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SAZETAK

Statini su inhibitori 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) reduktaze koji se
primjenjuju za smanjenje sinteze endogenog kolesterola kod pojedinih vrsta hiperlipoproteinemija.
Medutim, statini pokazuju i pleiotropne ucinke te se smatra da utje¢u na upalu, oksidacijski stres,
oslobadanje citokina i apoptozu pojedinih stani¢nih vrsta. Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest
(KOPB) je kroni¢na upalna bolest plu¢a sa sistemskom upalom te se smatra da bi lijekovi koji
utjeCu na prisutni upalni proces mogli doprinjeti poboljSanju stanja u bolesnika s KOPB-om.
Hipoteza ovoga istrazivanja je da statini posjeduju protuupalni uc¢inak koji bi mogao usporiti
progresiju KOPB-a.

U istrazivanje je bilo uklju¢eno 100 bolesnika sa stabilnim KOPB-om, na terapiji statinima
dulje od godinu dana (N=66) i bez terapije statinima (N=34). Svim bolesnicima je odredena
koncentracija citokina: IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 p70, IFN-y, TNF-a. i TNF-
B u plazmi metodom proto¢ne citometrije. Relativni udio apoptoze i nekroze leukocita odnosno
subpopulacija granulocita, limfocita i monocita odreden je takoder metodom protocne citometrije.
Spirometrijski, biokemijski i hematoloski parametri odredeni su u svih bolesnika.

Citokini IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12p70 i TNF-a pokazali su statisti¢ki znacajno

smanjenje koncentracije u bolesnika s KOPB-om na terapiji statinima u odnosu na bolesnike s
KOPB-om bez terapije statinima. Hijerarhijska klasterska analiza pokazala je nekoliko klastera u
bolesnika s KOPB-om u skladu s vrijednostima citokina. Citokinski uzorci bili su u velikoj skupini
pacijenata sli¢ni s umjerenim povec¢anjem vrijednosti citokina. Bolesnici s KOPB-om koji su
uzimali statine pokazali su razli¢it obrazac/uzorak citokina s nizim vrijednostima citokina.
Koncentracije citokina nisu pokazale statisti¢ki znacajnu razliku ovisno o podjeli bolesnika prema
tezini oboljenja odnosno GOLD stadiju.
Statisticki znac¢ajno snizene koncentracije citokina IL-4, IL-8 i IL-10 su bile prisutne u bolesnika s
KOPB-om s povisenim ITM-om (> 25 kg/m?) u odnosu na bolesnike s normalnim ITM-om (20 —
25 kg/m?). U perifernoj krvi relativni udio svih leukocita, te subpopulacije limfocita i monocita u
apoptozi pokazali su statisti¢ki znac¢ajno smanjenje u bolesnika s KOPB-om na terapiji statinima u
odnosu na bolesnike s KOPB-om bez terapije statinima.

Rezultati istrazivanja pruzaju uvid u pleiotropne ucinke statina u bolesnika s KOPB-om. U
ovom radu u bolesnika s KOPB-om, pored djelovanja statina na smanjenje koncentracije

kolesterola i LDL-kolesterola, pokazali smo i pleiotropne u¢inke statina na koncentracije citokina,



koji su klju¢ni medijatori lokalne i sistemske upale u KOPB-u, te na apoptozu leukocita periferne
krvi. Mjerenje panela citokina, a ne samo pojedinog citokina, pruza uvid u karakteristicne obrasce
citokina u bolesnika s KOPB-om. Postoji prisutan Thl (IL-2 i TNF-a) i Th2 (IL-4, IL-5, IL-10)

citokinski obrazac kod stabilnih bolesnika s KOPB-om.

Klju¢ne rijec¢i: KOPB, statini, citokini, apoptoza



SUMMARY

Background: Statins are 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase
inhibitors used to reduce the endogenous cholesterol synthesis in some types of
hyperlipoproteinemia. However, statins also show pleiotropic effects and are thought to affect
inflammation, oxidative stress, release of cytokines and apoptosis of certain cell types. Chronic
obstructive pulmonary disease (COPD) is a chronic inflammatory disease of the lungs with
systemic inflammation and it is considered that drugs that affect the present inflammatory process
could contribute to improving the condition in patients with COPD. The hypothesis of this study is
that statins possess an anti-inflammatory effect that could slow the progression of COPD.

Methods: The study included 100 patients with stable COPD, who received statin therapy
for longer than one year (N = 66) and no statin therapy (N = 34). Cytokine concentration of IL-1p,
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 p70, IFN-y, TNF- B was measured in plasma, by flow
cytometry. The relative percentage of apoptotic and necrotic leukocytes, populations of
granulocytes, lymphocytes and monocytes was determined by flow cytometry. Spirometry,
biochemical and hematological parameters were determined in all patients.

Results: Cytokines IL-1B, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12p70 and TNF-o showed a
statistically significant decrease of concentrations in patients with COPD on statin therapy
compared to patients without statin therapy. Hierarchical cluster analysis showed several clusters
in COPD patients in accordance with cytokine values. Cytokine patterns were in a large group of
patients similar with a moderate increase in the cytokine levels. COPD patients who received
statins showed a different pattern of cytokines with lower cytokine values. Cytokine concentrations
did not show a statistically significant difference depending on the severity of the disease,
according to GOLD stages. A statistically significant decrease of cytokine levels IL-4, IL-8 and
IL-10 was present in patients with COPD with a body mass index (BMI) > 25 kg/m2 compared to
patients with normal BMI 20-25 kg/m2. In peripheral blood, the relative percentage of all
leukocytes, as well as the lymphocyte and monocyte subpopulations in apoptosis, showed a
statistically significant decrease in COPD patients on statin therapy compared with COPD patients
without statin therapy.

Conclusions: The results of the study provide an insight into pleiotropic effects of statins
in patients with COPD. In our patients with COPD, the statins reduced cholesterol and LDL



cholesterol levels, but we also demonstrated pleiotropic effects of statins on cytokines, both local
and systemic inflammatory mediators in COPD, as well as on apoptosis of peripheral blood
leukocytes. The measurement of the cytokine panel, not just a single cytokine, provides an insight
into cytokine patterns that are present in COPD patients. There is a Thl (IL-2 i TNF-a) and Th2
(IL-4, IL-5, IL-10) cytokine pattern present in stable COPD patients.

Keywords: COPD, statins, cytokines, apoptosis
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1. UVOD

Statini su inhibitori 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) reduktaze (1,2). Statini
se koriste za inhibiciju sinteze i smanjenje koncentracije kolesterola i LDL-kolesterola kod
pojedinih vrsta hiperlipoproteinemija (3). Koriste se kako bi se smanjio rizik od kardiovaskularnih
bolesti, ali klinicke studije pokazuju korist od primjene statina i u bolestima koje nisu vezane uz
povecanu koncentraciju LDL-kolesterola (1,2,4). Statini tako pokazuju pleiotropni i protuupalni
uc¢inak u kardiovaskularnim, pluénim i infektivnim bolestima (5).

Kroni¢na opstrukcijska plué¢na bolest (KOPB) je progresivna kroni¢na upalna bolest plu¢a sa
sistemskim manifestacijama i brojnim komorbiditetima (6). Glavni uzro¢nik nastanka KOPB-a je
duhanski dim (7). Danas dostupna terapija za KOPB za sada ne zaustavlja progresiju bolesti (5-8).
Jedino prestanak puSenja usporava razvoj bolesti i produljava zivotni vijek bolesnika (5-8).
Obzirom da je KOPB kroni¢na upalna bolest pluca sa sistemskom upalom smatra se da bi lijekovi
koji utjeCu na prisutni upalni proces mogli doprinjeti poboljsanju stanja u bolesnika s KOPB-om
(5,8). Postoje studije koje pokazuju da bi upotreba statina u bolesnika s KOPB-om mogla imati
utjecaj na usporavanje razvoja bolesti (9). Retrospektivne studije su pokazale da su bolesnici s
KOPB-om na terapiji sa statinima imali manji mortalitet, manji broj hospitalizacija te da je kod
njih smanjena uporaba antibiotika (10,11).
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1.1 Statini

Statini su inhibitori HMG-CoA reduktaze. To je skupina lijekova koji smanjuju
koncentraciju ukupnog kolesterola i LDL-kolesterola (lipoproteini niske gustoce, engl. low density
lipoproteins, LDL) u cirkulaciji. Koriste se kako bi se smanjio rizik od kardiovaskularnih bolesti,
ali pokazuju i pleiotropne ucinke (1,2).

Statine su otkrili japanski znanstvenici Akira Endo i Masao Kuroda, 1971. godine (12).
Istrazivali su odredene plijesni i otkrili da luce citrinin koji inhibira HMG-C0A reduktazu i snizava
koncentraciju kolesterola kod stakora (12). Citrinin je pokazao toksi¢no djelovanje na bubrege, ali
nakon toga su Endo i suradnici otkrili kompaktin (ML-236B) koji je takoder inhibirao HMG-CoA
reduktazu (12). Prvi komercijalni statin, lovastatin, odobrila je 1987. Americka agencija za hranu
i lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA) (12). Nakon toga, odobreno je jo$ Sest
komercijalnih statina — dva polu-sintetska (simvastatin i pravastatin) i Cetiri sintetska (fluvastatin,
atorvastatin, rosuvastatin i pitavastatin) (12). Trenutno su na trziStu dostupni: Simvastatin,
pravastatin, rosuvastatin, atorvastatin, fluvastatin, pitavastatin i lovastatin, koje je odobrila FDA
(13). U Hrvatskoj su u upotrebi i odobreni od Hrvatske agencije za lijekove i medicinske proizvode
(HALMED) sljede¢i statini: fluvastatin, rosuvastatin, atorvastatin i simvastatin (14). Statini se
koriste za sekundarnu prevenciju u bolesnika koji su preboljeli akutni infarkt miokarda (AIM),
ishemijski cerebralni infarkt, tranzitornu ishemic¢nu ataku, ultrazvukom dokazani plak na karotidi
ili perifernu arterijsku okluzivnu bolest, u bolesnika koji boluju od koronarne bolesti dokazane
koronarografijom ili testom opterecenja te U bolesnika koji boluju od Se¢erne bolesti uz vrijednosti
ukupnog kolesterola iznad 5 mmol/L (15). Statini se u primarnoj prevenciji koriste u bolesnika
kojima je, nakon tri mjeseca pridrzavanja preporucene dijete, vrijednost ukupnog kolesterola iznad
7 mmol/L i to u dva laboratorijska nalaza u razmaku od tri mjeseca (15).

Statini smanjuju koncentraciju kolesterola u stanicama selektivnom inhibicijom enzima
HMG-CoA reduktaze, te time ogranicavaju biosintezu kolesterola i smanjuju Sintezu kolesterola u
jetri (16). Posljedi¢no dolazi do povecane ekspresije LDL-receptora u membrani stanica jetre i
povecava se klirens LDL-kolesterola iz krvi. U bolesnika s kombiniranom hiperlipidemijom statini
smanjuju i koli¢inu apo B100, te dolazi do smanjenja koncentracije i kolesterola i triglicerida (16).
Statini inhibiraju "put mevalonata" u biosintezi kolesterola, ali posljedicno osim kolesterola,

smanjena je i sinteza drugih produkata koji nastaju iz mevalonata (16). Izoprenoidni put je takoder
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pogoden te je smanjena sinteza ubikinona (sudjeluje u transportu elektrona u mitohondriju),
dolikola (potreban za sintezu glikoproteina) i izopentenil-adenina (sastavni dio transfer-RNA) koji
je takoder prisutan i u unutarstani¢nim signalnim molekulama, kao $to je RhoA (16). Tako da
smanjenjem biosinteze kolesterola, ali ¢ini se i izoprenoida, statini pokazuju svoje ucinke na
vaskularni sustav (16). Slika 1. pokazuje djelovanje statina na put biosinteze mevalonata i njegovih
produkata.

Statini su do danas jedna od najispitivanijih skupina lijekova te meta-analize pokazuju
ucinkovitost i sigurnost primjene statinske terapije (17). Medutim, moguce su nuspojave koje se
javljaju prilikom upotrebe statina kao $to su: miopatija koja se ocituje kao bol, osjetljivost na dodir
ili slabost u misi¢ima s povecanjem aktivnosti kreatin-kinaze (CK) vise od 10 puta od gornje
granice referentnog intervala. Miopatija se moze katkad razviti u rabdomiolizu s akutnim
zatajenjem bubrega ili bez akutnog zatajenja bubrega kao posljedica mioglobinurije, a vrlo rijetko
bili su zabiljezeni i smrtni slucajevi (18). Nuspojava terapije statinima moze biti i povecanje
aktivnosti serumskih transaminaza. Ako vrijednosti transaminaza imaju tendenciju povecanja i
trajno su visoke i ako se povecaju vise od tri puta od gornje granice referentnog intervala, treba
prekinuti lijeCenje statinima (18). Neki dokazi upucuju na to da statini poveéavaju koncentraciju
glukoze u krvi kod nekih bolesnika, koji su pod povecanim rizikom od razvoja dijabetes melitusa
te da mogu izazvati hiperglikemiju koju je primjereno lijeciti na nacin kako se lijeci dijabetes
melitus (DM) (18). Kod primjene pojedinih statina, kao $to je simvastatin, postoje prijavljeni

slucajevi intersticijske pluéne bolesti, osobito pri dugotrajnom lijecenju (18).
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Slika 1. Mjesto djelovanja statina, na HMG-CoA reduktazu, u biosintetskom putu kolesterola.
Slika preuzeta iz (16).

Razgranati put metabolizma mevalonata, koji ukazuje na mjesto djelovanja statina i brojnih
krajnjih produkata reakcije HMG-CoA reduktaze, ukljucujuéi molekule kolesterola i izoprenoida,

regulira razlicite stupnjeve metabolizma, upale 1 dr.
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1.1.1 Pleiotropni udinci statina

lako se statini koriste za inhibiciju sinteze i snizenje koncentracije kolesterola i LDL-
kolesterola kako bi se smanjio rizik od komplikacija ateroskleroze i time kardiovaskularnih
dogadaja, novije studije pokazuju da statini posjeduju i pleiotropne u¢inke (3).

Klini¢ke studije pokazuju korist od primjene statina i u bolestima koje nisu vezane uz
povecanu koncentraciju LDL-kolesterola (4). Statini tako pokazuju pleiotropni i protuupalni uc¢inak
u kardiovaskularnim, plué¢nim i infektivnim bolestima (5). Smatra se da smanjuju incidenciju i
mortalitet kod pneumonije, smanjuju ucestalost venske tromboembolije, kod reumatoidnog artritisa
smanjuju mortalitet i koncentraciju upalnih markera, kod bubrezne bolesti utjeCu na smanjenje
koncentracije kreatinina te moguce i na smanjenje stvaranja zu¢nih kamenaca (4). Neki od ishoda
ovih bolesti bi mogli biti u vezi s direktnim smanjenjem koncentracije kolesterola od strane
djelovanja statina (4). Snizenje koncentracije kolesterola moze doprinositi smanjenju agregacije
trombocita sto dovodi do manje ucestalosti duboke venske tromboze (DVT). Kod bolesti bubrega
smanjenje kolesterola moze doprinositi smanjenju ateroskleroze renalnih arterija te smanjuje
napredovanje bubrezne bolesti, a manje stvaranje zuénih kamenaca je moguca posljedica smanjene
sinteze kolesterola u jetri (4).

Prema rezultatima vecine klini¢kih studija teSko je razluditi korist od u¢inka statina na
koncentraciju LDL-kolesterola od njihovog potencijalnog pleiotropnog djelovanja (4). Pleiotropni
ucinci statina koji su posredovani inhibicijom sinteze izoprenoida koreliraju s inhibicijom
biosinteze kolesterola i tesko ih je kvantificirati (4). Naime, inhibicijom sinteze mevalonske
kiseline, statini sprjecavaju sintezu izoprenoidnih meduprodukata farnezilpirofosfata (FPP) i
geranilgeranilpirofosfata (GGPP) (2,4). Inhibicija sinteze izoprenoidnih meduprodukata bi mogla
imati vaznu ulogu za mogucéi pleiotropni u¢inak statina (2,4). Smanjenje u izoprenilaciji signalnih
molekula, kao §to su Ras, Rho i Rac dovodi do modulacije raznih signalnih putova (2,4). Ras i Rho
reguliraju proliferaciju stanica, diferencijaciju, apoptozu i citoskelet (2,4). FPP i GGPP sluze kao
lipidni veznici za post-translacijske modifikacije heterotrimernih G-proteina, uklju¢ujuci Ras i Rho
(2,4). U endotelnim stanicama, translokacija Ras-a je ovisna o farnezilaciji, dok je translokacija
Rho ovisna o geranilgeranilaciji (2,4). Rho kinaze (ROCK) su serin-treoninske protein-kinaze,
molekulske mase oko 160 kDa, koje doprinose uc¢incima Rho gvanozin-trifosfataza (GTP-aza).

ROCK reguliraju promjene u aktinskom citoskeletu fosforilacijom lakog lanca miozina (2,4). Na

5



uvOoD

taj nacin utjecu na fokalnu adheziju i1 stvaranje kompleksa, kontrakciju glatkih misi¢a, migraciju
stanica i ekspresiju gena (2,4). Kod regulacije ciklusa Rho GTP-aze, Rho se mijenja od
citoplazmatski inaktivnog gvanozin-difosfat (GDP) vezanog oblika nakon geranilgeranilacije i
translokacijom dospijeva u stani¢cnu membranu te se aktivira vezanjem gvanozin-trifosfata (GTP)
(4). Inhibicijom sinteze mevalonata, a putem djelovanja statina, smanjuje se koncentracija
geranilgeranil pirofosfata i sprijecava se geranilgeranilacija Rho i time aktivacija ROCK-a. ROCK
posreduje u "nizvodnim" uéincima Rho-a i utjece na endotelne stanice, upalne stanice, fibroblaste,
kardiomiocite i vaskularne glatke misi¢ne stanice koje sudjeluju u procesu ateroskleroze (4). Ovi
procesi bi mogli imati ulogu i biti odgovorni za pleiotropne u¢inke statina (4).

Pleiotropni ucinci statina se razlikuju ovisno o tipu stanica (4). U endotelnim stanicama
djelovanjem statina dolazi do: smanjenja ekspresije i aktivnosti endotelne dusik-oksidaze (eNOS),
smanjena je ekspresija inhibitora 1 aktivatora plazminogena (PAI-1), poveéana je ekspresija
tkivnog aktivatora plazminogen (engl. tissue plazminogen activator, tPA), smanjena je ekspresija
i sinteza endotelina-1 (ET-1), smanjena je koncentracija reaktivnih kisikovih spojeva (engl.
reactive oxygen species, ROS), te je smanjena ekspresija pojedinih upalnih citokina kao sto su
interleukin-1B (IL-1p) i interleukin-6 (IL-6) (4). Nadalje, u glatkim miSi¢nim stanicama dolazi do
promjena u proliferaciji i migraciji, smanjena je koncentracija ROS-a i aktivnost nikotinamid-
adenin-dinukleotid-fosfat (NADPH) oksidaze, u miokardu je smanjena aktivnost NADPH oksidaze
i smanjena je koncentracija ROS-a, smanjena je apoptoza i uoceno je povecanje koncentracije
dusik-11-oksida (NO) (4). Djelovanjem statina trombociti pokazuju manju reaktivnost,
monociti/makrofagi pokazuju smanjenu ekspresiju i sekreciju metaloproteinaza matriksa (MMP),
smanjeni su upalni citokini IL-1p, IL-6, interleukin-8 (IL-8) i tumorski ¢imbenik nekroze-a (engl.
tumor necrosis factor-alpha, TNF-a) (4). Kod vaskularne upale djelovanjem statina dolazi do
snizenja koncentracije C-reaktivnog proteina (CRP), smanjena je aktivacija T-stanica, adhezija
leukocita na endotel, te dolazi do smanjenja aktivacije jezgrenog ¢imbenika kB (engl. nuclear
factor B, NF-xB) (4).

Moguc¢i mehanizmi djelovanja statina ukljucuju interferenciju kod adhezije i proliferacije
stanica, povecanu apoptozu pojedinih stani¢nih vrsta, te utjecu vjerojatno i na oslobadanje citokina
(5). Zatim ujecu na funkciju endotela, ¢ime povecavaju stabilnost aterosklerotskog plaka, smanjuju
oksidacijski stres i upalnu reakciju, te inhibiraju trombogeni odgovor (19). Tablica 1. i Slika 2.

prikazuju neke od pleiotropnih uc¢inaka statina.
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Tablica 1. Pleiotropni ucinci statina

Djelovanje statina Korist
Povecana sinteza NO

Inhibicija oslobadanja slobodnih radikala

: : Poboljsanje endotelne
Smanjena sinteza ET-1 N
B E— funkcije
Inhibicija oksidacije LDL-kolesterola
Povecana regulacija progenitorske endotelne stanice
Smanjenje broja i djelovanja upalnih stanica Smanjenje upalnog
Smanjena koncentracija CRP-a odgovora

Smanjena akumulacija kolesterola u makrofagima Stabilizacija
Smanjena sinteza MMP-ova aterosklerotskog plaka

Inhibicija adhezije i agregacije trombocita o

: I Smanjenje  trombogenog
Smanjena koncentracija fibrinogena

N e — odgovora
Smanjenja viskoznosti Krvi

Tablica preuzeta iz (19).
NO - dusik-lI1-oksid; ET-1 - endotelin-1; CRP - C-reaktivni protein; MMP - metaloproteinaza

matriksa
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Slika 2. Pleiotropni ucinci statina. Slika preuzeta iz (20).

Hiperkolesterolemija pogoduje ulasku LDL-a u subendotelni prostor na mjestima sklonim lezijama
u arterijama. Monocitni kemotakticki protein-1 (MCP-1) i oksidirani-LDL (ox-LDL) djeluju kao
kemoatraktanti za izravnu akumulaciju monocita i njihovu migraciju u subendotelni prostor, gdje
se monociti fenotipski transformiraju u makrofage. Istovremeno, slobodni radikali kisika
modificiraju LDL. Ox-LDL ulazi u makrofage i nastaju "pjenaste stanice" (engl. foam cells).
Pjenaste stanice razvijaju se u masne pruge, prekursore aterosklerotskih plakova. Statini pokazuju
pleiotropno djelovanje u samom procesu aterogeneze koju prati hiperkolesterolemija, utjecu na
abnormalnosti koagulacije trombocita, abnormalnu funkciju endotela i determinante trombogenosti
plaka kao $to su upala plaka i proliferacija.

Ox-LDL — oksidirani lipoproteini niske gustoce; NO - dusik-11-oksid; M-CSF — makrofagni
stimulator rasta kolonije; MCP-1 - monocitni kemotakti¢ki protein-1; PDGF — faktor rasta

trombocita; ROS — reaktivni Kisikovi spojevi
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1.2 Citokini

Citokini su izvanstani¢ne signalne molekule vazne u stani¢noj signalizaciji i medustani¢nim
interakcijama. Cohen i autori su 1974. godine prvi predlozili rije¢ "citokini" za opis ovih molekula
(21,22) koja potjece od kombinacije dviju grckih rijeci "cyto" - stanica i "kinos" - pokretljivost
stanica (23).

Otkri¢a povezana s citokinima su zapocela jo§ 1926. kada su Zinsser i Tamiya otkrili faktor
permeabilnosti, a 1932. Rich i Lewis su otkrili da specijalni topljivi faktor uzrokuje migraciju
neutrofila i makrofaga (23). Inicijalne studije od 1950. do 1970-ih godina su rezultirale otkri¢ima
molekula proteinske grade koje posjeduju specificne funkcije kao Sto su interferon-gamma (IFN-
y) i makrofagni faktor aktivacije (21). 1970-ih godina, nekoliko citokina je procis¢eno i
proizvedena su specifi¢na antitijela na njih (21). Interleukini (IL) su tada otkriveni kao molekule
koje sintetiziraju primarno leukociti i koje djeluju na leukocite. 1980-te godine se smatraju
"zlatnim" vremenom u istrazivanju citokina, jer su otkriveni mnogi citokini i proizvedena
specificna monoklonalna antitijela na citokine (21). U 1990-tima nove tehnologije u genetici su
dovele do razumijevanja bioloske uloge citokina te do proizvodnje i1 dostupnosti rekombinatnih
citokina za istrazivanja u terapiji odredenih bolesti (21). Daljnje studije su otkrivale i identificirale
nove molekule citokina ukljuc¢ene u stani¢énu komunikaciju i do danas je poznato da se radi o vrlo
heterogenoj skupini molekula i to viSe nego §to se smatralo u pocetku (21).

Vecéina citokina ima molekulsku masu manju od 80 kDa. Citokini sudjeluju u nadzoru gotovo
svake funkcije kod urodene i specifi¢ne imunosti (24). Do danas je poznato oko 200 citokina (25).
Citokini posjeduju svojstvo pleotropizma, tj. jedan citokin posjeduje viSe funkcija (26,27).
Posjeduju svojstvo redundancije tj. odredena funkcija posredovana je s vise citokina istovremeno
(26,27). Pleotropizam i redundancija citokina na molekularnoj razini se mogu dijelomi¢no objasniti
rasporedom i gradom receptora za citokine (24). Ipak, djelovanje svakog pojedinog citokina je
jedinstveno (24). U¢inak citokina je posredovan vezanjem na visoko afinitetne stani¢ne receptore,
koji su prisutni najéeSée u malom broju, ali pri aktivaciji stanice dolazi do povecanja broja
receptora (26,27). Receptori mnogih citokina su grupirani u superporodice ovisno 0 prisutnosti
homolognih regija (26,27). Sami citokini mogu potaknuti ekspresiju receptora koji mogu tada
promijeniti odgovor i same stanice koja ih Iuéi, kao i ciljne stanice na koju citokini djeluju (26,27).

Citokine luce 1 sintetiziraju mnogobrojne stanice u organizmu, ali ve¢inom upalne i imunosne
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stanice kao $to su: neutrofilni granulociti, makrofagi, T- i B-limfociti, endotelne stanice, fibroblasti
I druge (24,26,27). Citokini djeluju na stanice u blizini njihova oslobadanja, te funkcioniraju
pretezito na parakrini nacin (21,26,27). Citokini mogu djelovati i na udaljene stanice — endokrino,
kao i na samu stanicu iz Koje se oslobadaju — autokrino (21,26,27). Pojedini citokini sami
stimuliraju svoju sintezu na autokrini nacin, dok drugi mogu stimulirati sintezu razli¢itih citokina
koji imaju povratan stimulacijski u¢inak na prvi citokin i time se pojac¢ava njegov uc¢inak (26,27).

Aktivirani limfociti, poglavito CD4+ T-limfociti pri imunosnom odgovoru na specifi¢ne ili
poliklonalne antigene luce odredene citokine (26,27). Citokini koje luce CD4+ T-limfociti
predstavljaju najvazniju klasu citokina koja je uklju¢ena u imunosni odgovor (26,27). Studije na
misevima 1 kasnije na ljudskim CD4+ T-limfocitima otkrile su postojanje dvaju temeljnih
funkcionalnih CD4+ stanica koje su nazvane T-pomagacke (engl. T-helper, Th) stanice — Thl i
Th2, koje se prepoznaju prema vrsti citokina kojeg luce (24), te dolazi do pokretanja i djelovanja
razli¢itih imunosnih mehanizama (26,27). Th1l stanice su karakterizirane dominatnom sekrecijom
IL-2, IFN-y i TNF-qa, a glavna im je funkcija razvoj stani¢ne imunosti, tj. aktivacija citotoksi¢nih
limfocita i makrofaga (24,26-28). Th2 stanice proizvode dominantno IL-4, IL-5, IL-10 i IL-13
odgovorne pretezito za IgE i IgG4 proizvodnju antitijela te za aktivaciju mastocita i eozinofila
(24,26-28). Citokini Thl limfocita inhibiraju razvoj Th2 limfocita i obratno, a to osigurava razvoj
imunosne reakcije u odredenom smjeru (28).

