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POPIS OZNAKA I KRATICA

ABS — acidobazni status

AEKOPB - akutna egzacrbacija kroni¢ne opstruktivne pluéne bolesti
ALP — alkalna fosfataza

BA — bronhoalveolarni aspirat

BMI — indeks tjelesne mase

CFA — kriptogeni fibrogeni alveolitis

CRP — C —reaktivni protein

DB9Y — desni laterobazalni segmentalni bronh

DB10 — desni posterobazalni segmentalni bronh

DLCO - difuzijski kapacitet pluc¢a za uglji¢ni monoksid
FEV| — forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi
FVC — forsirani vitalni kapacitet

GER - gastroezofagealni refluks

GERB — gastroezofagealna refluksna bolest

Glu — glukoza

GOLD - globalna incijativa za kroni¢nu opstruktivnu plué¢nu bolest
ITP — idiopatska intersticijska pneumonija

IL-6 — interleukin 6

IPF — idiopatska plu¢na fibroza

LDH - laktat dehidrogenaza

KCO - transfer koeficijent difuzije

KIZ — kondenzat izdahnutog zraka

KOPB - kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest

MRSA — meticilin rezistentni S. aureus

PaCO2 — parcijalni tlak arterijskog uglji¢nog dioksida
PaO; — parcijalni tlak arterijskog kisika

RAF - reaktanti akutne faze

S — serum

SD — standarna devijacija

TNF — a — faktor nekroze tumora o

UIP — uobicajena intersticijska pneumonija



1. UVOD



Bolesti pluca i diSnog sustava ubrajaju se u najces¢e uzroke smrti u svijetu (1.). Disni
sustav ima veliku povrsinu, koja je izlozena krvi i vanjskoj okolini, i samim tim je podlozan
prodoru infektivnih i neinfektivnih ¢imbenika poput duhanskog dima, ispuSnih plinova te
inhalacijskih alergena. Tako nastale patofizioloske promjene moguce je proucavati pomocu
razli¢itih metoda. Osnovne dijagnosticke metode uklju¢uju anamnezu, klinicki pregled, slikovni
prikaz prsnog kosa (sumacijsku snimku prsnog kosa, MSCT pluca) i funkcijske pluéne testove.
Upalni se medijatori iz plazme i iz urina mogu analizirati, medutim ti podaci nisu odraz upale u
diSnim putevima nego sistematske upale. Osim toga, zbog prelijevanja medijatora iz drugih
organskih sustava i1 tako nastalog pozadinskog Suma umanjena je osjetljivost i specifi¢nost
dobivenih podataka. Jedna od novijih metoda za procjenu upale lokalizirane u plu¢ima je analiza
kondenzata izdahnutog zraka (KIZ) koji sadrzi aerosoliziran sekret diSnih putova 1 hlapljive
sastojke koji pruzaju neinvazivan uvid u biokemijske i upalne procese u plu¢ima. KIZ pruza uvid
u redukcijsko-oksidacijske reakcije unutar pluca, acidobazni status te stupanj i tip upale u
akutnoj 1 kroni¢noj fazi astme, kroni¢noj opstruktivnoj plu¢noj bolesti, adultnom respiratornom
distres sindromu, cisti¢noj fibrozi, idiopatskoj pluénoj fibrozi i drugim bolestima respiratornog
sustava (2., 3.). Nedostaci KIZ-a su nedovoljna standardizacija uzimanja uzorka, nedostatak
dokaza o izvoru Cestica aerosola (ne mozemo znati s koje razine diSnih puteva potjecu istrazivani
spojevi). Postoji problem oko razli¢itog razrjedenja i nepostojanja pouzdanog biljega dilucije
zbog Cega je nemoguce dobiti pouzdanu procjenu koncentracije biljega u sekretu te je otezana
standardizacija uzimanja uzorka. Vazno je napomenuti kako nije provedeno dovoljno
istrazivanja o korelaciji koncentracije biljega u uzorku i u diSnim putevima. Manje je poznata
korist analize biljega koji nisu vezani za oksidativni stres, o ¢emu je napravljen mali broj
istrazivanja (4. — 6.) . Za preciznije informacije o diSnom sustavu potrebno je primijeniti metode
poput induciranja sputuma ili metode poput bronhoskopije s bronhoalveolarnim lavatom (BAL) 1
biopsije. Upravo zbog navedenih nedostataka svih metoda javila se potreba za razvijanjem novih
nacina proucavanja lokalnog patoloskog procesa u diSnim putevima, poput analize lokalnog pH

u plu¢ima kao moguceg pouzdanog biljega.

Bronhoskopija je jedna od glavnih dijagnostickih procedura u pulmologiji. Struc¢njaci
analizu pH plu¢a namecu kao novu metodu procjene upalnog procesa lokaliziranog u plu¢ima,
neovisno o koncentraciji upalnih parametara u sistemskoj cirkulaciji. Ova metoda odredivanja
pH pluca nije se do sada koristila u znanstvenim radovima u okviru istraZivanja provodenih na
ljudima. Naime, objavljeno je samo jedno istraZivanje u kojem se odredivao pluéni pH. Protokol
¢e istrazivanja biti iznesen u nastavku (7.). Mjerenje bronhoalveolarnog pH u plu¢ima se obavlja

pomoc¢u komadicéa testne trakice (Multistix 10 SG, Bayer AG, Leverkusen), namijenjene za



odredivanje pH tjelesnih tekucina, tako Sto se stavi u biopsijski forceps bronhoskopa te
forcepsom dode u jedan od segmenata desnog donjeg pluénog reznja. Forceps se zadrzi u
segmentu donjeg desnog reznja 15 — 20 sekundi, nakon cega se semikvantitativno odredi pH

vrijednost u plu¢ima.

Idiopatska pluéna fibroza (IPF) progresivna je bolest pluénog intersticija nepoznatog
uzroka, koja se ocituje upalom i stvaranjem vezivnog tkiva u pluénom intersticiju. Idiopatska
pulmonarna fibroza (IPF), uzorka uobiCajene intersticijske pneumonije (UIP) detektirane
multislojnom kompjutoriziranom tomografijom, poznata je 1 kao kriptogeni fibrozirajuci
alveolitis (CFA). To je najCes¢i tip idiopatske intersticijske pneumonije (IIP). IIP-ovi su
spontano nastale (tj. idiopatske) difuzne parenhimske pluéne bolesti. Americka torakalna
zajednica (ATS) izrazila je konsenzus u definiranju IPF-a kao spontanog (idiopatskog),
specifiénog oblika kroni¢ne fibrozne intersticijske pneumonije ograni¢ene na pluca i povezane s
UIP-om na kompjutoriziranoj tomografiji visoke razlucivosti ili histoloSkom pojavljivanju na
kirurskoj (torakoskopska ili otvorena) biopsiji pluca (9., 78.). Ostali IIP-ovi ukljucuju
nespecificnu intersticijsku pneumoniju (NSIP), deskvamativnu intersticijsku pneumoniju (DIP),
intersticijsku pluénu bolest povezanu s respiratornim bronhiolitisom (RB-ILD), akutnu
intersticijsku pneumoniju (AIP), limfocitnu intersticijsku pneumoniju (LIP) i kriptogenu

organizraju¢u pneumoniju (COP).

Prevalencija incidencija IPF-a se povecava s dobi, naj¢es¢a je to pojavnost u Sestom i
sedmom desetljecu zivota. Rijetko je IPF dijagnosticiran pacijenatima mladim od 50 godina.
Prevalencija incidencija je ve¢a kod muskaraca nego kod zena. U Europi prevalencija IPF-a
varira od 1.25 do 23.4 slucaja na 100 000 stanovnika, dok je godiSnja incidencija od 0.22 do 7.4
slu¢aja na 100 000 stanovnika (79.). Sveukupno se incidencija IPF-a povecava u svijetu i
konzervativne procjene njegove ucestalosti u Europi 1 Sjevernoj Americi ukazuju na otprilike od
3 do 9 slucajeva na 100 000 stanovnika u godini dana (80.). Klinicka se slika sastoji od
progresivnog pogorsanja zaduhe s postupnim propadanjem pluéne funkcije. Bolest je povezana s
loSom prognozom (8., 9.). Ne postoji specifican klinic¢ki ni patoloski nalaz IPF-a pa se njegova
dijagnoza temelji na iskljuc¢ivanju drugih moguc¢ih uzroka bolesti pluénog intersticija.
Gastroezofagealna refluksna bolest (GERB) obi¢no je prisutna kod bolesnika koji boluju od IPF-
a, 1 to u visSe od 50% slucajeva (10.). Potencijalna uzrocna veza izmedu GERB-a i IPF-a je
povezanost mikoraspiracije kiseline iz Zeluca u pluéni parenhim (11. — 15.). GERB je u mnogo

sluCajeva neprimjetan pa tipi¢ni simptomi kao $to su Zgaravica i regurgitacija hrane nisu prisutni.



Dugogodisnja aspiracija kiselog ZeluCanog sadrzaja dovodi do pneumonitisa, Sto
pridonosi kroni¢noj upali i fibrozi (16.). Pretpostavlja se da je GERB vazan faktor rizika za
razvoj 1/ili napredovanje IPF-a. U sustavnom pregledu zabiljezeno je to da je 67% — 76%
pacijenata s IPF-om imalo abnormalnu distalnu ezofagealnu izlozenost kiselom zelu¢anom
sadrzaju mjereno ambulantnom ezofagealnom pH metrijom (81.). Klasi¢ni simptomi
gastroezofagealnog refluksa (GER), kao §to su Zgaravica i zeluCana regurgitacija, bili su slabi
prediktori povecane ezofagealne izlozenosti kiselom ZzeluCanom sadrzaju distalne sluznice
jednjaka kod bolesnika sa srednje teSkim do teSkim IPF-om. GER kod IPF bolesnika je povezan
s hipotenzivnim donjim ezofagealnim sfinkterom 1 abnormalnom ezofagealnom peristaltikom
koja je Cesto abnormalna 1 u proksimalnom jednjaku (82.). Analiza podataka triju randomiziranih
kontroliranih klini¢kih ispitivanja pokazala je da su pacijenti koji su uzimali IPP ili H2 blokatore
imali manji pad u vrijednostima forsiranog vitalnog kapaciteta (FVC) nakon 30 tjedana u odnosu
na one koji nisu uzimali antirefluksnu terapiju (83.). Ovi podaci sugeriraju da GER pridonosi
progresiji IPF-a. Takoder zbirni ¢lanci 1 metaanalize osam opservacijskih studija sugeriraju da je
farmakolosko lijeCenje GER-a povezano s redukcijom mortaliteta povezanog s IPF-om, ali ne
sveukupnog mortaliteta (84.). GERB je veoma cCest 1 u op¢oj populaciji, kao i1 kod bolesnika s
nekim drugim bolestima plu¢nog intersticija koji dovode do plu¢ne fibroze kao Sto je npr.
skerodermija. Fibroza pluénog parenhima, kao tipicna promjena kod IPF-a, dovodi do
nemogucénosti ekspanzije pluéa u inspiriju te na temelju toga dovodi i do promjena
intratorakalnog pritiska koji bi mogao biti uzorak GERB-a. Koegzistencija GERB-a 1 IPF-a

opisana u dosad objavljenoj znanstvenoj literaturi svakako zahtijeva daljnja istrazivanja.

