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1. Uvod

1. Uvod

Dojenje je prirodan naéin prehrane koji je svojstven svim vrstama Sisavaca, ukljucujudi i
ljude. Prehrana dojenceta majc¢inim mlijekom omogucéavala je prezivljavanje ljudskog roda
tijekom vise milijuna godina, od vremena postanka ljudske vrste (1,2). Stoga i ne ¢udi da se
ljudsko mlijeko u proslosti nazivalo eliksirom Zivota (3). Medutim, u drugoj polovici 20.
stolje¢a umjetna prehrana koja podrazumijeva prehranu adaptiranim kravljim mlijekom
postaje sve vise zastupljena kako u razvijenim tako i u nerazvijenim zemljama. Hambraeus to

naziva ,,jednim od najvecéih nekontroliranih bioloskih eksperimenata na svijetu (1).

Nakon odredenog vremena zamijeCeni su kako kratkoro¢ni, tako i dugoro¢ni nedostatci
umjetne prehrane, a znanostvena istrazivanja otkrila su brojne povoljne uéinke majc¢inog
mlijeka zbog Cega je Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) donijela jedinstvenu definiciju
isklju¢ivog dojenja (ID). Prema toj definiciji isklju¢ivo dojenje je prehrana djeteta maj¢inim
mjeseci zivota bez ikakvih drugih dodataka (osim vitamina, minerala, lijekova i oralnih
rehidracijskih soli po potrebi), s nastavkom dojenja uz primjerenu dohranu djeteta do
navrSene druge godine Zivota ili dulje (4-10). Ova definicija iskljucuje upotrebu bilo kakve
druge vrste hrane i pi¢a osim maj¢inog mlijeka tijekom prvih Sest mjeseci Zivota djeteta.
Isklju¢ivo dojenje najucinkovitija je intervencija za smanjenje smrtnosti djece mlade od 5
godina u zemljama s niskim prihodima i procjenjuje se da sprjecava 13 % smrtnosti djece
(11). U skladu s time SZO pokrece kampanje promicanja iskljuc¢ivog dojenja te potice
globalnu edukaciju drustva o prednostima majcinog mlijeka u usporedbi s tvorni¢kim
mlije¢nim pripravcima za dojencad, kao i dobrobitima koje dijete i majka stje¢u dojenjem.
Stav majki prema dojenju ima utjecaj na duljinu dojenja. One majke koje dojenje dozivljavaju
neugodno (12). Pozitivan stav partnera prema dojenju, pozitivan stav lokalne zajednice,
pomo¢ dojilji u kuéi, prethodno pozitivno iskustvo majke u dojenju i1 visok stupanj
obrazovanja pozitivno utjeCu na duljinu dojenja (13,14). Ljudsko mlijeko je jedinstveno
prilagodeno ljudskom dojenéetu svojim prehrambenim sastavom, ali i neprehrambenim

bioaktivnim ¢imbenicima koji poti¢u prezivljavanje i zdrav rast i razvoj (4).

Osim toga, maj¢ino mlijeko nije inertna otopina kontinuiranog sastava, ve¢ se njegov sastav
mijenja ovisno o gestacijskoj dobi, dobi djeteta, dnevno tijekom podoja te izmedu majki i

populacija, a ovisi i o prehrani majke (4,7,8). Znanstvena istrazivanja sugeriraju da je sastav
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maj¢inog mlijeka svake dojilje drugaciji te da se mlijeko svake majke prilagodava potrebama
njenog djeteta. Stoga se maj¢ino mlijeko smatra zlatnim standardom u prehrani dojencadi, a
osim $to osigurava optimalne hranjive tvari potrebne za normalan rast i razvoj, istrazivanja su
pokazala da sadrzi i1 brojne bioaktivne komponente poput imunoglobulina, citokina,
¢imbenika rasta te stanice medu kojima se isticu leukociti i mati¢ne stanice (15,16). Maj¢ino
mlijeko sadrzi i esecijalne masne kiseline, enzime, hormone, faktore rasta, poliamine i druge
bioloske aktivne spojeve koji imaju vaznu ulogu u zdravstvenim dobrobitima koja su
povezana s dojenjem (17,18). Ljudsko mlijeko sadrzava u sebi stanice koje su dobivene iz
krvi (19), vitamina, antitijela i drugih ¢imbenika izvedenih iz stanica (izvanstani¢nih vezikula,

nukleinskih kiselina, enzima, polisaharida, lipida, i hormoni) (20).
Dokazana je prisutnost i probiotickih bakterija u mlijeku (16,17).

Stanice dobivene iz dojke su laktociti i mioepitelne stanice te progenitorne i mati¢ne stanice
(21). Velik broj stanica dobivenih iz majc¢inog mlijeka prenosi se na dojence prije zatvaranja
crijeva i dovodi do ucinkovitijeg i do djelotvornijeg sazrijevanja imuniteta sluznice i/ili
sistemskog imuniteta (16). Imunoloske stanice kao $to su B i T limfociti, regulatorne stanice,
monociti/makrofagi, neutrofili, prirodne stanice ubojice i imunoglobulini (Ig), imunoglobulin
A (IgA), imunoglobulin G (1gG) i imunoglobulin M (IgM) antitijela nalaze se takoder u

maj¢inom mlijeku (17).

Drustvene promjene U 20. stolje¢u dovele su do smanjenja prevalencije dojenja u vecini
zemalja, osobito onim razvijenijima. Upravo zbog toga pokrenuta su brojna istrazivanja kako
bi se ukazalo na zaStitne u¢inke koje dojenje ima i za dijete, ali i za majku. Zagovaranje
dojenja dovelo je 1981. godine do donosenja Medunarodnog kodeksa SZO o marketingu
nadomjestaka za majc¢ino mlijeko i 1990. godine do Innocenti deklaracije o dojenju (22).
Upravo ta dva dokumenta pomogla su u pokretanju promocije dojenja s ciljem povecanja

stope dojenja i vracanju evolucijskim korijenima.

Vlastito mlijeko majke smatra se najboljim izvorom prehrane dojencadi (23). Maticne i
imunoloSke stanice majke izlaze iz gastrointestinalnog trakta djeteta i1 funkcionalno se

integriraju u organe djeteta (24).

Infekcije za koje se pokazalo da stimuliraju leukocitarni odgovor u maj¢inom mlijeku
ukljucuju bakterijske, virusne ili gljivicne infekcije, bolesti majke kao §to su peludna

groznica, gripa, stanja dojke (bol u bradavicama, zacepljeni kanali ili mastitis), druge
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infekcije organa (respiratorne, gastrointestinalni trakt (GIT), infekcije uha ili oka) kao i stanja
dojencadi kao $to su gripa i ospice (25). Prehrana maj¢inim mlijekom povezana je s boljim
neurokognitivnim ishodima, akademskim uspjesima i visim IQ (intelligenzquotient)

rezultatima u osoba koje su prijevremeno rodene (26-28).

Sullivan i sur. prvi su pokazali da je visoka izloZzenost maj¢inom mlijeku nakon
prijevremenog poroda povezana s fenotipom kortikalne slike koji vise sli¢i morfologiji mozga

kod novorodene djece, ali uinci ovise o duljini dojenja (29).

Istrazivanje Hassiotija i sur. pokazalo je da u maj¢inom mlijeku dolazi do povecanja sadrzaja
leukocita kao odgovor na infekciju majke i/ili djeteta (30). Infekcije dojke, drugih organa ili
op¢e infekcije majke stimulirale su odgovor leukocita u maj¢inom mlijeku koji se kretao od
0,7% (bolna dojka) do 93,6% (mastitis) leukocita ukupnih stanica mlijeka (30). Kao $to je i
o¢ekivano do velikog povecanja broja leukocita u maj¢inom mlijeku dolazi tijekom upele
tkiva dojke (mastitisa), medutim do povecanja broja upalnih stanica u maj¢inom mlijeku
dolazi i tijekom bolesti samo djeteta (30) kada je majka klini¢ki bez simptoma. Nakon
oporavka majke i/ili djeteta sadrzaj leukocita vra¢a se na vrijednost prije bolesti. Ovo
povecanje leukocita takoder je bilo popra¢eno znacCajnim promjenama u koncentracijama
laktoferina, sIgA (sekretorni imunoglobulin A), 1gG i IgM (30,31). Odgovor majke na
infekciju novorodenceta nije potpuno razjasnjen, no smatra Se da je retrogradni duktalni
protok povezan s izbacivanjem mlijeka tijekom dojenja, put za prijenos patogena porijeklom
iz dojenceta (32). Preko bradavice moze doci do lokalne stimulacije imunoloskog odgovora u

majc¢inoj mlije¢noj zlijezdi (30,33,34).

1.1. Definicija dojenja

SZO je preporucila tri definicije dojenja: isklju¢ivo dojenje (ID), pretezito dojenje (PD) i

potpuno dojenje.

ID — podrazumijeva hranjenje dojen¢adi samo maj¢inim mlijekom, bilo dojenjem ili hranjenje
izdojenim mlijekom bez dodataka bilo koje druge adaptirane mlije¢ne formule (AMF),
kasaste ili krute hrane niti vode. U sklopu isklju¢ivog dojenja dozvoljena je iznimno prema

potrebi primjena lijeka ili vitaminsko mineralnih dodataka.
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PD — podrazumijeva hranjenje dojencadi dojenjem ili izdojenim mlijekom uz dodatak vode,
vodenih napitaka, vo¢nih sokova i vitaminsko-mineralne nadomjeske te prema potrebi lijek.

Iskljucuje primjenu AMF, te druge kasaste ili krute hrane.

Potpuno dojenje — iskljucivo i pretezito dojenje zajedno. Podrazumijeva dojenje s uvedenom

dohranom - dojence uz majc¢ino mlijeko dobiva krutu ili kaSastu hranu ili mlije¢nu formulu

(35).

1.2. Faze laktacije

Kao Sto je prethodno navedeno, maj¢ino mlijeko se mijenja tijekom dojenja, kako bi se
prilagodilo razli¢itim fazama rasta i razvoja dojenceta, a dodatno se moze promijeniti ovisno
0 zdravstvenom stanju majke i/ili djeteta. Kolostrum je prvo mlijeko koje majke proizvode
nakon rodenja, a od prijelaznog i zrelog mlijeka razlikuje se po izgledu, koli¢ini i sastavu.
Male kolic¢ine kolostruma proizvode se u prvih nekoliko dana nakon poroda, sadrzi dosta
zastitnih tvari, kao §to je SIgA, laktoferin, leukociti te epidermalni faktor rasta (36). Buduci
da sadrzi male koliine laktoze, a visoke koncentracije imunoloskih komponenti to nam
govori da je njegova primarna uloga zastitna, a ne prehrambena (6). Razine natrija i klorida i
magnezija su vise, a razine kalija i kalcija su nize nego u prijelaznom i zrelom mlijeku
(36,37). Prijelazno mlijeko se pocinje luciti nekoliko dana nakon poroda (5-15 dan) i
predstavlja pojaanu proizvodnju mlijeka kako bi se zadovoljile prehrambene i razvojne
potrebe dojenceta. Otprilike dva tjedna nakon poroda pocinje se proizvoditi zrelo majcino
mlijeko. Sastav zrelog mlijeka je relativno stabilan, iako tijekom laktacije u odredenim

stanjima moze do¢i do njegove promjene (36).

1.3. Kaorisni uéinci dojenja na dijete i majku
1.3.1. Korisni u¢inci dojenja na dijete

Dojenje ima stimulativni u¢inak na razvoj obrambenog sustava djeteta, a dokazani su i brojni
povoljni ucinci na zdravlje djeteta. Djeca koja su dojena manje obolijevaju od upala
mokra¢nog, probavnog i diSnog sustava. U usporedbi s hranjenjem AMF-om, dojenje je
opcenito povezano sa smanjenim morbiditetom i mortalitetom u dojencadi, posebice s nizom

ucestaloscu infekcija GIT te upalnih, respiratornih i alergijskih bolesti (38). Iskljucivo dojenje
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u trajanju od najmanje tri mjeseca povezano je i s manjom ucestalosti i tezinom proljeva,
upala srednjeg uha i infekcija diSnog sustava (39-42). Studije i meta-analize potvrdile su
povezanost Sest mjeseci iskljuCivog dojenja sa smanjenim stopama infekcija donjih disSnih
putova, teSkog proljeva, upale srednjeg uha i pretilosti (43). Dojenje je povezano i S manjom
ucestalosti pretilosti tijekom djetinjstva 1 adolescencije, kao i s manjom ucestalosti
hipertenzije i hiperkolesterolemije u odrasloj dobi (1,39). Dojena djeca imaju manji rizik
obolijevanja od Sec¢erne bolesti ovisne o inzulinu (22). Maj¢ino mlijeko ima doZzivotne u¢inke
na zdravlje, 1 uz to Sto Stiti od nastanka Secerne bolesti, pretilosti, hiperlipidemije, hipertenzije
Stiti 1 od autoimunih bolesti i astme (8,14). Dokazano je i da dojenje utjece na djecji mozak,
potic¢e bolji socioemocionalni razvoj djeteta, a povezano je i s poboljSanim rezultatima na
testovima inteligencije (44,45). Postoje i brojni dokazi da dojenje §titi od smrti u okruzenjima
s niskim primanjima, ali dojenje smanjuje smrtnost djece i u zemljama s visokim dohotkom.
Studije govore i 0o smanjenju sindroma iznenadne smrti dojencadi (SIDS), a meta analiza 4
studije pokazuje 58% smanjenje od pojave nekrotizirajuceg enterokolitisa (NEC) (22,46).
Opsezni podaci pokazuju da dojena djeca imaju manju ucestalost mnogih akutnih ili kroni¢nih
bolesti, kao $to su upala srednjeg uha, akutni proljev, infekcije donjih disnih putova, sindrom
iznenadne smrti dojencadi, upalne bolesti crijeva, juvenilna leukemija, dijabetes, pretilost,

astma i atopijski dermatitis (17,18).

Osamnaest studija pokazuje i da dojenje $titi od pojave leukemije kod djece (47). Svi ovi
zastitni ucinci majéinog mlijeka rezultat su brojnih bioaktivnih tvari za koje je dokazano da
Stite od infekcija, smanjuju upalu, pomazu razvoju imunoloSkog sustava i povoljno utjecu na
mikrobiom dojencadi (48). Postoje sestrinska istrazivanja u javnom zdravstvu o korisnim
ucincima kolostruma i maj¢inog mlijeka u lijeCenju konjuktivitisa, ragada, rinitisa, infekcija
koze i mekih tkiva (15). Pronalaskom citokina, ¢imbenika rasta i heterogene populacije
stanica, uklju¢ujuc¢i maticne stanice i probiotickih bakterija dolazi do pojacanog zanimanja
istrazivaca za ljudska maj¢ino mlijeko kao prirodni lijek. Postoji niz izvjes$¢a o ucinkovitoj
topikalnoj primjeni ljudskog mlijeka u lijeCenju pelenskog osipa, atopijskog ekcema i
odvajanja pupkovine (49-51). Ljudsko mlijeko takoder se preporuCuje za prehranu
nedonoscadi jer znacajno smanjuje komplikacije povezane s prijevremenim porodom kao Sto
su NEC, retinopatija nedono$¢adi, bronho-plué¢na displazija i sepsa s kasnim pocetkom te

potice razvoj mozga i neurokognitivni ishod (52).
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1.3.2. Korisni ucinci dojenja na majku

Pouzdane meta analize pokazuju da zene koje su dojile i koje su dulje dojile manje
obolijevanju od raka dojke i jajnika u odnosu na one koje nisu dojile ili su kratko dojile
(53,54). Postoji istrazivanje koje govori u prilog da manje obolijevaju od raka endometrija
(55). Meta analiza Sest kohortnih studija ukazuje da dojenje smanjuje i razvoj Secerne bolesti
(56). Brzi gubitak i vracanje pozeljne tjelesne tezine, odnosno smanjivanje indeksa tjelesne
mase (ITM) povezano je s dojenjem duzim od 6 mjeseci, gdje se sa svakih 6 mjeseci dojenja
ITM indeks smanjuje za 1% (57). Majke djece koja su isklju¢ivo dojena 6 mjeseci imaju
dugotrajniju laktacijsku amenoreju (58). Dojenje §titi i od razvoja kardiovaskularnih bolesti
(30,57). Rani prestanak dojenja ili nedojenje povezani su s povecanim rizikom od

postporodajne depresije majke (55,56).

1.4. Hormonska regulacija lu¢enja majcinog mlijeka

Laktaciju kontroliraju hormoni iz nekoliko endokrinih zlijezda. Normalna funkcija prednjeg
reznja hipofize, nadbubreznih zlijezda 1 jajnika preduvjet je normalne morfogeneze mlijecne
zlijezde. Postoje tri skupine hormona koje imaju specifiéne uc¢inke na mlije¢ne Zlijezde. Prva
grupa hormona su reproduktivni hormoni - estrogen, prolaktin, placentni laktogen i oksitocin.
Njihova se razina mijenja tijekom reproduktivnog razdoblja i direktno djeluju na zljezdano
tkivo dojke i priprema je za luéenje mlijeka. Drugu skupinu hormona ¢ine metabolicki
hormoni: hormon rasta, kortizol, tiroksin, trijodtironin i inzulin ¢ija je osnovna uloga
metabolicki odgovor na stres i unos hrane, a djeluju i na Zljezdano tkivo dojke pripremajuci
ga za produkciju mlijeka. Trecu skupinu hormona ¢ine: prolaktin, hormon rasta i paratiroidni

hormon povezan proteinom (PTHrP od. eng. parathyroid hormone-related protein) (60).
Razlikujemo tri faze laktacije, a to su mamogeneza, laktogeneza i galaktopoeza.

Mamogenezu obiljezava rast dojki odnosno povecanje njihovog volumena u trudno¢i koji se
dogada pod utjecajem placentarnih i lutealnih hormona. Ve¢ od 16. tjedna trudnoc¢e moze doéi
do proizvodnje kolostruma, no hipotalamus izlucuje faktor koji ihnibira prolaktin (PIF od

engl. prolactin inhibiting factor) tako da se mlijeko u trudnoci stvara u jako malim koli¢inama

(1).
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Laktogeneza pocinje oko 12. tjedana prije poroda sintezom i sekrecijom mlijeka, a 30 do 40
sati nakon poroda pocinju se proizvoditi vece koli¢ine mlijeka (61). Porodaj posteljice dovodi
do smanjenja razine progesterona, estrogena i humano placentarnog laktogena te posljedi¢no
naglog opadanja razine PIF-a (31). Tada nastaje preduvjeti da hipotalamus pocinje izluéivati
faktor oslobadanja prolaktina (PRF od engl. prolactin releasing fator). PRF u adenohipofizi
poti¢e lucenje prolaktina. Prolaktin je hormon koji potie stvaranje mlijeka i ispusStanje
mlijeka u alveole mlije¢ne Zlijezde dojke (1). Tijekom nekoliko sljedecih tjedana bazalna
razina prolaktina vraca se na razinu prije trudnoc¢e. Svakim novim podojem razina prolaktina
prolazno raste za 10 do 20 puta i ostaje na toj razini oko 60 minuta $to omogucava odrzavanje
laktacije i stvaranje mlijeka za sljedec¢e podoje. Ako dijete doji bez prekida mlijeko se moze
stvarati i nekoliko godina uz napomenu da mu se koli¢ina prirodno smanjuje nakon 7 do 9
mjeseci (62,63). Za izlucivanje mlijeka iz dojki potreban je i hormon oksitocin koji potice
kontrakcije mioepitelnih stanica oko alveola i istiskivanje mlijeka u mlije¢ne kanalice.
Oksitocin djeluje 1 na raspolozenje majke te potice kontrakcije maternice i pomaze involuciji
maternice. Dojenje je sloZzen proces za ¢iju normalnu funkciju je vazna interferencija
endokrinog, perifernog i sredi$njeg ziv€anog sustava. Izmedu podoja mlijeko se kontinuirano
stvara u mlije¢nim Zzlijezdama, ali ono ne istje¢e u izvodne kanaliCe 1 zato ne kapa iz
bradavica (64). Refleks sisanja djeteta vazan je za izlazak mlijeka iz dojki. Prilikom dojenja
dijete podrazuje periferni Zivac koji inervira areolu i bradavicu i aferentnim putem Ziv€ani
impuls se prenosi putem kraljeznice do srediSnjeg Ziv€anog sustava u hipotalamusu.
Hipotalamus regulira otpusStanje hormona prolaktina i1z adenohipofize i1 oksitocina iz
neurohipofize (65). Proces otpustanja mlijeka mozZe potaknuti i djetetov pla¢ ili samo gledanje
djeteta. Mnogi psihogeni ¢imbenici mogu utjecati na smanjeno luc¢enje prolaktina i oksitocina
i na taj nacin sprijeCiti stvaranje i otpustanje mlijeka (64). Iz tog razloga je bitno dojiljama
osigurati mirno okruZenje nakon poroda te ukloniti sve negativne ¢imbenike koji bi mogli
negativno utjecati na dojenje. Psihicka stabilnost majke potice refleks otpustanja mlijeka i
time djeluje stimulativno na dojenje, ali i na bolju emotivnu povezanost majke i djeteta
(66,67).

Galaktopoeza je proces dugotrajnog odrzavanja stvaranja, sekrecije i otpustanja mlijeka iz
dojke. Za ovaj proces je vazno redovito praznjenje dojke sisanjem ili izdajanjem jer je to
podrazaj za izlu¢ivanje prolaktina i oksitocina. Povecanje produkcije mlijeka moguce je samo
praznjenjem dojki ¢e$¢im podojima ili ¢e$¢im izdajanjem. Ukoliko se dojke ne prazne dolazi

do porasta intermamarnog tlaka koji je poticaj epitelnim stanicama da izlu¢uju faktor koji
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infibira laktaciju (FIL od engl. Ffeedback Inhibitor of Lactation). FIL koci stvaranje mlijeka i

omogucava involuciju Zljezdanog tkiva tako Sto smanjuje sintezu prolaktinskih receptora (1).

1.5. Sastav majcinog mlijeka

Majcino mlijeko se naziva zlatnim standardom prehrane. Ima jedinstveni sastav: 87% ga ¢ini
voda, a ostatak su makro i mikronutrijenti - 7% ugljikohidrati (uglavnom laktoza), 4% lipidi i
1% bjelancevine i ostalo (vitamini i minerali) (68). Majc¢ino mlijeko je sloZena tekuc¢ina koja
je sastavljena od nekoliko faza koje se prilikom centrifugiranja mogu razdvojiti na sloj masti,
vodenu fazu i pelet. Slika br.1.1. prikazuje razdvajanje faza mlijeka na vodeni i masni dio. U
peletu se nalaze mlijecne stanice koje su mjesavina stanica majc¢inog mlijeka koje Cine
leukociti, epitelne stanice, mati¢ne stanice i bakterije. Biokemijski sastav maj¢inog mlijeka
prikazan je u tablici br.1.1, kao i razlika biokemijskog sastava izmedu kolostruma i zrelog

mlijeka.

Slika 1.1. Razdvajanje mlijeka na sloj masti i vodenu fazu

Izvor slike: autorski rad. Prva bocica je kolostrum, s lijeva na desno prikazan je kolostrum,

prijelazno mlijeko i zrelo mlijeko.
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Tablica 1.1. Biokemijski sastav majéinog mlijeka, razlike kolostrum vs. zrelo mlijeko

Mlijeko Kolostrum Zrelo mlijeko
Sastav
Voda 87,2% 87,5%
Ugljikohidrati 5,7% 7,1%
Mlijecna mast 2,9% 3,5-4,5%
Kolesterol (mg/100 mL) 20
Bjelancevine 2,3% 1,1%
Sirutka: kazein (%) 60:40
Minerali 0,3% 0,2%
Zeljezo/100 mL 0,09 mg 0,05 mg
Kalcij/100 mL 48 mg 33mg
Fosfor/100 mL 16 mg 14 mg
Natrij/100 mL 48 mg 17 mg
Kalorije/100 mL 58 68

1.6. Prilagodba maj¢inog mlijeka potrebama djeteta u zdravlju i bolesti

Sastav humanog mlijeka prilagodava se potrebama djeteta i razlicit je kod nedonoscadi u
odnosu na terminsko rodeno dijete, ovisi je li prvo ili zadnje mlijeko te radi li se o
kolostrumu, prijelaznom ili zrelom mlijeku (69). Sastav mlijeka se razlikuje medu zenama, a
mijenja se i tijekom jednog podoja. Na pocetku podoja prvo mlijeko sadrzi male koli¢ine
masti i ima ve¢i udio laktoze S$to zadovoljava djetetovu zed, no udio masti se povecava
tijekom trajanja podoja kako bi se zadovoljile i prehrambene potrebe djeteta. Suprotno tome,
sastav ugljikohidrata i bjelanCevina ne mijenja se znacajnije tijekom trajanja podoja.
Kolostrum ima mali udio masti (10%), ali je bogat bjelanCevinama, osobito IgA i

laktoferinom koji pomazu u sprecavanju nastanka infekcija (18,70).

Sastav humanog mlijeka moze varirati ovisno i o uvjetima obrade kao §to su skladistenje i
pasterizacija. Sastav humanog mlijeka mijenja se i tijekom trajanja laktacije, prilagodava se
potrebama djeteta koje raste da bi moglo zadovoljiti djetetove potrebe za hranom i tekuc¢inom.
Osim toga ovisi o prehrani majke, njenom zdravlju te izlozenosti okolisu (18). Istrazivanje
sastava mlijeka majki s prekomjernom tezinom u odnosu onih s normalnom tezinom pokazalo

je da mlijeko majki s prekomjernom tjelesnom tezinom ima vise masti i bjelan¢evina i nizi
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sadrzaj ugljikohidrata u nekim vremenskim tockama laktacije u usporedbi s mlijekom majki s

normalnom tjelesnom tezinom (18).

Poznato je da i u uvjetima kada dojilje nemaju odgovarajuci nutritivni status, one mogu
proizvesti dovoljnu koli¢inu i visokokvalitetno mlijeko, no to mozZe dovesti do iscrpljivanja
majcinih rezervi. Postoji mnogo ¢imbenika koji utjecu na sastav ljudskog mlijeka. S obzirom
na vaznu ulogu majcine prehrane tijekom dojenja, jos uvijek je u tijeku rasprava o potrebi
dodavanja dodataka prehrani tijekom dojenja. Ona ovisi o nekoliko ¢imbenika, kao $to su
socioekonomski status ili prehrambene navike majke. Na primjer, u niskim socioekonomskim
uvjetima, suplementacija se pokazala uéinkovitom strategijom za rjeSavanje nedostataka u

prehrani (71).

U razvijenim zemljama suplementacija se najées¢e odnosi na dugolancane polinezasi¢ene
masne kiseline (PUFA) uglavnom n-3 masne kiseline za koje se smatra da su povezane s
boljim zdravljem novorodenc¢adi, kao $to su pokazali Valentine i sur. (72). Pretpostavili su da
suplementacija dokosaheksaenoi¢nom kiselinom (DHA) kod majki smanjuje upalne markere
kod dojencadi (72,73).

Studija Karbasi i sur. je pokazala da majke koje doje, a konzumirale su vecu koli¢inu zelenog

povréa, te drugog povréa i voca imaju visu koli¢inu antioksidansa u mlijeku (74).

Nadalje studija u kojoj su kontroliranim intervencijama prehrane dojilje kratkotrajno uzimale
hranu bogatu Secerima i/ili mastima uzrok su znatnih promjene u sastavu njihova mlijeka.
Kod tih majki doslo je do promjena triglicerida, kolesterola, bjelancevina i laktoze u
maj¢inom mlijeku. Varijacije uoCene u proteinima maj¢inog mlijeka 1 laktozi tijekom
razdoblja od 12 sati ukazuju na cirkadijalni ritam (75). Primijeéene su znacajne pozitivne
korelacije izmedu majcinog unosa linolne kiseline, alfa lipoi¢ne kiseline (ALA), DHA,

monozasi¢ene masne kiseline (MUFA) i PUFA i njihovog sadrzaja u ljudskom mlijeku (75).

Dugo godina je poznato da maj¢ino mlijeko osim hranjivih tvari sadrzi stani¢ne komponente.
Kolostrum i zrelo maj¢ino mlijeko sadrze razlicite vrste stanica, ukljucujuci zrele epitelne
stanice, progenitorske stanice, mati¢ne stanice i leukocite (76). Novija otkri¢a pokazuju da je
majcino mlijeko heterogenije nego Sto se godinama mislilo te predstavlja potencijalno vazan
izvor mati¢nih stanica (77,78). Najranija istrazivanja iz proslog stoljeca izdvojila su leukocite

kao najzastupljenije imunoloske stanice U maj¢inom mlijeku, pri ¢emu se uglavnom ispitivao

10
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kolostum i prijelazno mlijeko te se nije obracala pozornost na zdravstveno stanje majke i

djeteta.

Kolostrum sadrzi veliki broj imunoloskih stanica i tako se prilagodava ve¢im imunoloskim
potrebama dojencadi u prvim danima Zivota. Dva tjedna nakon poroda broj imunoloskih
stanica u mlijeku pada na nisku razinu od 0-2% ukupnih stanica koja je stabilna kada su
majka i dijete zdravi (30). Stani¢ni sadrzaj humanog mlijeka je otprilike od 10 000 do 13 000
000 stanica/ml, pri ¢emu 0,1% imunoloskih stanica odgovara 10 do 13 000 imunoloskih
stanica/ml mlijeka (34). Riskin i sur. u svojoj studiji su dokazali da povisena tjelesna
temperatura kod dojencadi poti¢e odgovor imunoloskih stanica majéinog mlijeka, koje se
nakon oporavka vracaju na normalnu razinu (79). Imunoloske stanice u maj¢inom mlijeku
brzo reagiraju na infekcije majke i djeteta Sto nam potvrduje vaznu ulogu dojenja u zastiti
dojenog djeteta. Osim toga, ljudsko mlijeko sadrzi epitelne stanice, mati¢ne, faktor rasta te
bakterijske stanice (80).

