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ABREVIERI UTILIZATE IN TEZA

AATD deficit de alfa-1 antitripsina

ABC numarul absolut de bazofile

ACO asthma-COPD overlap

ADN acid dezoxiribo-nucleic

AEC numarul absolut de eozinofile
AHC antecedente heredo-colaterale
AINS antiinflamatoare nonsteroidiene
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AMP adenozin monofosfat
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APC celulele prezentatoare de antigen
APP antecedente personale patologice
ASA acidul acetilsalicilic

BiPAP bilevel positive airway pressure
BPOC bronhopneumopatia obstructiva cronica
BA astm bronsic

BAL lavaj bronho alveolar

Caz+ calciu ionic

CAT COPD assessment test

CHI3L1 chitinase 3 like protein 1

CO: dioxid de carbon

CT computer tomograf

CvV coeficient de variabilitate

CVF capacitate vitala fortata

DZ diabet zaharat

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
GINA Global Initiative for Asthma
GOLD Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease
HbA1c hemoglobina glicozilata

HTA hipertensiune arteriala

ICS corticosteroizi inhalatori

Ig imunoglobulina
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Biomarkeri predictibili cu aplicabilitate clinicd in aparitia, agravarea si rdspunsul la
tratament al bolilor pulmonare cronice

INTRODUCERE

Astmul bronsic si bronhopneumopatia obstructiva cronica (BPOC) sunt boli
pulmonare obstructive care afecteaza milioane de oameni din intreaga lume.

Desi astmul bronsic si BPOC au multe asemanari, intre ele existda si multe
deosebiri. Sunt doua boli distincte, cu diferente in ceea ce priveste etiologia,
simptomele, tipul de inflamatie a cailor respiratorii, celulele inflamatorii, mediatorii,
consecintele inflamatiei si raspunsul la terapie.

Unele asemanari in inflamatia cdilor respiratorii in astmul sever si BPOC si
raspunsul bun la terapia combinatda in ambele boli sugereaza ca acestea au unele
caracteristici fiziopatologice similare.

Astazi, astmul si bronhopneumopatia obstructiva cronica nu sunt pe deplin
vindecabile, nu sunt suficient identificate si nu sunt tratate suficient, iar terapia este
inca in curs de dezvoltare. Dar, in viitor, o mai buna intelegere a patologiei,
identificarea si tratamentul adecvat, poate si noile medicamente, vor oferi o calitate
mult mai buna a vietii, si vor ameliora morbiditatea si mortalitatea acestor pacienti.

Scopul acestei teze de doctorat este de a arata asemanarile si deosebirile dintre
aceste doua bolj, si realizarea unei analize profunde asupra markerilor biologici deja
cunoscuti, cum ar fi fibrinogen, proteina C reactiva, VSH, IL6, procalcitonina, IgE
totale, hemoleucograma completa cu formula leucocitara, respectiv nivelul seric de
YKL-40, un nou biomarker cu potential real in diagnosticul si urmarirea evolutiei
bolilor pulmonare cronice, respectiv in urmarirea raspunsului terapeutic al acestor
boli.

Ipoteza principala a tezei de doctorat este demonstrarea utilitatii YKL-40 ca
biomarker predictibil in aparitia, agravarea si raspunsul la tratament al bolilor
pulmonare cronice, si urmarirea rezultatelor, care sa ne indice, ca YKL-40 poate fi un

biomarker fidel in urmarirea eficacitatii tratamentului specific.
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PARTEA GENERALA

STADIUL GENERAL AL CUNOASTERII

Bolile pulmonare cronice sunt boli ale cdilor respiratorii si ale altor structuri
ale plamanului. Unele dintre cele mai frecvente sunt: bronhopneumopatia obstructiva
cronicd (BPOC), astmul bronsic, bolile pulmonare profesionale si hipertensiunea
pulmonara.

Pe langa fumul de tutun, alti factori de risc generali includ: poluarea aerului,
substantele chimice profesionale, pulberile si infectiile frecvente ale cailor respiratorii
inferioare in timpul copilariei.

Bolile pulmonare cronice nu sunt vindecabile. Totusi exista diferite forme de
tratament care pot ajuta la controlul simptomelor si la cresterea calitatii vietii
pacientilor.

Alianta globala a OMS Impotriva bolilor pulmonare cronice are o viziune a unei
lumi in care toti oamenii respira liber [1].

Partea generala este compusa din 3 capitole si aduce In prim plan notiuni
generale, particulare si noutati din literatura de specialitate despre
bronhopneumopatia obstructiva cronica, astmul bronsic si YKL-40 un potential
biomarker cu aplicabilitate clinica pentru urmarirea evolutiei bolilor pulmonare

cronice.
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PARTEA SPECIALA
CONTRIBUTIA PERSONALA

1.IPOTEZA DE LUCRU/OBIECTIVE

Ipotezele prezentului studiu sunt urmatoarele:

¢ YKL-40 poate fi utilizat ca biomarker predictibil In aparitia, agravarea si raspunsul
la tratament al bolilor pulmonare cronice.

e Nivelul mai scazut al YKL-40 poate determina scdderea morbiditatii si mortalitatii
datorate afectiunilor pulmonare cronice.

e Nivelul seric crescut al YKL-40 poate creste riscul de agravare a bolilor pulmonare
cronice.

e YKL-40 poate fi un indicator fidel In urmarirea eficacitatii tratamentului specific.

Obiectivele studiului

Stabilirea lotului de pacienti care indeplineste criteriile de includere in studiu;

e Revizuirea epidemiologiei astmului bronsic si a BPOC;

¢ Identificarea antecedentelor personale si heredocolaterale ale pacientilor;

o Utilitatea investigatiilor clinice si paraclinice;

e Analiza managementului terapeutic in functie de clasele de medicamente
recomandate si gradul de inflamatie cuantificat prin probele sanguine;

e Evaluarea nivelului seric al YKL-40 la lotul de studiu comparat cu un lot martor;

e Definirea unui biomarker precis, fidel, cu posibilitate de determinare minim

invaziva, determinabil ori de cate ori este nevoie In urmarirea pacientilor cu boli

pulmonare cronice.

2. METODOLOGIA GENERALA

Studiul de fata s-a realizat in conformitate cu principiile etice din Declaratia de

la Helsinki, care respecta cerintele etice necesare pentru cercetarea cu subiecti umani.
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Inainte de inceperea studiului, am obtinut aprobarea din partea Comisiei de

Etica de la Spitalul Clinic Judetean de Urgenta Arad si a Universitatii de Vest , Vasile
Goldis” din Arad (numarul avizului: 26/09.10.2019, respectiv 159/12.12.2019).

In acest studiu s-au inrolat pacienti cu boli pulmonare cronice (BPOC si astm
bronsic), internati pe sectia Medicina interna I si Pneumologie, respectiv pacienti fara
antecedente de boli pulmonare internati pe sectia Diabet zaharat, nutritie si boli
metabolice din cadrul Spitalului Clinic Judetean de Urgenta Arad.

2.1 Selectia grupului de studiu

La 1inceputul studiului au fost intocmite urmatoarele documente:
consimtamantul informat de participare la studiu, fisa de informare, fise de colectare
a datelor si foi de evaluare a pacientilor si am precizat criteriile de selectie ale
pacientilor.

Studiul a fost efectuat in timpul pandemiei de coronavirus (COVID-19), prin
urmare accesul nostru la un grup mai mare de adulti cu boli respiratorii obstructive a
fost limitat.

In prima etapi au fost selectati 106 subiecti, dar utilizand criteriile de includere
si excludere stabilite anterior Inceperii cercetarii, In studiu am inclus un numar total
de 90 de pacienti, care au indeplinit criteriile de includere si au prezentat complianta
crescuta la studiu.

2.2 Criteriile de selectie

Criteriile de includere au fost: varsta de 18 ani sau mai mult, consimtamantul
informat semnat, boala pulmonara cronica nou diagnosticata sau cunoscuta, prezenta
unui volum expirator fortat cu variabilitate in evaluarea spirometrica, existenta
simptomelor respiratorii (de exemplu: respiratie suieratoare, dificultati de respiratie)
si tratament in curs cu bronhodilatatoare, corticosteroizi inhalatori, si medicamente
antihistaminice (numai pentru cei cu astm bronsic) [41].