Kroni¢na opstruktivna pluéna bolest (KOPB) je Cetvrti uzrok smrtnosti u svijetu te se
smatra velikim javnozdravstvenim izazovom. Bolest je preventibilna, a kada se ipak razvije,
zahtijeva kroni¢no lijecenje (17.). KOPB se smatra boleS¢u specificnom za organ, a
karakterizirana je kronicnom upalom diSnih puteva uz sistemske manifestacije kao $to su
neuhranjenost, bolesti srca 1 krvnih Zzila te slabljenje imunoloskog sustava s ucestalim
respiratornim infekcijama (18., 19.). Tipi¢na karakteristika bolesti su epizode pogorSanja tj.
egzacerbacije. Akutna egzacerbacija KOPB-a (AEKOPB) je karakterizirana pogorSanjem
zaduhe, kaslja 1 produkcije sputuma u odnosu na strandardne dnevne varijacije $to dovodi do
potrebe za dodatnim lijecenjem i/ili hospitalizacijom. Prema opservacijskim studijama, rizik od
razvoja AEKOPB-a u korelaciji je s uznapredovalom dobi, produktivnim kasljem, trajanjem
KOPB-a, ranijom antibiotskom terapijom, hospitalizacijom povezanom s KOPB-om tijekom
prethodne godine, kroni¢nom hipersekrecijom mukusa, brojem eozinofila u perifernoj krvi >

0.34 x 10° stanica po litri, terapijom teofilinom, pojavnos$¢u jednog ili vise komorbiditeta (npr.



ishemijska bolest srca, kroni¢no zatajenje srca ili Secerna bolest) (85.). Opcenito, pogorSanje
opstrukcije protoka zraka (manji volumen FEVi) povezano je s povecanim rizikom od
AEKOPB-a, iako opstrukcija protoka zraka sama ne osigurava dobru procjenu rizika
egzacerbacije (86.). Egzacerbacije nisu samo povezane s progresijom bolesti, ve¢ i s pove¢anim
mortalitetom. Infektivni uzrocnici egzacerbacije najcesce su bakterije, virusi i atipi¢ni patogeni.
Procjenjuje se da respiratorne infekcije uzrokuju oko 70% AEKOPB-a. Virusne i bakterijske
infekcije uzrokuju najvise egzacerbacija, dok su atipi¢ne bakterije relativno rijedak uzrok (99.,
100.). Preostalih 30% egzacerbacija nastaje zbog oneciS€enja okoliSa, pluéne embolije ili
nepoznate etiologije (86.). Brojna su istraZzivanja provedena radi pronalaska biljega upale i
tkivnog oSteCenja koji bi upucivali na stupanj tezine egzacerbacije 1 ukazivali na brzinu
progresije KOPB-a (20., 21.). Mnogi bolesnici pokazuju i1 znakove sistemske upale, narocito
tijekom egzacerbacije KOPB-a. Sistemska upala ocituje se pove¢anom koncentracijom upalnih
biljega i biljega tkivnog ostecenja: C-reaktivnog proteina (CRP), lakti¢ne dehidrogenaze (LDH),
alkalne fosfataze (ALP), faktora nekroze tumora o (TNF-a), interleukina 6 (IL-6), interleukina 8
(IL-8) 1 vaskularnog endotelnog faktora rasta (VEGF) te promjenom acidobaznog statusa (20.,
21.). Povecana razina glukoze u krvi se povezuje s pove¢anom ucestalo$¢u egzacerbacija KOPB-
a. Razina glukoze iz aspirata pluca takoder je u korelaciji s veCom ucestalos¢u MRSA (meticilin
rezistentni S. aureus) pozitivnih mikrobioloSkih kultura sputuma te potrebom za strojnom

ventilacijom bolesnika s AEKOPB-om (23. — 25.).

Kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest (KOPB) povezana je s kroni¢nom upalom koja
uglavnom pogada pluéni parenhim 1 periferne diSne putove 1 rezultira nepovratnim i
progresivnim ograni¢enjem protoka zraka. Tu upalu karakterizira povecani broj alveolarnih
makrofaga, neutrofila 1 T limfocita, koji se regrutiraju iz cirkulacije. KOPB dovodi do kronicne,
nepovratne upale pluca. U patologiji su uklju€eni i stani¢ni i humoralni imunoloski procesi (87.).
Znacajan dio pacijenata ima i druge manifestacije bolesti (npr. kardiovaskularne bolesti,
metabolicke bolesti, bolesti kostiju 1 kaheksiju) koje su povezane sa sustavnom upalom (88.).
Upalni biljezi, ukljucujuéi citokine, povezani su s pluénom boles¢u i sustavnom patologijom.
Navedeni cirkuliraju¢i citokini mogu biti "preliveni" iz upale pluca ili inducirani odvojeno od
patoloskih procesa u plu¢ima. Dokazi za potonje su razlike u profilima citokina u plu¢ima i
cirkulaciji, a samo jedan dio bolesnika s KOPB-om pokazuje znacajan porast pojedinacnih

cirkuliraju¢ih citokina (88.).

Citokini nisu bioloski biljezi specifi¢ni za bolest, budu¢i da se mogu podié¢i zbog mnogih

razli¢itih razloga (npr. infekcije, autoimuniteta 1 intrinzi¢ne upale), koji mogu biti i subklinicki.



To je jedan od razloga zasto je tesko identificirati pojedine citokine, koji cirkuliraju u krvi, kao
specificne biljege bolesti za KOPB. Neka od prethodnih istrazivanja su obuvacala Sirok raspon
sistemskih citokina kod KOPB-a (89. — 92.), dok su druga ispitivala samo nekoliko njih.
Opéenito, relativno velike skupine bolesnika i kontrole bile su obvezne pokazati statisticki
znacajno povecanje pojedinacnih citokina u KOPB-u, a razli¢itim istrazivanjima je zakljuceno

da razliciti citokini poviseni (93. — 98.).

Kako bi se pomnije istrazili upalni biljezi 1 biljezi tkivnog oStecenja u bolesnikovim
plu¢ima s IPF-om 1 KOPB-om, koristen je bronhoalveolarni aspirat za odredivanje pH pluca kao
1 za odredivanje opCeprihvacenih biljega upale CRP-a 1 TNF-a te opceprihvacene biljege tkivnog
oStecenja LDH-a 1 ALP-a koje ¢emo odrediti lokalno u plu¢ima i sistemno. Naime, do sada nije
utvrdivan bronhoalveolarni pH 1 upalni biljezi te biljezi tkivnog oStecenja u plu¢ima bolesnika

koji boluju od IPF-a 1 AEKOPB-a.

Cilj je istraziti znacaj odredivanja lokalnog bronhoalveolarnog pH kao moguceg biljega
upale 1 progresije bolesti u bolesnika s IPF-om 1 AEKOPB-om, ¢ime bi se dobili podaci o
upalnom zbivanju lokaliziranog u plu¢ima, §to bi u konacnici dalo uvid o patofizioloSkom
zbivanju u ovim bolestima. Kod bolesnika s IPF-om se, u do sada objavljenim znanstvenim
istrazivanjima, koristila 24-satna pH metrija jednjaka, $to je invazivna i dugotrajna metoda.
Takoder, analiza KIZ-a je koriStena za odredivanje pH pluc¢a kod bolesnika s IPF-om i
AEKOPB-om, medutim, kao §to je u uvodu izneseno, pretraga je nestanardizirana te se radi o

metodi s viSestrukim nedostacima.
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2. CILJ RADA T HIPOTEZE
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2.1. Ciljevi rada

Studija 1

Cilj je ovog istrazivanja pridonijeti shvacanju patofiziologije IPF-a. Poznato je to da
bolesnici s IPF-om imaju povisene upalne biljege u sklopu opéeg upalnog odgovora. Veliki broj
bolesnika s IPF-om ima GERB i niski bronhoalveolarni pH. Stoga Zzelimo utvrditi imaju li IPF
bolesnici s GERB-om, u odnosu na one bez GERB-a, razlike u bronhoalveolarnom pH kao i

upalnim biljezima te biljezima tkivnog ostecenja u serumu i bronhoalveolarnom aspiratu.
Studija 11

Cilj je ovog istrazivanja usporediti upalne biljege 1 biljege tkivnog oStecenja u sistemskoj
cirkulaciji s upalnim biljezima 1 biljezima tkivnog oSte¢enja u plu¢ima u bolesnika s AEKOPB-
om 1 KOPB bolesnika. Takoder, odrediti bronhoalveolarni pH te utvrditi postoji li korelacija
navedenog sa sistemskim upalnim parametrima. Uz navedeno, napravili smo mikrobiolosku
analizu uzro€nika iz uzorka bronhoalveolarnog aspirata kako bismo utvrdili koji bakterijski
uzro¢nik najvise povecava razinu upalnih biljega 1 biljega tkivnog oSteCenja sistemno 1 u
plu¢ima. Naposljetku, odredili smo 1 razinu glukoze u bronhoalveolarnom aspiratu kako bismo

utvrdili povezanost s upalnim parametrima i s prisutnos¢u patogenih mikrobioloskih uzroc¢nika.

2.2. Hipoteze

Studija 1

Bolesnici s IPF-om imat ¢e nizi bronhoalveolarni pH 1 viSu razinu biljega upale u serumu
1 bronhalnom aspiratu u odnosu na bolesnike s GERB-om.
IPF bolesnici s pozitivnim simptomima gastroezofagealnog refluksa imat c¢e nizi
bronhoalveolarni pH i viSu razinu upalnih biljega 1 biljega tkivnog oSteCenja u serumu i

bronhalnom aspiratu u odnosu na IPF bolesnike negativne na gastroezofagealne simptome.
Studija 11

Bolesnici s AEKOPB-a imat ¢e visi bronhoalveolarni pH u odnosu na stabilne KOPB
bolesnike.

Bolesnici s AEKOPB-a s izoliranom bakterijom iz bronhoalveolarnog apirata imat ¢e visi
bronhoalveolrani pH, viSu razinu upalnih biljega i biljega tkivnog oStec¢enja u serumu (CRP,
LDH) i bronhalnom aspiratu (CRP, LDH) te nizu vrijednost glukoze u bronhalnom aspiratu u

odnosu na bolesnike s AEKOPB-om bez izolirane bakterije u bronholaveolarnom lavatu.
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3. ISPITANICI I POSTUPCI
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3.1. Ispitanici

Ispitivana skupina u Studiji I sastoji se od bolesnika s IPF-om te kontrolne skupine
bolesnika s GERB-om. Na temelju proucene literature i do sada napravljenih slicnih radova
ukljuceno je 30 ispitanika koji boluju od IPF-a te 31 kontrolni bolesnik s GERB-om. Za izra¢un
veli¢ine uzorka koristili smo Power/Sample Size Calculator (uz zadanu grani¢nu p-vrijednost 5%
i snagu istrazivanja od 80%). Kontrolna skupina po dobi i spolu odgovara ispitivanoj skupini.
IPF je bolesnicima dijagnosticiran prema vazecim kriterijima American Thoracic Society za
dijagnozu IPF-a, dok je GERB dijagnosticiran prema smjernicama American College of
Gastroenterology. Bolesnici s GERB-om u terapiji nisu uzimali H2 blokatore niti inhibitore
protonske pumpe. Kod svih IPF bolesnika kao mogué¢i uzrok nastanka bolesti iskljuceni su
slijede¢i entiteti: bolesti uvjetovane okoliSnim cimbenicima, profesionalnim oboljenjima,
sustavnim imunoloskim bolestima 1 hipersenzitivnim pneumonitisom. Ispitanicima je ucinjena

imunodijagnostika sistemnih autoimunih bolesti.

