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EFEKAT PASIVNOG PUSENJA NA OKSIDATIVNI STRES KOD DECE
OBOLELE OD BRONHIJALNE ASTME
Sazetak

Pretpostavlja se da je visoka prevalencija astme posledica delovanja faktora u
spoljasnoj sredini, koja ustvari otkriva preegzistujucu osetljivost, aktivacijom lokalnih
tkivno specificnih operativnih gena sa pokretanjem inflamacije u disgjnim putevima uz
uceSce oksidativnog stresa. Na taj nacin se objasnjava uticaj blisko povezanih spoljasnjih
faktora poput izlaganja duvanskom dimu sarazvojem astme.

Cilj ove studije je bio da ispita efekat pasivnog pusenja na oksidativni stres u
okviru hronicne inflamacije disajnih puteva, kod lake i srednje teSke perzistetne astme
kod dece uzrasta 7-18 godina. Studija je ukljucila 110 ispitanika (80 dece sa astmom i 30
zdrave dece), gde su astmatiCari bili podeljeni u grupe u zavisnosti od izlozenosti
duvanskom dimu i statusa primenjene kortikoterapije mesec dana pre ukljucivanja u
studiju. U uzorcima venske krvi kod svih ispitanika su odredivani: prisustvo kotinina,
nivo karboksihemoglobina i supstanci koje reaguju sa tiobarbiturnom kiselinom
(TBARYS), aktivnost superoksid dizmutaze (SOD) i glutation peroksidaze (GPx), vrednost
C reaktivnog proteina, broj leukocita i procenat eozinofila u perifernoj krvi. U
izdahnutom vazduhu je odredivan azot monoksid a nakon toga je ucinjeno funkcionalno
ispitivanje pluca spirometrijom i alergolosko testiranje na najceSce inhalatorne alergene
kozni prik testom.

Na osnovu dobijenih rezultata, zaklju€eno je da kod ispitanika sa astmom postoji
povisen oksidativni stres (TBARS) i eozinofilna inflamacija u plu¢ima (FeNO), a da
pasivno pusenje i kortikostreoidna terapija nemaju efekat na nivo supstanci koje reaguju
sa tiobarbiturnom kiselinom ai imgu na antioksidativni kapacitet SOD 1 GPXx.
AstmatiCari pasivni pusacCi bez kortikosteroidne terapije, imaju znaCajnu niZu aktivnost
SOD a astmaticara pasivnih puSaca na terapiji imaju znacajno niZzu aktivnost GPx.

Ovo istrazivanje potvrduje znacajno mesto redukcije pasivnog pusenja za razvoj i
astme kod dece.

Kljucne reci: oksidativni stres, pasivno pusenje, decija astma



EFFECT OF PASSIVE SMOKING ON OXIDATIVE STRESSIN CHILDREN
WITH ASTHMA
Abstract

It is assumed that high prevalence of asthma is consequently affected by the
environmental factors, uncovering preexisting susceptibility, by the activation of local
tissue specific operative genes with activation of inflammation in airways, involving the
participation of oxidative stress. In that way can be explained the influence of close
connected environmental factors, such as tobacco smoke exposure, which contributes to
the development of asthma.

The aim of our study is to examine the effects of passive smoking on oxidative
stress in chronic inflammation of air ways, in mild and moderate persistent asthma,
children aged 7-18. The study includes 110 children (80 of these with asthma and 30
healthy children). The asthmatics were divided into groups depending on tobacco smoke
exposure and also taking into account the status of applied corticosteroid therapy one
month before including them into the study. In vein blood samples in al participants
were determined the presence of cotinine, carboxyhaemoglobin levels, thiobarbuturate
acid reactive substances, the activity of super oxide dismutase and glutathione
peroxidase, levels of C reactive protein, the number of leucocytes and the percent of
eosinophiles in peripheral blood. In exhaled air, nitric oxide level was determined,
followed by the functional lung examination by spirometry, and the allergologic tests
were done to most frequent inhalatory allergens using prick test.

According to obtained results, it is concluded that in asthmatics persists elevated
oxidative stress and eosinophile inflammation in lungs, while passive smoking and
corticosteroid therapy have no effects on the level of thiobarbuturate acid reactive
substances, but they have effect on antioxidative capacity of examined enzymes. In
passive smoking asthmatics without corticosteroid therapy, the super oxide dismutase
activity was significantly lower. In passive smoking asthmatics with corticosteroid
therapy, the glutathione peroxidase was a significantly lower activity .

This study confirms a significant role of passive smoking reduction as a
prevention from the asthma development in children.

Key words: oxidative stress, passive smoking, children asthma.
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| PREGLED LITERATURE

1. DEFINICIJA ASTME

Astma je jedna od najceSCih hronicnih inflamatornih respiratornih bolesti
detinjstva, sa jo$ uvek potpuno nerazjaSnjenom patogenezom. |z tog razloga je veci deo
njene definicije baziran na funkcionalnim posledicama inflamacije disgnih puteva i
ukljuCuje tri ngbitnije karakteristike: hroni¢nu inflamaciju, hiperreaktivnost disgnih
puteva na razliCite stimuluse i reverzibilnu bronhoopstrukciju.

Najaktulenija definicija astme (GINA 2011.) glasi:

«Astma je hroni¢na inflamatorna bolest disgjnih puteva u kojoj ucestvuju mnoge
Celije. Hronicna inflamacija je povezana sa hiperreaktivnoScu disajnih puteva koja dovodi
do rekurentnih epizoda vizinga, oteZzanog disanja, stezanja u grudima i kaslja i to posebno
nou i/ili u ranim jutarnjim satima. Ove epizode su povezane sa opseznom ali
varijabilnom opstrukcijom disgjnih puteva, koja je reverzibilna spontano ili na terapiju»

().

1.1. PREVALENCIJA ASTME

Globalna prevalencija astme se u razlicitim populacijama krece od 1-18% (oko
5% za odrasle i 10% za decu). Medutim, prevalencija deCije astme koja se bazira na
hiperreaktivnosti disgjnih putevaili postojanje vizinga u poslednjih 12 meseci, iznosi Cak
30% (1,2). U naSoj zemlji je kod dece ucestalost astme 6% (3).

1.2. FAKTORI RIZIKA ZA RAZVOJ | EKSPRESIJU ASTME

Faktori rizika zarazvoj i ekspresiju astme pored toga $to uzrokuju razvoj bolesti,
oni mogu da pogorSavaju njen status ali i da istovremeno deluju na oba nacina. Oni su
grupisani zavisno od povezanosti sa individuom koja ¢e razviti bolest ili uticajima iz
spoljasnje sredine (tabelal1.) (1).



Tabela 1. Faktori koji utiCu na razvoj i ekspresiju astme (GINA 2011.)

Faktori od strane domacina
Genetika
Geni koji predisponiraju atopiju i hiperreaktivnost disajnih puteva
Gojaznost
Pal

Faktori spoljadnje sredine
Alergeni
Zatvorenog prostora: kucéne grinje, Zivotinje (psi, macke, misevi),
alergeni bubasvabe, gljivice, plesni, kvasnice
Otvorenog prostora: poleni, gljivice, plesni, kvasnice
Infekcije (uglavnom virusne)
Profesionalni senzteri
Duvanski dim
Pasivno pusenje
Aktivno pudenje
Aerozagadenje otvorenog/zatvorenog prostora

Ishrana

1.3. PATOGENEZA ASTME

Inflamacija disgjnih puteva u astmi je multicelijski proces, koji ukljucuje epitelne
Celije, eozinofile, neutrofile, CD4+ T limfocite i mast Celije, sa eozinofilnom infiltracijom
kao glavnhom odlikom bolesti u aergijskoj astmi. Inflamacijski proces je uglavnom
ogranicCen na sprovodne disajne puteve, ali u tezoj bolesti zahvatai male disgne puteve i
alveoluse (4). Od nedavno, mnoga istraZzivanja sve viSe podrzavaju kljucnu ulogu
oksidativnog stresa u razvoju astme, uprkos neusaglasenog stava o tome da li je pojacan
oksidativni stres kod asmatiCara uzrokovan inflamacijom ili je njen uzrocni faktor (slika
1)(5,6).

Intracelularne reaktivne vrste kiseonika (RVK) obezbeduju ne samo aktiviranje
intracelularnih signala koji mogu imati Stetan efekat, veC i esencijalnih signala za
opstanak i adekvatno funkcionisanje éelija. Nedavno je pokazano da u ¢elijama postoji
hijerarhijski odgovor na RVK tj. oksidativni stres. Nizi stepen oksidativnog stresa,



uzrokuje da adekvatan antioksidatni odbrabeni sistem preko aktivacije Nrf2 (kljucni
transkripcioni faktor) indukuje vise od 200 intracelularnih antioksidatnih molekula koji
mogu da anulirgju oksidativni stres. Kada je nivo oksidativnog stresa visi, aktivacijom
AP-1i NF-kB, dolazi do sekrecije razliCitih tipova proinflamatornih citokina i hemokina,
koji pokrecu inflamacijski proces da ga savlada. NajveCi nivo oksidativnog stresa,
intenzivira inflamaciju i uzrokuje ozbiljne citotoksi¢ne efekte ukljucuju¢i apoptozu i
nekrozu (5, 7).

Alergijsk trigeri, cestice
Egzogeni oksidansi

Epitel A= realtivnim kiseonicnim i azotnim vrstama
oslobadjaju hemilkalije da urrolaju il

MMakrofag -

caju inflamaciju .
: T i —_ Inflamatorni
Eozinofil medijatori
Meutrofil NO

Mastocit Ostecenje tliva

Feaktivne vrste

Eemodelovamnje ; :
kseonika

Inflamacija

Mapad eskalira javljaju se
- vizing i kasalj

' irazrvija astma

R ]

¥ ogr
S

Slika 1. Uloga oksidativnog stresa u patogenezi astme (Combhair SAA et al. 2010.)

U inicijalnoj fazi razvoja aergijske inflamacije disgnih puteva gubitak kontrole
dejstva oksidanasa mozZe dovesti do inicijacije Th2 dominatnog imuniteta, umesto
indukcije imunske tolerance (8), i doprinese progresiji ili perpetuaciji ve¢ postojece
inflamacije (pojaCanje hiperreaktivnosti disgjnih puteva, stimulacija sekrecije mucina)

indukcijom razli€itih proinflamatornih hemijskih medijatora (shema1.)(5, 9, 10).
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Shema 1. Poremecaj u kontroli oksidativnog stresa kod astme (CYS et al. 2010.)

1.4 HETEROGENOST ASTME

Astma je heterogena bolest sobzirom na postojanje viSe njenih fenotipova i
endotipova. Fenotipovi se odlikuju razli¢itim klinickim, fizioloskim, morfoloskim i
biohemijskim karakteristikama i odgovorom na primenjenu terapiju (11, 12). Endotipovi
predstavljaju razliCite entitete bolesti sa specificnim mehanizmima u osnovi. Za sada je
definisano nekoliko endotipova medu kojima su i oni kod kojih je u osnovi mehanizma
oksidativni stres (tabela 2.) (12,13).



Tabela 2. Endotipovi astme (Lotval J et al. 2011.)

Fenotipovi astme i odgovarajuci endotipovi

Alergijska astma

Eozinofilna

Th2 vodena inflamacija

Steroid senzitivha

Senzitivna na allergen specifi€nu imunoterapiju

Anti IgE senzitivna

Anti IL-5 senzitivna

Anti IL-4/1L-13 senzitivna

Intrinsik astma

Eozinofilna

Neutrofilna

UdruZena sa autoantitelima/superantigenima

Steroid senzitivna

Steroid rezistetna

Neutrofilna astma

Aktivacija urodenih imunih odgovora

HDAC2 poremeceno regrutovanje

Poveéan neutrofilni opstanak

Steroid rezistetna

Senzitivna na antioksidanse/antibiotike

Anti TNF-a senzitivna

Senzitivna na HDAC regulatore (teofilin)

Aspirin

intolerantna

astma

Eozinofilna

Izmene u metabolizmu eikosanoida/senzitivnost na leukotrijene C4, D4 i E4

Steroid senzitivha

Senzitivna na antileukotrijene

sa obimnim

Astma

remodelovanjem

M anjainflamacija/ekstezivno remodelovanje

Abnormalna aktivacija epitelno mezenhimalne trofi¢ne jedinice

Abnormalnosti glatkih misi¢a disajnih puteva

Poremeceni reparacioni mehanizmi

Steroid rezistetna

Terapijski senzitivna za glatke miSice disajnih puteva

Trepijski senzitivna za metalopr oteinaze

Antiangiogeno senzitivna

2. OKSIDATIVNI STRES

se transformise u toksiCne intermedijere (nespareni elektroni/slobodni radikali) koji
reaguju sa skoro svim biomolekulima, zahtevaju postojanje adaptacione antioksidativne

zaStite. Kada se ravnoteza izmedu prooksidanata i antioksidanata narusi zbog povecanog

Aerobni uslovi zivota imaju mnoge prednosti, ali zbog sposobnosti kiseonika da




stvaranja slobodnih radikala, ili smanjene aktivnosti antioksidatne odbrane dolazi do
oksidativnog stresa (14).

Slobodni radikali mogu biti atomi, molekuli ili joni sa jednim ili vise nesparenih
elektrona sto ih Cini vrlo reaktivnim. Mogu biti uzroCnici bolesti, posledice pojedinih
poremecaja ili samo delovi kompleksnog patogenetskog mehanizma. Razlikujemo vise
vrsta slobodnih radikala koji su svrstani u reaktivne vrste (RV) (tabela 3.) (15).

Tabela 3. Reaktivne vrste (Bordevi¢ V 2006.)

Reaktivne vr ste sa kiseonikom (RVK)

Radikali Neradikali

O, superoksid H,0, vodonik peroksid
HO" hidroksil HOCI hipohlorna kiselina
RO, peroksil 03 0zon

RO alkosil 0, singletni kiseonik

HO," hidroperoksil

Reaktivne vr ste sa azotom (RVA)

Radikali Neradikali

NO" azot monoksid NO, azot-dioksid anjon NO (singlet) nitroisil anjon
NO, azot-dioksid N,Os azot-trioksid NO (triplet) nitroksil anjon
ONOO' peroksinitrit NO," nitronijum jon NO" nitrozil katjon

ONOO peroksinitrit anjon ~ NO,CI nitril hlorid
ROONO alkil peroksinitrit

Reaktivne vrste sa ugljenikom Reaktivne vrste sa sumporom
R (L") alkil radikal RS’ tiil radikal

RO (LO’) alkosil radikal GS’ glutatiil radikal

ROO’ (LOO") peroksil radikal GSSG' diglutatiol anjon radikal

2.1. OKSIDATIVNI STRESI PLUCA

Redoks stanje zdravih pluca je primarno redukovano, zbog prisutnog obilja
antioksidativnih sistema naroCito u ekstracelularnom prostoru (16) i predstavlja vazan
faktor za normalan razvoj urodenog i steCenog imuniteta (17).

Pluca su posebno osetljiva za oStecenja posredovana RVK. Zbog velike povrsine
mukoznih epitelnih Celija koja je direktno izloZena inhaliranom kiseoniku koji se brzo

rastvara na njenoj povrsini, ali i zbog izloZzenosti mikroorganizmima, aerozagadivacima i



terapijskim procedurama (kiseoni€na, radijaciona, citostatska), u plu¢ima dolazi do
dodatnog stvaranja velike koliCine reaktivnih vrsta da bi se u njima odrZala sterilnost i
homeostaza. RVK se stvargu endogeno od strane neutrofila, eozinofila, alveolarnih
makrofaga, epitelnih i endotelnih Celija (17). Primarni generiSu¢i enzim za RVK je
NADPH oksidaza (kompleks enzimskog sistema) a dominatne RVK koje produkuju
inflamatorne celije i makrofagi su superoksid i vodonik peroksid (O, i HO, (dika 2.)
(18, 19, 20).
Ksantin oksidaze Oksidativna eksplozija:

Sistem enzima
_ myeloperoksidaze (fagociti)

Hypoxanthine Xanthine
xanthine _~ urate

-I Yanthine

oxi(‘iosle . Nucleys

Endoplasmic Ys050mes
reficulum

' Mitochondrion

Transportrd sistem elektrona

Quier mitechondrial membrone
I!I"EIIIIEThI[ZIIE‘ S5pace
Inner mitathendrial membrane

o;

Slika 2. Generisanje RVK u ¢eliji (Cramori G et al. 2004.)

Prekomerna produkcija RVK povezana je sa oksidacijom proteina, DNA i lipida
koje dovodi do direktnog oStecenja celija ili indirektno preko stvaranja sekundarnih
metabolickih reaktivnih vrsta koje dodatno indukuju razlicite celije. Ogromna produkcija
reaktivnih RVK inicira inflamatorni odgovor aktivacijom transkripcionih faktora kao $to
su NF-kB i AP-1 i hromatinskim remodelovanjem (histon acetil acija/deacetilacija), koje
dovode do genske ekspresije proinflamatornih medijatora, regrutovanjai aktivacije novih
inflamatornih Celija koje stvargju RVK, inteziviranja inflamacije, veceg oSteéenja tkivai
drugih patoloSkih efekata. RVK u pluéima remodeluju  ekstracelularni matriks,



apopotozu, mitohondrijalnu respiraciju, Celijsku proliferaciju, odrzavanje surfaktanta i

antiproteaza, efikasan aveolarni odgovor i imunsku modulaciju (18, 19).

2.2. REAKTIVNE VRSTE | PLUCA

2.2.1. REAKTIVNE VRSTE KISEONIKA
Superoksid (O2)

Od svih RVK najcesce se u organizmu pa i u pluéima produkuje O,. On u
fizioloSkim procesima nastaje jednoel ektronskom redukcijom kiseonika u mitohodrijama,
peroksizomima ili endoplazmatskom retikulumu kao i jednoelektronskom oksidacijom
H,0,. Uglavnom se uklanja pomocu superoksid dizmutaze (SOD) (15).

Najvaznija fizioloSka uloga O, u organizmu je u procesu aktivne fagocitoze
polimorfonuklearnih Celija i makrofaga tokom koje dolazi do “respiratorne eksplozije”,
pri Cemu se potrodnja kiseonika povecava i do 20 puta a 90% kiseonika trosi za stvaranje
O,. Nastai O, dizmutacijom prelazi u H,O, koji u prisustvu jona ClI” i u¢eSée MPO
prelazi u hipohlornu kisdlinu koja je jak baktericidni agens. U tim uslovima nastgju i
hidroksilni radikal, singlet kiseonik i azot oksid radikal. Hipohlorna kiselina vec pri
koncentraciji od 10-20uM oksidiSe SH grupe proteina Celijske plazma membrane i remeti
njenu funkciju, a veée koncentracije dovode do lize Celije. Celije tkiva domacina,
mikroorganizmi i polimorfonukleari istovremeno podlezu oksidativnom ataku (15, 21).

O, je jako reaktivan, ima kratak Zivotni vek i omogucava stvaranje drugih
toksicnih radikala, a pokazuje i visoku specificnost za selektivna ciljna mesta. Mada je
manje aktivan od HO™ , postencijalno je toksicniji jer moze duze da difunduje. Ucestvuje i
u reakcijama redukcionog razlaganja HO, i lipidnih hidroperoksida (ROOH) u
reakcijamatipa Haber-Wess (shema 2.) (16):

O, +H,0,= HO + HO + 0O,

O, + ROOH=RO" + HO + O;

Ovgj tip reakcijaje zajedno sa reakcijama dizmutacije znacCajan za pocCetak lipidne
peroksidacije. U stanju je i daredukuje jone metala Fe** i Cu?*, &ime katalizuje reakciju
formiranja drugih slobodnih radikala (21).



Vodonik peroksid (H20,)

H,0O; je snazan oksidans koji u velikoj koncentraciji moze ubiti bilo koju celiju,
ali se u tako velikoj koliCini ne produkuje in vivo. U prisustvu slobodnog gvozda njegova
toksi¢nost H,O, moze da se poveéa 10-1000 puta. U niskim koncentracijama stimulise
Celijski rast i deobu, indukuje apoptozu u inficiranim celijama i njihovoj okolini i
povecava aktivnost pentoznog puta. On prenosi i stimuliSuCe signale kao kljucni
intracelularni sekundarni mesendzer i moze da moduliSe imunski odgovor. Fizioloska
intracelularna koncentracija H,O, u stabilnom stanju ¢éelije je 0.002-0.2uM a dostize
vrednost do 0.5-0.7uM tokom intracelularnog prenosa signala (10, 22).

U bioloskim stanjima glavna reakcija O, je da reaguje sa samim sobom i
vodonikom kada se produkuje H,O, i kiseonik - reakcija poznata kao superoksid
dizmutacija (shema 2.) (16).

Oy + 0y +2H" = H,0, + O,

Ova dizmutacija moze biti spontana ali i katalizovana enzimom SOD. H,O, moze
takode biti stvoren i od strane oksidaznih enzima poput ksanitin oksidaze, monoamina,
aminokiselinske oksidaze. Njegov oksidiSuci potencijal moze biti pojaCan i od strane
eozinofilne peroksidaze (EPO) i mijeloperoksidaze (MPO) u sledecoj reakciji:

H,O, + X + H'=HOX + H,O X=Br, Cl" (16).

Hidroksil radikal (HO)

OH je ekstremno reaktivan oksidiSuci radikal koji reaguje sa vecinom
biomolekula. Reaktivniji je prema Celijskim konstituentima nego O, i H,O,. Vecina in
vivo oSteCenja ucinjenih od O, i H,O, su odraz produkcije HO u serijama reakcija
katalizovanim tranzicionim metalnim jonima. Klasi¢an primer je Haber-Weiss reakcija,
u kojoj se Fe** redukuje u Fe** | §to je praéeno Fentonovom reakcijom u kojoj Fe?®*
katalizuje trasformaciju H,O, u HO'.

O, + Fe** = Fe?*+ O, Haber-Weiss reakcija

H,0, + Fe?* = Fe** + OH + "OH Fentonova reakcija

HO™ moze nastati i u reakciji Oy sa H,O, i produktima lipidne peroksidacije.
Alterantivni put za formiranje "OH in vivo ukljucuje MPO i EPO.

0,+HOX="0OH +X +0, X=Br,CI



Nekontrolisana produkcija HO™ karateristika je brojnih Celijskih poremecaja kao

Sto su inflamacija, teratogeneza, Celijska smrt i fagocitoza (shema?2.) (15, 16).
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NOX — s
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..-"'", &Ga
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OH = HOX| x=Br-Cl

Shema 2. Osnovni mehanizmi redoksa (Combhair SAA et al. 2010.)

2.2.2. REAKTIVNE VRSTE AZOTA

U plucima se sintetiSu i reaktivne azotne vrste (RVA) poCev od azot monoksida
(NO). NO nastagje pod dejstvom enzima azot monoksid sintetaze (NOS) koja konvertuje
L-arginin do NO i L-citrulina, u reakciji koja zahteva dimeriCne enzime, kiseonik,
NADPH i kofaktore: flavin adenin dinukleotid (FAD), flavin mononukleotid (FMN),
tetrahidrobiopterin, kalmodulin i gvozde protoporfirin IX. NOS postoji u tri izoforme:
inducibilna (iINOS, NOS,), neuronalna (nNOS, NOS,) i endotelna (eNOS NOS;) (16).

Kako NO ima nespareni elektron to ga Cini jako reaktivnim. Slobodno je
difuzibilan, trosi se na razli€itim mestima unutar Celije, u ekstracelularnoj te¢nosti i
intravaskularnom kompartmentu. Hemijski je vrlo nestabilan, poluzivot mu je veoma
kratak (6-60 sekundi) a mozZe se produziti u prisustvu SOD i dvovalentnog bakra i
gvozda. Kada se metaboliSe, nastaju druge RVA sa posebnim karakteristikama. Njegova
autooksidacija sa O, dovodi do formiranja nitrita (NO;) koji je substrat za
hemperoksidaze (EPO i MPO) i dovodi do formiranja azot dioksid radikala (NO3) ili
slicnih molekula. Nitriti su prevashodno krajnji produkti NO ali oni mogu biti reciklirani
putem brojnih mehanizama (kao Sto su ksantin oksidaze ili reakcije sa hidrogenskim
jonima), kada dolazi do ponovnog stvaranja bioaktivnog NO u krvi i tkivima. Na tg
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nacin oni sluze kao skladisteni pul za produkciju NO u vreme kada NO sintetaze nisu
sposobne za tu funkciju (16).

Brzareakcija NO sa drugim slobodnim radikalima (radikal-radikal reakcija) je jos
jedan od velikih izvora RVA. Kada NO reaguje sa O, formira se peroksinitrit (ONOQO)
koji moze da nitrira tirozin rezudue i menja nivoe ili funkcije enzima ali i strukturnih i
signalnih proteina. On se u kiseloj sredini moze protonovati do peroksinitratne kiseline
(ONOOH) koja se brzo prevodi u NOs™ preko meduproizvoda OH™ i NO; sli¢nih vrsta.
Takode moze dareaguje satiol reziduama i formira S-nitrosotiol (SNO) koji predstavlja
jedinstveni signalni mehanizam indukovan iskljucivo azotnim stresom (shema 3.) (16,
23).

HbC, H b5+
7
SOMaA -cara lase
J_ ?\:Ijﬁr H,0, !;. H,0

3
A

L P
Nos|=—> [No|—2 > oJ
I—l

[Arginine

i % . Al fi
2 E Halogens
/ | 5| Oxidation
Ornithine = Halogenation
No, Leroxidases .| itration <f— DONOH

4 ‘J I
[esnol gy
GSH GSH
IGSNO Reductase

Nc"/r

GSSG

Shema 3. Metabolizam RVA i njihova uloga u astmi (Andreadis A et al. 2003.)

2.3. ANTIOKSIDANSI U PLUCIMA

Antioksidans su supstance koje prisutne u malim koncentracijama u poredenju sa
supstratom koji se oksidiSe, znacajno odlazu ili spreCavaju njegovu oksidaciju. Funkciju
ostvaruju na tri nivoa: spreCavaju stvaranja radikala, neutraisu i umanjuju efekate
slobodnih radikalai repariraju oksidativno izmenjene molekule (24).

U plu¢ima postoje endogeni antioksidatni sistemi za borbu protiv slobodnih
radikala koji mogu biti neenzimski i enzimski. Neenzimski sistem Cine vitamin E,

vitamin A i karotenoidi, vitamin C i glutation. Enzimski sistem cine superoksid
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dizmutaza (SOD), glutation sistem sa glutation peroksidazom (GPx), katalaza, hem
oksigenaza (HO), glutaredoksin, tioredoksin i peroksiredoksin. Ovi antioksidatni enzimi

za funkcionisanje obi¢no zahtevaju metalne kofaktore (16, 25).