Criterii de excludere: introducem In aceasta categorie varsta sub 18 ani, bolile

psihiatrice (care pot afecta liberul arbitru) si testarea pozitiva pentru COVID-19 [41].
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2.3 Metode de lucru utilizate in evaluarea pacientilor inclusi in studiu

La momentul includerii in studiu toti pacientii au fost informati despre scopul
cercetdrii, metodele clinice si paraclinice utilizate iar apoi a fost semnat
consimtamantul informat de participare la studiu.

Pentru grupurile de studiu s-au conceput foi de evaluare care cuprind
urmatoarele:
e caracteristici demografice,
e parametrii clinici: (anamneza pacientilor, examen clinic general)
e parametrii paraclinici:
v’ parametrii de laborator standard (hemoleucograma, VSH, fibrinogen, IgE-totale,
PCR, IL6, procalcitonind, HbA1c)- recoltati la internare (la inrolarea in studiu);
v' pentru PCR s-a efectuat si a 2-a determinare la finalul tratamentului efectuat in
spital (va fi denumita in continuare PCR2);
v Pentru fiecare pacient s-a evaluat nivelul seric al YKL-40, la inrolarea in studiu.
e parametrii electrocardiografici
e examen radiologic (Radiografie torace +/- CT torace),
e investigatii functionale: spirometrie.
2.4 Descrierea parametrilor de analize de laborator inclusi in cercetare
Investigatiile hematologice, biochimice si imunologice din cadrul acestei
cercetari au fost efectuate in Laboratorului clinic de analize medicale din cadrul
Spitalului Clinic Judetean de Urgenta Arad, laborator acreditat RENAR (Asociatia de
acreditare din Romania) membra ILAC (International Laboratory Accreditation
Cooperation).
Descrierea parametrilor de analize de laborator inclusi in cercetare:
e Parametrii hematologici, obtinuti din sange integral (Hemoleucograma completa
cu formula leucocitara) au fost efectuati pe aparatul SYSMEX XN 1500, metoda

folosita - citometrie in flux.
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e Parametrii biochimici (PCR, HbAlc) obtinuti din ser clotactiv, respectiv sange

integral au fost efectuati pe analizorul de biochimie COBAS 501 prin metoda
imunoturbidimetrica respectiv turbidimetrica.

e Parametrii imunologici (procalcitonina, IL6, IgE-totale) obtinuti din ser clotactiv au
fost efectuati pe analizorul COBAS €601, prin metoda ECLIA
(electrochemiluminiscenta).

e Parametrul VSH (viteza de sedimentare a hematiilor) obtinut din sange integral s-a
efectuat prin metoda manuala Westergren.

e Testarea parametrului Fibrinogen obtinut din plasma, a fost efectuatda pe
analizorul STA COMPACT MAX 3, prin metoda determinadrii vascozimetrice.

Parametrul YKL-40/CHI3L1 a fost efectuat In Laboratorul Universitatii de Vest
»Vasile Goldis” din Arad pe analizorul Tecan Sunrise.

Pentru determinarea cantitativa a nivelului de YKL-40/CHI3L1 am folosit kitul
de imunotestare Human Chitinase-3-Like-Protein 1 (YKL-40/CHI3L1) ELISA kit (nr.
Catalog CSB-E13608h), conform instructiunilor producatorului CUSABIO
(www.cusabio.com), materialul biologic folosit fiind ser clotactiv, obtinut dupa
centrifugare timp de 15 minute la 1000 rotatii/minut, si ulterior stocat pe perioada
cercetdrii la -20 grade Celsius.

Pentru citirea absorbtiei multicanal a rezultatelor ELISA, am folosit cititorul de
placa de absorbtie Tecan Sunrise, cu functia de control al temperaturii pentru
analizele enzimatice kinetice.

Pentru prelucrarea datelor obtinute din prelevarea probelor biologice,
determinarea nivelului seric al YKL-40, si altor investigatii paraclinice s-au utilizat
metode de calcul statistic omologate international.

2.5 Analiza biostatistica

Analiza biostatistica s-a efectuat in Microsoft Office Excel si Statistica version8
software (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
Am folosit urmatoarele metode biostatistice:
(1) Analiza descriptiva a grupurilor luate in calcul a fost efectuata pentru fiecare
parametru luat in considerare, exprimand rezultatele ca: (i) medie cu deviatie

6



(2)

(3)
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standard la variabilele continue cu distributie normald; (ii) mediana cu

quartila inferioara si superioara, minima si maxima la variabilele continue cu
distributie non-gausiana; (iii) numar de cazuri si frecventa pentru variabilele
categoriale.

Homogeneitatea grupurilor de studiu pentru sex si varsta a fost analizata cu
ajutorul testului Mann-Whitney U si un Chi patrat. Aceste teste au fost apoi
aplicate pentru a determina diferentele dintre grupuri in distributia
subiectilor stratificati in functie de zona de origine (urban versus rural) si
starea actuald a fumatului (nefumator versus fumator).

Valorile masurate pentru fibrinogen, PCR pre-tratament, PCR post-tratament
(PCR2), VSH, IL-6, procalcitonina, YKL-40, numarul de leucocite, numarul
absolut de neutrofile, procentul de neutrofile, numarul absolut de limfocite,
procentul de limfocite, numarul absolut de eozinofile si procentul de
eozinofile asa cum este descris mai sus in cazul seturilor de date privind
varsta (cu testele Mann-Whitney U). Dupa care, analiza corelationala in
cadrul grupului (corelatiile lui Spearman) a fost efectuata pentru variabile
care au aratat diferente semnificative intre grupuri pentru a determina
asocierile dintre aceste variabile si ceilalti markeri bazati pe analize de sange.
Puterea lor a fost descrisa astfel: foarte slab, Rs = 0,00-0,19; slab, Rs = 0,20-
0,39; moderat, Rs = 0,40-0,59; puternic, Rs = 0,60-0,79; si foarte puternic, Rs
=0,80-1,00.
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3. STUDIUL 1: EVALUAREA CLINICA SI PARACLINICA A
PACIENTILOR INCLUSI iN STUDIU

3.1 Ipoteza de lucru/Obiective

Ipoteza de lucru porneste de la nevoia constituirii unei baze de date cu

caracteristicile demografice ale pacientilor cu astm bronsic si BPOC si alcatuirea unei

baze de date cu parametrii clinici ai acestor pacienti.

Obiectivele studiului 1 vizeaza epidemiologia astmului bronsic si BPOC-ului,

astfel urmarim:

Stabilirea lotului de pacienti care indeplineste criteriile de includere in studiu;
Revizuirea epidemiologiei astmului bronsic si a BPOC;

Identificarea antecedentelor personale si heredocolaterale ale pacientilor cu astm
bronsic si BPOC;

Utilitatea investigatiilor clinice si paraclinice (imagistica, spirometrie si
determindrile de laborator: VSH, fibrinogen, IgE-totale, PCR, IL6, procalcitoning,
hemoleucograma);

Analiza managementului terapeutic in functie de clasele de medicamente

recomandate.

3.2 Materiale si metode

In acest studiu am inclus un numar total de 90 de pacienti (69 de persoane cu

boli pulmonare cronice -grupul de studiu, si 21 de persoane in lotul martor), care au

indeplinit criteriile de includere si excludere si au prezentat complianta crescuta la

studiu.

In aceasta parte a tezei de doctorat am urmarit caracteristicile demografice ale

pacientilor, respectiv simptomatologia care i-a determinat sa se prezinte la spital,

consumul de toxice, semnele clinice cum ar fi Sa0;, murmur vezicular diminuat,

variatiile VEMS, respectiv comorbiditatile si evolutia pacientilor. Analiza statistica

cuprinde analiza descriptiva si comparativa simpla a grupurilor de studiu.
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3.3 Rezultate

3.3.1 Caracterizarea grupului de studiu

Am observat ca din totalul pacientilor inrolati, 76.67% fac parte din grupul de
studiu (69 pacienti), lotul martor (21 pacienti) fiind reprezentat de 23.33% din
totalul pacientilor inclusi in studiu. De asemenea am observat ca in grupul de studiu
procentul pacientilor de sex masculin (48.89%, din n=90, (44 pacienti)) este
semnificativ mai mare comparativ cu procentul pacientilor de sex feminin (27.78%
din n=90, (25 paciente)) pe cand in lotul martor 11.11% (din n=90) au fost barbati
(10 pacienti) iar 12.22% (din n=90)au fost femei (11 paciente).

