NASTAVNO-NAU CNOM VE CU
UNIVERZITETA U BEOGRADU - FARMACEUTSKOG FAKULTETA

KOMISIJI ZA POSLEDIPLOMSKU NASTAVU — DOKTORSKE STUD IJE

Na sednici Nastavno-n&mog Ve&a Farmaceutskog fakulteta odrzanoj 10.04.2014.
godine, imenovani smo u Komisiju za ocenu i odbraaursene doktorske disertacije koja je
prijavljena pod naslovomPokazatelji oksidativhog stresa i inflamacije kod pacijenata sa
hroniénom opstruktivnom bole&u pluéa i komorbiditetom”, kandidata dipl.farmaceuta-
medicinskog biohenara Ivane Stanojkowi

Posle pregledane disertacije podnosimo Nastavn®aoau Veu Farmaceutskog
fakulteta sledé&

IZVESTAJ
A. SADRZAJ DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija je napisana na 91 stranu, 2shdabele, 11 slika i 115 literaturnih
navoda. Sadrzaj doktorske disertacije izlozengeedeim poglavljima: Uvod (14 strana), Ciljevi
istrazivanja (2 strane), Ispitanici i metode (&s#), Rezultati istrazivanja (37 strana), Diskusija
(14 strana), Zakljgci (4 strane) i Literatura.

Cilievi ove doktorske disertacije bili su slédel) da se ispita postojanje razlike u
oksidativnostresnom statusu, inflamaciji, proteaztiproteaza sistemu i markerima resorpcije
kostiju izmelu pacijenata sa HOBP i zdravih ispitanika upargrohgodinama i polu; 2) da se
ispita postojanje razlike u oksidativnostresnomtusta, inflamaciji i proteaza/antiproteaza
sistemu kod HOBP pacijenata sa dijagnostikovanindikgaskularnim bolestima u odnosu na
pacijente bez kardiovaskularnih bolesti; 3) da s@ta zn&aj parametara oksidativnostresnog
statusa, inflamacije i proteaza/antiproteaza siagtd&@o potencijalno novih faktora rizika za
razvoj kardiovaskularnih bolesti kod HOBP pacijenat) da se ispita razlika u resorpciji
kosStanog tkiva izméu HOBP pacijenata i kontrolne grupe kao i uticagagrbacije bolesti na
nivo resorpcije kostanog tkiva u odnosu na stabgstemje; 5) da se ispita uticaj respiratorne
funkcije, oksidativnostresnog statusa, inflamacigisbalansa proteaza/antiproteaza sistema na
nivo markera resorpcije kostiju kod HOBP pacijenata

U poglavljuMaterijali i metode sudati podaci o ispitanicima i primenjenim metodama.
Ovim istrazivanjem obuhvano je 210 pacijenata sa dijagnozom hfoeiopstruktivhe bolesti
pluca (HOBP). Méu pacijentima podjednako su zastupljena oba pat&j pacijenti su stariji od
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40 godina. Dijagnoza HOBP postavljena je u skladuksterijumima “Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD)". Pacijesui ukljuteni u studiju nakon prijema u
Kliniku za pulmologiju Klinckog centra Srbije u Beogradu, u stanju egzacesha8ianje
egzacerbacije kategorizovano je u skladu sadkom slikom i standardima lekarske prakse.
Pacijenti su zadrzani na klikom leenju u proseku 7 do 10 dana, kada je lekarskimlgdeg
konstatovano da pacijent moze nastaviti dalfeedge u kdénim uslovima. Svim &esnicima
istrazivanja prepokten je dolazak na kontrolni pregled u roku od 30adad dana prijema, u
Klini¢ki stabilnom stanju. Od 210 pacijenata primljenihstanju egzacerbacije na kontrolni
pregled javilo se 85 pacijenata.

Kriterijumi za iskljwivanje pacijenata iz studije bili su dijagnostikavarak pluta,
tuberkuloza, psiltka oboljenja, skorija hirurSka intervencija ili iraa, upotreba hipoglikemika
ili antioksidativnih suplemenata.

Studija je planirana u skladu sacktm standardima i HelsinSkoj deklaraciji (prema
revidiranoj verziji iz 1983. godine) i u skladu paavilima Ettkog komiteta Farmaceutskog
fakulteta u Beogradu. Sve osobe od kojih je uzimiatoSki materijal koji je kasnije kor&n u
istrazivanju, potpisale su pristanak za dobrovoljgese u studiji i obaveStene su o ciljevima i
ocekivanim ishodima studije. Demografski podaci, poda puSenju, konzumiranju alkohola,
fizickoj aktivnosti, porodinoj istoriji bolesti, lekovima koje koriste i drugi parametrima
posmatranim u studiji, dobijeni su popunjavanjeriirika od strane istrazi¥a, putem usmenog
intervjua sa ispitanicima. Na osnovu statusa p@aSpagijenti su podeljeni u tri grupe, na pi&a
nepusade i bivSe pus& (oni koji nisu pusili najmanje 6 meseci pre ttauukljwivanja u
studiju).