1.7. Nestani¢ne nutritivne komponente maj¢inog mlijeka

Brojna istrazivanja koja su provedena na sastavu majcinog mlijeka koristila su razliite
metode prikupljanja, skladiStenja i testiranja mlijeka. Zlatni standard prikupljanja mlijeka
podrazumijevalo bi prikupljanje cjelokupnog mlijeka tijekom 24 sata, prikupljanje u vise
navrata tijekom vremena od istih osoba. Budu¢i da je ovakav nacin dosta skup 1 zahtjevan
preporuke su da se mlijeko prikuplja za odredeno testiranje uvijek u isto doba dana, da se
prazni cijela dojka i to ona na koju dijete nije dojilo 2-3 sata te prikupljanje u vise navrata od
iste osobe (36). Razlicite rezultati pojedinih studija ovise i o skladistenju mlijeka do testiranja
(pasterizacija, zamrzavanje). Toplinska obrada ljudskog mlijeka smanjuje antiinfektivna
svojstva, stani¢ne komponente, faktore rasta i hranjive tvari (81). Sastav maj¢inog mlijeka je
sloZzen 1 pod utjecajem mnogih ¢imbenika kao Sto je doba dana, vrijeme od posljednjeg
hranjenja i prehrana majke (82). Studije na ljudima pokazale su da mnogi ¢imbenici poput
geografije, spola djeteta ili broja trudnoca utjeCu na heterogenost i1 sastav maj¢inog mlijeka
(6,83).

Humano mlijeko sadrzi oko 87%—-88% vode, ima specifi¢nu tezinu od 1,030, osmolarnost od
oko 286 mOsm/L i 124 g/L ¢vrstih komponenti kao makronutrijenata, uklju¢ujuci oko 7% (60
—70 g/L) ugljikohidrata, 1% (8-10 g/L) proteina i 3,8% (35-40 g/L) masti (18). Zrelo mlijeko
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sadrzi 65-70 kcal na 100 mL energije, a oko 50% ukupne zalihe kalorija ¢ine masti, a 40% su
ugljikohidrati (36). Sastav makronutrijenata razlikuje se izmedu prijevremenog i terminskog

mlijeka, pri ¢emu mlijeko kod prijevremenog poroda ima vise proteina i masti.

Studija u Kaliforniji ispitivala je povezanost izmedu karakteristika majke i sastava
makronutrijenata u majéinom mlijeku te je utvrdila da je cetiri mjeseca nakon poroda
koncentracije makronutrijenata u majc¢inom mlijeku povezana s nekim od ¢imbenika kao §to
su: tjelesna tezina i visina majke, unos proteina, paritet, povratak menstruacije i ucestalost
dojenja. Isto tako studija je utvrdila da majke koje proizvode vece koli¢ine mlijeka obi¢no

imaju nize koncentracije masti i proteina u mlijeku, ali veée koncentracije laktoze (36,84).

1.7.1. Voda

U gotovo svih sisavaca na svijetu voda ¢ini najveci udio u sastavu mlijeka, ukupno 87,5%.
Svi ostali sastojci su otopljeni u vodi. Voda pomaze i u regulaciji odrzavanja topline
novorodenceta. Dojilje stoga imaju potrebu povec¢anog unosa vode. Ukoliko je smanjen unos
vode, organizam osigurava vodu za stvaranje mlijeka na nacin da smanjuje izlu¢ivanje vode
putem urina i smanjuje gubitak putem drugih neosjetnih gubitaka. Tijekom vru¢ih mjeseci, i u
najtoplijim podru¢jima zivljenja potreba dojenceta za vodom u potpunosti se moze zadovoljiti

vodom u mlijeku (85).

1.7.2. Masti

Masti su druga najzastupljenija makromolekula u maj¢inom mlijeku i najvaznija je za rast
dojenceta i1 razvoj srediSnjeg zivéanog sustava (85). DugolanCane polinezasi¢ene masne
kiseline (LCPUFA) koje se isporucuju kroz maj¢ino mlijeko utjeu na razvoj retine i korteksa
mozga dojencadi (4). Lipidi u humanom mlijeku su promjenjivi te se razlikuju od Zene do
zene, kao i ovisno o dobi dana, a povecavaju se i tijekom dojenja (56). Masnoce maj¢inog
mlijeka su najvarijabilniji sastojak majcinog mlijeka, pa tako zadnje mlijeko sadrzi dva do tri
puta viSe masti nego prednje mlijeko (86). Mlijeko proizveden nakon rodenja, sadrzi 15-20
g/L masti, postupno se povecava s laktacijom i doseze 40 g/L u zrelom mlijeku. Profil masnih
kiselina mlijeka ne mijenja se tijekom jedne laktacije unato¢ tome S$to se sadrzaj masti

povecava 2-3 puta od prednjeg mlijeka do straznjeg mlijeka (86). Masti osiguravaju 50%
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energije dojenceta (87). Majke koje proizvode vece koli¢ine mlijeka obi¢no imaju nize
koncentracije masti u mlijeku, ali vece koncentracije laktoze (36). Sastav masti majc¢inog
mlijeka je vrlo heterogen, a sadrzi veliku koli¢inu palmitinske i oleinske kiseline. Istrazivanja
pokazuju 1 da je udio masti u mlijeku u noénim i jutarnjim satima nizi u odnosu s onim u
poslijepodnevnim i vecernjim satima (88). Profil masnih kiselina u ljudskom mlijeku varira u

odnosu na maj¢inu prehranu, posebno u LCPUFA (18,36).

1.7.3. Bjelancevine

Proteini su treca ¢vrsta tvar po zastupljenosti u maj¢inom mlijeku koji ne samo da osiguravaju
klju¢ne aminokiseline nezamjenjive za rast, ve¢ i bioaktivne proteine i peptide neophodne za
mnoge funkcije (89). Cetiri glavne funkcije proteina u majéinom mlijeku su: imunoloska
zaStita, pomaganje probavnih funkcija, razvoj crijeva 1 prijenos drugih hranjivih tvari.
Majc¢ino mlijeko sadrzi preko 400 razlicitih bjelancevina koje imaju prehrambenu i zastitnu
ulogu. Bjelanc¢evine u mlijeku dijelimo u tri skupine: kazeini, bjelan¢evine sirutke i mucin
(90). Proteini sirutke su o-laktalbumin, laktoferin, sIgA, serumski albumini lizozim. U
humanom mlijeku prisutne su tri vrste kazeina a- i B- i k-kazei (43). U majéinom mlijeku
prisutno je priblizno 13% kazeina i to je najniza koncentracija kazeina od svih proucavanih
vrsta Sto odgovara sporom rastu ljudske dojenc¢adi. Kazein i veéina proteina sirutke u mlijeku
se koriste za rast djeteta. Koncentracije kazeina i sirutke znacajno se mijenjaju tijekom
laktacije Tijekom prva dva tjedna laktacije koncentracije proteina sirutke su vrlo visoke, dok
su koncentracije kazeina niske, §to rezultira omjerom sirutka - kazein ¢ak 80:20. Omjer pada
na 65:35 od 2. tjedna i ostaje konstantan na oko 60:40 nakon toga (91). Neproteinski spojevi
koji sadrze dusik, ukljucujuéi ureu, mokraénu kiselinu, kreatin, kreatinin, aminokiseline i
nukleotide, ¢ine priblizno 25% dusika u ljudskom mlijeku. Razina proteina smanjuje se u
maj¢inom mlijeku tijekom prvih 4 do 6 tjedana Zzivota bez obzira na vrijeme poroda. Na
koncentraciju bjelancevina u ljudskom mlijeku ne utjece prehrana majke, ali se povecava s
tjelesnom tezinom majke u odnosu na visinu, a smanjuje se u majki koje proizvode vece

koli¢ine mlijeka (9).
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1.7.4. Ugljikohidrati

Mlijeko sadrzi takoder razlicite vrste ugljikohidrata, pretezito laktozu, disaharid jedinstven za
mlijeko, te glukozu, galaktozu i oligosaharide, koji pokazuju znacajan zastitni u¢inak protiv
raznih patogena (52). Osim nutritivne vrijednosti, ugljikohidrati imaju i vaznu ulogu u razvoju
GIT. Oligosaharidi humanog mlijeka vazna su komponenta ugljikohidrata ljudskog mlijeka i
tre¢a su najvaznija komponenta u humanom mlijeku s ukupno 12,9 g/L u zrelom mlijeku, $to
je manje u odnosu na rani postpartalni period kada primjerice tre¢i dan poslije poroda maj¢ino
mlijeko prosjecno sadrzi 20.9 g/L oligosaharida (92). Olgosaharidi humanog mlijeka djeluju
kao prebiotici, poti¢u rast dobrih bakterija unutar probavnog trakta dojenceta i na taj nacin
Stite dojence od kolonizacije patogenih bakterija (2). Osim toga oni imaju vaznu ulogu u

prevenciji neonatalnih proljeva i infekcija diSnog sustava (93).

1.7.5. Mikronutritijenti

Zastupljenost mikronutritijenata, ukljuc¢ujuc¢i vitamina A, B1l, B2, B6, B12, D i joda u
majcinom mlijeku varira ovisno o maj¢inoj prehrani i tjelesnim zalihama. Buduc¢i da prehrana
dojilja nije uvijek optimalna preporuke su uzimanja mutivitaminskih pripravaka tijekom
dojenja (94). Koncentracija vitamina K u maj¢inom mlijeku je jako niska bez obzira na
maj¢inu prehranu te je stoga preporuka i praksa da se u svrhu prevencije hemoragijske bolesti
novorodenceta djeci u rodiliStu parenteralno daje vitamin K. Budu¢i da je i vitamin D
zastupljen u malim koli¢inama u maj¢inom mlijeku, osobito ako majke nisu izloZene suncu,

SZO preporuca oralnu suplementaciju vitamina D.

1.8. Nestani¢ne bioaktivne sastavnice majc¢inog mlijeka

Bioaktivne sastavnice u maj¢inom mlijeku dolaze iz raznih izvora, neke proizvode izlucuje
epitel dojke, neke proizvode stanice koje se prenose u mlijeku (95). Majcino mlijeko je
bogato proteinima ¢ija uloga nije primarno nutritivna. Medu njima se isticu imunoglobulini
C¢ija je primarna funkcija zaStita dojenéeta od mikroorganizama i razvoja infekcije. Mlijeko

sadrzi aktivne i neaktivne oblike hidroliti¢kih enzima, ukljucujuci proteoliticke enzime (96).
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1.8.1. Imunoglobulini

Imunoglobulini daju pasivnu imunost dojencadi prenatalno preko placente 1 postnatalno
dojenjem. Razlikujemo 5 razreda imunoglobulina, a to su IgA, 1gG, IgM, IgE i IgD. Jedini
razred imunoglobilina koji prelazi placentu je 1gG. Prijelaz molekula razreda 1gG iz maj¢inog
mlijeka u submukozu crijeva dojenceta nije pasivan ve¢ se odvija putem specifiécnog Fc
receptora (16). Sli¢ni receptori tzv. neonatalni Fc receptori (FCRN) se mogu naci i u crijevu
novorodenceta gdje posreduju absorpciju maj¢inih imunoglobulina. Zastitu od razgradnje kod
prijenosa Ig upravo omogucuje vezanje za FcRn. Trajanje ekspresije FCRn u neonatalnom

razdoblju je razli¢ito kod razli€itih vrsta sisavaca, a kod ljudske dojencadi se dogada najranije.

Prisutnost ovog receptora na povrsini fetalnog eritrocita zasluzan je i za in utero transport 19G
iz amnionske tekucine u krv fetusa (97). U novorodencadi se FCRn eksprimira na luminalnoj
povrsini enterocita samo nekoliko sati ili dana nakon rodenja. Unato¢ tome, FcRn ostaje cijeli
zivot na kontra-luminalnoj povrsini tih stanica i pomaze u transportu Ig, ukljucujuéi SIgA, iz

submukoze i krvi na povrsine sluznice (16).

Glikozilacija maj¢inog IgG razvija se tijekom gestacijskog razdoblja, a vjerojatno 1 tijekom
dojenja (98). Zbog toga postoji mogucnost prijenosa IgG iz maj¢inog mlijeka na dojence Koji
onda doprinosi protuupalnom mikrookruzenju na povrsini crijeva novorodenceta, a tako i

neonatalnom sazrijevanju 1 regulaciji imunoloskog odgovora.

lako su svi razredi imunoglobulina pronadeni u ljudskom mlijeku, najzastupljeniji sIgA, a
zatim sekretorni IgG (slgG) (99,100).

Sekretorni IgA sluzi kao prva linija obrane u crijevima jer se samo djelomi¢no probavljaju u
zelucu dojencadi, odnosno vecina ih ostaje intaktna i na taj nacin $titi donji dio probavnog
trakta od bakterija, virusa i toksina (101). Razine sIgA u humanom mlijeku se smanjuju
tijekom prvih 12 tjedna nakon rodenja, pri ¢emu je najznacajnije smanjenje tijekom prvog
tjedna (41). Istrazivanja su pokazala da zdravstveno stanje majke znacajno utjee na razinu
slIgA u humanom mlijeku. Nize razine sSIgA u mlijeku povezana su s gestacijskim
dijabetesom, postporodajnim stresom i depresijom (102-104). Osim toga, na razinu
imunoglobulina u mlijeku utjece i razdoblje laktacije te status cijepljenja. Istrazivanje na
majkama iz Bangladesa cijepljenim protiv virusa koji uzrokuje influencu A pokazala su

znacajno vise koncentracije specifi¢nih, virus-neutraliziraju¢ih IgA u ljudskom mlijeku u
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usporedbi s majkama koje nisu cijepljene (105). Nadalje, isklju¢ivo dojenje u prvih 6 mjeseci
zivota znacajno je smanjilo broj febrilnih respiratornih bolesti dojencadi, Sto govori o

zaStitnim svojstvima ovih mlije¢nih antitijela (105).

IgG je osnovni imunoglobulin u serumu i vazan je za dugotrajni imunitet. On aktivira kaskadu
komplemenata za uklanjanje patogena i neutralizira virusne infekcije na razini sluznice. U
humanom mlijeku razine IgG su niske, ali se s vremenom povecavaju. Razina IgG u
humanom mlijeku majki koje iskljuc¢ivo doje je veca u usporedbi s onima koje iskljuc¢ivo ne
doje svoju djecu (106). Stoga IgG humanog mlijeka igra vaznu ulogu u smanjenju infekcija
kod dojencadi. Dosadasnje studije su bile usredoto¢ene na ucinak cijepljenja majki tijekom
trudnoc¢e na koncentracije IgG i IgA u ljudskom mlijeku za pertusis, pneumokok, influencu i
meningokok (107), s ograni¢enom procjenom utjecaja ovih protutijela na stope specifi¢nih

infekcije kod dojene dojencadi.

IgM se prenosi na dojen¢ad putem mlijeka. Za razliku od 1gG, razine IgM ne variraju u
maj¢inom mlijeku koje isklju¢ivo doje u odnosu na one koje isklju¢ivo ne doje (106).
Zanimljiv je i nalaz da se kod terminski rodene djece IgM djelomiéno probavlja dok se kod
nedonesene djece ne probavlja i dospijeva u distalnije dijelove probavnog trakta (108). IgM

takoder Stite dojencad od virusnih i bakterijskih infekcija.

Protutijela razreda IgE primarno Stite od infestacije parazitima. Medutim, kako u serumu tako
i u maj¢inom mlijeku pronadena su protutijela usmjerena na antigene parvovirusa B19 koja
vjerojatno sudjeluju u zastiti dojene djece od infekcije parvovirusom B19 (109). Osim toga,
postoje istrazivanja koja pokazuju da IgE Stiti i od progresije infekcije virusom humane
imunodeficijencije 1 (HIV) (110,111). Imunoglobulin razreda IgD je izrazen na povrSini
zrelih B limfocita gdje djeluje kao B-stani¢ni receptor prepoznavajuci antigene bakterija i
drugih mikroorganizama te posredujuci aktivaciju B stanica (112). Koncentracije IgA, SIgA,
1gG i IgM znatno su vise u svjezem humanom mlijeku u usporedbi s donorskim (108). Razlog
tome je Sto donirano mlijeko prolazi Holder pasterizaciju i obi¢no se uzima od majki ¢ija su

djeca u dobi od nekoliko mjeseci.

1.8.2. Ostali bioaktivni faktori

......

mikrobiotu ljudskog mlijeka (HMM). Istrazivanja su pokazala da uz bakterije u HMM-u su
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prisutni i virusne i gljivicne komponente. Najvazniji izvori pojave HMM-a u mlijeku
objasnjeni su kao retrogradni tok i entero-mamarni put (113). Cimbenici koji mogu utjecati
na njegov sastav su: indeks tjelesne mase majke prehrana majke, upotrebe antibiotika, tjedan
gestacije 1 vrste poroda te naina dojenja (113,114). HMM je vazan c{imbenik
gastrointestinalne kolonizacije u djece, mikrobna disbioza moze biti uzrok razvoja NEC-a,
osobito u nedonoscadi, te za pojavu kroni¢nih bolesti, poput astme i pretilosti, kasnije u
zivotu (115).

1.9. Stani¢ne komponente maj¢inog mlijeka

Majcino mlijeko sadrzava i manju, ali vrlo vaznu stanicnu komponentu, koja ukljucuje
probioticke bakterije, mati¢ne stanice 1 imunoloske stanice. Sastav imunoloskih stanca je
prikazan na slici broj 1.2. Metode analize mlijeka putem viSebojne proto¢ne citometrije
pruzaju vrhunsku identifikaciju svih stanica maj¢inog mlijeka. Dokazano je da leukociti ¢ine
samo malu manjinu (<2%) stanica u zrelom mlijeku zdrave majke (30). Trend i sur. otkrili su
da su glavni prisutni leukociti u mlijeku mijeloidni prekursori (9-20%), neutrofili (12-27%),
nezreli granulociti (8-17%) 1 necitotoksi¢ne T-stanice (6-7%). Napredovanje laktacije
povezano je sa smanjenjem glavne koncentracije leukocita CD45 *, eozinofila, prekursora
mijeloidnih i B stanica te CD16 ~monocita (116). Dokazano je i da maj¢ino mlijeko sadrzi
mati¢ne i progenitorske stanice (77). Nekada se mislilo da je ljudsko mlijeko sterilna tekué¢ina
no prije dvadesetak dodina otkriveno je postojanje mikrobioma ljudskog mlijeka. Procjene
govore da bi dojenCe koje se hrani 800 ml maj¢inog mlijeka dnevno moglo unijeti 10 [

10 ® bakterijskih stanica dnevno (117).
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Slika 1.2. Stanice prisutne u maj¢inom mlijeku

Izvor slike: autorski rad, kreirano pomoc¢u BioRender programskog alata

1.9.1. Leukociti

Leukocite u ljudskom kolostrumu prvi je uocio 1841. godine biolog Alexander Donné, koji je
napravio prvu fotografiju tih stanica. Vise od 100 godina kasnije, Smith 1 Goldman, ispitujuci
ostatke nakon centrifugiranja kolostruma, ponovno su otkrili da je kolostrum prepun Zivih

leukocita (98). Od tada su stanice ljudskog mlijeka opsezno proucavane.

Tijekom 60-ih godina proslog stoljeca po prvi puta je otkriveno da je ljudsko mlijeko bogato
leukocitima te se tada smatralo da su to najbrojnije stanice. Medutim, rezultati recentnih
istrazivanja su pokazali da leukociti ¢ine manjinu (<2%) stanica u zrelom mlijeku zdrave
majke (30). Leukociti primarno osiguravaju aktivhu imunost i potiCu razvoj
imunokompetencije u dojenceta, ali je takoder vjerojatno da Stite mlije¢nu Zlijezdu od
infekcija (19). Sadrzaj leukocita u kolostrumu varira u Zena od ~13,2% do 70,4% ukupnih

stanica dok prijelazno i zrelo mlijeko karakterizira vrlo nizak sadrzaj leukocita kada su i
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majka i dojence zdravi (30,34). Leukociti migriraju u dojku limfnim zilama i sustavnom

cirkulacijom (25).

Intenzivne studije na ljudskom mlijeku pokazale su da, slicno krvi, leukociti u mlijeku sadrze
razli¢ite podtipove ukljucujuci granulocite i mononuklearne leukocite kao $to su limfociti,
monociti i makrofagi (18,90). Leukociti u majéinom mlijeku daju djetetu aktivan imunitet,
pomazu u razvoju vlastitog imunoloskog sustava i izravno se bore s patogenima. Postoje
studije na zivotinjama koje dokazuju da leukociti iz maj¢inog mlijeka mogu prezivjeti
prolazak kroz probavni trakt dojenceta te se premjestiti iz probavnog trakta u krvi i udaljena
tkiva kao $to su limfni ¢vorovi, slezena i jetra putem sistemske cirkulacije (116,118,119).
Leukociti maj¢inog mlijeka su se pokazali kao aktivirani, pokretni i interaktivni (30,120)
Najvece koncentracije leukocita u maj¢inom mlijeku javljaju se u prvim danima laktacije (1-3
x 10°/mL) (121). Majke iskljudivo dojene djece imaju veéi poCetni broj leukocita u

majc¢inom mlijeku nego one koje ne hrane djecu isklju¢ivo maj¢inim mlijekom (30).

1.9.2. Netrofili i makrofagi

Neutrofili koje nazivamo i polimorfonuklearni leukociti su najbrojniji leukociti u krvi.
Prilikom odgovora na infekciju uslijed aktivacije najprije prirodenog, a potom i steCenog
imunoloskog odgovora te lucenja proupalnih citokina poput interleukina 1 (IL1) i interleukina
6 (IL6) dolazi do proliferacije neutrofila i njihove mobilizacije iz kostane srzi. Neutrofili prvi
odgovaraju na vecinu infekcija, osobito one ¢iji su uzroCnici bakterije 1 gljivice. Prateéi
signale citokina i kemokina preleze u ekstravaskularni prostor na mjestu infekcije ili oste¢enja
tkiva gdje djeluju kao fagociti te imaju sposobnost ingestije mikroorganizma. U tkivima
prezivljavaju samo nekoliko sati, tako da oni pruzaju rani odgovor na infekciju, ali ne

osiguravaju dugotrajnu zastitu (122). Monocita ima u krvi manje nego neutrofila.

Monociti ¢ine jednu komponentu "mononuklearnog fagocitnog sustava" (MPS), koji dijele s

makrofagima i konvencionalnim dendritskim stanicama (cDC) (123).

Monociti su definirani kao cirkuliraju¢e krvne stanice koje ¢ine ~10% perifernih leukocita
kod ljudi i ~4% kod miSeva. Krvni monociti se razvijaju u kostanoj srzi odrasle osobe iz
zajednickog mijeloi¢nog progenitora (CMP) koji se dijeli s eritrocitima, trombocitima, cDC i

granulocitima (124).
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Passlick i sur. su 1989 prvi put identificirali diskretne populacije monocita morfologijom i
diferencijalnom ekspresijom CD14 i CD16 kod ljudi (125).

Danas se zna da se monociti sastoje od viSestrukih podskupova nastalih kroz razlicite
razvojne putove. Oni u homeostatskim uvjetima bivaju nakupljeni u perifernim rezervoarima.
Tijekom bolesti monociti imaju zastitnu funkciju, a mogu razviti i regulatorna svojstva za
popravak tkiva. Monociti koji su regrutirani tijekom upale funkcionalno se ¢esto razlikuju od

rezidenthih makrofaga ili uobicajenih dendri¢nih stanica (124).

Tkivni makrofagi imaju nekoliko bitnih uloga u zastiti od mikroorganizama: ingestija i
ubijanje mikroorganizama, ingestija mrtvih stanica domacina, stanica koje odumiru u tkivima
i neutrofila koji se nakupljaju na mjestu zaraze. Aktivirani makrofagi izlu¢uju citokine koji
poticu dolazak veceg broja monocita i leukocita na mjesto zaraze, a sluze i kao predo¢ne
stanice koje predocuju antigene limfocitima T i aktiviraju ih, pokrecuci time steCeni krak
imunosti. Zanimljiva je uloga makrofaga u popravku oste¢enog tkiva, izmedu ostalog, potice i

neoangiogenezu (126).

Makrofazi doprinose razli¢itoj fazi remodeliranja mlije¢nih zlijezda tijekom razvoja, trudnoce
i laktacije (127). Neutrofili i makrofagi su dominantni leukociti u ljudskom mlijeku. Obje

vrste stanica su prepune globula mlije¢ne masti i drugih membrana koje fagocitiraju (121).

1.9.3. Limfociti

Limfociti su stanice sa receptorima specificnim za razne antigene i zato su glavni medijatori
stani¢ne i humoralne imunosti (122). Limfocite dijelimo u dvije glavne skupine - limfocite T i
limfocite B. Oni se morfoloski ne razlikuju, ali imaju potpuno razli¢ite imunosne funkcije.
Zastupljenost T stanica i B stanica medu limfocitima u poc¢etnom ljudskom mlijeku je 83%, T
limfocita odnosno 6% B limfocita (128). Limfociti T nastaju iz svojih prekursora u timusu,
dok limfociti B u sisavaca sazrijevaju u fetalnoj jetri, a kod odraslih jedinki u kostanoj srzi.
Tre¢a skupina limfocita su prirodnoubilacke (NK od engl. “natural killer”). NK stanice
nastaju u primarnim limfnim organima i migriraju u krvotok, periferne limfne organe i tkiva,

zive razlic¢ito dugo vrijeme, ponekad i viSe godina, pa i cijeli ljudski vijek.

Limfociti, kao i ostale stanice, sadrze brojne povrSinske molekule (biljege) koji se danas

mogu prepoznati monoklonskim antitijelima i na osnovu kojih mozemo razlikovati njihove
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skupine, pa postoji i posebna nomenklatura nazvana CD-sustav (CD - od engl. “cluster
designation”). On se zasniva na prepoznavanju membranskih biljega monoklonskim
antitijelima, a dosad je identificirano >300 CD molekula. Ti se biljezi obi¢no svrstavaju
prema podacima koje mogu pruziti o stanici, pa razlikujemo biljege karakteristicne za
odredenu liniju stanica (npr. samo limfociti T na svojoj povrSini imaju biljeg CD3),
diferencijacijske biljege koji su izrazeni privremeno u odredenom razdoblju sazrijevanja
stanice (npr. CD1 na nezrelim limfocitima u timusu) i aktivacijski biljezi, izrazeni samo na
stanicama aktiviranim antigenom (npr. CD25 koji je receptor za interleukin 2) (129). Svaki
limfocit prepoznaje specificni antigen preko povrSinskog T stani¢nog receptora (TCR od engl.
T cell receptor) i B stani¢nog receptora (BCR od engl. B cell receptor). Osobitost
imunoloskog sustava je moguénost preslagivanja V(D)J segmenata gena ¢ime se postize
ogromna heterogenost T stani¢nog receptora, odnosno Sirok repertoar za prepoznavanje
stranih antigena (129). Dodatna vazna osobina imunoloskog sustava kod ¢ovjeka je spregnuto
prepoznavanje §to pretpostavlja da se prepoznavanje antigena od strane T limfocita dogada
samo u slucaju da je isti predocen na povrSini tzv. antigen predocavajucih stanica u sklopu

molekula tkivne podudarnosti (MHC od. engl. major histocompatibility complex) (129).

1.9.4. T limfociti

U proslosti su se limfociti T prepoznavali po nazo¢nosti povrSinskog receptora za ovcje
eritrocite (biljeg CD2), a danas se definitivnim biljegom svojstvenim limfocitu T
podrazumijeva njegov receptor za antigen, TCR je heterodimer sastavljen od dva polipeptidna
lanca na temelju kojih razlikujemo dvije vrste TCR-a — TCR2 koji sadrzi o i  lanac i prisutan
je na povrsini vecine (90-95%) limfocita T te TCR1 koji je slicne grade, ali sastavljen od
lanaca y i d i nalazi se na povrSini preostalih 5-10 % limfocita T (129). Oba su receptora
povezana s kompleksom sastavljenim od pet polipeptida, koji ¢ine biljeg CD3. S obzirom na
dodatne povrsinske biljege razlikuju se dvije velike subpopulacije limfocita T. U perifernoj
krvi njih oko dvije trecine nosi biljeg CD4 i odgovara tzv. pomagackim T limfocitima (Th od
engl. T helper cells), a otprilike jedna trecina biljeg CD8 i odgovara tzv. citotoksi¢énim T

limfocitima (Tc od engl. cytotoxic T cells).
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1.9.5. B limfociti

U perifernoj krvi c¢ovjeka ima 5-15% B limfocita, a prepoznaju se prvenstveno po nazo¢nosti
povrsinskih imunoglobulina. Prisutni su u kosStanoj srzi, slezeni, limfnim ¢vorovima te
limfaticnom tkivu sluznica. Limfociti B sami proizvode spomenute imunoglobuline, koji se
potom ugraduju u stani¢nu membranu, gdje djeluju kao specifi¢ni receptori za antigen (BCR
engl. “B-cell antigen receptor”). Vecina ljudskih limfocita B nosi membranski IgM i IgD, a
samo manjina imunoglobuline preostalih razreda IgG, IgA i IgE, premda na odredenim
mjestima u tijelu 1 takve stanice postoje u vecem broju; npr. u sluznici crijeva pretezu
limfociti B s povrSinskim IgA. Na povrSini limfocita B postoje i brojni drugi biljezi, pa veéina
zrelih stanica posjeduje antigene MHC-II vazne za suradnju s limfocitima T, receptore za
komponente komplementa C3b i C3d (CR1 i CR2), receptore za Fc-fragment imunoglobulina
G (FcgRI1l) i povrsinske biljege poput CD19, CD20 i CD22 (129).

1.9.6. Prirodnoubilacke (NK od engl. “natural killer”) stanice

Prirodne stanice ubojice igraju klju¢nu ulogu u prvoj liniji obrane urodenog imunoloSkog
sustava. Izraz prirodni ubojica odrazava sposobnost ovih stanica da ubiju ciljne stanice bez

prethodne stimulacije.