2.3.1. NEEZIMSKI PLUCNI ANTIOKSIDANSI

Neenzimski antioksidans reaguju direktno sa oksidansimai klasifikuju se zavisno
od togadali su hidrofilni ili hidrofobni. Hidrofilni antioksidanti reaguju sa oksidantimau
Celijskom citozolu i/ili ¢elijama krvi, dok hidrofobni Stite ¢elijsku membranu od lipidne
peroksidacije. Vitamin C je hidrofilni vitamin koji moZe direktno da ukloni O, i OH
formiranjem semidehidroaskorbat slobodnog radikala, koji se dalje redukuje do GSH. Za
Vitamin E je pokazano da $titi ¢elijsku membranu od oksidacije reakcijom sa lipidnim
radikalima kao Sto su lipidni peroksil radikali (LOO") koji se produkuju tokom lipidne
peroksidacije. Drugi nenezimski antioksidanti su [ karoten (uklanja O, i peroskil
radikale), mokracna kiselina (uklanja OH", O, peroks radikal), bilirubin (sakupljac¢
lipidnih peroksil radikala), taurin (neutraliSe hipohlornu kiselinu), albumin (glutation
prekursor i Cista€ H>Oy) i cistein i cistamin (donatori sulfuril grupa) (16).

Glutationski sistem

Glutationski sistem sadrzi redukovani GSH, oksidisani GSSH, GPx i GR
(glutation peroksidaza i glutation reduktaza). Smatra se velikim tiol-disulfidnim redoks
puferom Celije. GSH se stvara intracelularno iz aminokiselina cistein, glicin i glutamata i
sposoban je da ukloni slobodne radikale ili direktno ili enzimski preko GPx. Siroko je
rasprostranjen u Celijskim odeljcima kao Sto su citoplazma (1-10 mM) i mitohondrije (5-
10 mM) kao i ekstracelularnim odeljcima kao $to je povrsina epitelnih éelija pluéa (100
mM). Njegova centralna uloga je u redukciji H,O, a kljucni enzim odgovoran za ovu
redukciju je GPx. Glutation disulfid koji se formira tokom dalje reakcije redukuje se
nazad do GSH preko GR, inracelularnog enzima koji koristi NADPH. Kapacitet
recikliranja GSH Cini ovaj sistem kljucnim u antioksidatnom odbrambenom mehanizmu
Celija i prevenira depleciju Celijskih tiola (shema4.) (16).

Drugi vaZan put za dopunu GSH u plu¢ima je njegova sinteza preko glutamat

cistein ligaze i glutation sintetaze. Pokazano je da ograni¢avajuci nivo glutamat cistein
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ligaze ima fundamentalnu ulogu u regulaciji pluéne GSH homeostaze. Regulacija ovog
enzima je joS uvek kontraverzna ali izgleda da moze biti indukovana oksidansima i

citokinimai nishodno regulisana od strane TGF-f3 in vitro (26).

MnSOD C“zi‘so'-" EC-SOD

0;

., o,
NADP* GSH atalaza
NADPH GSSG e
H,0

Shema 4. Glutationski sistem i oksidativni stres (Combhair SAA et al. 2010.)

2.3.2. ENZIMSKI PLUCNI ANTIOKSIDANSI
Superoksid dizmutaze (SOD)

SOD su ubikvotarni enzimi koji su neophodni za zastitu aerobnih Celija protiv
oksidativnog stresa i prisutni su u svakoj Celiji humanog organizma. Oni katalizuju
reakciju O radikala do H,O, (shema 4.). SOD enzimi sadrze metalni jonski kofaktor
(bakar, cink, mangan, gvozde). Postoje tri izoforme ovog enzima: Bakar Cink SOD
(CuznsSOD), Mangan-SOD (MnSOD) i Ekstracelularna SOD (ECSOD). Aktivna
CuZnSOD je homodimeri¢an protein koji ubrzava spontanu dizmutaciju O* do 40 puta,
preko cikli¢ne oksidacije-redukcije njegovog Cu** metala. Pored ovoga CuZnSOD ima i
peroksidaznu aktivnost. U prisustvu velike koli¢ine H,O, dolazi do redukcije Cu?* kada
se stvargju Cu*-O ili Cu** + "OH, koji mogu da oksidisu histidin reziduu proteina i i
samog monomera SOD kada on sam sebe inaktivise. Pored toga CuZnSOD moZe i da
nitrira tirozinske proteine, reakcijom koja ukljucuje peroksinitrit i da katalizuje stvaranje
NO iz nitrosotiola. U plu¢ima Coveka prisutne su sve tri forme SOD (16).

Katalaza

Katalaza je metaloprotein oksidoreduktaza enzim i u principu uklanja H,O, kada
je prisutan u veoma velikoj koncentraciji. Kod produzenog oksidativhog stresa i
oksidacije NADPH koji je vezan za enzim, stabilizuje njegovu strukturu i Stiti ga od
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inaktivacije, pri Cemu njena aktivnost tada opada. Oksidacijatirozinske rezidue u katal azi
(posebno tirozina 358), povezana je sa gubitkom aktivnosti Sto se belezi u astmi (slika 6.)
(16).

U disginim putevima i aveolarnim makrofagima mogu se naci i tzv. neklasi¢ni
antioksidativni enzimi kao Sto su: glutaredoksin, tiredoksin peroksidaza, tioredoksin-
tioredoksin reduktaza sistem (shema4.) (16, 27).

2.3.3. DRUGI DETOKSIKACIONI PUTEVI

Glutation S transferaze (GST) i multidrag rezistentni proteini (MRP) pripadaju
grupi detoksikacionih enzima kojima je neophodna intracelularna GSH za katalitiCku
aktivnost. Pored ovih, i yGT (GGT) koji je plazma membranski enzim ai eksprimovan u
epitelnim Celijama pluta moZe biti indukovan oksidativnim stresom a njegova
deficijencija moze dovesti do povecanog oksidativnog stresa i u normooksiji (26).
Hemoksigenaze koje su Clanovi hit Sok familije proteina, takode imaju zastitnu ulogu u
inflamaciji i oksidativnom stresu. Ovi enzimi katalizuju degradaciju hem molekula u
pigmente ZucCi, Fei CO uz biliverdin koji imaju antioksidatna svojstva (16, 26).

2.4. PATOFIZIOLOSKI EFEKAT OKSIDATIVNOG STRESA U PLUCIMA

Primarna posledica oksidativhog stresa je lipidna peroksidacija ili oksidativna
degeneracija lipida, uzrokovana lan¢anom reakcijom slobodnih radikala i polinezasi¢enih
masnih kiselina membrana Celija (slika 3.) (28). Ova reakcija permanentno oStecuje
Celijske membrane i dovodi do smrti Celija Pored toga i kragnji produkti lipidne
peroksidacije: malonilaldehid, 4-hidroksi 2-nonenal (4-HNE), F, izoprostan i akroleini
mogu uzrokovati dalje patoloske efekte. Pokazano je da su adehidi koji se generisu
endogeno tokom procesa lipidne peroksidacije ukljuceni u mnoge patofizioloSke efekte
povezane sa oksidativnim stresom u Celijama i tkivima jer su u poredenju sa slobodnim
radikalima generalno stabilniji amogu da difunduju u i van Celija, i atakuju ciljeve daleko
od mesta svog porekla. Krajnji produkt 4-HNE takode ima brojne Stetne efekte. On je
jako reaktivan, difuzibilan i indukuje/regulie razliCite Celijske dogadaje posebno

proliferaciju, apoptozu i aktivaciju signalnih puteva. Imajak afinitet za cistein, histidin i
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lizin rezidue pa moze direktno da formira proteinske dodatke i menja njihovu funkciju
(29). In vitro, on uzrokuje lipidnu peroksidaciju i potencira oksidativni stres preko
smanjenja intracelularnog glutationa i indukcijom produkcije peroksida. Ima ulogu i u
remodelovanju disajnih puteva preko aktivacije receptora epidermalnog rastuceg faktora i
indukuju produkciju fibronektina. Za izoprostane je kao kranje Celijske produkte
neenzimske lipidne peroksidacije arahidonske kiseline, pokazano da su potentni glatko
miSiéni konstriktori i mitogeni i da moduliSu celijske funkcije in vitro preko

membranskih receptora za prostaglandine (18).
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Slika 3. Patofizioloski efekat oksidativnog stresa (Misso N et al. 2005.).

Drugi mehanizmi gde oksidansi pokazuju patofizioloski efekat u plu¢ima su
modifikacija proteinai DNA. RVK deluju direktno ili indirektno na proteine i uzrokuju
oksidaciju polipetida, peptidnih veza, protein-protein unakrsnih veza ili uzrokuju
modifikaciju lanaca aminokiselina. Proteini sastavljeni od aminokiselina koje poseduju
cistein i metionin rezidue, su posebno osetljivi na oksidanse. Primer je oksidativha
modifikacija proteina surfaktanta koja poveCava osetljivost pluéa za lipidnu
peroksidaciju, inflamaciju i dalje oksidativno oStecenje. Oksidativno oStecenje DNA
moze da menja gen, ekspresiju proteinai uzrokuje Celijsku smrt. U epitelnim céelijama
pluéa utvrdeno je da ozon osSteCuje DNA a pretretman C i E vitaminima tg efekat
redukuje (18).
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Utvrdeno je daa RVK imaju ulogu i u prenosu signala u ¢elijama mada egzaktan
intracelularni molekularni mehanizam u osnovi ovog procesa joS uvek nije kompletno
razjasnjen. Pretpostavlja se da je vazan elemenat u ovom procesu prenos signala na
senzitivne molekularne ciljeve koji sadrze jako zatvorene cistenske rezidue, pa njihova
oksidacija, S-nitrozacija i formiranje disulfidnih veza predstavljaju kljucni dogadaj jer
uzrokuju strukturne modifikacije koje dovode do izlaganja aktivnih mesta i aktivacije
proteina (19).

U odgovoru naRVK i TNF-a dolazi do indukcije inflamatornih medijatora putem
aktivacije redoks senzitivnih transkripcionih faktora AP-1 i NF-kB. Dokumentovano je
da i egzogeno i endogeno dobijene RVK mogu dovesti do aktivacije i fosforilacije
familije MAPK, ukljuCujuci ekstracelularnu signal regulisanu kinazu (ERK), c-Jun N-
teminal kinazu (INK), p38 kinazu i PI-3k/Akt, Sto sve dovodi do hromatinskog
remodelovanja i ekspresije gena koji reguliSu bateriju razliCitih proinflamatornih i
antioksidatnih gena ukljucenih u apoptozu, proliferaciju, transformaciju i diferencijaciju
Celija. Pored RVK i sam Celijski redoks status (posebno tiol status), moZe direktno biti
ukljuCen u aktivaciju AP-1 i NF-kB, prenosu signala i genskoj ekspresiji tokom
patofizioloSkih procesau Celiji (19).

Medijumi u kojima se odreduju biomarkeri za procenu oksidativnog stresa u
bolestima plu¢a su puna krv, plazma, eritrociti, trombociti, bronhoaveolarni lavat,
indukovani sputum, izdahnuti vazduh, kondenzat izdahnutog vazduha (29). U pomenutim
medijumima nagjCeSCe se odreduju sledeCi sistemski biomarkeri: izoprostan (8-izo-
PGF2a), maloniladehid (MDA), supstance koje reaguju sa tiobarbiturnom kiselinom
(TBARS), GSH (totalni, redukovani, oksidisani), GPx (aktivhost), SOD (aktivnost),
katalaza (aktivnost), oligoelementi (Se, Zn), vitamini (C, E, A). Nasuprot sistemskim
parametrima oksidativnhog stresa, velika uloga se pridaje i proceni lokalnih markera
oksidativnog stresa u izdahnutom vazduhu, pa se vrsi odredivanje HO-1, ugljovodonika,
CO, H,0O; i NO zavisnih produkata. U poslednje vreme se insistira i na odredivanju
transkripcionih faktora (JNK, ERK, MAPK kinaza, STAT, p53, AP-1, NF-kB) sobzirom

daoni kontrolisu produkciju slobodnih radikalai antioksidativnih enzima (27).
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3. ASTMA | OKSIDATIVNI STRES

3.1. PATOFIZIOLOSKI EFEKAT OKSIDATIVNOG STRESA U ASTMI

U vecini patoloSkih stanja vezanih za disajne puteve konstatuje se povecan
oksidativni stres. Astma se takode karakteriSe izrazenim oksidativnim stresom, sobzirom
da je izrazena inflamacija u njenoj osnovi posledica poveéane produkcije ¢elija sposobnih
za generisanje enormne koliCine slobodnih radikala sa jedne strane a oksidisana
biohemijska sredina sa druge strane sama za sebe povoljna za reakcije posredovane
slobodnim radikalima (30, 31).

Kao i u mnogim drugim patoloskim stanjima oksidativni stres je u astmi
samopropagiraju¢i  nespecifican proces iniciran konkuretnim dejstvom brojnih
inflamatornih puteva. IstraZzivanja su pokazala da su kompleksne intereakcije cCelija
(epitelne Celije, mastociti, eozinofili, limfociti, monociti, makrofagi i neutrofili) i brojnih
bioloski aktivnih proinflamatornin medijatora (lipidni medijatori, hemokini, adhezioni
molekuli i proteini eozinofilnih granula) odgovorni za patogenezu astme i da odreduju
njenu tezinu (16). Pored toga svi oni su i potencijalni stimulusi ili promoteri produkcije
oksidanata (slika4.)(30, 32).
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Slika 4. Stimulusi i promoteri oksidanata u plu¢ima (MaesT et al. 2010.)
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Epitel disgnih puteva, pored toga S$to ima bitnu ulogu fizicke barijere, ima i
fundamentalnu ulogu u oksidativnhom stresu i patogenezi astme (4). Direktan ili
indirektan oksidativni stres epitela disgnih puteva i aveolarnih makrofaga, generise
citokine koji aktiviragju epitelne Celije da indukuju proinflamatorne gene (TNF-q, IL-8,
IL-1, INOS, COX-2, ICAM-1, IL-6, MIP-1, GM-CSF), stres odgovorne gene (HSP-27,
70, 90, HO-1) i antioksidatne enzime (y-glutamilcistein sintetaze, MnSOD, tioredoksin).
Geni za ove inflamatorne medijatore regulisani su redoks senzitivnim traskripcionom
faktorima (NF-kB i AP-1). Baans ekspresije pro i antiinflamatornih gena i nivoa
antioksidacionih gena tokom inflamacije u odgovoru na RVK, kljucan je za ostecenje ili
zastitu Celije od Stetnih efekata inflamacije (19). Pored toga, vazna karateristika epitela u
astmi je i njegov dlab kapacitet za odbranu od endogenog oksidativnog oStecenja,
sobzirom da pokazuje redukciju aktivnosti dva antioksidatna enzima: superoksid
dizmutaze (SOD) i glutation peroksidaze (GPx). Zbog toga astmaticari pokazuju posebnu
osetljivost na oksidatne aerozgadivaCe kao Sto su ozon, duvanski dim i Cestice
aerozagadenja (4).

Eozinofili su veoma vazne cCelije u inflamaciji alergijske astme jer stvargju razne
citokine, hemokine, proteine (veliki bazni protein, eozinofilna peroksidaza i eozinofilni
katjonski protein) i eikosanoide (prostaciklin i cistenil leukotrijeni), ali i zato Sto mogu
uzrokovati ostec¢enje tkiva superoksidom (O;) (4). Oksidativno oSteéenje uzrokovano
eozinofilima je osnova u astmi sobzirom da ove Celije poseduju nekoliko puta veci
kapacitet za stvaranje O i H,O, u odnosu na neutrofile i sadrzi EPO 2-4 puta vise u
odnosu na MPO u neutrofilima (33). Medutim, kod astmatiCara u perifernoj krvi i
neutrofili mogu da stvaraju veéu koli¢inu O% i H,0, koja korelide sa stepenom BHR na
inhalirani metaholin (34).

Pored toga, i monociti i makrofagi u mukozi disginih puteva astmaticara imaju
vaznu ulogu u patogenezi astme sobzirom da su vaZzan izvor cistenil leukotrijena,
razlicitih lipozomalnih enzima i RVK (4). Dokazano je i da IgE moze indukovati
stvaranje O u monocitima preko niskoafinitetnog receptora. Ova IgE-posredovana O
produkcija zabelezena je Cak i kod zdravih, ali je veca kod bolesnih (35).

U astmi se oksidansi produkuju endogeno u vecoj koli€ini, medutim i egzogeni

oksidansi (duvanski dim, ozon Cestice dizela) mogu direktno da uzrokuju egzarcerbaciju i
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tako dopunski utiCu na patogenezu bolesti (25). Alergenom-indukovana egzarcerbacija
astme (spontano i eksperimentalno) dovodi do regrutovanja i aktiviranja eozinofila i
neutrofila. Tada se aktivira NADPH oksidaza i brzo formirgu RVK kao Sto su O i
njegov dismutacijski produkt H,O,. Deset minuta od instilacije alergena u disajne puteve
dolazi do dvostrukog porasta O, (u opsegu od 4x10° nmol/5x10° éelija’h) koje je
najveCe na mestu provokacije a perzistira i tokom kasnog astmatskog odgovora (36).
Oksidativni stres tokom egzarcerbacija je pojacan i sistemski (16, 33).

Mehanizmi, kojima RVK uzrokuju astmu su oksidacijaili nitacijalipida, proteina
ili DNA koje dovode do disfunkcije ovih molekula (7, 25) i uzrokuju mnoge
patofizioloSke promene (povecCanu vaskularnu permeabilnost, sintezu hemoatraktanata,
stvaranje arahidonske kiseline, kontrakciju glatkih misica i reaktivnost disgjnih puteva)
(18, 19).

PoveCanu produkciju RVK astmatiCari imaju u aveolarnim makrofagima,
eozinofilima i neutrofilima uz povecanje oksidacionih produkata i lokalno u pluima i
sistemski u serumu i urinu. Vise vrednosti MDA i produkata tiobarbiturne kiseline tzv.
reaktivni produkti (TBARS) detektovani su u urinu, plazmi, sputumu, izdahnutom
vazduhu i BAL, i to u korelaciji sa tezinom bolesti (37). U kondenzatu izdahnutog
vazduha astmatiCara izmereni su veci nivoi 8-izoprostana (Clana F2-izoprostana klase i
produkta peroksidacije arahidonske kiseline), ugljovodonika (etan i pentan) i TBARS.
Nivo 8-izoprostana povisen je u BAL i u plazmi astmaticara (19, 28). U perifernoj krvi,
indukovanom sputumu i BAL u odnosu na zdrave nadeni su veci nivoi EPO i MPO (18).
Da kod astmatiCara postoji i oSteCenje proteina oksidativnim stresom potvrduje nalaz
povisenih nivoatirozinai hlorotirozinau BAL (16).

Pretpostavlja se da je produkcija NO u uslovima oksidativhog stresa u astmi
rezultat stvaranja RV A koji moduliSu i/ili pojacavaju inflamaciju disajnih puteva i moze
doprineti edemu ali i redukciji potencijala B2 adrenergicnog signalnog puta (28). Nivo
izdahnutog NO kod astmatiCara raste posle alergenske provokacije u kasnom astmatskom
odgovoru i ukazuje da sinteza NO odrazava i/ili doprinosi inflamaciji disgnih puteva
koja definiSe astmu. Individue sa atopijskom astmom u prvom redu bez steroidne terapije
imaju trostuko veci nivo NO u izdahnutom vazduhu i pove¢anje NOS,mRNA i proteinau

epitelnim celijama disajnih puteva. Medutim, porast nivoa NO nije samo posledica
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povecane traskripcione aktivacije NOS, gena veC i poveCanog kataboliCkog razaranja
skladistenog pula SNO u pluc¢ima tokom izmena u redoks stanju (16).

Dinamika metabolizma NO u plu¢éima astmatiCara tokom eksperimentalno
provociranog odgovora antigenom, se odvija u viSe postepenih reakcija i ukazuje na
multifunkcionalnu ulogu NO u disginim putevima. Unutar par minuta od alergenom
indukovanog astmatskog odgovora nivo NO3™ znacajno raste kod svih astmatiCara, nivoi
NO; ili SNO se ne menjgu a nivo NO ima trend pada. Smanjenje NO i porast NO3’
ukazuje da on reaguje sa O, do stvaranja ONOO' koji se dalje raspada do NOs' ili dovodi
do formiranja nitrotirozina (16). ONOO' indukuje na animalnom modelu hiperreaktivnost
disgnih puteva, osteCuje respratorni epitel, inhibira pluéni surfaktant i indukuje lipidnu
peroksidaciju membrane i tirozina i aktivnost MAPK (38). U kasnom astmatskom
odgovoru odvija se i nitracija tiola (ONOOCO,) i formirgu tiol radikali (16). U
poredenju sa zdravima, dobro kontrolisani astmatiCari sa blagom formom bolesti imaju u
plazmi i kondenzatu izdahnutog vazduha povecane nivoe NO, NOgs i nitrotirozina a
nedetaktibilan SNO. Ukupne koncentacije NO,/NOs su vece u klini¢ki stabilnih
astmatiCara u odnosu na zdrave a vrednosti su im nize ukoliko su tretirani inhalatornim
kortikosteroidom ali i dalje vise nego kod zdravih (28, 38).

NO jei regulatorni medijator jer pokazuje efekat na hemokine, aima uticg i na
Thl/ Th2 balans. U visokim koncentracijama moze da ima supresivne efekte i na Thl i
Th2 odgovor. U manjim koncentracijama pokazuje supresivni efekat na Thl celije
objasnjava posrednim uticajem na IL-2 (na transkripcionom nivou) i na INF-y (u manjoj
meri) a sa druge strane i degjstvom na regulaciju IL-4 Sto vodi favorizovanju Th2
odgovora Sto se nalazi u bronhijalnoj astmi (39). Pored toga moze da interferira i sa
pojedinim adhezionim molekulima i na taj nacin smanji akumulaciju Thl éelija na mestu
inflamacije (40).

U teSkoj astmi produkcija RVK u neutrofilima koreliSe sa tezinom reaktivnosti
disgnih puteva (16). Nedavne studije koje su ispitivale hromatinsko remodelovanje
povezano sa tezom formom astme, u inflamiranim disgjnim putevima dokumentovale su
ucesce kljucnih mehanizama oksidativhog stresa.  PojaCana ekspresija mnogih

inflamatornih gena ukljucenih u remodelovanje hromatinske strukture i razvoja teze
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forme bolesti, ide preko pojacane aktivnosti HAT i smanjene aktivnosti HDAC a pod
uticgiem H,0O, i peroksinitrita (25).

RVK i RVA reaguju sa proteinima tako Sto formiraju aminokiselinske zavrsetke
kao Sto su bromotirozin, nitrotirozin ili hlorotirozin, a sa DNA formirgju bazno parne
nastavke kao Sto je 8-oxo-2-dehidroguanozin. Povisen nivo ovih molekula tako ukazuje
na oksidativni stres. Aktivacija eozinofilna in vivo moZze dovesti do oksidativnog
oStecenja proteina preko bromizacije tirozinskih nastavaka formiranjem 3-bromotirozina,
dok neutrofili i monociti hlorinacijom produkuju 3-hlorotirozin (20). Povecan nivo 3-
bromotirozina naden je kod astmati¢ara u BAL i u urinu kod egzarcerbacija, u poredenju
sa zdravima. Kod blage i teSke astme njegov nivo je povisen i u izdahnutom vazduhu.
Njegova vrednost je stostruko veca kod hospitalizovanih astmatiCara u intezivnoj nezi sa
respiratornom insuficijencijom (16, 19).

Oksidativni stres se kod astmatiCara javlja kao i posledica izmenjene ekspresije i
aktivnosti antioksidativnog sistemai lokalno u plué¢ima i sistemski (6).

Aktivnost SOD znaajno je niza na povrSini i u epitelnim celijama kod
astmatiCara kao posledica inflamacije disgnih puteva, a normalizuje se nakon primene
kortikosteroida (41). U akutnom astmatskom napadu kod atopijske astme unutar jednog
minuta dolazi do rapidnog gubitka aktivnosti SOD koja je povezana sa dvostrukim
stvaranjem O, i ukazuje da postoji korelacija izmedu stepena reaktivnosti disgjnih puteva
i aktivnosti SOD (42). Pored toga, i sam oksidativni stres moze uticati na aktivnost SOD.
CuzZnSOD moZze biti inaktivisana tj. oksidativno modifikovana od strane RVK i RVA,
delovanjem na histidinske rezidue enzima i formiranjem histidinskih radikala sto moze
doprineti veéem oksidativnom stresu i teZzoj astmi. Utvrdeno je da do 10% MnSOD
dobijene iz epitelnih Celija astmatiCara poseduje ngjmanje jednu oksidativnu modifikaciju
koje mogu doprineti remodelovanju disgnih puteva, apoptozi epitelnih Celija sa
ogoljavanjem disajne povrsine i predispozicije za vecu hiperaktivnost disajnih puteva
(42). | neke genetske varijabilnosti SOD mogu uticati na njenu aktivnost, pa tako i na
razvoj astme. Cest nukleotiodni polimorfizam Alal6Val moZe da menja sekundarnu
strukturu i aktivnost SOD (43, 44).

Aktivnost katalaze je i do 50% niZza u BAL astmati¢ara u odnosu na zdrave (45).

U eritrocitima kod dece sa astmom je pokazana niza aktivhost katalaze u odnosu na
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zdrave (46). | za ovaj enzim su nadene Ceste oksidativne modifikacije u pluc¢ima
astmatiCara (hlorinacija tirozina, nitracija tirozina i oksidacija cisteina 377 u cisteinskoj
kiselini) koje mogu doprinositi gubitku aktivnosti ovog enzima (45).

Izmene u nivou i odnosu oksidisanog i redukovanog glutationa zabelezene su u
plu¢ima kod stabilne astme ali i tokom egzarcerbacije bolesti. Par minuta nakon alergene
provokacije na povrsini epitelnih Celija pada nivo GSH a raste nivo GSSG i dolazi do
gubitka redukcionog potencijala u plu¢ima. Tako se menja intracelularri redoks balans
koji doprinosi apoptozi epitelnih ¢elija. Ova GSH deplecijain vivo i/ili in vitro dovodi i
do inhibicije produkcije Thl citokina i/ili favorizuje Th2 odgovor (8). Nivo glutationa u
izdanutom vazduhu kod dece sa astmom i tokom akutne egzarcerbacije, je niZi nego kod
zdravih i raste nakon kortiko terapije (47). Takode ima nalaza da su kod astmatiCara
ukupan glutation u krvi i oksidisani glutation u eritrocitima vecih vrednosti nego kod
zdravih (28).

U pluc¢ima astmatiCara jedna studija nalazi da je (epitelna GPx) eGPx prisutna u
vecoj koli€ini, nasuprot SOD i katalazi, kao posledica indukcije eGPx mRNA i
proteinske ekspresije od strane bronhijalnih epitelnih Celija u odgovoru na povecane
intracelurane ili ekstracelularne RVK (48). Medutim, ima i suprotnih nalaza (49). U
trombocitima astmatiCara je inicijalno zabelezena deficijencija GPx (50). Kasnije je ova)
nalaz potvrden u eritrocitima i leukocitima kod pacijenata sa atopijskom i neatopijskom
astmom. Neki autori redukciju ove aktivnosti dovode u mogucu vezu sa smanjenim
nivoom selena u organizmu koji je njegova integralna komponenta (28, 51).

