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Cilj: Ispitati može li se određivanje koncentracije hsCRP (high sensitivity C-reactive protein) primijeniti kao biomarker u praćenju uspješnosti terapije akutne egzacerbacije astme u djece. 

Ispitanici i metode: U ispitivanje je uključeno 28-ero djece kontrolne skupine i 27-ero djece hospitalizirane zbog liječenja akutnog napadaja astme. Liječenje akutne egzacerbacije provedeno je kontinuiranom inhalacijom (2-agonista brzog djelovanja te primjenom inghalacijskih kortikosteroida. Za određivanje hsCRP uzorkovani su serumi bolesnika prije terapije i tri dana nakon terapije. Koncentracija hsCRP određena je imunoturbidimetrijskom metodom na lateks česticama na biokemijskom analizatoru AU400.
Rezultati: Koncentracija hsCRP bila je statistički značajno veća u djece s astmom (prije terapije: 3,00 ± 1,92 mg/l; tri dana nakon terapije: 0,80 ± 0,61 mg/l) nego u djece kontrolne skupine (0,36 ± 0,21 mg/l).
Zaključak: Rezultati ovog istraživanja ukazuju na to da bi hsCRP mogao biti nespecifičan biomarker za praćenje upale u djece s akutnom egzacerbacijom astme. Međutim, potrebna su nova istraživanja koja bi utvrdila korelaciju između specifičnih i nespecifičnih biomarkera upale u astmi. 
Deskriptori: ASTMA – krv;  C-REAKTIVNI  PROTEIN - analiza;  BIOLOŠKI  MARKERI – u krvi

UVOD

C-reaktivni protein (CRP) poznati je biomarker akutne upale čija se koncentracija u serumu određuje svaki dan kako bi se procijenio stupanj akutne sistemske upale (1), primjerice kod reumatskih (2) ili intestinalnih bolesti (3), ili kako bi se utvrdila bakterijska etiologija neke upale, primjerice pneumonije, kako u odraslih (4) tako i u djece (5). Posljednjih pet godina, u svrhu otkrivanja kronične, prikrivene upale, primjenjuje se određivanje hsCRP (high sensitivity C-reactive protein). Riječ je zapravo o određivanju koncentracije CRP osjetljivijom turbidimetrijskom metodom na lateks česticama, prilagođenom niskom mjernom području (6). Ta je metoda omogućila da se u bolesnika s prikrivenom upalom, primjerice kod kardiovaskularnih bolesti (7) ili kod šećerne bolesti (8), određivanje hsCRP upotrijebi kao prognostički biomarker. CRP je, kao biljeg kronične upale, opisan i u pretilih osoba (9). Ti su rizici u djece znatno manji, pa se može smatrati da je uzrok povećanim vrijednostima CRP u djece u ovom istraživanju upravo u sistemskoj upali nastaloj zbog respiratornih alergijskih bolesti. Prema rezultatima malobrojnih istraživanja u području alergologije, čini se da bi određivanjem hsCRP bilo moguće procijeniti jačinu upale i u bolesnika s astmom, kako u odraslih (10) tako i u djece (11). Poznato je, također, da CRP može aktivirati komponente komplementa (12). Stoga smo ovim radom željeli ispitati može li se određivanje koncentracije hsCRP primijeniti kao biomarker u praćenju uspješnosti terapije akutne egzacerbacije astme u djece. Osim hsCRP u ostatnom serumu, određena je i koncentracija alfa1-antitiripsina (A1AT), kao biljega akutne upale, te koncentracija komponenti komplementa C3 i C4.

ISPITANICI I METODE

I s p i t a n i c i 

U ispitivanje je uključeno 27-ero djece oboljele od alergijske astme, prosječne dobi od sedam godina (
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 ± SD  = 7 ± 4 godina), koja su zbog akutne bronhoopstrukcije bila primljena na bolničko liječenje. Kod 23-oje (85%) djece već je prije dijagnosticirana astma (povremena astma, N=11; blaga trajna astma, N=10, umjerena trajna astma, N=2), i preporučena terapija (tablica 1) prema smjernicama GINA (Global Initiative for Asthma) (13), a u četvero (15%) djece bila je riječ o prvoj pojavi akutne bronhoopstrukcije. Dijagnoza astme postavljena je na temelju osobne i obiteljske anamneze, fizikalnog pregleda bolesnika, objektivnog mjerenja plućne funkcije, kožnih testova te laboratorijskih postupaka za otkrivanja alergijskih bolesti (14), a stupanj težine astme (tablica 1) procijenjen je na temelju praćenja dnevnih i noćnih simptoma, egzacerbacije simptoma, ograničenja svakodnevnih aktivnosti, mjerenja plućne funkcije, potrebe za kontrolirajućim lijekovima (15). 

