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Doktorski rad Ivana Jerkovié¢

1. UVOD

Astma je najcesca kroni¢na bolest donjih disnih puteva kod djece (1). Karakterizira je kroni¢na
upala diSnih putova uz prisutne epizode pogorsanja sa simptomima kratkoce daha, kaslja,
zvizdanja, stezanja i pritiska u prsistu. To je heterogena bolest koja se manifestira razlic¢itim
fenotipovima i endotipovima, uzrokovana interakcijom genskih i okolisnih ¢imbenika (2).
Dijagnoza astme temelji se na anamnezi s tipi¢nim simptomima, ogranic¢enim protokom zraka
prilikom izdisaja i pozitivnim bronhodilatacijskim testom (Globalna inicijativa za astmu-GINA
2023.) (3). Prema dominantnom pokretacu ili trigeru razlu¢eno je nekoliko fenotipova astme;
astma izazvana alergenom, astma izazvana virusima, astma izazvana naporom, astma nejasne
etiologije, od kojih je kod djece naj¢esc¢a alergijska astma. Ona moze bili udruzena s drugim
alergijskim bolestima poput atopijskog dermatitisa, alergijskog rinitisa, alergije na hranu te
pozitivnom obiteljskom anamnezom za alergijske bolesti (4,5). Kod djece i odraslih koji boluju
od astme moze se u nekom periodu zivota razviti remisija astme. Remisija astme se definira
kao stanje bez aktivnosti bolesti i moze biti spontana ili rezultat terapije. Oko polovine djece
kojoj je astma dijagnosticirana u predskolskoj dobi ulazi u remisiju tijekom adolescencije (6).
Tijekom pracenja remisije bolesti uoceno je postojanje dva tipa remisije. Jedan tip je klinicka
remisija koja se definira kao odsustvo simptoma astme i neuzimanje terapije najmanje godinu
dana. Drugi tip remisije je kompletna remisija kod koje osim prestanka simptoma i neuzimanja
terapije oboljeli imaju 1 urednu pluénu funkciju (FEV1>90%) te normoreaktivnost bronha (bez
bronhalne hiperreaktivnosti) (7). U istrazivanjima provedenim kod djece uoceno je da tijekom
visegodisnjeg razdoblja oko 30% djece razvije klini¢ku remisiju i 22% djece kompletnu
remisiju astme (8).

Mehanizam nastanka remisije je jo$ uvijek nepoznat (9). Istrazivanja pokazuju da je u klinickoj
remisiji 1 dalje prisutna upala diSnih puteva kao 1 njihovo remodeliranje. Biopsijom bronha
utvrden je povecan broj eozinofila, mastocita, makrofaga, T limfocita te interleukina 5 (IL-5)
(10). Djeca s klinickom remisijom imaju nerijetko i odrzanu bronhalnu hiperreaktivnost i/ili
niZzu plu¢nu funkciju. To ukazuje na Cinjenicu da prihvacanje definicije remisije, samo kao
odsustvo simptoma i terapije, nije adekvatno, jer se ne prepoznaju bolesnici sa subklinicki
aktivnom bolesti, rizikom perzistencije i progresije bolesti zbog nastavka remodeliranja di$nih
putova (8). U adolescenata s remisijom smanjenje bronhalne hiperreaktivnosti se najcesce

dokazuje metakolinskim testom (11).
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Znanstvena je nepoznanica prepoznavanje ¢cimbenika koji su povezani s mehanizmima razvoja
remisije i smanjenjem ili nestankom upale u donjim diSnim putevima. Stoga bi ¢imbenici koji
mogu modulirati imunoloski odgovor ili kroni¢nu upalu mogli imati u¢inak na razvoj remisije

u adolescenata s astmom.

Tijekom imunoloskog odgovora, stanice imunosnog sustava medusobno komuniciraju preko
signalnih molekula, citokina. Imunosni odgovor na infekciju reguliran je dinamickim odnosom
izmedu Thl, Th2, Th9, Th17 1 Th22 citokina. Prema funkciji u organizmu dijele se na protu-
upalne i pro-upalne citokine. Protu-upalni citokini kao S§to je interferon gama (IFN-y), imaju
ulogu u reguliranju i kontroli astme, za razliku od pro-upalnih citokina IL-4, IL-5. 1L-13, faktora
tumorske nekroze alfa (TNF-a) koji podrzavaju upalu kod astme. IstraZivanja su pokazala da
postoji razlika u koncentraciji citokina kod djece s aktivnom astmom i astmom u remisiji. Tako
je utvrdeno da djeca koja imaju aktivnu astmu imaju viSu koncentraciju pro-upalnih citokina,

za razliku od djece s remisijom astme (12).

Poznao je da su vitamini esencijalni mikronutrijenti koji imaju imunomodulatorsku ulogu,
primarno u tzv. finom podesavanju imunoloske reakcije, te Uravnotezuju imunoloski odgovor
u borbi protiv infekcija sprje¢avajuci pretjeranu upalu. Odrzavanje optimalne razine vitamina,
posebno vitamina D, E, A i C klju¢no je i za urodeni i za steCeni imunoloski odgovor (13).
Takoder je poznato da vitamini djeluju kao kljuéni imunomodulatori u bolesnika s astmom
utjeCuci na diferencijaciju T-stanica, suzbijajuci proupalne citokine 1 smanjujuci upalu diSnih

putova (14).

Vitamin D je vitamin topiv u mastima, vazan za zdravlje kostiju kao i za imunosni sustav u
borbi protiv mikroorganizama, kao S$to su respiratorni virusi koji su ¢esto okidaci egzacerbacija
astme. Sjedilacki nacin zivota i promjene u prehrani mogu uzrokovati manjak vitamina D.
Moguce je da je manjak vitamina D povezan s povecanjem reaktivnosti diSnih putova, nizom
plu¢nom funkcijom, losijom kontrolom astme i slabijim odgovorom na steroidnu terapiju (15).
Mnoga istrazivanja pokazala su povezanost manjka vitamina D s razvojem egzacerbacija astme
(16, 17). Vitamin D ima i antimikrobni u¢inak te je brojnim istrazivanjima utvrdeno da smanjuje
broj respiratornih infekcija i egzacerbacija astme (18). Snizena koncentracija vitamina D
povecava ekspresiju citokina koji poticu upalu (pro-upalni citokini) §to ima za uc¢inak upalu u

disnim putovima. U pojedinim istrazivanjima je utvrdeno da uzimanje vitamina D poboljSava
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kontrolu i smanjuje tezinu astme (19,20). Takoder bolesnici s tezim oblikom astme i
nekontroliranom astmom imaju niZzu koncentraciju D vitamina (21,22). Istrazivanja pokazuju i
razliku u koncentraciji vitamina D i ukupnog imunoglobulina E (ulgE) u bolesnika s
egzacerbacijama 1 remisijom astme. Vitamin D je niZi za vrijeme egzacerbacije nego u remisiji
1 kod zdrave djece, dok je ulgE povisen kod astmaticara i u egzacerbaciji i remisiji bolesti u
odnosu na zdravu djecu (23). Prema epidemioloskim istrazivanjima i meta-analizama manja
koncentracija vitamina D u djece povezana je s povecanim rizikom za razvoj astme (24). Astma

je bolje kontrolirana kod djece s urednim vrijednostima D vitamina (25).

Vitamin A je ime za grupu retinoida topivih u mastima ukljucujuéi retinol, retinal i retinil estere.
Kljucan je za funkcioniranje imunosnog sustava, vida, reprodukcije i stanicnog rasta kao i
diferencijaciju i normalno formiranje i odrZavanje srca, pluca, bubrega i drugih organa.
Nadoknada se vr$i putem hrane i dodataka prehrani. Prehrana s viSe vitamina A je povezana s
boljom pluénom funkcijom i manjim rizikom za razvoj astme. Istrazivanja su pokazala da
bolesnici s astmom i oni koji imaju tezi oblik astme imaju niZze vrijednosti A vitamina u
usporedbi sa zdravima i1 onima s blaZom astmom. Jasno je da postoji povezanost izmedu astme
1 deficita vitamina A, a u pojedinim istraZivanjima je utvrdeno da uzimanje vitamina A moze

sprijeCiti astmu i smanjiti simptome bolesti (26,27).

Vitamin E je vitamin topiv u mastima. Poznat je njegov protuupalni i antioksidativni u¢inak te
moze imati pozitivan ucinak na astmu. Takoder odrzava zdravlje koze i o¢iju te sluzi za obranu
organizma protiv infekcija. Nekoliko istrazivanja na zZivotinjama pokazalo je da vitamin E
smanjuje upalu diSnih putova za vrijeme respiratorne infekcije uzrokovane mikroorganizmima
kao i razvoj upale kod astme (28). U istrazivanjima na ljudima postoje oprecna istrazivanja. U
jednom istraZivanju provedenom kod djece nije utvrdena razlika u koncentraciji vitamina E kod
djece s astmom i zdrave djece (29). Dok je protuupalni u¢inak vitamina E u vise istraZivanja

potvrden, joS$ uvijek je upitna uloga vitamina E u razvoju astme (30).

Poznato je da je astma kroni¢na upalna bolest te su kod oboljelih nadene povisene vrijednosti
pojedinih upalnih biljega koji bi mogli posluziti kao biomarkeri. Biomarkeri su korisni u
otkrivanju bolesti, stupnjevanju tezine i aktivnosti bolesti, predvidanju prognoze bolesti te
procjeni i pracenju odgovora na lijeCenje. Biomarkeri kod astme su myjerljivi bioloski

pokazatelji koji se koriste za identifikaciju specificnih podtipova bolesti (endotipova),
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predvidanje rizika od pogorSanja i usmjeravanje ciljanih bioloskih terapija. Mogu se podijeliti

u markere visoke upale tipa 2 (T2) i markere niske upale tipa 2 (T2).

Biomarkeri upale tipa 2 (T2) odrazavaju eozinofilne ili alergijske putove astme. Vrlo su korisni
za odredivanje indikacija za lijeCenje bioloskim lijekovima (npr. anti-IgE, anti-IL-5, anti-1L-
4R). Najcesce se odreduje broj eozinofila u krvi. Poviseni eozinofili obi¢no >150 do >300
stanica/pL ukazuju na eozinofilnu upalu di$nih putova i usmjeravaju odabir bioloske terapije.
Frakcija izdahnutog dusikovog oksida (FeNO) je neinvazivni test kojim se mjeri dusikov oksid
u izdahnutom zraku. Vise razine ukazuju na upalu di$nih putova i pomazu u pracenju odgovora
na kortikosteroide i bioloske lijekove. Nadalje kao biomarkeri T2 upale odreduju se ukupni
serumski imunoglobulin E (IgE) ili alergen-specifi¢na IgE antitijela u krvi, identificirajuci

alergijske fenotipove astme (31).

U astmi se osim navedenih koristi vise biomarkera koji ukazuju na stupanj aktivnosti bolesti i
razvoj upale, primjerice eozinofilni kationski protein (ECP), visoko osjetljiv C reaktivni protein
(hsCRP).

Mjerenje ECP-a omogucava pracenje aktivnosti alergijske upale. Tijekom protuupalne terapije
zabiljeZen je pad vrijednosti ECP-a te je njegova vrijednost niZa u bolesnika s astmom u remisiji
u odnosu na bolesnike tijekom akutne egzacerbacije (32).

Kao parametar upale koristi se 1 hsCRP. Koncentracija hsCRP veca je u bolesnika s astmom
nego u zdrave djece. Povecana koncentracija povezana je s bronhalnom hiperreaktivno$cu 1
respiratornim oSte¢enjima (33).

Osim navedenih biomarkera koji se primjenjuju u klinickoj praksi u endotipizaciji astme, za
pracenja dinamike i progresije bolesti, izbora i odgovora na terapiju, kao i procjeni rizika za
razvoj remisije astme, istraZzuju se novi biomarkeri, kao $to su citokini; interleukin 4 (IL-4),
interleukin 5 (IL-5), interleukin 13 (IL-13), faktor tumorske nekroze alfa (TNF-a), interferon
gama (IFN-y).
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1.1. Hipoteze:

H1: Adolescenti kod kojih se razvila remisija astme imaju viSu koncentraciju vitamina D, A i
E u odnosu na adolescente koji imaju aktivnu astmu

H2: Koncentracija upalnih biomarkera je visa kod adolescenata s aktivnom astmom u odnosu
na adolescente s remisijom astme

H3: Koncentracija biljega upale (ECP, hsCRP i FeNO, IL-4, IL-5, IL-13, TNF-a, IFN-y) je

povezana s koncentracijom vitamina D, A i E

1.2. Ciljevi istrazivanja:

C1: Utvrditi postoji li visa koncentracija vitamina D, A i E u adolescenata koji su razvili
remisiju astme u usporedbi s adolescentima koji imaju aktivnu astmu

C2: Utvrditi postoji li povezanost upalnih biomarkera (ECP, hs-CRP, FeNO, IL-4, IL-5, IL-13,
TNF-a, IFN-y) s razvojem remisije astme kod adolescenata

C3: Utvrditi povezanost koncentracije vitamina D, A i E s koncentracijom biljega upale (ECP,
hsCRP, FeNO, IL-4, IL-5, IL-13, TNF-a, IFN-y) u adolescenata u remisiji astme

Cilj istrazivanja je doprinijeti boljem razumijevanju uloge vitamina D, A 1 E te upalnih
biomarkera u razvoju remisije kod djece s astmom. Jo$ nije u potpunosti razrijeSeno zasto neka
djeca kojima je astma dijagnosticirana u predSkolskoj dobi ulaze u remisiju tijekom
adolescencije, dok druga i dalje imaju simptome astme te potrebu za redovitom terapijom. U
skladu sa spoznajama o sprezi okoliSnih 1 geneti¢kih ¢imbenika u nastanku i razvoju astme,
kljucno je istraziti ¢cimbenike rizika kako bi se planirala u¢inkovita prevencija, ali i lijeCenje
astme te smo u skladu s tim pokusali istraziti moze li nedostatak vitamina imati znac¢ajnu ulogu
u razvoju astme te razvoju remisije bolesti kroz mjerenje razine vitamina D, A i E te utvrditi
dijagnosticku vrijednost upalnih biomarkera za procjenu kontrole i terapije bolesti, rizika za

perzistenciju i/ili remisiju astme.
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2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Astma

2.1.1. Definicija astme

Astma je kroni¢na upalna bolest diSnih putova, uzrokovana interakcijom okoliSnih i genetskih
¢imbenika. Najc¢es¢e dominiraju simptomi piskanja, nedostatka zraka, stezanja u prsima i
kaslja. U dijagnostickim nalazima prisutna je smanjena plu¢na funkcija koja se poboljsava
primjenom odgovarajucih lijekova. Simptomi astme ili egzacerbacija astme se pogorSavaju

tijekom infekcije, izloZenosti alergenima, hladnom zraku ili tjelesnom napor (GINA 2023.) (3).

2.1.2. Prevalencija astme kod djece

Astma je najcesca kroni¢na bolest kod djece, globalna prevalencija Cesto se procjenjuje na oko
9-10%. Prevalencija se znacajno razlikuje ovisno o regiji i stupnju razvoja zemlje. U razvijenim
zemljama poput Ujedinjenog Kraljevstva, kao i dijelovima Latinske Amerike prevalencija je
preko 20%, dok u dijelovima Azije i Afrike ona iznosi 2-4%.

Podaci iz studije globalnog tereta bolesti (GBD 2021.) ipak pokazuju smanjenje globalne
prevalencije astme kod djece i adolescenata za 29,78% od 1990. godine.
Prema podacima iz navedene studije prevalencija astme u svijetu kod djece bila je oko 10,2%.
U Aziji je prevalencija djecje astme bila najveca u Katru 21%, a najniza u Kuvajtu 2%. U Europi
je prevalencija djecje astme bila najve¢a u Ujedinjenom Kraljevstvu 14%, a najniZa u Grckoj
4%. U Latinskoj Americi je prevalencija veca u Brazilu 17%, nego u Ekvadoru 12%, dok je u
Sjevernoj Americi najveéa u Meksiku 15%, a najniza u SAD-u 12%. Medu euroazijskim
zemljama prevalencija dje¢je astme u Turskoj bila je 15%, a u Rusiji 4% (34, 35).

Procjenjuje se da izmedu 6% 1 10% djece u Hrvatskoj boluje od astme. Postoje znacajne razlike
izmedu kontinentalnog dijela i priobalja. U velikim gradovima 1 industrijskim centrima biljeze
se nesto visi postoci, ¢esto povezani s kvalitetom zraka 1 veCom izlozenos¢u alergenima. Prema
studijama hrvatskih autora prevalencija u gradu Zagrebu iznosi oko 6% (36), u Primorsko-
goranskoj zupaniji U djece u dobi od 6 do 7 godina prevalencija je 9,7%, a u djece u dobi od 13
do 14 godina 8,4% (37), dok je za djecu u Medimurskoj Zupaniji, u dobi od 12 do 14 godina,
prevalencija 5,11% (38).
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2.1.3. Etiologija astme

Genetika

Uz ¢imbenike okoli$a, na predispoziciju za astmu snazno utjeCu genetski ¢imbenici. Ranije
studije koje su proucavale razvoj astme unutar obitelji pokazale su da genetika igra vaznu
ulogu u razvoju astme i alergije (39). Novije studije o patomehanizmima astme i povezanosti
s genetskim i epigenetskim ¢imbenicima primjenjivale su se studijama asocijacije na razini
cijelog genoma (engl. Genome-wide association studies, GWAS), koje su identificirale tisuce
genetskih varijanti povezanih s razvojem astme. Vecina tih genetskih varijanti nalazi se u
nekodiraju¢im genomskim regijama. Razvoj novih tehnologija u genomici i epigenetici
otvorio je nove moguénosti povezivanja genetskih varijanti s regulatornim elementima gena
ugradenim u nekodirajuée regije, $to je doprinjelo otkrivanju molekularnih mehanizama koji

leZe u osnovi sloZene genetike i epigenetike astme (40).

Naime, Studije asocijacije na razini cijelog genoma identificirale su tisu¢e polimorfizama
jednog nukleotida (SNP) povezanih s rizikom za razvoj astme. Vecina tih varijanti koje se
nalaze u nekodiraju¢im regijama reguliraju imunoloski odgovor 1 strukturni integritet diSnih

putova.

Primjera radi, lokus ORMDL3/GSDMB (17g21) je povezan s funkcijom epitelnih stanica,
astmom s po¢etkom u djetinjstvu i povecanim odgovorom di$nih putova. Nadalje, kljuéni geni
povezani s imunolo$kim odgovorom ukljuceni su u signalizaciju citokina izvedenih iz epitela i
upalu tipa 2. Gen ADAM33 je povezan s preoblikovanjem disnih putova (remodeliranjem) i

strukturnim razvojem stanica glatkih misi¢a donjih di$nih puteva (41,42).

Geni i okoli$

Okolisni ¢imbenici uzrokuju tzv. epigenetske modifikacije. Naime, epigenetski mehanizmi
mijenjaju nacin Citanja gena bez promjene temeljnog slijeda molekule DNA. Ove dinamicke
promjene mogu biti uzrokovane izlaganjem okoliSu i mogu trajati ili se ¢ak prenositi

transgeneracijski.
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Razluc¢ujemo nekoliko kljuénih epigenetskih modifikacija:

1. Metilacija molekule DNA: Dodavanje metilnih skupina u blizini promotorskih regija obi¢no
potiskuje transkripciju. Promijenjeni obrasci metilacije Cesto se opazaju u imunoloskim
stanicama i epitelu diSnih putova osoba s astmom.

2. Modifikacija histona: Promjene putem acetilacije ili metilacije histonskih repova
modificiraju strukturu kromatina, "ukljuc¢ujuc¢i” ili "iskljucujuéi" upalne ili zastitne gene.

3. Ekspresija mikroRNA (miRNA): Nekodiraju¢e molekule RNA reguliraju posttranskripcijsku
ekspresiju gena, utjeCuéi na putove povezane s kontrakcijom glatkih misi¢a i upalom di$nih
putova.

