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1. UVOD



1.1. Astma u djece

1.1.1. Prevalencija astme u djece

Astma je najceSca kroni¢na bolest u djece u gotovo svim industrijaliziranim zemljama svijeta
(1). Najopseznija epidemioloska studija o prevalenciji atopijskih bolesti i astme u djece je
studija ISAAC (eng. International Study of Asthma and Allergies in Childhood) (2). U prvu
fazu studije bilo je ukljueno 56 zemalja 1 156 centara Sirom svijeta s ukljucenih 304,796
djece u dobi od 6 do 7 godina 1 463,801 dijete u dobi od 13 do 14 godina. Prema rezultatima
ove studije, prevalencija piskanja u posljednjih 12 mjeseci u skupini djece u dobi od 13 do 14
godina je u rasponu od 2,1% do 32,2% u razli¢itim populacijama, s najnizom prevalencijom u
Indoneziji, Albaniji, Rumunjskoj i Gr¢koj, a najviSom u Velikoj Britaniji, Novom Zelandu i
Australiji. Prema navodima domacih autora, prevalencija piskanja u posljednjih 12 mjeseci u
Skolske djece u Zagrebu u dobi od 10 do 11 godina, iznosi 6,02% (3), u Primorsko-goranskoj
zupaniji u djece u dobi od 6 do 7 godina prevalencija piskanja je 9,7%, a u djece u dobi od 13
do 14 godina 8,4% (4) dok je za djecu u Medimurskoj Zupaniji, u dobi od 12 do 14 godina
prevalencija 5,11% (5).

Dramati¢ni porast incidencije 1 prevalencije astme u zadnjih nekoliko desetljea postaje
globalni problem (6). Zanimljiva su opazanja Beasleya i suradnika: 1. prevalencija astme je u
porastu Sirom svijeta; 2. astma je uglavnom ¢es¢a u Zapadnim zemljama nego u zemljama u
razvoju; 3. astma je ¢eS¢a u zemljama engleskog govornog podrucja; 4. prevalencija astme je
u porastu u zemljama u razvoju kako se one ,,vesterniziraju® ili urbaniziraju; 5. prevalencija

drugih alergijskih bolesti je takoder u porastu (7).

1.1.2. Definicija astme

Raznolikost prirodnog tijeka bolesti, klinicke slike 1 terapijskog odgovora, kako u djece tako 1
u odraslih, ukazuje da je astma zapravo sindrom, a ne jedinstvena bolest (6). Prema
medunarodnim smjernicama astma je sindrom obiljezen (1) kroni¢nom upalom di$nih putova
u kojoj sudjeluju mnoge imunosne stanice (mastociti, eozinofilni granulociti i limfociti T); (2)
pojavom simptoma poput bronhokonstrikcije, kaslja i1 pritiska u prsima, ¢esto noc¢u ili pred
jutro u preosjetljivih osoba; (3) smetnjama u protoku zraka koje su ¢esto reverzibilne te produ

spontano ili na terapiju; te (4) bronhalnom hiperreaktivnosé¢u (BHR) (8).



1.1.3. Etiologija astme

Astma je multifaktorski uzrokovan sindrom na cCiju pojavnost i1 klini¢ku sliku zajednicki
genetska predispozicija, spol, bronhalna hiperreaktivnost, atopija, izlozenost alergenima,

infekcijama, te duhanskom dimu, pretilost i perinatalni ¢imbenici.

1.1.3.1. Genetska predispozicija

Nasljednu sklonost astmi nedvojbeno potvrduju istrazivanja provedena na blizancima i u
obiteljima bolesnika s astmom (9-11). Nasljede u astmi ne slijedi klasi¢an mendelski model
nasljedivanja karakteristican za monogenske bolesti, $to upucuje na ¢injenicu da je astma
zapravo multigenska bolest. Razli€iti geni u razli¢itih pojedinaca dovode do istog fenotipa
astme (lokusna heterogenost), dok je zajednicko djelovanje viSe gena u istog pojedinca nuzno
za oCitovanje odredenog fenotipa astme (oligensko ili poligensko nasljedivanje) (12).

U svjetlu spoznaje astme kao sindroma, a ne jedne jedinstvene bolesti, genetska istrazivanja
su bila usmjerena na nekoliko bitnih znacajki astme: atopija, bronhalna hiperreaktivnost,
stvaranje upalnih medijatora kao Sto su citokini, kemokini i faktori rasta te ravnoteza Thl
(pomo¢nicki T limfociti 1, eng. T-helper 1) 1 Th2 (pomo¢nicki T limfociti 2, eng. T-helper 2)
imunosnog odgovora (13).

Iako je utvrdena povezanost povecane serumske koncentracije ukupnog imunoglobulina E
(IgE) 1 bronhalne hiperreaktivnosti s kromosomom 5q31 (14), visokoafinitetnog receptora za
IgE (FceRI) i kromosoma 11q13 (15), bronhalne hiperreaktivnosti i atopije s genom za TNF-
o (¢imbenik nekroze tumora o, eng. Tumor Necrosis Factor-a) (16), te remodeliranja bronha
i gena ADAM33 smjestenog na kromosomu 20p (17), genetska predispozicija za pojavu

astme jo$ nije poznata.

1.1.3.2. Bronhalna hiperreaktivnost
Abnormalna i pretjerana reaktivnost diSnih putova na razli¢ite stimuluse ima centralnu ulogu
u patofiziologiji astme. Pacijenti s BHR imaju ve¢i rizik za nastanak astme, iako svi pacijenti
s bronhalnom hiperreaktivno$éu nemaju simptome astme (18). Populacijska studija u¢injena u
odraslih i djece je pokazala da je prevalencija astme dva do tri puta niza od prevalencije BHR
(19). Ova opazanja sugeriraju da astma 1 BHR nisu identi¢an fenomen. Hiperreaktivnost

di$nih putova je potrebna ali ne 1 dostatna za razvoj klinicke slike astme.



1.1.3.3. Spol
U djecjoj dobi astma je ¢eS¢a u djecaka s vrhuncem predominacije muskog spola u pubertetu
(20). Nakon 20. godine astma je jednako zastupljena u oba spola da bi nakon 40. godine bila
ceS¢a u zena. Povecana ucestalost astme u djeCaka moze se objasniti ve¢om ucestaloséu
atopije u muskog spola (IgE-senzitizacija), uzim di$nim putovima u djecaka u odnosu na

djevojcice te razlici u percepciji simptoma izmedu djecaka i djevojcCica (21).

1.1.3.4. Atopija i alergeni

Atopija, odnosno genetska sklonost stvaranju visokih koncentracija protutijela klase IgE u
kontaktu s alergenima iz okoliSa, je najsnazniji potvrdeni ¢imbenik rizika za razvoj astme
(22). Smatra se da cak 75-90% astme u djecjoj dobi ima atopijsku podlogu (23-24). Atopija se
manifestira pove¢anom koncentracijom ukupnih (ulgE) i specifi¢nih (sIgE) IgE protutijela u
serumu 1 pozitivnim odgovorom u koZznom ubodnom testu na niz standardiziranih
inhalacijskih i/ili nutritivnih alergena. Izlozenost alergenima je vazan Cimbenik rizika za
razvoj alergijske preosjetljivosti, a u preosjetljivih osoba kontakt s alergenima dovodi do
egzacerbacija astme i/ili perzistiranja simptoma bolesti (25).

Alergeni zatvorenih prostora su grinje iz kuéne prasine, zZivotinjski proteini kuénih ljubimaca
(macka, pas), zohari i1 gljivice. Naj€es¢i alergeni zatvorenih prostora povezani s astmom su
piroglifidne  grinje  Dermatophagoides  pteronyssinus, —Dermatophagoides  farinae,
Dermatophagoides microceras 1 Euroglyphus marinei. Koncentracija grinja iznad 0,5 pg/g
prasine dovoljna je da izazove preosjetljivost (26). IzloZenost alergenima macke 1 psa u ranom
djetinjstvu moze biti rizi€an ali i protektivan ¢imbenik za razvoj astme u kasnijoj dobi (27-
28).

Glavni alergeni vanjskih prostora povezani s astmom su peludi stabala, trava i korova.
Njihova koncentracija varira ovisno o geografskoj Sirini i atmosferskim prilikama, a peludne
se mape mijenjaju kao posljedica klimatskih 1 kulturoloskih c¢imbenika i migracija

stanovniStva (29).

1.1.3.5. Infekcije disnih putova
Podaci o povezanosti i1 utjecaju respiratornih infekcija na razvoj astme su proturjecni.
Infekcije respiratornim sincicijskim virusom (RSV) i virusom parainfluence u ranom
djetinjstvu su vazan Cimbenik rizika za razvoj astme i alergije u kasnijoj dobi (30-31).
Prospektivne studije su pokazale da ¢e cak 40% djece s RSV potvrdenom infekcijom imati
astmu ili simptome sli¢ne astmi kasnije u djetinjstvu (30). Suprotno tome, epidemioloSke

studije na skupini neselekcionirane djece jasno ukazuju da ucestale respiratorne infekcije u



ranom djetinjstvu mogu smanjiti rizik za kasniji razvoj astme ¢ak i u djece s pozitivnom
obiteljskom anamnezom u pravcu atopije (32-35). Isto tako, Ceste blage respiratorne infekcije,
pretezito gornjih diSnih putova u djece iz mnogoclanih obitelji i djece koja se rano ukljucuju u
kolektiv, djeluju protektivno na kasniji razvoj astme, alergijskog rinitisa i atopijskog
dermatitisa (35-36).

Ova opazanja pokuSao je objasniti Strachan 1989. godine tzv. ,,higijenskom teorijom* (13).
Visoki higijenski standardi, obitelji s manje djece, kasniji odlazak djece u jaslice, cijepljenje
te promjena prehrambenih navika stvaraju ,,polusterilni* okoli§ te su djeca manje izloZena
virusnim 1 bakterijskim patogenima, posebice endotoksinu u ranom djetinjstvu (37-39).
Endotoksin i1 druge komponente bakterijskog stanicnog zida reagiraju sa stanicama za
predoCavanje antigena i1 poti¢u interleukinom 12 (IL-12) stimulirani signal za sazrijevanje
naivnih T-stanica u smjeru fenotipa Thl. Stoga, zapadnjacki stil Zivota zbog nedostatne
stimulacije limfocita Thl, dovodi do zadrzavanja Th2 citokinskog profila (inace prisutnog in

utero) te povecanog rizika za razvoj alergijske preosjetljivosti i astme (40).

1.1.3.6. Pretilost
Iako su prevalencija astme i pretilosti u stalnom porastu tijekom zadnjih desetljeca, njihova
povezanost je, zbog metodoloskih nedostataka provedenih studija, i dalje dvojbena. (41).
Neke studije ukazuju da pacijenti s pove¢anim indeksom tjelesne mase (BMI, eng. Body Mass
Index) imaju veci rizik za razvoj astme (42-43). Rizik je vec¢i za nealergijsku nego za
alergijsku astmu (44). PoviSen BMI moZe biti povezan i s teZinom astme (45). U pretilih
astmatiCara nakon gubitka na tjelesnoj tezini primije¢eno je smanjenje subjektivnog osjecaja
dispneje, poboljSanje spirometrijskih parametara, manja varijabilnost vr$nog protoka zraka
(PEF), manja potreba za beta-2 agonistima kratkog djelovanja i manje egzacerbacija astme

(46).

1.1.3.7. IzloZenost duhanskom dimu
Pasivno pusenje, prije svega pusenje majki koje su tijekom prve godine zivota u uzem
kontaktu s djecom, jedan je od najsnaznijih ¢imbenika rizika za rekurentni kasalj i piskanje
(wheezing) u predskolske djece te povecava rizik nastanka astme za 37% (47). Duhanski dim
povecava oksidativni stres i poti¢e upalu u diSnim putovima, a pusenje majke u trudnoc¢i
rezultira slabijim razvojem plucéa u djeteta, Sto je ¢imbenik rizika za ponavljajuée piskanje u
ranoj dobi (48). IzloZenost duhanskom dimu ima i1 negativan utjecaj na tezinu astme, a

primijecéen je i slabiji odgovor na protuupalnu terapiju (49-50).



1.1.3.8. Perinatalni ¢cimbenici

Brojni perinatalni ¢imbenici kao $to su prijevremeni porod, porod carskim rezom, dob majke 1
prehrana tijekom trudnoce, opseg glave pri porodu, novorodenacka zutica i upotreba
antibiotika tijekom prve godine Zivota povezuju se s razvojem astme u dje¢joj dobi. Poveéan
ulgE u krvi pupkovine i pozitivna obiteljska anamneza u pravcu atopije su povezani s
razvojem atopijske bolesti u djetinjstvu (51). Retrospektivne studije i metaanalize su pokazale
da nedonos¢ad ima povecani rizik nastanka astme kasnije u djetinjstvu (52). Porod carskim
rezom takoder povecava rizik za astmu u djece (53). Mediteranska prehrana u trudnodi
smanjuju rizik za razvoj atopijskih bolesti i simptoma nalik astmi u djecjoj dobi (54).
Prehrana bogata vitaminom D, antioksidansima i cinkom smanjuje rizika za razvoj wheezinga
u ranom djetinjstvu (55-57), dok smanjeni unos vitamina E tijekom trudnoée povecava rizik
za astmu u djece (57). Rizik za razvoj wheezinga tijekom prve godine Zivota je veci kod djece
majki mladih od 30 godina (58).

Retrospektivna studija kohorte od 11,321 djece pokazala je da novorodenacka zutica takoder
predstavlja rizicni faktor za astmu u djecjoj dobi (59). Korist od prirodne prehrane dojencadi
jasno je dokazana i metaanalize nedvojbeno pokazuju zastitni u€inak dojenja od atopijskih
bolesti, osobito u djece visokog rizika (djeca iz obitelji u kojima roditelji i/ili bra¢a imaju
neku alergijsku bolest) (60). Primjena ekstenzivno hidrolizirane dojenacke formule i
izbjegavanje alergogene hrane (kravlje mlijeko, jaja, Zitarice, orasasti plodovi) u dojenackoj

dobi, ne preveniraju razvoj astme (61).

1.1.3.9. Oneciséenje zraka

Onecis¢ivaci zraka kao Sto su dusicni oksidi, kiseli aerosoli, ozon i sumporni dioksid povezani
su sa simptomima 1 pogorSanjem astme. Zagadivaci okoliSa mogu potaknuti bronhospazam,
prolazno povecati BHR 1 alergijski odgovor te izazvati egzacerbaciju astme. lako je astma
¢eS¢a u industrijaliziranim zemljama, malo je, ako ih uopce ima, dokaza da je oneciScenje
zraka izravno odgovorno za porast prevalencije astme u ovim zemljama (62).

Zagadivaci unutarnjeg prostora, kao §to su dusi¢ni oksidi, ugljicni monoksid, uglji¢ni dioksid,
sumporni dioksid, formaldehid i endotoksin, prema nekim studijama takoder mogu pridonijeti

razvoju astme (63-64).

1.1.4. Patofiziologija astme

Astmu obiljezavaju reverzibilna opstrukcija bronha, trajna BHR, upala i remodeliranje bronha

kao pretjerani odgovor disnih putova na vanjski stimulus (alergen, iritans).



1.1.4.1. Upala disnih putova

Upalna reakcija u astmi je posredovana brojnim stanicama 1 medijatorima upale. Medijatori su
dio unutarstani¢nog signalnog puta koji omogucuje stanicama diSnih putova komunikaciju
dovode¢i ili do sanacije upalne reakcije ili nastanka kroni¢ne upale s trajnim oStecenjem
tkiva. Tri su vrste stanica kljucne u alergijskoj upali: eozinofilni granulociti, mastociti i
limfociti T odnosno Th2-stanice. Svaka od ovih stanica otpusSta pohranjene upalne medijatore
kao S§to su eozinofilni kationski protein (ECP, eng. FEosinophil Cationic Protein) iz
eozinofilnih granulocita i histamin iz mastocita ili de novo stvorene upalne medijatore
(leukotrijeni, prostaglandini) i citokine (interleukini). Upalna reakcija se odvija u dvije faze
(65, Slika 1).

Nakon udisanja antigena, dendriticne stanice, odnosno stanice za predoCavanje antigena
(APC, eng. Antigen Presenting Cells), predoCuju limfocitima T antigen u sklopu molekula
drugog razreda glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (MHC-II, eng. Major
Histocompatibility Complex class II). T-limfociti tipa CD4 prepoznaju antigene pomocu
specificnih T-receptora (TCR, eng. T cell receptor) te dolazi do diferencijacije i aktivacije Th
limfocita (Slika 1). Subpopulacija pomagackih limfocita T (Th2-limfociti) produkcijom
citokina inducira sintezu protutijela IgE klase u limfocitima B, te aktiviraju eozinofilne
granulocite koji podrzavaju alergijsku upalu (66). Interleukini (IL) 4 1 13, koje luce aktivirani
limfociti T, kljuéni su u indukciji Th2 imunoloSkog odgovora, sudjeluju u aktivaciji i
proliferaciji limfocita B koji posljedicno tome sintetiziraju IgE protutijela specificna za
navedeni antigen. Pri ponovnom kontaktu s antigenom (sada alergenom) spajanje alergena i
specificnih IgE pri¢vrS¢enih na membrani mastocita, makrofaga i bazofilnih granulocita

dovodi do pokretanja upalne alergijske reakcije.

1.1.4.1.1. Rana faza IgE posredovane reakcije

Kada ponovno izlaganje alergenu dovodi do unakrsnog povezivanja najmanje dvije IgE
molekule spojene na Fc receptore na membrani mastocita, makrofaga i bazofilnih granulocita
u alergicne osobe to izaziva rani ili neposredni alergijski odgovor koji karakteriziraju
degranulacija ovih stanica i1 sekrecija niza medijatora kao S$to su histamin, triptaza,
eikosanoidi, 1 rodovi molekula s reaktivnim kisikom (ROS, eng. Reactive Oxygen Species) te
ekspresija adhezijskih molekula (67). Ovi medijatori izazivaju kontrakciju glatke muskulature
bronha, vazodilataciju i pove¢anu propusnost krvnih zila tijekom prvih 4-6 sati nakon
izlaganja alergenu. Takoder djeluju kemotakticki na neutrofilne, bazofilne i eozinofilne

granulocite te monocite (68). Upalni medijatori aktiviraju i inducibilnu sintetazu dusi¢nog



oksida (iNOS, eng. inducible isoform Nitric Oxide Synthase) koja potice oslobadanje
dusicnog oksida (NO) primarno iz epitelnih stanica diSnih putova. Povec¢ana koli¢ina NO je
glavni kontributor upalnog procesa u astmi (69). Kisikovi radikali utjecu na metabolizam NO-

a (70).

1.1.4.1.2. Kasna faza IgE posredovane reakcije

Klasi¢na kasna reakcija razvija se u oko 50% bolesnika 3-12 sati nakon izlaganja alergenu.
Karakterizirana je trajnom bronhoopstrukcijom, hiperreaktivno$éu bronha i remodeliranjem
(71-72). Nekoliko sati nakon izlaganja alergenu TNF-a, kojeg oslobadaju aktivirani mastociti,
stimulira ekspresiju vaskularnih adhezijskih molekula na endotelnim stanicama krvnih zila
Sto, u konac¢nici, rezultira transendotelnom migracijom razli¢itih upalnih stanica. Th2 citokini
(IL-3, IL-5 1 GM-SCF) omogucuju prezivljavanje aktiviranih upalnih stanica u bronhalnom
tkivu zahvaljujuéi reduciranoj apoptozi, ali i posreduju u remodeliranju bronha aktiviranjem
rezidentnih stanica u ciljnom organu. IL-4 i IL-13 poti¢u epitelne stanice na proizvodnju
transformirajuc¢eg faktora rasta alfa (TGF-a, eng. Transforming Growth Factor-a). TGF-a
putem autokrinog signalnog mehanizma dovodi do metaplazije sluznice 1 proliferacije
fibroblasta (73). U isto vrijeme, sekrecija IL-5 od strane Th2 stanica dovodi do daljnje
aktivacije 1 infiltracije eozinofilnih granulocita (74). Dakle, jednom uspostavljena alergijska
reakcija moze biti samoodrziva i moze uzrokovati kroni¢nu bolest u genetski predisponiranog

pojedinca.
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Slika 1. Rana i kasna faza alergijske reakcije.

Upalne stanice i medijatori koji sudjeluju u ranoj i kasnoj fazi alergijske reakcije. DDP — donji di$ni putovi; ECP
— eozinofilni kationski protein; GDP — gornji diSni putovi; GM-CSF - ¢imbenik poticanja granulocitnih i
makrofagnih kolonija; IgE — imunoglubulin E; IL — interleukin; KAR — kasna alergijska reakcija; MBP — glavni
bazni protein; PAF — faktor aktivacije trombocita (eng. Platelet-Activating Factor); TGF-a - transformirajuci
faktor rasta a; ThO — pomo¢nicki limfociti 0; Thl - pomoénicki T limfociti 1; Th2 - pomoénicki T limociti 2;
Treg — regulacijske T-stanice; TNFa faktor tumorske nekroze a; TSLP - (eng. Thymic Stromal Lymphopoietin);
RANTES - kemokin kemoatraktant monocita, limfocita T, stanica ubojica, eozinofilnih i bazofilnih granulocita
(eng. Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted); RAR — rana alergijska reakcija; (preuzeto
iz 75).



1.1.4.1.3. Kiseli i oksidativni stres

Klinic¢ke studije su pokazale da zakiseljavanje tekucine koja oblaze disne putove (FELF, eng.
Respiratory Extracellular Lining Fluid) ima ulogu u patofiziologiji astme uzrokujuéi pojavu
bronhokonstrikcije, povecanje viskoznosti sluzi, smanjene pokretljivosti cilija, razvoj upale, te
u konacnici, oStecenje respiratornog epitela (76-79).

Oksidativni stres u astmi je uzrokovan inhalacijom alergena i otpuStanjem reaktivnih
supstancija iz upalnih stanica (80). Dokaz o povecanom oksidativnom stresu u astmi su
povecana koncentracija 8-izoprostana (produkt oksidirane arahidonske kiseline) u kondenzatu
izdahnutog zraka (81) i poviSeni etan (produkt peroksidacije masnih kiselina) u izdahnutom
zraku astmaticara (82). Nadalje, niska razina antioksidanata u prehrani je povezana s ve¢om
prevalencijom astme (83). Povecani oksidativni stres je povezan s tezinom bolesti, pojacava

upalni odgovor i smanjuje odgovor na kortikosteroidnu terapiju.

1.1.4.2. Remodeliranje bronha
Remodeliranje bronha je proces koji dovodi do promjena u strukturi bronha $to rezultira
pojavom ireverzibilne opstrukcije bronha. Taj proces podrazumijeva hipertrofiju misica,
neoangiogenezu 1 povecanu prokrvljenost, kroni¢nu infiltraciju upalnim stanicama,
hiperplaziju vrcastih stanica, depoziciju kolagena, zadebljanje bazalne membrane i smanjenje
elasti¢nosti zida diSnih putova. Zadebljanje bazalne membrane korelira s teZinom bolesti,

kronicitetom i bronhalnom hiperreaktivnoscéu (84).

1.1.5. Postupci dijagnosticiranja astme

Dijagnoza astme u djecjoj dobi i dalje predstavlja izazov kliniCarima zbog raznolikosti
klinicke slike i1 nedostatka ,,zlatnog standarda“ (85-86). Dijagnoza se postavlja na temelju
obiteljske anamneze, ¢imbenika rizika, opisa simptoma, dijagnosti¢kih testova i terapijskog
odgovora (87).
Postupci dijagnosticiranja astme djec¢je dobi ukljucuju:

1. Povijest bolesti - anamnezu:

a. osobnu anamnezu (kasalj, zvizdanje u prsima, pritisak u prsima, posebno u naporu,
nocu ili u rano jutro, tijekom respiratornih infekcija, kasalj nakon smijeha/placa,
izlozenost hladnom zraku, ucestalost i1 trajanje simptoma, sezonska odnosno
cjelogodisnja pojava simptoma, dob pojave, progresija simptoma, postojanje

simptoma drugih atopijskih bolesti, itd.),



b. obiteljsku anamnezu (postojanje astme, alergijskog rinitisa, sinuitisa, nosnih
polipa, cisti¢ne fibroze),

c. socijalnu anamnezu (opis stana ili kuce, grijanje, vlaznost, izloZenost grinjama,
plijesnima, kuénim ljubimcima, duhanskom dimu, stupanj edukacije roditelja,
zaposlenost roditelja, itd.)

2. Klinicki pregled treba ukljucivati opéi status bolesnika uz obvezatan status gornjih 1
donjih diSnih putova te mjerenje vitalnih parametara (broj respiracija u minuti,
frekvencija pulsa, saturacija krvi kisikom) (88).

3. Laboratorijsku obradu: odredivanje apsolutnog broja eozinofilnih granulocita u krvi,
koncentraciju ukupnog i specificnih IgE u serumu, te po mogucnosti odredivanje
biomarkera iz krvi i ostalih bioloskih tekuéina i tkiva (npr. odredivanje koncentracije
ECP-a u induciranom sputumu, bronhoalveolarnom ispirku, kondenzatu izdaha te
ispirku nosne Supljine).