SpekuliSe se da deficijencija antioksidanasa u formi vitaminaC, E i A mozZe biti u
vezi saastmom (28). | za ne dijetal ne antioksidanse (poput mokracne kiseline, bilirubinai
albumina) je pokazano da su snizenih vrednosti u plazmi i da mogu biti prediktori teSke

astme (52), mada po ovom pitanju ima oprecnih misljenja (53).
3. 2. UTICAJ ANTIASTMATSKIH LEKOVA NA OKSIDATIVNI STRES
Za trenutno najceSCe KkorisCene lekove u terapiji astme (bronhodilatatori,

kortikosteroidi) koji su generano efikasni, jo$ uvek nije precizirano kakav efekat imaju

na oksidativni stres u hronic¢noj inflamaciji ove bolesti (20).
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Bronhodilatatori

In vitro, kratko i dugodelujuci inhalatorni 32 agonisti imaju antioksidativni efekat
na neutrofile i eozinofile. Ipak, in vivo za postizanje ovakvog efekta pokazano je da su
potebne znatno vece doze od terapijskih (54). Za Aminofillin je na animalnom modelu
pokazano da redukuje stvaranje oksidanasa kod endotoksinom indukovane bronhijalne
hiperreaktivnosti. Takode, je utvrdeno da dozno zavisno inhibira oksidantima pokrenutu
produkciju  trombocitno aktivirajueg faktora (PAF) i IL-5, ali samo u visokim
koncentracijama (55). Pored toga, teofilin pojacava aktivnost HDAC2 u uslovima
oksidativnog stresai na taj nacin vraca kortikosteroidnu senzitivnost, ime se objasnjava
zaSto je dodavanje male doze teofilina efikasnije nego povecanje doze inhalatornih
kortikosteroida kod pacijenata sa slabo kontrolisanom astmom tj. zaSto redukuje
pogorsanje kontrole bolesti kod pacijenata sa teSkom astmom (56).
Kortikosteroidi

JoS uvek nije potpuno razjaSnjeno da li glukokortikosteroidni tretman u astmi
svoju efikasnost ostvaruje i preko redukcije oksidativnog stresa. lako glukokortikoidi ne
inhibirgu in vitro produkciju oksidanata u eozinofilima, pokazano je medutim da
inhalacioni glikokortikoidi smanjuju nivo H,O, (57) i koncentraciju ukupnih nitrata i
nitrita u kondenzatu izdahnutog vazduhai sputumu pacijenata sa stabilnom astmom (58).
Pored toga, zabelezeno je da terapija inhaatornim kortikosteroidima moze normalizovati
redukovanu aktivnost CuZnSOD u bronhijalnom epitelu (41).

Sa druge strane, produZena terapija visokim dozama glikokortikoida je uopste
Cesto ograniCena pa i u astmi, ne samo zbog pojave neZeljenih reakcija povezanih sa
prisustvom njihovog viSka u organizmu vec i zbog izazivanja oksidativnog stresa jer je
utvrdeno da mogu direktno da utiCu na funkciju mitohondrija i produkciju RVK. Za
Deksametazon je pokazano da povecava gensku ekspresiju i aktivnost ksantin-oksidaze
Sto moze da bude jedan od mehanizama indukcije produkcije RVK. Indirektna potvrda za
ovu spekulaciju jei nalaz u jednoj studiji da antagonist glukokortikoidnog receptora RU
486 moze kompletno da blokira hiperprodukciju RVK indukovanu glikokortikoidima
(59).

U teSkoj astmi i astmi kod puSaca sam oksidativni stres predstavlja vode¢u snagu

Th2 zavisnog imunskog inflamatornog odgovora koji redukuje aktivnost HDAC  koji
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smanjuju kortikosenzitivnost i efikasnost terapije (slika 5.)(60). Ovakvu redukovanu
funkciju kortikosteroida u odgovoru na duvanski dim ili intezivan oksidativni stres, i u
humanim i animalnim ¢elijama smanjenjem oksidativnog stresa mogu da obnove N-acetil
cistein i mimetik SOD (AEOL 10150) (61).
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Slika 5. Razvoj kortkorezistencije kod astmaticara koji puse (BarnesP 2010.)

3.2.1. TERAPIJSKA ANTIOKSIDATNA STRATEGIJA ZA ASTMU

Sobzirom da oksidativni stres ima jasnu ulogu u patogenezi astme, pojacana
antioksidatna odbrana trebalo bi da ima korisne efekte na ovu bolest. Dosadasnji rezultati
nisu ohrabrujuci, jer nema dokaza da su izabrane doze i kombinacije raspoloZivih
antioksidanasa efikasne in vivo (30).

Svi modeli sintetickih mimetika enzimskih antioksidanasa pokazali su veoma
dobre rezultate u zastiti pluéa (16) a redukuju i negativne efekte izlaganja duvanskom
dimu (26). Na nekoliko animanih modela, egzogena CuzZnSOD ili rekombinantna
MnSOD kombinovane sa katalazom, pokazale su dobre rezultate ai na zalost i visoku
imunogenost (62). Za mimetik glutation peroksidaze (Ebselen), koji je netoksic¢an seleno-
organski lek pokazano je da efikasno redukuje H,O, i inhibira inflamaciju disgnih
puteva, smanjenjem regrutovanja neutrofila i ekspresije hemokina na razlicitim
animanim modelimainflamacije (63).
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Ukoliko se CoQ daje astmatiCarima koji su na kortikoterapiji, on dovodi do
poboljSanja kontrole bolesti uz redukciju doze kortikosteroida. Utvrdeno je da on svoj
efekat ostvaruje povecanjem aktivnosti SOD (64).

Za Resveratol koji je naden u semenkama grozda, pokazano je da ima
antioksidatna, antiinflamatorna i antikancerogena degjstva. On efikasno inhibira
oksidativno oSteCenje i uklanja slobodne radikale (lipid hidroperoksid, hidroksil i
superoksid). Pored toga moze da indukuje sintezu GSH 1 depleciju GSSH u epitelnim
¢elijama pluca posebno ako je posredovana duvanskim dimom (65).

Sistematski pregled literature nije naSao dovoljno dokaza da vitamin C ima mesto
u leCenju astme (66). Zakljuceno je i da unos vitamina E nema efekat na kontrolu astme i
ukazano da samo kombinacija antioksidanasa u hrani i vocu moZze biti od koristi (67).
SpekuliSe se da bi suplementacija selena kod astmatiCara mogla da poboljsa aktivnost
GPx u trombocitima i skor teZine bolesti jer ima i oprecnih misljenja (68). Trebaimati u
vidu da i genotip individue moZe uticati na efikasnost suplementacije antioksidansima u
astmi, a primer zato su varijacije u GST superantigen familiji (69).

Bolje razumevanje molekularnih mehanizama antioksidanasa u oksidativhom
stresu  koji posreduju u Celijskom prenosu signala i razjaSnjenje ekspresije
genetike/epigenetike/genomike, trebalo bi da da informacije u buducnosti za razvoj novih
antioksidantnih terapijskih ciljeva u prevenciji astme (19). Antioksidansi koji imau
efikasan Sirok spektar aktivnosti i dobru bioraspolozivost kao Sto su tioli ili molekuli koji
imagju u antioksidantno i antiinflamatorno dejstvo istovremeno mogli bi biti dobri
potencijalni terapijski agensi u buducnosti jer Ce pored zastite od efekata oksidanasa,
modi i fundamentalno da menjaju osnovu inflamatornog procesa koji igra vaznu ulogu u
patogenezi hroni¢ne inflamatorne bolesti pluca (19, 30).

4. PASIVNO PUSENJE, OKSIDATIVNI STRES | ASTMA

4.1. DUVAN | DUVANSKI DIM

Duvan je biljka koja potiCe iz tropskih zona Amerike i u zapadnoj kulturi se

koristi vise od 400 godina. Njen list je komercijalno znaCajan jer sadrzi nikotin, a
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medicinski znaCajan zbog Stetnih efekata koje ima na konzumente i okolinu. SlozZenog je
sastava jer se u njemu nalaze ugljeni hidrati, azotne materije, organske kiseline i druga
jedinjenja (70).

Usled nekompletnog sagorevanja lista duvana nastaje heterogeni aerosol tj.
duvanski dim. On pored osnovnih komponenti duvanskog lista u sebi sadrzi i produkte
njihovog sagorevanja. U njegovom sastavu se nalazi vise od 4700 supstanci, od kojih
preko 100 ima Stetne efekte na zdravlje Coveka jer su farmakoloski aktivne, antigene,
citotoksi¢ne, mutagene i kancerogene (71, 72). Medu njima se izdvajaju: akaloidi
(nikotin), materije sa baznim osobinama, organske kiseline, alkoholi, aldehidi i ketoni,
ugljovodonici  (aromaticni, alifaticni i policiklicni), estri, amini, katran, fenali,
cijanovodonicna kiselina, amonijak, CO, CO,, arsen, hrom, nikal, polonijum (70).

Duvanski dim je dvokomponentnog sastava. Jednu komponentu Cini sekundarni
(sporedni) dim koji se emituje iz dela cigarete koji gori. Drugu komponentu Cini primarni
(glavni) dim koji izdiSe pusac nakon ihaliranja duvana iz cigarete. Razlike u sastavu
izmedu ova dva dima su veoma male i uglavhom posledica temperature sagorevanja
duvana. U sporednom dimu, koji se produkuje pri niZoj temperaturi i pod vecim
redukujuc¢im uslovima nego glavni dim, stvargju se mnogi kancerogeni i toksiCne
supstance (4-aminobifenil, benzeni, nikl i Sirok dijapazon policiklicnih aromaticnih
ugljovodonika, nitrozaminakao i nekoliko iritatnih gasova kao Sto su amonijak, NO, SO,
i razliciti aldehidi) u vecoj koli€ini nego u glavnom dimu i manje je kiselosti (73). Ovg
dim sadrzi vise CO a manje CO2 i veci nivo sagorenih produkata formiranih nitrozacijom
i aminacijom. Nikotin je prisutan u vecoj koli€ini u nejonizovanoj formi, koja se mnogo
bolje absorbuje u organizmu (74). Ambijentalni duvanski dim je saCinjen od 50-90%
sporednog dima i 10-50% glavnog dima (72). Sa povecanjem broja puSaca koliCina
duvanskog dimai nivo zagadenja zatvorenog prostora raste (71).

Pored isparljive faze duvanski dim sadrZi i Cestice. Glavni dim sadrZi Cestice u
respirabilnom rangu od 0,2-0,5 mikrona a sporedni visoku koncentraciju Cestica sa
aerodinami¢nim dijametrom do 10 mikrona (PMig) (71). Polovina ukupne koliCine
Cestica u vazduhu zatvorenog prostora u kojima je pusSenje dozvoljeno, potiCe iz

duvanskog dima (75). U plu¢ima deteta, Cestice duvanskog dima se taloZze do 50% viSe
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nego kod odraslog, kao posledica razlike u dijametru i konfiguraciji disgjnih puteva, sa

proporcionalno vecom depozicijom u traheobronhijalnoj oblasti (74).

4. 2. PASIVNO PUSENJE

Tokom sedamdesetih godina proslog veka, prvi put se belezi povecan rizik za
respiratorne bolesti kod aktivnih puSaca, a zatim i kod nepuSaCa i to posebno deCijeg
uzrasta koji su izlozeni duvanskom dimu (71). Svetska zdravstvena organizacija je 1999.
godine iznela podatak da vise od 1000 miliona odraslih u svetu aktivnho pusi a da
namanje polovina dece u svetu pasivno pusi sa Stetnim posledicama po zdravlje. Pored
toga, izneto je i da su deca posebno vulnerabilna na duvanski dim jer imaju vedi
ventilacioni protok vazduha i inhaliraju veéu koliCinu duvanskog dima u odnosu na
odrasle (73).

Pasivno puSenje moze da pocCne joS tokom fetalnog razvoja, ukoliko je maka
aktivan pusac ali i izlaganjem majki nepusaCa duvanu od strane drugih puSaca i moze se
nastaviti tokom celog detinjstva. Takvo izlaganje se povezuje sa redukcijom pluénog
rasta i razvoja i pluéne funkcije, kao i povecanjem ucestalosti respiratornih simptoma,
akutnih respiratornih infekcija, bronhijalne hiperreaktivnosti i astme (74, 76). Godisnje
se oko 8000-26000 novih sluCajeva astme registruje kod dece Cije majke puse vise od
deset cigareta dnevno u njihovom prisistvu a izlaganje Cak i maloj koncentraciji
duvanskog dima pogorsava deCju astmu u vise od milion slucajeva godisnje (77).

Kod dece je u Americi pokazano da visok nivo pasivnog pusenja trostruko
povecCava verovatnocu za umerenu/i teSku astmu i srednju redukciju FEV, za 8,1% (78).
Cook i Strachan (1999.) nalaze povezanost izmedu astme kod dece i izlaganja
duvanskom dimu OR 1,2 ukoliko jedan od roditelja puSi (79). Pasivno puSenje u
detinjstvu povezuje se i sa povecanim rizikom za astmu kod odraslih koji nisu nikada
pusili (80). Pored toga izlaganje duvanskom dimu povecava broj i tezinu egzarecerbacija
bolesti, upotrebu lekova, hitne posete lekaru i odsustvovanja iz Skole. Sve ovo se

znacajno redukuje kada se izlaganje duvanskom dimu smanji (72).
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4.3. PROCENA IZLOZENOSTI DUVANSKOM DIMU

Nije moguce direktno izmeriti koncentraciju duvanskog dima u zatvorenom
prostoru ili proceniti izlozenost njegovim konstituentima, jer je kompleksnog i
promenljivog sastava. Zbog toga se u ove svrhe koristi upitnik sa podacima o puSackim
navikama ljudi u sredini gde provode vreme mada mu je vrednost limitirana smanjenim
razumevanjem postavljenih pitanja, predrasudama, slabim paméenjem ili nepazljivim
odgovorima (81). U te svrhe je bolje odredivanje komponenti duvanskog dima ili
njegovih metabolita u uzorku izdahnutog vazduha, krvi, serumu, salivi, urinu, dlaci
(nikotin, kotinin, CO, karbokishemoglobin i tiocijanat jon) (82, 83).

Nikotin i kotinin

Nikotin je jedan od najjaCih Stetnih sastojaka duvana koji je izolovan
1828.godine. List duvana sadrzi 0,6-11% nikotina zavisno od vrste duvana, prirode
zemljiSta gde je uzgajan i nacCina pripremanja. Duvan za pusenje sadrzi 1-3% nikotina
(70).

Pri udisanju duvanskog dima, nikotin se vrlo brzo apsorbuje preko pluc¢nih alveola
Njegova koncentracija u plazmi kod teskih aktivnih puSaca moze biti 30-40mg/ml. On se
u manjoj koli€ini ¢ak moze detektovati u znoju i maj¢inom mleku. Nikotin se uglavhom
razgraduje u jetri (80-90%) a ne$to manje u pluéima i bubrezima (70). Do 70% se
metaboliSe u kotinin konverzijom na dva nacina. Prvi ukljucuje citohrom p450 sistem a
drugi je katalizovan citoplazmatskom aldehid oksidazom. Ostali deo nikotina se
metaboliSe na neki drugi naCin (4%) ili se ekskretuje urinom nepromenjen (9%).
Metabolicki put ostalih 17% nikotina jo$ uvek nije poznat (83, 84).

Vrednost nikotina u krvi fluktuira, poluzivot mu je oko dva sata a urinarna
ekskrecija brza, paje zbog toga slab marker za pracenje izlaganja duvanskom dimu. Zbog
toga se za izdvajanje pusaca od nepusSaca koristi njegov metabolit kotinin u serumu sa
pragom vrednosti od 500ng/ml (83). Kako je kotinin metabolit nikotina specifican samo
za duvan i on se Siroko koristi kao biomarker pasivnog puSenja jer obezbeduje
objektivnu procenu izlozenosti duvanskom dimu tokom prethodnih dva dana (73, 82).
Ima relativno dug poluZivot i slobodno je distribuiran u svim te€nostima organizma.

Njegovo merenje ima prednost nad upitnikom jer detektuje i postojanje eventuanih
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drugih izvora duvanskog dima i lazno date podatke od strane ispitanika (85). Moze da se
meri u krvi, salivi i dlaci (73). Medutim, njega u svom sastavu imaju i neke namirnice
koje se koriste u ishrani (krompir, plavi patlidzan, zeleni Caj). SpekuliSe da njihovo
konzumiranje mozepovecati nivo kotinina u organizmu (86).

Ugljen monoksid i karboksihemoglobin

U procesu aktivnog pusenja nastagje i CO kao produkt nepotpunog sagorevanja
duvana. Kako je CO u gasovitom stanju, deo gasa se sakuplja u prostoriji a deo ga
apsorbuju pasivni pusaCi. Dim cigarete sadrzi oko 4% CO, ali zbog intermitetne
ekspozicije i razredenosti udahnutog dima koliCina koja biva apsorbovana u organizam
pasivnog pusaca iznosi 0,04% (87).

Inhaliran CO se brzo resorbuje u krv i vezuje za hemoglobin 200 puta jaCe nego
kiseonik, uz formiranje karboksihemoglobina (COHb) i na taj naCin remeti prenos
kiseonika putem krvi Sto dovodi do hipooksije (70). Zbog toga se vrednost COHb u krvi
moze koristiti kao biomarker u evaluaciji pasivnog pusenja, mada se generalno rede Cini
zbog kratkog poluZzivota (3-4 sata) (83). Nivo COHb se kod puSaca krece od 5-6% pri
pusenju 20 cigareta dnevno a do 9% pri puSenju 40 cigareta dnevno. Osmosatna pasivna
inhalacija CO u prostorijama gde se pusi, pokazuje vrednosti COHb kod nepusaca kao i
da su aktivno ispusili pet cigareta za to vreme (87). U krvi nepuSaca se normalno moze
naci najvise 3% COHb a u izdahnutom vazduhu manje od 2ppm (70, 87).

Medutim, CO se u velikim koli€inama stvara i tokom raznih industrijskih procesa
gde dolazi do sagorevanja benzina, drveta i gasa (Stednjaci, kamini) (87). On se takode

moZze inhalirati iz tih izvor aSto moZe uticati na njegov nivo u krvi.

4.4, DUVANSKI DIM | SLOBODNI RADIKALI

Od posebnog znacaja je Cinjenica da duvanski dim sadrzi veliku koncentraciju
reaktivnih slobodnih radikala i supstanci sposobnih da produkuju ove radikale. Slobodni
radikali se u velikoj koliCini formirgu navrhu cigarete koja gori ali im je poluzivot dosta
kratak, pa ih pusa¢ odmah ne inhalira u velikoj koli¢ini. Medutim, vremenom njihova
koncentracija raste u gasnoj fazi glavnhog duvanskog dima, i maksimum dostiZze nakon

nakon 1-2 minuta, Sto znaCi da se visoko reaktivni slobodni radikali tokom inhaacije
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duvanskog dima formiraju kontinuirano u hemijskim procesima. Vazan izvor produkcije
slobodnih radikala su NO (koji se nalazi u visokoj koncentraciji do 400 ppm) i O . Oni
se dominatno nalaze u gas fazi i medusobno odmah reaguju tako da formirgju reaktivni
peroksinitrit molekul (NOQO’). Pored toga NO se oksidiSe i u mnogo reaktivniji NO,
radikal koji dalje reaguje sa isoprenom koga takode ima u duvanskom dimu u visokoj
koncentraciji i dalje formirgju bioloski aktivni sobodni radikali (71). | katran iz duvana
sadrzi visoku koncentraciju slobodnih radikala (kinoni, hidrokinoni i semikinoni) koji
mogu da redukuju kiseonik do produkcije O* , OH i H,O, na povrsini epitela disgjnih
puteva pusaca. On je znaCajan i metal helator koji mozZe da veze gvozde i produkuje tar-
semikinon+tar-Fe** koji dalje kontinuirano generise H,O, (19). Kada cigareta gori
nastaju i brojni metalni oksidi kao $to su hrom, kadmijum i arsenik oksidi. Vecina njih ili
stvara kiseoniCne radikale sama za sebe ili deluje kao katalizator zajedno sa azotnim
komponentama u stvaranju radikala (81).

Smatra se da su negativni efekti duvanskog dima na respiratorni sistem direktno
ili indirektno povezani sa inhairanjem velike koliine 1x10™ visoko reaktivnih
slobodnih kiseonicnih radikala (71). Oni mogu uzrokovati lom DNA lanca i mostova,
oStecenje DNA, hromozomske aberacije i oStecenja na formaciji mikronukleusa. Pored
toga, mogu da utiCu i na vretenasti mitoticni aparat i na metilaciju promoter regiona za
tumor supresor gene (81). Takode je pokazano da aktivirgju i inflamatorne Celije koje
doprinose aktivaciji rastucih faktora i matriks metaloproteinaza, Sto sve dalje uzrokuje
disbalans proteaza i antiproteazai destrukciju tkiva (72).

4.5. PUSENJE | OKSIDATIVNI STRES PLUCA

Eksperimetalne studije na animalnim modelima ukazuju da je pasivno pusSenje
povezano sa inflamacijom disajnih puteva slicnih karateristika kao kada je uzrokovano
aktivnim pusenjem (88). Inhaliranje duvanskog dima sa Cesticama, direktno dovodi do
oksidatno posredovanog celijskog oStecenja i aktivacije inflamatornih odgovora u
pluéima (19). On uzrokuje znaCajan oksidativni stres u plu¢ima koji se dalje pojaCava
regrutovanjem i aktivacijom inflamatornih celija, posebno neutrofila i makrofaga koje
stvargju visok nivo RVK, RVA i drugih toksicnih metabolita (slika 6.) (19, 26). Pored
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toga on ushodno reguliSe i redoks senzitivnhe traskripcione faktore u zastitnim
mehanizmima protiv ovih efekata. To ostvaruje promenama u histonskoj
acetilaciji/deacetilaciji, ekspresiji proinflamatornih gena i indukcijom antioksidantnih
gena (19).

Slika 6. Razvoj inflamacije pluca pod uticajem duvanskog dima (Rahman | 2002.)

/
TR
Inhalacioni oksidansi

Duvanski dim.ozon
Cestice

I — N
». . il

k i O {0 Lipid — = B
By S . l'.l;-:li?]gﬂi-c* s |-I-El]ﬁmx}'-!-nnnuml- ;+F}51ﬂbﬂﬂjﬂﬂJE i‘_;;, I:nﬂa.-ma':ija -:f_f
S} s Iele) * Hiri P -isopnosinmes) inflamatomih ke '.II_H'-‘

medijatora 1"\';,-’\\.'“"\&
Epitel

Ushodna regulacija

adhezionih molekula

Slika 7. Razvoj inflamacije pluca pod uticajem duvanskog dima (Rahman | 2002.)

U inflamatornim cCelijama pluca puSaCa utvrdena je i izmenjena aktivnost
antioksidatnih enzima (26). Alveolarni makrofagi koji normalno Zive nekoliko meseci, u
puSackim plu¢ima Zive znaCajno duze imaju i povecanu aktivhost MnSOD, HO-1 i
katalaze (89). TipiCna slika antioksidatnog profila neutrofila kod onih koji puse je
pojaCana apoptoza i visok nivo aktivnosti katalaze a nizak nivo GSH-zavisnih enzima i
skoro nedetektabilna aktivhost TRX i HO-1 (90). U aveolarnom epitelu pusaca
tranzitorno je indukovana veca aktivnost MnSOD koja postgje nishodno regulisana kod
teskog i/ili hroni¢nog izlaganja duvanskom dimu (38).

U kulturi epitelnih Celija, duvanski dim uzrokuje depleciju intracelularnog GSH
sa tranzitornim smanjenjem aktivnosti glukozo-6-fosfataze i GPx, i povecanjem
ekspresije GPX3. Nakon ove inicijalne deplecije GSH dolazi do povecanja njegove
koliCine. Kod ljudi je pokazano da akutno pusenje uzrokuje znaCajan oksidativni stres
koji povecava nivo GSH na povrsini epitelnih Celija a da hroni¢no puSenje povecava

njegov nivo i na povrsini epitelnih Celija i u BAL (91).
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11 CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Utvrditi nivo kotinina u serumu kao specificnog markera pasivnog pusenja, TBARS
supstanci u plazmi i aktivnost superoksid dizmutaze i glutation peroksidaze u eritrocitima

kod dece koja boluju od blage ili umereno teSke perzistetne astme.

2. Utvrditi nivo kotinina u serumu kao specificnog markera pasivnog pusenja, TBARS
supstanci u plazmi i aktivnost superoksid dizmutaze i glutation peroksidaze u eritrocitima

kod zdravih ispitanika deCjeg uzrasta.
3. Andizirati povezanost nivoa TBARS supstanci, aktivhost superoksid dizmutaze i

glutation peroksidaze kod astmatiCara u zavisnosti od nivoa kotinina u serumu i

primenjene kortikosteroidne terapije najmanje mesec dana pre ukljucivanja u ispitivanje.

32



111 NAUCNO-RADNE HIPOTEZE

U ovom istrazivanju su postavljene sledece nau€no-radne hipoteze:

1.Nulta hipoteza

-Povezanost izmedu pasivnog pusSenja i oksidativnog stresa kod dece sa astmom ne
postoji i ne zavis od togadali je dete na kortikosteroidnoj terapiji ili ne, najmanje mesec

dana pre ukljucivanja u ispitivanje. Ako ova povezanost postoji onda je to slucajno.

- Pasivno pusenje i oksidativni stres kod dece obolele od astme nezavisno od toga da li su
naili bez kortikosteroidne terapije ngjmanje mesec dana pre ukljuCivanja u ispitivanje,
nisu povezani sa: polom, uzrastom, porodajnim merama, tipom porodaja, redosledom
rodenja deteta, staroSu porodilje, dojenjem, brojem senzitizacija deteta, pojavom
ekcema, alergijskog rinitisa i vizinga u prvoj godini Zivota deteta, brojem ukucana,
veliCinom stambene povrsine, mestom stanovanja, nainom grejanja stana, prisustva
kuénog ljubimca, brojem popusSenih cigareta u stanu u toku dana, duZinom pusackog
staza majke, puSenjem majke tokom trudnoce, puSenjem oca, edukacijom roditelja,
duzinom radnog vremena majke i atopijskim statusom roditelja. Ukoliko ova povezanost
I postoji, ona je slucajna.

2.Radna hipoteza

-Povezanost izmedu pasivnog puSenja i oksidativnog stresa kod dece sa astmom ne
postoji i ne zavis od toga da li su na kortikosteroidnoj terapiji ili ne, ngjmanje mesec

dana pre ukljucivanja u ispitivanje i ako postoji ona je statisticki znacajna.

-Pasivno pusenje i oksidativni stres kod dece obolele od astme nezavisno od toga da li su
naili bez kortikosteroidne terapije minimalno mesec dana pre ukjucCivanja u ispitivanje,
sa prethodno navedenim potencijalnim rizik faktorima. Ukoliko ova povezanost i postoji,

ona je statistiCki znaCajna.
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IV MATERIJAL | METODI

Istrazivanje je obavljeno na Klinici za Decje interne bolesti u Nisu, Centru za
medicinsku biohemiju Klinickog centra u NiSu i Medicinskom fakultetu u NiSu u periodu
2010. do 2013.godine.