IzloZenost okolisnim ¢imbenicima izravno djeluje na epigenetske i genetske modifikacije.
Geni kodiraju enzime koji inhibiraju inhalirane agense (npr. gen koji kodira glutation
transferazu) i onecis¢enje okolisa), dok u nekim slu¢ajevima izlozenost alergenima moze imati
ucinak na ekspresiju gena putem epigenetskih mehanizama, poput metilacije molekule DNA ili
modifikacije histona. Vjeruje se da je epigenetska modifikacija molekule DNA odgovorna za
fenotipske razlike koje se razvijaju tijekom vremena izmedu monozigotnih blizanaca. Putem
epigenetske modifikacije molekule DNA kroz nacin Zivota i izloZenost kemikalijama dolazi do
utjecaja na osjetljivost na bolesti (43). Prehrana, pusenje, infekcije, maj¢in stres ¢imbenici su
koji utjecu na fetalnu genetsku ekspresiju, a daljnja moguénost za epigenetsku modifikaciju u
ranom zivotu moze omoguciti ¢imbenicima okoliSa da modificiraju djetetov genom s
potencijalom da uzrokuju alergiju i astmu. Izlozenost duhanskom dimu ili Cesticama
povezanim s prometom pokrece hiper- ili hipo-metilaciju u genima poput ADRB2 (geni za beta-
2 adrenergicki receptor), Sto korelira sa losijim odgovorom na protuupalnu terapiju (npr. IKS)
ili s tezinom simptoma astme.

In utero okruzenje i rana izlozenost mikrobima (higijenska hipoteza) oblikuju osnovne
epigenetske profile T-stanica, odredujuci cjelozivotni rizik za razvoj alergijske astme
(44,45,46).
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Izlozenost duhanskom dimu

Pusenje majki tijekom trudnoce kao i izlozenost dimu nakon poroda povezano je s promjenama

na diSnim putevima kod djece te povecanim rizikom od alergije na hranu (47).

Prehrana

Prehrana igra znac¢ajnu ulogu u kontroli rizika od razvoja astme, prvenstveno kroz u¢inak na
sistemsku upalu 1 kontrolu tjelesne tezine. Prehrana bogata antioksidansima, vlaknima i
nezasi¢enim mastima (poput mediteranske prehrane) pomaze u smanjenju upale disnih putova
i poboljsanju kontrole bolesti. Suprotno tome, zapadnjacka prehrana bogata zasi¢enim mastima,
preradenim namirnicama i ultra-preradenom hranom moze pogorSati simptome astme i

povecavati rizik od egzacerbacije astme.

Prehrana bogata antioksidansima (npr. vitamini C i E, beta-karoten) pomaze u neutralizaciji
slobodnih radikala i smanjenju upale disnih puteva, a povecan unos hrane bogate

antioksidansima pozitivno korelira s boljom kontrolom astme.

Prehrana bogata vlaknima podrzava zdrav crijevni mikrobiom, koji pozitivno modulira
imunoloski i protuupalni odgovor. Visoka konzumacija ultra-preradene hrane (preko 30%
dnevnih kalorijskih potreba) povezana je s gotovo ¢etverostrukim poveéanjem rizika od astme,

§to se primarno povezuje s unosom kemijskih aditiva i proupalnim sastojcima.

Pretjerani unos preradenih ili masnih Zivotinjskih proizvoda moze potaknuti sustavnu upalu.
Sulfiti i aditivi koji se nalaze npr. u suhom vocu, ukiseljenim proizvodima i crnom vinu mogu

izazvati akutnu bronhokonstrikciju ili pogorSanje astme kod osjetljivih osoba (48,49,50).

Nekoliko studija je pokazalo da je konzumiranje hrane s protuupalnim svojstvima (npr. omega-
3 masne kiseline) i antioksidansa poput vitamina E i cinka tijekom trudnoce, povezano s nizim

rizikom od atopijskih bolesti (51).
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Dojenje

Utjecaj dojenja na rizik od atopije i astme razlikuje se prema studijama. Neke studije pokazale
su zastitnu ulogu (52), dok su druge pokazale visu stopu alergija i astme medu dojenom djecom
(53). Nekoliko pojedinacnih studija pokazale su da je isklju¢ivo dojenje tijekom najmanje 3
mjeseca povezano s hizim stopama astme izmedu 2 i 5 godina starosti, s najve¢im ucinkom kod

onih s atopijom u roditelja (54).

Higijenska hipoteza

Higijenska hipoteza pretpostavlja da izlozenost dojencéeta znacajnom broju infekcija i mnogim
vrstama bakterija stimulira razvoj imunoloskog sustava prema neastmati¢nim fenotipovima
(55). U sklopu navedenog veli¢ina obitelji te broj i redoslijed brace i sestara mogu utjecati na
rizik od razvoja astme. lako je veli¢ina obitelji (vise od 4 djece) povezana sa smanjenim

rizikom od astme, redoslijed rodenja nije vazan (56).

Infekcije

Teske virusne respiratorne infekcije u ranom djetinjstvu poput infekcije humanim rinovirusima
I respiratornim sincicijskim virusom (RSV) - znacajno poveéavaju dugoroc¢ni rizik od razvoja
astme u djece $kolske dobi. Teske infekcije donjih disnih putova poput RSV-a ili rinovirusa
kod dojenceta ostecuju disne puteve i izazivaju trajne imunoloske promjene. Bolesti piskanja
uzrokovane rinovirusom znacajno koreliraju s kasnijim razvojem alergijske (atopijske) astme.
Visoka ucestalost djec¢jih respiratornih infekcija u kombinaciji s alergijskim rizicima (poput
senzibilizacije i alergije na grinje ili plijesni) znacajno povecava vjerojatnost razvoja i dijagnoze
astme u skolskoj dobi (57,58,59). Teska virusna infekcija donjih disnih putova kod dojencadi s
genetskom predispozicijom za alergiju, a koja su ve¢ senzibilizirana na inhalacijske alergene
moze dovesti do odstupanja prema Th2 odgovorima koji poti¢u astmu. Nije jasno jesu li ovi
ucinci infekcije donjih diSnih putova specifi€ni za virus (npr. respiratorni sincicijski virus,
rinovirus) ili izlozenost alergenima moze izazvati astmu ¢ak i kod osoba koje nisu genetski
predisponirane. Interakcije gena s izlozeno$¢u okolisu (ukljucujuéi alergene, onecisc¢enje zraka,

duhanski dim i prehranu) moduliraju odgovor pojedinca na infekcije (60). Takoder ponavljane
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infekcije donjih disnih putova mogu utjecati na dojencad koja je ve¢ u riziku od astme zbog

obiteljske anamneze ili atopije (61).

Poznato je da u bolesnika s dijagnozom astme uobicajene infekcije diSnih puteva djeluju kao
primarni okidaci za akutne, potencijalno opasne egzacerbacije astme. Preko 80% iznenadnih
pogorsanja astme kod djece i odraslih povezano je s virusnim patogenima poput infekcija
virusima gripe, rinovirusima i koronavirusima. Bakterijske komplikacije poput infekcije
Mycoplasma pneumoniae ili Streptococcus pneumoniae pogorsavaju postojecu upalu disnih
putova i1 produzuju vrijeme oporavka. Najnovija istraZzivanja pokazuju da osobe s kroni¢nom
astmom imaju promijenjeni urodeni imunitet diSnih putova, §to ih ¢ini sklonijima teskim

sekundarnim komplikacijama i infekcijama donjih di$nih putova i plu¢a (62,63,64).

IzloZenost animalnim alergenima

Iako je nekoliko studija pokazalo nizi rizik od razvoja atopije i astme kod izlozenosti domaéim
Zivotinjama u ranom zivotu, zakljucci studija o utjecaju izloZenosti alergenima macaka i pasa
u kuénom mikrookolisu bili nedosljedni (65). U nekim studijama izloZenost mackama bila je
povezana s ve¢im rizikom od razvoja senzibilizacije na inhalacijske alergene, dok su druge
studije pokazale niZi rizik. [zloZenost psima moZe biti zaStitna ne samo od razvoja specificne
senzibilizacije na pseci alergen vec¢ i od drugih senzibilizacija (npr. na grinje iz kuéne prasine)

kao i rizika za razvoj astme (66).

Spol

Do dobi od 14 godina, incidencija i prevalencija astme ve¢e su medu djecacima nego medu
djevojcicama (67). Nakon toga raste incidencija astme medu adolescenticama i mladim
odraslim djevojcica, a veéi udio djecaka razvije remisiju astme. Prije 12. godine Zivota, djecaci
imaju tezu astmu od djevojCica, s ve¢im stopama prijema u bolnicu. Odrasle Zene imaju tezu
astmu od muskaraca, s viSe prijema u bolnicu i sporijim oporavkom. Vecina autora pripisuje
ove promjene u prevalenciji i tezini dogadajima u pubertetu, iako mehanizmi za razlike medu

spolovima nisu utvrdeni (68).
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Debljina

Pretilost je vazan faktor rizika za morbiditet astme. Vecéina dokaza upucuje na neeozinofilne
upalne mehanizme na molekularnoj razini. Zanimljivo je da pretilost usmjerava CD4+ T-
limfocite prema Th1 diferencijaciji, $to je povezano sa steroidno refraktornom astmom. Dodatni
urodeni imunoloski odgovori koji uklju¢uju Th17 puteve i prirodene limfoidne stanice (ILC)
takoder su ukljuceni. Jedinstveno je da su ILC-ovi tipa 3 (ILC3) koji eksprimiraju i IL-17 i IL-

22 povezani s astmom povezanom s pretiloséu.

Nedavno je pokazano da jo$ jedan vazan citokin, IL-6, uzrokuje sistemsku upalu u podskupini
bolesnika s astmom s pretilos¢u i1 teSkom boles¢u. Znacajno opazanje u ovoj studiji bile su
povecane razine IL-6 u plazmi u podskupini pretilih bolesnika s tezom astmom, a ne kod svih
pretilih astmaticara. Posljedi¢no, IL-17, 1L-22 i IL-6, a ne Th2 citokini, mogu biti klinicki

relevantni kod pretilih bolesnika s teSkom astmom (69).

Meta-analiza koja je ukljucivala 18 prospektivnih studija izracunala je 20%-tno povecanje
rizika za astmu kod djece s prekomjernom tezinom i 40%-tno povecéanje rizika kod pretile djece

(70).

2.1.4. Patofiziologija astme

Patofiziologija astme je sloZena i ukljucuje upalu di$nih putova, intermitentnu i reverzibilnu
bronhoopstrukciju protoka zraka i bronhijalnu hiperreaktivnost. Mehanizam patogeneze upale
kod astme moZe biti akutan, subakutan ili kroni€an, a prisutnost edema di$nih putova i
hipersekrecije sluzi takoder doprinosi opstrukciji protoka zraka i bronhijalnoj reaktivnosti.
SloZeni mehanizmi infiltracije mononuklearnim stanicama i eozinofilima, hipersekrecija sluzi,
deskvamacija epitela, hiperplazija glatkih misica bronha ili remodeliranje disnih putova su
razlic¢iti od bolesnika do bolesnika, u djece 1 odraslih, u razli¢itim fenotipovima 1

endotipovima astme (71,72,73).
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Rana i kasna faza IgE posredovane reakcije

Ranu fazu zapocinju antitijela klase IgE koja proizvode plazma stanice potaknute okida¢ima.
Ta antitijela reagiraju na odredene okidace u okolisu. Antitijela klase IgE se zatim vezu za
mastocite i bazofile visokog afiniteta. Kada se udahne ¢imbenik rizika, mastociti oslobadaju
citokine 1 na kraju degranuliraju. Iz mastocita se oslobadaju histamin, prostaglandini i
leukotrieni. Te stanice pak kontrahiraju glatke miSi¢e 1 uzrokuju suzavanje disnih putova
(74). Th2 limfociti igraju klju¢nu ulogu jer sintetiziraju niz interleukina (IL-4, IL-5, IL-13) i
faktor stimulacije kolonija granulocita i makrofaga (GM-CSF), koji pomazu u komunikaciji s
drugim stanicama i odrzavaju upalu. IL-4 i IL-5 pomazu eozinofilima i bazofilima da prezive.

IL-13 je uklju¢en u remodeliranje, fibrozu i hiperplaziju (75).

Unutar sljede¢ih nekoliko sati nastupa kasna faza, u kojoj se eozinofili, bazofili, neutrofili te
pomoc¢nicke i memorijske T-stanice lokaliziraju u plu¢ima, Sto uzrokuje bronhokonstrikciju i
upalu. Mastociti takoder igraju vaznu ulogu u donosenju reaktanata kasne faze na upaljena
mjesta (76). Kljucno je prepoznati oba ova mehanizma kako bi se ciljano djelovalo na terapiju
i ublazila bronhokonstrikcija i upala, ovisno o tezini bolesti. Kao rezultat upale i

bronhokonstrikcije dolazi do povremene opstrukcije protoka zraka i otezanog disanja.
Hiperreaktivnost diSnih putova

Hiperreaktivnost di$nih puteva predstavlja pretjerani bronhokonstriktorni odgovor na razliite
podrazaje. Postoji niz mehanizama koji dovode do hiperreaktivnosti diSnih putova. Neka
objasnjenja su posljedica povecanog histamina iz mastocita ili pove¢anja mase glatkih misica
diSnih putova. Takoder, postoji povecani vagalni tonus 1 povecani unutarstani¢ni slobodni kalcij
koji dodatno pojacava kontraktilnost stanica glatkih miSi¢a disnih putova. Za procjenu
hiperreaktivnosti diSnih putova koriste se bronhoprovokacijski testovi kako bi se odredila tezina
bolesti (77). Ovaj aspekt je klinicki znacajan jer je prisutnost hiperreaktivnosti disnih putova
povezana s ve¢im padom pluéne funkcije 1 povecanim rizikom od razvoja i pogorSanja astme

od djetinjstva do odrasle dobi (78).

U kombinaciji s upalom, bijelim krvnim stanicama, eksudatom i sluzi koja zauzima bronhiole,
osobi moZe biti sve teZze normalno disati. Broj miofibroblasta, koji uzrokuju stvaranje kolagena,
uzrokovat ¢e povecanje epitela, $to suzava sloj glatkih misi¢a i laminu reticularis (79). Kao

rezultat toga, dolazi do povecanog zadebljanja bazalne membrane. Osoba moze imati
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nepovratnu opstrukciju protoka zraka, za koju se vjeruje da je posljedica preoblikovanja ili

remodeliranja disnih putova (80).

Remodeliranje donjih di$nih puteva

Remodeliranje se dogada prelaskom epitelnih stanica u mezenhimalne, poveéavajuci sadrzaj
glatkih miSi¢a. Epitelne stanice gube stani¢nu adheziju i funkcionalni polaritet s ¢vrstim
spojevima, preoblikujuci svoje stanice kako bi se razvile u mezenhimalne stanice. Osim toga,
eozinofili mogu dodatno pogorsati remodeliranje diSnih putova zbog oslobadanja TGF- i
citokina interakcijama s mastocitima. Ovi mehanizmi remodeliranja diSnih putova mogu

pogorsati upalu i astmu ako se ne lijeée ispravno (81) .

Upalne stanice

Upala ima sredi$nju ulogu u patofiziologiji astme te ukljucuje interakciju mnogih tipova stanica
1 medijatora s diSnim putovima S$to na kraju rezultira karakteristicnim patofizioloSkim
znacajkama bolesti. Naime, astmu pokrece slozena mreza imunoloskih stanica koje infiltriraju
stijenke diSnih putova, uzrokuju¢i kroni¢nu upalu, proizvodnju sluzi i suzavanje diSnih putova.
Kljuéne stanice ukljucuju limfocite, eozinofile, mastocite, neutrofile, ali i makrofage,

dendriti¢ke stanice i epitelne stanice koje oslobadaju kemijske signalne proteine (citokine).
Limfociti

Upala disnih putova kod astme vezana je uz subpopulaciju limfocita, T pomo¢nickih stanica 1
i T pomoc¢nickih stanica 2 (Th1 i Th2), s razli¢itim upalnim medijatorima i u¢incima na funkciju
disnih putova. Kod astme dolazi do pomaka prema Th2-citokinskom profilu sto rezultira
eozinofilnom upalom karakteristicnom za astmu (82). Osim toga, stvaranje Th2 citokina (IL-4,
IL-5 i IL-13) takoder bi moglo objasniti prekomjernu proizvodnju antitijela klase IgE,
prisutnost eozinofila i razvoj hiperreaktivnosti diSnih putova. Klju¢ni podtipovi limfocita u

astmi osim pomo¢nickih Th2 limfocita su:

a) urodene limfoidne stanice tipa 2 (ILC2), koje djeluju brzo bez prethodne

senzibilizacije i oslobadaju velike koli¢ine IL-5 i IL-13 kao odgovor na epitelne alarmine,
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b) Thl i Th17 stanice koje su kljuce u nealergijskoj astmi ili neutrofilnom endotipu

astme karakterizirane otpornoscu na steroide,

c) regulatorne T stanice (Tregs), Cija je primarna uloga u potiskivanju prekomjernog

imunoloskog odgovora, a njihova funkcija ili broj mogu biti osteceni u aktivnoj astmi (83,84).
Mastociti

To su multifunkcionalne stanice sposobne prepoznati molekularne obrasce povezane s
patogenima putem receptora sli¢nih proteinu Toll (TLR), unutarnje signale putem citokinskih
i kemokinskih receptora te antigene putem umrezavanja antitijela klase IgE s receptorom
visokog afiniteta, FceRI. Budu¢i da se mastociti nalaze u tkivima imaju bitnu ulogu u
pokretanju brzog odgovora na ulazak patogena i oSteCenje tkiva. Kao odgovor na razlicite
stimulanse poput alergena, citokina ili molekularnih obrazaca povezanih s patogenima,
mastociti oslobadaju medijatore koji mogu regrutirati i poboljsati funkciju drugih imunoloskih
stanica poput T-stanica i dendriti¢nih stanica stvaraju¢i vezu izmedu urodenog i steenog
imuniteta. Osim toga, mastociti sudjeluju u prezentaciji antigena i poti¢u zacjeljivanje rana i
popravak tkiva. Pacijenti s alergijskom astmom imaju poveéan broj mastocita u plu¢ima, koji

se aktiviraju vezanjem alergena za receptor FceRI (85,86).

Aktivacija mukoznih mastocita oslobada bronhokonstriktorne medijatore (histamin, cisteinil-
leukotriene, prostaglandin D2 (87). Povecani broj mastocita u glatkim miSi¢ima di$nih putova
moze biti povezan s hiperreaktivnos¢u disnih putova (88). Mastociti takoder mogu oslobadati
veliki broj citokina kako bi promijenili okruZzenje diSnih putova i potaknuli upalu iako je

1zloZenost alergenima ograni¢ena.
Eozinofili

Eozinofili, kao specijalizirani granulociti, igraju klju¢nu ulogu u pokretanju razli¢itih upalnih
odgovora. Eozinofili sadrze razne kationske proteine Koji su pohranjeni u eozinofilnim
granulama kao sto su eozinofilni kationski protein kationski protein (ECP), glavni bazni protein
(MBP), neurotoksin izveden iz eozinofila (EDN) i eozinofilna peroksidaza (EPX). Ovi proteini
mogu uzrokovati upalu, oSte¢enje tkiva i degranulaciju mastocita. Osim toga, TGF-p osloboden
iz eozinofila potice proliferaciju fibroblasta i proizvodnju izvanstani¢nog matriksa, doprinoseci
preoblikovanju disnih putova. Lipidni medijatori, poput eikosanoida, oslobodeni iz eozinofila

doprinose patogenezi astme oslobadanjem metabolita 15(s)-hidroksieikozatetraenske kiseline
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(15S-HETE) iz 15-lipoksigenazne putanje, Sto dovodi do eozinofilije disnih putova, poveéane

proizvodnje sluzi u di$nim putovima i subepitelnog preoblikovanja (89,90).

Povecani broj eozinofila postoji u diSnim putovima vecine, ali ne svih, osoba koje boluju od
astme (91). Povecanje eozinofila esto je povezano s ve¢om tezinom astme. Osim toga, brojne
studije pokazuju da lije¢enje astme kortikosteroidima smanjuje eozinofile u cirkulaciji i diSnim
putovima paralelno s klinickim poboljSanjem.

Eozinofilna astma se klini¢ki moze manifestirati u dva glavna oblika: atopijska i neatopijska.
Unutar tih kategorija eozinofilna astma se dalje dijeli na;

a) atopijsku astmu u djetinjstvu ili astmu s ranim poc¢etkom,

b) eozionofilnu astmu u odraslih ili eozinofilnu astmu s kasnim poc¢etkom

¢) respiratornu bolest pogorsanu aspirinom (AERD).

Znacajna razlika medu ovim fenotipovima lezi u stupnju tkivne eozinofilije (92).
Neutrofili

Neutrofili su najzastupljenije stanice u perifernoj krvi i pohranjeni su u plu¢nim kapilarama.
Ove stanice igraju vaznu ulogu u urodenom imunoloskom odgovoru ubijanjem mikroba,
fagocitozom, oslobadanjem granula i stvaranjem neutrofilnih izvanstani¢nih zamki. Uloga
neutrofila u astmi je dvojbena (93). Uocena je povisena razina neutrofila u diSnim putevima
bolesnika s astmom, koji su lije¢eni glukokortikoidima, ali i kod pacijenata s astmom koji nisu
lijeceni steroidima. Klaster analiza je pokazala da je broj neutrofila u sputumu povezan s tezim
fenotipovima astme (94).

