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1. UVOD

1.1. LIMFOPOETIN STROME TIMUSA

Limfopoetin strome timusa (TSLP, od engl. thymic stromal lymphopoietin) je pleiotropni
citokin s Cetiri uzvojnice koji je blisko povezan s interleukinom 7 (IL-7), ¢lanom obitelji citokina
interleukina 2 (IL-2).! Njegovo ime potjeée od ¢&injenice da je 1994. godine izoliran iz
supernatanta stani¢ne linije strome misjeg timusa i prvotno je klasificiran kao molekula koja
djeluje kao ¢imbenik proliferacije i razvoja limfocita B.2 Humani homolog TSLP-a izoliran je
2000. godine. Stupanj podudarnosti misjeg i humanog TSLP-a na razini aminokiselina iznosi 43
%, s ocuvanim mjestima glikozilacije i cisteinskim ostatcima.3 Usprkos niskoj homolognosti
sekvencija aminokiselina, ljudski i migji TSLP su funkcionalno sli¢ni.* TSLP se veZe na svoj
receptor (TSLPR) kako bi postao bioloski aktivan. TSLPR je heterodimerni receptor koji se
sastoji od alfa lanca IL-7 receptora (IL-7Ra) i alfa lanca TSLP receptora (TSLPRa), koji je usko
povezan sa zajedni¢kim gama lancem citokinskih receptora (yc) koji se nalazi u IL-2, IL-4, IL-9 i
IL-15 receptorskim kompleksima. Sam TSLPR ima nizak afinitet prema TSLP-u, ali vezanjem
TSLPR-a s IL-7Ra nastaje mjesto visokog afiniteta vezanja TSLP-a i pokretanja signala (Slika
1.1.).> Funkcionalni TSLPR eksprimiraju razli¢ite hematopoetske stani¢ne populacije, kao sto
su T i B stanice, dendritske stanice (DC), prirodenoubilacke stanice (NK), monociti, bazofili,

mastociti i eozinofili; ali i neke nehematopoetske stanicne linije kao Sto su epitelne stanice,

.....

Kod ljudi TSLP gen se nalazi na kromosomu 5g22.1 pored gena za atopijski citokinski grozd
kromosoma 5q31, koji kodira citokine IL-4, IL-5, IL-9 i IL-13.2% 1?2 Kod miSeva TSLP gen se nalazi
na 18. kromosomu.® IL-7Ra se nalazi na genu 5q13, a TSLPRa je kodiran na Xp22.3 i Yp11.3.

Nadene su dvije inalice transkripta koje kodiraju razli¢ite izoforme tog gena.3

1.1.1. Regulacija TSLP-a

Unatoc¢ pocetnoj identifikaciji TSLP u timusu, TSLP je poglavito izrazen na epitelnim stanicama
i keratocitima povrsinskih barijera kao $to su koZa, crijeva i pluc¢a.* & 111415 Sjroki spektar

podrazaja moze aktivirati stvaranje TSLP-a. Infektivni uzrocCnici i njihovi produkti, kao Sto su



respiratorni virusi, bakterijski peptidoglikani, lipoteikoi¢na kiselina, dvolancana RNA (dsRNA),
alii citokini kao Sto su IL-4, IL-13, ¢imbenik tumorske nekroze a (TNF-a, od engl. tumor necrosis
factor alpha) i IL-1, te mehanicka ozljeda, onecis¢enje zraka i alergeni induciraju ekspresiju
TSLP-a od strane stanica pluénog parenhima, stanica koZe, ali i od stanica nespecificne

imunosti (dendritskih stanica, mastocita, bazofila).6-2°

TSLP

IL-7Ra

TSLPR

;;;;;;;;

v

Stat5 (Stat1,3,4,6)

v

Aktivacija DC
Razvoj B stanica
Homeostaza T stanica

Slika 1.1. Shematski prikaz TSLPR kompleksa. DC - dendritske stanice. Preuzeto i modificirano
uz odobrenje autora iz Ziegler SF. Thymic stromal lymphopoietin and allergic disease. J Allergy

Clin Immunol. 2012;130:851.3°

Siroki spektar podraZaja pokreée i/ili pojacava ekspresiju TSLP-a, u $to je uklju¢en velik broj
unutarstanicnih signalnih putova. Okidaci TSLP-a mogu izvrsiti svoju funkciju aktivacijom Toll-
like receptora 3,3 proteinazom aktiviranog receptora tip 2 (PAR-2) i vaniloidnog receptora tipa
1 (TRPV1, od engl. transient receptor potential vanilloid type 1).2%31Virusna dsRNA aktivira
Toll-like receptor u respiratornim i ezofagealnim epitelnim stanicama.'3 Proteaze inhalacijskih

alergena (kao S$to su tripsin i papain), npr. iz Alternariae, induciraju stvaranje TSLP-a u



epitelnim stanicama di$nog puta ljudi preko PAR-2 G protein-vezanog receptora.??2 TRPV1 je
toplinski i ligand ovisan Ca®*-propusni ionski kanal kojega aktiviraju termalni podraZaji,
intenzivni mirisi, kapsaicin (ljuti sastojak Cili paprike), protoni i depolarizacija membrane.
TRPV1 je snazno eksprimiran u nociceptornim neuronima dorzalnih korijena ganglija, a nalazi
se takoder i u nesenzornim tkivima kao Sto su humani epidermalni keratinociti i diSni put.
Takoder mozZe aktivirati oslobadanje TSLP-a iz epitelnih stanica di$nog puta.3!

Molekularni mehanizmi koji kontroliraju ekspresiju i oslobadanje TSLP-a joS uvijek nisu
potpuno razjasnjeni. Monogenetske bolesti i misji modeli pomazu u razumijevanju regulacije
transkripcije TSLP-a. Cini se da je transkripcija TSLP-a u odredenom stupnju ovisna o Ca?,
nuklearnom ¢imbeniku aktiviranih T stanica i aktivaciji nuklearnog ¢imbenika kapa B (NF-kB).*°
U Nethertonovom sindromu, teskoj koZznoj bolesti karakteriziranoj osStec¢enjima kozZe kao kod
atopijskog dermatitisa, TSLP je prekomjerno eksprimiran. Nethertonov sindrom je posljedica
defektne koZne barijere uzrokovane mutacijama u inhibitoru serin proteaze Kazal-tip 5 gena
(SPINKS, od engl. serine protease inhibitor Kazal-type 5), koji kodira inhibitor koZnih serinskih
proteaza.3? U SPINKS5 , knock-out” mideva (SPINK5 -/- miSevi), odsutnost limfoepitalnog Kazal-
tip srodnog inhibitora rezultira neobuzdanom aktivnos¢u serin proteaze kalikrein 5, koji
izravno aktivira proteinazom aktivirani receptor tip 2 i inducira NF-kB posredovanu
prekomjernu ekspresiju TSLP-a bez doprinosa ste¢enog imunosnog sustava.?? 32 Zanimljivo, u
SPINK5S / PAR-2 dvostruko , knock-out” misevima, TSLP ekspresija je znacajno smanjena iako
je upala jo$ uvijek prisutna.®? Razlikuje li se citokinski milje u odsutnosti TSLP-a tek treba

utvrditi.

Pokazalo se da aktivacija TSLP receptora Salje signale preko visestrukih signalnih transduktora
i aktivatora transkripcije proteina (STAT, od engl. signal transducers and activators of
transcription; prenosioci podrazaja i aktivatori transkripcije), ukljucujuci STAT 1, STAT 3, STAT
4, STAT 5, STAT 6 i Janus kinaze (JAK) 1iJAK 2 u CD11c+ DC iz periferne krvi (Slika 1.1).34

1.1.2. TSLPiT2 upala

TSLP je hematopoetski Cimbenik koji je izvorno prociséen kao ¢imbenik stimulacije B stanica
jer promice proliferaciju i diferencijaciju misjih B stanica. Medutim joS uvijek nije definirana
uloga TSLP u normalnom razvoju B stanica kao ni uloga TSLP-a na B stanice tijekom alergijskog

upalnog odgovora.® U posljednjih nekoliko godina smatra se da je glavna uloga TSLP-a, i kod



ljudii kod miSeva, reguliranje imunosnog odgovora na povrsinskim barijerama tako Sto aktivira
nezrele dendritske stanice, mastocite, bazofile, eozinofile i limfocite u smjeru Th2 stani¢nog
odgovora.* 3¢ Kada TSLP-stimulira CD11c+ dendritske stanice na antigen specifi¢ni nacin (npr.
u alogenoj kulturi) u odsutnosti IL-12, one eksprimiraju OX40 ligand (OX40L) i time promicu
razvoj Th2 diferenciranih stanica.!® 37 U skladu s ulogom u reguliranju Th2 citokinskog
odgovora, TSLP-om aktivirane DC dalje pogoduju Th2 upali tako Sto polariziraju CRTh2* Th2
efektorske memorijske stanice i koCe proizvodnju i/ili odrZavanje FOXP3* regulacijskih
limfocita T (Treg) u alergijskoj upali disnih putova in vivo.384° (Slika 1.2.)

TSLP takoder moZe izravno potaknuti razvoj naivnih CD4+ i CD8+ T stanica u Th2 stanice.
Naime, aktivacija TSLPR inducira transkripciju IL-4 gena, Sto opet nadopunjuje TSLPR na CD4+
T stanicama, a to rezultira pozitivnom povratnom spregom.'® 4142 Naivne humane CD8+ T
stanice slabo, ako i uopée, eksprimiraju TSLPR; medutim, nakon aktivacije, ekspresija TSLPR je
povisena.*?® TSLP stimulacija poti¢e proizvodnju proteina za preZivljavanje Bcl-2 u STATS
ovisnom nacinu i u CD4+ i CD8+ T stanicama.** %

TSLP ne samo da mozZe potaknuti Th2 steceni imunosni odgovor, nego se posljednjih nekoliko
godina smatra da igra glavnu ulogu u poticanju razvoja Th2 prirodenih imunosnih stanica.
Brojne stanice kao na primjer, prirodene limfoidne stanice tip 2 (ILC2, od engl. innate lymphoid
cell), mastociti, prirodenoubilacke T stanice (NKT), bazofili i eozinofili, eksprimiraju TSLPR. Te
stanice odgovaraju na TSLP pove¢anom proizvodnjom Th2 citokina, Sto znacajno pridonosi Th2
upali u astmi, atopijskom dermatitisu i eozinofilnom ezofagitisu.*6-*8

TSLP djeluje izravno na NKT stanice poticudi stvaranje T2 citokina IL-4 i IL-13.#8 U kulturama
fetalne jetre i koStane srzi TSLP takoder poti¢e razvoj IgM pozitivnih nezrelih B stanica.**
PoviSena sistemska razina TSLP-a mozZe inducirati razvojne promjene u B stanicama, kako u
nezrelim prete¢ama B-stanica u kostanoj srzi tako i u zrelim B-stanicama u slezeni. Cini se da
je utjecaj TSLP-a na diferencijaciju B-stanica koStane srzi izravan, dok su njegovi ucinci na zrele
B stanice uglavnom neizravni, te zahtijevaju prisutnost Th2 polariziranih CD4+ T stanica i IL-
4.49

Nakon stimulacije epitelnih stanica, TSLP moZe izravno aktivirati mastocite i potaknuti ih na
oslobadanje razlicitih proupalnih citokina i kemokina neovisno o imunoglobulinu E (IgE).
Mastociti aktivirani IgE-om mogu osloboditi TNF-a, koji moze inducirati glatke misi¢ne stanice

na proizvodnju TSLP-a unutar disnog puta.>®
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regulator of type 2 immune responses. Allergol Int. 2020;69:200.°1

Ljudski bazofili stvaraju, ali i reagiraju na podrazaj TSLP-om.>? Inkubacija ljudskih bazofila s
TSLP-om povecava oslobadanje T2-citokina (IL-4, IL-25, I1L-13), dovodi do pojacane ekspresije
receptora za epitelne citokine (TSLPR, IL-17Rb i ST2L), povec¢ava markere aktivacije bazofila
(CD203c ekspresija) i pojacava degranulaciju bazofila i oslobadanje histamina i leukotrijena
C4.3

In vitro stimulacija procis¢enih eozinofila TSLP-om inducira degranulaciju, Sto sugerira da
eozinofili imaju sposobnost sudjelovanja u TSLP-om potaknutim alergijskim reakcijama.>*
Ljudski eozinofili konstitutivno eksprimiraju funkcionalni kompleks TSLPR. TSLP moze
stimulirati eozinofile aktivacijom protein kinaze regulirane izvanstani¢nim signalom, p38
protein kinaze aktivirane mitogenima (MAPK, od engl. mitogen acivated PK) i aktivacijom
signalnog puta ovisnog o NF-kB. TSLP promovira aktivnost i kemotaksiju eozinofila. In vitro,
ovisno o koncentraciji, TSLP znacajno odgada apoptozu eozinofila, poja¢ava ekspresiju
stani¢ne povrSine adhezijske molekule CD18 i medustani¢ne adhezijske molekule-1. TSLP
takoder reducira proizvodnju L-selektina, pojacava adheziju eozinofila na fibronektin i inducira
oslobadanje upalnog citokina IL-6 i kemokina CXCL8, CXCL1 i CCL2.>°> Prema gore navedenome

moze se zakljuciti da TSLP moze znacajno inducirati eozinofilnu upalu.



Ponovno izlaganje specificnim alergenima ili podrazajima iz okoliS$a moze uzrokovati steCeni
imunosni odgovor. U bolesnika s astmom izloZzenost alergenima (kao Sto su pelud, spore
plijesni, grinje, dlaka Zivotinja i prasina), virusima ili podraZajima iz okoliSa moZe uzrokovati
steCeni imunosni odgovor. TSLP-om aktivirane DC koje eksprimiraju OX40L mogu potaknuti
naivne CD4+ T stanice na diferencijaciju u upalne T pomagacke stanice tipa 2 (Th2) i ekspanziju
alergen specifi¢nih Th2 memorijskih stanica.”® Upalne Th2 efektorske stanice takoder izlu¢uju
citokine IL-4, IL-9 i IL-13, koji pojacavaju IgE, mastocite, proizvodnju sluzi i hiperreaktivnost
diSnog puta. U alergen specificnim Th2 memorijskim stanicama, alergen povezan s glavnim
kompleksom tkivne podudarnosti Il klase (MHC II, od engl. major histocompatibility complex
class Il molecules) djeluje na receptore na B stanicama i kostimulira interakciju CD40 i CD40L,
$to rezultira prebacivanjem s IgM na IgE klasu imunoglobulina.®” To rezultira selektivnom
ekspanzijom T limfocita (posebice Th2 tipa), koji luce citokine kodirane na kromosomu 5q31-
33, ukljucujudi interleukine IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 i IL-13, ¢imbenik rasta granulocita i makrofaga
(GM-CSF, od engl. granulocyte macrophage colony stimulating factor) koji uzrokuje
kontrakciju glatkih misi¢a diSnih putova, vazodilataciju, povecanu vaskularnu permeabilnost i
mukoznu sekreciju.>’ 8

Nedavno je dokazano da prirodene limfoidne stanice tip 2 (ILC2) imaju vaznu ulogu u
imunosnom odgovoru tip 2. Nekoliko studija se usredotocilo na ulogu TSLP-a na ILC2. Te
prirodene stanice, koje su dobri proizvodaci T2 citokina, snazno su inducirane TSLP-om.
Konkretno, TSLP moZe povecati ekspresiju IL-4, IL-5 i IL-13 u IL-33-stimuliranim humanim ILC2
prociséenima iz periferne krvi i nazalnih polipa.>® Pokazalo se da TSLP takoder aktivira ILC2 u
pluéima i koZi miseva.® Doista, iako je prvotno opisano da ILC2 kao odgovor na IL-33 proizvode
visoke razine IL-5 i IL-13, a vrlo niske razine IL-4. Medutim, kada se ILC2 stimuliraju s TSLP i
leukotrijenom D4, mogu proizvesti IL-4. To sugerira da ILC2 takoder moZze biti znacajan izvor
IL-4 i stoga bi mogao biti vazan u stvaranju odgovarajuceg IL-4 bogatog okruzenja koje moze
razviti Th2 odgovor kada antigen prezentirajuce stanice (APC, od engl. antigen presenting
cells) predoe antigen naivnim T stanicama.’® ! Takoder je pokazano da TSLP dodatno
pojacava ekspresiju GATA3 u humanim ILC2, a to mozZe biti jedan od mehanizama produkcije
Th2 citokina od strane ILC2 induciranih TSLP-om.>® Aktivirane ILC proizvode velike koli¢ine IL-
5 i IL-13, te mogu inducirati eozinofilnu upalu u disnim putovima neovisno o T stanicama.'?
Ozljeda epitela diSnih putova, npr. oksidansima (ozon i drugi iritansi) moZe dovesti do

aktivacije tih stanica, pridonosedi hiperreaktivnosti diSnih putova koja je neovisna o stecenoj

6



imunosti.?? U di$nim putovima astmaticara ILC2 ima ranu i kljuénu ulogu u upalnom odgovoru
tipa 2. Stoga se danas smatra da prirodeni imunitet ima vodecu ulogu u patofiziologiji astme,
sa zamrSenim medusobnim vezama izmedu prirodene i steCene imunosti. Primarni regulatori
imunosti tipa 2 su zajedno Th2 stanice i ILC2, a one izrazavaju glavni transkripcijski faktor
GATAS3 koji upravlja proizvodnjom citokina tipa 2. Stoga je prijedlog da se Th2 visoka upala
oznacava kao upala tipa 2 (ili T2 upala), kako bi obuhvatila i ulogu ostalih imunosnih stanica

ukljuéenih u Th2 upalu didnih putova.®3

1.1.3. Uloga TSLP-a u prirodenom imunitetu i populaciji stanica u astmi

Prirodene limfoidne stanice tip 2 igraju vaznu ulogu u tip 2 upalnom odgovoru u astmi,
pogotovo u eozinofilnoj astmi, teskoj astmi i virusima izazvanoj egzacerbaciji astme.®* lako
sam TSLP ne inducira proizvodnju citokina tip 2 od strane pluénih ILC2, TSLP zajedno s IL-2 i IL-
7 podriava prezivljavanje ILC2. % Nasuprot tome, IL-33 snaZno poti¢e proliferaciju i
proizvodnju citokina tip 2 od strane ILC2. Zanimljivo, kombinacija TSLP-a i IL-33 ima
sinergisticki u¢inak na misje i ljudske ILC2, te dovodi do proliferacije i proizvodnje citokina tipa
2.56.%7 Nadalje, TSLP u ILC2 aktivira anti-apoptoti¢ku molekulu Bcl-xL putem STATS puta, a to
uzrokuje rezistenciju na kortikosteroide. %8 TSLP takoder inducira rezistenciju na
kortikosteroide u ljudskim ILC2 putem STAT5 i MAP kinaze, sa znacajno ve¢im brojem ILC2 u
sputumu pacijenata s teskom astmom.?® Cini se da je TSLP-ILC2 put uklju¢en u patofiziologiju
teske astme rezistentne na kortikosteroide. Mnoge druge imunosne stanice takoder
eksprimiraju TSLPR i odgovaraju na TSLP, kao npr. mastociti, eozinofili i NKT stanice.”® Na
primjer, TSLP, IL-1B i TNFa sinergisticki aktiviraju ljudske mastocite i induciraju proizvodnju
citokina tipa 2, kao $to su IL-5, IL-6 i IL-13.%7

Prema svemu navedenom, TSLP ne samo da mozZe izravno promovirati Th 2 odgovor preko
diferencijacije CD4+ T stanica, nego takoder moZe utjecati kroz novacenje i aktiviranje
prirodenih imunosnih stanica sposobnih za proizvodnju citokina uklju¢enih u Th 2 upalni
odgovor.”% 71

Gledano u cjelini, razliCite stanice koje mogu stvarati ili odgovoriti na TSLP pokazuju vaznu
ulogu ovog citokina u orkestriranju pocetnog odgovora na ozljedu epitela. lako je normalna

funkcija TSLP-a vjerojatno odrZavanje homeostaze tipa Th2 na povrsinskim barijerama,



disregulirana ekspresija TSLP-a moZe rezultirati razvojem upalnih reakcija tipa 2 sto dovodi do

alergijske bolesti.”?

1.1.4. l1zoforme TSLP-a

Novija istrazivanja su pokazala da kod ljudi postoje dvije izoforme TSLP-a, a one se sastoje od
159 ili 63 aminokiseline.* % 73 74 Veéi broj istrazivanja je usmjeren na otkrivanje uloge tih dviju
izoformi u razlic¢itim bolestima. Kratka izoforma TSLP (sfTSLP, od engl. short isoform TSLP) je
konstitutivna i smatra se da ima protuupalnu i antimikrobnu ulogu, te je vazna u odrzavanju
homeostaze; dok je duga izoforma TSLP (IfTSLP, od engl. long isoform TSLP) odgovorna za
proupalni odgovor.”# 7> 7 Nedavna istraZivanja su pokazala da obje izoforme TSLP-a pokazuju
snaznu antimikrobnu aktivnost, pri cemu je aktivnost sfTSLP jaca. Antimikrobna aktivnost
primarno je lokalizirana u C-terminalnom dijelu obje izoforme. C-terminalni dio TSLP-a ima
penetracijski uc¢inak na bakterijske membrane.

Kako je ljudski sfTSLP konstitutivno eksprimiran na glavnim povrsinskim barijerama kao sto su
kozZa i sluznica, oCekuje se da igra vaznu ulogu u borbi protiv infekcije i regulaciji upale na tim
mjestima. Duga izoforma TSLP-a ima Siru ulogu u obrani od infekcije jer sudjeluje u regulaciji
razli¢itih imunosnih aktivnosti, ali je takoder sacuvala i svoje antimikrobne funkcije. Ekspresija
TSLP-a u kozi, sluznici usne Supljine, Zlijezdama slinovnicama i crijevima dio je obrambene
barijere koja pomaze u kontroli i komenzalnih i patogenih mikroorganizama.

Ekspresija TSLP-a u znatnoj mjeri je povezana s upalnim stanjima, a to je posljedica povecane
ekspresije IFTSLP.”> In vivo, IfTSLP se pojacano stvara u stanjima kao $to su atopijski dermatitis,
astma, ulcerozni kolitis i stanjima izloZzenosti oralne sluznice duhanu bez dima, dok se u
zdravom tkivu ne nalazi.?* 7>

Za razliku od IfTSLP, sfTSLP (mRNA i protein) je prevladavajuci oblik TSLP-a, konstitutivno je
eksprimiran u zdravim tkivima, kao Sto su klinicki zdrava sluznica usne Supljine, epidermis
koze, Zlijezde slinovnice i stanice epitela crijeva. U upalnim uvjetima Cini se da sfTSLP smanjeno
stvara, Sto je opaZeno u bioptatu lezija atopijskog dermatitisa i u crijevima bolesnika s
Crohnovom boleséu. Ekspresija proteina sfTSLP identificirana je u crijevima, kozi, epitelu usne
Supljine i Zlijezdama slinovnicama.”

U uvjetima ravnotezZe, sfTSLP predstavlja homeostatski oblik TSLP-a. Kod upale, IfTSLP je

povisen, a sfTSLP smanjen.



IfTSLP je usko povezan s IL-7, s kojim dijeli bioloski profil, koji se preklapa, ali nije identican, a
veze se na kompleks heterodimernih receptora koji se sastoji od IL-7Ra i lanca TSLPR.> 1!
Funkcionalni receptor za IfTSLP eksprimiran je na hematopoetskim i nehematopoetskim
stani¢nim linijama ukljucuju¢i DC, T stanice, B stanice, NK stanice, monocite, bazofile,
eozinofile i epitelne stanice.* &% 17,3647, 55 [fTSLP ima utjecaj na nekoliko imunosnih funkcija, i
kao sto je ve¢ spomenuto, povezan je s imunosnim poremecajima, poput alergijskih bolesti i
upalnih bolesti crijeva. Kultura DC-a stimuliranih IfTSLP s alogenim CD4+ T stanicama rezultira
stvaranjem upalnih Th2 stanica koje proizvode klasi¢ne Th2 citokine ukljucujudi IL-4, IL-5, IL-
13, ali za razliku od klasi¢nih Th2 stanica, ove stanice takoder proizvode TNF-q, ali ne i IL-10.%*
Ovaj upalni Th2 fenotip induciran je povecanjem ekspresije OX-40 liganda na DC-ima
tretiranim s IfTSLP.2*37 U bolesnika s atopijskim dermatitisom (AD) protein IfTSLP je pojadano
eksprimiran u akutnim i kroni¢nim lezijama AD, dok nije otkriven u dijelovima koZe bez lezija.?*
U nekoliko vrsta epitelnih stanica konstitutivno je eksprimiran sfTSLP. Cini se da sfTSLP djeluje
na DC-e tako Sto inhibira izlu€ivanje citokina. Kratka izoforma TSLP se ne veZe za TSLPR, jer nije
sposobna blokirati vezanje IfTSLP na taj receptor. Specifi¢ni receptor za sfTSLP trenutno je
nepoznat. sfTSLP inducira fosforilaciju p38a kinaze regulirane izvanstani¢nim signalima, aima
slabi utjecaj na STATS fosforilaciju.”* 7> Malo toga je poznato o imunoregulacijskom djelovanju
sfTSLP. Tijekom upale sfTSLP je smanjen, a to pridonosi pogorsanju lokalne infekcije s obzirom
na njegovo antimikrobno djelovanje.

Za odvojeno proucavanje ekspresije dviju izoformi humanog TSLP-a neophodna je upotreba
reagensa specificnog za izoformu. Na razini mRNA, ova se diferencijacija moze postici
uporabom pocetnica (engl. primer) specificnih za izoformu, koje su dizajnirane na temelju
jedinstvene mRNA sekvencije dviju izoformi transkripta. Medutim, otkrivanje ekspresije
proteina specificnog za izoformu zahtijeva neizravan pristup. Kako postoji potpuno
preklapanje aminokiselinske C-terminalne sekvencije sfTSLP s IfTSLP, protutijela stvorena
protiv sfTSLP epitopa prepoznati ¢e obje izoforme, te proizvodnja protutijela specifi¢nih za
sfTSLP nije moguca. S druge strane, moguce je proizvesti protutijela specificna za IfTSLP, bilo
imunizacijom s peptidnim sekvencijama koje se nalaze unutar specifi¢ne IfTSLP sekvencije, bilo
pomocu pronalaZzenja monoklonskog protutijela koji prepoznaje takve sekvencije. Stoga se,
razlikovanje izmedu sfTSLP i IfFTSLP mora prevladati usporedbom kombiniranog sadrzaja IfTSLP

i sfTSLP u uzorcima, koristeci jedno protutijelo koje prepoznaje oba oblika i drugo protutijelo



koje se veze na jedinstvenu sekvenciju IfTSLP. Ovaj pristup koristi se u Western blot metodi i
u imunohistologiji.”* 7’

Uzorak ekspresije dviju humanih izoformi ovisi o lokalizaciji tkiva i stanju bolesti. Buduc¢i da je
translacija sfTSLP tek nedavno dokumentirana, vecina literature u posljednja dva desetljeca
usredotocena je samo na IfTSLP.”* Samo je nekoliko istraZivanja ispitalo ekspresiju i funkcije
dviju izoformi TSLP-a kod razlicitih bolesti u ljudi, te su otkrila zanimljive dihotomije u ekspresiji
i funkciji dviju izoformi TSLP-a kod razli¢itih upalnih bolesti.”*’® Potrebna su dodatna
ispitivanja da bi se procijenila prisutnost i funkcija dviju izoformi TSLP-a u razli¢itim patoloskim

stanjima.

1.1.5. Povezanost TSLP-a s astmom i alergijskim rinitisom

Opsezna istrazivanja na ljudima i Zivotinjskim modelima podupiru ulogu TSLP u razvoju astme
i alergijskog rinitisa (AR).> 2* Epitelne stanice, neutrofili, endotelne stanice, makrofazi i
mastociti znacajni su izvor TSLP-a u bolesnika s astmom.?” Glatke misi¢ne stanice disnih putova
eksprimiraju TSLPR, a izlaganje citokinima kao Sto su TNF-a, IL-13, IL-1B ili iritansima poput
dima cigareta, mozZe znacajno utjecati na oslobadanje TSLP-a kao i ekspresiju TSLPR na glatkim
misi¢nim stanicama di$nog puta.?®

Smatra se da je TSLP odgovoran za preusmjeravanje na Th2 odgovor u astmi, te da pridonosi
egzacerbaciji upale disnih putova izravhom inhibicijom imunosnog odgovora pluénih T
regulacijskih stanica. Vise studija je pokazalo povezanost izmedu ekspresije TLSP-a,
hiperreaktivnosti disnog puta i ograni¢enja protoka zraka.”® 7°

Ying i suradnici prvi su usporedili razinu ekspresije TSLP-a u diSnim putovima astmaticara i
zdravih kontrola. Ekspresija TSLP mRNA, Th2 i Th1 privlacecih kemokina i njihovih receptora
ispitana je u bioptatima bronha astmaticara i zdravih kontrola koristeci in situ hibridizaciju i
imunohistokemiju. Broj stanica unutar bronhalnog epitela i submukoze koje eksprimiraju TSLP
MRNA, Th2 privlacec¢i kemokin CCL22 i Th1 privlaceéi kemokin CXCL10, kao i broj CD4+ CCR4+
T stanica unutar submukoze bio je znacajno visi u ispitanika s astmom u usporedbi s
kontrolnom skupinom. Ekspresija TSLP mRNA u epitelnim makrofazima, kao i u submukoznim
endotelnim stanicama i neutrofilima bila je znacajno visa u grupi s astmom u odnosu na zdrave
kontrole. Pronadena je obrnuta korelacija izmedu forsiranog ekspiratornog volumena zraka u

prvoj sekundi (FEV1) i ekspresije TSLP-a, Sto upucuje na ulogu TSLP-a u patofiziologiji astme i
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funkcije pluéa.?’ Ying i suradnici prosirili su to istraZivanje prateéi ekspresiju TSLP-a i u drugim
bolestima pluca, te su pronasli povec¢anu ekspresiju TSLP mRNA, CCL17, CCL22 i CXCL10 u
bronhoalveolarnom lavatu (BAL) bolesnika s teSkom astmom i u bolesnika s kroni¢cnom
opstruktivnom pluénom bolesti (KOPB) u usporedbi sa zdravim osobama.® Li i suradnici
takoder su nasli znacajno povisene koncentracije IL-33, TSLP-a, IL-4, IL-5, IL-13 i IL-12p70 u
BAL-u astmaticara u usporedbi s kontrolnom skupinom (p < 0,05). Koncentracije I1L-33 i TSLP,
ali ne i IL-25, obrnuto su korelirale s funkcijom plu¢a (FEV1) astmaticara neovisno o terapiji
kortikosteroidima. Podaci impliciraju vaznu ulogu TSLP-a i IL-33 u patogenezi astme koju
karakterizira trajna upala disnih putova i oslabljena funkcija pluc¢a usprkos intenzivnoj terapiji
kortikosteroidima.”® Ovi rezultati podupiru misljenje da se ekspresija TSLP mRNA i Th2/Th1
kemokina povecava s tezinom bolesti a neovisno o terapiji kortikosteroidima.

Liu i suradnici su nedavno izvijestili da su koncentracije TSLP-a u BAL-u pacijenata s teSkom
astmom znacajno povisene u usporedbi sa zdravim kontrolama, te o ulozi TSLP-a u induciranju
rezistencije na kortikosteroide u ILC2s putem MEK i STAT5 posredovanog puta.®’

Broj mastocita je povecan u endobronhalnim bioptatima astmaticara u usporedbi sa zdravim
kontrolama.®! Nekoliko skupina istraZiva¢a je pokazalo da je broj TSLP mRNA+ mastocita
znacajno vedi kod astmatic¢ara u odnosu na zdrave kontrole, a 90 % izmjerenih TSLP+ stanica
bronhalne mukoze u stvari su mastociti.?”-8 Broj TSLP+ mastocita je u pozitivnoj korelaciji s
IgE u serumu i hiperreaktivnosti bronha, a to podupire dugogodisnje spoznaje o vaznosti uloge
mastocita kao klju¢nih regulatora alergijske astme. Eksperimenti za razjasnjavanje
mehanizama bolesti koji koriste mastocite dobivene iz krvi pokazuju da je proizvodnja TSLP-a
inducirana kriznim povezivanjem FceRI, a pojacava ju prisutnost IL-4.82 Razina TSLP-a u BAL-u
znacajno je veca u bolesnika s astmom u usporedbi sa zdravim kontrolnim skupinama. TSLP je
takoder znacajno povisen u epitelu disnih putova i lamini propriji astmaticara, izrazenije kod
teskih astmaticara, Sto korelira s tezinom opstrukcije protoka zraka. Ekspresija TSLP-a unutar
disnih putova povezana je s ja¢inom alergijske upale i opstrukcije disnih putova.’®

U ljudi, TSLP mRNA eksprimirana je u plu¢nim fibroblastima, bronhalnom epitelu i glatkim
misi¢nim stanicama.?* Sli¢ni rezultati opaZeni su kod pacijenata s KOPB, $to upucuje na to da
os$tecenje epitela moZe igrati ulogu u ekspresiji TSLP u pluéima oboljelih od astme.® Kod
bolesnika s AR i nazalnim polipima poveéana je ekspresija TSLP u nazalnom epitelu. Kod
bolesnika s AR, kao i kod bolesnika s astmom, povecane razine TSLP povezane su s Th2 tipom

upale.?38
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Provokacija inhalacijskim alergenom u bolesnika sa srednje teSkom astmom rezultirala je
poveéanom ekspresijom alarmina, IL-25, IL-33 i TSLP-a, i u bronhalnom epitelu i u bronhalnoj
submukozi.®®

Nekoliko misjih modela snazno podupiru vaznost TSLP-a u astmi kod ljudi. Kada je TSLP
prekomjerno eksprimiran konstitutivno aktiviranim stvaranjem TSLP-a (npr. u surfaktant
protein C (SPC) TSLP miSeva, gdje je TSLP u pluénom epitelu pod kontrolom SPC promotora) ili
je primijenjen intranazalno u kombinaciji s antigenom, misevi razvijaju bolest slicnu astmi
povezanu sa znacajnom Th2 upalom.?” 88 CD4+ T stanice, Th2 citokini i antigeni imaju kljuénu
ulogu u takvim modelima, dok su simptomi bolesti znacajno smanjeni u odsutnosti TSLPR ili
blokiranjem TSLP aktivnosti protutijelima ili rekombinantnim proteinom TSLPR.87:8%90 g]i¢ni
rezultati dobiveni su u mijem modelu s alergijskim rinitisom.’!