1. GRUPE ISPITANIKA

U istrazivanje je ukljuCeno 110 ispitanika uzrasta od 7 do 18 godina. Roditelji
svih ispitanika obavesteni su o cilju istrazivanja i od njih je dobijena pismena saglasnost.
Svi ispitanici su minimalno mesec dana pre ukljucivanja u istrazivanje bili bez ikakve
infekcije i nisu koristili multivitamiske preparate a dan pre ispitivanja nisu konzumirali Caj.
Ispitanici su podeljeni u Sest grupa u zavisnosti od prisustva astme, izlozenosti duvanskom
dimu potvrdene prisustvom kotinina u serumu i primenjene/neprimenjene kortikosteroidne
terapije mesec dana pre ukljucivanja u ispitivanje. Svaka grupa sa astmom ukljucila je po
20 ispitanika dok su dve kontrolne grupe sa zdravim ispitanicima ukljucile po 15 ispitanika.

Grupe su formirane i obeleZene na sledeci nacin (tabelas.):

Tabela 5. Prikaz ispitanika po grupama.

Grupe Terapija N N Ukupno:
KP
Kontrolna (zdravi pasivni puSaci) 15
grupa
30
KNP
(K)
(zdravi pasivni nepusaci) 15
AP-TH
AP (bez kortikoterapije) 20
40
(Astmaticari pasivni pusaci) AP +TH
Grupa . ..
kortikot 20
astmaticara (nakortikoterapji) 80
ANP-TH
(A)
ANP (bez kortikoterapije) 20
40

(AstmaticCari pasivni nepudaci) ~ ANP+TH

(nakortikoterapiji) 20




Analizaispitivanih grupa je bila sledeca:

Povezanost astme sa oksidativnim stresom nezavisno od  pasivnog puSenja i
kortikoterapije, procenjena je izmedu dece sa astmom i kontrolne grupe.

Povezanost astme i oksidativnog stresa sa pasivnim puSenjem nezavisno od primenjene
terapije procenjena je izmedu grupa AP i ANP.

Povezanost astme i1 oksidativhog stresa sa pasivnim pusenjem a bez uticga
kortikosteroidne terapije, procenjenaje analizom izmedu grupa AP-TH i ANP-TH.
Povezanost astme i oksidativnog stresa sa pasivnim pusenjem i kortikosteroidnom
terapijom, procenjena je analizom izmedu grupa AP+TH i ANP+TH.

Povezanost i potencijalni uticg nekih najcescih rizik faktora narazvoj astmei oksidativni
stres procenjen je u odnosu na prisustvo bolesti, izlozenost duvanskom dimu i primenjenu

terapiju.

2.METODI ISPITIVANJA

2.1. KLINICKA OBRADA PACIJENATA

Postavljanje dijagnoze i Kklasifikacija tezine bolesti pacijenata sa astmom
obavljeno je po preporukama vodic¢a koje su dale GINA i PRACTALL (1, 92) tj. na
osnovu anamnestickih podataka specificnih za astmu, klinickog pregleda i dopunskih
testova.

Dopunski testovi za postavljanje dijagnoze i procenu tezine bolesti obuhvatili su
procenu plucne funkcije i test za procenu atopijskog statusa. Merenjem pluc¢ne funkcije
na elektronskom aparatu Spirovit SP-1 marke Schiller prema preporukama vodica
ATS/ERS 2005. (93), procenjivani su sledeCi parametri: forsirani ekspiratorni volumen u
prvoj sekundi (FEV1), forsirani vitalni kapacitet (FVC), forsirani ekspiratorni volumen u
prvoj sekundi kao procenat vitalnog kapaciteta (FEVL/FVC), i forsirani ekspiratorni
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protok vazduha koji se ostvaruje na nivou 50% forsiranog vitalnog kapaciteta (FEF
50%).

Kod svih ispitanika u trenutku ispitivanja procenjivani su nivo tj. prisustvo
kotinina u serumu, nivo TBARS supstanci u plazmi, aktivnost superoksid dizmutaze
(SOD) i glutation peroksidaze (GPx) u eritrocitima, procenat karboksihemoglobina
(COHb) u serumu, prisustvo lokalne eozinofilne inflamacije u plu¢ima merenjem nivoa
azot monoksida u izdahnutom vazduhu (FeNO) i status sistemskog inflamatornog
odgovora odredivanjem standardnih hematoloskih i biohemijskih markera inflamacije,
krvna slika sa procentom eozinofilai C-reaktivni protein.

Nivo kotinina u serumu odredivan je upotrebom kvalitativnog kompetitivnog
enzim hemiluminiscentnog imunoesgia [komercijalni kit USA DRG Serum Cotinine
Elisa Kit (EIA-3242) proizvodaca RUO DRG International INC., USA] koji sadrzi
poliklonska zeCja kotininska antitela vezana za CaSice. Prva inkubaciona faza testa se
zapocCinje dodavanjem uzoraka (standard i serum), odvija se na sobnoj temperaturi (20-
27°C) i traje 25 minuta. Nakon dodatih uzoraka u reakcione ¢asice, dodatkom biotin
konjugata zapocinje se druga inkubacija u trgjanju od 30 minuta, kada se on vezuje za
prethodno nastali kompleks antigen-antitelo. Nakon inkubacije, Cetiri puta s vrsi ispiranje
sa 350uL pufera za ispiranje, na automatskom ispiracu. Na taj nacin je visak nevezanih
antitela uklonjen u prvoj fazi reakcije. U sledecoj fazi, dodaje se enzim obeleZiva¢ (ren
peroksidaza) koji se vezuje za prethodni kompleks, kada nastge kompleks antigen-
antitelo-enzim i on tada postaje Cetvrti ¢lan ovog kompleksa. Inkubacija tragje 30 minutai
nakon ove faze vrsi se ispiranje (da bi se uklonio nevezan enzim), pa se nakon toga
dodaje hromogen tetrametilbenzidin (TMB) da se veze za enzim peroksidazu i zapoCne
kolor reakcija. Nakon 15 minuta bojena reakcija se prekida sumpornom kiselinom kao
stoperom. Intezitet nastale boje proporcionalan je koncentraciji kotinina i fotometrira na
450nm unutar 15 minuta, kako bi se eliminisale eventualne analitiCke interference.
Merenje absorbance se obavlja na aparatu Microplate rider LKB 5060-006. Nakon
fotometriranja i oCitavanja ekstincije vrsi se izrada standardne krive (uz pomoc Sest
standarda razliCitin koncentracija upotrebljenih u analizi) pa se preko nje vrsi

preraCunavanje uzoraka na poznate koncentracije.
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Svi uzorci, kalibratori i kontrole su testirani u duplikatu. Po uputstvu proizvodaca
pozitivan rezultat ne informiSe o nivou koncentracije nikotina, ve¢ samo ukazuje da
uzorak sadrzi kotinin iznad cut-off nivoa. Obrnuto negativan rezultat ne ukazuje da
kotinin nije prisutan, ve¢ da ne sadrZi nivo kotininaiznad cut-off nivoa. Svaki uzorak sa
absorbancon manjom ili jednakom sa 25ng/mL na kalibratoru smatra se pozitivnim i
obrnuto svaki uzorak sa absorbancom veCom od 25ng/mL na kalibratoru smatra se
negativnim.

U plazmi su odredivani produkti lipidne peroksidacije (TBARS) nakon reakcije sa
tiobarbiturnom kiselinom u 1% puferu ortofosforne kiseline (pH 2,0) i dodavanja 1umol
ferosulfata. Zatim je apsorbancija merena na 535nm na Beckman DU 400
spektrof otometrul.

U eritrocitima su na aparatu Olimpus AU 400 odredivane: aktivnost superoksid
dizmutaze kolorimetrijskim testom sa regensom “Rasond” firme Randox i aktivnost
glutation peroksidaze UV metodom sa “Ransel” reagensom firme Randox.

Azot monoksid u izdahnutom vazduhu (FeNO) je meren single-breath on-line
metodom, putem hemiluminiscentnog analajzera NIOX MINO a vrednost je izrazena u
ppb (parts per bilion). Pri merenju je korisCen vodiC sa preporukama ATS/ERS 2001.
(94).

Nivo karboksi hemoglobina (COHb) u serumu venske krvi odredivan je metodom
spektrofotometrije na aparatu DU-650. Krvna slika odredjivana je na aparatu Act Diff
Coulter, a procenat eozinofila na preparatu perifernog razmaza krvi bojenim po Giemsi.
CRP je meren na aparatu | lab 300.

Senzitizacija na najéeS¢e inhalatorne alergene (grinje, ku¢na praSina, polen trave,
polen korova, polen drveca, bud, dlaka macke i psa) procenjivana je koZnim prik
testiranjem (SPT), aergenima koji su proizvedeni u Institutu za virusologiju i
imunologiju Torlak u Beogradu. Pozitivnim alergo testom na alergen smatrana je pojava
papule veliCine od 3 ili vise mm ili ve¢e od one izazvane fizioloSkim rastvorom kao
negativnom kontrolom.

Podaci o stepenu pasivnog pusenja tj. pusackim navikama u kuci i bolesti deteta
dobijeni su anketiranjem roditelja, a podaci iz neonatalnog i ranog postnatalnog perioda

dobijeni su iz kartona za novorodence koje je izdalo porodiliste gde je dete rodeno.
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U anketnom listu su traZeni sledecCi anamnesticki podaci: pol i uzrast deteta, mesto
stanovanja, veliCina stambene povrsine, veliCina porodice, nacin grejanja, prisustvo
kuénog ljubimca, puSaCke navike roditelja (duzina puSackog staza majke, ukupan broj
popuSenih cigareta u toku dana, puSenje majke tokom trudnoce, pusenje oca), duzina
radnog vremena majke, socioekonomski status porodice, stepen edukacije roditelja,
atopijski status roditelja, redosled rodenja deteta, starost porodilje, duzZina dojenja deteta,
uzrast deteta kada su se javile prva bronhoopstrukcija, atopijski dermatitis i aergijska
kijavica, ucCestalost respiratornih infekcija deteta unazad godinu dana, duzina i vrsta
primenjivane preventivne terapije poslednjih godinu dana. 1z novorodenackog kartona

uzeti su sledecCi podaci: porodajna masa (PM) i prodajna duzina (PD), tip porodaja.

2.2. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Za upisivanje, rangiranje, grupisanje i tabelarno i graficko prikazivanje koriscen
je Excel program iz Microsoft Office 2007 programskog paketa.

StatistiCka analiza je sprovedena koris¢enjem SPSS programa verzije 15.0. U
svim analizama je kao granica statistiCke znaCajnosti podrazumevana greSka procene od
0,05 ili 5%.

NumericCki podaci prikazivani su aritmetickom sredinom (X), standardnom devija
cijom (SD) i medijanom (Me), a poredenje vrednosti izmedu grupa ispitanika vrseno je
Studentovim t-testom nezavisnih uzoraka ili Mann-Whitney U testom, a izbor testa je
zavisio od rezultata Shapiro-Wilk testa, odnosno od normalnosti raspodele numerickih
parametara poredenih grupa.

Pored toga, prikazivani su i frekvencija i procenat zastupljenosti parametara
atributivnih obelezja. Poredenje zastupljenosti pojedinih kategorija atributivnih obelezja
izmedu grupa vrSeno je Mantel-Hencelovim Hi kvadrat testom (Mantel-Haenszel Chi
sguare test), adat jei OR uz vrednost 95% indeksa poverenja (Cl - confidence interval).
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V REZULTATI

1. DEMOGRAFSK| PODACI ISPITANIKA | PROCENA PASIVNOG PUSENJA

Dobijeni rezultati istrazivanja svih ispitanika de€jeg uzrasta prvo su prikazani kroz osnovne

demografske karakteristike ispitivanih grupa (tabela 6.).

Izmedu svih poredenih grupa ne postoje statisticki znacajne razlike sledecih ispitanih

demografskih podataka: pol, srednji uzrast, telesna masa i visina, mesto stanovanja, nacin

grejanja i broj popusenih cigareta od strane roditelja u toku dana. Izmedu poredenih grupa sa

astmom nije nadena statisticki znaCajna razlika u tezini bolesti, a kod onih koji su na terapiji,

nema znaCajne razlike u primenjenoj dozi inhalatornih kortikosteroida, izrazenoj u vidu

ekvipotentne doze beklometazona. Svi dobijeni rezultati ukazuju na koheretnost ispitivanih

grupa.
Tabela 6. Demogr afski podaci ispitivanih grupa
A K KNP KP ANP-TH ANP+TH AP-TH AP+TH
n=80 n=30 n=20 n=20 n=20 n=20 n=20 n=20
Pol 48/32 15/15 8/7 14/6 8/12 13/7 13/7
(M/2)
Uzrast 11,32+3,05 12,15+3,05 11,2+3,7 13,1+2,4 10,9£3,0 11,4+2,8 11,2+2,7 11,8+3,7
(god.)
TV 150,26+21,4 | 155,06+15,2 149,53+15,3 160,60+£15,23 149,65+18,7 148,20+£15,30 149,75+18,7 153,45+18,2
(cm)
™ 44,5+17,88 47,36+14,39 | 40,33+12,03 | 54,40+16,76 44,05+£18,01 | 41,55+14,16 43,95+18,14 | 48,45+21,14
(kg)
Selo/grad 36/43 14/16 718 718 10/10 11/9 8/12 7/13
(%) (45/55) (46,65/53,45) | (46,7/53,3) (46,7/53,3) (50/50) (55/45) (40/60) (35/65)
Doza 158,52+38,7 158,50+87,72 158,75+44,6
inhalatornog
kortikosteroida
ekvipotentna
beklometazonu
(Hg/24h)
TeZina bolesti 49/31 15/5 14/6 13/7 12/8
lakaili (61,2/38,7) (75/25) (70/30) (65/35) (60/40)
umerena
(%)
Grglanje 52/28 21/9 10/5 11/4 15/5 13/7 13/7 11/9
drvalugalj (65/35) (70/30) (66,6/33,3) (73,34/26,66) (75/25) (65/35) (65/35) (55/45)
/ostalo
(%)
Broj popudenih | 25,85+12,11 27,33+13,65 25,61+10,73 | 24,75£11,97
cigareta/24h
od
strane
roditelja
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Kod svih ispitanika je odredivanjem nivoa kotinina u serumu su provereni dobijeni
heteroanamnesticki podaci za izloZzenost duvanskom dimu. Na osnovu 100% slaganja
heteroanamnestiCkih podataka i serumskog nivoa kotinina za pozitivno/negativno izlaganje
duvanskom dimu, precizno su formirane grupe ispitanika. Treba naglasiti da je u ispitivanju
koris¢en kvalitativan test koji ima 100% senzitivnost i specifiCnost za kotinin i sigurno
potvrduje/iskljucuje izloZzenost duvanskom dimu ali ne precizira kvantitativnu vrednost
kotinina u uzorku. Na tabeli 7. su prikazane srednje vrednosti apsorbance za kotinin u

ispitivanim grupama.

Tabela 7. Nivo apsorbance kotinina u serumu ispitanika.

Kotinin (ng/ml) | N | Sr.vr.+SD Medijana | Min. - Maks.
A 80 | 33,67+26,45 24,50 1,50-94,50
K 30 | 34,07+33,34 19,20 1,10-100,50
AP 40 | 11,94+ 6,52 11,85 1,50-24,00
ANP 40 | 55,41+20,14 50,75 25,00-94,50
KP 15| 7,9845,78 5,90 1,10-18,20
KNP 15| 60,16+28,48 65,90 20,20-100,50
AP-TH 20 | 8,07+5,87 6,60 1,50-21,20
ANP-TH 20 | 49,61+17,85 47,75 25,00-83,70
AP+TH 20 | 15,82+4,61 15,60 5,10-24,00
ANP+TH 20 | 61,21+21,05 60,60 28,70-94,50

U istrazivanju je za procenu izlozenosti duvanskom dimu kao dopunski
kvantitativni parametar koris¢en nivo COHb u venskoj krvi. Ovo ispitivanje je pokazalo da
astmatiCari imaju statisticki znacajno visu vrednost COHb u odnosu na kontrolu (p< 0,001) i
da su viSe izlozeni ugljen monoksidu od zdrave dece, a da astmatiCari pasivni pusaci iako
imaju visu vrednost COHb u odnosu na one koji to nisu, ona nije statistiCki znaCajna.
Medutim, zdrava deca izloZena duvanskom dimu u odnosu nha one koja to nisu, pokazano je

daimaju znacajno visu vrednost COHb (p< 0,001) (grafikon 1.).
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Qrafikon 1. Vrednost karboksihemoglobina u serumu ispitanika * p<0,001
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Vrednost COHb u venskoj krvi u grupi astmatiCara bez kortikosteroidne terapije,
iako je niZza kod pasivnih puSaca u odnosu na one koji nisu pasivni pusaci, razlika nije
statistiCki znaCajna. U grupi astmatiCara koji su na kortikoterapiji dobijena je visa vrednost
COHb kod onih koji su pasivni puSaCi u odnosu na one koji to nisu, koja takode nije
statistiCki znaCajna. Ovakvi rezultati ne ukazuju da postoji znacajna veza izmedu COHb,

pasivnog pusenja i terapijskog rezima (tabela 8.).

Tabela 8. Vrednost karboksihemoglobina u serumu ispitanika u odnosu na
terapijski rezim.

COHb (%) N | Sr.vr.£SD Medijana | Min. - Maks.

AP-TH 20| 2,95+0,92 2,74 1,36-5,41

ANP-TH 20 | 3,01 +0,89 3,05 1,54-4,64

AP+TH 20 | 4,10+1,26 3,98 1,71-5,98

ANP+TH 20| 3,49t1,01 3,50 1,81-5,39

2. PROCENA EFEKATA ASTME | PASIVNOG PUSENJA NA OKSIDATIVNI
STRES

1. Procena efekta astme na ispitivane parametre oksidativnog stresa vrsena je
analizom dobijenih podataka izmedu grupa A i K.

2. Procena mogucéeg dopunskog efekta pasivnog pusenja kod astme na ispitivane
parametre oksidativnog stresa vrsena je analizom dobijenih podataka izmedu grupa
APi ANP.
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3. Procena moguceg izolovanog efekta pasivnog pusenja kod zdrave dece na
ispitivane parametre oksidativnog stresa, vrsena je analizom dobijenih podataka

izmedu grupa KP i KNP

Da bi smo procenili postojanje oksidativhog stresa, po mnogima vaznog
mehanizma za nastanak, odrZavanje i egzarcebaciju inflamacije disgnih puteva u astmi,
odredivali smo nivo lipidne peroksidacije merenjem TBARS u serumu. Izmerenaje visa
vrednost TBARS kod astmati¢ara u odnosu na kontrolu i to statistiCki znaCajno (p <
0,001). U grupi gde su astmatiCari, pasivni pusaci su pokazali visu vrednost TBARS u
serumu u odnosu na one koji to nisu, ai ona nije bila statisticki znacajna. Zdravi pasivni
pusaci u odnosu na one koji to nisu, takode su pokazali viSu vrednost TBARS, ali bez

statistiCke znaCajnosti (grafikon 2.).

Grafikon 2. Vrednost TBARS u serumu ispitanika * p<0,001
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Nakon procene oksidativnog stresa, izvrSeno je ispitivanje antioksidatnog
odgovora prema slobodnim radikalima kod nasih ispitanika. U tom cilju odredivana je
aktivnost antioksidatnih enzima SOD i GPx.

Ispitivanje antioksidativnog statusa merenjem aktivnosti SOD u eritrocitima,
pokazalo je nizu aktivnost SOD kod astmatiCara u odnosu na kontrolu, ai bez statistiCke
znaCajnosti. U grupi gde su astmaticCari pasivni pusaci, dobijena je znacajno niza aktivnost
SOD u eritrocitima u odnosu na one koji to nisu (p< 0,001). Kod zdrave dece, pasivni pusaci
imaju diskretno niZu aktivnost SOD u eritrocitma, ali bez statisticke znacajnosti. Dobijeni
rezultati pokazuju da je pasivno puSenje kod obolelih od astme dodatni faktor za nizu
aktivnost SOD u eritrocitima (grafikon 3.).
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Grafikon 3. Aktivnost superoksid dizmutaze u erotrocitina ispitanika

* p<0,001
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Procena aktivnosti GPx neophodnog za reakciju redukcije vodonik peroksida u

prisustvu redukovanog glutationa u eritrocitima, pokazala je nizu aktivnost GPx kod

astmatiCara u odnosu na kontrolu i to zna€ajno (p < 0,01). Astmaticari koji su pasivni pusaci

takode su pokazali znacajno nizu aktivnost GPx u eritrocitima, u odnosu na one koji to nisu

(p< 0,001). Kod zdrave dece, iako su pasivni puSaci pokazali nizu aktivnost GPx, ta razlika

nije znacajna u odnosu na one Kkoji nisu izlozeni duvanskom dimu (grafikon 4.).

Garfikon 4. Aktivnost glutation peroksidaze u eritroditima ispitanika~ * P<0,001
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U daljem ispitivanju procenjivani su intezitet i ponaSanje sistemske i lokalne

inflamacije i status plucne plu¢ne funkcije pod uticajem pasivnog pusenja i kortikosteroidne

terapije kod astmatiara u odnosu na zdravu decu. Sistemska inflamacija procenjivana je
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merenjem vrednosti CRP u serumu, odredivanjem broja leukocita i procenta eozinofila u
perifernoj krvi. Lokalna eozinofilna inflamacija disgnih puteva, koja je u isto vreme i
indirektan marker oksidativnog stresa uzrokovan RVA, odredivana je nivoom NO u
izdahnutom vazduhu. Pluéna funkcija je sagledavana merenjem FEV 1, FEV1/FVCi FEFs0.

Kod astmatiCara se u odnosu na kontrolu, ispitivanje sistemske inflamacije
merenjem CRP nije pokazalo statisticki znaCajno. U grupi gde su samo astmaticari i u grupi
gde su samo zdravi ispitanici, pasivni puSaci su pokazali visu vrednost CRP u odnosu na one
koji to nisu, ali bez statisticke znaCajnosti. Dobijeni rezultati pokazuju da sistemska
inflamacija nije znacajno veca kod bolesnih u odnosu na zdrave, i nije pod uticajem pasivnog

pusenja kod nasih obolelih i zdravih ispitanika (tabela 9.).

Tabela 9. Vrednost C-reaktivnog proteina u serumu ispitanika.
CRP N | Sr.vr.+#SD | Medijana | Min. - Maks.
(mg/L)

A 80 | 2,67+1,68 2,49 0,20-9,09

K 30 | 2,40+1,49 1,90 0,50-5,13

AP 40 | 2,68+1,77 2,47 0,30-9,09
ANP 40 | 2,66x1,60 2,53 0,20-5,10

KP 15| 2,31+£1,45 1,80 0,63-5,03

KNP 15 | 2,50+£1,57 2,69 0,50-5,13

Ukupan broj leukocita u krvi u proceni eventualne stimulacije sistemske
inflamacije u odgovoru na brojne inflamatorne medijatore, pokazao je vecu vrednost kod
astmatiCara u odnosu na zdrave, ali bez statisticke znaCajnosti. Astmaticari pasivni pusaci su
takode pokazali statistiCki neznacajan veci broj leukocita u krvi u odnosu na one koji to nisu.
Medutim zdrava deca, izlozena duvanskom dimu u odnosu na one koji to nisu imau
statistiCki znacajno veci broj leukocita u krvi u odnosu na one koji to nisu (p< 0,05) (grafikon
5.). Pokazalo se na osnovu dobijenih rezltata da je uticaj pasivnog puSenja na sistemsku

inflamaciju znacajan samo kod zdravih individua.



Grafikon 5. Broj leukocita kod ispitanika * p<0,05
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Procenat eozinofilnih celija bele loze u perifernoj krvi, odredivan je u cilju
procene stimulacije alergijskog odgovora tj. sistemske eozinofilne inflamacije. Pokazalo se
da je on kod astmatiCara u odnosu na kontrolu veci, i to statistiCki znacajno (p < 0,001). U
grupama gde su astmaticari ili zdrava deca, pasivni puSaci imaju veci procenat eozinofila u
odnosu na one koji to nisu, ali bez statistiCke znaCajnosti. Rezultati za ovg parametar

inflamacije pokazuju vezu samo sa astmom ali ne i sa pasivnim puSenjem (grafikon 6.).

Grafikon 6. Procenat eozinofila kod ispitanika * p<0,001
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Kod astmatiCara u odnosu na kontrolu dobijena je visa vrednost FeNO i to
statisticki znaCajno (p < 0,001). U grupi astmaticara, pasivni puSaci u odnosu na one koji to
nisu imaju nizu vrednost FeNO, ali statisticki neznaCajno. | zdrava deca koja su pasivni
pusaCi u odnosu na one koji to nisu, imgu statistiCki neznaCajnu nizu vrednost FeNO.
Rezultati ukazuju da kod astmatiCara u odnosu na zdrave postoji znaCajno veca lokalna
eozinofilna inflamacija, pa i oksidativni stres u pluima uzrokovan RVA ai bez znaCajnog

dodatnog uticaja pasivnog pusenja (grafikon 7.).

Grafikon 7. Vrednost azot monoksida u izdahnutom vazduhu kod ispitanika. x p<p,001
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Izmerena vrednost FEV; pokazala je znaCajan trend pada vrednosti kod
astmatiCara u odnosu na kontrolu (p < 0,001), iako su dobijene vrednosti bile u referentnim
vrednostima. U grupi gde su astmatiCari pasivni pusaci, takode je izmerena niza vrednost
FEV; ai onanije statisticki znaCajna. | kod zdravih ispitanika pasivni puSaci imaju statisticki
neznacajno nizu vrednost FEV;. Ovaj parametar pluéne funkcije potvrdio je vezu sa astmom

i ne podleZe uticaju pasivnog pusenja (grafikon 8.).
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Grafikon 8. Vrednost FEV; kod ispitanika * p<0,001
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U naSem ispitivanju se pokazalo da je niza vrednost FEV./FVC kod
astmatiCara u odnosu na zdrave i to statisticki znacajno (p < 0,001). U grupama gde su samo
oboleli ili zdravi dobijena je niZa vrednost FEV1/FVC za pasivne puSafe u odnosu na one
koji to nisu ali statisticki neznacajno (grafikon 9.). Uticaj pasivnog pusenja nije pokazan ni za

ovaj parametar pluc¢ne funkcije.

Grafikon 9. Vrednost FEVY/FVC kod ispitanika * p<0,001
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Efekat pasivnog pusenja na funkciju malih disajnih puteva procenjen je merenjem
FEFs09, . Ovaj parametar pluéne funkcije je kod astmati¢ara u odnosu na kontrolu statisticki
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znacajno nizi (p < 0,001). U grupama gde su samo astmaticari ili zdravi pasivni pusaci,
takode se beleZe nize vrednost FEFspy, U odnosu na one koji to nisu ali bez statistiCke
znaCajnosti. | ovaj parametar plu¢ne funkcije podleze uticaju bolesti dok efekat pasivnog

pusenja na njega izostaje (grafikon 10.).