U perifernom krvnom optoku ¢ovjeka ¢ine oko 15 % limfocita, a od stanica T 1 B se, izmedu
ostaloga, razlikuju i po tome §to ne posjeduju receptore za antigene TCR i BCR. Od
povrsinskih biljega obiljezava ih prvenstveno prisutnost biljega CDI16 (receptor za Fc
fragment 1gG, FcgRIIl) i CD56 (adhezijska molekula) (130,131). Ve¢i dio stanica NK se i
morfoloski razlikuje od glavnine limfocita T 1 B po sljede¢im obiljezjima - ve¢i su, imaju
razmjerno viSe citoplazme, jezgra nije okrugla ve¢ je na jednom dijelu spljoStena, a u
citoplazmi postoje azurofilna granula po ¢emu se ove stanice nazivaju i velikim granuliranim
limfocitima. Dio autora smatra da NK stanice ne spadaju u populaciju limfocita, vec
predstavljaju zasebnu populaciju stanica koja se s obzirom na svoj razvoj nalaze izmedu
limfocita 1 monocita. Glavna im je fizioloSka funkcija djelovanje protiv virusom zaraZenih i
tumorskih stanica otpustanjem litickih granula koje sadrze granzim i perforin (73,75). NK
stanice migriraju u dojku iz limfnih zila i sistemske cirkulacije (132), i ne samo da igraju

zaStitnu ulogu u GIT dojencadi, ve¢ Stite i mlijecnu zlijezdu od infekcija (25).
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1.10. Prirodena i steéena imunost
1.10.1. Prirodena imunost

Urodena 1ili prirodna imunost pruza najraniju obranu od mikroorganizama. Ona postoji i prije
infekcije 1 spremna je pruziti brzi odgovor, a sastoji se od stani¢nih i biokemijskuh
obrambenih mehanizama. Glavni mehanizmi urodene imunosti su fizicke i kemijske prepreke
kao S§to su epitel i antimikrobne tvari koje se stvaraju na povrsini epitela, fagocitne stanice,
dendricke stanice, prirodnoubilacke stanice i1 druge urodene limfoidne stanice, bjelancevine
krvi, sustav komplementa i drugi posrednici upale (126,133). Slika br.1.3. prikazuje urodenu
i adaptivnu (steCenu) imunost. Mehanizmi urodene imunosti osiguravaju ucinkovitu ranu
obranu od infekcije. Do aktivacije prirodene imunosti dolazi uslijed prepoznavanja oSte¢enih
stanica i proizvoda mikroorganizama, a kod ponovljene izloZenosti nastaje istovjetna reakcija
(122). Prirodena imunost ima ograni¢eni broj antigena koje prepoznaje (oko 10e3) te se pri
tome radi najces¢e o konzerviranim strukturnim antigenima mikroorganizama koji nisu
podlozni brzim evolucijskim promjenama (npr. lipopolisaharid bakterija, jednolan¢ana RNA
virusa). Antigeni koje prepoznaju stanice prirodene imunosti nazivamo molekularnim
obrascima, a receptori putem kojih ih stanice imunoloSkog sustava prepoznaju receptorima
molekularnih obrazaca. Dvije su glavne skupine antigena molekularni uzorak povezan s
patogenima (PAMP od engl. patogen-associated molecular patterns) i molekularni uzorak
povezan s osteCenjem tkiva (DAMP od engl. damage-associated molecular patterns)
(134,135).

1.10.2. Ste¢ena imunost

Stecena ili adaptivna imunost razvija se kao odgovor na zarazu i prilagodava se uzro¢niku
zaraze. Kod ponovljene izloZenosti reagira povecavaju¢i obrambenu sposobnost. Svojstva
specificne imunosti su specifiénost i memorija. Pod pojmom specificnost definira se
sposobnost razlikovanja razlic¢itih tvari, a pod pojmom memorija definira se sposobnost da na
ponovljenu reakciju odgovori snaznije. Sastavnica urodene imunosti su stanice koje nazivamo
limfociti i njihovi izluceni proizvodi tj. protutijela. Citokini su velika skupina izlucenih
proteina koji imaju razlic¢itu gradu i funkciju i reguliraju brojne aktivnosti urodene i steCene
imunosti. Nazivlje citokina nije dosljedna pa se tako neki od njih nazivaju interleukini s

rednim brojem, neki se nazivaju prema bioloskom djelovanju koje im je prvo prepisano kao
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Sto je ¢imbenik tumorske nekroze (TNF od eng.-tumor necrosis factor) ili interferon. Citokini
imaju brojne funkcije kao Sto su: rast i diferencijacija svih imunosnih stanica, aktivacija
izvr$nih funkcija limfocita i fagocita i usmjereno kretanje imunosnih stanica iz krvi u tkiva i

kroz njih.

Razlikujemo dvije vrste steCene imunosti koje su posredovane razli¢itim Sastavnicama
Imunosnog sustava, a to su: humoralna imunost i stani¢éna imunost tj. imunost posredovana
stanicama. Obje vrste djeluju na uklanjanje razliitih vrsta mikroorganizama.
Humoralna imunost posredovana je protutijelima koje stvaraju B stanice koje zovemo B
limfociti. Protutijela prepoznaju mikroorganizme te neutraliziraju infektivnost i uklanjaju
razli¢itim mehanizmima. Humoralna imunost ¢ini glavni obrambeni mehanizam protiv
izvanstani¢nih mikroorganizama i njihovih toksina. Protutijela su specijalizirana te mogu
aktivirati razli¢ite mehanizme za borbu protiv mikroorganizama, primjerice fagocitozu.
Stani¢na imunost je posredovana T stanicama koje zovemo T limfociti. T limfociti pruzaju
obranu od unutarstani¢nih mikroorganizama kao $to su virusi i1 neke bakterije koje Zive i
razmnozavaju se unutar fagocita i drugih stanica. Ti mikrooganizmi su nedostupni
cirkulirajué¢im protutijelima (126). Svojstva urodene i adaptivne imunosti prikazan je u tablici
broj 1.2.

24



1. Uvod

Urodena imunost Adaptivna imunost

CD40L/CD40

plazma

stanica
TCR/MHC I\
kompleks

sazrijevanje,
b

R e . inficirana

amplifikacija

fagocltoza napadni
kompleks

« ' * inficirana
stanica

sati

Slika 1.3. Urodena 1 adaptivna imunost

Izvor slike: autorski rad, kreirano pomoc¢u BioRender programskog alata
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Tablica 1.2. Svojstva urodene i adaptivne imunosti

Svojstva urodene i adaptivne imunosti

Urodena

Adaptivna

Svojstva

Za molekule koje dijele skupine
srodnih mikroorganizama i molekule

Za antigene mikroorganizama i ne-

Stani¢ne i kemijske zapreke

Specifi¢nost . . )
koje proizvode ostecene stanice mikroorganizama
domacina
Vrlo velika; receptori se stvaraju
Raznolikost Ograni¢ena; kodirana u zametnoj lozi somatskom rekombinacijom genskih
segmenata
Memorija Ne Da
Nereaktivnost na vlastito Da Da
Sastavnice
Koza, epitel sluznica; antimikrobne Limfociti u epitelu, protutijela

molekule izlugena na egitelnim povrSinama
Bjelancevine krvi Komplement, druge protutijela
Fagociti (makrofagi, neutrofili),
Stanice prirodnoubilacke stanice, urodene limfociti

limfoidne stanice
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1.10.3. yo T limfociti

vo T stanice relativno su rijetka podskupina limfocita u ljudskoj perifernoj krvi. Oni imaju
vaznu ulogu na medusklopu izmedu urodenog i adaptivnog imunoloSkog sustava (136).
vd T stanice mogu prepoznati antigen putem somatski preuredenog T-stani¢nog receptora
(TCR) i nekoliko NK-stani¢nih receptora. Proizvode citokine i djeluju kao most izmedu
urodene i adaptivne imunosti, tako Sto brzo reagiraju na zaraZene ili transformirane stanice na
na¢in neovisan o molekulama glavnog kompleksa histokompatibilnosti (MHC) (123,124).
Vecina yd T stanica su CD4 ~ ili CD8 ™ T stanice.

T stanice su podijeljene u dvije glavne populacije koje se razlikuju po svojoj povrsinskoj
ekspresiji af 1 y0 T stani¢nih receptora (TCR). I aff i y0 T stanice nastaju iz zajedni¢kih
multipotentnih dvostruko negativnih (DN) prekursora u timusu, koji se dalje mogu razdvoyjiti
u Cetiri DN podskupa na temelju ekspresije CD44 i CD25 (137,138). Vecina T-stanica, koje
se Cesto nazivaju konvencionalnim T-stanicama, eksprimiraju T-stani¢ni receptor (TCR) koji
se sastoji od a i B-lanca, dok otprilike 5% perifernih T-stanica eksprimira TCR izgraden od vy i
d-lanaca — taj se podskup obi¢no naziva yo T limfociti (139,140). yo T stanice su medu prvim
T stanicama koje su se razvile u timusu. I kod ljudi 1 kod miSeva, yd T stanice ¢ine manji dio
(1-5%) cirkuliraju¢eg odjeljka T stanica koji se nalazi u krvi i sekundarnim limfoidnim
organima. Vecinom su rasporedene u potkoznom tkivu, sluznici crijevnog trakta,
respiratornog trakta i urogenitalnog trakta (141). y8 T stanice ¢ine 1-10% CD3 ™ T limfocita
periferne krvi zdravih odraslih osoba (118). Specifi¢ni podskupine yd T stanica prisutne su u
mnogo vecem broju (10-100%) u epitelnim tkivima kao S§to su epidermis koZe,
gastrointestinalni trakt i reproduktivni put gdje izrazavaju tkivno specifiéne T stani¢ne
receptore ogranicene raznolikosti (142,143). Kod ljudi je primijeé¢eno vise yd T subpopulacija
¢iji je bioloski znacaj nejasan. Prema repertoaru & lanaca, yd stanice najceSc¢e se dijele u tri
razreda (61, 82, 83), od kojih 82+ stanice dominantno prebivaju u perifernoj krvi i najcesce
izraZzavaju Y9 lanac, dok 81/83 linije uglavnom nalazimo u tkivima i sluznicama, a izraZavaju
raznolike y[lance (y2, v3, v4, v5, v8, v9) (139). yd T stanice sposobne su brzo odgovoriti na
niz prijetnji, ukljucujuci neke virusne i bakterijske infekcije (144). Smatra se da su ukljuceni u
ljudske autoimune bolesti poput multiple skleroze, kod koje mogu biti vazan izvor ranog
interleukina (IL)-17 koji pokrec¢e daljnju proizvodnju IL-17 od strane Th17 stanica (145,146).

Istrazivanja su takoder pokazala mogucu ulogu yé T stanica u zdravlju majki, pomoci u borbi
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protiv infekcija, alergija i osobito u nadzoru raka, ukljucujuci borbu protiv agresivnih oblika

raka dojke. Ove stanice mogu ucinkovitije prepoznati i reagirati na stanice raka (147,148).

Ljudske yd T stanice mogu se podijeliti u tri glavne populacije na temelju ekspresije o lanca.
vo T stanice koje eksprimiraju V&1 lance nalaze se u intraepitelnom sloju mukoznih povrsina,
te sudjeluju u odrzavanje integriteta epitelnog tkiva kada su suocCene s infekcijom ili
oste¢enjem. Mogu se pojaviti i u perifernoj krvi (138). Oni proizvode razliCite citokine kao
Sto su TNF-a i IFN-y, te citotoksi¢noS¢u liziraju zarazene ili transformirane ciljne stanice

(136,141).

Druga populacija yd T stanica eksprimira produkte lanca V42 i predstavlja vecéinu
cirkuliraju¢ih yd T limfocita u zdravih odraslih osoba, te ¢ini do 50%-90% periferne
populacije yd T-stanica. Lanac Vo2 spaja se gotovo iskljuc¢ivo s Vy9 (koji se takoder naziva
Vy2). Jedna vazna karakteristika Vo2 T stanica je da mogu sluziti kao profesionalne stanice
koje prezentiraju antigen (APC) (149). V62 T stanice, koje ispoljavaju citotoksi¢nost u

tumorskoj imunoregulaciji 1 virusnoj infekciji, ve¢inom su rasporedene u perifernoj krvi.

Treca populacija su V33 T stanice, koje ¢ine oko 0,2% cirkuliraju¢ih T stanica ukljucujuci
CD4*, CD8"i CD4 CD8 podskupove. Imaju ekspresiju CD56, CD161, HLA-DR i
NKG2D, ali bez NKG2A i NKG2C (138,150). Vo3 T stanice u krvi se pronalaze u malom
broju, ali najvise ih ima u jetri i kod pacijenata s leukemijama i nekim kroni¢nim virusnim
infekcijama (150). V33 T stanice uglavnom su rasporedene u tkivu jetre i rijetko u perifernoj

krvi, §to moZe izravno ubiti ciljne stanice i luciti citokine (141).

vd T-stanice mogu se funkcionalno podijeliti u vise podskupina, npr. Thl-, Th2-, Th9-, Th17-,
Tfh, regulatorne T-stanice (Treg) i yo-stanice koje predstavljaju antigen (APC) T-stanice
(148).

vo T stanice su neophodne za odrzavanje homeostaze tako Sto odabiru specificne organizme u
mikrobioti i obavljaju imunoregulacijske funkcije, y6 T stanice izravno olakSavaju trudnoéu
proizvodnjom faktora rasta (151). U istrazivanju Caccamo et. all. pokazali su utjecaj spola i
dobi na razine V062 u krvi, pri ¢emu Zene imaju nize razine u usporedbi s muskarcima iste
dobi (152). Studije govore da razine V62 T stanica mogu biti kontrolirane viSestrukim
mehanizmima, §to rezultira razlikom u populaciji yo T stanica periferne krvi medu ljudima
(153-155). Buduc¢i da yd T stanice brzo prepoznaju zarazene i transformirane stanice,

prepoznate su kao prva linija obrane od infekcija i malignih tumora (156).
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Glavne populacije ljudskih yd T stanica prikazani su na slici br.1.4

Y6TCR

it

NKG2D IL18R

Slika 1.4. Glavne populacije ljudskih yé T stanica

Izvor slike: autorski rad, kreirano pomoc¢u BioRender programskog alata

vo T limfociti u mnogo vec¢em dijelu se nalaze u kolostrumu nego u krvi. Fenotipski profil yd
T stanica u mlijeku sliCan je onome u stanicama intraepitelnog limfnog sustava crijeva Sto
govori 0 tome da ove stanice mozda potjeCu iz pridruZzenog limfnog sustava crijeva i
preusmjeravanja T limfocita iz majéinog crijeva u mlije¢nu Zlijezdu i mlijeko (157).
Istrazivanje Lindstranda i sur. Koji su Kkoristili tri monoklonska antitijela na varijabilne
dijelove ljudskog TCR (Vy2, V32 i Vo1) kako bi odredili relativne frekvencije i fenotipske

karakteristike yd T stanica u perifernoj krvi i majc¢inom mlijeku. Testirali su mlijeko 12 Zena u
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vremenu 1 do 3 dana nakon poroda. Istrazivanjem su dokazali da Vy2 i V41 stanice su ¢eSce
prisutne u kolostrumu nego u krvi, dok se omjer V32 stanica ne razlikuje. I njihovo
istrazivanje je dovelo do zakljucka da raspodjela podskupina yd T stanica u ljudskom
kolostrumu je rezultat mehanizma preusmjeravanja yd T limfocita iz crijevne sluznice u

mlije¢nu zlijezdu (157).

1.11. Razvoj imunolo$kog sustava dojenceta

Novorodence se rada s nezrelim imunoloskim sustavom i oslanja se na maj¢in imunitet.
Maj¢ina protutijela se prenose preko placente i dojenjem. U placenti se majcina
imunost uglavnom prenosi kao imunoglobulin G (IgG), koji prelazi izravno u serum

dojencadi i kljucan je u zastiti od mnogih infekcija u djetinjstvu (158).

1.11.1. Postnatalni razvoj imunoloSkog sustava

Tijekom prvog hranjenja kolostrumom novorodenée dobiva gotove molekule IgA. Kolostrum
je kolicinski oskudan, no sadrzi velike koli¢ine proteina (4-5 g/L) koji sadrze velike koli¢ine
IgA. Proteini majcinog mlijeka pomaZzu u pruzanju odgovarajuce prehrane dojenoj dojencadi,
dok istovremeno pomazu u obrani od infekcija i olakSavaju optimalan razvoj vaznih
fizioloSkih funkcija u novorodencadi. Reprezentativni imunoloski proteini ukljucuju a-
laktalbumin, laktoferin, lizozim i sekretorni imunoglobulin A (slgA), koji su svi proteini
sirutke (27,113). 70% ukupnih imunoglobulina ¢ini upravo IgA koji djeluje u obrani u
sekretima dis$nog i probavnog sustava procesom imunosnog iskljucenja tj. vezanja za strane
antigene i na taj nacin sprecava njihovo Stetno djelovanje na sluznicu epitela. U dojci IgA
proizvode plazma stanice koje su podrijetlom iz B limfocita senzibiliziranih na antigene u
maj¢inom probavnom, diSnom sustavu te na kozi. Koncentracija IgA je 10-12 puta visa u
odnosu na koncentraciju u serumu majke. Kolostrum i zrelo mlijeko sadrze i komplement,
antibakterijske proteine - laktoferin, lizozim, protein koji veze vitamin B12 i oligosaharide te
svi oni na sebi svojstven na¢in pomazu u obrani organizma u doticaju s antigenom. HM

sadrzava 1 prebiotike koji poticu rast bifidusne flore.

1.11.2. Uloga maj¢inih stani¢nih i humoralnih ¢imbenika u imunoloskoj zastiti

novorodenceta

30


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/maternal-immunity
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/maternal-immunity
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/intravenous-immunoglobulin

1. Uvod

Imunosni sustav ima funkciju obrane organizma od stranih stanica kao $to su mikroorganizmi,
paraziti, tuda tkiva i stanice. Ljudski organizam ne moze prezivjeti bez imunosti, jer strada od
infekcija. Pod pojmom imunost podrazumijevamo razli¢ite mehanizme kojima organizam
prepoznaje i reagira na strane tvari da bi odrzao vlastitu cjelovitost (1). Imunost moze biti
urodena (nespecificna) i stecena (specifi¢na), a svaka od njih ima svoj humoralni istani¢ni
dio. Prirodenu humoralnu imunost ¢ine komplement i reaktanti akutne faze, a prirodenu
staniénu makrofagno fagocitni sustav i NK-stanice. Steenu humoralnu imunost ¢ine

imunoglobulini koje stvaraju B limfociti, a za steCenu stani¢nu imunost bitni su T limfociti.

Ve¢ od 4. mjeseca prenatalnog razvoja hematopoeza se premjesta iz jetre i1 slezene u koStanu
srZ i od tada je ve¢ moguce dokazati prve elemente specifi¢ne stani¢ne i humoralne imunosti u
fetusa. Proizvodnja komplemeta pocinje od 8. tjedna trudnofe u jetri i stanicama
retikuloendotelnog sustava i oko rodenja doseze 50-60% razine kao u odraslog ¢ovjeka (1).
Reaktanti akutne faze se takoder sintetizitaju u jetri i stanicama retikuloendotelnog sustava,
ali pod ujecajem TNF-q, IL-1, IL-6 iz makrofaga u slucaju akutne infekcije bakterija ili
gljivica. Polimorfonuklearni granulociti novorodenceta imaju slabiju kemotaksiju, prijanjanje
1 unutarstani¢no ubijanje. lako se makrofagi razvijaju ve¢ od 10. tjedna trudnoce prilikom
rodenja zaostaju u proizvodnji citokina. Upravo zbog toga novorodencetu za primarne
imunosne rekacije treba 3-4 tjedna. NK stanice jo§ prenatalno pokazuju dobru citotoksi¢nu i
antivirusnu aktivnost. Stecena stani¢na imunost putem limfocita T razvija se ve¢ od 12. tjedna
trudnoce regiraju¢i na fitohemaglutinin i alogeni¢ne stanice. U odnosu na odrasli organizam
ima niski udio memorijskih T-stanica (<5%) u trenutku rodenja, no prilikom rodenja dolazi do
naglog rasta tih stanica prilikom doticaja sa raznim antigenima. B-limfociti (steCena
humoralna imunost) ve¢ od 12. tjedna trudno¢e mogu stvarati IgM 1 IgG, a malo kasnije
pocinju stvarati i IgA. Povecana osjetljivost novorodenceta na infekcije potje¢e od nezrelosti
imunoloskog sustava. Dojenje predstavlja vaznu imunolosku potporu koju majka moze dati
svom djetetu tijekom prvih nekoliko mjeseci zivota (158). Imunoloski sustav u maj¢inom
mlijeku ukljucuje sekretorni imunoglobulin A (slgA), imunoglobulin G, slobodne masne
kiseline, monogliceride, proteine kao $to su laktoferin, laktalbumin, glikani, neapsorbirane
oligosaharide, egzosome, imunomodulatore kao $to su citokini, nukleinske Kkiseline,
antioksidansi 1 imunoloske stanice kao S§to su makrofagi, neutrofili i limfociti. Svi ovi
imunoloski sastojci mlijeka medusobno djeluju zajedno 1 s crijevima novorodenceta izravno
ili neizravno kako bi povecali imunitet protiv infekcija, a vjerojatno takoder doprinose

sazrijevanju i uc¢inkovitosti imunoloskog sustava novorodenceta.

31



1. Uvod

1.11.3. Imunost sluznica

Imunoloski sustav sluznice brzo se stimulira prilikom rodenja bakterijskom kolonizacijom
sluznice 1 vanjskih povrsina tijela. Razvoj u¢inkovitog mukoznog imuniteta bitan je za zastitu
od infekcije i izloZenosti alergenima u postnatalnom razdoblju. Ovo razdoblje karakteriziraju
dvije vazne komponente imunoloskog razvoja novorodenceta: zatvaranje epitelnih membrana

sluznice i pojava sekretornih protutijela.

Neposredno postnatalno razdoblje karakterizira intestinalna propusnost za netaknute
makromolekule. Gutanje kolostruma potiCe sazrijevanje membrane u gastrointestinalnom
traktu putem regulatornih ¢imbenika i rezultira zatvaranjem unutar 48 sati od rodenja (159).
Brzo zatvaranje membrana vazan je proces u ogranicavanju sustavne izloZenosti antigenima,
koji, ako se postupa neprikladno, moze dovesti do teske infekcije, atopije ili naknadne
tolerancije. Cimbenici sazrijevanja membrane u kolostrumu mogu biti zna¢ajan ¢imbenik u

smanjenoj incidenciji infekcija i atopije kod dojene djece.

Gestacijska dob novorodenceta pri rodenju odreduje razinu imunoloske kompetentnosti i
stupanj pasivno steenih maj€inih protutijela koja pruzaju ucinkovitu obranu od infekcija i
drugih antigenih podrazaja. U kombinaciji s urodenom imunos§¢u, imunoloski sustav sluznice
pruza prvu liniju obrane protiv infekcija na vanjskim povrSinama. Sastoji se od struktura
povezanih limfoidnim tkivima nazalnog, gastrointenstinanlog, urogenitalnog, respiratornog
trakta te suznih zlijezda, zlijezda slinovnica i mlije¢nih Zzlijezda i sinoviju zglobova.
Limfoidna tkiva povezana sa sluznicom omogucuju plazma stanicama koje su aktivirane na
jednom mjestu da se premjeste na udaljena mjesta i tako osiguravaju opseznu imunolosku
zaStitu na povrSinama sluznica. Glavna vrsta antitjela u mukoznim sekretima je IgA, a mali su

udjeli IgM, 1gG,IgD i rijetko IgE.

Obi¢no se imunoloski sustav sluznica aktivira od rodenja, no on je sposoban postaviti
imunosni odgovor i kod fetusa. Ucinkovit imunoloski odgovor sluznice mogu uspostaviti

nedonoscad starija od 28. tjedna gestacije (159).

Urodeni obrambeni mehanizmi pruzaju nespecificnu zastitu u fetalnom Zivotu i prilikom
rodenja. Amilaza, lizozim i laktoferin prisutni su u zlijezdama slinovnicama u istim razinama

u fetalnom razdoblju i prilikom rodenja. Nakon rodenja padaju, te velike razine postizu
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1. Uvod

izmedu 6. i 20. tjedna starosti. U dojene djece ovaj se deficit prilikom rodenja najvjerojatnije

suzbija pasivnom zastitom majc¢inih protutijela.

Terminsko novorodence se obicno rada s nedostatkom IgA i potrebno je nekoliko tjedana dok
limfno tkivo koje je povezano s crijevima odgovori na antigen. Vrhunac sazrijevanja B
limfocita na povr§inama sluznica je od rodenja do 12 tjedana starosti. U crijevima broj stanica
koje sadrze IgM prevladava do 1 mjeseca starosti, nakon toga, stanice koje sadrze IgA
prevladavaju i nastavljaju rasti do 2 godine starosti (160). Stanice koje sadrze imunoglobulin
nisu prisutne u stjenkama bronha zdrave novorodenc¢adi pri rodenju. Stanice koje sadrze IgA
pojavljuju se oko bronhijalnih Zlijezda 10 dana nakon rodenja, a stanice koje sadrze IgM u
manjem broju oko 1 mjeseca starosti. Stanice koje sadrze IgG rijetke su u normalnim zdravim
uvjetima (161). U parotidnoj zlijezdi slinovnici IgA i IgD povecavaju se u broju od oko 4
tjedna starosti, dosezu vrhunac u dobi od oko 12 tjedana, a zatim se nalaze na niZem broju

nakon 24 tjedna starosti (162).
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2. Hipoteza

2. Hipoteza

Tijekom akutne infekcije dojenceta majcino mlijeko se svojim stani¢nim, citokinskim i
imunoglobulinskim sastavom prilagodava potrebama dojenceta u svrhu obrane organizma od

mikroorganizama.
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3. Cilj istrazZivanja

3. Ciljevi istrazivanja

Imunofenotipizirati/odrediti zastupljenost i usporediti promjene udjela subpopulacija
leukocita maj¢inog mlijeka (ukupni T limfociti, CD4 pomo¢nicki limfociti, CDS8
citotoksicni limfociti, NK stanice, d1 1 62 populacije yo T limfocita, B stanice) tijekom

akutne infekcije dojenceta te nakon potpune rekonvalescencije (nakon 4-6 tjedana).

Odrediti citokinski sastav mlijeka (IFNy, IL-1p, IL-4, IL-6, IL-17A, TNFa) tijekom

akutne infekcije dojenceta te nakon potpune rekonvalescencije (nakon 4-6 tjedana).

Odrediti imunoglobulinski profil mlijeka (IgG, IgA, IgE, IgM) tijekom akutne infekcije

dojenceta te nakon potpune rekonvalescencije (nakon 4-6 tjedana).
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4. lIspitanici i metode
4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je provedeno nakon odobrenja Etickog povjerenstva Klinickog bolni¢kog
centra Osijek (broj: R2-7990 /2021.), Etickog povjerenstva Doma zdravlja Osjecko-
baranjske Zzupanije (DZOBZ) i Eti¢kog povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek (klasa:
602-04/21-08/07, broj: 2158-61-07-21-156). Ovo prospektivno eksperimentalno
kontrolirano istrazivanje u cijelosti je provedeno u Laboratoriju za analizu DNA
Medicinskog fakulteta Osijek i Klinickom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku, KBC
Osijek, a sve su ispitanice nakon proc¢itane obavijesti o istrazivanju potpisali dobrovoljni

informirani pristanak za sudjelovanje u istrazivanju (Prilog 1. i Prilog 2.)

4.2. lspitanici

Istrazivanjem je obuhvacdeno ukupno 43 ispitanice, koje su bile podijeljene u dvije
skupine. Prvu skupinu (28 majki) su c¢inile majke koje su dojile dojenée s klini¢kim
znakovima akutne infekcije (akutno febrilno stanje, eventualne druge (ne)spepcifi¢ne
znakove infekcije dojenceta — razdrazljivost, proljev, bljuckanje, pla¢, ubrzano disanje,
dispneja, dispnea, klonulost, slabo napredovanje na teZini, osip na koZzi, marmorizirana
koza, hladne okrajine, slaba cirkulacija, perioralna cijanoza, koja moze biti eventualno
potvrdena rutinskom laboratorijskom analizom (promjene u DKS, CRP ili SE) i u
odredenim slucajevima mikrbioloSkom obradom (npr. bris zdrijela, urinokultura, analiza
stolice). Drugu skupinu su ¢inile majke koje su dojile zdravu dojencad, bez klinickih
znakova infekcije. Veli¢ina ucinka (Cohenov d, A/SD) potrebna za statisticku snagu od
80% uz dvostrani 0=0,05, t- test, 2 ovisne skupine, normalna distribucija, iznosi 0,8 za
uzorak od 15 ispitanika (GPOWER v3.1.9.4). Za procijenjene (Lazar et al. 2024; Bedin et
al. 2018.), oCekivane aritmeticke sredine ucestalosti CD3+ (25.1% %), CD4+T (51.8 %),
CD8+T (33,7 %), NK (4.7 %), NKT (3.6 %) 1 CD3+ yd T (10 %) stanica u humanom
mlijeku zdravih osoba, uz pripadne standardne devijacije od 14.4 %, 9.3 %, 6.0%, 3.2%,
2.3% 1 3%, razlika aritmetickih sredina (A) iznosi 9.9%, 7.2%, 5.3%, 3.3%, 1.9% i 3%,
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4. Ispitanici i metode

odgovarajuci bioloski umjerenom do velikom ucinku. Slijedom navedenog, Cohenov d

fiksiran je na 0,8, odgovaraju¢i bioloski velikom ucinku.)

Iz istrazivanja su iskljucene:
1. Ispitanice koji nisu bile punoljetne,
2. Ispitanice koje nisu dojile dojence,

3. Ispitanice koje pokazuju klinicke i/ili laboratorijske znakove akutne infekcije.

Ispitanice su regrutirane u hitnoj pedijatrijskoj ambulanti KBCO te pedijatrijskim
ordinacijama u primarnoj zdravstvenoj zaStiti (privatnim pedijatrijskim ordinacijama i

pedijatrijskim ordinacijama DZOBZ), te prilikom posjeta patronaznih sestara.

Inicijalno su zabiljezeni osnovni identifikacijski i demografski podaci (ime, prezime, dob,
socioekonomski podatci) te anamnesticki podatci vezani uz trudnou te rani razvoj
djeteta s naglaskom na prethodne infekcije majke i dojenceta u tom periodu (Prilog 3).
Kod drugog uzorkovanja mlijeka majke su ispunile upitnik o osobnom zdravstvenom
stanju te zdravstvenom stanju djeteta (kako bi iskljuéili bolest majke i djeteta) (Prilog 4).

U okviru rutinske obrade dojenceta ucinjena je analiza (kapilarne ili venske) krvi te
potrebna mikrobioloska obrada, dok je majkama ucinjena laboratorijska obrada u svrhu
isklju¢ivanja infekcije. Majke su zamoljene da u svrhu istrazivanja ustupe 50 — 100 ml
maj¢inog mlijeka izdojenog tijekom drugog podoja u danu 3. — 5. dan od prvih znakova
akutne infekcije dojenceta, (7. dan) te nakon 4 — 6 tjedana u fazi kompletne

konvalescencije.

