost, 2-vrijednost nakon 24 sata lijeCenja. Znacajnost promjena je

izraCunata pomocu parnog t-testa i prikazana na grafu.
4.6.1. Opis parametara VEGF i bFGF nakon pocetka lijecenja

Osnovni opisni statisticki parametri dobiveni za uzorke drugog dana lije¢enja prikazani

su u tablici 4.18.

Tablica 4.18. VEGF i bFGF nakon pocetka lijecenja

X S SG MIN MAKS Ccv GS MED
VEGF 2 | 1039,248 | 1192,267 165,338 7,900 [ 5262,000 1,147 610,883 | 512,000
b FGF 2 6,073 2,922 ,405 2,700 23,700 ,481 5,686 5,800

Srednja je vrijednost varijable VEGF izmjerene u drugoj tocci tek neznatno niza od
inicijalne 1 iznosila je 1039,2 + 1192,3 pg/ml. 95% interval pouzdanosti srednje
vrijednosti ove varijable iznosi 750,93-1333,05 pg/ml. Kolmogorov — Smirnov test za
ovu varijablu iznosi: d=0,216, p< 0,05, a za logaritmirani oblik d= 0,1028, p= n.s.

Srednja je vrijednost varijable bFGF izmjerene u drugoj tocci takoder tek neznatno niza
od inicijalne i iznosila je 6,1 + 2,9 pg/ml. 95% interval pouzdanosti prosjecne vrijednosti

ove varijable iznosi 5,39 - 6,69 pg/ml. Kolgmorov — Smirnov test za ovu varijabli u

110



izvornom obliku iznosi: d= 0,2824, p< 0,01, no Lilliefors test je znacajan (p< 0,01). [ u
logaritmiranom se obliku distribucija ove varijable znacajno razlikuje od normalne, K — S

test: d= 0.18958, p< 0,05.
4.6.2. Graficki prikaz promjene VEGF i b FGF i analiza znacajnost promjena
nakon pocetka lije¢enja

Na grafu 4.14. prikazana je promjena varijabli ispitivanih angiogenih faktora rasta nakon
pocetka lijeCenja. Varijabla VEGF ne mijenja se znac¢ajno unutar prvih 24 sata lijeCenja
(p= 0,1566). Varijabla bFGF se takoder ne mijenja se znacajno unutar prvih 24 sata
lijeCenja (p=0,7093).
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Graf 4.14. Promjena VEGF i b-FGF nakon pocetka lijecenja i

analiza znacajnosti
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4.6.3. Opis parametara IL-1p, IL-6 i TNF-o nakon pocetka lijeenja

Osnovni opisni statisticki parametri dobiveni iz uzoraka prikupljenih drugog dana

lije€enja prikazani su u tablici 4.19.

Tablica 4.19. Citokini nakon pocetka lijecenja

X SD SG MIN MAKS CV GS MED
IL12 2,063 1,483 ,208 ,100 8,600 , 719 1,615 1,900
IL62 | 29,506 28,606 3,967 2,900 133,800 ,970 18,502 | 16,800
TNF 2 9,831 2,441 ,677 6,800 14,400 ,248 9,575 8,700

Srednja je vrijednost varijable IL-1f, izmjerene nakon 24 sata lijeCenja, tek neznatno
niza od pocetne i iznosi 2,1 + 1,5 pg/ml. Raspon je ove varijable, takoder, tek neznatno
uzi od inicijalne i krece se od 0,1 do 8,6 pg/ml. 95% interval pouzdanosti srednje
vrijednosti za ovu varijablu iznosi 1,67-2,46 pg/ml. Kolmogorov — Smirnov test iznosio
je: d = 0,1489, p > 0,02, no Lilliefors test je bio znacajan (p < 0,01). Zbog toga je
varijabla logaritmirana, raspodjela ovako transformirane varijable nije se znacajno
razlikovala od normalne (K- S test; d = 0,108, p = n.s.).

Srednja je vrijednost varijable IL-6, izmjerene u drugoj tocci, niZa je od pocetne i iznosi
29,5 + 28,6 pg/ml. Medu ovom skupinom varijabli, ona je ujedno i najveceg stupnja
varijabilnosti. Raspon je uZi od inicijalne i krece se od 2,9 do 133,8 pg/ml. 95% interval
pouzdanosti medijana za ovu varijablu iznosi 21,92-37,10 pg/ml. Kako je njena
distribucija bila znacajno razli¢ita od normalne (K — S test; d = 0,19997, p < 0,05),
logaritmirana je. Ovako transformirana varijabla bila je normalne distribucije (d =
0,0835, p=n.s.).

Srednja je vrijednost varijable TNF-a, izmjerene nakon 24 sata lijeCenja, tek neznatno
niZza od pocetne i iznosi 9,8 + 2.4 pg/ml. Raspon je ove varijable tek neznatno uzi od
inicijalne i krece se od 6,8 do 14,4 pg/ml. 95% interval pouzdanosti medijana iznosi 8,09-
11,58 pg/ml. Kolmogorov — Smirnov test je iznosio: d= 0,2639, p > 0,02, no Lilliefors
test je bio znacajan (p < 0,05). Zbog toga je varijabla logaritmirana, raspodjela ovako

transformirane varijable nije se znacajno razlikovala od normalne (K- S test; d = 0,2377,

p =n.s.).
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4.6.4. Graficki prikaz promjene IL-1§, IL-6 i TNF-a i analiza zna¢ajnost promjena

nakon pocetka lijecenja

Dinamika varijabli citokina takoder je prikazana pomocu Box-Whisker plot-ova, kao i
znaCajnost ovih promjena (graf 4.15.). Niti jedna od ispitivanih varijabli se ne mijenja
znacajno, a pojedini indeksi znacajnosti za ove varijable iznose: IL-1f3: p = 0,1641, IL-6:

p=0,1508, TNF-a: p = 0,8811.
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Graf 4.15. Promjena IL-1f, IL-6 i TNF-a nakon pocetka

lijeenja i analiza znacajnosti
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4.7. ANALIZA POVEZANOSTI NALAZA IZMJERENIH U DRUGOJ TOCCI
(UNIVARIJATNA-BIVARIJATNA)

S obzirom na moguci odnos hipoksije i istrazivanih faktora, od interesa je bilo istraziti da

li se meduodnosi u sustavu mijenjaju nakon korekcije hipoksije.
4.7.1. Analiza povezanosti log EPO 2 s ostalim kontinuiranim varijablama

Logaritamski transformirana varijabla EPO izmjerena 24 sata nakon pocetka lijeCenja
statisticki znacajno pozitivno korelira brojem Tr 2 (R = 0,421, p =0,0017) 1 GGT 2 (R =
0,32, p = 0,0222) izmjerenim u drugoj tocci. Ova varijabla ststisticki znac¢ajno negativno
korelira s Hb 2 izmjerenim nakon korekcije hipoksemije (R = -0,271, p = 0,0499).
Korelacija log EPO 2 s Hb 2 prikazana je grafom 4.16.

Graf 4.16. Povezanost log EPO 2 s Hb 2
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4.7.2. Analiza povezanosti log VEGF 2 s ostalim kontinuiranim varijablama

Regresijskom analizom dobiveno je da log VEGF 2 znacajno pozitivno korelira sa log
IL6 2 (R = 0,349, p = 0,0112), brojem L 2 (R = 0,402, p = 0,0038), brojem Tr 2 (R =
0,34, p = 0, 0156), a znacajno negativno s PaO, 2 (R = -0,326, p = 0,0224). Ove su

korelacije prikazane gratfom 4.17.
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Graf 4.17. Povezanost log VEGF 2 s odabranim varijablama
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Graf 4.17.b. log VEGF 2 vs L 2

log VEGF 2

90

100

110

5 T
2,5 5

7,5

10

12,5

15

L2

R= 0,402, p= 0,0038

17,

5

20

22,5

25

117



Graf 4.17.c. log VEGF 2 vs Tr 2
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4.7.3. Analiza povezanosti log bFGF 2 s ostalim kontinuiranim varijablama

Regresijskom analizom nadena je statisticki grani¢no znacajna negativna korelacija s log

IL-1B 2 (R =-0,275, p = 0,0507). Ova povezanost prikazana je grafom 4.18.

Graf 4.18. Povezanost log b-FGF 2 s log IL-1p 2
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4.7.4. Analiza povezanosti log IL-1p 2 s ostalim kontinuiranim varijablama

Ovom je analizom dobivena znacajna pozitivna korelacija log IL-1B izmjerenog nakon
korekcije hipoksemije s log IL-6 izmjerenim u drugoj tocci (R = 0,283, p = 0,0443).
Odnos izmedu IL-1p 2 i IL-6 2 prikazan je grafom 4.19.

Graf 4.19. Povezanost log IL-1p 2 s log IL-6 2
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4.7.5. Analiza povezanosti log IL-6 2 s ostalim kontinuiranim varijablama

Ovom je analizom dobiveno da logaritamski transformirana varijabla IL-6 izmjerena
nakon korekcije hipoksemije znacajno pozitivno korelira sa sa slijede¢im varijablama
izmjerenim nakon korekcije hipoksemije: brojem L (R = 0,549, p < 0,0001), Tr (R =
0,488, p = 0,0003), urejom (R = 0,347, p = 0,0155). Korelacija log IL-6 2 s L 2 prikazana
je graficki.

Graf 4.20. Povezanost log IL-6 2 s L. 2
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4.7.6. Analiza povezanosti log-TNF-a 2 s ostalim kontinuiranim varijablama

Ovom je analizom dobiveno da logaritamski transformirana varijabla TNF-a 2 pozitivno
korelira sa parametrom ureje izmjerenim nakon pocetka lijecenja (R = 0,631, p = 0,0206),

te negativno s PaCO, (R =- 0,677, p=0,011) 1 pH (R =-0,706, p = 0,007).
4.8. NEPARAMETRIJSKI TESTOVI

4.8.1. Analiza povezanosti ispitivanih faktora rasta i citokina s lijekovima

koristenim tijekom bolnickog lijecenja

Mann-Whitney neparametrijskim testom nije dobiveno znaajne povezanosti izmedu
najceSce koriStenih lijekova tijekom hospitalizacije (navedenih u tablici 4.2.) 1 ispitivanih

faktora rasta 1 citokina.
4.9. DUGOTRAJNO LIJECENJE KISIKOM
4.9.1. Opis varijable DLO,

Po postignutom maksimalnom klinickom poboljSanju, kriterije za DLO, postignuti su u
25/57 ispitanika, dok je u preostalih 32 pacijenta postignuto klinicko poboljSanje koje

nije zahtijevalo daljnju terapiju kisikom.
4.9.2. Analiza povezanosti DLO; s ostalim varijablama

Mann — Whitney neparametrijskim testom nadena je znacCajna povezanost potrebe za
DLO; i inicijalne vrijednosti PaCO,, broja E, koncentracije Hb, Hct. Takoder je nadena
znacajna povezanost izmedu potrebe za DLO2 i vrijednosti varijable TNF-a izmjerene
drugog dana lijecenja. U tablici 4.20. prikazani su indeksi znacajnosti ovih korelacija, kao
i indeksi znacajnosti povezanosti varijable DLO; s ostalim ispitivanim faktorima rasta i

citokinima.
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Tablica 4.20. Povezanost DL O, s ostalim varijablama

DLO, Z P
PaCO, 22,021 0,045
E 2180 0,0293
Hb 3,513 0,0004
Het 3,581 0,0003
log EPO 1 0,147 0,8828
log EPO 2 0,652 0,451
log VEGF 1 0,4584 0,742
log VEGF 2 -0,800 0,3681
log b-FGF 1 -1,001 0,317
log b-FGF 2 -0,21 0,8337
log IL-1p 1 0,142 0,8871
log IL-1p 2 -0,464 0,6427
log IL-6 1 -1,849 0,0644
log IL-6 2 -0,760 0,4473
log TNF-q 1 -0,857 0,3913
log TNF-a 2 2,451 0,0157
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5. RASPRAVA

Ovo je istrazivanje provedeno na konsekutivnoj grupi KOPB pacijenata koji su primljeni
u bolnicu radi akutnog pogorS$anja sa zna¢ajnom respiracijskom insuficijencijom. Ova je
studija pokazala da je u veline ispitanika unato¢ teSkoj i dugotrajnoj hipoksiji
eritropoetski odgovor neadekvatan s obzirom na stupanj hipoksije. Hipoksija nije uspjela
inducirati produkciju EPO u vecine ispitanika. Ispitivani angiogeni faktori su povecane
ekspresije. Medu ispitivanim citokinima nadene su poviSene vrijednosti IL-6. Razina
EPO znacajno se mijenja ve¢ unutar 24 sata nakon korekcije hipoksemije §to je praceno
adekvatnim promjenama u crvenoj krvnoj slici. Ispitivani angiogenetski faktori 1 citokini
ne mijenjaju se znacajno 24 sata nakon korekcije hipoksemije. U ovom radu mjerena je
serumska razina navedenih istraZivackih parametara. Razlog za to je 1) da je u KOPB-u
vrijednosti u serumu moguce metodoloski pouzdano i istovremeno odrediti 1 2) da u
KOPB-u nema dovoljno konsolidiranih podataka o serumskim vrijednostima

istrazivackih parametara, a nerijetko su podaci kontradiktorni.

Klini¢ke i demografske karakteristike. Ispitivanu skupinu ¢inilo 57 pacijenata, od cega
26 muSkaraca i 31 Zena. Prema tome, medu ispitanicima bilo je neSto viSe Zena. Do
nedavno su sve epidemioloske studije pokazivale znacajno viSu prevalenciju 1 mortalitet
od KOPB-a u musSkaraca. Velikom studijom provedenom u Velikoj Britaniji 1997.
godine prevalencija KOPB-a procijenjena je na 1,7% u muskaraca i 1,4% medu Zenama.
Ovaj je podatak objasnjavan spolno-ovisnom razlikom u izloZenosti riziénim faktorima.
U zemljama u razvoju neke studije su pokazale blago visSu prevalenciju KOPB-a u Zena u
odnosu na muskarce. To je vjerojatno odraz izloZenosti one€iS¢enjima zraka u ku¢i kao
Sto su pare pri kuhanju i izgaranju goriva. Novije studije ukazuju na porast prevalencije
ove bolesti u Zena, Sto se objaSnjava sve vecem izlaganju Zena dimu cigareta, njaveem
rizicnom faktoru za nastajanje KOPB-a. Nedavna velika epidemioloska studija provedena
u SAD-u pokazala je gotovo jednaku prevalenciju ove bolesti izmedu Zena i muskaraca.
Prema studiji provedenoj 1997 u Velikoj Britaniji, prevalencija KOPB-a porasla je za

25% v muskaraca i 69% u Zena u razdoblju od 1990. do 1997 (1,2).

Prosjecna starost ispitivane skupine bila je 69 godina i nije nadena statisticki znacajna

razlika u dobi medu spolovima. KOPB ima najvecu prevalenciju sedmom i osmom
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desetlje¢u Zivota, a nakon toga prevalencija pada uglavnom zbog mortaliteta. Prema
novim epidemioloSkim studijama, koje se temelje na procjeni opstruktivnih smetnji
ventilacije, one se mogu u puSaca registrirati mnogo ranije, ve¢ od 25-45 godine Zivota
(2).

Na osnovu anamnestiCkih podataka, klinicke slike, rutinskih laboratorijskih analiza 1
klinickog tijeka smatramo da je u ispitivane skupine najceS¢i neposredni uzrok
pogorSanja 1 potrebe za hospitalizacijom bila kombinacija respiratornog infekta i
kardijalne dekompenzacije, §to je zabiljeZeno u 46% slucajeva. Cak je 63% bolesnika
imalo respiratorni infekt pri hospitalizaciji, a 30% registriranu pneumoniju na
rendgenogramu. NajceS¢im uzrocima pogorsanja KOPB-a smatraju se infekcije
traheobronhalnog stabla 1 oneciS¢enja zraka. Prema nekim istraZivanjima u oko polovice
pacijenata akutna pogorSanja KOPB-a uzrokovana su bakterijskim infekcijama (150), a
Seemungal i suradnici pokazali su da je oko 40% pogorSanja KOPB-a uzrokovano
virusnom infekcijom, uglavnom rinovirusima (151). Tako se zagadenje zraka smatra
vaznim uzrokom pogorSanja KOPB-a, a mehanizam ovog pogorSanja uglavnom je
nepoznat. Kako su pogor§anja KOPB-a usko vezana uz virusne infekcije, postoji hipoteza
da zagadenje samo povecava osjetljivost na virusne infekcije (152). U ispitivanoj
populaciji 83% bolesnika imalo je znakove popuStanja srca, od ¢ega 37% ljevostranu
kardijalnu dekompenzaciju, 9% izoliranu desnostranu kardijalnu dekompenzaciju, a 37%
globalno sréano popuStanje. Ovako veliki udio bolesnika s znakovima kardijalne
dekompenzacije ne iznenaduje. Ljevostrana kardijalna dekompenzacija i edem pluca
predstavljaju vazan uzrok pogorSanja respiracijske insuficijencije (7). Sistemska upala u
KOPB-u kao 1 infekcija respiratornog trakta prepoznate su kao zasebni faktori nastajanja
koronarne bolesti srca iako mehanizam nije u potpunosti objasnjen (148,153). Plu¢no
srce 1 plu¢na hipertenzija razvijaju se u teSkom stadiju KOPB-a, obi¢no nakon razvoja
teSke hipoksemije (nize od 60 mmHg), Cesto uz hiperkapniju. To je najceSc¢a
kardiovaskularna komplikacija KOPB-a i vezana je uz loSu prognozu bolesti. Faktori za
koje se zna da pogoduju razvoju pluéne hipertenzije u pacijenata s KOPB-om ukljucuju
vazokonstrikciju, remodeliranje plu¢nih arterija s zadebljanjem stjenke krvnih Zila i
smanjenjem lumena. Destrukcija kapilara vezana uz emfizem dodatno povecava tlak u

plu¢nim arterijama. Vazokonstrikcija ima nekoliko uzroka. Oni ukljucuju hipoksiju koja
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dovodi do kontrakcije glatkih miSi¢a pluénih krvnih Zila, oSte¢enje mehanizama o
endotelu ovisne vazodilatacije, kao Sto je reducirana sinteza i oslobadanje NO te
abnormalnu produkciju vazokonstriktornih peptida kao Sto je ET-1.

