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SPIS STOSOWANYCH SKROTOW

X - $rednia arytmetyczna

6MWT (ang. 6-minute walk test) - test sze§ciominutowego chodu

ACD (ang. anaemia of chronic disease) — niedokrwisto$¢ chordb przewlektych

Apaf-1 (ang. apoptosis protease-activating factor 1) — czynnik aktywujacy proteazy
apoptotyczne

BAL (ang. bronchoalveolar lavage) - ptukanie oskrzelowo-pgcherzykowe

BALF (ang. bronchoalveolar lavage fluid) — plyn z plukania oskrzelowo-
pecherzykowego

BMI (ang. body mass index)- wskaznik masy ciala

BOOP (ang. bronchiolotis obliterans organizing pneumonia) — zarostowe zapalenie

oskrzelikow z organizujacym si¢ zapaleniem phic

CRP (ang. C-reactive protein) — biatlko C-reaktywne

DD (ang. death domain ) - domena $mierci

DISC (ang. death-inducing signaling complex) - kompleks sygnalizacyjny inicjujacy
Smier¢

DLCO (ang. diffuse lung capacity for carbon monoxide) - pojemnos¢ dyfuzyjna pluc
dla tlenku wegla

DR (ang. death receptor) — receptor $mierci

FADD (ang. Fas-associated death domain) - domena $mierci towarzyszaca Fas

FEV1 (ang. forced expiratory volume in 1 sec) - natezona objeto$¢ wydechowa
Pierwszosekundowa

FFM (ang. fat free mass) - beztluszczowa masa ciala

FITC - izotiocyjanian fluoresceiny

FVC (ang. forced vital capacity) - natezona pojemnos¢ zyciowa

GOLD (ang. Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease) - Swiatowa
Inicjatywa dla Przewleklej Obturacyjnej Choroby Pluc

HP (ang. hypersensitivity pneumonia) — zapalenie pluc z nadwrazliwosci

HRP (ang. horseradish peroxidase) - peroksydaza chrzanowa

IC/TLC (ang. inspiratory capacity/ total lung capacity ratio) — stosunek pojemnosci

wdechowej do calkowitej pojemnosci pluc

IPF (ang. idiopathic pulmonary fibrosis) — idiopatyczne widknienie pluc



Max — maksimum

Me - mediana

Min - minimum

MMP-7 (ang. matrix metalloproteinase-7) — metaloproteinaza macierzy 7

MMRC (ang. modified Medical Research Council questionnaire) - zmodyfikowany
kwestionariusz Medical Research Council

N — licznos¢

paCO2 - ci$nienie parcjalne dwutlenku wegla we krwi tetniczej

paO?2 - cisnienie parcjalne tlenu we krwi tetniczej

Pl - jodek propidyny

POChP - przewlekla obturacyjna choroba pluc

PS (ang. phosphatidylserine) - fosfatydyloseryna

PSB (ang. phosphate buffered saline) - bufor fosforanowy

Q: - kwartyl dolny

Qs - kwartyl gomy

RV (ang. residual volume) — objetos¢ zapasowa

rz- rok zycia

Sa0?2 - saturacja krwi tetniczej tlenem

SD — odchylenie standardowe

SE - blad standardowy

sFasL (ang. soluble Fas ligand )- rozpuszczalny Fas ligand

TLC (ang. total lung capacity) — calkowita pojemnos¢ pluc

TNF (ang. tumor necrosis factor) - czynnik martwicy guza

TNFR (ang. tumor necrosis factor receptor) - receptor czynnika martwicy guza

TRAIL (ang. TNF-related apoptosis inducing ligand) - ligand indukujacy apoptoze
zwigzany z TNF

V - wspolczynnik zmienno$ci

VS - Versus

WHO (ang. World Health Organization)- Swiatowa Organizacja Zdrowia



1. WSTEP

1.1 Definicja POChP

Zgodnie z wytycznymi  Swiatowej Strategii Rozpozmawania, Leczenia i
Prewencji Przewleklej Obturacyjnej Choroby Plic jest to choroba poddajaca sig
prewencji i leczeniu, charakteryzujgca si¢ trwalym ograniczeniem przeplywu powietrza
przez drogi oddechowe. Ograniczenie to jest zwykle postepujace 1 wigze sig¢ z
przewlekla odpowiedzia zapalng drog oddechowych i pluc na szkodliwe czgsteczki lub
gazy. Zaostrzenia i choroby towarzyszace moga przyczynia¢ si¢ do cigzkosci stanu
klinicznego poszczegdlnych chorych (47).

Przewlekla obturacyjna chorobe pluic mozemy podejrzewaé u pacjenta, ktory
skarzy sie na kaszel, odkrztuszanie plwociny lub duszno$¢ ilub u ktorego wystepuje
narazenic na czynnki ryzyka choroby w wywiadzie. Wérdéd czynnkow ryzyka na
szczegdlng uwage zastuguje palenie tytoni, ponadto narazenie na pyly 1 substancje
chemiczne w miejscu pracy oraz zanieczyszczenia wewnatrz pomieszczen. Czynnikiem

ryzyka zaleznym od gospodarza jest niedobor alfa-1-antytrypsyny (47, 158).

1.2 Epidemiologia

Przewlekla obturacyjna choroba pluic (POChP) nalezy obecnie do wiodacych
przyczyn chorobowosci i $miertelnosci na Swiecie (47). Badanie Global Burden of
Disease prowadzone pod auspicjami WHO i Banku Swiatowego, szacuje
wystepowanie POChP na 9,34 przypadkoéw na 1000 mezczyzn i 7,33 na 1000 kobiet
(152). Wg danych WHO w 2004 roku na $wiecie ponad 63 min ludzi chorowalo na
zaawansowang POChHP, definiowang jako przewlekle ograniczenie przeplywu powietrza
w drogach oddechowych, z FEV1 ponizej 1 litra, ktoremu towarzyszyly objawy
kliniczne choroby (153). W metaanalizie badan przeprowadzonych w 28 rézych
krajach, czgsto§¢ wystepowania POChP potwierdzonej badaniem spirometrycznym w
populacji > 40 rz szacowana jest na 8,9% (54). W Stanach Zjednoczonych czgstosé
wystgpowania POChP szacowana jest na 6,0% populacji > 25rz (88). Przyjmuje si¢
jednak, 7ze dane te s3 zanizone. Spowodowane jest to faktem, iz rozpoznanie stawiane
jest zazwyczaj dopiero wtedy gdy choroba staje si¢ jawna klinicznie i umiarkowanie

zaawansowana. Wykazano, Ze choroba ta wystepuje czeSciej u palaczy tytonu niz u



osOb niepalacych, czgéciej po 40 rz w pordwnanu z mlodsza populacja, czgéciej u
mezczyzn niz u kobiet (54).

Smiertelno$¢ rézmi sie migdzy populacjami, oceniana jest na 4,4/100 tys. osob w
Japonii do 130/100 tys. 0sob w Chinach (27). Wg Swiatowej Organizacji Zdrowia do
2020 roku POCHP stanie si¢ trzecig co do czgstosci przyczyng zgonu na $wiecie (95,
151). Inni autorzy w nowszych badaniach szacujg, ze POChP stanie si¢ czwartg co do
czestosci przyczyng $miertelnosci na §wiecie do 2030 roku (90).

W Polsce nie przeprowadzono badania epidemiologicznego obejmujacego
reprezentatywna probe calej populacji, dostgpne sa jedynie badania czastkowe 158). W
badaniach przeprowadzonych w Zabrzu cechy POChP stwierdzono u ok. 10% badanych
powyzej 40 rz (158, 97). Podobne wyniki uzyskano w Warszawie (109). Znacznie
wyzsza czestos¢ wystepowania POChP stwierdzono w badaniu BOLD w wojewddztwie
malopolskim. Oszacowana czestos¢ wystepowania POChP w populacji 0osob po 40rz
wyniosla 22,1%. Oszacowana czgstos¢ wystegpowania POChP w stadum I 1 IV
wyniosta 1,9%. Choroba wystepowala czesciej u mezczyzn niz u kobiet (100). Badajac
czgstos¢ wystepowania POChP w praktyce lekarza podstawowej opieki zdrowotne;j,
chorobe rozpoznano u 8,1% badanych powyze; 40 1z, z czego 61,3% chorych mialo
fagodng posta¢ choroby, 35,5% posta¢ umiarkowana, a 3,2% posta¢ ciezka (126). W
innym badaniu w praktyce lekarza rodzinnego POChP rozpoznano u 9,3% pacjentow
>40rz. W tej grupie 30,6% chorych odpowiadalo rozpoznaniu POChP w stadium I,
51,4% w stadum II, 15,3% w stadum III, natomiast 2,7% w stadum IV. Nalezy
zauwazyC, ze tylko 18,6% pacjentow mialo wczesniej rozpoznang POChP (67). W
badanm KOMPAS oceniono grupe chorych objetych ambulatoryjng opieka
specjalistyczng, co nie stanowi reprezentatywnej grupy dla calej populacji Wsrod
pacjentow  specjalistycznych  poradni  pulmonologicznych,  alergologicznych i
pediatrycznych w Polsce, u 24,5% rozpoznano POChP. 17% z nich odpowiadalo
rozpoznaniu POChP w stadium I, 47% w stadium I, 26% w stadium IIl, 6% w stadium
IV (92).

1.3 Rozpoznanie POChP
Do rozpoznania POCHhP konieczne jest przeprowadzenie wywiadu i badania

przedmiotowego oraz wykonanie spirometri po inhalacji leku rozkurczajacego

oskrzela. Wywiad powinien obejmowaé pytania o objawy oraz narazenie na czynniki



ryzyka POChHP. Badanie radiologiczne klatki piersiowe] moze by¢ prawidlowe lub
uyjawni¢ cechy charakterystyczne dla POChP, pozwala takze na wykluczenie innych
schorzen, mogacych by¢ przyczyng stwierdzanych objawow klinicznych (47, 158).
Autorzy wytycznych GOLD z 2011 roku zwracajg szczegdlng uwage na oceng nasilenia
duszno$ci u pacjenta z POChP. W tym celu poshizy¢ si¢ mozma zmodyfikowanym
kwestionariuszem Medical Research Council (mMRC), ktory przedstawiono w Tabeli
1. Badanie spirometryczne jest niezbedne do rozpoznania przewleklej obturacyjnej
choroby pluic i pozwala okresli¢ zaawansowanie zmian patologicznych. Spirometria
wykonana po inhalacji krotkodzialajacego leku rozkurczajacego oskrzela pozwala na
rozpoznanie obturacji drég oddechowych, definiowanej jako obnizenie stosunku
FEV1/FVC ponizej 0,70. Badanie to shuizy rowniez do klasyfikacji ciezkosci POChP na
podstawie wartosci FEV1 po zastosowaniu leku rozkurczajacego oskrzela (Tabela 2)

@47).

Tabela 1. Zmodyfikowany kwestionariusz Medical Research Council dla oceny
nasilenia duszno$ci (47)

Postaw krzyzyk w rubryce, ktora pasuje do ciebie (tylko w jednej)

mMRC stopien 0. Odczuwam brak powietrza tylko przy duzym wysitku
fizycznym

mMRC stopien 1. Brakuje mi powietrza, gdy szybko id¢ po plaskim terenie

albo gdy pokonuje niewiclkie wzniesienie

mMRC stopien 2. Z powodu braku tchu chodzg wolniej niz inni ludzie w
moim wieku, albo musze si¢ zatrzymywaé dla zlapania oddechu, gdy ide

swoim tempem po plaskim terenie

mMRC stopien 3. Idac po plaskim terenie, co ok. 100 metréw albo co kilka
minut zatrzymuj¢ sie, zeby zlapa¢ oddech.

mMRC stopien 4. Odczuwam zbyt duzg duszno$é, aby wychodzi¢ z domu,

albo brakuje mi powietrza, gdy si¢ ubieram lub rozbieram




Tabela 2. Spirometryczna klasyfikacja cigzkosci POChP oparta na warto$ciach FEV1
po zastosowaniu leku rozkurczajacego oskrzela (47)

Stadium 1: FEV1/FVC<0,70

Lekka FEV1 > 80% wartosci naleznej
Stadium 2: FEV1/FVC<O0,70

Umiarkowana 50%< FEV1<80% wartosci naleznej
Stadium 3: FEV1/FVC<0,70

Ciczka 30%= FEV1<50% wartosci naleznej
Stadium 4: FEV1/FVC<0,70

bardzo cigzka FEV1<30% wartosci naleznej

Obturacja oskrzeli jest podstawowym mechanizmem warunkujacym obecno$é
dusznosci 1 przekiadajacym sie na jako$¢ zycia chorego na POChP. FEV1 uwazany byt
zatem za podstawowy wskaznik prognostyczny $wiadczacy o zaawansowaniu choroby
(48). Anthonisen i wsp. przez trzy lata obserwowali grupe prawie 1000 chorych na
POChP. Wyjsciowo okreslono cigzko$¢ objawow, czynno$¢ pluc, tolerancje wysiku i
jako$¢ zycia, badania czynnosciowe ukladu oddechowego byly nastgpnie powtarzane
podczas obserwacji. Autorzy badania stwierdzili, ze wyjsciowa warto§¢ FEV1 jest,
obok wieku pacjenta, najbardziej trafnym czynnikiem prognostycznym $mierci w
POCHP. Srednia utrata FEV1 podczas trzyletniej obserwacji w calej grupie chorych
wynosita 44 mlrok (4). Wigksza obturacja oskrzeli jest zwigzana z wzrastajacg
czestoscig zaostrzen POChHP i ryzykiem $mierci (47).

1.4 Ocena stopnia klinicznego zaawansowania POChP

Od wielu lat zwracano uwage na fakt, ze spirometryczny pomiar FEV1 nie jest
optymalnym parametrem odzwierciedlajgcym rzeczywisty stan zdrowia chorego na
POChHhP. Wiloscy badacze stwierdzili, ze dopiero przekroczenie granicy FEVI<50% wn.
wigze si¢ dramatycznym pogorszeniem stanu zdrowia. Wyzsze wartosci FEV1 w zaden
sposob nie odzwierciedlajg roznic w stanie zdrowia pacjentow z POChP. Badania te
zwracajg szczegblng uwage na rolg chordéb wspdtlistniejacych z POCHhP. Uwzglednienie
chorob towarzyszacych pozwala na duzo dokladniejsza ocene stanu zdrowia chorego na

POCHP (5).
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Problem z oceng stopnia zaawansowania POChP wylgcznie na podstawie pomiaru
FEVI1 potwierdzaja réwniez autorzy najnowszej aktualizacji zalecen GOLD. Stwierdzili
oni, ze istnieje bardzo slaba korelacja migdzy FEVI, objawami i pogorszeniem jako$ci
zycia zwigzanej ze zdrowiem pacjenta (ang. health-related quality of life). Udowadniaja
oni, z2 w kazdym stadium zaawansowania POChP pacjent moze mie¢ zaréwno dobry
jak 1 bardzo slaby stan zdrowia. Autorzy zalecen GOLD podkreslaja koniecznosé
dokiadnej oceny objawow zglaszanych przez pacjenta, oceny ryzyka zaostrzen choroby,
a takze oceny i leczenia choréb towarzyszacych (47).

Przewlekla obturacyjna choroba plic uznawana jest obecnie za proces toczacy
sic nie tylko lokalnie w tkance phucnej, lecz takze za chorobe ogdhoustrojowg. Zmiany
pozaplicne 1 choroby towarzyszace maja znamienny wplyw na przezycie chorych oraz
przebieg naturalny choroby. W przebiegu POChP zmiany plucne, pozapticne i1 choroby
towarzyszace oddzalujg na siebie wzajemnie (14).

Obecnie brane s3 pod uwage dwa poglady na wzajemne oddzalywanie zmian
plucnych, pozaphicnych i choréb towarzyszacych w przebiegu POChP. Pierwsza teoria
glosi, 7z zmiany zapalne 1 procesy naprawcze toczace si¢ pierwotnie w plucach
obejmujg nastepnie inne narzady. Wg drugiego pogladu zmiany plucne w przebiegu
POCHP s3 jedng z wielu manifestacji ,systemowego” stanu zapalnego, z zajeciem wielu
narzadow (12, 14).

Wykazano, ze w plucach palaczy tytoniu toczy si¢ proces zapalny, natomiast u
chorych na POChP zapalenie w tkance plicnej ma znacznie wigksze nasilenie, wzrasta
ono gwaltownie wraz ze wzrostem zaawansowania choroby. Towarzyszy mu takze
zapalenie o charakterze ukladowym oraz proces zapalny w sercu, naczyniach
krwionosnych i migéniach szkieletowych (27). Ten ogdéloustrojowy proces zapalny ma
swoje konsekwencje kliniczne.

Sposréd zmian pozaplicnych w przebiegn  POChP najczescie] wystepuja
zaburzenia stanu odzywienia i oslabienie migsni szkieletowych (15). Zaburzenia stanu
odzywienia u chorych na POChP powoduja zmniejszenie tolerancji wysikku i
pogorszenie jako$ci zycia. Wykazano, Zze zly stan odzywicnia jest niekorzystnym
czynnikiem rokowniczym i negatywnie wplywa na dilugo$¢ przezycia chorych z POChP
(15, 23).

U pacjentow z POChP, zwlszcza z cigzka postacig choroby, czesto stwierdza
si¢ wyniszczenie. Zwigzane jest ono z utrata bezthiszczowej masy ciala (ang. Fat Free
Mass - FFM), glownie z zankiem migéni szkieletowych (46). Zank migsni
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szkieletowych zwigzany jest z utrata sity mig$niowej, co w znaczacy sposob wplywa na
wydolnos¢ wysitkowa pacjenta z POChHP, niezaleznie od ciezkosci choroby (12).
Wybiorcza utrata bezthiszczowej masy ciala wplywa niekorzystnie na funkcje migsni
oddechowych oraz obwodowych, wydolho$¢ wysitkowa oraz ogdélny stan zdrowia.
Wykazano takze, ze spadek wagi negatywnie wplywa na rokowanie chorych na POChP.
(27). Umaje sie, zz¢ w odpowiedzi na stymulacje przez kwasice lub zakazenic oraz
podczas nieadekwatnego dowozu kalori, dochodzi do utraty bialek komoérkowych.
Celem tego procesu jest dostarczenie niezbg¢dnych ammokwasoéw do syntezy biakek i
procesow metabolicznych. Zrodlem tych bialek sa glownie migénie, a takze skora,
podczas gdy wazme dla zZycia narzady traca niewiele bialek, a mozg pozostaje
nienaruszony (154). Zank migsni szkieletowych u chorych na POCHP, dotyczacy
gléwnie konczyn dolych, wykazano w wielu pracach. Utrata masy mies$ni
szkieletowych moze by¢ spowodowany zaré6wno ich zwiekszong apoptoza, zanikiem
spowodowanym bezruchem wywolanym dusznos$cig jak 1 stosowanym leczeniem (np.
steroidoterapig systemowa) (46).

U chorych na POCHhP powszechna jest osteoporoza, depresja oraz
niedokrwistos¢ chordb przewleklych (46). Mechanizm powstawania osteoporozy w tej
grupie chorych nie zostal do konca wyjasniony. Moze ona by¢ zwigzana z
zaawansowanym wiekiem, niedozywieniem, niskim BMI, siedzacym trybem Zycia,
paleniem tytoniu, sterydoterapia czy ukladowym procesem zapalnym (2, 12). Zlamania
kompresyjne kregow, czgste u pacjentow z POChP, moga powodowaé zwigkszenie
kifozy piersiowej, a w konsekwencji wplywa¢ na zaburzenia czynnosciowe pluc (12).

Wysoka czgstos¢ wystepowania depresji u pacjentow z POChP moze by¢
wynikiem fizjologicznej reakcji organizmu na postepujaca chorobe. Ze wzgledu na
zaawansowanie choroby, pacjenci z POChP s3 czgsto izolowani i nie moga
uczestniczy¢ w wielu wydarzeniach towarzyskich (12). Jednakze istnieja hipotezy
sugerujace zwigzek depresji z systemowym zapaleniem, z ktorym mamy do czynienia w
POChP. W kiku eksperymentalnych modelach wykazano rolg TNF-alfa i innych
cytokin i czgsteczek (np. tlenku azotu) w patogenezie depresji (2).

POChHP tradycyjnie kojarzona jest z czerwienica. Jednak w tej grupie chorych
istnieje takze zwickszone ryzyko wystgpienia niedokrwistosci chorob przewleklych
(ACD, ang. anaemia of chronic disease). Czgsto$¢ wystepowania ACD u pacjentow z
ciezka i bardzo cigzka postacia choroby szacowana jest na 15-30%, podczas gdy
czerwienica jest wzglednie rzadka (6%) (2). Wykazano, ze w grupie chorych na POChP
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niski hematokryt jest sinie zwigzany ze zwickszong zachorowalno$cia, z wigksza liczba
i dluzszym czasem trwania hospitalizacji (24). Stezenie hemoglobiny jest silnie
zwigzane ze wzmozong dusznoscia i z ograniczong tolerancja wysitku (12). Pacjenci z
POChP z niskim poziomem hemoglobiny majg gorsze rokowanie. Wzrost poziomu
hemoglobiny poprzez transfuzie krwi powoduje zmniejszenie wentylacji minutowej i
pracy zwigzanej z oddychaniem u chorych na POChHP (127).

W POChHP ryzyko chordb sercowo-naczyniowych jest zwigkszone 2-do 3-
krotnie. Wykazano, ze zwigkszone ryzyko wystgpienia chorob sercowo-naczyniowych
u pacjentow z przewlekla obturacyjng chorobg pluc koreluyje ze zwickszonym stgzeniem
biatka C-reaktywnego (CRP). (47, 128).

Stwierdzono, Zze pacjenci z cigzka 1 umiarkowang obturacja drég oddechowych
majg zwickszong liczbe leukocytow 1 plytek krwi oraz zwickszone stgzenie fibrynogenu
oraz CRP, w pordwnaniu z pacjentami bez obturacji. Umiarkowana i cigzka obturacja
wigze sie wzrostem wystepowania zmian niedokrwiennych w  elektrokardiogramie w
tych grupach chorych (128). Czgéciowo zwigzane jest to ze wspOlnymi czynnikami
ryzyka POCHP i choroby wiencowej, takimi jak palenie tytoniu czy wiek (2).

Ze wzgledu na ogohhoustrojowy charakter procesu zapalnego u chorych na
POChP zaczgto poszukiwa¢ inych, poza FEVI, wykladnkéw stopnia klinicznego
zaawasowania choroby oraz wskazmikow prognostycznych, uwzgledniajagcych plucne 1
pozaplucne aspekty choroby (48).

Jednym z takich wykladnikow moze by¢ wskaznik statycznej hiperinflacji phuc,
okre§lany w badaniu bodypletyzmograficznym jako stosunek pojemnosci wdechowe;j
do calkkowitej pojemnosci ptuc (IC/TLC). Ciro Casanova 1 wsp. zatozyl, ze IC/TLC
moze by¢ niezalenym od FEVI  predyktorem naturalnego przebiegu przewleklej
obturacyjnej choroby pluc. Autorzy przez 5 lat (Me=34 miesigce) monitorowali grupe
prawie 700 chorych na POChP. Wyniki ich prac dowodza, ze IC/TLC jest niezaleznym
czynnikiem prognostycznym $miertelnosci u pacjentow z POChP. Poprzez analogie z
frakcja wyrzutowa lewej komory, ktora tak dobrze przewiduje przebieg niewydolnosci
lewokomorowej  serca, autorzy okreslli wskaznk IC/TLC mianem ,frakcji
wdechowej”. Stwierdzli takze, ze IC/TLC moze shizy¢ za wykladnk cigzkosci
uszkodzenia pluc w przebiegu POChP. Uznali, Ze graniczna warto§¢ IC/TLC 25%, jest
latwym do zapamictania progiem pozwalajacym oszacowac ciezko§¢ POChP. Pacjenci
z IC/TLC<25% zyja krocej niz chorzy z IC/TLC>25% (21). Uzytecznos¢ tego
wskaznka w ocenie przebiegn POChP potwierdzli takze badacze brazylijscy.
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Stwierdzili oni, ze okreslenie wartosci IC/TLC dostarcza istotnych informacji,
pozwalajacych  okresli¢  wydolno$¢  wysitkowa  pacjentow z  POChP. W
przeprowadzonym przez nich badaniu chorzy z nizszym wskaznikiem IC/TLC osiagali
takze nizszg maksymalng pojemnos$¢ wysitkowsa (ang. maximal exerxise capacity), a
warto$cig graniczng bylo  IC/TLC 28% (3). Wskaznk IC/TLC koreluyje takze =z
nasileniem duszno$ci, zglaszanej przez chorych na POChP podczas zwyklych czynnos$ci
dnia codziennego (99).

Podejmowane sg takze proby okreslenia wartosci stosunku objetosci zapasowe;]
do calkkowitej pojemnosci pluc (RV/TLC) w ocenie zaawansowania POChP. Mets i
wsp. podjeli probe okreslenia zwigzku miedzy uposledzeniem czynnosci plic i
llosciowa tomografia komputerowa u chorych na POChP. Stwierdzil, ze wykladniki
rozedmy plic 1 pulapki powietrznej w tomografi komputerowej sinie korelyja z
uposledzeniem przeplywu powietrza w drogach oddechowych, a jednym z ocenianych
parametrow byt RV/TLC (94). Inni badacze z kolei porownywali wartos¢ dusznosci i
wykladnikow obturacji drog oddechowych jako predyktoréw przezycia w POChP.
Jednym z badanych parametrow byt RV/TLC. Badanie wykazalo, ze RV/TLC bylo
sinym predyktorem $miertelnosci, jednak  badacze skupili si¢ na mnych ocenianych
parametrach i1 nie wymienili RV/TLC jako waznego wskaznika prognostycznego u
chorych na POChP (98).

Wykladnikiem znacznego zaawansowaniu klinicznego POChP  jest obecno$é
utrwalonej niewydolnosci oddechowej, definiowanej jako stan, w ktorym zaburzenia
czynno$ci jednego lub kiku elementdow ukladu oddechowego uposledzaja wymiane
gazowa w plucach, prowadzac do obnizenia ciénienia parcjalnego tlenu (paO2) i
podwyzszenia ci$nienia parcjalnego dwutlenku wegla (paCO2) we krwi tetniczej (130).
Szacuje sig, z¢ pacjentow z POChP, w przebiegu ktorej doszlo do hipoksemii, retencji
dwutlenku wegla 1 rozwoju serca plicnego, umrze w ciggu trzech lat (129). W kilku
badaniach wykazano, ze paO2 i paCO2 wplywaja na prognoz¢ u pacjentow z POChP, a
gwaltownie postepujgca hypoksemia pozwala przewidywaé $mier¢ pacjenta (42).
Udowodniono, ze stosowanie przewleklego leczenia tlenem u chorych na POChHP
wydluza przezycie, a z grona wszystkich wskazan do przewleklej tlenoterapii, POCHhP
jest jedyna chorobg, w ktorej takie badania przeprowadzono. Prace przeprowadzone w
Warszawie i w Edynburgu wykazaly, ze z wiclu wykladnikow zaawansowania POChP i
serca plucnego, to paO2 1 FEV1 pozwalaja przewidywaé przezycie chorego na POChP,
a pa0O2 i érednie ciSnienic w tetnicy plucnej korelujg znaczaco z przezyciem (129).
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Kolejne badanie, przeprowadzone przez autorow polskich u chorych na POChHP
leczonych przewlekle tlenem, udowodnito, ze paO2<55mmHg jest warto$cig graniczng,
a tlenoterapia u pacjentow z umiarkowang hypoksemig (paO2 56-60mmHg) nie
powoduje wydluzenia przezycia (49).

Kolejnym  parametrem mogacym $wiadczy¢é o  cigzkosci  POCHP,
uwzgledniajgcym  ogdmnoustrojowy charakter choroby, jest wskaznk masy ciala (BMI).
Chorzy na POChHP, u ktorych stwierdza si¢ nadwage lub otylo$¢, przezywaja dhuzej niz
chorzy z prawidlowa masg ciala lub z niedowagg (150). Schols i wsp. zanalizowali
grupe 400 chorych na POChHP. Stwierdzili, ze niski wskaznik masy ciala (BMI), wiek i
niskie paO2 s3 znamiennymi niezaleznymi wskaznikami zwigkszonej $miertelnosci w
POChP. Zwickszona $miertelnos¢ wykazano u chorych z BMI ponizej 25kg/m?, a zatem
nie tylko u oséb niedozywionych, ale réwniez u chorych z prawidlowa masg ciala.
Negatywny wplyw niskiej wagi ciala na przezycie chorych na POChP moze by¢
odwrdécony poprzez odpowiednie leczenie zywieniowe, w ktorego nastepstwie dojdzie
do wazrostu wagi (121). Podobnie Landbo i wsp. wykazali ze BMI jest niezaleznym
predyktorem $miertelnosci u chorych na POChP, a zwigzek ten jest najsilniejszy u
pacjentow z ciezka POChP. W tej grupie chorych $miertelno$¢ zmniejszata si¢ wraz ze
wzrostem BMI (82).

Parametrem pozwalajagcym oceni¢ stan kliniczny pacjentow z POChHP, a
zwlaszcza 0sOb z najciezszymi postaciami choroby, u ktorych FEV1 nie calkowicie
odzwierciedla stan czynnoSciowy i stan zdrowia, jest dystans przebyty w tescie 6-Cio
minutowego chodu (6MWT, ang. 6 minute walk test). Udowodniono, Ze ten prosty test
wysitkowy w sposob wiarygodny 1 obiektywny pozwala oceni¢ wydomhos$¢ wysitkowa
pacjentow z POChP, bez wzgledu na wiek czy wyksztalcenie chorego (107).
Redelmeier 1 wsp. stwierdzli, ze wydomlno$¢ wysitkowa chorego na POChHP istotnie
zmienia si¢ gdy dystans w 6MWT zmniejsza lub zwigksza si¢ o minimum 54m. Taka
zmiana dystansu jest réwniez zauwazalna dla pacjenta, w jego subiektywnej ocenie
wilasnej zdolosci do podjecia wysitku (113). Badacze amerykanscy udowodnili, Zze u
pacjentow z cigzkg przewlekls obturacyjng chorobg pluc, dystans w tescie 6-cCio
minutowego chodu jest parametrem pozwalajacym lepiej przewidywaé $miertelnos¢ niz
mne tradycyjne markery cigzkosci choroby, a pomiar przebytego dystansu jest
uzyteczny we wszechstronnym monitorowniu pacjenta z ciezka POChP (107). Spruit i
wsp. przez trzy lata obserwowali ponad 2100 pacjentow z POChP w stadium II-1V wg
GOLD. Stwierdzli, ze dystans w tescie 6-cio minutowego chodu jest uzytecznym
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parametrem dla identyfikacji pacjentdow z wysokim ryzykiem $mierci lub hospitalizacji
zwigzane] z zaostrzeniem choroby. Granicznym dystansem dla zwiekszonego ryzyka
$mierci bylo 334m, a dla zwigkszonego ryzyka hospitalizacji 357m (132). Badacze
hiszpanscy w prospektywnym badanu monitorowali ponad 1300 chorych na POCHhP.
Badacze stwierdzili, ze przebyty w 6MWT dystans mniejszy niz 350 m jest zwigzany ze
zwickszong Smiertelno$cig i powinien by¢ uwazany za nieprawidlowy (30). Whnioski te
zostaly potwierdzone przez tych samych badaczy w grupie kobiet choruyjacych na
POChP. Rowniez w tej grupie granicznym dystansem pozwalajacym prognozowac
$miertelno$¢ bylo 350m (32).

Uwzgledniajac zaré6wno pluicne jak 1 pozaplicne aspekty przewleklej
obturacyjnej choroby ptuc, Cote 1 Celli zaproponowali uzycie dzesieciopunktowej skali
BODE do oceny stanu Klinicznego pacjenta. Skala ta pozwala na prognozowanie
dlugo$ci przezycia i ryzyka $mierci chorych na POChP (22, 23). Analizie poddane sg tu
wykladniki choroby, majace najwickszy wplyw na rokowanie, takie jak: indeks masy
ciala (B, ang. body mass index), stopien obturacji drog oddechowych (O, ang. airflow
obstruction), duszno$¢ (D, ang. dyspnoea) oraz wydolos¢ wysikowa (E, ang. exercise
capacity). Poszczegdlne elementy skali BODE zostaly przedstawione w tabeli 3.
Ostateczng punktacje w skali BODE uzyskuje si¢ po zsumowaniu punktéw uzyskanych
za poszczegolne elementy.. Minimalna ilo$¢ punktow (0) oznacza rokowanie najlepsze,
a maksymalna io$¢ punktow (10)- rokowanie najgorsze. Najgorsze rokowanie majg
pacjenci z liczbg 7-10 pkt. W tej grupie chorych 5 lat przezywa ok. 20-25% badanych
(14, 22, 23).