Cini se da TSLP inducira Th2 upalu moduliranjem funkcije dendritskih stanica, poticanjem
proizvodnje Th2 citokina iz T stanica i inhibirajuci Treg. Primarna meta TSLP u ljudskoj astmi i
u misjim modelima su DC, te se stoga Cini da uglavnhom utjeCe na senzibilizacijski stupanj
astme. TSLP-om stimulirane DC povecavaju ekspresiju OX40L i proizvodnju Th2 kemokina, kao
Sto su CCL17 i CCL21, Sto dovodi do razvoja CD4+ Th2 stanica i proizvodnje Th2 citokina (IL-4,
IL-5, IL-13, TNF-a) iz mastocita.l® 29 24 37,83, 90 Medutim, TSLP takoder moZe utjecati na fazu
provokacije alergijske bolesti disnih putova izravnim induciranjem proizvodnje Th2 citokina
CD4+ T stanica.®-°2 Takoder, TSLP moZe znaajno onesposobiti razvoj Treg. U modelu
alergijske bolesti disnih putova, TSLP inhibira funkciju Treg i razvoj specificnih Treg antigena in
vivo.?% %3 Taj fenomen mozZe biti posredovan kroz nukleotid vezujuéu oligomerizacijsku
domenu koja sadrzi protein 2 i stimulaciju Nod1, koji induciraju ekspresiju TSLP, OX40L i Th2
citokina i inhibira antigen specifiécne FOXP3+ T stanice i toleranciju ovalbumina (OVA).3 Nod
stimulacija i drugi okidaci ekspresije TSLP-a, kao Sto su peptidoglikan, lipoteikoicna kiselina,
dsRNA, respiratorni virusi, duhanski dim, zagadivaci zraka i alergeni, najvjerojatnije djeluju
preko NF-kB puta.'® 182294 S druge strane, TSLP transkripcija u epitelnim stanicama disnih
putova negativno je regulirana 9-cis-retinoicnom kiselinom putem retinoidnih X receptora u
stanicama pluca. Smatra se da povecano oksidativho optereéenje u plué¢ima inducirano
duhanskim dimom povecava proizvodnju TSLP-a u bronhalnoj mukozi aktivacijom NF-kB
puta.®® Regulacija TSLP-a je balansiranje izmedu negativnih i pozitivnih signala koji bi mogli

utjecati na funkciju Treg.
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Dosadasnja istrazivanja na eksperimentalnim Zivotinjskim modelima i kod ljudi pokazala su da
je TSLP jedan od klju¢nih citokina koji u astmi pridonosi egzacerbaciji upale di$nih putova.®®
Transgenicna ekspresija TSLP u eksperimentalnim misjim modelima pojacava obiljezja astme,
ukljucujuci upalu disnih putova, infiltraciju eozinofila, hiperplaziju epitelnih stanica i akutnu
hiperreaktivnost disnih putova.?”°’ Pojaano stvaranje TSLP-a u keratinocitima koZe miseva
takoder pogor$ava simptome astme.®® % U miSeva u kojih nedostaje TSLPR izlaganje
eksperimentalnom alergenu ne dovodi do razvoja eozinofilne upale di$nih putova.l®

TSLP takoder inducira luéenje Th2 citokina iz ljudskih mastocita.® U sputumu djece oboljele
od astme, te u bioptatu pluéa odraslih osoba oboljelih od astme opisana je povisena razina
TSLP, koja je korelirala s tezinom bolesti.?”- 19 Proupalni citokini kao $to su TNF-a i IL-1B,
zajedno s IL-4 i IL-13, povecavaju ekspresiju TSLP na epitelnim stanicama disnih putova i
keratinocitima ljudi.10?

Primarnu proizvodnju TSLP-a u ljudi mozZe potaknuti izloZzenost odredenim infektivnim
uzroc¢nicima ili ponavljajuéim iritansima iz okolisa, a to dovodi do Th2-posredovanih bolesti.
Tako na primjer, uzorci plu¢a pusaca su sadrzavali poviSene razine TSLP-a u usporedbi s
nepusadima &ak i u odsutnosti poznate bolesti plu¢a.?’ Osim toga, stanice pluénog epitela
astmaticara proizvode vise TSLP-a kao odgovor na dsRNA (virusni analog) stimulaciju u kulturi,
Sto barem djelomi¢no objasnjava zasto pacijenti s astmom imaju vecu disfunkciju disnih
putova nakon respiratorne infekcije u usporedbi sa zdravim pojedincima.'%® 124 Nenormalna
proizvodnja TSLP-a kao odgovor na ozljedu pluéa mozZe utjecati na osjetljivost pojedinca za
razvoj alergijskih respiratornih bolesti kao $to je astma, ali i na klinicke komplikacije koje

nastaju nakon izloZzenosti pluéa nepovoljnim &imbenicima okolia.”®

1.1.6. TSLP polimorfizam u astmi

Genetske studije podrzavaju klju¢nu ulogu TSLP-a u alergijskim bolestima disnih putova.
Istrazivanja polimorfizma gena za TSLP pokazuju povezanost s alergijskom astmom, alergijskim
rinitisom i atopijom u djece i odraslih.10%1%8 vi$e genetskih studija (genomske i pojedinaéne
studije polimorfizma) pokazalo je visestruke polimorfizme jednog nukleotida (SNP, engl. single
nucleotide polymorphism) na TSLP genomskom lokusu povezane s pove¢anom osjetljivoséu
za astmu (rs3806933, 19° rs1837253, 110 111 (511466749 *12) ili sa zastithom ulogom

(rs1837253,113 rs2289276%4) u razli¢itim etni¢kim grupama. SNP opisan od Harade i suradnika
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u genomskom TSLP lokusu -847C > T (rs3806933) stvara mjesto vezanja proteina koji aktivira
transkripcijski ¢imbenik (aktivacijski protein-1), a on bi mogao potencijalno dovesti do
povecane transkripcije TSLP-a.124

Takoder, cini se da polimorfizmi TSLP gena pridonose Th2 polariziranoj imunosti putem
pojacanog stvaranja TSLP-a od strane bronhalnih epitelnih stanica nakon respiratornih

virusnih infekcija.1%?

1.1.7. TSLP i respiratorni virusi

U misjim modelima infekcija rinovirusom inducira ekspresiju TSLP-a i IL-33 te o TSLP ovisnu
regulaciju OX40L, a sve te tri molekule pridonose razvoju ste¢enog imunosnog odgovora koji
je karakteriziran promjenjivom ravnotezom izmedu supresivnih periferno induciranih Treg
stanica i Th2 efektorskih stanica.''> Ovi rezultati mogu biti uobicajen odgovor i na neke druge
respiratorne viruse povezane s alergijskom boles¢u. Tako u miSeva koji su inicijalno zarazeni u
novorodenackoj dobi, TSLP ekspresija inducirana infekcijom respiratornim sincicijskim
virusom (RSV) je vaZzan uzvodni dogadaj koji kontrolira ekspresiju OX40L, migraciju dendritskih
stanica i Th2 polarizaciju.t®

Eksperimentalne studije koje su usporedivale TSLP odgovor na RSV infekciju u epitelnim
stanicama bronha zdrave djece i djece s astmom pokazale su da kulture stanica astmaticara
pokazuju znacajno povecanu proizvodnju TSLP-a u usporedbi s kulturama zdravih ispitanika.'’
RSV inducira regulaciju TSLP receptora u epitelnim stanicama humanog diSnog puta, sto
sugerira mogucu ulogu RSV-om inficiranih epitelnih stanica diSnog puta u pokretanju
autokrinog / parakrinskog TSLP signalnog kruga, koji bi mogao doprinijeti TSLP-om
pokrenutom upalnom odgovoru povezanim s virusnom infekcijom.!'® Mehta i suradnici
utvrdili su da eksperimentalna infekcija rinovirusom pojacava TSLP u humanim plu¢nim
epitelnim stanicama, a ¢ini se da je TSLP odgovoran za razvoj imunopatoloskog odgovora
uzrokovanog rinovirusom.'*> U eksperimentalnim istrazivanjima potvrdena je vaznost uloge
TSLP-a na razvoj imunopatoloSkog odgovora potaknutog RSV-om i hMPV-om (humanim
metapneumovirusom).t17, 119,120

U miseva, infekcija hMPV aktivira TSLP put koji pretjerano pojacava upalu disnih putova i
replikaciju virusa.''® Eksperimentalni modeli upale di$nih putova na miSevima pokazali su da

ukljuc¢enost TSLP-a u upalu disnih putova dovodi do hiperreaktivnosti i remodeliranja disnih
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putova, te pojacanog izluCivanja sluzi. TSLP takoder moze potaknuti nakupljanje upalnih
stanica u plu¢ima, kao $to su neutrofili i eozinofili.?*

In vivo studije provedene u male djece pokazale su viSe razine nazalnog TSLP-a u ispitanika s
infekcijom rinovirusom u usporedbi s ispitanicima bez detektabilnog virusa, kako u terminske
tako i u prijevremeno rodene djece.'?? 122 Teski virusni bronhiolitis uzrokovan najéesé¢im
respiratornim virusima povezan je s povisenim razinama TSLP, IL-33 i periostina u nazalnim
diSnim putovima, a oni su vazni u razvoju Th2 odgovora.

Ovi rezultati upucuju na to da bi respiratorni virusi u ranoj Zivotnoj dobi mogli pomaknuti
imunosni odgovor prema Th2 smjeru, $to je klju¢no za razvoj astme i alergijskih bolesti.'? TSLP
bi mogao biti karika koja nedostaje izmedu prirodenog antivirusnog epitelnog imuniteta i Th2

imunosnog odgovora karakteristi¢nog za astmu.?!

1.1.8. Uloga TSLP-a u egzacerbaciji astme uzrokovanoj respiratornim virusnim infekcijama

Respiratorne virusne infekcije glavni su uzrok egzacerbacije astme. Dvolanfana RNA,
pokazatelj virusne infekcije, poveéava ekspresiju TSLP-a u bronhalnim epitelnim stanicama.
Bronhalne epitele stanice oboljelih od astme pokazuju viSe razine TSLP-a kao odgovor na
dsRNA nego bronhalne epitelne stanice zdravih kontrola. 12* 125 Respiratorni virusi, kao $to su
rinovirus, RSV i virus influence, povecavaju proizvodnju citokina epitelnog podrijetla, kao sto
su IL-33, IL-25 i TSLP. RSV infekcije induciraju ILC2, koji proizvodi IL-13 i uzrokuje prekomjernu
ekspresiju mucina, glikoproteina koji pridonosi elasticitetu i adhezivnim svojstvima sluzi. U
eksperimentalnom modelu, anti-TSLP protutijelo ili nedostatak TSLP-a u miSevima s

nedostatkom TSLPR smanjuje broj IL-13+ ILC2 i smanjuje prekomjernu ekspresiju mucina.?®

1.1.9. TSLP i druge bolesti

Osim s alergijskom astmom, 127 128 TSLP se povezuje i s drugim alergijskim bolestima
(atopijskim  dermatitisom, 2° alergijskim rinokonjunktivitisom 3¢ i eozinofilnim
132-134

ezofagitisom®3!) kao i drugim imunosno posredovanim bolestima (leukemija, solidni

tumori, 13> - 137 reumatoidni artritis, 138 psorijaza,’®> celijakija, upalne bolesti crijeva’®) te

infekcijama parazitima®3® i virusima.11% 120, 121,140

Nova i neocekivana funkcija TSLP-a je nadena u indukciji i progresiji razlicitih tumora, kako

solidnih (kao npr. karcinoma dojke, kolona, pankreasa), tako i hematoloskih (kao npr. B
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stani¢na akutna limfoblasti¢na leukemija). Takoder, naden je protektivni ucinak signalizacije
TSLP-a na neoplazme koZe, Sto sugerira da je njegova uloga u biologiji tumora ovisna o

okruzju.”?

Nekoliko nedavnih istrazivanja prosirilo je patofizioloski profil TSLP-a. Prvo, pokazalo se da
TSLP daje signalnu vezu izmedu epitela koZe i stanice neurona koja izaziva svrbez povezan s
atopijskim dermatitisom.4! Drugo, pokazalo se da TSLP pridonosi razvoju psorijaze, Siroko
rasprostranjene autoimune bolesti, reguliraju¢i proizvodnju IL-23 pomocu dendritskih
stanica.'® Trece, TSLP moZe potaknuti progresiju karcinoma dojke i gusterace, ali moze imati i
protektivan ucinak. Genetska preuredenja i mutacije TSLPR gena (CRLF2) pronadena su u djece
oboljele od akutne limfoblasti¢ne leukemije.!3> 137,142, 143 TS| p se takoder povezuje i s
unistenjem bakterija posredovanog neutrofilima kroz interakciju sa sustavom

komplementa.14*

Kod ljudi, atopijski dermatitis je karakteriziran visokom razinom TSLP-a kojeg izlucuju
keratinociti u koZnim lezijama. 4> Keratinociti kojima nedostaju retinoidni X receptori
proizvode TSLP te induciraju atopijski dermatitis.**® U bolesnika s alergijskim konjunktivitisom,
epitelne stanice konjunktive stvaraju TSLP, koji potom aktivira DC i inducira ekspresiju IL-13
mRNA u mastocitima sinergisticki s IL-33 Sto uzrokuje alergijsku upalu oka. U bolesnika s
alergijskim rinitisom, ekspresija TSLP je povecana u sluznici nosa i snazno je povezana s broj
eozinofila i tezinom klini¢kih simptoma.®> U bolesnika s autoimunim bolestima TSLP moze
takoder potaknuti Th1 i Th17 na sekreciju proinflamatornih citokina Sto pridonosi upali tkiva.
TSLP i njegov receptor imaju proupalnu ulogu pojacavajué¢i Thl7 stanice i uzrokujuci
uniStavanje tkiva u bolesnika s autoimunim artritisom.'*” Nadeno je da sekrecija TSLP-a od
strane tumorskih stanica moZze smanijiti antitumorsku aktivnost Th1 stanica.'*® Uloga TSLP-a u

progresiji tumora jos je uvijek kontroverzna.14? 150

TSLP je takoder upleten u fenomen koji se naziva atopijski mars, a koji opisuje povecéanu
vjerojatnost pojave alergijskog rinitisa i astme kasnije u Zivotu kod pojedinaca s AD.%?!
Nekoliko modela inducirane TSLP ekspresije u misjim keratinocitima rezultiralo je kasnijom
alergijskom upalom disnih putova nakon intranazalne provokacije, sto sugerira da TSLP moze
biti vazan ¢imbenik koji pridonosi progresiji od AD do AR i astme.® 152 Dok mnoge od metoda

koje se koriste za indukciju TSLP ekspresije rezultiraju umjetno visokim razinama sistemskog
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TSLP-a, koje se ne vide u bolesnika s AD, nadeno je da intradermalna primjena TSLP-a aktivira
napredovanje od AD do astme u odsutnosti sistemskog TSLP-a.® U toj studiji, TSLP nije bio
nuZan za razvoj upalnog odgovora disnih putova na provokaciju antigenom. Ovi modeli, kao i
pristupi koji omogucuju specificniju ekspresiju ili deleciju TSLP-a, pomocdi ¢e u identificiranju

stani¢nih ciljeva TSLP-a i mehanizama koji su uklju¢eni u napredovanje iz AD u AR i astmu.”®

1.1.10. Dosadasnja istraZivanja uloge TSLP-a u astmi djecje dobi

Postoje i brojni dokazi o ulozi TSLP u odgovoru disnih putova na alergene iz okolisa, kao i za
odrZavanje eozinofilne upale di$nih putova u osoba s alergijskom astmom.>3 IstraZivanje Lee-
a i suradnika pokazalo je da in vitro kulture epitelnih stanica diSnih putova djece s astmom
proizvode znacajno vise razine TSLP-a nakon infekcije RSV-om od epitelnih stanica zdrave
djece.’t’

Do sada objavljena istrazivanja uloge serumskog TSLP u djece s astmom pokazala su
neujednacene rezultate. Tako je istrazivanje Chauhana i suradnika na 65 djece s astmom i 15
kontrola, pokazalo statisticki znacajno viSu koncentraciju TSLP-a u plazmi u odnosu na
kontrolnu skupinu, uz slabu negativnu korelaciju izmedu koncentracije TSLP-a i testa kontrole
astme, te broja regulacijskih limfocita T.'>* Proucdavajuci bolesnike s alergijskom astmom,
Salter i suradnici nasli su da TSLP moZe, barem djelomic¢no upravljati aktivacijom bazofila
tijekom ranog i kasnog odgovora na inhalacijske alergene. Stovise, sipnja uzrokovana
povisenim razinama TSLP-a moZe biti povezana s Th2 aktivacijom.>®> Medutim, Demehri i
suradnici su u kohortnoj studiji URECA (Urbano okruZenje i dje¢ja astma, od engl. Urban
Environment and Childhood Asthma), koja je ukljucila 236 djece u dobi do trece godine Zivota,
dosli do zakljucka da detektabilni serumski TSLP nije znacajno povezan s AD, senzibilizacijom
na alergene, ni s ponavljaju¢om sipnjom tijekom prve tri godine Zivota. U toj studiji, prisutnost
serumskog TSLP u dobi od godine dana, bila je povezana sa smanjenom ucestalosSc¢u sipnje u
djece dobi od 3 godine koja nisu senzibilizirana na inhalacijske alergene (p < 0,01). Ti rezultati
ukazuju na moguce razlike u patogenezi atopijske i neatopijske sipnje, te ostavljaju otvoreno
pitanje uloge prolazno povisenih vrijednosti TSLP tijekom izlaganja alergenima s moguéom
ulogom u razvoju atopijskog marsa. Takoder je interesantno da u toj kohorti nije bilo znacajne
povezanostiizmedu AD i ponavljajuce sipnje.'> U URECA studiji sipnja je definirana s najmanje

dvije epizode sipnje u prve tri godine Zivota od kojih je najmanje jedna epizoda u trecoj godini.

17



Lin i suradnici proveli su istrazivanje na 84 djece (31 dijete s astmom i 53 djece bez astme) u
dobi od 2 do 12 godina. Sva djeca s astmom su imala akutnu egzacerbaciju astme i nisu koristili
kortikosteroide prethodnih tjedan dana. Djeca su podijeljena u 4 skupine: zdrava djeca (bez
alergije i bez astme) — 36 djece, atopicari ali bez astme - 17 djece, neatopicari s astmom - 10
djece i atopicari s astmom - 21 dijete. U toj su studiji nadene znacajno viSe serumske
koncentracije TSLP u djece s astmom i alergijom u usporedbi sa zdravom djecom, dok
vrijednosti TSLP u djece s astmom ali bez alergije nisu bile statisti¢ki znacajno vise u usporedbi
sa zdravom djecom. Nije nadena statisticki znacajna razlika u koncentraciji TSLP-a u serumu
izmedu sljededih skupina djece: zdravi (bez alergije i bez astme) vs. alergija bez astme, alergija
bez astme vs. astma s alergijom, zdravi vs. astma bez alergije, alergije bez astme vs. astma bez
alergije i astma bez alergije vs. astma s alergijom. Rezultati su takoder pokazali da djeca s
astmom pokazuju visu ekspresiju TSLPR nego djeca bez astme i alergije, bez obzira imaju li
astmu i alergiju ili astmu bez alergije. Nije nadena korelacija izmedu TSLPR i klinicke teZine
astme, kao ni koncentracije TSLP-a.'>® Medutim, Koussih i suradnici nisu nasli povezanost
serumskih vrijednosti TSLP-a i alergije i/ili astme u djece. U toj studiji 113 djece u dobi od 10-
11 godina je bilo podijeljeno u 4 skupine: alergija s astmom (35), alergija bez astme (16), astma
bez alergije (13) i zdrave kontrole (49). Serumska koncentracija TSLP-a nije bila znacajno visa
u oboljelih od astme s alergijom u usporedbi s atopicarima koji nemaju astmu, astmatic¢arima
bez alergije i zdrave djece (p > 0,05). Takoder u toj studiji nije nadena povezanost izmedu
serumske koncentracije TSLP-a i klinickih parametara astme (FEV1), kao ni povezanost izmedu
serumske koncentracije TSLP-a i broja alergija u djece s alergijskom astmom.>’

Istrazivanje Berraiesa i suradnika na 40 djece s dobro kontroliranom astmom pokazalo je
znacajno vecéu ekspresija TSLP mRNA u bolesnika s astmom nego kod zdravih kontrola (22
kontrole) [p = 0,0001]. Koncentracija TSLP i TNF-a u induciranom sputumu kao i u serumu bila
je znacajno visa u bolesnika s astmom u usporedbi sa zdravim kontrolama, a njihove razine
ovisne o tezini astme. Nije bilo statisticki znacajne razlike u ekspresiji TSLP mRNA izmedu blage
i srednje teske astme, a ekspresija TSLP mRNA u astmaticara je obrnuto korelirala s FEV1.
Stanice sputuma astmaticara su proizvele visoke razine TSLP nakon stimulacije s TNF-om.
Povecana proizvodnja TSLP iz stanica sputuma kod bolesnika s astmom je prekinuta

dodavanjem rekombinantnog IL-37.1*
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1.1.11. Potencijalna terapijska korist

U Zivotinjskim modelima astme ili alergijskog rinitisa, TSLP protutijela ili protutijela koja
inhibiraju TSLPR blokiraju simptome i razvoj CD4+ Th2. Na primjer, u modelu alergijske astme,
Zivotinje su senzibilizirane s OVA (ovalbumin) intraperitonealno, a zatim su provocirane OVA
aerosolom ili intranazalno tijekom 7 dana. U tom modelu, nakon intranazalne provokacije
OVA, TSLP protein je pronaden u BAL-u i u plu¢ima, medutim u odsutnosti TSLPR-a ili
blokiranjem aktivnosti TSLP-a protutijelom ili rekombinantnim TSLPR proteinom simptomi
bolesti su smanjeni.”- 8% 90 U mijem modelu alergijskog rinitisa provociranog ovalbuminom,
blokiranje TSLP-a takoder inhibira razvoj bolesti.’> U oba modela, blokiranje djelovanja TSLP-a
postignuto je inhibicijom sazrijevanja i migracije DC diSnih putova, kao i blokiranjem njihove
sposobnosti pokretanja CD4+ T-stani¢nog odgovora.'>®

lzvjeSce o lijecenju monoklonskim protutijelom usmjerenim protiv TSLPR u makaki majmuna
pokazalo je da je blokada TSLP receptora ucinkovita u ublazavanju alergijske upale disSnih
putova i poboljSava alergenom izazvane promjene pluéne funkcije, pruzajuéi ohrabrujuée
rezultate u primata.t®?

Potpuno humano anti-TSLP monoklonsko protutijelo, AMG 157, tezepelumab, koje specifi¢no
veze humani TSLP, sprjecavajuéi interakciju s vlastitim receptorom, testiran je u skupini
odraslih bolesnika sa stabilnom alergijskom astmom. Gauvreau i suradnici su 2014. godine
proveli dvostruko slijepu, placebo kontroliranu, randomiziranu studiju, u kojoj je 31 bolesnik s
blagom alergijskom astmom intravenozno primao AMG 157 (700 mg) ili placebo svaka 4 tjedna
kroz 3 mjeseca. Provokacija alergenom provedena je dva tjedna prije prve doze anti-TSLP
protutijela, te 42. i 84. dan tretmana kako bi se procijenio ucinak anti-TSLP-a na smanjenje
FEV1 tijekom ranog i kasnog astmatskog odgovora, te na pokazatelje upale disSnog puta prije i
nakon provokacije alergenom. Najveci pad FEV1 je opazen tijekom kasnog odgovora, bio je 34
% manji u tretiranoj skupini 42. dan (p = 0,09), a 45,9 % manji 84. dan (p = 0,02) u usporedbi s
placebo skupinom. Pacijenti lijeceni anti-TSLP monoklonskim imunoglobulinom su imali
znacajno snizene razine eozinofila u perifernoj krvi i u sputumu, te nize frakcije dusikovog
oksida u izdahnutom zraku, i prije i nakon provokacije alergenom. Takoder je smanjen omjer
Th2/Th1 stanica u perifernoj krvi, a to sve sugerira da tezepelumab ublazava kasni astmatski

odgovor kroz u¢inak na Th2 stanice/ILC2.1%° Smanjene bronhokonstrikcije izazvane alergenom

i upale disnih putova s AMG 157, ukazuje na klju¢nu ulogu TSLP-a u odgovoru epitela disnih
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putova na alergene iz okolisa; medutim, smanjenje markera upale disSnih putova, kao Sto su
eozinofili u krvi i sputumu, te frakcije izdahnutog dusikovog oksida (FeNO), kod ispitanika s
umjerenom alergijskom astmom bilo je neocdekivano otkriée. To je ukazalo da postoji
konstitutivho oslobadanje TSLP-a, vjerojatno iz epitela diSnih putova, Sto je nuino za
odrZavanje eozinofilne upale diSnih putova i neovisno o udisanju alergena iz okolisa. Blokiranje
TSLP-a takoder mozZe imati negativne posljedice. TSLP je povezan sa Treg funkcijama za koje
se zna da potiskuju protuupalni Th2 odgovor. Pokazalo se da anti-OX40L i AMG 157 ne utjecu
na broj cirkuliraju¢ih Treg nakon provokacije alergenom niti nakon terapije monoklonskim
protutijelima.t®?

lako studija nije utvrdila potencijalni klini¢ki ucinak anti-TSLP protutijela, ovi rezultati su u
skladu s nalazima na Zivotinjskim modelima i potvrduju klju¢nu ulogu TSLP-a u alergijskoj astmi
i snaino podrZzavaju daljnje napore istrazivanja uloge TSLP-a i njegovog receptorskog
kompleksa u astmi.®” Buduéi da je TSLP potentan kemoatraktant za eozinofile, jedan od
mehanizama je taj da TSLP protutijelo, smanjujuci u¢inak TSLP-a, moZe smanijiti eozinofilnu
infiltraciju.>

Corren i suradnici 2017. godine objavili su rezultate druge faze klinicke studije efikasnosti i
sigurnosti tezepelumaba (AMG 157), humanog monoklonskog TSLP protutijela u odraslih
bolesnika sa slabo kontroliranom astmom unatoc lijeCenju kombiniranom terapijom
dugodjeluju¢im beta agonistom i srednjom do visokom dozom inhalacijskog kortikosteroida.
U randomiziranom, dvostruko slijepom, placebo kontroliranom ispitivanju, usporedili su tri
doze supkutanog tezepelumaba s placebom tijekom razdoblja od 52 tjedna lijeCenja. Primarna
zavrsna tocka bila je godiSnja stopa egzacerbacije astme u 52. tjednu. Primjena tezepelumaba
u dozi od 70 mg svaka 4 tjedna (niska doza; 145 pacijenata), 210 mg svaka 4 tjedna (srednja
doza; 145 pacijenata) ili 280 mg svaka 2 tjedna (visoka doza; 146 pacijenata) rezultirala je
godisnjim stopama egzacerbacije astme u 52. tjednu od 0,26, 0,19 0,22, tim redoslijedom, u
usporedbi s 0,67 u placebo skupini (148 pacijenata). Stopa egzacerbacija u pojedinim grupama
bolesnika lije¢enih tezepelumabom je bila niZza za 61 % (niska doza), 71 % (srednja doza) i 66
% (visoka doza) u odnosu na stopu u placebo skupini (p < 0,001 za sve usporedbe). Sli¢ni
rezultati zabiljezeni su u bolesnika bez obzira na broj eozinofila u krvi pri uklju¢enju u studiju.
Forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi u 52. tjednu bio je visi u svim skupinama koje
su primale tezepelumab u usporedbi s placebom (razlika 0,12 L s niskom dozom [p = 0,01],

0,11 L sa srednjom dozom [p = 0,02] i 0,15 L s visokom dozom [p = 0,002]). Ukupno je dvoje

20



pacijenta u grupi sa srednjom dozom, tri u skupini s visokom dozom, i jedan u placebo skupini
prekinuo ispitivanje zbog nezZeljenih dogadaja. Medu bolesnicima lijecenim kombinacijom
dugodjelujuceg beta-agonista i srednjim do visokim dozama inhalacijskih glukokortikoida, nize
stope klinicki znacajne egzacerbacije astme imala je skupina koja je primala tezepelumab u
odnosu na skupinu koje je primala placebo, neovisno o poéetnoj vrijednosti eozinofila u krvi.162
Tezepelumab je smanjio broj eozinofila u krvi, razinu FeNO i ukupnu razinu IgE u serumu;
promjene u broju eozinofila i razine FeNO nastupile su nakon 4. tjedna, usporedno s
promjenama klinickih toc¢aka. Ovo promjene u razinama biomarkera ukazuju da tezepelumab
ima vazne ucinke na IL-4, IL-5, IL-13 putove i podupire koncept da inhibicija TSLP mozZe imati
Sire fizioloSke ucinke od ciljanja pojedinacnih Th2 citokina.

Uocena poboljsanja u kontroli astme u bolesnika koji su primili tezepelumab naglasavaju
potencijalnu patogenu ulogu TSLP-a u razli¢itim fenotipovima astme.'®3 Nealergijski ¢imbenici,
ukljucujuci duhanski dim, Cestice dizela i viruse, pokre¢u otpustanje TSLP-a i dovode do
aktivacije upalnih odgovora u astmi.?% 23 117 Unato¢ sredidnjoj ulozi TSLP-a u regulaciji
imunosnog odgovora tipa 2, razlicite vrste stanica koje su aktivirane ili odgovaraju na TSLP,
kao $to su mastociti, bazofili, NKT stanice, prirodene limfoidne stanice i neutrofili mogu imati
ulogu u upali u astmi i izvan upale tipa 2.17- 47117

Ovi rezultati imaju vazne implikacije, jer ukazuju na to da je konstitutivno otpustanje TSLP-a,
vjerojatno iz epitela disSnih putova, kljuéno za odrzavanje upale diSnih putova kod alergijske
astme, a takoder je alergenom izazvano oslobadanje TSLP-a uklju¢eno u promjene u vidu
eozinofilije diSnih putova i bronhokonstriktornog odgovora nakon izlaganja alergenu. Rezultati

ovih istrazivanja podupiru daljnje napore u istrazivanju TSLP-a kao terapijskog cilja u lijecenju

astme 51, 101, 154, 164
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1.2. ASTMA

Astma je kao bolest davno prepoznata, prvi klinicki opis se pripisuje grckom lijecniku
Aretaeusu iz Kapadokije, koji je obavljao lije¢nicku sluzbu u Rimu i Aleksandriji u drugom
stoljecu poslije Krista. Rije¢ astma grckog je podrijetla (doBua, dsthma), izvedena je iz korijena
rijeci koja znaci puhatii oznacava disanje s tesko¢om ili dahtanje. Tijekom vremena se mijenjao
koncept astme, nekada se smatrala jedinstvenom bolesti s varijacijama u klinickom tijeku i
ishodu. Danas, skoro dva tisucljeca nakon prvoga objavljenog opisa, drzi se da klinicka
varijabilnost astme ne znaci jedinstvenu bolest, ve¢ vise njih ujedinjenih nekim zajednic¢kim
klinickim obiljezjima, kao Sto su povremena sipnja i reverzibilna opstrukcija disnih putova. To
je potkrijepljeno konceptom razli¢itih fenotipova astme, od kojih se svaki moze temeljiti na
razli¢itim patofizioloskim mehanizmima (endotipovi) i mozZe razli¢ito odgovoriti na postupke

lije¢enja.1®®

1.2.1. Epidemiologija

Astma zahvada oko 358 milijuna ljudi diljem svijeta, te je jedna od naj¢escih kronicnih,
nezaraznih bolesti.’®® U djece predskolske dobi incidencija astme veca je nego u bilo kojoj
drugoj dobnoj skupini. Cak 48 % djece predskolske dobi oboljele od astme imalo je
egzacerbaciju bolesti u prethodnoj godini.'®” Sipnja u djece predskolske dobi je takoder vrlo
Cesta; u Europi i SAD-u oko trecina djece u dobi od prve do Seste godine Zivota u posljednjih
Sest mjeseci imalo je sipnju,'®® a u prvih 6 godina Zivota gotovo 50 % djece je imalo najmanje

jednu epizodu sipnje.1®®

Najopseznija epidemioloska studija o prevalenciji astme u djece provedena je u sklopu
Medunarodnog istraZivanja o astmi i alergijama u djetinjstvu (ISAAC, od engl. International
Study of Asthma and Allergy in Childhood), koja je uspostavljena 1991. godine kako bi se
olakSalo istrazivanje astme, alergijskog rinitisa i ekcema promicanjem jednostavne
standardizirane metodologije s pisanim upitnicima i video zapisima respiratornih simptoma.
Do sada su provedene tri faze istrazivanja, ukupno je uklju¢eno gotovo 2 milijuna djece iz 306

centara u 105 drzava diljem svijeta.'”°

U prvu fazu ISAAC studije, uklju¢eno je 721 601 djece (dobi 6-7 godina) i adolescenata (dobi
13 - 14 godina) iz 156 centara u 56 drzava tijekom 1994. i 1995. godine. Rezultati su pokazali
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da postoji znacajna razlika u prevalenciji (i do 15 puta) izmedu drZava. Najvisa prevalencija je
zabiljezena u drzavama engleskoga govornog podrudja, no visoka prevalencija je zabiljezena i
u nekim centrima Latinske Amerike. Niska prevalencija, niZza od 5 %, je zabiljeZena uglavnom
u Aziji i isto€noj i juznoj Europi.l’* Od 2002. do 2003. godine provedena je treca faza ISAAC
studije, ona je pratila promjene u prevalenciji astme u 237 centara u 98 drZzava kroz period od
najmanje 5 godina. Rezultati pokazuju promjenu prevalencije astme u mladoj dobnoj skupini
u 60 % centara (uglavnom se radi o porastu), dok je promjena prevalencije u adolescenata

zabiljeZzena u 77 % centara (no u podjednakom broju je zabiljeZen porast i pad prevalencije).

Cimbenici koji utje¢u na razlike u prevalenciji simptoma u vedini regija variraju prema
podrucjima. Na primjer, nekoliko centara u Latinskoj Americi ima visoku prevalenciju, sli¢nu
onoj zabiljezenoj u centrima u razvijenim zemljama, unatoC velikoj razlici izmedu
socioekonomskog statusa i uvjeta Zivota u tim zemljama, a pokazuju blage promjene unutar 7
godina.'’2 Cimbenici koji utje¢u na astmu i alergije mogu na jedan nacin djelovati u zemljama
u razvoju, a na drugi nacin u razvijenim zemljama, a od znacaja moze biti i njihova interakcija

sa socioekonomskim statusom.