Citokini ukljucuju i kemokine (prema engl. chemoatractive cytokines), koji imaju vazne
kemotakti¢ne znacajke (24,29). Kemokini sadrze u svojoj strukturi molekule cisteina, te se na
temelju dvaju N-terminalnih cisteina kemokini grupiraju u Cetiri porodice: CXC, CC, (X)C i CX3C
(30,31). U CXC kemokinu, jedna aminokiselina odvaja dva cisteina, dok su u CC-kemokinu dva
cisteina jedan pored drugoga. Kemokini su niskomolekulski kemotakti¢ni citokini od oko 8-10 kDa
(32). Kemokini ispoljavaju svoje djelovanje vezanjem na specifi¢ne staniéne povrsinske receptore
(32).

Ostali citokini ukljucuju jos i faktore rasta koji imaju vaznu ulogu u proliferaciji,
diferencijaciji i prezivljenju stanica (24,29).

Prikazan je pregled imunosnog sustava i pokretanje imunosnih mehanizama, ovisno o
oslobadanju odredenih obrazaca citokina (Slika 3.). Citokini se naj¢esc¢e ne oslobadaju pojedinacno
nego se osobadaju kao obrazac skupine citokina kod odredenih bolesti. Potencijalni doprinos

citokina u bolestima istrazivan je s agonistima citokina, blokiranjem odredenih ucinaka citokina,
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putem prekomjerne ekspresije i delecije citokina kod transgenskih miSeva i u genetskim studijama

(26,27).
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Slika 3. Prikaz imunosnog odgovora. Slika preuzeta iz (29).

Lijeva strana slike prikazuje prepoznavanje patogena koje se odvija putem molekularnih obrazaca
povezanih s patogenom (engl. pathogen-associated molecular patterns, PAMP) koji induciraju
urodenu (nespecificnu) imunost i kao antigeni koji pokrec¢u adaptivnu (specificnu) imunost.
Antigen prezentirajuce stanice (engl. antigen presenting cells, APC), dendriticne stanice

stimuliraju nezrele T-pomagacke stanice (Th0). Dendriticne stanice i druge stanice tkiva daju
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"usmjerene signale" (odredene prirodom patogena) koji upravljaju diferencijacijom T-stanica u
odredene podtipove — Thl, Th2, Th17, Treg (regulacijske T stanice) koje dalje Iuce razlicite
citokine kao $to su IFN-y, IL-4, IL-17 i tranformirajuéi faktor rasta  (engl. transforming growth
factor-p, TGF-B). Ove T stanice tada reguliraju aktivnost odredenih efektorskih stanica imunosnog
sustava, kao i sintezu B stanica, da sintetiziraju odredenu klasu antitijela kao sto su IgG, IgE ili
IgA. Citokini koji potjecu iz T-stanica igraju kljuénu ulogu kako bi doslo do odgovarajuceg
imunosnog odgovora ovisno o prirodi patogena. Desna strana slike prikazuje obranu koja ovisi o
odredenoj kombinaciji efektorskih stanica i molekula koje su pokrenute opet ovisno o kategoriji
patogena. Makrofagi i neutrofilni fagociti s komponentama komplementa i antitijelima, ve¢inom
imunoglobulinima G (1gG), dovode do efektorskih funkcija: fagocitoze i digestije ili lize
izvanstani¢nih mikroba (bakterija); stanice prirodne ubojice (engl. natural killer, NK) (bez ili s 1IgG
antitijelima). Nadalje, citotoksicne T stanice ubijaju inficirane stanice (inficirane virusom);
mastociti, bazofili i eozinofili zajedno s IgE antitijelima uzrokuju ekspulziju ili digestiju mukoznih
parazita, a IgA antitijela su prisutna na mukoznim povr§inama.

DC - dendriticne stanice (engl. dendritic cells); MC - mastociti; IL - interleukin; 1g -

imunoglobulin; IFN — interferon

1.2.1 Interleukin-1p (IL-1B)

Interleukin-1B (IL-1B) je upalni citokin koji je izrazito vazan za obranu domacina od
infekcije i ozljede (33). IL-1pB je ¢lan porodice citokina IL-1 i jedan je od najbolje istrazenih
citokina u toj porodici (33), molekulske mase od oko 17 kDa (21,24). Porodica IL-1 ukljucuje 7
liganada s aktivnosti agonista: IL-1a i IL-1pB, IL-18, 1L-33, IL-36a, B, v; tri receptora antagonista:
IL-1Ra, IL-36Ra, IL-38 i protu-upalni citokin IL-37 (34).

IL-1a i IL-1pB kodiraju razli¢iti geni, ali se vezu na isti receptor IL-1R1 (34). Razlike koje
postoje izmedu IL-1a 1 IL-1f vezane su uz stanice koje ih lu¢e i mehanizam njihovog oslobadanja,
te posjeduju sli¢ne bioloske znacajke (34). IL-1a i IL-1B su centralni medijatori kod urodene
imunosti i upale (34). U¢inci IL-1a i IL-1p na sredisnji Zivéani sustav (SZS) ukljuéuju vruéicu i
aktivaciju osi hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna zlijezda (engl. hypothalamus-pituitary-adrenal,

HPA) (34). Pri povisenoj temperaturi povecana je migracija leukocita (34). Uslijed aktivacije osi
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HPA, kortizol iz nadbubrezZne Zlijezde ima regulacijsku funkciju na urodenu imunost i upalu (34).
Znacajka reakcije akutne faze, pokrenute s IL-6, u jetri, je i amplifikacija urodene otpornosti
posredovane putem humoralnog kraka urodene imunosti (oslobada se CRP, lektin koji veze
manozu, komponente komplementa) te se regulira oste¢enje tkiva (al-antitripsin) (34). Indukcijom
adhezijskih molekula u endotelnim stanicama i s kemokinima dolazi do amplifikacije regrutacije
leukocita i urodene otpornosti na infekciju. IL-1a i IL-1p produzuju zivotni vijek i stimuliraju
efektorske funkcije neutrofila i makrofaga (34).

IL-1P sintetizira se i secernira iz hematopoetskih stanica kao S$to su monociti u cirkulaciji,
dendriti¢ne stanice koze i mikroglija stanice mozga kao odgovor na T-limfocitni receptor (TLR),
aktivirane komponente komplementa i druge citokine kao $to su TNF-a i sam IL-1 (34). Prekursor
IL-1pB se kida kaspazom-1, te se oslobada aktivni citokin koji se izluCuje u izvanstani¢ni prostor
(34). IL-1a se nalazi u jezgri stanica i funkcionira kao transkripcijski faktor, dok IL-1p nije naden
u jezgri stanice (34). IL-1o i IL-1p imaju razli¢itu ulogu u upali i karcinogenezi (34).

IL-1B je jedan od kljucnih citokina koji pokrec¢e neutrofilnu upalu u disnim putovima kod
KOPB-a (35). IL-1p inducira IL-6 i IL-8 u normalnim humanim bronhijalnim epitelnim stanicama,
te dolazi do nakupljanja i aktivacije neutrofila u di$nim putovima (35). Nadalje, posreduje u
povecanju broja T-limfocita i dendriti¢nih stanica u bronhoalveolarnom lavatu (BAL) i tkivu pluca
kod animalnog, in vitro, modela plu¢ne upale uzrokovane duhanskim dimom. Ovi tipovi stanica
dalje utjecu na oslobadanje IL-6 i IL-17, §to povecava dolazak neutrofila na mjesto upale u disnim

putovima (35,36).

1.2.2 Interleukin-2 (I1L-2)

Interleukin-2 (IL-2) ima imunostimulacijsku i imunoregulacijsku funkciju (24,37).
Interleukin-2 (IL-2) i njegov receptor IL-2R su medu prvima otkriveni i klonirani te se prou¢avaju
ve¢ preko 20 godina (37). IL-2 posjeduje molekulsku masu od oko 25 kDa (24,37). Prva otkrivena
funkcija IL-2 je bila in vitro stimulacija proliferacije i diferencijacije T-stanica, te se tada nazivao
i hormonom rasta T-limfocita (engl. T-cell growth factor, TCGF) (37). IL-2 utje¢e na homeostazu
regulacijskih T stanica (Treg) koje imaju ulogu u odrzavanju tolerancije na vlastite antigene, utjece
na aktivaciju inducirane stanicne smrti, na diferencijaciju T-stanica, razvoj proliferacijski

kompetentne memorije, u¢inkovito uklanjanje CD8+ (citotoksi¢nih) T-stanica s neinfektivnim
13



uvOoD

imunogenima, na efektorske T stanice u ne-limfati¢énim tkivima i na odrzavanje T stanica tijekom
kroni¢ne infekcije (37). IL-2 sudjeluje u aktivaciji stanica, ali moze utjecati i na smanjenje
imunosnog odgovora (37). Utjece na rast i proliferaciju razli¢itih stanica imunosnog sustava kao
Sto su NK i T stanice (38). Moze se primjeniti U imunoterapiji kod tumora (37). IL-2 se pokazao
klini¢ki koristan u terapiji karcinoma bubreznih stanica i melanoma. Ipak terapijska primjena mu
je ogranicena zbog toksic¢nosti koju izaziva pri sistemskoj primjeni. U tijeku su istrazivanja za
lokalnu primjenu IL-2 u obliku aerosola, kao dodatna terapija kod osteosarkoma s metastazama u

plu¢ima (38).

1.2.3 Interleukin-4 (IL-4)

Interleukin-4 (IL-4) je multifunkcionalni pleotropni citokin otkriven sredinom 1980-tih
godina, molekulske mase oko 12-20 kDa (24,39,40). Jedna od najvaznijih znacajki IL-4 je njegova
uloga u diferencijaciji ThO limfocita u Th2 fenotip limfocita (39,41). IL-4 dijeli sekvencijsku
homologiju, receptore na povrsini stanica, unutarstani¢nu signalizaciju i djelomi¢no funkcionalni
u¢inak s IL-13 (39). Primarno se sintetizira u aktiviranim T stanicama, ali i u mastocitima,
bazofilima i eozinofilima (39,42). IL-4 definira i regulira proliferaciju stanica, apoptozu i
ekspresiju brojnih gena u razli¢itim stanicama kao $to su limfociti, makrofagi, fibroblasti, epitelne
i endotelne stanice (39).

IL-4 i IL-13 imaju ulogu u atopiji i alergijskim bolestima (41). Smatra se da sudjeluju u
patofiziologiji astme kod proliferacije bronhijalnih fibroblasta, miofibroblasta, i glatkih miSi¢nih
stanica u di$nim putovima te dolazi do remodeliranja di$nih putova (41). IL-4 sintetiziran u T-
limfocitima, aktiviranim mastocitima i bazofilima ima ulogu u astmi jer sudjeluje u sintezi IgE,
kemotaksiji eozinofila i definira Th2 fenotip limfocita (41). IL-4 ima takoder i ulogu u sintezi IL-
5 (41). Smatra se, da bi blokiranje IL-4 moglo omoguciti kontrolu Th2 upale i smanjenje pluéne
eozinofilije posredovane putem IL-5 (41). Klinicka ispitivanja kod astme za anti-1L-4 bioloske
lijekove pitrakinra i dupilumab su pokazala smanjenu ucestalost egzacerbacija te utjecaj na FEVy
(42).
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1.2.4 Interleukin-5 (IL-5)

IL-5 ima pleiotropne u¢inke na razlicite stanice i kontrolira stvaranje i funkciju mijeloidnih
i limfoidnih stanica, molekulske je mase od oko 30-60 kDa (24,43). IL-5 se sintetizira u
hematopoetskim i ne-hematopoetskim stanicama kao $to su Th2-stanice, mast stanice, eozinofili,
NK-stanice, granulociti (43). IL-5 je citokin koji djeluje na sazrijevanje i aktivaciju eozinofila,
utjeCe na diferencijaciju B-stanica, na prekapcanje klase imunoglobulina IgH (teski lanci, engl.
heavy chains) i na sintezu IgA u mukozi (43). IL-5 je povezan s Th2 imunosnim odgovorom (43).
Tijekom upalne reakcije sudjeluje u stvaranju eozinofila, hiperreaktivnosti di$nih putova i
remodeliranju tkiva (43).

Eozinofili i klju¢ni citokin IL-5 koji utjece na eozinofile, su ukljuceni u patogenezu astme
kod vecine bolesnika, ali isto tako eozinofili su prisutni u pove¢anom broju i kod nekih bolesnika
s KOPB-om (44). Za terapiju astme su tako odobreni od FDA anti-IL-5 lijekovi: mepolizumab,
reslizumab i benralizumab. U tijeku su i klini¢ka ispitivanja kod KOPB-a s anti-1L-5 jer se smatra
da bi to mogla biti u¢inkovita dodatna terapija za bolesnike s eozinofilnim fenotipom i ucestalim

egzacerbacijama KOPB-a (44).

1.2.5 Interleukin-6 (IL-6)

IL-6 je upalni citokin koji inducira upalnu signalizaciju i odgovor na infekciju te regulira
metaboli¢ke i regeneracijske procese u stanici, ali posjeduje i protu-upalne ucinke (45). IL-6 je
glikoprotein molekulske mase 21-28 kDa (45). U klasi¢noj signalizaciji, IL-6 stimulira ciljnu
stanicu preko receptora za IL-6 (IL-6R) na stani¢noj membrani, koji se nakon vezanja liganda
povezuje sa signalnim receptorom proteinom gp130 (45). Gp130 dimerizira i dolazi do aktivacije
Janus kinaza i posljedi¢ne fosforilacije tirozinskih ostataka u citoplazmatskom dijelu gp130, te
dalje dolazi do aktivacije puta Ras/Raf/protein kinaze aktivirane mitogenom (engl. mitogen-
activated protein kinase, MAPK) (45). Aktiviraju se transkripcijski faktori i dolazi do aktivacije
ciljnih gena (45). Osim te klasi¢ne signalizacije preko IL-6R, sve stanice se mogu stimulirati preko
topljivog IL-6R, tzv. trans-signalizacijom, jer se gp130 eksprimira ubikvitarno (45).

IL-6 je pleiotropni citokin koji inducira sintezu proteina akutne faze kao §to su CRP,

serumski amiloid A (SAA), fibrinogen i hepcidin u hepatocitima dok inhibira sintezu albumina
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(46). Ima vaznu ulogu u ste¢enom imunosnom odgovoru jer stimulira proizvodnju antitijela i razvoj
efektorskih T stanica (46). IL-6 utjeCe i na diferencijaciju ili proliferaciju mnogih ne-imunosnih
stanica (46). Zbog pleiotropnog ucinka IL-6, neregulirana kontinuirana sinteza IL-6 dovodi do
razvoja razliCitih oboljenja te je IL-6 povezan s mnogim upalnim bolestima: reumatoidnim
artritisom (RA), anemijom kroni¢ne bolesti, angiogenezom i mnogim tumorima (46,47). Stoga je
I razvijeno humano antitijelo na anti-1L-6 receptor pod nazivom tocilizumab koje je odobreno za
upotrebu u terapiji RA i juvenilnog idiopatskog artritisa (46). Korist od upotrebe tocilizumaba se

razmatra u jo$ nekim oboljenjima te su u tijeku klini¢ka ispitivanja (46).

1.2.6 Interleukin-8 (IL-8)

Interleukin-8 (IL-8 ili CXCLS8) je identificiran 1987. godine kao novi tip citokina koji
aktivira i privla¢i neutrofilne granulocite (48). IL-8 spada u skupinu kemokina i tipini je
predstavnik kemokina CXC porodice (32). IL-8 se lué¢i u izvanstani¢ni prostor pod utjecajem
razli¢itih stani¢nih stimulansa (32,48). Transkripcijom gena za IL-8 nastaje protein od 99
aminokiselina te proteolitickim kidanjem nastaje bioloski aktivan oblik od 77 aminokiselina u ne-
imunosnim stanicama, a od 72 aminokiseline u monocitima i makrofagima (32,48). IL-8 ispoljava
svoje djelovanje vezanjem na specifi¢ne receptore na povrsini stanica CXCRL1 ili CXCR2 receptor
(32). Vecina stanica s jezgrom luci 1L-8 (32). IL-8 je otporan na temperaturu, proteolizu i
djelomicno kiseli mikrookolis, rano se luci u upalnom odgovoru i ostaje aktivan produljeni period
Sto ga ¢ini dobrim biomarkerom za akutne upale (32).

IL-8 se smatra upalnim medijatorom te je predloZen kao biomarker u razli¢itim klinickim
stanjima kao S§to su: kroniCni prostatitis, akutni pijelonefritis, tumor mokra¢nog mjerhura,
osteomijelitis, plu¢ne infekcije i dr. (49).

Kemokini imaju vaznu ulogu u migraciji upalnih stanica u pluca iz cirkulacije u bolesnika
s KOPB-om (50). U bolesnika s KOPB-om u uzorcima sputuma nadene su povecane koncentracije
CXCLL1 i IL-8 te korelacija s brojem neutrofila (50). Pinto-Plata i sur. su mjerili IL-8 u bolesnika s
KOPB-om te su pokazali da IL-8 ne korelira sa stupnjem GOLD-a (I-1V), za razliku od IL-6 i TNF-
a (51).
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1.2.7 Interleukin-10 (I1L-10)

Interleukin-10 (IL-10) je snazni protuupalni citokin, primarno nazvan inhibicijski faktor
sinteze citokina (engl. cytokine synthesis inhibitory factor, CSIF), zbog svoje sposobnosti da
inhibira sintezu upalnih citokina (52). Molekulska masa IL-10 je oko 18 kDa. IL-10 se sintetizira
u vecini leukocita, T 1 B stanicama, dendriti¢cnim stanicama, NK stanicama, mastocitima i
keratinocitima (52). IL-10 ima kratak poluvijek zZivota, kao i kratak raspon djelovanja. Sinteza IL-
10 u razli¢itim tipovima stanica je mozda odraz potrebe osiguranja brze dostupnosti IL-10 na
razli¢itim lokacijama (52). IL-10 djeluje putem specifi¢nih stani¢nih povrSinskih receptora (IL-
10R), koji se sastoji od dva lanca IL-10R1 i IL-10R2 (52). IL-10 ima mnogo bioloskih funkcija
kojima je cilj odrzavanje homeostaze imunosnih reakcija, inhibicija APC-a, smanjenje ekspresije
MHC klase I, smanjenje ekspresije CD80 (T-stani¢ni kostimulator), inhibicija sinteze citokina u
Th1i Th2 limfocitima, IL-1B, kemokina, MMP-ova te inhibicija sinteze IgE i aktivacije eozinofila
(50,52,53). IL-10 takoder posjeduje i specijalne uloge, npr. Treg koriste 1L-10 za potiskivanje upale
I autoimunosti (52).

1.2.8 Interleukin-12 p70 (I1L-12p70)

Interleukin-12 (IL-12) je citokin koji se sintetizira uglavnhom u mijeloidnim stanicama,
dendriti¢nim stanicama i makrofagima, kao odgovor na infektivne uzro¢nike i druga ostecenja (54).
Spada u porodicu citokina IL-12 uz IL-15, IL-23 i IL-27 (55). IL-12 ima molekulsku masu od 24-
70 kDa, ovisno o molekularnom obliku (21). IL-12 poti¢e stvaranje Thl stanica, koje sintetiziraju
IFN-y prilikom aktivacije CD4+ T-stanica. IL-12 iz makrofaga utje¢e na sintezu IFN-y u NK-
stanicama tijekom infekcije unutarstaniénim parazitima te doprinosi zastiti tijekom akutne
infekcije (56,57). Ovi pronalasci su otkrili postojanje osi citokina u kojima mijeloidne stanice koje

stvaraju IL-12 poti¢u proizvodnju IFN-y u limfoidnim stanicama i doprinose rezistenciji na
infekciju (56,57).
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1.2.9 Interferon-y (IFN-y)

Interferoni (IFN) su primarno otkriveni kao agensi koji interferiraju s replikacijom virusa
(58). U pocetku su se klasificirali ovisno o stanicama koje ih izlucuju, medutim danas se
klasificiraju u tip I i tip II prema specifi¢nosti receptora i sekvencijskoj homologiji (58). Tip | IFN
se sastoje od podtipova multiplih IFN-a (14-20, ovisno o vrsti), IFN-B, IFN-® i IFN-t, svi su
strukturno sli¢ni i vezu se na isti zajednicki heterodimerni receptor. Vecina stanica sintetizira IFN
I u malim koli¢inama, ali hematopoetske stanice sintetiziraju najvise IFN-a i IFN-o, a fibroblasti
IFN-pB (58).

IFN-y je jedini predstavnik tipa II IFN, strukturno je razli¢it od IFN I, veze se na drugi
receptor i kodira se na drugom kromosomskom lokusu (58). Molekulska masa mu je oko 20-70
kDa (21,24). IFN-y se stvara u CD4+ Th limfocitima (Th), CD8+ T-limfocitima, NK stanicama,
B-stanicama i APC stanicama. Sintezu IFN-y nadziru citokini IL-12 i IL-18 koje stvaraju APC-ovi
(58). Negativni regulatori sinteze IFN-y su: IL-4 i IL-10, TGF-B i glukokortikodi (58).

IFN-v je citokin koji ima razli¢ite funkcije u stanicama jer kontrolira transkripciju imunosno
relevantnih gena (58). Utjece na privlacenje leukocita, rast, sazrijevanje i diferencijaciju mnogih
stanica, na aktivnost NK stanica i makrofaga, na regulaciju funkcije B-limfocita za proizvodnju
imunoglobulina. IFN-y sudjeluje u regulaciji procesa prepoznavanja patogena, u procesiranju i
prezentaciji antigena, inhibiciji proliferacije stanica, ima u¢inak na proces apoptoze, aktiviranje
efektorskih mikrobicidnih u¢inaka, imunomodulaciju i migraciju leukocita (58). Sudjeluje u
signalizaciji i odgovoru na patogen zajedno s drugim citokinima, kao $to su TNF-a, IL-4, tip | IFN

i lipopolisaharidi (58).

1.2.10 Cimbenik tumorske nekroze-a (TNF-a)

Cimbenik tumorske nekroze (engl. tumor necrosis factor, TNF) je otkriven 1975. godine
kao molekula koju oslobadaju stanice domacina pod utjecajem endotoksina, te uzrokuje nekrozu
tumora in vitro (59). TNF je i dobio ime po svojem djelovanju na nekrozu tumora, in vivo i in vitro
(60). Tijekom klinickih ispitivanja TNF je pokazao brojne nuspojave, kao zimice, tresavice,
tahikardiju, hipertenziju, mucninu i druge, te je nada da je TNF lijek za tumore napustena (60-62).

Ipak, potencijal za blokiranje djelovanja TNF-a u upalnim bolestima, zbog dugog poluzivota i in
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vivo sigurne primjene imunoglobulina (lIg), je sugerirao da bi upotreba anti-TNF antitijela
poboljsala upalno stanje u kojem posreduje TNF (60). Trenutno su u svijetu dostupni lijekovi koji
se temelje na blokiranju TNF-a kao §to su etanercept, infliximab, adalimumab i drugi kao terapija
za neke bolesti kao §to su reumatoidni artritis (RA), ankilozantni spondilitis, Crohnova bolest,
ulcerozni kolitis i psorijaza (60).

TNF se danas smatra citokinom koji ima najsiri raspon pleiotropnog djelovanja od svih
citokina, a djelovanje TNF-a je prisutno u svim bioloskim sustavima od imunosnog do sredi$njeg
ziv€éanog sustava (60). TNF je transmembranski protein od 26 kDa koji se eksprimira u gotovo
svim aktiviranim monocitima/makrofagima, NK i T-stanicama, ali i stanicama koje nisu dio
imunosnog sustava kao S§to su endotelne sanice i fibroblasti (60,63,64). TNF stimulira
transkripcijski faktor NF-«B te posljedi¢no dolazi do indukcije arahidonske kiseline, leukotrijena
(LT), prostaglandina (PG) i to objasnjava uc¢inke TNF-a na razli¢ite stanice (60). Uz to, TNF u
imunosnim stanicama poti¢e kaskadu djelovanja citokina i kemokina (60). TNF utjeCe na
diferencijaciju monocita/makrofaga, poti¢e aktivaciju proliferacije B-limfocita i fibroblasta, na
autokrino povecanje ekspresije receptora za TNF, te inducira upalu i ¢esto djeluje zajedno s IL-13
(60). Ovisno o vrsti stanice u kojoj se sintetizira ili na koju djeluje, TNF, s ili bez IL-1B snazno
inducira IL-6 i sam TNF (60). Do porasta koncentracije IL-6 u cirkulaciji ¢ovjeka dolazi pod
utjecajem TNF-a ili tijekom bakterijske infekcije. Zajedno su ovi citokini centralni medijatori
endotoksi¢nog Soka koji se fizioloski regulira preko sinteze topljivog antagonista receptora za IL-

1 i/ili topljivog TNF-receptora (60).

1.2.11 Cimbenik tumorske nekroze-p (TNF-p)

Cimbenik tumorske nekroze-p (TNF-) ili limfotoksin-o. (LT-a) ima sli¢nu biolosku
aktivnost kao i TNF-a (65). Prvi put je opisan 1968. godine kao citotoksi¢ni ¢imbenik kojeg
proizvode T-limfociti nakon stimulacije antigenom ili mitogenom (66). Uzrokuje direktnu citolizu
tumorskih stanica in vitro i posjeduje protuproliferativnu aktivnost na tumorske stani¢ne linije, kao
i TNF-a (65). TNF-B pokazuje 30 % homologiju u primarnom slijedu aminokiselina s TNF-a, kao
i sli¢nost u tercijarnoj i kvarternoj strukturi. TNF-f je topljivi homotrimer koji se sastoji od 17 kDa
monomera i veze se na TNF receptore 112 (TNFR1 i TNFR2) kako bi ispoljio svoju biolosku

aktivnost (66). TNF-B se eksprimira u CD4+ Thl stanicama, CD8+ stanicama, NK stanicama, B
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stanicama i makrofagima (66). LT-o ima specifi¢nu ulogu u razvoju i funkciji imunoloskog
sustava, poglavito u razvoju limfoidnih organa, organizaciji i odrzavanju limfoidnog mikrookolisa,
zastiti domacina i upali (66). Ipak, vecina ovih istrazivanja je provedena na genetski deficijentnim

misevima i uloga TNF-B kod ljudi nije do kraja razjaSnjena (66).
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1.3 Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest (KOPB)

1.3.1 Definicija kroni¢ne opstrukcijske plu¢ne bolesti

Definicija kroni¢ne opstrukcijske pluéne bolesti (KOPB), prema Globalnoj strategiji za
dijagnosticiranje, lijecenje i prevenciju KOPB-a (engl. Global Initiative for Chronic Obstructive
Lung Diseases, GOLD) je:

"KOPB ucestala je bolest koja se moze sprijeciti 1 lijeciti, a karakterizirana je trajnim
progresivnim smanjenjem protoka zraka kroz diSne putove 1 povezana je s kroni¢nim upalnim
odgovorom u di$nim putovima i plu¢ima na Stetne Cestice ili plinove. Egzacerbacije i komorbiditeti
doprinose ukupnoj tezini klini¢ke slike u pojedinih bolesnika" (7).

Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization, WHO) predvida da
¢e do 2030. godine KOPB postati tre¢a bolest po mortalitetu u svijetu (67). Prema zadnjim
podacima WHO-a tijekom 2016. godine prevalencija KOPB-a u svijetu je iznosila 251 milijuna
slucajeva (67). KOPB je globalno uzrokovao 3,17 milijuna smrti u 2015. godini, §to ¢ini ukupno 5
% smrtnih slucajeva tijekom te godine (67). Najéesc¢i rizi¢ni ¢imbenici za KOPB su duhanski dim
(oko 80 % oboljelih), a kao uzro¢ni ¢imbenici se navode jos i zagadenje zraka, losa prehrana,
profesionalni rizik, uz vanjsko i unutarnje zagadenje zraka nastalo sagorijevanjem dizelskog
goriva, kao i genski rizi¢ni ¢imbenici od kojih je najbolje opisana deficijencija az-antitripsina
(7,68). Klinicka dijagnoza KOPB-a se postavlja spirometrijskim tehnikama sto je "zlatni standard"
za dijagnozu KOPB-a kao i za pracenje bolesti (7,69). Spirometriju je potrebno napraviti u
bolesnika s kroni¢nim kaSaljem i iskaSljavanjem, osobito ako se radi 0 pusacu, ¢ak i bez tegoba
(7,69). Kod KOPB-a smanjene su vrijednosti forsiranog izdisajnog volumena u 1 sekundi (FEV1)
i forsiranog vitalnog kapaciteta (FVC) (7,69). Nalazi post-bronhodilatacijskog testa FEV1 < 80 %
i FEV1/FVC <70 % potvrduju prisutnost smanjenja protoka zraka i time dijagnozu KOPB-a (7,69).
Klini¢ka dijagnoza KOPB-a se razmatra kod svakog bolesnika sa simptomima dispneje, kroni¢nog
kaslja ili kod povecanog stvaranja sputuma, te ako bolesnik ima u anamnezi pusenje ili neki drugi
rizi¢ni ¢imbenik za KOPB (7,69). Dispneja ili zaduha je neugodan subjektivni osjecaj poteskoce u
disanju, a najcesc¢a je u fizickom naporu (7,69). Procjena bolesnika s KOPB-om se temelji na
simptomima, riziku egzacerbacija, spirometrijskim pokazateljima i na identifikaciji komorbiditeta
(7,69). Procjena bolesnika je nuzna zbog odredivanja tezine bolesti i terapije te zbog rizika za

razvoj buduc¢ih dogadaja (egzacerbacije, primitak u bolnicu, smrt). Upitnici kao $to su KOPB
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upitnik (engl. COPD Assesment test, CAT) ili klinicki KOPB upitnik (engl. Clinical COPD
Questionnaire, CCQ) se preporucuju za procjenu simptoma. Modificirana skala britanskog
Medicinskog istrazivackog vije¢a, mMMRC (engl. British Medical Research Council, nNMRC) pruza
procjenu za kratko¢u daha (7,70).

Egzacerbacija u KOPB-u je akutni dogadaj karakteriziran pogorSanjem respiracijskih
simptoma koji su izvan uobicajenih normalnih dnevnih varijacija i zahtjevaju promjenu u lijecenju
(7,69). Bolesnici s KOPB-om ¢esto imaju i druge bolesti (komorbiditete) koje imaju znacajan
utjecaj na prognozu bolesti (7,69).

Terapija koja se u danasSnje vrijeme koristi za KOPB ne sprijecava daljnji razvoj bolesti niti
zaustavlja upalni proces u KOPB-u. Prestanak pusenja najucinkovitija je mjera u cilju smanjenja
rizika za nastanak i usporenja progresije KOPB-a, medutim dugoro¢no mnogi bolesnici opet po¢nu
pusiti (68,71).

Farmakoloska terapija za KOPB se koristi za smanjenje simptoma bolesti, smanjenje
ucestalosti i1 tezine egzacerbacija, poboljSanje zdravstvenog statusa i bolju toleranciju na fizicku
aktivnost (7). Bronhodilatori su temelj za terapiju simptoma kod KOPB-a (7). Koristi se terapija
za inhaliranje, te fB2-agonisti, antikolinergici, teofilin ili kombinacije koje ovise o simptomima
bolesnika. Bronhodilatori s produzenim djelovanjem smanjuju egzacerbacije, simptome i bolni¢ko
lijeCenje (7). Tiotropijum poboljsava pluénu rehabilitaciju (7). Inhalacijski kortikosteroidi (engl.
inhalation corticosteroids, ICS) se koriste u bolesnika s FEV1 < 60 % predvidenog, te se smanjuju
simptomi bolesti 1 poboljSava se funkcija pluc¢a, smanjena je ucestalost egzacerbacija 1 bolja je
kvaliteta Zivota (7). Takoder se daje i kombinacija terapije ICS-a i bronhodilatatora. Oralni
kortikosteroidi se ne preporucuju. Inhibitori fosfodiesteraze-4, kao $to je roflumilast, Smanjuju
ucestalost egzacerbacija u bolesnika s KOPB-om u stadijima GOLD 3 i GOLD 4 (7).

Tablica 2. prikazuje klasifikaciju bolesnika s KOPB-om temeljenu na spirometrijskim

pokazateljima, odnosno po stupnju tezine ogranic¢enja protoka zraka (7).
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Tablica 2. Klasifikacija tezine KOPB-a temeljena na spirometrijskim pokazateljima, na temelju
FEV1 nakon primjene bronhodilatatora, u bolesnika s FEV1/FVC < 0,70. Tablica preuzeta iz (7).

GOLD 1 Blaga FEV1 > 80 % predvidenog
GOLD 2 Umjerena 50 % < FEV1<80 % predvidenog
GOLD 3 Teska 30 % < FEV1<50 % predvidenog
GOLD 4 Jako teska FEV1<30 % predvidenog

FEV1- forsirani izdisajni volumen u 1 sekundi; GOLD - Globalna strategija za dijagnosticiranje,
lije¢enje i prevenciju KOPB-a (engl. Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Diseases,
GOLD)

Slika 4. prikazuje redefiniranu procjenu bolesnika po ABCD Kklasifikaciji (7). U obzir se
uzimaju spirometrijski pokazatelji, procjena dispneje po mMRC skali ili simptoma po CAT-u i
ucCestalost egzacerbacija tijekom zadnje godine (7). Ova Kklasifikacija doprinosi odluci o

individualnoj terapiji za bolesnika npr. da li treba smanjiti ucestalost egzacerbacija ili simptome u

bolesnika (7).
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Slika 4. Redefinirana procjena bolesnika po ABCD klasifikaciji. Slika preuzeta iz (7).

FEV1- forsirani izdisajni volumen u 1 sekundi; FVC- forsirani vitalni kapacitet; mMRC-

modificirana skala britanskog Medicinskog istrazivackog vijeca (engl. British Medical Research
Council, MMRC); CAT- KOPB upitnik
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1.3.2 Patogeneza i patofiziologija kroni¢ne opstrukcijske pluéne bolesti

KOPB je karakterizirana progresivnom opstrukcijom di$nih putova koja nije potpuno
reverzibilna, a uzrokovana je neprimjerenim upalnim odgovorom na dugotrajnu izloZenost Stetnim
tvarima, posebno duhanskom dimu (7). Najznacajniji mehanizmi u patogenezi KOPB-a su
kroni¢na upala, oksidacijski stres i neravnoteza proteaza i antiproteaza (72—74).

KOPB je kompleksna upalna bolest u kojoj dolazi do porasta broja upalnih stanica:
makrofaga, T-limfocita, B-limfocita i neutrofila u alveolama, malim di$nim putovima i plu¢ima
(75). Opseg upale je povezan sa stupnjem prisutne opstrukcije (75). Medusobni odnos ovih upalnih
stanica i vrijeme njihova pojavljivanja je za sada jos priliéno nepoznato (75). Upalne i neke
strukturne stanice otpustaju upalne medijatore koji sudjeluju u patofizioloskom procesu KOPB-a
(75). Identifikacija upalnih medijatora i njihovo otpustanje iz upalnih i strukturnih stanica te
njihove medusobne interakcije su vazne za razumijevanje patofiziologije KOPB-a kao i za razvoj
moguce terapije (75). Upalni medijatori koji su do sada istrazivani i sudjeluju vjerojatno u procesu
razvoja bolesti su lipidni medijatori (prostanoidi, leukotrijeni (LT), faktor aktivacije trombocita),
ROS, NO, peptidni medijatori (endotelini, bradikinin, tahikinini), kemokini, citokini, faktori rasta
i proteaze (76). U KOPB-u makrofagi disnih putova aktivirani s ekstraktom duhanskog dima
secerniraju upalne proteine koji sudjeluju u upalnoj reakciji. Neutrofilne granulocite privlaci IL-8,
onkogen-a povezan s rastom (engl. growth-related oncogene—a, GRO-a) i LT-B4 (LTB4), monocite
privlaci kemotakticki protein-1 za makrofage (MCP-1), limfocite protein induciran interferonom-
v (IP-10), monokin induciran interferonom-y (Mig) i T-stani¢ni a-kemoatraktant induciran
interferonom (I-TAC). Oslobadaju se enzimi kao Sto su MMP-ovi i1 katepsini koji uzrokuju
elastolizu (gubitak elasti¢nosti) pluca te kona¢no doprinose stvaranju emfizema (76). Fibrozi
pluénoga tkiva doprinose TGF-P 1 faktor rasta vezivnog tkiva (engl. connective tisuue growth
factor, CTGF) (76). Makrofagi takoder stvaraju ROS i NO koji zajedno doprinose stvaranju
peroksinitrita te doprinose rezistenciji na steroide koji se primjenjuju u terapiji kod KOPB-a (76).

Patoloske promjene u KOPB-u naposljetku uzrokuju hipersekreciju mukusa, disfunkciju
cilija, opstrukciju disnih putova, abnormalnosti u izmjenama plinova, pluénu hipertenziju te su
prisutni 1 sistemski ucinci (72,73,77). Hipersekrecija sluzi i disfunkcija cilija dovodi do
produktivnog kroni¢nog kaslja Sto je karakteristicno za kroni¢ni bronhitis. Medutim, nije nuzno

prisutna opstrukcija disnih putova jer nemaju svi bolesnici s KOPB-om hipersekreciju mukusa.
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Ogranicenje protoka zraka u izdisaju glavni je znak patofizioloske promjene u KOPB-u, koja je
uzrokovana fiksnom opstrukcijom disnih putova i povecanjem pluéne rezistencije. Abnormalna
izmjena plinova u uznapredovalom stadiju KOPB-a je karakterizirana hipoksemijom s ili bez
hiperkapnije. Poremecaj distribucije odnosa ventilacije i perfuzije, koji se javlja zbog anatomskih
promjena u KOPB-u je glavni uzrok abnormalne izmjene plinova. Pluéna hipertenzija se razvija
kasno u KOPB-u, ¢emu doprinosi plu¢na arterijska konstrikcija zbog hipoksemije, disfunkcija
endotela, remodeliranje pluéne arterije i destrukcija pluénih kapilara. Strukturne promjene u
pluénim arteriolama dovode do plu¢ne hipertenzije i hipertrofije desnog ventrikula ili disfunkcije
te razvoja pluénog srca (69,73).

Kroni¢na upala koja je prisutna u disnim putovima, pluénom parenhimu i krvnim Zzilama
(pluénim arterijama) posjeduje i sistemske uc¢inke. Dolazi do suzavanja malih disnih putova, do
fibroze perifernih di$nih putova, hipertrofije glatke muskulature i vrcastih stanica kao i do
hipersekrecije sluzi. U parenhimu plu¢a dolazi do destrukcije medualveolarnih pregrada, smanjenja

elasticiteta pluca te nastaje emfizem (76,78).
Neutrofilni granulociti

Neutrofilni granulociti (neutrofili) su stanice koje predstavljaju prvu liniju obrane u
imunosnom sustavu te otpustaju ROS, upalne citokine, lipidne medijatore, antibakterijske peptide
i enzime koji oStecuju tkivo (79). Neutrofili sudjeluju u stvaranju mukozne metaplazije te u
destrukciji pluénog tkiva kod emfizema (79). Inhalacija duhanskog dima dovodi do poveéanja
broja neutrofila u submukozi i epitelu disnih putova, iako su neutrofili predominantno prisutni u
lumenu di$nih putova (77). Neutrofili i CD8+ limfociti u bolesnika s KOPB-om su povecani u
sputumu i BAL-u (80,81). Napredovanjem bolesti, neutrofilija postaje sve izrazenija (77). Uloga
neutrofila u KOPB-u i u razvoju opstrukcije diSnih putova je potvrdena na temelju povezanosti
izmedu broja neutrofila i FEV1 kao mjere opstrukcije (77). Nekoliko studija s pusa¢ima je pokazalo
da postoji znacajan obrnuti odnos broja neutrofila u perifernoj krvi i FEV1 (77). Sadrzaj duhanskog
dima, osobito nikotin, uzrokuje kemotaksiju neutrofila, aktivaciju makrofaga iz pluca, bronhalnog
i alveolarnog epitela te dolazi do oslobadanja kemokina koji dovode do priljeva neutrofila (77).
Povecane vrijednosti LTB4, IL-8 i TNF-a koji su svi jaki kemokini neutrofila su izmjereni u BAL-
u i sputumu bolesnika s KOPB-om (77). Kod bivsih pusaca jednom zapoceta upalna reakcija,

uzrokovana duhanskim dimom, ponavlja se spontano ¢ak i kada nema vise stimulacije duhanskim
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dimom. Kod nekih osoba kod kojih se upalna reakcija spontano ponavlja dolazi do razvoja KOPB-
a, dok kod drugih dolazi do oporavka, iako to zasad nije u potpunosti jasno (77). Egzacerbacije u
KOPB-u su naj¢e$¢e sekundarne zbog virusne ili bakterijske upale u plu¢ima (82-84). Kao
posljedica upalnog odgovora na infekciju dolazi do povecanja broja neutrofila, te do povecanja IL-
8 i time porasta broja neutrofila u diSnim putovima tijekom egzacerbacije KOPB-a (82-84).
Infiltracija neutrofila i CD8+ T-limfocita povecana je u glatkim miSi¢nim stanicama di$nih putova

bolesnika pusaca s KOPB-om u usporedbi sa zdravim ispitanicima (82—84).

Monociti/makrofagi

Makrofagi su porodica mononuklearnih leukocita koji su $iroko rasprostranjeni u tkivima i
sudjeluju u upalnom i imunosnom odgovoru (85). Fenotip makrofaga ovisi o mikrookolisu tkiva u
kojem se nalazi. Alveolarni makrofagi potje¢u od monocita iz cirkulacije i od proliferirajucih
prekursora makrofaga u intersticiju pluca (85). Monociti/makrofagi su vazne efektorske stanice u
KOPB-u jer lu¢e ROS, proteine izvanstani¢nog matriksa i lipidne medijatore, prostaglandine, LT-
e, citokine, kemokine i MMP-ove (86,87). Pod utjecajem duhanskog dima dolazi do povecanja
broja neutrofila i makrofaga u disnim putovima (85). Histoloske studije bronhalnih bioptata i
pluénog parenhima kod pusSaca pokazuju dominantno makrofage i CD8+ T stanice na mjestima
destrukcije parenhima (85). Makrofagi igraju vaznu ulogu u zapocinjanju neutrofilnog upalnog
odgovora kod pusaca (85). Alveolarni makrofagi se aktiviraju nakon izlaganja duhanskom dimu, a
nakon aktivacije kemokinima, LT i neutrofilima; makrofagi i CD8+ i CD4+ T-limfociti se

akumuliraju i to se nastavlja tijekom vremena (85).
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T-stanice

T-limfociti ¢ine vecinu limfocita u plu¢ima kod zdravih osoba. Locirani su u diSnim
putovima, alveolarnom epitelu i intersticiju. U BAL-u se obi¢no nalazi manje od 1x108 limfocita.
Kod zdravih osoba, nepusaca, CD4+ i CD8+ limfociti su prisutni u jednakim omjerima kao i u
perifernoj cirkulaciji (28). Kod KOPB-a neki podaci govore da prevladava Thl odgovor, dok u
astmi prevladava Th2 odgovor i obrazac citokina (28). Ipak, u KOPB-u se nalaze i aktivirani Thl
i Th2 limfociti te se smatra da obje vrste stanica doprinose patogenezi bolesti (88). Th17 stanice su
subpopulacija CD4+ stanica koje imaju ulogu u upalnim i autoimunim bolestima, te novija
istrazivanja ukljucuju i Th17 stanice u patogenezu KOPB-kao i 1L-17 kojeg te stanice luce (50,88).

U KOPB-u je imunosni upalni odgovor karakteriziran makrofagima, neutrofilima, CD4+ i
CDB8+ T-limfocitima s dominacijom CD8+ T-limfocita u diSnim putovima i parenhimu pluca, a u
astmi s T-limfocitima, eozinofilima i mastocitima (28,76,89,90). Ipak, imunosni odgovor na
stimulaciju antigenom ovisi o obrascu citokina koji se otpusta iz aktiviranih CD4+ i CD8+ T-
limfocita (28).

Smatra se da CD8+ T-stanice induciraju upalu pluca i emfizem kod KOPB-a na nacin da
sintetiziraju granzim B, perforin i druge upalne medijatore (87,91-93). U plu¢nom parenhimu i
disnim putovima se akumuliraju CD8+ T-stanice te postoji povezanost s tezinom opstrukcije disnih
putova (89,90). Aktivirane CD8+ T-stanice se diferenciraju u razli¢ite subpopulacije: Tcl stanice
koje stvaraju IFN-y, Tc2 stanice koje stvaraju IL-4 i Tc17 stanice koje stvaraju IL-17. Te stanice

sintetiziraju odredene obrasce citokina i transkripcijskih faktora (94,95).
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1.3.3 Komorbiditeti kroni¢ne opstrukcijske pluéne bolesti

Komorbiditeti u bolesnika s KOPB-om su Cesti i imaju znac¢ajan utjecaj na prognozu bolesti.
Glavni i naj¢es¢i komorbiditeti u bolesnika s KOPB-om su kardiovaskularne bolesti ukljucujuéi
ishemijsku bolest srca, zatajenje rada srca, fibrilaciju atrija i hipertenziju (7). U bolesnika s KOPB-
om osteoporoza, anksioznost, depresija i oste¢ena kognitivna funkcija ¢esto nisu dijagnosticirane
(7). U bolesnika s blagim KOPB-om povecana je i ucestalost tumora pluca te je ovo najces¢i uzrok
smrti (7). TeSke respiracijske infekcije su Ceste u bolesnika s KOPB-om (7). Prisutnost
komorbiditeta ne bi trebala imati utjecaj na terapiju za KOPB, a komorbiditet bi trebalo lijeciti kao
da bolesnik nema KOPB (7).

KOPB je upalna bolest disnih putova, glavno obiljezje bolesti je prisutna kroni¢na upala, a
patofizioloske i patoanatomske promjene prisutne kod KOPB-a u disnim putovima i plu¢nom
parenhimu vode i ostecenju funkcije razli¢itih organskih sustava, pa KOPB predstavlja slozenu
multisistemsku i multikomponentnu bolest (96). U bolesnika s KOPB-om komorbiditeti mogu
nastati kao posljedica sistemske upale koja je prisutna u bolesnika (96). Sistemska posljedica
KOPB-a je disfunkcija skeletnih misica koja nastaje kao posljedica kroni¢ne upale i hipoksemije
(96). Smatra se da TNF-a aktivira ekspresiju upalnih gena za citokine i time poti¢e upalu (96-98).
U razvoju osteoporoze u KOPB-u smatra se da klju¢nu ulogu imaju upalni citokini TNF-a, IL-6 i
IL-1p koji utjecu na aktivnost osteoklasta (96,99). Anemija je takoder Cesto prisutna u bolesnika s
KOPB-om. Smatra se da i u razvoju anemije ulogu igra pusenje, malnutricija i sistemska upala te
da u tome sudjeluju citokini poput IL-6, IL-8 i TNF-o te CRP koji doprinose smanjenju broja
eritrocita, iskori$tavanju Zeljeza i rezistenciji na eritropoetin (96,100).

U bolesnika s KOPB-om s perifernom upalom pluca dolazi do "prelijevanja" medijatora
upale u sistemsku cirkulaciju, sto uzrokuje slabost skeletnih misica, kaheksiju i poveéava sklonost
razvoju kardiovaskularnih, metabolickih i ko$tanih bolesti te depresije (74,101). U bolesnika dolazi
do povecanja koncentracije citokina i proteina akutne faze u cirkulaciji, a njihov utjecaj na razvoj
komorbiditeta u KOPB-u prikazan je na Slici 5. (74,101). Opstrukcija di$nih putova utjeCe na
smanjenje fizicke aktivnosti i uzrokuje hipoksiju Sto doprinosi slabosti misi¢a kao 1 prisutnim
komorbiditetima (101). Genska predispozicija vjerojatno doprinosi razvoju KOPB-a kao i
komorbiditeta kod pusaca (101).
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Slika 5. Prikaz utjecaja duhanskog dima i onec¢iS¢enja iz zraka na sistemsku upalu prisutnu u
KOPB-i, te utjecaj citokina i proteina akutne faze na razvoj komorbiditeta u KOPB-i. Slika preuzeta
iz (74,101).

CCF - kongestivno zatajenje srca (engl. congestive cardiac failure, CCF); CRP - C-reaktivni

protein, SAA - serumski amiloid A; IL - interleukin; TNF-a - ¢imbenik tumorske nekroze-a
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1.3.4 Fenotipovi kroni¢ne opstrukcijske pluéne bolesti

Klasifikacija KOPB-a se temelji na stupnju nepotpune reverzibilne opstrukcije (padu
FEV1). Primjeceno je, medutim da to nuzno ne odrazava fenotipsku heterogenost populacije
oboljelih koji, iako svi boluju od KOPB-a, imaju vrlo razli¢ite osobine (102,103). Dornhorst je jo$
1950. godine opisao razliku izmedu fenotipova "pink puffer' (ruzicasti puhaljko), u kojem dominira
emfizem, i "blue bloater" (modri napuhanko), u kojem je dominantan kroni¢ni bronhitis.

U novijim istrazivanjima za grupiranje heterogenih osobina u relativno homogene skupine,
pri ¢emu Su subjekti iste skupine sli¢niji jedni drugima nego subjektima iz drugih grupa, koriste se
klasterske analize. Iz takvih klasterskih analiza je proizasla klasifikacija fenotipova KOPB-a
(102,103). Tako su se identificirali osnovni fenotipovi KOPB-a: fenotip Cestih egzacerbacija,
emfizem — fenotip hiperinflacije, fenotip kroni¢nog bronhitisa, fenotip sa sistemskom upalom,
fenotip brzoga gubitka plu¢ne funkcije, sindrom preklapanja KOPB-ASTMA (ACOS — od engl.
Asthma-COPD Overlap Syndrome) (103). lako su u brojnim studijama prikazani i drugi fenotipovi,

ovi su najéesci (103).
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1.3.5 Kronicna opstrukcijska plu¢na bolest i statini

Danas dostupna terapija za KOPB, za sada, ne zaustavlja progresiju bolesti. Jedino
prestanak pusenja usporava razvoj bolesti i produzuje Zivotni vijek bolesnika.

Statini su pokazali pleiotropni u¢inak u odredenim bolesnim stanjima kao §to su, naravno
kardiovaskularne, ali i infektivne i pluéne bolesti (5). Obzirom da je KOPB kroni¢na upalna bolest
pluca sa sistemskom upalom, smatra se da bi lijekovi koji utjecu na prisutni upalni proces mogli
doprinijeti boljitku u bolesnika s KOPB-om (5,8). Postoje studije koje pokazuju da bi upotreba
statina u bolesnika s KOPB-om mogla imati utjecaj na usporavanje razvoja bolesti (9).
Retrospektivne studije su pokazale da bolesnici s KOPB-om na terapiji sa statinima imaju manji
mortalitet, manji broj hospitalizacija i smanjenu uporabu antibiotika (10,11). Ajmera i sur. su u
opservacijskoj retrospektivnoj studiji procjenili da je u novodijagnosticiranih bolesnika s KOPB-
om koji su statine uzimali dulje od 120 dana (4 mjeseca) smanjena ucestalost egzacerbacija i
hospitalizacija (104). Takoder, bolesnici s KOPB-om i komorbiditetima su imali dodatne Kkoristi
od terapije koje se tumace protuupalnim u¢incima statina (104).

Dokazi iz humanih i animalnih studija pokazuju da su imuno-modulacijski uéinci statina
prisutni i u sistemskoj i plu¢noj cirkulaciji i mogu doprinijeti protuupalnom ucinku kod KOPB-a
(10). Mehanizmi ovih uéinaka statina vjerojatno ukljucuju interferenciju s adhezijom i
proliferacijom stanica, stimulaciju procesa apoptoze i promjene u oslobadanju citokina (5). Brojne
studije u bolesnika s kardiovaskularnim oboljenjima su pokazale da statini smanjuju koncentraciju
proteina akutne faze poput CRP-a i to nezavisno od svog djelovanja na smanjenje koncentracije
lipida, $to govori u prilog za njihovu potencijalnu uporabu kod upalnih bolesti (5).

Lee i sur. su u randomiziranoj studiji u bolesnika s KOPB-om na terapiji pravastatinom
tijekom 6 mjeseci, primjetili smanjenje koncentracije CRP-a i IL-6 u plazmi bolesnika na statinima
u odnosu na kontrolnu skupinu (105). Ipak, utjecaj pravastatina na funkciju plu¢a kod bolesnika S
KOPB-om u toj studiji nije primjecen (105). Smatra se da bi bolesnici s KOPB-om kod kojih je
prisutna veéa koncentracija CRP-a, koji se smatra prediktorom mortaliteta i morbiditeta, mozda
mogli biti skupina bolesnika s KOPB-om koja ¢e imati vece koristi od upotrebe statina (5). Naime,
predlozene novije podjele bolesnika s KOPB-om po fenotipu ukljucuju fenotip sa sistemskom
upalom (103).
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Lyngdoh i sur. su ispitivali utjecaj statina na koncentraciju CRP-a i protuupalnih citokina
IL-1B, IL-6 1 TNF-o kod zdravih ispitanika bijele rase, te su dokazali da statini imaju ucinak na
smanjenje koncentracije CRP-a, ali ne i na koncentraciju citokina (106).

Frost i sur. su u jednoj studiji ispitivali povezanost uporabe statina i smanjenja rizika
mortaliteta od influenze i pneumonije kod KOPB-a te uocili da su ispitanici koji su koristili

umjerenu dozu statina imali manju stopu mortaliteta kod ovih oboljenja (107).
1.3.6 Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest i citokini

Citokini imaju klju¢nu ulogu u lokalnoj i sistemskoj upali u bolesnika s KOPB-om (75).
Pluca su posebno ovisna o regulaciji imunosnog i upalnog odgovora zbog izlaganja velikom broju
Stetnih plinova i Cestica tijekom izmjene plinova u plu¢ima (85,108). Citokini prisutni u plu¢ima
reguliraju i pocetak i odrzavanje imunosnog i upalnog odgovora (108). Citokini: 1) iniciraju i
amplificiraju upalu; 2) induciraju aktivaciju makrofaga neovisnu o T-stanicama; 3) reguliraju
sazrijevanje i diferencijaciju dendriticnih stanica; 4) reguliraju aktivaciju i diferencijaciju T-
stanica; 5) modificiraju strukture vezivnog tkiva; 6) reguliraju rast krvnih zila (108).

Upalni citokini i proteini akutne faze povecani su u bolesnika sa stabilnim KOPB-om kao
i pri egzacerbacijama KOPB-a te su povezani s pluénom i sistemskom upalom (109). Upalni
citokini, kao §to su TNF-a, IL-1B, IL-6, su povecani u bolesnika s KOPB-om i ¢ini se da
amplificiraju upalu, djelomi¢no preko aktivacije NF-xB, §to dovodi do povecane ekspresije mnogih
upalnih gena (47). Patts i sur. su pokazali da su IFN-y i TNF-a iz CD8+ T-limfocita povecani u
bolesnika s KOPB-om u odnosu na zdrave ispitanike te da postoji korelacija izmedu tih dvaju
citokina i GOLD stupnja KOPB-a (110).

Aaron i sur. su ispitivali biomarkere u serumu i sputumu bolesnika s KOPB-om. Vrijednosti
IL-6 i IL-8 u serumu su bile ispod granice detekcije testa za neke bolesnike s KOPB-om i vecinu
kontrolnih ispitanika (111). CRP, mijeloperoksidaza, vaskularni endotelni faktor rasta (engl.
vascular endothelial growth factor, VEGF) i eotaksin-2 u serumu, te IL-6, IL-8, TIMP-1 i VEGF
u sputumu, su pokazali korelaciju s tezinom ostecenja plu¢ne funkcije i dispnejom (111).