Dalja podela pacijenata izvrSena je na osnovu dgag komorbiditeta. Podela je izvrSena
na osnovu prisustva ishemijske bolesti srca (IHd)agnoza IBS postavljena je na osnovu
preporuke European Society of Cardiology guidelifgsemijska bolest srca dijagnostikovana je
kod 66% ispitivanih pacijenata. Od ukupnog brojdalja ispitivanja ukljdgeno je 35 pacijenata
sa IBS, koji su ispunili uslov da nemaju druge kobmitete. Kod ispitivanja vezanih za
osteoporozu, kriterijum za iskijivanje iz studije bio je «edijagnostikovana osteoporoza iili
frakture u poslednje 2 godine.

Kontrolnu grupucini 47 zdravih osoba, uparenih po godinama i p@upsacijentima.
Iskljucuju¢i kriterijumi za ispitanike u kontrolnoj grupi bilgu sve sistemske bolesti, ukijguci
plu¢ne i kardiovaskularne bolesti i osteoporozu, inBafja, infekcije ili neuroloske bolesti.
Dodatni kriterijumi za iskljdivanje iz kontrolne grupe bila je dislipidemija ilipotreba
hipolipemika, frakture u poslednje 2 godine, kagotreba antiresorptivne i hormonske terapije.
Zene ukljwene u kontrolnu grupu kod ispitivanja osteoporar@astmenopauzalne, starije od 50
godina.

Prvi uzorak krvi uzet je od pacijenata nakon prgema klintko lecenje, u okviru 24 sata.
Nakon prijema na kligko letenje, pacijentima je data inhalaciona bronhoditeittet terapija u
obliku beta-2 agonista i/ili ipratropijum bromid.réiman u toku hospitalizacije ukgwao je
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primenu kiseortine terapije, beta-2 agoniste, ipratropijum, teofilantibiotike i sistemske
kortikosteroide. Drugi uzorak krvi uzet je na otpusa klintkog lecenja 7-10 dana nakon
hospitalizacije. Tr& uzorak je uzet na kontrolnom pregledu nakon metst od otpusta iz
bolnice kada su pacijenti bili u kligki stabilnom stanju. Svi uzorci krvi uzimani supeednje
kubitalne vene nakon periodadmog gladovanja (viSe od 10 sati). Krv je sakupljaa&utajner
sistemima sa etilendiaminotetrasircethom kiselinQiieDTA) za izdvajanje plazme i
vakutajnerima sa serum gel separatorom za dobijs@jama. Uzorci s@éuvani na +4C do
najvise 24h, a zatim centrifugirani na 1500xg, tleseuta. Plazma i serum su odvajani u
alikvote i¢uvani na -86C do trenutka analiziranja.

Svim pacijentima su oddeni parametri respiratorne funkcije. Spirometrgasprovedena
u skladu sa ATS/ERS standardima. Mereni su zapeeifoirsiranog ekspirijumskog volumena u
prvoj sekundi (FEY) i forsirani vitalni kapacitet (FVC), a arterigslgasne analize obuhvatile su
odreiivanje parcijalnog arterijskog pritiska kiseonilRa(,) i ugljendioksidaPacoy).

Pacijentima i ispitanicima u kontrolnoj grupi odemi su parametri inflamacije i to
hsCRP i procenat neutrofila. Od parametara okisilag stresa odtken je nivo superoksidnog
anjona, malondialdehida (MDA), produkata uznapredmwksidacije proteina (AOPP) i totalni
oksidativni status (TOS). Za odiiganje antioksidativhog kapaciteta odineana je aktivnost
enzima antioksidativne zastite superoksid-dismu(&£2D) i paraoksonaze (PON1), kao i totalni
antioksidativni status (TAS). Kao parametar odno$aidativnog i antioksidativog statusa
odrefivan je prooksidatvni/antioksidativni balans (PAB).

Svim ispitanicima su oddeni parametri lipidnog statusa, proteaza/antipmatesastema i
marker resorpcije kostiju. Od parametara lipidntafusa odréeni su koncentracije ukupnog
holesterola, HDL-holesterola, LDL-holesterola, lidgrida i apolipoproteina A-l i
apolipoproteina B. Parametri proteaza/antiprotesstama obuhvataju matriks metaloproteinazu-
9 (MMP9), tkivni inhibitor metaloroteinaze-1 (TIMP1 kompleks MMP9O-TIMP1. Kao marker
resorpcije kostiju odrena je koncentracija beta-izomera C-terminalnibpgeptida kolagena tipa
| (beta-CL) koji je proizvod degradacije organskagtanog tkiva.

B. OPIS DOBIJENIH REZULTATA

U istrazivanju je testvovalo 210 pacijenata sa opstruktivnom binigiiuca i 47 zdravih
osoba. Prilikom anketiranja ispitanika, uzeti sdlgo o starosti, puSenju, izmerena im je visina i
telesna tezina. Kod pacijenata je td#dzvrSena podela u skladu sa GOLD klasifikacijonn p
stadijumima bolesti. Starost, zastupljenost poldetesna grda izrazena kroz indeks telesne
mase, kao i kategorije vezane za navike puSenjapi gacijenata i kontrolnoj grupi ne pokazuju
statisttki znatajne razlike. U grupi pacijenata zastupljeniji scienti u poodmakloj fazi bolesti,
stadijumi Ill'i IV, u odnosu na pacijente ugminoj fazi bolesti, stadijum I i II.