Zanimljivo je da neki centri sa stanovnistvom slicnog podrijetla imaju razliCitu prevalenciju,
npr. Portugal i Brazil, Spanjolska i zemlje $panjolskog govornog podruéja Latinske Amerike.
VeliCina i lokacija ovih razlika sugeriraju da su okolisni ¢imbenici najvjerojatnije objasnjenje
globalnih razlika. Medutim, okolisni ¢imbenici za koje se zna da su vazni kod pojedinaca s
astmom, kao Sto su vanjska onecis¢enja zraka, grinje i izloZzenost duhanskom dimu, malo su

vjerojatno objasnjenje globalnih razlika.

Postoje velike varijacije u prevalenciji simptoma astme u djecjoj dobi, kreé¢u se od 2,8 %
(Indonezija) do 37,6 % (Kostarika) u dobi od 6 — 7 godina, te od 3,4 % (Albanija) do 31,2 % (otok
Man) u dobi 13 - 14 godina.'”3

U posljednjih nekoliko desetlje¢a prevalencija astme kod djece u Hrvatskoj biljezi porast. Prve

epidemioloske studije o prevalenciji astme u Hrvatskoj objavljene su 1979. godine, a pokazale

174 175

su da je uCestalost astme u Puli 2,4 %, Istri 1,7 %,'’* a u djece Skolske dobi u Zagrebu 1,34 %.
Unazad dva desetlje¢a u nekoliko regija Hrvatske (Grad Zagreb, Medimurje, Primorsko-
goranska Zupanija, Brodsko-posavska Zupanija) provedena su epidemioloska ispitivanja
prevalencije alergijskih bolesti primjenom standardiziranih upitnika (prema protokolu
koristenom u ISAAC istraZzivanju). Dobiveni rezultati pokazali su da se Hrvatska ubraja u

23



podruéje s umjerenom prevalencijom astme djece Skolske dobi; godiSnja prevalencija
simptoma astme krece se od 5,11 do 14,3 %.17617% |straZivanje Banca i suradnika u Primorsko-
goranskoj Zupaniji s razmakom od 8 godina (2001./2002. - 2009./2010.) pokazalo je da je
prevalencija astme u adolescenata poraslas 5,2 na 6,9 %, dok je u grupi djece dobi 6 - 7 godina

ostala stabilna.180

Prevalencija astme je vjerojatno bitno podcijenjena u siromasnim zemljama, gdje nisu
dostupni osnovni lijekovi za lijeCenje astme i pacijentiimaju poteskoce u pristupu zdravstvenoj
zastiti. Postoji viSe istrazivanja koja pokazuju smanjenje razlike prevalencije astme u djece
medu razlic¢itim zemljama tijekom posljednjih desetljec¢a. Prevalencija astme je stabilna ili se
smanjuje u drzavama zapadne Europe, a znacajno raste u zemljama u razvoju kako im Zivotni
stil postaje zapadnjacki. Rasprostranjenost simptoma astme u Africi, Latinskoj Americi,

isto¢noj Europi i Aziji i dalje raste 181183

Studije migracija iz zemlje s niskom u zemlje s visokom prevalencijom astme pruzaju uvid u
vaznost ¢imbenika okolisa. Prevalencija astme u imigranata koja je bila niska u vrijeme dolaska
u zemlju domacina, duzinom boravka u zemlji domacina postupno raste, a razlika se

povecanjem duzine boravka sve vise smanjuje.'8

Osim smanjenja pusSenja majke, nema specificne strategije koja je prihvacena u svrhu

primarne prevencije astme u djece ili odraslih.

Prevalencija astme u djecjoj dobi je veca kod djecaka nego kod djevojcica; medutim u odrasloj
dobi prevalencija je oko 20 % veca kod Zena nego kod muskaraca, a do te promjene dolazi
tijekom puberteta. Veca ucestalost kod djecaka djelomi¢no je posljedica manjeg promjera
disnih putova u odnosu na veli¢inu pluéa u usporedbi s djevojicama, Sto se tijekom
adolescencije gubi.'8> Prospektivno istrazivanje provedeno nad 19-godi$njacima pokazala je
da je 21 % onih koji su imali astmu u dobi od 7 godina uslo u remisiju, 38 % je imalo povremenu,
a 41 % perzistentnu astmu. Remisija je ¢eS¢a u djecaka, a manje vjerojatna kod djevojcica i

bolesnika s teskom astmom ili senzibilizacijom na dlaku Zivotinja.1®
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1.2.2. Definicija astme

Astma je heterogena bolest koju karakteriziraju varijabilni respiratorni simptomi i promjenjiva
ogranicenja protoka zraka. Te znacajke mogu biti posljedica razlicitih temeljnih mehanizama

koji su tipi¢no, ali ne i uvijek, povezani s upalom i remodeliranjem diSnih putova.

Medunarodni sporazum o dijagnosticiranju i lije¢enju astme — Globalna inicijativa za astmu
(GINA, od engl. Global Initiative for Asthma) definira astmu kao upalnu bolest disSnih putova u
kojoj sudjeluju brojne upalne stanice i razli¢iti upalni posrednici. Kroni¢na upala je povezana s
hiperreaktibilno$¢u diSnih putova Sto se klini¢ki manifestira ponavljaju¢im napadajima sipnje,
zaduhe, pritiska u prsima i kaslja, posebno tijekom nodi i/ili pred jutro. Napadaji su obic¢no
udruzeni sa smanjenom prohodnos¢u diSnih putova, koja je promjenjiva, najéesce

reverzibilna, spontano ili uz pomo¢ odgovarajuéeg lije¢enja.'®’

Sipnja je jedan od osnovnih simptoma astme, Cesta je u djece predskolske dobi i moze biti
prolazna. U vedini anglosaksonske literature umjesto termina astma, u predskolskoj dobi
koristi se termin wheezing (dahtanje) kako bi se opisali simptomi sipnje i oteZzanog disanja.
Ovakva klinicka slika, ukoliko se ponavlja, identicna je onom Sto kod starije djece opisujemo

kao astmu.

Za predskolsku djecu, stru€njaci Europskog respiratornog drustva (ERS, od engl. European
Respiratory Society) preporucili su podjelu na virusima i visSestrukim okida¢ima potaknutu
sipnju, te su misljenja da se termin astma treba koristiti tek nakon navrsene 5. godine Zivota
kada su dostupne objektivne metode definiranja bolesti.' Prema smjernicama PRACTALL (od
engl. Practical allergy) Europske akademije za alergologiju i klinicku imunologiju i Americke
akademije za alergije, astmu i imunologiju, u djece mlade od 2 godine dijagnoza astme moze
se postaviti ukoliko su u prethodnih 6 mjeseci bile zabiljezene 3 ili viSe reverzibilne

bronhoopstrukcije.®

1.2.3. Patofiziologija astme

Astma je upalni poremecaj disnog puta, koji ukljucuje viSe upalnih stanica i medijatora koji
pridonose karakteristi¢nim klinickim i patofizioloskim promjenama.!*® Temeljni mehanizmi
koji pokrecu razlicite klinicke fenotipove astme, kao i njihov odgovor na terapiju, nisu potpuno

razjasnjeni.’® 191 U posljednjih nekoliko godina doslo je do velikog napretka u razumijevanju
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staniénih i molekularnih mehanizama upale i imunosne regulacije kod astme. Utvrdene su
dvije glavne podvrste imunosnog odgovora koji izazivaju astmu, a to su tip 2 visok i tip 2 nizak
odgovor. Kod vecine bolesnika s astmom nalazimo prekomjernu ekspresiju tip 2 upalnih

putova (Slika 1.3.).192/193
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Slika 1.3. Pregled mehanizama imunosnog odgovora tip 2.

Preuzeto i modificirano uz odobrenje autora iz Akdis CA, Arkwright PD, Briiggen MC, Busse W,
Gadina M, Guttman-Yassky E, et al. Type 2 immunity in the skin and lungs. Allergy.
2020;75:1584.1%?

DC - dendritske stanice, EOS - eozinofili, NEU - neutrofili, Th - pomagacki limfocit T, B cell -
B stanice, ILC2 - prirodene limfoidne stanice tip 2, TNF — ¢imbenik tumorske nekroze, IFN -
interferon, EPO - eozinofilna peroksidaza, MBP - glavni bazi¢ni protein, LTs — leukotrijeni,
LTC4 - leukotrijen C4, PGD2 - prostagladin D2, TGF-B - transformacijski ¢cimbenik rasta B,
TSLP - limfopoetin strome timusa, GM-CSF - ¢imbenik rasta granulocita i makrofaga, Treg -
regulacijski limfociti T, Ig — imunoglobulin
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Tijekom izazivanja i odrzavanje alergijskog imunosnog odgovora nastaje specifican skup
citokina tipa 2, u ¢emu sudjeluju epitelne stanice, dendritske stanice, stanice T, prirodene
limfoidne stanice (ILC), eozinofili, mastociti i bazofili. Osnova upale tip 2 je aktivacija Th2 i ILC2
putova. Th2 citokini su IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 i IL-31, a glavni citokini tipa 2 ILC2-a su IL-5, IL-9 i
IL-13.194 Interleukin-4 poti¢e Th2 stani¢nu diferencijaciju i izotipsko prekapcanje limfocita B,
proliferaciju i diferencijaciju u zrele plazma stanice, a konacni rezultat je stvaranje IgE
protutijela specificnih za alergen koji je pokrenuo reakciju. IL-5 djeluje na aktiviranje,
novacenje i preZivljavanje eozinofila.'®> Novacenje eozinofila u plué¢noj mukozi je posredovano
pomocu C-C kemokinskog receptora 3 kemokina i drugih eozinofilnih kemoatraktanata, kao
Sto je prostaglandin D2 koji potie iz mastocita. IL-9, koji izluCuju Th9 stanice, potice
eozinofilnu upalu, porast mastocita, hipersekreciju sluzi i hiperreaktivnost disnih putova.'®® IL-
13 regulira proliferaciju stanica B koje stvaraju IgE, hipersekreciju sluzii hiperreaktivnost diSnih
putova te otvara &vrste veze izmedu epitelnih stanica povrsinskih barijera.'®” Epitelne stanice
diSnih putova i koZe prva su linija obrane od alergena. Nakon ostecenja epitela uzrokovanog
alergenima, polutantima (zagadivac¢ima zraka), virusima, bakterijama i toksinima, epitelne
stanice oslobadaju alarmine, kao $to su IL-25, IL-33 i TSLP.1®8 Karakteristike alarmina su u tome
Sto se brzo oslobadaju nakon neprogramirane smrti stanice, Sto regrutiraju i aktiviraju i
prirodene i ste€ene imunosne stanice i $to pomaZzu u obnavljanju homeostaze.'®® Glavna
znacajka alarmina podrijetla epitela je u tome $to mogu promicati i prirodeni i steceni krak
imunosnog sustava. Alarmini mogu izravno potaknuti proizvodnju citokina tipa 2 u ILC2.2%0 |L-
33 i TSLP direktno aktiviraju mastocite.'®® TSLP stimulira stanice ThO i DC na induciranje Th2

sliénog odgovora. TSLP takoder potice proliferaciju B stanica.?%!

Glavna uloga T stanica u diSnom putu astmaticara je kontrola upalnog stani¢nog profila.>” Dok

295 y razli¢itim

u klasi¢cnom alergijskom tipu astme prevladava aktivnost Th2 CD4+ limfocita,
podtipovima astme opisana je uloga niza drugih T-stanica, ukljuCujuci povezivanje Th1 stanica
i Th17 stanica s neutrofilnom astmom.?%? 203 U eozinofilnoj alergijskoj astmi, a potencijalno i
u nealergijskoj astmi, do zapocinjanja T2 tipa imunosnog odgovora dolazi izlu¢ivanjem citokina
podrijetla epitelnih stanica: IL-25, IL-33 i TSLP-a.2%4 Ti citokini induciraju ILC2s za proizvodnju

citokina T2 tipa, kao to su IL-5, IL-9 i IL-13.29°

Alergijska senzibilizacija zahtijeva interakciju izmedu specijaliziranih antigen prezentirajucih

dendritskih stanica diSnog puta i T stanica. Taj mehanizam ukljucuje obradu alergena u male
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peptide i prezentaciju tih procesiranih peptida od strane selektivnog MHC Il T stani¢nim
receptorima naivnih T stanica.”’ Djelotvorna signalizacija alergena takoder zahtijeva
kostimulirajuéu interakciju izmedu dendritskih i T stanica?°® koja se odvijaju u lokalnom

216 to rezultira diferencijacijom stanica T u stanice tipa Th2. Te Th2 T stanice

limfoidnom tkivu,
lu¢e proalergijske citokine, kao Sto su IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13 i GM-CSF, $to dovodi do
odgovora IgE-a, mastocita i eozinofila, $to je karakteristi¢no za alergijsku astmu.?°” Mnogi
alergeni povezani s astmom - kao $to su oni grinja, Zohara, Zivotinjskih i gljivicnih izvora -
pokazuju enzimska svojstva koja im omoguduju prodiranje epitelne barijere i izravnu
interakciju s mukoznim dendritskim stanicama.?® Za to vrijeme, dendritske stanice koje su bile
u stanju mirovanja transformiraju se kako bi izrazile niz stani¢ne adhezije i kostimulacijskih
molekula. Te molekule su prepoznate od strane naivnih T stanica, koje djeluju u interakciji s
dendritskim stanicama, te stvaraju imunosnu sinapsu koja olak$ava prezentaciju alergena.?%
Dok manji broj alergen specificnih Th2 stanica migrira u folikul B stanica te pokrece
prebacivanje klasa imunoglobulina sa IgM na IgE,?!° ostale se sele u sluznicu disnog puta pod

utjecajem kemoatraktanata, kako bi izazvale upalni odgovor T2 tipa i pridruzenu koordiniranu

sekreciju proalergijskih citokina.?t1, 212

Nakon senzibilizacije, daljnja izlozenost disSnih putova alergenu dovode do mastocitima
potaknutog ranog tipa bronhokonstriktornog odgovora koji traje 5-90 minuta i ukljucuje IgE-
ovisno otpustanje histamina, prostaglandina D; i leukotrijena C4 (LTCa), $to se kasnije promjeni
u LTDs i LTEs 23 Nakon ranog bronhokonstriktornog odgovora slijedi kasni
bronhokonstriktorni odgovori koji se razvija kroz 3 - 12 sati i povezan je s infiltracijom i
aktivacijom leukocita (osobito eozinofila), s daljnjom nakupljanjem LTCs, oslobadanjem Th2
citokina iz mastocita i T stanica, te pojatanog odgovora disnog puta.?!# lako su rani i kasni
bronhokonstriktorni odgovori detaljno proucavani u ljudskim i Zivotinjskim modelima kako bi
ras¢lanili alergijske mehanizme u astmi, ta dva odgovora ne prate kroni¢nu perzistirajucu
upalu koja se nalazi u vecini sluajeva astme, nego su ograniceni na egzacerbacije potaknute

izlaganju alergenu.?1% 21>

Medutim, kod nekih bolesnika s astmom ne postoje dokazi o upali tipa 2, pa govorimo o ne-
Th2 (ne-tip 2, T2 niskoj) upali povezanoj s IFN vy ili IL-17 izvedenim iz Th1, Th17 stanica ili
prirodenih limfoidnih stanica tip 3, s aktiviranjem makrofaga i oslobadanjem neutrofilnih

kemokina.?'® 217 Tj razli¢iti obrasci upale uzrokuju heterogenost klini¢kih fenotipova astme.
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lako je fokus patofiziologije astme na pozitivhim pokretacima upale, neadekvatna rezolucija
upale pojavljuje se kao moguc¢i mehanizam koji bi takoder mogao biti uklju¢en u astmu.
Neuspjeh adekvatnog smanjenja upalnog odgovora moZe rezultirati produljenim
prezivljavanjem mastocita i eozinofila kao rezultat citokinske sredine astmati¢nog diSnog puta.
Osim toga, vazna nova paradigma patofiziologije astme je potencijalna uloga lipoksina i
resolvina kao posrednika endogene rezolucije upale. Na primjer, lipoksin A4 moZe inducirati
apoptozu eozinofila i smanijiti aktivnost ILC2 i ubilackih limfocita, a proizvodnja lipoksina As je

smanjena u di$nim putovima astmaticara.?'? 218

Remodeliranje disnih putova mozZe se pojaviti ve¢ u ranom djetinjstvu, a to upucuje da se ne
javlja kao jednostavna posljedica upale.?’® Remodeliranje karakterizira sljedeée: ostecenje
epitela i disfunkcija cilija, hiperplazija vréastih stanica, zadebljanje lamine reticularis i
retikularne bazalne membrane, #2° povecanje prokrvljenosti, povecanje subepitelnih
miofibroblasta i fibroblasta, te povecanje glatke misiéne mase. Glatka misi¢cna masa disnih
putova najjaéi je prediktor ograni¢enja protoka zraka.??! Te karakteristike remodeliranja
dovode do zadebljanja stjenke diSnih putova, suZenja lumena i zacepljenja sluzi, s

posljedi¢nom obliteracijom malih di3nih putova.???

1.2.4. Klinicka slika

Simptomi astme nisu specificni, ukljuCuju sipnju, otezano disanje, stezanje u prsnom kosu i
kasalj. Najkarakteristicnije osobine astme odnose se na obrazac javljanja simptoma,
uklju€ujudi vrstu simptoma, vrijeme, okidac i odgovor na lijeCenje. Iscrpno uzimanje anamneze
je vaino za procjenu vjerojatnosti da su respiratorni simptomi posljedica astme, a ne

diferencijalne dijagnoze ili komorbiditeti.

Auskultacijom se mozZe Cuti ekspiratorna sipnja, ako je ona uvijek odsutna u vrijeme izrazenih
simptoma, treba razmisljati o diferencijalnim dijagnozama. Fizikalni pregled mozZe otkriti
komorbiditete, kao Sto su alergijski dermatitis i alergijski rinitis kod atopic¢ara, odnosno

pretilost i bronhiektazije (kod odraslih osoba).8!

1.2.4.1. Inicijalna klinicka prezentacija astme

Zbog razlic¢itih podlezeéih mehanizama, neki fenotipovi astme mogu se razlikovati u vrijeme

pocetne klini¢ke prezentacije, dok se drugi tesko mogu razlikovati jedni od drugih.8?
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Alergijska astma koja se javlja u djetinjstvu obi¢no je udruzena s atopijskim dermatitisom,
alergijskim rinitisom ili alergijom na hranu, pozitivnom obiteljskom anamnezom na astmu, te
sipnjom ili kasljanjem uz, a ponekad i izmedu, virusnih respiratornih infekcija. U trecine djece
sa sipnjom, sipnja perzistira u odraslu dob. Vjerojatnost perzistiranja ili kasnijeg recidiva
povecava senzibilizacija na alergene u ranoj dobi, Zenski spol i puenje.??? Djeca s teskom
astmom mogu imati trajno ogranienje protoka zraka u odrasloj dobi ili ubrzani pad pluéne

funkcije.??4

Nealergijska astma se mozZe prezentirati u bilo kojoj dobi, ukljucujuéi i tijekom virusnih
respiratornih infekcija. U djece, nealergijska astma ¢e vjerojatno uci u remisiju ulaskom u

pubertet, osobito medu djec¢acima. U odrasloj dobi ée3¢a je medu Zenama, osobito pretilim.8>

Naporom izazvana bronhoopstrukcija moze biti jedini simptom astme, osobito ako se javlja
tijekom aerobne vjezbe visokog intenziteta ili prilikom izlaganja hladnom suhom zraku ili
kloriranom bazenu.??> Upala di$nih putova nekada se smatrala obveznom znacajkom astme,
te se izolirana bronhoopstrukcija izazvana naporom razlikovala od astme. Medutim,
promjenjivi simptomi i promjenjivo ogranicenje protoka zraka kompatibilno je s trenutnom

definicijom astme.

Astmu kasnog nastupa karakterizira pocetak simptoma nakon 12. godine Zivota, no moze se
javiti i nakon 65. godine, Cesto je neatopicna, teze klinicke slike i povezana s brzim padom

pluéne funkcije, pogotovo u bolesnika s anamnezom pusenja.??®

Varijanta astme s kasljem (engl. cough-variant asthma) je karakterizirana perzistentnim
kasljem kao jedinim ili glavnim simptomom uz hiperreaktivnost diSnog puta. Simptomi su
izrazeniji po noci. Kod odraslih, izolirani kasalj je ¢eS¢e posljedica neastmatskih uzroka, kao sto
su gastroezofagealni refluks, disfunkcija gornjeg disSnog puta, postnazalni drip ili eozinofilni
bronhitis (kasSalj, eozinofilija u sputumu, uredna spirometrija i normoreaktivnost diSnog

puta).227' 228

Kod dijela bolesnika, astma se inicijalno prezentira akutnom sipnjom tijekom infekcija diSnog
sustava. Virusne respiratorne infekcije su Cest okidac sipnje u djecjoj dobi, pa su egzacerbacije
ucestalije u razdobljima visokog izlaganja respiratornim virusima, kao Sto je rana jesen. Kod
nekih bolesnika s alergijskim rinitisom, prva prezentacija astme se javlja tijekom izloZenosti

visokoj koncentraciji alergena.??® Akutna prezentacija astme moze slijediti pocetak primjene
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oralnih ili okularnih B blokatora.?3® Kod nekih bolesnika moZe doéi do inicijalne prezentacije
teskog bronhospazma nakon uzimanja aspirina ili nesteroidnih protuupalnih lijekova.
Aspirinom inuduciran bronhospazam je ¢es¢i kod teske astme (javlja se u 15 % odraslih osoba
s teskim astmom, a u 7 % opce populacije), obicno mu prethodi alergijski rinitis i nosna

polipoza, a rijetko se javlja u djedjoj dobi.?3?

1.2.5. Dijagnoza astme

Ne postoji zlatni standard za dijagnozu astme. Dijagnoza astme u klinickoj praksi se bazira na
karakteristicnoj anamnezi, epizodama sipnje, kaslja ili nedostatka zraka i urednim fizikalnim
pregledom u intervalima izmedu epizoda sipnje. Klinicka definicija se nalazi u svim
pedijatrijskim smjernicama, kako u Britanskim smjernicama,?3? tako i u smjernicama Globalne
inicijative za astmu.'®” Smjernice naglasavaju potrebu za iskljuéenjem drugih stanja koja mogu
uzrokovati sipnju, kasalj i/ili nedostatak zraka, posebno u vrlo male djece, u atipicnim
slucajevima, te kod bolesnika bez odgovora na primijenjenu terapiju. Manje Cesti uzroci sipnje
su prirodene anatomske anomalije, aspiracija stranog tijela, druge bolesti pluca (npr. cisti¢na

fibroza), te sréane, imunosne i gastrointestinalne bolesti.?33

Dijagnoza se temelji na vjerojatnosti, a razmatraju se simptomi i varijabilno ogranicenje
ekspiratornog protoka zraka. Astma je heterogena bolest, a kod nekih oboljelih, jedna ili obje
te karakteristike moZzda nisu prisutne. Mnoge karakteristike simptoma mogu povecati ili
smanjiti vjerojatnost da su upravo ti simptomi uzrokovani astmom. Kod djece tocna procjena
simptoma i djelotvornosti uporabe R2 agonista moze biti teska, jer se vecina informacija
dobiva od roditelja, koji nisu uvijek sa svojim djetetom i stoga moZda nisu svjesni vaznosti
pojedinih detalja. Za normalni drustveni Zivot i tjelesni razvoj djeteta vazno je ukljucivanje u
igru, medutim tjelesna aktivnost je i bitan okida¢ simptoma astme, pa se djeca s astmom cesto
suzdrzavaju od naporne igre ili tjelesne aktivnosti kako bi izbjegla simptome. Mnogi roditelji i
zdravstveno osoblje toga nisu svjesni. PaZljiv pregled dnevnih aktivnosti djeteta, ukljuCujuci i
djetetovu spremnost na igru i sudjelovanje u sportu izuzetno je bitno, osobito kada roditelji

kao glavni problem primjec¢uju razdraZljivost, umor i promjene raspoloZenja djeteta.!®!

Postavljanje dijagnoze astme u djece mlade od 5 godina posebno je izazovno, bududéi da se
povremeni respiratorni simptomi kao Sto su sipnja i kasalj javljaju i kod djece koja nemaju

astmu, pogotovo u one mlade od 2. godine.?3*
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U djece Skolske dobi i odraslih osoba, dijagnoza astme je poduprta objektivnim pokazateljima
reverzibilne opstrukcije i hiperreaktivnosti disSnih putova u nalazu spirometrije. Dijagnoza
astme u mlade djece, zbog otezanog ispitivanja plu¢ne funkcije, obi¢no se temelji na nizu
klinickih kriterija (simptomima, obiteljskoj anamnezi i klinickom pregledu) uz iskljucenje

diferencijalnih dijagnoza.t7-189 232

Promjenjivo ogranicenje ekspiratornog protoka zraka definirano je kao promjena koja je izvan
normalnog raspona za zdravog pojedinca i povezana je s omjerom FEV1 i forsiranog vitalnog
kapaciteta (FVC) manjeg od predvidenog za dob, spol, tjelesnu visinu i rasnu pripadnost.
Varijabilnost ekspiratornog protok zraka moZe se ispitati na sljedece nacine. Prvo, tzv.
reverzibilnost bronhodilatatorom - poveéanje FEV1 za vise od 12 % i visSe od 200 mL (djeca >
12 %) 10 - 15 minuta nakon primjene B2 agonista kratkog djelovanja pokazuje varijacije izvan
normalnog raspona. Negativan test ne isklju¢uje astmu. Drugo, provokacijskim testom:
direktnim (metakolinom ili histaminom) ili indirektnim (provokacija naporom, inhalacijama
manitola ili hipertoni¢ne otopine). Test provokacije tjelesnim naporom je ¢esto tesko ispravno
izvesti. Vecina djece s astmom izazvanom naporom imat ¢e pozitivan test pod uvjetom
postizanja frekvencije srca iznad 180 otkucaja u minuti u posljednje 3 minute 8-minutnog
testa.?3> Medutim, negativan test ne isklju¢uje astmu. Razmatraju se kriteriji za pozitivan test
provokacije tjelesnim naporom.?3¢ Globalna inicijativa za astmu predlaZe smanjenje FEV1 za
viSe od 10 % ocekivane vrijednosti i viSe od 200 mL u odraslih, tj. za viSe od 12 % ocekivane
vrijednosti u djece. U odraslih i u djece kriterij tijekom provokacije lijekovima (metakolin i
histamin) je smanjenje FEV1 od najmanje 20 %, odnosno 15 % kod indirektne provokacije
(hipertoni¢na otopina, manitol). Indirektna provokacija u djece se rjede koristi. Pravilno
izvodenje provokacijskog testa je bitno i uklju¢uje dokaz smanjenog omjera FEV1 i FVC, kako
bi se izbjegli lazno pozitivni rezultati (npr. varijabilni inspirij ili disfunkcija gornjeg diSnog puta).
Varijabilnost ekspiratornog protoka zraka moze se ispitati i mjerenjem prosjecne varijabilnosti
vrSnog ekspiratornog protoka zraka (PEF, od engl. peak expiratory flow) unutar istog dana
izrazene kao srednja vrijednost amplitude, dnevna varijabilnosti ve¢a od 13 % (> 10 % kod
odraslih) upucuje na pojacanu reaktivnost disnih puteva.!®” Manje pouzdani testovi su
varijabilnosti funkcije pluéa od tjedna do tjedna. Na astmu upucuje promjena od 11 - 12 % u
odraslih i djece, te razlika u FEV1 veca od 12 % (u odraslih osoba i vise od 200 ml) izmedu

kontrola, ili nakon 4 tjedna protuupalne terapije.?3’
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Za svaki test plué¢ne funkcije vrijedi, Sto je veca varijabilnost ili Sto se ona vise puta nade, veca
je vjerojatnost astme. Ogranicenje protoka zraka ne mora uvijek biti prisutno, a najveca
vjerojatnost njegova dokumentiranja je tijekom ili neposredno nakon pojave simptoma.
Promjenjivo ograni¢enje protoka zraka nije dovoljno za dijagnozu astme, ono se moze vidjeti
i tijekom respiratornih infekcija u osoba koje nemaju astmu, te u KOPB-u. Asimptomatska

hiperreaktivnost dinih putova moZe se vidjeti i kod zdrave djece i odraslih.?2* 238

1.2.6. Diferencijalna dijagnoza i komorbiditeti

Potvrda dijagnoze astme zahtijeva iskljucenje diferencijalnih dijagnoza te traganje za
komorbiditetima. Ako se ne dijagnosticiraju ili ne lijeCe, komorbiditeti mogu utjecati na
kvalitetu Zivota i kontrolu astme.?3° Diferencijalno dijagnosti¢ki treba misliti na bolesti kao $to
su cisticna fibroza, primarna cilijarna diskinezija, primarne imunodeficijencije, prirodene
anomalije traheobronhalnog stabla i aortnog luka, strano tijelo u diSnom putu, bronhiektazije,
bronhiolitis obliterans i gastroezofagealnu refluksnu bolest.

Najces¢i komorbiditeti astme su rinitis i rinosinusitis sa ili bez nazalnih polipa (kod djece

rinokonjunktivitis) i Eesto su povezani s nekontroliranom astmom.?4°

Pretilost moZze uzrokovati dispneju u naporu zbog smanjenog funkcionalnog rezidualnog
kapaciteta i ekspiratornog rezervnog volumena. Pretilost kod odraslih, posebice Zzena, moze
biti povezana s refraktornom astmom, fenotipom astme s manje eozinofila, a viSe neutrofila

u sputumu.?*!

Opstruktivna apneja u spavanju je Cesta kod odraslih osoba s astmom, osobito s teSkom
astmom. Kod djece se javlja rijetko, ali na nju treba misliti kod djece sa slabo kontroliranom
astmom kod kojih se javlja umor, razdrazljivost i slaba koncentracija, a tegobe su prisutne

unato¢ redovitom uzimanju terapije.?*?

Gastroezofagealnu refluksnu bolest nalazimo u 25 - 80 % oboljelih od astme. Mehanizmi koji
do nje dovode su povecani refluks kiseline tijekom egzacerbacija s hiperinflacijom,
mikroaspiracije koje izazivaju neurogenu upalu, te uCestala primjena B2 agonista koji smanjuju
tonus ezofagealnog sfinktera. U odraslih, simptomatska (ali ne i asimptomatska)

gastroezofagealna refluksna bolest naru$ava kvalitetu Zivota. Podaci za djecu su oskudni.?*3
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1.2.7. Fenotipovii endotipovi astme

Pojam "fenotip" se koristi kako bi se opisala sva vidljiva svojstva ili osobine organizma, a
smatra se da proizlazi iz interakcije genotipa i Cimbenika okolisa. Fenotip bolesti se opisuje
klinickim karakteristikama, a moze ukljucivati biokemijske i druge mjerljive varijable, kao i
fizicke osobine, bez upucivanja na podlezeéi patofizioloSki mehanizam. Pojam "endotip" se
koristi za opisivanje podtipova bolesti na temelju razlicitih patoloskih mehanizama. Klinicki
fenotip astme moze biti potkrijepljen nizom diskretnih endotipova, od kojih svaki vodi do
konacnog zajednickog puta manifestacije bolesti koji je karakteristiCan za taj odredeni
fenotip.?** S druge strane, diskretni endotip, klasificiran prema specificnom upalhom putu kao
$to je npr. eozinofilna upala disnih putova, mozZze postojati u brojnim razlicitim klini¢kim

fenotipovima.

Vainost prepoznavanja razlicitih fenotipova i endotipova astme je dvostruka, vazna je kako u
prevenciji tako i u lijeenju astme. Bolje razumijevanje etiopatoloskih mehanizama koji
podupiru razlicite fenotipove bolesti moglo bi otkriti promjenjive Cimbenike koji poti¢u bolest
ili utje€u na njezin prirodni tijek, te bi omogucilo razvoj primarnih ili sekundarnih preventivnih
mjera. Pronalazak patofizioloSkih puteva na koje se moze djelovati lijekovima, a koji se nalaze
samo u nekim podtipovima astme, otvara put personalizirane medicine u lijeCenju astme.
Interes za identificiranje fenotipova astme je vidljiv i u eksploziji publikacija na tu temu; ranih
1990-ih godina bilo je manje od 10 publikacija godisnje, a po¢etkom ovog desetlje¢a biljezi se

preko 300 publikacija godi$nje.>*

1.2.7.1. Epidemioloski fenotipovi

Epidemioloskim fenotipom moZemo nazvati podskupinu bolesnika klasificiranu na temelju
retrospektivnog ispitivanja tijeka bolesti i odredenih karakteristika bolesnika s ciljem

razjasnjenja patogeneze bolesti i rizicnih ¢imbenika.