Ispitivana skupina u Studiji II sastoji se od bolesnika s AEKOPB-om te kontrolne
skupine stabilnih KOPB bolesnika. Kontrolna skupina po spolu i dobi odgovara ispitnoj skupini.
U ispitivanu skupinu je uklju¢eno 84 ispitanika, dok je u kontrolnu skupinu je ukljuceno 42
ispitanika. Za izracun veli¢ine uzorka koristili smo Power/Sample Size Calculator (uz zadanu
grani¢nu p-vrijednost 5% 1 snagu istrazivanja od 80%).

Kriteriji raporedivanja ispitanika u odredenu skupinu su sljedec¢i: medicinski dokumentirana
dijagnoza KOPB-a tijekom posljednjih pet godina, prema GOLD (od eng. Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease) smjernicama II. / IV. stupnja. U trenutku ukljucivanja
bolesnici moraju imati akutnu egzacerbaciju KOPB-a, a dva tjedna prije egzacerbacije bolesti
nisu smjeli uzimati antibiotsku terapiju, uz ogranicenje dobi ispitanika od 18 do 80 godina.

U Studiju I za odabir i1 rasporedivanje ispitanika koristili smo Hrvatski registar bolesnika s
idiopatskom plu¢nom bolesti, uz bolesnike pregledane na ambulantama ili poliklinici Klinike za
pluéne bolesti KBC-a Split s potvrdenom dijagnozom IPF-a. U Studiji II su u obzir uzeti
ispitanici koji boluju od KOPB-a te im je u trenutku javljanja na Hitni pulmoloski prijem Klinike
za pluc¢ne bolesti KBC-a Split utvrdena akutna egzacerbacija bolesti. Kontrolna skupina stabilnih
KOPB bolesnika bit ¢e regrutirana prema dobi i spolu, indeksu tjelesne mase (BMI), pusackom
statusu te spirometrijskim parametrima pluéne funkcije koji odgovaraju ispitivanoj skupini u

stabilnoj fazi bolesti.
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3.2. Postupci

3.2.1. Informirani pristanak

Sve protokole koriStene u sklopu ove disertacije odobrilo je Eticko povjerenstvo
Medicinskog fakulteta Sveucilista u Splitu. Predmetna istrazivanja obavljena su u skladu s
odredbama Eti¢kog kodeksa koji regulira istrazivanja na ljudima u znanstvenom, istrazivackom i
stru¢nom radu uz postivanje etickih nacela Helsinske deklaracije. Osobno sam svim ispitanicima
ukljuenim u obje studije iznijela planirani protokol, kao 1 moguce rizike i koristi sudjelovanja u

istrazivanju nakon ¢ega je svaki ispitanik dao pisanu suglasnost prije ukljucenja u istrazivanje.

3.2.2. Anamnesticki podaci 1 klinicki status

Svakom bolesniku uzeli smo podatke o povijesti bolesti te napravili klini¢ki pregled.
Izmjerili smo visinu pomocu visinomjera te tjelesnu tezinu pomocu digitalne vage. Na temelju
dobivenih podataka izraCunali smo indeks tjelesne mase (BMI). U Studiji I ispitali smo
bolesnike imaju li simptome kao Sto je Zgaravica ili regurgitacija. U Studiji II ispitali smo

pusacki status svakog bolesnika.

3.2.3. Biokemijska analiza

U objema studijama koristen je uredaj koji sluzi za odredivanje biokemijskih parametara
seruma 1 drugih tjelesnih tekucina. U studijama su koristeni uzorci seruma i bronhoalveolarnog
aspirata za analizu biokemijskih parametara (ALP, CRP, LDH i glukoza), uredaj Architect C-
8000 Clinical Chemistry, Abbot (Abbot Park, IL, USA). Analiza se obavljala unutar jednog sata
od uzimanja uzorka. U Studiji I TNF-a je odredivan samo u bronhalnom aspiratu koriStenjem
uredaja Elisys Uno Human (Bender MedSystem, Vienna, Austria). LDH je citoplazmatski enzim
prisutan u raznim tkivima. Povecéana prisutnost LDH u serumu govori o stani¢nom oStecenju i
upali. CRP je protein koji se ubraja u skupinu zvanu reaktanti akutne faze (RAF). Promjene
nivoa RAF-a, kao i CRP-a su u velikoj mjeri rezultirane efektom citokina ukljucujuéi IL-6, IL-1
beta, TNF-a i interferon gamma. Ovi proteini utjeCu na produkciju akutnih faza proteina u
hepatocitima sa IL-6 koji je glavni induktor APR-a. ALP je enzim koji ima ulogu u metabolizmu
jetre 1 skeleta. ALP je nespecifiéni ubikvitarni serumski enzim. On je ekstracelularni
membranski enzim prisutan u pet izoformi, a to su su kosStana, jetrena, bubrezna, intestinalna 1

placentalna. U plu¢ima je ALP vezan za membranu pneumocita tipa 2. To su stanice koje su
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ukljucene u proces remodeliranja pluénog tkiva, tako da bi nivo ALP-a u bronhalnom aspiratu

mogao korelirati s aktivnosti remodeliranja i fibroze pluénog tkiva.

3.2.4. Spirometrija

U objema studijama ispitanicima je napravljena spirometrija. Ovim testom se odreduje
forsirani vitalni kapacitet (FVC), tj. maksimalni volumen zraka koji mozemo izdahnuti nakon
maksimalnog udaha. Ispitaniku se postavi Stipaljka na nos te on diSe preko usnika dok uredaj
mjeri protok zraka. Potom ispitanik udahne maksimalan volumen zraka kako bi, nakon toga,
maksimalno snazno i bez pauze, u trajanju od najmanje 6 sekundi, izdahnuo maksimalnu
koli¢inu zraka iz pluca. Osoba koja provodi mjerenje glasovno potice ispitanika u svrhu
dobivanja $to boljih rezultata. Postupak se ponavlja 3 puta s razmakom od 90 sekundi, a kao
rezultat je uzimana najbolja krivulja protok-volumen. Uz odredivanje FVC-a, mjerio se i1
volumen zraka izdahnut tijekom prve sekunde, tzv. forsirani ekspiracijski volumen u prvoj
sekundi (FEV1). Kod zdravih ispitanika FEVi/FVC omjer je ve¢i od 80%. Ako postoji
opstrukcija protoka, volumen izdahnutog zraka tijekom prve sekunde je smanjen, Sto ce
posljedi¢no dovesti 1 do smanjenja FEV1/FVC omjera ispod 70%. Ameri¢ko torakolosko 1
Europsko respiracijsko drustvo objavilo je smjernice za izvodenje 1 pouzdanost ovog testa (26.).
Svakodnevno je obavljana kalibracija uredaja. Sva mjerenja su napravljena pomocu

pletizmografa uredaja Jager Masterlab (Wursburg, Germany).

3.2.5. Difuzijski kapacitet pluca za uglji¢ni monoksid

Difuzijski kapacitet pluca za CO (DLCO) je test pluéne funkcije kojim se mjeri difuzija
plinova kroz alveolokapilarnu membranu, odnosno izmedu udahnutog zraka i krvi u pluénim
kapilarama. Prilikom provodenja ovog testa koriSten je uredaj Quark b2 (Cosmed, Rim, Italija).
Test se bazira na velikom kapacitetu vezivanja ugljiénog monoksida za hemoglobin (od 150 do
300 puta veci kapacitet u odnosu na kisik). Izvodi se tako Sto ispitanik u potpunosti izdahne do
razine, tzv. rezidualnog pluénog volumena, potom maksimalno udahne smjesu koja sadrzi 21%
kisika, 0.3% ugljicnog monoksida, 0.5% neona, uz preostali udio duSika. Ispitanik nakon
maksimalnog udaha ove smjese zadrzava dah tijekom 8 sekundi te se potom smjesa koju izdiSe
analizira plinskim kromatografom. Na osnovi razlike koncentracije ugljiénog monoksida izmedu
pocetne udahnute smjese 1 mjerene koncentracije ugljicnog monoksida iz alveola, moZze se
izraCunati volumen plina koji je difuzijom presao u krv. Volumen uglji¢nog monoksida, koji

difuzijom prijede u krv, standardiziran je prema vremenu zadrzavanja daha, ukljucujuéi i vrijeme
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potrebno za inspirij i ekspirij (40.). Dobivena vrijednost DLCO-a moze se, takoder, normirati
prema alveolarnom volumenu (VA, koji se mjeri tijekom maksimalnog udaha uz korekciju
prema predvidenom ,,mrtvom prostoru®, koji se racuna prema visini i spolu). DLCO, korigiran
prema alveolarnom volumenu (DLCO/VA), sluzi kako bi se izbjegnule pogreske prilikom
zakljucivanja o izmjerenom nizem DLCO-u kod osoba s manjim pluénim volumenima, koje

imaju i manju alveolarnu povrSinu za izmjenu plinova.

3.2.6. Acidobazni status

Uzorci krvi za analizu prikupljeni su punktiranjem radijalne artrije pomocu Sprice
zapremnine 3 mL ¢iji je vrSak popunjen heparinom (heparin sodium, 1.000 U/ml). Uzimani su
uzorci arterijske krvi volumena 0.5 — 1 mL te su odmah nakon punkcije (uobicajno za < 30 s)
premjesteni u ulozak za analizu u plinsko-elektrolitnom uredaju GEM Premier 300, modela
5700, Instrumentation Laboratory Lexington (Lexington, MA, SAD). Odredivani su sljedeci

standardni parametri: pH, PaO; 1 PaCOa.

3.2.7. Bronhoskopija

Bronhoskopija je endoskopska metoda koja vizualizira lumene 1 mukozu traheje,
proksimalnih i distalnih diS$nih puteva do 7. generacije grananja bronha optickim instrumentom,
a osim toga rutinski se primjenjuje u dijagnostici i terapiji bolesti traheobronhalnog sustava.
Postoje tri vrste bronhoskopije: rigidna bronhoskopija, virtualna bronhoskopija i fleksibilna
(standardna) bronhoskopija. Vrste dijagnostickih postupaka koji se mogu izvoditi pomocu
fleksibilnog  bronhoskopa  uklju¢uju  bronhalno cetkanje, bronhoalveolarni lavat,
bronhoaspiracija, endobronhalna biopsija, transbronhalna biopsija 1 aspiracija iglom. Svi
ispitanici su dali suglasnost za bronhoskopski pregled disnih puteva. Pretraga je izvodena
pomocu fleksibilnog bronhoskopa, fleksibilne cijevi duzine sedamdesetak centimetara i promjera
do Sest milimetara. Bronhoskop sadrzi opticka vlakna s malom kamerom na distalnom kraju za
prijenos slike, radni kanal i izvor svjetla, koji zajedno omogucavaju operateru vizualizaciju
endobronhalnog stabla. Za razliku od rigidnog bronhoskopa, fleksibilni bronhoskop ima
mehanizam za savijanje prednjeg ili straznjeg distalnog kraja, koji olakSava plasiranje aparata
kroz zakrivljene diSne putove i povecava sposobnost da se aparatom dosegnu distalni diSni
putevi. Iskusni pulmolog izvodi postupak dok je bolesnik u leZe¢em polozaju. Prije toga se
sluznica diSnog sustava anestezira lokalnim anestetikom (2% lidokainom). Materijal ¢e se za

daljnju analizu u ovom radu uzimati pomocu kateter aspiracije i bronhoalveolarne lavaze.
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Dobiveni materijal ¢e se uputiti na daljnju mikrobioloSku, citolosku i biokemijsku
obradu. U ovom je radu cilj odrediti biljege upale i biljege tkivnog oste¢enja u aspiratu bronha,
kao i bronhoalveolarni pH. Navedeni ¢e postupci biti detaljno opisani u protokolu rada. Koristit

¢e se uredaj Olympus BF 1T160 (Tokyo, Japan).