Tabela 3. Skala oceny stanu klinicznego BODE (23)

BODE 0 punktow 1 punkt 2 punkty 3 punkty
FEV1 (%N) >65 50-64 36-49 <35

6 MWD (m) >350 250-349 150-249 <149
MMRC 0-1 2 3 4

BMI >21 <21
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Od czasu jej wprowadzenia, skala BODE jest powszechnie uzywana w celu
monitorowania przebiegu  POChP, udowodniono takze jej uzyteczno$¢ dla oceny
wynikoéw réznych interwencji medycznych, do kwalifikacji chorych na POChHP do

przeszczepienia pluc, a takze do prognozowania kolejnych hospitalizacji (48).

1.5 Patogeneza POChP

Ze wzgledu na duzg czesto§¢ wystepowania przewleklej obturacyjnej choroby
pluic, prowadzonych jest wiele badan majacych na celu okreslenie czynnikéw
patogenetycznych tego schorzenia. Podejmowane s3 réwniez proby okreslenia miejsca

procesu apoptozy w etiopatogenezie POChHP.

1.5.A Zmiany patologiczne w POChP- przebudowa drog oddechowych

Dla POChP charakterystyczne jest objgcie przez proces zapalny zardwno duzych
oskrzeli, oskrzelikdw, migzszu pluicnego 1 naczyn plucnych. W centralnych drogach
oddechowych dochodzi do przerostu gruczolow Sluzowych, komoérek kubkowych oraz
mig$ni gladkich. W obwodowych drogach oddechowych gléwnymi komoérkami nacieku
zapalnego s3 limfocyty T CD8+, makrofagi 1 neutrofile. Przerost komorek kubkowych 1
ich obecno$¢ w miejscach gdzie zwykle nie wystepuja (oskrzeliki koncowe) prowadz
do uposledzenia mechanizméw oczyszczania  S§luzowo-rzgskowego. Dochodzi  do
przerostu migsniowki gladkiej, a takze do utraty czeSci przyczepow przegrod
migdzypecherzykowych do oskrzelkow. Zmiany te prowadza do pogrubienia $cian
oskrzeli 1 zwezenia ich $wiatla. Za wuposledzenie przeplywu powietrza w drogach
oddechowych odpowiedzialny jest rowniez proces wloknienia. Zmiany zapalno-
wiokniste w przebiegu POChP nazywane sg obliterative bronchiolitis. Dochodzi tu do
powtarzajacych si¢ cykli uszkodzenia i1 naprawy S$ciany drog oddechowych, co jest
przyczyng przebudowy $cian drog oddechowych, powstawania tkanki bliznowate;j,
ktora trwale zweza Swiatlo drog oddechowych (46, 108).

Zmiany patologiczne charakterystyczne dla POChP zwigzane s3 z przewleklym
procesem zapalnym oraz z opisanymi wyze] zmianami strukturalnymi, ktére sg
wynikiem powtarzajacych si¢ epizodow uszkodzenia 1 naprawy. Proces zapalny w
drogach oddechowych chorych na POChHP jest modyfikacja odpowiedzi zapalnej drog
oddechowych na przewlekle dzalanie czynnikow draznigcych, takich jak dym
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tytoniowy. Stres oksydacyjny i nadmiar proteinaz poglebiaja toczace si¢ w plucach
zapalenie (47).
1.5.B Proces zapalny w drogach oddechowych

Dla POChP charakterystyczny jest przewlekly si¢ proces zapalny, dotyczacy
glownie drobnych oskrzeli. Stopien zapalenia wzrasta wraz ze wzrostem stopnia
cigzkosci POChP wg GOLD. Komoérkami biorgcymi udzial w reakcji zapalnej sa tu
granulocyty obojetnochlonne, limfocyty T (CD8+), makrofagi oraz limfocyty B (61).
POChHP charakteryzuje si¢ zwigkszong liczbg limfocytow CD8+ (cytotoksycznych) Tcl,
obecnych jedynie u palaczy, u ktorych rozwija sic POChP (10, 47). Makrofagi sa
pobudzane przez dym tytoniowy oraz inne substancje draznigce do uwalniania
substancji chemotaktycznych dla neutrofili, takich jak chemokiny CXC (IL-8, GRO-
alfa- przyciagajaca neutrofile i monocyty) i mediatory lipidowe (LTB4, ktory przycigga
neutrofile 1 limfocyty T). Czynniki chemotaktyczne dla neutrofili powodujg ich szybki
transport z krazenia do $wiatla oskrzeli. Neutrofile s3 zdolne do uwalniania wolnych
rodnikow tlenowych, elastazy oraz cytokin, co ma kluczowe znaczenie w patogenezie
POChHP, wykazujac wplyw na komdrki kubkowe 1 gruczoly podsluzéwkowe, powodujac
hipersekrecje $luzu, indukujac rozedme plic poprzez niszczenie $cian pecherzykow
plucnych oraz rozwdj procesu zapalnego (27). U chorych na POCHP stwierdza si¢
rOwniez zwigkszone stezenie czynnikOw nasilajacych proces zapalny, takich jak TNF-
alfa, 16 czy IFlbeta. Czynnki te mogg rowniez odpowiada¢ za niektore zmiany
ogoloustrojowe w przebiegu POChP. TNF-alfa moze aktywowaé transkrypcje
czynnika  jadrowego-kB  (NF-xB), rozpoczynajacego transkrypcje genu IL-8.
Mediatorami stanu zapalnego indukujacymi zmiany morfologiczne sg czynniki wzrostu,
np. TGF-beta, ktéry moze powodowa¢ widknienie w matych drogach oddechowych
(12).

1.5.C Zaburzenie rownowagi miedzy proteinazami i antyproteinazami

W POChHP stwierdza sig¢ zwiekszong aktywno$¢ enzymoOw proteolitycznych,
prowadzaca do destrukcji $cian pegcherzykdw plucnych, a w konsekwencji do rozedmy
pluc. Uwaza sig, zz¢ w destrukcji migzszu pluc biora udzat rozne proteazy. Glownym
skladnikiem aktywnos$ci elastolitycznej pluc, a takze czynnkiem stymulujacym
wydzielanie §luzu jest elastaza neutrofilowa. Udowodniono, Zze enzym ten stanowi
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gléwny mechanizm elastolityczny u pacjentdow z niedoborem alfa-1-antytrypsyny,
natomiast u pacjentow z POChP zwigzang z paleniem tytoniu wickszg role odgrywaja
inne mechanizmy. U tych pacjentow wykazano udzat katepsyn oraz metaloproteinaz
macierzy (MMP), glownie kolagenazy (MMP-1), gelatynazy B (MMP-9). U pacjentow
z rozedmg plic wykazano takze zwigkszong aktywnos¢ MMP-2 i MMP-12 (11).
Kolagenazy biorg udzal w degradacji widkien kolagenu typu | i 1l (zlokalizowanego w
zewngtrzkomérkowej  macierzy  $rédmigzszu pluc) oraz  kolagenu  typu I
(umiejscowionego w chrzgstkach drég oddechowych). Gelatynazy (metaloproteinazy)
maja zdolho$¢ rozkladu kolagenu typu IV, glownego strukturalnego skladnika blon
podstawnych, sg takze zdolne do rozkladu elastyny (122). Limfocyty Tc (CD8+)
rowniez biorg udzial w niszczenm migzszu plic poprzez uwalnianie proteolitycznych
perforyn i granzymow (11). W POChP zwickszeniu aktywno$ci enzymow
proteolitycznych towarzyszy niedobor i zmniejszona aktywno$¢ antyproteaz, takich jak
alfa-1-atytrypsyna  (alfa-1-AT), alfa-1-antychymotrypsyna, inhibitor  leukoproteazy
wydzielniczej (SLPI), elafina, nystatyny oraz tkankowe inhibitory metaloproteinaz 1-4
(TIMP  1-4) (11) Uwaza sig, ze zwickszonemu st¢zeniu elastazy neutrofilowej
towarzyszy zahamowanie produkcji SLPI (133).

1.5.D Stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny moze by¢ wazmym czynnikiem nasilajgcym odpowiedz
zapalng w POChP w stabinym okresie choroby, w czasie zaostrzeh ulega on
Znacznemu  zwiekszeniu.  Wolne  rodniki  (pojedyncze  atomy  tlenu, rodniki
ponadtlenkowe, nadtlenki wodoru, hydroperoksydy) dostaja sie do tkanki phucnej
chorych na POChP wraz z dymem tytoniowym, s3 takze uwalniane przez komorki
zapalne (neutrofile i makrofagi). Ilos¢ endogennych antyoksydantow moze u chorych na
POChP ulec zmnigjszenn. Wolne rodniki uczestnicza w patomechanizmie POChP
poprzez zmniejszenie aktywnosci antyproteaz, aktywacje czynnika jadrowego kB (NF-
kB) prowadzaca do wzmozonego uwaliania I1-8 oraz TNF-o, zwigkszenie produkcji

izoprostanow, zwickszenie sekrecji $luzu, skurcz oskrzeli oraz nasilenie powstawania
wysicku (108).
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1.6 Apoptoza- znaczenie procesu oraz szlaki regulacyjne

Badania prowadzone na modelach zwierzgcych, jak i ludzkich wskazuja, ze
kolejnym mechanizmem, ktéry moze bra¢ udzal w patogenezie POChHP, jest zaburzenie
rownowagi miedzy apoptoza a proliferacja komérek w tkance plucnej. Prawidlowo
przebiegajaca apoptoza jest uwazana za proces zapobiegajacy przewleklemu zapaleniu,
poprzez pozbycie si¢ umierajacych komoérek zanim uwolnia one swoja szkodliwa
zawarto$¢ do otaczajacych tkanck (37). U chorych na POChP opisano natomiast
zwigkszenie apoptozy komorek $rodblonka tkanki phicnej, jak rowniez zwickszong
liczbe komoérek nablonkowych, komoérek srodmigzszowych oraz komorek zapalnych,
ktore podlegaly apoptozie (27, 69).

Apoptoza, nazywana takze programowang $miercia komorki, jest fizjologiczng
forma $mierci komoérki umozliwiajacg utrzymanie homeostazy ustroju. Umozliwia ona
elimnacj¢ ~ komorek  nieprawidlowych,  niefunkcjonalnych,  uszkodzonych  lub
zainfekowanych (50). Proces ten odgrywa kluczowa role w rozwoju/podzale
prawidlowych tkanek (40). Sposrod wszystkich 10 komérek w organizmie czlowieka,
w ciagu jednego dnia az 10’ komorek ulega apoptozie (93). Zaburzenia regulacji
apoptozy (,za duzo lub za malo”) prowadza natomiast do powstania wielu schorzen
(105). Nieprawidlowa aktywacja procesu apoptozy, prowadzaca do nadmiernej utarty
komoérek, moze powodowac np. defekt ukladu odpornosciowego w przebiegu AIDS czy
choroby neurodegeneracyjne. Z drugiej strony, nieadekwatna apoptoza, prowadzaca do
nadmiernego  przezycia 1 akumulacji komoérek, moze by¢é przyczyna chordb
nowotworowych (bialaczki, chioniaki, guzy lite), przewleklych chordb zapalnych czy
schorzen autoimmunologicznych (55).

Apoptoza odgrywa takze znaczaca role w patogenezie wielu chorob phuc, a
wplywanie na regulacje tego procesu moze mie¢ znaczenie w leczeniu tych schorzen.
Do chorob, w ktorych rola procesu apoptozy zostala udowodniona, naleza: sarkoidoza
(31, 34, 77, 124, 135), idiopatyczne widknienie pluc (73, 79, 111, 141), widknienie
pluc w przebiegu chorob tkanki lgcznej (73, 79), rak pluca (18, 41, 63, 66, 125),
przewlekle eozynofilowe zapalenie plic (116), krzemica pluic (20) czy astma
oskrzelowa (144, 145, 146).
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W  komoérce podlegajacej apoptozie dochodzi do glebokich zmian jej
architektury i utraty kontaktu komorki z macierza (52), komorka ulega obkurczeniu, w
blonie komoérkowej pojawiaja si¢ uwypuklenia, dochodzi do kondensacji chromatyny,
fragmentacji DNA na odcinki dlugosci nukleosomoéw 1 przeniesienia fosfatydyloseryny
z wewngtrzne] do zewnetrznej powierzchni blony komorkowej (102). Obecnosé
fosfatydyloseryny na zewnetrznej powierzchni blony komorkowej jest jednym z
sygnalow umozliwiajacych rozpoznanie i usuwanie komorek apoptotycznych (38, 60).
Do mnych czynnikéw pozwalajacych na rozpoznanie komorek apoptotycznych przez
fagocyty naleza m. in. skladowe ukladu dopemiacza (143). Efektem koncowym
dezintegracji komorki jest powstanie otoczonych blong komoérkowa 1 zawierajacych
organelle komoérkowe cialek apoptotycznych, ktére sa fagocytowane przez makrofagi
oraz komorki sasiadujgce, co pozwala unikngé reakcji zapalnej (118).

Komérki podlegaja apoptozie po odebranuu za posrednictwem okreslonych
struktur sygnatu apoptozy. Do podstawowych szlakoéw indukcji apoptozy naleza: droga
receptorowa czyli zewnatrzpochodna (ang. extrinsic) i droga mitochondrialna czyli
wewnatrzpochodna (ang. intrinsic) (52, 131). Oba szlaki facza sie w jeden wspolny
proces (45) na etapie egzekutorowym, kiedy to po serii molekularnych i
biochemicznych przemian dochodzi do aktywacji kaspaz, proteaz cysteinylowych,
odpowiedzialnych za podzial skladnikow jadra i cytoplazmy komorki (52).

Droga  receptorowa  uzalezniona  jest ~od  obecno$ci  receptorOw
powierzchniowych, zwanych receptorami $mierci (DR, ang death receptor), ktore
indukuja programowang S$mier¢ komorki poprzez wigzanie si¢ ze swoimi naturalnymi
ligandami. Receptory te to biakka przezblonowe, charakteryzujgce si¢ podobienstwem
strukturalnym 1 funkcjonalnym. W swych regionach zewnatrzkomorkowych zawieraja
domeng bogata w cysteing, natomiast regiony wewnatrzkomorkowe nazywane
domenami $mierci (DD, ang. death domain), biorg udziat w wigzaniu z ligandami, co
jest niezbedne dla indukcji procesu apoptozy (29). Do receptorow S$mierci zaliczamy
Fas (CD95/APO-1), TNF-R1, receptory TRAIL- DR 1 i DR2. Apoptoza jest inicjowana
poprzez ich zwigzanie z takimi ligandami jak Fas/CD95 ligand, TNF-a, TRAIL (44).
Ligandy te naleza do rodziny cytokin i bialek powierzchniowych, ktére wykazuja 25-
30-procentowe podobienstwo sekwencji aminokwasow (85). TNF-a jest silng cytoking
prozapalng o szerokim spektrum dzalania, ogrywa wazng role w procesach

odpornos$ciowych i zapalnych, w proliferacji, réznicowaniu i apoptozie komoérek (16).
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Inni czlonkowie rodziny TNF majag znacznie we¢zsze spectrum dzalania, rola FasL i
TRAIL ogranicza si¢ do indukcji apoptozy (8).

Receptorowa droga inicjacji apoptozy zostanie omoOwiona na przykladzie ukladu
Fas/Fas ligand.

Receptor Fas/CD 95/APO-1 to biatkko powierzchniowe zbudowane z 319
aminokwasow. Skfada si¢ z trzech domen zewnatrzkomorkowych oraz z
wewnatrzkomorkowej domeny $mierci, niezbe¢dnej dla przekazywania sygnalu. Nalezy
do nadrodziny receptora wzrostu nerwOW- receptora czynnika martwicy guza (TNF)
(biatkko blonowe typ 1) (106). Wysoka ekspresjc APO-1/Fas wykazujg dojrzale
aktywowane limfocyty T (71, 74). Ekspresj¢ Fas wykazuje takze tkanka grasicy, serca,
pluc, watroby i jajnikow, nie wykazuje jej tkanka moézgu czy $ledziony. Fas ligand
(FasL) to biatko blonowe typu II 1 nalezy do rodzny czynnika martwicy guza (TNF).
Fas ligand indukuje apoptozg poprzez wigzanie ze swoim receptorem blonowym, Fas
(136). Fas ligand wykazuje ekspresje przede wszystkim na aktywowanych limfocytach
T 1 stanowi kluczowy element procesu eliminacji tych komoérek podczas zmniejszania
odpowiedzi immunologicznej (96, 115). Polaczony z blong komorkows Iludzki Fas-
ligand jest przeksztalcany do formy rozpuszczalnej (sFasL) poprzez dzalanie
metaloproteinazy (89). SFas ligand to glikoproteina (26-29 kDa) skladajaca si¢ z
zewnatrzkomorkowego regionu Fas-ligand (156). SFasL nie jest ekwiwalentem Fas
ligandu zwigzanego z blong komorkowsa (124), poniewaz konwersja Fas ligand
zwigzanego z blong komoérkowa w formg rozpuszczalng (sFasL) zwigzana jest ze
zmniejszeniem aktywno$ci proapoptotycznej i utratg cytotoksycznosci (120). Ludzki
sFasL. skutecznie indukuje apoptoze komorek wykazujacych jego ekspresje (136).
Wykazano, ze u myszy sFasL jest aktywny i1 indukuje apoptoze w stezeniu <10ng/ml
(89, 140). Stezenia sFasL wyzsze niz 10ng/ml stwierdzano w surowicach pacjentow z
bialaczkami z duzych zarnistych limfocytow oraz z chloniakami z komorek NK (140).

Inhibitorem apoptozy jest sFas, przypominajacy budowsa Fas pozbawiony
domeny przezblonowej. SFas blokuje apoptozg poprzez zahamowanie wigzania Fas,
Fas-L lub sFas-L przez blon¢ komorkows. Poziom sFas w surowicy wzrasta w toczniu
rumieniowatym oraz bialaczkach T- i B- komorkowych (156).

Inicjacja apoptozy przez receptor Fas rozpoczyna si¢ poprzez zwigzanie
czgsteczki Fasl, co doprowadza do powstania kompleksu DISC (ang. death-inducing
signaling complex) (70). Po stymulacji receptora Fas przez FasL, w ciggu kilku sekund
dochodzi do rekrutacji bialkka adaptacyjnego FADD (ang. Fas-associated death
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domain)/Mortl oraz prokaspazy-8, nieaktywnej formy (zymogeu) kaspazy-8.
Aktywacja kaspazy-8 odbywa si¢ na drodze autoprotolizy (148). W komoérkach
bogatych w kaspazg-8 dochodzi do bezposredniej aktywacji kaspazy-3, natomiast
komorki ubogie w kaspaze-8 wymagaja wzmocnienia sygnalu poprzez mitochondria
(119). Po aktywacji kaspazy-8 przesylanie sygnalu apoptozy zalezne od Fas biegnie
dwoma drogami: szlakiem proteolitycznym za posrednictwem kaskady kaspaz oraz
szlakiem mediatorow lipidowych (29).

Szlak mitochondrialny przesylania sygnatu apoptozy zalezy od zwickszenia
przepuszczalno$ci  blony mitochondrialnej. Szereg bodzcow, takich jak  czynniki
chemiczne, promieniowanie ultrafioletowe, reaktywne czasteczki tlenu czy azotu, moze
indukowa¢ apoptozg poprzez szlak mitochondrialny (51). W regulacji tego procesu
biorg udzial biatkka blonowe nalezgce do rodziny Bcl-2 ( Bax, Bak, Bad, Bid, Bim),
ktore doprowadzaja do tworzenia kanaldw jonowych w blonie mitochondrialnej (104)
oraz do uwolnienia z mitochondrium do cytoplazmy cytochromu ¢, gdzie faczy si¢ on z
bialkiem Apaf-l (ang. apoptotic promoting activating factor-1) i prokaspazg-9,
doprowadzajac do aktywacji kaspazy-3 (51, 52, 76).

Oba szlaki aktywacji apoptozy- receptorowy i mitochondrialny- doprowadzaja
do aktywacji kaskady kaspaz.

Kaspazy to proteazy cysteinowe, odgrywajace kluczowa role w procesie
apoptozy. Wspdlna cecha tych enzyméw jest proteoliza bialkowych substratow w
miejscu reszty karboksylowej kwasu asparaginowego (52, 131). Kaspazy podzielone
zostaly na kaspazy indukujace (kaspaza-8, -9, -12) oraz efektorowe (kaspaza-3, -6, -7).
Enzymy te maja zdolho$¢ niszczenia bialek enzymatycznych i1 efektorowych, co w
koncowej fazie apoptozy doprowadza do calkowitej dezintegracji komorki (26, 131). Po
uruchomieniu kaskady kaspaz proces $mierci komorki staje si¢ nieodwracalny (25, 39).

Ze wzgledu na pojawiajace si¢ w ostatnich latach doniesienia o roli apoptozy w
patogenezie przewleklej obturacyjnej choroby phluc, podjelismy si¢ nowatorskiej proby
oceny procesu apoptozy w drogach oddechowych chorych na POCHP w zalezno$ci od
Klinicznego  zaawansowania choroby. Rozwigzanie tego problemu ma znaczenie

zarbwno poznawcze, jak i praktyczne.
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2. CEL PRACY

Cel gléwny:
Ocena wykladnikow procesu apoptozy w drogach oddechowych chorych na przewlekly

obturacyjng chorob¢ pluc w zaleznosci od stopnia zaawansowania klinicznego choroby.

Cele szczegolowe:

1. Ocena odsetka komorek apoptotycznych i stezenia sFasL. w popluczynach
oskrzelowych jako wykladnikow procesu apoptozy w drogach oddechowych
chorych na POChP w stopniu I+11, 111'i IV wg GOLD.

2. Ocena odsetka komorek apoptotycznych i stezenia sFasL w popluczynach
oskrzelowych jako wykladnikow procesu apoptozy w drogach oddechowych
chorych na POChP wydolnych i niewydolnych oddechowo.

3. Analiza zwigzku migdzy badanymi wykladnikami apoptozy a wybranymi
parametrami  okreslajagcymi Stopien zaawansowania POChHhP i stan kliniczny

chorych.
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3. MATERIAL

Do badania typu cross-sectional study wlaczeni zostali chorzy na przewlekls
obturacyjng chorobe plic objeci opieka Kliniki Pulmonologii, Alergologii 1 Onkologii
Pulmonologicznej  Uniwersytetu  Medycznego im.  Karola  Marcinkowskiego w
Poznaniu. Rozpoznanie POChP u w/w pacjentow postawione zostalo w oparciu o
kryteria. GOLD. Kryteria kliniczne to wystepowanie duszno$ci, przewleklego kasziu tub
odkrztuszania plwociy. Istotne dane z wywiadu to narazenie na czynniki ryzyka tej
choroby, takie jak: dym tytoniowy, przemystowe pyly i substancje chemiczne, dym z
piecow kuchennych 1 grzewczych. Diagnoza POChP potwierdzona zostala za pomoca
spirometrii, w ktérej po inhalacji leku rozszerzajacego oskrzela  stwierdzono
niecatkowicie odwracalne ograniczenie przeptywu powietrza w drogach oddechowych
(FEV1/FVC <0,7). Do grupy badanej wigczono pacjentdow chorych na POChP w wieku
od 40 do 80 lat, palaczy lub bylych palaczy, w stabilnym okresie choroby, a zatem bez
rozpoznanego zaostrzenia. U wszystkich chorych obliczono liczbe paczkolat palenia
papierosow jako iloczyn liczby paczek papierosow palonych dziennie 1 liczby lat
palenia tytoniu. Zaostrzenie przewleklej obturacyjnej choroby pluc definiowane jest
jako zdarzenie w naturalnym przebiegu choroby charakteryzujace si¢ zmiang nasilenia
przewlekle wystepujagcych objawow- dusznosci, kaszlu lub odkrztuszania plwociny,
ktéra wykracza poza normalng zmienno$¢ z dnia na dzen, ma nagly poczatek i moze
uzasadnia¢ zmiang leczenia farmakologicznego (47). Pytania o zmian¢ nasilenia w/w
objawow zawarte zostaly w wypehianej przez pacjentow ankiecie. Poniewaz
najczestszg przyczyne zaostrzen POChP stanowig infekcje drog oddechowych, brak
zaostrzenia choroby potwierdzano takze badaniem stgzenia bialka C-reaktywnego
(CRP) w surowicy Krwi.

Z badania wylaczeni zostali chorzy:

- ze wspolistnieniem inych chordb pluc, takich jak rak plica, astma oskrzelowa,
choroby $rodmigzszowe phuc, gruzlica pluc, zatorowos¢ plicna;

- z przeciwwskazaniami do wykonania bronchofiberoskopii.

Chorzy whaczeni zostali do badania po udzelenu przez nich pisemnej zgody.
Projekt uzyskat zgod¢ Komisji Bioetycznej przy Akademii Medycznej im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu, uchwala nr 1374/05.
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4. METODY

4.1 Badanie ankietowe

Czeé¢ specjalnie przygotowanej dla celow badania ankiety zawierala pytania
dotyczace badania podmiotowego. Obejmowala ona pytania o objawy typowe dla
przewleklej obturacyjnej choroby phic ze strony ukladu oddechowego, takie jak
dusznos$¢, kaszel, odkrztuszanie plwociny. Szczegblng uwage zwracano na zmiany
nasilenia w/w objawdw, co moze $wiadczy¢ o zaostrzeniu choroby. Zadano takze
pytania o objawy mogace wynka¢é z obecnosci powiklan POChP lub chorob
towarzyszacych, tzn. o bodle glowy, obrzeki czy krwioplucie. Nastepnie pytano o
narazenie na czynniki ryzyka POChP - czynne Vlub bierne narazenie na dym tytoniowy,
zaw6d, narazenie na substancje draznigce, pyly, gazy w miejscu pracy, czestos¢ infekcji
dréog oddechowych w dzecinstwie. Kolejne pytania dotyczyly przebiegu choroby,
momentu jej rozpoznania, czgstosci zaostrzen 1 zwigzanych z nimi  hospitalizacji
Ostatnia grupa pytan dotyczyla przyjmowanych przez chorego lekow, ze szczegblnym

uwzglednieniem glikokortykosteroidow wziewnych 1 systemowych.

4.2 Spirometria

Badania spirometryczne wykonane zostaly za pomocag aparatu Master Screen
Body/Diffusion firmy Jaeger.
Pod uwage brane byly nastgpujace parametry:
- FEV1 [%] - natezona obj¢tos¢ wydechowa pierwszosekundowa
- FVC [%] - natezona pojemnos$¢ zyciowa
- FEV1/FVC [%] — stosunek natgzonej objetosci wydechowej pierwszosekundowej i
natezonej pojemnosci zyciowej

Parametry te podane zostaly jako odsetek wartosci naleznych dla plei, wieku i
wzrostu wg Europejskiej Wspolnoty Wegla 1 Stali (ECCS). Badania spirometryczne
wykonane zostaly 15-30 minut po inhalacji leku rozszerzajacego oskrzela (400 ug
salbutamolu). Spirometria shizyla do potwierdzenia rozpoznania POChP poprzez
obecnos¢ obturacji drég oddechowych (FEV1/FVC < 0,7), oraz do okreslenia ciezkosSci
choroby (stadium I- FEV1 > 80% wartosci naleznej, stadium II- 50% < FEVI < 80%,
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stadum III 30% < FEV1 < 50%, stadium IV FEV1 < 30% lub FEV1 < 50% przy
wspotistnienu  niewydolnosci  oddechowej).  Kwalifikkacjg  chorych do  projektu
rozpoczeto w 2008 roku, dlatego przez caly okres badania postigiwano sie kryteriami

GOLD z 2007 roku.

4.3. Bodypletyzmografia

U wiekszos$ci pacjentow wykonano badanie mechaniki oddychania. W dalszej
analizie brano pod uwage nastgpujace parametry:

- TLC [%] - calkowita pojemno$¢ phuc

- RV [%] - objetos¢ zalegajaca

- IC/TLC [%] - stosunek pojemnosci wdechowej do calkowitej pojemnosci phuc

- RVITLC [%] - stosunek objetosci zalegajacej do calkowitej pojemnosci puc
Dwa ostatnie parametry stuza do oceny rozdecia pluc (hiperinflacji). Do badania uzyto
bodypletyzmografu Master Screen Body/Diffusion firmy Jaeger.

4.10.Pomiar pojemnosci dyfuzyjnej pluc dla tlenku wegla

Pojemno$¢ dyfuzyjng phlic dla tlenku wegla (DLCO) oznaczono metoda
pojedynczego oddechu. Metoda ta wymaga wstrzymania oddechu na szczycie wdechu
na ok. 10 sekund. Czg$¢ chorych na POCHP, zwlaszcza ze znaczng duszno$cia w
zaawansowanej chorobie, nie jest w stanie z tego powodu wykona¢ badania. Warto$¢
DLCO oznaczana jest jako odsetek wartosci naleznej. Zaburzenia dyfuzi
kwaliflkowane sg jako fagodne (DLCO >60%, ale mmiejsze od dolnej granicy normy),
umiarkowane ( DLCO 40-60%) lub cigzkie (DLCO < 40%).

Zmniejszenie DLCO u chorych na POChP moze $wiadczy¢ o rozedmie pluic. Do
badania DLCO uzyto bodypletyzmografu Master Screen Body/Diffusion firmy Jaeger.

4.11.Gazometria krwi tetniczej

W celu oznaczenia Sa02, paO2 i paCO2, krew pobrana zostala przez lekarza z
tetnicy promieniowej, od pacjenta pozostajacego w pozycji siedzacej, oddychajacego
powietrzem atmosferycznym. Oznaczenie wykonane zostalo w ciggu 20 min. od chwil
pobrania krwi.
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Wykonanie badania gazometrii krwi tgtniczej konieczne bylo do stwierdzenia
obecnosci lub  braku niewydolnosci oddechowej. Niewydomhos¢ oddechowa
rozpoznawana byla u pacjentow z hipoksemig (paO2<60mmHg) oraz z hipoksemig i
hiperkapnig (paCO2>45mmHg). Stwierdzenie obecnosci lub braku niewydolnosci
oddechowej konieczne bylo do zrdzmicowania I i IV® zaawansowania POChP wg
kryteriow GOLD 2007.

4.12.Skala BODE

Dzesigciopunktowa skala BODE (Wstep Tabela 3) pozwala na okreslenie stanu
klinicznego pacjenta. Analizie poddane sa tu wykladniki choroby majace najwigkszy
wplyw na rokowanie:

B (ang. body mass index) - indeks masy ciata
O (ang. airflow obstruction) - stopien obturacji drég oddechowych
D (ang. dyspnoea) - dusznos¢

E (ang. exercise capacity) - wydolnos¢ wysitkowa

BODE jest skalg sumaryczng, za kazdy z parametrow mozna otrzymaé¢ od 0 do 3
punktow, jedynie za BMI O lub 1 punkt. W badanej grupie chorych na POChP analizie
poddano zaréwno poszczegdlne elementy BODE, jak 1 sume uzyskanych punktow.

Wszyscy pacjenci z badanej grupy zostali zwaZzeni i1 zmierzeni na wadze
lekarskiej. Na tej podstawie obliczono wskaznik masy ciala (BMI) jako iloraz wagi
[kg] i kwadratu wzrostu [m?] pacjenta. BMI <20 kg/ m? oznacza niedowage, BMI 20-25
kg/ m? kwalifikuje chorego do grupy oséb o prawidlowej masie ciala, BMI>25 kg/ m®
oznacza nadwage, a BMI> 30 kg/ m* — otylos¢ (112). W prowadzonym projekcie
chorzy zostali podzeleni ze wzgledu na BMI na dwie podgrupy: BMI <25 kg/ m® oraz
BMI >25 kg/ n’.

Stopien obturacji drég oddechowych okreslono po wykonaniu badania
spirometrycznego przy pomocy FEV1 [%].

Do oceny nasilenia dusznos$ci postuzyla skala MMRC (Wstep Tabela 1).