4.3. Metode

Uzorci mlijeka su centrifugirani (600 x g, 15 min, 4°C), kako bi razdvojili stani¢nu,
lipidnu i vodenu (tzv. laktoserum) fazu mlijeka. Stani¢na frakcija je odmah procesuirana
za imunofenotipizaciju leukocita (ispiranje u 5 mL 1 x PBS pufera (od eng. Phosphate
Buffered Saline Solution), centrifugiranje 400 x g, 5 min, 25°C, resuspendiranje peleta).
Mononuklearne stanice izolirane su centrifugiranjem stani¢ne frakcije mlijeka na
gradijentu Lymphoprep. Broj izoliranih stanica utvrden je pomocu automatskog brojaca

stanica Luna Il te je za obiljezavanja stanica s monoklonalnim protutijelima koriSteno
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najmanje 1 x 10e6 zivih stanica, dok su se preostale dvije frakcije mlijeka u manjim

alikvotima pohranile na -80°C do daljne analize.

4.3.1. Imunofenotipizacija leukocita majéinog mlijeka metodom proto¢ne

citometrije

Zastupljenost ukupnih T limfocita, CD4 pomo¢nickih limfocita, CDS8 citotoksi¢nih
limfocita, NK stanica, 61 i 82 subpopulacija y6 T limfocita te B stanica u ukupnim
izoliranim leukocitima maj¢inog mlijeka odredena je metodom proto¢ne citometrije. Za
pripremu uzoraka i bojenje povrsnih stani¢nih antigena za proto¢nu citometriju koristeni
su standardni protokoli dostupni na www.thermofisher.com. Ukratko, prije stani¢nog
bojenja, mrtve stanice su nepovratno obiljeZzene fiksabilnom bojom za vijabilnost
LIVE/DEADR Fixable near-IR Stain (Thermo FisherScientific, Waltham, Massachusetts,
SAD) prema uputama proizvodaca, a nespecificno bojenje posredovano vezanjem
protutijela za Fc receptore (FCR) blokirano dodavanjem 5 uL Fc Receptor Binding
Inhibitor Polyclonal Antibody reagensa (eBioscience/Thermo FisherScientific, Waltham,
Massachusetts, SAD). Nakon 8 minuta inkubacije pri sobnoj temperaturi, uzorcima je
dodana smjesa specificnih fluorescentno obiljeZenih protutijela, kako slijedi: CD3¢APC
(klon UCHTI, eBioscience), TCRyd PerCP eFLour710 (klon BI1-1, eBioscience),
TCRVo1 PE/Cy7 (clone TS8.2, eBiosciences) 1 TCRV32 PE (clone REA771, Miltenyi
Biotec), CD4 FITC (clone RPA-T4, eBiosciences), CD8 PerCP eFlour710 (clone OKTS,
eBiosciences), CD16 PE (clone CB16, eBiosciences), CD56 PE (clone CMSSB,
eBiosciences), CD199 PE/Cy7 (clone HIB19, eBiosciences). U svim koracima koristen je
fosfatni pufer (PBS) s dodatkom 0,5-1% govedeg serumskog albumina (BSA) i 0.1%
natrijevog azida (NaN3) prilagodene pH vrijednosti (pH ~7,4).

Uz pazljivu pripremu uzorka i optimizaciju protokola bojenja, tijekom uhodavanja
pokusa pripremljene su jednobojne, fluorescencija minus jedan (FMO), neobojene i
negativne kontrole kako bi pouzdano mogli razlikovati pozitivne stanice od

pozadinskog/negativnog i nespecificnog bojenja.
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Kompenzacijska matrica izracunata je pomoc¢u komercijalno dostupnih kompenzacijskih
kuglica BDTM CompBeads misji Igk/negativne kontrol (BD Biosciences, San Jose, CA,
SAD) i jdnobojnih kontrola. Mjerenja uzoraka provedena su na BD FACSLyric™
protocnom citometru (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) opremljenim s 3 lasera
(plavim Argon 488 nm, Red HeNe 633 nm i ljubicasti 403 nm). Analiza i vizualizacija
podataka ucinjena je pomoc¢u FlowLogic programa (v 11,0; Inivai Technologies;

Mentone; Australija).

Shematski protokol istrazivanja prikazan je na slici br.4.1.
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Slika 4.1. Analiza stani¢nog sastava mlijeka pomocu proto¢ne citometrije

Protocnom citometrijom je odreden fenotip 1 zastuplljenost pojedinih stanica unutar
populacije limfocita. Prvotno su izdvojene zive stanice (FVD negativna populacija) (Ai),
potom jednostruke stanice (tzv. singlets) na temelju povrsine 1 visine signala koji potjece
od pravocrtnog rasprSenja svjetlosti (forward scatter area (FSC-A) i forward scatter

height (FSC-H)) (Aii). U sljede¢em koraku definirana je populacija limfocita na temelju
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pravocrtnog i postrani¢nog rasprSenja svjetlosti (forward scatter area (FSC-A) i side
scatter area (SSC-A)) koje daju podatke o veli¢ini odnosno granuliranosti stanica (Aiii).
Na temelju prisutnosti glikoproteina CD3 definirana je populacija T-limfocita (Aiv).
Nadalje su na temelju izrazaja CD19 i CD3 limfociti iz Aiii su analizirani za
zastupljenost B limfocita i T limfocita (B). U panelu C pomocu glikoproteina CD4 i CD8
izdvojeni limfociti su analizirani za udjele pomo¢nickih (CD3'CD4") i citotoksi¢nih
(CD3'CD8") T limfocita, a u panelu D pomoéu CD56/CD16 markera su dodatno
odredeni udjeli NK stanica (CD3"CD56/16") i NK T limfocita (CD3"CD56/16%). FVD -
fiksabilna boja za vijabilnost (od engl. fixable viability dye); FITC - fluoresceinski
izotiocijanat (engl. fluorescein isothiocyanate); PE-Cy7 - od engl. phycoerythrin coupled

with cyanine dye (Cy7); PerCP - od engl. peridinin chlorophyll protein.
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Slika 4.2. Analiza udjela yd T limfocita u maj¢inom mlijeku pomocu proto¢ne citometrije

Protonom citometrijom je odreden fenotip i1 zastupljenost pojedinih stanica unutar
populacije limfocita. Prvotno su izdvojene zive stanice (FVD negativna populacija) (Ai),
potom jednostruke stanice (tzv. singlets) na temelju povrSine 1 visine signala koji potjece
od pravocrtnog rasprSenja svjetlosti (forward scatter area (FSC-A) i forward scatter
height (FSC-H)) (Aii). U sljede¢em koraku definirana je populacija limfocita na temelju
pravocrtnog i postrani¢nog rasprSenja svjetlosti (forward scatter area (FSC-A) i side
scatter area (SSC-A)) koje daju podatke o veli¢ini odnosno granuliranosti stanica (Aiii).
Na temelju prisutnosti glikoproteina CD3 definirana je populacija T-limfocita (Aiv).
Nadalje su na temelju izrazaja pan-gd TCR markera, V31 TCR lanca i V52 TCR lanca
odredene frekvencije ukupnih (Bi i Ci), odnosno odgovarajucig subpopulacija delta 1

(Biii i Ciii) i delta 2 (Biv i Civ) y5 T-limfocita.
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Slika 4.3. Shematski prikaz protokola istrazivanja za stanice mlijeka
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Izvor slike: autorski rad
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4.3.2. Utvrdivanje koncentracije imunoglobulina i citokina u maj¢inom mlijeku

Analiza koncentracije imunoglobulina (IgG1, 19gG2, 1gG3, 1gG4, IgA, IgE i IgM) i
citokina (IFN-vy, IL-1pB, IL-17A (CTLA-8), IL-4, IL-6 i TNF-a) u vodnoj fazi maj¢inog
mlijeka izvodila se primjenom posebno dizajniranih panela ProcartaPlex™ Human
Antibody Isotyping Panel 7-Plex i Human HS ProcartaPlex™ Mix&Match 6-plex

(ThermoFisher Scientific, Austria).

Priprema uzoraka za analizu ukljucivala je centrifugiranje prethodno otopljenih uzoraka
tijekom 10 minuta pri 10 000 g na 4 °C nakon cega je supernatant odvojen i ponovno
centrifugiran na sobnoj temperaturi i jednakom broju okretaja. Dobiveni supernatant
prenesen je u novu tubicu i razrijeden s Universal Assay Buffer 1x (1x UAB). Za potrebe
utvrdivanja koncentracije imunoglobina, supernatant je razrijeden u omjeru 1:200, a

citokina u omjeru 1:10.

Reagensi i standardi iz oba seta pripremljeni su neposredno prije pocetka rada sukladno
uputama proizvodaca. Osim uzoraka, u analizu su ukljueni blank uzorci i sedam
standarda serijskog razrjedenja za Ig je bilo 3x, a za citokine 4x, na osnovu kojih je
generirana standardna krivulja potrebna za odredivanje koncentracije analita u vodenoj

fazi maj¢inog mlijeka.

4.3.3. Utvrdivanje koncentracije Ig - 1gG1, 1gG2, gG3, 1gG4, IgA, IgE i IgM

Postupak analize izvodio se na plocici s 96 jazica u koje su u prvom koraku dodane
magnetne kuglice. Uklanjanje tekucine u kojoj su bile magnetne kuglice, i nakon koraka
ispiranja, tijekom cijele analize izvodilo se postavljanjem plo¢e u magnetni stalak. Nakon
prvog koraka ispiranja, u jazice s magnetnim kuglicama dodan je 1x UAB pufer te
uzorci/standardi sukladno prethodno odredenim pozicijama na plo€ici. Uzorci su potom
inkubirani na sobnoj temperaturi tijekom 2 sata uz mijeSanje na 600 rpm i zasti¢eni od
svjetlosti. Nakon inkubacije na magnetnom stalku od 2 minute supernatant je odliven, a
jazice su isprane s 1x UAB. Postupak ispiranja ponovljen je dva puta. Na isprane uzorke

dodano je 25 pL otopine smjese anti-lg protutijela i slijedila je nova inkubacija od 30
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minuta na sobnoj temperaturi uz mijeSanje od 600 rpm. Uzorci su ponovno isprani i u
svaku jaZicu dodano je 50 pL otopine SAPE te je slijedila nova inkubacija u istim
uvjetima. Dodavanjem pufera za oc€itavanje (Reading Buffer) u uzorke i inkubacije od 5
minuta uz mijeSanje na 600 rpm uzorci su bili spremni za ocitavanje. Ocitavanje rezultata
primjenom tehnologije xMAP (engl. Multi-analyte profiling) izvodilo se na uredaju
Luminex® 200™ i ra¢unalnog programa xPonent® (Slika br. 4.2)

Obrada i analiza rezultata napravljena je u radunalnom programu ProcartaPlex ™

Analysis App (Thermo Fisher Scientific).

Slika 4.4. Uredaju Luminex® 200™ i radunalnog programa xPonent®

Izvor slike: autorski rad.

4.3.4. Utvrdivanje koncentracije citokina IFN-y, IL-1p, IL-17A (CTLA-8), IL-4,
IL-6 i TNF-a

Analiza utvrdivanja koncentracije citokina takoder je izvodena na plocici s 96 jazica.
Nakon nanosenja 1 ispiranja magnetnih kuglica, u svaku jazicu dodano je 25 pL 1x UAB
pufera i 25 pL uzoraka ili standarda. Uzorci su potom inkubirani na sobnoj temperaturi,
tijekom 30 minuta uz mijeSanje na 500 rpm nakon cega su pohranjeni preko noci u

hladnjak na +4 °C. Prije nastavka analize, uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi
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tijekom 30 minuta pri 500 rpm. Nakon toga, jazice su dva puta ispranc s 1x UAB
(postupak ispiranja s 1x UAB ponavljao se nakon svake inkubacije, a prije sljedeceg
koraka u analizi i raden je u dva ponavljanja) te je dodana mjesavina Detection Antibody
Mixture (1x). Uzorci su zasti¢eni od svjetlosti i slijedila je nova inkubacija tijekom 30
minuta na sobnoj temperaturi i uz mijesanje na 500 rpm. Nakon ispiranja, u uzorke je
dodano 50 uL otopine SAPE nakon ¢ega su uzorci inkubirani u istim uvjetima. Nakon
toga je u uzorke dodan amplifikacijski reagens 1 (Amplification Reagent 1). U inkubiranu
smjesu uzoraka i amplifikacijskog reagensa 1 dodan je Amplification Reagent 2 nakon
cega je slijedila nova inkubacija u istim uvjetima. U posljednjem koraku pripreme, u
svaki uzorak dodano je 120 pL pufera za ocitavanje (Reading Buffer) i nakon inkubacije
od 5 minuta na sobnoj temperaturi i mijesanje, uzorci su bili spremni za ocitavanje.
Otitavanje rezultata izvodilo se na uredaju Luminex® 200™ i ratunalnog programa

xPonent®.

Obrada i analiza rezultata napravljena je u radunalnom programu ProcartaPlex™

Analysis App (Thermo Fisher Scientific).

4.4. Statisticke metode

Kategorijski podatci predstavljeni su omjerima, apsolutnim i relativnim frekvencijama.
Numeric¢ki podaci opisani su medijanom s interkvartilnim rasponom. Normalnost
raspodjele numerickih varijabli testirana je Shapiro-Wilkovim testom, a homogenost
varijanci Levenovim testom. Razlike numeri¢kih varijabli izmedu dviju neovisnih
skupina testirane su Mann-Whitneyevim testom, a u parnim testovima za ponovljena
mjerenja koristen je Wilcoxonov test. U analizi cenzuriranih varijabli s izrazitim
ekscesom nula u podacima svi su rezultati dihotomizirani u Bernoullijevu varijablu. U

analizi tablica kontingencije (2 x 2) primjenjen je Fisherov egzaktni test.

Povezanost numeric¢kih varijabli ocijenjena je Spearmanovim koeficijentom korelacije R
(Hmisc, corrplot, corrr, magtrittr, tidyverse, rstatix, igraph i ggraph knjiznice). Sve su P

vrijednosti dvostrane, uz P<0.05, ako nije drugacije naznaceno.
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Redukcija dimenzionalnosti za skup koreliranih varijabli provedena je primjenom analize
glavnih komponenti (principal component analysis, PCA) u factoextra i FactoMineR

knjiznici.

Za simultano multivarijatno modeliranje varijable odziva (glavni efekti prediktora)
primijenjen je generalni linearni model (Ime4, sjPlot, performance, emmeans paket)
nakon prethodne logaritamske transformacije varijabli. Dijagnostika modela provedena je
analizom inflacije varijance, inspekcijom kvantilnih krivulja, odnosno testovima

normalnosti i homogenosti reziduala.

Analiza redundancije (RDA, redundancy analysis) postignuta je primjenom rda funkcije
u vegan paketu. Po potrebi, varijable su log-transformirane, potom skalirane i centrirane.
Zna&ajnost je testirana upotrebom anova.cca funkcije s 10%-10° permutacija, a udio

objasnjene varijance RsquareAd; funkcijom.

Podaci su vizualizirani koriStenjem ggpubr, ggarchery, ggfortify, ggpubr, hrbrthemes

ggbeeswarm, ggsignif, ggforce, ggridges i RColorBrewer knjiznice.

Sva racunalna i graficka obrada ucinjena je u R4.3.1 programu (https://www.R-

project.org).
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5. Rezultati

5. Rezultati
5.1. Deskriptivna analiza
Demografska i klini¢ka obiljezja majki i dojencadi prikazana su u Tablici 5.1.

U obje skupine majke su slicne dobi i sli¢nog leukograma. U 6 majki evidentirana je povijest
kroni¢ne bolesti, poglavito autoimune ili upalne naravi (Hashimotov tiroiditis, vulgarna
psorijaza, hepatitis B; n=4), uz pojedinacne slucajeve hipertenzije i trombofilije. Sve su
trudnoc¢e uredno kontrolirane, a djeca su uglavnom terminski porodena, zdrava, uz Apgar
>7/10, s jednim izuzetkom (min. Apgar 5/10, kontrolna skupina). Postpartalni tijek je bio
uredan u svih ispitanica, kao i psihomotorni razvoj djeteta. Medu bitnim razlikama, u
kontrolnoj skupini (zdrava djeca) zastupljene su vecinski prvorotke, uglavnom najkrace
laktacijske dobi (<3 mj./>3 mj., 9/6 vs. 5/20, Fisher P=0.026), a ve¢ina dojencadi hranjena je
isklju¢ivo maj¢inim mlijekom sa ili bez nadohrane adaptiranim mlijekom (Tablica 5.1). U
poredbenoj skupini s oboljelom djecom, naprotiv, prvorotke i viserotke podjednako su
zastupljene, laktacijska je dob znacajno viSa, a prehrana raznovrsnija, poglavito na racun

veceg udjela dohrane.

Ukupan broj opaZanja takoder znatno varira s laktacijskom dobi: veci je za rani interval (<5

mj., n=25), a gotovo svi podaci za laktacijsku dob >5 mjeseci dolaze od oboljelih beba.

Medu dojencadi u akutnom infektu, poviSen serumski CRP (>5 mg/L) zabiljeZzen je u 9
slu¢ajeva, a medu njihovim majkama u 3 sluc¢aja. CRP >30 mg/L pronaden je u 4 dojencadi.

Febrilitet je registriran u 14 oboljele dojencadi, dok su sve majke bile asimptomatske.
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Tablica 5.1. Demografska, klinicka i biokemijska obiljezja majki i njihove dojencadi.

Oboljeli Zdravi
Obiljezje p*
(N=26) (N=15)
Dob majke (god., medijan [Q1, Q3]) 32 [30, 33.3] 31 [30, 34] 0.585
[Min, Max] [24, 39] [25, 4] -
Laktacijska dob (mj.) 6 [4,7.3] 3[3,4] 0.02
[1, 15] [2, 10] i,
Spol djeteta (M/Z, N) 13/13 10/5 0.346**
Porod (terminski/<37 tj., N) 3/22 0/15 0.279**
Nadohrana (mm/+am/+ostalo, N) 12/2/11 8/4/3 -
Dohrana (mm+am/+ostalo, N) 14/11 12/3 0.177**
Vrsta poroda (per vias/sc, N) 19/6 10/5 0.716**
Puga¢ (Da/Ne) 4121 1/14 0.633**
Kroni¢na bolest majke (Da/Ne) 5/20 1/14 0.381**
Broj poroda (unipara/multipara, N) 13/12 13/2 0.04**
L majke (x10%/L) 7.2[5.8, 7.6] 6.4 [5.6, 8] 0.714
[4.40, 9.2] [4.8,11.7] -

L djeteta (x10%/L)

CRP majke (mg/L)

CRP djeteta (mg/L)

Febrilitet djeteta (Da/Ne, N)

10.1[6.8, 12.3]
[4.30, 15.5]
1.65 [0.4, 3.4]
[0.2,17.2]
2.15[0.4, 19.2]
[0.1, 139]

14/11

21[1.1,333] 0323

[0.6,5.8] -

Q kvartila, mm maj¢ino mlijeko, am adaptirano mlijeko, per vias vaginalni porod, sc carski

rez, L leukociti u perifernoj krvi, CRP C reaktivni protein

* Mann-Whitney test, ** Fisher exact test
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5.2. Imunofenotipizacija

Dominantno obiljezje stani¢nih frekvencija u mlijeku je njihova visoka varijabilnost, bez
uvjerljive evolucije stani¢nih profila tijekom laktacije (rana vs. kasna laktacija, podaci nisu

prikazani), zbog ¢ega su citometrijski podaci za oboljele skupno analizirani.

U opéim karakteristikama, CD4" stanice brojnije su od CD8" stanica u T populaciji
[CD4/CD8 omijer, 1.9 (1.53-2.38), svi uzorci], a V52" i V81" stanice pokazuju promjenjiv
omjer [zdravi, n=6, 2.5 (0.7-6.3); oboljeli, n=22, 0.83 (0.46-2.92), V&2*/V31", prvo mjerenje],
u obje faze bez znacajne razlike medu oboljelima i zdravima (podaci nisu prikazani). U
oboljelih, faza oporavka obiljezena je zna¢ajnim padom V52*/V81" omjera [0.8 (0.36-2.28)
vs. 0.55 (0.25-1.25), akutna faza vs. oporavak, Wilcoxon P=0.035, n=19] u parnim

mjerenjima.

U akutnoj fazi, prisutna je marginalna, ali znadajna razlika u udjelu CD8" T stanica, i to na
racun smanjenja u mlijeku majki oboljele djece u usporedbi sa zdravim kontrolama Slika 5.1,
Tablica 5.2). U oporavku, udio CD8" T stanica zna¢ajno raste (Wilcoxon P=0.037, oporavak
vs. akutna faza, parna usporedba), priblizavajuéi se ponovno kontrolnim proporcijama.
Istodobno, ovaj porast udjela CD8" T stanica tijekom oporavka praéen je zrcalnim padom
udjela CD4" T stanica (Wilcoxon P=0.019, oporavak vs. akutna faza) u istim uzorcima.
Rezultat je znacajan pad CD4/CD8 omjera u konvalescentnoj fazi [2 (1.8-2.5) vs. 1.6 81.3-
1.9), akutna faza vs. oporavak, n=19, P=0.019] u parnim mjerenjima. U fazi oporavka, vidljivi
su takoder relativno nizi udjeli CD3limfocita i NKT stanica za oboljelu djecu u usporedbi s
kontrolama u istom intervalu, no bez znafajnog hoda frekvencija izmedu akutne i
konvalescentne faze oboljelih (Tablica 5.2). Za preostale populacije, nije pronadena robustna

razlika stani¢nih profila u mlijeku majki oboljele i zdrave djece.

Medu ostalim analiziranim obiljeZjima majki 1 dojencadi, izdvajaju se poveznice s upalnim
biljezima majke i djeteta: viS§i CRP djeteta povezan je s viSim udjelom ydT stanica (R=0.64,
P=0.0013, n=22, % parent) u mlijeku tijekom akutne faze bolesti, a u oporavku zapazen je
pad frekvencije CD3"V52" stanica u djece s visim leukocitima (R=-0.45, P=0.044, n=20, %
parent). Nadalje, visi CRP majke povezan je s nizim udjelom CD8" T stanica u mlijeku
tijekom akutne faze bolesti dojenceta (R=-0.62, P=0.0042, n=19), a visi leukociti majke s
viSim udjelom NK stanica tijekom oporavka (R=0.61, P=0.0073, n=18, % parent).
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Za oboljelu dojencad, stani¢ni sastav i profil imunoglobulina mlijeka majke takoder su

medusobno su povezani.

U fazi oporavka, razina 1gG2 (R=0.56, P=0.02, n=17) i IgM (R=0.59, P=0.011, n=18) u
mlijeku pozitivno korelira s brojnos¢u CD4" T stanica (% singlet). Razina IgM u oporavku
dodatno je povezana s udjelom T stanica (R=0.6, P=0.0085, n=18) i B stanica (R=0.59,
P=0.0097, n=18, % parent).

U obje faze, razina IgA povezana je pozitivno s udjelom i brojnoséu V52" stanica u mlijeku:
kako u akutnoj fazi bolesti (R=0.65, P=0.0033, n=18, % parent), tako i u oporavku R=0.63,
P=0.0063, n=17, % singlet).

Za ostale Ig klase, zastupljenost razli¢itih vrsta y0T stanica u mlijeku uglavnom inverzno
zrcali Ig koncentracije. U akutnoj fazi, udio y8T stanica u CD3" populaciji opada s vi§im
koncentracijama IgM (R=-0.69, P=0.0015, n=18) i IgE (R=-0.58, P=0.012, n=18). Nadalje,
udio V§17 stanica negativno korelira s razinom IgG2 (R=-0.75, P=0.00088, n=18, % parent).

U oporavku, udio V82" stanica u T populaciji opada s rastom 1gG1 (R=-0.57, P=0.017, n=17).
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Slika 5.1. Distribucija stani¢nih frekvencija za izabrane populacije po skupini i fazi bolesti.

Kutijasti dijagrami, horizontalna linija ozna¢ava medijan, a grani¢nici prvu (Ql) i trecu
kvartilu (Q3). T-linije obuhvacaju 1.5xIQR (interkvartilni raspon, Q3-Q1). Svaka tocka
odgovara jednom uzorku. Izabrane P-vrijednosti odgovaraju neparnim usporedbama (Mann-

Whitney test). Prikazane su samo znacajne P-vrijednosti (* P<0.05).
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Tablica 5.2. Proto¢na citmetrija, frekvencije izabranih populacija stanica u mlijeku majke,
podjela prema statusu dojenCeta i fazi bolesti. Podaci su prikazani kao medijan s

interkvartilnim rasponom.

Stanice (% Parent) Faza Zdravi n Oboljeli n p*
Limfociti akutna/l. mjerenje 21.2 (16.9-28.5) 8 22.7 (16.1-29.6) 21 0.864
oporavak/2. mjerenje 27.9 (14.1-29.5) 7 23.5(13.9-25.7) 19 0.418

B akutna/1. mjerenje 0.29(0.07-0.38) 8  0.12(0.03-0.39) 21 045
oporavak/2. mjerenje 0.22 (0.19-1.16) 7 0.12 (0.05-0.35) 19 0.132

T akutna/l. mjerenje 5.8 (1.8-12.6) 8 3.9(1-11.5) 21 0.54
oporavak/2. mjerenje 9.8 (3.3-33.2) 7 3.8 (1.1-10.7) 19 0.105
CD3" limfociti akutna/l. mjerenje 5.7 (1.8-12.3) 8 3.981-11.3) 21 0.574
oporavak/2. mjerenje 9.8 (3.3-33) 7 3(1-85) 19 0.043
CD3*CD8" akutna/l. mjerenje 37.1 (30-44.3) 8 30.7(26.7-33.8)** 21  0.048
oporavak/2. mjerenje 38.8 (32-45.5) 7 32.6 (29.8-37.9) 19 0.093
CcD3*CD4* akutna/l. mjerenje 58.1 (50.5-63.4) 8 61.6 (57-66.2) 21 0.272
oporavak/2. mjerenje 52.9 (50-58.7) 7 57.8 (51.4-62.2) 19 0.247
NK akutna/l. mjerenje 0.7 (0.6-1.6) 8 0.7 (0.3-1.4) 21 0.494
oporavak/2. mjerenje 0.8 (0.6-3.4) 7 0.8 (0.4-2.3) 18 0.65
NKT akutna/l. mjerenje 0.1 (0.09-0.6) 8 0.08 80.05-0.22) 21 0.317
oporavak/2. mjerenje 0.24 (0.13-1.17) 7 0.1 (0.04-0.24) 18 0.039
¥T akutna/l. mjerenje 0.16(0.07-8.6) 6 0.11 (0-0.54) 22 0.632
oporavak/2. mjerenje 0.52 (0.18-0.81) 6 0.21 (0.09-0.75) 20 0.287
CcD3*vs1* akutna/1. mjerenje 1.16 (0.5-2.9) 6 1.4 (0.9-3.1) 22 0341
oporavak/2. mjerenje 1.68 (1.1-2.7) 6 2 (1.2-3.7) 20 0.394

CD3'V&2* akutna/l. mjerenje 2.5(1.6-3.2) 6 1.6 (0.7-3.5) 22 037
oporavak/2. mjerenje 1.9 (0.8-3.4) 6 1(0.6-2.7) 20 0.626

* Mann-Whitney test, ** crveni tekst obiljeZava znacajnu razliku parnih mjerenja (Wilcoxon test,

P<0.05)

5.3. Distribucija imunoglobulina u humanom mlijeku

Ig klase bitno se razlikuju svojom zastupljenos¢u i tipicnim masenim koncentracijama, koje u
ljudskom mlijeku variraju preko 4 reda veli¢ine (Slika 5.2). Razlike koncentracija su

poglavito prisutne izmedu pojedinih klasa, u manjem opsegu i unutar pojedinih klasa Ig.

IgE je najoskudnije zastupljen, a slijede ga - u rastu¢em nizu - IgG4 i IgG3. Tipi¢no za
sekretorne produkte, IgA je snazno zastupljen, a najvise masene koncentracije postizu 1gG2,

IgG1 i IgM. Istovjetan redoslijed prisutan je u obje skupine majki, neovisno o statusu ceda
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(Slika 5.2). Za ukupni IgG, udio pojedinih IgG klasa izrazito je stabilan, kako medu grupama,

tako i izmedu dva mjerenja (Tablica 5.3).

G2

G1

M

zdrava djeca
oboljela djeca

Imunoglobulin

) y S
. /SN
N

Koncentracija (mlijeko, pg/L)

102 104 108

Slika 5.2. Razdioba masenih koncentracija imunoglobulinskih klasa u mlijeku majki prema

skupinama, svi uzorci, prvo mjerenje.

Vertikalne linije oznac¢avaju medijan. Apsica je log os.

Tablica 5.3. Udjeli (%) pojedinih klasa (G1-G4) u ukupnom IgG, mlijeko majki

Akutna faza Prvo mjerenje Konvalescencija Drugo mjerenja

Klasa

Gl

G2

G3

G4

Oboljeli (% 19G) Zdravi (% IgG) Oboljeli (% 19G) Zdravi (% IgG)

41.4 (34.8-45.7) 37.6 (33-43.4) 35.6 (30.7-45.7) 39.3(35.6-45.1)

54.4 (50-62.7) 57.7 (51.1-62.2) 57.7 (49.3-65.2) 55.3 (50.7-61.9)
2.3(1.7-2.9) 3.1(2.4-4) 2.6 (1-3.2) 3.1(2.5-3.7)

1.7 (1.1-2.7) 1.4 (1.2-1.8) 1.7 (1.2-2.3) 1.4 (1.3-1.8)
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Imunoglobulni klase G obiljezeni su snaznom pozitivnom povezano$éu medu pojedinim
razredima (G1-G4), i njihove koncentracije slijede slicne obrasce varijacija medu
ispitanicima. Koncentracije IgM 1 IgE snazno su pozitivno korelirane, unato¢ razli¢itim
skalama, a koncentracija IgE zrcali 1gG2, u manjem opsegu i IgG1l (Slika 5.3A-B). Ovi
temeljni principi prepoznatljivi su u obje vremenske tocke (Slika 5.3C), kako u akutnoj fazi
bolesti djeteta, tako i u konvalescentnoj fazi (Slika 5.3B).