Neutrofili su povecani u diSnim putovima i sputumu osoba s teSkom astmom, tijekom akutnih
egzacerbacija i u prisutnosti puSenja. Njihova patofizioloska uloga ostaje neizvjesna, mogu biti
odrednica nedostatka odgovora na lijecenje kortikosteroidima (95). Nadalje, prekomjeran udio
neutrofila moze pogorsati upalu i remodeliranje bronha. Stoga je lijeCenje neutrofilne upale,
posebno u bolesnika s teskom ili lose kontroliranom astmom bitno u upravljanju i kontroli

bolesti (96).
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Dendriticke stanice

Ove stanice su visoko specijalizirane imunoloske stanice koje funkcioniraju kao kljuéne stanice
koje prezentiraju antigen, a koje stupaju u interakciju s alergenima s povrsine diSnih putova, a
zatim migriraju u regionalne limfne ¢vorove kako bi stupile u interakciju s regulatornim
stanicama 1 u konacnici stimulirale proizvodnju Th2 stanica iz naivnih T stanica (97). Ovisno
o uklju¢enoj podskupini dendriti¢kih stanica, mikromiljeu citokina i prirodi aktivacijskog
signala, dendriticke stanice pripremaju pomoc¢nicke CD4+ T-limfocite koji se potom
diferenciraju u nekoliko razli¢itih podskupina, kao $to su Thl, Th2, Th9 i Th17 stanice (98).
Nadalje, dendriticke stanice su ukljucene u odrzavanje imunoloske homeostaze. Imunoloska
homeostaza postize se primjenom nekoliko tolerogenih mehanizama, kao Sto su indukcija
anergije T stanica, instrukcija regulatornih T (Treg) limfocita i proizvodnja regulatornih
citokina, kao §to su IL-10, IL-27 i TGF-B (99). Sve veci je broj dokaza da dendriticke stanice
imaju vaznu ulogu u patomehanizmu astme. U eksperimenatalnim modelima terapijski
preneSene dendriti¢ke stanice S imunoregulatornim svojstvima suprimirale su aberantni Th2

alergijski odgovor i sprijecile razvoj alergijske upale disnih putova (100).
Makrofagi

Makrofagi su najbrojnije stanice u diSnim putovima, a alergeni ih mogu aktivirati putem IgE
receptora niskog afiniteta kako bi oslobodili upalne medijatore 1 citokine koji pojacavaju upalni
odgovor (101). Makrofagi igraju klju¢nu ulogu u procesu razvoja ireverzibilnih, fibroti¢nih
promjena u diSnim putevima, proizvodnjom profibroti¢kih citokina, faktora rasta i enzima
poput matriksnih metaloproteinaza (MMP) i tkivnih inhibitora metaloproteinaza (TIMP). Osim
toga, identifikacija novih genetskih markera pruzila je dokaze o snaznoj genetskoj komponenti
u fibrozi unutar makrofagima regulirane fibroze. lako makrofagi doprinose progresiji
preoblikovanja di$nih putova i razvoju subepitelne fibroze, terapijske intervencije usmjerene
na supresiju fibrotickih promjena uzrokovanih makrofagima jo§ nisu razvijene, niti

implementirane u klini¢ku praksu (102,103,104).
Epitelne stanice

Bronhalni epitel sastoji se od pet glavnih tipova stanica, tj. cilijiranih, pahuljastih, vréastih,
bazalnih i suprabazalnih stanica, uz rjede tipove stanica poput jonocita, neuroendokrinih stanica
i Cuperkastih/Cetkastih stanica u pseudo-stratificiranoj organizaciji, koja prekriva bazalnu

membranu.
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U bolesnika s astmom, kombinacija utjecaja okolisnih ¢imbenika i ¢imbenika specifi¢nih za
pacijenta dovodi do poremecaja epitelne barijere. OStecenje epitela stimulira oslobadanje
epitelnih citokina, kao §to su timusni stromalni limfopoetin (TSLP), interleukin IL-25 i IL-33,
koji djeluju na epitelne, subepitelne i imunoloske tipove stanica kako bi potaknuli viSestruke
patofizioloske promjene koje su u osnovi razvoja, perzistencije i pogorSanja astme. Te
promjene ukljucuju hipersekreciju i zacepljenje sa sluzi, smanjenu otpornost na virusnu
infekciju, preoblikovanje disnih putova, imunolosku hiperreaktivnost, hipertrofiju glatkih
miSica disSnih putova i hiperreaktivnost disnih putova.

Stvaranje upalnih medijatora, regrutiranje i aktivacija upalnih stanica te infekcija respiratornim
virusima mogu uzrokovati da epitelne stanice proizvode vise upalnih medijatora ili oStete sam
epitel. Proces popravka, nakon ozljede epitela, moZe biti abnormalan kod astme, §to dodatno

pogorsava opstruktivne lezije koje se javljaju kod astme (105,106,107).
Citokini

Citokini usmjeravaju i modificiraju upalni odgovor kod astme i vjerojatno odreduju njezinu
tezinu. Unutar populacija pacijenata s astmom identificirani su razliciti fenotipovi i endotipovi
astme koji se mogu Siroko stratificirati prema prisutnosti upale tipa 2 ili ne-tipa 2 (ukljucuje
upalu tipa 1 i/ili tipa 17), na temelju populacija granulocita u krvi i sputumu, te prisutnosc¢u
upalnih markera ili citokina.

Citokinski profil Th2 ukljucuje IL-5, koji je potreban za diferencijaciju i prezivljavanje
eozinofila te 1L-4 koji je vazan za diferencijaciju Th2 stanica, a zajedno s IL-13 vazan je za
stvaranje antitijela klase IgE. Klju¢ni citokini ukljucuju IL-1p i TNF-a, koji pojacavaju upalni
odgovor, te faktor stimulacije kolonija granulocita i makrofaga (GM-CSF), koji produzuje
prezivljavanje eozinofila u diSnim putovima.

Upala tipa 1 ukljucuje povecanje populacija urodenih i1 adaptivnih imunoloskih stanica,
ukljucujuéi makrofage, neutrofile i Thl stanice. IFN-y, IL-18 i TNF-a su klju¢ni upalni
medijatorimi koji se proizvode kod upale tipa 1.

Upalni odgovor tipa 17 vazan je za obranu domacina od bakterijskih i gljivicnih infekcija u
plu¢ima. Nakon aktivacije, Th17 stanice proizvode IL-17A medu ostalim upalnim citokinima
(IL-6, IL-17F, IL-21, IL-22 i IL-23) koji regrutiraju i aktiviraju neutrofile. Kod djece i odraslih
s teSkom astmom, povecani neutrofili u sputumu i razine IL-17A povezani su s loSim

odgovorom na kortikosteroide kod alergijske i nealergijske astme.
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Upalni odgovor tipa 2 ima sredis$nju ulogu u patogenezi astme i primarna je meta novih
bioloskih terapija. Medutim, neke osobe s astmom imaju fenotipove i endotipove koji nisu tip
2 s aktivacijom putova tipa 1 1/ili tipa 17, stvarajuéi slozeno upalno okruzenje koje je tesko

kontrolirati standardnim terapijama (108,109,110,111).

Alergeni Onecisdivadi, virusi

Siblele bllelsiels “%I‘i%‘l“%‘ﬁ[“éﬁ“éﬁ‘%ﬁ“é”ﬁ

IL-33, TSLPiIL-25

/ — Fibroza
IL-4, 1L-13 /

IL-5 — » Eofmefili

/ 28 P
MBP

/\

Zivac di¥nog puta

v v v

LT, histamin itd. LT, histamin itd.

=5

Glatki misic¢

Slika 1. Patofiziologija astme (preuzeto i prilagodeno prema Habib i sur., 2022)

DC — dendriti¢ke stanice, LT — leukotrieni, MBP — glavni bazni protein, TSLP — timski stromalni limfopoetin
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Na Slici 1 prikazana je patofiziologija astme. Kada alergeni udu u donje diSne putove,
dendriticke stanice (DC) prezentiraju alergene Th2 stanicama, koje lu¢e Th2 citokine,
ukljucujuéi interleukin IL-5, IL-4 i IL-13. IL-4 i IL-13 aktiviraju B stanice, koje proizvode
antiotijela klase IgE. Antitijela klase IgE se potom vezu na povrSinu mastocita. Kada isti
alergeni udu u diSne putove, oni stupaju u interakciju s IgE, Sto poti¢e mastocite na oslobadanje
medijatora, poput leukotriena (LT), histamina i IL. Ovi medijatori iritiraju glatke misi¢e disnih
putova i izazivaju bronhokonstrikciju. Osim toga, IL-5 olakSava regrutiranje cozinofila u pluca.
Eozinofili takoder oslobadaju medijatore, ukljucuju¢i glavni bazni protein (MBP), koji
stimulira mastocite na oslobadanje histamina i LT. Nadalje, IL-13 izravno senzibilizira
kontrakciju glatkih misic¢a di$nih putova, stimulira epitelne stanice na lu¢enje mucina i inducira
fibrozu. Th9 stanice mogu luéiti IL-9, koji aktivira Th2 stanice i poti¢e nakupljanje mastocita.
Konac¢no, oSteCenje epitela infekcijom 1 zagadivadima inducira oslobadanje citokina,
ukljucujuéi timski stromalni limfopoetin (TSLP), 1L-25 i IL-33, koji aktiviraju urodene
limfoidne stanice tipa 2 (ILC2) i proizvode Th2 citokine, poput IL-5 i IL-13 (112).

2.1.5. Dijagnosticki postupci

Dijagnoza astme postavlja se na temelju obiteljske i osobne anamneze, prisutnih simptoma,
klinickog pregleda 1 dijagnostickih testova.
Dijagnosticki testovi ukljucuju:

a) laboratorijsku obradu (apsolutni broj eozinofilnih granulocita u krvi, koncentraciju

ukupnog i specifiénih IgE u serumu, koncentraciju ECP-a, hsCRP)

b) kozni ubodni test koji se koristi kao dodatni test kako bi se utvrdilo jesu li alergije uzrok
astme (113)

C) myjerenje parametara pluéne funkcije

-spirometrija kao osnovni test za astmu mjeri volumen zraka i brzinu protoka zraka
-bronhodilatacijski test koji se primjenjuje ako nalaz spirometrije ukazuje na
opstrukciju. Nakon primjene bronhodilatatora ponavlja se spirometrija kako bi se
vidjelo poboljsanje funkcije pluca

-test vrSnog protoka (eng. Peak Expiratory Flow-PEF) obavlja se malim ru¢nim
uredajem (eng. Peak flow meter) kojim se kod kuce prati promjena disanja u razlicito
doba dana kroz duzi period (114)
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-metakolinski test kod kojeg nakon inhalacije metakolina dolazi do suzenja diSnih

putova te se na taj nacin testira osjetljivost plu¢a na okidace (115)

d) mjerenje dusi¢nog oksida u izdahu (FeNO) mjeri koli¢inu duSikovog oksida u izdahu,

§to moze ukazivati na upalu di$nih putova (116)

e) rendgenska snimka prsnog kosa radi se kako bi se iskljucila druga stanja (poput upale,

stranog tijela) koja bi mogla uzrokovati probleme s disanjem

2.1.6. Fenotipovi astme u djetinjstvu

Interakcija izmedu genetske pozadine 1 faktora rizika ranog Zivota u razvoju astme dovodi do
heterogenosti fenotipova astme u djece. Klini¢ki fenotipovi povezani su s upalnim
endotipovima, ali unutar fenotipa moze postojati vise endotipova. Specificni za pedijatrijske
poremecaje piskanja su ovisni 0 dobi te medusobno djeluju¢i odnosi izmedu klinickih
fenotipova (tezina bolesti, vremenski obrazac simptoma), vrste upale, okoliSnih okidaca

( npr. virusne infekcije, alergeni, zagadivaci), odgovora na lije¢enje i komorbiditeta.

Najocitije fenotipiziranje temelji se na simptomima, kao $to su tezina simptoma (blagi do
umjereni naspram teskog), prisutnosti ili odsutnosti atopije, stopi egzacerbacija, obrascu
simptoma (epizodi¢ni, intermitentni, rekurentni/kroni¢ni) i okida¢ima (infekcije, alergeni).
Procjena okidaca i perzistencija simptoma piskanja rezultirala je dvama fenotipovima medu
predskolskom djecom s piskanjem. Jedan je fenotip prolazni poremecaji piskanja koji se ¢esto
opaza u prvim godinama Zzivota, obi¢no nakon virusnih infekcija, a karakterizira ga epizodni
obrazac simptoma i interkurentni intervali bez simptoma. Ova skupina Cesto ne dobiva
dijagnozu astme. Drugi fenotip su djeca s tipi¢no rekurentnim ili kroni¢nim piskanje koja imaju
simptome potaknute viSestrukim ¢imbenicima okolisa (virusi, alergeni, zagadivaci, vjeZbanje)
u prvim godinama zivota, ali imaju tendenciju da perzistiraju u kasnijem djetinjstvu i1 ostaju

stabilni nakon 6. godine zivota (117).

Medu astmaticnom djecom identificirana su dva fenotipa na temelju prisutnosti atopije.
Alergijska astma karakterizirana je senzibilizacijom na alergene (specifi¢na antitijela klase IgE)
1 prisutnos$¢u atopicnih bolesti (npr. atopijski dermatitis, alergijski rinitis). Nealergijska astma
ne pokazuje alergijsku senzibilizaciju niti dodatne atopijske bolesti (118). Alergijska astma je
daleko ¢esca u djetinjstvu, snazno povezana s eozinofilnom upalom i biomarkerima tipa 2 (T2).

Vecina ove djece obi¢no dobro reagira na inhalacijske kortikosteroide (IKS) (119).
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Fenotipovi astme u djece mogu pomo¢i u odgovoru na pitanja o optimalnom lije¢enju pojedine
djece i mogu se temeljiti na klinickim, vremenskim, razvojnim ili upalnim karakteristikama.
Fenotipovi mogu biti korisni u predvidanju perzistentne astme, identificiranju personaliziranih

opcija za prevenciju i personaliziranju lijeCenja ili modifikacije bolesti.

2.1.7. Remisija astme

Remisija je definirana kao privremeno ili trajno smanjenje ili povlacenje simptoma bolesti
(120). Moze ukljucivati klinicku odsutnost simptoma, ali i laboratorijske testove i testove
plu¢ne funkcije. Osim spontanog povlacenja simptoma i normalizacije odredenih testova,
remisija astme, posebno u teskim slu¢ajevima, moze se postici i pravilnom upotrebom lijekova

(121).

U posljednjih nekoliko godina pojam remisije astme privlac¢i pozornost i ostaje tema rasprave,

posebno u djecjoj populaciji.

Vecina studija koristi klinicki utemeljene definicije remisije, oslanjaju¢i Se na potpunu
odsutnost respiratornih simptoma. Ovaj pristup je jednostavan za koriStenje u klini¢koj praksi,
medutim, moze podcijeniti perzistentnu subklini¢ku aktivnost bolesti, posebno kod djece koja
prijavljuju malo simptoma, ali pokazuju abnormalnu funkciju pluca ili perzistentnu upalu disnih
putova. Mali broj studija u svoje definicije remisije ukljucila je objektivne mjere, poput

spirometrije ili metakolinskog testa.

U novije vrijeme razmatra se da u definiciju kompletne remisije osim klinicke remisije i
funkcionalne remisije karakterizirane normalnom ili barem stabilnom funkcijom pluéa, bude
ukljuéena i bioloska remisija (povlacenje ili supresija upale tipa 2, Sto se odrazava

biomarkerima poput molekule FeNO i eozinofila (122).

Godine 2023. konsenzus zajednicke radne skupine ACAAI (American College of Allergy,
Asthma and Immunology), AAAAI (American Academy of Allergy, Asthma and Immunology)
i ATS (American Thoracic Society) predlozio je 6 kriterija za remisiju tijekom lijeenja, koji
se svi moraju odrZavati najmanje 12 mjeseci: bez egzacerbacija, bez izostanaka s posla ili
skole zbog astme, stabilna ili poboljsana funkcija pluca, koriStenje niskih do srednjih doza
kontrolne terapije, ACT ( Asthma Control Test) rezultat >20, AIRQ (Asthma Impairment and
Risk Questionnaire) rezultat <2, ACQ (Asthma Control Questionnaire) rezultat <0,75

i koriStenje lijekova za ublazavanje simptoma ograni¢eno na jednom mjesec¢no (123).
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Postoje razli¢ite definicije remisije astme (klini¢ka, funkcionalna, bioloSka remisija). Klinicka
remisija odnosi se na stanje bez simptoma, bez pogorSanja i bez potrebe za salbutamolom
najmanje 12 mjeseci. Funkcionalna remisija ukljucuje normalizaciju ili znacajno poboljSanje
plu¢ne funkcije. BioloSka remisija ukljucuje normalizaciju biomarkera i odsutnost upale di$nih

putova (Slika 2) (124).

Djelomicna Kompletna Funkcionalna Bioloska
remisija remisija remisija remisija

Slika 2. Modeli i kriteriji za remisiju astme (preuzeto i prilagodeno prema Bondi i sur., 2026)

OKS- oralni kortikosteroidi, ACT- test kontrole astme, FEV1- forsirani ekspiracijski volumen zraka izdahnut u
prvoj sekundi, PEF- vréni ekspiracijski protok, FeNO- frakcija izdahnutog dusi¢nog oksida (preuzeto i prilagodeno
prema Bondi i sur., 2026)

Trenutne definicije, kriteriji 1 strategije lijeCenja remisije astme razvijeni su prvenstveno
uzimajuéi u obzir odraslu populaciju, iako se remisija kao koncept dugo vremena Koristi u
djecjoj astmi. lako sveobuhvatan, predloZeni skup kriterija za odrasle mozda nije savrSeno

prikladan u pogledu njihove primjenjivosti na djecu u klinickoj praksi.

Prirodna ili spontana remisija astme u kojoj simptomi nestaju i lijekovi se prekidaju na dulje
vrijeme javlja se u 20% do 30% slucajeva, najcesce kada astma pocne u djetinjstvu. Temeljni
bioloSki mehanizmi spontane remisije nisu do kraja razjaSnjeni, a uklju¢uju smanjenje upale,
imunoloskih odgovora tipa 2, normalizaciju upalnih stanica, posebno eozinofila u diSnim

putovima i djelomicno ili potpuno povlacenje bronhijalne hiperreaktivnosti (125).
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Remisija je ¢eS¢a kod adolescenata nego kod odraslih, sa stopama remisije od 16-60%.
Povecana vjerojatnost spontane remisije astme povezana je s blagom bole$¢u i manjom upalom
disnih putova prije adolescencije, muskim spolom, nizom koncentracijom molekule FeNO-a,
odsutnos$¢u ili blazom alergijskom senzibilizacijom, odsutno$¢u komorbiditeta; ekcema i
rinokonjunktivitisa, pretilosti, te odsutnos¢u izlaganja duhanskom dimu i obiteljske anamneze
za alergiju i astmu (126).

Godine 1996., Andersson i suradnici distribuirali su upitnik roditeljima djece u dobi od 7 do 8
godina u 3 opéine na sjeveru Svedske. Medu 3430 ispitanika, nakon medicinske procjene, ovi
su autori identificirali 248 djece s astmom. Ta su djeca ponovno procjenjivana svake godine do
dobi od 19 godina. Remisija je definirana kao: neupotreba lijekova za astmu i bez piskanja
tijekom 12 mjeseci prije zavrsetka anketa. U dobi od 19 godina, 21% je bilo u remisiji, 38% je
imalo periodi¢nu astmu, a 41% perzistentnu astmu. Remisija je bila ¢eS¢a medu djecacima. Ovi
su autori takoder otkrili da je niska vjerojatnost remisije povezana sa senzibilizacijom na

krznene Zivotinje i s po¢etnom tezinom astme (127).