3.2.8 Odredivanje bronhalnog pH i uzorkovanje aspirata

Kiselost u distalnim dijelovima bronha mjerena je polukvantitativno pomocu test traka
(Multistix 10 SG, Bayer AG, Leverkusen) koje se inace koriste za odredivanje pH u drugim
teku¢inama (urin, cerebrospinalna tekucina 1 pleuralni izljev) unutar raspona pH 4.5-8.0. Za
vrijeme bronhoskopije mali komad test trake postavljen je u biopsijska klijesta. KlijeSta se
zadrze u segmentu donjeg desnog reznja 15 — 20 sekundi, nakon Cega se semikvantitativno
odredi pH vrijednost u plu¢ima. Zatim se klijesta izvuku iz radnog kanala bronhoskopa te se pH
odmah ocita. Aspirat iz perifernih grana desnog bronha (DB9 ili DB10) dobiven je kateter
aspiracijom koriste¢i kateter dugacak 18 cm 1 Sirok 2 mm. Kada se lumen katetera ispuni

aspiratom kateter se ispire sa 1.5 mL destilirane vode.
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4. REZULTATI
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4.1. Studija 1

Antropometrijski podatci, ezofagogastri¢ni nalaz, pluéna funkcija i acidobazni status
(ABS)

Antropometrijski podaci, ezofagogastri¢ni nalaz, pluéna funkcija i acidobazni status su
prikazani u Tablici 1. Kontrolna GERB grupa imala je rezultate FVC, FEV/FVC, DLco, KCO,
Pa0; i PaCO> unutar referentnog raspona, a IPF grupa je imala zna¢ajno smanjene sve statisticki

mjerene parametre plucne funkcije.

Tablica 1. Antropometrijski podatci, ezofagogastri¢ni nalaz, pluéna funkcija i acidobazni
status

IPF (n = 30) GERB (n =31) P
Dob (Godine) 63.33 £ 6.86 60.94 + 5.09 0.13
Spol muski N (%) 17 (56.67) 17 (54.84)
Gastroezofagealni refluks N(%) 24 (80) 31(100)
Hijatalna hernija N (%) 18 (60) 11 (35.48)
Gastritis 22 (73.33) 24 (77.41)
Zelugani ulkus N (%) 4 (13.33) 7 (22.58)
FVC (%) 66.91 +8.98 102.45 + 8.84 <0.001
FEVI/FVC 71.63 £10.36 105.5+9.11 <0.001
DLco (%) 52.71 £9.80 101.36 +9.92 <0.001
KCO (%) 53.32+11.5 88.55 +9.98 <0.001
PaO, (kPa) 8.25+0.76 12.12+0.5 <0.001
PaCO; (kPa) 4.69 +0.47 498 +£0.3 0.005

Podaci su prezentirani kao srednja vrijednost i standardna devijacija i broj u postocima (u zagradama).
IPF, bolesnici s novodijagnosticiranom idiopatskom pluénom fibrozom; GERB, bolesnici s
novodijagnosticiranom gastroezofagealnom refluksnom bole$¢u; P, Studentov t-test; FVC, forsirani
vitalni kapacitet; FEV, forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi; DLco, difuzijski kapacitet
pluca za uglji¢ni monoksid; KCO, transfer koeficijent plu¢a; PaO,, parcijalni tlak kisika u arterijskoj
krvi; PaCO,, parcijalni tlak uglji¢nog dioksida u arterijskoj krvi.

Svi ispitanici s dijagnosticiranim IPF-om imali su barem jedan makroskopski patoloski
nalaz na sluznici jednjaka ili Zeluca. Iz medicinske dokumentacije vidljivo je da je 17 (56.7%)
IPF ispitanika otprije imalo dijagnosticiran GERB. Prilikom gastroskopije obavljena je biopsija
sluznice Zeluca radi detekcije Helicobacter pylori. Bakterija je detektirana kod 23 (76.6%) od
svih IPF ispitanika te kod 11 (35.48%) GERB bolesnika. Kod bolesnika koji su imali pozitivan
nalaz Helicobacter pylori iz gastri¢ne biopsije, prilikom bronhoskopije uzeta je transbronhalna
biopsija radi utvrdivanja Helicobacter pylori statusa u plu¢ima. Prvih 8 uzoraka PHD analize
pluca bilo je negativnho na Helicobacter pylori tako da se nije pristupilo daljnjem uzimanju

uzoraka plu¢nog tkiva.
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Tablica 2. Razine parametara stani¢nog oStecenja u serumu i bronhoalveolarnom aspiratu
u IPF i GERB ispitanika i pH pluca

IPF (n = 30) GERB (n = 31) P
pH 5.32 +0.44 6.27+0.31 <0.001
BA-LDH (U/L) 679.98 + 175.38 122.32 + 49.47 <0.001
S-LDH (U/L) 239.6 + 67.15 194.74 + 66.72 0.01
BA-CRP (mg/l) 0.18 +0.32 0.02 + 0.04 0.007
S-CRP (mg/l) 16.53 + 10.51 5.03 +3.35 <0.001
BA-ALP (U/L) 70.03 + 36.19 39.42 +22.35 <0.001
S-ALP (U/L) 91.93 + 15.32 84.48 + 11.27 0.034
TNF-o (pg/ml) 21.99 + 7.09 5.36 +3.23 <0.001

Podaci su prezentirani kao srednja vrijednost i standardna devijacija (u zagradama).

IPF, bolesnici s novodijagnosticiranom idiopatskom pluénom fibrozom; GERB, bolesnici s
novodijagnosticiranom gastroezofagealnom refluksnom boles¢u; P, Studentov t-test; LDH, laktatna
dehidrogenaza; CRP, C-reaktivni protein; ALP, alkalna fosfataza; TNF-a, faktor nekroze tumora a.

Srednji nalaz pH pluc¢a u perifernim ograncima bronha kod IPF bolesnika izmjeren je u
vrijednosti 5.32 + 0.44, dok je u kontrolnoj skupini GERB bolesnika izmjeren u vrijednosti 6.27
+ 0.31 (aritmetic¢ka sredina £ SD). Razlika u pH plu¢a izmedu ove dvije grupe je bila statisticki
signifikantna (P < 0.001). Biljezi akutne wupale 1 oSteCenja LDH, CRP 1 ALP u
bronhoalveolarnom aspiratu 1 serumu su signifikantno visi kod IPF bolesnika (Tablica 2.) TNF-a

mjeren samo u bronhoalveolarnom aspiratu je takoder signifikantno visi kod IPF pacijenata.

Tablica 3. Razine parametara stani¢nog oStecenja u serumu i bronhoalveolarnom aspiratu
u GERB ispitanika

Bronhoalveolarni Serum (n =31) P
aspirat (n = 31)

LDH (U/L) 122.32 + 49.47 194.74 + 66.72 <0.001
ALP (U/L) 39.42 +22.35 84.48 +11.27 <0.001
CRP (mg/) 0.02 +0.04 5.03 +3.35 <0.001

Podaci su prezentirani kao srednja vrijednost i standardna devijacija (u zagradama). P, Studentov t-
test; LDH, laktatna dehidrogenaza; CRP, C-reaktivni protein; ALP, alkalna fosfataza; TNF-a, faktor
nekroze tumora o.
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Tablica 4. Razine parametara stani¢nog oStecenja u serumu i bronhoalveolarnom aspiratu
u IPF ispitanika

Bronhoalveolarni Serum (n = 30) P
aspirat (n = 30)

LDH (U/L) 679.98 + 175.38 239.6 + 67.15 <0.001
ALP (U/L) 70.03 + 36.19 91.93 +15.32 0.003
CRP (mg/]) 0.18 +0.32 16.53 + 10.51 <0.001

Podaci su prezentirani kao srednja vrijednost i standardna devijacija (u zagradama). P, Studentov t-
test; LDH, laktatna dehidrogenaza; CRP, C-reaktivni protein; ALP, alkalna fosfataza; TNF-a, faktor
nekroze tumora a.

Prosjecne vrijednosti LDH-a, ALP-a 1 CRP-a u bronhoalveolarnom aspiratu 1 serumu su
usporedene kod IPF 1 GERB bolesnika (Tablica 3. 1 Tablica 4.). Razlike medu grupama su bile

statisticki znacajne.

Tablica 5. Razine parametara upale i stani¢nog oSteCenja u serumu i bronhoalveolarnom
aspiratu u IPF ispitanika sa GER simptomima i IPF bolesnika bez GER simptoma

IPF/GER poz. (n=18) IPF/GER neg.(n=12) P

Dob (Godine) 64.06 + 6.67 62.25+7.29 0.49
pH 5.36+0.41 525+0.5 0.51
BA-LDH 667.64 + 199.04 698.48 + 138.7 0.65
S-LDH 248 + 84.32 227 +£24.74 0.41
BA-CRP 0.17+0.31 0.2+0.35 0.79
S-CRP 18.29 £11.52 13.89 £8.56 0.27
BA-ALP 64.11 £19.91 78.92 £51.93 0.28
S-ALP 90.44 £ 14.97 94.17 £12.83 0.52
TNF-a 21.72+7.19 22.37+£7.22 0.81

Podaci su prezentirani kao srednja vrijednost i standardna devijacija (u zagradama). IPF/GER poz.,
IPF bolesnici s pozitivnim simptomima gastroezofagealnog refluksa; IPF/GER neg., IPF bolesnici
bez simptoma gastroezofagealnog refluksa; P, Studentov t-test; LDH, laktatna dehidrogenaza; CRP,
C-reaktivni protein; ALP, alkalna fosfataza; TNF-a, faktor nekroze tumora o.

Takoder smo usporedili pH pluéa iz perifernih bronha IPF bolesnika s pozitivnim
simptomima gastroezofagealnog refluksa s IPF bolesnicima bez simptoma gastroezofagealnog
refluksa i1 nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika izmedu dvije grupe (Tablica 5.). Koristili
smo upitnik refluks simptom indeks, koji se sastoji od 9 simptoma refluksa, koji pacijenti trebaju
ocijeniti ocjenom od 0 (bez simptoma) do 5 (znacajni simptomi) sa maksimalnim zbrojem
ocjena od 45. Ukupni ubroj ve¢i od 13 je smatran pozitivnim na gastroezofagijalni refluks.