Liječenje akutne egzacerbacije provedeno je prema smjernicama GINA (13) kontinuiranom inhalacijom (2-agonista brzog djelovanja te primjenom inghalacijskih kortikosteroida, uz trajnu kontrolu simptoma te praćenje saturacije hemoglobina kisikom. U kontrolnu skupinu bila su uključena djeca (N=28) prosječne dobi od devet godina (
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 ± SD = 9 ± 5 godina) koja su zbog recidivirajućih upala gornjih dišnih putova upućena na imunološku obradu, a prethodna tri tjedna nisu bila bolesna. Indeks tjelesne mase u sve je djece bio u referentnim granicama za dob. Nijedno dijete nije istodobno imalo nijednu drugu upalnu bolest (ni akutnu ni kroničnu). Dijagnostički i terapijski postupci provedeni su u skladu s etičkim načelima i Deklaracijom o ljudskim pravima iz Helsinkija 1975. i izmjenama iz Tokija 2004. godine (16). Krv za analizu uzimana je u dva navrata: prije prijma na bolničko liječenja te tri dana nakon primijenjene terapije.  

M e t o d e
Koncentracija hsCRP određena je imuno-turbidimetrijskom metodom na lateks česticama (17), a koncentracija C3, C4 i A1AT imunoturbidimetrijskom metodom (18), sve na biokemijskom analizatoru Olympus AU 400, s reagensima istog proizvođača. 

S t a t i s t i č k e   m e t o d e
Pohrana i priprema podataka za statističku analizu učinjena je u programu Excel 2000 programskog paketa Microsoft Office (Microsoft, SAD). Kvantitativne varijable opisane su aritmetičkom sredinom (
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), standardnom devijacijom (SD), medijanom (M), odnosno intervalom. Značajnost razlika među skupinama testirana je Studentovim testom (za normalnu razdiobu) ili Wilcoxonovim testom (za asimetričnu razdiobu), a vrijednosti  p<0,05 smatrane su statistički značajnima. Korišten je statistički program MedCalc (19).
REZULTATI
Prosječna koncentracija hsCRP u djece s astmom bila je prije terapije značajno veća nego u djece kontrolne skupine (tablica 2 i 3), odnosno zdrave djece, kod kojih referentna vrijednost hsCRP (
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 + 2SD) iznosi 0,08 – 0,60 mg/l (11). Nakon trodnevnog liječenja koncentracija hsCRP značajno se smanjila u odnosu prema vrijednosti prije liječenja, ali su te vrijednosti još uvijek bile statistički značajno veće nego u djece kontrolne skupine. Koncentracija komplementa C3 i A1AT je tijekom praćenja bila statistički značajno veća u djece s astmom nego u kontrolnoj skupini, a koncentracija komplementa C4 nije se značajno razlikovala među ispitivanim skupinama.

Iz percentilnih vrijednosti (slika 1) može se vidjeti da je 95% bolesnika s astmom prije liječenja imalo koncentraciju hsCRP veću nego poslije trodnevnog liječenja, a u 50% djece nakon liječenja imalo je koncentraciju hsCRP veću od gornje granice intervala u kontrolnoj skupini. Četvero djece s prvim napadajem bronhoopstrukcije imalo je koncentraciju hsCRP veću od 5 mg/l. Koncentracija komponente komplemenata C3 bila je u svih bolesnika (a koncentracija C4 u 95% bolesnika) tijekom praćenja veća nego u kontrolnoj skupini. Percentilne vrijednosti pokazuju da se u polovice djece s astmom koncentracija  A1AT smanjila nakon trodnevne terapije, a u druge polovice djece ostala je gotovo nepromijenjena. 