4. Kozno alergolosko testiranje (kozni prick [ubodni] test) (89).

5. Ocjenu pluéne funkcije: mjerenje vrSnog ekspiratornog protoka (PEF, eng. Peak
Expiratory Flow), spirometrija u djece starije od 4 godine, farmakodinamski test —
postotak reverzibilnosti FEV:1 nakon primjene bronhodilalatatora, te tjelesna
pletizmografija (za mjerenje plu¢nog volumena i rezistencije u diSnim putovima) (90-
91).

6. Mjerenje duSi¢nog oksida u izdahu (FeNO, eng. Fractional exhaled NO), §to ga
Americ¢ko torakalno drustvo (ATS, eng. American Thoracic Society), te Europsko
respiratorno drustvo (ERS, eng. European Respiratory Society) preporucuju kao
dodatnu dijagnosticku pretragu i vazan parametar u pracenju oboljelih od astme, kao
pokazatelja stupnja upale u diSnim putovima (92).

7. Rendgenska snimka plu¢a (postero-anteriorna i lateralna) obi¢no se preporuca u
pocetnoj obradi djece koja imaju astmu, posebno ako su u egzacerbaciji bolesti, ili ako
postoje diferencijalno-dijagnosticke dvojbe. Radiogram pluc¢a svakako se preporucuje
uciniti ako postoji dilema glede dijagnoze bolesti, primjerice sumnja na strano tijelo,

bronhiolitis, cisti¢nu fibrozu, itd (93).

1.1.6. Diferencijalna dijagnoza astme

U diferencijalnoj dijagnostici astme u djece potrebno je iskljuciti odnosno dokazati slijedece
bolesti: aspiraciju stranog tijela, cisti¢nu fibrozu, strukturne abnormalnosti gornjih i donjih

disnih putova, imunodeficijencije; te bolesti koje su cesto pridruzene astmi, npr.



gastroezofagealna refluksna bolest, alergijski rinitis/sinusitis, opstruktivnu apneju u snu, itd

(94).

1.1.7. Fenotipovi i endotipovi astme

Fenotipovi, odnosno podtipovi astme, karakterizirani su odredenim klinickim i morfoloskim
obiljezjima bolesti, i za razliku od endotipova astme, nisu izravno uvjetovani patofizioloskim
mehanizmima bolesti. Endotipom se smatraju vrste astme koje obiljezava molekularna
heterogenost nastala kao posljedica razli¢ite imunopatogeneze i/ili terapijskog odgovora.
Svaki endotip moze obuhvacati vise fenotipova astme kao §to i odredeni fenotipovi mogu biti
prisutni u viSe endotipova. Prepoznavanje odredenih fenotipova i endotipova astme u djece
vazno je za odabir terapije 1 pracenje terapijskog ucinka. Preklapanje pojedinih fenotipova
astme, nedostatak specifiénih biomarkera, mijenjanje fenotipova tijekom rasta i razvoja
djeteta, kao 1 neprepoznavanje predominantnog tipa upale, jo$ uvijek onemogucéava
individualizirani pristup lijeCenju astme u djece (95).
Prema konsenzusu PRACTALL (eng. Practicing Allergology) o djecjoj astmi (prve
medunarodno prihvacene smjernice usredotoCene samo na astmu u djece), dva
kriterija, dob i pokretaci astme, predstavljaju temelj fenotipizacije astme u djece. Dob je jedan
od najsnaznijih odredujucih ¢imbenika fenotipizacije astme u djece i ukljucuje patofiziologiju,
izloZenost okoliSnim ¢imbenicima 1 prirodni tijek bolesti. Zbog razliCite prezentacije bolesti u
razli¢itoj dobi, potrebno je razmatranje u odvojenim dobnim skupinama:

e mala djeca (0-2 godine)

e predskolska djeca (2-6 godina)

o Skolska djeca (6-12 godina)

e adolescenti

Prema europskim smjernicama (85), temeljem dominantnog pokretaca astme, u djece starije
od 2 godine, predlozena su 4 razli¢ita fenotipa astme: astma inducirana virusima, astma
inducirana naporom, alergijska astma, te jo§ nerazjaSnjena astma (moguce uzrokovana

razliitim iritansima).



1.1.8. Podjela i kontrola astme

1.1.8.1. Podjela astme prema stupnju kontrole astme
Prema stupnju kontrole bolesti Global Initiative for Asthma (GINA) smjernice predlazu

podjelu astme na kontroliranu, djelomicno kontroliranu i nekontroliranu (8, Tablica 1).

Tablica 1. Podjela astme prema stupnju kontrole.

Djelomi¢no kontrolirana

(svako svojstvo/tjedno)* Nekontrolirana

Svojstva Kontrolirana

Nema (2x ili

manje jedno) Vise od 2x tjedno

Dnevni simptomi

Ogranicenje aktivnosti Nema Svako
. . i 3 ili viSe svojstava
Noéni simptomi Nema Svaki djelomi¢no kontrolirane
1 kek
Potreba za beta-2 o edno
. Nema (2x ili . .
agonistima kratkog » Vise od 2x tjedno
. . manje tjedno)
djelovanja
Pluéna funkcija (PEF ili
< 0,
FEV1) Normalna 80%
Egzacerbacije Nema 1 ili viSe godisnje** Tjedno***

FEV, - forsirani ekspiracijski volumen zraka izdahnut u prvoj sekundi; PEF — vrsni ekspiracijski protok.
* tjedan se odnosi bilo koji od zadnje kontrole

** potreba revizija terapije

**% 1 bilo kojem tjednu od zadnje kontrole

1.1.8.2. Kontrola astme (smjernice za djecu)
Preporuceni parametri za pracenje kontrole astme prema ATS/ERS smjernicama su: dani bez
simptoma, potreba za beta-2 agonistima kratkog djelovanja (SABA), vrijednost forsiranog
ekspiratornog volumena u 1. sekundi (FEV1) prije 1 poslije primjene bronhodilatatora,
egzacerbacije (unazad 1-4 tjedna), upitnik o kontroli astme (ACT, eng. Asthma Control Test),
kvaliteta zivota, hiperreaktivnost diSnih putova, biomarkeri, nuspojave lijekova, upotreba
kortikosteroida (CS), posjete lijecniku (hitna ambulanta ili hospitalizacija), mortalitet zbog

astme (96, Tablica 2).



Tablica 2. Preporuceni parametri kontrole astme.

Osnovno

Pozeljno

Neobavezno

- dani bez simptoma *
- potreba za beta-2
agonistima kratkog

- dani bez
simptoma/potreba za
beta-2 agonistima

- FEV| na terapiji

< _ djelovanja kratkog djelovanja/PEF *
Fotetne karakierlstike _pre BD FEV, - hiperreaktivnost di¥nih
na inicijalnoj viziti - post BD FEV, putova
- ACT upitnik - biomarkeri
- kvaliteta zivota - nuspojave lijekova
- egzacerbacije
- dani bez simptoma * - FEV na terapiji - biomarkeri
- potreba za beta-2 - dani bez - hiperreaktivnost disnih
agonistima kratkog simptoma/potreba za putova
Parametri procjene djelovanja beta-2 agonistima - post BD FEV;
terapijskog uspjeha - ACT upitnik kratkog djelovanja/PEF *
... na trenutnoj klinickoj - egzacerbacije (unazad - upotreba
viziti 1-4 tjedna)** kortikosteroida, posjete

- kvaliteta Zivota

lijecniku (hitna
ambulanta ili
hospitalizacija)

... na pojavu buduéih
rizika

- egzacerbacije (unazad
1-4 tjedna)**

- dani bez
simptoma/potreba za

- post BD FEV; beta-2 agonistima

- ACT kratkog djelovanja/PEF *
- nuspojave lijekova - upotreba

- pre BD FEV1 kortikosteroida, posjete

lije¢niku (hitna
ambulanta ili
hospitalizacija),
mortalitet zbog astme

- hiperreaktivnost disnih
putova

- biomarkeri

ACT — Asthma Control Test; BD — bronhodilatator; FEV . forsirani ekspiracijski volumen zraka izdahnut u
prvoj sekundi; PEF — vrsni ekspiracijski protok.

* ustanovljeno prema dnevniku astme;

**teSke egzacerbacije su definirane kao dogadaji koji zahtijevaju primjenu sistemskih kortikosteroida >3 dana
i/ili hospitalizaciju/posjetu hitnoj ambulanti zbog potrebe za sistemskim kortikosteroidima.

1.1.8.3. Dijagnosticke metode u pracenju aktivnosti (kontrole) astme

1.1.8.3.1. Spirometrija
Spirometrija je metoda kojom se mjeri kapacitet plu¢a i brzina protoka zraka kroz diSne
putove. U retrospektivnoj studiji na 13,842 djece progresivno smanjenje egzacerbacija astme
je bilo povezano s porastom forsiranog ekspiratornog volumena u 1. sekundi (FEV1, eng.
Forced Expiratory Volume in 1 second). FEV1 je takoder bio neovisni prediktivni ¢imbenik
egzacerbacija astme, te su djeca s FEV1<60% imali dvostruko vecu vjerojatnost da ¢e imati
astmatski napadaj u narednoj godini nego djeca s FEV1>80% (97). Ne postoje kontrolirane

studije slucajnog odabira koje bi pratile promjene FEV1 s kontrolom astme, tako da je FEV



kao samostalni parametar slab marker postojec¢e upale u astmi (98). Ograni¢enje FEV1 je
takoder videno u studiji CAMP (Childhood Asthma Management Program) gdje je grani¢ni
FEV1 ukljucenih bolesnika bio >93%, dok je tre¢ina tih bolesnika trebala sistemski

kortikosteroid u narednih 6 mjeseci (99).

1.1.8.3.2. Subjektivni dozivljaj simptoma astme: ACT/AQLQ

Simptomi astme su raznoliki i1 ¢esto specifi¢ni za pojedinog bolesnika. Glavni simptomi koji
se pojavljuju u astmi su zaduha, kaSalj, piskanje (wheezing), pritisak u prsiStu. U svrhu
objektiviziranja subjektivnog poimanja bolesti potrebna su validirana psihometrijska
pomagala. Jedan od njih je i upitnik o kontroli astme (ACT), koji sluzi za procjenu kontrole
astme. Taj test sadrzi 5 - 7 pitanja (ovisno o dobi) koja ispunjavaju bolesnik 1 roditelji (za dob
4-11 godina). Napravljen je u svrhu otkrivanja djece s neadekvatno kontroliranom astmom, na
Sto upucuje zbroj bodova manji od 19. Test je validiran u studiji u¢injenoj na 244 bolesnika
(100).

Znatno opsezniji su razli¢iti upitnici o kvaliteti Zivota koji daju znacajno opsezniji uvid o
subjektivnom dozivljaju bolesti sveukupno te po pojedinim domenama. Jedan od takvih
upitnika koji ocjenjuje za bolest vezanu kvalitetu Zivota je upitnik autorice Elizabeth F.
Juniper (AQLQ, eng. Asthma Quality of Life Questionnaire) koji je sastavljen kako bi odredio
veli¢inu problema koje djeca u dobi od 7. do 17. godine imaju zbog astme. On ukljucuje 32
stavke iz 4 domene (simptomi, ograni¢enja aktivnosti, okoliSni ¢imbenici 1 emocionalna
funkcija) (101). Zbog c¢injenice da cesto roditelji imaju krivu percepciju o kvaliteti Zivota
djece, djecu astmatiare vazno je pitati o njihovom dozivljaju simptoma. Naime, studija je
pokazala da je 21% roditelja opisalo da je astma u njihove djece dobro kontrolirana, iako je
njihovo dijete imalo egzacerbaciju astme u zadnja 3 mjeseca (102). Studija koja je primijenila
AQLQ pokazala je da astmaticari s hiperreaktivno$¢u bronha na metakolin imaju znac¢ajno
smanjenu kvalitetu Zivota u odnosu na astmatiCare koji nisu odgovorili na bronhalnu

provokaciju metakolinom (103).

1.1.8.3.3. Ukupni IgE
Alergija je usko povezana s astmom u djece. U studiji 216 djece, preosjetljivost na barem
jedan alergen je dokazana u 88,2% ispitanika. Intenzitet alergijske preosjetljivosti nije bio
povezan s tezinom astme. Ukupni IgE je bio znacajno povecan u djece lijeCene
kortikosteroidima i1 one koja su hospitalizirana zbog astme. Ti rezultati ukazuju da visoka
koncentracija ulgE moZe biti povezana s teSkom astmom u djece (104). U studiji 190

bolesnika s alergijskom astmom logaritam koncentracije ulgE-a bio je znafajno visi u



ispitanika s nekontroliranom astmom. Koncentracija ulgE-a je ostala povecana usprkos
terapiji inhalacijskim kortikosteroidima (ICS, eng. Inhalatory CorticoSteroids) 1 to u dozi
znacajno visoj u usporedbi s dozom ICS-a u terapiji ispitanika s dobro kontroliranom astmom.
Nadalje, logaritam ulgE-a je bio povezan s pove¢anim brojem eozinofilnih granulocita u krvi

i smanjenim vrijednostima FEV1 ali samo u skupini nekontroliranih astmaticara (105).

1.1.9. Egzacerbacija astme

Egzacerbacija astme podrazumijeva akutnu ili subakutnu epizodu progresivnog pogorsanja
simptoma bolesti udruzenu s opstrukcijom di$nih putova (106). Egzacerbacije mogu varirati
od sasvim blagog, kratkotrajnog pogorSanja popracenog podrazajnim kasljem i blagom

zaduhom pa sve do vrlo teskog, po Zivot opasnog stanja (8).

1.1.10. LijeCenje astme

U lijecenju astme u djece u naSoj zemlji primjenjuju se GINA smjernice, PRACTALL-ove
smjernice te smjernice Internacionalnog konsenzusa za pedijatrijsku astmu (eng. International
consensus on [ICON] pediatric asthma) (8, 85, 106). Prema smjernicama, u lijeCenju astme u
djece preporucuje se tzv. holisticki (cjeloviti) pristup koji uklju¢uje implementaciju svih
bitnih komponenata lijecenja kako bi se postigla dobra ili potpuna kontrola bolesti. Holisticki
pristup lijeCenju astme u djece ukljucuje: edukaciju djece i roditelja, prepoznavanje i
izbjegavanje okidaca, primjenu odgovarajucih lijekova, prepoznavanje bolesnika podobnih za
lije¢enje alergen-specificnom imunoterapijom (106). Odabir odgovarajuceg lijecCenja ovisi o
tezini bolesti (povremena astma, blaga, umjerena 1 teska trajna astma), stupnju reverzibilnosti,
aktivnosti bolesti (egzacerbacije povezane s virusnim infekcijama, izlozenosti alergenima ili

tjelovjezbom) i dobi pojave bolesti (dojenacka, djecja ili odrasla dob) (9).

1.1.10.1. Edukacija i pracenje
Edukacija bolesnika s astmom, odnosno roditelja djece s astmom, provodi se putem tzv. astma
Skola 1 skola disanja. Bolesnik treba dobiti Sto viSe obavijesti o razli¢itim aspektima svoje
bolesti: uzroku bolesti, nacinima izbjegavanja pokretaca alergijske reakcije, nacinu i tijeku
pojave simptoma, prepoznavanju simptoma i procjeni njihove tezine, odabiru lijekova, nacinu

pravilne primjene lijekova i procjeni njihova ucinka (8, 85).



1.1.10.2. Prepoznavanje i izbjegavanje okidaca
Obzirom da je u dje¢joj dobi najCesce alergijska astma potrebno je svakom djetetu uciniti
alergolosku obradu radi identifikacije alergena na koje je dijete senzibilizirano te prema tome
savjetovati prilagodavanje mjera kontrole okoliSa, izbjegavanje alergena, prilagoditi terapiju
te planirati pracenje bolesnika. Prema podacima iz literature mjere izbjegavanja nekih
alergena (alergeni epitela 1 dlake macke, psa, hrcka, konja) mogu biti korisne u prevenciji
simptoma bolesti 1 nastanku senzibilizacije (107). Broj grinja u ku¢i mozZe se smanjiti
pojacanim higijenskim mjerama (ukljucujuéi redovito pranje posteljine i odjece u vrucoj vodi,
koriStenje nepropusnih prekrivaca za madrace), odrzavanjem manje vlaznosti provjetravanjem
prostorija ili primjenom skupljaca vlage (108). Takoder je potrebno i izbjegavati nespecificne

pokretace kao $to su duhanski dim, onecis¢ivaci zraka, stres i infekcije.

1.1.10.3. Farmakoterapija astme u djece

Cilj lijecenja astme je kontrola simptoma i prevencija egzacerbacija uz minimum nuspojava
primijenjenih lijekova (8). Farmakoterapija astme temelji se na spoznaji da je opstrukcija
diSnih putova u astmi uzrokovana spazmom bronhalnih miSi¢a uz razli€iti stupanj upale diSnih
putova, edem, pojacanu sekreciju sluzi i infiltraciju upalnim stanicama. Stoga razlikujemo
dvije skupine lijekova: simptomatski lijekovi (reliever medications), kojima se lijeci akutni
napadaj bronhoopstrukcije, i osnovni lijekovi (controller medications) koji djeluju na
alergijsku upalu u diSnim putovima i sprjeCavaju egzacerbacije bolesti. Prvu skupinu lijekova
Cine: beta 2-agonisti kratkog djelovanja 1 ostali bronhodilatatori, a u nas najcesce
primjenjivani lijek je salbutamol. Osnovni lijekovi su: inhalacijski kortikosteroidi (ICS, eng.
Inhalatory CorticoSteroids), antagonisti leukotrijenskih receptora (LTRA, eng. LeukoTriene
Receptor Antagonist) 1 beta-2 agonisti dugog djelovanja (LABA, eng. Long-Acting Beta
agonist) (8, 85).

ICS znacajno smanjuju simptome astme, potrebu za primjenom beta-2-agonista kratkog
djelovanja, poboljsavaju pluénu funkciju, smanjuju ucestalost i tezinu egzacerbacija, kao i
potrebu za hospitalizacijom zbog pogorSanja astme (109). Vecina djece s blagom astmom
dobro je kontrolirana niskim dozama ICS-a (Tablica 3). Srednje visokim dnevnim dozama
ICS-a smatraju se doze koje su dvostruko vise od niskih doza, a visokim dozama ICS-a
cetverostruko vise od niskih doza. Izuzetak su triamcinolon i flunizolid, za koje se trostruko

vise doze od niskih doza smatraju visokim dozama.


http://en.wikipedia.org/wiki/Leukotriene_antagonist
http://en.wikipedia.org/wiki/Leukotriene_antagonist

Tablica 3. Ekvipotentne doze inhalacijskih kortikosteroida koji se rabe u lijeenju astme u djece.

Lijek Niske dnevne doze (pg)
beklometazon-dipropionat (HFA) 100
Budezonid 100
budezonid (preko rasprsivaca) 250
Ciklezonid 80
flunizolid (HFA) 160
flutikazon proprionat 100
mometazon furoat 100
triamcinolon acetonid 400

HFA - potisni plin hidrofluoroalkan (eng. hydrofluroalkane).

Nakon §to je postignuta kontrola astme u bolesnika, dozu ICS-a potrebno je postupno
snizavati, do najnizih uc¢inkovitih doza. Optimalnu djelotvornu dozu potrebno je odrediti
individualno za pojedinog bolesnika misle¢i pri tome na njihove potencijalne lokalne
(orofaringealna kandidijaza, disfonija, kasalj zbog iritacije gornjih diSnih putova) i sistemske
nuspojave (adrenalna supresija, osteoporoza, katarakta, pojava modrica po kozi) (8).

U nasoj zemlji od lijekova iz skupine leukotrijenskih antagonista (LTRA) u lijjecenju astme u
djece primjenjuje se montelukast. Montelukast je dokazano djelotvoran u kontroli simptoma
astme, poboljSanju pluéne funkcije, prevenciji egzacerbacija 1 hospitalizacija zbog astme
(110-111). U odnosu na ICS LTRA je nesto losiji lijek u kontroli astme, iako u pojedinih
bolesnika ima isti ako ne i djelotvorniji u¢inak (112-113). LTRA se rabi kao dodatna terapija
ICS-u, pri ¢emu se moZze primjenjivati niza doza ICS-a, ali se pokazao manje djelotvornim u
usporedbi s beta-2-agonistom dugog djelovanja (LABA) (114).

Beta-2 agonisti dugog djelovanja, salmeterol i formeterol, u lijeCenju astme u djece
primjenjuju se samo u fiksnim kombinacijama s ICS-om i to u lijecenju tezih stupnjeva astme
u djece starije od 5 godina. Kombinacijsko lijecenje ICS+LABA ima bolji u¢inak na kontrolu
astme nego povisenje doze ICS-a (115-116).

Imunoterapija specifi¢na za alergen (SIT) provodi se primjenom rastu¢ih doza alergenskog
ekstrakta u svrhu induciranja trajne klini¢ke tolerancije u bolesnika koji su na isti alergen
specificno senzibilizirani. Danas se provodi na dva osnovna nacina: davanjem alergenskog
ekstrakta ispod koZe (supkutana imunoterapija) ili pod jezik (sublingvalna imunoterapija).
Dokazana je klinicka djelotvornost SIT-a u djece s alergijskom astmom i/ili alergijskim
rinitisom/rinokonjunktivitisom, koja su alergi¢na na grinje, pelud stabala, trava ili korova te

macje dlake, posebno ako su djeca monosenzibilizirana na neki od navedenih alergena (117).



1.2. Biomarkeri

1.2.1. Definicija biomarkera

Biomarker je molekula iz krvi ili ostalih bioloskih tekuéina 1 tkiva koja se moZe objektivno
mjeriti u svrhu otkrivanja normalnih i patoloskih procesa, te ispitivanja odgovora na
terapijsku intervenciju. Biomarkeri su od neprocjenjive koristi u otkrivanju bolesti,
stupnjevanju tezine i aktivnosti bolesti, postavljanju prognoze bolesti, te procjeni i pracenju
klinickog odgovora na lijeCenje. Validirani biomarkeri su od velike vaznosti i u ranim
klinickim istrazivanjima gdje sluZze kao dokaz mehanizma djelovanja novog lijeka (118).
Karakteristike idealnog biomarkera su sljedece (119):

a. klinicka vaznost: biomarker ima sposobnost da prati promjene patoloskog procesa i/ili

terapijske intervencije u relativno kratkom vremenskom periodu,

b. osjetljivost i specificnost za odredenu intervenciju,

c. pouzdanost i reproducibilnost laboratorijskog testa kojim se biomarker mjeri,

d. jednostavnost uzorkovanja bioloskih uzoraka (neinvazivne ili seminivazivne tehnike) i

jednostavnost mjerenja biomarkera §to omogucuje Siroku primjenu.

1.2.2. Biomarkeri u astmi

Funkcionalni pluéni testovi i simptomi bolesti slabo odrazavaju upalna zbivanja u diSnim
putovima (120). Upravo zbog tog nedostatka tradicionalnih parametara kontrole astme
pojavila se potreba za razvijanjem novog nacina detekcije lokalnoga patoloskog procesa u
diSnim putovima. Smatra se da svaka bioloSka tvar ukljucena u upalnu kaskadu moZe biti
biomarker upale u astmi.
Karakteristike idealnog biomarkera u dje¢joj astmi uvelike su uvjetovane osobitostima djecje
populacije, u smislu poStednog uzorkovanja materijala za odredivanja biomarkera, ali i
sloZzene patofiziologije 1 fenotipizacije djecje astme. Validacijski kriteriji za biomarker se
definiraju prema svrsi za koju je biomarker namijenjen te se trebaju standardizirati, u
konkretnoj populaciji sa sljede¢im ciljevima (121):

a) dobivanje bioloSkih uzoraka na jednostavan i neinvazivan nacin,

b) uporaba osjetljivih, specifi¢nih i1 reproducibilnih metoda za odredivanje biomarkera,

c) referentne vrijednosti stani¢nih i humoralnih biomarkera u razli¢itim bioloSkim

uzorcima za sve pedijatrijske dobne skupine,



d) identifikacija idealnog biomarkera koji bi razlikovao eozinofilnu alergijsku upalu od
drugih tipova bronhalne upale,

e) odredivanje profila biomarkera koji bi pomogli u otkrivanju klju¢nog patomehanizma
(upala, oksidativni stres, remodeliranje) u akutnoj egzacerbaciji astme kao i u
asimptomatskoj fazi kroni¢ne upale disnih putova,

f) odredivanje uloge sistemske upale,

g) povezanosti razli¢itih biomarkera s klinickim parametrima i njihova dijagnosticka
uspjesnost,

h) pronalazenje alata za pracenje bolesti i procjenu terapijskog odgovora,

1) predvidanje klinickog tijeka upale 1 prognoze bolesti.

Zadatak je istrazivaca razviti reproducibilnu, osjetljivu i specifi¢cnu metodu detekcije upale
u disnim putovima s kona¢nim ciljem pronalazenja idealnog neinvazivnog biomarkera s

najboljim dijagnosti¢kim i prognosti¢kim potencijalom.

1.2.2.1. Metodologija uzorkovanja bioloskih uzoraka za analizu biomarkera upale u
djecjoj astmi

Bioloski uzorci za analizu upalnih biomarkera mogu se dobivati invazivnim, minimalno
invazivnim 1 neinvazivnim metodama. Prema stupnju invazivnosti dobivanja bioloskih
uzoraka u pracenju i lijjecenju bolesti diSnih putova razlikuju se sljede¢i uzorci, od
najinvazivnijih prema najpostednijima: bronhalni/nazalni bioptat, bronhoalveolarni ispirak
(BAL, eng. BronchoAlveolar Lavage), bronhalni/nazalni obrisak, krv, sputum, kondenzat
izdaha, izdahnuti plinovi, mokraca.