Pinto-Plata i sur. su tijekom 3 godine pratili bolesnike s KOPB-om te povezali odredene
upalne biomarkere s klini¢ckim ishodom bolesti (51). Koncentracije IL-6, IL-8, IL-16 i TNF-a su
bile povecane kod bolesnika s KOPB-om, te su bolesnici s tezim oblikom KOPB-a prema GOLD

klasifikaciji imali povisene koncentracije citokina, dok su markeri ozljede i zarastanja MMP-9 i
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VEGF bili snizeni (51). Ovi autori su takoder razvili tzv. OSCAR plot (engl. ObServed Clinical
Association Results) gdje su povezali klini¢ki ishod bolesti s koncentracijama biomarkera, $to znaci
da bolesnici s izrazito povisenim vrijednostima upalnih markera imaju tezi oblik bolesti i veci
mortalitet (51).

IL-1B aktivira makrofage u bolesnika s KOPB-om koji oslobadaju upalne citokine,
kemokine i MMP-ove (50). Koncentracija IL-1B je povecana u sputumu bolesnika s KOPB-om,
korelira s tezinom KOPB-a, a snizena je koncentracija receptora za IL-1 (112).

Koncentracija IL-4 u CD8+ T-limfocitima kod bolesnika s KOPB-om nije bila znacajno
povecana u usporedbi sa zdravim ispitanicima (110).

Povecane koncentracije IL-5 nadene su u bolesnika s KOPB-om tijekom egzacerbacija, ali
u specificnim fenotipovima preklapanja astme i KOPB-a (113).

Koncentracija IL-6 je povec¢ana u sputumu, kondenzatu izdaha i plazmi bolesnika s KOPB-
om, posebno tijekom egzacerbacija KOPB-a (114,115). Smatra se da IL-6 doprinosi oSte¢enju
funkcije endotelnih stanica, rezistenciji na inzulin, osteoporozi i depresiji te se smatra da ima ulogu
u nekim sistemskim manifestacijama KOPB-a te u pogorSanju komorbiditeta (6). 1L-6, TNF-a i
CRP mijereni tijekom 12 mjeseci kod bolesnika s KOPB-om su dali ponovljive vrijednosti, $to
znaci da su pouzdani biomarkeri za mjerenje u serumu (116). Nadalje, Kolsum i sur. su pokazali
da postoji korelacija izmedu CRP-a i IL-6 u serumu bolesnika s KOPB-om (116). IL-6 pracen
tijekom 3 godine u plazmi bolesnika s KOPB-om, povecava se S napredovanjem bolesti, te bi se
mogao koristiti kao pomo¢ pri procjeni napredovanja bolesti (117). Takoder veée povecanje
koncentracije IL-6 je povezano s mortalitetom i smanjenom tolerancijom na vjezbanje (117).

Koncentracija IL-10 je snizena u sputumu bolesnika s KOPB-om (118) i smanjeno je
oslobadanje IL-10 iz pluca nakon stimulacije lipopolisaharidima (LPS) u bolesnika s KOPB-om u
odnosu na pusace s normalnom funkcijom pluca (119).

TNF-a je upalni citokin koji se oslobada iz mnogih stanica koje su dio respiracijskog
sustava kao Sto su: epitelne i glatke miSi¢ne stanice diSnih putova, alveolarni makrofagi i T-
limfociti. TNF-a aktivira endotelne i epitelne stanice, APC stanice, monocite/makrofage, utjece na
oslobadanje MMP-ova iz makrofaga te oslobadanje IL-8 iz epitelnih stanica te time utjece na
kemotaksiju i migraciju neutrofila (26,27). Oslobadanje TNF-o iz monocita/makrofaga se
povecava pod utjecajem IL-1, GM-CSF i IFN-y (26,27). Polimorfizam gena za TNF-a u 5'
promotorskoj regiji (pozicija 308, TNF2 varijanta) je nadena u bolesnika s KOPB-om azijskog
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podrijetla, medutim druge studije koje su ukljucivale osobe bijele rase nisu nasle opisani
polimorfizam (120). TNF-308 A alel se smatra zna¢ajnim rizi¢nim faktorom za razvoj KOPB-a u
azijskoj populaciji (120). TNF-a je povisen u induciranom sputumu bolesnika s KOPB-om, osobito
tijekom egzacerbacija (81,121). Povecane koncentracije TNF-a i topljivih receptora za TNF-a. u
serumu i sputumu ukazuju na vaznu ulogu TNF-a u KOPB-u (122). U induciranom sputumu
bolesnika s KOPB-om i tijekom egzacerbacija, nadena je povecana koncentracija TNF-a (53).
Koncentracija TNF-a je povecana i U monocitima iz periferne krvi, te se smatra da je povezana s
kaheksijom i apoptozom stanica skeletnih misi¢a u bolesnika s tezim oblicima KOPB-a (53).

Moermans i sur. mjerili su sljedece citokine: IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a i IFN-y u 24-satnim
stanicnim kulturama krvnih stanica i sputumu bolesnika s KOPB-om. Nasli su poveéanu
neutrofilnu upalu u disnim putovima bolesnika s KOPB-om sa znacajno snizenim koncentracijama
IL-6, IL-10 i TNF-a te povecanim IFN-y, ali ne i IL-4 u kulturi stanica sputuma (123). Njihovi
nalazi upucuju kako Thl profil citokina prevladava kod upale disnih putova u KOPB-u (123).
Autori smatraju da IFN-y predstavlja imunosni odgovor na mikrobioloske agense (123). U kuturi
stanica iz periferne krvi u bolesnika s KOPB-om bila je povecana sinteza IFN-y, IL-10 i TNF-a
(123). Povecano stvaranje IFN-y opet ukazuje na Th1 odgovor na sistemskoj razini (123). Takoder,
nadena je korelacija TNF-a s GOLD stupnjem, kao i inverzna korelacija s indeksom tjelesne mase
(ITM) sto ukazuje na kaheksiju kod uznapredovalog KOPB-a, te na ulogu TNF-a u sistemskoj
upali (123). IL-6, kao najvazniji citokin za poticaj sinteze proteina akutne faze, nije pokazao
povecanje, mozda zbog ¢injenice da se radilo o bolesnicima sa stabilnim KOPB-om (123).

Slika 6. prikazuje mrezu citokina i faktora rasta koji se oslobadaju pod utjecajem duhanskog

dima, te imaju ulogu u razvoju fibroze malih disnih putova, emfizemu i hipersekreciji mukusa (50).
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Slika 6. Citokini uklju¢eni u KOPB. Slika preuzeta iz (50).

Citokini i faktori rasta (TGF-B, FGF) se oslobadaju pod utjecajem inhaliranih iritansa (duhanski
dim) iz aktiviranih epitelnih stanica i makrofaga te dolazi do stimulacije proliferacije fibroblasta i
do fibroze u malim disnim putovima. Epitelne stanice i makrofagi oslobadaju upalne citokine kao
§to su TNF-a, IL-1B, i IL-6 i kemokine. CCL2 djeluje putem svojih receptora (CCR2) za
privlacenje monocita (u plu¢ima se diferenciraju u makrofage), CXCL1 i IL-8 djeluju putem
CXCR?2 i privlace neutrofilne granulocite i monocite, te CXCL9, CXCL10 i CXCL11 te djeluju
putem CXCR3 receptora na privlacenje Thl stanica i Tcl stanica, koje ispusStaju IFN-y, koji
stimulira daljnje oslobadanje CXCR3-vezaju¢ih kemokina. Hipersekrecija mukusa je stimulirana
s EGF-om i TGF-a.

IL - interleukin; TNF-a - ¢imbenik tumorske nekroze-a; CCL - CC-kemokin ligand; CCR - receptor
za CC-kemokine; CXCL - CXC-kemokin ligand; CXCR - receptor za CXC-kemokine; TGF-a —
transformirajuci ¢imbenik rasta (engl. transforming growth factor) EGF — epitelni ¢imbenik rasta
(engl. epithelial growth factor); FGF — ¢imbenik rasta fibroblasta (engl. fibroblast growth factor);
Tcl — T-citotoksiéne stanice-1 (engl. cytotoxic T cells); Thl - T-pomagacke stanice -1 (engl. T-
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helper cells); Th17 - T-pomagacke stanice-17 (engl. T-helper cells); Th2 - T-pomagacke stanice-2
(engl. T-helper cells); MMP — metaloproteinaza matriksa; CTGF — ¢imbenik rasta vezivnog tkiva
(engl. connective tissue growth factor)

1.3.7 Apoptoza i nekroza stanica kod kroni¢ne opstrukcijske pluéne bolesti

Apoptoza je programirana stani¢na smrt (124). Tijekom procesa apoptoze dolazi do
karakteristi¢énih morfoloskih i biokemijskih promjena stanica (124). Apoptoza je proces koji je
nuzan za odrzavanje normalne homestaze stanica, odnosno ravnoteze izmedu gubitka 1 stvaranja
stanica u fizioloskim okolnostima u tkivima tijekom zivota (125,126). Apoptoza je potrebna za
pravilan razvoj i funkcioniranje imunosnog sustava i tijekom embriogeneze (126). Prije se taj
proces prepoznavao kao "nekroza jedne stanice” te je opisan od patologa, prije vise od sto godina,
koji su proucavali bolesti jetre i koristili nazive kao "hijalina" ili "acidofilna tjelesca" (124). Kerr i
sur. su 1972. godine definirali i eksperimentalno potvrdili ovaj oblik stani¢ne smrti i predlozili
naziv "apoptoza" za op¢i mehanizam kontrolirane stani¢ne delecije, odnosno kontroliranu stani¢nu
smrt (127). Glavni morfoloski kriteriji apoptoze su: smanjivanje obima stanice, kondenzacija i
marginalno nakupljanje kromatina u jezgri, fragmentacija DNA, vakuolizacija citoplazme i liza
stanice, te izostanak upalne reakcije (124,128). Apoptozne stanice se uklanjaju procesom
fagocitoze (eferocitoza) (125). Neodgovarajuca apoptoza je ¢imbenik u razvoju mnogih humanih
bolesti kao $to su neurodegenerativne, ishemijske, autoimune bolesti i mnogi tipovi tumora (126).

Nekroza je nekontrolirana smrt stanice ¢iji uzrok lezi u okolnostima izvan same stanice
(124). Proces nekroze pocinje kada stanica umire i to je ireverzibilan proces bez povratka za sam
zivot stanice (128). Apoptoza i nekroza su dva razli¢ita oblika stani¢ne smrti (128). Razlika izmedu
apoptoze i nekroze se moze ustanoviti na temelju morfoloskih i biokemijskih kriterija (124).
Tijekom nekroze prisutne su sljede¢e morfoloSke promjene: nepravilno nakupljanje kromatina u
jezgri, raspadanje citoplazmatskih organela, stvaranje mjehuric¢a u stani¢noj membrani i gubitak
integriteta stanice te stanica bubri (124). Tijekom nekroze istovremeno je zahvaceno viSe skupina
stanica, te je nekroza obi¢no odgovor na proces upale (124).

Apoptoza upalnih stanica, prekomjerna apoptoza ili smanjeni Kklirens stanica u apoptozi
(eferocitoza) koje su prisutne u plu¢ima, vjerojatno imaju ulogu u patogenezi KOPB-a (129-131).
Istrazivanja su pokazala: smanjen broj apoptoznih neutrofila periferne krvi tijekom egzacerbacija
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KOPB-a (132), smanjenu apoptozu CD8+ T limfocita iz disnih putova bolesnika s KOPB-om
(133), ali i povecan broj apoptoznih CD4+ i CD8+ T limfocita iz periferne krvi bolesnika s akutnim
egzacerbacijama KOPB-a (134).

Statini, pokazuju i protuupalni i protu-oksidacijski u¢inak i imaju utjecaj na proces apoptoze
kod razli¢itih vrsta stanica (5,131). U¢inak statina na apoptozu raznih vrsta stanica u bolesnika s
KOPB-om je proucavan in vitro i in vivo. Rezk i Elewa su otkrili da statini smanjuju ukupan broj
upalnih stanica i neutrofila u sputumu (8). Morimoto i sur. su pokazali da lovastatin povecava
eferocitozu in vitro i in vivo i ukazuje na ulogu u patogenezi KOPB-a (135). Eferocitoza ima ulogu
u upali, a inhibirana je s RhoA (135). Stoga su Morimoto i sur. pokazali da je lovastatin utjecao na
povecanje procesa eferocitoze u primarnim humanim makrofagima in vitro, na animalnom modelu
plu¢a i kod humanih alveolarnih makrofaga ex vivo uzetih od bolesnika s KOPB-om (135).
Lovastatin je povecao eferocitozu in vitro putem inhibicije HMG-CoA reduktaze, inhibirajuci
geranilgeranilaciju i farnelizaciju, te u¢inkom na inhibiciju RhoA (135).

Potencijalni mehanizam kojim statini induciraju apoptozu ciljnih stanica je prikazan na Slici
7.(131).
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Slika 7. Potencijalni mehanizam kojim statini induciraju apoptozu ciljne stanice. Slika preuzeta iz
(131).

Statini utjecajem na sintezu izoprenoida utje¢u na povecanu fosforilaciju tirozina, te dolazi do
porasta koncentracije kalcija u citosolu i time aktivacije kalpaina. Kalpain smanjuje omjer Bcl-
2/Bax, dolazi do oslobadanja citokroma ¢ iz mitohondrija i aktivacije kaspaze-9 i kaspaze-3.
Ucinak statina je nadalje amplificiran pove¢anim fagocitnim uklanjanjem stanica u apoptozi, preko
potiskivanja frenilacije i lokalizacije RhoA u membrani. Statini takoder uzrokuju povecanje
ekspresije receptora aktiviranog s proliferatorom peroksisoma (engl. peroxisome proliferator-
activated receptor, PPAR) i utjeCu na prepoznavanje stanica u apoptozi i posljedi¢no na fagocitozu
humanim alveolarnim makrofagima putem poveéane ekspresije receptora CD36, koji je receptor

za prepoznavanije stanica u procesu apoptoze.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

KOPB je progresivna kronic¢na upalna bolest pluca sa sistemskim manifestacijama i brojnim
komorbiditetima (6). Glavni uzro¢nik razvoja KOPB-a je duhanski dim (7). Tijekom 2016. godine
prevalencija KOPB-a u svijetu je iznosila 251 milijuna slucajeva (67). KOPB je globalno
uzrokovao 3,17 milijuna smrti u 2015. godini, $to ¢ini ukupno 5 % smrtnih slucajeva tijekom te
godine u svijetu (67). Trenutno dostupna terapija za KOPB ne zaustavlja progresiju bolesti (5,8).
KOPB je plu¢na bolest s prisutnom sistemskom upalom, pri ¢emu su povecane koncentracije
citokina, kemokina i reaktanata akutne faze te su prisutne abnormalnosti kod stanica u cirkulaciji
(6). Smatra se da bi lijekovi koji utje¢u na prisutni upalni proces kod KOPB-a mogli doprinjeti
poboljsanju stanja u bolesnika s KOPB-om (5,8). Postoje studije koje pokazuju da bi upotreba
statina u bolesnika s KOPB-om mogla imati utjecaj na usporavanje razvoja bolesti (9). Klinicke
opservacijske studije pokazuju da bolesnici s KOPB-om na terapiji sa statinima imaju smanjenu
ucestalost egzacerbacija i time manji broj hospitalizacija, smanjena je uporaba antibiotika i manji
je mortalitet (10,11).

Statini su inhibitori HMG-CoA reduktaze (1,2). Primjenjuju se za inhibiciju sinteze i
snizavanje koncentracije ukupnog Kkolesterola i LDL-kolesterola kod pojedinih vrsta
hiperlipoproteinemija (3). Koriste se kako bi se smanjio rizik od kardiovaskularnih bolesti,
medutim, statini pokazuju i pleiotropne uéinke (1-3). Klinicke studije pokazuju pleiotropni i
protuupalni uéinak i u bolestima koje nisu vezane uz snizavanje koncentracije LDL-kolesterola,
kao §to su pluéne, infektivne i neke autoimune bolesti (4,5). Smatra se da smanjuju incidenciju i
mortalitet kod pneumonije, smanjuju ucestalost venske tromboembolije, kod reumatoidnog artritisa
smanjuju mortalitet i koncentraciju upalnih markera, kod bubrezne bolesti utjeCu na smanjenje
koncentracije kreatinina te na uéestalost stvaranja zu¢nih kamenaca (4). Opisani pleiotropni u¢inci
statina su: poboljsanje funkcije endotelnih stanica, smanjenje upalnog odgovora, smanjenje
oksidacijskog stresa, utjecaj na oslobadanje citokina, na apoptozu pojedinih stani¢nih vrsta te na

inhibiciju trombogenog odgovora (5,19).
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Glavna hipoteza ovoga istrazivanja je da statini a) djeluju protuupalno u bolesnika s

KOPB-om, inhibiranjem upalnih citokina i aktivacijom imunopoticajnih citokina te da b) statini

smanjuju upalni proces u KOPB-u putem apoptoznog djelovanja na populacije leukocita.

Cilj istraZivanja je ispitati pleiotropni u¢inak statina u bolesnika s KOPB-om, odnosno

ustanoviti doprinose li statini smanjenju i/ili usporavanju progresije KOPB-a. U¢inak statina u

bolesnika s KOPB-om pratiti ¢e se testovima plu¢ne funkcije, biljezima sistemske upale te ¢e se

procijeniti doprinos boljoj kvaliteti zivota oboljelih.

Specificni ciljevi:

VI.
VII.
VIII.

Odrediti koncentraciju citokina IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5,IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, TNF-
B, IL-12 p70, IFN-y u plazmi bolesnika s KOPB-om koji nisu na terapiji statinima i u
bolesnika koji su na terapiji statinima dulje od godinu dana.

Modificirati metodu za odredivanje apoptoze i nekroze u subpopulacijama leukocita za
proto¢nu citometriju sa CD45 antitijelom i reagens kitom Aneksin-V-FITC. Primjeniti
TUNEL metodu za vizualizaciju stanica u procesu apotpoze i nekroze.

Odrediti relativni udio apotoznih i nekroznih subpopulacija leukocita: granulocita,
limfocita i monocita periferne krvi bolesnika s KOPB-om koji nisu na terapiji statinima
i u bolesnika koji su na terapiji statinima dulje od godine dana.

Odrediti biokemijske parametre: kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol,
trigliceride, glukozu, ureju, kreatinin, natrij, kalij, kloride, ukupni bilirubin, AST, ALT,
GGT, ALP, LD, CK, ALP, AMS, ukupne proteine, albumine, CRP, mokra¢nu kiselinu,
zeljezo 1 UIBC u serumu bolesnika s KOPB-om koji nisu na terapiji statinima i u
bolesnika koji su na terapiji statinima dulje od godinu dana.

Odrediti kompletnu krvnu sliku u bolesnika s KOPB-om koji nisu na terapiji statinima
i u bolesnika koji su na terapiji statinima dulje od godinu dana.

Ispitati medusobnu povezanost izmjerenih citokina u bolesnika s KOPB-om.

Ispitati obrazac koncentracije izmjerenih citokina u bolesnika s KOPB-om.

Usporediti koncentracije citokina u bolesnika s KOPB-om zavisno od klasifikacije po
GOLD stadiju.

Usporediti utjecaj pusackih navika na koncentracije citokina u bolsnika s KOPB-om.

Odrediti utjecaj ITM na koncentracije citokina u bolesnika s KOPB-om.
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XI. Odrediti utjecaj inhalacijskih kortikosteroida na koncentracije citokina u bolesnika s
KOPB-om.
XI1. Odrediti utjecaj antihipertenziva na koncentracije citokina u bolesnika s KOPB-om.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1 Materijali

3.1.1 Ispitanici

Studija je odobrena od strane Etickog povjerenstva Klinike za pluéne bolesti "Jordanovac" i
od Etickog povjerenstva Klinickog bolnickog centra Zagreb te od Povjerenstva za eticnost
eksperimentalnog rada Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta. Svi ispitanici su potpisali
Informirani pristanak i dobili Obavijest za ispitanike te ispunili Anketni upitnik s podacima o
tjelesnoj visini, tjelesnoj masi, pusackim navikama, tjelesnoj aktivnosti, profesionalnoj izlozenosti
i dodacima prehrani koje uzimaju (vitamini, prehrana i sl). Ispitanici su bili bolesnici s dijagnozom
KOPB-a u stabilnoj fazi bolesti.

Kriteriji isklju¢ivanja bolesnika bili su:

e akutni infarkt miokarda unutar zadnja 2 mjeseca

e bolesnici s bolestima jetre

e bolesnici s bolestima bubrega

e bolesnici s autoimunim i malignim bolestima

e bolesnici koji su imali egzacerbaciju unutar zadnja 3 mjeseca

e bolesnici koji su na terapiji protuupalnim lijekovima kao §to su kortikosteroidi (osim lokalne
primjene inhalacijskih kortikosteroida) i nesteroidni protuupalni lijekovi (acetilsalicilna
kiselina).

Kontrolna skupina ukljucivala je 66 bolesnika sa stabilnim KOPB-om (GOLD A-D), a
testna skupina 34 bolesnika sa stabilnim KOPB-om (GOLD A-D) koji su na terapiji statinima dulje

od godine dana.
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Bolesnicima se vadila puna venska krv ujutro i obavezno nataste, te su im izvadene tri epruvete

krvi:

e s antikoagulansom litijevim-heparinatom — nakon centrifugiranja na 3200 okr./min. plazma
bolesnika pohranila se na -80 °C. U tom uzorku nakon odmrzavanja odredena je koncentracija
citokina: IL-1p, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 p70, IFN-y, TNF-a, TNF-3

e s antikoagulansom K3EDTA - odredila se odmah kompletna krvna slika na hematoloSkom
broja¢u. Nakon toga odmah je odredene relativni udio apoptoznih i nekroznih stanica u
subpopulacijama leukocita - granulocitima, limfocitima i monocitima

e bez antikoagulansa - nakon centrifugiranja na 3200 okr/min. u serumu su odredeni biokemijski

parametri.

3.1.2 Reagensi

e Human Th1/Th2 11plex Kit FlowCytomix, BMS810FF, eBioScience, Bender
MedSystems GmbH, Vienna, Austria

e CD45-PC7, I0Test Conjugated Antibody, IM3548, Beckman Coulter, SAD

e Annexin-V — FITC Kit - Apoptosis Detection Kit, PN IM3546, Beckman Coulter, SAD
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3.2 Metode

3.2.1 Spirometrija

Spirometrija je metoda za mjerenje pluéne funkcije, to je jednostavan test kojim se mjeri
koli¢ina zraka koju osoba moze izdahnuti i vrijeme koje je potrebno za taj izdah (136). Spirometar
je uredaj koji mjeri koliko u¢inkovito i koliko brzo se plu¢a mogu isprazniti (136). Sprirogram je
krivulja koja pokazuje odnos volumen-vrijeme (136). Mjere se staticki i dinamicki pluéni volumeni
I kapacitet te protok — vitalni kapacitet (\VVC), forsirani vitalni kapacitet (FVC), forsirani izdisajni
volumen u 1 sekundi (FEV1), Tiffeneauov indeks FEVY/FVC, vr$ni izdisajni protok (PEF),
forsirani izdisajni protok na 25 % FVC-a (FEFzs), forsirani izdisajni protok na 50 % FVC-a
(FEFso), forsirani izdisajni protok na 75 % FVC-a (FEF2s) (137). FVC je maksimalan volumen
zraka koji se moze izdahnuti tijekom forsiranog izdaha (136).

FEV1 je volumen tijekom izdaha u 1 sekundi nakon maksimalnog izdisaja, a nakon
maksimalnog udisaja (136). Ovo je mjera koliko se brzo plu¢a mogu isprazniti (136).

FEV1/FVC : FEV: izrazen kao omjer u odnosu na FVC daje klini¢ki koristan indeks za
procjenu ograni¢enog protoka zraka (136).

Omjer FEVY/FVC je izmedu 0,70 i 0,80 kod zdravih odraslih osoba. Vrijednost manja od
0,70 ukazuje na ogranicenje protoka zraka i time na KOPB, s time da se ta vrijednost ne mijenja
znacajno kroz najmanje $est mjeseci, i ako se mjeri postbronhodilatacijski (70,136). Na vrijednost
FEV1 utjeCe dob, spol, tjelesna visina i etnicka pripadnost i najbolje se izrazava kao udio
predvidene (prediktivni FEV1) normalne vrijednosti (136).

Spirometrija je potrebna za klini¢ko postavljanje dijagnoze KOPB-a (136). Sa simptomima
bolesnika i spirometrijom moze se ustanoviti tezina/stupanj oboljenja $to moze doprinjeti i odluci
0 terapiji (136). Normalni spirometrijski pokazatelji isklju¢uju KOPB (136). Manji udio
prediktivnog FEV: ukazuje na loSiju prognozu KOPB-a (136). Tijekom vremena FEV: se
smanjuje, brze u oboljelih s KOPB-om nego u zdravih osoba, te sluzi za pracenje napredovanja
bolesti, ali je potrebno spirometriju provoditi u vremenskim intervalima najmanje od 12 mjeseci,
nikako vise (136).
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3.2.2 Hematoloski i biokemijski parametri

Parametri kompletne krvne slike (KKS) su odredivani na hematoloskom brojacu UniCell

DxH 800, Beckman Coulter. Vrijednosti biokemijskih parametara odredene su na biokemijskom

analizatoru AU680, Beckman Coulter s reagensima tvrtke Beckman Coulter. CRP je odreden na

analizatoru BN ProSpec, Siemens s reagensima tvrtke Siemens. Tablica 3. prikazuje mjerne metode

za biokemijske parametre.

Tablica 3. Mjerne metode biokemijskih parametara

Biokemijski parametri
Kolesterol (mmol/L)
Trigliceridi (mmol/L)
HDL-kolesterol (mmol/L)
LDL-kolesterol (mmol/L)
Glukoza (mmol/L)

Ureja (mmol/L)
Kreatinin (umol/L)
Natrij (mmol/L)

Kalij (mmol/L)

Kloridi (mmol/L)
Bilirubin ukupni (pmol/L)
AST (U/L)

ALT (U/L)

GGT (U/L)

LD (U/L)

CK (U/L)

ALP (U/L)

AMS (U/L)

Ukupni proteini (g/L)

Metoda

Fotometrija s kolesterol-oksidazom (CHOD-PAP)
Fotometrija s glicerofosfat-oksidazom (GPO-PAP)
Homogena enzimska metoda

Homogena enzimska metoda

Fotometrija UV s heksokinazom

Fotometrija UV s ureazom i glutamat-dehidrogenazom
Nekompenzirana fotometrijska Jaffe-ova metoda
Indirektna potenciometrija

Indirektna potenciometrija

Indirektna potenciometrija

Fotometrija s diazo reagensom

Fotometrija UV, 37°C, bez piridoksal-fosfata (PP)
Fotometrija UV, 37°C, bez piridoksal-fosfata (PP)
Fotometrija UV, preporucena IFCC metoda, 37 °C
Fotometrija UV, preporucena IFCC metoda, 37 °C
Fotometrija UV, preporuc¢ena IFCC metoda, 37 °C
Fotometrijska, preporucena IFCC metoda, 37°C
Fotometrijska IFCC metoda, 37 °C (EPS-G7-PNP)

Fotometrija s biuret reagensom
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Albumin (g/L) Fotometrija s bromkrezol-zelenilom

Mokraéna kiselina (umol/L) Fotometrija UV s urikazom

CRP (mg/L) Imunonefelometrija
Zeljezo (nmol/L) Fotometrija s 2,4,6-Tri (2 piridil)-5-triazinom (TPTZ)
UIBC (umol/L) Fotometrija s nitrozo-PSAP

LDL- lipoproteini niske gusto¢e; HDL- lipoproteini visoke gustoce; AST- aspartat-
aminotransferaza; ALT- alanin-aminotransferaza; GGT- y-glutamil-transferaza; LD- laktat-
dehidrogenaza; CK- kreatin-kinaza; ALP- alkalna fosfataza; AMS- amilaza; CRP- C-reaktivni

protein; UIBC- nezasiceni kapacitet vezanja Zeljeza (engl. unsaturated iron binding capacity)

3.2.3 Procjena glomerularne filtracije MDRD jednadZzbom

U klinickoj praksi bubrezna se funkcija obi¢no procjenjuje na temelju koncentracije
kreatinina u serumu (138). Procjena brzine glomerularne filtracije (engl. estimated glomerular
filtration rate, eGFR) je moguca sa jednadzbama koje se temelje na koncentraciji kreatinina u
serumu i demografskim obiljezjima bolesnika.