Am observat, ca majoritatea subiectilor au fost recrutati din mediul rural atat in
lotul de grup de studiu, cat si in lotul martor.

Grupul de studiu reprezinta 76.67% din totalul pacientilor inrolati (n=90). Acest
procent fiind compus din pacientii de provenienta urbana (31.11%), si cei de
provenienta rurald (45.56%). Astfel, putem observa, ca majoritatea subiectilor din
grupul de studiu sunt de provenienta rurala.

In ceea ce priveste lotul martor, s-a inclus un numar mai mic de pacienti 23.33%
din numarul total de pacienti (n=90). Putem observa, ca in cadrul lotului martor
8.89% au fost de provenienta urbana (n=90), si 14.44% de provenienta rurala (n=90).

In grupul de studiu la pacientii de sex masculin varsta medie a pacientilor a fost
64 de ani cu valori extreme Intre 41-86 de ani, deviatie medie standard fiind de 10.79.
La pacientii de sex feminin varsta medie a fost de 68 de ani, cu valori extreme Intre
47-86 de ani, deviatia medie standard fiind de 11.51.

In cazul lotului martor grupul a fost mai omogen, diferenta de varsti fiind mult
mai mica decat in cazul grupului de studiu, totusi varsta medie este similara.

La pacientii de sex masculin din lotul martor, varsta medie a fost de 67 de ani, cu
variatii extreme intre 52-79 de ani, deviatia medie standard fiind de 7.43.

La pacientii de sex feminin din lotul martor varsta medie a fost de 73 de ani, cu
variatii extreme Intre 41-85 de ani, deviatia medie standard fiind de 11.83. De

mentionat la acest grup, ca pacienta de 41 de ani a fost o exceptie unica a grupului.
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3.3.2 Evaluarea clinica si paraclinica a pacientilor cu boli pulmonare
cronice
3.3.2.1 Motivele internarii pacientilor cu boli pulmonare cronice
Motivele cele mai frecvente pentru care pacientii s-au prezentat la spital au fost:

dispneea accentuatd, tusea seaca sau productiva, wheezing, fatigabilitate si febra.
Dintre pacientii cu boli pulmonare cronice inclusi in studiu 24.73% (n=69) au
prezentat scaderea saturatiei de oxigen (Sa02z) sub 90% . Murmur vezicular diminuat
s-a observat la 11.83% din pacientii cu boli pulmonare cronice (n=69). Stetacustic
raluri s-au diagnosticat la 63.44% din totalul pacientilor cu boli pulmonare cronice.

3.3.2.2 Investigatii paraclinice efectuate in momentul internarii pacientilor din
studiu
O etapa importanta in evaluarea pacientilor cu boli pulmonare cronice a fost

recoltarea de sputa pentru examen microbiologic.

La 71.01% din totalul pacientilor cu boli pulmonare cronice (n=69) examenul
microbiologic al sputei a fost negativ. La 11.59% din pacienti examenul microbiologic
a prezentat rezultat pozitiv. Germenii depistati in specimenul de sputa a pacientilor
au fost: Klebsiella spp., Acinetobacter baumanii, Streptococcus spp. si Candida spp.
La 17.39% dintre pacienti nu s-a recoltat specimen de sputa (pacientii nu au putut
expectora).

3.3.2.3 Consumul de toxice la pacientii cu boli pulmonare cronice
Cei mai multi pacienti din grupul de studiu au fost inclusi In grupul fumatorilor,

in grupul martor un singur pacient a fost fumator.

in cadrul grupului de studiu, putem observa, ca in cadrul sexului feminin
raportul Fumitoare/Nefumitoare a fost 14:11. In cazul sexului masculin acest raport
este mult mai dezechilibrat, numarul fumatorilor fiind cu mult mai mare decat al
celor nefumatori (40:4, Fumatori/Nefumatori).

3.3.2.4 Diagnosticul principal al pacientilor cu boli pulmonare cronice
Studiul nostru urmareste pacientii cu boli pulmonare cronice, cum ar fi: astm

bronsic, BPOC si ACO.
Am observat ca cel mai frecvent pacientii din studiu au fost diagnosticati cu
BPOC atat in cadrul pacientilor de sex masculin, cat si in cadrul pacientilor de sex

feminin. Raportul M/F este de 3:1 in cadrul grupului cu BPOC.
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Preponderenta diagnosticului de BPOC in cadrul pacientilor de sex masculin se

poate explica prin faptul ca printre ei au fost mult mai multi fumatori, decat in
cadrul grupului de studiu de sex feminin.
3.3.2.5 Comorbiditatile pacientilor cu boli pulmonare cronice

Pacientii din studiu au prezentat o serie de comorbiditati. Cel mai frecvent s-
au diagnosticat bolile cardiovasculare. In aceasti categorie am inclus:
hipertensiunea arteriala, insuficienta cardiaca, cordul pulmonar cronic, tulburarile
de ritm cardiac, patologia circulatorie (insuficienta venoasd, tromboze,
arteriopatiile), cardiopatia ischemica cronica si boli valvulare. Alte boli depistate la
pacientii din studiu au fost: diabetul zaharat, bolile tiroidei, hepatite cronice virale,
boala cronica de rinichi, sechele TBC, litiaza biliard, anemie.

In cazul pacientilor din lotul martor toti cei inrolati au fost diagnosticati cu
diabet zaharat. Din acest motiv si cele mai importante comorbiditati au fost
diagnosticate din gama complicatiilor acestei boli: hipertensiune arteriala si
tulburarile circulatorii, tulburari ale lipidelor si colesterolului, nefropatia si
neuropatia diabetica.

3.3.3 Conduita terapeutica recomandata in grupul de studiu

Pacientii din grupul de studiu au urmat tratamente complexe. Din punct de
vedere pneumologic managementul terapeutic a presupus combinarea mai multor
clase de medicamente, printre care bronhodilatatoare si steroizi inhalatori (tabel I).

Tabel I. Tratamentul administrat la pacientii din grupurile de studiu.

Clasa de Tratament combinat
dicamente [Bronhodilatatoare (bronhodilatatoare+steroizi)

Grup de studiu

Pacienti de sex F cu AB 4 5

Pacienti de sex F cu BPOC 5 8

Pacienti de sex M cu AB 0 4

Pacienti de sex M cu BPOC 12 23

Pacienti de sex F cu ACO 0 3

Pacienti de sex M cu ACO 0 5

Legenda: valorile sunt reprezentate prin valori absolute din totalul pacientilor cu boli pulmonare cronice (n=69)
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3.3.4 Evolutia pacientilor cu boli pulmonare cronice aflati sub tratament

In evolutia pacientilor am urmdrit reinternrile si decesul pe perioada studiului.

In lotul martor reinternarile au fost mult mai putine decat in cazul pacientilor cu
boli pulmonare cronice si nu a existat nici un deces pe perioada studiului.

In cazul pacientilor de sex masculin din lotul de boli pulmonare cronice
reinterndrile au fost semnificativ mai multe decat in cazul lotului de sex feminin, sau
in cazul pacientilor din lotul martor.

De asemenea putem observa, ca in cazul pacientilor internati cu acutizari ale
bolii pulmonare exista decese: 4 decese in cadrul femeilor (n=69), si 6 decese in
cadrul barbatilor (n=69).

3.4 Discutii

Prevalenta estimatd a BPOC este de aproximativ 1% in populatia generala si
creste brusc la persoanele cu varsta 240 de ani [43]. Limita de varsta pentru
diagnosticul BPOC este evidentiata si de studiul nostru, nici un pacient nu a fost
diagnosticat sub varsta de 40 de ani cu boli pulmonare cronice, cei mai multi

pacienti fiind Incadrati intre 55-75 de ani.