Kod pacijenata su merenja parametara respiratoumkcife, oksidativhog statusa,
inflamacije i proteaza/antiproteaza sistema izvaSea prijemu na kligko letenje (u stanju
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egzacerbacije), na otpustu sa Kkuag letenja i kontrolnom pregledu (u Klighi stabilnom
stanju). Ispitivanja su bila usmerena na dokazeaaglike u vrednostima ovih parametara kod
pacijenata u sve tri ége posmatranja u odnosu na grupu zdravih osobai, dakazivanje razlike

u grupi pacijenata iznder tri tatke posmatranja, pre svega stanja egzacerbacijeniickl
stabilnog stanja.

Od parametara respiratorne funkcije mereni suFEM% i L), FVC (u % i L), odnos
FEV./FVC (u %) i Pap2 (u kPa). Statistkom analizom pokazano je da svi parametri osim
odnosa FEVFVC, imaju zn&ajno najnizu vrednost na prijemu.

Zbog prirode bolesti @kivano je da su pacijenti sa HOBP u stanju uzrgwaog
oksidativnog stresa, kao i da nivo oksidativnogsdrzavisi od stanja u kome se nalaze, odnosno
da li su u stanju egzacerbacije ili u stabilnormgta Koncentracije parametara oksidativhog
stresa, superoksidni anjon, MDA, AOPP i TOS, dti&his su zn&ajno viSe kod pacijenata u
odnosu na kontrolnu grupu u sve tréka pr&enja pacijenata. Kada se posmatraju promene
koncentracija parametara oksidativnog stresa lape bporavka u@ava se da koncentracije svih
parametara rastu u toku kiskog lecenja, sa trendom opadanja na kontrolnom preglddsea
dalje zadrzava statigki znatajna razlika u odnosu na kontrolnu grupu.

Kod parametara antioksidativne zastite, SOD, pa@uakze i TAS, uten je drugdiji
trend promene vrednosti kroz faze oporavka padigena odnosu na kontrolnu grupu. Aktivnost
SOD, koja je najviSa na prijemu, polako opada dusta i kontrolnog pregleda i sve vreme je
zna&ajno niza u odnosu na kontrolnu grupu. Aktivhostap&sonaze je kod pacijenata td&o
niza u odnosu na kontrolnu grupu, ali ta razlike zna&ajna. Vrednosti TAS kod pacijenata su
takaie nize u odnosu na kontrolnu grupu, od prijema tpusia se smanjuju, na kontrolnom
pregledu su nesto visSe, ali i kod ovog parametraanstatistiki znatajne razlike.

Vrednosti PAB koje predstavljaju odnos snaga prmisits/nog i antioksidativnog sistema
viSe su kod pacijenata u odnosu na kontrolnu gr8pu,je posledica pajanog oksidativhog
stresa i smanjene antioksidativne zastite u odm@swdrave osobe u kontrolnoj grupi. Kod
pacijenata je izmerena viSa vrednost PAB u odnaswdrave, ali ova razlika nije statii
zn&ajna.

U sledéem delu poglavljeRezultati analizirani su parametri inflamacije, jer je pozna
da je jedna od osnovnih karakteristika HOBP hfimaiinflamacija. U cilju préenja inflamacije u
zavisnosti od stanja u kome se pacijenti nalazededi su koncentracija hsCRP i procenat
neutrofila u leukocitarnoj formuli. StatiSkom analizom pokazano je zfzgno povéanje oba
parametara inflamacije kod pacijenata u odnosuomér&nu grupu. Vrednosti hsCRP i procenat
neutrofila su statistki znatajno visSe na prijemu u odnosu na otpust i kontrpheigled, s tim da
je koncentracija hsCRP viSa na kontrolnom pregledanosu na otpust, dok procenat neutrofila
opada u odnosu na otpust.

Pretpostavka da kod HOBP pacijenata postoji disisalaroteaza/antiproteaza sistema
ispitana je odrdivanjem koncentracija proteaze MMP9 i antiproted4®iP1, kao njihovog
kompleksa. Koncentracija proteaze MMP9 statksiie zna&ajno je véa kod pacijenata u odnosu
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na kontrolnu grupu u sve tridiee, ali bez znéjne razlike izméu vrednosti na prijemu, otpustu i
kontrolnom pregledu. Koncentracije MMP9 najviSensuprijemu u stanju egzacerbacije i daljom
stabilizacijom stanja pacijenata koncentracije @padkoncentracije TIMP1 su tafe statistiki
zna&ajno vise kod pacijenata u odnosu na kontrolnypgrrednosti na prijemu i otpustu su
nize u odnosu na vrednosti na kontrolnom preglatiuazlika nije statistki znatajna. Vrednosti
kompleksa MMP9-TIMP1 kod pacijenata statiktiznatajno su viSe na prijemu i otpustu od
vrednosti u kontrolnoj grupi, kao i od vrednosti kentrolnom pregledu, koje se priblizavaju
vrednostima u kontrolnoj grupi.