Za ponovljenim mjerenja u kontrolnom intervalu, najsnaznija povezanost i postojanost
mjerenja zabiljezena je za IgM (R=0.90), IgG4 (R=0.75), IgG1 (R=0.63) i IgG2 (R=0.63).
Slijede ih IgE (R=0.59), potom IgG3 (R=0.52) i IgA (R=0.42, svi P<0.05), &ije su
koncentracije najslabije povezane u ponovljenom umjeravanju. Ovakav redoslijed snage
povezanosti u parnim mjerenjima dijelom je podudaran s redoslijedom zastupljenosti 1gG
klasa u mlijeku, Sto vjerojatno upucuje na postupno osipanje preciznosti mjerenja s padom

koncentracije analita (osobito u podru¢ju LLOQ).
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Slika 5.3. Toplinska mapa, korelacijska analiza

A) povezanost medu imunoglobulinskim klasama u ponovljenim mjerenjima (svi uzorci,
Spearmanovi koeficijenti, P<0.05). B) Povezanost medu imunoglobulinskim klasama u
akutnoj i konvalescentnoj fazi (Spearmanovi koeficijenti, mlijeko majki s oboljelom djecom,
P<0.05). C) Mrezna korelacija rangova (r), za sve asocijacije s korigiranim P<0.001 (svi

uzorci).

5.4. Globalni pregled
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Slika 5.4. Analiza glavnih komponenti (PCA) za imunoglobulinski profil

Svi uzorci, prvo mjerenje.
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5. Rezultati

Veza izmedu akutnog infekta djeteta i globalne promjene Ig profila mlijeka majke ispitana je
analizom glavnih komponenti. U PCA, vidljivo je grupiranje i segregacija uzoraka mlijeka
prema statusu djeteta duz prve glavne komponente (PC1, zdrava vs. oboljela), koja prima
najveci doprinos iz IgG1, IgG2 1 IgE (Slika 5.4). Nadalje, koincidentni porast dobi majke duz
prve komponente (R=0.52, P=0.00052, n=40) ukazuje na mogucu ulogu u oblikovanju Ig
profila mlijeka pojedinih skupina. Analiza redundancije jasno ilustrira separaciju grupa duz
gradijenta 1gG1, 1gG2, i 1gG4, odnosno IgE (Slika 5.5), potvrdujuéi razliku u Ig profilu
izmedu dvije grupe ispitanica (Fy33=5.134, P=0.0035, 99999 permutacija, R2 =9.6%). Pri

tom, udio statusa ¢eda u ukupnoj varijanci Ig profila relativno je skroman (<10%).
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Slika 5.5. Analiza redundancije (RDA)

Svi uzorci, prvo mjerenje. PC glavna komponenta (principal component). Kolorne skale
kodiraju serumsku masenu koncentraciju pripadnog imunoglobulina (log-skala). Ordinacijske
elipse omeduju standardnu devijaciju toCaka. Radijalne linije povezuju centroid pripadne
grupe s tockama (uzorcima/ispitanicima). Prikazani su samo vektori s >40 % udjelom u

varijanci.

Unato¢ razlici u broju viserotki medu skupinama, nema razlike u koncentraciji g po paritetu

za nijedan Ig, u nijednoj fazi (podaci nisu prikazani).
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Majke porodene per vias i carskim rezom imaju sliCan Ig sastav mlijeka (podaci nisu

prikazani).

Slika 5.6. Vektorska polja

Individualna dinamika parnih mjerenja (pg/L) u vremenu (t, mjeseci) s marginalnim
distribucijama po statusu za izabrane Ig klase. Svaka strelica (vektor) odgovara jednom
ispitaniku, 1 omedena je prvim i kontrolnim mjerenjem pripadnog Ig u razmaku od mjesec
dana (mlijeko majke). Marginalne distribucije temeljene su na prvom mjerenju, a boja

odgovara statusu djeteta (zdravo vs. oboljelo). Ordinate su log osi.
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P=0.00043 HH
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Slika 5.7. Razdioba masenih koncentracija ukupnog imunoglobulina u mlijeku po skupinama

i vremenu.

Vertikalne linije oznacavaju (redom, slijeva nadesno) 25., 50. (medijan) i 75. percentilu.

Apscisa je log-os.

5.5. Koncentracija imunoglobulina u mlijeku, usporedba izmedu majki s oboljelom i

majki sa zdravom djecom
Detalji dinamike pojedinih Ig klasa u vremenu i prema skupinama prikazani su Slikom 5.6.

Mlijeko majki s oboljelom dojencadi obiljeZeno je poviSenom razinom ukupnog Ig kako u
akutnoj, tako i u konvalescentnoj fazi (Slika 5.7.), i to prvenstveno na racun selektivnog,
asimetri¢nog neto-porasta pojedinih klasa Ig. Koncentracija IgE, IgG1, IgG2 i IgG4 znacajno
je visa u mlijeku majki ¢ije je dojence u akutnom infektu nego u mlijeku majki sa zdravim
djetetom (Slika 5.2, Tablica 5.5; Slika 5.6, marginalne distribucije). Osim u akutnoj fazi, ova
razlika perzistira u konvalescenciji, do kraja prvog mjeseca nakon infekta (Tablica 5.5). Za
IgA 1 IgM, koncentracije u mlijeku slicne su u obje skupine majki duz cijelog trajanja

istrazivanja, barem u nestratificiranoj analizi.

Izravna usporedba Ig profila ovih skupina, medutim, otezana je razlikama u laktacijskoj dobi,
paritetu majki, i prehrani izmedu zdrave i oboljele djece (Tablica 5.2). Kasniji laktacijski
interval osobito je karakteriziran nedostatkom opaZanja za skupinu zdrave djece, 1 gotovo svi
podaci za laktacijsku dob >5 mj. dolaze od oboljele dojencadi (Slika 5.4). U takvim uvjetima,
particija ili segmentiranje multidimenzionalnog parametarskog prostora u povezane regije
slicnih svojstava moze olakSati nepristranu usporedbu medu neovisnim skupinama. U tu

svrhu, i za potrebe detaljne ras¢lambe kolektivnih rezultata, uzorci mlijeka raslojeni su prema
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laktacijskoj dobi s grani¢nikom <5 mj., ¢ime su unaprijedeni izgledi da su nastale skupine
korektno predstavljene postojeom mrezom opazanja (Slika 5.8, za ilustraciju je koriSten
IgE). Dodatna homogenizacija postignuta je separatnom analizom za akutnu fazu i

konvalescentnu fazu.
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Slika 5.8. Bivarijatne mape gustoce opazanja za IgE, odvojeno prema statusu djeteta.

OpaZanja za uzorke mlijeka majki s oboljelom (s) 1 zdravom djecom (h) poticu iz razli€itih
vremenskih okvira (t, mjeseci) 1 zauzimaju razli€ite dijelove parametarskog prostora. Donji
red: particija prostora prema dobi (vertikalna tockasta linija, 5. mj laktacije) 1 statusu (H
zdravi, S oboljeli) u regije slicnih svojstava. Superskript i subskript u nazivu skupine opisuju
paritet majke (u=unipare, m=multipare) i prehranu djeteta [mm majc¢ino mlijeko, ostalo

(0)=dohrana] u predmetnoj skupini. Ordinata je log-os.

U tako raslojenim skupinama, kvalitativno prevladavaju dva razli¢ita obrasca kolektivne
dinamike Ig klasa: IgG1 1 IgG2 pokazuju sli¢nu kinetku u ranoj i kasnoj laktaciji, 1 u oba
laktacijska intervala poviSeni su ve¢ u u akutnoj fazi, uz relativno ograni¢enu dodatnu

evoluciju u konvalescentnoj fazi (Slika 5.9A, gornji red; Slika 5.10).

Nakon stratifikacije po laktacijskoj dobi (rana laktacija, Slika 8, H vs. S1 usporedba, Tablica
4) i dalje je prisutna znacajno visa razina IgG1 (P=0.0043) i IgG2 (P=0.011) u mlijeku majki s
djetetom u akutnoj fazi bolesti (n=12) u usporedbi sa majkama zdrave djece podudarne
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dojenacke dobi, [<5 mj., 3 (2.3-3.8) vs. 4 (2.3-4.8) mj., n=12+12, zdravi vs. oboljeli, P=0.22],
sli¢nog redoslijeda poroda [2/10 vs. 7/5, zdravi vs. oboljeli, m/u, P=0.09], identi¢ne prehrane,
i sliénog izlaganja duhanskom dimu [1/11 vs. 3/9, Da/Ne, P=0.59]. U konvalescentnoj fazi,
perzistira viSa razina mlijecnog IgG2 (P=0.045), ali ne i IgG1 u usporedbi s kontrolnim
mjerenjem u skupini zdrave djece, uz sli¢ne razine svih preostalih klasa Ig u obje skupine.
Unato¢ smanjenju statisticke snage, time je robustno potvrdena neovisna promjena IgGl i
IgG2 profila mlijeka majke u infektu djeteta, prvenstveno u ranoj dojenackoj dobi. Pri tom,
preostale zapazene razlike u obiljezjima medu nestratificiranim skupinama (Tablica 5.2) ne
¢ine se niti nuznim niti dovoljnima za promjenu Ig sastava mlijeka majke, barem ne IgG1 i
IgG2 klase (Tablica 5.7). Analiza redundancije, u kojoj razlika za 1gG1 i 1gG2 perzistira
nakon kontrole za latentne disproporcije u laktacijskoj dobi izmedu dvije skupine majki,

potvrduje ovaj zakljucak (Tablica 5.4, nestratificirana analiza).

Za kasnu laktaciju (>5 mj.), direktna usporedba Ig profila mlijeka majki zdrave i oboljele
dojencadi preostaje za buduce istrazivanje, prvenstveno zbog nedostatka podudarne kontrolne

skupine u ovom istrazivanju.

Tablica 5.4. Analiza redundancije, kondicionalni uéinci, usporedba Ig profila mlijeka majki

zdrave i oboljele djece.

Prvo mjerenje-akutna faza Drugo mjerenje-konvalescencija
(df=1,37) (df=1,28)

Ig Skupina|Dob Skupina|Dob Dob|Skupina

F P F P F P
Gl 13.02 0.0011 556  0.024 0.45 0.496
G2 7.87 0.0086 515 0.024 13.16 0.003
G4 7.18 0.011 281 0.108 1.55 0.221
E 2.55 0.121 1.88 0.188  17.303 0.002

F F-statistika, df broj stupnjeva slobode (degrees-of-freedom), P P-vrijednost (9999
permutacija).

61



5. Rezultati

Za razliku od IgGl i IgG2, dinamika IgE i IgG4 varira s trajanjem laktacije, formirajuci
(pseudo)gradijent u vremenu: oba slijede postupni porast od rane prema kasnoj laktaciji, kada
postizu znac¢ajno viSe vrijednosti u usporedbi sa ranim laktacijskim intervalom. Pri tom, oba
kulminiraju u oporavku: IgG4 raste dijelom ve¢ u akutnoj fazi, uz dodatnu konsolidaciju u
konvalescentnoj fazi kasne laktacije, dok je porast IgE odgoden i jasnije izraZzen u oporavku

nego akutnoj fazi (Slika 5.9B, donji red).

Na taj nacin, rana laktacija obiljezena je dinamikom IgG1 1 G2, kojoj se u kasnoj laktaciji
pridruzuju 1 IgE, odnosno IgG4. Detalji vremenske dinamike Ig ispitani su i prikazani u

sljede¢em poglavlju.
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Slika 5.9. Razdioba masenih koncentracija Ig klasa u mlijeku po skupinama i vremenu.

Kutijasti dijagrami, prikazane su razdiobe za ranu i kasnu laktaciju, zasebno za akutnu i
konvalescentu fazu (parna mjerenja). Horizontalna linija oznaava medijan, a grani¢nici prvu
(Q1) i trecu kvartilu (Q3). T-linije obuhvacaju 1.5xIQR (interkvartilni raspon, Q3-Q1). Svaka
tocka odgovara jednom uzorku. Izabrane P-vrijednosti odgovaraju parnim (\Wilcoxon test) i
neparnim usporedbama (Mann-Whitney test). Prikazane su samo znacajne P-vrijednosti ( *
P<0.05, ** P<0.01). Ordinata je log-os.
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Slika 5.10. Analiza redundancije (RDA), mjerenja akutne faze (IgG1 i 1gG2)

Usporedba rane i kasne laktacije. Kolorne skale kodiraju serumsku masenu koncentraciju
pripadnog imunoglobulina (log-skala). Ordinacijske elipse omeduju standardnu devijaciju
tocaka. Radijalne linije povezuju centroid pripadne grupe s tockama (uzorcima/ispitanicima).

Za oboljele, centroidi rane i kasne laktacije pripadaju istoj izokonturnoj vrpci 19G1 i 1gG2.

5.6. Longitudinalne promjene sastava mlijeka u oboljele djece (usporedba rane i kasne

laktacije)

Promjene Ig profila s duljinom dojenja analizirane su za uzorke mlijeka majki oboljele djece
koji premosc¢uju ranu i kasnu laktaciju sve do 15 mj. Zivota djeteta (Slika 5.8, S1 vs. S2
usporedba). Uzorci iz kohorte zdrave djece izostavljeni su iz analize jer obuhvacdaju samo
kratak interval najranije laktacije, ¢ija je reprezentativno populirana duljina zanemarivo kratka

u usporedbi s trajanjem dojenacke dobi.

U demografskom i klinickom smislu, oboljela djeca iz rane i kasne dojenacke dobi i njihove
majke slicni su u glavnini analiziranih obiljezja, uz neizbjeZne razlike u prehrani djeteta (0/12
vs. 10/2, mm+o/mm, rana vs. kasna dojenacka dob, P=6.7x107), ali i prevalenciji febriliteta
(3/9 vs.10/2, Da/Ne, rana vs. kasna dojenacka dob, Fisher P=0.012). Naime, starija dojencad
(>5 mj.) ceSce je bila febrilna u akutnoj fazi nego mlada, uz trend viseg serumskog CRP [8.5

(0.8-39.3) vs. 0.5 (0.3-4.3) mg/L, 14 vs 12, P=0.057].

63



5. Rezultati

U takvom ustroju, korelacijska analiza ukazuje na znacajnu dinamiku pojedinih Ig klasa s
duljinom laktacije, osobito u konvalescentnoj fazi, pri cemu dulju laktaciju prati visa razina
IgE i 1gG4 u mlijeku majki (Slika 5.11). Stratificirana analiza potvrduje ovaj rezultat: u
konvalescentnoj fazi IgE [11.3 (10.1-16.7) vs. 17.8 (13-21.6) pg/L, 11 vs. 13, P=0.037] i 1gG4
[4.7 (3-6.3) vs. 7.8 (5.3-10.1) ng/L, 12 vs. 11, P=0.045] postizu znaéajno vise vrijednosti u
kasnoj nego u ranoj laktaciji, a razlika za IgE osobito je robustna u multivarijatnoj analizi
(Tablica 5) i analizi redundancije (F12,=4.48, P=0.046, 99999 permutacija). U akutnoj fazi,
IgG4 postize nesto vise vrijednosti u kasnoj nego u ranoj laktaciji, no ta razlika nije postigla
znacajnost [5.2 (2.8-6.4) vs. 9.7 (5.3-11.7) ng/L, rana vs. kasna dojenacka dob, P=0.077, Slika
9B]. Za ostale Ig klase, ukljucujuéi IgE, nema znacajnih razlika izmedu rane i kasne laktacije

u masenim koncentracijama akutne faze.
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Slika 5.11. Korelacija rangova (mlijeko majki oboljele djece)

Dinamika izabranih Ig klasa u laktacijskom vremenu (t, mjeseci), zasebno za svaki niz
mjerenja (prije=akutna faza, poslije=konvalescencija). Regresijski pravac je definiran
metodom najmanjih kvadrata s 95 % intervalom pouzdanosti u sjen¢anoj vrpci. R = Spearman

rho. Ordinata je log-os. Svaka to¢ka odgovara jednoj majci.

Konacno, unato¢ disparatnoji prehrani u dvije dojenacke dobi, nema robustne razlike u razini

Ig po dohrani (podaci nisu prikazani).
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5.7. Parne usporedbe u kontrolnom intervalu

Za ponovljena mjerenja i parne usporedbe unutar dviju skupina majki, nije bilo znacajnih
promjena u koncentraciji g u kontrolnom intervalu (1 mjesec), niti u majki sa zdravom

djecom, niti u majki s oboljelom djecom (nestratificirana analiza, Tablica 5.5).

Za parne usporedbe u ranoj dojenackoj dobi (<5 mj., stratificirana analiza u homogenim
skupinama), za zdravu djecu ocekivano nisu zabiljezene znaCajne promjene Ig sastava u

kratkom kontrolnom intervalu.

Za oboljelu djecu u ranoj dojenackoj dobi, zabiljezen je znacajan pad koncentracije IgM u
kontrolnom intervalu izmedu akutne i konvalescentne faze [51.1 (35.4-91.8) vs. 37 (23.9-
68.1) ng/L, P=0.0067], bez znakova dodatne dinamike u ostalim Ig klasama (Tablica 4).

U oboljele djece u kasnoj dojenackoj dobi, nisu zabiljezene robustne promjene koncentracije

Ig u kontrolnom intervalu izmedu akutne i konvalescentne faze (Slika 5. 9).

5.8. Povezanost Ig profila mlijeka s demografskim, klinickim i biokemijskim

obiljezjima majke i djeteta

IgM 1 CRP oboljelog djeteta slijede inverzni obrazac: visa koncentracija [gM u mlijeku majke
povezana je s nizom koncentracijom CRP u serumu djeteta. Isti rezultat perzistira za mjerenja
IgM u obje vremenske tocke, i u akutnoj fazi (R=-0.49, P=0.012, n=25) i u konvalesenciji

(R=-0.5, P=0.017, n=22), $to umanjuje mogucnost sluc¢ajnog, lazno-pozitivnog rezultata.

Slican obrazac vidljiv je i za leukocite oboljelog djeteta: visa koncentracija IgM (R=-0.41,
P=0.039, n=25) i IgA (R=-0.42, P=0.035, n=25) u mlijeku majke povezana je sa znacajno
nizim brojem L u krvi djeteta u akutnoj fazi, a relacija izmedu L djeteta i IgM perzistira
marginalno i u konvalescenciji (R=-0.4, P=0.062, n=22). Pri tom, za majke s oboljelim
djetetom koncentracija IgM u mlijeku ovisi o njezinoj dobi: starije majke imaju nizi IgM u
mlijeku, i ta je dobna razlika vidljiva o oba mjerenja, kako u akutnoj (R=-0.4, P=0.045,
n=25), tako i u konvalescentnoj fazi (R=-0.53, P=0.01, n=22). Dodatno, unato¢ malom broju
ispitanika, u majki puSaca pronaden je konzistentno nizi IgG2 u akutnoj [136.1 (100.2-153.8)
vs. 171.5 (145.5-269.9) ng/L, pusaci vs. nepusaci, 4 vs. 20, P=0.048] i konvalescentnoj fazi
[118.5 (100.9-133.5) vs. 219.2 (170.8-291.3) ng/L, pusaci vs. nepusaci, 4 vs. 20, P=0.025]
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nego u majki nepusaca. U skupini majki sa zdravom djecom, registriran je jedan pusac,

onemogucujuéi formalnu statisticku analizu.

Konacno, febrilitet djeteta u akutnoj fazi povezan je koncentracijom IgG3 u mlijeku majke:
majke s afebrilnim djetetom imaju viSu razinu IgG3 u mlijeku od majki s oboljelim, ali
febrilnim dojen¢etom [5.9 (5-8) vs. 8.3 (6.6-13.1) ng/L, febrilni vs. afebrilni, 12 vs. 11,

P=0.046]. U konvalescentoj fazi, nema razlika po febrilitetu u razini Ig.

U majki sa zdravom djecom, sastav Ig mlijeka varira s dobi majke, odgovarajuci rezultatu
PCA: koncentracija 1gG2 (prvo mjerenje, R=0.602, P=0.017, n=15) i 1gG3 (prvo mjerenje,
0.572, P=0.026, n=15) raste s viSom dobi, dok koncentracija IgG4 opada s laktacijskom dobi:
dulje dojenje povezano je s nizom razinom IgG4 u mlijeku (prvo mjerenje, R=-0.52, P=0.049,

n=15).

Serumska razina sistemskih upalnih biljega (CRP) majke nije povezana sa sastavom mlijeka u

skupini zdrave djece.
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Tablica 5.5. Usporedba mjerenih vrijednosti imunoglobulina (Ig, medijan s intervartilnim rasponom) mlijeka majki za zdravu i oboljelu

dojencad, nestratificirana analiza.

Oboljeli (N=29, A) Zdravi (N=16, B) Neparni* Parni**
. P P

o Prije(Akutnafaza l) g0 no0e Prije (1) Poslije (2 (e (owez AL Az (BB

IgA (ng/L) 26.2 [24.2, 28.4] 26.5[24.8, 28.0] 25.9[23.6, 27.7] 25.8 [24.3, 26.7] 0.706 0.322 0.738 0.724
n 25 24 15 12

IgE (pg/L) 15.1[12.6, 18.4] 14.7[11.7, 20.4] 11.3[10.4, 12.9] 10.8 [8.62, 12.4] 0.025 0.0084 0.808 0.937
n 25 24 15 12

IgG1 (ng/L) 141 [113, 178] 139 [106, 189] 76.6 [58.8, 101] 78.0 [65.7, 107] 0.00031 0.0033 0.494 0.367
n 25 24 15 12

1gG2 (ng/L) 162 [144, 238] 204 [133, 257] 117 [92.6, 143] 117 [99.3, 145] 0.0024 0.002 0.659 0.505
n 25 24 15 12

IgG3 (ng/L) 7.10 [5.40, 8.69] 9.68 [6.72, 12.2] 6.35[4.93,9.00] 6.81 [5.68, 9.37] 0.478 0.079 0.091 0.29
n 24 23 15 12

1gG4 (ng/L) 5.94 [3.41, 9.84] 5.88 [3.94, 9.07] 2.88[2.62, 4.51] 3.84[2.79, 4.34] 0.0057 0.014 0.67 0.327
n 25 23 15 12

IgM (ng/L) 54.6 [33.4,87.9] 46.8 [25.2, 65.9] 36.4 [22.8, 65.0] 33.3[25.4,61.5] 0.23 0.397 0.153 0.456

n

* Mann-Whitney test; ** Wilcoxon test
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Tablica 5.6. Usporedba mjerenih vrijednosti imunoglobulina (Ig, medijan s intervartilnim rasponom) mlijeka majki za zdravu i oboljelu

dojencad, rana laktacijska dob (<5 mjeseci).

Oboljeli (N=12,A) Zdravi (N=13, B) Neparni* Parni*
Prije Poslije P b p =)
Ig (Akutna faza, 1) (konvalescencija, Prije (1) Poslije (2) (Alvs.B1) (A2vs. B2) (Al vs. AZ, (B1vs. I_32,
2) oboljeli) zdravi)
IgA (ng/L) 26 [24, 28] 26 [26, 27] 26 [23, 28] 26 [24, 27] 0.275 0.423 0.541
n 12 11 12 10
IgE (pg/L) 14112, 16] 11 10, 16] 1111, 13] 10 [8.6, 11] 0.13 0.266 0.573
n 12 11 12 10
1gG1 (ng/L) 140 [120, 170] 130 [84, 190] 80 [59, 100] 78 [60, 110] 0.073 0.965 0.838
n 12 11 12 10
1gG2 (ng/L) 160 [140, 260] 160 [120, 230] 110 [92, 140] 110 [88, 130] 0.045 0.197 1
n 12 11 12 10
1gG3 (ng/L) 8.2 [6.4,12] 9.3[6.4,12] 6.2 [4.2,9.0] 6.8 [4.5, 6.9] 0.113 1 0.683
n 12 11 12 10
1gG4 (ng/L) 5.2[2.9,6.3] 4.7 [3.3,6.0] 29[2.7,4.3] 3.4[25,4.4] 0.21 0.41 0.76
n 12 12 12 10
IgM (ng/L) 52 [39, 85] 37 [24, 58] 34 [24, 52] 33[24, 55] 0.504 0.0067 0.126
n 12 11 12 10

* Mann-Whitney test, ** Wilcoxon test
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Tablica 5.7. Generalni linearni model, usporedba oboljelih i zdravih, glavni efekti, zasebno za akutnu i konvalescentnu fazu.

Akutna faza

log(lgG1) log(1gG2) log(1gG4) log(IgE)
Prediktor B Cl P B Cl P B Cl P B Cl P
Odsjetak 1132 089— 440 1153 M= g 787  716-842  <10° 229 199-257  <I10°
sjeca ' 11.68 ' 11.82 ' ' ' ' ' '
p [u] -0.03 -0.38-0.30 0.874 0.08 -0.24-0.40 0.61 0.21 -0.28-0.77 0.366 0.11 _0603?3_ 0.3
Skupina -0.01 -
[oboljeli] 0.51 0.14-0.80 0.016 0.44 0.13-0.75 0.01 0.62 0.19-1.12 0.006 0.21 042 0.056
Lakt. dob -0.01 -0.06 — 0.07 0.828 0.02 -0.03-0.08 0.332 0.01 -0.05-0.09 0.684 0.03 -06036_ 0.156
N 39 39 39 39
Konvalescencija
log(1gG1) log(19G2) log(1gG4) log(lgE)
Prediktor B Cl P B Cl P B Cl P B Cl P
. 10.70 — 6 10.98 - 6 6 6
Odsjecak 11.17 1163 <10 11.4 11.71 <10 7.96 7.11-8.61 <10 1.95 1.45-2.26 <10
p [u] 0.03 -0.33-0.43 0.838 0.11 -0.21-0.46 0.512 0.01 -0.51-0.64 0.972 0.22 _060535_ 0.086
Skupina
[oboljeli] 0.47 0.12-0.77 0.006 0.5 0.14-0.87 0.006 043 -0.04-0.94  0.068 037 0.10-0.68 0.008
Lakt. dob 0.02 -0.02 -0.07 0.254 0.04 -0.01-0.11 0.104 0.05 -0.01-0.11 0.08 0.05 0.01-0.11 0.012
N 35 35 33 35

log prirodni logaritam, B regresijski koeficijent, CI 95 % interval pouzdanosti (confidence interval), P P-vrijednost, p paritet, u unipare

(referentna skupina=multipare).
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5.9. Citokini

Analizirani su podaci za IL-6, IL-1B i TNF. Za ostale citokine, razine veée od LLOQ
zabiljezene su tek sporadi¢no, u rijetkim i1 pojedina¢nim uzorcima, isklju¢uju¢i moguénost

statisticke analize.

U mlijeku majki zdrave djece, mjerljive razine (> LLOQ) IL-1B i IL-6 zabiljeZene su u 1/3 do
Y5 uzoraka, bez znacajne evolucije u kontrolnom intervalu. Medu majkama oboljele djece,
razdioba i evolucija mjerenih vrijednosti IL-6 u mlijeku povezana je s upalnim biljezima

dojenceta.

U akutnoj fazi bolesti, ucestalost IL-1B" i IL-6" uzoraka mlijeka znacajno je niza medu
oboljelima nego zdravim kontrolama (Tablica 1), a mjerljive razine izmjerene su u 1/30 (IL-
1B) do 1/5 (IL-6) svih uzoraka mlijeka majki oboljele djece (Slika 5.12). Pri tom, suprimiran
IL-6 je povezan sa znacajno visim serumskim CRP oboljelog djeteta [3.4 (0.5-25.3) vs. 0.35
(0.18-1.93) mg/L, n= 23 vs. 6, IL-6"vs. IL-6", P=0.031].

U kontrolnom intervalu, frekvencija IL-1B i IL-6" uzoraka raste u mlijeku majki oboljele
djece i u oporavku je ponovno podjednaka ili slicna kontrolnim uzorcima (Slika 5.12, Slika
5.13, Tablica 5.8). Porast IL-6 u oporavku poglavito je vidljiv u mladih majki [Slika 5.14, 33
(32-36) vs. 31.5 (29.3-32) g., n=17 vs. 12, IL-6" vs. IL-6", P=0.0031] i majki djece s blagom
leukocitozom ili urednim leukocitima [10.5 (7.7-12.7) vs. 7.7 (5.8-10.2) x10%L, n=17 vs. 12,
IL-6" vs. IL-6", P=0.027], kao i u majki s vi§im IgG4 akutne faze [7.8 (6.3-10.1) vs. 3.9 (3-
5.8) ng/L, n= 11 vs. 12, IL-6" vs. IL-6", P=0.0074]. Istodobno, majke s mijerljivim IL-6
takoder pokazuju vise razine mlijecnog IgE [Slika 5.15, 19.1 (13.5-21.9) vs. 12.2 (10.3-16)
po/L, n= 12 vs. 12, IL-6" vs. IL-67, P=0.028] i 19gG2 u konvalescenciji [260 (181.2-310) vs.
173.6 (125.3-204.5) ng/L, n= 12 vs. 12, IL-6" vs. IL-6", P=0.014]. Naprotiv, u starijih majki
(Slika 5.16 1 majki oboljele djece s izrazenijom leukocitozom nema oporavka IL-6 u
kontrolnom intervalu, a suprimiran IL-6 CeSce perzistira tijekom konvalescentne faze, uz nizi
mlije¢ni IgE i1 IgG2 (Slika 5.16).

Za IL-1B, globalna dinamika u mlijeku majki oboljele djece slicna je IL-6: akutna faza
obiljeZzena je gotovo nemjerljivim vrijednostima (Tablica 5.8), s reverzijom prema kontrolnim

frakcijama u oporavku (Slika 5.13). Sli¢nost dinamike IL-6 i IL-1B ne pociva medutim na
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identi¢nim uzorcima: broj podudarnih, IL6"IL-1B* uzoraka vrlo je skroman, i simultana

pozitivizacija u oporavku nije Cesta pojava (4/29 uzoraka).

Suprotno IL-6, majke s mijerljivim IL-1B u oporavku pokazuju znacajno nize razine
mlijeénog IgE [11.1 (9.6-14.6) vs. 16.5 (12.4-21.4) pg/L, n= 6 vs. 18, IL-1B" vs. IL-1B’,
P=0.036]. U dodatnoj razlici prema IL-6, jasni prediktori individualne dinamike IL-1B nisu

identificirani medu analiziranim obiljezjima.