Podaci dobivani analizom upalnih biomarkera iz seruma i mokrace, prije odrazavaju
sistemsku upalu nego upalu lociranu u diSnim putovima ¢ime je smanjena osjetljivost i
specificnost dobivenih podataka. Lokalnu upalu u astmi najbolje predstavljaju biomarkeri iz
velikih (>2 mm unutarnji promjer) i malih (<2 mm unutarnji promjer) diSnih putova dobiveni
invazivnim tehnikama (bronhalni bioptat, bronhoalveolarni ispirak, bronhalni obrisak),
laboratorijski i vremenski zahtjevnim tehnikama (inducirani sputum) ili neinvazivnim,
postednim tehnikama (kondenzat izdaha, izdahnuti plinovi) (122).

Inducirani sputum je postednija metoda dobivanja intraluminalnog bronhalnog sadrzaja od
biopsije bronha i BAL-a te stoga prihvatljivija u dje¢joj populaciji. Sputum se moze inducirati
pomocu hipertoni¢ne (4,5%) otopine u djece starije od 6 godina (123) no uspjesnost
uzrokovanja varira od 68-100% (124). Centrifugiranjem uzorka moguce je analizirati topive

biomarkere u nadtalogu te stanice u sedimentu. Odredivanjem broja eozinofilnih granulocita



moze se potvrditi egzacerbacija astme u djece ili potvrditi postojanje teske perzistentne astme.
U nadtalogu je moguée mjeriti brojne upalne biomarkere (granulocitne proteine, proteaze,
citokine, kemokine i eikosanoide) no zbog nestandardiziranosti analize njihova je usporedba
otezana (75). Metoda je tehnicki i vremenski vrlo zahtjevna (oko 3 h). Nadalje, postoji
znacajan rizik od bronhospazma (8%) i1 pojacanja upalne reakcije koja moze trajati i do 24 h
(125). Inducirani sputum odrazava promjene u velikim diSnim putovima, podlozan je
kontaminaciji iz gornjih diSnih putova i usne Supljine, a repreducibilnost rezultata ne
zadovoljava analitiCke kriterije. Stoga, inducirani sputum nije prihvatljiva metoda za rutinsku
primjenu u djecjoj dobi.

Uzorkovanje kondenzata izdahnutog zraka je novija, potpuno neinvazivna metoda za
izravnu procjenu upale u diSnim putovima u stvarnom vremenu. Metoda je jednostavna i
visoko reproducibilna, (126) a rezultati analize KI reflektiraju promjene primije¢ene drugim
invazivnim metodama (127-129). Izdah se sastoji od plinovite faze s hlapljivim spojevima
(npr. NO, CO) i tekuce faze u kojoj se mogu mjeriti upalni biomarkeri topivi u vodi. Jo§
uvijek nije poznato podrijetlo sadrzaja kondenzata izdaha, kao niti toCan mehanizam njegova
nastanka. Ipak, ¢ini se da vrtloZzenje zraka tijekom disanja ima vaznu ulogu u nastanku
aerosola (130). Sadrzaj kondenzata izdaha je danas podru¢je intenzivnog istrazivanja. U

Tablici 4 prikazani su potencijalni biomarkeri upale u izdahu i kondenzatu izdaha (131).

Tablica 4. Potencijalni biomarkeri upale u izdahu i kondenzatu izdaha (preuzeto iz 130).

Izdah Kondenzat izdaha
NO Adenozin
CcOo Amonijak
Etan H,0;
Pentan interleukini (npr. 1, 4, 6, 8), IFNy

hlapljivi ugljikovodici

hlapljivi organski pojevi

endotelin-1
pH

8-izoprostani

aldehidi
nitriti, nitrati, nitrozotioli, nitrotirozin
leukotrijeni, prostaglandini

Glutation

CO - ugljikov monoksid; H>O, — vodikov peroksid; IFNy — interferon gama; NO — dusi¢ni oksid.



Metode odredivanja za veéinu sastojaka kondenzata uglavnom su komercijalno dostupne,
manje ili viSe zadovoljavaju¢e imunokemijske metode, dok se za neke biomarkere, primjerice
8-izoprostane, preporuca primjena plinske kromatografije-masene spektrometrije, (GC-MS,
eng. Gas Chromatography-Mass Spectrometry) kao mnogo pouzdanije metode. Usprkos
analitickim problemima koji se odrazavaju na apsolutne vrijednosti biomarkera u kondenzatu
izdaha, relativne razlike izmedu skupina oboljelih 1 zdravih ispitanika upucuju, medutim, na
klinicko znacenje odredivanja markera upale i drugih spojeva u ovom uzorku.

U Tablici 5 su prikazani prednosti i nedostatci nekih metoda uzorkovanja bioloskih uzoraka i

upalnih biomarkera u astmi.

Tablica 5. Prednosti i nedostatci nekih metoda uzorkovanja bioloskih uzoraka i upalnih biomarkera u astmi

(preuzeto iz 75, 121).

Biomarker

Prednosti

Nedostaci

Biopsija tkiva

izravno mjerenje upale u diSnih
putova

vrlo invazivna i vremenski zahtjevna
metoda, nedostatna povezanosti
izmedu upalnih stanica i simptoma,
zahtjeva visoku strucnost

Inducirani ispustam

manje invazivna metoda od biopsije
tkiva, pouzdan pokazatelj upale u
disnim putovima

vrlo neugodan proces, limitiran na
djecu iznad 8 godina, zahtjeva
strucnost, problemi s ponovljivoséu

Izdahnuti NO

neinvazivna, jednostavna i
standardizirana metoda, izravan
rezultat, moguénost pracenja
protuupalne terapije, lokalni
biomarker, moguénost serijskog
pracenja

skupa oprema i skupo odrzavanje,
nije specifi¢an za astmu niti za
eozinofilnu upalu

KI — pH i proteini (upalni i
neupalni markeri)

neinvazivna metoda, mogucnost
odredivanja brojnih biomarkera,
mogucénost fenotipizacije astme,
mogucnost serijskog pracenja,
lokalni biomarker, standardizirano
uzorkovanje

tehnika uzorkovanja utjece na
proteine u uzorku, problemati¢na
ponovljivost, kontaminacija slinom,
nedokazana klinicka znacajnost,
nedostatak referentnih vrijednosti po
dobnim skupinama, skupa oprema
nestandardizirani uzorak

Serumski proteini

minimalno invazivna metoda,
moguénost odredivanja brojnih
biomarkera, moguénost
fenotipiziranja, standardizirane
metode, moguénost serijskog
pracenja, ponovljivost

slabo reflektira promjene u disnim
putovima - sistemski markeri,
nedokazana klinicka znacajnost,
nedostatak referentnih vrijednost po
dobnim skupinama

Metaboliti u ruinu

neinvazivna metoda, brojni
biomarkeri, fenotipiziranje,
standardizirano uzorkovanje, doba
osjetljivost i specifi¢nost

nedokazana klinicka znacajnost,
skupa i slabo dostupna oprema




1.2.2.2. Lokalni biomarkeri upale

1.2.2.2.1. Frakcionirani izdahnuti NO (FENO)

Frakcionirani izdahnuti duSiéni oksid, FeNO (eng. Fractional Exhaled Nitric Oxide)
predstavlja neposredni marker oksidacijskog stresa i stupnja upale malih diSnih putova te
zajedno sa spirometrijskim vrijednostima ¢ini temelj klinickog pracenja ucinka protuupalne
terapije u astmaticara. Prethodne studije su pokazale da se povecane vrijednosti FENO-a u
astmati¢ara smanjuju bilo nakon peroralne ili inhalacijske primjene kortikosteroida (CS) 1
dostizu vrijednosti kao u zdravih ispitanika (132-133). Povezanost s eozinofilnim
granulocitima opisana je u radovima gdje je FENO pozitivno korelirao s apsolutnim brojem
perifernih eozinofilnih granulocita (134). U odraslih ispitanika, FENO je korelirao s brojem
eozinofilnih granulocita u sputumu te s hiperreaktivnos¢u na metakolin (135). FENO je
povezan s bronhalnom hiperreaktivnoscu i u odraslih i u djece, a pokazuje slabu povezanost s
izoliranim spirometrijskim vrijednostima ili akutnim promjenama u FEV1 (136), iako su
povezanosti primije¢ene u nekim studijama (137). Postoji i znacajna povezanost FENO-a s
uporabom beta-2 agonista kratkog djelovanja i simptomima astme.

FeNO nije specifian za astmu te moze biti povecan u alergijskom rinitisu, bolestima
paranazalnih sinusa i infekcijama gornjih diSnih putova, tako da se njegova povecana

vrijednost ne moze promatrati jednoznacno.

1.2.2.2.2. pH i urati u kondenzatu izdaha (KI)
Odredivanje biomarkera u kondenzatu izdaha je koristan i minimalno invazivan nacin
procjene upale u diSnim putovima bolesnika s astmom (138). Vrijednosti brojnih biomarkera
upale (pH, leukotrijeni, prostaglandini, citokini, kemokini) i oksidativnog stresa (superoksid
dismutaza [SOD], 8-izoprostani, Zeljezo/feritin, nitrati/nitriti, NO, aldehidi 1 glutation)
razlikuju se u kondenzatu izdaha astmaticara u odnosu na zdrave ispitanike (121, 131). U nizu
biomarkera koje je moguce odredivati u KI, najbolje je istrazena pH-vrijednost koja reflektira
kiselost ili alkalnost otopine koja oblaze disne putove (FELF). Jedna od prednosti analize pH
u odnosu na ostale markere je stabilnost pH u zdravih ispitanika u rasponu od 7,5 do 7,7.
Vrijednost pH Kl-a djece s astmom nalazi se u kiselijem podrucju nego u zdrave djece (139).
Nadalje, pH vrijednost u bolesnika s umjerenom astmom je u kiselijem podru¢ju u odnosu na
vrijednosti u bolesnika s blagom astmom (140). Egzacerbacijom astme pH KI-a se znacajno
smanjuje na vrijednosti 5,5 do 6,0. U Huntovoj studiji bolesnici s akutnom astmom su imali
nize vrijednosti pH Kl-a (126) u odnosu na kontrolnu skupinu i skupinu djece sa stabilnom

astmom, a vrijednosti su se normalizirale tijekom kortikosteroidne terapije. No, treba biti



svjestan Cinjenice da se apsolutne vrijednosti pH kondenzata izdaha u razliitim
istrazivanjima ne mogu usporedivati zbog razli¢itih predanaliti¢kih postupaka, koji joS uvijek
nisu standardizirani. Moguca je usporedba samo onih rezultata dobivenih jednakim
postupcima.

Mokraéna kiselina (acidum uricum, CsH4N4O3) je koncani proizvod metabolizma purina.
Nastaje iz ksantina 1 hipoksantina djelovanjem enzima ksantin oksidaze. Kod fizioloSkog pH
(pH>7) nalazi se u obliku urata. IstraZivanja provedena na kulturi stanica potvrduju da se u
diSnim putovima urati lokalno sintetiziranju. Urati predstavljaju glavni antioksidans u sekretu
gornjih diSnih putova (141). Antioksidativni ucinak urati ostvaruju direktnim hvatanjem
slobodnih radikala ili stvarajnjem stabilnih kompleksa sa ionima prijelaznih metala, kao $to je
zeljezo, te tako sprecavaju¢i askorbat oksidaciju i1 lipidnu peroksidaciju. Njihova je
koncentracija znacajno smanjena u KI djece u egzacerbaciji astme (142).

Imajuéi u vidu da pH Kl-a odrazava trenutnu kiselost tekuc¢ine koja oblaze diSne putove, a
koncentracija urata predstavlja antioksidans u tekucini koja oblaze diSne putove, odredivanje

tih markera moglo bi pomo¢i u procjeni akutne upale u diSnim putovima.

1.2.2.2.3. Temperatura izdahnutog zraka (TT)
Mjerenje temperature izdahnutog zraka predstavlja novi, neinvazivni biomarker lokalne upale
u disSnim putovima (143). Temperatura izdahnutog zraka je povisena u nekontroliranih
astmaticara (34,9 £+ 0,8°C) u odnosu na dobro kontrolirane astmaticare (33,7 + 0,8°C) 1 zdrave
ispitanike (33,2 + 0,2°C ) (144). Temperatura izdahnutog zraka raste za vrijeme egzacerbacije
virusno inducirane astme (145). Naporom uzrokovana bronhoopstrukcija (pad FEV1) kolerira

s porastom temperature izdahnutog zraka u astmaticara (146).

1.2.2.1. Sistemski biomarkeri upale
Sistemski biomarkeri upale iz periferne krvi i1 urina prije reflektiraju sistemsku upalu nego
upalu lociranu u diSnim putovima (121,147). Neki od sistemskih biomarkera koji su povezani

s astmom prikazani su u Tablici 6.



Tablica 6. Sistemski biomarkeri u astmi.

Sistemski biomarker Referenca
eozinofilni granulociti iz periferne krvi 148, 149, 150, 151
ECP 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156
EPO 154
IgE 156, 157
Eotaksin 155, 159
TARC 160
MCP-+4 161
1L-4, IL-5, IL-13 152,162, 163
Periostin 164, 165, 166
hs-CRP 167, 168, 169, 170, 171, 172
urinarni LTE4 173, 174

ECP — eozinofilni kationski protein; EPO — eozinofilna peroksidaza; hs-CRP — CRP velike osjetljivosti; IgE —
imunoglobulin E, IL — interleukin; LTR4 — leukotrijen 4; MCP-4 — eng. Monocyte Chemotactic Protein-4,
TARC — eng. Thymus and Activation Regulated Chemokine.

1.2.2.1.1. Eozinofilni kationski protein (ECP) u serumu
ECP je biomarker, koji zbog aktivacije odnosno degranulacije tkivnih eozinofilnih
granulocita, dospijeva u cirkulaciju. Serumska koncentracija ECP-a je povecana u astmaticara
tijekom akutne egzacerbacije u odnosu na bolesnike s astmom u remisiji (151). ECP kolerira s
eozinofilnom upalom diSnih putova, ali ne 1 s bronhalnom hiperreaktivnoscu. Takoder se
pokazao korisnim u procjeni tezine astme, suradljivosti s uzimanjem protuupalne terapije i
kao alat koji govori kada smanjiti dozu inhalacijskih kortikosteroida (156). Ipak, ECP nije
specifian za astmu niti za eozinofilnu upalu. Studije u pedijatrijskih pacijenata su pokazale
da je koncentracija ECP-a povecana i u djece s cisticnom fibrozom 1 virusnim bronhiolitisom

(175).

1.2.2.1.2. Serumski C-reaktivni protein velike osjetljivosti
Serumski C-reaktivni protein velike osjetljivosti, hs-CRP (eng. high sensitivity C-Reactive
Protein, CRP velike osjetljivosti) je marker sistemske upale niskog stupnja (eng. low-grade
systemic inflammation) u razli€itim stanjima kao Sto su ateroskleroza (176), Se€erna bolest,
debljina (177). Smatra se da moZze biti korisno dijagnosti¢ko sredstvo u otkrivanju sistemske
upale u astmi (178). Povecana koncentracija hs-CRP-a povezana je s bronhalnom
hiperreaktivno$¢u i respiratornim ostecenjima (167). Takoder je pokazano da je povecana
koncentracija hs-CRP-a povezana s respiratornim simptomima u bolesnika s nealergijskom

astmom, ali ne i u bolesnika s alergijskom astmom (168). Takemura je predlozio da se hs-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15046375
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15046375
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16859899

CRP moze koristiti kao dobar pokazatelj lokalne upale diSnih putova u bolesnika bez ICS
(eng. inhalatory corticosteroids, inhalacijski kortikosteroidi) u terapiji (169). Takoder je
poznato da je serumska koncentracija hs-CRP-a signifikantno vec¢a u astmaticara, kako onih u
akutnom napadaju tako i onih u kroni¢noj fazi bolesti, za razliku od zdravih ispitanika (170).
Nedavne spoznaje predlazu da se hs-CRP koristi kao osjetljiv marker teske astme (171).
Prethodnim istrazivanjem 1 mi smo pokazali da je u djece s nekontroliranom astmom

koncentracija serumskog hs-CRP-a vec¢a u odnosu na djecu s kontroliranom astmom (172).

1.2.2.1.3. Diferencijalna krvna slika (DKS)
Broj eozinofilnih granulocita u perifernoj krvi kolerira s teZzinom astme i bronhalnom
hiperreaktivno$¢u. Tijekom egzacerbacije bolesti dolazi do porasta broja cirkuliraju¢ih
eozinofilnih granulocita, a kortikosteroidna terapija smanjuje njihov broj u cirkulaciji (150).
Lewis 1 suradnici su istrazivali povezanost apsolutnog broja eozinofilnih granulocita,
neutrofilnih granulocita, bazofilnih granulocita, monocita i limfocita i pojavnost kroni¢nih
respiratornih simptoma, atopije, razine pluéne funkcije i bronhalne hiperreaktivnosti u
odraslih. Povec¢an broj monocita je bio povezan s pojavom noc¢ne dispneje, trajnim kasljem,
smanjenim FEVi. Povecani broj bazofilnih granulocita je bio povezan s piskanjem
(wheezing), noénom dispnejom, astmom, smanjenim vrijednostima FEVi, pojaCanom
bronhalnom hiperreaktivnosc¢u i pove¢anom razinom ukupnog IgE. Povecan broj neutrofilnih
granulocita je bio povezan s no¢nom dispnejom, dispnejom u naporu, astmom 1 snizenim
FEV1. Takoder je broj eozinofilnih granulocita povezan s pove¢anom vjerojatno$éu za pojavu
piskanja, no¢ne zaduhe, zaduhe u naporu, trajnog kaslja i astme. Povecan broj eozinofilnih
granulocita je takoder neovisni prediktivni ¢imbenik atopije, snizenog FEVi, poveéane

reaktivnosti diSnih putova i povecanog IgE-a (179).



2. HIPOTEZA



Rezimirajuéi podatke navedene u Uvodu, znanstvena i stru¢na utemeljenost naseg istrazivanja

ogleda se u sljede¢em:

1.

Pra¢enje upalnih promjena u diSnim putovima presudno je za procjenu kontrole i
lijecenje astme.

Iako se zadnjih 15-tak godina intenzivno traga za idealnim biomarkerom lokalne upale
u diSnim putovima, idealan pokazatelj kontrole astme joS nije identificiran.

Dosadasnji rezultati o povezanosti simptoma astme i upale nisu pokazali jednoznacne

rezultate.

Cilj je istraZivanja potvrditi ili opovrgnuti postavljenu hipotezu:

1.

Vrijednosti upalnih biomarkera statisticki se znacajno razlikuju u djece s
kontroliranom i nekontroliranom astmom.

Kombiniraju¢i lokalne 1 sistemske biomarkere upale moguce je razlikovati
nekontroliranu od kontrolirane astme.

Vrijednosti upalnih biomarkera povezane su sa simptomima bolesti.



3. CILJEVI



3.1. Ciljrada
Op¢i ciljevi ovog istrazivanja su sljedeci:

a. usporediti vrijednosti lokalnih 1 sistemskih wupalnih biomarkera u djece s
kontroliranom 1 nekontroliranom astmom,

b. odrediti dijagnosti¢ku vrijednost upalnih biomarkera u procjeni kontrole bolesti,

c. utvrditi kombinaciju upalnih biomarkera koja najbolje razlikuje kontroliranu od
nekontrolirane astme,

d. istraziti povezanost upalnih biomarkera sa simptomima bolesti (pojedina¢nim

simptomima i skupnim zbirom simptoma).

Specifi¢ni ciljevi ovog istrazivanja su sljedeci:
a. istraziti povezanost upalnih biomarkera s drugim pokazateljima aktivnosti bolesti
(ACT, AQLQ, spirometrija, ukupni IgE, uporaba SABA),
b. odrediti dijagnosticku vrijednost upalnih biomarkera u predvidanju egzacerbacije
bolesti,
c. utvrditi kombinaciju upalnih biomarkera koja predstavlja najbolji prediktivni model za

egzacerbaciju astme.

3.2. Doprinos i oéekivana primjena istraZivanja
Ovo istrazivanje doprinosi boljem razumijevanju uloge upalnih biomarkera u djec¢joj astmi.
Naglasak je na istrazivanju povezanosti biomarkera lokalne i sistemske upale 1 subjektivnih
simptoma astme o ¢emu su podaci u stru¢noj literaturi manjkavi. Od znanstvenog doprinosa je
1 utvrditi dijagnosticku vrijednost upalnih biomarkera u procjeni kontrole djecje astme kao 1
predvidanju egzacerbacije bolesti. Procijeniti koji upalni biomarkeri bi se mogli rabiti u

rutinskoj dijagnostici 1 pra¢enju astme u djece.



4. ISPITANICI I METODE



Ovo istrazivanje predstavlja prospektivnu, opservacijsku, usporednu studiju kohorte
paralelnih skupina djece s kontroliranom i1 nekontroliranom astmom. Dijagnoza astme
postavljena je na temelju GINA 1 ATS/ERS smjernica (8, 180). Istrazivanje je provedeno u
razdoblju od lipnja 2011. godine do lipnja 2013. godine, u skladu s eti¢kim nacelima (uz
odobrenje Etickog povjerenstva DB Srebrnjak i1 Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta u
Zagrebu).

4.1. Ispitanici
Ispitanici, djeca i adolescenti (6-18 godina) s postavljenom dijagnozom astme unazad
najmanje godinu dana, razvrstani su u dvije skupine:
I.  skupina: djeca s kontroliranom astmom (kontrolirana astma prema GINA
smjernicama, 8), N= 50.
II.  skupina: djeca s nekontroliranom astmom (nekontrolirana i djelomi¢no kontrolirana

astma prema GINA smjernicama, 8), N=53.

4.1.1. Kriteriji ukljuéivanja

Kriteriji uklju€ivanja u I. skupini bili su dijagnoza astme (podatak o postojanju simptoma
astme 1 prethodno pozitivnom Ventolinskom ili metakolinskom testu) uz kriterije za
kontroliranu astmu prema GINA smjernicama (8): izostanak dnevnih simptoma ili prisutnost
dnevnih simptoma manje od 2x tjedno, bez ograni¢enja aktivnosti, izostanak no¢nih
simptoma, bez potrebe za beta-2 agonista kratkog djelovanja ili potreba za istima manje od
2xtjedno, normalna pluéna funkcija, izostanak egzacerbacija.

Kriteriji uklju¢ivanja u II. skupinu bili su dijagnoza astme (podatak o postojanju simptoma
astme 1 prethodno pozitivnom Ventolinskom ili metakolinskom testu) uz kriterije prema
GINA smjernicama (8): prisutnost dnevnih simptoma vise od 2x tjedno, ogranicenjem
aktivnosti, prisutnos$¢u noénih simptoma, upotrebom beta-2 agonista kratkog djelovanja vise
od 2xtjedno, PEF <80% predvidenog ili osobnog maksimuma i pojavom egzacerbacije bolesti
1 ili viSe godisnje).

Sudjelovali su samo ispitanici ¢iji su roditelji ili zakonski skrbnici potpisali informirani

pristanak i koji nisu imali niti jedan od kriterija neukljucivanja.



4.1.2. Kriteriji neukljudivanja

Kriteriji neuklju¢ivanja za obje ispitivane skupine djece su bili jednaki: popratne bolesti -
druge pluéne bolesti, GERB, Sec¢erna bolest, sustavne bolesti vezivnog tkiva, tumori, zatim
preuhranjenost-pretilost (BMI>85. centile za spol i dob) (181), preboljena infekcija diSnih
putova cetiri tjedna prije pocetka istrazivanja te druga stanja koja bi potencijalno mogla
utjecati na rezultate dijagnostickih testova. GERB je isklju¢en u djece s kontroliranom
astmom na temelju anamnestickih podataka, a u djece s nekontroliranom astmom na temelju
urednog nalaza 24 h pH-metrije jednjaka tijekom uobicajenog pracenja i lijecenja bolesnika
(182). Osim navedenog u ispitivanje i analizu nisu ukljucena niti djeca koja su pokazivala
nesuradnju pri izvodenju dijagnostickih testova (spirometrija) ili su odustali na vlastiti zahtjev

(djeteta 1/ili roditelja.

4.2. Plan istraZivanja i istraZivacke metode

U radu je provedena prospektivna, opservacijska, usporedna studija kohorte paralelnih
skupina djece s kontroliranom (KA) i nekontroliranom (NA) s ciljem usporedbe lokalnih i
sistemskih biomarkera upale u ispitanika s KA i NA, ispitivanja povezanosti biomarkera sa
simptomima astme te odredivanja dijagnosticke vrijednosti biomarkera u procjeni kontrole
bolesti 1 predvidanja buduée egzacerbacije. Istrazivanje je provedeno u Djecjoj bolnici
Srebrnjak u periodu od lipnja 2011. do svibnja 2013. godine u dvije faze.