Test sze$ciominutowego chodu (6MWT) u chorych na POChP shizy do oceny
wydolnosci wysitkowej oraz jako wskaznik pozwalajacy przewidywa¢ chorobowos¢ i

$miertelno$¢. Porownanie dystansu przebytego w 6MWT przed i po zakonczeniu
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leczenia pozwala na oceng jego skutecznosci Bezwzglednym przeciwwskazaniem do
wykonania testu jest zawat serca lub niestabina diawica piersiowa w ciggu miesigca
poprzedzajacego badanie. Do przeciwwskazan wzglednych naleza czynno$¢ serca w
spoczynku powyzej 120/minute, ciSnienie skurczowe powyzej 180mmHg lub cisnienie
rozkurczowe powyzej 100mmHg,

Test 6-cio minutowego chodu wykonywany byt zgodnie z zaleceniami ATS na
korytarzu, na prostym odcinku o dlugosci 30m. Mierzono dystans (w metrach) jaki w
ciggu szeSciu minut przebyl pacjent chodzac wilasnym tempem. Przed testem oraz po
jego zakonczeniu mierzono tetno, ciSnienie tetnicze oraz saturacje hemoglobiny tlenem.
Saturacja oceniana byla przy uzyciu pulsoksymetru OXYPLETH 520A. Pacjent w
kazdym momencie mogt przerwa¢ wykonywanie badania. Wskazaniami do
natychmiastowego zakonczenia 6MWT byt bol w klatce piersiowej, sina dusznosc,
kurcze migéni nog, wzmozona potliwos$¢, nagle zblednigcie lub zasinienie (9).

Po wykonaniu badan umozZliwiajagcych  oceng  wszystkich  elementow
wchodzacych w skiad skali BODE, sumowano punkty otrzymane za poszczegdine
parametry, uzyskujac ostateczng punktacje. Pojedynczy pomiar punktacji w skali BODE
u chorych na POChP ma znaczenie zarowno w ocenie cigzkosci choroby, jak 1
znaczenie prognostyczne. Minimalna ilo§¢ punktow (0) oznacza rokowanie najlepsze, a
maksymalna ilo$§¢ punktéw (10) - rokowanie najgorsze. Wyrdzniono cztery przedzaly
punktacji, charakteryzujace si¢ réznym rokowaniem (0-2, 3-4, 5-6, 7-10 punktow).
Najgorsze rokowanie majg pacjenci z liczbg 7-10 pkt. W tej grupie chorych 5 lat
przezywa ok. 20-25% badanych (14, 22, 23).

4.13.Bronchofiberoskopia

Proces apoptozy badany byl w poptuczynach oskrzelowych pobranych podczas
bronchofiberoskopii z obwodowych partii drzewa oskrzelowego. Do badan uzyto
bronchofiberoskopow firmy Pentax oraz Olympus. Zabieg ten u wszystkich pacjentow
wykonywany byt rutynowo, jako element badan kontrolnych lub w celu pobrania
materialu  do badan bakteriologicznych. Cze$¢ uzyskanego materialu  wykorzystana
zostala w celu realizacji prezentowanego projektu.

Przeciwwskazaniem  do  wykonania ~ bronchofiberoskopii  jest  cigzka
niewydolno$¢ oddechowa, cigzka niewydolno$¢ serca, cigzkie zaburzenia rytmu serca,

zwlaszcza komorowe, zawal serca w ciggu dwoch tygodni poprzedzajacych badanie lub
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niestabilna dlawica piersiowa. Chorzy na POChP ze wspolwystepowaniem w/w stanow
nie byli kwalifikowani do prezentowanego projektu.

Popluczyny zostaly natychmiast odwirowane w temperaturze pokojowej z
predkoscia 1500 obrotéw/minute przez 5 minut w celu oddzielenia frakcji komoérkowe;j
od nadsgczu. Nadsacz zostal zamrozony w temperaturze -70° C, natomiast zawiesina

komorkowa poddana dalszym badaniom bezposrednio po pobraniu.

4.14. Immunofe notypowa ocena skladu komorkowego popluczyn

oskrzelowych

W celu oceny skladu komoérkowego popluczyn oskrzelowych chorych na
POChP okre$lono immunofenotyp komoérek, co pozwolo wyodrebnic z zawiesiny
komorki nienablonkowe, granulocyty, limfocyty i makrofagi. Wykorzystane w tym celu

przeciwciata monoklonalne przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4. Charakterystyka przeciwciat wykorzystanych do oceny komoérek w popluczynach
oskrzelowych

Prze ciwcialo Fluorochrom Klon Izotyp Producent
CD45/CD14 PE, MoP9, Ms 1gGab, «, | Becton
(BD LeucoGATE™) | FITC 2D1 Ms Dickinson
PerCP, SK7, Ms 1gGi, «,
Becton
CD4/CD8/CD3 PE, SK1, Ms 1gG1, «, | _. .
Dickinson
FITC SK3 Ms 1gGs, «
Becton
CD11b/Mac-1 APC D12 Ms 19Gza, o
Dickinson
™ Becton
CD45 APC-Cy ™7 2D1 Ms 1gGs, « o
Dickinson
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Procedura inmmunofenotypowania byla zgodna 2z zaleceniami producenta
(Becton Dickinson). Osad komorkowy, uzyskany po odwirowanu popluczyn
oskrzelowych 1 zlanu nadsaczu, zostal zawieszony w 2,5 ml buforu fosforanowego
(PBS). Nastepnie do trzech probdéwek przeniesiono po 100ul uzyskanej zawiesiny. Do
pierwszej proboéwki dodano 20ul reagentu LeucoGATE oraz CD11b, druga stanowila
probe  kontrolng (kontrola izotypowa), do trzeciej dodano po 20ul przeciwciat
CD4/CD8/CD3, CDI11b oraz CDA45. Zawiesing ostroznie zamieszano, a nastepnie
inkubowano w temperaturze pokojowej (20-25°C) przez 15 minut bez dostepu $wiatha.
Po inkubacji dodano 2 ml buforu lizujacego (FACS Lysing Solution; Becton
Dickinson), ostroznie zmieszano i1 inkubowano 10 min w temperaturze pokojowej] w
ciemnosci. Uzyskana zawiesina zostala dwukrotnie przeptukana buforem PBS, po
kazdym phlukaniu odwirowana przy predkosci 1500 obrotow/minute w czasie 5 minut w
temperaturze pokojowej. Uzyskane w ten sposob komorki byly gotowe do dalszej
analizy za pomocg cytometru przeplywowego FACS Canto (Becton Dickinson) przy
uzyciu oprogramowania FASCDiva (Becton Dickinson).

4.15.0cena procesu apoptozy w drogach oddechowych chorych na POChP

W celu oceny apoptozy w drogach oddechowych pacjentow z POChP okreslono
odsetek komorek podlegajacych apoptozie w oparciu o wigzanie aneksyny V. W
popluczynach oskrzelowych zmierzono takze stezenie sFas ligand, jako jednego z
elementdw przesylania sygnatu apoptozy szlakiem zewngtrzpochodnym Fas/Fas ligand.

4.10.1 OKkreslenie odsetka komorek apoptotycznych w popluczynach

oskrzelowych w oparciu o wigzanie aneksyny V

Odsetek komoérek aktywnie podlegajacych apoptozie okreslony zostal za
pomocag aneksyny V barwionej izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) (Annexin V-FITC
Apoptosis Detection Kit |- BD Pharmingen). Metoda ta opiera si¢ na utracie asymetrii
budowy blony komérkowej we wczesnej fazie apoptozy. W komodrkach apoptotycznych
fosfatydyloseryna (PS) przemieszcza si¢ z wewngtrznej do zewngtrznej warstwy blony
komoérkowej, a zatem jest eksponowana na Srodowisko zewnetrzne. Aneksyna V jest

biakiem zaleznym od Ca?* wiazacym fosfolipidy. Bialko to ma silne powinowactwo do
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fosfatydyloseryny. Uzywany w tej metodzie jodek propidyny (PI) jest standardowo
uzywanym w cytometrii przeplywowej wykladnikiem Zywotnosci komoérki. Zywe
komorki z nienaruszong blong komorkowa nie lacza sie z PI, natomiast blony komodrek
martwych 1 uszkodzonych sg przepuszczalne dla PI. Komoérki barwigce si¢ aneksyng V-
FITC, a nie barwigce si¢ jodkiem propidyny, to komorki podlegajace apoptozie.
Komorki barwigce si¢ zarowno aneksyng V- FITC, jak i PI, sg albo w pomej faze
apoptozy, albo podlegaja martwicy, albo sa to komorki martwe. Komorki nie barwigce
si¢ ani anneksyng V-FITC ani PI sg zywe 1 nie podlegaja apoptozie.

Zgodnie z zaleceniami producenta osad komorkowy zostal dwukrotnie przemyty
2,5ml zimnego buforu fosforanowego (PSB). Do czterech 5ml probdwek przeniesiono
po 100ul uzyskanego roztworu (ok. 1x10° komorek). Pierwsza probowka stanowila
kontrole yjemnag, do drugiej dodano 5ul aneksyny V, do trzeciej 5yl jodku propidyny,
natomiast do czwartej probowki po Sul aneksyny V i jodku propidyny. Po zamieszaniu
wszystkie probowki inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej w
ciemnosci. Nastepnie do wszystkich probowek dodano 400y buforu wigzacego
aneksyne V. Uzyskany material zostat w ciggu 60 minut poddany analizie za pomoca
cytometru  przeplywowego FACS  Canto (Becton Dickinson) przy uzyciu

oprogramowania FASCDiva (Becton Dickinson).

4.9.2 Pomiar stezenia sFas ligand w popluczynach oskrzelowych

Kolejnym etapem prezentowanego projektu byt pomiar stg¢zenia sFas ligand w
popluczynach oskrzelowych metoda ELISA przy uzyciu Human sFas Ligand ELISA
Kit (BioVendor). Supernatant z BAL-u, zamrozony w temperaturze -70° C, zostat
rozmrozony tylko raz, bezposrednio przed badaniem. Procedura badania zgodna byla z
protokotem producenta.

Wszystkie reagenty zostaly przed uzyciem dokladnie zamieszane. Kazda probka
nadsagczu  z phikania oskrzelowo-pegcherzykowego oceniana byla w  duplikacie.
Studzienki  plytki  mikrotitracyjnej  oplaszczone = przeciwcialami  monoklonalnymi
przeciw ludzkiemu sFas Ligand zostaly dwukrotnie przemyte buforem phiczacym
dostarczonym przez producenta. Przygotowano dwa rzedy standardowych rozcienczen
sFas Ligand, w zakresie od 10 do 0,16ng/mlL 50ul nadsaczu z plukania oskrzelowo-
pecherzykowego dodano do wyznaczonych dotkow. SFas Ligand obecny w badanych
probkach zostal zwigzany z przeciwcialami anty-sFas Ligand, oplaszczajacymi dofki.
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Do dotkéw dodano 50ul konjugatu biotyny, probki poddano dwugodzinnej inkubacji w
temperaturze pokojowej, a nastepnie plukano cztery razy. Konugat biotyny zostat
zwigzany z sFas Ligand polaczonym z przeciwcialem monoklonalnym anty-sFas
Ligand. Niezwigzany koniugat biotyny zostal usuniety podczas czterokrotnego
plukania. Do wszystkich dolkkéw dodano 100ul streptawidyny-HRP, inkubowano przez
godzing w temperaturze pokojowej bez dostgpu Swiatla, a nastgpnie plukano.
Streptawidyna-HRP przylaczyla si¢ do wczesniej utworzonych polaczen. Aby uzyskac
reakcje  barwng,  dodano 100u  roztworu  substratu TMB  (3,3’,5,5’-
czterometylobenzydyna), reagujacego z HRP,  inkubowano 10min w temperaturze
pokojowej. Barwa utworzonego produktu zalezala od st¢zenia sFas Ligand w badanej
probce. Reakcja enzymatyczna zostala zahamowana po dodanu 100y roztworu
hamujacego. Pomiaru  absorbancji dokonano przy dlugosci fai  A=450nm
wykorzystujagc  czytnk Multiskan Bichromatic (Labsystem).  Utworzono standardowa
krzywa poprzez umieszczenie $redniej absorbancji dla kazdego stgzenia standardowego
na osi rzednych oraz stezenia sFas Ligand na osi odcietych. Stezenie sFas Ligand w
BAL-u zostalo wyznaczone poprzez odnalezienie S$redniej wartosci absorbancji dla
danej probki na osi rzednych, przeprowadzenie poziomej linii do krzywej standardowe;.
Od miejsca przecigcia przeprowadzono ling pionowa do osi odcietych, gdzie odczytano

warto$¢ stezenia sFas Ligand w badanej probcee.

4.11 Analiza statystyczna

Dane uzyskane w badaniach dodatkowych opracowano w czterech podgrupach
wedlug stopni zaawansowania choroby wg GOLD, wydolno$ci oddechowej, wieku,
plci, BMI, IC/TLC, dystansu w tescie 6-cio min. chodu, punktacji w skali BODE. W
analizie statystycznej zebranego materialu  badawczego zastosowano nastgpujace
metody statystyczne.

Do prezentacji wynkow w przypadku zmiennych ilosciowych wykorzystano
metody statystyki opisowej takie jak: licznos¢ (N), $rednia arytmetyczna (X ),
odchylenie standardowe (SD), minimum (Min), maksimum (Max), rozstgp, kwartyl
dolny (Q1), mediana (Me), kwartyl gorny (Qsz), wspolczynnik zmiennoséci (V), blad
standardowy (SE). Z kolei w odniesienu do zmiennych jako$ciowych zastosowano

liczebno$¢ 1 procent (%).
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Dla wszystkich parametréw sprawdzono zgodno$¢ ich rozkladu z rozkladem
normalnym. Ocen¢ zgodnosci przeprowadzono testem Shapiro-Wilka. Jednorodnos¢
wariancji sprawdzono testem Levelene’a.

Analize istotnosci roznic pomiedzy warto§ciami Srednimi w dwdch podgrupach
(wydolno$¢ oddechowa, ple¢, wiek, BMI, IC/TLC, dystans w tescie 6-cio min. chodu)
dla zmiennych o rozkladzie normalnym i jednorodnych wariancjach sprawdzono testem
t-Studenta. Natomiast analize¢ istotno$ci roéznic pomigdzy warto$ciami Srednimi w
dwoch podgrupach (wydolnos¢ oddechowa, ple¢, wiek, BMI, IC/TLC, dystans w tescie
6-cio min. chodu) dla zmiennych o rozkladzie réoznym od normalnego lub
niejednorodnych  wariancjach ~ sprawdzono  testem  nieparametrycznym  Manna-
Whitneya.

Analiz¢ istotnosci roznic pomiedzy wartoSciami Srednimi w trzech podgrupach
(stopien zaawansowania POChP I+II, III i IV wg GOLD) dla zmiennych o rozkladzie
normalnym i jednorodnych wariancjach sprawdzono analiza wariancji (ANOVA). W
przypadku istotnych roznic pomigdzy warto$ciami $rednimi zastosowano test HSD
Tukeya. Analize istotnoSci roznic pomiedzy wartosciami $rednimi w trzech podgrupach
(stopien zaawansowania POChP I+II, III 1 IV wg GOLD) dla zmiennych o rozkladzie
roOmym od normalnego Iub niejednorodnych wariancjach sprawdzono testem
nieparametrycznym ANOVA rang Kruskala-Wallisa. W przypadku istotnych roznic
pomiedzy  warto$ciami  $rednimi  zastosowano test post-hoc dla  poréwnan
wielokrotnych.

W celu okreslenia zwigzku migdzy wykladnikami apoptozy a wynikami badan
dodatkowych zastosowano nieparametryczny wspotczynnik korelacji Spearmana.

W celu okreSlenia istotnosci rozmic pomigdzy poréwnywanymi grupami W
odniesieniu do zmiennych jakosciowych wykorzystano tabele wielodzielcze i test Chi’.

W celu ustalenia wzajemnych zalezno$ci poszczegdlnych zmiennych $wiadczacych
0 zaawansowaniu choroby (stopien wg GOLD, punktacja w skali BODE, RV/TLC, RV,
FEV1, dystans w teScie 6-cio minutowego chodu, IC/TLC, DLCO, SaO2, odsetek
komorek apoptotycznych) zastosowano analize¢ skupien z wykorzystaniem metody
aglomeracji i metody k-srednich. Metoda aglomeracji polega na tworzeniu skupien,
poczawszy od polaczenia dwodch najbardziej podobnych obiektow, a nastepnie na
kolejnym dolgczaniu obiektow Iub laczeniu skupien ze wzgledu na ich podobienstwo,
az do wuzyskania skupienia mocnego, ktore integruje wszystkie skupienia nizszych

pozioméw. W celu okreslenia odleglosci miedzy skupieniami wykorzystano metode
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aglomeracji Warda wraz z wykorzystaniem miary odleglosci euklidesowej. W
procedurach hierarchicznych istnieje mozliwos$¢ graficznego przedstawienia  wynikOw
w postaci dendrogramu (drzewka polaczen), ktére ilustruje kolejne polaczenia skupien
coraz to wyzszego rzedu. Uzyskana hierarchia pozwala na okreSlenie wzajemnego
polozenia skupien i1 obiektow w nich zawartych. Otrzymane wyniki analizy skupien
przedstawiono za pomocg dendrogramu. W analizie skupien metodg aglomeracji
przeprowadzonej w tej samej grupie zmiennych wyodrebniono dwie najdluzsze
odleglosci wigzan, co pomoglo we wskazanu ilosci skupien podczas przeprowadzania
grupowania metoda k-$rednich.

Weryfikacje hipotez statystycznych przeprowadzone byly dla poziomu istotnosci
a=0,05. W analizie statystycznej zgromadzonego materialu wykorzystano program
Statistica 9.0 PL i MS Excel 2003.
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5. WYNIKI

3.1 Charakterystyka grupy badanej

Do badania wlhczono 57 chorych na POChP (39 mezczyzn 1 18 kobiet),
pozostajacych pod opieka Katedry 1 Klinki Pulmonologi, Alergologii i Onkologii
Pulmonologicznej Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Na podstawie kryteriow
whczenia do badania kwalifikowano chorych w wieku od 40 do 80 rz Sredni wick w
calej grupie badanej wynosit 65,19 lat.  Zgodnie z przyjetymi kryteriami wszyscy
chorzy zostali wlaczeni do badania w stabinym okresie choroby. Potwierdzaja to dane
uzyskane dzeki przeprowadzonej ankiecie, w ktorej zaden z pacjentdéw nie podawat
objawow zaostrzena POChP. Rowniez prawidlowe stezenia CRP uzyskane u
wszystkich chorych $wiadcza stabinym okresie choroby. Srednie stezenic CRP w
grupie badanej (N=57) wynosito 3,51mg/l (Min=0,5mg/l, Max=9,34mg/l), przy normie
laboratoryjnej 0-9 mg/l. Zgodnie z kryteriami wlhaczenia do badania zakwalifikowano
chorych na POChHP palacych papierosy oraz bylych palaczy. Dla wszystkich chorych
obliczono liczbe paczkolat (liczba lat palenia x liczba paczek papierosow/dziennie).
Srednia liczba paczkolat w calej badanej grupie wyniosla 38 (Me=40). Ponizj, w tabeli
4, przedstawiono parametry charakteryzujace badang grupe chorych na POChHP. (Aneks
Tabela 1)

Grupa badana zostala podzelona na trzy podgrupy ze wzgledu na stopien
zaawansowania choroby wedlug GOLD na podstawie badania spirometrycznego:
POChP I+1I° (n=22), POChP I1I° (n=19), POChP IV° (n=16). Warto$ci badanych
parametrow charakteryzujgcych w/w podgrupy przedstawiono w tabeli 5. (Aneks
Tabela 2, 3, 4)

Na podstawie wynkow gazometrii krwi tetniczej wyodrgbniono takze grupe
chorych wydolnych oddechowo, z ciSnieniem parcjalnym tlenu we krwi tgtniczej >
60mmHg (n=37) oraz grup¢ chorych niewydolnych oddechowo, z hipoksemig
(ci$nieniem parcjalnym tlenu we krwi tetniczej ponizej 60mmHg) oraz z hipoksemig i
hiperkapnig  (ci$nieniem parcjalnym dwutlenku wegla we krwi tetnicze;] powyzej
45mmHg) (n=20). Ponizej, w tabeli 6, przedstawiono parametry charakteryzujace
podgrupy chorych wydolnych i niewydolnych oddechowo. (Aneks Tabela 5, 6)
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Tabela 5. Ogolna charakterystyka grupy badanej oraz podgrup I+, 111, 1IV° wg GOLD

wwdlem POChP I1+11° | POChP 111°| POChP  IV° Wa‘“‘(;’l“
g wg GOLD wg GOLD wg GOLD IEII( Ialll
X +SE i 1IV° wg
(Min ; Max) GOLD)
wiek [lata] 65,19+1,06 63,55+2,0 66,42+1,76 66,00+1,59 ns
42 : 79) (42 : 76) (56 : 79) (58 : 77)
47,69+2.33 64,23+4.,00 41 59+1,14 31,14+2.29
0, ) > y b y bl ) >
FEVL [%] (15 ; 98) (28 : 98) (31,9 : 497) 153 :a89) | =000
RV [%] 196,41+8,66 162,98+10,95 201,01+11,39 | 250,52+16,64 <0,001
(98 ; 362,9) (97,8 ; 276) (150 ; 301) (158 : 362,9)
118,2242.82 113,15+3,95 118,06+5,12 127,68+5.42
0 ) b ) 9 ) b ) b
TLC [%] (80 :1767) | (804 ;1447) (88 : 176,7) ©7 1500 | =000
30,81+1,27 38,06+1,75 28,16+1,65 24 45+1,62
O 1 b 1 b 1 b ) b
IC/TLC [%] (101:498) | (256 ;498) (101 ; 37,2) (16 : 345) <0001
63,25+1,32 55,93+1,92 65,97+1,66 70,17+1,51
0, 1 9 i) 9 ) b 1 bl
RVITLC[%] | (1215 - 7022) | (215 :7048) | (4522 : 7560 | (6298 : 7922) | =000
49 5442 86 63,35+2,58 41,34+4 .43 34,96+5,09
0, ] p) b} 9 3 s 1 s < 1
DLCO [%] (16 : 853) 421 ;853) (161 ; 77,5) 212 : 623) <0,00
6333£1,04 | 66,34+1,15 64,19+135 58,17+2,55
paO2 [mmHg] | 1" g5 (56,3 ; 754) (527 ; 76,6) (51,88,6) <0001
paCO2 41,52+0,78 39,65+0,72 39,58+0,38 46,37+1,57 <0.001
[mmHg] 275 :555) | (343 :463) (275 ; 48,9) (349 ;555 | —
93,61+0,41 95,22+0.49 94,12+1.33 90,78+0.84
o ) b i) b ) > ) b
Sa02 [*] (85 ; 99,5) (91,1 : 995) (90,1 : 96,6) @54 083 | 0001
dystans w teScie | 343431796 | 43273+16,82 | 30588+29.56 | 232922864
6-min. chodu i . i i <0,001
] (60 ; 570) (300 : 570) (60 : 510) (60 : 375)
2 26,8+0,77 26,23+1,07 26,34+1,08 28,14+1,99
BMIETKG/MT |\ 65 a01) | (01:376) | (199:396) | (165 :441) ns
) 2+0,126 1+0,146 2+0,137 340,143 <
MMRC [0-4] 0,4 0,2 1;3) 2;4 =0.001
BODE 3+0,36 1+0,32 5+0,38 6=+0,39 <0.001
[punkty 1-10] 0:9 (0;5) (2:8) (3:9) -
liczba 38+2,03 3742.86 374417 414367 ns
paczkolat (10 : 80) (10 ; 65) (10 ; 80) (10 ; 60)
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Tabela 6. Ogolna charakterystyka grup chorych wydolnych i niewydolnych oddechowo

Wydolni Niewydolni
oddechowo oddechowo .
(N=37) (N=20) wartos ¢
X +SE P
(Min ; Max)
wiek [late] P s ns
FEVI [%] 53573*2988)3 ?2512%5315) <0,001
v aeay | B | o
nepd s | s |,
IC/TLC [%] 33,’37;?2’2) (23)11%;6556) <0,001
e s A I
orco s gl | wmee | o
w02 5 Fr T
paO2 [MmHg] 6(2’02?3%7 5(‘;’10?;”;9 <0,001
paCO2 [mmHg] ?2%2&23727) A(f§4522i51535§ <0,001
dystans w te$cie 6-min. 377+20,9 263+25.5 0.002
chodu [m] (60 ; 570) (120 ; 465) ’
M [kgim Gy | sera e
MMRC [0-4] 230;133)5 320;1 42)4 <0,001
BODE [punkty 1-10] ?3509‘; 6(20;’)7 <0,001
liczba paczkolat (1%7?[55) L(lllgt 4830; ns
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3.2 Immunofenotypowa ocena skladu komérkowego popluczyn oskrzelowych

Skifad komoérkowy popluiczyn oskrzelowych okreslony zostal metoda

przeplywowe;.

cytometrii

Immunofenotyp komoérek popluczyn oskrzelowych oceniono za pomoca

przeciwcial anty-CD45/CD14, anty-CD45, anty-CD11b oraz anty-CD4/CD8/CD3. (Rycina 1)
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Rycina 1. Immunofenotypowa ocena skladu komoérkowego popluczyn oskrzelowych w oparciu o
ekspresje CD45,CD141CD11b

Okreslono procentowy udziat komodrek nienablonkowych wsréd wszystkich komodrek

zawartych w popluczynach oskrzelowych chorych na POChP. Ws$r6d nich wyodrebniono

odsetek granulocytow, limfocytow i makrofagow.
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Sklad komorkowy popluczyn oskrzelowych ogélu chorych oraz w grupach chorych na
POChHP w stopniu I+I1, 1l i IV wg GOLD przedstawiono w tabeli 7, w grupach chorych
wydolnych i niewydolnych oddechowo w tabeli 8.

Tabela 7. Sklad komoérkowy popluczyn oskrzelowych u chorych na POChP w stopniu I+11, 111
i IV wg GOLD

POChP POChP

0
ogolem P(V?grgotél H1° wg IV° wgy warto$ ¢
(N=56) NZ22) GOLD | GOLD p
( (N:19) (N:15) d|IaV|0+||\;v|||,
X £SE GOLDg
(Min ; Max)
komérki 6426243 | 67,3243,4 | 58,76+4,98 | 66,73+4,09
nienablonkowe [%] | (21;91) (28; 90) (21; 91) (43; 87) ns

4834328 | 40,05+5,11 | 46,11+597 | 63,33+429
granulocyty [%0] (0; 95) (©; 81) (10; 95) (32:84) | 00146

| 363057 | 4,8240,66 | 3,38+0,64 | 22+083
limfocyty [%] (©; 21) (L 21) (0; 11) (0; 12) w

Crofagi 194 16,81+2,66 | 23324543 | 158+4,12 | 85314
makrofagi [%6] (0; 88) (0; 88) (0; 69) (1; 21) ns

Tabela 8. Sklad komérkowy popluczyn oskrzelowych u chorych na POChP wydolnych
i niewydolnych oddechowo

Wydolni Niewydolni
oddechowo odechowo Hodé
(N=37) (N=19) wartosc
X =SE P
(Min ; Max)
komorki nienablonkowe |[%] 62(’212_i931’)12 66(’??27,1837’)84 ns
45,41+4,16 54,05+5,16
granulocyty [%] (0; 95) (10; 77) ns
. 4,04+0,78 2,83+0,66
limfocyty [%0] (0: 21) (0: 12) ns
makrofagi [%0] 18’(%?%3365 14’&?23336 ns
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3.3 Ocena apoptozy w drogach oddechowych chorych na POChP

3.3.1 Apoptoza komérek popluczyn oskrzelowych chorych na POChP oceniana

w oparciu o wiazanie aneksyny V

Do oceny apoptozy komérek w dolnych drogach oddechowych chorych na POChP
wykorzystano zestaw umozliwiajacy ocen¢ wigzania aneksyny V na powierzchni blony

komorkowe;j. (Rycina 2)
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Rycina 2. Ocena apoptozy komoérek popluczyn oskrzelowo-pecherzykowych w oparciu o wigzanie
aneksyny V

Wykazano, ze w calej grupie badanej (n=56) srednio 14,73% komoérek wykazuje
wykladniki apoptozy (Me=6) . (Aneks Tabela 1)
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3.3.1.a Ocena apoptozy komérek popluczyn oskrzelowych chorych na POChP
w stopniu I+I1, IIT i IV wg GOLD w oparciu o wigzanie aneksyny V
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40t —
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15¢t

komorki apoptotyczne [%]
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o Srednia
[] Srednia+Btad std
stopnie wg GOLD 1 Zakres nieodstajgcych

1+11 " v

Rycina 3. Sredni odsetek komoérek apoptotycznych u chorych na POChP w stopniu I+I1, 11 i IV wg
GOLD (p=ns)

Sredni odsetek komoérek apoptotycznych u chorych na POChP wynosit odpowiednio w
stopniu I+l wg GOLD 16,55% (Me=6,5), w stopniu Ill 9,18% (Me=6), w stopniu IV 19,08
(Me=13) (Rycina 3, Aneks Tabela 2, 3, 4). Srednie te wykazujg zrézmicowanie w badanych

grupach, jednak nie na zakladanym poziomie istotnosci statystycznej (p=0,5806). (Aneks
Tabela 18).
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3.3.1.b Ocena apoptozy komoérek popluczyn oskrzelowych chorych na POChP

wydolnych i niewydolnych oddechowo w oparciu o wigzanie aneksyny
\Y
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Rycina 4. Sredni odsetek komoérek apoptotycznych u chorych na POChP wydolnych i
niewydolnych oddechowo.

Sredni odsetek komorek apoptotycznych u chorych na POChP  bez niewydolnosci
oddechowej wynosit 11,57% (Me=5,0), natomiast w grupie chorych na POChP niewydolnych
oddechowo 20,87% (Me=13,0). W badanych grupach $rednie te wykazujga zréznicowanie
istotne statystycznie (p=0,0438). (Rycina 4, Aneks Tabela 5, 6)
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3.3.1.c Porownania odsetka komoérek apoptotycznych w popluczynach
oskrzelowych, ocenianych w oparciu o wigzanie aneksyny V, z innymi

badanymi parametrami w grupach chorych na POChP:

- pleé: sredni odsetek komorek apoptotycznych w dolnych drogach oddechowych w
grupie mezczyzn chorych na POChP wynost#t 12,81% (Me=5,77), a w grupie kobiet 18,77%
(Me=12,5). W badanych grupach $rednie te nie wykazuja zréznicowania istotnego
statystycznie (p=0,2578) (Aneks Tabela 7, 21).

- wiek: badajac rézice pomigdzy grupami wiekowymi (40-65 rz oraz 65-80 rz) u chorych
na POChP nie wykazano istotnego statystycznie zréznicowania dla odsetka komoérek
apoptotycznych w popluczynach oskrzelowych (p=0,5941). W grupie chorych miodszych
(40-65 rz) sSrednio 16,26% (Me=7) komorek podlegalo apoptozie, natomiast wsrod chorych
starszych (65-80 rz) srednio 12,53% (Me=6) komorek podlegato apoptozie. (Aneks Tabela 7,
21)

- BMI: badajac réinice pomiedzy grupami pacjentéw z BMI<25kg/m® (chorzy z
niedowagg 1 prawidlowa masa ciala) oraz z BMI>25kg/m2 (nadwaga 1 otylo$¢) nie wykazano
istotnego  statystycznie zrdznicowania dla odsetka komoérek apoptotycznych w popluczynach
oskrzelowych (p=0,2195). W grupie chorych z nadwaga i otylosciag $rednio 12,99% (Me=5,5)
komorek podlegalo apoptozie, natomiast w grupie chorych z prawidlowa masg ciala 1
niedowagg $redni odsetek komorek apoptotycznych wynosit 16,88% (Me=8) (Aneks Tabela7,
21).

