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POPIS KRATICA

ACE - engl. angiotensin-converting enzyme, enzim koji konvertira angiotenzin

ACEI - engl. angiotensin-converting enzyme inhibitor, inhibitor enzima koji konvertira
angiotenzin

ADMA - asimetri¢ni dimetil-arginin

ARB - engl. angiotensin Il receptor blocker, blokator receptora angiotenzina II

aSR - engl. antegrade shear rate, antegradna stopa smicanja

BH4 - tetrahidro-biopterin

BMI - engl. body mass index, indeks tjelesne mase

CAT - engl. COPD Assessment Test

CD - engl. cluster of differentiation

CEACAMS-8 - engl. carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule-8, CD66b

CEC - engl. circulating endothelial cell, cirkuliraju¢a endotelna stanica

c¢GMP - ciklicki gvanozin-monofosfat

CI - engl. confidence interval, interval pouzdanosti

cIMT - engl. carotid intima-media thickness, debljina intime 1 medije karotidne arterije

COX-2 - ciklooksigenaza-2

CRP - C-reaktivni protein

CT - engl. computerized tomography, kompjutorizirana tomografija

Dy - pocetni promjer arterije

DBP - engl. diastolic blood pressure, dijastolicki arterijski krvni tlak

Diax - vr$ni promjer arterije

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

EDHF - engl. endothelium-derived hyperpolarizing factor, hiperpolariziraju¢i ¢imbenik
podrijetlom iz endotela

EDTA - engl. ethylenediaminetetraacetic acid, etilen-diamino-tetraoctena kiselina

ELAM-1 - engl. endothelial cell-leukocyte adhesion molecule-1, adhezijska molekula
endotelnih stanica i leukocita-1, E-selektin, CD62E

EMP - engl. endothelial microparticle, endotelna mikrocestica

eNOS - engl. endothelial nitric oxide synthase, endotelna sintaza NO-a

EPC - engl. endothelial progenitor cell, endotelna progenitorska stanica

FEF,s.75 - forsirani ekspiracijski protok izmedu 25% 1 75% izdahnutog vitalnog kapaciteta

FEV, - forsirani ekspiracijski volumen u prvoj sekundi



Doktorska disertacija - Suzana Mladinov

FiO, - engl. fraction of inspired oxygen, udio kisika u udahnutom zraku

FMD - engl. flow-mediated dilation, vazodilatacija posredovana protokom

FVC - engl. forced vital capacity, forsirani vitalni kapacitet

FVII - engl. factor VII, Cimbenik VII

g - ubrzanje sile teze

GOLD - ,,Globalna inicijativa za kroni¢nu opstrukcijsku pluénu bolest”

Hb - hemoglobin

HCOj - bikarbonati

HR - engl. hazard ratio, omjer rizika

ICAM-1 - engl. intercellular adhesion molecule-1, intercelularna adhezijska molekula-1,
CD54

IFN-y - interferon-y

IL - interleukin

KOPB - kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest

KRI - kroni¢na respiracijska insuficijencija

LDL - engl. low-density lipoprotein, lipoprotein male gustoce

L-FMC - engl. low-flow mediated constriction, konstrikcija posredovana niskim protokom

LPS - lipopolisaharid

LTOT - engl. long-term oxygen therapy, dugotrajno lijecenje kisikom

M - engl. mean, srednja vrijednost

MAP - engl. mean arterial pressure, srednji arterijski krvni tlak

MCP-1 - engl. monocyte chemoattractant protein- 1, monocitni kemotakti¢ni protein-1

mikro-RNA - mikro-ribonukleinska kiselina

MMP - matriksna metaloproteinaza

mMRC - engl. modified Medical Research Council

MP - engl. microparticle, mikrocestica

MR - magnetska rezonanca

mRNA - glasnicka ribonukleinska kiselina

mSR - engl. mean shear rate, srednja stopa smicanja

n - broj

NADPH - reducirani oblik nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfata

NMD - engl. nitroglycerine-mediated dilation, vazodilatacija posredovana nitroglicerinom

NO - dusi¢ni oksid

OR - engl. odds ratio, omjer izgleda



Doktorska disertacija - Suzana Mladinov

OSA - engl. obstructive sleep apnoea, opstrukcijska apneja u snu

OSI - oscilirajué¢i smic¢ni indeks

PaCO, - parcijalni tlak uglji¢nog dioksida u perifernoj arterijskoj krvi

PAI-1 - engl. plasminogen activator inhibitor-1, inhibitor aktivatora plazminogena-1

PaO; - parcijalni tlak kisika u perifernoj arterijskoj krvi

PDGEF - engl. platelet-derived growth factor, ¢imbenik rasta podrijetlom iz trombocita

PECAM-1 - engl. platelet-endothelial cell adhesion molecule-1, adhezijska molekula
trombocita 1 endotelnih stanica-1, CD31

PET - pozitronska emisijska tomografija

PGI; - prostaciklin

pH - kiselost

PWYV - engl. pulse wave velocity, brzina pulsnog vala

PY - engl. pack-year, pusacka kutija-godina

ROS - engl. reactive oxygen species, reaktivni kisikovi oblici

SR - engl. retrograde shear rate, retrogradna stopa smicanja

Sa0; - saturacija hemoglobina periferne arterijske krvi kisikom

SBP - engl. systolic blood pressure, sistolicki arterijski krvni tlak

SD - standardna devijacija

SpO; - saturacija hemoglobina periferne kapilarne krvi kisikom

SR - engl. shear rate, stopa smicanja

SR-AUC - engl. shear rate-area under curve, povrsina ispod krivulje stope smicanja

SSRE - engl. shear stress response element, element koji reagira na smi¢no opterecenje

TF - engl. tissue factor, tkivni ¢cimbenik

TLco - difuzijski kapacitet za uglji¢ni monoksid

TNF-a - engl. tumor necrosis factor-a, ¢imbenik tumorske nekroze-a

TXA, - tromboksan A,

v - brzina struje krvi

VCAM-1 - engl. vascular cell adhesion molecule-1, adhezijska molekula vaskularnih stanica-

1, CD106
VEGEF - engl. vascular endothelial growth factor, vaskularni endotelni ¢imbenik rasta
VE-kadherin - engl. vascular endothelial cadherin, vaskularni endotelni kadherin, CD144

vWEF - engl. von Willebrand factor, von Willebrandov ¢imbenik



1. UVOD

1.1. Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest

Kroni¢na opstrukcijska pluéna bolest (KOPB) je bolest koja se manifestira trajnim
disnim simptomima i ograni¢enjem protoka zraka u diSnim putovima, koje nije potpuno
reverzibilno, obi¢no je progresivno, a posljedica je poremecaja disnih putova i/ili alveola
najces$ce uzrokovanih znacajnom izlozenos¢u Stetnim Cesticama i plinovima (1).

KOPB je Cesta bolest ¢ija je globalna prevalencija 2010. god. procijenjena na 11.7% s
384 milijuna oboljelih (2). Trenutno se smatra ¢etvrtim uzrokom smrti od kroni¢nih bolesti u
svijetu i predstavlja veliki ekonomski i1 socijalni teret za drustvo (3). U Europskoj uniji ¢ak
56% ukupnih direktnih troSkova respiracijskih bolesti (38.6 milijardi eura) otpada na KOPB
(4), pri ¢emu se najveci dio troSi na zbrinjavanje akutnih egzacerbacija. Rastuca svjetska
populacija, koja je sve starija, u kombinaciji s visokom prevalencijom pusenja i zagadenjem
okoliSa, osigurat ¢e da KOPB ostane rastuc¢i problem i u 21. stoljecu te se ocekuje da ¢e 2020.
god. biti tre¢i uzrok smrti od kroni¢nih bolesti u svijetu (5).

Poremeceni upalni odgovor plu¢a na udisanje Stetnih Cestica i plinova uz poremeceni
proces cijeljenja u KOPB-u uzrokuju strukturne promjene koje se sastoje od destrukcije
pluénog parenhima 1 bolesti malih diSnih putova s pojac¢anom sekrecijom sluzi, oste¢enjem
mukocilijarnog klirensa 1 remodeliranjem (6, 7). Funkcionalne posljedice ovih promjena
sastoje se od ograniCenja protoka zraka u diSnim putovima, poremecaja ventilacije,
hiperinflacije pluc¢a, a u konacnici dolazi i do poremecaja izmjene plinova. Klini¢ki se bolest
ocituje kroni¢nim kasljem, iskaSljavanjem 1 progresivhom zaduhom, a bitno obiljezje bolesti
su i akutne egzacerbacije koje ubrzavaju napredovanje bolesti 1 pridonose povec¢anom riziku

od nepovoljnih klini¢kih ishoda poput posjeta hitnoj sluzbi, hospitalizacija i smrti.
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Temeljno patofizioloSko obiljezje KOPB-a je opstrukcija protoka zraka u diSnim
putovima u ekspiriju koja je definirana post-bronhodilatacijskim omjerom forsiranog
ekspiracijskog volumena u prvoj sekundi (FEV)) i forsiranog vitalnog kapaciteta (FVC), tzv.
Tiffeneau-ovim indeksom (FEV/FVC) <70%. Metoda izbora za utvrdivanje bronhalne
opstrukcije te procjenu njezine teZine i reverzibilnosti je spirometrija s bronhodilatacijskim
testom, naravno u odgovaraju¢em klinickom kontekstu simptoma i izlozenosti rizicnim
¢imbenicima (1). U dijagnostici, procjeni tezine bolesti i pracenju bolesnika koristimo se i
drugim testovima pluéne funkcije poput mjerenja statickih pluénih volumena, difuzijskog
kapaciteta za uglji¢ni monoksid (TLco), plinske analize arterijske krvi, acidobaznog statusa i
testova opterecenja, ali i slikovnim metodama.

Donedavno je tezina KOPB-a procijenjivana samo na temelju stupnja bronhalne
opstrukcije utvrdenog spirometrijom te se FEV; smatrao glavnim pokazateljem tezine i
prognoze bolesti (Tablica 1.). Blagi je KOPB bio definiran vrijedno$¢u FEV; >80% pred.
(predvidenog za dob, spol, visinu i rasu), umjereni KOPB s FEV| 50-79% pred., teski KOPB
s FEV; 30-49% pred., a vrlo teski KOPB s FEV; <30% ili <50% pred. s kroni¢cnom
respiracijskom insuficijencijom ili znacima kroni¢nog pluénog srca. Medutim, utvrdeno je da
se bolesnici s istim stupnjem bronhalne opstrukcije Cesto razlikuju s obzirom na vrstu i
intenzitet simptoma, funkcionalnu sposobnost, kvalitetu zivota, tijek bolesti i brzinu
propadanja pluéne funkcije, ucestalost i tezinu egzacerbacija (8-10) te smrtnost (9, 11). S tim
u vezi je u reviziji smjernica ,,Globalne inicijative za kroni¢nu opstrukcijsku pluénu bolest”
(GOLD) iz 2013. god. predloZena kombinirana procjena bolesnika s KOPB-om koja uzima u
obzir sljedece aspekte bolesti: stupanj bronhalne opstrukcije, prirodu i intenzitet simptoma te

anamnezu umjerenih 1 teSkih egzacerbacija (12).

Tablica 1. Klasifikacija teZzine bronhalne opstrukcije u KOPB-u (prema post-
bronhodilatacijskom FEV )

FEV,/FVC < 0.7 FEV, (% pred.*)
GOLD 1 Blagi >80
GOLD 2 Umjereni 50-79
GOLD 3 Teski 30-49
GOLD 4 Vrlo teski <30

*pred. = predvidenog za dob, spol, visinu i rasu
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Za procjenu simptoma se koriste dva upitnika: intenzitet zaduhe se procjenjuje skalom
mMRC (engl. modified Medical Research Council, Prilog 1.) (13), a u svrhu sveobuhvatne
procjene bolesnikovih simptoma koristi se upitnik CAT (engl. COPD Assessment Test, Prilog
2.) (14). S obzirom da su ucestale egzacerbacije (viSe od jedne umjerene ili teSke u prethodnoj
godini ili samo jedna ako je bolesnik hospitaliziran) najbolji predskazatelj buducih
egzacerbacija (10, 15), rizik od egzacerbacija se procjenjuje, ne samo prema stupnju
bronhalne opstrukcije, nego i prema anamnezi egzacerbacija. Temeljem simptoma, stupnja
bronhalne opstrukcije i1 ucestalosti umjerenih 1 teskih egzacerbacija oboljeli od KOPB-a su
razvrstani u Cetiri skupine: A, B, C ili D (Tablica 2.). U skupini A i B su bolesnici s najvise
jednom, ambulantno lije¢enom, egzacerbacijom godi$nje i/ili s FEV; >50%: oni s malo
simptoma (mMRC <2 ili CAT <10) svrstani su u skupinu A, a oni s izrazenim simptomima u
skupinu B. Bolesnici s ¢eS¢im egzacerbacijama i/ili FEV; <50% imaju povecani rizik od
egzacerbacija 1 loSiju prognozu te su, ovisno o bremenu simptoma, svrstani u skupinu C (malo

simptoma) ili D (viSe simptoma) (12).

Tablica 2. Kombinirana procjena KOPB-a (2013. god.)

Broj umjerenih i
Stupanj bronhalne teskih
opstrukcije (GOLD) egzacerbacija

prethodne godine

4- FEV, <30% >2 ili
C D >1 hospitalno

lijeCena

3-FEV, 30-49%

2- FEV, 50-79%

A B 0-1

1- FEV, > 80%

mMRC <2 mMRC >2
CAT <10 CAT =10

Simptomi

Premda je na populacijskoj razini jasno utvrdena povezanost stupnja bronhalne
opstrukcije 1 rizika od egzacerbacija (10) i smrti (9, 11), zbog nedovoljne preciznosti FEV,

kao prediktora egzacerbacija i smrti u pojedinog bolesnika 1 njegove ogranicene vrijednosti u
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izboru terapije, revizija GOLD-ovih smjernica iz 2017. god. je iz procjene ,,ABCD” izdvojila
spirometrijski nalaz ¢ija uloga ostaje u postavljanju dijagnoze, procjeni stupnja bronhalne
opstrukcije s prognostickim implikacijama i izboru pojedinih terapijskih postupaka poput
redukcije pluénog volumena ili transplantacije pluca (16). Na taj se nacin uvazavaju
ogranicenja FEV|, a naglaSava vaznost simptoma i rizika od egzacerbacija u izboru terapije za
pojedinog bolesnika.

KOPB je kompleksna bolest, a bolesnici s KOPB-om vrlo heterogena skupina
bolesnika. Pojava novih terapijskih opcija 1 njihova razli¢ita ucinkovitost u bolesnika s
KOPB-om razli¢itih obiljezja dovela je do koncepta fenotipova u KOPB-u. Fenotipovi su
definirani kombinacijom obiljezja po kojima se bolesnici s KOPB-om medusobno razlikuju, a
odnose se na simptome, egzacerbacije, brzinu progresije bolesti, odgovor na terapiju i
smrtnost. Fenotipovi omogucéuju grupiranje bolesnika u skupine jedinstvenih terapijskih i
prognosti¢kih implikacija. Danas najceS¢e govorimo o fenotipu ucestalog egzacerbatora,
fenotipu kroni¢nog bronhitisa, fenotipu emfizema-hiperinflacije i fenotipu preklapanja s
astmom (17).

Dok se ranije KOPB smatrao izoliranom boles¢u diSnog sustava, danas se percipira
kao sustavna bolest koja je pracena nizom ekstrapulmonalnih manifestacija (18) 1 koja se
ceS¢e pojavljuje u kombinaciji s pridruzenim bolestima (komorbiditetima) nego kao
samostalna bolest. Bolesnici s KOPB-om imaju znacajno veci rizik od pojave komorbiditeta u
odnosu na zdravu populaciju, a najces¢i komorbiditeti su kardiovaskularne bolesti, karcinomi,
pluéna hipertenzija, osteoporoza, metabolicki sindrom i njegove sastavnice, gastroezofagealna
refluksna bolest, anemija, sarkopenija, kaheksija i depresija (8, 19-21). PridruZene bolesti su
povezane s KOPB-om, bilo zbog zajednickih rizi¢nih ¢imbenika poput puSenja, starenja 1
tjelesne neaktivnosti, bilo zbog toga Sto sam KOPB povecava rizik nastanka pridruzene
bolesti. Danas se smatra da, u patogenetskom smislu, klju¢nu ulogu u povezanosti KOPB-a i
pridruzenih bolesti imaju sustavna upala, oksidacijski stres i endotelna disfunkcija (7, 19, 22-
24). Komorbiditeti negativno utjeCu na klini¢ki znacajne ishode u KOPB-u, prije svega
hospitalizacije i smrtnost (19, 21, 23, 25, 26). Stovise, u blagom i umjerenom KOPB-u
bolesnici ¢es¢e umiru od pridruzenih bolesti (karcinomi i kardiovaskularne bolesti), dok je
respiracijska insuficijencija glavni uzrok smrti samo u teskim oblicima KOPB-a (25, 27).
Stoga je pravovremeno dijagnosticiranje pridruzenih bolesti 1 njihovo adekvatno lijecenje od

iznimne vaznosti u terapijskom pristupu oboljelima od KOPB-a.
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1.2. KOPB i kardiovaskularni rizik

Kako je prethodno receno, KOPB je kompleksna bolest pracena brojnim
komorbiditetima medu kojima su najc¢esc¢e upravo kardiovaskularne bolesti. One znacajno
pridonose progresiji bolesti, nepovoljnim klini¢kim ishodima, potrosnji zdravstvenih resursa i
medu glavnim su uzrocima hospitalizacija i smrti bolesnika s KOPB-om (23, 25-27).

Skupnom analizom rezultata dvaju velikih epidemioloskih istrazivanja na vise od
20 000 odraslih ispitanika (engl. Atherosclerosis Risk In Communities (ARIC) i
Cardiovascular Health Study (CHS)) prevalencija kardiovaskularnih bolesti (ishemijska
bolest srca, sréano zatajivanje, mozdani udar ili prolazna ishemijska ataka) u bolesnika s
KOPB-om iznosila je 19-22% u usporedbi s 9% u ispitanika bez KOPB-a (25). Prema
rezultatima sustavnog preglednog rada, koji je obuhvatio 27 opservacijskih istrazivanja,
bolesnici s KOPB-om imaju 2.46 puta vece izglede za kardiovaskularnu bolest u odnosu na
op¢u populaciju (95% CI 2.02-3.00, p<0.0001), pri ¢emu je naro¢ito povecan rizik od
ishemijske bolesti srca, odnosno angine pektoris (meta-OR 8.16, 95% CI 3.08-21.59,
p<0.0001), 1 bolesti pluéne cirkulacije (meta-OR 5.14, 95% CI 4.07-6.50, p<0.0001) (28).
Bolesnici koji uz KOPB boluju i od kardiovaskularnih bolesti imaju loSiju kvalitetu zivota,
izrazeniju zaduhu 1 slabiju toleranciju napora (19), ces¢e se hospitaliziraju (25) te imaju veci
rizik od akutnih egzacerbacija (29) i smrti (19, 25-27). U Lung Health Study je pokazano da
se u bolesnika s blagim do umjerenim KOPB-om, sa svakim smanjenjem FEV; za 10%,
ucestalost koronarnih dogadaja povecava za 16%. U tom je istrazivanju 60% smrti bolesnika s
KOPB-om bilo uzrokovano karcinomima, dok su kardiovaskularni dogadaji bili uzrokom
smrti u 25% slucajeva (30). Kardiovaskularne bolesti se u bolesnika s KOPB-om smatraju
uzrokom smrti u ¢etvrtine do ¢ak polovice slucajeva (25, 27, 30), a FEV, se smatra neovisnim
prognosti¢kim ¢imbenikom kardiovaskularne smrtnosti (27, 31).

Mehanizmi koji su u podlozi povecanog rizika od kardiovaskularnih bolesti u oboljelih
od KOPB-a nisu dovoljno razjaSnjeni. PuSenje je neosporni rizicni ¢imbenik 1 za
aterosklerozu i za KOPB. Medutim, epidemioloska istraZivanja su pokazala da je povecani
kardiovaskularni rizik u KOPB-u neovisan o puSackom statusu (31). Osim $to KOPB i
kardiovaskularne bolesti dijele tradicionalne rizi€ne ¢imbenike poput puSenja, starenja,
Secerne bolesti, arterijske hipertenzije i tjelesne neaktivnosti (21, 25, 26, 28), odgovornima se
smatra jo$ cijeli niz mehanizama (32-34), medu kojima znafajno mjesto zauzima sustavna
upala sa svojim pro-trombotskim ucincima 1 vaznom ulogom u nastanku endotelne

disfunkcije i ateroskleroze (35). Brojna su istrazivanja ukazala na perzistentnu sustavnu upalu
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dijela bolesnika s KOPB-om (36), pri ¢emu bolesnici s KOPB-om i kardiovaskularnim
bolestima imaju tendenciju viSe serumske koncentracije biljega sustavne upale, poput
interleukina-6 (IL-6) i fibrinogena, nego bolesnici s KOPB-om bez kardiovaskularnih bolesti
(19, 37). Osim toga, koncentracija biljega sustavne upale dodatno raste za vrijeme akutnih
egzacerbacija KOPB-a (10, 38) kada je i rizik od kardiovaskularnih dogadaja povecan (39,
40). Upalnim procesom u KOPB-u dominira pojacana ekspresija IL-6 u plu¢ima i njegovi
sustavni ucinci: stimulacija jetrene proizvodnje proteina akutne faze (fibrinogena i C-
reaktivnog proteina (CRP)) te mobilizacija prethodnika neutrofila i monocita iz koStane srzi.
Ovi upalni medijatori u postoje¢im aterosklerotskim plakovima potic¢u oksidacijske procese te
modifikaciju lipida i proteina ¢ime pogoduju destabilizaciji aterosklerotskog plaka (35). Jo$
uvijek nije jasno je li sustavna upala u KOPB-u posljedica prelijevanja upalnih medijatora i
reaktivnih kisikovih radikala iz plu¢a u sustavnu cirkulaciju ili se radi o paralelnom procesu,
eventualno u sklopu nekog od komorbiditeta (7).

U bolesnika s KOPB-om je, u odnosu na zdrave ispitanike, poveéana agregacija
trombocita i monocita, kao vrlo osjetljiva i specificna mjera aktivacije trombocita, koja se
dodatno povecava za vrijeme akutnih egzacerbacija (41).

Ono §to povezuje KOPB 1 kardiovaskularne bolesti je i koncept ubrzanog starenja
pluéa, odnosno krvnih zila. U usporedbi sa zdravim ispitanicima uoceno je skracenje telomera
senescentnih stanica u alveolarnom epitelu i endotelu bolesnika s KOPB-om (narocito u
emfizematoznom fenotipu) (42). Istovremeno se starenje endotelnih stanica dovodi u vezu s
endotelnom disfunkcijom i aterogenezom (43).

Nadalje, KOPB i kardiovaskularne bolesti dijele i neravnotezu u sustavu proteaza i
anti-proteaza. NajviSe je dokaza u vezi s matriksnim metaloproteinazama (MMP), poput
MMP-2, ¢ija je aktivnost povecana u pluénom tkivu i alveolarnim makrofazima bolesnika s
KOPB-om u odnosu na zdrave puSafe i nepuSace (44). Istovremeno je aktivnost MMP-2
povecana i u koronarnim aterosklerotskim lezijama (45), a serumski MMP-2 povezan s
izoliranom sistolickom hipertenzijom 1 pove¢anom arterijskom krutos¢u (46). Povecani
sustavni izrazaj MMP-ova u bolesnika s KOPB-om povezuje se s pojaanom degradacijom
elastina arterijske stijenke i povecanom arterijskom krutoscu.

Uc¢inci hipoksemije su viSestruki (32, 34): rezultiraju¢a pluéna hipertenzija u bolesnika
s teSkim KOPB-om moze dovesti do popustanja desnog srca s reperkusijama na geometriju i
dijastolicko punjenje lijeve klijetke, na koje negativno utjece i hiperinflacija plu¢a; hipoksija
remeti sréanu repolarizaciju s potencijalno ve¢im rizikom od ventrikularnih aritmija i nagle

sr¢ane smrti; hipoksija potencira sustavnu upalu i pogoduje arterijskoj krutosti, inducira
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oksidacijski stres te pojacava izrazaj adhezijskih molekula, ali i serumsku koncentraciju CRP-
a; hemodinamske posljedice hipoksije ukljuuju aktivaciju simpatickog ziv€anog sustava s
povecanjem srcane frekvencije 1 sr¢anog indeksa te aktivaciju sustava renin-angiotenzin s
perifernom vazokonstrikcijom (47) i pove¢anim oksidacijskim stresom. U bolesnika s KOPB-
om 1 kroni¢nom respiracijskom insuficijencijom je utvrdena pojaCana aktivacija simpatickog
sustava (48), ali i smanjena varijabilnost sr¢ane frekvencije kao biljeg disfunkcionalnog
autonomnog ziv€anog sustava i prediktor smrtnosti (49). Pojacana aktivnost simpatickog
sustava dodatno potencira sustavnu upalu i aktivaciju trombocita (50).

Povec¢anom kardiovaskularnom riziku u bolesnika s KOPB-om pridonose i sustavni
poremecaji arterijske stijenke poput degradacije elastina i elastokalcinoze medije s
posljedi¢cnom poveéanom arterijskom krutoséu (32). Amortizacija sistolickog tlaka pulsa u
velikim krvnim Zilama je smanjena u arterijama povecane krutosti, Sto se ogleda u povecanoj
karotidno-femoralnoj brzini pulsnog vala (engl. pulse wave velocity, PWV). PWV se kao
mjera arterijske krutosti pokazao dobrim prediktorom kardiovaskularnih dogadaja u zdravih
osoba, ali i dobrim prediktorom smrtnosti u bolesnika s ishemijskom bolesti srca (51, 52). U
prethodnim istrazivanjima je utvrdena povecana arterijska krutost u bolesnika s KOPB-om u
usporedbi s ispitanicima odgovarajuce dobi i spola (53, 54), pri ¢emu su i FEV| i serumski IL-
6 bili neovisno povezani s PWV-om upucujuc¢i na mogucu ulogu sustavne upale u patogenezi
arterijske krutosti (53). Povezanost degradacije koznog elastina s tezinom emfizema i
povecanom arterijskom kruto$¢u, uputila je Maclaya i sur. na zaklju¢ak da je u KOPB-u
degradacija elastina sustavna, zahvaca velike arterije i za posljedicu ima povecanu arterijsku
krutost, a s tim u vezi i povec¢ani kardiovaskularni rizik (55).