RASPRAVA

Ovo je istraživanje pokazalo da je prosječna koncentracija hsCRP u djece s astmom bila značajno veća (3,00 ± 1,92 mg/l) nego u kontrolnoj skupini ispitanika (0,36 ± 0,21 mg/l). Nakon trodnevne primjene (2-agonista brzog djelovanja, odnosno inhalacijskih kortikosteroida koncentracija hsCRP značajno se smanjila (0,80 ± 0,61 mg/l) u odnosu prema vrijednosti prije liječenja, ali su te vrijednosti još uvijek bile statistički značajno veće nego u djece kontrolne skupine. Koncentracija A1AT, kao biomarkera akutne upale, tijekom praćenja bila je statistički značajno veća (iako unutar referentnih intervala za dob) u djece s astmom nego u kontrolnoj skupini.  Koncentracija komponente komplemenata C3 također je bila veća u bolesnika nego u kontrolnoj skupini.  

U praćenju alergijske upale može se pratiti koncentracija eozinofilnoga kationskog proteina u serumu (20), sputumu (21) i nosnom ispriku (22), odnosno koncentracija NO u izdahu (23), nosnom ispirku (24) ili u kondenzatu izdaha (25). Postoji mogućnost određivanja i drugih biljega eozinofilne aktivacije (npr. eozinofilni proteina X, eozinofilni neurotoksin) (26, 27), ali te analize nisu zaživjele u svakodnevnoj praksi. Iako je astma karakterizirana kroničnom upalom dišnih putova, značenje određivanja hsCRP kao biljega kronične prikrivene upale još nije dovoljno ispitano (28, 29). U nekim radovima opisuje se povezanost povećane koncentracije CRP s učestalošću bronhalne hiperreaktivnosti (BHR) (30), a u nekim multicentričnim istraživanjima ta veza nije potvrđena (31). Čini se ipak da postoji značajna korelacija između povećanja koncentracije CRP i respiratornih simptoma, kao što su piskanje i dispneja nakon napora i noćnoga kašlja (31).   T a k e m u r a   i   s u r.   (10)  opisali su obrnutu korelaciju vrijednosti CRP i plućne funkcije bolesnika koji nisu bili na terapiji kortikosteroidima. Ti su autori pokazali da su bolesnici bez terapije inhalacijskim kortikosteroidima (1,33 ± 1,48 mg/l) imali veću koncentraciju hsCRP s obzirom na zdrave ispitanike (0,21 ± 0,30 mg/l) i ispitanike kod kojih je primijenjena protuupalna terapija (0,90 ± 1,00 mg/l), te zaključili da hsCRP može biti zamjenski biomarker upale dišnih putova. Skupina izraelskih autora utvrdila je da je koncentracija hsCRP veća u akutnom pogoršanju astme (14,28 ± 8,45 mg/l) nego nakon terapije (1,92 ± 3,16 mg/l) te da koncentracija hsCRP korelira s plućnom funkcijom (32). Veća koncentracija hsCRP u tom istraživanju ukazuje i na veću upalu u djece s astmom nego u djece u našem istraživanju, koje je u skladu s prethodnim istraživanjem (11) u kojemu je koncentracija hsCRP u djece s kontroliranom astmom iznosila 0,71 ± 0,58 mg/l, a u djece s alergijskim rinitisom 0,53 ± 0,50 mg/l. Koncentracija hsCRP u kontrolnoj skupini također je sukladna prethodnim rezultatima u zdravih ispitanika - 0,28 ± 0,16 mg/l (11). 

Na koncentraciju hsCRP u odraslih pacijenata s astmom mogu utjecati i druge moguće pridružene bolesti, primjerice kardiovaskularne bolesti (7), šećerna bolest (8), debljina (9), ateroskleroza i aterotromboza (33). Ti su rizici općenito u djece neznatni, pa se može smatrati da je uzrok povećanim vrijednostima CRP djece u ovom istraživanju upravo u sistemskoj upali nastaloj zbog astme. Bolesnici s astmom mogu imati povećanu koncentraciju proteinskih biljega sistemske upale, primjerice serumskog amiloidnog proteina A (34). Umjerena tendencija povećanja koncentracije A1AT u naših ispitanika također može ukazivati na to da u tijeku akutnog astmatskog pogoršanja također postoji povećana sinteza proteina akutnog odgovora. Pokazalo se osim toga da je komplement u alergijskoj upali aktivan više nego u kontrolnoj skupini jer su vrijednosti C3 (ali ne i C4) u bolesnika bile veće nego u djece kontrolne skupine, što je sukladno s literaturnim podatcima koji su u bolesnika s astmom također utvrdili povećanu aktivaciju komplementa C3 (35-37). Uključenost komplementa C3 u alergijsku upalu potvrđena je i u istraživanjima na animalnim uzorcima (38). Svjesni smo da odabir djece kontrolne skupine nije prikladan, ali prikladnija skupina zbog etičkih razloga nije mogla biti odabrana. 