U prvoj fazi istrazivanja, ispitanicima su uzeti anamnesticki podaci (ucestalost simptoma
unazad 2 tjedna, egzacerbacije unazad godinu dana, upotreba beta-2 agonista kratkog
djelovanja, terapija, nuspojave), ucinjen je klini¢ki pregled, spirometrija, bronhodilatacijski
test. Ispitanici su ispunili ACT upitnik 1 upitnik kvalitete zivota Na temelju procjene dva
iskusna klini¢ara iz podrucja dje¢je astme (M.T. i M.N.), dobivenih anamnesti¢kih podataka,
klinickog pregleda i pluéne funkcije, ispitanici su podijeljeni u 2 skupine ovisno u stupnju
kontrole astme (KA i NA). Ukljucivanje bolesnika je trajalo dok obje grupe nisu imale
najmanje 50 ispitanika. Nakon ukljucivanja ispitanicima je ucinjeno mjerenje FgNO-a,
sakupljanje kondenzata izdaha, mjerenje temperature izdahnutog zraka i venepunkcija za cije
su rezultate klinicari koji su procjenjivali kontrolu bolesti bili slijepi. Tijekom istrazivanja
ispitanici su koristili terapiju odgovaraju¢u stupnju kontrole astme u skladu s GINA

smjernicama (8).



U drugoj fazi istrazivanja, uvidom u elektronsku povijest bolesti, ili telefonskim kontaktom s
ispitanikom odnosno skrbnikom, utvrdeno je koliko je ispitanika imalo egzacerbaciju bolesti u

periodu od 6 mjeseci nakon ukljucivanja u istrazivanje.

4.3. Metode
Anamneza je ukljucCivala slijedeCe podatke: ucestalost simptoma astme unazad 2 tjedna,
vrijednosti PEF-a, redovitost uzimanja terapije, egzacerbacije unazad godinu dana,
hospitalizacije zbog astme unazad godinu dana). Analizirani su sljede¢i simptomi: napetost u
prsima, otezano disanje, hripanje, kasalj, tezina u prsima, potreba za ciS¢enjem grla,
poteskoce s izdisanjem ili udisanjem zraka, budenje ujutro sa simptomima astme, naprezanje
prilikom disanja, budenje no¢u zbog astme, nemogucnost da se zbog astme bolesnik dobro
naspava, borba da dode do zraka. Ucestalost pojedinih simptoma unazad 2 tjedna
procjenjivana je na skali Likertova tipa od 1 do 7: l=nikada, 2=vrlo rijetko, 3=rijetko,
4=ponekad, 5=Cesto, 6=vrlo Cesto, 7=stalno. Obzirom na sloZenost definiranja egzacerbacije
astme u djec¢joj dobi (ATS/ERS), u ovom istraZivanju egzacerbacija astme podrazumijeva:
pogorsanje simptoma, pogorsanje spirometrijskih vrijednosti (odnosno PEF-a) i povecanu

potrebu za beta-2 agonistima kratkog djelovanja.

Upitnik o kontroli astme (ACT test) — za procjenu kontrole astme upotrebljeni su upitnik o
kontroli astme za djecu u dobi od 4-11 godina (Childhood Asthma Control Test [C-ACT]) 1
upitnik o kontroli astme za djecu od 12 godina i vise (Asthma Control Test [ACT] (183, 184).
Prema podacima iz literature, za oba testa bodovni zbir od 19 1 nize otkriva nekontroliranu
astmu u zadnja 4 tjedna (185). C-ACT se sastoji od sedam pitanja (ucestalost simptoma
izazvanih fizickom aktivnoséu, ucestalost kasSlja i no¢nih simptoma; broj bodova 0-27), od
kojih na prva Cetiri odgovara dijete, a na zadnja tri odgovara roditelj. Pri davanju odgovara na
prva Cetiri pitanja roditelj moze pomagati djetetu, ali mu ne smije sugerirati odgovore. ACT
se sastoji od pet pitanja koja vrlo pouzdano diskriminiraju bolesnike s obzirom na razinu
pluéne funkcije i ukupnu kontrolu bolesti (broj bodova 5-25) te na svih pet pitanja odgovaraju

djeca.

Upitnik kvalitete Zivota AQLQ upitnik - preveden na hrvatski jezik, uz dopustenje autorice
Elizabeth Juniper. Upitnik sadrzi 32 pitanja iz 4 domene: simptomi, ograni¢enja aktivnosti,

okolisni ¢imbenici i emocionalno funkcioniranje. Odgovori iz svake domene i1 ukupni zbir su



stupnjevani na skali od 1-7 gdje ,,1“ oznacava stalnu prisutnost, a ,,7“ potpuni izostanak.

Ukupni zbir je zbroj bodova svih odgovora podijeljen s brojem pitanja (186).

Klinic¢ki pregled - vitalni znakovi, pregled glave, vrata, toraksa, a po potrebi i ostalih dijelova

tijela u skladu s pravilima klinicke propedeutike.

Laboratorijska mjerenja

U uzorcima periferne krvi dobivenim venepunkcijom analizirani su sljede¢i parametri: DKS,
hs-CRP, ECP te ukupni i specificni IgE. DKS je odredivan morfoloskom analizom krvnog
razmaza. Koncentracija ECP-a u serumu odredivana fluoroimunokemijskom metodom na
trodimenzionalnom celuloznom nosac¢u (UniCAP, Phadia, Upssala, Svedska). Koncentracija
hs-CRP-a odredivana je imunoturbidimetrijskom metodom na selektivnom automatskom
analizatoru Olympus AU 400 (Olympus, Tokyo, Japan). Koncentracija ukupnog IgE
odredivana je enzim imunokemijskom metodom na mikrocesticama (MEIA, Abbott).
Koncentracija specificnog IgE odredivala se fluoroimunokemijskom metodom (UniCAP,
Pharmacia).

U uzorcima kondenzatna izdaha analizirana je katalitiCka aktivnost a-amilaze kako bi se
iskljucilo zagadenje slinom, pH vrijednost i koncentracija urata. Aspiracijska kapilara za
vrijeme aspiracije uzorka bila je uronjena tik do dna posudice s kondenzatom. Aktivnost a-
amilaze odredena je standardiziranom kontinuiranom fotometrijskom metodom (IFCC, 37
°C, HEPES pufer, Na-klorid, Ca-klorid, EPS-G7-PNP, a-glukozidaza), na automatskom
selektivnom analizatoru AU 400 Beckman Coulter (Njemacka). pH vrijednosti kondenzata
izdaha odredivane su pomocu analizatora Ecosys II (EschweilerGmbH&Co. KG, Kiel,
Njemacka). Koncentracija urata odredivana je enzimatskom metodom na automatskom
selektivnom analizatoru AU 400 Beckman Coulter (Njemacka), uz primjenu reagensa istog
proizvodacka. Kako su se vrijednosti urata pri mjerenju negativnih uzoraka (fizioloskom
otopinom [3 mL] ispran kondenzor u c¢aSicu za uzorkovanje) kretale u rasponu od 4-10
umol/L izmjerene su vrijednosti umanjene za 10 pmol/L s time da su negativne vrijednosti

racunate kao 0 umol/L.

Spirometrija
Spirometrija je mjerena na kompjutoriziranom spirometru (Ganzhorn, Njemacka) prema
standardima ATS/ERS (187). Analizirani su: FVC — forsirani vitalni kapacitet; FEV) —

volumen zraka izdahnut u prvoj sekundi; PEF — vrSni ekspiratorni protok zraka; MEF7s -



maksimalni protok zraka u izdahu pri 75% FVC-a; MEFso - maksimalni protok zraka u izdahu
pri 50% FVC-a; MEF2s - maksimalni protok zraka u izdahu pri 25% FVC-a. Rezultati
spirometrije su prikazani kao postotci predvidenih vrijednosti prema Austrijskim normama
koje su najprimjerenije za nasu populaciju djece (188), a koje se koriste u Djecjoj bolnici

Srebrnjak u svakodnevnoj klini¢koj praksi.

Mjerenje izdahnutog NO

Otpusteni NO prezentira se brzinom izdahnutog NO (vNO), a izracunava se kao umnozak NO
koncentracije u nL/L i brzine ekspiratornog protoka izrazene u L/min:
vNO(nL/min)=NO(nL/L) x brzina protoka (L/min). Mjerenje izdahnutog NO ucinjeno je po
preporukama ATS/ERS (189) na aparatu NiOX (Aerocrine, Svedska) te izrazeno u ppb-ima
(dijelova na milijardu). Za djecu od 6. do 12. godine vrijednosti ispod 5 su niske, normalne
vrijednosti su u rasponu od 5 do 15, visoke od 16 do 25, a vrlo visoke iznad 25. Za djecu i
adolescente od 12. do 18. godine vrijednosti ispod 5 su niske, normalne vrijednosti su u

rasponu od 5 do 25, visoke od 26 do 35, a vrlo visoke iznad 35 (190).

Kondenzat izdaha

Kondenzat izdaha je prikupljan spontanim disanjem tijekom 15 minuta prema preporuci
radnih skupina ATS/ERS (191), koriStenjem EcoScreen kondenzora (Erich Jaeger GmbH,
Hoechberg, Njemacka). Princip stvaranja kondenzata je ovaj. Ispitanik mirno diSe preko
usnika kroz cijev u kojoj su odvojeni udahnuti i izdahnuti zrak (slika 2A). Nakon toga zraka
prolazni kroz ohladenu cijev, lamelarni kondenzor, ¢&ija je temperatura 0°C do -20°C ovisno o
nacinu hladenja. Aerosol 1 ostali neplinoviti sastojci se kondenizraju na unutrasnjoj stijenci
lamelarnog kondenzatora i kapljice padaju u posudu za prikupljanje uzoraka (slika 2B). Za
vrijeme skupljanja od 15 minuta prikupi se od 2 do 4 mL kondenzata.

Uzorci kondenzata izdaha su odmah nakon prikupljanja deaerizirani koriStenjem inertnog
plina argona. Vrijednosti pH kondenzatna izdaha 1 koncentracija urata odredivane su

neposredno nakon uzrokovanja (metodologija opisana ranije u tekstu).
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Slika 2. Shematski prikaz uzorkovanja kondenzata izdaha (A) odnosno hladenja i kondenziranja izdaha (B)

(prilagodeno prema Montuschi i Barnes, 2002).

Mjerenje temperature izdaha (TIZ)

TIZ je izmjeren pomocu termometra izdaha X-halo (Delmedica, Singapore) (Slika 3).
Ispitanici mirno diSu udiSuci na nos 1 izdiSuci na usta u spremnik. Mjerenje traje izmedu 1-5
minuta odnosno dok temperatura u spremniku ne dosegne plateau (192). Shema nacela

mjerenja TIZ-a prikazana je na Slici 4.



Slika 3. Termometar izdaha X-halo (Delmedica, Singapore).

Pojednostavljeni shematski prikaz termometra izdaha

X —halo — 1: zrak se izdiSe u usnik s ventilom; 2: zrak
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ulazi u spremnik; 3: zrak izlazi iz uredaja; 4. bakrena

cijev - metalno srce; 1 5: temperatura se biljezi dok se

ne stabilizira.

Slika 4. Pojednostavljeni shematski prikaz termometra izdaha X — halo.



4.4. Parametri ishoda

U ovom istrazivanju pojam biomarker se odnosio na slijedece pokazatelje sistemske odnosno
lokalne upale: serumski hs-CRP, DKS, serumski ECP; FENO, pH i urati u KI te TI.

Primarni ishodi istrazivanja su kvantitativna razlika lokalnih 1 sistemskih biomarkera izrazena
kao aritmeticka sredina odnosno medijan izmedu grupe s nekontroliranom i grupe s
kontroliranom astmom.

Sekundarni ciljevi su korelacije izmedu simptoma astme i upalnih parametara, korelacije
izmedu pokazatelja aktivnosti astme i biomarkera te dijagnosticka vrijednost biomarkera u

razlikovanju nekontrolirane i kontrolirane astme i predvidanju egzacerbacije bolesti.

4.5. Statisticke metode

Pohrana podataka i priprema za statisticku analizu uc€injena je u programu Microsoft Excel
2013 (Microsoft, SAD), a statisticka obrada podataka u programima za statisticku obradu
STATISTICA (version 10, StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD), MedCalc (version 12, MedCalc
Software, Mariakerke, Belgija) i SPSS (version 15.1; SPSS, Chicago).

Koristena je deskriptivna statistika s obzirom na dob, spol, BMI, atopijski status, terapiju,
podatak o prosloj i buducoj egzacerbaciji u periodu praéenja od 6 mjeseci. Primjenom
Kolmogorov-Smirnovljevog testa analizirana je distribucija podataka. Varijable s normalnom
distribucijom opisane su aritmetiCkom sredinom (x) i standardnom devijacijom (SD), a
varijable s asimetricnom distribucijom medijanom (M) 1 interkvartilnim rasponom (IQR).
Razlike u distribuciji kvalitativnih varijabli utvrdene su x2 testom, dok su se za testiranje
razlika kvantitativnih varijabli, s obzirom na distribuciju, koristili parametrijski t-test ili
neparametrijski Mann-Whitney U-test. Za analize povezanosti i predikcije kvantitativne
varijable bez normalne raspodjele prethodno su normalizirane.

Kako bi se utvrdila povezanost pojedinih varijabli, provela se linearna regresijska analiza,
univarijantna i multivarijantna analiza. Za kategorijske varijable koriStena je logisticka
regresijska analiza. Multivarijantna diskriminacijska analiza je koriStena kako bi se utvrdila
najbolja kombinacija biomarkera, temeljem najmanjeg broja pretraga, za najtocniju
informaciju o kontroli astme. Kako bi se ocijenila vrijednost pojedinog biomarkera ili
kombinacije biomarkera u razlikovanju kontrolirane 1 nekontrolirane astme, koristena je ROC
(eng. Receiver Operating Characteristic Curve) krivulja te je izracunata vrijednost povrSine
ispod krivulje AUC (eng. Area Under Curve), osjetljivost, specifi¢nost, pozitivna (PPV) i

negativna prediktivna vrijednost (NPV), dijagnosticka tocnost (DA) i omjeri vjerojatnosti



(LR) (za sve je parametre izracunat i 95%-tni raspon pouzdanosti - CI). Na apscisi ROC-
krivulje prikazani su podatci 1-specifinost, a na ordinati osjetljivost testa. Valjanost je
oznacena s najve¢om povrSinom ispod krivulje, koja podrazumijeva najvecu osjetljivost i
najvecu specifi€nost odnosno najvecu diskriminacijsku snagu za odredenu tocku razluc¢ivanja
(cut off). Idealan test imao bi povrsSinu ispod krivulje 1,0 §to znaci da takav test uopée ne bi
imao ni lazno pozitivnih ni lazno negativnih rezultata. Dogovoreni okvirni sustav vrednovanja

dijagnosticke to¢nosti podrazumijeva sljedece vrijednosti za AUC (Tablica 7):

Tablica 7. Razlikovna u¢inkovitost prema vrijednostima povrsine ispod ROC-krivulje (AUC).

AUC Razlikovna uéinkovitost
0,50 do 0,60 nedovoljno dobra
0,61 do 0,70 dovoljno dobra
0,71 do 0,80 dobra
0,81 do 0,97 vrlo dobra
0,97 do 1,00 izvrsna

AUC — povrsina ispod krivulje (eng. Area Under Curve).

Za identifikaciju prediktora buduce egzacerbacije bolesti koriStena je binarna logisticka
regresija 1 rezultati su predstavljeni kao omjer Sansi (OR, eng. Odds Ratio) uz 95%-tni raspon
pouzdanosti (CI) i p-vrijednost.

Kao statisti¢ki znacajna za sve je testove koriStena razina znacajnosti p<0,05.

4.6. Odredivanje velicine uzorka

Koristenjem podataka dobivenih u prethodno provedenom istrazivanju (172), hs-CRP u
ispitanika s nekontroliranom astmom je x (SD); 0,83 (0,91) mg/L, a u ispitanika s
kontroliranom astmom x (SD); 0,33 (0,22) mg/L. Omjer skupina je 1:1, snaga testa (power)
90%, uz a=0,05. Prema navedenim podacima, minimalni uzorak za je 74 ispitanika (37
ispitanika po skupini; OpenEpi, version 3.01). U ispitivanje je ukljuceno 103 djece, §to je
28% vise od potrebnog uzorka.

Koristenjem podataka iz literature (142), KI urata u djece sa stabilnom astmom je x (SD); 72
(43,1) umol/L, a u djece tijekom egzacerbacije astme x (SD); 18,7 (10,6) umol/L. Omjer

skupina je 1:1, snaga testa (power) 90%, uz 0=0,05. Prema navedenim podacima, minimalni



uzorak je 16 ispitanika (8 ispitanika po skupini; OpenEpi, version 3.01). U ispitivanje je

uklju€eno 103 djece, §to je 85% vise od potrebnog uzorka.

4.7. Odobrenja i financiranje
Istrazivanje je u cijelosti provedeno u Dje¢joj bolnici Srebrnjak (Referentni centar

Ministarstva zdravstva za klini¢ku alergologiju djece), Srebrnjak 100, u Zagrebu.

4.7.1. Odobrenja
Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu i
Eticko povjerenstvo Djecje bolnice Srebrnjak. Da bi dijete sudjelovalo u istrazivanju, barem

jedan od roditelja ili zakonskih skrbnika, trebao je potpisati informirani pristanak.

4.7.2. Financiranje

Disertacija je izradena u okviru znanstvenog projekta Ministarstva znanosti, obrazovanja i
Sporta Republike Hrvatske, broj. 277-0000000-3436 (naslov projekta: Usporedba ucinaka dva

nacina vodenja terapije astme u djece 12-18 godina).



5. REZULTATI



5.1. Karakteristike ispitivane populacije

Karakteristike ispitanika ukljucenih u istrazivanje prikazane su u Tablici 8. U istrazivanje je
bilo ukljuceno 103 djece s astmom, 78 (75,7%) djecaka i 25 (24,3%) djevojcica u dobi od 6-
18 godina prosjecne (=SD) dobi 11,7+3,2 godine. 54 (52,4%) ispitanika je imalo dokazanu
senzibilizaciju in vivo 1/ili in vitro testovima na viSe alergena iz standardne palete alergena
(Dermatophagoides (Der) pteronyssinus, Der farinae, epitel macke i psa, breza, lijeska, pelud
trava, crni pelin, ambrozija, Cladosporium i Alternaria). 31 (30,1%) ispitanik je imao
dokazanu senzibilizaciju na samo jedan specifi¢ni alergen, dok 18 (17,5%) ispitanika nije
imalo dokazanu senzibilizaciju niti na jedan specificni alergen iz standardne palete. Medu
senzibiliziranima, 82 (79,6%) ispitanika je za vrijeme trajanja istraZivanja bilo izloZeno
specificnom alergenu/alergenima. Za vrijeme istrazivanja 17 (16,5%) ispitanika je bilo na
terapiji salbutamolom po potrebi, 30 (29,15%) ispitanika je bilo na terapiji inhalacijskim
kortikosteroidom (ICS), 7 (6,8%) na terapiji montelukastom (LTRA), 5 (4,8%) na terapiji
inhalacijskim kortikosteroidom i montelukastom (ICS + LTRA), 42 (40,8%) ispitanika bilo je
na kombinacijskoj terapiji inhalacijskim kortikosteroidom i dugodjeluju¢im beta-2 agonistom
(ICS + LABA), dok su 2 (1,9%) ispitanika bila na terapiji kombinacijskim pripravkom 1
montelukastom (ICS + LABA + LTRA).

Tablica 8. Karakteristike ispitanika (N=103).

Spol, muski, broj (%) 78 (75,7)
Dob, X (SD) [raspon], god. 11,7 (3.2) [6-18]
BMI, X (SD), kgm? 18,7(2.5)
Atopijski status, broj (%)

Bez dokazane senzibilizacije 18 (17,5)

Monosenzibilizirani 31(30,1)

Polisenzibilizirani 54 (52,4)
Sezona, broj (%) 82 (79,6)
Trenutna terapija astme, broj (%)
Salbutamol pp 17 (16,5)
ICS 30(29,1)
LTRA 7 (6,8)
ICS + LABA 42 (40,8)
ICS + LTRA 5(4.,8)
ICS + LABA + LTRA 2(1,9)

BMI - indeks tjelesne mase; ICS - inhalacijski kortikosteroidi; LABA - dugodjelujuéi beta-2 agonisti; LTRA —

antagonisti leukotrijena; SD = standardna devijacija; X = aritmeti¢ka sredina.



5.1.1. Karakteristike ispitanika podijeljenih u skupine prema stupnju kontrole astme

Karakteristike ispitanika prema skupinama su prikazane u Tablici 9. Medu djecom s
kontroliranom astmom (KA) i nekontroliranom astmom (NA) nije bilo statisticki znacajne
razlike u raspodjeli u odnosu na spol (¥*=0,273; df=1; p=0,601), dob (t=0,268; p=0,789), BMI
(t=-0,979; p=0,330), BMI izrazen u percentilima za spol i dob (t=-1,833; p=0,069), atopijski
status (¥>=2,277; df=2; p=0,320), sezonu (izlozenost specificnom alergenu/alergenima)
(*=2,385; df=2; p=0,303) 1 terapiju (salbutamol pp; ICS; LTRA; ICS+LABA; ICS+LTRA;
ICS+LABA+LTRA; *=0,02; df=1; p=0,893; ¥*=1,09; df=1; p=0,296; ¥*=0,1; df=1; p=0,755;
v*=1,85; df=1; p=0,174; ¥*=0,28; df=1; p=0,599; »*>=1,92; df=1; p=0,165). Utvrdena je
statistiCki znacajna razlika medu skupinama u odnosu na pojavnost prosle egzacerbacije
(unazad godinu dana) i buduc¢e egzacerbacije (u periodu pra¢enja od 6 mjeseci) (y>=69,64;
df=1; p<0,0001; ¥*=10,01; df=1; p=0,002) te potrebu za salbutamolom (y¥*=49,73; df=1;
p<0,0001).



Tablica 9. Karakteristike ispitanika prema stupnju kontrole astme (KA=kontrolirana astma, NA=nekontrolirana

astma).
KA NA
(N=50) (N=53)

Spol, muski, broj (%) 39 (78) 39 (73,6)
Dob, x (SD), god. 11,6 (2,9) 11,8 (3,5)
Raspon 6-18 6-18
BM], ¥ (SD), kgm™ 18,9 (2,3) 18,4 (2,6)
Raspon 14,725 13-253
Atopijski status, broj (%)

Bez senzibilizacije 7 (14) 11 (20,75)

Monosenzibilizirani 13 (26) 18 (33,96)

Polisenzibilizirani 30 (60) 24 (45,3)
Sezona, broj (%) 41 (82) 41 (77,36)
Trenutna terapija astme, broj (%)
Salbutamol pp 8 (16) 9(16,9)
ICS 19 (38) 15 (20,7)
LTRA 3(6) 4(7.5)
ICS + LABA 17 (34) 25 (47,2)
ICS + LTRA 3(6) 2 (3,8)
ICS + LABA + LTRA 0(0) 2 (3,8)
Potreba za salbutamolom* 5(10) 42 (79,25)
Prosla egzacerbacija, broj (%0)** 0 43 (81,1)
Buduca egzacerbacija, broj (%)*** 3(6) 16 (30,2)

BMI — indeks tjelesne mase; ICS - inhalacijski kortikosteroidi; LABA - dugodjelujuéi beta-2 agonisti; LTRA —

antagonisti leukotrijena; SD = standardna devijacija; x = aritmeti¢ka sredina.

*y2=49,73; df=1; p<0,0001
*#*12=69,64; df=1; p<0,0001
*¥xy2—10,01; df=1; p=0,002



5.2. Pluéna funkcija u djece s kontroliranom i nekontroliranom astmom
Djeca s kontroliranom i nekontroliranom astmom su se statisticki znacajno razlikovala prema
sljede¢im parametrima pluéne funkcije: FEV1 (Z=-2,7021; p=0,007), Tiffeneau-Pinelli
indeksu FEVI/FVC (Z=-2,5998; p=0,009), MEF2s (t=-4,0573; p<0,0001), MEFso (t=-2,4421;
p=0,001), MEF7s (t=-2,8149, p=0,006), PEF (t=-2,0482, p=0,043) (Tablica 10). Od 19-ero
djece koja su imala egzacerbaciju bolesti tijekom perioda pracenja od 6 mjeseci, 10 (52,6%)

je imalo FEV1>90% u vrijeme ukljucivanja u istrazivanje.

Tablica 10. Usporedba parametara pluéne funkcije prikazanih kao % ocekivane vrijednosti u kontroliranoj astmi

(KA) i nekontroliranoj astmi (NA).

KA NA Statisticka znacajnost

(N=50) (N=53)
FEV, medijan (IQR), % ocekivane vrijednosti 96,5 (19) 92 (19) 7=-2,7021; p=0,007
Raspon

73-119 52-117
FVC, x(SD), % ocekivane vrijednosti 92,2 (9,9) 89,9 (14,1) t=-0,9392; p=0,349
Raspon 75-118 64-125
FEV/FVC, medijan (IQR), % ocekivane 85(9) 80 (12) 7=-2,5998; p=0,009
vrijednosti
Raspon 67-97 62-96
MEF:s, x(SD), % ocekivane vrijednosti 93 (29,2) 70,6 (27) t=-4,0573; p<0,0001
Raspon 54-194 25-143
MEFs, x (SD), % oc¢ekivane vrijednosti 90,8 (19,7) 75,6 (23,4) t=-2,4421; p=0,001
Raspon 51-129 26-132
MEF7s, x (SD), % ocekivane vrijednosti 96,5 (18) 83,6 (20) t=-2,8149; p=0,006
Raspon 47-137 36-130
PEF, x (SD), % ocekivane vrijednosti 96,2 (16,1) 89,5 (17,2) t=-2,0482; p=0,043
Raspon 63-141 41-128

FEV, . forsirani ekspiracijski volumen zraka izdahnut u prvoj sekundi; FVC - forsirani vitalni kapacitet; IQR =
interkvartilni raspon; MEF,s . forsirani ekspiracijski protok pri 25% vitalnog kapaciteta; MEFs, . forsirani
ekspiracijski protok pri 50% vitalnog kapaciteta; MEF7s . forsirani ekspiracijski protok pri 75% vitalnog
kapaciteta; PEF - vr$ni ekspiracijski protok; SD = standardna devijacija; x = aritmeticka sredina.