Grafikon 10. Vrednost FEFS0y, kod ispitanika * p<0,001
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3. PROCENA EFEKATA PASIVNOG PUSENJA NA OKSIDATIVNI STRES
KOD ASTME U ZAVISNOST| OD TERAPIJSKOG REZIMA

1. Procena efekta pasivnog pusenja na ispitivane parametre oksidativnog stresa kod
astme bez uticaja kortikoterapije vrsena je analizom dobijenih izmedu grupa AP-
TH i ANP-TH.

2. Procena efekta pasivnog puSenja i kortikoterapije na ispitivane parametre
oksidativnog stresa u astmi vrsena je analizom dobijenih podataka izmedu grupa
AP+TH i ANP+TH.

Kod astmatiCara pasivnih puSaCa bez terapije u odnosu na one koji to nisu,
vrednost TBARS u serumu je veca ali bez statistiCke znacCajnosti. Kod astmaticara na
kortikoterapiji, iako postoji lak trend porasta vrednosti TBARS kod pasivnih pusaca u
odnosu na one koji to nisu, on je statistiCki neznaCajan. Rezultati su ukazali da je
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oksidativni stres nesto veci kod ispitanika koji su pasivni pusaci, on ipak nije znacajno

razlicit kod pacijenata u odnosu na terapijski rezim (tabela 10.).

Tabela 10. Vrednost TBARS u serumu ispitanika u odnosu na terapijski rezim.
TBARS N |[Sr.vr.+SD | Medijana | Min. - Maks,
(umol/L)

AP-TH 20 | 4,56+1,50 4,06 2,23-7,39

ANP-TH 20 | 411+3,16 2,34 0,76-11,19
AP+TH 20 | 3,92+0,99 4,04 2,19-5,66

ANP+TH 20 | 3,76+2,45 3,25 0,96-11,43

Aktivnost SOD u eritrocima kao parametra antioksidantnog statusa kod astme, je
u grupi astmaticara koji su pasivni pusaci bez terapije niza i to statisticki znaCajno (p< 0,05)
u odnosu na one koji nisu izlozeni duvanskom dimu. Kod astmatiCara koji su na
kortikoterapiji, postoji takode niZa aktivnost SOD u eritrocitima kod pasivnih puSaca adi je

ona bez statistiCke znaCajnosti u odnosu na one koji to nisu (grafikonl1.).

Grafikon 11. Aktivnost superoksid dizmutaze u eritrocitima u odnosu na terapijski
rezim
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Aktivnost GPx u eritrocitima kod astmatiCara bez terapije, je veca kod pasivnih
pusaca u odnosu na one Kkoji to nisu, ai ta razlika nije statistiCki znacajna. Analiza istog
antioksidativnog parametra kod astmatiCara koji su pasivni pusaci i na kortikoterapiji, pokazuje
statistiCki znacajno nizu aktivnost GPx u eritrocitima (p< 0,01) u odnosu na one koji su na

kortikoterapiji a izlozeni duvanskom dimu (grafikon 12.)
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Grafikon 12. Aktivnost glutation peroksidaze u eritrocitima u odnosu na terapijsi
rezim
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Vrednost CRP kod astmatiCara bez terapije, je viSi kod onih koji nisu pasivni
pusaci u odnosu na one koji to jesu, ali ta razlika nije statistiCki znacajna. Kod astmaticara koji
su na kortikoterapiji u odnosu na one koji to nisu, takode je izmerena visa vrednost CRP kod
pasivnih pusaCa, ali bez statistiCke znaCajnosti. Nije nadena povezanost kod obolelih od astme
za CRP, pasivno pusenje i kortikosteroidnu terapiju (tabela11.).

Tabela 11. Vrednost C-reaktivnog proteina u serumu ispitanika u odnosu na
terapijski rezim.

CRP N | Sr.vr.+SD | Medijana | Min. - Maks.

(mg/L)

AP-TH 20 | 2,56+1,61 2,30 0,30-5,00

ANP-TH | 20| 2,71+1,68 2,15 0,29-5,00

AP+TH 20 | 2,79+1,95 2,80 0,35-9,09

ANP+TH | 20 | 2,61+1,56 2,69 0,20-5,10

Ukupan broj leukocita u krvi u grupi astmaticara bez terapije, pokazao je veCi
vrednost u odnosu na one koji nisu pasivni pusacCi, ali bez statisticke znacajnosti. Kod
astmatiCara koji su na kortikoterapiji, takode postoji veci broj leukocita ali bez statistiCke
znaCajnosti kod pasivnih pusata u odnosu na one koji to nisu. Sistemska inflamacija
procenjena ukupnim brojem leukocita u krvi nije pokazala povezanost sa pasivnim pusenjem
i kortikosteroidnom terapijom kod obolelih od astme (tabela 12.).
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Tabela 12. Broj leukocita kod ispitanika u odnosu na terapijski rezim.
Le(G/L) |N | Sr.vr.xSD | Medijana | Min. - Maks.

AP-TH 20 | 8,48+2,12 8,65 5,20-11,80

ANP-TH | 20| 7,61+191 7,00 4,60-11,90

AP+TH 20 | 8,45+2,26 8,10 5,20-14,00

ANP+TH | 20| 840+1,90 | 8,25 4,70-11,80

Sistemska eozinofilna inflamacija tj. procenat eozinofila u perifernoj krvi kod
astmatiCara bez terapije a izloZzenim duvanskom dimu, je statisticki neznacajno veci u odnosu
na one koji nisu pasivni pusaci. Kod astmaticara na kortikoterapiji, procenat eozinofila kod
pasivnih pusacaiako vec¢i u odnosu na one koji to nisu, on nije statisticki znacajan. Sistemska
eozinofilna inflamacija kod astmatiCara nije u vezi sa pasivnim pusenjem i kortikoterapijom
(tabela 13.).

Tabela 13. Procenat eozinofila kod ispitanika u odnosu na terapijski rezim.

Eo (%) N | Sr.vr.£SD Medijana | Min. - Maks.

AP-TH 20 5,45+5,91 3.00 0.00-24,00

ANP-TH | 20 | 3,85+4,13 3.50 0.00-16,00

KP+TH |20 4,05+3,17 4.00 0.00-10,00

KNP+TH | 20 | 3,95+5,06 1.00 0.00-18,00

Eozinofilna inflamacija pluca ili lokani oksidativni stres uzrokovan RVA,

procenjen merenjem FeNO ima trend pada kod pasivnih pusaca u odnosu na one koji to nisu,
ali bez statistiCke znaCajnosti. Astmaticari na kortikoterapiji izloZeni duvanskom dimu takode
pokazuju opadajuci trend vrednosti FeENO u odnosu na one koji to nisu, ai je i on bez
statistiCke znaCajnosti. Ispitivanje pokazuje da nema znacajne povezanosti nivoa FeENO kod
obolelih od astme sa pasivnim pusenjem i kortikosteroidnom terapijom (tabela 14.).

Tabela 14. Vrednost azot monoksida u izdahnutom vazduhu kod ispitanika u
odnosu na terapijski rezim.

FeNO (ppb) | N | Sr.vr.£SD Medijana | Min. - Maks.
AP-TH 20| 51,75+24,85 55,00 21,00-111,00
ANP-TH 20 | 64,05+39,27 54,00 13,00-189,00
AP+TH 20 | 30,60+14,76 26,00 11,00-58,00
ANP+TH 20 | 40,55+28,01 31,00 9,00-124,00
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Efekat pasivnog puSenja na pluénu funkciju astmatiCara u odnosu na
kortikoterapiju pokazao je sledecCe rezultate.

Za FEV1 u grupi astmatiCara bez terapije, nadena je niza vrednost kod pasivnih
pusaca u odnosu na one koji to nisu, ai bez statistiCke znaCajnosti. U grupi astmatiCara koji
su na kortikoterapiji iako postoji visa vrednost FEV; kod pasivnih pu$aa u odnosu na one
koji to nisu, ona nije statistiCki znacajna (tabela 15.). Dobijeni rezultati ne ukazuju na

povezanost FEV; kod astmatiCara sa pasivnim pusSenjem u odnosu na kortikoterapiju.

Tabela 15. Vrednost FEV 1 kod ispitanika u odnosu na terapijski rezim.
FEV1(%) [N | Sr.vr.+SD Medijana | Min. — Maks.
AP-TH 20 | 92,90+13,28 94,50 66,00-131,00
ANP-TH 20 96,85+14,42 93,00 75,00-128,00
AP+TH 20 93,05+15,75 95,00 62,00-122,00
ANP+TH 20 91,50+11,07 89,00 69,00-116,00

U grupi astmatiCara bez terapije, izmerena je statisticki neznacajno niza vrednost
FEV1/FVC kod pasivnih pusata u odnosu na one koji to nisu. Kod astmatiCara na
kortikoterapiji izmerena je takode statistiCki ne znacajno visa vrednost FEV,/FVC kod onih
koji su pasivni puSaCi u odnosu na one koji to nisu. Pasivno puSenje u odnosu na
kortikoterapiju kod astmatiCara nije pokazalo znaCajnu povezanost sa ovim parametrom

plucne funkcije (tabela 16.).

Tabela 16. Vrednost FEV 1/FVC kod ispitanika u odnosu na terapijski rezim.

FEVUFVC (%) | N | Sr.vr.+SD Medijana | Min. - Maks.
AP-TH 20| 98,35+577 | 97,00 89,00-111,00
ANP-TH 20| 99,40+10,77 | 101,00 | 67,00-114,00
AP+TH 20 | 98,80+8,13 99,00 82,00-115,00
ANP+TH 20| 9845t741 | 100,00 | 8500-109,00

Procenjena funckija malih disgjnih puteva tj. FEFsq, kod astmatiCara bez i na
kortikoterapiji, pokazala je nizu statistiCki ne znaCajnu vrednost kod pasivnih puSaCa, u
odnosu na one koji to nisu. | za ovg parametar se kod astmatiCara ne belezi povezanost sa

pasivnim puSenjem u odnosu na kortikoterapiju (tabela 17.).
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Tabela 17. Vrednost FEFs0% kod ispitanika u odnosu na terapijski rezim.

FEFs50% (%) | N | Sr.vr.+SD Medijana | Min. - Maks.
AP-TH 20| 70,30+16,04 | 69,50 47,00-106,00
ANP-TH 20 | 77,65+23,19 72,00 41,00-137,00
AP+TH 20 | 69,70+18,67 65,00 40,00-103,00
ANP+TH 20 | 72,35+15,26 73,00 52,00-105,00

4. PROCENA POVEZANOSTI | UTICAJA DOPUNSKIH FAKTORA RIZIKA NA
RAZVOJ ASTME, ZAVISNO OD PASIVNOG PUSENJA | TERAPIJSKOG
REZIMA

1. Procena povezanosti dopunskih faktora rizika (pol, uzrast, porodajne mere, tip
porodaja, redosled rodenja deteta, starost porodilje, dojenje, broj senzibilizacija deteta,
pojava ekcema, alergijskog rinitisa i vizinga, broj ukucana, veli¢ina stambene povrsine,
mesto stanovanja, nacin grejanja stana, prisustvo kuénog ljubimca, broj popusenih
cigareta u stanu u toku dana, duzina pusackog staza majke, pusenje majke tokom
trudnoce, pusenje oca, edukacija roditelja, duzina radnog vremena majke, atopijski
status roditelja) sa astmom u odnosu na kontrolnu zdravu grupu dece, pasivno pusenje
I terapisjki rezim vrsena je analizom podataka izmedu grupa: Ai K, AP i ANP, kao i
A+TH 1 A-TH.

2. Procena uticaja istih dopunskih faktora rizika na razvoj astme zavisno od pasivnog
pusenja i terapijskog rezima, vrsena je analizom podataka izmedu grupa AP i ANP kao
i A+TH i1 A-TH.

Procena povezanosti dopunskih faktora rizika sa astmom u odnosu na kontrolnu
grupu, pokazala je statisticku znaCajnost kod astmaticara za veci broj senzitizacija (p<0,001),
pojavu ekcema (p<0,001), alergijskog rinitisa (p<0,001) i vizinga (p<0,001), Sto je potvrdilo
njihov doprinos u etiopatogenezi ove bolesti (tabela. 18.).

Procena povezanosti dopunskih faktora sa astmom u odnosu na pasivno pusenje,
pokazala je statistiCki znaCajnu povezanost kod dece sa astmom koja su pasivni pusaci, za
nizi stepen edukacije majki (p<0,01) i krate radno vreme make (p<0,01) uz prisustvo
puSaca u kuéi, veéi broj dnevno popusenih cigareta u kuci, veci broj dnevno popuSenih
cigareta od strane majke, ve¢u duzinu pusackog staza majke (p<0,001). Deca iz ANP grupe
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pokazalo se da znaCajno viSe Zive u stanovima vece povrsine (p<0,05) (tababela 19.).

Procena povezanosti dopunskih faktora rizika sa astmom u odnosu na terapijski
rezim, pokazala je da su astmatiCari bez kortikosteroidne terapije, statisticki zna¢ajno vece
porodajne mase (p<0,01) i duzine na rodenju (p<0,05), dok je srednji broj senzitizacija
statistiCki znaCajno veCi u grupi kod astmatiara na kortikosteroidnoj terapiji (p<0,05)
(tababela 20.).

Na osnovu prikaza frekvencija i procenta zastupljenosti dopunskih atributivnih faktora
rizika i uticga na razvoj astme zavisno od pasivnog pusenja, pokazalo se da je u grupi AP
statistiCki znacajno viSe dece koja su prvorodena (p<0,05), a da je pojava ekcema u prvoj
godini Zivota statistiCki znacajno veca u ANP grupi (p<0,05). Pored toga u porodicama
roditelja puSaca, prvorodena deca imaju 2,85 puta veéu verovatno¢u da dobiju astmu (tabela
21.).

Na osnovu prikaza frekvencija i procenta zastupljenosti dopunskih atributivnih faktora
rizika i njihovih mogucih uticaja na razvoj astme, zavisno od terapijskog rezima, pokazalo se
daje senzitizacijanatri i viSe alergena, statisticki znacajno ¢eS¢au grupi A+TH (p<0,01) i da
ta deca imaju 4,33 puta ¢eS¢e verovatnocu da imaju astmu koja zahteva kortikosteroidnu
preventivnu terapiju (tabela 22.).



Tabela 18. Procena povezanosti dopunskih faktora sa astmom u odnosu na kontrolnu grupu

A (80) Kontrola  (30) Ukupno (110)
X+ SD Me X+ SD Me X+ SD Me

PM (g) 3467,88+ 43942 34500 330033t 506,38 34750 AN18+ 46237 34500
PD (cm) 52,19+ 1,90 520 52,10+ 244 52,0 52,16+ 2,05 52,0
Srednji
broj *
senzibilizacija 2,79+ 169 20 000+ 0,00 00 2,03 1,90 20
Duzina
dojenja
(meseci) 748+ 6,09 60 717+ 8,00 55 7,39+ 6,63 6,0
Vreme
pojave *
ekcema (meseci) 10,34+ 22,94 00 000 0,00 0,0 7,52+ 2007 00
Vreme
pojave
alergiskekijavice *
(meseci) 46,20+ 44,08 360 0,00+ 0,00 0,0 33,60+ 4285 00
Vreme
pojave *
vizinga (meseci) 42,76+ 38,29 360 4,90+ 1058 00 32,44+ 3714 240
Starost
porodilje (godine) 26,34+ 4,65 250 26,14+ 5,26 250 26,28+ 4,79 250
Ukupan
broj ukucana 4,36+ 1,07 40 423t 101 40 4,33+ 105 40
Povrsina
stana (m?) 80,83+ 30,71 800 8303t 3067 800 8143+ 3057 800
Broj pusata
u kuci 0,73+ 0,83 05 080t 0,92 05 0,75+ 0,85 05
Broj popusenih
cigareta
za 24h u kuci 1293+ 1554 30 1433+ 175 60 1331+ 1604 30
Broj popusenih
cigareta majke
za 24h u kugi 4,84+ 7,55 00 377+ 715 0,0 4,55+ 743 0,0
Duzina puSackog
staZza majke
(godine) 4,65+ 6,99 00 483t 787 0,0 4,70+ 721 0,0
Stepen
edukacije majke
(broj godina) 12,03+ 1,49 120 1157+ 2,06 12,0 11,90+ 167 12,0
Stepen
edukacije oca
(broj godina) 11,68+ 195 120 1127+ 1,9 120 11,56+ 19 120
Radno
vreme majke
(broj sati dnevno) 4,03+ 4,37 00 383 433 0,0 397+ 434 0,0
Radno
vreme oca
(broj sati dnevno) 6,23 4,32 80 747+ 417 80 6,56+ 429 80

Muski pol 26,16+ 4,92 250 2687+ 4,00 26,0 26,38+ 4,61 250

Zenski pol 26,46+ 451 260 2536+ 6,40 235 26,21+ 4,96 250
* . p<0,001
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Tabela 19. Povezanosti dopunskih faktora sa astmom u odnosu na pasivno pusenje

AP (40) ANP (40) Ukupno (80)
X+ SD Me X+ SD Me X+ SD Me

PM
(9) 342950+ 347,71 34250 350625+ 516,92 35750 3467,88t 439,42 3450,0
PD
(cm) 52,25+ 153 520 52,13+ 2,23 52,0 52,19+ 190 520
Srednji broj
senzibilizacija 2,83+ 181 2,0 2,75+ 1,58 2,0 2,79+ 169 20
DuZina
Dojenja
(meseci) 6,80+ 5,83 6,0 8,15+ 6,35 6,0 7,48+ 6,09 6,0
Vreme
pojave ekcema
(meseci) 11,00+ 24,88 0,5 9,68+ 21,12 0,0 10,34+ 2294 00
Vreme
pojave alergijske
kijavice
(meseci) 39,60+ 40,60 240 52,80+ 46,89 540 46,20+ 44,08 36,0
Vreme
pojave vizinga
(meseci) 39,80+ 36,56 30,0 4573t 40,19 36,0 42,76+ 38,29 36,0
Starost
Porodilje (godine) 26,35+ 4,58 260 26,33t 4,77 25,0 26,34+ 465 250
Ukupan
broj ukucana 4,28+ 0,96 4,0 4,45+ 1,18 4,0 4,36+ 1,07 40
PovrSina "
Stana (m?) 73,05+ 23,93 700 88,60+ 34,84 80,0 80,83+ 30,71 80,0
Broj —_—
pusaca u kuci 1,45+ 0,55 1,0 0,00+ 0,00 0,0 0,73t 083 05
Broj popusenih
cigareta za 24h ok
u kuci 25,85+ 12,11 200 0,00+ 0,00 0,0 12,93+ 1554 30
Broj popusenih
cigareta .
majke za 24h 9,68+ 8,21 10,0 0,00t 0,00 0,0 4,84+ 755 00
Duzina
PuSackog
staza majke -
(godine) 9,30+ 7,40 10,0 0,00t 0,00 0,0 4,65+ 69 00
Stepen
edukacije majke ok
(godine) 11,60+ 1,46 12,0 12,45+ 1,41 12,0 12,03+ 1,49 12,0
Stepen
edukacije oca
(godine) 11,53+ 2,31 12,0 11,83+ 1,52 12,0 11,68+ 1,95 12,0
Radno
vreme majke ok
(broj sati dnevno) 2,65+ 3,93 0,0 5,40+ 4,40 8,0 4,03+ 4,37 0,0
Radno
vreme oca
(broj sati dnevno) 6,50+ 3,99 8,0 5,95+ 4,65 8,0 6,23+ 4,32 8,0

Muski pol 26,54+ 4,53 260 26,36+ 4,58 255 26,46+ 451 26,0

Zenski pol 26,00+ 4,84 250 26,28+ 5,12 25,0 26,16+ 492 250
* . p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001
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Tabela 20. Povezanosti dopunskih faktora sa astmom u odnosu na terapijski rezim

A+TH
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Ukupno
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X+

SD

Me

X+

SD

X+

Me

PM
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Broj

senzibilizacija
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cigareta

za 24h u kudi

Broj popusenih

cigareta majke

za 24h u kudi

Duzina

puSackog

staza majke

(godine)

Stepen

edukacije majke

(godine)

Stepen

edukacije oca

(godine)

Radno

vreme majke

(broj sati dnevno)

Radno

vreme oca

(broj sati dnevno)
Muski pol
Zenski pol

3338,00+

51,68+

3,30+

6,90+

7,35+

0,05+

0,35+
27,13+
4,35+
77,23+

0,70+

12,88+

4,63+

4,35+

12,00+

11,48+

4,10+

6,80+
27,19+
27,05

436,64

2,08

1,79

5,76

14,67

0,22

0,48
4,85
117
26,34

0,79

14,63

7,71

6,99

157

247

4,48

4,20
4,88
4,95

3275,0

52,0

30

6,0

10

0,0

0,0
26,0
4,0
73,0

05

50

0,0

0,0

12,0

12,0

0,0

8,0
26,0
250

3597,75%

52,70

2,28+

8,05+

13,33+

0,03+

0,25+
25,55+
4,38+
84,43+

0,75

12,98+

5,05+

4,95+

12,05+

11,88+

3,95+

5,65+
25,89+
24,85+

407,27

*

157

143

6,43

28,85

0,16

0,44
4,35
0,98
34,50

0,87
16,59

7,48

7,07
143
1,22
431

441
4,19
4,76

0,0

0,0

0,0
24,0
4,0
80,0

05

30

0,0

0,0

12,0

12,0

0,0

8,0
250
23,0

3467,88+

52,19+

2,79+

7,48+

10,34+

0,04+

0,30
26,34+
4,36+
80,83+

0,73

12,93+

4,84+

4,65+

12,03+

11,68+

4,03+

6,23+
26,46+
26,16+

439,42 3450,0

1,90

1,69

6,09

22,94

0,19

046
4,65
1,07
30,71

0,83

1554

7,55

6,99

1,49

1,95

4,37

4,32
4,51
4,92

52,0

20

6,0

0,0

0,0

0,0
250
4,0
80,0

05

30

0,0

0,0

12,0

12,0

0,0

8,0
26,0
25,0

* - p<0,05, ** - p<0,01
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Tabela 21. Ucestalost dopunskih faktora i njihov uticgj na razvoj astme zavisno od
pasivnog pusenja

AP ANP c? OR 95% Cl
DA NE DA NE (M-H)
Prvorodeno dete 28 70,0% 12 30,0% 18 450% 22 550% 505 285 1,03 7,97

Rodenje carski rezom 2 50% 38 9500 1 25% 39 975% 034 205 014 5984

Nedojenje 8 200% 32 800 5 125% 35 875% 082 175 045 6,98
Pusenje trudnice 719 475% 21 525% 0 0,0% 40 100,0% 24,61

Majka atopicar 10 250% 30 750% 12 30,0% 28 70,0% 025 0,78 026 2,32
Otac atopicar 16 40,0% 24 60,0% 13 325% 27 675% 048 138 050 3,82
Kuéni ljubimac 15 375% 25 625% 23 575% 17 425% 317 044 016 1,19

Alergijsi rhiniisul.god. 1 25% 39 975% 2 50% 38 950% 034 049 002 7,30
Ekcem u prvoj godini 12 30,0% 28 70,0% 21 525% 19 475% 4,13 039 014 1,07
Vizing u prvoj godini 12 30,0% 28 70,0% 12 30,0% 28 70,0% 000 1,00 035 2,89
Sezibilizacijanagrinie 36 90,0% 4 10,0% 38 950% 2 50% 018 047 006 3,28
Senzibiliz. na®3 derg. 19 47,5% 21 525% 19 47,5% 21 525% 000 1,00 038 264

Drugi pusac u kuci 3 75% 37 925% 0 00% 40 100,0% 3,08

Grganjenadrva 24 60,0% 16 400% 27 675% 13 325% 048 072 026 1,99
Nepotpuna porodica 5 125% 35 875% 2 50% 38 950% 139 271 042 21,77
Muski pol 26 650% 14 350% 22 550% 18 450% 082 152 05 4,13
Zivot u gradu 25 625% 15 375% 19 475% 21 525% 180 184 0,69 4,97
Otac pusa€ 27 675% 13 325% 0 0,0% 40 100,0% 40,25

*- p<0,05, ** - p<0,001
Tabela 22. UCestalost dopunskih faktorai njihov uticg) narazvoj astme zavisno od terapijskog
rezima

A+TH A-TH c? OR 95% Cl
DA NE DA NE (M-H)
Prvorodeno dete 22 550% 18 450% 24 60,0% 16 40,0% 020 081 030 217

Rodenje carski rezom 2 50% 38 9500 1 25% 39 975% 034 205 014 5984

Nedojenje 7 175% 33 825% 6 150% 34 850% 0,09 120 0,32 460
PuSenje trudnice 6 150% 34 850% 13 325% 27 675% 334 037 011 122
Majka atopicar 14 350% 26 650% 8 20,0% 32 800% 223 215 0,70 6,70
Otac atopicar 11 275% 29 725% 18 450% 22 550% 262 046 0,16 1,30
Kucni ljubimac 16 40,0% 24 60,0% 22 550% 18 450% 1,78 055 0,20 145

Alergijski rhinitisul.god. 2 50% 38 950% 1 25% 39 975% 034 205 0,14 5984
Ekcem u prvoj godini 18 450% 22 550% 15 375% 25 625% 046 136 051 367
Vizing u prvoj godini 14 350% 26 650% 10 250% 30 750% 094 162 055 475
Senzibilizacijanagrinie 36 90,0% 4 10,0% 38 950% 2 50% 0,71 047 006 329

*k

Senzibiliz. na3 3 alerg. 26 65,0% 14 350% 12 30,0% 28 70,0% 9,70 433 154 1244

Drugi pusac u kuci 1 25% 39 975% 2 50% 38 950% 034 049 0,02 7230
Grganjenadrva 24 60,0% 16 40,00 27 675% 13 325% 048 0,72 0,26 1,99
Nepotpuna porodica 4 100% 36 90,0% 3 75% 37 925% 0,15 1,37 0,24 843
Muski pol 21 525% 19 475% 27 675% 13 325% 1,85 053 019 145
Zivot u gradu 22 550% 18 450% 22 550% 18 450% 0,00 1,00 0,38 265
Otac pusa¢ 16 40,0% 24 60,0% 11 275% 29 725% 138 176 0,62 501
** - p<0,01
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VI DISKUSIJA

Sve se vise spekuliSe da je visoka prevalencija astme posledica delovanja brojnih
faktora iz spoljasnje sredine, poput izlaganja duvanskom dimu i drugim
aerozagadjivaCima, ishrane sa malo antioksidanasa (npr. vitamin E) i puno masti i
proteina, pre- i peri-natalno izlaganje snaznim oksidatnim stimulusima (npr. Paracetamol)
i infekcije specificnim respiratornim virusima. Smatra se da ovi faktori aktivacijom
lokalnih tkivno specifi¢nih operativnih gena demaskiraju preegzistirajucu osetljivost za
ovu bolest i na taj naCin utiCu na njen razvoj (95). Kako se plucni razvoj odvija tokom
duzeg vremenskog perioda, mnogo je prozoratj. prilika za Stetan efekat ovih faktora. Ovi
efekti su veoma razliCiti i zavise od duZine delovanja ali i trenutne razvojne faze
respiratornog sistema u trenutku njihovog delovanja. Kada deluju tokom ranog plu¢nog
razvojastetan efekat jeiriverzibilan i perzistira u odraslom dobu (96).