U proteka dva desetlje¢a posveéeno je mnogo napora u predvidanju rizika trajne astme u
Skolskoj dobi kroz kohortne studije, s ciljem identificiranja razlic¢itih fenotipova sipnje u
predskolske djece koji zahtijevaju razliCite strategije lijeCenja te pravovremenu primjenu
terapije. Jedna od prvih klasifikacija, koju su predlozZili Martinez i suradnici 1999. godine, na
temelju tusconske studije, opisala je povezanost izmedu dobi pojave sipnje i ishoda u dobi od

6 godina (remisija ili perzistiranje).'%° Ovisno o epizodama sipnje u dobi od 3 i dobi od 6 godina,
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bolesnici su klasificirani u fenotip prolazne rane sipnje (barem jedna epizoda sipnje u prve tri
godine Zivota, ali ne u dobi od 6 godina), sipnje s kasnim pocetkom (pojava sipnje izmedu trece
i Seste godine Zivota) i trajne sipnje (barem jedna epizoda sipnje u prve tri godine Zivota i
perzistiranje simptoma u dobi od 6 godina). Djeca s prolaznom ranom sipnjom razviju prve
simptome u prve tri godine Zivota, imaju negativnu obiteljsku i/ili atopijsku anamnezu, nizu
pluénu funkciju od rodenja i normoreaktivhost u bronhoprovokacijskom testu. Autori
navedene studije pretpostavljaju da je smanjena plu¢na funkcija posljedica strukturnih i
funkcionalnih promjena didnih putova koje su predispozicija za razvoj sipnje.?*> U fenotipu
sipnje s kasnim pocetkom smetnje se javljaju izmedu trece i Seste godine, ali s tendencijom
regresije u preadolescenciji.?*® Bolesnici imaju negativnu atopijsku anamnezu, pusenje u
trudnodi nije rizicni ¢imbenik, u bronhoprovokacijskom testu ne pokazuju bronhalnu
hiperreaktivnost, a pluéna funkcija do 11. godine neznatno je slabija od zdrave populacije.?*’
Pretpostavlja se da je mehanizam nastanka sipnje promjena regulacije tonusa diSne
muskulature. Opstruktivne smetnje u djece s trajnom sipnjom pocinju prije trece godine Zivota
i nastavljaju se u Skolsku dob. Osobna i/ili obiteljska atopijska anamneza je pozitivna, a
znacajnu ulogu igra i alergijska senzibilizacija. Pluéna funkcija je pri rodenju sli¢na zdravoj

populaciji, po¢inje padati nakon 6. godine Zivota i ostaje smanjena do 18. godine.?*8
Daljnja evaluacija kohorte dovela je do procis¢avanja fenotipa trajne sipnje:

e Prolazna sipnja rane dobi: pocinje u prvoj godini Zivota, nestaje do Skolske dobi,
povezana je sa snizenom funkcijom pluca, puSenjem majke u trudnodi, prisustvom
braée i polaZzenjem kolektiva.?*?

e Neatopicni fenotip trajne sipnje: prva epizoda sipnje se javlja u prvoj godini Zivota,
epizode sipnje postaju rjede u ranoj adolescenciji, te vecina djece preraste simptome.
Djeca s ovim fenotipom imaju nizu razinu funkcije pluéa i pojacanu reaktivnost disnih
putova.223, 250

e IgE-povezan i/ili atopijski fenotip trajne sipnje: karakterizira ga sipnja koja obi¢no
zapocinje u drugoj godini Zivota, prevalencija se povecava s dobi i perzistira u kasnoj
adolescenciji.?*’ Perzistira li ovaj fenotip u odrasloj dobi jo3 nije poznato. Cimbenici

rizika povezani s atopijskom sipnjom su pozitivha obiteljska anamneza na atopiju,

muski spol, atopijski dermatitis, eozinofilija u 9. mjesecu Zivota (2 4 %), rana
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senzibilizacija na nutritivne ili inhalacijske alergene i anamneza sipnje uz infekcije

donjih di$nih putova.169 251,252

Nekoliko istrazivanja temeljenih na longitudinalnom pracenju bolesnika sa sipnjom pokazalo
je sli¢ne fenotipove, s blagim varijacijama koje se temelje na vremenu nastanka sipnje. 2°3-2°%
Razliciti ¢imbenici rizika povezani s individualnom sipnjom i njihova prognosticka vrijednost su
opisani, a upuéuju na razli¢itu patogenezu sipnje.?>’ Tako djeca s trajnom sipnjom imaju bitno
losiju pluénu funkciju u dobi od 3 godine?>? i veéi otpor didnih putova u dobi od 4 godine?°®
nego djeca s povremenom sipnjom, dok je atopija povezana s trajnom sipnjom,?*’ sipnjom s

259 ;

i sipnjom sa srednjim po&etkom,?>>

kasnim pocetkom subfenotipom izmedu sipnje ranog i

kasnog pocetka. Istrazivanja su dokumentirala povezanost izmedu tih fenotipova sipnje i
genetskih varijanti u lokusu 17921, koji se najée$ée povezuje s astmom u djetinjstvu.260 261, 262
Varijante u ovoj regiji su snazno povezane s perzistentnom sipnjom, a malo je dokaza o
udruZenosti s drugim fenotipovima sipnje.?®3 Druga studija je pokazala povezanost izmedu
genetskih varijanti lokusa 17q21 i rizika od astme nakon 6. godine Zivota, ali samo kod djece

koja su imala sipnju povezanu s humanim rinovirusom u ranom djetinjstvu, Sto sugerira na

interakciju okolia i gena za astmu.?%*

Klasifikacija zasnovana na longitudinalnoj simptomatologiji epidemioloski je korisna jer
upucuje na mehanizam bolesti i pomaze u razumijevanju njenog razvoja, a njezin nedostatak
je mali klinicki znacaj jer nisu dostupni dobri biomarkeri ili prediktori koji omogucuju
predvidanje koji put ce slijediti dijete sa sipnjom. Nekoliko studija je koristilo analizu
fenotipova koriStenjem osnovnih obiljeZja, funkcije pluéa, hiperreaktivnosti diSnih putova i
atopije. 2%° - 266 |ako su takve fenotipske klasifikacije atraktivne jer se temelje na
karakteristikama bolesnika dostupnima u vrijeme klasifikacije, one nisu prospektivno

validirane.

1.2.7.2. Fenotipovi astme temeljeni na simptomima (okidacu bolesti)

U predskolskoj dobi sipnja moze biti prolazna, pa je otezana njena dijagnoza i podijela u
fenotipove.®! Prema prijedlogu ERS-a ponavljajuca sipnja u predskolskoj dobi klasificira se
ovisno o vrsti okida¢a pa tako razlikujemo virusima induciranu sipnju, ukoliko su virusne
infekcije jedini okidag, ili sipnju potaknutu visestrukim okidac¢ima, ukoliko se simptomi javljaju
i izvan virusnih infekcija.'® Ovakva podjela koristi se u nekim studijama i u $kolskoj dobi.267: 268
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Virusima potaknuta sipnja ¢ini oko 2/3 pojave sipnje u predskolske djece i posljedica je
intermitentne opstrukcije diSnih putova u bolesnika s prethodno urednom plu¢nom funkcijom
i bez simptoma izmedu perioda sipnje. Najc¢es¢i okida¢ ovog fenotipa sipnje u svim dobnim

skupinama je rinovirus.

Sipnja potaknuta visestrukim okidacima obi¢no je povezana s alergijom i manifestira se ¢esée
u Skolskoj dobi, simptomi se javljaju i izmedu perioda pogorsanja, npr. tijekom sna ili su
potaknuti tjelesnom aktivnoscu, smijehom ili placem; u bolesnika je ¢esto pozitivna obiteljska

anamneza na atopiju.2%°

Medutim, virusima potaknuta epizodi¢na sipnja moZe se s vremenom razviti u sipnju
potaknutu videstrukim okidacima i obrnuto.?’? Epizodi¢na virusna sipnja u predskolske djece
povezana je s povisenom, normalnom i smanjenom razinom frakcije izdahnutog dusikovog
oksida u razli¢itim studijama Sto sugerira da ovaj oblik sipnje ne mora biti dobro definiran

klini¢ki entitet, a da su u podlozi moZzda razli¢iti upalni fenotipovi. 271273

Fenotipske klasifikacije koje su predloZile medunarodne pedijatrijske skupine (npr. ERS i
PRACTALL), temeljene na vremenu pojavnosti simptoma (povremeni ili perzistentni) i
okidac¢ima astme (samo virus, alergeni, napor ili viSestruki okidaci) preporucuju se radi boljeg
podupiranja terapijske odluke.'8® 18 Te Kklasifikacije se Siroko koriste u ispitivanjima
djelotvornosti terapije. Medutim, ¢ak i u tercijarnoj pedijatrijskoj skrbi uporaba takvih
klasifikacija je limitirajuca, kako zbog znatnih razlika medu lijeCnicima, a jos viSe zbog varijacije
fenotipa tijekom vremena u istog bolesnika. U ¢ak do 55 % djece fenotip se s vr.emenom moze
promijeniti.?’4 27> U ovom trenutku ne postoji pristup lije¢enju koji bi modificirao tijek bolesti

i sprijeCio razvoj perzistentne sipnje.

1.2.7.3. Endotipovi astme prema tipu upale (eozinofilni, neutrofilni, mijesani granulocitni i

paucigranulocitni)

Endotipovi astme definirani na temelju prevladavajuée upalne stanice identificirane u donjem
diSnom putu (uzorak dobiven induciranim sputumom, endobronhalnom biopsijom ili
bronhoalveolarnom lavazom) su: eozinofilna, neutrofilna, mjeSovita granulocitna (prisutnost i
eozinofila i neutrofila) i paucigranulocitna (svega nekoliko upalnih stanica) astma.?’® 2”7 Zbog
ogranicenja uzorkovanja disnih putova u djece, osobito invazivnim postupcima, u ovoj dobnoj

skupini podatci su nedostatni.?’®
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Eozinofilna upala disnih putova najéeséi je tip prisutan u djetinjstvu.?’® Atopija je prisutna u 50
- 60 % odraslih i djece s astmom,?20 ¢e$ca je u teskoj astmi kod djece,?®! te kod odraslih s
pocetkom astme u djetinjstvu u odnosu na kasni pocetak bolesti. U eozinofilnoj astmi s
relativno malom dozom inhalacijskog kortikosteroida (ICS) postize se dobar terapijski odgovor
kod djece.?®? U odrasloj dobi moze se javiti i nealergijska astma u kojoj prevladavaju eozinofili
u uzorku donjeg disnog puta, i tada se obi¢no radi o teskoj astmi rezistentnoj na visoke doze
kortikosteroida. 2?3 Eozinofilija u didnim putovima moZe biti prisutna vec i prije pocetka
astme.?®* Uzorak upale je kompleksan i postoje sloZene interakcije medu vrstama stanica pa
tako simptomi ne koreliraju uvijek s upalnim zbivanjima. Tako npr. neki adolescenti s astmom
u klinickoj remisiji (bez smetnji i bez terapije) i dalje imaju prisutnu eozinofilnu upalu kao i

bolesnici sa simptomatskom astmom.?8>

Neeozinofilna astma opisana je u odraslih i djece, ali je njena etiopatogeneza slabo
razumljiva.?®% 286 Neutrofilna astma ¢&ini do 25 % simptomatskih odraslih bolesnika s
astmom.?8 Alergijski mehanizmi ne moraju biti jedini i/ili odlu¢ujuéi podlezeci ¢&imbenici za
razvoj astme. Neeozinofilnu astmu povezanu s neutrofilnom upalom nalazimo ne samo u
bolesnika s teSkom astmom, vec¢ i kod onih s umjerenom i blagom astmom. Moguc¢i okidaci
ovakve upale u diSnim putovima mogu biti bakterijski endotoksini, oneciséenje zraka, ozon,
infekcije virusima i gljivama.?’® Fenotip neutrofilne astme nije uobitajen fenotip dje¢je astme

i nije stabilan s vr.emenom.?8’

Mehanizmi ovisni o alergiji i neovisni o alergiji koji pokre¢u eozinofilnu upalu i neeozinofilnu
astmu mogu se javiti zajedno, Sto dovodi do mijeSane granulocitne upale ili promjene u

upalnom profilu tijekom vremena.

Fenotip paucelularne astme definiran je malim brojem eozinofila i neutrofila (< 3 % eozinofila,
< 60 % neutrofila) u sputumu djece i odraslih. 8 Fenotip je slabo definiran kod djece

predskolske dobi, a mogao bi odgovarati fenotipu sipnje izazvane virusnim infekcijama.?®®

Hiperreaktivnost disnih putova prisutna je u fenotipovima astme sa ili bez granulocitne upale

kod djece i odraslih. U astmi je glatki misi¢ diSnih putova hiperkontraktilan, kao posljedica
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zajednickog djelovanja aktiviranih mastocita i mehanotransdukcije® neovisne o upali disSnih

putova.?%°

1.2.7.4. Endotipovi astme prema tipu upale — T2 visoka i T2 niska astma

Astma se ovisno o tipu temeljne upale disnih putova odnedavno karakterizira kao tip 2 (T2) -
visoka astma (astma s jakim obiljeZjima T2 upale - , T2-high asthma*“) i astma s niskim T2 / T2

niska astma (astma sa slabim obiljeZjima T2 upale -, T2-low asthma*).2°1-2%3

T2 visoka astma tipi¢no je karakterizirana eozinofilnom upalom, iniciranom "alarminima", kao
$to su IL-25, IL-33 i TSLP-a, koje izlu€uju epitelne stanice bronhalnog stabla nakon podrazaja
(alergeni, mikrobi, zagadivaci), a potom se odrzavaju oslobadanjem citokina IL-4, IL-5i [L-13 iz
stanica i prirodenog i steCenog imunosnog sustava, ukljuuju¢i pomagacke limfocite T (Th2),
invarijantne stanice T, NK stanice, ezoinofilne/bazofilne progenitorne stanice i prirodene
limfoidne stanice tip 2.2°42% U T2 visokoj astmi, inhalacijski alergeni aktiviraju APC u di$nim
putovima, dovodedi do oslobadanja IL-4 i OX40L. To zatim potice diferencijaciju limfocita T u
Th2 stanice, koje zatim proizvode citokine kao Sto su IL-4, IL-5 i IL-13. Citokini tipa 2 aktivno
regrutiraju eozinofile, mastocite i bazofile u diSnim putovima i izravno posreduju u sintezi IgE.
Imunoglobulin E vezan za mastocite i bazofile veze antigen i dovodi do oslobadanja histamina,
leukotrijena i citokina, a to zatim pridonosi karakteristi¢nim obiljezjima patofiziologije astme,
poput stvaranja sluzi, subepitelne fibroze, remodeliranju bronha i hiperreaktivnosti diSnog
puta.?9”. 390 Nedavne studije su istaknule vaznost uloge ILC2 u T2 visokoj astmi. ILC2 stanice
stimuliraju oslobadanje IL-5 i IL-13 zajedno s Th2 stanicama, ali to ¢ine i kao izravan odgovor
na stimulacijske aktivatore i citokine kao $to su IL-25, IL-33 i TSLP.®% 298 T2 visoki endotip astme
obi¢no pokazuje dobar odgovor na inhalacijske kortikosteroide. Kako postoje dostupni
biomarkeri za njegovu identifikaciju, za ovaj tip astme postoji i ciljana bioloska terapija (npr.

anti-IgE, anti-IL-5).29% 300

U nealergijskoj eozinofilnoj astmi, prirodene limfoidne stanice stvaraju IL-5i IL-13 kao odgovor
na prostaglandin D2 i alarmine podrijetla epitela: IL-33, IL-25 i TSLP, a koji se oslobadaju nakon

oStecenja epitela uzrokovanog onecis¢enjem zraka i mikroorganizmima.

@ Mehanotransdukcija je proces pretvaranja mehanicke energije u biokemijske signale, bilo izravno, bilo pomocu
elektri¢nih signala.
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Molekularni putovi T2 niske astme manje su poznati i nedovoljno istrazeni, a pokreéu je
neutrofilni ili rjede paucigranulocitni upalni obrazac, koji podrzavaju IL-8, IL-17A, IL-2,2 i drugi
citokini povezani s T stanicama, kao i citokini podrijetla epitelnih stanica. Endotip T2 niske
astme smatra se rijetkim, uglavhom se vida kod bolesnika s teskom bolesSéu i pokazuje

rezistenciju na terapiju kortikosteroidima.2>3 2%°

1.2.8. Prediktivni indeksi

Do sada je predloZzeno nekoliko razlicitih fenotipova sipnje, svaki sa svojim ogranicenjima. lako
nisu savrseni i ponudeni su kao metoda predikcije, prediktivni zbroj za astmu je postao
povezan, ne samo s fenotipovima, vec se koristi i kao dijagnosticki kriterij astme u predskolskoj
dobi. Medutim, vaZno je razdvojiti postavljanje trenutne dijagnoze astme od predvidanja
remisije. Uskladeno s definicijom astme u Skolskoj i odrasloj dobi, dijagnozu astme i u
predskolskoj dobi, kada god je to moguce, treba postaviti koristeéi neinvazivna ispitivanja
pluéne funkcije uz karakteristicnu klini¢ku sliku. 3°! Dijagnosticki kriterij ostaje nalaz
reverzibilne varijabilne opstrukcije disSnih putova koja se moze potvrditi farmakoloskim
ispitivanjem s inhalacijskim bronhodilatatorima ili kortikosteroidima kao $to predlaze GINA.8’
Obzirom na heterogenost sipnje u predskolskoj dobi, najveéi napredak u dijagnozi treba
napraviti uporabom objektivnih mjerila, bilo postojecih ili onih koje tek treba razviti, a koji ¢e
dokumentirati opstrukciju i reverzibilnost opstrukcije disSnih putova mjerenjem pluéne

301 j ytvrditi vrstu i jacinu upale didnih putova (npr. mjerenjem neinvazivnih upalnih

funkcije
markera, ukljuéujuci metabolomiku?), $to bi bilo prihvatljivo i kod male djece.3% Sli¢éno tome,
ovi bi se alati trebali primijeniti za utvrdivanje fenotipova povezanih s razli¢itim terapijskim
odgovorima i prognozama,?*? i prevladavanja dokumentirane varijabilnosti tijekom vremena

kod istog pacijenta.?’4 27>

Na temelju tusconske kohortne skupine, Castro-Rodriguez i suradnici razvili su astma
prediktivni indeks (API), kako bi predvidjeli razvoj astme u predskolske djece s ponavljaju¢om
sipnjom. Indeks je pozitivan ako dijete ima viSe od 3 epizode sipnje u prve tri godine Zivota

plus jedan veliki kriterij (atopijski dermatitis ili roditelja s dijagnozom astme) ili dva mala

@ Metabolomika je nova znanstvena disciplina koja moze dati pregled metaboli¢kog stanja i ukupnih biokemijskih
zbivanja u organizmu. Disciplina se koristi u identifikaciji bioloskih markera, koji su vazni u procesu otkrivanja
novih lijekova ili dijagnostickih postupaka, sve prisutnijih u personaliziranoj medicini.
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kriterija (sipnju koja nije vezana uz respiratorne infekcije, alergijski rinitis ili eozinofiliju u
perifernoj krvi ve¢u od 4 %). Djeca s pozitivnim indeksom imala su 7 puta vecu vjerojatnost
aktivne astme u skolskoj dobi (osjetljivost 16 %, specifi¢nost 97 %).3°3 Sipnju u djece dobi do
3. godine s malo rizicnih ¢imbenika za trajnu astmu u skolskoj dobi (negativni API) Cesto se
naziva kratkotrajnom prolaznom sipnjom, dok se kod onih s pozitivnim APIl-jem naziva

perzistentna astma.

Iz drugih kohorta pracenih od rodenja izvedeni su i drugi prediktivni indeksi, npr. Avon
Longitudinalna studija roditelja i djece (ALSPAC, od engl. the Avon Longitudinal Study of
Parents and Children) i Prevencija i incidencija astme i alergije na grinje u Nizozemskoj (PIAMA,
od engl. Dutch Prevention and Incidence of Asthma and Mite Allergy)s ciljem predvidanja hoce

li simptomi djeteta zadovoljiti definiciju astme u dobi izmedu 6 i 10 godina.?>3 304-306

lako su tzv. astma prediktivni indeksi pomogli u klasifikaciji fenotipova sipnje i doprinijeli
boljem razumijevanju epidemiologije sipnje u predskolskoj dobi, oni imaju pet velikih
ogranicenja vezanih uz terapeutski pristup sipnji u predskolske djece: njihova pozitivna
prediktivna vrijednost i osjetljivost su prilicno niski, osobito kod djece s ponavljaju¢om
sipnjom;397- 3% nije provedena neovisna validacija na populacijama razli¢itima od onih na
kojima su izvedene;307 39 jako se Eesto koriste za odabir bolesnika u terapijskim istraZivanjima,
postoje kontroverzni pokazatelji odgovora na terapijski pristup ovisno o pozitivnom ili
negativnom astma prediktivnom indeksu;3'% 3! jako to nije preporuka, primijeéeno je da se
djeci s niskim rizikom od trajne astme u Skolskoj dobi pripisuje manje preventivne terapije,
dok se djeci s visokim rizikom preporucuje intenzivnija terapija; i ono Sto se ne smije
zanemariti, postoje dokazi koji sugeriraju da nestanak simptoma ne korelira s odsustvom

posljedica.3!?

Poviseni eozinofili u krvi snaZni su prediktori razvoja astme.3!3 Prospektivna studija na 83 djece
pradene nakon hospitalizacije zbog bronhiolitisa pokazala je povecani rizik od astme u
predskolskoj i Skolskoj dobi u djece koja su imala eozinofiliju 4 — 6 tjedana nakon infekcije RSV-
om u dojenackoj dobi.3'* Anderson i suradnici analizirali su neinvazivhe biomarkere za
predvidanje astme kod 244 djece i otkrili da su broj eozinofila = 300 stanica/pL i senzibilizacija
na inhalacijski alergen u dobi od dvije godine povezani s povecanim rizikom od astme u dobi
od Sest godina.3!® Poznati su i drugi indeksi s donekle razli¢itim kriterijima i svi imaju relativno

dobru negativnu prediktivnu vrijednost, ali pozitivha je tek ne$to vec¢a od 50 %.3'® Nedavno
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objavljena pregledna studija pokazala je da su atopija u obitelji, atopijski dermatitis i alergijski
rinitis u bolesnika, sipnja izvan epizoda virusnih infekcija disnih putova, teske epizode sipnje,
alergijska senzibilizacija, eozinofilija i povisen FeNO rizi¢ni ¢imbenici za perzistiranje epizoda

sipnje i u $kolskoj dobi.3t”

1.2.9. Cimbenici rizika za ranu sipnju i astmu

1.2.9.1. Genetski utjecaji i prenatalni okolis

Heterogenost sipnje u predskolskog dobi je definirana jedinstvenom interakcijom izmedu
djetetove genetske karte i prenatalnih i postnatalnih ¢cimbenika okolisa. Postoji sve vise dokaza
da geni kodiraju potencijalni raspon fenotipova koji se mogu razviti kao odgovor na mnoge
okidace iz okoliSa. Napredak tehnologije koristenjem sekvenciranja cijelog genoma ili analize
gena kandidata identificirao je nekoliko uobicajenih genetskih varijanti povezanih s
astmom. 3® Medutim, veéina tih varijanti nije potvrdena u drugim istraZivanjima. Jedina
iznimka je lokus 17921, koji sadrzi ORMDL3 i GSDMB gene, a on je najdosljednije replicirani
genetski ¢éimbenik rizika za astmu u djetinjstvu,?6% 262319 3]i ne i u odrasloj dobi.3?° Studije su
dokumentirale vedi utjecaj ovog lokusa medu djecom izloZzenom duhanskom dimu u ranom
Zzivotu3?' i u djece s respiratornim infekcijama u ranoj dobi,?®* 322 §to sugerira interakciju gena
i okolisa. lako je identifikacija tih genetskih ¢imbenika rizika dala novi uvid u patogenezu
astme, same varijante se ti¢u samo malog dijela nasljednosti astme.??3 Dakle, drugi ¢imbenici
(npr. gen-gen ili gen-okolis interakcija) jasno imaju vaznu ulogu putem epistatickih? ili

epigenetskih mehanizama.?

Pusenje majke je povezano s ranom prolaznom sipnjom (sipnja prisutna u dobi od 3 godine,
ali odsutna u dobi od 6 godina). Nasuprot tome, sipnja s kasnim pocetkom (bez sipnje u dobi
od 3 godina, ali sipnja u dobi od 6 godina) povezana je s maj¢inom astmom, muskim spolom i
rano nastupajucim rinitisom, dok se trajna sipnja (sipnja prisutna i u dobi od 3 godine i u dobi

od 6 godina) povezana s astmom u majke, u€estalo$c¢u sipnje, dijagnozom astme u djeteta i

2 Epistaza je interakcija izmedu gena na dva ili viSe lokusa, pri ¢emu se izrazeni fenotip razlikuje od onog koji bi
se ocekivao kad bi lokusi bili eksprimirani zasebno. Epistatski geni svojom prisutnos¢u suprimiraju uc¢inak gena s
drugog lokusa.

b Epigenetski mehanizmi su promjene ekspresije gena koja je rezultat nestrukturalnih promjena gena (metilacija
DNA, modifikacija histona i RNA interferencija). Epigeneticke promjene su potrebne za normalan razvoj i zdravlje,
no mogu biti odgovorne za mnoge bolesti. Epigeneticke preinake mogu nastati kao posljedica djelovanja okolisnih
¢imbenika.
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atopijom.®? Zanimljivo, Zene s teskom i nekontroliranom astmom tijekom trudnoée imaju 27
% vecu vjerojatnosti da ¢e roditi dijete kod kojeg ¢e se postaviti dijagnoza astme prije 12.
godine Zivota, nego majke s blagom, umjerenom ili teSkom astmom ¢ija je astma bila dobro
kontrolirana.3?* Ako kontrola i teZina astme tijekom trudnoée utjeu na incidenciju astme u
potomaka, moglo bi se pretpostaviti da takoder utjecu na dugorocnu kontrolu astme i tijek
bolesti u potomaka s astmom ili atopijom, no ova tvrdnja nije potvrdena.??® Nalazi
prospektivne kohortne studije u Perthu, Australija, pokazali su smanjenu pluénu funkciju u
dobi od mjesec dana i perzistirajuéu hiperreaktivnost disnih putova u dobi od 12 mjeseci u
znatno veéem broju djece s trajnom astmom u dobi od 11 godina nego u zdravih vrinjaka.?*®
Astma u dobi od 18 godina bila je povezana s hiperreaktivnos¢u disnih putova u 6., 12. i 18.
godini Zivota, ali ne i tijekom prve godine Zivota. Porast hiperreaktivnosti disnih putova i njena
povezanost s astmom u dobi od 18 godina uspostavljena je izmedu prve i Seste godine
Zivota.3?® IstraZivadi prospektivne kohortne studije iz Copenhagena na 411 djece koja su imala
rizik za astmu pronasli su znacajno smanjenje protoka zraka u dobi od mjesec dana u djece
koja ¢e kasnije u dobi od 7 godina razviti astmu.32® Dvije su glavne hipoteze za smanjenu
pluénu funkciju u ranom djetinjstvu i pojavu simptoma astme u predskolskoj dobi: genetska
predispozicija i Cimbenici povezani s trudno¢om (npr. nekontrolirana majcina astma, pusenje
ili koristenje lijekova u trudnodi), a one bi mogle utjecati ne samo na incidenciju bolesti, nego

i na napredovanje bolesti kroz djetinjstvo.3?’

1.2.9.2. Postnatalno okruzenje

Iz opservacijskih studija je proizaslo nekoliko Cimbenika rizika povezanih sa sipnjom u
predskolskoj dobi, no potrebne su daljnje studije za utvrdivanje podlezec¢ih mehanizama. Ti

¢imbenici su brzi prirast tjelesne teZine u prve dvije godine Zivota,3?® okoli$ni ¢imbenici kao $to

329 330-333 334

su duhanski dim,3#° zagadenje zraka prometom i endotoksini, primjena paracetamola,
pohadanje vrti¢a, te prisutnost starije braca i sestara u obitelji.3?% 335336 pohadanje vrtica te
starija braca i sestre povecavaju izloZzenost respiratornim virusima. Dojenje djeluje
protektivno.3%® lako ovi okoli$ni ¢imbenici utje€u na rizik razvoja sipnje u predskolskoj dobi,
oni nisu nuzno ¢imbenici rizika za razvoj astme. Dva su ¢imbenika rizika povezana s kasnijim
razvojem astme, a to su izloZzenost respiratornim virusnim infekcijama i brzi prirast tjelesne

mase u ranom djetinjstvu.
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Nekoliko istrazivanja podupire hipotezu viSestrukog udarca, u kojem respiratorne virusne
infekcije u periodu povecane osjetljivosti u ranom djetinjstvu, u kombinaciji s atopijskom
senzibilizacijom, mogu igrati klju¢ni ulogu u patogenezi astme.33”- 338 Ostaje dvojbeno radi li se
o uzrocnoj vezi ili razotkrivanju genetske osjetljivosti. Do 50 % djece imat ¢e barem jednu
epizodu sipnje uz virusnu infekciju donjeg respiratornog trakta prije Skolske dobi, najcesée
uzrokovanu rinovirusom ili RSV-om.'®° Nekoliko studija je pokazalo povezanost izmedu ranih
infekcija rinovirusom ili RSV-om i povecanim rizikom od astme u Skolskoj dobi, posebno kod
dojenéadi s pozitivnom obiteljskom anamnezom atopije.33°-342 lako je vedina tih studija
usmjerena na astmu u Skolskoj dobi, Lemanske i suradnici su izvijestili da je sipnja uz infekciju
rinovirusom u prvoj godini Zivota najjaci prediktor sipnje u treéoj godini Zivota (omjer izgleda
[OR, od engl. odds ratio] 6,6).3*° Dob javljanja prve sipnje mogla bi imati prognosti¢ku
vrijednost pri utvrdivanju rizika od astme, jer je infekcija rinovirusom ili RSV-om u prvoj godini
Zivota bila povezana s osobito visokim rizikom za astmu u dobi od 6 godina u skupini djece s
visokim rizikom od atopije (OR 31,7, 6,5 i 2,5 za infekcije rinovirusom u trecoj, drugoj i prvoj
godina Zivota).3*® Nekoliko je koncepata predloZeno za objadnjenje uloge virusnih infekcija u
nastanku astme. Infekcija rinovirusom povisuje medijatore remodeliranja disSnih putova in
vitro, kao $to su VEGF*** (¢imbenik rasta vaskularnog endotela, od engl. vascular endothelial
growth factor) i EGFR3*> (receptor epidermalnog ¢imbenika rasta, od engl. epidermal growth
factor receptor), te regulira gene povezane s interferonom i remodeliranjem diSnih putova,
sugerirajuc¢i da rano ostecenje pluca tijekom osjetljive predskolske dobi moze dovesti do
dugoro¢nih posljedica. 3% Kao najvjerojatniji uzrok predloZene su promjene prirodenog i
steéenog imunosnog odgovora na virus.3*” Otkriée interakcije izmedu prirodenog imuniteta
epitela i steCenog alergijskog odgovora pokazuju nove potencijalne veze izmedu rinovirusa i
astme. Osobito je zanimljiv limfopoetin strome timusa (TSLP), koji se smatra “glavnim Th2
citokinom”, jer aktivacijom antigen prezentirajucih stanica potice diferencijaciju naivnih TO

stanica u Th2 limfocite.®

Ulogu bakterijskih respiratornih infekcija, povezanih s epizodama akutne sipnje kao

determinante dugoroéne prognoze jos$ je potrebno istraziti.3*®

Osim izloZzenosti virusima, ¢imbenici domacdina kao Sto su alergijska senzibilizacija u ranom

djetinjstvu3*° i nedostatci u odgovoru interferona3>° mogu promijeniti rizik za razvoj astme u
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osjetljivih pojedinaca. Moze |i rano lijeCenje modificirati ovu povezanost tek se treba

istraziti.233 351

Vise studija je pokazalo da je ubrzani prirast tjelesne mase (ali ne i rast u duljinu) u prve dvije
godine Zivota povezan sa simptomima astme u predskolskoj dobi. U velikoj nizozemskoj studiji,
studiji generacije R (prospektivna kohortna studija trudnica i njihovih potomaka), prirast
tjelesne mase od rodenja do 3 mjeseca Zivota je bio pozitivno povezan s rizikom od sipnje,
kratkoée daha i upornog luéenja sluzi u prve 4 godine Zivota, neovisno o obrascu rasta
fetusa.3?® Istrazitelji druge nizozemske kohorte nasli su povezanost izmedu brzog povecéanja
tjelesne mase u prva tri mjeseca Zivota i smanjenog FEV1 u dobi od 5 godina, neovisno o
porodajnoj tezini.3>2 Ta otkri¢a potkrjepljuju i druge studije.3>3 34 Mehanizmi na kojima se
temelji ta povezanost nisu potpuno jasni. Brzo nakupljanje masnog tkiva moze biti povezano
s povecanjem razine citokina povezanih s pretilosti (adipokina), Sto moze dovesti do kroni¢nog
stanja upale.3> 3°6 Ovo upalno stanje moZe imati negativan utjecaj na rast plucéa i razvoj

imunosnog sustava, te moZe doprinijeti razvoju astme.3>’

1.2.10. Procjena astme

Za razliku od mnogih drugih kroni¢nih bolesti, kod astme ne postoje objektivni pokazatelji
tezine bolesti. Upala je prisutna ¢ak i u takozvanoj blagoj povremenoj astmi, dok se teski

simptomi i egzacerbacije astme javljaju kod nekih bolesnika unato¢ supresiji upale.3>8

Kontrola simptoma astme mozZe se brzo procijeniti upitnicima kao sto je Test kontrole astme

(odrasli ili djegji) koji se koristi na kontrolnim pregledima.3>°

lako ucestali simptomi povecavaju rizik egzacerbacije, procjena kontrole simptoma nije
dovoljna za procjenu kontrole bolesti. Neovisno o simptomima, nekoliko drugih ¢imbenika su
znacajni prediktori rizika egzacerbacije u odraslih i djece, a to su: prekomjerna uporaba B2
agonista kratkog djelovanja, neredovito uzimanje inhalacijskog kortikosteroida (nije propisan,
losa tehnika koristenja inhalera ili neadekvatna suradljivost), slaba funkcija plué¢a (odrasle
osobe), izlozenost duhanskom dimu (aktivno ili pasivno), izlozenost alergenu, alergija na
hranu, infekcije gornjih diSnih putova (pogotovo tijekom izloZenosti alergenu), psiholoski i
socioekonomski problemi, obiteljski ili Skolski problemi, komorbiditeti kao $to su rinosinusitis,
pretilost ili eozinofilija u krvi ili sputumu. Rizicne ¢imbenike i komorbiditete treba iznova
224

procjenjivati barem jedanput godisnje.
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1.2.11. Sveobuhvatan pristup lijeCenju astme

Primarni cilj lijeCenja astme je postizanje kontrole simptoma i podlezece upale disSnih putova,
s ciljem smanjenja rizika egzacerbacija i nuspojava povezanih s lijekovima, te sprjeCavanja

remodeliranja pluéa tijekom rasta, a zatim i kasnije u Zivotu.'®’

LijeCenje astme pretpostavlja individualizirani pristup, koji ukljuc¢uje edukaciju o samokontroli
bolesti, pisani plan postupanja u egzacerbaciji i poduku adekvatnog koristenja inhalera (kod
djece to ukljucuje roditelje i skrbnike), lijeCenje komorbiditeta i promjenjivih ¢imbenika rizika,
nefarmakolosko (npr. izbjegavanje izloZzenosti duhanskom dimu, gubitak teZine kod pretilih,
prepoznavanje i izbjegavanje okidaca) i farmakolosko lijeCenje. Odabir odgovarajuceg lijecenja
ovisi o tezini bolesti (povremena astma, blaga, umjerena i teSka trajna astma), stupnju
reverzibilnosti opstrukcije, aktivnosti bolesti (egzacerbacije povezane s virusnim infekcijama,
izloZzenosti alergenima ili tjelovjezbom) i dobi prvih simptoma (dojenacka, djecja ili odrasla
dob). Farmakolosko lijecenje treba titrirati do minimalne ucinkovite doze za svakog bolesnika.
Razlikujemo dvije skupine lijekova: simptomatski lijekovi (engl. relievers), kojima se lijeci
akutni napadaj bronhoopstrukcije i osnovni lijekovi (engl. controllers) koji djeluju na alergijsku
upalu u diSnim putovima i sprjeCavaju egzacerbacije bolesti. Simptomatski lijekovi su beta2-
agonisti kratkog djelovanja — salbutamol, teofilinski preparati i antikolinergici. Najces¢e
primjenjivani simptomatski lijek je salbutamol. Osnovni lijekovi su inhalacijski kortikosteroidi
(ICS, od engl. inhaled corticosteroids), antagonisti leukotrijenskih receptora (LTRA, od engl.
leukotriene receptor antagonist) i beta2-agonisti dugog djelovanja (LABA, od engl. long-acting
beta agonist). Preporucuje se primjena lijekova u inhalacijskom obliku, putem zrac¢nih
komorica, koje za primjenu u male djece imaju i masku. Tako lijek brZe dopire na Zeljeno

mjesto - u donje diSne putove, gdje je i njegovo djelovanje najpotrebnije.