Komparacija izmedu skupina je uinjena — Studentovim t-testom (t — vrijednost) za varijable s normalnom
distribucijom ili Mann-Whitney U-testom za varijable sa asimetri¢cnom distribucijom (Z - vrijednost).



5.3. Drugi pokazatelji kontrole astme u djece s kontroliranom i nekontroliranom
astmom
Djeca s kontroliranom i nekontroliranom astmom su se statisti¢ki znacajno razlikovala prema
rezultatima C-ACT 1 ACT upitnika (Z=-5,6697; p<0,0001; Z=-5,8630; p<0,0001), kvaliteti
zivota (Z=-8,4429; p<0,0001) i ukupnom zbiru simptoma (Z=8,1592; p<0,0001), Tablica 11.

Tablica 11. Drugi pokazatelji kontrole bolesti u djece s kontroliranom (KA) i nekontroliranom astmom (NA).

KA NA Statisticka znacajnost

(N=50) (N=53)
ulgE, medijan (IQR), kU/L 226,5 (285) 407 (474) 7=1,2834; p=0,12
Raspon 28,2-2019 4,34-2809
C-ACT , median (IQR), zbroj N=26, 25 (3) N=30, 18 (3) 7=-5,6697; p<0,0001
Raspon 21-27 10-26
ACT, median (IQR), broj N=24,25(1) N=23, 18 (3) 7=-5,8630; p<0,0001
Raspon 21-25 15-20
AQLQ, medijan (IQR), zbroj 7 (0,2) 5,5(0,8) 7=-8,4429; p<0,0001
Raspon 5,8-7 2,8-6,9
Zbir simptoma, medijan (IQR), broj 1(0,3) 2,8 (0,6) 7=8,1592; p<0,0001
Raspon 1-2,3 1-5,6

ACT - Asthma Control Test; AQLQ - upitnik o kvaliteti Zivota s astmom; C-ACT — Childhood Asthma Control
Test; IQR = interkvartilni raspon.

Komparacija izmedu skupina je ucinjena Studentovim t-testom za varijable s normalnom distribucijom (t-
vrijednost) ili Mann-Whitney U-testom za varijable s asimetricnom distribucijom (Z-vrijednost).

5.4. Lokalni i sistemski biomarkeri upale u djece s kontroliranom i nekontroliranom
astmom

Rezultati mjerenja lokalnih i sistemskih biomarkera za skupinu djece s nekontroliranom i
kontroliranom astmom su prikazani u Tablici 12. U skupini djece s kontroliranom astmom
uocena je statisticki znacajno veca koncentracija urata u kondenzatu izdaha (Slika 5) 1 pH
vrijednost kondenzata izdaha (Slika 6) u odnosu na skupinu djece s nekontroliranom astmom
(Z=-7,3475; p<0,0001; t=-3,0679; p=0,003). TI je bila statisticki znacajno veca u skupini
djece s nekontroliranom astmom (t=2,4950; p=0,014; Slika 7). Koncentracija serumskog hs-
CRP-a je bila ve¢a u nekontroliranoj astmi, ali ne statisticki znacajno (Z=0,4190; p=0,675).
Skupine se nisu statisticki znafajno razlikovale u odnosu na vrijednosti FeNO-a,
koncentraciju serumskog ECP-a, te rezultate diferencijalne krvne slike vezano uz pojedine

subpopulacije leukocita (p>0,05 za sve usporedbe). Usporedujuci skupine prema povecanim



vrijednostima serumskog ECP-a i FENO-a (iznad granice normale za dob) takoder nije bilo

statistiCki znacCajne razlike izmedu skupina (¥*=0,310; df=1; p=0,577; y*=4,511; df=2;

p=0,104).

Tablica 12. Lokalni i sistemski biomarkeri u skupinama djece s kontroliranom (KA) i nekontroliranom (NA)

astmom.
KA NA Statisticka znacajnost
(N=50) (N=53)
FeNO, medijan (IQR), ppb 21 (23) 22 (25) 7=0,9337; p=0,351
Raspon 6-163 5-98
KI urati, medijan (IQR), pmol/L 37,9 (26) 0Q@3) 7=-7,3475; p<0,0001
Raspon 0-133 0-78
KI pH, x(SD), 7,33 (0,16) 7,23 (0,17) t=-3,0679; p=0,003
Raspon 7,0-7,77 7,0-7,82
TL x(SD), °C 33,9 (0,6) 34,26 (0,83) t=2,4950; p=0,014
Raspon 32,8-35 32,59-36,43
hs-CRP, medijan (IQR), mg/L 0,39 (0,73) 0,5 (0,78) 7=0,4190; p=0,675
Raspon 0,1-2,1 0,09-2,0
ECP, medijan, (IQR), ng/mL 15,7 (16,8) 17,6 (11,4) 7=0,9172; p=0,359
Raspon 2,7-91,9 3,7-101
Leukociti, x (SD), x10%/L+ 6,83 (1,83) 7,32 (1,96) t=1,2118; p=0,228
Neutrofili, x(SD), x10%/L¥ 3,47 (1,24) 3,72 (1,63) t=0,8730; p=0,385
t=0,0007; p=0,999
Limfociti, medijan (IQR)x10%/L+ 2,395 (0,63) 2,57 (0,74) 7=1,4517; p=0,147
7=0,1551; p=0,877
Monociti, medijan (IQR), x10%/Lt 0,565 (0,22) 0,63 (0,2) 7=1,4055; p=0,159
7=0,1584; p=0,874
Eozinofili, ¥ (SD), x10%/L+} 0,36 (0,25) 0,40 (0,29) t=1,1276; p=0,262
t=0,8532; p=0,396
Bazofili, medijan (IQR), x10%/L¥ 0,037 (0,03) 0,032 (0,02) Z=-1,0591; p=0,289
Z=-1,0954; p=0,273

ECP - eozinofilni kationski protein; FENO - frakcija izdahnutog duSicnog oksida; hs-CRP - CRP velike
osjetljivosti; IQR = interkvartilni raspon; KI — kondenzat izdaha; TI — temperatura izdahnutog zraka; SD =
standardna devijacija; x = aritmeticka sredina.

Komparacija izmedu skupina je ucinjena Studentovim t-testom za varijable s normalnom distribucijom (t-
vrijednost) ili Mann-Whitney U-testom za varijable s asimetri¢nom distribucijom (Z-vrijednost).

tKomparacija izmedu skupina je u€injena i za Z-vrijednost apsolutnog i relativnog broja leukocita u DKS
p>0,05 za sve.
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Slika 5. Koncentracija urata (umol/L) u kondenzatu izdaha (KI) u skupini djece s kontroliranom astmom (KA) i
nekontroliranom astmom (NA) (Z=-7,3475; p<0,0001).
Plava vodoravna linija oznacava medijan, a dvije krace vodoravne zelene linije oznaCavaju 95%-tni interval

pouzdanosti.
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Slika 6. Vrijednost pH u kondenzatu izdaha (KI) u
nekontroliranom astmom (NA) (t=-3,0679; p=0,003).

KA

skupini djece s kontroliranom astmom (KA) i

Plava vodoravna linija oznacava medijan, a dvije kra¢e vodoravne zelene linije oznacavaju 95%-tni interval

pouzdanosti.
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Slika 7. Vrijednosti TI-a (°C) u skupini djece s kontroliranom astmom (KA) i nekontroliranom astmom (NA)
(t=2,4950; p=0,014).
Plava vodoravna linija oznacava medijan, a dvije kra¢e vodoravne zelene linije oznacavaju 95%-tni interval

pouzdanosti.



5.1. Dijagnosticka vrijednost biomarkera upale u razlikovanju kontrolirane i
nekontrolirane astme
Diskriminantna analiza je pokazala da su urati u KI najbolji samostalni parametar u
razlikovanju kontrolirane i nekontrolirane astme (F=57,899; p<0,0001) uz dijagnosticku
tocnost od 79,6%. Analiza ROC krivulje (Slika 8) pokazuje vrlo dobru razlikovnu
ucinkovitost uz AUC od 0,920 (95% CI, 0,850 -0,965) uz osjetljivost od 94,0% (95%-tni CI,
83,5-98,7%), specifi¢nost od 81,13% (95% CI, 68,0-90,6%), PPV 82,5% (95% CI, 70,0—
91,3%), NPV 93,5% (95% CI, 82,1-98,6%), LR za dijagnozu kod pozitivnog testa 4,98 (95%
CI, 2,8-8,7), LR za dijagnozu kod negativnog testa 0,074 (95% CI, 0,02-0,2) te tocku

razluCivanja (cut off) >6 pmol/L.
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Slika 8. Prikaz ROC krivulje za koncentraciju urata u kondenzatu izdaha (KI) u razlikovanju kontrolirane i

nekontrolirane astme.

pH vrijednost KI i TI-a kao samostalni parametri pokazali su neSto loSiju dijagnosticku
tocnost u razlikovanju dvije skupine ispitanika (64,1% [F=9,412, p<0,0028] i 60,2%
[F=6,2253, p<0,0142]).



Diskriminacijskom je analizom upalnih biomarkera utvrden najbolji statisticki znacajni model
za razlikovanje kontrolirane 1 nekontrolirane astme (svojstvena (eigen) vrijednost=0,6480;
kanonic¢ki koeficijent korelacije=0,6271; Willksova lambda=0,6068; %2=49,959; df=2;
p<0,0001), dijagnosticke toc¢nosti 83,5%, a koji je ukljucio 2 varijable: urati u KI i Z-
vrijednost apsolutnog broja monocita. Analiza ROC krivulje (Slika 9) navedenog modela
pokazala je vrlo dobru razlikovnu ucinkovitost uz AUC od 0,909 (95% CI, 0,836-0,957),
osjetljivost od 88% (95% CI, 75,7-95,5%), specificnost od 81,13% (95% CI, 68,0-90,6%),
PPV 81,5% (95% CI, 68,6-90,7%), NPV 87,8% (95% Cl, 75,2-95,4%), LR za dijagnozu kod
pozitivnog testa 4,66 (95% CI, 2,6-8,2), LR za dijagnozu kod negativnog testa 0,15 (95% CI,
0,07-0,3).
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Slika 9. Prikaz ROC krivulje za kombinaciju biomarkera koja se temelji na 2 varijable: urati u kondenzatu

izdaha (KI) i Z-vrijednost apsolutnog broja monocita.



5.2. Povezanost biomarkera upale i simptoma bolesti (pojedinacnih simptoma i

skupnog zbira simptoma) u skupini djece s nekontroliranom astmom

5.2.1. Povezanost lokalnih biomarkera upale i uéestalosti simptoma astme izrazenoj

prema skali Likertovog tipa u NA (N=53)

Nije utvrdena statisticki znacajna povezanost vrijednosti pH u KI i koncentracije urata u KI s
ucestalos¢u simptoma astme.

Vrijednost FENO-a je bila proporcionalno povezana s ucestaloS¢u budenja ujutro sa
simptomima astme (r=0,2066; p=0,036).

Utvrdena je statisticki znaCajna proporcionalna povezanost TI s ucestaloS¢u simptoma
napetosti u prsima (r=0,4204; p=0,002, Slika 10), otezanog disanja (r=0,2812; p=0,041),
budenja sa simptomima astme (r=0,3018; p=0,028), naprezanja pri disanju (r=0,3171;
p=0,021), ometanja da se pacijent naspava (r=0,3016; p=0,028) i ukupnim zbirom simptoma
(r=0,3215, p=0,019).
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Slika 10. Povezanost izmedu temperature izdahnutog zraka (TI) i ucestalosti osjetaja napetosti u prsima

(1=0,4204; p=0,002).



5.2.2. Povezanost sistemskih biomarkera upale i u¢estalosti simptoma astme izrazenoj

prema skali Likertovog tipa u NA (N=53)

Serumski ECP je bio statisticki znacajno obrnuto proporcionalno povezan s ucestalo$¢u kaslja
(r=-0,3319; p=0,015), osjecaja tezine u prsima (r=-0,3479; p=0,011), naprezanja pri disanju
(r=-0,3082; p=0,025) i budenja nocu zbog astme (r=-0,3169; p=0,021).

Utvrdena je statisticki znacajna proporcionalna povezanost koncentracije serumskog hs-CRP-
a s ucestalos¢u osjecaja otezanog disanja (r=0,3259; p=0,017), hripanja u prsima (r=0,3174;
p=0,021), kaslja (r=0,3683; p=0,007), ¢is¢enja grla (r=0,4047; p=0,003, Slika 11), budenja sa
simptomima astme (r=0,2928; p=0,033), naprezanja pri disanju (r=0,2921; p=0,034), budenja
nocu zbog astme (r=0,3062; p=0,026), ometanja da se pacijent naspava (r=0,3684; p=0,007),
borbe da dode do zraka (r=0,3259; p=0,045) i ukupnim zbirom simptoma (r=0,3789;
p=0,005).

Utvrdena je statisticki znaCajna proporcionalna povezanost Z-vrijednosti apsolutnog broja
leukocita s ucestaloS¢u osjecaja napetosti u prsima (r=0,2815; p=0,041), kaslja (r=0,3432;
p=0,012) 1 ukupnim zbirom simptoma (r=0,3868; p=0,004).

Utvrdena je statisticki znaCajna proporcionalna povezanost Z-vrijednosti apsolutnog broja
neutrofilnih granulocita s ucestalos¢u kaslja (r=0,3182; p=0,202).

Z-vrijednost apsolutnog broja monocita je bila statisti¢ki zna¢ajno proporcionalno povezana s
ucestalos¢u otezanog disanja (r=0,2928; p=0,033), hripanja u prsima (r=0,2942; p=0,033),
tezine u prsima (r=0,2799; p=0,042), budenja sa simptomima astme (r=0,3459, p=0,011),
naprezanja pri disanju (r=0,4262; p=0,001), budenja nocu (r=0,4197; p=0,002), borbe da dode
do zraka (r=0;2849, p=0,039) i ukupnim zbirom simptoma (r=0,4262; p=0,015, Slika 12).
Z-vrijednost postotka bazofilnih granulocita u DKS-i je bila u statisticki znac¢ajnoj negativnoj
korelaciji s u€estaloS¢u simptoma napetosti u prsima (r=-0,3427; p=0,012), ucestalosti kaslja
(r=-0,3509; p=0,010), osjecaja tezine u prsima (r=-0,4585; p=0,001, Slika 13), ucestalosti
budenja sa simptomima astme (r=-0,3384; p=0,013), naprezanja pri disanju (r=-0,3172;
p=0,021), budenja nocu (r=-0,4127; p=0,002), ometanja da se pacijent naspava (r=-0,3279;
p=0,016) 1 ukupnim zbirom simptoma (r=-0,3029; p=0,027). Utvrdena je statisticki znacajna
obrnuto proporcionalna povezanost Z-vrijednosti apsolutnog broja bazofilnih granulocita s
ucestalos¢u simptoma napetosti u prsima (r=-0,3236; p=0,018), kaslja (r=-0,2776; p=0,044),
tezine u prsima (r=-0,3955; p=0,003) 1 budenja nocu (r=-0,3128; p=0,023).
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Slika 11. Povezanost izmedu serumske koncentracije CRP-a velike osjetljivosti (hs-CRP)-a i ucestalosti ¢is¢enja

grla (r=0,4047; p=0,003).
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Z-vrijednost apsolutnog broja monocita u DKS-i

Slika 12. Povezanost izmedu Z-vrijednosti apsolutnog broja monocita u diferencijalnoj krvnoj slici (DKS) i

ukupnog zbira simptoma (r=0,4262; p=0,015).
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Slika 13. Povezanost izmedu Z-vrijednosti postotka bazofilnih granulocita u diferencijalnoj krvnoj slici (DKS) i

ucestalosti osjecaja tezine u prsima (r=-0,4585; p=0,001).



5.3. Povezanost lokalnih i sistemskih biomarkera upale medusobno i s drugim
pokazateljima aktivnosti bolesti (spirometrijski parametri, zbir simptoma,
uporaba SABA, ACT, AQLQ, ulgE, egzacerbacija bolesti)

Utvrdena je statisticki znaCajna proporcionalna povezanost razine FENO-a s koncentracijom
urata u KI (r=0,3839; p=0,005) i obrnuto proporcionalna povezanost s PEF-om (r=-0,286;
p=0,038) u NA te obrnuto proporcionalna povezanost s pH u KI (r=-0,229; p=0,0196) u svih
astmaticara.

pH vrijednost KI je bila statisticki znacajno proporcionalno povezana s ACT-om (r=0,258;
p=0,009), AQLQ (r=0,287; p=0,0033), koncentracijom urata u KI (r=0,379; p<0,0001, Slika
14), i obrnuto proporcionalno sa zbirom simptoma (r=-0,307; p=0,016), potrebom za
salbutamolom (r=-0,259; p=0,008), i FENO-om (r=-0,229; p=0,0196).

Koncentracija urata u KI je bila statisti¢ki znacajno proporcionalno povezana s vrijednos$¢u
pH u KI (r=0,379; p<0,0001, Slika 14), Z-vrijednos¢u apsolutnog broja bazofilnih neutrofila
(r=0,216; p=0,028), FEV1 (r=0,225; p=0,022), ACT-om (r=0,665; p<0,0001, Slika 15) AQLQ
(r=0,703, p<0,0001, Slika 16), a obrnuto proporcionalno s TI (r=-0,220; p=0,025), potrebom
za salbutamolom (r=-0,538; p<0,0001) i zbirom simptoma (r=-0,722; p<0,0001, Slika 17). U
NA, koncentracija urata u KI je bila statisticki znacajno povezana s FENO-om (1r=0,3839;
p=0,005, Slika 18) i vremenskom udaljeno$¢u zadnje egzacerbacije (PZE) (r=0,558;
p<0,0001, Slika 19).

TI statisticki je bila znac¢ajno proporcionalno povezana s potrebom za salbutamolom (r=0,293;
p=0,003) a obrnuto proporcionalno povezana s ACT-om (r=-0,365; p=0,007) i AQLQ (r=-
0,372; P=0,006) u svih astmati¢ara, i sa zbirom simptoma (r=0,409; p=0,002) u NA.

U univarijantnoj regresijskoj analizi serumski ECP je bio statisticki znacajno proporcionalno
povezan s FENO-om (1=0,379; p<0,0001), a obrnuto proporcionalno s ACT-om (r=-0,365;
p=0,007).

Serumski hs-CRP je bio statisti¢cki znacajno proporcionalno povezan sa zbirom simptoma
(r=0,395; p=0,003), potrebom za salbutamolom (r=0,240; p=0,014), TI (r=0,445, p<0,0001,
Slika 20), a obrnuto proporcionalno s FEV1 (r=-0,366, p=0,007), post FEV1/FVC (r=-0,201,
p=0,044), ACT-om (r=-0,316, p=0,021) i AQLQ (r=-0,373, p=0,006).

Z-vrijednost apsolutnog broja leukocita je bila statisti¢ki znac¢ajno proporcionalno povezana s
hs-CRP-om (r=0,228; p=0,021), ECP-om (r=0,215; p=0,029) i zbirom simptoma (r=0,248;
p=0,012), a obrnuto proporcionalno povezana sa spirometrijskim parametrima FEVI/FVC
(r=-0,249; p=0,011), MEF2s (r=-0,200; p=0,042), ACT-om (r=-0,212; p=0,0318) i AQLQ (r=-

0,250; p=0,011). U NA utvrdena je statisticki znaCajna proporcionalna povezanost Z-



vrijednosti apsolutnog broja leukocita s hs-CRP-om (r=0,307; p=0,025) i zbirom simptoma
(r=0,387; p=0,004), te obrnuto proporcionalna povezanost s FEVi (r=-0,301; p=0,029),
FEVI/FVC (r=-0,310; p=0,024), MEF2s (r=-0,308; p=0,025), MEFs0 (r=-0,334; p=0,015),
MEF75 (r=-0,365; p=0,0072), ACT-om (r=-0,355; p=0,009) i AQLQ (r=-0,338; p=0,013).
Utvrdena je statisticki znacajna proporcionalna povezanost Z-vrijednosti apsolutnog broja
neutrofilnih granulocita s hs-CRP-om (r=0,204; p=0,039) i zbirom simptoma (r=0,216;
p=0,029), a obrnuto proporcionalna povezanost s FEVI/FVC (1=-0,195; p=0,048) i AQLQ
(r=-0,222; p=0,024).

Z-vrijednost postotka neutrofilnih granulocita u DKS-i je bila obrnuto proporcionalno
povezana s post FEV1 (r=-0,394; p=0,004) i post FEV1/FVC (r=-0,347; p=0,012) u NA. Z-
vrijednost apsolutnog broja neutrofilnih granulocita je bila proporcionalno povezana sa
zbirom simptoma (r=0,321; p=0,019) i obrnuto proporcionalno povezana s post FEVI/FVC
(r=-0,300; p=0,031) i AQLQ (r=-0,312; p=0,023) u NA.

Z-vrijednost postotka limfocita u DKS-i bila je obrnuto proporcionalno povezana s hs-CRP-
om (r=-0,240; p=0,014). Z-vrijednost postotka limfocita u DKS-i bila je proporcionalno
povezana s post FEV: (r=0,349; p=0,011) i post FEVI/FVC (r=0,351; p=0,011) u NA. Z-
vrijednost apsolutnog broja limfocita bila je obrnuto proporcionalno povezana s MEF2s (1=-
0,231; p=0,019). Z-vrijednost apsolutnog broja limfocita bila je proporcionalno povezana s
post FVC (1=0,278, p=0,046) i obrnuto proporcionalno povezana s MEF2s (r=-0,300; p=0,029)
u NA.

Z-vrijednost postotka monocita u DKS-i bila je proporcionalno povezana s hs-CRP-om
(r=0,268; p=0,006) i TI (r=0,352; p=0,0003), a obrnuto proporcionalno povezana s razinom
ulgE (r=-0,218; p=0,027). Z-vrijednost postotka monocita u DKS-i bila je proporcionalno
povezana s FEVI/FVC (r=0,283; p=0,040), MEF2s (r=0,320; p=0,019), MEFso (r=0,301;
p=0,029) i obrnuto proporcionalno povezana s ulgE (r=-0,359; p=0,008) u NA. Z-vrijednost
apsolutnog broja monocita bila je proporcionalno povezana s hs-CRP-om (r=0,401;
p<0,0001), TI (r=0,265; p=0,007), zbirom simptoma (r=0,199; p=0,043) i1 obrnuto
proporcionalno povezana s FEVi (r=-0,205; p=0,038) i ACT-om (r=-0,222; p=0,025). Z-
vrijednost apsolutnog broja monocita bila je proporcionalno povezana s hs-CRP-om (r=0,339;
p=0,013) i zbirom simptoma (r=0,426; p=0,002), a obrnuto proporcionalno povezana s FEV|
(r=-0,316, p=0,021), post FEVI/FVC (r=-0,314; p=0,023), ACT-om (r=-0,309; p=0,024) 1
AQLQ (r=-0,300; p=0,029) u NA.