Na osnovu ovakvih spekulacija i razlicitih rezultata brojnih studija, odlucili smo
da u naSoj studiji ispitamo kakav efekat ima pasivno puSenje na astmu indirektnom
procenom statusa inflamacije disginih puteva preko oksidativnog stresa kao klju¢nog
patogenetskog mehanizma ove bol esti.

Analiza svih demografskih podataka u naSem ispitivanju, ukazuju na koheretnost
ispitivanih grupa. 1zmedu poredenih grupa (u odnosu na bolest, pasivno pusenje i terapijski
rezim), ne postoje statisticki znacajne razlike sledeCih ispitanih podataka: pol, srednji
uzrast, telesna masa i visina, mesto stanovanja, nacin grejanja i broj popusenih cigareta
od strane roditelja u toku dana. Izmedu poredenih grupa dece sa astmom, nije nadena
statistiCki znaCajna razlika u tezini bolesti, a kod onih koji su na terapiji, nema znacajne
razlike u primenjenoj dozi inhalatornih kortikosteroida, izrazenoj u vidu ekvipotentne
doze Beklometazon dipropionata. Dobijeni rezultati su nam omogucili dalje adekvatno
sagledavanje parametara oksidativnog stresa kod obolelih od astme (tabela 6.).

1. PROCENA PASIVNOG PUSENJA

Izlaganje dece duvanskom dimu je univerzalni problem, zbog pusenja odraslih na

mestima gde ona borave. Procenjuje se da je oko 50% dece u razliCitim delovima sveta,
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nezavisno od uzrasta izlozeno duvanskom dimu (Honk Kong 53,1%, Amerika oko 50%,
Engleska 42%, Skotska 60%) (73). Pusenje majke predstavlja najveci izvor duvanskog
dimatokom fetalnog i ranog razvojnog perioda deteta, a kasnije kako deca rastu izlaganje
drugim izvorima duvanskog dima postgje vece (72, 73). Stepen izloZenosti duvanskom
dimu, zavisi od broja pusaca, koliCine dima, veliCine i ventilacionih karakteristika
ambijentai trgjanjaizlaganja (73).

Kako koncetraciju duvanskog dima u zatvorenom prostoru ili procenu izlaganja
svim njegovim sastojcima, zbog njegovog kompleksnog i promenljivog sastava nije
moguce direktno izmeriti, za tu svrhu se koriste dva razliCita indirektna nacina. Prvi nacin
ukljucuje upitnik sa podacima o pusackim navikama ljudi u sredini gde provode vreme a
drugi merenje komponenti duvanskog dima ili njegovih metabolita u uzorku vazduha,
serumu, salivi, urinu i dlaci ispitanika (nikotin, kotinin, CO, karboksihemoglobin i
tiocijanat jon) (82, 83). Informacije iz upitnika o navikama puSenja roditelja daju
validniju procenu za srednju duZinu pasivnog pusenja, dok merenje kotinina u urinu s
obzirom da je njegov poluzivot kratak kod dece (6-54 sati) odrazava samo kratkotrajno
izlaganje duvanskom dimu (74, 97). lako stepen metabolizma kotinina moze individualno
davarira, pokazano je da on ipak bolje koreliSe sa prisustvom aktuelne bolesti kod dece,
u odnosu na podatke procenjene upitnikom (85).

Analiza naSih rezultata prvo je bazirana proceni izlozenosti duvanskom dimu
ispitivanih podgrupa kvalitativnim odredivanjem nivoa kotinina u serumu, u odnosu na
postojanje bolesti i primenjenu terapiju. Rezultati su potvrdili i iskljucili
heteroanamnesticke podatke za izloZenost duvanskom dimu u 100% ispitivanih slucajeva
(samo je jedan ispitanik imao vrednost jako blizu pozitivne) ali bez preciziranja
kvantitativne vrednosti kotininau serumu (tabela 7.).

Nedavno je u jednoj studiji kod nepusaca je kvalitativno odredivanje kotinina u
urinu pokazalo pozitivnost u 50-70% sluCajeva i prouzrokovalo teSkoce u tumacenju
rezultata. Ovakav nalaz moze imati viSestruko znacenje: ili da postoji opSte izlaganje
nepusaca velikoj koli€ini duvanskog dima pa se oni zbog toga mogu lazno svrstati u
puSace iako to nisu ili da test nije lazno negativan ve¢ da se zaista radi o pusacima koji ne
priznaju da to jesu kao i da je konzumiranje neke hrane (Cajevi, krompir, plavi patlidZan)

pre samog ispitivanja mozda povecalo njegov nivo do pozitivnosti (86). Da bi se to
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izbeglo u naSem istraZivanju je za procenu izloZenosti duvanskom dimu koriscen je kao
dopunski kvantitativni parametar nivo COHb u venskoj krvi. Rezultati su pokazali da
astmatiCari imaju statisticki znacajno visu vrednost COHb u odnosu na kontrolnu grupu
(p < 0,001) (grafikon 1.). Takav je u skladu sa nalazima Zasude i saradnika (2002) koji
nalaze povisen nivo COHb kod inflamatornih bolesti pluca ukljuCujuéi astmu,
pneumonije i idiopatsku fibrozu a koji se redukuje nakon primene antiinflamatorne
terapije. Pored toga, isti autori nalaze i dobru korelaciju nivoa COHB sa nivoom
izdahnutog CO, kao lokalnim markerom oksidativnog stresa u plu¢ima i smatraju da ga
on moZe zameniti u proceni stepena inflamacije disajnih puteva (98).

Medutim, kod obolelih od astme zavisno od pasivhog pusenja i kortikoterapije u
nasem ispitivanju nema znacajne razlike u nivou COHb. Medutim, kao je kod zdrave
dece koja su izlozena duvanskom dimu utvrdena statisticki znacajno visu vrednost COHb
u krvi u odnosu na one koji nisu pasivni pusaci (p< 0,001) (tabela 8.), to je ukazalo da
pasivno pusenje nije jedini razlog za njegovu povisSenu vrednost. Nagjverovatnije da su na
ovakav nalaz imali uticaja grejanje na ugalj i drva, zZivot ili boravak u sredini sa veéim
saobracajnim zagadenjem tj. gradovima koje se ne razlikuje statisticki izmedu ovih grupa
ali se ipak CedCe belezi kod pasivnih puSaca (tabela 6.). U prilog ovoj spekulaciji su
nalazi Vazquez i saradnika (1997) jer pokazuju da deca koja Zive u kuci sa puSaCima ili
gde se gregje nadrva, ugalj ili gas imaju veéu vrednosti COHb u krvi u odnosu na one koji
se gregju na struju (99). A studija Estrella i saradnika (2005) nalazi da deca imaju vece
vrednosti COHb u krvi ukoliko Zive u blizini veCeg saobracajnog aerozagadenja (100).
Na osnovu ovih rezultata zakljucili smo da nivo COHb u krvi nije adekvatan parametar
za procenu izlozenosti duvanskom dimu. Zbog toga je za naSe ispitivanje dalja analiza

ispitivanih parametara vrSena samo na osnovu kvalitativnog testa za kotinin.

2. ASTMA, OKSIDATIVNI STRES | PASIVNO PUSENJE
2.1. Astma i oksidativni stres

Astma je hronic¢na inflamatorna bolest disajnih puteva, za koju je jasno da je
inflamacija definisanai izmenama u redoksu. UtvrZzeno je da su redoks posredovane post-
transkripcione modifikacije koje dovode do promena u strukturi i funkciji proteina,

prisutne Cak i kod blage dobro kontrolisane astme. Ove abnormanosti u redoksu se
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povecavaju tokom egzarcerbacije u odgovoru na infekcije, izlaganje oksidiantnim
polutantimaili alergenskim trigerimakod atopicara (16).

Astmatiari u odnosu na zdrave imaju povecanu produkciju RVK od strane
makrofaga, eozinofila, neutrofila, monocita i bronhijalnih epitelnih éelija (19). Veoma
bitne Celije za inflamaciju u astmi kao Sto su eozinofili, neutrofili i monociti imaju vaznu
ulogu i u oksidativnom stresu astmezbog velikog potencijala da produkuju O* i druge
RVK u perifernoj krvi (19, 16, 101). Vdiki porast nivoa mnogih markera oksidativnog
stresa (O, MDA, TBARS i H,0,) nalazi se u urinu, plazmi, sputumu, BAL i pluénom
tkivu pacijenata sa astmom. Njihov nivo je Cesto obrnuto povezan sa tezinom i stepenom
stabilnosti bolesti (37). Uz porast peroksidacionih produkata u plu¢ima, krvi i urinu kod
astmatiCara, postoji i povecanje H,O,, 8-izoprostana i CO u izdahnutom vazduhu i
povecana inicijalna aktivnost GPx i SOD u epitelnim ¢elijama pluc¢a (102). Kod dece sa
astmom utvrZen je povezan oksidativni stres ne samo u Celijama pluénog tkiva vec i u
cirkulaciji (33, 40) .

Primarna posledica oksidativnog stresa je lipidna peroksidacija koja uz kranje
produkte ovog procesa (MDA, TBARS, 4-HNE, F2-izopsostani) povecava dalje
patolosSke efekte (19). Poviseni nivoi MDA i TBARS detektovani su u urinu, plazmi,
sputumu i BAL kod astmatiCara i u vezi su sa tezinom bolesti i FEV (16). Kod odraslih
I dece sa stabilnom astmom i u akutnom napadu u jednoj studiji, u kondenzatu
izdahnutog vazduha i plazmi nadena je povisena vrednost MDA koja se smanjuje na
primenu kortikosteroidne terapije (47). PoveCan oksidativni stres procenjen srednjim
nivoom MDA u krvi kod 42 dece sa astmom i 20 zdrave dece, potvrdio je da je on
znacajno veci kod bolesnih u odnosu na zdrave (46). | Babusikovai saradnici (2009) kod
dece sa astmom nalaze znacajno povecan nivo TBARS Kkoji je joS veCi u egzarcerbaciji
nego u stabilnoj fazi bolesti (103). | nase ispitivanje je utvrdilo da u decijem uzrastu kod
pacijenata sa stabilnom astmom u odnosu na zdrave postoji povecanje nivoa
prooksidativnih produkata (TBARS) (p<0.001) (grafikon 2.).

Pluca poseduju adekvatan zastitni kapacitet protiv uticaja egzogenog kiseonika i
RVK: mucin, GSH, albumin, trasferin, feritin, ceruloplazmin, laktoferin, metalotionen,

antioksidativni enzimi, hidrosolubilne i liposolubilne vitamine (26). Kada se balans
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izmedu nivoa reaktivnih vrsta i ove antioksidatne odbrane narusi u korist reaktivnih vrsta,
to onda prouzrokuje oksidatno posredovana oStecenja (16).

U brojnim studijama je potvrdeno da takav poremecaj postoji u astmi. Sa
povisenim nivoom produkata lipidne peroksidacije ilustrovano je da je kod astme
antioksidatni kapacitet plazme smanjen (37). Kod astmatiCara Stone i saradnici (1989)
nalaze na povrsini epitela pluca niske koncentracije askorbinske kiseline i alfa-tokoferola,
uz paralelno povecanje koncentracije oksidisanog glutationa (33). Kod dece sa
atopijskom astmom u odnosu na zdrave, naden je znacajno nizi nivo antioksidanta afa-
karotena u serumu (104).

Mnoge kontrolisane studije ukazuju da je kod astmatiCara oSteCena aktivacija
enzimskih puteva u plu¢ima ili cirkulaciji koja sluzi da zastiti Celije plu¢a od oksidanasa
(33). U akutnom astmatskom odgovoru kod atopijske astme, gubitak aktivnosti SOD je
rapidan unutar par minutai u relaciji je sa dvostrukim stvaranjem O, nakon provokacije
antigenom tj. pokazuje korelaciju sa stepenom reaktivnosti disgjnih puteva (43). Gubitak
aktivnosti SOD u cirkulaciji kod astmatiCara pokazano je da koreliSe i sa plu¢nom
funkcijom i da je karakteristiCan samo za astmu a ne i HOBP (16). | u stabilnoj astmi u
odnosu na zdrave je pokazano da je aktivnost CuZnSOD u disajnim putevima niza kod
onih koji su bez kortikosteroidne terapije (41). Combhair i saradnici (2005) kod odraslih
astmatiCara nalaze takode nizu aktivnost SOD u serumu ali bez promene u aktivnosti GPx
(105). Cosi¢ (2005) kod odraslih astmati¢ara u serumu, nalazi porast lipidnih peroksida
(TBARS) uz smanjenje aktivnosti SOD a povecCanje aktivnosti GPx i katalaze u
eritrocitima (106). U naSem ispitivanju aktivnost SOD je bila znaCajno niza kod
astmaticara u odnosu na zdravu decu (grafikon 3.).

Medutim, postoje i radovi koji ukazuju da je u serumu snizena aktivnost
CuZnSOD a da u eritrocitima periferne krvi astmatiCara aktivnost SOD ima tendenciju
porasta, a (106, 107 ). Kod dece sa astmom je nadena povecana aktivnost SOD i u
eritrocitima i serumu  (108). Merenje aktivnosti CuzZnSOD, MnSOD i katalaze u
mononuklearnim celijama periferne krvi kod 28 dece sa stabilnom astmom (11 sa blagom
perzistetnom and 17 sa srednje teSkom perzistetnom astmom) i 12 zdrave dece, pokazalo
je povecanu aktivnost CuZnSOD u krvi ai bez izmena u aktivnosti MnSOD i katalaze
izmedu ispitivanih grupa (109). U jednoj studiji kod dece aktivnost SOD u eritrocitima je
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bila slicna kod astmatiCara i zdravih (23). ZnaCajna razlika u aktivnosti SOD u
eritrocitima ni u studiji koja je ispitivala odrasle astmatiCare i zdrave nije potvrdena
(p>0.05) (34).

SpekuliSe se da gubitak antioksidativne aktivnosti SOD, koji se javlja u disajnim
putevima astmatiCara, moZe biti povezan i sa strukturom samog enzima i njegovom
funkcijom i/ili njegovom razliitom intracelularnom lokalizacijom (16). Evaluacija
antioksidatnog kapaciteta u serumu kod dece sa astmom i antioksidatnog statusa u
eritrocitima periferne krvi kod odraslih astmatiCara medutim, pokazuje da gubitak
aktivnosti SOD, moZe nastati i zbog toga $to ona sama moze biti modulisana kiseoni¢nim
i azotnim reaktivnim vrstama, posebno od strane snaznog peroksinitrita koji moze da je
inaktiviSe (45), Sto bi iSlo u prilog naSem nalazu. Pored toga, spekuliSe se da i smanjen
unos Mn, Cu i Zn koji Cine komponente ovog antioksidatnog enzima moze da smanji
njegovu aktivnost jer je utvdeno da inverzno koreliSe sa bronhijalnom reaktivnoScu i
sezonskim alergijskim simptomima (110). Posto za sada nema cvrstih dokaza da
smanjeni unos ovih mikronutricijenata smanjuje aktivnost SOD u samoj astmi, time se ne
mogu objasniti nasi rezultati.

Poznato je da su izmene u nivou i odnosu GSH i GSSG prisutne u plu¢ima
astmatiCara. Posle provokacije antigenom na povrsini epitela, dolazi do brzih promena
intra i ekstracelularnih GSH i GSSG. Par minuta nakon provokacije, nivo GSH pada a
nivo GSSG raste Sto potvrduje gubitak redukcionog potencijala, koji doprinos
inhibiranju produkcije Th1 citokina i/ili favorizuje dalje ubrzavanje i odrZzavanje Th2
odgovora u astmi. GSH redoks sistem koji odrZzava redukovanu homeostazu unutar cCelije,
ukljuCuje enzime koji su vazni u detoksikacionim reakcijama: GPx, GSR i G-6P-D. Ovg
enzim se moZe naci i na povrsini epitelnih Celija pluca jer je u znacajnoj meri sintetisu
alveolarni makrofagi i bronhijalne epitelne Celije i oznaCen je kao ekstracelularna GPx
(eGPx) (16).

Za eGPx je pokazano da je prisutna u vecoj koli€ini u pluéima kod pacijenata sa
astmom, kao posledica indukcije eGPx mRNA i proteinske ekspresije od strane
bronhijalnih epitelnih celija u odgovoru na povecane intracelurane ili ekstracelularne
RVK (48). Ali svaki oksidativni stres neCe dovesti do porasta njene aktivnosti. Na

primer, izlaganje ozonu smanjuje nivo njene aktivnosti aizlaganje NO, njenu aktivnost



uopste ne menja (49). Multicentri¢na studija kod pacijenata sa teSkom i blagom astmom,
u odnosu na kontrolu ne nalazi razliku u aktivnosti eGPx i nivoa eGPx proteina (106). |
Fitzpatrick i saradnici (2009) iako nalaze niZzi nivo GSH a povetan GSSH, ne beleze
znaCajnu razliku za GR i GPx u plu¢ima kod dece sa teSkom astmom u odnosu na
kontrolu (9).

U serumu, trombocitima i eritrocitima se kod astmatiCara belezi smanjenje
aktivnosti GPx i njegovog kofaktora selena (33). | Sackesen sa saradnicima utvrduje
smanjenu aktivnost GPx i SOD kod pacijenata sa astmom (111). To je potvrdeno i u
studiji kod odraslih (130 astmaticara i 70 zdravih) gde su nadene smanjene aktivnosti
SOD (p<0.05) i GPx (p<0.01) u eritrocitima u poredenju sa kontrolnom grupom (112).
Imaistrazivaca koji ukazuju da aktivnost GPx kod odraslih astmaticara, moze da varira u
zavisnosti od Celijske linije ili telesne teCnosti gde se odreduje. Oni iznose da aktivnost
GPx moze biti niza u trombocitima, normalna ili niza u eritrocitima, niZa ili povisena u
plazmi i normalna ili niZza u punoj krvi (16).

| za deCiji uzrast ispitivanja pokazuju slicne rezultate. U jednoj studiji kod 46 dece
sa astmom utvrdena je znacajno niza aktivnost GPx u serumu nego u kontrolnoj grupi
kod 52 zdrave dece (113). To je potvrdeno i u studiji kod 37 zdrave dece i 44 dece sa
astmom, gde je u serumu aktivnost GPx bila znaCajno niZza kod bolesnih nego kod
zdravih (34). | tokom i posle akutnog napada astme aktivnost GPx u eritrocitima
periferne krvi kod 56 dece sa astmom, pokazano je da je znaCajno niza u odnosu na
zdravu decu. Takva sniZzena aktivnost se odrzava i nakon nedelju dana od napada astme
iako su pacijenti sa blagom simptomatologijom (114). Marcal i saradnici medutim, kod
44 dece i adolescenata sa intermitetnom ili perzistetnom astmom (blaga/srednje teska i
teSka) i 10 zdrave dece nalaze slicnu aktivnost GPx u granulocitima i monocitima i to
evidentnije izmedu onih na kortikosteroidnoj terapiji i zdravih (115). U naSem ispitivanju
procena antioksidativnog statusa kod ispitanika, odredivanjem aktivnosti GPx u
eritrocitima pokazala je statistiCki znaCajno nizu aktivnost GPx kod astmatiCara (p <
0,01) iako su neki bili na kortikoterapiji, u odnosu na kontrolnu grupu (grafikon 4.). Nas
rezultat je mozda posledica uticgjai eventualne deficijencije selena, s obzirom da je ona
Cesta na podrucju Srbije (116) a kako se navodi redukcija GPx u eritrocitima i

leukocitima kod atopi¢nih i neatopiCnih astmatiCara moze biti u vezi sa smanjenim

65



nivoom selena u krvi (117). Na osnovu kontrolisanih studijaima i suprotnih misljenja, jer
nije dokazana znacajna korist od kratkotrajne suplementacije selenom kod pacijenata sa
intrinsik astmom (118) kao i na osnovu toga da nije uocena povecana prevalencija astme
u regionima gde postoji endemska deficijencija selena (Kina, SevernaKorgja) (119).

2.2. Astma, oksidativni stres i pasivno pusenje

U astmi se oksidativni stres javlja ne samo kao rezultat endogene inflamacije vec i
zbog uticaja egzogenih aerozagadivaCa, medu kojima vazno mesto zauzima duvanski dim
jer je bogat oksidansima i malim aerodinamicnim Cesticama. Pored toga utvrdeno je da
on sam moZe da indukuje stvaranje RVK i RVA i tako promoviSe dalje oksidativno
oStecenje u plucima. Preko solubilne tranzicije metala i organskih molekula adsorbovanih
na povrsini, aerodinami¢ne Cestice duvana su sposobne da stvaraju reaktivne kiseonicne
intermedijate u Celijama pluca i aktiviraju redoks senzitivne transkripcione faktore da
pojacaju inflamatorne reakcije (120). Za neke patogenetske mehanizme astme kao to su
pojacana inflamacija, formiranje Th2 citokinskog miljea i produkcija alergen-specific¢nih
IgE antitela je pokazano da mogu biti vodeni oksidativnim stresom usled pasivnog
pusenja (121).

Negativan efekat pasivnog pusenja na oksidativni balans kod dece je evidentiran
veoma rano dok su mnogi organski sistemi jo$ u razvoju i tada je on znacajno veci nego
kasnije. Nadeno je da je nivo F2-izoprostana u krvi iz pupCanika veci kod novorodencadi
I krvi odojCeta uzrasta tri meseca rodenih od majki koje puse, u odnosu na decu Cije
majke ne puse. Cak je kod te dece nadena i pozitivna korelacija izmedu nivoa F2-
izoprostana i nivoa kotinina u urinu (122). Nedavno je i kod dece uzrasta 9-13 godina,
koja su izloZzena duvanskom dimu u odnosu na decu koja to nisu, utvrden znacajno veci
oksidativni stres (meren nivoom peroksida u plazmi) i redukovan ukupan antioksidatni
odgovor (120).

Nasi rezultati pokazuju povisen trend vrednosti TBARS kod pasivnih pusaca (i
kod astmatiCara i kod zdravih) ali statisticki neznacajno u odnosu na one koji nisu bili
izlozeni duvanskom dimu (grafikon 2.), Sto je pokazalo da pasivno puSenje nema
znaCajan dodatni uticaj na povecanje oksidativnog stresa kod astmaticara. Medutim, treba

imati u vidu da je na ovakav dobijeni rezultat moglo da utiCe i to Sto su neki astmatiCari
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bili na antiinflamatornoj kortikosteroidnoj terapiji za koju je pokazano moze imati uticaja
naredukciju oksidativnog stresa.

VazZan aspekt oksidativnog oSte¢enja pluéa indukovanog pasivnim pusenjem je i
oSteCenje antioksidatnog sistema. Utvrdeno je da ono postoji ve¢ u ranom postnatalnom
periodu jer je pokazano da je puSenje majke povezano sa deplecijom serumskih
antioksidantnih parametara (vitamin C, tioli i totalni antioksidatni kapacitet) kod odojcadi
uzrasta 6-28 nedelja (122). Takode je potvrdeno da aktivnost MnSOD moze biti nishodno
regulisana u plu¢ima tokom teSkog i/ili hroni¢nog izlaganja duvanskom dimu (123) i da
oksidativno optereCenje u plu¢ima nije adekvatno kontrabalansirano aktivno$¢u ovog
enzima kod hroni¢nog pusenja (9). Za nove sinteticke molekule sa aktivnoScu slichom
SOD je u nekoliko eksperimentalnih modela pluéa pokazano da smanjuju inflamaciju
pluca oste¢enih duvanskim dimom, Sto je jos$ jedan indirektan pokazatelj njene smanjene
aktivnosti u pluéima (26). | naSe ispitivanje je naslo statisticki znaCajno nizu aktivnost
SOD u eritrocitima u grupi astmaticara pasivnih pusaca u odnosu na one Kkoji to nisu (p<
0,001) i pokazalo da pasivno pusenje kod obolelih od astme moze biti dodatni faktor za
nizu aktivnost SOD u eritrocitima (grafikon 3.).

Za akutno izlaganje duvanskom dimu je pokazano da dovodi do naglog
intracelularnog pada koncentracije redukovanog GSH i povecane aktivnosti GPx koja ga
koristi za detoksikaciju H,O- i lipidnih produkata a da bi nakon nekoliko sati GSH
produkcija porasla a aktivnost GPx opala (9). Do sada, prema naSim saznanjima, nema
objavljenih studija u vezi aktivnosti GPx kod dece izloZzene duvanskom dimu. Mi
nalazimo da astmatiCari pasivni puSaci u odnosu na one koji to nisu imaju statisticki
znacajno nizu aktivnost GPx (p< 0,001), a da zdrava deca pasivni pusaci u odnosu na one
koji nisu iako su pokazuju nizu aktivnost GPx ona nije znaCajna. Pokazalo se da pasivno
pusenje kod astmatiCara moze predstavljati dodatni faktor za redukciju aktivnosti GPx u
eritrocitima (grafikon 4.).

Za bolje i detaljnije objasnjenje promena redoksa u astmi pod uticajem duvanskog
dima i razliCitih rezultata u literaturi, treba imati u vidu i mogué uticaj brojnih genskih
polimorfizama, skoro svih antioksidanata ali i detoksikacionih enzima poput glutation
transferaza (GST) koje ucCestvuju u ovom procesu. GST imaju ulogu u humanim

odgovorima na oksidativni stres jer katalizuju konjugaciju elektrofilnih supstrata do
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glutationa, a imaju i vaznu ulogu u aktivnostima peroksidaza i izomeraza i u velikom
broju detoksikacionih procesa pa i komponenti duvanskog dima koji predstavljgju
esencijalni mehanizam za minimiziranje njegovih toksicnih efekata. Utvrdeno je da
genske izmene nekih izoformi GST enzima, mogu da menjaju sposobnost disgjnih puteva
da se bore sa ovim toksi¢nim supstancama poput duvanskog dima i tako utiCu na razvoj
inflamacije disgjnih puteva, pa se zbog togai svrstavgju u gene kandidate za astmu (124).

In utero izlaganje duvanskom dimu dece sa deficijencijom GSTM1, GSTTL1 ili
GSTP1 izoforme GST enzima pokazano je da povecCava prevalenciju rane pojave astme
(OR 1,6), astme sa aktuelnim simptomima (OR 1,7), perzistetne astme (OR 1,6),
anamneze za vizing (OR 2,1), vizinga koji zahteva leCenje (OR 2,2), posete hitnoj
pomoci (OR 3,7) (125), znaajnog pada u pluénoj funkciji i vizinga koji perzistira od
odojackog doba do polaska u Skolu (124, 126). GSTML1 i GSTP1 predstavljaju i vazne
citoprotektivne faktore za redukciju aergijskih odgovora kod pasivnog pusenja (126).
Ovakvi polimorfizmi moguce je da su prisutni i kod naSih pacijenata i da utiCu na

dobijene rezultate.