- wskaznik hiperinflacji: badajac réznice pomigdzy grupami pacjentow z IC/TLC<25
oraz z IC/TLC>25 nie wykazano istotnego statystycznie zroznicowania dla odsetka komorek
apoptotycznych w popluczynach oskrzelowych (p=0,5848). W grupie chorych z IC/TLC<25
rednio 12,96% (Me=4,5) komorek podlegalo apoptozie, a w grupie z IC/TLC>25 $rednio
15,86% (Me=6). (Aneks Tabela 7, 21)

- dystans w teScie 6-cio minutowego chodu: badajgc réznice pomiedzy grupami
pacjentow z dystansem w 6MWT<350m oraz z dystansem w 6MWT>350m nie wykazano
istotnego  statystycznie zréznicowania dla odsetka komorek apoptotycznych w popluczynach
oskrzelowych (p=0,9379). W grupie chorych z 6MWD<350m wynosit on 14,94% (Me=6), a z
6MWD>350m 15,55% (Me=8). (Aneks Tabela 8, 21)

- punktacja w skali BODE: badajac roznice pomiedzy grupami pacjentdw z punktacjg
w skali BODE 0-2, BODE 3-4, BODE 5-6 i BODE 7-10 nie wykazano istotnego statystycznie
zrémicowania  dla  odsetka komoérek apoptotycznych  w popluczynach  oskrzelowych
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(p=0,5417). Wynosit on odpowiednio 18,39% (Me=11,5), 11,73% (Me=6), 11,63% (Me=3,8),
15,82% (Me=5,5). (Aneks Tabela 8, 24)

3.3.1.d Korelacje miedzy odsetkiem komorek apoptotycznych w popluczynach
oskrzelowych, ocenianym w oparciu o wigzanie aneksyny V, a
wykladnikami  stopnia  zaawansowania  choroby i zaburzen

czynnosciowych pluc

W analizowanej grupie chorych na POChP wykazano dodatnig istotng statystycznie
korelacje odsetka komorek apoptotycznych, ocenionego w oparciu o wigzanie aneksyny V, z
ciénieniem parcjalnym dwutlenku wegla we krwi tetniczej (rs=0,27, p=0,0400). (Aneks
Tabela 22)

Nie wykazano korelacji odsetka komorek apoptotycznych, ocenionego w oparciu o
wigzanie aneksyny V:

-z wykladnikami zaawansowania przewleklej obturacyjnej choroby pluc takimi jak:
FEV1 [%] (rs=0,02, p=0,8970), RV [%] (rs= -0,19, p=0,1891), TLC[%] (rs=-0,03, p=0,8190),
IC/TLC [%] (rs=-0,02, p=9164), RV/TLC[%] (rs=-0,03, p=8426);

- z parametrami czynno$ci pluc takimi jak DLCO [%] (rs=0,02, p=0,8765), SaO2 [%]
(rs=0,12, p=0,3933), paO2 [mmHg] (rs=-0,07, p=6184), dystans w te§cie 6-cio minutowego
chodu [m] (rs=0,03, p=8093),

- z innymi parametrami, takimi jak stopien w skali MMRC (rs=-0,30, p=0,8125), BMI
[kg/m?] (rs=-0,2, p=0,1312), punktacja w skali BODE (rs=-0,06, p=0,7037), liczba paczkolat
(rs=0,05, p=0,1312) czy wiek (rs=-0,04, p=0,7924). (Aneks Tabela 22)

3.3.2 Ocena stezenia sFasL [pg/ml] w popluczynach oskrzelowych chorych na
POChP w oparciu o
W analizowanej grupie chorych na POChP okreslono stezenie sFasL w poptuczynach

oskrzelowych. W calej grupie badanej (n=43) uzyskano S$rednie stezenie sFasL 8,86pg/ml
(Me=1,5pg/ml). (Aneks Tabela 1)
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3.3.2.a Ocena stezenia sFasL [pg/ml] w popluczynach oskrzelowych chorych
na POChP w stopniu I+I1, I11'i IVwy GOLD
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Rycina 5. Srednie stezenie sFasL [pg/ml] u chorych na POChP w stopniu I+II, IT i IV wg GOLD
(p=0,0647).

Srednie stezenie sFasL [pg/ml] u chorych na POChP wynosilo odpowiednio w stopniu
I+l wg GOLD 7,41 pg/ml, (Me=0), w stopniu Ill 12,3 pg/ml (Me 15), w stopniu IV 6,41
po/ml (Me=1,5). (Rycina 5, Aneks Tabela 2, 3, 4). W badanych grupach widoczna jest
tendencja do zrdznicowania istotnego statystycznie, jednak nie na zakladanym poziomie

istotno$ci statystycznej (p=0,0647). (Aneks Tabela 18)
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3.3.2.b Ocena stezenia sFasL [pg/ml] w popluczynach oskrzelowych chorych
na POChP wydolnych i niewydolnych oddechowo
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wydolni oddechowo niewydolni oddechowo T zakres nieodstajgcych

Rycina 6. Srednie stezenie sFasL [pg/ml] u chorych na POChP wydolnych i niewydolnych
oddechowo (p=ns)

Srednie stgzenie sFasL [pg/ml] u chorych na POChP wydolych oddechowo wynosilo
9,69pg/ml  (Me=0), natomiast w grupie chorych na POChP niewydolnych oddechowo
7,47pg/ml (Me=2,25). (Rycina 6, Aneks Tabela 5, 6) W badanych grupach $rednic te
wykazujag zroznicowanie jednak nie na zakladanym poziomie istotno$ci statystycznej

(p=0,7822) (Aneks Tabela 20)

47



3.3.2.c Porownania stezenia sFasL. w popluczynach oskrzelowych z innymi

badanymi parametrami w grupach chorych na POChP:

- pleé: wartosci Srednie stezenia sFasL wynosity 8,11 pg/ml (Me=0,76) u mezczyzn i
10,27 pg/ml (Me=7,5) u kobiet. Nie wykazano istotnego statystycznie zroznicowania
badanego parametru w grupach mezczyzn i kobiet (p=0,7695). (Aneks Tabela 7, 21)

- wiek: badajac romice pomiedzy grupami wiekowymi (40-65rz oraz 65-80rz) u
chorych na POChP nie wykazano istotnego statystycznie zréznicowania dla stezenia sFasL w
popluczynach oskrzelowych (p=0,9703) W grupie chorych mlodszych $rednie stgzenie sFasL
wynosito 17,21pg/ml (Me=13), natomiast u chorych starszych 15,56pg/ml (Me=15) (Aneks
Tabela 7, 21)

- BMI: nie wykazano istotnego statystycznie zrdznicowania stezenia sFasL w
popluczynach  oskrzelowych pomiedzy grupami pacjentow z BMI<25kg/m® (chorzy z
niedowaga i prawidlowa masa ciala) oraz z BMI>25kg/m® (nadwaga i otylo§¢) (p=0,4053). W
grupie z BMI<25kg/m’ $rednie stezenie sFasL wynosilo 20,14pg/ml (Me=16,5), natomiast w
grupie chorych z BMI>25kg/m? 15pg/ml (Me=15), (Aneks Tabela 7, 21)

-  wskaznik hiperinflacji IC/TLC: nie wykazano istotnego  statystycznie
zrdzmicowania stg¢zenia sFasL w popluczynach oskrzelowych migdzy chorymi z IC/TLC<25%
oraz z IC/TLC>25% (p=0,6982). W grupie z IC/TLC<25 érednie st¢zenie sFasL wynosio
11,70pg/ml (Me=11), natomiast w grupie chorych z IC/TLC>25% 16,5pg/ml (Me=15),
(Aneks Tabela 7, 21)

- dystans w tescie 6-cio minutowego chodu: nie wykazano istotnego statystycznie
zroznicowania stezenia sFasL w popluczynach oskrzelowych miedzy chorymi z dystansem w
6MWT<350m oraz z dystansem w 6MWT>350m (p=0,7562). W grupie z dystansem w
6MWT<350m s$rednie stezenie sFasL wynosilo 7,88pg/ml (Me=2,25), natomiast w grupie
chorych z dystansem w 6MWT>350m 10,68pg/ml (Me=0), (Aneks Tabela 8, 21)

- punktacja w skali BODE: nie wykazano istotnego statystycznie zrdznicowania
stezenia sFasL. w popluczynach oskrzelowych miedzy chorymi z punktacja w skali BODE 0-
2, BODE 3-4, BODE 5-6 i BODE 7-10 (p=0,2361). W przedziale 0-2 punkty $rednie stezenie
sFasL. wynosio 9,40pg/ml (Me=0), 3-4 punkty: 10,90pg/ml (Me=6,25), 5-6 punktow:
6,81pg/ml (Me=2,25), 7-10 punktow: 7,65pg/ml (Me=4,5). (Aneks Tabela 8, 24)
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3.3.2.d Korelacje mi¢dzy stezeniem sFasL w popluczynach oskrzelowych
chorych na POChP a wykladnikami stopnia zaawansowania

choroby i zaburzen czynno$ciowych pluc

- Whykladniki zaawansowania przewleklej obturacyjnej choroby plic takie jak:
FEV1[%] (rs=-0,04, p=0,8020), RV[%] (rs= 0,05, p=7912), TLC[%] (rs=0,09, p=0,5999),
IC/TLC[%] (rs=-0,22, p=0,1943), RVITLC[%] (rs= 0,19, p=0,2626);

- parametry czynnosci pluc takie jak: SaO2 [%] (rs=0,11, p=0,4944), paO2 [mmHg]
(rs=0,12, p=0,4481), paCO2 [%] (rs=-0,04, p=0,7978), DLCO [%] (rs=-0,22, p=0,2067),
dystans w tescie 6-cio minutowego chodu [m] (rs=-0,03, p=0,8545),

- inne parametry, takie jak: stopien w skali MMRC (rs=-0,12, p=0,4350), BMI
[kg/m?] (rs=-0,05, p=0,7480) i punktacja w skali BODE (rs=0,13, p=0,4346) oraz wiek (rs=-
0,13, p=0,4071), roéwniez nic korelowaly ze stezeniem sFasL [pg/ml] w popluczynach
oskrzelowych. (Aneks Tabela 23)

3.3.3 Préba odpowiedzi na pytanie czy apoptoza jest zwigzana ze stopniem
zaawansowania klinicznego POChP poprzez poszukiwanie parametrow
$wiadczacych 0 zaawansowaniu choroby (analiza skupien
przeprowadzona metoda aglomeracji oraz metodg grupowania k-

Srednich)

Analiza  sformuowanych  wczesniej zaloZzen teoretycznych  wymagala  okreslenia
parametréw $wiadczacych o zaawansowaniu klinicznym POChP. W tym celu zastosowano
model statystyczny, ktory umozliwit  okreslenie zmiennych tworzacych hipotetyczne grupy
(skupienia) os6b z mniej 1 bardzej zaawansowang chorobg oraz pokazal rodzaj
wystepujacych zaleznosci pomiedzy tymi zmiennymi. Przyjeto, Ze zmiennymi $Swiadczacymi
0 zaawansowaniu choroby s3: stopien wg GOLD, punktacja w skali BODE, RV/TLC, RV,
FEV1, dystans w tescie 6-cio minutowego chodu, IC/TLC, DLCO, Sa02, odsetek komoérek
apoptotycznych. Otrzymane wyniki analizy skupien przedstawiono za pomocg dendrogramu,
obrazujacego uzyskane skupienia chorych z mmniej zaawansowang POChP (skupienie 1) oraz z

bardziej zaawansowang POChHP (skupienic 2) (Rycina 7).
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Rycina 7. Dendrogram przedstawiajacy powigzania pomigdzy zmiennymi tworzgcymi skupienia
chorych z mniej zaawansowang POChP (skupienie 1) oraz z bardziej zaawansowanag POChP
(skupienie 2)

Kolejnym krokiem analizy skupien, ktory zostal zastosowany, bylo przeprowadzenie

grupowania metodg k-$rednich.
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Rycina 8. Przedstawienie wartosci $rednich analizowanych parametrow w skupieniach chorych z
mniej zaawansowang POChP (skupienie 1) oraz z bardziej zaawansowang POChP
(skupienie 2)

Decyzia podjeta odnosnie ilosci skupien okazala si¢ by¢ tratha, gdyz otrzymane
skupienia réznily sie ukladem wymienionych zmiennych. Przedstawiony powyzej wykres
$rednich obrazuje zr6znicowanie zmiennych w obrebie kazdego skupienia (Rycina 8). W celu
sprawdzenia na ie dobrze dana zmienna réznicuje uzyskane skupienia przeprowadzono

analize wariancji, ktorej wyniki przedstawiono w Tabeli 9.
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Tabela 9. Wyniki analizy wariancji przeprowadzonej w

zaawansowaniu choroby u chorych na POChP

obszarze zmiennych $§wiadczacych o

Skupienie 1- Skupienie 2 —
mniej bardziej
Zaawansowana | zaawansowana .
POChP POChP F | Vartosc
n=17 n=22 p
X £SD
(Q1; Me; Qs)
) 1+1,237 5+1,816
skala BODE [punkty 0-10] 012 @ 5 6) 63,01 | <0,001
55,65+7,955 68,08+5,024
RVITLC [%4] (50,37; 56,48; 60,94) | (64,74; 67,86; 70,04) 34,43 | <0,001
162,22 +£32,222 | 222,86 + 56,783
RV [%] (142,1;161,3; 184,3) | (178,2; 204,2; 269,1) 15,33 | <0,001
63,84 + 13,933 36,63 + 9,195
[0) ) s ’ 5
FEVI [%] (55,8; 66,2; 69,2) (29,2; 36,85; 44,5) 52,33 <0,001
AT 439,12 £ 58,316 | 266,14 + 112,698
dystans w te§cie 6-cio min. chodu [m] (420: 420: 465) (180; 255; 315) 32,40 <0,001
0 38,11+7,446 27,17+6,578
ICITLC [%] (32,7; 35,8; 44) (24,7; 27,5; 31,4) 2312 | <0,001
0 60,81 + 10,432 | 40,21+ 18,374
DLCO [/O] (54,9; 61,9; 65,4) (26,6; 38,3; 49,2) 16,88 <0,001
95,14 +2,18 93,29 + 2,780
0, ) ) ) )
sa02 [%] (93,9; 95,2; 96,2) (91; 94; 95,4) 6,96 0,0122
L 21,53 £ 19,609 14,33 £ 18,318
0, B ) ) )
komorki apoptotyczne [%0] (L 17: 40) (385: 8 16) 1,39 | 0,2451
Stopnie zaawansowania wg GOLD w ujeciu procentowym
1+l 94% (N=5) 6% (N=1)
11 13% (N=2) 87% (N=13) 80,42 | <0,001
v 0% (N=0) 100% (N=8)
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Uzyskane wyniki wskazuja, ze wyrdznione zmienne rdznicuja otrzymane skupienia
pacjentow z POChP. W skupienu 1 znalezli si¢ bowiem chorzy z mniej zaawansowang
chorobg, charakteryzujacy si¢ niskim stopniem zaawansowania wg GOLD, niska punktacjg w
skali BODE (1 punkt), niskim RV/TLC (55,65%) oraz RV (162,22%), natomiast wysokimi
wartosciami dla parametrow FEV1 (63,84%), dystans w tescie 6-Cio minutowego chodu
(439,12m), IC/TLC (38,11%), DLCO (60,81%), saO2 (95,14%), odsetek komorek
apoptotycznych (21,53%). W skupieniu 2 znalazly si¢ osoby z bardziej zaawansowana
POCHP, charakteryzujace si¢ wysokim stopniem zaawansowania choroby wg GOLD, wysoka
punktacja w skali BODE (5 punktow), wysokim RV/TLC (68,08%) oraz RV (222,86%),
natomiast niskimi warto$ciami dla parametrow FEV1 (36,63%), dystans w teScie 6-Cio
minutowego chodu (266,14m), IC/TLC (27,17%), DLCO (40,21%), saO2 (93,29%), odsetek
komorek apoptotycznych (14,33%). (Tabela 5)

I+ Il ‘ W

stopien GOLD [I+1I; 1II; V]

O Skupienie 1 B Skupienie 2

Rycina 9. Rozklad procentowy stopni w skali GOLD w skupieniach

Na rycinie 9 przedstawiono rozklad procentowy stopni w skali GOLD w skupieniach.
Az 94% chorych z 1 i II stopniem POChP wg GOLD znalazio si¢ w skupieniu 1 (mniej
zaawansowana POChP), a tylko 6% w skupieniu 2 (bardziej zaawansowana POChHP).

Wszyscy pacjenci z [V stopniem zaawansowania POChP znalezli si¢ w skupieniu 2.
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Dzigki utworzeniu za pomoca analizy skupien dwdch grup pacjentdw uzyskano istotne
zrdOznicowanie pomiedzy powstalymi grupami parametréw takich jak FEV1 (p<0,001),
DLCO (p<0,001), saO2 (p=0,0022), dystans w teScie 6-cio min. chodu (p<0,001), RV
(p<0,001), stopien wg GOLD (p<0,001), punktacja w skali BODE (p<0,001), IC/TLC
(p<0,001), RV/TLC (p<0,001). Parametr odsetek komorek apoptotycznych wykazat
zrdOznicowanie  pomiedzy grupami, jednak nie na zakladanym poziomie istotnosci

statystycznej (p=0,245).

54



6. DYSKUSJA

Przewlekla obturacyjna choroba pluc jest jednym =z najczestszych probleméw
klinicznych z jakimi w codziennej praktyce spotyka si¢ lekarz pulmonolog. W Polsce szacuje
sie, ze okolo 10% doroskej populacji choruje na POChP (97, 109). Potwierdzaja to dane
migdzynarodowe. Metaanaliza wielu badan epidemiologicznych obejmujacych kilkadziesiat
krajow z réznych rejonow S$wiata wykazata, ze POChP mozna rozpozna¢ u okolo 9-10%
populacji powyzej 40 rz (54). Wg Swiatowej Organizacji Zdrowia do 2020 roku POChP
stanie si¢ trzecig co do czestosci przyczyng zgonu na $wiecie (95, 151). Inni autorzy w
nowszych badaniach szacuja, ze POChP stanie si¢ czwarta co do czestosci przyczyng
Smiertelno$ci na $wiecie do 2030 roku (90). Duze rozpowszechnienie choroby, jej
postepujacy charakter, doprowadzajacy czesto do wieloletniego inwalidztwa oddechowego
oraz znaczace koszty spoleczne i ekonomiczne spowodowaly, Zze to wlasnie tym problemem
postanowiliSmy zaja¢ si¢ w prezentowanej pracy.

Badaniem objeto 57 chorych na POChP (39 mezczyzn i 18 kobiet), w wieku 40-80
1z, palaczy lub bylych palaczy, w stabinym okresie choroby. Chorzy byli pacjentami Kliniki
Pulmonologii, Alergologii i Onkologii Pulmonologicznej  Uniwersytetu Medycznego w
Poznaniu oraz przyklinicznej Poradni Pulmonologicznej. Pacjenci zglaszali si¢ do Kliniki w
celu wykonania badan kontrolnych, cze$§¢ z nich w celu kwalifikacji do domowego leczenia
tlenem. U zZadnego z pacjentow powodem wizyty nie bylo zaostrzenie POChP. Wsréd
zakwalifkowanych do badania pacjentow najwicksza grupe stanowili chorzy w Il i 1l
stadium zaawansowania choroby wg GOLD - po 19 chorych (33,3%) w kazdym ze stadiow,
nastegpnie IV stadum POChP (16 pacjentow, 28,2%). Tylkko 3 chorych (5,3%) mialo
rozpoznang POChP w stadium I. Niewielka liczba pacjentéw z I1° POChP mogla wynikaé ze
specyfiki jednostki, w ktorej prowadzono badanie. Zar6wno oddzat szpitalny, jak i1 poradnia,
przy Klinice Pulmonologii Uniwersytetu Medycznego, to jednostki wysokospecjalistyczne
trzeciego stopnia referencji. Trafiajg tu zazwyczaj chorzy z zaawansowanymi chorobami, z
trudnymi  problemami klinicznymi, przekazywani z jednostek o nizszym stopniu referencii.
Drugin powodem niewielkiej liczby pacjentow z Ilagodng POChP moglo by¢ jej
niedorozpoznanie. Pacjenci rzadko udaja si¢ do lekarza z malo zaawansowang choroba, gdy
jej jedynym objawem jest kaszel, ktorego przyczyne wigza najczgéciej z paleniem tytoni. Po
pomoc lekarska chorzy zwracaja si¢ dopiero gdy ich choroba ma stadium umiarkowane 1 staje

sie jawna Klinicznie. Potwierdzaja to badania przeprowadzone wsrod pacjentow poradni
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podstawowej opieki zdrowotnej. Siatkowska 1 wsp. wykonywali badanie spirometryczne u
ponad 1000 doroslych pacjentow poradni lekarza rodzinnego. Przed badaniem tylko u 10 z
nich rozpoznawano POChP, co stanowito 1% badanej populacji Analiza objawow
klinicznych oraz badanie spirometryczne pozwolilo na rozpoznanie POChP u 62 chorych
(6,04% badanej populacji). Wigkszo$¢ z nowo rozpoznanych chorych mialo POChP w
stadium | (126). Rowniez inni autorzy potwierdzajg, ze najwigksze niedorozpoznanie dotyczy
chorych z malo zaawansowang chorobg (75).

Ze wzgledu na niewielka liczno$¢ grupy chorych z I° POChP, w dalszych badaniach
nie wyodrebniano jej jako osobnej podgrupy, lecz analizowano lacznie z chorymi z II°
POChHP. Cala badana grupa zostala podzelona na trzy podgrupy ze wzgledu na stopien
zaawansowania choroby: 1+I1, 1l i 1V® POChP. Badane podgrupy rézmily sic istotne
statystycznie pod wzgledem parametrow ocenianych w  spirometrii, bodypletyzmografii,
gazometrii krwi te¢tniczej czy skali BODE (z wyjatkiem BMI). Podgrupy nie wykazywaly
natomiast zréznicowania pod wzgledem wieku i liczby paczkolat palenia tytoniu, a zatem te
parametry nie wplywaly na wyniki dalszych analiz (Tabela 5).

Od kiku lat podnoszone sa glosy, z¢ FEVI nic jest dobrym wykladnikiem
zaawansowania przewleklej obturacyjnej choroby pluc, a podzal choroby na cztery stadia wg
GOLD nie odzwierciedla rzeczywistego stanu klinicznego pacjentdw. Przeprowadzono wiele
badan udowadniajacych, ze POChP jest chorobg dotyczaca zardwno pluc jak 1 majaca wiele
manifestacji pozaptuicnych (154). Istnieje zatem potrzeba wyodrebnienia parametrow
pozwalajacych na oceng zaawansowania klinicznego choroby, ktore uwzglednialyby zarowno
jej aspekty plucne jak i pozaplucne.

W prezentowanej pracy przyjeto, ze kolejnym, poza stadium wg GOLD, parametrem
Swiadczacym o stopniu zaawansowania klinicznego POChHP, jest niewydolnos$¢ oddechowa.
Grupy pacjentow wydolnych i niewydolnych oddechowo roznily si¢ istotnie statystycznie pod
wzgledem parametrow ocenianych w spirometrii, bodypletyzmografii, gazometrii  Krwi
tetniczej czy skali BODE (z wyjatkiem TLC i1 BMI). Podgrupy nie réznily si¢ natomiast pod
wzgledem wieku 1 liczby paczkolat palenia tytoniu, a zatem te parametry nie wplywaly na
wyniki dalszych analiz (Tabela 6).

Z wczesniej przeprowadzonych badan wiadomo, ze chorzy na POChP z przewlekla
niewydoloscig oddechowsg zyja krocej, a zastosowanie leczenia w postaci przewleklej
domowej tlenoterapii znaczaco wydluza przezycie, wplywa na poprawe parametréw
hemodynamicznych, poprawia pamig¢ i zdolno$¢ koncentracji, zmniejsza czesto$C zaostrzen

choroby i zwigzanych z nimi hospitalizacji (19, 42, 91, 101, 129).

56



Kolejne analizowane parametry $wiadczace o zaawansowaniu klinicznym POChHP to
wykladniki rozdecia phluc takie jak RV/TLC i IC/TLC. Przyjecie RV/TLC jako wykladnika
ciezkosci choroby wynika z prac przeprowadzonych przez Nishimure i wsp, ktorzy wykazali,
z¢ RV [TLC jest sinym predyktorem $miertelnosci (98). Natomiast Casanova i wsp.
stwierdzili, ze IC/TLC moze shizy¢ za wykladnik cigzkosci uszkodzenia plic w przebiegu
POChP. Wskaznik ten nazwali ,frakcja wdechowa”. Uznali Zze graniczna wartos¢ IC/TLC
25%, jest latwym do zapamigtania progiem pozwalajacym oszacowaé cigzkos¢ POChP.
Pacjenci z IC/TLC<25% zyja krocej niz chorzy z IC/TLC>25% (21). W prezentowanym
projekcie rowniez przyjeto prog 25% jako warto$¢ graniczng IC/TLC dla grup o mniejszym i
wickszym zaawansowaniu choroby.

Nastepnym wykladnikiem ciezkosci POChP mogloby by¢ BMI. Parametr ten
uwzglednia ogdlnoustrojowy charakter choroby. Przyjeto, Ze chorzy na POChP z
BMI>25kg/m® maja mniej zaawansowana chorob¢ w poréwnaniu z chorymi z BMI<25kg/m?.
Przyjecie takiego parametru 1 zastosowany podziat na podgrupy wynika z wczesnie]
przeprowadzonych badan Wilsona i wsp. oraz Scholsa i wsp. (121, 150).

Ograniczona  wydolnos¢  wysitkowa chorych na POChP moze wynka¢ z
zaawansowania Klinicznego choroby. Prostym badaniem pozwalajgcym oceni¢  wydolnos¢
wysitkows jest test 6-cio minutowego chodu. Przyjmuje si¢, ze dystans mniejszy niz 350m
jest zwigzany ze zwickszong $miertelnoscia i powinien by¢ uwazany za nieprawidlowy (30,
32, 107). W niniejszej analizie przyjeto wartos¢ graniczng 350m przebytych w 6MWT jako
prog dla mniejszego 1 wigckszego zaawansowania POCHhP.

Oba wyzej wymienione parametry, jak rOwniez obturacja oceniana za pomocy
spirometrycznego pomiaru FEV1 i nasilenie dusznosci Oceniane wedlug kwestionariusza
MMRC, stanowig elementy skali BODE. Udowodniono, Ze skala ta ma istotne znaczenie w
ocenie stanu klinicznego i prognozowaniu dalszego przebiegu przewleklej obturacyjnej
choroby ptuc. Wyodrgbniono cztery zakresy punktacji (0-2, 3-4, 5-6, 7-10), gdzie pierwszy z
nich charakteryzuje si¢ najlepszym rokowaniem, natomiast ostatni zakres ma rokowanie
najgorsze. Tylko 20-25% chorych, ktorzy uzyskali w skali BODE od 7 do 10 punktow,
przezyje 5 lat (14, 22, 23).

Zalozono, 7ze materialem shizacym do oceny apoptozy w drogach oddechowych
chorych na POChP be¢dg popluczyny oskrzelowe, pobrane w trakcie bronchofiberoskopii.
Bronchofiberoskopia jest zabiegiem inwazyjnym, zatem do prezentowanego projektu nigdy
nie kwaliflkowano chorych nie majacych wskazan do tej procedury. Zawsze byli to pacjenci,

u ktorych bronchofiberoskopia byla zlecona przez lekarza prowadzacego w celu pelnej oceny
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przebiegu choroby, pobrania materiali do badan bakteriologicznych i1 cytologicznych czy
wykluczenia mnych przyczyn zglaszanych przez chorego objawow. Z badania wykluczono
rOwniez pacjentow majacych przeciwwskazania do  bronchofiberoskopii. Z powodu
inwazyjnego charakteru, bronchofiberoskopii nie wykonywano takze u osob zdrowych, ktore
potencjalnie moglyby stworzy¢ grup¢ kontrolng, a cale badanie przeprowadzono jako cross-
sectional study.

Podczas bronchofiberoskopii pobrano popluczyny oskrzelowe, a ich sklad
komorkowy okreslono metodg cytometrii przeplywowej. Wykorzystane tutaj przeciwciala
anty-CD4/CD8/CD3  umozliwiaja wykrywanie dojrzalych Iudzkich limfocytow T (CD3%),
limfocytow T  pomocniczych/indukujacych ~ (CD3*/  CD4") oraz limfocytow T
supresorowych/cytotoksycznych. Przeciwciala anty-CD11b rozpoznaja antygen obecny na
okolo 30% limfocytow, przede wszystkim na komorkach NK oraz limfocytach T, a takze na
dojrzalych neutrofilach i monocytach. Anty-CD45 rozpoznaje antygen obecny na wszystkich
ludzkich leukocytach, w tym limfocytach, monocytach, neutrofilach, eozynofilach i
bazofilach. Natomiast przeciwcialo anty-CD45/CD14 (LeucoGATE) umozliwia utworzenie
optymalnej  bramki dla  limfocytow  podczas  immunofenotypowania. W  wyniku
przeprowadzonych badan stwierdzono $rednio 64,26% komorek nienablonkowych w
popluczynach  oskrzelowych (48,34% granulocytow, 3,63% limfocytow oraz 16,81%
makrofagow).

U palaczy w materiale z drog oddechowych mozna spodziewaé si¢ zwickszonego
odsetka makrofagdbw 1 granulocytow, a zmiejszenia odsetka limfocytow. Hodge 1 wsp.
wykazali, ze z posrdd chorych na POCHP, tylko pacjenci w stadium umiarkowanym i cigzkim
mieli zwigkszong liczbe granulocytow w BAL w poréwnaniu z grupg zdrowych ochotnikow.
Liczba makrofagéw 1 limfocytow w BAL chorych na POChP i 0s6b zdrowych nie roznila sie
istotnie statystycznie (58).

Apoptoza w POChP

Zgodnie z definicja, POChP jest chorobg ktérej mozna zapobiega¢ i ktorg mozna
leczy¢é (47). Zapobieganie polega glownie na unikaniu narazenia na czynniki ryzyka choroby,
przede wszystkim na nie paleniu tytoniu. Natomiast leczenie POChHP nie daje dotychczas
zadowalajacych efektow. Stosowane obecnie metody leczenia farmakologicznego pozwalaja
bowiem glownie na zwolnienie tempa progresji choroby, poniewaz ograniczenie przeplywu

powietrza w drogach oddechowych chorych na POCHP jest trwale. Istnieje zatem potrzeba
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poszukiwania nowych metod leczenia tej choroby. Poszukiwania nowych lekow wymagaja
jednak najpierw dokladnego poznania mechanizméw doprowadzajacych do rozwoju choroby.
Z przeprowadzonych dotychczas badan nad patogeneza POChP wiemy, ze u podstaw
choroby leza trzy gldéwne mechanizmy: przewlekly proces zapalny toczacy sie w drogach
oddechowych,  zaburzenie = réwnowagi  migdzy  mechanizmami  proteolitycznymi i
antyproteolitycznymi, co prowadzi do do destrukcji zdrowej tkanki plucnej, oraz stres
oksydacyjny. Ostatnio wzrasta ilo$¢ danych $§wiadczacych o roli czwartego waznego
mechanizmu w patogenezie POChP. Mechanizmem tym jest apoptoza (33). Dysponujemy
ograniczong liczbg badan wykazujacych role procesu apoptozy w rozwoju POChP u ludz.
Prace eksperymentalne na modelach zwierzecych pozwalajg lepiej poznaé zwigzek miedzy
paleniem tytoniu, apoptoza 1 rozwojem POChP (33). Opierajac si¢ na danych z
piSmiennictwa, podjecie tematu apoptozy u chorych na POChP wydaje si¢ by¢ zasadne.
Segura-Valdez i wsp. wykazali wzmozong apoptoz¢ w tkance phucnej
pacjentow z POChP. Apoptoza dotyczy gldwnie komoérek srodblonka naczyn wilosowatych i
arterioli plic, czasami réwniez komoérek nablonka pecherzykow, komoérek s$rodmigzszowych
oraz komorek zapalnych (neutrofili 1 Limfocytow). Udowodnili oni, Zze apoptoza, przynajmniej
cze$ciowo, odpowiedzialna jest za zanik wlosniczek 1 pecherzykow plucnych w  trakcie
rozwoju rozedmy plic (122). Imai i wsp. opisali wzrost ilosci komorek apoptotycznych
(komérek  nablonka  pecherzykéw  plucnych, komoérek  $rodblonka oraz  komorek
mezenchymalnych) w rozedmowej tkance phucnej. Stwierdzili takze wzrost aktywowanych
podjednostek  kaspazy-3 (peligcej znaczaca role w kaskadzie kaspaz, prowadzicej
ostatecznie do apoptozy). Wykazali takze ekspresje¢ pro-apoptotycznych bialek Bax i Bad u
pacjentow z rozedmag phluc, podczas gdy w grupie kontrolnej nie wykazano takiej ekspresji.
Bialko anty-apoptotyczne Bcl-2 nie zostalo znalezione ani w rozedmowej ani w prawidlowe;j
tkance plucnej (65). Do podobnych wnioskow doszli Yokohori i wsp. Stwierdzili oni wzrost
zarbwno apoptozy jak i proliferacji komoérek $cian pecherzykdéw plucnych u pacjentow z
rozedmg w poréwnaniu z palaczami nie chorujgcymi na POChP oraz osobami niepalagcymi
(157). Hodge i wsp. opisali nasilenie apoptozy komoérek nablonka pecherzykéw plucnych oraz
limfocytow T w popluczynach oskrzelowych 1 popluczynach oskrzelowo-pecherzykowych
(BAL) u pacjentow z POChP w porownaniu z grupg kontrolng osob niepalgcych. Wzrost
apoptozy u pacjentow z POChP utrzymywatl si¢ nawet po zaprzestaniu palenia tytoniu (57).
Majo i wsp stwierdzili, Zze apoptoza moze by¢ jednym z mechanizmoéw destrukcji pluc
prowadzacym do powstania rozedmy, szczegohie u palaczy (87). Potwierdzili to S. Hodge i

wsp. stwierdzajac, ze mechanizmy humoralne i zalezne od komoérek CD4+ moga prowadzic
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do apoptozy komoérek przegrod miedzypecherzykowych i1 rozwoju rozedmy (56). R. M.
Senior podsumowujgc konferencje Mechanisms of COPD stwierdzil, ze apoptoza S$cian
mikronaczyn plicnych moze poprzedza¢ rozwdj rozedmy i1 moze by¢ zwigzana z utraty
przesylania sygnalu przez jeden z receptorow VEGF na komorkach endotelum. Zadaje takze
pytanie, czy obecno$¢ limfocytow w rozedmowej tkance plucnej rownoczesnie z ekspresja
Fas w nablonku oskrzelikow i pecherzykow plucnych moze $wiadczy¢ o dzalanu systemu
Fas-Fas-ligand, ktorego wynikiem jest wzmozona apoptoza strukturalnych komoérek pluc.
(123). Role VEGF oraz jego receptora KDR (ang. kinase insert domain-containing receptor)
w rozedmowej tkance plucnej badali Kasahara i wsp. Wykazali oni zwigkszenie iloSci
apoptotycznych komorek nablonkowych i1 $rodblonkowych przegréod migdzypecherzykowych
w tkance plucnej chorych z rozedmg w porownaniu z osobami niepalgcymi, palaczami tytoniu
1 pacjentami z pierwotnym nadciSnieniem plucnym. Udowodnili, Ze zmniejszenie ekspresji
lub aktywnosci VEGF lub KDR w phlucach poprzedza rozwoj rozedmy spowodowanej
apoptoza (69). Hipoteze te potwierdzajg badania przeprowadzone przez Kanazawa i wsp.
Wykazali oni, z¢ poziom VEGF w indukowanej plwocinie pacjentow z POChP zmniejsza si¢
wraz ze wzrostem cigzkosci choroby (68). W innej pracy wykazano, ze pomimo waznej roli
VEGF w przekazywaniu sygnalu migdzy strukturami pecherzykow plucnych, polimorfizm
936 C/T genu VEGF (zwigzany z niskim poziomem VEGF w surowicy) nie wigze si¢ z
rozwojem POChHP (117).