Usporedbom medu upalnim biljezima 1 biljezima tkivnog oStecenja iz bronhoalveolarnog
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aspirata i1 iz seruma u analiziranim grupama nije pronadena statisticki znacajna razlika (Tablica

5.).
4.2. Studija I1

Antropometrijski podaci su prezentirani u Tablici 1. FEV; je signifikatno nizi kod
pacijenata s AEKOPB za razliku od stabilnih KOPB bolesnika (p = 0.014, Tablica 6.). Parcijalni
tlak kisika (p = 0.06) je signifikatno nizi kod bolesnika s AEKOPB-om, dok je paricijalni tlak
ugljicnog dioksida (p = 0.019) visi nego kod bolesnika sa stabilnim KOPB-om (Tablica 6.).
Srednji pH pluca kod bolesnika s AEKOPB-om bio je 6.89 + 0.83 §to je signifikantno vise nego
kod bolesnika sa stabilnim KOPB-om (6.21 + 0.37, p < 0.001). Srednji pH pluc¢a kod bolesnika
bez izoliranog bakterijskog patogena u bronhoalveolarnom aspiratu bio je signifikatno niZi nego
kod bolesnika s izoliranim bakterijskim patogenom u bronhoalveolarnom aspiratu u grupi
AEKOPB bolesnika (p < 0.05, Tablica 6.). Nije pronadena signifikatna razlika izmedu plué¢nog
pH kod AEKOPB bolesnika prema pusackom statusu (bivs$i pusaci vs. pusSaci: 6.67 = 0.67, 6.99
+0.63, p=0.238).

Razine BALDH-a, SLDH-a 1 SCRP-a su bile signifikantno niZe kod bolesnika bez izoliranog
bakterijskog patogena u BA-u za razliku od onih s izoliranom bakterijom kod AEKOPB
bolesnika (p < 0.05, p=0.042, p = 0.028, Tablica 6.). Razina BA-Glu-a je bila signifikantno visa
kod bolesnika bez izolirane bakterije u BA-u, nego kod onih bolesnika, u AEKOPB grupi
pacijenata, kod kojih je izolirana bakterija u BA-u (p = 0.014). Nije pronadena signifikatna
razlika u BA-CRP i S-Glu razinama izmedu AEKOPB grupa (Tablica 6.). Grupa AEKOPB
bolesnika je imala visSe razine BA-LDH-a i S-CRP-a za razliku od bolesnika sa stabilnim KOPB-
om. Ova je razlika izrazena i viSe ako je bakterijski patogen izoliran u BA-u (p < 0.05 za sve
varijable, Tablica 6.). Signifikantna razlika pluénog pH, S-LDH, BA-Glu i S-Glu razina (p <
0.05, p < 0.05, p =0.012, p = 0.032, Tablica 6.) su pronadene samo kod AEKOPB bolesnika s

izoliranom bakterijom u BA-u u odnosu na stabilne KOPB bolesnike.
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Tablica 6. Antropometrijski podatci, pusacki status, parametri plu¢ne funkcije i

acidobazni status

AEKOPB stabilni KOPB
(n = 84) (n=42) P

Dob (godine) 61.9+8.1 62.4+11.6 0.545
Spol, muski N (%) 58 (69) 16 (64) 0.637
BMI (kg/m2) 254+52 24.7+3.7 0.604
Trenutno pusaci N (%) 30 (35.7) 14 (33.3) 0.625
Godine pusenja (trenutni 3¢ ¢, 51 4 352+ 18.9 0.593
pusaci)

Bivsi pusaci N (%) 45 (53.6) 23 (54.8) 0.609
Godine pusenja (bivst 3 1 4 53 4 32.8 4204 0.534
pusaci)

Nepusaci N (%) 9 (10.7) 5(11.9) 0.612
FVC (L) 2.37+0.73 3.14 +0.96 0.331
FVC (% predvideni) 60.1 +15.9 85.7+13.9 0.104
FEVI (L) 1.27 +0.41 2.07 +0.68 0.156
FEVI (%predvideni)  41.02+11.5 79.4+11.2 0.014
FEV1/FVC (%) 53.58+14.4 66.52 +£4.92 0.215
PaO2 (kPa) 8.6+ 1.5 12.1+0.61 0.006
PaCO2 (kPa) 5.7+0.9 4.52 +0.39 0.019
pH arterijske krvi 7.29£0.3 7.47 £0.4 0.052

Podaci su prezentirani kao srednja vrijednost i standardna devijacija ili broj u postocima (u zagradama).
AEKOPB, akutna egzacerbacija kroni¢ne opstruktivne pluéne bolesti; KOPB, kroni¢na opstruktivna
pluéna bolest; BMI, indeks tjelesne tezine; FVC, forsirani vitalni kapacitet; FEV1, forsirani ekpiratorni
volumen u prvoj sekundi; PaO2, parcijalni tlak kisika u arterijskoj krvi; PaCO2, parcijalni tlak ugljicnog
dioksida u arterijskoj krvi. Za statisticku signifikantnost za usporedbu grupa koristen je Studentov t-test.




Tablica 7. Bronhoalveolarni pH, usporedba parametara mjerenih u bronhoalveolarnom
aspiratu i serumu kod AEKOPB i stabilnih KOPB bolesnika

Izoliran bakterijski patogen iz BA

AEKOPB

Ne Da Stabilni KOPB

(n=24) (n=60) (n=42)
Lung pH 6.31 +0.55 7.13 +£0.52% 6.21 +£0.37%
BA-LDH (U/L) 361 £250 1381 £1621* 124 + 507,
S-LDH (U/L) 173 £ 36 188 &+ 24* 160 + 253
BA-CRP (mg/L) 0.17+0.34 0.14+0.26 0.12+0.11
S-CRP (mg/L) 16.8+ 11.6 29.4+11.2% 43 +2.6%1
BA-Glu (mmol/L) 1.6+0.7 0.9+0.7% 1.6 £ 0.6%
S-Glu (mmol/L)  5.8+0.7 6.1+14 5.6+ 1.2%

Podaci su prezentirani kao srednja vrijednost i standardna devijacija. AEKOPB, akutna egzacerbacija
kroni¢ne pluéne bolesti; KOPB, kroni¢na opstruktivna pluéna bolest; BA-LDH, bronhoalveolarna
laktat dehidrogenaza; S-LDH, serumska laktat dehidrogenaza; BA-CRP, bronhoalveolarni C-reaktivni
protein; S-CRP, serumski C-reaktivni protein, BA-Glu, bronhoalveolarna razina glukoze; S-Glu,
serumska razina glukoze; *p < 0.05 bakterijski patogen nije izoliran vs bakterijski patogen je izoliran;
+p < 0.05, bakterijski patogen nije izoliran vs stabilni KOPB; fp < 0.05, bakterijski patogen je izoliran

vs stabilni KOPB.

Sljedece bakterije su izolirane kod 60 (71%) od 84 bolesnika: Haemophilus influenzae (n

= 15, 25%), Streptococcus pneumoniae (n = 11, 18%), Moraxella catarrhalis (n = 8, 13%),

Pseudomonas aeruginosa (n = 6, 10%), Escherichia coli (n = 4, 7%), Klebsiella pneumoniae,

Methicillin-sensitive Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, 1 anaerobne bakterije (n = 3, 5%),

Enterobacter cloacae i Serratia marcescens (n = 2, 3%).

Vrijednost pluénog pH 1 razina bronhoalveolarnih i serumskih parametara za pet

najcesc¢ih izoliranih bakterijskih patogena prikazani su u Tablici 8.
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Tablica 8. pH pluéa i razine bronhoalveolarnih i serumskih parametara za pet najcesée

izoliranih bakterijskih patogena

pH pluca BA-LDH S-LDH BA-CRP S-CRP BA-Glu S-Glu
H. influenzae (n =
15) 7.37+£0.64 2912 £2505 186 + 19 0.03 +0.06 27.3+£13.5 09+0.7 6.3+1.4
S. pneumoniae (n
=11) 7.14 £ 0.56 959 + 829 197 £ 28 0.21+0.33 17.8 £8.7 1.1+£0.6 6+1.4
M. catarrhalis (n =
8) 7.25+0.27 859 £ 133 186 +26 0.12+0.20 15.1£8.6 0.8+0.7 5.8+1.2
P. aeruginosa (n=6) 7.01 +0.45 1457 £ 1256 198 £ 21 0.09+£0.19 18.7+£9.8 0.8+0.3 6.1+1
E. coli (n= 4) 6.75+0.29 673 £ 121 186 + 38 0.23 +0.37 27.1 £14.7 1.1+1.3 6.2+0.9

Podaci su prezentirani kao srednja vrijednost i standardna devijacija. BA-LDH, bronhoalveolarna laktat dehidrogenaza; S-LDH, serumska
laktat dehidrogenaza; BA-CRP, bronhoalveolarni C-reaktivni protein; S-CRP, serumski C-reaktivni protein; BA-Glu, bronhoalveolarna razina

glukoze; S-Glu, serumska razina glukoze.
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Slika 1. Odnos izmedu razine bronhoalveolarne laktat dehidrogenaze (BA-LDH) i pH
pluca u akutnoj egzacerbaciji kroni¢ne opstruktivne pluéne bolesti
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Slika 2. Odnos izmedu razine bronhoalveolarne glukoze (BA-Glu) i pH pluéa u akutnoj
egzacerbaciji kroni¢ne opstruktivne plué¢ne bolesti
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Vrijednosti pluénog pH su signifikantno korelirale s BA-LDH razinama (r = 0.629, p <
0.001) i BA-Glu razinama (r = 0.573, p < 0.001) (Slika 1., 2.). Vrijednost plu¢nog pH nije korelirala
s FEV1 u AEKOPB grupi bolesnika (r = -0.198, p = 0.070). Takoder vrijednost plu¢nog pH nije
korelirala s FEV1 u grupi stabilnih KOPB bolesnika (r = -0.093, p = 0.402).
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5. RASPRAVA
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5.1. Studija 1

Najvazniji nalaz iz ove studije je veca kiselost u perifernim granama bronha kod
novodijagnosticiranih bolesnika s IPF-om, u usporedbi s novodijagnosticiranim pacijentima s
GERB-om. Allaix i suradnici su utvrdili da je aspiracija zelucane tekuc¢ine u diSne puteve i pluéni
parenhim u IPF-u bolesnika ¢eS¢a, u usporedbi s pacijentima s GERB-om,i to zbog ucestalijeg
proksimalnog ezofagealnog refluksa i refluksa popra¢enog sa sporijim odstranjivanjem (klirensom)
kiseline u leze¢em poloZaju kod bolesnika s IPF-om (28). Medutim, kada su bolesnici s IPF-om koji
imaju simptome GER-a, usporedeni s IPF bolesnicima bez simptoma GER-a, utvrdeno je da nema
razlike u kiselosti u perifernim granama bronha (Tablica 5.). Moguce objaSnjenje je da kroni¢na
upala u plu¢ima kod IPF bolesnika sama po sebi dovodi do lokalnog kiselog okruZenja koje €ini
stanice ozljede, apoptoza 1 nekroza, za koje je poznato da povecavaju razinu vodikovih iona i
laktatne kiseline. Nizak pH na alveolarno-kapilarnoj membrani uzrokuje oStecenja 1 gubitak
surfaktanta, a kao posljedica toga nastaje kolaps alveola i razvoj mikroatelektaza, ¢cime se pridonosi
razvoju 1/ili napredovanju IPF-a (29). Prethodno smo dokazali da se pH uglavnom kretao izmedu 6 1
8 kod zdravih ispitanika, $to je mjereno u kondenzatu izdaha (30. — 33). U svim dosada$njim
istrazivanjima koja su usporedivala navedeno, IPF 1 GERB pacijenti su bili podvrgnuti invazivhom
24-satnom intraesofagealnom pH pracenju, s uoCenim pH uglavnom ispod 4 (15., 33.). Tobin i
suradnici sugeriraju da su bolesnici s IPF-om pod povecanim rizikom za razvoj gastroezofagealnog
refluksa zbog povecanih gradijenata tlakova na dijafragmu i1 promjenama u plu¢nim parametrima
ventilacije (15.). NajviSe naSih novodijagnosticiranih pacijenata s IPF-om imalo je jasne simptome
GER-a u vrijeme postavljanja dijagnoze ili su imali prethodno dijagnosticiran GERB prije nego li je
dijagnosticiran IPF, §to je slicno nedavnim nalazima (34., 35.). Kod nasih pacijenata s IPF-om
utvrden je visok postotak hijatus hernije (60%), za razliku od nalaza u op¢oj populaciji (~ 20%)

(36.) 1 nalaza u naSoj kontrolnoj skupini (35,48%).