Kardiovaskularnom riziku u bolesnika s KOPB-om pridonosi i endotelna disfunkcija
(32) koja je klju¢ni rani poremecaj u procesu aterogeneze i smatra se jednim od potencijalnih
mehanizama kojima sustavna upala pridonosi pove¢anom kardiovaskularnom riziku u KOPB-
u (35, 56, 57). U bolesnika s KOPB-om je utvrdena ne samo endotelna disfunkcija plu¢nog,
nego i sustavnog krvozilja, povezana je s teZinom bronhalne opstrukcije, a sve je viSe dokaza i

o njezinoj ulozi u nastanku emfizema.

1.3. Endotelna funkcija

Endotel se sastoji od stanica koje u jednom sloju, debljine od 0.5 do 1 um, oblazu

unutarnje stijenke cijelog cirkulacijskog sustava: od srca do najmanjih kapilara. Danas se zna
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da je endotel puno vise od puke barijere koja selektivno propusta vodu i elektrolite. Endotel
obavlja brojne, kompleksne i jedinstvene funkcije od iznimne vaZnosti za vaskularnu
homeostazu (58, 59). Pri tome endotelne stanice imaju senzorne i efektorske sposobnosti
kojima prepoznaju fizikalne i kemijske podrazaje te na njih reagiraju promjenama sastava
stanicnih membrana, stanicne organizacije 1 biokemijskih procesa. Endotel autokrinim,
parakrinim i endokrinim luenjem djeluje na endotelne i glatke miSi¢ne stanice krvnih Zila,
trombocite, leukocite i udaljena tkiva.

Osim u spomenutom prometu tekucina i otopljenih tvari, endotel sudjeluje u
metabolizmu vazoaktivnih medijatora i lipoproteina, uspostavljanju redoks-ravnotezZe,
stvaranju ekstracelularnog matriksa, hormonskoj homeostazi, a izrazajem adhezijskih
molekula u interakciji trombocita i neutrofila s krvozilnom stijenkom. Lucenjem c¢imbenika
rasta i njihovih inhibitora endotel upravlja procesima stani¢nog rasta, proliferacije i
angiogeneze, a lucenjem kemokina i citokina sudjeluje u upalnim procesima i upravlja
regulacijom vaskularne upale i remodeliranja. Endotel sudjeluje u svim vaznim hemostatskim
procesima, sprjecava kontakt stanica periferne krvi s pro-trombotskim subendotelnim
ekstracelularnim matriksom te inhibira aktivaciju, adheziju 1 agregaciju trombocita (58, 59).

Jedna od glavnih funkcija zdravog endotela je upravljanje protokom krvi koje se
ostvaruje regulacijom vaskularnog tonusa. U odgovoru na razli¢ite podrazaje, poput
poremecaja protoka krvi ili hipoksije, endotel luci razli¢ite vazoaktivne tvari koje upravljaju
dilatacijom i konstrikcijom krvozilja. Endotel, takoder, modificira ucinak cirkulirajucih
vazoaktivnih tvari koje nisu endotelnog podrijetla poput bradikinina i trombina. Ucinak
endotela na protok krvi se dijelom ostvaruje 1 zahvaljujuci sposobnosti endotelne stanice da
stvori aktivnu anti-trombotsku povrSinu koja pridonosi fluidnosti krvi (58, 59).

Krv u lumenu krvne zile djeluje na stijenku dvjema ortogonalnim silama. Jedna je sila
hidrostatskog tlaka koja djeluje okomito na povrsinu stijenke i uzrokuje njezinu distenziju, a
druga je frikcijska sila koja djeluje tangencijalno na povrSinu stijenke i1 proizvodi smicno
optereéenje (engl. shear stress) (60). Cim prepoznaju uéinke ovih sila, odnosno promjenu
perfuzije tkiva, endotelne stanice zapocinju adaptacijski odgovor s ciljem prilagodbe
vaskularnog tonusa protoku krvi.

U¢inak endotela na vaskularni tonus rezultat je odnosa izmedu vazodilatacijskih 1
vazokonstrikcijskih mehanizama. Endotelom regulirana vazodilatacija dominantno je
posredovana dusi¢nim oksidom (NO). Jo§ su 1980. godine pionirski eksperimenti Furchgotta 1
Zawadzkija pokazali da je acetilkolinom izazvana vazodilatacija posredovana relaksiraju¢im

¢imbenikom podrijetlom iz endotela (61). Naknadno se ispostavilo da se radi o NO-u, plinu
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koji se sintetizira iz aminokiseline L-arginina u procesu kojeg katalizira endotelna sintaza
NO-a (engl. endothelial nitric oxide synthase, eNOS) (62). NO difundira do vaskularne glatke
misiéne stanice, aktivira gvanilat-ciklazu i putem ciklickog gvanozin-monofosfata (cGMP)
smanjuje intracelularnu koncentraciju kalcija ¢ime dovodi do relaksacije glatkog miSica, a
time i vazodilatacije (62). Dio svojih ufinaka NO ostvaruje 1 nitrozilacijom cisteinskih
ostataka proteina ¢ime modificira njihovu funkciju (58, 59).

Kljuéni podrazaj za aktivnost eNOS-a je povecani protok krvi (60, 63, 64) Ciji je
ucinak posredovan reakcijom struktura stanicne membrane osjetljivih na smi¢no opterecenje:
glikokaliksa, primarnih cilija i osjetljivih ionskih kanala poput kalijevih (65). Oni u konacnici
dovode do povecanog izrazaja mRNA za eNOS, ali i njezine odgovarajuée post-translacijske
modifikacije (66). U aktivaciji eNOS-a mogu sudjelovati i acetilkolin, bradikinin, kalcij,
adenozin, vaskularni endotelni ¢imbenik rasta (engl. vascular endothelial growth factor,
VEGEF) u odgovoru na hipoksiju ili serotonin koji se otpusta prilikom agregacije trombocita
(67).

Osim uc¢inka NO-a na vaskularne glatke miSi¢ne stanice, za vaskularnu homeostazu su
vazni 1 ucinci na trombocite 1 leukocite. NO-om izazvan porast cGMP-a u trombocitima
dovodi do inhibicije njihove aktivacije, adhezije i agregacije, a u leukocitima takoder
smanjuje adhezivni potencijal i aktivaciju. NO sudjeluje u inhibiciji trombogeneze, upale i
stani¢ne proliferacije te ogranicava oksidacijsku fosforilaciju i stvaranje reaktivnih kisikovih
oblika (engl. reactive oxygen species, ROS) u mitohondrijima. S druge strane, NO potice
proliferaciju endotelnih stanica te mobilizaciju 1 sazrijevanje endotelnih progenitorskih stanica
(engl. endothelial progenitor cell, EPC) iz koStane srzi s ciljem obnove oSte¢enog endotela.
NO ima vrlo kratko poluvrijeme Zivota od nekoliko sekundi i inaktivira se u interakciji sa
slobodnim radikalima poput ROS-a, s kojima ¢ini redoks-ravnotezu (58, 59).

Postoje 1 drugi mehanizmi, neovisni o NO-u, kojima endotel upravlja vazodilatacijom.
Hiperpolariziraju¢i  €imbenici podrijetlom iz endotela (engl. endothelium-derived
hyperpolarizing factor, EDHF) dovode do povecane propusnosti kalijevih kanala i posljedi¢ne
relaksacije vaskularnog glatkog miSi¢a (68), pa mogu nadoknaditi u¢inak NO-a u slucaju
njegove smanjene dostupnosti. Prostaciklin (PGI,), koji nastaje aktivnoscu ciklooksigenaze iz
arahidonske kiseline, i tip C natriuretskog peptida su, takoder, vazodilatatori podrijetlom iz
endotela (58).

Vazokonstrikcijski ¢imbenici kojima endotel regulira vazomotorni tonus ukljucuju
endotelin-1, ROS i angiotenzin II koji nastaje iz angiotenzina I na endotelnoj povrSini.

Vazokonstrikcija je posredovana i tromboksanom A, (TXA;) iz aktiviranih trombocita (58).
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1.4. Endotelna disfunkcija

Pod pojmom endotelne aktivacije podrazumijeva se fiziolosko stanje u kojem odredeni
podrazaj izazove transformaciju endotelne stanice iz neaktiviranog u aktivirani fenotip.
Temeljna promjena u podlozi ove transformacije je pojacano stvaranje ROS-a koji inaktivira
NO i dovodi do njegove smanjene raspolozivosti te neravnoteze u redoks-sustavu.

Stvaranje peroksinitrita iz ROS-a i NO-a se smatra klju¢nim inicijatorom kroni¢nog
poremecaja endotelne funkcije (69). Naime, peroksinitrit uzrokuje monomerizaciju, odnosno
odvajanje (engl. uncoupling) eNOS-a od njegovog kofaktora tetrahidro-biopterina (BH4)
kojeg, uz to, oksidacijom inaktivira. U monomernom obliku eNOS se transformira iz oksidaze
u reduktazu, pa i sam sudjeluje u stvaranju ROS-a i superoksida umjesto NO-a. Reakcijom
superoksida s NO-om takoder nastaje peroksinitrit, ¢ime se zatvara circulus vitiosus (70).
Peroksinitrit i ROS reagiraju s cisteinskim ostacima proteina ¢ime mijenjaju njihovu funkciju,
a peroksinitrit sudjeluje i u oksidaciji lipoproteina (69).

Osim inaktivacije, smanjena razina NO-a moze biti posljedica i smanjene aktivnosti
eNOS-a bilo zbog ucinka egzogenih ili endogenih inhibitora (poput asimetri¢nog dimetil-
arginina (ADMA)), bilo zbog slabe dostupnosti supstrata L-arginina ili kofaktora BH4 (62).

U slucaju izlozenosti podrazaju odgovarajuce prirode, intenziteta ili trajanja, endotelna
aktivacija prelazi u patofiziolosko stanje koje nazivamo endotelnom disfunkcijom, a u kojem
Stetni podraZzaj uzrokuje trajnu transformaciju endotelne stanice u fenotip obiljeZen gubitkom
mehanizama prilagodbe na fizikalna ili kemijska oStecenja Zilnih stijenki. Osim poremecaja
regulacije vaskularnog tonusa, endotelna disfunkcija je obiljezena 1 drugim poremecajima koji
se smatraju specificnim za aterosklerozu: pove¢anom propusnos¢u za makromolekule kao §to
su lipoproteini, pove¢anom ekspresijom kemotaktickih i adhezijskih molekula, pojatanim
nakupljanjem monocita 1 makrofaga u intimi u obliku pjenastih stanica, smanjenom
regeneracijom endotelnih stanica, a pove¢anom proliferacijom i1 migracijom glatkih miSi¢nih
stanica, pove¢anom ekspresijom pro-koagulacijskih molekula kao §to su von Willebrandov
¢imbenik (engl. von Willebrand factor, vWF) i tkivni ¢imbenik (engl. tissue factor, TF), te
pojacanim stvaranjem trombina, agregacijom trombocita i taloZzenjem fibrina (60).

Ovakvu neprikladnu aktivaciju endotela mogu izazvati: hiperkolesterolemija s
produktima oksidacije lipoproteina, Se€erna bolest s hiperglikemijom i krajnjim produktima
glikozilacije, metabolic¢ki sindrom s ROS-om i adipokinima, arterijska hipertenzija s ROS-om
1 angiotenzinom II, starenje, oksidacijski stres, pro-upalni citokini poput interleukina-1 (IL-1)

i ¢imbenika tumorske nekroze-o (engl. tumor necrosis factor-o, TNF-a), CRP, bakterijski
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endotoksini, virusi, cigaretni dim, okoli$ni zagadivaci, ali 1 hemodinamski ¢imbenici poput
poremecenog protoka krvi (59). Dakle, gotovo svi dobro poznati ¢imbenici kardiovaskularnog
rizika mogu izazvati endotelnu disfunkciju (52, 71), pa se o njoj razmislja kao o barometru
ukupnog kardiovaskularnog rizika koji bi bio rezultanta svih poznatih i nepoznatih aterogenih
1 ateroprotektivnih ¢imbenika ukljucujuéi 1 genetsku predispoziciju (72). Tome u prilog idu
rezultati niza istrazivanja u kojima se makrovaskularna i mikrovaskularna endotelna
disfunkcija pokazala neovisnim prediktorom S$tetnih kardiovaskularnih dogadaja (52, 71, 73-
79).

Endotelna se disfunkcija smatra kljuénim ranim poremecajem u patogenezi
ateroskleroze i njezinim najranijim biljegom koji prethodi nastanku jasnih morfoloskih
vaskularnih promjena (80, 81) 1 pridonosi njihovoj progresiji. Povezuje se s
kardiovaskularnim bolestima poput arterijske hipertenzije, koronarne bolesti, sréanog
zatajivanja 1 periferne arterijske bolesti, ali i sa SeCernom bole$¢u, kroni¢nim zatajivanjem
bubrega, nekim infekcijama te stanjima sa sustavnom upalom poput reumatoidnog artritisa i
KOPB-a (71).

Kada produljena ili ponovljena izloZenost Stetnim cCimbenicima iscrpi obrambene
sposobnosti endotela, u endotelnim stanicama zapocinje proces ubrzanog starenja. Pri tome
dolazi do otpusStanja u cirkulaciju dijelova endotelnih stanica koje nazivamo endotelne
mikrocestice (engl. endothelial microparticle, EMP), a i cijele se endotelne stanice odvajaju
od Zilne stijenke 1 cirkuliraju krvlju (engl. circulating endothelial cell, CEC) . Istovremeno,
oSte¢enje endotela uzrokuje pojacano otpustanje pluripotentnih mati¢nih stanica koStane srzi -
endotelnih progenitorskih stanica (EPC) koje sudjeluju u vaskularnom oporavku i
angiogenezi. EMP-ovi i CEC-ovi nam sluze kao cirkuliraju¢i biljezi endotelnog oStecenja, a
EPC-ovi su odraz kapaciteta oporavka endotela (82, 83).

Endotelna disfunkcija je potencijalno reverzibilni proces. Vecina terapijskih
intervencija, koje smanjuju kardiovaskularni rizik, imaju povoljni uc€inak na endotelnu
funkciju. To pokazuju rezultati brojnih istraZivanja u kojima su primijenjeni statini, inhibitori
enzima koji konvertira angiotenzin (engl. angiotensin-converting enzyme inhibitor, ACEI),
blokatori receptora angiotenzina II (engl. angiotensin II receptor blockers, ARB), blokatori
kalcijevih kanala, neki f-blokatori ili metformin. Sli¢ni u€inak na endotelnu funkciju imaju 1
promjene zivotnih navika poput prestanka puSenja, povecanja tjelesne aktivnosti ili

mrSavljenja (52, 71).
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1.5. Klini¢ka procjena endotelne funkcije

Povezanost endotelne disfunkcije sa svim stadijima aterosklerotske kardiovaskularne
bolesti i1 njezina vrijednost kao neovisnog prediktivnog ¢imbenika Stetnih kardiovaskularnih
dogadaja, potaknuli su razvoj niza metoda za testiranje razlicitih aspekata endotelne funkcije.
Te su metode pruzile, ne samo novi uvid u patofiziologiju poremecaja endotela, vec i
moguénost otkrivanja najranijih stadija kardiovaskularnih bolesti, kvantificiranje
kardiovaskularnog rizika te procjenu odgovora na razlicite terapijske intervencije (71).

S obzirom na klju¢nu ulogu NO-a u regulaciji endotelne funkcije, u praksi se integritet
i funkcija endotela najéesce procjenjuju mjerenjem ucinka NO-a. Kako je NO lako difuzibilna
molekula vrlo kratkog vremena poluzivota teSko ju je myjeriti in vivo, pa se ucinak NO-a
procjenjuje posredno, mjerenjem sposobnosti dilatacije krvne zile. Vazodilatacija se moze
potaknuti lokalnom primjenom vazoaktivnih tvari poput vazodilatatora ovisnih o endotelu
(acetilkolin, bradikinin, serotonin, tvar P), egzogenih donatora NO-a (nitroprusid,
nitroglicerin, papaverin), endogenih donatora NO-a (adenozin) (71) ili fizikalnim podrazajem,
odnosno izazivanjem naglog povecanja protoka krvi i posljedicnog porasta smicnog
optere¢enja, npr. voznjom bicikla u lezeem polozaju, tahikardijom izazvanom
elektrostimulacijom, reaktivnom hiperemijom nakon okluzije arterije ili termalnom
hiperemijom (79). Zastupljenost NO-a u posredovanju vazodilatacije izazvane spomenutim
podrazajima je razlicita, odnosno u vazodilataciji mogu sudjelovati i drugi mehanizmi (84).

Vazodilatacija se moZe myjeriti invazivnim metodama s intraarterijskom primjenom
vazoaktivnih tvari i neinvazivnim metodama, kako u koronarnoj, tako i u perifernoj cirkulaciji
(71, 79, 85). Direktno mjerenje vazodilatacije ovisne o endotelu za vrijeme koronarografije
predstavlja zlatni standard u procjeni endotelne funkcije epikardijalnih krvnih Zila, no u
primjeni su 1 neinvazivne metode poput magnetske rezonance (MR), ehokardiografije i
pozitronske emisijske tomografije (PET). Endotelna funkcija perifernih arterija moze se,
takoder, mjeriti invazivno, odnosno infuzijom vazoaktivne tvari u ispitivanu arteriju, ali se
ceS¢e koriste neinvazivne metode. Medu njima je najzastupljenija arterijska dilatacija
posredovana protokom (engl. flow-mediated dilation, FMD) u kojoj se ispituje sposobnost
provodne arterije da, na naglo povecanje protoka u vidu reaktivne hiperemije, odgovori
pojacanim otpustanjem NO-a i vazodilatacijom. Pri tome se ultrazvukom visoke rezolucije
utvrduje razlika izmedu pocetnog promjera arterije (Dy) 1 njezinog maksimalnog promjera za

vrijeme dilatacije (Dmax). U procjeni periferne vazodilatacije se, osim ultrazvuka, koristi jo$
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nekoliko neinvazivnih metoda kao $to su periferna arterijska tonometrija, laserski Doppler i
fotopletizmografija.

Od optimalnog testa endotelne funkcije se, osim dijagnosticke to¢nosti i prognosticke
vrijednosti, ocekuje da su mu ucinci reverzibilni, da je reproducibilan, jednostavan, jeftin,
neinvazivan i neovisan o vjeStini osobe koja ga izvodi. Kako navedene kriterije ne
zadovoljava nijedna od spomenutih metoda, one jos$ uvijek nisu usle u svakodnevnu praksu
niti su preporucene za planiranje primarne i sekundarne prevencije kardiovaskularnih bolesti
(86, 87). Treba imati na umu da, bez obzira na koristenu metodu, vaskularni odgovor ovisi, ne
samo o funkcionalnom statusu provodne arterije, nego i o stanju u pripadajucoj
mikrocirkulaciji koja se moze procijeniti posredno, mjerenjem promjena u protoku krvi (npr.
termodilucijom ili intravaskularnim Dopplerom). S obzirom da se fiziologija i patofiziologija
makrovaskularnog 1 mikrovaskularnog endotela razlikuju, spoznaje o endotelnoj disfunkciji

provodnih arterija ne mogu se ekstrapolirati na mikrocirkulaciju (71).

1.5.1. Vazodilatacija posredovana protokom (FMD)

Zahvaljujuéi svojoj neinvazivnosti, vazodilatacija posredovana protokom (FMD) je
metoda kojom se najcesce procjenjuje funkcija endotela. Ovom se metodom procjenjuje
sposobnost endotela da odgovori na specifiéni podrazaj - reaktivnu hiperemiju koja nastaje
nakon okluzije neke od provodnih arterija, odnosno zbog dilatacije u mikrocirkulaciji
izazvane ishemijom 1 promjenama krvnog tlaka. Pri tome se ultrazvukom procjenjuje
arterijska dilatacija izazvana poveCanim protokom krvi, odnosno povecanim smicnim
opterec¢enjem krvozilne stijenke (76).

Celermajer 1 suradnici su 1992. godine prvi primijenili ovu metodu in vivo 1 ispitali
ucinke reaktivne hiperemije na promjer periferne provodne arterije u usporedbi s ucincima
sublingvalno primijenjenog nitroglicerina, kao egzogenog donatora NO-a (80). FMD je
prvenstveno, premda ne u cijelosti, ovisan o endotelu i dominantno posredovan NO-om, pa se
smatra mjerom bioraspolozivosti NO-a (75, 76, 84, 88-91). Za razliku od FMD-a,
vazodilatacija posredovana nitroglicerinom (engl. nitroglycerine-mediated dilation, NMD) ne
ovisi o protoku 1 funkciji endotela, ve¢ o osobinama vaskularne stijenke, prije svega glatkog
misi¢nog sloja.

FMD se moze primijeniti na velikim provodnim arterijama kao $to su brahijalna,
radijalna i povrSinska femoralna arterija. U praksi se najces¢e mjeri FMD brahijalne arterije

pri ¢emu se komprimirati moze sama brahijalna arterija (nadlakticna, proksimalna
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kompresija) ili radijalna arterija (podlakti¢na, distalna kompresija). Test proksimalnom
kompresijom je tehnicki zahtjevniji zbog okluzije ispitivane arterije, ali se dobije veci
relativni porast promjera arterije u usporedbi s podlakticnom kompresijom. To se objaSnjava
ja¢im protokom, odnosno ja¢im podrazajem, ali s izravnim uc¢inkom ishemije na brahijalnu
arteriju te reakcijom miSiénog sloja arterijske stijenke kao zbunjujuéim c¢imbenicima.
Prednost distalne kompresije je veéa ovisnost FMD-a o NO-u. U svakom slucaju, manzeta
treba biti postavljena distalno od mjesta ultrazvucnog prikaza arterije, jer je tada ovisnost
vazodilatacije o endotelnom NO-u maksimalna (75). 1z istog razloga se okluzija izaziva
kompresijom arterije manzetom sfigmomanometra tijekom 5 minuta 1 to tlakom koji je
najmanje 50 mm Hg visi od sistolickog tlaka ispitanika. FMD induciran intervencijama koje
izazivaju veée smicno opterecenje (okluzija arterije duzeg trajanja ili proksimalno
smjeStenom manzetom) jest veci, ali je dijelom ovisan i o drugim vazoaktivnim tvarima osim
NO-a (75, 76).

U ovom je istrazivanju ispitivan FMD brahijalne arterije nakon kratkotrajne okluzije
radijalne arterije.

Pri izvodenju FMD-a se izmjeri pocetni promjer (D) brahijalne arterije prije inflacije
manzete sfigmomanometra, kojom se radijalna arterija okludira tijekom 5 minuta (76). Nakon
toga se brzom deflacijom manzete izazove reaktivna hiperemija. Promjer brahijalne arterije se
ponovno kontinuirano mjeri od 30 s prije do 5 minuta nakon deflacije podlakti¢ne manzete,
pri ¢emu se postizanje vrSnog promjera (Dm.x) ocekuje unutar 120 sekundi od prekida
kompresije (92). Razlika izmedu vrSnog i pocetnog promjera arterije predstavlja apsolutni
FMD (mm):

FMD (mm) = Dyax — Do,
a porast promjera u odnosu na pocetni promjer relativni FMD (%) ili FMD % indeks:

Dmax -

D
FMD (%) = TO x 100.

U slucaju postojanja Cimbenika koji remete funkciju endotela, raspoloZivost NO-a je
smanjena, a posljedicno tome i FMD. Vrijeme do postizanja vrSnog promjera je samo
djelomic¢no ovisno o NO-u i za sada se ne ¢ini korisnim pokazateljem endotelne funkcije (93).

U testu se, usporedo s promjerom arterije, mjeri i brzina struje krvi. Iz podataka o
promjeru arterije i brzini struje krvi izracuna se stopa smicanja (engl. shear rate, SR) koja je
mjera smi¢nog opterecenja (84, 94-96):

SR =4 x brzina struje krvi / promjer arterije.
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Premda SR ovisi i o viskoznosti krvi, ona se ne uzima u obzir jer se smatra relativno
konstantnom i1 bez znacajnog utjecaja na procjenu smicnog optereéenja i interpretaciju
rezultata FMD-a (76, 84, 97).

Ultrazvuéni pregled se izvodi duplex uredajem visoke rezolucije koji objedinjuje B
prikaz longitudinalno vizualizirane arterije za mjerenje promjera i pulsni Dopplerski signal za
mjerenje brzine struje krvi (76, 96). Glavni izazov B prikaza je precizna identifikacija
vaskularnih granica, no zahvaljuju¢i automatiziranom softveru za pracenje stijenki i detekciju
rubova promjer arterije se moze izmjeriti s precizno$¢u manjom od 0.05 mm. Promjer arterije
se moze mjeriti na kraju dijastole, kako bi se izbjegao utjecaj varijacija arterijskog promjera
tijekom sréanog ciklusa posljedi¢no promjenama tlaka plusa, ili se moze izracunati prosjecni
promjer arterije tijekom cijelog sr¢anog ciklusa. Da bi se jedinstvenom linearnom sondom
zadovoljila preciznost procjene brzine struje krvi Dopplerskim signalom 1 optimalni B prikaz,

treba paziti na kut insonacije koji ne bi smio biti ve¢i od 60°.
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Slika 1. Shematski prikaz promjene promjera arterije i smicnog opterecenja (ili stope smicanja) izazvanih
deflacijom manzete nakon S5-minutnog ishemijskog podrazaja. Sivo je oznalen relevantni podrazaj za
vazodilataciju: ukupno smicno opterecenje do trenutka postizanja vrSnog promjera arterije (SR-AUC).
Preuzeto iz: Thijssen DH, Black MA, Pyke KE, Padilla J, Atkinson G, Harris RA, et al. Assessment of flow-
mediated dilation in humans: a methodological and physiological guideline. Am J Physiol Heart Circ
Physiol. 2011 Jan;300(1):H2-12 (76).