Studiul nostru aratd, ca mult mai putini pacienti au fost diagnosticati cu astm
bronsic comparativ cu cei cu BPOC . Astfel, rezultatele noastre arata, ca in grupul de

studiu (n=69) astmul bronsic a fost diagnosticat la 18.84% dintre pacienti.

De asemenea la pacientii de sex feminin din studiul nostru astmul bronsic s-a
dovedit a fi mai usor de tinut sub control cu monoterapie, decat la pacientii de sex
masculin. Daca grupul pacientilor de sex feminin cu astm bronsic (n=9) 44.45% a
necesitat doar tratament cu bronhodilatatoare, la cei de sex masculin cu astm

bronsic, putem observa ca toti au fost supusi unor terapii combinate.

Suprapunerea astmului cu bronhopneumopatia obstructiva cronica (ACO) este
caracterizata de limitarea persistenta a fluxului de aer si prezinta caracteristici atat
ale astmului, cat si ale bronhopneumopatiei obstructive cronice [48, 49]. Pacientii

cu ACO au o severitate crescuta a bolii, au calitate mai slaba a vietii si suporta
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costuri mai mari de asistenta medicala in comparatie cu pacientii cu astm bronsic

sau BPOC simplu [48]. Acest lucru este subliniat si de studiul nostru, care arata, ca
pacientii in toate cazurile cu ACO au necesitat terapie combinata. Studiul nostru
aratd de asemenea si o evolutie a pacientilor cu ACO mai severa, ei prezentand
reinterndri mai frecvente si cu durata de spitalizare mai lunga comparativ cu cei cu

astm bronsic simplu.

In ceea ce priveste mediul de provenienti a pacientilor studiul nostru arati, ca
majoritatea au fost de origine ruralda (45.56%) din totalul pacientilor inrolati
(n=90). Acest lucru se poate explica prin lipsa de educatie sanitard, prin frica
oamenilor de a se prezenta la medic, pentru a nu fi diagnosticati cu diverse

afectiuni, prin indolenta lor, si prin lipsa unitatilor medicale in zonele defavorizate.

3.5 Concluzii

e Bolile pulmonare au fost mai frecvent diagnosticate in cadrul sexului masculin,
cu provenienta din mediul rural.

e Dispneea accentuata a fost motivul cel mai frecvent pentru care pacientii s-au
prezentat la consultatie.

e Agentii infectiosi ca factori declansatori au fost identificati doar la un procent
mic de pacienti.

e Fumatul a fost un factor frecvent identificat In cadrul grupului de pacienti cu
boli pulmonare cronice.

e Bronhopneumopatia obstructiva cronica asociata cu boli cardiovasculare si
bolile metabolice au fost cel mai frecvent identificate la pacientii din studiu.

e Tratamentul combinat a fost optiunea favorita la pacientii din studiu, cu toate
acestea evolutia pacientilor a fost marcata de numeroase reinterndri pentru

episoade de acutizare ale bolilor.
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4. STUDIUL 2:ANALIZA ROLULUI YKL-40 IN APARITIA, AGRAVAREA
SI RASPUNSUL LA TRATAMENT iIN BOLILE PULMONARE CRONICE

4.1. Introducere

In studiul de fatd, am investigat nivelurile plasmatice ale unui singur potential
biomarker, respectiv YKL-40 In asociere cu biomarkerii inflamatori deja cunoscuti:
fibrinogen, proteina C reactiva, VSH, IL6, procalcitoninag, la pacientii cu astm bronsic
si BPOC si la pacientii cu caracteristici ale ACO pentru a investiga caracteristicile
inflamatorii ale ACO.

4.2. Ipoteza de lucru/Obiective

Ipoteza studiului II are la baza conceptul stiintific, ca YKL-40 poate fi utilizat ca
biomarker predictibil in aparitia, agravarea si raspunsul la tratament al bolilor
pulmonare cronice.

Obiectivele specifice ale studiului II:

e Evaluarea nivelului seric al YKL-40 la lotul de studiu comparat cu un lot martor,
care cuprinde pacienti aparent sanatosi (diabetici, pacienti fara patologie
respiratorie cunoscuta);

e Definirea unui biomarker precis, fidel, cu posibilitate de determinare minim
invaziva, determinabil ori de cate ori este nevoie In urmarirea pacientilor cu boli
pulmonare cronice;

4.3. Materiale si metode

In studiu am inclus un numir total de 90 de pacienti, care au indeplinit criteriile
de includere si excludere si au prezentat complianta crescuta la studiu.

Loturile de studiu sunt in numar de dou3, astfel:

e grup martor: cuprinzand 21 de pacienti (fiind recrutati de pe sectia de Diabet
nutritie si boli metabolice),
e grup de studiu: cuprinzand 69 de pacienti (au fost recrutati de pe sectia

Medicina interna I si Pneumologie).

Analiza statisticd este una complexd, cu utilizarea tuturor instrumentelor

prezentate in capitolul de Metodologie generala.
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4.4. Rezultate

4.4.1. Analiza statistica a grupurilor de studiu

4.4.1.1. Pacienti diabetici
Din cei 21 de pacienti diabetici inclusi In studiu 10 au fost barbati (47,61%) si 11

au fost femei (52,39%); 20 au fost nefumatori (95,24%) si 1 fumator (4,76%); 13 au
provenit din mediul rural (61,90%) si 8 din mediul urban (39,10%). Pacientii de sex
masculin si feminin au prezentat varste similare (65,90 + 7,93 ani vs. 71,81 + 11,80

ani; test T, p = 0.178).

Cand pacientii au fost stratificati pe baza sexului valorile masurate pentru
fibrinogen, proteina C reactiva in evolutie, VSH, IL6, procalcitonina, HbA1c, YKL-40,
valoarea absoluta a neutrofilelor, limfocitelor si eozinofilelor, raportul dintre
valoarea absoluta a neutrofilelor si limfocitelor precum si raportul dintre valoarea
absoluta a eozinofilelor si limfocitelor au prezentat variante similare intre cele doua
grupuri. Aplicarea testului T pentru loturi inegale nu a relevat existenta unor
diferente semnificative intre barbati si femei in ceea ce priveste parametrii mai sus
mentionati.

Din cauza numarului mic de indivizi fumatori (n = 1) nu a putut fi realizata
analiza statistica a datelor pentru pacientii stratificati in functie de statutul de

fumator/nefumator.

In cazul pacientilor stratificati in functie de mediul de provenienti, valorile
obtinute pentru parametrii masurati au fost homoscedastice si nu au existat
diferente semnificative intre ele, cu exceptia raportului dintre valoarea absolutd a
eozinofilelor si limfocitelor, caz in care pacientii din mediul rural au prezentat valori

semnificativ mai mari ca cei din mediul urban.

4.4.1.2. Pacienti cu boli respiratorii cronice (astm bronsic, BPOC si ACO)
Din cei 69 de pacienti cu boli respiratorii cronice, 44 au fost barbati (63,76%) si

25 au fost femei (36,34%); 54 au fost fumatori (78,26%) si 15 nefumatori (21,74%);
41 au provenit din mediul rural (59,42%) si 28 din mediul urban (40,58%).
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Pacientii de sex masculin si feminin au prezentat varste similare (63,68 * 10,79 ani

vs. 65,84 £ 11,51 ani; test T, p = 0.692).

Pacientii stratificati pe baza sexului au prezentat variante egale pentru valorile
masurate pentru fibrinogen, PCR, VSH, HbAlc, YKL-40, valoarea absoluta a
limfocitelor si raportul dintre valoarea absoluta a neutrofilelor si limfocitelor, dar
nu si pentru PCR 2 (PCR 2 a fost recoltat la finalul tratamentului, inainte de
externare), IL6, procalcitonind, valoarea absoluta a neutrofilelor si eozinofilelor si
raportul dintre valoarea absolutda a eozinofilelor si limfocitelor. Drept urmare,
analiza statistica a datelor din primul set de variabile a fost realizata cu testul T
pentru probe inegale, iar pentru cel de al doilea set de variabile cu testul

neparametric Mann-Whitney.