Pluéna hipertenzija i redukcija plué¢ne vaskulature radi emfizema vodi ka hipertrofiji
desnog srca 1 desnostranoj dekompenzaciji. Desnostrana kardijalna dekompenzacija
vezana je uz vensku stazu i trombozu i moZe voditi emboliji pluéa 1 daljnjoj
kompromitaciji pluéne cirkulacije (2). 30% naSih pacijenata imalo je anamnezu
povisenog krvnog tlaka, a poviSene vrijednosti krvnog tlaka pri prijemu zabiljeZene su u
35% ispitanika. Nije nadeno statisti¢ki znacajne razlike u raspodjeli ovih parametara, kao
ni u raspodjeli apsolutnih vrijednosti krvnog tlaka u ispitanoj populaciji.

Najcesc¢e koriSteni lijekovi prije hospitalizacije bili su bronhodilatatori 1 inhalacijski
kortikosteroidi. Medunarodno prihvaceni terapijski algoritmi za racionalno lijeenje ove
bolesti temelje se na upotrebi ove dvije skupine lijekova. Diuretici i hipotenzivi ¢esto su
upotrebljavani lijekovi u ove skupine bolesnika, $to je odraz ucestalog kardiovaskularnog
komorbiditeta. Osnovu farmakoloSkog lijeCenja pogorsanja KOPB-a ¢ini povecanje doze
bronhodilatatora i primjena sistemskog kortikostiroida. U pacijenata koji imaju povecani
volumen sputuma koji je purulentan opravdano je primjeniti antibiotik (2).

Na temelju navedenog smatramo da ispitivani uzorak bolesnika reprezentativan za KOPB
bolesnike u akutnom pogorsanju. Medutim, kako se radi o prospektivnoj, interventnoj
studiji prethodno su, uz ulazne, definirani i isklju¢ni kriteriji (kao na primjer teZe
oStecenje bubreZzne i jetrene funkcije). Na ovaj nacin su eliminirani iz studije neki od
konsekutivnih bolesnika, koji su zadovoljili kriterije za ukljucivanje. Kako je zbog tog
razloga iz studije iskljueno manje od 5 % ispitanika, smatramo da je uzorak na kojem je
vrSeno ispitivanje reprezentativan za KOPB sa akutnim pogorSanjem. Ipak ovu €injenicu
treba imati na umu u interpretaciji posebno onih rezultata (npr. urea, kreatinin,
transaminaze 1 sl.), ¢ije poviSene vrijednosti iznad prethodno zadane razine iskljucuju

bolesnike iz studije.
INICIJALNI NALAZI

Respiracijske, hematoloSke i biokemijske karakteristike. Rezultati analize diSnih
plinova u arterijskoj krvi ukazuju da su svi pacijenti ukljuceni u studiju bili zna¢ajno

hipoksemicni u trenutku prijema u bolnicu udiSu¢i sobni zrak. NajviSa inicijalna
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vrijednost PaO, bila je 53 mmHg, Sto je odredeno ulaznim kriterijima. Respiracijska
insuficijencija obiljeZje je uznapredovalog KOPB-a. Ona nastaje kao posljedica periferne
opstrukcije diSnih putova, destrukcije parenhima i abnormalnosti plu¢nih krvnih Zzila Sto

sve vodi hipoksemiji (2). Daljnjom progresijom bolesti nastupa hiperkapnija.

Srednja vrijednost PaCO, u ispitivane skupine bolesnika bila je blago iznad referentnih
vrijednosti. Ova je varijabla bila vrlo Sirokog raspona 1 kretala se od vrijednosti nizih od
referentnih vrijednosti koje klini¢ki odgovaraju hiperventilaciji do znacajno visih od
referentnih vrijednosti koje odgovaraju hipoventilaciji. U 51 % pacijenata zabiljeZen je
PaCO; ve¢i od 45 mmHg, odnosno globalna respiracijska insuficijencija. U 33 %
pacijenata PaCO; bio je ve¢i od 50 mmHg, Sto zna¢i da su imali klinicki zna¢ajnu
hiperkapniju koja je uvijek znak teske alveolarne hipoventilacije (7).

Aritmeti¢ka sredina vrijednosti pH bila je unutar fizioloskih vrijednosti. Samo je u 4%
ispitanika zabiljeZena acidoza. Ispitivanu skupinu ¢inili su KOPB bolesnici s kroni¢nom
respiracijskom insuficijencijom u kojih je prema anamnestickim podacima akutno
pogorsanje trajalo viSe od 24 sata. Normalne ili ¢ak poviSene vrijednosti pH u bolesnika s
globalnom respiracijskom insuficijencijom takoder upucuju na to da je hipoksemija
dovoljno dugo trajala da je moglo do¢i do aktivacije kompenzatornog mehanizma
sineteze bikarbonatnih iona.

Prosje¢na vrijednost saturacije hemoglobina kisikom bila je niska i u skladu s niskim

vrijednostima PaO,.

Parametri pluéne funkcije analizirani su nakon maksimalnog terapijskog ucinka (u

pravilu pred kraj hospitalizacije), kako bi dobili uvid u stupanj uznapredovalosti bolesti.
Mozemo re¢i da je prosjecna vrijednost ovih parametara nakon inhalacije
bronhodilatatora bila je niska. Nalaz postbronhodilatacijskog FEV1/FVC manjeg od 0,7 u
svih ispitanika govori za opstrukciju diSnih puteva koja perzistira i nakon inhalacije
bronhodilatora i dozvoljava dijagnozu KOPB-a (1,2). Prema literaturnim podacima, iako
s progresijom bolesti dolazi do pogorSanja izmjene diSnih plinova, korelacija izmedu
rutinskih testova plu¢ne funkcije 1 znacajnosti hipoksemije odnosno hiperkapnije je slaba.
Ipak, znaCajna respiratorna insuficijencija je rijetka ukoliko je FEV, ve¢i od 1 litre (194).

Prosje¢na vrijednost FEV; u ispitivane populacije iznosila je 0,89 litre, a
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postbronhodilatacijska vrijednost 0,99 litre, Sto govori u prilog ocekivanoj teSkoj
respiracijskoj insuficijenciji.

Raspon parametara crvene krvne slike vrlo je Sirok u ispitivane populacije i krece se od

vrijednosti ispod do vrijednosti iznad referentnih intervala. Kao kriterij za procjenu
anemije, normocitemije i policitemije uzeta je koncentracije Hb. Prema tome je 31%
muskaraca bilo anemic¢no, 34% normocitemi¢no, a 35% policitemi¢no. U Zenskog dijela
ispitivane populacije 10% ispitanica bilo je anemicno, 58% normocitemicno i 32%
policitemi¢no. U musSkog dijela populacije srednja vrijednost broja E bila je unutar
referentnih vrijednosti, dok je u Zena ovaj parametar bio blago iznad referentnih
vrijednosti. Dakle, dugotrajna i teSka hipoksija nije uspjela adekvatno inducirati
eritropoezu u vecine ispitanika. Medutim, ¢ak je u 68% Zena naden poviSen apsolutni
broj E. Ovaj nalaz je u diskrepanci s nalazom koncentracije Hb i Hct koji je naden
povisSenih vrijednosti samo u tre€ine ispitanica. Ovaj podatak mogao bi upucivati na
znacajniju indukciju eritropoeze u Zena koja je pak majnje adekvatna radi nedostatka
drugih potrebnih elemenata kao S§to je npr. Zeljezo. I drugi su autori neadekvatan
eritropoetski odgovor na hipoksiju nastojali objasniti nedostatkom Zeljeza, no ovaj
mehanizam nije jednoznacno ustanovljen (49). Srednja vrijednost stani¢nih indeksa bila
je unutar referentnih vrijednosti.

Iako je na temelju fizioloSkih postavki za ocekivati kompenzatornu policitemiju u KOPB
bolesnika sa zna¢ajnom respiracijskom insuficijencijom brojni literaturni izvjeStaji, kao i
rezultati ove studije to ne potvrduju. Konfliktni su izvjeStaji o primjerenosti porasta mase
eritrocita u bolesnika s KOPB 1 posljediénom hipoksemijom kada se kompariraju sa
odgovorom zdravih ljudi na hipoksiju. Neki su autori izvijestili da je porast mase
eritrocita neprimjeren za stupanj hipoksemije, dok su drugi izvijestili da postoji korelacija
izmedu mase eritrocita i saturacije arterijske krvi kisikom u pacijenata s KOPB-om
(37,38,40). U studiji Fitzpatrick-a 1 suradnika eritrocitna masa je bila poviSena u 25%
pacijenata. Ulazni kriterij u ovu studiju bio je viSi PaO, nego u nase, gornja granica PaO,
bila je 65 mmHg. U toj je studiji eritrocitoza nadena u pacijenata s najtezom dnevnom
hipoksijom, manjom od 45 mmHg i najniZom no¢nom saturacijom (195). U studiji na
odabranoj grupi KOPB pacijenata u stabilnoj fazi bolesti i vrijednostima PaO, < 60

mmHg policitemija je nadena u 58,62% pacijenta s KOPB-om (39). U studiji koja je
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radena na populaciji bolesnika s emfizemom, takoder u stabilnoj fazi bolesti, unato¢
hipoksemiji s PaO, manjim od 60 mmHg, niti jedan pacijent nije bio policitemi€an, a u
11% pacijenata nadena je anemija (196). Ispitanici u naSoj studiji karakterizirani su
kroni¢nom respiracijskom insuficijencijom, no za razliku od prethodnih studija njihova
vazna karakteristika je akutno pogorSanje. Nedvojbeno je medutim, da unato¢ hipoksiji
izostaje adekvatni fizioloSki odgovor eritropoeze, Sto jasno ukazuje na poremecaj u

sustavu hipoksija-eritropoeza koji je prisutan u KOPB-u..

Srednja vrijednost broja L. u muSkaraca bila je iznad referentnih vrijednosti, a u Zena
unutar referentnih vrijednosti. Raspon se kretao od normalnih do poviSenih vrijednosti.
Ovakav S§iroki raspon odgovara klinickom stanju bolesnika i moguéem medudjelovanju
brojnih faktora kao Sto je virusni / bakterijski infekt sa upalom 1 stres.

Srednja vrijednost broja Tr bila je unutar referentnih vrijednosti.

Srednje su vrijednosti rutinskih biokemijskih parametara bile unutar referentnog

raspona. Odredivani parametri bubreZne i jetrene funkcije niti u jednog ispitanika nisu
bili tri puta viSi od gornje granice referentnog raspona S$to je odredeno ulaznim
kriterijima.

Eritropoetin. Ovo je ispitivanje pokazalo da je u vecine teSko hipoksemi¢nih KOPB
pacijenata znacajno oStecen eritropoetinski odgovor na hipoksiju. Srednja vrijednost ovog
parametra bila je blago iznad referentnih vrijednosti, no medijan je iznosio 11,00 U/L.
Vrijednost medijana unutar nisko normalnih vrijednosti upucuje da EPO u vecine
pacijenata nije bio poviSen. Ova je varijabla bila Sirokog raspona i kretala se od
minimalno detektibilnih vrijednosti (2 U/L), do izrazito poviSenih vrijednosti (342 U/L).
SniZena koncentracija EPO nadena je u 17% ispitanika, unutar normalnih vrijednosti u
67%, a iznad referentnih vrijednosti samo u 16% ispitanika. U 12% ispitanika ova
varijabla bila je iznad 100 U/L, §to moZemo smatrati vrlo visokim vrijednostima. Ovaj
relativno mali postotak uzoraka poviSene koncentracije EPO odgovoran je za ukupnu

poviSenu prosjecnu vrijednost EPO.

Nizak nalaz EPO u veline ispitanika u skladu je s neadekvatnim eritropoetskim
odgovorom. Razlicite studije izvjeStavaju o izrazito varijabilnom nalazu EPO u bolesnika

s KOPB-om i ne nalaze konzistentne povezanosti izmedu stupnja hipoksemije, razine
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EPO i policitemije. U studiji u kojoj su ispitivanu skupinu ¢inili bolesnici s KOPB-om i
slicnim stupnjem hipoksemije kao u naSoj (raspon PaO, 41,3-59,3 mmHg), 70%
ispitanika je imalo normalne vrijednosti EPO (55). Ovaj je nalaz komparabilan s naSim
rezultatima. U studiji KOPB pacijenata u stabilnoj fazi bolesti 1 vrijednostima PaO, < 60
prosjeCna vrijednost EPO bila je iznad referentnih vrijednosti, no takoder vrlo
varijabilnog nalaza (39). U studiji Millera 1 sur. 20% ispitanika s kroni¢nom plu¢nom
bolesti imalo je poviSeni EPO. U ovoj studiji raspon PaO, bio je jasno iznad onog u
nasoj studiji (51-100 mmHg) (197). Wedzicha i sur. radili su istraZivanju u kojem su
KOPB bolesnici s hipoksemijom i policitemijom usporedivani sa hipoksemi¢nim KOPB
bolesnicima bez policitemije i sa zdravom populacijom. U policitemi¢cnih KOPB
bolesnika nadene su viSe vrijednosti EPO u odnosu na zdravu populaciju i grani¢no
znacajno viSe u odnosu na nepolicitemi¢cne KOPB bolesnike podudarne po stupnju
dnevne hipoksije. Odredivaju¢i uzorke u viSe navrata, nadena je jaca varijabilnost EPO u
policitemicne grupe bolesnika u odnosu na nepolicitemi¢nu. Znacajniji stupanj noc¢ne
desaturacije u policitemi¢ne skupine bolesnika smatraju razlogom vece koncentracije
EPO i jaCeg eritropoetskog odgovora (53). U svim je navedenim studijama EPO
odredivan RIA tehnikom. U nasem je istrazivanju koriSten ELISA test koji se smatra
IstraZen je i potencijalni utjecaj koriStenih lijekova na serumsku koncentraciju EPO.
Pokazano je da fenoterol, selektivni agonist f2-receptora, povecava koncentraciju EPO u
serumu, ali isti u¢inak nije dokazan za inhalacije velikih doza salbutamola (199,200).
Takoder je pokazano da glukokortikoidi mogu utjecati na fetalnu bubreznu, ali ne i
majcinu ekspresiju EPO gena u eksperimentalnih Zivotinja, iako njihova terapijska
vrijednost 1 utjecaj na EPO sintezu joS nije u potpunosti jasan (201). Na primjer, poznato
je da deksametazon moZze dovesti do redukcije u sekreciji EPO inhibitornih citokina iz
monocita (202). Ipak, u djece s akutnom leukemijom 1 u pacijenata s reumatoidnim
artritisom, lijeCenje kortikosteroidima moze popraviti vrijednosti hemoglobina bez
utjecaja na serumsku aktivnost EPO (203). Nadalje, nekoliko grupa autora izvjestilo je da
ACE inhibitori mogu smanjiti serumsku razinu EPO (204,205). U naSem istraZivanju
nismo naSli povezanosti izmedu inicijalne serumske koncentracije EPO i najceSce

koriStenih lijekova.

130



Nasa je studija pokazala da je u bolesnika s KOPB-om i posljedicnom kroni¢nom
respiratornom insuficijencijom koja se produbljuje zbog akutnog pogorSanja EPO
uglavnom nizak. To je neobifan i neocCekivani nalaz i jasno je da hipoksija nije uspjela
inducirati EPO sintezu u vecine ispitivanih pacijenata. Na osnovu ovog istraZivanja nije
moguce reci na kojem se stupnju sloZene kaskade produkcije EPO dogodila blokada.

Naime, kako je u uvodnom dijelu izneseno produkcija EPO obuhvaca niz procesa koji se
pojednostavljeno mogu prikazati na slijede¢i nacin: 1.) stanica prepoznaje hipoksiju joS
za sada nepotpuno razjasnjenim mehanizmima koji vjerojatno ukljucuju hem protein, 2.)
u hipoksi¢nim uvjetima dolazi do stabilizacije HIF-la podjedinice, 3) HIF-1a
podjedinica se spaja s HIF-1p podjedinicom koja je konstitutivno izraZena i ¢ine HIF-1
kompleks, 4) HIF-1 kompleks se translocira u jezgru, 5) veze se za HRE elemente EPO
gena i1 inducira transkripciju, 6) mRNA napusta jezgru, 7) VHL protein regulira
ekspresiju mRNA na postranskripcijskoj razini, 8) mRNA ulazi u ribosome, 9) u
ribosomima se odvija sinteza proteina, 10) gotovi protein se izluuje iz stanice u
ekstracelularni prostor. Ukoliko je u serumu povecana koncentracija proteina, u ovom
sluc¢aju EPO, moZemo smatrati da je sustav u cjelini aktiviran i uspjeSan. SniZena razina
produkta, kao u nasem slucaju, govori za inhibiciju, a zahvatne to¢ke mogu biti razlicite i

u nacelu u obzir dolaze sve prethodno navedene.

Uz to, serumska razina proteina moze ovisiti i 0 nekim drugim faktorima. Tako ce
nedostatak specifi¢nih receptora uz normalnu produkciju dovesti do povisenih vrijednosti
proteina. Ukoliko je pak produkt imunoloski ili neimunoloski vezan uz druge supstance
test ga vjerojatno nece detektirati. Pri tome je otvoreno pitanje da li takav produkt moze
aktivirati specifi¢ne receptore. Oko 10 % EPO se izlu¢uje urinom, a ostatak se vjerojatno
razgraduje jetrenim stanicama. S obzirom na to, teoretski bi jetrena insuficijencija, uz

normalno stvaranje EPO, mogla dovesti do njegove poviSene razine.