S obzirom na vremensko zaostajanje vrSka promjera arterije u odnosu na vr$no smi¢no
opterecenje, postavilo se pitanje koji je dio reaktivne hiperemije relevantni podrazaj za
vazodilataciju. Pokazalo se da ukupno smicno opterecenje do trenutka postizanja vr$nog
promjera arterije, kojem odgovara povrSina ispod krivulje stope smicanja (engl. shear rate-
area under curve, SR-AUC), bolje korelira s velicinom FMD-a od vr$nog smicnog
opterecenja (Slika 1.) (98). Podrazaj smi¢nim opterecenjem utjece na veli¢inu vazodilatacije

na nacin koji je ovisan o intenzitetu i obrascu smicanja (98), ali i o prijenosu signala do
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glatkih miSi¢nih stanica, njihovom odgovoru i strukturnim obiljezjima krvozilne stijenke.
Drugim rije¢ima, i NMD se pokazao neovisnim prediktorom FMD-a (99). To je uzrok slabije
korelacije smi¢nog optere¢enja i FMD-a medu pojedincima (100).

Razlike u FMD-u izmedu skupina i pojedinaca se pripisuju ne samo intrinzic¢koj
bioloSkoj varijabilnosti endotelne funkcije, nego 1 razlikama u obiljezjima reaktivne
hiperemije (101) na koju takoder moze utjecati viSe ¢imbenika (npr. veli¢ina arterije) (99,
102). Zbog toga jos uvijek traje rasprava o potrebi korekcije FMD-a za razlike u smicanju i
statisticki najprihvatljivijem obliku normalizacije: omjer FMD-a i stope smicanja zahtijeva
barem umjerenu korelaciju ovih parametara (94, 98, 100, 103, 104). U osnovi se radi o potrebi
eliminacije ovisnosti FMD-a (%), kao najces¢e mjere ishoda u istrazivanjima, o utjecaju
pocetnog promjera arterije, odnosno postavlja se pitanje prikladnosti normalizacije FMD-a

. . . . . . Dmax-DO .
prema pocetnom promjeru arterije omjerom. Naime, FMD (%) iznosi % x 100 S§to je

D . o . . .. .. .. .
mz(a)x. Veéi pocetni promjer arterije podrazumijeva manji FMD (%) i obrnuto,

ekvivalent

odnosno pocetni promjer arterije je najvazniji zbunjujuéi ¢imbenik FMD-a (%) koji umjereno
korelira i s FMD-om (%) i sa stopom smicanja i daje privid njihove veée medusobne
korelacije. Drugim rije¢ima, ve¢i poc€etni promjer arterije je povezan s manjim FMD-om (%)
ne samo izravno, nego 1 preko manjeg smiCnog opterecenja (99). Stoga se sugerira
normalizacija apsolutne vrijednosti FMD-a (mm) kao primarnog statistickog i klinickog
ishoda prema pocetnom promjeru arterije alometrijskim metodama ili barem vrednovanje
razlika ukljuenjem pocetnog promjera arterije i stope smicanja kao kovarijanci (105-107). U
analizi razlika FMD-a (%) medu skupinama ili intervencijama klini¢ka znac¢ajnost, odnosno
veliCina razlike, 1 snaga korelacije se smatraju vaznijima od statisticke znaCajnosti razlike
mjerene p vrijednoScu.

Na rezultate FMD-a utjeu brojni ¢imbenici (76). Krvne zile veéeg promjera imaju
manju sposobnost dilatacije od krvnih Zila manjeg promjera, odnosno FMD krvnih Zila
promjera veceg od 6 mm je minimalan i to je razlog zbog kojeg se u odraslih ne izvodi FMD
karotidnih i zajednickih femoralnih arterija. S druge strane, FMD krvnih Zila promjera manjeg
od 2.5 mm se tesko pouzdano procjenjuje. Stoga su za ovu metodu pogodne radijalna,
aksilarna, povrSinska femoralna i najcesce, kao standard, brahijalna arterija. Treba imati na
umu da se arterije razlicite veliCine, polozaja 1 grade razlikuju u sadrzaju eNOS-a i relativnom
doprinosu NO-a FMD-u, pa metodoloski pristup FMD-u, rezultati i njihova interpretacija nisu

usporedivi s FMD-om brahijalne arterije. Nadalje, utjecaj na FMD imaju i obroci, tjelesna
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aktivnost, kofein, alkohol, neki lijekovi, doba dana, okoliSna temperatura, tonus simpatickog
ziv€anog sustava, a u Zena i faza menstruacijskog ciklusa. Zato smjernice preporucuju
izvodenje testa nataste, nakon barem Sestosatnog ustezanja od spomenutih zbunjujuéih
¢imbenika, u slicno doba dana, u tihoj, zamracenoj prostoriji kontrolirane temperature, a
nakon odgovaraju¢eg perioda mirovanja.

Premda pociva na jednostavnom principu, FMD je tehnicki izazovna metoda koja
zahtijeva odgovarajucu obuku i metodolosku standardizaciju kako bi se postigla Sto bolja
reproducibilnost 1 validnost metode (76, 85). Narocito osjetljivi momenti u izvodenju FMD-a
su: pozicioniranje ultrazvucne sonde 1 manzete sfigmomanometra, vrijeme arterijske okluzije,
precizno koriStenje softvera za detekciju rubova i ispravna procjena velicine dilatacije.
Znacajna varijabilnost srednjih vrijednosti FMD-a (%) otezava usporedbe rezultata u
razli€itim istraZivanjima te pozicioniranje individualnih vrijednosti unutar referentnog
raspona (107). Unato¢ nedostacima, FMD je etabliran kao vode¢a metoda u ispitivanju
endotelne funkcije in vivo, zahvaljujuéi svojoj neinvazivnosti i prognosti¢koj vrijednosti.

U novije vrijeme se istrazuju i neki novi aspekti ove tehnike (71). Naime, hiperemicni
protok i brzina struje krvi, kao mjera periferne mikrovaskularne funkcije, pokazuju ¢ak i jacu
korelaciju s kardiovaskularnim rizicnim c¢imbenicima od FMD-a 1 ¢ine se dobrim
prediktorima kardiovaskularnih ishoda (71, 74, 108). S klini¢kim ishodima dobro korelira ¢ak
i sami pocetni promjer brahijalne arterije (73) koji je, za razliku od FMD-a (%), manje
podlozan pogresci mjerenja (107).

Endotelna se disfunkcija perifernih arterija, mjerena FMD-om, pokazala neovisnim
prediktorom kardiovaskularnih incidenata u ispitanika s umjerenim do visokim rizikom za
kardiovaskularne bolesti, ¢ak 1 nakon korekcije za tradicionalne rizi¢ne cimbenike. U
ispitanika bez kardiovaskularnih bolesti prognosticka vrijednost FMD-a je manje uvjerljiva,
ali se generalno gledaju¢i moZze reci da je bolja ili barem jednako dobra kao i procjena rizika
na temelju tradicionalnih rizi¢nih ¢imbenika (52, 71, 73-79). Rezultati nekih istrazivanja
sugeriraju da je promjena FMD-a, izazvana intervencijom poput tjelovjezbe ili lijeka, bolji
pokazatelj kardiovaskularnog rizika od pojedinacne vrijednosti FMD-a (75). U istraZivanju
Andersona 1 sur., na 1574 vatrogasca bez znakova kardiovaskularne bolesti, FMD (%)
brahijalne arterije korigiran za smicno optere¢enje (HR 1.18 po SD, 95% CI 1.09-1.28,
p<0.001) i integral brzine struje krvi po vremenu (HR 0.52 po SD, 95% CI 0.41-0.66,
p<0.001) su bili znacajni prediktori kardiovaskularnih dogadaja (nefatalni infarkt miokarda,
koronarna revaskularizacija, cerebrovaskularna bolest 1 periferna vaskularna bolest).

Istovremeno, sami FMD (%) nije bio pouzdan u predvidanju kardiovaskularnih dogadaja (HR

20



Doktorska disertacija - Suzana Mladinov Uvod

0.92, p=0.54) (74). U istrazivanju Yeboaha i sur., na 3026 odraslih ispitanika bez
kardiovaskularne bolesti, u multivarijatnoj analizi nakon prilagodbe za tradicionalne
kardiovaskularne rizicne ¢imbenike, FMD (%) brahijalne arterije po jedinici SD-a je bio
znacajno povezan s ucestaloS¢u kardiovaskularnih dogadaja poput infarkta miokarda, angine
pektoris, koronarne revaskularizacije, mozdanog udara, sranog aresta i smrti zbog
kardiovaskularnog dogadaja (HR 0.84, 95% CI 0.71-0.99, p=0.04) (73). Prognosticku
vrijednost FMD-a potvrduju rezultati meta-analize Inabe i sur. kojom je utvrdeno da je za
porast FMD-a od 1% relativni rizik od nepovoljnog kardiovaskularnog dogadaja 13% manji
(95% CI1 9-17%, p<0.05) (77).

FMD (%) brahijalne arterije manji od 4.1% snazno korelira s progresijom
aterosklerotske bolesti mjereno debljinom intime i medije karotidne arterije (engl. carotid
intima-media thickness, cIMT) (109). Poreme¢aj FMD-a (%) u perifernim arterijama korelira
s invazivno procijenjenim poremecajem vazoreaktivnosti koronarnih arterija (110, 111), pa se
smatra posrednim pokazateljem koronarne endotelne funkcije. Osim toga, FMD (%) dobro
korelira i s tezinom koronarne bolesti (112).

Vrijednost FMD-a u procjeni kardiovaskularnog rizika jos je veca kad se kombinira s
konstrikcijom posredovanom niskim protokom (engl. low-flow mediated constriction, L-
FMC) (113). Radi se o mjerenju promjera brahijalne arterije u odgovoru na smanjenje protoka
krvi, odnosno smi¢nog opterecenja, koje je uglavnom posredovano endotelinom-1, a izaziva

se okluzijom arterije distalno poloZenom manzetom.

1.5.2. Mikrocestice endotelnog podrijetla (EMP) u plazmi

Brojni su sudionici vaskularne homeostaze endotelnog podrijetla u sustavnoj
cirkulaciji ispitivani kao potencijalni biljezi (biomarkeri) endotelne disfunkcije poput nitrita,
ADMA, oksidiranog LDL-a (engl. low-density lipoprotein) i dr. Alternativa izravnom
mjerenju endotelne funkcije su 1 stani¢ni biljezi u sustavnoj cirkulaciji: endotelne
progenitorske stanice podrijetlom iz koStane srzi (EPC) kao biljezi kapaciteta vaskularnog
oporavka te endotelne mikrocestice (EMP) i cirkulirajué¢e endotelne stanice (CEC) kao biljezi
endotelne aktivacije, oSte¢enja, starenja i apoptoze. Premda su neki od ovih biljega pokazali
dobru korelaciju s endotelnom funkcijom, primjena im je uglavnom ograni¢ena zbog
sloZzenosti testova ili tehnika izolacije, cijene, varijabilnosti rezultata ili niske specifi¢nosti

(79, 85), pa se uglavnom odreduju u okviru istrazivanja.
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Ekstracelularne vezikule su heterogena populacija fragmenata stanicne membrane,
odnosno vezikula koje u izvanstani¢ni prostor otpusStaju razliite vrste stanica spontano u
fizioloskim uvjetima, ali i nakon stimulacije (114, 115). Dok su se nekad smatrale stani¢nim
otpadom bez bioloske funkcije, danas je prepoznata njihova uloga u medustani¢noj
komunikaciji, regulaciji imunoloSkih procesa, tkivnoj regeneraciji, u nastanku i progresiji
bolesti poput kardiovaskularnih, degenerativnih, autoimunih, malignih i upalnih, a spekulira
se i o njihovom terapijskom potencijalu. Zna se da gotovo sve vrste stanica, ukljucujuéi
tumorske stanice, otpuStaju ekstracelularne vezikule kojima komuniciraju s drugim stanicama.
Pri tome se ekstracelularne vezikule vezu na povrSinske receptore ili prenose svoj sadrzaj u
ciljne stanice procesima endocitoze odnosno fuzije s ciljnom staniéchnom membranom, §to
rezultira aktivacijom i fenotipskom modifikacijom ciljne stanice (114, 115).

Ekstracelularne vezikule se dijele prema nastanku, veliini 1 sadrzaju u tri glavne
skupine: egzosome, ektosome ili mikrocCestice (engl. microparticle, MP) te apoptoticka
tjeleSca (116). Najmanji su egzosomi, pribliznog promjera 30-100 nm, nastaju unutarnjim
pupanjem endosomalne membrane, a iz stanice se otpustaju fuzijom multivezikularnih
tjeleSaca sa stanicnom membranom. Najveca su apoptoticka tjeleSca koja nastaju od umiruéih
stanica 1 veli¢ine su 1-5 um. MP-ovi, veli¢ine 100-1000 nm, nastaju pupanjem i odvajanjem
od stani¢ne membrane, pri ¢emu dolazi do eksternalizacije fosfatidil-serina, jednog od glavnih
biljega MP-ova, na kojega se veze aneksin V.

Od niza metoda za izolaciju ekstracelularnih vezikula (117-119) najceS¢e se koristi
diferencijalno centrifugiranje u kojem se najprije centrifugira malom brzinom da bi se
odvojile stanice, stanicni debris 1 apoptoticka tjeleSca. Nakon toga se centrifugiranjem na 10
000-20 000 g izoliraju MP-ovi, dok je za izolaciju egzosoma potrebno centrifugiranje na 100
000-120 000 g. Na ucinkovitost izolacije utjeCe niz ¢imbenika poput centrifugalne sile,
temperature, trajanja centrifugiranja i1 vrste centrifuge, pa ih je potrebno navesti pri
objavljivanju rezultata analiza.

MP-ovi izrazavaju membranske 1 citoplazmatske proteine, sadrze DNA, mRNA,
mikro-RNA, lipide, transkripcijske ¢imbenike, Cimbenike rasta, citokine i metabolite, a sastav
im ovisi o izvornoj stanici 1 podrazaju koji je doveo do njihovog otpustanja (114, 115). Pri
tome MP-ovi svoje u€inke dominantno ostvaruju interakcijom s endotelnim stanicama kao
primarnim ciljnim mjestom djelovanja.

Otpustanje u perifernu krv malih koli¢ina ekstracelularnih vezikula, medu njima 1 MP-
ova, konstitucijsko je obiljezje endotelnih stanica. Dok veéina cirkuliraju¢ih MP-ova u

perifernoj krvi zdravih ljudi potjece od trombocita i eritrocita, endotelne mikrocestice (EMP)
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obuhvacaju oko 5-15% MP-ova (120, 121). EMP-ovi se u plazmu otpustaju s citoplazmatske
membrane aktiviranih ili apoptoti¢kih endotelnih stanica, definirani su izrazajem antigena
specificnih za membranu izvornih stanica i podrazaj koji je doveo do njihovog otpustanja
(122).

EMP-ovi koji se povezuju s apoptozom endotelnih stanica izrazavaju konstitutivni
biljeg CD31 (adhezijska molekula trombocita i endotelnih stanica-1, engl. platelet-endothelial
cell adhesion molecule-1, PECAM-1) i poviSeni su u nizu vaskularnih poremecaja poput
kardiovaskularnih bolesti, terminalne bubrezne bolesti, pluéne arterijske hipertenzije, apneje u
snu, teSke arterijske hipertenzije, Secerne bolesti tip 2, ali i u puSaca (123). CD31 se nalazi na
povrsini endotelnih stanica, trombocita, ali i neutrofila i limfocita. Stoga se antigeni specifi¢ni
za trombocite, kao CD41 1 CD42b, koriste za razlikovanje CD31+ MP-ova podrijetlom iz
endotela, odnosno trombocita. CD31 sudjeluje u angiogenezi, aktivaciji limfocita, regulaciji
funkcije trombocita i endotelne permeabilnosti (124-126).

S druge strane, EMP-ovi, koji izrazavaju inducibilni, za endotel specificni CD62E
(adhezijska molekula endotelnih stanica i leukocita-1, engl. endothelial cell-leukocyte
adhesion molecule-1, ELAM-1 ili E-selektin), pokazatelj su aktivacije endotela nakon
upalnog podrazaja i poviSeni su u kardiovaskularnim bolestima, pluénoj arterijskoj
hipertenziji, apneji u snu te u pusaca (123). TNF-a sudjeluje u indukciji E-selektina na
aktiviranim endotelnim stanicama nekoliko sati nakon upalnog podrazaja, pri ¢emu E-selektin
regrutira leukocite na mjesto upale (124, 125).

EMP-ovi mogu izraZzavati 1 druge adhezijske molekule specifi¢ne za zrele endotelne
stanice: CD54 (intercelularna adhezijska molekula-1, engl. intercellular adhesion molecule-1,
ICAM-1), CD106 (adhezijska molekula vaskularnih stanica-1, engl. vascular cell adhesion
molecule-1, VCAM-1) ili CD62P (P-selektin). Izolirani su i EMP-ovi koji izrazavaju CD105
(endoglin, koji je izraZen i na aktiviranim monocitima-makrofazima i stanicama koStane srzi,
a sudjeluje u angiogenezi i vaskularnom remodeliranju), CD144 (VE-kadherin, engl. vascular
endothelial cadherin, koji sudjeluje u organizaciji medustani¢nih spojeva 1 regulaciji
vaskularne permeabilnosti) ili VWF (preteZito se sintetizira u endotelnim stanicama i ima
vaznu ulogu u hemostatskim procesima, odnosno posreduje adheziju trombocita na
subendotelno vezivno tkivo nakon ozljede endotela) (121, 125).

Od spomenutih biljega, samo se CD62E i CD144 nalaze isklju¢ivo na endotelnim
stanicama.

U ovom je istraZzivanju za utvrdivanje podrijetla MP-ova i njihovu karakterizaciju

koriStena proto¢na citometrija s fluorescentnim obiljeZzavanjem povrSinskih biljega i to:
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CD31, CD62E, CD41, CD142, CD66b, CD14, nitrotirozin i VWF. CD41 je a-lanac-IIb
integrina specificnog za trombocite koji sudjeluje u oblikovanju receptora za fibrinogen i
regulira agregaciju trombocita (127). CD142 je TF, glavni receptor i kofaktor ¢imbenika VII
(FVID), inicijator koagulacijske kaskade kojeg izrazavaju perivaskularne i epitelne stanice, a
sudjeluje i u regulaciji upalnih procesa (128). CD66b (engl. carcinoembryonic antigen-related
cell adhesion molecule-§, CEACAM-8) je protein kojeg izrazavaju iskljucivo
polimorfonuklearni leukociti, a posreduje u adheziji neutrofila na endotelne stanice (129).
CD14, protein koji pripada sustavu urodene imunosti, sluzi kao koreceptor za bakterijski
lipopolisaharid (LPS) i jako je pozitivan u monocitima i ve¢ini tkivnih makrofaga, manje u
neutrofilima i1 dendritiCkim stanicama (130). Nitrotirozin je biljeg endogene aktivnosti
peroksinitrita i oksidacijskog stresa (131).

PoviSeni biljezi apoptoze endotelnih stanica i njihove regeneracije uoceni su u
dijelovima krvozilja sklonim aterosklerozi i aterosklerotskim plakovima, povezuju se s
nastankom, progresijom i rupturom aterosklerotskog plaka te s gotovo svim poznatim
¢imbenicima kardiovakularnog rizika poput oksidiranog LDL-a i hiperglikemije (120, 121,
132, 133). Na otpustanje EMP-ova utjece niz ¢imbenika poput TNF-a, pro-upalnog citokina
koji inducira aktivaciju endotelnih stanica. OtpuStanje EMP-ova in vitro mogu potaknuti i
trombin, CRP, PAI-1 (inhibitor aktivatora plazminogena-1, engl. plasminogen activator
inhibitor-1), 1L-1, IFN-y (interferon-y), ROS, uremicki toksini te bakterijski LPS (120, 121,
133). Utjecaj hipoksije na otpustanje EMP-ova je kontroverzan: neki su autori nasli povisene
razine specificnih EMP-ova nakon kratkotrajnog izlaganja ispitanika hipoksiji, dok drugi nisu
potvrdili ovakvi ucinak hipoksije (134). Smicno opterecenje se pokazalo fizioloSkim
regulatorom otpuStanja EMP-ova (120). Vion i sur. su pokazali in vitro 1 in vivo da je, u
uvjetima laminarnog protoka krvi 1 visokog intenziteta smi¢nog optere¢enja, razina
cirkuliraju¢ih EMP-ova smanjena i to mehanizmima ovisnima o NO-u (135). U bolesnika s
terminalnim zatajivanjem bubrega hemodijaliza uzrokuje porast smicnog opterecenja u
brahijalnoj arteriji 1 posljedicno smanjenje cirkuliraju¢ih EMP-ova (136). S druge strane, 20
minuta eksperimentalno induciranog osciliraju¢eg smi¢nog opterecenja s povecanom
retrogradnom komponentom u brahijalnoj arteriji zdravih ljudi dovodi do poremecaja funkcije
endotela u smislu povecanja cirkulirajuéth EMP-ova i to biljega aktivacije i apoptoze
endotelnih stanica (CD62E+ odnosno CD31+/CD42b- EMP-ova) (137).

Slijedom navedenog endotelna disfunkcija povezana s poviSenim razinama EMP-ova
utvrdena je u nizu patofizioloSkih stanja kao Sto su ateroskleroza, akutni koronarni sindrom,

SeCerna bolest, metaboli¢ki sindrom, arterijska i pluéna hipertenzija, vaskulitis, sepsa,
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kroni¢no zatajivanje bubrega, preeklampsija, tromboticka trombocitopenicka purpura i
multipla skleroza (125, 133).

EMP-ovi su vezikule raznovrsnog sastava i kompleksne bioloske uloge: sudjeluju u
regulaciji upalnih procesa, hemostaze, angiogeneze, stani¢nog rasta i preZivljenja te
obnavljanja oSteCenog endotela (121, 132, 138). Cirkuliraju¢i EMP-ovi utjeCu na funkciju
endotelnih stanica ne samo izravno, lucenjem pojedinih Cimbenika, nego i posredno,
mijenjajuci ekspresiju gena, Sto je dijelom posredovano i prenoSenjem genetskog materijala
(139). In vitro izlaganje endotelnih stanica visokim koncentracijama EMP-ova izoliranih iz
neaktiviranih endotelnih stanica remeti procese angiogeneze, proliferacije stanica i inducira
apoptozu (140). In vitro i in vivo istrazivanja su potvrdila da EMP-ovi posjeduju i pro-
koagulacijsku aktivnost zahvaljujuéi povrsinskoj ekspresiji negativno nabijenog fosfatidil-
serina i TF-a, §to omogucuje interakciju s ¢imbenicima koagulacije 1 aktivaciju vanjskog puta
koagulacije (121). Na primjeru endotelnih stanica ljudske umbilikalne vene in vitro
ustanovljeno je da TNF-a stimulira stvaranje trombina upravo putem otpustanja TF+ EMP-
ova sugeriraju¢i posrednicku ulogu EMP-ova izmedu upale i tromboze (141). Na primjeru
Stakorske aorte utvrdeno je da EMP-ovi remete vazodilataciju ovisnu o endotelu $to je
pra¢eno povecanom proizvodnjom superoksidnog aniona (142). Negativni ucinci MP-ova
potvrdeni su i in vivo: MP-ovi bolesnika sa sr¢anim infarktom uzrokuju poremecaj dilatacije
ovisne o endotelu na izoliranim arterijama (143). Uncoupling eNOS-a pridonosi otpustanju
EMP-ova sugerirajuéi mogu¢i reciprocni odnos izmedu EMP-ova i endotelne disfunkcije
(144). Nizom istraZivanja je potvrdena negativna korelacija endotelne funkcije 1 koncentracije
cirkuliraju¢ih EMP-ova (145).

Osim negativnih, EMP-ovi imaju 1 pozitivnih u€inaka (121, 133). Zna se da poticu
prezivljavanje endotelnih stanica i povoljno utjeu na angiogenezu. In vitro stvaranjem
plazmina pomaZu endotelnim progenitorskim stanicama u angiogenezi (146), a slican uc¢inak
imaju i EMP-ovi koji matriksnim metaloproteinazama remodeliraju izvanstani¢ni matriks i
pripremaju ga za stvaranje vaskularnih struktura (147). Pro-angiogenetski uc¢inak EMP-ovi
ostvaruju kad su prisutni u niskim koncentracijama, dok se pri visokim koncentracijama taj
uc¢inak gubi, Sto se dijelom pripisuje inhibiciji stvaranja struktura nalik kapilarama ROS-om
(140). EMP-ovi ¢ije je stvaranje potaknuto aktiviranim proteinom C i koji nose endotelni
receptor za protein C, mogu suprimirati upalu i apoptozu (148).

Sve je izvjesnije kako je uloga EMP-ova u procesima vaskularne homeostaze
ambivalentna. Generalno gledajuci, smatra se da EMP-ovi u poviSenim koncentracijama

smanjuju proizvodnju NO-a, povecavaju oksidacijski stres u endotelnim stanicama, pogoduju
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nastanku endotelne disfunkcije te izrazaju pro-koagulacijskog i pro-upalnog endotelnog
fenotipa Sto vodi nastanku i progresiji kardiovaskularnih bolesti (133). EMP-ovi su se
profilirali kao dobar sustavni biljeg disfunkcionalnog endotela i1 koristan prognosticki
¢imbenik kardiovaskularnih bolesti (121). Smatra se da bi MP-ovi standardizacijom
nomenklature, jasnim definicijama te proteomic¢kom 1 funkcionalnom karakterizacijom u

specificnim populacijama bolesnika mogli postati pravi biomarkeri razli¢itih bolesti.

1.6. Oscilirajuée smi¢no opterecenje

Obrasci protoka krvi i hemodinamske sile su razli¢iti u razli¢itim dijelovima
krvozilnog sustava. Upravo je selektivna distribucija aterosklerotskih lezija na tipicnim
mjestima poput grananja arterija, s lokalno poremeéenim protokom krvi, skrenula pozornost
na ulogu hemodinamskih sila kao lokalnog rizicnog ¢imbenika u patogenezi endotelne
disfunkcije 1 ateroskleroze.

Normalno je u ravnim dijelovima provodnih arterija protok krvi laminaran, pulsirajuéi,
u sistoli 1 dijelu dijastole antegradan, u ranoj dijastoli retrogradan, s dominantnom
antegradnom komponentom (149) i visokim intenzitetom srednjeg smicnog optereéenja
arterijske stijenke (10-70 dyn/cm?) (150). Na mjestima granjanja i zavojima provodnih
arterija, u sinusima arterijskih i venskih valvula, na aterosklerotskim plakovima, na termino-
lateralnim anastomozama arterija, na mjestima insercije arterijskih stentova ili kod
inkompetentnih venskih valvula protok krvi je poremecen, u obliku vrtloga, staze, refluksa ili
osciliraju¢i, s povecanom retrogradnom komponentom i smanjenim srednjim smicnim
optere¢enjem (<4 dyn/cm®), odnosno znadajnim prostornim i vremenskim gradijentom
smicnog opterecenja (60).