Nu au existat diferente semnificative intre sexul masculin si feminin in ceea ce
priveste valorile medii pentru fibrinogen, PCR, VSH, HbAlc, YKL-40, valoarea
absoluta a limfocitelor si raportul dintre valoarea absoluta a neutrofilelor si
limfocitelor. In mod similar, aplicarea testului Mann-Whitney a relevat rezultate
similare In ceea ce priveste PCR 2 (test Mann-Whitney, p = 0,557), IL6 (test Mann-
Whitney, p = 0,229), procalcitonina (test Mann-Whitney, p = 0,243), valoarea
absoluta a neutrofilelor (test Mann-Whitney, p = 0,667) si eozinofilelor (test Mann-
Whitney, p = 0,247) si raportul dintre valoarea absolutd a eozinofilelor si

limfocitelor (test Mann-Whitney, p = 0,138).

Cand pacientii au fost stratificati pe baza statutului de fumator/nefumator,
valorile medii determinate pentru fibrinogen, PCR, IgE, VSH, YKL-40, valoarea
absoluta a neutrofilelor si limfocitelor si raportul dintre valoarea absoluta a
neutrofilelor si limfocitelor au fost homoscedastice, dar nu si valorile masurate
pentru PCR 2, IL6, procalcitonind, HbAlc, valoarea absolutda a eozinofilelor si

raportul dintre valoarea absoluta a eozinofilelor si limfocitelor.

Testul T pentru loturi inegale a relevat lipsa unor diferente semnificative intre

fumatori si nefumatori in ceea priveste valorile masurate pentru fibrinogen, PCR,

16



Biomarkeri predictibili cu aplicabilitate clinicd in aparitia, agravarea si raspunsul la
tratament al bolilor pulmonare cronice
VSH, HbAlc, YKL-40, valoarea absoluta a limfocitelor si raportul dintre valoarea

absoluta a neutrofilelor si limfocitelor. De asemenea, testul Mann-Whitney a
demonstrat rezultate similare in ceea ce priveste PCR 2 (test Mann-Whitney, p =
0,472), HbAlc (test Mann-Whitney, p = 0,370), valoarea absoluta a eozinofilelor
(test Mann-Whitney, p = 0,185) si raportul dintre valoarea absoluta a eozinofilelor si
limfocitelor (test Mann-Whitney, p = 0,256). Totusi a fost observat un trend
semnificativ pentru atingerea pragului de semnificatie statisticd in cazul
procalcitoninei (test Mann-Whitney, p = 0,065), cu valorea medie a procalcitoninei

fiind de aproximativ 100 de ori mai mare in cazul indivizilor nefumdtori.

Pacientii din mediul urban si rural au prezentat variante similare pentru
fibrinogen, IgE, VSH, HbA1c, YKL-40, valoarea absoluta a limfocitelor si neutrofilelor
raportul dintre valoarea absoluta a neutrofilelor si limfocitelor. Spre deosebire,
valorile observate pentru PCR, PCR2, IL6, procalcitonind, valoarea absoluta a
eozinofilelor si raportul dintre valoarea absoluta a eozinofilelor si limfocitelor la

pacientii stratificati In functie de mediul de provenienta au fost heteroscedastice.

Analiza statistica a relevat lipsa unor diferente semnificative intre pacientii din
mediul urban si rural In ceea ce priveste valorile medii ale fibrinogen, IgE, VSH,
HbAlc, YKL-40, valoarea absoluta a limfocitelor si neutrofilelor raportul dintre
valoarea absoluta a neutrofilelor si limfocitelor. Rezultate similare au fost obtinute
in urma analizei neparametrice a datelor pentru PCR (test Mann-Whitney, p =
0,659), PCR2 (test Mann-Whitney, p = 0,616), IL6 (test Mann-Whitney, p = 0,663),
procalcitonina (test Mann-Whitney, p = 0,493), valoarea absoluta a eozinofilelor
(test Mann-Whitney, p = 0,489) si raportul dintre valoarea absoluta a eozinofilelor si

limfocitelor (test Mann-Whitney, p = 0,843).

Ulterior, pacientii au fost grupati in functie de simptomatologia respiratorie ca
pacienti cu astm bronsic, pacienti cu BPOC si pacienti cu simptomatologie combinata

(BPOC + astm bronsic). Din numarul total de 69 de pacienti cu simptomatologie
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respiratorie identificata, 13 au avut astm bronsic, 48 au avut BPOC si respectiv 8

BPOC+astm bronsic.

Seturile de date corespunzatoare celor trei grupuri au prezentat conform testului
Levene variante similare pentru fibrinogen (test Levene, p = 0,288), PCR (test
Levene, p = 0,164), PCR2 (test Levene, p = 0,435), VSH (test Levene, p = 0,102), IL6
(test Levene, p = 0,477), procalcitonina (test Levene, p = 0,413), YKL-40 (test
Levene, p = 0,775), neutrofile# (test Levene, p = 0,523), limfocite# (test Levene, p =
0,904), raport N/L# (test Levene, p = 0,796), eozinofile# (test Levene, p = 0,852) si
raport E/L# (test Levene, p = 0,646), dar nu pentru HbA1c (test Levene, p = 0,000).
Drept urmare, analiza tuturor variabilelor exceptind HbAlc a fost realizata cu
autorul ANOVA, iar pentru HbAlc cu ajutorul Welch’s ANOVA. Nu au existat
diferente semnificative intre grupurile de pacienti analizate pentru fibrinogen
(ANOVA, p = 0,755), PCR (ANOVA, p = 0,481), PCR2 (ANOVA, p = 0,780), VSH
(ANOVA, p = 0,384), IL6 (ANOVA, p = 0,777), procalcitonina (ANOVA, p = 0,724),
neutrofile# (ANOVA, p = 0,718), limfocite# (ANOVA, p = 0,630), raport N/L#
(ANOVA, p = 0,984), eozinofile# (ANOVA, p = 0,859) si raport E/L# (ANOVA, p =
0,775).

Totusi au fost identificate diferente semnificative in cazul YKL-40 (ANOVA, p =
0,013) si HbAlc (Welch’s ANOVA, p = 0,029). Analiza post hoc a datelor a relevat
valori semnificativ mai mari ale YKL-40 in cazul pacientilor cu astm bronsic
comparativ cu pacientii cu simptomatologie dubla (test HSD pentru mostre inegale,
p = 0,049). Rezultate similare au fost obtinute cand au fost comparati pacientii cu
BPOC cu cei cu simptomatologie dubla (test HSD pentru mostre inegale, p = 0,041),
dar nu si pentru pacientii cu BPOC versus cei cu astm bronsic (test HSD pentru
mostre inegale, p = 0,988). In ceea ce priveste valorile HbA1lc, analiza post hoc a
indicat valori semnificativ mai mari in cazul pacientilor cu simptomatologie dubla
comparativ cu cei cu astm bronsic (test HSD pentru mostre inegale, p = 0,048), dar
nu si pentru celelalte comparatii (test HSD pentru mostre inegale, p 2 0,215).

In concluzie YKL-40 se contureazd a fi un biomarker important in diagnosticul

diferential al ACO de astm bronsic si BPOC.
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4.4.2. Analiza statistica comparativa intre cele doua loturi de pacienti

(pacienti cu diferite simptomatologii respiratorii versus pacienti diabetici)
Variantele masurate pentru fibrinogen, PCR, IgE, VSH, IL6, valoarea absoluta a
neutrofilelor si limfocitelor si raportul dintre valoarea absoluta a neutrofilelor si
limfocitelor au fost homoscedastice intre pacientii cu diabet si cei cu diferite
simptome respiratorii. Situatia opusa a fost valabila pentru PCR 2, procalcitoning,
HbAlc, YKL-40, valoarea absolutda a eozinofilelor si raportul dintre valoarea

absoluta a eozinofilelor si limfocitelor.

Nu au fost determinate diferente semnificative intre pacientii cu diabet si cei cu
afectiuni respiratorii in ceea ce priveste valorile medii ale fibrinogen, PCR, IgE, VSH,
IL6, valoarea absoluta a neutrofilelor si limfocitelor si raportul dintre valoarea
absoluta a neutrofilelor si limfocitelor. Rezultate similare au fost observate in urma
analizei neparametrice a datelor pentru PCR2 (test Mann-Whitney, p = 0,173),
procalcitonina (test Mann-Whitney, p = 0,238), valoarea absoluta a eozinofilelor
(test Mann-Whitney, p = 0,099) si raportul dintre valoarea absoluta a eozinofilelor si

limfocitelor (test Mann-Whitney, p = 0,309).