Przewlekla obturacyjna choroba pluc uznawana jest obecnie za proces dotyczacy nie
tylko tkanki phlucnej, ale chorobe wieloczynnikowa, majacg swe manifestacje ukladowe.
Istnieja doniesienia o zmianach dotyczacych procesu apoptozy w krazeniu systemowym oraz
w mig$niach szkieletowych u chorych na POChHP (33).

Bioragc pod uwage, ze limfocyty T przemieszczaja si¢ pomiedzy drogami
oddechowymi a krazeniem obwodowym, Hodge i wsp. zalozyli z¢ u chorych na POChP,
krazace limfocyty T moga podlega¢ wzmozonej apoptozie. Przeanalizowali oni lLimfocyty T
stymulowane fitohemaglityning (PHA) z krwi obwodowej chorych na POChP 1 grupy
kontrolnej. Apoptoza badana byla za pomoca cytometrii przeplywowej z uzyciem aneksyny V
oraz 7-aminoaktynomycyny D. Poniewaz w indukcje procesu apoptozy komorek T
zaangazowanych jest wiele szlakow, m. in. TGF-beta/TGF-beta R, TNF-alfa/TNF-alfa R1,
Fas/Fas ligand, rownicz te mediatory oznaczane byly w surowicy krwi w badanych grupach.
Obserwowano znaczacy wzrost apoptozy (PHA)-stymulowanych limfocytow T u chorych na
POChP. Wykazano, ze wzmozona S$mier¢ komorek T moze by¢ zwigzana ze wzrostem

stezenia mediatorow apoptozy, takich jak TGF-beta, TNF-alfa oraz Fas, we krwi obwodowej
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pacjentow z POChP (59). Natomiast Takabatake i wsp. wykazali istotny statystycznie wzrost
poziomu TNF-alfa i rozpuszczalnych receptorow TNF (STNF-Rs) w krazeniu chorych na
POChHP. Nie wykazali oni wzrostu poziomu sFas-ligand w surowicy krwi i sFas w osoczu
0osob chorych na POChP w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Uwazajg zatem, ze apoptoza
indukowana przez system Fas-Fas-ligand nie jest niezaleznym czynnikiem patogenetycznym
POCHP (138).

Oslabienie sty migsni obwodowych, obserwowane w przewleklej obturacyjnej
chorobie pluc, moze by¢ zwigzane ze zmniejszeniem liczby wiokien migsniowych, jako
skutek aktywacji szlakow apoptozy. Wykazano, ze apoptoza migsni szkieletowych jest
wzmozona u pacjentow z przewlekla obturacyjng chorobg pluc z niskim wskaznikiem masy
ciala. w poréwnanu z pacjentami z POChP z prawidlowym BMI oraz ze zdrowymi
ochotnikami. Wazrost apoptozy miesni szkieletowych wigze si¢ ze spadkiem wydolnosci
wysitkowej (1). Inni autorzy wykazali ze uklad Fas-FasL nie odgrywa znaczacej roli jako
czynnik wywolyjacy apoptoze prowadzacag do wutraty migsni szkieletowych 1 tkanki
thuszczowej u wyniszczonych pacjentow z POChP (137).

Interpretujagc  dane uzyskane z badan nad zwierzgcymi modelami POCHP, trzeba
pamigta¢, ze¢ modele te nie zawsze s3 reprezentatywne dla zmian zachodzacych w tkance
plucnej ludzi chorych na POChP. W wielu zwierzgcych modelach POChP obserwowano
rozwdj rozedmy plic pomimo braku czynnikéw zapalnych (33). W tych badaniach rozedma
wywolywana byla bezposrednim dzialaniem na komorki pecherzykow plucnych (7), lub
poprzez inaktywacje VEGFR (69) albo VEGF (142).

Kasahara i wsp., prowadzac badania na szczurach, wykazali Ze zablokowanie
receptora  VEGF indukowalo apoptoze komorek pecherzykowych 1 prowadzio do
powickszenia przestrzeni powietrznych. Ponad to leczenie za pomocg inhibitora kaspaz
przeciwdzialatlo  apoptozie komorek przegrodowych 1 rozwojowi rozedmy wywolanej
zablokowaniem receptora VEGF (69). Inni badacze wykazali, ze zalezna od katepsyny S
apoptoza komorek nablonka jest wydarzeniem Kkrytycznym w patogenezie rozedmy
indukowanej przez interferon gamma (INF-gamma) (159). Na tym samym modelu wykazano
takze, 7z INF-gamma jest potencjalnym aktywatorem zaréwno zewnagtrzpochodnego
(zalenego od receptorow $mierci), jak 1 wewnatrzpochodnego (mitochndrialnego), szlaku
apoptozy. Aktywacja ta jest, przynajmniej czesciowo, zalezna od CCRS (86). Aoshiba i wsp.
wykazali na modelu mysim, ze dotchawicze podanie aktywnej kaspazy-3 powoduje apoptoze
nablonka, wzrost aktywno$ci elastolitycznej w popluczynach oskrzelowo-pecherzykowych

oraz rozwoj zmian rozedmowych (7).
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Demedts i wsp. przeanalizowali wigkszos¢ z w/w badan 1 przedstawili interakcje,
jakie zachodzg migdzy procesem apoptozy a innymi mechanizmami patogenetycznymi w
POChP. Bioraca udziat w procesie zapalnym elastaza neutrofilowa rozszczepia receptor
fosfatydyloseryny na makrofagach. Uniemozliwia to interakcje miedzy makrofagiem a
komorka podlegajaca apoptozie. Efektem jest uposledzone oczyszczanie z komoérek
apoptotycznych i przetrwale zapalenie (147). Natomiast cytotoksyczne limfocyty T CD8+
powoduja apoptoze komorek nablonka pecherzykdéw plucnych poprzez wydzielanie perforyn i
granzymu-B (13, 84). Nadmiar enzymow proteolitycznych w drogach oddechowych chorych
na POChP rowniez wplywa na toczacy sie tam proces apoptozy. Degradacja blony
podstawnej poprzez metaloproteinazy macierzy prowadzi do przerwania sygnaldow przezycia i
indukuje apoptozg komoérek nablonka (43). BezpoSredni wplyw na apoptozg ma proteoliza
sygnalow indukujagcych $mieré. Wykazano bowiem, ze MMP-7 indukuje Fas-ligand
produkowany przez komorki nablonka, a przez to wplywa na apoptoze (110). Natomiast stres
oksydacyjny moze prowadzi¢ do zmniejszenia poziomu VEGF, czego rezultatem jest
apoptoza komorek nablonka pecherzykow plucnych (33, 68).

Wigkszo$¢ przeprowadzonych dotychczas badan nad rolg procesu apoptozy w
patogenezie POChP skupia si¢ na apoptozie komorek strukturalnych tkanki plicnej, co moze
by¢ jednym z mechanizméw rozwoju rozedmy phluc. Interesuyjacym wydaje si¢ by¢ takze
problem apoptozy komorek biorgcych udzial w procesie zapalnym w drogach oddechowych
chorych na POChP. Tym wiadnie problemem postanowiliSmy si¢ zaja¢ w prezentowanej
pracy. Podczas realizacji pracy podj¢lismy sie nowatorskiej proby oceny apoptozy w drogach
oddechowych chorych na POChP w zaleznosci od stopnia zaawansowania Klinicznego
choroby.  Aktywno$¢ procesu apoptozy badana byla w oparciu o wigzanie aneksyny V.
Omaczono takze stezenie sFas ligand w popluczynach oskrzelowych.

Pierwsza metoda oceniono odsetek komodrek aktywnie podlegajacych apoptozie u 56
chorych na POChP. Sredni odsetek komorek podlegajacych apoptozie w badanej grupie
wyniost 14,73+17,57 %. Dotychczas nie przeprowadzono badan u chorych na POChP, w
ktorych apoptoza komoérek plynu z phlikania oskrzelowo-pecherzykowego bylaby oceniana
przy uzyciu aneksyny V. Badania z uzyciem tej metody przeprowadzono w innych chorobach
ukladu oddechowego. Laflamme i wsp. oceniali w oparciu o wigzanie aneksyny V odsetek
limfocytow z BALF podlegajacych apoptozie u chorych na zapalenie pluc z nadwrazliwosci
w poroOwnaniu z grupg kontrolng oséb zdrowych. U o0s6b zdrowych $redni odsetek
apoptotycznych limfocytow wynostt 56,5+5,5, 1 byl wyzszy niz u pacjentow z HP, gdze
wynosit 37,4+3,4% (81). Autorzy szwedzcy natomiast oceniali przy pomocy aneksyny V
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apoptozg limfocytow w BALF u chorych na sarkoidozg. Zalozyli, Ze usuwanie aktywowanych
limfocytow droga apoptozy jest warunkiem eliminacji procesu zapalhego w sarkoidozie.
Wykazali oni, Ze zard6wno u pacjentow z sarkoidoza, jak 1 w zdrowej grupie kontrolnej, w
drogach oddechowych odsetek limfocytow podlegajacych apoptozie jest niski (7,243,14% vs
8,142,5%). Dopiero po stymulacji przeciwcialami anty-Fas odsetek ten wzrost znaczaco u
zdrowej populacji (45,4+11,1%), ale nie u chorych na sarkoidoze (8,5+1,9%). Stwierdzli, ze
limfocyty chorych na sarkoidoz¢ za oporne na apoptozg, co sprzyja akumulacji tych komorek
zapalnych w drogach oddechowych (135).

Stezenie sFas ligand oznaczono u 43 pacjentdw, uzyskujac S$rednie stezenie
8,86+12,33 pg/ml. Dotychczas nie przeprowadzono badan, w ktoérych oznaczano by stezenie
sFas ligand w BAL chorych na POChP. Z badan przeprowadzonych w innych chorobach
ukladu oddechowego wynika, ze stezenia sFasL w BALF byly niskie i wahaly si¢ od 4,7+6,0
pgml w grupic kontrolnej, poprzez 32,9+42,5 pg/ml u chorych z zarostowym zapaleniem
oskrzelkow, do 40,1+69,1 pg/ml u pacjentow z idiopatycznym widknieniem phic. Granicag
wykrywalno$ci w zastosowanej tu metodzie ELISA bylo 5 pg/ml (78). Badacze tureccy
porownywali natomiast st¢zenie sFasL w BALF pacjentow z rakiem pluica oraz w grupie
kontrolnej. W ich badanu S$rednie stezenie sFasL. u chorych z rakiem pluca wynosilo
51,6£39,2 pg/ml i nie rozndlo sie istotnie statystycznie (p>0,05) od stezenia w gupie
kontrolnej (41,2427,4 pg/ml) (36). W opublikowanym w 2011 roku polskim badaniu
oznaczano st¢zenie sFasL. w rozych chorobach pluic prowadzacych do $rodmigzszowego
wioknienia ptuc. Tu réwniez notowano bardzo niskie stezenia sFas ligand w plynie z plukania
oskrzelowo-pecherzykowego, od 0,21+£0,51 pg/ml w grupie kontrolnej, poprzez 2,04+2,28
pg/ml u chorych na IPF, do 13,0+£7,6 pg/ml u chorych z HP. Z calej grupy badanej
wyodrebniono pacjentdow palacych papierosy. Badanie wykazalo, Zze palenie powoduje istotne
statystycznie obnizenie stezenia sFasL. u chorych na IPF, w poréwnanu z chorymi
niepalacymi (p=0,012). Wsréd chorych palacych u wigkszosci pacjentow notowano stezenia
zerowe (ponizej progu wykrywalnosci) (72). W naszym badaniu wszyscy pacjenci byli
palaczami lub bylymi palaczami, co moze thimaczy¢ dlaczego az u 20 chorych odnotowano
zerowe stezenie sFasL.

U chorych na POChP stezenie sFas ligand oznaczane bylo dotychczas nie w BALF,
ale w surowicy krwi. Badaniami takimi zajmowali sic Takabatake i wsp. W opublikowanym
w 2000 roku badani, do pomiaru stezenia sFasL w surowicy wykorzystali oni metode
ELISA, ktorej granica wykrywalnosci bylo 0,Ing/ml. U wigkszo$ci osob bioracych udzat w
badaniu, zaréwno wsréd chorych na POChHP, jak i os6b zdrowych w grupie kontrolnej,
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stezenie sFasL bylo niewykrywalne. Porownali zatem wyniki 5 chorych na POChHP 1 2 os6b
zdrowych, u ktorych otrzymali stezenia powyzej progu wykrywalnosci W tym badanu nie
stwierdzili istotnych statystycznie romic stgzenia sFasL. migdzy chorymi na POChP a grupa
kontrolng (138). Kontynuujagc swoje badania, w 2005 roku ci sami autorzy opublikowali
pracg, w ktérej do badania stezenia sFasL. uzyli wysoce czulej metody ELISA o granicy
wykrywalnosci Spg/ml. Tym razem stwierdzli, ze u chorych na POChP surowicze stezenie
sFasL jest istotnie nizsze niz w kontrolnej grupie zdrowych ochotnikow (46+29pg/ml vs
55+28pg/ml) (137). Pozostaje jednak pytanie, czy st¢zenie sFasL u chorych na POChP jest
niskie, poniewaz malo komoérek podlega apoptozie, czy dlatego, ze sFas ligand zostal zuzyty,
Iaczac si¢ ze swoim receptorem podczas indukcji procesu apoptozy.

Wecezesniejsze prace udowodnity wplyw palenia palenia papierosOw na proces
apoptozy (56, 87). W pracy wilasnej oceniono odsetek komorek podlegajacych apoptozie oraz
stezenie SFasL w grupach chorych palacych papierosy (N=43) oraz bylych palaczy (N=14).
W badanych podgrupach nie wykazano istotnych statystycznie réznic pod wzgledem
wymienionych parametréw (p=ns dla obu parametrow). A zatem fakt bycia aktywnym
palaczem lub bylym palaczem nie powinien wplywaé¢ na dalsze analizy procesu apoptozy w
badanej grupie.

Z wczesnie] przeprowadzonych badan wiadomo takze, Ze leczenie przy pomocy
glikokortykosteroidow moze wplywa¢ na nasilenie apoptozy w organizmie. Z jednej strony
glikokortykosteroidy hamujg indukowang przez INF-y i Fas apoptozg komorek nablonkowych
pluc (149), z drugiej strony mogg indukowaé apoptoze komorek T w $cianie oskrzeli (103).
W grupie badanych przez nas chorych 51 pacjentow przyjmowato glikokortykosteroidy,
natomias 6 chorych nie otrzymywalo takiego leczenia. Podgupy te nie roznily sie istotnie
statystycznie pod wzgledem odsetka komorek podlegajacych apoptozie oraz st¢zenia sFasL w

popluczynach oskrzelowych.

Apoptoza a stopien zaawansowania klinicznego POChP

U chorych na POCHhP nie przeprowadzono dotychczas badan, w ktorych
poréwnywano by proces apoptozy W drogach oddechowych u pacjentow z mniej i bardziej
zaawansowang chorobg. Istnieja jednak przestanki teoretyczne wynikajace z badan
przeprowadzonych w ostatnich latach, Zze proces apoptozy moze zmienia¢ swojg aktywno$¢ w
zalezno$ci od stopnia zaawansowania klinicznego choroby. Wczesniejsze prace, w ktdrych

badano apoptozg w POChP w zaleznosci od cigzkosci choroby, ocenialy wykladniki apoptozy
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w surowicy krwi, na co wplyw moze mie¢ zaréwno apoptoza komodrek tkanki plucnej,
komorek zapalnych jak i pozaplicne aspekty choroby, np. apoptoza komoérek migsniowych.
W opublikowanym w 1998 roku badaniu, Yasuda i wsp. poréwnywali surowicze stezenia sFas
i sFas ligand u osob zdrowych, chorych na inne niz POChP choroby ukiadu oddechowego
leczonych tlenem oraz u chorych na POChP o réznym stopniu zaawansowania choroby. Ich
definicja stadium zaawansowania choroby byla jednak imna niz powszechnie stosowane
klasyfikacje. Jako POChP lagodne/umiarkowane traktowani byli chorzy nie stosujacy
przewlekle tlenoterapii, natomiast POChP cigzkie to pacjenci leczeni tlenem. Mimo, ze
chorzy mieli wykonang spirometri¢, nie oceniono FEV1. W cytowanym badaniu st¢Zenie sFas
ligand w surowicy nie wykazywalo rozic pomigdzy osobami zdrowymi a chorymi na
POChHhP, niezaleonie od zaawansowania choroby. Natomiast surowicze stezenie sFas,
inhibitora procesu apoptozy, bylo istotnie wyzsze u pacjentow z ciezkg POChP. Autorzy
konkluduja, ze zwigkszone surowicze stezenie sFas moze wywolywaé hamujacy efekt na
apoptoze limfocytow T naciekajacych pluica pacjentow z POChP, a podwyzszenie sFas w
surowicy moze odgrywaé role w patofizjologi progresji POChP (156). W opublikowanym
dwa lata pozniej badaniu Takabatake i wsp. nie potwierdzli tego spostrzezenia (138). W
innym badaniu Hacker i wsp. wykazali zwigkszone surowicze st¢zenia koncowych produktow
apoptozy: rozszczepianej przez kaspazy cytokeratyny-18 (ang. caspase-cleaved cytokeratin-
18) oraz fragmentow DNA zwigzanych z histonami (ang. histone-associated DNA-fragments)
u chorych na POChHP. Stwierdzli, ze wyniki ich badan wskazuja na ukladowe wydzielanie
bialek specyficznych dla  apoptozy jako markerow zwiekszonego obrotu komérkowego
towarzyszacego progresji POChP (53).

W naszym badaniu apoptoza oceniana byla u pacjentow z roznymi wykladnikami
zaawansowania POChP, poczawszy od najbardziej standardowych, jak stopien
zaawansowania choroby wg GOLD mierzony przy pomocy FEV1, poprzez inne parametry
czynno$ciowe (IC/TLC, RV/TLC, niewydolho$¢ oddechowa), az do stosowanej od kiku lat
skali BODE wraz z jej poszczegblnymi elementami. Apoptoza oceniana byla takze w

zaleznosci od wieku 1 plei pacjentow.
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Apoptoza a stadium zaawansowania POChP wg GOLD

Biorac pod uwage kryteria GOLD, chorych na POChP podzelilismy na nastepujace
podrupy: I1+11° zaawansowania (POChP lagodna i umiarkowana), 111° (POChP ciezka) oraz
IV° (POChP bardzo ciczka). W oparciu o wigzanie aneksyny V wykazalismy, ze $redni
odsetek komoérek apoptotycznych u chorych na POChP wynos#t odpowiednio w stopniu I+I1
wg GOLD 16,55%, w stopniu 1l 9,18%, w stopniu IV 19,08% (Rycina 4, Aneks Tabela 2,
3, 4). Nie stwierdzono rdznic istotnych statystycznic miedzy badanymi trzema podgrupami.
Analizujagc  jednak wyniki badania miedzy stopniami I+1l oraz 1II, stwierdzli§my, ze
podgrupy te réznig sie pod wzgledem odsetka komodrek podlegajacych aktywnie apoptozie.
W Il stadium zaawansowania POChP w drogach oddechowych apoptozie ulega mniej
komoérek niz w stadum I 1 II. Wydaje si¢ zatem, ze w bardziej zaawansowanej chorobie w
stadum III, wigksza liczba komoérek bierze udziat w toczacym sie tu procesie zapalnym. W
porownaniu z mniej zaawansowang choroba, to wiasnie w stadum III POChP, gdy FEV1
spada ponizej 50% wartosci naleznej, choroba staje si¢ jawna klinicznie, pacjenci zaczynaja
uskarza¢ si¢ na narastajaca duszno$¢, a proces zapalny ulega nasileniu. Potwierdza¢ to moze
praca Hackera 1 wsp., ktorzy wykazali, ze w I 1 Il stadum POChP pacjenci sa chronieni przed
procesem zapalnym poprzez zwickszone wydzelanie rozpuszczalnego ST2, bialkka o
dzialaniu przeciwzapalnym. Stezenie rozpuszczalnego ST2 w surowicy ulegalo znacznemu
obnizenm poczawszy od III stadum zaawansowania POChP. Autorzy wuznali, ze
rozpuszczalny ST2 ma znaczacg rolg w przeciwdzialaniu procesowi zapalnemu we

wczesnych stadiach POChP (53).

Apoptoza a niewydolnos¢ oddechowa

Badajac apoptoze komorek z popluczyn oskrzelowych chorych na POChP w oparciu
0 wigzanie aneksyny V, wykazano istotne statystycznie zrdézmicowanie odsetka komorek
apoptotycznych pomiedzy chorymi wydolymi i niewydolnymi oddechowo. Sredni odsetek
komorek podlegajacych apoptozie u chorych z niewydoloscia oddechowsg byt znamiennie
wyzszy  (20,87+18,92%) w porownaniu z chorymi bez niewydolnosci oddechowej
(11,57+18,92%) (Rycina 4, Aneks Tabela 5, 6). Do odmiennych wnioskéw doszli Yasuda i
wsp. W cytowanej wczesniej pracy wykazali oni zwiekszone stgzenie czynnikow hamujacych
apoptoze u chorych na POChHP, ktorzy stosowali przewlekle leczenie tlenem. Wg tych
badaczy u chorych na POChP niewydolnych oddechowo apoptozie powinno zatem podlegaé
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mniej komorek. Kryteria rozpoznania niewydolnosci oddechowej 1 wskazania do
przewleklego leczenia tlenem nie pokrywaja sig, zatem odmienne wyniki uzyskane w
prezentowanym projekcie i badaniu Yasudy moga wynika¢ z innego charakteru badanych
podgrup. W naszym badaniu ocenialismy chorych wydolnych i niewydolhych oddechowo,
Yasuda brat pod uwage stosowanie tlenoterapii, wiec wsrod chorych z lagodna/umiarkowang
POChP mogli by¢ réwniez pacjenci z niewydoloscia oddechowa, ktorzy nie wymagali
jeszcze tlenoterapii (156).

W badaniu wilasnym liczno$¢ grupy pacjentow niewydolnych oddechowo wynosita
20, z czego 70% (N=14) stanowili chorzy z bardzo cigzka POChP, 25% (N=5) chorzy z
POChP w stadium ciezkim, natomiast tylko u jednego pacjenta (5%) rozpoznano POChP w
stadium umiarkowanym. Grupa chorych z niewydolo$cia oddechowa jest zatem grupa
chorych z mocno zaawansowang chorobg wg kryteréw GOLD. Przyjmujac niewydonosé
oddechowa za wykladnik zaawansowania klinicznego POChP, mozna stwierdzi¢, ze proces
apoptozy ulega nasileniu wraz ze wzrostem zaawansowania choroby. Zakladajgc, ze u
chorych na POChP niewydolnych oddechowo apoptoza ulega nasileni, interesujace wydaje
si¢ tez odwrdcenie problemu i1 odpowiedZ na pytanie: czy badajac wykladniki apoptozy w
drogach oddechowych chorych na POChP, mozna przewidywaé¢ rozwoj niewydoosci
oddechowej? Wymaga to dalszych badan wigkszej grupy pacjentOw oraz powtarzania badan

na przestrzeni czasu.

Apoptoza a pleé

Do badania wlaczono 39 mezczyzn 1 18 kobiet chorych na POChP. Analizujagc proces
apoptozy w zaleznosci od plci, nie wykazano istotnych rézmic grupach mezczyzn 1 kobiet,
niezaleznie od zastosowane] metody. Ani odsetek komodrek apoptotycznych, ani stezenie

sFasL nie roznity si¢ miedzy plciami. (Aneks Tabela 7)

Apoptoza a wiek

Zgodnie z kryteriami kwalifikacji do badania wiaczono chorych na POChP w wicku
40-80 lat. Dolna granica wieku zwigzana jest z niezwykle rzadkim rozpoznaniem POChHP u
os6b miodszych. Badania epidemiologiczne dotyczace POChP prowadzone s3 zazwyczaj u
chorych po 40 rz. Goérna granica wieku zwigzana jest z brakiem mozliwosci prawidlowego

wykonania, a nastgpnie interpretacji badan czynnosciowych ukladu oddechowego. Obecnie
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brak jest zakresu wartosci naleznych parametrow ocenianych w  spirometri  czy
bodypletyzmografii dla 0osob powyzej 80 rz

W badaniu wziglo udziat 34 pacjentow w wieku 40-65 lat i 23 pacjentow w wieku 65-
80 lat. Analizujgc wyniki badania procesu apoptozy w grupach wiekowych, nie stwierdzono
istotych statystycznie roznic odsetka komodrek apoptotycznych ani stezenia sFasL migdzy
chorymi mlodszymi a starszymi. Do innych wnioskow doszli Ichikura i wsp., ktorzy wykazali
istotng ujemng korelacje miedzy wickiem a stgzeniem sFasL w surowicy krwi. Nie badali oni

jednak chorych na POCHP, lecz osoby zdrowe, a stezenie sFas oznaczali w surowicy (64).
Apoptoza a BMI

Wedlug powszechnie przyjetych zasad, prawidlowy wskaznik masy ciala miesci sig¢ w
zakresie od 20 do 25 kg/m?. BMI mniejsze od 25 kg/m? ozmacza niedobér masy ciala,
BMI>25 kg/n? to nadwaga, a powyzej 30 kg/m® — otylosé (112). W prowadzonym projekcie
chorzy zostali podzicleni ze wzgledu na BMI na dwie podgrupy: BMI<25kg/n? oraz
BMI>25kg/m?. Podzal ten znajduje odzwierciedlenie w pismiennictwie, udowodniono, ze u
chorych na POChP wartos¢ BMI 25kg/m? stanowi prég miedzy chorymi o gorszym i lepszym
rokowaniu. Chorzy z wicksza masg ciala i z wyzszym BMI zyja dhizej niz chorzy
wyniszczeni z niskim BMI (121, 150). Badajac chorych na POChP, w grupach zaleznych od
wskaznika masy ciala, nie wykazano istotnego statystycznie zréznicowania pod wzgledem
odsetka komorek apoptotycznych oraz stgzenia sFasL w drogach oddechowych. (Aneks
Tabela 7) Oceniany na tej podstawie proces apoptozy nie roézni si¢ u chorych na POChP z
mniejsza 1 wickszag masa ciala. BMI jest jednak wykladnikiem ogdhoustrojowych zmian jakie
zachodza w POCHP, a niskie wartosci BMI wynikaja z zaniku miesni i tkanki thuiszczowej u
kachektycznych chorych na POChP. W badaniu wlasnym oceniano apoptoze toczaca sie
lokalnie w drogach oddechowych, zatem mozemy nie odnajdowa¢ tu wykladnikéw apoptozy
toczacej si¢ pozaplucnie. Badaniem procesu apoptozy toczacej sie ogolnoustrojowo u chorych
na POChP w zaleznoSci od masy ciala, zajmowali si¢ Takabatake i wsp. Stwierdzli oni, Ze
stezenie sFasL w surowicy krwi kachektycznych pacjentdow z POChP (BMI<20kg/n?) bylo
istotnie wyzsze w pordwnaniu z chorymi z relatywnie wyzszym BMI (BMI>20kg/n?)
(51£33pg/ml vs 36+15pg/ml). Natomiast surowicze stezenie sFasL u wszystkich chorych na
POChHP bylo istotnie nizsze niz w kontrolnej grupie osoéb zdrowych. Rownoczesnie badali oni
surowicze stezenie sFas, mhibitora apoptozy, u chorych na POChP i 0s6b zdrowych. Stgzenia
sFas nie roznity sie istotnie w badanych grupach. Ostatecznie, analizujac calosciowo wyniki
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swojego badania, Takabatake i1 wsp. stwierdzli Ze uklad Fas/Fas Ligand nie odgrywa
znaczacej roli jako potencjalny czynnik wyzwalajacy apoptoze prowadzaca do zaniku tkanki
migsniowej 1 thiszczowej u wyniszczonych chorych na POCHP. Stwierdzili takze, ze by¢
moze uklad Fas/Fas Ligand jest istotny w wyzwalaniu apoptozy u chorych tracacych maseg
ciala, a niec w grupie o masie ciala niskiej, ale stabilnej (137)

Apoptoza a rozde¢cie pluc

Analizujac  proces apoptozy w zaleznosci od wykladnikow rozdgcia pluc, przyjeto
zaproponowany przez Casanova i wsp. prog 25% jako warto$¢ graniczng IC/TLC dla grup o
mniejszym 1 wigkszym zaawansowaniu choroby. Autorzy ci Stwierdzil, ze IC/TLC moze
shuzy¢ za wykladnik cigzko$ci uszkodzenia pluic w przebiegu POChP, a pacjenci z
IC/TLC<25% zyja krocej niz chorzy z IC/TLC>25% (21). W badaniu wlasnym nie
stwierdzono istotnych satystycznie roznic dla odsetka komorek podlegajacych apoptozie i
stezenia sFas ligand w drogach oddechowych chorych na POChP w zalenosci od
hyperinflacji ptuc. (Aneks Tabela 7)

Apoptoza a wydolnos¢ wysikowa

Dystans przebyty w tescie 6-ciominutowego marszu moze shizy¢ jako prosty
wykladnik wydolnosci wysitkowej chorego na POCHP. Pinto-Plata i wsp. udowodnili, ze
dystans mniejszy niz 350m jest zwigzany ze zwickszong S$miertelno$cia 1 powinien by¢
uwazany za nieprawidlowy (107). ROwniez w niniejszej analizie przyjeto wartoS¢ graniczng
350m przebytych w 6MWT jako prog dla mniejszego i wigkszego zaawansowania POChHP.
Badajac proces apoptozy w grupach chorych z lepsza (6MWD>350m) 1 gorsza
(6MWD<350m)  wydolnoscia ~ wysitkowa, nie  wykazano  istotnego  statystycznie
zroznicowania  odsetka komorek podlegajacych apoptozie 1 stezenia sFasL w popluczynach

oskrzelowychchorych na POChP. (Aneks Tabela 7)
Apoptoza a skala BODE
Zaproponowana przez Cote 1 Celi skala BODE uwzglednia ogoénoustrojowy

charakter POChP, ocenia bowiem nie tylko problemy plucne (FEV1 jako miernik obturacji

oskrzeli, duszno$¢ oceniana kwestionaruszem MMRC), ale bierze pod uwage zmiany
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pozaplucne (BMI oraz dystans przebyty w teScie 6-cio mmnutowego chodu). BODE jest skalg
sumaryczng, a kazdy kolejny z czterech przedzatdow punktowych charakteryzuje coraz gorszy
stan kliniczny pacjenta i coraz wicksze zaawansowanie choroby. Zgodnie z propozycja Cote i
Celli, réowniez w badanu wlsnym uwzgledniono podzat pacjentow z POChP na cztery
podgrupy, w zalezno$ci od liczby punktow uzyskanych w skali BODE: 0-2, 3-4, 5-6, 7-10
punktow (22, 23). W niniejszym badaniu grupy pacjentow z POChP z ré6zng punktacja w skali
BODE nie réznia si¢ istotnie pod wzgledem odsetka komorek apoptotycznych i stezenia sFas
ligand w drogach oddechowych. (Aneks Tabela 7)

Korelacje miedzy wykladnikami apoptozy a parametrami okreslajacymi stopien

zaawansowania klinicznego POChP

Kolejnym etapem prezentowanego projektu byla proba okreslenia korelacji migdzy
wykladnikami apoptozy a parametrami oceniajgcymi stopien zaawansowania klinicznego
POCHP.