Za TNF, dinamika u mlijeku majki oboljele djece takoder je slicna IL-1B i IL-6. Suprotno
zdravim kontrolama, akutna faza bolesti obiljezena je sporadi¢no mjerljivim vrijednostima
TNF (Tablica 5.8). U kontrolnom intervalu i fazi oporavka, vidljiva je reverzija prema
kontrolnoj razdiobi. Pri tom, oporavak TNF u konvalescenciji povezan je sa znacajno kraCom
laktacijom [4 (3-6) vs. 7 (5-10) mj., n= 7 vs. 22, TNF" vs. TNF", P=0.026], dok je perzistentna
supresija TNF znacajno ¢e$ca u kasnoj laktaciji (Tablica 5.9). Nisu zabiljeZene poveznice s

imunoglobulinima.

Tablica 5.8. Dihotomizirana mjerenja izabranih citokina u mlijeku majke oboljele djece.

Citokin Faza Status ¢eda <LLOQ >LLOQ Fisher exact P
IL-6 akutna faza zdravi 8 8 0.053
oboljeli 23 6
oporavak zdravi 8 8 0.76
oboljeli 17 12
IL-1B akutna faza zdravi 10 6 0.0054
oboljeli 28 1
oporavak zdravi 12 4 0.726
oboljeli 23 6
TNF akutna faza zdravi 9 7 0.021
oboljeli 26 3
oporavak zdravi 10 6 0.494
oboljeli 22 7
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Tablica 5.9. Dihotomizirana mjerenja TNF u mlijeku majke oboljele djece, faza oporavka,

podjela prema duljini laktacije.

TNF <LLOQ >LLOQ FisherexactP

<5 mj. 4 5 0.016

>5 mj. 18 2

Faza

I:' akutna
I:' oporavak

IL-6 (pg/mL)

OA
|
t T

Oboljeli Zdravi
Status

Slika 5.12. Distribucija mjerenja IL-6 u mlijeku majki prema statusu i fazi bolesti.

Ordinata je prirodna log-os (1+IL-6/pg/mL).
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Slika 5.13. Distribucija mjerenja IL-1 u mlijeku majki prema statusu i fazi bolesti.

Ordinata je prirodna log-os (1+IL-1/pg/mL).
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Slika 5.14. Dob majke i leukociti oboljelog djeteta za dihotomizirane vrijednosti IL-6 mjerene

u oporavku.

P- vrijednosti odgovaraju Mann-Whitney testu, a kutijasti dijagrami Tukey konvenciji. Svaka

tocka odgovara jednom uzorku. Boja tocke kodira pripadnost skupini.
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Slika 5.15. Distribucija izabranih imunoglobulina u mlijeku majki za dihotomizirane

vrijednosti IL-6 mjerene u oporavku.

P - vrijednosti odgovaraju Mann-Whitney testu, a kutijasti dijagrami Tukey konvenciji. Svaka
tocka odgovara jednom uzorku. Apscisa je dekadska log-os. Boja tocke kodira pripadnost

skupini.

Dob (g)

36
32

28
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Slika 5.16. Gustoc¢a opazanja za IL-6 u mlijeku majki, konvalescentna faza.

Svaka tocka odgovara jednom uzorku, a boja tocke kodira dob majke (tamnija nijansa-visa

dob). Ordinata je prirodna log-os (1+IL-6/pg/L).
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6. Rasprava

Poznato je da se novorodencad radaju s imunoloskim sustavom koji je nezreo i u tim prvim
danima i mjesecima svoga zivota njihova zastita oslanja se na prijenos imuniteta s majke.
Majka svoja protutijela prenosi u trudnoé¢i putem placente, a poslije poroda putem maj¢inog
mlijeka (163). Dojencad pak u stjenci crijeva prolazno posjeduje specifiéne neonatalne
receptore za Fc fragment imunoglobulina (od engl. fragment crystallizable (Fc) region of 1gG;
FcRn), koji omogucava absorpciju intaktnih imunoglobulina iz probave u cirkulaciju (163).
Sastav zrelog mlijeka tijekom prve godine dojenja razlikuje se od sastava kolostruma i ima

visi udio ugljikohidrata i lipida, a smanjen udio proteina, i nize razine protutijela (164).

Maj¢ino mlijeko sadrzi mnoge obrambene ¢imbenike prvenstveno velike koli¢ine sekretornih
IgA protutijela koje proizvode B limfociti koji su migrirali iz maj¢inih crijeva u mlije¢ne
zlijezde. Obrambeni uc¢inci maj¢inog mlijeka spreavaju pojavu infekcije u dojenceta vec na

razini sluznice (165).

Majc¢ino mlijeko je promjenjiva tekucina te se koncentracije pojedinih Ig mijenjaju tijekom
intervala dojenja (106). Sukladno tome razli¢it je profil Ig u svakoj fazi dojenja: u
kolostrumu, prijelaznom mlijeku i zrelom mlijeku. U ovom istrazivanju proucavani Su
imunoglobulini u zrelom mlijeku, a dodatno smo istrazivali prilagodbu stani¢nog,
imunoglobulinskog i citokinskog sastava potrebama zastite dojenceta tijekom akutne

infekcije, $to je pokazano i u nekim od prethodnih studija (25,79).

6.1. Stani¢ni sastav majcinog mlijeka te njegove promjene tijekom akutne infekcije

djeteta

Maj¢ino mlijeko je bogato imunoloskim stanicama: monocitima/makrofazima, neutrofilima,
pomo¢nickim, citotoksi¢nim i regularnim T limfocitima, NK stanicama i B limfocitima. Ove
stanice imaju sposobnost proizvodnje bioaktivnih molekula — laktoferina, lizozima,
oligosaharida i citokina i na taj nacin pruzaju dojenéetu aktivan imunitet. B limfociti pomazu
proizvodnjom Ig. Istrazivanja su pokazala da se u svakom mililitru maj¢inog mlijeka koje je
proizvedenog tijekom prvih nekoliko dana nakon poroda nalazi oko 3 milijuna leukocita.

Makrofagi su dominantni leukociti u ljudskom kolostrumu (40-50% ukupnih leukocita), zatim
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slijede polimorfonuklearni neutrofili (40-50% ukupnih leukocita) i limfociti (5-10% ukupnih
leukocita) (25,34). Studije radene na maj¢inu mlijeku su dokazale prisutnost razlicitih
populacija limfocita T u ¢ija se zastupljenost razlikuje u usporedbi s perifernom cirkulacijom
(25,128,166). Naime, identificirani su povecani udjeli efektorskih i memorijskih T-stanica u

majcinom mlijeku u usporedbi s perifernom krvlju (167,168).

Riskin i sur. su u svojoj studiji istrazili mijenjaju li se imunoloski ¢imbenici u majcinom
mlijeku tijekom infekcije dojencadi. Uzorkovali su maj¢ino mlijeko majki 31 dojenceta, do 3
mjeseca starosti, koje su hospitalizirane s poviSenom tjelesnom temperaturom, tijekom
aktivne bolesti 1 oporavka. Kao kontrola posluzilo je mlijeko majki 20 zdravih dojencadi.
Utvrdili su da tijekom aktivne infekcije u dojencadi, ukupan broj bijelih krvnih stanica,
posebno broj makrofaga, i razina TNFa raste u maj¢inom mlijeku (79). Isto istrazivanje je
pokazalo da razine interleukina-10 u maj¢inom mlijeku bolesne dojencadi snizavaju nakon
oporavka, medutim isti trendovi su zamjeceni u zdravih kontrola. Zanimljiv je nalaz ove
studije da se razine sekretornog IgA nisu znacajno promijenile ni u ispitivanoj ni u kontrolnoj
skupini (79).

U naSem istrazivanju dominantno obiljezje stanicnih frekvencija u maj¢inom mlijeku bila je
njihova visoka varijabilnost, bez uvjerljive evolucije stani¢nih profila tijekom laktacije, zbog
toga su citometrijski podaci za oboljele bili skupno analizirani. CD4" stanice bile su brojnije
od CD8" stanica u T populaciji, u obje faze bez znacajne razlike medu oboljelima i zdravima.
Wirt 1 sur. u svom istrazivanju su pokazali da je u maj¢inom mlijeku srednji omjer CD4/CDS8
T stanica bio 0,88, u rasponu od 0,40 do 1,25. Taj omjer u njihovom istraZivanju je bio
znaajno smanjen u usporedbi s perifernom krvi kontrolnih odraslih osoba 1 Zena nakon

poroda (128).

Ova studija je pokazala znacajan pad V52*/V51* omjera u parnim mjerenjima u mlijeku majki
oboljele dojencadi tijekom faze oporavka. Studija koju su proveli Bedin i sur. na ranom
prijelaznom mlijeku HIV-om zaraZzenih Zena u odnosu na mlijeko nezarazenih i u usporedbi s
perifernom krvi izvjestila je o kompartmentalizaciji y0T limfocita u mlijeku. Medijan
ucestalosti yd T limfocita bio je 8,95% medu CD45+ stanicama maj¢inog mlijeka u usporedbi
s 2,54% u krvi u nezarazenih zena HIV-om i 7,26% u maj¢inom mlijeku naspram 3,31% u
krvi Zena zarazenih HIV-om (169). U naSoj studiji, udjeli yd T limfocita su bili niski, a vrlo

vjerojatan uzrok je u tome S$to je vecina mlijeka u naSoj studiji potjecala od majki koje su
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svoje djete dojile duze vrijeme, odnosno radilo se o zrelom mlijeku koje sadzi znac¢ajno manju

stani¢nu frakciju, usporedno sa sve bolje razvijenim imunoloskim sutavom dojenceta.

Nadalje, ova studija je pokazala da mlijeko majki oboljele djece u akutnoj fazi ima znacajno
manje CD8+ citotoksi¢nih T limfocita u odnosu na mlijeko majki zdrave djece. U oporavku,
udio CD8" T stanica znadajno raste priblizavajuéi se ponovno kontrolnim proporcijama.
Istodobno, ovaj porast udjela CD8" T stanica tijekom oporavka praéen je zrcalnim padom
udjela CD4" T stanica. U fazi oporavka, vidljivi su takoder relativno niZi udjeli CD3*limfocita
i NKT stanica za oboljelu djecu u usporedbi s kontrolama u istom intervalu, no bez zna¢ajnog

hoda frekvencija izmedu akutne i konvalescentne faze oboljelih.

Ying Jin 1 sur. u svom istraZivanju koje su proveli na kolostrumu kineskih majki pokazali su
da je postotak NK stanica u ukupnim CD4(+)CD45RO(+) T stanicama kolostruma atopi¢nih
majki bili znacajno nizi u odnosu na majke bez atopije. Isto tako apsolutni broj CD4(+) T
limfocita i njihova ekspresija CD40L bili su znacajno manji u majc¢inom mlijeku majki koje
su rodile carskim rezom u odnosu na one koje su imale prirodni porod (170). Rezultati tog
istrazivanja sugeriraju povezanost atopije i1 vrste poroda s fenotipovima limfocita u

kolostrumu.

U naSem istrazivanju takoder smo wuoc€ili povezanost klinickih parametara 1
imunoglobulinskog sastava sa stani¢énim sastavom mlijeka. Naime, u fazi oporavka razina
IgG2 i IgM u mlijeku pozitivno je korelirala s frekvencijama CD4" T stanica. Razina IgM u
oporavku dodatno je povezana s udjelom T stanica i B stanica. U oboljelih, faza oporavka
obiljezena je zna¢ajnim padom V52*/V81" omjera u parnim mijerenjima. Visi CRP djeteta
povezan je s viSim udjelom ydT stanica u mlijeku tijekom akutne faze bolesti, a u oporavku
zapazen je pad frekvencije CD3"V$2 stanica u djece s visim leukocitima. U obje faze, razina
IgA povezana je pozitivno s udjelom i brojnos¢u V82" stanica u mlijeku: kako u akutnoj fazi
bolesti, tako i u oporavku. Za ostale Ig klase, zastupljenost razli¢itih vrsta yoT stanica u

mlijeku uglavnom inverzno zrcali Ig koncentracije.

6.2. Distribucija imunoglobulina u humanom mlijeku

Komponente majc¢inog mlijeka utjecu na razvoj imuniteta djeteta. Od svih komponenti najvise
su prouc¢avani imunoglobulini. Protutijela u maj¢inom mlijeku sastoje se od ~80% ukupnog
IgA (~73% SigA/27% 1gA), oko 15% ukupnog IgM i oko 5% IgG (101). U prva tri mjeseca
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zivota cirkuliraju¢i imunoglobulini dojenceta su predominantno maj¢inog podrijetla, ste¢eni
uglavnom transplacentarnim putem tijekom trudnoce. Za razliku od placentarno prenesenih Ig
koji direktno ulaze u sistemsku cirkulaciju fetusa i posreduju kljucne zastitne u¢inke u obrani
od brojnih infekcija tijekom djetinjstva, imunoglobulini iz maj¢inog mlijeka se, radi
zatvaranja mukozne barijere pri rodenju, zadrzavaju na sluzni¢nim povrSinama novorodenceta
gdje ¢ine prvu liniju obrane od komenzalnih, crijevnih i respiratornih patogena kojima je bila
izlozena majka. Takve ,,iskusne* varijante imunoglobulina osiguravaju zastitu novorodencadi
od neonatalnih infekcija, te upravljaju razvojem sluzni¢nog mikrobioma, i tolerancije prema

mukoznim antigenima.

Imunoglobulin A je glavni imunoglobulin u ljudskom kolostrumu i mlijeku no prisutan je i u
mlijeku vecine drugih vrsta sisavaca (171). Majé¢ino mlijeko je jedini izvor sIgA tijekom
prvog mjeseca zivota zbog nedostatka funkcionalnih plazma stanica u dojenceta (172). Luce
ga plazma stanice koje se razvijaju u limfnom tkivu pridruzenom sluznicama i probavnom
traktu majke, a poslije nastanjuju mlije¢ne zlijezde i lu¢e imunoglobuline koje dojen¢e dobiva
putem majcinog mlijeka (173). Udio IgA ve¢i je u kolostrumu nego u prijelaznom i zrelom
mlijeku, u kojima udio IgA opada s porastom udjela drugih imunoglobulinskih frakcija (174).
Sukladno navedenom, u usporedbi sa zrelim mlijekom, znacajno ve¢i udjeli SARS-CoV-2-
specificnih IgA protutijela izmjereni su u kolostrumu majki s potvrdenom infekcijom SARS-
CoV-2 tijekom trudnoée ili poroda. Mlije¢ni sIgA takoder modulira interakcije izmedu
crijevnog mikrobioma 1 crijevne sluznice dojenceta te je neophodan za prevenciju razvoja

nekrotizirajuceg enterokolitisa (175).

Maj¢ino mlijeko sadrzi i sekretorni IgM (sIgM), IgM i IgG protutijela. Imunoglobulini koji se
u manjoj koli¢ini prenose intrauterino ili putem kolostruma uglavnom su klase 1gG (176).
Komponente IgG razreda porijeklom iz maj¢inog mlijeka prepoznaju patogene bakterije, i
sudjeluju u njihovom uklanjanju kroz koordiniranu aktivnost komplementa i Fc-posredovane
fagocitoze od strane makrofaga i neutrofila. Istovremeno, sekretorne IgA varijante
neutraliziraju bakterijske toksine i posreduju aglutinaciju Stetnih mikroorganizama koja
onemogucuje njihovu interakciju sa stijenkom probavnog trakta (tzv. imunolosko
isklju¢ivanje), radi cega mikroorganizmi ostaju zarobljeni u lumenu crijeva te se

peristaltickim aktivnostima izbacuju iz probavnog trakta (177).

U ovoj studiji, Ig klase bitno su se razlikovale svojom zastupljeno$¢u i tipiénim masenim

koncentracijama, koje su varirale preko 4 reda veli¢ine. IgE je bio najoskudnije zastupljen, a
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slijede ga - u rastu¢em nizu - IgG4 i IgG3. Tipi¢no za sekretorne produkte, IgA je bio snazno
zastupljen, a najviSe masene koncentracije zabiljezene su pak za 1gG2, 1gG1 i IgM. Istovjetan
redoslijed zastupljenosti bio je primije¢en u obje skupine majki, neovisno o statusu dojenceta
IgE<IgG4<lgG3<IgA<igM<IgGl<lgG2. U kontrast naSim rezutatima, vec¢ina dosada$njih
studija opisuje IgA kao najzastupljenije majcino protutijelo koje se nalazi u ljudskom mlijeku
s 80-90% udjela u ukupnom Ig (178,179), a slijede ga IgM, 1gG i na kraju IgE (178,180-184).
Podatci o razinama IgE u maj¢inom mlijeku su oskudni te je prva studija koja prikazuje

koncentracije IgE u prijelaznom mlijeku objavljena 2023. godine (185).

U skladu s prethodno navedenim, u istrazivanju ljudskog kolostruma na 105 majki IgA je bio
dominantan imunoglobulin, a slijedio ga je IgG i IgM. U istoj studiji istrazen je utjecaj stanja
uhranjenosti majke, dobi, pariteta i razine prihoda na imunoloSke ¢imbenike kolostruma, a
rezultati upucuju na to da karakteristike majke nemaju znacajnog utjecaja na sadrzaj
imunoglobulina (179). Nadalje, studija na 22 majke koje su rodile ekstremnu nedonoscad, a u
kojoj su ispitivane razlike kolostruma i zrelog mlijeka, pokazala je da su koncentracije vecine
imunoglobulina bile vise u kolostrumu nego u zrelom mlijeku, a razlike su bile znacajne za

imunoglobulin G3 i imunoglobulin G4 (180).

Predmetom naseg istrazivanja bili su nasuprot tome, uzorci zrelog mlijeka, koji s vremenom
podlijezu znacajnim promjenama u stani¢nom i imunoglobulinskom sastavu. Sukladno
navedenom, nedavna studija provedena u uzorcima prijelaznog mlijeka (7-15 dana od poroda)
75 rodilja, biljezi znacajan porast IgE 1 IgG1, 1gG2, 1gG3 te 1gG4 udjela na ustrb smanjenja
IgM i IgA (185).

Prvu kvantifikacijsku studiju IgG u majc¢inom mlijeku kod ljudi objavili su 1977. godine
Reddy i sur. u indijskim dobro uhranjenim i pothranjenim Zenama. Njihova studija potvrdila
je visoku koncentraciju IgA) u kolostrumu, koja je brzo padala tijekom prva 4 tjedna
laktacije, dok je koncentracija IgG bila je malo visa u kolostrumu nego u zrelom mlijeku.
Takoder nisu pronaSli razlike koncentracije imunoglobulina izmedu dobro uhranjenih i1

nedovoljno uhranjenih majki (186).

Studija Keller i sur. koja je radena na 27 uzoraka kolostruma i 27 uzoraka plazme pokazala je
u 6 uzoraka ¢vrste dokaze o lokalnoj proizvodnji protutijela specificnih za IgG4 u mlijeku
(182). Nadalje u jednom od pivotalnih istrazivanju na maj¢inom mlijeku iz 1989. godine u
kojem su odredivane podklase IgG u ljudskom kolostrumu i mlijeku utvrdeno je da je

postotak 1gG1 bio je znacajno povecan, a onaj IgG2 smanjen i u kolostrumu i u mlijeku u
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odnosu na udjele zabiljezene u serumu zdrave odrasle majke. Postoci 1gG3 i 1gG4 u
kolostrumu, mlijeku i serumu bili su priblizno isti. Sve koncentracije podklase IgG smanjile

su se za 90% tijekom prvog tjedna laktacije i ostale su nepromjenjene (187).

Sukladno rezulatima nase studije, Wright i sur. dokazali su niske koncentracije IgE u
maj¢inom mlijeku. Razine IgE u krvi djece ¢ini se ovise o koncentraciji IgE kod majke (188),
pri ¢emu se placentarni transfer IgE protutijela povezuje sa razvojem neonatalnog alergijskog
odgovora (189). Analiza razina IgG i IgE specifiénih za alergen u plazmi i u majcinom
mlijeku pokazala je da se protutijela IgG i IgE specifi¢na za alergen prenose iz krvi u majcino

mlijeko te da IgE u majéinom mlijeku odrazava profil reaktivnosti IgE u krvi majke (190).

Studija koja je procjenjivala IgE u kolostrumu atopic¢nih i1 neatopi¢nih majki utvrdila je da od
ukupnog sadrzaja IgE u maj¢inom mlijeku, 5-12% je preneseno unutarstani¢no te da su
ukupne razine IgE antitijela bile slicne u supernatantima mlijeka i stanicama seruma
atopi¢nih 1 neatopi¢nih majki. Taj nalaz nam govori u prilog tome da se IgE antitijela pasivno

transportiraju iz krvi u maj¢ino mlijeko (184).

U istrazivanju koje su ove godine proveli Fernandez-Buhigas i sur. na uzorcima majki koje su
imale potvrdenu infekciju SARS-CoV-2 tijekom trudnoc¢e ili poroda utvrdena je prisutnost
specificnog 1gG u zrelom mlijeku u 2/62 (3,23%), specifiénog IgA u 17/62 (27,42%), dok je
IgM bio pozitivan u 0/51 slucaja (191), Sto potvrduje da maj¢ino mlijeko ima sposobnost
selektivne zastite novorodenceta prenoseci protutijela sposobna pruziti barijeru protiv istih
antigena koji se nalaze u maj¢inom neposrednom okruZenju, a s kojima ¢e se najvjerojatnije

susresti i novorodende.

Opisana istrazivanja podupiru pozitivne korelacijske obrasce zabiljezene u okviru nase studije
izmedu koncentracije IgM i IgE, odnosno IgE i podrazreda 1gG2, i u manjem opsegu IgGL1.
Opisani obrasci povezanosti bili su vidljivi u obje vremenske tocke, u zdravih i oboljelih
ispitanica, kako u akutnoj fazi bolesti dojenceta, tako i u konvalescentnoj fazi, ukazuju¢i na
utjecaj zajednickih okoliSnih 1 bioloskih ¢imbenika u organizaciji sastava mlije¢nih

imunoglobulina.

U tom kontekstu, primjecen je znacajan ucinak dobi ispitanica na oblikovanje Ig profila
mlijeka, pri ¢emu status novorodenceta u ukupnoj varijanci Ig profila doprinosi sa manje od
10%. Dosadasnje sudije zabiljeZile su povecanu koncentraciju 1gG protutijela u mlijeku majki

koje isklju¢ivo doje u usporedbi s onima koje dojenje kombiniraju s dohranom (106).
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Zanimljivi su i literalni podatci koji upuéuju na povezanost vrste poroda i sastava
imunoglobulina u mlijeku. Primjerice istrazivanje koje je proveo Striker i sur. pokazalo je da
su prvorotkinje imale vise koncentracije IgA 1 IgM u maj¢inom kolostrumu od viSerotkinja.
Skupina koja je radala carskim rezom imala je veée koncentracije IgA u maj¢inom
kolostrumu od skupine normalnih poroda, dok koncentracije IgM i IgG u kolostrumu nisu bile
pod utjecajem vrste poroda (192). U nasem istrazivanju sastav imunoglobulina u maj¢inom

mlijeku medutim, nije znacajno varirao u ovisnosti o broju ili vrsti poroda

6.3. Promjene sastava imunoglobulina majfinog mlijeka tijekom akutne infekcije

dojenceta

Mlijeko majki s oboljelom dojencadi bilo je obiljezeno povisenom razinom ukupnog Ig kako
u akutnoj, tako i1 u konvalescentnoj fazi, i to prvenstveno na racun asimetricnog porasta
pojedinih klasa 1g. Koncentracija IgE, 1gG1, 1gG2 i 1gG4 bila je pri tome znacajno visa u
mlijeku majki ¢ije je dojence u akutnom infektu u usporedbi s mlijekom majki zdrave djece.
Ova je razlika zadrzana i u konvalescenciji, barem do kraja prvog mjeseca nakon infekta, $to
ukazuje da je mjereni kontrolni interval najvjerojatnije nedovoljan za opazanje
,hormalizacije” razine imunoglobulina do referentnih vrijednosti. Koncentracije IgA i IgM
bile su, nasuprot tome, sli¢ne u obje skupine majki duz cijelog trajanja istrazivanja, 0Sim u
ranoj dojenackoj dobi oboljele djece, kada je zabiljeZzen znafajan pad koncentracije IgM u

kontrolnom intervalu izmedu akutne 1 konvalescentne faze.

Povecanje razine HIV-specificnih IgG na ustrb IgA i1 IgM imunoglobulina ranije je
zabiljezeno u maj¢inom mlijeku HIV-pozitivne dojencadi koje su dojile njihove HIV-
inficirane majke (193). Infekcija SARS-CoV-2 virusom povecava i razine IgA u mlijeku
SARS-CoV-2-pozitivnih majki, pri ¢emu titar anti-SARS-CoV-2 titar perzistira u mlijeku
majki i 6 mjeseci nakon infekcije, a u 43% uzoraka IgA titar nastavlja rasti s vremenom.
(167). Anti-SARS-CoV-2 IgA protutijela zabiljezena su i mlijeku te u usnoj sluznici
dojenc¢adi majki koje su SARS-CoV-2 infekciju preboljele u trudnoéi, a koje ostaju
seropozitivne i 2 mjeseca nakon poroda (194). Stovise, neutraliziraju¢a anti-SARS-CoV-2
IgA protutijela zabiljeZzena su u uzorcima mlijeka SARS-CoV-2 pozitivnih majki, ali ne i u
neoboljelih kontrola, pri ¢emu sposobnost vezanja IgA protutijela za Spike antigen snazno
pozitivno korelira sa kapacitetom neutralizacije anti-SARS-CoV-2 IgA protutijela. Fox. i sur.

izvijestili su i da je da je svih 28 testiranih Zena u njihovoj studiji imalo prisutan IgA u
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maj¢inom mlijeku 4-10 mjeseci nakon infekcije, a 43% njih imalo je ¢ak i viSe titre od onoga
Sto su imale 1 mjesec nakon infekcije Ovi rezultati ukazuju na vazne i dugoro¢ne ucinke
sekretornih IgA protutijela iz maj¢inog mlijeka u zastiti dojencadi od virusnih infekcija (167).
Pasivni imunitet koji dojenjem osigurava zarazena majka rezultat je sazrijevanja plazma
stanica u limfoidnom tkivu povezanom s crijevima, putem entero-mamarne veze, ili u drugih
sluznica te putem drenaze iz lokalnih limfnih zila sistemskog sustava, nakon ¢ega aktivirane
plazma stanice naseljavaju mlije¢nu Zlijezdu i lu¢e antigen-specificne imunoglobuline koji se
prenose u mlijeko (168). Pullen i sur. otkrili su IgG u niskoj razini, ali nisu zamijetili
promjenu u titrima tijekom vremena (srednje vrijeme prikupljanja uzoraka je bilo 66 dana).
Oni su utvrdili i da 1gG funkcionalno oslabljen u usporedbi s IgA i IgM (195). Fox. A. i sur.
izvijestili su da su otkrili anti-S IgG protutijela u 75% sudionika, pri ¢emu je 13% njih bilo
prisutno u visokim titrim Prisutnost specifi¢nih imunoglobulina protiv SARS-CoV-2 u
majcinom mlijeku zarazenih ili cijepljenih majki mogla bi zastititi dojencad od buduéih

infekcija ili ¢ak od teskih oblika bolesti (167).

Izravna usporedba Ig profila mlijeka majki s oboljelom i zdravom djecom bila je medutim,
otezana razlikama u laktacijskoj dobi, paritetu majki, 1 prehrani izmedu zdrave i1 oboljele
djece. U kontrolnoj skupini dominirale su prvorotke s dojencadi u ranoj fazi laktacije (<5 mj.)
pa je susljedna usporedba Ig profila mlijeka majki s oboljelom i zdravom djecom provedena

nakon stratifikacije po laktacijskoj dobi.

U stratificiranoj analizi, razine 1gG1 i 19G2 u mlijeku majki dojenceta u akutnoj fazi bolesti
bile su i dalje znacajno vise u usporedbi s koncentracijama I1gG1 i 1gG2 u mlijeku majki
zdrave djece ujednacenog statusa po dojenackoj dobi, paritetu, prehrani i izlaganju
duhanskom dimu. Povecéane razine 1gG2, ali ne i IgG1, perzistiraju i u konvalescentnoj fazi,
uz sli¢ne razine svih preostalih klasa Ig u obje skupine. Za razliku od IgG1 i 1gG2, dinamika
IgE i 1gG4 u mlijeku majki oboljele djece varira s trajanjem laktacije, pri ¢emu se
koncentracije oba imunoglobulina postepeno povecavaju od rane (<5 mj) prema kasnoj
laktaciji (5-12 mj.), kada postizu znacajno vise vrijednosti u usporedbi sa ranim laktacijskim
intervalom. Pri tom, oba kulminiraju u oporavku: 1gG4 raste dijelom ve¢ u akutnoj fazi, dok

je porast IgE odgoden i jasnije izraZzen u oporavku nego akutnoj fazi.

Ranija longituinalna analiza promjena imunoglobulinskog profila humanog mlijeka tijekom
produljene laktacije (do 48 mjeseca) utvrdila je da koncentracije sIgA i IgG, ali ne i IgM,

pozitivno koreliraju s duljinom laktacije od 1. do 48. mjeseca. Najnize koncentracije sIgA i
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IgG zabiljezene su u prvoj godini, a najvise nakon 2. godine laktacije. Koncentracija IgM
ostala je stabilna tijekom 2 godine, a nakon 24 mjeseca neznacajno raste, dok razine sIgA i

IgG kulminiraju nakon 2. godine laktacije (196).

Zanimljivo, broj podoja negativno korelira s koncentracijom imunoglobulina u humanom
mlijeku (196). Osim broja na razinu imunoglobulina u majéinom mlijeku utjeCe i vrsta
prehrane dojenceta. Tome u prilog govori analiza razine fekalnog sIgA u prvom mjesecu
zivota dojene djece koje znafajno nadmasuju vrijednosti sIgA u fecesu novorodencadi
hranjene adaptiranim mlijekom, ali se te razlike ujednacavaju u dobi od 6 mjeseci (197).
Zdravstveno stanje majke takoder utjece na razine sIgA u ljudskom mlijeku, u prilog ¢emu
svjedoce smanjene razine slgA zabiljezene u zrelom mlijeku majki s gestacijskim dijabetesom

(102), majki s postporodajnim stresom, anksiozno$c¢u i depresijom (198).

Znacajne razlike u Ig sastavu mlijeka majki zdrave djece mjerenog prije i nakon kontrolnog
intervala, ili u parnoj usporedbi (akutna i konvalescentna faza) Ig sastava mlijeka majki

oboljele djece (nestratificirana analiza) u akutnoj i konvalescentnoj fazi, nisu zabiljezene.