Totusi au fost observate diferente semnificative intre cele doua grupuri pentru
HbA1c si YKL-40. Mai precis, valorile HbAlc au fost semnificativ mai mari in cazul
pacientilor cu diabet comparativ cu cei avand afectiuni respiratorii (test Mann-
Whitney, p <0,001), in timp ce pacientii cu afectiuni respiratorii au avut valori

semnificativ mai mari in cazul YKL-40 (test Mann-Whitney, p < 0,001).

4.4.3. Analiza statistica privind valoarea predictiva a YKL-40 in evolutia
BPOC

In acest studiu, ne-am propus si compardm hemoleucograma pacientilor cu stadiu
avansat de BPOC pe baza nivelurilor serice de YKL-40.

In ceea ce priveste parametrii serici in functie de stadiul BPOC, dupi potrivirea
sexului si varstei am diagnosticat 23 de subiecti cu BPOC severa si 24 de subiecti cu

BPOC foarte severa din grupul initial de pacienti.
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Nu s-au observat diferente semnificative in ceea ce priveste varsta medie intre

aceste categorii de pacienti (testul Mann-Whitney U, p = 0,975). Datele privind
distributia pe sexe au fost similare intre aceste grupuri (testul x 2, p = 0,679),
pacientii de sex masculin fiind de doua ori mai multi decat pacientii de sex feminin.

Fumatul a avut o incidenta similara la adultii cu BPOC severa si adultii cu BPOC
foarte severa (test x 2, p = 0,964), fumatorii fiind de zece ori mai multi decat
nefumatorii.

Analiza markerilor serici a evidentiat perturbari subtile in profilul hematologic al
pacientilor cu stadiu avansat de BPOC. Astfel, numarul absolut de leucocite (ALLC) a
fost cu mult peste valorile misurate la pacientii sinatosi. In contrast, valorile
masurate pentru numar absolut de limfocite (ALC) si procentul de limfocite au fost
sub nivelul normal. Cu toate acestea, nu au fost gasite diferente semnificative intre
grupuri pentru niciunul dintre parametrii analizati (teste Mann-Whitney U, p 2
0,131).

In ceea ce priveste nivelurile de YKL-40 seric subiectii au fost impartiti in dous
grupuri folosind mediana valorilor YKL-40 seric al populatiei generale de studiu
(3934,5 pg/mL) ca punct de referinta. Valorile mediane (cu quartile inferioare si
superioare) pentru numarul absolut de leucocite (ALLC), numarul absolut de
neutrofile (ANC), numarul absolut de limfocite (ALC), numarul absolut de monocite
(AMC), procentul de monocite, nivelul hemoglobinei si hematocritului la pacientii cu
YKL-40 scazut si pacientii cu YKL-40 crescut sunt prezentate in Tabelul II.

Tabel Il.Parametrii hematologici la pacientii cu nivele diferite de YKL-40

Parametru hematologic

Pacienti cu YKL-40

Pacienti cu YKL-40

scazut crescut
ALLC (103 celule/uL) 10.81 (8.05; 13.04) 10.57 (8.16; 13.71)
ANC (103celule/uL) 7.25 (5.25; 8.70) 7.91 (5.79; 10.81)
AMC (108 celule/ul) 0.87 (0.70; 1.08) 0.80 (0.63; 1.04)

Procent monocite (%)

Hemoglobina (g/dl)

Hematocrit %

8.10 (6.70; 9.65)
14.05 (12.75; 15.25)
43.40 (38.00; 42.75)

7.70 (6.10; 12.70)
13.50 (12.10; 14.20)
42.20 (38.30; 44.50)
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Valorile date sunt reprezentate ca valori mediane cu quartile inferioare si superioare (intre paranteze). Valorile

marcate (*) indica diferente semnificative cind comparam cu pacientii cu YKL-40 scazut (Mann-Whitney U tests,

*% _p<0.001,** — p<0.01,* — p <0.05).

Procentul de neutrofile la subiectii din cea mai mare cuartila YKL-40 a aratat
crestere semnificativa fata de adultii cu YKL-40 scazut (testul Mann-Whitney,p =
0,024). Acest lucru este in contrast cu rezultatele obtinute pentru numarul absolut
de limfocite (ALC) (testul Mann-Whitney, p = 0,007) si procentul de limfocite (testul
U si Mann-Whitney, p =0,025). Valorile masurate pentru raportul
neutrofile/limfocite (NLR) (testul Mann-Whitney U, p = 0,028) a prezentat o
tendinta similara cu cea observata pentru procentul de neutrofile. Cu toate acestea,
numarul absolut de eozinofile (AEC) (Testul Mann-Whitney, p = 0,001) si procentul
de eozinofile (Testul Mann-Whitney, p = 0,002) au fost semnificativ crescute in
primele straturi.

Raportul monocite/limfocite (MLR) a crescut semnificativ la indivizii cu YKL-40
ridicat (Testul Mann-Whitney, p = 0,015), in timp ce parametrii legati de bazofile,
adica numarul absolut de bazofile (ABC) (Testul Mann-Whitney, p = 0,021) si
procentul de bazofile (Testul Mann-Whitney, p = 0,014), a aratat o tendinta opusa.

4.5. Discutii

Rezultatele noastre aratd, ca YKL-40 este o mare promisiune pentru identificarea
pacientilor cu ACO. Cu toate acestea, exista putine studii publicate privind

biomarkerii pentru ACO.

Studiul nostru nu a relevat diferente semnificative intre valorile YKL-40 la
pacientii cu astm bronsic si BPOC, doar comparativ cu grupul de ACO, acestia din
urma pacienti au prezentat nivel de YKL-40 semnificativ mai mic, decat cei cu astm
bronsic sau BPOC. Totusi valorile cele mai mari de YKL-40 au fost masurate la

grupul de pacienti cu BPOC [58,59].
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Diferentele dintre nivelurile plasmatice de YKL-40 intre pacientii cu caracteristici

de ACO si cei cu astm bronsic si BPOC au fost semnificative statistic In studiul nostru

de fata, grupurile ACO au avut o valoare mediand mai mica.

Un posibil motiv ar putea fi faptul ca in studiul nostru majoritatea subiectilor cu
astm bronsic si BPOC au fost pacienti internati in stare severd, cu rezistenta la
tratament. In trecut s-a demonstrat pe scar largi ci nivelul plasmatic de YKL-40 la
acesti pacienti a fost considerabil mai mare decat la pacientii cu astm bronsic usor

pana la moderat, bine controlat [61].

4.6 Concluzii

1. YKL-40 poate fi un biomarker important In diagnosticul bolilor pulmonare
cronice.

2. YKL-40 si In asociere cu proteina C reactiva in stadiul compensat de boal3,
procalcitoning, valoarea absoluta a eozinofilelor si raportul dintre valoarea
absoluta a eozinofilelor si limfocitelor poate fi un indicator de diagnostic in
bolile pulmonare cronice.

3. YKL-40 poate fi un biomarker important in diagnosticul diferential al ACO de
astm bronsic si BPOC.

4. Din cauza lotului mic de pacienti studii ulterioare sunt necesare pentru

demonstrarea eficacitatii si utilitatii acestei biomarker YKL-40.
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DISCUTII GENERALE

Prezenta teza de doctorat ofera prima perspectiva asupra semnificatiei clinice ale
concentratiilor YKL-40 ca biomarker pentru a distinge Intre astm bronsic si BPOC in
populatia caucaziana. Acest lucru extinde cunostintele disponibile despre acest
subiect, care erau limitate pana acum la rezultatele din cohortele japoneze [59,62].

Rezultatele prezentului studiu pilot sunt de larg interes pentru comunitatea
europeana a cercetdtorilor din domeniul bolilor pulmonare, in special celor din
Europa de Est, unde incidenta tulburarilor respiratorii asociate fumatului este printre
cele mai ridicate la nivel mondial [71]. Adultii de varsta mijlocie si tinerii cu BPOC au
aratat o prevalenta semnificativ mai mare a fumatului decat cei diagnosticati cu astm
bronsic.