W  badaniu wlsnym wykazano dodatnig istotng statystycznie korelacje odsetka
komorek podlegajacych apoptozie, ocenianego w oparcu o wigzanie aneksyny V, z
ciénieniem parcjalnym dwutlenku wegla we krwi tetniczej (rs=0,27, p=0,0400).

Wynik naszego badania nie potwierdza wczesniejszych pomiarow Takabatake i wsp.,
ktorzy nie stwierdzili korelacji miedzy paCO2 a apoptoza, oceniang za pomoca st¢Zenia sFas
ligand w surowicy krwi (138).

Wynik badania wlasnego moze natomiast potwierdza¢ wczesniejsze spostrzezenia
Douglasa i wsp. Autorzy ci na modelu mysim wykazali wzmozong apoptoze komorek
nerwowych wywolana przez przerywana hypoksje i hyperkapni¢ (35). Podobnie Lin i wsp.
wykazali wplyw hyperkapni na wzmozong apoptoze leukocytow krwi obwodowej pacjentow
z zespolem obturacyjnego bezdechu sennego (83). Natomiast do odwrotnych wnioskow doszli
badacze kanadyjscy. Stwierdzili oni, ze hyperkapnia, stosowana w celach terapeutycznych u
pacjentow z ARDS, zmniejsza apoptoz¢ wynikajacg z zespolu niedokrwienie-reperfuzja (80).
Rowniez autorzy chmscy doszli do wniosku, ze hyperkapnia, poprzez zwickszenie stosunku
Bcl-2/Bax, hamuje apoptozg komorek migsni gladkich tetnicy plucnej, czego koncowym
efektem jest rozwdj nadciSnienia plucnego (155). Z prac tych wynika, ze wplyw hyperkapni
na apoptoze pozostaje niewyjasniony i wymaga dalszych badan. Réwniez u chorych na
POChP warto bylo by przeprowadzi¢ ocene apoptozy u chorych z calkowita niewydomoS$cia
oddechows, czyli ze wspoélistnieniem hypoksemii z hyperkapnig. Chorzy ci (tzw. blue bloater
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— siny obrzgknigty) charakteryzuja si¢ przewaga przewleklego zapalenia oskrzeli z
hypowentylacja pecherzykowa, obecno$cig sinicy 1 otylosci W odréznienm od nich, pacjenci
z POChP o fenotypie pink puffer (r6zowy sapacz) maja silny naped oddechowy, skutkujacy
hypoksemiag bez wspolistniejacej hyperkapni. W tej grupie pacjentéw w obrazie klinicznym
przewaza rozedma pluc, a chorzy sa zazwyczaj wyniszczeni. By¢ moze wykonanie badania w
grupach chorych o fenotypach blue bloater i pink puffer (z i bez hyperkapni) pozwolifo by na
wyciagni¢cie dalszych wnioskdw o roli apoptozy w patogenezie POCHP.

Przeprowadzajac dalsze analizy w badaniu wlasnym nie wykazano korelacji migdzy
odsetkiem komorek apoptotycznych i stezeniem sFasL a takimi parametrami, $wiadczacymi o
Klinicznym zaawansowaniu POChP, jak: FEV1, RV, TLC, IC/TLC, RV/TLC, DLCO, Sa02,
pa02, dystans w tescie 6-cio minutowego chodu, stopien w skali MMRC, BMI, punktacja w
skali BODE czy liczba paczkolat (Aneks Tabela 22, 23). Wyniki te sg cze$ciowo zbiezne z
wnioskami Takabatake i wsp., ktorzy nie stwierdzli korelacji migdzy stezeniem sFas Ligand
w surowicy krwi chorych na POChHP 1 takimi wykladnikami cigzkosci choroby jak FEV1, VC,
FEV1/VC, paO2 czy paCO2 (138).

Poszukiwanie parametrow $wiadczacych o zaawansowaniu POChP

W koncowym etapie prezentowanego projektu, podjelismy probe odpowiedz
na pytanie, czy apoptoza jest zwigzana ze stopniem zaawansowania klnicznego POCHP,
poprzez poszukiwanie parametrow $wiadczacych o zaawansowaniu choroby. W tym celu
postuizylismy si¢ analiza skupien przeprowadzong metoda aglomeracji oraz metoda
grupowania k-srednich. W wyniku przeprowadzonej analizy uzyskano dwa skupienia
chorych, z mniej i bardziej zaawansowana POChP. Skupienia te réznily si¢ istotnie pod
wzgledem takich parametrow jak: FEV1, DLCO, saO2, dystans w teScie 6-cio min. chodu,
RV, stopien wg GOLD, punktacja w skali BODE, IC/TLC, RV/TLC. Uzano, ze w/w
parametry w najwickszym stopniu $wiadczg o ciezkosci POChP i w najwigkszym stopniu
rozicujg pacjentbw z mniej i bardziej zaawansowang chorobg. Parametr odsetek komorek
apoptotycznych wpisywat si¢ w przeprowadzong analize skupien (Rycina 8), jednak nie na
zakladanym poziomie istotno$ci  statystycznej (p=0,245) (Tabela 9). By¢ moze
przeprowadzenie podobnej analizy z uwzglednieniem wickszej grupy pacjentdow pozwolio by
na pehiejsze wyjasnienie czy wykladniki apoptozy moga s$wiadczy¢ o klinicznym

zaawansowaniu POChHP.
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Podsumowanie

Rola procesu apoptozy jako czynnika patogenetycznego POChP nie zostala do konca
poznana. Wzbudza ona nadal wiele kontrowersji. Dotychczas przeprowadzone badania
koncentrujg si¢ gldéwnie na apoptozie strukturalnych komoérek tkanki plucnej. Interesuyjacym, a
do tej pory slabo poznanym problemem jest apoptoza komorek zapalnych w tkance plucnej.
Konieczne s3 dalsze badania, ktdore wyjasnityby mechanizm procesu $mierci komorki w
przewleklej obturacyjnej chorobie pluc. Wyjasnienie tych problemow mogloby w przyszosci
poméc w poszukiwaniu nowych lekéw, ktore skutecznie hamowaly by proces progresji zmian

w ukladzie oddechowym chorych na przewlekla obturacyjng chorobe pluc.
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7. WNIOSKI

1. Apoptoza w drogach oddechowych chorych na POChP, oceniana w oparciu 0 odsetek
komoérek apoptotycznych i stezenie sFasL w popluczynach oskrzelowych, nie rézni sie
w I+11, 11 i 1V stadium choroby wg GOLD.

2. Proces apoptozy komoérek w drogach oddechowych chorych na POCHP ulega
nasileniu u pacjentdéw z niewydolnoscia oddechowa.

3. Odsetek komodrek podlegajacych apoptozie w drogach oddechowych chorych na
POChHP Kkoreluje z ciezkoscig niewydolosci oddechowej, ktorej miarg jest ciSnienie
parcjalne dwutlenku wegla we krwi tetniczej.

4. Ocena wykladnikkow apoptozy w drogach oddechowych chorych na POCHP, jako
parametréw  §wiadczacych o klinicznym  zaawansowanu  choroby,  wymaga

przeprowadzenia dalszych badan z uwzglednieniem wigkszej grupy pacjentow.
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8. STRZESZCZENIE

Przewlekla obturacyjna choroba pluc charakteryzuje si¢ trwalym ograniczeniem
przeplywu powietrza przez drogi oddechowe. Wg kryteriow GOLD chorobe dzelimy na
cztery stopnie cigzkosci, ktorej miarg jest FEVI po inhalacji leku rozkurczajgcego oskrzela.
Ostatnio jednak coraz wigcej danych przemawia za tym, ze FEVI nie jest optymalnym
parametrem okreslajagcym stan kliniczny chorych, w wielu badaniach zaproponowano inne
wykladniki oceny cigzkosci choroby i wskazniki prognostyczne. POChP jest schorzeniem, w
ktorego patogenezie bierze udzial przewlekle zapalenie neutrofilowe, zaburzenie roéwnowagi
migdzy proteinazami 1 antyproteinazami oraz stres oksydacyjny. Coraz wigcej doniesien
Sugeruje, ze czwartym mechanizmem patogenetycznym POChHP jest apoptoza. Celem pracy
byla ocena procesu apoptozy w drogach oddechowych chorych na przewlekla obturacyjng
chorob¢ plic w zalezno$ci od stopnia zaawansowania klinicznego choroby. Material i
metody: do badania wlgczono 57 chorych na POChP (39 mezczyzna i 18 kobiet), u ktorych
rozpoznanie postawiono zgodnie z kryteriami GOLD, w wieku 40-80 lat, palaczy lub bylych
palaczy, w stabilnym okresie choroby. Kryterium wylaczenia stanowilo rozpoznanie innej niz
POChP choroby ukladu oddechowego oraz obecno$¢ przeciwwskazan do wykonania
bronchofiberoskopii. Badani rekrutowani byli sposréd pacjentow Klinkki Pulmonologii,
Alergologii i Onkologii Pulmonologicznej UM w Poznaniu oraz przyklinicznej Poradni
Pulmonologicznej. Z ogdtu grupy badanej wyodrebniono podgrupy chorych w I+II, 1IT i IV
stadium zaawansowania wg GOLD, podgrupy chorych wydolnych i niewydolnych
oddechowo oraz podgrupy uzaleznione od wartosci takich parametréw jak: wiek, ple¢, BMI,
IC/TLC, dystans w tescie 6-cio minutowego chodu, punktacja w skali BODE. U wszystkich
analizowanych pacjentow przeprowadzono badanie podmiotowe i przedmiotowe, wykonano
spirometri¢, bodypletyzmografie, DLCO, gazometric krwi tetniczej, test 6-Ci0 minutowego
chodu, obliczono punktacje wedlug skali oceny stanu klinicznego BODE  oraz  liczbe
paczkolat palenia tytoniu. Podczas rutynowo wykonywanej bronchofiberoskopii pobrano
popluczyny oskrzelowe, ktére poddano dalszym badaniom. Ich sklad komoérkowy zostat
okreslony immunofenotypowo. Nasilenie procesu apoptozy w drogach oddechowych
oceniono za pomocg pomiaru odsetka komorek podlegajacych apoptozie, w oparciu o
wigzanie aneksyny V barwionej izotiocyjanianem fluoresceiny (Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit 1- BD Pharmingen). W popluczynach oceniono takze stgzenie rozpuszczalego

ligandu Fas, biakka stanowigcego element szlaku Fas/Fas ligand indukujacego apoptoze
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(Human sFas Ligand ELISA Kit - BioVendor). Wyniki: podgrupy chorych z I+Il, 1l i IV
stadium zaawansowania wg GOLD nie réznily si¢ istotnie statystycznie pod wzgledem wieku,
liczby paczkolat palenia papierosow oraz BMI, natomiast roznily sie istotnie statystycznie
pod wzgledem parametréw ocenianych w badaniach czynno$ciowych ukladu oddechowego
oraz w skali BODE (poza BMI). Podobne wyniki uzyskano migdzy podgrupami chorych
wydolnych i niewydolnych oddechowo. Sredni odsetek komorek nienablonkowych w
popluczynach oskrzelowych ogélu chorych wynost 64,26%. Sposrod w/w komoérek, w calej
grupie badanej $rednio 14,73% komorek podlegato apoptozie ocenianej w oparciu o wigzanie
aneksyny V. Porownujac odsetek komoérek podlegajacych apoptozie w grupach chorych w
[+11, 1l i IV® POChHP, nic uzyskano istotnych statystycznie rozmic. Uzyskano natomiast
istotne  statystycznie zroznicowanie odsetka komorek podlegajacych apoptozie miedzy
grupami chorych wydolnych i niewydolnych oddechowo (p= 0,0438). Nie uzyskano istotnych
statystycznie réznic odsetka komorek apoptotycznych migdzy nastgpujagcymi  podgrupami
pacjentow: Kobiety vs mezczyni, wiek 40-65 rz vs 65-80rz BMI<25 kgm’ vs BMI>25
kg/m?, IC/TLC<25% vs IC/TLC>25%, 6MWD<350m vs 6MWD>350m, BODE 0-2, 3-4, 5-6,
7-10 punktow. Wykazano dodatnig istotng statystycznie korelacje¢ miedzy odsetkiem komodrek
apoptotycznych w popluczynach oskrzelowych a ci$nieniem parcjalnym dwutlenku wegla we
krwi tetniczej (p=0,04). Nie wykazano korelacji migdzy odsetkiem komodrek apoptotycznych
w popluczynach oskrzelowych a FEV1 (%), RV (%), TLC (%), IC/TLC (%), RV/TLC (%),
DLCO (%), Sa02 (%), paO2 (mmHg), 6MWD (m), stopniem MMRC, BMI (kg/m?),
punktacja w skali BODE, liczbg paczkolat palenia czy wiekiem chorych. Mierzac stezenie
sFas ligand w popluczynach oskrzelowych, w calej grupie badanej uzyskano $rednie st¢zenie
8,86pg/ml. Poréownujac stezenie sFasL w grupach chorych w I+II, 1Il i IV° POChP, nie
uzyskano istotnych statystycznie réznic. Nie uzyskano istotnych statystycznie roznic stezenia
sFasL. miedzy grupami chorych wydolnych 1 niewydolnych oddechowo. Nie uzyskano
istotnych statystycznie roznic stezenia sFasL migdzy nastgpujacymi podgrupami pacjentow:
kobiety vs mezczymi, wick 40-65 1z vs 65-80rz, BMI<25 kgm® vs BMI>25 kg/m?,
IC/TLC<25% vs IC/TLC>25%, 6MWD<350m vs 6MWD>350m, BODE 0-2, 3-4, 5-6, 7-10
punktow. Nie wykazano Korelacji miedzy stezeniem sFasL w popluczynach oskrzelowych a
FEV1 (%), RV (%), TLC (%), IC/TLC (%), RV/TLC (%), DLCO (%), Sa02 (%), paO2
(mmHg), paCO2 (mmHg), 6MWD (m), stopniem MMRC, BMI (kg/m?), punktacja w skali
BODE, liczba paczkolat palenia czy wickiem chorych. Podj¢to probe odpowiedzi na pytanie
CZy apoptoza jest zwigzana ze stopniem zaawansowania klinicznego POChP  poprzez

poszukiwanie grupy parametrow $wiadczacych o zaawansowaniu choroby. Uznano, ze
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parametrami najlepiej réznicujacymi grupy chorych z mniej i bardzej zaawansowang POChP
sg: FEV1, DLCO, sa02, dystans w tescie 6-cio min. chodu, RV, stopien wg GOLD, punktacja
w skali BODE, IC/TLC, RV/TLC. Parametr odsetek komoérek apoptotycznych wykazat
zrdOznicowanie  pomiedzy grupami, jednak nie na zakladanym poziomie istotnosci
statystycznej (p=0,245). Whnioski: 1. Apoptoza w drogach oddechowych chorych na POChP,
oceniana w oparciu o odsetek komorek apoptotycznych 1 stezenie sFasL w popluczynach
oskrzelowych, nie rozni si¢ w I+11, III i IV stadum wg GOLD. 2. Proces apoptozy komoérek
w drogach oddechowych chorych na POChP ulega nasileniu u pacjentéw z niewydooScia
oddechowa. 3. Odsetek komoérek podlegajacych apoptozie w drogach oddechowych chorych
na POCHhP koreluyje z cigzkoScia niewydolhos$ci oddechowej, ktorej miara jest ciSnienie
parcjalne dwutlenku wegla we krwi tetniczej. 4. Ocena wykladnikow apoptozy w  drogach
oddechowych chorych na POChP, jako parametrow $wiadczacych o  klinicznym
zaawansowaniu choroby, wymaga przeprowadzenia dalszych badan z uwzglednieniem

wicksze] grupy pacjentow.
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9. SUMMARY

Chronic obstructive pulmonary disease is characterized by persistent airflow limitation.
According to GOLD criteria, we can classify four stages of severity of airflow limitation,
based on post-bronchodilator FEV1. Recent data suggest that FEV1 is not an optimal
parameter that characterize the patients clinical status. Many different parameters that assess
disease severity and prognostic factors have been proposed. There are three main mechanisms
involved in the pathogenesis of COPD: chronic lung inflammation, protease-antiprotease
imbalance and oxidative stress. Recent data suggest that apoptosis is fourth mechanism in the
pathogenesis of this disorder. The aim of the study: was the assessment of apoptosis in the
airways of patients with COPD, according to the disease severity. Material and methods: 57
patients (38 males and 19 females), diagnosed with COPD according to GOLD criteria, aged
40 to 80 years, current or former smokers, with stable disease, were enrolled into the study.
Patients with other lung diseases or with contraindications to fiberoptic bronchoscopy, were
not enrolled. Subjects were recrivted among hospital and ambulatory patients of the
Department of Pulmonology, Allergology and Lung Oncology, Poznan University of Medical
Sciences. All subjects were divided into subgroups of patients with GOLD stage I+11, 11l and
IV, subgroups with or without respiratory failure, and subgroups based on such parameters
like: age, gender, BMI, IC/TLC ratio, 6-minute walking distance, BODE index. In all
analyzed subjects medical history, physical examination, spirometry, whole body
pletysmography,  arterial blood gas analysis, 6-minute walk testt BODE index and the
measurement of cigarette smoking packyears were performed. During the routine fiberoptic
bronchoscopy, the bronchial washings were collected. We differentiated the bronchial
washings cells using immunophenotyping. Apoptosis in the airways was assessed by the
measurement of the percentage of apoptotic cells in bronchial washings (Annexin V-FITC
Apoptosis Detection Kit I- BD Pharmingen). The bronchial washings concentration of soluble
Fas ligand, a component of Fas/Fas ligand apoptosis induction pathway, was also measured
(Human sFas Ligand ELISA Kit — BioVendor). Results: there were no statistically significant
differences of of age, cigarette smoking packyears and BMI among I+Il, Ill and IV COPD
stages subgroups. On the contrary, function tests and BODE index parameters were different
among these subgrous. Similar results were obtained between the patients with or without
respiratory insufficiency. In the whole analyzed group, the average percentage of non-

epithelial cells in bronchial washings was 64,26%. Among these cells, the average percentage
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of apoptotic cells was 14,73%. Comparing COPD stage I+Il, Il and IV subgroups, no
significant differences of the percentage of apoptotic cells were disclosed. Patients diagnosed
with respiratory failure showed significantly increased percentage of apoptotic cells,
comparing with the subgrop without respiratory failure (p=0,0438). There were no
statistically significant differences of the apoptotic cells percentage between the subgroups of:
females vs males, aged 40-65 years vs 65-80 years, BMI<25 kg/m’ vs BMI>25 kg/n?,
IC/TLC<25% vs IC/TLC>25%, 6MWD<350m vs 6MWD>350m, BODE index 0-2, 3-4, 5-6,
7-10 points. The positive significant correlation of the percentage of apoptotic cells in
bronchial washings and paCO2 was revealed (p=0,04). In the analyzed group there was no
correlation of the percentage of apoptotic cells and FEV1 (%), RV (%), TLC (%), IC/TLC
(%), RV/TLC (%), DLCO (%), Sa02 (%), paO2 (mmHg), 6MWD (m), MMRC, BMI
(kg/m?), BODE index, cigarette smoking packyears or patients age. The average
concentration of sFasL in the whole analyzed group was 8,86pg/ml. Comparing COPD stage
I+11, 11l and IV subgroups, no significant differences of the concentration of sFasL were
disclosed. The concentration of sFasL was not significantly different between the subgroups
of. respiratory sufficient vs respiratory insufficient patients, females vs males, aged 40-65
years vs 65-80 years, BMI<25 kgm® vs BMI>25 kg/m?, IC/TLC<25% vs IC/TLC>25%,
6MWD<350m vs 6MWD>350m, BODE index 0-2, 3-4, 5-6, 7-10 points. In the analyzed
subjects there was no correlation of the percentage of apoptotic cells and FEV1 (%), RV (%),
TLC (%), IC/TLC (%), RVITLC (%), DLCO (%), SaO2 (%), paO2 (mmHg), paCO2
(mmHg), 6MWD (m), MMRC, BMI (kg/m?), BODE index, cigarette smoking packyears or
patients age. We tried to answer if apoptosis is one of the parameters characterizihng COPD
severity. Using a statistical model, we formed a group of parameters differentiating patients
with less or more severe disease: FEV1, DLCO, SaO2, 6-minute walk distance, RV, GOLD
stage, BODE index, IC/TLC, RV/TLC. The percentage of apoptotic cells in bronchial
washings was different in these two groups of patients, but the difference was not significant
(p=0,245). Conclusions: : 1. There are no differences of apoptotic cells in the COPD stage
I+11, 111 and 1V patients airways. 2. In COPD, the apoptosis in the airways is increased in the
patients with respiratory insufficiency. 3. The percentage of apoptotic cells in COPD patients
airways correlates with the severity of respiratory failure, measured by paCO2. 4. Apoptosis
as a parameter of COPD severity need to be assessed in future trials with higher number of

patients.

78



10. PISMIENNICTWO

10.

11.

12.

13.

14.
15.

Agusti A.G., Sauleda J., Miralles C et al. Skeletal muscle apoptosis and weight loss in
chronic obstructive pulmonary disease. Am J Respir Crit Care Med 2002;166(4):485-
489

Agusti A.G.N., Noguera A., Sauleda J. et al. Systemic effects of chronic obstructive
pulmonary disease. Eur Respir J 2003; 21: 347-360

Albuguerque A.L.P., Nery L.E., Villaca D.S. et al. Inspiratory fraction and exercise
impairment in COPD patients GOLD stages 1l-11l. Eur Respir J 2006;28:939-944
Anthonisen N.R., Wright E.C., Hodgkin J.E. Prognosis In chronic obstructive
pulmonary disease. Am Rev Respir Dis 1986; 133(1): 14-20

Antonelli-Incalzi R., Imperiale C., Bellia V. et al. Do GOLD stages of COPD severity
really correspond to differences in health status? Eur Respir J 2003;22:444-449
Aoshiba K., Nagai A. Senescence hypothesis for the pathogenetic mechanism of
chronic obstructive pulmonary disease. Proc Am Thorac Soc 2009; 6: 596-601
Aoshiba K., Yokohori N., Nagai A. Alveolar wall apoptosis causes lung destruction
and emphysematous changes. Am J Respir Cell Mol Biol 2003;28(5):555-562
Ashkenazi A., Dixit V.M. Apoptosis control by death and decoy receptors. Curr Opin
Cell Biol 1999;11:255-260

ATS Statement: guidelines for the six-minute walk test. Am J Respir Crit Care Med
2002; 166:111-117

Barnes P.J, Shapiro S.D., Pauwels R.A. Chronic obstructive pulmonary disease:
molecular and cellular mechanisms. Eur Respir J 2003; 22: 672-88

Barnes P.J. Mechanisms of COPD: Differences from asthma. Chest 2000; 177(2):
10S-14S

Barnes P.J.,, Celli B.R. Systemic manifestations and comorbidities of COPD. Eur
Respir J 2009; 33: 1165-1185

Barry M., Bleackley R.C. Cytotoxic T lyphocytes: all roads lead to death. Nat Rev
Immunol 2002;2:401-409

Batura-Gabryel H. POChP jako choroba systemowa. Terapia 2010; 9: 4-8
Batura-Gabryel H., Kuzar-Kaminska B. Nowe spojrzenie na przewlekla obturacyjng
chorobe pluc (POChP)- problem chorob wspétistniejacych. Przewodnik Lekarza 2007;
3:98-101

79



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

Baud V., Karin M. Signal transduction by tumor necrosis factor and its relatives.
TERNDS in Cell Biology 2001; 11(9):372-377

Bednarek M., Maciejewski J., Womiak M., Kuca P., Zielinski J. Prevalence, severity
and underdiagnosis of COPD in the primary care setting. Thorax 2008; 63(5): 402-407
Boldrini L., Faviana P., Pistolesi F. et al. Alterations of Fas (APO-1/CD95) gene and
its relationship with p53 in non small cell lung cancer. Oncogene 2001;20(45):6632-
6637

Borak J et al. Psychological status of COPD patients on long term oxygen therapy. Eur
Respir J 1991;4:59-62

Borges V.M., Falcao H., Leite-Junior J.H. et al. Fas ligand triggers pulmonary
silicosis. J Exp Med 2001;194(2):155-164

Casanova C., Cote C., de Torres J.P. et al. Inspiratoty-to-total lung capacity ratio
predicts mortality in patients with chronic obstructive pulmonary disease. Am J Respir
Crit Care Med 2005; 171:591-597

Celli B.R., Cote C.G., Marin J.M. et al. The body-mass index, airflow obstruction,
dyspnea, and exercise capacity index in chronic obstructive pulmonary disease. N
Engl J Med 2004; 350:1005-1012

Celli B.R.,, MacNee W., ERS/ATS Task Force. Standards for the diagnosis and
treatment of patients with COPD: a summary of ATS/ERS position paper. Eur Respir
J 2004;23(6):242

Chambellan A., Chailleux E., Similowski T. and the ANTADIR observatory group.
Prognistic value of the hematocrit in patients with severe COPD receiving long-term
oxygen therapy. Chest 2005; 128: 1201-1208

Cheng E., Kirsch D.G., Clem R. et al. Conversion of Bcl-2 to Bax-like death receptor
by caspases. Science 1997;278:1966-1968

Chowdhury 1., Tharakan B., Bhat G.K. Caspases- an update. Comp Biochem Physiol
B Biochem Mol Biol 2008;151(1):10-27

Chung K.F.,, Adcock I.M. Multifaceted mechanisms in COPD: inflammation,
immunity, and tissue repair and destruction. Eur Respir J 2008; 31:1334-1356

Clinical guidelines and indications for bronchoalveolar lavage (BAL): Report of the
European Society of Pneumonology Task Group on BAL. Eur Respir J 1990;3:937-
974

Condo 1., Testi R. Intracellular mediators of programmed cell death initiated at the cell
surface receptor Fas. Transpl Int 2000; 13: S3-S6

80



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

Cote C.G., Casanova C., Marin J.M. et al. Validation and comparison of reference
equations for the 6-min walk distance test. Eur Respir J 2008; 3:571-578

Dai H., Guzman J., Costabel U. Increased expression of apoptosis signalling receptors
by alveolar macrophages in sarcoidosis. Eur Respir J 1999;13(6):1451-1454

de Torres J.P., Casanova C., Cote C.G. et al. Six-minute walking distance in women
with COPD. COPD 2011 ;8(4) :300-305

Demedts I.K., Demoor T., Bracke K.R. et al. Role of apoptosis in the pathogenesis of
COPD and pulmonary emphysema. Respiratory Research 2006; 7:53
Domagata-Kulawik J., Droszcz P., Kraszewska |. Chazan R. Expression of Fas
antigen in the cells from bronchoalveolar lavage fluid (BALF). Folia Histochemica et
Cytobiologica 2000; 4: 185-188

Douglas R.M., Ryu J., Kanaan A. et al. Neuronal death during combined intermittent
hypoxia/hypercapnia is due to mitochondrial dysfunction. Am J Physiol Cell Physiol
2010;298(6):C1594-C1602

Erdogan B., Uzaslan E., Budak F. et al. The evaluation of soluble Fas and soluble Fas
ligand levels of bronchoalveolar lavage fluid in lung cancer. Tuberk Toraks
2005;53(2):127-131

Fadeel B., Xue D., Kagan V. Programmed cell clearance: Molecular regulation of the
elimination of apoptotic cell corpes and its role in the resolution of inflammation.
Biochemical and Biophysical Research Communication 2010; 396: 7-10

Fadok V.A., Voelker D.R., Campbell P.A. et al. Exposure of phosphatidylserine on the
surface of apoptotic lymphocytes triggers specific recognition and removal by
macrophages. The Journal of Immunology 1992; 148: 2207-2216

Fal A., Nowak A.A., Nowak M.T., Malolepszy J. Programowana $mier¢ komorki 1 jej
rola. w patogenezie procesow chorobowych. Polskie Archiwum Medycyny
Wewngtrznej 2003, CIX, 1 (1): 71-78

Fellstrom B., Zezina L. Apoptosis: Friend or Foe? Transplantation Proceedings 2001;
33:2414-2416

Fokkema E., Vries E.G., Groen H.J. et al. Expression of apoptosis-related proteins and
morphological changes in a rat tumor model of human small cell lung cancer prior to
and after treatment with radiotherapy, carboplatin, or combined treatment. Virchows
Arch 2003;442(4):349-355

81



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.
92.

53.

54,

55.

France A.J., Prescott R.J. Biernacki W et al. Does right ventricular function predict
survival in patients with chronic obstructive pulmonary disease? Thorax 1988;43:621-
626

Frisch S.M., Screaton R.A. Anoikis mechanisms. Curr Opin Cell Biol 2001;13:555-
562

Galuzzi L., Vitale 1., Abrams JM. et al Molecular definitions of cell death
subroutines: recommendations of the Nomenclature Committee on Cell Death 2012.
Cell Death and Differentiation 2012; 19:107-120

Ghobrial .M., Witzig T.E., Adjei A.A. Targeting apoptosis pathways in cancer
therapy. CA Cancer J Clin 2005;55:178-194

Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease. Global Strategy for the
diagnosis, management, and prevention of chronic obstructive pulmonary disease

(updated 2008) http://www.goldcopd.org

Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease. Global Strategy for the
diagnosis, management, and prevention of chronic obstructive pulmonary disease
(updated 2011) http://www.goldcopd.org

Gorecka D. Wskazniki prognostyczne w przewleklej obturacyjnej chorobie phuc.
Przewodnik Lekarza 2006;2:67-70

Gorecka D., Gorzelak K., Sliwinski P. et al. Effect of long term oxygen therapy on
survival in patients with chronic obstructive pulmonary disease with moderate
hypoxaemia. Thorax 1997;52:674-679

Granville D.J., Carthy C.M., Hunt D.W. et al. Apoptosis: molecular aspects of cell
death and disease. Lab Incest 1998;78:893-913

Green D.R., Reed J.C. Mitochondria and apoptosis. Science 1998,281:1309-1312
Gupta S. Molecular steps of death receptor and mitochondrial pathways of apoptosis.
Life Sciences 2001; 69: 2957-2964

Hacker S., Lambers C., Pollreisz A., Hoetzenecker K., Lichtenauer M., Mangold A. et
al. Increased soluble serum markers caspase-cleaved cytokeratin-18, histones, and ST2
indicate apoptotic turnover and chronic immune response in COPD. J Clin Lab Anal
2009; 23:372-379

Halbert R.J., Natoli J.L., Gano A. et al. Global Burden of COPD: systematic review
and meta-analysis. Eur Respir J 2006; 28: 523-32

Haslett C., Savill J. Why is apoptosis important to clinicians? BMJ 2001;322:1499-
1500

82


http://www.goldcopd.org/
http://www.goldcopd.org/

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Hodge S., Hodge G., Scicchiatano R. et al. Alveolar macrophages from subjects with
chronic obstructive pulmonary disease are deficient in their ability to phagocytose
apoptotic airway epithelial cells. Immunollogy and Cell Biology 2003; 81:289-296
Hodge S., Hodge G., Holmes M., Reynolds P.N. Increased airway epithelial and T-cell
apoptosis in COPD remains despite smoking cessation. Eur Respir J 2005; 25: 447-
454

Hodge S.J., Hodge G.L., Holmes M. et al. Flow cytometric characterization of cell
populations in bronchoalveolar lavage and bronchial brushings from patients with
chronic obstructive pulmonary disease. Cytometry Part B (Clinical Cytometry) 2004;
61B: 27-34

Hodge S.J., Hodge G.L., Reynolds P.N., Scicchitano R., Holmes M. Increased
production of TGF-B and apoptosis of T lymphocytes isolated from peripheral blood
in COPD. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 2003; 285: L492-1499

Hoffmann P.R., Decathelineau A.M., Ogden C.A. et al. Phosphatidylserine (PS)
induces PS receptor-mediated macropinocytosis and promotes clearance of apoptotic
cells. J Cell Biol 2001;155:649-659

Hogg J.C. Patophysiology of airflow limitation in chronic obstructive pulmonary
disease. Lancet 2004; 364: 709-721

Hogg J.C., Chu F., Utokaparch S. et al. The nature of small-airway obstruction in
chronic obstructive pulmonary disease. N Engl J Med. 2004; 350: 2645-2653

Honma Y., Ishii Y., Yamamoto-Yamaguchi Y. et al. Cotylenin A, a differentiation-
inducing agent, and INF-a cooperatively induce apoptosis and have an antitumor
effect on human non-small cell lung carcinoma cells in nude mice. Cancer Research
2003;63:3659-3666

Ichikura T., Majima T., Uchida T. et al. Plasma soluble Fas ligand concentration:
decrease in elderly men and increase in patients with gastric carcinoma. Oncol Rep
2001;8:311-314

Imai K., Mercer B.A., Schulman L.L. et al. Correlation of lung surface area to
apoptosis and proliferation in human emphysema. Eur Respir J 2005; 25: 250-258
Janmaat M.L., Kruyt F.A.E., Rodriguez J.A. et al. Response to Epidermal Growth
Factor Receptor inhibitors in non-small cell lung cancer cells: limited antiproliferative
effects and absence of apoptosis associated with persistent activity of extracellular
signal-regulated  kinase or Akt kinase pathways. Clinical Cancer Research
2003;9:2316-2326)

83



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77,

78.