U ovom radu za izrac¢un eGFR za sve bolesnike s KOPB-om koristena je pojednostavljena
MDRD?2 (engl. Modification of Diet in Renal Disease Study, MDRD Study) formula (138-140),

zbog mjerenja kreatinina nestandardiziranom nekompenziranom Jaffe-ovom reakcijom:

eGFR =186 x S (kreatinin u mg/dL)*** x godine 2% x 1.212 (za osobe crne rase) x 0.742

(za osobe Zenskog spola)
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3.2.4 Odredivanje pusackih godina

Bolesnici su u anketnom upitniku dali izjave o navikama pusenja, koji broj cigareta dnevno
su pusili i tijekom koliko godina, te su na temelju tih parametara izraCunate pusacke godine
bolesnika:

Pusacke godine (Pack/Year) = (broj cigareta dnevno/20) x godine pusenja.
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3.2.5 Odredivanje koncentracije citokina proto¢nom citometrijom

Princip fluorescentnog imunotesta s kuglicama

Kuglice su oboZene s antitijelima koja specifi¢no reagiraju s antigenima (analitima) koji se
detektiraju u multiplex sustavu. Kuglice se razlikuju po veli¢ini i po specificnom spektru
emitiranja svjetlosti.

Mjesavina oblozenih kuglica za svaki analit se inkubira s uzorcima ili standardima. Analiti
prisutni u uzorku se vezu na antitijela koja su vezana na fluorescentne kuglice.
Biotinom-konjugirano sekundarno antitijelo se dodaje, a specifi¢no antitijelo se veze na
analit koji je obiljezen/uhvaéen ve¢ prvim antitijelom.

Streptavidin-fikoeritrin se dodaje i veZe se na konjugat biotina i emitira fluorescentni signal.

Dva seta kuglica razlic¢itih veli¢ina se koriste u FlowCytomix-u

Veli¢ina A: 5 um — sastoji se od 11 populacija kuglica
Veli¢ina B: 4 um - sastoji se od 9 populacija kuglica
Interno se boje razli¢itim intenzitetom fluorescentnih boja, boja se ekscitira s argon ili He-

Ne laserom u crvenom dijelu spektra (700 nm).
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Protokol testa za mjerenje citokina

1.

© N o O

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.

19.
20.

Otpipetirati 50 pL pufera za test u sve jazice (za ovlaziti). Aspirirati sav pufer s
pumpom.

Otpipetirati 25 pL standardne razrijedene mjeSavine 1 do 7 u odredene jazice.
Otpipetirati 25 pL pufera za test u slijepe jazice (slijepa).

Otpipetirati 25 pL standardne razrijedene mjeSavine 1 u jazicu A3 - za namjeStanje
citometra.

Otpipetirati po 25 uL svakog uzorka plazme u odgovarajuce jazice.

Otpipetirati 25 uL mjesavine kuglica u sve jazice — ukljucujuci i jazice za slijepu.
Otpipetirati 50 pL reagens biotin-konjugat u sve jazice — ukljucujuéi i slijepu jazice.
Pokriti plo¢u s adhezivnim filmom, zamotati u aluminijsku foliju da se zastiti od svjetla
I inkubirati 2 sata na 500 rpm na tresilici na sobnoj temperaturi.

Pripremiti otopinu streptavidin-fikoeritrin (streptavidin-PE).

Nakon 2 sata ukloniti adhezivni film i isprazniti jazice s pumpom.

Dodati 100 uL pufera za test u sve jazice i isprazniti ih S pumpom, ponoviti dva puta.
Dodati 100 uL pufera za test u sve jazice.

Otpipetirati 50 pL otopine streptavidin-PE u sve jazice (ukljucujuci slijepu).

Pokriti plocu s adhezivnim filmom, zamotati u aluminijsku foliju za zastitu od svjetla i
inkubirati 1 sat na 500 rpm na tresilici na sobnoj temperaturi.

Nakon 1 sata ukloniti adhezivni film i isprazniti jazice s pumpom.

Dodati 100 uL pufera za test u sve jazice i isprazniti ih s pumpom u dva navrata.
Otpipetirati 200 pL pufera za test u sve jazice.

Promijesati dobro sadrzaj svake jazice s pipetom i prebaciti 200 pL iz svake jazice u
epruvetu za proto¢ni citometar.

Dodati u svaku epruvetu jo§ 300 uL pufera za test, da ukupno ima 500 uL u epruveti.

Analizirati na proto¢nom citometru.
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Podaci o intenzitetu flurescencije dobiveni mjerenjem na proto¢nom citometru obradeni su u
programu: FlowCytomix Pro Software, eBioScience,

(http://www.ebioscience.com/resources/flowcytomixsoftware/downloads/full-version.htm), te su

dobivene koncentracije citokina. Standardi su u oba koristena kita radeni u duplikatu, te su
krivulje prilagodene da slijede linearnu funkciju.

Za svaki pojedini izmjereni citokin na proto¢nom citometru napravljene su kalibracijske krivulje.
Zbog velikog broja kalibracijskih krivulja izdvojene su samo dvije kalibracijske krivulje (za IL-1p

I TNF-a) kao primjer i prikazane su na Slici 8. i Slici 9.
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Standard curve for IL-1p
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Slika 8. Primjer kalibracijske krivulje za IL-1p na proto¢nom citometru s Human Th1/Th2 11plex

Kit FlowCytomix; krivulja dobivena u programu za obradu podataka s proto¢nog citometra
FlowCytomix Pro Software.

IL- interleukin; MFI - srednji intenzitet fluorescencije (engl. mean fluorescence intensity)
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Standard curve for TNF-a

FEAXTIREX

Slika 9. Primjer kalibracijske krivulje za TNF-a na proto¢nom citometru s Human Th1/Th2 11plex
Kit FlowCytomix; krivulja dobivena u programu za obradu podataka s proto¢nog citometra
FlowCytomix Pro Software.

TNF — c¢imbenik tumorske nekroze; MFI - srednji intenzitet fluorescencije (engl. mean

fluorescence intensity)
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3.2.6 Odredivanje apoptoze i nekroze

3.2.6.1 Odredivanje broja apoptoznih i nekroznih stanica s Aneksin-V-FITC i
CD45-antitijelom

Apoptoza je karakterizirana kondenzacijom kromatina, smanjenjem veli¢ine stanice i
kidanjem DNA endonukleazama u fragmente nukleosomalne veli¢ine. Osim morfoloSkih promjena
tijekom apoptoze, dolazi do naruSavanja strukture stanicne membrane i do translokacije
fosfatidilserina (PS) na vanjsku stranu stani¢ne membrane. Izlaganje PS-a na stani¢noj povrsini
pruza jednostavan uvid u detekciju stanica koje se nalaze u procesu apoptoze.

Aneksin V (Mr 36 kDa) je ¢lan porodice aneksina, ima visoki afinitet prema fosfolipidnom
dvosloju koji sadrzi PS. Kada je PS izlozen na vanjskoj povr$ini staniéne membrane, aneksin V se
veze s visokim afinitetom za PS. Konjugati fluorokroma aneksina V se mogu koristiti za pracenje
promjena u asimetriji fosfolipida stani¢éne membrane i time omogucavaju detekciju stanica koje su
u apoptozi. Eksternalizacija PS se pojavljuje prije promjena u jezgri koje su povezane s apoptozom.
Stoga se ApoScreen Aneksin V-FITC kit moze koristiti za detekciju stanica koje su u ranoj fazi
apoptotickog procesa za razliku od testova koji se temelje na fragmentaciji DNA.

ApoScreen Aneksin V-FITC apoptoza kit sadrzi fluoresceinom-obiljeZeni aneksin V
(Aneksin V-FITC) zajedno s propidij-jodidom (PI) za otkrivanje subpopulacija stanica koje su u
apoptozi i nekrozi. Kako stani¢éna membrana postaje sve propusnija tijekom kasnijih stadija procesa
apoptoze, PI moze prodirati kroz stani¢nu membranu i vezati se na stani¢nu DNA 1 otkriti Stanice
koje su izgubile integritet stanicne membrane tijekom nekroznog procesa. Kada su stanice
dvostruko obojane s Aneksin V-FITC i PI, mogu se vidjeti tri razli¢ite populacije stanica:

a) zive stanice koje se ne boje niti s Aneksin V-FITC-om ili Pl-om,
b) nekrozne stanice koje se boje s oba reagensa,
C) apoptozne stanice koje se boje samo s Aneksin V-FITC-om.
Uzorci krvi analizirani su na proto¢nom citometru Cytomics FC 500, Beckman Coulter, 2 lasera,
5 boja.
Kako bi se razlikovala populacija leukocita primjenjeno je i bojanje/obiljezavanje

populacije leukocita s CD45-PC7 antitijelom (PC7- fikoeritrin-cijanin 7). Antitijelo konjugirano s
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fluorokromom omogucilo je identifikaciju stanica koje imaju CD45 antigen. CD45 antigen je
eksprimiran na leukocitima i smatra se pan-leukocitnim biljegom.

Liza eritrocita se radila s 1,2 % mravljom kiselinom (1,2 mL/L; Kemika), a leukociti su stabilizirani
sa pripremljenim reagensom sljedeceg sastava: Na,COz 6,0 g/L (Kemika); NaCl 14,5 g/L (Kemig
d.0.0.); NaxS04 31,3 g/L (Kemika) na aparatu TQ Prep, Beckman Coulter.
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Postupak odredivanja broja apoptoznih i nekroznih stanica, modificiran za perifernu punu

krv uzetu na KsEDTA s lizom eritrocita:

METODA:

A e R T O

13.
14.

15.

Epruveta — CD45-PC7 + Annexin V —FITC + stanice + PI

Otpipetirati punu krv — 500 pL.

Lizirati eritrocite s 1,2 % mravljom kiselinom na aparatu za lizu eritrocita TQ Prep, tvrtke
Beckman Coulter.

Izvrtiti na 500 g, tijekom 5 minuta, baciti supernatant.

Dodati 1 mL hladnog PBS-a na talog.

Centrifugirati na 500 g, tijekom 5 minuta, baciti supernatant.

Dodati 1 mL hladnog PBS-a na talog.

Centrifugirati na 500 g, tijekom 5 minuta, baciti supernatant.

Na talog dodati 500 uL Anexin-V-vezajuceg pufera 10x — stanice su spremne za analizu.

Dodati 10 uL CD45-PC7 antitijela u praznu epruvetu.

. Dodati 10 uL Annexin V —FITC-a u istu epruvetu.
1.
12.

Dodati po 100 pL stanica.

Lagano promijesati i inkubirati 15 minuta u hladnjaku na 4 °C, umotano u foliju, zasti¢eno
od svjetla.

Dodati 380 pL hladnog Anexin-V-vezajuceg pufera 10x.

Dodati 10 pL Pl-a. Lagano promijeSati 1 inkubirati 15 minuta u hladnjaku na 4 °C, umotano
u foliju, zasti¢eno od svjetla.

Analizirati na proto¢énom citometru.
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3.2.6.2 Odredivanje stanica u apoptozi TUNEL metodom

Dekstran 500000 dodan je na uzorke pune svjeze periferne venske krvi uzete s
antikoagulansom KsEDTA. Na sobnoj temperaturi, eritrociti sedimentiraju prvi, a leukociti ostaju
u suspenziji. Izolirani i proc¢iséeni leukociti su koristeni za detekciju procesa apoptoze. TUNEL
test je proveden s dUTP- fluorescein izotiocijanatom (FITC), prema preporuci proizvodaca
reagensa (In Situ Cell Death Detection Kit-Fluorescein; Roche Applied Science). Stanice su prvo
fiksirane s 4 % paraformaldehidom u PBS puferu i fragmentirana DNA stanica u apoptozi je
oblijeZena putem kataliticke inkorporacije FITC-obiljezenog dUTP-a na 3'-OH kraju, koristenjem
deoksinukleotidil-transferaze. dUTP-FITC obiljezena DNA je vizualizirana KkoriStenjem
fluorescentnog mikroskopa (Olympus BX50, Olympus).
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3.2.7 Statisti¢ka analiza

Statisticka obrada podataka radena je u programu MedCalc (MedCalc statistical software,
verzija 6.14.). Rezultati su prikazani odgovaraju¢im mjerama sredi$njice i rasapa, ovisno o veli¢ini
uzorka i normalnosti raspodjele. Normalnost raspodjele podataka ispitana je Kolmogorov-
Smirnovljevim testom. Podaci koji slijede normalnu raspodjelu prikazani su srednjom vrijednosti
i standardnom devijacijom (SD), a podaci koji ne pokazuju normalnu raspodjelu su prikazani
medijanom i interkvartilnim rasponom. Obzirom na raspodjelu podaci su testirani na razliku
parametrijskim ili neparametrijskim testovima za nezavsine uzrorke. Koristen je Studentov t-test
za normalnu raspodjelu podataka, a Mann-Whitney-ev test za podatke koji ne slijede normalnu
raspodjelu, kada se radilo o usporedbi dvije skupine. Za testiranje razlike u vise od dvije skupine
koriStena je analiza varijance - ANOVA (engl. analysis of variance) test za normalnu raspodjelu
podataka, a Kruskall-Wallis-ov test za podatke koji ne slijede normalnu raspodjelu. Kategoricke
varijable ispitane su u tablicama frekvencije i y>-testom. Spearmanov koeficijent korelacije koristen
je za usporedbu izmjerenih vrijednosti citokina i njihovu medusobnu korelaciju. Statisti¢ki
znacajnom razlikom smatrane su sve razlike i povezanosti uz P<0,05.

Hijerarhijska klaster analiza (engl. hierarchical cluster analysis, HCA) za ispitivanje obrazaca
citokina radena je u programu NCSS. Hijerarhijska klaster analiza je nova metoda koja je do sada
koriStena uglavnom u studijama ekspresije genskog profila (141). Medutim, nedavno su neke
skupine autora ukazale na mogucénost koriStenja hijerarhijske klaster analize za otkrivanje

odredenih obrazaca citokina u populacijama bolesnika (142-144).
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4. REZULTATI

4.1 Prikaz rezultata ovisno o terapiji statinima

4.1.1 Citokini

Bolesnici s KOPB-om (N=100) su podijeljeni u dvije skupine, bolesnici bez terapije (N=66) i
bolesnici koji su primali statine (N=34). Bolesnici na terapiji sa statinima primali su uglavnom
simvastatin, rosuvastatin i atrovastatin u niskim dozama (20-40 mg) u vecernjim satima dulje od
godine dana.

Prikaz osnovnih karateristika bolesnika kao $to su spol, dob, FEV1, ITM, pusacke godine,
komorbiditeti i kombinirana GOLD Kklasifikacija (prema revidiranoj GOLD Klasifikaciji iz
11/2016) prikazana je u Tablici 4. Za svaki uzorak plazme bolesnika (N=100) napravljena su
mjerenja svih 11 citokina. Primjer grafickog prikaza rezultata za citokine za jednog bolesnika sa
proto¢nog citometra prikazan je na slikama 10., 11. i 12.

Citokini IL-1p, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12p70 i TNF-a pokazali su statisti¢ki zna¢ajno
smanjenje koncentracije u bolesnika s KOPB-om na terapiji statinima u odnosu na bolesnike s
KOPB bez terapije statinima (Tablica 5.).

IL-51 IL-6 nisu pokazali statisti¢ki znacajnu razliku izmedu ovih dviju skupina, iako je vidljivo
povecéanje koncentracije obaju citokina kod skupine bolesnika na terapiji statinima u odnosu na
ispitanike koji nisu na terapiji statinima. Izmjerene koncentracije za IFN-y i TNF-f su uglavnom
manje od praga osjetljivosti analitiCkog postupka. Grafi¢ki prikaz usporedbe vrijednosti citokina
za svaki pojedini citokin u skupinama bolesnika s KOPB-om bez terapije i s terapijom statinima

prikazana je na slikama 13. do 21.
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Tablica 4. Osnovne demografske karakteristike bolesnika po skupinama s/bez terapije statinima

prema revidiranoj GOLD Kklasifikaciji iz 2017. (7)

KOPB bolesnici bez

KOPB bolesnici na

P vrijednost

Parametri terapije statinima terapiji statinima
Broj bolesnika (N) 66 34
Spol (Zene/muskarci) 19/47 10/24 0,867
Dob bolesnika (godine) 67 (52-82) 68 (53-84) 0,817
FEV1 (% ocekivanog) 52,9+17,9 53,9+ 15,2 0,784
MmMRC (0-4) 8/32/13/1/4 0/12/14/6/1 0,008
ITM (kg/m?) 26,3+4,6 30,7+5.4 0,0001
PuSenje
2/141/23 1/24/9 0,456
(nepusaci/bivsi/pusaci)
Pusacke navike
o o 40,4 +21,9 47,6 + 28,2 0,170
(pakiranja/godini)
Komorbiditeti
Hipertenzija (da/ne) 37/29 29/5 0,007
Dijabetes mellitus (da/ne) 3/63 9/25 0,004
Osteoporoza (da/ne) 17/49 1/33 0,011
GOLD Kklasifikacija, kombinirana
A 16 12
B 23 14
0,232
C 17 2
D 10 6

Rezultati su prikazani sa srednjom vrijednosti i standardnom devijacijom, dob bolesnika je prikazana s
medijanom (minimum-maksimum); P vrijednost je izracunata s frekvencijskom tablicom i y2-testom za
nominalnu ljestvicu podataka, Studentov t-test koristen je za podatke s omjernom ljestvicom i normalnom
razdiobom.

Statisti¢ki znacajni rezultati imaju P<0,05 i oznaceni su s *

FEV:- forsirani izdisajni volumen u 1 sekundi; mMRC- modificirana skala britanskog Medicinskog

istrazivackog vijeca (engl. modified British Medical Research Council scale); ITM- indeks tjelesne mase
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Tablica 5. Koncentracija citokina po skupinama bolesnika s KOPB-om ovisno o terapiji statinima

Citokini KOPB. -bolesn.ic.i bez KOPB”k.Jolesr.ﬂ?i na P vrijednost
terapije statinima terapiji statinima

IL-1p (ng/L) 21,16 (20,08 — 23,09) 9,51 (0,00 — 22,25) 0,013*
IL-2 (ng/L) 22,50 (19,64 — 24,05) 8,65 (0,00 — 24,92) 0,028*
IL-4 (ng/L) 17,33 (15,24 — 18,68) 7,66 (0,00 — 18,41) 0,017*
IL-5 (ng/L) 12,05 (9,34 — 17,03) 26,91 (10,01 — 181,92) 0,099
IL-6 (ng/L) 2,81 (0,69 — 7,22) 4,08 (0,00 — 7,76) 0,609
IL-8 (ng/L) 29,40 (6,40 —402,14) 3,58 (0,00- 208,70) 0,006*
IL-10 (ng/L) 18,14 (15,75- 20,91) 0,00 (0,00 — 17,65) 0,001*
IL-12p70 (ng/L) 4,77 (4,10 - 6,02) 2,20 (0,00 - 5,65) 0,048
IFN-y (ng/L) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,00 (0,00-0,00) /

TNF-a (ng/L) 16,99 (12,79 — 21,27) 0,00 (0,00 — 19,54) 0,001*
TNF- (ng/L) 0,00 (0,00 — 0,00) 0,00 (0,00 — 0,00) /

Rezultati su prikazani s medijanom i interkvartilnim rasponom, jer ne slijede normalnu razdiobu (testirano
Kolmogorov-Smirnov testom); P vrijednost je izraCunata s Mann-Whitney-evim testom za nezavisne uzorke
zbog nenormalne razdiobe podataka.

Statisti¢ki zna¢ajni rezultati imaju P<0,05 i podebljani su te oznaeni s *

IL- interleukin; IFN-y- interferon-y; TNF-a- ¢imbenik tumorske nekroze-o; TNF-B- ¢imbenik tumorske

nekroze-p
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Slika 10. Tockasti prikaz mjerenja koncentracije citokina na proto¢nom citometru za uzorak
plazme bolesnika. Skupina A i B pokazuje dva seta kuglica (engl. beads) razlicitih veli¢ina koje se
koriste u FlowCytomix-u (veli¢ina A: 5 um, veli¢ina B: 4 um). Populacija kuglica je oblozena sa

specificnim antitijelima za citokine; FS — forward scatter, SC — side scatter.
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Slika 11. Gate R1 pokazuje populaciju kuglica A oblozenih sa specifi¢nim antitijelima za sljedece
citokine: IL-12 p70, IFN-y, IL-2, IL-10, IL-8, IL-6.
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Slika 12. Gate R2 pokazuje populaciju kuglica B oblozenih sa specifi¢nim antitijelima za sljedece
citokine: IL-4, IL-5, IL-1B, TNF-a, TNF-.
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Slika 13. Koncentracija IL-1p u ispitanim skupinama bolesnika.
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Slika 14. Koncentracija IL-2 u ispitanim skupinama bolesnika.
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Slika 15. Koncentracija IL-4 u ispitanim skupinama bolesnika.
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Slika 16. Koncentracija IL-5 u ispitanim skupinama bolesnika.

KOPB bolesnici
bez terapije
statina stati

KOPB bolesnici
na terapiji

nima

KOPB bolesnici KOPB bolesnici
bez terapije na terapiji
statina statinima

65



REZULTATI

IL-6 (ng/L)

Slika 17.

IL-8 (ng/L)

Slika 18. Koncentracija IL-8 u ispitanim skupinama bolesnika.

KOPB b

bez terapije
statina

olesnici

KOPB bolesnici
na terapiji
statinima

Koncentracija IL-6 u ispitanim skupinama bolesnika.

450F
400
350
300
250

200F
150F
100F

sof

KOPB bolesnici  KOPB

bez terapije
statina

bolesnici

na terapiji
statinima

66



REZULTATI

] ey e s

o L S e
s | f
s I :

e {1

R i i it i iiii

(1] oo

KOPB bolesnici KOPB bolesnici

bez terapije na terapiji
statina statinima

Slika 19. Koncentracija IL-10 u ispitanim skupinama bolesnika.
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Slika 20. Koncentracija 1L-12p70 u ispitanim skupinama bolesnika.
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Slika 21. Koncentracija TNF-a u ispitanim skupinama bolesnika.
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4.1.2 Biokemijski i hematoloski parametri

U svih bolesnika s KOPB-om izmjereni su sljede¢i biokemijski parametri U Serumu:
kolesterol, trigliceridi, HDL-kolesterol, LDL-kolesterol, CRP, glukoza, ureja, kreatinin, natrij,
kalij, kloridi, ukupni bilirubin, AST, ALT, GGT, ALP, LD, CK, amilaza, ukupni proteini, albumin,
mokraéna kiselina, Zeljezo 1 UIBC.

Prikaz izmjerenih biokemijskih parametara bolesnika podijeljenih u dvije skupine ovisno o
terapiji statinima i statistiCka usporedba nalazi se u Tablici 6. Koncentracije kolesterola, HDL-
kolesterola i LDL-kolesterola u serumu bolesnika na terapiji statinima su bile statisticki znac¢ajno
smanjenje u odnosu na skupinu koja nije na terapiji statinima, $to je bilo i o¢ekivano. lako
ocekivano, koncentracija CRP-a nije pokazala statisticki znacajnu razliku medu skupinama
bolesnika. Znacajna razlika u serumu ispitanika ovisno o terapiji statinima je pronadena za glukozu
I mokrac¢nu kiselinu, s poviSenim vrijednostima kod ispitanika na terapiji statinima. Vrijednosti za
albumin u serumu su pokazale statisticki znac¢ajno smanjenje u bolesnika na terapiji statinima.
Vrijednosti za Zeljezo nisu bile statisticki znacajno razli¢ite dok je vrijednost za nezasiceni
kapacitet vezanja Zeljeza bila statisticki znacajno poveéana u bolesnika na statinima, a saturacija
zeljeza statisticki znacajno snizena. Enzimi nisu pokazali statisticki znacajnu razliku, kao ni
bilirubin, ureja, kreatinin i elektroliti.

Nadalje, za sve bolesnike je takoder izra¢unata eGFR s MDRD2 jednadzbom, s obzirom na
dobivene statisti¢ki znacajne razlike u vrijednostima albumina i mokraéne kiseline, da se ispita
postoje li razlike u eGFR-u u tim dvjema skupinama. Dobiveni rezultati su takoder prikazani u
Tablici 6.

Zbirni rezultati prikazani mjerama srednje vrijednosti i rasapa za kompletnu i diferencijalnu
krvnu slike nalaze se u Tablici 7. sa pripadaju¢im izratunom statisticke znacajnosti. Rezultati za
KKS i diferencijalnu krvnu sliku (DKS) nisu pokazali znacajnu razliku izmedu skupina bolesnika

bez obzira na terapiju statinima.
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Tablica 6. Koncentracija osnovnih biokemijskih parametara po skupinama bolesnika s KOPB-om

ovisno o terapiji sa statinima

Biokemijski parametri KOPB_ -bolesn-ic-i ez KOPB__?OIEST“(_:i ne P vrijednost
terapije statinima  terapiji statinima
Kolesterol (mmol/L) 6,0+1,3 4,5+1,1 < 0,0001*
HDL-kolesterol (mmol/L) 1,7+£0,5 1,3+0,5 0,0005*
LDL-kolesterol (mmol/L) 33+1,0 2,5+0,8 0,0001*
Trigliceridi (mmol/L) 1,3(0,9-1,8) 1,4(1,0-1,7) 0,853
CRP (mg/L) 3,03 (1,42 - 5,76) 3,09 (1,70 —7,04) 0,543
Glukoza (mmol/L) 58(54-6,7) 6,3 (5,7-7,4) 0,037"
Ureja (mmol/L) 6,1 (4,7 6,6) 6,3(4,9-7,7) 0,312
Kreatinin (umol/L) 92,2+159 96,8 + 18,8 0,200
Natrij (mmol/L) 140,3+2,1 1409+ 3,4 0,289
Kalij (mmol/L) 43+04 43+04 0,770
Kloridi (mmol/L) 102,2 + 3,0 101,8 £ 3,6 0,507
Bilirubin ukupni (pmol/L) 11,3+4,6 129+47 0,107
AST (U/L) 20,5 + 6,28 214+9,2 0,593
ALT (U/L) 17,0 (14,0 - 23,0) 16,5 (13,0 — 25,0) 0,956
GGT (U/L) 28,0 (18,0 — 44,0) 29,0 (20,0 —51,0) 0,346
LD (U/L) 180,7 + 40,8 169,8 + 45,7 0,227
CK (U/L) 93,0 (71,0-141,0) 955 (66,0 —142,0) 0,777
ALP (U/L) 77,1+235 71,9+21,0 0,279
AMS (U/L) 68,1 + 24,0 68,6 + 34,4 0,934
Ukupni proteini (g/L) 72,3 +4,1 72,5+5,1 0,872
Albumin (g/L) 47,3+31 455+ 4,2 0,019*
Mokrac¢na kiselina 354,6 + 101,8 397,4 + 84,7 0,039*
(pmol/L)
Zeljezo (pmol/L) 17,0 + 6,4 149+ 4,6 0,092
UIBC (pmol/L) 39,4+9,7 43,6 94 0,041*
Saturacija Zeljeza (%) 30,6 11,3 25,9 +£8,2 0,033*
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eGFR ml/min/1,73 m?)
> 60 N=53 N=27

0,874
<60 N=13 N=7

Rezultati su prikazani sa srednjom vrijednosti i standardnom devijacijom odnosno medijanom i
interkvartilnim rasponom, ovisno o tome slijede li normalnu razdiobu ili ne (testirano Kolmogorov-
Smirnov-im testom); P vrijednost je izra¢unata Studentovim T-testom za nezavisne uzorke kod podataka
koji slijede normalnu razdiobu podataka odnosno Mann-Whitney-evim testom za nezavishe uzorke koji
slijede nenormalnu razdiobu podataka.