Kako je prethodno receno, smi¢no opterecenje je proporcionalno viskoznosti krvi i
brzini struje krvi, a obrnuto proporcionalno promjeru arterije. Stoga se u provodnim
arterijama, gdje je protok krvi opc¢enito laminaran i jednosmjeran, smi¢no optere¢enje moze
procijeniti temeljem sljedece jednadzbe (84, 90):

viskoznost krvi x brzina struje krvi

smi¢no opterecenje = - "
promjer arterije

Precizno mjerenje smi¢nog opterecenja in vivo je komplicirano zbog pulsirajuée prirode
protoka krvi i nuznosti mjerenja brzine struje krvi i viskoznosti krvi u vrlo uskom sloju koji

protice neposredno uz stijenku krvne zile. Zbog toga se u praksi kao zamjenska mjera koristi
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stopa smicanja (SR) koja je proporcionalna brzini struje krvi, a obrnuto proporcionalna
promjeru arterije, dok se viskoznost krvi smatra konstantnom i bez znacajnog utjecaja na
procjenu smicnog opterecenja (76, 84, 97). SR je definiran sljede¢om jednadzbom:

brzina struje krvi

SR=4x

promjer arterije

Ovakva definicija stope smicanja (84, 94-96) i njezina primjena umjesto smicnog opterecenja
ima svoja ogranicenja zbog potencijalnih promjena viskoznosti krvi ili razlika u viskoznosti
krvi izmedu pojedinaca, ali i zbog Cinjenice da se radi o ne-newtonovskom fluidu u
distenzibilnim krvnim zilama koje se granaju, a protok krvi je varijabilan (94). Antegradni i
retrogradni SR se racunaju uz pomo¢ antegradne odnosno retrogradne brzine struje krvi.

Oscilirajuéi smicni indeks (OSI), kao pokazatelj veli¢ine smic¢nih oscilacija, definiran
je omjerom apsolutne vrijednosti retrogradnog SR-a 1 zbroja antegradnog te apsolutne
vrijednosti retrogradnog SR-a:

| retrogradni SR |

OSI = - : .
antegradni SR + | retrogradni SR|

Vrijednosti OSI-a mogu iznositi od 0 do 0.5, pri ¢emu vrijednost 0 odgovara jednosmjernom
protoku krvi tijekom cijelog sr¢anog ciklusa, dok vrijednost od 0.5 odgovara podjednakoj
veli€ini antegradne 1 retrogradne komponente sa srednjom stopom smicanja jednakoj nuli
(151).

Povecéanje protoka krvi uzrokuje pocetno povecanje antegradnog, a posljedi¢no i
srednjeg smi¢nog opterecenja, koje inducira kompenzacijsku vazodilataciju kako bi se srednje
smi¢no optere¢enje vratilo na pocetnu vrijednost. IstraZivanje na mezenterijskim arterijama
Stakora pokazalo je da duZe izlaganje pove¢anom smi¢nom optere¢enju uzrokuje hiperplaziju
endotelnih 1 glatkih miSiénih stanica te povecanje sinteze vezivnog tkiva u krvozilnoj stijenci
(152). Nasuprot tome, dugotrajno smanjenje smic¢nog opterecenja karotidne arterije u zeCeva
uzrokovalo je smanjenje unutarnjeg promjera krvne Zzile koje je ovisno o endotelu i nije
posredovano kontrakcijom glatkih miSiénih stanica nego hipertrofijom stijenke (153).
Pozitivno remodeliranje inducirano pove¢anim smi¢nim optereenjem naziva se eutrofi¢nim
Sirenjem krvne Zile, a negativno remodeliranje izazvano smanjenim smi¢nim opterecenjem
naziva se hipertroficnim suzenjem krvne zile. Neto uc¢inak ovih kompenzacijskih odgovora
posredovanih endotelom je odrzavanje srednjeg smi¢nog opterecenja arterijskog sustava ~15-
20 dyn/cm? (150).

U primjeni je mnoStvo sustava kojima se, na jednoslojnim kulturama endotelnih

stanica in vitro, ispituje utjecaj razli¢itih obrazaca protoka i smicnog opterecenja na strukturu
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1 funkciju endotelnih stanica. Slicno promjenama koje se vide u podru¢jima sklonima
aterosklerozi in vivo, poremecaj protoka krvi in vitro uzrokuje promjenu stani¢nog oblika i
organizacije citoskeleta endotelnih stanica, poti¢e njihovu proliferaciju, ubrzano starenje i
apoptozu, povecava oksidacijski stres, promjenom izrazaja proteina pukotinskih spojista
povecava permeabilnost endotela za makromolekule, usmjerava promjenu fenotipa glatke
misiéne stanice iz vazokonstrikcijskog u sintetski, a utjecajem na ekspresiju adhezijskih
molekula i kemokina te osobinama protoka krvi pogoduje talozenju fibrinogena i fibronektina
te adheziji monocita na endotelne stanice. Ovi su ucinci pra¢eni odgovarajuim promjenama
ekspresije gena, epigenetskih modifikacija i stani¢nog signaliranja, a znacajno ovise, ne samo
o obrascu i intenzitetu smicanja, nego i o njegovoj dinamici (59, 60, 64, 154, 155).

Utvrdeno je da mehanicki podrazaj regulira ekspresiju razli¢itih gena koji upravljaju
stanicnom rastom, hemostatskim i upalnim procesima, $to predstavlja klju¢nu vezu izmedu
mehanic¢ke stimulacije 1 aktivacije endotela, tzv. ,,mehanotransdukciju” (59). Naime,
identificirani su dijelovi promotorskih regija relevantnih gena (npr. gena za PDGF (¢imbenik
rasta podrijetlom iz trombocita, engl. platelet-derived growth factor), eNOS i VCAM-1) koji
reagiraju na smicno optere¢enje (engl. shear stress response element, SSRE) promjenom
transkripcije gena (59, 156). Tako laminarni protok krvi u endotelnim stanicama selektivno
pojacava ekspresiju niza ateroprotektivnih gena poput gena za ciklooksigenazu-2 (COX-2),
eNOS i superoksid-dismutazu ovisnu o manganu (157), a istovremeno smanjuje ekspresiju
pro-aterogenih gena poput gena za endotelin-1 (66, 158, 159). U slucaju poremecenog
protoka krvi ova pozitivna regulacija endotelnog fenotipa izostaje (160).

Pojacanim izrazajem eNOS-a laminarni protok krvi pogoduje endotelnom lu¢enju NO-
a. Dio pozitivnih ucinaka aerobnog vjezbanja moZe se pripisati upravo uspostavljanju
laminarnog protoka krvi u blizini mjesta rizicnih za nastanak aterosklerotskih lezija, ¢ime se
endotel usmjerava prema povoljnom vazoprotektivnom fenotipu (66, 151, 154, 158).
Laminarni protok krvi je klju¢ni podrazaj, a NO glavni medijator ekspresije ,,mirnog”,
neaktiviranog fenotipa endotelne stanice koji je vazodilatacijski, protuupalni i anti-trombotski
(60).

S druge strane, osciliraju¢e smicno opterecenje s visokom razinom retrogradnog
smicanja i posljedicno snizenom srednjom vrijedno$¢u, smatra se pro-aterogenim (60),
odnosno moze dovesti do pojaanog izrazaja pro-aterogenih gena (npr. gena za NADPH-
oksidazu, MCP-1 (monocitni kemotakti¢ni protein-1, engl. monocyte chemoattractant

protein-1) koji privla¢i monocite u arterijsku stijenku ili gena za PDGF koji uzrokuje
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migraciju glatkih miSiénih stanica u sub-intimalni prostor) i smanjenog izrazaja anti-
aterogenih gena (npr. gena za eNOS) (66, 154, 159).

Negativni utjecaj akutnog povecanja retrogradnog smicanja na endotelnu funkciju
potvrden je rezultatima niza istraZivanja, najprije in vitro, potom i in vivo, na arterijama
sklonim aterosklerozi i arterijama otpornim na aterosklerozu (161-163). Manipulirajuci
retrogradnim SR-om bez promjene antegradnog SR-a i hemodinamskih parametara, Thijssen i
sur. su uocili smanjenje FMD-a (%) brahijalne arterije kao odgovor na poveéano retrogradno
smicanje s u¢inkom ovisnim o dozi i snaznom korelacijom povecanja retrogradnog SR-a i
pada FMD-a (%) (161). Pri tome je podlakticna manzeta bila napuhana na 25, 501 75 mm Hg
tijekom 30 minuta. Potvrda ovog koncepta, ne samo na funkcionalnoj, nego i na molekulsko-
stani¢noj razini, su rezultati istrazivanja Jenkinsa i sur. koji su na mladim, zdravim ljudima
pokazali da 20 minuta eksperimentalno induciranog osciliraju¢eg smicnog opterecenja
inflacijom podlaktiéne manZete na 220 mm Hg dovodi do povecanja retrogradnog SR-a i
poremecaja funkcije endotela brahijalne arterije u smislu poveéanja cirkuliraju¢ih EMP-ova i
to biljega aktivacije i apoptoze endotelnih stanica (CD62E+ odnosno CD31+/CD42b- EMP-
ova) (137), sugerirajuci pro-upalni i pro-apoptoticki ucinak poremecenog protoka krvi.

Poremecaj FMD-a se pripisuje i povecanom oksidacijskom stresu uzrokovanom
osciliraju¢im smicanjem (66, 164). Nadalje, akutno povecanje misiénog simpatickog tonusa je
povezano s porastom retrogradnog smicanja u brahijalnoj arteriji (165) i takoder moze
uzrokovati poremec¢aj FMD-a (166).

Sad je ve¢ jasno da i dugotrajno povecanje retrogradnog smicanja negativno utjee na
endotelnu funkciju. Obrasci protoka krvi s kroni¢no poviSenom retrogradnom komponentom
u proksimalnim provodnim arterijama mogu nastati zbog poviSenog tonusa u distalnom
krvozilju (167), kao npr. u starijoj dobi, kod pretilosti i arterijske hipertenzije (168-171),
odnosno u stanjima s povec¢anim perifernim vaskularnim otporom (172). Smatra se da je
povecanje retrogradnog smicanja povezano sa starijom dobi u znacajnoj mjeri uzrokovano
smanjenom raspolozivo§¢u NO-a u mikrocirkulaciji (169). Povecani retrogradni protok
negativno utjee na funkciju provodnih arterija 1 mikroZilja, odnosno povezan je sa
smanjenim FMD-om i smanjenom reaktivnom hiperemijom, ali i s ve¢om aortalnom kruto§¢u

1 perifernom vaskularnom rezistencijom koje dodatno pogoduju reverziji protoka (172).
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1.7. Endotelna disfunkcija u KOPB-u

Endotelna disfunkcija pluénog krvozilja, koja je jasno utvrdena u bolesnika s KOPB-
om (56), kako u napredovaloj bolesti, tako i u blagom KOPB-u, znac¢ajno pridonosi progresiji
bolesti (57) koja se povezuje s pojacanom apoptozom endotelnih stanica (125, 173) i
poremecajem funkcije endotelnih progenitorskih stanica (174). Takoder, sve je veci broj
istrazivanja koja upucuju na postojanje endotelne disfunkcije sustavnog krvozilja u bolesnika
s KOPB-om (175). U KOPB-u se istrazuje i mnosStvo ekstracelularnih vezikula od kojih se
neke povezuju s patogenezom i napredovanjem bolesti, a podrijetla su epitelnih i endotelnih
stanica, makrofaga i respiracijskih patogena poput bakterija (176).

U sustavnom preglednom radu ¢ijom je meta-analizom obuhvaceno 426 bolesnika sa
stabilnim KOPB-om u 10 istrazivanja, Vaes 1 sur. su zakljucili da je u bolesnika sa stabilnim
KOPB-om endotelna funkcija perifernih krvnih Zila mjerena FMD-om (%) poremecena u
odnosu na kontrolne ispitanike bez KOPB-a (175). Pri tome je razlika FMD-a (%) izmedu
navedenih skupina iznosila -3.22% (95% CI od -4.74 do 1.69, p<0.001, ’=96%), dok je
razlika vazodilatacije neovisne o endotelu mjerena NMD-om (%) bila manja 1 iznosila je -
2.86% (95% CI od -5.63 do -0.09, p=0.04, I’=83%). Ovi rezultati sugeriraju da je poremeéaj
vazodilatacije u KOPB-u prije svega posredovan endotelnom disfunkcijom. FMD (%) je u
bolesnika s KOPB-om iznosio od -0.6% do 14.2%, a u kontrolnih zdravih ispitanika od 4.3%
do 15.6%. Ovako znacajna varijabilnost FMD-a i €injenica da nisu sva istrazivanja utvrdila
znacajnu razliku izmedu bolesnika s KOPB-om i kontrolnih ispitanika objasnjava se
razlikama u izboru ispitanika s obzirom na ¢imbenike znacajno povezane s FMD-om: dob,
FEV| 1 puSenje.

Rezultati prethodnih istraZivanja su pokazali da je endotelna funkcija poremecena u
pusaca u usporedbi s nepuSacima i biv§im pusSacima i da je intenzitet puSenja, mjeren brojem
pusSackih kutija-godina (engl. pack-year, PY), neovisno povezan s FMD-om (%) (177, 178).
Heiss i sur. su kratkotrajnim (30-minutnim) pasivnim izlaganjem nepusaca cigaretnom dimu
uzrokovali prolazno smanjenje FMD-a (%), dok su porast plazmatske razine EMP-ova i
VEGF-a bili odrzani i nakon 24 h, u smislu aktivacije i ozljede vaskularnog endotela.
Istovremeno su mobilizirane disfunkcionalne endotelne progenitorske stanice s oSte¢enom
kemotaksijom prema VEGF-u i o§te¢enom proizvodnjom NO-a (179). U pusaca s normalnim
spirometrijskim nalazom, ali sa snizenim TLco-om, dakle u ranim stadijima emfizema,
utvrdene su poviSene koncentracije EMP-ova podrijetlom iz apoptotickih stanica i to

dominantno EMP-ova koji sadrze enzim koji konvertira angiotenzin (engl. angiotensin-
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converting enzyme, ACE, CD143), odnosno EMP-ova koji potjeCu od pluénih kapilara. To
podupire koncept u kojem je apoptoza pluénih kapilarnih endotelnih stanica jedan od mogucih
primarnih uzroka nastanka emfizema (180, 181). U tom smislu mogu se interpretirati i
rezultati istrazivanja Thomashowa i sur. (124) u kojem je koncentracija CD31+ EMP-ova u
bolesnika s KOPB-om bila znacajno visa u odnosu na kontrolne zdrave ispitanike, ne samo u
teSkom nego i u blagom KOPB-u, i bila je znacajno povezana s intenzitetom emfizema,
redukcijom pluéne mikrocirkulacije i TLco-a. Istovremeno je koncentracija CD62E+ EMP-
ova bila povetana samo u KOPB-u s teSkom bronhalnom opstrukcijom uz znacajnu
povezanost s intenzitetom hiperinflacije. Potencijalna uloga EMP-ova u patogenezi KOPB-a
lezi u pretpostavci da pluéne kapilarne endotelne stanice prenose o;-antitripsin do alveolarnih
epitelnih stanica upravo putem EMP-ova. Radi se o inhibitoru proteaza kojeg u sustavni
krvotok luci jetra 1 koji ima vaznu ulogu u zastiti integriteta pluénog parenhima. Izlaganje
pluénog endotela ekstraktu cigaretnog dima smanjuje prijenos a;-antitripsina do epitelnih
stanica i pogoduje nastanku emfizema (182).

Nedavno su objavljeni rezultati istrazivanja u kojem je razina ukupnih i EMP-ova
podrijetlom iz apoptotickih stanica ostala znacajno poviSena viSe od 12 mjeseci nakon
prestanka puSenja u bolesnika s KOPB-om, dok su se razine navedenih EMP-ova u zdravih
pusaca po prestanku pusenja vratile na razine kakve imaju nepusaéi (183). Cini se, dakle, da
je endotelna disfunkcija povezana s KOPB-om neovisna o anamnezi puSenja i pusackom
statusu (24, 184-186), sugeriraju¢i postojanje drugih uzro€nih cimbenika. Primjerice,
pokazalo se da je porast biljega sustavne upale u KOPB-u neovisni prediktor smanjenja FMD-
a (%) (185, 187). Na endotelnu funkciju mogu utjecati prisutnost i intenzitet emfizema (184),
plinovi u arterijskoj krvi (24, 188), ali 1 poremeceni metabolizam glukoze (189). Barr i sur. su
na uzorku od 107 bivsih pusaca, od kojih je 40% imalo KOPB, utvrdili da je u multivarijatnoj
analizi poremeceni FMD (%) linearno povezan s teZinom opstrukcije protoka zraka u diSnim
putovima (mjereno post-bronhodilatacijskim FEV| u rasponu od normalnog do vrlo teske
bronhalne opstrukcije) 1 s tezinom emfizema (mjereno low-dose CT-om) neovisno o
prisutnosti KOPB-a, anamnezi puSenja i drugim potencijalnim uzrocima endotelne
disfunkcije. Dakle, ova je povezanost bila prisutna i u ispitanika bez KOPB-a ¢ime je utvrden
kontinuitet poremecaja FMD-a (%) ovisan o plu¢noj funkciji, ¢ak 1 u potencijalno
pretklinickom KOPB-u, a to ide u prilog ideji o vaskularnom poremecaju kao inicijalnom
dogadaju u patogenezi KOPB-a (184). Moro i sur. su u 44 bolesnika s KOPB-om i
konkomitantnim kardiovaskularnim bolestima, u usporedbi sa zdravim ispitanicima, takoder

utvrdili poremec¢aj FMD-a (%) proporcionalan tezini bronhalne opstrukcije. Pri tome je u
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manjoj mjeri bio poremecen i NMD (%) uz pozitivhu povezanost s FMD-om ($=0.396,
p<0.001) (186). Eickhoff i sur. su na 100 ispitanika, od kojih je njih 60 imalo KOPB, utvrdili
poremecéeni FMD (%) u bolesnika s KOPB-om u odnosu na zdrave osobe nepusace i pusace s
normalnom pluénom funkcijom, $to se nije promijenilo ni nakon normalizacije za pocetni
promjer brahijalne arterije (FMD (%)/Dy) koji je u bolesnika s KOPB-om bio ve¢i u odnosu
na zdrave nepusace (3.64+£0.63 mm vs. 3.28+0.61 mm, p<0.05). Utvrdena je i statisticki
znacajna povezanost FMD-a (%), tezine bronhalne opstrukcije i biljega sustavne upale
neovisno o anamnezi puSenja, sugerirajui mogucu ulogu sustavne upale u patogenezi
endotelne disfunkcije u KOPB-u (185). S druge strane, Boyer i sur. su utvrdili da umjerena
policitemija ne utjeCe nepovoljno na vaskularnu funkciju u KOPB-u, a policitemi¢ni i
normocitemicni bolesnici s KOPB-om se nisu razlikovali ni u bazalnom smi¢nom opterecenju
(veca viskoznost krvi, ali 1 pocetni promjer arterije) (190). Clarenbach je sa sur. na 106
bolesnika s KOPB-om potvrdio negativhu povezanost FMD-a (%) 1 tezine bronhalne
opstrukcije (mjereno post-bronhodilatacijskim FEV, f=0.04, p<0.01) pri ¢emu je FMD (%) u
bolesnika s teskim i vrlo teskim KOPB-om (GOLD 3 i 4) iznosio 2.8£1.5%, odnosno
2.0+1.3%. Za razliku od parcijalnog tlaka ugljicnog dioksida u perifernoj arterijskoj krvi
(PaCO,) koji je negativno utjecao na FMD (%) (f=-0.74, p<0.01), nije utvrdena povezanost
izmedu hipoksemije i FMD-a (%). U multivarijatnoj analizi je, uz tezinu bronhalne
opstrukcije, neovisna povezanost s FMD-om (%) utvrdena samo za tjelesnu aktivnost i
promjer brahijalne arterije (24). PoboljSanje FMD-a (%) nakon kirurSke redukcije plu¢nog
volumena takoder sugerira povezanost poremecaja plu¢ne funkcije i vaskularne bolesti u
bolesnika s KOPB-om (191).

Da bi se razlikovali EMP-ovi koji potjeCu iz pluéne 1 sustavne cirkulacije, ispituje se
njihov izrazaj vWF-a i ACE-a. VWF je biljeg endotelnih stanica kojeg endotelne stanice
pluénih kapilara ne izraZavaju, ali zato obiluju ACE-om. Dakle, vWF- i/ili ACE+ EMP-ovi su
plu¢nog kapilarnog podrijetla (125). U aktivnih puSaca s normalnom spirometrijom i sniZenim
TLco-om, priblizno 76% CD31+ EMP-ova je pozitivno na ACE (181), a u KOPB-u s
umjerenom bronhalnom opstrukcijom oko 60% povisenih EMP-ova je negativho na VWF
(180). Nadalje, broj EMP-ova u KOPB-u s teskim emfizemom je niZi nego u onih s blagim
emfizemom, $to odrazava redukciju plu¢ne kapilarne mreZze u emfizemu. Ovi rezultati
potvrduju da povec¢ani EMP-ovi u KOPB-u uglavnom potjecu iz plu¢nih kapilara te da su
vWEF- ili ACE+ EMP-ovi osjetljivi biljezi ozljede plu¢nog kapilarnog endotela.

Usporedujuci bivse pusace s invazivno dokazanom koronarnom arterijskom boles¢u sa

1 bez konkomitantnog KOPB-a, Keymel i sur. su utvrdili da je FMD (%) brahijalne arterije
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nizi u bolesnika s KOPB-om uz pozitivnu korelaciju FMD-a (%) i FEV,, dok razlike u
pokazateljima mikrovaskularne funkcije i po¢etnom promjeru brahijalne arterije nije bilo
(192). Prisutnost u¢inaka KOPB-a i u kasnim fazama aterogeneze naglaSava vaznost KOPB-a
u vaskularnoj biologiji.

U istrazivanju mehanizama odgovornih za vaskularnu disfunkciju u KOPB-u, Ives i
sur. su takoder utvrdili znacajno nizi FMD (%) u nepusaca s KOPB-om u odnosu na zdrave
nepusace (3.1£0.5% vs. 6.7£0.6%, p<0.05) pri ¢emu nije bilo razlike u podrazaju odnosno
smicnom opterecenju (SR-AUC) niti reaktivnoj hiperemiji kao pokazatelju mikrovaskularne
funkcije. Ovi su rezultati bili konzistentni i nakon normalizacije FMD-a prema stopi smicanja
(FMD/SR-AUC) i praceni povisenim pokazateljima bazalnog oksidacijskog stresa te
smanjenog antioksidacijskog potencijala, odnosno poremecenom redoks-ravnotezom kao
jednim od potencijalnih uzro¢nih mehanizama. Primjena antioksidansa dovela je do znacajnog
povecanja FMD-a (%), ali i smanjenja PWV-a (193), sugeriraju¢i prethodno uo€enu ovisnost
arterijske krutosti o redoks-ravnotezi, bioraspolozivosti NO-a i endotelnoj funkciji (194).

Akutne egzacerbacije takoder pogorsavaju endotelnu funkciju u KOPB-u (125, 188).
Da bi razjasnili utjecaj akutnih egzacerbacija na endotelnu funkciju u bolesnika s KOPB-om,
Takahashi i sur. su proveli istraZzivanje u kojem su, uz znacajno poviSenu razinu CD31+,
CD62E+ i CD144+ EMP-ova u bolesnika s KOPB-om u odnosu na zdrave bivse pusace (uz
pozitivnu korelaciju sa stupnjem bronhalne opstrukcije i znacajnu povezanost s FEV/FVC),
utvrdili da se razina navedenih EMP-ova dodatno znacajno povisila za vrijeme akutnih
egzacerbacija u odnosu na stabilni KOPB neovisno o dobi, puSenju, indeksu tjelesne mase 1
intenzitetu emfizema, a poviSeni EMP-ovi su bili dominantno plué¢nog podrijetla. Suprotno od
CD62E+ EMP-ova, CD31+ EMP-ovi su ostali poviSeni do 28. dana nakon egzacerbacije
ukazujuéi na perzistentno oStecenje i apoptozu pluénog kapilarnog endotela. Multivarijatna
analiza je pokazala da je koncentracija CD62E+ EMP-ova u stabilnom KOPB-u s viSe od
jedne akutne egzacerbacije godiSnje veca nego u KOPB-u bez egzacerbacija (180).
Poremeceni FMD 1 NMD u teskim akutnim egzacerbacijama KOPB-a se zna¢ajno oporavljaju
tri mjeseca nakon rezolucije egzacerbacije (195). Na temelju ovih rezultata spekulira se da je
utjecaj Cestih egzacerbacija KOPB-a na pogorsanje pluéne funkcije, progresiju bolesti i
povecani kardiovaskularni rizik upravo posljedica ostecenja endotela koje je potencijalno
posredovano EMP-ovima.

U sustavnoj cirkulaciji bolesnika s KOPB-om, u usporedbi s puSa¢ima bez KOPB-a,
smanjena je koncentracija endotelnih progenitorskih stanica (EPC) - pluripotentnih mati¢nih

stanica koStane srZi koje sudjeluju u vaskularnom oporavku i angiogenezi (196).
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Smatra se da sustavna makrovaskularna i mikrovaskularna endotelna disfunkcija
nastaju rano u KOPB-u, narocito u emfizematoznom fenotipu, i da potencijalno pridonose
patogenezi KOPB-a (197). S obzirom na povezanost endotelne disfunkcije i pove¢anog rizika
od kardiovaskularnih bolesti u KOPB-u, prac¢enje endotelne funkcije moze pridonijeti boljoj

fenotipizaciji bolesnika s KOPB-om i preciznijoj procjeni ukupnog kardiovaskularnog rizika.