79.

Jassem E., Gorecka D., Krakowiak P., Kozelski J., Stommski M., Krajnk M., Fal
AM. Zintegrowana opieka medyczna u chorych na zaawansowang przewlekly
obturacyjng chorobe pluc. Pneumonol Alergol Pol 2010; 78, 2: 126-132

Kanazawa H., Yoshikawa J. Elevated oxidative stress and reciprocal reduction of
vascular endothelial growth factor levels with severity of COPD. Chest
2005;128(5):3191-9197

Kasahara Y., Tuder R.M., Taraseviciene-Stewart L. et al. Inhibition of VEGF
receptors causes lung cell apoptosis and emphysema. J Clin Invest 2000; 106: 1311-
1319

Kischkel F.C. Hellbardt S., Behrmann 1. et al. Cytotoxicity-dependent APO-1
(Fas/CD95)-associated proteins form a death-inducing signaling complex (DISC) with
the receptor. EMBO J 1995;14(22):5579-5588

Klas C., Debatin K-M., Joker R., Kramer P.H. Activation interferes with the APO-1
pathway in mature human T cells. Int Immunol 1993;5:625-630

Kopinski G., Balicka-Slusarczyk B., Dyczek A. et al Enhanced expression of Fas
Ligand (FasL) in the lower airways of patients with fibrotic interstitial lung diseases
(ILDs). Folia Histochemica et Cytobiologica 2011;49(4):636-645

Koyama S., Sato E., Haniuda M. et al. Decreased level of Vascular Endothelial
Growth Factor in bronchoalveolar lavage fluid of normal smokers and patients with
pulmonary fibrosis. Am J Respir Crit Care Med. 2002;166:382-385

Krammer P.H., Behrmann 1., Daniel P., Dhein J., Debatin K-M. Regulation of
apoptosis in the immune system. Current Opinion in Immunology 1994; 6: 279-289
Krawczyk K., Skucha W. Czgsto$¢ wystepowania przewleklej obturacyjnej choroby
pluc wsrdéd przewlekle palacych tyton mieszkancow Krakowa i Proszowic. Przegl Lek
2000;57:617-618

Kroemer G., Reed J.C. Mitochondrial control of cell death. Nature Med 2000;6:513-
519

Kunitake R., Kuwano K., Miyazaki H. et al. Apoptosis in the course of granulomatous
inflammation in pulmonary sarcoidosis. Eur Respir J 1999;13(6):1329-37

Kuwano K., Kawasaki M., Maeyama T. et al. Foluble form of Fas and Fas ligand in
BAL flud from patients with pulmonary fibrosis and bronchiolitis obliterans
organizing pneumonia. Chest 2000;118:451-458

Kuwano K., Miyazaki H., Hagimoto N. et al. The involvement of Fas-Fas ligand
pathway in fibrosing lung diseases. Am J Respir Cell Mol Biol 1999;20(1):53-60

84



80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Laffey J.G., Tanaka M., Engelberts D. et al. Therapeutic hypercapnia reduces
pulmonary and systemic injury following in vivo lung reperfusion. Am J Respir Crit
Care Med 2000;162(6):2287-2294

Laflamme C., Israel-Assayag E., Cormier Y. Apoptosis of bronchoalveolar lavage
lymphocytes in hypersensitivity pneumonitis. Eur Respir J 2003;21:225-231

Landbo C., Prescott E., Lange P et al. Prognostic value of nutritional status in chronic
obstructive pulmonary disease. Am J Respir Crit Care Med. 1999; 160: 1856-1861

Lin L., Li T.P. Alteration of telomere length of the peripheral white blood cells in
patients wit obstuctive sleep apnea syndrome. Nan Fang Yi Ke Da Xue Xue Bao
2011;31(3):457-460

Liu A.N., Mohammed A.Z., Rice W.R. et al. Perforin-independent CD8(+) T-cell-
mediated cytotoxicity of alveolar epithelial cells is preferentially mediated by tumor
necrosos factor-alpha: relative insensitivity to Fas ligand. Am J Respir Cell Mol Biol
1999;20:849-858

Lockslkey R.M. et al The TNF and TNF receptor superfamilies: integrating
mammalian biology. Cell 2001;104:487-501

Ma B., Kang M.J., Lee C.G. et al. Role of CCR5 in INF-gamma-induced and cigarette
smoke-induced emphysema. J Clin Invest 2005;115:3460-3472

Majo J., Ghezzo H., Cosio M.G. Lymphocyte population and apoptosis in the lungs of
smokers and their relation to emphysema. Eur Respir J 2001; 17: 946-953

Mannino Chronic Obstructive Pulmonary Disease: definition and epidemiology.
Respiratory Care 2003; 48(12): 1185-1193

Mariani S.M., Matiba B., Sparna T., Krammer P.H. Expression of biologically active
mouse and human cd95/apo-1/fas ligand in the baculovirus system. J Immunol
Methods 1996;193:63-70

Mathers C.D., Loncar D. Projections of global mortality and burden of disease from
2002 to 2030. PLoS Med 2006;3:¢442

Medical Research Council Working Party: Long-term domiciliary oxygen therapy in
chronic hypoxic cor pulmonale complicating chronic bronchitis and amphysema.
Lancet 1981;1:681-685

Mejza F., Nizankowska-Moginicka E., Kurzawa R., Gorski P., Wirkijowski B.,
Jaeschke R. Outpatients specialist care of chronic obstructive pulmonary disease
patients In Poland- results of the KOMPAS study. Pneumonol. Alergol. Pol. 2009; 77:
507-516

85



93. Melino G., Knight R.A., Green D.R. Publications in cell death: the golden age. Cell
Death and Differentiation 2001; 19: 107-120

94. Mets O.M., Murphy K., Zanen P. et al. The ralationship between lung function
impairment and quantitive computed tomography in chronic obstructive pulmonary
disease. Eur Radiol 2012;22:120-128

95. Murray C.J., Lopez A.D. Alternative projections of mortality and disability by cause
1990-2020: Global Burden of Disease Study. Lancet 1997;349:1498-504

96. Nagata S. Apoptosis by death factor. Cell 1997;88:355-365

97. Niepsyj G., Kozelski J., Niepsuyj K. i wsp. Przewlekla obturacyjna choroba pluc
wsrod mieszkancow Zabrza. Wiad. Lek. 2002;55 (supl. 1):354-359

98. Nishimura K., lzumi T., Tsukino M. et al. Dyspnea is a better predictor of 5-year
survival than airway obstruction in patients with chronic obstructive pulmonary
disease. Chest 2002;121:1434-1440

99. Nishimura K., Yasui M., Nishimura T., Oga T. Airflow limitation od static
hyperinflation: which is more closely related to dyspnea with activities of daily living
in patients with COPD? Respiratory Research 2011;12:135-141

100. Nizankowska-Mogilnicka E., Mejza F., Buist A.S., Vollmer W.M., Skucha W.,
Harat R., Pajak A., Gasowski J., Frey J., Nastalek P., Twardowska M., Janicka J.,
Szczeklik A. Czgstos¢ wystepowania POChP 1 rozpowszechnienie palenia tytonu w
Malopolsce- wyniki badania BOLD w Polsce. Polskie Archiwum Medycyny
Wewngtrznej 2007; 117(9): 402-410

101. Nocturnal Oxygen Therapy Trial Group: Continuous or nocturnal oxygen therapy in
hypoxemic chronic obstructive lung disease. A clinical trial. Ann Intern Med
1980;93:391-398

102. O’Reilly L.A., Strasser A. Apoptosis and autoimmune disease. Inflamm Res 1999;
48:5-21

103. O’Sulivan S., Cormican L., Burke C.M., Poulter L.W. Fluticasone induces T cell
apoptosis in the bronchial wall of mild to moderate asthmatics. Thorax 2004;59:657-
661

104. Pahlavani M.A., Vargas D.A. Aging but not dietary restriction alters the activation-
induced apoptosis in rat T cells. FEBS Letters 2001;491:114-118

105. Peter M.E., Heufelder A.E., Hengartner M.O. Advances in apoptosis research. Proc
Natl Acad Sci 1997; 94:12736-12737

86



106. Peter M.E., Krammer P.H. Mechanisms of CD95 (APO-1/Fas)- mediated apoptosis.
Current Opinion in Immunology 1998; 10: 545-551

107. Pinto-Plata V.M., Cote C., Cabral H. et al. The 6-min walk distance: change over
time and value as predictor of survival in severe COPD. Eur Respir J 2004; 23:28-33

108. Plusa T., Jahnz-Roézyk K. Astma oskrzelowa i przewlekla obturacyjna choroba pluc.
MEDPRESS, Warszawa 2001, str. 99-100, 123-125

109. Plywaczewski R., Bednarek M., Jonczak L. i wsp. Prevalence of COPD in Warsaw
population. Pneumonol Alergol Pol 2003; 71(7-8):329-335

110. Powell W.C., Fingleton B., Wilson C.L. et al. The metalloproteinase matrylisin
protolytically generates active soluble Fas ligand and potentiates epithelial cell
apoptosis. Curr Biol 1999;9:1441-1447

111. Ramos C., Montano M., Garcia-Alvarez J. et al. Fibroblasts from idiopathic
pulmonary fibrosis and normal lung differ in growth rate, apoptosis, and tissue
inhibitor of metalloproteinases expression. Am J Respir Cell Mol Biol 2001;24:591-
598

112. Raport of WHO Consultation on Obesity Preventing and Managing the Global
Epidemic Division of noncomunicable Diseases, World Health Organization, 1998)

113. Redelmeier D.A., Bayumi A.M., Goldstein R.S. et al. Interpreting small differences
in functional status: The six minute walk test in chronic lung diseases patients. Am J
Respir Crit Care Med 1997;155:1278-1282

114. Ren Y., Savill J. Apoptosis: the importance of being eaten. Cell Death and
Differentiation 1998;5:563-568

115. Russel J.H., Rush B., Weaver C. et al. Mature T cells of the autoimmune lpr/lpr mice
have a defect in antigen-stimulated suicide. Proc. Natl Acad. Sci. USA.
1993;90:4409-4413

116. Sata N., Yamanaka T., Kohrogi H. et al. Apoptotic response of eosinophils in
chronic eosinophilic pneumonia. Eur Respir J 2001;17(2):190-194

117. Sakao S., Tatsumi K., Hashimoto T. et al. Vascular endothelial growth factor and the
risk of smoking-related COPD. Chest 2003; 124: 323-327

118. Savill J, Fadok V. Corpse clearance defines the meaning of cell death. Nature
2000;407:784-788

119. Schmitz 1., Walczak H., Krammer P.H., Peter M.E. Differences between CD95 type
| and type Il cells detected with CD95 ligand. Cell Death and Differentiation 1996; 6,
821-822

87



120. Schneider P., Holler N., Bodmer J-L. Conversion of membrane-bound Fas(CD95)
ligand to its soluble form is associated with downregulation of its proapoptotic activity
and loss of liver toxicity. J Exp Med 1998;187(6):1205-1213

121. Schols A.M., Slangen J., Volovics L et al. Weight loss is a reversible factor in the
prognosis of chronic obstructive pulmonary disease. Am J Respir Crit Care Med.
1998;157:1791-1797

122. Segura-Valdez L., Pardo A., Gaxiola M. Et al. Upregulation of gelatinases A and B,
collagenases 1 and 2, and increased parenchymal cell death in COPD. Chest 2000;
117: 684-694

123. Senior R.M. Mechanisms of COPD. Conference Summary. Chest 2000;117:320S-
323S

124. Shikuwa Ch., Kadota J., Mukae H. High concentration of soluble Fas ligand in
bronchoalveolar lavage fluid of patients with pulmonary sarcoidosis. Respiration
2002;69(3):242-246

125. Shin M.S., Kim H.S.Lee S.H. et al. Alterations of Fas-pathway genes associated
with nodal metastasis in non-small cell lung cancer. Oncogene 2002;21(26):4129-
4136

126. Siatkowska H., Kozielski J., Ziora D. Chorzy na przewlekla obturacyjng chorobe
pluc w praktyce lekarza podstawowej opieki zdrowotnej. Pneumonol. Alergol. Pol.
2010; 78, 2: 112-120

127. Similowski T., Agusti A.,, MacNee W. et al. The potential impact of anaemia of
chronic disease in COPD. Eur Respir J 2006; 27: 390-396

128. Sin D.D., Man S.F.P. Why are patients with chronic obstructive pulmonary disease
at increased risk of Cardiovascular diseases? The potential role of systemic
inflammation in chronic obstructive pulmonary disease. Circulation. 2003; 107: 1514-
1519

129. Skwarski K., MacNee W., Wraith P.K. et al. Predictors of survival in patients with
chronic obstructive pulmonary disease treated with long-term oxygen therapy. Chest
1991;100:1522-1527

130. Sliwinski P. Niewydolno$¢ oddychania. W: Choroby ukladu oddechowego.
Rowmska-Zakrzewska E., Kus J. (red), PZWL, Warszawa 2004

131. Smolewski P., Grzybowska O. Regulacja procesu apoptozy komorek w celach
terapeutycznych-  dotychczasowe doswiadczenia 1 perspektywy rozwoju. Acta
Hematologia Polonica 2002; 33: 393-401

88



132. Spruit M.A., Polkey M.IL., Celli B. et al. Predicting outcomes from 6-minute walk
distance in chronic obstructive pulmonary disease. J Am Med Dir Assoc.
2012;13(3):291-297

133. Stockley R.A. New approaches to the management of COPD. Chest 2000; 94: 1215-
1220

134, Stratelis G., Jakobsson P., Molstad S. et al. Early detection of COPD in primary
care : screening by invitation of smokers aged 40 to 55 years. Br J Gen Pract
2004;54:201-206

135. Stridth A., Planck A., Gigliotti D., Eklund A., Grunewald J. Apoptosis resistant
bronchoalveolar lavage (BAL) fluid lymphocytes in sarcoidosis. Thorax 2002; 57:
897-901

136. Suda T., Hashimoto H., Tanaka M. et al. Membrane Fas ligand Kkills human
peripheral blood T lymhocytes, and soluble Fas ligand blocks the killing. J Exp Med
1997;186(12):2045-2050

137. Takabatake N., Arao T., Sata M. et al. Circulating levels of soluble Fas ligand in
cachexic patients with COPD are higher than those in non-cachexic patients with
COPD. Internal Medicine 2005; 44: 1137-1143

138. Takabatake N., Nakamura H., Inoue S et al. Circulating levels of soluble Fas ligand
and soluble Fas in patients with chronic obstructive pulmonary disease. Respir Med
2000; 94: 1215-1220

139. Tanaka M., Suda T., Takahashi T. et al. Expression of the functional form of human
Fas ligand in activated lymphocytes. Eur Mol Biol Organ J 1995;14:1129-1135

140. Tanaka M.T., Suda T., Haze K. et al. Fas ligand in human serum. Nat Med.
1996;2:317-322

141. Tanaka T., Yoshimi M., Maeyama T. Resistance to Fas-mediated apoptosis in
human lung fibroblasts. Eur Respir J 2002;20(2):359-368

142. Tang K., Rossiter H.B., Wagner P.D. Breen E.C. Lung-targeted VEGF inactivation
leads to an emphysema phenotype in mice. J Appl Physiol 2004;97:1559-1566

143. Taylor P.R., Carugati A., Fadok V. et al. A hierarchical role for classical pathway
komplement proteins in the clearance of apoptotic cells in vivo. J Exp Med
2000;192(3):359-366

144, Trautmann A., Schmid-Grendelmeier P., Kruger K. et al. T cells and eosinophilss
cooperate in the induction of bronchial epithelial cell apoptosis in asthma. J Allergy
Clin Immunol 2002;109(2):329-337

89



145, Tsuyuki S., Bertrand C., Erard F et al. Activation of the Fas receptor on lung
eosinophils leads to apoptosis and the resolution of eosinophilic inflammation of the
airways. J Clin Invest 1995;96(6):2924-2931

146. Turlej R.K., Fievez L., Sandersen C.F et al. Enhanced survival of lung granulocytes
in an animal model of asthma : evidence for a role of GM-CSF activated STAT5
signalling pathway. Thorax 2001;56:696-702

147. Vandivier RW., Fadok V.A.,, Hoffmann P.R. et al Elastase-mediated
phosphatidylserine receptor cleavage impairs apoptotic cell clearance in cystic fibrosis
and bronchiectasis. J Clin Invest 2002;109:661-670

148. Walczak H., Krammer P.H. The CD95 (APO-1/Fas) and the TRAIL (APO-2L)
apoptosis systems. Experimental Cell Research 2000; 256:58-66

149. Wen L-P., Madani K., Fahri J.A. et al. Dexamethasone inhibits lung epithelial cell
apoptosis induced by INF-y and Fas. Am J Physiol 1997;273:0.921-1.929)

150. Wilson D.O., Rogers R.M., Sanders M.H. et al. Nutritional intervention in
malnourished patients with emphysema. Am Rev Resp Dis 1986;134:672-677

151. World Health Report. Geneva: World Health Organization:
http//www.who.int/whr/2000/en/statistics.htm
152. World Bank/WHO Global Burden of Disease Study:

http//www.who.int/topics/global burden of disease

153. World Health Organization. The global burden of disease:2004 update. Geneva,
World Health Organization 2008. http://www.wgo.int/evidence/bod

154. Wouters E.F.M., Creutzberg E.C., Schols A. Systemic effects in COPD. Chest 2002;
121:127S-130S

155. Xu Y., Wang Y.Y., Jia X.G. et al. The relationship between endogenous hydrogen

sulfide system and pulmonary hypertension induced by hypoxic hypercapnia.
Zhongguo Ying Yong Sheng Li Xue Za Zhi 2011;27(3):300-304

156. Yasuda N., Gotoh K., Minatoguchi S. et al. An increase of soluble Fas, an inhibitor
of apoptosis, associated with progression of COPD. Respir Med 1998; 92: 993-999

157. Yokohori N., Aoshiba K., Nagai A., et al. Increased levels of cell death and
proliferation in alveolar wall cells in patients with pulmonary emphysema. Chest
2004; 125: 626-632

158. Zalecenia Polskiego Towarzystwa Choréb Pluic rozpoznawania 1 leczenia
przewleklej obturacyjnej choroby pluc (POCHP). Pneumonologia i Alergologia Polska
2010; 78(5):1-45

90


http://www.who.int/whr/2000/en/statistics.htm
http://www.who.int/topics/global_burden_of_disease
http://www.wgo.int/evidence/bod

159. Zheng T., Kang M.J., Crothers K. et al. Role of cathepsin S-dependent epihetial cell
apoptosis in INF-gamma-induced alveolar remodeling and pulmonary epmphysema. J
Immunol 2005;174:3460-3472

91



11. ANEKS

92



Tabela 1. Statystyki opisowe badanych parametréw dla ogdétu chorych

Ogét badanych N X Me Min Max Q: Qs Rozstep [ SD \% SE
wiek [lata] 57 65,19 64 42 79 60 72 37 8,039 12 1,065
liczba paczkolat 57 38,25 40 10 80 30 50 70 15,338 |40 2,032
FEV1 [%] 56 47,69 44,65 15,3 98 35 63,25 82,7 17,483 |37 2,336
FVC [%] 56 64,08 64,1 27,9 115,4 51,6 73,85 87,5 17,135 |27 2,290
FEV1/FVC [%] 56 57,62 59,5 33,9 74,8 50,42 67,545 |40,9 10,853 |19 1,450
RV [%] 47 196,41 |189,3 97,8 362,9 154,9 245 265,1 59,358 (30 8,658
TLC [%] 47 118,22 | 115,7 80,4 176,7 102,3 131,9 96,3 19,307 |16 2,816
IC/ITLC [%] 49 30,81 30,8 10,1 49,8 25,2 35,8 39,7 8,861 29 1,266
RVITLC [%] 48 63,25 64,925 (42,15 79,22 59,505 |69,86 37,07 9,166 14 1,323
DLCO [%)] 44 49,54 50,7 16,1 85,3 35,75 62,65 69,2 18,957 |38 2,858
pa02 [mmHg] 57 63,33 63,1 51 88,6 58,5 68,2 37,6 7,839 12 1,038
paCO2 [mmHg] 57 41,52 41,1 27,5 55,5 37,2 44,4 28 5,914 14 0,783
sa02 [%] 57 93,61 94 85,4 99,5 91,4 95,6 14,1 3,056 3 0,405
dystans w tescie 6-cio min. chodu [m] |51 343,43 | 360 60 570 240 430 510 128,263 |37 17,960
BMI [kg/m2] 57 26,80 26,7 16,5 44,1 22,6 29,4 27,6 5,852 22 0,775
stopien MMRC [0-4] 57 2,09 2 0 4 1 3 4 0,950 46 0,126
skala BODE [punkty 0-10] 51 3,43 3 0 9 1 5 9 2,579 75 0,361
komorki nienabtonkowe [%] 56 64,26 66,5 21 91 51,5 79 70 18,202 |28 2,432
granulocyty [%] 56 48,34 47 0 95 28 70,5 95 24,535 (51 3,279
limfocyty [%] 56 3,63 2 0 21 1 5 21 4,241 117 0,567
makrofagi [%] 56 16,81 8,5 0 88 5 20,5 88 19,924 | 119 2,662
komorki apoptotyczne [%] 56 14,73 6 0 72 3 19 72 17,574 |119 2,348
stezenie sFasL [pg/ml] 43 8,86 1,5 0 51 0 15 51 12,335 |139 1,881
CRP[ mg/I] 53 3,51 3,1 0,5 9,34 1,77 5,69 8,84 4,468 105 0,614
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Tabela 2. Statystyki opisowe badanych parametrow dla chorych na POChP w I+11 stopniu wg GOLD

I+l stopien wg GOLD N X Me Min Max Q1 Qs Rozstep [ SD \% SE
wiek [lata] 22 63,55 62,5 42 76 57 72 34 9,410 15 2,006
liczba paczkolat 22 37,50 35 10 65 30 50 55 13,430 |36 2,863
FEV1 [%] 22 64,23 65,75 28 98 55,3 69,8 70 14,521 |23 3,096
FVC [%] 22 76,16 73,85 47,5 115,4 68,5 84,2 67,9 14,115 |19 3,009
FEV1/FVC [%] 22 64,34 67,945 (45,4 69,4 62,26 68,9 24 6,964 11 1,485
RV [%)] 20 162,98 |158,75 |[97,8 276 123,65 |201,4 178,2 48,983 (30 10,953
TLC [%] 20 113,15 |110,4 80,4 144,7 100,3 127,65 |64,3 17,670 |16 3,951
IC/ITLC [%] 18 38,06 36,85 25,6 49,8 32,7 44 24,2 7,412 19 1,747
RV/TLC [%] 18 55,93 56,035 (42,15 70,48 50,37 61,5 28,33 8,144 15 1,920
DLCO [%) 19 63,35 62,6 42,1 85,3 55,2 71,3 43,2 11,228 |18 2,576
pa0O2 [mmHg] 22 66,34 66,25 56,3 75,4 62,4 70,7 19,1 5,408 8 1,153
paCO2 [mmHg] 22 39,65 40,25 34,3 46,3 37,2 41,6 12 3,370 8 0,719
sa02 [%] 22 95,22 95,2 91,1 99,5 93,9 96,4 8,4 2,302 2 0,491
dystans w tescie 6-cio min. chodu [m] |22 432,73 |[425 300 570 390 480 270 78,872 (18 16,816
BMI [kg/m2] 22 26,23 25,95 19,1 37,6 22,7 28,7 18,5 5,006 19 1,067
stopien MMRC [0-4] 22 1,23 1 0 2 1 2 2 0,685 56 0,146
skala BODE [punkty 0-10] 22 1,23 1 0 5 0 2 5 1,510 123 0,322
komorki nienabtonkowe [%] 22 67,32 68 28 90 58 79 62 15,965 |24 3,404
granulocyty [%] 22 40,05 43,50 0 81 17 61 81 23,968 (60 5,110
limfocyty [%] 22 4,82 3 1 21 1 5 20 5,517 115 1,176
makrofagi [%] 22 23,32 13 0 88 3 35 88 25,490 (109 5,435
komorki apoptotyczne [%] 22 16,55 6,5 0 51 1 34 51 17,856 |108 3,807
stezenie sFasL [pg/ml] 17 7,41 0 0 51 0 7,5 51 15,179 | 205 3,682
CRP[ mg/I] 21 3,31 3,1 0,74 8,36 1,58 4,09 7,62 2,065 62 0,451
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Tabela 3. Statystyki opisowe badanych parametroéw dla chorych na POChP w Il stopniu wg GOLD

Il stopienh wg GOLD N X Me Min Max Q1 Qs Rozstep [ SD \% SE
wiek [lata] 19 66,42 65 56 79 59 74 23 7,662 12 1,758
liczba paczkolat 19 36,58 40 10 80 25 50 70 18,185 |50 4,172
FEV1 [%] 19 41,59 42,6 31,9 49,7 37,7 447 17,8 4,958 12 1,137
FVC [%] 19 63,71 64,4 41,7 87,9 54,2 69 46,2 12,563 |20 2,882
FEV1/FVC [%) 19 55,04 56,23 36,3 66,4 51,02 63,1 30,1 9,020 16 2,069
RV [%] 16 201,01 |186,25 |150 301 171,25 |229,85 |151 45,558 (23 11,390
TLC [%] 16 118,06 |113,3 88 176,7 106,3 128,8 88,7 20,790 |18 5,198
IC/ITLC [%] 18 28,16 27,65 10,1 37,2 25,2 33,1 27,1 6,988 25 1,647
RVITLC [%] 18 65,97 66,055 |45,22 75,64 61,66 70,04 30,42 7,063 11 1,665
DLCO [%) 16 41,34 38,95 16,1 77,5 28,4 51,4 61,4 17,710 |43 4,427
pa0O2 [mmHg] 19 64,19 64,4 52,7 76,6 59,8 66,7 23,9 5,904 9 1,354
paCO2 [mmHg] 19 39,58 40,3 27,5 48,9 35,7 44,4 21,4 5,792 15 1,329
sa02 [%] 19 94,12 94,4 90,1 96,6 92,8 95,4 6,5 1,667 2 0,382
dystans w tescie 6-cio min. chodu [m] |17 305,88 | 300 60 510 240 420 450 121,889 |40 29,562
BMI [kg/m2] 19 26,34 26,6 19,9 39,6 22,6 29,4 19,7 4,699 18 1,078
stopien MMRC [0-4] 19 2,37 2 1 3 2 3 2 0,597 25 0,137
skala BODE [punkty 0-10] 17 4,29 4 2 8 3 5 6 1,490 35 0,361
komérki nienabtonkowe [%] 19 58,76 58 21 91 42 78 70 21,710 |37 4,981
granulocyty [%] 19 46,11 |43 10 95 26 71 85 26,030 |56 5,972
limfocyty [%)] 19 3,38 3 0 11 1 5 11 2,795 83 0,641
makrofagi [%] 19 1580 |72 0 69 4 21 69 17,947 |114 4,117
komorki apoptotyczne [%] 19 9,18 6 0,1 53 3 10 52,9 11,974 |130 2,747
stezenie sFasL [pg/ml] 15 12,30 15 0 35,5 0,018 16,5 35,5 11,003 |89 2,841
CRP[ mg/I] 17 3,75 3,1 0,5 9,34 1,77 4,33 8,84 2,870 76 0,696
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Tabela 4. Statystyki opisowe badanych parametrow dla chorych na POChP w IV stopniu wg GOLD