Statisticki znacajni rezultati imaju P<0,05 i podebljani su te oznaceni sa *

LDL- lipoproteini niske gusto¢e; HDL- lipoproteini visoke gusto¢e; AST- aspartat-aminotransferaza; ALT-
alanin-aminotransferaza; GGT- y-glutamil-transferaza; LD- laktat-dehidrogenaza; CK- kreatin-kinaza;
ALP- alkalna fosfataza; AMS- amilaza; CRP- C-reaktivni protein; UIBC- nezasi¢eni kapacitet vezanja
zeljeza (engl. unsaturated iron binding capacity); eGFR- procjenjena glomerularna filtracija (engl.

estimated glomerular filtration rate)
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Tablica 7. Hematoloski parametri, KKS i DKS

KOPB bolesnici  KOPB bolesnici
Parametri bez terapije na terapiji P vrijednost
statinima statinima

Broj bolesnika (N) 64 20

Leukociti (x 10°/L) 7,7+2,0 78+23 0,879
Neutrofilni granulociti (x10%/L) 49+1,8 51+1,9 0,804
Limfociti (x 10%/L) 1,9+0,6 1,8+0,6 0,376
Monociti (x 10%/L) 0,6 (0,5-0,8) 0,7 (0,6 —0,8) 0,353
Eozinofilni granulociti (x 10°L) 0,2 (0,1 -0,3) 0,2(0,1-0,3) 0,564
Bazofilni granulociti (x 10%/L) 0,00 (0,00-0,10) 0,00 (0,00-0,10) 0,781
Eritrociti (x 10'%/L) 473 +£0,41 4,76 + 0,47 0,739
Hemoglobin (g/L) 146,5+ 12,8 144,7 £ 14,6 0,645
Hematokrit (L/L) 0,440 + 0,036 0,435 + 0,039 0,590
MCV (fL) 93,3+43 91,5+3,9 0,105
MCH (pg) 31,0+£17 30,4+ 1,7 0,177
MCHC (g/L) 332,4+5,6 332,4£8,6 0,988
RDW (%) 13,8+ 0,8 14,2 +0,9 0,075
Trombociti (x 10%/L) 225,2 +61,8 203,7 +£ 56,1 0,169
MPV (fL) 9,16 + 0,98 9,18 + 0,98 0,965

Rezultati su prikazani sa srednjom vrijednosti i standardnom devijacijom te sa medijanom i interkvartilnim
rasponom, ovisno o tome slijede li podaci normalnu razdiobu ili ne (testirano Kolmogorov-Smirnov-im
testom); P vrijednost je izraCunata Studentovim T-testom ili Mann-Whitney-evim testom za nezavisne
uzorke ovisno o tome slijede li normalnu razdiobu ili ne

KKS- kompletna krvna slika; DKS- diferencijalna krvna slika; MCV- srednji volumen eritrocita (engl. mean
corpuscular volume); MCH- prosje¢ni sadrzaj hemogobina u eritrocitu (engl. mean corpuscular
hemoglobin); MCHC- prosje¢na koncentracija hemoglobina u 1 L eritrocita (engl. mean corpuscular
hemoglobin concentration); RDW- raspodijela eritrocita po volumenu (engl. red cell distribution width);

MPV — srednji volumen trombocita (engl. mean platelet volume)
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4.1.3 Korelacija i hijerarhijska klaster analiza citokina

Tablica 8. prikazuje Spearmanove koeficijente korelacije za izmjerene citokine u plazmi svih
bolesnika s KOPB-om. Koncentracija IL-1p je pokazala dobru korelaciju s IL-2, 1L-10 i 1L-12p70,
aizvrsnu s IL-4 i TNF-a. Koncentracija IL-2 je pokazala dobru korelaciju s IL-18, IL-4, IL-10, IL-
12p70 i TNF-a. Koncentracija IL-4 je pokazala dobru korelaciju s IL-2, IL-10, 1L-12p70 i TNF-a
i izvrsnu korelaciju s IL-1B. Koncentracija IL-5 je pokazala slabu korelaciju samo s IL-6.
Koncentracija IL-8 je pokazala slabu korelaciju s IL-10 i TNF-a. Koncentracija IL-10 je pokazala
slabu korelaciju s IL-8, a dobru korelaciju s IL-1p, IL-2, IL-4, IL-12p70 i TNF-a. Koncentracija
IL-12p70 je pokazala dobru korelaciju s IL-18, IL-2, IL-4, IL-10 i TNF-a.. Koncentracija TNF-a je
pokazala slabu korelaciju s IL-8, dobru korelaciju s IL-2, IL-4, IL-10 i 1L-12p70, a izvrsnu s IL-
1B.

Hijerahijskom klaster analizom su graficki prikazani obrasci izmjerenih citokina u plazmi
svih 100 bolesnika s KOPB-om (Slika 22.). Naime, uvidom u pojedina¢no izmjerene vrijednosti
citokina za pojedinoga bolesnika s KOPB-om, bez obzira na terapiju statinima, vidljivo je
istovremeno povecanje ili sniZenje koncentracije razli€itih citokina. Prisutno je nekoliko obrazaca
za koncentracije citokina u bolesnika s KOPB-om i istovremeno povecanje koncentracije pojednih
citokina (ko-elevacija). Hijerarhijska klaster analiza omogucava graficki prikaz odnosno
svrstavanje pojedinih bolesnika u homogene skupine na temelju koncentracije citokina, odnosno
po vrijednostima citokina se spajaju najsli¢niji bolesnici te nastaju odgovarajuci obrasci citokina.
Tako se iz slike vidi da postoji 5 vecih skupina odnosno 5 obrazaca za vrijednosti citokina kod
bolesnika s KOPB-om u ovom istrazivanju. Obrazac A uglavnom pokazuje umjerene koncentracije
citokina: 1L-12p70, IL-2, TNF-a, IL-4, IL-1pB, IL-10 i IL-6 te manje koncentracije I1L-8 i IL-5.
Obrazac B pokazuje umjerene koncentracije citokina: 1L-12p70, IL-2, TNF-a, IL-4, IL-1p, IL-10
i IL-5 te vece koncentracije 1L-8, dok su koncentracije IL-6 niske. Obrazac C pokazuje niske
koncentracije citokina IL-12p70, IL-2, TNF-a, IL-4, IL-1B i IL-10, a poveéane koncentracije IL-8,
IL-6 i IL-5. Obrazac D pokazuje niske koncentracije svih mjerenih citokina, u toj skupini se
uglavnom nalaze bolesnici na terapiji statinima. Obrazac E pokazuje umjerene koncentracije
citokina: 1L-12p70, IL-2, TNF-a, IL-4, IL-1p, IL-10, IL-6 i IL-5, ali i povecane koncentracije IFN-
Y.
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Testiranje korelacije FEV1 (%) sa svim izmjerenim citokinima nije dalo statisticki znacajne
rezultate za niti jedan izmjereni citokin (P>0.05), te sukladno tome rezultati za Spearmanov
koeficijent korelacije nisu prikazani. Vrijednosti CRP-a i FEV1 (%) takoder nisu pokazale
statisticki znacajnu korelaciju (P>0,05). Vrijednosti FEV1 (%) i mokra¢ne Kiseline u serumu

takoder nisu pokazale statisticki znac¢ajnu korelaciju (P>0.05).

Tablica 8. Medusobna korelacija koncentracije citokina kod svih bolesnika s KOPB-om

Citokini ~ IL-1p  IL-2 IL-4 IL-5 IL-6 IL-8 IL-10 1;;0 TNF-a
IL-1p / 0,602 0,859 / / / 0,674 0,732 0,754
IL-2 0,602 / 0,607 / / / 0,527 0,644 0,633
IL-4 0,859 0,607 / / / / 0,730 0,713 0,695
IL-5 / / / / 0,457 / / / /
IL-6 / / / 0,457 / / / / /
IL-8 / / / / / / 0,299 / 0,284
IL-10 0,674 0,527 0,730 / / 0,299 / 0,602 0,692
IL-12p70 0,732 0,644 0,713 / / / 0,602 / 0,715
TNF- 0,754 0,633 0,695 / / 0,284 0,692 0,715 /

U tablici su prikazani Spearman-ovi koeficijenti korelacije; podebljani su koeficijenti korelacije koji
pokazuju jako dobru povezanost;

Prikazani su samo statisticki znacajni koeficijenti korelacije koji imaju P<0,05

IL- interleukin; IFN-y- interferon-y; TNF-a- ¢imbenik tumorske nekroze-o; TNF-B- ¢imbenik

tumorske nekroze-p

74



REZULTATI

Bolesnici s KOPB-om

o N © < o] o [+0] > o) © o)
N~ - L - -~ ~— - zZ [T - -
& - z - = = - . z - -
N = =

=

Variables
0 2 4
Z-Score

Slika 22. Klasificirana toplinska karta od 11 razli¢itih citokina u plazmi ukljuéujuci svih 100

bolesnika sa stabilnim KOPB-om.

Koncentracije citokina su bile prije hijerarhijske analize klastera logio (x + 1) transformirane
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Metoda skaliranja za citokine: Z-ocjena, metoda klasteriranja: potpuna povezanost (krajnji susjed),
metoda udaljenosti: euklidska;

Metoda skaliranja za bolesnike: Nema; Metoda grupiranja: Potpuna povezanost (najdalji susjed),
Metoda udaljenosti: Euklidska.

Toplinska karta prikazuje pravokutnik za svaku koncentraciju citokina za svakog bolesnika, a
svaka boja pravokutnika prikazuje koncentraciju citokina u usporedbi sa srednjom vrijedno$c¢u i

korigirana je za SD.

Koncentracije citokina prikazane su horizontalno, a bolesnici vertikalno. Stablo se formira na vrhu
slike koja pokazuje grupiranje razli€itih citokina - 2 klastera (C1, C2 ), a lijevo se formira stablo
koje prikazuje bolesnike koji formiraju klaster prema koncentraciji citokina. Postoji 5 vecih
skupina za vrijednosti citokina u bolesnika s KOPB-om obojanih razli¢itim bojama i oznac¢enih
oznakama (A, Bl, €, D iE) i3 manjaklastera (|, [, ).
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4.1.4 Udio apoptoznih i nekroznih leukocita

Tablica 9. prikazuje relativni udio leukocita odnosno subpopulaciju granulocita, limfocita i
monocita u procesu apoptoze i nekroze izmjerenih s CD45 antitijelom i Aneksin-V-FITC-om na
proto¢nom citometru u skupinama bolesnika s KOPB-om bez odnosno na terapiji statinima.
Relativni udio svih leukocita, te subpopulacija limfocita i monocita u procesu apoptoze pokazali
su statisticki zna¢ajno smanjenje U Krvi bolesnika s KOPB-om koji su uzimali statine dulje od
godine dana, za razliku od bolesnika koji nisu bili na terapiji statinima. lako, relativni udio
granulocita u procesu apoptoze nije pokazao znacajnu razliku, u bolesnika koji su bili na terapiji
statinima taj udio je bio snizen u odnosu na bolesnike bez terapije.

Slika 23. prikazuje rezultate mjerenja s proto¢nog citometra tj. relativni udio apoptoze i
nekroze leukocita periferne krvi kao primjer za jednog bolesnika s KOPB-om.

Prikaz apoptoznih i nekroznih leukocita izvedene TUNEL metodom prikazana je na slici
za nekoliko bolesnika (N=3) ovisno o terapiji statinima (Slika 24.). TUNEL metoda je ovdje
koristena isklju¢ivo kao kvalitativna tehnika, iako se pregledom fotomikrografija perifernih krvnih
stanica bolesnika s KOPB-om koji nisu bili na terapiji statinima uoc¢avalo vise leukocita u procesu

apoptoze u odnosu na ispitanike koji su bili na terapiji statinima.
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Tablica 9. Prikaz relativnih udjela leukocita u apoptozi i nekrozi izmjerenih na protocnom

citometru u krvi bolesnika s KOPB-om bez i na terapiji statinama

Parametri

Broj bolesnika (N)
Leukociti u apoptozi (%0)
Granulociti u apoptozi (%0)
Limfociti u apoptozi (%)
Monociti u apoptozi (%)
Leukociti u nekrozi (%)
Granulociti u nekrozi (%)
Limfociti u nekrozi (%0)

Monociti u nekrozi (%)

KOPB bolesnici
bez terapije
statinima

51
28,2 (22,2 -32,6)
28,4 (18,0 -36,1)
12,5 (10,4 — 16,3)
83,6 (77,6- 87,4)
0,89 (0,67 — 1,15)
0,04 (0,02 - 0,08)
0,08 (0,00 - 0,16)
0,18 (0,10 — 0,37)

KOPB bholesnici
na terapiji
statinima

17
21,4 (17,9 - 28,5)
23,0 (16,4 — 29,9)
8,5 (6,4 —11,2)
74,2 (58,5 — 82,4)
0,63 (0,21 - 1,06)
0,02 (0,00 — 0,04)
0,07 (0,00 - 0,14)
0,11 (0,00 — 0,35)

vrijednost

0,032*
0,185
0,009*
0,004*
0,076
0,099
0,782
0,243

Rezultati su prikazani s medijanom i interkvartilnim rasponom, iako podaci slijede normalnu razdiobu

(testirano Kolmogorov-Smirnov testom), zbog maloga broja uzoraka koristena je neparametrijska statistika;

P vrijednost je izracunata sa Mann-Whitney testom

Statisticki zna¢ajni rezultati imaju P<0,05 i podebljani su te oznaeni s *
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Slika 23. Reprezentativni tockasti prikaz (engl. dot plot) za mjerenje relativnog udjela apoptoze i
nekroze lekocita na proto¢nom citometru (Cytomics FC 500, Beckman Coulter), prikazano je
bojanje leukocita s antitijelom CDA45, propidij-jodidom i annexin-V-FITC-om za jednog bolesnika
s KOPB-om.

a) CD45-PC7 vs. SS scatter

b) SS vs. FS dot plot, C-limfociti, E-monociti, G-granulociti

c¢) Annexin-V-FITC vs. propidij jodid scatter, leukociti

d) Annexin-V-FITC vs. propidij jodid scatter, granulociti

e) Annexin-V-FITC vs. propidij jodid scatter, limfociti

f) Annexin-V-FITC vs. propidij jodid scatter, monociti

a) na temelju bojanja s CD45-PC7 i side scatter (SS) karakteristika identificirana je populacija
leukocita, sva daljnja analiza je provedena na stanicama iz gate-a B; b) identifikacija tipova stanica
na temelju CD45 bojanja i FS i SS karakteristika. C gate sadrzi limfocite, E gate sadrzi monocite i

G gate granulocite; c) desni niZi kvadrant predstavlja sve leukocite u procesu apoptoze, desni visi
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kvadrant predstavlja sve leukocite u procesu nekroze i u nekrozi; d) desni nizi kvadrant predstavlja
sve granulocite u procesu apoptoze, a desni visi kvadrant predstavlja sve granulocite u procesu
nekroze i u nekrozi; €) desni nizi kvadrant predstavlja sve limfocite u procesu apoptoze, a desni
visi kvadrant predstavlja sve limfocite u procesu nekroze i u nekrozi; f) donji desni kvadrant
predstavlja sve monocite u procesu apoptoze, a desni visi kvadrant predstavlja sve monocite u

procesu nekroze i u nekrozi
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Slika 24. Reprezentativne fotomikrografije s fluorescentnog mikroskopa (Olympus BX50,
Olympus) perifernih krvnih stanica bolesnika s KOPB-om. Slike lijevo: Al, B1 i C1 su nativni
prikazi, a slike desno A2, B2 i C2 su prikazi TUNEL reakcija za iste bolesnike. Leukociti su
obojani s FITC-dUTP s TUNEL tehnikom (x400). TUNEL pozitivne jezgre obojane su zeleno i
ukazuju na stanice u apoptozi. Preparati bolesnika s KOPB-om na terapiji statinima prikazani su
naslikama Ali A2 te B1i B2, a preparati bolesnika s KOPB-om bez terapije statinima na slikama
Clic2.
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4.2 Rezultati bolesnika s KOPB-om prema GOLD klasifikaciji

Bolesnici s KOPB-om su podijeljeni u Cetiri skupine ovisno o tezini odnosno stupnju
oboljenja prema revidiranoj kombiniranoj GOLD Kklasifikaciji iz 11/2016. Prikaz osnovnih
karateristika bolesnika kao $to su spol, dob, FEV1, ITM, pusacke navike i komorbiditeti prikazane
su u Tablici 10.

Koncentracije citokina nisu pokazale statisticki znac¢ajnu razliku ovisno o podjeli bolesnika
prema tezini oboljenja odnosno GOLD stadiju, §to je prikazano u Tablici 11.

Osnovni hematoloSki parametri koji su pokazali statistiCki znacajnu razliku ovisno o
klasifikaciji prema GOLD-u su prikazani u Tablici 12. U istoj tablici je kao parametar sistemske
upale prikazana i koncentracija CRP-a koji nije pokazao znacajnu razliku ovisno o GOLD stadiju
bolesnika (Tablica 12.).

Statisticki znacajna razlika je prisutna u broju leukocita, neutrofilnih i eozinofilnih
granulocita, limfocita i monocita u bolesnika s KOPB-om u najtezem stupnju po GOLD
klasifikaciji GOLD D, pri ¢emu je apsolutni broj navedenih krvnih stanica pove¢an u odnosu na
skupine GOLD A, B i C.
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Tablica 10. Karakteristike bolesnika s KOPB-om Klasificiranin po GOLD stadiju (A-D), prema
revidiranoj GOLD Kklasifikaciji iz 2017. (7)

Karakteristike

Dob bolesnika
(godine)

Spol
(muski/Zenski)
FEV1 (%)
Pusacke navike
(nepusac/bivsi /
pusac)

Pusacke godine
(pack/years)
ITM (kg/m?)
Hipertenzija
(da/ne)
Dijabetes
mellitus (da/ne)

Osteoporoza
(da/ne)

GOLD A
(N=28)

73 (55-84)

22/6

68.1 £ 12.9*%

2/19/7

355+234
27.4+3.9

18/10

5/23

5/23

GOLD B
(N=37)

66 (54-80)

27/10

54.6 £ 15.4*

1/22/14

412 +15.5
28.9+5.7

25/12

3/34

1/36

GOLD C
(N=19)

67 (52-80)

12/7

41.8 £12,0*

0/13/6

41.0+25.8
26.2 £3.7

12/7

2/17

8/11

GOLD D
(N=16)

64 (53-82)

10/6

39.1 £7.6*

0/11/5

54.1+£38.5
28.8+7.5

11/5

2/14

4/12

P

vrijednost

0.124

0.175

<0.001*

0,708

0.121
0.319

0,978

0,686

0,003*

Rezultati su prikazani sa srednjom vrijednosti i standardnom devijacijom; dob bolesnika je prikazana sa

medijanom (minimum-maksimum); P vrijednost je izratunata s ANOVA testom, statisticki znacajni

rezultati imaju P<0,05 i oznaceni su s *, post-hoc test je bio Student-Newman-Keuls-ov test za parne

usporedbe. FEV1% je bio razli¢it u skupinama A vs. B, CiD; B vs. A, C, i D; skupina C je bila razli¢ita od

skupine A i B, a skupina D je bila razli¢ita od skupina A i B.

Katergoricki podaci su testirani s frekvencijskom tablicom i y*-testom; FEV (forsirani izdisajni volumen u

1 sekundi), ITM (indeks tjelesne mase)
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Tablica 11. Prikaz koncentracija citokina po skupinama bolesnika s KOPB-om Klasificiranih po
GOLD stadiju (A-D), prema revidiranoj GOLD Kklasifikaciji iz 2017. (7)

GOLD A GOLD B GoLDC GOLD D P
(N=28) (N=37) (N=19) (N=16) vrijednost
IL-1p (ng/L) 21,5(9,3-26,0) 21,2 (15,1-23,4) 20,6 (19,2-22,1) 19,8 (0,0-22,0) 0,320

Citokini

IL-2 (ng/L) 221(9,8-24,5) 21,3 (12,8-24,5) 22,9 (20,2-25,6) 21,0 (0,0-23,3) 0,416

IL-4 (ng/L) 16,0 (3,3-21,9) 17,3(3,8-187) 16,8 (14,9-183) 158(0,0-17,2) 0,484

IL-5(ng/L)  13,1(9,8-184,3) 12,7 (9,8-36,9) 12,1(8,8-16,5) 12,4 (8,7-658) 0,797

IL-6 (ng/L) 3,0 (0,7-6,4) 5,6 (1,4-8,2) 1,4 (0,0-5,7) 1,5 (0,0-6,4) 0,108
97,6 (3,4-
IL-8 (ng/L) 33,7 (0,7-563,8) 9,3 (3,7-106,1) = 37,8 (3,9-210,9) 1265.2) 0,706

IL-10 (ng/L) 16,9 (0,0-21,2) 17,7 (0,0-22,2) = 16,9 (14,5-19,6) 16,5 (0,0-17,5) 0,255

IL-12 p70

5,0 (2,0-7,3) 4,8 (3,4-6,2) 5,0 (4,0-6,0) 3,5 (0,0-4,4) 0,061
(ng/L)

TNF-a.(ng/L) 14,5 (0,0-26,9) 16,1 (10,7-23,0) 14,5(12,8-19,1) 13,6 (0,0-19,5) 0,433

Rezultati su prikazani s medijanom i interkvartilnim rasponom, P vrijednost je izracunata s Kruskall-Wallis-
ovim testom
IL- interleukin; IFN-y- interferon-y; TNF-a- ¢imbenik tumorske nekroze-o; TNF-B- ¢imbenik tumorske

nekroze-p
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Tablica 12. Prikaz broja leukocita i subpopulacija leukocita, te koncentracije CRP-a u bolesnika s
KOPB-om Klasificiranih po GOLD stadiju (A-D), prema revidiranoj GOLD Kklasifikaciji iz 2017.

(")

Leukociti (x10%L)
Neutrofilni
granulociti
(x10%/L)

Limfociti (x10%L)
Monociti (x10%L)
Eozinofilni
granulociti
(x10%/L)

CRP (mg/L)

GOLD A
(N=21)
7,0 (5,7-8,0)

4,2 (3,5-4,9)

1,5 (1,4-1,9)
0,6 (0,5-0,6)

0,2 (0,1-0,3)

2,10 (1,25-6,07)

GOLD B
(N=33)
8,2 (7,3-9,4)

4,9 (4,2-6,1)

2,0 (1,8-2,5)
0,7(0,6-0,8)

0,2 (0,1-0,3)

3,47 (1,66-5,98)

GOLDC
(N=19)
7.4 (4,8-9,3)

4,9 (3,0-6,6)

1,6 (1,1-2,1)
0,5 (0,4-0,7)

0,1 (0,1-0,2)

2,96 (1,48-6,57)

GOLD D
(N=11)
9,4 (7,8-11,3)

6,5 (4,5-7,2)

1,7 (1,6-1,9)
0,8 (0,6-1,0)

0,3 (0,1-0,3)

2,86 (1,64-7,81)

=]
vrijednost
0,004*

0,036*

0,014*
0,006*

0,045*

0,680

Rezultati su prikazani s medijanom i interkvartilnim rasponom, P vrijednost je izracunata s Kruskall-Wallis-

ovim testom, statisti¢ki zna¢ajni rezultati imaju P<0,05 i oznaceni su s * i podebljani

Broj leukocita, neutrofilnih i eozinofilnih granulocita, limfocita i monocita je bio statisti¢ki znac¢ajno razli¢it

u skupini D u odnosu na skupine A, B i C.

CRP- C-reaktivni protein
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4.3 Rezultati koncentracije citokina prema pusackim godinama, indeksu

tjelesne mase, terapiji inhalacijskim kortikosteroidima i hipertenziji

U svrhu ispitivanja utjecaja pusackih navika na koncentraciju citokina takoder je napravljena
podjela bolesnika s KOPB-om prema tome jesu li bili aktivni pusaci ili bivsi pusaci. Obzirom da
je bilo samo 3 nepusaca medu bolesnicima s KOPB-om za njih nije radena statisticka obrada u
ovom istrazivanju. Obzirom na pusacke navike bolesnika nije bilo znacajne razlike u
koncentracijama citokina. Podaci su prikazani u Tablici 13.

Utjecaj ITM-a na koncentracije citokina je ispitana s podjelom bolesnika s KOPB-om
obzirom na normalni (ITM=20-25 kg/m?) i poviseni ITM (> 25 kg/m?). Statisti¢ki znacajno
smanjenje koncentracije citokina IL-4 (P=0,027), IL-8 (P=0,041) i IL-10 (P=0,023) prisutno je u
bolesnika s KOPB-om povecanog ITM —a u odnosu na bolesnike s normalnim ITM-om. Podaci su
prikazani u Tablici 14.

Utjecaj ICS terapije koju uzimaju bolesnici s KOPB-om na koncentracije citokina u
sistemskoj cirkulaciji prikazan je u Tablici 15. Nije bilo statisticki znacajne razlike u
koncentracijama citokina ovisno o podjeli bolesnika s KOPB-om prema ICS terapiji.

Obzirom na ucestalost hipertenzije u bolesnika s KOPB-om, napravljena je i podjela
bolesnika s hipertenzijom koji su na antihipertenzivima, te bez hipertenzije koji ne primaju terapiju.
Koncentracije citokina nisu pokazale statisti¢ki znacajnu razliku u tim dvjema skupinama.

Rezultati su vidljivi u Tablici 16.
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Tablica 13. Koncentracija citokina u bolesnika s KOPB-om podijeljenih u skupine ovisno o

pusackim navikama

Parametri Pusaé

Broj bolesnika (N) 32

IL-1B (ng/L) 20,75 (19,02 — 23,66)
IL-2 (ng/L) 23,06 (19,91 — 42,46)
IL-4 (ng/L) 16,81 (14,09 — 20,06)
IL-5 (ng/L) 14,86 (11,37 — 64,05)
IL-6 (ng/L) 4,42 (1,39 —7,22)
IL-8 (ng/L) 13,41 (6,52 — 232,54)
IL-10 (ng/L) 18,27 (7,18 — 23,03)
IL-12p70 (ng/L) 4,69 (3,65 — 6,48)
IFN-y (ng/L) 0,00 (0,00 - 0,00)
TNF-a (ng/L) 16,99 (11,15 — 21,27)
TNF-B (ng/L) 0,00 (0,00 — 0,00)

Bivsi pusac
65

21,16 (0,00 — 22,81)
21,26 (0,00 — 23,48)
16,28 (0,00 — 18,41)
12,05 (9,34 —52,44)

2,81 (0,00 —7,41)
12,51 (2,16 — 392,81)
16,22 (0,00 — 19,63)

4,35 (2,25 -5,65)

0,00 (0,00 — 0,00)
14,46 (0,00 — 19,54)

0,00 (0,00 — 0,00)

P vrijednost

0,597
0,079
0,297
0,189
0,243
0,541
0,187
0,490
/
0,386
/

Rezultati su prikazani s medijanom i interkvartilnim rasponom, jer ne slijede normalnu razdiobu (testirano

Kolmogorov-Smirnov-im testom); P vrijednost je izracunata s Mann-Whitney testom za nezavisne uzorke

zbog nenormalne razdiobe podataka

IL- interleukin; IFN-y- interferon-y; TNF-a- ¢imbenik tumorske nekroze-a; TNF-B- ¢imbenik tumorske

nekroze-p
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Tablica 14. Koncentracija citokina u bolesnika s KOPB-om podijeljenih u skupine ovisno o

indeksu tjelesne mase (ITM)

Parametri

Broj bolesnika (N)
IL-1p (ng/L)
IL-2 (ng/L)
IL-4 (ng/L)
IL-5 (ng/L)
IL-6 (ng/L)
IL-8 (ng/L)
IL-10 (ng/L)
IL-12p70 (ng/L)
IFN-y (ng/L)
TNF-a (ng/L)
TNF-p (ng/L)

Indeks tjelesne mase (kg/m?)