Za kasnu laktaciju dob, direktna usporedba Ig profila mlijeka majki zdrave i oboljele
dojencadi preostaje za buduce istraZivanje, prvenstveno zbog nedostatka podudarne kontrolne

skupine u ovom istraZivanju.

6.4. Povezanost imunoglobulinskog profila s demografskim i klinickim obiljeZjima

majke i djeteta

Ova studija pokazala je da viSa koncentracija IgM u mlijeku majke povezana je s nizom
koncentracijom CRP-a u serumu djeteta. Isti rezultat mjerenja perzistira u obje vremenske
tocke. Takoder visa koncentracija IgM i IgA u mlijeku majke povezana je sa znac¢ajno nizim
brojem leukocita u krvi djeteta u akutnoj fazi, a relacija izmedu leukocita djeteta i IgM
perzistira marginalno i u konvalescenciji. Pokazalo se da starije majke oboljele djece imaju

nizi IgM u mlijeku, 1 ta je dobna razlika vidljiva u infektu 1 u oporavku dojenceta.

U ovoj studiji u majki koje su puSile pronaden je konzistentno nizi IgG2 u akutnoj i
konvalescentnoj fazi sli¢no kao i u drugoj studiji gdje su koncentracije 1gG u serumu bile su
niZze u pusaca nego u nepusaca, ali serumske razine IgA i IgM u puSaca nisu se znacajno

razlikovale od onih u nepusaca (199). U nasoj studiji kod zdravih majki je primije¢eno da
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koncentracija 1gG2 i 1gG3 raste s visSom dobi majke kao i da koncentracija IgG4 opada s
laktacijskom dobi tj. da je dulje dojenje povezano s nizom razinom IgG4 u mlijeku.
Primijeceno je i da visoka temperatura kod djeteta je utjecala na razinu IgG3, te je on kod
majki s afebrilnim djetetom bio visi u odnosu na mlijeko majki s oboljelom, ali febrilnim
dojencetom. Drugi autori su dokazali povezanost indeksa tjelesne mase i pariteta s razinom
IgG protutijela i utvrdili su da su razine I1gG ljudskom mlijeku bile nize u majki s visokim

ITM, odnosno visim paritetom (100).

Studija na 38 Zena koja je istrazivala koncentraciju IgA, IgM 1 IgG u kolostrumu,
prijelaznom i zrelom mlijeku te utjecaj pariteta, dobi, ITM i obiteljskog prihoda na sadrzaj
izlu€enih imunoglobulina u humanom mlijeku pokazala je da je IgA najzastupljeniji
imunoglobulin u sve tri vrste mlijeka. Koncentracija IgA i IgM pokazala je nagli pad s
odmicanjem vremena dok je nasuprot tome razina IgG pokazala porast koncentracije.
Analiziran je 1 u¢inak karakteristika majke (dob, paritet i ITM) i prihoda obitelji na razine
IgA, IgM i IgG u razli¢itim fazama laktacije. Dob majke nije znacajno utjecala na razinu
imunoglobulina kolostruma, prijelaznog i zrelog mlijeka, ali je paritet pokazao statisticki
znacajan utjecaj na razinu IgG 1 IgM u prijelaznom mlijeku. Razina IgG prijelaznog mlijeka 1
zrelog mlijeka smanjivala se s pove¢anjem pariteta. Prvorotkinje su imale viSu koncentraciju
IgA u kolostrumu od viSerotkinja. Dojilje koje su imale ITM <18,5 imale su nizi IgA u
kolostrumu nego one s viSim 1 normalnim ITM. Slian nalaz primijeéen je 1 u slucaju

obiteljskog dohotka (200).

6.5. Promjene citokinskog sastava maj¢inog mlijeka tijekom akutne infekcije dojenceta

Citokini se nalaze u maj¢inom mlijeku te su neizostavni za zdrav razvoj imunoloSkog sustava
novorodenog djeteta. Za novorodencad koja opcenito imaju manjak ovih proteina majcino
mlijeko je glavni izvor citokina, posebno onih protuupalnih. Do sada su u maj¢inom mlijeku
identificirani proupalni citokini TNF a, IL-6, IL-8, 1L-12, IL-2 i INF v, kao i protuupalni
citokini ukljucujuéi transformirajuci faktor rasta (TGF) B, IL-7, IL-10, IL-18 i G-CSF (182).
Istrazivanja upucuju na vaznost kako protuupalnih citokina (IL-10, TGF-B) tako i proupalnih
citokina ( IL-1p, IL-6, TNF) koji se nalaze u majcinom mlijeku u zastiti novorodenceta od

patogena i regulaciji imunoloskog odgovora (83).
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U mlijeku majki s atopijskim bolestima uocena je veca koncentracija citokina koje proizvode
Th2 limfociti (IL-4, 1L-13, IL-5, IL-10) i nize razne TGF-p (201,202). Podrijetlo citokina u
maj¢inom mlijeku jo§ uvijek nije u potpunosti razjasnjeno te se kao jedan od potencijalnih
izvora smatraju i epitelne stanice dojke. Osime toga, leukociti (neutrofili, monociti/makrofagi,
limfociti) putem limfnih Zzila 1 sistemske cirkulacije migriraju u majc¢ine dojke. Oni djeluju na
razvoj imunoloskog sustava djeteta i izravno djeluju na patogene (25). Leukociti to ostvaruju
putem fagocitoze, izluCivanja antimikrobnih ¢imbenika kao §to su citokini i imunoglobulini
(184,185) i to ne samo u Gl traktu nego i u udaljenim tkivima gdje se leukociti prenose putem
sistemske cirkulacije. Ve¢ u uvodu je receno da su leukociti u maj¢inom mlijeku aktivirani,

pokretni i interaktivni (25,128).

Najvece koli¢ine IL-6 i TNF—o nalazi se u kolostrumu zbog promjena u zeninom tijelu
tijekom trudnoée i1 poroda. Njihova koliina je veca na pocetku laktacije nego u zrelom
mlijeku zbog promjena koje se dogadaju u tijelu Zene tijekom trudnoc¢e i poroda. To je u
skladu s naSim rezultatima niskih razina i1 niske zatupljenosti citokina opéenito u zrelom
maj¢inom mlijeku, a da pri tome nije prisutna upala mlije¢nih Zlijezda u vidu mastitisa. S
druge strane, istrazivanja su pokazala da kod komplikacija u trudno¢i kao Sto je
preeklampsije, visoke razine citokina u majéinom mlijeku mogu postojati i do 30 dana nakon
poroda (203) U alergi¢nih majki moze se uociti vec¢a koncentracija citokina koje proizvode
limfociti Th2 i to IL-4, IL-13, IL-5, IL-10 te nizi nizi TGF-f (201). Tijekom faze laktacije
mijenja se sastav citokina, ali isto tako na sastav citokina moze utjecati zdravlje majke (stres,
alergije, prehrana) i komplikacije tijekom trudnoce (68,204—206). Depresija, stres ili

posttraumatska bol takoder mogu pridonijeti povecanim razinama proupalnih citokina (207).

Vece koncentracije IL -6 u mlijeku opazene su kod majki koje su imale mastitis u odnosu na
mlijeko zdravih majki. Razlika je bila veca kod majki koje su uz mastitis imale 1 sistemske
simptome bolesti (poviSena temperatura, slabost). Promjene su se smanjivale tijekom lijeCenja
i zbog toga je od velike vaznosti na vrijeme zapoceti odgovarajuce lijecenje (208). U
novoredencadi je povecana razina IL-1p povezana s neonatalnom zuticom (209). Izlozenost
zagadiva¢ima takoder disregulira ravnoteZzu citokina humanog mlijeka prema proupalnom

profilu i moze potencijalno doprinijeti razvoju imunoloskih poremecaja kasnije u zivotu (68).

Prehrana je vazan modulator upale, a pokazalo se da prehrambeni obrazac majke regulira
imunoloske komponente humanog mlijeka (210), a nekvalitetna prehrana utjeCe na razine

proupalnih citokina u humanom mlijeku (211).
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U studiji Coussons-Read i sur. koji su proveli na 30 trudnica otkrili su da trudnice koje su pod
stresom pokazuju poveéane razine proupalni citokina IL-6, IL-8 i TNF-a, a sadrzaj
protuupalnog citokina IL-10 je znatno nizi u usporedbi s trudnicama koje nisu bile pod
stresom (212). Oni su u svom istrazivanju primjetili da su visoke razine IL-6 i TNF-a
povezane s preeklampsijom i prijevremenim trudovima. Budué¢i da se TNF-a oslobada kao
odgovor na virusne i bakterijske infekcije kod trudnica, infekcije tijekom trudnoée mogu

povecati rizik od prijevremenog poroda (212).

Majc¢ino mlijeko majki s celijakijom pokazalo je znaCajno niZe razine transformirajuceg

faktora rasta (TGF)-B1 i sIgA te gotovo znacajno nize razine interferona (IFN) (206).

U studiji Ramiro-Cortijo i sur. ispitane su promjene citokina maj¢ina mijeka u prvom mjesecu
laktacije kod kohorte S$panjolskih dojilja. Ispitane su i njihove razlike s obzirom na
neonatalne ¢imbenike (spol, gestacijska dob), ¢imbenike majke (porodnicke komplikacije,
carski rez, i prehrana) i njihov odnos s oksidativnim statusom (213). Proucavana su $ezdeset
tri para majka-novorodencée 7. i 28. dana laktacije. Prehrambene navike procijenjene su 72-
satnim prac¢enjem prehrane te je izraCunat upalni indeks prehrane majke (mDII). Glavni
identificirani ¢imbenici koji utjeu na citokine majc¢inog mlijeka bili su razdoblje laktacije,
gestacijska dob i prehrana. Tijekom prvog mjeseca laktacije, obrazac citokina evoluira prema
protuupalnom profilu. Dodatno, prijevremeni porod i carski rez mogu imati utjecaj na vise
raziname proupalnih citokina u maj¢inom mlijeku. Rezultati ovog istraZivanja pokazali su
zanaCajan utjecaju prehrane na citokinski sastav mlijeka te njegov potencijal u modulaciji
citokinskog sastava. Sve navedeno sugerira relevantnost savjetovanja majki o vaznosti
pravilne i urvnoteZene prehrane, osobito kod Zena s prijevremenim porodom ili carskim

rezom (213).

Saiti 1 sur. jo§ su 1991.g. u svom istrazivanju utvrdili da se u ljudskoj sirutki nalazi velika
koli¢ina IL-6 . Koncentracija IL-6 u kolostrumu bila je znacajno visa od one u zrelom mlijeku
i serumu. Utvrdili su da postoji znacajna pozitivna korelacija izmedu koncentracije IL-6 i
broja mononuklearnih stanica u mlijeku. Stimulacija mononuklearnih stanica humanog
mlijeka pomocu Staphylococcus aureus Cowan | u prisutnosti anti-IL-6 protutijela znacajno
je smanjila proizvodnju IgA (214). Taj podatak govori u prilog tome da je IL-6 sadrzan u

mlijeku usko povezan s lokalnom proizvodnjom IgA u dojkama.

U nasem istrazivanju uéestalost IL-1B" i IL-6" mlijeka tijekom akutne faze bolesti dojenceta

bila je znacajno je niza medu oboljelima u usporedbi sa zdravim kontrolama, a mjerljive
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razine izmjerene su u 1/30 (IL-1B) do 1/5 (IL-6) svih uzoraka mlijeka majki oboljele djece. U
kontrolnom intervalu, frekvencija IL-1B" i IL-6" uzoraka raste u mlijeku majki oboljele djece
i u oporavku je ponovno podjednaka ili sli¢na kontrolnim uzorcima. U mlijeku majki zdrave
djece, mjerljive razine (> LLOQ) IL-1B i IL-6 zabiljezene su u 1/3 do % uzoraka, bez

znacajne evolucije u kontrolnom intervalu.

Studija je pokazala da je kod oboljele djece, razdioba i evolucija mjerenih vrijednosti IL-6 u
mlijeku povezana s upalnim biljezima dojenceta. Porast IL-6 u oporavku poglavito je vidljiv u
mladih majki 1 majki djece s blagom leukocitozom ili urednim leukocitima, kao 1 u majki s
visim IgG4 akutne faze. Istodobno, majke s mjerljivim IL-6 takoder pokazuju viSe razine
mlije¢nog IgE i IgG2 u konvalescenciji. Naprotiv, u starijih majki i majki oboljele djece s
izazenijom leukocitozom nema oporavka IL-6 u kontrolnom intervalu, a suprimiran IL-6

¢esce perzistira tijekom konvalescentne faze, uz nizi mlijecni IgE 1 IgG2.

U istrazivanju kojim se ispitivlo utjece li infekcija COVID-19 na citokine povezane s T
stanicama odredivana je koncentracija IL-2, IL-4, TNF-B, IFN-y i IL-7. U istrazivanju je
sudjelovalo 10 majki s pozitivnim PCR testom na COVID-19, 10 majki s simptomima
infekcije ali bez pozitivnog testa i 20 majki koje su bile bez simptoma i bez pozitivnog testa.
Rezultati ove studije su pokazali da je razina ljudskog IL-2 u humanom mlijeku bila visa u
skupini bez infekcije u odnosu sa skupinom koja je imala pozitivan PCR test, ali se nije
rzlikovala izmedu majki sa 1 bez znakova infekcije. Razina IL-2 bila je niZza kod majki s
pozitivnim PCR testom u odnosu na majke sa simptomima bolesti. Razine 1L-2, IL-4, IL-17
bile su manje u kovalescenciji. Osime toga, razina TNF-f takoder je imala tendenciju pada s
protokom vremena od infekcije ili pozitivnog testa. U njihovoj studiji postporodajno vrijeme,
dob majke i spol djeteta nisu bili u korelaciji s razinama citokina u humanom mlijeku. Razina

humanog IL-2 bila je u pozitivnoj korelaciji s IL-17, IL-4 i TNF-B u mlijeku (215).

Bryan i sur. su bili prvi koji su odredili koncentracije IL-2 u vodenoj fazi humanog mlijeka.
11-2 je inace mo¢ni regulator i aktivator T limfocita, a njegov izvor u mlijeku ima vaznu ulogu

u sazrijevanju imunoloskog sustava dojenceta (216).

Prethodne studije su ve¢ pokazale da se komponente humanog mlijeka mijenjaju tijekom
infekcije te se broj imunoloskih stanica zna¢ajno povecava kao odgovor na infekcije majke i
djeteta (217). Zheng i sur. su istrazivali upalne CD16 * i neupalne CD16 ~makrofage koji se
vrac¢aju u maj¢ino mlijeko kao odgovor na infekcije kod dojencadi. Prikupili su perifernuu krv

1 zrelo mlijeko od 33 zdrave majke dojencadi s respiratornim infekcijama te od 26 zdravih
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majki zdrave dojencadi. Imunofenotipizacija stanica maj¢inog mlijeka proto¢nom
citometrijom pokazla je zna¢ajan porast CD16 * makrofaga kao i pad frekvencija CD16 "
makrofaga u maj¢inom mlijeku iz skupine s bolesnom dojencadi u usporedbi sa skupinom
zdrave dojencadi. Maj¢ino mlijeko pokazalo je viSe koncentracije IL-6 i IL-8 nego serum, a
infekcija dojenceta uzrokovala je povecanje ovih citokina samo u mlijeku. Uocene razlike
sugeriraju da tijekom infekcije kod dojencadi dolazi do promjene fenotipa makrofage prema

proupalnom profilu, vjerojatno kao bi dodatno zastitli dojence (218).

Kod stanovnika u zemljama koje imaju visoku izloZenost zarazama, primijec¢en je manji rizik
od imunoloskih posredoovanih bolesti (alergije, Chronova bolest). Potomci imigranata koji se
useljavaju u razvijene zemlje imaju veéi rizik od imunoloski posredovanih bolesti od
autohtonog stanovnistva. Istrazivanje koje je provedeno s ciljem ispitivanja utjecaja
izlozenosti u djetinjstvu i naknadne izloZenosti kod majki iz Svedske koje su imigrirale iz
zemalja u razvoju pokazalo je znacajno vise razine IL-6, IL-8 i TGFB1 u mlijeku tih majki
(219). Rezultati njihovog istrazivanja govore u prilog tome da zemlja rodenja majke moze
utjecati na imunoloSke karakteristike majcinog mlijeka u odrasloj dobi i potencijalno

postojanje rizika od bolesti kod potomaka.

U ovoj studiji akutna faza obiljezena je gotovo nemjerljivim vrijednostima IL1B u mlijeku
majki oboljele djece, s reverzijom prema kontrolnim frakcijama u oporavku. Dinamika TNF u
mlijeku majki oboljele djece takoder je slicna IL-1B i IL-6. U kontrolnom intervalu i fazi
oporavka, vidljiva je reverzija prema kontrolnoj razdiobi. Pri tom, oporavak TNF u
konvalescenciji povezan je sa znacajno kracom laktacijom, dok je perzistentna supresija TNF

znacajno ¢eSc¢a u kasnoj laktaciji.

U istrazivanju Gadzala - Kopciuch i sur. u kojem se odredivala razina citokina IL-6, IL-8,
IFNy, TNFa u majé¢inom mlijeku cilj je bio utvrditi odnos izmedu razina citokina i ¢cimbenika
kao §to su mikrobiota humanog mlijeka, klini¢ka dijagnoza, sadrzaja prehrambenih tvari u
humanom mlijeku, dob majke, paritet, spol djeteta te prehrana majke i konzumacija slatkisa
(220). Klinicke bolesti bile su snazno povezane s hranjivim tvarima u mlijeku (mast,
ugljikohidrati), ali ne i prisutno$¢u bakterijskih patogena (kao s§to je Klebsiella oxytoca).
Nasuprot tome, bakterijski patogeni su povezani s odabranim hranjivim tvarima, ali ne i s
identificiranim citokinima. Citokini su bili u visokoj korelaciji s prou¢avanim nutrijentima

maj¢inog mlijeka. Nalazi te studije sugeriraju da na prisutnost i koncentraciju citokina snazno
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utjeCe majcina prehrana (izravno) kao i vanjski ¢imbenici (neizravno) poput dobi majke i

metabolickog profila (220).

Zanimljiv je podatak o utjecaju dobi na koncentracije interleukina (IL)-1p i IL-6, koje su bile

vise u kolostrumu majki starije dobi u odnosu na majke adolescentice (221).

Obzirom na sve navedeno, citokinski sastav mlijeka je vrlo promjeniv te ovisi kako o duljini
laktacije, tako i o brojnim ¢imbenicima majke i djeteta $to se refletiralo i na rezultate ove
studije. Naime, nismo zabiljezili mjerljive razine citokina u svima uzorcima, kao niti
konzistentne koncentracije unutar pojedinih skupina §to ne umanjuje njihovu ulogu u zastiti
dojenceta i razvoju njihova imunolokog sustava, ali potencijalno odrazava ¢injenicu da se

radilo o kasnom zrelom mlijeku.
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7. Zakljucci

Na temelju rezultata istrazivanja u okviru prikazane doktorske disertacija mozemo donjeti

slijedec¢e zakljucke:

1.

Dominantno obiljezje stani¢nih frekvencija u mlijeku je njihova visoka varijabilnost,
bez uvjerljive evolucije stani¢nih profila tijekom laktacije (rana vs. kasna laktacija,
podaci nisu prikazani), zbog ¢ega su citometrijski podaci za oboljele skupno
analizirani. U opé¢im karakteristikama, CD4" stanice brojnije su od CD8" stanicau T

populaciji, u obje faze bez znacajne razlike medu oboljelima i zdravima.

Mlijeko majki oboljele djece u akutnoj fazi ima znacajno manje CD8+ citotoksi¢nih T
limfocita u odnosu na mlijeko majki zdrave djece. U oporavku, udio CD8" T stanica
znacajno raste priblizavajuéi se ponovno kontrolnim proporcijama. Istodobno, ovaj
porast udjela CD8" T stanica tijekom oporavka pracen je zrcalnim padom udjela CD4"

T stanica.

U fazi oporavka, vidljivi su takoder relativno nizi udjeli CD3"limfocita i NKT stanica
za oboljelu djecu u usporedbi s kontrolama u istom intervalu, no bez znacajnog hoda

frekvencija izmedu akutne 1 konvalescentne faze oboljelih.

U fazi oporavka razina IgG2 i IgM u mlijeku pozitivno korelira s frekvencijama CD4"
T stanica. Razina IgM u oporavku dodatno je povezana s udjelom T stanica i B

stanica.

U oboljelih, faza oporavka obiljezena je znaajnim padom V&2'/V31® omjera u
parnim mjerenjima. Visi CRP djeteta povezan je s viSim udjelom y3T stanica u mlijeku
tijekom akutne faze bolesti, a u oporavku zapaZen je pad frekvencije CD3"V32'stanica

u djece s viSim leukocitima

U obje faze, razina IgA povezana je pozitivno s udjelom i brojnoséu V82" stanica u
mlijeku, kako u akutnoj fazi bolesti, tako i u oporavku. Za ostale Ig Kklase,
zastupljenost razli¢itih vrsta ydT stanica u mlijeku uglavnom inverzno zrcali Ig

koncentracije.
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7.

10.

11.

Pojedini razredi imunoglobulina bitno se razlikuju svojom zastupljenosc¢u i tipicnim
masenim koncentracijama, koje u ljudskom mlijeku variraju preko 4 reda veliine
neovisno o statusu ¢eda. IgE je najoskudnije zastupljen, a slijede ga, u rastu¢em nizu,
IgG4 1 IgG3. Tipicno za sekretorne produkte, IgA je snazno zastupljen, a najvise
masene koncentracije postizu IgG2, IgG1 i IgM. Istovjetan redoslijed prisutan je u
obje skupine majki, neovisno o statusu ¢eda: IgE < IgG4 < IgG3 < IgA < IgG2 <
IgG1 < IgM.

Utvrdili smo znacajnu povezanost koncentracije pojedinih razreda imunoglobulina
neovisno o statusu ¢eda. Koncentracije IgM i IgE snaZzno su pozitivno korelirane,
unato¢ razli¢itim skalama, a koncentracija IgE zrcali 1gG2, u manjem opsegu i IgG1.
Ovi temeljni principi prepoznatljivi su u obje vremenske tocke, kako u akutnoj fazi

bolesti djeteta, tako i u konvalescentnoj fazi.

Analizom glavnih komponenti utvrdeno je grupiranje i segregacija uzoraka mlijeka
prema statusu djeteta duz prve glavne komponente (PC1, zdrava vs. oboljela), koja
prima najvec¢i doprinos iz IgG1, IgG2 i IgE. Nadalje, koincidentni porast dobi majke
duz prve komponente ukazuje na mogucu ulogu dobi majke u oblikovanju Ig profila
mlijeka pojedinih skupina. Analiza redundancije jasno ilustrira separaciju grupa duz
gradijenta 1gG1, 1gG2, 1 IgG4, odnosno IgE, potvrdujuéi razliku u Ig profilu izmedu

dvije grupe ispitanica.

Mlijeko majki s oboljelom dojencadi obiljeZeno je poviSenom razinom ukupnog Ig
kako u akutnoj, tako 1 u konvalescentnoj fazi, 1 to prvenstveno na racun selektivnog,
asimetri¢nog neto-porasta pojedinih klasa 1g. Koncentracija IgE, 1gG1, 1gG2 i 1gG4
znacajno je viSa u mlijeku majki ¢ije je dojence u akutnom infektu nego u mlijeku
majki sa zdravim djetetom. Osim u akutnoj fazi, ova razlika perzistira u
konvalescenciji, do kraja prvog mjeseca nakon infekta. Za IgA i IgM, koncentracije u
mlijeku sli¢éne su u obje skupine majki duz cijelog trajanja istrazivanja, barem u

nestratificiranoj analizi.

Izravna usporedba Ig profila ovih skupina, medutim, bila je oteZana razlikama u
laktacijskoj dobi, paritetu majki, i prehrani izmedu zdrave i oboljele djece. Kasniji
laktacijski interval osobito je karakteriziran nedostatkom opazanja za skupinu zdrave
djece, 1 gotovo svi podaci za laktacijsku dob >5 mj. dolaze od oboljele dojencadi.

Zamjecena su dva obrasca promjena Ig:
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12.

13.

14.

15.

I.  Nakon stratifikacije po laktacijskoj dobi (rana laktacija) i dalje je prisutna
znacajno visa razina IgG1 i IgG2 u mlijeku majki s djetetom u akutnoj fazi
bolesti u usporedbi s majkama zdrave djece podudarne dojenacke dobi, sli¢nog
redoslijeda poroda, identi¢ne prehrane, i slicnog izlaganja duhanskom dimu. U
konvalescentnoj fazi, perzistira visa razina mlije¢nog IgG2, ali ne i IgG1 u
usporedbi s kontrolnim mjerenjem u skupini zdrave djece, uz sli¢ne razine svih
preostalih klasa Ig u obje skupine. Za kasnu laktaciju (>5 mj.), direktna
usporedba Ig profila mlijeka majki zdrave i oboljele dojencadi preostaje za
buducée istrazivanje, prvenstveno zbog nedostatka podudarne kontrolne skupine

u ovom istrazivanju.

ii. Zarazliku od 1gG1 i IgG2, dinamika IgE i 1gG4 varira s trajanjem laktacije,
formirajuéi (pseudo)gradijent u vremenu: oba slijede postupni porast od rane
prema kasnoj laktaciji, kada postizu znaéajno viSe vrijednosti u usporedbi sa
ranim laktacijskim intervalom. Pri tom, oba kulminiraju u oporavku: 1gG4
raste dijelom ve¢ u akutnoj fazi, uz dodatnu konsolidaciju u konvalescentnoj
fazi kasne laktacije, dok je porast IgE odgoden 1 jasnije izraZen u oporavku

nego akutnoj fazi.

Obzirom na dobivene podatke period od 4-6 tjedana u ovom istrazivanju bio je
prekratak za normalizaciju razina Ig na kontrolne vrijednosti, unato¢ potpunoj

klini¢koj konvalescenciji djeteta.

U demografskom 1 klinickom smislu, oboljela djeca iz rane 1 kasne dojenacke dobi i
njihove majke sli¢ni su u glavnini analiziranih obiljezja, uz neizbjezne razlike u
prehrani djeteta. Osim toga utvrdeno je da je starija dojencéad (>5 mj.) Ce$ée bila

febrilna u akutnoj fazi nego mlada, uz trend viSeg serumskog CRP .

Za ponovljena mjerenja i parne usporedbe unutar dviju skupina majki, nije bilo
znacajnih promjena u koncentraciji Ig u kontrolnom intervalu (4-6 tjedana), niti u
majki sa zdravom djecom, niti u majki s oboljelom djecom (nestratificirana analiza).
Za razliku od toga, u stratificiranoj analizi kod majki oboljele djece u ranoj dojenackoj
dobi, zabiljeZen je znafajan pad koncentracije IgM u kontrolnom intervalu izmedu

akutne i konvalescentne faze.

Korelacija Ig profila i op¢ih podataka dobivene su slijedece poveznice:
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10.

11.

I.  Visa koncentracija IgM u mlijeku majke povezana je s nizom koncentracijom
CRP u serumu djeteta. Isti rezultat perzistira za mjerenja IgM u obje

vremenske tocke

ii.  Visa koncentracija IgM i IgA u mlijeku majke povezana je sa znac¢ajno nizim
brojem L u krvi djeteta u akutnoj fazi, a relacija izmedu L djeteta i IgM

perzistira marginalno i u konvalescenciji.

iii.  Starije majke imaju nizi IgM u mlijeku, i ta je dobna razlika vidljiva o oba

mjerenja.

iv. U majki pusaca pronaden je konzistentno nizi IgG2 u akutnoj i konvalescentnoj

fazi.

v. Febrilitet djeteta u akutnoj fazi povezan je koncentracijom 1gG3 u mlijeku
majke: majke s afebrilnim djetetom imaju visu razinu 1gG3 u mlijeku od majki

s oboljelim, ali febrilnim dojencetom.
vi.  Koncentracija IgG2 i IgG3 (prvo mjerenje) raste s viSom dobi majke

vii.  Koncentracija 1gG4 opada s laktacijskom dobi: dulje dojenje povezano je s

nizom razinom IgG4 u mlijeku

U akutnoj fazi bolesti, u¢estalost IL-1B* i IL-6" uzoraka mlijeka znacdajno je niza
medu oboljelima nego zdravim kontrolama, a mjerljive razine izmjerene su u 1/30 (IL-
1B) do 1/5 (IL-6) svih uzoraka mlijeka majki oboljele djece. U kontrolnom intervalu,
frekvencija IL-1B" i IL-6" uzoraka raste u mlijeku majki oboljele djece i u oporavku je
ponovno podjednaka ili sliéna kontrolnim uzorcima. U mlijeku majki zdrave djece,
mjerljive razine (> LLOQ) IL-1B i IL-6 zabiljezene su u 1/3 do "2 uzoraka, bez

znacajne evolucije u kontrolnom intervalu.

Medu majkama oboljele djece, razdioba i evolucija mjerenih vrijednosti IL-6 u
mlijeku povezana je s upalnim biljezima dojenceta. Porast IL-6 u oporavku poglavito
je vidljiv u mladih majki i majki djece s blagom leukocitozom ili urednim leukocitima,
kao i u majki s visim IgG4 akutne faze. Istodobno, majke s mjerljivim IL-6 takoder
pokazuju vise razine mlije¢nog IgE i IgG2 u konvalescenciji. Naprotiv, u starijih majki

1 majki oboljele djece s izazenijom leukocitozom nema oporavka IL-6 u kontrolnom
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intervalu, a suprimiran IL-6 ¢e$¢e perzistira tijekom konvalescentne faze, uz nizi

mlijecni IgE 1 IgG2.

12. Aktna faza obiljezena je gotovo nemjerljivim vrijednostima IL1B, s reverzijom prema
kontrolnim frakcijama u oporavku. Suprotno IL-6, majke s mijerljivim IL-1B u

oporavku pokazuju znacajno nize razine mlije¢nog IgE.

13. Dinamika TNF u mlijeku majki oboljele djece takoder je slicna IL-1B i IL-6. U
kontrolnom intervalu i fazi oporavka, vidljiva je reverzija prema kontrolnoj razdiobi.
Pri tom, oporavak TNF u konvalescenciji povezan je sa znacajno kracom laktacijom,

dok je perzistentna supresija TNF znacajno ¢esca u kasnoj laktaciji.
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8. Sazetak

Ciljevi istrazivanja: Odrediti utjecaj akutne infekcije dojanceta na fenotip i zastupljenost
subpopulacija limfocita, te citokinski i imunoglobulnski sastav maj¢inog mlijeka.