Da bi se ispitala eventualna korelacija izimeispitivanih parametara kod HOBP
pacijenata korigena je metoda Spearman-ove neparametarske koretaaialize. Korelacija je
izracunata za vrednosti koje su dobijene na prijemakaie i za vrednosti koje su dobijene na
kontrolnom pregledu. lztanata je korelacija iznde parametara respiratorne funkcije i
parametara oksidativno-stresnog statusa, inflamacijproteaza/antiproteaza sistema, zatim
izmeiu izmeiu parametara oksidativno-stresnog statusa i pasaanetinflamacije i
proteaza/antiproteaza sistema i na kraju tamparametara inflamacije i proteaza/antiproteaza
sistema.

Najée&i razlog nastanke osteoporoze je disbalans denresorpcije i sinteze koStanog
tkiva, na rgun poja&ane resorpcije. Eventualno postojanje pafee resorpcije kostanog tkiva kod
HOBP pacijenata ispitano je odieanjem koncentracije beta-CL u stanju egzacerbakciy
stabilnom stanju. Koncentracije beta CL stalistie znaajno je véa u odnosu na kontrolnu
grupu u oba stanja i istovremenoc¢aena prijemu u odnosu na kontrolni pregled. Takde
ispitano i da li postoji korelacija koncentracijetéd-CL sa parametrima respiratorne funkcije,
oksidativnostresnog statusa, inflamacije i protéazgproteaza sistema.

U cilju ispitivanja uticajapojedinih parametara na nivo beta-CL u stanju egbacije,
koris&¢ena je multipla regresiona analiza. Formirani sudetiokoji ispituju uticaj markera
respiratorne funkcije, inflamacije i oksidativne@snog statusa na nivo beta-CL. Rezultati ove
analize pokazuju da su procenat neutrofila i niMbIAL odgovorni za 18% varijabilnosti
koncentracije beta-CL, ako se doda i uticaj hipekisida je 25% varijabilnosti beta-CL posledica
njihovog udruzenog efekta. Kao najbolji model pa@zse model u koji su, pored pomenutih
parametara, uklieni jos i TOS i PON1. Ovaj model pokazuje da jerek®0% varijabilnosti u
kocentraciji beta-CL posledica interakcije resmrae disfunkcije, inflamacije i
oksidativnostresnog statusa.

Jedan od ciljeva istrazivanja ove doktorske disgeabio je ispitivanje veze iznde
respiratorne funkcije, inflamacije, oksidativhogtsisa i proteaza/antiproteaza sistema i razvoja
ishemijske bolesti srca (IBS) kod pacijenata saidrmm opstruktivnom bolés pluca. U ovu
fazu ispitivanja ukljdeno je 60 pacijenata u klitki stabilnom stanju, od kojih je kod 36
pacijenata dijagnostikovana IBS. Pdeajem parametara respiratorne funkcije idmpacijenata
sa i bez IBS, dokazano je da pacijenti sa IBS imaglukovaniji respiratorni kapacitet jer postoji
zn&ajna razlika u vrednostima FEVFVC.



Postojanje pojanog oksidativhog stresa kod populacije pacijersstaHOBP vé je
prikazano u prethodnim analizama. U ovom delu Zstemja ispitano je postojanje razlike u
oksidativnom statusu u zavisnosti od prisustva Bi®dnosti parametari oksidativhog stresa su
vise kod HOBP pacijenata sa IBS, ali razlika nifatisticki znatajna a takde i parametri
antioksidativne zastite kod podgrupe sa IBS im&je nrednosti, ali i ovde razlika nije statédi
zn&ajna.

U ispitivanju razlike u vrednostima parametara danfhcije izméu grupa HOBP
pacijenata sa i bez IBS pokazano je da pacijentiB& imaju véu koncentraciju hsCRP i
procenat neutrofila u odnosu na HOBP pacijente IB&, ali razlika i u ovom skaju nije
zn&ajna.

Kao sto je ranije navedeno, kod pacijenata sa HOpB®#5toji disbalans u
proteaza/antiproteaza sistemu. Dalje je ispitargigpanje razlike u koncentracijama parametara
proteaza/antiproteaza sistema kod pacijenata sa IBS i dokazano je da pacijenti sa IBS imaju
zn&ajno viSe vrednosti koncentracije TIMP1 u odnosu patijente bez IBS. Razlika u
koncentracijama MMP9 i kompleksa MMP9-TIMP1 nijatsdticki znatajna.

Za ispitivanje uticaja tradicionalnih faktora zazvaj KVB kod HOBP pacijenata
odreieni su parametri lipidnog statusa. Rtmegjem dobijenih vrednosti u podgrupama sa i bez
IBS nije dokazana statigki znafajna razlika bez obzira na viSe vrednosti svih tiggnih
parametara u podgrupi sa IBS.