IstraZivani sustav karakteriziran je neadekvatnom eritropoezom s obzirom na stupanj
hipoksemije. Moguce da je proces eritropoeze, uz neadekvatnu sintezu EPO, inhibiran i
na kasnijim stupnjevima. Aktivacija specifi¢nih receptora na ciljnim stanicama uzrokuje
sloZenu kaskadnu aktivaciju intracelularnih dogadanja s krajnjim efektom produkcije
eritrocita. Ponovno kao i kod razine istrazivanog produkta u serumu, visoke vrijednosti

kona¢nog produkta govore za uspjeSnu aktivaciju €itavog sustava. U tom slu¢aju moZemo
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pretpostaviti da postoji aktivirani sustav u svim svojim dijelovima (od prepoznavanja
hipoksije do stvaranja eritrocita). Izostanak reakcije moze biti posljedica ometanja na bilo
kojem od prethodno opisanih koraka. Takoder, ona moZe biti posljedica direktne
supresije eritrogenih progenitorskih stanica citokinima, poremecaja u metabolizmu 1
ugradnji neophodnih elemenata kao Sto je Zeljezo, ili pojaCane eliminacije konacnog
produkta — eritrocita (npr. hiperhemolizom). Zaklju¢no, ovaj rad nedvojbeno pokazuje da
u vecine ispitivanih bolesnika hipoksija nije uspjela aktivirati Citavu potrebnu kaskadu
stani¢nih procesa koji bi doveli do povecanja razine hemoglobina kao S§to je slucaj u
fizioloSkom modelu hipoksije. Pri tome veliki dio zatajenja ukupne funkcije moze se

svesti na ranu fazu procesa, tj. na zatajenje ocekivanog povecanja produkcije EPO.

Faktor rasta endotela krvnih zila (VEGF). VaZan je nalaz ove studije da pacijenti s
kroni¢nom opstruktivnom plu¢nom bolesti 1 pridruzenom teSkom hipoksemijom imaju
znacajno viSu razinu serumskog VEGF-a kada se kompariraju s normalnom populacijom.
Srednja vrijednost ove varijable, dobivene iz pocetnih uzoraka, iznosila je 1042 + 1097
pg/ml. Prosje¢na se vrijednost ove varijable bitno razlikuje od medijana koji iznosi 580
pg/ml, §to je odraz njene nepravilne distribucije. Ova je varijabla Sirokog raspona koji se
kre¢e od 5,4 pg/ml do 5725 pg/ml. Prema podacima proizvodaca srednja vrijednost
VEGF-a u serumu zdravih ljudi iznosi 220 pg/ml, a raspon se kre¢e od 62-707 pg/ml
(191). U ispitivane je skupine, samo u dva uzorka zabiljeZena vrijednost niza od 220
pg/ml. S obzirom da interval pouzdanosti za ovu varijablu iznosi 750,92-1333,04,
mozemo rec¢i da su vrijednosti ovog parametra znacajno vise od referentnih. U studiji
provedenoj na populaciji davatelja krvi dobivene serumske vrijednosti VEGF-a
komparabilne su sa vrijednostima navedenim od proizvodaca. U toj studiji ovaj je

parametar bio raspona 15-500 pg/ml, a srednje vrijednosti 159,7+126,2 pg/ml (207).

Upadhyay i sur. izvjeS€uju da je serumska razina VEGF-a u bolesnika s KOPB-om u
stabilnoj fazi bolesti znacajno viSa u odnosu na zdravu populaciju, a takoder su nadene
znacajno vise vrijednosti ovog parametra u bolesnika s akutnim pogorSanjem KOPB-a u
odnosu na one u stabilnoj fazi bolesti (207). U navedenom radu nije analiziran stupanj
pogorsanja niti stupanj hipoksije vezan za akutno pogorSanje.

In vitro istraZivanjima pokazano je da je hipoksija snazan induktor VEGF mRNA

ekspresije u brojnih stanica, kako normalnih, tako i transformiranih. Ovi eksperimentalni
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modeli ukljucivali su stanice retine, glija stanice, makrofage, a takoder upucuju na
mogucnost da endotelne stanice produciraju VEGF kao odgovor na hipoksiju, te da
posjeduju autokrini mehanizam djelovanja (208). Povecanje sekrecije bioloski aktivnog
VEGPF-a iz stanica izloZenih hipoksiji ostvaruje se na dva nacina. Djelomi¢no ono nastaje
radi porasta transkripcije posredovane vezanjem HIF-1 za elemente odgovora na
hipoksiju VEGF gena, a djelomi¢no zbog porasta VEGF mRNA stabilnosti, vjerojatno
vezanjem za RNA vezu¢i protein (76). In vivo istrazivanja pokazala su da je hipoksija
snazan induktor oslobadanja VEGF-a u fizioloSkim i brojnim patoloskim situacijama s
posljedicom  neoangiogeneze koja vodi povecanoj perfuziji i poboljSanju tkivne
oksigenacije. Pokazano je da fizi¢ki napor povecava ekspresiju VEGF-a, kao i HIF-1B u
poprecnoprugastim miSi¢ima ljudi, te da ovaj porast korelira s koncentracijom laktata u
venskoj plazmi pripadajuc¢eg miSica (209). VEGF je pojacano izraZen u tkivu ishemi¢nog
miokarda, mozga, kao i ishemiCnih ekstremiteta (210-212). Smatra se da je VEGF
neophodan za razvoj kolateralnih krvnih Zila pri oporavku infarciranog podrucja,
odnosno premosStavanju periferne arterijske okluzije. In vivo ispitivanja ukazuju da
hipoksija u respiratorno insuficijentnih pacijenata moZe inducirati sintezu VEGF-a.
Naime, u pacijenata s sindromom apneje u snu i teSkom hipoksijom nadena je poviSena
razina VEGF-a (77,78).

Kako je KOPB sloZeni klinicki sindrom, hipoksija vjerojatno nije jedini faktor koji je
povezan s pove¢anom ekspresijom ovog faktora rasta. Naime, dobro je poznato da brojni
faktori mogu utjecati na serumsku razinu VEGF-a. Medu naj¢e$¢im stanjima koja se
povezuju s poviSenom razinom VEGF-a ubraja se 1 kroni¢na upala. KOPB je
karakteriziran kronicnom lokalnom upalom traheobronhalnog stable, koja se dodatno
aktivira u stanjima egzacerbacije. VEGF je naden znacajno viSih vrijednosti u sputumu
KOPB bolesnika nego u serumu, Sto bi moglo sugerirati njegovu lokalnu produkciju u
diSnim putevima (81). Simultano mjerenje VEGF u serumu i sputumu, moglo bi potvrditi
ovaj model.

Danas se KOPB sve viSe promatra kroz prizmu, ne samo kroni¢ne lokalne, ve¢ i
sistemske upale (153). Sistemska upala vjerojatno doprinosi povecanoj sintezi VEGF-a.
U posljednjem je desetlje¢u znacajno napredovalo u razumijevanje molekularnih

mehanizama regulacije upalnih procesa u kroni¢nih upalnih bolesti. Dokazi vezani uz
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razliCita ispitivanja ¢vrsto upucuju da T-limfociti imaju klju¢nu ulogu u zapocinjanju i
odrzavanju upale. Ovaj njihov ucinak nije vezan samo uz produkciju solubilnih
medijatora, ve¢ i kroz kontaktne interakcije izmedu brojnih stanica preko membranskih
receptora 1 njihovih liganda. Signaliziranje preko CD40 and CDA40 liganda put je koji je
vjerojatno ukljucen u sve ove procese. T-stanice se primarno aktiviraju preko dendritickih
stanica ili upalnih citokina, te potom aktiviraju monocite/makrofage, endotelne stanice,
glatke miSi¢ne stanice i fibroblaste da produciraju proinflamatorne citokine kao Sto su
TNF-a i IL-6. Takoder CD40 ligand na upalnim mjestima stimulira fibroblaste i tkivne
monocite/makrofage na stvaranje VEGF-a koji potiCu¢i neoangiogenezu promovira i
podrzava kroni¢nu upalu (213). Tako je poviSena razina VEGF-a nadena u brojnih
kroni¢nih upalnih i autoimunih bolesti, kao Sto je tuberkuloza i1 rematoidni artritis
(67,214). Takoder, poviSene vrijednosti VEGF-a nadene su u serumu pacijenata s
akutnim infekcijama (215,216).

Ispitivani je klinicki model karakteriziran kronicnom upalom na koju se nadovezalo
akutno pogorsanje do kojeg je u vecine ispitanika doslo kao posljedica akutne infekcije. S
obzirom na prethodno navedeno, za ocekivati je da i ovaj mehanizam doprinosi
povecanoj ekspresiji VEGF-a.

Sto se tie patofizioloskog zna¢enja ovog nalaza, moZe se pretpostaviti da je poveéana
produkcija VEGF-a predstavlja adaptivni mehanizam koji pridonosi stvaranju novih
krvnih zila u ishemi¢nim podruc¢jima. Ova je pretpostavka podrzana novijim studijama
koje su pokazale da u pacijenata s koronarnom bolesti srca, stupanj hipoksijom
induciranog VEGF-a korelira s mjerom kolateralne formacije krvnih zila (217).
Zanimljivo je razmiSljanje Schulz-a i sur. koji su proucavali pacijente sa sindromom
apneje u snu. Poznato je da pacijenti sa sindromom apneje u snu imaju povecani rizik od
kardiovaskularnog obolijevanja i smrtnosti. Ipak, neki pacijenti s teSkom no¢nom
desaturacijom rijede razvijaju kardiovaskularne bolesti. U tih su pacijenata nadene
znacajno viSe vrijednosti VEGF-a, te su pretpostavili da oslobadanje VEGF-a predstavlja
adaptivni mehanizam koji je protuteza pojavljivanju OSA vezane kardiovaskularne
bolesti (78).

Vise je radova pokazalo korelaciju serumskih vrijednosti VEGF-a s ishodom nekih

solidnih tumora (69-71). Daljnje studije odnosa serumske razine VEGF-a i kona¢nog
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ishoda KOPB-a mogle bi omoguc¢iti ocjenu korisnosti serumske razine ovog faktora kao

biomarkera prognoze bolesti.

Bazic¢ni faktor rasta fibroblasta. Srednja inicijalna vrijednost bFGF iznosila je 6,0 £ 2,5
pg/ml. Ova je analiza izvrSena ELISA metodom pomocu kitova proizvodata R&D
Systems. Proizvodac je ovom metodom analizirao trideset uzoraka seruma zdravih ljudi i
zanimljivo je da je u svim uzorcima bFGF bio nedetektabilan, za razliku od plazme gdje
je u dijelu zdravih ispitanika detektibilan, Sto smatramo vrlo neobi¢nim i neocekivanim
(191). U vec prije spomenutoj studiji provedenoj na zdravim davateljima krvi serumske
vrijednosti bFGF-a bile su detektabilne u svih ispitanika. Srednja vrijednost ukupne
ispitivane populacije iznosila je 1,54+1,98 pg/ml, a 95% interval pouzdanosti za srednju
vrijednost 1,01-1,98 pg/ml (206). Kako interval pouzdanosti za ovu varijablu u nasoj
studiji iznosi 5,38-6,68 pg/ml moZemo je smatrati znaCajno viSom nego u navedene

studije.

Ekstenzivnim proucavanjem dostupne literature, nisam naSla podataka o razini ovog
faktora rasta u serumu ili plazmi pacijenata s KOPB-om, te u skupine pacijenta s
respiracijskom insuficijencijom vezanom uz KOPB ili neku drugu etiologiju. In vitro
istrazivanja ukazuju da bi ovaj faktor mogao imati ulogu u etiologiji KOPB-a. Naime,
hipoksija inducira produkciju bFGF-a u pluénim vaskularnim pericitima, te se
pretpostavlja da povecana lokalna ekspresija bFGF u ovim stanicama ima ulogu u
njihovoj proliferaciji i1 diferencijaciji u stanice glatkih miSica, te na taj sudjeluje u
etiologiji suZenja diSnih puteva (100).

IstraZivanjima in vitro pokazano je da stanice pojacano stvaraju bFGF-a u hipoksi¢nim
uvjetima, te da do znaCajnog porasta dolazi ve¢ sat vremena nakon izlaganja hipoksiji
(218). Takoder, in vivo istraZivanja pokazuju da hipoksija i ishemija poti¢u stvaranje
bFGF-a. Na Stakorskom je modelu pokazano da se ekspresija bFGF gena povecava u
skeletnim miSi¢ima nakon fizickog napora (219). Na modelu ishemi¢nog miokarda
pokazano je da makrofazi kao odgovor na hipoksiju, uz VEGF, produciraju b-FGF
(75,96). U pacijenata sa solidnim tumorom i pridruZenom anemijom nadena je znacajna
korelacija izmedu sistemske hipoksije i serumskog b-FGF-a. U ovih je pacijenata

serumska razina b-FGF-a zna¢ajno negativno korelirala s razinom hemoglobina (97). Na
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Stakorskom modelu pokazano je da u uvjetima kroni¢ne hipoksije dolazi do pojacane
ekspresije bFGF-a u mozgu (220).

Takoder, nekoliko klinickih modela ukazuje da postoji povezanost izmedu kroni¢ne upale
1 ekspresije bFGF-a. Pokazano je da sistemska upala u pacijenata na peritonealnoj dijalizi
povezana s povecanom plazmatskom koncentracijom bFGF-a. Nadena je znacajna
pozitivna korelacija izmedu plazmatske razine bFGF-a, fibrinogena i IL-6 (221).
Sinovijalni fibroblasti pacijenata s reumatoidnim artritisom, medu ostalim citokinima,
pojacano stvaraju i bFGF, te se smatra da trajna produkcija citokina ima vaznu ulogu u
podrzavanju i aktivaciji kroni¢ne upale u ovih pacijenata (222). Mastociti imaju vaznu
ulogu u razvoju kroni¢ne upale i brojnih poremecaja koji su karakterizirani
neovaskularizacijom. Pokazano je da su u stanjima kroni¢ne upale oni vazan izvor bFGF-

a (223,224).

Za ocekivati je da sistemska kroni¢na upala ima utjecaja i na razinu bFGF-a u pacijenta s
KOPB-om. U daljnjoj analizi bilo bi zanimljivo odrediti pokazatelje kroni¢ne upale, CRP

1 fibrinogen, u ove skupine pacijenata, te ih korelirati s razinom bFGF-a.

U ispitivanom je modelu dobiveno da primjena furosemida ima utjecaja na koncentraciju
bFGF-a u serumu. To je zanimljiv podatak 1 teSko ga je objasniti na temelju dosadaSnjih
spoznaja, s obzirom da u literaturi nisam naSla podataka o njihovom medusobnim

odnosu.

Interleukin-1p. Prosje¢na vrijednost IL-1f iznosila je 2,341 pg/ml. Raspon se ovog
parametra kre¢e od minimalnih detektibilnih vrijednosti (0,2 pg/L) do 11,1 pg/L. Samo u
4 ispitanika ova je varijabla bila iznad 3,9 pg/ml, §to je prema podacima proizvodaca
najviSa vrijednost zabiljeZzena u zdravih pojedinaca (191). 95% interval pouzdanosti
srednje vrijednosti ove varijable iznosi 1,89-2,79 pg/ml. Kako je vrijednost ove varijable
niZza od 3,9 pg/ml u zdravih ljudi, moZemo reci da se vrijednosti dobivene u ispitivane

skupine ne razlikuju znacajno od referentnih.

PoviSena razina IL-1B, nalazi se u sputumu KOPB pacijenata, a ona dodatno raste
tijekom pogorSanja ove bolesti (158). Pokazano je da mononukleari pacijenta s KOPB-
om inficirani Chlamydiom pneumoniae pojacano luce IL-1P u odnosu na zdrave ljude.

Ovaj nalaz sugerira da mononukleari KOPB bolesnika imaju manju sposobnost
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balansiranja proinflamatornog imunog odgovora tijekom egzacerbacije bolesti radi
intracelularne infekcije (225). Bakterijska upala di$nih puteva dovodi do lucenja IL-1f i
TNF-a, proinflamatornih citokina koje predominantno luce alveolarni makrofazi te
predstavlja prvu liniju obrane od pluénih patogena (157). PoviSene sistemske vrijednosti
IL-1B veZu se uz gubitak miSi¢ne mase ovih bolesnika (226). Kao i u drugih kroni¢nih
upalnih stanja gubitak tjelesne i miSi¢ne mase s oSte¢enjem respiratorne i periferne
miSi¢ne funkcije Cesto se vidi u bolesnika s KOPB-om. Gubitak tjelesne teZine smatra se
direktnim loSim prognostickim pokazateljem u KOPB-u. Mehanizmi koji odvode do
proteinske degradacije nisu u potpunosti rasvijetljeni, ali mogu biti posljedica sistemske

upale i djelovanja proupalnih citokina (226).