3. EFEKAT PASIVNOG PUSENJA NA OKSIDATIVNI STRES KOD ASTME
ZAVISNO OD TERAPIJSKOG REZIMA

Za najcesce korisc¢ene lekove u terapiji astme (bronhodilatatori i kortikosteroidi),
jos uvek nije kompletno razjasnjeno kakav efekat imaju na oksidativni stres u okviru
inflamacije pluca (20).

Sto se tice efekta kortkosteroida na oksidativni stres brojne studije iznose razliite
rezultate. In vitro je pokazano da samo visoke koncentracije kortikosteroida mogu da
imaju inhibitorni efekat na produkciju RVK kod humanih granulocita. Za deksametazon
je pokazano da nema efekat na stvaranje RVK u humanim makrofagima periferne krvi ali
da ima na monocite. Ispitivan je njihov efekat i na oksidativni stres u astmi. Majori i
saradnici (1998) nalaze da terapija inhaatornim i sistemskim kortikosteroidima
(hidrokortizon) redukuje O% produkciju u monocitima periferne krvi astmati¢ara i to u
korelaciji sa redukcijom respiratornih simptoma (127). Pored toga, za glikokortikoide je
dokazano i da smanjuju nivo H,O,, ukupnih nitrata i nitrita u kondenzatu izdahnutog

vazduha astmaticara i normalizuju aktivnost CuzZnSOD (57) . Nizak pH u kondenzatu
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izdahnutog vazduha koji je marker povecanog azotnog stresa u egzarcerbaciji astme,
pokazano je da raste nakon primene kortikosteroidne terapije (16). Sobzirom da je vecina
RVK u astmi produkovana od strane inflamatornih Celija poput eozinofila, inhibicija
prekomerne produkcije oksidanata spekuliSe se da se postize antiinflamatornim dejstvom
kortikosteroida na ove Celije (25). Leu i saradnici (1998) su pokazali da leCenje
astmatiCara inhaliranim Flutikazon propionatom tokom dva meseca, moze znacajno da
smanji nivo lipidnih peroksida u plazmi (128). Medutim, Lantreo i saradnici (1999)
primecuju da kortikosteroidi nemaju znaCajan efekat na produkciju oksidanata od strane
eozinofila (129). Na osnovu sposobnosti inhalatornih kortikosteroida da redukuju loSe
efekte aerozagadjivaCa (SOz NO, PM3s) indirektno je pokazano da redukuju i
inflamaciju i oksidativni stres (smanjenje nivoa TBARS) u disgnim putevima (130).

Medutim, ima i drugaCijih misljenja. Corradi 1 saradnici (2003) kod 12
astmatiCara decjeg uzrasta u odnosu na kontrolu, nalaze u egzarcerbaciji i pet dana nakon
terapije pronizonom, veéi nivo MDA u kondenzatu izdahnutog vazduha pre i nakon
terapije (47). Baraldi i saradnici takode nalaze da deca sa astmom imgu povecan
oksidativni stres meren nivoom izdahnutog 8-izoprostana u stabilnoj fazi bolesti, koji je
relativno rezistentan natretman inhalatornim kortikosteroidima u dozi od 300mcg dnevno
(131). Nedavno je u jo$ jednom ispitivanju, pokazano da pacijenti sa astmom, koji su
dobro kontrolisani inhalatornim kortikosteroidima i dugodeluju¢im 2 agonistima imaju
veci nivo lipidnih peroksida u poredenju sa zdravima (132). Ispitivanje kod 14 pacijenata
sa srednje teSkom astmom, mesec dana pre i nakon tretmana Flutikazon propionatom od
500mcg dnevno, nalazi da je uprkos redukciji nivoa MDA kod astmatiCara posle leCenja,
njegov nivo i dalje znacajno visi nego kod zdravih ispitanika iako su astmaticari bili bez
simptoma (133).

Kada je oksidativni stres kao vodeéa snaga Th2 zavisnog imunskog
inflamatornog odgovora jako izrazen kao Sto je u teSkoj astmi, dokazano je da on tada
moze uticati na smanjenje kortikosenzitivnosti. Visok nivo NO koji dovodi do formiranja
peroksinitrita, nitracije tirozina i produkcije lipidne peroksidacije povezuje se najvise sa
ovom pojavom (92). Povecanju oksidativnog stresa i kortikorezistenciji pokazano je da
moze doprineti i sam duvanski dim, preko redukcije ekspresije HDAC?2, §to je zabeleZeno

u vise od 95% pacijenata sa HOBP. Takode je pokazano da ova rezistencija moze dugo
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da perzistira zbog perzistiranja i oksidativnog stresa (134). Ovakav nalaz je zabelezen i
kod dece sa teSkom astmom (135).

U literaturi prema naSim saznanjima nema izveStaja kakav efekat imaju
kortikosteroidi na oksidativni stres kod astmatiCara izlozenih duvanskom dimu. NasSi
rezultati pokazuju da astmatiCari pasivni pusaci deCijeg uzrasta bez obzira na terapijski
rezim pokazuju tendenciju nesto veceg oksidativnog stresa ali bez statisticke znaCajnosti
(tabela 10.) tj. da inhalatorni kortikosteroidi nisu pokazali znaCajan efekat na oksidativni
stres kod astmatiCara sa blazom formom bolesti izlozenih duvanskom dimu kao i da
kortikorezistencija nie stoji u pozadini.

Kortikosteroidi mogu daimaju direktan efekat na oksidativni stres ne samo preko
smanjenja broja i/ili aktivnosti celija ukljucenih u stvaranje RVK ve¢ i poveéanjem
aktivnosti antioksidatnih enzima (7). Oni direktno povecanjem aktivnosti SOD, GPX i
katalaze sakupljaju reaktivne molekule i tako utiCu na njihov nivo. De Raeve i saradnici
(1997) potvrduju daje aktivnost SOD kod astmatiCara bez kortikosteroidne terapije niza
u bronhijalnom epitelu u odnosu na zdrave i one na terapiji (41). Penings sa saradnicima
(1999) ukazuje da je smanjenje inflamacije disajnih puteva astmatiCara inhalatornim
kortikosteroidom praceno povecanjem katalaze u eritrocitima (136).

Ove opservacije medutim ne podrZavaju sve studije. Na primer, Fenech i
saradnici (1998) nalaze kod odraslih astmatiCara nizi nivo aktivnosti SOD u eritrocitima u
odnosu na zdrave bez razlike u aktivnosti GPx kao i da inhaliranje Beclometason
dipropionata nema efekat na aktivnost ovih enzima. Terapija pronisonom u ovoj studiji je
povecala samo koncentraciju selena u serumu bez efekata na aktivnost ispitivanih enzima
(137).

Procena antioksidatnog statusa u nasem ispitivanju merenjem aktivnosti SOD u
eritrocitima statisticki znaCajno (p< 0,05) je niZza samo u grupi astmaticara koji su
pasivni puSaCi ali bez Kkortikoterapije (grafikon 11.). Merenje aktivnosti GPx u
eritrocitima, pokazalo se da je statisticki znacajno nize (p< 0,01) kod pasivnih pusaca u
odnosu na one koji to nisu, ali samo ukoliko su na kortikoterapiji (grafikon 12.). lako su
neki pacijenti povremeno dobijali bronhodilatatore mesec dana pre ukljucivanja u
ispitivanje, ta koliCina primljenih lekova nije mogla da utiCe znaCajno na povecanje

oksidativnog stresa, jer primenjene doze nisu bile velike da bi mogle postici
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antioksidativni efekat kako se navodi u literaturi (54). Za sada nema objavljenih rezultata
0 mogucem uticaju pasivnog pusenja na aktivnost antioksidativnih enzima kod dece

obolele od astme, sa kojom bi mogli da uporedimo naSe rezultate.

4. NIVO LOKALNE 1 SISTEMSKE INFLAMACIJE | PROCENA PLUCNE
FUNKCIJE U ASTMI ZAVISNO OD NA PASIVNOG PUSENJA |
TERAPIJSKOG REZIMA

Za procenu intenziteta inflamacije i njenog ponasanja u bronhijalnoj astmi kod
dece i njene eventualne povezanosti sa oksidativnim stresom pod uticgjem pasivnog
pusenja i kortikosteroidne terapije, u ovom ispitivanju su odredivani neki od najcescih
standardnih parametara sistemske inflamacije (CRP i ukupan broj leukocita sa procentom
eozinofila u perifernoj krvi) i lokalni eozinofilni marker inflamacije, azot monoksid u
izdahnutom vazduhu (FeNO).

Poput mnogih inflamatornih medijatora tokom inflamacije i CRP moZe imati
proinflamatornu i antiinflamatornu ulogu u zavisnosti od mnogih okolnosti (138).
Njegova uloga u astmi u viSe studija pokazano jr da je proinflamatorna. Naime, Kony i
saradnici (2004) nalaze vezu izmedu povisene vrednosti CRP i BHR kod astmaticara
(139), aGalez i saradnici (2006) kod dece sa astmom i alergijskim rinitisom, nalaze veéu
koncentraciju CRP u odnosu na zdravu decu, uz veci broj leukocita u perifernoj krvi
(140).

Medutim, mi ne nalazimo statistiCki znacajno veci CRP kod astmatiCara u odnosu
na kontrolnu grupu, Sto je ukazalo da sistemska inflamacija nije znaCajna kod naSih
pacijenata (tabela 9.) Sto se moze objasniti lakSom formom bolesti kod njih koja je u
skladu sa izborom naSih pacijenata. U prilog naSim nalazima idu i rezultati studije
Panaszeka i saradnika (2007) koji u svom ispitivanju ukazuju da koncentracija CRP u
serumu nije povezana sa astmatskom inflamacijom izrazenom preko BHR, i da se ne
moze uzeti kao marker za inflamatorni proces u plu¢ima kod atopijske i neatopijske
astme (141).

Mogucu povezanost izmedu aktivnog i pasivnog pusenja i CRP nalazi nekoliko
studija. U studiji Olafsdottir i saradnika (2005) kod odraslih pu$ata u odnosu na

nepuSacCe, nadena je veza izmedu poviSenog nivoa CRP kod ispitanika sa respiratornim
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tegobama, nealergijskom astmom i ve¢im BMI (142). U jos jednoj studiji je uoceno da
pusaci imaju poviSen nivo CRP i da prekid puSenja redukuje njegovu vrednost (143).
Rezultati Chiu i saradnika (2011) ukazuju da je veci nivo kotinina u plazmi (>0,05ng/ml)
kod pasivnih puSaCa povezan sa veéim CRP (>1,5mg/l) (144). Medutim, Merghani i
saradnici (2012) ne nalaze znacajnu razliku za vrednost CRP u plazmi kod zdrave dece
koja su pasivni pusaci u odnosu na one koji to nisu (145). Nasi rezultati pokazuju da kod
dece sa astmom u zavisnosti od izlozenosti duvanskom dimu nema znaCajne razlike za
CRP (tabela9.).

Kako je sinteza CRP regulisana proinflamatornim citokinima za koje je poznato
da imaju vaznu ulogu u patofiziologiji astme (TNF-aNF-kB, IL-6 i IL-1[), tretman ove
bolesti kortikosteroidima indirektno bi onda trebalo da utiCe i na redukciju CRP. Kod
odraslih astmatiCara bez terapije inhalatornim kortikosteroidima, pokazan je veci nivo
CRP u odnosu na one koji ih dobijgju i one koji su zdravi. Kod onih bez terapije nivo
CRP je u negativnoj korelaciji sa pluénom funkcijom a pozitivnoj sa brojem eozinofila u
sputumu (146). Slicne rezultate iznosi i Elbehidz sa saradnicima (2010) (147). Kod
astmatiCara deCjeg uzrasta, utvrdena je znaCajno veca koncentracija CRP u odnosu na
zdrave, kao i veca koncentracija CRP kod nekontrolisane astme bez kortikoterapije u
odnosu na kontrolisanu astmu na kortikoterapiji (148).

Vrednost CRP kod astmatiCara bez kortikosteroidne terapije u nasem ispitivanju,
iako je viSa kod onih koji nisu pasivni pusaci u odnosu na one koji to jesu, ona nije
statistiCki znacajna. | u grupi astmaticara koji su na kortikoterapiji, iako je izmerena visa
vrednost CRP kod pasivnih puSafa u odnosu na one koji to nisu, ona nije statisticki
znacCajna. Na osnovu dobijenih rezultata mo ne nalazimo povezanost izmedu nivoa CRP,
pasivnog puSenja i lakSe forme stabilne deCje astme, bez obzira na terapijski rezim
(tabela 11.).

Ukupan broj leukocita u krvi kao drugi marker sistemske inflamacije u naSem
ispitivanju se pokazalo da je ve€i kod astmatiara u odnosu na zdrave, kao i kod
astmatiCara pasivnih puSaca u odnosu na one koji to nisu, ali bez statistiCke znacajnosti.
Medutim, interesantno je da zdrava deca pasivni puSaCi imaju statisticki znacajno veci
(p< 0,05) broj leukocita u krvi, u odnosu na one koji to nisu. To je pokazalo da je sama

izloZenost duvanskom dimu bitan faktor za povecanje sistemske inflamacije (grafikon 5.).
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Ukupan broj leukocita u krvi samo kod astmatiCara, u odnosu na pasivno pusenje i
terapijski rezim je pokazao vecCu vrednost kod pasivnih pusaca u odnosu na one koji to
nisu, ali bez statistiCke znaCajnosti. Sistemska inflamacija procenjena na ovaj nacin, nije
pokazala povezanost pasivnog pusenja u odnosu na kortikoterapiju kod nasSih pacijenata
(tabela 12.).

Efekat aktivnog i pasivnog puSenja na broj i vrstu leukocita kod zdravih analiziran
je i potvrden u viSe studija i u skladu je sa naSim rezultatom. Medutim, nema literaturnih
podataka u vezi sa astmom. Islam i saradnici kod odraslih aktivnih puSaca muskog pola,
nalaze znaCajno veci broj leukocita u odnosu na nepuSace (149). Uoceno je da broj
leukocita u krvi povisen Cak i kod lak3eg stepena aktivnog pusenja (150). Andrews i
saradnici (2006) ukazuju da puSaci imaju za 30% veéi broj leukocita u odnosu na
nepuSace i da su svi elementi kompletne krvne dlike (neutrofili, bazofili, monociti i
limfociti) povecani. Utvrdeno je da se broj leukocita poveCava sa brojem popusenih
cigareta dnevno i dubinom i intezitetom inhaliranja duvanskog dima (151). Medutim,
Sunyer i saradnici (1996) nalaze da je broj leukocita samo poviSen na racun neutrofila i
eozinofila uz pad broja limfocita i ukazuju da iako se broj leukocita vraca na normalnu
vrednost za Sest nedelja od prestanka aktivnog pusenja,on je i dalje visi kod bivsih puSaca
u odnosu na zdrave koji nikada nisu pusili (152).

I pasivno puSenje ima uticaja na elemente kompletne krvne slike. Kod odraslih
nepuSaca Dinas i saradnici (2013) iznose da posle jednosatnog izlaganja duvanskom
dimu, broj leukocitita znaCajno raste kod njih i nakon Cetiri sata uz pozitivnu korelaciju
izmedu broja leukocita i nivoa kotinina u krvi (153). Panagiotakos i saradnici (2004) u
ATTICA studiji nalaze povecan broj leukocita za 600 éelija/uL krvi kod osoba izlozZenih
pasivnom pusenju vise od tri dana nedeljno (154).

Broj eozinofilnih Celija bele loze u perifernoj krvi u naSem ispitivanju odredivan
je u cilju procene stimulacije alergijskog odgovora i njene uloge u oksidativnom stresu.
Pokazalo se da je on kod astmati¢ara u odnosu na kontrolu veci, i to statisticki znacajno
(p< 0,001). U grupama gde su samo astmatiCari i samo zdrava deca, pasivni pusaci su
pokazali veCi procenat eozinofila u odnosu na one koji to nisu ali bez statistiCke
znaCajnosti. To znaCi da pasivno puSenje nema uticaj na eozinofilnu sistemsku

inflamaciju kod dece sa lakSom formom astme (grafikon 6.).
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Dobro je poznato da je aktivacija eozinofilnog odgovora prisutna u alergijskoj
astmi. Medutim, iako mi to nismo utvrdili kod bolesne i zdrave dece, na mogucnost
povecanja broja eozinofila u krvi pod uticajem pasivnog puSenja ukazuju neke objavljene
studije. Matsumoto i saradnici (1998) pokazuju na animalnom modelu, da ponavljano
izlaganje duvanskom dimu dovodi do znacajnog povecanja broja eozinofila u BAL, i
nakon 14 dana od pocCetka pasivnog pusenja koje ne traje duze od sedam dana od
prestanka pasivnog pusenja (155). Kod dece Berrak i saradnici (2002) ukazuju na
povecanu indukciju broja eozinofila i porasta nivoa IgE u krvi iz pupCanika, sa
povecanjem popuSenih cigareta roditelja (156). A Shunsuke i saradnici (2010) Cak
ilustruju moguc¢ akutni razvoj eozinofilne pneumonije nakon kratkotrajnog izlaganja
duvanskom dimu, sa eozinofilijom u perifernoj krvi od Cak 24% (157). Konkretno za
efekat pasivnog puSenja na broj eozinofila u astmi prema naSim saznanjima nema
podataka.

Kod odraslih aktivnih puSaCa sa blagom astmom, inhalatorna kortikosteroidna
terapija (Fluticason 1000mcg dnevno) nije pokazala redukciju u broju eozinofila u
sputumu kod puSacCa, u odnosu na one koji su dobijali placebo (158). Medutim, Lazarus i
saradnici (2007) kod odraslih puSaca sa astmom, nalaze nakon primene Beklometazon
propionata redukciju ne samo u broju eozinofila u sputumu ve¢ i u novou eozinofilnog
katjonskog proteina (159). U naSem ispitivanju Kkortikoterapija nema efekat na broj
eozinofila kod pasivnih pusaca sa blagom astmom (tabela 13.).

AstmatiCari sa atopijskom formom bolesti a bez steroidne terapije imaju vecu
koncentraciju NO, pove¢anu NOS,mRNA i proteina u epitelnim ¢elijama disajnih puteva
(16). Mamberg i saradnici (2003 ) su kod 21 deteta koja imaju astmu i koja su leCena
samo [-2 agonistima pokazali da je znacajno veci (p<0.0001) nivo FeNO nego 5to je to
kod 62 zdrava deteta (160). U naSem ispitivanju lokalna eozinofilna inflamacija koja je u
isto vreme i indirektni marker lokalnog plu¢nog oksidativnog stresa uzrokovan RVA u
stabilnoj atopijskoj lakoj i umereno teSkoj astmi, nezavisno od primene kortikosteroida,
procenjivana je merenjem nivoa NO u izdahnutom vazduhu (FeNO). Dobijena je
statisticki znacajno (p < 0,001) viSa vrednost FeNO kod astmaticara u odnosu na kontrolu

(grafikon 7.), Sto je u skladu sa rezultatima prethodno navedenih studija.
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Akutno izlaganje duvanskom dimu, indukuje zna€ajnu tranzitornu redukciju u
nivou FeNO kod odraslih sa astmom ali i bez nje, koja je povezana sa negativnom
povratnom aktivnoS¢u iNOS, pod uticajem visoke koncentracije NO koja je prisutna u
samom duvanskom dimu. Kod duzeg izlaganja duvanskom dimu, redukcija nivoa FeNO
je izgleda posledica progresivne negativne povratne sprege koja moze da dovede do
inhibicije genske ekspresije INOS (23). Nivo FeNO je pod uticgem duvanskog dima
narocCito redukovan ukoliko su astmaticari atopicari (161). Navodi se da za ovakav nalaz
mogu biti i odgovorni polimorfizmi za NOS, za koje je utvrdeno da utiCu na nivo FeNO
kod izloZenih duvanskom dimu. Naime, utvrdeno je da polimorfizam gena (mutacija na
eksonu 7) za NO sintetazu (NOS3), moze da modifikuje efekat nikotinskog izlaganja na
nivo FeNO verovatno preko smanjenja aktivnosti ovog enzima. Kod dece sa astmom su
Cetiri NOS2A singl nukletidna polimorfizma (SNP) i jedan ARG2 SNP povezana sa
nizim nivoom FeNO (23).

Prema naSim saznanjima jo$ nijedna studija do sada nije pokazala vezu izmedu
pasivnog pusenja i FeNO kod zdrave dece. Za decu sa astmom prikazani rezultati u
literaturi su razliCiti. Laoudi i saradnici (2010) nalaze da je kod dece sa aergijskom
astmom nizi nivo FeNO, ukoliko su izloZena duvanskom dimu u odnosu na one koja to
nisu (162). Medutim, drugi autori nalaze vise nivoe FeNO kod dece sa astmom izloZene
duvanskom dimu u odnosu na onu koja to nisu (23). Nalazi za FeNO u naSem ispitivanju
pokazuju da je pasivno puSenje, i kod astmatiCara i kod zdrave dece u vezi sa trendom
njegovog pada, ali bez statisticke znaCajnosti (grafikon 7.).

Postoje brojni podaci koji ukazuju da je FeNO povisen kod astmaticara koji nisu
na kortikosteroidnoj terapiji i obrnuto. Nicolini i saradnici (2010) su pokazai da se
bronhijalni nivo FeNO znacajno redukuje nakon primene Beclometazon dipropionata
(163). A Fujisawa sa saradnicima (2005) u izdahnutom vazduhu nalazi povisen NO kod
astmatiCara koji se redukuje nakon terapije inhalatornim Kkortikosteroidom ali i
antagonistom leukotrijena (25). Kod dece sa astmom koja su izlozena lakSem stepenu
pasivnog pusenja, DelaRiva-Velasco i saradnici (2012) nalaze da su niske i srednje doze
inhalatornih kortikosteroida u vezi sa nizim novoima FeNO u poredenju sa ispitanicima
koji nisu izloZeni duvanskom dimu (164). Drugi autori nalaze da je puSenje majke

povezano sa povecanim nivoom FeNO i slabijom pluénom funkcijom kod dece
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predsSkolskog uzrasta, koja imaju vizing i nisu na kortikosteroidnoj terapiji (165). U
naSim rezultatima nema razlike Sto se tice nivoa FeNO kod dece koja su pasivni pusaci
(iako je zabelezen lako snizen trend njegove vrednosti) u odnosu na terapijski rezim
(tabela 14.).

Poznato je da je u astmi pluéna funkcija oSteCena. Da na nju pasivno pusenje
moZe imati dopunski Stetan efekat ilustrovano je u nekoliko studija. Cook sa saradnicima
(1998) potvrduje da je pasivno puSenje povezano sa blagim ali konstatnim ote¢enjem
pluéne funkcije kod dece (166). Habby i saradnici (1994) nalaze da je pasivno pusenje
kod dece sa astmom povezano sa redukcijom u FEV1 i FEFs, a kod one koja nisu imala
astmu sa redukcijom samo u FEFsgy, (167).

Procena plucne funkcije kod naSih ispitanika tj. teZina bolesti i uticaj pasivnog
pusenja na nju, obavljena je merenjem FEV,, FEV/FVC i FEFsu,. Svatri parametrasu
pokazala trend pada vrednosti kod astmaticara u odnosu na kontrolu, i to znacajno (p <
0,001). U grupi gde su samo astmaticari i samo zdravi pasivni pusaci u odnosu na one
koji to nisu, izmerene su niZe vrednosti svih pluénih parametarara, ali bez znacajnosti.
Ovi parametri pluéne funkcije pokazali su da je stabilna astma iako blazeg stepena, jedini
razlog za lako snizenu pluénu funkciju (grafikoni 8., 9. i 10.). | Magnussen sa
saradnicima (1992) ne nalazi znacajnu razliku u plu¢noj funkciji a ni u hiperrekativnosti
disgnih puteva kod dece i odraslih, ukoliko su izlozena duvanskom dimu u odnosu na
one koji to nisu (168). Takode, i Lebowitz i saradnici (1984) zakljuCuju da uticaj
pasivnog pusenja na pluénu funkciju i respiratorne simptome kod dece nije pozitivan
(169).

Kod odraslih aktivnih pusaca i nepusaca iako sa blagom astmom nakon primene
flutikazona u dozi od 1000mcg dnevno tri nedelje, naden je samo kod nepuSaca znaCajan
porast jutarnjeg PEF i FEV; uz znaCajno smanjenje eozinofila u sputumu (158). Lazarusi
saradnici (2007) takode kod odraslih, nalaze da nakon primene Beklometazon propionata,
znacajno raste FEV; kod astmaticara nepuSaca u odnosu na pusace (159). Kod 180 dece
Skolskog uzrasta sa astmom Halterman sa saradnicima (2004) je pokazao da je nakon
primene inhalatornih kortikosteroida, redukovan broj dana bez tegoba uz znacajno manju
upotrebu svih lekova za astmu i hitnih poseta lekaru, ali samo u grupi koja nije bila

izlozena pasivnom pusenju (170). Mi medutim, ne nalazimo u nasem ispitivanju nikakvu
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razliku u pluénoj funkciji u zavisnosti od primenjene kortikosteroidne terapije i
izloZenosti duvanskom dimu (tabele 15.,16. i 17.).

5. POVEZANOST DOPUNSKIH FAKTORA RIZIKA SA ASTMOM | NJIHOV
UTICAJ NA NJEN RAZVOJ

Kako je naSe ispitivanje pokazalo da postoje izmene u oksidativnom stresu (vise
antioksidativnih parametara) kod blaze forme astme izlozene duvanskom dimu, dalja
analiza ovog ispitivanja imala je za cilj da utvrdi koji su jos potencijalni faktori rizika u
vezi sa astmom (  a indirektno i sa inflamacijom i oksidativnim stresom) koji bi mogli
dodatno da uticu na naSe rezultate.

Procena povezanosti dopunskih faktora rizika sa astmom u odnosu na kontrolnu
grupu, pokazala je statisticku znaCajnost kod astmatiara za veéi broj senzitizacija
(p<0,001), pojavu ekcema (p<0,001), alergijskog rinitisa (p<0,001) i vizinga (p<0,001)
(tabela 18.).