20,0 - 25,0
28
21,16 (20,35 — 23,23)
22,92 (20,59 — 27,62)
17,33 (15,76 — 19,37)
11,71 (9,84 — 17,96)
2,64 (0,18 — 7,22)
62,11 (6,58 — 506,49)
18,76 (16,81 — 24,77)
4,82 (4,02 - 6,02)
0,00 (0,00 — 0,00)
16,14 (12,79 — 20,84)
0,00 (0,00 — 0,00)

> 25,0
59
20,62 (0,00 — 22,81)
20,45 (0,00 — 24,05)
15,24 (0,00 — 18,41)
12,74 (9,34 — 104,21)
4,08 (0,44 — 7,63)
9,29 (1,51 — 161,45)
16,22 (0,00 — 19,63)
4,43 (0,00 — 5,93)
0,00 (0,00 — 0,00)
14,46 (0,00 — 19,54)
0,00 (0,00 — 0,00)

P vrijednost

0,129
0,053
0,027*
0,646
0,465
0,041*
0,023
0,258
/
0,126
/

Rezultati su prikazani s medijanom i interkvartilnim rasponom, jer ne slijede normalnu razdiobu (testirano

Kolmogorov-Smirnov-im testom); P vrijednost je izracunata s Mann-Whitney testom za nezavisne uzorke

zbog nenormalne razdiobe podataka

IL- interleukin; IFN-y- interferon-y; TNF-a- ¢imbenik tumorske nekroze-o; TNF-f- ¢imbenik tumorske

nekroze-p
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Tablica 15. Koncentracije citokina u bolesnika s KOPB-om na terapiji inhalacijskim

kortikosteroidima (ICS) i bez terapije ICS-om

Parametri

Broj bolesnika (N)
IL-1p (ng/L)
IL-2 (ng/L)
IL-4 (ng/L)
IL-5 (ng/L)

IL-6 (ng/L)
IL-8 (ng/L)
IL-10 (ng/L)
IL-12p70 (ng/L)
IFN-y (ng/L)
TNF-a (ng/L)
TNF-B (ng/L)

KOPB bolesnici bez
terapije ICS-a
83
21,16 (18,63 — 23,09)
22,36 (17,49 — 25,20)
16,28 (10,00 — 18,88)

12,05 (9,34 — 43,03)
3,53 (0,09 - 7,23)
13,71 (2,77 — 399,03)
17,17 (0,00 — 20,14)
4,77 (3,63 - 6,29)
0,00 (0,00 — 0,00)
16,14 (9,51 — 21,27)
0,00 (0,00 — 0,00)

KOPB bolesnici s
terapijom ICS-a
15
19,02 (0,00 — 22,67)
20,72 (0,00 — 22,78)
15,76 (0,00 — 18,14)
17,77 (11,71 — 155,70)
2,81 (1,39 - 6,04)
9,29 (0,89 — 304,24)
17,65 (0,00 - 19,63)
4,10 (0,00 - 5,80)
0,00 (0,00 — 0,00)
14,46 (0,00 — 18,90)
0,00 (0,00 — 0,00)

P

vrijednost

0,183
0,142
0,225
0,125
0,756
0,601
0,618
0,140
/
0,221
/

Rezultati su prikazani s medijanom i interkvartilnim rasponom jer slijede nenormalnu razdiobu

(Kolmogorov-Smirnov test), P vrijednost je izracunata s Mann-Whitney-evim testom za neparne uzorke i

za nenormalnu razdiobu podataka

IL- interleukin; IFN-y- interferon-y; TNF-a- ¢imbenik tumorske nekroze-a; TNF-B- ¢imbenik tumorske

nekroze-p
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Tablica 16. Koncentracije citokina u bolesnika s KOPB-om s i bez hipertenzije

Parametri

Broj bolesnika (N)
IL-1p (ng/L)
IL-2 (ng/L)
IL-4 (ng/L)
IL-5 (ng/L)
IL-6 (ng/L)
IL-8 (ng/L)
IL-10 (ng/L)
IL-12p70 (ng/L)
IFN-y (ng/L)
TNF-a (ng/L)
TNF-B (ng/L)

KOPB bolesnici bez
hipertenzije (nema
terapije)

34
21,16 (19,55 — 22,25)
22,92 (19,65 — 25,49)
16,3 (14,22 — 17,87)
11,36 (9,34 — 17,03)
1,39 (0,00 — 6,09)
10,99 (4,88 — 324,20)
17,17 (14,82 — 20,91)
4,95 (3,94 — 5,83)
0,00 (0,00 — 0,00)
16,14 (12,79 — 20,41)
0,00 (0,00 — 0,00)

KOPB bolesnici s
hipertenzijom (pije
antihipertenziv)
66
21,03 (0,00 — 23,37)
21,26 (0,00 — 24,05)
16,8 (0,00 — 18,95)
13,44 (10,01 — 154,4)
4,17 (0,69 — 7,76)
17,52 (2,31 — 361,14)
17,17 (0,00 — 20,14)
4,27 (0,00 - 6,11)
0,00 (0,00 — 0,00)
14,88 (0,00 — 19,54)
0,00 (0,00 — 0,00)

P vrijednost

0,659
0,115
0,876
0,133
0,098
0,779
0,436
0,216
/
0,369
/

Rezultati su prikazani s medijanom i interkvartilnim rasponom jer slijede nenormalnu razdiobu

(Kolmogorov-Smirnov test), P vrijednost je izratunata s Mann-Whitney testom za neparne uzorke za

nenormalnu razdiobu podataka

IL- interleukin; IFN-y- interferon-y; TNF-a- ¢imbenik tumorske nekroze-a; TNF-B- ¢imbenik tumorske

nekroze-p
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5. RASPRAVA

Prema rezultatima ovoga rada u bolesnika s KOPB-om koji su uzimali statine dulje od godine
dana doslo je do smanjenja koncentracije sljede¢ih citokina: IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-
12p70 i TNF-a. Vrijednosti citokina IL-5 i IL-6 nisu pokazale statisticki znacajnu promjenu, iako
su pokazale povecanje koncentracije u bolesnika s KOPB-om bez terapije statinima (145).
Pokazana je medusobna korelacija koncentracije citokina u svih bolesnika s KOPB-om bez obzira
na terapiju statinima, $to govori U prilog opravdanosti mjerenja koncentracije vise citokina
odjednom, u istom uzorku u bolesnika kao i 0 slozenom odnosu citokinske mreze.

U ovom radu skupine bolesnika nisu se razlikovale u dobi, stadiju bolesti i prisutnim
komorbiditetima kao $to su kardiovaskularne bolesti i hipertenzija. Medutim, postoji ocekivana
statisticki znacajna razlika u koncentraciji lipida zbog terapije statinima. Statini pokazuju ucinak,
Sto je 1 oCekivano, na smanjenje koncentracije ukupnog kolesterola i LDL-kolesterola u bolesnika
s KOPB-om. Medutim, koncentracija HDL-Kkolesterola znacajno je smanjena u bolesnika na
statinima, u odnosu na one bez statina (145).

Smanjenje koncentracije citokina u bolesnika s KOPB-om na terapiji statinima doprinosi
prepoznavanju pleiotropnih u¢inaka statina. Statini pokazuju pleiotropne ucinke, kao §to su utjecaj
na adheziju i agregaciju trombocita, smanjenje broja upalnih stanica, koncentraciju citokina i
mnoge druge (4,5,19,146). Prema naSem saznanju, ovo je prva studija koja pokazuje smanjenje
koncentracije ovih citokina u sistemskoj cirkulaciji bolesnika s KOPB-om koji su na terapiji
statinima. Brojne studije su procijenile korist statina u bolesnika s KOPB-om i njihovu ulogu u
nizoj stopi egzacerbacija i mortaliteta (9). lwata i sur. pokazali su smanjenje koncentracije IL-6 i
IL-8 inducirano statinima u humanim bronhijalnim epitelnim stanicama (147). Lyngdoh i sur. nisu
pronasli povezanost izmedu upotrebe statina i koncentracija IL-1p, TNF-a i IL-6 u zdravih bijelaca
(106). Musial i sur. pokazali su smanjenje koncentracije CRP-a, IL-6 i TNF-a kod muskaraca s
hiperkolesterolemijom nakon 3 mjeseca terapije simvastatinom (148). Studija provedena u Brazilu
pokazala je utjecaj statina na koncentracije citokina i kemokina IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a,
TGF-p i MCP u serumu (149). Pereira i sur. su U tom istrazivanju na ispitanicima s
hiperkolesterolemijom pokazali da su koncentracije aterogenih citokina IL-1p i kemokina IL-8, te

MCP-a pod utjecajem statina kod musSkaraca snizene, IL-6 nije pokazao statisticki znacajnu
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promjenu, dok su IL-8 i TNF-a pokazali povecéanje, a IL-10 smanjenje koncentracije, ali samo kod
zena s anamnezom akutnog infarkta miokarda (AIM) (149). Ova studija je pokazala da ovisno i 0
spolu te o prijaSnjoj anamnezi postoje razlike u utjecaju statina na koncentracije citokina kod
odredenih populacija bolesnika (149). Nadalje, prospektivno istrazivanje Kaczmarek i sur.
pokazalo je da simvastatin nakon terapije tijekom 3 mjeseca u bolesnika s KOPB-om ne utjece na
koncentraciju fibrinogena, CRP-a, TNF-a, IL-6 i MMP-9 (150). Medutim, pojedine druge studije
ne ukazuju na potencijalnu korist od uzimanja statina, osim u bolesnika s KOPB-om s poznatim
kardiovaskularnim komorbiditetima (5,151).

IL-1B je sredisnji medijator koji sudjeluje u urodenoj imunosti i upali (34). Jedan je od
kljuénih citokina koji pokrece neutrofilnu upalu u disnim putovima kod KOPB-a (35).
Koncentracija IL-1p je povec¢ana u serumu bolesnika s KOPB-om u akutnoj egzacerbaciji u odnosu
na stabilnu fazu KOPB-a, ali i u stabilnoj fazi KOPB-a u odnosu na zdrave ispitanike (35).

IL-2 je jedan od glavnih T-stani¢nih faktora rasta, te je nadeno da je oslobadanje IL-2
povecano kod Th1 stanica u bolesnika s KOPB-om (152).

IL-4 je Th2 citokin koji uz IL-5 i IL-13 ima ulogu u eozinofilnom i alergijskom upalnom
procesu, te ima ulogu u astmi (41,153). Paats i sur. su pronasli povecani udio IL-4 u CD8+
stanicama u bolesnika s KOPB-om, ali razlike nisu bile znacajne u odnosu na zdrave ispitanike
(110). Dokazano je da simvastatin inhibira ekspresiju CCR3 induciranu s IL-5 i kemotaksiju
eozinofila koja je posredovana putem mevalonata, tako da simvastatin reducira infiltraciju
eozinofila kod alergijskog rinitisa (154).

IL-6 je ispitan u mnogim istrazivanjima i Smatra se jednim od stabilnijih citokina u
perifernoj cirkulaciji te su za njega na trzistu ve¢ dostupni komercijalni kitovi koji omoguéuju
rutinsko odredivanje njegove koncentracije. Ipak, u ovom radu nije dobivena znacajna promjena u
koncentraciji IL-6, usprkos oc¢ekivanjima. IL-6 je citokin koji poti¢e oslobadanje CRP-a iz jetre, a
CRP kod nasih bolesnika takoder ne pokazuje statisticki znacajnu promjenu. Mozda statini
snizavaju uz CRP i IL-6 koji stoga ne pokazuje promjenu u odnosu na ispitanike koji nisu na terapiji
statinima. Inace, IL-6 i IL-8 su povezani s ucestalos¢u egzacerbacija kod KOPB-a i mogu biti
znacajno povecani, U usporedbi sa stabilnom fazom KOPB-g, sto govori u prilog upali u disSnim
putovima u kojoj sudjeluju navedeni citokini (155). Ipak, meta-analiza objavljena 2017. godine,

pokazala je da upalni citokini IL-6 i IL-8 ne mogu sluziti kao sistemski pokazatelji upale kod
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KOPB-a, za razliku od TNF-a i CRP-a (156). Bucchioni i sur. su opisali povecanje koncentracije
IL-6 u kondenzatu izdahnutog zraka u KOPB bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike (115).

IL-8 je multifunkcionalni kemokin, koji sudjeluje u infiltraciji neutrofila i kemotaksiji
prilikom upale (155). EI-Shimy i sur. su pokazali da je koncentracija IL-8 i pro-upalnih citokina
IL-6 1 TNF-a u serumu i BAL-u veca u bolesnika s KOPB-om s tezim stupnjem u odnosu na blagi
do umjereni stupanj prema GOLD-u i u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanika (155).
Korelacija izmedu koncentracije IL-6, IL-8 i TNF-a te FEV1 je bila negativna u toj studiji (155).
Rezaie-Majd i sur. su pokazali da je terapija simvastatinom kod ispitanika s hiperkolesterolemijom
dovela do smanjenja koncentracije upalnih citokina IL-6, IL-8 i MCP-1 u serumu, ali i u in vitro
pokusima na humanim umbilikalnim vaskularnim endotelnim stanicama i periferenim krvnim
mononuklearnim stanicama tretiranima sa statinima (157). Autori te studije smatraju da inhibicija
citokina inducirana statinima ima vaznu ulogu u farmakoloskim i klinickim uéincima statina u
kardiovaskularnim bolestima (157).

IL-10 je protuupalni citokin koji djeluje na snizavanje upalnih citokina (158). IL-10 je u
ovom istrazivanju U bolesnika s KOPB-om na statinima pokazao statisticki znacajno nize
koncentracije u odnosu na bolesnike koji nisu uzimali statine. IL-10 porastao je u supernatantu
sputuma bolesnika sa stabilnim KOPB-om (GOLD B) u usporedbi s bazalnim vrijednostima nakon
terapije simvastatinom, dok nije bilo promjene kod ispitanika koji su dobivali placebo (159).
Maneechotesuwan i sur. su pokazali da simvastatin inhibira IL-17, IL-22, IL-8 i IL-6 i uzrokuje
povecéanje IL-10 u sputumu bolesnika sa stabilnim KOPB-om GOLD B (159). U toj studiji nije
doslo do promjene koncentracije CRP-a bez obzira na terapiju simvastatinom (159).

Cimato i sur. su u zdravih ispitanika bez poznate koronarne bolesti ispitivali utjecaj statina
na Thl citokine te nisu nasli promjene u koncentracijama IL-12p40, IL-18 i IL-27 (160). Autori
smatraju da statini ipak imaju utjecaj na modulaciju citokina i da kod zdravih ispitanika nije
prisutna upalna reakcija pa izostaje utjecaj statina na koncentraciju citokina (160). U toj studiji su
prikazani i preliminarni dokazi o interakciji serumskih lipida i Thl citokina u ispitanika bez
ateroskleroze (160). Prikazana je korelacija IL-18 s kolesterolom i obrnuta korelacija izmedu IL-
12p40 i HDL-kolesterola, apolipoproteina Al i lipoproteina (a) (160).

TNF-a je marker sistemske upale koji je povezan sa povecanjem koncentracije ovisno o
tezini stadija KOPB-a te je prisutan i porast kod disfunkcije miSica prilikom umjerene fizi¢ke

vjezbe u usporedbi sa zdravim kontrolnim ispitanicima (161). Koncentracija TNF-a u krvi izrazito
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varira i ¢ini se da njegovo mjerenje nije izrazito reproducibilno (161). Marevi¢ i sur. su pokazali
da TNF-o u serumu nije povecan u bolesnika sa stabilnim KOPB-om u odnosu na zdrave pusace i
nepusace (162).

Izmjerene vrijednosti IFN-y i TNF-B su uglavnom bile ispod praga detekcije metode koja
se koristila u ovom radu.

Koncentracije CRP-a se ne razlikuju u bolesnika s KOPB-om s i bez terapije statinima.
CRP kao faktor rizika za kardiovaskularne bolesti se koristi i pri odluci kod terapije statinima.
Radovi pokazuju smanjenje koncentracije CRP-a pod utjecajem statina. Medutim, u ovom radu
nije nadena znacajna razlika u koncentraciji CRP-a s i bez terapije statinima. Gan i sur. su pokazali
da je koncentracija CRP-a vec¢a kod pusaca i u bolesnika s KOPB-om sa smanjenom plu¢nom
funkcijom (163). Ipak, klini¢ka korist od koncentracije CRP-a kao prediktora kod KOPB je upitna
(161). Na koncentraciju CRP-a utjecu i drugi ¢imbenici kao kardiovaskularne bolesti, ali i fizicka
aktivnost, dijabetes mellitus, bolesti bubrega, hipertenzija kao i terapija lijekovima kao §to su
statini, $to ne doprinosi znacaju odredivanja CRP-a kod tih bolesnika kao prediktora razvoja bolesti
ili egzacerbacija, osim, naravno, u stanju bakterijskih ili tezih infektivnih bolesti (156,163).
Marevic i sur. su pokazali da bolesnici sa stabilnim KOPB-om imaju povec¢ane koncentracije CRP-
a u odnosu na zdrave pusace i nepusace, te da bi CRP ipak mogao sluziti kao prediktor progresije
KOPB-a (162).

Koncentracija mokra¢ne Kiseline je pokazala statisticki znacajno povecanje u bolesnika s
KOPB-om na statinima, a albumin smanjenje koncentracije. Mokra¢na kiselina u serumu je
produkt katabolizma purina i vazan je izvanstani¢ni antioksidans prisutan u respiracijskom sustavu
traktu (164). Mokracna kiselina se danas spominje kao jedan od parametara koji korelira s tezinom
KOPB-a (164). Rezultati ovog istrazivanja pokazuju u skupini bolesnika s KOPB-om na statinima
povecane koncentracije mokraéne kiseline u odnosu na bolesnike bez terapije statinima. Prema
MDRD jednadzbi kojom je procjenjena glomerularna filtracija, dio nasih ispitanika s KOPB-om
ima smanjeni eGFR < 60 ml/min/1,73 m? te do porasta mokraéne kiseline mozda dolazi zbog
oStecenja bubrezne funkcije. Nadalje bolesnici na statinima takoder imaju statisticki znacajno
povecanu koncentraciju glukoze, usprkos tome §to u toj skupini nema vise bolesnika s dijabetesom
mellitusom tipa Il u odnosu na skupinu KOPB bez terapije statinima. Kao jedna od nuspojava
terapije statinima navodi se i hiperglikemija $to bi objasnilo povecane koncentracije glukoze u

skupini bolesnika s KOPB-om na statinima (18).
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U ovom istrazivanju, terapija sa statinima pokazala je utjecaj na koncentraciju citokina u
bolesnika s KOPB-om, a to je vjerojatno zbog pleiotropnog ué¢inka. Medutim, studija je bila mala,
randomizirana, a ne prospektivna studija. Bolesnici su primali razli€ite statine duze od godinu dana
i imali su povijest hiperkolesterolemije i kardiovaskularnog rizika. Da li je ovaj u¢inak prisutan
samo u bolesnika s KOPB-om s kardiovaskularnim bolestima ili kod svih bolesnika na statinima,
tek treba detaljnije ispitati. Ipak, studije provedene na bolesnicima s kardiovaskularnim
oboljenjima i hiperkolsterolemijom govore u prilog djelovanju statina i na koncentracije citokina
(149).

Nedavno je vise skupina istrazivaca istaknulo mogucénost koristenja hijerarhijske klasterske
analize kako bi se otkrili odredeni obrasci citokina u populaciji bolesnika (142—144). Hijerarhijska
klasterska analiza u ovom istrazivanju pokazala je nekoliko klastera u bolesnika s KOPB-om u
skladu s vrijednostima citokina. Citokinski uzorci bili su u velikoj skupini pacijenata slicni s
umjerenim povecanjem vrijednosti citokina (klaster A, B i C). Bolesnici s KOPB-om koji su
uzimali statine pokazali su razli¢it obrazac/uzorak citokina s nizim vrijednostima citokina (klaster
D). Citokini su formirali klaster (Cl) koji pridonosi €injenici da postoji prisutan Thl i Th2
citokinski obrazac kod stabilnih bolesnika s KOPB-om i da kompleksnu citokinsku mrezu treba
istraziti s mnogostrukim mjerenjem vise citokina u istom uzorku. Temeljem koncentracije I1L-5 i
IL-6 nisu oblikovan klaster. IFN-y i TNF-B formirali su klaster (C2), jer iako su vrijednosti
uglavnom bile ispod granice detekcije testa, logaritamskom transformacijom je omoguéena analiza
izmjerenih vrijednosti koje su tvorile klaster.

U ovom istrazivanju U bolesnika s KOPB-om koji su bili na terapiji statinima doslo je do
smanjenja relativnih udjela monocita i limfocita u apoptozi u odnosu na bolesnike koji nisu na
statinima. Naime, bolesnici s KOPB-om u ovom istrazivanju bez terapije statinima imaju
koncentracije kolesterola i LDL-kolesterola iznad preporucenih vrijednosti. Preporuéene
vrijednosti za kolesterol su < 5,0 mmol/L, a za LDL-kolesterol < 3,0 mmol/L prema Hrvatskoj
komori medicinskih biokemi¢ara (HKMB) (165).

Prema nekim znanstvenicima, poput Tabasa, kolesterol moze doprinjeti procesu apoptoze
stanica (166). Mozda povisena koncentracija kolesterola i LDL-kolesterola pridonosi apoptozi
leukocita periferne krvi u bolesnika s KOPB-om koji nisu uzimali statine. PoviSene koncentracije
kolesterola mogu potaknuti proces apoptoze, jer kolesterol ulazi u stanice, kao kod makrofaga u

aterosklerotskim plakovima (166). Naime, endogena biosinteza kolesterola, u veéini stanica,
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kontrolirana je viSestrukim mehanizmima homeostaze, te se suvisni kolesterol ne akumulira (166).
Vecina stanica posjeduje mehanizme za internalizaciju egzogenog kolesterola u obliku lipoproteina
plazme, kao npr. stanice koje sintetiziraju steroide, hepatociti te makrofagi i glatke miSi¢ne stanice
u aterosklerotskim lezijama (166). Unos lipoproteina u stijenke arterija od strane makrofaga i
glatkih misi¢nih stanica pomaze endotelu uklanjanjem potencijalno stetnih lipoproteina. Ipak, ovaj
stani¢ni proces unosa lipoproteina naposljetku moze doprinijeti progresiji i komplikaciji
aterosklerotskih vaskularnih bolesti (166). Stanice, kao odgovor na nakupljanje kolesterola, mogu
smanjiti endogenu biosintezu kolesterola i ekspresiju receptora za LDL (166). Nadalje, te stanice
su razvile i druge mehanizme za sprijecavanje akumulacije suvisnog neesterificiranog tj. slobodnog
kolesterola, $to govori u prilog mogué¢em toksi¢nom ucinku slobodnog kolesterola (166). Moguci
potencijalni mehanizmi za citotoksi¢nost slobodnog kolesterola su gubitak fluidnosti membrane,
disrupcija membranskih domena, indukcija procesa apoptoze, unutarstani¢na Kristalizacija
kolesterola i stvaranje toksi¢nih oksisterola te moguca promjena ekspresije gena (166). Posljedice
navedenih mehanizama mogu biti disfunkcija proteina membrane, prekid u signalizaciji, disrupcija
organela i smrt stanice posredovana kaspazama (166). Zbog svega navedenog, slobodni kolesterol
vjerojatno doprinosi veéem relativnom udjelu leukocita odnosno subpopulacije monocita i
limfocita u procesu apoptoze u bolesnika s KOPB-om bez terapije statinima u odnosu na bolesnike
koji su na terapiji statinima. Takoder, ovo govori u prilog da je smanjenje relativnog udjela
leukocita u procesu apoptoze u bolesnika s KOPB-om koji su koristili statine neizravna posljedica
uéinka statina djelovanjem na koncentraciju kolesterola. Medutim, nismo dokazali korelaciju
izmedu relativnih udjela stanica u apoptozi i kolesterola i LDL-kolesterola u skupini bolesnika koji
su koristili statine.

Ghavami i sur. su pokazali da simvastatin aktivira nove putove apoptoze u primarnim
humanim pluénim mezenhimalnim stanicama, tako da dolazi do aktivacije p53 i oslobadanja
proteina inhibitora apoptoze (engl. inhibitor of apoptosis proteins, IAP), Smac i Omi, te dolazi do
aktivacije kaspaza-3, -7 i -9 u glatkim miSi¢nim stanicama di$nih putova i fibroblastima (167).
Chello i sur. pronasli su povecanu razinu apoptoze neutrofila nakon koronarne operacije u
bolesnika prethodno lije¢enih simvastatinom (168). Mandal i sur. otkrili su da bolesnici s
bronhiektazijom na terapiji atorvastatinom imaju povecani broj apoptoznih neutrofila, smanjenje
odrzivih neutrofila i smanjenje ukupnog broja neutrofila iz sputuma u usporedbi s bolesnicima koji

ne koriste atorvastatin (169). Iako su ove studije pokazale da statini povecavaju proces apoptoze u
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razli¢itim stanicama, rezultati su uglavnom dobiveni in vitro na kulturama stanica, dok su u ovoj
studiji mjerenja apoptoze i nekroze leukocita u¢injena odmah U svjezim uzorcima. Medutim, ova
studija podupire Cinjenicu da statini pokazuju i pleiotropne ucinke, pri ¢emu se mehanizam
djelovanja statina na apoptozu leukocita periferne krvi, ostvaruje neizravno, smanjenjem
koncentracije kolesterola ili izravnim djelovanjem $to je potrebno jo§ istraziti.

Poremecaji u procesu apoptoze i uklanjanju infiltriranih imunosnih stanica u plu¢ima
vjerojatno imaju vaznu ulogu u patogenezi KOPB-a (131). Kod KOPB-a, neutrofili su klju¢ne
upalne stanice kao i potencijalni izvor supstanci koje dalje oste¢uju tkivo (131). Upalna reakcija u
tkivu, s prisutnom hipoksijom i upalnim medijatorima, predstavlja mikrookoli§ koji omogucava
odgodu apoptoze neutrofila i time se produzava upalno djelovanje neutrofila (131). Hodge i sur. su
pokazali da alveolarni makrofagi bolesnika s KOPB-om imaju smanjenu sposobnost fagocitoze
apoptoznih epitelnih stanica disnih putova (170). Morimoto i sur. su pokazali da lovastatin
pojacava eferocitozu in vitro i in vivo u ispitanika s KOPB-om (135). Moguce je da statini U OVOj
studiji u bolesnika s KOPB-om povecéavaju proces fagocitoze apoptoznih stanica i time smanjuju
relativni udio leukocita u apoptozi u toj skupini. Stanice u apoptozi koje nisu "oc¢iséene" tj.
uklonjene mogu ulaziti u proces sekundarne nekroze i time doprinijeti upali pluca, ali je nejasno
da li takve apoptozne stanice predstavljaju povecani udio stanica u procesu apoptoze ili je prisutan
nedostatak u klirensu tih apoptoznih stanica (171).