Studija I nije napravljena kako bi istraZila uzrocnu povezanost izmedu aspiracije Zelu€ane
kiseline 1 IPF-a. Medutim, studije na zivotinjama dovode do zakljucka da sadrzaj Zelucane kiseline
u plu¢ima moze doprinijeti upali i razvoju kronicne pluéne bolesti (37. — 40.). Ipak vrlo malo
pacijenata s GERB-om razvija IPF, s obzirom na to da je prevalencija GERB-a u op¢oj populaciji
mnogo veca (41., 42.) nego prevalencija IPF-a (43., 44.). Ostali ¢imbenici rizika kao §to su pusenje,
prasina, lijekovi 1 zrafenje te genetska podloga, mogu biti ukljuceni u razvoj IPF-a. Do danas
imamo limitirani u¢inak terapije IPF-a, koji dovodi do sporije progresije upale i fibroze u podlozi
IPF-a. Nije jasno utjece li antirefluksna terapija na funkciju pluca ili respiratorne simptome u IPF-u
(45., 7.) iako je rad Raghua i suradnika pokazao stabilizaciju i poboljSanje funkcije pluc¢a, mjerene

pomoc¢u FVC 1/ili DLco, nakon terapije inhibitorom protonske pumpe (46.).
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Posebno zanimljiv nalaz u ovoj studiji je taj da je 76,6% ispitanika s novodijagnosticiranim
IPF-om bilo H. pylori pozitivnho u usporedbi s 35,48% kod novodijagnosticiranih pacijenata s
GERB-om. Nedavno je publicirano da H. pylori, ne samo GERB po sebi, moze biti u vezi s

razvojem IPF-a (47.).

Razina LDH, pokazatelja stanicne ozljede i nekroze, bio je 2.84 puta veéi u
bronhoalveolarnom aspiratu nego u serumu IPF pacijenata. Bronhoalveolarni nivo LDH bio je 5.56
puta veéi kod IPF bolesnika nego kod GERB bolesnika. Visi nivo LDH pronaden u
bronhoalveolarnom aspiratu IPF bolesnika, za razliku od GERB bolesnika, sugerira lokalnu upalu
ozljedu stanica, nekrozu 1 aktivnu bolest. Takoder utvrdene su viSe razine upalnog biljega TNF- a u
bronhoalveolarnom aspiratu kod IPF bolesnika §to je usporedeno s GERB bolesnicima. TNF- a
stimulira fibroblaste i pospjeSuje produkciju kolagena te je jedan od citokina zasluznih za
patogenezu pluéne fibroze. ALP biljeg oSteCenja tkiva, povecan prilikom proliferacije 1 oSteCenja
pneumocita II, takoder je imao povecan nivo u bronhoalveolarnom aspiratu IPF bolesnika. Na
temelju rezultata ovog istrazivanja ne predlazemo mjerenje CRP-a u bronhoalveolarnom aspiratu.
Nivo CRP-a je jedva detektiran u uzorcima bronhoalveolarnog aspirata. Serumske razine upalnog
biljega CRP-a te biljega tkivnog oStecenja LDH-a 1 ALP-a bile su znacajno vece kod IPF ispitanika

prilikom usporedbe s kontrolama §to upucuje na sustavnu upalu i oStecenje.

Opcenito, uloga upale u IPF-u je jos uvijek kontroverzna. Neke od prevladavaju¢ih hipoteza
koje su razmatrale moze li upalni proces ili neovisni epitelni/fibroblastni poremecaj dovesti do

napretka bolesti, trebaju biti bolje objasnjene u daljnjim istrazivanjima (48. — 52).

U Studiji I, nekoliko je ¢imbenika moglo utjecati na rezultate. Istrazivanje je provedeno na
malom broju ispitanika i rezultate stoga treba promatrati s oprezom. Potrebna su daljnja istrazivanja
s ve¢im brojem pacijenata kako bi se objasnila uloga aspiracije Zelucane tekucine u patogenezi IPF-
a. Pokusali smo izbjeci pristranost odabira nudeci prijavu za istrazivanje svim pacijentima koji su
primljeni u naSu bolnicu, a diagnosticirani su im IPF 1 GERB. Dakle pacijenti nisu odabrani prema

prisutnosti GER simptoma.

Nismo myjerili broj stanica u bronhoalveolarnom aspiratu. Medutim, poznato je da je u
ranom aspektu bolesti prisutna visoka celularnost s infiltriraju¢im alveolarnim infiltratima. Bili smo
usredotoCeni na manje poznato mjerenje pH 1 razine LDH-a, ALP-a, CRP-a 1 TNF-a u

bronhoalveolarnom aspiratu.
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5.2. Studija 11

Ova je studija dokazala je da je bronhoalveolarni pH kod bolesnika s AECOPD-om vise
alkalan nego onaj kod bolesnika sa stabilnim KOPB-om. Osim toga, srednja vrijednost pH pluca
kod bolesnika s izoliranom bakterijom bila je visa od one kod bolesnika bez izoliranih bakterija u
AEKOPB skupini ispitanika. Navedeni su nalazi potvrdili naSu hipotezu. Kod bolesnika sa
stabilnim KOPB-om, srednji bronhoalveolarni pH je bio 6,21 + 0,37, dok je kod pacijenata s
AECOPD-om bio 6,89 + 0,53, a pH je bio jos alkalniji u prisutnosti bakterije. Pretpostavljamo da su
povecanju pH pridonijeli upalni procesi popraceni bakterijskim metabolitima. Prethodne studije su
pokazale da je sputum kod bolesnika s kroni¢nim bronhitisom alkalan (7.6 1 7.8) (53.) 1 da je kod
pacijenata sa cisticnom fibrozom sluz donjih disnih puteva takoder alkalna (54.). Plu¢éni pH kod
bolesnika s upalom pluca je priblizno 7.3 (55.), a bolesnici s rinitisom imaju pH u nosnoj sluznici
vrijednosti u rasponu od 7.2 do 8.3 (56., 57.). Navedena istrazivanja pokazuju da postoji povezanost
izmedu alkalnog plu¢nog pH 1 upaljenog tkiva distalne bronhoalveolarne sluznice. Nasi nalazi pH
arterijske krvi pokazali su 3% niZi pH arterijske krvi kod bolesnika s AEKOPB u usporedbi s onima
sa stabilnim KOPB-om, $to je u skladu s nalazima Grumellija i1 suradnika (58., 15.). Alkalnost u
plu¢ima doprinosi lokalnom oStecenjeu tkiva promicanjem stani¢nih ozljeda, apoptoza, nekroza i
upala (53.). U nasem istrazivanju, visSe alkalne vrijednosti bronhoalveolarnog pH bile su znacajno
povezane s viSim vrijednostima BA-LDH, §to ukazuje na ve¢i intenzitet oste¢enja tkiva. Visa razina
vrijednosti pluénog pH u egzacerbaciji doprinosi strukturnim promjenama surfatktanta, Sto moze
dovesti do ventilacijskih problema (mikroatelektaza). To bi moglo objasniti fluktuacije u stanju
bolesnika (54.). Do danas, u istrazivanjima se pluéni pH najceS¢e utvrdivao u kondenzatu
izdahnutog zraka (KIZ) , koji predstavlja neinvazivnu metodu uzorkovanja volatilnih Cestica zraka
donjeg respiratornog trakta (55). Nekoliko je studija pokazalo da je pH mjeren u KIZ-u vise kiseo
kod bolesnika s AEKOPB-om i KOPB-om, nego kod zdrave populacije (56., 57.) Medutim, postoje
poteskoce u uzorkovanju i analizi KIB-a. Otkrivanje i kvantifikacija biljega u KIB-u, ukljucujuci
citokine, duSikov oksid i pH, oteZzani su mnogim c¢imbenicima. Ti ¢imbenici ukljucuju tip
kondenzatora, puSenje, temperaturu okoline, kontaminaciju slinom, vlaznost zraka, unos tekuéine,
kontaminate iz usne Supljine 1 izdahnuti uglji¢ni dioksid. Svi navedeni ¢imbenici mogu dovesti do
pogreSaka u mjerenju ranije navedenih biljega, pogotovo kod bolesnika s akutnom ili kroni¢nom
hiperkapni¢nom respiratornom insuficijencijom, koja je ¢esto prisutna u AEKOPB-u, pa i ¢ak u

stabilnom KOPB-u (58., 59. — 63.).
KIB je do sada koriSten samo u eksperimentalnim uvjetima 1 nije potvrden za uporabu u
klini¢koj praksi. Na temelju ovih nalaza, smatramo da izravno uzorkovanje bronhoalveolarne

tekucine nudi to¢niju procjenu lokalnog pluénog pH, upalnih biljega i biljega tkivnog oSte¢enja u
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usporedbi s onima koji su uzrokovani KIB-om. Uzorkovanje bronhoalveolarne tekuc¢ine stoga nudi

tocnije podatke za procjenu lokalnog oStecenja i upale pluénog tkiva.

Moglo bi biti korisno definirati razli¢ite fenotipove KOPB-a i procjeniti terapijski odgovor,
biljege upale i tkivnog oste¢enja respiratornog trakta, kao i oksidativni stres. Mjerenja razine LDH-a
i CRP-a iz seruma nisu valjani lokalni pluéni indikatori upale i oStecenja tkiva. Uzorkovanje tih

biljega iz bronhoalveolarnog aspirata moze predstavljati precizniju alternativu.