2.2. Upalni biomarkeri u astmi

Americka FDA definira molekularne biomarkere kao karakteristicne pokazatelje bioloskih ili
patogenih procesa, koji reagiraju na izlozenost ili intervencije (128). Biomarkeri u astmi su
mjerljivi pokazatelji — poput eozinofila u brisu nasofarinksa, vrijednosti koncentracije molekule
FENO-a, citokina koji  otkrivaju temeljnu upalu disnih putova, odnosno identificiraju
specifi¢ne podtipove bolesti (endotipove) poput upale tipa 2, procjenjuju stupanj kontrole
astme, rizik za egzacerbacije, usmjeravaju odabir ciljanih bioloskih lijekova te prate ucinak
terapije. Mjerenje biomarkera je danas osnova za primjenu tzv. personalizirane i precizne

medicine u klini¢ku praksu (129).

2.2.1.1L-4

Interleukin (IL)-4 je kljucni citokin u razvoju alergijske upale. Povezan je s lucenjem antitijela
klase IgE od strane B-limfocita (130). IgE-posredovani imunoloski odgovori dodatno su
pojacani IL-4 zbog njegove sposobnosti da pojaca receptore antitijela klase IgE na povrSini
stanica i to receptor antitijela klase IgE niskog afiniteta (FceRII; CD23) na B-limfocitima i

mononuklearnim fagocitnim stanicama te receptor antitijela klase IgE visokog afiniteta (FceRI)
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na mastocitima i bazofilima (131). IgE ovisna aktivacija mastocita izazvana IL-4 ima klju¢nu
ulogu u razvoju neposrednih alergijskih reakcija. Dodatni mehanizam kojim IL-4 doprinosi
opstrukciji di$nih putova kod astme je indukcija ekspresije gena mucina i hipersekrecija sluzi
(132).

IL-4 je povecan u serumu i bronhoalveolarnom ispirku alergi¢nih osoba. Uoceno je da je

vrijednost IL-4 niza kod djece u remisiji astme, nego kod djece s aktivnom astmom (133).

2.2.2. 1L-5

Interleukin (IL)-5 je povezan s eozinofilijom djeluju¢i uglavnom na stanice eozinofilnog
podrijetla, gdje stimulira njihov rast i diferencijaciju, pobolj$ava njihovo prezivljavanje i potice
oslobadanje njihovog granularnog sadrzaja na mjestu upale (134), igra ulogu u stimuliranju
bazofila induciranjem oslobadanja histamina i stvaranja leukotriena C4 iz bazofila u alergijskim
stanjima. Dokazana je uloga IL-5 u remodeliranju di$nih putova (135).

Prema nekim studijama citokin IL-5 znac¢ajno je visi u serumu djece koja ¢e imati perzistentnu

astmu u usporedbi s onima koja ¢e uci u remisiju (136).

2.2.3. 1L-13

Interleukin (IL)-13 je citokin tipa 2 za koji se pokazalo da je vazan u patogenezi astme i drugih
eozinofilnih poremecaja. U€inci IL-13 u tim stanjima ukljucuju utjecaj na epitelne stanice,
poveéano lucenje sluzi, povecanu hiperreaktivnost diSnih putova i transport eozinofila do
mjesta oStecenja tkiva putem kemotaksije (137).

Kod eozinofilnih poremecaja poput astme, dolazi do povecane proizvodnje eozinofila i
naknadne migracije eozinofila u pluca i povecanih razina citokina tipa 2 (IL-4 i IL-13) koje
pojacavaju proizvodnju kemokina koji pojacavaju kemotaksiju za transport eozinofila iz
cirkulacije u disne putove (138). Glavna funkcija IL-13 u astmati¢nim diSnim putovima je
induciranje kemotaksije eozinofila na mjesto ozljede.

Uocene su znacajno viSe razine serumskog IL-13 u bolesnika s teSkom astmom u odnosu na
zdrave dobrovoljce, a te su razine snazno korelirale s potpisom gena tipa 2 u bronhijalnom
epitelu. Zanimljivo je da je kod bolesnika s umjerenom do teskom astmom serumski IL-13 bio

snazno pozitivno povezan s brojem eozinofila u krvi (139).
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Razine IL-13 u serumu u skupini s remisijom astme i skupini s akutnom astmom bile su
znacajno vise od onih u zdravoj kontrolnoj skupini, a razine IL-13 u serumu u skupini s akutnom
astmom bile su znacajno viSe od onih u skupini s remisijom astme (140).

Bioloski lijekovi koji ciljaju put IL-13, IL-4 i IL-5 pokazali su u¢inkovitost, posebno u
podskupinama pacijenata s dokazima eozinofilne bolesti. Znacajno je da se sam broj eozinofila
u krvi koristi kao biomarker u mnogim klinickim studijama. Pacijenti s visokim eozinofilima
iskusili su vecu klinicku korist od terapija protiv tipa 2 u usporedbi s pacijentima s nizim

eozinofilima (141,142).

2.2.4. TNF-a

Faktor tumorske nekroze-a (TNF-a) prepoznat je kao vazan faktor u mnogim upalnim
dogadajima ovisnim o citokinu. Poznato je da se TNF-a oslobada u alergijskim odgovorima iz
mastocita i makrofaga putem IgE-ovisnih mehanizama, a povisene razine su dokazane u
bronhoalveolarnoj tekuéini astmaticara koji su izlozeni alergenima. Dodatni podaci ukazuju na
to da TNF-a moze pojacati adhezijske molekule, olak$ati imigraciju upalnih stanica u stijenku
diSnih putova 1 aktivirati profibroticke mehanizme u subepitelu. Ovi podaci upucuju na to da
TNF-a igra ulogu u pokretanju upale disnih putova i stvaranju hiperreaktivnosti disnih putova
(143). Wasserman i sur. (2012.) objavili su rezultate istrazivanja lokalnih i sistemskih
imunoloskih parametara povezanih s remisijom simptoma astme kod djece (136). Ispitali su
citokine perifernih mononuklearnih stanica i profile lokalnih medijatora u 3 skupine pacijenata
u dobi od 12 do 18 godina: adolescente s kontinuiranim simptomima astme, djecu koji su imali
perzistentne simptome u ranom djetinjstvu, ali kod kojih su se oni povukli i kontrolnu skupina.
Pacijenti iz prve skupine pokazali su povisen broj eozinofila i eozinskih kationskih proteina, a
takoder 1 povecan IL-5 u sputumu, $to nije uoc¢eno u drugoj skupini te povecanu proizvodnju
citokina tipa 1 1L-12, IFN-y i TNF-a u prvoj skupini, u usporedbi s drugom skupinom sto
upucuje na to da je smanjena ekspresija IL-12, IFN-y i TNF-a, kao i smanjena eozinofilna upala,

povezana s povlac¢enjem simptoma astme (136).

2.2.5. IFN-y

Interferon-y (IFN-y) je produkt Thl stanica i ima inhibitorne ucinke na diferencijaciju

Th2 stanica. Ovi citokini su ukljuceni u patogenezu astme i alergija. U tom kontekstu, utvrdeno
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je da je proizvodnja IFN-y kod astme smanjena, $to moze smanjiti njihovu sposobnost inhibicije
sinteze IgE i alergijske upale.
Medutim u ranije navedenoj studiji, smanjena ekspresija IFN-y bila je povezana s remisijom

astme, dok su djeca s aktivnom astmom imala poviSene vrijednosti (136).

2.2.6. ECP

Eozinofilni kationski protein (ECP) je biomarker, koji zbog aktivacije odnosno degranulacije
tkivnih eozinofilnih granulocita dospijeva u cirkulaciju.

ECP takoder stimulira proizvodnju sluzi u diSnim putovima i oslobadanje histamina iz bazofila
i mastocita in vitro. Serumska koncentracija ECP-a je povefana u astmatiara
tijekom akutne egzacerbacije u odnosu na bolesnike s astmom u remisiji (144).

ECP dobro korelira s upalom di$nih putova, ali ne i s bronhalnom hiperreaktivnoséu (145).
Povisen je i kod drugih atopi¢nih bolesti i nije dijagnosticki specifi¢an za astmu. Medutim,
pokazalo se da je koristan u procjeni teZine astme, uzimanjem protuupalne terapije te je
pokazatelj kada je vrijeme za smanjenje terapije inhalacijskim kortikosteroidima (146). lako
postoje neki dokazi da na razine ECP-a utjecu dob, pusenje, cirkadijalni ritam i sezonske

varijacije, ¢ini se da je samo pusenje klinicki znacajno (147).

2.2.7. hsCRP

Serumski C-reaktivni protein velike osjetljivosti, hsCRP (eng. high sensitivity C-Reactive
Protein) je marker sistemske upale niskog stupnja u razli¢itim stanjima kao S§to Su
kardiovaskularni poremecaji i Se¢erna bolest (148). Sistemsku upalu kod astme podrzava porast
proinflamatornih citokina u cirkulaciji, poput interleukina (IL)-6 i TNF-a, posljedi¢no i
povecanje reaktanata akutne faze poput CRP-a, te prisutnost imunoloskih stanica, poput
neutrofila i prirodnih stanica ubojica kod astmati¢nih bolesnika (149). Nekoliko studija
izvjescuje o povezanosti izmedu hsCRP, osjetljivog markera sistemske upale i astme. Studija s
pedijatrijskim ispitanicima pokazala je da su razine hsCRP u serumu bile vise kod astmati¢nih
pacijenata nego kod zdravih kontrolnih ispitanika te da postoje pozitivne veze izmedu razina
hsCRP u serumu i tezine astme (150). Druge studije izvijestile da je hsCRP bio povisen u

neatopi¢nih astmati¢nih bolesnika, ali ne i u atopi¢nih astmati¢nih bolesnika (151).
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2.2.8. Eozinofili

Broj eozinofilnih granulocita u perifernoj krvi kolerira s tezinom astme i bronhalnom
hiperreaktivno$¢u. Tijekom egzacerbacije bolesti i izlaganja alergenima dolazi do porasta broja
cirkuliraju¢ih eozinofilnih granulocita, a kortikosteroidna terapija smanjuje njihov broj u
cirkulaciji (152). Razine eozinofila u krvi ili disnim putovima ¢esto ukazuju na tezi oblik astme,
veci rizik od cCestih pogorSanja i smanjenu funkciju pluca, S§to zahtijeva specijalizirano
dijagnosticko testiranje i ciljane terapije. Mnoge studije su pokazale pozitivhu vezu izmedu

molekule FeNO i broja eozinofila u sputumu (153,154).

2.2.9. Molekula FeNO

Frakcionirani izdahnuti dusi¢ni oksid, FENO (eng. Fractional Exhaled Nitric Oxide) predstavlja
neposredni marker oksidacijskog stresa i stupnja upale malih diSnih putova te zajedno sa
spirometrijskim vrijednostima ¢ini temelj klini¢kog pracenja ucinka protuupalne terapije u
astmati¢ara. Mjerenja frakcijskog izdahnutog NO (FeNO) mogu biti korisna za pracenje
odgovora na lijeCenje astme zbog navodne povezanosti izmedu FeNO i prisutnosti upale u astmi
(155). Molekula FeNO je plinovita molekula koju sintetizira sintaza dusikovog oksida, a koja
se eksprimira u epitelu diSnih putova i povecava se u upalnom stanju. Mjerenje molekule
FeNO je neinvazivna metoda za procjenu upale disnih putova kod astme. Test je relativno

jednostavan i njegovi rezultati su odmah dostupni (156).

2.3. Vitamini

Vitamini igraju kljuénu ulogu u pravilnom funkcioniranju organizama. Poremecaji njihove
razine, koji se smatraju nedostatkom ili viskom, pospjesuju razvoj raznih bolesti, ukljucujuci
bolesti kardiovaskularnog, imunoloskog ili diSnog sustava, ukljucuju¢i astmu. Odredeni
vitamini, kao $to su vitamin D, E i A, igraju znacajnu ulogu u patomehanizmu astme, te lijecenju
astme modificiranjem imunoloskog odgovora, smanjenjem upale i suzbijanjem oksidativnog
stresa u diSnim putovima. lako su nedostaci vitamina Cesto povezani s pogorSanom funkcijom
pluca 1 sklonoS¢u egzacerbacijama astme, joS uvijek je dvojbeno da njihova suplementacija

poboljsava kontrolu bolesti (14).
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2.3.1. Vitamin D

Prekursor vitamina D moze se dobiti iz dva primarna izvora: unosom putem prehrane iz izvora
kao Sto su riblje ulje, riblja jetra, zumanjak i dodaci prehrani te izlaganjem koze UVB zracenju
(157). Nakon izlaganja UVB zracenju, 7-dehidrokolesterol se u kozi pretvara u previtamin D3,
¢ime se pokrece proces sinteze vitamina D.

Medutim, izmedu studenog i ozujka koza proizvodi malo vitamina D, posebno na sjeveru. Stoga
razina vitamina D znacajno pada tijekom zime u umjerenim podrucjima gdje je izloZenost suncu
ograni¢ena tijekom znacajnog dijela godine. Kao rezultat toga, prehrambeni izvori vitamina D
postaju kljuéni za sprjeCavanje insuficijencije (158).

Prema nekoliko studija, ¢ak i na sun¢anim mjestima, insuficijencija vitamina D jo§ uvijek je
Cesta u zemljama u razvoju, unato¢ upotrebi multivitamina i poveéanju unosa hrane. To bi
moglo biti povezano s promjenama u nacinu zivota, kao S$to su manje izlaganje suncevoj
svjetlosti, viSe vremena provedenog u zatvorenom prostoru, promjene u prehrani i koriStenje
kreme za sunéanje (159).

Kalcitriol kontrolira aktivnost i proliferaciju T-limfocita, a istovremeno smanjuje upalu i
ekspresiju citokina. Ova djelovanja upravljaju adaptivnim imunoloSkim sustavom.

Studije su pokazale da vitamin D stimulira regulatorne T-stanice (Treg), smanjuje imunoloske
odgovore Th2 i Th17 te pojacava proizvodnju IL-10, §to sve moze sniziti razinu antitijela klase

IgE (160).

Svjetska organizacija za alergije potvrduje da nedostaju dokazi koji bi potkrijepili tvrdnju da
suplementacija vitaminom D moZe smanjiti vjerojatnost razvoja alergijskih bolesti kod djece
lako se smatra da vitamin D regulira funkciju limfocita, mastocita, stanica koje prezentiraju
antigen i strukturnih stanica u heterogenim endotipovima astme kako bi se kontrolirala upala,
Sto pruza dokaze o uzro€noj vezi.

Kada su izolirane mononuklearne stanice periferne krvi pacijenata s teSkom astmom izloZene
metabolitima vitamina D te stanice ne proizvode IL-17A. Umjesto toga, metaboliti vitamina D
podrzavaju antivirusne odgovore u epitelnim stanicama dis$nih putova (161). Ovi mehanizmi
pruzaju dokaze o ukljucenosti vitamina D kao sekundarnog preventivnog sredstva u
ublazavanju pogorsanja astme i upale (18). Neke studije su pokazale da lijecenje vitaminom D
smanjuje egzacerbacije astme za 30% kod pacijenata s blagom do umjerenom astmom i niskim

razinama vitamina D (162).
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Nedavne studije na odraslima i djeci pokazale su vec¢u prevalenciju niskih razina vitamina D
kod astmati¢ara nego u opcoj populaciji. Stovise, niske razine vitamina D povezane su s
tezim oblikom astme i oSte¢enom pluénom funkcijom. Astmati¢ni pacijenti s nedostatkom
vitamina D pokazali su povecanu hiperreaktivnost diSnih putova 1 potrebe za
kortikosteroidima, a vitamin D mogao bi povecati njihov odgovor na glukokortikoide
(163,164).

Utvrdeno je da vitamin D ublazava upalu povezanu s alergijskom astmom, smanjuje
proliferaciju, proizvodnju proupalnih citokina i lucenje sluzi. Pokazalo se da vitamin D
smanjuje ekspresiju CCR-7, sazrijevanje i prezentaciju antigena u DC-ima, potic¢e ekspresiju
IL-a. U T-limfocitima zabiljezeno je da vitamin D pomice ravnotezu s Th17 stanica na Treg
stanice, §to se ocCituje smanjenom proizvodnjom IL-17 i pove¢anom proizvodnjom IL-10,
inhibira diferencijaciju i proliferaciju B-stanica u plazma stanice i vjeruje se da igra ulogu u
smanjenju proizvodnje antitijela, inhibira diferencijaciju, sazrijevanje, vracanje u prvobitno

stanje i luenje citokina iz mastocita, neutrofila i eozinofila (Slika 3) (165).
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Slika 3. Imunoregulacijska aktivnost vitamina D na upalne stanice uklju¢ene u patogenezu
astme (preuzeto 1 prilagodeno prema Tibrewal 1 sur., 2023)

IL- interleukin, Ag- antigen, PGE2- prostaglandin E2, Th17- T pomo¢ne stanice 17, IgE- immunoglobulin E,
CCR7- C-C kemokinski receptor 7
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2.3.2. Vitamin A

Vitamin A je neophodan za oCuvanje integriteta epitela i ima protuupalne ucinke u plu¢ima te
prevenira remodeliranje diSnih putova. Nedostatak vitamina A potice i pogorSava ve¢ postojecu
upalu (166). Osim toga, vitamin A je potreban za aktivaciju B-limfocita putem poboljsanja
sinteze imunoglobulina i proizvodnje sekretornog Ig A u diSnim putovima. On sprjecava
programiranu stani¢nu smrt i odrzava vitalnost T i B-limfocita (167). Dokazi pokazuju da je
razina vitamina A u serumu djece s astmom znacajno niza nego kod zdrave djece, te da postoji
znacajna korelacija izmedu njegove koncentracije i tezine astme (168). Na terapijskoj razini,
ucinak vitamina A na poboljSanje funkcije pluc¢a kod pacijenata s kronicnom astmom ostaje
kontroverzan. Neke studije su izvijestile da suplementacija vitaminom A (kao antioksidansom)
nema ocite klinicke koristi, dok su neke studije potvrdile da terapija potpomognuta vitaminom
A moze znacajno skratiti trajanje respiratornih simptoma (kasalj, piskanje) kod djece s
bronhijalnom astmom, poboljsati funkciju pluca, smanjiti upalne markere i povecati razinu T
stanica (169,170). Osim toga, povecane razine vitamina A i 25-hidroksivitamina D3 (250HD3)
U serumu povezane su s poboljsanom funkcijom pluca i kvalitetom zivota kod djece s astmom
u remisiji. Prac¢enje 1 odrzavanje odgovarajucih razina vitamina A moze pomo¢i u kontroli

simptoma astme i smanjenju ucestalosti napadaja (171).

2.3.3 Vitamin E

Vitamin E jedan je od ¢imbenika iz okoliSa koji moze modificirati razvoj alergije u ranoj
zivotnoj dobi kao 1 odgovore na alergen nakon senzibilizacije. Razli¢it u¢inak vitamina E ovisi
o razli¢itim funkcijama izoformi. Studije pokazuju da izoforme vitamina E, a-tokoferol i y-
tokoferol, imaju suprotne funkcije u regulaciji alergijske upale i razvoju alergijskih bolesti, pri
¢emu a-tokoferol ima protuupalna djelovanja, a y-tokoferol proupalna djelovanja kod alergije i
astme. Razlike u prevalenciji astme po zemljama mogu biti rezultat, barem djelomi¢no, razlika
u konzumaciji ova dva izoforma tokoferola. Ljudi dobivaju izoforme vitamina E iz hrane, ulja
za kuhanje, formula za dojancad i vitaminskih dodataka te na taj nacin mogu povecati
konzumaciju izoforme y-tokoferola (172,173). Zemlje s najviS§im razinama y-tokoferola u

plazmi imaju tendenciju prema najvecoj stopi prevalencije astme (174).
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Prema studiji, trogodis$nja djeca s visokim razinama a-tokoferola i niskim razinama y-tokoferola
u plazmi imala su znacajno bolju plu¢nu funkciju (visi FEV1) u dobi od 7 godina nego djeca s

niskim razinama o-tokoferola i visokim razinama y-tokoferola (175).
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Vrsta istrazivanja

Istrazivanje je postavljeno kao prospektivna, usporedna, studija kohorte slucaj-kontrola.
Istrazivanje je provedeno prema etickim nacelima, odobreno od Etickog povjerenstva Djecje
bolnice Srebrnjak (14.04.2022.) i Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta u Zagrebu
(27.06.2022.).

Adolescenti su ukljuceni u studiju nakon potpisivanja informiranog pristanka njihovih roditelja,

odnosno zakonskih skrbnika.