Z-vrijednost postotka eozinofilnih granulocita u DKS-i bila je statistiCki znacajno

proporcionalno povezana s FENO-om (r=0,256; p=0,008), ECP-om (r=0,584; p<0,0001) i



razinom ulgE (r=0,325; p=0,001). Z-vrijednost apsolutnog broja eozinofilnih granulocita bila
je statisticki znacajno proporcionalno povezana s FENO-om (r=0,241; p=0,014), ECP-om
(r=0,584; p<0,0001) i razinom ulgE (r=0,344; p=0,0004). U NA Z-vrijednost postotka
eozinofilnih granulocita u DKS-i bila je proporcionalno povezana s ECP-om (1=0,569;
p<0,0001) i ulgE (r=0,371; p=0,006) a Z vrijednost apsolutnog broja eozinofilnih granulocita
bila je proporcionalno povezana s ECP-om (r=0,602; p<0,0001) 1 ulgE (r=3516; p=0,009).
Z-vrijednost postotka bazofilnih granulocita u DKS-i bila je proporcionalno povezana s ECP-
om (r=0,276; p=0,045) i post FEVI/FVC (r=0,369; p=0,007), a obrnuto proporcionalno s
potrebom za salbutamolom (r=-0,323; p=0,019) i zbirom simptoma (r=-0,303; p=0,027) u
NA. Z-vrijednost postotka bazofilnih granulocita u DKS-i bila je statisticki znacajno
proporcionalno povezana s FEVI/FVC (r=0,194; p=0,049), AQLQ (r=0,200; p=0,042), a
obrnuto proporcionalno povezana s hs-CRP-om (r=-0,219; p=0,026), potrebom za
salbutamolom (r=-0,234; p=0,018), TI (r=-0,195; p=0,049) i zbirom simptoma (r=-0,236;
p=0,016). Z-vrijednost apsolutnog broja bazofilnih granulocita bila je statisticki znacajno
proporcionalno povezana s ECP-om (r=0,251; p=0,010), koncentracijom urata u KI (r=0,216;
p=0,028) i razinom ulgE (r=0,217; p=0,028), a obrnuto proporcionalno povezana s potrebom
za salbutamolom (r=-0,232; p=0,018) i zbirom simptoma (r=-0,213; p=0,031). Z-vrijednost
apsolutnog broja bazofilnih granulocita bila je statisticki znacajno proporcionalno povezana s
ECP-om (r=0,353; p=0,009) i ulgE (r=0,342, p=0,012) i obrnuto proporcionalno povezana s
potrebom za salbutamolom (r=-0,348; p=0,011) u NA.
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Slika 14. Povezanost izmedu koncentracije urata u kondenzatu izdaha (KI) i pH vrijednosti KI (r=0,379;

p<0,0001).
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Slika 15. Povezanost izmedu koncentracije urata u kondenzatu izdaha (KI) i rezultata upitnika o kontroli astme

(ACT) u svih astmaticara (r=0,665; p<0,0001).
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Slika 16. Povezanost izmedu koncentracije urata u kondenzatu izdaha (KI) i rezultata upitnika o kvaliteti zivota

(AQLQ) u svih astmaticara (1=0,703; p<0,0001).
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Slika 17. Povezanost izmedu koncentracije urata u kondenzatu izdaha (KI) i ukupnog zbira simptoma u svih

astmaticara (r=-0,721; p<0,0001).
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Slika 18. Povezanost izmedu koncentracije urata u kondenzatu izdaha (KI) i frakcije izdahnutog dusi¢nog oksida

(FENO) u nekontroliranih astmaticara (r=0,3839; p=0,005).
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Slika 19. Povezanost vremenske udaljenosti zadnje egzacerbacije (PZE) i koncentracije urata u kondenzatu
izdaha (KI) u nekontroliranih astmaticara (r=0,558; p<0,0001).
0-bez egzacerbacija, 1-egzacerbacija prije < 1 mjesec; 2-egzacerbacija prije 1-3 mjeseca; 3-egzacerbacija prije 3-

6 mjeseci; 4-egzacerbacija 6-12 mjeseci; 5-egzacerbacija prije >12 mjeseci;
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Slika 20. Povezanost izmedu CRP-a velike osjetljivosti (hs-CRP) i temperature izdahnutog zraka (TI) u svih

astmaticara (r=0,445; p<0,0001).




5.4. Lokalni i sistemski biomarkeri upale kao prediktori egzacerbacije bolesti
Povezanost izmedu biomarkera upale 1 egzacerbacije bolesti bila je analizirana modelom
binarne logisticke regresije s egzacerbacijom bolesti kao zavisnom varijablom (0=ne; da=0) 1
upalnim biomarkerima kao nezavisnim varijablama (prediktorima). Model koji je ukljucio sve
upalne sistemske i lokalne biomarkere bolesti (¥*>=13,9; df=11; p=0,238) objasnjava izmedu
12,6 1 20,5% varijance. Od razmatranih biomarkera, niti jedan nije bio statisticki znacajan kao
prediktor egzacerbacije bolesti, s tim da je uocena vrlo visoka varijabilnost pojedinih

subpopulacija stanica periferne krvi (Tablica 13).

Tablica 13. Prediktori egzacerbacije astme: binarna logisticka regresija.

OR (95% CI) p-vrijednost
KI peh 0,07 (0,0 - 1,99) 0,118
KI durati 0,97 (0,94 - 1,0) 0,075
TI 0,51 (0,2 -1,31) 0,163
ECP 1,00 (0,96 — 1,03) 0,872
FeNO 1,01 (0,99 - 1,04) 0,347
hs-CRP 2,05 (0,57 —-17,30) 0,269
Leukociti 6,78 (0,0 —2593484) 0,770
Neutrofili 0,18 (0,0 —76512) 0,798
Limfociti 0,16 (0,0 —63298) 0,783
Monociti 0,18 (0,0 —103183) 0,802
Eozinofili 0,55 (0,0 —351551) 0,929

CI - interval pouzdanosti (eng. confidence interval);, ; ECP — eozinofilni kationski protein; FgNO - frakcija
izdahnutog dusicnog oksida; hs-CRP — CRP velike osjetljivosti; KI — kondenzat izdaha; OR - omjer Sansi (eng.
odds ratio); TI temperatura izdahnutog zraka.



6. RASPRAVA



Istrazivanje je trebalo usporediti vrijednosti lokalnih (FENO, pH i urati iz KI, TI) 1 sistemskih
(hs-CRP, ECP, DKS) biomarkera upale u djece s kontroliranom i nekontroliranom astmom,
ispitati povezanost biomarkera upale sa simptomima bolesti i drugim pokazateljima aktivnosti
bolesti te odrediti dijagnosticku vrijednost biomarkera u razlikovanju kontrolirane i
nekontrolirane astme i predvidanju egzacerbacije bolesti. Nasi rezultati ukazuju na mogucu
vrijednost neinvazivnih biomarkera upale, kiselog i1 oksidativnog stresa kao dodatnih
parametara u prac¢enju kontrole djecje astme. Utvrdena je povezanost lokalnih i sistemskih
biomarkera upale sa simptomima bolesti 1 drugim pokazateljima aktivnosti bolesti. Urati u KI
su najbolji samostalni parametar u predvidanju kontrole djecje astme.

Astma je kroni¢na bolest koja se danas moze uspjeSno lijeciti. Ciljevi uspjeSnog lijecenja
astme obuhvacaju: kontrolu simptoma, normalnu aktivnost ukljucujuéi i fizicki napor,
normalnu pluénu funkciju, prevenciju egzacerbacija, minimum nuspojava lijekova i
prevenciju smrtnih ishoda zbog astme (8). lako su se naSe spoznaje o razliCitim aspektima
astme u djece znacajno prosirile posljednjih godina, jo§ je velik postotak djece nedostatno
kontroliran 1 lijeen (193-194). Medunarodne smjernice nalazu da astma mora biti
kategorizirana pri svakom posjetu lijecniku kao kontrolirana, djelomi¢no kontrolirana ili
nekontrolirana astma te lijeCena u skladu sa stupnjem kontrole (8). Slaba kontrola astme
povezana je s nekontinuiranim lije€enjem, nerazumijevanjem uzroka astme, negativnim
stavom prema bolesti, strahom od primjene inhalacijskih kortikosteroida, pretjeranim
koriStenjem bronhodilatatora i s nedostatnim lije¢enjem astme i pridruzenih bolesti kao $to je
alergijski rinitis, kroni¢ni rinosinusitis 1 gastroezofagenalni refluks. Kategorizacija astme
prema stupnju kontrole oslanja se uvelike na simptome bolesti koje bolesnik sam navodi, no
znajudi da kronicni bolesnici ¢esto podcjenjuju tezinu svog stanja, pri procjeni kontrole astme
uz lijeénikovu procjenu potrebni su i1 objektivni pokazatelji bolesnikova stanja (195).
Smjernice za lijecenje astme predlazu brojne objektivne metode za procjenu kontrole bolesti
no u svakodnevnoj praksi najcesce se upotrebljavaju standardizirani upitnici, upitnici kvalitete
zivota, spirometrijska mjerenja 1 mjerenje izdahnutog NO-a. Kombinacija objektivnih
pokazatelja kontrole bolesti razlikuje se od smjernica do smjernica, a primijeéeno je i ¢esto
neslaganje izmedu pojedinih parametara kontrole bolesti (195). Nadalje, dobivanje
objektivnih mjerenja, u djecjoj dobi, uvelike otezava i specificnost same populacije (losija
suradnja bolesnika pri izvodenju pretraga te invazivnost pretraga kao dodatni znac¢ajni eticki 1

morbiditetni problem).



Astma je kroni¢na upalna bolest te se danas smatra da je pracenje upalnih zbivanja u diSnim
putovima presudno za procjenu kontrole 1 lijeCenje astme. Tradicionalni pokazatelji kontrole
astme (simptomi i spirometrija) slabo odrazavaju upalna zbivanja u ciljnom organu (8, 119)
zbog Cega znanstvena i stru¢na zajednica intenzivno traga za novim idealnim biomarkerom
lokalne upale u diSnim putovima koji bi zadovoljio sve karakteristike idealnog pokazatelja
kontrole bolesti u specifi¢noj populaciji: visoka (izuzetno visoka) osjetljivost, specificnost 1
dijagnosticka to€nost, potreba za minimalnom (bez) suradnjom bolesnika, minimalna (bez)
invazivnost, minimalna (bez) Sansa za komplikacije, ponovljivost, niska (bez) interferencija s
egzogenim i endogenom ¢imbenicima, niski troSkovi (121). Usprkos intenzivnom traganju za
idealnim biomarkerom lokalne upale u diSnim putovima, idealan pokazatelj kontrole astme u

djece jos nije identificiran.



6.1. Lokalni i sistemski biomarkeri upale u kontroliranoj i nekontroliranoj astmi

U naSem istrazivanju, djeca s nekontroliranom astmom su imala statisticki zna¢ajno manje
vrijednosti pH kondenzata izdaha i koncentraciju urata u kondenzatu izdaha te vecu
temperaturu izdahnutog zraka u odnosu na djecu s kontroliranom astmom. Obzirom da je
razlika u vrijednostima navedenih biomarkera upale izmedu skupine djece s kontroliranom i
nekontroliranom astmom bila statisticki znacajna, zakljuCujemo da je hipoteza istrazivanja
potvrdena. Upravo ovi rezultati istrazivanja koji pokazuju da se neinvazivni biomarkeri
dobiveni iz izdaha, odnosno kondenzata izdaha statisticki znacajno razlikuju izmedu
kontrolirane i nekontrolirane astme predstavljaju dobar temelj za daljnja istrazivanja na
podrucju pracenja kontrole dje¢je astme zbog svoje jednostavnosti, neSkodljivosti i dobre
ponovljivosti.

Postoje brojni dokazi da, osim upale, u patogenezi astme znacajnu ulogu imaju kiseli i
oksidativni stres (76, 140, 196). Kiseli stres podrazumijeva izrazeno (ekscesivno) i
nekontrolirano zakiseljavanje tekuéine koja oblaze diSne putove uzrokovano poremecajem
homeostatskih regulacijskih mehanizama. Odredivanje pH vrijednosti kondenzata izdaha (KI)
omogucuje neinvazivno pracenje promjena kiselosti tekuéine koja oblaze diSne putove.
Postojanje kiselog stresa u odraslih bolesnika s blagom astmom dokazano je u nekoliko
istrazivanja (126, 139, 140, 197). Istrazivanja ucinjena u dje¢joj populaciji takoder su
pokazala da se vrijednost pH u kondenzatu izdaha djece s astmom nalazi u kiselijem podrucju
nego u zdrave djece (139), te da je pH pomaknut u kiselije podrucje tijekom akutnog
astmatskog napadaja (126, 198). Kostikas 1 sur. su prvi uoc€ili vrijednost odredivanja pH
vrijednosti kondenzata izdaha u procjeni kontrole astme. U skladu s naSim rezultatima, u
njihovom radu odrasli astmaticari s nekontroliranom i1 djelomi¢no kontroliranom astmom
imali su niZe vrijednosti pH kondenzata izdaha u odnosu na dobro kontrolirane (medijan 7,14
1 7,25, prema 7,44) (199). Mogu¢e je da endogena acidifikacija putem ve¢ opisanih
patomehanizama (mikrovaskularna eksudacija, poja¢ano stvaranje sluzi, duSi¢nog oksida,
hiperreaktivnosti disSnih putova, bronhokonstrikcije, kaslja [76]) dovodi do gubitka kontrole
astme Sto se objektivno mjeri pomakom pH vrijednosti KI-a u kiselije podrucje. U ve¢
spomenutom radu (199), ROC analiza je pokazala da vrijednosti FENO>30 ppb imaju
PPV>90% (AUC 0,790), a vrijednosti pH KI <7,20 imaju PPV>85% (AUC 0,791) za
razlikovanje nepotpuno kontrolirane astme od kontrolirane. Vrijednosti FENO-a>30 ppb 1/ili
pH KI<7,20 ukazuju na nepotpuno kontroliranu astmu u 88,3% pacijenata. Medutim,
dijagnosticka vrijednost oba biomarkera, samostalno ili u kombinaciji, je bila loSija u odnosu

na klini¢ku procjenu i rezultat ACT-a u prepoznavanju nekontrolirane astme (199). Isto tako,



u nedavnom istrazivanju provedenom na 64-ero djece astmaticarima u dobi od 6-11 godina
videno je da je ACT bolji parametar u otkrivanju djece sa nekontroliranom astmom od FENO-
a s osjetljivoséu 69% 1 specifinos¢u 77% (200). Ovi rezultati jo§ jednom potvrduju
nezamjenjivost simptoma bolesti i klini¢ke procjene u prac¢enju astme.

Oksidativni stres i upala su usko povezani (201). Oksidativni stres u astmi je uzrokovan
inhalacijom alergena i otpustanjem reaktivnih supstanci iz upalnih stanica (80). Tekuc¢ina koja
oblaze diSni sustav sadrZzi brojne antioksidacijske spojeve, proteine (albumin, transferin,
laktoferin, ceruloplazmin) i enzime (superoksid dismutaza [SOD], glutation-reduktaza,
glutation-peroksidaza, katalaza). Od niskomolekularnih  antioksidativnih  spojeva
najzastupljeniji su glutation i urati, a zatim askorbinska kiselina i vitamin E (202). Niska
koncentracija urata u kondenzatu izdaha nekontroliranih astmati¢ara vjerojatno odrazava
oksidativno-antioksidativni poremecaj u pluénom tkivu. Dodig i sur. su nedavno pokazali da
je koncentracija urata u KI znacajno veéa u bolesnika s kontroliranom astmom u odnosu na
zdrave ispitanike i1 bolesnike s akutnom egzacerbacijom astme (142). Moguée je da u
bolesnika s astmom u odnosu na zdrave ispitanike postoji povecani antioksidativni potencijal
(koncentracija urata), koji se iscrpljuje tijekom egzacerbacije astme odnosno gubitkom
kontrole astme, a za rezultate spomenutog istrazivanja, dvojben je i utjecaj protuupalne
terapije.

Izrazenija lokalna upala u djece s nekontroliranom astmom je pokazana ve¢om vrijednoS¢u
TI-a u odnosu na kontrolirane astmatiare. Ova opaZanja su u skladu s rezultatima Garcie 1
suradnika (144) koji su takoder pokazali poviSenu TI u nekontroliranih astmaticara u odnosu
na dobro kontrolirane astmati¢are i zdrave ispitanike. Dvije skupine autora su zabiljezile
znacajno vecu temperaturu izdaha u astmatiCara u odnosu na zdrave ispitanike te njenu
povezanost s biomarkerom upale i oksidativnog stresa FENO-om (203-204). Ova opaZanja su
objasnjena ¢injenicom da je u astmaticara povisen protok krvi kroz sluznicu disnih putova kao
posljedica hiperemije i hiperperfuzije u tijeku upalne reakcije. Povecana prokrvljenost
bronhalnih krvnih Zila i povecan dotok krvi uzrokuju povecano oslobadanje topline kroz
stjenku bronha. Stoga je TI predloZena kao novi neinvazivni biomarker protoka krvi i upale u
diSnim putovima astmatic¢ara. Nasi rezultati su u skladu s ovim opazanjima te govore u prilog
porasta lokalne upale pri gubitku kontrole astme.

Hs-CRP se pokazao korisnim biomarkerom u procjeni razli¢itih stupnjeva tezine i kontrole
astme (205). U naSem radu, djeca s nekontroliranom astmom imala su vecu koncentraciju
serumskog hs-CRP-a u odnosu na djecu s kontroliranom astmom, no razlika nije bila

statistiCcki znacajna. Prethodnim istrazivanjem pokazali smo statisticki znacajnu razliku u



koncentraciji hs-CRP-a izmedu skupina djece s kontroliranom i nekontroliranom astmom koja
je objaSnjena jaCom sistemskom upalom u nekontroliranih astmaticara (172).

U ovom istrazivanju, nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u razini FENO-a, DKS-i 1
koncentraciji ECP-a izmedu dviju skupina djece astmaticara. Nasi rezultati su u proturjec¢nosti
s rezultatima druge skupine autora koja je pokazala da su serumski ECP i eozinofilni
granulociti u perifernoj krvi osjetljivi markeri u procjeni kontrole astme (206). ObjaSnjenje
mozemo traziti u razli¢itom dizajnu studija kao i pretpostavci da se uzroci nekontrolirane
astme razlikuju u svojoj patofiziologiji u razli¢itim fenotipovima astmeM. Naime, osim
eozinofilne upale koja se mjeri poviSenom vrijednos¢u ECP-a, FeNO-a i eozinofilnih
granulocita u perifernoj krvi, postoje i1 druge vrste upale (npr. neutrofilna, mijeSana,
paucigranulocitna, ...) odgovorne za gubitak kontrole astme u razli¢itim fenotipovima (207).
Isto tako, primijenjena terapija u razliCitim fenotipovima astme ima razli¢iti u€inak na
klini¢ku sliku ali i razli¢iti u¢inak na biomarkere upale (208). Prema sluzbenim smjernicama
(190) prediktivne vrijednosti pojedinacnog mjerenja FeNO-a u svrhu otkrivanja
nekontrolirane astme pokazale su nedostatnu osjetljivost 1 specifi¢nost da bi se takav podatak
koristio u navedenu svrhu $to se moZze vidjeti i iz nasih rezultata.

Medu biomarkerima upale, koncentracija urata u KI je kao samostalan parametar, pokazala
statisticki znacajnu najbolju toc¢nost predvidanja kontrole bolesti (79,6%). Prema nasim
rezultatima, KI urati bi mogli biti koristan biomarker kontrolirane astme s visokom NPV od
93,5% za tocku razluCivanja (cut-off) >6 pumol/L. Obzirom na neuvjerljivu percepciju
simptoma u bolesnika s astmom, za svakodnevnu klini¢ku praksu korisnije je imati biomarker
nekontrolirane astme (209). Promjenom tocke razlucivanja (cut-off) na <17 pmol/L dobivamo
NPV od 92,9% i1 PPV od 82% za nekontroliranu astmu.

Kombinacija lokalnih 1 sistemskih biomarkera upale u razlikovanju kontrolirane od
nekontrolirane astme je pokazala zadovoljavajuce dijagnosticke karakteristike (dijagnosticka
tocnost 83,5%), iako bez znacajnije razlike u odnosu na samostalni parametar urata iz KI u
razlikovanju ove dvije skupine astmatiCara. Upravo ovaj rezultat koji pokazuju visoku
dijagnosticku vrijednost biomarkera upale/oksidativnog stresa dobivenog neinvazivnom
metodom kondenzata izdaha izdvaja kondenzat izdaha zbog svoje neskodljivosti, dobre
ponovljivosti i jednostavnosti izvedbe (prikladan za sve dobne skupine, moze se uzimati u
svjesnih, spontanodiSu¢ih bolesnika, novorodencadi, bolesnika na strojno potpomognutoj
ventilaciji) metodom izbora u dijagnostici 1 pra¢enju djecje astme. Prednost metode je i u
mogucénosti istovremene analize veceg broja razliCitih biomarkera koji reprezentiraju

viSeslojni karakter astme kao sindroma koji se ogleda kroz razli¢ite oblike alergijske lokalne i



sistemske upale, kiselog i oksidativnog stresa, neurohumoralne kontrole, interakcije s
okoliSem, infektivnim ¢imbenicima te osnovnim endogenim karakteristikama pojedinca (210-
216). Najvec¢i nedostaci kondenzata izdaha potjecu joS§ uvijek od nedovoljne standardizacije
(uzorkovanja, postava, standardnog izbora biomarkera) (217-218), nepostojanja jasne
povezanosti s mjestom nastanka u diSnom sustavu, nedovoljno istrazene problematike vezane
uz razliCite respiratorne i sistemske bolesti (dijagnostika, pracenje, utjecaj terapijskih
intervencija, dobna uvjetovanost) te pojave kontradiktornih rezultata vezanih uz neke od
biomarkera (216, 219). Za ocekivati je, da ¢e nakon potrebnih postupaka optimiziranja i
standardizacije, kondenzat izdaha postati metoda izbora u dijagnostici i prac¢enju pluénih
bolesti kako u djece tako i odraslih bolesnika.

Zaklju€no, rezultati istrazivanja pokazuju da neinvazivni biomarkeri upale, kiselog 1
oksidativnog stresa mogu naci svoje mjesto kao dodatni dijagnosticki alat u procjeni kontrole
astme. lako biomarkeri razmatrani u ovom istrazivanju nisu specificni za astmu i mogu
odrazavati i druge bolesti i stanja u pojedinog bolesnika (pretilost, upalne bolesti vezivnog
tkiva, maligne bolesti, GERB), pretpostavljamo da bi se serijskim odredivanjem biomarkera 1
kontrole bolesti dobilo potpunije rezultate o stvarnoj vrijednosti upalnih biomarkera u djecjoj

astmi.

6.2. Povezanost lokalnih i sistemskih biomarkera upale i ucestalosti simptoma astme
U naSem istrazivanju utvrdena je povezanost izmedu temperature izdaha i ucestalosti
simptoma napetosti u prsima, serumske koncentracije hs-CRP-a i u€estalosti ¢is¢enja grla, Z-
vrijednosti apsolutnog broja monocita 1 u¢estalosti naprezanja pri disanju, budenja no¢u zbog
astme 1 ukupnog zbira simptoma, te Z-vrijednosti postotka bazofilnih granulocita u
diferencijalnoj krvnoj slici i ucestalosti osje¢aja tezine u prsima i budenja nocu zbog astme.
Ovime je hipoteza istrazivanja o povezanosti biomarkera upale i simptoma astme potvrdena.
Astma je kroni¢na upalna bolest diSnih putova i smatra se da su trajna lokalna i sistemska
upala ukljucene u razvoj simptoma. Simptomi bolesti posljedica su slozene aktivacijske petlje
koja wukljucuje stimulaciju okrajina osjetith zivaca, prijenos 1 neuralnu integraciju,
interpretaciju od strane mozdane kore, i na kraju, prepoznavanje i verbalno opisivanje od
strane bolesnika (220). Simptomi astme su glavni uzrok posjeta lijecniku i Cine temelj u
procjeni kontrole astme. Percepcija simptoma razlikuje se od bolesnika do bolesnika. Tako je u
mnogim dosadaS$njim studijama razmatrana indirektna povezanost simptoma i upale diSnih

putova, direktna povezanost simptoma i upale do sada nije istrazena (221).



U djecjoj populaciji, pri razmatranju povezanosti upale i simptoma bolesti, najcesc¢e koristen
marker upale diSnih putova je FENO. Prema CAMP studiji, vrijednosti FENO-a su bile
povecane u djece s prisutnim noénim simptomima barem jednom tjedno ili u djece koja su
trebala beta-2 agoniste kratkog djelovanja barem jednom tjedno (222). U istrazivanju
Spergela i sur. u skupini djece astmaticara, utvrdena je povezanost mjesecnog zbira simptoma
s FENO-om dok FEVi 1 FeNO nisu bili povezani (223). Prema naSim rezultatima razina
FeNO-a je pokazala slabu povezanost s ucestalos¢u budenja ujutro sa simptomima astme.
Nadalje, TI je bila srednje dobro povezana s ucestalo$¢u napetosti u prsima i naprezanja pri
disanju u NA te zbirom simptoma u svih astmatiCara.

Nedavno istrazivanje provedeno u Finskoj na 10 zdravih ispitanika 1 26 astmatiCara je
pokazalo povezanost povisenih vrijednosti markera oksidativnog stresa 8-izoprostana i jakog
subjektivnog kaslja izrazenog prema vrijednostima upitnika Leicester Cough Questionnaire
(224). Smatra se da kisikovi radikali podrazavaju i aktiviraju senzorna C-vlakna te na taj
nacin poticu kasalj. Zanimljivi su rezultati jedne prospektivne studije kohorte 630 djece
pracene od rodenja do 8. godine zivota s ciljem istrazivanja povezanosti pH vrijednosti KI i
simptoma koji upucuju na astmu. Rezultati istrazivanja su pokazali da nije bilo statisticke
znacajne razlike u pH vrijednosti KI izmedu djece s astmom i neastmatic¢ara. Nizi pH KI su
imala djeca s trenutno prisutnim wheezingom za razliku od skupine djece bez wheezinga.
Ucestalost 1 tezina wheezinga te terapija nisu bili povezani s pH KI. Takoder nije nadena
povezanost izmedu pH vrijednosti KI i pluéne funkcije (FEVi), BHR (odgovor na
metakolinski test) i upale (FENO) (225). U naSem istrazivanju utvrdena je statisticki znacajna
obrnuto proporcionalna povezanost zbira simptoma s pH vrijednos¢u KI i koncentracijom
urata u KI. Dakle, djeca sa simptomima imala su pH vrijednost KI u kiselijem podrucju kao i
niZzu koncentraciju antioksidansa.