Rezultati ovog istraživanja ukazuju na to da bi hsCRP mogao biti još jedan nespecifičan biomarker za praćenje upale u djece s akutnom astmom. Međutim, potrebna su nova istraživanja koja bi utvrdila korelaciju između specifičnih i nespecifičnih biomarkera upale u astmi. 
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Tablica 1. Stupanj težine astme u 23-oje djece i preporučena inhalacijska terapija prije hospitalizacije

Table 1. The grade of asthma severity in 23 children and recommended inhaled therapy before hospitalization

	Težina astme

Asthma severity
	N
	Terapija, doza

Therapy, dose

	Povremena

Intermittent
	11
	SABA (prn)

	Blaga trajna

Mild persistent
	10
	ICS (100-200μg)

	Umjerena trajna

Moderate persistent


	2 


	ICS (100-400μg) + LABA




ICS – Inhalacijski kortikosteroidi - Inhaled Corticosteroids

SABA - (2-agonisti kratkog djelovanja - Short Acting (2-Agonists

LABA - (2-agonisti dugog djelovanja - Long Acting (2-Agonists

prn (latin) - pro re nata 

Tablica 2. Koncentracije hsCRP, CRP, C3, C4 i A1-AT u zdravih ispitanika i bolesnika s astmom 

Table 2. hsCRP, C3, C4 and A1-AT concentrations, in healthy subjects (Control) and patients with asthma 

	
	
	Control

(N = 28)
	Astma

Asthma

(N = 27)
	

	 
	 
	
	Day 1
	Day 3

	hsCRP
	Range

Raspon
	0.12 - 0.91
	0.22 - 6.78
	0.15 - 2.53

	(mg/L)
	
[image: image5.wmf]x

± SD
	0.36 ± 0.21
	3.00 ± 1.92
	0.80 ± 0.61

	
	M
	0.31
	2.34
	0.66

	C3
	Range

Raspon
	0.91 - 1.30
	1.08 - 1.79
	1.11 - 1.83

	(mg/L)
	
[image: image6.wmf]x

± SD
	1.11 ± 0.12
	1.34 ± 0.16
	1.38 ± 0.13

	 
	M
	1.09
	1.33
	1.37

	C4
	Range

Raspon
	0.13 - 0.43
	0.18 - 0.48
	0.18 - 0.49

	(mg/L)
	
[image: image7.wmf]x

± SD
	0.23 ± 0.06
	0.32 ± 0.08
	0.29 ± 0.07

	 
	M
	0.22
	0.32
	0.28

	A1AT
	Range

Raspon
	1.13 - 1.68
	1.07 - 2.15
	0.53 - 2.12

	(g/L)
	
[image: image8.wmf]x

± SD
	1.38 ± 0.15
	1.69 ± 0.23
	1.57 ± 0,37

	 
	M
	1.38
	1.70
	1.64


hsCRP = C-reaktivni protein velike osjetljivosti;C3 = komplement C3; C4 = komplement C4; A1-AT, (1-antitripsin; M = medijan

hsCRP = high sensitive C-reactive protein;C3 = complement C3; C4 = complement C4; A1-AT, (1-antitrypsin; M = median

Tablica 3. Statistička značajnost (p) razlike koncentracije hsCRP, C3, C4 i A1AT 

Table 3. Statistical significance (p) of concentration difference of hsCRP, C3, C4 and A1AT
	 
	 
	p

	hsCRP
	Day 1/ Control
	0.0000

	
	Day 1 /Day 3
	0.0000

	 
	Day 3/ Control
	0.0002

	C3
	Day 1/ Control
	0.0000

	
	Day 1 /Day 3
	0.4797

	 
	Day 3/ Control
	0.0000

	C4
	Day 1/ Control
	0.8320

	
	Day 1 /Day 3
	0.2761

	 
	Day 3/ Control
	0.8950

	A1AT
	Day 1/ Control
	0.0000

	
	Day 1 /Day 3
	0.1915

	 
	Day 3/ Control
	0.0228


Slika 1. Centilne vrijednosti hsCRP (a), C3 (b), C4 (c), i A1AT (d)

Figure 1. Centile values of hsCRP (a), C3 (b), C4 (c), and A1AT (d)
a
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