Prethodnom analizom pokazano je da idm@acijenata sa i bez IBS postoji Zagpa
razlika samo u koncentraciji TIMP1, pa je daljomal&@om ispitano da |i u ove dve podgrupe
postoji korelacija ovog parametra sa drugim ispitivn parametrima. Ispitivanjem korelacije
izmedu parametara respiratorne funkcije i TIMP1, u popggHOBP pacijenata sa IBS dokazana
je negativna korelacija sa PgQlok je u podgrupi pacijenata bez IBS postoji kaoga sa %
FVC. Analizom korelacija parametara oksidativhogesd i antioksidativne zaStite sa nivoom
TIMP1 kod pacijenata sa i bez IBS dokazana je poetkorelacija sa TOS kod pacijenata sa
IBS i pozitivna korelacija TIMP1 sa TAS kod paciga bez IBS. Kod HOBP pacijenata sa IBS
postoji korelacija izmé&u TIMPL1 i procenta neutrofila, a u podgrupi pacgenbez IBS nije
dokazana nikakva korelacija izthe TIMP1 i parametara inflamacije. Tal® u obe podgrupe
nema zn&ajne korelacije izm@u TIMP1 i parametara lipidnog statusa.

Cilj ove doktorske disertacije je i ispitivanje patijalne prediktorske n¢o parametara
respiratorne funkcije, inflamacije, oksidativhogtsisa i proteaza/antiproteaza sistema na razvoj
IBS kod pacijenata sa HOBP. U tu svrhu kégiga je logistika regresiona analiza. Logi&dtom
regresionom analizom parametara respiratorne figmldonkazano je da najbolju prediktorsku
mo¢ na razvoj IBS ima smanjenje FVC (u %). Posle mbkddije vrednosti FVC za pol, puSenje
i godine starosti prediktorska mose povéava. FEV postaje znéjan prediktor posle
modifikovanja vrednosti za pol i godine. Prediki@sna: odnosa FEVFVC postaje znsjna
nakon modifikovanja vrednosti za pusSenje i godidek vrednosti Papnemaju prediktorski
zn&aj ni u jednom modelu.



U logistickoj regresionoj analizi uticaja parametara oksideistresnog statusa na razvoj
IBS, najvéa prediktorska mbdokazana je za TOS. Nakon modifikovanja vrednostametara
oksidativnostresnog statusa za pol i puSenje, ajgthrametar ne pokazuje prediktorskut ma
razvoj IBS. Meutim, modifikovanjem vrednosti ovih parametara paige starosti, prediktorska
mo¢ se znéajno poveéava.

Logistickom regresionom analizom pokazano je i da hsCRPbofia prediktorsku mé
za razvoj IBS od procenta neutrofila, ali ipak Iseatisttkog zn&aja. Modifikovanjem vrednosti
parametara inflamacije za pol i puSenje njihovaditerska mé se ne menja, dok
modifikovanjem vrednosti za godine starosti, i h&#CRprocenat neutrofila postaju zagni
prediktori za razvoj IBS. Logisika regresiona analiza uticaja parametara protestjaieteaza
sistema za razvoj IBS pokazala je da visoku predskii ma@ ima TIMP1. Modifikovanjem ovih
vrednosti za pol, puSenje i godine starosti, TIMRtlrzava prediktorsku MmoMMP9 vrednosti
modifikovane za za pusSenje, kao i godine starossitggu zn#&ajan predikotor za razvoj IBS.
Kompleks MMP9-TIMP1 postaje ztajan prediktor samo nakon modifikovanja vrednosti z
godine starosti.

Prediktorska mé parametara lipidnog statusa na razvoj IBS kod H@BE&jenata nema
statisttkog zn#&aja. Meiutim, nakon modifikovanja vrednosti za godine stéiroprediktorska
mo¢ svih parametara lipidnog statusa postaje stékisthatajna.

Nakon Sto je logistkom regresionom analizom dokazano da TIMP1l ima alaib
prediktorsku mé za procenu rizika za razvoj IBS, analiza je pojemd dodavanjem drugih
parametara, za koje je ranijim ispitivanjima ukazaa su zn&jni faktori rizika za razvoj IBS,
kako bi se ispitao njihov uticaj na prediktorskumdMP1. Istovremeno je udena i analiza
ROC krivih sa izraunavanjem povrSine ispod ROC krivin (AUC). Premikh ma@ TIMP1
ostaje zn&jna u razllitim modelima, koji su formirani dodavanjem FEW %), hsCRP i TOS,
pojedin&no ili svih zajedno. Analizom ROC krivih moze secitioda sve krive zadovoljavaju
postavljene kriterijume. lako TIMP1 ima ogdin dijagnostiki znataj, dodatkom drugih faktora
rizika procenat @&no klasifikovanih pacijenata se pdava.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA IZ DOKTORSKE DISERTACIJE ~ SA PODACIMA I1Z LITERATURE

Hroni¢na opstruktivna bolest pla je bolest koju karakteriSe hréna opstrukcija disajnih
puteva, a kao posledica spediih strukturalnih abnormalnosti nastalih u disajrpotevima i
pluéenom parenhimu. Ove strukturalne promene u¢ipla nastaju kao posledica hrome
inflamacije, préene oksidativnim stresom i proteolizom ekstracehdg matriksa. Kao glavni
faktor rizika za razvoj ove bolesti navodi se pydeRored pusenja faktori iz spoljasnje sredine,
kao Sto swestice aerozadganja i radnog okruzenja take imaju uticaja na razvoj ove bolesti.
Interakcijom spoljasnjih i unutrasnjin faktora regatpatofizioloSke karakteristike HOBP. Bolest
takode karakteriSu i povremena pogorSanje opSteg stpajenata, stanja egzacerbacije.
Ucestalost egzacerbacija ¢gina stadijum tezine bolesti i prognozu bolesti.