LDH je citoplazmatski enzim koji se nalazi u vecini tjelesnih stanica, ukljuc¢ujuéi pluca.
Detekcija vrijednosti LDH-a koje su izvan normalnog raspona se koristi za identifikaciju stanicnog
oStecenja 1ili smrti (64.). Najvece vrijednosti BA-LDH-a u Studiji II pronadene su kod bolesnika s
1zoliranim Haemophilus influenzae 1 Pseudomonas aeruginosa, $to je bio indikator najvece lokalne
upale, ozljede stanica i nekroza kada je najviSe patogenih bakterija bilo prisutno. Ako je bakterijski
patogen bio izoliran, 7.4 puta vece vrijednosti LDH-a su pronadene u bronhoalveolarnom aspiratu u
usporedbi sa serumom, dok je u slucajevima kada bakterijski patogen nije bio izoliran taj omjer bio
samo 2.1. Kod bolesnika sa stabilnim KOPB-om, prosjecne vrijednosti razine S-LDH-a i BA-LDH-
a bile su 160 + 25 odnosno 124 + 50 UL. U odnosu prema tim vrijednostima, S-LDH 1 BA-LDH
kod bolesnika s neizoliranim bakterijskim patogenom u AEKOPB skupini pacijenata bili su 1.1
odnosno 2.9 puta visi. U slucajevima kada je bakterijski patogen izoliran ovaj omjer je iznosio 1.2
odnosno 11.2. Vise razine BA-LDH-a u bronhoalveolarnom aspiratu kod bolesnika s AEKOPB-om,
a osobito u slucajevima kada je bakterijski patogen izoliran, u usporedbi s bolesnicima sa stabilnim
KOPB-om sugeriraju prisutnost lokalne upale, stanicne ozljede, nekroze i aktivnosti bolesti. Na§
nalaz pokazuje da je BA-LDH relevantan biljeg oSte¢enja plu¢nog tkiva i moze se pouzdano
koristiti za procjenu bakterijske infekcije kod AEKOPB bolesnika. Medutim, samo 9% bolesnika
imalo je S-LDH vrijednosti > 220 U/L (iznad referentnog raspona). Ovaj nalaz ukazuje na to da su
kod bolesnika s AEKOPB-om, razine S-LDH bile relativno normalne, §to upucuje na slab sustavni

upalni odgovor.

CRP je biljeg upale i razine CRP-a se povecavaju tijekom razdoblja upalnog stanja (65.).
Neka su istrazivanja pokazala povezanost viSe sistemske razine CRP-a i1 drugih upalnih biljega kod
bolesnika s KOPB-om za razliku od zdrave skupine (66.— 68.). Bircan i suradnici (69.) pokazali su
da su povecane vrijednosti CRP-a u serumu pokazatelj egzacerbacije KOPB-a uzrokovane
respiratornom infekcijom. U Studiji II su utvrdene neznatne, ali statisti¢ki znacajno vece razine S-
CRP-a kod bolesnika s AEKOPB-om §to je usporedeno s bolesnicima sa stabilnim KOPB-om te su
navedene razine bile jo§ i vece u slucaju ako je izoliran bakterijski patogen. Nedavno su Peng i

suradnici (70.) iznijeli to da je za identifikaciju bakterijskog podrijetla kod AEKOPB bolesnika,
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grani¢na vrijednost CRP-a bila 19.65 mg/L. Cini se da je S-CRP bolji pokazatelj sistemske upale
kod bolesnika s AEKOPB-om, nego $to je to S-LDH. Medutim, razine BA-CRP-a bile su niske u
nasem istrazivanju. Nasi nalazi upucuju na to da BA-CRP razine ne treba mjeriti jer su bile niske ili

cak tesko uocljive, bez izrazene razlike u izmjerenim razinama medu skupinama.

Dok razine glukoze u krvi nisu povezane sa smrtnosc¢u, trajanjem bolnickog boravka ili
rehospitalizacijom kod bolesnika s AEKOPB-om (71.), otkrivanje glukoze u bronhoalveolarnom
aspiratu je povezano s prisustvom patogenih bakterija (72.,73.). U Studiji I, u slu¢ajevima kada je
bakterija izolirana kod bolesnika s AEKOPB, BA-Glu razina je bila 1.8 puta niZza od razine kod
bolesnika bez izolirane bakterije, dok razlika u razinama S-Glu-a nije pronadena. Stoga rezultati za

razine BA-Glu-a mogu takoder posluziti kao dobar indikator prisutnosti bakterija.

Istrazivali smo 1 bakterijske patogene kako bismo procijenili razine upale 1 pH vrijednosti u
odnosu na bakterijske patogene. Ovo se istrazivanje temelji na identifikaciji bakterijske etiologije
izravno iz bronhoalveolarnog aspirata, a ne iz sputuma, kao S§to je provedeno u prethodnim
istrazivanjima (74., 75.). Bakterijska etiologija prevladava kao izvor upale kod AEKOPB
bolesnika. U ovoj studiji, bakterijski patogeni su pronadeni kod 71% bolesnika, za razliku od 24%
koja iznose Boixede i suradnici u svom istrazivanju (76.). Vjerujemo da je razlog za razliku
rezultata istrazivanja izravna analiza bronhoalveolarne teku¢ine umjesto uzoraka sputuma, jer su
uzorci sputuma viSe osjetljivi na pogreske uzorkovanja. Izdvojili smo 42 (70%) Gram-negativne
bakterije 1 18 (30%) Gram-pozitivnih bakterija 1 mikrobiolo8ki uzorci su bili sliéni kao §to su

prikazali 1 Siddiqi 1 suradnici (77.).

Postoje dva moguca ograniCenja ovog istrazivanja. Prvo je to da je nasa studija provedena na
relativno malom broju ispitanika i stoga se rezultati moraju uzeti s oprezom. Drugo je to da je
polukvantitativna tehnika (pH test trake) koriStena za izravno mjerenje pH u plu¢ima, a u idealnom
slu¢aju, to¢nija metoda za odredivanje pH bi bila primjerenija. Medutim, vjerujemo da je tehnika
koju smo koristili prihvatljiva zamjena. U je vrijeme puno puta dokazano da je ova tehnika

ucinkovita u istrazivanjima koje je provodila nasa istrazivacka skupina (55., 56.).

Naposljetku, mozemo zakljuciti kako ovo istraZivanje pokazuje jaki patoloSki proces u
plu¢ima KOPB pacijenata tijekom AEKOPB-a. Ovaj patoloski proces je prisutan, ¢ak i u
slu¢ajevima sa slabim klinickim simptomima pogorSanja ili nedostatnim patoloSkim nalazima u
perifernoj krvi, kao Sto su razine CRP-a i LDH-a, a posebno u prisustvu bakterijskog patogena. Vise
alkalne vrijednosti bronhoalveolarnog pH su jasan pokazatelj intenzivnijeg oStecenja tkiva. Nema

korelacije izmedu bronhoalveolarnog pH i FEV| kod bolesnika s AEKOPB-om 1 onih sa stabilnim
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KOPB-om. Mjerenje FEVi-a ne izrazava na odgovaraju¢i nacin ucinak KOPB-a na kvalitetu
bolesnikova Zivota. Stoga, mjerenje lokalnog bronhoalveolarnog pH 1 predlozenih upalnih
medijatora u bronhoalveolarnoj tekuc¢ini kod nekih bolesnika mogu biti korisni kao dodatni test za
dijagnosticiranje tezine AEKOPB-a. lako pomalo invazivna, analiza pluénog pH i upalnih
bronhoalveolarnih i serumskih biljega, kao i biljega tkivnog osStecenja, predstavlja izvedivu i
jednostavnu metodu za opetovanu procjenu sistemskih i lokalnih upala kod AEKOPB bolesnika.
Daljnja istrazivanja su potrebna kako bi se u potpunosti utvrdila vaznost i utjecaj bakterijskih
kultura, bronhoalveolarnog pH i upalnih biljega, kao i biljega tkivnog oSte¢enja u vezi s klinickim

intervencijama i njegom bolesnika s AEKOPB-om.
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6. ZAKLJUCCI
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6.1. Studija 1

Prema nasim saznanjima na temelju dosadasnjih istrazivanja ovo je prvi put da su pH, LDH,

ALP i CRP mjereni u bronhoalveolarnom aspiratu pacijenata s IPF-om.

U usporedbi s novodijagnosticiranim pacijentima s GERB-om, istrazivanje izneseno u ovom
radu je otkrilo kiseliju okolinu u perifernim granama bronha kod novodijagnosticiranih bolesnika s

IPF-om.

Nema razlike u kiselosti u perifernim granama bronha kod bolesnika s IPF-om sa stvarnim
simptomima GER-a te kod bolesnika s IPF-om bez stvarnih simptoma GER-a, $to sugerira da niski
pH u perifernim granama bronha moZe biti povezan sa samom patofiziologijom IPF-a, ali ne i s

aspiracijom Zelucane tekucine.

Ova studija, izmedu ostaloga, potvrduje i to da su bolesnici s [IPF-om podloZniji nastanku

gastroezofagealnog refluksa, GERB-a, hijatalne kile i gastritisa za razliku od op¢e populacije.

MozZzemo zakljuciti kako su daljnja istraZzivanja uloge aspiracije zeluane tekucine u
patogenezi IPF-a obvezna, kao 1 pojaSnjenje povezanosti izmedu GER-a 1 drugih intersticijskih

bolesti pluca.

Svi izmjereni upalni biljezi u ovom istrazivanju bili su vec¢i u bronhoalveolarnom aspiratu,

kao 1 u serumu kod bolesnika s IPF-om, ako ih usporedujemo s pacijentima s GERB-om.

Nasi preliminarni radovi identificirali su, kao potencijalno vazne indikatore u patoloskom

procesu IPF-a, upalne biljege CRP-a i TNF-a te biljege tkivnog oste¢enja LDH-a i ALP-a.

6.2. Studija 11

Prilikom istrazivanja dosli smo do zakljucka kako je srednji pH bronhoalveolarne tekucine

bio znacajno visi kod bolesnika s AEKOPB-om, nego kod bolesnika sa stabilnim KOPB-om.

Osim navedenoga, analizama smo zakljucili kako su srednja vrijednost pH pluca, vrijednosti
bronhoalveolarnog i serumskog LDH-a i serumske razine CRP-a kod bolesnika s izoliranim
bakterijama bile vece od onih kod bolesnika bez izoliranih bakterija u skupini pacijenata s

AEKOPB-om.
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Sto se ti¢e pH vrijednosti pluéa kod bolesnika s AEKOPB-om, iz rezultata je vidljivo da

znacajno korelira s razinama bronhoalveolarnog LDH-a i glukoze.

Naposljetku, ovim je istrazivanjem dokazno je kako je AEKOPB posebno povezan s
lokalnim ozljedama stanica i tkiva u plu¢ima u prisutnosti bakterijskih patogena, $to je popraceno

niskim sistemskim upalnim odgovorom.
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8. SAZETAK
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Bolesti plu¢a i diSnog sustava spadaju u najcesce uzroke smrti u svijetu. Disni sustav ima
veliku povrSinu izlozenu krvi i vanjskoj okolini, ¢ime je podlozan prodoru infektivnih i
neinfektivnih ¢imbenika poput duhanskog dima, ispusnih plinova te inhalacijskih alergena. Moguce
je analizirati upalne medijatore iz plazme i urina, ali ti podaci prije reflektiraju sistemsku upalu
nego upalu lociranu u diSnim putevima. Zbog prelijevanja medijatora iz drugih organskih sustava i
tako nastalog pozadinskog Suma umanjena je osjetljivost i specificnost dobivenih podataka. Jedna
od metoda za procjenu upale lokalno u plu¢ima je analiza kondenzata izdahnutog zraka (KIZ). KIZ
pruza uvid u redukcijsko-oksidacijske reakcije unutar pluca, acidobazni status te stupanj i tip upale
u kroni¢noj opstruktivnoj pluénoj bolesti, idiopatskoj pluénoj fibrozi 1 drugim bolestima
respiratornog sustava. Nedostaci metode KIZ su nedovoljna standardizacija uzimanja uzorka kao i
nedostatak dokaza o podrijetlu Cestica aerosola. Manje je poznata korist analize biljega koji nisu
vezani za oksidativni stres, o ¢emu je opcenito mali broj studija. KIZ se koristi u istrazivacke svrhe
te nije dostupan u svakodnevnoj klini¢koj praksi. Za preciznije informacije o diSnom sustavu
potrebno je primijeniti metode poput induciranja sputuma ili metode poput bronhoskopije s
bronhoalveolarnim lavatom (BAL) 1 biopsije. Upravo zbog navedenih nedostataka svih metoda
javila se potreba za razvijanjem novih nacina proucavanja lokalnog patoloskog procesa u diSnim

putovima, poput analize lokalnog pH u plu¢ima kao moguceg pouzdanog biljega.