Interleukin-6. Srednja vrijednost IL-6 u ispitivane je populacije iznosila 45,6 pg/ml.
Ovaj je parametar bio izrazito varijabilan 1 njegova je standardna devijacija iznosila
86,502. Raspon je bio od niskih 3 pg/ml do izrazito visokih vrijednosti, odnosno 477,3
pg/ml. U cak 54 ispitanika ova je varijabla bila visa od 3,12 pg/ml, $to je najvisa
vrijednost nadena u 90% zdravih ispitanika ovim testom. U 35 ispitanika vrijednost IL-6
bila je iznad 12,5 pg/ml, §to je najviSa zabiljeZzena vrijednost u zdravih ljudi prema
koriStenom testu (191). Interval pouzdanosti srednje vrijednosti za ovu varijablu iznosi
22,71-68,62 pg/ml, pa mozemo re¢i da su vrijednosti ovog parametra znac¢ajno vise od
referentnih. Wedzicha i sur. prospektivno su pratili razinu IL-6 u pacijenata sa srednje
teSkom do teSkom KOPB-i u stabilnoj fazi bolesti, u egzacerbaciji i u rekonvalescenciji.
Za analizu je koriSten isti test kao i u naSoj studiji. U stabilnoj fazi bolesti srednje
vrijednost IL-6 iznosila je 4,3 pg/ml. U stadiju pogorSanja doslo je do znac¢ajnog porasta
razine IL-6 (prosje¢no za 1,1 pg/ml), i prosjecno je iznosila 6,15 pg/ml. PogorSanje je
bilo definirano prisutno§¢u barem jednog velikog 1 jednog malog simptoma. Velikim
simptomima smatrali su se pogorSanje dispneje, pojava purulentnog sputuma i povecanje
koli¢ine sputuma, a malim simptomima nazalna kongestija, simptomi prehlade, piskanje
u prsima i kaSalj (154). U navedenoj studiji pacijenti su bili blazeg oblika bolesti i
prosjecni FEV| u stabilnoj fazi je iznosio 1,06, Sto je znatno viSe nego u nasih ispitanika.
U navedenoj studiji prosjec¢na saturacija hemoglobina kisikom bila je 94 % u stabilnoj
fazi bolesti, a 93,8 % u pogorSanju, Sto je znacajno viSe nego u nasih ispitanika. NaSa i

navedena studija komparabilne su po dobi ispitanika.
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IL-6 primarno proizvode monociti i makrofazi, osobito u stanjima akutne virusne
infekcije. Pokazano je da monociti pojacano produciraju IL-6 pri infekciji respiratornim
sincicijskim virusom, rinovirusima i pikornavirusima (151,156,158). U 24% pacijenata sa
stabilnim KOPB-om identificirana je infekcija respiratornim sincicijskim virusom, a u
16% neki drugi virusi. U pacijenata u kojih je u stabilnom stanju identificirana virusna
infekcija imaju vecu koncentraciju serumskog IL-6 (151). PoviSena razina IL-6 nadena je
u KOPB bolesnika s srednje teSkim i teSkim KOPB i nije ju moguce korelirati sa
stupnjem tezine bolesti (227). Povecana serumska razina IL-6 nadena je u KOPB
pacijenata s reduciranom misi¢cnom masom i sugerira vezu izmedu kroni¢ne sistemske
upale i sistemskih uc¢inaka KOPB-a (228). U ispitivane populacije nismo nasli linearne
povezanosti serumske koncentracije IL-6 1 tjelesne teZine.

In vitro studije, kao i studije na klinickim modelima karakteriziranim hipoksijom
pokazale su da hipoksija moZe inducirati povec¢anu ekspresiju IL-6 (139,143,144,149).
Povisenu koncentraciju IL-6 u naSih ispitanika moZemo smatrati rezultatom djelovanja

upale, odnosno infekta i sistemske hipoksije.

Faktor nekroze tumora-a. Prosje¢na vrijednost TNF-a u naSih ispitanika iznosila je
10,13 pg/ml. Minimalna dobivena vrijednost iznosila je 6,5 pg/ml, a maksimalna 16,2
pg/ml. Interval pouzdanosti prosjecne vrijednosti ove varijable iznosio je 8,70-11,54
pg/ml. S obzirom da je u zdravih ljudi, prema koriStenom testu ovaj parametar nizi od 15
pg/ml (191), moZemo reci da se vrijednosti dobivene na ispitivanom modelu ne razlikuju

znacajno od referentnih. Nismo nasli razlike u raspodjeli ovog parametra prema spolu.

Vise je studija pokazalo da je u bolesnika s KOPB-om poviSena razina cirkuliraju¢eg
TNF-a. TNF-a koji se joS zove i1 kaheksin veZze se uz gubitak tjelesne mase u ovih
bolesnika. Takabatake i sur. izvijestili su da KOPB bolesnici u imaju znacajno vise
serumske vrijednosti TNF-a u odnosu na zdrave ljude (148). Prosje¢na vrijednost u
njihovih ispitanika iznosila je 6,15 = 1,08 pg/ml. Kontrolnu skupinu ¢inili su zdravi
muskarci, podudarni po dobi. Srednja serumska vrijednost TNF-a u kontrolnoj skupini
iznosila je 5,41 = 1,6 pg/ml. Za analizu je koriSten isti test kao i u naSem ispitivanju.
Komparirajuéi naSe rezultate s rezultatima ove studije mozemo re¢i da su naSi rezultati
viSi. Ove dvije populacije komparabilne su s obzirom na dob. Razlika je u tome S$to su

ispitanici u nasoj studiji bili u akutnom pogorSanju, dok su navedenoj studiji bili u
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stabilnoj fazi bolesti. Takoder ispitanici u nasoj studiji imali su znacajniju hipoksemiju.
Prosje¢na vrijednost PaO, u navedenoj studiji bila je 62 + 9,5 mmHg. U navedenom je
istraZivanju nadena korelacija izmedu stupnja hipoksemije i serumske razine ovog
citokina §to upucuje da hipoksemija aktivira TNF-a sustav (148). Povezanost izmedu
stupnja hipoksije 1 ekspresije TNF-o nismo nasli u naSoj studiji. U studiji provedenoj na
KOPB bolesnicima u stabilnoj fazi bolesti pokazno je da pacijenti u kojih je dominirao
kroni¢ni bronhitis imaju oko 2 puta niZu serumsku razinu TNF-a u odnosu na one u kojih
je dominirao emfizem. Izmedu ove dvije skupine bolesnika nije bilo razlike u stupnju
opstrukcije diSnih puteva. Pacijenti s kroni¢nim bronhitisom imali su niZe vrijednosti
Pa0; i vise PaCO; u odnosu na grupu s emfizemom, ali je procijenjeno da pacijenti s
emfizemom imaju jacu relativnu tkivnu hipoksiju (229). Nadena povecana serumska
razina TNF-a nadena je u KOPB pacijenata s reduciranom mi§i¢nom masom i sugerira
vezu izmedu kronicne sistemske upale i sistemskih u¢inaka KOPB-a (159,229). Tesko je
re¢i koje su stanice primarni izvor cirkuliraju¢eg TNF-a u ovih bolesnika. Pokazano je da
monociti KOPB bolesnika s gubitkom tjelesne teZine spontano produciraju velike
koli¢ine TNF-a (230). Hipoksija je snaZan pokreta¢ niza procesa u organizmu,
ukljucujudi i imuni sustav, a mononukleari su osobito osjetljivi na hipoksiju (137). Prema
tome, moguce je da su oni glavni izvor ovog citokina. Sistemska upala u pacijenata s
KOPB-om veZe se uz visoku prevalenciju sistemskih komplikacija kao §to su kaheksija,
osteoporoza 1 ateroskleroza u ovih pacijenata. Ipak, jo§ uvijek ima puno nepoznanica
vezanih uz patogenezu ovog procesa, odnosno poznavanja kljucnih upalnih medijatora i
razumijevanje njihovih interakcija. Daljnja istraZivanja su potrebna kako bi se ocijenila

mogucnost modifikacije rizika komplikacija kontrolom sistemske upale.
POVEZANOSTI INICIJALNIH NALAZA

Rezultati analize povezanosti ustanovili su brojne i1 multiple statisticki znaCajne
povezanosti izmedu klinickih, respiracijskih, hematoloSkih, biokemijskih varijabli i
istrazivanih faktora rasta i citokina u bivarijatnim parametrijskim i neparametrijskim
testovima. Ove multiple povezanosti valja, medutim, razmotriti s oprezom i uzeti u obzir
mogucénost ,,statistickog artefakta®, koji je analogan ,statistickoj iluziji“ u nadenim
povezanostima. Ovaj poznati fenomen se u analizama ¢esto zanemaruje, iako nerijetko

dovodi do ,,informacijske buke*. Opisani fenomen posebno treba imati na umu pri analizi
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povezanosti multivarijatnim metodama, jer tada u izraCun ulaze samo oni entiteti
(bolesnici) s potpunom bazom podataka. Ukoliko neki podatak (pa makar i samo jedan)
nedostaje iskljucuje se entitet iz analize. Posljedica je da ukupni broj entiteta na kojima je
izracun napravljen varira, uvijek je manji od ukupnog broja entiteta, pa se dobiveni

rezultati moraju vrlo oprezno interpretirati.

Obzirom na temeljnu hipotezu u ovom radu prvenstveno su istrazivani faktori rasta 1
citokini, te ¢e u daljem tekstu biti posebno raspravljeni. Kako su svi istraZivani faktori
rasta 1 citokini bili distribucije znacajno razli¢ite od normalne, u testovima povezanosti
koriSteni su u logaritmiranom obliku ¢ime je postignuta zadovoljavaju¢a normalnost
raspodjele. Za svaki ispitivani faktor rasta i1 citokin ucinjena je zasebno stepwisse
regresijska analiza s ciljem definiranja prediktorske varijabli koje ih najadekvatnije
predskazuje. Kao nezavisne varijable koriStene su sve inicijalne kontinuirane varijable. U
ovoj analizi koriSten je postupak gradnje prema naprijed. Za F-za ukljuivanje u model
vrijednost uzet je 4,000, a F- za isklju€ivanje iz modela vrijednost uzet je 3,996. Prema
tako odredenim kriterijima definirane su nezavisne varijable koje najbolje predskazuju

zavisnu varijablu.

U prvom dijelu rasprave povezanosti inicijalnih nalaza biti ¢e komentirani nalazi
bivarijatne analize, te multivarijatne (stepwisse regresija), usporedene sa nalazima u
literaturi 1 sa moguc¢om patogenetskom ulogom, a u drugom dijelu ¢e biti raspravljene

istrazivacke multivarijatne analize (faktorska analiza) inicijalnih nalaza.

Analiza povezanosti EPO s drugim varijablama. Regresijskom analizom s EPO kao
zavisnom varijablom dobivena je statisticki znacajna negativna korelacija s parcijalnim
tlakom kisika u arterijskoj krvi. Na temelju poznavanja fizioloSkih modela, ova znacajna
povezanost bila je oCekivana. Ovakvu povezanost naSli su i drugi autori proucavajuci

ovaj model (53,55).

Znacajna pozitivna korelacija nadena je s inicijalnim vrijednostima ureje i kreatinina.
Ove nalaze teSko je objasniti. Dobro je poznato da se EPO sintetizira u stanicama
smjeStenim uz peritubularne kapilare bubrega, te da je u renalnoj insuficijenciji ova
sinteza smanjena. S obzirom na to za ocekivati je obrnutu korelaciju s pokazateljima

bubrezne funkcije. U ovo ispitivanje ukljuceni su, medutim, samo bolesnici koji nisu
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imali znacajno poremecenu bubreznu funkciju. NajviSa zabiljeZena vrijednost ureje bila
manje od dva puta iznad referentnih vrijednosti, a vrijednost kreatinina tek neznatno

povisena.

Nadenu znacajno pozitivhu povezanost s ALT takoder je teSko objasniti. Ako ALT
shvatimo kao pokazatelj oSte€enja jetrenih stanica hipoksijom, odnosno kao pokazatelj
teze hipoksije onda bi u takvih bolesnika mogli oc¢ekivati vise vrijednosti EPO. Uz to,
jetra je glavno mjesto razgradnje EPO. Teoretski mozemo pretpostaviti da pri narusenoj
jetrenoj funkciji jetra manje razgraduje EPO ¢ime dolazi do njegovog nakupljanja. Prema

ulaznim kriterijima bolesnici s teZim oSte¢enjem jetrene funkcije nisu ukljuceni u studiju.

Jednostavnom regresijskom analizom nadena je grani¢no znacajna pozitivna korelacije
ove varijable s inicijalnim vrijednostima b-FGF-a. S obzirom da EPO i bFGF dijele
zajednicke mehanizme aktivacije gena ovakva je korelacija oCekivana. Na isti nacin
objasnjavamo i nadenu znacajno pozitivhu korelaciju s VEGF-om u Zenskog dijela

populacije.

Analiziraju¢i zasebno korelacije prema spolovima nadena je i znacCajna negativa
korelacija EPO s IL-1PB u muskog dijela populacije. U in vitro uvjetima pokazano je da
IL-1B inhibiraju hipoksijom potaknuto lucenje EPO na raznim modelima stanica

(172,180), pa je stoga ova korelacija bila ocekivana.

Takoder, bazi¢nim istrazivanjima na raznim modelima stani¢nih linija naden je negativni
u¢inak TNF-a i IL-6 na ekspresiju EPO (180,181). Ovaj efekt nismo potvrdili na nasem
ispitivanom klinickom modelu. Koeficijent korelacija TNF-a i EPO bio je visok i
negativnog predznaka, ali ne i statisticki znacajan. Koeficijent povezanosti IL-6 i EPO je

pak bio pozitivan i visok, ali takoder nije bio statisticki znacajan.

S obzirom da je varijabla EPO bila Sirokog raspona i distribucije znac¢ajno razlicite od
normalne, njena povezanost s drugim varijablama u sustavu detaljnije je analizirana
neparametrijskim testovima. Ispitanici su podijeljeni u dvije skupine, a kao to¢ka loma
odredena je vrijednost medijana koja je iznosila 9 U/l. Ovako oblikovane skupine
bolesnika znacajno su se razlikovale po inicijalnim vrijednostima parcijalnog tlaka kisika

u arterijskoj krvi i IL-6. Skupina s viSim vrijednostima EPO karakterizirana je niZim
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vrijednostima parcijalnog tlaka kisika u arterijskoj krvi. I na ovaj nacin potvrden je

snaZan pozitivan utjecaj hipoksije na ekspresiju EPO (23,28,33,34).

In vitro istrazivanjima nadeno je da citokini imaju negativni utjecaj na ekspresiju EPO, te
da IL-6 inhibira hipoksijom potaknuto lu¢enje EPO iz stanica (180). NaSi podaci govore
medutim za obrnuti odnos jer je skupina s viSim vrijednostima EPO karakterizirana viSim
vrijednostima IL-6. Zbog sloZenosti sustava jednostavne bivarijatne analize mogu
zavesti, jer u potpunosti ne uvazavaju latentne meduovisnosti sa drugim prisutnim
obiljezjima. Jednako tako, jasno je da su u pravilu in vitro uvjeti pokusa bitno razlic¢iti od
in vivo uvjeta ¢ime se moZe objasniti rezultat izmjerenih podataka u slozenom klinickom

modelu.

Stepwisse regresijska analiza s EPO kao zavisnom varijablom izvrSena je u tri koraka.
Prva u model u$la je varijabla parcijalnog tlaka kisika u arterijskoj krvi, potom log bFGF
i u treCem koraku urea. Na osnovu ove analize moZzemo rec¢i da su ova tri parametra,
neovisno jedan od drugog, najznacajnije povezani s EPO. Neocekivan je nalaz pozitivne
povezanosti EPO i parcijalnog tlaka kisika u arterijskoj krvi dobiven ovom analizom, a
koji je u suprotnosti s nalazom jednostavne regresijske analize. S obzirom na manji broj
analiziranih entiteta ovaj nalaz treba uzimati sa oprezom. Nezavisna je povezanost s
bFGF-om kao proangiogenim faktorom ocekivana s obzirom da je poznat njihov
zajednicki mehanizam aktivacije gena. Ovaj bi nalaz mogao sugerirati da su u ovih
bolesnika paralelno aktivirana oba kompenzatorna mehanizma: eritropoeza i
angiogeneza. I ovom analizom se ponovno ureja namece kao varijabla znacajne
povezanosti s EPO. TeSko je objasniti ovu povezanost, jer kao Sto sam ve¢ ranije

napomenula ispitanici u nasoj studiji nisu imali zna¢ajno naruSenu bubreZnu funkciju.

Analiza povezanosti VEGF s drugim varijablama. Jednostavnom regresijskom
analizom nadena je statisticki znacajna negativna korelacija ovog parametra s inicijalnim
vrijednostima parcijalnog tlaka kisika u arterijskoj krvi i saturacije hemoglobina kisikom.
Ovaj nalaz sugerira da je hipoksija znaajni triger otpuStanju VEGF-a u naSoj skupini
pacijenata. Na temelju dosadasnjih spoznaja o aktivacije ekspresije VEGF gena i uloge
ovog faktora u raznim fizioloSkim i patoloSkim stanjima karakteriziranim hipoksijom

ovaj je nalaz bio ocekivan (64,65,74).
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U ovoj studiji nadena je statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu vrijednosti
VEGF-a 1 inicijalnih razina indikatora upale kao Sto su sedimentacija eritrocita 1 broj
leukocita. Ovaj nalaz sugerira da je 1 u ovom modelu akutna upala doprinijela visokoj
razini VEGF-a, kao $to je to pokazano 1 u drugih pacijenata s akutnim infekcijama (72).
Iako VEGF statistiCki zna€ajno pozitivno korelira s brojem leukocita ovaj se nalaz ne bi
mogao objasniti direktnim oslobadanjem VEGF-a iz ovih stanica pod djelovanjem
hipoksije. Naime, in vitro su studije pokazale, da leukociti ne produciraju znacajne

koli¢ine VEGF-a kao odgovor na izoliranu hipoksiju (231).

Dobivena je znacajna pozitivna korelacija izmedu ispitivane varijable i broja trombocita
Sto nije neocekivan nalaz obzirom da je poznato da trombociti stvaraju VEGF. Medutim,
nadena povezanost malo je vjerojatno posljedica oslobadanja VEGF-a iz ovih stanica kao
odgovor na hipoksiju (231). ViSe autora opisuje da je serumska razina VEGF-a viSa u
odnosu na onu u plazmi i to objaSnjava oslobadanjem VEGF-a iz trombocita tijekom
koagulacije in vitro. Zbog toga neki ispitivaci preporucuju primjenu plazme, a ne seruma
pri odredivanju VEGF-a (59). KoriStenje seruma za analizu mogu¢ je metodoloSki
nedostatak naSe studije. Ipak, s obzirom da je u ovoj studiji pra¢ena promjena VEGF-a
nakon korekcije hipoksemije u ispitanika s normalnim brojem Tr smatramo upotrebu

ovog uzorka adekvatnom.

U eksperimentalnim je uvjetima pokazano da IL-1, IL-6 1 TNF-o mogu inducirati
produkciju VEGF-a (232-235). Na ovom modelu analizama povezanosti nismo nasli
znacajne povezanosti izmedu inicijalnih vrijednosti VEGF-a i ispitivanih citokina.

Na ovoj populaciji bolesnika nije nadeno razlike u raspodjeli VEGF-a medu spolovima U
studiji na zdravim davateljima krvi takoder nije nadeno razlike u raspodjeli VEGF-a
medu spolovima (206).