Posljednjih godina se primjenjuju monoklonska protutijela kao protuupalna terapija u teskoj
astmi, primjerice omalizumab (anti-IgE monoklonsko protutijelo), mepolizumab i reslizumab
(anti IL-5), benralizumab (anti IL-5Ra), lebrikizumab i tralokinumab (anti 1L-13), dupilumab

(anti IL-4Rat).>*3

Uskladivanje lijeCenja temelji se na ciklusu procjene i ponovne procjene kontrole simptoma
svakog bolesnika, ¢imbenika rizika, komorbiditeta, nuspojava, te zadovoljstva bolesnika ili

roditelja. Partnerski odnos bolesnika/roditelja i lijecnika u odredivanju terapije povezan je s
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boljim ishodom lije¢enja.3¢® Edukacija bolesnika s astmom uklju¢uje samokontrolu, pisani
akcijski plan za pogorsanje astme tako da bolesnici (ili skrbnici) znaju prepoznati i terapijski
odgovoriti na pogorsanje astme, te redovite klinicke kontrole. Dobra edukacija bolesnika je
povezana sa smanjenjem potrebe za hitnom zdravstvenom skrbi, smanjenjem no¢nog budenja

i izostanaka s nastave ili posla.3¢% 362

Neophodan je edukacija uporabe inhalera i zracnih komorica s demonstracijom od strane
lije¢nika ili medicinske sestre , jer je pogresSna tehnika uzimanja terapije ¢esto povezana s
povecanim rizikom od egzacerbacija. Redovito ponavljanje treninga uporabe inhalera vodi

boljoj kontroli astme.363

Zakljuéno, mozemo reéi da nema optimalne terapije za lije€enje sipnje u ranom djetinjstvu.
Patofiziologija je slabo razumljiva i vjerojatno su vaznii drugi ¢imbenici osim upale diSnog puta.
lako su studije provedene u odraslih bolesnika pokazale da pojedine podskupine bolesnika,
vodedi se odredenim upalnim biljezima i tipom upale, bolje odgovaraju na odredenu terapiju,

u djecjoj dobi lijecenje je jos uvijek bazirano na ucéestalosti i tezini simptoma.

Odredivanje fenotipova obi¢no nije korisno u planiranju lijecenja vecine bolesnika s blagom
do umjerenom astmom koji su dobro kontrolirani niskom dozom ICS. Nije poznato je li razlog
tome Sto je blaga bolest uniformna kategorija ili zato Sto ICS imaju visestruke ucinke. Iznimka
je astma potaknuta tjelesnim naporom, koja moZe biti vezana uz proizvodnju cisteinil
leukotrijena, te moze bolje odgovoriti na terapiju antagonistima leukotrijenskih receptora
nego na ICS.3%* Strategija lije¢enja bazirana na normalizaciji broja eozinofila u sputumu

ucinkovita je kod teske astme, ali bez ucinka u bolesnika s blagom boles¢u.3%°
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2. HIPOTEZA

Hipoteza ovog istrazivanja je da je serumska koncentracija TSLP u djece oboljele od astme veca
od koncentracije TSLP u zdrave populacije, te da postoji razlika u koncentraciji TSLP medu

razli¢itim fenotipovima astme u djece.

3. CILJEVIISTRAZIVANJA

oPCI CIU:

Cilj ovog istraZivanja jest utvrditi povezanost serumske koncentracije TSLP s astmom djecje

dobi.

SPECIFICNI CILJEVI:

1. usporediti vrijednost TSLP u serumu u tri razli¢ita fenotipa astme u djece s dobrom
kontrolom astme:
a) astmom i alergijskom senzibilizacijom
b) astmom bez alergijske senzibilizacije
c) astmom induciranom virusnim infekcijama
2. ispitati povezanost koncentracije TSLP u serumu i kontrole astme na osnovu
upitnika u djece starije od 4 godine
3. ispitati razliku u koncentraciji TSLP u serumu tijekom akutne egzacerbacije, te u iste
djece u mirnoj (asimptomatskoj) fazi bolesti
4, ispitati razliku koncentracije serumskog TSLP u djece s novootkrivenom astmom i
djece s prethodno postavljenom dijagnozom astme koja uzimaju protuupalnu

terapiju duze od mjesec dana
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4. ISPITANICI I METODE

U ovo presjecno istrazivanje uklju¢eno je 307 djece u dobi od 1 do 13 godina, 23 ispitanika
pratilo se prospektivno. Svi ispitanici ukljuceni u istraZivanje su pacijenti Klinike za pedijatriju
KBC Sestre milosrdnice, 207 djece Cine bolesnici Alergolosko pulmoloske ambulante ili Zavoda
za endokrinologiju, dijabetes, pulmologiju i alergologiju Klinike za pedijatriju koji imaju

dijagnosticiranu astmu, a 100 djece koja nemaju astmu ¢ini kontrolnu skupinu.

Istrazivanje je provedeno u razdoblju od lipnja 2017. godine do lipnja 2019. godine, u skladu
s etickim nacelima uz sudjelovanje doktoranda u svim fazama istrazivanja od prikupljanja i

obradivanja uzoraka do obrade dobivenih podataka.

Ispitanici su uklju¢eni u studiju nakon dobivanja informiranog pristanka od njihovih
roditelja/skrbnika (u djece Skolske dobi i od samih ispitanika) u kojem je naglaseno da je
sudjelovanje u istraZivanju dobrovoljno. IstrazivaCi su poduzeli sve mjere zastite tajnosti
podataka sudionika u svim fazama istrazivanja. Rezultati su koristeni postujuéi nacelo

anonimnosti.

4.1. Ispitanici

Kriteriji ukljuivanja ispitanika s astmom:

- dijagnoza astme prema smjernicama Globalne inicijative za astmu (Global Initiative for
Asthma 2017, GINA)®” koje ukljuéuju osobnu i obiteljsku anamnezu, fizikalni pregled
bolesnika, mjerenje pluéne funkcije spirometrijom u djece starije od 5 godina, kozni
ubodni test (PRICK test) na inhalacijske alergene, laboratorijske pretrage
(koncentracija ukupnih i specificnih IgE protutijela u serumu te broj eozinofilnih

granulocita u krvi).
Isklju€ujudi kriterij:

- postojanje dokazane bakterijske infekcije ili druge teske/ili kroni¢ne bolesti (npr.
dijabetes melitus, neoplasti¢na bolest, autoimuna bolest, aktivni atopijski dermatitis

(prisustvo promjena po koZi), eozinofilni ezofagitis).
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U kontrolnu skupinu (100 ispitanika) uklju¢ena su djeca lije¢ena u Klinici za pedijatriju i

Poliklinici zbog neuroloskih bolesti i psihogenih bolova u trbuhu.
Kriteriji ukljucivanja u kontrolnu skupinu ispitanika su:

- negativan heteroanamnesti¢ki odgovor o pojavljivanju bronhoopstrukcija
(piskanja, sipnje, oteZzanog disanja), alergijskog rinitisa i atopijskog dermatitisa,
- nepostojanje druge teske i/ili kroni¢ne bolesti (npr. dijabetes melitus, neoplasti¢na

bolest, autoimuna bolest, eozinofilni ezofagitis).

Prema PRACTALL smjernicama ispitanici su podijeljeni u fenotipove:

- alergijska astma
- astma izazvana virusnim infekcijama

- nealergijska astma.'®® (Vidi Slika 4.1.)

Je li dijete bez tegoba izmedu
perioda pogorSanja?

e
| DA |

A

Infekcije gornjih
di$nih puteva
najcesci okidac

Fizi¢ki napor najcesci
ili jedini okida¢
smetnji?

Dokazana i klinicki
relevantna alergijska
preosjetljivost?

smetnji?

Slika 4.1. Fenotipovi astme u djece prema okidacu prema PRACTALL smjernicama. *djeca
mogu imati atopiju. Preuzeto i modificirano iz Bacharier LB, Boner A, Carlsen KH, Eigenmann
PA, Frischer T, G6tz M, et al. European Pediatric Asthma Group. Diagnosis and treatment of

asthma in childhood: a PRACTALL consensus report. Allergy. 2008;63:9.18°

Alergijska senzibilizacija definirana je kao prisutnost barem jednoga od sljedeéeg:
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1. pozitivan koZni test na jedan ili viSe inhalacijskih alergena (urtika > 3 mm od

negativne kontrole)
2. pozitivan specifi¢ni IgE na jedan ili vise inhalacijskih alergena (= 0,35 KIU/L).

Kod djece kod koje je alergoloska obrada (kozni test i/ili splgE) ucinjena unazad godinu dana
od ukljucivanja u istraZzivanje alergoloSka obrada se nije ponavljala, a kod ostale djece obrada

je ucinjena prilikom ukljucivanja u istrazivanje.

Prikupljanje podataka, tj. ukljucivanje ispitanika trajalo je dvije godine. Planirana obrada
ucinjena je tijekom redovitih ambulantnih kontrola djece s astmom ili za vrijeme akutne
hospitalizacije zbog egzacerbacije, a ukljucivala je vadenje uzoraka krvi za TSLP uz druge
standardne pretrage. Kod veceg dijela ispitanika vadenje krvi se provodilo jednom u sklopu
redovite kontrole bolesti, a kod manje kohorte ispitanika parni uzorak krvi je uzet na

kontrolnom pregledu nakon hospitalizacije u razmaku veéem od mjesec dana.

4.1.1. Test kontrole astme

TezZina i kontrola simptoma astme procijenjena je klinickim pregledom, spirometrijom (u
djece starije od 5 godina) i upotrebom upitnika kontrole astme u djece starije od 4 godine.
Test kontrole astme koristi se za mjerenje kontrole simptoma u oboljelih od astme, a
numericki rezultat pruza pomo¢ u procjeni kontrole astme. Za djecu u dobi 4 — 11 godina
koristio se Upitnik o kontroli astme za djecu (Childhood Asthma Control Test, C-ACT). C-ACT
se sastoji od sedam pitanja (ucestalost simptoma izazvanih tjelesnom aktivnos¢u, ucestalost
kaslja i noénih simptoma; broj bodova 0 - 27), od kojih na prva Cetiri odgovara dijete, a na
zadnja tri odgovara roditelj. Prema podacima iz literature, bodovni zbroj od 19 i manje otkriva

nekontroliranu astmu u zadnja 4 tjedna.3>? 366

4.1.2. Akutna egzacerbacija astme

Akutnom egzacerbacijom astme smatra se ono pogorSanje astme koje zahtijeva

hospitalizaciju i/ili terapiju peroralnim ili parenteralnim kortikosteroidima.
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4.1.3. Koizni ubodni test

Kozno ubodno testiranje (PRICK test) na set inhalacijskih alergena (Dermatophagoides
pteronyssinus, dlaka macke, dlaka psa, peludi trava, stabala, ambrozije) provedeno je
standardiziranim pripravcima (Stallergen, Francuska ili Diater, Spanjolska) prema
preporuéenim smjernicama.3®” Histamin (0,1 %) i fiziolo$ka otopina koriteni su kao pozitivna
i negativna kontrola. Bolesnici nisu uzimali antihistaminike tjedan dana prije testiranja.
Pozitivnim rezultatom koznog testa smatrali smo promjer urtike na odredeni alergen 3 mm

vedi od negativne kontrole.

4.1.4. Mjerenja pluéne funkcije

Testovi pluéne funkcije mjereni su u djece s astmom starije od 5 godine spirometrom (Jaeger,
Hoechberg, Njemacka) prema preporucenim smjernicama Americkog torakalnog drustva
(ATS, engl. The American Thoracic Society) i ERS-a. Mjereni su: FVC - forsirani vitalni
kapacitet; FEV1 - forsirani volumen zraka izdahnut u prvoj sekundi; FEV1% prediktivnog, PEF
- vrdni ekspiratorni protok zraka; MEF75 — maksimalni protok zraka u izdahu pri 75 % FVC-a;
MEF50 - maksimalni protok zraka u izdahu pri 50 % FVC-a; MEF25 — maksimalni protok zraka
u izdahu pri 25 % FVC-a. Prvi korak je uklju€ivao brzi i potpuni udah od funkcionalnog
rezidualnog kapaciteta do ukupnog plué¢nog kapaciteta. Nakon 1 do 2 sekunde slijedio je
pokusaj izvodenja FVC (snazno i brzo izdahne zrak i potom izdise sav zrak iz pluéa do
rezidualnog volumena). Mjerenje je zavrSeno kada krivulja protok-volumen nije pokazivala
promjene u volumenu (£0.025 L) u jednoj sekundi, a ispitanik je pokusao izdisati tijekom > 6
sekundi, odnosno za djecu do 12 godina prihvatljivo je izdisanje > 3 sekunde. Test je ponavljan
sve dok nisu dobivena tri tehnicki ispravna FVC-a ili do 8 pokusaja (dvije najviSe vrijednosti
FVC-ai/ili FEV-a 1 su bile unutar 0,150 L - varijabilnost od 5 %). NajviSe zabiljeZzene vrijednosti
dinamickih i statickih plu¢nih volumena unijete su u bazu podataka. Pri izracunu predvidenih
vrijednosti za svakog ispitanika (ovisno o visini, dobi i spolu u bijeloj rasi) koristene su
jednadzbe objavljene prema referenci Millera i suradnika, a zabiljeZene su i vrijednosti udjela

dobivenih mjerenjem u odnosu na one predvidenih vrijednosti (%).301 368 369
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4.1.5. Procjena stanja uhranjenosti

Indeks tjelesne mase (ITM) najcesce je koriSten kriterij za procjenu stupnja uhranjenosti.
Racuna se kao omjer tjelesne mase izrazene u kilogramima i kvadrata tjelesne visine izrazene
u metrima. U djece i adolescenata procjena stanja uhranjenosti vrsi se usporedbom
vrijednosti ITM pojedinog djeteta s vrijednos¢u ITM zdrave djece iste dobi i spola, temeljem
poloZaja na centilnoj krivulji ili preporucenih grani¢nih vrijednosti. U ovom istrazivanju
koristili smo referentne vrijednosti za procjenu stanja uhranjenosti u djece Centra za kontrolu
i prevenciju bolesti (CDC, od engl. Centers for Disease Control and Prevention). Ispitanike
nakon navrSene druge godine Zivota smo na osnovi ITM izraZzenog u centilima koriste¢i CDC
grafikone rasta specifi¢ne za dob i spol podijelili u 4 skupine: normalna tjelesna tezina (ITM
izmedu 5. - 85. centile), prekomjerna tjelesna tezina (ITM izmedu 85. - 95. centile), pretilost

(ITM > 95. centile), pothranjenost (ITM < 5. centile).37°

4.1.6. Laboratorijska mjerenja

U uzorcima periferne krvi dobivenim venepunkcijom analizirani su sljedeéi parametri:
kompletna krvna slika, diferencijalna krvna slika (DKS), eozinofilni kationski protein (ECP, od
engl. eosinophil cationic protein), ukupni IgE, specifi¢ni IgE (spIgE na D. pteronyssinus — d1,
splgE na klupcastu ostricu, livadnu vlasulju, ljulj, livadnu macicu, livadnu vlasnjacu — gx1, splgE

na johu, brezu, lijesku, hrast, vrbu - tx9, splgE na ambroziju - w1).

DKS je odredena morfoloSkom analizom krvnog razmaza. Koncentracija ukupnog IgE, ECP i
specificnog IgE u serumu odredivana je kvantitativno, metodom ImmunoCAP (Phadia AB,
Uppsala, Svedska) na aparatu UniCAP 100, fluoro-enzim-imunokemijskom metodom (FEIA,

Fluoro Enzyme Immuno Assay).

4.1.6.1. Human TSLP ELISA Kit (abcam, ab155444)

Svim ispitanicima uzeto je 4 mL periferne krvi u epruvetu bez dodataka. Uzorci periferne krvi
centrifugirani su brzinom od 3000 okretaja u minuti tijekom 10 minuta na sobnoj temperaturi,
nakon ¢ega je serum pohranjen u kriotube na -20 °C. U uzorcima seruma bolesnika i kontrola
TSLP se mijerio kvantitativno s Human TSLP ELISA Kit (abcam, ab155444). Laboratorijska

analiza mjerenja koncentracije TSLP-a ucinjena je u Univerzitetnoj klinici za plu¢ne bolesti i
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alergiju Golnik, Golnik, Slovenija. ELISA test (od engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay;

izoenzimski ELISA test) procedura provedena je prema uputama proizvodaca kitova.

TSLP human ELISA kit (Abcam) je dizajniran za kvantitativno mjerenje humanog TSLP-a u

serumu, plazmi i kulturi stanica supernatanta.

Ovaj test koristi protutijelo specificno za humani TSLP koje prekriva mikrotitracijsku pliticu s
96 jazica. Standardi i uzorci se pipetiraju u jaZice, TSLP prisutan u uzorku vezZe se za jaZice
imobilizirajué¢im protutijelom. JaZice se ispiru, a potom se dodaje biotinilirano humano anti-
TSLP protutijelo. Nakon ispiranja nevezanih biotiniliranih protutijela, HRP-konjugirani
streptavidin se pipetira u jaZice. JaZice se ponovno ispiru, a otopina 3,3'5,5'-
tetrametilbenzidin supstrata se dodaje u jaZice i razvije se boja proporcionalno s koli¢inom
vezanog TSLP-a. Dodatkom stop otopine mijenja se boja iz plave u Zutu. Kvantitativno
odredivanje koncentracije antigena ili protutijela provodi se mjerenjem intenziteta
apsorbancije produkta obojene reakcije koji nastaje interakcijom enzima i dodanog supstrata
koristeci spektrofotometrijski ELISA citaC s apsorpcijskim filtrom od 450 nm. Minimalna

detektirajuc¢a doza TSLP-a je manja od 3 pg/ml.

4.1.7. Statisticka analiza

Pohrana podataka i priprema za statisticku analizu ucinjena je u programu Excel 2019
programskog paketa Microsoft Office (Microsoft, Redmond, Washington, SAD). Obrada
podataka ucinjena je u programu za statisticku obradu GraphPad Prism (verzija 8.0.1) za

Windows, GraphPad Software, San Diego, California, SAD.

Za sve analizirane varijable ucinjena je deskriptivna statistika. Provjerena je normalnost
raspodjele dobivenih podataka. Usporedba dviju neovisnih grupa ucinjena je koristenjem
Studentovog t-testa ili Mann-Whitney-evog testa, ovisno o raspodjeli i uvjetu homogenosti
varijanci. Usporedba dviju ovisnih grupa ucinjena je koriStenjem t-testa za povezane uzorke.
Za usporedbu mjerenih varijabli u viSe skupina primijenjen je ANOVA ili Kruskal-Wallisov test.
Povezanost izmedu razliCitih parametara odredivana je racunanjem Pearsonovog koeficijenta
korelacije kad su uvjeti bili zadovoljeni (normalna distribucija barem jedne varijable) ili

Spearmanovog koeficijenta korelacije u suprotnom slucaju.
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Statisticka znacajnost za sve testove je p < 0,05. Varijable su opisane medijanom i
interkvartilnim rasponom u slucaju odstupanja od normalne distribucije ili kao aritmeticka

sredina i standardna devijacija u slu¢aju normalne distribucije.

Kako TSLP podaci nisu normalno rasporedeni, a imajuci neke podatke o distribuciji TSLP u
skupinama, korise¢i metodu ,bootstrap” (5 — 200 sudionika u uzorku, poveéanje za 5 osoba
po uzorku, 1000 ponavljanja u svakoj velicini uzorka) za procjenu testa snage (razina
znacajnosti od 0,05) u odnosu na broj sudionika u uzorku, test snage > 80 % za otkrivanje

razlike izmedu skupina je postignut s 35 sudionika u svakom uzorku.

4.1.8. Odobrenja i financiranje

Istrazivanje je provedeno na dva radilista: ukljuivanje ispitanika u istrazivanje, uzimanje
uzoraka i rutinska laboratorijska obrada u Klinici za pedijatriju KBC Sestre milosrdnice, a
mjerenje serumske koncentracije TSLP-a u Univerzitetnoj klinici za pluéne bolesti i alergiju

Golnik, Golnik, Slovenija.

4.1.8.1. Odobrenja

Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog Fakulteta SveuciliSta u Zagrebu,
Eticko povjerenstvo KBC Sestre milosrdnice i Eticko povjerenstvo Univerzitetne klinike za
plu¢ne bolestiialergiju Golnik. Da bi dijete sudjelovalo u istrazivanju, barem jedan od roditelja
ili zakonskih skrbnika trebao je potpisati informirani pristanak. Informirani pristanak

prilagoden djecjoj dobi takoder su potpisala i djeca starija od 8 godina.

4.1.8.2. Financiranje

Mjerenje serumske koncentracije TSLP-a u Univerzitetnoj klinici za plu¢ne bolesti i alergiju
Golnik je izradeno u okviru znanstveno-istraZivackog projekta ARRS - Javna agencija za
raziskovalno dejavnost Republike Slovenije, P3-0360 Celostna obravnava alergijskih bolezni in

astme v Sloveniji: od epidemiologije do genetike, voditelj projekta prof. dr. Mitja Kosnik.

EtioloSka dijagnostika respiratornih virusnih infekcija u€injena je u Nastavhom zavodu za javno
zdravstvo ,,Dr. Andrija Stampar“ u sklopu projekta financiranog od Hrvatske zaklade za
znanost, IP-2016-06-7556, voditeljice Suncanice Ljubin Sternak pod naslovom: Novi i

zapostavljeni virusni uzroc¢nici infekcija diSnog sustava u vulnerabilnim skupinama bolesnika.
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5. REZULTATI

U istraZivanje je uklju¢eno 307 djece s potpisanim informiranim pristankom roditelja il
skrbnika, a koji su zadovoljili kriterije za ukljuenje u pojedine skupine. Informirani pristanak
su potpisali i ispitanici stariji od 8 godina. U skupini ispitanika s astmom bilo je 207, a u
kontrolnoj skupini 100 ispitanika. U 25 ispitanika s astmom odreden je TSLP u serumu u
akutnoj egzacerbaciji astme, a u 23 ispitanika je odreden i kontrolni uzorak TSLP-a u mirnoj

fazi bolesti.

5.1. Ispitanici

Tablica 5.1. Deskriptivni podaci ispitanika

Djeca s astmom Kontrolna skupina djece
Broj ispitanika 207 100
DOB /godine/
aritmeticka sredina * SD, 6,3+3,5,(5,8-6,8) 7,4+3,4(6,7-38)
95%Cl
Medijan
6(3-9) 8 (5-10)
(interkvartilni raspon)
Djecaci N (%) 132 (63,8 %) 55 (55 %)
SPOL
Djevojcice N (%) 75 (36,2 %) 45 (45 %)

SD - standardna devijacija, Cl — interval pouzdanosti

Karakteristike ispitanika ukljucenih u istrazivanje prikazane su u Tablica 5.1. U istraZivanju je
sudjelovalo 207 djece s astmom, 132 (63,8 %) djecaka i 75 (36,2 %) djevojcica u dobiod 1 - 13

godina prosjecne (+SD) dobi 6,3 * 3,5 godine. U kontrolnoj skupini je uklju¢eno 100 djece, 55
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(55 %) djecaka i 45 (45 %) djevojcica u dobi od 1 - 14 godina prosje¢ne (xSD) dobi 7,4 + 3,4

godine.

5.2. Karakteristike ispitivane populacije

Prije prikaza samih rezultata istraZivanja, analizirali smo podatke o obiteljskoj anamnezi;
podatke o postojanju senzibilizacije na inhalacijske alergene; podatke o plu¢noj funkciji;
podatke o testu kontrole astme u djece starije od 4 godine; podatke o fenotipu astme; podatke
o prethodno postavljenoj dijagnozi astmi i profilaktickoj terapiji; kao i podatke o pridruzenim

alergijskim bolestima (AD, AR i oralni alergijski sindrom).

5.2.1. Obiteljska anamneza

Od 207 ispitanika s astmom pozitivnu obiteljsku anamnezu na atopiju je imalo 162 ispitanika
(78,3 %), od toga 98 (60,5 %) ispitanika je imalo pozitivhu obiteljsku anamnezu na astmu, 51
(31,5 %) na alergijski rinitis, 11 (6,8 %) na atopijski dermatitis, a 2 (1,2 %) na alergiju na lijekove
(Slika 5.1.).

Obiteljska anamneza

= negativna
= astma
m alergijski rinitis

atopijski dermatitis

m alergija na lijekove

Slika 5.1. Obiteljska anamneza na atopiju (N = 207)

5.2.2. Alergijska preosjetljivost

Svih 207 ispitanika s astmom ucinilo je koZni ubodni test na inhalacijske alergene.

Kod 133 (64,3 %) ispitanika s astmom nadena je senzibilizacija (PRICK test i/ili specifi¢ni IgE)
na jedan ili viSe alergena iz standardne palete inhalacijskih alergena (Dermatophagoides
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pteronyssinus, dlaka macke, dlaka psa, peludi trava, stabala, ambrozije), kod 74 (35,8 %)
ispitanika nismo dokazali senzibilizaciju ni na jedan specifi¢ni inhalacijski alergen iz standardne

palete.

U 129 (62 %) ispitanika koZni ubodni test na inhalacijske alergene je bio pozitivan na barem
jedan inhalacijski alergen. Od ukupnog broja ispitanika, 93 (44,9 %) je imalo pozitivan PRICK
test na Dermatophagoides pteronyssinus, 75 (36,2 %) na pelud trava, 52 (25,1 %) na pelud
stabala, 48 (23,2 %) na ambroziju i 41 (19,8 %) na Zivotinjsku dlaku (Slika 5.2.)

PRICK na inhalacijske alergene
100
90

80

93
75
70
60 57
48
50
41

40
3
2

1

0

Dermatoph. pelud trava pelud stabala ambrozija Zivotinjska dlaka
pteronyss i farinae

Broj ispitanika

o o o

Slika 5.2. Ucestalost pozitivnog PRICK testa na inhalacijske alergene (N = 207)

Takoder su ispitanici s astmom ucinili i splgE na standardnu paletu inhalacijskih alergena
(splgkE na Dermatophagoides pteronyssinus — d1, splgE na klup€astu oStricu, livadnu vlasulju,
ljulj, livadnu macicu, livadnu vlasnjacu — gx1, splgkE na johu, brezu, lijesku, hrast, vrbu - tx9,
splgE na ambroziju — wl). Od 207 ispitanika pozitivan nalaz splgE na Dermatophagoides
pteronyssinus je imalo 106 ispitanika (51,2 %), od 206 ispitanika pozitivan nalaz splgE na pelud
trava je imalo 70 (34 %) ispitanika, a od 205 ispitanika pozitivan splgE na ambroziju je imalo
56 (27,3 %), a na pelud stabala 47 (22,9 %) ispitanika (Tablica 5.3.). Na slikama koje slijede
prikazana je raspodjela ispitanika prema razini splgE na Dermatophagoides pteronyssinus

(Slika 5.4.), pelud trava (Slika 5.5.), pelud stabala (Slika 5.6.) i ambroziju (Slika 5.7.).
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pozitivan splgE na inhalacijske alergene

120 106
100
m©
X 80 70
s
k= 56
g o a7
o 40
0
20
0
Dermatoph. Pteronyss -d1 Klupcasta ostrica, livadna Joha, breza, lijeska, hrast, Ambrozija - wl
vlasulja, ljulj, livadna vrba - tx9
macica, livadna vlasnjaca -
gx1
Slika 5.3. Ucestalost pozitivnhog splgE na inhalacijske alergene
splgE na D. pteronyssinus - d1
120
101
100
) 80
c
8
‘a 60
]
o
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<0,35 0,35-0,7 0,71-3,5 3,51-17,5 17,6-50 51-100 >100 klU/L

Slika 5.4. Raspodjela bolesnika prema nalazu splgE na D. pteronyssinus — d1
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broj ispitanika
(o]
o

N B
o o o

splgE na Klupcastu ostricu, livadnu vlasulju, ljulj, livadnu
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Slika 5.5. Raspodjela bolesnika prema nalazu splgE na klupcéastu ostricu, livadnu vlasulju, ljulj,

livadnu macicu, livadnu vlasnjacu - gx1
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broj ispitanika
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40
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splgE Joha, breza, lijeska, hrast, vrba - tx9
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Slika 5.6. Raspodjela bolesnika prema nalazu splgE na johu, brezu, lijesku, hrast, vrbu — tx9
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splgE na ambroziju - wl

160 149

140

120

100

80

60

40

20 7 - C 7 4 4
: - 0 W . L L

<0,35 0,35-0,7 0,71-3,5 3,51-17,5 17,6-50 51-100 >100 klU/L

Slika 5.7. Raspodjela bolesnika prema nalazu splgE na ambroziju - wl

U 32 ispitanika ucinjen je i splgE na Zivotinjsku dlaku (macka - e1, pas - €5, dlaka macke, konja,
krave, psa — ex1). U 16 ispitanika ucinjen je splgE na dlaku macke (10 je imalo splIgE > 0,35
KIU/L, a 6 splgE < 0,35 KIU/L), u 18 ispitanika na dlaku psa (11 je imalo splgE > 0,35 KIU/L, a 7
splgE < 0,35 KIU/L), u 10 ispitanika splgE na dlaku macke, konja, krave, psa (4 je imalo splgE >
0,35 KIU/L, a 6 splgE < 0,35 KIU/L) (Slika 5.8.).

splgE na Zivotinjsku dlaku

10
10

broj ispitanika
(e)]

dlaka macke - el dlaka psa - e5 dlaka macke, konja, krave, psa - ex1

Slika 5.8. Ucestalost pozitivnog splgE na Zivotinjsku dlaku (N = 16, 18, 10)
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5.2.3. Pluéna funkcija

Medu ispitanicima s astmom 128 ih je ucinilo spirometriju, a 31 impulsnu oscilometriju.
Impulsna oscilometrija u¢injena je u djece predskolske dobi kod kojih zbog slabe suradljivosti
nije bilo moguce uciniti spirometriju. Dodatno je u 125 ispitanika ucinjen i bronhodilatacijski
test salbutamolom, a u 108 ispitanika i frakcija dusikovog oksida u izdahnutom zraku (FeNO).
Urednu spirometriju imalo je 95 (74,2 %) ispitanika, a opstruktivne smetnje ventilacije 33 (25,8

%) ispitanika.

U spirometriji 122 (95 %) ispitanika imalo je uredan FEV1 (> 80 %), a 6 (5 %) ispitanika je imalo
blagi stupanj opstrukcije (FEV1 = 60 — 79 %), 96 (75 %) ispitanika imalo je uredan MEF50 (> 80
%), blagi stupanj opstrukcije na razini malih disSnih puteva (MEF50 = 60 — 79 %) imalo je 25
(19,5 %) ispitanika, srednji stupanj (MEF50 = 40 - 59 %) 6 (4,7 %) ispitanika, a teski stupanj
opstrukcije na razini malih diSnih puteva (MEF50 < 40 %) 1 (0,008 %) ispitanik.

Od 23 ispitanika koji su ucinili impulsnu oscilometriju, uredan nalaz (otpor pri 5 Hz (R5) < 150
% predvidenog, otpor pri 20 Hz (R20) < 150 % predvidenog i reaktansa (X5) > -0,2 kPa/L/s)
imalo je 8 (25,8 %) ispitanika, a 23 (74,2 %) ispitanika imalo je opstruktivhe smetnje ventilacije

(R5 = 150 % predvidenog i/ili R20 > 150 % predvidenog i/ili X5 <-0,2 kPa/L/s).

Bronhodilatacijski test salbutamolom u spirometriji ucinilo je 125 ispitanika, u 70 (56 %) je bio
negativan, a u 55 (44 %) ispitanika pozitivan. Bronhodilatacijski test salbutamolom je u 7 (5,6
%) ispitanika bio pozitivan samo na razini velikih diSnih puteva (porast FEV1 > 12%), u 27 (21,6
%) pozitivan samo na razini malih disSnih puteva (porast MEF 50 > 20%), a u 21 (16,8 %)
ispitanika pozitivan i na razini malih i na razini velikih disnih puteva (porast FEV1 > 12% i MEF
50 > 20%). Bronhodilatacijski test salbutamolom ucinilo je i 20 ispitanika u impulsnoj
oscilometriji, u 15 (75 %) ispitanika je bio pozitivan (smanjenje R5 ili R20 > 20%), a u 5 (25 %)

negativan.

Frakcija duSikovog oksida u izdahnutom zraku ucinjena je u 108 ispitanika, kretala se je u
rasponu od 1 — 85 ppb, medijan 10 ppb, interkvartilni raspon 6 — 26,5 ppb. U 73 ispitanika
izmjerena je vrijednost < 20 ppb, a u 35 ispitanika > 20 ppb.

62



5.2.4. Test kontrole astme

Upitnik o kontroli astme za djecu (Childhood Asthma Control Test, C-ACT) ispunilo je 146
ispitanika starijih od 4 godine. Bodovni zbroj od 19 i nize u ovom istrazivanju imalo je 23
(23/146, 15,8 %) ispitanika, a taj zbroj ukazuje na nekontroliranu astmu u prethodna 4 tjedna.
Bodovni zbroj od 20 i vise imalo je 123 (84,2 %) ispitanika, a taj zbroj ukazuje na dobru kontrolu

astme u prethodna 4 tjedna.

5.2.5. Ispitanici po fenotipu astme

Djeca s astmom su prema smjernicama podijeljeni u fenotipove: 132 (63,8 %) djece s
alergijskom astmom, 45 (21,7 %) djece s astmom izazvanom virusnim infekcijama i 30 (14,5 %)

djece s nealergijskom astmom. (Slika 5.9.)