IzloZenost plda oksidansima je konstantna, bilo egzogenog ilogedog porekla. Péa
se Stite od Stetnog uticaja oksidanasa dobro exEwii enzimskim 1 neenzimskim
antioksidativnim sistemima. Kada se naruSi balanseiu oksidanasa i antioksidativne zasStite
nastaje oksidativni stres. Brojne studije ukazalens pojé&an oksidativni stres u piima
pacijenata sa HOBP u pdenju sa zdravima, ali istovremeno i sa gusa slcne istorije
pusSenja kod kojih sa nije razvila HOBP (1, 2). R@are nivo oksidanasa kod pacijenata sa HOBP
pove&ava i nivo proizvoda oksidacije, uz istovremenodgrge nivoa antioksidativne zastite.

Oksidativni stres u pliima oStéuje plueno tkivo uttu¢i na nivo opstrukcije disajnih
puteva. Nekoliko studija pokazalo je postojanjeekacije izméu markera oksidativhog stresa i
nivoa opstrukcije disajnih puteva (3). Rezultatieostudije pokazali su da je visok nivo
superoksidnog anjona u stanju egzacerbacijéepramanjenjem FEVI FEV,/FVC odnosa.
Negativna korelacija u stanju ezacebacije dokapanas i izmelu AOPP i FEV/ FVC odnosa,
dok je u stabilnom stanju AOPP u negativnoj konglaga FEV1 i FVC. PoviSeni totalni
oksidativni status pacijenata u stanju egzacermbdagipti opadanje respiratorne funkcije, sa
najizrazenijim smanjenjem FVC.

Oksidativni stres igra i vrlo z&ajnu ulogu u pojgavanju inflamacije, a hrotma
inflamacija jedna je od osnovnih karakteristika HOBJ ovoj studiji je pojéana inflamacija
dokazana visokim koncentracijama hsCRP, a i ndlippof u stanju egzacerbacije koja se
smanjuje u toku boltkog letenja i dalje stabilizacijom bolesti. Im&juw vidu da su neutrofili
kod HOBP pacijenata glavni izvor superoksidnog aajo posledino oksidativhog stresa sa
jedne, i pojaane genske ekspresije brojnih medijatora inflaneasg druge strane, mozZe se
zakljwiti da je neutrofilija dodirna t&ka oksidativnog stresa i inflamacije kod HOBP. Roeine
studije ukazale su na korelaciju izéiebroja neutrofila i parametara respiratorne fujgkdiao i
broja neutrofila i opstrukcije disajnih puteva (4).

Reaktivhe kiseowne grupe oslohtene iz aktiviranih neutrofila reaguju sa brojnim
proteazama i antiproteazama, dovdd#o disbalansa u njihovom odnosu (5). To se pegav
ispoljava inaktivacijom endogenih antiproteaza wcipha. Matriks metaloproteinaze su Zami
ucesnici u razgradnji tkivnog matriksa pa pa disbalans sa njihovim inhibitorima je &agan
faktor u samoj patogenezi HOBP. Pinto-Plata i ssicagokazali su da HOBP pacijenti imaju
vise koncentracije MMP9 i TIMP1 u cirkulaciji u oosu na zdrave i da je istovremeno nivo
MMP9 u jakoj korelaciji sa frekvencom egzacerbadfg. Takale, povéane koncentracije
MMP9 prisutne i u stabilnom stanju, dovode se w\& pojganom inflamacijom kod HOBP. U
ovoj studiji nivo MMP9 znatno je viSi u odnosu ndrave u svim stadijumima pr@nja HOBP
pacijenata. Porast koncentracije MMP9 u stanju @gbacije u odnosu na stabilno stanje prati
neznatno smanjenje koncentracije TIMP1, verovatao Rosledica hrotinog karaktera ove
bolesti.

Osteoporoza je jedna od posledica sistemskih efdk@BP. Neki od faktora koji wii
na pojavu osteoporoze kod ovih pacijenata su ujegusledica same bolesti gl kao Sto je
redukovana respiratorna funkcija i postesi smanjena fizka aktivhost, smanjena masa
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skeletnih misia, zatim kortikosteroidna terapija i hormonalnits$a tj. hipogonadizam prirodno
prisutan u starosnom dobu koje je karaktensti za ove pacijente. Cilj ove studije bio je
dokazivanje postojanja hrame poj&ane resorpcije koStanog tkiva kod HOBP pacijer&tabi
za posledicu imalo i pojavu osteoporoze. U ovojdgitudokazano je prisustvo pov@nih
koncentracija markera resorpcije koStanog tkivaadidt u cirkulaciji kod HOBP pacijenata u
odnosu na zdrave ispitanike, a ovakvi rezultatikladu su sa prethodnim studijama (7).
Prethodne studije ukazale su na povezanost dangpadanja respiratorne funkcije feae
hipoksijom i broja egzacerbacija sa smanjenjemigaidtoStanog tkiva (8). U ovoj studiji nije
dokazana korelacija iznda koncentracije beta-CL i nivoa parametara respingt funkcije, kako

u stanju egzacerbacije tako i u stabilnom stanju.