S obzirom da je varijabla VEGF takoder bila Sirokog raspona i distribucije znac¢ajno
razli¢ite od normalne, njen odnos s drugim varijablama je detaljnije analiziran
neparametrijskim testovima. Ispitanici su podijeljeni u dvije skupine, a tocka loma je bila
vrijednost medijana ove varijable. Prvu skupinu ¢inili su ispitanici u kojih je VEGF bio
nizi od 580 pg/ml, a drugu skupinu ispitanici s vrijednostima VEGF visim od 580 pg/ml.
Ove su se dvije skupine ispitanika statisticki znacajno razlikovale po broju leukocita,

trombocita, brzini sedimentacije eritrocita i koncentraciji IL-6.
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Prosjec¢na vrijednost broja leukocita i brzina sedimentacije eritrocita bila je znacajno visa
u skupini bolesnika s viS§im VEGF-om. Ovaj je nalaz sukladan rezultatima jednostavne
regresijske analize i sugerira znac¢ajnu ulogu akutne upale u aktivaciji VEGF sustava.
ViSe vrijednosti broja trombocita u ispitanika s viSim nalazom VEGF-a upucuju na
znaCajnu ulogu trombocita u ukupnoj koli¢ini ovog angiogenog faktora u serumu.

Koncentracija IL-6 nadena je niZom u grupi ispitanika s vi§im vrijednostima VEGF-a.

Ovaj nalaz sugerira da IL-6 ima ulogu u ekspresiji ovog faktora rasta u ovom sloZzenom
klinickom modelu. I in vitro istraZivanjima pokazano je postojanje povezanosti izmedu
ova dva parametra, ali obrnutog predznaka. Naime, nadeno je da IL-6 povecava
ekspresiju VEGF-a transkripcijskim mehanizmom preko STAT-3, te da je ovaj pozitivan
ucinak IL-6 posredovan pomoc¢u DNA elemenata u podrucju promotorskog podrucja i
kroz specifi¢ne motive locirane u podrucju 5'- netranslatiranog podru¢ja VEGF mRNA
(185,186,235). Ponovno bi naglasili da su uvjeti in vitro pokusa bitno razli€iti od in vivo
uvjeta, ¢ime se mozZe objasniti razlika izmjerenih podataka u sloZenom klinickom

modelu.

Na temelju Stepwisse regresijske analize moZemo re¢i da VEGF kao zavisnu varijablu
najbolje 1 neovisno predskazuju trombociti, pH 1 bFGF. Nalaz znaCajne pozitivne
povezanosti s brojem trombocita u skladu je s nalazom jednostavne regresijske analize.
Znacajnu pozitivnu korelacija s acidobaznim statusom nije jednostavno objasniti. Vise od
polovice ispitanika bilo je u globalnoj respiracijskoj insuficijenciji kod prijema. Moguce
je da su pacijenti s viSim pH oni u kojih pogorSanje duze trajalo i koji su uspjeli
efikasnije aktivirati kompenzatorni mehanizam sinteze bikarbonatnih iona. Ovo duze
trajanje pogorSanja, a time i hipoksije moguce je posredno povezati s jacom aktivacijom
VEGEF sustava. S obzirom da se VEGF djelomi¢no oslobada iz trombocita procesom
koagulacije, nezavisna povezanost trombocita i VEGF je ocekivana (59). Statisticki
znacajna neovisna povezanost VEGF i bFGF je ocekivana s obzirom da VEGF i bFGF
dijele zajedni¢ki mehanizam aktivacije gena reguliran hipoksijom, a koji je posredovan
pomoc¢u HIF-a (76,95). Ova znacajna pozitivna povezanost sugerira zajedni¢ku aktivaciju

oba faktora u ispitivanih bolesnika u aktivaciji kompenzatornog procesa neoangiogeneze.
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Analiza povezanosti bFGF-a s drugim varijablama. Analizom je dobivena statisticki
znacajna pozitivna korelacija izmedu inicijalnih vrijednosti bFGF i inicijalnih vrijednosti
bilirubina, te grani¢no znacajna pozitivna korelacija s urejom. Ovu je povezanost teSko
obrazloziti na temelju dosadasnjih spoznaja i opravdava daljnja istraZzivanja. Ponovno je
potrebno naglasiti da s obzirom na ulazne kriterije u istrazivanje nisu ukljuceni bolesnici
sa znaCajnom renalnom i/ili jetrenom insuficijencijom.

In vitro istraZzivanjima pokazano da se sinteza bFGF-a snazno aktivira u hipoksi¢nim
uvjetima regulacijom pomocu HIF-a (95). Takoder, u brojnim je radovima pokazana
pojaCana ekspresija ovog faktora u stanjima lokalne i sistemske hipoksije (93-95). S
obzirom na ove spoznaje, ocekivali smo znacajnu linearnu povezanost razine bFGF-a i
stupnja hipoksemije koju nismo potvrdili u naSoj studiji. S obzirom da su vrijednosti
ovog parametra znac¢ajno povisene u ispitivanoj grupi vjerujemo da je hipoksija jedan od
Cinitelja koji su doveli do njegove pojacane ekspresije. MoZda bi analiza na veéem
uzorku potvrdila ovaj medusobni utjecaj i linearnost Kkorelacije izmedu stupnja
hipoksemije i razine bFGF-a. Uz to, nije moguce iskljuciti fizioloski fenomen ,,sve ili
niSta“, prema kojem hipoksija, bez obzira na stupanj uzrokuje povec¢anu razinu bFGF-a.
U ovoj je studiji nadena grani¢no znacajna negativna korelacija inicijalne razine bFGF-a
s inicijalnom razinom IL-1f. Nisam nasSla literaturnih podataka o utjecaju ovog citokina
na ekspresiju bFGF-a. Nasuprot ovom nalazu, in vitro istraZivanjima nadeno je da IL-1
stimulira HIF-1 signalni put, put koji je odgovoran i za regulaciju ekspresije bFGF gena
kao odgovora na hipoksiju (184). Naravno, radi se o razli¢itim metodologijama i teSko je
za oCekivati da bi se rezultate in vitro istrazivanja mogli direktno prevesti na sloZeni
istraZivani sustav u kojem postoje brojni meduodnosi.

In vitro studije upucuju da bi IL-6 mogao posredovati pojacanu regulaciju bFGF-a (187),
te je u nekim klinickim modelima kroni¢ne upale nadena pozitivna korelacija izmedu
razine IL-6 i bFGF-a (220). Ovakav odnos medutim nije potvrden u ovoj studiji, ali nije
ni iskljucen.

U naSoj studiji nije nadeno znacajne razlike u raspodjeli bFGF-a izmedu muskaraca i
Zena. U studiji provedenoj na zdravim davateljima krvi nadena je razlika u raspodjeli
bFGF-a po spolu. U muskaraca su vrijednosti bile nize od 4,0 pg/ml, a u Zena nize od

10,8 pg/ml (206). Autori nisu komentirali ovu znacajnu razliku medu spolovima. Jedna
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od rijetkih situacija u kojoj u odraslih ljudi postoji fizioloSka angiogeneza je Zenski
reproduktivni ciklus (58). Srednja dob ispitanica u toj studiji bila je 43 godine (raspon 20-
72 godine) 1 u velikog postotka je za ocekivati postojanje ciklusa. U naSoj je studiji
prosje€na vrijednost ovog parametra u Zena bila niza nego u muskaraca, ali ta razlika nije

bila statisticki znacajna. Prosjecna dob ispitanica u nasoj studiji je bila 69 godina.

Rezultati stepwisse regresijska analiza upucuju da, s obzirom na multiple interakcije u
sustavu, bFGF kao zavisnu varijablu najbolje neovisno predskazuju EPO i IL-1P. Nalaz
znaCajne pozitivne korelacija EPO 1 bFGF dobiven je 1 jednostavnom regresijskom
analizom. Znacajna neovisna pozitivna povezanost varijable bFGF i IL-1B sugerira
njihov znacajan meduodnos u ovom sustavu. Jednostavnom regresijskom analizom

dobivena je grani¢no znacajna pozitivna korelacija izmedu ove dvije varijable.

Analiza povezanosti IL-1p s drugim varijablama. Analizom je nadena znacajna
negativna korelacija izmedu IL-1B kao zavisne varijable i inicijalnih vrijednosti AST i
ALT. Na temelju dosadasnjih spoznaja teSko je objasniti ovu znaCajnu povezanost.
Pokazano je da je razina IL-1 poviSena u bolesnika s cirozom jetre §to je odraz trajne
upalne reakcije u ovih pacijenata (236). Ponovno valja napomenuti da su vrijednosti
transferaza u vecine naSih ispitanika bile unutar normalnog raspona. NajviSe su
vrijednosti bile odredene ulaznim kriterijem i bile su najviSe tri puta iznad normalnih

vrijednosti.

U posljednjem se desetljeCu intenzivno istraZzuje odnos hipoksije 1 citokina. U
eksperimentalnim hipoksi¢nim uvjetima (tlak kisika 1% ili manji) humani alveolarni
makrofazi i mononuklearne stanice periferne krvi pojacano luce IL-1p (145,146). Cini se
da i geni koji kodiraju citokine takoder spadaju u veliku skupinu gena koji mogu biti
regulirani parcijalnim tlakom kisika. Potencijalno objaSnjenje regulacije je da hipoksija
utjeCe na transkripcijsku razinu ekspresije ovih gena, ali mehanizam nije poznat
(215,216). Takoder je pokazano da izlaganje raznih tkiva hipoksiji znacajno inducira
ekspresiju raznih citokina medu kojima i IL-1f i da poveéana produkcija ovih citokina
ima znacajnu ulogu u patogenezi raznih bolesti kao $to je preeklampsija ili ishemi¢na
ozljeda mozga (237,238). Povezanost IL-1f s parcijalnim tlakom kisika u arterijskoj krvi

nismo potvrdili u naSem ispitivanom modelu. Moguce je da se hipoksi¢na indukcija ovog
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citokina, pokazana u navedenim eksperimentalnim modelima, ne moze direktno
primijeniti na model KOPB pacijenata. Ova se dva modela razlikuju po primjenjenom
intenzitetu hipoksi¢nog okruZenja. Parcijalni tlak kisika primjenjen na kulture stanica
iznosi 1% ili manje. Osim toga, brojni su faktori u meduodnosu u Zivom organizmu. Npr.
tkivna hipoksija mozZe biti smanjena porastom minutnog volumena srca ili pomakom

kisik - hemoglobin disocijacijske krivulje.

Analiza povezanosti IL-6 s drugim varijablama. Regresijskom je analizom dobivena
statisticki znaCajna pozitivna korelacija ove varijable s brojem leukocita 1 brzinom
sedimentacije eritrocita. Kako je IL-6 proinflamatorni citokin ova je korelacija bila

ocekivana.

Takoder je nadena znaCajna pozitivna korelacija IL-6 s pH, za S§to nismo nasli
jednostavno objasnjenje. U naSem je ispitivanju ¢ak 44% ispitanika bilo u alkalozi, a
najvisa je zabiljeZena vrijednost bila 7,64. Na modelu bolesnika sa Se¢ernom boles¢u u
ketoacidozi nadena je povecana razina raznih citokina u plazmi medu kojim i IL-6 (239).

U nasSoj studiji povezanost je obrnuta u odnosu na navedenu.

U nasSoj je studiji nadena znacajna pozitivna korelacija s brojem trombocita. Trombociti
su sposobni oslobadati razne bioloski aktivne supstance. Nedavna otkri¢a vezana uz
upalnu aktivnost trombocita postavila su temelje za poznavanje do sada jo§ nepoznate
uloge trombocita u upali. Stimulirani trombociti sintetiziraju proinflamatorne citokine

kao Sto je IL-1p, no nisam nasla podatak da sintetiziraju IL-6 (240).

U ispitivanom sustavu nadena je znaCajna pozitivna korelaciju s urejom. U bolesnika s
terminalnom fazom renalne insuficijencije nalaze se poviSene razine brojnih citokina u
cirkulaciji, medu kojima i IL-6. Ovaj se nalaz veZe uz razvoj sistemskog upalnog
odgovora u ovih bolesnika (241). Najvisa vrijednost ureje u nasih ispitanika bila je manja
od dva puta iznad referentnih vrijednosti, pa je teSko objasniti ovaj nalaz S$to opravdava

daljnje istraZivanje.

Na ispitivanom modelu nadena je znacajna korelacija s dobi. Za kroni¢nu upalu smatra se
da igra vaznu ulogu u razvoju bolesti i oSteCenju funkcije organa tijekom procesa
starenja. Uz to, pokazano je da je razina IL-6 niza u ljudi koji su fizic¢ki aktivniji (242).

Mozda je moguce postaviti hipotezu da s godinama dolazi do progresije KOPB-a, a s tim
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u vezi i intenziviranja sistemske upale i porasta cirkuliraju¢ih citokina. Takoder, za
ocekivati je da je u starijih bolesnika KOPB, kao i pridruzene bolesti, u takvoj fazi da im
znacajnije ograniCava kretanje nego mladim bolesnicima. Grupa autora naSla je
povezanost izmedu koncentracije IL-6 u izdahnutom zraku KOPB bolesnika i dobi i

smatraju je ona odraz upale traheobronhalnog stabla (243)

Znacajna negativna korelacija dobivena je s inicijalnim vrijednostima hemoglobina i
hematokrita. Ve¢ sam viSekratno napomenula da veliki postotak KOPB bolesnika ima
neadekvatan eritropoetski odgovor s obzirom na stupanj hipoksije, te da je KOPB
karakteriziran sistemskom upalom. Brojne bolesti koje su karakterizirane kroni¢nom
sistemskom upalom imaju anamiju kronic¢ne bolesti, §to je u skladu nalazom provedenog
istrazivanja. Studije ukazuju da u etiologiji anamije kroni¢ne bolesti vaznu ulogu imaju
citokini. Mehanizam kojim citokini utjeCu na eritropoezu je sloZen i nije u potpunosti
objasnjen. Za IL-6 je pokazano da tijekom infekcija, malignih bolesti ili imunoloskih
bolesti inducira produkciju al-antitripsina, koji je sposoban inhibirati vezanje
transferinskog receptora za transferin (170). Takoder, IL-6 inhibira hipoksijom potaknuto
lucenje EPO iz stanica (180). I naSe istraZivanje jasno upucuje na mogucu ulogu IL-6 u

razvoju anamije kroni¢ne bolesti u KOPB bolesnika.

Statisticki znaCajna negativna korelacija dobivena je s inicijalnim vrijednostima
parcijalnog tlaka ugljicnog dioksida u arterijskoj krvi. To je ocekivano i sukladno nalazu
povezanosti s pH, ali je na temelju dosadasnjih spoznaja teSko objasniti patofizioloSku

ulogu.

In vitro studije ukazuju da hipoksija potic¢e sekreciju IL-6 u raznih stani¢nih linija (139-
142). Ovaj ucinak nastaje putem aktivacije jezgrinog faktora-kB (140). Pokazano je da je
sekrecija ovog citokina povecana 1 u nekih klinic¢kih stanja karakteriziranih hipoksijom te
se smanjuje nakon njene korekcije (143,144). Na ispitivanom modelu nismo potvrdili
linearnu povezanost IL-6 1 stupnja hipoksije, iako izrazito poviSena vrijednosti u
bolesnika koji su prema ulaznim kriterijima u studiju izrazito hipoksi¢ni govori (sli¢cno

kao kod bFGF-a) o jasnoj povezanosti hipoksije i visokih vrijednosti IL-6.
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Analizom su identificirane e Cetiri varijable koje najbolje predskazuju IL-6 kada se cijeli
sustav promatra kao cjelina. Ova Cetiri faktora su: broj leukocita, FEV;, ALT i saturacija

hemoglobina kisikom.

Snazna neovisna povezanost IL-6 i broja leukocita logi¢na je s obzirom na poznavanje
uloge ovog proinflamatornog citokina u akutnoj upali i u skladu je s rezultatima

jednostavne bivarijatne analize (117).

Znacajna pozitivna korelacija izmedu FEV; i IL-6 mogla bi govoriti da je IL-6 odraz
lokalno uznapredovalog procesa. Za IL-6 je pokazano da je poviSenih koncentracija u
izdahnutom zraku i sputumu, te je zamijecen njegov daljnji porast u akutnom pogorsanju
bolesti (153,243). Takoder, epitelne stanice bronha KOPB bolesnika pojac¢ano luce IL-6
(244). FEV, je u naSih bolesnika mjeren po postignutom klinickom poboljSanju i
odraZzava stupanj uznapredovalosti bolesti. U literaturi nisam nasla podataka o direktnoj

povezanosti IL-6 sa stupnjem razvoja KOPB-a.

Stepwisse regresijska analiza govori za znaajnu pozitivnu povezanost IL-6 s AST.
Pokazano je da je serumska razina IL-6 poviSena u bolesnika s cirozom jetre Sto potice
trajnu upalnu reakciju u ovih pacijenata (236). S obzirom da su vrijednosti transferaza u
vecine naSih ispitanika bile unutar normalnog raspona, nadena linearna povezanost je

zanimljiva, iako je teSko procijeniti njeno pravo znacenje.

Znacajna nezavisna pozitivna korelacija sa saturacijom hemoglobina kisikom predstavlja
takoder zanimljiv nalaz s obzirom da je in vitro i in vivo istraZivanjima pokazan negativni
odnos IL-6 i stupnja hipoksije(139,140,144). Ovim je potvrdena sloZenost ispitivanog
klinickog ali i metodoloskog statistickog analitickog modela Sto opravdava dalje
istrazivanje nadenog interesantnog fenomena. Takoder, s obzirom na manji broj

analiziranih entiteta ove nalaze treba uzimati sa oprezom.