Takvih nalazaimai u drugim studijama. Brojni su literaturni podaci koji povezuju
senzitizaciju sa pojavom i razvojem astme kod dece. Udeo atopije u astmi kod dece,
procenjen koznim prik testom krece se od 25-63% (171). Nemacka multicentri¢na studija
za alergije, pokazuje da senzitizacija na kucne grinje u ranom Zivotu predstavlja rizik
faktor za razvoj astme u Skolskom uzrastu kao i da senzitizacija na bilo koji aergen u
ranom Zivotu i inhalatorne alergene do sedme godine Zivota, povecCava deset puta rizik za
razvoj astme u tom izrastu koji je jo$ vecCi ukoliko je majka astmaticar (172). Studija koja
je uporedivala razliCite markere senzitizacije sa atopskom boles¢u, ukazala je da je
kombinacija ekcema, aergije na hranu i kozna reaktivnost ili specificni IgE na grinje, u
uzrastu od 12 meseci predstavlja najjaCi kombinovani rizik faktor za razvoj astme u
uzrastu deteta od 24 meseca (173). Smatra se da je ova veza Cak dozno zavisnha, jer je
izloZenost grinjama tokom prve godine Zivota u jakoj vezi sa vecom prevalencijom
senzitizacije u petoj godini zZivota deteta (174). Kod odojcadi je pokazano da je izlaganje
alergenu grinje u kolicini ve¢oj od 10ug alergena grinja na gram praSine povezano sa
razvojem astme u uzrastu od sedam godina kao i da je rizik za razvoj astme sa kasnim
pocetkom povecan pet puta (175). Medutim ima i studija koje ne potvrduju direktnu vezu

izmedu izlaganja alergenu i razvoja alergijske astme iako je senzitizacija na alergene
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zatvorenog prostora jasno povezana sa alergijskom astmom (176). Do 50% dece
senzitisane na grinje i 44% senzitisane na alergen macke pokazuje simptome astme u
uzrastu od Cetiri godine (177). Postoje podaci koji ukazuju da izlaganje alergenu macke u
ranom Zivotu predstavlja rizik faktor za pojavu alergije i astme, ali i to da moze imati
protektivni efekat (178, 179). Neki autori ukazuju na primer da je izlaganje aergenu psa,
povezano sa povecanim izlaganjem komponentama bakterija kao Sto je endotoksin, Sto
moze da modulise imunski odgovor i dasmanjujerizik zaaergiju i astmu (180).

I povezanost atopijskog dermatitisa/ekcema sa astmom je odavno uocena.
Wuthrich 1 saradnici (1999) notirgju veliku prevaenciju atopijskog dermatitisa do
puberteta (40-60%) kao i visok stepen razvoja alergijskog rinitisa i/ili astme kod takve
dece (177). Sa ovim se u vezu dovodi oSteCenje koZne barijere (zbog nedostatka filagrina)
kod ekcema koji predisponirarazvoj senzitizacijei dalji razvoj astmei aergijskog rinitisa
tj. progresivni atopijski mar$ (181). Van der Hulst i saradnici (2007) su analizirajuci
nekoliko prospektivnih studija, nasli da jedno od troje dece sa ekcemom razvija astmu
tokom kasnijeg detinjstva (182) a Resnick i saradnici (1996) smatraju da ¢e Cak polovina
onih koji ga imaju u odojackom periodu ili detinjstvu, razviti alergijske respiratorne
simptome (183).

U studiji kod 620 odojcadi rodenih u Melburnu, sa porodicnom anamnezom za
alergijsku bolest, je nadeno da atopijski ekcem (ekcem plus senzitizacija) kod odojCeta
daje veci rizik za pojavu astme kod dece uzrasta 6-7 godina (OR 3,52), dergijski rinitis
(OR 2,91), astmu i alergijski rinitis (OR 6,3) nego kod odojCadi sa neatopijskim
ekcemom (184). Povezanost sa razvojem astme je posebno veca ukoliko je ekcem koji je
poceo u prvih Sest meseci zivota bio sa teSkom klinickom slikom (185). U studiji
sprovedenoj u Tasmaniji je nadeno da je deCiji ekcem znaCajno povezan sa novom
pojavom astme u preadolescentom periodu HR 1,70, adolescentnon periodu HR 2,14 i
odraslom periodu HR 1,63 (186).

Kada su ispitivana novorodencad, od kojih je jedan deo njih imao povecan rizik
za atopijsku bolest, pokazalo se da rani ekcem (pojava pre druge godine Zivota) i pojava
astme u one dece sa ranim ekcemom i konkominatnim ranim vizingom (u prve tri godine
Zivota) povecavaju rizik za aktuelni vizing ili bronhijalnu hiperreaktivnost u uzrastu od

sedam godina. Suprotno ovome, vecCina dece sa ranim atopijskim dermatitisom a bez
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ranog vizinga, nije sa povecanim rizikom za aktuelni vizing i BHR u istom uzrastu. Pored
toga, u one dece sa konkominatnim atopijskim dermatitisom i ranim vizingom, polovina
je imala atopijski dermatitis koji je poCeo pre ili sa vizingom a polovina pocetak vizinga
pre atopijskog dermatitisa (187).

Za sada joS uvek nije precizirano da li alergijski rinitis reprezentuje raniju
klinicku manifestaciju alergijske bolesti kod atopicara koji Ce kasnije razviti astmu ili
nazalna bolest sama za sebe uzrokuje astmu. Settipane i saradnici (2000) nalaze da je
kod dece i odraslih koje u pratili 23 godine u svojoj studiji, alergijski rinitis rizik faktor
zarazvoj astme (188). Alergijski rinitis, potvrden od strane lekara u odojackom periodu,
povezuje se sa dvostrukim rizikom za razvoj astme u jedanaestoj godini Zivota (189). U
uzrastu od pet godina u jednoj studiji, alergijski rinitis znaCajno predvida incidenciju
vizinga u uzrastu od 5-13 godina, sa relativnim rizikom od 3,82 (190). Prema Horaku
(1989) posle devetogodisnjeg bolovanja od alergijskog rinitisa, 40% individua razvija
astmu (191).

Najnoviji podaci ukazuju da alergijski marsS tj. razvoj adultne astme od ranog
vizinga posledica delovanja kako atopije tako i Cestih virusnih vizing infekcija (192). Do
skoro se smatralo da je samo predispozicija za alergiju glavni razlog tj. mehanizam za
koji se midlilo daje u vezi saranim vizingom i daljim razvojem astme, ali se sada zna da
je 1 predodredenost za infekcije rinovirusom kljucni dopunski faktor za ovu vezu (193).
Mala deca koja ¢e razviti astmu, obi¢no imaju rekuretne epizode vizinga, kaslja i teSkoce
pri disanju (tzv. perzistetni vizeri) koje su u vezi sa virusnim infekcijama u 90%
sluCajeva (194). Skorasnji podaci, rasvetljavaju da je rinovirus indukovani vizing tokom
ranih godina Zivota veoma vazan faktor za dalji razvoj perzistetnog vizinga/astme, i to
vise nego RSV bronhiolitis (195). Cak je utvrdeno da postoji urodena predodredenost za
rinovirusne infekcije koja je povezana sa deficitom interferona gama koji je odgovoran
za dugotrajnu osetljivost za akutne vizing epizode (196, 197). Caliskani saradnici (2013)
nalaze da je za to odgovoran gen u regionu 17921 sa svoje dve ekpresivne varijante
(198). Smatra se tako da ponavljane akutne infekcije mogu da posreduju dogadajima koji
reprogramiraju urodene, adaptivne i/ili regulatorne imunske odgovore u smeru hroni¢ne

inflamacije disgjnih puteva (199).
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Kussel i saradnici (2007) su zapazili da se u uzrastu od pet godina, Cetiri puta
CeS¢e javlja astma, kod onih koji su imali rinovirusni ili RSV vizing u ranom Zivotu, u
odnosu na one koji ga nisu imali, a ova observacija je zabelezena i medu decom koja su
se senzitisala na aergene, pre druge godine Zivota (200). Od rodenja pa do tre¢e godine
Zivota su RSV vizing, RV vizing i oba povezani sa povecanim rizikom za astmu u Sestoj
godini Zivota (OR 2,6, OR 9,8, OR10, za svaki ponaosob). U prvoj godini Zivota zajedno
RV vizing (OR 2,8) i senzitizacija na aeroalergene (OR 3,6 ) povezani su sa astmom u
Sestoj godini zivota. Sa tri godine zivota, RV vizing je izrazito jako povezan sa astmom u
Sestoj godini Zivota (OR 23,6), u odnosu alergijsku senzitizaciju (OR 3,4). Skoro 90%
dece kojasu imala RV vizing satri godine ¢e imati astmu u Sestoj godini Zivota (194). U
studiji gde su dugotrajno praceni pacijenti posle bronhiolitisa, procenjen uticaj na pojavu
astme nakon rinovirus indukovanog vizinga tokom ranog detinjstva, je ¢e$¢i nego nakon
RSV bronhiolitisa. Rinovirus vizing tokom prve tri godine Zivota povecava rizik da deca
imaju astmu u Sestoj godini Zivota i to 40 puta, Sto je mnogo viSe nego senzitizacija na
alergeneili RSV infekcije (201).

Procena povezanosti dopunskih faktora rizika sa astmom samo kod dece koja su
pasivni pusaCi u ovom ispitivanju, pokazala je statistiCku znaCajnost za niZi stepen
edukacije majki (p<0,01), njeno krace radno vreme (p<0,01), uz prisustvo pusaca Koji
dosta puse u ku¢i medu kojima je i majka sa dugim pusackim stazom (p<0,001). Deca
koja nisu pasivni nepuSaci, statisticki znaCajno vise Zive u stanovima Cija je povrsina veca
(p<0,05) (tabela 19.).

KoliCina dobijenih Stetnih hemikalija iz duvanskog dima u okolini (oksidi azota,
nikotin, CO i razliCiti kancerogeni) zavisi od broja pusaca, stepena pusenja, tipa cigareta
(sa/bez filtera, sa niskim katranom, koliCine nikotina), blizine pasivnog pusaca, trajanja
izlaganja, veliCine ambijenta, ventilacionog sistema, sezone u godini i mnogih drugih
varijabli (202). Pokazano je da je doza izlaganja tj. veCi broj pusaca koji Zive u kuéi je u
pozitivnoj korelaciji saincidencijom simptoma nalik astmi kod dece (202), Sto se slaze sa
nasim rezultatima.

Lannero i saradnici (2002) navode da je puSenje roditelja u industrijalizovanim
zemljama u negativnoj vezi sa indikatorima socijalnog statusa, medu kojima je i nivo

edukacije roditelja, Sto je takode u skladu sa naSim rezultatima. Rizik za tranzitorni
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vizing kod dece Cije su majke pusSile 10 i viSe cigareta dnevno i imale 12 i viSe godina
edukacije, povecan je 2,5 puta u poredenju sa decom majki nepuSaCa istog stepena
edukacije. Za veéi stepen edukacije majke, nije nadena povezanost. PredSkolska deca
koja su pasivni pusaci, imaju veéi rizik za astmu nego deca Skolskog uzrasta (OR 1,44
naspram 1,26) a pusenje majke tokom trudnoce povecava rizik za astmu u poredenju sa
izlaganjem samo posle rodenja (204). Duzina izlaganja duvanskom dimu takode ima
uticaja. Meta analiza pet kohorti, ukazuje da desetogodisnje izlaganje duvanskom dimu,
viSe od petogodisnjeg izlaganja povecava rizik za astmu (OR 1,42) (205).

Na osnovu prikaza frekvencija i procenta zastupljenosti dopunskih atributivnih
faktora rizika i njihovog uticaja na razvoj astme zavisno od pasivnog pusenja, u nasem
ispitivanu se pokazalo da je u grupi astmaticara koji su pasivni pusaci statisticki znacajno
viSe dece koja su prvorodena (p<0,05), da je pojava ekcema nakon prve godini Zivota
statistiCki znacajno CeSCa u grupi kod astmaticara koji nisu pasivni pusaci (p<0,05) i tasu
trudnice u toj grupi CeSce pusile (p<0,001). U porodicama roditelja puSacCa, prvorodena
deca imaju 2,85 puta vecu verovatnoéu da dobiju astmu (tabela 21.). Rezultati direktno
pokazuju koji faktori rizika imaju vaznu ulogu u razvoju ove bolesti pa i oksidativnog
stresa u okviru inflamacije koja stoji u njenoj patogenezi trostruki rizik ima prvorodenost.

Vec duZe vreme se spekuliSe da i veliCina porodice ima uticgja narazvoj atopijei
alergijskih bolesti kod potomaka. Naime, ngjverovatnije je da prisustvo starijeg srodnika
u porodici, povecava ucCestalost izlaganja mladih ve¢em broju virusnih infekcija, $to
moZe da uti¢e na imunski sistem mladeg deteta, da ne razvije atopiju akasnijei alergijske
bolesti poput astme. Moguce objasnjenje za ovakavu pojavu je i da mutiple trudnoce
majke, menjaju njen imunski status na nacin koji Stiti svako naredno dete od razvoja
atopskih bolesti. (206). Medutim, u Engleskoj i Novom Zelandu gde je uradeno 14
studija, koje su pokusale da otkriju povezanost astme sa velicinom porodice i redosledom
rodenja deteta nije pokazano da se rizik za astmu znacajno povecava za drugorodeno u
odnosu na prvorodeno dete i da je on sliCan za svu narednu rodenu decu. Ovakva analiza
se ne slaze sa tim da veliCina porodice utiCe na razvoj astme kod potomaka (207). Nema
podataka u literaturi vezano za ovu povezanost kod ispitanika izloZzenih duvanskom

dimu.
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Procena povezanosti dopunskih faktora rizika sa astmom u odnosu na terapijski
rezim, pokazala je da su deca sa astmom koja nisu na terapiji, statistiCki znacajno vece
porodajne mase (p<0,01) i duzine na rodenju (p<0,05), dok je srednji broj senzitizacija
statistiCki znacajno veci u grupi kod dece sa astmom na terapiji (p<0,05) (tabela 20.). To
znaCi da se u astmi dopunski faktori rizika koji su u vezi sainflamacijom i indirektno sa
oksidativnim stresom razlikuju u odnosu na tezinu bolesti tj. onih koji su na i bez
kortikoterapije.

U literaturi se mogu naci nalazi da je u dvanaestoj godini Zivota astma je ¢eS¢a
kod dece sa malom PM u poredenju sa terminskom decom i da takva deca imaju Cetiri
puta veci rizik za razvoj astme. Koja je pozadina uocenog veceg rizika za razvoj astme
kod dece sa malom porodajnom masom nije u potpunosti razjasnjeno. Mozda su to:
prematuritet sam po sebi, intrauterina retardacija rasta, ve¢a upotreba antibiotika tokom
neonatalnog perioda, primenjena mehanicka ventilacija sa oksigenoterapijom ili pozitivna
porodi¢na anamneza za alergije, puSenje majke tokom trudnocCe i odojackog perioda
deteta, antenatalna primena kortikosteroida, rodenje carskim rezom, starost majke na
porodaju, prisustvo straje dece u porodici (208). Medutim, smatra se i da su PM veca od
3800g i vecCi ponderalni indeks, moguci faktori rizika za nastanak astme u detinjstvu. |
ova pojava je u osnovi jo§ uvek bez razjaSnjenog mehanizma. Kombinovani rezultati
devet studija, pokazuju da veca porodajna masa povecava rizik za nastanak astme 1,2
puta (209). Deca sa porodajnom duzinom preko 56cm (89 percentil) imaju relativni rizik
za astmu 6,4 u odnosu na one koji imaju porodajnu duzinu 50-56¢cm, tj. manja porodajna
duZina ide sa manjim rizikom za razvoj astme (210). To pokazuju i nasi rezultati.

Na osnovu prikaza frekvencija i procenta zastupljenosti dopunskih atributivnih
faktora rizika i njihovih mogucih uticaja na razvoj astme u ovoj studiji, zavisno od
terapijskog rezima, pokazalo se da je senzitizacija na tri i viSe alergena, statisticki
znaCajno CeS¢a u grupi astmaticara na terapiji (p<0,01) i da 4,33 puta ¢eScCe verovatnocu
da imgu astmu (tabela 22.). To potvrduje i jedna studija koja je pokazala da je
polisenzitizacija na inhalacione alergene u osoba sa astmom uzrastno nezavistan faktor

rizika i za tezi oblik bolesti i za upotrebu kortikosteroida (211).

82



U proucavanju bronhijalne astme sa profilakticnog, dijagnostickog i terapijskog
aspekta, treba imati u vidu izuzetno kompleksne mehanizme koji vladaju tokom pojave,
razvoja i leCenja ove bolesti. Samo sveobuhvatan pristup astmi i dobro poznavanje
redoksa u njenoj patogenezi, daje mogucnost primene adekvatnih terapijskih i
preventivnih procedura (spreCavanje pasivnog pusenja dece, dopuna antioksidansima
uobicajenoj terapiji) koje nepovoljne procese mogu da preusmere u Zeljenom povoljnom
pravcu, uz adekvatne rezultate. Sa druge strane, nepoStovanje ovih suptilnih mehanizama
koji odrazavaju oksidativno/antioksidativni balans i tokom terapijskih procedura, moze
imati kontraproduktivan efekat.

Danas pulmologija daje sve veCi znaCaj proceni oksidativnog stresa i
mogucnostima kontrolisanja balansa pro/antioksidanasa. Brojne Kklinicke studije
zasnovane na eksperimentima, nagovesStavaju novi pristup u prevenciji i terapiji plucnih
bolesti. MoZe se reci da nalazi naSeg ispitivanja, daju adekvatan doprinos u terapijskom

pristupu posebnog tzv. puSackog fenotipa/endotipa astme kod dece.

Nedostaci ovog istrazivanja su: mali broj ukljuCenih ispitanika jer smanjuje
statistiCku vrednost ispitivanja, kvalitativno merenje kotinina u serumu zbog manje
objektivnost u proceni inteziteta pasivnog puSenja i njegov kratak poluzivot koji daje
informaciju o izlaganju duvanskom dimu samo unazad 50 sati, ispitivanje astmaticara sa
stabilnom i blazom formom perzistetne bolesti jer ne odrazava i stanje kod i kod
pacijenata sa nestabilnom i tezom formom bolesti kao i nepoznavanje genskih
polimorfizama antioksidantnih i detoksikacionih enzima kod naSih ispitanika koji su

takode mogli da utiCu na dobijene rezultate.
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VII ZAKLJUCCI

Naosnovu rezultata prezentovanih u ovom istrazivanju moze se zakljuciti sledece:

1. Kvalitativno ispitivanje nivoa kotinina u serumu kod ispitanika, u 100% slucajeva je
potvrdilo slaganje sa anamnestickim podacima dobijenim od strane roditelja za izlozenost
duvanskom dimu.

Nivo venskog COHb nije pokazao znacajno slaganje sa anamnestickim podacima

za pasivno pusenje jer je pod uticajem brojnih spoljasnjih faktora.

2. Kod lake i umereno teSke astme deCjeg uzrasta u odnosu na zdrave, sistemski
oksidativni stres procenjen merenjem nivoa TBARS u serumu je znaCajno povisen.

Uticaj pasivnog puSenja na sistemski oksidativni stres u astmi kod dece nije
znacajan.

Kod astmaticara izloZenih duvanskom dimu nezavisno od toga da li su na

kortikostreoidnoj terapiji, sistemski oksidativni stres se ne razlikuje znacajno.

3. Sistemski antioksidativni status procenjen merenjem aktivnosti enzima SOD i GPx
pokazao je znaCajnu redukciju za aktivnost GPx kod astmatiCara u odnosu na zdrave.
Pasivno pusenje kod obolelih znacajno redukuje aktivnost oba enzima.
Kod astmatiCara pasivnih puSaca bez kortikoterapije znacajno je sniZzena aktivnost
SOD dok je kod obolelih pasivnih pusaca na kortikoterapiji znaCajno snizena aktivnost
GPx.

4. Sistemska inflamacija (vrednost CRP i ukupan broj leukocita u perifernoj krvi), se ne
razlikuje kod bolesnih i zdravih. Kod dece sa astmom nema znacajne razlike u sistemskoj
inflamaciji u odnosu na pasivno pusenje i kortikosteroidni terapijski rezim.
Eozinofilna sistemska inflamacija (procenat eozinofila u perifernoj krvi) znacajno
je veca kod obolelih od astme u odnosu na zdrave i ne razlikuje se kod obolelih u odnosu

na pasivno pusenje i terapijski rezim.



Kod zdrave dece je zabeleZzen znaCajan uticaj pasivnog puSenja na ukupan broj

leukocita u perifernoj krvi.

5. Ispitivanje nivoa lokalne alergijske inflamacije u plu¢ima i azotnog stresa, merenjem
azot monoksida u izdahnutom vazduhu, pokazalo je znaCajno viSu vrednost kod
astmatiCara u odnosu na zdrave ispitanike.

Pasivno puSenje i kortikosteroidna terapija kod astmatiCara nemaju znacajan

uticaj na alergijsku inflamaciju u pluéima.

6. Plucna funkcija procenjena merenjem FEVi, FEV/FVC, i FEFso%, znaCajno je
redukovana kod astmatiCara za sva tri ispitivana parametra, u odnosu na zdrave, ai nije
znacCajno drugacija kod obolelih u odnosu na izlozenost duvanskom dimu i primenjenu

kortikoterapiju.

7. Veca povezanost dopunskih faktora sa hroni¢nom inflamacijom kod astme, nadena je
zaveCi broj senzibilizacijai raniju pojavu ekcema, alergijskog rinitisai vizinga.

Kod astmatiCara koji su pasivni pusaci povezanost je znacajna za veci broj pusaca
u kuci, veci broj dnevno popusSenih cigareta u kuci, veci broj dnevno popusenih cigareta
od strane majke, vecu duzinu puSackog staza majke, nizi stepen edukacije majki i njeno
kraCe radno vreme i manju povsinu stana i manju povrsinu stana.

Povezanost dopunskih faktora sa astmom na Kkortikoterapiji znaCajna je za veCi
srednji broj senzibilizacija a kod astme bez terapije za vecu porodajnu masu i duzinu. Svi
navedeni znaCajni faktori povezani sa astmom predstavljaju dopunske faktore za

oksidativni stres u astmi.

8. Anadlizafrekvencijai procenta zastupljenosti dopunskih atributivnih faktorai njihovog
potencijalnog rizika za pojavu astme, pai direktnog uticaja na oksidativni stres kod dece
koja su pasivni pusaci, posebno je znaCajna za prvorodenu decu jer imaju 2,85 puta veéu
verovatno¢u da obole od astme. Kod izloZenih duvanskom dimu potencijalni rizik za
razvoj astme je znaCajno vecCi ukoliko je majka pusila u toku trudnoce i pojava ekcema

nakon prve godine zivota.
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AstmatiCari na inhalatornoj kortikosteroidnoj terapiji, imaju Cetvorostruko veci
rizik za razvoj bolesti kada su senzibilisani na tri i viSe alergena. Kod pacijenata bez
kortikosteroidne terapije ispitivani dopunski atributivni faktori nisu potencijani rizik za

razvoj bolesti.

9. Ovo istrazivanje ukazuje na znacaj redukcije pasivnog pusenja u razvoju i lecenju

astme kod dece.
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Ipasor 1.

H3JABA O AYTOPCTBY

Hajaessyjem jia je JOKTOpCKa AHCEPTaLHja, MOJ] HACTOROM

CRERAT PASIVNGG  PUSEN, A IVA- ORIIDATVIV] CTRES
ROD Dret OROLELE Qb BRONHTALNE ASTME

* pe3ynTar cONCTBEHOI MCTPAXKHBAUKOT paja,

* Jia IpeUIOXKEHA IHcepTallija, HH Y LEelHNH, HH y JeM0BHMA, HHje Guna npenoxeHa
3a mobujame 6GMno koje [AMINOME, TpeMa CTYAMjCKHM TNpOTpaMHMMa  Jpyrux
BHCOKONIKOJICKHX YCTaHOBa,

e [acy pe3yNTaTH KOPEKTHO HaBEICHH H

e [a HHCaM KpIIHO/a ayTOpCKa [IpaBa, HHTH 3JI0YNOTpeOHO//a MHTENCKTyaNnHy CBOJHHY
HOpPYTHX NHLIA.

V Humny, lé\ G‘mjnl *

NATR SLAVRONE S0 VAAOVTE

AyTOp AHcepTanmje:

TloTnuc goKTOpaHaa:

JL{ggz RAVKDNT POVONONE
o/
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punor 2.

H3JABA O HCTOBETHOCTH NITAMIAHE H EJEKTPOHCKE BEP3UIE
JIOKTOPCKE JJACEPTATHIE

.11, SLAVIOVT & TOVANOVI 7

- CTyMjcku poTpaM: M‘E"b TCi NA"’
Fpeww 'p&sruu% 'M‘s‘w

Hacnoe pana: et
55 =

MeHnTop: Frbox }\U\Wff" QTMDC@V}‘((

Viajasmyjem fa je MITAMIIaHa BepIMja Moje JIOKTOpCKE JMCepTa
eNEKTPOHCKO] BEpaMjH, KOjy caM npenac/na 3a yHomeme y JiuruTanuu PENO3HTOPHYM

YausepsuTera y Huony.

NA- 0&51‘3#}7\”\),’ E'T-EI‘

IMje HCTOBETHA

Jlo3BosbaBaM fia ce oGjaBe MOjH JIHYHH MOJALM, Ko ¢y y Beanm ca jnofmjamem
AKA[eMCKOT 3Bamha [OKTOPA HayKa, Kao WITO CY HME H NPE3HME, TOHHA | MecTo poljetba H
gatyM ojfpaHe pama, M To Y KaTainory BubauoTexe, [IMTHTATHOM pETOSHTODH]yMY

VunpepanTeTa Y Humy, Kao 0 Y myGnukauujama Y HHBEPIHTET ¥ Hunry.
Y Humy, 1;1@‘ @‘ ‘;LM L{
MATE SKAVKOUTE JOVANOE

AyTop oMcepTauHje:

TMoTnue gokTopanma:

Jor Fonont fovauon ¢
u it
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Tlpumor 3.
H3JABA O KOPMIIREBY

OpnamhyjeM Yuusepautercky 6GmbmmoTeky ,Huxona Tecna®“ ma, y Hururannu
penosuTopHjyM YHHBepauTeTa y Hunry, ynece MOjy IOKTOPCKY THCEPTALIH]Y, [TOA HAC/IOBOM:

EFERAT PASIVNOG PUSEN, A NA- ORSIDATIVA// STRES
KoD DECE OROLELE 0P BEONHTALNE ASTAME

Koja je Moje ayTopcKo eno.

Huceprauujy ca cBUM [pPHIOIHMA npefao/ia caM Y eNeKTPOHCKOM dopmary,
TOTO/IHOM 32 TPajHO apXHBHpAMkE.

Mojy HOKTOpCKy AMCepTauujy, yHety y JIHruTaniu PETOIUTOPH]YM YHHBEP3HTETA Y
Huury, MOry KOPHCTHTH CBH KOjH HOWITYjy onpenbe canpiane y ojabpaHoM THITY JIMLCHIE
Kpeatusne 3ajenuuiie (Creative Commons), 3a KOjy caMm ce oJUTysHo/Ja.

1. Ay'ro-pcran
@Aympmo — HEKOMepLHjanHo
3. AyTopcTBo — HekoMepLHjamio — Ge3 npepaje
4. AyTopCTBO — HEKOMEpIHjaITHO — JIEIATH M0]] HCTHM YCIOBHMA
5. AytopctBo — €e3 mpepaje
6. AyTopcTBO — JCNMTH NOJ| HCTHM YCIOBHMA

(Mommeo fa nogEy4eTe caMo jeguy on mect nomyfjeHID THUCHLN, KPaTak 0nuc JHIEHLIN j& ¥ HACTABKY TEKCTa).

YV Humy, 926 . @ . 294# E
AyTop ouceprauuje: ﬂ%}m CF@M‘O M\Fg WOW\;’

TloTnHe poxTopaHia:

J{%}}L oot Jovawon

107



	1.pdf
	2.pdf