Serumski ECP je bio statisticki znacajno obrnuto proporcionalno povezan s ucestaloSéu
kaslja, osjeCaja tezine u prsima, naprezanja pri disanju i budenja nocu zbog astme. U
istrazivanju Oughourlia 1 sur. istrazena je povezanost ECP-a i slijede¢ih simptoma astme:
wheezinga, kroni¢nog kaslja, napetosti u prsima, no¢nih simptoma i nedostatka zraka. lako
nije nadena statisticki znacajna povezanost, razina ECP-a je bila znacajno viSa u pacijenata
koji su bili simptomati¢ni (226). Povisena vrijednost serumskog ECP-a ukazuje na prisustvo
sistemske eozinofilne upale (207) te kolerira sa zbirom simptoma, brojem eozinofilnim
granulocitima u perifernoj krvi i padom vrijednosti PEF-a u senzibiliziranih astmaticara (227).
IzloZenost alergenu dovodi do porasta serumske vrijednosti ECP-a u preosjetljivih bolesnika

(228), dok terapija ICS-om snizava vrijednost serumskog ECP-a i broj eozinofila u perifernoj



krvi (229). Obzirom da je povezanost nadena u skupini nekontroliranih astmatiara gdje je
83% bolesnika bilo na terapiji ICS-om vjerujemo da je negativna korelacija izmedu ECP-a i
simptoma bolesti posljedica utjecaja protuupalne terapije.

U prijasnjim studijama videna je 1 povezanost povecane koncentracije hs-CRP-a s
respiratornim simptomima u bolesnika s nealergijskom astmom (168). U skladu s tim
rezultatima, u naSem istrazivanju, utvrdena je statisticki znacajna proporcionalna povezanost
koncentracije serumskog hs-CRP-a s u€estaloS¢u osjecaja otezanog disanja, hripanja u prsima,
kaslja, CiS¢enja grla, budenja sa simptomima astme, naprezanja pri disanju, budenja nocu
zbog astme, ometanja da se pacijent naspava, borbe da se dode do zraka i ukupnim zbirom
simptoma.

Lewis i1 suradnici su istrazivali povezanost stanica periferne krvi i ucestalosti kroni¢nih
respiratornih simptoma, atopije, pluéne funkcije i BHR u odraslih. Periferna monocitoza je
bila povezana s povecanim rizikom pojavnosti noéne dispneje, kroni¢nog kaslja i snizenog
FEV1. Periferna neutrofilija je bila neovisno povezana s rizikom pojavnosti noéne dispneje,
dispneje u naporu, astme (prosle ili trenutne) 1 snizenog FEVi. Viden je znacajno povisen
neovisni rizik pojave wheezinga, noéne dispneje, dispneje u naporu, kroni¢nog kaslja i astme
s perifernom eozinofilijom. Poveéan broj eozinofilnih granulocita je takoder bio i neovisni
prediktivni ¢imbenik atopije, snizenog FEV1, BHR i poviSenog IgE. Neutrofilni granulociti su
bili znacajno povezani s dijagnosticiranom astmom u starijoj dobi. Periferna neutrofilija je
povezana s BHR neovisno u prisutnosti atopije (179). Povezanost markera serumske upale i
simptoma astme je videna i1 u randomiziranoj studiji u¢injenoj na 33 djece astmaticara gdje je
nakon ukidanja terapije ICS-om 71% djece postalo simptomatsko i imalo znacajno povisene
vrijednosti serumskog ECP-a i broja eozinofilnih granulocita u perifernoj krvi (230). Prema
naSim rezultatima, Z-vrijednost apsolutnog broja leukocita je bila umjereno povezana s
ucestaloS¢u ometanja da se pacijent naspava. Z-vrijednost apsolutnog broja monocita je bila
umjereno povezana s ucestaloS¢u naprezanja pri disanju, budenja nocu i ukupnim zbirom
simptoma. Z vrijednost apsolutnog broja bazofilnih granulocita je umjereno povezana s
osjecajem tezine u prsima, a Z vrijednost postotka bazofilnih granulocita u DKS-i je umjereno
povezana s ucestaloS¢u osjecaja tezine u prsima, naprezanja pri disanju i budenja no¢u zbog
astme.

Iz navedenog mozemo zakljuciti da rezultati istrazivanja o povezanosti upale i simptoma
astme nisu jednoznacni. Interpretacija je otezana razli¢itom metodologijom koriStenom u
znanstvenim istrazivanjima kao i uporabom razli¢itih biomarkera upale u heterogenoj skupini

astmati¢ara. Vecina studija ipak ukazuje na cinjenicu da je upala u simptomati¢nih



astmatiCara jaCe izrazena. Potrebne su nove, posebno dizajnirane studije koje bi ispitale

direktnu povezanost simptoma astme 1 upale.

6.3. Povezanost lokalnih i sistemskih biomarkera upale medusobno i s ostalim
pokazateljima aktivnosti bolesti

U radu smo dokazali povezanost pH vrijednosti KI s koncentracijom urata u KI i razinom
FeNO-a te sljede¢im pokazateljima aktivnosti bolesti: ACT-om, AQLQ, zbirom simptoma 1
potrebom za salbutamolom. Eksperimentalna studija u¢injena na Stakorima je pokazala da
zakiseljavanje tekuc¢ine koja oblaze diSne putove dovodi do pojacane lokalne proizvodnje
slobodnih kisikovih radikala (231) ukazuju¢i time na uzro¢no-posljedi¢nu povezanost kiselog
1 oksidativnog stresa. U prospektivnoj studiji Kostikas i sur. su dokazali znacajnu povezanost
kiselog (ph vrijednost KI) i oksidativnog (H202 1 8-izoprostan u KI) stresa u odraslih
bolesnika s astmom na terapiji kortikosteroidima (140). Istrazivanjem je potvrdena hipoteza o
povezanosti endogene acidifikacije disSnih putova (pH KI) i1 upale (upalne stanice iz
induciranog sputuma) te primije¢eno da vrijednost pH kondenzata izdaha utjece na stupanj
oksidativnog stresa i NO metabolizam (nitrati/nitriti) (140). U skladu s navedenim, i u nasem
radu je videna nezavisna povezanost markera kiselog (pH vrijednost KI) i oksidativnog stresa
(urati u KI), dok Zhao i suradnici, u svojem radu to nisu uspjeli dokazati (197). ObjaSnjenje
ovih rezultata nalazimo u pretpostavci da se patofiziologija nekontrolirane astme u djece i
odraslih moze razlikovati, kao i u ¢injenici da je kiseli stres u istrazivanju Kostikasa i Zhaoa
mjeren razli¢itim markerima. Povezanost pH KI i navedenih markera kontrole astme
nesumnjivo upucuje na vrijednost odredivanja pH kondenzata izdaha kao dodatnog parametra
u procjeni kontrole bolesti.

U nasem istrazivanju utvrdena je znacajna umjerena do jaka povezanost koncentracije urata u
KI sa sljede¢im pokazateljima aktivnosti bolesti: FEVi, ACT-om, AQLQ, potrebom za
salbutamolom i zbirom simptoma. Povezanost markera oksidativnog stresa i kontrole astme je
videna i u istrazivanju Trischlera i sur. gdje je utvrdena povezanost izmedu alveolarne frakcije
vodikovog peroksida (H202) u KI i ACT-a. Djeca s loSijom kontrolom astme su imala viSu
koncentraciju H20: u alveolarnoj frakciji (232). Nadalje, prema naSim rezultatima u
nekontroliranoj astmi urati u KI su bili u pozitivnoj korelaciji s vremenskom udaljenoséu
zadnje egzacerbacije Sto podrzava hipotezu o antioksidativnom ucinku urata u astmi. U tijeku
egzacerbacije astme vjerojatno dolazi do troSenja urata koji ostvaruju svoj antioksidativni

ucinak direktnim hvatanjem slobodnih radikala.



U ve¢ spomenutom radu Kostikas i1 sur. su pokazali da u bolesnika s umjerenom astmom
postoji povezanost vrijednosti pH, broja eozinofilnih granulocita u iskasljaju i1 koncentracije
nitrata odnosno nitrita, te smatraju da vrijednosti koreliraju s oksidacijskim stresom (140).
Znacajna povezanost oksidativnog stresa i NO metabolizma je utvrdena u radu Ueno i
suradnika gdje je utvrdena povezanost razine H202 i razine nitrita/nitrata u kondenzatu izdaha
astmaticara (138). U skladu s njihovim opaZanjima su i naSi rezultati iz kojih je vidljiva
pozitivna korelacija urata u Kl-a i razine FENO-a u NA $§to podrZava hipotezu o povezanosti
eozinofilne upale, NO metabolizma i oksidativnog stresa. Naposljetku to bi moglo znaciti da
su kiseli 1 oksidativni stres u astmi uzro¢no-posljedi¢no povezani te se namecée pretpostavka o
patomehanizmu astme kao inicijalno stani¢nom procesu koji dovodi do oksidativnog stresa,
stvaranja NO 1 kiselog stresa u kona¢nici.

Utvrdena je blaga do umjereno jaka povezanost TI sa sljede¢im pokazateljima aktivnosti
bolesti: potrebom za salbutamolom, ACT-om, AQLQ i zbirom simptoma u NA §to se uvelike
razlikuje od rezultata Hamillija i suradnika koji nisu dokazali povezanost TI i drugih
pokazatelja aktivnosti bolesti (233). Za razliku od dvije ranije skupine istrazivaca nije
pronadena povezanost TI s FENO-om (202-203).

Uloga sistemskih biomarkera upale u astmi je slabo istrazena. Utvrdeno je da je serumska
koncentracija ECP-a statistiCki znacajno visa u astmaticara tijekom akutne egzacerbacije u
odnosu na bolesnike s astmom u remisiji (156) te da je serumski ECP u pozitivnoj korelaciji
sa stupnjem opstrukcije diSnih putova za vrijeme egzacerbacije bolesti (151). Prema naSim
rezultatima, utvrdena je proporcionalna povezanost ECP-a i koncentracije urata u KI Sto
upucuje na povezanost eozinofilne upale i oksidativnog stresa u nekontroliranoj astmi.
Nadalje, ECP je bio statisticki znacajno obrnuto proporcionalno povezan s ACT-om kao
jednim od pokazatelja aktivnosti bolesti, dok povezanost s FEV1 nismo uspjeli dokazati.
Utvrdeno je da je serumski hs-CRP poviSen u nekontroliranoj astmi i znacajno povezan s
tezinom astme, potrebom za salbutamolom i akutnom egzacerbacijom astme (172, 205). U
istrazivanju smo pokazali povezanost hs-CRP-a 1 drugih pokazatelja aktivnosti bolesti, tj.
zbira simptoma, potrebe za salbutamolom, spirometrijskih parametara (FEVi, post
FEV1/FVC), ACT-a i AQLQ. Prvi je put, prema podacima dostupne literature, utvrdena
statisticki znacajna povezanost serumskog hs-CRP-a i TI kao markera lokalne upale. Niski
post FEVI/FVC je predlozen kao marker remodeliranja bronha (234) i njegova negativna
povezanost s hs-CRP-om utvrdena u naSem istraZivanju moZe upucivati na povezanost
sistemske upale i remodeliranja bronha. Nedavno istrazivanje Konradsena i sur. je pokazalo

da je u bolesnika s teSkom astmom povisen serumski YXL-40 protein koji proporcionalno



korelira s FeNO-om, brojem neutrofilnih granulocita u perifernoj krvi i zadebljanjem
bronhalne stjenke, takoder ukazujuci na povezanost sistemske upale i remodeliranja bronha
(235). Hipotetski receno, sistemska upala u astmi je povezana s trenutnom upalom di$nih
putova (mjerenom TI i FEV1), ali i sa dugodjeluju¢im pluénim oSte¢enjem mjerenim niskim
post FEVI/FVC. Nasi su rezultati u skladu s nedavno objavljenim radovima u kojima je
takoder utvrdena povezanost lokalne i1 sistemske upale u astmi (169, 236) Sto upucuje na
vrijednost odredivanja serumskog hs-CRP-a u pracenju lokalnih zbivanja u astmi. Medutim,
ima 1 proturje¢nih dokaza. U svom radu, Ramirez i sur. nisu dokazali povezanost hs-CRP-a i
drugih pokazatelja aktivnosti bolesti (237).

U naSem istrazivanju, sistemska leukocitoza je bila u pozitivnoj korelaciji sa zbirom
simptoma te negativnoj s FEV1, ACT-om 1 AQLQ. Periferna neutrofilija je takoder bila u
pozitivnoj korelaciji sa zbirom simptoma i negativnoj s FEV1 1 AQLQ. Periferna monocitoza
je bila u pozitivnoj korelaciji sa zbirom simptoma i negativnoj s FEVi, ACT-om i AQLQ.
Povezanost neutrofilnih granulocita u perifernoj krvi i pogorsanja astme videna je i u studiji
Asmana 1 suradnika gdje su bolesnici s kasnom alergijskom reakcijom, 18 h nakon
provokacije s alergenom, imali 1,4 puta vecu koncentraciju neutrofilnih granulocita u
perifernoj krvi nego prije provokacije (238). Smith i suradnici (239) su pokazali da je za
sistemsku upalu niskog stupnja (eng. low-grade systemic inflammation), kakva je prisutna i u
astmi, karakteristican povisen apsolutni broj neutrofilnih granulocita i monocita, stoga je
povezanost ovih stanica sa simptomima i pokazateljima aktivnosti astme o¢ekivana. Obzirom
da je, u nasem istrazivanju, nadena povezanost simptoma bolesti i biomarkera neeozinofilne
upale (skupine se nisu razlikovale u odnosu na eozinofilne biomarkeri bolesti, terapiju ICS-
om niti izlozenost alergenu), za pretpostaviti je u da u patogenezi nekontrolirane astme u
djece ulogu imaju infekcije ili superantigeni (240-241). Periferna bazofilija je bila u
negativnoj korelaciji s potrebom za salbutamolom, zbirom simptoma i TI. Objasnjene ovih
korelacija mozemo naci u pretpostavei da u tijeku pogorsanja astme dolazi do mobilizacije
bazofilnih granulocita u ciljni organ (pluc¢a) te se njihov apsolutni broj na periferiji smanjuje
(242).

Prema nasim rezultatima, postoji povezanost izmedu sistemske upale i lokalne upale u diSnim
putovima. Hipotetski re¢eno, uzroci nekontrolirane astme u djece razlikuju se u svojoj
patofiziologiji (atopija, neadekvatna terapija ICS-om, infekcije, superantigeni) u razli¢itim

fenotipovima astme.



6.4. Lokalni i sistemski biomarkeri upale kao prediktori budude egzacerbacije
bolesti

U naSem radu, niti jedan razmatrani biomarker lokalne i sistemske upale nije se izdvojio kao
statisticki znacajni prediktor buduce egzacerbacije.
Prema smjernicama National Asthma Education and Prevention Program (NAEPP) procjena
tezine 1 kontrole astme ukljucuje 2 domene: (1) pogorSanje, §to podrazumijeva vrednovanje
ucestalosti 1 intenziteta simptoma; 1 (2) rizik, Sto podrazumijeva vjerojatnost buduce
egzacerbacije astme (22). Prema CAMP studiji 30% djece s trajnom astmom na terapiji ICS-
om ipak imaju 1 ili viSe egzacerbacija astme godisnje (243). U PACT (eng. Pediatric Asthma
Controller Trial) istrazivanju, tijekom 48 tjedana pracenja, ¢ak je 39% djece na terapiji
flutikazonom 2 puta dnevno po 100 pg imalo barem jednu egzacerbaciju astme koja je
zahtijevala primjenu oralnih kortikosteroida (244). Analiza induciranog sputuma tijekom
egzacerbacije astme je pokazala raznovrsnost prirode egzacerbacije astme u djece. Medu
uzorcima su se razlikovali: uzorci s povecanim brojem neutrofilnih granulocita uz nesto
eozinofilnih granulocita, uzorci s povecanim brojem eozinofilnih i neutrofilnih granulocita te
uzorci bez povecanog broja neutrofilnih i eozinofilnih granulocita (245-246). Neutrofilni
granulociti su dominantne stanice u veéini egzacerbacija astme te se pretpostavlja da su takvi
bolesnici manje osjetljivi na terapiju ICS-om (247) $to vjerojatno ima znacajnu ulogu u
patogenezi egzacerbacija.
Iako su simptomi astme i egzacerbacija astme usko povezani, njihovi prediktori se u djece
razlikuju (248). Djeca s prisutnim simptomima astme imaju veéi rizik za posjet hitnim
sluzbama, hospitalizaciju zbog astme ili potrebu za sistemskim kortikosteroidima. Cimbenici
povezani s teSkom egzacerbacijom astme su: mlada dob, posjet hitnoj sluzbi ili hospitalizacija
zbog astme u prosloj godini, potreba za oralnim kortikosteroidima u zadnja 3 mjeseca, snizena
vrijednost FEV1/FVC, niza provokacijska doza metakolina koja izaziva 20%-tni pad FEV1 i
visi logio broja eozinofilnih granulocita (248). Najsnazniji ¢imbenik povezan s buduc¢om
egzacerbacijom astme je prosla egzacerbacija (249-250). Poznato je da djeca koja imaju velik
rizik za egzacerbaciju astme ne moraju imati vecu prisutnost simptoma astme prije
egzacerbacije (251). Prema CAMP studiji 14% ispitanika nije imalo trajne simptome astme
tijekom 4 godine istrazivanja, a ipak je imalo jednu ili viSe teskih egzacerbacija astme (248).
Mjerenje pluéne funkcije slabo odrazava stupanj upale u diSnim putovima S$to je takoder
videno u CAMP studiji gdje je grani¢ni FEV1 ukljucenih bolesnika bio >93%, a tre¢ina
bolesnika je ipak zahtijevala sistemski kortikosteroid u narednih 6 mjeseci (99). Prema nasim

rezultatima, 52,6% djece s egzacerbacijom astme je imalo FEV1>90%.



Uloga spirometrijskih parametara i FENO-a u predvidanju egzacerbacije bolesti videna je i u
prospektivnoj studiji provedenoj u odraslih astmaticara gdje se 91% egzacerbacija javilo u
onih astmaticara €ija je vrijednost FEV1 <76% predvidene vrijednosti i 59% egzacerbacija u
onih ¢ija je vrijednost FENO bila >28 ppb. Kombinacija vrijednosti FENO-a >28 ppb i FEV1
<76% predvidene vrijednosti je otkrila 13 stabilnih astmati¢ara s 85%-tnom vjerojatnoscu
buduce egzacerbacije astme, dok 9 astmaticara s FENO<28 ppb i1 FEV1>76% nije imalo rizik
buduce egzacerbacije (252). Prema Satou i1 suradnicima kombinacija rezultata ACT-a<23 i
FEV1<91,8% ima 85%-tnu vjerojatnost predvidanja buduce egzacerbacije astme (253).

U istrazivanju Keskina i sur. izdahnuti 8-izoprostan (biomarker oksidativnog stresa) je bio
znacajno nizi u djece koja su imala manje od 4 egzacerbacije astme godiSnje u odnosu na
djecu s viSe od 4 egzacerbacije astme godiSnje. Nije utvrdena povezanost izmedu izdahnutog
8-izoprostana i kontrole astme te ACT-a (254).

Moguénost predvidanja egzacerbacije astme pomocu neinvazivnih biomarkera upale je
utvrdena i u istrazivanju Robroeksa i sur. Od 40-oro djece astmaticara koja su prospektivno
prac¢ena tijekom godine dana, 16 je razvilo egzacerbaciju astme. Kombinacijom 7 izdahnutih
hlapljivih organskih spojeva (VOC, eng. Volatile Organic Compounds) bilo je moguce
razlikovati skupinu djece s egzacerbacijom bolesti od skupine djece bez egzacerbacije s
tocnos¢u od 91% (osjetljivost 79%, specificnost 100%). FENO i pluéna funkcija nisu bili
statistiCki znacajni prediktori buduce egzacerbacije (255).

Interpretiraju¢i dobivene rezultate, postavlja se pitanje zaSto se ispitivani upalni biomarkeri
nisu pokazali statisticki znaCajnim prediktorima egzacerbacije bolesti, §to je u suprotnosti s
hipotezom istrazivanja, odnosno rezultatima istrazivanja koja su dokazala njihovu vaznost u
patogenezi i1 procjeni kontrole djecje astme. Na ovo pitanje ima vise odgovora koji se
medusobno ne iskljuuju. U dostupnoj medunarodnoj literaturi, vrlo je malo radova iz
podrucja pracenja alergijske upale u djece, osobito prospektivnih istrazivanja, koja bi bila
usmjerena na odabir biomarkera lokalne i sistemske upale u svrhu procjenjivanja kontrole
astme te predvidanja pogorSanja bolesti. Domaca literatura takoder oskudijeva rezultatima iz
ovog podrucja, jer se u Hrvatskoj analiza izdaha i analiza kondenzata izdaha u djece provode
samo u Djecjoj bolnici Srebrnjak. Prvi moguci odgovor je da bi veci broj ispitanika mozda
dao statisticki znacajnu razinu. Takav se odgovor obi¢no koristi kao ,,izgovor™ za izostanak
statistiCke znacCajnosti. Ono Sto treba re¢i jest da je za klinicku primjenu vazno imati
primjetljivu razliku i na malom broju ispitanika. Drugi moguéi odgovor je da ispitivani
biomarkeri uistinu nisu znacajni ¢imbenici u prognozi daljeg tijeka bolesti odnosno

predvidanja egzacerbacije bolesti. Ve¢ je pokazano da sistemski biomarkeri odrazavaju



sistemsku upalu, a slabije upalu u ciljnom organu. Isto tako, na ispitivane biomarkere utjecu i
druge bolesti 1 stanja osim astme. Vjerojatno je istina najblize takvom odgovoru, a to je da
ispitivani upalni biomarkeri nisu specificni za astmu, te jednokratno mjerenje istih ne moze
dati informaciju o stvarnoj aktivnosti bolesti u realnom vremenu. Misljenja smo da bi
pracenjem dinamike biomarkera dobili potpunije rezultate o upalnim zbivanjima u astmi te na
taj nacin mogli predvidjeti egzacerbaciju bolesti.

Zakljuéno, simptomi bolesti i plu¢na funkcija kao samostalni parametri su nedostatni u
procjeni kontrole bolesti 1 rizika buduée egzacerbacije astme. Cilj istrazivaca je otkriti
neinvazivne biomarkere upale s dobrim potencijalom predvidanja egzacerbacije bolesti.

Nasi rezultati ukazuju na vrijednost lokalnih 1 sistemskih biomarkera u procjeni kontrole
dje¢je astme. Pokazana je povezanost simptoma astme, kao jednog od temeljnih pokazatelja
kontrole bolesti, s biomarkerima upale, kao i povezanost upalnih biomarkera s drugim
pokazateljima kontrole djecje astme. Odredivanje upalnih biomarkera iz bioloskih uzoraka
dobivenih neinvazivnim ili minimalno invazivnim metodama od posebnog je interesa u
djecjoj astmi zbog specificnosti same populacije. Stoga je za ocekivati je da e rezultati naSeg
istrazivanja i istraZivanja drugih znanstvenika na podrucju upalnih biomarkera naéi svoje

mjesto u budu¢im smjernicama kontrole i lijeCenja djecje astme.

Svjesni smo sljedecih nedostataka naseg istrazivanja: kontrola astme i biomarkeri upale nisu
serijski odredivani; postoje broji ¢cimbenici koji mogu utjecati na rezultate istrazivanja, kao Sto
su: spol, dob, BMI, atopijski status, fizicka aktivnost, prehrana, izloZenost pasivnom pusenju;
nedovoljna osjetljivost metode odredivanja koncentracije urata u Kl-a kao i nedostatak
podataka o vrijednosti drugih sistemskih i1 lokalnih markera upale i1 oksidativnog stresa. Ovo
istrazivanje ima i metodoloske nedostatke koji ne dopustaju donosSenje zakljucaka o uzro¢no-
posljedi¢noj povezanosti upalnih biomarkera i stupnja kontrole astme odnosno simptoma
astme. Prije svega, upalni su biomarkeri odredivani istovremeno kada i procjena kontrole
bolesti, te je stoga nemoguée odrediti vremenski slijed. Takvom je dizajnu inherentna
sklonost sustavnim pogreskama, kako u odabiru sudionika, tako i1 u procjeni izlozenosti i
ishoda. Budu¢i da su ispitanici bili izabrani temeljem prigodnog uzorka, ne moze se s velikom
pouzdanos$cu tvrditi da je uzorak djece astmati¢ara u ovoj studiji reprezentativan za Citavu
populaciju djece astmatiara u Hrvatskoj.

Naposljetku, cilj istrazivaca i1 dalje je usmjeren k pronalazenju idealnog biomarkera kontrole
djecje astme sa svim karakteristikama navedenim u uvodnom izlaganju. Da bi se preciznije

ispitala vrijednost odredivanja pojedinih biomarkera u dje¢joj astmi, potrebno je provesti



longitudinalna istrazivanja, s ve¢im brojem ispitanika razliitog stupnja i tezine astme, te
serijskim odredivanjem biomarkera 1 kontrole bolesti, kako bi se razjasnio temporalni slijed

navedenih povezanosti.



7. ZAKLJUCCI



10.

Djeca s nekontroliranom astmom imala su statisticki zna¢ajno manju koncentraciju
urata u kondenzatu izdaha u odnosu na djecu s kontroliranom astmom (Slika 5).

Djeca s nekontroliranom astmom imala su statisticki znacajno manju pH vrijednost
kondenzata izdaha u odnosu na djecu s kontroliranom astmom (Slika 6).

Djeca s nekontroliranom astmom imala su statisticki znacajno veéu temperaturu
izdaha u odnosu na djecu s kontroliranom astmom (Slika 7).

Koncentracija urata u kondenzatu izdaha je bila najbolji samostalni parametar u
razlikovanju kontrolirane i nekontrolirane astme s dijagnostickom to¢noséu od 79,6%
(F=57,899; p<0,0001, Slika 8).