Nacrt studije: Studija je ustrojena kao prospektivno kohortno istrazivanje.

Ispitanici i metode: U istrazivanju je sudjelovalo 43 majke koje su podijeljene u dvije
skupine, prvu skupinu su ¢inile 28 majki koje su bile zdrave, a dojile su bolesnu djecu. Drugu
kontrolnu skupinu je ¢inilo 15 majki koje su bile zdrave i dojile su zdravu djecu. Proto¢nom
citometrijom je odreden imunofenotip te udjeli limfocita izoloranih iz stani¢ne frakcije
maj¢inog mlijeka (ukupni T limfociti, CD4 pomo¢nicki limfociti, CD8 citotoksi¢ni limfociti,
NK stanice, 81 i 82 populacije yo T limfocita, B stanice) te odreden citokinski (IFNy, IL-18,
IL-4, IL-6, IL-17A, TNFa) i imunoglobulinski (IgA, IgE, 19G1.4, IgM) sastav vodene frakcije

mlijeka pomo¢u Luminex tehnologije.

Rezultati: Analizom glavnih komponenti utvrdeno je grupiranje i segregacija uzoraka mlijeka
prema statusu djeteta duz prve glavne komponente (PC1, zdrava vs. oboljela), koja prima
najveci doprinos iz 1gG1, 1gG2 i IgE. Koncentracija IgE, 1gG1, 1gG2 i 1gG4 znacajno je visa
u mlijeku majki c¢ije je dojence u akutnom infektu nego u mlijeku majki sa zdravim djetetom
te ova razlika perzistira u konvalescenciji. Kod majki oboljele djece u ranoj dojenackoj dobi,
zabiljezen je znacajan pad koncentracije IgM u kontrolnom intervalu izmedu akutne i
konvalescentne faze. U istih majki utvrdene su znac¢ajno manje CD8+ T limfocita u odnosu na
mlijeko majki zdrave djece. U oporavku, udio CD8+ T stanica znacajno raste priblizavajuci se
ponovno kontrolnim proporcijama te je pracen zrcalnim padom udjela CD4+ T stanica. U fazi
oporavka, vidljivi su takoder relativno nizi udjeli CD3+limfocita i NKT stanica za oboljelu
djecu u usporedbi s kontrolama u istom intervalu, no bez znacajnog hoda frekvencija izmedu
akutne i konvalescentne faze oboljelih. U fazi oporavka razina 19G2 i IgM u mlijeku
pozitivno korelira s frekvencijama CD4+ T stanica. Razina IgM u oporavku dodatno je
povezana s udjelom T stanica i B stanica. U oboljelih, faza oporavka obiljezena je znacajnim
padom V&2+/Vé1+ omjera u parnim mjerenjima. Razine citokina nisu izmjerene u svim
analiziranim uzorcima, te je suprotno odekivanjima u akutnoj fazi bolesti ucestalost IL-1B" i

IL-6" uzoraka mlijeka znacajno je niza medu oboljelima nego zdravim kontrolama.

Zakljuc¢ak: Ovo istrazivanje Jje pokazalo da se majcino mlijeko stani¢nim,

imunoglobulinskim i citokinskim sastavom mijenja tijekom akutne infekcije dojenceta,
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medutim period od 4-6 tjedana u ovom istrazivanju se pokazao prekratkim za normalizaciju

razine 1g na kontrolne vrijednosti, unato¢ potpunoj klini¢koj konvalescenciji djeteta.

Klju¢ne rijeci: dojenje, imunost, infekcija
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9. Summary

9. Summary

Research objectives: The objective of the research was to determine the influence of the
acute infant infection on the phenotype and abundance of lymphocyte subpopulations, as well

as the cytokine and immunoglobulin composition in the breast milk.
Study design: The study was designed as a prospective cohort study.

Subjects and methods: The research included 43 mothers divided into two groups. The first
group consisted of 28 healthy mothers breastfeeding sick children. The second control group
consisted of 15 healthy mothers breastfeeding healthy children. Flow cytometry was used to
determine immunophenotype, as well as proportions of lymphocytes isolated from the cell
fraction of breast milk (total T lymphocytes, CD4 helper lymphocytes, CD8 cytotoxic
lymphocytes, NK cells, 81 and 82 populations of yo T lymphocytes, B cells). Also, cytokine
(IFNy, IL-1B, IL-4, IL-6, IL-17A, TNFa) and immunoglobulin (IgA, IgE, 1gG1-4, IgM)
composition of the milk water fraction were determined by using Luminex technology.

Results: Principal component analysis showed that there was a grouping and segregation of
milk samples by infant status along the first principal component (PC1, healthy vs. sick),
which received the largest contribution from IgG1, 1gG2 and IgE. The concentration of IgE,
IgG1, IgG2 and IgG4 was significantly higher in the milk of mothers whose infants had an
acute infection than in the milk of those with healthy children. This difference persisted
during convalescence. In case of mothers whose children were affected during early infancy, a
significant decrease in IgM concentration was observed in the time interval between the acute
and the convalescent phase. Significantly fewer CD8+ T lymphocytes were found in the milk
of the same mothers compared to the milk of mothers who were breastfeeding healthy
children. In the recovery phase, the proportion of CD8+ T cells increased significantly and
approached the control proportions, while the proportion of CD4+ T cells decreased.
Relatively lower proportions of CD3+ lymphocytes and NKT cells were also observed in the
milk of mothers with affected children compared to the control milk samples collected during
the same period, but without significant fluctuations in cell frequencies between the acute and
recovery phases of the affected children. In the recovery phase, the levels of IgG2 and IgM
positively correlated with the frequency of CD4+ T cells. The IgM level in the recovery phase
was also related to the proportion of T and B cells. During the recovery phase, the milk of
mothers with affected children was characterised by a significant decrease in the V32+/Vol+

ratio in paired measurements. Cytokine levels were not measured in all samples analysed.
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9. Summary

Contrary to expectations, the frequency of IL-13+ and IL-6+ milk samples in the acute phase
was significantly lower in mothers of affected children compared to mothers of healthy

breastfed children.

Conclusion: This study has shown that the cellular, immunoglobulin and cytokine
composition of breast milk changes during acute infection of an infant. However, the period
of 4-6 weeks proved to be too short for the normalisation of Ig levels to healthy control

values, despite the complete clinical convalescence of the child.

Key words: breastfeeding, immunity, infection
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skrbi u Domu zdravlja Osjecko-baranjske zupanije. 5. Konferencija o Palijativnoj

skrbi s medunarodnim sudjelovanjem: ,,Inegrirana opca i specijalisticka palijativna

skrb®, sazetak. Pula; 30.9.-2.10.2022.9.

Maji¢ A ,Vinkovi¢ N, Granosa A, Pavlovi¢ D. Palliative care department in Osijek-
Baranja Sounty Health Center. Nightingale Challenge webinar Pain Management.
3.10.2022.

Pavlovi¢ D. COVID-19 — protokoli u ordinacijama dentalne medicine. Tec¢aj stru¢nog

usavrSavanja Na desnoj obali Drave. Osijek; 10.04.2021. predavanje

Pavlovi¢ D. Suvremeni pristup u zbrinjavanju kroni¢ne rane izvan zdravstvene
ustanove .TecCaj trajnog usavrSavanja: Multidisciplinarni i polivalentni pristup u

lijecenju kroni¢nih rana.-predavanje. Osijek; 31.1.2020.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Pavlovi¢ D. Program promicanja dojenjau Osjecko-baranjskoj zupaniji-
Poslijediplomski tecaj I kategorije - Tecaj za zdravstvene djelatnike o promicanju

dojenja: Savjetovalista za djecu-prijatelj dojenja. Osijek 27.-28.10.2023.predavac

Pavlovi¢ D, Miksié¢ S, Debeljak P. Promicanje dojenja na podruéju Osjecko-baranjske
zupanije. XXXIII. Perinatalni dani ,,Ante Drazanci¢*. Osijek; 11.-13.10.2019. 121-

122 sazetak 1 predavac

Simié F, Miksi¢ S, Jurani¢ B, Pavlovi¢ D. Znanje studenata sestrinstva o kroni¢nim
ranama. 10. Pomurski simpozij o kroni¢ni rani in 6. Mednarodni. Izzivi na podri¢ju

oskrbe bolnikov s koni¢no rano. Slovenija, Radenci; 18.10 2019.

Pavlovi¢ D, Kalendar cijepljenja u Republici Hrvatskoj. Seminar za zdravstvene

djelatnike - edukacija edukatora o cijepljenju. Osijek; 6.9.2019¢.- predavaé

Miksi¢ S, Jurani¢ B, Pavlovi¢ D. Suvremeni pristup u zbrinjavanju dekubitalne rane u
patronazi. Pomurski simpozij o kroniéni rani in 5. mednarodni: Dejavniki tveganja za

nastanek kroni¢nih ran. 26.0ktober 2018. Predavad

Duman¢i¢ D, Miksi¢ S, Pavlovi¢ D. Samouginkovitost dojenja i skrb patronazne
sestre. XIII. Kongres Hrvatskog pedijatrijskog drustva 1 XII. Pedijatrijskog drustva
Hrvatske udruge medicinskih sestara. Sibenik; 11.-14.listopada 2018.

Klasi¢ Jovanovi¢ S, Pavlovi¢ D, Kova¢ Z. Podrzimo dojenje 1 pridonesimo zdravlju
buduéih generacija. Simpozij drustva patronaznih sestara HUMS-a. Osijek; 14.rujna
2018.

Jurani¢ B, Miksi¢ S, Pavlovi¢ D. Intervencije medicinske sestre kod lije¢enja
dekubitalne rane-tirchom. Pomurski simpozij o kroni¢ni rani in 4. mednarodni:

Kroni¢na rana in izzivi prohodnosti. Slovenija, Radenci; 27.10.2017.

Pavlovi¢ D, Miksi¢ S, Jurani¢ B. Uloga medicinske sestre kod akutnih upala
mokraénog sustava djece. Simpozij 12. osjecki uroloski dani 1 5. osjecki nefroloski
dani 1 4. sekcija medicinskih sestara i tehni¢ara urologije i nefrologije. Osijek; 11. -

13.svibnja.2017. predavac

120



11. Zivotopis

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Pavlovi¢ D, Mihalj M. Dojenje, prvi korak prema zdravlju. Simpozij Primarna i
sekundarna prevencija bolesti suvremenog ¢ovjeka, MF. Osijek; 21.-22.10.2016.

predavac

Miksi¢ S, Jurani¢ B, Pavlovi¢ D, Rakosec Z. Uloga medicinskih sestara u pruzanju
duhovne skrbi. 12. Simpozij druStva patronaznih sestara HUMS-a. Karlovac; 23.-
24.09.2016.

Pavlovi¢ D, Iskustva patronazne sestre u zajednici s psihickim bolesnikom. Program
stalnog medicinskog usavrSavanja Ill.kategorije Psihijatrija i obiteljska medicina,

predavac. Osijek; 04.06.20216.

Pavlovi¢ D, Kovac Z, Voloder V. Znacaj promicanja dojenja u primarnoj zdravstvenoj
zaititi. 7. Kongres Koordinacije hrvatske obiteljske medicine. Sibenik; 19.-

22.05.2016. sazetak str.90, predavac

Pavlovi¢ D, Identifikacija ¢imbenika koji utjecu na rani prekid dojenja kod prvog
djeteta. 4.simpozij Hrvatske udruge patronaznih sestara. Zagreb; 4.3.2016.9., (Pozvani

predavac)

Pavlovi¢ D, Miksi¢ S, Pavlovi¢ O. Vaznost i uloga dojenja kod prisilnih migracija IV.
medunarodnog nau¢nog skupa- Migracije u XXI vijeku, uzroci i posljedice. 25. mart

2016. Bosna 1 Hercegovina,Br¢ko. saZetak zbornik radova 83-89. i predavac

Jurani¢ B, Miksi¢ S, Pavlovi¢ D. Suvremeni tretman kroni¢ne rane u palijativnoj skrbi.

Slovenija, Moravske toplice; 16-17.10.2015g.

Pavlovi¢ D, Miksi¢ S. Priprema roditelja i malog djeteta za polazak u vrtié.
Sestrinstvo bez granica, Drustvo patronaznih sestara. Opatija; 09.-11.10.2015.

predavac

Pavlovi¢ D. U€inak dodataka omega tri masnih kiselinai vitamina A u prehrani dojilja
na diferencijaciju limfocita u maj¢inom mlijeku. Medicinski fakultet Osijek, Dani

doktoranada. Osijek; 27-28.svibanj.2015. — Dekanova nagrada

Miksi¢ S, Konjarik Z, Jurani¢ B, Pavlovi¢ D. Granulom kao komplikacija BCG
cjepiva, X. Simpozij drustva patronaznih sestara HUMS-a. Osijek; 15.svibanj 2015.
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28. Pavlovi¢ D, Pavlovi¢ O, Miksi¢ D. Palijativna skrb bolesnika s Alzheimerovom
demencijom. 2. Simpozij o palijativnoj skrbi s medunarodnim sudjelovanjem.

Slavonski Brod; 17.-18. 04.2015., predavac

29. Pavlovié D, Miksié S, Sikora M. Psihosocijalne intervencije patronazne sestre
stradalima u poplavama. Katastrofe prevencija i saniranje posljedica. Zbornik radova

sa I1l. medunarodnog nau¢nog skupa. Br¢ko; 27.03.2015.predavac i sazetak

30. Pavlovi¢ D. Cimbenici koji utjeu na duljinu dojenja prvog djeteta. XI. Kongres
Hrvatskog Pedijatrijskog drustva s medunarodnim sudjelovanjem. Paediatr. Croat.
2014; 58 suppl.(2): 79-80. Dubrovnik; 16.-19.11.2014. Sazetak i predavac

31. Pavlovi¢ D. Grupe za potporu dojenju. UNICEF - Edukacija za predavace na

trudnickim tecajevima. Osijek; rujan 2014. Predavac

32. Pavlovi¢ D, Pavlovi¢ O, Sladi¢ Rimac D, Voloder V. Prikaz znanja pacijenata o
hipertenziji 1 njthova motiviranost za uc¢enje. IX. Simpozij druStva patronaznih sestara

HUMS-a; Zdravstvena njega u zajednici. Zagreb; 6.5. 2014. Predavac

33. Sladi¢ Rimac D, Kanisek S, Pavlovi¢ D, Armbrust Z. Sekundarna prevencija nakon
dijagnosticiranja osteoporoze. IX. Simpozij drustva patronaznih sestara HUMS-3;

Zdravstvena njega u zajednici. Zagreb; 6.5.2014. Sazetak

34. Pavlovi¢ D, Peri K. Promocija zdravlja preko grupa za potporu dojenja grada Osijeka.
VIII. simpozij patronaznih sestara. HUMS. Promocija zdravlja u zajednici. Zagreb;

17.05.2013. predavac

35. Pavlovi¢ D, Miksi¢ S. Dojenjem do zdrave buduénosti. VII. simpozij patronaznih
sestara. HUMS. Primarna, sekundarna i tercijarna prevencija u patronaznoj

zdravstvenoj skrbi. Opatija;18.-19.5.2012. predavac.
Objavljeni radovi:

1. Catipovié M, Miksi¢ S, Fure§ R, Puhari¢ Z, Pavlovié¢ D. Deficiencies in the Intentions,
Attitudes, and Knowledge of Future Healthcare Professionals Regarding
Breastfeeding. Child Basel Switz. 21. srpanj 2023.;10(7):1256.
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2. Blazinkov Z, Kristofi¢ I, Jandri¢ I, Blazinkov M, Lovri¢ B, Pavlovié D, i ostali. The
reliability of urodynamic assessment in cinfirmation of stress urinary incontinence in
relation to bonney test. Acta Clin Croat. 2023.;62, (Suppl.2):9-13.

3. Pagari¢ S, Orki¢ Z, Babi¢ M, Far¢i¢ N, Milosti¢-Srb A, Lovrié R, I Bara¢ I, Miksi¢ S,
Vujani¢ J, Turk T, Gvozdanovi¢ Z, Pavlovi¢ D, Srb N, Pacari¢ I .Impact of Immediate
and Delayed Breast Reconstruction on Quality of Life of Breast Cancer Patients. Int J
Environ Res Public Health. 13. srpanj 2022.;19(14):8546.

4. Cebohin M, Pavlovi¢ D, Smoli¢ R, Hnate$en D, Fargi¢ N, Marjanovi¢ K. Croatian
Registered Nurses - Perception of Barriers to Research Utilization: A Cross-sectional
Study. Open Access Maced J Med Sci. 2021.;9:28-33.

5. Miksic S, Konjarik Z, Kralj-Vasilj M, Jurani¢ B, Pavlovi¢ D. Interventions of Health
Visitors in Making a Decision About Breastfeeding. Southeast Eur Med J. 26. svibanj
2017.;1(1):130-5.

Aktivnost u znanstvenim projektima:

Institucijski znanstveno-istrazivacki projekt Fakultet za dentalnu medicinu i zdravstvo :
FDMZ-1P-2022 (Pl Martina Mihalj) pod nazivom ,Provodenje preventivnih mjera
Zdravstvene njege u zajednici u simulacijskom kabinetu — dojenje® Voditelj projekta Robert
Lovri¢ ; suradnici Stefica Miksi¢, Jasenka Vujanié, Dragica Pavlovi¢, Zeljka Dujmi¢, Marija

Barisi¢.
Tecajevi trajne edukacije:

2021. - Struc¢no usavrSavanje za nastavnike/ mentore ,,Planiranje, pripremanje i priprema za
nastavu u klini€kom okruzenju®“. FDMZ. 29.09.2021.

2019. - Poslijediplomski tecaj stalnog medicinskog usavrSavanja 1. kategorije Osnove
palijativne medicine, Medicinski fakultet Zagreb. 15.-24.03.2019

2016. - Medunarodni tecaj I.kategorije Temeljne vjestine edukatora u biomedicini izdravstvu,

te interdisciplinarnim podru¢jima znanosti, MFO 7-10.12.2016.

2015-Poslijediplomski tecaj I.kategorije Suvremena saznanja o laktaciji i dojenju, Split 21.-

24.10, 18.-21.11.2015.
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Ocjenski radovi-diplomski rad:

Dragica Pavlovi¢. Identifikacija ¢imbenika koji utje¢u na rani prekid dojenja kod prvog

djeteta. 2013, Medicinski fakultet Osijek.

Posebna znanja i vjeStine:
e Poznavanje rada u Microsoft Office programima
e Polozen vozacki ispit — B kategorija

e Poznavanje njemackog i engleskog jezika 2004.(”Lanico”, zavreSen 4. stupnj

engleskog jezika)
Ostale aktivnosti:
2024. — Predsjednica Tima za palijativnu skrb Osjecko-baranjske Zupanije
2023. — Predsjednica Povjerenstva za primarnu zdravstvenu zaStitu HKMS

2023. —Poslijediplomski tecaj I kategorije - Te€aj za zdravstvene djelatnike o promicanju

dojenja: Savjetovalista za djecu-prijatelj dojenja. Osijek 27.-28.10.2023.- voditelj
2022. — Clan Povjerenstva za zatitu prava pacijenata na podru¢ju Osjetko-baranjske Zupanije

2018 — Konferencija Edukacija edukatora o promicanju dojenje- organizator i voditelj ,
Osijek 27.11.2018g.

2016. — Voditelj Tim-a za provodenje programa Promicanja dojenja u Osjecko-baranjskoj

Zupaniji
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Prilog 1. Obavijest za bolesnika/ispitanika u istraZivanju

OBAVIJEST ZA BOLESNIKA / ISPITANIKA U ISTRAZIVANJU

»Promjene stanicnog i citokinskog sastava maj¢inog mlijeka tijekom akutne infekcije
dojenceta - uloga gama delta (y6) T limfocita,,

Zamoljeni ste za sudjelovanje u istrazivanju koje proucava promjene u sastavu majcinog
mlijeka kao odgovor na akutnu infekciju dojenceta, s posebnim ciljem utvrdivanja uloge
specificnih imunoloskih stanica (yo T limfocita) i imunoloskih medijatora (citokina,
imunoglobulina). Ova obavijest ¢e Vam pruziti podatke ¢ija je svrha pomo¢i Vam odluciti
zelite li sudjelovati u ovom znanstvenom istrazivanju. Prije nego Sto odlucite, Zelimo da
shvatite zaSto se to istrazivanje provodi i §to ono ukljucuje. Zato Vas molimo da pazljivo
procitate ovu obavijest. Ukoliko u ovoj obavijesti ne razumijete neke rijeci, slobodno pitajte
lije¢nike 1/ili istrazivace koji sudjeluju u ovom znanstvenom istrazivanju. Ovo istrazivanje
provode Dragica Pavlovi¢, mag. med. techn., Izv. prof. dr. sc. Martina mihalj, dr. med. I

Izv.prof. dr. sc. Stana Toki¢, mag. mol. biol.

Cilj ovog istrazivanja je odrediti sastav imunoloSkih/obrambenih komponenti majcinog
mlijeka tijekom akutne infekcije dojenceta.

Na uzorku nece pisati VaSe ime, ve¢ Sifra koja omogucava potpunu zastitu Vasih osobnih
podataka/Vase privatnosti tijekom istrazivanja. Svi ukljuceni istraziva¢i se obavezuju na
potpunu zaStitu Vasih osobnih podataka te se VaSi osobni podaci nefe pojavljivati niti u
jednom znanstveno-istrazivatkom dokumentu, niti ¢e na bilo koji nacin biti dostupni ili
objavljeni pod Vasim imenom.

Bit ¢ete obavijesteni o svim vaznim novim informacijama dobivenim za vrijeme istrazivanja,
akoje mogu utjecati na Vasu spremnost za nastavak sudjelovanja u ovom istrazivanju.

Metode kojima Ce se sluziti u provodenju istraZivanja su sljedece:

1. Klinicki pregled (anamnesticki podatci, fizikalni status, endoskopski pregled)

2. Odredivanje laboratorijskih parametara (hematoloskih, biokemijskih i1 upalnih) iz venske
krvi uzete na standardni nacin

3. Analiza sedimenta urina

4. Uzorkovanje mlijeka za analizu stani¢nog, citokinskog i imunoglobulinskog profila.
LijeCenje VaSeg djeteta ¢e se provoditi od strane nadleznog lije¢nika u Domu zdravlja

Osjecko —baranjske zupanije i/ili Klinike za pedijatriju Klinickog bolni¢kog centra Osijek te
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ni u ¢emu nece odstupati od uobicajenoga lijecenja. Mozda necete imati osobne koristi od
sudjelovanja u ovom istrazivanju; medutim, spoznaje koje ¢e se ste¢i u okviru ovog
istrazivanja mogu znacajno unaprijediti razumijevanje ¢imbenika koji sudjeluju u razvoju ove
bolesti te doprinijeti ciljanom 1 uspjesnijem lijeCenju iste.

Ako odlucite sudjelovati dobit ¢e te na potpis ovu obavijest (jedan primjerak zadrzite). Vasa
odluka o sudjelovanju u ovom istrazivanju je dobrovoljna i mozete se slobodno i bez ikakvih
posljedica povuci u bilo koje vrijeme, bez navodenja razloga. Pri tome necete biti kaznjeni,
niti ¢ete izgubiti pravo na otimalno lijeCenje Vase bolesti. Nastavit ¢e te se dalje lijeciti na
nacin koji je uobicajen za Vasu bolest.

Ako odlucite prekinuti sudjelovanje, molimo da o tome na vrijeme obavijestite glavnog
istrazivaca i njegove suradnike.

Vasi ¢e se osobni podaci obradivati elektronicki, a istraZivac i njegovi suradnici pridrzavat ¢e
se interne procedure za zastitu osobnih podataka. U bazu podataka bit ¢e te uneseni pomocu
koda i prema inicijalima. Vasu medicinsku dokumentaciju ¢e pregledavati istrazivac i njegovi
suradnici. VaSe ime nikada nece biti otkriveno. Pristup dokumentaciji mogu imati
predstavnici Etickog povjerenstva ustanove u kojoj se lijecite (lokalno eticko povjerenstvo) 1
Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta.

Rezultati ovog znanstvenog istrazivanja mogu biti od prakti¢ne koristi, ali 1 znanstvene, stoga
¢e se objavljivati u znanstvenim publikacijama, ali Vas$ identitet ¢e uvijek ostati anoniman.
Ispitivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Sveucilista u Osijeku te
Eticko povjerenstvo Klinickog bolnickog centra Osijek, nakon uvida u potpunu
dokumentaciju. Ispitivanje se provodi u skladu sa svim primjenjivim smjernicama za eti¢¢nost
u provodenju klinic¢kih istrazivanja, ¢iji je cilj osigurati pravilno provodenje i sigurnost osoba
koje sudjeluju u ovom znanstvenom istrazivanju,uklju¢ujué¢i Osnove dobre klinicke prakse i
Helsinsku deklaraciju.

Za sve dodatne podatke, slobodno se obratite glavnom istrazivacu ili njegovim suradnicima:
Dragica Pavlovi¢, mag. med. techn. - glavni istrazivac

Dom zdravlja Osjecko — baranjske Zupanije

Tel: 0998154760

e-mail: dragicapavlovic.os@gmail.com

Izv. prof. dr. sc. Martina Mihalj, dr. med. — mentor

Zavod za dermatologiju i venerologiju KBC Osijek

Katedra za fiziologiju i imunologiju Medicinskog fakulteta Osijek

e-mail: martina.mihalj@gmail.com
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Izv.prof. dr. sc. Stana Toki¢, mag. mol. biol.

Laboratorij za analizu DNA, Medicinski fakultet Osijek

e-mail: stokic@mefos.hr

Presliku dokumenta (potpisne stranice) koji ¢ete potpisati ako zelite sudjelovati u istrazivanju
dobit cete Vi i glavni istrazivac. Originalni primjerak dokumenta ¢e zadrzati i Cuvati glavni
istrazivac.

Hvala Sto ste procitali ovaj dokument i razmotrili sudjelovanje u ovom znanstvenom
istrazivanju.

Ova obavijest je sastavljena u skladu sa Zakonom o zdravstvenoj zastiti Republike Hrvatske

(NN 150/08 ) i Zakonom o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN 169/04).
GLAVNI ISTRAZIVAC:

Dragica Pavlovi¢, mag. med. techn.
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Prilog 2. Obrazac informiranog pristanka ispitanika o sudjelovanju u istraZivanju

OBRAZAC INFORMIRANOG PRISTANKA ISPITANIKA O SUDJELOVANJU U
ISTRAZIVANJU

»Promjene stani¢nog i citokinskog sastava maj¢inog mlijeka tijekom akutne infekcije

dojenceta - uloga gama delta (yd) T limfocita,,

Potvrdujem da sam dana , u Osijeku procitao/procitala ovu obavijest za

gore navedeno znanstveno istrazivanje te sam imao/imala priliku postavljati pitanja.
Razumijem da je moje sudjelovanje dobrovoljno. Razumijem da za potrebe istrazivanja

trebam dati uzorak krvi i uzorak mlijeka.

Razumijem da uvid u rezultat testiranja krvi i mlijeka imaju odgovorni pojedinci
(istraziva¢,mentor,suradnici), ¢lanovi EtiCkog povjerenstva ustanove u kojoj se istrazivanje
obavlja te ¢lanovi Eti¢kog povjerenstva koje je odobrilo ovo znanstveno istrazivanje. Dajem
dozvolu tim pojedincima za pristup mojoj medicinskoj dokumentaciji-nalazima.

Potpisom ovog obrasca pristajem sudjelovati u znanstvenom istrazivanju i potvrdujem da sam

upoznat sa sadrzajem istoga. Pristajem da moj obiteljski lijecnik (odnosno c¢lan obitelji) te

pedijatar bude upoznat s mojim sudjelovanjem u navedenom znanstvenom istrazivanju.
ZELIM SUDJELOVATI U ZNANSTVENOM ISTRAZIVANJU.
IME | PREZIME ISPITANIKA/ STARATELJA:

POTPIS:

IME | PREZIME ( tiskanim slovima )

DATUM:

Osoba koja je vodila postupak obavijesti ispitanika i suglasnost za sudjelovanje:

POTPIS:

IME | PREZIME ( tiskanim slovima )

DATUM:
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Prilog 3. Anketni upitnik kod prvog uzorkovanja

Upitnik kod 1.uzorkovanja mlijeka:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Ime i prezime majke:

. Datum i godina rodenja majke:

Ime i prezime djeteta:

Datum i godina rodenja djeteta:

Spol djetetax: M Z

Apgar score:

Vrsta poroda:

Broj poroda:

Tjedan trudnoce kada je bio porod:

Duljina dojenja djeteta:

Bolyjete li od neke kronicne bolesti: DA

Ukoliko DA, navedite koje:

NE

Uzimate li stalnu terapiju: DA

Ukoliko DA, navedite koju:

Jeste 11 pusac:
NE

Imate li znakove akutne respiratorne bolesti: DA

Ukoliko DA, navedite koje:

DA

NE

NE
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18. Znakovi infekcije kod djeteta (zaokruzite ponudeni odgovor-moguée vise odgovora):
PoviSena tjelesna temperatura
Razdrazljivost
Proljev
Bljuckanje
Pla¢
Ubrzano disanje
Klonulost
Osip
Slabo napredovanje na tezini
Marmorizirana koza
Hladne okrajine
Perioralna cijanoza

. Kasalj
Curenje nosa

Sgo-FT o S@he 20 o

19. Je li radena mikrobioloska obrada djeteta: DA NE

20. Ukoliko DA, zaokruzite koja:
a. Bris zdrijela
b. Urinokultura
c. Analiza stolice
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Prilog 4. Anketni upitnik kod drugog uzorkovanja

Upitnik kod 2.uzorkovanja mlijeka:

1. Imate li znakove akutne respiratorne bolesti: DA
2. Ukoliko DA, navedite koje:
3. Imali dijete znakove akutne infekcije: DA

NE

NE

4. Ukoliko DA, navedite koje (zaokruzite ponudeni odgovor-moguce vise odgovora):

Sgo-FT o S@he 20 o

Povisena tjelesna temperatura
Razdrazljivost

Proljev

Bljuckanje

Pla¢

Ubrzano disanje

Klonulost

Osip

Slabo napredovanje na teZini
Marmorizirana koza

Hladne okrajine

Perioralna cijanoza

. Kasalj

Curenje nosa