U 162 (78,3 %) ispitanika dijagnoza astme bila je postavljena i prije uklju¢ivanja u istraZivanje,

te su uzimali profilakti¢ku terapiju duze od mjesec dana.

Fenotipovi astme (N = 207)

= alergijska astma = astma izazvana virusnim infekcijama = nealergijska astma

Slika 5.9. Raspodjela ispitanika prema fenotipu. (N = 207)
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5.2.6. Raspodjela ispitanika prema terapiji

U trenutku uzimanja uzorka krvi za analizu TSLP-a 45 (21,7 %) ispitanika je bilo na terapiji
salbutamolom po potrebi, 122 (58,9 %) ispitanika je bilo na terapiji inhalacijskim
kortikosteroidom (ICS), 26 (12,6 %) na terapiji montelukastom (LTRA), 9 (4,4 %) na
kombinacijskoj terapiji inhalacijskim kortikosteroidom i montelukastom (ICS + LTRA), 5 (2,4 %)
ispitanika bilo je na kombinacijskoj terapiji inhalacijskim kortikosteroidom i dugodjelujuéim

beta-2 agonistom (ICS + LABA) (Slika 5.10.).

Terapija

140
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120

100

80

60

broj ispitanika

40

20 9 5

0

M salbutamolom po potrebi BICS m montelukast M ICS+montelukast ®ICS + LABA

Slika 5.10. Raspodjela ispitanika prema terapiji (N = 207)

5.2.7. PridruZene alergijske bolesti

U ovom istraZzivanju uoceno je da je 80 (38,7 %) djece od ukupnoga broja ispitanika s astmom
(N=207) imalo pridruzene simptome alergijskog rinitisa. Atopijski dermatitis tijekom
djetinjstva imalo je 74 (35,8 %) ispitanika, od ¢ega 68 (32,9 %) ispitanika u ranijem djetinjstvu,
a recidive atopijskog dermatitisa u posljednjih 12 mjeseci imalo je 6 (2,9 %) ispitanika. U

trenutku ukljucivanja u istrazivanje u svih je ispitanika atopijski dermatitis bio u remisiji.

Simptome alergijskog rinitisa ili atopijskog dermatitisa uz astmu tijekom djetinjstva imalo je
122 (58,9 %) ispitanika, a 32 (15,5 %) ispitanika imalo je simptome i alergijskog rinitisa i

atopijskog dermatitisa. Oralni alergijski sindrom imala su 3 (1,5 %) ispitanika s astmom.
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5.3. Vrijednosti koncentracija TSLP-a u serumu u ispitivanoj i kontrolnoj

skupini

Koncentracija TSLP-a u serumu znacajno je veca (p = 0.0035, Mann Whitney test) u grupi djece

oboljele od astme (medijan, interkvartilni raspon; 486 pg/ml, 117-1053 pg/ml) u usporedbi s

kontrolnom skupinom ispitanika (medijan, interkvartilni raspon; 302,5 pg/ml, 114,5-639,5

pg/ml) (Slika 5.11.). Tablica 5.2. prikazuje izmjerene koncentracije TSLP-a u serumu.

Tablica 5.2. Vrijednosti koncentracije TSLP-a (pg/ml) u serumu u ispitivanoj i kontrolnoj skupini

N Min. | Max. | Medijan Aritmeticka sredina SD
Astma 207 14 2216 486 653 592,5
Kontrolna skupina 100 4 1514 302,5 391,7 334,4
p =0.0035
2500
. 2000
E
S 1500
e
0 1000-
7
[
500
0o-——+—+

astma kontrole

Slika 5.11. Koncentracija TSLP-a u serumu djece oboljele od astme i u kontrolnoj skupini
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5.4. Vrijednosti koncentracije TSLP-a u serumu u tri razli¢ita fenotipa astme
(alergijska astma, astma inducirana virusnim infekcijama, nealergijska

astma)

Ne postoji statisticki znacajna razlika (p = 0,8126, Kruskal-Wallisov test) u koncentraciji TSLP-
a u serumu izmedu tri razli¢ita fenotipa astme; alergijske astme (medijan, interkvartilni
raspon; 449,5 pg/ml, 104,8-1079 pg/ml), astme inducirane virusnim infekcijama (medijan,
interkvartilni raspon; 536 pg/ml, 131-1124 pg/ml) i nealergijske astme (medijan, interkvartilni
raspon; 482,5 pg/ml, 199,3-802 pg/ml) (Slika 5.12.).

p =0,8126

TSLP (pg/mL)

Slika 5.12. Koncentracije TSLP-a u serumu u tri razli¢ita fenotipa astme: alergijska astma (N =

132), astma inducirana virusnim infekcijama (N = 45) i nealergijska astma (N = 30)

Takoder ne postoji statisticki znacajna razlika (p = 0,7680, Kruskal-Wallisov test) u
koncentraciji TSLP-a u serumu u djece s dobrom kontrolom astme prema ACT upitniku, izmedu
tri razli¢ita fenotipa astme: alergijska astma (medijan, interkvartilni raspon; 449,5 pg/ml,

102,8-1094 pg/ml), astme inducirane virusnim infekcijama (medijan, interkvartilni raspon;
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536 pg/ml, 133-1080 pg/ml) i nealergijske astme (medijan, interkvartilni raspon; 461 pg/ml,
197-794 pg/ml) (Slika 5.13.)

p = 0,768

N

o

o

o

1
woads oo

TSLP (pg/ml)

Slika 5.13. Koncentracije TSLP-a u serumu u djece s dobrom kontrolom astme ovisno o
fenotipu astme: alergijska astma (N = 114), astma inducirana virusnim infekcijama (N = 43) i

nealergijska astma (N = 27)

5.5. Povezanost koncentracije TSLP-a u serumu i kontrole astme na osnovi

upitnika u djece starije od 4 godine

Ne postoji statisticki znacajna razlika (p = 0,6055, Mann Whitney test) u koncentraciji TSLP-a
u serumu izmedu djece s dobro kontroliranom (medijan, interkvartilni raspon; 442 pg/ml,
116-1113 pg/ml) i nekontroliranom astmom u prethodna 4 tjedna na temelju podataka
dobivenih ACT upitnikom u djece starije od 4 godine (medijan, interkvartilni raspon; 535

pg/ml, 190-1143 pg/ml) (Slika 5.14.).
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Slika 5.14. Serumske koncentracije TSLP-a prema bodovnom zbroju ACT upitnika (N = 123, 23)

U 146 djece starije od 4 godine kod kojih je ucinjen test kontrole astme nije nadena korelacija
izmedu koncentracije TSLP-a u serumu (Spearmanova korelacija; r =-0,0632, p = 0,4486; Slika

5.15.)
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r=-0,0632
p = 0,4486

TSLP (pg/mL)

0 10 20 30
ACT upitnik (broj bodova)

Slika 5.15. Korelacija koncentracije TSLP-a u serumu i testa kontrole astme (N = 146)

5.6. Povezanost koncentracije TSLP-a u serumu i testa plué¢ne funkcije

Ne postoji statisti¢ki znacajna razlika (p = 0,932, Mann Whitney test) u koncentraciji TSLP-a u
serumu izmedu djece s urednom spirometrijom (medijan, interkvartilni raspon; 457 pg/ml,
117-1180 pg/ml) i opstruktivnim smetnjama ventilacije u spirometriji (medijan, interkvartilni

raspon; 484 pg/ml, 124,5-1146 pg/ml).

Takoder ne postoiji statisticki znacajna razlika (p = 0,4962, Mann Whitney test) u koncentraciji
TSLP-a u serumu izmedu djece s negativnim (medijan, interkvartilni raspon; 513 pg/ml,
118,8-1303 pg/ml) i pozitivhim bronhoprovokacijskim testom salbutamolom u spirometriji

(medijan, interkvartilni raspon; 419 pg/ml, 116-1053 pg/ml).

Nije nadena korelacija izmedu koncentracije TSLP-a u serumu i FEV1 (Pearsonova korelacija; r
= 0,01, p = 0,9108), niti izmedu koncentracije TSLP i MEF50 (Pearsonova korelacija; r = 0,065,
p =0,467); Slika 5.16.
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Slika 5.16. Korelacija koncentracije TSLP-a u serumu i pluéne funkcije a) FEV1 % ocekivanog,

b) MEF50 % ocekivanog; (N = 128)

5.7. Vrijednosti koncentracije TSLP-a u serumu u akutnoj egzacerbaciji astme,

te u iste djece u mirnoj (asimptomatskoj) fazi bolesti

U 25 ispitanika s astmom odreden je TSLP u akutnoj egzacerbaciji astme, u njih 23 TSLP je
odreden i u mirnoj (asimptomatskoj) fazi bolesti, te su ti bolesnici uklju¢eni u daljnje analize.
Ispitanici su prikazani u Tablica 5.3. Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu serumske
koncentracije TSLP-a (p = 0,6785, t-test za povezane uzorke) u vrijeme egzacerbacije astme
(aritmeticka sredina, SD; 677,1 pg/ml, 507,4 pg/ml) u usporedbi s mirnom fazom bolesti nasih
ispitanika (aritmeticka sredina, SD; 719,7 pg/ml, 591,2 pg/ml) (Slika 5.17.). Zatim smo
analizirali koncentracije TSLP-a u asimptomatskoj fazi bolesti i u akutnoj egzacerbaciji astme
za svakog ispitanika pojedinacno (Slika 5.18.), te promjene koncentracije TSLP-a izmedu
vrijednosti u asimptomatskoj fazi bolesti i u akutnoj egzacerbaciji izrazene u postotku (Slika

5.19.).
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Tablica 5.3. Ispitanici kod kojih je ucinjen uzorak seruma i u mirnoj fazi bolesti i u akutnoj

egzacerbaciji astme

TSLP pg/m| TSLP pg/ml Promjena Fenotip Uzrok .. PCR brisa
N  asimptomatsk . TSLP-au egzacerbacij
egzacerbacija astme . NF
afaza % e - klinicki
1 721 968 34,2% 1 10
2 46 101 121,1% 1 10
3 613 644 5,0% 1 1 Rinovirus
4 1050 1337 27,3% 1 10
5 1959 1345 -31,3% 1 10
6 80 149 86,7% 1 2 0
7 369 17 -95,5% 1 10
8 201 434 115,9% 2 , Adenovirus,
Rinovirus
9 324 1049 224,2% 1 30
10 958 1481 54,5% 1 10
Koronavirus
11 87 146 67,4% 2 2 229E/NL63,
Rinovirus
12 1425 1936 35,8% 3 2 0
13 461 379 -17,9% 3 2 0
14 70 295 321,4% 1 1 negativan
15 180 204 13,3% 1 10
Parainfluen
16 1334 780 -41,5% 1 , catip2, RSV
tip B,
Rinovirus
17 682 764 12,0% 2 2 Rinovirus
18 778 785 0,9% 2 2 0
19 2012 777 -61,4% 1 10
20 1307 113 -91,4% 1 1 Rinovirus
21 747 766 2,5% 1 5 | Adenovirus,
Enterovirus
22 102 346 239,2% 2 2 negativan
23 1046 757 -27,6% 1 2 Rinovirus
Legenda:

Fenotip astme: 1 — alergijska astma, 2 — astma izazvana virusnim infekcijama, 3 — nealergijska
astma

Uzrok egzacerbacije - klinicki: 1 — alergija, 2 — virus, 3 — alergija i virus

0 - nije ucinjeno
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TSLP (pg/ml)

Slika 5.17. Koncentracije TSLP-a u serumu u asimptomatskoj fazi bolesti i u akutnoj

egzacerbaciji astme (N = 23)
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Slika 5.18. Serumske koncentracije TSLP-a u asimptomatskoj fazi bolesti i u akutnoj

egzacerbaciji astme za svakog ispitanika pojedinac¢no (N = 23)
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Slika 5.19. Promjena koncentracije TSLP-a izmedu asimptomatske faze i akutne egzacerbacije

astme izraZzene u postotku (N = 23)

5.7.1. Koncentracija TSLP-a u serumu u akutnoj egzacerbaciji astme ovisno o PCR nalazu

brisa NF na respiratorne viruse

U 10 ispitanika u akutnoj egzacerbaciji bolesti ucinjen je i bris NF na petnaest respiratornih
virusa multiplex PCR metodom (za detekciju slijedecih virusa: adenovirus, koronaviruse
229E/NL63 i OC43, viruse parainfluence tipa 1, 2, 3 i 4, viruse influence tipa A i tipa B,
respiratorni sincicijski virus tipa A i tipa B, metapneumovirus, bokavirus, rinovirus i
enterovirus). U 4 ispitanika iz brisa NF izoliran je jedan virus (rinovirus), koinfekcija dvama
virusima nadena je u 3 ispitanika (adenovirus i rinovirus; adenovirus i enterovirus; koronavirus
229E/NL63 i rinovirus), u 1 ispitanika nadena je koinfekcija s tri virusa (parainflenca tip 2, RSV

tip B i rinovirus), a u 2 ispitanika bris je bio negativan.
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Slika 5.20. Promjena TSLP-a u postotku ovisno o nalazu PCR-a brisa NF na respiratorne viruse

(N =10)

Nadena je statisticki znacajna promjena serumske koncentracije TSLP-a (p = 0,0412, Welchov
t-test) u ispitanika s negativnim brisom NF (medijan, interkvartilni raspon; +280,3 %, +239 do
321,4 %) u usporedbi s pozitivnim PCR nalazom brisa NF na neki od respiratornih virusa

(medijan, interkvartilni raspon; +3,78 %, -38,05 do 53,53 %) (Slika 5.20.).

5.7.2. Koncentracija TSLP-a u serumu u akutnoj egzacerbaciji astme ovisno o

predmnijevanome okidacu egzacerbacije

Ispitanici u akutnoj egzacerbaciji astme su potom na temelju anamneze i klinicke slike
podijeljeni u tri skupine prema klinicki predmnijevanome okidacu egzacerbacije (alergen,
virus, oboje) (Tablica 5.4.). U trecoj skupini je bio samo jedan ispitanik pa on nije ukljucen u
daljnju analizu. Nije bilo statisti¢ki znacCajne razlike izmedu promjene serumske koncentracije
TSLP-a (p = 0,6063, Mann Whitney test) kod alergenom (medijan, interkvartilni raspon; 13,3
%, -61,4 do 54,5 %) u usporedbi s virusom inducirane egzacerbacije bolesti (medijan,

interkvartilni raspon; 12 %, -17,9 do 86,67 %) (Slika 5.21.).
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Tablica 5.4. Promjene koncentracije TSLP-a u serumu, izrazena u postotku, prema klinicki

predmnijevanome okidacu egzacerbacije

Uzrok egzacerbacije alergija virus alergija i virus
broj ispitanika 11 11 1
Minimum -95,52 -41,53 224,2
25% -61,38 -17,91 224,2
Medijan 13,33 12,02 2242
75% 54,49 86,67 224,2
Maximum 321,4 239,2 224,2

Uzrok egzacerbacije
p =0,6063
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Slika 5.21. Promjene serumske koncentracije TSLP-a u postotcima ovisno o klinicki

predmnijevanom okidacu egzacerbacije (N = 23)
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5.8. Koncentracije TSLP-a u serumu ispitanika s novootkrivenom astmom i
ispitanika s prethodno postavljenom dijagnozom astme koja uzimaju

protuupalnu terapiju

Ne postoji statisticki znacajna razlika (p = 0,8747, Mann Whitney test) u koncentraciji TSLP-a
u serumu izmedu ispitanika s novootkrivenom astmom (koji nisu uzimali protuupalnu terapiju)
(medijan, interkvartilni raspon; 495 pg/ml, 115,5-971,5 pg/ml) i ispitanika s prethodno
postavljenom dijagnozom astme koja uzimaju protuupalnu terapiju duze od mjesec dana (ICS,

LTRA, ICS+LTRA, ICS+LABA) (medijan, interkvartilni raspon; 485 pg/ml, 126-1082 pg/ml) (Slika

5.22.).
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Slika 5.22. Koncentracija TSLP-a u serumu u ispitanika s novootkrivenom astmom (N = 45) i
ispitanika s prethodno postavljenom dijagnozom astme (N = 162) koja uzimaju protuupalnu

terapiju
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5.8.1. Koncentracije TSLP-a u serumu ispitanika s novootkrivenom astmom i ispitanika s

prethodno postavljenom dijagnozom astme ovisno o terapiji

Ne postoji statisti¢ki znacajna razlika (p = 0,9883, Kruskal-Wallisov test) u koncentraciji TSLP-
a u serumu izmedu ispitanika na terapiji salbutamolom po potrebi, inhalacijskim
kortikosteroidom (ICS), montelukastom (LTRA), na kombinacijskoj terapiji inhalacijskim
kortikosteroidom i montelukastom (ICS + LTRA), na kombinacijskoj terapiji inhalacijskim

kortikosteroidom i dugodjeluju¢im beta-2 agonistom (ICS + LABA) (Tablica 5.5., Slika 5.23.).

Tablica 5.5. Koncentracije TSLP-a u serumu ovisno o vrsti terapije (salbutamol po potrebi, ICS,

LTRA, ICS + LTRA, ICS + LABA)

salbutamol ICS LTRA ICS + LTRA | ICS + LABA
Broj ispitanika 45 122 26 9 5
Minimum 14,00 20,00 19,00 15,00 55,00
Maximum 1888 2216 1760 1919 1959
Medijan 495,0 438,0 535,5 500,0 457,0
Interkvartilni raspon 115,5-971,5|125-1047|132-1196 | 73 -1592 | 62,5 - 1551

ICS — inhalacijski kortikosteroid, LTRA — montelukast, LABA - dugodjelujuéi beta-2 agonist
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Slika 5.23. Koncentracije TSLP-a u serumu ovisno o terapiji (N = 207)

5.8.2. Koncentracije TSLP-a u serumu djece s novootkrivenom astmom i djece s prethodno

postavljenom dijagnozom astme koja su uzimala kortikosteroidnu terapiju

Ne postoji statisticki znacajna razlika (p = 0,9863, Mann Whitney test) u koncentraciji TSLP-a
u serumu izmedu djece s novootkrivenom astmom (medijan, interkvartilni raspon; 495 pg/ml,
115,5-971,5 pg/ml) i djece s prethodno postavljenom dijagnozom astme koja su uzimala
kortikosteroidnu terapiju (inhalacijski kortikosteroid sam ili u kombinaciji s LTRA ili LABA)

(medijan, interkvartilni raspon; 449,5 pg/ml, 117-1052 pg/ml) (Slika 5.24.).

78



p = 0,9863

2500
20004 | s
E 1500 :
g S 4
Q. 1000-
n
-
500_ ° "
0_
AN RN
‘b&o &
oo
N &
% &
R
Q
&
69
e

Slika 5.24. Koncentracije TSLP-a u serumu ispitanika bez protuupalne terapije (N = 45) i

ispitanika na terapiji inhalacijskim kortikosteroidom (N = 136)

5.9. Vrijednosti koncentracije TSLP-a u serumu ovisno o pridruzenim

alergijskim bolestima

Ne postoji statisti¢ki znacajna razlika (p = 0,5291, Kruskal-Wallisov test) u koncentraciji TSLP-
a u serumu izmedu ispitanika koji imaju astmu bez pridruzenih atopijskih bolesti; koji imaju
astmu i AR, a nemaju AD; koji imaju astmu i AD, a nemaju AR; i ispitanika koji imaju i astmu i

AR i AD) (Tablica 5.6., Slika 5.25.).
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Tablica 5.6. Koncentracija TSLP-a u serumu ispitanika ovisno o pridruzenim atopijskim

bolestima

samo astma | astma + AR-AD | astma + AD - AR | astma + AR+ AD
Broj ispitanika 85 48 42 32
Minimum 19,00 20,00 15,00 14,00
Maksimum 2216 2136 1932 1959
Medijan 516,0 623,0 213,0 478,5
Interkvartilni raspon | 200 - 1069 75,5 -1262 102 - 852,3 117,8-1018

AR — alergijski rinitis, AD — atopijski dermatitis
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Slika 5.25. Vrijednosti TSLP-a u ispitanika s astmom +/- AD +/- AR (N = 207)

5.10. Analiza TSLP-a

Zbog velike rasprsenosti izmjerene vrijednosti TSLP-a (Tablica 5.2.), ispitanike oboljele od

astme smo s obzirom na kvartile podijelili u tri skupine. Prvu kvartilnu skupinu (Q1) Cinili su

ispitanici s rasponom TSLP izmedu 14-116 pg/mL, drugu kvartilnu skupinu (Q2) 117-1053

pg/mL, a trecu kvartilnu skupinu (Q3) s rasponom od 1054-2216 pg/mL.
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Nismo nasli statisticki znacajnu razliku izmedu kvartilnih skupina ovisno o dobi (p = 0,3016,
Kruskal-Wallisov test), spolu (p = 0,6938, Hi-kvadrat test), prethodnoj terapiji inhalacijskim
kortikosteroidom (p = 0,9785, Hi-kvadrat test), stupnju kontrole astme prema ACT upitniku (p
= 0,9191, Hi-kvadrat test), pozitivnom koZnom ubodnom testu na inhalacijske alergene (p =
0,3187, Hi-kvadrat test), koZnom ubodnom testu na Dermatophagoides pteronyssinus (p =
0,4895, Hi-kvadrat test), koZnom ubodnom testu na pelud trava (p = 0,4941, Hi-kvadrat test),
koZznom ubodnom testu na pelud stabala (p = 0,1648, Hi-kvadrat test), koZnom ubodnom

testu na ambroziju (p = 0,4774, Hi-kvadrat test). Ti rezultati nisu graficki prikazani.

Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu kvartilnih skupina ovisno o tri razli¢ita fenotipa
astme (p = 0,5967, Hi-kvadrat test), dokazanoj senzibilizaciji na barem jedan inhalacijski ili
nutritivni alergen (p = 0,1750, Hi-kvadrat test), nalazu spirometrije FEV1 (p = 0,9030, Hi-
kvadrat test), MEF50 (p = 0,8024, Hi-kvadrat test), bronhodilatacijskom testu salbutamolom
(p =0,5029, Hi-kvadrat test), vrijednosti NO u izdahnutom zraku (p = 0,3946, Kruskal-Wallisov
test), obiteljskoj anamnezi na atopiju (p = 0,9436, Hi-kvadrat test), niti prema podatku o

pusenju roditelja (p = 0,4122, Hi-kvadrat test). Ti rezultati nisu graficki prikazani.

Takoder nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu kvartilnih skupina ovisno o pridruzenom
alergijskom rinitisu (p = 0,5810, Hi-kvadrat test) ili atopijskom dermatitisu (p = 0,2310, Hi-

kvadrat test). Ti rezultati nisu graficki prikazani.

Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu kvartilnih skupina prema vrijednosti ukIgk (p =
0,8167, Kruskal-Wallisov test), ECP (p = 0,1623, Kruskal-Wallisov test), splgE na
Dermatophagoides pteronyssinus (p = 0,3594, Kruskal-Wallisov test), splgE na ambroziju (p =
0,7477, Kruskal-Wallisov test), splgE na pelud stabala (p = 0,5502, Kruskal-Wallisov test), splgE
na pelud trava (p = 0,8555, Kruskal-Wallisov test), splgE na dlaku macke (p = 0,5341, Kruskal-
Wallisov test), splgE na dlaku psa (p = 0,4312, Kruskal-Wallisov test), splgE na kikiriki (p =
0,3405, Kruskal-Wallisov test), o vrijednosti leukocita (p = 0,0837, Kruskal-Wallisov test),
neutrofila (p = 0,6031, ANOVA), kao ni o relativnom (p = 0,9895, Kruskal-Wallisov test) niti
apsolutnom broju eozinofila (p = 0,7349, Kruskal-Wallisov test). Ti rezultati nisu graficki

prikazani.
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Nadena je statisticki znacajna razlike izmedu kvartilnih skupina ovisno o uhranjenosti u djece

nakon navrsene 2 godine starosti (p = 0,0331, Hi-kvadrat test) (Tablica 5.7., Slika 5.26.).

U skupini djece s najviSim vrijednostima TSLP-a (Q3) bilo je znacdajno vise djece prekomjerne

tjelesne tezine i pretilih.

Tablica 5.7. Raspodjela ispitanika starijih od dvije godine po kvartilnim skupinama ovisno o
procijeni stanja uhranjenosti - normalna tjelesna tezina (ITM izmedu 5. - 85. centile),
prekomjerna tjelesna tezina (ITM izmedu 85. - 95. centile), pretilost (ITM > 95. centile),

pothranjenost (ITM < 5. centile). (N = 192)

pothranjeni normalne TT prekomjerne TT pretili ukupno
Q1 9 (18 %) 33 (66 %) 5 (10 %) 3 (6 %) 50
Q2 6 (6,38 %) 68 (72,34 %) 11 (11,7 %) 9 (9,57 %) 94
Q3 1(2,08 %) 30 (62,5 %) 8 (16,67 %) 9 (18,75 %) 48
Ukupno 16 (8,3 %) 131 (68,2 %) 24 (12,5 %) 21 (10,9 %) 192

TT - tjelesna teZina, ITM - indeks tjelesne mase

IT™

p =0,0331

El pothranjeni

B normalna tjelesna tezina
B prekomjerna tjelesna tezina
33 pretili

Broj ispitanika
B
T

0-‘.‘!| ...m—'?-l;”l

Q1Q2Q3 Q1Q2Q3 Q1Q2Q3 Q1Q2Q3

Slika 5.26. Raspodjela ispitanika po kvartilnim skupinama ovisno o procijeni stanja

uhranjenosti. (N = 192)
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Ucinjen je i test korelacije izmedu koncentracije TSLP u serumu i svih izmjerenih varijabli (dob
izraZzena u godinama, dob izrazena u mjesecima, tjelesna visina, tjelesna masa, zbroj bodova
u ACT upitniku, ukIgk, ECP, splgE na D. pteronyssinus, splgE na ambroziju, splgE na pelud
stabala (joha, breza, lijeska, hrast, vrba), splgE na pelud trava (klupcasta oStrica, livadna
vlasulja, ljulj, livadna macica, livadna vlasnjaca), broj leukocita u krvi (x10°/L), postotak
eozinofilnih granulocita u krvi, postotak neutrofilnih granulocita u krvi, FeNO, parametre
funkcije plu¢a (FVC %, FEV1 %, MEF50 %), promjene u bronhodilatacijskom testu
salbutamolom (FEV1, MEF50)). Nije nadena korelacija izmedu koncentracije TSLP-a u serumu
i niti jedne mjerene varijable (vidi Tablica 5.8. i Tablica 5.9.), za sve mjerene korelacije

koncentracije TSLP u serumu sa drugim varijablama izmjeren je p > 0,05.

Tablica 5.8. Pearsonov korelacijski koeficijent (r) za korelacije izmedu mjerenih varijabli

TSLP

(pg/mL)
FVC % 0,01
FEV1 % 0,01
MEF50 % 0,06
Neutrofili u krvi (%) -0,06
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Tablica 5.9. Spearmanov korelacijski koeficijent (r) za korelacije izmedu mjerenih varijabli

TSLP
(pg/mL)

Dob (god) 0,00
Dob (mjeseci) -0,01
ACT upitnik -0,06
Ventolinski test FEV1 +% 0,03
Ventolinski test MEF50 +% 0,03
FeNO -0,02
Visina 0,02
TeZina 0,04
ukIgE -0,02
ECP 0,09
splgE D. pteronyssinus -0,05
splgE ambrozija -0,04
splgE drveée -0,05
splgE trave 0,03
Leukociti u krvi (x10°/L) -0,07

Eozinofili u krvi (%) 0,01



6. RASPRAVA

Astma djecje dobi veliki je izazov za klinicare, kako zbog poteskoca pri postavljanju dijagnoze,
tako i u pogledu prognoze i praéenja bolesti. U 21. stoljeéu, heterogenost astme u djetinjstvu
karakterizirana je s visSe razlicitih fenotipova i endotipova povezanih s razli¢itim patofizioloskim
putevima koji jo$ nisu sasvim razjasnjeni. Bolje razumijevanje etiologije i mehanizma bolesti

dovest ¢e do optimalnijeg lije¢enja ukljuéujudi ciljano personalizirano lije¢enje.3”*

Upalni biomarker koji bi dao dodatne informacije o ovim nepoznanicama predstavljao bi
ogromnu korist u svakodnevnoj klinickoj praksi. Medutim, jo$ uvijek ne postoji optimalni
upalni biomarker na temelju kojega se mozZe postaviti dijagnoza, odrediti terapija ili procijeniti
tijek bolesti. Mjerenje T2 upale u djecjoj astmi danas se postize odredivanjem razine ukupnog
IgE, serumskog eozinofilnog kationskog proteina, eozinofila u krvi, te razine NO u izdahnutom
zraku. To nam moze pomocdi u postavljanju dijagnoze astme, osobito u dojencadi i male djece
kod kojih je testove pluéne funkcije tesko izvesti.3’?2 Kombinacija biomarkera za atopiju, poput
senzibilizacije na alergene mjerene koznim ubodnim testom i/ili specifi¢nim IgE, ukupnim IgE,
FeNO i eozinofilijom u krvi povezuje se s rizikom razvoja astme u $kolskoj dobi.3'3 373 Ti markeri
mogu biti i korisni markeri teZzine astme djecje dobi. Prema pregledu literature, svi do sada
poznati biomarkeri su ograni¢enog ili za sada joS nejasnog znacenja za postavljanje dijagnoze
astme u djece. Izolirano mjerenje jednog biomarkera u tom smislu nije dovoljno. Kombinacija
tih biomarkera, zajedno s dobrom anamnezom i testovima pluéne funkcije, poboljsava
dijagnozu, odredivanje fenotipa i pracenje djeteta s astmom. Publikacije o djecjoj astmi
pokazuju kontroverzne rezultate. Do danas ne postoji definitivni biomarker koji bi olaksao
prepoznavanje djece s visokorizicnim fenotipovima koja ¢e kasnije razviti tesku trajnu

astmu.3’4

Astma je upalna bolest disnih putova posredovana pomagackim T2 stanicama. Brojna
istrazivanja ispituju ulogu TSLP kao glavnog regulatora imunosnog odgovora tipa 2. TSLP
proizveden od strane epitelnih stanica povrsSinskih barijera, kao sto su koza, plu¢a i crijeva,
aktivira TSLP receptor koji eksprimiraju dendritske stanice, te pokrec¢e imunosni odgovor
posredovan T2 stanicama.3’> Odnedavno se TSLP drzi kljuénim citokinom koji pokreée

dendritski imunosni odgovor posredovan T2 stanicama.*!
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Unato¢ do sada objavljenim istrazivanjima, jo$ uvijek je relativno malo podataka o
koncentraciji TSLP-a u serumu pacijenata s astmom u klinickim uvjetima, osobito u djecjoj
dobi, nepoznato je kako je ekspresija TSLP povezana s drugim biomarkerima astme, s tezinom
bolesti ili fenotipom astme. Takoder nije poznat ni njegov klinicki znacaj. Ovim istrazivanjem

pokusali smo donekle odgovoriti na neka od tih pitanja.

Definiciju i dijagnozu astme preporucio je Medunarodni sporazum o dijagnosticiranju i
lijeCenju astme, GINA, Cijih smjernica smo se pridrzavali u ovom istrazivanju. Poznato je da se
astma u djecjoj dobi prezentira razli¢itim klinickim slikama i tipovima upale te da odgovor na
terapiju nije jednak u svih bolesnika. Prema smjernicama, tri ili visSe reverzibilne
bronhoopstrukcije tijekom 3est mjeseci mogu se smatrati astmom,’®’ no, prema nekim
autorima, sigurnu dijagnozu astme moguce je postaviti tek nakon navrSene 5. godine Zivota

kada su dostupne objektivne metode definiranja bolesti.'88

U nasSe jeistraZivanje ukljuceno 207 djece s astmom, a kontrolnu skupinu ¢ini 100 zdrave djece.
Analiza rezultata ovog istraZivanja pokazala je viSe djecaka (64%) medu djecom s astmom, $to
je u skladu s dosadasnjim istrazivanjima koji pokazuju ve¢u prevalenciju astme kod djecaka u
prvom desetljecu Zivota. Veca uéestalost astme kod djecaka djelomiéno je posljedica manjeg
promjera disnih putova u odnosu na veli¢inu plu¢a u usporedbi s djevoj¢icama, te ¢eSée atopije
u djecaka. Poslije puberteta ove razlike se gube, te je ucestalost astme nakon puberteta

jednaka kod muskog i Zenskog spola sve do 40. godine, a nakon toga ucestalost je veéa u

Yena.185 376

Dodatnom analizom koncentracije TSLP-a u nasem istraZivanju, nije pronadena razliku u
koncentraciji TSLP-a izmedu kvartilnih skupina ovisno o dobi (p = 0,3), niti je pronadena
korelacija izmedu koncentracije TSLP-a u serumu i dobi izrazene u godinama (r = -0,0008) ili
mjesecima (r = -0,0078). Prema dostupnim podacima iz literature ne opisuju se razlike u

koncentraciji TSLP-a ovisno o dobi.”® 12°

U grupi nasih bolesnika, preosjetljivost na barem jedan testirani alergen zabiljezena je u 64%
ispitanika. Naj¢esci pozitivan inhalacijski alergen je grinja (Dermatophagoides pteronyssinus).
Na drugom mjestu po ucestalosti kod nasih ispitanika slijedi pelud trava. Zanimljivo, u koznom
ubodnom testiranju potom slijedi pelud stabala i ambrozije, dok prema nalazu specificnog IgE

slijede ambrozija pa pelud stabala.
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| druge studije u kojim je analizirana senzibilizacija na inhalacijske alergene kod djece s
astmom pokazale su da su djeca s astmom najcesée senzibilizirana na grinje. Preosjetljivost na
druge inhalacijske alergene bila je sli¢cna nasim rezultatima ispitivanja, a odredena odstupanja u
pogledu zastupljenosti mogu se najveéim dijelom objasniti razlikama u pogledu klimatskih zona u

kojima su ispitivanja vréena.?”’

Pozitivna obiteljska anamneza za astmu i druge alergijske bolesti rizi¢ni je faktor za astmu i

perzistentnu sipnju u djece koja u predskolskoj dobi imaju ponavljajuée epizode sipnje.