3.2. Ispitanici

U istrazivanje je uklju¢eno 134 ispitanika podijeljenih u tri skupine u dobi od 10 do 18 godina:

1. Kontrolna skupina, 26 zdravih ispitanika oba spola (upareni sa skupinom 2 i 3 gleda spola,
dobi te sezoni uzorkovanja vitamina)

2. Skupina u potpunoj remisiji, 58 djece oba spola kojima je astma dijagnosticirana prije
adolescencije, a prije ukljucivanja su bili najmanje godinu dana ili viSe u kompletnoj
remisiji

3. Skupina s aktivnom astmom, 50 dijete oba spola kojima je astma dijagnosticirana prije
adolescencije, a koji imaju aktivnu astmu obzirom na simptome i lijeenje (upareni sa

skupinom 2 glede spola, dobi te sezoni uzorkovanja vitamina)

Ukljucujuéi kriteriji za istraZivanje su:
Prva skupina
e dobod 10. do 18. godine Zivota
e prethodno zdrava djeca kojima nije dijagnosticirana astma
e djeca s urednom obiteljskom i osobnom anamnezom glede atopijskih bolesti (alergijski

rinitis, atopijski dermatitis, nutritivna alergija)
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Druga skupina

dob od 10. do 18. godine Zivota

adolescenti koji su godinu dana ili vise u kompletnoj remisiji astme (bez simptoma
astme kako nocu, tako i u naporu, bez egzacerbacija bolesti zadnjih godinu dana ili duze,
koji ne uzimaju protuupalnu terapiju niti su bili lije¢eni bioloskim lijekovima, imaju

urednu plu¢nu funkciju i urednu normoreaktivnost bronha)

Trec¢a skupina

dob od 10. do 18. godine Zivota
djeca s aktivnom astmom (prisutni simptomi i pogorSanja astme kao i potreba za
redovitom protuupalnom terapijom, koji imaju poremecaj pluéne funkcije, te

hiperreaktivnost bronha)

Dijagnoza astme postavljena je na temelju GINA i ATS/ERS smjernica (3,176).

Isklju€ujuci kriteriji za istrazivanje su:

djeca mlada od 10 godina

maligne bolesti

aktivne ili lose kontrolirane autoimune bolesti

dijagnoza cisti¢ne fibroze

nadomjesna terapija vitaminima D, Ai E

preboljena infekcija diSnih putova do unatrag Cetiri tjedna prije ispitivanja koja bi mogla

utjecati na rezultate dijagnostickih testova
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3.3. Metode

Istrazivanje je provedeno u Djeéjoj bolnici Srebrnjak na Klinici za pedijatriju, na Odjelu za
klinicko-laboratorijsku dijagnostiku, Znanstveno-istrazivackom odjelu i Odjelu za pluénu

funkcijsku dijagnostiku.

Tijekom pregleda u Alergoloskoj ambulanti Klinike za pedijatriju, lije¢nika subspecijalista
djecje alergologije i klini¢ke imunologije, uzeta je detaljna osobna i obiteljska anamneza te su
prikupljeni podaci o prehrani, izloZenosti duhanskom dimu, bavljenju sportom, mjestu
stanovanja grad/selo-oneciséenja, izlozenosti sSuncu ovisno 0 mjestu stanovanja,
komorbiditetnim bolestima (pretilost, alergijski rinitis, atopijski dermatitis, gastroezofagealna
refluksna bolest (GERB)), kontaktu sa zivotinjama, vremenu uzimanja uzoraka s naznakom
godisnjeg doba, broju i tezini egzacerbacije astme zadnju godinu dana, uzimanju terapije za

astmu unatrag godinu dana (kontinuirano ili povremeno), atopiji u obitelji.

Takoder se svakom ispitaniku izmjerila tjelesna visina i tjelesna masa, izra¢unat je indeks
tjelesne mase (BMI) te su apsolutne vrijednosti usporedene s percentilnim krivuljama rasta

specificnim za spol 1 dob djeteta.

Ispitanici su ispunili upitnike o kontroli astme za djecu u dobi od 4-11 godina (Childhood
Asthma Control Test-C-ACT) i upitnik o kontroli astme za djecu od 12 godina i vise (ACT)
(177,178).

Prema podacima iz literature, za oba testa bodovni zbir od 19 i nize otkriva nekontroliranu
astmu u zadnja 4 tjedna. C-ACT se sastoji od sedam pitanja (ucestalost simptoma
izazvanih fizickom aktivno$c¢u, ucestalost kaslja i no¢nih simptoma; broj bodova 0-27), od
kojih na prva cetiri odgovara dijete, a na zadnja tri odgovara roditelj. ACT
se sastoji od pet pitanja (broj bodova 5-25) te na svih pet pitanja odgovaraju

djeca.

Provedena je procjena tezine astme prema GINA smjernicama ovisno o broju napadaja i potrebe
za lijekovima te je evidentiran broj egzacerbacija prema stupnju tezine astmatskog napada u
zadnjih godinu dana.

Ispitanici su u skupine rasporedeni ovisno o fenotipu astme.
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Lijecenje inhalacijskim kortikosteroidima (IKS) ukljuceno je kao klini¢ka varijabla, zabiljezena

je samo kao binarna varijabla (da/ne).

Ucinjen je i klinicki pregled djece te je svakom ispitaniku napravljen kozni ubodni test (SPT)

na inhalacijske alergene.

Provedeno je mjerenje pluéne funkcije spirometrijskim mjerenjem i prikazom krivulje protok-
volumen uz bronhodilatacijski test salbutamolom, izmjeren je plu¢ni FeNO pri 50 i 350 mL/s

protoka.

Spirometrija je provedena pomoc¢u kompjuteriziranog spirometra (GANSHORN Medizin
Electronic GmbH, Niederlauder, Njemacka) prema smjernicama ATS-a (179). Analizirani su
volumen zraka izdahnut u 1 s (FEV1), forsirani vitalni kapacitet (FVC) i omjer FEV1/FVC koji
su zabiljezeni i izrazeni kao postotak predvidenih vrijednosti, prema Austrijskim normama za
populaciju djece (180), a koje se koriste u Djecjoj bolnici Srebrnjak u svakodnevnoj klini¢koj

praksi.

Bronhodilatacijski test je dijagnosticki postupak za mjerenje reverzibilnosti suzenja di$nih
putova. Nakon ucinjene spirometrije sva djeca su dobila salbutamol te je nakon 15 min
ponovljena spiromerija. Povec¢anje FEV1 i/ili FVC > 12% pocetne vrijednosti koristio se kao

kriterij za pozitivan bronhodilatacijski test prema preporuci ERS/ATS (181).

Mjerenje FeNO-a

U skladu sa standardima ATS-a, mjerenja FeNO provedena su prije spirometrijskih testova.
Razine izdahnutog NO mjerene su metodom jednog izdisaja pri 50 mL/s tijekom 10 s pomoc¢u
NiOX analizatora (Aerocrine AB, Solna, Svedska) izraZeno u ppb-ima, a u skladu s
preporukama ERS/ATS-a. Za adolescente vrijednosti ispod 5 su niske, normalne vrijednosti su

u rasponu od 5 do 25, visoke od 26 do 35, a vrlo visoke iznad 35 ppb (182).

Mjerenje bronhalne hiperreaktivnosti

Djeci s dijagnozom astme (djeci s remisijom astme i djeci s aktivnom astmom) napravljen je
bronhoprovokacijski test metakolinom (metakolinski test) koji sluzi za dokazivanje pretjerane

osjetljivosti (hiperrekatvinosti) sluznice bronha i pomo¢no je sredstvo za dijagnostiku astme.
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Test se provodi tako da ispitanik ucini bazi¢nu spirometriju a zatim zapocinje izvodenje
bronhoprovokativnog testa udisanjem fizioloske otopine, a poslije postupno rastu¢im dozama
metakolina u to¢no odredenoj koncentraciji u viSe navrata, a nakon svake inhalacije se ponavlja
spirometrija. Prate se spirometrijske vrijednosti do kraja testa ili do kriterija koji zadovoljavaju
pozitivan nalaz. Ako dode do suzenja dis$nih putova (pad FEV1 > 20%) obustavlja se daljnje
testiranje i test smatramo pozitivnim. Zatim se daje salbutamol, prati se plué¢na funkcija do
povratka na osnovne vrijednosti (po¢etna spirometrija). Doza potrebna za izazivanje smanjenja
od 20% poznata je kao provokacijska doza (PD20) izrazava se u mg/mL (183). (JAEGER
Njemacka).

Odredivanje biomarkera

Svakom se ispitaniku napravila analiza uzorka krvi dobivene venepunkcijom za diferencijalnu
krvnu sliku (DKS), ECP, hsCRP, ulgE.

Dio ostatnog bioloskog uzorka koji je prikupljen tijekom rutinske dijagnosticke obrade (2 mL)
odvojen je za analizu citokina metodom enzimskog imunotesta (eng. Enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA), a dodatnih 2 mL krvi za analizu vitamina metodom tekuc¢inske
kromatografije visoke djelotvornosti (eng. High-performance liquid chromatography, HPLC)
spregnutom s masenom spektrometrijom (eng. liquid chromatography/ mass spectrometry,
LC/MS).

Eozinofili (u sklopu DKS) odredivan je morfoloskom analizom krvnog razmaza, izmjereni na
hematoloskom brojacu XN 550 (Sysmex, Japan).

Koncentracija ECP i ukupni IgE su izmjereni analiticCkom metodom: kemiluminiscentna
imunoanaliza (CLIA) na analizatoru Immulite 2000 Xpi (Siemens, Njemacka).

Koncentracija hsCRP je izmjeren imunoturbidimetrijskom analitickom metodom na analizatoru

AUG80 (Beckman Coulter, USA).

ELISA (citokini)

Nakon uzorkovanja krvi venepunkcijom u epruvete s gelom koji sadrzi aktivator zgruSavanja
(BD Vacutainer SST tubes, Becton Dickinson and Company Inc, Franklin Lakes, NJ, SAD),
serum je izdvojen centrifugiranjem uzorka krvi na 3000 g, 10 min na sobnoj temperaturi. Serum

je izdvojen u mikroepruvete i pohranjen na -80°C do naknadne analize.
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Koncentracije citokina (IL-4, IL-5, IL-13, IFN-y i TNF-a) u serumu odredene su metodom

ELISA koriStenjem komercijalno dostupnih setova reagensa:

e IL-4 (Human IL-4 ELISA kit, Invitrogen, ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA,
SAD)

e IL-5 (Human IL-5 ELISA kit, Invitrogen, ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA,
SAD)

e IL-13 (Human IL-13 ELISA kit, Invitrogen, ThermoFisher Scientific Inc., Waltham,
MA, SAD)

e |IFN-y (Human IFN-gamma ELISA kit, Invitrogen, ThermoFisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, SAD)

e TNF-o (Human TNF alpha ELISA Kit, Invitrogen, ThermoFisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, SAD).

Na polipropilenske plocice s 96 jaZica imobilizirano je protutijelo za vezanje specificno za svaki
citokin inkubacijom preko no¢i na 4°C. Nespecificno vezana protutijela uklonjena su
ispiranjem 3 puta puferom za ispiranje (uz namakanje pufera za ispiranje u svakom ciklusu
pranja u trajanju od cca 1 minute). Potom su jazice blokirane inkubacijom 1 h na sobnoj
temperaturi u ELISPOT Diluent reagensu kako bi se dodatno izbjeglo nespecificno vezanje i
lazno pozitivni rezultati. Reagens za blokiranje potom je ispran 3 puta koriStenjem pufera za
ispiranje. Standardi poznatih koncentracija citokina serijski su dvostruko razrijedeni u
ELISPOT Diluent reagensu ukupno 8 puta. Uzorci, standardi i slijepa proba (ELISPOT Diluent
reagens) inkubirani su preko no¢i na 4°C. Nespecifi¢no vezani antigeni uklonjeni su ispiranjem
5 puta puferom za ispiranje. Detekcijsko protutijelo inkubirano je 1 h na sobnoj temperaturi,
nakon ¢ega su nespecificno vezana protutijela isprana 5 puta puferom za ispiranje. Potom je
dodan kompleks streptavidina i peroksidaze hrena, inkubiran 30 minuta na sobnoj temperaturi
i ispran 5 puta puferom za ispiranje. Zatim je dodan supstrat (3,3',5,5'-tetrametilbenzidin,
TMB), inkubiran 15 minuta na sobnoj temperaturi te je nakon toga dodana otopina za
zaustavljanje reakcije (2N H2SOs). Opti¢ka gusto¢a na valnoj duljini 450 nm (ODaso) U
uzorcima ocitana je koriStenjem c¢itaca mikrotitarskih ploc¢ica ELISA Plate Analyser (Global

Diagnostics B, Geel, Belgija).
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Granica detekcije za test za IL-4 i IL-5 je 1,5 pg/mL, za IL-13 i TNF-a je 3,9 pg/mL, a za IFN-
vy 0,5 pg/mL.

Mjerenje vitamina
LC/MS (vitamin D)

Nakon uzorkovanja krvi venepunkcijom u epruvete s antikoagulansom K2EDTA (BD
Vacutainer EDTA tubes, Becton Dickinson and Company Inc, Franklin Lakes, NJ, SAD),
plazma je izdvojena centrifugiranjem uzorka krvi na 3500 rpm, 10 min na 16°C. Plazma je
izdvojena u mikroepruvete i pohranjena na -20°C do naknadne analize.

Koncentracija vitamina 25-OH-vitamina D3 u uzorcima plazme odredena je metodom HPLC
spregnutom s masenom spektrometrijom, LC/MS trostrukog kvadrupola. Priprema uzoraka
plazme za analizu 1 injektiranje u LC/MS sustav provedena je koriStenjem komercijalno
dostupnog seta reagensa Jasem 25-hydroxy Vitamin D2&3, epi-Vit D3 (Altium International
Laboratuvar Cihazlari A.S., Istanbul, Turska). Ukratko, u 200 uL uzoraka plazme, kalibratora
poznatih koncentracija u 4 tocke te kontrola (liofiliziranih plazmi poznate koncentracije 25-
OH-vitamina D3, rekonstituiranih u vodi, u 2 tocke) dodano je 100 pL reagensa za oslobadanje
vitamina D od njegovog transportnog proteina (eng. vitamin D binding protein, VDBP) koji
sadrzi metanol, cinkov sulfat i mravlju kiselinu. Zatim je dodano 25 pl internog standarda D-
25-OH-vitamin D3. Naposlijetku je dodano 975 uL metanola za deproteinizaciju te su uzorci
centrifugirani na 3600 g, 5 min. Supernatant (600 uL) ispipetiran je u epruvete sa zatamnjenim
staklom te termostatiran na 4°C u auto-sampler modulu LC/MS sustava do injekcije i analize.
Volumen od 10 pL tako pripremljenih uzoraka, kalibratora, kontrola kao i slijepe probe
(metanol) injektirano je u LC/MS sustav (Agilent Infinity Bio-inert 1260/Agilent-6465 Ultivo,
Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, SAD). Teku¢inska kromatografija reverzne faze
provedena je na C18 silika koloni u ukupnom trajanju od 10 min po injektiranju, uz mobilnu
fazu A: 5%-tni metanol uz dodatak 0,1% mravlje kiseline (v/v) i 2mM amonijevog formijata i
mobilnu fazu B: 100%-tni metanol uz dodatak 0,1% mravlje kiseline (v/v) prema parametrima

navedenim u Tablici 1.
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Tablica 1. Uvjeti analize vitamina D u plazmi metodom tekuéinske kromatografije

Vrijeme (min) Mobilna faza A (%) | Mobilna faza B (%) | Protok (mL/min)
0,00 22 78 0,6
3,80 22 78 0,6
3,81 2 98 0,6
6,30 2 98 0,6
6,31 22 78 0,6
10 22 78 0,6

Izmedu injektiranja injekcijska igla isprana je s minimalno 10 volumena mjeSavine vode i

metanola u omjeru od 1:1.

Uvjeti ionskog izvora prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Uvjeti ionskog izvora (masenog spektrometra) u analizi vitamina D u plazmi

Polarnost Pozitivna
Temperatura plina 150 °C

Protok plina 10 L/min

Tlak nebulizera 40 psi
Temperatura obloZnog plina 300°C

Protok obloZnog plina 10 L/min

Napon kapilare 3000 V (pozitivni)
Napon mlaznice ov

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza rezultata odradena je na temelju ciljnih tranzicija masa

analita i produkata kolizije (Tablica 3.), kao i retencijskih vremena specifi¢nih za svaki analit

(Tablica 4).
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Tablica 3. Tranzicije masa specifi¢nih za pojedine analite (vitamin D2, vitamin D3, epimer
vitamin D3) u analizi vitamina D u plazmi metodom tekucinske kromatografije spregnute s
masenom spektrometrijom

Naziv spoja Prekursorski | Rezolucija | Produktni | Rezoluci | Dwell | FV | CE | Polarnost
ion MS1 ion ja MS2

25-OH-vitamin | 413,3 jedinica 395,3 jedinica 100 120 | 6 pozitivna
D2
(kvantitativno)
25-OH-vitamin | 413,3 jedinica 3553 jedinica 100 110 | 6 pozitivna
D2
(kvalitativno)
25-OH-vitamin | 401,3 jedinica 3833 jedinica 100 120 | 6 pozitivna
D3
(kvantitativno)
25-OH-vitamin | 401,3 jedinica 365,3 jedinica 100 120 | 6 pozitivna
D3
(kvalitativno)
3-epi-25-OH- 401,3 Jedinica 383,3 jedinica 100 120 | 6 pozitivna
vitamin D3

D¢-25-OH-D3 | 4073 jedinica 389,3 jedinica 100 120 | 6 pozitivna
vitamin (interni
standard)

Tablica 4. Oc¢ekivana retencijska vremena za pojedine analite u analizi vitamina D u plazmi
metodom tekucinske kromatografije spregnute s masenom spektrometrijom

Naziv spoja Retencijsko vrijeme (min)
25-OH-vitamin D2 3,1

25-OH-vitamin D3 2,99

3-epi-25-OH-vitamin D3 3,55

Ds-25-OH-vitamin D3 2,965
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lako su mjereni i vitamin D2, vitamin D3 te epi vitamin D3, analizirane su samo koncentracije
vitamina 25-OH-vitamin D3 u serumu zbog njihove vece bioloske i klinicke relevantnosti §to
je u skladu s uobic¢ajenom klinickom praksom, buduci da je vitamin D3 znacajno uc¢inkovitiji
od vitamina D2 u podizanju i odrzavanju ukupne razine 25(OH)D u serumu. Razine 25-OH
vitamina D3 izrazene su u pg/L. Vrijednosti jednake ili ve¢e od 20 ug/L smatrane su
normalnima, vrijednosti izmedu 10 i 19,99 pg/L definirane su kao nedostatak, a vrijednosti nize

od 10 pg/L definirane su kao ozbiljan nedostatak (184, 185, 186).

LC/MS (vitamini Ai E)

Nakon uzorkovanja krvi venepunkcijom u epruvete s antikoagulansom K2EDTA (BD
Vacutainer EDTA tubes, Becton Dickinson and Company Inc, Franklin Lakes, NJ, SAD),
plazma je izdvojena centrifugiranjem uzorka krvi na 3500 rpm, 10 min na 16°C u
mikroepruvete i pohranjena na -20°C do naknadne analize.

Koncentracija vitamina A i E U uzorcima plazme odredena je metodom HPLC spregnutom s
masenom spektrometrijom, LC/MS trostrukog kvadrupola. Priprema uzoraka plazme za analizu
1 injektiranje u LC/MS sustav provedena je koriStenjem komercijalno dostupnog seta reagensa
Jasem Vitamin A&E in Serum/Plasma LC-MS/MS Analysis Kit (Altium International
Laboratuvar Cihazlari A.S., Istanbul, Turska). Ukratko, u 200 pL uzoraka plazme, kalibratora
poznatih koncentracija u 3 tocke te kontrole (liofilizirane plazme poznate koncentracije retinola
i a-tokoferola, rekonstituirane u vodi) dodano je 100 uL reagensa za oslobadanje vitamina D
od transportnih proteina 1 lipoproteinskog matriksa koji sadrzi metanol, cinkov sulfat,
amtioksidans (askorbinskou kiselinu) i mravlju kiselinu. Zatim je dodano 25 pL internog
standarda vitamin E-Ds. Naposlijetku je dodano 975 uL metanola za deproteinizaciju te su
uzorci centrifugirani na 3600 g, 5 min. Supernatant (600 uL) ispipetiran je u epruvete sa
zatamnjenim staklom te termostatiran na 4°C u auto-sampler modulu LC/MS sustava do
injekcije i analize.