Statini su u Sirokoj uporabi u lijeCenju kardiovaskularnih bolesti. Pojedine studije su
pokazale da kod karcinoma, statini povecavaju apoptozu tumorskih stanica, dok se u
nekanceroznim stanicama pojavljuju suprotni ucinci (172). Takoder, moze doé¢i do promjene u
apoptozi ili oStecenog klirensa apoptoznih leukocita periferne krvi u bolesnika sa stabilnim KOPB-
om bez obzira na terapiju statinima. Hodge i sur. pokazali su poveéanje apoptoze stimuliranih T-
limfocita i promjenu u regulaciji putova apoptoze u perifernoj krvi ispitanika s KOPB-om (130).
Pletz i sur. otkrili su da bolesnici s KOPB-om u egzacerbaciji pokazuju smanjenu apoptozu
neutrofila periferne krvi, ali ne i bolesnici sa stabilnim KOPB-om (132). Povecani broj stanica u
apoptozi uocen je u sputumu i pluénom tkivu u respiracijskih bolesti kao sto su KOPB, astma i
cisti¢na fibroza (129). Lim i suradnici pronasli su porast apoptoze T-limfocita, CD4+ i CD8+ u
perifernoj krvi bolesnika s KOPB-om tijekom egzacerbacija u usporedbi sa stabilnim bolesnicima
s KOPB-om i zdravim kontrolnim ispitanicima (134). Zhang i sur. pokazali su da je udio apoptoze

kultiviranih nestimuliranih neutrofila smanjen u bolesnika s KOPB-om i da je u usporedbi sa
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zdravom kontrolom ekspresija mRNA bila pojaana za anti-apoptozne gene i smanjena za
apoptozne gene (173).

U ovom radu, postoji nekoliko ograni¢enja u vezi ispitivanja apoptoze i nekroze leukocita
periferne krvi u bolesnika s KOPB-om. Bolesnici s KOPB-om su primali razli¢ite statine kao §to
su simvastatin, atorvastatin i rosuvastatin u razli¢itim dozama. Takoder, nije bilo ispitanika s
visokim koncentracijama kolesterola bez i na terapiji statinima, a bez KOPB-a, kako bi ustanovili
uc¢inak povecanih koncentracija kolesterola na apoptozu leukocita periferne krvi. Medutim, ex vivo
koncept ove studije, bez in vitro uzgoja i stimulacije stanica, predstavlja mogu¢nost za daljnja
ispitivanja povezanosti izmedu terapije statinima i apoptoze, kao i utjecaja kolesterola na proces
apoptoze, kod bolesnika s KOPB-om i nema mnogo takvih studija.

Citokini ne pokazuju statistiCki znacajne promjene kada se bolesnici s KOPB-om
klasificiraju po stupnju GOLD-a (A, B, C, D). Ova studija je pokazala da Thl i Th2 citokini nisu
bili dobri biomarkeri za klini¢ku diferencijaciju bolesti u nasih bolesnika s KOPB-om. Rezultati
studija koje su ispitivale citokine u sistemskoj cirkulaciji kao biomarkere za procjenu tezine KOPB-
a su vrlo raznolike. Selvarajah i sur. pokazali su korelaciju koncentracije citokina u serumu s
tezinom KOPB-a prema GOLD podjeli (174). Ovi znanstvenici su koristili proteinsku mikrocip
tehnologiju (engl. microarray) za mjerenje koncentracije 14 citokina: IL-1p, IL-4, IL-6, IL-8, IL-
10, IL-17, TNF-0, TGF-B, IFN-y, eotaksin-1, eotaksin-2, VEGF, MCP-1 1 IP-10. Njihov je
zakljucak da istovremeno mjerenje panela citokina, a ne samo pojedinih citokina u serumu, ukazuje
na tezinu KOPB-a, kao i1 da su citokini pokazatelji sistemske upale, ali da isto tako doprinose i
razvoju same sistemske upale u KOPB-u (174). Pinto-Plata i sur. pokazali su povecanje
koncentracija IL-6 1 TNF-a, ali ne 1 IL-8, u serumu bolesnika s KOPB-om kada su podijeljeni prema
GOLD stadiju (I-IV) (51). Ovi autori smatraju da su IL-6, IL-8, TNF-a, MMP-9 i VEGF dobri
biomarkeri za opstrukciju diSnih putova te funkcionalni kapacitet i zdravstveni status. Oni smatraju
da promjene obrazaca biomarkera za upalnu reakciju koreliraju s klinickim ishodom bolesti.
Predlozili su stoga tzv. toplinsku kartu (engl. heatmap) za interakciju izmedu obrazaca izmjerenih
biomakera i ishoda bolesti (engl. ObServed Clinical Association Results, OSCAR plot) (51).
Karadag i sur. pokazali su da je TNF-a u serumu bio povecan u bolesnika s KOPB-om u tezem
stadiju prema GOLD-u (I-1V), te bi mogao biti indikator stadija odnosno tezine KOPB-a (175).
Kolsum i sur. otkrili su da su IL-6, TNF-a i CRP u perifernoj cirkulaciji bolesnika s KOPB-om

umjereno ponovljivi tijekom jedne godine, te bi se mogli koristiti kao sistemski upalni biomarkeri
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(116). ECLIPSE studija pokazala je slabu ponovljivost nekoliko citokina, medu njima i citokina
koji su odredeni u ovom radu (176). Bradford i sur. su pokazali da su eotaksin, ali i IL-6, IL-2, IL-
81 IL-10 poviSeni kod bolesnika s KOPB-om te povezani s opstrukcijom u di$nim putovima dok
TNF-a i IFN-y nisu (177). Takoder, isticu vaznost mjerenja vise citokina odjednom, te potrebu
razvoja panela za mjerenje biomarkera u opservacijskim i intervencijskim studijama KOPB-a
(177).

Rezultati ovoga rada pokazuju niz zna¢ajnih medusobnih korelacija izmedu koncentracija
Th1 i Th2 citokina u plazmi bolesnika s KOPB-om, §to upucuje na zajednic¢ke putove u regulaciji
njihove ekspresije. Rezultati naglasavaju potrebu za mjerenjem panela citokina u KOPB-u kao
biomarkera, a ne samo nekih citokina pojedina¢no. Razlozi koji mogu objasniti dobivene rezultate
su razli¢iti. Rezultati takoder upucuju da bi klasifikacija bolesnika s KOPB-om prema fenotipu
KOPB-a ili longitudinalno pracenje pojedinih bolesnika mogao biti prikladniji nacin za istraZivanje
biomarkera za napredovanje bolesti. Han i sur. predlazu podjelu bolesnika s KOPB-om po fenotipu
u svrhu bolje prognoze bolesti, terapijskih podskupina, ali isto tako i u istrazivacke svrhe (178).

U ovom istrazivanju podjela bolesnika na fenotipove KOPB-a bi bila prikladnija za
ispitivanje promjene koncentracije citokina, ali smo, nazalost, imali nedovoljno podataka za takvu
podjelu bolesnika. Naime, predlozeni fenotip KOPB-a sa sistemskom upalom ima povisene
koncentracije sistemskih upalnih markera kao $to su CRP, IL-6, IL-8, TNF-a i broj leukocita i ¢ini
se da povecane koncentracije tih parametara nisu prisutne kod svih bolesnika s KOPB-om (178).
Nadalje, metode za mjerenje koncentracije citokina su uglavnom istrazivacke i kitovi jo§ nisu
standardizirani, a poluzivot citokina u sistemskoj cirkulaciji je razli¢it. Je li usporedba
koncentracije citokina iz razli¢itih studija koje su koristile potpuno drugacije metode za mjerenje
citokina prikladna pitanje je dobre laboratorijske prakse. Na sva ta pitanja i dalje treba odgovoriti.
Bolesnici koji su uzimali sistemske kortikosteroide i protuupalne lijekove bili su iskljuceni iz ove
studije. Medutim, utjecaj razliCitih terapija, kao §to su statini, na koncentracije citokina, kao $to je
prikazano ovdje, moze biti jo$ jedan razlog za odsutnost promjene vrijednosti citokina u bolesnika
s KOPB-om zbog stupnja teZine oboljenja.

Pokazatelj upalnog stanja, broj leukocita, je bio u nasem istrazivanju povecan u bolesnika
s KOPB-om u GOLD stupnju D. Rezultati pokazuju da u bolesnika s KOPB-om broj leukocita
moze posluziti kao pokazatelj tezine oboljenja. Koo i sur. su takoder pokazali potencijal broja

leukocita kao biomarkera za tezinu KOPB-a, te su povezali broj leukocita s trenutnim pusackim
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statusom, kvalitetom Zivota i smatraju ih rizicnim ¢imbenikom za slabiju funkciju pluca (179).
Ipak, smatraju da do povecanja broja leukocita u bolesnika s KOPB-om dolazi zbog pusenja, te bi
kod nepusaca ili bivsih pusaca s KOPB-om broj leukocita bio bolji biomarker za tezinu oboljenja
nego kod trenutnih pusaca (179). Povecani broj leukocita pokazao je slabu povezanost s prisuthom
sistemskom upalom, ucestalim egzacerbacijama i mortalitetom u bolesnika s KOPB-om u
ECLIPSE studiji (180). Ipak, zaklju¢ci ECLIPSE studije su da povecéani broj leukocita moze
posluziti kao relevantni biomarker u bolesnika s KOPB-om (180).

CRP, protein akutne faze, nije pokazao znac¢ajnu promjenu u nasih bolesnika s KOPB-om
s obzirom na stadije KOPB-a prema GOLD klasifikaciji. Ferrari i sur. su pratili bolesnike s KOPB-
om tijekom 3 godine te nisu pronasli promjene u koncentraciji CRP-a, medutim, izmjerili su
povecanje koncentracije IL-6 za koji smatraju da bi mogao posluziti kao biomarker za procjenu
progresije KOPB-a (117). U ranije objavljenom radu, pokazali smo da su u bolesnika sa stabilnim
KOPB-om znacajno povecane koncentracije CRP-a u usporedbi sa zdravim pusac¢ima i nepusac¢ima
(162).

PuSacke navike bolesnika, kao S$to su biv§i puSaci i sadaSnji puSaci s KOPB-om nisu
rezultirali znacajnim razlikama u koncentraciji citokina. Nakamura i sur. pokazali su povecanje
koncentracije IL-5, IL-7 i IL-13 u plazmi, smatraju da bi ovi biomarkeri mogli razlikovati osobe
osjetljive na pusenje od neosjetljivih za potencijalni razvoj KOPB-a (181).

Istrazen je utjecaj ITM-a na koncentraciju citokina te je prisutna statisti¢ki znacajno niza
koncentracija citokina IL-4, IL-8 i IL-10 u bolesnika s KOPB-om s ITM-om > 25 u odnosu na
ispitanike s normalnim ITM-om od 20-25. Stapleton i sur. su mjerili koncentracije 1L-6 i IL-8 kod
ispitanika s akutnom ozljedom pluca i nasli su obrnuto proporcionalnu povezanost izmjerenih
citokina s ITM-om. Koncentracije citokina i ukupan broj leukocita bio je smanjen u ispitanika s
povecanim ITM-om u odnosu na osobe s normalnim ITM-om, §to ukazuje na potencijalnu ulogu
debljine u urodenoj imunosti (182). U istrazivanju od Moy 1 sur. ispitivan je odnos fizicke
aktivnosti i upalnih markera u bolesnika s KOPB-om. Autori su pokazali da fizicki aktivni
ispitanici imaju smanjene koncentracije CRP-a i IL-6 §to bi moglo doprinjeti i smanjenju sistemske
upale koja je prisutna u bolesnika s KOPB-om (183). Karadag i sur. su pokazali da su koncentracije
CRP i TNF-o povecane u bolesnika s KOPB-om s niskim ITM-om u odnosu na bolesnike s KOPB-
om s normalnim do visokim ITM-om i da bi se ti parametri mogli potencijalno koristiti za procjenu

malnutricije (175).
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Kod malog broja bolesnika na terapiji ICS-a takoder nije doslo do statisti¢ki znacajne razlike
u koncentraciji citokina u sistemskoj cirkulaciji u odnosu na ispitanike koji nisu koristili ICS.
Vjerojatno je to stoga Sto su sistemski uéinci ICS-a maniji, te bi za praenje njihova utjecaja na
citokine bilo u¢inkovitije mjeriti koncentraciju citokina lokalno, odnosno u uzorcima poput BAL-
a ili sputuma.

Bolesnici s KOPB-om podijeljeni prema statusu krvnog tlaka, hipertenziji odnosno
antihipertenzivnoj terapiji i normotenziji ne pokazuju promjene u koncentraciji citokina.

Statini u bolesnika s KOPB-om u ovom radu pokazali su utjecaj na smanjenje koncentracije
citokina IL-1B, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12p70 i TNF-a u plazmi, kao i utjecaj na smanjenje
relativnog udjela apoptoze lekocita odnosno subpopulacije limfocita i monocita u perifernoj
cirkulaciji. Dakle, pokazano je pleiotropno djelovanje statina u KOPB-u. Ipak, tek treba ispitati da
li je ovaj utjecaj statina izravan ili neizravan putem djelovanja na koncentraciju kolesterola i LDL-
kolesterola. Prema GOLD-u, prisutne komorbiditete u bolesnika s KOPB-om treba lijeciti kao da
bolesnik nema KOPB (7). Stoga je primjena statina u bolesnika s KOPB-om indicirana samo u
slu¢ajevima hiperkolesterolemije i prevencije kardiovaskularnih dogadaja, te se smatra da statini
samo u toj skupini bolesnika smanjuju rizik od egzacerbacija KOPB-a (184). Opservacijski radovi
govore u prilog koriStenju statina u bolesnika s KOPB-om, jer utjeCu na smanjenje egzacerbacija,
morbiditeta i mortaliteta. Ali samo je jedna prospektivna studija pokazala da samo skupina
bolesnika s KOPB-om i kardiovaskularnim rizikom ima koristi od primjene statina (10,151,184).
Ipak, se smatra da bi imunomodulacijski u¢inci statina u bolesnika s kroni¢nim bolestima di$nih
putova kao $to su astma i KOPB, mogli imati terapijski potencijal (185). Nadalje, za odgovarajucu
terapiju statinima vazno je davanje dobro definirane doze statina, izbjegavanje nuspojava,
predvidanje mogucih interakcija statina s drugim lijekovima, kao i faramkogenski profil pojedinca
(186).

KOPB je heterogena i kompleksna bolest te je potrebno razumijevanje stani¢nih i molekularnih
mehanizama patogeneze KOPB-a kako bi bilo moguée otkriti adekvatne terapijske ciljeve za
zaustavljanje napredovanja bolesti (187). Sidhaye i sur. smatraju kako je koristenje spirometrijskih
pokazatelja nedovoljno za procjenu i predvidanje tijeka razvoja KOPB-a te da bi istovremeno
mjerenje vise molekula (genomika, transkriptomika, proteomika, glikomika, metabolomika,
lipidomika) moglo doprinjeti razumijevanju promjena u KOPB-u (187). Takoder, smatraju da bi

personalizirana medicina, prema kojoj se bolesnici sa sli¢nim dijagnozama razlikuju i procjenjuju
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na temelju genskih, fenotipskih i psihosocijalnih karakateristika te biomarkera, mogla doprinjeti
boljem odabiru terapije kod pojedinih bolesnika (187,188).

Citokini sudjeluju u patobioloskom procesu u bolesnika s KOPB-om, te imaju ulogu u
kroni¢noj upali, razvoju emfizema kao i u poremecajima urodene imunosti u KOPB-u (189,190).
Dijagnosti¢ko znacenje citokina u KOPB-u se jos uvijek ispituje, ali nekoliko autora smatra da
mjerenje skupine odabranih citokina, a ne samo pojedinacnih citokina, moze doprinjeti
prepoznavanju bolesnika s tezim stadijem KOPB-a (174). Specifi¢an tip upale prisutan u pojedinog
bolesnika s KOPB-om s ekspresijom klju¢nih citokina i kemokina bi mogao omoguditi razvoj
specifi¢ne anti-citokinske terapije pri ekspresiji toga citokina, te su potrebni izravni i neizravni
biomarkeri abnormalne ekspresije citokina (191).

Ogranicenje ove studije je nedostatak ispitivanja na skupinama zdravih pusaca i nepusaca. Za
proucavanje utjecaja statina na koncentraciju citokina bilo bi prikladno imati skupine s
kardiovaskularnim rizikom, s i bez KOPB-a. Druga ogranic¢enja su da su bolesnici s KOPB-om
uzimali razli¢ite vrste statina, pretezno simvastatin, ali i atorvastatin i rosuvastatin.

Kako bi se ispitalo dijagnosti¢ko znacenje citokina, buduca istrazivanja trebala bi ukljuciti vise
bolesnika u stabilnoj fazi bolesti kao i u egzacerbacijama KOPB-a, ali i validirane metode za
mjerenje koncentracije citokina. Potrebno je mjerenje vise citokina odnosno panela odredenih
citokina u sistemskoj cirkulaciji, ali i lokalno u BAL-u ili sputumu, a ne samo pojedinac¢nih citokina
kako bi se identificirali kljuéni citokini u KOPB-u te potencijaln anti-citokinske terapijske ciljeve.
Pleiotropni ucinci statina bi se trebali ispitati in vitro na razli¢itim stani¢énim modelima, jer su
istrazivanja do sada pokazala da imaju razli¢ito djelovanje u razli¢itim modelima bolesti. Nadalje,
bilo bi od velike dijagnosticke koristi ispitati ucinak statina na koncentraciju citokina i procese
apoptoze u bolesnika s kardiovaskularnim oboljenjima s hiperkolesterolemijom in vivo, ali bez
KOPB-a. Medutim, ispitati u¢inak statina na citokine u bolesnika s kardiovaskularnim oboljenjima,
a drugu skupinu bolesnika s hiperkolesterolemijom prepustiti placebo ucinku, bi bilo neeti¢no,

obzirom na sigurnost primjene statina (4).
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6. ZAKLJUCCI

1. Koncentracije citokina IL-1B, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12p70 i TNF-a znaéajno su
smanjene u plazmi bolesnika s KOPB-om koji su bili na terapiji sa statinima dulje od godinu
dana u odnosu na bolesnike s KOPB-om bez terapije statinima.

2. Relativni udjeli svih leukocita, te subpopulacije limfocita i monocita u procesu apoptoze
statisticki su zna¢ajno smanjeni U bolesnika s KOPB-om na terapiji statinima dulje od
godine dana u odnosu na bolesnike s KOPB-om bez terapije statinima.

3. Hijerarhijska klasterska analiza pokazala je nekoliko klastera u bolesnika s KOPB-om u
skladu s vrijednostima citokina. Obrasci citokina — klasteri bili su u velikoj skupini
bolesnika sli¢ni s umjerenim povecanjem vrijednosti citokina (klasteri A, B i C).

4. Bolesnici s KOPB-om koji su uzimali statine pokazali su razli¢it obrazac/uzorak citokina s
nizim vrijednostima citokina (klaster D).

5. Koncentracije citokina nisu pokazale znacajnu razliku ovisno o podjeli bolesnika prema
klini¢koj tezini oboljenja tj. prema GOLD stadiju (A, B, C, D) prema revidiranoj GOLD
klasifikaciji iz 2017.

6. Znacajno smanjene koncentracije citokina IL-4, IL-8 i IL-10 su prisutne u bolesnika s
KOPB-om s povisenim ITM-om (> 25 kg/m?) u odnosu na bolesnike s normalnim ITM-om
(20 — 25 kg/m?).

7. Mjerenje panela citokina, a ne samo pojedinog citokina pruza uvid u karakteristi¢ne obrasce
citokina u bolesnika s KOPB-om.

8. Postoji prisutan Thl (IL-2 i TNF-a) i Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) citokinski obrazac kod
stabilnih bolesnika s KOPB-om.
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8. POPIS KRATICA

AIM
ALP
ALT
AMS
APC
AST
BAL
CAT
CCL
CCR
CK
CRP
CRP
CTGF
CXCL
CXCR
DVT
eGFR

eNOS
ET-1
FDA

FEV1
FPP
FvC
GDP
GGPP
GGT

akutni infarkt miokarda

alkalna fosfataza

alanin-aminotransferaza

amilaza

antigen-prezentirajuce stanice, engl. antigen presenting cells
aspartat-aminotransferaza

bronhoalveolarni lavat

KOPB upitnik, engl. COPD Assesment Test

CC-kemokin ligand, engl. CC-chemokine ligand

receptor za CC-kemokine

kreatin-kinaza

C-reaktivni protein

C-reaktivni protein

¢imbenik rasta vezivnog tkiva, engl. connective tisuue growth factor
CXC-kemokin ligand

receptor za CXC-kemokine

duboka venska tromboza

procjenjena glomerularna filtracija (engl. estimated glomerular filtration
rate)

endotelna dusikova oksidaza

endotelin-1

Americka agencija za hranu i lijekove, engl. Food and Drug
Administration

forsirani izdisajni volumen u 1 sekundi

farnezilpirofosfat

forsirani vitalni kapacitet

gvanozin-difosfat

geranilgeranilpirofosfata

v-glutamil-transferaza
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GOLD

GRO-a
GTP
GTP-aza
HMG-CoA
IFN-y
IL-10
IL-12p70
IL-1p

IL-2

IL-4

IL-5

IL-6

IL-8 ili CXCL8
IP-10
I-TAC

IT™
KOPB

LD

LDL
LDL-R

LT

LTB4

LT-a ili TNF-p
MAPK

MCH

Globalna strategija za dijagnosticiranje, lijeCenje 1 prevenciju
KOPB-a engl. Global Initiative for Chronic Obstructive Lung
Disease

onkogen-a povezan s rastom, engl. growth-related oncogene—«
gvanozin-trifosfat

gvanozin-trifosfataza

3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A

interferon -gama

interleukin -10

interleukin -12p70

interleukin -1 -beta

interleukin -2

interleukin -4

interleukin -5

interleukin -6

interleukin -8

protein induciran interferonom-y

T-stani¢ni a-kemoatraktant induciran interferonom

indeks tjelesne mase

kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest

laktat-dehidrogenaza

lipoproteini niske gustoce, engl. low density lipoproteins

receptor za lipoproteine niske gustoce engl. low density lipoprotein
receptor

leukotrieni

leukotrien-B4

limfotoksin-alpha ili tumorski ¢imbenik nekroze-beta

protein kinaze aktivirane mitogenom engl. mitogen activated protein
kinase

prosjecni sadrzaj hemogobina u eritrocitu (engl. mean corpuscular

hemoglobin)
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MCHC

MCP-1
MCV

MMP
mMRC

MPV
NADPH
NF-kB
NO
ox-LDL
PAI-1
PG
RDW
RHO
ROCK
ROS
Tcl
TGF-p

ThO
Thl
Thl7
Th2
TNF-a
TNF-p
Treg
UIBC

prosjecna koncentracija hemoglobina u 1 L eritrocita (engl. mean
corpuscular hemoglobin concentration)

monocitni kemotakticki protein -1

srednji volumen eritrocita (engl. mean corpuscular volume)
monokin induciran interferonom -y

metaloproteinaza matriksa

modificirana skala britanskog Medicinskog istrazivackog vijeca
engl. modified British Medical Research Council scale

srednji volumen trombocita (engl. mean platelet volume)
nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat

jezgreni ¢imbenik — kappa B

dusik-11-oksid

oksidirani-lipoprotein niske gusto¢e (engl. low density lipoprotein)
inhibitora 1 aktivatora plazminogena

prostaglandini

raspodjela eritrocita po volumenu (engl. red cell distribution width)
Rho kinaze

Rho kinaze

reaktivni kisikovi spojevi, engl. reactive oxygen species
T-citotoksi¢ne stanice-1, engl. cytotoxic T-cells

transformirajuci ¢imbenik rasta -, engl. transfroming growth
factor-p

naivne T-pomagacke stanice, engl. naive T-helper cells

T -pomagacke stanice -1, engl. T-helper cells

T -pomagacke stanice -17, engl. T-helper cells

T -pomagacke stanice -2, engl. T-helper cells

tumorski ¢imbenik nekroze -alpha

tumorski ¢imbenik nekroze -beta ili limfotoksin -alpha (LT-a)
regulacijski T limfociti

nezasi¢eni kapacitet vezanja Zzeljeza (engl. unsaturated iron binding

capacity);
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VC vitalni kapacitet
VEGF vaskularni endotelni ¢imbenik rasta, engl.vascular endothelial

growth factor
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PROTUUPALNI UCINCI STATINA U BOLESNIKA S KRONICNOM OPSTRUKCIJSKOM PLUCNOM
BOLESTI
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Uvod: Statini su inhibitori 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) reduktaze koji se primjenjuju za
smanjenje sinteze endogenog kolesterola kod pojedinih vrsta hiperlipoproteinemija. Medutim, statini pokazuju i
pleiotropne ucinke te se smatra da utjeCu na upalu, oksidacijski stres, oslobadanje citokina i apoptozu pojedinih
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protoéne citometrije. Spirometrijski, biokemijski i hematoloski parametri odredeni su u svih bolesnika.

Rezultati: Citokini IL-1p, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12p70 i TNF-a pokazali su statisti¢ki zna¢ajno smanjenje
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u bolesnika s KOPB-om s povisenim ITM-om (> 25 kg/m?) u odnosu na bolesnike s normalnim ITM-om (20 — 25
kg/m?). U perifernoj krvi relativni udio svih leukocita, te subpopulacije limfocita i monocita u apoptozi pokazali su
statisti¢ki zna¢ajno smanjenje u bolesnika s KOPB-om na terapiji statinima u odnosu na bolesnike s KOPB-om bez
terapije statinima.

Zakljucak: Rezultati istrazivanja pruzaju uvid u pleiotropne ucinke statina u bolesnika s KOPB-om. U ovom radu u
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ANTIINFLAMMATORY EFFECTS OF STATINS IN PATIENTS WITH CHRONIC OBSTRUCTIVE
PULMONARY DISEASES

Sanja Marevi¢

Background: Statins are 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) reductase inhibitors used to reduce
the endogenous cholesterol synthesis in some types of hyperlipoproteinemia. However, statins also show pleiotropic
effects and are thought to affect inflammation, oxidative stress, release of cytokines and apoptosis of certain cell types.
Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a chronic inflammatory disease of the lungs with systemic
inflammation and it is considered that drugs that affect the present inflammatory process could contribute to improving
the condition in patients with COPD. The hypothesis of this study is that statins possess an anti-inflammatory effect
that could slow the progression of COPD.

Methods: The study included 100 patients with stable COPD, who received statin therapy for longer than one year (N
= 66) and no statin therapy (N = 34). Cytokine concentration of 1L-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 p70,
IFN-y,TNF-0 and TNF- B was measured in plasma by flow cytometry. The relative percentage of apoptotic and necrotic
leukocytes, populations of granulocytes, lymphocytes and monocytes was determined by flow cytometry. Spirometry,
biochemical and hematological parameters were determined in all patients.

Results: Cytokines IL-1, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12p70 and TNF-a showed a statistically significant decrease of
concentrations in patients with COPD on statin therapy compared to patients without statin therapy. Hierarchical
cluster analysis showed several clusters in COPD patients in accordance with cytokine values. Cytokine patterns were
in a large group of patients similar with a moderate increase in the cytokine levels. COPD patients who received statins
showed a different pattern of cytokines with lower cytokine values. Cytokine concentrations did not show a statistically
significant difference depending on the severity of the disease, according to GOLD stages. A statistically significant
decrease of cytokine levels IL-4, IL-8 and IL-10 was present in patients with COPD with a body mass index (BMI) >
25 kg/m2 compared to patients with normal BMI 20-25 kg/m2. In peripheral blood, the relative percentage of all
leukocytes, as well as the lymphocyte and monocyte subpopulations in apoptosis, showed a statistically significant
decrease in COPD patients on statin therapy compared with COPD patients without statin therapy.

Conclusions: The results of the study provide an insight into pleiotropic effects of statins in patients with COPD. In
our patients with COPD, the statins reduced cholesterol and LDL cholesterol levels, but we also demonstrated
pleiotropic effects of statins on cytokines, both local and systemic inflammatory mediators in COPD as well as on
apoptosis of peripheral blood leukocytes. The measurement of the cytokine panel, not just a single cytokine, provides
an insight into cytokine patterns that are present in COPD patients. There isa Thl (IL-2 i TNF-o) and Th2 (IL-4, IL-
5, IL-10) cytokine pattern present in stable COPD patients.
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