Idiopatska pulmonarna fibroza (IPF) / uzorka uobicajene intersticijske pneumonije (UIP),
prethodno poznate kao kriptogeni fibrozirajuci alveolitis (CFA) je bolest nepoznatog uzroka. To je
najcesci tip idiopatske intersticijske pneumonije (IIP). IIP-ovi su spontano nastale (tj. idiopatske)
difuzne parenhimske bolesti plu¢a. Americka torakalna zajednica (ATS) izrazila je konsenzus u
definiranju IPF-a kao spontanog (idiopatskog) specifi¢cnog oblika kroni¢ne fibrozne intersticijske
pneumonije ograni¢ene na pluca i povezane s UIP-om na kompjutoriziranoj tomografiji visoke
razlucCivosti ili histoloSkom pojavljivanju na kirurskoj (torakoskopska ili otvorena) biopsiji pluca.
Patogeneza idiopatske pluéne fibroze (IPF) / uobicajene intersticijske pneumonije (UIP) je sloZena i

vjerojatno ukljucuje cikluse ozljeda epitelnih stanica i neregulirane popravke.

Kroni¢na opstruktivna plu¢na bolest (KOPB) je Cetvrti uzrok smrtnosti u svijetu te se smatra
velikim javno zdravstvenim izazovom. Bolest je preventibilna, a kada se ipak razvije, zahtjeva
kroni¢no lijecenje. KOPB se smatra boleS¢u specificnom za organ, a karakterizirana je kroni¢nom
upalom diSnih puteva uz sistemske manifestacije kao Sto su neuhranjenost, bolesti srca i krvnih Zila
te slabljenje imunoloSkog sustava s ucestalim respiratornim infekcijama. Tipicna karakteristika
bolesti su epizode pogorSanja tj. egzacerbacije. Akutna egzacerbacija KOPB-a (AEKOPB) je
karakterizirana pogorSanjem zaduhe, kaslja i produkcije sputuma u odnosu na strandardne dnevne

varijacije $to dovodi do potrebe za dodatnim lijeCenjem i/ili hospitalizacijom.
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Studija 1
Nekoliko je studija sugeriralo da je idiopatska pulmonarna fibroza (IPF) povezana s

ponovljenom aspiracijom zelucanog sadrzaja tijekom dugog vremenskog razdoblja. Cilj nam je bio
istraziti razlike izmedu izravno izmjerenih pH vrijednosti u plu¢ima, i biljega akutne upale i tkivnog
osteCenja u bolesnika s novodijagnosticiranim IPF-om i1 u bolesnika s novodijagnosticiranim
GERB-om. Svi ispitanici (N=61) podvrgnuti su fizikalnom pregledu, testiranju pluéne funkcije,
bronhoskopiji, gastroduodenoskopiji, analizi plinova arterijske krvi i mjerenju biokemijskih
parametara. Prethodno dijagnosticiran GERB pronaden je u 56.7%, tipi¢ni simptomi refluksa u
80%, te Helicobacter pylori u uzorcima ZeluCane biopsije u 76.6% slu€ajeva. pH u perifernim
granama bronha u slu¢ajevima bio je 5.32 £ 0.44 te 6.27 = 0.31 (p <0,001) u kontrolnoj skupini.
Prosjecne vrijednosti LDH, ALP i CRP u bronhoalveolarnom aspiratu 1 serum, kao 1 TNF-a u
bronhoalveolarnom aspiratu, bili su znacajno visi u bolesnika s IPF-om. Kiselija okolina u
bronhoalveolarnom aspiratu ispitanika s IPF-om mogla bi doprinijeti razvoju ili napredovanju
bolesti, moguée putem promjena u lokalnom metabolizmu ili oSteCenjem lokalnih stanica 1 tkiva.
Medutim, potrebna su daljnja istrazivanja s ve¢im brojem pacijenata kako bi se pojasnila uloga
aspiracije ZeluCane tekucine u patogenezi IPF-a. NasSi preliminarni radovi identificirali su upalne
biljege 1 biljege tkivnog oste¢enja LDH, ALP 1 TNF-a kao potencijalno vazne u patoloSkim
procesima IPF-a. Potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se odredila njihova vaznost u klini¢koj

praksi 1 skrbi pacijenata.

Studija Il
Cilj ovog istrazivanja bio je izravno mjeriti pH u plu¢ima, odrediti LDH, CRP i razinu

glukoze u serumu 1 bronhoalveolarnom aspiratu, te identificirati bakterijske patogene iz
bronhoalveolarne tekucine tijekom AEKOPB-a. Napravili smo opservacijsku studiju u koju smo
ukljucili 84 bolesnika s AEKOPB-om i 42 s stabilnim KOPB-om. Sudionicima je ucinjena
spirometrija, plinski test arterijske krvi, bronhoskopija, analiza bakterijske kulture
bronhoalveolarnog lavata i1 mjerenje biokemijskih parametara. Srednji pH bronhoalveolarne
tekucine bio je znacajno visi u bolesnika s AEKOPB-om nego u bolesnika sa stabilnim KOPB-om.
Srednja vrijednost pH pluca, razina bronhoalveolarnog i serumskog LDH te serumska razina CRP-a
u bolesnika s izoliranim bakterijama bile su ve¢e od onih u bolesnika bez izoliranih bakterija u
skupini bolesnika s AEKOPB-om. pH vrijednosti plu¢a kod bolesnika s AEKOPB-om je znacajno
korelirala s razinom bronhoalveolarnog LDH 1 glukoze. Zakljucak studije jest da je AEKOPB
povezan s lokalnim oSte¢enjem stanica 1 tkiva u plué¢ima, osobito u prisutnosti bakterijskih

patogena, $to je praceno niskim sistemskim upalnim odgovorom.
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Respiratory diseases are the most common cause of death in the world. The respiratory
system has a large surface area exposed to blood and the surrounding environment, which is
susceptible to the penetration of infectious and non-infectious factors such as tobacco smoke,
exhaust gases, and inhalational allergens. It is possible to analyze inflammatory mediators of plasma
and urine, but these data reflect systemic inflammation rather than inflammation located in the
respiratory tract. Because of the inflow of mediators from other organic systems and the resulting
background noise, the sensitivity and specificity of the data obtained is reduced. One of the methods
for assessing inflammation locally in the lungs is an analysis of condensate of exhausted air (EBC).
EBC provides insight into the reduction-oxidation reactions within the lung, the acid status, and the
degree and type of inflammation in chronic obstructive pulmonary disease, idiopathic pulmonary
fibrosis, and other respiratory disease. The disadvantages of the EBC method are insufficient
standardization of sampling as well as lack of evidence on the origin of the aerosol particles. There
is little known benefit of markers not related to oxidative stress, which is generally a small number
of studies. EBC is used for research purposes and is not available in everyday clinical practice. For
more precise information on the respiratory system, methods such as sputum induction or methods
such as bronchoalveolar lavage (BAL) and biopsy should be applied. Precisely due to the above
mentioned drawbacks of all methods there was a need to develop new ways of studying the local
pathological process in the airways, such as local pH analysis in the lungs as a possible reliable

marker.

Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), previously known as cryptogenic fibrous alveolitis
(CFA), is a disease of unknown cause. This is the most common type of idiopathic interstitial
pneumonia (IIP). IIPs are spontaneous (i.e., idiopathic) diffuse parenchymal lung diseases. The
American Thoracic Association (ATS) has expressed consensus in defining IPF as a spontaneous
(idiopathic) specific form of chronic fibrotic interstitial pneumonia restricted to the lungs and
associated with UIP in computerized high resolution tomography or histologic appearance on the
surgical (thoracoscopic or open) biopsies of the lungs. The pathogenesis of idiopathic pulmonary
fibrosis (IPF) / common interstitial pneumonia (UIP) is complex and probably involves cell injury

and unregulated repair cycles.

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is the fourth cause of mortality in the world
and is considered a major public health challenge. The disease is preventable, and when it develops,
it requires chronic healing. COPD is considered organ-specific disease and is characterized by
chronic inflammation of the respiratory tract with systemic manifestations such as malnutrition,
cardiovascular diseases, and weakening of the immune system with frequent respiratory infections.

Typical characteristics of the disease are episodes of exacerbation. COPD acute exacerbation
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(AECOPD) is characterized by worsening of sputum, cough and sputum production compared to

daytime variation, which leads to the need for additional treatment and / or hospitalization.

Study 1
Several studies have suggested that idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) may be related to

repeated aspiration of gastric contents over long periods of time. We aimed to investigate
differences between pH measured directly in the lung, and biomarkers of acute inflammation in
patients with newly diagnosed IPF and in patients with newly diagnosed GERD. All subjects
(N=61) underwent collection of medical history, physical examination, pulmonary function testing,
bronchoscopy, endoscopy, arterial blood gas analyses, and biochemical testing. Previously
diagnosed GERD was found in 56.7%, typical symptoms of reflux in 80%, and Helicobacter pylori
in gastric biopsy specimens in 76.6% of the cases. pH in peripheral branches of bronchi in the cases
was 5.32+0.44 and was 6.27+0.31 (p<0.001) in the control group. The average values of LDH,
ALP, and CRP in bronchoalveolar aspirate and in serum, as well as TNF-a in bronchoalveolar
aspirate, were significantly higher in IPF patients. The more acidic environment in the
bronchoalveolar aspirate of the IPF subjects could contribute to the development or progression of
IPF, possibly via changes in local metabolism or by damaging local cells and tissue. However,
further studies with larger numbers of patients are required to clarify the role of gastric fluid
aspiration in IPF pathogenesis. Our preliminary work has identified inflammatory biomarkers LDH,
ALP, and TNF-a as potentially important in the pathologic processes in IPF. Further research is

needed to determine their importance in clinical intervention and patient care.

Study 11
This study aimed to directly measure pH in the lungs, determine lactate dehydrogenase

(LDH), C-reactive protein (CRP), and glucose levels in serum and bronchoalveolar aspirate,

and identify bacterial pathogens from bronchoalveolar fluid during acute exacerbation of

chronic obstructive pulmonary disease (AECOPD). We performed an observational, analytical
case—control study from February 2015 to March 2017. We included 84 patients with AECOPD and
42 with stable chronic obstructive pulmonary disease (COPD). All participants underwent detailed
medical anamnesis, a clinical examination, chest radiography, spirometry, an arterial blood gas test,
bronchoscopy, bacterial culture, and serum/bronchiolar aspirate laboratory testing. The mean pH of
bronchoalveolar fluid was significantly higher in patients with AECOPD than in patients with stable
COPD. The mean lung pH value, bronchoalveolar and serum LDH levels, and serum CRP levels in
patients with isolated bacteria were higher than those in patients without isolated bacteria in the

AECOPD patient group. Lung pH values in patients with AECOPD were significantly correlated
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with bronchoalveolar LDH and glucose levels. AECOPD is associated with local cell and tissue
injury in the lungs, especially in the presence of bacterial pathogens, which is accompanied by a

low systemic inflammatory response.
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