Tako pripremljeni uzorci od 10 uL, kalibratora, kontrole kao i slijepe probe (metanol)
injektirano je u LC/MS sustav (Agilent Infinity Bio-inert 1260/Agilent-6465 Ultivo, Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, CA, SAD). Tekucinska kromatografija reverzne faze provedena
je na C18 silika koloni u ukupnom trajanju od 6 min po injektiranju, uz mobilnu fazu A: 5%-
tni metanol uz dodatak 0,1% mravlje kiseline (v/v) i 2mM amonijevog formijata i mobilnu fazu
B: 100%-tni metanol uz dodatak 0,1% mravlje kiseline (v/v) prema parametrima navedenim u
Tablici 5.
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Tablica 5. Uvjeti analize vitamina A i E u plazmi metodom tekuéinske kromatografije

Vrijeme (min) Mobilna faza A (%) | Mobilna faza B (%) | Protok (mL/min)
0,00 2 98 0,7
6,00 2 98 0,7

Izmedu injektiranja injekcijska igla isprana je s minimalno 10 volumena mjeSavine vode i
metanola u omjeru od 2:1.

Uvjeti ionskog izvora navedeni su u Tablici 6.

Tablica 6. Uvjeti ionskog izvora (masenog spektrometra) u analizi vitamina A i E u plazmi

Polarnost Pozitivna
Temperatura plina 350 °C

Protok plina 11 L/min

Tlak nebulizera 50 psi
Temperatura obloZnog plina 400°C

Protok obloznog plina 11 L/min

Napon kapilare 6000 V (pozitivni)
Napon mlaznice 1000 V

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza rezultata odradena je na temelju ciljnih tranzicija masa

analita i produkata kolizije (Tablica 7), kao i retencijskih vremena specifi¢nih za svaki analit

(Tablica 8).
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Tablica 7. Tranzicije masa specifi¢nih za pojedine analite (vitamin A i vitamin E) u analizi
vitamina A 1 E u plazmi metodom tekucinske kromatografije spregnute s masenom
spektrometrijom

Naziv spoja Prekursorski | Rezolucija | Produktni | Rezolucija | Dwell | FV | CE | Polarnost
ion MS1 ion MS2

Vitamin 269,2 jedinica 81,1 jedinica 100 50 24 pozitivna
A-retinol

(kvantitativno)
Vitamin 269,2 jedinica 355,3 jedinica 100 50 18 pozitivna
A-retinol

(kvalitativno)
Vitamin 431,3 jedinica 165,1 jedinica 200 100 | 30 pozitivna
E-a-tokoferol
(kvantitativno)
Vitamin 431,3 jedinica 137,3 jedinica 200 100 | 50 pozitivna
E-o-tokoferol
(kvalitativno)
Vitamin 437,3 jedinica 171,1 jedinica 200 100 | 30 | pozitivna
E-D¢ (interni
standard)

Tablica 8. Oc¢ekivana retencijska vremena za pojedine analite u analizi vitamina A i E u plazmi
metodom tekucinske kromatografije spregnute s masenom spektrometrijom

Naziv spoja Retencijsko vrijeme (min)
Vitamin A (retinol) 1,948
Vitamin E (a- tokoferol) 4,310
Vitamin E- D¢ 4,279
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Statisticke metode

Statisticka obrada provedena je koristenjem statistickih programskih paketa STATISTICA v.14
(Cloud Software Group Inc., FL, USA) te MedCalc v.23 (MedCalc Software Ltd, Ostend,
Belgium?; 2026).

Potrebna veli¢ina uzorka (minimalno 20 po skupini) izracunata je na temelju rezultata istrazivanja
Yusuffa i sur. (2022). uz ocekivanu razliku medu skupinama za vitamin D od 3,2 ng/mL uz

standardnu devijaciju od 3,4 ng/mL te uz statisticku snagu od 80 % te alfa = 0,05 (22).

Kategorijske varijable prikazane su kao ucestalost te udio (%), a kontinuirane kao medijan (M)
i interkvartilni raspon (IQR). Za usporedbu medu skupinama varijable ¢e se usporediti
koristenjem hi-kvadrat ili Fisher egzakt testa za kategorijske varijable, odnosno koristenjem
Mann-Whitney U-testa ili Kruskal-Wallis ANOVA ovisno o skupina. Povezanost izmedu
varijabli utvrdena je koriStenjem Spearmanovog koeficijenta korelacije. Provedena je logisticka
regresijska analiza (multivarijatna) kako bi se utvrdila povezanost razvoja remisije astme s
razinom vitamina D, A i E, te razinom biomarkera te ROC analiza uz prikaz povrsine ispod
krivulje (AUC), osjetljivosti, specifi¢nosti, pozitivne 1 negativne prediktivne vrijednosti uz
95 %-tne intervale pouzdanosti (95 % CI) za navedene ispitivane nezavisne varijable ili njihove
kombinacije. Rezultat logisticke regresije za remisiju astme prikazan je forest plotom. Kao
statisticki znac¢ajna vrijednost koriSten je p < 0,05 za sve koriStene testove uz odgovarajucu

korekciju za viSestruke usporedbe kada je to potrebno.

1 https://www.medcalc.org
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4. REZULTATI

4.1. Karakteristike ispitivanih skupina

U istrazivanje je uklju¢eno 134 ispitanika (adolescenta) prosje¢ne dobi 13,6 godina iz tri

skupine (zdrave kontrole, N=26; ispitanici ¢ija je astma u remisiji, N=58; ispitanici s aktivnom

astmom, N=50).

Tablica 9. Demografske i anamnesticke karakteristike te komorbiditeti po skupinama

(N=134)
.. e Remisija Aktivna astma | 5 ..
Varijable Zdravi (N=26) (N=58) (N=50) P-vrijednost
, 13,6 14,15 13 #
Dob (godine) 11,3-16,0 11,4-16,0 11,1-14.4 0.1658
M 12 (46,2%) 44 (75,9%) | 28 (56,0%)
sl |7 14 (53,8%) 14 (241%) | 22 (4400 | 01988
. 54 53,15 55,28 \
Tjelesna masa (kg) 4350-6600 | 4500-69,70 | 44,00-72.90 | /8%
. » 163,9 166,6 162,45 ,
Tielesnavisina (€m) 540175 00 | 151,00-175,00 | 152,10-172,30 | /00
19,26 20,51 21,24
-2 ] ] ) #
BMI (kgm™) 17,08-2303 | 1834-2300 | 1822-2478 | 0220
Pretilost 3 (11,5%) 9 (15,5%) 12 (24,0%) 0,3320 8
iozenost duhanskom | 15 (57.796) | 26 (448%) | 24(48.0%) | 05494°
Zivot u gradu 14 (53,8%) 35 (60,3%) | 28 (56,0%) | 0,8270°
Pozitivna obiteljska 0 (0%) 37 (63,8%) | 32(64,0%) | <0,0001°
anamneza
Zdrava prehrana 5 (19,2%) 16 (27,6%) 19 (38,0%) 0,2093 §
Sport 18 (69,2%) 43 (741%) | 32 (64,0%) | 05220°
Izlaganje suncu 11 (42,3%) 23 (39,7%) 9 (18,0%) 0,0257 8
Kuéni ljubimci 16 (61,5%) 35 (60,3%) | 22 (44,0%) | 0,1702°
Atopijski dermatitis 0 (0%) 12 (20,7%) 7 (14,0%) 0,0425 8
Alergijski rinitis 0 (0%) 48 (82,8%) 40 (80,0%) <0,0001 8
SSTIEIUE G 1(3,8%) 55(94,8%) | 43(86,0%) | <0,0001°
alergene
GERB 7 (26,9%) 2 (3,4%) 12 (24,0%) | 0,0029°
OSA 0 (0%) 3 (5,2%) 3 (6,0%) 0,4595 §

Podaci su prikazani kao: medijan i 25.-75. percentila ili kao broj i udio; # p-vrijednost je rezultat

Kruskal-Wallis testa; 3 p-vrijednost je rezultat hi-kvadrat testa;

BMI — indeks tjelesne mase, SPT — skin-prick test, GERB — gastroezofagealna refluksna bolest,
OSA — opstruktivna apneja u snu.
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Skupine su bile podjednake obzirom na demografske karakteristike $to je vidljivo iz Tablice 9.
Nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika medu skupinama za raspodjelu prema dobi
(p=0,1658), tjelesnoj masi (p=0,7897), tjelesnoj visini (p=0,7933), BMI-ju (p=0,2255),
ucestalosti pretilosti (p=0,3320), izloZenosti duhanskom dimu (p=0,5494), zivotu u gradu/selu
(p=0,8270), tipu prehrane (zdrava/nezdrava) (p=0,2093), uceséu u sportskim aktivnostima
(p=0,5220), izlozenosti kuénim ljubimcima (p=0,1702) te simptomima opstruktivne ,,sleep*
apneje, skraceno OSA-e (p=0,4595) (Kruskal-Wallis test ili hi-kvadrat test medu skupinama).

Skupine su se znacajno razlikovale za raspodjelu prema spolu uz najvisSe djecaka u skupini u
remisiji (75,9%), a najmanje u skupini zdravih (46,2%; p=0,0158, hi-kvadrat test), prema
ucestalosti pozitivne obiteljske anamneze (zdravi 0%, remisija 63,8%, aktivna astma 64%;
p<0,0001, hi-kvadrat test), ucestalosti atopijskog dermatitisa (p=0,0425, hi-kvadrat test),
alergijskog rinitisa (p<0,0001, hi-kvadrat test) te pozitivnog SPT na inhalacijske alergene
(p<0,0001, hi-kvadrat test) gdje su alergijski komorbiditeti bili podjednake ucestalosti u obje
skupine s astmom, a prakti¢ki nisu bili prisutni u skupini zdravih ispitanika.

Utvrdena je 1 znacajna razlike vezana uz ucestalost GERB-a koji je bio podjednake ucestalosti
u zdravih i ispitanika s aktivnom astmom (26,9% i 24%), a niske ucestalosti u skupini koja je
bila u remisiji astme (3,4%; p=0,0029, hi-kvadrat test).

Ocekivano pluéna funkcija se statisti¢ki znacajno razlikovala medu skupinama (Tablica 10.) te
Slika 4. Spirometrijski parametri bili su najvisi u skupini zdravih ispitanika, a najnizi u skupini
ispitanika s aktivnom astmom (p=0,0001; p<0,0001; p=0,0101; Kruskal-Wallis test), iako
razlike nisu bile klini¢ki bitno razli¢ite (posebice za parametar FEV1/FVC koji je glavni marker
opstruktivnih smetnji ventilacije).

Ucestalost pozitivnog bronhodilatacijskog testa je bila veca od 0 samo u skupini s aktivhom
astmom (16,0%; p=0,0008, hi-kvadrat test), usporedivo s pozitivnim metakolinskim testom
(19,1%; p<0,0001, hi-kvadrat test).
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Tablica 10. Plu¢na funkcija po skupinama (N=134)

Zdravi (N=26) | Remisija (N=58) AktE\l(ln:aS%S)tma P-vrijednost
93,002 90 85,007
0 ! ! #
AGAE 92,00-103,00 85,00-96,00 81,00-93,00 0,0001
97,002 93,5 88,507
0 y ) ’ #
AL 94,00-107,00 89,00-103,00 84,00-95,00 <0,0001
104,008 103 103,002 4
VRS 103,00-106,00 102,00-106,00 102,00-104,00 0,0101
+ bronhodil. test 0 (0%) 0 (0%) 8 (16,0%) 0,0008 8
+ metakol. test NP 0 (0%) 21 (19,1%) <0,0001 8

Podaci su prikazani kao: medijan i 25.-75. percentila ili kao broj i udio; *p-vrijednost je rezultat
Kruskal-Wallis testa; 8 p-vrijednost je rezultat hi-kvadrat testa; ®° grupe oznaéene istim slovom
znacajno se razlikuju u post-hoc testu prema Dunnu. FVC% — forsirani vitalni kapacitet kao
postotak od norme, FEV1% — forsirani ekspiratorni volumen u 1. sekundi kao postotak od

norme.
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Slika 4. Plu¢na funkcija po skupinama (N=134); FVC — forsirani vitalni kapacitet kao
postotak od norme, FEV1 — forsirani ekspiratorni volumen u 1. sekundi kao postotak od

norme.
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Tablica 11. Karakteristike astme u skupinama astmatic¢ara (N=108)

Varijable Remisija Aktivna astma P-
(N=58) (N=50) vrijednost
Fenotip astme
Alergijska 55 (94,8%) 43 (86,0%) 0,0001
Inducirana naporom 0 (0%) 3 (6,0%) 0,0759
Nealergijska 0 (0%) 1(2,0%) 0,4290
Nejasno 3 (5,2%) 3 (6,0%) 0,4595
Koristenje lijekova
Kontinuirano 0 (0%) 42 (84,0%) <0,0001
Povremeno 0 (0%) 8 (16,0%) 0,0016
Tezina astme
Povremena 0 (0%) 42 (84,0%) <0,0001
Blaga 0 (0%) 5 (10,0%) 0,0141
Umjerena 0 (0%) 3 (6,0%) 0,0597
Teska 0 (0%) 0 (0%) 0,9999
Tezina astme prema broju egzacerbacija u
prethodnih godinu dana
Blaga 0 (0%) 44 (88,0%) <0,0001
Umjereno teska 0 (0%) 6 (12,0%) 0,0069
Teska 0 (0%) 0 (%) 0,9999

Podaci su prikazani kao: broj i udio (%); $ p-vrijednost je rezultat hi-kvadrat testa.

Karakteristike astme su se znacajno razlikovale po ucestalosti izmedu skupine u remisiji i

skupine s aktivnom astmom. Alergijska astma je bila znac¢ajno ucestalija u skupini u remisiji

(94,8% prema 86%; p=0,0001, hi-kvadrat test). Kontinuirano i povremeno koriStenje lijekova

oc¢ekivano je bilo znacajno ucestalije u skupini s aktivnom astmom (0% prema 84% te 0%

prema 16%; p<0,0001 te p=0,0016, hi-kvadrat test). Takoder je teZina astme bila znacajno

razli¢ita (bez obzira na to je li utvrdena na temelju ucestalosti simptoma ili na temelju

ucestalosti egzacerbacija) jer se u ispitanika koji su bili u remisiji nije mogla odrediti, a u

ispitanika s aktivnom astmom se kretala od povremene (84%) do umjerene (6%) odnosno
umjereno teske (12%) (p<0,05, hi-kvadrat test) (Tablica 11).
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4.2. Razine upalnih parametara u ispitivanim skupinama

U Tablici 12 te na Slikama 5 i 6 prikazana je raspodjela upalnih parametara po skupinama (ECP,
Eo, FeNO, hsCRP, IFN-y, IL-13, IL-4, IL-5, TNF-a, ulgE). Nisu utvrdene statisti¢ki znacajne
razlike za ECP (iako je bio visi u skupini s aktivnom astmom; 27 prema 36 ug/L; p=0,185,
Kruskal-Wallis test), Eo (p=0,065, Kruskal-Wallis test), hsCRP (p=0,8003, Kruskal-Wallis
test) te TNF-a (p=0,5129, Kruskal-Wallis test).

Tablica 12. Upalni parametri po skupinama (N=134)

Varijable Zdravi (N=26) | Remisija (N=58) | Aktivna astma (N=50) | P-vrijednost
ECP (hg/L) 19,502;6341,40 12,7§ le 28,00 22,40356447,30 0.1850
oAl 0,1205?(3),31 0,160(113340,46 0,1908?338,54 0,0650
FeNO (ppb) 6,03132&9,00 8,001(311:2&1,00 6,008é3027,00 0,0006
hsCRP (mg/L) 0,1605?)41,22 0,1505?)41,50 0,2508?)70,88 0.8003
IFN-y (pg/ml) 0,25O 62: z:),25 0,2506i50,25 0,25O 65011,71 0,0001
b b
IL-13 (pg/mi) 1,955 680610,98 1,951 ’335;,95 1,951 6905 1,95 <0,0001
IL-4 (pg/mi) 0,75O 6705 %,75 0,7511:|5cf3 1,56 0,750615(3),75 <0,0001
IL-5 (pg/m) 7,42322,70 9,9é 16332,14 9,1613’;)?1,06 <0,0001
TNF-o (pg/ml) 1,9516?)51,95 1,951(5%51,95 1,951(5?351,95 0.5129
0 b
ulgE (KIU/L) 18,6506(’1?)01&112,00 211,35)9 2,5827,00 91,9?)6:65533,00 <0,0001

Podaci su prikazani kao: medijan i 25.-75. percentila, p-vrijednost je rezultat Kruskal-Wallis
testa; ®° grupe oznadene istim slovom znacajno se razlikuju u post-hoc testu prema Dunnu.
ECP-eozinofilni kationski protein, Eo-eozinofili, FeNO-frakcionirani izdahnuti dusi¢ni oksid,
hsCRP-C-reaktivni protein velike osjetljivosti, IFNy-interferon-y, IL-13-interleukin-13, IL-4-
interleukin-4,  IL-5-interleukin-5, TNFa-faktor tumorske nekroze-o, ulgE-ukupni
imunoglobulin E.
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Utvrdene su znacajno vise vrijednosti u skupini s remisijom za FeNO (13 ppb prema 7 odnosno
8,5 ppb; p=0,0006, Kruskal-Wallis test), 1L-4 (1,56 pg/ml prema 0,75 odnosno 0,75 pg/ml;
p<0,0001, Kruskal-Wallis test), IL-5 (11,30 pg/ml prema 7,99 odnosno 10,08 pg/ml; p<0,0001,
Kruskal-Wallis test) te ulgE (391 KIU/L prema 56 odnosno 269 KIU/L; p<0,0001, Kruskal-
Wallis test).

U skupini s aktivnom astmom utvrdene su najvise vrijednosti za IFN-y (0,51 pg/ml prema 0,25
odnosno 0,25 pg/ml; p=0,0001, Kruskal-Wallis test).

U skupini zdravih utvrdene su najviSe vrijednosti za IL-13 (5,86 pg/ml prema 1,95 odnosno
1,95 pg/ml; p<0,0001, Kruskal-Wallis test).

Hipoteza H2 samo je djelomic¢no potvrdena jer su koncentracija upalnih biomarkera bile vise
kod adolescenata s aktivnom astmom u odnosu na adolescente s remisijom astme, ali samo za
vrijednosti ECP-a, Eo u krvi, hsCRP -a i IFN-y.
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Slika 5. Vrijednosti ECP-a, FeNO-a i ulgE po skupinama (N=134)

51



Doktorski rad Ivana Jerkovié¢

40 |
35 |- *
*
30 |
© % GRUPA
| n == ZDRAVI
o % REMISIJA
-y = AKTIVNA ASTMA
*
o
20 I
(@) 0 X *
o
5 F * O
o *
10 F * o) -
o * X
@ o
© < o X
5 e (O o ™ g
220 Uom s UUN mom

IFN-y IL-4 IL-5 TNF-a

'=
=
w

Slika 6. Vrijednosti upalnih parametara (IFN-y, IL-13, IL-4, IL-5, TNF-a) po skupinama
(N=134)
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4.3. Razine vitamina A, D i E u ispitivanim skupinama

U Tablici 13 te na Slici 7 prikazane su prosjecne razine vitamina A, D 1 E u ispitivanih skupina.

Tablica 13. Razine vitamina A, D i E po skupinama

Varijable Zdravi (N=26) | Remisija (N=58) Akté‘gfg)%s)tma Vrije'fj'nost
b b

Vitamin A (mg/L.) 0,6%?51,22 o,1f ’332;,53 0,34(1J ’::)50,55 <0.0001

WAL ) (15 17,752&)2:2),4,32 11,022’0125,37 17,5421(123233,38 0,0829
o b

Vitamin E (mg/L) 5,3%??7,76 1,1; ,t208i,53 1,2; ,3)64,84 <0.0001

Podaci su prikazani kao: medijan i 25.-75. percentila; p-vrijednost je rezultat Kruskal-Wallis

testa; *° grupe oznadene istim slovom znaéajno se razlikuju u post-hoc testu prema Dunnu.

Iz Tablice 13 i Slike 7 je vidljivo da je utvrdena najniza razina svih vitamina (A, D i1 E) u skupini

u remisiji astme s time da je statisti¢ki znacajna razlika utvrdena za vitamine A i E (p<0,0001

za oba vitamina, Kruskal-Wallis test) dok za vitamin D nije utvrdena statisticki znacajna razlika
medu skupinama (p=0,0829, Kruskal-Wallis test).

Najvisa razina vitamina A i E utvrdena je u skupini zdravih (vitamin A, 0,81 mg/L prema 0,32

odnosno 0,45 mg/L; vitamin E, 6,38 mg/L prema 1,28 odnosno 1,66 mg/L).