Analiza povezanosti TNF-a s drugim varijablama. Ovom je analizom dobiveno da
TNF-o znacajno pozitivno korelira s dobi. Kako je ovaj citokin jedan od glavnih
medijatora sistemske upale moZda je i ovu povezanost moguce barem djelomi¢no
objasniti progresijom sistemske upale vezane uz KOPB s dobi uz pojavu i drugih
sistemskih bolesti koje su karakterizirane kronicnom upalom kao $to je ateroskleroze, a s

tim u vezi porasta cirkulirajucih citokina.
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U eksperimentalnim uvjetima, hipoksija poti¢e produkciju TNF-a u raznih stanica (145-
147). Takoder, sistemska s hipoksija veZe uz aktivaciju TNF-a sistema u pacijenata s
KOPB-om i sindromom apneje tijekom spavanja (143,148). U naSoj studiji nismo nasli
povezanosti izmedu stupnja hipoksije i ekspresije TNF-a., ali zbog tehnicke greske u
dijelu bolesnika vrijednost TNF-a nije izmjerena, pa navedene zakljuCke treba uzeti sa

oprezom.

Stepwisse analizom identificirane su AST, dob, broj eritrocita i VEGF kao nezavisne
varijable koje najbolje 1 nezavisno predskazuju TNF kao zavisnu varijablu. Prva je u

model uSla varijabla AST, potom dob, slijedio je broj eritrocita, te VEGF.

Znacajnu pozitivnu povezanost TNF-a s AST, analogno kao i povezanost IL-6 s istim
parametrom, teSko je objasniti. PoviSena razina TNF-a nadena je u bolesnika s teSkim
oSte¢enjem jetrenog parenhima, no na$i bolesnici prema ulaznom kriteriju to nisu imali
(236).

Nadena pozitivna korelacija s dobi u skladu je s rezultatima jednostavne regresijske
analize. Neovisnu pozitivhu korelaciju s brojem eritrocita predstavlja iznenadenje i
suprotna je oCekivanjima. Prema danaSnjim saznanjima TNF-a se veZe uz razvoj anemije
kroni¢ne bolesti (165,166). Smatra se da TNF-a utjeCe na eritropoezu na viSe stupnjeva.
TNF-a inhibira produkciju EPO, ima suprimiraju¢i ucinak na eritrogene progenitorske
stanice 1 dovodi do diseritropoeze 1 skracenja Zivotnog vijeka eritrocita
(166,170,179,180).

Pozitivna neovisna povezanost TNF-o i VEGF-a mogla bi upudivati da u ovom
klinickom modelu postoji njihova znacajan meduodnos. I u nekim eksperimentalnim
modelima pokazan je pozitivni meduodnos ova dva faktora (186). Rezultati ucinjene
analize mogu biti posljedica neprepoznatih latentnih povezanosti $to omogucuju
multivarijatne analize, ali obzirom na mali broj analiziranih entiteta ove nalaze treba

uzimati sa oprezom.

Povezanost spola s parametrima crvene Kkrvne slike, ispitivanim faktorima rasta i
citokinima. Nije nadeno znacajne razlike u raspodjeli apsolutnih vrijednosti parametara
krvne slike medu spolovima. Ovaj podatak govori da je fizioloSka razlika od oko 10% u

parametrima krvne slike izbrisana u ove populacije bolesnika i upucuje na mogucnost da
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su zZene sposobnije adekvatnije odgovoriti na hipoksiju kompenzatornim mehanizmom

pojacane eritropoeze.
MULTIVARIJATNA ISTRAZIVACKA FAKTORSKA ANALIZA

Kako istrazivani klinicki model predstavlja sloZeni sustav s brojnim varijablama
pokuSano je metodom multivarijatne istraZivaCke analitike reducirati podatke 1 odrediti
strukturu sustava. Zbog toga je primjenjena metoda faktorske analize. U analizu su
ukljucene 23 kontinuirane varijable koje zadovoljavaju kriterije normalne raspodjele i
logaritamski transformirane varijable EPO, VEGF, bFGF, IL-18, IL-6, TNF-a. Na ovaj
nacin prepoznata su slijedece Cetiri faktora koja su zajedno kontrolirala 60% ukupne

varijance:

Faktor 1 koji bi klinicki mogao odgovarati grupi bolesnika s hierkapnijom, izrazitom

policitemijom u kojih pri pogorSanju nije dominiralo infektivno zbivanje.

Faktor 2 bi mogao odgovarati grupi bolesnika s globalnom respiracijskom
insuficijencijom, uz akutnu desnostranu kardijalnu dekompenzaciju i prerenalno
oStecenje bubrezne funkcije. NiZi pH mogao bi ukazivati na akutno pogorSanje globalne
respiracijske insuficijencije. Visoki nalaz EPO, VEGF i bFGF mogao bi ukazivati da je
akutna hipoksija aktivirala sustav EPO i angiogenetskih faktora, ali nema eritropoetskog
odgovora. Moguce je da je proslo premalo vremena od luenja EPO ili je eritropoeza
blokirana na kasnijim fazama. Ovaj nalaz upucuje da neadekvatan eritropoetski odgovor

u ovih bolesnika ne moZemo jednozna¢no komentirati nedostatnom produkcijom EPO,

vec je vjerojatno eritropoeza ometana i na kasnijim stupnjevima.

Faktor 3 klinicki bi mogao odgovarati bolesnicima s makrocitnom anemijom i
oSteCenjem jetrene funkcije, a najveca korelacija s GGT govori za mogucu leziju

uzrokovanu alkoholom.

Faktor 4 mogao bi odgovarati bolesnicima s akutnim upalnim (infektivnim) zbivanjem i

znakovima aktivacije angiogeneze i parcijalnom respiracijskom insuficijencijom.
NALAZI NAKON POCETKA LIJECENJA

Ova studija je osmiS$ljena kao interventna studija, te se u skladu sa drugom temeljnom

hipotezom rada Zeljelo ocijeniti dinamiku dogadanja nakon pocetka terapije koja se
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temelji na dobroj klinicko praksi, a u kojoj je bitan terapijski zahvat korekcija
hipoksemije. Longitudinalnim pracenjem bolesnika usporeduju se nalazi u svakog
pojedinog bolesnika, te se radi o vjerodostojnom, kontroliram pokusu u kojem je za svaki
istrazivani parametar bolesnik sam sebi kontrola. Stoga se metodoloski gledano dobiveni
rezultati mogu smatrati konzistentnim. Takoder, primijenjene su potpuno iste analiticke i

istrazivacke metode Sto bitno doprinosi vjerodostojnosti.

U sklopu istrazivanja prac¢ena je dinamika vrijednosti diSnih plinova u arterijskoj krvi,
parametara krvne slike, rutinskih biokemijskih nalaza 1 EPO. Osim inicijalnih vrijednosti,
ove su varijable odredivane drugog, osmog, Cetrnaestog i dvadeset i osmog dana
lijecenja. Disni plinovi odredivani su i sat vremena po pocetku lijecenja radi kontrole

oksigenacije 1 korekcije protoka kisika.

Dinamika diSnih plinova i znacajnost promjena. Sat vremena po pocetku lijecenja
postignut je znacajni porast vrijednosti parcijalnog tlaka kisika u arterijskoj Kkrvi.
Drugog dana lijeCenja srednja vrijednost parcijalnog tlaka kisika u arterijskoj krvi jos je
diskretno porasla. Najniza zabiljeZena vrijednost drugog dana lije¢enja bila je 50 mmHg.
Kako je cilj terapije kisikom bio posti¢i parcijalni tlaki kisika u arterijskoj krvi izmedu
50-60 mmHg moZemo smatrati da je u svih ispitanika doSlo do zadovoljavajuce korekcije
hipoksemije. Nakon prvog sata lijeCenja vrijednosti ovog parametra su stabilne i
statisticki se zanacajno ne razlikuju u odnosu na vrijednosti u ostalim izmjerenim

tockama.

Korekcija hipoksemije pra¢ena je umjerenim porastom parcijalnog tlaka uglji¢nog

dioksida u arterijskoj krvi, ve¢ sat vremena po pocetku lijecenja. Prosjecno je ova

varijabla porasla za 2,5 mmHg Sto klini¢ki nije zna¢ajno, no statisticki je ovaj porast bio
znaCajan. Drugog dana lijeCenja zabiljeZen je dodatni porast ove varijable i1 ona je tada
prosjecno bila za 4,8 mmHg viSa od inicijalne. Inicijalna je vrijednost parcijalnog tlaka
ugljiCnog dioksida u arterijskoj krvi statisti¢ki bila znacajno razli¢ita u odnosu na sve
mjerene uzorke, da bi 28. dana lijeCenja ona ponovno pala 1 statisticki se ne viSe nije
razlikovala inicijalne.

Primjena kisika u KOPB bolesnika u pogorSanju osnovne bolesti moZe imati za

posljedicu porast parcijalnog tlaka ugljicnog dioksida u arterijskoj krvi za 5-10 mmHg
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(9). Prosjecni porast ovog parametra u nasSih ispitanika bio je ¢ak neSto manji. U studiji
Strom i sur., koja je radena na pacijentima u stabilnoj fazi bolesti, takoder je s primjenom
kisika zabiljezen porast parcijalnog tlaka uglji¢nog dioksida u arterijskoj krvi. Ovaj je
porast bio manji nego Sto se o¢ekuje u bolesnika u akutnom pogorSanju. On je prosjec¢no
iznosio 3 mmHg unutar 24 sata lijeCenja i1 nije se mijenjao slijede¢ih 3 dana lijeCenja.
Nakon mjesec dana lijeCenja doSlo do njegovog pada i nije nadeno statisti¢ki znacajne
razlike izmedu inicijalnih vrijednosti parcijalnog tlaka ugljicnog dioksida u arterijskoj
krvi i kontrolnih nakon mjesec dana lijeCenja (55). U klinickoj praksi Cest je strah od
primjene kisika u bolesnika s globalnom respiracijskom insuficijencijom. Naime u tih je
bolesnika hipoksija glavni stimulus centra za disanje. Korekcijom hipoksije moZze do¢i do
depresije centra za disanje 1 posljedi¢ne hiperkapnije koja vodi respiracijskoj acidozi i
kona¢no do CO, narkoze. Ova komplikacija nije uobiCajena terapiji kisikom niskih
protoka i najbolje se izbjegava titracijom doze kisika odrzavajuci parcijalni tlaki kisika u
arterijskoj krvi izmedu 60 i 65 mmHg. Manju retenciju ugljicnog dioksida pacijenti dobro
toleriraju. U ovih je pacijenata aktiviran kompenzatorni mehanizam sinteze i resorpcije
bikarbonatnih iona, te su na taj nacin sposobni odrzavati acidobaznu ravnotezu.
Sposobnost pacijenata da toleriraju retenciju ugljicnog dioksida moZe biti adaptivni
mehanizam smanjenja diSnog rada, jer poviSena koncentracija alveolarnog uglji¢nog
dioksida rezultira njegovom povecanom ekskrecijom u svakom udahu (9). Podaci naSe
studije takoder ukazuju da je terapija kisikom sigurna metoda lijeCenja ukoliko se

primjenjuje kontrolirano i nisko dozirano.

Dinamika parametara krvne slike i zna¢ajnost promjena. Tijekom lijecenja dolazi do

znacajnih promjena parametara krvne slike.

Broj eritrocita, koncentracija hemoglobina i hematokrit pokazuju istu dinamiku

promjena. Sve tri varijable znacajno padaju ve¢ prvog dana nakon pocetka terapije, a

najnizih su vrijednosti Cetrnaesti dan po pocetku lijeenja.

Srednja vrijednost hemoglobina ve¢ je drugog dana lijeCenja bila statisticki znacajno
niZa od inicijalne. Tada je prosjecno bila za 7,16 g/LL niZza od inicijalne vrijednosti, $to je
iznosilo 4,6 %. Najniza vrijednost ovog parametra bila je Cetrnaesti dan lijeCenja kada je

bio za 11,2 % nizi od inicijalnih. Tada je u odnosu na inicijalne vrijednosti zabiljeZen pad
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od 16,85 g/L.. Uzorak izmjeren nakon dvadeset i osam dana lijeCenja bio je neznatno visi
od onog izmjerenog Cetrnaestog dana lijeCenja, ali se od njega nije statisticki znacajno
razlikovao. Tada je prosjecno bio za 7,4 % nizi od inicijalnog, Sto je bilo statisticki

znacajno.

Poznato je da dugotrajno lijecenje kisikom dovodi do pada hematokrita. U velikoj studiji
u kojoj su ispitivanu populaciju €inili kroni¢no hipoksi¢ni KOPB pacijenti u stabilnoj fazi
bolesti znacajan pad hematokrita zabiljeZen je tek 12 mjeseci po pocetku terapije. Oni
navode da je nakon 18 mjeseci dugotrajnog lije¢enja kisikom hematokrit bio nizi za 9,2
% u odnosu na inicijalnu vrijednost. Ovi su pacijenti primali kisik u odgovaraju¢em
protoku prosjec¢no 17,7 sati/dan, za razliku od naSih ispitanika kod kojih je kisik
primjenjivan kontinuirano (42). U studiji Strom 1 sur. tri mjeseca po pocetku dugotrajnog
lijeCenja kisikom prosjecna vrijednost hemoglobina pala je za 4,6 % U toj je studiji kisik
koriSten oko 15 sati / dnevno (55). Navedene se studije razlikuju od nase po tome Sto se
radi o pacijentima u stabilnoj fazi bolesti, i §to je terapija provodena znacajno manje sati
na dan. Bolesnicima u naSoj studiji kisik je primjenjivan kontinuirano, 24 sati dnevno.

Za razliku od navedenih studija, mi smo zabiljeZili promptni i znacajni pad broja
eritrocita, koncentracije hemoglobina i hematokrita. Malo je vjerojatno da je ovaj
promptni ucinak na parametre crvene krvne slike direktan odraz promjene serumske
razine EPO. Poznato je da eritrociti Zive 120 dana i eritropoeza se ne zaustavlja trenutno
nakon pada razine EPO. Promjene u sintezi eritrocita zahtijevaju oko Cetrnaest dana da
postanu manifestne. Volumen plazme nije odredivan u naSih pacijenata, ali nije
vjerojatno da se promjene u koncentraciji hemoglobina budu objasnjene hemodilucijom.
Naime vecina nasih pacijenta bila je manifestno kardijalno dekompenzirana u trenutku
prijema u bolnicu, Sto je stanje karakterizirano s viSkom tekucine, 1 vec¢ina je pacijenata
dobivala diuretike tijekom bolnickog lijeCenja. Takoder ovaj pad je prevelik da bi bio

objasnjen uzimanjem krvi u dijagnosticke svrhe.

U odnosu na inicijalne vrijednosti prosjecni broj trombocita statisticki je znacajno nizi
drugog dana lijeCenja. Tada je od inicijalnih vrijednosti nizi za 5 %. Ova varijabla se
najznacajnije razlikuje od inicijalnih Cetrnaestog dana lijeenja kada je za 8,9 % niZza od
inicijalnih. TeSko je objasniti ovakve znacajne promjene broja trombocita koje su mnogo

vece od volumena uzete krvi.
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Broj leukocita pokazuje tendenciju pada s nastupom lijeCenja i ve¢ je znacajno niZi
drugog dana lijjeCenja, a najnizih je vrijednosti Cetrnaestog dana lijeCenja. Ovakve
promjene broja leukocita u skladu su s klini¢kim tijekom bolesti i izljeCenjem infekta koji

je bio prisutan u velikog broja ispitanika pri hospitalizaciji.

Dinamika rutinskih biokemijskih parametara i zna¢ajnost promjena. Za sve rutinski
odredivane biokemijske parametre analizirana je znaCajnost promjena. Medu
analiziranim varijablama jedino se AST znacajno mijenja. Njena prosjecna vrijednost
postepeno pada s pocetkom lije¢enja 1 znacajno je niza od inicijalnih Cetrnaestog dana
lijeCenja. MoZzda je moguce ovu promjenu povezati s postignutom kardijalnom

rekompenzacijom i rjeSavanjem zastojnih promjena u jetri.

Dinamika EPO i znacajnost promjena. Drugog dana lijecenja EPO znacajno pada i
njegova srednja vrijednost iznosi 14,1 + 16,9 U/L. Interval pouzdanosti za ovu varijablu
iznosi 9,62 - 18,58 U/L, pa moZemo reci da su vrijednosti ovog parametra drugog dana
lije€enja ne razlikuju znacajno od referentnih. Raspon je ove varijable drugog dana
lijeCenja bio mnogo manji od inicijalne kao i maksimalna zabiljeZzena vrijednost.
Prosjecna vrijednost EPO dalje pada tijekom prvog tjedna lijjeCenja 1 najnizih je
vrijednosti osmog dana lijeCenja. Daljnjim pracenjem zamijecen je ponovni porast ove
varijable 1 vrijednosti dobivene Cetrnaestog 1 dvadesetosmog dana lijeCenja statistiCki se

ne razlikuju od inicijalnih.