Ranije je dokazano da sistemska inflamacija mo#eoli velikog zn&aja u progresiji
osteoporoze kod HOBP pacijenata. Mehanizam kojiomitina inflamacija dovodi do povanja
rizika od osteoporoze joS uvek nije u potpunostjasnjen. U prethodnim studijama dokazano je
da poj&anu produkciju pro-inflamatornih citokina kao Sto H-1, TNFu i IL-6 cesto prati
pojatana resorpcija kostiju, a kao posledica njihovagajs na aktivaciju osteoklasta (9). U ovoj
studiji dokazana je pozitivna korelacija izée koncentracija hsCRP i beta-CL u kdki
stabilnom stanju pacijenata, uWpyuéi na zakljkak da hronina inflamacija znatno u# na
resorpciju koStanog tkiva.

Oksidativni stres jedan je od mehanizama zadaoj@ inflamacije kod HOBP. Naime,
dokazano je da proizvodi lipidne peroksidacije flelkao signalni molekuli koji dovode do
pojatanog oslobdanja inflamatornih medijatora. Ovi inflamatorni nijatbri dalje poj&avaju
gensku ekspresiju drugih inflamatornin markera.afju inflamaciju uvek prati i pojanje
oksidativnog stresa (10). U ovoj studiji je u staegzacerbacije dokazana pozitivha korelacija
izmeadu koncentracija produkta lipidne peroksidacije, MDfarkera resorpcije koStanog tkiva,
beta-CL. Sa druge strane, da i smanjenje antioleica zaStite kod HOBP moze uticati na
resorpciju koStanog tkiva, dokazano je u ovoj $tudiegativnom Kkorelacijom izndel
paraoksonaze i beta-CL.

Pojatana aktivnost matriks metaloproteinaza kod HOBHj@aa&ta takde se dovodi u
vezu sa pojavom osteoporoze. Matriks metaloprateinmaju regulatornu funkciju u prometu
koStanog tkiva, dok MMP9 i direktno té na aktivaciju osteoklasta (11). Bolton i saradsic
dokazali da powsane koncentracije MMP9 kod HOBP pacijenata korglirea prisustvom
osteoporoze nezavisno od respiratorne funkcije. @2¥ajan izvor MMP9 i TIMP1 kod HOBP
su neutrofili (13). Ispitivanjem povezanosti visgkaivoa proteolize sa nivoom resorpcije, u ovoj
studiji je kod klinEki stabilnih pacijenata dokazana pozitivha korggac@meiu TIMP1 i beta-
CL. Pozitivna korelacija izmi procenta neutrofila i koncentracije beta-CL moiii
posmatrana kao veza iztheizvora oksidativhog stresa, inflamacije i protedkog sistema i
pojatane resorpcije koStanog tkiva kod HOBP pacijenata.

Ranije studije ukazale su gajenicu da HOBP moze biti sama po sebi nezavigkiiol
rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti. Nainmgmadanje FEY, kako kod HOBP tako i u
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opStojpopulaciji, zndi vedi rizik od KVB. Sin i saradnici dokazali su da panijeu grupi sa
najnizim FEV, imaju najvéi rizik od KVB i pet puta véu verovatnéu od smrtnosti od
ishemijske bolesti srca (IBS) u pdemju sa pacijentima sa najviim vrednostima FES).
Rezultati ove studije pokazali su da HOBP pacijeatidijagnostikovanom IBS imaju izrazeniju
opstrukciju disajnih puteva. Hramma inflamacija koja karakteriSe HOBP joS od range
ozna&ena kao faktor rizika za razvoj KVB i smrtnost usty populaciji i mdéu HOBP
pacijentima (14. 15). Tako je CRP, marker sistemsKmacije prepoznat i kao marker
pove&ane smrtnosti u populaciji pacijenata sa HOBP (W6pvoj studiji dokazano je prisustvo
ve¢ih koncentracija hsCRP u cirkulaciji pacijenatalB& u odnosu na one kod kojih IBS nije
dijagnostikovana, ali bez statidtog zn&aja, Sto se moze objasnithjenicom da su u ovu studiji
uklju¢eni HOBP pacijenti sa IBS, ne uziméiju obzir i ostale KVB.

Ranije je vé re¢eno da su pacijenti sa HOBP izlozeni i konstantio&sidativnom stresu.
Reaktivhe kiseowkne grupe oslohtene iz aktiviranih neutrofila iz periferne cirkuigs pored
pojatanog oksidativhog stresa istovremeno su odgovoree dksidaciju LDL i formiranje tzv.
penastihcelija, kljuénog medijatora u nastanku ateroskleroze. U ovdjitdokazan je pojéan
oksidativni stres i smanjena antioksidativna zaSkbd pacijenata sa IBS, a doe njima
najizrazenija je razlika u TOS. Neutrofilna inflacija dovodi do destabilizacije aterosklerotskih
plakova (17). Pow&ani procenat neutrofila kod pacijenata sa IBS uj @todiji ukazuje i na
pove&tani rizik od rupture aterosklerotskih plakova.