Diskriminacijskom je analizom upalnih biomarkera utvrden najbolji statisticki
znacajni model za razlikovanje kontrolirane i nekontrolirane astme (svojstvena (eigen)
vrijednost=0,6480; kanonic¢ki koeficijent korelacije=0,6271; Willksova
lambda=0,6068; ¥2=49,959; df=2; p<0,0001), dijagnosticke tocnosti 83,5%, a koji je
ukljucio 2 varijable: urati u KI i Z-vrijednost apsolutnog broja monocita. Analiza ROC
krivulje (Slika 9) navedenog modela pokazala je vrlo dobru razlikovnu u¢inkovitost uz
AUC od 0,909 (95% CI, 0,836-0,957), osjetljivost od 88% (95% CI, 75,7-95,5%),
specificnost od 81,13% (95% CI, 68,0-90,6%), PPV 81,5% (95% CI, 68,6-90,7%),
NPV 87,8% (95% CI, 75,2-95,4%), LR za dijagnozu kod pozitivnog testa 4,66 (95%
Cl, 2,6-8,2), LR za dijagnozu kod negativnog testa 0,15 (95% CI, 0,07-0,3).

Utvrdena je statisti¢ki zna¢ajna umjerena povezanost temperature izdaha 1 u€estalosti
simptoma napetosti u prsima (r=0,420; p=0,002, Slika 10).

Utvrdena je statisticki znac¢ajna umjerena povezanost serumske koncentracije hs-CRP-
a 1 ucestalosti ¢iS¢enja grla (=0,405; p=0,003, Slika 11) u nekontroliranih astmatiCara.
Utvrdena je statisticki znacajna umjerena povezanost Z-vrijednosti apsolutnog broja
monocita i ucestalosti naprezanja pri disanju (r=0,426; p=0,001), budenja noc¢u zbog
astme (r=0,420; p=0,002) i1 ukupnog zbira simptoma (r=0,426; p=0,015, Slika 12) u
nekontroliranih astmaticara.

Utvrdena je statisticki znacajna umjerena povezanost Z-vrijednosti postotka bazofilnih
granulocita u diferencijalnoj krvnoj slici 1 uCestalosti osjecaja tezine u prsima (r=-
0,459; p=0,001, Slika 13) i budenja noc¢u zbog astme (r=-0,413; p=0,002).

Utvrdena je statistiCki znacCajna slaba povezanost koncentracije urata u KI s FEV]
(r=0,225, p=0,022), umjerena povezanost s ACT-om (r=0,665; p<0,0001, Slika 15) i
potrebom za salbutamolom (r=-0,538; p<0,0001) te visoka povezanost s AQLQ



11.

12.

13.

(r=0,703, p<0,0001, Slika 16) i ukupnim zbirom simptoma (r=-0,722; p<0,0001, Slika
17).

Utvrdena je statisticki znacajna povezanost koncentracije urata u KI s vremenskom
udaljenos¢u zadnje egzacerbacije (r=0,558; p<0,0001, Slika 19) i FENO-om (r=0,558,
p<0,0001; r=0,3839; p=0,005) u nekontroliranih astmaticara, te povezanost s pH u KI
(r=0,379; p<0,0001) 1 TI (r=-0,220; p=0,025) u svih astmaticara.

Utvrdena je statistiCki znaCajna umjerena povezanost serumskog hs-CRP-a i
temperature izdaha (r=0,445, p<0,0001, Slika 20) i blaga do umjerena povezanost sa
slijede¢ima pokazateljima aktivnosti bolesti: zbirom simptoma, potrebom za
salbutamolom, FEV1, post FEVI/FVC, ACT i AQLQ.

Modelom binarne logisticke regresije nije dokazana povezanost izmedu biomarkera

upale 1 egzacerbacije bolesti.



8. SAZETAK



UVOD: Obzirom na manjkavosti tradicionalnih parametara kontrole i tezine astme, zadnjih
15-tak godina istrazivanja su usmjerena k pronalazenju neinvazivnih biomarkera (BM-a)
upale u diSnim putovima.

CILJEVI: 1. usporediti razli¢ite upalne BM-e u djece s kontroliranom i nekontroliranom
astmom, 2. ispitati povezanost BM-a upale medusobno i s drugim pokazateljima aktivnosti
bolesti (simptomi, plu¢na funkcija, potreba za salbutamolom, egzacerbacije, upitnik o kontroli
astme [ACT], kvaliteta zivota [AQLQ)]).

MATERIJALI I METODE: Opservacijska usporedna studija kohorte paralelnih skupina
ukljucila je 103 djece (dob 6-18 godina) s kontroliranom ([KA], n=50) i nekontroliranom
([NA], n=53) astmom. Mjerena je pluéna funkcija i slijede¢i BM-i: eozinofilni kationski
protein (ECP), C-reaktivni protein velike osjetljivosti (hs-CRP), kompletna krvna slika,
izdahnuti NO (FENO), pH i urati u kondenzatu izdaha (KI) i temperatura izdaha (TI).
REZULTATI: Koncentracija urata u KI, pH vrijednost KI i TI su se statisti¢ki znacajno
razlikovale izmedu skupina (NA vs. KA: urati u KI, medijan [IQR], pumol/L; 0 [3] vs 37,9
[26], p<0,0001; pH u KI, srednja vrijednost [SD], 7,2 [0,17] vs. 7,33 [0,16], p=0,002; TI
srednja vrijednost [SD], °C; 34,26 [0,83], vs 33,90 [0,60], p=0,014). Diskriminantna analiza
je pokazala da su urati u KI najbolji samostalni parametar u razlikovanju kontrolirane od
nekontrolirane astme (F=57,899; p<0,0001) uz dijagnosti¢ku tocnost 79,6%. Serumski hs-
CRP je bio znacajno proporcionalno povezan sa zbirom simptoma potrebom za
salbutamolom, TI (r=0,395, p=0,003; r=0,240, p=0,014; r=0,445, p<0,0001) i obrnuto
proporcionalno s FEVi (r=-0,366, p=0,007). Urati u KI su bili statisticki znacajno
proporcionalno povezani s vremenskom udaljeno$¢u zadnje egzacerbacije (PZE) i FENO-om
(r=0,558, p<0,0001; r=0,3839; p=0,005) u NA, i pH u KI (r=0,379; p<0,0001), TI (r=-0,220;
p=0,025), FEVi (r=0,225, p=0,022), ACT-om (r=0,665; p<0,0001), AQLQ (r=0,703,
p<0,0001), potrebom za salbutamolom (r=-0,538; p<0,0001) i zbirom simptoma (r=-0,722;
p<0,0001) u svih astmaticara.

ZAKLJUCAK: Urati u KI su najbolji samostalni parametar u predvidanju kontrole astme.
Rezultati ukazuju na mogucu vrijednost neinvazivnih BM-a lokalne i sistemske upale kao

dodatnih parametara u pracenju kontrole djecje astme.

Kljucne rijeci: astma, biomarkeri, djeca, upala, simptomi



9. SUMMARY



BACKGROUND: Over last 15 years there has been increasing interest in the non-invasive
assessment of airway inflammation in addition to traditional parameters of asthma control and
severity.

AIMS: 1) to compare different inflammatory biomarkers (BMs) in children with controlled
and uncontrolled asthma, 2) to investigate their relationship with each other and with other clinical
indices of asthma control (symptoms, lung function, prn salbutamol use, exacerbations, asthma control
test [ACT], quality of life [AQLQ]).

MATERIALS AND METHODS: This prospective, observational, parallel-cohort study
comprised 103 consecutive patients (age 6-18 years) with controlled ([CA], n=50) and
uncontrolled ([UA], n=53) asthma. Measured lung function and BMs included: spirometry,
eosinophilic cationic protein (ECP), high-sensitivity C-reactive protein (hs-CRP), blood
counts with differentials, exhaled NO (FeNO), pH and urates in EBC, and exhaled breath
temperature (EBT).

RESULTS: EBC urates, EBC pH and EBT showed statistically significant differences
between groups (UA vs. CA: EBC urates, median [IQR], umol/L; 0 [3] vs 37,9 [26],
p<0,0001; EBC pH, mean [SD], 7,2 [0,17] vs. 7,33 [0,16], p=0,002; EBT mean [SD], °C;
34,26 [0,83], vs 33,90 [0,60], p=0,014). Discriminant analysis depicted EBC urates as the best
single significant predictor of asthma control (F=57,899; p<0,0001) with a 79,6% diagnostic
accuracy. Serum hs-CRP significantly positively correlated with symptom score, prn
salbutamol use, and EBT (r=0,395, p=0,003; r=0,240, p=0,014; r=0,445, p<0,0001;
respectively) and inversely with FEV1 (r=-0,366, p=0,007). EBC urates showed significant
association with time from last exacerbation (TLE) and FeNO (r=0,558, p<0,0001; r=0,3839;
p=0,005, respectively) in UA, and EBC pH (r=0,379; p<0,0001), EBT (r=-0,220; p=0,025),
FEV1 (as % predicted) (r=0,225, p=0,022), ACT (r=0,665; p<0,0001), AQLQ (r=0,703,
p<0,0001), prn salbutamol use (r=-0,538; p<0,0001), and symptom score (r=-0,722;
p<0,0001) in all asthmatics.

CONCLUSION: EBC urates were the best single predictor of asthma control. Our results
provide the evidence supporting the potential utility of a panel of non-invasive BMs of local

and systemic inflammation, as additional tools for monitoring childhood asthma.

Key words: asthma, biomarkers, children, inflammation, symptoms
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Marta Navratil rodena je u Pozegi 29. prosinca 1979. godine gdje je zavrsila osnovnu $kolu i
prirodoslovno-matematicku gimnaziju. Godine 1998. wupisala je Medicinski fakultet
Sveucilista u Zagrebu na kojem je diplomirala 2004. godine. Obavezni staZ obavila je u KBC
Zagreb, a strucni ispit za lijecnike polozila je 2006. godine. Nakon toga radila je kao
suistraziva¢ u Odjelu za klini¢ku farmakologiju SveuciliSne bolnice Vuk Vrhovac u Zagrebu.
Specijalizaciju iz pedijatrije zapocela je 1. travnja 2007. godine u Djec¢joj bolnici Srebrnjak te
uspjesno polozila specijalisticki ispit 4. travnja 2011. godine. Zaposlena je kao odjelni lije¢nik
pedijatar u Djecjoj bolnici Srebrnjak na Odjelu za alergologiju i pulmologiju predskolske i
Skolske dobi.

U svrhu znanstvene 1 stru¢ne edukacije pristupnica je sudjelovala na brojnim domacim i
medunarodnim skupovima, a uspjesno je zavrsila i radionicu iz primarnih imunodeficijencija
(2010. godine), Poslijediplomski studij ,,Klini¢ka pedijatrija“ (2008 — 2009. godine). Clanica
je Hrvatskog lije¢nickog zbora, Hrvatskog druStva za alergologiju, Hrvatskog druStva za
pedijatrijsku alergologiju, Hrvatskog drustva za dje¢ju kardiologiju i reumatologiju,
Europskog drustva za alergologiju i klinicku imunologiju (EAACI) i Europskog drustva za
imunodeficijencije (ESID). Objavila je 4 rada u indeksiranim ¢asopisima, a od toga su 2 rada

citirana u Current Contents-u te 6 kongresnih sazetka.



12.PRILOZI



. Upitnik o kontroli astme u djece od 4-11 godina (eng. Childhood Asthma Control
Test)

. Upitnik o kontroli astme u djece od 12 godina 1 viSe i odraslih (eng. Asthma Control
Test)

. Upitnik kvalitete zivota (eng. Asthma Quality of Life Questionnaire)
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Ispunite ovaj upitnik zajednc
Upitnik o kontroli djecje astme

. s vasim djetetom i raspravite
adecs 0d 4 do 11 godina czultates negovim

Kako ispuniti Upitnik o kontroli djecje astme $to znaéi rezultat mog djeteta?

1. korak Neka vase dijete odgovori na prva cetiri pitanja 19 ilimanje Ukoliko je rezultat vaseg djeteta 19 ili manje, to moze
(1do 4). biti znak da njegcva astma nije pod kontrolom onoliko
Ukoliko je djetetu potrebna pomo¢ pri ¢itanju i dobro koliko je to moguce. Narucite se kod lijecnika
razumijevanju pitanja, mozete mu pomodi, vasag djeteta kako biste raspravili rezultat Upitnika o
ali pustite dijete da odabere odgovor. kontroli djecje astme, te ga upitajte treba li mijenjati

Odgovorite sami na preostala tri
pitanja (5 do 7), a da pritom odgovori &
vaseg djeteta ne utjecu na vase

odgovore. Nema tocnih ili natoénih

plan lijecenja astre.

Raspitajte se kod lijeénika vadag djeteta o
svakodnevnom dugoroé¢nom uzimanju lijekova koji
mogu pomoc u kontroli upale i stezanja disnih putova,

odgovora, dvama glavnim uzrocima simptoma astme. Velikom
2, korak Upisite broj svakog odgovora broju djece moze biti potrebno svakodnevno lijecenje

u desni kvadratic. abaju uzroka kako bi se postigla optimalna kontrcla
3. korak Zbrojite rezultate iz \ astme.

sivh kvadratica kako - | =CLEMMEERR  Ukoliko je rezultat vaseg djeteta 20 ili vise, njegova
biste izracunali . ; &y 3 . i astma je vjerojatno pod kontrolom. Postoje drugi
ukupni rezultat. ' cimbenici koje lijeénik vaseg djeteta moze razmotriti
4. korak Odnesite upitnik kada procjenjuje kontrolu astme, te biste se trebali
lijeéniku kako naruciti kod lije¢rika kako biste raspravili o tome.
biste razgovarali Astma je nepredvidiva. Simptomi astme vaseg djeteta

o ukupnom mogu se ¢initi blagima ili nepostojecima,
rezultatu vaseg ali se mogu pogorsati bilo kad.
djeteta. 2 Meka vase dijete redovito ispunjava Upitnik o kontroli

cjecje astme, bez obzira koliko se dobro osjecalo.
Takoder neka nastavi redovito posjecivati
lijecnika kako biste osigurali da se njegova astma
lijeci onoliko dobro koliko je to moguce.
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Neka vase dijete odgovori na ova pitanja.

1. Kako se danas osjecas obzirom na tvoju astmu? REZULTAT

" Vrlo lose

Noay

2. Koliko ti astma otezava trcanje, vjezbanje ili bavljenje sportom?

ﬁ Mnogo mi otezava, Otezava mi ne [ Malo mi otezava, | Ne otezava mi.
%2 F nemogu Ciniti !

svida mi se.O N

g j ali je u redu. O t 3 O
L) L
m Da, cesto. . _ Ne, nikad.
s

m Da, ponekad
e s O O
4. Budis li se nocu zbog astme?

& Da, stalno. & Da, cesto. m Da, ponekad.
A

b O O

Molimo Vas da na sljedeca pitanja odgovorite sami.
5. U protekla 4 tjedna, koliko je dana vase dijete danju imalo bilo kakve simptome astme?

O Nije uopce O 1-3 dana O 4-10 dana O 11-18 dana O 19-24 dana O Svakodnevno

6. U protekla 4 tjedna, koliko je dana vase dijete danju imalo “sviranje” u prsima zbog astme?

O Nije uopce O 1-3dana O 4-10dana O 11-18 dana O 19-24 dana O Svakodnevno

7. U protekla 4 tjedna, koliko se noéi vase dijete budilo zbog astme?

O Nije uopce O 1-3 dana O 4-10 dana O 11-18 dana O 19-24 dana O Svakodnevno

==y s tien
e Ono 5to zelim.

3. Kasljes lizbog astme?

f Da, stalno.
[ 1
.-‘-..v.“
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UPITNIK O KVALITETI ZIVOTA S ASTMOM PACIJENT
(CROATIAN VERSION)
UPITNIK ZA PACIJENTA DATUM

stranica 1 od 6

AKTIVNOSTI

Sjetite se nadina na koji Vas astma ograni¢ava u Zivotu. Posebnc nas zanima kojim se
aktivnostima jo$ uvijek bavite, ali u kojima Vas astma ograni¢ava. Mozda Vas astma ograni¢ava
zbog toga $to se rjede bavite tim aktivnostima ili ih obavljate ne tako dobro kao prije ili zbog toga
§to manje u njima uzivate. To trebaju biti aktivnosti kojima se Cesto bavite i koje su Vam vazne u
svakodnevnom zivotu. To takoder trebaju biti aktivnosti kojima se namjeravate redovito baviti za
vrijeme cijelog istrazivanja.

Molim Vas da se sjetite svih aktivnosti kojima ste se bavili u protekla 2 tjedna kod kojih Vas je
astma ograni¢avala.

Ova je popis aktivnosti kojima se neki ljudi zbog astme mogu ograni¢eno baviti. Nadamo se da ¢e
Vam to pomoc¢i da navedete 5 aktivnosti koje su Vama najvaznije, u kojima Vas je astma
ograni¢avala u protekla 2 tjedna.

1. VOZNJA BICIKLOM 15. KUPOVANJE

2. CISCENJE SNIJEGA 16. PJEVANJE

3. PLESANJE 17.  REDOVITE DRUSTVENE AKTIVNOSTI
4. SITNI POPRAVCI PO KUCI 18. SPOLNI ODNOSI

5. KUCANSKI POSLOVI 19. SPAVANJE

6. RAD U VRTU 20. PRICANJE

7. UZURBAN HOD 21. TRCANJE UZ STEPENICE ILI UZBRDO
8. DZOGIRANJE, VJEZBANJE ILI TRCANJE  [22. USISAVANJE PRASINE

9. SMIJANJE 23. POSJETE PRIJATELJIMA ILI RODBINI
10. PRANJE PODA 24. SETANJE

11. KOSENJE TRAVE 25. HODANJE UZ STEPENICE ILI UZBRDO
12. IGRANJE S KUCNIM LJUBIMCIMA 26. STOLARSKI ILI TESARSKI POSLOVI
13. IGRANJE S DJECOM ILI UNUCIMA 27. AKTIVNOSTI NA POSLU

14. BAVLJENJE SPORTOM

Upisite svojih 5 aktivnosti na sljiedec¢oj stranici.
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UPITNIK O KVALITETI ZIVOTA S ASTMOM

(CROATIAN VERSION)
UPITNIK ZA PACIJENTA

PACIJENT

DATUM

stranica 2 od 6

Molimo Vas da upiSete 5 Vama najvaznijih aktivnosti na crte u donjoj tablici, a zatim odgovorite
koliko Vas je astma ogranicavala u obavljanju svake aktivnosti u protekla 2 tjedna tako da stavite
znak X u kucicu kod odgovarajuce ocjene.

KOLIKO JAKO VAS JE ASTMA OGRANICAVALA U OVIM AKTIVNOSTIMA U PROTEKLA 2

TJEDNA?
Soanicavaln
1
1. O
2. O
3 O
4, O
5. O

izrazito me
ograni¢avala

2

o o o o ad

jakome  umjerenome
ogranicavala  ogranicavala
3 4
. O
O O
O (N
O O
O O

malo me
ogranicavala

5

o o o o 0O

vrio malo me nimalo me nisam to

ograni¢avala nije radio
ogranicavala

6 7
O O O
O O O
O O O
O O O
O O O

KOLIKO STE TJELESNIH ILI EMOCIONALNIH SMETNJI IMALI U PROTEKLA 2 TJEDNA?

6. Koliko ste tjelesnih ili
emocionalnih smetniji
imali u protekla 2 tiedna
zbog NAPETOSTI U
PRSIMA?

izrazito
velike
smetnje

1

O

vrio velike dosta
smetnje velike
smelnje
2 3
O O

FAINSTITUMCULTADAP\PROJECTIPH 1868\questicn\final version 28032003\Croatian\aglscrog. cocruznng

umjerene
smelnje

4

a

male
smetnje

5

vrio male nikakve

smetnje smetnje
6 7
O O



UPITNIK O KVALITETI ZIVOTA S ASTMOM PACIJENT
(CROATIAN VERSION)
UPITNIK ZA PACIJENTA DATUM

stranica 3 od 6

OPCENITO, KOLIKO STE VREMENA U PROTEKLA 2 TJEDNA:

stalno vrio ¢esto cesto ponekad rijetko vrlo rijetko nikada
1 2 3 4 5 6 7

" &dmaEAsme O 2O O O g 0 O
8. gs'lt'gg?\hlo DISALI zbog O O O 0 0 O 0
9. imali simptome astme

BTN o o o o 0 o oo

CIGARETA?
10. osjgéali !'-ER[PANI.’JEU

ot v = I = A o R = B = B = B

pluéima)?
11. morali IZBJEGAVATI

SRoSTORéZOs O O O O O O O

DIMA CIGARETA?

KOLIKO STE TJELESNIH ILI EMOCIONALNIH SMETNJI IMALI U PROTEKLA 2 TJEDNA?

izrazito vrlo velike dosta umjerene male vrlo male nikakve
velike smelnje velike smetnje smetnje smetnje smetnje
smetnje smetnje
1 2 3 4 5 6 7

12. Koliko ste tjelesnih ili
emocionalnih smetniji

imali u protekla 2 tiedna O O O O O O O
zbog KASLJANJA?
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UPITNIK O KVALITETI ZIVOTA S ASTMOM PACIJENT
(CROATIAN VERSION)
UPITNIK ZA PACIJENTA DATUM

stranica 4 od 6

OPCENITO, KOLIKO STE VREMENA U PROTEKLA 2 TJEDNA:

stalno vrlo ¢esto cesto pcnekad rijetko vrlo rijetko nikada
1 2 3 4 5 6 7

13.  bili FRUSTRIRANI

zbog astme? O O O O O O O
14. imali osje¢aj TEZINE

U PRSIMA? O O O O O O O
15. bili ZABRINUTI

ZBOG POTREBE

UZIMANJA O O (| O O O O

LIJEKOVA za astmu?
16. imali potrebu

PROCISTITI GRLO? O O O O O O O

17. imali simptome astme

zbog toga sto ste BILI O O O O Oa O O
IZLOZENI PRASINI?

18. imali POTESKOCA S

IZDISANJEM ILI
UDISANJEM ZRAKA (| O O O O O O

zbog astme?

19. morali IZBJEGAVATI
SITUACIJE ILI

PROSTORE ZBOG O O O O O O O
PRASINE?

20. BUDILI SE UJUTRO
SA SIMPTOMIMA O 0 0 0 0 - O]
ASTME?

21. UPLASILI SE DA

NEMATE PRI RUCI
LIJEKOVE ZA O O O O O O O

ASTMU?

22. NAPREZALI SE DA
MOZETE DISATI? O O O O O O O
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UPITNIK O KVALITETI ZIVOTA S ASTMOM PACIJENT
(CROATIAN VERSION)
UPITNIK ZA PACIJENTA DATUM

stranica 5 od 6

OPCENITO, KOLIKO STE VREMENA U PROTEKLA 2 TJEDNA:

stalno vrlo Cesto cesto ponekad rijetko vrlo rijetko nikada

1 2 3 4 5 6 7

23. imali simptome astme
ZBOG VREMENSKIH
PRILIKA ILI O O O O O O .
ZAGADENOG
ZRAKA?

24. BUDILI SE NOCU
zbog astme? O O O O O a O

25. IZBJEGAVALI ILI
OGRANICAVALI
SVOJE IZLASKE

ZBOG VREMENSKIH O O O O O O O
PRILIKA ILI

ZAGADENOG
ZRAKA?

26. imali simptome astme
ZBOG TOGA STO

STE BILI IZLOZENI O | m| 0 0 | 0
JAKIM MIRISIMA ILI

PARFEMU?

27. UPLASILI SE DA

CETE OSTATI BEZ

FRAKA? O O O O O O O
28. morali IZBJEGAVATI

SITUACIJE ILI

PROSTORE ZBOG O O] 0 O] ] 0 O]

JAKIH MIRISA ILI

PARFEMA?

29. imali astmu koja Vas
je OMETALA DA SE
DOBRO O O ] O O O O

NASPAVATE?

30. imali osje¢aj da se
BORITE DA
DOBETE DO O O ] O | O .

ZRAKA?
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UPITNIK O KVALITETI ZIVOTA S ASTMOM PACIJENT
(CROATIAN VERSION)
UPITNIK ZA PACIJENTA DATUM

stranica 6 od 6

KOLIKO JAKO VAS JE ASTMA OGRANICAVALA U PROTEKLA 2 TJEDNA?

vecinu neke samo nekoliko uopce me
nisam nisam aktivnosti nije
mogao mogao nisam mogao ogranicavala
obavljati obavljati obavijati
1 2 3 4 5 6 7

31. Poku$aijte se sjetiti SVIH
AKTIVNOSTI kojima ste
se Zeljeli baviti u protekla
2 tiedna. Koliko Vas je O O O O O O O
astma ogranicavala u tim
aktivnostima?

polpuno me izrazilo me jako me umjereno malo me vrio malo me nimalo me
ogranitavala  ograniavala  ogranitavala me ogranicavala  ogranitavala nije
ogranitavala ogranitavala
1 2 3 4 5 6 7
32.Od SVIH AKTIVNOSTI
kojima ste se bavili u
protekla 2 tiedna, koliko O O O O O O a
Vas je astma u tome
ograni¢avala?
SIFRA DIMENZIJE:

Simptomi: 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 29, 30
Aktivnost: 1, 2, 3, 4, 5, 11, 19, 25, 28, 31, 32
Emocije: 7, 13, 15, 21, 27

Vanjski podrazaji: 9, 17, 23, 26
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