IV stopien wg GOLD N X Me Min Max Q1 Q3 Rozstep [ SD \ SE
wiek [lata] 16 66,00 64,5 58 77 61 72,5 19 6,346 10 1,586
liczba paczkolat 16 41,25 40 10 60 30 55 50 14,663 |36 3,666
FEV1 [%] 15 31,14 29,5 15,3 48,9 26,2 35,6 33,6 8,883 29 2,294
FVC [%] 15 46,85 49,7 27,9 62,8 39,1 53,5 34,9 10,190 |22 2,631
FEV1/FVC [%] 15 51,03 48,4 33,9 74,8 39,1 58,6 40,9 12,606 |25 3,255
RV [%] 11 250,52 |269,1 158,2 362,9 203,1 274 204,7 55,191 |22 16,641
TLC [%] 11 127,68 | 127 97 154,9 111,9 142 57,9 17,976 |14 5,420
IC/TLC [%] 13 24,45 23 16 34,5 19,9 30,3 18,5 5,829 24 1,617
RVITLC [%] 12 70,17 69,86 62,98 79,22 65,38 74,21 16,24 5,246 7 1,514
DLCO [%) 9 34,96 28,2 21,2 62,3 21,4 44 41,1 15,259 |44 5,086
pa02 [mmHg] 16 58,17 53,9 51 88,6 52,5 58,95 37,6 10,196 |18 2,549
paCO2 [mmHg] 16 46,37 45,25 34,9 55,5 42,5 52,7 20,6 6,285 14 1,571
sa02 [%] 16 90,78 89,55 85,4 98,3 88,9 92,5 12,9 3,378 4 0,844
dystans w tescie 6-cio min. chodu [m] |12 232,92 [232,5 60 375 160 307,5 315 99,212 (43 28,640
BMI [kg/m2] 16 28,14 27,1 16,5 44,1 22,05 32,4 27,6 7,975 28 1,994
stopien MMRC [0-4] 16 2,94 3 2 4 3 3 2 0,574 20 0,143
skala BODE [punkty 0-10] 12 6,25 6,5 3 9 5 7,5 6 1,765 28 0,509
komorki nienabtonkowe [%] 15 66,73 73 43 87 52 80 44 15,841 |24 4,090
granulocyty [%] 15 63,33 70 32 84 49 77 52 16,625 |26 4,292
limfocyty [%] 15 2,20 0 12 0 2 12 3,234 147 0,835
makrofagi [%0] 15 8,53 8 1 21 6 13 20 5,423 64 1,400
komorki apoptotyczne [%] 15 19,08 13 0,4 72 3 30 71,6 21,989 |115 5,677
stezenie sFasL [pg/ml] 11 6,41 15 0 23,5 0 15 23,5 8,543 133 2,576
CRP[ mg/l] 15 6,18 2,87 0,79 28 2 8,1 27,21 7,281 118 1,880
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Tabela 5. Statystyki opisowe badanych parametréw dla chorych na POChP wydolnych oddechowo

wydolni oddechowo N X Me Min Max Q: Qs Rozstep [ SD \% SE
wiek [lata] 37 64,24 63 42 79 60 71 37 8,264 13 1,359
liczba paczkolat 37 36,89 35 10 65 30 45 55 12,602 |34 2,072
FEV1 [%] 37 53,79 51,3 15,3 98 41,4 66,3 82,7 17,232 |32 2,833
FVC [%] 37 69,54 68,9 31,7 115,4 62,6 80,1 83,7 15,869 |23 2,609
FEV1/FVC [%] 37 59,83 63,2 36,3 69,4 55,1 68,3 33,1 10,033 |17 1,649
RV [%] 32 182,48 | 175,15 (97,8 301 146,05 |209,2 203,2 55,785 (31 9,861
TLC [%] 32 115,44 |113,95 (80,4 176,7 101,65 |127,65 |96,3 19,629 |17 3,470
IC/ITLC [%] 31 34,07 35 18,8 49,8 27,5 39,5 31 8,414 25 1,511
RV/TLC [%] 31 60,18 61,5 42,15 76,89 51,67 66,71 34,74 9,452 16 1,698
DLCO [%)] 30 55,27 58,15 16,1 85,3 43,2 65,4 69,2 16,986 |31 3,101
pa0O2 [mmHg] 37 67,29 66,2 60 88,6 63,1 69,6 28,6 5,915 9 0,972
paCO2 [mmHg] 37 39,35 40,2 27,5 53,2 36,8 41,6 25,7 4,692 12 0,771
sa02 [%] 37 94,95 95,2 91,1 98,7 93,9 96,1 7,6 1,900 2 0,312
dystans w tescie 6-cio min. chodu [m] |36 376,81 | 420 60 570 315 450 510 125,329 |33 20,888
BMI [kg/m2] 37 26,00 26,7 16,5 37,6 23 28,4 21,1 4,513 17 0,742
stopien MMRC [0-4] 37 1,65 2 0 3 2 3 0,824 50 0,135
skala BODE [punkty 0-10] 36 2,53 3 0 9 4 9 2,324 92 0,387
komorki nienabtonkowe [%] 37 62,92 64 21 91 51 78 70 18,983 |30 3,121
granulocyty [%] 37 45,41 44 0 95 26 65 95 25,308 |56 4,161
limfocyty [%] 37 4,04 2 0 21 1 5 21 4,773 118 0,785
makrofagi [%] 37 18,09 8 0 88 3 25 88 22,226 (123 3,654
komérki apoptotyczne [%)] 37 11,57 5 0 51 1 17 51 14,315 | 124 2,353
stezenie sFasL [pg/ml] 27 9,69 0 0 51 0 16,5 51 14,235 | 147 2,740
CRP[ mg/I] 33 3,62 3,18 0,5 9,05 1,88 4,29 8,55 2,297 63 0,400
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Tabela 6. Statystyki opisowe badanych parametréw dla chorych na POChP niewydolnych oddechowo

niewydolni oddechowo N X Me Min Max Q1 Q3 Rozstep [ SD \ SE
wiek [lata] 20 66,95 65 57 79 59,5 74 22 7,487 11 1,674
liczba paczkolat 20 40,75 42,5 10 80 30 55 70 19,553 |48 4,372
FEV1 [%] 19 35,79 33,1 21,3 63,5 27,9 44,6 42,2 10,676 |30 2,449
FVC [%] 19 53,46 53,5 27,9 94,4 41,7 62,8 66,5 14,598 |27 3,349
FEV1/FVC [%] 19 53,30 53,77 33,9 74,8 47,7 60,4 40,9 11,351 |21 2,604
RV [%] 15 226,15 |204,2 154,7 362,9 178,9 272 208,2 57,403 |25 14,821
TLC [%] 15 124,15 | 127 97 154,9 108,6 142 57,9 17,789 |14 4,593
IC/ITLC [%] 18 25,19 26,05 10,1 36,5 20,1 30,3 26,4 6,623 26 1,561
RV/TLC [%] 17 68,86 67,86 60,94 79,22 65,28 72,72 18,28 5,248 8 1,273
DLCO [%) 14 37,26 34,9 17,7 77,5 21,4 44 59,8 17,521 |47 4,683
pa02 [mmHg] 20 56,01 53,95 51 74,3 52,85 58,85 23,3 5,268 9 1,178
paCO2 [mmHg] 20 45,52 45 34,2 55,5 42,95 49,75 21,3 5,954 13 1,331
sa02 [%] 20 91,12 90,15 85,4 99,5 89,2 93,4 14,1 3,260 4 0,729
dystans w tescie 6-cio min. chodu [m] |15 263,33 | 255 120 465 165 315 345 98,736 |37 25,494
BMI [kg/m2] 20 28,29 26,1 19,4 44,1 22,05 32,4 24,7 7,664 27 1,714
stopien MMRC [0-4] 20 2,90 3 2 4 3 3 2 0,553 19 0,124
skala BODE [punkty 0-10] 15 5,60 6 2 8 4 7 6 1,765 32 0,456
komorki nienabtonkowe [%] 19 66,87 72 32 87 52 80 55 16,755 |25 3,844
granulocyty [%] 19 54,05 63 10 77 32 72 67 22,501 |42 5,162
limfocyty [%] 19 2,83 2 0 12 1 4 12 2,892 102 0,663
makrofagi [%] 19 14,32 12 69 7 19 68 14,663 | 102 3,364
komorki apoptotyczne [%] 19 20,87 13 72 3,8 40 69 21,760 |104 4,992
stezenie sFasL [pg/ml] 16 7,47 2,25 23,5 0 15 23,5 8,457 113 2,114
CRP[ mg/I] 20 5,32 2,535 0,5 28 1,45 7,18 27,5 6,623 124 1,481
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Tabela 7. Statystyki opisowe dla parametrow komorki apoptotyczne [%] i stezenie sFasL [pg/ml] w wybranych grupach

Ple¢: mezczyzni

komorki apoptotyczne [%]

N

38

X

12,81

Me

5,75

Min

Max

59

Q1

Qs

15,8

Rozstep | SD

59

16,035

\Y

125

SE

2,601

stezenie sFasL [pg/ml]

komorki apoptotyczne [%]

28

18

8,11

18,77

0,759

12,5

38,5

72

15

31

38,5

71

11,652

20,351

144

108

2,202

o
o

4,797

komérki apoptotyczne [%)

23

12,53

59

13

58,9

16,948

135

stezenie sFasL [pg/ml] 15 10,27 7,5 0 51 0 16,5 51 13,834 |135 3,572
komorki apoptotyczne [%] 33 16,26 7 0 72 3 23 72 18,096 |111 3,150
stezenie sFasL [pg/ml] 14 17,21 13 15 51 7,5 23,5 49,5 15,121 |88 4,041

3,534

stezenie sFasL [pg/ml]

komorki apoptotyczne [%]

9

37

15,56

15,68

15

29,5

72

15

16,5

23

29,482

72

7,646

18,448

49

118

2,549

3,033

stezenie sFasL [pg/ml]

komorki apoptotyczne [%]

15

12

16,50

12,96

15

4,5

0,1

38,5

59

20

14

37

58,9

10,448

18,171

63

140

2,698

|

5,246

komorki apoptotyczne [%]

25

16,88

72

20

71

19,556

115

stezenie sFasL [pg/ml] 5 11,70 11 0,018 29,5 3 15 29,482 |11,623 |99 5,198
komorki apoptotyczne [%] 31 12,99 5,5 0 53 1 17 53 15,915 |123 2,858
stezenie sFasL [pg/ml] 16 15,00 15 0,018 38,5 8,25 18,25 38,482 10,769 |72 2,692

|

3,911

stezenie sFasL [pg/ml]

20,14

16,5

51

29,5

49,5

16,262

80

6,147
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Tabela 8. Statystyki opisowe dla parametrow komorki a

optotyczne [%] i stezenie sFasL [p

ml] w wybranych grupach

komorki apoptotyczne [%]

N

23

X

14,94

Me

Min

Max

72

Q1

Qs

18

Rozstep

72

SD

19,304

129

SE

»
o
w

4,025

stezenie sFasL [pg/ml]

komorki apoptotyczne [%]

16

27

7,88

15,66

24

53

16

31

24

52,6

8,909

16,984

113

108

2,227

N
[any

3,269

stezenie sFasL [pg/ml]

komorki apoptotyczne [%]

22

18

10,68

18,39

11,5

51

51

16,5

38

50

18,286

99

= o
= o

4,310

stezenie sFasL [pg/ml]

komorki apoptotyczne [%]

15

15

9,40

11,73

6

51

53

15

16

52,6

13,943

119

|

3,600

stezenie sFasL [pg/ml]

komérki apoptotyczne [%]

10

11

10,90

11,63

6,25

3,8

35,5

72

16,5

15

72

21,022

181

|

6,338

stezenie sFasL [pg/ml]

komorki apoptotyczne [%]

12

6,81

15,82

2,25

55

20

59

0,009

15

24

20

56

8,364

18,255

123

115

2,957

w o
w

5,270

stezenie sFasL [pg/ml]

10

7,65

4,5

23,5

16,5

23,5

8,762

115

2,771
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Tabela 9. Test normalnos$ci Shapiro-Wilka

badanych parametréw dla ogélu badanych

Ogot badanych N |W p

wiek [lata] 57 (0,96 0,0672
liczba paczkolat 57 (0,96 0,0949
FEV1 [% 56 0,96 0,0864
RV [%] 470,97 0,1855
TLC [%] 470,97 0,1942
IC/TLC [%] 49 (0,99 0,8134
RV/TLC [%] 48 (0,96 0,0653
DLCO [%) 44 10,97 0,2228
paO2 [mmHg] 57 (0,96 0,0861
paCO2 [mmHg] 57 (0,98 0,4405
sa02 [%) 570,97 0,1839
E:lrx]stans w tescie 6-cio min. chodu 510,07 0,2302
BMI [kg/m2] 57 (0,93 0,0022
stopien MMRC [0-4] 57 (0,89 0,0001
skala BODE [punkty 0-10] 510,94 0,0089
komorki nienabtonkowe [%] 56 | 0,95 0,0293
granulocyty [%] 56 [ 0,96 0,0835
limfocyty [%)] 56 (0,72 0,0000
makrofagi [%] 56 (0,73 0,0000
komorki apoptotyczne [%] 56 (0,78 0,0000
stezenie sFasL [pg/ml] 4310,75 0,0000
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Tabela 10. Test normalno$ci Shapiro-Wika badanych parametréw w grupach GOLD

stopnie wg GOLD=I+II

stopnie wg GOLD=III

stopnie wg GOLD=IV

Parametry N W > N W 0 N W o

wiek [lata] 22 10,95 |0,2976 19 [0,93 |0,1663 16 [0,90 |0,0918
FEV1 [%] 22 |09 |0,5276 19 [0,96 |0,4791 15 |0,96 |0,6202
RV [%] 20 |0,95 |0,4280 16 |0,89 |0,0522 11 |0,94 |0,5485
FEVLI/FVC [%] 22 |0,73 |0,0000 19 (0,91 |0,0725 15 [0,94 |0,4354
TLC [%] 20 (0,96 |0,5565 16 0,89 |0,0485 11 0,93 |0,3960
DLCO [%] 19 /0,98 |0,9312 16 (0,96 |0,5835 9 085 |0,0706
RVITLC [%] 18 |0,98 |0,8853 18 |0,90 |0,0480 12 |0,95 0,6402
IC/TLC [%] 18 0,96 |0,6100 18 0,93  [0,2306 13 0,94 |0,4487
BMI [kg/m2] 22 10,92 ]0,0764 19 (0,92 10,1319 16 [0,93 |0,2789
sa02 [%] 22 10,98 |0,8253 19 |09 |0,6289 16 [0,89 |0,0535
paO2 [mmHg] 22 10,96 |0,5042 19 (0,94 ]0,3091 16 0,69 | 0,0001
paCO2 [mmHg] 22 10,96 |0,4694 19 (0,97 ]0,7991 16 [0,94 |0,2930
skala BODE [punkty 0-10] 22 |0,80 |0,0006 17 [0,92 |0,1547 12 0,97 |0,8929
dystans w tescie 6-cio min. chodu [m] 22 10,94 |0,2403 17 [0,97 ]0,8588 12 [0,96 |0,7838
liczba paczkolat 22 10,97 ]0,7592 19 0,94 |0,2667 16 |0,91 |0,0970
stopien MMRC [0-4] 22 |0,79 |0,0004 19 (0,75 |0,0002 16 |0,75 |0,0006
komorki apoptotyczne [%] 22 /0,82 |0,0009 19 (0,64 |0,0000 15 0,79 | 0,0026
stezenie sFasL [pg/mi] 17 |0,57 |0,0000 15 |0,89 |0,0765 11 |0,77 |0,0046
komorki nienabtonkowe [%] 22 10,96 0,5447 19 |0,95 0,4007 15 (0,89 0,0647
granulocyty [%] 22 (0,9 |0,4913 19 |0,93 |0,2090 15 |0,85 |0,0197
limfocyty [%] 22 0,67 |0,0000 19 |0,92 |0,1096 15 |0,66 |0,0001
makrofagi [%] 22 (0,81 |0,0007 19 |0,76 |0,0003 15 0,94 |0,4005
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Tabela 11. Test normalnosci Shapiro-Wilka badanych parametréw w grupach chorych wydolnych 1 niewydolnych oddechowo

niewydolni oddechowo wydolni oddechowo

Parametry N |W p N W p

wiek [lata] 20 0,90 0,0429 37 [0,97 0,4130
FEV1 [%] 19 0,92 0,1277 37 0,97 0,4928
FEV1/FVC [%] 19 |0,97 0,8307 37 |0,84 0,0001
RV [ 15 |0,92 0,2157 32 0,96 0,2494
TLC [9 15 |0,94 0,3288 32 0,95 0,1423
DLCO [ 14 0,90 0,1015 30 |0,97 0,6477
RV/TLC [%] 17 [0,97 0,8212 31 |0,97 0,4431
IC/TLC [%] 18 |0,98 0,9653 31 [0,98 0,6780
BMI [kg/mZ2] 20 (0,90 0,0350 37 10,96 0,1463
sa02 [%] 20 0,93 0,1574 37 10,98 0,7928
paO2 [mmHg] 20 0,76 0,0002 37 10,89 0,0013
paCO2 [mmHg] 20 0,96 0,5175 37 0,97 0,2990
skala BODE [punkty 0-10] 15 |0,94 0,4297 36 /0,89 0,0015
dystans w tescie 6-cio min. chodu [m] 15 |0,95 0,6005 36 |0,93 0,0271
liczba paczkolat 20 [0,94 0,2573 37 [0,97 0,3511
stopien MMRC [0-4] 20 (0,73 0,0001 37 |0,87 0,0004
komorki apoptotyczne [%] 19 |0,81 0,0015 37 |0,77 0,0000
stezenie sFasL [pg/ml] 16 |0,81 0,0042 27 10,74 0,0000
komérki nienabtonkowe [%] 19 (0,92 0,1388 37 |0,96 0,2087
granulocyty [%] 19 0,97 0,0175 37 10,97 0,3468
limfocyty [%] 19 |0,79 0,0009 37 0,72 0,0000
makrofagi [%] 19 |0,65 0,0000 37 0,75 0,0000
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Tabela 12. Test normalnosci

Shapiro-Wilka dla parametrow komoérki apoptotyczne [%] i stezenie sFasL [pg/ml] w wybranych grupach

. mezczyzna kobieta
Pteé N W 0 N W D
komorki apoptotyczne [%] |38 |0,75 0,0000 18 |0,84 0,0054
stezenie sFasL [pg/ml] 28 (0,74 0,0000 15 (0,75 0,0001
. 40-65 rz. 65-80 rz.
Wiek N W o N Tw 0
komorki apoptotyczne [%] |33 |0,82 0,0001 23 | 0,69 0,0000
stezenie sFasL [pg/ml] 26 (0,72 0,0000 17 (0,78 0,0011
BMI>25 BMI<25
BMI N |W p N (W p
komorki apoptotyczne [%] |31 |0,78 0,0000 25 10,78 0,0001
stezenie sFasL [pg/ml] 26 10,81 0,0002 17 |0,67 0,0001
IC/TLC>25 IC/TLC=<25
IC/ITLC N W 5 N W 5
komérki apoptotyczne [%] (37 |0,80 0,0000 12 (0,70 0,0009
stezenie sFasL [pg/ml] 30 (0,76 0,0000 7 10,81 0,0561
dystans 6MWT<300 dystans 6MWT=300
MWT
dystans 6 N 1w o N W o
komorki apoptotyczne [%] |23 |0,73 0,0000 27 10,82 0,0004
stezenie sFasL [pg/ml] 16 |0,78 0,0014 22 10,75 0,0001
BODE BODE 0-2 BODE 3-4 BODE 5-6 BODE 7-10
N |W p N (W p N |W p N |W p
komoérki apoptotyczne [%] |18 |0,84 0,0055 15 10,74 0,0007 110,59 0,0000 120,76 0,0034
stezenie sFasL [pg/ml] 15 | 0,67 0,0001 10 |0,81 0,0191 8 |0,78 0,0178 10]0,84 0,0397
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Tabela 13. Jednorodno$¢ wariancji (Test Levene'a) miedzy grupami GOLD

F p
wiek [lata] 1,15 0,3234
FEV1 [%] 3,91 0,0262
FVC [%] 0,47 0,6305
RV [%] 0,13 0,8783
TLC [%] 0,01 0,9940
DLCO [%)] 1,80 0,1778
sa02 [%] 3,12 0,0523
pa02 [mmHg] 1,71 0,1913
paCO2 [mmHg] 4,68 0,0134
liczba paczkolat 0,67 0,5162
dystans w tescie 6-cio min. chodu [m] 256 0,0878
skala BODE [punkty 0-10] 0,30 0,7449
stopien MMRC [0-4] 1,77 0,1803
komérki nienabtonkowe [%] 228 0,1125
granulocyty [%] 12,00 0,0001
limfocyty [%] 2,72 0,0750
makrofagi [%0] 7,20 0,0017
komérki apoptotyczne [%] 4,60 0,0144
stezenie sFasL [pg/ml] 3,51 0,0494
RV/TLC [%] 1,31 0,2810
BMI [kg/m2] 2,78 0,0710
IC/TLC [%] 0,44 0,6462




Tabela 14. Jednorodnos¢ wariancji (Test Levene'a) miedzy grupami
wydolni/niewydolIni oddechowo

F p
wiek [lata] 0,03 0,8691
FEV1 [%] 5,73 0,0202
FEV1/FVC [%] 0,08 0,7797
FVC [%] 0,26 0,6121
RV [%] 0,03 0,8601
TLC [%] 0,02 0,8897
DLCO [%] 0,04 0,8481
sa02 [%] 6,67 0,0125
paO2 [mmHg] 0,57 0,4545
paCO2 [mmHg] 1,46 0,2314
liczba paczkolat 5,58 0,0218
dystans w tescie 6-cio min. chodu [m] 0,62 0,4347
skala BODE [punkty 0-10] 1,57 0,2165
stopien MMRC [0-4] 7,59 0,0079
komorki nienabtonkowe [%] 0,22 0,6407
granulocyty [%] 0,99 0,3238
limfocyty [%] 2,69 0,1068
makrofagi [%] 4,36 0,0415
komorki apoptotyczne [%] 5,51 0,0227
stezenie sFasL [pg/ml] 3,21 0,0877
RVI/TLC [%] 5,47 0,0238
BMI [kg/m2] 8,76 0,0045
IC/ITLC [%] 1,19 0,2806
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Tabela 15. Jednorodno$¢ wariancji (Test Levene'a) dla parametrow komorki
apoptotyczne [%] i st¢zenie sFasL [pg/ml] migdzy wybranymi grupami

" \rl)vartosc
pteé
komorki apoptotyczne [%] 1,37 0,2470
stezenie sFasL [pg/ml] 0,06 0,8097
wiek
komorki apoptotyczne [%] 0,40 0,5283
stezenie sFasL [pg/ml] 4,62 0,0434
IC/TLC
komorki apoptotyczne [%] 0,70 0,4062
stezenie sFasL [pg/ml] 1,06 0,3147
BMI
komorki apoptotyczne [%] 0,30 0,5847
stezenie sFasL [pg/ml] 0,09 0,7667
dystans 6MWT
komorki apoptotyczne [%] 0,02 0,8926
stezenie sFasL [pg/ml] 2,73 0,1074
BODE (0-2, 3-4, 5-6, 7-10)
komorki apoptotyczne [%] 0,65 0,5868
stezenie sFasL [pg/ml] 1,03 0,3901
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Tabela 16. Analiza wariancji ANOVA i test post-hoc HSD Tukeya migdzy stopniami
wg GOLD (I+I1, III, IV) dla parametrow spehiajacych warunek normahosci
1 jednorodno$ci wariancji

Parametry Ef?ekt g‘ekt 'I\E/:‘ikt SS Blad g];qd I\B/Ewl test F ‘;I)vaméé
wiek [lata] 9879 |2  |49,40 |3520,00 |54 |6519 |0,76 |0,4736
IC/TLC [%] 1597,00 |2 | 79850 |2171,84 |46 |47,21 |16,91 |0,0000
IC/TLC [%] post-hoc; test HSD Tukeya
Stopnie wg GOLD | watos¢
I+l (n=22), lll (n=19), IV (n=15) p
1+11 vs 11l 0,0004
1+11 vs IV 0,0001
I vs IV 0,3631

Ef?ekt g‘ekt 'I\E/:‘ikt SS Blad g];qd I\B/Ewl test F ‘;I)vaméé
BMI [kg/m2] 39,71 |2 19,85 |1877,71 |54 |34,77 |057 |0,5684
liczba paczkolat | 209,43 |2 104,71 |12965,13 |54  [240,10|0,44 |0,6488
:(I?er?lgL':Lnkowe g | 87161 |2 |43580 |17349,89 |53 |327,36 (133 |02728
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Tabela 17. Analiza wariancji ANOVA rang Kruskala-Wallisa i test post-hoc dla
poréwnan wielokrotnych ~ migdzy stopniami wg GOLD (I+ILII, IV) dla
parametréw  nie spehmiajgcych warunku normalosci lub jednorodnosci
wariancji

FEV1 [%] Ha s =36,17 p =0,0000

post-hoc; test dla poréwnan wielokrotnych

Stopnie wg GOLD test 7 wartos¢
I+ (n=22), lll (h=19), IV (n=15) p

I+l vs I 3,7979 0,0004
I+l vs IV 5,8479 0,0000
s IvVv 2,2255 0,0781

RV [%] Hy.47 =13,93 p =0,0009

post-hoc, test dla poréwnari wielok rotnych

Stopnie wg GOLD test wartosé
I+l (n=20), Il (n=16), IV (n=11) estz P

-+ vs 1l 1,8048 0,2133
I+ vs IV 3,7145 0,0006
s IV 2,0144 0,1319

TLC [%] Ho47 =4,45 p =0,1080

RV/TLC [%] Hp.47 =20,21 p =0,0000

post-hoc; test dla porownan wielokrotnych

Stopnie wg GOLD test wartos¢
41l (n=20, Ill (n=16), IV (n=11) estz P

I+ vs 1l 3,1905 0,0043
Il vs IV 4,2592 0,0001
s IV 1,4055 0,4796

DLCO [%] Hp.4 =18,92 p =0,0001

post-hoc; test dla poréwnan wielokrotnych

Stopnie wg GOLD test 7 wartos¢
[+ (n=19), Il (n=16), IV (n=9) p

I+11 vs I 3,57 0,0011
I+l vs IV 3,67 0,0007
I vs v 0,65 1,0000

dystans w tescie 6-cio min. chodu [m] Hy 5, =21,59 p =0,0000

post-hoc; test dla poréwnan wielokrotnych

Stopnie wg GOLD test 7 wartos¢é
I+l (n=22), Il (n=17), IV (n=12) p

I+l vs I 3,09 0,0060
I+l vs IV 4,39 0,0000
s v 1,53 0,3780
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Tabela 18. Analiza wariancji ANOVA rang Kruskala-Wallisa i test post-hoc dla
poréwnan wielokrotnych migdzy stopniami wg GOLD (I+ILIIL, IV) dla parametréw
nie spehiajgcych warunku normalosci lub jednorodno$ci wariancji

paO2 [mmHg] H,s7 =15,06 p =0,0005

post-hoc; test dla poréwnan wielokrotnych

ISVtcEﬁzlleG)wg GOLD [+l (n=22), Il (n=19), test z Wartosé p
I+ vs Il 1,01 0,9442
I+ vs IV 3,81 0,0004
s v 2,76 0,0175
paCO2 [mmHg] H, 57 =13,19 p =0,0014

post-hoc; test dla poréwnari wielok rotnych

Stopnie wg GOLD test 7 wartos¢
I+1I (n=22), Il (n=19), IV (n=16) p

I+ vs Il 0,26 1,0000
I+ vs IV 3,36 0,0023
s Iv 3,02 0,0076
sa02 [%] H,s; =16,49 p =0,0003

post-hoc; test dla porownan wielokrotnych

Stopnie wg GOLD test 7 wartos¢é
+1I (n=22), 1l (n=19), IV (n=16) p

I+ vs 1l 1,25 0,6330
I+ vs IV 4,02 0,0002
s Iv 2,74 0,0187
skala BODE [punkty 0-10] H, 56 =32,52 p =0,0000

post-hoc; test dla porownan wielokrotnych

Stopnie wg GOLD test 7 wartos¢
I+11 (n=22), 1l (n=19), IV (n=15) p

I+ vs I 3,94 0,0002
I+ vs IV 5,86 0,0000
s v 2,04 0,1250

stopien MMRC [0-4] H, 57 =33,85 p =0,0000

post-hoc, test dla poréwnari wielok rotnych

Stopnie wg GOLD test 7 wartosé
I+l (n=22), Il (n=19), IV (n=16) p

I+l vs I 3,67 0,0007
I+l vs IV 5,33 0,0000
s Iv 1,78 0,2265

granulocyty [%] H s =8,45 p =0,0146

post-hoc; test dla poréwnan wielokrotnych

Stopnie wg GOLD test 7 wartos¢
+1I (n=22), Il (n=19), IV (n=16) p

1 vs I 0,73 1,0000
I+l vs IV 2,85 0,0131
s IV 2,10 0,1065

limfocyty [%] Hs6 =5,86 p =0,0534

makrofagi [%] Hs6 =2,81 p =0,2456

komorki apoptotyczne [%] H, 56 =1,09 p =0,5806

stezenie sFasL [pg/ml] H, 43 =5,47 p =0,0647
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Tabela 19. Test t-studenta istotnosci roznic migdzy grupami chorych wydolnych i
spemiajgcych  warunek normalosci 1

niewydolnych oddechowo
jednorodnosci wariancji

dla parametrow

N N
;rgftd ¢ df p niewydolni | wydolni
->tudenta oddechowo | oddechowo
F)Z]morkl nienabtonkowe 0,77 54 0,4471 19 37
FVC [%] -3,69 54 0,0005 19 37
RV [%] 2,48 45 0,0170 15 32
TLC [%] 1,46 45 0,1518 15 32
DLCO [%) -3,24 42 0,0023 14 30
paCO2 [mmHg] 4,30 55 0,0001 20 37
IC/ITLC [%] -3,84 47 0,0004 18 31

Tabela 20. Test U Manna-Whitneya istotnosci réozmic miedzy grupami chorych

warunku normalosci

wydolych i niewydolnych oddechowo dla parametrdéw nie spemiajacych

lub jednorodno$ci wariancji

.— O o

o £ % o % rtosé N N
Parametry SS S| BeES|Testz wartosc niewydolni [ wydolni

=>9=39 p

£22 83 oddechowo [ oddechowo

s 5| > >0

Wecoln 2o
wiek [lata] 643 1010 1,05 0,2960 |20 37
FEV1 [%] 311,5 |1284,5 |-3,97 |0,0001 |19 37
FEV1/FVC [%] 409,0 |1187,0 (-2,28 (0,0224 |19 37
sa02 [%] 322 1331 -4,31 [0,0000 |20 37
pa02 [mmHg] 242 1411 -5,64 |0,0000 |20 37
skala BODE [punkty 0-10] 581 745 3,94 0,0001 |15 36
dystans w tescie 6-cio min. 242 1084 305 |00023 |15 36
chodu [m]
liczba paczkolat 640,5 |1012,5 | 1,00 0,3157 |20 37
stopien MMRC [0-4] 861 792 4,69 0,0000 |20 37
komorki apoptotyczne [%] 658,5 |[937,5 |2,02 0,0438 |19 37
stezenie sFasL [pg/ml] 363,5 (5825 (0,28 0,7822 |16 27
BMI [kg/m2] 625 1028 0,74 0,4568 |20 37
RVI/TLC [%] 564,5 |611,5 |3,18 0,0015 |17 31
granulocyty [%] 611,5 |(984,5 |1,2 0,2291 |19 37
limfocyty [%] 495 1101 -0,80 |0,4260 |19 37
makrofagi [%] 560,5 |1035,5 | 0,32 0,7489 |19 37
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Tabela 21. Test U Manna-Whitneya istotnosci roznic miedzy wybranymi grupami dla

parametrow komorki apoptotyczne [%] i stezenie SFasL [pg/ml]

Sum.rang Sum.rang z \F;vartosc N N2

pte¢

mezczyzna |kobieta mezczyzna | kobieta
komorki apoptotyczne [%] | 1018 578 -1,13 0,2578 38 18
stezenie sFasL [pg/ml] 604 342 -0,29 0,7695 28 15

wiek

40-65 rz. 65-80 rz. Z p 40-65 rz. 65-80 rz.
komorki apoptotyczne [%] | 973 623 0,53 0,5941 33 23
stezenie sFasL [pg/ml] 570 376 -0,04 0,9703 26 17

IC/TLC

>25 <25 Z p >25 225
komorki apoptotyczne [%] | 949 276 0,55 0,5848 37 12
stezenie sFasL [pg/ml] 559,5 143,5 -0,39 0,6982 30 7

BMI

>25 <25 Z p >25 <25
komorki apoptotyczne [%] | 808,5 787,5 -1,23 0,2195 31 25
stezenie sFasL [pg/ml] 606 340 0,83 0,4053 26 17

dystans 6MWT

dystans dystans 2 dystans dystans

6MWT<350 | 6MWT=350 P 6MWT<350 | 6MWT=350
komérki apoptotyczne [%)] | 582 693 -0,08 0,9379 23 27
stezenie sFasL [pg/ml] 323 418 0,31 0,7562 16 22
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Tabela 22. Korelacja odsetka komodrek apoptotycznych z wybranymi badanymi
parametrami u ogotu chorych

komérki apoptotyczne [%] N zpearman | t(N-2) \Fl)vartoéé
wiek [lata] 56 -0,04 -0,26 0,7924
FEV1 [%] 55 0,02 0,13 0,8970
RV [%)] 47 -0,19 -1,33 0,1891
TLC [%)] 47 |-0,03 -0,23 0,8190
DLCO [%] 44 | 0,02 0,16 0,8765
sa02 [%) 56 |0,12 0,86 0,3933
paO2 [mmHg] 56 |-0,07 -0,50 0,6184
paCO2 [mmHg] 56 | 0,27 2,10 0,0407
skala BODE [punkty 0-10] 50 |-0,06 -0,38 0,7037
dystans w tescie 6-cio min. chodu [m] 50 0,03 0,24 0,8093
liczba paczkolat 56 0,05 0,34 0,7341
stopien MMRC [0-4] 56 |0,03 0,24 0,8125
IC/TLC [%] 49 |[-0,02 -0,11 0,9164
BMI [kg/m2] 56 |-0,20 -1,53 0,1312
RV/TLC [%] 48 |-0,03 -0,20 0,8426
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Tabela 23. Korelacja stezenia sFasL [pg/ml] z wybranymi badanymi parametrami u
ogolu chorych

stezenie sFasL [pg/ml] N zpearman | t(N-2) \Fl)vartoéé
wiek [lata] 43 -0,13 -0,84 0,4071
FEV1 [%] 42 | -0,04 -0,25 0,8020
RV [%)] 36 0,05 0,27 0,7912
TLC [%)] 36 |0,09 0,53 0,5999
DLCO [%] 36 |-0,22 -1,29 0,2067
sa02 [%) 43 (0,11 0,69 0,4944
paO2 [mmHg] 43 |0,12 0,77 0,4481
paCO2 [mmHg] 43 |-0,04 -0,26 0,7978
skala BODE [punkty 0-10] 38 0,13 0,79 0,4346
dystans w tescie 6-cio min. chodu [m] 38 -0,03 -0,18 0,8545
liczba paczkolat 43 -0,26 -1,75 0,0868
stopien MMRC [0-4] 43 |0,12 0,79 0,4350
IC/TLC [%] 37 |-0,22 -1,32 0,1943
BMI [kg/m2] 43 [-0,05 -0,32 0,7480
RV/TLC [%] 37 0,19 1,14 0,2626

Tabela 24. Analiza wariancji ANOVA rang Kruskala-Wallisa miedzy zakresami
punktow w skali BODE (0-2, 3-4, 5-6, 7-10) dla parametrow odsetek
komorek apoptotycznych 1 stezenie sFasL [pg/mil]

komérki apoptotyczne [%] Hsss =2,15 p =0,5417

stezenie sFasL [pg/ml] Hs 43 =4,25 p =0,2361
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