Sli¢nu dinamiku zamijetili su i Strom 1 sur. u stabilnih KOPB bolesnika koji su zapoceli
dugotrajno lijeCenje kisikom. Oni opisuju znacajno niZi nalaz serumskog EPO nakon 24
sata 1 nakon 3 dana lijjeCenja u odnosu na inicijalne vrijednosti. Vrijednosti izmjerene
nakon 1 mjesec 1 nakon tri mjeseca lijeCenja nisu se viSe znaajno razlikovale od
inicijalnih (55). TeSko je objasniti ovakvu dinamiku EPO. MoZda se bolesnici nakon
tjedan dana lije¢enja s opéim oporavkom viSe krecu pa pri tome ulazili u faze znacajnije
hipoksemije. Neki autori preporucaju povecanje protoka kisika za 1 litru/min pri fizickoj
aktivnosti 1 tijekom spavanja. Pacijentima u nasoj studiji primjenjivan je kisik u protoku
koji je bazdaren na temelju nalaza diSnih plinova u arterijskoj krvi i acidobaznog statusa

u mirovanju i budnom stanju (42,245).
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Detaljnom analizom varijable EPO u naSih pacijenata otkrivene su dvije razliCite
dinamike. U 63% ispitanika zamijecen je oCekivani pad u razini EPO unutar 24 sata
lijeCenja, dok je u preostalih 37% ispitanika EPO porastao unutar istog intervala. Ovo je
neocekivan i iznenadujuéi nalaz. Na ovaj su nacin prepoznate dvije grupe pacijenata s
razli¢itim odgovorom na korekciju hipoksemije: grupa A u koje je zamije¢en pad EPO
(Sto je nalaz koji je ocekivan na temelju pracenja dinamike u fizioloSkim uvjetima) 1
grupa B u koje je dosSlo do porasta EPO nakon korekcije hipoksemije (Sto je potpuno
neoCekivano i zahtijeva i opravdava podrobniju analizu). Ove dvije grupe pacijenata
medusobno su usporedene s obzirom na sve izmjerene varijable kako bi se eventualno
prepoznali faktori odgovorni za ovaj razliiti odgovor medu ispitanicima. Znacajna je
razlika nadena s obzirom na inicijalne vrijednosti EPO i inicijalne vrijednosti broja
eritrocita. Inicijalne su vrijednosti EPO i broja eritrocita bile visSe u grupe u kojoj je
zamije¢en pad EPO. Udio pacijenata u kojih je su koriSteni ACE inhibitori bio je manji u
skupini B. Ovaj nalaz upucuje da ACE inhibitori mogu doprinjeti padu EPO razine
tijekom hospitalizacije. Ovaj je nalaz u skladu s izvjesStajima drugih autora koji su
pokazali da ACE inhibitori mogu sniziti koncentraciju EPO (204,205). Porast EPO u
znacajnog broja ispitanika sugerira da je on inicijalno bio inhibiran nekim faktorom/ima
koji se promptno mijenjaju s korekcijom hipoksemije. Nazalost, ovom studijom nismo
uspjeli identificirati o kojim se faktorima radi i tako potvrditi mogucu ulogu ostalih

faktora rasta i citokina na neobi¢nu dinamiku EPO u dijela bolesnika.

Promjena VEGF i bFGF nakon pocetka lijeCenja. Ispitivani angiogenetski faktori nisu
se znacajno promijenili tijekom prvih 24 sata pracenja. Srednja je vrijednost varijable
VEGTF izmjerene u drugoj tocci tek neznatno niZza od inicijalne i iznosila je 1039,2 +
1192,3 pg/ml. Interval pouzdanosti za ovu varijablu iznosi 750,93 - 1333,05 pg/ml, pa
mozemo re¢i da su vrijednosti ovog parametra i nakon korekcije hipoksemije znacajno
viSe od referentnih. Oskudne su studije o kinetici ovog angiogenog faktora rasta.
Dinamicke promjene serumske razine VEGF-a pracene su na Stakorskom modelu
akutnog infarkta. Autori su pokazali da 6 sati nakon akutnog infarkta dolazi do znacajnog
porasta koncentracije VEGF-a u serumu, te da ona dalje raste 1 doseZze maksimalnu
koncentraciju 24 sata nakon ligature koronarne arterije. Potom, tijekom slijedecih 14

dana, dolazi do postepenog pada koncentracije ovog faktora rasta, ali je 1 nakon 14 dana
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razina VEGF-a i dalje znacajno poviSena u ovom modelu (212). Ovaj se eksperimentalni

model znacajno razlikuje od modela istraZivanog u sklopu ove studije.

Upadhyay i sur. opisali su pad serumske koncentracije VEGF po postignutom oporavku
nakon akutnog pogorSanja u KOPB bolesnika (206). Oni nisu mjerili serumsku
koncentraciju VEGF-a u to¢no odredenom vremenskom razmaku ve¢ pri prijemu i na dan
otpustanja iz bolnice. Iako nije navedeno koliko je prosjecno trajala hospitalizacija za
ocekivati je da se radi o veCem intervalu nego u nasoj studiji. Kako je ve¢ prethodno
raspravljeno u klinickom modelu KOPB-a s akutnim pogor§anjem kroni¢ne respiracijske
insuficijencije, brojni su faktori koji imaju ulogu u indukciji ekspresije VEGF gena. S
obzirom da je hipoksemija snazan induktor stvaranja i lu¢enja VEGF-a, za ocekivati je da
prestankom ovog stimulusa dolazi do gaSenja njegove sinteze. Hipoksija nepobitno ima
vaznu ulogu u regulaciji ekspresije ovog gena, ali osim hipoksije vaznu ulogu u regulaciji
sinteze VEGF-a ima i1 upala. Za komponentu upale koja uzrokuje poviSenu stvaranje
VEGF-a nije vjerojatno da ¢e se povuci tako brzo kao Sto se hipoksemija moze brzo

korigirati terapijskom aplikacijom kiska.

Moguce je da postoji razlika u brzini gasenja sinteze nakon korekcije hipoksemije izmedu

EPO i1 VEGF-a, pa bi tek dalje pracenje moglo sa sigurno$¢u odgovoriti na ovo pitanje.

Srednja je vrijednost varijable bFGF izmjerene u drugoj tocci takoder tek neznatno niza
od inicijalne i iznosila je 6,1 + 2,9 pg/ml. S obzirom da interval pouzdanosti za ovu
varijablu iznosi 5,39-6,69 pg/ml, moZemo re¢i da su vrijednosti ovog parametra u
ispitivane populacije i 24 sata nakon korekcije hipoksemije znac¢ajno vise nego u zdravih
ljudi.

Promjena IL-1p , IL-6 i TNF-0 nakon pocetka lijeCenja. Ispitivani se citokini ne

mijenjaju statistiCki znacajno tijekom prvih 24 sata lijecenja.

Srednja je vrijednost varijable svih ispitivanih citokina neSto niza nakon prvih 24 sata
lijeCenja, ali ta promjena nije statisticki znacajna. PoluZivot citokina je vrlo kratak.
Poluzivot TNF-a iznosi 6-7 minuta i poCinje padati oko 18 sati nakon izlaganja hipoksiji
(145,146). Iako je u eksperimentalnim uvjetima pokazan pad citokina nakon prestanka
hipoksi¢nog stimulusa, u sloZenom sustavu kao Sto je KOPB u akutnom pogorSanju

brojni su faktori koji mogu djelovati na njihovu ekspresiju (139,147). Vjerojatno
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najznacajniji medu njima je akutna upala za koju nije vjerojatno da se moze korigirati

unutar 24 sata.

POVEZANOST NALAZA IZMJERENIH U DRUGOJ TOCCI (NAKON
KOREKCIJE HIPOKSEMIJE)

Ucinjena je analiza povezanosti svih faktora rasta i citokina s ostalim odredivanim
varijablama 24 sata po pocetku lijeCenja kako bi se ocijenio odnos medu varijablama
nakon korekcije hipoksemije. U analizama povezanosti koriStene su logaritamski
transformirane varijable ispitivanih faktora rasta i citokina jer se u ovako formiranih

varijabli distribucija nije znacajno razlikovala od normalne.

Analiza povezanosti EPO 2 s ostalim kontinuiranim varijablama. Ova varijabla
statisticki je znacajno pozitivno korelirala s brojem trombocita 1 GGT nakon korekcije
hipoksemije. Ove povezanosti teSko je objasniti na temelju dosadasnjih spoznaja i
opravdavaju daljnje istraZivanje. Neocekivan je i neobiCan nalaz znacajne negativne
povezanosti EPO s hemoglobinom izmjerenim nakon korekcije hipoksemije. Na temelju

poznavanja fizioloske uloge EPO za ocekivati je korelaciju suprotnog predznaka.

Analiza povezanosti VEGF 2 i bFGF 2 s ostalim kontinuiranim varijablama. Na
ovom modelu nadena je znacajna pozitivna korelacija izmedu VEGF-a i IL-6 izmjerenog
nakon korekcije hipoksemije. Ovaj nalaz snazno upucuje da i u ovom sustavu postoji
medusobni odnos izmedu ove dvije varijable. Prethodna su istraZivanja takoder pokazala
da je razina IL-6 poviSena u tkivima u kojima se odvija aktivna neoangiogeneza. IL-6
moze inducirati angiogenezu, iako ne moze direktno inducirati proliferaciju endotelnih
stanica. Naime, IL-6 inducira neoangiogenezu indirektno povecavajuci ekspresiju VEGF
gena. Pokazano je da ucinak IL-6 nije samo posredovan pomocu DNA elemenata na
promotorskoj regiji, nego takoder i kroz specificne motive locirane na podrucju 5'-
netranslatiranog podru¢ja VEGF mRNA (186). I nakon korekcije hipoksemije dobivena
je znacajna pozitivna korelacija ovog faktora s brojem leukocita, $to takoder upucuje da
akutna upala ima znacajnu ulogu u njegovoj ekspresiji. Takoder, dobivena je o¢ekivana
znaCajna povezanost s brojem trombocita koja je ocekivana. Znafajna negativna
korelacija s parcijalnim tlakom kisika u arterijskoj krvi upucuje na snazan meduodnos

ovih varijabli.
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korelacija razine bFGF-a razinom IL-1.

Analiza povezanosti IL-1p 2, IL-6 2 i TNF-a 2 s ostalim kontinuiranim varijablama.
Dobivena znacajna pozitivna korelacija log-IL-1B i IL-6 izmjerenim u drugoj tocci

ukazuje na simultanu aktivaciju ova dva proinflamatorna citokina.

Nakon korekcije hipoksemije nadena je znaCajna pozitivna korelacija IL-6 s brojem
leukocita, trombocita i urejom. Ovakva je korelacija nadena i analizom inicijalnih

varijabli.

Ovom je analizom dobiveno da TNF-a pozitivno korelira sa urejom, te negativno s
parcijalnim tlakom ugljicnog dioksida u arterijskoj krvi i pH izmjerenim nakon pocetka
lijeenja. U literaturi postoje podaci o pojacanoj ekspresiji ovog citokina u bolesnika s
kroni¢nom renalnom insuficijencijom (241). Znacajnu pozitivnu korelaciju s urejom u
naSih ispitanika teSko je objasniti, jer vec¢ina naSih ispitanika nije imala poremecenu
renalnu funkciju. Na modelu bolesnika sa Se¢ernom boles¢u u ketoacidozi nadena je
povecana razina TNF-a u plazmi (239). U samo 4% naSih ispitanika zabiljezZena je
acidoza. U literaturi nisam nasla podataka o utjecaju hiperkapnije ili uglji¢nog dioksida
na koncentraciju TNF-a. Osobito je neobi¢na povezanost istog predznaka TNF-a s pH i
parcijalnim tlakom ugljicnog dioksida u arterijskoj krvi, s obzirom da je dobro poznat

utjecaj parcijalnog tlaka uglji¢nog dioksida na acidobazni status.
DUGOTRAJNO LIJECENJE KISIKOM

Opis varijable dugotrajnog lije¢enja kisikom. Dugotrajno lijecenje kisikom oznacava
ku¢no lijecenje dugotrajnim udisanjem kisika, a primjenjuje se u bolesnika s kroni¢cnom
respiracijskom insuficijencijom. U naSih je ispitanika indikacija za dugotrajno lijeCenje
kisikom postavljena na prema opce prihvacenim smjernicama. Indikacija za dugotrajno
lijeCenje kisikom postavljena je nakon maksimalnog klinickog poboljSanja ukoliko je
parcijalni tlak kisika u arterijskoj krvi bio manji ili jednak 55 mmHg pri udisanju sobnog
zraka, ili manji ili jednak 60 mmHg uz prisutnost policitemije, klinickih znakova plu¢nog

srca ili plu¢ne hipertenzije (2,9).
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Prema ovim kriterijima indikacija za dugotrajno lijeCenje kisikom postavljena je u 44%
ispitanika, dok je u preostalih 56% pacijenta postignuto klini¢ko poboljSanje koje nije

zahtijevalo daljnju terapiju kisikom.

Analiza povezanosti varijable dugotrajnog lijeenja kisikom s ostalim varijablama
prije pocetka lijeCenja. Poznato je da dvije tre€ine pacijenata koji imaju indikaciju za
dugotrajno lijeCenje kisikom pri zavrSetku lijeCenja pogorSanja KOPB-a, nemaju vise
indikacijske vrijednosti nakon slijedeca tri mjeseca pracenja. Zbog toga preporuke za
postavljanje indikacije za dugotrajno lijeenje kisikom preporucaju odgodu ove odluke i
pracenje pacijenta mjesec do tri mjeseca (2,42). PokuSali smo pronaci faktore koji bi nam
na pocetku lijecenja mogli predvidjeti koji ¢e pacijent zadovoljiti kriterije za dugotrajno
lije¢enje kisikom. Od svih ispitivanih faktora samo su parcijalni tlak uglji¢nog dioksida,
broj eritrocita, koncentracije hemoglobina, hematokrita, te TNF-a izmjeren drugog dana
lijeCenja korelirali s ovim ishodom lijecenja. Dakle prema ovoj analizi KOPB bolesnici
hospitalizirani u akutnom pogorsanju s vrijednostima parcijalnog tlaka kisika u arterijskoj
krvi nizim ili jednakim 53 mmHg imaju vecu Sansu da ¢e trebati dugotrajno lijecenje
kisikom ukoliko imaju globalnu respiracijsku insuficijenciju i policitemiju. Ipak, snaga

predikcije ovih parametara nije velika i klinicki dovoljno pouzdana.
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6. ZAKLJUCCI

U ovom radu istraZivan je odnos hipoksije, eritropoeze, angiogeneze i citokinske
ekspresije na modelu KOPB bolesnika karakteriziranih zna¢ajnom hipoksemijom. Na

temelju dobivenih rezultata moZemo donjeti slijedece specifi¢ne zakljucke:

1. Ispitivanu skupinu c¢inili su tipiéni KOPB bolesnici hospitalizirani radi akutnog

pogorsanja sa znacajnom respiracijskom insuficijencijom.
2. Prije pocetka lijeCenja ispitivani su parametari bili slijedec¢ih karakteristika:
2.1. Ustanovljene su slijedece promjene u krvnoj slici:

2.1.1. U vedine ispitanika hipoksija nije inducirala produkciju eritrocita. Samo

je 35% muskaraca i 32% Zena bilo policitemicno.

2.1.2. Srednja vrijednost broja leukocita u musSkaraca bila je iznad blago
referentnih vrijednosti i iznosila je 10,8 + 3,5, a u Zena unutar referentnih

vrijednosti i iznosila je 9,4 + 6,0.

2.1.3. Srednja vrijednost broja trombocita bila je unutar referentnih vrijednosti

u oba spola.

2.2.Hipoksija nije uspjela inducirati EPQO sintezu u vecine ispitanika. Ova je varijabla
bila unutar referentnih vrijednosti u 67 % ispitanika, ispod referentnih

vrijednosti u 17,5 %, a poviSen samo u 15,5 % ispitanika.

2.3.0va skupina bolesnika karakterizirana je poviSenim vrijednostima ispitivanih

angiogenetskih faktora.

2.3.1. VEGSF je bio povisen. Srednja vrijednost ove varijable iznosila je 1042,00
pg/ml. Raspon ove varijable je Sirok i kre¢e se od izuzetno niskih do

ekstremno poviSenih vrijednosti.

2.3.2. b-FGF je bio poviSen. Srednja vrijednost ove varijable bila je poviSena i

iznosila je 6,04 pg/ml.

2.4.Ispitivani sustav karakterizira varijabilnost nalaza ispitivanih citokina u serumu:
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2.4.1. Vrijednosti IL-1B bile su unutar referentnog raspona. Njegova srednja

vrijednost iznosila je 2,34 pg/ml.

2.4.2. Ispitivana skupina pokazuju izrazito poviSene vrijednosti IL-6. Srednja
vrijednost ovog parametra iznosila je 45,67 pg/ml. Raspon je ove varijable

vrlo Sirok i krece se od niskih do izrazito visokih vrijednosti.

2.4.3. Ocekivana indukcija TNF sustava hipoksijom nije potvrdena u ove

skupine bolesnika. Njegova srednja vrijednost iznosila je 10,13 pg/ml.

3. Univarjatnim i multivarijatnim testovima povezanosti nadene su slijede¢e znacajne

povezanosti medu inicijalnim varijablama:

3.1.Statisticki grani¢no znaajno pozitivna korelacija EPO s b-FGF govori za
istovremenu indukciju oba sustava. ZnaCajno negativna korelacija s
parcijalnim tlakom kisika u arterijskoj krvi ocekivana je na temelju
poznavanja fizioloSskih modela. Nadenu statisticki znaajno pozitivhu
korelaciju s ALT, urejom i kreatininom teSko je objasniti na temelju
dosadaSnjih spoznaja. Od analiziranih varijabli razinu EPO neovisno,
statistiCki znacajno definiraju parcijalni tlak kisika u arterijskoj krvi, bFGF i

ureja.

3.2.Statisticki znacajna negativna korelacija VEGF-a sa parcijalnim tlakom kisika u
arterijskoj krvi i saturacijom hemoglobina kisikom potvrduju hipotezu da je
hipoksija snazan induktor VEGF sinteze u ovom klinickom modelu. Statisticki
znaajna povezanost s brojem leukocita 1 brzinom sedimentacije eritrocita
sugerira da je i u ovom modelu akutna i kroni¢na upala doprinjela visokoj
razini VEGF-a. Znafajna pozitivna korelacija razine VEGF-a 1 broja
trombocita oCekivana je. U multivarijatnoj stepwise regresijskoj analizi kao
znaCajni neovisni prediktori serumske razine VEGF-a izluCeni su broj

trombocita, pH i bFGF.

3.3.Statisticki grani¢no znacajna negativna korelacija bFGF-a s varijablom IL-18
upucuje na ulogu citokina u ekspresiji bFGF-a u ovom klinickom modelu.

Nadenu znacajnu povezanost koriStenja furosemida i inicijalne razine bFGF-a

162



teSko je objasniti na temelju dosadasnjih spoznaja. Stepwise regresijkom
analizom dobivena je znacajna povezanost bFGF sa EPO i IL-18, $to ukazje

na medusobnu interakciju ovih varijabli.

3.4.IL-1B znacajno negativno korelira s vrijednostima AST i ALT i ove je
povezanosti teSko objasniti na temelju dosadasnjih spoznaja, dok u
multivarijatnoj stepwise regresiji, prakticki sve neovisne prediktore absorbira

AST.