Nivelurile serice de YKL-40 masurate la pacientii cu BPOC au fost semnificativ mai
inalte decat cele observate pentru astm bronsic. Aceste constatari completeaza datele
de la populatiile asiatice [59,62]. Prin urmare, datele noastre ofera pentru prima dat3,
dovezi pertinente pentru aplicabilitatea clinica potentiala a YKL-40 ca biomarker
pentru a delimita intre BPOC si astm bronsic la caucazieni.

In studiul nostru fibrinogenul a fost semnificativ mai crescut la pacientii cu BPOC
comparativ cu cei cu astm bronsic.

Dovezi tot mai multe sustin existenta unei asocieri semnificative, dependente de
concentratie, Intre nivelurile crescute de fibrinogen si functia pulmonara diminuats,
si risc crescut de dezvoltare a BPOC si aparitia episoadelor de exacerbare, respectiv
scaderi mai mari ale raportului VEMS/FVC la cohortele de varstnici [80-83].

La pacientii astmatici s-au evidentiat asocieri puternic pozitive intre fibrinogen si
VSH si PCR pre-tratament, in timp ce YKL-40 parea a fi independent de celelalte
variabile analizate. =~ Aceste constatari pot reflecta faptul bine-cunoscut ca
fibrinogenul, PCR si VSH sunt markeri generali ai inflamatiei sistemice si tind sa fie
direct legati intre ei, chiar si la subiectii sanatosi [86,87].

Cele mai semnificative corelatii la pacientii cu BPOC au fost gasite pentru YKL-40;

adica asocierea negativa cu parametrii legati de limfocite si asocierea pozitiva, dar
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mai slaba, cu parametrii legati de neutrofile. Date fiind legaturile stranse dintre YKL-

40 si neutrofile si intre neutrofile si limfocite [88,89,90], este plauzibil sa creasca
nivelul seric de YKL-40 mediat de numarul total de neutrofile, astfel produce o
scadere a numarului total de limfocite si a procentului de limfocite. Acest echilibru
alterat de neutrofile si limfocite ofera dovezi indirecte pentru niveluri mai mari de
inflamatie in BPOC decat in astm bronsic [91].

Interesant este, ca subiectii cu YKL-40 ridicat au prezentat un profil inflamator
caracterizat prin cresterea semnificativa a nivelurilor de procalcitonina. Servind ca
marker al infectiilor bacteriene, procalcitonina este foarte utila pentru ghidarea
tratamentului cu antibiotice in infectiile respiratorii [92], astfel poate prezice
exacerbarile acute ale BPOC si astm bronsic mai degraba decat sa diagnosticheze sau
sa delimiteze aceste afectiuni pulmonare [93-95]. Deoarece aceasta proteina este
precursorul calcitoninei - hormon cheie in homeostazia calciului [96] - acesti subiecti
sunt susceptibili de a prezenta alterari ale homeostaziei calciului. Exista, Intr-adevar,
dovezi care sustin rolul implicarii Ca2*in dezvoltarea/exacerbarea bolilor respiratorii
cronice [97].

Pacientii cu fibrinogen crescut au evidentiat un pattern de inflamatie distinct in
comparatie cu cei care au prezentat nivel YKL-40 ridicat, cu cresterea semnificativa a
[L-6 si concentratii PCR pre-tratament crescute.

IL-6 - un mediator cheie al raspunsului inflamator - induce sinteza hepatica a PCR
[98]. Acest lucru poate explica cresterea simultana a acestor biomarkeri la subiectii
din cel mai mare cuartil de fibrinogen. Observam ca nivelurile PCR post-tratament in
ultimul strat au revenit la valori comparabile cu cele observate la adultii cu un nivel
scazut de fibrinogen, In ciuda faptului ca au fost semnificativ crescute inainte de
tratament. Aceste date confirma eficacitatea antiinflamatoare a tratamentului
administrat.

Cu toate acestea, nu a existat nicio relatie Intre YKL-40 seric si fibrinogen in
grupurile de pacienti cu astm bronsic si BPOC. Impreuna cu datele mentionate mai
sus, constatarile noastre sugereaza ca acestea doua variabilele servesc ca biomarkeri

independenti. Acest lucru ar putea reflecta diferite aspecte moleculare, cum ar fi
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inflamatia cronica subiacenta legata de tulburarea functiei respiratorii. UtilizareaYKL-

40 sau fibrinogenului ca biomarkeri unici a avut sensibilitate scazuta, dar specificitate
relativ ridicata in discriminarea Intre astm bronsic si BPOC. Utilizarea lor combinata a
imbunatatit in totalitate specificitatea diferentierii intre aceste afectiuni respiratorii
obstructive cronice. Prin urmare, pacientii cu fibrinogen scazut si niveluri scazute de
YKL-40 sunt foarte probabil sa fie diagnosticati mai degraba cu BPOC decat cu astm
bronsic. Cercetarile viitoare trebuie sa examineze mai indeaproape legaturile dintre
YKL-40 si aceste boli.

In ceea ce priveste relevanta practici a nivelului de YKL-40 ca biomarker pentru a
delimita intre BPOC sever si BPOC foarte sever, dupa cunostintele noastre, acesta este
primul studiu care oferd o perspectiva asupra acestui aspect. In plus, descoperirile
prezente Imbunatatesc cunostintele existente cu privire la legatura dintre YKL-40 si
parametrii hematologici in BPOC. Rezultatele acestui studiu au implicatii
semnificative pentru intelegerea potentialului YKL-40 seric si a parametrilor
hematologici ca markeri de prognostic pentru BPOC inclusiv predictia exacerbarilor,
declinul functiei pulmonare, mortalitatea si raspunsul la tratament.

Majoritatea adultilor de varsta mijlocie si tineri cu BPOC avansat erau fumatori
actuali. Acest lucru este in concordanta cu datele din literatura de specialitate care
sustine rolul critic al fumatului in dezvoltarea BPOC [73,74,103].

In lucrarea de fat3, prevalenta acestei boli a fost mai mare la barbati decat la femei.
Intr-adevir, datele epidemiologice compilate de la Eurostat au aratat ca 30,6% dintre
barbatii romani au fumat in 2019 fata de doar 7,5 % dintre femei [104].

Cea mai evidenta modificare a parametrilor hematologici (fata de nivelurile
normale) a fost numarul absolut de leucocite (ALLC) ridicat. Avand in vedere rolul
esential al leucocitelor in raspunsul organismului la infectie, inflamatie sau leziuni
tisulare [108], se crede ca acest eveniment imunitar provine din inflamatia crescuta si
remodelarea cdilor respiratorii asociate cu BPOC [109].

De asemenea, merita mentionat faptul ca limfocitele au fost singurele tipuri de

leucocite, care au prezentat valori in afara intervalului de referintd, mai precis valori
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subnormale. Aceasta dereglare a sistemului imunitar, numita si limfopenie, apare In

perioadele severe de boald sau exacerbari ale BPOC, in timp ce persoanele cu boala
stabila prezinta de obicei valori normale de limfocite [110]. Din moment ce populatia
studiata a inclus adulti cu BPOC avansat care au fost internati In spital in timpul
episoadelor de exacerbare ale bolii, limfopenia poate reflecta pur si simplu aceasta
stare de fapt [111]. Cu toate acestea, este posibil ca aceasta afectiune sa fie legata de
severitatea bolii la pacientii recrutati [112]. Mai mult, terapia prelungita sau cu doze
mari de corticosteroizi —adesea intalnita la persoanele cu BPOC avansat - poate, de
asemenea, induce limfopenie[113].

Literatura de specialitate ofera putine informatii despre nivelurile serice de YKL-
40 in BPOC avansat. Cu toate acestea, se stie ca valorile masurate in timpul
episoadelor de exacerbare pot fi semnificativ mai mari in comparatie cu perioadele
stabile [114].

Subiectii inrolati in prezentul studiu au fost internati in spital in episoade de
exacerbare si prin urmare, este probabil ca toti acesti pacienti sa fi fost in aceeasi faza
a bolii. Datorita absentei unor diferente semnificative Intre grupuri in concentratiile
serice de YKL-40, descoperirile actuale nu favorizeaza utilizarea acestui biomarker
pentru a delimita intre BPOC sever si BPOC foarte sever.