1.8. Endotelna funkcija i hipoksija

Utjecaj hipoksije na FMD i otpustanje EMP-ova je kontroverzan: neki su autori nasli
smanjeni FMD 1 poviSene razine specificnih EMP-ova nakon kratkotrajnog izlaganja
ispitanika hipoksiji, dok drugi nisu potvrdili ovakvi ucinak hipoksije (134). I u uvjetima
intermitentne hipoksije, kao u opstrukcijskoj apneji u snu (engl. obstructive sleep apnoea,
OSA), dolazi do poremecaja vaskularne funkcije, odnosno vazodilatacije ovisne o endotelu i
promjene koncentracije cirkuliraju¢ih MP-ova (198, 199). Jedno od mogucih objaSnjenja
proturjecnih rezultata utjecaja hipoksije na endotelnu funkciju lezi u razlicitom intenzitetu i
trajanju hipoksije, ali 1 u ispitivanoj populaciji te eventualnom postojanju 1 stadiju
aterosklerotske bolesti (200).

Keymel 1 sur. (192) su zdrave ispitanike podvrgnuli udisanju 12%-tnog kisika i
izazvali pad PaO,, posljedi¢nu hiperventilaciju i pad PaCO, uz istovremeni porast promjera
brahijalne arterije (3.94+0.37 mm vs. 4.18+0.38 mm, p=0.014) $to je u skladu s rezultatima
prethodnih istrazivanja (201). Istovremeno je doslo do znacajnog smanjenja FMD-a (%)
(7.08+0.29% vs. 4.89 £0.24%, p < 0.001) i kapilarne mikrocirkulacije. Time je pokazano da
hipoksemija dovodi do znacajnog funkcionalnog oStecenja endotela u zdravih ispitanika.

Osim S§to povecava oksidacijski stres, hipoksija snazno aktivira simpaticki Ziv€ani
sustav (166, 202, 203), ¢ime uzrokuje vaskularnu disfunkciju (166, 203, 204). U istrazivanju
Hijmeringa i sur. je smanjenje FMD-a (%) uzrokovano povecanim simpati¢kim tonusom
potpuno ukinuto a-adrenergi¢kom blokadom (203). U placebom kontroliranom pokusu
Lewisa i sur. je FMD (%) brahijalne arterije mladih zdravih ljudi bio znacajno smanjen (za
28-35%, p<0.003) za vrijeme normobari¢ne hipoksije (FiO, 11% kao ekvivalent 5 000 m
nadmorske visine) 1 taj je uc¢inak djelomicno ponisten primjenom blokatora a;-adrenergickih
receptora (204).

Brojna su istrazivanja o utjecaju hipoksije na endotelnu funkciju provedena u

hipobari¢nim uvjetima, na velikoj nadmorskoj visini. Lewis 1 sur. su istrazili utjecaj akutne i
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kroni¢ne izlozenosti hipobari¢noj hipoksiji na vaskularnu funkciju 1 strukturu mladih zdravih
ljudi (204). Akutna izlozenost hipoksiji na 5050 m nadmorske visine izazvala je smanjenje
FMD-a (%) brahijalne arterije za 14% (p<0.02), dok su pocetni promjer arterije i SR-AUC
ostali nepromijenjeni. Ovaj je rezultat zadrzao znacajnost 1 nakon alometrijske prilagodbe za
varijabilnost pocetnog promjera arterije. Paralelno sa smanjenjem FMD-a (%), smanjen je i
NMD (%), upucujuéi na doprinos poremecene strukture i/ili funkcije glatkog misi¢nog sloja
arterijske stijenke na smanjenje FMD-a (%). Ovakvi ucinci hipobari¢ne hipoksije su se odrzali
nakon dva tjedna i bili su usporedivi s pokazateljima vaskularne funkcije u domicilnih
stanovnika. U ovom je istraZivanju korelacija saturacije hemoglobina periferne arterijske krvi
kisikom (SaO,) i FMD-a (%) bila blaga do umjerena (r=0.33, p=0.05), a izraCunom
koeficijenta determinacije je utvrdeno da se tek 11% varijabilnosti FMD-a (%) moZze povezati
sa Sa0,, $to upucuje da su, pored hipoksemije, i drugi mehanizmi ukljuceni u oste¢enje FMD-
a na velikoj nadmorskoj visini. U zaklju¢ku ovog istrazivanja autori hipobari¢nu hipoksiju
povezuju s perzistentnim oSte¢enjem vaskularne funkcije koje je potencijalno posredovano
povecanim oksidacijskim stresom i simpatickim tonusom s implikacijama na arterijsku
strukturu (povecani omjer debljine stijenke prema S$irini lumena karotidne arterije) i funkciju
(povecani centralni PWV).

Svakako treba uzeti u obzir moguce razlike izmedu normobari¢ne i hipobari¢ne
hipoksije. Endotelna disfunkcija, izazvana akutnom hipoksijom, na morskoj je razini
povezana sa smanjenom bioraspolozivoséu NO-a (205, 206). Na velikoj nadmorskoj visini je
bioraspolozivost NO-a ¢ak i1 poviSena (204), kao vjerojatni adaptacijski mehanizam kojim se
postize vazodilatacija i suprimira metabolizam (207), a vaskularna se disfunkcija povezuje s
dodatnim vazokonstrikcijskim ¢imbenicima poput produkata lipidne peroksidacije (204) ili
ROS-a (208).

Za razliku od prethodnih istraZivanja u kojima korelacija FMD-a i parcijalnog tlaka
kisika u perifernoj arterijskoj krvi (PaO,) nije ispitivana (184-186, 209) ili utvrdena (24, 190),
Keymel i sur. (192) su, usporedujuci bivSe pusace s invazivno dokazanom koronarnom
arterijskom boleS¢u sa 1 bez konkomitantnog KOPB-a, utvrdili zna¢ajnu korelaciju FMD-a
(%) 1 PaO,, neovisnu o FEV| i anamnezi puSenja. U skladu s tim je u bolesnika s KOPB-om i
Pa0O, <65 mm Hg FMD (%) bio zna¢ajno manji u usporedbi s bolesnicima ¢iji je PaO, bio
>65 mm Hg (3.0£0.5% vs. 3.7+0.4%, p=0.008). Ovi rezultati podupiru hipotezu o doprinosu
hipoksemije disfunkciji endotela, potencijalno posredovanoj smanjenom bioraspolozivoscéu
NO-a. Pri procjeni ucinka hipoksemije na FMD uzet je u obzir pocetni promjer brahijalne

arterije koji je u bolesnika s KOPB-om i nizom razinom kisika bio neznatno ve¢i, ali ta razlika
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nije dosegla statisticku znacajnost (4.8£0.7 mm vs. 4.5£0.5 mm, p=0.293). Periferna
vazodilatacija je u usporedbi s kontrolnim ispitanicima nepuSacima utvrdena u bolesnika s
KOPB-om i u ranijim istrazivanjima (185, 209), §to se povezuje, ne samo s direktnim
uc¢inkom hipoksemije, nego i s volumnim opterecenjem u bolesnika s kroni¢nim plué¢nim
srcem (210) te s gubitkom elastina (55).

Dinh-Xuan i sur. su in vitro, na uzorcima pluéne arterije bolesnika s krajnjim stadijem
KOPB-a kojima su transplantirana pluca, pokazali korelaciju, iako ne i uzrocnu povezanost,
oStecene vazodilatacije ovisne o endotelu i smanjenog PaO,, Sto upucuje na to da kroni¢na
hipoksemija doprinosi oSte¢enju endotelne funkcije u bolesnika s KOPB-om (211).

Tremblay i sur. (134) su htjeli utvrditi kako povecano smicno opterecenje u
kombinaciji s hipoksijom, izazvanom brzim, pasivnim usponom na 3 800 m nadmorske
visine, utjeCe na endotelnu funkciju u mladih, zdravih ljudi. Usponom je, u usporedbi s
morskom razinom, doslo do znacajne konstrikcije brahijalne arterije 1 posljedi¢nog povecanja
SR-AUC uz nepromijenjeni FMD sugerirajuci postojanje poremecaja endotelne funkcije u
hipoksi¢nim uvjetima. Tome je u prilog govorila i inverzna korelacija poCetnog promjera
brahijalne arterije i koncentracije cirkuliraju¢ih MP-ova s porastom ukupnih i CD66b+ MP-
ova podrijetlom iz neutrofila koji potencijalno pridonose osjetljivosti endotela na oscilirajuce
smicanje. UCcinci hipoksije su vjerojatno dijelom posredovani utjecajem povecanog
simpatickog tonusa na vazokonstrikciju perifernih provodnih arterija i povecano retrogradno
smicanje (165). Kombinacija hipoksije 1 povecanog retrogradnog smicanja, izazvanog 30-
minutnom inflacijom podlaktiéne manzete na 75 mm Hg, dovela je do smanjenja FMD-a na 3
800 m nadmorske visine, ali ne 1 na morskoj razini, sugeriraju¢i povecanu osjetljivost
endotela na osciliraju¢e smi¢no opterecenje u uvjetima akutne hipobaricne hipoksije. Kako
nije bilo korelacije SR-AUC-a i FMD-a, autori su zakljucili da je smanjenje FMD-a
uzrokovano poremecajem endotelne funkcije, a ne smanjenim intenzitetom podrazaja. S druge
strane, smanjenje FMD-a je koreliralo s porastom ukupnih i CD31+/CD41b- EMP-ova
(biljega endotelne apoptoze) koji, doduse, nije bio statisti¢ki znacajan.

Ostecenje endotelne funkcije u hipoksemicnih bolesnika s KOPB-om moze se
pokusati objasniti povecanim oksidacijskim stresom i smanjenom raspolozivoséu NO-a te
pojacanim simpatickim tonusom posljedi¢no dugotrajnoj izloZenosti hipoksemiji.

CO; se smatra snaznim vazodilatatorom ¢iji su ucinci u odredenoj mjeri posredovani i
NO-om (212). U usporedbi s cerebralnim, periferno krvozilje je manje osjetljivo na promjene
PaCO, i pH (213). U istrazivanju de Matthaeis 1 sur. (188), u bolesnika s akutnom

egzacerbacijom KOPB-a i poviSenim PaCO,, standardno lijecenje je dovelo do znacajnog
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povecanja vrijednosti pH te smanjenja PaCO, i FMD-a (%), pri ¢emu je utvrdena pozitivna
korelacija FMD-a (%) i PaCO, te veée smanjenje FMD-a (%) u ispitanika s ve¢om bazalnom
vrijednos¢u. Ovi rezultati upucuju na zakljucak da je vazodilatacija ovisna o endotelu,

mjerena FMD-om, povecana tijekom hiperkapnije i ovisna o integritetu vaskularnog endotela.

1.9. Svrha istraZivanja

Kako je prethodno spomenuto, u bolesnika s KOPB-om su utvrdeni poremec¢eni FMD
i poviSena razina cirkuliraju¢ih EMP-ova, §to ukazuje na disfunkcionalni endotel s pro-
aterogenim fenotipom endotelnih stanica. Kompleksni mehanizmi koji su odgovorni za
endotelnu disfunkciju u KOPB-u jo$ su u zna¢ajnoj mjeri neistrazeni.

U bolesnika s napredovalim KOPB-om i razvijenom kronicnom respiracijskom
insuficijencijom do sada nije ispitivana hemodinamika brahijalne arterije. Takoder, nije
ispitivana endotelna funkcija kao ni utjecaj poremeéene hemodinamike na endotelnu funkciju
u toj populaciji bolesnika.

Svrha ovog istraZivanja je u hipoksemi¢nih bolesnika sa stabilnim KOPB-om ispitati
utjecaj pro-aterogenog stimulusa, odnosno poremecaja protoka krvi u obliku osciliraju¢eg
smi¢nog optere¢enja, na hemodinamiku brahijalne arterije i pokazatelje endotelne funkcije:
FMD brahijalne arterije i razinu cirkuliraju¢ih EMP-ova. Takoder planirano je istraziti ulogu
kroni¢ne hipoksemije i njezine korekcije na hemodinamiku brahijalne arterije, endotelnu
funkciju i u€inke oscilirajueg smicnog opterecenja.

Od rezultata ovog temeljnog istrazivanja ocekuje se doprinos boljem razumijevanju
kompleksnih mehanizama koji su odgovorni za fiziologiju endotela u zdravih ljudi, odnosno
za pro-aterogeni fenotip endotelnih stanica u bolesnika s napredovalim KOPB-om i
kroniénom respiracijskom insuficijencijom. PokuSalo se utvrditi kako poremecena
hemodinamika, u vidu oscilirajueg smi¢nog opterecenja, utjeCe na pokazatelje endotelne
funkcije ionako oSte¢enog krvozilja ovih bolesnika. Time bi se dodatno razjasnila
patofizioloSka veza izmedu KOPB-a i sustavne ateroskleroze kao glavne ekstrapulmonalne
manifestacije bolesti. Rezultati ovog istraZivanja takoder bi mogli rasvijetliti ulogu kroni¢ne
hipoksemije u ekspresiji vulnerabilnog endotelnog fenotipa te utvrditi potencijalni dodatni

protektivni u¢inak terapije kisikom.
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2. CILJEVIT HIPOTEZE

2.1. Ciljevi istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja je ispitati u bolesnika sa stabilnim KOPB-om i kroni¢nom
respiracijskom insuficijencijom:
1. pogorsava li akutni poremecaj protoka krvi u obliku oscilirajueg smi¢nog opterec¢enja
endotelnu funkciju 1

2. poboljsava li korekcija hipoksemije akutnim udisanjem kisika endotelnu funkciju i

Specifi¢ni ciljevi istrazivanja su:

1. ispitati bazalni obrazac smicanja (antegradni SR (aSR) i retrogradni SR (rSR))
brahijalne arterije, osciliraju¢i smi¢ni indeks (OSI), vazodilataciju posredovanu protokom
(FMD) i razinu cirkulirajuc¢ih endotelnih mikrocestica (EMP) u bolesnika sa stabilnim KOPB-
om 1 kroni¢nom respiracijskom insuficijencijom prije i nakon korekcije hipoksemije te ih
usporediti sa zdravim ispitanicima,

2. ispitati utjecaj oscilirajueg smicnog opterecenja (20-minutna inflacija podlakti¢ne
manZete na 75 mm Hg) na aSR i rSR brahijalne arterije, OSI, FMD 1 razinu cirkulirajucih
EMP-ova u bolesnika sa stabilnim KOPB-om 1 kroni¢nom respiracijskom insuficijencijom

prije i nakon korekcije hipoksemije, uz usporedbu sa zdravim ispitanicima.
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2.2. Hipoteze istrazivanja

1. Retrogradna stopa smicanja (rSR) i osciliraju¢i smi¢ni indeks (OSI) su poviseni, FMD
smanjen, a razina cirkuliraju¢ih EMP-ova poviSena u hipoksemi¢nih bolesnika sa stabilnim
KOPB-om u odnosu na zdrave ispitanike.

2. Akutno povecéanje retrogradnog smicnog opterecenja dodatno smanjuje FMD i
povecava EMP-ove u hipoksemi¢nih bolesnika sa stabilnim KOPB-om.

3. Korekcija kroni¢ne hipoksemije u bolesnika sa stabilnim KOPB-om akutnim
udisanjem kisika smanjuje utjecaj akutnog povecanja retrogradnog smic¢nog optereCenja na

FMD i EMP-ove.
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3. METODE

3.1. Organizacija istraZivanja

Istrazivanje je provedeno u laboratoriju Zavoda za integrativnu fiziologiju pri
Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Splitu i u Klinici za plué¢ne bolesti Klini¢ckog bolni¢kog
centra Split. Radi se o eksperimentalnom nerandomiziranom istrazivanju u kojem ispitivanu
skupinu ¢ine bolesnici sa stabilnim KOPB-om i kroni¢nom respiracijskom insuficijencijom, a
kontrolnu skupinu zdravi ispitanici.

Testiranju su podvrgnuti hipoksemicni bolesnici s KOPB-om pri udisanju sobnog
zraka 1 nakon 20-minutnog udisanja kisika preko nosnih vila, odnosno nakon postizanja
normalne zasi¢enosti hemoglobina periferne kapilarne krvi kisikom (SpO, >95%). Kontrolni
normoksemicni ispitanici su testirani samo tijekom udisanja sobnog zraka. U sve tri skupine
odredeni su SR i OSI kao hemodinamski pokazatelji te FMD i EMP-ovi kao biljezi endotelne

funkecije prije i nakon akutnog povecanja retrogradnog smi¢nog optereéenja (Slika 3.).

Slika 3. Hodogram istrazivanja

SR, OSI, FMD i1 EMP prije i nakon
akutnog povecanja retrogradnog
smicnog opterecenja

KOPB s KRI* KOPB s KRI* kontrolni zdravi
na sobnom zraku uz primjenu kisika ispitanici

*KRI-kroni¢na respiracijska insuficijencija

Istrazivanje je odobreno od strane Eti¢kog povjerenstva za biomedicinska istrazivanja
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Splitu, a registrirano je na ClinicalTrials.gov pod
identifikatorom NCTO03004352 22. prosinca 2016. god. Svi su postupci izvrSeni u skladu s
etickim nacelima Deklaracije iz Helsinkija 1 uz postivanje profesionalnih standarda, zakona i

konvencija koji reguliraju istrazivanja na ljudima.
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3.2. Ispitanici

Ispitivanu skupinu u istrazivanju ¢ine bolesnici sa stabilnim KOPB-om koji je

dijagnosticiran i klasificiran prema ,,Globalnoj strategiji za dijagnostiku, lijecenje 1 prevenciju

kroni¢ne opstrukcijske pluéne bolesti (GOLD)” (1).

Opstrukcija protoka zraka u diSnim putovima utvrdena je spirometrijom, a definirana

je omjerom post-bronhodilatacijskog FEV; i FVC-a <70% pri ¢emu je FEV:

1.

u blagom KOPB-u >80% pred.,

2. uumjerenom KOPB-u 50-79% pred.,
3.
4

. u vrlo teSkom KOPB-u <30% ili <50% pred. ako je istovremeno prisutna i kroni¢na

u teSkom KOPB-u 30-49% pred., a

respiracijska insuficijencija ili znaci kroni¢nog pluénog srca.

Uradena je takoder i kombinirana procjena KOPB-a prema intenzitetu zaduhe mjerene

skalom mMRC i prema riziku od egzacerbacija procijenjenom temeljem vrijednosti FEV; i

broja egzacerbacija u prethodnoj godini:

1.

u skupini A su bolesnici s malo simptoma (mMRC <2) i malim rizikom od
egzacerbacija (FEV1 >50% 1/ili <1 akutna egzacerbacija koja nije hospitalno lijecena),
u skupini B su bolesnici s izrazenim simptomima (mMRC >2) i malim rizikom od
egzacerbacija (FEV1 >50% i/ili <I akutna egzacerbacija koja nije hospitalno lijecena),
u skupini C bolesnici s malo simptoma (mMRC <2) i velikim rizikom od
egzacerbacija (FEV1 <50% 1i/ili >1 akutna egzacerbacija ili jedna akutna egzacerbacija
ako je hospitalno lijecena), a

u skupini D bolesnici s izrazenim simptomima (mMRC >2) 1 velikim rizikom od
egzacerbacija (FEV1 <50% 1i/ili >1 akutna egzacerbacija ili jedna akutna egzacerbacija
ako je hospitalno lijecena).

U istraZivanje su ukljuceni bolesnici s KOPB-om koji su zadovoljili sljedece kriterije:

1. muskarci 1li Zene,

2. stariji od 40 godina,

3. dijagnoza KOPB-a po GOLD-u (1),

4. stabilni KOPB bez akutnih egzacerbacija u prethodnih 6 tjedana koje bi
zahtijevale antimikrobnu terapiju, korekciju terapije KOPB-a ili posjet hitnoj
sluzbi,

5. kroni¢na hipoksemija sa SpO, <90% u mirovanju, zabiljezena najmanje dva

puta u prethodnih 6 mjeseci 1
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6. negativni bronhodilatacijski test salbutamolom.

Iskljuceni su bolesnici s KOPB-om koji su u prethodnih 6 tjedana imali akutno
pogorsanje, respiracijsku infekciju ili infekciju drugih lokalizacija, kao i bolesnici s
relevantnom koegzistiraju¢om boleS¢u kao $to su intersticijska bolest plu¢a, maligna bolest,
zatajenje bubrega, tromboembolijska bolest ili veliki kardiovaskularni dogadaj tijekom
prethodne godine.

Nakon pregleda arhivske medicinske dokumentacije bolesnika hospitaliziranih u
Klinici za pluéne bolesti Klinickog bolnickog centra Split te dokumentacije bolesnika
pregledanih u Poliklini¢koj sluzbi Klinike, na temelju kriterija ukljucenja i iskljucenja, izvrSen
je probir 1 kontaktirani su potencijalni ispitanici (Slika 4.).

Kontrolna skupina zdravih ispitanika nepusa¢a odgovaraju¢e dobi, s normalnim
spirometrijskim nalazom, regrutirana je medu poznanicima osoblja Medicinskog fakulteta u
Splitu i Klinickog bolni¢kog centra Split te u lokalnoj opéoj medicinskoj praksi.

U istrazivanje je ukljuceno 17 bolesnika s KOPB-om i 10 zdravih ispitanika. Pisani
informirani pristanak dali su svi sudionici nakon S§to su detaljno upoznati s protokolom

istrazivanja i svim planiranim postupcima te mogucéim nezeljenim dogadajima.

Slika 4. Dijagram toka izbora ispitanika

Nasumicno izabrani bolesnici s
KOPB-om iz hospitalnih boravaka
i ambulantnih posjeta
n=342

Bolesnici sa stabilnim KOPB-om i
kroni¢nom hipoksemijom
(SpOa <90%)
n=84

Iskljuceni
Nedavno akutno pogorsanje n=19
Nedavna infekcija n=13
Intersticijska bolest pluca n=4
Maligna bolest n=12
Odbili n=3 Zatajenje bubrega n=1
Mentalna ili fizitka nesposobnost n=7 Tromboembolijska bolest prethodne godine n=1
Veliki kardiovaskularni dogadaj prethodne godine n=7

Ukljuceni
n=17
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3.3. Postupci
3.3.1. Anamneza i fizikalni pregled

Istrazivanje je zapoceto uzimanjem anamnesti¢kih podataka od ispitanika. Utvrden je
pusacki status i procijenjena izlozenost duhanskom dimu racunanjem broja pusackih godina
(engl. pack-year, PY = broj godina pusenja x broj popusenih cigareta na dan/20). Ispitano je
postojanje pratecih bolesti i uzimanje lijekova. U bolesnika s KOPB-om prikupljeni su i
podaci o terapiji kisikom, utvrden je broj akutnih egzacerbacija u prethodnoj godini, a
intenzitet zaduhe pri izvodenju svakodnevnih aktivnosti procijenjen je skalom mMRC u kojoj
se stupanj zaduhe opisuje rije¢ima kojima je pridruzen broj od 0 do 4 (Prilog 1.).

Potom su izvrSena antropometrijska mjerenja, odnosno izmjerena je tjelesna visina (V,
cm) pomocu visinomjera te tjelesna masa (m, kg) pomocu digitalne vage. Indeks tjelesne
mase (engl. body mass index, BMI, kg/m?) je izraGunat iz mase podijeljene kvadratom visine

izrazene u metrima.
m
BMI =—
VZ

Arterijski krvni tlak je izmjeren pomoc¢u aneroidnog tlakomjera. Pri tome je manzeta,
omotana oko nadlaktice, najprije napuhana iznad vrijednosti sistolickog arterijskog tlaka, a
onda su, tijekom deflacije manZete, stetoskopom osluskivani Korotkovljevi Sumovi nad
brahijalnom arterijom u kubitalnoj jami 1 odredeni sistoli¢ki (engl. systolic blood pressure,
SBP) 1 dijastolicki (engl. diastolic blood pressure, DBP) arterijski krvni tlak (mm Hg). Iz
izmjerenih vrijednosti je izracunat srednji arterijski krvni tlak (engl. mean arterial pressure,

MAP, mm Hg).

1
MAP = 3 (SBP - DBP) + DBP

3.3.2. Plinska analiza arterijske Kkrvi i acidobazni status

U sklopu procjene pluéne funkcije svakom je ispitaniku s KOPB-om uradena plinska
analiza arterijske krvi i acidobazni status. Uzorak krvi za analizu je uzet u sjede¢em polozaju
ispitanika pri udisanju sobnog zraka punkcijom radijalne arterije pomocu heparinizirane
Sprice volumena 3 mL. Dobiveni uzorak arterijske krvi volumena 0.5-1 mL je odmah po

punkciji analiziran u uredaju GEM Premier 3000 (Instrumentation Laboratory, Lexington,

43



Doktorska disertacija - Suzana Mladinov Metode

MA, USA). Mjereni su sljede¢i parametri: saturacija hemoglobina kisikom (SaO,, %),
parcijalni tlak kisika (PaO,, kPa), parcijalni tlak ugljicnog dioksida (PaCO,, kPa), kiselost
(pH), bikarbonati (HCO3;", mmol/L) i hemoglobin (Hb, g/L).

3.3.3. Pulsna oksimetrija

Tijekom izvodenja istrazivanja svakom je ispitaniku transkutano mjerena zasi¢enost
hemoglobina periferne kapilarne krvi kisikom (SpO,, %) pri ¢emu je senzor pulsnog
oksimetra stavljen na jagodicu prsta lijeve ruke. KoriSten je uredaj Poet II (Criticare Systems,

Waukesha, WI, USA).

3.3.4. Spirometrija

Spirometrija je jedna od metoda procjene pluéne funkcije kojom se mjere volumeni i
protoci udahnutog i izdahnutog zraka. Postupak je izvoden puhanjem kroz usnik u stojeCem
stavu uz instrukcije ispitivaca prema smjernicama Americkog torakalnog drustva i Europskog
respiracijskog drustva (214). KoriSten je uredaj Master Screen (Cardinal Health,
Hoechberg, Germany). Svaki je ispitanik izvr§io najmanje tri reproducibilna mjerenja, a kao
vrijednost promatranog pokazatelja uzeta je najveca izmjerena vrijednost izrazena u postotku
predvidene vrijednosti s obzirom na dob, spol, tjelesnu visinu i rasu (% pred.).