3.5.1L-6 znacajno pozitivnho korelira s brojem leukocita i brzinom sedimentacije
eritrocita. S obzirom da je IL-6 proinflamatorni citokin ova je korelacija bila
ocekivana. Na temelju dosadasnjih spoznaja tesko je objasniti znacajnu
pozitivnu korelaciju ovog parematra s brojem trombocita, pH i urejom.
Moguce je da je znaCajna pozitivna korelacija IL-6 s dobi povezana s
progresijom KOPB-a sa staroS$¢u, a s tim u vezi i intenziviranjem sistemske
upale 1 porastom cirkuliraju¢ih citokina. Stepwise regresija otkriva da
serumsku razinu IL-6 najbolje predskazuju broj leukocita, FEV,, ALT i

saturacija hemoglobina kisikom.

3.6.Moguce je da je znacajna pozitivna korelacija TNF-a s dobi posljedica progresije
sistemske upale vezane uz KOPB s godinama trajanja bolesti. Uz to, moguce
je da pojava drugih sistemskih bolesti koje su karakterizirane kroni¢nom
upalom doprinose porastu cirkuliraju¢ih citokina. U multivarijatnoj analizi
razinu serumskog TNF-a najbolje predskazuju AST, dob, broj eritrocita i

VEGF.

. Kako se radi o sloZenom sustavu s brojnim medusobnim povezanostima izvrSena je i

eksploratorna multivarijatna faktorska analiza s ciljem redukcije broja varijabli i
otkrivanja strukture latentne povezanosti. Na ovaj nacin definirana su 4 faktora koji
zajedno kontroliraju 59,7 % varijance. Ti bi faktori mogli odgovarati slijede¢im

skupinama bolesnika:

Faktor 1 mogao bi odgovarati bolesnicima s hiperkapnijom i izrazitom

policitemijom.
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Faktor 2 mogao bi odgovarati grupi bolesnika s akutnim pogorSanjem
globalne respiracijske insuficijencije, akutnom desnostranom kardijalnom
dekompenzacijom 1 prerenalnim oSteCenjem bubrezne funkcije. Akutna
hipoksija aktivirala je sustav EPO 1 angiogenetskih faktora, ali bez adekvatnog
eritropoetskog odgovora. Moguce je da neadekvatna eritropoeza posljedica
prekratkog vremena od lucenja EPO ili blokade u kasnijim fazama stvaranja

eritrocita.

Faktor 3 mogao bi odgovarati bolesnicima s makrocitnom anemijom 1

oStecenjem jetrene funkcije.

Faktor 4 mogao bi upucivati na bolesnike s parcijalnom respiracijskom
insuficijencijom i znakovima aktivacije angiogeneze u kojih je infektivno

zbivanje dovelo do akutnog pogorSanja.

5. Pracenjem varijabli nakon korekcije hipoksemije dobili smo odgovor na drugu

temeljnu hipotezu ovog rada:

5.1. Disni plinovi se mijenjaju na tipi¢ni nacin, potvrdujuci uc¢inkovitost provedenih

terapijskih zahvata:

5.1.1. parcijalni tlak kisika u arterijskoj krvi statisticki znacajno raste ve¢ sat

vremena po pocetku lijeenja 1 potom vrijednosti ostaju stabilne tijekom
svih 28 dana, Sto znaci da je postignuta stabilna korekcija hipoksemije

tijekom cijelog vremena pracenja.

5.1.2. Po pocetku lijecenja dolazi do umjerenog, ali statisti¢ki znacajnog porasta

parcijalnog tlaka uglji¢nog dioksida u arterijskoj krvi. Temeljem

poznavanja patofizioloSkih mehanizama, ovaj porast je ocekivan i nije
klini¢ki znacajan. Vrijednosti se ovog parametra znacajno ne mjenjaju
tijekom daljnjeg ljecenja sve do dvadeset i osmog dana kada ponovno
padaju 1 statisticki se ne razlikuje znacajno od inicijalnih. Podaci naSe
studije ukazuju da je terapija kisikom sigurna metoda lijeenja ukoliko se

primjenjuje kontrolirano i nisko dozirano.
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5.2. Broj eritrocita, koncentracija hemoglobina i hematokrit pokazuju jednaku

dinamiku s pocetkom lije¢enja. Sve tri varijable znacajno padaju ve¢ prvog
dana nakon pocetka lijeCenja, a najniZih su vrijednosti Cetrnaesti dan pracenja.
Dakle, korekcija hipoksemije dovodi do oCekivanog pada parametara crvene
krvne slike 1 ovi se nalazi ponaSaju analogno ocekivanjima izvedenim iz

fizioloskih modela.

5.3. EPQO ocekivano znacajno pada ve¢ drugog dana lijeCenja i njegova srednja
vrijednost iznosi 14,1 + 16,9 U/L. NajniZa srednja vrijednost EPO zabiljezena
je Getrnaesti dan pradenja i iznosila je 10,8 * 10,13 U/L. Cetrnaesti i
dvadesetosmi dan pracenja srednja vrijednost ove varijable i dalje je niZza od
inicijalne, ali se viSe od njih statisticki znacajno ne razlikuju. Detaljnijom
analizom prepoznate su dvije grupe pacijenat s razliitim odgovorom na
korekciju hipoksemije: grupa A koju je €inilo 63,2 % pacijenata i u koje je
zamije¢en ocekivani pad EPO i grupa B koju je ¢inilo 36,8 % pacijenata u
koje je zamijecen neoCekivani porast EPO nakon korekcije hipoksemije. Ove
dvije skupine bolesnika znafajno se razlikuju s obzirom na inicijalne
vrijednosti log-EPO 1 inicijalne vrijednosti broja E. Inicijalne su vrijednosti
EPO i broja E viSe u grupi A. Porast EPO u znacajnog broja ispitanika
sugerira da je on inicijalno bio inhibiran nekim faktorom/ima koji se
promptno mijenjaju s korekcijom hipoksemije. Navedeni neocekivani nalaz
predstavlja novu spoznaju te ukazuje na sloZenost ispitivanog klinickog
modela u usporedbi s fizioloSkom modelom odnosa izmedu hipoksije i

povisenja hemoglobina u cirkulaciji.

5.4. VEGF, bFGF, IL-1B, IL6 i TNF-a ne mijenjaju se znacajno 24 sata po korekciji
hipoksemije, Sto je vazna spoznaja i doprinos poznavanju regulacijskih
zbivanja u istrazivanom modelu. Moguce je da je potrebno viSe vremena za
gasenje sinteze angiogenih faktora rasta, te da bi se duzim periodom pracenja
registrirala dinamika. Takoder, osim hipoksije vaznu ulogu u regulaciji sinteze
VEGF-a ima i upala. Za komponentu upale koja uzrokuje poviSenu stvaranje
VEGF-a nije vjerojatno da ¢e se povuci tako brzo kao Sto se hipoksemija

moze brzo korigirati terapijskom aplikacijom kiska. Isto tako, vjerojatno bi
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6.

7.

odredivanje citokina nakon kontrole upale/infekcije otkrilo dinamiku

proinflamatornih citokina.

Testovima korelacija nadene su slijedee znacajne povezanosti medu varijablama

1zmjerenim 24 sata po korekciji hipoksemije:

Na temelju dosadaSnjih spoznaja teSko je objasniti znacajnu pozitivhu korelaciju
EPO s brojem trombocita i GGT. Znacajna negativna korelacija ovog parametra s
hemoglobinom je neocekivana. Na temelju poznavanja fizioloskih mehanizama za
ocekivati je korelacija suprotnog predznaka. Znacajna pozitivana korelacija izmedu
VEGF-a i IL-6 upu¢uje da i u ovom sustavu postoji medusni odnos izmedu ove dvije
varijable kao $to je pokazano i istraZivanjima drugih modela. ZnaCajna pozitivna
korelacija ovog faktora s brojem L upucuje da akutna upala ima znacajnu ulogu u
njegovoj ekspresiji. Znacajna pozitivna povezanost s brojem trombocita o¢ekivana je.
Znacajna negativna korelacija s parcijalnim tlakom kisika u arterijskoj krvi upucuje
na vaznu ulogu hipoksije u ekspresiji ovog angiogenog faktora. Znac¢ajno negativna
korelacija bFGF s IL-1B upucuje na ulogu citokina u ekspresiji bFGF-a u ovom
klinickom modelu. Zna¢ajna pozitivna korelacija IL-1p i IL-6 ukazuje na simultanu
aktivaciju ova dva proinflamatorna citokina. Kao 1 analizom povezanosti inicijalnih
varijabli, dobivena je znaCajno pozitivha korelacija IL-6 sa brojem leukocita,
trombocita i urejom.Na temelju dosadaS$njih spoznaja teSko je objasniti nadeni
znacajno pozitivnu korelaciju TNF-a s urejom, te negativnu s parcijalnim tlakom

uglji¢nog dioksida u arterijskoj krvi 1 pH.

Po postignutom maksimalnom klinickom poboljSanju procijenjena je potreba za

dugotrajno lije¢enje kisikom.

7.1. Kiriterije za dugotrajno lijecenje kisikom postignuti su u 44% ispitanika, dok je
u preostalih 56% pacijenta postignuto klinicko poboljSanje koje nije zahtijevalo
daljnju terapiju kisikom.

7.2. Medu ispitivanim varijablama statisticki znacajnu predikciju za dugotrajno
lije¢enje kisikom pokazuju inicijalni nalaz parcijalni tlak uglji¢énog dioksida,
hemoglobin i hematokrit. Dakle, prema ovoj analizi KOPB bolesnici

hospitalizirani u akutnom pogorsanju s vrijednostima parcijalnog tlaka kisika
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nizim ili jednakim 53 mmHg imaju vecu Sansu da ¢e trebati dugotrajno
lijeCenje kisikom ukoliko imaju globalnu respiracijsku insuficijenciju i
policitemiju. Ipak, snaga predikcije ovih parametara nije velika 1 klinicki

dovoljno pouzdana.
Na temelju iznesenog mozemo izrec¢i op¢i zakljucak:

Rezultati ovog rada ukazuju da je kompenzatorni eritropoetski odgovor na hipoksiju u
KOPB bolesnika neadekvatan i razli¢it od odgovora zdravih ljudi na ovaj stimulus. Nizak
nalaz EPO u vecine ispitanika upucuje da je eritropoeza predominantno inhibirana na
razini produkcije EPO, a ne na kasnijim stupnjevima eritropoeze. Nejasno je da li je niska
serumska razina EPO, posljedica specificnog poremecaja, npr na razini neadekvatnog
prepoznavanja hipoksi¢nog stimulusa, greske u sloZenoj kaskadi prenoSenja informacije,

transkripciji gena ili pak sekreciji gotovog proteina.

PoviSene vrijednosti VEGF-a i bFGF-a ukazuju da je u ove skupine bolesnika aktiviran
proces neoangiogeneze kao vazan nacin adaptacije tkiva i organizma na hipoksiju.
Nadene povezanosti upucuju da je i u ovom sustavu hipoksija snazan induktor VEGF
produkcije, ali da u ekspresiji ovog faktora vjerojatnu ulogu imaju akutna i kroni¢na
upala. Pretpostavljenu citokinsku ulogu u inhibiciji sineteze EPO nismo uspjeli jasno
dokazati u ovom radu. Medu ispitivanim citokinima jedino je IL-6 bio znacajno
poviSenih vrijednosti. lako nismo potvrdili njegov direktni utjecaj na ekspresiju EPO,
znaCajna negativna korelacija IL-6 s razinom hemoglobina i hematokrita upucuje na

njegovu vaznu ulogu u eritropoetskom sustavu ove skupine bolesnika.

Korekcija hipoksemije, dovodi do oc¢ekivanog pada vrijednosti parametara eritropoeze te
se u tom pogledu nalazi u klinickom modelu ponaSaju analogno o¢ekivanjima izvedenim
iz studiranja fizioloSkih modela. Jednako tako, u vec¢ine bolesnika dogada se i ocekivani
pad razine EPO. Medutim, neocekivano je zabiljeZen porast EPO u znacanom broju
bolesnika Sto govori u prilog reverzibilne inicijalne inhibicije. Za razliku od EPO,
ispitivani angiogeni faktori rasta i citokini ne mijenjaju se znacajno tijekom prvih 24 sata
nakon korekcije hipoksemije. U ekspresiji angiogenih faktora, a posebno citokina vaznu

ulogu ima upala, koju nije moguce tako brzo korigirati uobiajenim terapijskim mjerama.
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Medu istrazivanim parametrima u sloZenom klinickom modelu ustanovljene su
zanimljive multiple povezanosti 1 interakcije Sto se pokuSalo iskoristiti 1 za predikciju
potrebe za dugotrajnim lijeCenjem kisikom. Nadena je znafajna povezanost samo sa
stupnjem globalne respiracijske insuficijencije 1 policitemije, ali snaga predikcije ovih

parametara nije velika i klinicki dovoljno relevantna.
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7. SAZETAK

Aktivacija eritropoeze i angiogeneze hipoksijom predstavljaju vazZne homeostatske
mehanizme koji balansiraju metabolicke potrebe organizma i dopremu kisika organima
putem krvnih Zila. Regulacija ovih fizioloSkih mehanizama u KOPB-u vezanom uz
hipoksiju nije jasna. U istrazivanje je konsekutivno uklju¢eno 57 tipi¢nih bolesnika s
KOPB-om i teSkom hipoksemijom. EPO, VEGF-a, bFGF-a, IL-1B, IL-6, TNF-a
odredivani su u predhodno odredenim vremenskim intervalima. Inicijalno je EPO bio
poviSen samo u 15,5% ispitanika. Srednja vrijednost ove varijable iznosila je
41,42483,54 U/L. VEGF 1 b-FGF bili su poviSeni. Srednja vrijednost za VEGF iznosila
je 1042,00+1097 pg/ml, a za b-FGF 6,04+2,45 pg/ml. Od ispitivanih je citokina IL-6 bio
poviSenih vrijednosti 1 njegova srednja vrijednost je bila 45,67+£86,5 pg/ml. EPO
znaCajno negativno korelira s PaO, (p=0,0043). VEGF znacajno pozitivno korelira s L
(p=0,0415), SE (p=0,037) i negativno s PaO, (p=0,0111) i Sat (p=0,0153). Nakon
korekcije hipoksemije, EPO znacajno pada ve¢ drugog dana lijeCenja i njegova srednja
vrijednost iznosi 14,1+16,9 U/L (p=0,0093). Prepoznate su dvije grupe pacijenat s
razli¢itim odgovorom na korekciju hipoksemije: grupa A koju je Cinilo 63,2% pacijenata
i u koje je zamijec¢en ocekivani pad EPO i grupa B koju je ¢inilo 36,8% pacijenata u koje
je zamijecen neocekivani porast EPO nakon korekcije hipoksemije. VEGF, bFGF, IL-1§,
IL-6 i TNF-a ne mijenjaju se znacajno 24 sata po korekciji hipoksemije.

U zakljucku, nizak nalaz EPO u vec¢ine ispitanika upucuje da je neadekvatan eritropoetski
odgovor na hipoksiju u KOPB bolesnika predominantno inhibirana na razini produkcije
EPO, a ne na kasnijim stupnjevima eritropoeze. Neocekivano je zabiljeZzen porast EPO,
nakon korekcije hipoksemije, u zna¢anom broju bolesnika $to govori u prilog reverzibilne
inicijalne inhibicije. Nije nadena povezanost ove inhibicije s analiziranim faktorima rasta
1 citokinima. PoviSene vrijednosti VEGF-a i bFGF-a ukazuju da je u ove skupine
bolesnika aktiviran proces neoangiogeneze kao vazan nacin adaptacije tkiva i organizma
na hipoksiju. Nadene povezanosti upucuju da je i u ovom sustavu hipoksija snazan
induktor VEGF produkcije, ali da u ekspresiji ovog faktora vjerojatnu ulogu ima akutna i

kroni¢na upala.
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8. ABSTRACT

TITLE: Serum level of erythropoietin, angiogenic factors and cytokines before and
after the severe hypoxaemia correction in chronic obstructive pulmonary disease

patients
AUTHOR: Gordana Pavlisa (2006.)

Activation of erythropoesis and angiogenesis by hypoxia represent important homeostatic
mechanisms which balance between methabolic requirements of the organism and the
oxygen delivery to organs through blood vessels. The regulation of these physiologic
mechanisms in hypoxia-related COPD is not clear. Fifty-seven consecutive patients with
COPD in acute exacerbation of chronic respiratory failure entered the study. EPO,
VEGEF, bFGF, IL-1p, IL-6, TNF-a were serially taken. Initial EPO value was above the
reference range in only 15,5%. The mean of this variable was 41,42+83,54 U/L. VEGF
and b-FGF were elevated. The mean VEGF and b-FGF were 1042,00+1097 and
6,04+£2,45 pg/ml consecutively. Among the investigated cytokines IL-6 values were
elevated with a mean of 45,67+£86,5 pg/ml. EPO correlated significantly negative to PaO,
(p=0,0043). VEGF correlated significantly positive to L (p=0,0415), SE (p=0,037) and
negative to PaO, (p=0,0111) and Sat (p=0,0153). After the hypoxemia correction, EPO
was significantly reduced already on the 2™ day of treatment to a value of 14,1+16,9 U/L
(p=0,0093). EPO did not show a unique pattern in all the patients. In 63,2% of patients, a
fall in EPO levels was observed, but in 36,8% EPO rose within the first 24 hours of
follow-up. VEGF, bFGF, IL-1p, IL6 and TNF-a were not significantly changed 24 hours
after the correction of hypoxemia. In conclusion, low values of EPO in the majority of
patients indicate that inadequate erythropoietic reaction to hypoxia in COPD patients is
predominantly hampered at the level of EPO production, instead at subsequent stages of
erythropoesis. The rise of EPO in a significant number of patients, after hypoxemia
correction stands in favour of reversible initial inhibition. Elevated values of VEGF and
bFGF indicate that the process of angiogenesis is activated in this group of patients as an
important way of tissue and organism adaptation to hypoxia. The relations we found
indicate that hypoxia is a strong inductor of VEGF production in this system, but that

acute and chronic inflammation also has a probable role in the expression of this factor.
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