HOBP karekteriSe i pofana proteolittka aktivnost i destrukcija ECM u pluma (18).
Ako se uzme u obzir da cirkuli@umonociti pacijenata sa HOBP osladlagu 2,5 puta vise MMP9
u odnosu na zdrave i da je MMP9 ukim u patogenezu ateroskleroze (19, 20), kao i da je
TIMP1 u korelaciji sa najziajnijim konvencionalnim faktorima rizika za razv&VB (21),
jedan od zné&ajnih ciljeva ove studije bio je ispitivanje ovilagametara u populaciji pacijenata sa
HOBP. Prvi rezultati pokazali su n&mo izrazenu razliku u koncentraciji TIMP1 izihe
pacijenata sa i bez IBS. Zatim je izvrSeno ispitjeakorelacije ovog parametra sa ostalim
ispitivanim markerima. U grupi pacijenata sa |IBSakana je pozitivha korelacija $0,,
ukazuji na poj&anu proteolittku aktivnost sa povanjem hipoksije. Takie je dokazana
pozitivha korelacija i sa procentom neutrofila, kaogweg izvora TIMP1. Istovremeno nije
dokazana nikakva korelacija sa parametrima regpiratfunkcije i lipidnog statusa.

Jedan od ciljeva studije bio je i ispitivanje pi@drske mdi ispitivanih parametara za
pojavu IBS méu HOBP pacijentima. Markeri limitiranosti disajniputeva predstavljaju
nezavisne faktore rizika za pojavu koronarnih holg&?). Rezultati ove studije pokazali su da
medu parametrima respiratorne funkcije najbolju présligku meé ima FVC. Melu parametrima
oksidativnostresnog statusa najbolju prediktorskot mpokazuje TOS. Markeri inflamacije i
lipidnog statusa nemaju prediktorsku énpa pojavu IBS u grupi ispitanika sa HOBP. Kod
parametara proteaza/antiproteaza sistema, kao ptmamsa najuem prediktorskom mo za
razvoj IBS izdvaja se TIMP1.
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D. OBRAZLOZENJE NAU CNOG DOPRINOSA DOKTORSKE DISERTACIJE

Hroni¢na opstruktivna bolest pta (HOBP) je hroriina inflamatorna bolest koja zahvata
gornje i donje disajne puteve, parenhim¢plu plunu vaskulaturu. U svetu je vise od 600
miliona obolelih od HOBP, sa blizu 3 miliona smhnslitajeva godiSnjegineti je petim
sa hrontnom opstruktivnom bolés pluca nastaju usled hrafnie inflamacije préene pojdanim
oksidativnim stresom i aktivné8 proteaza. HOBP karakteriSu i izrazeni ekstrapubha —
sistemski efekti, a posledica toga su prateistemske bolesti. Kao prégesistemske bolesti kod
pacijenata sa HOBP r@@&le se javljaju kardiovaskularne bolesti, osteoporozaheksija,
disfunkcija skeletnih miga i depresija (24, 25).

Kardiovaskularne bolesti su gaii uzroinik smrtnosti pacijenata sa HOBP, sa udelom od
¢ak 50% (26). Moggi faktori rizika za pojavu kardiovaskularnih boliesbd pacijenata sa HOBP
su hronéna inflamacija, oksidativni stres i o8&mja vezivnog tkiva krvnih sudova nastala usled
pojatane aktivnosti proteaza. Aktivirani leukociti u fpemoj cirkulaciji kod pacijenata sa HOBP
oslobaaju reaktivna kiseonikova jedinjenja, pdagaju ekspresiju adhezionih molekula na
endotelu zidova krvnih sudova i ekstracelularnugwtiticku aktivnost (27-29).

Osteoporoza je sistemska bolest kostiju koju Kar&ge smanjena gustina koStanog tkiva.
U mnogim studijama je ¥edokazano da je HOBP nezavisni faktor rizika zaapojosteoporoze
(30-32). T&ni uzrasnici pojave osteoporoze kod HOBP nisu poznatikab mogui faktori se
navode hroriina inflamacija, tretman kortikosteroidima i snizenvo insulinu sknog faktora
rasta 1 €éng. insulin — like growth faktora 1, IGF-1) (30, 319matra se da bi se delovanje
inflamacije na razvoj osteoporoze kod ovih pacif@nanoglo ostvarivati posredstvom
interleukina 6 (IL-6), koji stimuliSe formiranje ®®klasta, dok TNé direktno stimuliSe
resorpciju kostiju. Sa druge strane smanjenjemanl@F-1 umanjuje se njegov anak&liefekat
I uticaj na proliferaciju osteoblasta odgovornih giatezu koStanog tkiva. Ovakav disbalans
izmedu resorpcije i formiranja kostijju nafito je izrazen u akutizaciji bolesti, stanju
egzacerbacije (32).
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