Izmjereni su sljedeci pokazatelji plu¢ne funkcije, i to njihove post-bronhodilatacijske
vrijednosti: FVC (forsirani vitalni kapacitet - maksimalni volumen zraka koji se forsirano,
brzo i1 snazno izdahne nakon maksimalnog udaha), FEV; (forsirani ekspiracijski volumen u
prvoj sekundi - maksimalni volumen zraka koji se izdahne u prvoj sekundi forsiranog izdaha
nakon maksimalnog udaha) i FEF»s7s (forsirani ekspiracijski protok izmedu 25% 1 75%
izdahnutog vitalnog kapaciteta). Na temelju izmjerenog post-bronhodilatacijskog FEV; i
FVC-a izracunat je omjer njihovih vrijednosti izraZenih u litrama (7iffeneau-ov indeks,
FEV//FVC, %). U zdravih ispitanika FEV/FVC iznosi ~80%, a u bolesnika s KOPB-om
<70%.

Radi procjene reverzibilnosti bronhalne opstrukcije svim ispitanicima je uraden
farmakodinamski (bronhodilatacijski) test salbutamolom (Ventolin aerosol za inhalaciju, Pliva
Hrvatska d.o.o., Zagreb, Hrvatska), odnosno spirometrija je uradena prije i 20 minuta nakon

inhalacije 4 potiska od po 100 pg salbutamola preko komorice za inhaliranje. Pozitivnim
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nalazom smatran je porast FEV; ili FVC-a za 12% i 200 mL u odnosu na pocetnu vrijednost.

Ispitanici s pozitivnim bronhodilatacijskim testom nisu ukljuceni u ovo istrazivanje.
3.3.5. Hemodinamika brahijalne arterije

Brahijalna arterija pokusne desne ruke je longitudinalno vizualizirana oko 5 cm
proksimalno od kubitalne jame. Brzina struje krvi u brahijalnoj arteriji (v, cm/s) i njezin
promjer (D, cm) mjereni su duplex ultrazvukom (Terason t3200TM, Teratech, Burlington,
MA, USA) s visefrekvencijskom linearnom sondom od 10 MHz. Isti prilagodeni softver za
detekciju rubova i pracenje stijenki krvnih zila koristen je pri simultanom mjerenju brzine
struje krvi u brahijalnoj arteriji i njezinog promjera frekvencijom od 30 Hz. Odreden je
prosjecni promjer arterije tijekom cijelog sréanog ciklusa jer su prethodna istrazivanja
pokazala da je u tom sluc¢aju FMD gotovo jednak kao i1 kada se koristi teledijastolicki promjer
arterije (103).

Kako krivulja brzine struje krvi otprilike odgovara paraboli, uz pomo¢ povrsine ispod
pozitivne defleksije (antegradni protok) i povrSine iznad negativne defleksije (retrogradni
protok), odnosno softverskim izra¢unom integrala brzine po vremenu, izracunate su prosjecna
srednja antegradna, srednja retrogradna i srednja ukupna brzina struje krvi tijekom cijelog
sréanog ciklusa.

Iz spomenutih brzina struje krvi u brahijalnoj arteriji (v, cm/s) te njezinog promjera
(D, cm) izratunate su odgovarajuce stope smicanja: antegradni SR (aSR, s™), retrogradni SR

(rSR, s‘]) odnosno srednji SR (engl. mean SR, mSR, s']) (84, 94, 96).
v
SR=4x—
D

Oscilirajuéi smicni indeks (OSI), kao pokazatelj veli¢ine smi¢nih oscilacija, izracunat

je iz aSR-a1rSR-a.

|rSR|

OSl= —————
aSR+|rSR|

3.3.6. Vazodilatacija posredovana protokom (FMD)

FMD brahijalne arterije je na pokusnoj ruci procijenjen prije i nakon intervencije

osciliraju¢im smi¢nim optere¢enjem prema medunarodnim smjernicama (76, 96). Manzeta za
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mjerenje arterijskog krvnog tlaka, koja je koriStena za brzu inflaciju i deflaciju, postavljena je

na podlakticu pokusne ruke neposredno distalno od olekranona (Slika 5.).

A B

— 11—

\
I

Poceni | 220 mm He| viD

S

k minute

\

|:| Ultrazvuéno mjerenje v i D brahijalne arterije,
ratunanje prosjecnih v, D, SR i OSI

Slika 5. FMD. A: polozaj manzete za brzu inflaciju i deflaciju.
B: shema izvodenja FMD-a.

Pocetni ultrazvucni prikaz brzine krvne struje u brahijalnoj arteriji i promjer brahijalne
arterije je kontinuirano sniman tijekom 1 minute prije inflacije manZete te su izracunati
prosjecna srednja vrijednost antegradne, retrogradne i ukupne brzine struje krvi po sr¢anom
ciklusu (v, cm/s), po€etni promjer arterije (Do, cm), aSR, rSR i mSR (s te OSL

Potom je podlaktiénom manZetom napuhanom na 220 mm Hg tijekom 5 minuta
izazvana okluzija radijalne arterije. Kontinuirano mjerenje brzine krvne struje i promjera
brahijalne arterije ponovno je zapoceto 30 s prije i1 nastavljeno 5 minuta nakon deflacije
podlakticne manzete. Vr$ni promjer arterije (Dma) nakon deflacije manzete detektiran je
automatski. Vrijeme do vrSnog promjera (s) odnosi se na vrijeme proteklo od trenutka
deflacije manzete do postizanja maksimalnog promjera nakon deflacije (92). Iz podataka o
promjeru arterije izraCunati su apsolutni porast promjera (FMD (mm)) i relativni porast

promjera (FMD (%)), u odnosu na pocetni promjer (Dy).

Apsolutni porast promjera, FMD (mm) FMD (mm) = Dy,.x — Do
. . Dmax - DO
Relativni porast promjera, FMD (%) FMD (%) = Do X 100

U skladu s preporukama, intenzitet hiperemi¢nog podrazaja, odnosno smi¢nog optere¢enja

odgovornog za FMD nakon deflacije manZete, odreden je iz povrSine ispod krivulje mSR-a
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(engl. shear rate-area under curve, SR-AUC, s x s) od trenutka deflacije manzete do

trenutka postizanja vr$nog promjera brahijalne arterije (98).

3.3.7. Osciliraju¢e smi¢no opterecenje (intervencija)

Akutno povecéanje retrogradnog smicnog opterecenja, odnosno oscilirajuée smicno
optere¢enje (u daljnjem tekstu intervencija), izazvano je primjenom modificiranog
okluzijskog modela Jenkinsa i sur. (137) (Slika 6.). Pri tome je pneumatska manzeta,

smjeStena neposredno distalno od olekranona pokusne ruke, napuhana na 75

/] : : : :
mm Hg. Istovremeno je druga pneumatska manzeta, postavljena blizu aksile,

%\ napuhana na 40 mm Hg kako bi se olakSalo hvatanje cirkuliraju¢ih MP-ova.

Obje manzete su bile napuhane tijekom 20 minuta.

Slika 6. Indukcija oscilirajuéeg smi¢nog opterecenja (intervencija)

3.3.8. Mjerenje koncentracije MP-ova u plazmi

Uzorci periferne venske krvi su uzeti u epruvete Cyfo-chex od 8 mL (Streck, Inc.,
Medimark Europe, Grenoble, France), kodirani i poslani brzom postom na Sveuciliste
Maryland u SAD-u gdje su sve analize obavljene u roku od 48 sati od dolaska, pri ¢emu je
laboratorij bio zaslijepljen. Znacajke MP-ova se ne mijenjaju kada se uzorci, pohranjeni na
temperaturi od 4°C ili sobnoj temperaturi, obrade u roku od 3 tjedna od prikupljanja (215).
Krv je centrifugirana 5 minuta na 1 500 g, supernatant je pomijeSan s etilen-diamino-
tetraoctenom kiselinom koncentracije 12.5 mM (engl. ethylenediaminetetraacetic acid,
EDTA), a zatim centrifugiran na 15 000 g tijekom 30 minuta. Alikvoti dobivenog
supernatanta na 15 000 g su inkubirani s obiljezenim protutijelima na MP-ove i analizirani
protocnom citometrijom.

Kako EMP-ovi pupaju s endotelnih stanica, tako se na njihovoj povrSini izlazu
negativno nabijeni ostaci fosfatidil-serina na koji se sekundarno veze aneksin V. Stoga su
EMP-ovi definirani kao mikrocestice promjera do 1 pm pozitivne na aneksin V (145, 215)
koje izrazavaju:

e (D31 (adhezijska molekula trombocita i endotelnih stanica-1, engl. platelet-
endothelial cell adhesion molecule-1, PECAM-1), ali ne i CD41 (a-lanac-IIb integrina
specificnog za trombocite) - CD31+/CD41-,
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ili izrazavaju
e CDG62E (E-selektin, adhezijska molekula endotelnih stanica i leukocita-1, engl.
endothelial-leukocyte adhesion molecule-1, ELAM-1) - CD62E+.
Mjerene su i mikrocestice pozitivne na aneksin V koje izrazavaju:
e (D142 (tkivni ¢imbenik, TF),
e CD66b (engl. carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule-8,
CEACAM-8),
e (D14,
e nitrotirozin i
e von Willebrandov faktor (vWF).

Analiza mikrocestica proto¢nom citometrijom provedena je uredajem s trostrukim
laserom i 8 boja MACSQuant (Miltenyi Biotec Corp., Auburn, CA) uz pomoc¢ softvera
proizvodaca. Svi reagensi i otopine za analizu mikrocestica su bili sterilni i filtrirani filterom
od 0.2 pm. MP-ovi su obojani protutijelom za aneksin V i analizirani kao Sto je prethodno
opisano, uz procjenu veli¢ine ¢estica pomoc¢u mikrokuglica s promjerima od 0.3 um (Sigma,
Inc.), 1.0 pm 1 3.0 um (Spherotech, Inc., Lake Forest, IL) (215). PovrSinski biljezi su
analizirani uz pomo¢ Fluorescence-Minus-One Control Test. Prethodno je kod ponavljanih
analiza istih uzoraka varijabilnost rezultata iznosila <5%. Analiziran je i kontrolni uzorak da
bi se osiguralo ispravno postavljanje ograda (engl. gating) te suspenzija polistirenskih
fluorescentnih mikrokuglica radi ispravnog brojenja mikrocestica. Koncentracija MP-ova u

plazmi izraZena je njihovim brojem po pL.

3.3.9. Protokol istrazivanja

Nakon $to su detaljno upoznati sa svrhom i protokolom istrazivanja, svim planiranim
postupcima 1 mogu¢im neZeljenim dogadajima, svi sudionici su dali pisani informirani
pristanak. Upuceni su da 4 sata prije testiranja ne jedu te da se unutar 12 sati do dolaska u
laboratorij suzdrZe od tjelovjeZbe, uzimanja alkohola 1 kofeina. PuSaci su upuceni da ne puse
8 sati prije testiranja. Bolesnici i kontrolni ispitanici su na dan sudjelovanja u istrazivanju
uzimali svoju redovnu terapiju uobicajenim reZimom.

Po dolasku ispitanika u laboratorij Zavoda za integrativnu fiziologiju Medicinskog

fakulteta u Splitu dopunjeni su potrebni anamnesticki podaci te je obavljen fizikalni pregled u
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okviru kojeg su provedena antropometrijska mjerenja. Nakon toga je uradena spirometrija, a
ispitanicima s KOPB-om jos i plinska analiza arterijske krvi te acidobazni status.

Svi su postupci izvodeni u otprilike isto vrijeme u jutarnjim satima, u tihoj prostoriji
kontrolirane temperature (20-22°C), pri ¢emu je ispitanik bio u leze¢em polozaju na ledima, s
rukama ispruzenim 1 pod kutom od 80° prema trupu. Po jedan venski kateter je postavljen u
kubitalnu venu desne (pokusne) i lijeve (kontrolne) ruke, a pneumatske manzete aneroidnih
tlakomjera su postavljene na nadlakticu i podlakticu desne ruke. Senzor pulsnog oksimetra
postavljen je na jagodicu kaziprsta lijeve ruke i tijekom cijelog testa je transkutano mjerena
zasi¢enost hemoglobina periferne kapilarne krvi kisikom (SpO,, %). Nakon mirovanja u
leze¢em polozaju, u trajanju od 20 minuta, izmjeren je arterijski krvni tlak na lijevoj ruci.
Slijedilo je uzimanje uzoraka venske krvi iz obje ruke radi odredivanja cirkuliraju¢ih MP-ova,
potom mjerenje hemodinamskih parametara brahijalne arterije 1 naposljetku je izveden

bazalni FMD na pokusnoj desnoj ruci (Slika 7.).

A B \ Vo
i Il
Miovaie | eMD | Intervencija | FMD

lezedi

a0 Ad Q N N
| Minute |

|:| Ultrazvucno mjerenje v i D, racunanje prosjecnih v, D, SR i OSI

, Uzimanje uzoraka krvi za EMP-ove

Slika 7. Prikaz protokola. A: polozaj manzeta kojima je izazvano oscilirajuce
smi¢no opterecenje (distalna manzeta - 75 mm Hg) i olakSano hvatanje endotelnih
mikrocestica (proksimalna manzeta - 40 mm Hg). B: shema protokola.

Neposredno nakon ovih mjerenja uslijedila je intervencija, odnosno izazvano je
osciliraju¢e smi¢no opterecenje parcijalnom okluzijom radijalne arterije prema modificiranom
modelu primijenjenom u radu Jenkinsa i sur. (137). Retrogradni je protok induciran tako $to je
pneumatska manZzeta, smjesStena neposredno distalno od olekranona pokusne ruke, napuhana
na 75 mm Hg. Istovremeno je druga pneumatska manzeta, postavljena blizu aksile, napuhana
na 40 mm Hg kako bi se olakSalo hvatanje cirkuliraju¢ih MP-ova. Obje manzZete su bile

napuhane tijekom 20 minuta. Na kontralateralnoj (kontrolnoj) ruci nije bilo manZzete tijekom
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intervencije. Hemodinamski parametri brahijalne arterije izmjereni su u 10. i 20. minuti
intervencije, a novi uzorci venske krvi su uzeti iz pokusne i kontrolne ruke neposredno prije
deflacije manzete. Pet minuta nakon deflacije manzete ponovljeno je mjerenje
hemodinamskih parametara brahijalne arterije, potom FMD i mjerenje arterijskog krvnog
tlaka.

Premda se ne ocekuje da 20-minutna inflacija manzete na 75 mm Hg izazove
ishemijsko-reperfuzijsko oste¢enje, eventualna kontaminacija uzoraka periferne venske krvi
krvlju, iz distalne ishemicne regije, procijenjena je mjerenjem koncentracije laktata u krvi iz
pokusne ruke na pocetku i na kraju inflacije manzete. FMD na kontralateralnoj ruci kao
unutarnjoj kontroli nije mjeren budu¢i da prethodnim istrazivanjima nisu uo¢ene promjene u
obrascu SR-a ili FMD-u (%) (137, 161, 163, 164).

Opisanom testiranju podvrgnuti su bolesnici s KOPB-om najprije pri udisanju sobnog
zraka te nakon 20-minutnog udisanja kisika protokom ~3 L/min preko nosnih vila s ciljem
normalizacije zasi¢enosti hemoglobina periferne arterijske krvi kisikom odnosno postizanja
SpO, >95% koji je odrzavan u drugom dijelu ispitivanja. Suprotno smjernicama za terapiju
kisikom oboljelih od KOPB-a prema kojima je ciljni SpO, 88-92% (216), u ovom je
istrazivanju kratkotrajno primijenjen kisik s ciljem postizanja SpO, >95% da bi se omogucila
usporedba s kontrolnim normoksemiénim ispitanicima koji su testirani samo tijekom udisanja
sobnog zraka. Naime, primjena kisika u zdravih osoba moze dovesti do visestrukih fizioloskih
reakcija kao $to su promijenjeni tonus simpatickog Ziv€anog sustava (217), povecani
oksidacijski stres (218), promjena bioraspolozivosti NO-a (219) i periferne vaskularne

funkcije (220). To bi predstavljalo zbunjuju¢i ¢imbenik u usporedbi s oboljelima od KOPB-a.

3.4. Statisticka analiza

Za izraCun veli¢ine uzorka koriSten je Power/Sample Size Calculator. S obzirom na
normalnu raspodjelu, koja je testirana Shapiro-Wilkovim testom, svi su mjereni parametri
prikazani kao kvantitativni podaci u obliku srednje vrijednosti (engl. mean, M) + standardna
devijacija (SD) sa statistickom znacajnos¢u postavljenom na p<0.05.

Za analizu SR-a i OSI-a koriStena je trosmjerna ANOVA kako bi se utvrdila razlika
izmedu ispitanika s KOPB-om i kontrolnih ispitanika, izmedu udisanja sobnog zraka 1 kisika
u ispitanika s KOPB-om te uc¢inak intervencije (inflacije podlakticne manzete) na SR i OSI

(prije intervencije, u 10. 1 20. minuti intervencije).
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Odnos izmedu bazalnog FMD-a i bazalnog rSR-a u bolesnika i kontrolnih ispitanika
testiran je Pearsonovim testom korelacije.

Ucinak intervencije i normalizacije oksigenacije periferne arterijske krvi na FMD u
ispitanika s KOPB-om procijenjen je pomocu dvosmjerne ANOVA-e za ponovljena mjerenja
(¢imbenici: udisanje sobnog zraka vs. kisika i prije vs. poslije intervencije). Ucinak
intervencije 1 normalizacije oksigenacije na koncentraciju MP-ova pokusne i kontrolne ruke
procijenjen je pomocu Friedmanove analize varijance rangova za ponovljena mjerenja. Ako je
utvrden glavni uc¢inak, uradeni su post-hoc t-testovi pomocu Tukeyeve HSD korekcije za
viSestruke usporedbe.

Ucinak intervencije na FMD u kontrolnih ispitanika koji su udisali sobni zrak
procijenjen je pomocu dvosmjernog t-testa za povezane uzorke. Ucinak intervencije na
koncentraciju MP-ova u kontrolnih ispitanika je analiziran dvosmjernom ANOVA-om
mijeSanog dizajna (¢imbenik izmedu subjekata: kontrolna vs. pokusna ruka; ¢imbenik unutar
subjekta: prije vs. poslije intervencije).

Da bi uzeli u obzir razlike u podrazaju, FMD je usporeden koriStenjem dvosmjerne
ANCOVA-e (prije vs. poslije intervencije, udisanje sobnog zraka vs. kisika) u ispitanika s
KOPB-om s logaritamski preina¢enim pocetnim promjerom brahijalne arterije (Do) i
povrsinom ispod krivulje SR-a (SR-AUC) kao kovarijancama. Ako je utvrden glavni uc¢inak
ili interakcija, izvedeni su post-hoc t-testovi pomoc¢u Bonferronijeve korekcije za viSestruke
usporedbe. Ucinci MAP-a, SpO, i FEV|/FVC na bazalni FMD te odgovor FMD-a na
intervenciju i suplementaciju kisika su testirani kao kovarijance. Cohenovim d je izracunata
veli€ina ucinka razlike izmedu aritmetickih sredina dviju populacija.

StatistiCka analiza svih podataka je uradena pomocu aplikacije Statistica (verzija 8.0,

Statsoft Inc., Tulsa, USA).
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4. REZULTATI

4.1. Ispitanici

U istrazivanju je sudjelovalo 27 ispitanika, od ¢ega je njih 17 ¢inilo ispitivanu skupinu
bolesnika s KOPB-om i kroni¢nom respiracijskom insuficijencijom, a 10 ispitanika je bilo u
kontrolnoj skupini zdravih nepusaca. Obiljezja ispitivane populacije su prikazana u Tablicama
3.,4.15.

Prosje¢na dob ispitanika s KOPB-om je iznosila 69+8 godina, a kontrolnih ispitanika
65+7 godina. Svi osim jednog ispitanika s KOPB-om su imali teSku ili vrlo tesku opstrukciju
protoka zraka u diSnim putovima mjereno FEV, (% pred.) i FEV|/FVC (%) (31.8+11.0,
odnosno 45.9+10.1), dok su vrijednosti navedenih parametara u kontrolnih ispitanika bile
unutar normalnog raspona (107.3422.5, odnosno 77.7+6.0). Tezina bronhalne opstrukcije je u
jednog bolesnika s KOPB-om odgovarala stupnju 2 prema GOLD-u, u Sest bolesnika stupnju
3 i u deset bolesnika stupnju 4. Uzevsi u obzir intenzitet zaduhe 1 ucestalost egzacerbacija svi
su bolesnici s KOPB-om klasificirani u skupinu D, osim jednog koji je bio u skupini B. Medu
ispitanicima s KOPB-om bila su ¢etiri (23.5%) pusaca, dok medu kontrolnim ispitanicima nije
bilo pusaca. Cetrnaest od 17 ispitanika s KOPB-om (82.4%) bilo je na trajnoj kuénoj terapiji
kisikom koji je u svim slu€ajevima primjenjivan putem koncentratora kisika i nosnih vila
protokom od 1-2 L/min. Ispitanici s KOPB-om nisu koristili kisik 6.5+5.8 h prije dolaska u
laboratorij. Prosjecni bazalni SpO; ispitanika s KOPB-om iznosio je 88.2+3.7%, a kontrolnih
ispitanika 96.4+1.0%.

52



Doktorska disertacija - Suzana Mladinov

Rezultati

Tablica 3. Socio-demografska i antropometrijska obiljezja, pusacki status,

popratne bolesti i terapija ispitanika

Kontrolni ispitanici KOPB
(n=10) (n=17)
Dob (godine), M+SD 65.3+£7.3 69.0+8.1
Spol (muski), n (%) 7(70.0) 11(64.7)
Visina (cm), M£SD 174.5£9.0 170.6£8.0
Masa (kg), M+SD 89.1+13.3 76.5+16.8
BMI (kg/m®), M£SD 29.3+4.0 26.2+5.2
Pusacki status, n (%)
Pusac 0(0.0) 4(23.5)
Bivsi pusac 4(40.0) 11(64.7)
Nepusac 6(60.0) 2(11.8)
Pusacke godine (PY), M+SD 28.8422.5 54.3+62.8
Arterijska hipertenzija, n (%) 4(40.0) 11(64.7)
Secerna bolest, n (%) 1(10.0) 3(17.6)
Koronarna arterijska bolest, n (%) 0(0.0) 1(5.9)
Periferna arterijska bolest, n (%) 0(0.0) 2(11.8)
Lijekovi, n (%)
S-blokatori 1(10.0) 4(23.5)
Blokatori kalcijskih kanala 0(0.0) 3(17.6)
ACEIili ARB 0(0.0) 8(47.1)
Diuretici 1(10.0) 12(70.6)
Statini 0(0.0) 1(5.9)
Acetilsalicilna kiselina 0(0.0) 2(11.8)
Inhalacijski kortikosteroidi 0(0.0) 14(82.4)
Sustavni kortikosteroidi 0(0.0) 1(5.9)
Kratkodjelujuéi f,-agonisti 0(0.0) 4(23.5)
Dugodjelujuci S-agonisti 0(0.0) 17(100.0)
Kratkodjeluju¢i antikolinergici 0(0.0) 3(17.6)
Dugodjelujuci antikolinergici 0(0.0) 13(76.5)
Teofilin 0(0.0) 7(41.2)
Roflumilast 0(0.0) 2(11.8)
Metil-digoksin 0(0.0) 1(5.9)
Ivabradin 0(0.0) 1(5.9)
Trajna terapija kisikom 0(0.0) 14(82.4)

M = srednja vrijednost, SD = standardna devijacija.

BMI = indeks tjelesne mase (engl. body mass index), PY = pusacke godine (engl. pack-year),
ACEI = inhibitor enzima koji konvertira angiotenzin (engl. angiotensin-converting enzyme
inhibitor), ARB = blokator angiotenzinskih receptora (engl. angiotensin Il receptor blocker).
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Tablica 4. Arterijski krvni tlak, spirometrija i SpO; ispitanika

Rezultati

Kontrolni ispitanici KOPB
(n=10) (n=17)
SBP (mm Hg) 133.0£18.7 133.2+21.8
DBP (mm Hg) 84.0+7.4 78.8+12.6
FEV, (% pred.) 107.3£22.5 31.8+11.0
FVC (% pred.) 110.8+24.6 52.3+10.8
FEV/FVC (%) 77.7+6.0 45.9+10.1
FEF,s5.75 (% pred.) 88.9+23.4 10.9+4.3
SpO, (%) 96.4+1.0 88.2+3.7

Prikazani su srednja vrijednost + standardna devijacija.

SBP = sistoli¢ki krvni tlak (engl. systolic blood pressure), DBP = dijastoli¢ki krvni tlak (engl.
diastolic blood pressure), FEV| = forsirani ekspiracijski volumen u prvoj sekundi, FVC = forsirani
vitalni kapacitet (engl. forced vital capacity), FEF,s 75 = forsirani ekspiracijski protok (engl. forced
expiratory flow) izmedu 25% 1 75% FVC-a, SpO, = transkutano mjerena saturacija hemoglobina

periferne kapilarne krvi kisikom.

Tablica 5. Plinska analiza arterijske krvi i acidobazni status te obiljezja bolesti

ispitanika s KOPB-om

KOPB
(n=17)

Sa0, (%) 88.2+3.7
PaO, (kPa) 7.2+¢0.9
PaCO, (kPa) 6.3+1.0
pH 7.42+0.03
HCO; (mmol/L) 30.5+4.9
Hb (g/L) 142.9+15.1
Period ispiranja O, (h) 6.5£5.8
Stupanj bronhalne opstrukcije po GOLD-u*

Stadij 1 0 (0.0)

Stadij 2 1(5.9)

Stadij 3 6 (35.3)

Stadij 4 10 (58.8)
Stupanj zaduhe (mMRC) 3.4+0.6
Akutne egzacerbacije u prethodnih 12 mjeseci >2* 12 (70.6)
Kombinirana procjena KOPB-a*

Skupina A 0(0.0)

Skupina B 1(5.9

Skupina C 0(0.0)

Skupina D 16 (94.1)

Prikazani su srednja vrijednost + standardna devijacija osim *n (%).

Sa0, = saturacija hemoglobina periferne arterijske krvi kisikom, PaO, = parcijalni tlak kisika u
perifernoj arterijskoj krvi, PaCO, = parcijalni tlak uglji¢nog dioksida u perifernoj arterijskoj krvi,
HCOj; = aktualna koncentracija bikarbonata u perifernoj arterijskoj krvi, Hb = hemoglobin, GOLD
= Globalna inicijativa za kroni¢nu opstrukcijsku pluénu bolest, mMMRC = modified Medical

Research Council.