Hipoteza H1nije dokazana jer su ispitanici s remisijom astme imali nizu koncentraciju vitamina

D, A'i E u odnosu na adolescente koji imaju aktivnu astmu iako razlika nije dosegla statisticku

znacajnost.
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Tablica 14. Razine vitamina A, D i E po godisnjim dobima (N=134)

Vitamin A Vitamin D Vitamin E
(mg/L) (Ha/L) (mg/L)
Godisnje doba | N AS (SD) AS (SD) AS (SD)
PROLJECE 330,508 (0,461) | 28,46 (25,15) | 2,473 (2,104)
LJETO 42 | 0,526 (0,421) | 41,18 (36,44) | 3,485 (2,739)
JESEN 32 10,713 (0,997) | 45,97 (55,96) | 2,920 (2,515)
ZIMA 27 1 0,515 (0,384) | 31,78 (40,25) | 3,532 (2,893)
P-vrijednost 0,9802 0,2710 0,5855

p-vrijednost je rezultat Kruskal-Wallis testa; AS — aritmeticka sredina, SD -standardna

devijacija.

Iz Tablice 14 je vidljivo da se razine vitamina A, D i E nisu statisti¢ki znacajno razlikovale

bez obzira na godi$nje doba kada su uzorkovane (p=0,9802; p=0,2710; p=0,5855; Kruskal-

Wallis test).
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4.4. Povezanost razina upalnih markera s razinom vitamina A, D i E

Tablica 15. Povezanost upalnih parametara s razinom vitamina A, D i E u svih ispitanika

(N=129)

Par varijabli Vazeci | Spearman | t(N-2) | p-vrijednost
Vitamin D i ECP 129 0,008 | 0,090 0,929
Vitamin D i hsCRP 129 0,126 | 1,429 0,155
Vitamin D i IL-4 123 -0,059 | -0,655 0,514
Vitamin D i IL-5 127 -0,024 | -0,263 0,793
Vitamin D i IL-13 127 -0,020 | -0,223 0,824
Vitamin D i TNF-a 127 -0,091 | -1,019 0,310
Vitamin D i IFN-y 125 0,071 ] 0,791 0,430
Vitamin D i FeNO 129 -0,130 | -1,473 0,143
Vitamin A i ECP 126 -0,044 | -0,491 0,625
Vitamin A i hsCRP 126 0,080 | 0,888 0,376
Vitamin A i IL-4 121 -0,290 | -3,301 0,001
Vitamin Ai IL-5 124 -0,348 | -4,100 0,000
Vitamin Ai IL-13 124 0,229 | 2,593 0,011
Vitamin A i TNF-a 124 0,063 | 0,699 0,486
Vitamin A i IFN-y 122 -0,001 | -0,012 0,990
Vitamin A i FeNO 126 -0,105 | -1,178 0,241
Vitamin E i ECP 124 0,024 | 0,268 0,789
Vitamin E i hsCRP 124 -0,053 | -0,586 0,559
Vitamin E i IL-4 120 -0,326 | -3,741 0,000
Vitamin E i IL-5 122 -0,298 | -3,415 0,001
Vitamin E i IL-13 122 0,133 | 1,468 0,145
Vitamin E i TNF-a 122 -0,001 | -0,008 0,994
Vitamin E i IFN-y 120 0,052 | 0,570 0,570
Vitamin E i FeNO 124 -0,106 | -1,179 0,241
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Tablica 16. Povezanost upalnih parametara s razinom vitamina A, D i E u ispitanika s
remisijom astme (N=54)

Par varijabli N | Spearman | t(N-2) | p-vrijednost
Vitamin D i ECP 53 -0,052 | -0,370 0,713
Vitamin D i hsCRP | 53 0,103 | 0,737 0,464
Vitamin D i IL-4 52 0,113 | 0,806 0,424
Vitamin D i IL-5 53 0,069 | 0,497 0,622
Vitamin D i IL-13 | 53 -0,013 | -0,093 0,926
Vitamin D i TNF-a | 53 0,004 | 0,031 0,975
Vitamin D i IFN-y | 53 -0,283 | -2,108 0,040
Vitamin D i FeNO | 53 -0,027 | -0,196 0,846
Vitamin Ai ECP |54 -0,099 | -0,714 0,479
Vitamin A i hsCRP | 54 0,169 | 1,235 0,222
Vitamin Ai IL-4 53 -0,040 | -0,289 0,774
Vitamin A'i IL-5 54 0,065 | 0,469 0,641
Vitamin AiIL-13 | 54 0,213 | 1,571 0,122
Vitamin A'i TNF-a | 54 0,182 | 1,333 0,188
Vitamin Ai IFN-y |54 -0,086 | -0,622 0,537
Vitamin A'i FeNO | 54 0,052 | 0,377 0,708
Vitamin E i ECP 53 0,037 | 0,262 0,794
Vitamin E i hsCRP | 53 -0,035 | -0,247 0,806
Vitamin E i IL-4 53 0,129 | 0,926 0,359
Vitamin E i IL-5 53 0,154 | 1,116 0,270
Vitamin EiIL-13 | 53 -0,046 | -0,332 0,741
Vitamin E i TNF-a | 53 0,093 | 0,669 0,507
Vitamin E i IFN-y |53 0,005 | 0,033 0,974
Vitamin E i FeNO | 53 0,078 | 0,558 0,579

Iz Tablice 15 je vidljivo da je u okviru cijelog uzorka ispitanika utvrdena statisticki znacajna
povezanost razine vitamina A s razinama IL-4, IL-5 i IL-13 (R=-0,29, p=0,001; R=-0,348,

p=0,000; R=0,229, p=0,011; Spearmanova rang korelacija) te povezanost razine vitamina E s
razinama IL-4 i IL-5 (R=-0,326, p=0,000; R=-0,298, p=0,001; Spearmanova rang korelacija).

Navedene povezanosti su bile blage do umjerene bioloske razine.

Iz Tablice 16 je vidljivo da je u skupini ispitanika s remisijom utvrdena znacajna povezanost

samo razine vitamina D s razinom IFNy (R=-0,283, p=0,040; Spearmanova rang korelacija).

Navedena povezanost je bila blage bioloSke razine.

Hipoteza H3 da je koncentracija biljega upale (ECP, hsCRP i FeNO, IL-4, IL-5, IL-13, TNF-a,

IFN-y) je povezana s koncentracijom vitamina D, A i E je djelomi¢no potvrdena jer je ista
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utvrdena za vitamin A i IL-4, IL-5 1 IL-13 te za vitamin E i IL-4 i IL-5 u cjelokupnom uzorku
Ispitanika te za vitamin D i IFN-y u skupini ispitanika s remisijom astme.

4.5. Nezavisni prediktori za remisiju astme

Tablica 17. Logisticka regresijska analiza za remisiju astme

Ukupna podudarnost modela

Nulti model -2 Log vjerodostojnost 122,829
Puni model -2 Log vjerodostojnost 38,706
Hi-kvadrat 84,123
Stupnjeva slobode (DF) 25
Razina znacajnosti P < 0,0001
Cox & Snell R? 0,6114
Nagelkerke R? 0,8169

Koeficijenti i standardne pogreske
(SE, eng. Standard Error)

Varijable Koeficijent SE Wald P-vrijednost
ECP (ug/L) 0,0044 0,033508 | 0,01688 0,8966
Eo 1,8818 3,47142 0,2938 0,5878
FeNO (ppb) -0,0183 0,0281 0,4249 0,5145
GERB=1 -5,3377 2,38449 5,011 0,0252
hsCRP (mg/L) 1,1155 0,65798 2,8741 0,09
IFN-y (pg/mL) -2,4132 1,0497 5,2851 0,0215
IL-13 (pg/mL) 0,1999 0,21775 0,8427 0,3586
IL-4 (pg/mL) 0,8959 0,42783 4,3856 0,0362
IL-5 (pg/mL) 0,0749 0,19486 0,1477 0,7008
Sunce=1 -1,2565 1,3794 0,8297 0,3624
TNF-a (pg/mL) 0,6377 0,36101 3,1198 0,0773
ulgE (KIU/L) 0,0002 0,0010202 | 0,04033 0,8408
Vitamin A (mg/L) -9,9918 4,57229 4,7755 0,0289
Vitamin D (ug/L) -0,0400 0,018705 4,5844 0,0323
Vitamin E (mg/L) -0,4782 0,41041 1,3574 0,244
Izlozenost duhanskom dimu=1 -1,2838 1,30917 0,9616 0,3268
Dob (godine) 0,5510 0,30537 3,2561 0,0712
Spol=2 -1,9699 1,47928 1,7733 0,183
Sport=0 -1,1776 1,69192 0,4844 0,4864
Grad/selo=0 -0,7952 1,42784 0,3102 0,5776
PO A EL g ez e 26241 | 1,02788 | 65174 0,0107
(godine)

Prehrana=1 0,5622 1,51312 0,138 0,7103
Pretilost=1 0,5492 1,94842 0,07945 0,778
Prvi simptomi (godine) 1,2646 0,7232 3,0578 0,0803
SPT na inhalacijske alergene=0 -0,9037 2,62652 0,1184 0,7308
Konstanta 10,0922 6,25661 2,602 0,1067
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Tablica 17. — nastavak

Klasifikacijska tablica

Predvidena grupa . .
Aktualna grupa Aktiva astma | Remisija Postotak ispravnih
Aktivna astma 37 4 90,24%
Remisija 3 45 93,75%
Postotak ispravno Klasificiranih 92,13%
Analiza ROC krivulje
Povrsina ispod ROC krivulje (AUC) 0,971
Standardna pogreska (SE) 0,0152
95%-tni interval pouzdanosti (CI) 0,911 - 0,995

U Tablici 17 te na Slici 8 (forest-plot) prikazani su rezultati multivarijatne logisticke regresijske
analize koja je utvrdila da su kao statisticki znacajni nezavisni prediktori za remisiju astme
izlu¢eni GERB, razine IFN-y, IL-4, vitamina A i D te dob kad je postavljena dijagnoza astme.
GERB, razine IFN-y, vitamina A i D i dob postavljene dijagnoze astme negativno su povezani
s remisijom dok je razina IL-4 pozitivno povezana s remisijom (koeficijent Tablica 17 te OR
Slika 8).

Prediktivna vrijednost modela vidljiva je iz povrSine ispod ROC krivulje (AUC) koja iznosi
0,971 (95%-tni CI, 0,911-0,995). Model ispravno predvida klasifikaciju 92,13% ispitanika u

skupine s remisijom odnosno s aktivnom astmom.

Varijabla OR 95% CI
] ECP (ug/L) 1,004 0,941 - 1,073
: Eo 6,565 0,007 - 5918
n FeNO (ppb) 0,982 0,929 - 1,037
—— GER=1 0,005 0,0001 - 0,515
e hsCRP (mg/L) 3,051 0,840 - 11,079
—— - IFNy (pg/mL) 0,089 0,011 - 0,700
- IL-13 (pg/mL) 1,221 0,797 - 1,871
— IL-4 (pg/mL) 2,449 1,059 - 5,666
- IL-5 (pg/mL) 1,078 0,736 - 1,579
— Sunce=1 0,285 0,019 - 4,251
—— TNFo (pg/mL) 1,892 0,933 - 3,839
¥ ulge (KIU/L) 1,000 0,998 - 1,002
= : Vitamin A (mg/L) 0,0001 0,00001 - 0,357
5 Vitamin D (pg/L) 0,961 0,926 - 0,997
— Vitamin E (mg/L) 0,620 0,277 - 1,386
—_— Izlozenost duhanskom dimu=1 0,277 0,021 - 3,605
.- Dob (god.) 1,735 0,955 - 3,157
S . Spol=2 0,139 0,008 - 2,533
—_— Sport=0 0,308 0,011 - 8,487
- E— Grad/selo=0 0,452 0,028 - 7,414
—— Postavljena dg. astme (god.) 0,072 0,010- 0,544
—— Prehrana=1 1,754 0,090 - 34,051
. Pretilost=1 1,732 0,038 - 78,894
I — Prvi simptomi (god.) 3,542 0,858 - 14,616
m SPT na inhalacijske alergene=0 0,405 0,002 - 69,708
0,000001 0,00001  0,0001 0,001 0.01 0,1 1 10 100 1000 10000

Omyjer $ansi (OR)

Slika 8. Prikaz Forest plot omjera sansi (OR) i 95%-tnih intervala pouzdanosti (Cl) za
logisti¢ku regresijsku analizu za remisiju astme
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Hipoteza H3 je djelomic¢no potvrdena rezultatima logisticke regresije za remisiju astme gdje su
kao nezavisni prediktivni ¢imbenici za remisiju astme utvrdene razine vitamina A i D te IFN-y

i IL-4.
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5. RASPRAVA

Ovo istrazivanje nastojalo je razjasniti ulogu i povezanost vitamina A, D i E kao i upalnih
biomarkera (hsCRP, ECP, FeNO, IL-4, IL-5, IL-13, IFN-y, TNF-a,) kod adolescenata s
prirodnom remisijom astme i onih s aktivnom astmom kao i procjenu rizika za pogorSanje astme
ili razvoj remisije te prac¢enje kontrole bolesti.

Prirodna remisija astme je spontano, nelijeceno stanje u kojem je bolesnik barem 12 mjeseci ili
dulje bio bez simptoma astme, pogorSanja astme ili pada pluéne funkcije. Remisija astme nije
trajno izljecenje, jer nerijetko bolesnici imaju zadrzanu hiperreaktivnot disnih putova, te moze
do¢i do recidiva kasnije u zZivotu. Zasto neka djeca u adolescentnom periodu razviju prirodnu
remisiju bolesti, dok drugi ne, nije do kraja razjasnjeno. Patomehanizam razvoja prirodne
remisije astme Se intenzivno istrazuje.

Prema naSim rezultatima skupine bolesnika s aktivnom bolesti, remisijom astme i skupina
zdravih su se znacajno razlikovale za raspodjelu prema spolu uz najvise djecaka u skupini u
remisiji (75,9%), a najmanje u skupini zdravih (46,2%; p=0,0158, hi-kvadrat test). Medutim,
prema ucestalosti pozitivne obiteljske anamneze (zdravi 0%, remisija 63,8%, aktivna astma
64%; p<0,0001, hi-kvadrat test), u¢estalosti atopijskog dermatitisa (p=0,0425, hi-kvadrat test),
alergijskog rinitisa (p<0,0001, hi-kvadrat test) te pozitivnog SPT na inhalacijske alergene
(p<0,0001, hi-kvadrat test) kao i alergijski komorbiditeti bili su podjednake ucestalosti u obje
skupine s astmom, a prakticki nisu bili prisutni u skupini zdravih ispitanika.

Sliéni rezultati objavljeni su u studiji s 879 bolesnika kojima je od lije¢nika postavljena
dijagnoza astme kod kojih se prirodna remisija razvila u bolesnika kojima je astma
dijagnosticirana u djetinjstvu, ¢eS¢e kod muskaraca (do 36,7% u rano dijagnosticiranim
slucajevima), dok su Zene imale niZe stope prirodne remisije i pomak prema vecoj prevalenciji,
perzistenciji i tezini bolesti nakon puberteta (187).

Parametri plu¢ne funkcije takoder su se ocekivano razlikovali medu skupinama. Spirometrijski
parametri bili su najvisi u skupini zdravih ispitanika, a najnizi u skupini ispitanika s aktivnom
astmom (p=0,0001; p<0,0001; p=0,0101; Kruskal-Wallis test), iako razlike nisu bile klinicki
bitno razlicite (posebice za parametar FEV1/FVC koji je glavni marker opstruktivnih smetnji

ventilacije).
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Ucestalost pozitivnog bronhodilatacijskog testa je bila ve¢a od 0 samo u skupini s aktivnhom
astmom (16,0%; p=0,0008, hi-kvadrat test), usporedivo s pozitivnim metakolinskim testom
(19,1%; p<0,0001, hi-kvadrat test).

Naime, remisija astme uz dugotrajnu odsutnost simptoma ukljucuje i stabilnu plu¢nu funkciju
(kao Sto je forsirani ekspiracijski volumen ili FEV1, > 80% predvidenog) koja traje 12 mjeseci
ili dulje. Stoga je za ocekivati da je plu¢na funkcija (FEV1, FVC, FEV1/FVC) bila bolja u
bolesnika u remisiji bolesti, a ucestalost pozitivnog brohodilatacijskog testa i metakolinskog
testa veca u bolesnika s aktivnom astmom u odnosu na bolesnike u remisiji (122). Poznato je
da visoka pocetna pluéna funkcija (FEVI/FVC > 80%) i kraCe trajanje bolesti snazno

povecavaju Sansu za razvoj remisije astme u adolescenata.

Naime, stope remisije astme u djece vrlo su varijabilne, ovisno o proucavanoj populaciji i
usvojenoj definiciji remisije. Potpuna remisija astme (definirana kao odsutnost simptoma,
odsutnost upotrebe inhalacijskih kortikosteroida, normalna funkcija pluca i odsutnost BHR-a)

utvrdena je kod 22% djece s dijagnozom alergijske astme nakon prosjeénog pracenja od 30

godina (10).

U nasih ispitanika karakteristike astme su se znacajno razlikovale po ucestalosti izmedu skupine
u remisiji 1 skupine s aktivnom astmom. Alergijska astma je bila znacajno ucestalija u skupini
u remisiji (94,8% prema 86%; p=0,0001, hi-kvadrat test). Kontinuirano i povremeno koristenje
lijekova ocekivano je bilo znacajno ucestalije u skupini s aktivnom astmom (0% prema 84% te
0% prema 16%; p<0,0001 te p=0,0016, hi-kvadrat test). Takoder je tezina astme bila znac¢ajno
razli¢ita, a u ispitanika s aktivnom astmom se kretala od povremene (84%) do umjerene (6%)
odnosno umjereno teske (12%) (p<0,05, hi-kvadrat test).

Kod adolescenta s alergijskom astmom Sansa za spontanu remisiju u pravilu je manja nego kod
adolescenta s nealergijskom astmom, ali razlika nije apsolutna i ne moze se pouzdano izraziti

jednim postotkom za pojedinca.

U longitudinalnim istrazivanjima odsutnost alergijske senzibilizacije, blaza astma, bolja plu¢na
funkcija i manja bronhalna hiperreaktivnost bili su povezani s ve¢om vjerojatnosc¢u remisije do
rane odrasle dobi, dok su alergijski rinitis, atopijski dermatitis i senzibilizacija na inhalacijske

alergene bili povezani s perzistencijom astme (188).
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U drugoj prospektivnoj kohorti djece s blagom do umjerenom perzistentnom astmom,
senzibilizacija na inhalacijske alergene bila je znacajan prediktor ishoda remisije u univarijatnoj
analizi, dok su najbolji prediktori bili FEV1/FVC, bronhalna hiperreaktivnost i eozinofilija.
Kombinacija uredne pluéne funkcije, manje hiperreaktivnosti i nizeg broja eozinofila davala je

vise od 80% vjerojatnosti remisije u odrasloj dobi u odabranoj skupini. (187).

Iako nasi rezultati ukazuju da je alergijski fenotip imao vecu ucestalost remisije, ne moze Se
nedvojbeno zakljuditi da je to dostatna karakteristika koja nosi statisticki povoljniju prognozu.
Naime, dobro kontrolirana alergijska astma s urednom pluénom funkcijom ima vecu
vjerojatnost za remisiju. Kod pojedinca su pluca funkcija, bronhalna hiperreaktivnost, upalni

biomarkeri i tezina bolesti korisniji za prognozu razvoja remisije nego sam alergijski status.

Parametar hsCRP se pokazao korisnim biomarkerom u procjeni razli¢itih stupnjeva tezine i
kontrole astme. U naSem radu, djeca s aktivnom astmom imala su nesto vec¢u koncentraciju
serumskog hsCRP-a u odnosu na djecu s remisijom astme, no razlika nije bila
statisti¢ki znacajna.

U studiji Kumar i sur. (2023.) u djece s nekontroliranom astmom uocene su vise vrijednosti
hsCRP u serumu, u odnosu na djecu s dobro kontroliranom astmom $to upucuje na njegovu
potencijalnu ulogu kao biomarkera kontrole astme (189).

Navratil i suradnici izvijestili su da je serumski hsCRP bio visi kod nekontroliranih astmati¢nih

pacijenata nego kod kontroliranih astmati¢nih pacijenata (190).

U ovom istraZivanju, utvrdena je visa razina ECP i eozinofila u skupini s aktivnom astmom u
odnosu na zdrave i1 one u remisiji, ali nije statisticki znacajna. Nasi rezultati u skladu su sa
studijom Shah i sur. (2021.) prema kojoj je uocena povezanost izmedu ECP-a i egzacerbacije
astme, ali ne i funkcije pluca ili kontrole astme. Osjetljivost ECP-a bila je umjerena.