Analiza obiteljske anamneze ispitanika u nasem istrazivanju pokazuje visok postotak pozitivne
obiteljske anamneze na atopiju. Cak 78,3 % ispitanika imalo je pozitivnu obiteljsku anamnezu
na atopiju (astma, alergijski rinitis, atopijski dermatitis i/ili alergija na lijekove), dok je 60,5 %
ispitanika imalo pozitivnu obiteljsku anamnezu na astmu, 31,5 % na alergijski rinitis, 6,8 % na

atopijski dermatitis, a 1,2 % na alergiju na lijekove.

6.1. Koncentracije TSLP-a u serumu u mirnoj (asimptomatskoj) fazi bolesti

Teorijska, potencijalna uloga TSLP-a, citokina epitelnog podrijetla, u regulaciji protoka zraka u
disnim putovima i u pokretanju i podrzavanju upale T2 tipa kod astme in vivo sugerirana je u
brojnim dosadasnjim studijama na Zivotinjskim modelima i kod ljudi; no, nije nam poznato niti
jedno sustavno proucavanja njihove ekspresije paralelno u serumu djece koja boluju od astme

u "stvarnom Zzivotu".

U nasem istrazivanju analizirali smo vrijednosti koncentracije TSLP-a u serumu relativno velike
kohorte djece uzrasta od 1 do 13 godina s astmom, razliCite teZine bolesti i na razli¢itoj terapiji,
te u kontrolnoj skupini zdrave djece. U svih ispitanika nadena je detektabilna razina TSLP-a u
serumu. Istrazivanje je pokazalo statisticki znacajno vecu koncentraciju TSLP-a u serumu djece

s astmom u usporedbi sa zdravom kontrolnom skupinom (p < 0,005, Slika 5.11.).

Slicne rezultate, ali na stanicama bronhalnog epitela i submukoze prvi su prikazali Ying i
suradnici, koji su nasli povecane razine TSLP-a u bronhalnim epitelnim stanicama odraslih
astmaticara.?’ Li i suradnici takoder su nasli znacajno povisene koncentracije TSLP-a, IL-33, IL-
4, IL-5, IL-13 i IL-12p70 u bronhoalveolarnom lavatu astmati¢ara.®’” U istraZivanju Berraiesa i
suradnika sva djeca s astmom su imala znacajno viSe vrijednosti TSLP-a u induciranom

sputumu i serumu u usporedbi sa zdravim kontrolama. U tom istrazivanju nije bilo statisticki
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znacajne razlike u ekspresiji TSLP mRNA izmedu blage i srednje teske astme (p = 0,2), a
ekspresija TSLP mRNA u astmaticara je obrnuto korelirala s FEV1. Povecana razina TSLP-a i

TNF-a opazena u induciranom sputumu korelirala je s teZinom bolesti.1%!

Do sada objavljena istrazivanja uloge serumskog TSLP u djece s astmom pokazala su
neujednacene rezultate. Rezultate slicne nasima prikazali su i Chauhan i suradnici. U njihovom
istrazivanju, djeca s astmom imala su visu koncentraciju TSLP-a i IL-33 u plazmi u usporedbi s
kontrolnom skupinom. Chauhan i suradnici su izvijestili o postojanju slabe negativne korelacije
izmedu koncentracije TSLP-a i testa kontrole astme (r = -0.14, p > 0.05), te broja regulacijskih

T limfocita (r =-0.23, p = 0.07), no ta korelacija nije statisti¢ki znac¢ajna.*>*

Suprotno rezultatima naSega i prethodno opisanih istraZivanja, Koussih i suradnici nisu nasli
statisticki znacajnu razliku u koncentraciji TSLP-a u serumu izmedu djece oboljele od astme i
zdravih kontrola. U tom istrazivanju, kao i u nasem, koncentracija TSLP-a u serumu nije bila
znacajno visa u oboljelih od astme s alergijom u usporedbi s astmaticarima bez alergije,
takoder nije nadena povezanost izmedu serumske koncentracije TSLP-a i klinickih parametara
kontrole astme (FEV1), kao niti povezanost izmedu serumske koncentracije TSLP-a i broja

pozitivnih alergena u djece s alergijskom astmom.!>’

Demebhriisuradnici su u prospektivnoj kohortnoj URECA studiji pratili 236 djece od rodenja do
treée godine Zivota, mjeren je serumski TSLP u trenutku poroda (krv iz pupkovine), te potom
u 1, 2.i3. godini Zivota. Ni u jednom uzorku krvi pupkovine nije detektirana mjerljiva razina
TSLP-a. Rezultati istrazivanja su pokazali da detektabilni serumski TSLP nije znacajno povezan
s atopijskim dermatitisom, senzibilizacijom na alergene, niti ponavljaju¢om sipnjom tijekom
prve tri godine Zivota. U toj studiji ponavljajuca sipnja je definirana s najmanje dvije epizode
sipnje u prve tri godine Zivota od kojih je najmanje jedna epizoda u tre¢oj godini Zivota, a vazno
je i napomenuti da u istraZivanju nije mjerena koncentracija nego samo prisutnost ili
odsustnost serumskog TSLP-a. Prisustnost serumskog TSLP u dobi od godine dana bilo je
povezano sa smanjenom ucestalos¢u sipnje u dobi od 3 godine (p < 0,01) u djece koja nisu
senzibilizirana na inhalacijske alergene. Autori smatraju da ti rezultati ukazuju na moguce
razlike u patogenezi atopijske i neatopijske sipnje, te ostavljaju otvoreno pitanje uloge
prolazno povisenih vrijednosti TSLP-a tijekom izlaganja alergenima s mogu¢om ulogom u
razvoju atopijskog marsa. Takoder je interesantno da u toj kohorti nije bilo znacajne

povezanosti izmedu atopijskog dermatitisa i ponavljajuée sipnje. Autori su ostavili otvoreno
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pitanje moguceg javljanja pozitivne korelacije izmedu razine TSLP u plazmi i astme u kasnijem

Zivotu.1®

6.1.1. Koncentracije TSLP-a u serumu u tri razliCita fenotipa astme (alergijska astma, astma

inducirana virusnim infekcijama, nealergijska astma)

U nasem istraZivanju nije bilo statisticki znacajne razlike (p > 0,05) u koncentraciji TSLP-a u
serumu izmedu tri razli¢ita fenotipa astme (alergijske astme, astme inducirane virusnim
infekcijama i nealergijske astme), kako ni izmedu svih bolesnika s astmom (Slika 5.12.) tako ni

medu onima s dobrom kontrolom bolesti (Slika 5.13.).

U ovom istraZivanju podjela klini¢kog fenotipa, preuzeta je iz smjernica PRACTALL,® te su
djeca s astmom prema smjernicama podijeljena u fenotipove: 132 (63,8 %) djece klasificirano
je kao alergijska astma, 45 (21,7 %) djece kao astma potaknuta virusnim infekcijama i 30 (14,5

%) djece kao nealergijska astma.

Ponavljajuca sipnja u predskolskoj dobi najcesée se klasificira prema okidac¢ima. Razlikujemo
virusima potaknutu sipnju (ukoliko su virusne infekcije jedini okidac) ili sipnju potaknutu
mnogostrukim okida¢ima (ako se simptomi javljaju i izvan virusnih infekcija).'®8 Virusima
potaknuta sipnja ¢eSca je u djece predskolske dobi i posljedica je intermitentne opstrukcije
disnih putova u bolesnika s prethodno urednom plué¢nom funkcijom i bez simptoma izmedu
perioda sipnje. U Skolskoj dobi sipnja je najcesée potaknuta mnogostrukim okidacima,
povezana je s alergijom, Cesto je pozitivha obiteljska atopijska anamneza, a simptomi se
javljaju i izmedu perioda pogorsanja. ldentifikacija fenotipova klju¢na je za postavljanje
dijagnoze, primjenu terapije, te pomaze u razjasnjenju mehanizama bolest.'8” 188 Medutim,
virusima potaknuta epizodi¢na sipnja moze se s vremenom razviti u sipnju potaknutu
visestrukim okidacima i obrnuto.?’? Do promjene fenotipa tijekom vremena dolazi u ¢ak 55 %

djece.274 275

Fenotipovi astme mogu se dijeliti i prema tipu upale. Eozinofilna upala disnih putova najcesci
je tip prisutan u djetinjstvu.?’® Atopija je prisutna u 50 — 60 % odraslih i djece s astmom,?®
¢esca je u teskoj astmi kod djece.?®! Alergijski mehanizmi ne moraju biti jedini i/ili odluéujuéi
podlezedi ¢imbenici za razvoj astme. Neeozinofilnu astmu povezanu s neutrofilnom upalom

nalazimo ne samo u bolesnika s teSkom astmom, ve¢ i kod onih s umjerenom i blagom
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astmom. Okidaci ovakve upale u diSnim putovima mogu biti razliCiti, kao npr. bakterijski

endotoksini, oneti$éenje zraka, ozon, infekcije virusima i gljivama.?”®

Novija podjela klinickog fenotipa astme ovisno o tipu temeljne upale disnih putova razlikuje
T2 visoku i T2 nisku astmu. Imunosni odgovor tip 2 ukljuuje Th2 stanice, B stanice koje
stvaraju IgE, ILC2 i malu frakciju IL-4 stvarajuc¢ih NKi NKT stanica, bazofila, eozinofila, mastocita
i njihovih citokina. Postoji sloZena mreza izmedu citokina tipa 2 (IL-4, IL-5, IL-9 i IL-13) koje
uglavnom izluéuju stanice imunosnog tipa 2 i alarmina (TSLP, IL-33 i IL-25) koje oslobadaju
stanice tkiva, uglavnom epitelne stanice kao odgovor na Siroki raspon okolisnih podrazaja.
Sljededi alergijsku senzibilizaciju i posljedi¢nu stimulaciju dendritskih stanica u prisutnosti

koaktivatora kao $to je TSLP podrijetla epitela, Th2 stanice stvaraju IL-5, IL-4 i IL-13.291-2%3

U nealergijskoj eozinofilnoj astmi, prirodene limfoidne stanice stvaraju IL-5i IL-13 kao odgovor

na prostaglandin D2 i alarmine podrijetla epitela (IL-33, IL-25 i TSLP).

Gledano u cjelini, razlicite stanice koje mogu stvarati ili odgovoriti na TSLP pokazuju vaznu
ulogu ovog citokina u orkestriranju pocetnog odgovora na ozljedu epitela. lako je normalna
funkcija TSLP-a vjerojatno odrzavanje homeostaze tipa T2 na povrSinskim barijerama,
disregulirana ekspresija TSLP-a moze rezultirati razvojem upalnih reakcija tipa 2 Sto dovodi do

alergijskih bolesti.”?

U studiji Lina i suradnika znacajno vise serumske koncentracije TSLP nadene su u djece u
akutnoj egzacerbaciji astme u usporedbi sa zdravom djecom, dok vrijednosti TSLP u djece s
astmom, ali bez alergije nisu bile statisticki znacajno viSe u usporedbi sa zdravom djecom.
Takoder, u tom istrazivanju nije nadena statisticki znacajna razlika u koncentraciji TSLP-a u
serumu izmedu sljedecih skupina djece: zdravi (bez alergije i bez astme) vs. alergija bez astme,
alergija bez astme vs. astma s alergijom, zdravi vs. astma bez alergije, alergije bez astme vs.
astma bez alergije i astma bez alergije vs. astma s alergijom.*®® Liu i suradnici takoder nisu nasli

razlike u koncentraciji TSLP-a izmedu oboljelih od astme s alergijom i bez alergije.®’

Kada uzmemo u obzir rezultate naseg i dosadasnjih istrazivanja drugih autora, dolazimo do
pretpostavke o mogucem ekvivalentnom, nespecificnom TSLP odgovoru bez obzira na okidac

astme.
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6.1.2. Povezanost koncentracije TSLP-a u serumu i kontrole astme

Nismo nasli statisticki znacajnu povezanost izmedu koncentracije TSLP u serumu i kontrole
astme na osnovu upitnika u djece starije od 4 godine (p = 0,6). Nadena je neznatna negativna
korelacija izmedu koncentracije TSLP-a u serumu i broja bodova u testu kontrole astme

(Spearmanova korelacija; r =-0,0632, p = 0,4486).

Smijernice za lijeCenje astme predlaZzu brojne objektivne metode za procjenu kontrole bolesti
no u svakodnevnoj praksi najéesée se upotrebljavaju standardizirani upitnici, upitnici kvalitete
Zivota, spirometrijska mjerenja i mjerenje izdahnutog NO-a. Kombinacija objektivnih
pokazatelja kontrole bolesti razlikuje se od smjernica do smjernica, a primije¢eno je i ¢esto
neslaganje izmedu pojedinih parametara kontrole bolesti. 3’2 U dje¢joj dobi dobivanje
objektivnih mjerenja uvelike otezava i specificnost same populacije (loSija suradnja bolesnika
priizvodenju pretraga, te invazivnost pretraga kao znacajni eticki problem). Astma je kroni¢na
upalna bolest te se danas smatra da je pracenje upalnih zbivanja u diSnim putovima presudno
za procjenu kontrole i lije¢enje astme. Tradicionalni pokazatelji kontrole astme (simptomi i
spirometrija) slabo odraZavaju upalna zbivanja u ciljnom organu®’. 37° zbog &ega znanstvenici
intenzivno tragaju za novim idealnim biomarkerom lokalne upale u diSnim putovima koji bi
zadovoljio sve karakteristike idealnog pokazatelja kontrole bolesti u specificnoj populaciji:
visoka osjetljivost, specificnost i dijagnosticka to¢nost, potreba za minimalnom suradnjom
bolesnika, minimalna invazivnost, minimalni rizik komplikacija, ponovljivost, niska
interferencija s egzogenim i endogenim ¢imbenicima, te niski troskovi.38° Usprkos intenzivhom
traganju za idealnim biomarkerom lokalne upale u diSnim putovima, idealan pokazatelj
kontrole astme u djece jo$ nije identificiran. Na kontrolnim pregledima, za brzu procjenu
kontrole simptoma astme najcesce se koristi standardizirani upitnik — Upitnik o kontroli astme

za dje¢ju ili odraslu dob.3>°

U nasem istrazivanju, ispitanici stariji od 4 godine, zajedno s roditeljima, ispunili su Upitnik o
kontroli astme za djecu (Childhood Asthma Control Test, C-ACT), kako bi se utvrdio stupanj
kontrole astme. C-ACT se sastoji od sedam pitanja (uCestalost simptoma izazvanih tjelesnom
aktivnoscu, ucestalost kaslja i no¢nih simptoma) od kojih na prva Cetiri odgovara dijete, a na
zadnja tri odgovara roditelj. Moguci zbroj bodova je od 0 do 27, a zbroj manji od 20 ukazuje

na nekontroliranu astmu u prethodna 4 tjedna.?>® 36¢ Prema rezultatima C-ACT-a,
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nekontroliranu astmu u prethodna 4 tjedna u naSem istrazivanju imalo je 23 (15,8 %) od 146

ispitanika.

Rezultati naseg istraZzivanja potvrduju hipotezu da je serumska koncentracija TSLP-a u djece
oboljele od astme veca od koncentracije TSLP-a u zdrave populacije. Medutim nije potvrdena
pretpostavka da postoji razlika u koncentraciji TSLP-a medu razli¢itim fenotipovima astme u
djece, niti je nadena statisticki znacajna povezanost koncentracije TSLP-a u serumu i broja

bodova u testu kontrole astme.

Proucavajudi rezultate dostupnih istrazivanja, namece se pitanje, postoji li razlika, te kakva je
korelacija izmedu koncentracije TSLP-a u serumu i u bronhalnom stablu. U tri istrazivanja na
odraslim ispitanicima, mjerene su koncentracije u istih ispitanika u serumu i lokalne
koncentracije u diSnom putu (kondenzat izdaha, odnosno sputum). Istrazivanja Gliicka i
suradnika pokazalo je da oboljeli od astme imaju znacajno viSe vrijednosti TSLP-a u
kondenzatu izdaha nego zdrava skupina. U tom istraZivanju nije nadena korelacija izmedu
koncentracije TSLP u kondenzatu izdaha i koncentracije u serumu. Takoder, kao ni u nasem
istrazivanju, nije nadena korelacija izmedu serumske koncentracije TSLP-a i FEV1 ili ukupnog
IgE. Na osnovu tih rezultata, Gliick i suradnici su dosli do zakljucka kako koncentracija TSLP-a
u kondenzatu izdaha nije u korelaciji s koncentracijom u serumu, a to sugerira da je lokalna

epitelna reakcija neovisna o sistemskoj reakciji.3®!

Usporedujuéi izmjerene koncentracije TSLP-a u serumu u nasem i u drugim istraZivanjima,
uodili smo velike razlike izmedu izmjerenih vrijednosti. Razlog za to mogu biti razliciti
komercijalni ELISA kitovi koji je koristeni u razliCitim istrazivanjima. Gdrska i suradnici su
usporedili koncentracije TSLP-a izmjerene s dva razli¢ita ELISA kita u serumu, induciranom
sputumu i izdahnutom kondenzatu daha kod odraslih bolesnika s astmom, KOPB-om i u
kontrolnoj skupini, te su zakljucili da koncentracija TSLP-a jako ovisi o ELISA kitu koriStenom
za mjerenje. Usporedba rezultata dobivenih razliCitim testovima moze dovesti do pogresnih
zakljucaka. Autori tog istrazivanja, takoder su zakljucili da se koncentracija TSLP-a u sputumu
&ini pouzdanijim procjeniteljem astme nego koncentracija TSLP-a u serumu.3®? U recentnom
istrazivanju iste skupine autora izmjerene koncentracije TSLP-a u serumu bile su dvostruko
viSe od vrijednosti izmjerenih u sputumu. lako su apsolutne koncentracije TSLP-a bile vece u
bolesnika s astmom u usporedbi s kontrolnom skupinom, nije nadena statisticki znacajna

razlika u koncentraciji TSLP-a u serumu izmedu bolesnika s astmom i zdravih kontrola.
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Nasuprot tome, statisti¢ki znac¢ajno viSe razine TSLP-a izmjerene su u sputumu astmaticara u
usporedbi s zdravim kontrolama. Takoder je zanimljivo da u tom istrazivanju u kontrolnoj
skupini nije bilo detektabilne koncentracije TSLP-a u sputumu, za razlike od razine u serumu, i

ekspresije TSLP mRNA u sputumu.383

Znacajno vise vrijednosti TSLP-a u serumu ispitanika s astmom u nasem istrazivanju u odnosu
na zdrave ispitanike u skladu je s prethodno iznesenim stavovima i potvrduju proupalni utjecaj

TSLP-a u Th2 posredovanoj upali vjerojatno putem uloge alarmina.

Ako uzmemo u obzir prethodno navedeno, ostaje otvoreno pitanje vaznosti mjerenja TSLP-a
u sputumu, te o mogucoj ulozi koncentracije TSLP-a u sputumu kao potencijalnog biomarkera

astme.

6.1.3. Koncentracija TSLP-a u serumu i protuupalna terapija

Pregledom dostupne literature nisu zabiljeZzena istrazivanja utjecaja ICS-a, a ni ostalih

osnovnih lijekova za kontrolu astme na koncentracije TSLP-a u serumu.

U nasem istrazivanju 45 (21,7 %) ispitanika s astmom bilo je na terapiji salbutamolom po
potrebi, 122 (58,9 %) ispitanika je bilo na terapiji inhalacijskim kortikosteroidom (ICS), 26 (12,6
%) na terapiji montelukastom (LTRA), 9 (4,4 %) na kombinacijskoj terapiji inhalacijskim
kortikosteroidom i montelukastom (ICS + LTRA), 5 (2,4 %) ispitanika bilo je na kombinacijskoj
terapiji inhalacijskim kortikosteroidom i dugodjelujuéim beta-2 agonistom (ICS + LABA). Nije
bilo statisticki znacajne razlike (p > 0,05) u koncentraciji TSLP-a u serumu djece ovisno o vrsti
terapije, niti je bilo statisticki znacajne razlike (p > 0,05) u koncentraciji TSLP-a u serumu
izmedu ispitanika koji nisu uzimali protuupalnu terapiju i ispitanika na protuupalnoj terapiji.
Takoder nije bilo statisti¢ki znacajne razlike (p > 0,05) u koncentraciji TSLP-a u serumu izmedu
djece s novootkrivenom astmom i djece s prethodno postavljenom dijagnozom astme koja su
uzimala kontinuiranu kortikosteroidnu terapiju (inhalacijski kortikosteroid sam ili u

kombinaciji s LTRA ili LABA) u periodu duzem od mjesec dana.

Inhalacijski kortikosteroidi su danas lijek prvog izbora u lije¢enju svih fenotipova astme i

puta, poboljSanje kvalitete Zivota, plu¢ne funkcije i smanjenja hiperreaktivnosti bronhalnog

stabla. Smanjenje upale dovodi do smanjenja simptoma astme. Navedene ucinke ostvaruju na
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razli¢ite nacine, ICS djeluje na stanicnu komponentu upale tako Sto suprimira stvaranje
kemotakti¢nih medijatora i adhezijskih molekula, smanjuje stvaranje brojnih citokina i
kemokina. Odnos i utjecaj ICS-a na TSLP nije razjasnjen. Dosadasnja ispitivanja na kulturama
stanica su ukazala na ulogu TSLP-a u nastanku kortikosteroidne rezistencije. Naime, ispitivanje
provedeno od Kabate i suradnika ukazuju da jedan od potencijalnih mehanizama
kortikosteroidne rezistencije koji se moze javiti kod T2 posredovane upale diSnih putova moze
nastati uslijed utjecaja TSLP-a na ILC2, u kojoj TSLP aktivira anti-apoptoti¢cku molekulu Bcl-xL

putem STATS puta.®®

Iz rezultata naseg istraZzivanja mozemo zakljuciti da serumska koncentracija TSLP-a ne ovisi o
uzimanju terapije, niti ovisi o vrsti osnovne terapije koju bolesnik s astmom uzima. Takoder
mozemo zakljuciti da kontinuirana terapija ICS-om ne utjeCe na koncentraciju TSLP-a u
serumu, jer nema statisticki znacajne razlike u koncentraciji TSLP izmedu ispitanika na terapiji
salbutamolom i ispitanika na terapiji ICS-om (sam ili u kombinaciji s LTRA ili LABA). Indirektno
iz nasih rezulatata se moze zakljuciti da koncentracija TSLP-a u serumu ne ovisi o teZini bolesti,
jer djeca na kombiniranoj terapiji, koja se primijenjuje kao stupanj vise kod loSe kontrole
bolesti, nisu imala viSe vrijednosti TSLP-a od djece bez terapije ili one koja uzimaju

monoterapiju.

Nase zapaZanje je kompatibilno s rezultatima Lia i suradnika, koji su zakljucili da je stvaranje
IL-33 i TSLP relativno neosjetljivo na inhibiciju kortikosteroidima u astmi u usporedbi s onim
nizvodnih citokina tipa Th2 IL-4, IL-5i IL-13, odnosno da ICS i oralni kortikosteroidi ne inhibiraju

alarmine. U tom istraZivanju koncentracija TSLP-a je mjerena u BAL-u. 7°

6.1.4. Astmai komorbiditeti

U nasem istrazivanju je analizirana pojava alergijskog rinitisa i atopijskog dermatitisa u djece s
astmom. PridruZzene simptome alergijskog rinitisa tijekom djetinjstva od ukupnog broja
ispitanika s astmom imalo je 80 (38,7%) ispitanika. Atopijski dermatitis tijekom djetinjstva
imalo je 74 (35,8 %) ispitanika, od ¢ega 68 (32,9 %) ispitanika u ranijem djetinjstvu, a recidive
atopijskog dermatitisa u posljednjih 12 mjeseci imalo je 6 (2,9 %) ispitanika. Simptome astme,
alergijskog rinitisa i atopijskog dermatitisa tijekom djetinjstva imalo je 32 (15,5 %) ispitanika,

Sto ukazuje na zajednicki patofiziololoski proces u djece s atopijom.
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Istrazivanja provedena na velikom broju bolesnika pokazuju da je atopijski dermatitisi u
dojenackom periodu prisutan kod 9,1 % oboljelih od alergijske astme. Podaci iz literature
potvrduju da je atopijski dermatitis u dojenackoj dobi rizi¢ni ¢imbenik za nastanak alergijske

astme u kasnijem djetinjstvu, $to je u skladu s hipotezom atopijskog mar3a.38

Kod nasih ispitanika koji imaju astmu bez pridruzenih atopijskih bolesti i onih koji imaju astmu
i AR, a nemaju AD; koji imaju astmu i AD, a nemaju AR; i ispitanika koji imaju i astmu i AR i AD,
nismo nasli statisticki znac¢ajnu razliku (p = 0,5291) u koncentraciji TSLP-a u serumu. Svakako,
treba uzeti u obzir da su sva djeca s atopijskim dermatitisom u trenutku uzimanja uzorka bila

u remisiji AD (urednog klinickog statusa koze).

6.2. Koncentracija TSLP-a u serumu u akutnoj egzacerbaciji astme

Uvidom u literaturu nije nadeno da je netko prije nas usporedivao promjene koncentracije

TSLP-a u serumu u istog bolesnika izmedu asimptomatske faze bolesti i egzacerbacije astme.

Dosadasnja istraZivanja na eksperimentalnim Zivotinjskim modelima i kod ljudi pokazala su da
je TSLP jedan od klju¢nih citokina koji u astmi pridonosi egzacerbaciji upale di$nih putova.®®
Transgenicna ekspresija TSLP-a u eksperimentalnim misjim modelima pojacava obiljezja
astme, ukljucujuci upalu disnih putova, infiltraciju eozinofila, hiperplaziju epitelnih stanica i

akutnu hiperreaktivnost didnih putova.?” 7

U naSem istrazivanju, u kohortnoj skupini ispitanika (23 ispitanika) usporedili smo
koncentracije TSLP-a u serumu tijekom akutne egzacerbacije astme te u iste djece u mirnoj
fazi bolesti. Nije nadena statisticki znacajna razlika u koncentraciji TSLP-a u serumu (p > 0,05)
u akutnoj egzacerbaciji astme u usporedbi s uzorkom uzetim u mirnoj fazi bolesti. Zatim smo
analizirali promjenu koncentracije TSLP-a izmedu vrijednosti u asimptomatskoj fazi bolesti i u
akutnoj egzacerbaciji izrezene u postotku za svakog ispitanika posebno. Raspon promjene

koncentracije TSLP-a se kretao od -95,5 % do + 321,4 %.

U 10 ispitanika u akutnoj egzacerbaciji astme uzet je i bris NF na petnaest respiratornih virusa
multiplex PCR metodom. Kako se rutinski ne provodi testiranje na prisutnost respiratornih
virusa u diSnim putovima za vrijeme epizoda sipnje, uzorak uzetih briseva je relativho mali.
Zanimljivo, porast serumske koncentracije TSLP-a bio je statisticki znacajno veéi (p < 0,05) u u

ispitanika s negativnim PCR brisom NF u usporedbi s pozitivnim nalazom PCR brisa NF na neki
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od respiratornih virusa. Kod dva bolesnika kod kojih u brisu NF nije izoliran ni jedan od 15
virusa porast TSLP je bio znacajan (+239% i +321%) u odnosu na vrijednosti TSLP-a u tih
bolesnika u asimptomatskoj fazi bolesti. 1z tih rezultata bi se moglo zakljuciti da pri alergenom
iduciranim egzacerbacijama dolazi do jaCeg porasta TSLP-a nego pri virusnim. Medutim, kada
smo svih 23 ispitanika na temelju anamneze i klinicke slike podijelili u skupine prema klinicki
predmnijevanome okidaCu egzacerbacije (alergen, virus, oboje), nije bilo statisticki znacajne
razlike izmedu promjene serumske koncentracije TSLP-a (p > 0,05) izmedu alergenom i
virusom inducirane egzacerbacije astme. Nedostatak ovog djela istrazivanja je da se radi o
malom broju ispitanika kojima je uzet bris NF na respiratorne viruse multiplex PCR metodom,
a od kojih su svega dva bolesnika imala negativan nalaz brisa NF. No kako je ta razlika

upecatljiva, trebalo bi je ispitati dodatnim istrazivanjem na veéem broju ispitanika.

TSLP je identificiran kao glavni okidac alergije upale kod misjih modela i vazan je citokin u
razvoju alergijske astme.8 Eksperimentalna ispitivanja koja su usporedivala TSLP odgovor na
RSV infekciju u bronhalnim epitelnim stanicama zdrave i astmati¢ne djece pokazala su da
kulture astmati¢ara pokazuju znacajan porast proizvodnje TSLP u usporedbi s kulturama
zdravih ispitanika.''’” | druga eksperimentalna istraZivanja potvrdila su vaznost uloge TSLP-a u
razvoju imunopatolo$kog odgovora potaknutog RSV-om, rinovirusom i hMPV-om,11> 119, 120
Infekcija rinovirusom u djece s respiratornom infekcijom dobi < 3 godine, povezana je s viSom
koncentracijom TSLP-a i Th2 citokina (IL-4, IL-13) u aspiratu nazofarinksa nego u djece bez

detektabilnog virusa.'?!

U istrazivanju Garcia-Garcia i suradnika, bolesnici s bronhiolitisom i pozitivnim brisom NF na
RSV i rinovirus pokazali su se znacajno vece koncentracije TSLP-a u nazofaringealnom aspiratu
u usporedbi s bolesnicima s negativnim brisom NF na ove viruse. Kada su usporedene grupe
inficirane samo s RSV, samo s rinovirusom i grupa s dvojnom infekcijom (RSV + rinovirus),
utvrdene su znacajne razlike izmedu 3 skupine. Razine TSLP-a u nazofaringealnom aspiratu
kod koinfekcije RSV-om i rinovirusom bile su znacajno vise nego kod pojedinacnih infekcija
RSV-om ili rinovirusom. Sva novorodencad zaraZena rinovirusom, a s pozitivnom detekcijom
TSLP-a prezentirala su se s virusnom koinfekcijom, uglavhom RSV-om, dok niti jedan bolesnik

samo s rinovirusnom infekcijom nije imao detektabilan TSLP u nazofaringealnom aspiratu.?3

Respiratorne virusne infekcije glavni su uzrok egzacerbacije astme. Bronhalne epitele stanice

oboljelih od astme pokazuju vise razine TSLP-a kao odgovor na dsRNA nego bronhalne epitelne
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stanice zdravih kontrola.'?* 12> Respiratorni virusi, kao $to su rinovirus, RSV i virus influence,
povecavaju proizvodnju citokina epitelnog podrijetla, kao Sto su IL-33, IL-25 i TSLP. RSV
infekcije induciraju ILC2, koji proizvodi IL-13 i uzrokuje prekomjernu ekspresiju mucina. U
eksperimentalnom modelu, anti-TSLP protutijelo smanjuje broj IL-13+ ILC2 i smanjuje

prekomjernu ekspresiju mucina. 126

Osim respiratornih virusa, Siroki spektar podraZzaja mozZe aktivirati stvaranje TSLP-a. Bakterijski
peptidoglikani, lipoteikoi¢na kiselina, citokini (IL-4, IL-13, TNF-q, i IL-1), alii mehanicka ozljeda,
oneciséenje zraka i alergeni induciraju ekspresiju TSLP-a od strane epitelnih stanica diSnog
puta i koZe, ali i od strane stanica nespecificne imunosti (dendritskih stanica, mastocita,

bazofila).16'17'21'24'26

No ako uzmemo u obzir i druge pokazatelje upalnih zbivanja tijekom akutne egzacerbacije,
mozda nam oni pomognu u objasnjenju tako velikih razlika u promjeni koncentracije TSLP-a.
Tako je npr. epizodi¢na virusna sipnja u predskolske djece povezana s povisenom, normalnom
i smanjenom razinom frakcije izdahnutog dusSikovog oksida u razlicitim studijama, a to sugerira
da taj oblik sipnje ne mora biti dobro definiran klinicki entitet, te da su u podlozi mozda razliciti

upalni fenotipovi.?’1-273

Koliko je vremena potrebno od podraZzaja, odgovora epitelnih stanica, povecane proizvodnje
TSLP-a i daljnjega slijeda imunopatoloskog zbivanja nije nam poznato. Takoder, ponovno se
namece pitanje o eventualnom postojanju razlike izmedu koncentracije TSLP-a u diSnom putu
i serumu. Moguci nedostatak naseg istrazivanja je razli¢ito vrijeme uzimanja uzorka seruma za
mjerenje TSLP-a u odnosu na pocetak egzacerbacije. No postoji li razlika u promjeni
koncentracije TSLP-a u diShom putu tijekom virusom ili alergenom potaknute egzacerbacije u

oboljelih od astme, te postoji li razlika ovisno o vrsti virusa, tek treba ustvrditi.

6.3. Analiza TSLP-a

Zbog velike rasprsenosti izmjerene vrijednosti TSLP-a u serumu, ispitanike oboljele od astme
smo s obzirom na koncentraciju TSLP-a podijelili u tri skupine: prvu kvartilnu skupinu (Q1) Cinili
su ispitanici s rasponom TSLP izmedu 14-116 pg/mL, drugu kvartilnu skupinu (Q2) 117-1053
pg/mL, a trecu kvartilnu skupinu (Q3) s rasponom od 1054-2216 pg/mL.
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Kao ni u istrazivanju Lia i suradnika, ni mi u nasem istrazivanju nismo otkrili povezanost

koncentracije TSLP-a sa spolom ispitanika.”®

6.3.1. TSLP i plucna funkcija

Medu nasim ispitanicima s astmom 128 ih je ucinilo spirometriju, a 31 impulsnu oscilometriju.
Opstruktivne smetnje ventilacije u spirometriji imalo je 33 (25,8 %) ispitanika. U spirometriji
122 (95 %) ispitanika imalo je uredan FEV1 (= 80 %), a 6 (5 %) ispitanika je imalo blagi stupanij
opstrukcije (FEV1 = 60 — 79 %). Ako gledamo male diSne putove, 96 (75 %) ispitanika imalo je
uredan MEF50 (= 80 %), blagi stupanj opstrukcije na razini malih disnih putova (MEF50 = 60 —
79 %) imalo je 25 (19,5 %) ispitanika, srednji stupanj (MEF50 = 40 — 59 %) 6 (4,7 %) ispitanika,
a teski stupanj opstrukcije na razini malih disnih putova (MEF50 < 40 %) 1 (0,008 %) ispitanik.

Od 23 ispitanika koji su ucinili impulsnu oscilometriju, 23 (74,2 %) ispitanika imalo je

opstruktivne smetnje ventilacije.