54



Doktorska disertacija - Suzana Mladinov Rezultati

Bazalne vrijednosti sistolickog (SBP), dijastolickog (DBP) i srednjeg arterijskog tlaka (MAP)
se nisu razlikovale medu skupinama niti je u pojedinoj skupini bilo razlike nakon intervencije

u odnosu na bazalne vrijednosti (Tablica 6.).

Tablica 6. Arterijski krvni tlak i SpO, ispitanika prije i nakon intervencije®

KOPB - sobni zrak KOPB - O, Kontrolni ispitanici -
sobni zrak
Prije Nakon Prije Nakon Prije Nakon

intervencije  intervencije intervencije intervencije intervencije intervencije

SBP 13094183  1312417.5  130.0+17.8 13324211 132.5418.7 133.5418.3
(mmHg)

DBP

78.2+11.9 77.6£9.7 77.949.8 79.2+13.3 83.0+7.1 84.0+£7.0
(mmHg)
MAP 95.8+13.5 95.5+11.5 95.3+11.9 97.2+15.4 99.5+10.8 100.5+10.4
(mmHg)

SpO, (%) 88.143.8 87.9+3.7 97.1+1.2" 97.1+0.9" 96.8+1.0 96.9+0.9"

Prikazane su srednje vrijednosti + standardna devijacija.

SBP = sistoli¢ki krvni tlak (engl. systolic blood pressure), DBP = dijastolicki krvni tlak (engl. diastolic blood
pressure), MAP = srednji arterijski tlak (engl. mean arterial pressure), SpO, = transkutano mjerena saturacija
hemoglobina periferne kapilarne krvi kisikom.

§ oznacava 20-minutnu inflaciju podlakti¢ne manzete na 75 mm Hg i nadlakti¢ne manzete na 40 mm Hg,

* oznaCava znacajnu razliku izmedu udisanja sobnog zraka i kisika u ispitanika s KOPB-om (prije i nakon
intervencije) (p<0.05),

+ oznacava znacajnu razliku izmedu ispitanika s KOPB-om i zdravih ispitanika na sobnom zraku (prije i nakon
intervencije) (p<0.05).

4.2. Stopa smicanja (SR) i oscilirajuc¢i smi¢ni indeks (OSI)

Obrasci SR-a prije intervencije, u 10. te u 20. minuti intervencije, znacajno su se
razlikovali izmedu bolesnika s KOPB-om i kontrolnih ispitanika (Slika 8.). Naime, u
bolesnika s KOPB-om je utvrden ve¢i rSR, kako prije, tako i nakon korekcije hipoksemije
(p<0.05). U bolesnika s KOPB-om i kontrolnih ispitanika 10-minutna i 20-minutna inflacija
manZete na 75 mm Hg je znacajno povecala rSR (p<0.05), ali nije utjecala na aSR (p>0.05).

Paralelno s pove¢anjem rSR-a izazvanim inflacijom podlaktiéne manZete, znacajno je
povecan OSI u svim skupinama (p<0.01). Razlike u OSI-u izmedu skupina te prije 1 tijekom
intervencije osciliraju¢im smicanjem odgovarale su razlikama u rSR-u s jednom iznimkom.
Naime, OSI je bio manji u kontrolnoj skupini u odnosu na bolesnike s KOPB-om (p<0.05),
osim u usporedbi s KOPB-om tijekom udisanja sobnog zraka prije intervencije gdje razlika

nije bila statisticki znacajna (p>0.05).
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Slika 8. Obrasci stope smicanja (SR, panel A) i osciliraju¢i smicni indeks (OS], panel B) prije i
tijekom (10. i 20. minuta) intervencije na pokusnoj ruci inflacijom podlakticne manzete na 75 mm Hg
i nadlakti¢éne manzete na 40 mm Hg.

Vrijednosti antegradnog i retrogradnog SR-a i OSI-a prikazani su za bolesnike s KOPB-om na sobnom
zraku (crno), za bolesnike s KOPB-om tijekom udisanja kisika (svijetlo sivo) i za kontrolne ispitanike
(tamno sivo). Linije pogreske predstavljaju standardnu devijaciju (SD).

* oznaCava znaCajnu razliku izmedu skupina (p<0.05),

T oznacava znacajnu razliku u odnosu na bazalnu vrijednost (p<0.05).

4.3. Vazodilatacija posredovana protokom (FMD)

Bazalni je FMD (%) bio 36% niZi u bolesnika s KOPB-om tijekom udisanja sobnog
zraka nego u kontrolnih ispitanika (5.03+1.51% vs. 7.88+1.81%, p<0.05), a 28% nizi u
bolesnika s KOPB-om tijekom udisanja kisika nego u kontrolnih ispitanika (5.66+£1.16% vs.
7.88+1.81%, p<0.05). MAP kao kovarijanca nije imao utjecaja na zna€ajnost razlike bazalnih

FMD-ova (%) (F=0.048, p>0.05), dok je utjecaj FEV/FVC 1 SpO, kao kovarijanci bio
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znadajan (F=6.588, p<0.05, parcijalni 1°=0.223, odnosno F=22.131, p<0.01, parcijalni
1°=0.490). Utvrdena je umjerena korelacija bazalnog FMD-a (%) i bazalnog rSR-a u
bolesnika s KOPB-om na sobnom zraku (r=-0.573, p=0.07), dok u kontrolnoj skupini nije bilo
korelacije (r=0.009, p=0.98).

Intervencijom uzrokovano povecanje retrogradnog smicnog opterecenja dovelo je do
znaCajnog smanjenja FMD-a (mm) i FMD-a (%), ali i SR-AUC-a u svim skupinama,
ukljucujuéi bolesnike s KOPB-om nakon normalizacije oksigenacije (p<0.01) (Slika 9.,
Tablica 7.). Ovaj ucinak intervencije je utvrden i kad su pocetni promjer brahijalne arterije
(Do) i SR-AUC ukljuceni kao kovarijance. Ni MAP, ni FEV/FVC, ni SpO, kao kovarijance
nisu imali znacajni utjecaj na odgovor FMD-a (%) na osciliraju¢e smi¢no opterecenje: MAP
(F=0.510, p>0.05), FEV/FVC (F=0.014, p>0.05) i SpO, (F=0.639, p>0.05). U bolesnika s
KOPB-om, MAP i FEV /FVC kao kovarijance nisu imali znac¢ajni utjecaj na odgovor FMD-a
(%) na povecano retrogradno smicanje tijekom udisanja kisika u usporedbi s udisanjem
sobnog zraka (F=2.531, p>0.05, odnosno F=3.539, p>0.05), dok je utjecaj SpO, bio znacajan
(F=5.006, p<0.05, parcijalni n1°=0.152). Nakon uklju¢enja Dy i SR-AUC kao kovarijanci,
FMD (%) je bio znacajno vec¢i tijekom normalizacije oksigenacije nego pri udisanju sobnog
zraka u bolesnika s KOPB-om 1 prije 1 nakon intervencije. Korekcija hipoksemije je

istovremeno dovela do znacajnog smanjenja SR-AUC-a, kako prije tako i nakon intervencije.

p<0.01 p<0.01
I 1 I 1
12= . 5
-e- Sobni zrak

101 - O,
S o
a
= 6+
[L

4=

2-

Prije Nakon Prije Nakon
KOPB Kontrolni ispitanici

Slika 9. FMD (%) u bolesnika s KOPB-om i kontrolnih ispitanika prije i nakon intervencije na
pokusnoj ruci inflacijom podlakti¢ne manzete na 75 mmHg i nadlakti¢ne manzete na 40 mm Hg.
Intervencija je dovela do zna¢ajnog smanjenja FMD-a (%) u svim skupinama (p<0.01).
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U bolesnika s KOPB-om intervencijom izazvano smanjenje FMD-a (%) od 16%
tijekom udisanja sobnog zraka (5.03+1.51% vs. 4.24+1.09%, p<0.05), odnosno 12% tijekom
udisanja kisika (5.66£1.16% vs. 5.00+1.08%, p<0.05), imalo je umjerenu veli¢inu ucinka
(0.60, odnosno 0.59). Smanjenje FMD-a (%) od 37% u kontrolnoj skupini (7.88+1.81% vs.
4.95+1.66%, p<0.05) imalo je veli¢inu u¢inka 1.69.
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Tablica 7. FMD brahijalne arterije prije i nakon intervencije® na pokusnoj ruci

Rezultati

KOPB - sobni zrak

Prije intervencije

Nakon intervencije

KOPB - O,

Prije intervencije

Nakon intervencije

Kontrolni ispitanici - sobni zrak

Prije intervencije

Nakon intervencije

Pocetni promjer - Dy (mm) 4.69+0.87 4.81=0.81 4.74+0.87 4.71£0.91 6.49+0.77" 6.45+0.76"
Vrini promjer - Dy (mm) 4.92+0.92 5.01+0.85 5.01+0.91 4.94+0.93 7.01+0.86" 6.77+0.81"
Vrijeme do Dy (s) 107.3+31.6 93.9+29.0 92.9+22.5 91.6+24.9 94.6+23.2 89.7+24 .4
FMD (mm) 0.24+0.09 0.21+0.07" 0.27+0.07 0.23+0.05" 0.52+0.15° 0.32+0.12°F
FMD (%) 5.03x1.51 4.24+1.09" 5.66+1.16 5.00+1.08" 7.88+1.81" 4.95+1.66"F
SR-AUC (s x s) 25876+9985 17507+6005" 1825246732 14198+3976"" 26124+5289 218115289

§ oznacava 20-minutnu inflaciju podlakticne manzete na 75 mm Hg i nadlaktiéne manzete na 40 mm Hg,

* oznacava znacajnu razliku prije i nakon intervencije (p<0.05),
1 oznacava znacajnu razliku izmedu ispitanika s KOPB-om i kontrolnih ispitanika na sobnom zraku (prije i nakon intervencije) (p<0.05),
11 oznacava znacajnu razliku izmedu ispitanika s KOPB-om na sobnom zraku i tijekom udisanja kisika (prije i nakon intervencije) (p<0.05).
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4.4. Mikrocestice (MP) u plazmi
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Slika 10. Plazmatske koncentracije MP-ova iz pokusne ruke prije i nakon intervencije® u ispitanika s
KOPB-om na sobnom zraku (bijelo) i u ispitanika s KOPB-om tijekom udisanja kisika (sivo).

§ oznacava 20-minutnu inflaciju podlakticne manzete na 75 mm Hg i nadlakticne manzete na 40 mm Hg,

* oznaCava znacajnu razliku u odnosu na udisanje sobnog zraka prije intervencije,

+ oznacava znacajnu razliku u odnosu na udisanje O, prije intervencije.

Plazmatske koncentracije MP-ova iz pokusne ruke prije i nakon intervencije u
bolesnika s KOPB-om prikazane su na Slici 10. Utvrdena je znacajna interakcija (p<0.05) za
MP-ove koji su CD31+/CD41-, CD66b+ i CD142+, dok nikakvi znacajni u¢inak nije utvrden
za ostale MP-ove. Post-hoc analiza je pokazala da je intervencija uzrokovala povecanje
koncentracije CD31+/CD41- EMP-ova tijekom udisanja sobnog zraka (p<0.05), ali ne 1 nakon
normalizacije oksigenacije (p>0.05). Istovremeno je intervencija dovela do povecanja
koncentracije CD142+ MP-ova tijekom udisanja kisika (p<0.05).

Nije utvrdena korelacija promjene koncentracije CD314+/CD41- EMP-ova i promjene
FMD-a (%) i FMD-a (mm) u bolesnika s KOPB-om — kako za vrijeme udisanja sobnog zraka

tako ni pri udisanju kisika.
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U plazmi iz kontrolne ruke bolesnika s KOPB-om osciliraju¢e smicno opterecenje nije
izazvalo promjenu razine MP-ova, neovisno o oksigenaciji (p>0.05).

Ni u kontrolnih zdravih ispitanika nije bilo utjecaja povecanog retrogradnog smicanja
(p>0.05) na razinu bilo kojeg podtipa MP-ova niti su se one razlikovale izmedu pokusne i

kontrolne ruke (p>0.05).
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Glavni nalazi ovog eksperimentalnog istrazivanja su sljedeci:

1. u bolesnika sa stabilnim, napredovalim KOPB-om i kroni¢nom respiracijskom
insuficijencijom osciliraju¢e smi¢no optereCenje s akutnim povecanjem retrogradnog
smicanja dodatno pogorSava ionako poremecenu endotelnu funkciju u vidu smanjenja
dilatacije brahijalne arterije posredovane protokom (FMD) i poveéanja plazmatske
koncentracije CD31+/CD41- endotelnih mikrocestica (EMP) kao biljega endotelne apoptoze,
a

2. korekcija hipoksemije ponistava ucinak oscilirajuéeg smi¢nog optereenja na
povecanje plazmatske koncentracije CD31+/CD41- EMP-ova te poboljSava o endotelu ovisni
FMD.

S obzirom da je prethodno utvrdeno postojanje endotelne disfunkcije u bolesnika s
KOPB-om, glavni cilj ovog istraZzivanja bio je utvrditi uzrokuje li poremeceni protok krvi
dodatno pogorSanje funkcije endotela u populaciji hipoksemicnih bolesnika sa stabilnim
KOPB-om. I pokazano je da akutno izazvano osciliraju¢e smicno opterecenje dovodi do
daljnjeg oStecenja endotela u vidu smanjenja FMD-a brahijalne arterije (FMD (%) i FMD
(mm)) 1 povecanja plazmatske koncentracije CD31+/CD41- EMP-ova kao biljega endotelne
apoptoze. Ukupno gledajudi, rezultati ovog istrazivanja po prvi put pruzaju in vivo dokaz koji
povezuje Stetnu ulogu pro-aterogenih dogadaja, poput osciliraju¢eg smicnog opterecenja, s
endotelnom disfunkcijom u bolesnika sa stabilnim KOPB-om i kroni¢nom respiracijskom
insuficijencijom.

Dakle, u bolesnika s umjerenim do vrlo teskim, stabilnim KOPB-om i kroni¢nom
respiracijskom insuficijencijom akutno izazvano, oscilirajue smicno opterecenje uzrokuje
povecanje koncentracije cirkuliraju¢ih CD31+/CD41- EMP-ova, povezanih s endotelnom

apoptozom, paralelno s poremecajem funkcije endotela u smislu smanjenja FMD-a brahijalne
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arterije. Ovo je smanjenje FMD-a, izazvano osciliraju¢im smicanjem, znacajno i nakon
ukljucenja Dy i SR-AUC kao kovarijanci, umjerene je veli¢ine ucinka i ne korelira s porastom
koncentracije CD31+/CD41- EMP-ova. U vezi s potonjim, u zdravih kontrolnih ispitanika
odgovaraju¢e dobi znaCajna atenuacija FMD-a brahijalne arterije izazvana osciliraju¢im
smicanjem (veli¢ina u¢inka 1.69) nije bila pracena povecanjem koncentracije CD31+/CD41-
EMP-ova, §to sugerira da moguc¢i odgovorni mehanizmi nisu povezani s oslobadanjem ili
klirensom EMP-ova.

Iako su poduzete sve mjere za ograniCenje pristranosti u vezi s interpretacijom
ultrazvucnih slika (npr. Sifriranje datoteka prije analize), smanjenje FMD (%) za <1%
(5.03+1.51% vs. 4.244+1.09% na sobnom zraku, odnosno 5.66+1.16% vs. 5.00£1.08% tijekom
udisanja kisika) u bolesnika sa stabilnim KOPB-om i kroni¢nom respiracijskom
insuficijencijom, izazvano akutnim povecanjem retrogradnog smicanja, zahtijeva opreznu
raspravu o rezultatima. Medutim, i ovo malo smanjenje FMD-a moZe biti vrlo vazno.
Prethodnim je istrazivanjima utvrdeno da u starijih osoba, s a priori niskim FMD-om, ne
dolazi do daljnjeg smanjenja FMD-a nakon podrazaja osciliraju¢im smicnim opterecenjem.
Naime, Schreuder i sur. (168) su inflacijom podlaktiéne manzete na 30 i 60 mm Hg tijekom
30 minuta izazvali porast rSR-a, ali bez utjecaja na FMD (%), koji je a priori bio znacajno
manji nego u ispitanika mlade dobi (4.3+1.9% vs. 6.4+2.4%) u kojih je porast rSR-a doveo do
znacajnog pada FMD-a (%) (162). To sugerira postojanje endotelne disfunkcije, odnosno
razli¢itu sposobnost i mehanizme prilagodbe na isti hemodinamski podrazaj u starijih
ispitanika, a povezuje se s promjenom bioraspoloZivosti NO-a (169, 221), smanjenom
osjetljivosti glatkih miSi¢nih stanica krvozilne stijenke (222), povecanom arterijskom krutosti
te povecanim simpatickim i vaskularnim tonusom u starijoj dobi (169). Ovakav nalaz su
autori dijelom pripisali smanjenom bazalnom FMD-u: naime, utvrdena je pozitivna korelacija
bazalnog FMD-a i pada FMD-a (r=0.386, p<0.001), odnosno ve¢e smanjenje FMD-a u
odgovoru na porast rSR-a u ispitanika s ve¢im bazalnim FMD-om. Stoga, makar i malo
smanjenje FMD-a moZe odrazavati povecanu osjetljivost ve¢ oSteCenog endotela u
napredovalom KOPB-u i podloZznost potencijalnom dodatnom pogorSanju u slucaju
izlozenosti Stetnom podrazaju. Pokazalo se da i malo smanjenje FMD-a moZe imati znacajni
utjecaj na kardiovaskularni rizik (75).

Kod laminarnog, pulsiraju¢eg protoka krvi u provodnim arterijama dominira
protjecanje krvi u antegradnom smjeru. Obrasci s povecanim retrogradnim protokom mogu
nastati zbog poviSenog tonusa u distalnim otporni¢kim krvnim zilama (167), §to je uobi¢ajeno

u starijoj dobi, kod pretilosti i hipertenzije (168-171). Ovo je prvo istrazivanje u kojem su
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ispitani obrasci smicanja i rSR u bolesnika s napredovalim KOPB-om. Utvrdeno je da je nizi
bazalni FMD u hipoksemicnih bolesnika sa stabilnim KOPB-om, u usporedbi s kontrolnim
zdravim ispitanicima, praéen poviSenim bazalnim rSR-om. Umjerena korelacija bazalnog
FMD-a (%) i bazalnog rSR-a (r=-0.573, p=0.07) nas navodi na zaklju¢ak da povecana
retrogradna stopa smicanja moze pridonijeti endotelnoj disfunkciji u bolesnika sa stabilnim
KOPB-om i kroni¢nom respiracijskom insuficijencijom.

U ovom je istrazivanju uoceno smanjenje FMD-a u zdravih kontrolnih ispitanika
starije dobi nakon izlaganja osciliraju¢em smic¢nom opterecenju Sto nije u skladu s prethodnim
nalazima Schreudera i sur. (168). Jedno od moguc¢ih objasnjenja moglo bi biti postojanje
praga stope smicanja iznad kojeg dolazi do mjerljivog uc¢inka na FMD, a ¢ije je smanjenje
ovisno o intenzitetu retrogradnog smicanja (161). Naime, Schreuder i sur. su primijenili
protokol u kojem je podlakticna manzeta napuhana na 30 i 60 mm Hg tijekom 30 minuta, dok
na nadlaktici nije bilo manzete (168). Pri tom su izazvali porast rSR-a ovisan o intenzitetu
podrazaja, ali bez posljedicnog utjecaja na FMD (%), kako je prethodno spomenuto. U
pokusu Jenkinsa i sur. (137), na mladim, zdravim ispitanicima, inflacijom nadlakti¢ne
manzete kontrolne ruke na tlak od 40 mm Hg doslo je do blagog povecanja rSR-a, ali
nedovoljno za promjenu razine EMP-ova S§to, takoder, sugerira moguce postojanje praga
poremecaja protoka iznad kojeg dolazi do akutne endotelne ozljede. U ovom istrazivanju, 20-
minutno povecanje rSR-a u kontrolnih zdravih ispitanika nije uzrokovalo znacajno povecanje
koncentracije cirkuliraju¢ih MP-ova, ali je dovelo do zna€ajnog smanjenja FMD-a. Stoga, dok
osciliraju¢e smicno opterecenje remeti endotel u hipoksemi¢nih bolesnika sa stabilnim
KOPB-om na stani¢noj 1 funkcionalnoj razini, u zdravih ispitanika vjerojatno postoje drugi
mehanizmi distalno od izvora oscilirajueg smicanja koji naruSavaju FMD, kao §to su
smanjenje aktivnosti eNOS-a (159) i/ili poviSeni oksidacijski stres (164).

Intervencija akutnim povecanjem retrogradnog smicanja u hipoksemic¢nih bolesnika sa
stabilnim KOPB-om uzrokovala je povecanje plazmatske koncentracije CD31+/CD41- EMP-
ova kao biljega apoptoze endotelnih stanica. Za razliku od Jenkinsovog istrazivanja u kojem
je potpuna distalna okluzija, podlakticnom manzetom napuhanom na 220 mm Hg tijekom 20
minuta, izazvala povecanje biljega aktivacije 1 apoptoze endotelnih stanica (CD62E+ odnosno
CD31+/CD42b- EMP-ova) (137), u ovom je istrazivanju primijenjeno 75 mm Hg, Sto je
vjerojatno dovelo do apoptoze endotelnih stanica, ali ne i njihove aktivacije. Naime, povecana
je plazmatska koncentracija CD31+/CD41- EMP-ova, dok je koncentracija CD62E+ EMP-

ova ostala nepromijenjena.
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Specificni mehanizmi kojima sustavna upala sudjeluje u patogenezi kardiovaskularnih
bolesti u KOPB-u su slozeni. Aterosklerotski proces zapo€inje ozljedom vaskularnog endotela
kojeg dodatno ostecuje oscilirajuc¢e smi¢no optereéenje s povecanim retrogradnim smicanjem
(povecani biljezi endotelne apoptoze uslijed akutnog poremecaja protoka) (59, 60, 137).
Osciliraju¢e smicanje povecava izrazaj adhezijskih molekula i endotelina-1, ¢ime pogoduje
adheziji cirkuliraju¢ih leukocita na oSte¢enu endotelnu povrSinu (159). Medutim, u ovom
istrazivanju, u bolesnika s napredovalim KOPB-om, nije utvrdena promjena koncentracije
MP-ova s biljezima polimorfonuklearnih leukocita, monocita, makrofaga ili adhezijskih
molekula leukocita-endotelnih stanica, koja bi bila inducirana osciliraju¢im smicnim
opterecenjem.

U ovom se istrazivanju ispituje i utjecaj hipoksemije te njezine korekcije na endotelnu
funkciju u bolesnika s napredovalim, stabilnim KOPB-om in vivo. Poznato je da hipoksemija
povecava vazodilataciju posredovanu NO-om in vivo (205, 206), pri ¢emu treba imati na umu
da je vecina studija koje su istrazivale ucinke hipoksemije na arterijsku dilataciju provedena
na zdravim dobrovoljcima u uvjetima akutne hipoksemije. Hipoksemija, takoder, snazno
aktivira simpaticki Ziv€ani sustav (166, 202, 203) dovode¢i do hiperventilacije, tahikardije i
periferne vazokonstrikcije, odnosno vaskularne disfunkcije (166, 203, 204). Prethodno je
utvrdena disfunkcija autonomnog ziv€anog sustava u smislu njegove poveéane aktivnosti,
poviSene srcane frekvencije i njezine smanjene varijabilnosti te smanjene osjetljivosti
barorefleksa u bolesnika s KOPB-om i kroni¢nom respiracijskom insuficijencijom u odnosu
na zdrave ispitanike (48, 49, 223, 224). Pri tome pojacana simpaticka aktivnost u misi¢ima
moze biti posredovana i drugim mehanizmima osim aktivacije perifernih kemoreceptora:
pored poremecaja osjetljivosti barorefleksa tu su 1 lokalni u¢inak produkata ishemijskog
metabolizma u uvjetima povecanog rada disanja, ali i utjecaj diuretika, f»-agonista ili teofilina
(48). Budu¢i da hipoksija povecava aktivnost i osjetljivost karotidnog tjeleSca (225) te
simpaticke impulse prema krvozilju (226), a hiperoksija ublazava povecanje simpatickog
tonusa (226), pretpostavljeno je da ¢e normalizacija oksigenacije ublaziti poremec¢aj FMD-a
povezan s podrazajem simpati¢kog ziv€anog sustava izazvanog hipoksijom (204). U zdravih
osoba simpaticka aktivnost u misi¢ima ostaje poviSena >20 minuta nakon 20 minuta umjerene
hipoksemije (SaO; 80%) (202, 226). Stoga, korekcija hipoksemije 20-minutnom nadoknadom
kisika vjerojatno nece potpuno dokinuti vaskularne uc¢inke dugotrajne hipoksemije. Medutim,
prethodno je pokazano da kratkotrajna primjena kisika (4 L/min, 20 minuta, putem nosnih
vila) ipak dovodi do blagog smanjenja aktivnosti simpatic¢kih zivaca u miSi¢ima (48). I zaista,

u bolesnika s KOPB-om je korekcija hipoksemije dovela do pove¢anja FMD-a (%) kad su u
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obzir uzeti Dy i SR-AUC kao kovarijance, §to uz manji podrazaj (SR-AUC) moze ukazivati na
odredeno poboljsanje endotelne funkcije. U ovom istrazivanju korekcija hipoksemije u
bolesnika s KOPB-om nije utjecala na rSR. U skladu s rezultatima ovog istrazivanja, Dinh-
Xuan i sur. (211) su in vitro, na uzorcima pluéne arterije bolesnika s krajnjim stadijem KOPB-
a kojima su transplantirana plu¢a, pokazali korelaciju oSteCene vazodilatacije ovisne o
endotelu i smanjenog preoperativnog PaO,, Sto upuduje na to da kroni¢na hipoksemija
doprinosi ostecenju endotelne funkcije u bolesnika s KOPB-om. Nadalje, Keymel i sur. su,
usporedujuci bivse pusace s invazivno dokazanom koronarnom arterijskom bolesc¢u, sa i bez
konkomitantnog KOPB-a, utvrdili znac¢ajnu korelaciju FMD-a (%) i PaO,, neovisnu o FEV i
anamnezi puSenja, sugeriraju¢i doprinos hipoksemije disfunkciji endotela, potencijalno
posredovanoj smanjenom bioraspolozivos¢u NO-a (192). Ono $to takoder treba uzeti u obzir
je Cinjenica da endotelna disfunkcija nastaje rano u KOPB-u, kada je opstrukcija protoka
zraka u diSnim putovima blaga do umjerena (124, 180, 181, 184, 186), a jo§ uvijek nema
arterijske hipoksemije, Sto sugerira da hipoksemija mozda nije direktno povezana s opazenim
smanjenjem FMD-a u bolesnika s napredovalim KOPB-om. Tome u prilog govore rezultati
istrazivanja Clarenbacha i sur. u kojem u bolesnika s KOPB-om nije utvrdena povezanost
hipoksemije s FMD-om (%), za razliku od hiperkapnije ¢iji je negativni utjecaj na FMD (%) u
univarijatnoj analizi nestao nakon korekcije za FEV;. U istom istrazivanju nije utvrdena
neovisna povezanost osjetljivosti barorefleksa i FMD-a (%), odnosno ¢inilo se da simpaticka
aktivnost nije znac¢ajna odrednica endotelne funkcije u KOPB-u (24). Ni Eickhoff i sur. nisu
uocili vezu izmedu terapije kisikom i FMD-a (%) u bolesnika s KOPB-om (185).