Studiul de fata a identificat un procent de neutrofile semnificativ mai mare, dar un
numarul absolut de neutrofile (ANC) similar in serul adultilor cu nivel ridicat de YKL-
40 si BPOC sever fata de adultii cu nivel de YKL-40 scazut si BPOC avansat. Prin
urmare, se pare ca aceasta categorie de pacienti afiseaza modificari in procentul altor
tipuri de leucocite mai degraba decat modificari cantitative legate de numarul de
neutrofile. Seturi de date legate de celelalte clase de leucocite sustin aceasta
presupunere. Astfel, cele mentionate mai sus au evidentiat o scadere semnificativa
atat a numarului absolut de limfocite(ALC), cat si a procentului de limfocite in
comparatie cu indivizii cu nivel de YKL-40 scazut.

Valori similare pentru numarul absolut de neutrofile (ANC), dar numar absolut de
limfocite(ALC) semnificativ mai scazute pot explica raportul neutrofile/limfocite

(NLR) semnificativ crescut observat aici la subiectii cu YKL-40 ridicat. Valorile NLR

26



Biomarkeri predictibili cu aplicabilitate clinicd in aparitia, agravarea si raspunsul la
tratament al bolilor pulmonare cronice
reflectd un dezechilibru intre neutrofile si limfocite, ceea ce indica inflamatie

sistemica in curs si serveste ca un marker general al activitatii bolii, severitatii si
prognosticului [120].

In ciuda cunostintelor limitate care leagd YKL-40 seric de raportul
neutrofile/limfocite In BPOC, exista dovezi paraclinice indirecte ale potentialelor
asocieri. Este deja cunoscut ca raportul neutrofile/limfocite crescut indica o stare
proinflamatoare [120], in timp ce concentratiile serice crescute de YKL-40 reflecta
inflamatia si remodelarea tisulara [114].

Ca rezultat, combinatia intre raportul neutrofile/limfocite crescut si YKL-40 seric
poate avea efecte sinergice in contributia la progresia bolii si riscul de exacerbare,
indicand un potential fenotip de boalda mai severa si mai progresiva.

Acest studiu ofera primele dovezi care conecteaza parametrii hematologici, cum ar
fi cei legati de bazofile(numarul absolut de bazofile (ABC), procentul de bazofile) si
YKL-40 seric la pacientii cu BPOC. Scaderea semnificativa a numarului de bazofile
observata la subiectii cu YKL-40 ridicat poate fi influentat de factori multipli. Avand in
vedere rolul lor in medierea alergiilor si declansarea raspunsului inflamator prin
migrarea la locul inflamatiei [128], este posibil ca bazofilele sa fie recrutate din sange
apoi transportate la nivelul tesutului pulmonar, producand astfel o scadere a celulelor
circulante. De asemenea, acest eveniment ar putea reflecta redistribuirea cauzata de
inflamatie a bazofilelor din fluxul sanguin [129] In plamani ca raspuns la
concentratiile crescute de YKL-40 in ser. Iar in ultimul rand inflamatia persistenta a
cailor respiratorii la subiectii BPOC avansat poate produce activarea si degranularea
cronica a bazofilelor, cu eliberarea ulterioara de granule care duc la epuizarea sau
scaderea nivelului bazofilelor In sange [130]. Bazofilia tisulara a fost recent
identificata ca un nou semn distinctiv al BPOC avansat [128].

In general, rezultatele studiului de fatd indica faptul ci YKL-40 seric ridicat in
BPOC avansat este asociat cu valori semnificativ scazute pentru limfocite, parametrii
hematologici legati de eozinofile si bazofile, dar fara modificari ale neutrofilelor si

numadrului de monocite in comparatie cu indivizii YKL-40 scazut. Aceste date
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sugereaza mai mult afectarea severa a raspunsului imun al acestor pacienti, probabil

legata de epuizarea celulelor imune si conducand la un profil de risc mai sever.
Identificarea acestor caracteristici noi ale BPOC avansat ilustreaza complexitatea si
heterogenitatea acestei tulburari respiratorii cronice inflamatorii cu privire la
imunopatologie, cu posibile implicatii pentru tratamentul personalizat.

Desi concluziile ar trebui interpretate cu prudenta, acest studiu ofera cateva
perspective interesante asupra conexiunii dintre YKL-40 si parametrii hematologici
in BPOC avansat. Un punct forte cheie este ca efectueaza o examinare cuprinzatoare
asupra mai multe tipuri de leucocite. Un alt punct forte al prezentului studiu este
faptul ca subiectii erau potriviti in functie de varsta si sex inainte de Inceperea
studiului. Acest lucru ne-a permis sa evitam riscul de a fi nevoiti sa facem analize cu
prea multe straturi, cu dimensiunea redusi a esantionului [131]. In schimb,
majoritatea studiilor privind YKL-40 si BPOC au fost utilizate pentru ajustarea
statisticd a varstei pentru a limita partinirea legata de varsta pentru cohorte
comparate (de exemplu, [62], [58],[133]).

Deoarece toate analizele biochimice au fost efectuate pentru pacienti in timpul
perioadelor de exacerbare, este de asemenea, probabil ca profilurile hematologice si
nivelurile YKL-40 sa fi fost modificate In comparatie cu perioadele stabile ale bolii
[110, 119]. Ca urmare, amploarea schimbarilor acestor parametri ar trebui sa fie mai
mare si, prin urmare, mai relevanta pentru intelegerea legaturii imunopatologice
intre YKL-40 si parametri hematologici in bronhopneumopatia obstructiva cronica

avansata.
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CONCLUZII GENERALE

In concluzie, studiul nostru arati, ci in viitor am putea folosi YKL-40 seric in
combinatie cu ceilalti markeri inflamatori in diagnosticul si urmadrirea evolutiei
pacientilor cu boli pulmonare cronice. Acesti pacienti prezentand si profiluri
inflamatorii distincte.

Pacientii cu nivel crescut de YKL-40 indiferent de boala pulmonara diagnosticata
au prezentat niveluri semnificativ crescute de procalcitonini. In contrast, subiectii cu
fibrinogen crescut au prezentat concentratii semnificativ crescute de IL-6 si niveluri
crescute de PCR pre-tratament.

In ciuda limitarilor studiului nostru, rezultatele de fati sugereazi ci YKL-40
seric este intr-adevar un biomarker promitator pentru diagnosticul diferential intre
bronhopneumopatia obstructiva cronica si astmul bronsic nu numai In populatia
asiatica, ci si In cea caucaziana. Avem nevoie de studii transnationale efectuate cu
dimensiuni mai mari ale esantionului si implicind pacienti cu fenotipuri diferite ale
acestor boli.

Acest lucru ar trebui sa ajute la definirea unui interval de referinta mai precis
al valorilor YKL-40 asociate cu bronhopneumopatia obstructiva cronica, astm bronsic
si alte boli respiratorii. Mai mult, detinerea de seturi mari de date va facilita generarea
unei curbe ROC (receiver operating characteristic) pentru acest biomarker, care, in
conditiile prezente, nu a fost posibila din cauza caracterului exploratoriu al acestui

proces si utilizarea unei valori limita unice definite a posteriori.
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ORIGINALITATEA TEZEI SI CONTRIBUTIILE INOVATIVE

Originalitatea tezei de doctorat intitulatd “Biomarkeri predictibili cu
aplicabilitate clinica in aparitia, agravarea si rdaspunsul la tratament al bolilor
pulmonare cronice” consta in faptul c3, dupa cunostintele noastre In Romania este
prima lucrare stiintifica, care urmareste legatura dintre nivelul seric de YKL-40 in
comparatie cu markerii inflamatori deja cunoscuti si utilizati In activitatea clinic3,
cum ar fi: fibrinogen, PCR, VSH, procalcitonina, valoarea absoluta a limfocitelor si
raportul dintre valoarea absoluta a neutrofilelor si limfocitelor precum si raportul
dintre valoarea absoluta a eozinofilelor si limfocitelor la pacientii cu boli pulmonare

cronice (astm bronsic si bronhopneumopatia obstructiva cronica).
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