Jedna od glavnih karakteristika astme je reverzibilna bronhoopstrukcija, a ona se moze
objektivizirati spirometrijskim mjerenjem. U naSem istrazivanju bronhodilatacijski test
salbutamolom u spirometriji ucinilo je 125 ispitanika, a u 55 (44 %) ispitanika je bio pozitivan.
Bronhodilatacijski test salbutamolom je u 7 (5,6 %) ispitanika bio pozitivan samo na razini
velikih disnih putova, u 27 (21,6 %) pozitivan samo na razini malih disSnih putova, a u 21 (16,8
%) ispitanika pozitivan i na razini velikih i na razini malih di$nih putova. Bronhodilatacijski test
salbutamolom ucinilo je i 20 ispitanika u impulsnoj oscilometriji, u 15 (75 %) ispitanika je bio

pozitivan.

U nasem istrazivanju nismo nasli statisticki znacajnu razliku (p = 0,932) u koncentraciji TSLP-a
u serumu izmedu djece s urednom spirometrijom i onom s opstruktivnim smetnjama
ventilacije. Takoder ne postoji statisticki znacajna razlika u koncentraciji TSLP-a u serumu
izmedu djece s negativnim i pozitivnim bronhoprovokacijskim testom salbutamolom u
spirometriji. Nije nadena povezanost izmedu koncentracije TSLP-a u serumu i FEV1 (r = 0,01,

p = 0,9108) niti izmedu koncentracije TSLP i MEF50 (r = 0,06, p = 0,467).

Analizirajuéi koncentracije TSLP-a u sputumu ili BAL-u, nadena je obrnuta korelacija s
funkcijom pluca. Tako, u istraZivanju Lia i suradnika, koncentracija TSLP-a u BAL-u obrnuto je

korelirala s funkcijom plu¢a (FEV1) u astmaticara neovisno o terapiji kortikosteroidima (r = -
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0.565, p<0.0001),”° a u istraZivanju Berraiesa i suradnika ekspresija TSLP mRNA u induciranom

sputumu djece s astmom je obrnuto korelirala s FEV1.101

Medutim, u istraZivanjima Glicka i Koussiha, koji su kao i mi analizirali koncentraciju TSLP-a u

serumu, nije nadena povezanost izmedu serumske koncentracije TSLP-a i FEV1.1°7, 381

Iz gore navedenoga mozemo zakljuciti da koncentraciji TSLP-a u serumu nije dobar pokazatelj

plué¢ne funkcije (FEV1, MEF50), niti pokazatelj hiperreaktivnosti bronhalnog stabla.

U nama dostupnim rezultatima istrazivanjima kao pokazatelj funkcije pluc¢a koristen je FEV1.
Nisu pronadene studije u kojima je ispitivan odnos izmedu koncentracije TSLP-a i drugih
parametera plué¢ne funkcije pracenih u nasoj studiji, kao Sto su MEF50 ili reaktivnost diSnog

puta u bronhodilatacijskom testu salbutamolom.

6.3.2. TSLPiITM

Za procjenu stupnja uhranjenosti koristili smo indeks tjelesne mase (ITM). Ispitanike nakon
navrsene druge godine Zivota, na osnovi ITM izrazenog u centilima, koristeéi CDC grafikone
rasta specificne za dob i spol, temeljem polozaja na centilnoj krivulji podijelili smo u 4 skupine:
normalna tjelesna tezina (ITM izmedu 5. — 85. centile), prekomjerna tjelesna tezina (ITM
izmedu 85. — 95. centile), pretilost (ITM > 95. centile), pothranjenost (ITM < 5. centile).3° U
nasem istraZivanju, od ukupnog broja djece starije od dvije godine i oboljele od astme, vecina
njih (68,2 %) je bila normalno uhranjena, 10,9 % pretila, 12,5 % prekomjerne tjelesne tezine,
a 8,3 % pothranjena. Analizirajuéi izmjerene koncentracije TSLP-a, nadena je statisticki
znacajna razlika izmedu kvartilnih skupina ovisno o uhranjenosti u djece (p = 0,0331, Hi-
kvadrat test). Od 16 pothranjene djece, 9 djece je imalo vrijednosti TSLP-a u prvoj kvartilnoj
skupini, a samo jedno pothranjeno dijete je imao vrijednost TSLP-a u trec¢oj kvartilnoj skupini.
Iz toga bi se moglo zakljuciti da pothranjena djeca imaju nize, a deblja djeca vise vrijednosti

TSLP-a u serumu.

Pretilost je Cimbenik rizika za astmu kako u djec¢joj tako i u odrasloj dobi. Sa znacdajnim
porastom prevalencije pretilosti, sve je vaZnije razumijevanje ovog fenotipa. lako se vise puta
pokazalo da pretilost povecava prevalenciju astme, to¢an uzroéni odnos tek treba utvrditi.
Mnogi mehanizmi se istrazuju kako bi se pronasla povezanost astme s pretilos¢u, ukljucujuci

mehanicke, hormonalne i upalne ¢imbenike38> 3% Epidemioloske studije provedene kod djece
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pokazala su jasnu povezanost izmedu pretilosti i tezine astme, kao i povezanost izmedu
pretilosti i poremecaja plué¢ne funkcije. Mehanicke, imunosne, hormonske i upalne

karakteristike pretilosti, kao i tip pretilosti utje¢u na osobine i perzistiranje astme.3%’

Pretilost je ve¢ neko vrijeme prepoznata kao kroni¢no upalno stanje niskog stupnja. Citokini,
kemokini i drugi upalni medijatori oslobodeni iz masnog tkiva kolektivno se nazivaju adipokini.
Ti pokretaci upale, kao Sto su IL-6, TNF-a i VEGF, mogu potencijalno uci u krvotok i pridonijeti
razvoju astme ili pogorsanju veé postojece astme, te smanjiti odgovor na konvencionalno
lijeCenje. Razmatra se i uloga oksidativnog stresa zbog pretilosti u astmi povezanoj s
pretilo$éu, ali ova veza nije u potpunosti razjasnjena.38 Razli¢iti autori su raspravljali o
hormonalnoj osnovi astme povezane s pretilos¢u. Leptin, hormon sitosti koji se oslobada iz
masnog tkiva, povisen je kod pretilih osoba i ima proupalno djelovanje.3® Leptin je sposoban
regulirati proliferaciju i aktivaciju T stanica, regrutiranje makrofaga i poticanje angiogeneze.
Leptin ima potencijalnu teorijsku ulogu u imunosnoj modulaciji kao podupiratelj upale disnih
putova.3®® Medutim, druge studije nisu potvrdile znacajnu ulogu leptina.3%% 391 Odrasli pretili
astmaticari Cesto razvijaju imunosni odgovor koji je razli¢it od klasicnog T2 alergijskog
odgovora, a karakteriziran je niZzim razinama IgE u serumu i manjim brojem eozinofila u
sputumu.3®8lako mehanizmi koji su u osnovi ove asocijacije jo$ nisu u potpunosti razjasnjeni,
sugerira se da upala povezana s pretilos¢u potice razvoj karakteristi¢nih klinickih fenotipova

koji su uoceni u pretilih astmaticara.3®?

Pregledom dostupne literature nisu zabiljeZzena istrazivanja utjecaja ITM na koncentraciju
TSLP-a u serumu. U samo jednom recentnom in vitro istrazivanju, analiziran je utjecaj pretilosti
na ekspresiju TSLP mRNA u kulturi epitelnih stanica nosa u ispitanika s astmom, KOPB i u

kontrolnoj skupini, te u tom istraZivanju nije nadena povezanost.3%3

Istrazivanje na eksperimentalnim misjim modelima je pokazalo da pretilost utjeCe na
alergijsku upalu diSnih putova putem mehanizama koji ukljucuju priljev mastocita i
oslobadanje TSLP i IL-25, Sto je pogodovalo odgodenom imunosnom odgovoru s pojacanim
Th1, Th2 i Th17 odgovorom. U ovom scenariju, intenzivni mijesani upalni priliv granulocita,
klasicno aktivirano nakupljanje makrofaga i intenzivno stvaranje sluzi mogu pridonijeti
refraktornom terapijskom odgovoru i pogorsati stupanj teZine astme.3% Unato¢ ocitom
odnosu adipokina i astme povezane s pretiloS¢u, specificni biomarker za taj fenotip nije

izdiferenciran.3®® To je vjerojatno zbog &injenice $to su toéni mehanizmi koji rezultiraju bole$¢u
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slabo razumljivi i najvjerojatnije viSefaktorski. Nadamo se da ¢e buducde studije dublje
definirati povezanost pretilosti i astme, te ¢e dati vrijedne biomarkere za dijagnozu i lijecenje

te slozene povezanosti. Kakva je uloga TSLP u tome tek se treba ustvrditi.

Nismo nasli statisticki znacajnu razliku izmedu kvartilnih skupina ovisno o dobi, spolu, stupnju
kontrole astme prema ACT upitniku, prethodnoj terapiji inhalacijskim kortikosteroidom, tri
razlicita fenotipa astme, nalazu spirometrije — FEV1, MEF50, bronhodilatacijskom testu

salbutamolom, vrijednosti NO u izdahnutom zraku.

6.3.3. TSLPi senzibilizacija

Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu kvartilnih skupina ovisno o dokazanoj senzibilizaciji
na barem jedan inhalacijski alergen (pozitivnom koZnom ubodnom testu na inhalacijske
alergene, koZznom ubodnom testu na Dermatophagoides pteronyssinus, pelud trava, pelud

stabala, ambroziju).

Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu kvartilnih skupina prema vrijednosti ukIgg, ECP,
splgE na Dermatophagoides pteronyssinus, splgE na ambroziju, splgE na pelud stabala, splgE
na pelud trava, splgE na dlaku macke, splgE na dlaku psa, splgE na kikiriki, o vrijednosti

leukocita, neutrofila kao ni o relativnom niti apsolutnom broju eozinofila.

Takoder nije bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu kvartilnih skupina ovisno o obiteljskoj
anamnezi na atopiju, pridruzenom alergijskom rinitisu ili atopijskom dermatitisu, kao niti

prema podatku o izloZenosti duhanskom dimu.

6.4. Moguci nedostaci i ogranicCenja istrazivanja

Kao nedostatak istrazivanja mogao bi se navesti mali broj ispitanika u akutnoj egzacerbaciji
astme kojima je uzet uzorak seruma, te bris NF na respiratorne viruse multiplex PCR metodom.
Moguci nedostatak tog dijela istrazivanje je i razli¢ito vrijeme uzimanja uzorka seruma u

odnosu na pocetak egzacerbacije astme.
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Takoder, moguci nedostatak je eventualna izloZzenost ¢imbeniku okolisa (alergenu, virusu ili
onecisS¢enju zraka) u trenutku uzimanja uzorka seruma, a koji bi mogao utjecati na

koncentraciju TSLP-a u serumu.
Djeca iz kontrolne skupine su bila starija od djece s astmom.

Djeca su u kontrolnu skupinu ispitanika ukljuena na temelju anamnesti¢kih podataka
dobivenih od roditelja, a moZzda bi vec¢u teZzinu imali eventualno objektivniji pokazatelji (npr.

uvid u medicinski karton, dijagnosticki postupci).

Kao Sto je u uvodu navedeno postoje dvije izoforme TSLP-a, no ne postoje komercijalno
dostupni kitovi za njihovo odredivanje. U nasem istrazivanju mijerili smo ukupni TSLP, a

rezultati istraZivanja bi mozda bili drugaciji da su odredivane izoforme TSLP-a.

6.5. Znacaj, klinicke korelacije i polaziSta za daljnja istrazivanja

Kod ispitanika obuhvacenih ovim istrazivanjem nije dokazano postojanje jasne korelacije
izmedu koncentracije TSLP-a u serumu i vrijednosti ukupnog IgE u serumu, eozinofilnih
granulocita periferne krvi, ECP, specificnog IgE na D. pteronyssinus, specificnog IgE na
ambroziju, specificnog IgE na pelud drveéa, specificnog IgE na pelud trava, leukocita u krvi,
neutrofila u krvi, nalaza spirometrija (FVC %, FEV1 %, MEF50 %, bronhodilatacijskog testa
salbutamolom FEV1 +%, bronhodilatacijskog testa salbutamolom MEF50 +%), FeNO, zbroja u

ACT upitniku, dobi, visine, niti tezZine.

Kako se u nasSem istrazivanju nije nasla povezanost izmedu koncentracije TSLP-a i testa
kontrole astme, spirometrijskih mjerenja niti mjerenja izdahnutog NO, mozemo zakljuditi da

koncentracija TSLP u serumu nije dobar biomarker za procjenu kontrole astme djecje dobi.

Odsutnost korelacije izmedu serumskih koncentracija TSLP-a i vrijednosti ukupnog serumskog
IgE i broja eozinofilnih granulocita perifernih krvi u skladu je s rezultatima drugih studija
provedenih kod oboljelih od alergijske astme. Objasnjenje lezi u ¢injenici da TSLP pokazuje
poglavito karakteristike proupalnog markera bez obzira na vrstu upale (atopijska, neatopijska),
dok su razine IgE u serumu i eozinofilnih granulocita znacajni biljezi u procjeni atopijskog

statusa, ali ne i stupnja upale.
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Istrazivanja su identificirala epitel disnih putova kao glavni izvor TSLP-a koji regulira imunosno
posredovanu upalnu bolest didnih putova i odgovor na infekcije.3®® U mijim modelima TSLP
je identificiran kao "glavni prekida¢" za alergijsku upalu.®® Studije TSLP polimorfizma pokazuje
povezanost s alergijskom astmom kako u djetinjstvu tako i u odrasloj dobi.1®* 113 TSLP takoder
inducira proizvodnju Th2 citokina iz ljudskih mastocita.” TSLP ima direktnu ulogu u regulaciji
supresivne aktivnosti Treg stanica.”® Znadajke astme u misjim modelima, ukljuéujuéi upalu
diSnih putova, infiltraciju eozinofila, hiperplaziju vrcastih stanica i hiperreaktivnost disnih
putova, inducirane su transgeni¢nom ekspresijom pluénog TSLP-a.8” %7 Nakon provokacije
eksperimentalnim alergenom u misjim modelima kojima nedostaje TSLP receptor, ne dolazi
do razvoja eozinofilne upale didnih putova.’® Blokada TSLP receptora monoklonskim
protutijelima smanjila je ukupan broj stanica u bronhoalveolarnom lavatu, eozinofile i
limfocite, koncentracije IL-4 i IL-5 i ekspresiju nekoliko povrSinskih markera na lokalnim

pluénim DC-ima u mi$jem modelu astme izazvane OVA-om.8

U posljednjem desetljecu postalo je jasno da je astma heterogena bolest koja se sastoji od
nekoliko fenotipova. Identifikacija tih fenotipova povezano je s razvojem bioloske terapije za
lijeCenje teSke astme koja djeluje na protutijela, citokine i njihove receptore kao Sto su
imunoglobulin E, IL-5 i receptor IL-5 ili IL-13. Nema sumnje da uvodenje bioloske terapije
predstavlja vazan korak u suvremenom lijeCenju teske astme. lako su inhalacijski
kortikosteroidi i dalje kamen temeljac lijeCenja astme, postalo je oCito da dublje razumijevanje
patofiziologije astme omogucuje prilagodbu lijecenje astme prema fenotipu svakog bolesnika.
Trenutne bioloske terapije kao Sto su monoklonska IgE-protutijela (omalizumab) ili IL-5-
protutijela ciljaju bolesnike sa specificnim fenotipovima kao Sto su alergijska ili eozinofilna
astma. Anti-TSLP monoklonska protutijela mogla bi biti obeéavajuéa u ve¢em broju fenotipova
astme nego dosadasnja bioloska terapija. TSLP ima klju¢nu ulogu u diferencijaciji CD4+ stanica
u aktivirane Th2 stanice. Bududi da je taj put uklju¢en u vecine pacijenata koji pokazuju T2
visoki fenotip astme, blokada TSLP-a ¢e vjerojatno utjecati na veéi broj pojedinaca nego
lijeCenje s anti-Ig, anti-IL-5 ili anti-IL-13/IL-4. Blokada upalne kaskade na samom pocetku
kaskade ¢e vjerojatno imati znacajan ucinak na upalu diSnih putova. Prekidanje Th2 upalnog
odgovora kroz blokadu TSLP-a cini se obecavaju¢om alternativom za bolesnike s teSkom
astmom. lako ostaju otvorena pitanja nacina djelovanja i ciljnim mjestima TSLP-a, utjecaj TLSP

na Th2 upalu je jasno utvrden.3?” U¢inkovitost i sigurnost anti-TLSP monoklonskih protutijela
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u Sirokom spektru bolesnika s Th2-posredovanom upalom diSnih putova treba se pokazati u

velikim klini¢kim ispitivanjima.3%7. 398

Terapijski potencijal inhibicije TSLP-a u bolesnika s astmom prvi put je procijenjena
istrazivanjem provokacije alergenom. Gauvreau i suradnici ustanovili su da je tromjesec¢no
lijeCenje tezepelumabom, ljudskim anti-TSLP monoklonskim protutijelom, u bolesnika s
blagom alergijskom astmom rezultiralo znacajnim smanjenjem eozinofila u krvi i sputumu, te
razine dusikovog oksida u izdahnutom zraku, $to ukazuje da TSLP ima kljuénu uzvodnu ulogu
u regulaciji otpustanja citokina tip 2 — IL-5, IL-4 i IL-13. Tezepelumab je takoder znacajno
smanjio i ranu i kasnu fazu alergenom izazvane bronhokonstrikcije, Sto upucuje da inhibira i
neposredni dogadaj (oslobadanje mastocita disnih putova) i kasne dogadaje (oslobadanje Th2
citokina, te regrutiranje i aktiviranje eozinofila).’®® Corren i suradnici su, u placebom
kontroliranom 52-tjednom ispitivanju umjerene do teske nekontrolirane astme, izvijestili da
je lijeCenje tezepelumabom povezano sa smanjenjem godisSnje stope pogorsanja astme do 71
%, sa znacajnim smanjenjem uocenim u bolesnika s T2 visokom astmom (eozinofili u krvi >
250/uL), ali i u onih s T2 niskom astmom.'? Rezultati za podskupinu s T2 visokom astmom
sugeriraju da sama inhibicija TSLP-a ima snazne ucinke na egzacerbaciju astme, uglavhom
uzrokovane virusnom infekcijom, ¢ak i u odsutnosti antagonizma IL-33 i/ili IL-25.103
Neocekivana ucinkovitost tezepelumaba u T2 niskoj astmi trenutno nije dobro razumljiva.
Kako pokusi na Zivotinjama koriste iskljuCivo alergijske, alergen osjetljive modele astme, malo
toga je do sada razjasnjeno o T2 niskom tipu upale. Razliciti citokini, ukljucujuci IL-17, IL-6, GM-
CSF i IFN-y povezuju se s T2 niskom astmom, a nije potpuno jasna interakcija TSLP-a s tim
citokinima kod ljudi s astmom. Rezultati trenutne trece faze studije ¢e dalje utvrditi ima li TSLP

klju¢nu patolosko-biolosku ulogu u egzacerbaciji astme u razli¢itim podtipovima astme.”?

Tezepelumab je prvi bioloski lijek koji ima znacajan pozitivan ucinak na dva vazna markera
upale u astmi — broj eozinofila u krvi i frakciju dusikovog oksida (FeNO) u izdahnutom zraku.
Ostali do sada testirani bioloski lijekovi u bolesnika s astmom pokazali su razlic¢ite ucinke na te
upalne markere. Na primjer, lijeCenje anti-IL-5 smanjuje broj eozinofila u krvi, ali nema utjecaja
na razinu FeNO, Sto sugerira da glavni put osjetljiv na kortikosteroid ostaje aktiviran u
bolesnika koji su lije¢eni s anti-IL-5.3% S druge strane, bioloski lijekovi koji blokiraju
signalizaciju IL-4 ili IL-13 smanjuju razinu FeNO, ali ne utjecCu na broj cirkulirajucih eozinofila,

opet ostavljajuci kljuéni pokretaé upale netaknut.*’© OpaZanje da tezepelumab smanjuje
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razinu oba upalna pokazatelja pokazuju da djeluje vise uzvodno i da blokira najmanje dva
relevantna upalna puta u astmi. Vjeruje se da je to klinicki znacajno, jer je istovremeno
povecanje razine FeNO i broja eozinofila u krvi povezano s povecanim morbiditetom od

astme.?01

Na temelju tog Sirokog uzvodnog blokiranja nije iznenadujuée da je tezepelumab, za razliku
od drugih bioloskih lijekova, jednako ucinkovit u smanjenju egzacerbacija astme u bolesnika s
razli¢itim fenotipovima astme: eozinofilna (alergijska i nealergijska) astma i neeozinofilna
astma. Namece se pitanje, zasto tezepelumab ne prevenira sve egzacerbacije. Sto bi moglo
biti odgovorno za ostatak egzacerbacija? Jedno od mogucih objasnjenja je da egzacerbacije
astme izazvane invazivnim patogenima (bakterije, virusi ili gljive) koji uzrokuju novacenje
neutrofila i aktivaciju i formiranje neutrofilnih izvanstanicnih zamki nisu sprijeceni
tezepelumabom.?%? U tim situacijama, druge terapije, kao $to su makrolidi (iako nisu odobreni

za ovu indikaciju), mogle bi biti prikladnije.*%3

U zakljucku, Cini se da je za sada tezepelumab najsiri i najperspektivniji bioloski lijek za lijeCenje
trajne nekontrolirane astme. Smanjuje stopu egzacerbacije astme za viSe od polovice i
poboljSava funkciju plu¢a bez obzira na fenotip astme. Buduce studije trebaju potvrditi
njegovu ucinkovitost i sigurnost, a znanstvenici bi trebali dalje istrazivati, te razjasniti
mehanizme egzacerbacije astme koje nisu inhibirane ciljanom bioloskom terapijom kao Sto je

tezepelumab.

lako je joS uvijek ostalo mnogo neodgovorenih pitanja, postoje nedvojbeni dokazi o vaznosti
TSLP-a u razvoju astme, te TSLP predstavlja mogudi cilj djelovanja lije€enja oboljelih od teske
astme. Pocevsi od Soumelisa koji je prvi objavio vaznost uloge TSLP-a u alergijskim bolestima,
TSLP je istrazen kao pokretac¢ upalnoga odgovora tipa 2 na povrsinskim barijerama. Postalo je
jasno da je izvorna predloZena uloga TSLP-a to¢na, medutim biologija ovog citokina daleko je
Sira. Najuzbudljivije i iznenadujuce je novo otkri¢e o sposobnosti tezepelumaba u sprje¢avanju
egzacerbacija i u eozinofilnoj i u neeozinofilnoj astmi.'®> Ovo otkrice sugerira da TSLP
signalizacija nije potrebna samo tijekom inicijacije bolesti, nego je takoder uklju¢ena i u T2
nisku upalu. Razumijevanje uloge TSLP-a u drugim upalnim kaskadama bit ¢e vazan aspekt
bududih istrazivanja. Jedan doprinos tome mogle bi pruZiti studije koje pokazuju da TSLP u

kombinaciji sa stimulacijom s kostimulacijskim receptorom CD40 moZe promovirati
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proizvodnju IL-23 od strane ljudskih DC, $to ukazuje na ulogu TSLP-a u tip 17 upalnom

odgovoru.t®

lako se vedina istrazivanja do sada koncentrirala na ulogu TSLP-a u T2 visokoj astmi, sve vise

je dokaza o njegovoj ulozi i u T2 niskoj astmi.

Prema dostupnim podacima dosadasnjih istrazivanja, TSLP predstavlja potencijalno vaino

cilino mjesto djelovanja novih lijekova u lije¢enju astme.

Kada sve gore navedeno uzmemo u obzir, rezultati naseg istrazivanja ne iznenaduju. Zaklju¢no
mozemo reci da su rezultati ovog istrazivanja potvrdili hipotezu da je serumska koncentracija
TSLP-a u djece oboljele od astme veca od koncentracije TSLP-a u zdrave populacije. Medutim
nije potvrdena pretpostavka da postoji razlika u koncentraciji TSLP-a medu razli¢itim
fenotipovima astme u djece, niti je nadena povezanost koncentracije TSLP-a u serumu i
kontrole astme. Prema rezultatima naSeg istraZivanja, mozemo zakljuciti da koncentracija
TSLP u serumu nije dobar biomarker u rutinskoj dijagnostici, niti u procjeni kontrole astme
djecje dobi, niti je dobar pokazatelj pluéne funkcije. Ostaje otvoreno pitanje o znacaju uloge

TSLP-a u astmi pretilih osoba.

Dosadasnja znanstvena literatura istiCe TSLP kao potencijalni biomarker alergijske upale u

astmi, no ovo istrazivanje tu tezu opovrgava.

Ovo istrazivanje predstavlja mali doprinos boljem razumijevanju uloge TSLP u astmi djecje

dobi.
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7. ZAKUUCCI

Temeljem provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1.

10.

11.

Koncentracija TSLP-a u serumu statisticki je znacajno veca u djece s astmom u
usporedbi sa zdravom djecom (p < 0,005).

Bududi da nije nadena statisticki znacajna razlika u vrijednosti koncentracije TSLP-a u
serumu izmedu tri razlic¢ita fenotipa astme (astme s alergijskom senzibilizacijom, astme
bez alergijske senzibilizacije i astme inducirane virusnim infekcijama), smatramo da
koncentracija TSLP-a u serumu nije dobar biomarker za razlikovanje fenotipova astme
u djece.

Koncentracija TSLP-a u serumu nije dobar biomarker alergijske upale u astmi.
Koncentracija TSLP-a u serumu nije dobar pokazatelj kontrole astme (na osnovi
upitnika u djece starije od 4 godine, spirometrijskih mjerenja — FEV1, MEF50,
bronhodilatacijski test salbutamolom).

Koncentracija TSLP-a u serumu nije dobar pokazatelj plu¢ne funkcije (FEV1, MEF50),
niti je pokazatelj hiperreaktivnosti bronhalnog stabla.

Koncentracija TSLP-a u serumu nije znacajno povisena u akutnoj egzacerbaciji astme.
Ne postoji razlika u promjeni koncentracije TSLP-a u akutnoj egzacerbaciji astme prema
klinicki predmnijevanom okidacu bolesti.

Terapija inhalacijskim kortikosteroidom ne utjece na koncentraciju TSLP-a u serumu.
Terapija antagonistom leukotrijenskih receptora ne utjece na koncentraciju TSLP-a u
serumu.

Indirektno se moze zakljuciti da koncentracija TSLP-a u serumu ne ovisi o tezini bolesti,
jer djeca na kombiniranoj terapiji nisu imala viSe vrijednosti TSLP-a od djece bez
protuupalne terapije ili one koja uzimaju monoterapiju.

Nadena je statisticki znacajna razlika izmedu kvartilnih skupina TSLP-a ovisno o
uhranjenosti (p = 0,0331), te je moguca uloga masnih stanica na koncentraciju TSLP-a

u serumu. Mr3avija djeca imaju nize, a pretila djeca viSe vrijednosti TSLP-a u serumu.
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8. SAZETAK

Uvod: Astma je kronicna upalna bolest disnih putova karakterizirana predominacijom
pomagackih limfocita T2. Limfopoetin strome timusa (TSLP) je citokin odgovoran za

preusmjeravanje na T2 odgovor u astmi.

Cilj: Ispitati koncentraciju TSLP-a u serumu bolesnika s astmom i u zdravih ispitanika, te
ustvrditi povezanost koncentracije TSLP u serumu s klinickim i laboratorijskim

karakteristikama nasih bolesnika.

Ispitanici i metode: U istraZivanje je uklju¢eno 207 ispitanika s astmom i 100 zdravih ispitanika
dobi od 1 do 13 godina. Svim ispitanicima izmjerena je koncentracija TSLP u serumu metodom
ELISA koriste¢i Human TSLP ELISA Kit (abcam, ab155444), a u 23 ispitanika koncentracija TSLP

u serumu izmjerena je i u akutnoj egzacerbaciji astme.

Rezultati: Koncentracija TSLP-a u serumu statisticki je znacajno veca u djece s astmom u
usporedbi sa zdravom djecom (p < 0,005). Nije nadena statisticki znacajna razlika u vrijednosti
koncentracije TSLP-a u serumu izmedu tri razli¢ita fenotipa astme (astme s alergijskom
senzibilizacijom, astme bez alergijske senzibilizacije i astme inducirane virusnim infekcijama),
niti izmedu djece s dobro kontroliranom i nekontroliranom astmom (na osnovi upitnika u
djece starije od 4 godine, spirometrijskih mjerenja). Koncentracija TSLP-a u serumu nije dobar
pokazatelj pluéne funkcije, niti je znacajno povisena u akutnoj egzacerbaciji astme. Ni
protuupalna terapija niti tezina bolesti ne utje¢u na koncentraciju TSLP-a u serumu. Nadena
je statisticki znacajna razlika izmedu kvartilnih skupina TSLP-a ovisno o uhranjenosti (p < 0,05),
te je moguca uloga masnih stanica na koncentraciju TSLP-a u serumu. MrSavija djeca imaju

nize, a pretila djeca vise vrijednosti TSLP-a u serumu.

Zakljucak: Rezultati ovog istrazivanja potvrdili su hipotezu da je serumska koncentracija TSLP-
a u djece oboljele od astme znacajno veca od koncentracije TSLP-a u zdrave djece, no
koncentracija TSLP u serumu nije dobar biomarker u rutinskoj dijagnostici jer nam ne pomaze
u razvrstavanju djece u razliCite fenotipove astme, ni u procjeni kontrole astme djecje dobi,
niti je dobar pokazatelj plu¢ne funkcije. Ostaje otvoreno pitanje o povezanosti koncentracije

TSLP-a u serumu i astme u pretilih osoba.

Kljucne rijeci: TSLP, astma, djeca, fenotip
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9. SUMMARY

Correlation between serum levels of thymic stromal lymphopoietin and childhood asthma

phenotype;
Renata Vrsalovi¢, 2022

Introduction: Asthma is a chronic inflammatory disorder of the airways characterized by a
predominant Th2 response. Thymic stromal lymphopoietin (TSLP) has been considered to

switch on the T2 response in asthma.

Aim: To evaluate the serum levels of TSLP in children with asthma and healthy controls, and
to establish the correlation of serum TSLP with specific clinical and laboratory characteristics

of our patients.

Patients and methods: The study included 207 children with asthma and 100 healthy controls
aged 1 to 13 years. Serum levels of TSLP were measured in all children by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) using the Human TSLP ELISA Kit (abcam, ab155444). In 23

children with asthma, TSLP were measured in acute asthma exacerbations as well.

Results: Serum levels of TSLP were significantly higher in children with asthma compared to
healthy children (p<0,005). No statistically significant difference was found in serum levels of
TSLP between the three different asthma phenotypes (asthma with allergic sensitization,
asthma without allergic sensitization and virus induced asthma), nor between children with
well-controlled and uncontrolled asthma (based on asthma control test score in children older
than 4 years or spirometric measurements). Serum level of TSLP is not a good indicator of
pulmonary function, nor is it significantly elevated in acute asthma exacerbation. Anti-
inflammatory therapy and disease severity do not affect serum levels of TSLP. A statistically
significant differences was found between the quartile groups of TSLP depending on body
mass index (p<0.05), and the role of adipose cells on serum levels of TSLP is possible. Slimmer

children have lower, while obese ones have higher serum TSLP values.

Conclusion: The results of this study confirmed the hypothesis that serum levels of TSLP in
children with asthma are significantly elevated than in healthy children, but serum TSLP is not
a good biomarker in routine diagnostics because it does not help with classifying children into

different asthma phenotypes, neither in the assessment of childhood asthma control, nor is it
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a good indicator of lung function. The question of correlation between serum levels of TSLP

and asthma in obese individuals remains open.

Key words: TSLP, asthma, children, phenotype
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11. ZIVOTOPIS

Renata Vrsalovié, djevojacki Smoljan, rodena je u Zagrebu 12. kolovoza 1972. gdje je zavrsila
osnovnu Skolu i prva tri razreda Prirodoslovno matematickog obrazovnog centra (MIOC), a 4.
razred srednje Skole zavrsila je kao sudionik medunarodne razmjene u Jenks High School,
Tulsa, Oklahoma, SAD. Na Medicinskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu diplomirala je u srpnju
1998. s odlicnim uspjehom. U rujnu 1998. godine boravila je na stru¢noj praksi u Zavodu za
ginekologiju i opstetriciju Sveucilisne Klinike u Hamburgu (Universitdats Krankenhaus
Eppendorf). Obavezni pripravnicki staz obavila je u Klinickoj bolnici Dubrava. Nakon
poloZenoga strucnog ispita zaposlila se kao znanstveni novak u Klinici za infektivne bolesti "Dr.
Fran Mihaljevi¢”, te je odslusala strucni poslijediplomski studij iz infektologije. Znanstveni
poslijediplomski studij Medicinske znanosti upisala je 1999. godine, a u sije¢nju 2003. obranila
je znanstveni magistarski rad ,,Dijagnostika i terapija infekcija prostate uzrokovanih Chlamydia
trachomatis“, mentor prof. dr. sc. Vi$nja Skerk. Specijalizaciju iz pedijatrije zapocela je 2004.
godine u KBC Sestre Milosrdnice. Tijekom specijalizacije zavrsila je poslijediplomski studij
Klinicka pedijatrija. Specijalisticki ispit iz pedijatrije polozila je 2009., a subspecijalisticki ispit iz
pedijatrijske pulmologije 2013. godine. Tijekom dviju Skolskih godina predavala je pedijatriju
kao vanjski suradnik u Srednjoj medicinskoj skoli. 2007. polozZila je Europski te¢aj naprednog
odrzavanja Zivota djece i novorodencadi, 2012. je zavrSila tecaj pedijatrijske fleksibilne
bronhoskopije u organizaciji Europskog respiratornog drustva (ERS) u Parizu, a 2017. je zavrsila

tecaj iz ultrazvuka pluca.

U svom dosadasnjem stru¢nom i znanstvenom radu objavila je vise znanstvenih i strucnih
¢lanaka, od kojih su 6 citirana u bazi Current Contents, 3 Sci-Exp/SSCl, a 2 u Scopusu. Radovi

su joj do sada citirani ukupno 105 puta (h index 4).
Udana je i majka dvojice sinova.

Clanica je Hrvatske lije¢ni¢ke komore, Hrvatskog lije¢ni¢kog zbora, Hrvatskog pedijatrijskog
drustva, Hrvatskog drustva za pedijatrijsku pulmologiju, Hrvatskog drustva za alergologiju i
klinicku imunologiju.

Zaposlena je na Klinici za pedijatriju, KBC Sestre milosrdnice, kao specijalist pedijatrije i

subspecijalist pedijatrijske pulmologije. U veljaci 2020. godine stekla je naziv primarijus.
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