Povecani oksidacijski stres je drugi potencijalni mehanizam kojim hipoksemija moze
doprinijeti endotelnoj disfunkciji u bolesnika s KOPB-om. U istraZivanju mehanizama
odgovornih za vaskularnu disfunkciju u KOPB-u, Ives i sur. su utvrdili znac¢ajno nizi FMD
(%) u nepusaca s KOPB-om u odnosu na zdrave nepuSace (3.1+0.5% vs. 6.7+0.6%, p<0.05)
Sto je bilo praceno poviSenim pokazateljima bazalnog oksidacijskog stresa te smanjenim
pokazateljima antioksidacijskog potencijala, odnosno poremecenom redoks-ravnotezom
(193). Nasuprot tome, Clarenbach 1 sur. u KOPB-u nisu utvrdili povezanost FMD-a (%) i
koncentracije malon-dialdehida, kao mjere oksidacijskog stresa (24). Kako 20-minutna
terapija kisikom ne mijenja plazmatsku razinu biljega upale i oksidacijskog stresa u bolesnika
s KOPB-om (227), malo je vjerojatno da su uocene promjene posljedica izmijenjene redoks-
ravnoteze. Tome u prilog govori i nepromijenjena koncetracija nitrotirozina, kao biljega
endogene aktivnosti peroksinitrita i oksidacijskog stresa, kad se usporeduje udisanje sobnog

zraka i kisika ispitanika s KOPB-om u ovom istrazivanju.
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U istrazivanju Keymela 1 sur. je pri procjeni uc¢inka hipoksemije na FMD uzet u obzir
pocetni promjer brahijalne arterije koji je u bolesnika s KOPB-om i nizom razinom kisika bio
neznatno veci, ali ta razlika nije dosegla statisticku znacajnost (4.8+0.7 mm vs. 4.5+0.5 mm,
p=0.293) (192). Periferna vazodilatacija je u usporedbi s kontrolnim ispitanicima nepusacima
utvrdena u bolesnika s KOPB-om i u ranijim istraZzivanjima (185, 209), Sto se povezuje, ne
samo s direktnim ucinkom hipoksemije nego i s volumnim optere¢enjem u bolesnika s
kroni¢nim pluénim srcem (210) te s gubitkom elastina (55). U ovom su istrazivanju bolesnici
sa stabilnim KOPB-om i kroni¢nom respiracijskom insuficijencijom u usporedbi s kontrolnim
zdravim ispitanicima imali znacajno manji pocetni promjer brahijalne arterije $to bi moglo
upucivati na prevladavajuéi ucinak hipoksijom izazvanih vazokonstrikcijskih mehanizama
poput pojacane aktivnosti simpati¢kog sustava (48) i sustava renin-angiotenzin (47) u odnosu
na vazodilatacijske mehanizme. Ova razlika u pocetnom promjeru brahijalne arterije moze
imati znacajne reperkusije na FMD (99), zbog ¢ega je Dy ukljucen kao kovarijanca pri analizi
ucinka intervencije na FMD, odnosno razlike odgovora FMD-a na intervenciju izmedu
udisanja sobnog zraka i kisika u bolesnika s KOPB-om.

Zanimljivo je da je u bolesnika s KOPB-om normalizacijom oksigenacije poniSteno
povecanje CD31+/CD41- EMP-ova izazvano osciliraju¢im smi¢nim optere¢enjem (Slika 10.),
premda nije bilo znacajne razlike u rSR-u izmedu udisanja sobnog zraka odnosno kisika. To
nas navodi na zakljuc¢ak da je vjerojatno djelovanje kisika proizvelo zastitni ucinak, neovisno
o oscilirajuéem smi¢nom opterecenju. Budu¢i da je kombinacija hipoksemije i oscilirajuceg
smi¢nog optere¢enja povezana sa znac¢ajnim porastom koncentracije navedenih EMP-ova, ¢ini
se da je uz oscilirajue smi¢no opterecenje potreban dodatni inzult da bi se poremetila
funkcija endotelne stanice. Slicno tome, segmenti arterija koji su kroni¢no izloZeni
aterogenim obrascima smicanja zahtijevaju dodatne poticaje, poput hiperlipidemije, da bi u
konacnici doslo do razvoja ateroskleroze (60). Stoga smatramo da, u bolesnika s KOPB-om,
hipoksemija pridonosi nastanku endotelne disfunkcije koja se moze pojacati osciliraju¢im
smi¢nim optereCenjem. Kako je prethodno receno, u bolesnika s KOPB-om se FMD (%)
znafajno povecao korekcijom hipoksemije nakon normalizacije za Dy i SR-AUC. I ovo
poboljsanje FMD-a ukazuje na ulogu hipoksemije u smanjenju osjetljivosti endotela na
osciliraju¢e smicanje, u skladu s rezultatima prethodnih istrazivanja in vitro (211). Dakle, ¢ini
se da 1 mehanicki (osciliraju¢e smi¢no opterecenje) i kemijski (hipoksemija) inzulti mogu
pridonijeti nastanku 1 pogorSanju endotelne disfunkcije u bolesnika s KOPB-om.

Paralelno sa smanjenjem FMD-a (%) i FMD-a (mm) nakon intervencije oscilirajuéim

smi¢nim optere¢enjem u bolesnika s KOPB-om na sobnom zraku i tijekom udisanja kisika,
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smanjen je i podrazaj za FMD odnosno SR-AUC, sto sugerira da osjetljivost endotela na
smicanje nije poremecena oscilirajuéim smicanjem. Medutim, smanjenje FMD-a nakon
intervencije, koje je bilo statisticki znacajno i nakon ukljucenja Dy i SR-AUC-a kao
kovarijanci, navodi nas na zakljucak da u bolesnika s napredovalim KOPB-om 1 kroni¢nom
respiracijskom insuficijencijom akutno povecanje retrogradnog smicanja ipak dodatno
pogorSava ionako smanjeni FMD. Primjena razli¢itih intenziteta podrazaja i potencijalno
postojanje ucinka ovisnog o dozi, odnosno korelacije podrazaja i reakcije, posluzili bi kao
dodatni argument u prilog ovoj tezi.

MozZzemo zakljuciti da je u usporedbi sa zdravim ispitanicima, u bolesnika s
napredovalim, stabilnim KOPB-om i kroni¢nom respiracijskom insuficijencijom endotelna
disfunkcija, u smislu smanjenog bazalnog FMD-a, praéena poveéanom bazalnom
retrogradnom stopom smicanja (rSR). Akutni poremecaj protoka krvi u obliku oscilirajuéeg
smicnog opterecenja pogorSava FMD i u skupini bolesnika i u kontrolnoj skupini zdravih
ispitanika. Medutim, u bolesnika s umjerenim do vrlo teSkim, stabilnim KOPB-om i
kroni¢nom hipoksemijom, smanjenje FMD-a je praéeno porastom plazmatske koncentracije
EMP-ova koji su biljezi apoptoze endotelnih stanica, $to predstavlja vecu potencijalnu
opasnost s obzirom na ionako oSteceno krvozilje ovih bolesnika. Primjena kisika poniStava
ucinak oscilirajuéeg smi¢nog optere¢enja na porast razine cirkuliraju¢ih EMP-ova i ¢ini se da
poboljsava FMD na dani podrazaj. Istrazivanje utjecaja eliminacije retrogradnog smicanja i
povecanja srednjeg smicnog opterecenja (149) (npr. grijanjem ekstremiteta) na eventualno
poboljsanje funkcije endotela u bolesnika s KOPB-om moglo bi posluZziti kao dodatni
argument za potporu tezi o doprinosu poremecenog protoka krvi endotelnoj disfunkciji u

bolesnika s KOPB-om.

Metodolo$ka razmatranja

Lijecenje hipoksemicnih bolesnika sa stabilnim KOPB-om ukljucuje i terapiju kisikom
¢iji je cilj povecanje PaO, iznad 55 mm Hg, odnosno iznad 59 mm Hg ako je hematokrit
>0.55, ako postoji pluéna hipertenzija ili znaci popustanja desnog srca. To je u skladu sa
smjernicama Britanskog torakalnog druStva prema kojima je, u hiperkapnijskom obliku
respiracijske insuficijencije, ciljni SpO, 88-92% (216). Dugotrajno lijecenje kisikom (engl.
long-term oxygen therapy, LTOT) dokazano smanjuje smrtnost i nastanak plu¢ne hipertenzije

u ovoj populaciji bolesnika, dok su uc€inci na zaduhu, funkcionalnu sposobnost, kvalitetu
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zivota, oksidacijski stres 1 sustavnu upalu jo$ uvijek kontroverzni (228, 229). Postoji bojazan
da nadomjesna terapija kisikom moze i u bolesnika s KOPB-om pogorsati oksidacijski stres i
tako potencirati sustavnu upalu i ostale patofizioloske procese te ubrzati napredovanje bolesti.
Tako su Carpagnano i sur. jednosatnom primjenom kisika preko maske (FiO, 28%), u
usporedbi s udisanjem Cistog zraka, izazvali porast pokazatelja sustavne upale i oksidacijskog
stresa u kondenzatu izdahnutog zraka, ne samo u zdravih ispitanika, nego i u bolesnika s
KOPB-om, kako normoksemic¢nih, tako i hipoksemi¢nih (230). S druge strane u istrazivanju
van Helvoorta i sur. jednosatna primjena kisika putem nosnih vila (4 L/min) u
normoksemic¢nih, sarkopeni¢nih bolesnika s KOPB-om nije utjecala na pokazatelje sustavne
upale i oksidacijskog stresa u sustavnoj cirkulaciji (227). U ovom istrazivanju je u
hipoksemi¢nih bolesnika s KOPB-om, u eksperimentalne svrhe, kratkotrajno i nadzirano
primijenjen kisik niskim protokom (~3 L/min) putem nosnih vila s ciljem postizanja SpO,
>95% da bi se omogucila usporedba s kontrolnim zdravim ispitanicima ¢iji je SpO, u
mirovanju iznosio 96.4+1.0%. Doista, primjena kisika u zdravih osoba i posljedi¢ni znacajni
porast PaO, moze dovesti do viSestrukih fizioloskih reakcija kao $to su smanjeni tonus
simpatiCkog ziv€anog sustava (217), povecani oksidacijski stres (218), promjena
bioraspolozivosti NO-a (219) i periferne vaskularne funkcije (220). S obzirom da ucinci
hiperoksemije nisu ekvivalentni ucincima korekcije hipoksemije, primjena kisika u
normoksemicnih kontrolnih ispitanika bi predstavljala zbunjujuéi ¢imbenik u usporedbi s
ispitivanom skupinom bolesnika s KOPB-om tijekom udisanja kisika, pa kisik u zdravih
kontrolnih ispitanika nije primijenjen.

Tlak intervencije od 75 mm Hg je izabran na temelju rezultata istraZivanja Thijssen 1
sur. (161). Vece vrijednosti tlaka bi nakon deflacije manZete izazvale znafajnu reaktivnu
hiperemiju koja bi, kao dodatni podrazaj endotela, bila zbunjujuéi ¢imbenik u procjeni
utjecaja intervencije na FMD. Premda se ne o¢ekuje da 20-minutna inflacija manZete na 75
mm Hg izazove ishemijsko-reperfuzijsko oStecenje s obzirom na najnizi SBP naSih ispitanika
od 100 mm Hg, kontaminacija krvlju iz distalne ishemiCne regije je isklju¢ena mjerenjem
koncentracije laktata u krvi iz pokusne ruke prije i na kraju inflacije manzete pri ¢emu nije
utvrdena znacajna razlika.

Nije mjeren FMD na kontralateralnoj ruci, koja je predstavljala unutarnju kontrolu,
budu¢i da u prethodnim istrazivanima na kontralateralnoj ruci nisu uocene promjene obrasca

smicanja, FMD-a niti koncentracije MP-ova (137, 161, 163, 164).
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Veli¢ina uzorka u ovom istrazivanju je relativno mala §to je uobicajeno u fizioloskim
istrazivanjima ovog tipa, a ovaj je nedostatak dijelom prevladan i angazmanom iskusnog
ultrasoniCara te primjenom automatiziranog softvera pri ultrazvuénim mjerenjima i analizama.

Nadalje, nije ispitan utjecaj komorbiditeta, c¢imbenika rizika 1 lijekova na
hemodinamiku i endotelnu funkciju brahijalne arterije, izmedu ostalog i zbog malog broja
ispitanika. KOPB je Cesto pracen komorbiditetima, poput arterijske hipertenzije i Secerne
bolesti, koji takoder utjecu na arterijsku strukturu i funkciju, narocito u napredovalim fazama
bolesti. Stoga bi bilo iznimno tesko odabrati populaciju bolesnika s napredovalim KOPB-om
bez komorbiditeta 1 odgovarajuce terapije. Osim toga, takva bi populacija slabo predstavljala
ciljanu populaciju bolesnika s napredovalim KOPB-om u stvarnom zivotu (186). Takoder se
postavlja pitanje opravdanosti prilagodbe za kardiovaskularne bolesti s obzirom da su one
posljedica endotelne disfunkcije, a ne obrnuto (184).

Jo§ jedno vaZzno ograniCenje ovog istraZivanja je potencijalno zbunjujuéi ucinak
pluéne hipertenzije u bolesnika s KOPB-om. Prethodno je utvrden poremeca;j dilatacije pluéne
arterije ovisne o endotelu u reseciranim uzorcima pluca bolesnika i s blagim i s napredovalim
KOPB-om s potencijalnim doprinosom razvoju pluéne hipertenzije u KOPB-u (231, 232).
Utvrdivanje pluéne hipertenzije bi zahtijevalo kateterizaciju desne strane srca s obzirom da je
osjetljivost manje invazivnih dijagnostickih metoda kao §to je ehokardiografija u bolesnika s
KOPB-om prili¢no niska (233).

U ovom istraZivanju nije ispitan utjecaj viskoznosti krvi na opaZene razlike medu
bolesnicima s KOPB-om i zdravim ispitanicima jer su prethodna istraZivanja pokazala kako

viskoznost ima zanemariv ucinak na pokazatelje vaskularne funkcije poput FMD-a (97).
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6. ZAKLJUCCI

Glavni nalazi ovog eksperimentalnog istrazivanja su sljedeci:

1. U usporedbi sa zdravim ispitanicima, u bolesnika s napredovalim, stabilnim KOPB-
om i kroni¢nom respiracijskom insuficijencijom endotelna je disfunkcija, u smislu smanjene
dilatacije brahijalne arterije posredovane protokom (FMD), pra¢ena pove¢anom bazalnom

retrogradnom stopom smicanja (rSR).

2. U bolesnika sa stabilnim KOPB-om i kroni¢nom respiracijskom insuficijencijom
osciliraju¢e smi¢no optereéenje s akutnim povecanjem retrogradnog smicanja dodatno
pogorSava ionako smanjeni FMD, §to je praceno povecanjem plazmatske koncentracije

CD31+/CD41- endotelnih mikrocestica (EMP) kao biljega endotelne apoptoze.

3. U kontrolnih zdravih ispitanika osciliraju¢e smi€no opterecenje s akutnim povecanjem
retrogradnog smicanja takoder pogorSava FMD, ali bez utjecaja na plazmatsku koncentraciju

mjerenih mikrocestica (MP).
4. Korekcija hipoksemije u bolesnika sa stabilnim KOPB-om i kroni¢nom respiracijskom

insuficijencijom poniStava ucinak osciliraju¢eg smi¢nog optere¢enja na povecanje plazmatske

koncentracije CD31+/CD41- EMP-ova te poboljSava o endotelu ovisni FMD.
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7. SAZETAK

Endotelna disfunkcija se smatra jednom od patofizioloskih poveznica KOPB-a i
kardiovaskularnih bolesti, koje su medu naj¢es¢im komorbiditetima i uzrocima smrti oboljelih
od KOPB-a. Mehanizmi koji su odgovorni za poremecaj funkcije endotela s pro-aterogenim
fenotipom endotelnih stanica u bolesnika s KOPB-om su u zna¢ajnoj mjeri jo§ neistrazeni.

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati u bolesnika sa stabilnim, napredovalim KOPB-om
1 kroni¢nom respiracijskom insuficijencijom hemodinamiku brahijalne arterije i pokazatelje
endotelne funkcije: dilataciju brahijalne arterije posredovanu protokom (FMD) i plazmatsku
koncentraciju endotelnih mikrocestica (EMP). Takoder planirano je utvrditi pogorSava li
akutni poremecaj protoka krvi, u obliku osciliraju¢eg smi¢nog opterecenja, endotelnu funkciju
te kakva je uloga kroni¢ne hipoksemije i njezine korekcije na hemodinamiku brahijalne
arterije, poboljSava li korekcija hipoksemije akutnim udisanjem kisika endotelnu funkciju,
odnosno S§titi li je od eventualnog dodatnog pogorSanja induciranog osciliraju¢im smi¢nim
opterecenjem.

U 17 hipoksemi¢nih bolesnika s KOPB-om i 10 kontrolnih zdravih ispitanika
odgovarajuce dobi ispitani su pri udisanju sobnog zraka: obrazac smicanja (antegradna stopa
smicanja (aSR), retrogradna stopa smicanja (rSR) i osciliraju¢i smi¢ni indeks (OSI)), FMD
brahijalne arterije te razina cirkuliraju¢th EMP-ova prije i nakon 20 minuta eksperimentalno
induciranog osciliraju¢eg smi¢nog opterecenja inflacijom podlakticne manZzete na 75 mm Hg.
Bolesnici s KOPB-om su ponovno podvrgnuti testiranju nakon korekcije hipoksemije 20-
minutnim udisanjem kisika preko nosnih vila.

U bolesnika s KOPB-om je, u odnosu na zdrave ispitanike, utvrden oko Sest puta veci
bazalni rSR (p<0.05) te manji bazalni FMD (p<0.05). Intervencija osciliraju¢im smicanjem je
uzrokovala znacajno smanjenje FMD-a u svim skupinama (p<0.01), dok je znacajni porast

plazmatske koncentracije biljega apoptoze, odnosno CD31+/CD41- EMP-ova, zabiljeZen
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samo u bolesnika s KOPB-om pri udisanju sobnog zraka. Normalizacijom oksigenacije je u
bolesnika s KOPB-om ponisteno povecanje CD31+/CD41- EMP-ova izazvano oscilirajuéim
smicanjem, a istovremeno je doslo do znacajnog povecanja FMD-a uz korekciju za intenzitet
podrazaja smi¢nim optere¢enjem i pocetni promjer brahijalne arterije.

Pokazano je da akutni poremecaj protoka krvi s povecanim retrogradnim smicanjem u
bolesnika sa stabilnim KOPB-om i kroni¢nom respiracijskom insuficijencijom dodatno
pogorsava ve¢ osteCenu endotelnu funkciju, §to je praceno porastom cirkuliraju¢ih biljega
endotelne apoptoze. Rezultati ovog temeljnog istrazivanja pridonose boljem razumijevanju
kompleksnih mehanizama koji su odgovorni za fiziologiju endotela u zdravih ljudi, odnosno
za pro-aterogeni fenotip endotelnih stanica u bolesnika s napredovalim KOPB-om i
kroni¢nom respiracijskom insuficijencijom. Ovim je istrazivanjem, takoder, potvrdena uloga
kroni¢ne hipoksemije u ekspresiji vulnerabilnog endotelnog fenotipa te pokazan dodatni
protektivni ucinak terapije kisikom. S obzirom na povezanost endotelne disfunkcije i
povecanog rizika od kardiovaskularnih bolesti u KOPB-u, o¢ekuje se da bolje razumijevanje
funkcije endotela pridonese boljoj fenotipizaciji bolesnika s KOPB-om i preciznijoj procjeni

kardiovaskularnog rizika.
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8. NASLOV I SAZETAK NA
ENGLESKOM JEZIKU

Disturbed blood flow worsens endothelial dysfunction in moderate-very severe chronic

obstructive pulmonary disease

Endothelial dysfunction is considered to be one of the pathophysiological links of
COPD and cardiovascular diseases, which are among the most common comorbidities and
causes of death in COPD. Mechanisms that are responsible for the endothelial dysfunction
with pro-atherogenic phenotype of endothelial cells in COPD patients are significantly
unexplored.

The aim of this study was to examine brachial artery hemodynamics and endothelial
function indicators in patients with stable, advanced COPD and chronic respiratory
insufficiency: flow-mediated dilation (FMD) of brachial artery and plasma concentration of
endothelial microparticles (EMP). It was also planned to test whether acutely induced
oscillatory shear stress worsens endothelial function in hypoxemic, stable COPD patients,
how chronic hypoxemia and its correction influence brachial artery hemodynamics, whether
acute low-flow oxygen administration improves endothelial function and if it is protective
against potential oscillatory shear stress-induced endothelial dysfunction.

In 17 hypoxemic, stable COPD patients and 10 age-matched, non-smoking, healthy
control subjects shear pattern (antegrade and retrograde shear rate (aSR and rSR), oscillatory
shear index (OSI)), brachial artery FMD and circulating EMPs were examined during room
air breathing before and after 20 minutes of experimentally-induced oscillatory shear stress

(forearm cuff inflated to 75 mm Hg). COPD patients underwent the same protocol a second
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time following a 20-minute wash-in period of low-flow supplemental oxygen to normalize
arterial oxygen saturation.

Compared to healthy controls, COPD patients had around six-fold greater baseline rSR
(p<0.05) and lower baseline FMD (p<0.05). The oscillatory shear stress intervention induced
significant decreases in brachial artery FMD of all groups (p<0.05) and significantly
increased circulating markers of endothelial cell apoptosis (CD31+/CD41- EMPs) in COPD
patients during room air breathing, but not age-matched controls. Supplemental oxygen
administration abrogated the oscillatory shear stress-induced increase in CD31+/CD41- EMPs
and improved FMD after accounting for the shear stress stimulus and brachial artery diameter.

It has been demonstrated that acutely disturbed blood flow, with increased retrograde
shear stress, further deteriorates the already impaired endothelial function with attendant
increase in circulating markers of endothelial apoptosis in patients with stable COPD and
chronic respiratory insufficiency. The results of this fundamental research contribute to a
better understanding of the complex mechanisms responsible for endothelial physiology in
healthy people and for pro-atherogenic endothelial cell phenotype in patients with advanced
COPD and chronic respiratory insufficiency. This research also confirmes the role of chronic
hypoxemia in expressing a vulnerable endothelial phenotype and showes additional protective
effect of oxygen therapy. Given the association between endothelial dysfunction and
increased risk of cardiovascular disease in COPD, a better understanding of endothelial
function is expected to contribute to better phenotyping of patients with COPD and a more

accurate assessment of cardiovascular risk.
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11. PRILOZI

Prilog 1. Skala zaduhe mMRC (engl. modified Medical Research Council)

Stupanj
zaduhe
0 zaduha pri tezoj tjelesnoj aktivnosti
1 zaduha pri brzom hodu po ravnom ili pri hodu po blagoj uzbrdici
2 hod po ravnom sporiji od vr$njaka zbog zaduhe ili
mora stati i uhvatiti dah pri hodu vlastitim tempom
3 mora stati i uhvatiti dah nakon prohodanih oko 100 m
ili nakon nekoliko minuta hoda po ravnom
4

zbog zaduhe ne napusta kucu ili osje¢a zaduhu pri oblacenju

Prilog 2. Upitnik CAT (engl. COPD Assessment Test)

Za svaku tvrdnju navedenu ispod, oznacite (znakom X) kuéicu koja vas trenutno najbolje opisuje.

Stalno kasljem

Moja su pluca u cijelosti puna sekreta

(sluzi)

Osjec¢am jako stezanje u prsnom kosu

Kada se penjem uzbrdo ili po

stepenicama jako mi nedostaje zraka

Vrlo sam ogranic¢en u obavljanju

kucanskih aktivnosti

Uopc¢e nemam povjerenja kad izlazim

iz kuée zbog svoje pluéne bolesti

Ne spavam ¢vrsto zbog svoje pluéne

bolesti

Nikada ne kasljem 012
Uopce nemam sekreta (sluzi) u ol 112
plu¢ima

Uopce ne osjecam stezanje u prsnom ol 112
kosSu

Kada se penjem uzbrdo ili po ol 112
stepenicama ne nedostaje mi zraka

Nisam ogranic¢en u obavljanju bilo ol 115
kojih kucanskih aktivnosti

S povjerenjem izlazim iz kuce bez ol 115
obzira na svoju pluénu bolest

Cvrsto spavam 0(1]2
Imam puno energije 012

Uopée nemam energije

Ukupno
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Prilog 3. Objavljeni rad iz ovog istrazivanja

Barak OF*, Mladinov S*, Hoiland RL, Tremblay JC, Thom SR, Yang M, Mijacika T, Dujic
Z. Disturbed blood flow worsens endothelial dysfunction in moderate-severe chronic
obstructive pulmonary disease. Sci Rep 2017 Dec 5;7(1):16929. doi: 10.1038/s41598-017-
17249-6.

* prvo autorstvo s jednakim doprinosom

Casopis Scientific reports: ¢Gimbenik odjeka 4.259.
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