Koncentracije ECP-a u plazmi mogu biti koristan marker upale tipa 2 kod djece i mogu pomo¢i
u identificiranju djece s najve¢im rizikom od ponovljenih egzacerbacija. Medutim, dodatni

markeri mogu biti potrebni kako bi se poboljsala osjetljivost (191).

Prema naSem istrazivanju utvrdena je znacajno visa razina FeNO-a, iako u granicama normale

u skupini s remisijom u odnosu na zdrave ispitanike i ispitanike s aktivnom astmom.
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Jedan od razloga zasto djeca s aktivnom astmom imaju nize vrijednosti FeNO u odnosu na djecu
u remisiji, koja ne uzimaju terapiju IKS, je mozda i taj Sto lijeCenje IKS-om kod djece s
aktivnom astmom potiskuje upalu diSnih putova i smanjuje FeNO.

Prema sluzbenim smjernicama (192) prediktivne vrijednosti pojedinacnog mjerenja FENO-a u
svrhu otkrivanja nekontrolirane astme pokazale su nedostatnu osjetljivost i specifi¢nost da bi

se takav podatak koristio u navedenu svrhu Sto se moze vidjeti i iz naSih rezultata.

Nedostatak podataka o kontroli astme i1 pridrzavanju lijeCenja ogranicava mogucénost
utvrdivanja odrazava li poviseni FeNO neadekvatno lijecenje, loSiju kontrolu bolesti ili stvarne

patofizioloske razlike (3).

U nasem istrazivanju utvrdena je znacajno visa razina IL-4 u skupini ispitanika s remisijom
astme u odnosu na druge dvije skupine. Nasa studija bila bi u skladu sa studijom Lama i sur.
(2011.) koji su ispitali serumske razine IL-4 i IFN-y kod osamdesetero djece (18 djece koja nisu
primala steroide, 30 djece s astmom lijeCene steroidima i 32 zdrave kontrolne skupine).
Serumska razina IL-4 bila je znacajno visa u skupini astmati¢ne djece koja nisu primala steroide
u usporedbi sa zdravim kontrolnim ispitanicima, a niza u skupini lijjecenoj steroidima, iako
razina nije bila statisti¢ki znacajna. Nasuprot tome, serumske razine [FN-vy bile su znac¢ajno nize
i u skupini astmati¢ne djece koja nisu primala steroide i u skupini lijeCenoj steroidima u
usporedbi sa zdravim kontrolnim ispitanicima. Rezultati ove studije ukazuju na to da bi
serumska razina IL-4 mogla biti poviSena u skladu sa snizenom razinom IFN-y kod astme.
Odredivanje serumske razine IL-4 i IFN-y moze biti koristan alat za razumijevanje procesa
bolesti kod astme (193).

Rezultati naseg istrazivanja mogli bi se protumaciti uzimanjem IKS kod djece koja imaju
aktivnu astmu, odnosno neuzimanjem protuupalne terapije kod djece koja imaju dijagnozu

astme, ali su trenutno u remisiji.

Daher i sur. (1995.) usporedivali su razine ulgE, IL-4, ukupnog sCD23 i specificnog IgE za
Dermatophagoides pteronyssinus u serumu 19. astmati¢ne atopijske djece u dobi od 7 do 14
godina i u 13. djece kao kontrolne skupine odgovaraju¢e dobi. Serumske razine IL-4 bile su

znacajno viSe kod pacijenata s astmom u usporedbi s kontrolnom skupinom (133).
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U naSem istrazivanju utvrdena je znacajno visa razina IL-5 u skupinama s astmom nego kod
zdravih, s tim da je visa kod skupine s remisijom astme nego kod ispitanika s aktivnom astmom
Sto bi takoder moglo biti uzrokovano neuzimanjem protuupalne terapije.

Prema istrazivanju Wassermana i sur. (2012.) postojao je trend povecane proizvodnje IL-5 kod
astmati¢nih ispitanika u usporedbi s drugim skupinama ispitanika (zdravom skupinom i
skupinom s remisijom astme), ali nije dosegao statistiCku znacajnost (136).

Neville i sur. (2014.) dosli su do rezultata da djeca u dobi od 10 godina imaju znacajno vise
razine IL-5 (p=0,02) i IL-13 (p=0,05) kod perzistentnih astmati¢ara u usporedbi s astmati¢arima
u remisiji. Ova studija donijela je prijeko potrebno razumijevanje spontane remisije astme. U
dobi od 10 godina citokini IL-5 i IL-13 znacajno su visi u serumu djece koja ¢e imati
perzistentnu astmu u usporedbi s onima koja ¢e u¢i u remisiju. Prema njihovim saznanjima ove

razine citokina mogu pomo¢i u predvidanju koja ¢e astmati¢na djeca 'prerasti' svoju astmu (12).

U naSoj studiji utvrdena je znacajno visa razina IL-13 u skupini zdravih ispitanika, dok nema
razlike u vrijednostima kod ispitanika u remisiji i onih s aktivnom astmom.
Prema ranije navedenoj studiji vrijednosti IL-13 bila je znacajno visa u serumu djece koja ¢e

imati perzistentnu astmu u usporedbi s onima koja ¢e uéi u remisiju (12).

U nas$oj studiji utvrdena je znacajno visa razina IFN-y u skupini s aktivnom astmom u odnosu
na ispitanike s remisijom i zdravom skupinom.

Nase istrazivanje razlikuje se od druge studije gdje nije bilo znacajne razlike izmedu
astmatiCara 1 kontrolnih ispitanika u smislu proizvodnje IFN-y, ispitanici s remisijom astme
pokazali su znacajno smanjenje proizvodnje IFN-y u usporedbi s bilo kojom drugom skupinom
(136).

Medutim, nase istrazivanje u skladu je s istrazivanjem Geng i sur. (2024.) prema kojem je razina
IL-4 i IFN-y u skupini s aktivnom astmom bila znacajno visa od one u kontrolnoj skupini ( p <
0,05), arazine IL-4 i IFN-y u skupini klini¢ke remisije nisu se znacajno razlikovale od onih u
kontrolnoj skupini (p > 0,05), Sto je takoder sli¢no izvje$¢ima koja sugeriraju da faktor INF-y

moze igrati proupalnu ulogu u djec¢joj astmi putem vise putova (194).

U nas$oj studiji nije utvrdena znacajna razlika u razini TNF-a medu sve tri skupine.
S druge strane prema istrazivanju Wassermana i sur. (2012). skupina s aktivnom astmom imala

je poviSenu razinu TNF-a u usporedbi s kontrolnom skupinom. U usporedbi sa skupinom
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ispitanika s remisijom astme, skupina s aktivnom astmom imala je znacajno visi TNF-a.

Ispitanici s remisijom astme nisu se znacajno razlikovali od kontrolne skupine u pogledu

proizvodnje TNF-a (136).

U naSem istrazivanju utvrdena je vi$a razina vitamina A u skupini zdravih ispitanika u odnosu
na ispitanike s astmom §to je u skladu s drugim studijama koje pokazuju da je razina vitamina
A u serumu kod djece s astmom znacajno niza nego kod zdrave djece, te da postoji znacajna
korelacija izmedu njegove koncentracije i teZine astme (168,171,195). Neke druge studije nisu
potvrdile znacajnu povezanost izmedu unosa vitamina A u djetinjstvu ili razine vitamina A u

serumu i osjetljivosti na astmu (196).

Kod nasih ispitanika nije utvrdena statisticki znacajna razlika u razini D vitamina u sve tri
skupine te je bila prosjecno snizena. El Gazzar i sur. (2016.) proveli su studiju na 30 pacijenata
s astmom dijagnosticiranom i klasificiranom prema GINA smjernicama i 20 zdravih osoba.
Serumski vitamin D mjeren je ELIS-om. Razina vitamina D bila je znacajno niza u astmati¢noj
skupini tijekom egzacerbacije u usporedbi s astmaticnom skupinom nakon remisije i
kontrolnom skupinom, a ukupna razina IgE bila je zna€ajno viSa u astmati¢nim skupinama u
usporedbi s kontrolnom skupinom (23). U odnosu na nasu studiju studija je radena na odrasloj

populaciji, drugom dijagnostickom metodom i s manjim brojem ispitanika.

Takoder u drugom istrazivanju razine vitamina D izmjerene su u 102 predskolske djece u dobi
od 1. do 4. godine Zivota s dijagnozom astme te 102 zdrave djece. Razina vitamina D u serumu
bila je 22,64 (9,96) ng/ml u skupini s astmom i 32,11 (14,74) ng/ml u kontrolnoj skupini (p =
0,001). Ukupan broj egzacerbacija tijekom prethodne godine bio je znacajno nizi u skupini s
dovoljno vitamina D u usporedbi sa skupinom s nedostatkom vitamina D (p = 0,03). Ucestalost
pacijenata s kontroliranom astmom bila je veca u skupini s dovoljnom koli¢inom vitamina D u
usporedbi sa skupinama s nedostatkom vitamina D (p = 0,001 i p = 0,001). Postojala je pozitivna

korelacija izmedu razine vitamina D u serumu i kontrole astme (25).

U istrazivanju Freishtat i sur. (2010.) takoder je prevalencija insuficijencije i manjka vitamina
D bila znacajno ve¢a medu astmati¢arima od 6 do 20 godina nego u kontrolnoj skupini (163).
Jedna meta-analiza pokazala je da suplementacija vitaminom D ne moZze smanjiti egzacerbacije

astme niti vrijednost FeNO, niti moze poboljsati funkciju pluc¢a i simptome astme (197).
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Takoder Forno i sur. (2020.) otkrili su da kod djece s kroni¢énom astmom i niskim razinama
vitamina D lijeCenje vitaminom D3 nije znacajno produzilo vrijeme do teske egzacerbacije
astme u usporedbi s placebom. Ishodi ne podrzavaju upotrebu terapije vitaminom D za
zaustavljanje teskih egzacerbacija astme u ovoj populaciji pacijenata (198).

Prema Rosseru i sur. (2022.) lije¢enje vitaminom D (4000 IU/dan) nije pokazalo znacajne
ucinke na ukupni IgE kod djece s perzistentnom astmom i niskim razinama vitamina D u
usporedbi s placebo (199).

Prema sustavnom pregledu i meta-analizi koju su proveli Szymczak i sur. (2018.) trenutni
dokazi ne podrzavaju rutinsku upotrebu suplementacije vitaminom D kod djece s astmom.
Svjetska organizacija za alergije potvrduje da nedostaju dokazi koji bi potkrijepili tvrdnju da

suplementacija vitaminom D moze smanjiti vjerojatnost razvoja alergijskih bolesti kod djece

(159).

Prema nekim studijama astmati¢ni pacijenti pokazuju nize razine vitamina D nego zdravi
ispitanici, neovisno o dobi, a ozbiljniji nedostatak vitamina D korelira s teZinom astme, slabijom
kontrolom astme i odgovorom na inhalacijske kortikosteroide. NiZe razine vitamina D
povecavaju broj egzacerbacija bolesti, rizik od razvoja astme 1 atopije te progresiju bolesti.
Istovremeno, astmatic¢ni pacijenti s nedostatkom vitamina D imaju vece potrebe za IKS-om

(200,201,202,203,204).

U nasoj studiji vrijednost vitamina E visa je kod zdravih ispitanika nego kod ispitanika s
astmom.

Zanimljivo je da u raznim studijama nije pronadena povezanost izmedu antioksidativnih
vitamina i astme (205,206).

Cini se da izoforme vitamina E igraju bitnu ulogu u imunitetu, alergijama i astmi.
Suplementacija s visokim udjelom a tokoferola smanjila je upalne markere i hiperreaktivnost
disnih putova te poboljSala parametre funkcije pluca, poput forsiranog ekspiracijskog volumena
u 1 sekundi (FEV1), kod dobro kontroliranih alergijskih astmaticara (207).

Pearson i sur. (2004.) (208) nisu mogli pronaéi nikakve prednosti ovog lijecenja, ukljucujuci
njegov utjecaj na ishode astme ili potrebu za IKS-om, kao ni Rubin i sur. (2004.) (209).

S druge strane, pojedine studije pokazuju da nizak unos vitamina E pogorSava tezinu astme kod

astmaticara i dodatno smanjuje njihovu plué¢nu funkciju (210) .
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Nisu vazne samo razine vitamina ili suplementacije s jednim od njegovih oblika, ve¢ su vazni
1 transportni mehanizmi unutar tijela. Cini se da su proteini za transport tokoferola klju¢ni za

ispravan razvoj imunoloskog odgovora na alergene.

Zakljuéno mozemo reci da su mnoge studije takoder izvijestile o smanjenim razinama vitamina
D medu zdravom djecom diljem svijeta, sa suprotnim rezultatima u vezi s potrebom za
suplementacijom vitaminom D (211,212,213). Nedavni sustavni pregledi i meta-analize otkrili
Su varijabilne povezanosti izmedu statusa vitamina D 1 upalnih biomarkera, ukljucujuéi IgE,

eozinofile i FeNO (214).

Prema naSoj studiji nije bilo sezonske razlike u razini vitamina A, D I E budu¢i da su uzorci
prikupljani tijekom cijele godine bez stroge sezonske kontrole. Ipak su razine D vitamina bile

nize zimi i u proljece, a vise ljeti i na jesen, Sto odrazava geografski polozaj mjesta istrazivanja.

Novost ove studije je uklju¢ivanje zajednicke procjene vitamina D, A i E 1 upalnih biomarkera
(citokina, FeNO, ECP, hsCRP-a) u adolescentnoj populaciji pruzaju¢i dodata saznanja o
patomehanizmu razvoja astme odnosno pojavi remisije. Medutim, usporedujuci adolescente s
aktivnom astmom i one u remisiji astme, moramo napomenuti da ispitanici s remisijom astme
imaju i dalje dijagnozu astme, ali nisu na protuupalnoj terapiji, §to zahtijeva oprezno tumacéenje
rezultata.

Vjerujemo da ¢e rezultati naseg istrazivanja kao i buduca istrazivanja iz istog podrucja, imati

ulogu u budu¢im smjernicama kontrole 1 lijecenja djecje astme.

Ogranicenja studije

Ova studija ima pojedina ogranic¢enja koja su mogla utjecati na ishode rezultata. Postojala je
raznolikost u dijagnostickim kriterijima i izboru metoda koje mogu utjecati na referentne
vrijdnosti pojedinih parametara. Ogranicena je veli¢ina uzoraka po pojedinim skupinama koja
nije mogla dati statistiCki znacajne rezultate. Dob djece bila je ciljano ograni¢ena na
adolescente. Uzorci su prikupljeni iz jedne etnicke populacije i istog Zivotnog podneblja sa
sli¢cnim na¢inom zivota, prehrane i boravka na otvorenom. Uzimanje protuupalne terapije kod
djece s aktivnom astmom moze utjecati na rezultate upalnih biomarkera, za razliku od skupine

djece u remisiji koji nisu bili na terapiji.
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Kako znamo da je astma multifaktorski uzrokovana te da na njezin nastanak, ali i kontrolu
utjeCu okolis$, nasljede, ali i epigeneticki ¢imbenici u ovoj studiji je dotaknut samo jedan
segment sarolikosti same bolesti. Istrazivanje ima i metodoloske nedostatke zbog nemogucnosti
zakljucivanja uzro¢no-posljedi¢ne povezanosti vitamina i upalnih biomarkera sa stupnjem
kontrole astme. Naime vitamini i upalni biomarkeri odredivani su istovremeno kada i procjena
kontrole bolesti te nemamo vremenski odmak od postavljene dijagnoze astme i utvrdivanja
vrijednosti upalnih biomarkera koji su mozda bili drugaciji kod djece koja su kasnije razvila
remisiju. Potrebno je provesti longitudinalna istrazivanja, s ve¢im brojem ispitanika iz razli¢itih

geografskih podrugja.
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati naseg istrazivanja potvrduju da su vrijednosti pojedinih citokina i vitamina vise kod
adolescenata s astmom, bilo da se radi o jo$ uvijek aktivnoj astmi ili astmi u remisiji, u odnosu
na zdrave adolescente.

Njihova povisena razina kod adolescenata s remisijom astme, ukazuje da ¢ak i u razdoblju
odsutnosti klinickih simptoma bolesti ne prestaje nuzno i proces upalnog odgovora znac¢ajnog
za astmu.

Nalaz poviSene razine IL-4 u ispitanika s astmom u remisiji vazan je za razumijevanje
imunoloske podloge remisije. Naime, IL-4 jedan je od klju¢nih citokina Th2-imunoloskog
odgovora koji sudjeluje u razvoju alergijske upale pa njegova izrazenost u remisiji astme moze
upucivati na to da se Th2-povezani imunoloski mehanizmi ne smiruju s povla¢enjem klinickih
simptoma. Stoga remisiju astme treba promatrati kao dinami¢no stanje u kojem klinicka
kontrola bolesti moze biti prisutna unato¢ imunoloskim procesima karakteristicnim za astmu.
Nije bilo statisticki znacajnih razlika u vrijednostima vitamina A, E i D izmedu adolescenata s
aktivnom astmom i onih s astmom u remisiji, iako je uocena razlika izmedu zdrave djece koja
su imala viSu razinu A 1 E vitamina u odnosu na skupine s astmom §to bi moglo ukazivati na
njihovu ulogu u upalnoj aktivnosti astme.

Znacajan je nalaz negativne povezanosti vitamina D i IFN-y u skupini ispitanika s astmom u
remisiji. Vitamin D ima protuupalni ucinak pa pomaze u regulaciji upalnih procesa i
imunoloskog odgovora tijekom remisije astme. Budu¢i da IFN-y sudjeluje u regulaciji
stani¢énog imuniteta, a kod astme u remisiji postoji i dalje prisutna upalna reakcija dolazi do
porasta vrijednosti IFN-y koji djeluje kao regulator i smiruje upalni odgovor te blokira razvoj
Th2 limfocita $to bi moglo ukazivati na moguénost da vitamin D ima ulogu u moduliranju
imunoloske ravnoteze i tijekom razdoblja klinicke stabilnosti bolesti.

Rezultati pokazuju da remisija astme kod adolescenata nije vezana uz potpuni prestanak
bioloskih obiljezja bolesti. Istodobna prisutnost pojedinih upalnih obiljezja, povezanost
vitamina s citokinima te povezanost pojedinih biomarkera s vjerojatnoS¢u remisije ukazuju na
to da je remisija rezultat slozene interakcije imunoloskih, upalnih i nutritivnih ¢imbenika.
Pojedini parametri povezani s remisijom ne ponaSaju Se jednoznacno, S$to govori u prilog

heterogenosti astme i slozenosti procesa koji dovode do klini¢kog smirivanja bolesti.
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Rezultati djelomicno podupiru postavljene hipoteze i pokazuju da se pojedini biomarkeri i
vitamini mogu povezivati s razli¢itim fazama astme, ali njihova uloga nije jednoznac¢na. Nalazi
stoga ne podupiru jednostavan model prema kojem bi visa ili niza koncentracija pojedinog
vitamina ili citokina sama po sebi odredivala aktivnost bolesti ili nastanak remisije. Naime,
rezultati upucuju na medusobno djelovanje vise bioloskih ¢imbenika koje treba promatrati u
kontekstu ukupnog imunoloskog profila samog djeteta.

Remisiju astme bi trebalo promatrati kao slozen i dinami¢ki proces koji se ne definira samo kao
odsutnost klini¢kih simptoma. Prisutnost pojedinih obiljezja Th2 odgovora, promjene drugih
imunoloskih putova te povezanost statusa vitamina s upalnim biomarkerima ukazuju na
mogucnost postojanja subklini¢kih bioloskih procesa i tijekom remisije. Identifikacija takvih
procesa mogla bi biti vazna za bolje razumijevanje trajanja remisije, rizika ponovne aktivacije
bolesti i individualnih razlika u tijeku astme.

Potrebna su daljnja istrazivanja kojima bi se bolje spoznala uloga vitamina i odredenih upalnih
biomarkera u razvoju remisije astme kod djece. Buduca longitudinalna istraZivanja trebala bi
pratiti promjene vitamina i upalnih biomarkera kroz prijelaz iz aktivne astme u remisiju i
eventualnu ponovnu aktivaciju astme. Takav pristup mogao bi pomo¢i u utvrdivanju razlikuju
li biomarkeri samo razlicita klinicka stanja ili doista sudjeluju u mehanizmima koji dovode do
odrzavanja remisije. Dugoro¢no, bolje razumijevanje bioloske podloge remisije moglo bi
pridonijeti preciznijoj procjeni kontrole bolesti, individualizaciji lijeCenja i prepoznavanju

djece s povecanim rizikom ponovne aktivacije astme.
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